


①コロニーカウント｛：芯喜言塁？ム表示
エームステスト、グレインカウント

⑫ MIC測定（寒天希釈法による、 27菌株の同時測定）
⑨阻止円測定 (4個の阻止円を同時測定）
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米国NASA基準の空中浮遊菌測定法によりデータは国際的に

通用します。

測定時間は5分から連続1時閻まで幅広い測定時間が得られます。

クラス100のバイオクリーンルームも 1回の測定で評価できる大

量吸引測定。

＊詳細は、お問い合わせ下さい。

芦“、東洋測器株式会社
〒228神奈川県座間市ひばりケ丘5-5436-12
TEL. (0462)55-1356（代表） FAX. (0462) 55-7973 

日本環境変異原学会， 日本放射線影響学会

合同シンポジウム特集号の発刊によせて

日本環境変異原学会では毎年 5月に公開ヽンンポジウムを開催してきたが，今年 (1994年）は第5回と

いうこともあり， これまでとは趣を異にした企画として“活性酸素”という共通の研究テーマを持つ日

本放射線影響学会との共催で，「活性酸素の生物作用」と題した合同シンポジウムを開くこととなった。

ご承知の通り，活性酸素は生体構造の損傷や生理機能の障害を引き起こし，様々な疾患の原因として

最近注目されている。また老化や癌化における活性酸素の役割も徐々に解明されつつある。最近では活

性酸素に関するシンポジウムも数多く開かれるようになってきている。このような現状の中で本シンポ

ジウムでは特に，一環境因子により生成する活性酸素は生体に何を起こすか？ーという問題を中心に，

活性酸素の生成とその反応性，発癌との関わり，活性酸素関連遺伝子生理機能に及ばす影響，活性酸素

の生体防御，等に焦点を当てて，基調講演，特別講演，招待講演，ポスター発表の形式で，広い分野で

の発表と討論が行われるように企画した。

当日には予想以上の 260名余りの参加者があり，海外から 3名，国内から 14名の招待演者による講演

があった。特に A.P. Grollman博士，I.C. Green, M. Greenご夫妻，杉村隆先生による特別講演は感銘

を受けた。また専門を異にするシンポジストの講演に耳を傾けることにより，他分野，境界領域の理解

を深めることが出来た。一方，一般発表（ポスター）会場では 50もの発表が行われ，熱気に満ちた討論

が行われた。

暖流と寒流が出会うところは「潮目」と呼ばれ，プランクトンが繁殖し，魚が寄ってくるのでよい漁

場となるそうである。 2つの学会が“活性酸素”という共通の場で合流することにより新しいエネルギー

が生じ，新分野が生まれ出る予感がした。今回が第一回目の合同ヽンンポジウムであったが，毎年開催し

てほしいという要望が多くあった。このような新しい試みが今後の両学会の進歩，発展に寄与すること

ができれば幸いである。

最後に， このシンポジウムを行うにあたり，経済的な御援助を頂いた放射線影響協会および多くの企

業に厚く御礼申し上げたい。

合同シンポジウム世話人葛西宏 ・湯川修身
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デオキシリボ核酸 (DNA)にみられる＆オキソグアニン (8-oxoguanine):

変異原性と修復機序

Arthur P. Grollman 

8-0xoguanine in DNA: Is Mutagenic Properties and Repair 

Arthur P. Grollman 

（受付：1994年9月14日；受理 1994年9月14日）

1. はじめに

細胞内の DNAには， 8-oxoguanineを含めて 20

種以上の酸化的な損傷をもつ塩基 （base)が見出

されている (Gajewski,et al., 1990). これ らの

DNA損傷のうちのあるものは DNA複製を阻止

し，またあるものは変異の誘発によって発がんや

細胞老化を促進する (Amesand Gold, 1991). 

Kasaiと Nishimuraによる，細胞内guanineと

hydroxy radicalsとの反応による 8-oxoguanineの

生成の発見 (Kasaiand Nishimura, 1984; 1991），お

よびそれにひき続いて開発されたこの化学的被修

飾塩碁の高感度の検出定量法 (Gajewskiet al., 

1990; Floyd, 1990)によれば， 哺乳動物細胞内の

Table 1. Relative incorporation of nucleotides oppo-

site 8-oxodG by DNA polymerases in vitro• 

DNA polymerase 

pol a 
polo 
pol III 

pol (3 
pol I 

Incorporation C : A 

1: 200 

1 : 5 

1 : 8 

4: 1 

7: I 

• Data from Shibutani et al. (1991) and from S. 
Shibutani (unpublished). 

置に容易に取り込ませる (Shibutaniet al., 1991). 

dAMPの相対的な取込み量は，DNAポリメラー

ゼの種類によって顧著に異なることが認められ

guanineは約 10万個に 1個の割合で C-8位にお た． Table1に示される様に dCMPとdAMPの取

いて酸化され 8-oxoguanineになる (Floyd,1990). 

このレペルは既知の化学発がん物質で処置された

マウスにおいて検出される被修飾塩碁類より顧著

に高い． この様に遍在的 (ubiquitous)に存在する

DNA損傷の変異原性を探究することは興味深い

(Kuchino et al., 1987; Shibutani et al., 1991). 

2. Miscodingの性質

8-oxoguanineの変異原性は DNA複製反応にお

ける複製エラー (miscoding)の結果を反映する．

8-oxodeoxygnanosine (8-oxodG) を特定の位置

(site specific)に含む鋳型の存在下での種々の

DNAポリ メラーゼ反応による DNA複製の結果

を解析すると， 8-oxodGはプライマー DNA鎖の

順合延長に際し， dAMPとdCMPをその反対位

c II本閑境変異lり［学会

込みの比は DNAポリメラーゼaでは 1: 200で

あるが， DNAポリメラーゼf3では逆に 4:1であ

る(Shibutaniet al., 1991).細胞核の DNA複製を

になう DNAポリメラーゼと損傷修復ポリメラー

ゼのこの違いは 8-oxoguanineの修復に重要な関

係があることを後述する (Michaelset al., 1992). 

3. 構造作用相関

8-oxodGの反対位置に deoxyadenosine(dA)が

配位している二重鎖 DNAの構造は 2D-NMRに

よって解明され (Kouchakdjianet al., 1991), 更に

X線結晶解析法に よって確認さ れた (McAuley-

Hecht et al., 1994). 8-oxoguanineはB-DNA二重

鎖中において synconformation をと り， dAと

Hoogsteen pairを形成すると 想定されている
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(Kouchakdjian et al., 1991; McAuley-Hecht et al., 

1994). 8-oxodG: dA pairがWatson-Crickgeome-

tryと似ているためプライマー末端の重合延長反

応を容易にすると考えられる (Shibutaniet al., 

1991). 酸化損傷として構造的に関係があるが重

合延長反応を強く阻止する Fapyとはこの点で異

なる (O'connoret al., 1988). 

4. 変異性の研究

大腸菌における 8-oxoguanineに起因する変異

誘発の頻度および変異の特異性は， 8-oxoguanine

で位置特異的に修飾したプラスミットを使用して

・された (Woalet al., 1990; Moriya et al., 1991; 

Cheng et al., 1992; Moriya et al., 1993).哺乳動物

細胞（サル腎細胞）では SV40-oriをもった単鎖

DNAのシャトルベクターを使用した (Moriya

et al., 1993).宿主細胞内での複製時に誘発された

変異をもつプラスミッドの塩基配列は colonyhy-

bridizationとDNAsequencingの併用によって分

析された． 8-oxoguanineによる主な変異は G:C

→T : A transversionであることが示された Wood

et al., 1990; Moriya et al., 1991; Cheng et al., 1992; 

Moriya et al., 1993). この結果は上述の DNAポ

リメラーゼ反応にみられた複製エラーの特異性と

よく適合する．変異の頻度は大腸菌とサル賢細胞

共に 3％以下で， 8-oxoguanineの変異作用は弱い

と考えられる (Moriyaet al., 1993). 

5. DNA損傷の修復系

8-oxoguanineの修復はもともと Fapy損傷をも

つDNAから Fapyを除去するためと考えられた

N-glycosylase (mutM または Fpg蛋白） （Chets-

anga and Lindahl, 1979)の作用によって始まる

(Tchou et al., 1991). Fpg蛋白は 8-oxodGをもつ

DNAに対して Fapyをもつ二重鎖DNAより僅

かながら高い親和性をもっている (Tchouet al., 

1994; Tchou and Grollman, 1994). Fpg蛋白の生

理的碁質は Fapyよりもむしろ 8-oxoguanineであ

ることを遺伝学的実験も暗示している．

構造作用的観点からみて興味深いことに，共に

酸化損傷塩基である 8-oxodGとFapyは dCと対

をなしたときだけ Fpg蛋白の作用によって DNA
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からとり除かれ， これに反し， 8-oxodG: dA pair 

はFpgの酵素作用の碁質として不適切な構造で

ある (Tchouet al., 1991; Tchou and Grollman, 

1994). 変異誘発の中間体である 8-oxodG:dA 

pairの修復には今一つの DNAglycosylaseである

adenine DNA glycosylase (mut Y蛋白）が関与する

(Michaels et al., 1992, 1993; Au et al., 1989). Fpg 

蛋白の場合と同様に， adenineDNA glycosylaseは

はじめ DNA中の dG:dA mismatchの修復活性

として発見， 精製された (Michaelset al., 1992, 

1993; Au et al., 1989). Adenine DNA glycosylase 

の第一義的生理作用は酸化損傷DNAの修復をも

かねている様である (Tchouand Grollman, 1993; 

Michaels and Miller, 1992). 

8-oxoguanineのDNA中への出現は，DNAの

直接酸化の他に， 8-oxodGTPのDNA合成時の

DNAへの取込みによっても起り得る (Tchouand 

Grollman, 1993; Michaels and Miller, 1992). 8-

oxoguanineは鋳型中の dAとdCにほぼ同様に対

合してプライマー末端に取込まれるので (Cheng

et al., 1992; Maki and Sekiguchi, 1992), もし修復

が行われなければ， A:T→C:G transversionを起

させる (Yanofskyet al., 1966). 細胞内の nucleo-

tide triphosphate poolから 8-oxodGTPを除くため

に8-oxodGTPaseが存在して変異を防いでいる

(Maki and Sekiguchi, 1992). 

種々の活性酸素の遍在的存在のため，あらゆる

生物の DNAに8-oxoguanineが存在することは

確実である (Frenkel,1992). 8-oxoguanineの変異

作用に防禦的な DNA修復酵素の役割を明らかに

するために各種の大腸菌 mutator株が使用された

(Tchou and Grollman, 1993; Michaels and Miller, 

1992). MutT株は 8-oxodGTPの加水分解が不能

のため (Makiand Sekiguchi; 1992), 高頻度で

A:T→C : G transversionを生じる． MutM株は

Fpg蛋白の欠損のため， 8-oxodGの蓄積 (Bessho

et al., 1992)と高頻度の G:C→T: A transversion 

を起す (Michaelset al., 1991). MutY株は adenine

DNA glycosylase欠損のため同様な変異を多発す

る． MutM/MutY二重変異は協働的に働き，両者

は共同して 8-oxodGの変異作用か ら大腸閑を防

禦している (Michaelset al., 1992). 
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6.結論

種々の活性酸素は細胞内で継続的に生成され，

DNAの酸化障害をひき起こす． これらの有害な

影響からの防禦のため，複雑な修復系が存在して

いる．大腸菌では Figure1に示された 8-oxodG修

復機序が解明されている．詳細な総説は Michaels

et al., (1992), Tchou and Grollman (1993), Mi-

chaels and Miller (1992)を参照されたい．哺乳動

物細胞中にも MutM,MutY, MutTに対応する遺

伝子産物が知られており，類似の erroravoidance 

pathwaysが働いている様にみえる (Chunget al., 

1991; Yeh et al., 1991; Mo et al., 1992). 

==年==- -oxo 

Fig. I. Schematic diagram illustrating how the MutM, MutY, and MutT proteins reduce accumulation of 8-
oxoguanine residues in DNA, 8-0xoguanine is introduced into DNA by oxidative damage (unboxed pathway) 
or by incorporation of 8-oxodGTP during DNA biosynthesis (boxed pathway). MutM (8-oxoguanine DNA 
glycosylase) and MutY (adenine DNA glycosylase) act on oxidatively damaged DNA to minimize accumula-
tion of 8-oxoguanine. MutT protein (8-oxodGTPase) depletes the pool of 8-oxoGTP. Dxcision of 8-
oxoguanine from DNA is catalysed by combined action of the DNA-glycosylase and AP lyase activities of 
MutM protein. The single nucleotide gap is processed by DNA repair synthesis. If 8-oxoguanine escapes 
during repair, dAMP or dCMP is incorporated opposite the lesion. DNA containing 8-oxodG : dA is repaired 
by MutY protein, removing adenine. The MutY protein temporarily remains bound to DNA, protecting 8-
oxoguanine from subsequent attack by MutM protein, thereby preventing loss of one base of information and 
a double-strand break. Repair DNA synthesis directs incorporation of dAMP and dCMP opposite 8-oxodG. 
The 8-oxodG: dA pair is repaired through the MutY pathway while the preferentially formed 8-oxodG: dC 
pair can be repaired through the MutM pathway. 
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Insulin-dependent diabetes mollitus (IDDM) is an autoimmune disease in which insulin-secreting 

pancreatic/3-cells are selectively destroyed. Cytokines such as interleukin-1/3(IL-1/3)are released by 

invading immune cells and hav,e been shown to be capable of mediating inhibition of a variety of 
functions, inclnding insulin secretion, in rat islet/3-cells. Many of the inhibitory effects of IL-1/3in rat 

islets can be accounted for by its ability to induce nitric oxide synthase in/3-calls. Nitric oxide is 

synthesised in response to IL-1/3at levels sufficent to induce DNA strand breakage. In the immune 

response, nitric oxide is frequently released together with other reactive species including superoxide 

anion and hydrogen peroxidc and shows complex interactions with these activc oxygen species. Nitric 

oxide and superoxide combine to form a further toxic species, peroxynitrite. The nitric oxide donor 

SIN-1 (3-morpholinosydnonimine) releases superoxide and hydrogen peroxide concomitantly with nitric 

oxide and may thus be a useful model compound to reproduce cytokine free radical generation. 
In contrast to results for neurotoxicity, superoxide dismutase dose not protect islet cells against SIN-1-

induced DNA strand breaks, whereas catalase largely reverses the effect. This suggests that formation 

of hydroxyl radical via the Fenton reaction may be more important than formation of peroxynitrite in 

these cells. A number of cytokines exert protective rather than cytotoxic effects. We have shown that 

transforming growth factor/3 (TGF/3)protects islets agains IL-1/3,apparently by suppressing nitric 

oxide synthesis (as measured by nitrite formation) rather than enzyme formation. Studies to date do not 

allow definite conclusions conceming the importance of cytokine-induced nitric oxide synthesis in the 

destruction of human islets. 

Keywords: Interleukin-I/3,3-morpholinosydnonimine (SIN-I), superoxide dismutase, islets of 

Langerhans, nitric・ oxide 

1. Background 

Extensive research over the last few years has 

shown that a group of regulatory and immuno-

modulatory molecules known as cytokines are in-

volved in a number of physiological processes, in-

eluding control of cell proliferation and differentia-

tion, haematopoiesis, bone formation, wound heal-

ing, inflammatory and immune responses. 

selectively destroyed. During insulitis resident mon-

ocytic cells produce cytokines such as interleukin-I/3 

(IL-1/3)and tumour necrosis factor-a (TNF) and 

may liberate/3cell autoantigens, thus establishing 

specificity of destruction (for review see (Mandrup-
Poulsen et al., 1993)). 

A number of disease states, including some forms 
of cancer or inflammatory and autoimmune diseases 

involve disruption of normal cytokine action or al-

tered cytokine-induced responses. Insulin-dependent 

diabetes mellitus (IDDM) is an autoimmune disease 

in which the insulin secreting pancreatic/3cells are 

c II本環境変異原学会

Cytokines such as IL-1/3,identified in activated 

macrophage culture supernatants, may mediate the 

autoimmune destruction of insulin-containing cells 

(Bendtzen et al., 1986; Mandrup-Poulsen et al., 

1986). Intensive research into the biological effects, 

signalling and destructive potential of IL-1/3,in par-

ticular, has ensued (for reviews see Mandrup-
Poulsen et al., 1990; Corbett and McDaniel, 1992; 
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Kolb and Kolb-Bachofen, 1992; Eizirik et al., 1993; 

Mandrup-Poulsen et al., 1993; Green et al., 1994; 
Sandler et al., 1994). In this article we describe the 

responses of insulin-secreting cells to cytokines and 
nitric oxide donors. 

2. Inhibitory and Cytotoxic Effects of Cytokines 

on Islets of Langerhans 

Following the identification of IL-1/3 as the com-

ponent of supernatants from activated macrophages 

which caused inhibition of insulin secretion and loss 

of viability in rat islets (Bendtzen et al., 1986; 

Mandrup-Poulsen et al., 1986), there has been inten-

sive research into the responses of islets to those 

cytokines which may be present during insulitis. 

There is a bimodal response of islet insulin secretion 

to IL-1/3 treatment in vitro, dependent on the dura-

tion of exposure and dose used; low dose or acute 

high dose treatment stimulates, while higher dose or 

longer term low dose treatment inhibits glucose-

induced insulin secretion by rat islets (Spinas et al., 

1986; Comens et al., 1987; Spinas et al., 1988; 

Delaney et al., 1993; Green et al., 1993). 
While the physiological or pathophysiological sig-

nificance of cytokine-stimulated insulin secretion is 

unknown, there has been much interest in elucidat-
ing the mechanism of IL-l/3's inhibition of insulin 

secretion, as a possible indicator of the processes 

which lead on to /3-cell dysfunction and death in 

IDDM. Other inhibitory effects of IL-1/3 on islets of 

Langerhans which have been described are reduc-
tions in insulin synthesis (Eizirik et al., 1990), in 

mitochondrial aconitase activity (Welsh and Sand-

ler, 1992), in glucose oxidation (Eizirik, 1988), in 

DNA synthesis and in intracellular levells of ATP, 

cAMP (Sandler et al., 1990); Green et al., 1993) 

andNAD(Yamadaetal., 1993;Bo1affietal., 1994). 

While IL-1/3 also inhibits insulin secretion in the 

transformed hamster /3-cell line HIT-T15 (Ham-

monds et al., 1990) and in mouse islets (Welsh and 

Sandler, 1992), the results from human islet prepa-

rations have been less consistent. IL-1/3 was report-

ed to inhibit glucose-induced insulin secretion by 

perifused human islets (Kawahara and Kenney, 
1991), whereas longer-term treatment in culture re-
suited in stimulation of secretion (Eizirik et al., 
1993). 

Role of nitric oxide 
We first reported that interleukin-1/3's inhibitory 

effects on rat islet insulin secretion were nitric oxide 

related and highly dependent on the presence of 
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arginine in the culture medium (Southern et al., 

1990). This is consistent with the known involve-

ment of nitric oxide in mediating cytokine effects in 

a number of cell types including macrophages, 

smooth muscle cells, fibroblasts and hepatocytes 

(for reviews see (Moncada et al., 1991; Nathan, 

1992)). Nitric oxide is generated from arginine by 

an oxidative reaction catalysed by the haem-

containing enzyme nitric oxide synthase (NOS) 

(review by (Knowles and Moncada, 1994)). Indi-
rect evidence for induction of NOS in islets of 

Langerhans arose from the observations that IL-1/3 

stimulated an arginine-dependent release of nitrite, a 

relatively stable oxidation product of nitric oxide 

(Southern et al., 1990; Corbett et al., 1991; Welsh et 

al., 1991) and intracellular accumulation of cGMP 

(Corbett et al., 1992; Southern et al., 1992; Green et 

al., 1993), which can result from nitric oxide activa-

tion of guanylate cyclase. Determination of nitrite 

or cGMP does have some limitations as an indicator 

of nitric oxide production. Nitrite levels are unreli-

able if there is likely to be any difference in the 

cellular redox state (Delaney et al., 1993; Green et 

al., 1994; Knowles and Moncada, 1994), while ni-

tric oxide-induced elevation of cGMP relies on the 

presence of soluble guanylate cyclase which may be 

absent or at a very low level in some insulin secreting 

cell lines (Cunningham et al., 1994). More specifi-

cally, by using electron paramagnetic resonance spe-

ctroscopy it was shown that IL-1/3induces forma-

tion of iron-nitrosyl complexes, indicative of nitric 

oxide reaction with iron-containing target proteins 

in islets (Corbett et al., 1991). Nitric oxide has also 

been implicated in mediating the inhibitory effect of 

TNF, used in combination with IL-1/3,on rat islet 

insulin secretion (Southern et al., 1990), and the 

cytotoxic effect of IFN plus TNF on mouse islets 

(Yamada et al., 1993). By contrast, IL-6 inhibits rat 

islet insulin secretion by a mechanism distinct from 

that of IL-1/3(Sandler et al., 1990; Southern et al., 
1990). 

The cellular site of nitric oxide formation has 

been indicated by stimulation of cGMP accumula-

tion by IL-1/3specifically in/3-cells, but not alpha 

cells, using FACS-purified preparations from rat 
islets (Corbett et al., 1992). Furthermore, IL-1/3 

treatment raised cGMP, nitrite and iron-nitrosyl 

complex formation (Corbett et al., 1992) and stimu-

lated conversion of radiolabelled arginine to citrul-

line, the co-product of the nitric oxide synthase-

catalysed reaction (Cunningham et al., 1993) in the 

insulin-secreting cell line RINm5F. Expression of 

macrophagetype NOS has been confirmed by North-

ern blot analysis of IL-1/3-treated HIT-T15 cells 

(Eizirik et al., 1992; Eizirik et al., 1993) and West-

ern blot of rat islet and RINm5F cell protein (Green 

et al., 1994). Possible non-endocrine sources of 
nitric oxide in the islets include macrophages, 

vascular endothelial cells and fibroblasts. 

Biological effects of nitric oxide donors on insulin-
secreting cells 
In order to investigate whether cytokine effects 

are reproduced by nitric oxide we have examined the 

effect of nitric oxide donors on /3-cell function in rat 
islets and insulin-containing rodent cell lines. Nitric 

oxide donors which enter cells and release the free 

radical intracellularly may be more inhibitory than 

donors which release nitric oxide extracellularly 

(Cunningham et al., 1994). We have also shown in 
HIT-T 15 cells and・ in islets of Langerhans that nitric 

oxide released by donors causes DNA damage 
within 30 min. and inhibits insulin secretion in that 

time; this inhibition is similar in magnitude to that 

seen after cytokine treatment (Delaney et al., 1993; 

Green et al., 1993); unpublished observations). 

HIT-T 15 cell responses to nitric oxide releasing 

compounds resemble those of primary tissue--islets 
of Langerhans-more closely than RINm5F cell 
responses. However, both types of cell respond to 

donors within 24-48 h with decrease in cell number 

and viability (this laboratory, unpublished observa-

tions). 

Intracellular targets for nitric oxide 
The ability of nitric oxide to inactivate enzymes 

suggests a means for mediation of some of IL-1/3's 

effects on islets. Inhibition of glucose-induced insu-

lin secretion has been proposed to result from iron-

nitrosyl complex formation following nitric oxide 

interaction with iron-sulphur containing enzymes 

(Corbett et al., 1991) such as aconitase (Welsh et 

al., 1991), leading to a fall in glucose oxidation rate 

(Sandler et al., 1987), impaired production of ATP 

(Sandler et al., 1990) and, ultimately, defective syn-

thesis and release of insulin. An additional in-

hibitory effect on insulin secretion may be brought 

about by nitric oxide activation of membrane potas-

sium transport channels (Antoine et al., 1993; Bolo-

tina et al., 1994). The inhibitory effects of IL-1/3 on 

DNA synthesis may be accounted for by nitric ox-

ide-inactivation of iron-containing ribonucleotide 

reductase, the rate-limiting enzyme in this process 

(Kwon et al., 1992). 

Nitric oxide or other free radicals released from 

macrophages or generated intracellularly are being 
investigated as the mediators of cytokine-induced 

toxicity (Kolb and Kolb-Bachofen, 1992; Rabinov-

itch et al., 1992; Mandrup-Poulsen et al., 1993). 

The DNA damaging effects of nitric oxide is evident 

in insulin-containing cells (Delaney et al., 1993; 

Delaney et al., 1993; Fehsel et al., 1993). Cytokine-
induced nitric oxide is sufficient to cause DNA 

damage and is a specific causative agent as shown by 

the use of arginine analogues which abolish IL-1 

/3-induced nitric oxide generation (Delaney et al., 

1993). It has been proposed that reduction of NAD 

by IL-1/3 treatment of rat islets is associated with 

decreased islet viability, which is restored by nicotin-

amide treatment (Bolaffi et al., 1994) and that nitric 

oxide induced lysis is diminished by nicotinamide or 

3-aminobenzamide (Kallman et al., 1992). How-

ever, nicotinamide treatment does not normalise 

insulin secretion (Sandler et al., 1989; Bolaffi et al., 

1994), although one report suggests partial restora-

tion (Buscema et al., 1992). 

DNA damaging action of nitric oxide士superoxide
Nitric oxide synthase has been shown to be capa-

ble of generating superoxide in addition to nitric 

oxide (Pou et al., 1992). The nitric oxide donor 

SIN-1 releases superoxide anion and hydrogen per-
oxide concomitantly with nitric oxide (Ioannidis 

and de Groot, 1993). To determine whether the 

DNA damage we observed with SIN-1 (Delaney et 

al., 1993) was mediated by nitric oxide or by active 

oxygen species the specificity of the effect was stud-

ied using the nitric oxide donor in combination with 

superoxide dismutase and catalase. Lipton et al., 

(1993) found that superoxide dismutase afforded 

protection against the neurotoxicity of SIN-1. They 

argued that this suggested a role in nitric oxide 

toxicity for peroxynitrite, which world be formed 

from superoxide and nitric oxide, and which would 
release hydroxyl radical at neutral pH. In contrast, 

in our experiments superoxide dismutase combined 

with SIN-1 prolonged the half life of nitric oxide 

and increased comet formation. Possible formation 

of peroxynitrite was suggested by a decreased ration 

of nitrate to nitrite in the presence of superoxide 

dismutase. Similar lack of protection by superoxide 

dismutase was found by Ioannidis and de Groot 

(1993). Oury et al. (1992) also suggested that 

superoxide might protect against nitric oxide toxici-

ty. 

In our experiments, however, catalase which re-
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moves hydrogen peroxide, largely abolished SIN-1's 
ability to form comets (unpublished observations). 

It would therefore appear that hydroxyl radical for-

mation via hydrogen peroxide and a Fenton-type 

reaction may be of more significance than its forma-

tion via decomposition of peroxynitrite. The DNA-

damaging activity of nitric oxide donors is unlikely 

to be solely due to formation of hydrogen peroxide, 

since neither superoxide dismutase nor catalase af-

fected the ability of the nitric oxide donors s-

nitrosoglutathione or Roussin's Black salt (Flitney 

et al., 1992) to cause DNA damage (unpublished 
observations). 

The interaction of nitric oxide with active oxygen 

species is clearly complex and highly dependent on 

cell type. Nitric oxide has been shown to protect 

against the cytotoxicity of reactive oxygen species, 

superoxide or hydrogen peroxide, in V79 cells (lung 

fibroblasts) (Wink et al., 1993). However, in liver 

cells, Ioannidis and de Groot (1993) found that 

hydrogen peroxide and nitric oxide co-operated in 

cell killing, and in vitro nitric oxide and hydrogen 

peroxide gave singlet oxygen, a highly cytotoxic 

species (NoronhaDutra et al., 1993). Our results 
using the nitric oxide donor SIN-1 and measuring 

DNA damage in HIT-T15 cells and lymphocytes are 

consistent with those of Ioannidis and co-workers 

measuring liver cell injury by lactate・ dehydrogenase 
activity, in that the damaging activity of SIN-1 was 

reduced by catalase. No protection by superoxide 

dismutase from the DNA damaging effect of SIN-1 

was provided in our studies (Delaney et al., 1993) or 

from the cytotoxic effect of SIN-1 by Ioannidis et al. 

(Ioannidis and de Groot, 1993). In our own results 

we do not have evidence for or against a synergistic 

interaction between nitric oxide and hydrogen per-

oxide at the present time. 

Islet /3-cells are specifically targeted by methylat-

ing agents e.g. streptozotocin, which is used in vivo 

to induce insulin-dependent diabetes. In vitro effects 

of streptozotocin on cultured islets are largely irre-

versible, unlike those of methyl methanesulphonate 

or methylnitrosourea (Eiziriket al., 1991). We have 
examined streptozotocin, methyl-and and ethyl-

nitrosourea for nitric oxide production and com-

pared them with methyl and ethyl methanesulpho-

nate which do not release nitric oxide. All com-

pounds inhibited insulin secretion, regardless of 

their possession of an NO group (unpublished obser-

vations). In the case of these diabetogenic com-

pounds there seems to be no contribution made by 
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nitric oxide to inhibition of insulin release over and 

above the effects of methylation and ethylation. In-

tracellular targets for these compounds are not 

known. 

Induction of prostaglandin synthesis 
IL-1/3-induction of nitric oxide synthase in rat 

islets is accompanied by expression of the haem-

based enzyme cyclooxygenase (COX-2) which cat-

alyses the rate-limiting step in the production of 

prostaglandins, thromboxane A2 and prostacyclin 

(eicosanoids) from arachidonic acid (Corbett et al., 

1993). Since IL-1/3treatment of islets with an 

arginine analogue inhibited production of both ni-

trite and PGE2 (basal and arachidonic acid-

stimulated), it is likely that, in islets, nitric oxide 

stimulates the activity of COX-2 (Corbett et al., 

1993). While prostaglandins are not principal medi-

ators of the inhibitory effects of IL-1 on rat islet 

insulin secretion (Hughes et al., 1989; Sandler et al., 

1989) and glucose oxidation (Hughes et al., 1989), 

arachidonic acid metabolites have been implicated in 

mediating the cytotoxic effects of cytokines on islet 

cell mono layer cultures (Rabinovitch et al., 1990; 

Rabinovitch et al., 1992). 

3. Protective Mechanisms 

A recent proposal concerning the pathogenesis of 

IDDM is that the overall effect of cytokines on (3 

cells is determined to some extent by the balance 

between cytokine-induced inhibitory and cytotoxic 

effects and a counteracting set of repair and defence 

mechanisms (for review see (Eizirik et al., 1993)). 

Potentially important defence and repair responses 

induced by IL-1/3 treatment of islets are the synthe-

sis of heat shock proteins (Helqvist et al., 1989; 
Eizirik et al., 1990), which under conditions of 

cellular stress may stabilise denatured proteins or 

facilitate their refolding and disposal, haem oxy-

genase (Helquvist et al., 1991) which can act as an 
antioxidant, and superoxide dismutase (Borg et al., 

1992), a scavenger of oxygen radicals. 

In addition to a parallel induction of cellular 

defence and repair mechanisms, protection against 

assaulting cytokines may be provided by other 

cytokines and hormones. Cytokine induction of 

macrophage nitric oxide synthase has been shown to 

be inhibited by dexamethasone (Di Rosa et al., 

1990), IL-10 (Cunha et al., 1992), IL-4 (Liew et al., 

1991) and TGF/3 (Ding et al., 1990). Dexametha-
sone has been reported to block the inhibitory effect 

of IL-1/3 on islet insulin secretion by reducing nitric 

oxide formation, as reflected by the prevention of 

IL-1/3-induced cGMP (Kwon et al., 1993). In IL-

l/3-treated RINm5F cells, dexamethasone does not 

alter the induction of iNOS mRNA, but attenuates 

the increase in nitrite production (Cetkovic-Cvrlje et 

al., 1993) and nitric oxide synthase activity (Cun-

ningham et al., 1993). IL-10 treatment of islets, 

while influencing some aspects of/3cell function, 

does not affect IL-1/3's inhibition of insulin secretion 

nor attenuate increased production of nitrite by 

RINm5F cells (Sandler and Welsh, 1993). Recent 

work in our laboratory has shown that TG~/3 re­
verses IL-1/3's effects on insulin secretion and nitric 

oxide formation in rat islets (Mahley et al., 1994) 

and RINm5F cells (Cunningham et al., 1994). This 
effect in islets appears to be through a reduction of 

bioactive nitric oxide production (Mahley, Cunning-
ham, Schulster & Green unpublished observations), 

rather than by suppression of enzyme synthesis as 

has been described in macrophages (Vodovotz et al., 
1993). In addition, the naturally synthesised IL-1 

receptor antagonist IL-lra counteracts IL-1/3's inhi-

bition of islet insulin secretion (Dayer-Metroz et al., 

1989; Eizirik et al., 1991) and delays the onset of 

IDDM in an animal model of diabetes (Dayer-

Metroz et al., 1992) suggesting that IL-lra may 

have a role in limiting the effects of IL-1/3on islet 

cells in vivo. 

4. The Human Perspective 

While there is an extensive literature on rodent 

islet responses to cytokines and the signalling sys-

terns mediating these parameters, far less is known 

about how human islets respond to cytokines. Al-

though extrapolation of insulin secretory and second 

messenger data from rat to human islets has been 

possible in the past, the biological responses to cyto-

kine treatment and mediators of cytokine effects in 

human islets may be very different. For example, 
compared with rat islets, human islets show greater 

resistance to streptozotocin, a specific/3cell toxin 

which causes alkylation damage and possibly nitric 

oxide-related cellular damage, and are more sensi-
tive to high glucose (Davalli et al., 1991; Eizirik et 

al., 1992). 
There have been too few studies so far to allow 

conclusions to be drawn concerning the importance 

of nitric oxide in cytokine impaired function of 

human islets. Insulitis may augment nitric oxide 

and other free radical levels in the vicinity of the/3 

cell, or more lethally within the/3-cell, and these 

radicals may synergise and contribute to cell death. 

Alternatively, islet response to nitric oxide may be 

of less importance in humans compared with some 

other species if human macrophages do not respond 

to cytokines by production of this -radical. Interleu-

kin-1/3, TNFa and IFNr treatment of cultured 

human islets increased transcription of nitric oxide 

synthase mRNA (Eizirik et al., 1994) and nitrite 

formation, while decreasing the insulin secretory 

response (Corbett et al., 1993; Eizirik et al., 1994). 

However, while Corbett et al. found this cytokine-

induced inhibition of insulin secretion to be partially 

dependent on nitric oxide generation (Corbett et al., 

1933), these two events were dissociated in the study 

be Eizirik et al. (1994). In collaboration with the 

latter group, we are currently investigating the 

effects of nitric oxide donors on human islets. 
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Summary 

Studies with the Comet Assay 

Michael H. L. Green, Jillian E. Lowe, Kay Aldridge, 
Alastair P. W. Waugh, Peter H. Clingen, 
Jane Cole and Colin F. Arlett 

MRC Cell Mutation Unit, Sussex University, Palmer, Brighton, BNl 9RR., UK 

(Received Sent, 14, 1994; Accepted Sent, 14, 1994) 

We have measured DNA strand breaks induced by ionising radiation in human lymphocytes, using 

finger prick blood samples obtained from normal laboratory subjects. We used the comet assay (single 
cell gel electrophoresis) to measure strand breaks. A sample was taken after the subject had fasted 
overnight. The sample was embedded in agar and immediately irradiated with a 60Co source. A second 

sample was taken one hour after the subject had eaten breakfast and consumed approximately 35 mg/ 
kg vitamin C. Repeat experiments were performed on six subjects. In each case there was a highly 
significant reduction in the dose response of comet length to ionising radiation following breakfast/ 
vitamin C. There was also a difference in comet length in the unirradiated controls. Consistent 
differences between individual subjects were found. On the other hand, when micronucleus formation 
or clonal survival in a clonogenic assay were measured in separated T-lymphocytes, no effect of breakfast 

and vitamin C was observed. A further paradox is that incubation of separated human lymphocytes with 
vitamin C in vitro does not offer protection, but causes increased DNA strand breakage. Studies using 
endonuclease III in the comet assay suggest that endonuclease-sensitive sites may be detectable in both 
stimulated and unstimulated human lymphocytes. The relevance of this endogenous damage to cell 
killing and mutation remains to be established. 

Keywords: Ionising radiation; Diet; Vitamin C; Comet assay; Human lymphocytes 

1. Introduction 

It has been particularly exciting that this confer-

ence has been a joint meeting of the Japan Environ-
mental Mutagen and Radiation Research Societies 

because the work reported here involves an attempt 

to draw a connection between these two fields. 

There is extensive evidence for differences in 

cancer incidence between different populations, and 

indeed, the differences between Britain and Japan 

are among the greatest (see e.g. (Cairns, 1978)). 

These differences appear to be environmental rather 

than genetic, and have been ascribed to "lifestyle". 

Apart from smoking, the major component of life-
style affecting cancer incidence would appear to be 

diet. An intriguing hypothesis is beginning to 

emerge that it is the protective components of diet, 

in particular antioxidants, which are of most signifi-

cance in affecting cancer incidence (Ames, 1983; 

Ames and Gold, 1991; Simic and Bergtold, 1991). 

Thus the major differences in diet affecting cancer 
incidence between Japan and Britain may relate to 

levels of antioxidants in our diet, rather than to 

differences in our exposure to genotoxins, or our 

fondness for Karaoke or the game of cricket. 

c 日本環境変異原学会

The potential importance of antioxidants to cellu-

lar integrity may arise from our continuous expo-

sure to a variety of endogenously generated reactive 

oxygen species and other possible DNA damaging 

agents. Although some of these reactive species are 

formed as byproducts of normal cellular metabo-

lism, they may also be synthesised by specific en-

zymes in response to specific signals, especially 
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during the immune response. (It is worth noting 

that treatments which affect the induction of these 

enzymes, or their capacity to synthesise reactive 

species, may indirectly influence the level of DNA 

damage in tissue, and thus act as apparent carcino-

gens or anticarcinogens.) 

The most important reactive oxygen species in 

terms of DNA damage is probably the hydroxyl 
radical (OH"), which can be formed from hydrogen 
peroxide in the presence of Fe2+ by the Fenton 

reaction (Halliwell and Gutteridge, 1989). This 

radical has an extremely short half life and will react 

with a wide variety of cellulalr components. No 

specific system for its removal exists but a variety of 
antioxidants will react with it, protecting critical 

cellular targets. Hydroxyl radical, formed from 
radiolysis of water, is also of major importance in 
the generation of DNA damage by radiation. The 

formation of hydroxyl radical by radiation tends to 

be clustered, because of track structure, whereas 

formation from hydrogen peroxide may be some-

what more uniformly distributed. Such a distinction 

has been used to explain the ditf erences in biological 

effectiveness between different qualities of ionising 

radiation and between ionising radiation and hydro-

gen peroxide. 
It occurred to us that if variation in the level of 

antioxidants in diet can affect susceptibility to en-

dogenous DNA damage, such variation ought also 

to affect radiation sensitivity. An extensive litera-

ture on radiosensitisation exists, but less attention 

appears to have been given to the possibility that 

normal dietary constituents might affect radiation 

response. Two studies have suggested that supple-

mentation of drinking water with vitamin C may 

reduce bone marrow micronucleus formation in 

mice (Odagiri et al., 1992) and rats (El-Nahas et al., 

1993) following ionising radiation. Okunieff (1991) 

has shown that very high levels _of vitamin C in-

creased normal tissue survival following ionising 

radiation in an animal tumour model. The only 

human data that we are aware of come from Sram et 

al. (1986) who found that a daily prophylactic dose 

of vitamin C appeared to reduce chromosome aber-

rations in individuals who may have been exposed to 
genotoxins in their working environment. 

2. Radiosensitive Individuals in the Populationー

the Holy Grail 
The efficacy of radiotherapy is limited by the 

maximum dose that can be given, without inducing 
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Design of experiment 

• Subject fasts overnight 

• Finger prick blood sample taken 
• Sample immediately y-irradiated and DNA 
damage measured 

• Subject takes normal breakfast plus approximately 
35 mg/kg vitamin C 

• Second finger prick blood sample taken one hour 
later 

• Second sample irradiated and DNA damage 
measured 

Fig. 1. Design of experi~ent. All blood samples 
were taken with informed consent from normal 
laboratory volunteers. 

unacceptable side effects in too high a proportion of 

patients. If those patients likely to respond ad-
versely could be identified in advance, a more ag-

gressive therapy, with greater chance of success, 

could be offered to the remaining patients (Arlett, 

1992; Norman et al., 1988). A long-standing goal of 

our research unit has been to identify individuals 

with an increased genetic susceptibility to ionising 

radiation (Arlett et al., 1988; Cole et al., 1988). 

Although such an approach has had some success in 
our laboratory and elsewhere (Deschavanne et al., 
1986; Weichselbaum et al., 1980a; Weichselbaum et 

al., 1980b; West et al., 1991), techniques are slow 

and have poor resolution. 
It dietary antioxidants affect ionising radiation 

sensitivity, this might suggest an additional mecha-

nism for variation in human cellular response. More-

over, it might be significantly easier to determine the 

antioxidant status of a patient than to detect a 

genetic predisposition to radiosensitivity. We there-

fore set out to determine whether an alteration in 

antioxidant status of a subject would alter the re-
sponse of freshly isolated human cells to radiation. 

A more detailed account of the work is to appear in 

Mutation Research (Green et al., 1994). 

The experiment we set up, measuring DNA 
damage in freshly isolated white blood―cells from 

normal laboratory subjects, is shown in Fig. 1. In 
order to achieve a rapid alteration of antioxidant 
status, we used vitamin C, which is freely soluble 

and rapidly excreted (Frei et al., 1989). 

3. The "Comet" Assay 
To determine DNA damage in irradiated whole 

blood, we made use of the comet assay (single cell 

Comet assay procedure 

• Embed blood sample in agar sandwich on frosted 
microscope slide 

• 60Co irradiate slide 

• Place slide in lysis mixture, pH 10, 4°C, for at least 
1 h 

• Place slide in alkaline buffer, 0.3 M NaOH, 15°C 
for 40 min 

• Apply 20 volts, 24 min 

• Rinse, stain with ethidium bromide 

• Capture images 

• Measure nose to tail length of comets 

Fig. 2. Protocol for the comet assay (Green et al., 
1994; Singh et al., 1988) 

gel electrophoresis) (Singh et al., 1988). This is a 

rapid and sensitive procedure for measuring DNA 

strand breaks in mammalian cells. The general 
procedure used (Green et al., 1992; Green et al., 
1994; Singh et al., 1988) is outlined in Fig. 2. The 

blood sample is placed in an agar sandwich on a 

frosted microscope slide (Fig. 3(a)), lysed, placed in 

alkali and an electric current applied. Under these 

conditions, DNA containing strand breaks streams 
out from the nucleus in a "comet tail". Our image 

analysis system (Optomax V, Synoptics, Cam-

bridge) captures a series of fields containing comets, 

normalizes the background, enhances the image, 
and measures the overall (nose to tail) length of the 

comet (Fig. 3(b)). Using this procedure, it takes 

less than 20 min from taking a finger prick blood 
sample to placing the slide in lysis mixture, so that 
the blood cells should reflect their in vivo environ-

ment as closely as possible. 

-,-旦 8oL A 

吾
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冨8 E 40 

』20 
0.0 1.0 

(a) 

Cover slip 

Ce~ in middle agar layer↓ 
＼ 

／ 
Frosted microscope slide 

(b) 

Control Irradiated 

Fig. 3. The comet assay. (a) We embed the blood 
sample in an agar sandwich on a frosted micro-
scope slide. (b) Electrophoresis causes DNA con-
taining strand breaks to stream out of the nucleus 
in a "comet tail". Undamaged DNA remains 
trapped in the nucleus. We measure overall (nose 
to tail) comet length as an indicator of DNA 
damage. 

4. Results 

Effect of vitamin C on radiation-induced DNA 
strand breakage 
From Fig. 4 it can be seen that in each of three 

independent experiments on the same subject, ionis-

ing radiation appeared to produce fewer strand 

breaks in the sample obtained after vitamin C and 

breakfast. It should be noted that there is a differ-

ence in comet formation both in the presence and 

B
 

c
 

2.0 0.0 1.0 2.0 0.0 1.0 20 

Dose (Gy) 

Fig. 4. Effect of breakfast and vitamin C on radiation-induced DNA strand breakage as measured by the comet 
assay. Three independent experiments with Subject 7. -0-, Sample obtained before breakfast and vitamin 
C; — • — , blood sample obtained one hour after breakfast and vitamin C. 
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absence of irradiation. Fig. 5 summarizes the best fit 

ionising radiation dose response slope for each of 6 
subjects, obtained from a series of similar experi-

ments. With each subject, the slope was different 

before and after breakfast and vitamin C. Moreo-

ver, there were consistent differences between sub-

jects. For example, subjects 2 and 43 consistently 

showed greater radiation damage than subject 42. 

In further experiments (not shown) we have 

found a smaller effect of vitamin C without break-

fast, and also of breakfast without vitamin C. The 

maximum effect of breakfast and vitamin C on 

comet formation appears to occur after about 4 h. 

Thus when the comet assay is used as a measure of 
DNA strand breakage, the response of human cells 
to ionising radiation appears to be dependent on 

what the subject has eaten. Moreover, there may be 

consistent difference in comet assay response be-

tween individual subjects. 

Lack of effect of breakfast and vitamin Con surviv-
al and micronucleus formation 
In further experiments, we looked for an effect of 

breakfast and vitamin C on cell survival as deter-

mined in a colony forming assay (Cole et al., 1988), 

and on micronucleus formation as determined by 

the cytochalasin B method (Cole et al., 1990; Fenech 
and Morley, 1986). Since the maximum effect on 
comet formation appeared to be found 4 h after 

breakfast and vitamin C, this interval was used for 

the experiments. In contrast to comet formation, 

which was measured in whole blood, survival and 

micronucleus formation are measured in T-

lymphocytes within the mononuclear fraction, 
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Fig. 5. Slope of ionising radiation dose response 
for 6 subjects. Best fit slopes were obtained for 
the combined data for each donor. 
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which constitute only about 20% of all white blood 

cells. Moreover, the T-lymphocytes required to be 
separated from whole blood in the mononuclear cell 

fraction by a Ficoll gradient. This procedure takes 

at least an hour, allowing the cells a longer period to 

equilibrate with their in vitro environment. 
We found no effect of breakfast and vitamin C on 

survival or micronucleus formation in our experi-
ments. Whether the difference from the comet assay 

result relates to the cell type studied, the isolation 

procedure, or the biological endpoint, remains to be 

established. 

In vitro vitamin C treatment 

More recently, we have treated separated mono-

nuclear cells with vitamin C in vitro and measured 

comet formation. Instead of protection, we found 

that vitamin C induced DNA strand breakage. A 

similar result has been obtained by Anderson et al. 

(1994). Vitamin C gave positive results in a signifi-

cant proportion of in vitro short term genotoxicity 

assays in the 1980 International Collaborative Test 

Evaluation Program (Ashby, 1981). Vitamin C can 

hydroxylate the C-8 position of guanine (Kasai and 

Nishimura, 1984) and can potentiate the formation 

of hydroxyl radiacal in the presence of hydrogen 

peroxide and iron (Halliwell and Gutteridge, 1989), 
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Fig. 6. Endonuclease III-sensitive sites in -separated 
human lymphocytes (mononuclear fraction). Fi-
coll-separated mononuclear cells were treated 
with 200 μM hydrogen peroxide for 5 min over 
ice. Cells were lysed, the lysis buffer removed, 
and incubated for 10 min in buffer with or with-
out endonuclease III. Cells were returned to 
alkali and electrophoresis performed immediate-
ly (Collins et al., 1993). Remaining steps were 
as in Fig. 2 (Green et al., 1994). 

so that this result is in itself not totally surprising. It 
is, however, striking in view of the apparent protec-

tive effect of vitamin C in the earlier experiments. 

Endogenous DNA damage 
Freshly isolated human lymphocytes show evi-

dence of endogenous oxidation damage to their 

DNA (Collins et al., 1993) in the form of en-

donuclease III-sensitive sites. Fig. 6 shows that 

although treatment with hydrogen peroxide treat-

ment induces additional endonuclease III-sensitive 

sites in lymphocyte DNA, there are a substantial 

number of sites present in untreated cells. We have 

found similar evidence for oxidative damage in cy-

cling T-lymphocytes and in primary fibroblast cul-

tures (unpublished results). Collins et al. (1993), 

however, did not find evidence of such damage in 

HeLa cultures. The occurrence of endogenous ox-
idative damage is of interest since this type of 

damage has been shown to induce the adaptive 

resistance to radiation (Dominguez et al., 1993; 

Olivieri et al., 1984). 

5. Conclusions 
We embarked on this project as a test of the 

hypothesis that dietary antioxidants might affect 

human susceptibility to endogenous oxidative 
damage. In view of the similarities between the 

damage caused by ionising radiation and that caused 

by active oxygen species, if no effect on radiation 

response were found, we considered that it would 

argue against the importance of dietary antioxidants 

in protection against oxidative damage. On the 

other hand, if an effect were found, it might well 

have implications for radiotherapy. As often hap-

pens in these situations, we have obtained both an-

swers. The comet assay indicates that diet and an 

antioxidant have a clear effect on the response of 

freshly isolated cells to ionising radiation. In con-

trast, we found no effect on cell survival or micro-

nucleus formation. 
Our results are consistent with other studies in 

suggesting that the response of freshly isolated blood 

cells in the comet assay does indeed indicate changes 

in the antioxidant status of the donor. Betti et al. 

(1994) have shown increased comet formation in 
lymphocytes of smokers compared to non-smokers 

in a study of 1()()subjects and Anderson et al. (1994) 

have obtained a borderline effect of smoking in a 

smaller series. Hartmann et al. (1994) have shown 

comet formation in lymphocytes isolated from indi-

viduals who had undertaken extreme physical activ-

ity. 
The failure to find an effect equivalent to the 
comet assay with other genetic endpoints is more 

problematical. The protocol for our experiments 

has unsatisfactory features, but it is unlikely that an 
effect as striking as that observed with comet forma-

tion would have been found by any other procedure. 

It is of interest that Betti et al. (1994) did not find 

differences between smokers and non-smokers in 

SCE frequency to correspond to the differences they 
observed in the comet assay. 
The relationship between endogenous oxidative 

damage and radiation will clearly be complex. On 

the one hand antioxidants such as vitamin C may 

have the potential to increase oxidative damage 

(Anderson et al., 1994; Halliwell and Gutteridge, 
1989). On the other hand, oxidative damage itself 

may induce an adaptive response to radiation and 

have a protective effect (Dominguez et al., 1993; 

Olivieri et al., 1984). The overall effect of different 

antioxidant regimes on in vivo cellular survival 

might thus be extremely complex. 

Because of the fractionated nature of radiothera-

py, even a small difference in cellular survival might 

have a very substantial effect on the response of 

patients and outcome (Norman et al., 1988). It 
remains to be established whether the differences 

revealed by the comet assay have any predictive 

value in this respect. It should certainly be feasible 

to design a study to determine whether any correla-

tion between diet, comet response and therapeutic 

outcome exists. The comet assay is relatively simple 

and quick, yielding results the same day. If it were 
to prove of predictive value, it would readily be 

feasible to scale it up to use as a routine screen of 

prospective radiotherapy patients. 
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Formation of 8-hydroxyguanine in DNA by oxygen radicals 
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Summary 
Oxygen radicals are produced by ionizing radiation and many other environmental carcinogens. 

They are also produced in cells endogenously by the oxygen metabolism. In 1984, we first reported the 

formation of 8-hydroxyguanine (8-0H-Gua, 8-oxo-7,8-dihydro-guanine) in DNA by oxygen radicals. 

An easy and sensitive analytical method for detecting 8-0H-Gua with an electrochemical detector was 

developed allowing its detection in cellular DNA. Recent studies have shown that 1) 8-0H-Gua is 

produced in DNA of target organs of rats after administration of a chemical carcinogen that _induces 

formation of oxygen radicals; 2) E.coli or mammalian cells have an enzyme (s) for repair of 8-0H-Gua 
in DNA; 3) 8-0H-Gua in DNA or in nucleotide pool induces mutations. These studies on 8-0H-Gua 

will be reviewed in this paper. I will also describe the following recent topics of 8-0H-Gua. 

1) Formation of 8-0H-Gua in hamster lung DNA after intratracheal injection of man-made 
fibers. 

2) Formation of 8-0H-Gua in mouse lung DNA after an intratracheal injection of diesel exhaust 

particles. 
3) Increased formation of 8-0H-Gua in human livers with chronic hepatitis. 

4) Aging and 8-0H-Gua. 

Keywords: Oxygen radicals, DNA damage, 8-Hydroxyguanine 

1. 8七ドロキシグアニンとの出会い

＆ヒドロキ、ングアニン (8-0H-Gua)が見い出さ

れてから 10年の歳月が経過した．まず 8-0H-

Guaの発見のいきさつについて説明したい．多少

回り道になるが，私の研究生活の出発点から述べ

ることにする．私は 20年前には天然物化学を専

門としていた． 1973年から大学院の学生として国

立がんセンター生物学部・西村逼博士の指導の

もとで転移RNA中の微量成分（修飾塩碁）につ

いて研究した．その後，米国コロンビア大化学科

の中西香爾先生の研究室に留学する機会を得て，

そこで超微量 （マイクログラム量）天然物の分離，

c日本環境変異原学会

総 説

構造決定について学ぶことになった． しかしそこ

で最初に飛び込んできた試料はコロンビア大・癌

研からの多環芳香族炭化水素ーグアニン-f寸加体で

あった．当時はまだベンッピレン (BP)の究極代

謝意物が BP・7,8-‘ジオール・ 9,10-.I.ポキシドであ

ると決定された直後であり，われわれの Science

に発表した BP・グアニン付加体の構造はかな り

の反響を呼んだ (Weinsteinel al., 1976).化学を専

門とする私にとって入り易かった点もあ って，そ

れ以降私は発癌物質 •DNA ・付加体に大変興

味を持つことになった．留学中にまとまった論文

のほとんどがDNA付加体に関するものであっ
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Fig. 1． 活性酸素（酸素ラジカル）による 8-0H-
Guaの生成

た． 1978年に国立がんセンターに職を得て，杉村

隆博士（当時研究所長），長尾美奈子博士らと共同

で加熱調理食品中の変異原の研究に着手した． 2 い．

年間の努力の結果，幸いにも 3種の強力な変異

原， IQ, MeIQ, MeIQxを見い出すことが出来た

（葛西， 1984). この研究では辛いことも多かった

が，いま振り返ってみると共同研究の楽しさが特

に記憶に残っている． これらの研究も一段落し，

少しタイプの異なる変異原を調べて見たくなり，

調理食品のモデル，加熱グルコースに着手したの

が 1982年頃だった．変異原や発癌物質は DNA

に反応して結合するという原理が頭に焼き付けら

れている私にとって， この不安定な， また S9mix

無しで TAl()()に対し変異原性を示す加熱グル

コースは DNA付加体を研究する絶好の材料と

なった． 500mlの三角 フラスコ内で 10gのグル

コースを加熱し，イソプロピリデングアノシン

(IPG)の溶液 (100mg/100 ml)を加え， 37℃で一

晩反応させた．翌日，高速液体クロマトグラ

フィーで調べてみると IPGの前後に二つのピー

クが現れた．前のピークは UVスペクトルから直

ちにグリオキサール・ IPG付加体と判明したが，

後者については約2カ月の間構造は不明のままで
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あった． しかし，その特異な UVスペクトル，質

量分析の結果から酸素ー原子 (16マスユニット）

分多いこと等から，その構造は 8ーヒドロキシ-IPG

と推定され，また＆プロモグアノシンからの化学

合成により構造を決定することができた (Kasai

et al., 1984a). 前のピークについては変異原グリ

オキサールがグアニン部分に反応したものであっ

たが， 後者については活性酸素がグアニンの C-8

位に反応したと考えられた (Kasai and Nishi-

mura, 1984a) (Fig. 1). 

