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Mutagenic　and　virogenic　hydrexylainine－2netabolites，　such　a＄　nitrite，　hydroxyl－

amine，　oxime　and　hydrogen　peroxide，　stimulated　more　or　less　the　priming　activity

of　template　DNA　for　DriNIA　polymerase，　although　tlteir　actions　were　not　so　high

as　those　of　enediol　reductones．　Hydroxyiamine　and　hydrogen　peroxide　were　more

effective　for　the　stimulation　than　the　others．

INTRODUCTION

　　　It　was　rep◎r之ed極at　s◎搬e　hydr◎xyla搬ir韮e・艶etab◎1i艶s，　s疑ch　as　rしitrlte

（Yamafuji　et　al．，　1971　a），　hydroxylamine　（Yamafuji　and　Hashinaga，　1966，　1967；

Yamafuji　et　al．，　1966，　1971　a；　Omura　and　Yamagnchi，　1967；　Omura　et　al．，　1973），

oxime　（Murakami　and　Yamafuji，　1970；　Yamafuji　et　al．，　1971　a，　b；　liyama　et　al．，

1973；　Omura　et　al．，　1973）　and　hydrogen　peroxide　（Yamafuji　and　Uchida，　1966，

1968）　caused　breakage　of　nucleic　acids．　These　substances　were　found　to　be

mutagenic　and／or　virogenic　agent．　Yamafuji　（1970）　presented　a　working　hypoth－

esis　that　some　appropriate　cleavage　introduced　in　chromosomal　nucleic　acids

might　induce　mutagenesis，　virogenesis，　carcinognesis　or　carcinostasis，　as　the

iRitiatk3g　stage　of　these　cellular　aAemalizatioRs．　Further　studies　elucidated

that　cleavage　in　DNA　brought　about　＄ome　alteration　of　the　priming　activity

f（）rDNA・depe貸de貸宅RNA　p◎1y艶era＄e，　sti螢磁aもi箆g（）r　repressi簸g　acc◎rdi益g　t◎

the　deg．　ree　of　the　cleavage　（Yamafuji　et　al，，　1972；　liyama　et　al，，　1973；　Omura

窃　al．，　1973）．　0難　£he　（）亡her　hand，　ant疑縫m（）ric　reduc宅◎難es　i登d賢ced　cha難ges　◎f

the　priming　activity　for　DNA　polymerase　as　well　as　RNA　polymerase　in　con－

ftection　with　DNA　cleavage　by　them　（Omara　et　al．，　1975；　Tomita　et　al．，　1979）．

It　is　expected　that　hydroxylamine－metabolites　may　affect　the　priming　activity

for　DNA　polymerase，　since　they　have　abilities　to　cleave　nucleic　acids　aRd　to

alter　the　priming　activity　for　RNA　polymerase．
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MATERIALS　AND　METHODS

　　　Reagents：　Hydroxylamine　hydrochloride　（the　special　grade），　sodium　nitrite

（the　special　grade）　and　hydrogen　peroxicle　（the　first　grade）　were　purchased

from　Wako　Chemical　Co．　Galactose　oxime　was　kindly　supplied　by　Dr．　lio

（Kumamoto　Women　Univer＄ity）．　3H－thymidine　triphosphate　（3H－TTP，　20．9Ci／

mmol）　was　obtained　from　New　England　Nuclear．

　　　DNA：　DNA　frem　calf　thymgs　was　pgrified　accerdiRg　tfi　the　i￥iethod　repert－

cd　l！賞he　previ◎毛董s　paper（Om娯ra認砿1975）．

　　　DNA　polymerase：　DNA　polymerase　was　prepared　from　E．　coli　strain　B　after

Richardson　et　al．　（1964）　by　autolysis，　ammonium　sulfate　fractionation，　DEAE

cellulose　and　phosphocellulose　chromatographies，　as　described　in　the　foregoing

paper　（Tomita　et　al．，　1979），

　　　Treat搬e織重of　DNA　w油reageR亡：DNA（1◎0μg／ml）was　inc縫baもed　wi出1μM

or　1搬Mどeage撹i嚢25搬M　tris－Hαbu登er（pH　6。8）at　37℃f◎ぎ1hr．　After
dialysis　against　O．1×SSC　（O，15M　NaCl－O．015　M　Na－citrate）　at　40C　for　24　hr，

the　priming　activity　of　the　DNA　was　estimated．

　　　Priming　aetivity　assay：　The　assay　mixture　（400　pt1　in　total）　contained　20

ptmoles　of　tris－HCI　buffer　（pH　7．4），　2　ptmoles　of　dithiothreitol，　2　ptmoles　of　Mg

