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第１章 序論 

 

１ 自然突然変異の発生と抑制 

↓ ↓ ↓

DNA さ

Von Borstel, 1969; Cox, 1976; Sargentini et al., 1985 さ

DNA々 DNA 々 Bessman et al., 

1974 ↓ DNA Ames and Gold, 1991; Friedberg et al., 

1995 Maki and Sekiguchi, 1992

↓ ↓ ─

DNA

↓ ↓

↓ ↓

1  

↓ ↓ DNA 々

DNA

10-4 in vitro Brenowitz et al., 1991

々 DNA

Mismatch repair ; MMR

in vitro DNA

々 99 99.9

Brenowitz et al., 1991 MMR

よ MMR 99 99.9

Parker et al., 1992 MMR

99.999% ↓

↓ 10-9 10-10

 

↓ DNA

↓

↓  
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次の回のDNA複製

DNAポリメラーゼの誤り 変異原性ヌクレオチド

校正機能

ミスマッチ修復

自然突然変異

複製エラー
(ポリメラーゼエラー)

自然DNA損傷複製エラー
(損傷誘導性)

内在性変異原

各種修復系
組換え修復
ヌクレオチド除去修復(NER)
塩基除去修復(BER)　        など

損傷乗り越えDNA合成
( TLS )

SOS応答

変異の促進

変異の抑制

図1　自然突然変異の発生と抑制の分子機構

DNAポリメラーゼの誤り、変異原性ヌクレオチド、内在性の変異原のような自然突然変異を
引き起こす原因から、前変異損傷が生じ、これが修正されずにDNA鎖上に固定されること
で、自然突然変異が生じる。また、自然突然変異の発生を抑制する変異原の除去機構、DNA
修復機構、修正機構が存在する。このような、自然突然変異の発生と抑制の分子機構の全体
像を上記に示した。

浄化
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↓ ↓

SOD Imlay et al., 2003

MutM MutY

Michaels et al., 1992

MutT Maki 

and Sekiguchi, 1992 ↓ ↓

↓ ↓

↓ Wu et al., 

1999 ↓ ↓

↓ ↓ よ rpsL Ⅴ ↓

89 ├ Sakai et al., 

2006 ↓ DNA オ MutM MutY

8- 8-oxoG

O6-

Ames and Gold, 1991; Friedberg et al., 1995; Duncan and Miller, 1980; Demple et al., 

1982; Sekiguti et al., 1996  

Ⅴ ↓ ↓ ↓ DNA

DNA DNA々

DNA々  

↓ DNA DNA 々

々 DNA DNA pol , DNA pol

DNA Translesion DNA synthesis ; TLS TLS

↓ DNA 々 DNA

㌹ RNA

↓ 々 ㌹

々 ㌹ DNA

オ 々

TLS

TLS DNA DNA

Pol B DNA DinB DNA UmuDC
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DNA ぞ A T

C G

DNA Paz-Elizr et al., 1997; 

Friedberg et al., 1995  

TLS よ

↓ ↓ TLS

↓ ↓ ッ

TLS

↓ DNA

TLS TLS

↓ ↓

TLS

DNA DNA よ

さ TLS

々 MMR ↓ ↓

TLS

MMR よ TLS 々 MMR

よ ↓ ↓

TLS  

 

２ ヌクレオチド除去修復について 

Nucleotide excision repair ; NER DNA

々 ㌹ ↓ DNA

さ

Sancer, 1996 NER DNA

CPD (6-4) (6-4PPs)

DNA

DNA

Selby and Sancar, 1990; Sancer, 1996; Van Houten et al., 

2005 RNA NER

Sancer, 1996; Selby et al., 1991 NER ㊪
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損傷DNAの認識

DNA鎖切断

損傷DNAの除去

修復DNA合成

UvrC

UvrC

UvrA

UvrB

UvrB

UvrD

UvrB

UvrB

UvrB

DNA pol I

UvrA

UvrB

RNA pol

Mfd

転写と共役して働く経路(TCR)
損傷によって停止したRNAポリメラーゼを認識

ゲノム全体で働く経路(GGR)
損傷によって生じたゆがみを認識

図2　NERの分子機構

NERには認識段階の違いによりGGRとTCRの２つの経路がある。認識後は、UvrA、UvrB、
UvrC、UvrD、DNAポリメラーゼI、DNAリガーゼを用いた同様の反応、①損傷DNAの認
識、②DNA鎖切断、③損傷DNAの除去、④修復DNA合成を経て、DNA鎖上の損傷を修復す
る。
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㊪ Global genome repair ; GGR ㌹

㌹ ㊪ Transcription-coupled repair ; TCR

Sancer, 1996 GGR DNA UvrA2B2

々 TCR RNA Mfd

UvrA2B2

々 DNA UvrB ATP

DNA UvrA

DNA UvrB pre-incision coplex UvrC

UvrB-DNA々 ば 々 ATP り

5’ 3’ DNA

UvrD 12 13bp

UvrC

よ DNA DNA

DNA DNA

2 Van Houten et al., 2005  

 

３ 本研究の目的 

↓ ↓ よ ┘

DNA 々

↓ ┘ TLS

↓ DNA

NER DNA

DNA

Branum et al., 2001 NER

↓ ↓

NER ↓

↓ ↓

↓

NER
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NER

↓ ぞ よ  

NER

rpoB NER

TCR

NER ↓ ↓ ↓ ↓

GGR TCR

 

5’ 3’

DNA DNA

DNA

in vitro

DNA NER DNA

Branum et al., 2001 NER

DNA ↓ オ

DNA

DNA 々

々  MMR 々 ├ DNA

Friedberg et al., 1995 々

々

NER さ ↓

オ NER ↓ ↓

NER

3 Ⅴ Selby and Sancar, 1990; Courcelle et al., 

2001; Ogasawara et al., 2005; Neher et al., 2006 オ □┢

↓ ↓ さ

NER ↓ ↓ ↓ ↓

さ  

NER

Ⅴ ┘ NER

DNA
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↓ ↓

┘ NER DNA pol 

I NER

DNA 々 ↓ ↓
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第２章 材料と方法 

 

１ 菌株 

K-12

1 オ  

DH5

↓ よ MK811

MK6008 MK6016 MK6024 MK6048 NER MK7607 NER

TCR MK811 pBR322 pUVRAB pUVRABC

㈻㌹ NER MK811 MK6008

MK6016 MK6024 MK7607 pPOLA2 ㈻㌹ polA

Pol I polA3’ 5’exo-

NER NER DNA

pPOLA2 pUVRAB pUVRABC

polA polA3’ 5’exo- NER

 

SOS MG1655 pSK1003 ㈻㌹

pUVRAB pUVRABC ㈻㌹ NER

SOS SOS lexA1

ind-) pUVRAB ㈻ SOS

 

UV recA FS03 pUVRAB

㈻㌹ NER UV  

 

表１ 菌株リスト 

菌株名 遺伝子型 入手方法

DH5α F- φ80dlacZΔM15 (lacZYA-argF)U169 deoR recA1 endA1 

hsdR17(rK
-mK

+) phoA, supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1

当研究室のストック

MG1655 LAM-, rph-1 当研究室のストック

MK811 MG1655 rpsL(Smr) 当研究室のストック
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MK8014 MG1655 ΔuvrC, pSK1002 pUVRAB 本研究にて作製 

MK8016 MG1655 Δmfd, pSK1002 pUVRAB 本研究にて作製 

BD792 F- λ- E.coli K-12 Datsenko et al., 2000 

BW25113 BD792 lacIq rrnBT14 ΔlacZWJ16 hsdR514 ΔaraBADAH33 Δ

rhaBADLD78 

Datsenko et al, 2000 

BW25141 BD792 lacIq rrnBT14 ΔlacZWJ16 ΔphoBR580 hsdR514 Δ

araBADAH33 ΔrhaBADLD78 galU95 endA BT333 uidA(Δmlu

Ⅰ)::pir＋ recA1 

Datsenko et al., 2000 

BT340 DH5α, pCP20 Datsenko et al., 2000 

CJ278 CM4722 ΔpolA::Kmr Joyce and Grindley, 1984 

  東北大学山本氏より分与 

AB1157 thr-1 his-4 argE3 proA2 thi-1 lacY1 galK2 xyl-5 mtl-1 tsx-33 

rpsL31 supE44 

Bachmann, 1972 

KY1220 AB1157, phr-36::Cmr Akasaka and Yamamoto, 1991 

KY1221 KY1220, lexA1malE::Tn10 Akasaka and Yamamoto, 1991

東北大学山本氏より分与 

KY1225 KY1220, recA56srlC::Tn10 Akasaka and Yamamoto, 1991

東北大学山本氏より分与 

FS03 KY1225butTetS Kiyosawa et al., 2001 

東北大学山本氏より分与 

FS03-Y FS03, pSF11 pNP10 本研究にて作製 

FS03-M FS03, pUVRAB 本研究にて作製 

 

２ プラスミド 

One-step gene disruption 2 オ

pKD46 λRed recombinase

DNA ∞ Km DNA

pKD46 TS

37Υ

pKD13 Km FRT 5’- 3’-

❻ ┞ Km

∞

pCP20 TS Km
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MK6008 MK811 ΔuvrA 本研究にて作製

