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緒 言

細胞は常に,放 射線,化 学物質等によるDNA

損傷の危険にさらされている.そ こで細胞には

損傷されたDNAの 修復機構が備 わってお り,

これによって遺伝的連続性が保たれている.し

かし何等かの理由で,損 傷されたDNAの 修復

が完全におこなわれないか,あ るいは誤った修

復がおこなわれ固定された時は,場 合場合によ

ってこれが細胞の死,突 然変異(あ るいは癌化),

老化,進 化等 と関係す ることが知 られている.

この ようにDNA損 傷の修復は生命にとって本

質的機構であるにもかかわらず,殆 んど解明さ

れておらず,こ れにあずかるDNAポ リメラー

ゼの分子種 も同定されていない.哺 乳類細胞の

DNAポ リメラーゼはDNAポ リメラーゼ α, β,

 γの3種 に大別されているが1～4),修復DNA合

成にあずかるのは,ポ リメラーゼ α5～16), β17～25)

あるいは αとβ26～32)であると報告 されている.

このようにまちまちな結果がえられている理由

として細 胞の違い, DNA損 傷の違 い,測 定法

の違 い等があげられている.

これまでの研究は紫外線で誘導 した修復DNA

合成についての研究が主体であったが,本 研究

では癌 原性化学物質で損傷 されたDNAの 修復

にあずか るDNAポ リメラーゼの分子種 を明ら

かに し,ま たDNA損 傷剤の違いによって関与

するポ リメラーゼに違いがあるか どうか も明ら

か に す る 目 的 で,培 養 ヒ ト細 胞 にN-methyl-N'-

vitro-N-nitrosoguanidine(MNNG), 4-nitro

quinoline-1-oxide(4NQO), methyl methane

sulfonate(MMS), N-methyl-N-nitrosourea

(MNU)等 で 誘 導 し た 修 復(不 定 期)DNA合

成 に あ ず か るDNAポ リ メ ラ ー ゼ の 分 子 種 を

DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 選 択 的,特 異 的 阻 害 剤 を

用 い て 検 討 し た.

材 料 と 方 法

チ ミ ジ ン(dThd),デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド ・

三 り ん 酸(dNTPs)と2', 3'-dideoxythymidine-

5'-triphosphate(ddTTP)はPL biochemicals

 Co.(Milwaukee, USA)か ら,〔3H〕dThdと

〔3H〕dTTPは ア マ シ ャ ム ジ ャ パ ン 株 式 会 社(東

京)か ら 買 入 し た. N-methyl-N'-nitro-N-nitro

soguanidine(MNNG), 4-nitroquinoline-1-ox

ide(4NQO)は 和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社(大 阪),

 methyl methanesulfonate(MMS)は 東 京 化 成

工 業 株 式 会 社(東 京), N-methyl-N-nitrosourea

(MNU)は 半 井 化 学 薬 品 株 式 会 社(京 都), hy

droxyurea(HU)はNutritional Biochemical

 Corp.(Ohio, USA)ま たN-ethylmaleimide

(NEM)はSigma Chemical Co.(St, Louis,

 USA)か ら 買 入 し た, AphidicolinはImperial

 Chemical Industries(Cheshire, England)の

Dr. A. H. Toddか ら 恵 与 を 受 け た.他 は 国 内 市

販 試 薬 を 使 用 し た.
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1)細 胞 と培養

HeLa-S3細 胞 とHEp-2細 胞 は 当教 室 で液体

窒 素 に保 存 されて いた もの を もどし使 用 した.

これ らの 細 胞 は5%CO2-飽 和 水 蒸 気 中, 37℃

で10%牛 血 清 添加 イー グルMEM培 地(日 水 製

薬株 式会 社,東 京)で 直径100mmの プ ラスチ ッ

クペ トリ皿 に単層培 養 した .

以 下 の実験 は特 に こ とわ らない限 り,氷 中(0

℃)で 操 作 した.