このようにして 8-0H-Guaは環境変異原によ

るDNA損傷を研究する過程で思いがけなく見出

された訳で，何も活性酸素やフリーラジカルを最

初から狙っていたわけではなかった．今から思え

ば「焼け焦げ」の研究テーマに関わったため 8-

OH-Guaが見つかったのである．ひょうたんから

駒である．このテーマを与えて下さった杉村 隆

先生，西村逼先生に感謝すると同時に，暗中模

索のなかでこのような泥臭い，流行りからは外れ

た研究が続けられた背景には環境変異原学会の温

かいサポートがあったことを付け加えておきた

2.生成

8-0H-Guaは活性酸素を発生する様々な発癌因

子［放射線 (Kasaiet al., 1984b), たばこの煙濃縮

物（葛西， 1989), 噛みたばこ (Nairet al., 1987), 

アスベストと過酸化水素 (Kasaiand Nishimura, 

1984b),ディーゼル排気微粒子（長島ら，1994)な

ど］により生成することが試験管内の実験からわ

かった． 8-0H-Gua生成の反応機構については碁

本的には活性酸素（あるいは酸素ラジカル）の作

用により生じるという表現は間違いのないもので

あろう． しかしこの反応は最初考えていた程単純

なものではなく， 8-0H-Guaは様々な様式により

生じることがわかった例えばOHラジカル〔X

線， r線（Dizdaroglu,1985), furocoumarin hydro-
peroxide+ UV (360 nm) (Epe et al., 1993）〕，一重

項酸素 〔メチレンブルーと光 (Floydet al., 1989), 

西洋ヮサビペルオキシダーゼと過酸化水素

(Kohda et al., 1990）〕，グアニンラジカルカチオン

と水との反応 （リボフラビンと光）（Kasai et al., 

生物種

ラット

マウス

ハムスタ ー

ン`タビラメ

ニジマス

Table 1. 動物臓器中の 8-0H-Guaの生成

臓器 処 理 研究者（文献）

肝 Clofibrate, Simfibrate Sai, Kurokawa (89, 90) 
肝 Ciprofibrate Kasai, Reddy (89) 
肝 Perfluoro acid Hasegawa, Kurokawa (91) 
肝 （核） 2-Ni tropropane Fiala (89) 
肝 （核） Ni troprolkanes Conaway, Flaia (91) 
肝（核） Acetoxime Hussain (90) 
肝 Diethylhexylphthalate Takagi, Kurokawa (90) 
肝 Diethylhexyladipate Takagi, Kurokawa (90) 
肝 Choline-deficiency Hinrichsen, Floyd (90) 

Choline-deficiency Nakae, Konishi (90) 
肝（核） Partial hepatectomy Shigenaga, Ames (90) 
肝 Menadione Denda, Konishi (91) 
肝 2-Nitropropane + Fe-deficiency Adachi (93) 
肝 Psycological stress Adachi (93) 
腎 Potassium bromate Kasai, Kurokawa (87) 
腎 Nickel Kasprzak (90) 

腎 Fe-nitrilotriacetate Umemura, Kurokawa (90) 

腎 Fe-nitrilotriacetate Toyokuni (94) 

肺 Tabacco-specific nitrosamine Chung (92) 
尿 Park, Ames (92) 

尿，臓器 Fraga, Ames (90) 

肝 Gamma-ray Kasai, Nishimura (86) 

肝 PCB+Iron Faux (92) 

肝 Gamma-ray Mori (93) 

肝，腎 Luteoskyrin Matsuda, Ueno (91) 

皮膚 TPA Frenkel (91) 

皮周 Near-UV Hattori-Nakakuni (94) 
骨髄 Benzene Kolachana (93) 

肺 Tabacco-specific nitrosamine Chung (92) 

尿 Park, Ames (92) 

肝，腎 Diethylstilbestrol Roy, Floyd (91) 
肝癌 Nitrofrantion Nishimoto (9 I) 

肝 MNNG十比 02 Kelly (92) 

注） ＇92年以降の論文のみ文末の参考論文中に掲載した． 他の論文については他の総説を参照 (Kasai and 
Nishimura, 1993;黒川ら，1992など）

Table 2. 培養細胞における 8-0H-Guaの生成

細 胞 処 理 研究 者（文 献）

Mouse lymphoma L5178Y Human lung fibriblast Wl-38 

Mouse lung carcinoma 

Mouse keratinocytes 
Mouse FM3A 

Fanconi's anemia cells 

Chinese hamster V79 

HeLa cells 
Mouse leukaemia L 1210 

Riboflavin+ light 
Cigarette smoke 

UVB+H202 

Riboflavin+ light 

H202 
Sun-lump (240-580 nm) 

Fecapentaene-12 
Visible light 

Yamamoto, Kasai (92) 
Leanderson (92) 

Beehler (92) 

Bessho, Kasai (93) 

Takeuchi, Morimoto (93) 
Fisher-Nielsen (93) 

Plummer, Faux (94) 

Pflaum (94) 

1992), 7-アリ ）レグアニンの水和 (Kohda et al., 

1986)等による生成メカニズムがこれまでに知ら

れている．最近 BruskovとPetrov(1992)は熱に

よる 8-0H-Gua生成を報告した． この反応には一

重項酸素が関与 している らしい． この機構による

37℃における 8-0H-Guaの生成を計算すると
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Amesのグループが検出したラ ットにおける 8-

OH-Guaの生成量 (9X 104 damage/DNA/ cell/ 

day) (Fraga et al., 1990)に一致するという．

我々は試験管内で発癌因子のたばこの煙濃縮物

により DNA中に 8-0H-Guaが生成することをか

なり初期に見出したが，特にたばこの煙に多量に

含まれるカテコールが強力な Cocarcinogenとし

て作用している可能性が示されており (Van

Duuren and Goldschmidt, 1976),作用機作として

はカテコールの自動酸化により発生した活性酸素

ター）が活性酸素を介して作用していることを示

している． Ames試験陰性のもの （いわゆる non-

genotoxic carcinogen)でこの 8-0H-Gua試験陽性

のものがかなりある． Ames法ではラット肝の活

性化酵素 (S9mix)は組み込まれているが，マクロ

ファージやペルオキシゾームなどの活性酸素発生

系が含まれていないのでこれらの発癌物質を検出

できないのも当然であろう． Fig.2のように，発

癌性の予測において， 8-0H-Gua試験がAmes試

験を部分的にでも捕足出来るのではないかとわれ

により 8-0H-Guaなどの酸化的DNA損傷が起 われは期待している．

こっている可能性が考えられる (Leandersonand 

Tagesson, 1990). 

これまでに活性酸素の関与する様々な変異原

発癌因子による細胞内 DNA中の 8-0H-Guaの生

成に関して多数報告されている．動物臓器内およ

び培養細胞内の 8-0H-Guaの生成に関する代表

的論文を Table1, 2に列挙する． これらの結果か

ら，かなり多くの化学発癌物質 （発癌プロモー

Ames試験 発癌性

8-0H-Gua 

Fig. 2. 8-0H-Gua試験による発癌性の予測

過酸化脂質による
8-0H-dGの生成

ケルセチン (1mg/ml) 

カテキン (1mg/ml) 

プルーン抽出物 (5mg/ml)

あんず抽出物 (5mg/ml) 

ごぽう抽出物 (5mg/ml)

にんじん抽出物 (5mg/m!)

Frenkelらは 8-0H-Guaその他の酸化的DNA

損傷を指標にして発癌プロモーターの作用機作を

研究している．発癌プロモーターに対し感受性の

SENCARマウスと抵抗性の C57BL/6Jマウスに

ついて， TPA塗布による皮膚（emiderma)DNA 

中の 8-0H-Guaの増加を調べると，前者では 4マ

イクロgという低い doseのTPAによ り8-0H-

Guaが 11倍に増加したが，後者では 20マイクロ

グラムの TPAで初めて 6倍に増加し， 4マイク

ログラムでは増加は見られなかった (Weiet al., 

1993). また化学発癌抑剤である EGCG,tamox-

if en (6. 5 nmol)をあらかじめマウス皮膚に塗布し

ておくと TPA(6.5 nmol)による 8-0H-Guaの生

成が抑制された (Weiand Frenkel, 1993). 同様の

結果は抗発癌プロモーターである Sarcophytol

（軟サンゴの成分） （Wei and Frenkel, 1992)や

0 20 40 60 80 100 (%) 

Fig. 3． 植物成分は過酸化脂質による dGからの 8-0H-dGの生成を阻害する．dGの溶液［1mg/0.1 M リン酸
緩衝液(pH7.4) 1 ml]を100mgのリノレ ン酸と共に 37℃ で振とう し， エマルジ ョン状態で反応させ，
HPLC-ECDにより 8-0H-dGを測定(Kasaiand Nishimura, 1989). 
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Caffeic acid phenethyl ester (ミツバチから採った

プロポリスの成分） にも認められた (Frenkelet 

al., 1993). また ShihとLin(1993)は抗酸化剤で

あり抗炎症剤，抗プロモーター剤として知られて

いるカレーの黄色成分Curcuminがマウス繊維芽

細胞において TPAによる 8-0H-Guaの生成を抑

制することを見出している．

Ames (1983)はScienceの総説の中で活性酸素

を放出する環境変異原の重要性を指摘し，野菜や

果物などの食品中の抗酸化剤をうまく摂取するこ

とが癌予防の重要な戦略になるであろうと述べて

いる．我々は試験管内での過酸化脂質のモデル系

（リノレン酸やリノール酸の自動酸化）の作用に

よるデオキシグアノシンからの 8-0H-dGの生成

を認めたが， この系に種々の植物性フェノール類

や野菜果物の抽出物を加えたところ 8-0H-dG

の生成が抑制されることを見出した (Fig.3). 主

要抑制物質はクロロゲン酸と同定された (Kasai

et al., 1993).一方アスコルビン酸や 5-

aminosalicylic acidは試験管内で UV／可視光によ

るDNA中の 8-0H-Guaの生成を抑えることは既

に知られていたが， V79チャイニーズハムスター

細胞を用いた実験でも，両化合物で前処理してお

くと 8-OH-Guaの抑制が見られた (Fischer-

Nielsen et al., 1993). 試験管内での 8-0H-Guaの

生成抑制能と細胞内への取り込まれ易さ等を指標

にして天然抗酸化物質のスクリーニングを行い，

最終的には細胞レベルの 8-0H-Guaの抑制を調

べることにより，今後，癌予防薬，老化抑制剤が

見出されることを期待する．

以下に最近の 8-0H-Guaのトピックスについ

て述べる．

3． 人造鉱物繊維のハムスター気管内注入による

肺組織DNA中の 8-0H-Guaの生成

近年，石綿の代替品として様々な人造鉱物繊維

(MMMF)が使用されるようになり，その発癌性

の評価は重要な課題である．特にこれらに関し活

性酸素による発癌機構が示唆されている．われわ

れは産業医大の田中勇武教授らと共同で 5種類の

MMMFと1種類の石綿の懸濁液をハムスターの

気管内に注入し， 3日後に肺組織の核分画から

DNAを抽出し， 8-0H-Guaを定量したところ，予

想に反し，セラミックファイバーの場合に特に高

い値を示し，石綿では変化が見られなかった（山

口ら， 1994). Hesterbergら (1991)はセラミック

ファイバーを吸入させたハムスターには腫瘍（中

皮腫）が多く発生 (43%)するが石綿では発生し

ないという報告している．これはわれわれの 8-

OH-Guaの結果と一致しており興味深い． ヒトに

対する発癌性の予測に関しては今後さらに検討が

必要と思われる．

4. ディーゼル微粒子の発癌性と活性酸素

ディーゼル排気微粒子 (DEP)は実験動物の肺

に癌を発生させることが知られている．発癌のメ

カニズムとしては①dinitropyreneや benzo[a]-

pyreneなどの変異原が作用する可能性，②DEP

の物理的刺激が肺に炎症を引き起こしその結果発

生した活性酸素が作用している可能性が考えられ

る(Rosenkranz,199 3). われわれは国立環境研究

所の嵯峨井勝博士，市瀬孝道博士と共同で DEP

懸濁液をマウスの気管内に注入後，時期を追って

肺DNA中の 8-0H-Guaを測定したところ，投与

後 3-6時間のところで 8-0H-Guaは増加するこ

とが判明した（長島ら， 1994). 特に高脂肪食

(16%コーン油）と DEP処理が重なった場合に

最も顕著な 8-0H-Guaの増加が見られた．これら

の結果は DEPによるマウスの肺発癌に活性酸素

が関与することを示しており，また高脂肪食の摂

取が肺癌を増加させるという報告や変異原を含ま

ない炭素粉末のみでもかなりの発癌性があるとい

う最近の報告と一致し興味深い．

5. ヒト肝癌と慢性肝炎

ヒト肝癌は通常，背景に慢性肝障害を有してお

り，持続する炎症が癌発生に寄与している可能性

が考えられる．またヒト肝癌のp53癌抑制遺伝子

では GC→TAトランスバージョンが多く見られ

(Hollstein et al., 1991), これは 8-0H-Guaが引き

起こす点突然変異と一致する．われわれはヒト肝

癌発生における活性酸素の関与を調べるために，

国立がんセンターと共同で，正常肝，慢性肝炎，

肝硬変，肝癌の DNA中の 8-0H-Guaを分析，定
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慢性肝炎による 8-0H-Guaの増加

量した (Shimodaet al., 1994). その結果，慢性肝

炎では正常肝に比べ高い 8-0H-Guaの値を示し

た(Fig.4).即ち，慢性肝炎の時点で， 8-0H-Gua

が増加し，発癌に関わる突然変異を誘発している

可能性が示唆された．

6. 老化と活性酸素

Amesらはラ ットの各臓器の DNAを分析し肝

臓腎臓，腸で老化に伴い 8-0H-Guaが増加する

ことを報告している (Fragaet al., 1990). われわ

れの同様の実験では，脳のみで 5月齢あるいは 30

月齢ラットが 3週齢ラットに比べ高い 8-0H-Gua

値を示したが，他の臓器では老化による有意差は

見られなかった． また脳では他臓器に比べ 8-0H-

Gua修復活性が低いことがわかった（平野ら，未

発表データ）．酸素消費量の多い脳で高い 8-0H-

Guaが検出されたことは興味深い． しかし各臓器

の8-0H-Guaレベルと自然発生癌との相関は見

られなかった．

一方，老化の モデルとしてヒト繊維芽細胞
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Fig. 5. 細胞の継代増養数（populationdoubling 
time, PDL)と DNA中の 8-0H-Gua量の関
係

TIG-3の継代培養数と 8-0H-Guaの関係を都老人

研の本間好博士と共同で調べた (Hommaet al., 

1994). Fig. 5のように継代数 30から 50にかけて

8-0H-Guaは増加した． また 8-0H-Guaの修復酵

素活性を調べると明らかに継代数25の細胞では

継代数55のものに比べ強かった．従ってこの場

合には修復活性の低下によって 8-0H-Guaが増

加したと思われる．

7. 突然変異

化学合成により 8-0H-GuaをDNA上の特定の

位置に導入することが可能であったため（チミン

グリコールや Fapyの場合には不可能）， 8-0H-

Guaの突然変異誘導に関して様々なグループに

より研究された． 8-0H-Guaを含む合成DNAを

テンプレートとして用いた DNAポリメラーゼに

よるヌクレオチドの取り込み実験（Shibutaniet 

al., 1991),大腸菌 (Woodet al., 1990; Cheng et al., 

1992)や哺乳動物細胞（Moriyaet al., 1991)に8-

OH-Guaを含むプラスミド（ベクター）を導入し

突然変異を調べる実験，等により 8-0H-Guaは主

にGC→TAトランスバージョンを引き起こすこ

とが分かった． 8-0H-Guaはsyn型構造を取りや

すく，また 8位はケト型となりやすいため， 、ント

シンとだけではなく，アデニンとも塩碁対を形成

するためにこの変異を起こす． この突然変異のメ

カニズムは 8-0H-Gua:A塩碁対を含む DNAの

NMRの測定から確認された (Kouchakdjianet 

al., 1991).北大の紙谷らは ras遺伝子のコドン 12

のGuaを8-0H-Guaに変えたベクター DNAを

構築し， NIH3T3細胞にトランスフェクトしたと

ころ，突然変異全体の 6割がGC→TA変異で

あったが， GC→AT変異 (2割）も起こることを

見出した．（Kamiyaet al., 1992) 

DNA中のみならずヌクレオチドプール中に 8-

OH-dGTPが生じても突然変異が起こる． この場

合には，テンプレート中のアデニンと塩碁対を形

成して 8-0H-dGTPが取り込まれるため AT→

CG変異を起こす (Chenget al., 1992). Bruskovと

Kuklinaはかなり初期に (1988),polyd(AT)・
d(TA)をテンプレートとして用いた大腸菌RNA

ポリメラーゼによる試験管内 RNA合成系で

UTPの代わりに 8-0H-GTPもRNA中に取り込

まれる事を報告している．大腸菌のMutT変異株

では 8-0H-dGTPホスファターゼの欠損のため

AT→CG変異が多く見られる (Makiand Sekig-

uchi, 1992). 

8.修復

われわれはマウスのガンマ線照射により生じた

8-0H-Guaは時間の経過と共に減少することを見

出したが (Kasaiet al., 1986),その後，大腸菌から

8-0H-Guaエンドヌクレアーゼ活性を手掛かりに

して修復酵素が精製された (Chunget al., 1991a). 

この酵素は 8-0H-Guaグリコシラーゼ活性と AP

エンドヌクレアーゼ活性の両活性を持っていた．

またこの酵素は仏の Lavalらが精製した Fapyグ

リコシラーゼと同一酵素であることが碁質特異性

(Tchouetal., 1991),分子量， N末端アミノ酸配列

などの比較によりわかった．ラットの各臓器

(Yamamoto et al., 1992), ヒト好中球 (Chunget 

al., 1991b)などの粗抽出液からも 8-0H-Guaエン

ドヌクレアーゼ活性が検出された． HeLa細胞の

核抽出液からは 8-0H-Guaに対する作用の異な

る2つの修復酵素が見出された (Bessho et al., 

一つは 8-0H-Guaグリコシラーゼであ1993a). 

り，他方はグリコシラーゼ活性を持たない 8-0H-

Guaエンドヌクレアーゼであった．この 8-0H-

Guaグリコシラーゼは大腸菌における 8-0H-Gua

グリコシラーゼである MutM タンパクと異なり，

APエンドヌクレアーゼ活性を有していないこと

もわかった． ラットの各臓器からも， 8-0H-Gua 

に対する抗体を結合させたアフィニティーカラム

とHPLC-ECDとの併用により高感度に 8-0H-

Guaグリコシラーゼ活性が測定されている (Lee

et al., 1993). また 8-0H-Gua は哺乳動物の N—メ

チルプリングリコシラーゼによっても修復される

ことがわかった (Besshoet al., 1993b).最近，アデ

ニンのデアミネーションにより生じるヒポキサン

チンが同様にアルキルプリン DNAグリコシラー

ゼ （大腸菌，酵母， ラット， ヒト）により除去修

復されること (Saparbaevand Laval, 1994), また

活性酸素による DNA損傷である 5ーヒドロキシシ

トシンと 5—ヒドロキシウラシルが，チミングリ

コールに作用することが知られているエンドヌク

レアーゼ IIIにより修復され， 5-ヒドロキシウラ

シルはウラシルグリコシラーゼの基質にもなるこ

と(Hatahetet al., 1994)が報告されており，修復

酵素は複数の DNA損傷を基質にすることがわ

かった．

哺乳動物細胞からは 8-0H-Gua修復酵素の完

全精製までには至っていないが，細胞のガンマ線

照射により 8-0H-Guaエンドヌクレアーゼ活性

が高まることが報告さ れている．例えば 5-12グ

レイのガンマ線照射により G2期で静止した細胞

では最高で 6倍まで高まることが報告されている

(Bases et al., 1994). 

IARCのHallら(1993)は喫煙者 (20名）と非

喫煙者 (17名）の白血球中の Fapyグリコシラー

ゼ (8-0H-Guaグリコシラーゼ）およびメチルプ

リングリコシラーゼを調べたところ，両活性とも

喫煙者の方が平均で約2倍高いことが判明した．

煙草の煙成分により白血球DNAのアルキル化や

酸化が起こった結果，それらに対する修復酵素が

誘導されたと考えられる．またこれらの修復酵素

活性は喫煙者の場合で 13倍，また非喫煙者の場

合で 3倍の個人差があることを報告している． こ

のように 8-0H-Gua修復酵素が誘導されたかど
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うかを知ることにより細胞内での真の酸化ストレ

スの状態を知ることが出来るであろう．また個人

個人の酸化的 DNA損傷に対する修復能から発癌

危険度を予測する試みも可能となるであろう． こ

の修復活性を調べる方法は，これまでの HPLC-

ECDによる 8-0H-Guaの定量よりも，忠実に細

胞内の出来事を見ている点で，勝っているかも知

れない．われわれの最近の例ではエタノールを長

期投与したラットの肝臓では， DNA中の 8-0H-

Guaが高まると同時に 8-0H-Guaエンドヌクレ

アーゼ活性が高まることを見出している（平野

ら， 1994). この結果からエタノールの長期投与は

肝臓の酸化ストレスを引き起こし肝硬変や肝がん

の原因になっている可能性が示唆された．

9.考察

最後に現時点での問題点および今後の展望につ

いて述べる．

8-0H-Guaの検出法には HPLC-ECD法，

GCMS法， relaxationassay (mtDNAにFapyグリ

コシラーゼを作用させ relaxformを定量）等が使

われているが，同じ試料を分析しても，分析法に

より結果は大きく異なっている．例えばラット肝

mtDNAを relaxationassayで分析すると Fapyと

8-0H-Guaの和は 0.8/105塩碁対である (Hegleret 

al., 1993). しかし HPLC-ECD法では 25/105塩基

対 (Richteret al., 1988), また GCMS法ではマウ

スの場合で 700/105塩碁対，と報告されている

(Hayakawa et al., 1991).分析法により，何と 1000

倍も結果が違うのである．このように結果が異

なっている真の理由は不明であるが，一つには，

8-0H-Guaがアーティファクトによっても出来る

可能性がある． DNA抽出過程でフェノールやク

ロロホルム (Claycamp,1992), 可視光線などの影

響により 8-0H-Guaが生成することが知られて

いる．また少量の細胞（組織）に対し多量の DNA

抽出用溶液を用いた場合や DNA濃度の薄い状態

で酵素処理を行った場合，さらに加熱処理や

DNA溶液を長時期放置 (5-25℃)することによ

り8-0H-Guaが生成する．上記文献からミトコン

ドリア DNAでは 105塩碁対当たり約 1残基ま

た我々の HPLC-ECDによる最近の結果ではヒト

270 

培養細胞 DNAで細胞では 1が塩甚対当たり 2残

碁がこれまでの最低の値であった (Fig.6). ちな

みにヒト白血球中のチミングリコール量を

Comet Assay (endonuclease III による細胞内

DNA切断を電気泳動により調べる方法；本号

269ページ， Green博士による総説参照）により

調べた結果では， 4残基／即塩基対と報告されて

いる (Collins,R. A. et al., 1993). 細胞内の絶対的

な 8-0H-Guaの存在量に関しては疑問が残るが，

いずれにせよ前述したように一群の化学発癌物質

が標的臓器で酸化ストレスを引き起こしているこ

とがこの 8-0H-Guaの分析により定性的に判定

できることは確かであり，活性酸素による発癌機

構を解明するための一つの糸口になったと信じて

しヽる．

しかし， 8-0H-Guaは活性酸素による DNA損

傷のほんの一部であるということを忘れてはいけ

ない．最近の報告から一例を示すと， ヒト細胞に

X線を照射し hprt遺伝子の突然変異 116例につ

いてその内訳を調べると，大きな断片の欠失が 78

例（67%), 点突然変異が 38例（33%), そのうち

トランスバージョンが 12例（10%), 8-0H-Gua 

型の GC→TA, および AT→GCはそれぞれ僅か

4例および l例であった (Nelsonet al., 1994). 8-

OH-Guaがこの十年間，集中的に研究されたが，

他にも重要なものが多数存在することが最近わ

かってきた例えば 5—ヒドロキシシトシンは酸化

的DNA損傷の中で最も突然変異誘導能が高いこ

とが最近 Loebらの研究室から報告された (Feig

et al., 1994). またわれわれは活性酸素の作用で

DNA中あるいはヌクレオチドプール中に生じる

2—ヒドロキシアデニンがin vitroのDNA合成系

でミスペアーを起こす事を最近見出した

(Kamiya et al.未発表データ）． これら以外にも

sos誘導大腸菌において Fe2十の自動酸化あるい
はメチレンブルーと光によって誘導される主要な

突然変異は GC→CGであり，この原因となって

いる DNA損傷の本体は不明である．

8-0H-Guaは“焼け焦げ’'による DNA損傷を

研究中に偶然発見したことについては既に述べ

た．私の本来の目的は食品や環境中の変異原物

質発癌物質を見つけ出すことであった．グアニ

ンの修飾に関する最初の実験で 8-0H-Guaとい

う興味深いものが見つかったため， この十数年こ

の8-0H-Guaの研究を集中して行ってきた．活性

酸素に取りつかれてしまったのである．今，冷静

に考えると，活性酸素を発生する変異原は環境変

異原の一部であることに気がついた．杉村 隆先

生の言われるように各研究者は自分の今関わって

いる狭い分野のみを考えがちである．癌の原因は

活性酸素だけではない．原点に戻ってヒトの癌を

考えれば，まだまだ重要な原因物質は環境中ある

いは食品中に潜んでいるに違いない戸Pポストラ

ベル法によるヒト組織 DNA中の付加体で構造の

明らかになったものがどれだけあるであろうか．

それほどヒト発癌因子はわかっていないのであ

る． ここ産業医大に赴任したのを機会に，一方で

活性酸素による発癌機構の研究を続けると同時

に， もう一方では振り出しに戻り食品中や環境中

の変異原の研究も手掛けたいと思う．
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ディーゼル排気微粒子 (DEP)による肺癌発生と活性酸素の役割

Lung tumor incidence by diesel exhaust particles (DEP) and 
the role of active oxygens 

嵯峨井勝市瀬 孝 道

Masaru Sagai and Takamichi Ichinose 

国立環境研究所 大気影響評価研究チーム

305つくば市小野川 16-2

National Institute for Environmental Studies, Research Team for Health Effect of Air Pollutants 

P. 0. Tsukuba, lbaraki 305, Japan. 

（受付：1994年9月14日；受理：1994年9月14日）

Summary 
Effect on tumor formation of diesel exhausts (DE) and diesel exhaust particles (DEP) were 

introduced. It is well established that DE and DEP produce lung tumors dose-dependently, and the 

mutagenicity of DEP is related with the carcinogenicity. These results have been explained by the 

formation of DNA-adducts between nucleic acid in cells and carcinogens in DEP. 

Recently, author and coworkers examined the involvement of active oxygens on lung tumor 

formation by DEP, because we reported previously that DEP produced very much active oxygens, and 

it has well known that active oxygens also related with carcinogenesis. DEP were administered to mice 

with intratracheal instillation once per week for 10 weeks with each dose of O mg, 0.05 mg, 0.1 mg or 0.2 

mg, respectively. The animals were fed four kinds of foods as follows; 1) ordinary food containing 4% 

corn oil, 2) high fat food containing 16% corn oil, 3) ordinary food containing 4% corn oil plus 0.02% 

{3-carotene, 4) high fat food containing 16% corn oil plus 0.02% {3-carotene, and sacrificed after one 

year. 
Tumor formation was enhanced in the mice fed high fat diets, and lowered in the mice fed diets 

containing {3-carotene. Especially, the supressive effect of {3-carotene on tumor formations was a marked 

on malignant tumors. It is well known that intake of high fat diets produces much lipid peroxides, free 

radicals and active oxygens in animal body, and /3-carotene reduces their production. These evidences 

suggest that the peroxides, free radicals and active oxygens may play a role on tumor formation by DEP. 

Keywords: diesel exhaust particles, mouse, lung cancer, active oxygens, {3-carotene 
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1. はじめに

近年，大都市部の大気環境は悪化傾向をたどっ

ている．その主な原因は自動車の排気ガス，特に

ディーゼル車からの排気ガスである．例えば， 東

京都内では NOx総排出量の約 7割は自動車に由

来する．ディーゼル車はNOx排出量がガソリン

車の2~20倍も多く ，また黒煙排気微粒子の排出

量はガソリン車の30~100倍も多い． Fig.1に示

すように， 東京都内の浮遊粒子状物質 （Suspended

c 日本環境変異原学会

説

particulate matters, SPM)の3~4割はディーゼル

車に由来し （吉住ら，1989),その比率は他の発生

源に比べ圧倒的に高い． 次に多いのは NOx,SOx 

から光化学反応で生 じる HN03や比S04等の二

次生成微粒子で， これも多く は車に由来する．

ディーゼル排気 （dieselexhaust, DE)あるいは

その中の微粒子 (dieselexhaust particles, DEP)が

実験動物に肺がんを発生させることはよく知ら

れている (McClellan,1989; Ishinishi et al., 1986a; 
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Fig. I. Contribution rates on origins of suspended 
particulate matters (SPM) within Tokyo metro-
politan area. 
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Fig. 2. Annual changes of death rates by cancers 
in various tissues per 100,000 persons in Japan. 

Heinrich et al., 1986; White et al., 1983; Brightwell 

et al., 1986; Mauderly et al., 1987; Ishinishi et al., 

1986b; Suzuki et al., 1990; lwai et al., 1986; Kawab-

ata et al., 1988). この場合， DEPを除いた残りの

排気ガスには発がん性が認められないことから，

DEPが発がんの原因物質であり，特に DEP中の

ベンゾ[a]ピレンやニトロアレン等の発がん物質

がDNAと付加物を形成し， これにより遺伝情報

が攪乱され，がん化すると考えられてきた． しか

し最近， DEPを含むディーゼル排気そのものと

発がん物質を全く含まないカーボンプラック

(CB)や酸化チタン (Ti02)をディーゼル排気中の

DEPと同じ濃度にして，ラットに 2年間吸入さ

せたところ， 3者の発がん率はほとんど同じで

あったという結果 (Mauderlyet al., 1994: Dungw-

orth et al., 1994)が報告され，ベンゾ[a]ピレンや

ニトロアレン等の DEP中に含まれる発がん物質

が実際の発がんに及ばす寄与の程度が議論を呼ん

でいる．

276 

本稿では， DNA付加物の生成とは別のメカニ

ズム， すなわち DEPが活性酸素を生成し， それ

が発がんに関与している可能性を示唆する結果に

ついて報告する．

2． 日本人の肺癌による死亡率の増加傾向とその

原因について

日本人のがんによる死亡率のうち，肺がんによ

る死亡率は Fig.2に示すように年々増加の一途を

たどっており，男性では 93年度のデータで，すで

に胃がんの死亡率を追い越している（厚生省統計

情報部， 1994）．肺がん死亡率増加の原因として，

喫煙や食事因子が圧倒的であることは論をまたな

い． しかし，最近増加しているのは，喫煙によっ

て生じる扁平上皮がんではなく，喫煙のリスクが

最も低い腺がんであること（土屋ら， 1982)から，

他の因子として大気汚染物質の関与が考えられて

いる． この根拠として，近年ディーゼル車が急増

していること，前述のように，その排気中の DEP

が肺がんの発生に関与していることを示す実験的

研究が多くの研究者によって報告されており，さ

らに，ディーゼル排気のヒトの発がんに対するリ

スクの試算（岩井etal., 1992a, 1992b)でも無視し

えないレベルであること等があげられる．

一方，肺がんの増加には喫煙や大気汚染物質の

他にも多くの環境因子が関与しており，中でも疫

学的研究から，高脂肪，高カロリー食への食生活

の変化が大きな要因になっていることが指摘され

ている (Carrol,1975). 高脂肪食や高カロリー食

ががんの発生を高める理由は，それらが生体内で

活性酸素や過酸化脂質を増やしたり，発がんに関

与するプロスタグランジン類を活性化することな

どによると考えられている (Landset al., 1984). 

このようなことから， DEPによるヒトの発癌

リスクを評価する場合， ヒトの脂肪やカロリー摂

取量に近いレベルの食事条件下の実験にもとづい

てその評価を行なう必要があろう．一方，f3-カロ

チンやビタミン A,E,Cやセレニウム等の抗酸化

物質を多量摂取する集団には肺がん発生率が低い

という疫学的研究報告が多く，それらの中で{3-カ

ロチンの有効性を示す報告が特に多い (Stahalin

et al., 1991; Shekelle et al., 1981; Knekt et al., 1991; 
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Fig. 3. Experiments on carcinogenicity of rats in-
haled diesel exhausts for 2 years in six institutes 

in the world. 

Table 1. Mutagenicity and carcinogenicity of 
various nitroarenes. 
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Menkes et al., 1986; Nomura et al., 1985; Wald et 

al., 1988; LeGardeur et al., 1990). 

そこで本稿では， DEP中のニトロアレン類の

変異原性と発がん性，ディーゼル排気および

DEPによる肺腫瘍発生に関するデーターの紹介

に加えて，高脂肪食摂取による発がん率の増加と

抗酸化物質の一つである{3-カロチンによる DEP

発がんの抑制を検討した結果を紹介する．

3. ティーゼル排気暴露による発がん実験（世界

6施設からの報告）

ラットを用いた約 2年間の吸入実験でディーゼ

ル排気が肺がんを発生させることは米，独，スイ

ス， 日本等の 6つの研究機関から報告されている

(White et al., 1983; Heinrich et al., 1986; Iwai et al., 

1986; Mauderly et al., 1987; Ishinishi et al., 1986b; 

Brightwell et al., 1986). Fig. 3にはこれら 6施設

で行われたディーゼル排気 (DE)暴露による発が

ん実験の結果を示した．横軸は DEPの暴露濃度

と暴露時間をかけた 1週間当りの総暴露量を表わ

し，縦軸は肺腫瘍の発生率を示している．デー

ター間にかなりのばらつきがあるが，全体的に見

ると，一定の量ー反応関係が認められ，星印（＊）を

附けた 7つの実験データについては統計的有意差

も認められている． このことから，ディーゼル排

気の発がん作用は疑いないものと思われる．な

お，このディーゼル排気中には N02をはじめと

する多くのガス成分も含まれている．それらのう

ち， N02それ自身に肺がんを発生させる作用は無

いが， 発がんを促進する作用はある （嵯峨井＆

Witschi, 1989; Ichinose et al., 1991) ことが知られ

ている．

4. DEP中の変異原性と発がん性について

上に述べたディーゼル排気 (DE)の発がん性

は，一般的には， DEP中に含まれる発癌物質と核

酸とが反応して DNA―付加物を生成し，これに

よって細胞の遺伝情報が攪乱されて発がんにいた

ると考えられている．

その発癌性の指標の一つとして， DEP中の多

環芳香族炭化水素やニトロアレン類の突然変異原

性が広く調べられている．その中で，復帰変異原

性 (TA98,-S9mix)を調べた結果を Table1に示し

た（常盤 1983;1993). これらの中で，復帰コロ

ニー数が nmol当り 5000個以上の物質は発癌性

があるとみなされている．また， ピレンにニトロ

碁が 2つ付加した 1,3-‘ジニトロピレン， 1,6-ジニ

トロピレンおよび 1,8ージニトロピレン等は復帰変

異コロニー形成数が 10万個以上でスーパー

ミュータージェンと呼ばれ，発癌性も極めて強い

ことが知られている．

5. 大気汚染物質による発がんと活性酸素・フ

リーラジカルとの関連

これまで，ディーゼル排気の生体影響に関する
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Table 3. Relationship among free radical formation, active oxygen formation and carcinogenicity of aromatic 

amine compounds. 
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発がん性

N—ヒドロキシアミノアゾベンゼン
Nーヒドロキ乞モノメチルーアミノアゾベンゼン
Nーヒドロキシ＿1-アミノナフタレン
Nーヒドロキ 、ン＿2-アミノナフタレン
2ごア ミノ＿1-ナフトール
lーア ミノ＿2-ナフトール
1ーアミノ＿4-ナフトール
lーニトロソナフタレン
2ーニトロソナフタレン
lご了ミノ＿5-ナフトール
lーア ミノ＿6-ナフトール
lーアミノ＿7-ナフトール
2ーアミノ＿3-ナフトール
l—ナフチルア ミン

2—ナフチルア ミン

l—ナフトール

2ーナフトール

研究は，その圧倒的な部分がDEP中のベンゾ[a]

ピレンやニトロアレン等の変異原性と発がん性に

関するものであり，両者の間には高い相関性が認

められてきた． （常盤etal., 1993). しかし，現実

に吸入実験で体内に取り込まれるベンゾ[a]ピレ

ンやニトロアレンに匹敵する量で肺にがんが起こ

るのだろうか．厳密な比較データーはないが，

Table 2に示すように， 動物の発がん実験のとき

に用いられているニトロアレン頬の投与量は吸入

で体内に取り込まれる時の量に比べると著しく高

濃度である． このような事から，吸入による発が

んの場合に DEP中の発がん物質と DNAとの反

応による DNA-1寸加物の生成がどの程度関与し

ているのかに疑問が投げかけられている．事実，

Gallagher et al. (1994)は7.5mg/m3のDEP濃度

のディーゼル排気を 2年間吸入させたラットの肺

のDNA-1寸加物量を 32p_ポストラベル法で調べた

ところ，ニトロアレン類の DNA—付加物の生成量

と発がん率との間には相関がないと報告してい

る．

このようなことから， DEPによる発がんには，

DNA―付加物の生成の他に， DEPそのものや

DEP を貪食 したマクロファージ等が 02 や •OH

等のフリーラジカルを生成することと，それらフ

リーラジカルによる DNA損傷を介したプロモー

ション（促進）作用の存在等も考慮すべきであろ

う．たとえば， Table3に示すように，芳香族アミ

ンの発がん性は活性酸素やフリーラジカルの生成

と実によく相関していること（永田， 1983)が示

されている．

一方， DEPによる発がんが本当に活性酸素や

フリーラジカルの作用と重要な関わりがあるとす

るならば， DEPによる発がん実験においても，①

DEPが活性酸素を発生することに加えて， ②何

らかの条件で生体内の活性酸素が増える場合には

DEPの発がん率も上昇することが証明される必

要がある．さらに，③そのような条件とは逆に活

性酸素やフリーラジカルを消去する作用を持つ抗

酸化剤等の投与によって発がん率が低下すること

も証明される必要がある．次項では， DEP自身が

活性酸素を生成することと，生体内で活性酸素の

生成を高めることが知られている高脂肪食，およ

び活性酸素を消去することが知られている抗酸化

剤の一つの仕カロチンの影響について，動物実験

の結果を紹介する．
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6. ディーゼル排気微粒子 (DEP)の肺毒性と活

性酸素産生能

6.1 DEPの気管内投与によるマウスの死亡率

とSODの死亡率抑制効果

DEPの肺に及ぼす毒性を調べる為に， Sagaiet 

al. (1993) は様々な濃度の DEPを 0.05% の

Tween80を含むリン酸緩衝液(pH7.4)に懸濁し，

6週齢の ICR系雄マウスに気管内投与し，その

24時間以内の死亡率を調べた． その結果， Fig.4 

に示すように， LDsoは0.6mgで， 0.9mg投与で

は 100%のマウスが死亡したなお，このマウス

の死因は血管内皮細胞傷害による肺水腫であっ

た． この ICR系マウスは DEP毒性に対して最も

強いマウスで，調べた 5系統の中で最も弱いマウ

スは C3H/Heであり， 0.2mg投与で 100%が死

亡した (Fig.5). 

一方， DEPを気管内投与する 1時間前に， 0i

280 

亨。三9:
霞□三比02
らば摩盆Cu）こ芯~ikecomp吋 F`  
Fig. 6. Possible mechanism on the production of 

active oxygens such as superoxide (02) and hy-

droxyl radical (・OH) from diesel exhaust parti-
cles (DEP). 

を代謝する酵素のスーパーオキシドジスムターゼ

（体内半減期を長くするために，ポリエチレング

リコールを結合させた一SOD,PEG-SOD)を尾静

脈から投与しておくと， 100%のマウスが死亡す

る量の DEP投与でも，死亡率は 30％以下に低下

した． この結果は DEP毒性の本体は Oiあるい

はそれから派生した •OH 等の活性酸素であるこ

とを示唆している．

また， DEPをメタノールで充分洗浄して有機

物画分を除いた残査の DEPを1.0mg以上投与し

た場合， DEPを貪食した多数のマクロファージ

の遊走が認められたが，マウスの死亡例は 1例も

認められなかった． このことにより，肺水腫の原

因になる血管内皮細胞傷害はマクロファージが

DEP貪食時に放出する Oiによるものではなく，

DEP自身が産生する Oiによる可能性が示唆さ

れた． これらの結果より， DEPから〇；を経て・

OHが生成する可能なメカニズムを Fig.6のよう

に推定した（嵯峨井， 1994).

6.2 DEP の 0ふ •OH 等活性酸素産生能

DEPがそれ自身の化学反応によって Oiを産

生しているかどうかをチトクローム C還元法で

確認した (Sagaiet al., 1993). 反応系は 0.05%

Tween80を含む 50mMリン酸緩衝液(pH7.4)に

各量の DEPを懸濁し， ここに 50μM のチトク

ローム Cを添加し， Oiによるチトクローム C還

元を 550nmの吸光度の増加で調べた． Oi産生は

インキュベーション時間につれて増加し，さらに

この増加は 1週間以上も続いた．また， この反応

はDEPの量にも依存し，さらにこの反応系に

SODを加えると 02の発生は認められなくなっ

た．なお， DEPを様々な有機溶媒で分画して，各

画分の Oi産生率を調べたところ， n-ヘキサン画

分には 9％存在し，ベンゼン画分には 20%, メタ

ノール画分には 58%存在し， 残査の DEPにも

14% ほどの活性が認められた． このことから，

Oiはメタノール画分中に存在が知られているポ

リフェノールやキノン系化合物の次式に示すよう

な自動酸化反応によって生じることが推測される

(Fridovich, 1983). 

なお最近になって， この反応系に cytocheome

P-450 reductase (fp)と NADPHを添加すると Oi

産生量は数十倍に増えることを見いだした（熊谷

嘉人氏私信）。

NADPH NADPH 

H0 -0-。H`忍o-Q-。・嘉g《□=0 
ヒドロキノン セミキノン キノン
(HQ) ラジカル (Q) 

(SQ・) 

また， DEPはそれ自身の自動酸化反応で Oiを

生成し，これが凡02に変化した後に， DEP中に

含まれている鉄，銅等の還移金属の触媒による

フェントン反応によって •OH を産生することも

ESR等を用いた実験で明らかになった (Sagaiet 

al., 1993). なお， DEPの中には鉄が 126ppm,銅

が 12ppm, クロームが 6ppm, マンガンが 2

ppm,その他の微量金属が含まれていた（嵯峨井，

1994). 

7. DEPによる肺腫瘍発生実験

7.1 高脂肪食摂取の影響

実験ではマウスを 1群 30匹づつ 8群に分け，

DEPを 1匹当りに， 0 mg, 0.05 mg, 0.1 mg及び

0.2mgずつ，週 1回ずつ， 10週間 (10回）にわ

たって気管内投与した。このマウスにコーン油

4%を含む普通脂肪食及びコーン油 16%含む高

脂肪食を与え続け， 1年後の肺腫瘍発生率を調べ

た．なお，飼料は舟橋農場製マウス用飼料 F-2を

基礎にしたものを用いた．

Fig. 7のAに示すように， 普通脂肪食を摂取

し， DEPを0mg, 0.05 mg, 0.1 mg及び 0.2mgず
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Fig. 7. Lung tumor incidences in the mice by 

diesel exhaust particles (DEP) and suppressive 
effects of lung tumor incidences by dietary仕

carotene. The mice were repeatedly instilled 

intratracheally DEP for 10 times, once per 

week and they were fed the four kinds of diets 

for one year, respectisely. • 
A. Lung tumor incidences in the mice fed the 

diet containing 4% corn oil or 16% corn oil, 
respectively, B. Lung tumor incidences in the 

mice fed the diet containing 4% corn oil + 

0.02% /,-carotene and 16% corn oil +0.02% 
/,-carotene, respectively, C. 4% corn oil group, 

H. 16% corn oil group,* p<0.05. 

つ投与されたマウスの肺の良性腫瘍（腺腫）発生

率はそれぞれ 13~31%となり， 0.1mg投与群の

腫揚発生率が最も高く， 0.2mgDEP投与群では

低下していた．この結果には再現性が認められ

た．また，高脂肪食摂取マウスの肺の良性腫瘍発

生率は普通脂肪食摂取群よりも高く，その発生率

はそれぞれ 25~43%であった． 高脂肪食摂取動

物の場合も 0.1mg群の腫瘍発生率が最も高かっ

た．悪性腫瘍（腺癌）については，普通脂肪食摂

取群と高脂肪食摂取群の発生率を比較すると，

0.05 mg DEP投与群の普通脂肪食群では悪性腫癌

は30匹中 1匹（3.3%)であったものが，高脂肪食

群では 5倍（16.7%)に増加し， 0.1mg DEP投与

群では普通脂肪食で 0匹であったのに対して，高

脂肪食群では 4匹 (13.3%)に認められ，高脂肪食

摂取群で悪性腫瘍の発生率が明らかに高くなって

いた．また，悪性腫瘍も， 0.05~0.1mgDEP投与

群で最も高く， 0.2mg投与群では低下していた．

発がん率が 0.1mg群より 0.2mg群で低下して

いた理由は，後に述べるが， DEPによる発癌には

肺胞のマクロファージ等が DEPを処理しようと
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して， 貪食する時に放出する Oiやそれから派生

する •OH や 102 （一重項酸素）などの活性酸素が

重要な役割を果たしていると考えられる．

一方， DEP自身も相当の細胞毒性を持つため，

その毒性によってマクロファージや肺の細胞が死

んでしまうことが別の実験で認められている． こ

のようなことから， DEPには肺細胞をがん化さ

せる作用があるが，一定以上の濃度になるとがん

化した細胞すら殺してしまうので，発がん率がど

こまでも投与量に依存して上昇し続けるのではな

いと思われる．これと同じ結果は，ベンゾ[a]ピレ

ンと 1,6-‘ジニトロピレンの発がん実験においても

認められている (Iwagawaet al., 1989). 

7.2 /3・カロチンの影響

仕カロチンは活性酸素やフリ ーラジカルを消去

する作用を持っている (Rouseauet al., 1992). 実

験では前項と同様に，マウスの 1匹当り， DEPを

0 mg, 0.05 mg, 0.1 mg及び 0.2mgずつ週 l回， 10

週間 (10回）にわたって気管内投与し，前記の普

通脂肪食および高脂肪食にそれぞれ 0.02% (w/ 

w)のf3-カロチンを添加した飼料を 1年間与え

た． Fig.7のBに示すように，悪性腫瘍の発生率

を比較すると，f3-カロチン添加群の悪性腫瘍発生

率は無添加群より明らかに低下し，特に 0.05mg 

DEP群と 0.1mg DEP群で顕著であった． B-カロ
チンを添加した普通脂肪食および高脂肪食を摂取

した各々 0mg, 0.05 mg, 0.1 mg群及び 0.2mg

DEP 投与群の肺の腫癌発生率はやはり高脂肪食

群で若干高く，また Fig.7Aの仕カロチン無添加

群より若干低下していた．また， 0.1mgDEP投与

群の腫瘍発生率が最も高いのも，f3-カロチン無添

加群と同じであった．

以上のように， DEPによる発がん率は高脂肪

食で上昇し，仕カロチンによって低下することが

示され， この傾向は悪性腫瘍において特に顧著で

あった．このことは， DEPによる発がんに活性酸

素フリーラジカルが深く関与していることを示

唆していると考えられる． なお，f3-カロチン添加

群のうち， 0.1 mg DEP投与マウスの普通脂肪食

群の良性腫癌発生率と高脂肪食群のそれを比べる

と，他の群の場合と異なり，高脂肪食群の発生率

のほうが低いという結果が得られた． これは， こ
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の群のマウスの途中死亡率が異常に高かったこと

によると思われる．死亡率が高かった主な原因は

リンパ腫の発生による．

8. ディーゼル排気微粒子(DEP)による発癌研

究の現状と問題点

これまで，ディーゼル排気による発がんのメカ

ニズムは， DEP中の発癌物質，すなわちベンゾ

[a]ビレン(B[a]P)やニトロアレン等の強力な発

癌物質が肺の細胞内 DNAと結合して DNA―付

加物を作ることから癌化に進むと考えられてき

た事実 これら DEP中の発癌物質が強い変異

原性を示し，かつ動物実験でもこれら発がん物質

が様々な臓器にがんを作る際に DNAー付加物を

生成することを示す多くの研究がなされている

(Gallagher et al., 1994; Jackson et al., 1985; Shields 

et al., 1993; Bond et al., 1988; Wong et al., 1986). 

一方， このような研究が数多く報告されている

けれど， DEP中に含まれる発がん性の強いニト

ロアレン類の含量はDEPの 1g当り数μgから数

lOμg程度で非常に低濃度であること， 一方発癌

実験に用いられている量は mg単位であり， その

間の濃度の開きがありすぎること等から，ニトロ

アレン等が実際の発がんにどの程度関与している

かが問題とされていた． このような時に，ディー

ゼル排気そのものと発がん物質を全く含まない

カーボンプラック (CB)や酸化チタン (Ti02)を

ディーゼル排気中の DEPと同じ濃度にしたもの

をラットに 2年間吸入させ，発がん率がほとんど

同じであったという結果 (Mauderlyet al., 1994; 

Dungworth et al., 1994)が発表された (Table4, 

5). このような事実は， 国内においてはすでに 5

年前に Kawabataet al. (1988)が認めていた．彼

らは有機溶媒で充分に洗浄した活性炭をラットの

気管内に投与する実験をした．以上のように，活

性炭や CB, 酸化チタンのような発がん物質を含

まない物質でも肺がんを発生させることが示され

た． このようなことが起こる理由は充分に明らか

ではないが，我々は，肺の中でマクロファージが

CB 等の粒子を貪食する時に出す 02 や •OH をは

じめとする活性酸素やフリーラジカルが発がんに

大きな役割を果たしているものと考えている．ま

Table 4. Lung tumor formation by chronic inhalation experiments of diesel exhaust particles (DEP) and carbon 

black (CB). 

DEP 

CB 

暴露濃度

6.5 mg/m3 

6.5 mg/m3 

1) 暴露期間： 16hr／日， 5日／週， 24カ月

2) 動 物： F-344ラット

腫瘍発生率

17.9% 

15.2% 

3) 著者： Mauderlyet al. (1992), ITRI (U.S.A). 

B[a]P濃度

3900 ng/g 

0.6 ng/g 

1-NP濃度

19000 ng/g 
0.5 ng/g 

Table 5. Lung tumor formation by chronic inhalation experiments of diesel exhaust particles (DEP), carbon 

black (CB) and titanium oxide (TiOか

DEP 

CB 

Ti02 

暴露濃度

7.5 mg/m3 
11.3 mg/m3 

10.4 mg/m3 

腫瘍発生率

22% 

39% 

32% 

1) 暴露期間： 18hr／日， 5日／週， 24カ月
2) 動 物： Wistarラット

肺内沈着量

63.9 mg／肺

43.9 mg／肺

39.3 mg／肺

有機物濃度

33.9% 

0.039% 
ND 

粒経

0.3μm 

0.65μm 
0.82μm 

3) Gallagher et al. (1994), U.S. EPA, Carcinogenesis, 15, 1291. 

DNA-付加物形成 活性酸素の役割 免疫監視機能

・突然変異 • DNA鎖切断 ・マクロファージ

・イニシェー ・染色体異常 ・好中球，単球，
ション 誘発作用

・リンバ(NK.ect)・プロモー
ション

Fig. 8. Carcinogenicity of diesel exhaust particles 

(DEP) and the related factors. 

た，このことは前項に述べた高脂肪食と仕カロチ

ンによる DEP発がん率の変化から活性酸素の関

与を示唆した結果ともよく 一致すると思われる．

これまで言われてきた DEP中のニトロアレン

等の発がん物質の実際の発がんに及ぼす意義には

議論の余地が残されているが，上記のような研究

結果から考えると， DEP投与による発がんは

DEPそのものが発生する活性酸素に加えて，活

性炭や CBの場合と同様に，肺胞マクロファージ

等の貪食細胞が DEPを貪食し，これを処理しよ

うとする時に放出される活性酸素と DEP内に存

在する微量の重金属等の作用による可能性が考え

られる．

また， DEPによる発がんには， DEPが肺内で

発生したがん細胞を殺してしまう免疫監視細胞の

機能低下をまねく可能性もあるかもしれない．最

近，仕カロチンにこのような免疫監視機能を活性

化する作用もあること (Bendichet al., 1989, 1986; 

Tomita et al., 1987; Newbereneeta/., 1981; Leslie et 

al., 1982; Shkler et al., 1989)が知られるに及んで，

免疫機能とも大きな関わりがある可能性が考えら

れる．

これらの事実から，今後は DEP中の発癌物質

の変異原性や DNA―付加物生成試験だけでなく，

Fig. 8に示すように，発がんにおける活性酸素の

役割に加えてマクロファージや Tリンパ球など

の免疫監視機能の検討も重要な研究課題になるで

あろう．このような広範なメカニズムの検討に

よって，はじめて DEP発がんの真のリスク評価

も可能になるものと思われる．

9. まとめ

本稿では， ディーゼル排気（DE)およびその中

のディーゼル排気微粒子 (DEP)が腫瘍を発生す

ることと， DEPの変異原性と発がん性との間に

相関が認められていることを紹介した．また近

年，活性酸素も発がんに重要な関連があることが

知られているので，著者らは， DEPによる発がん

にも活性酸素が関与しているかどうかを調べた．

実験は， DEPをマウス 1匹当りに 0.05mg, 0.1 

mg及び0.2mgを 1週間に 1回ずつ， 10週間にわ
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たって気管内投与 し， 1年後に全例屠殺して肺の

良性腫瘍と悪性腫瘍の発生率を調べた． この時，

活性酸素の関与を調べる手段として，生体内で活

性酸素の生成を高める高脂肪食を与えて，腫瘍の

発生率が増加するかどうか，逆に仕カロチンを投

与して活性酸素の生成を抑制した時に腫瘍発生率

が低下するかどうかに焦点をあてた．その結果，

DEPによる腫瘍発生率は 0.1mgの DEP投与群

で最も高く，高脂肪食摂取によってその発生が促

進され，特に悪性腫瘍の発生率は 4~5倍にも増

加した． また， B-カロチンを飼料に添加した群で

は良性腫瘍の発生率は若干低下傾向を示した程度

であったが，悪性腫瘍発生率の低下は額著であっ

た．これらのことから， DEPによる発がんには活

性酸素の関与も深いことが示唆された．

さらにこれらの結果は， B-カロチンやビタミン
A,E等の抗酸化物質がヒトの肺がん発生を抑制

するという疫学的調査結果を実験的にも支持する

ものと考えられる． さらに， ヒトの肺がんを予防

するには，高脂肪，高カロリー食をさけ， B-カロ
チン等の抗酸化性物質等を沢山含む緑黄色野菜の

摂取が有効であることを示唆しており，動物実験

の結果から， ヒトの発がんリスクを評価する場合

には，食事因子の影響も考慮して行われることが

望ましいことを示している．
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DNA損傷機構と生物作用

The Mechanisms of Oxygen Radical-Induced Damage of DNA 
and Its Biological Effects 
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Summary 
When Chinese hamster V79 cells were exposed to X-rays in the presence of the spin trap 

a-phenyl-t-butylnitrone (PBN), enhancement of X-ray-killing effects was observed. Since X-rays are 

known to produce OH radicals by degrading intracellular water and to induced damage in DNA by the 

resulting OH radicals, the effects of PBN on the induction of both base alterations and strand breaks in 
X-irradiated cells were examined. PBN was observed to inhibit the OH-radical-induced formation of 

double-strand breaks and to enhance the OH-radical-induced formation of base alterations including 8-

hydroxydeoxyguanosine. Although several investigations indicated that the formation of double-strand 

breaks of DNA was mainly responsible for the X-ray-induced cell death, the present study proved that 
the accumulation of OH-radical-induced base alterations as 8-hydroxydeoxyguanosine was also respon-

sible for cell death. 

Keywords: oxygen radicals, a-phenyl-t-butylnitrone, 8-hydroxydeoxyguanosine, DNA double-strand 

break, cell death 

1. はじめに

活性酸素による DNA損傷がどのような生物作

用を有しているかを研究することは容易なことで

はない．その理由として，細胞を活性酸素処理す

る際 DNA損傷のみを選択的に誘発することが

困難なこと，つまり細胞膜や細胞質中の酵素等の

損傷も同時に誘発され，それらも生物学的影響を

有すること， さらに仮に DNA損傷のみを誘発し

たとして，数多く生成する DNA損傷のうちどの

損傷がどのような生物作用を有するかを決定する

ことが極めて困難なこと，などが挙げられる．本

c 日本環境変異原学会

研究では，最初の問題を克服するため，細胞を X

線照射することにより DNA以外の成分への損傷

誘発を出来る限り抑制する方法を採った． Fig. 1 

を見ていただきたい． Fig.l(a)は細胞の模式図と

10％生存率を与えるに必要な活性酸素濃度を細

胞核細胞質，細胞外に別けて記載したものであ

る．細胞の活性酸素処理方法は種々あるが， X線

照射により 10％生存率（チャイニーズハムス

ター V79細胞の例）を与えた場合，約 lOGyの線

量を必要とし，それは細胞核内，細胞質，細胞外

を問わず 2.2μMのOHラジカル生成に相当す
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Fig. 1. (a) The concentration of reactive oxygens required for 10% cell survival when they are selectively 
introduced to cell nucleus, cytoplasm and outside of cell. (b) When 10% cell survival was induced by X 
irradiation, no critical lesions are induced in cytoplasm and outside of cell. 