CI2，　20　nmoles　of　dATP，　dGTP，　dCTP　each，　14　pmoles　of　3H－TTP　（O．41　nCi），　20

ptg　of　DNA　and　12．5itg　of　DNA　polymerase　preparation．　An　aliquot　（50　ptl）　of

出e灘ix雛re　incubated　a£37℃was　tra嚢sferred量嚢毛◎2m玉◎｛c◇玉dα5Nperch！◎・

ric　acid　at　5　and　25　min　after　the　beginning　of　the　incubatiova　and　allowed　to

stand　for　30　min．　Acid－insoluble　fraction　was　collected　on　glass　filter　paper

（Whatman　GF／C）　and　washed　successively　with　3　ml　of　cold　O．5N　perchloric

acid，　cold　water　and　95％　cold　ethyl　alcohol．　Radioactivity　of　the　dried　filter

paper　was　counted　by　a　Beckman　LS－250　liquid　scintillation　counter　with　O．4　．0／o

PPO－to短e難e　as　sc三五田an毛。

RESULTS

　　　（1）　Hydroxylamine

　　　The　effect　of　hydroxylamine　on　the　template　DNA　of　DNA－polymerase
was　assayed．　As　described　in　Fig．　1，　the　priming　activity　was　enhanced　with

al◎w　c◎難ce撹ゴa窒i◎難◎f　lμM　hydroxyla拠鎗e．

　　　（2）N嚢r蓑te

　　　DNA　was　treated　with　sodium　nitrite　as　with　hydroxylamine．　Result　in

Fig．　2　indicates　that　the　effect　of　1　ptM　nitrite　is　not　remarkable．　However，　a

slight　enhancement　of　the　priming　activity　was　obs　erved　with　the　treatment
of　1　mM　nitrite．

　　　（3）G漁。重ose　ox嚢拠e

　　　Galacto＄e　oxime　showed　a　similar　effect　to　that　of　Ritrite　fer　the　primiRg

activity，　as　seen　in　Fig．　3．

　　　（4）　Hydrogen　peroxide

　　　DNA　treatment　with　hydrogen　peroxide　was　samely　performed　with　hy一
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Fig．　1．　Priming　activity　of　DN．A　treated　with　NH，OH．　DN．4X．　（100　ptg／ml）　was

incubated　with　1！tM　or　！nMM　NH20H　in　25　mM　tris－HCI　buffer　（pH　6．8）　at

37℃　for　1　hr．　After　dialysis　against　O．！×SSC　（O．15　iM　NaCl－O．0！5　M　Na・一

citrate）　at　4℃　for　24　hr，　priming　activity　of　the　DNA　was　assayed．x一一一x：

control，　o一．一〇：1pM　N｝120H，　e一一一e：1mM　NH20H．
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Fig．　2．　Primkig　actlvity　of　DNA　treated　with　NaNO2．　PNA　treatment　and

the　priming　assay　were　described　IR　the　legend　ef　Fig．　1，　exeept　that
NaNO2　was　used　instead　of　NEI20H．　x一一一x：control，　o一．一〇：1ptM　NaNO2，

e－e：1mM　NaNO2・
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Fig．　3．　Priming　activity　of　DNA　treated　with　galactose　oxime．　DNA
treatment　and　the　priming　activity　assay　were　described　in　the　legend　of
of　Fig．　1，　except　that　galacto＄e　oxime　was　used　instead　of　NH20H．　x一一一x：

control，　o一．一〇：　1　ptM　galactose　oxime，　e－e：　1　mM　galactose　oxime．
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Fig．　4．　Primlng　activity　of　DiNA　treated　with　HzO2．　DNA　treatment　and

the　priming　activky　assay　were　described　in　the　legend　of　Fig．　1，　except
that　H202　was　used　instead　of　NH20H．　x一一一x：control，　o一一．一一〇：1ptM　H202，