2)生 細 胞 のDNA合 成

植 継 ぎ後3日 目に,細 胞密度70%程 度 にな っ

た ところで0.25% trypsin-0.02% EDTA, 37℃

で処 理 して細 胞 を単 離 し,新 鮮 な培養 液 に懸濁

し,培 養 液 で1回 洗 った後,新 鮮 な培養 液 に再

び 懸濁 し細胞 数 を測定 し, 1×106細 胞 ずつ試 験

管 に移 した.試 験管 を2つ の グルー プに分 け,

一 方 は0
.59mlの 培 養液,他 方は10mM hydroxy

ureaを 含 む0.59mlの 培 養 液に懸濁 して37℃,

 30分 間incubateし た.そ して癌 原性化 学物 質,

 DNA合 成 阻 害 剤, 〔3H〕dThd(1μM, 5Ci/

mmol)加 え て終 液 量 を0.6mlと し,さ らに37

℃, 2～3時 間incubateし た.試 験管 を氷 中で

冷却 したの ち, 1000xg, 10分 間 遠 心 して培養 液

を除 き,細 胞 を0.6mlのTriton-buffer B(0.0175

%  Triton X-100, 0.25M sucrose, 10mM Tris-

HCl, 4mM MgCl2, 1mM EDTA, 6mM 2-

mercaptoethanol, pH 8.0)に 懸 濁,更 に2ml

の7.5% trichloroacetic acid (TCA)-1% pyro

phosphate (ppi)を 加 えた.酸 不 溶 性 画 分 を

glass fiber filter(Whatman GF/C, 2.4cm)

に 回 収 し, 5%TCA 4mlで6回 洗滌 したの ち,

フ ィル ター を乾燥 し,バ イア ルに入れ,ト ルエ

ン ・ベ ー スの シンチ レー ター を加 え,酸 不 溶性

画分(DNA)に 取 り込 まれ た3H量 を液体 シン

チ レー シ ョン カウン ター で測定 した.

3) Permeable細 胞 のDNA合 成

修復DNA合 成 に関与す るDNAポ リ メラー

ゼ の分 子種 を明 らか にす る 目的 で,ヌ クレオチ

ドや阻害 剤の透 過が容易 なpermeable細 胞 を調

製 して検 討 した33).さ きのよ うにtrypsin-EDTA

処 理 でHeLa細 胞 を回収 し,新 鮮 な培 養液 で1

回 洗 った後,対 照群 は新鮮 な培養 液 に,実 験群

は10mM hydroxyureaとMNNG 100μg/0.6

ml含 む 培 養 液 に1×106 cells/0.6mlの 細 胞密

度に懸濁 し, 37℃, 2時 間incubateし た後,冷 却 ・

遠 心 した.沈 渣 の細胞 をさきのTriton-buffer B

に 懸 濁 して1回 洗 い, 0-0117% Triton X-100,

 0.167M sucrose, 0.67mM EDTA, 4mM 2-

mercaptoethanol, 40mM Tris-HCl, 5mM

 MgCl2, 0.08M NaCl, 50μM dATP, 10μM

 dCTP, 50μM dGTPと2.5μM〔3H〕dTTP

(5Ci/mmol)を 含 む液(pH 8.0)0.6mlに 懸

濁 し, 37℃, 30分 間incubateし てDNA合 成 を

行 なわせ た26).酸 不 溶性画 分 に取 り込 まれ た3H

量 は さ きに述べ た フ ィル ター法 で測定 した.

4)修 復DNA合 成 の オー トラジオ グラフ ィー

プ ラスチ ッ ク製ペ トリ皿(直 径50mm)に カ

バー グラス を切 って作 った短 冊(10×30mm)3

枚 を並 べ て入れ,そ の上 に細 胞 を培 養 した.細

胞密度 が70%飽 和 程 度 に達 した とこ ろで,培 養

液 を除 き,ペ トリ皿 を2群 に分 け,一 群 には新

鮮 な培 養液 を,他 の群 には10mM hydroxyurea

を含 む新 鮮 な 培養 液 を1.98ml加 え て, 37℃,

 30分 間incubateし た.つ いで癌 原性化 学物 質,

 DNA合 成 阻害剤お よび 〔3H〕dThd(2.5μCi/

ml, 20Ci/m mol)を 加 えて37℃, 2-3時 間

培養 した.標 識後,培 養液 を除 き,り ん酸緩衝

生理 的 食塩 水 で洗 い,酢 酸 エ タ ノー ル(1:3)

液 で10分 間 固定 後,細 胞の生 えてい るカバー グ

ラス製短 冊 を取 り出 し乾燥 した.過 塩素 酸 の2

%水 溶液 で4回 洗 って,酸 可 溶性 の アイ ソ トー

プ を除 き,よ く水 洗 したの ち乾燥 した.短 冊 は

細 胞面 を上 に してス ライ ドグラスに貼 りつけ,

暗 室 で オー トラジ オグラフ ィー用写 真乳 剤(サ

クラNR-M2)で 覆 い,乾 燥剤 入 りの暗箱 に入

れ, 4℃ で 露出 した.テ ス ト現 像 で至 適 露出時

間 を きめ,本 現像,定 着,水 洗 を行 な い,ギ ム

ザ染 色 をほ どこ して鏡検 した.銀 粒子数 の計測

は方 眼 接眼 ミクロ メー ター(5mm2各10等 分)

を装着 して行 な い,一 標 本 当 り100細 胞核 につ い

て計 測 し,ヒ ス トグラム を作製 した.

