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DNA中の8ーオキソグアニンの酸化が誘起する周辺残基の損傷に関する研究

学位論文内容の要旨

  8－オキソグアニン（以下オキソGと略す。）は発癌をはじめ種々の人の疾患の原因と考え

られているDNAの塩基損傷である。また、近年この塩基は通常のDNA塩基に比べて酸化を受

け易い性質を持つことが見い出され、この性質は現在では細胞内のDNA中に含まれるオキソG

の電気化学的な検出に利用されている。本研究はDNA中のオキソGの酸化に対する反応性を調

べることを当初の目的として行われた。その結果、DNA中のオキソGのKMn0．酸化がその周

辺残墓の損傷を誘起するとぃう新規なDNA損傷反応を見い出し、反応の詳細および反応機構

について研究した。また、このような損傷反応の生体類似の酸化系（ヒドロキシルラジカル生

成系）での可能性についても検討した。

  反応に用いる酸化剤としてはKMn0ユを用いた。この酸化剤は一本鎖DNA中のチミン塩基を

選択的に修飾し、続く熱アルカリ処理によって修飾位置で鎖の切断が起こることが知られてお

り、この一連の反応はDNAの塩基配列分析などに利用されている。

  く一本鎖DNAの損傷の鎖の切断分析による検出冫

  初めにオキソGを含む一本鎖DNAとしてヒトc＿Ha- ras遺伝子断片のコドン12にオキソGを

含むオリゴヌクレオチド基質の5’一末端を32Pで標識したものについてpH 7.0のりン酸緩衝

液中KMn0。酸化を行った後、鎖の損傷を90゚ C、30分の熱アルカリ（ビペリジン）処理ま

たは熱処理のみにより生じる鎖の切断としてゲル電気泳動分析により検出した。その結果、熱

処理のみのサンプルについては鎖内のどの残基におぃても鎖の切断は観察されなかったが、熱

ビペリジン処理サンプルについては基質中のオキソG残基におぃて高度の鎖の切断が観察され、

オキソGはKMn0。に対して高い反応性を持ち、熱アルカりに不安定な損傷を与えることがわかっ

た。さらに意外なことにオキソGの5’側隣接位にあるグアニン（G）残基においても高頻度

で熱アルカりに不安定な損傷が誘起されていた。この様な損傷は、オキソGのかわりにGを含

むコントロール鎖におぃては全く観察されなかった。さらに上記の基質においてオキソGの5’

側隣接位の塩基をアデニン（A）、チミン（T)、シトシン（C）に置換した基質について同様

の実験を行ったところ、オキソGの酸化は隣接位のT，C、さらに遠隔のG残基の損傷を誘起す

ることがわかった。得られた隣接残基における鎖の切断率から導いた塩基反応性の序列はG>

T>Cであった。A残基では鎖の切断は全く観察されなかった。また、基質の3’末端標識体

を用いた実験より上記の様な鎖の切断はオキソGの3’側にある残基においても起こることな

どが明らかになった。

  く一本鎖DNA損傷のヌクレオシド組成分析による検出冫

  鎖の損傷においては熱アルカリ処理により鎖の切断をもたらさないタイブの損傷も有り得る

ため、酸化後のオキソG含有DNAを酵素的にヌクレオシドに分解し、逆相HPLC分析によりそ

の組成を未反応の鎖のものと比較した。その結果、酸化後のオリゴマーではオキソGに隣接し



ていた2’－デオキシアデノシン（dA）がかなり（70％）減少していることがわかった。

また、このようなヌクレオシドの減少はコントロール鎖を用いた実験では観察されなかった。

これらのことよルオリゴマー中のA残基ではオキソGの酸化により熱アルカリ処理により鎖の

切断を起こさないタイプの損傷が起こることがわかった。

  く一本鎖DNAの損傷様式冫

  通常のDNAオリゴマーは反応系に添加した大過剰の8－オキソG含有DNAや8―オキソ2’

