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Summary

　Reactive　oxygen 　species 　are 　capahle 　of 　causing 　damage　to　various 　cellular 　constituents ，　such 　as 　DNA ，　pro−

teins　and 　lipids，　leading　to　carcinogenesis ，　aging 　and 　a　number 　of　diseases．　 We 　have　investigated　the

，eq 。 ence ・p ・・i且・ity・f ・xld ・ti… ぼess −m ・di・t・d　DNA 　d・m ・g・ by ・ ・i・9　
32P −1・b・1・d　DNA 　f・agm ・ nt ・

obtained 　fヒom 　the　human 　c−Ha−ras−1，p53　and 　p16　genes ．　The　sequence 　＄pecificity　of　DNA 　damage　plays 血e

key　role 　in　the　mutagenic 　process，　and 　affects 　the　mutation 　frequency，　Therefore，　investigatien　on 　g．　equence

speci 且city　of　DNA 　damage　would 　provide　clues 　on 　dle　biological　sign 丗 cance 　of　DNA 　damage　which 　in　turn
may 　be　beneficial　for　cancer 　prevention　strategy，　Here　we 　discuss　the　mechanisms 　and 　sequence 　spec 置city

of　DNA 　damage　caused 　by　various 　environmental 　chemicals 　and 　UVA −activated 　phGtosensitizers　in　relation

to　carcinogenesis 　and 　aging ．
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緒 言

　環境因子 や 食 餌 性 因 子 に よ り生体内で 生 成 さ れ る活性

酸素は，さまざまな生 体分子 を攻撃し ， 細胞傷害 を もた

らす．なかで も活性酸素 に よる 遺伝子 の 損傷は ， 細胞死，

老化，突然変異，発 が ん な ど に 密接 に 関連 して い る．化

学発が ん 過 程の 第
．一・
段階 （イニ シ エ

ーシ ョ ン ） に お け る

DNA 損傷機構 は付加体形成 と酸化的損傷 に大別 さ れ る．

DNA 付加体 は 環境化学物 質 が 生 体内 の 薬物代謝酵素 で

代謝活性化 され ，DNA に 直接 作 用 す る こ と に よ り形成

さ れ る．一一
方 ， 活性酸素 は，イニ シエ ーシ ョ ン に加 えて

，

発 が ん 過 程 の 第二 段階 で ある プ ロ モ ーシ ョ ン や プ ロ グ レ

ッ シ ョ ン に寄与す る と考えられ る．我 々 は，発 が ん性金

属 や ベ ン ゼ ン な ど の 単環芳香族化合物が酸化的 に DNA

損傷を介 して 発 が ん に 至 る こ とを報告 して きた，さ らに，

従来，DNA 付加体形 成 に よ りそ の 発がん 機構 が 説明 さ

れ て きた 多環芳香族化合物が 酸化的 DNA 損傷性 も有す

る こ とを見 い 出 して い る．す な わ ち，多くの 環境化学物

質 の 発 が ん 過 程 に お い て 酸化 的 DNA 損傷 が 非常 に重要

な 役割 を果 た して い る こ と を明 らか に して きた．

　活性酸素 が DNA を損傷し ， 老化 の 進行 に 関与す る と

い う仮説が提唱 さ れ て い る．ま た ， 最近染色体 の 末端 部

に存在す るテ ロ メ ア 繰 り返 し配 列 の 短縮が 老化 の プ ロ グ

ラ ム に 関 与して い る との 報告 が な され て い る．我 々 は，

老化促進機構 の
一

つ と して ，活性酸素 に よ る テ ロ メ ア 短

縮促 進 の 研 究 を 行い ，酸化 ス トレ ス と老化 の 関係 を解明

して い る ．

　本総説で は，最新の 研究 を もと に
， 発が ん や 老 化 にお

け る酸化的DNA 損傷 の 意義を概 説す る ．

＊
kawanisi＠doc．medic ．mieu ．ac．jp
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◎ 目本環 境 変異 原 学会