MK6016 MK811 ΔuvrB 本研究にて作製

MK6024 MK811 ΔuvrC 本研究にて作製

MK6048 MK811 ΔuvrABC 本研究にて作製

MK7607 MK811 Δmfd 本研究にて作製

MK7610 MK811 ΔuvrAΔmfd 本研究にて作製

MK8103 MK811 lexA1(ind-) , pBR322 本研究にて作製

MK8105 MK811 lexA1(ind-) , pUVRAB 本研究にて作製

MK6252 MK811, pBR322 本研究にて作製

MK6260 MK811, pUVRAB 本研究にて作製

MK6268 MK811, pUVRABC 本研究にて作製

MK7686 MK811 Δmfd, pUVRAB 本研究にて作製

MK6531 MK811 ΔpolB, pUVRABC 本研究にて作製

MK6507 MK811 ΔdinB, pUVRABC 本研究にて作製

MK6537 MK811 ΔumuDC, pUVRABC 本研究にて作製

MK6525 MK811 ΔpolBΔdinBΔumuDC, pUVRABC 本研究にて作製

MK6220 MK811 ΔpolA, pPOLA1 本研究にて作製

MK6292 MK811 ΔpolA, pPOLA1, pBR322 本研究にて作製

MK6296 MK811 ΔpolA, pPOLA1, pUVRAB 本研究にて作製

MK6298 MK811 ΔpolA, pPOLA1, pUVRABC 本研究にて作製

MK6236 MK811 ΔpolA, pPOLA2 本研究にて作製

MK6240 MK811 ΔuvrA ΔpolA, pPOLA2 本研究にて作製

MK6248 MK811 ΔuvrB ΔpolA, pPOLA2 本研究にて作製

MK7676 MK811 ΔuvrC ΔpolA, pPOLA2 本研究にて作製

MK7682 MK811 Δmfd ΔpolA, pPOLA2 本研究にて作製

MK6264 MK811 ΔpolA, pPOLA2 pUVRAB 本研究にて作製

MK6272 MK811 ΔpolA, pPOLA2 pUVRABC 本研究にて作製

MK8000 MG1655, pSK1002 本研究にて作製 

MK8002 MG1655, pSK1002 pBR322 本研究にて作製 

MK8004 MG1655, pSK1002 pUVRAB 本研究にて作製 

MK8006 MG1655, pSK1002 pUVRABC 本研究にて作製 

15



pCP20 FRT Km

pCP20 TS Km

43Υ  

UvrAB pUVRAB

pBR322 PvuI-AseI uvrA uvrB ㌹

DNA ∞ uvrA uvrB

NotI uvrC ㎲

ApaI AscI uvrA uvrB

pBR322 々 Ⅴ ColE1

pBR322 々 uvrA uvrB

㎲ UvrABC

pUVRABC pUVRAB ApaI-AscI uvrC

㌹ DNA ∞

pUVRAB pBR322 々 uvrC

㎲  

polA pPOLA1

pACYC184 BamHI-Hind polA

㌹ DNA ∞ DNA pol I

3’ 5’ 3’

5’ polA

pPOLA2 polA 424 ┘ Asp Ala

レ 11 オ  

SOS pSK1002 pBR322 lac

㎲ pMC1043 EcoRI–BamHI umuD

umuC umuDC

UmuDC SOS

SOS umuDC pSK1002

lac - ONPG

- SOS

レ 15 SOS オ  
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pBR322
4361bp

Ampr

ori

pUVRAB
9601bp

PvuⅠ

Apa I
Not I
AscⅠ

AseⅠ

uvrA

uvrB

ori

rop

Tetr

uvrA

AseⅠ

pUVRABC
10710bp

ori

rop

PvuⅠ

uvrC

AscⅠ

uvrB

Tetr

Ase I

rop

Tetr

図3-1　　NER過剰発現株で使用したプラスミド

oriの矢印は複製の方向、黒い矢印は各遺伝子の転写方向を表している。pUVRABは、pBR322の
AseⅠとPvuⅠの位置に、uvrA、uvrB遺伝子及びプロモーター領域と転写終結シグナルを含むDNA
断片を、uvrA遺伝子とuvrB遺伝子の間に新たな制限酵素部位、ApaⅠ、NotⅠ、AscⅠをクローニ
ングした。pUVRABCは、pUVRABのApaⅠとAscⅠの位置に、 uvrC遺伝子及びプロモーター領域
と転写終結シグナルを含むDNA断片をクローニングした。

Apa I

Pvu I
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Cmr

polA

HindⅢ

BamHI

pPOLA1
6900bp

Cmr

polA
3’→5’exo-

HindⅢ

BamHI

pPOLA2
6900bp

Asp→Ala

pACYC184
4245bp

HindⅢ

BamHI

Cmr

Tetr

oriori

ori

図3-2　　polA3’→5’exo-株で使用したプラスミド

oriの矢印は複製の方向、黒い矢印は各遺伝子の転写方向を表している。pPOLA1、pPOLA2は
pACYC184のHindⅢ とBamHIの位置に、polA遺伝子及びプロモーター領域と転写終結シグナ
ルを含むDNA断片をクローニングしたもので、pPOLA2については、polA の424番目のAsp
をAlaに置換した。
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表２ プラスミドリスト 

菌株名 遺伝子型 入手方法

pKD46 λRed recombinase, araC-ParaB, Apr Datsenko et al, 2000

pKD13 Kmr (FRT) Datsenko et al, 2000

pCP20 FLP, Apr, Cmr Datsenko et al, 2000

pBR322 Tetr, Ampr, rop gene, pMB1ori 当研究室のストック

pUVRAB uvrA uvrB gene, Tetr, rop gene, pMB1ori 本研究にて作製

pUVRABC uvrA uvrB uvrC gene, Tetr, rop gene, pMB1ori 本研究にて作製

pACYC184 Cmr, Tetr, pSC101ori 当研究室のストック

pPOLA1 polA gene, Cmr, pSC101ori 本研究にて作製

pPOLA2 polA gene, Cmr, pSC101ori 本研究にて作製

pSF11 uvrA gene, Apr,Tets ,pBR322ori Kiyosawa et al., 2001 

東北大学山本氏より分与

pNP10 uvrB gene, Tetr ,pBR322ori Ormondt et al., 1981 

東北大学山本氏より分与

pSK1002 umuC’-lacZ fused gene, Apr, rop gene, pMB1ori Shinagawa et al.,1983 

大阪大菱田氏より分与

 

３ P1 ファージについて 

P1 P1 vir さ

LB  

 

４ 試薬・酵素・培地 

モ オ NaCl KCl HCl NaOH

㈻ Sigma♣ モ

Sigma♣ TaqDNA

ExTaq TAKARA♣ TAKARA NEB

TOYOBO♣  

オ モ MilliQ

 

LB 1.0  Bacto trypton Difco♣ 0.5  Bacto 

yeast extract Difco♣ 1.0  NaCl
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Bacto agar Difco♣

1.5 さ ㈻

 

P1 ㈻ R-top agar 1  Bacto trypton Difco♣
1, 0.1  Bacto yeast extract Difco♣ 1, 0.8  NaCl 1, 0.8  Bacto agar (Difco

♣ 1, 2.0 mM CaCl 2, 0.1  glucose 3 1

2 3

Bacto agar (Difco♣

1.2  

SOC 2  Bacto trypton (Difco♣ , 

0.5  Bacto yeast extract (Difco♣  1, 0.05  NaCl 1, 2.5 mM KCl 1, 20 mM 

glucose 3, 10 mM MgCl 2, 10 mM MgSO4(pH 7.0) 2 1

2 3

 

SOS glucose minimal medium 10.5 mg/ml K2HPO4
1, 4.5 

mg/ml KH2PO4
1, 1.0 mg/ml (NH4)2SO4

1, 0.5 mg/ml sodium citrate 2H20 1, 0.001 M 

MgSO4 7H2O 2, 0.0005  B1 3, 0.2  glucose 3 1

2 3

さ ㈻  

㈻ オ Amp

Sm Rif 100 µg/ml

Cm 25 µg/ml Km 50 µg/ml

Tet 5 µg/ml

よ 100 mg/ml 50 mg/ml 100%

100% 50%

よ 10 mg/ml 50 mg/ml 5 mg/ml

-30Υ よ  

 

５ プラスミド DNA の調製 

Qiagen QIAGEN♣

㈻ LB 5 ml ㌹

㈻ LB 100 ml 100 µl

20



250 rpm/min 4 Υ 5200 rpm 15

BECKMAN♣  Rotor JA14 P1

50 mM Tris-Cl(pH 8.0),10 mM EDTA, 100 µg/ml RNaseA 4 ml

P2 200 mM NaOH,1  SDS(w/v) 4 ml 5

P3 (3.0 M KAc(pH 5.5) 4 ml QIA filter

10 QIAGEN-tip100 QBT 750 mM 

NaCl, 50 mM MOPS(pH 7.0), 15  (v/v), 0.15 Triton®X-100(v/v)

