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Summary 

Intake of molecular oxygen generates oxidative stress in the body. 

Oxidative stress induces aging, and results in mutation and several diseases including cancer. This paper 

describes aspects of oxidative stress including its generation oxidative damage of biological components 

repair and removal of the damage, and also the effect of the damage to the human body. 
Furthermore, studies by the authors on the oxidative stress-induced blood cell aging and its modulation 

by oxidized protein hydrolase are introduced. 
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ヒトは酸素を摂取する限り，酸素ストレスによる傷害

を受けることを避けることはできない．酸素ストレスに

よる老化や種々の疾病，特にDNAの変異や発がんにつ

ながる傷害の研究は環境変異原研究において重要な分野

である．酸素ストレスの傷害を与えるのはいわゆる活性

酸素であるが，その分子種は多岐にわたっており，また

それぞれの分子種が活性かつ不安定で取り出すことがで

きないため，その実体を明らかにするのは困難である．

また，それぞれの分子種の作用も環境や対象によってさ

らの研究を紹介する．参考文献は膨大な数になるのでこ

こでは割愛した．

,.酸素ストレス (ROS,ANOS)の発生

酸素 (02) は好気生物にとって栄養素を燃焼して，エ

ネルギーを獲得するために不可欠な因子である．大気

(160 mmHgの酸素分圧）を吸入する と，肺胞では 100,

血液では40, 細胞では 1mmHg以下と酸素分圧は低下

するか，細胞内ではきわめて少ない酸素を利用して，栄

養素を燃焼しエネルギーを獲得している．その一方で，

酸素はさまざまな活性種となって，生体に対して好しか

まざまな様相を呈しており，酸素ス トレスの作用を一元 らざる影響を与える．細胞内の酸素の80％はミトコン

的に論じることはできない．本稿では酸素ストレスを分 ドリアで消費されるが，その一部の酸素が一電子還元を

子種別にとらえ，酸素ストレスの全貌について概説する．

また本稿の後半では，以下の稿では触れられない酸素ス

トレスによるタンパク質傷害とその排除について， 箪者

* kikugawa@ps.toyaku.ac.jp 

受付 ：2001年9月28日 受理： 2001年9月28日

c 日本環境変異原学会

受けてsuperoxide(0□となり，不均化反応によって
過酸化水素 (H20かさらに金属イオンの作用によって

より活性の強いhydroxylradical ( • 0 H)を生 じる． ミ

クロソームにおける薬物代謝，虚血再灌流時の細胞質，

糖尿病の非酵素的反応によっても 02―が生成する．白血

球やマクロファージではH202とCl―からも活性な OCI―

本稿は日本環境変異原学会第12回公開シンポジウム「活性酸素の分子病態学」で発表された．
This paper was presented at the 12th JEMS Annual Symposium at the Nagai Memorial Hall, Tokyo, May 26th, 2001. The symposium entitled 
"Molecular Pathogenesis for Oxidative Stress", was organized by Tatsuo Nunoshiba and sponsored by the Japanese Environmental Mutagen 
Society. 
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Table 1 ROS-inducing factors 

Cell or subcellular organ 

Mitochondria 
Microsome 
Cytosol 
Leukocyte 
Macrophage 

Skin 

Action 

Energy production 
Drug metabolism 
Ischemia-Reperfusion 
Bactericidal action 

Diabetes 
Light hypersensitivity 

hu 

＇ -----―̀. 

Factor 

NAPH dehydrogenase 
Cytochrome P-450 reductase 
Xanthine-xanthine oxidase 
NADPH oxidase 
Myeloperoxidase 
Maillard reaction 
Light sensitizer 

でシ

Induced ROS 

02-

02-

02-

02-

OCI― 
02-

102 

---- I Catalase : 
(sOD] :GPx(Se)'(  

~I~、しーH-2t-2ーーこe -:;-?`l~ー：ー：ぶi
I ↑、‘----------'----------
i Transferrin : 
＇ i Ferritin : 
: Celuroplasmin i 

三 、ー‘----------ク
I 

NO2 →ぐ旦5)

Fig. 1 Production and removal of ROS and RNOS 

を発生する．また，酸素は皮膚などで光増感作用を受け

て化学的に活性な一重項酸素 (102)を生じる (Table1). 

これらは化学反応性が強いため活性酸素種 （reactive

oxygen species, ROS) と呼ばれ，生体の酸素ストレス

の要因と考えられている． 1987年， Moncadaらによっ

て発見された内皮細胞由来弛緩因子 (endothelial-

derived relaxing factor : ED RF)として重要なはたらき

をしている一酸化窒素 （NO) も02や02―と反応して，

化学反応性の高い二酸化窒素 (N02),三酸化二窒素

(N凸），ペルオキシナイトライト (ONOO―)などの活

性窒素酸化物種 （reactivenitrogen oxide species, RNOS) 

を形成し， ROSと同様に酸素ストレスの要因になって

いる (Fig.1). 

2. ROS, RNOSの作用と消去

ROSは酵素反応のような選択的な反応を起こすので

はなく，生体成分に無差別的に反応して傷害を与えるの

が特徴である． 一方， 02―の発生は酵素的に制御されて

おり (Table1), ROSの消去や変換も酵素的に制御され

ている． 02―はsuperoxidedismutase (SOD)により

H凸に， H凸はcatalaseおよびSe含有のglutathione

peroxidase (G Px)によって H20と伍に分解され

る． •OH の発生は金属イオンを捕捉するtransferrin, fer-

ritin, ceruloplasminによ って制御されている． ROSが消

去酵素系や発生制御系をかいくぐって作用したとき，生

体に重度の傷害が起こると考えられる． ROSはその発生

や分解に酵素が関与しているので (Fig.1),作用する分
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子種の特定化はある程度可能である． 1969年， Fridovich

らによって発見されたSODがROSの作用の解明に大き

く寄与している．しかし， •OH が生体に直接傷害を与え

る分子種であるかどうかについては異論もあり，さらに

別の活性な分子種が存在するのではないかと考えられて

いるが，特定化するにはいたっていない．ここでは， ROS

による傷害は •OH による傷害 として記すことにする．

RNOSのNOよ N203はNOと02が反応して生成し，

ONOO―はNOと02―の反応によって生成するが，ここ

には酵素反応は介在しない．酵素系が知られていない点

がROSと異なっており，そのため作用する RNOSの分

子種の特定化はより困難である． ONOO―はプロトン化

した ONOOHが傷害反応に関与するが，その反応も

N02 + •OH となって反応するのかどうか不明である．

最近の箪者らの研究によると， ONOOHは酸素存在下で

ないと反応性がない． ONOOHの反応性に分子状の酸素

もからんでいるようである． RNOSもROSとともに生

体内で無差別的な傷害を引き起こしているらしい．

3. ROS, ANOSによる DNAの傷害

ROS のなかで最も活性の強い •OH は， DNA鎖の開裂

や最も酸化に弱いとされるguanineが酸化を受けて生成

する 8-hydroxyguanine(80G)で代表される塩基部分の

酸化物の生成を引き起こす．これらの反応は生体組織で

も認められており， 80GはROSのマーカーとして利用

されている． しかし， 80Gの生成量はごく微量である

ため，試料の取り扱いに注意しないと artifactとして検

Base modification ← Repairenzyme system 
/IDNA → s{r8a―盆凡？：Caしage (N-glycosylase/AP lyase etc) 

□竺］¥I Aminoacidmodification 

Protein .. 
(CySH, Tyr, Trp, 
Met, His etc) 

← Removalenzyme system 
(ubiquitin-proteasome etc) 

Denaturation 

Amino acid modification 

邑匂→IProtein→ (SFば間raよ°0ぷば戸゚ 2Tyr,
nitrosamine etc) 