1．実験方法の 原理

　実験 に は ヒ トが ん 原遺伝子 c−Ha −ras −1お よ び が ん抑制

遺伝 r−　p53 や p16 の ホ ッ トス ポ ッ トを含む 約 100 〜400

t
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Table　1　 Mechanisms 。f　oXidative 　DNA 　damage　anCl／。 r　adduct 　fo  ation　induced　by　various 　c肛 cinogens

Amestest DNA 　adduct 　　　OXidative
formation　　 DNA 　damage Re艶r6nces

Aromadc 　nitro　and 　amino 　compounds

　4−Aminobiphenyl　　（polynuclear）
MelQx 　a皿 d　IQ　　 （polynuclear）
o−Toluidine　　　　（mononuclear ）

Nitrobenzene　 （mononuclear ）

o−Anisidine　 　 （mononuclear ）

Aromatic 　hydrocarbons
Benzo［a 】pyrene　　（polynuclear）
Be 皿 zene 　　　　　　（mononuclear ）

　Pentachlorophenol （mononuclear ）

p−Dichlorobenzene（mononuclear ）

　Caffeic　acid 　　　　　（mononuclea 「＞

Others

　2−Nitropropane　　（aliphatic 　arnine 　compound ）

　Benzoyl　perox圭de

⊥「
十

十

±

十 十 十

十 十 十

十 十 十

　 十

十

　 十

　 十

十 十 十

十 十 ÷

十 十 十

　 十

十 十 十

十 十 十

十 十 十

十 十 十

十 十 十

十 十 十

Murata 　et 　a1．（2001）

Mura 譲 et　a玉．（1999a，　1999b）
Ohkuma 　et　al．（1999＞

Ohkuma 　and 　Kawanishi（1999）
Ohkuma 　and 　Kawa皿ishi（20G1）

Flowers　et 　al．（1997）
Kawanishi　et　a1．〔ユ989a）
Hiraku　and 　Kawanishi （／996）

Oikawa 　et　al．（2001a）
Naito　et　al．（1994）

Oikawa　and 　Kawanishi （1996＞
Inoue　etal ．　（1992）

Sakano　et　al．（2001）

Kawanishi　et　al．（1999）

塩 基 対 の DNA 断片 をサ ブ ク ロ ーニ ン グ に よ り多量 に 得

た．こ れ らの DNA 断片 の 5’末端を
32P

で 標識し，制限酵

素 で 切断 し て
一

端 の み が 標識され た 単離 DNA 断片を 調

製 し た ．ま た ，テ ロ メ ア 配列 を含 む DNA 断 片 （5
’一

（TAGTAG ）4 （TrAGGG ）d
−3
’
） は 合成 し，同様 に

32P
で 標

識 して 実験 に 用 い た．Maxam −Gilbert法 を応用 し，オ
ー

トラ ジ オ グ ラ ム か ら DNA 損傷性 とそ の 塩 基特異性を決

定 した．また ， 培養細 胞 を 用い た実験 に お い て は ，
ヒ ト

白血病細胞 HL−60とそ の カ タ ラ
ーゼ 過発現株 の HP100 を

用 い ，細胞内 DNA 損傷 に お け る 過酸化水素の 関与を検

討 し た．

2 ．酸化的 DNA 損傷 と発がん

　発 が ん 物質の ス ク リーニ ン グ と して ，変異原性試験 の

一
つ で あ る Ames 試験 が 実施 され て い る．1976年に

Ames が 300種 の 化学物質 を試験 した時 に は，発 が ん 物

質の 90％ が 変異原性 を示 し，非発 が ん 物質の 90 ％ は 変

異 原 性 を示 さ ない こ とか ら，変 異 原 性 の 検 出 に よ り発が

ん性 が 予 測 で きる と期待 され た．しか し，その 後 の 研究

か らAmes 試験 陽性物質 と発が ん物質 と の
一・

致率 は ， 現

在 で は 約 60％ 程度 と い わ れ て い る．新規化合物 は Ames
試験 陰性 を 確認後 ，使用 が許可 さ れ る．そ れ ゆ え ，
Ames 試験陰性物質 の 安全性 の 評価方法 に 関す る 研究 が