一デオキシグアノシンの酸化によって損傷が誘起されなかったこと、また上記の周辺残基損傷

はヒドロキシルラジカルや一重項酸素の捕捉剤により阻害されなかったことから周辺残基の損

傷に活性酸素種の関与はなく、その反応様式は分子内反応であることがわかった。

  く一本鎖DNA損傷の速度論冫

  オキソGの隣接位にG，A，T，Cを含むオリゴマーについてKMn0。酸化の擬一次反応速度定数

を電気泳動の結果をもとに算出した。その結果、基質の酸化速度の大きさの序列はオキソGの

隣接位にある・塩基の電子供与能の序列（G> A>T>C）と一致し、オキソG含有DNAの反応

性 はオ キソ G隣 接位 の電 子供与能と密接に関連していることがわかった。

  くアペーシック残基を含むDNAの損傷冫

  DNA中のオキソGの周辺残基をアベーシックサイト（塩基欠失部位）アナログであるテトラ

ヒド口フラン残基（F）やへキサエチレングリコールリンカー（Hex）で置換した基質を用い

て酸化後の鎖の損傷をPAGE分析した。その結果、Fで置換した部位での損傷はほとんど起こ

らなかったがその代わりに置換部位の周辺残基での損傷が新たに誘起された。また、Hexのよ

うな長いりンカーを介してオキソG残基と結合したG残基においても損傷が誘起されたが、損

傷率はりンカーの鎖長の伸長にともなって減少した。また、この様なG残基での損傷は反応系

内へのヌクレオシドの添加によって阻害を受け、その阻害能の序列はdG冫dA冫dCであった。

これらの結果はアベーシック残基で連結された塩基残基間でも上述したメカニズムによる塩基

損傷が誘起されることを強く示唆している。

  くオキソG含有二本鎖DNAの損傷冫

  オキソG含有DNAとその相補鎖の間で形成させた二本鎖の酸化について鎖の切断分析、ヌク
レオシド組成分析を行ったところオキソG含有鎖だけではなく相補鎖においても塩基損傷が起

こることがわかった。そのうち最も損傷を受けやすいものはやはりG塩基であった。

  今回実験を行った全ての系で塩基損傷の起こりやすさの序列は各塩基の電子供与能の序列と

一致した。このことより一本鎖および二本鎖DNAにおける周辺塩基の損傷はレドックス機構

によって誘起されることがわかっtた。

    くオキソG含有DNAのヒド口キシル′ラジカル′との反応＞
  上記のようなオキソGの酸化による周辺残基の損傷が生体内に存在可能な酸化系でも起こり

得るかを調べるためにオキソG含有DNAの酸化をヒドロキシルラジカルの生成系（電離放射線

やUden friend系）を用いて行い、同様に鎖の損傷をゲル電気泳動分析により調べた。その結

果、Udenfriend系におけるランダムな塩基損傷とは対照的に、電離放射線照射で生成したヒ

ドロキシルラジカルはDNA中のオキソGを選択的に酸化すること、さらにこの酸化は隣接位の

塩基、特にGの損傷を増幅するという大変興味深い結果が得られた。このような損傷が生体内
で起これぱオキソGおよび隣接塩基の損傷体は発癌をはじめ種々の生体内の有害な現象に関与

