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c-Ha-r a S遺伝子の活性化における

塩基の損傷と変異の研究
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1976年、 Bishop，Varmosのグループは綿密なハイプリダイゼーション実験を行い、

トリ肉腫ウィルス(AS V)から発癌遺伝子 V一三回(vはウイルスを意味する)を単離す

ることに成功した!I。 さらに、 同様にハイプリダイゼーション法を用いて正常ニワ

トリ細胞中に三ζ豆遺伝子と棺向的な遺伝子が存在することを明らかにした 2) この

主工主違法子と相同的な遺伝子は他の鳥類やマウス、 ウシ、 ヒトの細胞中にも発見され

たことから、細胞性発癌遺伝子c-主主主(cは細胞を意味する)の存在が明らかとなっ

た。 また、正rc遺伝子をほとんど欠いたウィルスを正常細胞に感染させ、発癌遺伝子

を持ったウィルスを田収するのに成功したという、花房のグループによる報告な

どから、 c-s rc遺伝子がレトロウイルスに取り込まれて v-s工主遺伝子になったと考え

られるに至り、発癌遺伝子の概念が確立された。

1979年、 Weinbergらは3叩メチルコラントレンでトランスブオームしたマウス主宗徒

芽細胞から DNAを得、 それをマウスの培養細胞である NIH3T3細胞にトランスフェクシ

ヨンし、 フォーカスが形成されることを見い出した 4¥ ヒトの発癌遺伝子をウイル

スと関係なく検出するこの方法、 DNAトランスフェクション法の確立によって多

の発癌遺伝子が発見、 同定され、 その活性化についての知見が得られた。

現在まで明らかにされている発癌遺伝子の活性化機構にはいくつかのタイプがあ

る S; 第一は、遺伝子の増幅により遺伝子産物が増加することが原因となっている

タイプである。 これには金主bB2遺伝子等が含まれる。第二は、遺伝子の再編成が生じ

る結果、活性化が生じるタイプで、旦Y..S;.遺伝子のように他の遺伝子の近傍に位置する

ことによって発現霊が増大する場合と主弘、主主f1遺伝子のように憎の遺伝子産物との

融合蛋白質を生じる場合とがある。第三のタイプは特定位置の点突然変異により活

性化されるもので、 E全豆系遺伝子がこれに相当する。

ヒトの E生豆遺伝子は 3種より構成されている o. 7 j。 そのうちの 2種はマウス肉腫ウイ

ルスゲノム中に発癌遺伝子として同定されたものと極めて近繰のものであり、 その

肉腫ウイルスの名前 (Harvey，Kirsten)の頭文字から c-Ha-L昼、 c-Ki一日豆と呼ばれ

ている。 第三の日豆遺伝子は神経芽細胞腫(neuroblastoma)より単離されたもので、

N-[ゑEと呼ばれる。 これら 3種のE主主遺伝子は互いにホモロジーの高い、 188""'-'189アミ

ノ酸からなる、 分子量21X 103の蛋白質 (p21 )をコードしている。先に述べたよう

にヒトの腫療から単離された活性化E主主遺伝子は、 いずれも p21のアミノ酸の lつに変
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工皇室 gene 。rigin トlutation 

Ha欄 ras Bladder carcinoma EJ，T24 12 Gly (GGC)吋 Val(GTC) 
ト1ammarycarcinoma HS578T 12 Gly (GGC)吋 Asp(GAC) 
Lung carcinoma Hs242 61 Gln (CAG)吋 Leu(CTG) 

付alignant melanoma SK-2 61 GI n (CAG)吋 Leu(CTG) 
Renal pelvic carcinoma JPT26 61 Gln (CAG)吋 Arg(C GG) 

K i -ras Bladder carcinoma A1698 12 Gly (GGT)吋 Arg(CGT) 

Lung carcinoma Calu幽 l 12 Gly (GGT)吋 Cys(TGT) 
A427 12 Gly (GGT)吋 Asp(GA T) 

PR310 61 GI n (CAA)吋 His (CAT) 

N櫛 ras Acute myelogenous leukaemia 12 Gly (GGT)吋 Asp(GA T) 

A門L1 13 Gly (GGT)司 Asp(GA T) 
Neuroblastoma SK-トトSH 61 GI n (C AA)吋しys(AAA) 

Lung carcinoma S¥.)1271 61 Gln (CAA)吋 Arg(C GA) 

l ヒト癌から検出された活性化 E金呈遺伝
J 

換をもたらすような塩基の置換が生じており、 その は 12筈岳、 13菩臣、 または

61番自のいずれかのコドンであることが明らかにされている(表 1) て，う J

このような特定泣置のアミノ酸の変換が癌化の過程とどの様に関連しているのか

は、 正常型 ζ主主遺伝子産物の細胞内における役割が明らかにされていない現在、 ほと

んど島1明されていない。 しかしながら、 p21がグアニンヌクレオテドと宗吉，合し苫;、 グ

アノシン三 1)ン酸加水分解活性(GTPase活性)を有していること 9 が報告されてお

り、 また、 グアニンヌクレオチド結合活性を欠損した変異 p21が NIH3T3細胞に対する

トランスフォーメーション活性を失うこと 1o ι1)から GTPや GDPがp21の作用に大きく

関わっていることが示唆されている。一方、 点突黙変異により活性化された p21が正

常 p21に比較して低い GTPase活性を示すこと 8ι2-I が明らかにされている。 さらに

正常p21のエフェクター領域 5 と相互作用し、 GTPase活性を促進する蛋白質である

GAP(GTPase activating protein)16・ 7 が活性型 p21のGTPase活性を促進しないこと

が報告されている。 p21の性質はアデニレートシクラーゼの調節蛋白質群(G 5、G;等)

の性質とよく類似しており、 p21は他のグアニンヌクレオチド結合蛋由貿と同様に情

報伝達の役割を担っているのではないかと考えられているが、突然変異体の場合、
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GTP型(活性型)と GDP型(不活性型)のスイッチの切り替えが円滑に進行せずに

GTP結合型の増大をもたらすと推謝されている。 また、近年、解明された p21の立伴

構造は 18 -2 1 )、活性化部位である 12，61番目のアミノ酸が結合グアニンヌクレオチド

のリン酸部分の近憶に位置していることを明らかにしており、 この領域がグアニン

ヌクレオチドとの結合や GTPの加水分解に関与している可能性を支持している。

一方、 このような突然変異がどの様に生じるかはもう一つの大きな問題である。

発癌要因 (carcinogen)のほとんどが突然変異要因 (mutagen)であることから、 発癌の

過躍に DNA .遺伝子の損傷が大きく関わっていることが推定されている。突然変異要

因は DNAと相草作用して先に述べたような発癌遺伝子の活性化を生じると思われて

おり、 このような突黙変異要因の突然変異や癌化の過程との関連を解明するために

多くの実験がなされてきた。 その結果、 ある特定のDNA損慢が突然変異と大きく関わ

っていることが明らかにされている。例えば、 DNAをメチル化剤処理すると多くの部

位に修飾を生じるが、 その中でもグアニンの 05一位がメチル化されて生じるがーメチ

ルグアニン(函 3- 1参照)はG→Aの突然変異を誘導することが明らかにされてい

る22-23)。 このような突然変異要因(発癌要因)と発癌道缶子とりわけ ras系癌遺伝

子の活性化との関係を調べるために実験動物癌及び盟主註工金における実験が行われ

てきた。

Barbacidのグループは雌のラットにメチル化剤日刊を投与し、 生じた乳癌から

化c-Ha-re位遺伝子を検出した 27¥ この c-Ha一日豆遺伝子はコドン 12番目の 2番目の

基がAに変化していた (GGA→G以 Gly→G1 u)。 この変化は先に述べた Q5_メチルグア

ニンが G→Aトランジションを引き起こすという結果とよく一致しており、 N ~fUによっ

て03-メチルグアニンが生じて c-Ha一日豆遺伝子を活性化したことを示唆している。動

物実験癌における E主旦系遺伝子の活性化を表 2に示した 2B¥ この表から明らかなよ

うに用いる物質によって発生する癌の種類、活性化される発癌遺伝子の種類が異な

り、 また、組織と活性化される発癌遺伝子との間にある種のパターンが見られる。

また、検出された突然変異は多くの場合、推定される DNA損傷の性質と一致している。

一方、担 vi主工oで、c-Ha-r.控遺伝子を修飾した後に、 NIH3T3細胞にトランスフェク

ションし、どの様な活性化が生じるかを調べる実験も行われてきた.benzo[さ]pyrene

diol-epoxide29，301、 H-acetoxy-2-acetylaminofluorene311、 活t宝イ七Glu-P-P21な

どで実践が行われ、 コドン 12または 61に突然変異が検出された。 また、 Fassaoらは

c-Ha一自主遺伝子を亜硫酸処理し、 Rat-1細胞を用いて同様の実験を行い、 コドン 12，
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13、 さらにはコドン 59，63に突然変異を検出した 33'。

以上のことから E急呈遺伝子の活性化機構は以下のように考えられる(図 1)。 まず、
:1: 

ras遺伝子の特定位置に塩基の修飾が生じる(この函では Gの修飾と仮定し Gで表しで

ある)。通常は、 DNAの損傷は細組内の修復酵素(群)により除去され、正常の境

配列に回復するが(右側の矢印)、 一部は修後系を逃れて未修復のまま援裂が生じ

る(左側の矢印)。 その際に誤ったヌクレオチド(図 1では C以外のヌクレオチドで、

Nで表しである)が取り込まれると、次の複製の後には塩基の置換された、 活性

ras遺伝子が生じることになる。

今まで述べてきた実験動物癌や担 yi主主旦における実験はE全豆遺伝子について多くの

知見をもたらしたが、 ( 1 )発癌要悶(突然変異要因)による DNAの修飾が塩基特

的ではない場合があり、 ( 2 )また、様々な修飾体が生じる場合、 どの修飾体が突

然変異や発癌に重要か明らかではなく、 ( 3 )さらに修飾される塩基の位置も

的ではないといったいくつかの欠点がある。 そこで、修飾によって生じる特定の DNA

ras gene 
G 
C 

n
H
 
nv t
 

内

dハU
A
U
 

円
um
 

i
l
l
i
-
-》
曹
f

-X

代
u
p
v

repalr 

*
G
N
 

G戸時中耳

C 一一

↓plicati 

V 一帯.....activated ras gene 

図 1 推定される ζ全旦遺伝子の活性化機構
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{語体を位置特異的に E主E遺伝子に導入し、 その活性化を調べることは ζ主主泣伝子の

活性化機構をより詳細に知る上で極めて重要なことと思われる。そこで著者は、特定

の DNA損傷を c-H喜一ζ急呈違法子の特定位置に導入し、 その日高乳動物細胞 (NIH3T3細胞)

に対するトランスブオーム活性を調べることを計画した。

また、 損傷 DNAを合むオリゴデオキシリボヌクレオチドを合成し、 よ旦工よL工2におい

て複製反応を行う実験が数多く報告されている。例えば、先に述べた Q5_メチルグア

ニンを含むオリゴヌクレオチドは DNAポリメラーゼにより相補鎖に dCMPのみならず

dTMPも取り込むことが明らかにされている:22 ， 2 3¥  また、 日野らは酸素ラジカルに

よって生じる 8-ヒドロキシグアニンを含む鋳型 DNAとKlenowプラグメントを用いて複

製実験を行い、 8-ヒドロキシグアニンに対応する位置と隣接するピリミジン部伎に

ランダムなジデオキシヌクレオチドの取り込みが起こることを報告しているい)。 さ

らに、 これらの DNA損傷の大腸躍を用いる L旦 1よヱ2での突然変異誘発能も研究されて

いる 2jι35.3o) c-Ha-日豆遺伝子の活性化は突然変異によって生じるので、 本研究は

DNA損傷の暗乳動物細胞における突然変異誘発能、 あるいは、 DNAポリメうーゼの読

み取りに関する実験と位量づけることが可能である。

第 l、 2章では合成 c-Ha-[会主遺伝子による NIH3T3細胞のトランスフォーム活性に

ついて述べる。第 3宣以下ではコドン 12に穆飾塩基を導入した c-Ha-[主主選佳子のト

ランスフォーム活性について述べることとし、第 3章ではT-メチルグアニンについ

て、第 4輩では 8-ヒドロキシグアニンについて、第 5章ではキサンチンを用いた実

験についてそれぞれ述べる。第 6章ではコドン olに修飾塩基を導入した例としてヒ

ポキサンチンを含む c-Ha-[金豆遺伝子のトランスフォーム活性について述べる。
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第 1章

合成 c-Ha-ras遺伝f による N 1 H 

3T  3系出目包のトランスフオーメーション

修飾塩基を導入した c-Ha一日旦遺伝子を用いる実験を行うための予備実験として、

合成 c-Ha- 伝子を合むプラスミドを用いての NIH3T3細胞のトランスフ才一メー

ション実験について述べる。 第 1節では合成 c-Ha-[主主遺伝子を陥乳動物細胞内で発

現させるためのベクターの構築について、第 2節ではそのベクターと NIH3T3細胞を

用いた DNAトランスフェクション実験について述べる。

告書 l節 金~c-Ha-ras遺伝子を有すゑ三i之2ょ二企益塁? 7 

特定の修飾塩基を部位特異的に c-Ha-日豆遺伝 に導入するためには、 DNAカセット

変換が有力な方法となり得る c この方法はベクタ…中に存在する 2種類のユニークな

制限酵素部位を用いる方法であり、 目的とする DNA断片を効率よくベクターへ導入す

ることが可能である(図 2- 1参照)。 当教室では、 勝菌による c-Ha一日E歪自

の大量発現を巨的として、 c-Ha-[怠豆遺伝子の化 戒を行ってきた(図 1- 1 ) 

この遺伝子は設計の際に、 ユニークな制限酵素部位をいくつか導入しており、

DNAカセット変換を容易に行うことが可能である。従って、特定の修飾塩基を c-Ha-

E金豆遺伝子中に導入するためには、 合成 c-Ha-r..主主遺伝子を用いるのが適当と思われる。

そこで、合成 c-Ha-r..日遺伝子を暗乳動物細胞内で発現させるためのベクターを携築

することにした。端乳動物細胞で遺伝子を効率よく発現させるために、様々な発現

ベクターが考案されている 4oJ。 その中でも、 pRSVneoはNIH3T3細胞においてネオマ

イシン耐性遺伝子を効率よく発現させることで知られている..! 2;。 このベクター

はプロモーターとしてうウス肉腫ウィルス (RSV)の LTRを有しており、また遺伝子の下

流に SV40由来のスプライス配列やポリ Aシグナルも有している(図 1- 2参照)。

今回、 c-H a一日豆遺伝子を組み込むベクターとして、 pRSVneoからネオマイシン耐性

遺伝子を除去した pRSVムneoを用いることにした。 このベクターは LTRの下流にE主1I部
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図 1-2 c-Ha-.[主主遺伝子を暗乳動物細胞内で発現させるためのベクター
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一一一一 ・ 3' TAGCTACCCCTTTTCAGCT 5' 

図 1-3 LTRの下流にc-Ha-.[旦豆遺伝子を有するプラスミドの構築
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位を有しており、 この位置に立よ会I-Sゑ11リンカーを挿入することにより c-Ha-ras泣伝

子を組み込むことが可能な pRSVムneo-CSが得られる(図 1-3 )。当教室で作成され

たこのベクターは、既に大腸菌にトランスフェクションされ、 rapid boiling法 3) 

でスクリーニングされており、 また、 プラスミドが精製されている。

このプラスミド pRSVr，neo-CSを立よE:1-~金よ I で消化し、 ベクターとした。 一方、 トリ

プトファンプロモーター下流に c-Ha一日5違法子を有するプラスミドを ClaI-包よIで消

化し、 両者をリガーゼによって連結させることにより目的のプラスミドを構築した。

プラスミド構築の手 )1震を正常 p21をコードする c-Ha-r.ゑ豆遺伝子を例にして図 1-3に

示した。

このプラスミドを大腸習に導入し、 rapidboiling法.!3 )でスクリーニングを行っ

た後、 プラスミドを単離した sプラスミドはそれぞれ pRSV-rg12(正常p引をコード)、

pRSV-rv12 (Val-12 p21をコード)、 pRSV-rl61(Leu-61 p21をコード)、 pRSV-rr61

(Arg-61 p21をコード)と命名した。次節で述べるように、前二者は Maxam-Gilbεrt.

法.!:， )によって、後者二者はジデオキシ法 s、 D によって、塩基記列を確認した。

( 1 )プラスミドの単離

プラスミドの調裂は Norgardの方法 j'7に準じて行った。第 l節で述べたように、

r旦pidboiling法でスクリーニングした大腸菌を LB培地で一晩培養し、 500m見の t.j9CA 

培地に植え継いだ s大腸菌の密度が大きくなる手前の 550nmにおける濁度が 0.7"，-， 0 . 8 

になるまで培養し、 クロうムフェニコールを終濃度 150μg/m~ になるように加えた。

さらに 19時間培養を続け、 プラスミドを選択的にかつ効車よく増幅させた後に集

した。大腸閣を WL緩衝液 (251叶1Tris.HCl pH8.0/10mM EDTA)に懸濁し、 よく洗浄して

リポポリサッカライドを除去した。 500msの培地で約 19の大腸菌を得た。

大腸菌をリゾチーム処理した後、 Brij-58とデオキシコール駿ナトリウムを加えて

穏やかに溶菌すると、 染色体 DNAを細胞外に溶出させることなく細胞拍出液を得るこ

とができる。締胞残漬及び染色体 DNAを遠心により除去した後、 除蛋白し、 エタノー

ル沈澱によりプラスミドを由収した。続いて 2~j NaClによる分別沈澱により高分子

RNAを選択的に除去した。 プラスミドを含む画分をエタノール沈澱で田収した後、 さ
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ド溶液を得た。粗ブうスミらに RNase処理を行い、

ゲルろ過によるプラスミドの精製( 2 ) 

closed 環状二本鎖 DN Aが超らせん構造を形成しているドDN A には、プラスミ

DNA(ocDNA)と

配列を硲認する場合、

circular DNA(ccDNA)と超らせん構造が解消されている open

塩ドDNAを用いて、

circular 

いう 2種類の形態が存在する。

とりわけジデオキシ?去 5， ! 5 Jによって塩

プラスミ

ocDNAの割合が配列の確認を行う場合、

て、きるだ従って、配列確認には不適当である。塩トうバンドが生じ、いとエキス

けccDNAの割.合が高い必要がある。

ccDNAとocDNAの分いがあり、次構造には同じであるがccDNAとocDNAは分子

よ入
口-~交的にはインターカレーターのづいて行われる。離はこの構造の違いに

‘CsClを用いた平街密度勾配達心法が用いられるの違いに基づく臭化エチジウム

臭化エチジウムと光又、く、4u 
y
h
l
 

コスこの万法は処理できる DNA量が少なく、が、

そこでccDNAがocDNAに変化してしまう可能性がある oによって DNA鎖の切断が生じ、

このまた、ドの調製には操作が簡単なゲルろ過;去を用いることにした。プラスミ

DNAトランスブにおいても、イじエチジウムを用いないという性のある?去は細胞

われる。製法として優れているとドのヱクションに用いるプラスミ

先
司

rLの条
~ ~ 

bbcm X 1.8cm カラムサイズHW-75S"3)を用い、担体として TOYOPEARL

久
tコ-4に示した。を分離した結果を図 l( {弼として pRSV-rg12)液

川
市
山

ヘh
トの京旦プラスミ

気泳動により調べると、 Fr.56以降に ccDNAが溶出されて画分を 1.0%アガロースゲル

ド溶液として回収することにした。

ドを得ることができた。

おり、そのうち Fr.60以降を精製プラスミ

以上の方法により 500m.eの培地から約 500"-"900μgのプラスミ

( 3 )塩基配列の確認

MaxamとGilbertによってDNAの塩基配列確認法として主に用いられているものに、

開発された特異的化学分解法 J4 . .a 5 )と Sangerらによって開発されたジデオキシヌク

これらの方法はほぼ同じ頃に関ドによる鎖延長停止法 45 • .:lが挙げられる oレオチ

Maxam-Gilbert法は化学反応を利用しそれぞれ特色を有している。発された方法で、

標識材料の調製に手数ているので分解条件を正確に制御できる点で優れているが、

配列により条件を設ジデオキシ法は試料の調裂が簡単であるが、

定し直すことが必要となることがある。

一万、がかかる。
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製ゲルろ過によるプラスミドの4-図 1

pRSV-rg12及びpRSV-rv12の塩基配列確認、には Maxam-Gi 1 ber ti去を用いて行った 4 ニ白

成c-Ha-であるが、識が必端の叩この方法を行うには特定部位での 5'
. -.. :;:;i 
o 

それを利用することが可能で

--i0aE 

円門一ド2μgをプラスミそこでBssHIIとHindIIIを用いることとした。める。

ン酸をアルカ 1)性ホスブアターゼで除去し5'ーリで消化した。(あるいは HindIII)

適当な識した。ドキナーゼを用いて 5'位をATPとT4ポリヌクレオチ[ァー叩]た後、

{.~融点アガロー2% で消化した後、政よ旦1(あるいは区立会1) 鎖長の断片とするために、

泳動により鎖を分離した宮緩衝液中で加温することによってゲルから DNAスゲル

エタノール沈澱によって回収した。を溶出させた後、

反応を行わせたいて塩基特異的な化以上のようにして調製した標識DNAを

ドラジンヒドラジンで C+Tを、ヒジメチル硫酸+熱処理で Gを、酸処理により A刊を、

修飾を受け+NaClでCを反応させた)。 さらに 1Mピベリジンで処理することにより、

を含むポリアクリ

配列を決定し

7M尿

ーにより塩

その後:、

トラジオグf ラフィ

鎖を切断させた。

万一気泳動を行い、

た部分で十脱離反応を起こし、

ドゲルでルアミ

ジヂオキ法 5 を用いた。
。
た

pRSV-r161及びpRSV-rr61の塩基配列の確認には、
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本 鎖 DNAの塩基配列を確認する場合、変性させ、 一本鎮とする必要があるが、 今回は

アルカリ変性?去を用いた。

まず、 プラスミド 3，ug(lpmol)をNaOHを含む溶液中で 5分間放置した。 2.5t1 AcONtL 

とエタノールを加えた後、 -800Cに 10分間放置し、遠心により匝収した。 70% ヱタ

ノールで洗浄した後、 乾固させて-200Cで保存した。滅菌水 9.50:.eに溶解させ、 o.5 

pmolのプライマーと緩衝液中でアニーリングさせた後、 〔αーや ]dCTPとKlenowフラグ

メントを加え、 ジデオキシヌクレオチドを含む溶液中に分注した。 370Cで 20分間イ

ンキュベートした後、 チエース反応を行わせ、 ホルムアミドを含む溶液を加えて反

応を停止させた。 7t1尿素を含むポリアクリルアミドゲルで電気泳動を行い、 オート

ラジオグラブイーにより塩基配列を決定した。

第 3節 NIH3T3細胞への DNA トラ←ンスフェクション~

第 l節では合成 C寸1a -r.主主遺伝子を晴乳動物細胞内で発現させるためのベクターを

構築したことを述べた。 しかし、 元来この遺伝子は大腸菌中での蛋白質の発現を効

よく行わせるために設計されたものであり、 大将麗の最適コドンを用いているご

そのため、合成 c-Ha-ras遺伝子が暗乳動物細胞内では発現しにくい、 または、発現

したとしても活性のある蛋白質が産生されない可能性がある。 そのため、 修飾

を導入した c...，Ha-[全E遺伝子によるトランスフェクション実験を行う前に、 プラスミ

ドを用いて合成 c-Ha-[全豆遺伝子が NiH3T3細胞内で発現することを確認しておくこと

が必要である。

NIH3T3紹胞への DNAトランスフェクション実験は図 1-5に示した手旗で行った

日， 511 NIH3T3細抱 (8 X 105) を一晩培養し、翌日培地を交換した， 250mMの CaC12

を含むプうスミドと NIH3T3細胞DN A ( 30μg) 溶液をリン酸を含む溶液に滴下し、 DNA

とリン酸カルシウムの共沈物を形成させた。続いて、 これを培地に加えて、 370Cで

5時間培養を続けた。培地を除き、 17%グ 1) セロールを加えて 52;、 DNAの取り込み

を促進させた(グリセロールショック)。培地の添加によりグリセロールショック

を停止させ、 この後、 3"-4日ごとに培地を交換した。 2"-3週間培養を読け、 生じた

フォーカスを計測することによりトランスフオーム活性を測定した。

まず、 Val-12 p2lをコードしている pRSV-rv12とヒト癌細胞から単離された活性型



A
t
 
--品

NIH3T3 ce11s (8 X 105 ce11s) 

lふi'"C， ovemight 

370C ， 5hr 

G1ycero1 shock 

D 'MEivf + 10% ca1f serum 

370C ， 12-16hr 

3 fo1d dilution with Dttv1s¥l + 5% calf serum 

Medium exchange eveηT 3-4 days 

2-3w incubation 

Focus fonnation 

図 1-5 トうンスフォーム活性の測定法 5;J -5 2. ， 

c -(1主一三主主一:遺伝子を有する PT24527のトランスフォーム活性を比較することにした。

pT24はジェノミック DNAに由来している DNA断片を荷して'おり、 ヒトのプロモーター

が上流に位置している。 この活性型主主主遺伝子はpRSV-rv12と同じくは番呂のアミノ

酸がパリンに変異したヒトの p21をコードしており、産生される蛋自費は同じアミノ

酸配列を有する。

15ngのプラスミド DNAをトランスフェクションした結果を表 1-1に示す。 pRSV-

rv12はpT24の約2倍のトランスフォーム活性を示した。 pT24はpRSト rv12の約2信の塩

基対を有するプラスミドであり、従って、 一分子当りのフォーカス形成能はほぼ

しいと結論づけることができる。合成c-Ha-r.金豆遺伝子は大腸障の最適コドンを用い

ているために、翻訳の段階で不利に働く可能性がある。 しかし、 RSV-LTRという強力

なプロモーターの制御下でmRNAが大量に産生されるためにその不利を補っていると

考えることが可能であるo

次に、 正常c-Ha-日豆遺伝子と 3種類の活性型c-Ha-r主主遺伝子を NIH3T3細胞にトラ

ンスフェクションした結果を示す(表 1-1 )。 これは 5ngのフラスミド DNAを用い

た際の結果である。表から明らかなように、 この条件下では、 正常c-Ha-r.主主遺伝
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ンーショトランスブオーメ

¥'i' as 

伝子による NIH3T3細胞の

ng 

合成c-Ha-rasl l 

はいずれもフオc-Ha-[主主遺伝3種の活性がフォーカスを形成しないのに対し、

が産生されているNIH3T3細胞内で E企皇室自フォーカスの形成は、カスを形成した。

伝子は NIH3T3ドンの使用にも関わらず、合成 c-Ha-[全豆ことを示しており、大腸閤コ

先の結果と併せて明識に適していることが、トランスフェクション細胞を用いる

、".