必 要 で あ る．我 々 は，
“
Ames 　test　negative

”
な発 が ん 物

質に つ い て DNA 損傷 性 を検 討 した ．そ の 結果 ，
　 Ames

試験陰性の 発 が ん物 質は 多 くの 場合，活性酸素生 成 を介

し て DNA 損傷 を 起 こ し発が ん に 関与す る こ と を 見 い 出

し た，こ れ まで の 研究 に お い て Ames 試験 陰性 の 発 が ん

物質 と酸化 的 DNA 損傷性 との 間 に定性的な相 関関係 を

認 め て い る ．す なわち，Ames 試験 が DNA 付加体 を形

成す る 発がん 物質 を効率よ く検出す る の に 対 して，我 々

の シス テ ム は 酸化 的DNA 損傷 をもた らす発 が ん 物質を

検出す る の に 優 れ て い る と考え られ る．種 々 の 発 が ん 物

質に よ る DNA 損傷形態 とAmes 試 験 に よ る 判 定 と の 関

係 を Table　1 に示 した．本 セ ク シ ョ ン で は，発 が ん物質

の 化学構造 と DNA 損傷形態 との 関係 に注 目 し ， 酸化的

DNA 損傷とそ の 機搆 に つ い て 述べ る．また，発が ん性

金属 に お け る 活性酸素 の 生 成 と塩基配列特異 的 DNA 損

傷の 発 が ん へ の 関与に つ い て も概説す る．

　 1＞芳香族 ア ミ ノ 化合物

　 （1）多環芳香族 ア ミノ 化合物

　芳香族 ア ミ ノ 化合物 で ある 2一ナ フ チ ル ア ミ ン （2−naph −

thylamine ），4一ア ミ ノ ビ フ ェ ニ ル （4−aminobipheny1 ，
ABP ）や ベ ン ジ ジ ン （benzidine）は，染料や酸化防 ［L
剤 の 合成中間体 と して広 く使用 され て い た が，ヒ トに 膀

胱癌 を発生 させ る こ とが 明 らか とな り，現在 ， 労働安全

衛生法で 製 造 が 禁 止 さ れ て い る ．しか し ，
こ れ らの 発 が

ん 物質は タ バ コ の 主 流煙中 に含 まれ て い る こ とが 明 らか

に な っ て お り，喫煙者 の 膀胱癌 へ の 関与が 示唆 さ れ る．
一

般 に こ れ らの 化合物 は，生体 内で シ トク ロ ム P−450 に

よ りN 一水酸化 さ れ て ，ヒ ドロ キ サ ム 酸 が 形成 さ れ る ．
ヒ ドロ キサ ム 酸 は，ア セ チ ル トラ ン ス フ ェ ラーゼ あ る い

は ス ル ポ トラ ン ス フ ェ ラ
ーゼ に よ りエ ス テ ル 化 され る．

こ の ヒ ドロ キサ ム 酸エ ス テ ル は
， 硫酸エ ス テ ル の 脱離性

の た め 非酵素的 に解離 し，ナ イ トレ ニ ウ ム イ オ ン を生 じ，

核酸や タ ンパ ク質 と結合する．発 が ん性化学物質の うち ，

ベ ン ゼ ン 環 の 数 が多い 場合，一
般 に，DNA 付加体形成

に よ る発 が んの 第1段階 （イニ シ エ
ー

シ ョ ン ） に 関与 す

る と考え られ て い る．

　我 々 は，ABP の 発が ん 機構に は，以 上 の よ うな DNA

付加体の 形成の み な らず， 酸化 的 DNA 損傷 も関与す る
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こ と を 明 らか に した （Murata　et　al．，2001）．　 ABP の 代謝