Fig. 2 DNA and protein damage induced by ROS and RNOS 

出する恐れがあることが指摘されている． ROSによる

DNAの傷害は発がんの視点から重要視され，変異の誘

発，翻訳エラー，タンパク質合成の阻害などにつながる．

一方，このような修飾は種々のDNA修復酵素系によっ

て修復されるため， ROSによる DNAの傷害は生体組織

では修飾と修復のバランスによって起こると考えられる

(Fig. 2). ROSはDNAに傷害を与えるinitiation段階だ

けでなく，細胞のがん化promotion段階にもはたらくこ

とが報告されている．

RNOSのなかで最も反応性の強いONOO―はONOOH

となって，試験管内でDNAの鎖開裂，塩基の脱アミノ

化， 8-nitroguanineの生成などのguanine塩基の修飾な

どを起こすことが観察されているが，生体組織中にこれ

ら反応物が生成しているという証拠は現在のところ乏し

vヽ

4. ROS, RNOSによるタンパク質の傷害

ROSによる最も緩和なタンパク質の傷害は， CysHの

可逆的なdisulfide結合の生成である．不可逆的な反応の

Tyrからのdityrosineの生成， Trpの分解， Metの酸化，

Hisの分解などもあり，試験管内の反応ではこれらの反

応によって酵素タンパク質活性の失活，タンパク質の変

性が認められている (Fig.2). ROSによって傷害を受け

たタンパク質は， ubiquitin化されたのちproteasomeに

よってばらばらに分解され，必要なアミノ酸を再利用す

るという分解システムが知られている．

RNOSによるタンパク質の修飾は3-nitrotyrosineとS-

nitrosothiolの生成である． ONOO―から生じる ONOOH

による 3-nitrotyrosineの生成はC032―存在下で促進され

る． 3-nitrotyrosineは種々の疾患の組織に検出されてお

り， RNOSのマーカーと見なされている．また， S-

nitrosothiolはNOのプールとしてNOのtransnitrosation

に関与しているといわれている． RNOSは第二級アミン

とも反応して発がん性の nitrosamineを生成する．

RNOSによるタンパク質傷害が生体でどのような傷害に

つながっているのかは現在のところ未知である．

5. ROSによるリン脂質の傷害

ROSによる多価不飽和脂肪酸 (LH)の傷害はDNAや

タンパク質の傷害より大きいと考えられている． LHは

大気の酸素存在下ではROSによる酸化的傷害が大きい．

LHの活性メチレン基から ROSによる水素引き抜きが起

こり生成した炭素ラジカル (L•) に酸素が付加して活

性の高い脂肪酸peroxyradical (LOO• ) を生成する．

LOO• が脂肪酸から水素を引き抜き，自身は脂肪酸

hydroperoxide (LOOH)となるが，酸素の存在によっ

てこの反応が繰り返され，いわゆるラジカルの連鎖反応

が進行する．酸素存在下のラジカル連鎖反応によって，

ROS 1分子から40-50分子のLOOHが生成する．これを

脂質過酸化反応というが，脂質過酸化を促す連鎖反応は

ROSだけでは進行せず，酸素が十分供給されいないと

進行しない．

体内のリン脂質 (PL) は2位に結合している多価不飽

和脂肪酸がROSによって大気下と同様に脂質過酸化を

起こすと考えられていた．事実，活性メチレン基の多い

多価不飽和脂肪酸を投与した実験動物の組織を取り出

し，チオバルビツール酸 （TBA)試験を行うとより高い

脂質過酸化度を示すという報告がある． しかし，体内の

酸素分圧は大気より低いので，大気中と同様にラジカル

連鎖反応が起こり，リン脂質の過酸化が進むとは考えら

れない．箪者らも活性メチレン基の多い多価不飽和脂肪

酸を投与した実験動物の組織を取り出し， TBA試験を

行った． TBA試験は大気中加熱して行うので，測定中

の過酸化による artifactを測定しないように注意をはら

って試験した．その結果，活性メチレン基の数の多い脂

肪酸の摂取によって，体内リン脂質の酸化がより高進す

ることはなかった．体内でのリン脂質の過酸化は大気中

での過酸化とは異なることがわかった．この際， vita-

min Eが十分に存在しているので， vitaminEがROSと

少量の酸素から生成する PLOO• に水素を供与し，少量
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の準安定なPLOOH生成する (Fig.3).体内のPLの酸