る．低速電子線を用い細胞質にのみエネルギー付

与し，細胞核に電子線が届かない方法により，生

存率を求めたデータ (vonSonntag, 1987a)を参考

にすると 10％生存率には OHラジカル量として

160~220μMが必要量として計算される．つま

り，細胞核に活性酸素を生成し DNA損傷を引き

起こす方が，細胞質に活性酸素を生成し細胞質成

分に損傷を引き越こす方法よりはるかに効率良く

細胞死をもたらす． 一方， 過酸化水素（比02)を

OHラジカル源として細胞を処理すると， 200μM

で 10％生存率を与える（チャイニーズハムス

ター V79細胞の場合）． この計算により求められ

た細胞質 OHラジカル濃度と細胞外に比02を添

加する方法により実験的に求められた濃度との見

事な一致は， H20叶こよる細胞死は細胞質におけ

る損傷によるものであることを明白に物語ってい

る． このように X線を用いれば， 核内では 10%

生存率を与えるに充分の活性酸素濃度でも，細胞

質では細胞死に要求される量のわずか百分の一 し

かなっていない．このことから， X線は細胞質に

おいて致命的な損傷を与えることなく，効率良く

核内 DNA損傷を与え，細胞死を引き起こすと結

論される (Fig.1 (b)). 
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次に， 具体的な DNA損傷のタイプと細胞死と

の関係についてであるが， これについては種々の

DNA損傷のうち 2本鎖切断が細胞死と密接に関

係していることが明らかにされている (Hiraoka

et al., 1990; Kuwahara et al., 1991). 問題は塩碁損

傷であるが， 4つの塩基に由来する変性物につい

て，その幾つかに修復酵素が存在していることか

ら(Wallace,1979), それらが細胞に大きい負荷を

与えることは十分に推察できる．それは，例えば，

突然変異や発癌因子としての可能性が指摘されて

いることからも明らかである． しかしながら，細

胞死との関係となると未だ明白になっていないよ

うに思われる． このような問題を解決するために

は，例えばDNAの2本鎖切断誘発には何ら影響

を与えず （あるいはむしろ 2本鎖切断誘発を抑制

し），塩基変性のみを増加あるいは減少させるよ

うな性質を持った化合物があれば，それを用いて

何らかの情報が得られるかも知れない． この研究

に先立ち，著者らは OHラジカルが誘発する

DNAラジカルをスピントラッピング法により研

究しているうちに， スピントラ ップ剤がDNA鎖

切断の前駆ラジカルをトラ ップすることにより，

その切断を抑制すること (Kuwaharaet al., 1993), 

また プ リン塩碁の酸化物 8—ヒドロキ、ンデオキシ

グアノ シン (oh8dG)の前駆ラ ジカルと反応した

際その生成を促進することを見い出した （大島

ら ， 1993 ) . さ ら に， 5'ーデオキシチミ ジ ン— lーリン酸

(5'-TMP)とOHラジカルとの反応において見ら

れる塩碁と糖との分離を，スピントラ ップ剤が阻

害すること (Kuwaharaet al., 1989), またスピン

トラ ップ剤は OHラジカルによる蛋白質の分解

反応を促進し，蛋白質間クロスリンク形成を阻害

する (Inanamiet al., 1993)ことなども観察され，

スピントラ ップ剤がラジカル反応に介在し，スピ

ントラ ップ剤としての本来の役割とともに最終生

成物の収率に様々な影響を与えることを発見し

た．このようにスピントラ ップ剤が OHラジカル

誘発DNA鎖切断を抑制し，塩基変性を促進する

性質を有 しているという本研究の目的に添う化合

物であることから，この化合物を培養哺乳動物細

胞の X線致死作用に適用し，その効果を調べた．

2. 核酸ラジカルとスピントラップ剤の反応

放射線 (X線等） が比0を分解し， OHラジカ

ルやスーパーオキシド (02―)を生成するメカニ

ズムは以下の通りである．

比0-(X-rays)→比o++e― (1)

H20+ + H20-H3Q+ +ott・ (2) 

e―十H2炉 eaq― (3)

H30++eaq―→H十比0 (4) 

0け eaq―→02― (5)

0け H→02―十H+ (6) 

放射線のエネルギー付与は重量比に従って分け ら

れるので， 圧倒的に水の重量比が高い細胞の場

合，放射線のエネルギーは OHラジカルに変換さ

れ，それの酸化作用により障害が与えられる．多

くの還元剤が放射線障害を軽減させる理由がここ

にある (vonSonntag, 1987b). OHラジカルは不

飽和 2重結合に付加反応したり，飽和炭素から水

素を引き抜く作用を有 していることが知られてい

るため，例えばDNAと反応する際塩碁の 2重結

合への付加反応，デオキシリボース分子からの水

素 (H)引き抜き反応がおこる (Fig.2). 

当然のことながら，塩碁 との反応は塩基変性

ヘ， デオキシリボースとの反応は DNA鎖切断ヘ
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Fig. 2. OH radical-induced precursor radicals of 

DNA damage. This figure shows examples of 
thymidine. OH radicals add to the double bond 

of thymine base to form the precursor of base 

alterations and abstract hydrogen at the C4'of 

deoxyribose to form the precursor of strand 
breaks of DNA. 

と進んでいくものと推察される． しかしながら，

Fig. 2に示 したような反応，つまり塩碁や糖での

ラジカル形成，さらにこれらのラジカルがどのよ

うな変性物になっていくかについては明白な証明

が得られていない． Teoule(1987)は総説の中で，

OHラジカルがプリンおよびピリミジン塩基と反

応した際様々な生成物が生じることを報告して

いるが， OHラジカルが 2重結合に付加反応する

という考えと最終生成物の化学構造式から OH

ラジカル反応サイトと最終生成物との関連を推論

している．

Fig. 2のような核酸ラジカルの誘発を証明する

場合，良く利用されるのがスピントラッピング法

である．スピントラッピング法の原理を Fig.3に

示す． この場合， OHラジカルが炭素に結合した

水素を引き抜く例を示している．生成した炭素ラ

ジカルはスピントラップ剤 （ この場合， 2-メチル—

2-ニトロソプロパン： MNP)在存下でトラップ剤

と反応し，ニトロオキシドフリーラジカルに転換

する （スピンアダクトの形成）．このラジカルはt-

ブチル碁により保護され，比較的安定な長寿命ラ

ジカルであるので，通常の電子スピン共鳴 (ESR)

スペクトロメーターにより定量的・定性的測定が

可能になる．ただし， ESRスペクトルはニトロオ

キシドラジカルのそれであり， Fig.2のような核
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Fig. 3. The formation of spin adduct by spin-
trapping reaction. OH radical first induces a 

carbon-centered radical by abstracting a hydro-

gen and the resulting radical is transformed 

to nirtoxide free radical by spin trapping reac-

tion with spin-trap 2-methyl-2-nitrosopropane 

(MNP). 

酸ラジカルを直接観察している訳ではない． した

がって， Fig.2のようなラジカルを同定する場合，

ニトロオキシドラジカルのスペクトルから間接的

に構造を推定することになる．ただ， このスピン

トラッピング法の利点は，仮に同時に数種類のス

ピンアダクトが形成されても， HPLC等でそれぞ

れの分離が可能になるので，生成したラジカルの

種類について正確な情報が得られる．また，場合

によってはかなり正確にラジカルの構造の同定も

可能になる． Fig.4にDNAの 5'-TMPの例を示

す． 5'-TMPとスピントラップ剤MNPの水溶液

を凡〇ガスで飽和した後， X線照射したものを

HPLCで各スピンアダクトに分離し，その各々を

ESRスペクトロメーターで調べた結果である．左

側は ESRスペクトル，右側はそのスペクトルか

ら推定されたラジカル構造である． OHラジカル

が最低6種類のラジカルを 5'-TMPに誘発したこ

とがわかる．どの ESRスペクトルにもニトロオ

キシドラジカルのそれに特徴的な 3つの成分が見

られている．スペクトルa,b, eのように各成分が
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さらに細かく分離しているものもある． この微細

構造がラジカル構造の推定に役立つ．詳細は原論

文(Kuwaharaet al., 1989)にゆずるが，結果とし

て， 3種類のデオキシリボースラジカルと 2種類

のチミン塩基ラジカルが同定された． cとfは互

いにステレオアイソマーの関係にあるものと思わ
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dジシしへ必

れる． これらのうちデオキシリボースラジカルが

DNA鎖切断と関係していることは推定できる

が， それを直接的に証明するため， DNAモデル

としてシトシンならびにチミンのオリゴヌクレオ

チド， oligo(dC)1。と oligo(dT)10, を合成し，これ

らについてスピントラッピング法を適用するとと

もに，それらの切断の頻度を測定した．

実験的には， lOmerのオリゴヌクレオチドを合

成するとともに，まずその 5'末端を 32pで標識オ

リゴヌクレオチドとスピントラップ剤 MNPを含

む水溶液を N20飽和し， X線照射した．サンプル
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Fig. s. (a) ESR spectrum of X-irradiated (2.7 kGy), N20-saturated 1 ml of aqueou~ solutio~- cont~ini_n~ 
oligo.(dC)10 (1 ~g) and MNP (1.3 mg). (b) HPLC elution profile after the oligo(dC)10 was digested ~ith 
ve~o~ phosphodiesterase to release mononucleotide spin adducts. (c) Left; ESR spectrum obtained from 
fraction-a. Right; Radical structures identified from the ESR spectrum. (d) Left; ESR spectrum obtained 

from fraction b. Right; Radical structures identified from the ESR spectrum. 

の半分について， ESR実験を行うためホスホジェ

ステラーゼでスピンアダクトをモノヌクレオチド

レベルに分解し， HPLCにより分離した．その

後， ESRによりスピンアダクトのスペクトルを測

定した．一方，残りの半分は 19%のポリアクリル

アミドゲル (50%の尿素を含む）電気泳動法

(PAGE)により，フラグメント化されたオリゴヌ

クレオチドのバターンを観察し， OHラジカル量

に対するフラグメント化の程度を定量的に測定し

た (Kuwaharaet al., 1993). Fig. 5にoligo(dC)10 

について行ったスピントラッピングの例を示す．
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Left; PAGE pattern immediately after X irradiation. Right; PAGE pattern after X irradiated and subsequent-
ly treated with piperidine. 

一番上はオリゴヌクレオチドスピンアダクトの

ESRスペクトルである．このスペクトルは分子量

の高い分子に特有のプロードなスペクトルとなっ

ている． このため， ラジカル構造の同定は不可能

である．次の図はホスホジェステラーゼ処理し，

モノヌクレオチドに分解した後の HPLCプロ

フィールである．幾つかのピークのうちフラク

ション aとbにESRスペクトルが観察された．

それぞれのスペクトルを aとbに示す． シトシン

ヌクレオチドの結果を参考に (Hiraoka et al., 

1990), スペクトルaはシトシン塩基の C5ラジカ

ルに， スペクトル bはデオキシリボースの C4万

ジカルに同定された． X線により生じた OHラジ

カルが oligo(dC) 10に反応し，塩碁への付加反応

とデオキシリボースからの引き抜き反応によりそ

れぞれのラジカルを形成したと思われる． Fig. 4 

の 5'-TMPの例から見れば， さらに多くのラジカ
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ルが誘発されると考えられるが，実際には 2種類

のラジカルしかトラップされなかった．オリゴヌ

クレオチドとモノヌクレオチドとの間で OHラ

ジカルの反応性に違いがあるのか，あるいはスピ

ントラップ剤の反応性に違いがあるのか良くわか

らない．ただ，分子量が高くなると変性塩基の種

類が減少する傾向にあると言われている．

次に， これらのラジカルが実際に塩碁変性や鎖

切断の前駆体になっていることを証明する必要が

ある．そのため，塩基変性物や鎖切断の収率がス

ピントラップ剤の存在によりどのように変化する

かを調べた．仮に， Fig.5のC4'ラジカルがオリゴ

ヌクレオチド鎖切断（フラグメント化）に結び付

くものであるなら，スピントラップ剤によるこの

ラジカルのトラップは切断の頻度を低下させるは

ずである． このような考えの下で実験を行った結

果が Fig.6である． これは， スピントラップ剤

MNP非存在下での OHラジカル反応後の oligo

(dC)1。の PAGEパターンである．モノマーから 9

merに至るフラグメントが観察されている． さら

に， OHラジカル量に依存してフラグメント化が

増加している．以上のことから， OHラジカルが

確かにオリゴヌクレオチド鎖切断を誘発している

ことは明らかである． しかも，各フラグメントが

ほぼ等しい強度を示すことから， OHラジカルは

オリゴヌクレオチドの 10個のデオキシリボース

各々に対し，等しい確率で反応していることがわ

かる．各フラグメントはさらに一対のスポットか

ら成り立っている．これはフラグメントの立末

端が 2種類生じていることを意味している．X線

照射後オリゴヌクレオチドをさらにピペリジン処

理したところ，上の方のスポットの強度が増加し

た．ピペリジン処理は塩基変性を鎖切断に変

換し，その際3'ーリン酸末端をもたらすので

(Maxam and Gilbert, 1980), 一対のスポットのう

ち上の方が 3'ーリン酸末端を有するフラグメント

であると結論された．下のスポ ットに対応するフ

ラグメントの 3'ー末端は Henneret al. (1982)によ

り提唱された構造 (3'ーリン酸ーグリコレート）と考

えられる． スピントラップ剤MNP存在下で同様

の実験を行い，フラグメント化の程度を OHラジ

カル量に対しプロットした結果が Fig.7である．

この場合， ダイマー生成の測定例を示している．

他のフラグメントについてもほぼ同じ結果が得ら

れている． MNP非存在下では OHラジカル量の

増加にともないダイマー生成すなわちフラグメン

ト化が直線的に増加する． MNPを添加すると，

フラグメント化の抑制が見られる．MNPそれ自

身も OHラジカルと反応するので，フラグメント

化の抑制は単なる OHラジカルのスカベンジに

よる可能性がある．そこで，実際にオリゴヌクレ

オチドと反応した OHラジカル量を計算で求め，

それに対するダイマー生成をプロットしたとこ

ろ，やはりフラグメント化の抑制が見られた．

MNPがOHラジカルのスカベンジのみでフラグ

メント化を防護するならば，計算により得られた

直線はコントロールの直線に一致するはずであ

る．したがって，この結果は， MNPがFig.5で示

した C4'ラジカルをトラ ップしたことにより切断
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Fig. 7. Plots of released dimer vs OH-radical con-

centration as measured from PAGE patterns 
shown in Fig. 6. 0, X irradiation of aqueous 
solution containing oligo(dC) 10 alone.口， Xir-
radiation of aqueous solution containing oligo-

(dC)10 and MNP. ◇，Plot of released dimer vs 
OH radical concentration which actually reacted 

with oligonucleotide. 

を防護したものと考えられた． このように，デオ

キシリボースラジカル (C4'—ラジカル）のトラ ッ

プは一方では ESRスペクトルとして観察され，

他方ではそれをフラグメント化の抑制に反映した

形で観察された．このように， C4'ラジカルが

DNA鎖切断の前駆体であることが証明された．

塩基ラジカルのトラップの場合どうであろう

か？ Fig. 5にシトシン塩基C5ラジカルが示さ

れているが，興味ある結果がグアニン塩基の方で

得られているので，それを述べる． DNAのOH

ラジカル反応生成物の一つに oh8dGがある

(Kasai and Nishimura, 1984; Dizdaroglu, 1985). 

これは OHラジカルがグアニンに反応し，生成す

るものである． この物質の生成は電気化学検出器

(ECD)により簡単に確認することができる．こ

れについても，オリゴヌクレオチドの時と同様の

実験を行った（大島ら， 1994).すなわちサンプル

として DNA成分であるデオキシグアノシン (2仁

dG)を用い，これにスピントラ ップ剤（この場

合， PBN)を共存させ， X線照射後ESRスペクト

ルの測定と oh8dG生成を調べた． Fig. 8はPBN
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〇 -!-<:CH:

(A) PBN (3mM) (B)PBN (3mM) + 2'-dG (3mM) 

L
 o:-phenyl-t-butylnitrone (PBN) 

dS dS dS 

2'-dG 
Fig. 8. Guanine N7-centered radical induced by the reaction of 2'-dG with OH radical and the subsequent 
spin-trapping reaction by PBN. The chemical structure of PBN is also shown at the top of figure. 

80 

0 2'-dG + PBN 

□2'-dG 
60 

弓
~ ］ 40 
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[OH] mM  

Fig. 9. Plots of OH-radical-induced oh8dG vs OH-

radical concentration. 0, X irradiation of ague-

ous solution containing 2'-dO (8 mM) alone. 
□,X irradiation of aqueous solution containing 
2'-dG (8 mM) and PBN (8 mM). 

の化学構造と予想されるスピントラッピング反応

を示したものである．

OHラジカルはまず，グアニン塩碁の C8に付

加反応し， N7ラジカルを誘起する．次いで， N7

ラジカルは PBNによりスピントラップされ，ニ

トロオキシドフリーラジカルに変換される．その

結果，このスピンアダクトに由来する ESRスペ

クトルが観察されると同時に， もし N7ラジカル
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が oh8dGの前駆体であるなら，このスピンアダク

トの形成は oh8dG生成の抑制をもたらすことに

なるはずである．以下その結果を示す．まず，

oh8dG生成への PBNの影響の方から述べる． Fig.

9はOHラジカル量を横軸に oh8dG生成量を縦

軸にプロットしたものである． PBNが共存する

と， PBNによる OHラジカルのスカベンジ作用

により 21-dGのoh8dGへの変換が見かけ上抑制

される． したがって， グラフはその点を補正し，

プロットしたものである．結果は予想に反し，

PBN存在下の方が非存在下より高い oh8dG生成

収率を与えた． グラフの傾きから，ほぼ 2倍の生

成収率であることがわかる． この結果は， Fig. 9 

で示したようなスピントラッビング反応すなわち

スビンアダクト形成反応は起こっていないことを

示唆している．そこで， ESRスペクトルを調べた

ところ， Fig.10で示したようなスペクトルが得ら

れた． Fig.lO(A)はPBN水溶液を N20ガス飽和

後， X線照射した時の ESRスペクトルである．

Fig. lO(B)はPBNに21-dGを加え，凡0ガス飽

和後， X線照射した時の ESRスペクトルである．

両スペクトルを比較して見ると，水素 (H)あるい

は水和電子 (eaq―)が PBNにトラップされたスピ

ンアダクト (PBN-H)と， OHラジカルが PBNに

トラップされたスピンアダクト (PBN-OH)の2

種類のスペクトルが見られている． Hあるいは

戸 OH adduct 古 一ー古 ］ 

/lmHTadduロロI 

Fig. 10. (A) ESR spectrum of X-irradiated, N20-saturated aqueous solution of PBN (8 mM) alone. (B) ESR 
spectrum of X-irradiated, N20-saturated aqueous solution of PBN (8 mM) and 2'-dG (8 mM). Bars at the 
top of figure indicate the hyperfine structure of ESR signal corresponding to PBN-OH adduct and bars at the 

bottom of figure indicate the hyperfine structure of ESR signal corresponding to PBN-H adduct. 

In the Presence of PBN 

2'-dG 

In the Absence of PBN 

2'-dG 

eaq―は (3),(4)式により生成される． この場合，

水溶液が N20飽和されているので eaq一の大部分

はOHラジカルに変換されるため， PBN-Hアダ

クトの ESRスペクトルは相対的に小さく，

PBN-OHアダクトのそれは大きく観察される

(Fig. lO(A)). これに対し， 2'-dGが加わった場

H O CH, 

C己 CECH』
o o o | CH, 0 ． 

亨`三ご亨三H,N:〕:-H、ご言}OH十侶彎：
d↓ dS dS dS 

8-0HdG 

0 0 O OH 0 

H亨応三入~x。戸H,NェX`―H,NエローOH ＋ユ〇
dS dS dS dS 

8-0HdG 

PBN-H 

Fig. 11. The mechanisms of OH radical-induced formation of oh8dG from 2'-dG in the presence and absence of 

PBN. 

合， PBN-Hアダクトのスペクトルは大きくなり，

PBN-OHアダクトのそれは小さくなっている

(Fig. lO(B)). 2'-dGが加わればその濃度に応じて

OHラジカルはスカベンジされ，その分 PBN-OH

アダクト量は減少し，代わりに Fig.8に示したよ

うに PBNと2'-dG間のスピンアダクトによる
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ESRスペクトルが観察されるはずである． Fig.

lO(B)のスペクトルでは確かに PBN-OHアダク

トの減少は観察されたが， PBN-2'dGのスピンア

ダクトによるスペクトルは何ら得られていない．

一方， PBN-Hアダクトにも同様な理由が成り立

つはずであり，当然小さくなって観察されるもの

と思われた． しかしながら，予想とは逆にそのス

ペクトルは大きくなって観察された．以上のこと

から推察すると， OHラジカルにより誘発された

2'-dGのN7ラジカルがPBNと反応する際安定

なスピンアダクトを形成することは無く，むしろ

PBN-Hアダクトを形成するような反応を起こす

のではないかと思われる．この時同時に oh8dGも

生成され， この結果PBN存在下であっても阻害

されること無く oh8dGが誘導されたものと思わ

れる (Fig.11). 

PBN非存在下での oh8dG生成については，そ

の収率がPBN存在下の二分の一であったことか

ら (Fig.9), 次のような説明が可能であるように

思われる． OHラジカルにより誘発された N7ラ

ジカルは引き続きもう 1個の OHラジカルと反

応し， oh8dGと比0を与える (Fig.11).このよう

に考えれば， 2個の OHラジカルが 1個の oh8dG

を与え，その生成効率がPBN存在下の二分の一

になることを説明することができる．デオキシア

デノシンでも似たような ESRの結果が得られて

おり， このような現象はプリン塩碁に共通なもの

であると思われる．

このように，スピントラップ剤は，一方ではデ

オキシリボースラジカルをトラッピプし，それに

よりオリゴヌクレオチド鎖切断誘発を抑制し，他

方ではグアニン塩基ラジカルと反応し， oh8dG生

成を促進する性質を有する． このようなスピント

ラップ剤の性質が細胞レベルでも発揮されれば，

それは先に述べたように塩基損傷と細胞致死との

関係について興味ある情報をもたらしてくれるか

も知れない．次章で PBNを培養細胞に応用した

例を述べる．

a 

b
 

c
 

2'-Dcoxyadcnosine (Cordyccpin) 

100 

CO 100 
U) 

0 80 
"'O 
(1)60 
C ． 
o 40 ・-C) 
a: 20 
X。。

゜

0
0
8
0
6
0
4
0
2
0
0
 

ー8
S
S
 p
a
U
!
Of
a
H
 1/. 

゜

01

卍
〇

0

0

4

)

1

1

1

 

N
O
il
u
v
uし
9
N
I
A
I
>
U
n
s

5 10 15 
DOSE(Gy) 

20 

1 2 

Repair Time (h) 
3
 

1 2 

Repair Time (h) 
3
 

Fig. 12. (a) The dose-response curves of X-irradi-

ated Chinese hamster V79 cells. The upper curve 

was obtained by X irradiation alone. The lower 

curve was obtained by X irradiation and subse-

quently incubating cells with cordycepin for 3 h. 

(b) Repair kinetics of X-ray-induced DNA 

double-strand breaks. ●， X irradiation alone. 

0, X irradiation and treating with cordycepin. 

スピントラップ剤存在下で X線照射された

培養哺乳動物細胞の DNA鎖切断，塩基変性

ならびに生存率

スピントラップ剤の結果に入る前に， DNA2 

本鎖切断の誘発と細胞死が密接に関係しているこ

とを示す． Fig.12はヌクレオシド抗生物質の一つ

であるコルジセピンを用いて， X線照射チャイ

ニーズハムスター V79細胞の生存率， DNA 1本

鎖および 2本鎖切断の修復カイネティックスに対

するその影響を調べたものである (Hiraokaet al., 

3. 

1990).細胞生存率はコロニー形成法で求めた．コ

ルジセピン処理の場合，細胞を X線照射後コル

ジセピン添加し， 3時間インキュベート，洗浄後

コロニーを作らせた． DNA 1本鎖および2本鎖

切断の測定は， それぞれDNAのアルカリおよび

中性フィルター溶出法により行われた． DNA鎖

切断修復のカイネティックスは， X線照射後

DNA修復のため一定時間（修復時間）細胞をイ

ンキュベートした後， 細胞を溶解し， DNAを分

析した． コルジセピン処理の場合， X線照射終了

と同時に添加し，修復時間インキュベートした．

図に見られるように， コルジセピン処理による

X線細胞致死効率の促進が観察された (Fig.

12a). 一方， DNA 1本鎖および2本鎖切断修復

のカイネティックスを調べたところ， 2本鎖切断
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は約90％が修復され， 10％程度未修復のまま残

存し， 1本鎖切断は 1時間のインキュベート中ほ

ぼ 100％再結合することが見い出された (Fig.

12b, c). このことから，細胞致死に対する 2本鎖

切断の重要性が伺われた． さらに， コルジセピン

処理後の DNA鎖切断の修復実験により， その重

要性がより一層明らかとなった． Fig.12はコルジ

セピンが 1本鎖切断の修復には何ら影響を与え

ず， 2本鎖切断修復に大きな抑制効果を与えるこ

とを示している．生存率との関係から考えると，

コルジセピンは DNA2本鎖切断の修復を抑制

し，それにより X線の細胞致死効率を促進した

と結論される．このように解釈すると， DNAの2

本鎖切断が細胞致死と密接に関係していることが

わかる．
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Fig. 13. (a) The dose-response curves of X-irradiated Chinese hamster V79 cells. The upper curve was obtained 

by X irradiation alone. The lower curve was obtained by X irradiation in the presence of PBN (IO mM). (b) 

Induction frequency of DNA double-strand breaks of 60 Gy-X-irradiated cells as measured by a method 
combining pulse-field gel electrophoresis and Bio Image Analyzer (BAS 2000). Left; X irradiation alone. 

Right; X irradiation in the presence of PBN. (c) Base alterations separated and detected by HPLC-ECD 

from DNA nucleosides obtained by extracting DNA from 15 Gy-X-irradiated cells in absence (Left) or 

presence (Right) of PBN and subsequently digesting with several enzymatic processes. 
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次に塩基変性の細胞致死への寄与を証明する実

験を行った． この実験を計画するに際し，先のス

ピントラッピングの研究が役立った． もし，スピ

ントラップ剤による DNA鎖切断の抑制作用と塩

碁変性の促進作用が細胞レベルでも発揮されるな

らば，スピントラップ剤を用いることにより塩碁

変性と細胞致死との関係を明らかにすることがで

きる．まず，チャイニーズハムスター V79細胞に

スピントラップ剤である PBNを添加し， X線を

照射後，細胞の生存率をコロニー形成法で測定し

た． O,_15 Gyの全X線線量において PBNによる

致死促進作用が観察された (Fig.13(a)). これと

DNA損傷との関係を調べるため， X線照射後直

ちに細胞から DNAを抽出し，塩基変性と 2本鎖

切断の定量的な測定を行った．塩基変性はスピン

トラップ剤と 2'-dGの研究をヒントに電気化学検

出器で検出される変性物（例として oh8dG)のみ

を測定対象とした． まず， DNA鎖切断に対する

影響を見てみると (Fig.13(b)), PBN存在下で X

線照射したときの方が有意に DNA鎖切断誘発頻

度を低下させているのがわかる．この場合， DNA

をパルスフィールド電気泳動とバイオイメージア

ナライザーにより分析したため， 2本鎖切断誘発

の測定になっている． この結果は，オリゴヌクレ

オチドのスピントラッピング実験で述べたよう

に． PBNがDNA鎖切断の前駆ラジカルをトラッ

プしたためと解釈され， スピントラッピングの結

果が細胞レベルにおいても反映されていることが

判明した． DNA2本鎖切断がX線細胞致死と関

係していることはすでに述べたが， PBNによる 2

本鎖切断誘発の抑制は， X線による細胞致死の増

感よりはむしろ抑制の方に反映されなければなら

ない． したがって， 結果から判断すると PBNに

よる増感作用は DNA鎖切断以外の損傷に対し，

何らかの影響があったためと推論される．先のス

ピントラッピングの研究は PBNがoh8dG生成を

促進することを示した． このことから推察して，

細胞レベルでも同様のことが予想された．そこ

で． oh8dGがECDにより検出されるものである

ことを考え， PBN存在および非存在下で X線照

射後，細胞から DNAを抽出し， DNaseI,ホスホ

ジエステラーゼ，アルカリホスファターゼ処理に
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よりヌクレオ、ンドレベルまで分解し，それを

HPLCで分離した． 検出器として ECDを用い，

検出できる塩碁変性物全てを定量測定した． この

結果， ECDで検出された塩碁変性物は， PBNに

より生成が促進されるもの，変化が無いもの，抑

制されるものの 3グループのどれかに属していた

（未発表データ）． oh8dGは，その生成が促進され

たグループに入り，その他未同定の生成物2,3種

類が含まれていた． Fig.13(c)は増加生成物全て

を足してグラフにしたものである．生成促進が見

られたものについては， PBNの増感効果から判

断して，細胞致死と強く関連しているものと推定

される． 一方，生成に変化のみられないもの，抑

制されたものは細胞致死との関係は薄いものと判

断される． oh8dG以外の生成物については全て未

同定であるので， PBNによる生成促進のメカニ

ズムは明確になっていない．いずれにしても， こ

のような生成物の細胞内での蓄積が細胞死をもた

らすと判断され，塩碁変性物の中で細胞致死と関

連する成分の存在が明らかとなった．今後，構造

の解析を進めたいと考えている．なお，今回の変

性物はあくまで ECDにより検出されるものだけ

であるので，他の塩甚変性物との関係については

全くわからない．

ここで， PBNがX線の細胞致死効果を促進す

ることは述べたが，他の活性酸素種たとえば

比02の細胞致死障害に対しては逆に防護作用を

示す（未発表データ）．先に述べたように，比02

はX線とは全く異なり， DNAというより細胞質

での酸化障害を通して細胞死をもたらす． PBN

は脂溶性であり， もともと脂質ラジカルのトラッ

プ剤として開発されたものである． したがって，

PBNが脂質ラジカルをトラップすることにより

脂質過酸化反応を停止させ，結果として比02の

細胞致死作用を抑制したものと解釈される． この

ように， 一般的に PBNはそのスピントラッピン

グ作用を通して活性酸素障害を防止すると考えら

れている (Oliberet al., 1990; Phillis and Clough-

Helfman, 1990). 本研究に従えば， それは細胞質

成分での障害発生が細胞死と関係する場合のみに

限ることになる．

4. まとめ

細胞を X線照射する方法とスピン トラップ剤

の特異な反応を利用して， DNA損傷と細胞死と

の関係につき様々な情報が得られた．X線照射

は，決定的な細胞質酸化障害を起こすことなく，

核内 DNAにのみ効果的に酸化障害を誘発する方

法であることから，活性酸素誘発 DNA損傷と細

胞死との直接的な関係を研究する最良の方法であ

ると考えられた．

スピントラ ッピング法は活性酸素そのもの，あ

るいは活性酸素により誘発されたラジカルをト

ラップし，同定するために開発された方法であ

る．この方法を利用して OHラジカルが誘発する

DNAラジカルの研究を行い，塩基変性や鎖切断

の前謳ラジカルを同定することができた．さら

に， この研究を通して，スピントラップ剤がデオ

キシリボースラジカルをトラップした際，鎖切断

に至る反応を停止させ，鎖切断を抑制すること，

またプリン塩基ラジカルと反応した際，逆にラジ

カル反応を促進させ，最終生成物の収率をあげる

ことが明らかにされた．このスピントラップ剤に

よる DNA損傷の修飾現象は培養細胞に適用した

際も同様に観察された．すなわち， DNA2本鎖切

断の誘発を抑制し， oh8dGを含む幾つかの塩基変

性物の生成を促進した．さらに，細胞に対しスピ

ントラップ剤が X線の致死効率を高めたことか

ら，細胞致死に関係する塩碁変性物の存在を明ら

かにすることができた．

OHラジカルと DNAの反応については，in

vitroの放射線化学的なモデル研究が多く，実際の

照射細胞中で同様の反応が起こるか否かについて

は明確な証明が無かった．スピントラップ剤を用

いた本研究は，その意味ではその間のギャ ップを

埋めたと言えるかも知れない．また，今まで放射

線増感剤や防護剤の作用をラジカル反応レベルで

の修飾作用と捉えている研究が多いが，残念なが

ら，それらと反応する具体的なラジカルの構造に

ついては明確になっていない．スピントラップ剤

は反応するラジカル構造の情報をもたらしつつ，

一方ではラジカルが到達する生成物の収率に影響

を与えることができ， もたらす情報量が多い． こ

のことが，今回のような成果をもたらした大きな

要素になっているものと思われる．今後とも，他

の活性酸素種による細胞障害誘発機構の研究に応

用していきたいと考えている．
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Summary 
In this study, we present 3 types of experiment, in which 1) tumorigenicity study of orally 

administered hydrogen peroxide (H202) in mice, 2) Comparative liver tumorigenicity of 60Co gamma 

rays and 252Cf fission neutron, and 3) radiation carcinogenesis in hypocatalasemic mice (Csb/Gen). 

1) Orally administered比02with 0, 0.1 and 0.4% of凡02induced dose dependent increase of 

duodenal tumors in C57BL/6J mice. The incidence of those H202 induced duodenal tumors are 

inversely correlated to the catalase levels such as high incidence of tumors in hypocatalasemic mice and 

low incidence in hypercatalasemic mice, 2) Both sexes of B6C3F1 mice of 6 weeks old were irradiated 

with either 60Co gamma rays or 252Cf fission neutron at once by the doses of 0-200 cGy. Each points 

consisted of about 30 mice and they were observed for 13.5 months after irradiation. The relative 
biological effectiveness (RBE) for liver tumorigenicity of 252Cf versus 60Co was 15.2 in male mice and 2.5 

in female mice. 3) Hypocatalasemic mice, Csb/Gen, were exposed to 60Co and 252Cf similarly as 

described in 2). Incidence of liver tumors in males reached plateau at 12. 5 or 50 cGy by the incidence of 

75% and declined at 200 cGy. This findings were similarly observed at both 60Co gamma rays and 252Cf 

neutron.. In the radiation response to liver tumorigenesis, Csb/Gen is superior than C3H/HeN mice. 

Keywords: hydrogen peroxide, catalase, fission neutron, liver tumor 

説

1. はじめに

放射線と酸素と生命は地球誕生以来の重要な事

象である．強烈な太陽光線や宇宙線の中から地球

が誕生し，更に無機物質の中から水と酸素が生じ

たことが生命誕生の起源であるとされている．試

算によるとその年令は 4.6X109年前であり，有機

物質の発生が 3.0X109年前に海草が出現，陸上生

物の出現は4X 108年前であり，人類の発生はこ

れに比べると数万年前とつい最近の出来事であ

る．この人類を含めた哺乳類は，無論酸素なくし

ては生息し得ないし， 一方で酸素の過剰は有毒と

なる宿命を背負っている （浅田， 1988).放射線の

存在は無論有史以前からであり，地球誕生以前か

c 日本環境変異原学会

ら存在したのであるが，生物の生存にとって水と

共に不可欠の関係にある．放射線はヒトを含めた

哺乳類全体，或いは生物種に対し，その照射線量

が高いと到死効果をもたらし，それ以下では種々

の疾病や障害をもたらすことが知られている．

2. 過酸化水素の発癌研究ー経口投与によるマウ

スでの発癌性一

1) 研究目的

凡02は比0に比べ安定性を欠き， 光などに当

たると容易に比0と02に分解することが知られ

ており，生体内ではその分解酵素のカタラーゼに

より瞬時に比0と02に分解される．そこで， こ
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Fig. 1. Histogram of duodenal tumors in C57BL/6J mice after oral administration of hydrogen peroxide (H20か
Carcinomas were observed only in mice who received H202. 

の酵素の酸化力を利用して漂白，殺菌の目的で世

界中で多用されている．本邦でも最近まで食品添

加物としてほぼ無制限に用いられていたが，本研

究が発端となり 10余年前から，一部規制の動き

が出ている．即ち， うどん，かまぼこ，ちくわ，

しらすばしなどの漂白や殺菌に対して重要な役割

を果たしている．その殺菌効果はかなり強力で，

枯草菌には 313ppm, 大腸菌には 160ppm, 腸炎

ビプリオ菌には 77ppm で殺閑効果を示すとされ

ている．諸外国ではマカロニ，めん類，チーズや

乳製品魚肉製品など，米国，英国をはじめ東南

アジアの諸国でも広く用いられている． H202は

光，熱外部からの刺激，アルカリ性の条件下で

は急速に分解するが，酸性下では可成り安定して

いる．以上の知識を背景に我々はその発癌性につ

いて以下の実験を行った(Itoet al., 1981;伊藤 et

al., 1981; Ito et al., 1982; Ito et al., 1984). 

2) 材料と方法

動物：日本クレアより購入した体重 19-22gの

雌雄両性C57BL/6Jマウス約 300匹を 6群に分か
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ち，これらに甚本食として GRF-1（日本チャール

ス・リバー社）の固形飼料を自由摂取させた．飲

料水は以下に述べる方法で投与した．検体： H202

水は 0%,0.1 %, 0.4%の 3群として， これらを蒸

留水 (DW)に溶解し，週3回新鮮なものとして投

与した．

病理所見：生後2カ月目より 26カ月迄の全期

間検体の経口投与を行い，病変を示した動物は適

宜屠殺解剖した特に，胃十二指腸での病変を

中心に観察を行い，消化管を展開後アルカリフォ

スファターゼ染色を行い，病変の観察を容易にし

た．

3) 実験結果

体重の変化：月 1回の割合で体重測定を行った

が， H202投与開始後， 13カ月頃に最高の体重を

示し， 0％群に比べ，雌雄とも比02投与群でやや

体重の低下が認められた．

動物の生存率： 26カ月令での実験終了時の平均

生存率は 56%であり，対照群では 54%であっ

た．死因の多くは気管支肺炎の発症を示した．又，

肺，牌，腎等の感染症を合併してのアミロイドー‘ン

スの併発例が多発した． この実験で用いた比02

水溶液は経口投与であり誘発病変の多くは主とし

て腺胃と上部十二指腸に限局して発現した．胃で

は腺胃にのみ限局し，前胃では全く著変を示さな

かった．腺胃では0.1%H202投与群で 1例の胃良

性腺腫が認められ，他の病変としてビランと潰

瘍過形成が多発した．過形成の発生は 7~13%

であり， この変化が長期間続くとビランや潰瘍に

進展するものであった．最も多く認められた腫瘍

性病変は上部十二指腸での変化であった．即ち，

観察された病変は幽門部とファーター氏乳頭の間

に限局しており，それ以下の肛門側では病変は認

められなかった．発現した病変は，過形成，腺腫，

腺癌が認められ， いずれも内視鏡分類の I型病変

で平板状 (II型）のものも認められた． この過形

成，腺腫腺癌の発現率はほぼ投与した比02の

濃度に依存しており， 特に過形成は比02の 0%

で9%,0.1 % H202で40%,0.4%の比02で 62%

に達した．又，腺癌は0.4％凡02で5％発現した

(Fig. 1). 

4) 結論と考察

過酸化水素（凡02)の経口投与により発癌性を

示した最初の論文である．十二指腸上部に限局し

て発現した過形成，腺腺癌は H202の直接作用

により発現したと考えられる．即ち，比02は胃内

では酸性のため比較的安定であるが，十二指腸に

入ると突然アルカリ性のため比02への分解作用

が起こり，粘膜障害を引き起こすと考えられた．

なお， この実験と相前後してラットを用いて他の

研究者グループにより比02の経口投与の実験が

行われた．その結果，マウスに認められた結果は

確認されなかった（高山ら私信）．その原因は本研

究成果でも述べた如 <,C57BLマウスは本来十

二指腸を含む小腸領域に自然発症の結節形成を示

すことが知られており， これが背景にあって初め

てH202の経口投与により病変が発症したと考え

られた． ラットではこのような十二指腸には病変

が発現することは認められておらず，従って，

比02の単独投与では病変が発現しなかったと思

われる．これに反し， Hirotaらは， F344ラットを

用いて MNUの経口投与で先ずイニシエーショ

ンを行い，次に比02での持続的経口投与を行っ

た結果，マウスで認められたと同様十二指腸癌

の発現を認めている (Hirota and Yokoyama, 

1981). 従って，以上の実験成果を考慮すると

比02は発癌のプロモーターの働きを示している．

なお，比02の発癌研究では皮膚に比02を塗布

した研究もあるとされているが， これらはいずれ

も発癌性が証明されなかった．

3. ガンマー線と中性子線によるマウス肝腫瘍の

発生

B6C3F1マウスに認められる肝腫瘍は食品添加

物，医薬品化粧品などの種々の生活関連物質に

対する発癌性スクリーニングにおいて問題となる

腫瘍である． なお， B6C3F1マウスは肝腫瘍以外

はあまり顕著な腫瘍発生はみられず，その生存率

が良好のため種々の薬物の毒性や発癌性の研究に

用いられている．

さて， B6C3F1マウスの親マウスの C3H系では

肝腫瘍好発系であることがよく知られ，それは特

に雌に比べ雄に多く発現する．なぜC3Hに肝腫

瘍が多く発現するかについては定説はないが，そ

の遺伝的素因は複数の遺伝因子が関係しているこ

とが知られ，化学発癌物質と同様，放射線でも発

現が助長されることが知られている． もう一方の

C57BL系マウスは，その後半の生涯においてリ

ンパ腫の多発が知られているが，肝腫瘍に対して

はむしろ抵抗性を示す．本研究では C3H,C57BL, 

B6C3F1, C3B6F1及びC3Hの変異株である低カタ

ラーゼマウスの Csb/Genを用いて，これらにガ

ンマー線 252Cf中性子線を照射して，肝腫瘍を指

標として 1)252Cf中性子線の RBE（渡辺ら， 1986;

Takahashi et al., 1988), 2)系統差による肝腫瘍発

生率の差 (Itoet al., 1991; Takahashi et al., 1992), 

3)性差（Itoet al., 1992), 4) Csb/Genを用いての

放射線誘発肝腫瘍における種々の RadicalScaven-

ger酵素との相関について検討を行った（山田ら，

1994). 

動物：両性の B6C3F1，雌雄 C3B6F1,C57BL/ 

6N, C3H/HeN (HeN)及びCsb/Genの6~8週令

のマウスを用いた． Csb/Genは全て自家生産であ
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るが， 他は日本チャールス・リバ一社（神奈川）

より購入した．飼料はオリエンタル製の MF固形

飼料を与え，飲料水は水道水を自由摂取させた．

動物の管理は広島大学の動物実験指針に従った．

一部の動物には去勢を行い，又，テストステロン

の投与はコレステロールペレットとして皮下投与

し，月 1回の割合で新しいものと交換した．

252Cf中性子線の照射：本照射装置は当研究所に
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Figs. 2-4. Development of 252Cf neutron induced 

liver tumors in 5 different strains of mice. Radia-

tion doses were between 0-200 cGy. Through-
out the given doses, the highest incidence were 

noted in C3H/HeN and Csb/Gen, moderate in 
B6C3F1 and C3B6F1 and lowest in C57BL/6J 
mice. 

設置されているもので，全て 1回全身照射として

0-200 cGyを 0.6~0.8cGy／分の割合でマウスに

照射した中性子線照射は全て 6週令で照射し，

これらを照射後 13カ月間観察した． 実験群は対

照群の OcGyと 3,6, 12.5, 50, 200 cGyの 6線量を

用いたが， B6C3F1の雌 C57BL系マウスなどの

腫瘍抵抗性マウスでは 3,6 cGyは行わなかった．

結果を要約すると以下の如くになる．

1) 肝腫瘍発現における系統差及び線量依存性

雄の腫瘍発生率を順番に並べると Csb/Gen,C3 

H/HeN, B6C3F1, C3B6F1, C57BLであった．勿論

これらは自然発生でもその順番に従って発現し，

C57BLでは線量は増加しても発現率は上昇 しな

かった．これに反し C3Hでは自然発生も高値で

あるが，線量が高くなるに従って発現率も高値を

示したが， 200cGyでは既に飽和状態に達してい

るがそれでも 70％以下であり，約 30%の動物に

は肝腫瘍は発現しなかった．更に， この両系統マ

:~ 
旦←5沿―――
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(%~ 

a・ 

------
---0 

o--，， ，， 
I / / 
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200 

Figs. 5 and 6. Comparative incidences of liver tumors in male (Fig. 5) and in female (Fig. 6) B6C3F1 mice 
exposed to 252Cf neutron (-) and 60Co gamma ray radiation (・…).The RBE of 252Cf based on 60Co is 15.2 in 

males and 2.5 in females using the single hit model (Ref. 12). 

ウスのEでは，その発現率はほぼ中間に位置し，

メンデルの法則に一到した発現率を示した (Figs.

2-4). 一方， Gsb/Genでは C3Hと同じく自然発

生の肝腫瘍も高率であるが 12.5及び 50cGyで既

に最高値を示し， 200cGyでは逆に低下した． こ

の現象は本マウス系が低カタラーゼのために放射

線照射に対する感受性が高まっていること，或い

はラ ジカルの除去酵素欠乏のため，脂質代謝など

に障害を起こした結果と考えられる．

2) 性差

C3Hをは じめ，BCF1,C57BLいずれのマウス

の系においても 自然発生腫瘍は雄に高い頻度を示

し，雌では低率に止まっていた．この現象は放射

線照射実験群でも認められ，252Cf及び60Coの両放

射線を照射したマウスでも 0~200cGyの間での

線量に一致して発生頻度は上昇を示し，常にどの

ポイントでも雄が雌より高い発現率を示した．

従って， これらの結果から，雄は雌に比べ自然発

生と共に放射線に対してもより強い感受性を示し

ている．次に去勢実験においては 200cGyの 252Cf

照射雄B6C3F1マウスの肝腫瘍発生率が 13カ月

の観察期間後 55.2%であるのに対し， これが去

勢により 25.9%と低下を示した平均腫瘍個数

も1.21から 0.33と同様に減少した．更に去勢マ

ウスにテストステロンの投与を行ったが， 再び

55％以上この回復は認められなかった．雄である

ことは単にテストステロンの補給のみでは充分と

は云えず，睾丸が作り出すテストステロン以外の

多くの因子がこれを男らしく見せており，雌と異

0 12.5 50 
cGy 

200 

なる種々の形質に関与していると考えられる．次

の研究では去勢マウスに自家の睾丸を移植する．

一方ではテストステロンを補給する． この場合前

立腺の変化を同時に指標する．可能性として睾丸

の増殖因子として顎下腺などの唾液腺が作る

EGFなども考え られる．従って睾丸と顎下腺の

共同移植なども興味ある方法と考えられる．

3) マウス肝腫瘍を指標として “Coガンマー線

に対する 252Cf中性子線の発癌性RBEについ

て

252Cf中性子線の 60Coガンマー線に対する肝腫

瘍発現率を指標として RBEを決定するために，

以下の実験を行った． 即ち， 雌雄両性の B6C3F1

マウスを用い，一群約 30匹として 252Cfでは 0,3, 

6, 12.5, 50及び，200cGyを雄マウスに全身 l回

照射した． 一方，雌マウスでは 0,12.5, 50及び

200 cGyを同様に照射した． 60Coガンマー線は 0,

12.5, 50及び 200cGyを両性マウスに 1回全身照

射した．マウスは生後 6週令で照射を受け， 13カ

月間観察した．その結果肝腫瘍の発現率は非照

射対照群では雄で 3.8%, 雌で 3.2%であ った．

252Cf照射群では雌雄共に照射線量に相関 して

発現率，平均腫瘍数ともに増加し，最高発現率は

雄で 62.1％，雌で 27.6%と雄でより高い発現率

を示した．60Coガンマー線は 252Cf照射に比べその

発現率は低値に止まった．即ち， 最高発現率は雄

で36.0%,雌で 15.4%を示した．そこで平均腫瘍

発現率を 252Cfと 60Coについて比較した結果

RBEは雄で 15.2, 雌で 2.5を示した (Figs.5, 6). 
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Table 1. Incidence of Liver Tumor and Cataract in Hypocatalasemic Mice 

Sex Strain 
N 

(mice) 

Survival 
(month) 

Liver tumor 

（％） (N/mouse) (mm) 

Cataract 

（％） 

／ 

早

C3H/HeN 

C~/Gen 

C3H/HeN 

C~/Gen 

43 

55 

51 
35 
62 
48 

14 
14 
24 
14 
14 
24 

39.5 

34.5 

66.7** 
11.4 

8.1 
14.6 

0.72 

0.78 
1.61** 
0.11 
0.13 

0.15 

3.02 
5.84 
16.11** 
0.51 
0.52 
1.31 

＊
 
＊
 6
 

0

0

7

0

0

0

 

ー

** p < 0.01 vs. 14 month of age 

I◎『i町◎fIllHy似◎c虹叫麟釦叫c
Immunologically catalase protein is present in 
large amount in Blood of Hypocatalasemic mice. 
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冑o：闘叫訊
Male Female 

Blood 2.4% 1.1 % 
Liver 28% 21 % 
Kidney 6% 8. 7% 
Lung 17% 12% 

(% of normal) 

From 
Robert N. Feinstein 

4) Csbマウスにおける放射線発癌

本系マウスの自然発生腫瘍を Table1に示し

た． このマウスは FeinsteinらがC3H/HeにX線

照射したものからスクリーニングして得られた系

でCsの.a,b, c, dの4つのカタラーゼ欠損マウス

が得られた (Feinsteinet al., 1966; Feinstein et al., 

1967). その内， Csbを当研究室で人手し，広島大

学原医研で純系化したものである (Csb/Gen).雌

雄ともに血中カタラーゼ値は正常の1.1-2.4%に

低下し，肝でも 21-28%に止まっている (Fig.7). 

観察期間は 2年間であり， 90週以降での肝腫瘍発

現率は雄で 66.7%,雌では 14.6%であった．肝腫

瘍以外の腫瘍では肺の腫瘍が雌雄に夫々 14.6%
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と14.6%,雄に 17.6%の白内障が認められた．こ

の系のマウスに 252Cfを照射すると，前述の如く

雄では 12.5cGyで発現率は頂点に達してその頻

度は 72.2%であり， この傾向は 60Coガンマー線

でも同様で 12.5cGyで 61.1%に達した． このこ

とは本系マウスが肝腫瘍に関して放射線に対し感

受性が高いことを示している (Nilayet al., 1991). 

雌では 0~200cGyの照射線量に対し，線量依存

性に肝腫瘍発生率は上昇した．次に， Csbマウス

の胃部に 20cGyの X線を 1回照射を行うことに

より 13カ月後に雄で 20%,雌に 15％の印環細胞

癌が認められた (Watanabeeta/.,1991).これら肝

腫瘍や印環細胞癌の発生に低カタラーゼが何如に
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24 

Fig. 8. Catalase activity in male normal liver（口）
and hepatoma （■）of Csb/Gen mice. The 
results indicated that catalase activity was 
always high in normal liver between 15 to 24 

month of age. 

関連しているかは明らかでないが，肝腫瘍に関し

ては腫瘍で過酸化脂質が健康部に比べ増加してい

ることより低カタラーゼ状態が放射線の感受性を

高めていることが示唆される（山田ら，投稿準備

中）．

Superoxide anion (02), Hydrogen peroxide 

(H202)および過酸化脂質（LOOH)などの活性酸

素は，呼吸の副産物としてだけでなく，電離放射

線が照射された場合や発癌物質など化学物質の生

体内代謝の過程でも産出されると考えられている

（永田， 1984;児玉， 1988）．特に過酸化脂質は，ヒ

トの脳，赤血球，血清で加令と共に増大し， ラッ

トなどの実験動物においても脳，牌臓，副腎，血

清などで加令に伴う増量が確認されている． Csb

マウスの正常肝は，加令に伴い 24週で約 3倍量

まで過酸化脂質の増加が確認され， これ以降では

約 2.7nmole/mg proteinと一定の過酸化脂質量を

示し，性差は全く認められなかった．その分解酵

素であるグルタチオン・ペルオキシダーゼ活性を

測定したところ，加令に伴う変動は見られなかっ

た．

次に，肝腫瘍の過酸化脂質量について正常肝と

SOD activity in male normal liver and 
hepatoma of C詠/Genmice 
300 
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Fig. 9. SOD activity in male normal liver（口）and
hepatoma（■）of Csb/Gen mice. The results 
indicated that SOD activity was always high in 
normal liver between 15 to 24 month of age. 

腫瘍部を対比させて測定したところ正常肝に比べ

平均4倍以上過酸化脂質の上昇が認められた． こ

の所見は組織学的にも明らかであり，腫瘍部では

肝腫瘍細胞中での脂肪含量が多く， HE染色で一

見空胞細胞様に認められた． これに反し，正常肝

ではこれら空胞変性様の変化は放射線照射直後 3

カ月頃迄の肝細胞において散見される所見であ

り， この変化の延長線において肝腫瘍の発現，特

に放射線誘発肝腫瘍の場合の母地となる可能性が

ある．

一方，カタラーゼ活性及びSOD活性はいずれ

も腫瘍化と共に減少する傾向が認められた (Figs.

8, 9). 

4. まとめ

放射線発癌の中で，活性酸素の役割は最も重要

なものの一つに挙げられている． この活性酸素は

細胞膜と核との間にあって，放射線の照射により

生体から誘起された生体自身を障害するという

オートクリン的性格を示す増殖因子にも似た働き

を示すと考えられる．但し，増殖因子と異なって

細胞に対し破壊的効果を示し，その過剰生産が細
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胞膜，細胞質及び核自身に損傷をもたらし，炎症，

老化或いは癌化を誘導すると考えられている．

本報告で述べた比02自身の長期経口投与によ

る消化管腫瘍の発生， C3H系マウスを用いての

ガンマー線や核分裂中性子線照射により誘発され

た肝腫瘍はいずれも本来これらのマウスに自然に

発生する腫瘍の発現率を上昇させたと考えられ

る．確かに放射線は DNAの切断，突然変異など

の障害を起こすことはよく知られた事実である

が，個体発癌の立場からすると決して強い発癌作

用を示すとは云い難い． こと発癌のみから考えれ

ば，多臓器に標的性を示す MNU,肝での DEN,

皮膚や胃での MNNG, 乳腺の DMBA，肺での

Urethane, 神経に対する ENUなど少量で強い発

癌性を示す化学物質が放射線に比べより強力な発

癌物質である．従って，放射線の活性酸素を通じ

ての発癌効果は細胞側からみれば非特異的な細胞

障害現象の結果起こる慢性病変の一つと考えられ

る．

この予防は如何に行うか．活性酸素除去酵素が

充分に働けば活性酸素障害からまぬがれることが

可能であるという理論からすれば酵素活性を常に

バランス良くしかも充分に生体側に付与しておけ

ば良いということになる．そんなことが可能であ

ろうか， トランスジェニ ック人間の方法しかある

まい．
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Activation of hostdefense mechanism induced by radiation exposure 
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Summary 
The biological effect of ionizing radiation can be investigated either at molecular levl ,_.,,.1g 

subcellular specimens or at the whole body level observing tissues or whole animals. In order to 

approach to the mechanism of radiation hazard and radioresistance in organisms, the author ac-

cumulated evidences of the coordinating reaction of chemical protection at molecular level and 

immunological stimulation in mice induced by various exotic factors including radiation. The body-

reaction against radiation is dose dependent. One remarkable reaction against sublethal dose of 

radiation exposure in animal is an increase of metallothionein (MT) synthesis in the liver after 10 to 20 
hours of irradiation, while reaction against 7 or 50 cGy exposure is more immunological stimulation of 

which effects reveal after 2 to several weeks. Roles of antioxidative substances including MT, GSH, Vit. 

C, Vit. E, SOD, GP and NADPH, and those of free radicals such as NO, O:;Off are discussed with 
presenting authors speculations and tentative review. 

Keywords: Survival, Metallothionein, Antioxidative mechanism, Spleenal PFC, Macrophages 

放射線の生体影響を考える時，まずは放射線と

水との相互作用によるフリーラジカルの生成や細

胞内の染色体や DNAの損傷に焦点があてられ

て，長年ミクロな分析的研究が多 くなされてき

た。筆者は放射線の生体に対する影響を総合的に

眺める立場から，マウスに放射線や他の刺激を負

荷する多重リスク曝露実験を行いながら，得られ

た個体レベルの実験結果を重視しつつ，その反応

のメカニズムを考察するために生化学や免疫学的

方法を用いた多面的アプローチを続けてきた。

あたかも H.セリエのストレス学説りを支持す

るかの如く，環境からの化学物質，放射線，過激

な運動など物理化学的なストレスや，創傷，絶食

などの生理的ストレスに対して，生体は驚く程共

通の反応を示す。筆者らは上記の各種の剌激に対

c 日本環境変異原学会

公
a彩 説

して動物が肝臓中にメタロチオネイン (MT)を

誘導合成することを実証した上で，マウスにおけ

る免疫系に関連したさまざまな生体防御機構の活

性化現象を観察した。

放射線に対する生体反応は照射線量によって異

なるので，以下にその二側面を論じたい。

1. 致死ないし亜致死線量である数グレイの放射

線に曝露する場合

放射線はストレッサとして働き，マウスやラッ

トでは肝臓中に MTが曝露の 10-20時間後に誘

導合成され， MT濃度は平常時の 2-3倍程度にな

る 。 MT は単に •OH ラジカルなどをスカベンヂす

るのみならず， グルタチオン・ペルオキシダーゼ

系に働き，効率よく肝における生体膜の過酸化を

309 



100 

（

ま

）

a
1
e
J
 

I
.
―
忌
一
』

0

n

50 

。し

Fig. 1. Dose-response curves of untreated mice and 

mice given various pretreatments prior to irradia-

tion. 0, group 1: Controls without pretreatment. 
●,group 2: 3 mg Cd/kg (CdCh in saline) in-

jected sc.△，group 3: 10 mg Mn/kg (MnCh in 
saline) injected sc.▲，group 4: Dermal excision 
(2 X 2 cm2 at dorsal skin). 

抑制する。さて致死量の放射線照射の前に MT誘

導性の前処置をしておくと，マウスは放射線抵抗

性となり，数グレイの放射線に対して生存率が著

しく向上し， LDsoは20-30％高線量側にずれる。

(Fig. 1)2)。この際 Table1に示すように放射線照

射の 1-2日後の肝MT濃度は平常時の数倍ない

し20倍に達し2,3), 同時に末梢血に好中球が遊出

していることが，ケミルミネッセンス法による

SOA測定で確認された (Fig.2)4)。 これらの前処

理マウスでは Tcell機能の貢進を示していること

が，羊赤血球 (SRBC)に対する牌細胞の PFCの

有意な増加（Fig.3上半分のデータ参照），血球凝

集反応 (HA), および溶血反応 (HR)など免疫反

応の昂進として観察される”。これら前処置を施

したマウスでは，放射線照射 1-7日後位までは放

射線による造血細胞の破壊と減少を防ぐことはで

きないが，放射線照射の約 10日後には白血球や

赤血球の数が増加しはじめ (Figs.4, 5),個体レベ

ルでの放射線抵抗性が著しく高まることになる。

上記の前処置は，骨髄幹細胞のほとんどが破壊さ

れる 9Gy以上の照射ではマウスの生存率を上げ

ることはできないが， 5-8Gyの放射線による造

血器傷害性の死亡を著しく減少させる効果があ

る。この際，亜致死線量 (5Gy程度）を照射した

後の 10日目前後に牌コロニー数を測定すると，

前処置をしない場合に較べ，牌コロニー数の増加

がみられ，骨髄幹細胞の回復が促進されているこ
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Table l. Numbers of endogenous splenal colonies at 
11th day of 6 Gy-postirradiation and hepatic MT 
concentration immediately before irradiation. 

Pretreatment 
24th prior to 
irradiation 

, 2 

Number of splenal Hepatic MT 
colony formation concentration 
Mean士S.D. (n mole/g) 

Saline injected 0.5土0.7

CdCh (3 mg Cd/kg) 11.6土3.1

Zn acetate (20 mg Zn/kg) 8.0土4.2

Zn acetate (3 mg Zn/kg) 2.8土2.4

MnCh (20 mg Mn/kg) 5.4土2.5

IL-1 2.0土2.9

OK432 3.8土1.3

Toki 5.6士1.6

Skin excision* 7.7土3.7

1.6土0.65

67士9

83士10

15土9.2

19土4.6

12土2.0

5.5土2.4

3.8土0.76

17土1.2

* Pretreatment was given 48 h prior to irradiation 
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Fig. 2. Changes in leukocyte SOA and %PMN and hepatic MT concentration after various MT inducing pretreat-

ments in mice. 