物 で あ る N 一ヒ ドロ キ シー4一ア ミノ ビ フ ェ ニ ル は，自動酸

化 し，ニ トロ ソ体 と な る過 程 で 活 性 酸 素 が 生 じ，生 体 内

重 金 属存在 ドで DNA を 損傷す る．さ らに 生 体 内 還 元 物

質 NADH に よ りニ トロ ソ 体が還元 され，酸化還元 サ イ

ク ル が 形成 さ れ る と活性酸素の 生成が増強 し，著 し い

DNA 損傷が 認 め られ る．さ らに，食品加熱生成物 ヘ テ

ロ サ イ ク リ ッ クア ミ ン や ア ゾ染料などの 多環式 ア ミ ノ 化

合物 に つ い て もDNA 付加体の 形成 の み な らず，そ の N一

ヒ ドロ キ シ 代謝物が 酸化的 に DNA を損傷す る こ と を 明

ら か に し （Murata 　et 　al．，1999a ；Ohnishi　et　al．
，
2000

，

2001）， 活性酸素を介 して 発 が ん 過程 に 関与す る可能性

を示 し た，

　（2）単環芳香 族 ア ミ ノ 化合物

　ベ ン ゼ ン環 が．．・
つ の ア ミ ノ 化 合物で あ る オ ル ト トル イ

ジ ン （o−toluidine ） は，染料 や 化学薬 品 の 精製，除 草剤

な ど に 使用 さ れ ，膀 胱 癌 の 多発 が 認 め ら れ て い る

〔IARC 評価 ：2B （ヒ 1・に 対 して 発が ん 性 を示す可能性 が

あ る）〕．オ ル ト トル イ ジ ン が DNA に付加体 を形成す る

と い う報告 は な く， そ の 発 が ん機構 は解明 され て い ない ．

我 々 は，オ ル ト トル イ ジ ン の 代謝物 で あ る 4−amino −3−

methylphenol お よ び o−nitrosotoluene が，　 Cu （II）お よび

NADH と の 共存 ドで 濃度依存的に DNA を 強 く損傷す る

こ と を 認め た （Ohkuma 　et　al．，1999）．　 DNA 損傷 の 塩 基

特異性 は，4−amino −3−methylphenol ，
　 o−nitrosotoluene ＋

NADH と も に チ ミン お よ び シ 1・シ ン が ， 強 く損傷 さ れ

た．酸化的DNA 損傷 の 指標 で あ る 8−oxodG の 生 成量 を

検討 した結果，CU （ID 存在下で 4aminO −3−methylphenOl ，

o−nitrosotoluene ＋ NADH と もに 8−oxodG 量 が 濃度依存的

に 著 し く増加 した ，従 っ て ，オ ル ト トル イ ジ ン の 代謝物

が，生体内物質存在下 で 酸化 還 元 サ イ ク ル （redox 　cycle ）

を形成 し，酸化的に DNA を損傷す る こ とが 発が ん に お

い て 重要な役割を果 た して い る こ とが 示唆 され た．我 々

は，さらに ニ トロ ベ ン ゼ ン な ど の 代謝物 が 酸化的 DNA

損傷を起 こ す こ とを認 め て お り（Ohkuma 　and 　Kawanishi，

1999，2001），ベ ン ゼ ン 環 が つ の ア ミ ノ 化合物 は 卞 に 酸

化 に よ りDNA を損 傷 す る こ とを 明 らか に した．

　2）芳香族炭化水素

　（1）多環芳香族炭化水素

　ベ ン ゾ ［a］ ピ レ ン （benzo ［a］pyrene） は 数多 くの

強力な 発が ん 性芳香族炭化水素中で 最 も良 く知 られた も

の の
一

つ で あ る．ベ ン ゾ ［a ］ ピ レ ン は，シ トク ロ ム P−

450 に よ り7，8 ジ オー
ル ー9

，
1〔Lエ ポ キ シ ド （7，＆diol−9，10−

epoxide ） まで 代謝 さ れ ，湾領域 エ ポ キ シ ドが 形成 され

グ ア ニ ン の 2 位 の ア ミ ノ 基 に 結合 し DNA に付加体 を形