実 験 結 果

1) MNNG処 理 細胞 のDNA合 成

MNNG 100μg/ml(0.68mM)とhydroxy

urea 10mM存 在 下 で の 〔3H〕dThdのHeLa
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図1. MNNG処 理 お よび非処理HeLa

細 胞 のDNA合 成 の経時的変化.

DNA合 成 は10mM hydroxyurea

存在 下,〔3H〕dThdの 酸 不溶性画

分への取込 で測定 した. MNNG

はdimethylsulfoxide(DMSO)に

溶 か した濃厚 液 を作成 し1/120量

添 加 した.対 照には同量のDMSO

を添 加 した. ●, 100μg/mlMN

NG処 理 細 胞; ○, MNNG非 処

理細胞.取 込量はcpm/106細 胞 で

示 した.

図2. MNNGの 濃 度 とDNA合 成.投

与す るMNNGの 濃度 を図のよう

に変えて, 10mM hydroxyurea存

在 下, HeLa細 胞DNAへ の 〔3H〕

dThdの 取 込量(cpm/106細 胞/2

時 間)を 測定 した.

細 胞核DNAへ の 取 込 は,図1黒 丸実 線 の如 く

で,経 時 的 に取込 量 の増加 が認め られ た. Hy

droxyurea 10mMを 添 加 した対 照は 白丸 実線 の

如 くで あ り,図 はMNNG添 加 に よ り,明 らか

にDNA合 成 量が増 加す る こ とを示 して いる.

 Hydroxyureaは 複 製 的DNA合 成 を強 く阻害

し,修 復DNA合 成 を殆ん ど阻害 しない ので34),

修 復DNA合 成 を測定 す る 目的 で以下 の実験 に

おいて も使 用 した.図2はMNNG濃 度 の〔3H〕

dThd取 込 量に与 える効果 をみた もので, MNNG

100～200μgで 最 大 の取 り込 み活性 を示 した.

そ の活性 はMNNGを 加 えない対照 の約4倍 で,

あ とで 述べ る よ うに 複 製 的DNA合 成 活 性 が

MNNGで 強 く抑 制 され る こ とも考 慮す ると,

実 測 され るMNNG処 理 細胞 のDNA合 成 活性

の90%以 上 がMNNGで 誘 導 され た修 復DNA

合 成 活性 と考え られた.以 下の実験 ではMNNG

の 濃 度 は100μg/mlと し,〔3H〕dThdに よ る標

識は2時 間行 なった.

2) 4NQO, methyl methanesulfonate(MMS)

の 濃 度 とDNA合 成

Hydroxyurea 10mM存 在 下HeLa細 胞 の

DNA合 成 は図3, 4で 示 され る ように4NQO

やMMSで 促 進 された.最 大 活性 は4NQO 10

～50μM , MMS 0.5-1mMで え られ,対 照の

3～4倍 の 活 性 を与 え た. N-methyl-N-nitro

sourea(MNU) 1mMで も同様 な活 性促進 効

果が 認め られた.あ とで述べ るよ うに,こ れ ら

の薬 剤 もMNNG同 様 に,複 製的DNA合 成 を

反 って抑制 す るの で,こ れ ら薬剤 の最大 活性 を

与 え る濃 度 でのDNA合 成 は大部 分 修 復DNA

合 成 と推 定 され た.以 下 の 実験 では4NQO,

 MMS, MNUの 濃 度 はそれぞれ10-5M, 10-3M,

 10-3Mと し,〔3H〕dThdに よ る標 識は3時 間

行 なった.

3)癌 原 性 化 学物 質 処 理 お よび 非 処理 細 胞の

DNA合 成 のaphidicolin感 受 性

Cephalosporium aphidicolaの 培 養液 か ら分

離 されたtetracyclic diterpene-tetraolのaphi

dicolinは,精 製,部 分精 製お よび生 細胞 のDNA

ポ リ メラー ゼ αを特 異 的 に 阻 害 し, DNAポ リ

メ ラーゼ β と γは全 く阻害 しない こ とが知 られ

てい る35,36).複製 的DNA合 成 はaphidicolinで
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図3. 4NQOの 濃度 とDNA合 成.投 与 する

4NQOの 濃度を変えて, 10mM hydroxy

urea存 在下, HeLa細 胞DNAへ の 〔3H〕

dThdの 取 込量(cpm/106細 胞/3時 間)を

測定 した. 4NQOはethyl alcoholで120

倍 の 濃厚液 を作成 して添加 し,対 照には

同量のethyl alcoholを 添加 した.