とがわかる6)。 これらの事実は， 数グレイの放射

線曝露による死亡は，個体の生体防御機構の活性

化との微妙なバランスの中で生起することを示し

ている。

--l t** 

SKI;n：゚e:y：□□三三＂＂
屑：［昇｛： ｝ぶ：｝ ：：［ ！ ： ：｝ c e n c e l l s 
各 lL躍肝での対照肝．の伯との有窓差：．p<.OS, •• p<.01, 
••• p<.001,.... p<.0001 

Fig. 3. Numbers of spleenal plaque forming cell 
counts 4 days after SRBC injection to mice with 

various MT inducive pretreatments or preirradia-

tion. 
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2. 低線量の放射線曝露の場合

放射線ホルミシスに関する最近の研究によれ

ば，生体の低線量放射線反応性には線量に特異な

反応性の高い線量域 (windows)があり，マウスで

は5~10cGy照射の 8週間後， 50cGy照射の2

週間後にのみ，生体の放射線抵抗性が高まること

がわかっている7)。このメカニズムを探るため，

筆者らは 1．で行ったと同様の各種の測定を試み

たところ，この線量域の前照射でも，次に示すよ

Table 2. Hemolytic reaction (HR) titers in sera・ of 

mice with pre-irradiation treatments at 7 days 

after SRBC i.p. 

Pre-irradiation treatment HR titer t-test 

Sham-irradiated, 2 weeks prior 

50 cGy, 2 weeks prior 

6.6土0.7

7.6土0.7 p<0.01 

Sham-irradiated, 8 weeks prior 

5 cGy, 8 weeks prior 

10 cGy, 8 weeks prior 

6.4土0.8

6.7士0.9

6.9士1.0

N.S. 

N.S. 
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10 20 

Days Postirradiation 

Fig. 4. Changes in leukocyte counts in survived mice with MT inducive pretreatments during 30-day postirradia-

tion period. left panel 6.0 Gy, right panel 6.4 Gy, each single dose. 
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Fig. 5. Changes in erythrocyte counts in survived mice with MT inducive pretrteatments during 30-day postirradia-

tion period, left panel 6.0 Gy, right panel 6.4 Gy each single dose. 
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Fig. 6. Production of free radicals and chemical protection mechanism m orgamsms. 
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うに免疫系の諸機能が活性化していることが確認

された。すなわち上記各種の前処理を施した後，

生存率の増加など放射線抵抗性の増強が確認され

た時点でのマウスの免疫活性を調べるため，その

時点でマウスに羊赤血球 (SRBC)を腹腔内注射
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Inflammatory 
response (PMN↑) 

Immunological 

response 

Fig. 7. Coordination of chemical protection with biological response. 

A noted number on each route indicates the reference cited in the text. 
For established routes. references were not cited. 

し，その 4日後の牌細胞における SRBCに対する

プラック形成能 (PFC)を測定し，無処置マウス

(Control群）および前述の MT誘導性前処置群と

比較し， Fig.3の結果を得た。特に 50cGyの前照

射 2週間後では，有意に(p<0.01),PFCが昂進し

substituting GSH Fe-t1SR)ュ(NO),
reduceROOH and LPO iron nitrosylthiolates 

ESR Ag = 2.039 
Fig. 8. Possible interaction between metallothionein (MT) and nitric oxide (NO) in the liver. 

〈OxidativeStimuli〉

<Endogeneous~ >

〈Exogenerus~>

Fig. 9. Releases of cytokines induced by oxidative stressers including radiation and coordinated radioprotective 

reactions. 

ている。この際 Table2に示すように， HR値は

全体的に昂進していたが， HA値は有意差はみら

れなかった。

一方， 5-50cGyの線量域の放射線前処置によ

る肝 MT誘導性は明らかでなく，従ってこの線量

域の放射線曝露の場合は， MT産生等による抗酸

化性の化学的防御よりも， 2週間後あるいは 8週

間後という，より長時間後に発現する免疫系の防

御機能の活性化が主たる役割を演じているとみら

れる。

3. 化学的防御機構と免疫機構活性化の接点とし

ての活性酸素（今後の課題）

上で述べた化学的防御機構と免疫機構の活性化

の接点は何であろうか。Fig.6は放射線に対する

生体の化学的防御機構を図示したものである凡

化学的防御の主役は SODや GSHであり， cofac-

torとしての vit.C, vit. E, NADPHなどの関与も

無視できない。筆者は早くから抗酸化物質として

のメタロチオネイン (MT)の役割に注目してい

るが， MTは単なる 02や OH・ のスカベンジャー
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であるのみならず，グルタチオン・ペルオキシ

ダーゼの碁質としての役を果たすことを示す8,9) 

とともに，より長寿命の有機ラジカルを減少させ

る作用のあることが，最近名古屋大学の宮崎哲郎

氏との共同研究で確かめられた10)0 

有害物質や放射線などの環境刺激要因に対して

生体は，さまざまなストレス反応を示すと同時に

自身の防御機構を活性化させる。刺激は脳下垂体

から副腎皮質を通じて各種の臓器ヘホルモン性に

伝達されるが，受け皿として主役を演ずるのは化

学的解毒を司る肝臓と，初期免疫反応を担う第一

線の兵士マクロファージである。

筆者はこれらの因子の相互関係を Fig.7のよう

に暫定的に想定している。図中の番号は個々の

関連についての文献的裏付けを説明するための

もので以下の情報を参考にして作成した。

① CdやMnなどの金属は肝臓のみならず，マ

クロファージやリンパ球でも MT生成を促す。

② CdやZnなどの金属や OK432はサイトカイ

ンを放失させ， MnもBRM（免疫増強剤）と報

告されている。

③ 重金属はグルココルチコイドホルモンを放失

させ，骨髄から末梢への白血球の流出を促す。

④ 金属投与はニハトリの肝MTの増加と共に

炎症反応をおこす。

⑤ IL-1の放出から好中球の放出を観測してい

る。

⑦ Pb, Ni, Znなどの金属イオンと， 外因性チ

オールの存在とリンパ球の活性化について検

討。

⑩ ストレスによって LPO,GP,GR,GSHレベ

ルが変化する。

さて①に示すようにマクロファージ中に MT

が産生されているという報告がいくつかある

が＂＼筆者は Fig.8に示すような仮定のもとにマ

クロファージにおける MTの産生は，近年着目さ

れている情報伝達性フリーラジカルである一酸化

窒素NOとの関連に注目している。NOは， TNF

やLPSなどの剌激でマクロフ ァージ中に誘起さ

れ，酵素の不活化や殺菌作用を示すがi2), MTと

どのような相互作用を営んでいるのであろうか。
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筆者は目下，ルイ・ パスツール大学のグループと

共同研究を始めたところである。

Fig. 9は，最近の知見，文献13)等を参考に，酸化

的ストレスの一つとしての放射線の誘起する細胞

因子の活性化と，それに対する防御反応 （文献的

に報告のあるもの）を図示 したものである。

今後は，放射線障害 と肝臓における MTや

SODなど解毒機構との関係マクロフ ァージ等

から出されるサイトカイン類や情報伝達性フリー

ラジカル特に NOとの関係などの解明が望まれ

る。
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生体計測用 ESRを用いた生体内ラジカルの挙動解析

In vivo ESR measurement of free radical reactions in living mice 

Summary 

Recently, free radicals such as active oxygen species and nitric oxide are believed to be one of the 

key substances in physiological and pathological phenomena. Formation and extinction of free radicals 

may be regulated through bio-redox system, in which various enzymes and compounds should be 

involved in very complicated manner. Thus, direct and non-invasive measurement of in vivo free radical 

reactions with living animals must be essential to understand the role of free radicals in pathophysiolog-

ical phenomena. 

Electron spin resonance spectroscopy (ESR) is very selective and sensitive technique to detect free 

radicals, but a conventional ESR spectrometer has large defect in application to living animals, since 

high frequent microwave is absorbed with water, resulting in generation of high fever in living body. In 

order to estimate in vivo free radical reactions in living whole animals, we develop in vivo ESR-CT 

technique using nitroxide radicals as spin-probes. 

In the present paper, I will introduce in vivo ESR technique and our recent results concerning 

non-invasive evaluation of free radical reactions in living mice. 
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はじめに

ESRはelectronspin resonance （電子スピン共

鳴）の略称で EPR (electron paramagnetic reso-

nance)とも呼ばれる磁気共鳴法の一つである。

NMRがプロトンや炭素などの核スピンを見てい

るのに対し ESRでは不対電子のスピンを対象に

している。不対電子を持つ代表的物質には活性酸

素や最近注目 を集めている 一酸化窒素 (NO;

nitric oxide)などのフリーラジカル， 遷移金属が

ある。ESRは反応中間体や金属錯体の構造解析，

生体膜の動的構造解析，活性酸素や一酸化窒素の

生理機能の解析に盛んに利用されている。

不対電子は電子スピンを有し，棒磁石としての

性質があるために，静磁場中におかれるとゼーマ
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ン分裂によりそのエネルギー状態は安定状態と不

安定状態に分裂する。ここに外から両状態間のエ

ネルギー差に相当する電磁波を照射すると電子ス

ピンはそのエネルギーを吸収して安定状態から不

安定状態に遷移する。ESRはこの電磁波の吸収を

観測する分光器である。このときのエネルギー差

は400mTの静磁場で 10GHz (1010Hz) 程度の，

また 40mTの静磁場では 1GHz程度のマイクロ

波に相当し， NMRでのプロトンのゼーマン分裂

に比べて数百倍大きい。

最も広く用いられている Xーバンド ESR分光器

では 9.4GHzの高周波マイクロ波を用いている。

これはこの周波数帯が感度上および装置の製作上

最も好都合であることによる。しかし，このよう
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な高周波のマイクロ波は水のような誘電率の大き

い溶媒によって吸収され易く，その結果，溶媒が

発熱を起こすため， 0.1ml以下という少量の試料

しか測定できない。

生体内ではさまざまな系でフリーラジカルが生

成する。生成したフリーラジカルは生体由来ある

いは外来の抗酸化剤の影響を受けたり，生体物質

と種々の反応を行うことにより様々な生体作用を

発現する。従来，生体内のフリーラジカル反応は

試験管内反応からの類推で議論されてきた。しか

し，非常に単純化された試験管内反応の結果を複

雑な生体内フリーラジカル反応に演繹することは

自ら限界がある。生体内で起こっているフリーラ

ジカル反応を理解するためには生体丸ごとを生き

た状態で ESR測定することが不可欠である。

本稿では，生体を丸ごと ESR測定することを

可能とした生体計測用 ESRについて我々が行っ

てきた研究を中心に概説する。

1. 生体計測用 ESR

生体内のラジカルを初めてinvivo測定したの

は 1975年， Feldmanらである (Feldman et al., 

1975)。彼らはラット肝臓中にヘリックスコイル

を埋挿し，腹腔内投与したニトロキ、ンドラジカル

の消失を X-バンド ESRで測定した。この方法は

非共鳴型であるため X-バンドでも測定可能で

あった。 しかし， コイルを外科的に測定部位に挿

入する侵襲的方法で感度もよくなく，あまり注目

されなかった。

生体そのものをinvivo ESR測定するためには

水によるマイクロ波の吸収を抑えなければならな

い。マイクロ波の磁界と電界成分のうち， ESR測

定には磁界成分が必要で，電界成分と水が接触す

るとマイクロ波の誘電損失をもたらす。現在の

ESR装置では感度を高めるために試料測定部に

空洞型共振器を用いているが， この空洞型共振器

では試料と電界成分が接触し易いので，大容量試

料には適さない。生体計測用 ESRにはマイクロ

波の磁場成分だけ存在する広い空間が必要であ

り，スプリット・リング共振器やループ・ギャッ

プ共振器 リ・エントラント共振器などが考案さ

れている。又，共振器を用いないものとして，ヘ
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リックスコイルやサーフェスコイルがある。

一方，水の誘電分散特性によると誘電損失の起

り易さはマイクロ波の周波数に強く依存し，低い

周波数帯域例えば， 1GHzのマイクロ波を用い

ると誘電損失は著しく低減される。この周波数帯

域は Lバンドと呼ばれ，その ESR装置を L-バン

ドESRと総称している。また，最近では更に低周

波数の ESR, 例えば 300MHzのPーバンド ESR

も開発されている。現在市販されている生体計測

用 ESR装置では Lバンドのマイクロ波を用い磁

場成分だけを動物に照射するためのループギャッ

プレゾネータ一方式が採用されている（内海ら，

1990)。この装置を使うと，生体中のラジカルやス

ピン標識薬物の挙動を無侵襲測定でき，更に CT

化によりラジカルの体内分布も 0.1mm程度の分

解能で画像化できる。

2． 生体計測用 ESRの測定対象
多くの活性酸素，突然変異の原因となるラジカ

ル反応中間体，金属錯体や生命化学の分野で最近

話題となっている一酸化窒素などは全て常磁性種

である。原則的にはこれらの不対電子を有する常

磁性種は全て測定の対象となりうる。しかし，安

定性や量的問題，緩和時間の関係で必ずしも全て

が室温で測定できるわけではない。

現在の生体計測用 ESRの感度は通常の Xバン

ド装置の数十分の一で，動物存在下ではさらに悪

くなる (Utsumiet al., 1991)。そのために生体内で

発生した活性酸素や金属酵素などの微量常磁性物

質を直接測定するのは困難である。生体内で産生

した一酸化窒素については後述するように，鉄錯

体に捕捉することで測定できるようになったが，

不安定な活性酸素はスピントラップ法によっても

未だ観測できていない。そこで，安定なニトロキ

シドラジカルを投与し，そのシグナル変化から間

接的にラジカル反応を計測する方法が採られてい

る。

ニトロキシドラジカルは種々の生体内酸化還元

酵素や活性酸素，抗酸化剤などと反応し，その常

磁性を消失したり獲得したりする (Miura et al., 

1993)。この活性酸素との反応性のために，脂溶性

や水溶性のニトロキシドラジカルは脂質過酸化を

Table 1. Abbreviation and chemical structure of spin-probes for in vivo ESR Measurement. 

Acronym Chemical name R
 

Basic 
structure 

1. TEMPO derivatives 

TEMPO 2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl 

Hydroxy-TEMPO 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-l-oxyl 

Amino-TEMPO 4-amino-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl 

Carboxy-TEMPO 4-carboxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-l-oxyl 

Oxo-TEMPO 4-oxo-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl 

CAT-1 4-trimethylammonium-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-
1-oxyliodide 

Phosphonooxy- 4-phosphonooxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl 

TEMPO 

Glutarammide-

TEMPO 

Methylglutaramide-
TEMPO 

TEMPO-T 4-N'-[N-3-(1,5-disodiumsulfonaphtyl) ]-2,2,6,6-
tetramethylpiperidine-1-oxyl 

Hexamethonium-

TEMPO 

2. PROXYL derivatives 

Carboxy-PROXYL 3-carboxy-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine-1-oxyl 

Carbamoyl-PROXYL 3-carbamoyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine-1-oxyl 

Aminomethy l- 3-aminomethyl-2,2, 5, 5-tetramethylpyrrolidine-1-oxyl 
PROXYL 

Sulfonamide-PROXYL 

Barbiturate-PROXYL 

3. Oxazolidine derivatives 

OXANO 

nSLS 

nSL-PC 

nSL-TG 

SL-Cholestane 

nSLS-Cholesterol 

2-ethyl-2,4,4-trimethyloxazolidine-3-oxyl 

n-(N-oxyl-4'4'-dimethyloxazolidine)-stearic acid 

1-palmitoyl-2-(n-SLS)-phosphatidylcholine 

1,2-dipalmitoyl-3-(n-SLS)-glycerol 
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Fig. 1. In vivo ESR spectra of carbamoyl-PROXYL 
at abdomen of mouse after i. v. administration 

and its signal decay-curve (Utsumi et al., 1990). 

抑制する性質がある。一方，還元されたヒドロキ

シルアミンは酸化酵素の作用を受け高酸素状態で

再びニトロキシドラジカルに酸化され，常磁性を

獲得する。

我々 は， このニトロキシドラジカルの性質に注

目し，安定なニトロキシドラジカルを生体内に投

与し，そのシグナル変化から間接的に生体内フ

リーラジカル反応を評価した。 Table1に我々が

スピンプロープとして用いているニトロキシドラ

ジカルの一覧を示す。薬物受容体結合能を持つプ

ロープを用いた場合には特定部位でのフリーラジ

カル反応を評価できる。また，両親媒性のプロー

プを利用すると，細胞やリポ蛋白，薬物輸送担体

などの体内挙動を解析できる。

3. ニトロキシドプロープを用いた生体内フリー

ラジカル反応の解析

Fig. 1にddYマウスにニトロキシドラジカル

の一つである Carbamoyl-PROXYLの水溶液を尾

静脈内投与し，肝臓部位を中心に測定したときの

ESRスペクトルを示す (Utsumiet al., 1990)。 ニ

トロキシドラジカルでは窒素の核スピンが 1であ

るためにゼーマン分裂は更に一1,0, 1の3つの状

態に分裂し，その結果3本の超微細分裂吸収が見

られる。ここで規則的に現われるノイズはマウス

の呼吸によるもので，測定中にマウスが死んだ場

合にはこのノイズも消える。この ESRスペクト

ルでは 3本の吸収線が等強度であることから，
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Table 2. Reduction rate of nitroxyl spin-probes at 
mice abdomen after intravenous injection 
(min―1; mean土S.D.)(Sano et al., 1994). 

Breast Head 

Hydroxy-TEMPO 
Amino-TEMPO 

CAT-1 
TEMPO-T 

Carboxy-TEMPO 
Hexamethoni um-

TEMPO 

Carbamoyl-PROXYL 

Carboxy-PROXYL 

Barbiturate-PROXYL 
Sulfonamide-

PROXYL 

0.97土0.33(5)

1.53土0.54(8)

0.21士0.08(6)
0.27土0.10(6)

0.46士0.10(5)

0.06土0.04(4)

0.10士0.05(6)

0.04土0.01(5)

0.06士0.03(4)
0.20土0.08(5)

0.55土0.13(5)

0.92士0.14(5)

0.07土0.05(5)

0.12土0.04(6)

0.25士0.02(5)

0.02土0.01(2) 

0.05士0.01(5)

0.04士0.02(5)

0.04士0.02(2)
0.12土0.02(2)

トロキシドラジカルは遊離状態で存在していると

思われる。もし， ラジカルが血清アルブミンやリ

ポ蛋白などと結合した場合や粘性の高い媒体に取

り込まれると分子運動が遅くなるために，両端の

シグナルは小さくなる。Fig.1に示すように， ESR

シグナル強度の経時変化を片対数プロットすると

初期には直線的に減衰する。従って，静脈内投与

されたニトロキシドラジカルは投与直後，生体内

で一次反応で消失すると見倣される。

このシグナル消失速度はスピンプローブの種類

や測定部位により大きく異なる (Table2) （佐野

ら， 1994)。一般に，荷電を持たないプローブの方

が消失速度は大きい。また，同じ置換基同士で比

較すると， TEMPO系の方が PROXYL系のそれ

よりも約 10倍程度大きい。また，測定部位間では

膀脱部位と肝臓部位では有意差はないが，頭部で

は遅い化合物もある。我々は当初酸化還元電位が

スピンクリアランスの速度に関係するものと考え

たが，今のところ，必ずしもニトロキシドラジカ

ルの酸化還元電位だけでは説明できない。

このシグナルの減衰，即ち，スピンクリアラン

スの機構を明らかにするために，予めニトロキシ

ドラジカルをマウス尾静脈に投与し，間隔をおい

て2回採血し，血液中でのニトロキシドラジカル

の減衰を調べた（Fig.2) (Utsumi et al., 1990)。採

血後の血液中ではいずれのラジカルでもその減衰

速度は生体内のほぼ十分の一で，外挿法で得た生

体内消去速度定数はinvivoでの結果と一致した。
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Fig. 2. ESR signal decay-curve of carbamoyl-

PROXYL in the collected blood after i. v. injec-
tion (Utsumi et al., 1990). 

このように，採血後の血液中でのスピンクリアラ

ンスが著しく遅いことから血液成分自身が単独で

ニトロキシドラジカルを消去しているのではな

く，血管壁や組織との反応ないしは不安定な補酵

素を必要とする反応がスピンクリアランスに関与

している可能性が示唆された。

また，血漿をフェリシアン化カリウムで酸化す

ると ESR、ングナルは増大し，遅れて採血した血

漿中のシグナルも再酸化すると初めに採血した血

漿の再酸化ヽングナルの 7~10割程度のシグナル強

度を与える (Gomiet al., 1993)。フェリシアン化

カリウムはニトロキシドラジカルの一電子還元体

であるヒドロキシルアミンを元のニトロキシドラ

ジカルの再酸化することが知られている。従っ

て， ここでのスピンクリアランスは血液中でニト

ロキシドラジカルが還元されヒドロキシルアミン

になることが主要因であると判断される。

このほかに，時間が経つと尿からも ESR、ング

ナルが検出されることから腎クリアランスも当然

関与する。また，単離した肝や他の臓器中にも見

い出されることから多組織への分布も関係する

（佐野ら， 1994)。 しかし，投与後短時間では一電

子還元体が化学量論的に回収されることから，初

期におけるスピンクリアランスはニトロキシドラ

ジカルからヒドロキシルアミンヘの変化，即ち一

電子還元による常磁性消失が主要因であると見倣

される。従って，その減衰速度は生体内の「総合

Table 3. Influence of aging and feeding on ESR 

signal decay of nitroxide radical at head of BDFl 
_ mice (min―1; mean土S.D.)(Gomi et al., 1993). 

Age Number 
(mo.) of mice Feeding 

Spin clearance rate 
(min―I) 
mean土SD

6 10 ad /ibitum 
30 4 ab libitum 

39 4 restricted 

§ t Means are significantly different from each other at 
the p < 0.05 level as analyzed by Student's t-test. 

0.038士0.006§

0.026士0.004§t

0.035土o.oo4t

還元力」 即ち “Reducing Capability"を示してお

り，生体自身の総合抗酸化力 (AntioxidantCapac-

ity)とも密接に関係している。

総合還元力の生理的意味

ニトロキシドプローブの減衰から評価される総

合還元力は生理的にどのような意味を持つのであ

ろうか。我々は種々の生理状態でのマウスを用い

てこの ESR、ングナルの減衰を調べた。

マウスの 6月齢， 30月齢， および食餌を 60%

に制限した 39月齢マウスにスピンプローブとし

てcarbamoyl-PROXYLを腹腔内投与し，頭部で

のESR、ングナルの減衰を調べると，老化群で明

らかに減衰速度の低下が認められる (Table3) 

(Gomi et al., 1993)。しかし，興味深いことに食餌

を制限した群では幼若群に匹敵する減衰速度を示

した。従って，マウスの総合還元力は老化により

低下することおよび食餌の摂取量が関係すること

が示唆される。

更に， r-線全身照射によっても総合還元力は低
下し，放射線障害が生体抗酸化ヽンステムにも及ん

でいることや，種々の抗酸化剤，例えばビタミン

CやEをマウスに投与すると生体の総合還元カ

が有意に大きくなることが示されている。

一方，酸化的ストレスに曝した場合にもこのシ

グナル減衰は変化する。 Table4に種々の酸素濃

度にマウスを暴露した状態で頭部，腹部での ESR

シグナルの減衰速度を示す。酸素濃度，測定部位

に依存してヽングナルの消失速度は異なり，低酸素

状態では頭部腹部ともに ESRシグナルの減衰

が冗進される (Miuraet al., 1992)。invitroの実験

結果からはニトロキシドラジカルは酸素濃度が低

4. 
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Table 4. Influence of oxygen concentration in inspired gas on ESR signal decay of nitroxide radical in living mice 

(min―1; mean士S.D.)(Miura et al., 1992). 

Table 5. Influence of SH modifying reagents on ESR signal decay of nitroxide radical at lung of mice (min-1; mean 

土S.D.)(Takeshita et al., 1993). 

Hydroxy-TEMPO Carbamoyl-PROXYL 

abdomen head abdomen head 

12% 02 0.95士0.03}* 0.69土0.01
0.12土0.00022 1 l ＊＊ 0.10士0.01}***

20% 02 0.85土0.01 0.71士0.01 0.10土0. ＊＊＊ 0.07土0.01

80% 02 0.84士0.02 0.71士0.01 0.15士0. 0.07土0.01

Clearance constants are presented as mean士S.E.over 5 or 6 experiments. 

* p < 0.1, ** p < 0.05, *** p < 0.001. 

Decay Rate (/min) 
0.17 0.07 
’',具9:'・!E・釈．康＇9砥 ．ふ＇．し．l

control (20% 02) 

control (80% 02) 

trolox 

uric acid 

glutathione 

ascorbic acid 

Fig. 3. Influence of antioxidants on ESR signal 
decay of nitroxide radical at abdomen of mice 

under hyperoxia (min―1; mean士S.D.)(Miura et 

al., 1994). 

いほどー電子還元され易いことが知られており

(Miura et al., 1993), この意味では低酸素状態で

消失速度が速くなることは妥当である。

興味深いことに腹部では高酸素状態でもシグナ

ル消失速度が著しく増大する。ニトロキシドラジ

カルはヒドロキシラジカルなどの活性酸素の作用

によってもその ESR、ングナルを消失する。 Fig.3 

に示すように，ここでの消失速度の増大は Trolox

やグルタチオン，尿酸などの抗酸化剤の前処理に

より抑えられることから，酸化的ストレスによる

シグナルの消失と判断される (Miuraet al., 

1994)。もし，高酸素状態で腹部のいづれかの臓器

内で活性酸素が産生しているとすると， この活性

酸素が直接あるいは間接的にニトロキシドラジカ

ルと反応し，その ESR、ングナルを減衰させ，その

結果として減衰速度を冗進させたのであろう。

一方，マウス大腿部で大柳らの方法を改良して

虚血再潅流を起こすとその部位でのシグナル消失

速度は有意に増大する (Utsumiet al., 1993)。Fig.

4は， マウスの左右大腿部にスピンプロープを投
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Fig. 4. Influence of ischemia-reperfusion injury and 

antioxidants on ESR signal decay of nitroxide 

radical at thigh of mice (Utsumi et al., 1993). 

3
 

与し，両者のシグナル減衰速度の比を採ったもの

である。何も処置しないマウス群に較べ右大腿部

に虚血再潅流を起こした群で有意に減衰速度比は

増加している。ここに SODやキサンチンオキシ

ダーゼの阻害剤である Allopurinolを添加すると

その増大は抑制され，虚血再潅流による消失速度

の増大にスーパーオキシドの産生が関与している

ことが示される。

以上に示した酸化的ストレス状態でのシグナル

消失速度の増大はいずれも活性酸素の生成が関与

しており，抗酸化剤の生体内での総合抗酸化力を

評価するのに本方法が非常に有用であることを示

している。

5. 肺における抗酸化システム

肺は直接空気に晒されており，最も酸化的スト

レスを受けやすい臓器である。従って，肺には酸

素障害に対する防御機構が存在するものと考えら

れ種々の検討がなされている。しかし，その多く

はinvitroでの結果を基にしており， 実際にin

Sulfhydryl-blockers Distance8 (A) 

None 

Membrane-permeable 

NEM 

Floating in membrane 
MCA 

MBA 

MPA 

Membrane-impermeable 

CMBS 

10.8 

8.3 

7.1 

炒(min―I) ％ 

0.111土0.013(7) l()(} 

0.037士0.001(3) 33 

0.040土0.002(3) 36 

0.076土0.015(4) 68 

0.120土0.011(4) 108 

0.105土0.023(4) 95 

・Thedistance is that from the reactive maleimide moiety to the carbon atom of the carboxyl group (27). 
b Each value represents the mean士SD.The numbers in parentheses are numbers of animals. 

a) 

b) 

1
 

c
m
 

―

―

 

c) 

Fig. 5. ESR-CT imaging at mouse chest after in-

tratracheal injection of carbamoyl-PROXYL 

(Takeshita et al., 1991). 
a) and b) indicate the section images observed 
from tail to head and from front to back, 

respectively. c) is anatomical picture of 

mouse chest used for the ESR-CT. 

vivoで解析したものはあまりない。我々は，ニト

ロキシドラジカルの水溶液をマウスの肺内に注入

し，ニトロキシドラジカルのスピンの減衰から肺

におけるラジカル還元機構を探った (Takeshitaet 

al., 1991；竹下ら， 1992)。後に示す通り， ESR-CT

での画像診断では投与したニトロキシドラジカル

は肺全体で一様に分布しており，肺胞内に達して

いることが示された (Fig.5)。 この肺胞内へ投与

したニトロキシドラジカルの ESR、ングナルは一

次反応で減衰し，薄層クロマトグラフィーの結果

からニトロキシドラジカルがヒドロキシルアミン

に還元されることに由来することが示された。ま

た，減衰の程度は従来より言われているグルタチ

オンやアスコルビン酸量では説明できなかった。

このニトロキシド還元力は肺洗浄液中や肺ホモジ

ネートには認められず，細胞膜を修飾すると減少

することから，実質細胞の膜酵素が関与している

可能性が強く示唆された。この系では脂溶性SH

修飾化合物は調節的に作用するが，グルタチオン

等の水溶性抗酸化物質は関与しない (Table5) 

(Takeshita et al., 1993)。従って，ここで見い出し

た還元系はこれまで報告されている肺における酸

化障害防御系とは性質が異なる可能性が強い。

6. 一酸化窒素のinvivo測定

最近， フリーラジカルの一種である一酸化窒素

がその多様な生理作用と共に非常に注目を集めて

いる。この一酸化窒素の ESR測定に関し，最近，

生理的温度でinvivo測定する可能性が開かれた。

例えば，マウス体内で産生した一酸化窒素を鉄錯

体にトラップさせ，形成したニトロシル鉄錯体の

in vivo測定に成功したことが報告された (Laiet 

al., 1994)。我々も水溶性鉄錯体やリポ‘ノーム封入

鉄錯体を用いてマウス体内の一酸化窒素産生を測

定すると， 5配位型のニトロシル鉄錯体特有の 3

本の ESR、ングナルが観測された（竹原ら， 1994)。

生体計測用 ESRに動物移動装置を付けると 5

mm間隔で正確に ESRスペクトルを測定するこ

とができる。この方法で一酸化窒素の分布を見る

と上腹部で有意に多く存在することが示された。

今後画像化の手法を組み合わせるなどにより， 一
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酸化窒素の産生臓器を特定したり活性酸素と一酸

化窒素との反応部位などを直接測定することも不

可能でなくなるものと期待される。

7. 生体内ラジカルの画像化 (ESR-CT)

生体計測用 ESRは電子スピンのみを選択的に

測定するものであり， もし画像化手法が導入され

ればこれまでの画像診断とは質的に異なる情報が

期待できる。ESR-CTの可能性は 1979年 Hochと

Dayにより初めて報告された (Hochand Day, 

1979)。原理は X線 CTで用いられている手法と

全く同様で，位置情報を持つスペクトルから二次

元ないし三次元画像を逆投影法で作成する。

これまでの報告として Berlinerら(1987)によ

るラットの尾部肉腫中でのニトロキシドラジカル

の分布画像 (Berlineret al., 1987), 尾形ら (1992)

のラット尾静脈投与ニトロキシドラジカルの頭部

での CT画像， Sotguiら (1990)による尾静脈の 3

次元画像，あるいは我々のマウス腹部（増水ら，

1991) や胸部 (Takeshitaet al., 1991)でのニトロ

キシドラジカルの分布画像 (Fig.5)などがある。

この画像化の手法を発展させれば酸化還元という

代謝能そのものの画像化も夢ではなく，今後の展

開が望まれる。

その他に， リポソームにスピン標識薬物を封入

すると，薬物輸送担体の体内挙動や担体からの薬

物の放出過程についても一匹毎にリアルタイム無

侵襲評価が可能であり，更に ESR-CTによる体内

分布の画像も得られる （大口ら， 1994)。

8. 生体計測用 ESRの今後の展望

以上のように，生体計測用 ESRは医学，薬学，

生物学など生命化学研究者にとって非常に有望な

測定手段となるものと期待される。現在，放射線

や紫外線の照射，あるいは変異原性物質の作用で

生体内にラジカル中間体が生成し，これが突然変

異に関係することが示されつつある。しかし，生

体内でのラジカル反応は非常に多様性に富んでお

り，抗酸化剤の生体内作用一つをとっても試験管

内実験での結果と相反する結果がinvivoでは認

められている。一方，広く病態の解析に関しても，

活性酸素や一酸化窒素などラジカルが関与する化
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学反応を詳細に解析することが不可欠となってき

た。本稿で示したように，生体計測用 ESRはこの

分野の研究にも威力を発揮するものと期待され

る。例えば，虚血・再潅流障害や老化などの研究

にも有効で，我々もいくつかの系で興味ある結果

を得ている。このことは， これら障害に対する薬

物の評価にも我々の用いている測定系が利用でき

ることを示唆しており，今後，生体計測用 ESRの

応用がますます期待される。
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シグナルとしての活性酸素の役割

Role of Active Oxygens in Signal Transduction 

野瀬清
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142品川区旗の台 1-5-8

Department of Mic;robiology, Showa University School of Pharmaceutical Sciences, 
Hatanodai 1-5-8, Shinagawa-ku, Tokyo, Japan 

（受付： 1994年9月14日；受理：1994年9月14日）

Summary 
Active oxygens are produced from cells stimulated by growth factors and cytokines. Biological 

significance of these active oxygens in growth regulation and gene expression was examined using tumor 

growth factor (TGF)/31 and mouse osteoblastic cells as a model system. First, change in intracellular 

redox state was measured by a fluorescent dye, 2', 7'-dichlorofluorescein, and laser-scanning confocal 

microscopy. The intracellular oxidized state was transiently increased about 70 min following TGF/31-

stimulation, and this increase was inhibited by the addition of catalase into the culture media. These 

results indicate that hydrogen peroxide was produced into culture fluid from cells treated with TGF./31. 
Next, expression of egr-1 gene that is induced both by TGF/31 and hydrogen peroxide was examined. 

The induction of egr-1 by TGF/31 was inhibited by addition of catalase into culture media, whereas that 

by tumor promoting phorbol ester was not affected. From transient expression experiments using 

chloramphenicol acetyltransferase gene linked to serially deleted egr-1 gene 5'-upstream region, the 

CArG elements in the 5'flanking region of egr-1 promoter was identified as an essential sequence in the 
transcriptional stimulation. These findings suggest that hydrogen peroxide acts as a mediator for the 

TGF/3I-induced transcription of egr-1 gene. We have also tried to isolate a common target gene for 

TGF/31 and hydrogen peroxide by differential screening of cDNA library, and have isolated a novel gene 

(HIC-5) that encodes a polypeptide with 7 Zn-finger structure. Induction of HIC-5 by TGF./31 was 

inhibited by catalase, and these findings add further support to the notion that hydrogen peroxide acts 

as a second messenger for TGF./31. 

Keywords: hydrogen peroxide, TGF./31, egr-1, gene expression 

緒 日

生体を構成する各種の細胞は，さまざまなスト

レスやホルモン・増殖因子で刺激された場合，活

性酸素を産生する (Matsubaraand Ziff, 1986; Rob-

ertson et al., 1990). 活性酸素は生体高分子と反応

して細胞・組織を傷害することはよく知られてお

り，非特異的防御や炎症その他の病因となる． し

かし一方では，低レベルの活性酸素が細胞増殖，

分化に何らかの生理的役割を果たしているとの証

拠も，最近いくつか報告されてきた．

c日本環境変異原学会

我々は，培養線維芽細胞や白血病細胞に発ガン

プロモーターや増殖因子の処理を行うと，微量の

活性酸素が細胞から産生されることを見い出した

(Shibunumaeta/., 1987, 1991). この活性酸素をス

カベンジャーで消去すると細胞増殖が影響をう

け，また静止期の細胞を活性酸素で処理すると，

増殖因子で誘導される初期発現遺伝子の誘導およ

びDNA合成の上昇が見られることから，活性酸

素は増殖因子のシグナルとして作用する可能性を

考えた．
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特に，増殖を負に制御する腫瘍増殖因子TGF/3

のDNA合成抑制作用は，培地にカタラーゼを加

えると部分的に解除され，また過酸化水素は細胞

毒性を示さない濃度で TGF/3と同様な Gl後期特

異的な DNA合成抑制を起こした (Shibunuma

et al., 1991). これらの結果から，活性酸素は増殖

因子の作用を媒介するセカンドメッセンジャーと

しての機能も持つと考え，この点を TGF/3の作用

を中心にして解析した．

材料および方法

細胞内酸化状態の測定

マウス骨芽細胞 MC3T3(Kurihara et al., 1986) 

はDMEM+ 10%FCSで培養し， 培地交換後 7日

間培養して静止期に同調した． 5 ng/m/の TGF/3

（キング醸造）で細胞を処理し，経時的にレドクス

感受性蛍光試薬 dichlorofluoresceindiacetate 

(DCFH, Eastman Kodak)を 5分間取り込ませた．

蛍光強度は共焦点レーザー顧微鏡 (BioRad, 

MRC500)で測定した (Basset al., 1983; Szejda 

et al., 1984). 

RNAの分析

細胞からグアニジン・熱フェノール法により

RNAを抽出し，ホルマリンを含むアガロースゲ

ルで電気泳動した後，メンブランフィルターにブ

ロットした． フィルターは 32p標識した遺伝子プ

ローブとハイプリダイズした (Noseet al., 1991). 

洗浄後オートラジオグラフィーを行った．

CATアッセイ

マウスゲノムライブラリーから egr-1cDNAの

5／末端断片をプロープとしてスクリーニングし，

egr-1遺伝子転写制御領域 (Tsai-Morriset al., 

1985) を分離した． これを CAT遺伝子につなぎ

レポーターとした．細胞へば燐酸カルシウム法で

遺伝子を導入した (Gormanet al., 1985). 

結果

1. TGF,/3処理による細胞内レドクスの変化

我々は以前に， MC3T3細胞を Gl後期で

TGF/3処理すると，培地中に過酸化水素が産生さ

れることを報告した (Shibunumaet al., 1991). そ

の定量にはp—ヒドロキシフェニルプロピオン酸
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Fig. 1. Change in intracellular redox state in MC3 
T3 cells. Cells were either treated with saline 

(0) or 5 ng/ml TG~/3 1 （●）for indicated times. 
DCFH-DA was incorporated, and fluorescence 

intensity was measured by confocal microscopy. 

Closed triangles indicate the results obtained 
with ras-transformed MC3T3 cells that con-

tained no receptor TGF./31. 
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 Fig. 2. Effect of radical scavengers on the increase in 

cellular oxidized state. MC3T3 cells were treated 

with TGF/31 for 70 min in the absence or pres-
ence of scavengers, and intracellular oxidized 
state was measured as shown in Fig. 1. A, 

untreated. B, 5 ng/m/ TGF/31. C, TGF/31 +cata-
lase. D, catalase. E, TGF/31 +inactivated cata-

lase. F, TGF/31 +0.5 mM  N-acetylcystein. G, 
TGF/31 + 5 mM N-acetylcystein. 

a ー 234567  
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Fig. 3. Effect of scavengers on the induction of erg-1. a; MC3T3 cells were either untreated (1), or treated with 5 

ng/ml TGF/31 in the absence (2), or presence of 0.5 mM N-acetylcystein (3), 0.1 mM pyrrolidine dithiocarba-
mate (4), 5 mM K-ferricyanate (5), 5 mM  ascorbic acid (6), or catalase 170 u/ml (7). b; Cells were untreated 
(1), or treated with 5 ng/ml TGF/31 in the absence (2), or presence of N-acetylcystein at 0.1, 0.5, 1, 2.5, or 5 mM, 

respectively. Total RNA was extracted, and egr-1 mRNA levels were analyzed by Northern blot hybridization. 

を用いたが，さらに感度の高い方法として，

DCFHと共焦点額微鏡による細胞内酸化状態の

変化を測定した．

Fig. 1に示されるように，静止期の細胞を

TGF/3処理すると，約 70分をピークとする一過

性の細胞内酸化状態の上昇が認められた． この上

昇は TGF/3の受容体を持たない細胞では見られ

ず，受容体を介した反応と考えられる．細胞内酸

化状態の上昇は，培地中に各種の活性酸素スカベ

ンジャーを加えると抑制され，特にカタラーゼに

より顕著に抑制された (Fig.2). このことは，過

酸化水素が細胞内酸化状態の上昇に寄与している

ことを示している．

2. TGF,/3による egr-1遺伝子誘導に対するス

カベンジャーの作用

過酸化水素が TGF/3の刺激に応じて細胞から

産生され，何らかの生理的機能を持つのであれ

ば， TGF/3による遺伝子誘導も過酸化水素を消去

してやれば変化することが期待される． TGF/3お

よび過酸化水素で共通に誘導される遺伝子を検索

した結果，初期発現遺伝子egr-1がMC3T3細胞

においていずれの物質によっても強く誘導される

ことがわかった．

Fig. 3にノーザン分析の結果を示すが，

による egr-1遺伝子の誘導は，pyrrolidinethiocar-

bamate (PDTC), フェリシアン化カリ，アスコル

ビン酸カタラーゼで顕著に抑制された．また，

N-acetylcystein (NAC)も 5mM以上の濃度では

TGF/3 

b
 ー 2
 

3 4 5
 
6
 
7
 

egr-1 

Ma1 

Relative CAT Activity TGF f3比02

pEgr417 仕廿｝—一→王 100 100 

pEgr393 - 43 33 

pEgr356 - 25 18 

pEgr111 -●● ,l■ —9●●- 7 7 

pEgr-94 _• 9—- 5 3 

pEgr-72 ー 4 3 

Fig. 4. Effect of TG~/3 1 and hydrogen peroxide on 
egr-1/CAT. Serial deletions of mouse egr-1 en-
hancer region were linked to CAT reporter, and 
the plasmids were transfected into MC3T3 cells. 

Cells were treated with 2 ng/ml TG~/3 1 or 0.1 
mM  hydrogen peroxide for 8 hr, and CAT activ-

ity was measured. 

抑制作用を示した．

3. TGF/3,過酸化水素に共通な egr-1遺伝子転

写制御領域

過酸化水素を介した TGF/3の egr-1遺伝子誘導

に関与するシスエレメントを解析するため，マウ

スegr-1遺伝子 5'上流のゲノム DNAを分離し，

CAT遺伝子に結合した．この 5'上流域には 2個

のAP-1エレメントと 5個の CArGエレメントが

含まれる． これらを段階的に欠失させた DNA断

片を持つ CATプラスミドを作製し， MC3T3細胞

に導入した．細胞を TGF/3または過酸化水素で処

理して， CAT活性を測定した結果が Fig.4であ

る． この結果から， いずれの因子による egr-1遺

伝子転写活性化には少なくとも 3個の CArGエ

レメントが必要とされることが明らかである

(Ohba et al., 1994). 
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Fig. 5. Schematic representation of HIC-5 protein. 

4. TGF/3，過酸化水素の共通な標的遺伝子の

検索

TGF/3,過酸化水素はいずれも MC3T3細胞に

おいて，増殖抑制作用を持つ． この増殖抑制作用

に直接関与する新規遺伝子を分離する試みを行っ

た． TGF/3で 4時間処理をした細胞の mRNAか

らcDNAライブラリーを作製し，過酸化水素4

時間処理細胞および未処理細胞からの mRNAを

鋳型とした cDNAをプローブとして， 差 し引き

ハイブリダイズを行った．いくつかの陽性クロー

ンが得られたが，その一つ (HIC-5)は，いずれの

因子によっても誘導される新しい遺伝子であるこ

とが判明した (Shibanumaet al., 1994). 

HIC-5 cDNAの塩碁配列から予想されるアミ

ノ酸配列は， Fig.5に模式的に示すように 7個の

Zn—フィンガーを持つ特徴的な蛋白質を示唆した．

この cDNAの動物細胞での発現ベクターを作製

し， MC3T3細胞 ヒト不死化線維芽細胞に導入

したところ，センス鎖の発現によりコロニー形成

が抑制され， HIC-5遺伝子は増殖の負の制御に関

与することが示唆された．

考察

以上の結果から， TGF/3処理により，細胞内の

酸化状態が上昇し，これは過酸化水素によること

が示された．培地中に加えたカタラーゼが， この

酸化状態の上昇を抑制し，カタラーゼは細胞内に

は取り込まれないと考えられるので，過酸化水素

は細胞外に放出されると考えられる．その産生系

は不明だが，過酸化水素が生体膜を自由に通過で

きることを考えると，細胞内で産生され，培地と

平衡状態にあるのかもしれない．

TGF/3で誘導される遺伝子のなかで， egr-1遺
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伝子の誘導が培地中にカタラーゼその他のスカベ

ンジャーを添加すると抑制されることから，過酸

化水素はegr-1遺伝子誘導においてセカンドメ ッ

センジャーとして機能していることが考え られ

る．この点は， egr-1遺伝子の転写制御領域のなか

で， CArGエレメントが TGF(3,過酸化水素の共

通の標的となっているとの知見からも裏ずけられ

る．

活性酸素は，その高い反応性からさまざまな生

体物質と反応し，その結果細胞に傷害を与えるこ

とは良く知られている (Ceruttet al., 1985). しか

し，最近細胞内レドクスの変化により蛋白質キ

ナーゼ (Bauskinet al., 1991)やホスファターゼ

(Guy et al., 1993)の活性が制御されること，また

NF!CB (Schreck et al., 1991)や AP-1(Abate et al., 

1990) もレドクス制御をうけることが報告されて

おり， 生理機能の調節因子の一つとして，活性酸

素が機能していることが考えられる．
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生理機能に及ぼす低線量放射線の作用に関する研究

Study on effects of low dose radiation on physiological function 
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Summary 
The effects of radiation on lipid peroxide levels in the organs, membrane fluidity and SOD activity 

were examined in rats and rabbits. Rats were wholebody irradiated with low dose X-rays, and rabbits 

were inhaled vaporized radon spring water, which primarily emitted a-rays. The following results were 

obtained. 

Unlike high dose X-rays, low dose X-rays and radon inhalation both reduced lipid peroxide levels 

and made the state of the SH-group on membrane-bound proteins closer to that of juvenile animals, 

although the sensitivity to radioactivity varied depending on the age of the animals and among different 

organs and tissues. The SOD activity was elevated, suggesting that low dose X-rays and radon both 

activate the host defensive function. These changes were particularly marked in the organs related to 

immune functions of the animals which received low dose X-rays, while they were particularly marked 

in the brain after radon inhalation. It was also found that these changes continued for longer periods 

after low dose X-ray irradiation. 

These results suggest that adequate activation of the functions of the living body by low levels of 
radioactivity can contribute to suppressing aging and to preventing or reducing brain diseases and other 
diseases which are thought to involve peroxidation and have been regarded as diseases for which radon 

spring water is an effective treatment. 

Keywords: low dose X-irradiation, radon inhalation, decrease in lipid peroxide level, induction of SOD, 

increase in fluidity of membrane protein 

緒 E 

抗酸化系酵素の一つである surperoxidedis-

mutase (SOD)の活性は，高線量のX線照射によ

り生体内に生じた surperoxideanion radical (02) 

の濃度に依存して減少することはよく知られてい

る (Bartozet al., 1979). しかしラット中の SOD

活性が高分圧酸素下で増加するとの報告 (Kim-

ballet a/., 1976)や SOD様作用のあるメタロチオ

ネインの活性が比較的低線量の X線照射など過

酸化脂質量を増加させるようなストレスにより増

加するとの報告 (Shiraishiet al., 1983)などから，

c II本環境変異原学会

低線量放射線の場合には逆に SOD活性が増加す

る可能性があると考えられた．他方， SODがOi

産生系によって誘導される脂質過酸化反応を阻ロ

することは数多く報告されており， しかもこの現

象がinvivoにおいても生じる可能性のあること

を示唆する報告も散見される (Paynter,1980). ま

た膜脂質の過酸化は膜の流動性，構造および輸送

を変化させるとの報告もあり (Evanset al., 1989), 

低線量放射線による SOD活性や過酸化脂質量な

どへの作用について検討することは興味深い．他

方，“若返りの湯”とも言われるラドン（主に a線
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を放出する放射性気体元素）温泉の適応症には活

性酸素病と言われる高血圧症や脳疾患などがあ

る． これに関して，今までに組織循環や脈管作動

物質の挙動などに着目しての研究がなされ有益な

知見が報告されている (Komotoet al., 1988)が，

適応症が活性酸素病との観点からの研究即ち上

記の SOD活性などの指標を用いての研究は未検

討であり，対応が期待されている．また， これに

関連して老化に対する低線量放射線の作用につい

て検討することも有益と考えられる．本研究で

は，低線量の X線照射やラドン泉吸入による若

齢ラット，老齢ラットおよびウサギの諸臓器中に

おける SOD活性などの生理機能に及ぼす作用に

ついて検討を行った結果以下に示す知見を得る

ことができた (Yamaokaet al., 1991, 1993, 1994, in 

press). 

実験材料および方法

1. 試料調製

1.1 低線量X線照射のラット

7週齢 65週齢および91週齢の日本SLC社

製雄性 Wistarラット (SPF規格）に，東芝製

KXC-18装置により，所定の X線照射線量を 1回

全身均等照射した．この X線発生装置の照射条

件は，最大定格出力管電圧が 180kV,管電流が 20

mA,線量率が0.20Gy/min.である．対照群には，

照射しない以外は照射群と全く同じ空操作を施し

た．照射あるいは空操作の所定時間後に断頭して

目的の臓器を摘出し， 一部脳についてはさらに

Glowinskiらの方法 (Glowinskiet al., 1966)に従

い部位分けし大脳皮質を氷上に摘出した．得られ

た臓器を緩衝液により適宜希釈しホモジナイズし

て遠心分離を施した後，型通りの方法により測定

用試料を調製したなお膜流動性用の試料調製

は， Zaleskaらの方法 (Zaleskaet al., 1989)に従っ

た．

1.2 ラドン吸入のウサギ

平均 2kgの家兎に， 25 mg/kgペントバルビ

タール Naを耳静脈に注射し麻酔を施した． その

後，頸動脈ヘポリグラフのセンサーを挿入すると

ともに頸静脈へ0.3~0.4%のペントバルビター

ルNaを毎分 15~20滴の割合で注入し静脈維持
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麻酔をした．同時に気管を切開して管を挿入し，

人工呼吸装置により 20~30mlの室内空気を 10

mm凡0 の圧で毎分 30回の割合で調節呼吸を

行った．その後，ポリグラフにより動脈圧および

心電計の監視を持続し，また平均動脈圧を 80~

lOOmmHgに調節した． ウサギは腹部，大腿部に

わたり広範囲に剃毛し，側臥位で頸部より頭部を

外部に出して 20Iの恒温槽に収容水温を体温と

同じく 36~37℃に維持し，室温は 24~26℃に調

節した． ラドン水はシャープ製超音波ネプライ

ザー MU-32を用いて噴霧状にし，これを 90分

間， ウサギの肺に直接，吸入させた．噴霧された

ラドンの吸入後，ウサギは直ちに脱血屠殺し， 1～

1.5 Iの生理食塩水で血管内を灌流洗浄した後，脳

および肺を摘出し，1.1節と同様の方法により測

定試料を調製した．

2. 試料測定

SOD活性は spintrapping法によ り， 日本電子

製 ESR(JES-FE 1 XG)装置を用いて測定した

(Hiramatsu et al., 1992). この際低分子量の

SOD様物質を除去するため透析を施した．また

SOD活性を蛋白重量当たりで求めるため試料を

分取し， bicinchoninicacid (BCA: PIERCE社）法

により日本分光製光度計UVIDEC-220Bを用い

て蛋白定量した．他方，過酸化脂質量はthiobar-

bituric acid (TBA)法により，日立製分光蛍光光

度計650-10Sを用いて測定した (Ookawaet al., 

1979). また SOD活性測定と同様試料を分取し

蛋白定量を行った． さらに膜流動性は spinlabel 

法により，上記ESR装置を用い測定した (Butter-

field et al., 1976). SODmRNAはAGPC法により

臓器から採取した (Chomczynskiet al., 1987) total 

RNAをOligotex-dT30を用いて Poly(A)+ RNA 

まで精製した (Kuribayashiet al., 1988)後，プロー

ブとして Mn-SODcDNAとCu/Zn-SODcDNAを

用いた nothernblotting法により定量した．特異

的アミノ酸残基はアミノ酸分析法（この内， シス

テインのみは、ンスチンに酸化されやすいので

DTNB試薬との反応に伴う滴定法による）によ

り， リン脂質はフォスホリパーゼ Dを用いた酵

素法 (Richmond,1973)により， コレステロール
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Fig. 1. Dose-dependent changes in SOD activity m 
organs of rats at 4 h after X-irradiation. Each 
value indicates the mean土SEM.*p<0.05 vs. 
sham-irradiated control by Student t test. 

はコレステロールオキシダーゼ法 (Takayamaet 

al., 1977)により， Na+,K+-ATPase活性は Leong

らの方法 (Leonget al., 1991)により，各々，測定

した．また脳中の生体アミンは HPLC法により

定量した．

"9.oo o.05 0. 10 0.“°い 1.oo 2.“s.00 90.o 

紐四•do..(Gy)

Fig. 2. Dose-dependent changes in TBARS level m 
organs of rats at 4 h after X-irradiation. The 
figures are expressed as described in Fig. 1 

結果

1. 低線量X線が若齢ラットに及ぽす作用

1.1 SOD活性と過酸化脂質量の照射線量依存性

脳，肺，肝臓胸腺牌臓および骨髄における

SOD活性と過酸化脂質量の X線照射による線量

依存性については，予備実験の結果を踏まえ照射

4時間後の状態について検討した．

SOD活性は，牌臓では 10.0Gyの照射により非

照射群に比べ 60%減少した． しかし低線量域に

おいては， 胸腺では 0.25Gyで 70％， 牌臓では

0.1 Gyで 50%, 骨髄では 0.25~0.5Gyで 90%,

各々，有意に増加した． これら以外の臓器・組織
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0.25 Gy. The figures are expressed as described 
in Fig. 1. 

については有意な変化はなかった (Fig.1).他方，

過酸化脂質量は，骨髄では 10.0Gyの照射によ り

60％有意に増加した． しかし低線量域において

は，脳ではl.OGyで40%,胸腺では0.1Gyと 0.5

Gyで 50%,牌臓では 0.1Gyで40%,そして骨髄

では 0.1Gyで 20%,各々 ， 有意に減少した．肺と

肝臓では有意な変化はなかった (Fig.2). 

1.2 SOD活性と過酸化脂質量の照射後の経時

変化

同様に照射後の経時変化については，1.1の結

果より SOD活性と過酸化脂質量が相対的に大き

く変化した 0.25Gyの照射線量に着目 し検討し

た．
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Fig. 4. Time-dependent changes in TBARS level m 

organs of rats after X-irradiation at Dose of 
0.25 Gy. The figures are expressed as described 
in Fig. I. 

SOD活性は， 牌臓では少なくとも照射後 12週

間 (40~110％），脳では 4週間 (10~50%), 肝朦

では 3週間 (10~30%), 胸腺と骨髄では 1週間

(10~40%, 60~100%), 各々 ， 有意に増加した

(Fig. 3).他方，過酸化脂質量は，脳では少なくと

も照射後 12週間 (40~60%)まで， 骨髄では 3時

間 (40~50%),各々，有意に減少した．また肝臓

胸腺および牌臓では，各々，照射後 3~8週間 (20

~50%, 50~60%, 30%)の間において有意に減少

した (Fig.4). 以上より，低線量X線照射による

SOD活性の増加と過酸化脂質量の減少が， 臓器
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A) Autoradiography 

組織により持続時間に程度の差はあるものの，照

射後，比較的長期に亘り 持続していることがわ

かった．

1.3 SODの誘導合成

妊娠ラットおよびその胎児の肝臓における照射

4時間後の Cu/Zn-SODおよび Mn-SODの活性と

mRNA量の線量依存性を調べた．

母体では Cu/Zn-SOD,Mn-SODのいずれにつ

いても活性ならびに mRNA量に変化は認められ

なかった． しかし胎児では1.0Gyの照射によっ

て Cu/Zn-SOD,Mn-SODのいずれについても活

性が増加し，これにほぼ対応する形で mRNA量

も増加した．

他方，1.1の結果において対象臓器・組織中の

SOD活性が 0.25Gyの照射で概ね増加している

ことが明らかにされたことに着目 し， 0.25Gy照

B) Densitometry 

Fig. S. Time-dependent changes in concentrations of mRNA for two species of SOD in the spleen of mature rats 
after X-irradiation at a dose of 0.25 Gy. The mRNA for Mn-SOD showed the 4.1 kb, 3.0 kb, 2.1 kb, 1.08 kb 
and 0.85 kb bands. The mRNA for Cu/Zn-SOD showed a 0.72 kb band. 

射後の成熟（22週齢） ラット牌臓の SOD活性の

経時変化を検討した．その結果， Mn-SOD活性は

照射によって変化しなかったが， Cu/Zn-SODは

4時間後に有意に増加した．従って 1.1の結果に

おいて明らかにされた牌臓の SOD活性の増加は

Cu/Zn-SOD活性の増加を反映するものと考えら

れた．

照射による mRNA量の変化は Mn-SODにつ

いては，変化がなかったが， Cu/Zn-SODでは 4

時間後に額著な増加 （densitometryによると 70%

の増加），即ち誘導合成が認められた (Fig.5). 

胎児では，肝臓が造血器官の役割も持つことが

知られており，成熟ラットの免疫担当器官である

牌臓での結果と部分的に一致したことは興味深

し‘•
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Fig. 6. Dose-and aging-dependent changes in SOD 

activity (A) and TBARS level (B) in the brain 

cortex of rats at 4 h after X-irradiation.■shows 
the data from sham-irradiated 7-weeks-old con-

trol, and each value indicates the mean土S.E.M.