化されやすさは大気中のLHの酸化されやすさとは相関

しないことがわかった．リン脂質中の多価不飽和脂肪酸

はvitaminEと共役したROSの消去系と考えることがで

きる．

PLOOHは生体がROSによる酸素ストレスを受けたと

きに最初に生成する物質であり，酸素ストレスマーカー

とみなされている．また，リン脂質の2位に位置する

arachidonic acidはシクロオキシゲナーゼ阻害剤添加に

よってその生成が阻害されない PG凡様物質 (F2-iso-

protane)を生成し，これも酸素ストレスマーカーとみ

なされている．

PLOOHは金属イオンなどの存在下で分解し，反応性

の強いアルデヒドを生成する．生体組織内にこの反応に

由来する遊離のアルデヒド類の存在は認められていない

が，その反応生成物が検出されている．反応生成物は

TBA反応陽性物質として酸素ス トレスあるいは脂質過

酸化のマーカーとして用いられている．Malonaldehyde

とguanine, malonaldehyde, 4-hydroxynonenal, 

acroleinとlysineのアダクトが病態組織などに見出され

ている．これらも生体組織に酸素ストレスがあったこと

を物語るマーカーとしてとらえられている． しかし，生

体内のリン脂質の酸素ストレスによる傷害が生体に対し

てどのような悪影響を及ぼしているのかについては必ず

しも明らかではない．むしろリン脂質がROSによって

傷害を受けることによってROSを消去し， ROSによる

DNAやタンパク質の傷害を守っているとも考えられる．

リン脂質傷害の悪影響は，動脈硬化の発症との関連で

議論されている． PLOOHが分解して生成したアルデヒ

ド類とタンパク質との反応が，動脈硬化発症のメカニズ

ムの一つとしてとらえられている．Cholesterolを含む

low density lipoprotein (LDL)が酸素ストレスを受ける

とリン脂質の過酸化を起こし，生成したアルデヒド類が

アポタンパク 質を修飾して変性 LDLを生じる ．変性

LDLは動脈壁のマクロフ ァージのスカベンジャーレセプ

ター (SR) により認識，取り込まれ， cholesterolを含

む泡沫細胞になる．これが動脈硬化症の初期病変と考え

られている．生体リン脂質の酸素ストレス傷害が，生体

に影響を与える唯一の例といえるが，生体内でPLOOH

の生成が動脈硬化の発症につながるとの証拠は必ずしも

確立しているわけではない．

PLOOHは生体内では酵素反応によ って除去される．

PLOOHはphospholipidGpxで消去されるか， PLOOH

により活性化されたphospholipaseA2によって切り出さ

れ LOOHとなったのち， Seを含むGPxによりアルコー

ルに還元される． GPxの基質となる還元型のglutathione

はvitamin恥補酵素とglutathionereductaseおよび

NADPHによって再生され， NADPHはglucose-6-phos-

phate dehydrogenase (G6PDH)によって再生される．

これらの酵素系の活性の低下によってPLOOHが体内に

蓄積することになる．G6PDHの先天性欠損症では溶血

を起こしやす <,ROSに弱いマラリアにかかりにくい．

ROSによる酸素ストレス傷害の消去の終末点がG6PDH

であることを示している．

6 抗酸化システム

抗酸化剤（antioxidant)はROS,RNOSを還元的に消

し去る物質か， PLOO • のラジカル連鎖停止作用をもつ

食物成分である．体内で生合成されるglutathione,uric 

acidなども抗酸化剤であるが，多くは食物から摂取され

る．抗酸化システムは，他の酸素ストレスの消去および

分解系が体の中で準備されているのに対し，食物から摂

取される系である点が異なる．

連鎖停止剤はvitaminEで代表されるフェノール性の

脂溶性物質で， PLOO• に水素を供与して安定な

PLOOH とし，自身がラジカル (VE • ) になって連鎖反

応をくい止める (chainbreaking) (Fig. 3). Vitamin E 

のように，連鎖停止剤は細胞膜に溶け込む脂溶性物質で

あり，水ともなじむ， PLOO • に水素を供与したのちに

生成する連鎖停止剤のラジカルが比較的安定である，他

の抗酸化剤と相乗性がある，などの性質をもっているこ

とが必要である． ヒトでは最近までvitaminE欠乏症が

知られていなかったが，ヒトのvitaminEを運搬するタ

ンパク質の先天性欠損症が見つかり，その欠損症では

vitamin Eが利用できないため歩行困難になるなど，酸

素ストレスによる感覚神経が侵されている可能性が示さ

れた．疫学的調査でも vitaminEの十分な摂取は冠動脈

疾患のリスクを低下することが示されている．これらの

ことから生体内ではvitaminEは酸素ス トレスを軽減す

るのに必要な連鎖停止作用をもつ抗酸化剤と考えられ

る．{3-Caroteneは脂溶性が高く連鎖停止作用は弱いが

102を消去する物質として，体内で重要なはたらきをし

ていると考えられている． しかし，臨床的に多量の投与

により喫煙者の肺がんの発症が上昇したとの報告があ

り，過量の仕carotene摂取は悪影響を与えるようであ

る．

水溶性抗酸化剤は概ね強い還元作用を有する．代表的

なものがvitaminCである． VitaminCは細胞膜リン脂質

と水層の境界面に存在する VE ラジカル (VE • ) と接 し

て， VEラジカルを消去する相乗剤として知られている．

Vitamin Cの摂取により vitaminEの再生が可能となるの

でvitaminEとならぶ重要な抗酸化剤である．VitaminC 

はROSやRNOSとも直接反応して，それらを消去する

作用がある (Fig.1). Vitamin Cと同類のものとして，

フラボノイド，カテキンなどのポリフェノ ール類やその

配糖体がある．試験管内の実験で， これらポリフェノー

ル類にROS,RNOSを消去する作用があることがわかっ

ている．配糖体は腸内細菌によってアグリコンに分解さ

れて吸収されるが， vitaminE, C, /3-caroteneと違って

体内の滞留時間は短いという特徴がある．

Vitamin Cやポリフェノール類は場合によって酸素を

還元してROSを発生するprooxidantとして作用するこ

とにも注意しなければならない (Fig.1). Vitamin Cの

大量摂取により DNAの酸化的傷害が上昇するとの危惧

がもたれているが，これはartifactをとらえているので

はないかとの反論もある． 箪者らは， コーヒー中に還元

性の強いhydroxyhydroquinone(HHQ)を見出し，

HHQが大気中の中性の試験管内では酸素に由来する多

量の比02を発生し， DNAに傷害を与えることを明らか

にした．HHQをラ ットに投与すると，酸素分圧の高い

肺組織に脂質過酸化の高進が認められ，酸素ストレスを

高進していることがわかった．また，コーヒーを飲用す

ると，尿中にH202が多量に排せつされるらしいことが

わかってきた．これらの事実もポリフェノール類などは

抗酸化作用をもつ反面，環境によってはprooxidant作用

を発現することを示している．

食物から摂取するもので， ROSおよびLOOHを消去

する Gpxの構成成分となる Se,glutathione reductaseの

補酵素となるvitaminB2も抗酸化剤といえる．

7.酸素ストレスの生体影響と予防

1956年， Harmanによ って "Freeradical theory of 

aging"という説が提唱され，酸素ス トレスなどのフリー

ラジカルが動物の老化に関わっていることが提唱され

た．その後動物の寿命と酸素の関わりについて，異な

る種の動物の最大寿命の長さは単位体重あたりの酸素消

費量や食餌の量と負の相関があること，同種の動物でも

食餌制限と運動抑制による酸素消費量低下によって寿命

が伸びること， SOD活性， vitaminEや/3-carotene濃度

の高い動物ほど寿命が長いことなどによって，動物の老

化に酸素摂取が悪影響を及ぽすことが示されている．雌

が雄よりも長寿なのはなぜか，未解決の問題であるが，

酸素ストレスを防御する系が雄よりも雌の方が整ってい

るとの考え方がある．その鍵は胎児の時にあるようであ

る．新生児は酸素の少ない胎内の環境から，出生を契機

にして一気に大気圧の酸素にさらされる．新生児は既に

SODなどの酸素ストレスの防御システムが整っている

わけであるが，出生時に雄と雌では酸素ストレスによる

傷のつき方に違いがあり，その違いが成熟後の寿命の長

さに関係しているというのである．件染色体X上にある

G6PDHにより， xx染色体をもつ雌は， X染色体の雄よ
りも酸素ストレスに強くなっているとの考え方もある．

種々の疾患についても，酸素ストレスやその他のフリ

ーラジカルとの関係が議論されている．動脈硬化症，が

ん，心疾患，炎症，糖尿病，脳疾患，消化器疾患，リウ

マチなどの発症に酸素ストレスが関与していると考えら

れている． Harmanは酸素ストレスによる疾患を "Free

radical disease"としてあげている (Table2)が，現在

でもこれらの疾患が酸素ストレスによって引き起こされ

ていると考えられている．

正常な状態でも酸素ストレスが発生するが，外的要因

や薬物の摂取によって酸素ストレスが増産され，これら

の要因によって種々の疾病が起こることがわかってい

る． Table3にその例を示した．これらの要因は直接あ

るいは代謝によって，酸素から ROSを発生させたり，

フリーラジカルを発生して，組織傷害を与え，種々の疾

病を引き起こす．多くの発がん性物質による発がん過程

にROSが関与していることが明らかにされている．

ROSの作用を抑制することにより，酸素ス トレスに

よる疾病を予防，治療する試みがなされている．抗酸化
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Table 2 A list of the "Free Radical Diseases" (from D. Harman, "Lipofuscin-1987 : State of the Art, I. Zs.-Nagy, 

ed., Excerpta Medica, Amsterdam, 1988) 

Atherosclerosis Cancer 

Amyloidosis 

Essential hypertension 

Osteorathritis Senile dementia of Alzheimer type 

Senile macular degeneration 
Fanconi's anemia 

Diabetes mellitus type I 

Acute pancreatitis 

Senile cataract 

Bloom syndrome 

Preeclampsia 

Perkinson's disease 

Systemic lupus erythematosus 

Laennic's cirrhosis 

Adult respiratory distress syndrome 

Disseminated inrtavascular coagulation 

Table 3 ROS or free radical producing factors and tissue damage 

Drug or treatment ROS or free radical Damage 

Radiation •OH Cancer 

Pheophorbide, h v 102 Light hypersensitization 

Paraquat (herbicide) 02- Lung damage 

Ferric nitrilo-triacetate •OH Liver cancer 

CC14, halothane •CC13 Liver damage 

Palacetamol, phenacetin 02- Liver damage 

Alloxan, Streptozocin 02- Diabetes 

Hydrazine derivatives 02- Hemolysis 

Ethanol Hydroxyethyl radical Liver damage 

Cigarette smoke 02―,N02, semiquinone radical Lung damage 

Effect Treatment 

Table 4 Treatment using ROS and free radicals 

Meはbolizedby ROS or free radical 

Antimalarial 

Anticancer 

Primaquine, pamaquine 

Pheophoribe, h v 

Radiation 

Bleomycin-Fe 
2+ 

Quinones 

(Adriamycin, Mitomycin C etc) 

Ene-dyne antibiotics 
(Neocarzinostatin etc.) 

剤のvitaminE, vitamin Cおよびカロテノイドによる発

がん抑制が試みられているし， NSAIDなどの抗炎症剤，

抗リウマチ薬，抗てんかん薬には白血球からのROS発

生を抑える作用があること， SODそのものは血中保持

が短いが血中滞留時間を長する誘導体， SODはCu, Zn 

さく体であるがそれを模倣した銅誘導体を用いた種々の

疾患の治療の試み， Gpxを模倣したSe含有ebselenの利

用，脂溶性人工連鎖停止剤probucolの抗動脈硬化作用，

最近発売された脳硬塞防御剤edaraboneに抗酸化作用が

あることなど，酸素ストレス低減が種々の疾患の治療に

役立っている．

一方，ROSあるいはフリーラジカルを発生させるこ

とによって，がんなどの治療も行われている (Table4). 

薬物が直接あるいは代謝されることによって ROSなど

のフリーラジカルを発生してがん細胞を攻繋し死滅させ

るが，この場合当然正常細胞も傷害を受けることにな

142 

02_ 

102 

•OH 
02-

NADPH cytochrome reductase 02 -

•C 

る．

8.酸素ストレスの生体好影響

酸素ストレスは生体にとって好ましい反応もある．白

血球は OCl ― や •OH を発生し，侵入した細菌を殺すこと

によって生体を防御している． しかし，同時にその部位

に酸素ストレスによる炎症的な傷害も起こす．また，最

近の研究によると， ROSは細胞内のシグナル伝達因子

として重要な役割を果たしているといわれている．細胞

質内の転写因子 NF-K:Bは阻害因子 IKBによ って制御さ

れているが，細胞が腫瘍壊死因子 (TNF)や炎症性サイ

トカイン IL-1による刺激を受けると IKBがリン酸化さ

れ， NF-K:Bは阻害がとけ核内に移行し DNAに結合する．

この際，細胞の刺激によりミトコンドリアに ROSが発

生してこれがIK:Bのリン酸化を促進するといわれている

(Fig. 4).しかし，無差別的な反応をするのが特徴であ

PUFA~也02ロ
三三：

ど応Breduction 

ンTranslocation to nucleus, DNA binding 

Fig. 4 NF迅 activationby ROS 

るROSが，なぜ特定のシグナル伝達系の刺激に関与す

るのか，解決すべき問題が残されている

9.酸素ストレスによる血球傷害と排除

この項では，血球細胞の酸素ス トレスによるタンパク

質傷害と，細胞の老化の関係について，筆者らの研究結

果について記す．ヒト赤血球が骨髄で生まれて休内で

120間循環したのち，牌臓マクロファージによって壊さ

れるに至るまでの過程についていくつかの説があった．

筆者らはこの過程に酸素ストレスが関与していることを

明らかにした．ヒト循環血から若い赤血球と老化赤血球

を遠心法で分離し，遊離している鉄イオンと膜リン脂質

の過酸化度を定量したところ，遊離鉄イオンも膜リン脂

質の過酸化度もともに老化赤血球の方が高値を示し，老

化赤血球が体内で酸素ストレスを受けていることがわか

った．未分離の赤血球を試験管内で鉄イオン存在下緩和

に酸化すると，自己抗体IgGの結合が高進し，この結合

がdithiothreitolの処理で低下したことから， IgGの結合

は主として酸素ストレスによる disulfide結合の生成が原

因であると考えられた．結合 IgGはanti-band3 IgGであ

り， IgGの結合は赤血球膜から単離したband3糖タンパ

ク質によって阻害されたことから， anti-band3 IgGの結

合のエピトープはband3であることがわかった．さら

に結合部位はband3のタンパク 質部位ではなく表面糖

鎖のsialylatedpoly-N-acetyllactosamine (PL)であるこ

とも明らかになった．このエピトープはもともと未酸化

赤血球表面膜に存在するが，酸化によってband3を含

む膜タンパク質が凝集を起こし，抗体結合性が上昇した

ことが原因であった．分離した若い赤血球と老化赤血球

についている anti-band3 IgGの量を1251-goatanti-human 

IgGを2次抗体として調べたところ，老化赤血球の方が

はるかに多く，結合した2次抗体は膜表面 band3糖鎖

のPL部分を酵素的に切断することによ って遊離した．

老化赤血球の膜タンパク質の凝集の程度も若い赤血球よ

り高かった．

鉄イオン酸化未分離赤血球は無血清下，ヒト THP-1を

分化させたマクロファージに直接結合し，この結合のエ

ピトープも赤血球表面の凝集PLであった．ヒト赤血球

は体内の老化過程で，酸素ストレスにより膜糖タンパク

質の凝集変性を起こし，密集した表面糖鎖 PLに自己抗

体IgGおよびマクロファージが結合するというダイナミ

ックな変化を起こすことが明らかになった (Fig.5). 

