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DNA 損傷に お ける塩 基配 列特異性 の 決定法 ：発がん と老化 にお け る意 義

川西　正祐 （三重大学 ・医学部 ・衛生学教室）

　細胞が がん化する 過程に は 多くの ス テ ッ プがあ り、 重要 な要 因 の ひ とつ に DNA の 損傷
が ある 。 また、染色体の 末端部 に存在する テ ロ メア繰 り返 し配 列の 切断が 老化 の 促 進 に関

与して い る 可能性 が指 摘 され て い る 。 DNA 損傷 を もた らす主 要な原因 は放射線 や紫外線
等の 物理 的因子や 環 境化学物質 、 食品、 医薬 品 等の 化学的 因子等 で あ り、 こ の DNA 損 傷
に おい て 活性酸素は重 要な 役割 を果 た して い る 。 また 最近 は ，慢性的な感染や 炎 症 に よる

発が ん に NO お よび活 性酸 素の 関与が疑わ れて い る。 これ らの DNA を損傷す る 因 子が

DNA の どの よ うな塩基配列 に特 異的 に損傷 を与 え るか につ い て の研 究 はあま りな されて

い な か っ た が 、突然変 異や 発 が ん 、老化 に至 る過 程 を解明す る上 で 非常 に重要 で ある 。 我 々

が これ まで に窮 らか に して き た活 性酸素 と各種 ラジカル に よ る DNA 損傷、 ア ル キル 化 剤
によ る DNA 損傷お よ び紫外線特に UVA に よ る電子移動 を介 した DNA 損傷の 塩基 配列特

異性につ い て 明 らかに し変異原、発が ん、老化 における意義 を考察する。

1 ． DNA 損傷 にお ける塩基配列特異性 の決定法

　実験 には ヒ トが ん原 遺伝子 c−Ha−ra5−1 およびが ん抑制遺伝子 p53 のホ ッ トス ポ ッ トを含
む約 100〜4GO　bp の DNA 断片 を用 い る 。 これ らの DNA 断片 を組み 込 んだプラス ミ ドを大
腸菌 に導 入 しサ ブク ロ

ー
ニ ン グ を行 う。 大腸菌 か らプラ ス ミ ドを抽 出 し、 制限酵 素で 切 断

して多 量の DNA 断片 を得 る 。 そ の DNA 断片 の 5
’
末端 を放射 性 同位元 素の

32P
で 標識 し、

さらに制限酵素 で切 断 して 一端の みが 標識され た 単離 DNA 断片を調製す る。　 DNA 損傷の

塩基特 異性 の 決定 は、単離 DNA 断片 と化 学物質 を生体内重金属や 生体 内還 元物質 な どの

共存下 で
一

定時 間 37 ° C で 反応 させ た後 、 ピペ リジ ン処理 を行 う 。 ピペ リジ ン処 理 に よ っ

て 、DNA 鎖切 断の み な らず塩 基の 損傷 の 検 出が 可能 に な る 。
　 rvTaxam−Gilbert法 を応 用 し 、

オ
ー

トラ ジオ グ ラム の 各塩基 の バ ン ドの 吸光度 を測定 して DNA 損傷 の 塩 基特異徃 を決 定

する 。

2． 発がん に お ける DNA 損傷の 塩基配列特異性 の 意義

　DNA 損傷に お ける塩基配列特異性 を決定する 因子 として は 、 各種ラ ジカ ル の酸化還元
電位、 アル キル 化剤 の DNA 認識 、 塩基や ジヌ クレオチ ドまたは トリヌ ク レオチ ドの イ オ
ン化ポテ ン シ ャ ルや 分子 静電位 （molecular 　electrostatic　potential）等が考え られ る 。

　DNA 中
の As　 G 、　 C 、　 T、 4 つ の 塩基の 中で G の 酸化電位 が最 も低 く、特 に GG や GGG 等の G の

連続配列 の 5’

側の G は容易に酸化 されやす い こ とが分子軌道 法 を用い た理 論計算に よ り

明らか に さ れて い る 。 DNA 損傷 か ら突然変 異さ らには発がん に至 る プ ロセ ス に は未 だ不
明 な部分 が多い が 、突 然変異が 起 き る に は 少な く と もホ ッ トス ポ ッ ト等の DNA の 特 定 の

部位 が損傷 され る こ とが必要で ある。従 っ て 、DNA の どの 部分に塩基配列特異的な損傷
が 引き起 こ され るか にっ い て 解析を行 うこ とは 発が ん機構 を解 明する 上 で 非常に重要 で あ
る。

（1 ）活性酸素 ： ス
ー

パ
ー

オキ シ ド （02り、過酸化水素 （H202 ）、 ヒ ドロ キ シル ラジ カル

（・OH）は 3重項 酸素分子 （Q2）がそれぞれ 1， 2， 3 電子還元 され た分子 で あ り、
一

重 項酸素

（
102

）は励起状態の 酸 素分子 で ある。 生体内で DNA を損傷する活 性種 は 02
’
や H202 で は

な く、そ れ らか ら金属 イ オ ン等 の触媒作用 に よ っ て 生 じ る 、 よ り反応性 に富む 。OH 、 102 、

金属酸素錯体等で あ る と考 え られ る 。 ・OH は非常に大 きな酸 化還 元電位を も っ て い る の

で 、ほ とん ど全て の 塩基 を非特 異 的 に損傷 し多様 な分解生 成物 を産生す る 。

一
方 ，

102 は

G を特 異的 に損傷す る。発 が ん性 が指摘 さ れて い るニ ッ ケル 化 合物や コ バ ル トは H202 の

存在 下で 金属 酸素錯体 を 形成 し、ニ ッ ケル 化合物 は C ， T，　 G を、 コ バ ル トは G をやや 強
く損傷す る 。 ま た、古 くか ら変異 原 性 が 認 め られ て い る 銅 もH2Q2 の 存在下 で 金属 酸 素錯