刀r
} (250ngなど)「、のプラスミ多データは示していないが、また、らかとなった。

このこと型合成 c-Ha-[笠遺伝子はフォーカス形成を誘導した。用いた場合には正

配列を持つためにフ万一カこの実験で用いた正常 c-Ha-[主豆遺伝子が誤った塩は、

p21が産生さ大量の正また、スを形成しないという可能性を否定するものであり、

の以致するものである j ~ J 。れればフォーカスが形成されるという従来の報告と

会ーカス正常 c-Ha-[主主選伝子がフを調節することにより、用いる DNAのことから、

活性型 c-Ha-[位選佳子がフォーカスを形成する条件を設定することがを形成せず、

トの p21であるが、白質はヒドするコー

可能であることが明らかとなった。

この実践で用いた合成c-Ha-ras遺伝子は、
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大腸菌の最適コドンを用いて設計されている。原核生物の遺伝子を真核生物細胞で

発現させている例がいくつか知られている。t-iulliganらは、大腸閣の gDt巡伝子を動

物細胞中で発現させることにより、 この遺伝子を有する細胞のみを選択することに

成功している 54 )。 また、 Sugdenらは hph遺伝子を Bリンパ球中で発現させることに成

功している 55)。今回、著者が用いた pRSVムneoはpRSVneoを改変したものであるが、

これも大腸菌由来の遺伝子を真核生物細胞で発現させた例の一つである.4 2 )。 こ

れらは、 コドン使用頻度の違いが発現の大きな障害となるものではない(あるいは、

障害となるとは限らない)ことを示している。今回、著者が得た結果は、 これを支

持するものであり、合成 c-Ha-r.坐遺伝子が陥乳動物細胞内で発現され、また、 NIH3T3知i

胞を用いるトランスフェクション実験、に用いることが可能であることを示している。

合成 c-Ha-rゑ呈遺伝子にはいくつかのユニークな制限酵素部位がいくつか導入されて

いる。 そのため DNAカセット変換によって、修飾塩基を含む遺伝子を構築することが

可能となるだけではなく、様々な突然変異体を迅速に作成してそのトランスフォ

ム活性を測定することが可能となっている。 このことは、発癌における c-Ha一ζ主E造

子や p21の役割の解明にこの遺伝子が極めて であることを示している。 さらに、

この系をわずかに改変して、 リポザイムをコ ドする遺伝子を発現させることも行

われており S6 )、 この系が僧の遺伝子の発授にも示j ム巴吋時テトム、

百三 C. 6つC.l ーと μ= r -'-、、 pゐーレヰハ
り I.J~ i_ C~ ，~l. 

ている。



第 2章

D NAカセット変J実により構築ーし主
ベクターを囲いての

トランスフェクy ョ之呈立金

-17-

前章では合成 c-Ha-ζ日遺伝子が NIH3T3細胞をトランスフォームさせることを括認

し、 この遺伝子が NIH3T3細胞を用いるトランスフェクション実験に極めて有用であ

ることを示した。 この章では、修飾塩基を導入した c-Ha-[主主遺伝子を用いる実験の

予備実験として行った、 DNAカセット変換により構築したベクターを NIH3T3細胞にト

ランスフェクションしてフォーカスの形成を碍認した実験について述べる。第 l節

では、 DNAカセットの構築とベクターへの組み込みについて、

胞へのトランスフヱクションについて述べる。

2主5では、 NIH3T3細

第 l節 DNAカセットの構築とベクターへの札記ム主

{彦飾壌基をコドン 12番目に導入する場合、 正常型 p21をコードする合成 c-Ha-自主遺

伝子を含むプラスミド pRSV-rg12の斗会I部位及びBssHII部位(函 1- 1参照)を利后

して DNAカセット変換を行うわけであるが、 その予備実験として、 同様な万誌で構築

した活性型 C一Ha叩 E主主遺缶子を用いた場合にフォーカスが形成されることと、 正常

c-Ha-[亘豆遺伝子を用いた場合にはフォーカスが形成されないことを確認することに

した。

園 2- 1にDNAカセット変換の概略を示す。 まず、 pRSV-rg12をEよ.2，1及び BssHIIで

消化し、短鎖断片を除去する。次に合成オリゴヌクレオチド 5または 6撞から構築した

DNAカセットをその代わりにベクターに組み込み、最後にそれを NIH3T3細胞にトラン

スフェクションする。 図 2-2には今回の実験で用いる正常型及び活性型 c-Ha-r主E

遺伝子を構築するための DNAカセットを示す。
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kトThr-Glu-Tyr-Lys-Leu-Yal-Yal-Val-Gly-Ala-Gly-Gly-Val-Gly-Lys・Ser-Ala
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CGAi AiG ACC GAA iAC以ACTG G汁GiAm∞C Gワ GGTGGT GiA民C以AAG 
JうiACiGG m ATG m GAC似 CATωCCGCGA CCA CCA CA r CCG TアrTCG Cは

¥~ーノ
Clal B凶i11

ク主、 〆夫、

pRSV-rQ 12 

BssH n 

5 10 15 
Met-Thr-Glu-Tyr-Lys-Leu-Yal司Val-Yal-Gly-Ala-? 梯Giy輔Val-Gly喝しYS-$邑「づ、la

主T . v 
CGAT ATG ACC以ATAC以ACTGσ汁GiAσITGGC GCT GGi' GGi Gi A GGC AAA AG 
TA iAC TGG C"門 ATGm GAC CAA CAT CAA，CCG CGA CCA CCA CAT CCGγ汁 TCGCGC l----_. _v.， V_" _n， __v '1.\~ノ

CI a 1 Bssflll 

図 2- 1 DNAカセット変換の概略
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留 2- 2 用いた DNAカセット
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( 1 )オリゴデオキシリボヌクレオチドのリン酸化

DNAカセットを構築するためにはオリゴデオキシリボヌクレオチドを連結させるわ

けであるが、 そのための第一段階として各オリゴデオキシリボヌクレオチドの 5'

端をリン酸化することが必要である(図 2-3 )。ただし、 upper strandとlower

strandの再鎖の 5'末端に相当するオリゴデオキシリボヌクレオチド(U 1とLl7または

L17- L1 8) はリン酸化を行わない。 Ul は制限酵素弘~1 部位であり接着性末端を含み、

リン酸化すると次に述べるうイゲーションの過程で二重体を形成する可能性がある

からである。 また、 L17やL17-L18は後に述べるように制限酵素BssHII処理を行うた

めリン酸化する必要性がないからである。

各オリゴデオキシリボヌクレオチド 320pmolをエツベンドルフチューブに移し、減

圧下(図 2-5参照)で乾固させた.ATPとT4ポリヌクレオチドキナーゼを用いて 37

OCで30分間反応させた。その後、 さらに酵素を加えて 370Cでさらに 30分間インキュ

ベートした。

( 2 )第 1段階自のうイゲーション

リンE変イヒの京冬了したオリゴデオキシリボヌクレオチドをエッベンドルフチューブ

に移した。緩衝液中で、 まず900Cに加熱した後急冷して一本鎖とし、次に 750Cに加

熱した後、室温まで徐冷して塩基対を形成させた(アニーリング)。 アニーリング

が完了した後、 2-メルカプトエタノールと T4DNAリガーゼを加えて 15"Cで反応を行

った。 10%PAGEを行って目的の鎖長のバンドを確認し(図 2-4、 〈えで示した)。

目的物のバンドを切り出し、透析チュープに入れ電気泳動法によりフラグメントを

ゲルから抽出した。 フェノー lレ抽出、 クロロホルム抽出の後、 ヱタノール沈澱によ

りDNAを回収した。

( 3 ) DNAカセットのリン酸化

以上の操作により、 コドン 12を含むDNAカセットが得られたが、ベクターへ組み込

むためにはその 5'末端をリン酸化する必要がある。(1 )で述べたように 1ow er鎖の

5'末端はリン酸化する必要がないが、 リン酸化しでも特に問題は生じないと考えら

れるので、立よ.9:1部位の選択的リン酸化は行わなかった。(1 )一(3 )の操作をま

とめて図 2- 3に示した。
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図 2-4 DNAカセットの 10%PAGEによる精製
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( 4 ) pRSV-rg12の制限酵素処理

DNAカセットをベクターに組み込むための第一段階として、正常 p21をコードする

合成 c-Ha-r.主主遺伝子を RSV-LTRの下流に含むプラスミド pRSト rg 12 (第 1章参照)の

立与し BssHII処理を行った(函 2- 5参照)。 間酵素は悶ーの緩衝接(制限酵京

緩衝液)を用いるため、 まず、塩 (NaCl)濃度の低い恒豆HI I処理を行い、 引き続いて

エタノール沈澱を行わずにEよぷ処理を行った。 この酵素処理により長鎖 (4.8kb)と短

鎖(約 60bp)の断片が生じるが、 この両鎖を分離するために 2%低融点アガロースゲ

ル篭気泳動を行った。 長鎖に相当するバンドをゲルから切り出し、加温してゲ lレを

融解させ、 フェノール抽出、 クロロホルム抽出を行った後、 ヱタノール沈識によっ

てDNAを回収した。

( 5 ) DNAカセットとベクターのうイゲーション

( 3 )で得られた DNAカセットと(4 )で得られたベクターのうイゲーションを

った。 この両者はともに、 立よ全I末端(接着性末端)を合むのでClaI部位で選択的に

連結する。 この際の両者の比は、 DNAカセットが確実にベクターへ組み込まれるよう

に、 3: 1とした。次に、主主sH I I処理を行うと、 DNAカセットの内部にある BssHII部 1立

で切断が生じ、 BssHII末端(接着性末端)となる o さらに、 うイゲーションを行う

と、 ベクター及びカセットの BssHII末嬬での選択的な連結が生じ、 DNAトランスフェ

クションに用いるための DNAが得られる(函 2- 5 )。得られた DNAはエタノール沈

澱の後、 TE緩衝譲 (lmM Tris-HCl，lmM EDTA，pH7.5)に溶解した。濃度は臭化エデジウ

ムによる蛍光を利用して見積った。

通常の DNAカセット変換では、 2つの制限酵素部位の両者を同時にうイゲーション

する。今回著者が、 この方法を用いなかった理由は、 DNAカセットとベクターを確

に結合させるためにカセットを過剰に用いているが、

[ 1 ]通常の方法では、 カセット自身が結合してベクターとのライゲーショ

ンが、完結しない可能性がある(例えば、 BssHII部位で連結してしま

うと、ベクターの BssHII部位とは結合し得ない)

[ 2 ]カセットが三重体を形成すればベクターへの組み込みが行われるが、

生じる遺伝子は機能し得る蛋自質をコードしていない

という 2つによる。今回用いた方法でも[1 ]の可能性はあるが、 それは立よ.3-I部位の

みであり、一方、通常用いられている方法では Ql全 I 部位と恒~HI I部位の両方である。
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カセット自身の連結反応を防ぐために、 カセットの末端をリン酸化しない方法が大

腸菌へのトランスフェクションで用いられることがあるが、 陥手し動物細胞への DN Aト

ランスフェクションではこツクが生じていると効率が著しく減少すると考えられる。

今回、著者が用いた方法は、 3段階の酵素反応があるため手間がかかり、 また、エタ

ノール沈澱の際の DNAの損失の可能性が増大するという欠点はあるが、 入すべきカ

セットを確実にかつ単童体として組み込むことができるという大きな利点を有して

いる。

第 2節 NIH3T3細開へのトランスフヱクション

前節で述べたように構築した c-Ha-[ゑ5遺伝子を含むベクターを NIH3T3細胞にトラ

ンスフェクションした。 方法は第 l章で述べた通りに行った。 ただし、 トランスフ

ェクションに用いた DNA量は、 20ng及び 70ngとした。 2 - 1に結果(生じたフオー

カスの数)を示した。 いずれの場合も活性型 p21(Val-12)をコードする c-Ha-ras遺伝

子はフォーカスの形成を誘導した。 一方、 常 p21をコードする c-Ha-ζ坐遺伝子は、

20ng用いた場合にはフォーカスを形成しなかったが、 70ngの は 干のフオーカ

ス形成が観察された。 これは、第 l輩でも触れた通り、正常 p21が大量に発現されれ

ばフォーカスが形成されるという報告'3Iと一致するものである。

以上の結果から、適切な DNA量を用いれば、 正常 c-Ha-[主主遺伝子はフォーカスを形

1--

20 ng 70 ng 

Gly-12 

(normal) 
O 1 0 

Val-12 

(activated) 
6 3 363  

表 2-1 DNAカセット変換法で構築した c-Ha-[生E遺伝子によって

形成したフォーカスの数
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成せず、 活性型 c-Ha-r..主主遺伝子はフォーカスを形成する条件を見い出すことが可能

であることが明らかとなった。従って、穆飾塩基を c-Ha-主主豆遺伝子中に導入して NI H 

3T3細胞へトランスフェクションし、 フォーカスの形成によって突然変異を検出する

ことはこの系を用いることにより可能であると思われる o

第 3章以下では、 実際に{彦飾塩基を DNAカセット変換により導入した、合成 c-Ha-

E主E遺伝子を用いての実験について述べる。
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第 3章 O 6ーメチルグアニンを金主

C-Ha-ras遺伝子による N 1 H 

3T  3系自日包のトランスフォーメーション

第 l輩、第 2章では、合成 c-Ha-ras遺伝子が NIH3T3細胞を用いるトランスフェク

ション実験に有用であることを示した。第 3章では、修飾塩基の一つである Qヨーメチ

ルグアニン (Q5-MeG) をコドン 12に導入した c-Ha-r.主主遺伝子を用いる実践について

述べる。 第 l節では、 大腸菌コドンを用いた合成 c-Hヶ E主主遺伝子について、 第 2節

では DNAカセット部分をヒト c-Ha-r.主主-1遺伝子の塩基記列にした合成 c-Ha-ζ主主遺伝子

を用いる実験について述べる。第 3節では、得られたトランスフォーマントの c-Ha-

E主豆遺伝子の塩基配列の分析について述べる。

筆---L節 Q6-MeGをコドン 12に導入した

え弘己注二日立造主王主一室5全斗本宣言1コドン)

前章では、 DNAカセット変換によって構築した合成 c-Ha-r.主豆遺伝子が、 NIH3T3細胞

を用いる DNAトランスフェクション実験に有用であることを示した。 そこで、 修部塩

の一つである、 Q~-M eGをコドン 12の2番呂の部位に導入することにした。

Q5 -t1eGは、 目ーニトロソ-~-メチルウレア(自MU) などのメチルイヒ斉リによって DNA中のグ

アニン塩基がメチル化されることによって生じる修飾塩基である(図 3- 1 57¥ 

メチル化剤によって DNA中の様々な部位がメチルイとされることが明らかにされている O

たとえば、 グアニン塩基のr一位、 05一位、 アデニン壌墓の N3一位、 ピリミジン塩基
(シトシン及びチミン)の Q2_位、 チミン塩基の 0"-位やリン酸部分がメチル{ヒされ

る。 その中で、 とりわけQO-MeGが着目されているのは、 この修飾塩基がグアニン塩

基のエノール型(実際のグアニン塩基はケト型が優先している)に類似した構造を

持つために、取り得る水素結合様式がグアニン塩基とは異なると考えられるためで

ある(図 3-1参照)。既に、 いくつかのグループによって Q6-MeGを含む DNAを用い
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議掛1

06 -t.ieGの生成l 図 3

R20 

LJA」ドの取り込みがViV02~ 、でのデオキシヌクレオチvit工.，922.23;及び inての in

には dT日Pが取り込まれることが明0" -He Gに対応するそれによると、れている。

Barbacidのまた、G →Aトランジツションが生じる。庁、かと尽ヨ
て U)iI-口京、らかにされている o

を分析したところ、の細胞の癌遺伝生じた乳トに NHUを与え、グループは i践のラツ

ドン 12の2番目の部分に G→Aトうンジツションが生じていたこ伝子のコc-Ha-ras-l 

これは、 c-Ha一日豆遺伝子中に 06-HeGが生じた結果であると推している 27)。とを報

の活性化に大r→leGは突黙変異や E金主以上のことから、定することができる。

きく関わっていると考えられる。

トドン 12の 2番目の位置に導入するための DNAカセツ伝子のコ
ネ

Gで表しているのが Q6-HeGである。

Q6-HeGをc-Ha-r.金主

Q5-HeGに対応する位図中、-2に示した。を図 3

佳子のグアニン塩基がメチル化を受けた場これは c-Ha-rasCとなっている。は、

相補鎖に C以外の塩基があれば Q5-HeGとは無関また、合を想定しているためであり、

ご

訪

問

富

i

位

2

の

1
4
虫
・
円
U

vv 
円

Uてーレ〉」昭一
ふ

1
.すハまた、係に c-Ha-r.金主遺伝子を活性化してしまうためである。

本

( Gの位置が G) 及び Val-12 活性聖)

第 2章とは

c-Ha-ras遺伝

ドする c-Ha-r.ゑ豆遺伝子は、p21をコーVal-12 

c-Ha-r.主豆遺伝子

を用いることとした。

常)

がT)
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これは DN Aカとなっている。コドン 12の 2番目の塩基対が T-C(ミスマッチ)なり、

ミ;:.こ、操作を簡便にするためであり、

生じるフォーカスの数を比較しやすいと考えたためである。

セット構築の際の条件をできるだけ統一し、

ドの合成と精製Q6ートleGを含むオリゴヌクレオチ( 1 ) 

のAを始コドンの l番呂のU2-35Me (35はむオリゴヌクレオチ

ドン 12の 2番目の位置を表し、
、
ド
B

QS-MeGを

は当孝夫Meは05-~leG をまた、lとした場合のコ

ングブロックとして、をピルディで合成されたホスホロアミダイト体(図 3-3 ) 

議J士
山」純度にン駿トリエステル法により合成し、DNA自動合成憶を用いる闘相亜 1)

れたものを用いた 53}。

性の検討ドの安Q5-t1eGを含むオリゴヌクレオテ( 2 ) 

ドの安定性を以下のむオリゴヌクレオチQS-MeGをトを構築する前に、DNAカセッ

条件下で調べることにした。

60分)性(370C、での安ン酸化で用いる緩衝液[ 1 ]最初のリ

一-7での
，-ー-~

{量-lf佼うイゲーションで FZいるング、アニーリ[ 2 ] 

2 →徐冷→ 150C、冷→加

60分)性(370C、トのリン酸化で用いる緩衝液中での安DNAカセッL 3 J 
n 門戸

.jt1苛ニ性(500C、[4 ] BssHII消化の際に用いる緩樹液中での安

他のピークが出 f見しな逆相HPLCで分析したところ、逆相カラムにより脱塩した後、

する条件QS-MeGを含むオリゴヌクレオチドは DNAカセットを

で安定であることが明らかとなった。

かったことから、

トの構築とベクターへの組み込みDNAカセッ( 3 ) 

に従っ第 2章第 l節で述べた方トの構築とベクターへの組み込みは、DNAカセッ

PAGEで副生成物が多数生成し最初のうイゲーションの後の 10%

(データは示さなかった)。ているのが観察された

?レだたて行った。

NIH3T3細胞へのトランスフェクション( 4 ) 

ン酸カルシウム

用いたベクターの量は 1@]自は 20ngと50ng、2回自は 50ngと100ng

1) 既に述べたように、NIH3T3細胞へのトランスフェクションは、

法により行った。
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OC-t1eG 活性型 (Val-12)c-Ha-r.主主遺伝子はフォーカスを形成したのに対し、

を含む c-Ha-r.怠E遺伝子は有意なフォーカス形成は観察されなかった。

とした。

O5 -t.jeGをコドン 12に導入した c-Ha-ras遺伝子による

ト配:Ai5吉}ヒ
/
4

‘、
トランスフォーメーションE日立工出illL担の

箆 2~Q 

して大限利ドをゴヌクレオチ合成 c-Ha-r.ゑ主遺佳子の既存のオリ第 1節では、

なフォーカスの形成を観察するこ有を構築したが、06-HeGを含む c-Ha一日呈遺伝

06ートleGを含む DNAカセットのヌクレオチドそこで、とができなかったことを述べた。

による。これは以下に示す理伝子の配列 S0 1とした。トc-Ha-ras-1配列をヒ

端からドU2の3‘図 3- 2に示したように 06-t1eGはオリゴヌクレオチ[ 1 ] 

(図 3る 5立すを形成し06-HeGはCと¥'Iobble坂にある。2番目の位

C IE;( Oe -~jeG または、定なため、その境基対が不が、1 0参照)

しく{尽くなっンの効率がライゲーショじ、対のために構造変化が

た可能性がある。

'" --- ーレt盃
¥-1 ~ .!コ

持--';-'"! .;.、ごり~J..~ ""令ノ
千ノJμ.¥j人三夕、、

芹ト
ームーー

-:. 
L べたようにうイゲーションの送

ノιl- ，_ 
フ亡 ，.-[ 2 J 

設計の必要がある。

を用いた実践により、 Qe-HeGが修
文:容

されにくい部位のコンセンサス配列は GCTGGTCGCCAGGAGG(GはQぞ-t.jeGを

ゼ遺伝

トの

大腸閣のアンピシリナ

DNAカセッη 

[ 3 ] 

ドン 12

の場合、

トの c-Ha-r.主豆遺伝子のコ

トの c-Ha-rゑ豆-1遺伝

示す)であり、この配列はヒ

自を含む領域とホモロジーが高い
本

GgTGGgCGCCーをGcGGという配列を有しており、

(ヒ

トゃうツ

が一致し12塩16塩

ここで大文字はコンセンサス配列と一致している部分を、ている。

ーは欠失を表し、また、文字は一致していない部分を示しており、

を示したものであこれは大腸菌における結621 。ドン 12を示す)はコ

これは大腸菌の Q6-HeG-DNA-メチルトランスブエラーゼ S3 によるが、

作用同じ醇り修復を受けにくい部位と解釈することが可能であり、

のメトのメチルトランスフエラーゼ.34 -や NIH3T3細胞を有するヒ

チルトうンスフエラーゼでも同様であると考えることができる z一方、

ドンを用いて設計された合成 c-Ha-r..ゑ豆遺伝子の場の最適コ大腸
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それの相当する配列は agTtGgCGCt-Q.立与GGであり、 コンセンサス配列と

9塩中、( 16塩の一致の程度はヒト c-Ha-日豆遺伝子に比較して小さい

トの c-Ha-ζム5遺伝子の記列とし1 高ゴJ:.rす
トυノ臼己 )"JをとDRAカセッ壬'1-_...，.-

iλこて主 」、基)。

フォーカスが形成しやすいと能性があり、修復されにくいた方が、

考えられる。

へのデオキシヌクレオチドの取り込み[ 4 ]相補鎖の Q6-MeGの対応する位

3' -ffilJが Cのを受ける。Q5-MeGの 37一隣接部位の配列によって影は、

合は dH1F倍取り込まれやすいが、 Tの合は dTMPの方が dCMPよりも数

とdCMFの取り込まれやすさは同程度と報告されている 23 I。
本 本

コドン 12の記列は GGCであり(GはQ6-~leG を導入す

トc-Ha-ヒ

の担 Aぺ符口、ras-1遺伝

ドンを用いている元来の合成c-Ha-[生豆大腸菌の最適コ
主

子では GGTである。

る1立

いたトc-Ha-ras遺缶子の配列をヒ従って、

フォーカスが形成し相補鎖に dTMPが取り込まれやすい可能性があり、

やすいと考えることができる。

ドHRU2 ゴヌクレオチむオリ-4に示す g コドン 12を設計した DNAカセットを悶 3

した c央付近になるように設ゴヌクレオチドのを導入する位置がオリは修飾塩

入することを可能とするた

とした。

12 
M e t嶋 Thr崎 Glu-Tn崎 11S崎 1eu-Val司 Val-Val明 GI1-Ala司 -G11噌 Va1佃 Gl1勾 11S-Ser-

(冊--価a鴫嶋開価値鋤ω--ー崎嶋--!!RUl鴫明恒但喝暢哨咽帽ーー柳欄輔副同恒明) (個略ー噂!!RU2山崎司融) (明司明幅制骨ー-!!RU3---時---ω) 
CGAT ATG ACG GAA TAT AAG CTG GTG GTG GTG GGC GCC GGC GGT GTG GGC AAG A [CGtGC TGTAGG 
fA TAC TGC CTT ATA TTC GAC CAC CAC CAC CCG CGG CCG CCA CAC CCG TTC T CGCGCG ACAT 
(停申帽叩ー崎明与四町 d 鴫明!!RL2---ー幅値明暗唱繍信信也勾) トー也噌岨回白畑一時『明司四ーー-!!R11-何時叩畑一ー『信也司--ωω 副司ー)
CIBI Bss!!II 

容易に

合成と精製が簡便にできる比較的短鎖の 12鎖

(他の音s{立に)をi也の(彦宮前また、HRU2は、

めに、

ト

A or T 

再設計した DNAカセツ

O. 
米

G = Od-MeG. 