このように酸素ストレスによる膜糖タンパク質の凝集

が，細胞の老化をきたし自己抗体IgGの結合やマクロプ

ァージによって認識される機構は， ヒト赤血球に限らず

骨髄由来細胞に共通する機構であることも明らかになっ

た．酸化マウス赤血球および多形核白血球はTG-誘導マ

ウスマクロファージに，酸化ヒトリンパ球系細胞Jurkat

はヒト THP-1由来マクロファージに，いずれも酸化血球

表面の凝集PL(band 3またはCD43)をエピトープとし

て結合することが明らかになり，骨髄系細胞に共通の現

象と考えられた． THP-1マクロファージのPLレセプタ

ーを単離し，そのN末端部分アミノ酸配列を決定した．

そのアミノ酸配列はこれまでに知られていない配列であ

り，マクロフ ァージ表面の新規な PLレセプターの存在

が確認された．
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結 語

本稿では酸素ストレスによる生体影響の全貌と，筆者

らの研究を中心にしたタンパク質修飾とその除去につい

て述べた．酸素ストレスの生体影響を研究するにあたり，

常に遭遇するのは，生体内では酸素分圧は肺胞から組織

細胞にいくにつれて低くなっているが，酸素ストレスの

影響を見きわめる場は常に大気環境であることである．

大気中の測定でartifactをとらえていないか，どれだけ

正確に生体内の状況を把握しているのか，常に問題にな

る．さらに，生体内には種々の抗酸化剤が存在するが，

抗酸化剤は酸素の存在下ではprooxidantに変貌する．酸

素分圧の異なる特定の組織において，抗酸化剤はどのよ

うに作用しているのであろうか．酸素ストレスの生体影

響を研究するにあたり，生体内状況と測定時の状況にお

いて，酸素分圧一抗酸化剤の作用の違い，を常に考慮に

入れて実験データを解釈する必要があろう

Fig. 5 A proposed mechanism of binding of anti-band 3 lgG and macrophages to senescent or oxidized 
red blood cells and its modulation by oxidized protein hydrolase (OPH) (from 7th World 
Congress for Microcirculation, Sydney, August 19-22, 2001) 

マクロファージのPLレセプターや，酸化LDLを取り

込むSRの活性もまた細胞内の酸素ストレスによって活

性化していることを明らかにした．酸化マウス赤血球の

TG誘導マウスマクロファージによる認識において，あ

らかじめマクロフ ァージを水溶性のphenol性， vitamin

C系，glutathione系の抗酸化剤で処理するとマクロファ

ージ内のROSが低下し，同時に酸化赤血球の結合能が

低下した．このことから，酸化赤血球を認識するマクロ

ファージ PLレセプターの活性化にもマクロファージ内

の酸素ストレスが関与していることが推測された．酸化

LDLを認識するマクロファージのSRの活性化にも酸素

ストレスが関与していることがわかり，酸素ストレスは

マクロファージ内のタンパク質リン酸化を促進している

ためであることがわかった．以上のことは，酸化した血

球を排除するマクロファージ側にもその排除の機構に酸

素ス トレスが絡んでいることを示している．

10.二次的防御システムとしての酸化タンパク
質分解酵素 (OPH)の発見

酸素ストレスによって傷害を受けたタンパク質は

u biquitin-proteasome系で分解されることが示されてい

る (Fig.2)が，箪者らは鉄酸化赤血球の実験の過程で，

新たな酸化タンパク質分解酵素を発見した．鉄酸化赤血

球膜をいったん単離したのち，インキュベートすると，

band 3を含む膜タンパク質のフラグメント化が起こり，

膜タンパク質が消失した．この分解はserineprotease阻

害剤のdiisopropylfluorophosphate (DFP)の添加で抑

えられた．また，この分解は未酸化の赤血球膜では起こ

らず，酸化赤血球に特有な現象であった．この酵素は赤

血球の細胞質に存在し膜に酸化が起こると膜に吸着して

はたらくらしいことがわかったので，細胞質から

hemoglobinを除いたのち， 門H]DFPで部分ラベルして

この酵素を 80kDaのタンパク質として精製し，酸化タ

ンパク質分解酵素 (oxidizedprotein hydrolase : OPH) 

と名づけた．この酵素の部分アミノ酸配列を決定し，ホ

モロジー検索を行った結果，既知ではあるが未だ生体内

での機能がわかっていない acylpeptidehydrolase 

(ACPH) と同一酵素であった．ヒト K562細胞のcDNA

からバキュロウイルスシステムを用いて， recombinant

ACPHを作成して，精製したOPHと酵素活性の比較を

行った．その結果，両者ともにAc-Met-Alaを分解して

Alaを遊離する exotypeのACPH活性と，酸化BSAの

Leu218_219Ser, Tyr410-411Thr, Phe595-597Pheを切断する chy-

mo trypsin-typeのendotypeのOPH活性を示した． BSA

の上記アミノ酸部位はいずれも埋もれているが，酸化に

よって表面に露出して切断されるものと考えられる．

OPHは酸化赤血球においては，凝集した膜タンパク質

を分解するので，赤血球の体内老化過程における IgGや

マクロファージの認識を制御している可能性がある

(Fig. 4). 

この酵素の存在について， OPHの抗体を作成し検索

したところ，調べたすべてのラット臓器や培養細胞に存

在していることがわかり，この酵素は赤血球に限定され

たものではなく，普遍的に存在する酵素であることがわ

かった． OPHを高発現した COS-7細胞は H心2,

paraquatなどの酸素ストレスに対して抵抗性が強く，本

酵素はubiquitin-proteasome系と同様に，酸素ストレス

によって傷害を受けて生成したタンパク質を分解除去す

る二次的防御システムとしてはたらいている可能性が示

された．
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Oxidative mutagenesis 
- Regulation of iron transporting systems and their role in 

protection from oxidative stress in Escherichia coli -
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Summary 

It is generally accepted that iron is one of the most important metals for microorganisms, because it is 

essential as a co-factor for a number of enzymes involved in cellular metabolism. However, it is not easily 

available to them due to its insolubility in aerobic environments. In order to acquire iron, microorganisms 
have evolved iron transport systems wherein so-called siderophores -low molecular weight compounds-are 

secreted and which function to chelate iron with high affinity. In addition to the iron transport systems, they 

also have a genetic regulation system in which a regulatory protein can sense the cellular level of iron and 

controls the gene expression of transport systems. While iron is essential, excess iron is toxic due to its abil-

ity to catalyze Fenton reactions that produce hydroxyl radicals. Thus, these iron-uptake-systems ha¥:e 

important roles in prevention of both iron starvation and oxidative stress. Here we describe the gene regula— 

tion of iron-uptake-systems and their roles in protection from oxidative mutagenesis. 

Keywords : Fur, iron overload, superoxide dismutase, Harber-Weiss/Fenton reaction, mutation spectrum 

緒戸

好気条件下では，溶解性の高いFe(II)は簡単に酸化さ

れFe(III)になるが，このFe(III)は中性pHでは極めて

溶解性が低く，沈澱する．このことは微生物にと っての

鉄の飢餓の原因となりうる． したがって微生物は， Fe

(III)を結合させるための鉄キレータを細胞外に放出し，

高いaffinityで必須元素である Fe(III)を取り込むための

極めて巧妙な機構を発達させてきた．しかしながら鉄に

毒性がないわけではなく，細胞内濃度が高ければよいと

* tnuno@mail.cc. tohoku-ac.jp 

受付 ：2001年7月15日 受理 ：2001年7月15日

c 日本環境変異原学会

いうものではない．好気性生物の細胞内では，酸素呼吸

に伴って常に活性酸素が生じ，その中でも生体成分に対

して最も酸化作用を示す • OH の生成には，遊離した Fe

(II)とH凸による Fenton反応が関与するといわれてい

る． したがって過剰量の鉄はむしろ細胞にとっては好ま

しくない．事実，大腸菌をはじめとする多くの微生物で

は，前述した鉄輸送機構，鉄貯蔵に加え，細胞内の鉄濃

度を感知し，遺伝子レベルで調節する機構を組み合わせ

ることで，細胞内の鉄濃度の微調整を行っている

(Hantke, 2001; Escolar et al., 1999).換言すれば，この鉄

輸送のシステムには必須金属である鉄の枯渇を防ぐ役割

があると同時に，活性酸素に対する防御機能としての役

割も合わせもつといえる．

本稿は日本環境変異原学会第12回公開シンポジウム 「活性酸素の分子病態学」 で発表された．
This paper was presented at the 12th JEMS Annual Symposium at the Nagai Memorial Hall, Tokyo, May 26th, 2001. The symposium entitled 
"Molecular Pathogenesis for Oxidative Stress", was organized by Tatsuo Nunoshiba and sponsored by the Japanese Environmental Mutagen 
Society. 
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Table 1 Iron-uptake-systems in E. coli 

Siderophores Sensing & Regulation Transporting systems Storage proteins 

Citrate Fur Fee operon-TonB system 

Enterochelin Fur FepA operon -TonB system Bft (Bacterioferritin) 

Aerobactin Fur IutA operon -TonB system ＆ 

Fenichrome Fur FhuA operon -TonB system 
Ftn (Ferritin) 

pfur pfur pfec 

口→[Il
feel fecR 

fee operon 

伽-伽IIIIIIIIIIIIIlllllIIIIll伽 論

fecA fecB 

Regulation Receptor Binding 
Protein 

fecC 

御

fecD fecE 

Transport 

Fe(lll)-citrate 

本稿では，大腸菌における鉄輸送のシステムとそれら

の活性酸素に対する防御系としての側面を紹介し，活性

酸素による突然変異誘発機構について述べる．

l.鉄輸送と貯蔵

前述のように微生物はキレート物質を放出することに

より鉄を確保し細胞内に取り込むシステムをもつ．大腸

菌は， citrate, enterochelin, aerobactin, ferrichromeな

どをキレート物質として利用し，それぞれ独自の鉄輸送

システムを備えている (Hantke,1981 ; Bagg and 

Neilands, 1987a) (Table 1).例えば， citrateをキレート

物質として取り込む場合にはFecA-TonB系という機構

(Frost and Rosenberg, 1973 ; Hancock, et al., 1976 ; 