The number of rats per experimental point is 10 

~15. *p<0.05 and **p<0.01 vs. sham-irradiated 

65-or 91-weeks-old control by t test. 

2. 低線量X線が老齢ラットに及ぽす作用

本実験では，老化を受けやすい部位の一つであ

る大脳皮質の照射4時間後に着目し検討した．
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SOD活性と過酸化脂質量の加齢に伴う変

化と老齢時での低線量照射の作用

65週齢および 91週齢ラットの大脳皮質の

SOD活性は， Mn-SOD,Cu/Zn-SOD共に加齢に

伴い 7週齢ラットに比べ 10~20％有意に減少し，

過酸化脂質量は20~60％有意に増加した． しか

し，低線量 X線照射の作用により SOD活性は，

65週齢の Mn-SOD活性では 0.25~1.0Gyで非照

射群に比べ 10~30%, 同じく Cu/Zn-SOD活性で

は 0.5Gyで 10%, 91週齢では Mn-SOD活性の

みが 0.5Gyで 20%,各々，有意に増加した．過酸

化脂質量は， 65週齢では 0.5Gyで 15%, 91週齢

では 0.25~1.0Gyで 15~20%,各々，有意に減少
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Fig. 8. Dose-dependent changes of cysteine, cystine 

(A), phenylalanine, tyrosine (B) and glycine (C) 

concentrations in the brain cortex of rats at 4 h 

after X-irradiation. Each value indicates the 

mean土SEM.The number of rats per experimen-

tal point is 10~15. *p < 0.05 vs. sham-irradiated 
contol group by t test. 

した (Fig.6). 
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Fig. 10. Dose-dependent changes in Na+, Kに

A TPase activity in the brain cortex of rats at 

4 h after X-irradiation. The figures are expressed 

as described in Fig. 8. 

膜流動性の加齢に伴う変化と老齢時での

低線量照射の作用

大脳皮質膜の親水極性頭部碁の 5-doxylstearic 

acid (50S)の orderparameterおよび疎水中心部

の 16-doxylstearic acid (160S)の motionparame-

terには加齢に伴う有意な変化は認められなかっ

たが，膜結合性蛋白上のチオール甚 (SH碁） の状

態または蛋白質の可動性を示す 4-maleimid-

TEMPO spin label (MSL)のweaklybound/strong 

bound (WIS)比は加齢に伴い 15~20%有意に減

少した．しかし低線量 X線照射の作用により

MSLのWIS比が 65週齢では 0.25~0.5Gyで 30
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~35%, 91週齢では 0.5Gyで 10%, 各々，有意

に増加したなお 5DSの orderparameterおよび

16DSの motionparameter には有意な変化はな

かった (Fig.7). 

2.3 特異的アミノ酸残基

大脳皮質の細胞膜蛋白を構成するアミノ酸残甚

について検討した．放射線感受性の高いことが知

られているアミノ酸残基中， 唯一 SH碁を持つシ

ステインが 0.25~l.OGyで 20~30%有意に増加

し，システインの酸化代謝物質である、ンスチン

が，ほぼこれに見合う減少を示した． しかし，芳

香族であるフェニルアラニンおよびチロシン，さ

らに他のアミノ酸残基の破壊によって増量するグ

リシンには有意な変化が見られなかった (Fig.8). 

また，膜蛋白とともに細胞膜の主要構成成分で

あるリン脂質およびコレステロールについても有

意な変化が見られなかった (Fig.9). 

340 

2.4 ATPase活性

膜輸送の指標となる Na+,K九ATPase活性は，

1.0Gy以上の線量域においては 20％ 有意に減少

したが， 0.25~0.5 Gyの低線量域では 15%有意

に増加した (Fig.10). 

3. ラドン吸入がウサギに及ぽす作用

3.1 SOD活性と過酸化脂質量

ラドン吸入直後と 2時間後における脳および直

接ラドン吸入の影響を受ける肺の SOD活性と過

酸化脂質量を調べた．

脳では， 14-18kBq//吸入群において SOD活性

の有意な増加が見 られ，その程度は吸人直後

(25%)>2時間後であ った． 過酸化脂質量は， 7-

10 kBq//吸入群では吸入直後 (40%)から 2時間

後（65%)まで有意 に減少し続けたが， 14-18

kBq//吸入群の減少の程度は吸入直後 (45%)>2 

時間後となった．

肺の SOD活性は 2時間後まで有意な変化を示

さなかったが，過酸化脂質量は2時間後に 7-lo

kBq//吸入群， 14-18 kBq//吸入群とも 35~60%

有意に減少した (Fig.11). 

3.2 膜流動性

7-10 kBq//吸入群の 2時間後の脳において 16

DSのmotionparameterが減少することを除き， 5

DSの orderparameterおよび 16DSの motionpa-

rameterは， いずれにおいても有意には変化しな

かった． しかし MSLのWIS比は，概ね脳では吸

入直後に 10%, 肺では吸入 2時間後に 50~90%

有意に増加した (Fig.12). 

3.3 生体アミン

吸入直後のカテコールアミン類では，ノルアド

レナリン (NA)の細胞内プール量が 13kBq//以

上の吸入群で 50％有意に減少した．インドール

アミン類では 13kBq//以上の吸入群で，セロトニ

ン (5-HT) および 5—ヒドロキシインドール酢酸

(5-HIAA)の細胞内濃度が各々， 80％ 有意に減少

した (Fig.13). 

考察

本研究の結果，低線量照射により老齢ラ ットの

大脳皮質における SOD活性， 過酸化脂質量，膜
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Fig. 13. Changes in concentrations of 5-HT and 5-
HIAA in the brain of rabbits immediately after 

radon water inhalation. Each value indicates 
the mean士SEM. The number of rabbits per 

experimental point is five at O kBq//, four at 7 
kBq//, six at 13 kBq// and five at 18 kBq//. 

*p < 0.05 vs. sham-inhalated control by t test. 

流動性 （膜結合蛋白の SH碁の状態変化）および

膜輸送調節機能 (ATPase活性）を各々，若齢値に

近づけることが明らかになった． またラドン吸入

による過酸化脂質量の減少巾と膜流動性の増加巾

は，概ね脳では吸入直後に，肺では吸入 2時間後

0.75, 
巨 lu暉

0.70 

20 

6 
、区 lung

control 7-10 14-18 

Rn(kBq/ll 

Fig. 12. Changes in membrane fluidity in the brain and lungs of rabbits after radon water inhalation. The figures 
are expressed as described in Fig. 11. The number of rabbits per experiment is indicated in italics. 

に大きくなっており，また生体アミンの内， 5-HT

などが細胞内濃度が減少することから生体の情報

伝達を興奮側に変化させる可能性も示唆できた．

これらの現象は， ラドン泉浴後の保温作用が組織

循環の増加によってもたらされるとの報告

(Komoto et al., 1988;鈴鹿 1993) と関連性が示

唆され，興味深い．さらに低線量 X線を若齢ラッ

トに照射した場合， SOD活性の増加や過酸化脂

質量の減少が比較的長期に亘り持続することも明

らかとなった．

膜流動性は，膜構造の変化と細胞機能の変化に

深く関係することが予想されている．例えば，構

造面では，脂質の不飽和結合の増加（過酸化脂質

量の減少）などが原因となって流動性が高まると

考えられている (Evanset al., 1989). また機能面

では，外界からの刺激によって， Ca2十濃度に依存

して細胞機能が活性化するような場合にも膜流動

性が高まることが言われている．

このような膜構造の変化が細胞機能の変化に結
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びついたものとして，マイトジェンによって誘導

されるリンパ球の幼若化反応がある（例えば，

Ishii et al., in press). この場合には，マイトジェン

と結合した膜表面レセプターが極形成のために移

動して膜流動性を高めるものと考えられている

（山村， 1981). この幼若化反応に見られる膜表面

レセプターの多くは，基質となる糖鎖と結合した

膜蛋白質であり，幼若化反応におけるレセプター

の移動度の冗進と，本研究で確認した脳における

膜流動性（膜結合性蛋白上の SH碁の状態変化）

が高まるという実験結果は，いずれも膜蛋白質が

動き易くなるということを示唆している．さらに

低線量X線照射により特異的アミノ酸残碁の中

で唯一 SH基を持つシステインの量や活性中心に

SH碁を持つ Na+,K+ ATPaseの活性が増加する

との結果と，前述の膜流動性が増加するとの結果

は， 共通して SH基を介してもたらされた結果の

可能性が示唆される． これに関して， システイン

を照射前に哺乳動物に投与すると放射線抵抗性が

高まるとの報告（Streffer,1968)やラット牌臓の全

蛋白の SH甚は 7.5Gy照射直後むしろ増加し， SS

碁の数（シスチン量）は有意に減少するとの報告

(Neuwirt et al., 1965)は興味深い．

脳はフリーラジカルの攻撃を受けやすい多価不

飽和脂質を豊富にもっている．老化の過程で何ら

かの原因により活性酸素が多量に発生すると

SODなどの防御、ンステムをくぐり抜けて，細胞
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Scavengers 

冒 SOD(lOunits/ml) 
~ Catalase (100 units/ml) 
図 DETAPAC(lmM)
曰Desferal (lmM) 
□DMSO (140mM) 
口Ethanol(170mM) 

Reactive Oxygen Species 

Fig. 14. Effects of various scavengers on DNA damage induced by active oxygen and radicals. 
was quantitated 30 min, 5 min and 5 min for X-XOD, • OH and OCI―,respectively. 

Damaged DNA 

膜にある脂質の過酸化を起こす．長い年月の過程

を経て過酸化脂質などのフリーラジカル反応産物

が蓄積され，膜流動性などの細胞機能が低下する

ことにより血液循環の低下，エネルギー産生の低

下などの老化現象が進むと言われている．

高等動物の SODには，細胞質に多い Cul

Zn-SODとミトコンドリアに多い Mn-SODの2

種類がある．本研究では，低線量照射により特に

脳細胞のミトコンドリア中の SOD活性に顧著な

増加が認められたが， この結果は，高分圧酸素に

暴露された条件下において， ミトコンドリアの膜

系蛋白質である Mn-SODが誘導合成されるとい

う報告 (Kimbalet al., 1976)と一致する． この現

象を考慮すれば，高分圧酸素と似た作用を示す反

応度の高い活性酸素が低線量放射線によって生成

され，これが特に Mn-SOD活性を増加させたと

考えられる．

低線量のX線照射やラドン吸入を施した場合

には，高線量の放射線の場合とは異り，過酸化脂

質量の減少や膜流動性，膜輸送調節機能の冗進す

ることが明らかとなった．生理の碁本的過程に関

係し，細胞の主要構造物である生体膜に対して低

線量放射線照射が及ぼす作用のメカニズムについ

て検討した結果，膜結合蛋白の SH碁へのフリー

ラジカルの刺激が関与している可能性が示唆され

た． さらに観察された以上の生体反応には，脂質

の過酸化を抑制する SODなどの酵素の誘導，即

ち自己防御機構の活性化も関与している可能性が

明らかになったことから，低線量照射に伴うこれ

ら一連の生理的変化が， ラドン温泉の適応症の一

つで過酸化反応の関与する脳疾患などの予防・改

善効果に寄与する可能性のあることが示唆でき

た．

本総説では，主に低線量放射線照射により生体

内に生じた少量の活性酸素が生体膜に及ばす影響

について論じた．同様に，この活性酸素による

（プラ スミド） DNAへの損傷と活性酸素消去剤に

よるその阻害についても検討している (Takehara

et al., 1994). 例えばOiによる 一本鎖切断を

SODが 100%阻害する ことを明らかにした (Fig.

14). これらの知見と前述の低線量放射線照射に

より SODが誘導合成されるとの知見から，生理

学的に意味する こ．とは何かを解明することは今後

の課題として興味深い．
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酸化的ストレスによる遺伝子発現とその制御

Regulation of bacterial oxidative stress genes 
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1.はじめに

地球の大気に酸素が出現したのはおよそ 30億

年前のことだろうと推測されている． この大気中

の酸素が光合成生物の生産 したものに由来 してい

ることは現在も変わ らない． 生物はこの酸素を利

c 日本環境変異原学会

公
a組

Summary 

Echerichia coli cells respond to increased flux of active oxygens by invoking a set of co-regulated 

genes. In response to increased levels of hydrogen peroxide and organic peroxides, the expression of 

more than 30 proteins is elevated over the basal levels. The peroxide stimulon includes at least eight 

proteins that are positively regulated by the locus, oxyR. The E. coli oxyR gene has been cloned and its 

nucleotic sequence has been determined. The amino acid sequence deduced from the nucleotide sequnce 

has a high degree of homology to those of several bacterial activator proteins called LysR family. The 

OxyR protein specifically binds to the upstream region of its regulon as revealed by DNase I footprinting 

experiment. The reduced form of the OxyR is converted to the oxidized form by peroxide stress, which 

in turn activates the transcription of the regulon. On the other hand, upon exposure to increased level 

of superoxide, E. coli ceHs respond to the superoxide stress by activating different stimulon, more than 

40 proteins, from the peroxide stimulon. At least nine proteins are produced by a regulon controlled by 

two regulatory genes, soxR and soxS. The soxRS system would be triggered in a sequential fashion by 

a novel two-component system. SoxR activated by superoxide would switch on expression of the soxS 

gene and the increased level of SoxS would activate expression of the various regulon genes. Recently, 

we have isolated several strains of E. coli that contain new gene fusion (soi-lacZ) specifically inducible 
by superoxide radical under the control of the SoxRS. The soi-7, soi-9 and soi-JO mutants show 

increased sdnsitivity to redox-active drugs such as methyl viologen, menadione bisulfite and 4-NQO. 

The sol-JO gene has been cloned on plasmid vectors and its nucleotide sequence has been determined 

There were no genes and proteins with homology to the soi-JO gene. The oxidative stress response is a 

global response. The activated functions impinge on a remarkable variety of biochemical pathways, 

from active oxygen scavenging and DNA repair, to the balance of energy co-factors and membrane 

composition. All aerobic organisms have evolved to deal with oxidative stress as the price of utilizing 

molecular oxygen. A molecular understanding of oxidative stress regulons in E. coli will lead us to 

analyze their control and functions in many organisms. 

Keywords: oxygen stress response, gene expression, OxyR regulon, SoxRS regulon, superoxide-

inducible genes 

説

用して効率よくエネルギーを得るしくみを進化の

過程で獲得することになった． しかし，酸素は，

生物にこのような利益を提供してきた一方で，そ

の細胞毒性ゆえに生物にきわめて過酷な試練をも

課してきた．おそ らく ，それ以後の生物の長い歴
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史の中で，生物はなによりも酸素との「益と害」

の相反する関係の中で生き抜く知恵を獲得しなけ

ればならなかった．それは活性酸素に対する高度

に制御された防御、ンステムの獲得であった．

スーパーオキシドラジカル，過酸化水素やヒド

ロキシルラジカルなどの活性酸素は，分子状酸素

が還元される過程で生じる反応性の高い分子種で

あり，細胞内では呼吸などの過程で微量ながら常

に生成している．つまり，活性酸素は，正常な好

気的代謝の過程で細胞にとって逃れることのでき

ない副産物として生じている (Fridovich,1978; 

Ames, 1983). これらの活性酸素はほとんどの細

胞成分と反応し，とくに DNA, タンパク，脂質の

損傷を引き起こす．明らかに，好気的条件下では，

細胞は不断に活性酸素のチャレンジを受けている

ことになる． しかし，細胞は，スーパーオキ、ンド

ディスムターゼ (SOD)やカタラーゼ， ペルオキ

シダーゼなどの活性酸素を消去するユニークな酵

素を備えており， さらに DNAに生じた損傷を修

復することによって，活性酸素がもたらす危険性

を最小限に抑えるいくつかのシステムを発達させ

ている (Fridovich,1989; Farr and Kogoma, 1991). 

通常では，細胞内での活性酸素の生成と消去の間

にはきわめてエレガントなバランスが維持されて

いる． しかし，細胞内外のいろいろな条件によっ

て細胞内の活性酸素濃度が増大し，消去系の処理

能力を超えるような事態になると，細胞のレドッ

クスのバランスは酸化的状態に大きく傾く．すな

わち，酸化的ストレスを招くようになる．酸化的

ストレスを起こす環境因子としては，活性酸素そ

のもの，活性酸素誘導体， SH反応性化合物，重金

属光や放射線さらにラジカル生成物質などがあ

げられる．酸化的ストレスは，突然変異の生成や

発がんあるいは老化の主な原因の 1つとして考え

られている (Ames,1983; Ames et al., 1993). 

最近の研究から，細胞にはこの活性酸素濃度の

増大を感知し，特定の遺伝子群の発現を開始ある

いは促進させるシステムが備わっていることが分

かってきた．例えば大腸菌では，メチルビオロゲ

ン (MV) などのスーパーオキシド増産剤を与え

ると， Mn-SODやDNA修復酵素であるエンドヌ

クレアーゼ IVなどの誘導合成が起こる (Chan
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and Weiss, 1987; Demple, 1991; Farr and Kogoma, 

1991; Loewen, 1992；米井， 1992;米井・張， 1993).

また，過酸化水素では，カタラーゼ／ヒドロペルオ

キシダーゼ (HPI)など約 30種類のタンパクが誘

導合成されるようになる． これらのタンパクの機

能は一部のものを除いてはまだほとんど理解され

ていないが，活性酸素に対する防御上重要な役割

を担うものと考えられている．また，未同定の

DNA修復酵素が誘導されることを示す報告 もあ

る(Dempleand Halbrook, 1983; Farr et al., 1985). 

この結果，細胞は活性酸素そのものに対しだけで

なく，放射線や近紫外光などに対しても抵抗性を

獲得する (Demple, 1991; Farr and Kogoma, 

1991). この合目的な細胞の応答を活性酸素適応

応答酸化的ストレス応答などと呼んでいる．

大腸菌をはじめ多くの細胞では， ヒートショッ

ク， コールドショック， チオール， 界面活性剤，

脱共役剤，浸透圧変化など多くの環境ストレスに

対する適応応答を行うようになることが分かって

いるが，それらの中でも，酸化的ストレスに対す

る適応応答は細胞にとって最も重要な機能であ

る．酸化的ストレス応答に関しては， 1970年代，

SODやカタラーゼがそれぞれ redox-activeな薬剤

（スーパーオキ、ンド増産剤），過酸化水素で誘導合

成されることが発見され，詳細な生化学的研究が

行われた． しかし， これらの酸化的ストレス応答

の機構を遺伝子のレベルで解明する試みが始まっ

たのはつい 10年ほど前のことである． この小文

では，それ以後に明らかにされた． 主に大腸困に

おける活性酸素適応応答とその調節の分子機構を

中心に概説する．

2. 大腸菌における酸化的ストレス応答

大腸菌やサルモネラ菌は多様な環境ストレスに

応答し一連の特定の遺伝子群の発現を誘導する．

これまでに少なくとも 13種類の multigene系が

それぞれ異なるストレスに応答して誘導されるこ

とが明らかにされている (Neihardt,1987).これら

はプログラムされた遺伝子発現の誘導あるいは抑

制を含み，多様な細胞機能を誘導させる，いわゆ

る 「グローバルレスポンス」である．酸化的スト

レス状態になると，大腸菌やサルモネラ菌は 1あ

Table 1. Genes and proteins induced in response to 
oxidative stress in E. coli 

Protein Gene Regulon 

Defense enzymes 
Alkyl hydroperoxide ahpF OxyR 
reductase ahpC OxyR 
Catalase HPI katG OxyR 
Glutathione reductase gor OxyR 
Superoxide dismutase (Mn) sodA SoxRS 
DNA repair enzymes 
Endonuclease IV nfo SoxRS 

Metabolic enzymes 
Glucose-6-phosphate zwf SoxRS 

dehydrogenase 
NADH dehydrogenase ndh? SoxRS? 
Glutaredoxin reductase grx OxyR 
Ferredoxin oxidoreductase fpr SoxRS 

Pyruvate fiavodoxin soi-28 SoxRS 
oxidored uctase 
Chaperons 
DnaK dnaK HS 
GroEL groEL HS 
GroES groES HS 
Unknowns 
Soi-17/19 soi-17/19 SoxRS 
Soi-7 soi-7 SoxRS 
Soi-9 soi-9 SoxRS 
Soi-10/12 soi-10/12 SoxRS 

るいは 2種類の stimulon を発現させてそれに応

答するようになる．種々の酸化的ストレス条件下

で誘導される多くの種類のタンパクが検出されて

いる (Demple, 1991; Farr and Kogoma, 1991; 

Greenberg et al., 1990; Morgan et al., 1986; Storz et 

al., 1990).それらのうち，生理的機能，遺伝子あ

るいはそのどちらかがすでに同定されているいく

つかのものを Table1にリストした． スーパーオ

キシド誘導性のタンパクはそのほとんどがペルオ

キシドで誘導されるものとは異なっており，それ

ぞれのストレスはそれに特異的な一連のタンパク

を誘導する．

過酸化水素やt—プチルペルオキ、ンドなどの有機

過酸化物の細胞内濃度の増大に応答して約 30種

類のタンパクが誘導される (Gereenberget al., 1990; 

Morgan et al., 1986). 実際のインデューサーが何

かはまだ同定されていない． この応答の stimulon

には oxyR によって正に調節を受ける，大腸閑で

少なくとも 8種類，サルモネラ菌で 9種類のタン

パクが含まれている (Demple, 1991; Farr and 

Kogoma, 1991). サルモネラ菌では， 30種類のタ

ンパクのうち 12種類（初期タンパク）は過酸化水

素投与後の 30min以内にその発現が最大になる

のに対して，残る 18種類は後の 30minの間も誘

導が持続する．初期タンパクのうち 9種類はサル

モネラ菌の oxyRJ変異株 (Oxyうでは構成的に発

現しており， oxyR 欠損株では過酸化水素を投与

してもすべて誘導されなかった．残る 21種類の

タンパクの発現はoxyR欠損変異の影響を受けな

い． したがって， 30種類のうち 9種類が oxyRに

よって調節されていることが分かった．大腸菌の

8種類のoxyR レギュロンのうち， HPI, アルキル

ビドロペルオキシド還元酵素 (AHP)の2つのサ

ブユニット， グルタチオン還元酵素がこれまでに

同定されている． HPI,AHPは過酸化水素，有機

過酸化物を除去することによって細胞に抵抗性を

与える (Demple,1991; Farr and Kogoma, 1991). 

残りの過酸化水素誘導遺伝子はoxyRには依存し

ない．最近になって，第2のレギュロンとして

OxoRレギュロンが示唆されている (Gidrolet al., 

1993). 

一方，スーパーオキシドの濃度が増大すると，

大腸菌やサルモネラ菌ではペルオキシド応答とは

異なる遺伝子を発現させるようになる．例えば，

MVによって 30種類以上ものタンパクが誘導合

成されることが二次元電気泳動で明らかになっ

た．スーパーオキシドに対する大腸菌の応答は，

初期の研究ではきわめて単純なものと考えられ

た． MVで前処理するとその後のチャレンジの高

濃度の MV に対して抵抗性になることが発見さ

れたが， その原因は Mn-SODの誘導で説明でき

るとされた (Demple,1991).しかし，後では，グル

コースふリン酸脱水素酵素 (G6PD)の誘導や

DNA修復系の誘導が明らかにされ， スーパーオ

キシド応答はもっとグローバルであり，より複雑

な機構で起こるものであることが明らかにされ

た． 2次元電気泳動の結果はこのことをさらに確

かめたことになった．スーパーオキ、ンドで誘導さ

れる stimulonのほとんどはperoxidestimulonに

属するタンパクとは異なるものであった

(Walkup and Kogoma, 1989).このうち少なくとも
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9種類は soxR,soxSの2つの調節遺伝子の産物に

よって正に制御される．これまでにsoxRSレギュ

ロンとして同定されているものは， Mn-SOD

(sodA), G6PD (zwf), OmpFの発現を抑制するア

ンチセンス RNA(micF),フマラーゼ C(fumC), 

フェレドキシン還元酵素，エンドヌクレアーゼ

IV (nfo) などである (Chanand Weiss, 1987; 
Hassan, 1988; Rowly and Wolf, 1991; Liochev and 

Fridovich, 1992a). SoxRc株では有機過酸化物のプ

レオマイシンにinsensitiveになるが， これは mic

F RNAの誘導によってプレオマイシン通過路の

OmpFの合成が抑制されてしまうためである．こ

の他に機能はまだ解明されていない 5つの soi

(~uperQxide inducible)遺伝子がsoxRSレギュロン
のメンバーであることが分かっている (Kogoma,

et al., 1988; Mito et al., 1993; Zhang et al., 1994; 

Zhang and Y onei, 1994). 

3. 遺伝子発現の制御機構

クローニングされた oxyR遺伝子は 915個のヌ

クレオチド配列の ORFを含んでおり， 305個の

アミノ酸からなるタンパクをコードしていること

が明らかになった (Taoet al., 1989).このヌクレ

オチド配列から予想されるアミノ酸配列には Lys

ファミリーと呼ばれる遺伝子の正の調節因子とホ

モロジーの高い配列および DNA結合タンパクに

共通して見られるヘリックスーターン一ヘリック

ス構造が存在している． LysR ファミリーとは，

大腸菌の LysR, IlvY, CysB, MetR, Rhizobium 

melilotiの NodDに代表される single-component

regulatorである (Ronsonet al., 1987). oxyR遺伝子

は過酸化水素による katG遺伝子 (HPIをコード）

の発現を正に調節するが， oxyR 遺伝子自身の発

現は抑制する作用があった (Taoet al., 1989). 

さらに， OxyRタンパクを精製して，そのレ

ギュロンである katG 遺伝子や oxyR 遺伝子の

DNAへの結合性を調べたところ， Fig.1のよう

に，それらの遺伝子のプロモーター領域およびそ

のすぐ上流の領域に特異的に結合することが

DNasel フットプリンティングの結果から明らか

になった (Taoet al., 1991).この 2つの遺伝子の

OxyR結合領域には相同性の高いヌクレオチド配
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Fig. 1. DNase I footprinting experiments of the reg-
ulatory regions of oxyR (A) and katG (B) 
genes. 5'-End labeled probe DNA's were in-
cubated in the presence (lane +) or absence 
(lane -) of purified OxyR protein and treated 
with DNase I. The samples were analyzed by 
electrophoresis on 8% polyacrylamide gel. M, 

size marker. 

列が存在する．さらに，試験管内での転写系を用

いて， OxyRが実際に katG遺伝子の転写を促進

する事実が確かめられた (Taoet al., 1991). Ames 

らも同様の結果を得ており (Christmanet al., 

1989; Storz et al., 1990; Tartaglia et al., 1989), 

OxyR タンパクによる遺伝子発現の調節は Fig.2 

のモデルのような機構で起こると提唱した (Storz

et al., 1990). OxyRには還元型と酸化型が存在し，

還元型OxyRは常にそのレギュロン遺伝子のプロ

モーター領域に結合している．細胞内の過酸化水

素（あるいは真のインデューサー）との反応に

よって還元型OxyRは酸化型に変換し，タンパク

の構造変化が起こる． これに伴って， OxyR 

DNA への結合様式が変わり， その結果， プロ

モーターに結合した RNAポリメラーゼと相互作

用をして RNAポリメラーゼによる転写を促進さ

せるようになるというものである． しかし，酸化

型，還元型の実際の構造は解明されていない．酸

化型に転換されただけでは転写を促進しないの

の

Reduced OxyR 

~95 

p e r ゚x id e s t g • 

Aー
1

_

1
ー

ー

Oxidized OxyR 

・JS 

•1 0 

Transcription 
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Fig. 2. Model for the regulation of peroxide-induced 
gene expression by the OxyR protein. 

は， oxyR 遺伝子自身に対してはレプレッサーと

して作用することから明らかである (Taoet al., 

1991).この場合では， OxyRは RNAポリメラー

ゼのプロモータヘの結合を阻止している．

還元型および酸化型OxyRのDNAへの結合様

式が異なることは，両者での DNaseフットプリ

ンティングのパターンがわずかだが変化すること

から証明された (Storzet al., 1990). Amesらによ

れば， OxyRそのものが過酸化水素のセンサーに

もなっている． OxyR には 6ケのシステイン残基

を含んでいるが， 199番目のシステインをセリン

に変化させると活性を失った．過酸化水素に対す

る sensingの詳細な機構は分かっていないが， こ

のシステインがOxyRの機能に重要であると考え

られている．また， redox-activeな金属の関与は分

かっていない．過酸化水素のストレスは一過性の

ものであるが，酸化型OxyRがどのような機構で

元の還元型に戻るかはまだ明らかではない．ま

た， oxyR レギュロンとして大腸菌では少なくと

も8種の遺伝子 が含まれるとされているが，

katG, ahpCF, dnaK (Loewen, 1992; Morgan et al., 

1986; Storz et al., 1989)以外はまだ同定されてお

らずその全貌が解明されるには至っていない．最

近，グルタレドキシン還元酵素が OxyRレギュロ

ンに属することが報告されている（峠， 1993).

OxyRは Muファージの mom遺伝子の発現も

制御している (Bolkerand Kahmann, 1989). OxyR 

(MomR) はmom構造遺伝子の 5'領域 (3つの

GATCサイトが存在する）に結合して転写を阻止

する．ただし，この GATCはメチル化されていな

い場合である．つまり， OxyR は momプロモー

ターのメチル化，非メチル化を区別することがで

きる． しかし， Dam依存性の mom遺伝子の発現

が酸化的ストレスに関連しているのかどうかはま

だ分かっていない． 大腸菌の dam変異株は過酸

化水素に高感受性なので，メチル化に依存する

OxyR レギュロンがあると考えてよいだろう．

活性酸素による遺伝子発現はその活性酸素の分

子種に対して特異的に応答することはすでに述べ

たとうりである．例えば，大腸菌の katG遺伝子

はスーパーオキシドでは誘導が起こらないし，

sodA (Mn-SOD遣伝子）やnfo（エンドヌクレアー
ゼ IV遺伝子）はスーパーオキシドで誘導される

のが過酸化水素ではその効果がない （米井ら，

1989). したがって， 少なくとも大腸菌ではスー

パーオキサイド，過酸化水素それぞれに特異的な

センサーが備わっており， 一方が特定の活性酸素

と反応すれば，そのシグナルはそれぞれに連関し

た調節機構に伝達され，特異的遺伝子群の発現が

誘導されるのにちがいない．事実，スーパーオキ

シドによる sodA遺伝子の発現は oxyR遺伝子の

機能にはまった＜依存性を示さなかった (Farr

and Kogoma, 1991).これらの事実は，スーパーオ

キシドが細胞内で増産された場合，それを感知

し，つづいて遺伝子の発現を起こさせるような，

oxyR システムとは別の遺伝子発現の調節機講が

存在することを強く示唆している．

1990年， Weissおよび Dempleの研究室から

別々にスーパーオキシドによる遺伝子発現を正に

調節する大腸菌の新しい遺伝子， soxR が発見さ

れた (Greenberget al., 1990; Tsaneva and Weiss, 

1990).この遺伝子は， sodA,nfoなどの遺伝子の転
写を正に調節するtrans-actingpositive factorであ

る．クローニングされたsoxR遺伝子のヌクレオ

チド配列から，その中に転写の方向が反対の 2つ

の遺伝子， soxRとsoxSが含まれていることが明

らかになった (Wuand Weiss, 1991). Weissらは，

前者がスーパーオキ、ンドのセンサーで，後者が実
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際にレギュロンの発現を調節する役割を果たすも

のと考えている． soxS遺伝子自身もスーパーオキ

シド誘導性であり，その発現は SoxRによって制

御されている (Wuand Weiss, 1992).したがって，

スーパーオキシドによる遺伝子発現は， 1) スー

パーオキシドによる SoxRの活性化， 2)活性化さ

れた SoxRによる soxS遺伝子の発現誘導の 2段

階で起こると考えられている．マルチコピープラ

スミドで SoxSを過剰産生させると， それだけで

支配下のレギュロン， たとえばzwf遺伝子の発現

が促進される． つまり， SoxRの活性化によって

SoxSタンパクの過剰産生が起こるが， Weissによ

れば， ；れがシグナルの増幅機構になっていると

いう．ただし， soxRSレギュロンに属する遺伝子

がすべてがスーパーオキシドそのもので誘導され

るわけではなく，fume遺伝子のように NADPH

の枯渇をシグナルとするものも含まれる (Lio-

chev et al., 1992a). SoxRタンパクは分子量が 17

kDaで水銀耐性を支配する MerRと23%のアミ

ノ酸配列上のホモロジーがある．分子内に Feを

もっており，その酸化還元がこのタンパクの活性

化に関連している (Weissand Wu, 1994; Hidalgo 

and Demple, 1994).精製した SoxRは 280,320, 

420, 460, 550 nmにピークを持つ吸収スペクトル

を示すが， 420と460nmはFe-Sクラスターの特

性を示す， 550nmはシステム以外のアミノ酸と

Feとの相互作用を示唆している (Weissand Wu, 

1994; Hidalgo and Demple, 1994).一方， SoxSは

AraC ファミリーに属する分子量 13kDaのタン

パクで， SoxR,SoxSともに DNA結合ドメインを

持っている (Wuand Weiss, 1992).この意味で典

型的なtwo-componentregulatory systemとは違っ

ている．むしろ， SoxR,SoxSともに regulatoryで

ある． OxyRでも SoxRでも，それらが実際に何

を感知しているのか，過酸化水素やスーパーオキ

シドそのものなのか，はまだ解明されているわけ

ではない．筆者らは細胞内の redoxのバランスの

乱れのような状態をこれらのセンサー分子が感じ

とるのではないかと考えている．興味深いのは，

SoxRの3'末端近くの欠失あるいは挿入変異株は

SoxRcになっていることである． SoxRの活性化

にはこの 3'末端の切断が必須であるのかも知れ
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ない． これが正しいとすれば，酸化的ストレスが

ない状態では， SoxRの切断されるべき 3'末端が

存在していることによって，活性化がむやみに起

こることを抑制しているとも考えられる．なぜな

ら， SoxRの4つのシステインは C末端近くに存

在しており，ここに Feが結合しており，この

redox状態で SoxRの活性が現れるとされている

からである (Weissand Wu, 1994; Hidalgo and 

Demple, 1994). 

大腸菌の soxRS レギュロンとして， 現在まで

に， sodA,nfo, zwf, micFなどいくつかの遺伝子が

同定されている (Demple,1991; Farr and Kogoma, 

1991). micFは大腸菌の主要な外膜タンパク

OmpF の発現を抑制するアンチセンス RNAで

(Mizuno et al., 1984),これがスーパーオキシドで

誘導合成されると OmpF量が低下し，その結果，

OmpFを通過路とするブレオマイシンやアンピシ

リンなどの抗生物質に対して大腸菌は抵抗性にな

ることが分かった (Chouet al., 1993;米井・張

1993). 

残りのsoxRレギュロンも含めてスーパーオキ

シド誘導性の遺伝子はまだ明らかではない．著者

らは，大腸菌のスーパーオキシド誘導性遺伝子を

分離する試みを行っている．大腸菌の lac欠失株

にMud(Ap, lac)ファージ (Casadavanand Cohen, 

1979)を感染させ，得られたアンピシリン抵抗性

のコロニーを 2枚の X-Galプレート(1枚には微

量のMVを添加）にレプリカした． MVを含むプ

レート上でより強いプルーを呈するコロニーを選

択し， その性質をさらに詳細に調べた結果， MV 

誘導性の融合遺伝子を持つ別々のクローンを 3種

類得た (Mitoet al., 1993).これらの融合遺伝子は

いずれも MVだけでなく，他のスーパーオキシド

増産剤 （メナジオンやプランバギン，ただし酸素

の存在が必須）や高圧酸素の下で発現誘導が見ら

れた (Fig.3).一方，過酸化水素やクメンペルオ

キシドはこれらの遺伝子の発現を引き起こさな

かった． そこで， これらの融合遺伝子を soi

（四uper_2xideinducible)と名付けた． soi遺伝子の発
現はoxyRやrecA遺伝子には依存しないが， soxS

欠損株では MV による発現誘導はまったく起こ

らなかった (Fig.4).すなわち， soi遺伝子はいず
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れも soxRSレギュロンに属することが分かった．

これらの融合遺伝子の大腸菌遺伝子地図上での位

置（soi-7, soi-9, soi-10はそれぞれ約 13,34, 30分）

から， soxRSレギュロンとしてはこれまでに同定

されたものとは異なっており，新しい遺伝子であ

ることが明らかになった．さらに， これらの融合

遺伝子を持つ soi変異株は MVや他のスーパーオ

キシド増産剤に高感受性を示した (Mito et al., 

1993; Takemoto et al., 1994; Zhang et al., 1994).こ

の意味するところは大きく， これらの遺伝子産物

が活性酸素に対する防御で重要な役割を果たすこ

とを示唆している． これらの遺伝子のいくつかに

ついてはすでにクローニングに成功し，現在その

解析を行っているところである． soi-JO遺伝子は

200 

100 

(

8
9
o

g
百
乏
君
g
ag
8
g
-5
_
g

200 

100 

(
§
og
君
n
)
A
-
M

g
a丑
8
5
-
5
,g

30 

Methyl viologcn (/J.r/ml) 

a) 

897ヌクレオチドから構成される ORFを持って

おり，約 32kDaのタンパクをコードしているこ

とが分かった (Zhangand Yonei, 1994).この遺伝

子とヌクレオチド，アミノ酸配列でホモロジーを

持つ遺伝子あるいはタンパクは見つけられなかっ

た． これらの soi遺伝子については他にいくつか

の興味ある性質が明らかになっているが別の総説

（張・米井， 1994)を参照していただきたい．

真核細胞，原核細胞はいろいろの環境ストレス

に遭遇すると，特定の遺伝子の発現を促進あるい

は誘導させる． これらのストレス応答で誘導され

る遺伝子はほとんどの場合そのストレッサーに特

異的であるが，中にはいくつかのストレスに共通

して誘導される遺伝子も含まれる (Farrand 
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Kogoma, 1991). このクロストークの機構はあま

り理解されていない． しかし，熱と酸化的ストレ

スに対する応答に関しては少なくとも次の 2つの

機構が考えられる． 1つは， この 2つのストレス

によって共通の遺伝子制御機構が働くか，または

共通のメディエーターを介して遺伝子の発現を誘

導するというものである． たとえば，熱ヽンョック

や酸化的ストレスが大腸菌に与えられると，

AppppNのようなヌクレオチドが細胞内に蓄積し

てくる(Johnsonand Farr, 1991; Lee et al., 1983). 

これらのヌクレオチドはアラーモンと呼ばれ， 2

つのストレス応答に共通したメディエーターでは

ないかと考えられた (Bochneret al., 1984). しか

し， 現在， この考えは否定的である (Farrand 

Kogome, 1991).なぜなら， AppppN を加水分解

する酵素を過剰生産しても熱や酸化的ストレスに

よる応答は正常に起こった (Plateauet al., 1987). 

また， この分解酵素の遺伝子apaHを欠損させて

細胞内の AppppN レベルが常に約 100倍に増大

した状態にしても，熱や酸化的ストレスで誘導さ

れるタンパクは増大しなかったからである (Farr

et al., 1989).熱ヽンョックによる sodA の発現や

ompF発現抑制がsoxSには依存しないことと合わ

せると， これらの遺伝子の発現調節には多重経路

の関与が考えられる（張・米井， 1994). 事実，

sodA遺伝子の発現調節には少なくとも 6種類の

因子が関与していることが分かっている

(Compan and Touati, 1993; Greenberg et al., 1991; 

Hassan, 1988; Moody and Hassan, 1984; Hassan, 

1994). 

熱や膜作用試薬による sodA遺伝子の発現 (Pri-

valle and Fridovich, 1987; Zhang and Yonei, 1991) 

は， これらの因子のうち soxQ (Greenberg et al., 

1991)に依存すると考えられる（張・米井， 1994).

soxQは SoxRcと同じような性質を示す突然変異

であるが，染色体上の位置は 34minでsoxRSと

は異なっている (Demple, 1991). soxQl株では

Mn-SOD, G6PDなどの SoxRSレギュロン以外に

も7つのタンパクの合成が構成的になっている．

この変異株はメナジオン，t-プチルペルオキシド

などに耐性で， さらに multipleantibiotic resis-

tanceの性質を示す． soxQの支配下にある一群の
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Table 2. Induction of the soi-7, soi-9, soi-JO and sodA 

fusion genes by diamide and 1, 10-phenanthroline 
under anaerobic conditions• 

Fold increase in/3-galactosidase activity 
Gene fusion 

Diamide 1, 10-Phenanthroline 

sodA ::lacZ 4.5 3.8 

soi-7::/acZ 2.0 1.0 
soi-9 :: /acZ 2.8 1.0 
soi-JO:: lacZ 2.5 1.0 

・Thecells of E. coli were grown anaerobically until 
the concentrations reached about 2 X 108 cells/ml and 

then treated with diamide at 0.5 mM or 1, 10-

phenanthroline at 0.1 mM at 37℃for 120 min under 
anaerobic conditions. 

遺伝子の発現を誘導する naturalinducerが何であ

るかも分かっていない． さらに，最近， micFや

zwf遺伝子のプロモーター領域に結合する新しい

タンパクが同定され， 詳しく解析された (Didrol

and Farr, 1993).このタンパクの DNAへの結合

は， soxRや soxSさらには soxQにも依存性がな

く， これまでに考えられていたメカニズムよりも

より複雑な機構がこれらの遺伝子の調節に関与し

ていることが示されている． 細胞内の SHと反応

性のあるジアミドなどは嫌気的条件でも sodAや

soi遺伝子の発現を誘導させる (Table2).また，過

酸化水素も高濃度で細胞に添加した場合， sodA遺

伝子などのスーパーオキシド誘導性遺伝子の発現

が起こるが， これは過酸化水素そのものが、ングナ

ルになったというよりもむしろ細胞内の redox状

態に変化をもたらした結果と考えるほうが妥当で

ある．著者らは，細胞内の redox状態のバランス

の維持に関与しているチオレドキシン，チオレド

キシン還元酵素などの一連の「doxin」が酸化的ス

トレス応答に重要な役割を果たすことを明らかに

しつつある．

4. おわりに

大腸菌には SOD活性を完全に欠失した変異株

が分離されているが， この変異株では細胞内での

スーパーオキシド濃度は常に野生株に比べて数千

倍にも達しているという(Liochevand Fridovich, 

1992b). したがって， これらの変異株では常に酸

化的ストレス状態にあると考えられ，事実，自然

突然変異頻度が著しく増大することが分かってい

る (Farret al., 1990).それでも好気的条件下で生

育できるのは ・SOD に代わる他の酵素がバック

アップしているのか，あるいは DNAなどの酸化

的損傷を修復する機構がきわめて効率よく作動す

るからであろう． いずれにせよ，geneticstability 

を維持するしくみは酸素に対しては高度に発達し

たのではないか．また，生命に重大な危害をもた

らす活性酸素であれば，細胞は SODなどを過剰

産生してその濃度を限りなく低く下げればいいは

ずである． しかし，細胞内での活性酸素濃度はあ

る一定の範囲内で維持されている． むしろ SOD

などの酸素を過剰に産生するとスーパーオキシド

に対する感受性は逆に高くなってしまうことがあ

る．一言でいえば， metabolicimbalanceの効果が

現れるわけであるが， このことは，例えば，過剰

の SODにより生成される過剰の過酸化水素の毒

性なのか，スーパーオキシド濃度の異常な減少に

よって細胞にとって必要な SoxRS レギュロンが

発現できなくなった効果なのかも知れない．ま

た，細胞は増殖や情報伝達に活性酸素を利用して

いるにちがいないと考える研究者も多い (Noseet 

al., 1992).すでに述べたが，筆者らは，酸化的ス

トレス応答の誘導機構は，おそらく活性酸素それ

自身よりも redox状態の変動を感知して作動を始

めるのではないかと考えている．さらに，細胞は

単に redoxの変動を一次元的に知るだけでなく，

この変動の幅をも感知しているだろうと考えてい

る． さらに言えば，細胞はその局面でどの遺伝子

をどの順番で， しかもどの程度発現させればよい

かを瞬間的に察知して，必要な遺伝子を発現させ

ているように見える．
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SoxRS:大腸菌レドックスストレス応答その役割と調節機構

SoxRS: E. coli redox stress reponse Role of the response and regulation 

布柴達男
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Summary 
All aerobic organisms confront toxic effects of reactive oxygen species, which can initiate lipid 
peroxidation, can oxidize proteins, and can damage DNA. To defend themselves from such oxidative 

stress, cells evolved multistage defense systems that scavenge reactive oxygens, decompose lipid 

peroxide, repair oxidative DNA damages, etc. 
E.coli SoxRS response induced by redox stress is controlled by two-stage system in which SoxR acts 

as a sensing transcriptional activator for the soxS gene, whose product then stimulates transcription of 

the regulon genes required for these defense systems. The SoxRS has been found to be induced in 
response to nitric oxide besides oxidative stress, and to contribute to the protection against cytotoxicity 
of macrophages. To understand the mechanism for its regulation (e.g・. how does SoxR protein recognize 
the oxidative stress ?), molecular biological approaches have been employed. Here, the roles of the 

SoxRS response and mechanism for the regulation are discussed. 

Keywords: global response, superoxide, nitric oxide, two-component regulation, macrophage-phagocy-

tosis 

1. はじめに

Superoxide anion radical (02ー），過酸化水素

(H202), hydroxyl radical (OH・）などの活性酸素

は非常に反応性が高く，脂質，蛋白質， DNAやそ

の前駆物質などの生体物質と容易に反応してそれ

らを損傷するため，がんを含む種々の疾病や老化

の原因になると考えられている．活性酸素は，好

気性生物の通常の呼吸鎖での酸素の 4電子還元の

過程で不均化中間体として生じるほか，電離放射

線照射や化学発がん物質などの代謝によっても増

強される． したがって酸素を利用する細胞は，常

にその毒性に曝されることになる． ところがこれ

らの生物は，進化の過程で酸素を有効利用するこ

ととともに，その毒性から身を守るための防御機

＊現所属 東北大学理学部生物学教室分子遺伝学講座

c日本環境変異原学会

構を獲得し，細胞内での活性酸素の生成と消去の

バランスを巧みに保っている．例えば大腸菌は，

構成的に備えられている防御系のほか，高い酸化

ストレス条件下でのみ誘導される防御系をもつ。

しかもそれらの防御遺伝子は， regulonとして

oxyRやsoxRSという少なくとも 2つのメインス

イッチにより制御され，活性酸素消去から酸化損

傷部位の修復や過酸化生成物の代謝，そして原因

物質の取り込みの抑制に至る， まさに“globalre-

sponse"として巧妙かつ合目的に誘導が調節され

ている．

本稿では，特に redox-cyclingagent (RCA; 02 -

増産剤）で誘導されるレドックスストレス応答

SoxRSの役割やその調節機構について紹介する．
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Table 1. The Escherichia coli regulons in responce to oxidative stress. 

Regulon Gene Map(min) Gene product 

oxyR oxyR 89 OxyR regulon activator↓ 

ahpCF 13 Alkylhydroperoxide reductase↑ 

gor 77 Glutathione reductase↑ 

katG 89 Catalase HPI↑ 

oxyS 89 Untranslated mRNA that controls production of FhlA, 

RndD, UhpT, Ops, etc. 

FhlA; Formate hydrogen-lyase↓ 

RndD; metal resistant/cell division type transport↓ 

UhpT; hexose phosphate transporter↑ 

Ops; non-specific DNA binding protein↑ 

soxRS soxR 92 Sensing activator for soxS 

soxS 92 SoxRS regulon activator（↓ by SoxS;↑by SoxR) 

fume 36 Redox-resistant fumaraseC↑ 

micF 48 Antisense RNA for OmpF↑(Inhibitor of OmpF translation) 

fpr(?) 88 NADPH:ferredoxin oxidoreductase↑ 

nfo 47 DNA endonucleaselV↑ 

rimK(?) 17 Ribosomal protein S6 glutamic acid transferase↑? 

sodA 88 Mn-containing superoxide dismutase↑ 

soi ？ 

zwf 41 Glucose-6-phosphate dehydrogenase↑ 

2． 大腸菌における酸化ストレス応答

好気条件下で増殖する大腸困を sublethaldose 

のRCAで処理すると，約 80種の蛋白合成が誘導

され，結果としてそれらの酸化ストレスに対して

抵抗性を獲得する．そのうちの約半数は比02で

誘導される蛋白と重複しており，細胞内での不均

化により 02―から生じる比02により間接的に誘

導されるものと解釈されている (Greenbergand 

Demple, 1989).大腸園にはこれまでに， OxyRと

SoxRSの少なくとも 2種のストレス応答の転写

調節因子が発見されている． OxyR,SoxRSともそ

れぞれ H202,RCAで誘導される蛋白のうちの約

十数種をコードする遺伝子の発現を調節している

(Table 1). 

OxyRは，その誘導物質である H202の消去酵

素 catalase(hydroperoxidasel)をはじめ， alkylhy-

droperoxide reductase, glutathione reductaseをそ

れぞれコードする katG,ahpCF, gor遺伝子の転

写activatorである (Morganet al., 1986)ととも

に， oxyR 自身の転写を自己制御する (Taoet al., 

1989).また oxySと呼ばれる翻訳されない RNA

がOxyRにより誘導され，様々な遺伝子の調節に

関わることが最近になって明らかになってきてい

る (Table1)（私信）．

一方， SoxRS応答により誘導される蛋白には，

02―の消去酵素の Mn-superoxide dismutase 

(MnSOD），細胞内の NAD(P)H/NAD(P)+のバ

ランスの調節に関わるglucose-6-phosphatedehy-
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Fig. l. Functions of the soxRS regulons. 

drogenase (G6PD), DNAの酸化的損傷の修復酵

素である DNAendonucleaseIV (Greenberg et al, 

1990; Tsaneva and Weiss, 1990), 熱耐性fuma-

raseC (Liochev and Fridovich, 1992), そして

NADPH依存ferredoxinoxidoreductase (Liochev 

and Fridovich, 1994)などが知られている (Fig.

1). これらの蛋白をコードする遺伝子のうち

sodA, zwf, nfoについては，その遺伝子発現が転写

レベルで SoxRSの調節を受けていることが証明

されている． またferredoxinoxidoreductaseにつ

いては，その酵素活性が SoxRSに依存して誘導

されることは確認されているが，それをコードす

る遺伝子fprが最近クローニングされたばかりで

(Bianchi et al., 1993),その遺伝子発現に SoxRS

が関与するかどうかは確認されていない．

また SoxRSが少なくとも 2種の蛋白の誘導を

抑制することも知られている (Greenberget al., 

1990; Tsaneva and Weiss, 1990).外膜ポーリン蛋

白OmpFは， antisense RNA である micFが

SoxRS応答により誘導されるため，翻訳レベルで

合成が抑制される (Chouet al., 1993) (Fig. 1). 

この OmpF蛋白量の減少は，細胞内への物質の取

り込みを抑制することから， RCAを含む原因物

質の取り込み抑制により細胞を酸化ストレスから

防御しているものと考えられる．またリボゾーム

蛋白 S6Aの減少とそれにともなう S6Cの増加が

観察される (Greenberget al., 1990; Tsaneva and 

Weiss, 1990) (Fig. 1). S6Aは， rimKにコードさ

れる S6グルタミン酸転移酵素によりその C末端

にグルタミン酸が添加され， S6Cに変化する

(Kang et al., 1989).この変化は， S6リボゾームの

抗生物質に対する抵抗性に関与しており，おそら

くこの rimKの転写が SoxRSに調節され， リボ

ゾームを酸化ストレスから防御するのかも知れな

し‘・

さらに， これまで知られていた soi(~uperQxide 

inducible)遺伝子soi17I 19とsoi28(Kogoma et 
al., 1988)に加えて，新たに数種のsoi遺伝子の存

在が確認され (Mitoet al., 1993），最近そのひとつ

soilOがクローニングされたが，コードする蛋白

の機能については未だ不明である．

3. soxRS遺伝子のクローニングと二段階調節機

構

最初soxRSregulonは， 2つのグループにより

見いだされた． Dempleらのグループは， 低濃度

menadione (MD)で前処理された大腸困が高濃度

処理に対して抵抗性を獲得することから，前処理

により防御系が誘導されると考え， MD抵抗性変

異株を分離した． 二次元電気泳動による蛋白解析
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Fig. 2. The soxRS locus and the homolgous. 

から， MnSOD,G6PD, EndolV, Soi28などの蛋白

の誘導を確認し， これを soxRc(~uper笠ide !espo-

nse constitutive) と名付けた (Greenberget al., 

1990).一方 Weissらのグループは， endo-

nucleaseIVがPQにより誘導されることから， nfo
: : lac operon fusionが高いレベルに発現される変

異株を分離し， nfo以外の regulon蛋白の誘導を
確認して soxRcとした (Tsanevaand Weiss, 

1990). 

これらの遺伝子はともに大腸困の遺伝子地図の

約92分にマップされる同一の遺伝子で， DNAの

クローニングと塩基配列解析の結果， この locus

にはsoxRとsoxSの二つの遺伝子がhead-to-head

で隣り合＼って存在し，転写領域の一部が重複する

ことが示された (Amabile-Cuevasand Demple, 

1991; Wu and Weiss, 1991) (Fig. 2). それらの遺

伝子にコードされる蛋白は， それぞれ 17kDa,13 

kDaで，共に N末端に helix-tum-helixmotifをも

つDNA結合蛋白である． DNA塩基配列から予

想されるアミノ酸のホモロジー検索の結果，

SoxRはある種のプラスミドやトランスポゾンの

もつ水銀解毒 operommerのsensorであり ac-

tivatorである MerRと約 30%(Amabile-Cuevas 
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and Denple, 1991), 一方SoxSは， 抗生物質抵抗

性 operonmar但ult坦ntibiotics!esistance)のac-

tivatorである MarAと42%(Cohen et al., 1993), 

大腸菌の replicationoriginのoriCに結合する蛋

白である RobのN末端と 55%(Skarstad et al., 

1993), そしてアラビノース代謝operonのac-

tivatorのAraCのC末端と 26% (Amabile-

Cuevas and Demple, 1991: Wu and Weiss, 1991) 

ホモロジーをもつことが報告されている (Fig.

2). SoxRとMerRのホモロジーは， DNA結合部

位のほか， MerRの水銀結合部位である 4つの

cysteineからなるクラスターを含み (Amabile-

Cuevas and Demple, 1991) (Fig. 2), 酸化還元に

高感受性の金属例えばFeやCuなどの結合が

予想された．

これらに加えて，細胞内の SoxS量を増産させ

ると， SoxRとは無関係に G6 PD, EndolV, 

Mn-SODなどの酵素活性が誘導されること

(Amabile-Cuevas and Demple, 1991), RCA処理

により soxSのmRNA量が増加すること (Wu

and Weiss, 1991)などから， 二段階調節モデル，

すなわち細胞内に構成的に存在するセンサーでか

つsoxSのactivatorのSoxRが，〇2-ぁるいはな

んらかのシグナルにより活性化されてsoxSの転

写を誘導し，増産された regulon遺伝子の ac-

tivatorである SoxSがそれぞれの regulon遺伝子

の転写を促進するというモデル (Fig.3)が提唱

された (Dempleand Amabile-Cuevas, 1991). 

そこで Fig.4に示すようなsoxS'::lacZoperon 

fusionをchromosomeに挿入した株を作成し， PQ

による soxSの転写誘導と SoxRの関与を検討し

た． soxSの転写に対応する/3-galactosidase活性

redox signal 

訊砂゚
図図図

噸岨

sodA T nfo l zwf 

u―u―u_ 
恥0 0腿 0腿

Fig. 3. Two-stage control system for SoxRS re-
sponse. 

p8D100 

EcoRI Bsml 

pTN1520 (soxR+, soxS'::lacZ) 
J,'  下豆百r-正:ZYA

pTN1530 (• sox~ soxS'::JacZ) 

は， PQにより SOX応株でのみ誘導され， soxSの

誘導が明らかに SoxRに依存することが確認され

た (Nunoshibaet al., 1992; Wu and Weiss, 1992) 

(Fig. 4).またinvitroでもgelmobility shift assay 

により， SoxRのsoxSpromoter部位への結合が

(Nunoshiba et al., 1992), さらに SoxSのregulon

遺伝子のpromoter部位への結合も確認された

(Li and Demple, 1994). これらの結果は先の二段

階調節モデルを強く支持している．

また， Fig.4に示されるように， PQによる

soxS勺：lacZの誘導レベルがふoxS株により soxs+

株で有意に低いこと，さらにplasmidでSoxSを

増産すると soxS合：lacZの誘導レベルが著しく減

少すること (Nunoshibaet al., 1993a)から， SoxS

蛋白自身が転写を自己抑制すると考えられる．in

vitroでも， SoxSがsoxSpromoterに結合するこ

と， SoxRのpromoterへの結合は阻害しないこと

が確認されている (Nunoshibaet al., 1993a)が，

SoxSの結合領域 RNApolymeraseの結合への影

響などの詳細な機構，そしてこの自己制御の意義

などについては不明で， おそらく細胞内のsoxRS

regulonの発現量を微妙に調整しているものと推

察されている．

4. SoxRS応答のinducerとnon-inducer

soxS':: lacZ operon fusion株を用いて， SoxRS

応答のinducer/non-inducerがscreeningされた．
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Fig. 4. The, soxS'::lacZ operon fusions and SoxR-dependent soxS induction by PQ. 
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Inducers and non-inducers for SoxRS response 

Inducers forthe soxS'::lacZfusion 
Table 2. 

Redox cycling agent 
Phenazine methosulfate, Plumbagin, Paraquat, Menadione bisulfite 

Others 
4-Nitroquinoline N-oxide, 4-Nitropyridine N-oxide, 

4-Hydroxyquinoline N-oxide, Nitric oxide, Methylene blue 

Sodium hypochloride, 

Non-inducers 

Oxidative stress related 
H202, t-Butyl hydroperoxide, Formaldehyde, Bleomycin, 

Xanthine/xanthine oxidase, g-radiation (10 and 20 krads) 

Others 
Mitomycin C, N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine, Alloxan 

Methyl methanesulfonate, Chlorpromazine, Nalidixic acid, 

K2Cr207, HgCl2, CdCl2, NiCl2, MnCl2, CoCl2, NaAs02, Na2Se03, 

Heat shock (30°C→37°C; 15 min, 37°C→42°C; 15 min, 
37°C→45°C; 15 min), Diamide, Sodium nitroprasoid, etc. 