4
 

図 3



1
i
 

q
べ
U

HRU2-35Meの合成と精製( 1 ) 

QOートleGを含むト体を用いたが、第 l節では当教室で合成されたホスホロアミダイ

HRU2-35Meの合成の際には AmericanBionetics社から購入可能オリゴヌクレオチド、

部の保護にイソ
ん
口
肌
''t・1この化合物は、ト体を用いることにした。なホスホロアミダイ

ンこれをビルデイ物と異なる。プテリル墓を用いている点が図 3-3に示した化

ン按Biosystems社380ADNA自動合成機を用いて固相亜リApplied グブロックとし、

カップリング時間の延長等のプトリエステル法によって HRU2-35Meの合成を行った。

ログラムの変更は特に行わなかった。

アンモニア水処理による塩基部の脱保護を行った。 通常の場合 (55"-'60ゑ売いて、

lまの加熱条件ではQO-MeGのアミノ基を保護しているイソプテリル5 '"" 6時間)。C、

されている o ' 分であることが報16時間では不500C、(参考:脱保護されない

は完全に進行するが、イソブチリル基の脱保72時間という条件では、650C、一方、

され2，6-ジアミノプリン体の生成や脱メチル化反応によるグアニン体の生成が報

であり、 06-い塩性のンはそれ自身、極めて変2，6-ジアミノプリている 68)

今回は、まった解釈をもたらす可能性がある。MeGによる突然変異に関する実験の

イソプチリル墓の脱保護が不完全であっても 2，6-ジアミノプリンが生成しないよう

? ーレ
レ/こ。620Cで50時間江iいることとし、'c:: な穏やかな条

トキシトリジメ通常のオリゴヌクレオチドと悶擦に行った。HRU2-35Meの精製は、

ク2本のピaに示す。した後の逆指 HPLCの溶出パターンを図 3-5 チル墓を脱保

ド、が除去されたオリゴヌクレオチ簡が早いものはメチル
."~ .r. 
t合出が検出されたが、

溶出時間が遅いものは自的とする 06-MeGを含むオリゴヌクレオチド (HRU2-35~1ε) と忠

(これは対照としてドQ"-MeGの代わりにグアニンを含むオリゴヌクレオチわれた。

と混合後に再び逆相 HPLCで分析したと用いる正常c-Ha-盟主遺伝子の構築に用いる)

ドのピークと溶出時間の早いピークグアニンを 35位に含むオリゴヌクレオチ『ヲ

」つ、

QO-MeGを含むオリゴヌクレオチドは溶出時間従って、なったことを確認した。カt

データは示また、この画分を分取した。の遅いピークに対応すると思われたので、

さら別の自的で作成した Q5-MeGを含むオ 1)ゴヌクレオチドの場合、していないが、

イソフ'チリル未確認ではあるが、これは、に溶出時間の遅いピークが検出された。

ドと思われる。基が脱保護されていないオリゴヌクレオチ

単一のピークとして観

従九九つ
ありで

均
/ν」

分取した HRU2-35Meを再び逆相HPLCにより分析したところ、

さらにイオン交換HPLCでもまた、(図 3-5 b )、察され
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a)カラム:YHC-M1324 

A:O.IH 溶出液

TEAA B:25児 CH 3 C N ， 0 . lt1 

ゲラγ工ント :30→60B%(20分)

流迷 :2mJi/分

b)カラム:YHC-AH303

TEAA 

TEAA 

5% CH3CN，0.11-l 

ゲラシ命工ント :20→50B%(20分)

流速 :lmJi/分

B:25見CH3CN，0.lt1
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b)分取後a)分取前HRU2-35t'leの逆相 HPLCによる分析図 3-5 

純度に精製されたことが示されQO -t'leGを含むオリゴヌクレオチドは極めてって、

ヘピ毒ホスホジエステラーゼ及び大腸欝アルカリ性ホスブアターゼをまた、た。

dG，dC，dT及び06…メチルデオいる完全水解69 )後の逆相HPLCによる組成分析の結果、

その比も理論髄( dAは含まれていない)、キシグアノシン以外の成分は検出されず

と一致することを確認した。

06 -1旬 Gを含むオリゴヌクレオチドの安定性の検討( 2 ) 

オリゴヌクレオチド、中の 06-HeGは検討を行った条件下で安定で第 l節において、

クロロホルム抽出を行ったフェノール?出出、ここではさらに、あることを述べた。

トの精製に 10%D N Aカセッこれは場合でも安定かどうかを確認することにした。

泳動を用より回収率の高いと思われる低融点アガロースゲルPAGEの代わりに、

オリゴヌクレオその際には拙出操作が必要なためである。いることを計画したが、

エーテル抽出を行ってフェノールを拙出操作を行った後、む水層に対し、をhha
 

J

ナ

06 -t1eGを

クロロホルム拙出に対しても安定であ

に変化は観察されず、溶出位

合むオリゴヌクレオチドはフエノール抽出、

逆杷 HPLCにより分訴した。完全に除去し、
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ることが明らかとなった。

トの梼築とベクターへの組み込みDNAカセッ( 3 ) 

二」J/
 

べた方法により行った。既にへの組み込みは、トの構築とベクタDNAカセツ

トの精製には、DNAカセッまた、ングは 2つのブロックに分けて行い、だしアニーリ

気泳動を用いたアガロースゲル{s:融PAGEに{-tえて 5%で述べたように 10%( 2 ) 

いくトに相当するものである。図中》で示したバンドが DNAカセツ-6 a )。(図 3

ンとなっている。(65bp)のバンドがメイ目的の鎖っかの副生成物が観察されるが、

設計した DNAカセットは特にダイ トの除去などの操作 7日を行わずにピーレクトリ

それがアニーリングの際にいているが、トc-Ha-r.全旦遺伝子の配列をそのままヒ

気泳動によりアガロースゲルまた、を引き起こしていないことを示している。

以外に)¥の位目的の52iPAGEにより分析したところ、トを 10%精製した DNAカセツ

(図 3- 6 b )。

DIPSTCKを用いた。

純度に精製できたことが明らかになった

InVitrogen社から購入した引、IAには、

ドは観察されず、

ベクターの定また、

ン

b a 

M:pBR322/tL怠豆11 1 

11eG 

1:Gly-12 

3:Asp-12 

2: 06 

1 an e 

3 2 M 

n
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3 M  2 

.... 

国 3- 6 DNA力セットの精製

a 5% {s:融点アガロースゲル電気泳動による精製

b 精製後の DNAカセットの 10% PAGEによる分析
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( 4 ) NIH3T3細胞のトうンスフォーメーション

構築したベクターを既に述べた方法により NIH3T3細胞へトランスフェクションし

た。対照として、正常 c-Ha-L坐遺伝子(コドン 12はGGC)、及び活性型の Val-12(コ

ドン 12はGTC) または Asp-12(コドン 12はGAC) p21をコードする c-Ha-L主主遺伝子を用

いた。 トランスフェクションに用いた DNAの震は 50ng及び 150ngとした。 その結果、

Q5-MeGを含む c-Ha一日豆遺伝子は、 正常 c-Ha-[ゑE遺イ云子に比較して多くのフォーカス

を形成した(表 3- 1 )。 このことは、 QO-MeGによって c-Ha-[主豆遺伝子が活性化し

得ること、 すなわち、 Qo-t'ieGの生成は c-Ha-[生主遺伝子の活性化の重接的な原因とな

り得ることを示している。 また、生じたフォーカスの数は対照として用いた活性型

c-Ha-[ゑE遺伝子(Val-12または Asp-12) の数十分のーであった。 Q6→iεGのメチル
を除去する、 QO-MeG-DNA-メチルトランスフエラーゼ 63 ;が知られている。 この酵

はヒト-O 6 )を含む様々な生物から発見されており、 Q"-MeGが細胞にとって除去す

べき対象であることを示している。比較的低いフォーカス形成能は、 NIH3T3細胞中

において、 入した O~ ートiεGのほとんどがこの酵素により修復された結果と思われる。

次にフォーカスを形成したクローンを単離し、 c-Ha-[金5遺伝子コドン 12付近の

列を分析することにした。

Experiment 1 Experiment 2 

50 ng 150 ng 50 ng 150 ng 

Gly-12 
1 2 O 2 

(normal) 

Q6-MeG 6 6 2 4 

Asp-12 
140  362  

(a c ti v a t ed ) 

Val-12 
7 6 163  

(activated) 

表 3 - 1 c-Ha-[金主遺伝子によって形成されたフォーカスの数
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第 3節 トランスフォーマントの c-Ha-ras退官二玉虫豆え互!L生1ITS3'

点突然変異の検出法として、現在までに様々な方法が報告されている 71 . ? :2 ) オ

リゴヌクレオチドを用いてのハイプリダイゼーション'7'3;、 ミスマッチを含む二本鎖

のRNaseA処理 7 7 5や化学反応を用いるもの 7 ，7¥さらにはDGGE(denaturing

gradient gel electrophoresis)7去78: }、 RFLP(restrictionenzyme fragment length 

polymorphism)法 73 やライゲーション法 o)などが数多く用いられてきた方法である。

近は、 PCRS 1 iと組み合わせてのダイレクトシークエンシングもいろいろ報告され

ている 82-85>。 また、 第 6章で述べる PCR-SSCP法 37 )も簡便な点突然変異の検出法で

ある。最近、 LCR(ligasechain reaction)または LDR(ligasedetection reaction) 

という新しい方誌も開発されている 38 i。

今回、 著者は PCRと制限酵素処理を組み合わせることにより突然変異の検出を行う

ことにした。 H丘liassosらはc-Ki-r主主遺伝子のコドンロの突然変異の検出に、 コドン

11の3番目の塩基に変異を導入するプライマーを用いて PCRを行って制隈酵素部位を

作成し、 コドン 12の lまたは 2番目の塩基に突然変異が生じた場合には切断が生じな

いことを利用して、 突然変異の検出を行っているe)";:1。今回、著者は、特定の突然変

が生じた場合に、制限酵素部位を形成するような変異を導入するプうイマーを用

いて PCRを行い、制限酵素による切断の有無により突然変異の検出を行うことにした

(図 3-7 )。 たとえば、 コドン 11番目の 2答芭の位置に C→ Tの変異を導入するプ

ライマーを用いた場合、 05-HeGを導入した部位がAに置換しているとコドン 11と12で

--GTCGAC-ーという配列を生じる。 これは制捜酵素E主よ!の認識配列であり、 SalI反

応により切断が生じればコドン 12の2番目の位置が Aに置換していることになる。 同

権にQ6-HeGを導入した位置がT，Cに輩換している場合に切断が生じるようなプライマ

ーを用いることにより伯の突然変異も検出が可能である。今回用いたプライマーの

一部とコドン 12付近の配列、及び切断を生じる酵素を図 3-8に示した。 Aへの変異

の検出には既に述べた E生よ[を、 Tへの変異の検出には主主主11を、 Cへの変異の検出には

E主主Iをそれぞれ用いることにした。 また、 c-Ha-r主主遺伝子のコドン 11と12は、制限酵

素認識部位となっており(--GCC GGCーという配列であり、これはEゑ豆iの認識部位であ

る。 また、 CCGGという配列はE主.211，!i旦亘11の認識部位である。)、 変異を導入しない

プライマーを用いての PCR産物がこれらのいずれかの酵素により切断を受ければ変異

を生じていない(正常型の)c-Ha-ras遺伝子を荷していることが明らかとなる。
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図 3-7 PCR-制限酵 の原理

5 12 

問一 AAG=a醐aGTGGGC GCC GGC GG了間一宮

iAAG GTG GGC GCCIGGC GGT=-=-

O 

lAAG --GTG GGC GTC G IACGGT-

O 

lAAG一一GTGGGC GAC GITC GGT一回

O 

iAAG GTG GGC GGC G IcC GGT一一
用いたブうイマー

向。
《ペ

υ
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Narl or Bbe! 

図 3-8 突然変異の解析に用いたブうイマーと制限酵
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まず、コドン 12番目の 2番目の位置の塩基が G(正常型) ， A， T， Cとなっている c-Ha-

E金主遺伝子断片を調製し、 この方法による検出がその位置の塩基に特異的であること

を確認することにした。その結果、 制限酵素による切断は、 図 3-8に示したよう

なプライマーと酵素の組合せの時にのみ生じ、 この方法による検出がコドン 12の2番

目の塩基に特異的であることを確認した。

次に、 QÒ-HeG を含む c-Ha-~主主遺伝子によりトランスフォームした細胞中のコドン

12の2番目の塩基の配列を調べることにした。 ジェノミック DNAを抽出した後、 PCRに

よりコドン 12を含む c-Ha-~金豆遺伝子断片を増幅させた。 2.5% 低融点アガロースゲル

電気泳動により目的の DNA断片を精製した後、 変異を導入するプうイマーを用いての

PCRを持った。適当な制限醇素とインキュベートした後、 8%PAGEを行って切断の有

無を調べた。その結果を図 3-9に示す。 レーン 1'"'-'12はE金1I処理を行ったサンプル

であり、 レーンの番号はクローンの番号と一致している。 主主よiにより切断を受けた

PCR産物は、 に述べたように、 Q5 -~l eGを導入した位置がAに置換したものである。

12クローンを分析したところ、 8クローンに切断が観察された。 一方、 主主主II レー

ン13'"'-'15)や証ゑ工I(レーン 16，，-， 18)処理を行った場合には切断が観察されなかった。

このことはQo-t1eGの導入によって、 Tや Cへの変異が生じなかったことを示している。

Ah門一、/ ( r;門ワロ ai 中川 d一、.n0 r:さ昌三/"'*" ':-ー:;:;tn ~~~嘉戸!~ ..J-;..山 t →;~ 
/ 、ノー J ‘'叫， ν ，v ノ 10-、'... ' 'jぺ ν)ノ口T ;::r-;ミ日守、つ、 u .... jj ~r .c: :;ι りゅ/.)~つ J<- r_ ~ 

から、 突然変異が記こっていない、 正常型の c-H丘一旦三遺伝子を含んでいるものと思

われる。 このことはE主121 1処理により切断が生じたことから支持される。 また、いく

つかのクローンは突然変異を起こした c-Ha-~主主遺伝子と正常 c一 Haω互主主遺伝子の両方

を有していた。 トランスフェクションの際に数コピーの遺伝子が導入されることは

起こり得ることであり、 この結果は l コピーの c-Ha-~主主遺伝子の活性化によって細胞

をトランスフォームさせることが可能であることを示している。

既に述べたように、 Q6 -~leG は NMりなどのメチルイヒ剤によって生じる修飾塩基である c

いくつかのグループによって辺 vitro22.23)及び invivo2;)での QO-HeGに対するデ

オキシヌクレオチドの取り込みに関する実験が行われており、 Q6-HeGに対応する位

にdTHPが取り込まれることが示されている。最近、晴乳動物細胞を用いて Q6-HeG

の誘導する突然変異に関する研究が報告された 25 . 2 5¥  いずれの場合も Q6-t1eGを

入した位置に G→Aトうンジッションが観察されている。今田著者が得た結果もこれ

と同じであり、 大腸醤を用いての結果と合わせて考えると、 Q6-t1eGのもたらす変

は種の違いに関わらずG→Aトランジッションであると結論づけることが可能であ
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M 1 2 3 4 M 6 7 8 9 10 11 12 M 13 14 15 M 16 17 18 

図 3-9 Q3-MeGを導入した位

vitroにおける複製実験の結果、

唱に

レ}ン 1，13，16
2，14，17 
3，15，18 

レーン

M 

1'"" 12 

13"'-' 15 

16"'-' 18 

マ一万一

クローン 1 
クローン 2 
クローン 3 

S a 1 i 
Aa tI I 
N ar I 

(未切断 PCR産物)

上の矢印は未切断の、

下の矢印は切断された

PCR産物を示す

の制限酵 による解析

Q告白MeGに対応する位置には dTr・1Pだけではなく

dCMPも相補鎖に取り込まれること、 その割合は QS-t1eGの3'一瞬接部位のヌクレオチ ド

によって影響を受けることが明らかにされている 2::'! QB-MeGを含むオリゴヌクレオ

4 

ノ ドを用いて、 Q6-MeG-C塩 対、

造解析がなされている ι9! -::; 3)。

Q6-MeG寸塩基対の熱的安定性:::;:; ;ゃ一

それによると、 Q6-MeGはCとwobble塩

また、 Tとは Watson-Crick型の塩基対ヨ.'3 2 )を形成する (図 3-1 o )。

Q6 -t1eG-C対の方が Q5-MeG-T対よりも安定であるさ 3l，Q"-MeGに対応する位

鎖 DNAの構

対を、

熱的には、

には dTt1P

が取り込まれることは、 上記の 験結果と照らし合わせると極めて興味深いもので

ある。 すなわち、 DNAポリ メラーゼによる相補鎖へのヌクレオチド取り込みは、 六火n、、

産物の熱的安定性だけで決定されるのではなく、新たに形成される塩 対の形(C 1 ' 

一Cl'間の距離や、 ン酸ジエステル結合の形成しやすさなど) にも大きく依存して

いることを示している。 Q6-MeG-T塩基対は熱的には不安定であるが、 Watson-Crick 

型の塩基対を形成するために、 d TMPが取り込まれやすいと思われる。
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図 3- 1 1 Q6-MeGによる G→Aトランジツション
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図 3- 1 1 ~こは、 Q6-MeGの生成によって生じる S→ A トランジツションの機構のそ

デルを示した。 Gがメチル化され Q6-MeGが生じ、修復される前に複製が生じると、相

補鎖にある都合で Tが取り込まれる。次の複製の際にはその Tに対応する位置に Aが取

り込まれる結果、 S→Aの変異が生じる(この図では QO-MeG-T対は二本の水葉結合を

持つように示しである)。 この変化が C一Ha-r.主主遺伝子のコドン 12の 2番目の塩基に

じると、 p21の 12番目のアミノ酸が Glyから Aspへと変化し、 c-Ha-r全豆遺伝子を活性化

させる。

最近、 Mitraらは著者の用いた方法と類似の方法を用いて、 c-Ha-r主主遺伝子コドン

12番目に導入した Q6-MeGの誘導する突然変異について報告したれ¥彼らも著者と同

様に Q5-MeGによって G→Aトランジッションが生じ、 c-Ha-r.主主遺伝子を活性化するこ

とを示している。彼らの用いた実験系は、 著者が用いた実験系と なっている o

第一に、彼らはうツトの c-Ha-ras遺伝子を用いており、著者はコドン 12付近がヒト

の配列となっている合成 c-Ha-r.主主遺伝子を用いている。 すなわち、 コドン 12付近の
本 宇

配列は一一GCT GGA GGCーザ(ラット)であるのに対し一一GCC GGC GGT一一(ヒト)となっ

ている。第二に、彼らはうツト由来の Rat-4細胞を用いているのに対し、著者はマウ

ス由来の NIH3T3細胞を用いている。 しかしながら類似の結果が得られたことから、

Q5_~jeG によって G→Aトランジッションが生じることは、 物語や 3'一側の配列とは

わりなく一般的な現象であると思わーれる。

この章では、 合成 c-Ha-r.ゑ呈遺伝子が修諦境基を用いるトランスフォーメーション

の実験に有用であることを示した。 しかし、 正常 c-Ha-r.ゑ豆遺伝子によっても N!H3T3

細胞がトランスフォームしたことは、 この系にはまだ改良の余地があることを示し

ている。 それについては次輩で述べる。
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第 4竜一 8 -ヒドロキシグヱ←ニンを含主t
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3T 3 組j~立L上ランスフォ----丘二主二三二ど

前章では、 Q3_メチルグアニンを c-Ha-[金主遺伝子に導入した実験について述べた。

第 4章では、修飾塩基として 8-ヒドロキシグアニン (8-0HG) を用いた実践について

述べる。第 i節では前章と同様に、 pRSV-rg12をベクターの調裂に用いた場合のトラ

ンスフェクション実験について、第 2節では DNAカセット変換のための新しいべクタ

ーの構築について、第 3節では新しいベクターを用いてのトランスフェクション

験について述べる。

第 l節 8-0HGをコドン 12に莞ムよよ合成 c-H主民謡伝主

庖と去し表監斗ごさヰ之ニ0)[忠良f=DR sv-rgl三宝昂土L主主主丘L

8-0HGは、 還元剤一02、金属イオン一弘、 ポリフェノール -H202-Fe2-、 アスベスト

H202や放射線といった、酸素ラジカルを生じる様々な試薬によって DNA中のグアニン

塩基の 8{立が水酸化されることによって生成する修姉塩基である 24W251(図 4- 1 )。

8-0HGは突然変異や発癌の過程、 老化にも関係があると思われている g〆， ，・ u ~ 、。 口野

らは 8-0HGを合む鋳型 DNAを調製し、 Klenowフラグメントによる援裂実験を行い、 8-

OHGに対応する位置にランダムなヌクレオチドが取り込まれることを見い出した U 、。

さらに隣接ピリミジン部位に対応する位置にも読み間違いが起こることを報告して

おりいに極めて興味深い修飾塩基である。

著者は前章で述べた方法を用いて、 8 -OHGを合成 c-Ha-[主豆遺伝子のコドン 12の2番

目の位置に導入し、 NIH3T3細胞へトランスフェクションすることを計画した。 DNAカ
平

セットは図 3- 4中の Gが 8-0HGであるものに相当する。

( 1 ) 8-0HGを含むオリゴヌクレオチドの合成と精製

実験に用いた 8-0HGを含むオリゴデオキシリボヌクレオチドは当教室で合成された
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ホスホロアミダイトイ本(図 4-2 ) i 3いをピルデ.イングブロックとして DNA自ぎ出

合成機により合成されたものである。 このホスホロアミダイト体は、 8-0HGがアルカ

リに対して不安定であることから o ¥8-ヒドロキシ体ではなく 8-メトキシ体とな

っている。 また、 5'一水酸基の保護墓、にはジメトキシトリチル墓では酸に対して著し

く不安定であるために、 より安定なモノメトキシトリチル基を用いている。 オリゴ

ヌクレオチドは高純度に精製された後、 8-メトキシ基をチオフェノール処理するこ

とにより 8-ヒドロキシ体へと変換し、 さらに精製されたものである。完全水解に

よりヌクレオシドの組成比及び純度を確認した。

( 2 ) 8-0HGを含むオリゴヌクレオチドの安定住の検討

第 3章でも述べたように、 DNAカセット構築の前に、 8-0HGを含むオリゴヌクレオ

チドの安定住を調べることにした。特に、最初のリン酸化に用いる緩衝液の pHはか

なりアルカリ性の 9.5であり、 とりわけ確認をする必要がある。調べた条件は第 3

第 1節及び第 2節で述べた条件と悶ーである。 HPLCで分析した結果、 8-0HGはDNAカ

セット構築の条件下では安定であることが明らかとなった。

( 3 ) DNAカセットの構築とベクターへの組み込み

DNAカセットの構築及びベクターへの組み込みは、 既に述べた方法で行った(第 2

第 3章参照)。

( 4 ) NIH3T3細胞へのトランスブェクション

第 l輩、第 2章で述べたようにリン酸カルシウム法によりトランスフェクション

を行った。用いたベクターの霊は、 50ng及び 150ngである。 8-0HGを含むc-Ha-L日

伝子は正常型c-Ha一日豆遺伝子とほぼ間程度のトランスフォーム活性しか示さなかっ

た(データは示していない)。 また、得られたトランスフォーマント中の c-Ha-L些

遺伝子の配列を分析したが、 変異は検出されなかった。従って、 8-0 HGによる NIH3T3

細胞のトうンスフォーメーションはこの系では、検出できないようである。次節で

述べるように、用いるベクターを改変することによってこの問題は克服される。
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第 2節 ト OHGをコドン 12に導入した c-Ha-ras泣露三子による NIH3T3知ii泡2

トランスフォーメーション(新たに構築したベクターを用いた現企上・ 1 = 

( 1 )新しいベクターの構築

第 1節で述べたように、修飾塩基として 8-0HGを用いた場合には、

カスの数が正常 c-Ha-r..ゑ豆遺伝子と開躍度でしかなかった。 この点を

られるフ方ー

して、

c-Haザ E主主遺伝子によるフォーカスの形成(パックグラウンド)を減少させるように、

用いるベクターを新たに設計し直すことにした。先に述べたように、正常 c-Ha-r..坐

遺伝子をトランスフェクションした場合でもフォーカスが生じる。 この問題点自身

は、正常 p21の大 生 53 )や DNAトランスフェクションの操作自身のもたらすパック

グうウンドとして考えることが可能である。 しかし、正常 c-Ha-r..旦豆遺伝子でトラン

スフォームした細胞の c-Ha-ζゑ主遺伝子を分析したところ、 Eゑ.Q1 1では切断されるが、

主主主iでは切断されないクローンがいくつか見い出された。 これは、 ヒト c-Ha-r主主

伝子が --GCC GGCーという配列を持っていることと矛麗している結果である zしかし、

もしベクターとして用いている pRSV-rg12の立よ全I-a主主H1 1消化の際に未切断の DNAが残

存しており、それが細胞中に取り込まれたと仮定すれば説明可能である 3制限酵素法

で用いる正常 c-Ha-[旦豆遺伝子検出用のプライマーの 3'一末時はコドン 11の 3番目の

に担当する部位が Cとなっており(図 3- 8 )、本来 pRSV-rg12に存在する c-Ha-

EゑE遺伝子のコドン 11， 12の配列--GCT GGT-ーを PCRによる増幅の後には、--G Ç_~~Q，~ T -ー

に変化させる。 その結果、 区生.QII部位ーで示した)が生じるために切断を受ける

が、 E主主[認識配列 (GCCGGC)とは異なるために良皇室lによっては切断を受けないと考え

られる。

パックグラウンドを減少させるためには、 pRSV-rg12中の c-Ha-ras遺伝子が完全に

除去されていることが望ましい。 しかし、 制限酵素による切断は 100%進行するもの

ではなく、 また、 pRSV-rg12を制限酵素で切断した後の精製に用いているアガロース

ゲル電気泳動では、未切断の鎖の分離は不可能であると思われる。 一方、 未切断の

ベクターが残っていても、 主主豆蛋白質として機能しなければパックグラウンドは減少

させることが可能であると思われる。そこで、新たに構築するベクターは、 C1全1-

BssHII領域が意味のある蛋白質をコードしないように設計した(図 4- 3 )。 この

プラスミド (pCB)i36)は pRSV-rg12の巳よ全I-BssHII領域をリンカーと交換することによ

り構築した。
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( 2 ) NIH3T3細胞へのトランスブエクション

DNAカセットの構築、ベクターへの組み込み、 及び NIH3T3細胞へのトランスフヱク

ションは既に述べた方法により行った。用いたoN A量は 50ng，150ngであるが、 3@]呂

pRSV-rg12 

Met 

ATCGAT ATG ACC GAA TAC AAA CiG GTT GTA OTT GGC GCT GGT GGT GTA GGC AAA AGC GCG CTG 

TAGCiA TAC TGG CTT ATG TTT GAC CAA CAT CAA CCG CGA CCA CCA CAT CCG TTT TCG CGC GAC 

Cls1 BssllII 

pCB 

ATCGAT ATG GTG ATG ACC TAA TAG C GCG CiG 

TAGCTA TAC CAC TAC TGG ATT ATC.G tGC GAC 

Cls1 Bs sH 11 

思 4- 3 pCBの部分 酔:1lif": 2 O ~ 

Experiment 1 Experiment 2 Experiment 3 

50 ng 150 ng 50 ng 150 ng 50 ng 150 ng 500 ng 

Gly-12 
O O O O O 1 5 

(normal) 

8-0HG 2 4 O 1 2 3 1 8 

Asp-12 
9 2 303  2 7 9 7 162 3 0 4 672  

(activated) 

表 4- 1 c-Ha一日豆遺伝子によって形成されたフォーカスの数
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の実験の場合にはさらに 500ngでも行った。結果を表 4 - 1に示す。ベクターを改良