成す る．多環状芳香族炭化水素の 発が ん性 にお い て，こ

の 湾 領域 エ ポ キ シ ドは 非常 に 重要 な役割 を果 た して い る

こ とが 知 られ て い る ．しか し，最近 ，ベ ン ゾ ［a ］ ピ レ

ン の 代謝物 が 活性酸素 を生 成 し酸化 的 DNA 損傷 も引 き

起 こ す こ とが報告 され （Flowers 　et 　al．，1997），現在，

我 々 はそ の 機構解 明 を行 っ て い る ，

　 （2）単 環 芳香族 炭化水素

　ベ ン ゼ ン は，Ames 試 験 で は 変異原 性 を検出で きない

発が ん性環境化学物質で あ る．ベ ン ゼ ン は ， 造 1缸系障害

お よび悪性腫瘍 （白lkL病〉 を 引 き起 こ す．我 々 は ，
ベ ン

ゼ ン の 代謝物 で あ る カ テ コ
ー

ル （Oikawa　et　al．，2001a），

ハ イドロ キ ノ ン （Hiraku　and 　Kawanishi
，
1996＞ お よび 1，

2，4・ベ ン ゼ ン トリオ
ー

ル （Kawanishi　et　al．，1989a）が 生

体 内物 質 存 在 ドにお い て ，酸 化 的 に DNA を損傷す る こ

と を証明 した．特 に，生 体内還元 物質NADH 共存
．
ドに

お い て ，カ テ コ ー
ル は 非常 に 強 くDNA を 損傷 し た．こ

の 損傷機構 （Fig．1） と して ，カ テ コ ー
ル の 酸化生 成物

で あ る 1，2一ベ ン ゾ キ ノ ン が NADH に よ り速や か に カ テ

コ ール まで 2電子還元 され，酸化還元サイク ル を形成 し，

活 性 酸 素 が 持 続 的 か つ 多量 に 生 成 さ れ る こ と を明 ら か に

した，また ，ヒ ト白⊥飢病 由来 の HL−60 とHP100細胞を用

い た結果か ら，カ テ コ ー
ル は H202 の 生 成 を介し て細 胞

内 DNA を損傷す る こ とが 認 め られ た ．こ れ らの ベ ン ゼ

ン 代謝物，とくに カ テ コ
ー

ル は活性酸素生 成を介 して

DNA 損傷 を引 き起 こ し，ベ ン ゼ ン の 発が ん 性 に 深 く関

与す る こ とが 示唆 され た．そ の 他 の Ames 試験陰性 の 発

が ん 物 質 で あ る オ ル トフ ェ ニ ル フ ェ ノ
ー

ル （OPP ）

（Inoue　et 　al．
，
199  ），ペ ン タ ク ロ ロ フ ェ ノ ール （PCP）

（Naito　et　al．，1994），パ ラ ジ ク ロ ロ ベ ン ゼ ン （p−DCB ）

（Oikawa　and 　Kawanishi，1996） の 各代謝物 の ハ イ ドロ キ

ノ ン 誘導体 お よびベ ン ゾキ ノ ン 誘導体が生 体内物質の 存

在下 で 同様に 活性酸素生成を介 して DNA 損傷 を起 こ す

こ と も解明 して い る．

　3）発が ん 性金属

　金属 は生体 に とっ て必須なもの もあ る と 回時 に，その

量 や種類 に よ り毒性を示 す もの が あ る．6価 ク ロ ム ，ニ

ッ ケ ル ，砒素，ベ リ リ ウ ム ，カ ド ミ ウ ム の 発が ん 性 は，

職業が ん に 関す る 疫学調査 や 動物実 験 の 研 究 な どか ら疑

う余地 は ない ．また，鉄錯体，鉛，コ バ ル トな ど につ い

て も，
ヒ トに対 して 発 が ん 性 を示す可能性 が報告 され て

い る．我 々 は in　vitro の 実験 に 基づ き，発 が ん 性 金 属 に

よ る DNA 損傷 を もた らす活性種 は 活性酸素で あ る こ と

を 明 らか に し，1986年に 匱 界 に先駆 け て 金属発 が ん の

活性酸素説 を提唱 した （Fig．2）．6価ク ロ ム （Kawanishi