。　・：ユ搬MH202．
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droxylamine，　although　peroxide　is　not　hydroxylamine－metaboiite．　The　effect

ef　hydrogen　peroxide　on　the　template　DNA　is　shown　in　Fig．　4．　Hydrogen

peroxide　caused　an　enhancement　of　the　priming　activity　by　the　treatment
even　with　1　ptM　of　the　concentratien．

DISCUSSION

　　　The　bacterial　mutage難ic圭亡y　assay　a登d　an三州al　expeゴ1搬e簸ts　sttggested魚e

overlapping　of　mutagens　and　carcinogens．　Yamafuji　（1970）　demonstrated　that

the　cellular　anomalization　inclttding　mutagenesis，　virogenesis，　carcinogeResis

and　carcinostasis　might　be　induced　by　some　proper　scissions　in　the　chromo－

somal　DNA．　Along　this　working　hypothesis，　it　was　disclosed　that　the　breakage

of　nucleic　acid　strands　was　brought　about　by　some　mutagens，　virogens，　carci－

nogens　and　antitumoric　substances　and　that　such　breakages　caused　the　alter－

ation　of　RNA　polymerase，　DNA　polymerase　and　protein　synthesis．　Hydro－

xylamine－metabolites　are　the　first　ones　established　as　the　chemical　virogen

as　well　as　mntagen　（Yamafuji　und　Shirozu，　1944；　Yamafuji　and　Omura，　1950；

Yamafuji　and　Yoshihara，　1950）．　As　cited　above，　cleavage　of　nucleic　acids　and

alteration　of　the　priming　activity　for　RNA　polymerase　by　them　were　disclos－

ed．　ln　this　study，　an　analogous　effect　is　shown　for　DNA　polymerase　too．

These　results　may　provide　an　additiQnal　support　to　the　Yamafuji’s　hypethesis．

　　　All　reagents　tested　increased　more　or　less　the　incorporation　of　3H－TMP

inte　DNA，　as　shewn　in　Figs．　1，　2，　3　and　4，　although　their　effects　were　in

general　not　so　remarkable　as　those　of　ascorbic　acid　and　its　related　substances

（OiRura　et　al．，　1975；　Tomita　et　al．，　1975）．　Treatment　with　l　mM　reagents　is

more　effectivo．．　than　with　1　ptM，　Galactose　oxime　and　nitrite　were　relatively

raederate　for　the　effect　compared　with　hydroxylamine　and　hydrogen　perexide，

as　especially　seen　in　1　ptM　treatment，　ln　the　case　of　ascorbic　acid　and　its

rdated　SUbStanCeS，　the　e曲翻Ce鶏e就◎f出e　pri搬i嚢g　ability　WaS◎bSerVed　Whe簸

single　strand　scissions　were　introduced　into　DNA　strand，　but　double　strand

scissi◎盆s　which　had　bee捻prov◎k¢d　i無the　m慧ch　severer　c◎難d三之i◎織s　deαeased

the　ability．　Within　the　range　of　concentrations　applied，　higher　concentrations

of　reagents　did　Ret　reduce　the　primiRg　activity．　Cleavage　of　nucleic　acids　by

several　DNA　breaking　reagents　were　accelerated　in　the　coexistence　of　Cu2＋．

C◎itcerniltg　w董癒　hydroxy璽a拠至茎｝e一搬e籔bdi宅es，　c◎operati（）雛◎f　Cu2“sho縫1d　be

exarnined．　The　precise　mechanism　for　the　increase　of　incorporation　of　3H－

TMP　into　DNA　is　Rot　clear　at　present，　bgt　a　possible　iRterpretatien　raay　be

that　3’一〇H　terminal　groups，　initiation　sites　for　DNA　synthesis　（Mitra　and

Kernberg，　1966），　incre3se　as　the　straftds　are　sgbjected　to　scissiens，　3s　shcwR

by　liyama　et　al．　（1973）　for　RNA　polymerase．　Thus，　mutagenic　and　virogenic

hydroxylamine－metabolites　may　mod“late　the　priming　abiiity　for　DNA　synthe－

sis　depending　on　the　mode　and　degree　of　＄trand　breakages．　Such　modulation

f◎rthe　rep韮icatio無　a難d　tra籍＄criptiort搬ay　be　re圭a｛：ed　亡。　a登◎malizati◎琵　◎で　cell

functions　through　affecting　on　protein　synthesis．
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