したことにより正常 c-Ha-[金主遺伝子によるパックグラウンドが減少したことがわか

る。 また、 8-0HGを含む c-Ha-ras遺伝子は、 正常 c-Ha-[ゑ豆遺伝子と比較してフォーカ

スの数が多いことも明らかである。 この結果は、 8-0HGの生成が c-Ha-[主主退伝子の活

性化の直接的な原因となり得ることを示している。 また、 8-0HGを含む c-Ha-[主主追伝

子によって生じたフォーカスの数は活性型 (Asp 12)c-Ha-[主主遺伝子に比較して 1"-' 2 

2程度である。 これは Q6-MeGの場合にも述べたように、導入した 8-0HGのほとんとが

修寵されていることを示している。既に、大腸菌~ 7 及びヒトの細胞 C=: jから 8-0H

Gを修復する酵素が見い出されており、 NIH313細胞中でも同様な修後酵素が作用して

いるものと思われる。

( 3 )トランスブオーマント中の c-Ha-ζ全豆遺伝子の解析

次に、 8-0HGを含む c-Ha-r..世遺伝子によってト弓ンスフ万一ムした細胞中の C-H 主

主主豆遺伝子の解析を行うことにした。 既に述べたように、 8-0 HGは対応する世話のみ

ならず、 隣接した部位にも変異を引き起こすことが報告されているいJ。 そこで、 コ

ドン 12 の l~ 自の位置( 8-0HGの51-隣接部位)に突然変異が生じているか否かも険

することにした(区i4 -4 )。方法は第 3章で述べたものと
ァ・州、

C. c) g ノ、
庁、i

Lン;

クローンの分析にはE旦.[1の代わりに同じ配予iJを認識する Bb豆!を照いた。

図 4- 5 aにあるクローンを分析した結 を示した。 この場合、 1 1で 街を受

けているが、信の制限酵素によっては切断が観察されなかった。 これは 8 OHGを導入

した部位がTに霞換されていること、 すなわち相補鎖に dAM!?を取り込んだことを示し

ている。 図 4 - 5 b には別のクローンを分析した結果を示した。 この場合、 8-0HGを

導入した部位には突然変異が観察されなかったが、隣接部位に G→ Tトランスパージ

ョンが見い出された。 同様の方法により他の 16クローンの分析も行った。 検出され

た突然変異を表 4 - 2にまとめて示した。 18検体を分析したところ、 1.1検体に変

が検出された。 そのうち 8-0HGを導入した部位に変異が検出されたものは 12例、隣接

部俊(8-0HGの 5'-側)に変異が検出されたものは 2例であった。 いずれの場合も塩

の置換はランダムに生じていることが明らかである。 このうち、 8-0HGを導入した部

位がTに変異しているトうンスフォーマントが比例中8例と比較的多いが、これはVal

-12 (コドン 12が G1C) c一Ha-[主主遺伝子のトランスフォーム活性が他の活性化 c-Ha-

E主主遺伝子よりも強い 1G 9 )ため、 生じたフォーカスの数が多かった可能性がある o 従
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国間掘調 AAG臨国血GTGGGC GCC GGC GGγ間出向

lAAG-翻引GGGC GCCIGGC GGγ一一 Haplll Naθi 

O 

lAAG一一GTGGTG GCCIAGC GGドー .Mscl 

O 

lAAG一一GTGGAG GCCITGC GG了間一 Stul 

O 

iAAG " GTG GGG GCCICGC GGT一一 Apal 

図 4-4 コドン 12の l番目の位置の突然変異の解析に用いたプライマーと制限

a b 

M123456 1234 56M 

M : marker 

lane 1 : Aatll (35T) 

2 : Sall (35A) 

3: Bbθ! (35C) 

4 : Stul (34丁)
5 : Mscl (34A) 

6: Apal (34C) 

図 4- 5 トランスフォーマントの c-H昌一Eゑ豆遺伝子の解析
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図 4- 6 トランスフォーマントの c-Ha-ras遺伝子の t.jaxam-Gilbert法による

=ド

GG 》F GT 8/18 

GA 3/18 

GC 1 / 18 

TG 1/18 

AG 1/18 

G 本 = 8-hydroxyguanine 

表 4- 2 8-0HGによって生じた突然変異
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って、 とりわけ相補鎖に dAHPを取り込みやすいと結論づけることはできないかもし

れない。 なお、 8-0HGの 3'-隣援部位(コドン 12の 3番目の塩基)の分析は行っていな

いが、 これは隣接部位に変異が起こる類度は低いのに加え、 この部位に変異が生じ

ても対応するアミノ酸は正常型の Glyのままであり、 c-Ha-r.主主遺伝子の活性化につな

がらないためである。 このようにうンダムに突然変異が生じることは極めて興味深

いことであり、 これを確認するために Haxam-Gilbert法 5)によって塩基配列の確

認を行った。 この際には一方の 5'一末端のみを標識するために、 PCRの際のプライマ

ーの一方(標識しない 5'一末端を含む)は 5'ー末端がアミノリンカーで 「ブロック」

されているものを用いた。その結果の一例を図 4-6に示す。 この検体は図 4- 5 

bに結果を示した、隣接部位に突然変異が検出されたクローンである。 PCR-制限酵

素j去により分析した通り、隣接部位に突然変異が生じていることが明らかとなった。

5検体(表 4- 2に示した 5種類の突黙変異に対応する 5クローン)の塩基配列はいず

れも PCR-制限酵素法により検出された変異と一致した。 また、突然変異を検出する

6種類の制限酵素(主主主11 ， ~旦11 ，ti金r.IまたはE主金1，主主旦1，目立~I，主oa 1 )のいずれによっても

切断されなかった 4クローンについて制限酵素E臼 11で分析したところ切断が観察さ

れ、 このクローンは正常型 c-Ha-[主主遺伝子を有していることが明らかとなった。 ま

た、 正常 c-Ha一日三遺伝子によりトランスフ万一ムした詔胞についても分析を行った

が、突然、変 が検出されなかった。

8-0HGを導入した位置のみならず、隣接部位にもうンダムな変異が生じるという、

今回著者が得た結果は、以前に口野らが報告した 1よ主ζoの結果:?..;とよく一致して

いる。 ただし、 口野らが報告している隣接部位はピリミジンの場合であり、 Aの埼合

には読み間違いを起こさないとされている。著者の場合は突然変異が検出された隣

接部位は Gであり、 i n v i主主旦の系では実験されていない。 よ旦 vi主主旦の系で¥ 隣接5部

位に読み間違いが起こるかどうかは興味深いことである。

近、渋告らは数種の DNAポリメラーゼを用いてよllY.I主roの実験を行い、相補鎖に

はdCMPとdAMPのみが取り込まれ、 また、隣接部位には読み間違いが起こらないと報

告した日 o dCMPとdAMPの取り込まれる割合は用いた DNAポリメラーゼの種類によっ

て大きく異なっているようである。 また、大腸閣を用いたよ旦斗voの実験では、 8-0HG

を導入した部位に G→Tトランスパージョンのみが検出され、他の変異は検出されな

かった 35 ， 3 6)。

今回著者が得た結果は以前の口野らの報告と一致し、渋谷らの報告とは一致しな
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い。 この取出についての詳細は附らかではないが、J+jいている DNAの配列が結巣に大

きく影響する可能性があり、 また、 in の場合と細胞内とではイオン濃度や但

の成分が異なるため、 異なる結果がでることは十分考えられる。 さらに、原核生物

と真核生物(細胞)とで異なる結果が得られることは有り得ることである o 今後、

f也の細胞を用いたり、 また、 再ーの塩基配列を有する DNA断片を用いての辺 vit工旦に

おけるヌクレオチド取り込みに関する実験を行うことによりさらに検討する必

要がある。

8-0HGによって、相子rH鎖の対応する位置及び隣接部位に変異が生じる機構について

は明らかではない。 8-0HGは当初、 留 4-1に示した構造をとっていると考えられて

いたが、 その後、 デオキシ体 2)、 リボイ本町・"，、 及び9-エチル体:・ 5jの 4構造研

究から、 8-ケト型の構造が優先しており、 また、 グリコシド結合は ~yn型をとってい

ることが示されている(図 4-7 )。 また、 8-0HG-C思基対 16 及び8-0HG-AtAf基対

)を含む二本鎖DNAの構造も報告されている(図 4-8 ) 0 8-0HG-G場基対や 8-0H

G-T塩基対の構造については現在不明であるが、図 4 - 8に示す構造をとることは可

能であると思われる。詳細については今後の研究によって徐々に明らかにされてい

くと思われるが、 8-0HGに対応する位置に誤ったデオキシヌクレオチド‘が取り込まれ

やすい可能性、 あるいは誤ったヌクレオチドが取り込まれでも 8-0HGの存在によって

O O 

人間 !iLE〉o
R10 

3盈h
『明鴫変一-

R20 R
2
0 

図 4-7 8-0HGの構造
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校正作用が仲用しにくい可能性などが考えられる。 また、 8-0HG-C塩夏、対を:首するこ

本鎖 DNAは大きな構造変化が観察されていないが 1 ・む、 8一位に置換基があるために部

分的な構造の乱れが生じることは考えられ、 それが隣接部位にヌクレオチドが取り

込まれる時に生じると誤ったヌクレオチドが取り込まれる可能性がある。

今回著者の得た結果は極めて興味深いものであり、今後は 8-0HG を含む DNAを用い

て、様々な角度から実験が進められる必要があると思われる。
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キ サンチンを金む

c-Ha-ras遺伝子による N工旦

3T  3細1包企上三y スブオ - j二二之i 二ど

第 3輩、第 4章でコドン 12に2穏類の修飾塩基を導入した C寸ia一自主遺伝子について

述べた。 さらに第 5章では、コドン 12にキサンチン(X) を導入した c-Ha-[主主遺伝

について述べる。

註よ室L.Å生ユ主よよ21三笠ムムム♀-Ha-ras :ì皇盆王i三よ-~

位H3T3組盟企上乏ぶスブオーメーション J5 j 

Xは、 グアニンの脱アミノ化によって生じる修飾塩基である(図 5- 1 ) 0 脱アミ

ノ化は、 自発的にも、 また、 E青酸のイ乍用によっても起こる 18; Hiros合らは DNAを

間接処理した後、大関習に導入し、強度は低いながらも G→Aトランジツションを

観察した告¥ これは、 諮E交によって Gの脱アミノ化によって Xが生じ、 その

突然変異が引き起こされたと解釈することが可能である。亜硝酸は、{s:p H条件下に

おいてのみ存在可能となるが、そのような条件はヒトや動物の腎に存在する。従っ

て、 Xの引き起こす変異を研究することは意義あることと言える。一方、 Eritjaらは

全ての塩基 (A，G，C，T)と塩基対形成可能なユニバーサルベースの一候補として Xの研

究を行っている 2o I。彼らは、 Xを含むオリゴヌクレオチドの黙的安定性及びXに対

するデオキシヌクレオチドの取り込み実験を行い、 その結果、熱的には X-T > X-G 

> X-A キ X-C の順に安定であること、 また立工旦豆旦E主iよaのDNAポリメラーゼαによっ

て T> C >> A王子 Gの )1直に取り込まれやすいことを見い出している 12 o j。 第 3

で述べたQ6-MeGの場合も同様であったが、 熱的にあまり安定ではないCがXに対して

取り込まれやすいことは興味深いことである。 また、先に述べた亜硝酸による G→A

トランジッションは相補鎖の Xに対応する位置に Tが取り込まれやすいということと

一致している。

Xのコドン 12への導入は前章で述べた方法と同様に行うこととした。 DNAカセット
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は図 3- 4中の GがXであるものに相当する。

( 1 ) Xを含むオリゴヌクレオチドの合成と精製

Xを含むオリゴヌクレオチドは当教室で合成されたホスホロアミダイト体(図 5-

2 )をピルディングブロックとして DNA自動合成機により合成したものである2.i 1 

Xを含むオ 1) ゴヌクレオチドの合成は既にEritjaら 12 3 )や{也のグループ 22 )により報

告があり、 5 -2に示したホスホロアミダイト体は Eritjaらの報告 2a )に準じて

合成されたものである。 ただし、 Eritjaらの場合はデオキシグアノシンから合成

間体である 6-Q-[2-(4-nitrophεnyl)ethyl]-3'，5' -di-O-acetyl 2' -deoxyguanosine 

への変換の際にアミノ基を保護しているが、今回はアミノ基の保護は行わなかった

1 2 3 I 

このホスホロアミダイト体を用いる際には、 カップリング時間を通常の 60秒から

2む分に延長した。正確に定震はしていないが、 カップリング収率は抵く、 およそ 50

Zであると思われた。 この低収率の原田について明らかではないが、 2位の保護:口、

を行っていないことが一因である可能性がある。

Xを むオリゴヌクレオチドの 裂は、通常とほぼ同様に行った。 ただし、 6{立を

保護している NPE基を脱保護するための DBU処理を、 アンモニア水処理の後に行った。

Dt1Tr墓を脱保護した後の逆栢HPLCの溶出パターンを図 5-3 aに示す。 2本のピーク

が観察されたが、各々を分取して完全水解を行って分析したところ 53)、 先に溶出さ

れた間分がXを含むオリゴヌクレオチドであり、後ろのピークは X以外の未知の成分

を含むことが明らかになった o また、 イオン交換HPLCで分析した際には、 Xを含むオ

リゴヌクレオチドは Xの代わりに Gを含むオリゴヌクレオチド(正常c-Ha-.[主E遺伝

の構築に用いる)よりも遅れて溶出された(図 5-3 b )。 これは、 Xの N-3f立のプ

ロトンが解離しやすい 124 . 1 2 という報告と一致している。精製した Xを含むオリゴ

ヌクレオチド (HRU2-35X)は、 先に述べたように完全水解 S引によってその純度と組成

比を確認した。

X以外の成分を含むオリゴヌクレオチドの完全水解の結果、未知成分はXとは明ら

かに異なるが、 逆相HPLC上ではかなり近い位置に溶出されることが明らかとなった

(データは示していない)。 この未知成分が何であるかは明らかではないが、 一つ

の可能性としてイソグアニン体が考えられる。 これは、 DBU処理を今回はアンモニア

水処理の後に行っており(文献 2'<l )では DBU処理を樹脂からの切り出しの前に行って
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いる)、 プリン別立の 2-ニトロフェニルエトキシ菱、が良い脱誌を豆、であるために、 アン

モニアによる置換反応を受けやすいことが原因であると考えられる。 この副生成物

の詳細については本研究の目的ではないので特に検討は行わなかった。

Xを含むオリゴヌクレオチドの安定性は第 3輩、第 4章で述べた方法と同様に行っ

た。 HRU2-35Xは DNAカセットやベクターを構築する条件下で安定であることが明らか

になった。

( 2 ) NIH3T3縮胞へのトランスフェクション

DNAカセツ'トの構築、ベクターへの組み込み、及び NIH3T3細胞へのトランスフェク

ションは既に述べた方法により行った。用いた DNA霊は、 50ng，150ngである。結果を

表 5- 1に示す。 Xを導入した c-Ha-自主遺伝子は、 活性型 (Asp-12)c-Ha-[主主遺伝子の

30~ 50%という極めて高いフォーカス形成能を示した。 このことは、 Q 5 -t1 eG、 8…OHG 

の場合と同様に、 Xがc-Ha-[旦E遺伝子の直接的な活性化の原区!となり得ることを示し

ている。 また、 極めて高いトランスフオーム活性から、 NIH3T3細胞内では Xがあまり

効率よく修復されてはいないことが示唆される。現在までのところ、 Xそ修復する

は知られておらず、 Xに対する修援酵素があるかどうかは明らかではないが、少な

くとも NIH3T3細胞内では(あると仮定すれば)あまり 性は ぐないように ?ヘ十7
九.-J '1 '-

叱7

Q 。

50 ng 15む ng

81Y-12 
O O 

(normal) 

X 1 2 2 7 

Asp-12 
2 7 9 7 

(activated) 

表 5- 1 c寸la-ras遺伝子によって形成されたフォーカスの数
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( 3 )トランスフォーマント中の c-Ha-[主主選伝子の解析

次に、 フォーカスを形成したクローン中の c-Ha-[主主遺伝子の解析を行った。既に

述べたように、 i n v i主主旦においては T > C >> A キ G のj頃にヌクレオチドを取り

込むことが報告されており 21 )、 日前乳動物細胞内でどのヌクレオチドが取り込まれ

やすいか興味深いところである。用いた方法は第 3輩で述べたものと同様であるが、

旺主主Iの代わりにE主豆iを用いた点が異なる。

間 5-4に分析例を示した。 この図は、 3クローンを分析した結果を示している。

いずれの場合も芝生よlで消化を行った場合にのみ切断が観察された(レーン 3，7，11)0 

このことは、.Xを導入した位置に G→Aトランジツションが生じていることを示してい

る。すなわち、 Xに対応ずる位置に dTHPが取り込まれたことを意味し、 これは、旦

vitroの結果とよく一致している。合計 17クローンを分析し、そのうちの 16クローン

にG→Aトランジツションを、 また、 lクローンに G→Tトランスパージョンを観察したc

図 5- 1には Xを2，6-ジケト型として示しているが、実際には異なる構造をとって

いると考えられている。 それは、 XのN-3u!:のプロトンが解離しやすく、 また、解離

した場合にはエノレート型を取りやすいという性質によるためである;~ ::. j 図

5 -5 )。 リボ停の場合には pKが 5.7と報告されており ""1、 DNA中のX残基の場合も

向程度であると考えられる。 すなわち、 生理的条件下では Xは 2-エノレート型で

すると考えられている。 これはXの塩基対の形成に大きな影響を与えていると考えら

れる o すなわち、 X-C対の場合には、

- 6 )、 Xの負の電荷が“裸"で存

\'I atson-Crick型の塩基対を形成し得るが (~l 5 

しており、 それがこの塩基対を不安定なものに

していると思われる。 一方、 X-T対の場合は、 負の電荷が溶煤(水分子)又は Tのイ

ミノ菱、によって“保護"される結果、 黙的に安定になると忠われる。 あるいは、 ト

C対の場合、 負に荷電している Xの酸素原子と負電荷が局在している Cのカルボニル

の酸素原子が反発しているのに対し、 X-T対にはその反発がないために X-T対が X-C対

よりも安定であるとも考えられる。 DNA鎖伸長の際には、形成される塩基対の形が

要な要因になり得ることを第 3章で述べた。 QO-t1 eGの場合、熱的には不安定ではあ

るが Watson-Crick型の Q6-HeG-T対が形成されやすい。 Xの場合も、熱的には不安定で

あるが Watson-Crick型の x-C対が形成される Xに対応する位置に dTHPとdCMPのどち

らが取り込まれやすいかについて Eritjaらは T > C と報告しているが、 当研究

でこれまでに得られているよ旦 vitro の実験 (lliDNAポリメラーゼあるいはラット

DNAポリメラーゼ6を用い、 鋳型DNAとして c-Ha-[主主選伝子のコドン 12付近の配列をも
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M : marker 

lane 1， 5， 9 : Hapll 

2， 6， 10 : Aatll (35T) 

3， 7， 11 : Sa/! (35A) 

4，8，12 : BbθI (35C) 

1 -4 : clone 1 

5四 8 : clone 2 

9“ 12 : clone 3 

図 5- 4 Xを導入した位霊の制限
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による分析

国 5- 5 Xの構造
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図 5- 6 推定される X-T 対と X-C塩基対の構造

一本鎖 DNAを用いた場合)の結果では、 dC1'lPのみの取り込みが されてし1 る:川、。

いずれにせよ、 この場合でも塩基対の形が重要であることが示されている。今山、

著者は、 Xを導入した c-Ha-[主主遺伝子によって活性型 c-Ha- 伝子の 30-----50誌のフ

ォーカスが形成されたこと、 また、 トランスフォーマントの c-Ha-ζ日遺伝子は Xを

入した位置が Aに置換されていたことを明らかにした。 このことは、 NIH3T3細胞中に

おいても Xに対応する位置に dTMPが取り込まれたことを示している。一方、 どの程度

dCMPが取り込まれたかは明らかではない。 それは、 dCMPが取り込まれでも c-Ha-r主主

遺伝子の活性化につながらないこと、 また、導入した Xが NIH3T3細胞内でどの程度修

復されたのかがわからないことが原因である。 もしかりに、 Xが修復されていないと

すれば、 Xによるフォーカス形成能は取り込まれた dCMPとdTMPの割合を反映している

とも考えられる。

lクローンはG→Tトランスパージョンを有していることが明らかになった。 これは、

Xの相補鎖側に dAMPが取り込まれたと考えられる。 あるいは、 Xが脱プリン化を受け

やすく、生じたアベーシックサイトに対して dAMPが取り込まれた結果 2 27 とも
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考えられる(もし Xに対する修復酵素が存在し、 その酵素がグリコシラーゼ.であるな

らば、 同様にアベーシックサイトが生じる)。

いずれにせよ、 c-Ha-ras遺伝子のコドン 12に導入した Xは、 Aへの変異をもたらす

ことにより c-Ha-r全豆遺伝子の活性化をもたらし、 高額度にフォーカスを形成するこ

とが明らかになった。

第 3輩から第 5章まで、合成c-Ha-rゑE遺伝子を用いた DNAカセット変換によって、

修飾塩基が c-Ha一日豆遺伝子の活性化に大きく関わっていることを示した。 今まで述

べてきたのはいずれもグアニン塩基の損傷に相当する修飾塩基であり、合成 c-Ha-

Eゑ主遺伝子の立よ会I-)i主主HII部位を利用してコドン 12に導入した例である。 次主主では、

アデニン境基の損傷に相当する惇飾塩基を他の制限酵素部位を利用して導入する例

について述べる。
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ヒポキサンチンを金主2

C-Ha-ras遺伝子による N 1 H 

3T  3細砲のトランスフオーメーション

第 3章から前章までは修飾塩基を合成c-HaωE急呈遺伝子のコドン 12番目の部位に導

入したことを述べた。 この章では、修飾塩基をコドン olに導入した例として、 ヒポ

キサンチン(I)を用いた実験について述べる。第 l節では、 iをコドン o1に導入した

C一Ha-r.全豆遺伝子の構築と NIH3T3細胞へのトランスフェクションについて、 第 2節で

は、 フォーカスを形成した細胞中の c-Ha-ras遺伝子の塩基配列の分析について述べ

る。

[は第 5

差上節 iをコドン olに導入した c-Ha-ras遺jiC子による

N IH3T3品目日告のトランスブオーメーション 23: ) 

で述べたXと同様にDNA中の塩基の脱アミノイヒによって 卜町 A !l忽ルムt
L.I 91惨;7ijJム5五 プじ

にや

ある。 ただし、 Xがグアニン塩基から生じるのに対し、 iはアデニン塩基から生じる

(図 6-1)0 1の生成は、 やはり告発的にも、 あるいは、直前段処理によっても生

ずる 1
・
S)。第 5章でも述べたが、亜硝酸は腎のような強酸性の組織中には存在し得

る。 さらに、 iを特異的に認識して除去修復を行う酵素、 ヒポキサンチンーDNA-グ lj

コシラーゼ 9)が知られており、 このことは iが生物にとって除去すべき対象である

ことを示しており、 lがDNA中に少なからず存在していることを示唆している。

Iはそのヌクレオシドを(デオキシ)イノシンという。 イノシンは、 tRNA中にも存

在するヌクレオシドであり、 アンチコドン i字自のイノシンはmRNAコドン3字自のシ

チジン、 アデノシン、 及びウ 1)ジンと塩基対を形成すると考えられている ;32¥ ま

たそのことから、 iは全ての塩基と塩基対形成可能なユニバーサルベースとして DNA

プロープ中に用いられている 31， 3 2¥  Iを含むオリゴデオキシリボヌクレオチド、

オリゴリボヌクレオチドが合成されており、 Iを含む塩基対の熱的安定性が報告され

ている o-泊、。その結果、 I-C及びトA対を含むオリゴヌクレオチドは安定な二本
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鎖を形成すること、 また、 1-T及び 1-8対は二本鎖を不安定にしないことが明らかに

されている。以上のことから、 DNA中に[が生じると、相補鎖にランダムなヌクレオ

チドを取り込む結果、 ランダムな突黙変異が生じる可能性がある。 Iをコドン 61に

入した c-Ha-[全豆遺伝子は以下の手臆により構築し、 NIH3T3細胞へトランスフェクシ

ョンした。

( 1 )制限酵素部位を追加したプラスミドの構築

正常 c-Ha-[坐遺伝子を含むプラスミド pRSV-rg12は、 内部に 4種類の制限酵素部位

を有している(図 1- 1 )。 コドンロに修飾塩基を導入した場合には、 c一Ha-盟主遺

伝子上流の弘会I部位と内部の BssH11部位を利用したが、 コドン 61に導入する場合に

はBssHII部位と E早口部位を利用することが考えられた。 しかし、 この場合には構築

すべき DNAカセットが約 150塩基対となり、用いるオリゴヌクレオチドの数も多くな

るために、 うイゲーションの回数や副生成物の増加が懸念される。著者は、 61番目

のアミノ酸が Argとなっている p21をコードしている c-Ha-[主主遺伝子の合成を行った



出

が 39)、 その際には DNAカセット変換をより容易なものとするために制限院宗部(立を

新たに 3種類追加した。 また、 この c-Ha-r.主主遺伝子を LTRの下流に組み込んだプラス

ミドも既に構築している 37) (pRSV-rr61、 第 l章参照)。 この c-Ha-r主主遺伝子のコ

ドンを正常型アミノ駿の Glnをコードするものに変更することによって、 DNAカセッ

ト変換を行うことが容易なプラスミドを構築することが可能であると思われる。 そ

こで、 まず、正常型 c-Ha-r.金豆遺伝子をコードし、 かっ、 制限酵素部位を増設した新

しいプラスミドの構築を行った(国 6-2 )。 位よ且I部位は合成 c-Ha- 伝子中の

みならず、 c-Ha-[全豆遺伝子の上流側にも存在するため、 直接的な DNAカセット変換は

不可能であり、 以下の手 )1匿に従って構築を行うことにした。

まず、 Arg-61 c-Ha-r.金豆遺伝子を合むプラスミド pRSV-rr61をE♀.QRV、 E主よlで消化し

た。生じた断片(長鎖断片と短鎖断片)の両者を低融点アガロースゲル電気泳動に

より分離、精製した。 られた短鎖断片をさらに丘組lで処理し、 tH uI-包よI断片のみ

を回収した。一方、 コドン引を含む DNAカセット(内部に在主丘、 RV部位を含む)