図4. MMSの 濃 度 とDNA合 成.投 与 す る

MMSの 濃度 を変 えて, 10mM hydroxy

urea存 在下, HeLa細 胞DNAへ の 〔3H〕

dThdの 取 込量(cpm/106細 胞/3時 間)を

測定 した. MMSは 水溶液 として使用 した.

ほぼ完全に阻害 され,主 としてDNAポ リメラ

ーゼ αによって行 なわれていることが知 られて

いる36).そ こで本実験では,修 復DNA合 成の

aphidicolin感 受性 を調べ るにあたって複製的

DNA合 成 を内部対照 とした.複 製的DNA合

成(表1の"control")と 癌 原性化学物質で処

表1. DNA syntheris in carcinogen-treated or

 nontreated cells measured with or with

out hydroxyrea and aphidicolin

表2. Aphidicolin-resistant fractions of repli

cative DNA synthesis and DNA synthe

sis in carcinogen-treated cells

DNA synthesis in carcinogen-treated cells was measured in the presence 

of 10mM hydroxyurea. Aphidicolin was added at the concentration of 

10ƒÊg/ml (30ƒÊM).

理 した細胞のDNA合 成のaphidicolin感 受性

は表1, 2の 如 くであった.本 実験でaphidicolin

はdimethylsulfoxide(DMSO)に 溶解 した濃

厚液 を少量反応液中に加え,終 濃度を10μg/ml

とした.対 照には同量のDMSOを 加えた.本 研

究に用いた癌 原性化学物質は,い ずれもDNA

を損傷することによって修 復DNA合 成 を誘導

したが,同 時に複製的DNA合 成を抑制 した.

なかでもMNNGの 複製的DNA合 成の抑制は

顕著であった. Hydroxyurea非 存在下で測定

された癌原性化学物質処理細胞のDNA合 成は,

誘導された修復DNA合 成 と抑制を免れた複製

的DNA合 成の和 を示 している.癌 原性化学物

質処理細胞の修復DNA合 成活性は次の2方 法

で推定 した,まず10mM hydroxyurea存 在下で

測定されたDNA合 成活性は,先 に も述べたよ

うに大部分修復DNA合 成活性 と考 えられるの

で,こ れを修復DNA合 成活性 とみなした.ま

たは10mM hydroxyurea存 在下 でえ られた癌
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原 性 化学 物 質処理 細胞 のDNA合 成 活性 か ら,

非 処理 細胞 のそれを差 引いた値(表1のMNNG

-dependent, 4NQO-dependent,表2のcarcino

gen-dependent DNA synthesis)を 修 復DNA

合 成 活性 とみ な した.表2は この よ うに して求

め た修 復DNA合 成 活性 と,複 製的DNA合 成

活性 のaphidicolin 10μg/ml(30μM)に 対 す る

抵抗 性(感 受性)を 示 してい る. Aphidicolinで,

対 照の複製的DNA合 成 はHeLa細 胞 で もHEp

2細 胞 で も一 様 に98%前 後 阻害 され た.一 方,

先 の2方 法 で推定 した癌 原性 化学物 質処理 細 胞

の修 復DNA合 成 のaphidicolin感 受 性 は,方 法

間の差 は 少な くてほ ぼ一致 し,複 製的DNA合

成 のaphidicolin感 受 性 よ り明 らか に低 い値 を

示 した.修 復DNA合 成 のaphidicolin感 受 性

は, DNA損 傷 を与 える癌 原性 化 学物質 の種類

に よって,ま た細胞 の種 類に よ ってか な りの差

異が認 め られた.

4)修 復DNA合 成のオー トラジオグラフ ィー

による検討

前述のようにDNA合 成活性測定の結果か ら

も,修 復DNA合 成への複製的DNA合 成混入

の程度が推定可能であるが,細 胞集団全体 とし

ての活性 を測定 しているため,厳 密には細胞集

団中の特定の細胞周期にある細胞の活性だけを

反映 している可能性を除外できない.先 の よう

な方法で誘導 される修復DNA合 成は,細 胞周

期にかかわ りな く,全 ての生細胞に誘導される

ことが知 られている.そ こでこれを確めること

により,測 定 している活性が修復DNA合 成で

あることを明らかにし,更 に複製的DNA合 成

混入の程度を知 る目的で,オ ー トラジオグラフ

ィーによる検討 を行なった(図5, 6).ま たオ

ー トラジオグラムか ら,標 識銀粒子数-標 識細

胞(%)の ヒス トグラムを作成した(図7, 8).