典型的な RCAである PQ,MD, phenazine metho-

sulfate, plumbaginは，いずれも SoxRに依存して

soxSの転写を誘導 した． その一方で， 比02や近

紫外線，電離放射線などの 02―増産剤以外の活性

酸素関連物質やDNAのアルキル化剤， 金属化合

物，熱 ンヽョ ックでは誘導されない (Nunoshibaet 

al., 1992) (Table 2).また xanthine/xanthine ox-

idaseによる細胞外での 02―増産でも soxSは誘導

されない (Table2).これは 02―が細胞膜を通過

できないためと考えられている．

予想外に有名な発がん物質である4-nitroquino-

line-1-oxide (4NQO)が，典型的な RCAのPQよ

り数十倍，MDより約 100倍強力にsoxSを誘導

した (Nunoshibaand Demple, 1993) (Table 2). 

その誘導は嫌気条件下では見られないことか ら，

4NQOもRCA同様 。2―増産剤と言えるかもし

れない． 4NQOのニトロ碁は細胞内で還元される

が，その際 還元中間体として nitroanione radi-

calや nitroxideradicalなどのラ ジカル種の生 じ

る可能性がある． これらのラ ジカルは酸素分子と

容易に反応して 02ーを生ずると考えられる (Bia-

grow et al., 1977). またヒドロキシルアミ ン体で

ある 4HAQOが， 水溶液中で比02を発生させる
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こと (Hozumi,1969),さらに それに起因する

DNA鎖切断を誘発することが報告さ れているほ

か (Sugimuraet al., 1968),活性酸素に対して高感

受性の SOD欠損株（sodAsodB)やDNA修復欠

損株 (xthnfo)の4NQO高感受性も観察されてい
る (Nunishibaand Demple, 1993) ことから，4

NQOと活性酸素の関わりは興味深い．また活性

酸素の発がんプロモーター としての関与も示唆さ

れており (Burdonet al., 1990), 4NQOの強力な

発がん性が，強い変異原性と強い 02ー増産性の両

方に起因するとも推測できる．
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一酸化窒素 radical(NO・）による soxS誘導

とその役割

NO・gasのbubblingもSoxRに依存 して この応

答を誘導する (Nunoshibaet al., 1993b) (Fig. 5). 

NO・は容易に酸素と反応し，硝酸， 亜硝酸を，ま

た02ーとも反応して， 非常に酸化性の強いperox-

initrite (ONOO―)を生じ る (Koppenolet al., 

1992). したが ってこれ らの反応生成物による

SoxRの活性化の可能性も考えられたが， PCAや

4NQOの場合とは異なり酸素非依存的に誘導さ

れる (Fig.5)ことか ら，おそらく NO・が直接に
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SoxRを活性化するものと考えられている (Nun-

oshiba et al., 1993b). 

NO • は 02 ― 同様生体内のあらゆるところで

NO合成酵素の L-arginine酸化反応により生産さ

れ， neurotransmitterとして，また血管の緩和によ

る血圧や降下やマク ロフ ァージの細菌やがん細胞

に対する細胞毒性に関与している (Moncadaet 

al., 1991) ほか，その DNA損傷性や変異原性

(Nguyen et al., 1992)から内因性発ガン物質とし

ても注目されている．

大腸菌が，どういう目的で NO・に応答して活

性酸素に対する防御系である SoxRSを誘導する

のかという疑問に対し，『マク ロファ ージの食菌
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作用に対する防御系として SoxRS応答を誘導す

る』との仮説を立てた．そこでマウスから腹腔マ

クロファージを調製し，大腸菌のマク ロファージ

細胞内での survivalを検討した．その結果，

ふoxRS株は野生株より有意に高感受性でその差

は，8時間以後に観察された (Fig.6). Phagocyto-

sisにより活性化されたマク ロファージが検出可

能な量の NO・を産生するのにおよそ 5-6時間が

必要といわれている．したがって観察された感受

性の差はおそらく NO・の産生に起因する．また

SoxRSに調節される機能のうち，特に OmpFの

antisense RN Aである micF,endonucleaseIV (Fig. 

6), G6PD (Nunoshiba et al., in press)の欠損株に
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ふoxRS株と類似の高感受性が観察された．

Mn-SOD欠損株の場合は 4時間後から野生株よ

り高感受性を示すことから (Fig.5), NO• よりは

むしろ，phagocytosisの直後から生産される比02

に起因するものと考えられる (Nunoshibaet al., 

1993b)最近マクロファージによる NO産生濃度

に概ね匹敵する 25-125μM/hrのdose-rateでの

NO・処理により lCr-20倍の soxSだ：lacZの誘導が

観察されたほか，実際にマクロファージ細胞内で

soxSが誘導されること，さらにその誘導は NO・

合成酵素の阻害剤である N-monomethyl-L-

arginineでほぽ完全に抑制されることが確認され

ている (Nunoshibaet al., in press). これらの結果

は，大腸菌はマイクロファージ細胞内で NO• に

応答して SoxRSを誘導し，これがマクロファー

ジの細胞毒性に対する防御を担うことを示唆し，

前述の仮説を強く支持している．

6. SoxR活性化機構とiron-sulfur(Fe-S) center 

非ストレス条件下 (RCAを添加しない好気条

件下）の細胞から精製された SoxR蛋白溶液は赤

茶色を呈すること，含有金属分析， UV/VIS吸収

スペクトルから SoxRはFe-S含有蛋白であり， C

末端に存在する cysteineclusterにFeが結合する

ものと考えられている．この Fe は 2—メルカプト

エタノール存在下で精製された蛋白には確認され

ず， Fe非含有の SoxR(Apo-SoxR)であることが

示された． これらの 2種の SoxR蛋白を用いたin

vitroでの解析の結果， soxSpromoterへの結合性

や結合領域には相違は認められず， RNApoly-

meraseのsoxSpromoterへの結合性が， Fe-SoxR 

存在下では Apo-SoxR存在下やあるいは SoxR非

存在下に比べてわずか 2倍高められたにすぎな

かった．ところが RNApolymeraseによるin

vitroでの soxS遺伝子転写は， Fe-SoxRにより約

100倍にも促進される一方， Apo-SoxRにはその

活性がほとんど認められなかった． このことは，

精製された蛋白はすでに活性型であり，その活性

には Fe含有が不可欠であることを示唆している

(Hidalgo and Demple, 1994). 

活性化機構として最も可能性が強いのは Fe-S

部位の酸化であろう． もしこのことが正しければ
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活性型Fe-SoxRは還元されうると仮定し，嫌気条

件下で低濃度ジチオナイトにより，精製された活

性型Fe-SoxRの還元を試みた結果，活性型蛋白の

もつ特異的な UV/VIS吸収スペクトルは， Fe-S

の還元を示唆するスペクトルに変化した (Hidal-

go and Demple, 1994). さらに還元された Fe-

SoxRを空気あるいは NO・に暴露させると瞬時

に酸化型のスペクトルに戻ることから， SoxRの

Fe-Sは酸化／還元されうると考えられている（私

信）． しかしこの還元型蛋白を取り出すことは非

常に困難で， soxSの転写に対して不活性であるか

否かは確認されていない，いづれにしても SoxR

の活性化と Fe-Scenterの酸化とは密接に関連し

ていると思われる．

7. 活性化シグナルとSoxRの酸化ストレス認識

機構

前述のように， 精製された SoxR蛋白はすでに

活性化型である． しかし少なくとも非ストレス条

件下の細胞ではsoxSの転写がかなり低レベルに

保持されていることから， SoxRは不活性型であ

ろう． SoxRは本来， 02―でなくても空気中の酸素

によっても活性化される，非常に酸化されやすい

蛋白なのかもしれない． もしこのことが正しいと

すると， SoxRは細胞内で何らかの機構によって

不活性型に保たれていることになる．活性化ヽング

ナルとしてこれまで 02―が第一の候補としてあ

げられ， SoxRが02―により活性化されると考え

られてきた事実， MnSODとFeSODの両方を欠

損した菌株では，通常のsoxSの転写が4~5倍高

いことが観察されている (Nunoshibaet al., 

1992).しかし PQ処理による MnSODやG6PD

の誘導レベルは SODの過剰生産によって変化し

ないこと，同じく PQ処理によるfumaraseCの

誘導が G6PD欠損株で高められることなどから，

SoxRS応答のシグナルは 02―ではなく，細胞内の

NAD(P)+ /NAD(P)Hのバランスである可能性

も提出されている (Liochevand Fridovich, 1992). 

これらのことから， NAD(P)+ /NAD(P)Hのバラ

ンスによって保たれている細胞内の還元的雰囲気

あるいはある種の還元酵素がSoxRの不活性型維

持に関与していると推察することができる．

Fig. 7. 
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このことに関連して興味深い実験がある．ク

ローンされた soxR遺伝子の 3'末端を切断して

SoxR蛋白の C末端の 20アミノ酸を変化させる

と， その変異SoxRは非ストレス条件下で高レベ

ルに SoxRS応答を誘導する (Nunoshibaand 

Dern pie, 1994).また逆に前述の MD抵抗性変異

株として分離された soxRc株 5種について DNA

塩碁配列が調べられた結果， 3種の変異株がsoxR

の3'末端に点突然変異を起こしていた (Fig.7). 

しかも cysteineclusterには何の変異も認められ

ない．これらのことは SoxRのC末端が活性化／

不活性化に重要な役割を果たしていることを示唆

している (Nunoshibaand Demple, 1994).さらに

興味深いことに， この変異株は嫌気性条件下では

野生株程度のsoxSの転写レベルにもどる． した

がってこの変異SoxR蛋白は構成的に活性型の

SoxRではな<,むしろ非ストレス条件下でも活

性化される高感度センサー変異体か，または還元

を受けにくい変異体であると考える

ことができる (Nunoshiba and Demple, un-

published). Fe-Sを活性部位として含む大腸菌の

数種の酵素は 02―に感受性で， Feの欠落によっ

て不活性化されるとの報告がある (Kuoet al., 

1987; Gardner and Fridovich, 1991).さらに SoxR

の場合も高濃度の 02―やNO・処理により， Feの

欠落を示す Apo-SoxRと同様の UV/VISスペク

トルが観察された（私信）． SoxRのC末端がFe-S
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を保護するような微妙な蛋白構造に関わるか，ま

たは還元酵素の認識部位として働いていると推察

できる．

8. SoxRによる転写促進機構

DNaselフットプリンティング実験において観

察される SoxRによる soxSpromoter上の保護領

域は， Fe-SoxR単独または RNApolymeraseが存

在する場合も共にー10領域からー35領域を覆い，

領域の変化は先に述べた結合性と合様ほとんど認

められない．したがって現在までのところ， SoxR

がRNApolymeraseのsoxSpromoterへの結合を

促進するというよりは，むしろ転写自体を促進す

る可能性が強いと考えられている (Hidalgoand 

Dern pie, 1994). 

興味深いことに，promoterの一10領域とー35

領域の問隔は， 一般に 17塩甚であるのに対し，

soxSの場合は 19塩碁と 2塩碁多い．同様のこと

がSoxR蛋白と高いホモロジーをもつ MerRが

sensor activatorとして働く merTpromoterにも

確認されており，保護領域もほぼ類似している

(Hidalgo and Demple, 1994). この 2塩碁のずれ

のため RNApolymeraseが一10領域を認識でき

ず， activatorなしには転写はほとんど起こらない

ものと考えられる． MerRの場合， Hg2十を含有す

る活性型蛋白が merTpromoterに結合して，

DNAを巻き戻すと共に DNA鎖自体を歪めるこ
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とが確認されており (Ansariet al., 1991), これが

RNA polymearseによる転写を助長すると考えら

れている (Summers,1992). おそら <SoxRの場

合も同様の機構が考えられるが，証明には至って

しヽなし‘•

9. おわりに

本稿では，大腸菌のレドックスストレス応答

SoxRSについて，その役割，そして誘導や調節の

仕組みについて述べてきた．誘導機構の詳細やヽ ン

グナルについてはまだ dataが十分とはいえず，

いまだ推測の域を脱していないところもあり，さ

らなるinvitroでの分子生物学的な解析が必要で

ある。

SoxRSに調節されている遺伝子のいくつかは，

multi antibiotics resistance operonである marを

はじめ， SoxRS以外の複数の調節を受けているこ

とが明らかになっている． 事実，soxRc変異株や

soxRSが誘導された細胞は，酸化ストレスだけで

なく，各種 antibioticsにたいしても抵抗性を示

す． したがって，それらの調節機構がどのように

協奏または競争 （？）しあっているかは興味深いと

ころである．大腸菌以外の細菌や好気性細胞に同

様の SoxRS応答が存在するか否かについては明

らかではない．たとえばもしある種の病原細菌に

同様の応答があると仮定すると，環境中の RCA

あるいは変異原／発がん物質などによりこれらの

細菌の SoxRSが誘導され，活性酸素や抗生物質

に対して抵抗性を獲得するばかりか，マクロ

ファージにも抵抗性を示すようになる可能性があ

る．そういう微生物学的な見地からもこの種の研

究は重要かも知れない．
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Summary 

Reactive oxygen intermediates are involved in many biological events including signal transduction, 
apoptosis, tumorigenesis, and cellular proliferation and differentiation. Adult T cell leukemia-derived 
factor (ADF)/human thioredoxin(hTRX), which has been reported to be produced by many human T 

cell lymphotropic virus-I-transformed T cells, has an important and fundamental role in cellular 

responses against oxidative stress. Here, we discuss various regulations of ADF/hTRX expression and 
the mechanism of its cytoprotective action. 

Keywords: ATL-derived factor (ADF)/thioredoxin, thiol compounds, cytoprotection, signal transduc-
tion, localization, sex steroid 

活性酸素を中心とする酸化ストレスが，種々の

疾患における病態形成に関与するのみならず，細

胞の増殖，癌化あるいは細胞死に細胞内外の酸化

還元状態が深くかかわりのあることが明らかと

なっている。一方，我々がHTLV-1感染細胞株培

養上清より IL-2receptor a鎖誘導因子として分離

した ATL由来因子 (ADF)は，大腸園の還元酵素

thioredoxinのヒト homologueであり， GSH

system とともに細胞内外の酸化還元状態を制御

する因子として注目されている I),2)。ADF／チオ

レドキシン (TRX)は， リンパ球の活性化に伴い

誘導され， ダイチオールを介する強い還元活性を

持ち，細胞内酸化還元状態（レドックス）のホメ

c 日本環境変異原学会

オスターシスの維持に関係する重要な抗ストレス

蛋白質であることが明らかになりつつある％

本総説では ADF/TRXの多様な発現調節機構

と細胞傷害保護作用を，我々の最近の知見を中心

に紹介し，今後の碁礎及び臨床医学における研究

の方向性について論じたい。

1) ADF/TRXの抗細胞傷害効果

a) 免疫細胞の ADF及びチオール化合物依存

性について

リンパ球の増殖や NK,CTLの細胞障害活性等

の機能に， L-cys tei n e/L-c ys tineやglutathione

(GSH)等のチオール化合物の重要性が報告され
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ている3)-5)。 また近年， HIV感染症或はAIDS患

者において，チオール化合物の減少に碁づくレ

ドックス制御機構の異常や6),7), 炎症の場におい

て発生する活性酸素或いは ROIS(Reactive 

Oxygen Intermediates)が，免疫系細胞のアポトー

シスの一因であることが示唆されている見

我々はこのため GSH, L-cystine/L-cysteine, 

NAC (N-acetyl cysteine)等の低分子量チオール化

合物依存性のレド ックス制御機構と ADF/TRX

との相互作用の碁礎的検討を行った。さらにこの

ような解析を基礎に低分子量チオール化合物の除

去によりリンパ系細胞に引き起こされるアポトー

シスについて検討を行った9)0 

細胞増殖において， ADF/TRXとGSHはとも

にribonucleotide reductase のco-factorとして

DNA合成に関与し10），酸化ストレスに対する防

御においては，ともに比02のスカベンジャーと

して機能することが知られている＂） 。 そこで，

ADF /TRX systemとGSHsystemの関連を解析す

るために， ADF/TRXの細胞外からの作用機序に

ついて，glutathioneのsourceであり，その律速段

階のひとつと考えられる L-cystineの細胞内への

取り込みに対する ADF/TRXの作用をリンパ系

細胞を用いて解析した。また，細胞内の GSH濃

度に対する ADF/TRX添加の効果も検討した9)。

PBL-blastを用いて， 14Cラベルした L-cystine

の細胞内への取り込みを測定する cystine trans-

port assayを行った結果，細胞外培養液に添加し

たADF/TRXは，用量依存的に14C-L-cystineの

取り込みを増強することが判明した (2ng/mlで

数倍， 10ng/mlでは， 10倍以上）。ADF/TRXの

この作用は， 14C-L-glutamic acid及びL-alanineの

細胞への取り込みに対しては認められなかった。

また， 活性部位の一方の cysteineをserineに変換

し，還元作用を持たない mutantADFを用いた場

合も， このような作用は殆ど認められなかった。

2-ME, NAC等の還元剤も同様の効果を持つが，

ADF/TRXとの併用により， synergesticにL-

cystine transportを増強した。さらに， enzymatic

recycling assayによる GSH定量により，細胞外培

養液に添加した ADF/TRXは， PBL-blastの細胞

内GSH濃度を増加させることが明らかとなっ
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た。これらのことより， ADF/TRXはその抗スト

レス作用およびco-cytokine作用に加えて， L-

cystineの細胞内への取り込み促進作用を持ち，そ

の作用を介して GSHsystemと相互作用している

ことが判明した9)。

b) ADFと細胞死

細胞死とレドックス制御異常の密接な関係は，

Bcl-2に関する最近の研究の展開からも明らかに

なっている。bcl-2は，ヒト濾胞性B細胞リンパ腫

における染色体転座t(14, 18)のbreakpointより

免疫グロブリンの heavychianと融合遺伝子をつ

くる遺伝子として見つけられた細胞死防御因子と

して広く知られている。その機序は，細胞の活性

化増強を誘導することにより発癌過程に寄与す

るのではなく，細胞死の誘導を抑制することによ

り細胞を不死化に導くとされている。

S. Korsmyerらの解析から， 最近Bcl-2の細胞

死抑制は， Bcl-2が活性酸素の産生系には影響を

与えないが， 活性酸素を除去過程 （特に比02除

去過程）に対して促進的作用を持つことにより抗

酸化作用を発揮することによることが明らかにさ

れた12)。このことはとりもなおさず活性酸素によ

る細胞死のみならず種々の剌激による細胞死の過

程に活性酸素が共通項として関与することを示唆

している。

しかし Bcl-2タンパク自体にはglutathioneper-

oxidase やcatalaseの活性が認められないことか

らBcl-2が何らかのタンパクを介して抗酸化作用

を発揮し細胞を不死化に導いているものと考えら

れる。

今回我々は，培地中の低分子量チオール化合物

である L-cystine,GSHの除去によるリンパ系細

胞株での細胞死の誘導と，それに対する ADF及

びGSHの投与効果を検討した9)。

PI染色によるflowcytometryにより， T細胞株

Molt-4において， GSH,L-cystine除去培地での培

養により 24~48時間以内にアポトーシスが誘導

されることが明らかとなった9)。 また， この系に

おいて， GSHとADF/TRXは用量依存性に

Molt-4のアポトーシスを抑制した。一方， ADF

を用いた場合にはこのような効果は認められな

かった9)。(Fig.1)また， BSOの添加により通常の
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Fig. 1. Effect of rADF and mADF on apoptosis of Molt-4 caused by thiol depletion. C=L-cystine, G=GSH. 

培地においても GSH,L-cystine除去培地の場合

よりは軽度であるがアポトーシスが誘導され

た9)0 

以上の結果より， ADF/TRXが， L-cystineの細

胞内への取り込み促進作用を持ち，その作用を介

して細胞内 GSH濃度を上昇させることが判明し

た。また，チオール化合物の減少によりリンパ系

細胞にアポトーシスが誘導されること，細胞外の

ADF/TRXは，その細胞死を抑制することが示唆

された9)0

Droge6)びHerzenberg初は， AIDS患者の生体

内での GSH,L-cysteineの低下を， また，我々は

ADF/TRX高発現細胞の減少を報告している13)。

さらに， Buttkeらは HIV感染細胞のアポトーシ

スをカタラーゼが抑制することを明らかにし

た8)。一方ADF/TRXもカタラーゼ活性を持つこ

とが明らかとなっている叫 L-cysteineとそのジ

スルフィドである L-cystineは， GSHのsourceと

して重要であるばかりでなく， それ自身 redox 

bufferとして，細胞内外のレドックス環境を保持

する上で重要な役割をしていると思われる。これ

らのアミノ酸は，それぞれASC系と， Xeという

異なるtransportorを介して細胞膜を通過するこ

とが知られている。特にリンパ球系細胞において

は， Xe系の輸送活性が限られており，かつ，細胞

外の酸化的環境の故に， L-cysteineの量が限られ

ているため（血清中で L-cystineの1/5,in vitroで

は全ての L-cysteineが酸化されて L-cystineに変

換してしまう），細胞の増殖・活性化において， L-

cystineあるいは L-cysteineのdeliveryは， ひとつ

の律速段階となるといえる。正常状態において，

これらのチオール化合物は macrophageからリン

パ球に供給されるが14),1s>, HIV感染症における

macrophage及びリンパ節の破壊によりその供給

が阻害されていること，或いは生体内でのチオー

ル化合物の減少が，直接リンパ球のflagilityの一

因となっている可能性が考えられる。

2) レドックス反応と燐酸化反応

さて，活性酸素等の酸化ストレスによりどのよ

うな細胞内変化が観察されるのであろうか？ 細

胞内情報伝達系の初期ヽングナルに重要な役割を果

たすとされる srcファミリーチロシンキナーゼ

(PTK)のリン酸化及び活性の冗進が活性酸素に

より誘導されることが我々を含めたいくつかの研

究室から報告されている16)-23)。我々は過酸化水素

あるいは細胞内チオール基 (-SH基）の特異的酸

化剤の diamideがT細胞においてリンパ球特異
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的srcファミリー PTK(Lek)を中心とするいく

つかの細胞内タンパク質のチロシンリン酸化を誘

導することを観察している17)。電離放射線や UV

照射による細胞死誘導の場合にも，細胞内で活性

酸素が産生され，それによりチロシンリン酸化や

チロシンキナーゼ活性の冗進が認め られる。この

場合に細胞を N-acetylcysteineで処理し細胞内の

活性酸素のスカベジン能あるいは還元型の GSH

量を増加させておくと細胞死が防御できるとされ

ている。また一方でこれらの活性酸素による細胞

死はチロシンキナーゼインヒビターでも抑制が可

能との報告もあることから16),17),活性酸素による

チロシンリン酸化の誘導が細胞死に至るヽングナル

伝達系に関与 していることが示唆される。src

ファミリー PTKはN末端が myristylationされる

ことにより，細胞膜に結合した形で存在し，膜表

面分子に会合することでそれらの分子からの初期

細胞内ヽングナル伝達に深く関わっていることが既

に明らかとなっている。それらの発見の端緒は，

1988年 Rudd24>,Veilletteら25)による CD4あるい

はCD8分子とsrcファミリー PTK(Lek)との会

合の証明である。その後TCRと Fyn26>,BCR (B 

細胞抗原ヘセプター）と Lyn21)など様々な膜表面

分子と srcファミリー PTK会合が証明され，そ

の細胞質内ドメインにキナーゼ活性を持たないリ

ンパ球膜表面分子からのシグナル伝達の初期段階

に， これらチロシンキナーゼが機能していると考

えられている。一方脂質膜は活性酸素の影響を最

Inflammation 
UV, ionizing irradiation 

も受けやすい部分の一つであり，膜にアンカーさ

れた srcファミリー PTKが酸化ストレスに対す

るセンサーあるいはシグナル伝達分子となってい

ることは，細胞にと って極めて合理的とも思われ

る。また Hela細胞では UVによる転写因子AP-1

の活性化過程に， 活性酸素による c-Src,Fynキ

ナーゼの活性の冗進とそれに伴う Ha-Ras,Raf-1 

の活性化が必要であることが証明されており 16)'

さらに UVによる NF-KBの活性化においても src

ファミリー PTKの活性化が必要であるとされる

ことから叫酸化ストレスに対する細胞内初期ヽン

グナル伝達には，膜表面分子からのシグナルと同

様に srcファミリー PTKが重要な役割を果たし

ていることがわかる。しかし膜表面分子からのシ

グナル伝達と違い酸化ストレスは細胞外から直接

細胞内へ作用でき，また細胞内においても産生さ

れていることから，酸化ストレスがチロシンキ

ナーゼを含めた細胞内情報伝達系のい くつかの段

階でヽングナル伝達を制御していることも考えられ

る。(Fig.2) 

3) 細胞のストレス応答における細胞内 ADF/

TRXの局在とその役割

最近ADF/TRXの細胞内 relocalization現象が

明らかになった。皮膚の初代培養の keratinocyte

にUVBを照射し ADF/TRXを免疫蛍光染色法

(immunofiuosensence, IF)で検出するという実験

系のデータである。初代培養keratinocyteでは，

src family PTKs 

／ガ↓ ↓ 
ROls//／↓  ↓ 

endogenous ROls _,,,― 
/‘‘¥、、翌↓

I-kB 

endogenous 1mt!oxidant __」---→> 
(ADFtrRX, Ref-1) 
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plasma membrane 

冥雲「→

Fig. 2. Schematic representation of the cross-talk between signal transduction and redox regulation. 

無剌激の培養条件下では， ADF/TRXは，細胞質

内にごくわずかに検出できるが， UVB照射後 l

時間後には，細胞質内の ADF/TRXは，核内に移

行し細胞質内の染色は検出できなくなる。 8時間

後には，核内の染色は持続しているが細胞質にも

強い染色が起こる。最終的に核内の染色は， UBV

照射後 20時間以上持続する。 このデータから，

ADF/TRXのUVBによる核移行・発現誘導が示

された。同じく keratinocyteのcell lineを用い，

ADF/TRXの検出に WesternBlotを用いた実験

系においても同様な結果を得ている。すなわち，

細胞に UBVを照射後，時系列に ADF/TRXの蛋

白量を，細胞質分画・核分画に分けて調べたとこ

ろ，照射後 1時間後には細胞質分画における

ADF/TRXの減少とともに核分画での増加が観

察され 8時間後には細胞質分画での発現量が増え

細胞全体としての ADF/TRXの発現量が増加す

るという結果が得られている。(Fig.3) 

この核移行した ADF/TRXは核内でどのよう

な役割を担っているのであろうか。近年，転写因

子のレドックス制御についての報告が相次いでい

る。APlはRef-1とよばれる分子によって転写活

性が調節されていることが，米国のカラン博士ら

によって示されているが，この調節には ADF/

13 kDa ___,. 

Hou『s after 
UVB irradiation 

Nucleus/Cytoplasm 
(%) 

TRXが関わっていることが明らかにされている。

in vitroで精製 ADF/TRXは精製 NF-KBp50の

DNA結合能を Cys62のthiol基の還元をとおして

調節することを，我々は明らかにしてきた。この

ように核内に移行した ADF/TRXは， 一つには

転写因子のレド ックス制御を担っている可能性が

ある。UBVの照射後 1時間以内というきわめて

早い応答性は， ADF/TRXが細胞のストレス応答

のきわめて初期に keymoleculeとして働いている

ことを示唆し，大変興味深い。

UV照射により細胞内に ROis(reactive oxygen 

intermediates)が発生 し，この ROlsが一種のセカ

ンドメセンジャーとして作用し細胞の活性化に関

わるというモデルが提唱されている。ADF/TRX

がUV被照射後，迅速に核内に移行するという減

少から ADF/TRXをstresssenserとして捉えるこ

とができる。ADF/TRXは，還元型・酸化型とし

て細胞内に存在するが， この両者で大きくタンパ

ク質としての 3次元構造が異なることが知られて

いる。UV照射により ADF/TRXの酸化還元状態

が変化し，その結果，核内に移行するという可能

性が考えられるが，また ADF/TRXと細胞質で

結合しているタンパク質との結合・解離がADP/

TRXの細胞内局在を決定しているとのモデルも

Western Blotting 
Nuclear Extracts 

゜

0

0

 ー 414 

8 

334 

8(-) 

181 

Fig. 3. Expression and distribution of ADF/kTRX after UVB irradiation were examined with Western blot 
analysis in human keratinocyte cell line HSC-1. ADF/hTRX was translocated rapidly form cytosol to nucleus 
after UVB irradiation and this translication persisted for 8 hours. 
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Fig. 4. Western blot analysis of ADF/TRX in cultures of isolated human endometrial stromal cells (ESCs). ESCs 
were treated with no gonadal steroids (C), 10 nM of estradiol-17/3 (E), 100 nM of progesterone (P), and 10 
nM of estradiol-17/3 plus 1()(}nM of progesterone (EP) for 7 and 14 days. 

考えうる。 た子宮内膜細胞の初代培養系を用いて，性ステロ

われわれは，この ADF/TRXの細胞内局在の イドによる ADF発現制御を検討した。

変化が， keratinocytesの系のみならず， リンパ球 免疫染色では，月経周期に関連した cyclicな発

や子宮内膜細胞でも起こることを確認しており， 現を認め，性ステロイドの影響が示唆された。特

それぞれ細胞の活性化，以下述べるように性ホル

モンとの関連についての検討を行っている。

4) 性ホルモンによる ADF/hTRXの発現とその

制御機構について

TRXは，妊娠個体の体液中に増加する免疫調

節因子である EaryPregnancy Factor (EPF)の主

成分であることが報告されている28)。更に生殖現

象において重要な役割を担っていることを示唆す

る知見が近年報告されている。たとえば，invitro 

における胚発育を停止・遅延させる原因は酸化ス

トレスによるが，thioredoxinを培養液に添加する

ことにより，胚発育停止が解除され胚発生が促進

される29)。また，胚発生・胚発育・着床の場であ

る卵管上皮，子宮内膜，妊娠初期脱落膜に ADF/

hTRXの発現が免疫組織染色で認められる30)。以

上の知見から，性ホルモンによる ADF/hTRXの

発現調節機構，子宮内環境における ADF/hTRX

を中心とした redoxregulation,あるいは増殖・分

化・剥離を短期間に繰り返す子宮内膜の biology

における ADF/hTRXの役割など，生殖生理学の

みならず産婦人科学の観点からも興味深い。

われわれは，性ホルモンのtargetのひとつであ

る子宮内膜を materialに用い， ヒト月経周期に関

連した子宮内膜における ADF/hTRXの発現を免

疫組織染色で検討するとともに， ヒトより得られ
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に間質細胞が脱落膜変化 (decidualization)を起こ

すと，発現の増強を認めた。また高estrogen環境

(progesteroneに暴露されていない）によって誘導

される内膜過形成では，発現の増強が認められ

た。一方， 内膜初代培養細胞での ADF蛋白の発

現は，間質細胞において，invitro decidualization 

を誘導させる Estrogen+Progesterone添加培養群

で発現が冗進するが， estradiol単独添加群でより

強い細胞内 ADF蛋白の発現が認められた。 (Fig.

4) 免疫染色の結果からは， progesterone依存性

（特に腺細胞において）の発現機構が示唆された

が，内膜過形成で強度に ADF/hTRXが発現して

いること，またinvitroでestradiolによって ADF

の発現が増強されていることからも， estradiolの

方がADFの重要なinducingfactorではないかと

考えられる。少なくとも ADF/hTRXの発現に

は，子宮内膜がestrogenにprimeされている必要

があると思われる。

ヒト子宮内膜における ADF/hTRXの意義につ

いては，あくまでも推測の域をでないが，子宮内

にはマクロファージやナチュラルキラー細胞など

が着床期周辺に集積し31),32>, TNFなどの種々の

炎症性サイトカインが産生され31,33), それに伴い

種々の活性酸素種が生成されている31)。このよう

に酸化ストレスに暴露されている子宮内環境のホ

メオスターシスを維持するために，おそらく

婆
Thioredoxin Sy~t_e_f!l __ 

ヘ^ Redox Regulation 

靱L-cystine □yXしxtxeIne〉-:l:e:raa:n:e:
anti-stress 

Fig. 5. Possible roles of intracellular ADF/TRX system and L-cystine/L-cysteine in redox regulation. 

ADFを中心とした防御系が働いている可能性が

考えられる。

まとめ

ADFは， 104個のアミノ酸からなる分子量約

13 kDaの蛋白であり， HTLV-1,EBYなどのウイ

ルス感染細胞や悪性腫瘍細胞などに高発現してい

るとともに，紫外線放射線照射，比02他の酸化

剤，ディーゼル排気微粒子などの酸化ストレスに

より強く誘導されることから一種のストレス反応

性蛋白質と考えられる。また，当研究室の谷口ら

のADF遺伝子の発現制御に関する解析により，

ADF遺伝子の 5'上流約900ベース近傍に比02,

-SH甚酸化剤，カドミウム，紫外線などの酸化ス

トレスに反応する 32bpの領域がenhancer部位

として存在することが明らかになった。この se-

quenceは既知の enhancersequenceを含んでおら

ず，酸化ストレスによる ADF/TRXの発現誘導

には新たな cis-actingregulatory elementの存在が

示唆されている。

蛋白レベルにおいては ADFは酸化ストレスに

対する防御因子として機能しているものと考えら

れる。 細胞外より加えた recombinantADF は

比02,TNF a,抗 Fas抗体などによる細胞障害，

細胞死を防御することが判明している 1)。recom-

binant ADF は細胞内 GSH合成の律速段階であ

るL-シスチンの細胞内への取り込みを促進する

ことから， これらの防御機構には redicalscaven-

gerとしての作用と共に GSHsystemを介した作

用も考えられる。また， ADFは活性中心にある 2

つのチオール基を介した還元活性により蛋白と蛋

白，蛋白と DNA/RNAとのinteractionを制御

し，細胞内における機能調節因子としての作用を

有している。Jun/FosやNFKBなどの転写因子の

活性は， ADFを介する細胞内酸化還元状態によ

り制御されることが示唆されているが，前述した

ように ADFが紫外線照射により細胞質から核内

へ移行することが明らかとなり，ストレス下にお

ける遺伝子の発現調節においては特に重要な役割

を果たしている可能性がある。(Fig.5) 

ADFの発現は，種々のストレスのみならず， 子

宮内膜においては性ステロイド（特に estradiol)

により増強されることが示唆された。谷口らが解

析した ADF遺伝子のダ上流約2.6kbpまでには

(manuscript in preparation), palindrome構造をと

るestrogen-responsiveelementの consesus(AGG-

TCA-XXX-TGACCT)は存在しない。しかし最近

核内レセプターや転写因子の活性化・transloca-

tionに関して ADF/TRXのレドックス制御機構

が関与する知見が急速に集積している。 Estrogen

receptorの制御に， レドックス制御機構が関与す

る可能性は今後検討するべき課題である。
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以上のように ADFは多くの機能を有 し，細胞

外環境の調整，細胞内 redox状態の制御，さらに

は細胞ストレスに対する防御因子として働くこと

より，細胞の増殖や細胞死の防御に関与している

ものと思われる。今後， ADFをはじめとした

redox制御機構とシグナル情報伝達系がさらに詳

細に解明されることが期待される。
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Oxidative DNA damage in lung tissue of rats exposed to silica dust 
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Summary 
Occupational exposure to silica is often associated with the development of pulmonary fibrosis and 

occasionally, lung cancer. These development may be mediated through oxidant-induced cellular injury. 

The effects in rats were investigated at 1, 3, 5, 7, 14 and 28 days after a single intratracheal instillation 

of silica (50 mg/kg). We measured the levels of 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (oh8dG) in the lung 

tissues, reduced glutathione (GSH) and superoxide dismutase (SoD) in the bronchoalveolar lavage 
fluids (BALF). The levels of pulmonary oh8dG increased at approximately 2-3 fold on 1st, 3rd and 5th 

day after the exposure to silica compared with those of the control groups (1.27士0.68vs. 2.85土1.14,

1.43土0.82vs. 3.63士2.01,1.14士0.64vs. 3.26士1.75, respectively). It is considered that the pulmonary 

DNA was damaged by reactive oxygen species, which was generated from alveolar macrophages and 

polymorphonuclear leukocytes stimulated by instillation of silica. The decreased levels of SOD in the 

early stage and increased levels of GSH in the late stage observed in BALF of exposed rats might be 

protective reactions against the generation of oxygen species. These results suggest that oxidant-induced 

cellular injury might play an important role in early stage of silica-induced toxicity. 

Keywords: silica, oxygen radical, 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine, lung tissue, bronchoalveolar lavage 

fluids 

戸

シリカの長期間吸入は，肺の繊維増殖性変化を

体とした珪肺症の病因として知られており，一

方，肺癌を引き起 こすという報告 もある（Sten-

back and Rowland, 1979; Goldsmith et al., 1982; 

IARC, 1987; Mastrangelo et al., 1988; Nurminen et 

al., 1992). また，近年，invitroやinvivoの研究に

おいて， シリカやアスベスト吸入による肺への毒

性発現機序に， 活性酸素が引き起こす細胞傷害を

伴っ ていること が示唆されている (Vallyathan

et al., 1988; Vallyathan et al., 1992; Ghio et al., 

1992). 

8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (oh8dG)は， 多 く

の環境発癌物質などに関連して発生する活性酸素
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によって DNAが損傷を受けた結果，生じること

が明らかにされている物質で，活性酸素発生に伴

うDNAの酸化的損傷マーカーのひとつである

(Floyd, 1990;葛西， 1990). また， oh8dGを含む

DNAは， DNA生合成中に GC→TAのトランス

バージョンを引き起こすことが知られており

(Shibutani et al., 1991), 動物を用いた発癌実験に

おいても，発癌の標的臓器の DNA中に生じるこ

とが確認されている (Kasaiet al., 1987; Kasai 

et al., 1989; Umemura et al., 1990). 

本報告は，経気道的にシリカを投与したラット

の，肺組織DNA中の oh8dGと肺胞洗浄液

(BALF)中の還元型グルタチオン (GSH)とスー

パーオキサイドジスムターゼ (SOD)を測定し，

シリカ曝露により肺組織の DNAへの酸化的損傷

の機構について検討を加えたものである．

実験材料および方法

1. 実験動物

体重 220-300gの SPF-Wistar系雄性ラット 10

週令を用い，飼料と飲料水は自由摂取とした．

2. シリカの経気道的注入方法

粒径 5μmの工業用シリカ (BerkeleyMin-U-Sil: 

Pennsylvania Glass sand Corporation, Pittsburgh, 

PA)を， ソニケーターで生理食塩水に均ーに 50

mg／面に懸濁したものを，、ンリカ懸濁液とした．

ラットは，ペントバルビタールで麻酔後，気管を

露出して，、ンリカ懸濁液 1ml/kg体重になるよう

に経気道的に一回注入したなお，対照群は生理

食塩水のみを等量投与した投与後 1,3, 5, 7, 14, 

28日目に BALF, 肺組織を採取し試料とした．

BALFは，開胸後，気管切開し，テフロン

チュープを挿入固定後， 37℃に加温した 2.0%へ

パリン添加生理食塩水 40ml/kg体重を注入し，

同一洗浄液で注入，排出操作を 3回繰り返した

後，ガーゼで濾過した液を BALF試料とした．肺

組織は脱血後， 左側肺を切除し， DNA抽出まで

-80℃で保存した．

3. 肺組織DNA中oh8dGの測定

左肺組織約 0.1gを 0.1M EDTA-saline buffer 
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Fig. 1. The levels of 8-hydroxydeoxyguanosine 
(oh8dG) in lung tissues from silica exposed rats 

and their controls. 
() : Number of samples, *p < 0.05, **p < 0.01. 

(pH 8.0) 2 mlでホモジナイズして DNA抽出用試

料とした． DNA抽出は，自動DNA抽出器

(GENEPURETM Model341 Nucleic Acid Purifica-

tion system, Applied Biosystems, USA)を用いて，

イソプロパノールで抽出した． DNA試料は， 蒸

留水 200μlに溶解後， NucleasePl (Yamasa Co., 

Japan)とalkalinephosphatase (SIGMA Chemical 

Co., USA)でヌクレオヽンドにまで分解し， Floyd 

や葛西らの方法により，電気化学的検出器を接続

した HPLC法により定量した (Floydet al., 1986; 

Kasai and Nishimura, 1986). 

4. 生化学的検索

SODは， SOD測定用キット（和光純薬社製）を

使用し， GSHは比色法 (Cantinet al., 1987)で測

定した．

結果

1. 肺組織DNA中oh8dG

肺組織DNA中oh8dGの変動を Fig.1に示し

た．対照群は，全期間を通して， 0.83-1.77/105dG 

で推移したが， 、ンリカ投与群では，投与後 l日目

で 2.85士1.14/105dGと有意(p<0.01)に増加し，

投与7日目まで約2-3倍程度増加した．

2. BALF生化学的検査

BALF中SODとGSHをFig.2に示した．対照

群の SODの平均は， 35-60U/mg proteinで推移

したが， シリカ投与群は，全期間を通して対照群
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Fig. 2. The levels of superoxide dismutase (SOD) 
and reduced glutathion (GSH) in bronchoalve-
olar lavage fluids from silica exposed rats and 
their controls. 

Number of rats in each group was 5. *p < 0.05. 

に比し低下傾向が認められた． GSHは，シリカ投

与7日目から増加し始め， 7日と 28日は有意

(p<0.05)な増加が認められた．

考察

本研究は，吸入されたシリカによる肺組織への

毒性発現機序に，活性酸素が関与しているか否か

を，肺組織DNA中の o酎dGの生成量を測定する

ことで検討したものである．

活性酸素を発生し，かつ発癌因子といわれてい

るX線照射やアスベストと比02との共存実験

ニッケル化合物などによって， oh8dGが生成され

ることはinvitroにおいて確認されており (Kasai

et al., 1984; Kasai and Nishimura, 1984; Kasprzak 

et al., 1989), また動物実験においても，臭素酸カ

リウムや種々のペルオキソゾーム増殖剤などの発

癌物質投与で標的臓器DNA中に oh8dGの生成

が認められている (Kasaiet al., 1987; Kasai et al., 

1989a; Takagi et al., 1990). また oh8dGは， GC→

TAなどのトランスバージョンを起こし，遺伝子

変異の頻度を増加させる (Shibutaniet al., 1991). 

ヒト肺癌のp53癌抑制遺伝子においても，高頻度

にGC→TAが見い出されていることから，肺癌

に対して， oh8dGの関与も示唆されている (Holls-

tein et al., 1991;葛西， 1990).

今回， ラットに、ンリカを経気道的に投与した結

果，投与後 1日目から 5日目において，標的臓器

である肺組織DNA中の oh8dGが有意に増加し，

シリカにより肺組織において活性酸素が発生する

ことが明かとなったが， 14日目以降は対照群と同

レベルにまで回復した．

経気道的に投与されたシリカは，まず肺胞内に

到達し，肺胞腔に存在している肺胞マクロファー

ジ(AMs)に貪食され，そこでAMsから種々の

chemotactic factorの放出および活性酸素が産生

され， AMsは死滅し，そこからシリカが遊離して

再び別の AMsに貪食されると思われる (Wallaert

et al., 1990;松岡ら， 1992). また，多核好中球

(PMNs)も遊走され， PMNsからも同様に che-

motactic factorの放出および活性酸素の産生が起

こり，さらに毒性を発揮するという過程が繰り返

されたものと推測された．

それに対して SODやGSHは，直接または間接

的に活性酸素を除去することが知られており

(Armato et al., 1984; Evelo et al., 1993; Sohn et al., 

1993),事実， oh8dGの生成もこれらにより阻害さ

れるという報告がある (Kasaiet al., 1989b).‘ンリ

力投与により， BALF中SODは， 投与 l日目よ

り減少傾向を示し 14日目以降はさらに低下し，

GSHは， 7日目以降で増加した．

シリカの貪食刺激により発生した活性酸素は，

SODにより 02―から凡02に変換されると思わ

れるが，同時に AMsなどの破壊や 02―産生に

伴ってグルタチオンペルオキシダーゼや GSHの

活性を低下させる (Konoand Fridovich, 1982; 

Blum and Fridovich, 1985). それに伴いさらに

02―の産生，凡02の蓄積をきたし，結果的に

H202は逆に SOD活性を低下させた可能性が示唆

されたまた， GSH活性の低下により逆にその代
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謝回転が高まり，同時に，活性酸素による剌激で，

GSHの碁質となるシスチンの輸送系であるx-c
系の活性も誘導（坂内，立石， 1988) され，結果

として，遅れて GSHが増加してきたものと推測

された．

このように、ンリカ刺激により発生した活性酸素

により，投与後早期に，肺組織において oh8dGが

増加したが， 14日目以降には， GSHなどの活性

酸素に対する防御機構がより活性化されて，結果

的に oh8dGの生成を阻害したものと思われた．一

方， oh8dGには，すでに E.coliにおいて修復酵素

(oh8dGエンドヌクレアーゼ）が精製されている

(Chung et al., 1990). また，放射線照射によって

生じたマウス肝 DNA中の oh8dGが時間ととも

に減少することから， マウスの肝臓には， 0計dG

の修復機構が存在することも示唆されており

(Kasai et al., 1986), マウス，ラット，ウシの各種

臓器や， ヒト好中球からも修復酵素が検出されて

いる (Chung,1991; Yamamoto eta/., 1992). また，

in vitroにおいて， 0計dGの半減期は約 30分と非

常に短いことも報告されている (Kasaiet al., 

1986). このように， oh8dGの修復機構も同時に働

いて修復された可能性がある．

以上， 、ンリカの経気道的投与は，投与初期に標

的臓器である肺組織において活性酸素を発生さ

せ， DNAに損傷を与えることが明らかとなった．

この現象が肺の繊維化や癌など肺への毒性発現に

際してのtriggerとなる可能性が示唆された．
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酸素ラジカル及び一酸化窒素 (NO)によって生ずる

DNA損傷がNIH3T3細胞中で誘発する点変異

DNA lesions produced by oxygen radicals and nitric oxide 
induce point mutations in NIH3T3 cells 
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Summary 
To determine mutations induced by 8-hydroxyguanine (8-0HG), xanthine (X), and hypoxanthine 

(I) which are produced by oxygen radicals and nitric oxide, synthetic c-Ha-ras genes with a DNA lesion 

at codon 12 or codon 61 were constructed. When transfected into NIH3T3 cells, foci were formed by 

these lesions. We analyzed the amplified ras gene fragments derived from some transformed cells and 

found that point mutations were induced by the lesions at the modified sites (8-0HG→T,X→A, and 
I→G). Moreover, we observed 8-0HG→A transitions and mutations in the 5'-flanking site of 8-0HG. 

Keywords: 8-hydroxyguanine, xanthine, hypoxanthine, mutations, NIH3T3 cells 
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活性酸素によって多種多様な DNA損傷が生

じ，それらが変異や発癌と関係していることが知

られている (Ames,1983). 

8-Hydroxyguanine (8-0HG, Fig. 1)は， 1984年，

葛西と西村に よって報告された DNA損傷であ

り，活性酸素を産生する環境変異原によって生ず

ることが報告されている (Kasaiand Nishimura, 

1984a, 1984b, 1984c; Kasai et al., 1984, 1986). この

修飾塩碁に対して DNAポリメラーゼがinvitro 

の系において， CとAを取り込むことや (Shibu-

tanieta/., 1991; Kamiya eta/., 1992c), 大腸菌を用

c 日本環境変異原学会

いた系において， G→T変異を誘発することが知

られている (Woodet al., 1990; Cheng et al., 1992). 

我々は，哺乳動物細胞内における 8-0HGの変異

誘発能と変異スペクトルを明らかにするために，

8-0HGを含むオリゴデオキ 、ンヌクレオチドを化

学合成し， c-Ha-ras遺伝子のコドン 12又はコド

ン61に導入し， NIH3T3細胞にトランスフェク

ションした．

活性酸素に関連した化合物として nitric oxide 

(NO)が知られている． NOは様々な生物作用を

有していることが知られているが， DNAに対し

て作用し，脱アミノ化反応を促進することが報告
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Fig. I. Formation and chemical structures of DNA lesions investigated in this study. 

されている (Nguyenet al., 1992).つまり， NOに

よって， Cから U(5-methyl Cから T)が， Gから

xanthine (X, Fig. 1)が， Aから hypoxanthine(I, 

Fig. 1)が生ずる．我々は， X及びIの哺乳動物細

胞における変異誘発能を調べる目的で， Xを

c-Ha-ras遺伝子のコドン 12に， 1をコドン 61に

導入し， NIH3T3細胞にトランスフェクションし

た．

これらの DNA損傷がどのような変異を誘発し

たを解析したところ，修飾部位における点変異が

検出された (8-0HG→T,X→A,I→G). 8-0HGの

場合，導入部位によっては他の変異 (8-0HG→A,

岳隣接部位の変異）も観察された．

実験材料および方法

1. オリゴヌクレオチドの合成と精製

8-0HG及びXを含むオリゴヌクレオチドは，

既に報告 した方法により合成した (Kamiyaet al., 

1992d; Koizume et al., 1994). Iを含むオリゴヌク

レオチドは市販のフォスフォロアミダイト体

(Applied Biosystems)を用いて合成した．

オリゴヌクレオチドは逆相及びイオン交換

HPLCにより高純度に精製した (Kamiyaet al., 

386 

1992d). 

2. DNAカセットの構築とベクターヘの挿入

DNAカセット (Fig.2)は数種の合成オリゴヌ

クレオチドを酵素的に連結することにより調製し

た．

ベクターヘの挿入は既報に従って行った

(Kamiya et al., 1992a, 1992d). 

3. DNAトランスフェクション

NIH3T3細胞への c-Ha-ras遺伝子の導入は， リ

ン酸カルシウム法により行った (Kamiyaet al., 

1989). 1回のアッセイには 30μgの NIH3T3細胞

のゲノム DNAと適当量（50~500ng)の c-Ha-ras

ベクターを用いた．

4. トランスフォーマント中の c-Ha-ras遺伝子

の解析

フォーカスを形成した細胞を単離し，ゲノム

DNAを抽出した．コドン 12又はコドン 61の近

傍領域をポリメラーゼ・チェイン・リアクション

(PCR)法により増幅した．

DNA損傷によって誘発された点変異は PCR-

8-0HG35 

8-0HG34 

Met-Thr-Glu-Tyr-Lys-Leu-Val-Val-Val-Gly-Ala-¥[-Gly-Val-Gly-Lys-ser-
<-------------------HRU1-------------------> <---l-lf-HRU2---> <---------HRU3--------> 
CG.Al: ATG ACG GA.A TAT A.AG CTG GTG GTG GTG GGC GCC GGC GGT GTG GGC MG  A~ぐ， TGTAGG

.IA TAC TGC CTT ATA TTC GAC CAC CAC CAC CCG CGG CCG CCA CAC CCG TTC T ~ ACAT 
<---------------HRL2-------------> <-------------------HRL1--------------------> 
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制限酵素法 (8-0HG,X)または single-strandcon-

formation polymorphismを利用した PCR-SSCP法

(I)を用いて解析した (Kamiyaet al., 1992a, 1992 

b, 1992d). 

結果

1. DNA損傷を含むc-Ha-rasベクターの構築

8-0HG及びXはDNA中の Gが修飾されて生

成したものであることから， c-Ha-ras遺伝子の点

変異のホットスポットであるコドン 12又はコド

ン61中の Gの位置に導入した． Xはコドン 12

(GGC)の2番目の位置（以下， 35位）に導入し

た(Fig.2). 8-0HGの場合，位置による変異スペ

クトルの違いを明らかにする目的で， 35位のみな

らず，コドン 12の 1番目の位置 (34位）及びコド

ン61のnon-coding鎖（GTT)の1番目の位置

(181位）にも導入した (Fig.2). IはDNA中の A

が脱アミノ化されて生じたものであり，コドン 61

(CAA)の2番目(182位）に導入した (Fig.2). 

これらの損傷塩基を含むDNAカセットは合成

オリゴヌクレオチドの酵素的連結により調製し，

ラウス肉腫ウィルスの LTRを有するベクター

ヘ， 2種類の制限酵素部位 (Clal-BssHII又はEco-

X35 

RV-Be/I, Fig. 2)を用いて導入した (Kamiyaet al., 

1992a, 1992d). 

2. DNA損傷を導入した c-Ha-ras遺伝子のトラ

ンスフォーム活性

以上の様にして調製したベクターを NIH3T3

細胞にトランスフェクションしたところ，細胞の

集落であるフォーカスが生じた． フォーカスの形

成は原則的には， c-Ha-ras遺伝子の活性化（点変

異）によって生じると考えられるために，生じた

フォーカスの数を測定することにより NIH3T3

細胞中における変異の頻度を知ることが可能であ

る．対照として，正常型の配列を有する Gly-12

（コドン 12の場合）または Gln-61 （コドン 61の

場合），及び活性型の Val-12,Asp-12（以上，コド

ン12の場合）， Lys-61,His-61, または Leu-61（以

上コドン 61の場合）を用いた．

Xを導入した c-Ha-ras遺伝子によって多数の

フォーカスが形成された．その数は活性型の Asp-

12のおよそ 25~45％程度であった． 一方， Iの場

合にもフォーカスの形成が誘導された． この場合

にも活性型Leu-61によって生じたフォーカスの

およそ 35~50％であった．以上の観察結果は， X

387 



やIの変異率がかなり高いことを示している

(Kamiya et al., 1992a, 1992d). 

8-0HGの場合，生じたフォーカスの数はかな

り少なく，活性型c-Ha-ras遺伝子の 1~2％程度

であった (Kamiyaet al., 1995). このことは，細胞

中に導入した 8-0HGのほとんどが修復されてい

ることを示唆している．

トランスフォーマント中の c-Ha-ras遺伝子

の解析

フォーカスを形成した細胞中の ras遺伝子を

PCR法により増幅させ， DNA損傷によって誘発

された点変異の検出を行った．

35位に 8-0HGを含む ras遺伝子によってトラ

ンスフォームした細胞の分析結果の一例を Fig.3 

に示す．点変異の検出には，我々の開発した，

PCRと制限酵素処理を組み合わせる方法 (PCR-

制限酵素法）によって行った (Kamiyaet al., 

1992b, 1992d). この方法は，特定位置に特定の変

異が生じている場合にのみ DNA断片が切断され

るので，容易に点変異の検出が可能となる． Fig.

3aに示したクローンの場合には制限酵素Aatllに

よる切断が生じていた．これは， 35位，すなわち，

8-0HGを導入した部位に G→T変異が生じたこ

とを示す．一方， bに示したクローンの場合には

制限酵素Stulによって生じていた．興味深いこ

とに， これは， 35位に 8-0HGを導入したことに

より，その岳隣接部位 (34位）に G→T変異が生

3. 

9H 
5'-GGC-3' 

↓ 
T14 
A 1 

5'-GXC-3' 

↓ 
A16 

T 1 

Fig. 4. 

じたことを示している．同様に解析を行った結

果，変異の見い出された 37クローン中，修飾部位

(35位）が T,A,及び Cに変異していたものはそ

れぞれ 22,8, 1クローンであった (Fig.4). 岳隣

接部位 (34位）に変異が検出されたクローンは，

184
↓4163161 

a 

M123456 

b
 

123456M  

M: marker 

lane 1 : Aalll (35T) 

2: San (35A) 
3 : Bbel (35C) 

4 : Stul (34T) 
5 : Mscl (34A) 
6 : Apa! (34C) 

Fig. 3. Sequence analysis of c-Ha-ras genes present 
in transformed NIH3T3 cells. 

a) Analysis of a clone with a mutation at the 8-

OHG site. b) Analysis of a clone with a mutation 

in the position adjacent to 8-0HG. Lanes 1 to 3, 
analysis of the second position of codon 12, AatII 

for T (lane 1), Sall for A (lane 2), and Bbel for 

C (lane 3). Lanes 4 to 6, analysis of the first 
position of codon 12, Stu! for T (lane 4), Mscl 

for A (lane 5), and Apa! for C (lane 6). M 
corresponds to the PCR product without treat-
ment with the restriction enzymes. Uncleaved 
PCR products are 184bp. Cleaved products are 

161 (Aatll, Sall, and BbeI) or 163 bp (Stu!, 

Mscl, and ApaI). Arrows indicate position of 
the cleaved and uncleaved fragments. 

OH 

5'-GGCー 3'

I¥ 
A 5 T 22 
T 4 A 8 
C 2 C 1 

OH 

5'-TTG-3' 

I¥ 
C 4 T 35 
A 1 

5'-CIA - 3' 

↓ 
G 20 
T 1 

Mutations induced by 8-0HG, X, and I. 

G→A変異を持つものが 5クローン有り， G→T, 

G→C変異を持つものがそれぞれ 4,2クローンで

あった (Fig.4). 34位に 8-0HGを導入した ras

遺伝子の場合，変異を有する 15クローンのほと

んどがTへの変異を有していた (Fig.4).箕隣接

部位 (35位）における変異は検出されなかった．

181位の場合，検出できる変異が限られているが，

修飾部位における Tへの変異と， 5-隣接部位に

おける変異が観察された (Fig.4). 