et 　al．，1986），2価 の ニ ッ ケ ル （Kawanishi　et 　al．，1989b，

2001a ；Inoue　and 　Kawanishi，1989），　 Fe （III）ニ トリ ロ

三 酢酸錯体 （lnoue　and 　Kawanishi，1987） 及 び 2価の コ

バ ル ト　（Kawanishi　et 　a1，1989c）な どの 発 が ん 性金属化

合物が，H203 か ら ヒ ドロ キ シ ル ラ ジ カ ル （・ OH ），

一
重

項酸素 （
102

；ラ ジ カ ル で ない が 反応 性 に 富む 励起状 分

子酸素），金属
一

酸素錯体 な ど種々 の タ イ プ の 活性酸素

209

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Environmental Mutagen Society of Japan (JEMS)

NII-Electronic Library Service

The 　Environmental 　Mutagen 　Sooiety 　of 　Japan 　（JEMS ｝

○ 一 〇・・

　 benzene 　　　　　benzeneoxide

CarCinOgeniCity 　（十 ）

redox 　cycle

NAD
＋

NADH

　　　　　　　　　　　　 H202 『畷一〇 2

．
　 02

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 H202

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　个
　　　　　　　　　　　　　　　　Cu （II）Cu（1）　 　 　 02 　 02

’

− a
°”

t ．
◎

／
°

≒t．o ≠≠．℃r
°

町 1鶸 ：離 轡 　
瞼  

一 一

　 　 　 　 　 　 〇H

　　　a　　　　　　　　 CarCinOgeniCity 　（＋ ）

　 　 　 　 OH
　 catechoI

ゴ讎
　　　　1：
　　K　 　 　 　 O2

　 　 　 　 02
』

→ 臣

Ct：
1，2−benzoquinQne

02
’− H202

Cu （1）OQH

　↓
DNA 　damage

Fig，1　Mechanisms 　of 　oxida 廿ve 　DNA 　da皿 age 　by　benzene　metabo 弖ites

F童g．2　Scheme　ofmetal 　carcinogenesis 　mediated 　by、reachve 　oxygen 　species

種を 生 成す る．こ れ らの 活性酸素種 は，塩基配列 に 特異

的な DNA 損傷を起 こ し，発 が ん に 関 与 す る （Kawanishi
et 　aL，2001b）．

　以 上 の よ うに，酸化的 DNA 損傷 は環境化学物質 の 発

が ん過程 に お い て 非常 に重要な役割を果た して い る．現

在，我 々 は，酸化的 DNA 損傷 に加え DNA 付加体形成を

も簡便 に検出で きる シ ス テ ム を構築中で あり，酸化的損

傷 と付加体形成の 比率 が発 が ん 感受性 に与え る 影響の 解

明を行っ て い る．

3 ．酸化的 DNA 損傷と老化

　加齢とともに 活性酸素，放射線 や 太陽紫外線な ど に よ

る 酸化的 ス ト レス が 蓄積 し，その 結 果，DNA や 蛋白質

が 損傷 され，老化 が 進行す る と の 仮説が提唱されて い る．

染 色 体 の 末端部 に 存在す る テ ロ メ ア 繰 り返 し配 列 （5
’−

TrAGGG −3
’
）n の 短縮 が 老化の プ ロ グ ラ ム に 関 与す る と
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の 報告が な さ れ て い る．テ ロ メ ア は，真核生 物 の 染色体