図7, 8で 核 当りの銀粒子数が0-10(MNNG

図5. MNNG誘 導修復DNA合 成 のオー トラジオグラム. A, B; MNNG非 処 理対

照HeLa細 胞DNA合 成(複 製的DNA合 成): C, D; 100μg/ml MNNG処

理HeLa細 胞DNA合 成. AとCに はDNA合 成 阻害剤 を添加せず, BとDに

は10mM hydroxyureaと10μg/ml aphidicolinを 添加 して,方 法の項で記 した

ようにDNA合 成 を行なわせ た後オー トラジオグラムを作成 した.
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図6. 4NQO誘 導 修復DNA合 成 のオー トラジオ グラム. A, B, C, D; 4NQO非 処理

対照HeLa細 胞DNA合 成(複 製的DNA合 成); E, F, G, H; 10-5M 4NQO処

理HeLa細 胞DNA合 成. A, Eに はDNA合 成阻害剤 を添加せず, B, Fに は10μg/

ml aphidicolin添 加, C, Gに は10mM hydroxyurea添 加, D, Hに は10μg/ml aphi

dicolinと10mM hydroxyureaを 添 加 して,方 法の項で記 したようにDNA合 成 を

行なわせたの ちオー トラジオグラム を作成 した.
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図7, MNNG誘 導 修 復DNA合 成 の オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー に よ る 解 析. a, b, c. d;

 MNNG非 処 理 対 照HeLa細 胞: e, f, g, h; 100μg/ml MNNG処 理HeLa細 胞.

 aとeに はDNA合 成 の 阻 割 剤 を添 加 せ ず, bとfに は10μg/ml aphidicolin添 加,

 cとgに は10mM hydroxyurea添 加, dとhに は10μg/ml aphidicolinと10mM

 hydroxyureaを 添 加 し た .銀 粒 子 が 多 く計 測 で き な い 細 胞 の 比 率 は"UC" columnに

示 し た.

図8, 4NQO誘 導 修 復DNA合 成 の オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー に よ る解 析. a, b, c, d;

 4NQO非 処 理 対 照HeLa細 胞: e, f, g, h; 10-5M 4NQO処 理HeLa細 胞. DNA

合 成 阻 割 剤(hydroxyureaとaphidicolin)は 図7と 同 様 に 添 加 し た.
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表3, Effects of combination of inhibitors

 on unscheduled DNA synthesis (UDS)

 in HeLa cells permeabilized after pre

treatment with N-methyl-N'-nitro-N-

nitrosoguanidine (MNNG) in vitro

More than 83% of the DNA synthesis depended on the 
MNNG pretreatment.

の 実 験)あ る いは0-20(4NQOの 実 験)は

back groundの ば らつ き内にあ り,こ のcolumn

は 有 意 に標 識 されて いな い細 胞核 の比率 を示 し

てい る.ま たUCで 示 すcolumnは,標 識 銀粒

子 数が 多 くて計 測 で きな い細 胞核 の比率 を示 し

て い る.図7a, 8aのUC columnは 複 製 的

DNA合 成 を行 な ってい る細 胞(S期 細 胞,図

5A, 6Aで 強 く標 識 され てい る細 胞)の 大体

の比率 を示 して いる.図6Bお よび 図7b, 8b

は10μg/ml aphidicolinで,ま た図6Cお よび

図7c, 8cは10mM hydroxyureaで 複 製 的

DNA合 成 が 強 く阻 害 され るこ とを示 してい る.

この よ うに癌 原性化 学物 質非処理 の対 照 はS期

(約30%)の 細 胞 のみが有 意 に標 識 されて い るが,

 MNNGあ るいは4NQO処 理 に より,修 復DNA

合 成 が誘 導 され(図5C, 6Eお よび 図7e, 8e),

 S期 と無 関係 に 全て の細胞が 有意 に標識 され た.