Xおよび1の誘発した点変異も検出した． Xの

場合には PCR-制限酵素法により， Iの場合には

PCR-SSCP法によって分析を行った．その結果，

Xは主として G→A変異 Iは主として A→G変

異を誘発していた (Fig.4). また， Xによって

G→T変異が， IによってA→T変異が各 lク

ローン検出された．

考 察

活性酸素及びその関連化合物がどのような変異

を誘発するかを調べることは，変異や発癌の機構

を考える上で極めて重要なことである．今回我々

は，活性酸素及び NOによって生ずる DNA損傷

である， 8-0HG,X, Iの哺乳動物細胞における変

異スペクトルを調べた．

8-0HGはinvitroや大腸菌を用いた系で， G→

T変異を誘発することが知られている (Wood

et al., 1990; Shibutani et al., 1991; Kamiya et al., 

1992c; Cheng et al., 1992).本研究で得られた結果

は，大筋としてはこれらの報告と一致している．

しかし， 8-0HGを導入した位置によっては， G→

T変異のみならず， G→A変異を誘発すること，

また，岳隣接部位における点変異が生ずることが

哺乳動物細胞 (NIH3T3細胞）中の変異スペクト

ルの特徴である (Kamiyaet al., 1995). この岳隣

接部位の変異は複数の配列中の 8-0HGにおいて

検出されていることから，かなり一般的な現象と

思われる．以前に我々は， 35位に 8-0HGを導入

した c-Ha-ras遺伝子の変異について報告してい

るが (Kamiyaet al., 1992b), 今回の 35位の

8-0HGの結果と一致している．以前の研究では，

8-0HG を含むオリゴヌクレオチドを 8—メトキシ

グアニンを有するオリゴヌクレオチドからの化学
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的変換によって調製していた (Kamiyaet al., 

1992b). 本研究で用いたオリゴヌクレオチドは別

の合成ルートを経て調製されたものであり (Koi-

zume et al., 1994), 2つの研究で同様な結果が得

られたことは， G→T以外の変異がオリゴヌクレ

オチド中の不純物である可能性を否定するもので

ある．また，同じ配列の DNAを用いたinvitroの

実験では， DNAポリメラーゼによる C,A以外の

ヌクレオチドの取り込みも，隣接部位における

誤ったヌクレオチドの取り込みも観察されていな

い (Kamiyaet al., 1992c). おそら<, G→T以外

の変異は哺乳動物細胞特有のものであると思われ

る．従って，活性酸素によって生ずる変異のうち，

G→A 変異や G の 5'—隣接部位の変異も 8-0HG

が関与していることが示唆される．

XやIの誘発する変異はそれぞれ G→A,A→G

であった (Kamiyaet al., 1992a, 1992d). Routledge 

らは NOをDNAに作用させ，ヒト Ad293細胞

における変異を調べている (Routledgeet al., 

1993).彼らが検出した点変異のうち， 61%がAT

→GCで， 29%がGC→ATであった． GC→AT

変異に関しては， C又は 5-methylCの脱アミノ化

による U又は Tの生成も考慮する必要があるも

のの，これらの結果は， A及びGがNOによって

脱アミノ化されて X,Iを生じて変異を引き起こ

したと考えることができる．

我々は本研究で， 8-0HG,X,及び Iの誘発する

変異スペクトルを明らかにした．哺乳動物細胞中

で活性酸素及び NOによって生ずる変異のうち

の少なくとも一部は， これらの DNA損傷によっ

て引き起こされると思われる．
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大腸菌supF遺伝子における塩化コバルト (TI)誘発突然変異

Cobalt(TI) chloride-induced mutagenesis in the supF 
gene of Escherichia coli 
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Summary 
The. spectrum of mutations induced by cobalt(II) chloride (CoCli) was examine~-~~~~~ ~he pZl.~9 
plasmid o・NA, which was propagated after transfection into Escherichia col~ KS40/p~Y24~ ~ost,:e~~­
Th~-vector pl;smid carries ~n E. ~o/i supF suppressor tRNA gene as a target for _m~ati~~s. .:--!~er CoCl~ 
;r~atment, ・25 independent nalidixic acid-resistant, ampicillin-resistant and lacZ — (Su~F~) . mutan~ 
clones we~e obtained and altered sequences of the mutated supF-genes were determined. Deletions and 
frameshifts were the predominant mutational events (81 %) induced by CoCh and the remainder we~e 
base substitutions (19%). Analysis of sequence alterations at all the sites of mutation ~evea!e_d that: (~) 
96% of mutations,occu;red at G: C sites, suggesting that the formation of N7G-Co(II) adducts a~~/ 
~;~he- induction of DNA-strand breaks probably generated by oxygen free radicals may be responsible 
premutagenic lesions for these mutations; and (ii) short sequence repeats were mostly found at the sites 
~f-d~le~i~~-~~d- frameshift. Slippage-misalignment is also suggested to be a mechanism for the induction 

of mutations at these sites. 

Keywords: cobalt(II) chloride, mutation specificity, pZ189 supF, KS40/pKY241 system, deletion 

緒言

金属単体およびその化合物の細胞毒性や発がん

性などは古くから注目 され，研究が行われてき

た。我々は金属の中でもコバルト に興味を持ち，

cobalt(II) chloride (CoCh, CAS No. 7646-79-9)が

バクテリアと培養細胞系の変異原性試験で遺伝子

突然変異性を示すこと (Ogawaet al., 1986, 1988; 

Moritaetal., 1991),ショウ ジョウバエでは体細胞

突然変異を誘発することを報告してきた (Ogawa

et al., 1994)。また，コバルト (II)塩類の変異原性

はCo2+ (Co(II)) イオンに起因することも示し

た。一方， コバルト化合物は実験動物に発がん性

c日本環境変異原学会
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を示すことが知られている (Heath,1956; Heath 

and Webb, 1967)。さらに， CoChはDNAと結合

すること (Eichhornand Shin, 1968; Zimmer et al., 

1974), DNA鎖を切断すること (Robisonet al., 

1982; Hamilton-Koch et al., 1986; Hartwig et al., 

1990)および DNA合成の忠実度を低下させるこ

と (Siroverand Loeb, 1976)なども報告されてい

る。本稿では，我々がこれまで行ってきた金属イ

オンによる突然変異研究の一環として (Ogawaet 

al., 1986, 1987a, 1987b, 1988, 1994; Morita et al., 

1991), CoCh誘発による突然変異生成機構を解明

する目的のため，大腸閑ァンバー・サプレッサー

tRNA (supF)遺伝子を持つベクターpZ189(Seid-

manetal., 1985)とAkasakaら(1992)の開発した

大腸菌 KS40/pKY241株を用いて， 誘発された

supF-変異遺伝子の DNA塩碁配列を解析した。

突然変異スペクトルの解析数が少ないため最終的

な結論の記述はできないが， 2～3の興味ある知見

が読みとれるので速報として報告する。

実験材料および方法

1. プラスミドおよび大腸菌

突然変異検出には， Seidman ら(1985)が構築

した標的遺伝子として大腸困 supF遺伝子および

アンピシリン耐性 (Ampr)マーカーを持つベク

ターpZ189を使用した。宿主大腸菌としては KS-

40/pKY241株 (F-lacZ(am)CA7020 gyrA lacYJ 

hsdR hsdM araDJ39△(araABC-leu)7679 galU 

galK rpsL thi/gyrA (am) cml) (Akasaka et al., 1992) 

および CSH2株 (F- lacZ(am) trp rpsL thi) 

(Miller, 1972)を用いた。

2. 試薬類

CoChをはじめとする試薬は和光純薬工業（株）

（大阪）より購入した。培地類は L液体培地， L寒

天培地および M緩衝液などを用いた （Otsuji et 

al., 1974)。IPTGとX-galはHauserら(1986)の
報告に従って使用した。ナリジキシン酸 (Nal),

アンピシリン (Amp)およびクロラムフェニコー

ル(Cml)はL寒天培地に各々 50,150および 30

μg/mlを添加した。 [a-32P]-dCTPは DuPont社

(Wilmington, DE, USA)から購入した。

392 

3. CoCh誘発突然変異

CoCh誘発による supF-変異細胞クローンの分

離は Akasakaら(1992)の方法に準じて行った。L

液体培地で培養した CSH2/pZ189株から分離・

精製したpZ189プラスミド DNAを最大の突然変

異率を示す 20μMCoChで2時間暴露して， supF

遺伝子に突然変異を誘発した。次に， このプラス

ミド DNAを塩化カルシウム・塩化ルビジウム法

(Maniatis et al., 1982)で宿主菌 KS40/pKY241株

ヘ形質導入を行った。その後，形質導入体は Nal,

Amp, Cml, IPTGおよび X-galを添加した L寒天

培地にプレートし， CoCl2誘発supF―変異細胞ク

ローンを収集した。 supF-変異遺伝子の分離は，

宿主菌ではpKY241プラスミドからのアンバー・

ナリジキシン酸耐性(gyrA(am); Nal')遺伝子の発

現があるので， pZ189 プラスミドの supF サプ

レッサーtRNAが活性であればナリジキシン酸

感受性 (Nal5)Amp'Lacz十（クロラムフェニコー

ル耐性 (Cmlr))となって， この選択培地では増殖

できないが， supF遺伝子に突然変異が誘起されれ

ば Nal'Amp'Lacz―(Cmlr)で白色コロニーを生

じることに碁づいている。

4. プラスミド DNAの調製と DNA塩基配列の

同定

突然変異をもつsupF-遺伝子をプラスミドDNA

として， KS40/pZ189 (supF-) pKY241株から

Qiagen キット(QiagenInc., Chatsworth, CA, 

USA)のミニ・プロトコール (Lutzeand Winegar, 

1990)により Kimuraら(1993)の方法で分離して

精製した。 また， 変異 DNA塩碁配列の同定は

pBR322 プライマー R と BcaBEST™ Dideoxy 

シーケンシングキットーdCTP Version （宝酒造

（株），滋賀）を用いて， ジデオキ、ン法で行った。

結果および考察

大腸菌 supF遺伝子を持つベクターpZ189と宿

主大腸困 KS40/pKY241株を用いて， CoCh誘発

による突然変異スペクトルの解析を行った。最初

に， pZ189 プラスミド DNA700ngを 20μM

CoChで2時間暴露して，宿主閑 KS40/pKY241

株への形質導入を行った。形質導入率は約 9.7X

10-1であり，無処理DNAのものとほとんど変わ

らなかった。また， L寒天培地に Nal, Amp, Cml, 

IPTGおよび X-galを添加した選択培地による形

質導入体の NairAm pr Lacz―(SupF-)変異の突然

変異率は平均で 2.5X 10-6であり， 自然突然変異

率 (5X 10-7)の約 5倍であった。この結果は

SupF-変異の約 80%が CoChによって誘起され

たことを示唆している。次に，選択培地から

CoCh処理により supF遺伝子に変異を生じたと

考えられる，互いに独立なクローンを多数分離し

て収集した。これらの内， 25個の変異クローンか

らプラスミド DNAを回収し，ジデオキシ法によ

り supF-変異遺伝子 DNAの Pre-tRNAから

End-tRNA領域を含む約 150塩碁の配列を決定し

Table I. Classes of CoCli-induced and spontaneous 
mutations in an E. coli supF tRNA gene 

Class of CoCli-induced Spontaneous 
mutation mutations mutations• 

Base substitution 5(19%) 33(64%) 
Transition 1 5 
Trans version 4 28 
Frameshiftb 5(19%) 1(2%) 
Deletion 16(62%) 5(10%) 
Insertion sequence 

゜
13(25%) 

Total 26 52 

• Data from Akasaka et al. (1992). 
b Frameshift mutation here means the deletion of a 
single nucleotide, shifting of coding frame. 

Table 2. 

Site• Incidence Sequence contextb 

た。解析の結果 lクローン (CC19)から二重変

異が 1例検出され， 合計 26例の突然変異を同定

した。

Table 1に CoCh誘発による突然変異スペクト

ルを示す。最も多く見られたのが欠失型の変異

で，全体の 62％を占め， 38から 53塩基対を失っ

ていた。次いで多かったのがフレームシフト型と

塩碁置換型の変異で，各々 19%であった。また，

Akasakaら (1992)の報告による自然突然変異ス

ペクトルで見られた挿入配列は検出されなかっ

た。突然変異スペクトルの解析数が不足のため結

論的な記述はできないが， 2～3の興味ある知見が

読みとれるので，以下に個々の型の変異について

もう少し詳しく見ていくこととする。

欠失型変異が発生した部位での塩基配列変化を

Table 2に示す。CoCl2誘発による欠失型変異が，

自然突然変異（Akasakaet al., 1992)でも検出され

た部位 68-129で多発しており，ホットスポット

になっている。その部位は長さ 10塩基のダイレ

クト・リピートが存在しているところで， 2つの

リピート配列に挟まれた部分の 52塩碁対が欠失

しており，その後にリピート配列が 1つだけ残る

という構造変化が起きている。このような変化は

他の欠失型の変異（部位 55-111,60-112および

77-119) の場合でも同様に起こっており，長さ 4

から 6塩基のダイレクト・リピートが存在する部

位で見られる。これらの結果は，欠失型のみなら

Deletions. 

Nucleotide 
change 

Mutant gene 

55-111 CGCCCCGCIT----GTTCCCGAGC→CGCCCCGAGC -53 CC6 
7 ---,  ---,  

60-112 1 GCITCCCGAT----GTTCCCGAGC→GCTTCCCGAGC 
） ） ） 

68-129 13 GATAAGGGAGCAGGC----CAAAGGGAGCAGACT→ 

GATAAGGGAGCAGACT 

77-119 1 GCAGGCCAGT----GCGGCCAAAG→GCAGGCCAAAG 
I I I 

-46 

-52 

-38 

CC13 

CCl, CC2, CC3, 
CC4, CC5, CCl 1, 
CC14, CC17, CC18, 
CC22, CC23, CC24, 
CC25 

CC15 

• Numbers indicated are the nucleotide number of an E. coli supF DNA; numbering is in accordance with Hauser et 
al. (1986). 
b Arrows below and bars above the sequences indicate direct repeats and deleted nucleotides, respectively. 
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Table 3. Frameshifts. 

Site Incidence Sequence context• Nucleotide change Mutant gene 

＊ ＊ ＊ 

70-72 3 GATAAGGGAGCA→GATAAGGAGCA -G CCIO, CC16, CC20 

＊ ＊ ＊ ＊ ＊ 

172-176 2 CCTTCCCCCACC→CCTTCCCCACC -c CC9, CC21 

a Asterisks above the sequences indicate deleted nucleotides. 

Table 4. Base substitutions. 

Site Incidence Sequence context• Nucleotide change Mutant gene 

＊
 

＊
 108 

108&113 

GGGGTTCCCGAG→GGGGTTACCGAG 

＊ ＊ ＊ ＊ 

GTTCCCGAGCGG→GTTACCGAACGG 

＊
 

＊
 144 

168 

TCTGCCGTCATC→TCTGCCCTCATC 

＊
 

＊
 TCGAATCCTTCC→TCGAATACTTCC 

C:G→A:T 

C:G→A:T 

G:C→A:T 

G:C→C:G 

C:G→A:T 

CC7 

C19 

CC8 

CC12 

• Sequences shown in the left and right portions are those of normal and mutant genes respectively. The bases 
substituted are indicated by asterisks. 

ず， フレームシフトおよび重複型変異など塩基置

換型変異を除く多くの突然変異生成に短いダイレ

クト・リピートが関与していることに注目して，

我々が提出したスリップー誤整合機構 (Ikehataet 

al., 1989; Akagi et al., 1990; Ogawa et al., 1993)が

CoCh誘発突然変異においても存在することを示

唆している。このモデルは，変異原によって

DNA中に生じた損傷が 3'側のダイレクト ・リ

ピートの近辺にあるとき， DNA合成はその位置

で停止する。新生鎖のダイレクト・リピート相補

部分が，ランダムな熱運動で偶然5'側のダイレク

ト・リピート部分と誤整合し， 一時的にループア

ウトした中間体を形成し， DNA合成の再開によ

り中間体は安定化される。ループアウトした部分

は切除されるか，分配によって最終的に突然変異

が固定されると想定している。

さらに，それぞれの塩碁配列からスリップの引

き金になる損傷塩基を推定すると，約 94%がグ

アニン (G)残碁であり，残り約6％がチミン (T)

またはアデニン (A)残碁である。この結果は，

CoChとDNAの結合がグアニン 7位の窒素 (N7-

G)とCo(II)イオンの結合 (N7G-Co(II)付加

体）， リン酸基(-03PO-)とCo(II)イオンの結合
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(--03PO-Co(II)付加体）および N7G,Co(II)イ

オンと--03PO― 間の架橋の形成 (N7G-Co(II)一

OP03-)によるとされており (Eichhornand Shin, 

1968; Zimmer et al., 1974), CoChによる前変異原

性損傷は N7G-Co(II)付加体であることが考え

られる。一方， CoCl2による DNA鎖の切断 (Rob-

ison et al., 1982; Hamilton-Koch et al., 1986; Har-

twig et al., 1990)はCo(II)イオンと生体内のスー

パーオキシドや過酸化水素との反応で生じる活性

酸素の関与が示唆されている (Moorhouseet al., 

1985; Yamamoto et al., 1989; Kadiiskaetal., 1989)。

欠失型の変異のもう 一つの前変異原性損傷は

--03PO-Co(II)付加体とスーパーオキシドや過酸

化水素の反応で生じた活性酸素の作用による

DNA鎖の 31または 51のリン酸エステル結合の

切断が考えられる。

Table 3にフレームシフト型の変異の発生部位

での塩碁配列変化を示す。部位70-72には 3個の

Gが， また部位 172-176では 4個のシトシン (C)

が並んでおり，それらの部位で 1塩碁対の Gま

たは Cの脱落が起こっている。これらの結果は，

CoChが Ames試験の TA1537株および TA2637

株 (hisC3076フレームシフト変異株； hisC遺伝子

の—GGG一部位に 1 塩基対の G の付加を持ち， 1 た。ここに感謝します。

塩碁対の Gの脱落によって復帰突然変異を検出

できる） （Ames et al., 1973, 1975)に対し，特異的

にフレームシフト型変異を誘発した我々の以前の

研究 (Ogawaet al., 1986, 1988)を裏付けるもので

ある。また， 1塩星対の Gまたは Cの脱落もス

リップー誤整合の範疇に入れると， フレームシフ

トおよび欠失変異の95％は G塩碁の損傷 (N7G-

Co(II)付加体）または DNA鎖の切断がスリッ

プの引き金になったと考えられる。

塩基置換型の変異で特徴的なことはトランス

バージョンが多いことである (Table4)。しかし，

他の大腸菌や真核細胞の系ではトランジションの

方が多く出たものもあれば (Streisinger et al., 

1966; Delong et aL, 1988),両者が半々に見られた

ものもあり (Schaaperet al., 1986; Ashman and 

Davidson, 1987),検出系によってかなり違いが見

られる。さらに特徴的なことは，突然変異の全て

がG:C部位で起きていることである。この結果

は Co(II)イオンによる前変異原性損傷を N7G-

Co(II)付加体と考えるとよく符合する。 また，

CC19変異遺伝子からトランスバージョンとトラ

ンジションからなる縦列二重の塩碁置換型変異が

見つかった。

終わりに， CoCh誘発による突然変異スペクト

ルは主に欠失型とフレームシフト型の変異であっ

た。突然変異部位での塩甚配列変化の解析から，

変異の 96% がG:C部位の損傷であることが示

された。 スリップー誤整合機構は CoCh誘発突然

変異の欠失型とフレームシフト型変異においても

存在することが示唆された。また， CoCh誘発に

よる大腸菌supF-変異遺伝子は KS40/pKY241、ン

ステムによって効率よく分離することができた。
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Summary 

We have isolated several strains of Escherichia coli that contain new gene fusions (soi:: /acZ) 

specifically inducible by superoxide radicals under the control of the soxR and soxS genes. The fusion 

genes were_induced by low concentrations of menadione, methyl viologen and also 4-NQO only under 
aerobic conditions. The soi-7 and soi-JO mutants were more sensitive to the lethal effect of superoxide 

generating drugs menadione and 4-NQO but not to non-oxidizing drugs MMS and MNNG. The results 
indicate that the soi gene products play a critical role in protection against oxidative stress. The soi-JO 

sodA double mutant showed higher sensitivity to these agents than parental strains. In addition, the soi 

genes were induced by diamide under anaerobic conditions, suggesting that they respond to changes in 

cellular redox state. 

Keywords: Reactive oxygen species; Superoxide radical; Superoxide-inducible genes; Redox state; 

SoxRS 

Introduction 

Reactive oxygen species such as superoxide radi-

cal naturally occur during normal metabolism in 
aerobically growing cells and also arise from a vari-
ety of endogenous and environmental sources such 

as redox-cycling agents (Fridovich, 1978; Hassan 

and Fridovich, 1979; Pryor, 1982; Farr and 
Kogoma, 1991; Zhang and Y onei, 1991). Cytotoxic 

and mutagenic effects of oxygen are attributed to 

these reactive oxygen species (Fridovich, 1978). 

Prokaryotic and eukaryotic cells have defense mech-

anisms against the toxicity of these reactive oxygen 

species. Escherichia coli cells possess enzymes, such 

as superoxide dismutases, catalases and peroxidases, 

which scavenge reactive oxygen species (Touati, 

1988; Fridovich, 1989; Farr and Kogoma, 1991). 
Furthermore, E. coli cells also have several DNA 
repair systems for oxidatively damaged DNA (Farr 
and Kogoma, 1991; Ramotar and Demple, 1993). 
On the other hand, at moderate concentrations, 

reactive oxygen species may exert signaling func-
tions and regulate gene expression (Demple, 1991; 
Farr and Kogoma, 1991). Upon exposure to elevat-

c 日本環境変異原学会

ed levels of superoxide radical, E. coli cells respond 
to the superoxide stress by invoking more than 30 

proteins (Walkup and Kogoma, 1991). At least 

nine of these proteins are produced by a regulon 
controlled by two regulatory genes, soxR and soxS 

(Tsaneva and Weiss, 1990; Greenberg et al., 1990; 
Wu and Weiss, 1991, 1992). Gene products (genes) 
already known to be a member of the SoxRS regulon 
are Mn-SOD (sodA), glucose-6-phosphate dehydro-
genase (zwf), fumarase C (JumC), an antisense 
RNA for OmpF expression (micF) and a DNA 
repair enzyme endonuclease IV (nfo) (Chan and 
Weiss, 1987; Greenberg et al., 1990; Demple, 1991; 
Farr and Kogoma, 1991; Rowly and Wolf, 1991; 
Liochev and Fridovich, 1992; Chou et al., 1993). 

Two soi genes, soi-28 and・soi-17/19, are also posi-

tively regulated by the SoxRS (Kogoma et al., 1988; 

Farr and Kogoma, 1991). In addition, by using a 

Mud (Ap, lac) phage which randomly inserts into 

the E. coli chromosome (Casadavan and Cohen, 

1979), we have isolated three clones of E. coli with 

new superoxide inducible fusion genes (soi:: lacZ) 

(Mito et al., 1993). The expression of the soi ::lacZ 
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Table 1. E. coli strains used. 

Strain Genotype Source or reference 

GC4468 
QC772 

KS262 
KS264 
KS265 
TT7 
SY9 
QMlO 
QMlOl 

F-L1/ac4169rpsL 
as GC4468, but cP(sodA-lacZ)49 
Cm'Lac+ 

as GC4468, also soi-7:: /acZ 
as GC4468, also soi-9 ::lacZ 
as GC4468, also soi-JO ::lacZ 
as GC4468, also入(soi-7::lacZ) 
as GC4468, also入(soi-9:: lacZ) 
as GC4468, also入(soi-JO::lacZ) 
as QMIO, also cP(sodA-lacZ)49 

Carlioz and Touati 1986 
Carlioz and Touati 1986 

Mito et al. 1993 
Mito et al. 1993 
Mito et al. 1993 
Takemoto et al. 1994 
This study 
Zhang et al. 1994 
This study 

fusions was under the control of the soxRS regulato-

ry genes (Mito et al., 1993). Thesoi-7, soi-9 and soi-

JO genes are located at about 13, 34 and 30 min on 

the E. coli genetic map, respectively (Mito et al., 

1993; Takemoto et al., 1994; Zhang et al., 1994), 

indicating that these soi genes are different from 

genes already identified to be inducible by super-

oxide radicals under the control of the SoxRS. In 

the present experiments we attempted to clarify the 

regulation and functions of the soi genes in more 

details. 

Materials and Methods 

1. Bacterial strains, phage and growth medium 

All bacterial strains used during this study are 

derivatives of E.coli K-12 and listed in Table 1. Pl,;, 

phage was used for transduction experiments. _E. 

coli cells were routinely grown in LB medium 

(Miller, 1972). The concentrations of antibiotics 

used were 50 μg of ampicillin, 25 μg of tetracycline 

and 50 μg of kanamycin per ml. 
2. Chemicals 

Menadione sodium bisulfite (MD) was obtained 

from Sigma Chemical Co., St. Louis, MO  (USA). 

Ampicillin, tetracycline hydrochloride, kanamycin, 

diamide, 1, 10-phenanthroline and 2-nitrophenyl-/3-

D-galactopyranoside were purchased from Wako 

Pure Chemical Industries Ltd., Osaka (Japan). Par-

aquat (methyl viologen, MV), 1-methyl-3-nitro-1-
nitrosoguanidine (MNNG), 4-nitroquinoline-N-
oxide (4-NQO) and methyl methanesulfonate 
(MMS) were obtained from Nakalai Tesque Inc., 
Kyoto (Japan). All other reagents used were of the 

highest purity commercially available. 

3. Induction experiments 

Overnight cultures of E. coli were diluted 100-fold 

into fresh LB medium and incubated at 30゚Cuntil 
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the concentration reached about 2 X 108 cells per ml. 

Three-ml aliquots of the cultures were mixed with 

various concentrations of agents and the cell suspen-

sions were subsequently incubated at 30℃for 90 

min with vigorous shaking./3-Galactosidase activity 

in whole cells was determined as previously descr-

ibed by Miller (1972). Anaerobic conditions were 

achieved by bubbling nitrogen gas through a culture 

medium. 

4. Assays for sensitidty to MD, 4-NQO and 

MMS 

The sensitivity of the soi mutants was assayed as 

previously described (Zhang et al., 1994; Takemoto 
et al., 1994). To assay for 4-NQO, MMS and 
MNNG sensitivity, 0.1 ml overnight culture of E. 

coli cells was plated on LB plate and drugs were 
added on sterilized paper disks (6 mm in diameter) 

placed on the plates. The plates were incubated at 

30℃overnight before the zone of growth inhibition 

was determined. 

Results 

1. Induction ofsoi ::lacZ fusion genes by MV, MD  
and 4-NQO 

Induction of the soi genes by various agents was 

examined in soi-7:: lacZ, soi-9 : : lacZ and soi-10 : : 

lacZ fusions strains of E. coli. In these strains, the 

lacZ gene encoding/3-galactosidase has been fused 

to the soi-7, soi-9 and soi-JO promoter (Mito et al., 

1993)./3-Galactosidase activity strictly reflects the 

level of the soi gene expression (Casadavan and 
Cohen, 1979). Two well-known redox-cycling 
agents, MV and MD, induced the soi ::lacZ fusions 

under aerobic conditions (Fig. 1). 4-NQO is a 
well-known potent mutagen and carcinogen. Re-

cently, some reports connected 4-NQO to the pro-
duction of reactive oxygen species. The potency of 
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Fig. 1. Induction of the soi-7 ::lacZ, soi-9 ::lacZ and 
soi-IO : : lacZ fusion genes by various oxidizing 
agents. Exponentially growing cells of E. coli 
were treated with agents at 30℃for 90 min 
under aerobic conditions, followed by the assay 
for/3-galactosidase activity. The back-ground 
values for the soi-7::lacZ, soi-9::lacZ and soi-JO 
::lacZ fusion genes were 108, 153 and 211 
units/0D600, respectively.にコ， nodrug；詈言，
30 μg/ml MY;~忠， 100μg/m/MD;., 10 μM 
4-NQO. 

Table 2. Induction of the soi-7, soi-9, soi-JO and sodA 
fusion genes by diamide and I, 10-phenan throline 
under anaerobic conditions• 

Gene fusion 
Fold increase in/3-galactosidase activity 

1, 10-Phenanthroline Diamide 

sodA ::lacZ 
soi-7 : : lacZ 
soi-9 ::lacZ 
soi-10::/acZ 

4.5 
2.0 
2.8 
2.5 

8

0

0

0
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a The cells of E. coli were grown anaerobically until the 
concentrations reached about 2 X 108 cells/ml and then 
treated with the agents at 37゚C for 120 min under 
anaerobic conditions. 

4-NQO as an oxidative stressor has been recently 
suggested (Nunoshiba and Demple, 1993). In the 

present experiments, the effect of 4-NQO on expres-
sion of the soi : : lacZ fusions was examined. [3-

Galactosidase activity in soi ::lacZ strains treated 

with 4-NQO was measured by using freshly pre-
pared extracts. As shown in Fig. 1, when 4-NQO 
was added to cell suspensions at 10 μM, the specific 
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Fig. 2. Lethal effect of MD on E. coli GC4468 (wild-
type) and TT7 (soi-7:: lacZ). Exponentially 
growing cells of E. coli GC4468 (0) and TT7 
（●） were collected, washed and resuspended in 
PBS. The cell suspensions were incubated with 
MD at 30℃for 60 min and then appropriately 
diluted and plated on LB plates. After incuba-
tion at 30℃for about 18 hr, the number of 
viable colonies was counted to estimate survival. 

3
 

activity of/3-galactosidase 3-4.4 fold increased under 

aerobic conditions, while no significant induction 

was observed under anaerobic conditions (data not 

shown). 

2. Induction of the soi ::lacZ fusion genes by dia-

mide and 1,10-phenanthroline 

It has been previously demonstrated that anaer-

obic electron sinks such as diamide, a thiol oxidant, 

elicit anaerobic biosynthesis of Mn-SOD (Privalle et 

al., 1993). Hence, we examined diamide-mediated 

induction of the soi : : /acZ fusions. As shown in 

Table 2, these soi ::/acZ fusions were induced by 

diamide under anaerobic conditions. 1, 10-Phen-

anthroline is also known to induce Mn-SOD under 

anaerobic conditions by chelating Fe2+ (Moody and 

Hassan, 1984; Privalleeta/., 1993). However, it did 

not affect the expression of the soi ::/acZ fusions 

(Table 2). 

3. Sensitivity of the soi ::lacZ fusion strains to 4-

NQO, MMS, MNNG and MD  

The insertion of Mud (Ap, lac) phage into the E. 

coli chromosome is a mutational event. The sensitiv-

ity of the soi : : /acZ fusion strains to the lethal effect 
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Fig. 3. Lethal effect of MD on E. coli cells. Over-

night cultures of E. coli GC4468 (0), QMlO 

（口），QC772 （●） and QM101 （■）were 
appropriately diluted and plated on minimal 

agar plates containing MD at various concentra-
tions. After incubation at 30℃for about 40 hr, 
the number of viable colonies was counted to 
estimate survival. 

of superoxide-generating agents were examined. As 

shown in Fig. 2, the soi-7 mutant strain was more 

sensitive to MD  than wild-type strain when challen-

ged in phosphate-buffered saline (PBS). The sensi-

tivity of the soi-JO mutants was also higher than that 

of wild-type strains (Fig. 3). Furthermore, the soi-

7, soi-9 and soi-JO mutants showed higher sensitivity 

to 4-NQO than wild-type GC4468 (Table 3). On 
the other hand, these soi strains did not show in-

creased sensitivity to non-oxidizing mutagens such 

as MMS and MNNG (Table 3). The soi-JO sodA 

double mutant are more sensitive to 4-NQO and 
MD  than soi-10 and sodA single mutants (Fig. 3 and 

Table 3). 

Discussion 

We have isolated several strains of E. coli that 

contain new superoxide-inducible fusion genes (soi:: 

lacZ) (Mito et al., 1993). Pl transduction and dot 

blot hybridization experiments revealed that these 
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Table 3. Sensitivities of the sodA, soi-7, soi-9 and soi-

JO mutants to 4-NQO, MMS and MNNG. 

Zone of growth inhibition (mm) 
Strain 

4-NQO MMS MNNG 

GC4468 6 13 IO 

QC772 ， 14 10 

KS262 8 14 10 

KS264 8 14 10 

KS265 8 13 10 

QMIOI 12 15 10 

The solution (20 μ /) of 4-NQO (75 mM), MMS (88 

mM) and MNNG (375 mM) was added to sterilized 

paper disks on the center of LB plates, followed by 
incubation for about 20 hr. 

genes were classified into three groups, soi-7, soi-9 

and soi-JO (Takemoto et al., 1994; Zhang et al., 

1994). It was in particular interest to clarify the 

regulation of expression and physiological functions 

of the soi genes. The results in this study showed 

that three soi genes were induced by superoxide 

generators such as MV  and MD  under aerobic con-
ditions (Fig. 1). The induction was under the 

control of the soxRS regulator genes (Mito et al., 

1993). Therefore, it is likely that an inducer for the 

soi gene expression is superoxide radical itself. The 

argument was supported by the fact that 4-NQO 
also induced the soi genes under aerobic conditions, 

because 4-NQO has been shown to be a superoxide 
generating agent (Nunoshiba and Demple, 1993). 

The soi genes was also induced by diamide under 

anaerobic conditions (Table 2) as well as the sodA 

gene (Privalle et al., 1993). Therefore, it is also 

possible that the soi genes respond to changes in the 

redox state in E. coli cells. The SoxR protein 

contain Fe-S cluster (Hidalgo and Demple, 1994), 
which sensitively responds to the redox state. 1, 10-

Phenanthroline induces the Mn-SOD by chelating 

Fe2+ in E. coli cells (Moody and Hassan, 1984). 
However, it did not affect the expression of the soi 

genes, suggesting that the soi genes are not negativ-

ely regulated by Fe2+ -containing repressor protein 

(s) proposed by Moody and Hassan (1984). Molec-
ular mechanisms for the redox-controlled induction 

of certain genes are under investigation in our labo-

ratory. 
The generation of random operon fusions by Mud 

(Ap, lac) phage is a mutational event. Examining 

the sensitivity of the mutant cells with soi ::/acZ 

fusion leads us to know whether or not the soi gene 

products play a critical role in superoxide stress 

response and in protection against the oxidative 

dam・age. It is evident that the soi mutants are more 

sensitive to superoxide generators such as MV  and 

MD  (Mito et al., 1993; Zhang et al., 1994; Figs. 2 

and 3). In addition, they also showed increased 

sensitivity to 4-NQO. On the other hand, they 
showed the same level of sensitivity to MMS and 

MNNG. Reactive oxygen species are not involved 

in the action of MMS and MNNG in E. coli cells. In 

conclusion, the results demonstrated that the gene 

products have an important role in protection aga-

inst oxidative stress. To clarify the physiological 

functions of the soi gene products needs further 

experiments. 
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ラット肝細胞における細胞情報伝達系への放射線影響について

Radiation effect on signal transduction in rat hepatocytes 

中島徹夫，湯川修身

Tetsuo Nakajima and Osami Yukawa 

放射線医学総合研究所生物研究部

263千葉市稲毛区穴川4-9-l

Division of Biology, Natl. Inst. Radio!. Sci., 9-1, Anagawa-4-chome, Inage-ku, Chiba-shi 263, Japan 

（受付：、 1994年9月14日；受理： 1994年 11月29日）

Summary 

Active oxygens produced by irradiation induced lipid peroxidation of biological membranes and 

s1multaneously damaged to functions of the membranes. In this study, we investigated effects of 

radiation on Cai+ signaling in rat hepatocytes. IP3-induced Cai+ release in rat liver microsomes was 

inhibited by irradiation. On the other hand, the Cai+ loading capacity of rat liver microsomes showed 

no change after irradiation. These results indicated that radiation influenced the regulation of Cai+ 

signaling. To develop the study of effect of radiation on Cai+ signaling in rat liver, we used cultured rat 

hepatocytes. Radiation induced lipid peroxidation in cultured rat hepatocytes as well as in rat liver 

microsome and suppressed an increase in an accumulation of Cai+ incorporated into the hepatocytes in 
the presense of ATP, glucagon or both of them. However, no effect of radiation was observed in the 

absense of these Cai+ mediators. Functions of these mediators are thought to be coupled with 

phospholipase C system, suggesting that phospholipase C in hepatocytes plasma membranes is affected 

by irradiation. In fact, the IP3 productivity in hepatocytes decreased after irradiation. Particularly, an 

increase of IP3 productivity in the presense of both ATP and glucagon was greatly inhibited. In 

addition, we have studied radiation effects on Protein Kinase C (PKC) activity, which have much 

relationship to CaH signaling. PKC in the hepatocytes was activated by irradiation and it was suggested 

that the activation was due to translocation of this enzyme from cytosol to membranes. Although the 

mechanism of PKC activation by irradiation is unclear, the activation might be induced by changes in 

not only Cai+ signaling but the composition of phospholipids in rat hepatocytes. 

Keywords: radiation, rat hepatocytes, lipid peroxidation, signal transduction, Cai+ signaling 

論文

緒 言 1983）． 生体膜は様々な機能を有しており，中でも

放射線照射により生ずる活性酸素・フリーラジ 生体機能維持，増殖，分化等に非常に重要な細胞

カルが生体内で種々の構成成分（核酸， タンパク

質，脂質）に作用し，放射線障害が生じることが

明らかにされている (Leyko,1986). 我々はこれ

までに生体内構成成分のなかでも活性酸素・フ

リーラジカルによって酸化され易い生体膜への影

響を解析してきた． ラット小胞体膜において，放

射線照射により生ずる生体膜脂質の脂質過酸化反

応により小胞体膜における薬物代謝酵素系が失活

されることなどを報告してきた (Yukawa,1980, 

c 日本環境変異原学会

情報伝達系の主要な場となっている．放射線によ

る生体膜への影響が細胞情報伝達系にまで及んで

いれば，それは各々の細胞レベルヘの影響にとど

まらず広く細胞社会・組織・個体にまで影響がお

よぶことが考えられる．今回，我々は細胞情報伝

達系の中でも特に Ca2十関連の情報伝達系を中心

に， ラット肝， ラット初代培養肝細胞を用いて放

射線影響を解析した．
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実験材料および方法

1. ラット小胞体画分と初代培養肝細胞の調製

ラットは 3箇月齢の Wistarラットを用いラッ

ト小胞体膜画分を超遠心法により調製した．肝細

胞はラットからコラゲナーゼ還流法により単離調

製し（生残率85％以上）その後 5％牛胎児血清，

lo-7Mインシュリン， lo-7Mデキサメサゾンを

含む DME（ダルベッコ変法イーグル）培地で 3

時間培養，無血清の培地にかえてさらに 21時間

の培養の後実験に使用した．（Seglen,1976; Tana-

ka, 1978) 

2. 放射線照射

X線発生装置は鳥津製作所信愛250(200 kV, 

20mA, フィルター 0.5mm Cuと0.5mm Al)を

用いて線量率 0.81Gy/minで行った． r線照射は

60Coを用いて線量率 70Gy/minで行った．

3. 過酸化脂質の測定

過酸化脂質の測定は Hunter等 (Hunter,1963) 

の方法を用いて行った．培養 1日後の肝細胞を

0.15 M KCl, 10 mM  Tris-HCl (pH 7.5)の緩衝液で

3回洗浄し培養皿から細胞を集めて 2X I 05 cells/ 

mlになるように上記緩衝液で調製し，放射線照

射を行った．照射後細胞調製液 2mlに 0.5mlの

40% TCA, 0.25 mlの 5NHCl及び 0.5mlのチオ

バルビタール酸ナトリウ ム(TBA)を加えて攪拌

した後 100℃,15分間処理をし，流水で常温にし

た後， 3000rpm 15分遠心して得られた上清の 535

nm-600 nmの吸光度を測定し脂質過酸化の最終

産物であるマロンアルデヒド (MDA)を定量し

た．照射は 60Co-r線源を用いて行った．

4. タンパク質定量

タンパク 量はLowry法により測定した (Low-

ry,.1951). 

5. Ca” 貯蔵能と IP3依存性Ca2十放出量の測定

調製した小胞体膜画分を Ca2+load緩衝液

[0.15 M KCI, 10 mM  Tris-HCI (pH 7.5), 4 mM  

MgCh, 0.2 mM  EGTA, 0.15 mM  CaCh (45Ca2+ 4 
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Ci/mol), 1 mM  ATP]で 2.5mg/mlの濃度になる

ように希釈し， 37℃で 1時間処理して小胞体膜内

にCa2十を貯蔵させ，その後氷中に移し Ca2十貯蔵

を終了させた． Ca2十をloadした小胞体膜は氷中

でX線照射 (50Gy)をし，ただちに実験に使用し

た． 20μ[の小胞体膜を 170μ/のCa2+load緩衝液

で希釈して 37℃で前処理し， 10μlの反応液 [200

μ MIP3, 200μM A23187, 0.15 M KCI, 10 mM  Tris-

HCI] を加えて， C企放出反応及びCa2十貯蔵能

の測定を開始した． IP3による Ca2十放出反応は

30秒， A23187による C的貯蔵能測定は 1時間

とした．そして，反応後ただちにガラスフィル

ター (GF/F)でろ過して洗浄用緩衝液 (5mM  

MgCh, 1 mM  EGTA 0.15 M KCI, lOmM Tris-

HCI)で洗浄後，液体、ンンチレーションカウン

ターで測定した．

肝細胞における細胞外Ca2十の取り込み量の

測定

1日培養後の肝細胞を 0.15M KCl, 10 mM  Tris-

HCl緩衝液で洗浄後，ラバーポリスマンで細胞を

かきとり，上記緩衝液で 2.5X 10紐ells/mlの濃度

にしてr線照射（50Gy)を行い，ただちに実験に

使用した．肝細胞浮遊液 500μ1にたいして，反応

液 (0.15M KCI 10 mM  Tris-HCl, 4 mM  MgCh, 0.2 

mM  CaCh (45Ca2+ 40Ci/mol)を含む溶液に lmM

ATP, lOOμMのフェニルエフリン， あるいは 1

μMのグルカゴンを添加したもの） 500μ1を加え

て反応を開始した． 37℃, 15分の反応ののち 10

mMのLaChの入った Hepes緩衝液 100μ/を加

えて反応を止め，ただちに GF/Cフィルターでろ

過し 1mM  LaChの入った Hepes緩衝液で 2回洗

浄した後， 1mM  EGTAを添加した Hepes緩衝液

で 1回洗浄し，液体、ンンチレーションカウンター

で測定した．

6. 

7. Inositol l,4,5-trisphosphate [IP3]生成量の測定

1日培養後の肝細胞を 0.15M KCI, 10 mM  Tris-

HCI緩衝液で洗浄しラバーポリスマンでかきと

り， 0. 7 X 107 cells/mlの濃度にして r線照射（50

Gy)を行い，ただちに実験に使用した．肝細胞浮

遊液 500μlにたいして反応液 50μlを加えて反応

を開始（最終濃度 ATP0.5 mM, グルカゴン 0.5

μM)し1分間反応の後 ll0μlの20％過塩素酸を

加えて 20分氷中においた．その後， 3000rpm, 15 

分の遠心によりタンパク質を除いた．遠心後の上

清 400μlを1.5M KOHで中和後，アマ シャム社

のIP3アッセイシステムを用いて IP3の生成量の

測定を行った．

8. Protein kinase Cの活性測定

1日培養後の肝細胞をディッシュ上で7線照射

(50 Gy)し，さらに 30分間培養の後，緩衝液

(0.15 M KCI, 10 mM  Tris-HCI, 2 mM  EDTA, 0.5 

mM  EGTA)で2回洗浄後， 0.1mg/mlのロイ ペ

プチンを含んだ上記緩衝液中で肝細胞を採取し

た．得られた肝細胞をホモジェナイズ後超遠心

(100,000 g, 1時間）し，上清を細胞質可溶性画分

として，沈殿は再度緩衝液中でホモジェナイズし

た後に膜画分として実験に使用した． Protein

kinase C の活性測定はアマシャム社の Protein

kinase Cアッセイシステムを用いて測定した．本

システムは PKCを Ca2+,PS（ホスファチジルセ

リン）存在下，ホルボールエステルを用いて活性

化させて測定するものである．

2. 

結 果

1. 肝細胞における生体膜の脂質過酸化

これまで生体膜に対する放射線障害を肝臓から

直接採取した種々の生体膜を用いて，生体膜脂質

の過酸化と生体膜機能の損傷との関連から解析し

てきた． これらの結果を生体内に近い状態の解析

に発展させるために，細胞情報伝達系への放射線

影響を解析していく上で有用な系となりうる初代

培養肝細胞においても放射線により脂質過酸化が

生じているかどうかを調べた． Fig.1に示すよう

にラットから採取し培養を行った後の初代培養肝

細胞においても脂質過酸化が生じていること，照

射線量の増加に伴って脂質過酸化も増加していく

ことが明らかになった．

ラット肝小胞体画分における Ca2十シグナリ

ング系への放射線影響

細胞内 Ca2+、ングナリング系において主要な役
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Fig. 1. Radiation-induced lipid peroxidation in cul-
tured rat hepatocytes. Each point is the mean士
S.E.M. from four experiments. 

Table 1. Radiation effect on Ca2+ loading capacity 
in rat liver microsome. Each value is the mean 
土S.E.M.of three independent experiments. 

Control 50Gy 

nmol/mg protein 1.10土0.22 1.21士0.30

Table 2. Radiation effect on IP3-induced Ca2+ re-
lease in rat liver microsome. Each value is the 
mean土S.E.M.of three independent experiments. 

Control SOGy 

Released Ca2+ amount 
(nmol/mg protein/30 sec) 

0.58士0.08 0.16土0.03*

* p<0.01 

割を果たすのは小胞体膜である．小胞体膜はその

中に C店を蓄えたり Ca2十制御因子のシグナル

に応じて Ca2十の放出を行い，細胞内 Ca2十の濃度

調節，ひいては細胞の正常な生理機能を制御する

(Marshall, 1993). そこで，ラット肝から採取した

小胞体膜画分における Ca2十の貯蔵能および細胞

内Ca2十の制御因子の一つである IP3への小胞体

の応答反応への放射線影響を調べた．小胞体膜画

分を “Cai+を用いて， ATP存在下でインキュ

ベートして Cai+を貯蔵させその貯蔵能の X線照

射による変化を調べた． Table1に示すように放

射線照射後も Ca2十の貯蔵能には変化は見られな

かった．このことから，放射線照射により Ca2+

の貯蔵が阻害されたり，障害により貯蔵Ca2十が

漏れ出たりすることはないと考えられる．次に小
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胞体における lP3依存性の Ca2十放出に対する X

線の影響を見た． IP叶こより誘起される小胞体膜

からの Ca2十の放出量を測定すると，放射線照射

により C的の放出量は対照群の半分以下になっ

た (Table2). このことから細胞内での Ca2十の濃

度の調節が正常に機能しなくなっていることが明

らかになった．次に細胞レベルで Ca2+、ングナリ

ング系への放射線影響を解析した．

3. 肝細胞における細胞外からの Ca2十の取り込

み量における放射線影響

肝細胞においては種々の影響因子が作用するこ

とで細胞内外での Ca2十に変動が起き，それが次

の生理機能を制御することが考えられている

(Bygrave, 1993; Charest, 1985; Mine, 1993). 細胞

内での Ca2十の制御が放射線により障害を受けて

いることから，細胞膜を介しての Ca2十の出入り

にも変化が生じている可能性がある．そこで，

c正取り込みの刺激因子を添加した際の細胞外
からの “Ca2十の取り込み量を対照群と比較した．

剌激因子をなにも添加しない時，また因子として

フェニルエフリンを加えた時には反応後細胞内に

取り込まれている “Ca2十の量に変化は見られな

かった．しかし， ATPやグルカゴンを加えた際に

は対照群に比べて照射群では取り込まれた “Ca2+

量が減少し， 二つの刺激因子を加えた際にはその

差が顧著になっていた (Table3). 

4. 肝細胞における IP3生成への放射線影響

c正の動きの変動を指標に放射線影響を見て
きたが，次にその Ca2十の動きを制御している細

胞内c企制御因子に対する放射線影響を解析し
た．細胞外からの刺激因子に対する応答反応とし

て細胞内で種々の情報伝達因子が生成され，それ

が次の細胞機能への伝達を果たしている． Ca2+

への伝令を果たす情報伝達因子の一つに IP3があ

るが (Berridge,1993), 刺激因子に対する細胞外

“Ca2十の取り込み量の差は放射線による IP3生成

の障害に由来する情報伝達障害の結果である可能

性がある．そこで Ca2十の取り込み量に差が見ら

れた刺激因子について IP3の生成量に対する放射

線の効果を解析した．その結果， ATP, グルカゴ
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Table 3. Radiation effect on Ca2+ flux in cultured 

rat hepatocytes. Each value is the mean of 
independent experiments士S.E.M.(n =3-6) 

Non mediator 

Glucagon 
ATP 

Glucagon + ATP 

* p<0.05 

Incorporated Ca2+ radioactivity 

in rat hepatocytes 
(105 cpm/105 cells/15 min) 

Control 50Gy 

1.61士0.09 1.70土0.20
1.77土0.18 1.41士0.52
1.90土0.15 1.50土0.33
2.40士0.09 1.77土0.12*

Table 4. Radiation effect on IP3 productivity in 

cultured rat hepatocytes. Each value is the mean 

of independent experiments士S.E.M.(n =3-6) 

Non mediator 
ATP 

Glucagon +ATP 

* p<0.05 

IP3 productivity 
(pmoles/min/106 cells) 

Control 50 Gy 

0.60土0.31

4.45土1.55

18.63土3.77

0.72士0.12

4.72土2.07

7.86土1.70*

ンをそれぞれ単独で加えた際にはあまり差はみら

れなかったが，二つの剌激因子を共存させた時に

生じる IP3の顧著な増加が放射線照射群では強く

抑制されていた (Table4). このことから肝細胞

における Ca2+、ングナリング系は，放射線照射に

より剌激因子に対する応答の段階で情報伝達因子

の生成が抑制されて正常に機能しなくなることが

示唆された．

以上， IP叶こ関連する一連の Ca2十情報伝達系へ

の放射線影響を解析したが，いずれの段階（小胞

体，細胞膜情報伝達因子）でも放射線影響が生

じることが明らかになった． このような Ca2十情

報伝達の障害はその情報伝達の結果である細胞機

能発現にも影響を与えていることが考えられる．

そこで次に細胞内の機能発現に重要な酵素であ

り， Ca2十依存性， また脂質依存性でもある Pro-

tein kinase C (PKC) (Nishizuka, 1986)の活性につ

いてその放射線影響を調べた．

Table 5. Radiation effect on Protein Kinase C 

activity in cultured rat hepatocytes. Each value 
is the mean土S.E.M. of three independent 

experiments. 

Control 

50Gy 

* p<0.05 

PKC activity (pmoles/min/mg) 

Cytsol fraction Membrane fraction 

113.90土7.97

95.67土8.29
6.78士0.44

12.49土2.45*

5. PKCの活性に対する放射線効果

肝細胞をr線照射してさらに 30分間培養後，
細胞質可溶性画分と膜画分に分けてその各々での

PKC活性を測定した．細胞質画分では PKC活性

の減少傾向が観察され膜画分においては PKC活

性の上昇が見られた (Table5). 

考察

放射線の細胞情報伝達系への影響はいくつか報

告されている．中には，低線量域で PKCの

mRNA量の上昇が誘起された報告もある (Wol-

oschak, 1990). しかし，それらは使用された細胞

種によって放射線影響が別々の様式で現われてく

ることを示していた (Hallahan,1994). 今回使用

した初代培養肝細胞はより生体内の生理条件を維

持していて，臓器の放射線影響を調べる上で非常

に有用な系である． さらに， この培養系では 50

Gyの放射線照射後の細胞の生存率において， 対

照群との間に差がみられない． しかしこのような

細胞においても実際には放射線障害が細胞機能に

生じていることが明かとなった．特に今回は IP3

関連の Ca2+、ングナリングの異常がみとめられ，

それが細胞外からのシグナルに応ずる機能である

ことから多種細胞の混合臓器である肝臓における

放射線影響を知るうえで重要な結果となった．今

回，我々は 50Gyというやや高い線量で Ca2十シ

グナリング系や PKCの活性変動を測定した． こ

の線量域での影響は低い線量域での影響とは異な

る可能性もあり，線量依存性や線量率依存性は現

在検討中である．

今回示した Proteinkinase C (PKC)の放射線に

よる活性化がどのような機構によって生じるのか

は明らかではない． PKCはCa2十依存性酵素であ

ることから細胞内 Ca2十の変動により生じている

のかもしれない．また放射線照射により Phospha-

tidylcholine (PC)の減少が観察されたことから

（未発表データ）， PCから生成される脂質因子を

介して脂質依存性でもある PKCを活性化してい

る可能性もある (Nakamura,1994).一方で，活性

酸素生成系で単離肝細胞処理すると膜画分での

PKCの増加がみられたことが報告されている

(von Ruecker, 1989). 放射線による PKCの活性

化も活性酸素生成を介して同様の機構で生じてい

ることも考えられる．現在， PKCの活性化の機構

を酵素の膜移行の観点から解析中である．
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Summary 

To establish the spectrum of mutagenesis by active oxygen species, we have utilized the supF gene 

m plasmid pZ189. The DNA was treated with hydrogen peroxide and FeH /EDTA complex, NADPH-

dependen lipid peroxidation system or Fe2+ /EDT A complex and was propagated in E. coli host cells that 

had been induced for SOS functions. The mutation frequencies increased by 30, 12 and 20-fold, 

respectively, over background levels. Sequence analysis of 82 independent supF mutants by hydrogen 

peroxide+ FeH /EDT A revealed that 85% of the mutants contained base substitutions, with G : C→ C: 

G (40% of base substitutions) and G: C→T : A (37%) transversions predominating. Fiftyfour of 8-

hydroxydeoxyguanosine(8-ohdG)/105 deoxyguanosine were generated in the plasmid DNA incubated 

with hydrogen peroxide. By lipid peroxidation, 47 (87%) of 54 mutants were base substitutions and 

32% and 26% of that were G : C→C: G and G: C→T : A transversions. Formation of 8-ohdG was 

hardly detected in the DNA treated with lipid peroxidation. Fe2+ /EDT A ir.duced predominantly G : C 

→C : G (45% of base substitutions) trans version and G : C→A : T (23%) transition. The results 

suggest that the origins of G : C→C: G and G: C→T : A transversions may be as yet unindentified 

lesions generated by active oxygen species. 

Keywords: mutational spectrum, pZ189, hydrogen peroxide, lipid peroxidation, frrous ion 

緒戸 要な損傷であることを示した．

活性酸素 （superoxide,hydrogen peroxide)は塩

旭修飾を引き起こし，その結果複製時に間違った

ヌクレオチドを取り込み，突然変異を起こす． in

vitroでの，活性酸素による DNAの塩基修飾の分

析の結果 (Aruomaet al., 1989)や種々の酵素に

よる複製の研究（Shibutaniet al., 1991),あるい

は invivoでの大腸菌の DNA修復酵素欠損株に

よる研究（Cabrenaet al., 1988; Bessho et al., 

1992) の結果は， 8-hydroxydeoxyguanosine (8-

ohdG)が活性酸素による突然変異に寄与する主

生体内の活性酸素による DNA損傷生成には 2

つの経路が考えられる． lつは hydrogenperoxide 

を経てヒドロキシラジカルが直接 DNAを攻撃す

る経路であり， もう 1つは脂質過酸化を経由し反

応生成物が DNAに作用する間接的な経路であ

る．反応生成物には alkane類や alkene類，あるい

は aldehyde,epoxide, carboxy, hydroperoxy化合

物が含まれており， これらの幾つかは DNAに直

接作用すること (Segerback, 1983; Summerfield 

and Tappe}, 1983), 変異原性を持つこと (Mukai
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and Goldstein, 1976; Marnett et al., 1985; Basu and 

Marnett, 1984; Benamira and Marnett, 1992)が示

されている．

活性酸素による突然変異を塩基配列レベルで調

べることは，変異の分子的機構を追求する手段に

なるだけではなく，紫外線や電離放射線，酸化性

化学物質などの環境変異原の作用機構を知る手が

かりになると考えられる．活性酸素による突然変

涅スペクトルを完成させるために，我々はシャト

ルベクターpZ189のsupF遺伝子を用いてフォ

ワード変異を検出するための方法を改良した

(Akasaka et al., 1992). この方法を用いて， Esche-

richia coli内でのsupF遺伝子の自然突然変異頻度

が 1複製当り 3.06X10-7であることを示した．す

なわち，これまでの方法に比べ変異頻度が 10―3

低い場合でも，invitroでの突然変異を検出する

ことがuJ能になった．

我々は活性酸素による突然変異の機構を知るた

めに hydrogenperoxide+ FeH-EDTA (Aruoma 

et al., 1989) とFe2+-EDTA (McBride et al., 

1991)のヒドロキ シラジカル生成系， および肝ミ

クロソーム NADPH依存性脂質過酸化系 (Aka-

saka, 1986)を用いて，pZ189のsupF遺伝子の突

然変異スペクトルをもとめた．脂質過酸化系では

ヒドロキシラジカルの影響を除くために反応を

Tris緩衝液中でおこなった．

材料及び方法

1. 菌株とプラスミド

E. coli K 12株の KS40(lacZam) とDL16

(recA), プラスミドpKY241は先に述べた通りで

ある (Akasakaet al., 1992). ベクターpZ189はチ

ロシンのアンバーサプレッサーtRNA(supF)遺

伝fを持っている (Seidmanet al., 1985). 

2.試薬

NADPH-cytochrome P-450 reductase, cyto-

chrome P-450および脂質をラット肝臓のミクロ

ソームから抽出，精製した (Akasaka,1986). 

3. DNAの処理

Hydrogen peroxide: Aruoma et al. (1989)の方
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法に準じておこなった． プラスミドpZ189(5 μg/ 

100 μI)を 100mMリン酸緩衝液 (pH7.4), 100 

μM EDT A, 25 μM FeCh, 9 mM H202を含む反応

液中で 37℃,30分間処理した．反応液を Sepha-

dex 050のスパンカラム (Sambrooket al., 1989) 

に通すことによって反応を停止させた．溶離液l|I

のDNAはエタノール沈澱によって 1lll収した

(Akasaka and Yamamoto, 1994a). 

