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紫外線に よる植物の DNA 損傷 と 回復

北海道東海大学工学部生物工学科　竹内裕一

　近年地 球環境 の 悪化が 人 々 の 関心 を 集 め て い るが ，そ の うち の
一

つ に．フ ロ ソ ガ ス な どの 含塩素化合物 の 大気中

へ の 放出 tc よ る 成層圏 オ ゾ ン 層 の 破壊 が あげら れ る．オ ゾ ン 量 の 減少 は ，太陽 か ら の 紫外線放 射 の うち 波長

290〜320　nm の UV ・B と 言 わ れ る領域 の 地表面 へ の 到達量を特異的 に 増加させ ，1）人類に 皮膚癌 の 増加 を始め と

す る 健康被害 を もた らす と考 え られ て い る．一
方，植物は そ の 生存 に エ ネ ル ギ ー

源 と し て の 太陽光 が 不 可 欠 で あ

り，そ の 光 の 中 に は 必 然 的に 紫外線が含 まれ て い る た め ，植物は その
一

生 の 間，常 に 紫外線 ス ト レ ス に さ らされ

続けて い る と言 え る ，そ の 面 に お い て ，衣服や 帽子 などに よ り紫外線を防御 で きる 人類 に 比 べ ，紫外線量 の 増加

は 植物 に と っ て よ り深刻 な影 響 を もた らす 可 能性があ る．uv ・B を実験的 に 植物 に 照射す る と生長を阻害 し，農

作物 で は そ の 収量や品質を低下 させ る こ と，ま た UV ・B に 対す る植物 の 感受性 ・抵抗性 に は 大きな 種間差 や 品

種間差 が ある こ とが 知 られて い るが ， そ の メ カ ニ ズ ム の 解明や 定量 的な 影 響評価は ほ と ん ど行 わ れ て い な い の が

現状 で あ る．2）

　紫外線 の 生物影響 の 標的分 子 と して ，古 くか ら DNA が 注目さ れ 研究が 行わ れ て きた が ，最近 ま た オ ゾ ン 層 の

破壊 と関連 して 多 くの 研究 例が 報告 さ れ て い る ．前述 の よ うに ，オ ゾ ソ 全量 の 減少は 波長 290〜320nm 領域 の

紫外線の 放射量 を特異的 に 増加させ ，も し 仮に オ ゾ ン 層 の 半分 が 破壊 され て も，地表 に は 290　nm 以下 の 波長 の

紫外線は オ ゾ ソ な ど に 非常に 効率 よ く吸収 され る た め 地表 1こは 到達 しな い ．そ の た め，オ ゾ ン 層 の 破壊 の 生物 へ

の 影 響 を 定 量 的 に 明 らか に す る た め に は，波 長 290 〜320nm の 紫 外線 の 影 響 を 研 究 しな け れ ば な ら な い ，紫 外

線は
一

般的 に そ の 波長が短 い ほ ど生物 に 対す る 影響は 大 きい が，従来主 に 研究が行わ れ て きた殺菌灯を光源 と し

た 波長 254　nm の 紫外線と UV −B 領域 と で は 量 的 だ けで は な く，質的 に も生物に 対す る 影 響が 異な る こ とが 明 ら

か に され つ つ あ る．3）

　紫外線 に よ る DNA 損傷産物 の うち，量的 に も っ と も多 い の は，シ ク 卩 ブ タ ン 型 ピ リ ミ ジ ン ダーマ ー
（cyclo ・

butane　pyrimid三ne 　dimer
， 以 下 CPD と略す）で，量 的に 多 い だ け で な く，化学 的 に 安定 で 解析 しや す い ， 特異的

に 作用す る酵素が存在 し解析に 利用 で きる な どの 理 由で 研究が進ん で い る．しか し1982年 の 報告以来，大腸菌で

突然変異 を 誘発 しや す い 損傷 と して ，（6
−4）photoproduct（pyrimidine−（6−4）−pyrimidine　ph。t。product）の 存在が注

目 され る よ うに な っ て き た ．（6
−4）photoproduct　bま　CPD の 1／10か ら lr20程度 の 量 の DNA 中 で 生成 し， そ の 生

成 の 作 用 ス ベ ク トル は 260nm に 極 大 を 持 ち，　 CPD の そ れ と短波長側 と長波長側 を 除きほ ぼ
一

致して い る．また

（6−4）photoproduct は ，中波長 か ら長 波長 の 紫外線 に よ りDewar 型 の ph。toproduct に 異性化す る こ とが ユ987 年 に