4 ml QIAGEN-tip100 QIA filter

DNA QIAGEN-tip100 Buffer QC (1.0 M 

NaCl, 50 mM MOPS(pH 7.0),15  (v/v) 10 ml 2 Buffer 

QF(1.25 M NaCl, 50 mM Tris-Cl(pH 8.5), 15  (v/v) 5 ml

DNA 3.5 ml 4Υ 14000 rpm

30 BECKMAN♣  Rotor JA25.5 DNA

70   2 ml 4Υ 14000rpm 10

BECKMAN♣  Rotor JA25.5 TE 10 mM 

Tris-Cl(pH 8.0), 1 mM EDTA 40 µl DNA よ  

さ

DNA 1:1

1:1

DNA 3 M NaOAc

DNA 1/10 2.5 4Υ 14000 rpm

15 TOMY♣  Rotor TMA-6 DNA

70  2.5 4Υ 14000 rpm 15

TOMY♣  Rotor TMA-6  

 

６ アガロースゲル電気泳動 

AgaroseLO3 TAKARA♣

0.7 1.5 (w/v) TAE 40 mM Tris-acetate, 2 mM 

EDTA(pH 8.0) Molecular Cloning Sambrook et 

al.,2001 ♣
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 PiCO-96( ♣ ) 100 V

50 V 20 60 0.5 µg/ml

30 DNA UV ATTO♣

DNA ふ  

 

７ プラスミドによる形質転換法 

 ㈻㌹

DNA one-step gene disruption DNA ∞

 

 

a）塩化カルシウム法 

  a)-1 コンピテントセルの作製 

LB  5 ml 30Υ ㌹

LB  100 ml  1 ml 37Υ 250 rpm O.D.600

0.3 0.4 1 108 cells/ml ㌹ BECKMAN♣  DU640 

spectrophotometer O.D. ┘ 50 ml

2 10 4Υ 4100 rpm 10

BECKMAN♣  Rotor JA25.5

MgCl2-CaCl2 80 mM MgCl2 20 mM CaCl2 30 ml

4Υ 4100 rpm 10 BECKMAN♣  Rotor JA25.5

0.1 M CaCl2 1 ml

1.5 ml 200 µl  

 

  a)-2 プラスミド DNA の導入 

 200 µl DNA 100 ng 10 µl

30 42Υ 30

2 SOC  800 µl

160 rpm/min 45 ㈻ LB

900 µl 100 µl 10 µl

㈻㌹ 2

22



15

-80Υ  

 

b）電気窄孔法（エレクトロポレーション法） 

  b)-1 コンピテントセル作製 

LB  5 ml

㌹ LB 1.0  Bacto trypton Difco♣

0.5  Bacto yeast extract Difco♣ 0.5  NaCl 500 ml  2.5 ml

BW25113 10mM L-

250 rpm O.D.600 0.3 0.4 1 108 cells/ml

㌹ BECKMAN♣  DU640 spectrophotometer O.D.

┘ 250 ml 2 2Υ

5200 rpm 15 BECKMAN Rotor 

JA14 10%  250 ml 2

2Υ 5200 rpm 20 BECKMAN♣  Rotor JA14

10   250 ml 2Υ

5200 rpm 20 BECKMAN♣  Rotor JA14

10   40 ml 2Υ 5200 

rpm 20 BECKMAN♣  Rotor JA14 1 ml

GYT 1.5 ml

40 µl -80Υ

よ  

 

  b)-2 プラスミド DNA の導入 

Bio-Rad♣ E.coli Gene Pulser

 40 µl DNA 100 ng

0.2 cm Bio-Rad♣

2.5 kV SOC  1 ml

モ 160 rpm/min 1

㈻ LB

㈻㌹ 2

15

23



-80Υ

 

 

８ P1 ファージを用いた形質導入 

background ┘ ㈻

P ㈻  

 

 a）P1 溶菌液の調製 

┘ ㈻

(donor) -80Υ LB

LB  5 ml

㌹ 5 mM CaCl2 LB  5 ml  50 µl

160 rpm/min O.D.600 0.4 0.5 (1 108 cells/ ml)

BECKMAN♣  DU640 spectrophotometer

1 ml モ P1  1.0 107 pfu

37Υ 20 P1 donor 55Υ

R-top agar 2.5 ml R-plate ㎲

37Υ 8 8 R-

R-top agar

LB  1 ml

 100 µl 30 voltex 4Υ 9000 rpm

20 BECKMAN♣  Rotor JA20.1 1.5 ml

40 µl 4Υ

 

 

 b）溶菌液による形質導入 

┘ ㈻ recipient -80Υ

LB LB  5 

ml ㌹  1 ml 1.5 ml

20Υ 3000 rpm 5 TOMY♣  

Rotor TMA-6 MC buffer 100 mM MgSO4 5mM CaCl2

 ml 1.0 109 cells/ ml 100 µl 1.0
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108 cells P1 1.0 109 pfu 1.0 108 pfu 1.0 107 pfu

37Υ 20 P1

P1 1M 

pH 5.5) 200 µl

1

LB 100 µl

2

LB

15

-80Υ PCR

┘ Ⅴ ↓

㈻

DNA PCR 13 ↓

よ レ オ 3-2

オ  

 

９ One-step gene disruption 法を用いた遺伝子破壊株の作製 

 a）欠損させる遺伝子と薬剤耐性遺伝子の組換えに用いる断片の作製 

DNA pKD13 FLP recognition target 

site Priming site 1, 20bp Priming site 4, 20bp

3’ ㎰ ┞ 50bp 5’

70bp スゝ Datsenko et al., 2000 3-1

DNA pKD13 5 DNA オ

DNA ♣

♣ ォ HPLC TE 10 mM 

Tris-HCl(pH8.0) , 1mM EDTA よ -30Υ

よ  

PCR Ex Taq DNA TAKARA♣ 10 Ex Taq buffer

dNTPmix 2 3-1 オ pKD13

10-20 µl 10 mM Tris-HCl(pH8.3), 50 

mM KCl 1.5 mM MgCl2, 200 µM dNTP, 1.5 10-2 U/ µl TaqDNApolymerase, 4 

pmol/10 µl 1-10 ng/10 µl pKD13 Gene Amp PCR 
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System 9600(PERKIN ELMER♣ 95Υ 1

95Υ 30 55Υ 30

72Υ 1.5 30 72Υ 5  

PCR ┘

 

PCR DNA DpnI DpnI

20 U/ µl PCR  50 µl 1 µl 37Υ 1

㈻

DNA ∞ よ レ 5 

DNA オ  

 

表 3-1 遺伝子破壊株作成用プラスミドリスト 

名称 使用目的 プライマー配列 1) 

dUVRA4P1F 

 

ΔuvrA 株作製 

 

CAGCATCGGCTTAAGGAAGCGTGCCGTGTGTGATGCTTC

GCACTCCGCGAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 

dUVRA4P4R 

 

ΔuvrA 株作製 

 

ATGGATAAGATCGAAGTTCGGGGCGCCCGCACCCATA AT

CTCAAAAACATATTCCGGGGATCCGTCGACC 

dUVRB2P1F 

 

ΔuvrB 株作製 

 

TTTGCTCATGATTGACAGCGGAGTTTACGCTGTATCAGA

AATATTATGGTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 

dUVRB2P4R 

 

ΔuvrB 株作製 

 

TTACGATGCCGCGATAAACAGCTCACGCAGCTGATGCAA

CTGGTCACGAAATTCCGGGGATCCGTCGACC 

dUVRC2P1F 

 

ΔuvrC 株作製 

 

CACCTGGCAATTCGCCATGGTCTGTGTAATGCGGAGACA

TTATCAAGTCAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 

dUVRC2P4R 

 

ΔuvrC 株作製 

 

CTGCCAGACCTTGCGAAATACCCGGCACTTTTGCAATTTC

CTCGACGCTGATTCCGGGGATCCGTCGACC 

dMFD2P1F 

 

Δmfd 株作製 

 

ATATGCCCCCATATGTTGAGGCATATCCTAACGAGAATC

TGACAACCGTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 

dMFD2P4R 

 

Δmfd 株作製 

 

GAATTTGTAAATGTTGCAGATGGGGGCGCAGAAACGCCC

CCGATTTACCAATTCCGGGGATCCGTCGACC 

1)下線の引いてある配列は pKD13 上に存在している priming site 1 と相同な領域であり、イタリッ

ク体で示した配列は同様に pKD13 上に存在している priming site 4 と相同な領域である。 
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 b）欠損株の作製 

┘ -a) 

∞ DNA ∞

BW25113 BW25113

Red recombinase ㎲

pKD46

DNA ∞ Km DNA

DNA ∞ -b) 

オ

10 mM L- 100 µg/ml Amp 30Υ

㈻㌹ DNA 100 ng ㈻㌹

30Υ ㈻ LB

LB 37Υ pKD46

15

-80Υ  

background MK811

background ┘ ㈻ 7 P1

㈻ オ  

PCR ┘

Ⅴ ↓

㈻ DNA

PCR 13 ↓

よ レ オ 3-2 オ

 