 MNNG, 4NQOは 共 に複 製 的DNA合 成 を阻

害 し,そ の阻害 の度合 はMNNGの 方 が 強 いこ

とを活性 測定 の項 で述べ たが,そ の結 果が 図5C,

 6Eお よび 図7e, 8eに 反映 されている. Aphi

dicolin 10μg/mlとhydroxyurea 10mMで 複

製的DNA合 成 は ほぼ完全 に阻害 され るが(図

5B, 6Dお よ び図7d, 8d),癌 原 性 化 学物

質 で誘 導 され た修 復DNA合 成 の阻害 は部分 的

で,各 細 胞核 当 りの銀粒子数 は減 少 してい るが,

 80%程 度 の細 胞 は有意 に標識 され た(図5D,

 6Hお よ び 図7h, 8h),こ の よ うに 先 の 活性

測定 で得 られ た結果 が,オ ー トラジオ グラフ ィ

ー に よ って も確 認 され た .更 に オー トラ ジオ グ

ラ フ ィーの結 果 は,修 復DNA合 成 のaphidi

colin抵 抗 性 が 細 胞 周 期 の一 時期 の細 胞 に限局

した もの でな いこ とを示 して いる.

5)修 復DNA合 成 のpermeable cell法 に よる

解析

あ らか じめ生 細 胞 をMNNG 100μg/mlで 処

理 したの ち,ヌ クレオチ ドや 阻害 剤 の透過 可能

なpermeable細 胞 を調 製 し, 4つ の デ オキ シヌ

ク レオ シ ド ・三 りん酸(dNTPs)を 含 む適 当な

反 応 条 件 の下 でDNA合 成 を行 な わせ る と,

 MNNGに 依 存 した修 復DNA合 成 を行 なわせ

る こ とが で きる.表3に 示 した実 験 では, DNA

合 成 活 性 の83%以 上 がMNNG前 処理 に依 存 し

てい た.こ のDNA合 成 はDNAポ リメラーゼ

β と γの選 択 的 阻害 剤 であ るddTTP37)で10

%阻 害 され, DNAポ リ メラー ゼ αの 特 異 阻害

剤であるaphidicolinで79%阻 害 され, DNAポ

リメラーゼ αと γの選択的 阻害剤であるN-ethyl-

maleimide38)で94%阻 害 された. DNAポ リメラ

ーゼ αと βを阻害 す る組 み合せ
,す なわちaphi

dicolinとddTTPあ る いはN-ethylmaleimide

とddTTPの 組 み合せ で 阻害 が増す こ とか ら,

こ の修 復DNA合 成 に はDNAポ リメラーゼ α

とβが 共に関 与 してい る ことが示 唆 され た.

考 察

哺乳 類 細胞 のDNA合 成 に 関与す るDNAポ

リ メラーゼはDNAポ リメラーゼ α, β, γの3

種 に大 別 されて い る1～4). DNAポ リ メラーゼ α

は通常核 に局在 し,多 形性 を示 し複数種 か らな

る可能性 も示 され てい る2,3,38).特 に その クロマ

チ ン結 合 型 は細胞 周期 に応 じて変動 し, S期 に

増加す るこ とか ら,早 くか ら複 製的DNA合 成

に関与 していることが示唆 されていた2,38). DNA

ポ リ メラーゼ γは大部 分 ミトコン ドリアに局在

してお り,ミ トコ ン ドリアのDNA合 成 に関与

していることが 示唆 されてきた38,39).一 方DNA

ポ リ メラー ゼ βは核 に局 在 して い るが,細 胞 周

期 で その量 が殆 ん ど変動 せ ず, DNA損 傷 に 引

き続 いて増量 す る こ とが観察 され17), DNAポ

リメラーゼの99.2%が β-ポ リメラーゼ で α-ポ リ

メラーゼ を含 まな い神 経細胞 が紫 外線 で誘導 さ
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れ た修復DNA合 成 を行 ないうるこ となどか ら18),

 DNAポ リメ ラーゼ βが 修 復DNA合 成 にお い

て主役 を演 じて い るこ とが示 唆 されて きた17～20).

と こ ろが1978年aphidicolinがDNAポ リメラ

ーゼ αの特 異 的阻害 剤 である こ とが見 出 され35)
,

こ れ を用 いてDNAポ リメラーゼ の生理 的役割

が検討 され る よ うに なっ て以 来,修 復DNA合

成 に関 与 す るポ リメラー ゼにつ いては, α-ポリ

メラー ゼ とす る報 告 と β-ポ リメラーゼ とす る報

告 とが相 対 立す るに至 った5～16,21～25).最 近 では,

 DNAポ リ メラー ゼ αと βとが共 に 関与 して い

るとす る報告 も散 見 され るよ うに なっ た26～32).

この よ うに 多様 な結果 が え られ る理 由 として細

胞の種 類 と状 態,修 復 され るDNA損 傷 の種 類

と程度,測 定方 法の違 い等 に も とず く可能性 が

示 されて い る14,26,28～31).