脂質過酸化：プラスミドpZ189(5 μg/100 μ/) 

を 100μ/の NADPH依存性脂質過酸化反応夜中

37℃で処理した (Akasaka,1986). I又応液は 50

mM  Tris-HCI (pH 7.4)に 100μmol lipid/mlのリ

ポ‘ノーム (NADPH-cytochromeP-450 reductase, 

0.05 U/μmol lipid; cytochrome P-450, 0.25 nmol/ 

μmol lipid), 5 mM  NADPH, 50 μM EDTA, 50 

μM FeChを加えたものをもちいた． 2時間処狸後

0.1 % 8-hydroxyquinolineを含む TE(10 mM Tris-

HCI, pH 8.0; 1 mM  EDTA)飽和phenolを 100μ/ 

加え反応停止した．脂質過酸化反応はthiobarbi-

turic acid反応性物質 (TBARS)測定によ って調

べた (Kornbrustand Mavis, 1980). 

Ferrousイオン： プラスミド pZ189(Sμg/100 

μI)を 100μIの lOOmMリン酸緩衝液(pH7.4), 

125 μM FeS04, 500 μM EDTAを含む反応液中で

37℃,30分間処理した．反応液を Sephad ex G 50 

のスパンカラムに通すことによって反応を利汀［さ

せた．

4. 処理pZ189DNAの導入及び突然変異の解析

pZ189 DNAの導入法については先に述べた通

りである (Akasakaand Yamamoto, 1994a). SOS 

を誘導した KS40をCaCh処理によってコンピテ

ント細胞にし，これに処理したpZ189DNAを導

入した． 一晩 LB培地中でインキュベイトした

後，大腸菌から複製したpZ189を抽出した．

抽出したpZ189を再度，プラスミド pKY241

を既に導入している KS40(KS40/pKY241)に導

入し， LB寒天培地（30μg/ml chloramphenicol, 

150 μg/ml ampicillin, 50 μg/ml nalidixic acid, 80 

μg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indoyl~(3-D-galactoside 

(X-Gal), 15 μM isopropyl-(3-D-thiogalactoside 

(IPTG)を添加）上にまいた． supF突然変異pZ

Table I. Mutation frequency of supF gene in pZ189 treated with hydrogen peroxid + FeH-EDTA, lipid 
peroxidation and Fe2+ -EDT A. 

Treatments Mutation fr~ 

0 mM H202 + Fe3+-EDTAa) 

9 mM H202 + Fe3+_EDTAa) 

0 μmol/ml liposomeb) 

100 μmol/ml liposomeb) 

no additionc) 

Fe2+_EDTAd) 

1.6 

47 

11 

130 

3.0 

62 

8.0 

64 

2.6 

1.5 

- e) 

- e) 

a) incubated with 25 μM FeCl3 and 1()()μM EDTA in IOOmM ph6sphate buffer at 37C 
for30 min. 

b) incubated with 50 μM FeCl3, 50 ~tM EDTA and 5 mM  NADPH in.S0mMTris-HCI 
at 37C for 2 hr. 
c) incubated in 100 mM  phosphate buffer at 37C for 30 min. 

d) incubated with 125 ~tM FeS04 and.500μM EDTA in 100 mM  phosphate buff er at 
37C for 30 _min. 
e) not determined. 

189を持つ大腸菌は nalidixicacid抵抗性で白色の

コロニーとして選択できる． このコロニーからプ

ラスミドを抽出し DL16に導入し lactose-

Mac Conkey寒天培地で白色のコロニーをつくる

ことを確認した (Akasakaet al., 1992). 突然変異

選択用プレート 1枚につき 1個の突然変異コロ

ニーからプラスミドpZ189を抽出し，pBR322の

EcoRIプライマーを用い dideoxy法 (Sangeret 

al., 1977)によ ってsupF遺伝子の塩碁配列を求め

た．シークエンスには SequeneseKit (US Bio-

chemical Co.) あるいは AutoRead™Sequencing

Kit (Pharmacia Co.)を用いた．

結果

1. 突然変異頻度

プラスミドpZ189を hydrogenperoxide+ FeCh-

EDTA,脂質過酸化 FeSOcEDTA処理し， SOS

を誘導した大腸菌KS40に導入して固定， KS40/

pKY241に導入してsupF変異を選択した．この

系の自然突然変異頻度は3X 10-7である (Aka-

saka et al., 1992). 

Hydrogen peroxide + FeH -EDTAでは比02濃

度 OmMから9mMまでほぼ直線的に増加した

(Table 1, Akasaka and Yamamoto, 1994a). 8-hyd-

roxydeoxyguanosine (8-ohdG) は 8.0/105deox-

yguanosine (dG)から 64/105dGにまで増加し

た． 1500dGあたり 1個の 8-ohdGが出来ていた

ことになり，変異原性の DNA損傷はヒドロキシ

ラジカルによるものであることを示していると考

えられる．

リポソームによる NADPH依存性脂質過酸

化では， 10μmo} lipid/mlを反応液に加えると

300 nmol/ml の thiobarbituric acid 反応性物質

(TBARS)が生成した．この反応液中に加えたプ

ラスミドの変異頻度は約 12倍増加した (Table1, 

Akasaka and Yamamoto, 1994b). 8-ohdGの生成

は見られず， ヒドロキ、ンラジカル以外の脂質過酸

化生成物が突然変異に関与していると考えられ

る． 一方， リポソームを加えないときの変異頻度

は1.1X 10-6であった． このことは， NADPH+ 

FeH-EDTAだけでも変異原性をもつ DNA損傷

を引き起こしていると考えられる．

Fe2+-EDTAによる変異頻度も濃度に応じて増

加し， 125μMFeSOc500μM EDTAで約20倍の

増加であった (Table1). 

2. 突然変異スペクトル

9 mM  hydrogen peroxide + FeH-EDT A, 10 

μmol lipid/ml脂質過酸化， 125μM Fei+-500 μM 

EDTA処理による独立したsupF変異プラスミド
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Table 2. Distribution of hydrogen peroxide-induced, lipid peroxidation-induced and ferrous ion-induced supF 
mutants by class. 

Class of change 

Base substitution 

Insertion sequence 

Deletion 

Single-base frarneshift 

Number of Total mutants 

% of total mutants examined 

H~要り ~eroxide* Lipid peroxidation* Fe2+-EDT A* 

85.4 

82 

4.9 

4.9 

4.9 

87.0 

0.0 

0.0 

13.0 

54 

78.3 

0.0 

10.0 

11.7 

60 

*; Treated plasmid was propagated in Eschericlw coli host cell that had been induced for SOS 
functions. 

Table 3. Types of base substitution among hydrogen peroxide-induced, lipid peroxidation-induced and ferrous 
ion-induced supF mutants. 

Type of mutation % of total mutants examined 

H匹r_ogenperQxide* _ UQi_cj__peroxidation* 
Transition 

G:C>A:T 

A:T>G:C 

Total 

Trans version 

G:C>T:A 

G:C>C:G 

A:T>T:A 

A:T>C:G 

Total 

12.9 

4.3 

17.2 

37.1 

40.0 

4.3 

1.4 

82.8 

19.1 

10.6 

29.8 

25.5 

31.9 

10.6 

2.1 

70.2 

Fe2+-EDTA* 

23.4 

6.4 

29.8 

10.6 

44.7 

10.6 

4.3 

70.2 

* ~ Treated plasmid was propagated in Esc/比richacoli host cell that had been induced 
for SOS functions. 

を， それぞれ 82,54, 60個分離し，塩碁配列を調

べた． 変化のクラスを Table2に，塩碁置換のタ

イプを Table3に，塩基置換と 1塩甚フレーム 、ン

フトのスペクトルを Fig.1に示 した．

それぞれの処理による変異のほとんどは (85,

87, 78%) 1塩基置換であった (Table2). -1塩基

フレームシフトのほとんどは 172-176番の 5個連

続した G:C塩碁対間の欠失であった． 連続した

G:Cに生 じた損傷が，局所的な配列の乱れを引

き起こしたためだろう (Streisingeret al., 1966). 

1塩碁置換のほとんどは， G:C塩碁対で生じ

ていた (H20290%, 脂質過酸化 77%,Fe2+_ 

EDTA 79%; Table 3). Hydrogen peroxideでは，
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77%がG:Cでの トランスバージョン変異で，

T:Aあるいは C:Gへの変化が同程度生 じてい

た．脂質過酸化では 57%,Fe2+-EDTAでは 55%

がG:Cのトランスバージョンだ った．この内

G:C→C:Gはすべて全体の 40%程度だった．

変異はsupF遺伝子の多くの部位に生じていた

が (Fig.1), 大半 (H20270%,脂質過酸化 57%,

Fe2+-EDTA 60%)は133(tRNAのアンチコドン

部）と 156~160,168~172で生 じていた．これら

は，自然突然変異の場合と同様だった (Akasaka

et al., 1991). 

AA 
T 

^ ^ Tm TTT  A -C 
C T AAGGG-c 

G A 庄 CAT C AA G-c 
CGGGTC GCCA ACT GC C'IT T AAG-c 

l'GGTGGGGTTCCCGI\GCGGC叩四GCAGACTCT心TCT=cATCGACTTCGMGGTTC叫T-cc—耳CCCCCJ

Sil ~00 110 120 130ー 140 150 160 170 180 • 1!10 
Beqin'tJ皿 ロロ

H2゚ 2

GG 
GGG 

Lipid peroxidalion ぶ↑ T ；ご
^̂ T T G ・;: A AA G T C G G A -C 

+c -G cc A A AAG G T c CAA T GA A-c 
'ITACCTGrGGTGGGGTTC皿 GCGGCCAAAGGGAGCAGACTCT心 TCTGCCGTCATCGACTTCGMGG'IT四TCCTTCCCCCACCACCATCACT'IT
lll fOO 110 120 130 - 140 150 160 170 180 t 1!10 
B“｀口 四呻

A 
G CC 
GG AC G -C 

Fe2++EDTA _ A G ! A庄 A -c 
G C GGT CAA TG-C 

-GT C-cG T C G -A GAT C C庄-T TGA G GA 
TTACCTGTGGTGGGGTTCCffiAGCGGCCAAA四②恥ACTCT鳩 TCT改℃GTCATCGACTTCGAAGGTTCGAATCCTTCCCCCACCACCATCACTTT
Sil .100 110 120 130ー 140 150 160 170 180 • 1!10 

Begin tJOOl End口

Fig. 1. Changes in the base sequence in the supF mutations, including base substitutions and frameshifts, in the 
pZ189 plasmid treated with hydrogen peroxide (H20か，lipidperoxidation or Fe2+ -EDT A, and used to 
transfect SOS-induced KS40 cells. These mutations are shown above the sequence: single base changes are 
indicated as single letters. Minus-one or plus-one frameshifts are indicated as -C or + C. The anticodon is 
underlined. 

考 察

プラスミドpZ189をhydrogenperoxide+ FeCh― 

EDTA,脂質過酸化 FeSOcEDTA処理し， SOS

を誘導 した大腸菌KS40に導入してsupF変異の

スペクトルを求めた． Hydrogenperoxide+ FeH -

EDTA処理による塩基修飾の 41%は8-ohdGで

あることが知られている (Aruomaet al., 1989). 

我々の結果でも 1500Gに 1個の 8-ohdGが生じ

ていた．またinvitroのDNA合成の結果 8-ohG

はAdenineと間違って対合することが報告され

ている (Chenget al., 1992; Shibutani et al., 

1991), したがって， G:C→T:A変化は主に 8-

ohdGが寄与していると考えられる． Hydrogen

peroxide処理をしたpZ189をサル細胞に導入し

た場合には G:C→A:Tトランジションが主な変

化であったことが報告されている (Moraeset al., 

1989).一方， 1本鎖 DNAM13mp2ファージを鉄

イオンで処理 （たぶん Hydrogenperoxideあるい

はヒドロキシラジカルが作用） し大腸困に感染さ

せると， G→Cが多く，続いて C→TとG→Tの

変化がみ られた (McBrideet al., 1991).我々の結

果も含め， いずれもG:Cが主要なターゲットで

ある点は一致しており， 活性酸素によるthymine

glycol, 8-hydroxyadenine, fapyAdenine (4, 6-di-

amino-5-formamidopyrimidine)の生成は突然変異

には大きくは寄与していないと考えられる．サル

の細胞と大腸菌との大きな差は， DNA複製に関

わる場や酵素あるいは修復酵素の違いによるもの

と考え られる．また，彼らが大きな欠失を同時に

持つものも数えていることも違いの原因と考えら

れる．

脂質過酸化処理による変異には， 8-ohdGの生

成が見られないことから， 8-ohGの寄与は少ない

と考えられる． このことが， G:C→T:Aが少な

<, G:C→A:Tが多くなったことに反映してい
ると考えられる．それでも G:C→T:Aが 1塩基

置換の 26%あることから， 8-ohG以外で， 脂質

過酸化によるguanineあるいは cytosineにたいす

る修飾がトランスバージョンを引き起こしている

と考えられる．

Fe2+-EDTAでは G:C→C:Gのトランスバー

ジョンが最も多く，続いて G:C→A:Tが多くみ

られた (Table3).この結果は， M13mp2ファージ

の結果とよく 一致している． Fe2+-EDTAによる

変異は，カタラーゼやヒドロキシラジカルスキャ

ベンジャーで阻害される (Moraeset al., 1989)こ

とから，反応液中に僅かに存在する Hydrogen
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peroxideとの Fenton反応によって生成するヒド

ロキシラジカルが DNAを攻撃した結果と考えら

れる．これは Hydrogenperoxide+ FeH -EDT Aの

場合も同じと考えられ，生成速度がこの様な違い

を生じたかも知れない．

我々がおこなった DNA処理で， 3つ共に全体

の 40%近くが G:C→C:Gのトランスバージョ

ン変異であった． Purmalet al. (1994)は E.coli 

DNA polymerase I Kienow fragment (KfExo―) 

を用いたinvitro DNA合成で， 5-hydroxycytosine 

で置き換えた 51-GCTぶのテンプレートでは 5-

ohCが Cと対合することを見いだし， これが G:

C→C:Gを引き起こす損傷であることを提唱し

た． しかし， Feiget al. (1994)の 5-ohCを含む M

13mp2ファージを大腸菌中で増殖させた研究で

は， 174個の Cでの塩碁置換の内 51-GCTぷの配

列を含む 169個が C→Tで， C→G は4個だけで

あった．活性酸素による突然変異の大きな部分を

占める G:C→C:Gを引き起こす損傷について

は未だ今後の課穎である．
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日本学術会議だより Ko.35 

第16期活動計画決まる

平成 6年11月 日本学術会議広報委員会

日本学術会議は， 9月28日から30日までの 3日間，第 120回総会を開催しました。今回の日本学術会議だより

では，総会の概要及ぴ第16期活動計画についてお知らせします。

日本学術会議第120回総会報告

日本学術会議第120回総会は，平成 6年9月28日から 3日
間にわたって開催されました。

この中で，①第16期の活動の指針となる「第16期活動計

画（申合せ）」を賛成多数で可決しました。その他②第2部
世話担当の「環境法学・環境政策学研究連絡委員会」の設

置及ぴ第3部世話担当の「技術革新問題研究連絡委員会」
を「技術革新・技術移転問題研究連絡委員会」に名称変更

することを内容とした日本学術会議会則の改正．③運営審

議会附置将来計画委員会を改組して．移転準備委員会を設

置することをいずれも賛成多数で可決しました。

なお．活動計画の内容は．下記のとおりです。

第16期活動計画（申合せ）

今世紀後半．世界は大きく変化し．今や重大な転換期を

迎えるに至った。人類は，多くの新たな問題に直面し， 21
世紀に向けてその生存と繁栄のための新たな世界秩序を模

索している。ここにおいて人類の「知」の適切な行使が求

められ．学術に対する期待が高まるとともに．学術自体の

あり方もまた問いなおされようとしている。このような世

界情勢の中で．我が国の諸活動における学術の重要性はま

すます増大しており．我が国の将来は一に学術の発展にか

かっているといっても過言ではない。

本会議は．科学が文化国家の基礎であるという確信に立

って，科学者の総意の下に．我が国の平和的復興．人類社

会の福祉に貢献し．世界の学界と提携して学術の進歩に寄

与することを使命として設立された（日本学術会議法前文）。

その後半世紀にわたり，本会議は我が国の科学者の内外に

対する代表機関として．学術の進展に貢献してきたが．上

記の学術の重要性にかんがみ．本会議の果たすべき役割は．

さらに増大しつつある。

本会議は，その役割を遂行するために．以下のとおり第

16期における活動計画を定め．人文・社会科学及び自然科

学を網羅する我が国唯一の機関であるという特色を生かし

つつ．これに即して活動する。

1.活動の視点

日本学術会議は．第16期の活動において．以下の視点を
重視する。

(1) 歴史的転換期における新たな晨望の探求

人類の歴史は，今や重大な転換期を迎え，その先行き

はきわめて不透明である。人類社会は， 21世紀に向けて
その未来を切り開くために，学術の発展をますます必要

とし．学術の主体性を確立することを求めている。日本

学術会議は，学術と社会との深い関わりに思いをいたし．

人文・社会科学及ぴ自然科学にわたる我が国の科学者の

総意を結集し，人類社会の新たな展望の探求のために，

学術が果たすべき役割を考察する。

(2) 日本の学術研究体制の方向づけ

学術が果たすぺき役割からみたとき， 日本の学術研究

体制の現状には，早急に改善すぺき点が多々存在する。

特に，その中軸をなす大学，研究機関，学術団体は，研

究の進歩に伴う新たな専門分化や，急速に進行しつつあ

る学術の国際化，情報化に早急に対応することを迫られ

ている。また，これらは，研究上の後継者を含む人材育

成における深刻な困難に直面し，その克服の方法を模索

している。日本学術会議は， 日本の学術研究体制が新た

な状況に対応し，人類社会の期待に応える研究成果を生

み出すことができるように，その方向づけについて協力

する。

(3) 国際学術活動への積極的貫献

我が国における学術の国際交流は，従来ややもすると

先進諸国の学術を受容することに重点が置かれてきた。

しかし，今や我が国には，国際平和の推進や環境問題の

解決等，地球的，国際的規模の課題について， 自らの研

究を充実させつつ，広く世界の学術の発展に積極的に寄

与することが求められている。

このため， 日本学術会議は， 日本の学術が受け身の態

勢を脱し，その特色を生かしつつ，世界の学術の発展の

ためにイニシアティプを発揮することができるように，

自らの役割を果たすべきである。

2.重点課題

日本学術会議が対応すぺき学術上の課題としては，（l）各

学術分野に共通する学術研究体制上の当面の重要課題，（2)

現在，人類社会が直面している重要課題で，人文・社会科

学から自然科学にわたる総合的な知見が必要とされている

もの，（3冷後重要となってくると予想される学術的な重要

課題のうち，本会議として特に先見性を発揮して研究環境

の整備等を訴えるぺきもの，が考えられる。

本会議は，これらの中から早急に取り組むぺき重点課題

を設定し，人文・社会科学から自然科学にわたる全分野の

科学者の意見を結集して検討にあたる。

これらのうち，特に緊急な対応を要する課題は，機動的

かつ早急に審議を行い，その結果を対外的に発表する。さ

らに，第16期中に発生するであろう新たな問題についても，
遅滞なく対応する。

日本学術会議は，発足して50年近くになるが，本会議そ

のもののあり方についても常に検討を続ける必要がある。

現時点において取り組むぺき重点課題を以下に示す。

(1) 21世紀に向けての新しい学術の動向

「知」の総合化や学術諸分野の再編成など，新しい学術

の動向を， とりわけパラダイムの転換を中心に把握し，

21世紀に向けての学術のあり方について検討する。

(2) 学術研究体制の整傭

① 学術団体の支援・薙化方策

さまざまな困難に直面している学術団体の現状を跨

まえ，その支援・強化等の方策について検討する。

② 大学・研究機関における研究基盤の改革

大学院重点化やセンター・オブ・エクセレンスの構

想等我が国の研究体制の新しい動向を把握し．大学・

研究機関における研究基盤の改革について検討する。

③ 優れた研究者の養成・確保と教育

若者が理工系を始めとして長期の学習を要する学術

分野を離れる傾向が指摘されていることから．優れた

研究者の養成・確保方策について．教育のあり方をも

含めて検討する。

(3) 科学者の地位と社会的責任

女性科学者の研究環境の改善について声明を発した第

15期に引き続き．学問・思想の自由，科学者の地位と倫
理・社会的責任について検討を深める。特に．我が国の

若手研究者の研究環境を改善し．研究意欲を向上させる

ために．科学者の地位・処遇．研究費の配分．業績評価

のあり方等について検討する。

(4) 学術情報・責料の充実・整備

① 学術における情報化の推進

今後極めて重要となるデータペースの作成やコ ンピ

ュータ・ネ ットワーク・システムの整備など．学術に

おける情報化の推進方策について検討する。

② 公的資料等の保存・篇設の整傭と公開

公的資料等の保存．その施設・設備の整備と公開手

続の確立についてさらに前進させる。

③ 知的財産権

急速な情報技術の進展に伴い．顕在化してきた知的

財産権の問題について．専門家の養成の問題をも含め

て検討する。

(5) 国際学術交流・協力の推進

① 学術における国際化の帷進と国際対応力の益化

学術分野における国際化の推進と国際対応力の強化

方策について．いわゆるメガサイエンスにおける国際

協力のあり方をも含めて検討する。

② 国際的にパランスのとれた学術交流・協力のあり方

欧米諸国との交流に偏っている現状を見直し．パラ

ンスのとれた学術交流・協力を実現するために．アジ

アを始めとする世界の諸地域との学術交流・協力のあ

り方や交流・協力のための基盤の育成方策について検

討する。

③ 学術国際貫献のための新システム

学術分野における国際貢献のために必要とされ．第

15期において検討された新たなシステムの構築につい

て．さらに努力する。

(6) 高齢化社会の多面的検討

高齢化の急速な進行に直面しつつも，健やかに老いる

ことのできる社会の実現のため，生き甲斐の問題や小児

期からのライフスタイルの改善．雇用・年金・医療•福

祉など高齢化社会に伴う経済上，法律上の諸問題、高齢

化社会に向けての研究開発体制，高齢化社会に適合しう

る医療とケアのシステムなどについて，老人医学を始め

とする諸科学が協力して多面的に検討する。

(7) 生命科学の進展と社会的合意の形成

生命科学とその応用の急速な進展のもたらす倫理的．

社会的諸問題について． 自然科学と人文・社会科学との

協力の下に検討し．これら諸問題の解決方策の検討及ぴ

これに対する社会的合意の形成に資する。

(8) 学術と産彙

学術と産業の関わりの実態分析の上に立ち．今日の学

術と産業とがそれぞれにとって有する意義と問題点とを

明らかにするとともに．企業と大学・研究機関における

適切な研究の役割分担や基礎的研究の研究体制など．学

術と産業との関係のあり方を行政の位置づけをも含めて

検討する。

(9) 地球環境と人間活動

人類の経済社会活動の拡大等に伴い深刻化している環

境問題について，エネルギーや土地の利用などの人間活

動との関連や，ライフスタイルのあり方，人口と食糧の

問題の検討を含め，持続可能な発展のための方策，及び

これに対する我が国の貢献のあり方について検討する。

(10) 脳の科学とこころの問題

今後の学術研究において重要な学際的課題となること

が予想される脳の科学とこころの問題について， 21世紀

に向けての学術研究上の課題と展望とを明らかにすると

ともに，今後の研究体制のあり方について検討する。

(11) アジア・太乎洋地域における平和と共生

国際的な平和の問題が新たな様相を呈している冷戦後

の世界情勢を検討する中で，特にアジア・太平洋地域に

おける平和と安全に関連する諸要因を分析し，貧困の克

服と福祉の増進，経済発展と科学技術，文化の相互関係

と多様な価値の共存の問題など，平和と共生に寄与する

ための学術的視点について，アジア・太平洋地域に重点

を置いて検討する。

(n) グローパリゼーションと社会構造の変化

世界が，国際化・情報化・市場経済化などを通じてグ

ローパリゼーションに向かって大きく変化している中で，

我が国の産業空洞化， 日本型経営・雇用慣行の変化，多

国籍企業や知的財産権の問題，市民生活・文化へのイン

パクトなど社会構造に生じている新しい課題を洞察し，

これに抜本的に対処するため，学術的視点から検討する。

3.重点蝶題の審議
上記の重点課題の審議は，常置委員会及ぴ今期の当初設

置する特別委員会（別表 2)がこれにあたる。両委員会は，

速やかに審議を行い，第16期中（緊急性のあるものについ
ては， 1年ないし 2年以内）に検討結果を発表する。常置
委員会，特別委員会及び研究連絡委員会は，相互の連絡・

協力を密にする。

なお，常置委員会及ぴ特別委員会の所掌事項は別表 l及
ぴ2に示すとおりである。
（別表 l及ぴ別表 2省略）
濠参考

く常置委員会名〉 （事 項）

第 1常置ー研究連絡委員会活動活性化の方策及び日本学
術会議の組織に関すること。

第2常置一学問・思想の自由並ぴに科学者の倫理と社会
的責任及ぴ地位の向上に関すること。

第3常置一学術の動向の現状分析及ぴ学術の発展の長期
的動向に関すること。

第4常置ー創造的研究醸成のための学術体制に関するこ
と及び学術関係諸機関との連携に関すること。

第5常置一学術情報・資料に関すること。
第6常置一国際学術交流・協力に関すること（第 7常置

委員会の事項に属するものを除く）。

第7常置一学術に関する国際団体への対応及ぴその団体
が行う国際学術協力事業・計画への対応に関

すること。

く特別委員会名〉

高齢化社会の多面的検討

生命科学の進展と社会的合意の形成

学術と産彙

研究者の養成・確保と教育

地球環境と人間活動

脳の科学とこころの問題

アジア・太平洋地域における平和と共生

グローパリゼーションと社会構造の変化

（注） 特別委の検討事項は「2重点課題」の関係項に同じ。



日本環境変異原学会平成6~7年役員名簿

日 本環境変異原学会会則

第 1条

第2条

第3条

第4条

第 5条

第6条

第7条

本会は日本環境変異原学会 (TheEnvi-

ronmental Mutagen Society of Japan)と称する．

本会は人間環境における突然変異原，とくに公

衆の健康に重大な関係を有する突然変異原の

研究を推進することを目的とする．

本会の会員は，正会員，学生会員，賛助会員お

よび購読会員とする．正会員は本会の趣旨に賛

同し，環境変異原の研究に必要な知識と経験を

有し，定められた会費を納入した者とする．学

生会員は，大学，または大学院に在籍し，毎年

所定の手続を経て，定められた会費を納入した

者とする．賛助会員はこの学会の事業を後援

し，定められた会費を納入した個人または法人

とする．購読会員は学会誌「環境変異原研究」

の購読のみを行うものとする．

本会に入会を希望するものは， 1名以上の評議

員の推せん書とともに所定の申込書に記入の

上，本会事務所に申込むものとする．

会員は毎年会費を納入しなこればならない．次

年度の年会費の額は評議員会において審議し

総会において定める．

本会はその目的を達成するために次の事業を

付つ．

1. 年 1回大会を開催し，学術上の研究成果の

発表および知識の交換を行う．

2. 学会賞を設け，環境変異原の分野ですぐれ

た研究を行った会員および将来の成果が期

待される会員（原則として個人）に授与す

る．

3. Mutation Research誌を特価で購入配付す

る．

4. 国際環境変異原学会連合に加入し，国際協

力に必要な活動を行う．

5. 学会誌「環境変異原研究」を発行する．

6. その他本会の目的を達成するために必要

な活動を行う．

本会に次のとおり役員および評議員を置く ．

会 長 1名庶務幹事 l名

会計幹事 l名 国際交流幹事

編集幹事 1名会計監査

および評議員若干名

評議員は正会員の投票により選ぶ

会長は評議員の互選によって定める．

庶務幹事，会計幹事，国際交流幹事編集幹事

および会計監査は会長が委嘱する．この他会長

は必要な場合には会員の中より若干名を指名

し総会の承諾を得て，評議員に加えることがで

きる．

役員および評議員の任期は 2年とする．

役員が同じ任務に引続いて就任する場合には 2

期をもって限度とする．

評議員会は会員を代表し，事業計画，経費の収

支，予算決算およびその他の重要事項について

審議する．

本会は年 1回総会を開く．

総会において会則の改廃制定，予算・決算の承

認その他評議員会において審議した菫要事項

の承認を行う．

本会の事務執行機関は会長および4名の幹事

をもって構成する．

会長は執行機関の長となり，また本会を代表す

る．

第11条本会の事務は暦年による．

第12条本会に名誉会員をおく ．

附記

I. 本会則は平成 6年 1月1日より施行する．

2. 本会の事務所を

東京都世田谷区上用賀 1-18-1

国立衛生試験所内に置く．

正会員学生会員，賛助会員および購読会員の

会費は， それぞれ年額7,000円， 5,000円およ

びl□50,000円および年額 10,000円とする．
ただし， MutationResearch誌の配布を希望す

るものは，会費の他に別途定める購読料を本会

ヘ前納するものとする．

第8条

第9条

第10条

3. 

1名

2名

会 長

庶務幹事

会計幹事

国際交流幹事
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会計監査

賞等選考委員

編集委員

企画委員
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原著論文募集のお知らせ

日本環境変異原学会平成6~7年評議員名簿 「環境変異原研究」に掲載する原著論文を随時受け付けています．昭和63年 8月に学会活性化

対策の一環として編集委員会が組織され，以来機関誌「環境変異原研究」および「JEMS

（五十音順）
News」

氏 名 所 属

の定期刊行をめざして努力してまいりました． その間執筆規定の整備， 編集委員会の

体制強化等原著論文掲載に関する準備を進め，昨年より原著論文掲載誌の刊行を開始しまし
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行
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オリンパス工業（株）染色体研究センター

徳島大学医学部

産業医科大学

東京薬科大学

（株）ラビトン研究所

静岡県立大学食品栄養科学部

麻布大学環境保健学部

国立公衆衛生院

（財）食品薬品安全センター秦野研究所

第一製薬（株）開発研究所

東京慈恵会医科大学

伊藤ハム（株）中央研究所

国立衛生試験所

京都大学医学部

（財）食品薬品安全センター秦野研究所

九州女子大学栄養学科

国立がんセンター研究所

同志社大学工学部

国立衛生試験所

国立衛生試験所

岡山大学薬学部

武田薬品工業（株）薬剤安全性研究所

日本バイオアッセイ研究センター

日本グラクソ（株）筑波研究所

三菱化成（株）総合研究所

国立がんセンター研究所

東京薬科大学

た．編集委員会では，「環境変異原研究」を会員相互のコミュニケーション誌として位置づけ，

会員のための機関誌として育てていきたいと念じておりますので，会員の皆様の積極的な投稿

をお願いします．

JEMS編集委員会

環境変異原研究投稿規定

1. 掲載論文

環境変異原研究に関する未発表の「総説」，「一般論

文」，「短報」，「資料」などを掲載する．なお，掲載

論文の採否は編集委員会の審査により決定する．

「総説」は，一つのテーマに関連する多くの研究

論文の総括，評価，解説などである．

「一般論文」は，変異原に関する独創的研究の報

文で， それ自身独立して価値ある結論あ

るいは事実を含むものとする．

「短報」は，新しい事実や価値あるデータを含む

短い報告とする．

「資料」は，環境変異原に関する調査の結果また

は統計などをまとめたものとする．

投稿資格

筆頭著者は日本環境変異原学会会員に限る．ただ

し，招待寄稿の場合にはこの限りではない．

報文の書き方

報文の用語は日本語または英語とし，執筆規定に従

い簡潔にわかりやすく書く．総説・原著は，写真・

図表を含めて刷り上がり 8頁以内，短報・資料は 4

頁以内とする．この制限頁の超過分や多額の経費を

要する図表の実費は著者負担とする．

4. 報論文の送り先

報文原稿は正 1部コビー 2部の計 3部を，日本環境

変異原学会編集委員長宛に書留便で送付すること．

なお，最終稿では正 1部，コピー 1部ならびにフ

ロッピーディスク （使用した機種とソフト名を明

記）を送付すること．

2. 

3. 

原稿の送付および校正刷の返却，その他編集につ

いての問い合わせ先：

〒192 八王子市久保山町2-3

オリンパス光学工業（株）

染色体研究センター

石館基

TEL 0426-91-7115 

FAX 0426-91-7662 

5. 著作権

本誌に掲載された記事，論文などの著作権は日本環

境変異原学会に帰属するものとする．従って，本会

が必要と認めた場合は転載し，また外部から引用の

申請の許可があった場合には，編集委員会において

検討の上許可することがある．ただし，著作者自身

が自分の記事，論文などの一部を複製，翻訳などの

形で利用することを妨げるものではない．しかし，

著作者自身であっても，全文を複製の形で他の著作

物に利用する場合には，事前に文書にて申し出を行

い，許諾を求めなければならない．

6. 校正

著者校正は原則として原稿に対する誤植の訂正に

限る．原稿にない加筆・変更はしないこと．

7. 著者負担金

l) 投稿論文は，組版代の一部負担金として刷り上

がり 1頁につき 2,000円を著者が負担する．ま

た規定の頁数を越えた分については，超過頁分

についての実費は著者負担とする．

カラー印刷等特殊印刷のため付加的に発生す

る費用は著者負担とする．

別刷りは著者負担とする．別刷り希望者は著者

2) 

3) 

耐



校正時に添付する申し込み書に 50部単位で申

し込むこと．

環境変異原研究執筆規定

1. 用語は日本語または英語とする．

2. 原稿は原則としてワープロを用い，左横書きで作成

する．

日本文の場合：原稿は A4版用紙に 1行22字， 1

頁20行で印字する （刷り上がりの

1/4頁に相当する）．ただし，要約は

英文 (300語以内）とする．また，

別に英文の題名，著者名，所属機関

名ならびに所在地を付ける．

英文の場合：原稿は A4版のタイプ用紙にダプ

ルスペースでタイプする．一行打字

数は約60字， 1頁25-27行を標準

とする．原稿は著者て責任において

英語の添削訂正を受けたものに限

る．

なお，各頁は左3cm，右5cm，上3cm，下6cmの余

白をとる．

3. 論文の記述は，第 1頁は表題，著者名，所属および

所在地，第2頁は英文の要約 (Summary)および

キーワード（英文5語以内），第 3頁以下，緒言 (In-

troduction), 実験材料および方法 (Materials and 

Methods),結果 (Results),考察（Discussion),謝辞

(Acknowledgements),参考文献 (References),表・

図の説明および図の順序とする．なお図と表の説明

はすべて英文とする．

4. 学名，遺伝子記号などはイタリック（原稿に赤字で

アンダーライン表示）とし，その他まぎらわしい記

号については原稿に適宜指示を与える．

5. 化学物質名は原則として英語とし，一般名を用い

る．また， CAS番号を文中に表示する．文中に用い

る英語の単語あるいは句は固有名詞を除いて小文

字で書きはじめる（文頭の場合は大文字）． また文

中の英語はすべてタイプするかまたは活字体で書

＜． 

6. 数字は算用数字を用い，単位は英文の慣用による省

略記号を用いる．

7. 略字を使用するときは，論文中にはじめて使用する

ときに完全な語とその略字を括弧内に示す．

8. 句読点はカンマ(,)およびビリオド（．）とする．

9. 表，図（写真）は本文と別にし，それらの挿入箇所

を本文の右余白に明示する．グラフ，写真，線画等

はすべて図とし，一連の番号Fig.1, 2・・を付し，説

明文を別紙に添える．

10. 図と写真は原図またはキャビネ大の光沢写真版と

し，裏面に Fig.1, 2…および上下を鉛筆書きし， A

4版の台紙に一枚ずつ軽く糊付けする．台紙の下部

にFig.（一連番号）を付す．

11. 表は表の上部に Table（一連番号）と説明を記入す

ること．表には縦罫を使用せず，また各語句の始め

は原則として大文字とする．脚注を要するときは表

示の語句の右肩に a,b,c…を付記し，表の下欄外に

それぞれの説明を記す．

12. 本文中の文献引用は著者名および年号をもってす

る．

13. 引用文献は筆頭著者名のアルファベット順に配列

し，雑誌の省略名は ChemicalAbstractsの記載方法

に従う．記載順序は著者氏名，年号，題名，雑誌名，

巻頁（単行本の場合は著者氏名，年号，題名，編

者名，書名，発行所，発行地，頁）の順とする．文

献の記載方法は下記の例に従う．

Ames, B. N., J. McCann and E. Yamasaki (1975) 

Methods for detecting carcinogens and muta-

gens with the Salmonella/mammalian-micro-

some mutagenicity test, Mutat. Res., 31, 347-

364. 

Ashby, J., F. J. de Serres, M. Draper, M. Ishidate 

Jr., B. H. Margolin, B. Matter and M. D. 

Shelby (1985) Overbiew and conclusion of the 

IPCS collaborative study on in vitro assay sys-

tems, In: J. Ashby, F. J. de Serres et al. (Eds.), 

Evaluation of Short-Term Tests for Carcino-

gens, Elsevier, Amsterdam, pp. 117-174. 

藤川和男梁治子，近藤宗平 (1984)ハ工の翅

毛スポットテスト一近ごろ注目されている

短期試験法，環境変異原研究， 6,107-113. 

佐々木正夫（1983)環境変異原と染色体異常，染

色体異常（外村晶編），朝倉書店，pp.107-

113. 

住所・所属等変更届

平成

日本環境変異原学会

事務局御中

下記変更がありましたのでお届け致します． o

年 月 日

フ リ ガナ

氏 名 ⑮ 

旧 所 属

（和）

新

所属機関
（英）

部局

職名

〒 電話 内線（ )FAX 

（和）

新

所属機関
（英）

所在地

〒 電話 内線（ )FAX 

新
（和）

自宅

住所 （英）

会誌送付先 ① 所属機関 ②自 宅

送付先：〒105東京都港区新橋 5-23-7

三造写真工業株式会社内 学会事務局
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日本環境変異原学会入会申込書

平成年月日

日本環境変異原学会長殿

貴学会に入会いたしたく評議員の推薦を添えて申し込みます。

フ リ ガナ

氏 名 ＠） 

ローマ字つづり

生年月日，性別 年 月 日 男 女

学 1 学 部 学部学校名 卒業年次 年

歴 1 大学院 課程学校名 修了年次 年

学位 取得年 年

研究領域 （下記にあてはまる項の 2,3を0で囲んでください）

1. 変 異 原 2.検出系 3. 毒 性 4. 発生異常 5. 汚 染

6.疫 A 子 7. 遺 伝 8. が ん 9. 微 生 物 10. 高等動物

11. 高等植物 12. 食 品 13. 気体 ・粉じん 14. 医 薬品 15. 農 薬

16. 代 謝 17. 分子機構 18. その他 （ ） 

（和）

所属機関

部局 （英）

職名

〒 電話 内線

（和）

所属機関

所在地 （英）

〒 電話

（和）

自宅

住所
（英）

会誌送付先 ① 所属機関 ② 自 宅

研究歴 （現在行っている研究の動向や興味の点について数行記入のこと）

L
 

加入学会名 （本学会以外の）
し

｀

推薦者 （日本環境変異原学会評議員）

氏名（署名） ⑱
 

入会申込者との関係 （数行ご記入ください）

人会申込書の送付先： 〒158東京都世田谷区上用賀 1-18-1

国立衛生試験所変異遺伝部祖父尼俊雄



賛助会員名簿（五十音順）

下記の皆様に日本環境変異原学会の賛助会員 となって頂き，

学会活動にご協力頂いております。

家田貿易株式会社

エスビー食品株式会社 中央研究所

大塚製薬株式会社 PMS部

株式会社化合物安全性研究所

株式会社新日化環境エンジニアリング

株式会社ツムラ ッムラ中央研究所

株式会社東京エム・アイ商会

株式会社ナード研究所

株式会社ノエビア 滋賀中央研究所

キャノン株式会社化学安全部

三光純薬株式会社

サンド薬品株式会社テクノ パーク大穂 筑波総合研究所

シオノギ製薬株式会社

システムサイエンス株式会社

正晃株式会社

大正製薬株式会社 総合研究所安全性研究部

大鵬薬品工業株式会社 製薬センター安全性研究所

田辺製薬株式会社 研究開発企画センター

帝国臓器製薬株式会社研究企画部

帝人株式会社 生物医学総合研究所

東洋測器株式会社

内藤環境管理株式会社

日新製粉株式会社 ヘルスケア新事業室

日本化学物質安全 ・情報センター

日本コカ ・コ ーラ株式会社 学術調査部

日本たばこ産業株式会社 安全性研究所

日本たばこ産業株式会社 生命科学研究所

日本チバガイギー株式会社 研究開発統括

日本バイオアッセイ研究センター

ハウス食品株式会社 ソマテックセンター

藤沢薬品工業株式会社 安全性研究所

フナコシ株式会社研究開発部

三菱化成安全科学研究所鹿島研究所

明冶製菓株式会社 薬品総合研究所
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マイクロタイタ一方式による遺伝毒性解析システム 〈研究用試薬〉

| AMES II ASSAy 商品番号 XE-0215-00 幻遍■■＇

E. COU TRP ASSAY 商品番号 XE-0240-00 ・ -

函W

YEAST DEL ASSAY 商品番号 XE-0200-00 ,',',―'、

函ゞ

一d→""U•):t111 |
(96穴マイクロタイタ一方珀餌斤／）

簡便で短時間に定量性のある結果が得られます。

特長

特長

特長

従来のエイムス試験を改良したもので，塩基対置換型の突然変異を同定す
ることにより，突然変異原性物質を検出するシステムです。

◆ 突然変異原性物質によるミスセンス変異の同定が，シークエンシングをせずに行

えます。

◆ 6種のサルモネラ菌株間の相補性が低いので，6種の菌株を混ぜて同時に使用す

ることにより，迅速スクリーニングをすることもできます。

◆ 自然復帰率が低いので，低濃度の変異原物質の検定ができます。

◆ 細菌生存率も同時に簡単に測定でき ます。

トリプトファン合成酵素の遺伝子trpE 65に，ナンセンスコドン （オーカー
を含むE.coliWP2株を用いて，突然変異原物質を検出するシステムです。

◆ 広いスペクトルの点変異を検出できます。

◆ 細胞生存率も測定できます。

◆ Ames II Assayとの併用により，遺伝毒性に関するより詳しい情報を得ることが
できます。

his 3に変異を有するSaccharomycescerevisiae XY2株を用い，遺伝子の欠
失頻度を測定することにより，遺伝毒性を有する物質を検出するシステム

です。

◆ ゲノムの再配列を誘起する物質を検出するシステムなので，AmesIIやE.coli Trp 
では検出できない発癌性物質を検出できる可能性があります。

◆ 細胞生存率も測定できます。

※詳細は下記宛にお問い合わせ下さい。

フナコシのライフサイエンス研究用試薬と機器

日本総代理店

男コゴコン株式会社
〒113東京都文京区本郷2丁目 9番7号ユピテル・ユニビルディング

四格・在庫・納期に関するお問い合わせ…… 製品内容・資料請求に関するお問い合わせ……
フイフサイエンス推進本部 研究開発本部
営業業務郁・研究試薬部・研究機器器 Tel.（代表）03-5684-1616 Fax. 03-5684-1634 技術情報部 Tel.（直通）03-5684-1620 Fax. 03-5684-1775 
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口凹邑l
染色体解析システム
metafer〈中期核型自動検索システム〉
メタファー
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〈染色体自動並ひ変えシステム〉

●積算型cc□カメラ入力による高品質画像
●染色体の分離 ・切断のズーム拡大確認機能

付き

•高速カリオタイブ ： 自動並ひ変え約1. 5秒

●任意フォーマットでの並び変え

●120個の染色体（付属： 200個）の並び変え

• イテオグラムの並行表示および機能

•Qバンド染色処理機能付き

isis 
アイシス

●蛍光像入力用機能

•リアルカラー表示と保存

dmag 
プーマグ

•B枚スライドステージ（標準）、 16枚用（付属）

も準備

●自動焦点・自動照度制御による全面スキャン

•高速検索 ： 5視野／秒（自動焦点を含む）で

3モード選択

●検索時自動ランク付けおよび座標ストア

• ストア座標値のほか顕微鏡用座標変換

（オブション）

●異常染色体の自動スコアリング

●検索核型のアイコン化表示と選択機能

t(n ii - T •~ . . .. . J 
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〈FISHイメージングシステム〉

•FISH画像のハードコピー
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〈テータ管理システム（日本語対応）〉

•WINDOWSアプリケーシ ョン

●データ検索・ドキュメント作成

• 日本語対応による簡単操作 冨l
Carl Zeiss Vision 

Zeiss Group, Germany 
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カールツァイスビジョン株式会社

〒160栗京都新宿区本塩IIIJ7番地
7, Honshiocho, Shinjuku-ku, Tokyo 160 Japan 
Phone 03-3352-8294 

Fax 03-3352-8226 

全自動培地作成システム
FULLY AUTOMITI'EO MEDIA PREPARATION SYSTEM 

新製品全自動培地作成システムは、自動培地分注装置APS450と
新型培地滅菌保温器S9000で構成され、いかなる要求にも充分に適
用できるシステムを初めて市場に出ました。

※従来のようにユニット別の機種もあります．”

マルチ試験管自動分注装置 ピペットボーイアキュ コロニーカウンタ MC-707P． フランス・AESLaboratoire総代理店
喜喜東京エム・アイ商会

〒104東 京都中央区新川 2- 7 - 1 
TEL. (03)3551-7873（代） FAX.(03)3551-7318 



竺ステストシステム CA-II•CA-7II1t1正
〈微生物を用いる変異原性試験〉

亘号盆羹賃盆雷翡『：；°|
Fig. 1 Tesl Subslance:TEST 
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ー ！一□ 国二噂．（竿．l•一··」ここ•一三）］＿ロロ］口：ーロふ Ie) 

--・早．り寸：．旦・3.1 塁(275） ●コンパクト一体型で低1illi格

四 o_.I立．（‘
言．j_．— ●細菌コロニーから細胞コロニーまで計測

巴一塁昌C-町口— •最高級で豊富な機能を備えたシステム 竺．·-—」-一こ］
μg／ブい）I1.。●接触したコロニーの自動分離計測 星頁俄茂怠廃ミノ；スううム
- - ！言 ●スパイラル法コロニー計測 虐三―-・・」
違庄：且＿1紅＿1と ．．．一旦＿’- 一・・ュ」） 224 （匁3）' / r.△-7M『l1̀l、イ‘1坦 Ilミ、..,二I.
右の＊印は、菌の生育阻害が認められたもの℃す。

数値の右の＃印は、菌の沈澱が認められたものです。

■不透明な培地、色のついた培地上のコロニー計測
■粉・異物・トナー・インク・カーボン等混在コロニー計測
■自由に倍率を変えての拡大計測
■計測データの自動補正
■豊富なソフトウエア
■背景データの検索プログラム
■生育阻害編集機能
■―太郎、ロータス1-2-3対応
※依託試料の測定を行ってあります。あ気軽にご相談下さい。

製造発売元

匪システムサイエンス株式会社

このS-9は、キッコーマン研究本部で調製されたものです＾

CA-7Mil 

本社・工場／〒 197東京都福生市福生 1253-16

T E L O 4 2 5 (52) 5 9 5 6（代表）

`1  咽博櫓家田貿易のS-8は7週令のSDラットの雄に誘導剤としてフェノバルビタール及び5、6ーベンゾフラボン

を腹腔内投与した肝臓から調整したものを標準としていますが、その他の動物種及び誘導剤についても御

相談に応じております。

、』--9S-9は活性の高い酵素系よりなっておりますので、一80℃で保存して下さい。まれに解凍後分離すること
がありますが活性には異常がありませんので、よく攪拌して御使用下さい。

●包装単位：1.5m£X 12本詰 ●特注品、S-9に関して詰容量は4.5m2までお受けいたします。

●活性テータ

ロット毎に下記の生化学的活性テータを添付致します。

分 画 洞 定 テータ

タンパワ質含量

S-9 
チトワロームP-450含量
DMN脱メチ）レ酵素活性

(9,0QQxg分画）
アニリン水酸化酵素活性

ベンソ〔a〕ピレン水酸化酵素活性

ミワロソーム タンパワ質含置
(105.0QQxg分画） チトワロムP-450含量

Iエームス試麟用凍結S-SMIXl 

゜

変異原性試験用凍結S-9

ロット毎に下記の変異原活性データ（突然変異株数）を添付致します。

薬 物 菌 株＊

ベンゾ〔a〕ピレ ン TA-100、TA-98、TA-1537

2ーアミノアントラセン TA-100、TA-98、TA-1537

9、10ージメチ）レアントラセン TA-100、TA-98、TA-1537

自然発生突然変異株数 TA-100、TA-98、TA-1537

①エームス試験がより手軽になりました。

⑮S-8にコファクターミックスを加え無菌的に調整しました。

⑲解凍後、直ちにエームス試験にこ使用いただけます。

④S-8がlmilとコファクターミックスが9mll入っており、20プレート分の試験が可
能です。

●包装単位： 1Om£ X 8本、5m£ X 4本

染色体異常試験用凍結S-SMIXl

゜
①染色体異常試験がより簡単になりました。

⑫S-8にコファクターミックスを加え無菌的に調整しました。

⑲解凍後、直ちに染色体異常試験にご使用いただけます。

④S-8がl.05mllとコファクターミックスが2.45mll入っており、 7プレート分の試験が
可能です。

●包装単位： 3.5m£ X 3本

※Salmonella typhimunum 

Salmonella typhimuriumTA-100, 

Benz゚（a〕pyrene5μg/plate 

-S-9MIX 

カタログNo. 品 名 包 装 価 格

S-9 変異原性試験用凍結S-9 1 5m£ X 12本 ¥32,400 

S-9 MIX エームス試験用凍結S-9MIX 1 Om£ X 8本 ¥43,200 

S-9 MIX-5 エームス試験用凍結S-9MIX 5mix 4本 ¥14,000 

S-9 MIXTS 染色体異常試験用凍結S-9MIX 3 Sm£ X 3本 ¥12,000 
+S-9 Mix 

ー

。三五＇家田繭易株式会社
東京：〒113東京都文京区本郷3-14-16EKビル

TEL. 03 (3816) 2861 FAX. 03 (3814) 534 7 

大阪：〒564大阪府吹田市南金田 1-14-5

TEL.06 (338)1518 FAX.06 (338)5626 
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U 院益忠

・ビッグブルー：遺伝子導入マウス

近交系 C57BL/6及びハイブリ ッドB6C3Fl
• Sequence分析によ って、容易な変異解析
・簡便な変異体検出

・アメリカ、ヨーロ ッパにおける無料ワークシ ョップ

・強力な技術サポー ト

・現在米国政府監督機関が評価を実施中

•生殖細胞を含むすべての組織の変異が同定可能
・経済効率が良い

以前は、InVivo内で測定できなかった特定の組織におけ

る突然変異の貴重で重要なテータが測定可能になりました。

ビッグフルーマウスの全細胞内には、LacI標的遺伝子を
含むラムダシャトルベクターが多数組み込まれています。ど

の様な経路によって投与されたテストコンパウンドでもこれ

らの標的遺伝子を含むシャトルベクターは Lambdaphage 
particleにパッケージングする事により 、容易にすはやく
ゲノム DNAから回収する事ができます。大腸菌に感染させ
ると 、LacI遺伝子内における突然変異は、下記の様にして

検出できます。変異体頻度は、正常な無色プラークと変異体

の青色プラークの数の比率により確定できます。

Lac Iを標的遺伝子として選んだのは、多くの変異 end-

pointに対し高い感受性、簡単な検出方法、そしてInVitroの
変異原性のテータと比較ができるということです。

弊社 (STRATAG ENE)製品の完全なシステム、使用につい

ての御案内、無料ワークショ ップの日程また御社に代わり研

究を実施することが出来る提携受託試験機関を紹介すること
もできますので併せてお問い合わせ下さい。

Lacリフレッサー
蛋白産生せず

□—x 
転写と
翻訳

) unt司 ）
Lacリプレッサー
蛋白産生

― ̀；シタ ー ゼ X—伝：
プラーク

Lacリフレッサー
蛋白産生せず

6・ガラクトシターゼ
産生せず

乙正常無色
フラーク

＊特許出総中

STRATAGENE （ストラタジーン）
本社、米国

電話オーダー： （800) 424-5444 

ファックス： （619) 535-0034 

テレックス： 9103809841

技術サーピス： （800) 424-5444 

トイ ツ．・ イギリス．・ フランス．・ スイス

電話： （06221) 400634 電話 ：（0223) 420955 電話 ：（0590)7236 電話： （01) 3641106 

ファソクス： （06221)400639 ファ ノクス： （0223) 420234 ファ ックス： （1) 44281900 ファ ソクス ：（01) 3657707 
テレ ックス： 81417INNCENG 

お問合せ先：加商 （株）ライフサイエンスグループ 電話：東京 03-3276-7696 ・ファックス： 03-3276-7626 

新fJ!:代の蛍光イメージアナライザー

FluorlmagefM 
SDS-PAGE Western blott111g 

アクリルアミドゲル、アガロースゲル、サザ

ン・ノーザン・ウエスタンブロッティング、

TLCプレート、マイクロタイタープレートの
サンプルを直接スキャンすることにより、従来

のRI法での実験を蛍光法で行うことが可能に

なりました。

s / UNA foo 

SDS-PAGE後のゲルをAIIProて＇`蛍光標識後、メン

プレンにトランスファーしました。ウエスタンプロッティ

ングては、ビオチン標識した2次抗体を用い、ストレ

プトアビジンと蛍光物質のコンジュゲートとビオチン

の結合により蛍光標識しました。

ations of the Fluorlmagerl S 
s 

tran 

amplifiじation

, E"nf orma tiona 

luplex ana 
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assays / 

transcript 

polyrn 

Single-strand conforrnational polym 

日本総発売元

‘"モUキュラーダイプ三つスジ，，）にン榛式会社
PCR 
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SSCP stained w/ Sy_br Green 
35min stain vs 3-4 hr on film 

Normal Procedure-Alpha labeled 32P dCTP 
app. 250 bp fragments 
530 filter 650V 

I 

門？

Single Stranded DNA 

一 輝 dType—MutantType 

1 、

｀ —,,.,h-· 
ー」：—'"·ー＇’99
Stranded DNA丸．・

b し

SYBR GREEN Iを用いたPCR-SSCPのイメージ

SYBR GREEN Iを用いると電気泳動後のサンプルを簡単、

迅速に蛍光標識することが出来ます。Fluorlmagerを用いてス

キャンするとRI法と同等の感度が得られます。

（フローチャート）

サンプルの電気泳動

↓ 

ガラスプレートの片面を外し、

GREEN Iをゲルにかける。

:ー-― scanner0ptions]  
ケミルミネッセンスイメージャーHAMA

コンピュータ

本体サイズ

4

I
I
I
 

＂ 

化学発光を利用したプロッティングのイメージ入力

を行ないます。徴弱な発光をフォトンカウンティングに

より、リアルタイムに、 高感度にイメージ化します。

Fluorlmager 575 Specifications 

↓ 

10~30分後Fluorlmagerてスキャンする。

CPU486DX, 32MB RAM, 450MB HD 
590 X 780 X 350mm (WX DX H) 

1:10, 000に希釈したSYBR

PDSI 

可視域の生ゲル、オートラジオグラフィーフィルム、

メンプレン、 TLCプレート等の様々なサンプルのイ
メージ入力を行ないます。

●アプリケーションの詳しい資料をご希望の方はご連絡ください。

日本総発売元

モレ字ュラーダイプ三クスジャJ(ン榛式会社
〒175東京都板橋区成増1-28-12シモダビル6F TEL. (03) 3976-9692/ FAX. (03) 3976-8845 

本誌「環境変異原研究」 16巻2号 189-194ページ (1994年）に掲載された論文「ヒドロキシラジカル

捕捉作用を有するビフェニル化合物による紫外線突然変異抑制効果」は著者の願いにより削除となりま

した．

Announcement 

The paper entitled "Biphenyl compounds are hydroxyl radical scavengers: Their effective inhibition for 

UV-induced mutation in Salmonella typhimurium TA 102" which appeared in Environmental fyiutagen 

Research Communications Vol. 16, Number 2, Page 189-194 (1994) is canceled according to the request of 

the authors. 
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January 5, 1995 

告

1995年 1月5日 日本環境変異原学会

「環境変異原研究」編集委員会

The Enviromental Mutagen Society of Japan 

"Environmental Mutagen Research Communications" 

Editorial Board 

正誤表

Vol. 16, No. 2 Y. Taguchi et al. p. 207 において以下

のような誤りがありました

お詫びするとともに訂正いたします
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複写される方に

本誌（書）に掲載された著作物を複写したい方は， 著作

権者から複写権の委託をうけている次の団体から許諾を

受けて下さ い。
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ISSN 0910-0865 

Coden: KHKEEN 

PROVISは、最先端の、さらに未来の研究に応えうるUIS光学系とともに、研究の進展に

伴って性能や機能を柔軟に拡げていける、豊かなシステム性を内包。次世紀にも、研究顕徴

鏡の標準・規範になり得る‘‘原器”として、オリンパスの先端技術のすべてを結集させました。

観察から撮影まで、

一貫した自動化を実現した＿

最高級写真顕微鏡 AX80

対物レンズ、フォーカシング、コンデン

サ、調光、励起光の切換え等を、すべて

電動化。多様な観察法へのラクな、ス

ピーディな切換えを可能にしました。さら

に、撮影、各種光路への切換え、測光、

ズーム変倍なども自動化。すぺての操

作をマルチコントロールポックスで集中

制御できます。

最先端研究ニーズに、世界最高の光学性

能と豊かなシステムで対応—
最高級システム研究顕徴鏡 AX70

独自のUIS光学系による、高解像度、 高

コントラストの最品の観察像。研究の広

がりに対応して、システムを拡張していけ

る鏡基の剛性、照明の多様性。周辺機

器の配備や大型標本の観察もラクな操

作環境。さらに、U-PHOTOの搭載によ

り撮影の全自動化も可能に。研究の進

展を限りなくサポートします。

未来性能を先取りした

トップリサーチャの研究源微鏡

PROVIS 

オリンパス光学工業卸総代理店

KSオリンパス株式会社計。3悶勾誓万。］芯瓢？成田ピル