 

 c）薬剤耐性遺伝子の除去 

┘

FLP pCP20

㈻㌹ -b) オ

㈻㌹ 100 ng DNA pCP20

㈻㌹ LB 30Υ

27



㈻㌹ 30Υ

pCP20

43Υ  

PCR ┘

Ⅴ ↓

㈻

DNA PCR 13 ↓

よ レ オ 3-2

オ  

表 3-2 遺伝子破壊株作成確認用プライマーリスト 

名称 相同領域 プライマー配列 

kt Km耐性遺伝子 CGGCCACAGTCGATGAATCC 

k1 Km耐性遺伝子 CAGTCATAGCCGAATAGCCT 

k2 Km耐性遺伝子 CGGTGCCCTGAATGAACTGC 

dUVRA1F uvrA TTTATCACGCCAGGATTCG 

dUVRA1R uvrA GAAAAACGTAAATTGCTGGTGC 

dUVRB1F uvrB TGATTGACAGCGGAGTTTACG 

dUVRB1R uvrB ACCGCCAGTTGTTACATAACG 

dUVRC1F uvrC TGTTGAGCTGACTCACCTGG 

dUVRC1R uvrC GCAACGTAGGGATATTAAATTGC 

dMFD1F mfd ACTGACACTCCTGCTGGTTTATCCC 

dMFD1R mfd TGAATTATGGATGGTGACAGTGTCG 

dPOLA1F polA TGTAAAACGAAAGCTTAGTTATCCACATGACGATTTGC 

dPOLA4R polA CAGGAAACAGGGATCCATTTCTAATAGCCATCACAAAACG 

dLEXA1F lexA TGTTATGGTCGCATTTTGGATAACC 

dLEXA1R lexA CAGCAACGGAACGGTGATATTGG 

 

10 組換え DNA プラスミドの作製 

pBR322 uvrA uvrB pUVRAB

pBR322 5 DNA

オ

さ 10 DNA ∞ Ⅴ

- I (NEB♣
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uvrA uvrB

( 3-3 PCR

uvrA uvrB

T4 Molecular 

Cloning Sambrook et al., 1989 pUVRAB uvrC

DNA pUVRABC

オ オ DNA

┘

DNA PCR

13 ↓ よ レ オ

3-4 オ  

DNA pol I 3’ 5’

pPOLA2 polA pACYC184

pPOLA1 pUVRAB

 

表 3-3 組換えプラスミド作成用プライマーリスト 

名称 相同領域 プライマー配列 

dPOLA1F 

 

polA のプロモーター付近 

 

TGTAAAACGAAAGCTTAGTTATCCACATGACGAT

TTGC 

dPOLA4R 

 

polA のターミネーター付近 

 

CAGGAAACAGGGATCCATTTCTAATAGCCATCAC

AAAACG 

dUVRAOV1F 

 

uvrA のプロモーター付近 

 

TGTAAAACGAGCGGCCGCGACGGCCAGTGGCGCG

CCTTCCAATACTGTATATTCATTCA 

dUVRAOV1R uvrA のターミネーター付近 CAGGAAACAGATTAATAAACGTAAATTGCTGGTG

C 

dUVRBOV1F uvrB のプロモーター付近 TGTAAAACGACGATCGGATTGACAGCGGAGTTTA

CG 

dUVRBOV1R 

 

uvrB のターミネーター付近 

 

CAGGAAACAGGCGGCCGCGGGCCCACCGCCAGTT

GTTACATAACG 

dUVRCOV1F uvrC のプロモーター付近 TTAAAACGAGGGCCCAATGGCGTTAAGCCAGATC

G 
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dUVRCOV1R 

 

uvrC のターミネーター付近 

 

CAGGAAACAGGGCGCGCCGACCAATACAAAGAA

TGGGATAAGG 

 

表 3-4 組換えプラスミド作成確認用プライマーリスト 

名称 相同領域 プライマー配列１) 

dPOLA1F polA TGTAAAACGAAAGCTTAGTTATCCACATGACGATTTGC 

dPOLA2F polA GCTGACCTGTGAACAACT 

dPOLA3F polA CCACCAAGCAGTTACAAACC 

dPOLA4F polA GGACTGGATACGCTGTATGC 

dPOLA5F polA AACGGTGTGAAGATCGATCC 

dPOLA2R polA TTCAACGTCGGTTTTAATCG 

dPOLA3R polA CCTGTTTTTCAAAGAGAATGG 

dPOLA4R polA CAGGAAACAGGGATCCATTTCTAATAGCCATCACAAAACG 

dUVRA1F uvrA TTTATCACGCCAGGATTCG 

dUVRA2F uvrA CAAGCGTCTGATGCTACTC 

dUVRA3F uvrA CAGAATCCGGAACTGTCG 

dUVRA4F uvrA TGAATTACCTGACGCTTTCC 

dUVRA5F uvrA GGTGGGTCTGTTTACCTGC 

dUVRA6F uvrA GAGTTCTTTGATGCCGTACC 

dUVRA1R uvrA GAAAAACGTAAATTGCTGGTGC 

dUVRB1F uvrB TGATTGACAGCGGAGTTTACG 

dUVRB2F uvrB GAGCAGATGCGTTTGTCC 

dUVRB3F uvrB GGCTGACCCAGCGTACC 

dUVRB4F uvrB GTCACCACACTGACCAAGC 

dUVRB1R uvrB ACCGCCAGTTGTTACATAACG 

dUVRC1F uvrC TGTTGAGCTGACTCACCTGG 

dUVRC2F uvrC TCTATCAGCCGCGTTACAACG 

dUVRC3F uvrC CGTCACCGAAAAACAATTCG 

dUVRC4F uvrC AACCGTCGCTTCCTGTGTGG 

dUVRC1R uvrC GCAACGTAGGGATATTAAATTGC 

d15AR pACYC184 ATGCCAGGAAGATACTTAACAGG 

dPBR3221F pBR322 CCGGCTCCAGATTTATCAGC 

dPBR3221R pBR322 CCAGTCACAGAAAAGCATCTTACG 
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11 部位特異的変異導入法（Site-directed Mutagenesis） 

pPOLA1 polA 1271 ┘ A C

1271 ┘ A Asp

GAT ┘ A A C Ala

DNA pol I 3’ 5’ 424

┘ Asp Ala

3’ 5’

Derbyshire et al., 1991 polA

pPOLA2  

Quik ChangeTM Site-Directed Mutagenesis Kit TOYOBO

♣

スゝ

┞ スゝ 3-5 PCR Pfu DNA

STRATAGENE♣ 10 reaction buffer dNTPmix  

dPOLAM1F dPOLAM1R 3-5 DNA pPOLA1

50 µl (20 mM Tris-HCl pH 8.8 , 10 mM KCl, 

2.0 mM MgSO4, 10 mM (NH4)2SO4, 0.1% TritonX-100, 100 µg/ml, 50 µM dNTP, 5.0

10-2 U/µl pfu Turbo DNApolymerase, 125 ng/50µl , 5-50 ng/50µl 

pPOLA1 Gene Amp PCR System 9600 PERKIN ELMER♣

95Υ 30 95Υ 30

55Υ 1 68Υ 14 30

PCR ┘

DNA pPOLA1

DpnI PCR DpnI (0.20 U/µl 37Υ

1 DNA

DNA ㈻

㌹ DH5 ㈻㌹

㈻㌹

polA pPOLA2 polA

1271 ┘ A C polA 1269 ┘ 1274

┘ PuvI PuvI

㈻㌹
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PCR polA PvuI

㈻㌹ DNA

┘

DNA PCR 13 

↓ よ レ オ

3-4 オ  

 

表 3-5 部位特異的変異導入用プライマーリスト 

名称 相同領域 プライマー配列１） 

dPOLAM1F polA3’→5’exo GTCGGGCAAAACCTGAAATACGCTCGCGGTATTCTGGAGAA

CTAC 

dPOLAM1R polA3’→5’exo CTAGTTCGCCAGAATACCGCGAGCGTATTTCAGGTTTTGCCC

GAC 

 

12 自然変異頻度の測定 

 a）変異頻度の測定方法 

-80Υ LB 30Υ 24

LB  5ml 30Υ 160 rpm/min

12 LB 10-6 LB

 5 ml 100 µl LB 5 ml 100

37Υ 160 rpm/min O.D.600 1.0 1

108 cells/ml BECKMAN♣  DU640 

spectrophotometer

LB

3

2

3

37Υ 24

1 ml

1 ml

1 ↓
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↓ rpsL ↓

↓  

 

 b）rpsL前進突然変異検出系について 

 rpsL ↓ ↓ ↓

よ よ

S12

rpsL

1 ㈻

rpsL 1

rpsL ㈻

rpsL

rpsL

よ

 

rpsL 1

々 IS

rpsL

127 ┘ rpsL

rpsL

 

 

13 突然変異スペクトラム解析 

↓

↓ よ  

 

 a）ボイル法による鋳型 DNA の調製 

❻

Ⅵ
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図４　rpsL前進突然変異検出系

導入した野生型のrpsL 遺伝子上に変異が生じなければストレプトマイシン感受性となり、変異が
生じればストレプトマイシン耐性となる。このことから、ストレプトマイシン含有LBプレート上
にコロニーが形成されるか否かで、突然変異を検出することができる。
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❻ TE (10 mM Tris-HCl(pH 