Wagegg and Braun, 1981) により，同様に， enteroche-

lin, aerobactin, ferrichromeなどをキレート物質として

取り込む場合はそれぞれFepA-TonB系 (Wookeyand 

Rosenberg, 1978), IutA-TonB系(deLorenzo et al., 1986), 

FhuA (TonA)-TonB系 (Feckerand Braun, 1983) によ

り鉄輸送を行っている．さらに取り込まれたFe(III)を，

貯蔵タンパク質である BacterioferritinやFerritinに貯蔵

することで鉄の枯渇を凌ぎ （Andrewset al., 1989 ; 

Izuhara et al., 1991), 必要に応じてヘムや鉄ーイオウク

ラスター含有タンパク質の合成の際に受け渡されるので

あるが，その詳しい機構についてはよくわかっていない．

同時に細胞内の鉄イオン濃度を敏感に関知し，不足の状

態では積極的に取り込むように， 一方，十分量存在する

ときには逆に過剰にならないように微調整する Fur

(ferric iron uptake regulator)も存在し，細胞内の鉄イ

オン濃度の微調整を行っている．

2.鉄イオン濃度の関知と鉄輸送オペロン
の遺伝子調節

1) Furタンパク質

Fe (III)の輸送システムに関わる遺伝子は，いずれも

オペロンを形成し，細胞内の鉄イオン濃度に敏感に制御

されている．例えば，鉄が十分な培養条件では，ほとん

ど全てのオペロンの発現は抑制される．そこでキーにな

る調節タンパク質が存在すると考えられ，輸送遺伝子群

が構成的に発現する変異株が分離されて，fur(ferric 

uptake regulation) と呼ばれる locusが同定された

(Hantke, 1981 ; Hantke, 1982 ; Hantke, 1984). 大腸菌

Transcription OFF -Iron excess condition 

RNAP Fe:9Fur 

¥ Repressor 

x~ 
iron-box 
(Fur-box) 

Transcription ON -Iron limited condition 

~
 

Fur 
RNAP (j 

I ¥ x irontransportoperon, 
“tonB etc...  

Fig. 1 Negative regulation of iron-uptake system by Fur pro-

tein. In iron excess condition, Fur protein activated by 

Fe (II) binds to iron-box (Fur-box) at the upstream of the 

genes involved in iron-transport, and blocks transcrip-

tion of these genes (A). On the other hand, when the 

iron concentration is limited, the Fur without Fe (II) can-

not bind, followed by transcription of these genes (B) 

のfur遺伝子は 148アミノ酸17kDaのヒスチジンを比較

的多く含むタンパク質をコードする (Schafferet al., 

1985). 精製されたこのFurタンパク質が， aerobactin合

成遺伝子の上流部，すなわちpromoterの隣接領域

(operator部位と予想される）に結合することが確認さ

れたことから，転写調節因子であると考えられた

(Bindereif and Neilands, 1985 ; de Lorenzo et al., 1987). 

Furのpromoterへの結合は，鉄イオン濃度の低いときに

は弱<,逆に過剰の条件では強く結合することから，

Furのレプレ ッサーとしての機能に鉄イオン濃度が重要

に関わることが考えられた (Weeet al., 1988). Furの結

合領域の解析と co-factorとしての鉄の関与は， Fe(II)よ

り酸化されにく <,Fe(II)同様にFurに結合する Mn(II) 

を用い， Mn(II)存在の有無による DNaseIフットプリン

ティングにより行われた．その結果， Mn(II)を結合し

ない Furタンパク質は調節する遺伝子のpromoterの

-35, -10領域を含む 31bpにわずかに結合するが，

Mn(II)結合により，その結合が1000倍程度強くなるこ

と，加えて， 19bpの第二の結合部位の生じることが確

認された (Griggsand Konisky, 1989）．各々の鉄輸送オ

ペロンの上流には， Furタンパク質の結合のコンセンサ

ス配列 (GATAATGATAATCATTATC) が観察され，

Fur-box（またはiron-box)と名付けられている．鉄輸

送オペロンのpromoter領域とレポーター遺伝子として

のlacZ遺伝子のオペロン融合遺伝子の発現によっても，

FurとFe(II)の複合体がこれらのオペロンの転写レプレ

ッサーであることが確認されている (Baggand N eilands, 

1987b ; Calderwood and Mekalanos, 1988).また，いず

れの鉄輸送にも重要に寄与しているTonBも，この Fur

の発現調節を受ける (Postle,1990) (Fig. 1). 

その後の研究により， Furは鉄輸送のみならず，さま

ざまな遺伝子の発現調節に関与することが報告されてい

る．その一つの例として，大腸菌のFe含有SODをコー

ドするsodB遺伝子があげられる． Furは， Fe(II)との結

合なしにこの遺伝子の転写を促進することが知られてい

る (Niederhofferet al., 1990 ; Fee, 1991).別の例とし

て， Fur欠損株は，グリセロールやコハク酸，フマル酸

を炭素源として増殖することができないことが知られて

Outer membrane 

Periplasm 

Inner membrane 

Cytoplasm 

ADP 

+ Pi 

Fig. 2 Fe (III)-citrate transporting system. The upper_figure indicates the Fee operon for iron-citrate transporting system. 

The_five transport genes fecABCDE form an operon and transcribed fromfecA to fecF. Two genes,/ecl and fecR, are 
identified upstream of fecA, and regulate the gene expression of the operongenes. The lower figure indicates the 
mechanism of the Fe (III)-citrate transporting system. The outer membrane protein FecA recognizes and uptake Fe 

(III)-citrate. The periplasmic protein FecB passes Fe (III) released in the periplasm, to the inner membrane protein 

FecC, FecD and FecE. The passage across the inner membrane requires ATP energy through FecE. TonB-ExbBD 

complex serves as an energy transducer to couple cytoplasm membrane energy to high affinity active Fe (III) trans-

port systems. 

いる (Fosterand Hall, 1992）．さらにサルモネラ菌のfur

ホモログの変異株は酸に感受性が強いことから，消化器

官を通過する際，特に胃での生存に関わる遺伝子群の調

節に寄与していることが示唆されている (Fosterand 

Hall, 1992 ; Hall and Foster, 1996).以上のようにFurは

鉄輸送に重要であるには違いないものの，必ずしも鉄輸

送に特異的に関わる調節タンパク質ではなく，多面的な

機能をもつ遺伝子調節タンパク質であるといえる．

2) Feeオペロン

ここに大腸菌の鉄輸送系の一つの例として， citrateを

キレート物質とした鉄輸送系FecA-TonB系を紹介する

(Fig. 2).この鉄輸送は，大腸菌の染色体地図の7分に

存在するfeeと呼ばれる locusにより行われている

(Hussein et al., 1981 ; Pressler et al., 1988). このlocus

には 5つの遺伝子，すなわちfecA,fecB, fecC, fecD, 

fecEがオペロンを形成し，fecAからfecEに向かって転写

される (Pressleret al., 1988 ; Staudenmaier et al., 1989). 

この鉄輸送系には， Fig.2に示すように， 5種のFee夕

ンパク質に加え， ExbBD-TonBというこのシステムを機

能させるためのエネルギー供給に関わるタンパク質が関

与する (Hancock,et al., 1976). FecAは外膜に存在する

膜タンパク質で，細胞外に存在する Fe(III)-citrateを感
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知するレセプターとして働く．このとき，内膜タンパク

質であるTonB-ExbBD複合体はこのFecAと結合するこ

とで， FecAがFe(III)-citrateを取り込み，ペリプラズム

に存在する Fe(III) -citrateの結合タンパク質FecBに受け

渡すエネルギーを安定に供給する． ExbBタンパク質は

TonBの機能を安定化するかあるいは促進する働きをも

っといわれている (Wageggand Braun, 1981). FecAか

ら受け渡されたFe(III)は，ここでcitrateから離れ，

FecCとFecDの複合体へと受け渡される． FecEはFecC

とFecDとともに複合休を形成して内膜に存在するATP

結合タンパク質で， FecEのATPase活性により得られた

エネルギーで鉄を細胞質に取り入れる．こうしてこれら

のタンパク質が複雑に機能してcitrateにキレートされた

Fe (III)を細胞内に取り込む (Pressleret al., 1988 ; 

Staudenmaier et al., 1989). この鉄輸送の仕組みは，い

ずれのキレート物質を用いた鉄輸送系でも概ね共通で，

外膜のレセプターが認識して取り込み，ペリプラズムの

結合タンパク質に受け渡し，さらに内膜の輸送タンパク

質複合体へ受け渡す．いずれのレセプターの働きにも，

TonB-ExbBによるエネルギーの安定供給は必須で，こ

れらのタンパク質の欠損株では，鉄の取り込みが著しく

阻害されることが報告されている (Helleret al., 1988 ; 

Fischer et al., 1989). また，これらの輸送システムは鉄

に特異的なわけではなく，コリシン B,I, Mの取り込

みやTlやT5ファージの感染にも関与していることが知

られている．

鉄輸送は前述したように， Fe(II)との結合により活性

化されたFur/Fe(II)により負に制御されるが，この制御

はFecA-TonB系に対しても同様で，鉄枯渇状態ではこ

の制御がはずれ，feeオペロンは発現する．feeオペロン

の調節はこのFurによる負の制御だけでなく， 0.1mM  

のcitrateまたは0.1μMの鉄イオンの添加により誘導さ

れる (Husseinet al., 1981 ; Zimmermann et al., 1984). 