本 研 究 では紫 外線類 似 の修 復DNA合 成 を誘

導 す る こ とが 知 られて いる4NQOと イ オ ン化

放射 線類似 の修 復DNA合 成 を誘 導 する ことが

知 られて い るアル キル化剤(MNNG, MMS,

 MNU)を 用 いて,培 養 ヒ ト細 胞 に 誘導 した修

復DNA合 成 に関与す るDNAポ リメラー ゼの

分子種 を,ま ずDNAポ リメラーゼ αの特 異 阻

害剤 である. aphidicolinを 用 いて検討 した. Aphi

dicolinはDNAポ リメラーゼ αの基 質結合部 位

の近傍 に可逆 的 に結合 して酵 素反応 を阻害す る

と考 え られてお り,そ の阻害 はDNAポ リ メラ

ーゼ αの濃 度 と基質dNTPsの 濃 度 に よって影

響 を受 け,こ れ らが高 い と相 対的に 阻害度が低

下 す る こ とが知 られ てい る36).ま た この点が,

 aphidicolin感 受 性 で修復DNA合 成 に関与す る

ポ リメ ラーゼ の分子 種 を検 討 した これ までの研

究 が,ま ち まちな結 果 を与 えてい る理 由の一 つ

とな って いる14).そ こ で本研 究 では,ポ リメ ラ

ーゼ αに依 存 してい るこ とが 明 らか に され てい

る複 製 的DNA合 成 を内部 対 照 と して,修 復

DNA合 成 のaphidicolin感 受 性 を検討 した.使

用 した細 胞の 周期 時間は24時 間余 りで, G2期,

 M期 は 短 く,大 多数 の細 胞はG1期 かS期 に あ

った. DNAポ リメラーゼ αの濃度 もdNTPsの

濃 度 もG1期 に 比 しS期 が高 い こ とか ら2,3,40,41),

全 て の細 胞に誘 導 され る修 復DNA合 成 がS期

細 胞 のみ に惹 起 され る複 製的DNA合 成 よ りも

明 らかにaphidicolin抵 抗 性 であ るこ とは,こ の

違 いがDNAポ リメ ラーゼ αやdNTPsの 濃 度

の差 に も とず くの では な く,修 復DNA合 成 に

α-ポ リメ ラーゼ のみ な らず, non-α-ポ リメラー

ゼ も関与 しているこ とを示唆 してい る. Aphidi

colinに よる阻害 の度合か らみて,修 復DNA合

成 に おけ る α-ポ リメラーゼ とnon-α-ポ リメラー

ゼの関 与の比率 はDNA損 傷 の違 い,細 胞 の違

い等 によって変 動す るこ とが 示唆 され た. Non-

α-ポ リメラーゼの性 状 につ いては, permeable

細 胞 を用 いて検 討 した結果, DNAポ リメラー

ゼ βであ るこ とが示唆 され た.

我 々はす でに ブ レオマ イ シンや 紫外線 で誘導

した修復DNA合 成 に, DNAポ リメラーゼ α と

βの2種 の ポ リメラーゼが 関 与 して いるこ とを

示唆 してお り31,32),本 研 究 の結果 と総合 す る と,

哺 乳類 細胞 の修 復DNA合 成 は一般 的に これ ら

2種 の ポ リメ ラーゼ に よってに なわれて い るも

の と推 定 される.

こ れ まで修復DNA合 成 に関与す るDNAポ

リメラーゼ の研 究は,主 として紫外 線で誘導 さ

れ た修復DNA合 成 につ いてな され て きた.こ

れ に対 し,ア ル キル化 剤 で誘 導 した修 復DNA

合 成 につい ての研 究 は,次 の数 グル ープ の研 究

者によって報告 されているに過 ぎない. Ciarrocchi

ら7), Bermudez9), Yamadaら16)は,ア ルキル

化剤 で誘 導 した修 復DNA合 成 はDNAポ リメ

ラーゼ αによってに なわれ てい る と報告 してお

り, MillerとChinaultは28),多 分aphidicolin

抵 抗 性 のDNAポ リ メラー ゼ αが関 与 してい る

であ ろ うと報告 して い る.本 実 験の結 果 は,先

に も述 べ た ようにこれ らと異 り, α-ポ リメ ラー

ゼ とnon-α-ポ リメラーゼ が共 に関与 して い るこ

とを示唆 したが,最 近N-acetoxy-2-acetylammo

fluoreneとN-methyl-N-nitrosoureaで ヒ ト二

倍体 線維 芽 細 胞 に誘 導 した修 復DNA合 成 に

つ いて,同 様 な結果 がDreslerとLiebermanに

よ って 報告 され た30). 4NQOで 誘 導 した修 復

DNA合 成 につ いて の検 討 はCiarrocchiら7)に

よ って なされ てい るが,本 実験 の結 果 と異な り,

 α-ポ リメラーゼ に よ って行 なわれ て いるこ とを

示唆 してい る.彼 等 は複 製的DNA合 成 と修 復

DNA合 成 の間にaphidicolin感 受 性 の差 を認め
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て お らず,こ の点 本実験 結果 と明 らか に異 るが,

そ の理 由は不 明 であ る.