を既に述べた方法と同様にして構築し、 さらに位以で消化した。 これと先の位以-

E全日断片とをうイゲーションし、得られた断片を pRSV-rr61/[♀QRV-SalI長鎖断片と

昆全日部位で連結させた。 E♀.QRV処理と引き続くうイゲーションを符い、 pRSVrasを

築した。新たに構築した正常型c-Ha-ζ主豆遺伝子の塩基配列を図 6-3に示す。 コド

ン61は EcoRVとE斗 Iの簡にあり、構築すべき DNAカセットは約 70境基対となる。 しか

し、 宿主を HBI01にした場合にはdゑ思メチうーゼの作用により E♀よi部位中のアデニン

(TGA TC Aの 5'側から 3番目の A)のN-6{立がメチル化されるために、 そこから得たプラス

ミドは主主よIで切断されない。 そこで、 構築したプラスミドを d旦Eメチうーゼ活性を欠

損している GI15100にトランスフェクションした。第 l章第 2節で述べた方法により

プラスミドを精製し、塩基配列を PCRとトlaxam-G i 1 ber t法.!J 5 )を組み合わせた方法

により確認、した。

( 2 ) 1を含むオリゴデオキシリボヌクレオチドの合成と精製

既に述べたように、 Iを含むプロープはハイブリダイゼーションにおいて多用され

ており、 そのため、 :のホスホロアミダダ、イト{本が

2番白の部位に iを含むオリゴヌクレオチドド.は、 Applied Biosystems社から購入した

ホスホロアミダイト体を用いて Applied Biosystems社 380ADNA自動合成機により合成

した(配列は国 6-4に示した)。 カップリング時間の変更は行わなかった。精製
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完全水解に用いる大限菌合と同様にして行った。ドのは通常のオリゴヌクレオチ

由来のアルカリ性ホスフアターゼにはアデニンを lに変換するアデノシンデアミナー

の確認を行限定水解による鎖完全水解を行わず、ゼ活性を伴う場合があるため、

ドは呂的の鎖長のものである精製したオリゴヌクレオチ3二汀「主土丘o!
l噂 v./ 11‘口万に、うことにした。

及び iを導入した位置のヌクレオチドは酵素分解に抵抗性を示すことが明らか

目的のものであることが支ドは、精製したオリゴヌクレオチ従って、

こと、

になった。

された。

ト構築時におけるオリゴヌクレオチドの

iを含むオリゴヌクレオチドは安定であることを確認した。

既に述べた方法により DNAカセツ

安定性を調べ、

さらに、

NIH3T3細胞へのトランスフェクション( 3 ) 

入したをドン 12番目に修部塩
:~ 

(A)に iを

コトランスフェクションに用いるベクターは、

入するためのドン o1の2番目の{立コ場合とほぼ同様にして構築した。

r ;c正予拝H
l.C r=rJ どと J、寸

A
日
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EDNAカセットの塩基配列を図 6-4に示す。

がA) 及び L日一対照としては Gln-o1(正常) c -H a一日豆遺伝
ま

( Aの位

のTとした。

トこの DNAカセツを用いることとした。が1)伝c-Ha-ras o 1 (活性型)

を用いて構築することとし、伝子断は既に合成と精製が完了している c-Ha-旦豆

伝子のものにすることは

して

45 50 55 60 65 
-YaトYal-Ile-Asp-Gly-Glu-Thr-Cys-Leu-1eu司Asp-Ile-1e也知Asp-ThrωAla-Gly- 叩Glu-Glu-Tyr-SeトAla-Het-Arg吟
(一一ー一一日一一一一) (一一一一一回一一一一一一) {一一一一一部一一 x“)(一一一一一凶'一一一一一)

AG GTT GTT ATC GAC GGT GAG ACC TGT CTG CTG GAT"ATC CTT GAT ACC GCA GGC CAA G~~ GAA TAC TCT GCG ATG CGT 
TAG CTG CCA CTC TGG ACA GAC GAC CTA TAG G~~ CTA TGG CGT CCG GTT CTT CTT ATG AGA CGC TAC GCA CTA G 
(一一一一一一一一一一---L13一一一一一一一一一一一ー)(一一一一一一 112一一一---}(一--111' -----) 

EcoRV Bcl1 

図 6-4 ト入するための DNAカセッ

上流側の内部にE♀.QRV部{立を

トの c-Ha-r..生豆

に修飾塩基を

トは下流側にE♀よ[末端、

ドン o1の 2番自の位

のように特に塩基配列をヒ

このカセッ

コ

ドン 12の士号

しなかった。

コ
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図 6- 5 DNAカセットのベクターへの組み込み
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いる。 カセットは第 2章で述べた方法と同様に構築した。 ただし、理由は[l月らかで

はないが、 L11'を加えてアニーリングを行うと副生成物が多く生成するため、 L11 . 

を除いてアニーリング、 ライゲーションした後、 L 11 'を加えて再びアニーリング、

ライゲーションした。

ベクターへの組み込みの手 J[慣を函 6-5に示した。(1 )で述べた新しいベクタ

ー、 pRSVrasをE♀よi、 E♀旦RV消化し、低融点アガロースゲル電気泳動により精製した。

DNAカセットをE♀よi部位で連結し、 E三gRV処理、 ライゲーションによりベクターを構

築した。

続いて、 NIH3T3細胞へのトランスフェクションを行った。用いた DNAの童は 20ng及

び 100ngである。結果を表 6- 1に示す。正常 (Gln-o1) c-Ha-ras遺伝子がほとんど

フォーカスを形成しなかったのに対し、 iを含む c-Ha-r.主主遺伝子は、活性化(Leu-6l) 

c-Ha-r.ゑ豆遺伝子に比較して約 40%のフォーカス形成能を示した。 このことは Iもまた、

c-Ha-主主主遺伝子の活性化の産接的な原因となり得ることを示している。用いている

ベクターや対照の活性化 c-Ha-r.盆豆遺伝子が異なっているために正確ではないが、 [を

含む c-Ha- 伝子も Xの場合と同様に、 トランスフオーム活性が高いと "-
ん 0 0

れは、先に述べたヒポキサンチンーDNA-グリコシラーゼ:29、が NIH3T3細胞ではそれほ

ど活性が高くない可能性を示唆している。

Experiment 1 Experiment 2 

20 ng 100 ng 20 ng 100 n g 

Gln-o1 
O O l 

(normal) 

I 1 2 3 7 4 1 8 

Leu-61 
2 4 9 4 8 

(activated) 

表 6- 1 c-Ha-r.ゑ亘遺伝子によって生じたフォーカスの数
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第 2節 トランスブオーマントの c-Ha-rasiULモ4U!iifEiHJ

Iを導入した c-Ha-[主主遺伝子によってフォーカスを形成したトランスフォーマント

中の c-Ha-[主E遺伝子の解析を行った。 この場合に用いた方法は、 PCR-SSCPi去87 )であ

る。 SSCP法は、 一本鎖 DNAがとる二次構造が、 変異が生じることにより変化し、電気

泳動上の移動度が変化することを利用する方法である i3 S )図 6- 6 )。 この方法

により二 点突然変異をも検出可能なことが報告されている。 この SSCP法と PCR法を組

み合わせたのが PCR-SSCP法であり、 電気泳動の条件を適当なものに設定することが

可能であれば、 ある位置における 3種類の点突黙変異体と野生型 DNAを一度に識別す

ることができると思われる。

まず、標準品を用いて電気泳動条件の設定を試みた。標準品は、 コドン 61の2番自

の位置に変異を導入するようなプライマーを用いて行った PCRにより調製した。文献

8 7 . 8 )に従い、①室温、 10% グリセロール、②40C、 10% グリセロール、 ③ 40C、 グ

リセロールなし、の 3条件で行った。その際のプライマ としては U7とL9(国 6- 3、

4 )を用い、通常の PCRの緩箆液中に [α-"P ] d C T Pを添加し、反応を行わせた。 その結

denaturε 

(PAGE 

一一--0
一一一一一0

denature 

[PAGE 

Shifts inεiectrophoretic mobi1itγ 

図 6-6 S SCPの原理
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果、③の条件で電気泳動を行うと Gと惜の 3器類の標準品を識別することが可能であ

ることが明らかになった(図 6- 7 ) 0 5'-末端標識ではなく、 [α-"P ] dC T Pによる原

識であるために両鎖が検出される。

フォーカスを庁~g文したクローンからジェノミック DNA を?白出し、 PCR-SSCP~去により

c-Ha-ras遺伝子の解析を行った。図 6-7には 3クローンを分析した結果を示した。

これから明らかなように、分析したクローンには標準品の“ G" と同じ挙動を示す

DNAが含まれていた。 いくつかのクローンのついてはト九xam-Gilberti去二ニにより

解析し、 PCR-SSCP法で得られたものと向ーの結果(Gへの変異)を得た(図 6-8 ) 0 

分 析した 20クローンの全てに Gへの変異を認めた， 1クローンは Gに変異した c-Ha-ras

遺伝子の借に、 Tに変異した c-Ha-ras遺伝子を合んでいた。

これらの結果は、 iに対応する位置に dCt1Pが取り込まれたことを示している。既に

述べたように、 熱的安定性の実験から、 IとCは安定な塩基対を形成することが明ら

かにされている 23-137i。 また、 Klenowフラグメントを用いた叩 vit工旦における

裂実験から、相補鎖に dCMPが取り込まれることも報告されているけ宅。今回著者が

得た結果は、 それらの結果と一致している。 しかし、 IはAとも安定な塩基対を形成

し、 また、 Gや Tとの境基対は二本鎖をそれほど不安定化させないと報告されている。

今回著者が用いたコドン引の 2番自の位置に修部塩基を導入するというシステムば、

Gまたは Tへの変異が検出可能である。 それは、 p21の 61番目のアミノ設が Ar g ( G への

変異に相当)と Leu (Tへの変異に栢当)の には、 細胞をトうンスフオーム

させることが明らかにされているからである 39)。一万、 Cへの変異は 61菩自のアミ

ノ酸を不活性型の Proに置換することになるので、 c-Ha-.[主主遺伝子を活性化しない。

また、 Aへの「変異」は c-Ha-.[主主遺伝子を活性化しないし、 導入した Iが穆復され Aに

戻った場合と区別することが不可能である。従って、今回検出することが可能な

然変異は GとTのみであり、 これは dCMPとdAMPが取り込まれたときに相当する。 1を

いた場合、取り込まれたヌクレオチドは dC~jP がほとんどであった。

第 3章で述べたように、 デオキシヌクレオテドの取り込みの際には、最終生成物

の熱的安定性だけではなく、形成される塩基対の形 (Cl'-Cl'間の距離やリン酸ジエ

ステル結合の形成しやすさ)が重要であると思われる。 I-C塩基対はI'latson-Crick塩

基対を形成することが、 NMRの測定により明らかにされている 1351(図 6- 9 )。

方、 I-A塩基対の場合には 2種類が報告されている?::. • i .! :3 )図 6- 9 )。一つは Nt.JR
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図 6-7 PCR-SSCPによる c-Ha-ras遺伝子の解析
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の測定により明らかにされた Watson-Crick型の塩基対である 13 5) もう一つは結品

構造解析により明らかにされたHoogsteen塩基対である 143) Watson-Crick型 I-A.tKK

基対の場合には、 Cl'-Cl'間の距離(l2.7A，)が通常のWatson-Crick対の場合 (10.6，!，程

度)よりかなり大きなものになっている。一方、 Hoogsteen対の場合には、 Cl'-Cl'間

の距離は 11.2と10.5~，と報告されており、通常の\'Iatson-Crick対の場合に近い。 しか

し、取り込まれる dATPのアデニン塩基が syn型のコンホメーションをとる必要がある。

また、 いずれの場合も塩基対全体の形は通常の塩基対と異なっている。 DNAポリメラ

ーゼは Cl'-C1'関の距離や異常な塩基対の形、 またはその両方を認識している可能性

がある。 あるいは、 ポリメラーゼはdAMPをdCMPと間程度に取り込んでも、 ?交正機能

が I-A塩基対を上記の理由により除去する可能性もある。 I-C塩基対は、熱的にも安

定な上、 Watson-Crick塩基対であるために、 dCTPがDNAポリメラーゼの非常に良い

質となるものと思われる。
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図 6-9 を含む塩基対の構造 35 . 1 o i 
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あるいは、 Arg-61c-Ha一日E遺伝子の方が Leu-61c-Ha-r坐遺伝子よりトランスフ

ォーム活性が非常に高いために、 Gへ変異した c-Ha一日豆遺伝子が検出されたと説明す

ることも 能であるが、両変異体はほぼ等しいトランスブオーム活性を有しており

この説明は妥当ではない。3ι3  9) 

1クローンは Tに変異した c-Ha-[主主遺伝子を有していた。 これは Iに対応する位置に

dAKPが取り込まれたことを示唆している。 あるいは、 ヒポキサンチンーDNAーグリコシ

ラーゼ 29 )によって生じたアベーシックサイトに対応する位置にdAMPが取り込まれ

た 26. 2 7 )可能性もある。

いずれにせよ、 コドン 61の2番目の位置に lを導入した c-Ha-[企豆遺伝子は、 高いト

ランスフオーメーション活性を示し、 また、生じた変異は A→ Sトランジッションで

あった。 このことは、 Iがc-Ha-ras遺伝子中に生じれば、 c-Ha一日豆違法子の活性化の

重接的な原因となり得ることを示し、 また、 その活性化は Iに対応する位置に dCHPが

取り込まれることによることを示している。

第 3、 4、 5章ではコドン 12に穆飾塩基を導入した c-Ha-[主主遺伝子による NIH3T3

細胞のトランスフオーメーションについて述べた。第 6章では、 コドン 61に修飾

菱、(I)を導入したことを述べてきた。 この意で明らかになったように、合成 c-Ha-ras

伝子はコドン 12のみならず、 コドン 61に修部塩基を導入する場合にも極めて

であることが明らかになった。現在、 当研究室の著者を中心としたグループにより、

砲の DNA損傷をコドン 12または 61に導入した C一日a-[金主遺伝子の解析が進行中である

4 )。 また、 コドン 12，61以外にも ζ笠遺伝子の活性化部位がいくつか見い出さ

れており S ， 3 3 ，日 5j、将来はこれらの部位への修飾DNAの導入も可能となろう。
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著者は、 c-Ha-[金主遺伝子の活性化に特定の DNA損傷が関与しているのではないかと

考え、 4種類の修飾塩基を c-Ha-ζ世遺佳子のコドン 12またはコドン 61に導入した。そ

の結果、 以下の知見を得た。

( 1 )活性型の合成 c-Ha-[主主違法子は NIH3T3細胞をトランスフォームさせることを

確認した。従って、 この合成 c-Ha-[主主遺伝子は{底的i塩基の部位特異的導入に

よる変 の検出に有用であることを明らかにした。

( 2 ) Q己申メチルグアニン、 8 ヒドロキシグアニン、 キサンチンの 3種の修部塩基を

c-Ha-[主主遺伝子のコドン 12の 2番目の位置に導入し、 いずれの修飾塩基も C

Ha-[主主遺伝子の活性化の直接的な原因となり得ることを明らかにした。

( 3 )ヒポキサンチンをコドン 61の 2番目の位置に導入し、この修飾主主墓も c-Ha-r主主

遺伝子の活性化の麗接的な原因となり得ることを明らかにした。

( 4 ) Q6ーメチルグアニン、 キサンチンは G→Aの、 ヒポキサンチンは A→Gの突然変

を誘発することを明らかにした。 また、 キサンチンやヒポキサンチンは Tへの

変異をも誘発することを明らかにした。 さらに、 8 ヒドロキシグアニンは、

修飾部位と隣接部位にうンダムな突然変異を引き起こすことを明らかにした。

( 5 )以上のことから、 carcinogenによる DNAの修飾は発癌遺伝子の活性化と密接に

関わっていることを明らかにした。
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〈同位体標識化合物〉

[ァー叩]ATP及び [α-"P] d CTPは 社より購入した。International Amersham 

ド合成試薬〉

ト体(アミ

ゴデオキシリボヌクレオチ〈オリ

されたもの)

ト体を溶解させるため

リル保

ホスホロアミダ、イ

研究所から購入した。

エノフ
リ
ノノ菱、がイ

社から購入した。

(核酸合成用)は株式会社間仁化

社から購入した。

Q5-HeGホスホロアミ夕、イ

Bionetics American 

その憎トニトリルのアセ

Biosystems Applied の試薬は

(電気泳動関係)

GTG Nu3ieIJe 社より、Chemical 3igma 

Agaros e (低融点アガロース)

はE E 0 ) (Hedium TypeII Agarosε 

社よりBiooroducts F t・lC3eaPlaque 及び

それぞれ購入した。

Agarose 

ド及び過硫酸アンモニウムは和

トラメチルヱチしJ ンジアミンは半

N， N'ーメチレンピスアクリルアミ

N ， N ， N' ，N'ーテ株式会社より購入した。

品株式会社よりそれぞれ購入した。

、

い
h
l

アクリルアミ

光純薬工

井化学

ト担体)〈クロマ

G -25、3ephad εx は東ソ一線式会社より、DEAE-23W T3K-gel HW時 753、TOYOPEARL 

及OD3 120A 3-5 YトlC-PackAM-324 社より、

は抹式会社ワイエムシーより、

Pharmacia lまColumn NICK 及びNAP-5 

シリカゲルはC 18 ODS S-5 AM-303 YHC-Pack び

社よりそれぞれ購入した GNuclear England New IまNENSORB 社より、Waters 

社より購入した。International Amersham fd: Amprep 

(制限酵素〉

及びBclI 社又は株式会社ニッポンジーンより、Biolab England New '-l-Vo.. BssHII 

lま

その恨の制限酵素は宝沼造株式会社より購入した。

H s c 1 は株式会社ニッポンジーンより、NarI は東洋紡績株式会社より、

Biolab社より、England 

A a t I 1 

New 
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くその他の酵素〉

T4ポリヌクレオチドキナーゼ¥T4DNAリガーゼ¥ アルカリ t生ホスファターゼは

?酉造株式会社より、 RNas eA、 リゾチーム、 proteinase Kは SigmaChemical 社より

それぞれ購入した。 ヱ金旦 DNAポリメラーゼは PerkinElmer Cetus社から、 へピ

ホスホジエステラーゼは BoehringerMannheim社からそれぞれ搭入した。

(培養関係)

アンピシリンとクロラムブエニコールは Sigma Chemical 宇土より目喜入した。

D'HEH は SigmaChemical宇土より、 トリプシンは BoehringerHannheim社より鰐入

した。

( Haxam-Gilbert法及びジデオキシ法関係)

ジメチル硫酸は AldrichChemical社より、無水ヒドうジン及びホルムアミドは

Eastman Kodak社より、 ピベリジンは半井化学薬品株式会社より、 ギ駿(99% )は和

光純薬工業株式会社よりそれぞれ購入した。ト113Sequencing Kit Ver. 2.0 は

造株式会社より購入した。

(その他の試薬〉

、7〆司
可""

Hepes 及び Tr i s は Sigma Chemical 社より、臭化エチジウムは Aldrich

Chemical 社より、 Giemsa液は Herck社よりそれぞれ購入した。 DNADIPSTICKは

InVitrogenネ土より購入した。

( X緯フィルム〉

Kodak X-Omat RPフィルム、 X線フィルム用増感紙は EastmanKodak社より購入し

た。

(フィルム)

FP3000B (富士写真フィルム株式会社)を使用した。

(機器〉

DNA合成機は Applied Biosystems model 380A 及び 381A を、 HPLC は島

L C-3A、 LC-6A及び Gilson302を、吸光度の瀦定には藤津 UV-240 または Beckman

DU-65 Spectrophotometer を、放射活性の測定には Packard TRI-CARB 460C を、

PCR には PerkinElmer Cetus DNA Thermal Cycler をそれぞれ用いた。 ヱッベンド

ルフチュープの遠心にはトミー精工 HC-150を、 ヱツベンドルフチューブの冷却遠心
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その{也の遠心には BeckmanJ2-21卜1/E又は日立20PR-52Dを、

L8-55をそれぞれ用いた。

HR-15Aを、

超遠心操作には Beckman

にはトミー精工

ドの合成)(オリゴデ‘オキシリボヌクレオチ

DNA自動合成機を用いて行った。381A 文は380A 社Applied Biosystems 

(アンモニア水処理〉

間加熱した。oOOCで5

(逆相シリカゲルカラムクロマトグラフィ

ドからアンモニア 7}くを

あらかじめ A液トニトリル，50mトjTEAA) に溶解し、

14cm) に吸着させ、

アンモニア水処理を行ったオリゴデオキシリボヌクレオテ

少量の A液(5% 留去した後、

で平衡化しておいた C18シリカゲルカラム

アセ

A;;夜100mJ.'と日(り 0.7

により溶出した。100m..¥!による直掠濃度勾TEAA) アセトニトリル， 50mトi

( 0 ~lT r基の除去)

逆指カラムクロマ

B 液(35% 

;::;.目
、ーと'"分の溶ヱ'、

一，d 

吋事e
f〆ト グラフイーによって f号られた目的

酢酸エチルした後、

菌水 oOOぷ.nこj容解
温で20分間放2m..¥!を加えて酢酸80% 水で 3回共沸した。}レ

しヱKを
V 中

レ/こ。トキシトリタノールを除で3回抽出してジメ

分析

TE }I，A) 

でろ過した。

(逆相 HPLC)

DHTr基を除去したオリゴデオキシリボヌクレオテド溶液を 200μ，叫こ濃縮した。

した後、 最低 2固に分けて分取した。

びB液(25見

(孔径0.45μm)してミリポアフィルター

及トリル， 0. lt1 トニセア( 5% 溶出は A液

TEAA) 線濃度勾配により行った。

00 S (ゆ 10X 300mm) を、 分析

溶媒を留去

カラムによるトニトリル，0.1H アセ

120A 3-5 YHC-Pack AH-324 は分取を行う場合には、

のみの場合には

水で 3回共沸した後、

を用いた。250mm) OD S (併 4.oX 3-5 AM四 303YMC-Pack 

滅菌水 oOO.Ldに溶解してろ過した。し、

ド溶液を 200:dに j選手寵した。

トリル)トニアセ溶出は A液(20% 

(イオン交換HPLC)

逆相 HPLCで分取したオリゴデオキシリボヌクレオチ

初に分析し、必要なものは数回に分けて分取した。
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による直線浪皮勾配により行った。ギ酸アンモニウム)アセトニトリル， 2MB液(20% 

250mm)を用いた。

(ゲルろ過による脱塩)

イオン交換 HPLCによって分取したオリゴデオキシリボ.ヌクレオチド溶液を濃縮し、

TEAB緩衝液で平衡化しておいた Sephadex 8-25カラム(り1.3X 40cm) にアプ

間緩衝液で溶出し脱塩した。 オリゴデオキシリボヌクレオチドを含む画分

めて溶媒を留去した。水で3由共沸した後、滅菌水 600iJJ.に溶解しろ過した。

X DEAE-2SW (り 7.0TSK-gel カラムは

O.lM 

、
T
レィ，一フ

を

(オリゴデオキシリボヌクレオチドの定量及び保

裂したオ 1)ゴデオキシリボヌクレオチド溶液から水を留去し、適当量の滅菌水

に溶解させた。必要のあるものは希釈し、水を対照として 260nmにおける吸光度を郡

定し、 OD2占 B単位を算出した。定量が終了したオリゴデオキシ 1)ボヌクレオチドは

(制限酵素による DNAの切断〉

プラスミド DNAの切断の際には、 いgのDNAに対して 2"-'3Uの醇素を用いたc

ト及び PCR断片の切断には、各酵素のりの定義に従って計算を行い、酵素の

話した。特に記載していない場合には、酵素を入手した会社の推奨する緩衝液を用

い、 反応は 50"-'100υfで行った。酵素を加える常には、

混(プレインキュベーション)を行った。

-200Cで保存した。

DNAカセ

xf; 
-'.> 

-r:. t::; ~ 1 n 匹ヲ
んノ、

ツ

(フェノール抽出)

TE箆和フェノール・ 1を試料溶液に対して等容加えて、 よく撹持した。遠心した後、

水 J曹を回収した。必要な時はフェノール層に滅菌水を加えて、逆揺出を行った。

.1 TE飽和フェノール :TE緩衝液・ 2を飽和させたフェノール

・2TE緩衝液 :10mM Tris.HC1(pH8.0)/lmM 

を回7]( 遠心した後、

EDTA 

よく;支持した。

(クロロオレム抽出)

試料溶液に等容のクロロホルムを加えて、

収した。

よく撹

ユ芝

(フェノールークロロホルム拍出〉

試料溶液に 1/2容の TE飽和ブヱノール・ iと1/2容のクロロホルムを加えて、

遠心した後、 水層を回収した。必要なときは有機層に滅菌水を加えて、持した。
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nc 

抽出を行った。

(エタノール沈澱〉

終濃度が200mト!となるように 4HNaClを加えた後、 2.5倍容のエタノールを加えた。

( 12000rpm，20分，OOC) して沈澱を回収した。

のガラス板2枚(1枚は

の組成の液をガラス板

ear rabbit 5mm X 15cm 

逗心

X 22cm 

-800Cで20"'"30分間放置し、

( PAGE) 

分析用のPAGEの場合は

type) 以と厚さ 1mmのスペーサーを用いて装置を組み立て、

の陳聞に流し込んで調製した。

o % J l ( 8 % ] ( 5 % ] [3.5%] 

10mj 

4m.e 

8mj 

4m.e 

5m2 

4mj 

3.5m2 

4m2 

ド(29: 1)・ 3

TBE(X10)・4

過硫酸アンモニウム

40%アクリルアミ

25mg 25mg 25mg 25mg 

N ，N ， N' ，N'ーテトうメチル
エチレンジアミン

30品.e20 μ.e 15ぷf10μf 

40m.e 40mj 40 m.Q 

電圧で泳動した。

40m2 

泳動援笥液には TBE(Xl)・ 4を用い、

・340完アクリ jレアミド (29:1):アクリルアミ ド348gとN， N'ーメチレンピスアク !jjレ

，ム
J を900m2とした後、p、

二」ド12gを水に溶解し、

過した。

ほう酸55g、

アミ

し、9.3gを水に;答O EDTA.2Na.2H ."TBE(XIO):Tris塩基 10旬、

トクレープすることによりほう酸を完全に溶解させ才一を lsとした。

。
た

気泳動)

の項で述べたガラス板を用いた。

(アガロースゲル

( PAGE) DO . :，に怒

トクレーブすることにより均一にしてガラス板の隙間に流し込んだ。

し、アガ、ロースを TAE( Xl) 

アガロースゲルGTG NuSieve 5% 

熱またはオー

泳動用緩掻i液にはTAE(X1)・5を用いた。

気泳動の場合はサブマリン型の電気泳動槽を用い、
、
1ν だた

用いる緩衝授は TBE(Xl) 