する可能性がある。
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学 位 論 文 題 名

DNA中の8―オキソグアニンの酸化が誘起する周辺残基の損傷に関する研究

DNAが酸化損傷を受けて生成する8―オキソグアニン（オキ

ソG）残基は突然変異、発癌、老化などの要因として考えられ

ている。

申請者はDNA中のオキソGの化学反応性について研究を行つ

てきたが、DNA中のオキソGのKMr104酸化がその周辺残基の損

傷を誘起するという新規なDNA損傷反応を見いだした。また、

生体類似の酸化系（ヒドロキシルラジカル生成系）での反応に

ついても検討し、X線照射によってオキソGに隣接した塩基が

損 傷 を 受 け や す い と ぃ う 新 し い 知 見 を 得 た 。

  1）ー本鎖 DNAの損傷 の鎖の切 断分析による検出

  ヒトc-Ha-ras遺伝子断片のコドン12にオキソGを含む―本鎖

DNA12mer（5：一末端 32p標識体 ）を基質に用い、

pH 7.0のりン酸緩衝液中KMr104酸化を行った後、鎖の損傷を

90℃、30分の熱アルカリ（ピペリジン）処理により生じる

鎖の切断としてPAGE分析により検出した。その結果、基質中

のオキソG残基において高度の鎖の切断が観察され、オキソG

はKMr104に対して高い反応性を持ち、熱アルカりに不安定な損

傷を与えることがわかった。また、オキソGの5’側隣接位に



あるグアニン(G)残基においても高頻度で損傷が起こること

が明かとをった。この様な損傷は、オキソGのかわりにGを含

むコントロール鎖においては全く観察されなかった。オキソG

の5’側隣接塩基をアデニン(A)、チミン(T)あるいはシト

シン(C)に置換した基質について同様の実験を行ったところ、

オキソGの酸化は隣接位のT．C、さらに遠隔のG残基の損傷を誘

起することがわかった。得られた隣接残基における鎖の切断率

から導いた塩基反応性の序列はG>T>Cであった。A残基では

鎖の切断は全く観察されなかった。

  2）一本鎖DNA損傷のヌクレオシド組成分析による検出

熱アルカリ処理により鎖の切断をもたらさないタイプの損傷

も有り得るため、酸化後のオキソG含有DNAを酵素的にヌクレ

オシドに分解し、逆相HPLC分析によりその組成を未反応の鎖

のものと比較した。その結果、酸化後の基質ではオキソGに隣

接していた2’－デオキシアデノシン(dA)が相当減少してい

ることがわかった。このように、DNA中のA残基ではオキソ

Gの酸化により熱ア´レカリ処理により鎖の切断を起こさないタ

イプの損傷が起こることが判明した。

  3）一本鎖DNAの損傷様式と損傷の速度論

通常のDNAオリゴマーは共存させた大過剰の8ーオキソG含

有DNAや8―オキツ-2’―デオキシグアノシンの酸化によっ

て損傷が誘起されなかったこと、また上記の周辺残基損傷はヒ

ドロキシルラジカルや一重項酸素の捕捉剤により阻害されなかっ

たことから、周辺残基の損傷に活性酸素種の関与はなく、その

反 応 様 式 は 分 子 内 反 応 で あ る こ と が 示 さ れ た 。

  オキソGの隣接位にG，A，T，Cを含むオリゴマーについて

KMn04酸化の擬一次反応速度定数をPAGE分析により求めた。

その結果、基質の酸化速度の大きさの序列はオキソGの隣接位

にある塩基の電子供与能の序列（G冫A冫T冫C）と一致し、オ

キソG含有DNAの反応性はオキソG隣接位の電子供与能と密接



に関連していることを明かにした。

  4）アベーシック残基を含むDNAの損傷

  オキソGの周辺残基をアベーシックサイトアナログであるテ

トラヒドロフラン残基(F)やへキサエチレングリコールリン

カー(Hex)で置換した基質を用いて酸化後の鎖の損傷をPAGE

分析した。その結果、Fで置換した部位での損傷はほとんど起

こらなかったが、その代わりに置換部位の周辺残基での損傷が

新たに誘起された。また、Hexのような長いりンカーを介して

オキソG残基と結合したG残基においても損傷が誘起されたが、

損傷率はりンカーの鎖長の伸長にともなって減少した。また、

この様なG残基での損傷は反応系内へのヌクレオシドの添加に

よって阻害を受け、その阻害能の序列はdG＞dA＞dCであった。

  5）オキソG含有ニ本鎖DNAの損傷

  オキソG含有鎖を含むDNA二本鎖のKMr104酸化を検討した

結果、オキソG含有鎖だけではなく相補鎖においても塩基損傷

が起こることが明かとなり、塩基で最も損傷を受けやすいもの

はやはルグアニンであった。

  3）、4）、5）で述べた結果から、オキソG残基の周辺塩

基の損傷はレドックス機構によって誘起されることが結論され

た。

  6）オキソG含有DNAのヒドロキシルラジカルとの反応

  オキソGの酸化による周辺残基の損傷が生体内に存在可能な

酸化系でも起こり得るかを調べるために、オキソG含有DNAの

酸化をヒドロキシルラジカルの生成系（電離放射線、Udenfriend

系）を用いて行った結果、Udenfriend系におけるランダムな塩

基損傷とは対照的に、電離放射線で生成したヒドロキシルラジ

カルはDNA中のオキソGを選択的に酸化すること、さらにこの

酸化は隣接位の塩基、特にGの損傷を増幅するということが明

かとなった。

  以上の研究は博士（薬学）の学位を受けるのに十分値するも

のと認めた。

    －467―