この誘導は，外膜タンパク質のFecAやTonB,ExbBD 

に変異が生じると阻止される一方で， FecCDEといった

transportタンパク質の変異では全く阻止されない．ま

た，isocitratedehydrogenaseをコードするicdを欠損さ

せることにより，細胞内のcitrate濃度を 10~100倍に

高めても誘導されないことなどから，このオペロンの誘

導には誘導物質である citrateの細胞質への取り込みは必

要でないことが示された (Husseinet al., 1981). 

一方fecAの上流に2つの遺伝子，feelとfecRの存在が

示され， Fe(III)-citrateにより誘導されるfeeオペロンの

転写調節に関与することが明らかになった (vanHove et 

al., 1990). feelは173アミノ酸の19kDaのタンパク質を

コードする遺伝子で，そのタンパク質は， C末端に

DNA結合性を予想させる helix-turn-helixのmotifをも

ち，内膜に接して細胞質に存在する． 一方のfecRは317

アミノ酸35.5kDaのタンパク質をコードする遺伝子で，
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このタンパク質はペリプラズムに存在する． Mudlファ

ージの挿入によるfec!Rの破壊株は， Fe(III)-citrateによ

り鉄を取り込むことができず， FecAタンパク質合成も

見られない． しかしながら，plasmidによりfeelやfeelと

fecRの両方を発現させると Fe(III) -citrateの輸送は復帰

するが， Feelのみの大量発現ではオペロンの誘導は構成

的であるのに対し， FeelとFecRをともに発現させると

Fe (IIl)-citrateによる野生型の誘導が見られるという違

いがある．さらに， Feelタンパク質がfeeオペロンのオ

ペレーター領域に結合し，転写を促進することが，また

citrate非存在下では， FecRはFeelを不活性化すること

がinvitroの実験で確認されている．以上の結果から，

Feelは転写因子， FecRはペリプラズムのFe(III)-citrate 

を認識するセンサーであると考えられている (vanHove 

et al., 1990) (Fig. 3). 

以上を整理すると，細胞内の鉄濃度が過剰のときは

Furタンパク質は鉄と結合することで活性型になり，fee

オペロンをはじめとする鉄輸送オペロンの転写を抑制す

る．しかしながら，鉄が枯渇状態に陥ると， Furは不活

性型となり，転写の抑制が解かれ，低いレベルの発現が

起こる．そのとき細胞は，キレート物質を放出し鉄を確

保すると，例えば，外膜に存在する FecAはFe(III) -cit-

rateのレセプターとして働き， TonB-ExbBから供給され

るエネルギーを利用してFe(III)-citrateをペリプラズム

に取り込む．このときのFecAのN末端がsignaltrans-

ductionに関与し， FecRと結合する．さらにFecRはペ

リプラズムのFe(III)-citrateを認識して，おそらくは構

造変化を起こし， Feelを活性化する．そして活性された

Feelはfeeオペロンの転写因子として転写を促進する

(Harle et al., 1995). こうして多量発現されたFeeタンパ

ク質は積極的にFe(IIl)-citrateを取り込む．そしてふた

たび細胞内の鉄濃度が上昇すると Furは鉄と結合して，

再び活性化され，鉄輸送オペロンの転写を抑制するので

ある．

3.酸化ストレスに対する防御としての役割

l)活性酸素と DNA損傷，突然変異とその抑制機構

スーパーオキサイド (02―)や過酸化水素 (H20か
ヒドロキシラジカル (•OH) などの活性酸素は，反応

性が高く，さまざまな生体成分と容易に反応し，酸化損

傷を与える (Babior,1992 ; Farr and Kogoma, 1991). 

DNAやその前駆物質であるヌクレオチドなどは，活性

酸素による酸化損傷の最も重要な標的として詳しく研究

されている(Imlayand Linn, 1988 ; Demple and 

Harrison, 1994). 活性酸素による DNA損傷としては，

7,8-dihydro-8-oxoguanine (8-oxoG), 1,2-dihydro-2-

oxoadenine (2-oxoA), thymine glycol (Tg)などの塩基

損傷やDNA鎖の切断などが， DNAの前駆物質であるヌ

クレオチドの損傷としては， 7,8-dihydro-8-oxo-2'-guano-

Fe(lll)-citrateがない場合

響 Outermembrane 
← 49  

Peri plasm 

Inner membrane 

Cytoplasm 

fecABCDE 

Fe(lll)-citrateがある場合

Fe(ll1)-citrate 

fecABCDE 

Fig. 3 Regulation of the Fe (III)-citrate transport system. In the iron limited condition, Fur is inactivated cannot work as a 
repressor, allowing the transcription of the iron transport operons. In the absence of Fe (III)-citrate, the fec-operon 
is still not induced, whereas the operon is actively transcribed in the presence of Fe (III)-citrate. Fe (III)-citrate 
binds the outer membrane protein FecA produced at the basal level, and triggers a conformational change in FecR 
tlrnt results in the activation of Feel. The activated Feel can bind to the promoter region of fee operon, and stimu-
lates the transcription. 

sine 5'-triphosphate (8-oxodGTP) (Maki and Sekiguchi, 

1992), 1,2-dihydro-2-oxo-2'-deoxyadenosine 5'-triphos-

phate (2-oxodATP) (Kamiya and Kasai, 1995)が知られ，

突然変異やDNA複製阻害を引き起こす (Dempleand 

Harrison, 1994).これらの酸化損傷による突然変異や細

胞致死に対し，大腸菌は複数のDNA修復系，酸化ヌク

レオチドの浄化系を備えている (Michaelsand Miller, 

1992 ; Yamamoto et al., 1997).例えば， DNA修復酵素

としては， DNA中の8-oxoG: Cを認識して8-oxoGを切

り出すglycosylase(MutM/Fpg)や8-oxoG: Aの誤対

合を認識して Aを切り出すglycosylase (MutY) 

((Michaels and Miller, 1992), またTgのglycosylase

(Nth, Nei)など (Cunninghamand Weiss, 1985 ; 

Melamede et al., 1994 ; Saito et al., 1997 ; Jiang et al., 

1997)が，また酸化ヌクレオチドの浄化酵素としては，

ヌクレオチドプールの8-oxodGTPを加水分解して 8-

oxodGMPとすることでDNAへの取り込みを抑制する 8-

oxodGTPase (MutT)が知られている (Michaelsand 

Miller, 1992 ; Maki and Sekiguchi, 1992).これらの遺伝

子の変異株はいずれもミューテーターの表現型を示し，

mutM mutY変異株では10-100倍の， 一方mutT変異株で

は1000倍もの高い自然突然変異率を示し，それぞれ主

にGC→ TA,AT→ CGの変異を誘発する (Michaels

and Miller, 1992).このことは，これらのDNA修復系や

ヌクレオチド浄化系がDNA中の酸化損傷を最小限に保

ち，自然突然変異頻度を 10―8~10―9程度に維持するた

めに重要に関わっていることを示している．

活性酸素の中でも最も注目されているのは，最も反応

性に富む •OH で，活性酸素による多くの酸化損傷の大

部分がこの •OH によると考えられている． •OH は以下

に示すHarber-Weiss/Fenton反応により 02―やH202から

生じるといわれ，

Fe (III) + 02―→Fe (II) + 02 

H202 + Fe(II)→ OH―+ •OH+ Fe(III) 

そのことはinvitroのモデル実験で証明されている (Brawn

and Fridovich, 1981 ; Akasaka and Yamamoto, 1994 ; 

Akasaka and Yamamoto, 1995).例えば，試験管内で

H凸， FeC13,EDTAを加え，ある種のラジカルトラ ッ

プ剤で，生じたラジカルをトラップしてelectroparam-

agnetic resonanse (EPR) で解析すると， •OH が生じて

いることが確認できる(Jenzeret al., 1987).またラジ
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カルトラップ剤の代わりにplasmidDNAを処理すると ，

8-oxoGがH202濃度の上昇に伴って増加することが確認

されている．さらにそのplasmidを大腸菌に導入し，細

胞内での複製に伴う突然変異を解析することでGC→

TAが高頻度で誘発される ことも明らかにされている

(Akasaka and Yamamoto, 1994 ; Akasaka and 

Yamamoto, 1995).一方細胞レベルの実験では，大腸菌

をH凸処理することで突然変異が誘導することは確認

されているものの (Imlayet al., 1988),細胞内でも同様

に，呼吸鎖から生じた〇；ゃH202, 添加されたH202が

Harber-Weiss/Fenton 反応を経由して鉄依存的に •OH

を生成するか，さらにそれがDNAやヌクレオチドを酸

化して突然変異を誘発するかどうかを実際に解析した例

はこれまでにない．もしそうして生じた •OH が自然突

然変異の原因だとすると，活性酸素の細胞内レベル同様，

鉄含有量も自然突然変異に影響を及ぼす可能性がある．

前述のような大腸菌の巧みな鉄の取り込み調節機構は，

鉄の枯渇を防ぐのみならず，過剰に取り込むことによる

DNA損傷や突然変異を抑制する立場でも重要であるの

かもしれない．

2)活性酸素消去系と鉄過剰取り込み変異による突然

変異

そこで著者らは 「細胞内で生じる活性酸素と細胞内に

取り込まれた鉄がinvitroのような Fenton反応によ

り •OH を生成するか，そして自然突然変異の原因とな

るか」あるいは「自然突然変異の抑制に鉄の取り込み調

節機構がいかに関わるか」の解明を試みた．まず02―や

H凸の消去系であるスーパーオキサイドデイスミュー

テース (SOD)やカタラーゼの欠損 （それぞれsodAB欠

損と katEG欠損）や，前述の鉄取り込みを負に制御して

いる Furを欠損することによる鉄の過剰取り込みが，自

然突然変異頻度の変化に寄与するかどうかをリファンピ

シン抵抗性への前進変異を指標に調べた (Table2).そ

の結果， katEG欠損株は野生株とほぼ同程度の自然突然

変異率を示したのに対し， sodAB欠損株では6倍程度の

上昇が観察され，自然突然変異の抑制に関してはSOD

の方がより重要に働いていることが分かった． 一方，鉄

の取り込みのリプレッサーである Furを欠損させたfur

株では野生株とほぼ同様の変異率，またkatEGfur株で

も3倍程度の変異率の上昇しか見られなかった． しかし

ながら sodAB株にFur欠損を導入したsodABfur株は，

野生株の約140倍という極めて高い自然突然変異率を示

し， SODとFurの欠損により相加というよりはむしろ

相乗的な変異頻度の上昇が確認された (Nunoshiba et 

al., 1999). 