見 い だされ て い る．従来 こ れ らの 損塲産物の 定量 が さ ま ざ まな方法 で 試み られ て きた が，そ の 検 出感度 や 特異性

に 問題点が指摘され て い た ．最近，こ れ ら S種類 の 損傷産物 の そ れぞれ に 特異的 な単 ク 卩
一

ン 性抗体が 作製 さ

れ ， 紫外線 に よ る DNA 損傷産物 の 生成 とそ の 回復機構に 関す る 研究に 用 い られ て い る．＋）

　紫外線 に よ る DNA 損傷産物 の 生成 は 微生物で も，動物細胞で も，植物細胞 で も本質的に は 同様 で あ る と考え

られ る が，回 復過程 に は 大きな差 異 が存在す る と思 わ れ る．微生物や動物細胞 に お け る 回 復機構 に つ い て は 他の

総説 を 参 照 さ れた い ．5〕植物は 前述の よ うに ，そ の 生 育 に 太陽光 が 必要
’
で あ り， 紫外線 に よ る DNA 損傷を修復

す る 機構 が 生存に 不 可欠 で ある と考え られ るが ， その 研究 は あま り進ん で い な い の が 現状 で あ る．

　DNA 損傷の 修復は
一

般的に 可視光線 に よ っ て 促進 され，光回 復 （光活性化）と呼 ば れ る．植物に お い て も，
ト ウ モ ロ コ シ の 花 粉， ニ ン ジ ン ，タ バ コ ，水 生 植 物 な どで 報告 が あ り，phetolyaseと 呼 ぼ れ る 酵素 に よ る と考 え

られ る，phot。 lyaseは，そ の 分 子 内 tC　2 つ の 色 素 （
一つ は FADH2 で あ り，他 の

一
つ は pterinまた は deazaflavin

で あ る） を 含 む酵素で，光 の エ ネ ル ギ ーを 吸収 し，CPD を元 の ピ リ ミ ジ ン 2 分子 に 変換す る．　 ph ・ t。lyase に 関

す る研究は 大腸菌な ど で は 進展 し て い る が，植物 で は 最近 （1993年） や っ と遺伝子 が カ ラ シ ナ か ら単 離 され た と

こ ろ で あ る．（6−4）phot 。product の 修復も光 に よ っ て 促進 され る こ とが シ ロ イ ヌ ナ ヅ ナ とキ ュウ リ の 黄化子葉で

見 い だ され て い るが ，そ れ が シ
ョ ウ ジ ョ ウ バ エ で 見 い だ された よ うな （6

−4）phot。pToductに 特異的 な photolyase
に よ るの か な ど詳細 は 不 明で あ る．また，光照射下 に お い て は （6−4）phot 。preduct か ら Dewar型 の ph。toproduct

へ の 異性化 が お こ っ て い る と考えられ る が，明所 oca け る （6−4）phOt 。pr。duct の 減少と異 性 化 との 関連 は 不 明で

あ る．

　植物 に お い て も，暗所 で の DNA 損傷 の 回 復 は 認め られ る ．暗所 に お い て ，シ 卩 イ ヌ ナ ヅ ナ で は CPD に 比 ぺ

（6−4）photoproductの 修復 の 方 が 速 い が，キ ュウ リ の 黄化子葉 で は 両 者 の 修復速度 は ほ ぼ同 じで あ る．植物に お

い て も，暗所 に お け る修復は 大腸菌な ど と同 じよ うに 除去修復 に よ る と考え られ る が，こ の 種 の 違 い に よ る 修 復
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速度 の 差が どの よ うな機構に よ る か な ど，今後の 研 究 が待 た れ る．

　 こ の 植物の 違い に よ る 修復活性 の 違 い は 光回復に も見られ ，ま た 植物 の 齢，生育条件 （暗所か 明所 か ，紫外線

を 受 け た こ とが あ る か ） な どに よ り修 復活 性 が 変 化 す る こ とが 知 ら れ て い る ．植物 に お け る DNA 損傷 か ら の 回