の 末端 に存在 し，ヒ トで は 約 10kb も続き，染色体 の 安

定性 や 構造維持 に 重要 な役割を果 た し て い る．細 胞分 裂

の DNA 複製時に 新生鎖 5’末端部 分 の テ ロ メ ア DNA は
一

定 の 割合で 短縮 する．こ の テ ロ メ ア 繰 り返 し配 列の 短縮

が 酸化 的 ス トレ ス に よ り通常 の 4〜5倍促進 さ れ る こ と

が 報告 され た．（von 　Zglinicki　et 　al．，1995，　2000）．さら に，

炎症組織 で は テ ロ メ ア の 短縮促進が認め られ る こ とか

ら，炎症が老化促進 に 関与す る こ とも考えられる．従 っ

て，我 々 は，環 境 因子 や 炎 症 に よる 酸 化 ス トレ ス に 注 目

し，テ ロ メ ア 短 縮 促 進 を介 した老 化 促 進 機 構 の 解明 を行

っ て い る．

　 1）太陽紫外線

　 太陽紫外線が，発が ん の み ならず，皮膚 の 老化を進行

させ る こ とが知 られ て い る．太陽紫外線 に よ る DNA 損

傷 は DNA に 吸 収 領 域 を 持 つ UVB が 主 要 な 役割 を 果た し

て い る と考 え られ て きた が ，光 増感物質 を介 した UVA

に よ る 損 傷 も近 年 注 目 され て い る （Hiraku 　 and

Kawanishi
，
2000 ；Ito　and 　 Kawanishl ，1997 ；Tada−

Oikawa　et　al．，1997）．我 々 は 生体内光増感物質 （リボ フ

ラ ビ ン など） の 存在 下 ，ヒ ト繊 維芽 細 胞 WI −38 に UVA

を照 射 し，テ ロ メ ア 繰 り返 し配 列領 域 の 短縮 促進 を 検討

し た．そ の 結果，UVA 照射量 に 依存 し て テ ロ メ ア 長の

指 標 の
一一

つ で あ る TRF （terminal 　restriction 　fragment）

の 短縮が認 め られ，また，同条件下 に お い て ヒ ト培養細

胞 （WI −38や 前骨髄性 白血病細胞 HL60 ） に UVA を照 射

す る と 照射量 に 依存 し て 有意 に 8−oxodG が 増 加 し た

（Table　2）（Oikawa　et　a1．，2001b），こ の 酸化的 DNA 損傷

に よ る TRF の 短縮促 進機構 を 解明す る た め，テ ロ メ ア

繰 り返 し 配 列 を 含 む 合 成 DNA （5
’一（TAGTAG ）4

（TI／AGGG ）4
−3り を用 い て DNA 損傷 とその 塩基配列特異

性を ピペ リ ジ ン 処理 と8−oxodG 修復酵素Fpg　protein 処

理 を行 っ て 検討 し た．生体内光増感物質存在下 ，UVA

照射 に よ り，テ ロ メ ア 配列中 の 5LGGG −3
’
の 中央 の G に

特異 的 に ＆oxodG が 生 成す る こ と を認 め た．80xodG を

電 気化学検出器付 HPLC （HPLC −ECD ）で 定量 した 結果，

G の 連続配列を含まな い 合成 DNA に 比 べ
， テ ロ メ ア 繰

り返 し配列 を含 む 合成 DNA に お い て 8−oxodG 生 成 量 の

著 しい 増加 を認 め た．こ の 塩 基 配 列特異的 DNA 損傷 は，

UVA に よ り励起 され た 光増感物質が 5
’−GGG −3

’
配列 の 5

’

側 G か ら電 子 を 引 き抜 き，そ の 後中央 の G へ hole （＋

Table　2　90xodG 　formation　and 　TRF 　length　in　W 　I−38　fibrQblasts

UVA （J／crn2） 90xedG ／IOs　dG ± S．E， TRF （kb ）

　

　

　

0

02

厂
D

　

　

　

1

0．44 ± 0．07
0．72 ± 0，03
0．98 ± 0．16
1．09 ± 0．26

9．488
．537
．988
．25

電荷） の 移動が起 こ る こ とに よ り，その 部位 に 8−oxodG

が生成す る ため と考えられ，電了受容性 の 光増感分子 に

共 通 した機 構 で あ る．

　 2）過酸化水素

　酸化 ス トレ ス と して 過酸化水素 （H202 ） を用 い た と

き，Cu （ID 存在
．
ドに お い て テ ロ メ ア 繰 り返 し配列中の

5
’−GGG −3

’
配列 の 5

’
側 G が 顕著 に 損傷 され る （Fig．3A）

（Oikawa　and 　Kawanishi，1999）．4 つ の 塩基 （A，　 G，　 C，
T ） 中 で は G の 酸 化電 位が 最 も低 く，特 に GG や GGG 等