一 49　一

N 工工
一Eleotronlo 　Llbrary 　



The Environment Mutagen Society of Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Envlronment 　Mutagen 　Soolety 　of 　Japan

体 を生成 し T を、特に 5i−GTC −3
’

の T を塩基特異的に損傷す る。

（2 ） ラ ジカル ： ヒ ドラ ラ ジ ンは生体内重金属や 酸化酵素の 存在下で 窒素 中心 ラ ジカル を

生成 し， DNA の 塩基配列中の G を特異的に損傷する。硫酸ラジカル は単独の G よ りも

GG の 様な G の 連続配列を損傷する。食晶添加物や アクネの 治療薬に用い られて い る発 が

んプロ モ ーター 過酸化ベ ン ゾイル は ベ ン ゾイル オ キ シル ラ ジカル （酸素 中心 ラ ジカル ）

を生成 し GG や GGG の 5
’
側の G を特 異的 に損傷 す る 。

　NO は不対電 子
一

つ を持 っ た反応性 の 高 い フ リ
ー

ラジカル で あ り、生理 的に重要 な 役割
を演ずる一方で 、感染や 炎症 によ っ て 過剰 に産生 さ れ る と DNA 損傷等を 引き起 こ し発 が

ん を もた らす 可 能性が あ る 。 NO は 生 理 的条件下 で 酸化や 還 元 を受 けやす く 、 02
幽
と反応

し活 性の 強 い パ ーオ キ シ ナ イ トライ ト （ONOO
−
）を 生 成 し、 ・・OH と同様 に全 て の 塩基 を損

傷す る 。 ま た 、 最近我 々 は NO
一
につ い て も塩基特異的 DNA 損傷 の 解析 を行 っ て い る。

（3）紫外線 （UVA ）：近年 UVA に も発 が ん 性 の あ る こ とが 報告さ れ 、
　 IARC （lnternational

Agency　for　Research　on 　Cancer）におい て も UVA の 発が ん性は UVB と同程度の 2A 〈ヒ トに

対 して 発がんの 可能性が高い）と評価 して い る 。 しか し 、 UVA は DNA を直接損傷 しに く

い こ とか ら ， 光増感分子 を介 した 2 つ の タイ プの 間接 的な DNA 損傷の 可 能性が ある e

Type　Iの反応で は電子移動 に よ り2 本鎖 DNA 中の G が 連続 した配列 （5
’−GG −3

’
）の 5

’

飼 の

G を特異的に損傷する。 Type　IIの 反応で は 102 を生成 し G を特異的に損傷する 。そ の 他、

02
一
を生成 し銅や鉄の存在下で DNA を特異的に損傷す る反応 もある 。

〈4 ） アル キ ル 化剤 ：ア ル キ ル 化剤の ス トレプ トゾ トシ ン に よ る DNA の メチ ル 化 に は壗

基配列特異性 が あ り、 GGG 配列の 申央 の G ある い は GG の 3
’
側 の G が強 く損傷 され る e

また 、 メ チル ニ トロ ソ尿 素 は DNA の G をメチル 化す るが 、 蒋 に GGG の 中央 の G を メチ

ル 化する 。 こ れ らの 塩基配 列特異性 は 損傷 され る 部位 の 分子 静電位 に よ っ て 説 明で き る 。

（5）抗が ん剤 ： が ん の 化 学療法に用 い られ る抗が ん剤 によ る DNA の 塩基特異的分予 認

識の研 究 も重要で あ る 。 抗がん 剤は DNA の 特定の 塩基配列 を認識 し 、 ア ル キル 化や DNA
切 断等 に よ り DNA を損傷 し、 アポ ト

ー
シス に よ りが ん化 した細胞 を死 滅 させ る 。 しか し、

抜 がん剤 を長期 間、多量 に投与す る と重篤な副作 用や薬剤耐性 が現 れ る 。 我 々 は、抗 がん

剤 の 塩基配列特 異的 DNA 切断 を 至）NA 結合試薬 《ア ンプリフ ァイ アー） と共存 させ る こ

と によ り変化 させ 副作用 を低減す る研究も行 っ て い る 。

　今後 DNA の 塩基配列 特異 的損傷が 発が ん過程 の イ ニ シ エ ー シ ョ ン や プロ モ ー シ ョ ン 作

用、また抗 がん効果等 に どの よ うに影響をお よ ぼすか ，、 今後 さ らな る硯 究が必要で あ る 。

3 ． 老化 にお ける DNA 損傷の 塩墓配列特異 性の 意義

　加齢 と と もに 活性酸素、放射線や太腸紫外線等の 酸化ス トレス に よ り DNA や 蛋 白質 の

損傷が蓄積 され老化が進行す る とい う加齢の フ リ
ー

ラジ カル説が提唱 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 し配歹鍾（59−TTAGGG −3
’
）n の 切 断が老化 の プ

ロ グラム に関与 して い る と の報告がな され た。我々 は テ ロ メア 繰 り返 し配列 を含 む 合成
DNA を用 い 、 酸化ス トレス に よ る DNA 損傷の 塩基特異性 の 解析 をお こ な っ た。そ の 結果
テ ロ メア 繰 り返 し配列 中の 51−GGG −3

’
配列 の 5

’
側 の G が酸化ス トレス に よ っ て 塩基配列

特異的 に損傷 され る こ とが明 らか にな っ た 。 ま た te 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 て い る。従 っ て 、酸化的ス トレ
ス が テ ロ メア繰 り返 し配列 に塩基特異的な損傷を もた らし老化 に関与する可能性が 考え ら
れ る。
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