EDTA 

また、

AcO N a/ 1 0 mt.j 

とした。

・5TAE(X10):400mHTris.AcOH(pH8.3)/50mH 
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トに移し、 臭化エチ

5"'10分後にパットの中の液を拾て、

〈臭化エチジウムによる DNAの染色〉

泳動が終了したゲルを蒸留水の入ったステンレスのパッ

( 5mg/m.e) を25'"50 μ立加えて混合した。ジウム

め TE-2ネ芝s!1 

17μfを

によって検出した。

(低融点アガロースゲルからの DNAの回収〉

UV吸収又は臭化エチジウムにより検出した DNAのバンドを切断した。

液・ 6300μfを入れておいたエツペンドルフチューフにゲル片を移し、 411 NaCl 

加えた後、 700Cで 10分間加熱した。 ゲル片が融解したことを確認し TE飽和フェノー

ル・ 1500μ1を加えて迅速に携持した。

紫外線(366mm) 

フェノール抽出(必要時には 2回拍出操作を行

ブエノール ω クロロホルム抽出、 クロロホルム抽出を行った後エタ

EDTA 

った)、逆抽出、

ノール沈澱により DNAを回収した。

・5TE-2緩衝液 :lmHTris.HCl(pH8.0)/0.lmH 

< pR SVムneo-CS)

当教室の三浦一伸博士、

成 c-Ha-r主主遺伝

9 .3バ(lOug)、制限酵

12.5μ見、 o . 1 % B S A 5.u.Q、滅欝水 11.L.eを混合して、
立よ会1(9 U /μ .Q) 1. 5μ1を加え、

より DNAを回収した後、 31.25i1Xの滅菌水に溶解し、

μf、 511 NaCl 1.75uJ!.、 0.1%BSA5μ見を加え 370Cでブレインキュベートした。 芝生11

( 8 U/μ.e) 2μfを加え、 370Cで3時間反応させた。反応の後、ヱタノール沈裁により

DNAを回収し、 20μfの滅菌水に溶解した。 トリプトファンプロモーターの下流に合

c-Ha-r主主遺伝子を有するプラスミド (pRG12，pRV12，pRL61又は pRR6l)も同様にとふ出品、

主主よi処理を行った。 次に、 色素液 B'ヨを加えて 2%低融点アガロースゲル電気泳動を

目的のバンド(pRSVneo-CSの長鎖断片及びc-Ha一自主遺伝子断片)を切り出

いた。並びに精製されたものを

するプラスミドの構築〉

反応援街液-2 (X 5 )“ 7 10μ見、 200mt-1 

30
0

Cでプレインキュベート

大友典子学士により構

-fF} 
( L 1Rの下流に

N e. C 1 oRSVムロeo-CS

した。

300Cで 2.5時間インキユベートした。エタノール沈;殺に

制限醇素反応援fillf液(X 5 )幽 310 

ライゲーシ

DNAリガーゼ

エタノール沈澱の後、

減薗水で 35.5μfとした後、

14 2.5ム:.Q、

トした。

両者を混合し、

2-メルカブトヱタノール

行って、

した後、 ゲルから回収した。

ヨン緩衝液(X 5 )・ 1C 10バ、

(350U/!1.n 2μfを加えて 200Cで1.5時間インキユベー

20!1xの TE緩衝液・ 2に溶解した。

0.2H 
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2-メルHgC ld35mH Tris.HCl(pH8.0)/35mH 

カ 7'トエタノール

:50mH • I制限酵素反応緩衝液-2 (X 5 ) 

2-メルカ11gC12/35mH Tris .HCl(pH7. 5)/35ml1 :50mH • 8制限酵素反応援街液(X 5 ) 

プトエタノール

EDTA BPB/50mM ショ糖/0.25%

ペヨライゲーション緩衝液(X 5 ) 

• 9色素液B:30%

ATP Tris.HCl(pH7.6)/33mM MgC12/2.5mM 

(大腸菌のCa 2.処理 14 6) ) 

大腸菌 HBIOl株を Lプロース・ t1 5m~ に接種し、

30分間氷冷した後、

:330mM 

1m~ を L フ'ロー

40C、2分間、

370Cで一晩培養した。

遠心 (7000r卵、

CaC12にj琵j笥し、

ス 100m.eに植え継ぎ 2時間培養した。

ローターは BeckmanJAづ0)して集菌した。 長
引
宮
炉

i
l

ンに怒-濁した

OOCでl

グリセリ

50m~ の 50mM

放置した後、再び遠心して集菌した。

後、 40O，Li sずつ分注して-800Cで保評した。

切 11 Lプロース:バクトトリプトン 0.5g ，~主母エキス 0.25g ， NaCl

CaC12，20% 10m~ の 50m トi

0.25g， 

pH7 .2 ブドウ糖 50mg/50m.e、

した c

(大腸菌の形質転換 14 6 l ) 

予め氷冷しておいた DNA溶液 10!J.Qと Ca2争処理した大腸菌 100μfをエツベンドルフチ

ュープに注ぎ、 10分間氷冷した。 420Cの水浴に 60秒間j没した後、

1 ffi.¥'の Lブロース・を加えて 370Cで 1時間インキュベートした役、

;51まで放
戸

内
U ( 1200r問、

、
}I、
] 

よそ 16時間)

・12寒天培地:Lブロースに、 1. 5%となるように寒天を加え、

終濃度が 30mg/sとなるようにアンピシリ

レに注いで固めた。

プ 3

〕ンをアンヒシリ体を 300μ.eの Lブロースに怒;塁jした。分間、 40C) 

天培地・に 100;.dずつ分

得られたし、

液が吸収された後、 .370Cで一晩し、均一に広げた。

した。

つトクレープを

ンを加えた後、

万一

、ン0
 

・4
に

養した。大腸

1)ゾテーム;容

40C )して沈澱を得た。

160μfのイソプロパノールを力日

boiling法による大腸菌のスクリーニング j 3 i ) 

l枚の寒天培地・ 2に4つのコロニーを蔚状に植え、 370Cで一晩

半分(シャーレの 1/8)をかき取り、 STET緩衝液・ 13500μfに懸濁した。

液 (10mg/m.Q) 20μfを加えて 10分間室温に放置した。沸騰水浴中で l分間煮沸し、

ちに遠 J心(l3000r師、 20分間、室温)して上清を回収した。上清に 450μ1のイソプロパ

ノールを加えて-200Cで30分放置し、遠心(l2000rrm、 10分間、

100u.eの TE緩衝液・ 2に溶解し、

の

i皇

< rapid 

。
た。oC)して沈澱を10分間、遠心 (12000r問、

沈澱を乾燥させた後、

えて-200Cで 30分放置し、
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Eよ会 I-~主よ i 消化する場合は以下の操作を行った。 沈読を 23.2μfの滅的水に溶解した

制限酵素反応援街液・河川と 0.8けの斗~I (9U/μ.e )を加えて 370Cで 1[!寺 tllJ反応さ

その後、 1. 2μfの 5~j NaClと1.2μ立の三旦よ1(10U/t.d) を加えて 370Cで90分間反応

370Cで 30分反応させた。 フェノール抽出、

後、

せた。

クロ0.2μfのRNaseA'i4を加え、させた。

ロホルム抽出の後、 エタノール沈認によりプラスミドを匝収し、 81dの滅留水に溶解

色素液 A'¥ 571.11を加えた後、 3.5% PAGE (250V定電圧、 2時間 30分)を行い、させた。

化エチジウムで染色してバンドを確認した。

X-100 Triton EDTA/8% ショ糖/5見

Tris.HCl(pH7.5)/10mM 

Tris.HCl(pH8.0)!50mM 'i3STET緩衝液 :50mM

N aC 1緩衝液に溶

-200Cで保存した。

EDTA 

• 1 J RNaseA: 100mgのRNaseAを 100m.eの10mt.j

沸臆水浴中で 15分間加熱した。

ショ糖 /0.1% XC/O.l丸 BPB/lmM
、
f
o

し

町

四
件
T

n

ノハ}

品
H

U

-

-A
A
 

清川色

の(大腸

プラスミ 晩3rcで援とう地.1610m1に植え、ドを含む大腸菌 HBIOl株を LB

30分おを1完けた。

(約 2時間後)

通気下 370Cで地・ i"に植え継ぎ、490m;のM9CA翌日、した。

でグδ j話j交が 0.7"'0.8になったきに 550nmにおける濁度を制定し、

十日0"""_， 
ト..)!しじロラムフェニコールのヱタノール沼液 (750尽き/2mz〉を加えた。 さらに

遠心 (8000rpm， 15分間、 ローターは40C、液を氷冷し、養を 19時間続けた。

大腸菌を 50m2の WL緩衝液・'さに j怒関した後、JA-10又は日立 RPR9-2)してBeckman 

ローターは Beckman40C、10分間、び遠心 (3000rpm、

JA-IO又は日立 RPR9-2)して集菌した。

• 1 6 L B培地:パクトト 1) プトン 19，酵

よく洗浄してから、ーレ

O.5g，アンピシリン 2mg/

トク L

，，-
iC1 ， 'lI江

コT

ブドウ

salt(X10)・!8 10m..e，カサミノ酸 0.2g，水 86m;を混合し、

ープにより減 CaC12.20見

エキス o. 5 g， N丘Cl

した f麦、 0.2M t1gS04，0.01M 

酸チアミン (lmg/m..e)lm;をそれぞれ加えた。

pH7.2 100m見、

'
17M9CA:T音地 :M9

19/100mJ O.5g，NH4Cl 3g，NaCl 6g ， KH2PO~ 

Tris.HCl(pH8.0)/10mM 

salt(X10):Na2HPO~ 

'
19WL緩衝液 :25mM

'
18M9 

で

EDTA 

(プラスミド DNAの調製 47 • ¥ 7 1 ) 

大腸菌を 40m.eの WL緩衝夜・ l告に懸濁し、氷冷した sこれに 8m..eのリゾテ ム溶液 (0.5 

mg/m.Q)を加え、 j支持した。溶液がゆるやかなゲル状となった時点(約2'"15分後)
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2 

静かに ttl押し

1 []寺↑tfj、

Brij-58を加え、

NaClを加えて静かに撹持した後、

。C、 ローターは Beckman Type30)して、 約 120m，eの抽出液を得た。

細胞拍出液に終濃度 1Mとなるように ogの NaClを加えて溶解させた後、

遠心 (6000rp如、

遠心 (29000n;m、

ウムと 30mJiの4%30mJiの 0.4%デオキシコール百変ナトリ

これに 10m，eのし 2M
。
た

120mJiのクロ

激しく撹持した。ロホ jレム ω イソアミルアルコール (24:1)を力日え、

有機層に 70mJ

のエタノールを加えて一晩

を得た。JA-10又は目立 RPR9-2)して水

倍円〆臼

ローターは Beckman

の¥'IL緩衝液を加えて逆抽出し、水

-20
0

Cで放置した。生じた沈澱を遠心 (9000r開、

を集めた後、

10分間、

JS-13.1又は目立 RPR-SIO)して集め 9.5m ，eの TE緩衝液ー 2に溶解させた=

を加えて 40Cで一晩放置し、生じた沈澱を遠心 (9000r問、 15分間、

JS-13.1文は日立 RPR-SIO)して除去した。上清に 2倍

て-80
0

Cに30分間放置した後、生じた沈澱を遠心 (9000r問、

はBeckmanJS-13.1又は日立 RPR-SIO)して回収し、 5mJiの 0.4見

40μ立の RNaseA溶液・を加えて 370Cで 1時間インキュベート

ローターは Beckman

NaCl の4t.j

OOC、15分間、

ローターはOOC、

ールを加え

15分間、 OOC、 ロータ-

Sarkosyl-TE援館液に溶

した後、

のエタノB eckman 

450 μfの解した。

遠心 (8000rpm、10分間、NaClと5mJの TE認和フェノール・ 1を加えて滋しく讃持した。4t.j 

有機層を 2m，eの TE縫

この水層に 7m，Qのクロロホルムを加えて激しく携

を得た。JS-13.1又は目立 RPR-SIO)して水ローターは Beckman

水層を合わせた。街液で逆抽出し、

J ト 13.1又は日立RPR-SIO)し

を合わせた。得られた水

じた沈濯を遠心 (9000rcm、

Beckman 

不を2m，eの TE緩慢i液で逆抽出し、

ールを加え、-800Cで 30分間放置した。

ローターは10分間、遠心 (8000r卵、

有機を得た。

持した。

て水

1 m ~Q の TE

はエタノ ル沈

収し、

のエタノ

15分間、 QOC、 ローターは Beckman JS-13.1又は日立RPR-S10)して

街液に溶解させた。次のゲ lレろ過カラムにすぐアプライ

澱の状態にしておき-20
0

Cで保存した。

しない

に2倍

Tris'HC1(pH7.5)jO.lmM EDTA緩衝液で

X o6cm)にアブライ

ドの精製 1.:7 ) > 

前もって 10mt-l

〈ゲルろ過によるプラスミ

粗プラスミド溶液(1m!1)を、

平衡化しておいた TOYOPEARL

1mJづ、つ分画し、

ドを含むと思われるフラクションについては

5時間)

ツベンドルフチュープに移した。

し、 同緩衝

各フラクションの 2oOnmにおける吸光度を測定し

H¥'I-75Sカラム (czi1.8cm 

液で溶出させた。

た。 目的のプラスミ

気泳動

アガロースゲル

いフラクションを l本ごとエを行い、 ccDNAの割合の

減圧下で水層を 300μ立以下に濃縮し、

を 300μfとした f麦、 15dの 4M

( 55V定電圧、

必要なときは

N aC 1と750μ1のエタノールを加えて滅菌水を加えて全

OOC)してプラス

濃度がいgjμfとなるように TE緩衝液・ 2に溶解させた。

20分間、-20
0
Cで保蒋した。必要なフうクションは遠心(12000rpm、

ドを沈澱として回収し、
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ントの調製〉

プラスミド 2μgをE主主H1 1又は Hi旦d1 1 1消化した。 前者の場合は pRSV寸 g12又は pRSV-

に滅菌水 25.75μ見、制限酵素皮応援街液一2・71 0 u2、

370Cでプレインキュベー

( Maxam-Gilbert法による塩基配列確認のためのフラグメ

o.25 NεCl 200mH 2μs. (2μg) rv12 

1μ1 主主主HII(4Ul:.:2) トした後、BSA 5μfを加え、0.1% μ立、

制限酵素反応緩衝液・ 810μ立、 200mMNaCl 15;.dを加えてプレイ

監旦dIII(12Uld) 0.5.us.を加えて 370Cで3時間反応させた。

により DNAを回収し、 98バの AP護衛液・2~に溶解させた後、

ーゼ (0.12U/μ..e)を加えて 370Cで l時間反応させた。

( 2回)、クロロホルム抽出(2囲)した後、エタノール沈澱により DNAを回収した。

13.5;.12の滅菌水に溶解し、 4，dのリン酸化緩衝液A・2、2u_Qの[Tー叩]ATP (10~:Ci/μ .Q， 

( 5.5U/~_n を加えて 37 0C で 3時間イ

ール詑澱により DNAを回収した。 E三~H11 消化した DNAは添え

に~~

ンキユベ

エタノール沈

2::dのアルカリホスファタ

後者の場合はプラスミド 2μ立(2.u g ) トした。
千戸名門←主 -..- c' '" or可.....-:". t) n三=留目 J 、-'- ー
'zr /JU /¥... ¥.. Q U v ¥.....) ~す 18J -"1 ../ マユ J¥一

水 22.5バ、

トし、

フェノールークロロホルム摘出

ドキナーゼ、0.5μ見の T4ポリヌクレオチ20μC i )、

lぷ立を

制限

ヱタノ

制限酵素反応緩衝液 10川、 5t1NaCl 1.5μf、組以(5 U /μ2 ) 

Hi旦d1 1 1消化した DNAは滅菌水 29.5.dに溶解し、

0.1九BSA5u_D、 主旦皇1(12U/ι-e) 0.5~:;~ を加えて

ール沈澱によって DNAを回収し、

ンキュベートした。

菌水37.5けに溶解し、

加えて 370Cで3時間反応させた。

酵素反応援衝液 lOus.、

間反応させた。

5μ立、KCl 1M 

50，"立の TE緩衝液 -2

ドエツベン減圧下で濃縮し、 パラフィルムに移して風乾させた。

ルフチューブに 50μ見の滅菌水を加えて濃縮し.パラフィルムに移して風乾させた。

エタノ370Cで 3

に溶解させた。

の操作を繰り返すことにより、

させた後、 2ιfの 40完ショ穏を加え、

メントを分離した。泳動終了後オー

バンドに相当する部分を切り DN Aを抽出した。

『

'-

ほとんどの放射活性を回収できる 2適当な

アガロースゲル電気泳動によりフラグ

民で
よ
手
九
日

-

J

J

品

l
u
l
y
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れ
又
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円
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h
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勺
J
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{

て

j
d

て
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つ

タ

ト
払

ゆ

}

T

一

2%低融

トラジオグ.うブイ

ただし、

carrierとして 5μgの tRNAを加えた。

・2;]AP緩笛液:1M Tris. HCl(pH8 .0) 

ン酸化緩衝液A(X 5 ) DTT MgC12/25mM Tris.HCl(pH8.0)/50mM 

的反応 4U〉

:250mM 

(ト1axam-Gilbert法による塩基特

以上のように調裂した D自Aフラグメ

、lea
d

，J
l
 

《
F
m

• 

Cの反応に用いる

を5ι:.Qとした。

A+G  、

それぞれ滅菌水を加えて全

T十 C、ントを G、

lとなるように分け、

反応はすべてエツベンドルフチューブ内で行った。

1.5 : 1.5 : 量が1: 

( 1 ) Gに特異的な反応

200 μ見の DMS緩衝液・ 22に標識試料5μ見を加えて氷冷下でジメチル硫酸い1を加えて撹

200Cの水浴中で 2分間反応を行った。反応後直ちに氷冷し Dt.1S停止液・ 2350::dと持し、
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エタノール750μfを加えて-800Cで30分間放置した。 生じた沈;殺を述心(l2000rp.n、

15分間、。oC)して集め、 0.3t1酢酸ナトリウム (pH7.5)250ιfに溶解し、

750u見を加えて-800Cで 15分間放置し、 再び沈殺として回収した。 j定;汚に冷ヱタノー

OOC )して DNAを回収した。

コニタノール

ル 1mJlを静かに加えた後、 遠心(l2000rp.n、

. 22 nM 宍主主~1詰干滞・只 nmM 寸1 ..り}しi'ii0U'+ 1、11内人 (nWR n'/lnmM Ma0い
M リ OJrl'l.'X. 1;，::可¥lA ・v V IU‘ゐ ノザー論出3丸ノ t ノ ノ ψ，、、ど U~ ・ v ノ f 命 II bV.l. 

止 液 :1.5M酢酸ナトリウム (pH7.0)/lM

30秒、

2-メルカブトエタノール/'23DMS 

370Cで

tRNA 

( 2 ) A と Gに特異的な反応

40μ1の滅菌水に標識試料5i.dを加えて氷冷下で 1Mギ酸5μfを加えて撹枠し、

3む分間反応を行った。反応後直ちに氷冷しヒドラジン停止液.24200μfとエタノール

0.01% 

15分間、

こにタノー jレ750:.sを力日

750 μfを加えて-800Cで 30分間放置した。生じた沈澱を遠心(12000n:m、

め、 0.3M酢酸ナトリウム (pH7.5)250ぷfに溶解し、

えて-80 oCで 15分間放霞し、 再び沈澱として回収した。 沈;澱に;令エタノール 1m.Qを

遠心(12000rp.n、 30秒、 OOC)して DNAを回収した。

止液 :0.3M酢酸ナトリウム (pH7.0)/0.lmM

o OC )して

かに加えた後、

ドラジン tRNA EDTA/0.0025先2 ~ヒ

( 3 ) T と Cに特異的な反応

水に標識試料5μ1を加えて氷冷下でヒ

ちに氷冷しヒ

ドラジン 25μfを力自えて;完?学し、 2020μ立の滅

ール 750u.Rを加えて-800Cで 30分間放置した。生じた沈澱を

O. 3M ~F 酸ナトリウム (pH7.5)250 ぷ f に溶解し、

えて-800Cで 15分間放置し、 再び沈識として回収した。沈滞に冷エタノール lm.Qを

遠心(12000r問、 30秒、 OOC )して DNAを回収した。

ドラジン停止液・2"200μfとエタノ反応援。Cで 15分間反応を行った。

15分心(1200む?問、

エタノール 750.u.Qを力日め、OOC)して

かに加えた後、

Cに特異的な反応

20μ立の 5MNaClに標識試料5μ立を加えて氷冷

200Cで 20分間反応を行った。反応後直ちに氷冷しヒドラジン停止液 02.!200!.dとエタ

ノール 750μ立を加えて-800Cで 30分間放置した。 生じた沈:践を遠心 (12000r問、

問、 ooC )して集め、 O.3M酢酸ナトリウム (pH7.5)250;J.(lに溶解し、
を加えて-800Cで 15分間放霞し、再び沈澱として回収した。 i党議に冷エタノー jレ1m

fを静かに加えた後、

でヒドラジン 25μ2を加えて携枠し、

1 ::Jj了

エタノール 750.!Js 

( 4 ) 

o oC )して DNAを回収した。

ピベリジンを加えて溶解し、

30秒、

< DN A鎖の切断〉

塩基特異的な反応を行わせた4種の試料に 100μfの 1M

遠心 (12000r問、
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残濯に滅菌水 20μ1を加え

3 L.eの色素液

900Cで 30分間加熱した。反応終了後冷却して凍結乾燥し、

再び凍結乾燥した。 この操作をさらに最低 l回繰り返した。

塩基配列分析用のポリアクリルアミドゲル電気泳動の試料と

て溶解し、

C・25を加えて溶解し、

した0

・2S邑素液 C:90% EDTÅíO.1;~ BPBi ほう酸i2.5mMTrisi89mM ト/り ~mMホルムアミ

尿素含有、 ゲル厚 0.5mm) ) 

ド(1 9 : 1 ) . 2 a 2 7 m.Q、 TBE(X10) ・~ 12 m.Q、尿素 50.5gを混合し、水を加

これに過硫酸アンモニウム 80mgを加えて溶解した後、

この溶液を減圧下で脱気した後、 50μfの N，N，N'，N'-テトラメチルエチレンジ

アミンを加えて撹梓し、 ガラス板 (52cmX 30cm X 0.5mm) の隙間に流し込んで固め

た。 300Vで1時間、 600 Vで l時間、 さらに 900Vで一晩、前泳動を行い電流を一定にし

た。徐々に電圧を上げ、 2000Vで 30分間ほど泳動させて発熱させた。試料を沸際水浴

中で 3分間加魚した後、 臨ちに氷冷し、 アプうイした。泳動は 1800V定電圧でBPBがゲ

ルの下端に遠するまで約3時間行った。泳動が終了した後、 オートラジオグラブイ

を行った。

• 2640%アクリルアミ

XC 0.1% 

PAGE ( Hl < 9% 

40%アクリルアミ

ろ過えて全量を 120m.Qとした。

した。

ド1909とN， N'ーメチレンビスアク 1) j¥1 

ド10gを水に溶解し、

ド(19:1):アクリルアミ

マつを 500m立とした後、ノ¥~ ニt:.アミ

過した。

(ジデオキシ法による塩基配列の確認 j 5) ) 

プラスミド (pRSV-rl61又は pRSV-rr61)3:::.(1 (3ぷg)

NaOH 2μfを加えて室温で 5分間放

ヱタノールを加えて-800Cで 10分間放

ヱタノールによって洗浄した後、風乾させた。

乾燥状態で-200Cで保存しておいた。

以下の反応は宝酒造株式会社から購入した、

変性プラスミドを 9.5idの滅菌水に溶解させ、

U18又はL16、 図 1- 1参照)い見 (0.5pmol)

室温に下がるまで放置した。[a -"P ] d C T P 2μ見と

lμfをさらに加え、 この溶液の 3.2μfを予め dNTP-ddNTP混合液 2μfを入れて

て行った。

( U6、

加温した後、

( 2 U /u.e) 

2;1 :(及

27ぷ1の2.5MAcONH.J(pH4.5)と164μfの

遠心(12000r問、 10分、 OOC )し、 70九

ちに塩基配列の確認を行わない

2.0を用い

EDTA 

Ver. 