8.0), 1 mM EDTA  20 µl 99Υ 3 20Υ 3000 rpm

5 PCR DNA  

 

 b）PCR による標的遺伝子の増幅 

PCR DNA dFOR-21 dREV21R

♣ ォ ┞ dRPOB1F dRPOB1R

dRPOB2F dRPOB2R ♣

ォ TE 10 mM Tris-HCl(pH8.0) , 1mM 

EDTA よ -30Υ よ

3-6 PCR  

PCR TaqDNA TAKARA♣ 10 reaction buffer dNTPmix

2 3-6 オ オ オ

DNA 1 µl 10mM Tris-HCl(pH 8.3), 50 mM KCl, 

1.5mM MgCl2, 200 µM dNTP, 1.5 10-2 U/µl TaqDNApolymerase, 4 pmol/µl 

10 µl Gene Amp PCR System 9600

PERKIN ELMER♣ rpsL

95Υ 1 95Υ 30

60Υ 30 72Υ 1.5 30 72Υ

rpoB 95Υ 1

95Υ 30 61Υ 30

72Υ 1 30 72Υ 5  

 

表 3-6 シークエンス解析用プライマーリスト 

名称 標的遺伝子 プライマー配列 

dFOR-21 rpsL TGTAAAACGACGGCCAGTCAGCCAGATGGCCTGGTG 

dREV21R rpsL CAGGAAACAGCTATGACCATGCCTGCAGGTCGACTCTAG 

dRPOB1F rpoBクラスター1 AATGTCAAATCCGTGGCGT 

dRPOB1R rpoBクラスター1 CCAACCGCAGACAAGTCATA 

dRPOB2F rpoBクラスター2 CGTCGTATCCGTTCCGTTGG 

dRPOB2R rpoBクラスター2 TTCACCCGGATACATCTCGTC 

rpoB標的遺伝子のプライマー作製は、Miller et al.,1992; Severinov et al., 1993; Garibyan et al.,2003

を参考にした。 
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 c）アガロース電気泳動 

オ PCR ∞

 

 

 d）プライマーの除去 

PCR PCR product pre-sequencing kit usb♣

Exonuclease Shrimp 

alkaline phosphatase TE 10 mM Tris-HCl(pH 8.0), 1 mM EDTA

1 mM Tris-HCl(pH 8.0), 100 µM EDTA, 1.0 10-2 U/µl Exonuclease , 

2.0 10-3 U/µl Shrimp alkaline phosphatase PCR  9 µl

オ 1µl 10 µl 37Υ 30

81Υ 30

DNA  

 

 e）DNA 塩基配列決定 

DNA よ

3100 Genetic Analyzer Applied Biosystems♣ Megabase 

1000 Amersham pharmacia biotech♣ 3100 Genetic Analyzer

16 Megabase 1000 96  

 

 e）-1 3100 Genetic Analyzer（Applied Biosystems 社製） 

3100 Genetic Analyzer DNA 3-6

オ Big dye® terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit Applied 

Biosystems♣ 1  5 µl 5 buffer 1 µl Big 

dye terminator mixture 0.5 µl primer 2 pmol/ µl  0.5 µl dH2O 2.5 µl DNA 0.5 

µl Gene Amp PCR System 9600 PERKIN ELMER♣

95Υ 1

96Υ 10 50Υ 5 72Υ 4 25

1 10 20 µl dH2O

dye terminator

Multiscreen N45 Millipore♣ sephadexG-75 Amersham pharmacia♣

65 µl ラ dH2O 300 µl 3

2900rpm 20Υ 10 BECKMAN
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♣  Rotor S4180 Horizontal Rotors dH2O

2900rpm 20Υ 10

BECKMAN♣  Rotor S4180 Horizontal Rotors

95Υ 3

3100 Genetic Analyzer

3100 Sequencing  

 

 e）-2  Megabase 1000（Amersham pharmacia biotech 社製） 

Megabase 1000 DNA Table7 オ

DYEnamicET Terminator Cycle Sequencing Kit Amersham pharmacia 

biotech♣ 1 5 µl DYEnamicET 

Terminator Regent Premix 0.5 µl, primer 2pmol/ µl  0.4 µl, dH2O 2.85 µl, DNA 

0.5 µl Gene Amp PCR System 9600 PERKIN ELMER♣

95Υ 25

50Υ 20 60Υ 1 50

1 10 µl dH2O dye terminator

Multiscreen N45 Millipore♣

sephadexG-50 Amersham pharmacia♣ 65 µl ラ dH2O 300 µl

3 2000 rpm

20Υ 5 BECKMAN♣  Rotor S4180 Horizontal Rotors

dH2O

2000 rpm 20Υ 5 BECKMAN♣  Rotor S4180 Horizontal Rotors

Megabase 1000

Version 2.0  

 

 f）シスター変異排除による変異頻度の補正 

rpsL ↓ よ 1

1

108

↓

↓
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rpsL ↓

 

レ

0 1

5

4 オ  

 

15 UV 感受性試験 

NER NER

recA UV NER

UV モ

LB 5 ml 10-2

5 1/5 4 µl

UV 5 J/m2 UV UV Stratalinker 1400 STRATAGENE

♣ UV 37Υ

UV

 

 

16 SOS 応答の確認 

pBR322 lac UmuDC umuD umuC

pSK1002 MG1655

㈻㌹ SOS

-80Υ LB 30Υ 24

㈻ LB  5ml

30Υ 160 rpm/min 12 glucose minimal 

medium 5 ml 80µl 37Υ 160 rpm/min

5 20 O.D.600

オ 500 µl モ Z buffer pH 7.0 60 mM Na2HPO4
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7H2O, 40 mM NaH2PO4 H20, 10 mM KCl, 1 mM MgSO4 7H2O, 50 mM -

500 µl 20 µl 10 voltex

37Υ 40 28Υ 5 4.0 mg/ml 

ONPG 200 µl 37Υ 20 1M NaCO3 500 µl

O.D.420 O.D.550 O.D.600 O.D.420 O.D.550

-  
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第３章 結果 

 

1 自然突然変異の発生における NER の役割 

 a） 自然突然変異の発生における NER の働きは？ 

 NER

Selby and Sancar, 1990; Sancer, 1996; Van Houten et al., 2005

Branum et al., 2001 NER

㈻

↓ ↓ さ

NER ↓ ↓ Sargentiti 

et al., 1981 ふ

NER ↓ ↓

┘ NER

Ⅵ ↓ ↓

 

 

 b） NER 欠損株における自然突然変異の発生頻度（rpoB） 

NER uvrA uvrB uvrC

uvrABC mfd uvrA mfd ↓

↓ NER

rpoB

40 20

オ NER

NER

 

2.5 10-8 uvrA

0.79 10-8 uvrB 0.38 10-8 uvrC 1.1 10-8 uvrABC

0.48 10-8 uvrA 0.32

40



0.340.600.190.440.150.32(1.0)-比

0.841.50.481.10.380.792.5変異頻度
(×10-8)

20404040404040実験区数

Δmfd
ΔuvrA

ΔmfdΔuvr
ABC

ΔuvrCΔuvrBΔuvrAWT菌株

0.01

0.1

1

10

100
rp
oB
突
然
変
異
頻
度

（×10-８）

図5　 NER欠損株における自然突然変異の発生頻度(rpoB)

大腸菌野生株及びNER欠損株における自然突然変異の発生頻度を示した。
40実験区の各実験区の変異頻度を灰色のドット、各実験区の変異頻度から算出した
中央値を黒のバーで示した。

41



uvrB 0.15 uvrC 0.44 uvrABC 0.19

5 UvrC  

Cho UvrC homologues UvrC

3’ NER

in vitro Moolenaar 

et al., 2002 cho uvrC

1.4 10-8

0.60 uvrC uvrC

Cho  

NER ↓ ↓

↓ ↓

uvrA uvrB

ぜ

レ 5 2 NER

オ  

㌹ ㊪ TCR Mfd

mfd

1.5 10-8 0.60 5 uvrA 

mfd 0.84 10-8 0.34

uvrA 5 UvrAB

6.8 mfd

UvrAB 0.74 12  

mfd Mfd

NER ㊪

NER ↓ ↓ Mfd

㌹  

 rpoB

よ NER

Ⅵ

WT 36 ゝ 180 uvrA 34

ゝ 170  

rpoB NER よ

6 7 4-1 NER よ
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2 21

443 A T 1534T C 1535 C T 1538 A T 1546 G A 1547A G

1565C T 1576C T 1578C T 1687A C 1714A C 1715T G 12

uvrC mfd

6 NER

uvrA uvrB uvrABC

7 NER

 

NER よ

NER ↓ ↓  

 

 c）NER 欠損株における自然突然変異の発生頻度（rpsL） 

rpsL NER ↓

よ

8 4-5 4-6 rpsL ↓

2

々 IS ↓

uvrC

IS

々

8 rpoB

□┢ rpsL

46%

31% rpsL

G:C C:G A:T T:A

Sakai et al., 2006

31% G:C C:G A:T T:A

4.8% NER 10% よ

9

uvrC ぜ uvrC

(data not shown)