復機構の 研究は，まだ 始 ま っ た ば か り と も言 え る が，この よ うな植物種 の 違 い や 生育条件 の 違 い に よる 修復活性

の 差は，修復活性 の 高 い 品種 の 選抜や遣伝子工 学的手法 に よ る新品種 の 作出の 可能性 を示 唆して い る．オ ゾ ソ 層

の 破壊 に よ る UV −B 放射量 の 増加 に 適応 した 農作物 の 作 出の 方向性 と関連 し て ，こ の 分野 の 研究の 進展 が 期待

され る．
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温度調節型遺伝子発現 ベ クタ
ー

の バ イオ プ ロ セ ス へ の 応用

ヘキ ス トジ ャ
パ ソ   医薬生産本部 バ イ オ生産部　杉本俊 二 郎

　有用物質を生産す る 目的で 種 々 の 調節型 ベ ク タ
ーが 構築 されその 応用例が 多数報告 され て い る，ク ・ 一＝ ソ グ

した遺伝子 の 発現量を調節す る方法に は 大別す る と遺伝子 コ ピー
数を制御す る方法 と ， 遺伝子転写活性を制御す

る 方法の 2通 りあ る．宿 主 域も大腸菌 の み な らず酵 母 や 哺乳動物細胞あ る い は 昆虫細胞 に ま で そ の 応用 が 広 が っ

て い る．こ こ で は 遺伝子転写活性 を 温度 で 調節す る タ イ ブ （以 下温度調節型遺伝子発現 ベ ク タ
ーと総称す る ） の

パ イ オ ブ ロ セ ス へ の 応用 に つ い て 最近 の 話題 を紹介す る ，

　温度調節型遺伝 子 発現 ベ ク タ
ー

の 利点 は，誘導物質あ る い は抑制物質な どの 化学物質 を 添加 し遺伝子発現を調

節す る系 と比較 して ，遺伝子 の 発現量 が 温度 とい う物理的な操作因子 に よ り思 い どお りに 調節 で きる こ とに あ

る，もち ろん 温度を 下げ る こ とに よ り発現 を い っ た ん 停止 し，そ の 後再 び 温度 を 上げ て 発現す る こ ともで きる．

こ の 特性 は，遣伝子産物そ の もの が 目的物 で あ る場合 （生理活性 タ ン パ ク 質あ るい は ペ プ チ ド） の み ならず，代

謝産物が 目的物 で あ る場 合 に も代謝経路 の 酵素遣伝 子 （群） を ク P 一ニ ン グ し発現調節す る こ とで 生産性を改善

す る こ と も で き，非常 に 有効 で 応用 範 囲 が広 い と い え る．一
方 こ の よ うな利点 に 対 し，温度 を 操作す る こ と に よ

り宿主 細 胞 の 増殖速度 や タ ソ パ ク 質合 成速度 な ど も変動す る の で ，そ の 影 響 も同 時 に 考慮 し な け れ ぽ な ら な い ．

すな わ ち，温度調節型遺伝子発現ベ ク タ ーの バ イ オ ブ 卩 セ ス へ の 応用 に は ，遺伝子発現 の 生物学的 な面と培養工

学 的 な面 の 両 面 を 検討 す る必 要 が あ る．

　杉本 ら
i｝は ，大腸 菌を 宿 主 と し て A フ ァ

ー
ジ の 温 度 感 受 性 リ プ レ ッ サ

ー
遣 伝 子 clBS7 と PR ・PL タ ソ デ ム プ P モ

ー

タ
ー

に よ り構成 され る発現 シ ス テ ム を 用 い て，こ の プ ロ モ
ー

タ
ー

下 流 に 接続 した β一ガ ラ ク ト シ タ
ー

ゼ 遺伝子 の

発現 と温度 との 関係 を 検討 し，β
一ガ ラ ク ト シ タ

ーゼ に 特異的 な mRNA の 合成 と β
一ガ ラ ク ト シ タ ーゼ 活性が培養

温度 に よ り調節 で きる こ と を確認 した．次 に ，こ の 温度調節型発現 ベ ク ター
の 特性 を利 用 す るべ く，大腸菌 に よ

る フ ェ
＝ ル ア ラ ニ ン の 生産 プ ロ セ ス を と りあげた ，まず ，

フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン 生合成経路 の 調節酵素で あ る

DAHP シ ソ ターゼ と コ リス メ イ トム タ
ーゼーP一プ レ フ ェ ネ イ トデ ヒ ドラ タ

ーゼ を コ ードす る aroF と Phe・4遺伝子

を そ れ ぞれ PR お よ び PL プ P モ ータ ー
下流 に ク ・ 一ニン グ し ， 培養温度 と フ ＝

＝ル ア ラ ＝V 生産量 ，
　 mRNA 量

お よび 生菌数 の 関係を検討 した ．さ らに ，回分培養 あ る い は 熱交換型 （PHE ）培養槽 と ジ ャ
ーフ

ァ
ーメ ソ タ

ー
を

連結 した 循環培養装置を 用 い て ，ク Pt　一ニ ソ グ し た 遺伝子の 発現量を 菌体 の 増殖阻害が お こ ら な い 範囲 内で 制御

し，一
定温度 で の 培養 と比較 し て フ ェニ ル ア ラ ニン 生産 が 約 10倍向上 す る こ とを報告 し て い る ．2）

　大嶋 ら
3）は ，PR・PL タ ン デ ム プ ロ モ

ー
タ ーの 制御下 で 大腸菌 由来 の ガ ラ ク トキ ナ

ーゼ 遺伝子 が 発現す る 組換 え

プ ラ ス ミ ドを 構築 し た ，こ の プ ラ ス ミ ドに は ，温度感受性 リ プ レ
ッ サ

ー
遺伝 子 cls57 も ク ロ

ー
ニ ン グ さ れ て い る

の で 培養温度に よ り遺伝子発現を制御で きる ．高濃度培養を可 能 に し効率的に 遺伝子産物を生産す る 条件を決定

す る た め ，培養温度を培養途中 で 変化 させ ，遺伝 子産物 の 生産を誘導す る 二 段階培養 を試 み た とこ ろ，最初

34° C で 培養を行 い ，対数増殖後期 に 培養温度 を 42 °C へ と昇温す る こ とに よ っ て効率的 な生産が可 能 とな っ た．

　堤 らe も，温度感受性 リ プ レ
ッ サ

ー
　cl8s7 を 有す る 大腸 菌 に PR プ 卩 モ ータ ーの 下 ML　1・こ β

一力
ー
ラ ク トシ ； 一ゼ 遣伝

子を連結 した プ ラ ス ミ ドを導入 し，単槽回分培養に お け る遺伝子産物の 効率的生産 の た め の 温度変化方式に つ い

て 検討して い る．
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