2mM 

t113 Sequencing 

援f重j液

を加えた。

に滅菌水 13(.;.Q、

Kit 

した。

した。

ぴ 2N

合には、

1.5ぷfとプラ( X 10) 

750Cで 20分間

フラグメントKlenow 

イマー

370Cで20分インキュベートした後、 lμf

6:::.(1のホルムア

おいたエツベンドルフチュープに分注した。

の chase混合液を添加してさらに 370Cで 20分間インキュベートした。

ミド停止液・:2'Tを加えて反応を停止させた。
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1 0 0 OCで3分間加熱した後急冷し、3μfを別のヱツペンドルフチューブに移し、

XC BPB/0.1% ド/0.1%ホルムアミ

9% PAGEにより塩基配列を確認した。

ド停止液 :95%2 7ホルムアミ

第 l章第 3節の実盤

< NIH3T3細胞の培養〉

液イ本N2中に保存されていた NIH3T3細胞(lX106) 

加えた後に遠心(1500rpn、 10分間、

ベレットを D'MEM+IO%CS・29に懸濁した後に再び遠心

ベレットを 9m.eの培地に懸濁し、

のPBS ・2Sを当

)

適

印h
u
u
 

'
}
U
 

を室温に戻し、

;官を除

( 1 0 0 0 r p m ， 1 0' ，4 oc ) 
あらかじめ7miの培地を加えておい

して

してローターは Beckman40C、
、忌，

Eざ、

清を除いた。

細胞数が増加してきたら

除いた後に PB S (約 2m.e)

シン (X1)・を加えてしばらく放置した。

ように洗い、細胞を含む溶液を遠心管に移した。

後に)遠心して上清を除き 12miの培地に懸濁した。

いたシャーレ 12枚に 1m1ずつ注ぎ、培

地は 1'"'-'2日ごとに交換した。

NaCl/15mM NaH2PO~/pH7.2 

した。

(およそ 3日後)以下の操作を行い継代した。 まず培地を

をシャーレに加え、すぐに遠心管に移した。今度はトリプ

紹胞が季IJれてきたら、 ピペットで円を措く

(必要な時はもう 1度 PBSで洗った

あらかじめ 9m.Qの培地を加えてお

たシャーレに 3miずつ注ぎ

の操作をトリプシン処理という。.U した。

イヰ三ではこの

同己2pBS:135mM

.. 2 9培地 :NIH3T3細胞の培地は以下の組成である。

[無血)( 10% CS) ( 5% 

9.98g 9.98g 9.98g D' M Eトi

0.15g L-glutamine 

950ms 950 m.e 950m.e H20 

10m .Q 10mi 10m2 PSF ・3o 

40m .~ 40 m.e 40mi NaHC03 52 

3. 5.u i 2時メルカプトエタノール

lll.lm.e 

トレプトマイシン 19，フンギゾン 2.5mg/100m2

52.6mi 

ン100万単位，ス

・31ト 1) プシン (X10):トリプシン 2.5g，EDTA'2Na・2H20

Serum 

.33PSF:ぺニシリ

Calf 

3.95g， 0.93g，NaCl 

pH7.2 1.1 7g/ 500ms、NaH2 P04・2H20
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ン実験のための NIH3T3細胞の調製〉

NIH3T3細胞は上記の方法で調製した。

< DN Aトランスフェクショ

トランスフェクションの実54hには来庁たに培

養し始めてから 1週間以内に用いた。

ンをする前日に細胞数を数え、 l枚のシャーレあたり細胞がトランスフェクショ

< NIH3T3細胞 DNAの調製 53) > 

記した方法により NIH3T3細胞を 12枚のシャーレで培養した。細胞の数が多くな

トリプシン処理し遠心して上清を捨てた。 PBSに懸濁し遠心(2000rr;rn、

ちに DNAを抽出しない場合はベレットの状態で-20
0C 

K ( 20mg/m.e) 

となるようにした。105 ) X (5"-'10 10" X 8 

司'労
p
h
u
 

トを TNE・325m.Aに懸濁し

し上清を捨てた

ったら、

問、 40C) 

で保存)。

200どfを加えた。

SDS 50ぷfと10%proteinas ε ベレッ

トンキュベー

フェノ-)レークロロホルム

65
0Cで 15"'30分インキュベー

5m.Aの NTE・33を加えた後フェノール描出を 2"'3回、

ーイソアミルアルコール摘出 (25:24:1)、 クロロホルムーイソアミルアルコール拍

水層に 25m.Aのエタノ

37
0

Cで一晩イトした後、

した。

った。

街液 -3・3"5m.Aに溶解させた。

Tris.HCl(pH7.5)j10mM 

Tris.日Cl(pH8.0)/10mM

Tris .HCl(pH7. 5)/lmtイ

与し
亡士 ι-DNAをガラス棒にールを加え、をl回ずつ行い、(24:1) 

させた後 TE緩DNAを幸Eールで2田洗った。100 %エタノ70%ここタノールで 2回、

EDTA/150mM NaCl 

EDTA/650mM 

.32TNE:10mM 

NεC 1 掴 33NTE:I0mM

( 500パ未満)採り、

HC 10 Jを加えた後、 lm.Aのジフェニルアミン溶液・ 3::、

370Cで 16時間インキュベートした。 600nmにおけ

を決定した。

HC 10 Jを加えた。の刊誌

E D 1.:¥ 

DNAの定いた、

、ふ，、記ε、r，
ゼ担当

. 34 TE*三 f~f 液-3 : 1 mM 

(ジブェニルアミン?去を

試料

カ:i1 m.eとなるように 52

(を希釈したもの)

50 .f>. 
ニ工二

DNAを用いて措いた。

DNA溶液を 5O~:!採り、

CH3CHOをそれぞれ加え、

る吸光度を測定し、試料に含まれる DNA

標準曲諜は以下に述べる方法で調裂した salmon sperm 

sperm DNAを 1mg/m.Aとなるように滅菌水に溶解させた。

じ1の0.3完

salmon 

260nmにおける吸光度を測定して濃度を決定

した。

・35ジフェニルアミン溶液 :diphenylamine

滅菌水 750μfを加えた。200 i1..Q、NaOH 1N 

1 .5 m} 

< DN Aトランスブェクション実験のための DNA試料の調製)

トランスフェクションに用いる DNA試料はシャーレの枚数に応じて調製した 1枚の

437.5μfとなるように訴え

100m.Q， H2S04 1.5g，AcOH 

全を含み、DNA必及び、30μg、NIH3T3細胞 DNAt目品
川〕、
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2枚の場合はその倍笠とし62.5μfを更に加えて 500，:131とした。CaC 12 211 菌水を加え、

別もつ

。
た

< DN Aトうンスブェクション〉

シリコナイズしたガラス容器に HBS ・36500μfを入れ、上記した様に調製した DNA

料を言語下した(シャーレ 2枚の場合は倍霊とした)。 室温で30分放置した後、

て培地を交換しておいたシャーレに加え (2枚の場合は 980μfずつシャーレに加えた)、

l分 40
.l."-河，..
ム~'è:."

17見グリセロール・ 3'7'約 2m.eを加え、

止させ、

翌日トリプシン処理し、

いて広げた。

した.5時間後培地を取り除き、

した。 D't1EH・2ヨ10m31を力Eえてグリセロールショックを

D'HEH+10%CSに交換した後、 370Cで 12"-'16時間培養した。

l枚のシャーレの場合は 3枚に、 2枚の場合は 6枚に D'HEH+5%CS・29を

この操作では 3"-'4日ごとに培地 (D'HEt1+5% CS) 

370Cで1音

"-' 4 5秒間放

を交換した。

pH7 .1 O.23g/J1、1l.92g，NaH2P04・2H2016.36g，Hepes .3OHBS:NaCl 

0.37 g τ 5.0g，KCl 8.0g，Hepes 170m31，NaCl • 37 17% グリセロール:グリセロール

pH7.0 1.0g/.e、

で
』

白

川，時
J

につ
内
品
J
J
 

ノ
¥
宍
}
大-カfア

1
J
-刀

色

ス

~
染
カ

ザ

一
ム

オ

ギ

フ

ブドウ糖

-- )1/そメタノ風乾させた。地を抜き、

水 ;~)t の後、し、

100パ / m.Q 

ギムザ染色液・ 3約 5m.eを加えて 15"-'30分放

1.5，，-， 2drops， PBS solution 

させた 3

・33ギムザ染色液 :Giemsa's 

えて風乾させた後、

第 2章第 l節の実議

ン酸化〉ドのリゴデオキシリポヌクレオチ(オリ

をヱツペンドルフチュ各オリゴデオキシリポヌクレオチドの 320pmolに相当する

滅菌水 6i.d に溶解し、 リン酸化緩衝液B(X5)・'33 

T4ポリヌクレオチドキナーゼ(10 U/ぷ立) 1 μfを加えた。

させた。減圧下で

10mH ATP ・~ ~ 1μ見、

ーブに移し、

370C 

さらに 30分反応させ

U1とL1 7 (又は

ドキナーゼを lμf加え、

酵素を失活させた。

T4ポ 1)ヌクレオチ

900Cで 3分加熱し、

で 30分反応させた授、

滅菌水1μ旦を加えた後、

Ll7-L18) は滅菌水 12μfに溶解した。

ン酸化緩衝液B(X5) 

2μ見、

。
た

DTT/ 

110.2mgを溶解させた。

HgCL/25m11 Tris.HCl(pH9.5)/50mH 

20m 31 にATP.2Na

グリセロール

Tris.HCl(pH7.6) 

:250mH 

25% 

ATP:IOmH 

、B，ノl
 

内
MつJ

.4O10m11 
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(第 l段階自のうイゲーション〉

ゴデ、オキシリボヌクレオチ 一本のエッベンドルフチューブにまドを 5μf採り、

ライゲーション緩衝液 (X5)・i~ 20μfを加え、

オリ

fJ:を 9
C土・ょEi f，'-
ニ己 (n正 ，~ 

さらに滅菌水を加えて

3μfとした。 900Cで3分加熱した後、 氷水で急冷した。

達するまで放置し徐冷した。室温に達した後 10分間氷冷し、

DNAリガーゼ(350U/ρe) 2μfを加えて 150Cで2時間反応させた。

750Cで5分加熱した後、

とめた。

2-メルカプトエタ0.2H 

ノ
i}フノー jレ5μfとT4

TE緩衝液・ 210 μ1に溶解られたフラグメントはエタノール沈澱の後、ゲーションで

液 A・153μ1を加えてゲルにアプライした。

BPBがゲルの下端に達した時点で終了した。臭化エチジウムで染

と思われるバンドを切り、透析チュープに入れた g さらに 0.5X

75mA定電流で 60分間泳動した(泳動液は 0.5XTBE)。

紫外線ランプでゲルからの;容出を確認して、

チュープ内を 200μfの 0.5XTBEで洗浄し、

もう一度抽出操作を繰り返し、 ヱタノール沈:設により DNAを回収した。

トは 66.7.u~ の TE緩衝液 -2 ・勺こ

泳動は

した。

PAGEとゲルからの抽出〉

TE緩衝液・ 2に溶解した DNAに色

250V定電圧で行い、

色した後、 目的の鎖

TBE ・"200μfを入れて、

( 10% 

逆

こにツペンドルフチューフh

10分

ドルフチヱツ Jヘミン方向に泳動した後、

ュープに移した。

に移した後、

解した。

ン酸化〉

ト溶液 4.8μ ，Q(計算上 4.8pmolに相当)

T4ポリヌクレオチ

f号られた DNAカセツ

( DN Aカセットのリ

ijン酸化緩衝液

( 10 U /μ見)

水 1.7.d、に (1);DNAカセツ

0.5ぷ叉をドキナーゼATP・」・ lμ足、100uM ω2 ¥ 2 iJs、A (X 5 ) 

{~加し、 37
0

Cで60分間インキュベートした。

水で 100倍希釈した。ATP ・~ 'Jを減ATP:I0mM 崎 i100ぷM

( pRSV-rg12の包会1，恒.!?HI 1 による消化〉

NaCl 200 mt1 • i 10ぷ，e、反応援街液-2 (X5) 制限苦手5μ見、( bg/d) pRSV-rg12溶液

500Cでブレインキュベートした。

反応混合続いて、トした。2μfを加えて、 500Cで3時間インキュベー

制限醇素反応援衝液-2( X5) 

300Cでプレインキュベー

して、滅菌水 2 1. 75 i1~ を混5iJ~、

~豆HII (4U/μi) 

液に滅菌水 15.25μ見、

BSA 0.1% 6.25μ見、

O. 1見N aC 1 8. 75μf、200 mM 10 ムq、

10 iJ見

ClaI ( 12U/ι.e) l μfを加え、

エタノール沈澱により DNAを回収した後、

{~融点アガロースゲル電気泳動

トした。5μfを混合して、

300Cで3.5時間インキュベートした。

のTE緩衝液・ 2に溶解し、色素液B・93μfを加え、

BSA 

目的のバンド

ール詑エタノ

2% 

臭化ヱチジウムで染色した後、

ゲルから DNAを描出した f麦、

( 70V定電圧、 1時間 40分)を行った。

を切りエツベンドルフチューブに移した。
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られた DNAはTE緩1]I液 10μfに溶解した。澱により DNAを回収した。

トのベクターへの組み込み〉

ン酸化した DNAカセット 5;J.Q (2. 4pmolに相当)

( DN Aカセツ

をエベクタ -5μR(約 O.8pmol)、

. ;0140 滅菌水 174，d、ライゲーション緩衝液(X 5 ) ツベンドルフチュープに入れた。

l μfのカクテル，( 350U/μs. ) DNA リガーゼT4 2-メルカプトエタノール 35μ見、μ立、

を調製し、

0.211 

ール沈澱の後、エタノこのカクテルを 10μ ß. ~D えて 16 0C で 2時間反応させた。

6.25 NaCl . 7 10 ιf、200mlイ滅菌水 27.75パに溶解させた s制限酵素反応援街液 -2(X5) 

5μ1を加えてプレインキュベートした後、 BssHII (4U/μs. ) 

10μfのTE緩衝液-2・5に溶解させ、

1時間 45分)により DNAを精製した。

滅菌水 174:d、ライゲーション援

( 350 U/ 

l μfを加え

ヱタノール沈澱の後、

気泳動(70 V定電庄、

10μ立の滅菌水に j容解させた。

2-メルカプトエタノール 35μム

BSA 

て500Cで3時間反応させた。

2%低融点アガロースゲル

0.1% μf、

ール沈澱の後、エタノ

DNAリガーゼ

このカクテルを 10:Js.加えて 160Cで2時間反応させた 3

T4 • ¥ d 140.μf、

l μ見のカクテルを調裂し、

TE緩衝液-3・3! 20μ1に溶解させた。

0.211 簡液(X5 ) 

μs) 

の後、エタノール沈

イヒ2μき/m_Qの

、、/
『

13

ム
健
司・1・

トした。

のベクター溶液に加え、

5μfをパラフィルム上にスポツ

(実化エチジウムによる蛍光を利用したベクターの定

ベクター溶液を 10倍希釈し、

エチジウムを含む TE緩密液・ 25μ1をパうフィルム ピベッテ

を一の
口
町し¥、品として既知濃度の pRSV-rg12i答液を

により濃度を見積った。

ングにより混合した。

光強度との比

イ

第 2章第 2節旦去盤

( D N Aトランスフヱクション)

第 l章第 3節の実験の項で述べた通りに行った。

第 3章第 l話の実験

ドの合成と精製 58 : ) 

大友典子学士によって合成及び精製されたものを用いた。

ゴデ、オキシリボヌクレオチ( Q6 -l1eGを含むオリ
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500Cで38寺
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( Q6 -MeGを含むオリゴデオキシリボヌクレオチドの安定性の検討)

Q5-HeGを含むオリゴデオキシリボヌクレオチド (U2-35Me)を0.05A26()単位採り、滅

菌水を加えて 40i.d とした後、 以下の条件で処理した。①リン酸化緩衝液 B( X5 )ト

10μ立を加えて 370Cで 60分インキュベートした後、 900Cで3分処理した。

ヨン緩衝液(X 5 )・ 1o 10u1、 0.2M2-メルカプトエタノール 10μfを加え、 900Cで 3分加

熱した後、急冷し、 750Cで5分間加温した後、室温まで徐冷した。 10分間氷冷し、 15

OCで2時間インキュベートした。③リン酸化緩衝液 A( X5) ・21 10:.:_Qを加えて 370Cで

60分間インキュベートした。③制限酵素反応緩衝液-2・71 O~d を加えた後、

間インキュベートした。処理したオリゴヌクレオチド溶液を Amprepカラムで脱塩し

た後、逆棺HPLCにより分析した。

( DN Aカセットの構築とベクターへの組み込み)

第 2章第 l節の実験の項で述べた通りに行った。

( DN Aトランスフェクション)

第 1章第 3節の実験の項で述べた通りに行った。

第 3章第 2節の実験

マノずでンア

< 06 -MeGを含むオリゴデオキシリポヌクレオチドの合成と精製〉

合成は AppliedBiosystems社 380ADNA自動合成穏により合成した。

処理は本文で述べた通り 620Cで50時間行った。精製は一般的手法の項で述べた返り

に行った。

ドO.1 A2 S ¥1単位を減圧下乾固させた。 10}J.Qの完全 7.k解用緩衝液

4 2に溶解させた。 一方、完全水解用緩衝液 10μ立とアルカリ性ホスファターゼ(O. 35 

Uj，u1) 0.4;dを混合しておき、 1000Cで 10分加熱しておいた。 オリゴヌクレオチド港

液を 370Cで 10分間プレインキュベートした後、 へピ毒ホスホジエステラーゼ lぶ立(2 

μg)及び、上記のように処理したアルカリ性ホスファターゼ 10.4dを加えて 370Cで

24時間反応させた。 47μfのエタノールを加え、-200Cで一晩放置した。遠心(12000 

rj:iJI、 20分、 -10 oC )して上清を別のチュープに移し、減圧下乾留させた。

滅菌水に溶解し、 フィルターでろ過した後、逆手目 HPLCにより分析した。

・.!2完全水解用緩衝液 :100mMTris.HCl(pH8.2)j2mM MgC12 

400;J1の

(完全水解 58) > 

オリゴヌクレオチ



ド0.05A25宮単位を採り、

{TBE (X1) ぺを含む} 100 μ1を加えた。

TE緩衝液 -2・690idを加えた。再び 700Cで 10分加熱し、

気泳動からの DNAの回収〉の項に従って水

エーテル抽出を 5回行い、減圧下で留去し、

逆相HPLCにより分析を行った。

-Y 
門
M
J
V

ア

むオリゴデオキシリボヌクレオチドの安定性の検

加熱して融解させた 4%NuSieve 

室温まで放置して固化させた後、

一般的手法の〈低融点アガロ

を得た。

GTG 

( QO -t1eGを

オリゴヌクレオチ

カーロース

エタノール詑殺は行

エーテルを除去した。

ースゲ Jレ

わずに、

ン酸化〉

ドの 480pmol(HRU2は 160pmol) に相当する

滅菌水 5μ見に溶解させ、

(オリゴデ?オキシリボヌクレオチドのリ

各オリゴデヌfキシリボヌクレオチ

リン

T4ポリヌクレオチドキナーゼ‘(10U/::J1) 

T4ポリヌクレオチドキナーゼをl::d加え、

HRU3とHRL2はさらに滅菌水 13μfを加えた。 HRU1とHRLlは

減圧下で乾固させた。

10mM ATP ・.13 2μ見、酸化緩衝液B(X5)・392iii.、

i μfを加えた。 370Cで60分反応させた後、

さらに 60分反応させた。

菌水 24バに溶解させた。

エッベンドルフチューブに移し、

2つのブロックに分けたっ

さらに i成菌7K7.4、又、

ングせず、

(第 1段階自のうイゲーション〉

5種のオリゴヌクレオチドを一度にアニーリ

街;夜(X 5 )・ 12 10ム立を加えた。

8 O;J..eとうイゲーション緩衝液 (X5) 32μfを加えた。

冷した。 750Cで 5分加温した後、 室温まで徐冷し、

む溶液の 50uJ1を HRU2， HRU3及びHRLlを含む搭液に加え、

(350U/id) 2μ1を加えて 160Cで 2時間反応させた。

7 ).1.eの TE緩衝液-2' eに溶解させた。

吋 V

0'0、'-'、J

を900Cで3分加熱し、

HR U 1とHRLlを

リン酸化した HRU2にHRLl及び HRU3を7.3μfずつ加えたa

HRUlとHRL2を

この両

10分間氷冷した。

寸士ア
ノJ 、

ニノ井手、ート『、ノ
j - ，./コ J

2-メルカプトエ

、「

一

さらに 0.2M

DNAリガーゼタノール 5μ立と T4

タノール沈主主を行った後、

アガロースゲル電気泳勤とゲルからの揺出〉GTG NuSieve ( 5% 

I-~ 

rι 

一般的操作の(低融点アガロースゲルからの DNAの回収〉

DNAを回収し、 10 μfのTE緩衝液 -2・sに溶解した。その 2μ』を採り、

及び純度の確認を行った。

i7}( した。ライゲーションを行った DNAに色素液B・93ぷ立を加えてゲルにアプライ

100V定電圧で 4時間行った。

の項の操作に従い、

10% PAGEにより主員

ン酸化)

ト溶液 2.1μ..e (計算上 4.8pmolに穏当)

トのリ< DN Aカセツ

o .5".Qを
に滅菌水4.4:.;見、 リン酸化緩衝液

ドキナーゼ(1 0 U /ι ，e ) T4ポリヌクレオチATP ・j i 1μ史、100 μM 

DNAカセツ

. 2 t 2μf、A (X 5 ) 
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トした。

< pRSV-rg12の立よ.E，I，BssHIIによる消化)

pRSV-rg12溶液(1μg/μ 見)2 5μ 見、

37CCで 60分間インキュベー;長加し、

200mt1 -マ 20μ立、( X 5 ) 制限酵素反応援街液一2

水 25.5μfを混合して、 ンキュベー50CCでプレイ減10 μ見、BSA 0.1九12.5μ見、N aC 1 

続いて、

制隈酵素反応援街液-2(X5) 20 μ見、 200mM

10!1.Qを混合して、 300Cでプレインキュベートした 3

300Cで 14.5時間インキュベートした。 エタノール沈澱により DNAを回収

N a C 1 

( 10U//J 見)

トした。500Cで一晩インキュベー7μfを加えて、

反応混合液に滅菌水 27. 5μf、

37.5μ立、 0.1%

5μ立を加え、

BssHII (4U!.u.Q) 

BSA 

トした。

した後、 20u..Qの TE緩衝液一2・o~こ溶解し、

気泳動を行った。泳動は 70V定

254nmの紫外線を照射すると DNAが検出される。

チューブに移してゲルから DNAを抽出した後、

得られた DNAはTE緩衝液 -2・650μμこ溶解した。

りDNAの切断(用いた緩衝液は H) を行った後57i

低融点アガロース

ゲ jレを TLC板の上に

2Z 液 B・96μfを加え、色

圧で 45分符った。

目的のバンドを切りエツペンドルブ

エタノール沈澱により DNAを回収した。

そのうちの 21J.eを採り、日luI，SalIによ

目的の鎖

-'<-
J c 、ゲル

のバンドがPAGEを行い、

ト5μ .Q(2.4pmolに相当)

ライゲーション議 flliI液(X 5 ) 

f号られることを確認した。

トのベクターへの組み込み〉

ベクター 5.5μ .Q (約0.8pmol)、 リン酸化した DNAカセツ

ドルフチューブに入れた。滅菌水 15o.5.uJ、

( DN Aカセッ

エツベン

1;; j のカ( 350Uh.e) T 4 D NAリガーゼ2-メルカプトエタノール 35.d、，・ ~140:.:Æ、

クテルを調製し、

o .2 t1 
ールエタノこのカクテルを 9.5μ立加えて 160Cで2時間反応させた。

内 10斗見、 200m~j 

E豆~HII (4U/ム!X!

水に溶解させ

滅菌水27.75LIiに溶解させた z制限酵素反応援密液 -2(X5) 

トした後、ンキユベーBSA 5μfを力日えてプレイ

沈澱の後、

NaCl 6.25μf、

l ι'Aを加えて 500Cで一晩反応させた。

0.1完

10μfの滅ヱタノール沈澱の後、

2-メルカプトエタノ0.2M 140μf、( X5 ) 滅菌水 174ed、うイゲーション緩衝液
。
た

このカクテルを 10u J 

フェノー jレブェノール?由出、

ヱタノール沈澱を行って DNAを回収

lμfのカクテルを調裂し、

ヱタノール沈澱の後、

クロロホルム抽出を行い、

加えて 160Cで2時間反応させた。

ークロロホルム抽出、

TE緩衝液 -2・520パに溶解させた。

( 350U/;d) DNAリガーゼT4 ル35μ見、

した。

トによるベクターの定〈市販のキッ

ベクター溶液を 20倍希

脱イオン水で洗冷し、 港液 lに 10分

さらに溶液3に 10分間浸

DIPSTICKを用いて行った。

溶液2に2分間浸した。

その lμfをスポットした。乾燥させた後、

脱イオン水で洗浄した後、

InVitrogen社より l蕃入した DNA

釈し、

関浸した。
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トと比較することによ発色を標準チャー脱イオン水で洗浄して乾燥させた後、し、

り濃度を求めた。

< DN Aトランスフェクション)

第 l輩第 3節の実験の項で述べた通りに行った。

〈トランスフォーマントのクローニング〉

他のフォーカスとあまり接近していない比較的大きなフォー力スを選択し、

側にマジックで印をつけ、

ンキャップをフォーカスにかぶせた。

ンヤ

にしてシリコングそれを目培地を抜いた後、ーレの

トにパスツールピベツリスをつけたベニシリ

(コラーゲンでコーングして細胞を郭し 4cmのシャーレ地を取りピベッティの少

10cmのシャーレに移細胞が増加した後、に移し培養した。ングしであるもの)

さらに培養した。

ティ

し、

差立室一昨 3節の実盤

10cmのシャーレから培地を抜き、 トリプシン処理して 2m.Qのチューブに移した。

40C )して縮施を集めた後、 PBS'之さを 1mJ加えて

( 12000rcffi、 5分、 40C) した。上清を捨て細胞を回収し、

-20 ocで保存した。迅速に室温まで戻し、 TN E ・3 2 5 0 0μfに懸言語させた。
K (20mg/mJ) 5μfと10詰

、再

点L
'一

トからのジェノミック DNAの抽出〉(トランスフォーマン

詳し、

トの状態のまま

び一ロ一一

べレッ

5分、J心(12000rp冊、

J心

5μ1の

ンキユ dべL650Cで 15"-'30分イ20μ立を加えた。SDS protelnase 

)~ 

ール

N aC 1を加えた後フェノ

ヱタノクロロホルム抽出を行った後、

得られた DNAは 500u.eの TE緩衝液・ 2に溶解させた。

25.~: .Q の 4t-l トした。ンキュベー

ールークロロホルム抽出、

37"Cで一晩イ

抽出、

澱により DNAを回収した。

トした後、

フェノ

< PCRによる c-Ha一日豆遺伝子断片の増幅、〉

ジェノミック DNA 5μfに滅菌水65.2".e、 PCR護衛液(X 1 0 ) 

μ.e (合計8t.d)、 2見ゲうチン、

各 5μfを加えて 980Cで 10分関加熱した。

0.8μfを加えて穏やかに撹持した。

用いたプログうムは以下の通りである 940C、 30秒→ 550C、 l分→720C、

水層を加のチュープに移しクロロホルム抽出を行った後、 エタノール沈澱

によって DNAを回収した。 10μ1の TE緩衝液一2・sに溶解させた後、 色素液 B・93μ立を加え

dNTP各 2

プライマー溶液(HRU 1及びLIO、いずれも 10pmol/ιJ)

氷水で急冷し、工ゑ旦 DNAポリメラーゼ(5 U/μJ) 

100μfのミネうルオイルを重層し、 PCRを行った。

2分、

10mM • .: 3 10u..e、

45サ

イクル。
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目的( 85 V定電圧、 2時間 30分)。

エタノール沈誌によって DNA(c-Ha-

低融点アガロースゲル電気泳動を行った

のバンドを切りゲルから DNAを描出した。

E主主遺伝子断片)を回収し、 lmsの TE緩衝液・ 2fこ溶解させた。

2.5見て、

室員

M gC 12 

( PCR-制限酵素法のための標準品の作成〉

第 3章第 2節の実験の〈オリゴデオキシリボヌクレオテドのリン酸化)

l段階自のうイゲーション〉の項に従い、 コドン 12を含む DNA断片を構築した。

DNA断片 2vJ1 ( 4. 5pmol) に滅菌水 25.75μ見、制限酵素反応援街液-2 (X 5 )・ I 10，u見、 200

5μfを加えてプレインキュベートした後、E主主HII(4U/d) 

及び〈第

この

KCl/25mM Tris'HCl(pH8.4)/500mM :100mM ぺ 3PCR緩密液(X 10) 

BSA 0.1% 6.25μ立、NaCl -
h
w
A
 m
 ボ

フェノールー

エタノール沈澱

続いて 46μfのAP緩衝液・ 2(1と 4!.dのアルカリ

トした。を加えて 370Cで l時間インキュベー

クロロホルム抽出(2回)を行った後、

DNA断片は 10μ立の滅菌水に溶解させた。

24Uで一晩消化した。

l μ立を加えて 500Cで一晩反応させた。

(0.35U/μ立)

クロロホルム抽出(2回)、

により DNA断片を回収した。

スファターゼ.