よ  

43



図6　 NERの欠損株における部位別種類別の変異頻度（rpoB）

野生株（180サンプル）、ΔuvrC株（100サンプル）、Δmfd株(100サンプル）のスペクトラム解析結果から、部位別
種類別変異頻度をそれぞれ算出し比較した。縦軸には、rpoB前進突然変異頻度を、横軸には、変異が検出された部位、元
の塩基と置換後の塩基を示した。

rp
oB
前
進
突
然
変
異
頻
度

（×10-8)
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図7　 NERの欠損株における部位別種類別の変異頻度（rpoB）

野生株（180サンプル）、ΔuvrA株(170サンプル）、ΔuvrB株（75サンプル）、ΔuvrC株（100サンプル）、ΔuvrABC株（94
サンプル）、Δmfd(100サンプル）株のスペクトラム解析結果から、部位別種類別変異頻度をそれぞれ算出し比較した。縦軸に
は、rpoB前進突然変異頻度を、横軸には、変異が検出された部位、元の塩基と置換後の塩基を示した。上の棒グラフは縦軸の最大
値を0.50とし、下の棒グラフは縦軸の最大値を0.10とした。

rp
oB
前
進
突
然
変
異
頻
度

rp
oB
前
進
突
然
変
異
頻
度

(×10-8)

(×10-8)
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0.42

0.054

0.0064

0.027

ND

0.021

0.20

0.11

240× 5

WT

0.47

0.042

0.0039

0.013

ND

0.012

0.23

0.17

48× 6

ΔuvrC

全体

IS

重複

欠失

配列置換

１塩基フレームシフト

塩基置換

アリル間組換え

実験区

図8　 NER欠損株における突然変異スペクトラム(rpsL)

野生株とΔuvrC株の変異スペクトラムについて比較した。野生株では5実験区、ΔuvrC株で
は6実験区の平均値を算出した。

（×10-6）

rp
sL
突
然
変
異
頻
度

ΔuvrC
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15%IS
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図9　 野生株、NER欠損株における変異の種類別の検出割合(rpsL)

野生株の変異スペクトラム解析の結果から、変異の種類別検出割合をまとめた。
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 d）NER 過剰発現株における自然突然変異の発生頻度（rpoB） 
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図10　 recA欠損株において認められるUV感受性のNER過剰発現による回復の確認

上から、①KY1220 (phr-36::Cm)、②KY1225 (recA56 phr-36::Cm Tn10)、③
FS03(recA56)、④FS03/pSF11(uvrAをクローニングしたもの), pNP10 (uvrBをクローニン
グしたもの)（①~④東北大学山本和生教授より供与）、⑤FS03/pUVRAB（uvrABをクローニ
ングしたもの、本研究にて作成）とした。終夜培養液の10-2希釈液を、5段階、1/5希釈してい
き、4μlを左から順にスポット後、37℃で培養した。右のプレートについては、培養前にUV
5J/m2を照射した。
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図11　NER過剰発現株における自然突然変異の発生頻度(rpoB)

大腸菌野生株及びNER過剰発現株における自然突然変異の発生頻度を示した。
40実験区の各実験区の変異頻度を灰色のドット、各実験区の変異頻度から算出した
中央値を黒のバーで示した。
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図12　 NER過剰発現株における部位別種類別の変異頻度（rpoB）

野生株/vector株（100サンプル）、野生株/pUVRAB株（100サンプル）、野生株/pUVRAB株(100サンプル）のスペクトラム解
析結果から、部位別種類別変異頻度をそれぞれ算出し比較した。縦軸にはrpoB前進突然変異頻度を、横軸には変異が検出された部
位、元の塩基と置換後の塩基を示した。
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 e）NER 過剰発現株における自然突然変異の発生頻度（rpsL） 
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図13　 NER過剰発現株における突然変異スペクトラム(rpsL)

野生株とNER過剰発現株における変異スペクトラム解析の結果を示した。野生株では5実験
区、野生株/vectorでは2実験区、野生株/pUVRABでは6実験区、野生株/pUVRABCでは4
実験区の、それぞれの平均値を算出した。
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図14　 NER過剰発現株における塩基置換変異のスペクトラム (rpsL）

野生株とNER過剰発現株における変異スペクトラム解析の結果を示した。野生株では5実験
区、野生株/vectorでは2実験区、野生株/pUVRABでは6実験区、野生株/pUVRABCでは4
実験区の、それぞれの平均値を算出した。
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図15　 NER過剰発現株におけるフレームシフト変異のスペクトラム (rpsL）

野生株とNER過剰発現株における変異スペクトラム解析の結果を示した。野生株では5実験
区、野生株/vectorでは2実験区、野生株/pUVRABでは6実験区、野生株/pUVRABCでは4
実験区の、それぞれの平均値を算出した。
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 f）NER 過剰発現株における SOS 応答の確認 

 rpoB NER NER

Sancar in vitro

DNA NER NER

12bp DNA ∞ ふ Branum 

et al., 2001 NER 々

Selby and Sancar, 1990; 

Courcelle et al., 2001; Ogasawara et al., 2005; Neher et al., 2006 NER

 

NER

NER さ DNA

NER

DNA NER

NER

NER 12bp

Sancer, 1996; Van Houten et al., 2005 DNA

SOS Friedberg et al., 1995

NER DNA SOS

SOS NER

NER

SOS  

NER pUVRAB pUVRABC MG1655

㈻㌹ pUVRAB uvrAB pUVRABC uvrABC

56



pBR322 ㎲

pBR322 ㈻㌹  

SOS SOS UmuDC

lac

pSK1002 umu-lac Shinagawa et al., 1983 SOS

pSK1002 umuDC

lac

-

NER UvrA UvrB UvrC

SOS  

NER WT /pUVRAB WT /pUVRABC

WT/vector 4.1 12 -

16  

NER DNA UvrC ㌹ Mfd

1 DNA

SOS

WT/pUVRAB uvrC/pUVRAB mfd/pUVRAB

0.45 0.50 - 16

UV SOS UV

-

16  

NER SOS

UvrAB UvrABC DNA

NER TCR

Mfd  

 

 g）NER 過剰発現下で生じる SOS 応答に依存した突然変異の有無 
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↓ NER
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図16　NER過剰発現株におけるSOS応答の確認

大腸菌野生株、NER過剰発現株とさらにNERの欠損を加えた株を用いて、SOS応答への影響
（SOS応答によって発現量が上昇する遺伝子の発現量の変化）を調べた。4回の独立した実
験を行い、その平均値を棒グラフで示した。また、SD値はエラーバーで示した。
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 h）NER 過剰発現による修復 DNA 合成への影響 
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図17　 lexA1(ind-)株においてNERを過剰発現した場合の自然突然変異の発生頻度(rpoB)

大腸菌lexA1(ind-)/vector株とlexA1(ind-)/pUVRAB株の自然突然変異の発生頻度を示し
た。20実験区の各実験区の変異頻度を灰色のドット、各実験区の変異頻度から算出した中
央値を黒のバーで示した。
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 i）NER 過剰発現による修復 DNA 合成への TLS ポリメラーゼの関与 
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図18　 NER過剰発現株におけるDNA Pol I過剰発現の影響(rpoB)

polA過剰発現下でのNER過剰発現株の変異頻度の上昇とpolA非過剰発現下でのNER過剰発現
株の変異頻度の上昇について比較した。
40実験区の各実験区の変異頻度を灰色のドット、各実験区の変異頻度から算出した中央値
を黒のバーで示した。
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図19　 NER過剰発現株におけるDNA Pol I過剰発現の影響(rpsL)

polA過剰発現下での非NER過剰発現株の変異頻度の上昇とpolA過剰発現下でのNER過剰発現
株の変異頻度の上昇について比較した。野生株/vectorでは2実験区、野生株/pUVRABでは
6実験区、野生株/pUVRABCでは4実験区、野生株/pUVRABC/pPOLA1では4実験区の、そ
れぞれの平均値を算出した。
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図20　 NER過剰発現株におけるDNA Pol I過剰発現の塩基置換変異への影響(rpsL）

polA過剰発現下での非NER過剰発現株の変異頻度の上昇とpolA過剰発現下でのNER過剰発現
株の変異頻度の上昇について比較した。野生株/vectorでは2実験区、野生株/pUVRABでは
6実験区、野生株/pUVRABCでは4実験区、野生株/pUVRABC/pPOLA1では4実験区の、そ
れぞれの平均値を算出した。

（×10-6）

rp
sL
突
然
変
異
頻
度

64



WT/pUVRABC 19 10-8

polB/pUVRABC 33 10-8 dinB/pUVRABC 16 10-8

umuDC/pUVRABC 32 10-8 1.7

0.84 1.7 DNA pol  

NER TLS

TLS polB dinB umuDC/pUVRABC

0.37 10-8 WT/pUVRABC

0.0019 NER

DNA 3 TLS

21  

オ NER SOS

11 TLS SOS

DNA pol I TLS

DNA

DNA pol I 400 DNA pol 50 DNA pol 20 DNA 

pol 250 DNA pol 15 SOS DNA pol 350

DNA pol 2500 DNA pol 500 TLS

DNA pol DNA Pol 

TLS DNA pol DNA 

pol NER DNA

Ogi and Lehmann, 2006 Ⅴ SOS

NER TLS

 