そこでこの自然突然変異率の上昇が本当に細胞内への

鉄の取り込みに依存するかどうかを，化学分析と遺伝学

的手法の2つのアプローチにより確認した．化学分析で
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Table 2 Spontaneous mutation frequency in E. coli strains 

Strains Genotype Spontaneous mutation freq. Ratio 

GC4468 wild 1.2 X 10-8 1 

QC1726 sodAsodB 7.0 X 10―8 5.84 

QC1732 fur 2.0 X 10―8 1.7 

QC1736 sodA sodB fur 1.7 X 10―6 142 

SY5 Wild 2.0 X 10―8 1 

SY54 katG katE 2.1 X 10―8 1.1 

TN52 fur 1.7 X 10―8 0.9 

TN542 katG katE fur 6.4 X 10―8 3.2 

The results represent averages obtained from six independent 

experiment. Nunoshiba et al., 1999 

は，野生株， sodAB株， sodABfur株の細胞中の鉄含有

量をプラズマ分光分析により比較した．その結果，鉄の

取り込み過剰変異株である sodABfur株で，他の2株の

2.4倍の鉄含有量を示した (Nunoshibaet al., 1999). -

方の遺伝学的手法では， Furの支配下にあり，鉄の取込

みのKeyタンパク質であるTonBの変異体を分離し，そ

の変異の自然突然変異率への影響を比較した．tonB変

異体は， TonBがコリシンの取り込みにも関わることを

利用し，コリシン抵抗性を指標に， sodABfur株を親株

として，独立に 9クローン分離した (Kitamuraet al., 

1995). 分離したコリシン抵抗性株のtonB変異は，シー

クエンスにより，全てのクローンについて確認された．

これらのクローンの自然突然変異率は， 2X 10―8~4X  

10―7の範囲に見られ，親株である sodABfur株の 1~

25％に減少した (Nunoshibaet al., 1999).これらの結

果は， sodABfur株における自然突然変異率上昇が， fur

変異によるTonB依存的な鉄の過剰取り込みが関わるこ

とを強く示唆している．以上の結果から，細胞内で起こ

っていると推測できるモデルを Fig.4に示した．すなわ

ち， Fur欠損により TonB依存的に取り込まれたFe(III) 

が， SOD欠損により高まった 02―によって還元され，

Fenton activeなFe(II)になる．このFe(II)が02―から不

均化反応により生じた H202 と反応して •OH を生成す

る．あるいは， 02―に非常に高感受性のFe-Sタンパク質

が02―に よって攻撃を受け， FentonactiveなFe(II)を遊

離し， Fenton反応を促進する．この不活性されたタン

パク質は， Fur欠損により過剰に存在する鉄貯蔵タンパ

ク質から鉄を受け取り再生されることで，この一連の反

応が継続的に起こり， •OH が増産される．その結果と

して，この •OH がDNAやヌクレオチドに酸化損傷を生

じ，突然変異を誘発すると考えられる．

3) 活性酸索消去系と鉄過剰取り込み変異により •OH

が生じるか，そしてDNA酸化損傷は？

その機構を明らかにする目的で，それまで不可能とさ

れてきた通常の好気条件下で増殖した細胞内での •OH

生成の測定と，そのgenomicDNA中の典型的なDNA酸

reconstitution 

r Fur—----~---> TonB ↑――→► Fe3＋↑ 
SOD—---~----> 02―↑ 

o2-+ Fe3+ 

ー呼2

↓ 

o2 • + [ 4Fe4S] cluster Fe2+ + [3Fe4S] cluster 

DNA ご旦上
8-oxoG, 2-ox()ふ
fapyG, fapyA, etc. 
2-oxodATp ↑? 

nucleotide pool 8-oxodGTP 

二ta心゚；→TAi? 
AT→ CGT? 

~140-fold increase 
in spontaneous mutation frequency 

Fig. 4 The model for mutator effect of sodA sodB fur mutations 

化損傷の含有量の比較を試みた．

Fenton 反応による •OH の生成は， H20叶こ Fe-EDTA

加えたinvitroのモデル実験で，さまざまなラジカルト

ラップ剤を用いた ElectroParamagnetic Resonanse 

(EPR)法により確認されている．しかしながら細胞レ

ベルでの測定は，細胞内という生体分子が複雑にいり乱

れた状況での •OH の不安定性から，あるいはトラップ

剤の細胞内への拡散の難しさなどのため不可能とされて

きた． しかしながら我々は， sodABfur株では培養中，

継続的に •OH が生成しているものと推測し，もしそう

なら •OH ラジカルをエタノールにスカベンジさせるこ

とで比較的長寿命なアルコキシラジカルに変換し，それ

をラジカルトラップ剤である 4-POBNにトラップさせれ

ば，その特異的なシグナルを EPRで測定できるのでは

ないかと考えた．その結果，野生株，fur株， sodAB株，

katEG株， katEGfur株ではま った＜シグナルは確認さ

れなかったが， sodABfur株では，アルコキシラジカ）レ

をトラップした4-POBNの特異的なシグナルが検出する

ことができ，通常培養条件での細胞レベルでの •OH 生

成の証明にはじめて成功した (Nunoshibaet al., 1999) 

(Fig. 5). 

つぎに，こうして生じた •OH が DNA損傷を引き起こ

すかどうかを明らかにするため， GC/MSにより，典型

的な DNA酸化損傷である 8-oxoG, fapyG, 2-oxoA, 

fapyAを，さらに活性酸素とは無縁といわれている塩基

損傷のキサンチンのDNA中の含有量を測定した． 一般

にDNA中の8-oxoGの絶対量の測定は， HPLC-ECdetec-

torによる検出が最も正確であるといわれているが，

我々の目的が絶対量の測定ではなく，野生株， sodAB株，

sodABfur株間の相対比較であることから， HPLCよりむ

しろ他の酸化損傷もあわせて検出できる GC/MSを採用

した．その結果， sodABfur株由来のDNA中には，野牛

株やsodAB株の2~5倍量の酸化損傷が認められた一方

で，キサンチンのDNA中含有量には，株間で明瞭な差

は認められなかった (Nunoshibaet al., 1999) (Fig. 6). 

これらの生化学的な測定結果は，いずれも通常の条件

で培養された細胞内でも， SOD欠損と鉄の過剰取り込

み変異により， •OH が生じ，それに由来して DNAの酸

化損傷が生じたことを強く示唆し，前述の自然突然変異

の著しい上昇の原因として注目できる．また逆に，

SODやFurによる細胞内の02―レベルや鉄含有量の調整

は，自然突然変異の抑制に極めて重要に働いているとい

える．

4) sodAB fur変異はいかなるタイプの突然変異を引
き起こすか？

数ある DNAの酸化損傷のうち，突然変異性の損傷と

してもっとも広く受け入れられているのは， 8-oxoGと

2-oxoAである． sodABfur株において， DNA中の8-oxoG

と2-oxoAの含有量の増加が確認された．これらの損傷

は， DNAが活性酸素に暴露されて生じる場合と DNAの

原料であるヌクレオチドが酸化され，それがDNA複製

に伴って取り込まれて生じる場合がある．これらの損傷

が， GC→TAやAT→CGを誘発することは，invitro, 

in vivoの実験で証明されている (Michaelsand Miller, 

1992 ; Kamiya and Kasai, 1997 ; Inoue et al., 1998 ; 

Watanabe et al., 2001a). これまで我々は，標的遺伝子大

腸菌supF上に生じる突然変異を塩基レベルで解析する
方法を樹立し，さまざまなDNA修復欠損株にみられる

突然変異スペクトルの解析を行ってきた (0bata et al. 
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Table 3 

GC4468 (wild type) SY5 (wild type) 

Type of base substitution 

QC1732 (fur::kan) TN54 (fur::kan) 

Types of base substitution among spontaneous supF mutants 

Number of detected (% of total mutants) 

GC4468 QC1726 QC1736 
(wild type) (sodA sodB) (sodA sodB fur) 

QC1726 (sodA3 sodB::cat) SY52 (katE katG::Tn10) 

QC1736 (sodA3 sodB::cat fur::kan) TN542 (katE katG::Tn10 fur::kan) 