エタノールむと殺の後、

(0.3E:Ujd) を加えて

フェノールークロロホルム?自出(2百)、

ヱタノール沈澱により DNAを回収した。

制限酵素反応援衝液-2 (X 5 ) 

10 μfを!ii旦d1 1 1 pRSV-rg12 ( li1gj，d) 

9 6.u f..の AP緩衝譲に溶解させ、

370Cで l時間インキュベー

4μfのアルカリ t生ホスファターゼ

クロロホ

DNA は 25.75ιf

トした。

を行った後、ルム抽出(2回)

の滅菌水に溶解させた。

5.11 iを加えてプレイ

6.25μf、o. 1 N aC 1 10 μ 見 200 m~j 

3二立を加えて 5QOCでトした f麦、 BssHII ( 4U!d) ンキュベーBSA " /。

pRSV-rg12/tiよlldIII-s.主主H1 1 

( X5 )・!s4i1f..、 0.2M 2叩メルカフトエタノ -JI/ 1 u.Q、

l μfを加えて 160Cで2時間反応させた。 980L.Qの滅菌水を

( PC Rによる c-Ha-[主主遺伝子断片の増幅)

反応は 20サイクル行った) 0 

一晩反応させた。ヱタノール沈澱の後 10.".e の TE緩 f~i 液 -2 ・ 5 に溶解させ、日低

気泳動により DNAを精製した。精製 DNAを 12u .Qの滅菌水に溶解させた。

滅菌水

ノノ

2.5.:dを混合し、

ガロースゲル

ドン 12を含む DNA断片 10u.2、

ライゲーション緩衝液

( 350U/μ1) 

1.5μ見、

コ

のそのいfを用い

断片を増幅させた

DNA リガーゼ

加えて全量を 1m.eとした。

項に従って c-Ha-ras遺伝

T4 

(ただし、

f~ぺ」の確気泳動による精製の後 10%PAGEにより純度と鎖低融点アガロースゲル

水に溶解させた。

< PCR-制限酵素法による壇基配列の分析〉

C一Ha-[坐遺伝子断片 lu..eに滅菌水 6.02μf、

1m .~の滅行い、

10mt-1 dNTP各

いず

.. 4 3 1 !t q 
a剛山ι 、

( Ll2及び変異を導入するプライマ一、

Z金旦 DNAポリメラーゼ (5U!Ld)0.08ι:J.を加え、 ミネラル

( PCRによる c-Ha-[旦5遺伝子

( X 10) PCR緩衝液

用いたプログラムは、

フロライマー

れも 10pmol/μJ.)各 0.5バ、

オイルを重層して PCRを行った。

2%ゲラチン 0.1μ見、o .2μ旦、
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エタノ

断片の増幅〉で述べたものと同じであるが、 20サイクルとした。水層(10斗.e)

のチューブに移し、 全量100，u..Q、 各制限酵素8""-'12りを用いて切断を行った。

ル沈澱の後10けの滅菌水に溶解させ、 その 5バを 8%PAGE (200V定竜圧、 1.5時間)

分析した。

第 4章第 l節の実験

ドの合成と精製〉< 8-0HGを含むオリゴデオキシリボヌクレオチ

精製されたものを用いた。

(完全水解〉

第 3章第 2節の実績の項で述べた還りに行った。

修士によって合成、石川博

< 8-0HGを含むオリゴデオキシリボヌクレオチドの安定住の検討〉

第 3章第 l節及び第 3章第 2節の実験の項で述べた還りに行った。

トの構築とベクターへの組み込み〉

第 2節の実畿の項で述べた通りに行った。

川
ノセM

3

 

m
第

< DN Aトランスフェクション〉

第 l章第 3節の実験の項で述べた通りに行った。

(トランスフォーマントのクローニング)

第 3章第 2節の実践の項で述べた通りに行った。

、、，
J析配列の< PCRによる十Ha-ras遺伝子断片の増穏と PCR-制限酵素;去による塩

第 3章第 3節の実験の項で述べた通りに行った。

箆i童芦 2節の実験

(プうスミド pCBの構築)

dCGCGCTATTAGGT-

750Cで2分間加熱した後、

3'及び5

に滅菌水 45μ1を加え、

dCGATATGGTGATGACCTAATAGC 

3' )各 24pmol(計3，d)

( 5' オリゴヌクレオチド

CATCACCATAT 
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ド

( pRSV-rg12の立よ..e;I ， ~立~HII による消化〉

アニーリンク'したオリゴヌクレヌTチ

室温まで徐冷した。第 3章第 2節の実験の

の項に従って謂製した、 ベクター溶液 5:d'と、

溶液8けとを混合し、滅菌水8μ見を加えた。減

5 ) 

水 156.5μ見、ライゲーション緩衝液(X 

( 350U/μ旦) 1μf 

16"Cで2時間反応させた

T 4 D N A 1)ガーゼ2-メルカプトエタノール 35μ見、• 1 3 140 iJL、

のカクテルを調裂し、

0.2M 

その 19μ1を上記の DNA溶液に加えた。

10μ又の滅菌水に溶解させた。エタノール沈澱を行い、

(大腸菌の形質転換)

第 l章第 1節の実験の項に従って行った。

後、

(rapid boiling法による大腸菌のスクリーニング)

第 l章第 l節の実験の項に従って行った。

(プラスミド DNAの調製とゲルろ過による精製〉

1章第 2節の実験の項に従って行った。

トの構築とベクターへの組み込み)

第 2節の実践の項で述べた通りに行った。

ツ
L
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3
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( D N Aトランスブェクシヨン〉

第 l章第 3節の実験、の項で述べた通りに行った。

(トランスフオーマントのクローニング)

第 3章第 2節の実験の項で述べた還りに行った。

一部のクローンの場

3'、dTTTTTTATCGATATGACGGAATATAAG 

ーレ山にた

( PCRによる c-Ha-r.主主遺伝子断片の増幅)

第 3章第 3節の実験の項で述べた適りに行った。

にはプライマーに HRU1のイ吃わりに seq1( 5' 

初の訂以外は合成c-Ha一日豆遺伝子の弘主[部位一コ いた。
、レ

モrドン 5に対応)

法のための標準品の作成〉

ドン 12の l番目の位置に変異を有する標準品を、

( PCR-制限酵

験の項で述べ3節の第 3コ

た通りに作成した。
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配 列の分析〉

裁の填で述べた通りに行った。

< PCR-制隈酵素法による塩

第 3章第 3節の 一部のクローンの場合
、
l
u
 

だた

区金.rIの代わりに BbeIを用いた。

c-Ha-r.主主遺伝子断片 1バを第 3章第 2節の実践の

の増幅〉の項で述べたように増幅した。

カーを結合させたプライマー{5' d N H 2 -( C H 2 ) S -@ -A C G G T A T T G A T G G A T G T C T T C 3'、

はリン酸基を表す}を用いた。低融点アガロースゲル電気泳動による精製の後、

μ1の滅菌水に溶解させた。 この 10μfを採り、 リン酸化緩衝液B( X 5 )・ 3S 3，.: J、[，-"P J 

断片

、.-l-.庁、，-._ L!，....，_、品 J::;:'
トうン〈ノ万一ず ./1、甲 υJ し ìia- r.ゑ~J忌伝 γυJ 併 fJr ) 

( PCRによる c-Ha-[主主遺伝

1 )，1;崎 明 鳴門 1t、 ι~~+ 
¥l'j c1λalll -¥1 1よυerI.ィt:.k .J:1J

端にアミノリン

(8' 

20 

7'ライマーには seqlと5'一

( 10U/~J) 

NICKカラムにより精製した。減圧下乾固させ、

tRNA (10mg/m.l?) 5μfを加えて、第

伊jを決定した。

370Cで 60lμfを加え、l μ見、 T4ポリヌクレオチドキナーゼ

分間反応させた。 700Cで10分加熱し、

放射活性を測定した。適当震の滅菌水に溶解し、

1章第 2節の実験の項で述べた手 }I震に従って塩基

ATP (10mCi/iJJ.) 

第 5章第 l節の実駿

アンモニア処理の後、

室温で75分反応させた。

< xを含むオ 1)ゴデオキシリボヌクレオチドの合成と精製〉
清水美穂修士により合成されたホスホロアミダイト体を用い、 Applied

Biosystems社 380ADNA自動合成援により合成した。その際には Xのホスホロアミタイ

ト体のカップリング時間を通常の 60秒から 20分に延長した。

アンモニアを留去し、

その後、

ピリジン溶液 1m.Qを加えて、

脱イオン水を加えて留去し、 さらに税イオン水を用いての共沸を 2回行った。

ー殻的操作の項で述べた手)震に従って精製を行った。

DBU 0.5M 

(完全水解)

第 3章第 2節の実験の項で述べた通りに行った。

、
?レだした

性の検討〉

第 l節及び第 3章第 2節の実験の項で述べた通りに行った。

Amprepの代わりに NAト 5を用いて脱壌を行った。

< Xを含むオリゴデオキシリボヌクレオチドの安

第 3

トの構築とベクターへの組み込み〉

駿の項で述べた通りに行った。

< 0 N Aカセツ

第 3章第 2節の
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< DN Aトうンスフェクション)

第 l章第 3節の実験の項で述べた通りに行った。

(トランスフォーマントのクローニング)

配列の分析)

主ゑ1:1の代わりに位旦Iを用いた。

?去による塩

第 2節の実験の項で述べた遥りに行った。

< PCRによる c-Ha-r..些遺伝子断片の増幅と PCR-制限醇

第 3章第 3節の実験の項で述べた通りに行った。

円。第

第 6章第 l節の実盤

( pR SVrasの構築)

pRSV-rr61 ( 1 μgjμj) 

M NaCl 3.5uj、0.1完

-d " 3 20 i二五¥10μに滅菌水 48.5，(1)1、 制限酵素反応援f討議(X 5 ) 

10 μfを加えて 370Cでプレインキュベー

/μj) 及び Saよ(100jLd) 各4μfを加えて 370Cで一晩反応させた。

後、 10パの TE緩衝液 -2・sに溶解し、

断片と短鎖断片を精製した。 長鎖断片は 10μ立の滅菌水に溶解した。

鎖断片は 37.5;.dの滅菌水に溶解し、制限酵素反応援街液(X 5 ) 

1 .5μfを加えて 370Cでプレインキュベートした。 M1旦(12日/ぷ>1)

EcoR.V ( 10U 

エタノール沈澱の

泳動により、

トした。

低融点アガロースゲル2% 

BSA 

10μ見、

L:J?を方自えて 3rcで

N aC 1 5M 

」一

，9， )' 低2.5% 解し、10μ1の TE緩衝液日2に

10.dの滅菌水に溶解した。

一晩反応させた。エタノール沈澱の後、

気泳動により精製し、

矢

口

コ

の
n叫
υL 12、

07とL9を除くオリ
、

可

4
ム

4
I
1鞠

-
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U11、 012、 L9、 L10、

減圧下乾留させた。

ン酸化緩衝液 A( X5 ) 

ガロースゲル

U9、 U10、

320pmolをエツベンドルブチュープに採り、

ヌクレオチドは滅菌水 6.7μ1に溶解させ、 リ

U8、り7、ドオリゴヌクレオチ

10mt-l ATP 

ドキナーゼ (10UjLd) 0.3μEを加えて 370Cで90分反応させ

900Cで3分間加熱した後、 12μfの滅菌水を加えた。 07とL9は滅菌水 22μ-efこ溶解さ

各オリゴヌクレオチド溶液9μ立を lつのチューブに集めて、滅菌水 40d、

• 2 ! 2μf 

T4ポリヌクレオチ• J J 1μ豆、

。
た

ノ
苛
i
i
一フせた。

室温に下がるまで徐冷した。

DNA リガーゼ(3500ju.e) 

10/1)1のTE緩衝液一2に溶解し、 5% PAGEを行った。

ヱツベンドルフチュープに移し、 TE緩 filif液-2 500 

を別のチュープに移し、 ゲル片を滅菌水

もう一度拍出操作を繰り返し、 エタノール沈

氷水で急;令後、

0.2t-l OOCで10分間冷却した後、

2u.eを加えて 160Cで2時

• i 340μfを加えて 900Cで3分間加熱した。

び 750Cで5分間加温し、

2-メlレカフロトエタノー jレ1O，u .eとT4

ゲーション緩衝液(X 5 ) 

間反応させた。 エタノール沈澱の後、

目的の鎖長のバンドを切り取り、

μfを加えて 2時間撹持した。遠心して上

200 川で洗浄し、先の上清と合わせた。



澱によって DNAを囲収した。 回収した DNAは 50μfの TE緩衝液ー2に溶解させた。

バを別のチュープに移し、滅菌水位以、制限酵素反応援街液(X 5 ) 

3μ立を加えてプレインキユベートした。 lil且1(12Uju.Q) 5μ見を加えて 370Cで一晩反応

エタノール沈澱の後、 AP緩衝液・ 2日98μ，りこ溶解させ、 2μfのアルカリ性ホス

ファターゼ (u.12U/μ.Q)を加えて 370Cで1.5時間反応させた。

一102-

その 10

N aC 1 5M 20 μ立、

させた。

ブヱノ - }レークロロホ

ヱタノール沈澱により DNAを回

10μ立と pRSVωrr61/E.旦旦RV-9.金よi

滅菌水9u.Q、

ルム拍出(2田)、クロロホルム描出(2回)

10バの滅菌水に溶解した。

(民主dにより切断したもの)

(弘同[により切断したもの)

した後、

収し、

構築した DNAカセット

短鎖断片 ライゲーション援10;dを混合し、

ール 2U.eを加えて:7]({令した。

エタノール沈澱の後、 10;.dの TE

製を行った。

1Ldの pRSV-rr61/旦日RV-主主よi長鎖断片、

2-メルカプトエタノールいfを加えて氷冷し

DNAリガー

エタノ

T4 街液(X 5) 8 u.Q、

( 350U/μ.Q )い.eを加えて 160Cで 2時間反応させた。

緩衝液 -2に溶解し、 2%低融点アガロースゲル電気泳動により

ール沈澱の後、 13μfの滅菌水に溶解させた。

うイゲーション緩衝液

2-メルカプトエタノ0.2M 
、、、
~ザ
」

エタノール涜

0.2M 

い 1を加えて 160Cで2時間反応させた。

制限酵素反応援街液

4心is.、

た。l'4 D N A 1)ガーゼ(350U/μ.e) 

識の後、 10μ立の滅菌水に溶解させた。

( X 5 ) 

10ぃf( X 5 ) 減薗水 23d、

E♀gRV (12U!.:d) トした後、ンキユベー5μ.eを加えてプレイBSA O. 1 % 1.5μ見、NaCl 5M 

14，c: .Qの減醤水に溶解エタノール詑澱の後、0.5ι見を加えて 370Cで3時間反応させた。

2-メルカプトコニタノール lμfを方日えて氷

エタノ反応させた。1u xを加えて 160Cで 28寺

0.2M ライゲーション緩衝液(X5) 4μ見、

DNAリガーゼ(350Ulu..e) 

20idの TE緩衝液 -2に溶解した。

し、

;令した。

ル沈澱の後、

T4 

転換〉(大腸菌の形

第 l節の実験の項に従って行った gーム信用

boiling法による大腸菌のスクリーニング)

第 l節の実験の項に従って行った。

( rapid 

第 l

〈プラスミド DNAの詳j裂とゲルろ過による精製)

第 2節の実験の項に従って行った。1
1
-

壮
一
知

( Haxam-G i 1 bert~去による pRSVrasの塩基配列の確認)

第 4章第 2節の実験の(Maxam-Gilbert法によるトランスフオーマン

伝子の解析〉の項に述べた手 )1慣により行った。

ト中の c-Ha-

末端にアミノプライマーは 5'
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4日もう一つのプライマーと適し、ンカーを結合させたプライマーを数種類用

精製は一般

み合わせて PCRを行った。

( 1を含むオリゴデオキシリボヌクレオチドの合成と精製〉

合成は AppliedBiosystems社 380ADNA自動合成機により合成した。

的手法の項で述べた通りに行った。

プに採り、

0.2江.Ql;えむ父、T4ポ 1)ヌ

RNA、

( 1 m gj 

NENSORBに

(限定水解による鎖長の確認〉

[を含むオリゴヌクレオチド 200pmol(0.3μi)をエツベンドルフテュ

菌水 3.ui、 リン酸化緩衝液B(X5) ・39 1/..11、 [ァー中 ]ATP(5uCi/μ.z) 

クレオチドキナーゼ (lOU//.1.n0.5μ1を加えて、 370Cで60分反応させた。
より精製した後、放射活性を測定し、 500μfの滅菌水に溶解させた。

リン酸化したオリゴヌクレオチド溶液5μfにキャリア-RNA (Tolura yeast 

100 A2SJ単位/m.Q)3バ、 VPDase緩衝液.4 J 2/.is.、 へピ寄ホスホジエステラー

m.e) 0.2iJJ!を加えて(以上の組成の溶液を 2検体用
、
/ 
、/

適当な時間j

370Cでイ

キュベートした。予め 5mMEDTA 5μ見を入れておいたチューブを用意し、

毎に反応液の 2μ1をEDTA溶液の入ったチュープに加えて 1000Cで2分加熱した。

A及びBとした)し、

反応

A及びBから 5斗 fを8:12，15，22，32，40分。

5μfを20%PAGE (7M 

簡は以下の通りである A:2，5，10，20，30介、

採り、滅菌水 15μfを加えて全震を 20μfとした後、 1.-
(~ 素合

アプライした。

・J4VPDase緩衝液 :250mM t1g C 1三Tris.HCl(pH8.0)/50mM 

)に準じてゲルを読裂した。

試料アプライ後は 2200ifで泳

(20% PAGE ( 7M尿素含有) ) 

第 2節の実績の項の (9%PAGE (7t.1尿素含有)

前泳動は 1000Vから徐々に 2500Vまで電圧を上げてゆき、

動を行った。

l 

ン酸化)

ドの 400pmol( U8は80pmol)

ドのリ(オリゴデオキシリボヌクレオチ

各オリゴデオキシ 1)ボヌクレオチ をここツ

固させた。滅菌水5r.dに溶解させ、 リン酸化

T4ポリヌクレオチドキナーゼ(10 U /μs.) ld  

T4ポリヌクレオチドキナーゼを 11Ji力日え、

ドにはさらに滅菌水 14ιfを加えた。

ら大」

に相当する

減圧下で

緩笛液B(X5)・392μ見、 印刷 ATP・4G 2μ見、

を加えた。 370Cで60分反応させた後、

に60分反応させた。 U8以外のオリゴヌクレオチ

U6とL11 'は滅菌水25μfに溶解させた。

ベンドルフチューブに移し、
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ドを 5μ疋ずつ加えた。

900Cで3分加熱し、

(第 l段階自のライゲーション〉

リン酸化した U8( 11/J..Q) にL11'以外の 5種のオリ

さらに滅菌水 34d、 うイゲーション緩衝液(X 5 )い号 20μZを加え、

温まで徐冷し、

ゴヌクレオチ

水 2.5

1.5.μfを加えて

該五10分間氷冷した。

DNA リガーゼ (350U/ι見)

70
0Cで 10分加温した後、急冷した。

2-メルカプトエタノー jレ6Li.~ と T40.211 μ立、

10μfの滅菌水に溶解させた。ール詑澱を行った後、ヱタノ160Cで2時間反応させた。

ン〉(第 2段階自のライゲーシヨ

ン

10分間氷

( 350 U 

7ιfのT

ライゲーショ

DNAリガーゼ

エタノ-)レ詑澱を行った後、

ライゲーションした DNA溶液 10μfに、 L20'溶液 5/1.e、滅菌水 15μf、

700Cで5分間加混し、室温まで徐冷した。

2甲メルカブトエタノール 3μ1とT4

緩衝液(X5) ・i ~ 10μ立を加え、

した後、 滅菌水1.25 U..Q、 0.2M

/μ..Q) O.75/.dを加えて 160Cで2時間反応させた。

E緩衝液-2・5に溶解させた。

アガロースゲル電気泳動とゲルからの抽出〉GTG NuSieve ( 5% 

泳三えはした。液 B・93μfを加えてゲルにアプライライゲーションを行った DNAに色

10.Li.eの TE緩慢i液一2・告に溶解した。ゲルから DNAを回収し、圧で8時間行った。100V定

10% PAGEにより鎖長及び純度の確認を行った。その 2μ見を採り、

ン酸化〉トのリ( DN Aカセツ

• 2 : 2ι .Q. 100 {重j液 A( X 5 ) ン酸化

( 1 OU /斗.Q) 

にリ上9pmo 1に相当)ト溶液 6~d (計DNAカセッ

37"Cで S0.5μfを添加し、ドキナーゼT4ポリヌクレオチμM ATP ・.:i 1. 5μ立、

トした。

( pRSVrasの EcoRV，Bcよiによる消化〉

pRSVras溶液

O分間インキュベー

5μfを力日えて 37
0Cでプレ

トしンキユベー37
0Cで一晩イEc旦RV( 10U/μ..Q) 2μZを加えて、

エタノール沈澱の後、滅菌水8ム:..Qに溶解させ、滅菌水81.5d、

( X 10) 日緩衝液6u.eに滅菌 7.k37.u.R、(いき/ぷ..Q)

トした。ンキュベーイ

日緩衝液(X 10 ) 

50
0

Cでプレインキュベートした。 五三よ1(14U/μ.e) 2.5μ1を加え、 50

晩インキュベートした。エタノール沈澱の後、 7μ1の TE緩衝液 -2・5に溶解させ、

低融点アガロースゲル電気泳動(85 V定電圧、 3時間)を行った。 目的のバンド

を切りエツペンドルフチュープに移してゲルから DNAを抽出した後、

以上の操作は平行して 4本のチューブで行った。

。
た

10，d を混合して、

。Cで

2.5% 

ール沈澱エタノ

ヱタノール

そのうちの l

PAGEを10% 

により DNAを回収した。

まとめではμ立の TE緩撞iJ?夜一2に溶解した。

u皇1， .s.主11により DNAの切断(用いた緩慢i液は H) を行った後、
沈澱により DNAを回収した後、

μfを採り、
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自 的の鎮長のバンドが得られることを確認した。行い、

トのベクターへの組み込み〉( DN Aカセツ

をエト2.8μk(4.5pmolに桔当)リン自変イじした DNAカセツベクタ -3μk(手守 lpmol)、

70μf、 0.2M 2-メルカプトエタノール 17.5uk、 T4 DNAリガーゼ (350U!uJ1) L:.Qのカク

テルを調裂し、 このカクテルを 14.2μf加えて 16
0Cで2時間反応させた。

識の後、 滅菌水42.5iJkに溶解させた。 日緩衝液 (X10) 5μ見を加えてプレインキュベー

トした後、 EcoRV( 10U/μ見) 2.5μ立を加えて 37
0Cで一晩反応させた。

14.9μfの滅菌水に溶解させた。 うイゲーション緩衝液(X 5 ) 

( 350U!d) 

'司・ 6

エタノール詑

ニ弓 A ;，品、ーごノ「 、/:t至;i:7m子守主 I V h ¥ 
./ ノ J コ J 川ぢ之 );=;j fIス 、z、υ滅菌水 143.5d、ッベンドルフチュープに入れた。

ヱタノール沈澱

2-メo . 2 t.j 70μ1 の後、

lμ立のカクテルを調裂し、DNAリガーゼT4 ルカプトエタノール 17.5μ見、

フェノこのカクテ jレを 5.1μ立加えて 160Cで 2時間反応させた。エタノール沈澱の後、

ブエノールークロロホルム f自出、 クロロホルム?由出を行い、 - Jレ沈エタノール抽出、

TE緩衝液 -2幽 520ぷfに溶解させた。澱を行って DNAを回収した。

( DN Aトランスフェクション〉

第 3節の実験の項で述べた通りに行った。

験の墳で述べた還りに行った。

第

(トランスフオーマントのクローニング)

第 3 第 2節の

盟主主第 2節の実盤

( PCRによる c-Ha-.[主主遺伝子断片の増幅〉

第 3章第 3節の実験の項で述べた通りに行った。 いた。プライマーは U7とL9を

( PCR-SSCP法のための標準品の作成〉

ドン 61の 2番目の位置に変異を導入するブライマー dGAGACCTGTCTGCTGGAT-( 5' I -
として、をプライマL5 NはG，C又はT)

{g言虫点アガロースゲル

とU7 又は3'、ATCCTTGATACCGCAGGCCNAGAAG 

裂した気泳動により2% pRSVrasを鋳裂として PCRを行い、

dNT Pi容: 3 1μf、10mトi

PAGEにより鎖長と純度を確認、した。

( PCR-SSCP法 37.1による c-Ha-.[担遺伝子の解析〉

増幅 c-Ha-.[皇室遺伝子断片 lμfに減爵水 5.7μf、PCR緩慢i?夜(X 1 0 ) 

5% DNA断片を標準品とした。
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液 各 O.2;d(計0.8μ.n、 2% ゲラチン O.1バ、 プライマー溶液(U 7及びL10、 10pmol/ 

μ.e )各 0.5μ立、〔α一中 ]dCTP0.5μ立、工金g DNAポ 1)メうーゼ(5リ/μ1) 0.08.，-見を加え、 PCR 

を持った。水層(10μ1)を別のチュープに移し、 990μ立の滅菌水を加えた。 このl;J2を

採り、 2μfのホルムアミド停止液・27を加えた。加熱急冷し、 PAGEを行った。泳動:条

件は本文中で述べた還りである。

(ト.jaxam-Gilbert法によるトランスフォーマント中の c-Ha-[主主遺伝子の解析〉

第 4章第 2節の実験の項で述べた方法に準じて行った。 プライマーには U7と5'一

端にアミノリンカーを結合させたプライマー {5' d NH2 -(CH2)" -@， -GAACCAACTCGC-

G AGGGG AT 3'、 @はリン酸菱、を表す}を用いた。
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