以 上 本研 究 で は癌 原性 化学 物質 で誘 導 した修

復DNA合 成 にDNAポ リメラーゼ αとnon-α-

DNAポ リ メラー ゼ(DNAポ リ メラー ゼ β と思

われ る)が 共 に 関与 して いる こ とを示唆 したが,

両 ポ リメラー ゼ の修 復 合成 におけ る機能上 の差

異 と相互 関係 を明 らか に し,ま たDNA修 復 の

fidelityが 両 ポ リメラーゼに よって どの よ うに保

たれ,ど の よ うな要 因に よって低下 させ られ る

か を明 らか にす る こ とが今後 の重要 な課題 と考

え られ る.

結 語

癌 原性 化学 物質 であ るN-methyl-N'-nitro-N-

nitrosoguanidine, 4-nitroquinoline-1-oxide,

 methyl methanesulfonateお よびN-methyl-N-

nitrosourea処 理 で培養 ヒ ト細胞(HeLaお よ び

HEp-2細 胞)に 誘 導 した修 復DNA合 成 に関与

す るDNAポ リ メラーゼの分 子種 を検 討 した.

修復DNA合 成活性の測定 を生化学的方法 とオ

ー トラジオ グラフィーの2方 法によって行 ない,

 DNAポ リメラーゼの選択 的阻害剤(aphidicolin,

 ddTTP, NEMな ど)を 用いて解析 した結果,

これらの物質で誘導 された修復DNA合 成は,

 DNAポ リメラーゼ αとnon-α-DNAポ リメラー

ゼ(恐 らくはDNAポ リメラーゼ β)に よって

行なわれていることを明 らかにした.ま た修復

DNA合 成に対 する両 ポリメラーゼ関与の比率

は細胞の種類,癌 原性化学物質の種類等で異る

ことを示唆 した.
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Studies on DNA polymerases involved in repair (unscheduled) 

DNA synthesis in cultured human cells treated with 

carcinogens, such as MNNG and 4NQO
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DNA polymerases involved in carcinogen-induced repair (unscheduled) DNA synthesis 

in HeLa and HEp-2 cells were studied by using selective inhibitors (aphidicolin, 2•L, 3•L

- dideoxythymidine-5•L-triphosphate and N-ethylmaleimide) for DNA polymerases. DNA 

synthesis was analyzed biochemically and autoradiographically in intact cells and in 

permeable cells. To measure repair DNA synthesis with minimum interference of repli

cative DNA synthesis, carcinogens were used at the concentration inducing maximum 

repair DNA synthesis with each drug and also repair DNA synthesis was measured in 

the presence of 10mM hydroxyurea which preferentially inhibits replicative DNA synthe

sis. The maximum induction of repair DNA synthesis in HeLa cells in the present assay 

conditions was obtained at 100-200ƒÊg/ml (0.68-1.4mM) of N-methyl-N•L-nitro-N-nitroso

guanidine (MNNG), 10-50ƒÊM of 4-nitroquinoline-1-oxide (4NQO), 0.5-1mM of methyl 

methanesulfonate and approximately 1mM of N-methyl-N-nitrosourea (MNU). Carcino

gen-induced repair DNA synthesis was partially inhibited by a polymerase ƒ¿-specific 

inhibitor, aphidicolin. The aphidicolin-resistant unscheduled DNA synthesis in permeable 

cells was sensitive to 2•L, 3•L-dideoxythymidine-5•L-triphosphate which preferentially inhibits 

DNA polymerases ƒÀ and ƒÁ. The present results indicated that both aphidicolin-sensitive 

and -insensitive DNA polymerases, e. g. ƒ¿-DNA polymerase and a non-ƒ¿-DNA polymerase 

(possibly DNA polymerase ƒÀ) were involved in repair DNA synthesis induced by these 

carcinogens in human cells. The participation of ƒ¿ and non-ƒ¿-DNA polymerases in 

repair DNA synthesis was suggested to differ depending on cell types and carcinogens 

used for the induction of repair DNA synthesis.