の ポ リ G 配 列 は 容易 に 酸化 さ れ る ．二 本鎖 DNA で は，

GG や GGG 配列 の 5
’
側 の G が最 も酸化され や す い こ と

が最高被 占軌道 （HOMO ：highest　occupied 　molecular

orbital） の 理論計算 か ら も示 さ れ て い る （Yoshioka　et

aL，1999 ；Kawanishi　et　a1．，1999）．テ ロ メ ア 配 列 中 の 5
「−

GGG −3
’
配 列 の 5

’
側 G の 損傷は，最高被占軌 道 に よ る理

論計算 と よ く
一

致 す る ．さ らに テ ロ メ ア 繰 り返 し配列 を

含 む DNA で は，グ ア ニ ン の 酸化生 成物 で あ る 8−oxodG

が，テ ロ メ ア 配列を含まな い DNA よ りも約 5倍増加 し

た，こ の DNA 損傷 は カ タ ラーゼ とCu （1）キ レート剤で

あ るバ ソ キ ュ プ ロ イ ン に よ り抑制 さ れ た こ と か ら，損傷

の 活性種は H202 と Cu （1）か ら生 成 さ れ た 金 属一酸素錯体

で ある と考 え られ る．

　3）炎　症

　慢性的 な感染 や 炎症組織 で はマ ク ロ フ ァ
ージや 好中 球

か ら
一

酸化窒素 （NO ）及 び ス
ーパ ーオ キ シ ド （02

−
）

が 過剰に 生 成 さ れ る．NO と 02
一
同時発 生 試薬 （SIN−1）

に お い て も 5LGGG3
’
配列中の 3 側 G の 著 しい 損傷 が 認

め られ た （Fig．3B） （Oikawa 　and 　Kawanishi，1999）．こ

の GGG 配列特異的な損傷 に は ，　 NO と 02
一
の 反応生 成物

ペ ル オ キ シ ナ イ トラ イ ト （ONOO
−
）が 重要 な役割を果

た し て い る と 考 え ら れ る ．こ の 反応 は 条件 に よ り8−

oxodG が 生 成 さ れ る場合 と 9nitroG が 生 成 され る場合 が

あ り，G の ニ トロ 化 も塩基配列特異的損傷 に 関与す る と

推定さ れ る ．

　 以 ヒの 結果 か ら酸化 的 ス トレ ス に よ りテ ロ メ ア 繰 り返

し配列 （5
厂一TrAGGG −3’）n 中の 5

厂一GGG −3’配列 に特異的に

損傷が 起 こ る こ とが解明 さ れ た．従 っ て ，環境化学物質

や UVA に よる GGG 配列特異的な損傷 を介 した テ ロ メ ア

繰 り返 し配列の 短縮促進が，老化促進 に 関与 して い る と

考えられる ．遺伝的早老症 の ウ ェ ル ナ
ー

症候群な どで は，

そ の 原 因 遣伝子 で あ る DNA ヘ リ カ
ー

ゼ の 変 異 に よ り，

DNA の 複 製 や 修 復 ，転 写 な ど に異 常 を き た す こ とが 知

られ て い る が，テ ロ メ ア の 短縮速度も速 い こ とが報告さ

れ て い る ．テ ロ メ ア 短縮促進に つ い て は，正常なヘ リ カ

ーゼ な どが，DNA 修復過程 に お い て，テ ロ メ ア 繰 り返

し配列中の 5
’−GGG −3厂配列特異的な損傷部位 の 切断 に 関

与する可 能性 が 考えられ る ため，現 在検討を行っ て い る．
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