NER SOS

NER SOS NER ㊪

 

 

 

 

 

 

65



図21　 NER過剰発現株における TLSポリメラーゼ欠損の影響(rpoB)

大腸菌野生株及びNER欠損株における自然突然変異の発生頻度を示した。
20－４０実験区の各実験区の変異頻度を灰色のドット、各実験区の変異頻度から算出した
中央値を黒のバーで示した。
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２ NER によって生じる自然突然変異の一部は修復 DNA 合成時の 

  DNA polⅠの複製エラーによって生じていた 
 a）DNA polⅠの校正機能の欠損株において NER の欠損あるいは過剰発現を加

えた場合の自然突然変異の発生頻度（rpoB） 
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図22　polA3’→5’exo-株においてNERを欠損、過剰発現した場合の
　　　自然突然変異の発生頻度(rpoB)

polA3’→5’exo-株とさらにNERを欠損あるいは過剰発現を加えた株における自然突然変
異の発生頻度を示した。
40実験区の各実験区の変異頻度を灰色のドット、各実験区の変異頻度から算出した中央
値を黒のバーで示した。
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 b）DNA polⅠの校正機能の欠損株において NER の欠損あるいは過剰発現を加

えた場合の自然突然変異の発生頻度（rpsL） 
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図23　 polA3’→5’exo-株においてNERを欠損させた場合の自然突然変異の発生頻度（rpoB）

野生株/pPOLA2株（100サンプル）、ΔuvrC/ pPOLA2株（100サンプル）、Δmfd/ pPOLA2株（100サンプル）のス
ペクトラム解析結果から、部位別種類別変異頻度をそれぞれ算出し比較した。横軸には、変異が検出された部位、元の塩
基と置換後の塩基を示した。
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図24　 polA3’→5’exo-株においてNERを欠損させた場合の自然突然変異の発生頻度（rpoB）

野生株/pPOLA2株（100サンプル）、 ΔuvrA/ pPOLA2株（100サンプル） ΔuvrB/ pPOLA2株（100サンプル）
ΔuvrC/ pPOLA2株（100サンプル）、Δmfd/ pPOLA2株（100サンプル）のスペクトラム解析結果から、部位別種類
別変異頻度をそれぞれ算出し比較した。横軸には、変異が検出された部位、元の塩基と置換後の塩基を示した
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図23　 polA3’→5’exo-株においてNERを欠損させた場合の自然突然変異の発生頻度（rpoB）

野生株/pPOLA2株（100サンプル）、ΔuvrC/ pPOLA2株（100サンプル）、Δmfd/ pPOLA2株（100サンプル）のス
ペクトラム解析結果から、部位別種類別変異頻度をそれぞれ算出し比較した。横軸には、変異が検出された部位、元の塩
基と置換後の塩基を示した。
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図26　 polA3’→5’exo-株にNERの欠損あるいは過剰発現を加えた場合の
　　　  突然変異スペクトラム（rpsL)

polA3’→5’exo-株とさらにNERの欠損あるいは過剰発現を加えた場合の変異スペクトラム
解析の結果を示した。いずれも、6実験区の平均値を算出した。
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図27　 polA3’→5’exo-株にNERの欠損あるいは過剰発現を加えた場合の
　　　   塩基置換変異のスペクトラム（rpsL)

polA3’→5’exo-株とさらにNERの欠損あるいは過剰発現を加えた場合の変異スペクトラム
解析の結果を示した。いずれも、6実験区の平均値を算出した。
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図28　 polA3’→5’exo-株にNERの欠損あるいは過剰発現を加えた場合の
　　　   フレームシフト変異のスペクトラム（rpsL)

polA3’→5’exo-株とさらにNERの欠損あるいは過剰発現を加えた場合の変異スペクトラム
解析の結果を示した。いずれも、6実験区の平均値を算出した。
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第 4章 考察 

 

１ 自然突然変異における NER の関与 

NER

DNA

Selby and Sancar, 

1990; Sancer, 1996; Van Houten et al., 2005

DNA DNA

㈻
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DNA ↓ ↓

 

NER ↓ ↓

NER ↓

↓ NER

NER DNA

NER
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DNA pol NER

↓ ↓ NER

NER ↓ DNA

々  

NER さ

↓ ↓

TCR Mfd
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DNA鎖切断

　　損傷DNAの除去　　

転写と共役して働く経路(TCR)ゲノム全体で働く経路(GGR)

自然突然変異

立体構造の変化？
酸化塩基損傷
の誤った認識？

図29　NERによる自然突然変異の誘発経路

本研究から明らかになった、NERに依存した自然突然変異が引き起こされる可能性について
示した。認識段階の誤りによりNER反応が進んだ場合に、通常条件ではDNA Pol Iの複製エ
ラーの頻度に依存して、自然突然変異が誘発されることが予想される。また、NER反応の中
間体である、一本鎖DNA状態は、SOS応答を促進し、さらなるNER反応につながる可能性が
考えられる。そしてこのような場合には、 SOS応答によって発現量が上昇するTLSポリメ
ラーゼの働きによって、より複製エラーが生じ、自然突然変異として固定されやすくなるこ
とが示唆される。

　　修復DNA合成　　
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NER過剰発現
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？

TLSポリメラーゼ
による複製
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２ NER よる自然突然変異の誘発経路 

 a）NER によって突然変異が固定されるメカニズム 

 オ in vitro DNA

NER DNA ∞ Branum et al., 

2001 さ NER

DNA pol I 々 ↓ ↓

29 々 DNA

MMR

Friedberg et al., 1995 NER DNA

Ⅵ Ⅵ GATC

MMR 々

NER

∞ DNA DNA

DNA DNA 々

↓ NER

↓ ↓ ┘ DNA

DNA

々 ↓ NER

Base excision repair ; BER

AP 5 ↓

Zhang and Dianov, 2005 ↓ ↓

 

 

 b）NER の認識段階でのターゲットについて 

NER

よ オ  

┘ DNA

NER

DNA
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DNA Branum et al., 2001; Ahn and Grossman, 

1996 NER ↓ ぞ

in vivo DNA
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Bacolla et al., 2001; Oussatcheva 

et al., 2001 RNA DNA ㌹ 々 Ⅴ

A DNA DNA

Z DNA Voet et al., 1995; Wang and 

Vasquez, 2006 21 poly

purine pyrimidine C T

NER
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Bacolla et al., 2001  

2 ┘
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TCR Bregeon et al., 2003 DNA
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Viswanathan and Doetsch, 1998 T7 RNA
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Tornaletti et al., 2004 RNA 8-oxoG

㌹ Tornaletti et al., 2004, 

Kuraoka et al., 2003 Ⅴ RNA
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３ NER の自然突然変異発生への寄与は？ 

 a）NER の制御について 

オ NER

3  

SOS DNA

DNA

SOS DNA
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Ogasawara et al., 2005
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Neher et al., 2006  

オ 3

┷

NER GGR Hsu et al., 2007; 

Nouspikel and Hanawalt, 2006 々 GGR

 

 

 b）自然突然変異における NER の寄与 

↓

々 DNA

↓ ㌹

Mfd ↓ ↓

NER ↓ ↓

↓

々 ↓ Ⅴ
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↓ Ⅴ NER ↓

mfd

Ross et al., 2006 オ  

 

 c）NER によって生じる自然突然変異と NER の存在意義 

↓ □┢

DNA
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NER DNA RNA
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第４章 付録 

 

１ 各種スペクトラム解析による結果（付録表） 

 

表 4-1 NER 欠損株における部位別種類別変異頻度（rpoB） 

 WT ΔuvrA ΔuvrB ΔuvrC ΔuvrABC Δmfd 

変異なし 0.13 0.0093 0.0051 0.033 0.015 0.090 

436GT ND 0.0093 ND ND ND ND 

443AT 0.18 ND ND ND ND 0.15 

437TG 0.014 ND ND ND ND 0.015 

1525AC 0.014 ND ND ND ND 0.030 

1527CA 0.014 ND ND ND ND ND 

1527CG 0.028 ND ND ND ND 0.030 

1529AT 0.014 ND ND ND ND ND 

1532TC ND ND ND 0.022 ND ND 

1534TC 0.15 ND ND 0.077 ND 0.030 

1535CA 0.014 ND 0.0051 ND ND ND 

1535CT 0.069 0.0046 ND 0.044 ND 0.030 

1537CA ND 0.014 0.020 ND ND ND 

1538AC ND 0.023 0.030 ND ND 0.015 

1538AG 0.028 0.046 0.020 0.033 ND 0.045 

1538AT 0.19 0.084 0.051 0.066 0.13 0.015 

1546GA 0.11 0.056 0.030 0.088 0.020 0.045 

1546GT 0.014 0.0046 ND ND ND ND 

1547AG 0.14 0.028 ND 0.099 ND 0.045 

1547AT ND ND 0.0051 ND 0.0051 0.030 

1552AG ND ND ND ND ND 0.015 

1565CA ND 0.0046 ND ND 0.015 ND 

1565CT 0.083 0.13 0.010 0.022 0.046 0.030 

1574CG 0.028 ND ND ND ND ND 

1576CA 0.028 0.028 0.0051 0.033 0.015 0.060 

1576CG 0.056 0.028 ND ND ND ND 

1576CT 0.19 0.14 0.041 0.17 0.071 0.090 

1577AT 0.028 ND ND 0.011 ND ND 

1578CT 0.028 ND ND ND ND ND 

1585CT ND ND 0.0051 ND 0.020 ND 
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1586GA 0.014 0.019 0.015 ND ND ND 

1592CT 0.028 0.084 0.071 0.011 0.026 0.12 

1592CA ND ND 0.0051 0.011 ND 0.060 

1598TC ND ND 0.036 0.022 0.020 0.030 

1600GA 0.042 ND ND ND ND 0.030 

1600GT 0.028 ND ND ND ND 0.075 

1601GA ND ND ND 0.011 ND 0.075 

1601GT 0.056 ND ND ND ND 0.060 

1681CT ND 0.0046 ND ND ND ND 

1687AC 0.42 ND ND 0.12 ND 0.11 

1687AT 0.014 ND ND ND ND ND 

1691CT 0.056 0.023 0.025 0.11 0.051 0.12 

1708GT 0.014 ND ND ND ND ND 

1714AC 0.11 ND ND 0.022 ND 0.030 

1714AT 0.042 0.033 ND 0.055 0.026 ND 

1715TG 0.083 ND ND 0.044 ND ND 

1721CT 0.014 ND ND ND ND 0.015 

1721CA ND ND ND ND ND 0.015 

欠失 0.028 0.019 ND ND 0.010 ND 

合計 2.5 0.79 0.38 1.1 0.48 1.5 

WT において、2 実験区以上で検出された変異に関しては下線で表示した。 
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表 4-2 NER 過剰発現株における部位別種類別変異頻度（rpoB） 
 WT/vector WT/pUVRAB WT/pUVRABC 

変異なし 0.034 0.38 0.38 

436GC ND 0.11 ND 

443AT 0.040 0.16 ND 

444GC 0.0067 ND ND 

1522TC ND ND 0.38 

1532TA 0.0067 ND ND 

1532TC 0.0067 ND 1.7 

1534TC ND ND 0.19 

1535CA ND 0.11 ND 

1535CT 0.047 ND ND 

1537CG 0.0067 ND ND 

1538AC 0.020 0.054 ND 

1538AG ND 0.38 0.95 

1538AT 0.047 0.11 ND 

1546GA 0.040 0.054 0.57 

1546GT ND ND 0.19 

1547AG 0.087 2.4 5.7 

1547AT ND ND 0.38 

1552AG 0.020 0.054 1.1 

1565CA 0.0067 ND ND 

1565CT 0.027 ND ND 

1576CA ND 0.054 ND 

1576CG 0.0067 ND ND 

1576CT 0.034 0.054 0.95 

1577AC ND ND 0.19 

1577AG ND ND 0.95 

1577AT ND 0.054 ND 

1578CG ND 0.27 ND 

1586GA 0.0067 ND 1.7 

1586GT 0.027 ND ND 

1592CT 0.034 ND ND 

1592CA ND ND 0.95 

1595CA ND ND ND 

1598TA ND 0.054 ND 

1598TC 0.013 ND 2.5 

1687AC 0.0067 ND ND 

1691CT 0.027 0.054 ND 

1714AC 0.060 0.38 ND 
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1714AT 0.040 ND 0.19 

1715TG 0.020 0.27 ND 

1721CT ND 0.27 ND 

1721CA ND 0.16 ND 

合計 0.67 5.4 19 
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表 4-3  polA3’→5’exo-株において NER を欠損させた場合の部位別種類別変異頻度（rpoB） 

 WT/pPOLA2 ΔuvrA/pPOLA2 ΔuvrB/pPOLA2 ΔuvrC/pPOLA2 Δmfd/pPOLA2 

変異なし 0.88 1.3 0.54 0.62 1.2 

437GT ND ND ND 0.31 ND 

1525AC 1.8 ND ND ND ND 

1532TC 9.7 0.44 0.54 4.7 5.6 

1532TG 1.8 ND ND ND 0.40 

1534TC 7.0 2.2 2.2 1.9 4.0 

1535CA ND 1.3 0.81 0.31 0.40 

1535CT 0. 88 ND ND ND ND 

1537CA 0. 88 0.44 0.54 ND ND 

1538AG 4.4 2.2 1.6 0.93 0.80 

1538AC 2.6 3.5 3.0 0.62 0.80 

1538AT 1.8 0.88 0.54 1.2 0.40 

1546GA 6.2 1.3 0.81 2.8 1.6 

1546GT ND ND 0.27 0.31 0.40 

1547AG 12 9.7 1.4 8.7 6.4 

1547AT 4.4 4.4 3.0 2.8 5.2 

1552AG 3.5 0.44 ND ND ND 

1553AG 0.88 ND ND ND ND 

1565CA ND 0.44 ND ND 0.40 

1565CT 0.88 ND 0.27 ND 0.40 

1576CA ND ND ND 0.31 ND 

1576CG ND 1.3 0.27 ND ND 

1576CT 2.6 1.8 1.6 2.8 6.4 

1577AG ND ND 0.54 ND ND 

1577AT 1.8 0.44 ND ND ND 

1583GT 0.88 ND ND ND ND 

1592CA ND ND 0.54 ND 0.40 

1592CT 1.8 0.44 1.1 ND 0.40 

1598TC 7.9 7.9 6.8 1.9 4.0 

1598TA 1.8 ND ND ND 0.40 

1599TC ND ND ND 0.31 ND 

1601GA 7.9 ND ND ND ND 

1691CT 0.88 1.8 0.54 0.31 ND 

1693GT ND ND 0.27 ND ND 

1714AT 2.6 1.8 ND 0.31 0.40 

合計 88 44 27 31 40 

WT/pPOLA2 において、2 実験区以上で検出された変異に関しては下線で表示した。 
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表 4-4 polA3’→5’exo-株において NER を過剰発現させた場合の部位別種類別変異頻度（rpoB） 

 WT/pPOLA2 ΔuvrC/pPOLA2 WT/pPOLA2/pUVRAB 

変異なし 0.88 0.62 3.7 

436GT ND ND 3.7 

437GT ND 0.31 ND 

1522TC ND ND 11 

1525AC 1.8 ND ND 

1532TC 9.7 4.7 30 

1532TG 1.8 ND ND 

1534TC 7.0 1.9 3.7 

1535CA ND 0.31 ND 

1535CT 0.88 ND ND 

1537CA 0.88 ND ND 

1538AG 4.4 0.93 19 

1538AC 2.6 0.62 ND 

1538AT 1.8 1.3 ND 

1546GA 6.2 2.8 11 

1546GT 0 0.31 3.7 

1547AG 12 8.7 110 

1547AT 4.4 2.8 11 

1552AG 3.5 ND 22 

1553AG 0.88 ND ND 

1565CT 0.88 ND ND 

1576CA ND 0.31 ND 

1576CT 2.6 2.79 19 

1577AC ND ND 3.7 

1577AG ND ND 19 

1577AT 1.8 ND ND 

1583GT 0.88 ND ND 

1586GA ND ND 33 

1592CA ND ND 19 

1592CT 1.8 ND ND 

1598TC 7.9 1.9 44 

1598TA 1.8 ND 3.7 

1599TC ND 0.31 ND 

1601GA 7.9 ND ND 

1691CT 0.88 0.31 ND 

1714AT 2.6 0.31 3.7 

合計 88 31 370 
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２ NER 欠損株におけるリファンピシン感受性に関する確認 

rpoB

NER

NER

↓

 

 

a）リファンピシンに対する感受性試験 

NER gradient plate

13.8cm 9.8cm 1.3cm

LB  50ml ㎲

LB  50 ml ㎲

gradient plate Maki et al., 1983  

37Υ 160 rpm/min 1/100

2 µl 1.5cm

37Υ

Rif

0 – 10 µg/ml  

uvrA

uvrB

5  

 

表 5 リファンピシンに対する各種 NER 欠損株の感受性 

菌株 生育可能な長さ(cm） 相対値 

WT 7.8 1.0 

ΔuvrA 5.9 0.75 

ΔuvrB 5.9 0.75 

ΔuvrC 7.3 0.93 

ΔuvrABC 5.3 0.68 

 

b）NER 欠損株におけるリファンピシン感受性にいたる変異部位の特定と NER に
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関わる遺伝子欠損の導入 

uvrA uvrB

uvrA uvrB

 

よ uvrA 20

P1 transduction

uvrA uvrB uvrC mfd

P1

㈻ 13 ↓ よ オ  

uvrA uvrB uvrC mfd

uvrA uvrB

13

3 6 1

uvrC mfd

 

3 uvrA uvrB

LB

uvrC mfd

 

uvrA uvrB

uvrC mfd

uvrC mfd ↓

UvrA UvrB UvrC ㊪

uvrA uvrB uvrC

uvrA uvrB uvrC

Ⅴ uvrA uvrB
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