— Fig. 5 •OH radical generation in E.coli strains aerobically grown in normal growth medium. E.coli strains 
were inoculated into LB containing 70 units/ml catalase, 10 mM 4-POBN, and 170 mM ethanol and 

aerobically grown at 37℃for 17 hr. Spin-trapping spectrum was detected at room temperature with 

an EPR(JEOL model JES-TElOO) operating the following instrument settings : modulation frequen-

cy, 100 kHz ; microwave power, 16 mW ; sweep width, 5 mT; modulation amplitude, 0.05 mT ; 

receiver gain, 1 x 1000 ; time constant, 1 min ; sweep time, 8 min. Nunoshiba et al., 1999 
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1998). そこでこの方法を用い， sodABfur株でいかなる
タイプの変異が生じるかを検討した．その結果，いずれ

の株でも塩基置換が最も多く出現し，活性酸素によると

考えられている GC→ TAとAT→ CGの変異について

は，野生株やsodAB株では20~30％であったのに対し，

sodABfur株では70％以上を占めるという著しい違いが
見られた (Nunoshibaet al., 1999) (Table 3). 
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Fig. 6 Yield of modified bases in DNA prepared from overnight growing E. coli strains. E. coli strains aero-

bically grown overnight were washed twice with phosphate buffer, and the genomic DNA was pre-

pared with DNA Extractor WB Kit. A portion of the DNA sample was used for estimation of 

DNA/RNA ratio with HPLC. The remaining sample was applied to analyze modified bases by 

GC/MS-SIM. The concentrations of modified bases in DNA were calculated from the calibration 

curves obtained from aliquots of the mixture of known concentrations of the modified bases and 

internal standards. Most of data presented are averages obtained from duplicated measurements 

with standard deviations. Nunoshiba et al., 1999 

5) Harber-Weiss/Fen ton反応に関わる遊離鉄はいか

に生じるか？

Table 2に示したように， sodAB,furのいずれかの欠
損株の自然突然変異頻度はそれぞれ野生株の6倍と 3倍

程度であったのに対して， 二重変異株のそれは 140倍以

上という予想以上の高い自然突然変異頻度を示した．こ

のsynergisticな変異頻度の上昇は， Imlayらにより最近

提唱されている Harber-Weiss/Fentonreactionにおける

02―の役割についての説により説明できるかもしれな

Transition 

GC→AT 

AT→GC 

Transversion 

GC→TA 

GC→ CG 

AT→TA 

AT→ CG 

5 (18) 

2 (7) 

3 (11) 

13 (46) 

2 (7) 

3 (11) 

7 (22) 

0 (0) 

6 (18) 

11 (33) 

6 (18) 

3 (9) 

2 (5) 

1 (2) 

20 (49) 

4 (10) 

4 (10) 

10 (24) 

Total 

Mutation frequency 

28 
1.4 X 10―7 

33 
3.5 X 10―7 

41 
6.8 X 10―7 

Nunoshiba et al., 1999 

ぃ．前述したようにこれまで 02―はFe(III)をFenton

activeなFe(II)に還元するのに働くと考えられてきた．

しかしながら細胞内の状況を考えると，細胞内にはグル

タチオンなどのチオール化合物やNADHなどといった

Fe (III)の還元剤が存在し， しかもその濃度はそれぞれ

10―3M,10―4Mで，仮に SODの欠損により 02―の細胞

内濃度が通常の濃度と推定されている 10―!OM を数オー

ダー上回ったとしても遥かに高濃度で存在する． 一方，

遷移金属を活性部位にもつ酵素は02―に極めて高感受性

であることが知られている (Stadtman,1993). 中でも 4

つのシステイン残基のthiolが4分子の鉄イオンを抱える

[ 4Fe-4S]タイプの鉄ーイオウ (Fe-S) クラスターを含有

する酵素は， 02―の標的となりやす <,02―の攻撃によ

り [3Fe-4S] となり不活性化される． a,~-d ih ydroxy 

acid dehydrataseや6-phosphogluconatedehydratase, 

fumarase, そしてaconitaseなどがその代表で，invitro 

での実験結果だけでなく， SOD欠損大腸菌でこれらの

酵素活性が低下していることも報告されている

(Gardner and Fridovich, 1991a, 1991b and 1992 ; Flint et 

al., 1993). これらの酵素の不活性化は，単に酵素活性を

失活させるにとどまらず， Fe(II)を細胞質に遊離する．

こうして遊離された Fe(II)がFenton反応を促進すると

いうものである (Keyerand Imlay,. 1996 ; Liochev and 

Fridovich, 1994）．さらに鉄を遊離して [3Fe-4S] となっ

た酵素は，ferritinなどの鉄貯蔵タンパク質から鉄を受

け取り，再構成されることが知られている．したがって，

SODとFurの欠損により 02―と鉄レベルの高まった細胞

内では， 02―が [4Fe-4S] を攻撃して Fe(II)を遊離し，

その [3Fe-4S] の再構成を過剰量の鉄貯蔵タンパク質が

行うというある種のFe(II)生産サイクルが生じていると

考えると，このsynergisticな変異頻度の上昇を理解でき

る (Fig.7). Imlayらは6-phosphogluconatedehydratase 

をプラスミドで大量発現させた細胞では，細胞内に遊離

のFe(II)が上昇し，過酸化水素に対する感受性が高まる

：ぺg
Fe3+ 

Fe-4S]三
砂 hosphogluconatedehydrataseFe2+ 
a,13-dihydroxy acid dehydratase 
aconitase 
fumaraseA fumaraseB etc. 

Fig. 7 The circulation of free Fe (II) production through inactiva— 

tion of [ 4Fe-4S] cluster by 02―and reconstitution of the 

cluster by accepting Fe (III) from iron storage protein 

こと，またsodABfur株ではさらに遊離のFe(II)濃度が
増加し，それとともに過酸化水素に対する感受性も増大

することを報告している (Keyerand Imlay, 1996). こ

れらの結果は， sodABfur株における変異頻度の syner-
gisticな上昇を Fe(II)生産サイクルにより理解しようと

する仮説を支持するものであるといえる．

6) SOD欠損と鉄の過剰取り込み変異により生じた酸

化ストレスは，よりヌクレオチドを攻撃する？

前述のDNA酸化損傷の測定結果から， DNA鎖中に突

然変異性の8-oxoGや2-oxoAの存在が確認された．これ

らの損傷の生成は 1)DNAの直接酸化による経路， 2)酸

化されたヌクレオチドの複製に伴う取り込みによる経路

の2通りが考えられる． 8-oxoGについてはsupFにおけ
るmutM mutY二重変異株， mutT株の自然突然変異スペ

クトルの解析により，前者の経路で生じた場合は，全塩

基置換変異のうち 70％程度がGC→ TA, 後者の場合は，
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90％がAT→ CGがであることが確認されている

(Watanabe et al., 2001a).一方， 2-oxoAについては，前

者の経路ではあまり生じないとの報告もあるが， もし生

じた場合， AT→ CGが生じると予想され， 一方，後者

の経路の2-oxodATPは，8-oxodGTPと同程度に生じると

いわれ，大腸菌の lac!を標的遺伝子において主にGC→

TAを誘発することが確認されている (Kamiyaand 

Kasai, 1997 ; Inoue et al., 1998).そこで我々は， sodAB

fur株で多く認められた GC→TAとAT→ CGの変異がい

ずれの経路によるかを推測しようと， supF塩基配列上
の変異のばらつきを， mutM mutY二重変異株， mutT株

のそれと比較した．その結果， AT→ CGの変異の生じ

た部位は， mutT株で観察されたAT→ CGの変異生じた

部位とほぼ一致した． 一方， mutM mutY二重変異株で，

GC→TAの変異の生じた部位は3ヵ所のホットスポ ット

として観察され，いずれも AGA, AGG, GGAという 5'-

PuGPu-3'の配列の真ん中の Gであった （Watanabeet al., 

2001a and b). しかしながら，このホットスポ ットは

sodAB fur株で見られた GC→TA変異はGGGおよび

GGTの真ん中の Gに高頻度で生じる傾向が観察され，

ホットスポットも大きく異なる傾向が観察された （投稿

準備中）．これは， 2-oxodATPを取り込ませ， laclを標

的として変異を解析された結果に極めて類似している

(Inoue et al., 1998).以上の結果は， SOD欠損と鉄の過

剰取り込み変異により生じた酸化ストレスの標的が，

DNAよりヌクレオチドである可能性を推察させるもの

である．最近，大腸菌のMutTとヒトのMutTホモログ

である hMTHlの基質特異性が比較され，ともに 8-

oxodGTPaseの活性，すなわち 8-oxodGTPを8-

oxodGMPとピロリン酸にする活性はあるものの， 2-

oxodATPに対しては異なり， hMTHlのみで 2-oxodA

TPase活性が確認された (Fujikawaet al., 1999).そこで

今後，両タンパク質をコードする mutTとhMTHl遺伝

子をそれぞれsodABfur株に導入し，生じる変異スペク

トルの変化などから， GC→ TAの変異がどちらに起因

するのかを検討しつつある．

結語

本稿では，好気，中性pH条件下で，溶解性の極めて

低い必須金属の鉄イオンの枯渇を防ぐため，微生物がい

かに巧みな機構で確保しているか，また，過剰の取り込

みを防いでいるかについて述べた．またそれらの機構が

活性酸素に対する防御機構，特に突然変異抑制の意味で

も極めて重要であることを，著者らの研究結果を紹介す

ることで述べた．最近，fur遺伝子が，大腸菌の 2つの

活性酸素に対する防御応答である SoxRSおよびOxyR応

答により調節されていることが報告された。このことか

らも，鉄の輸送システムが活性酸素に対する防御機構と

しての側面をもつことは明らかであろう．
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鉄や銅をはじめとする Fenton反応に関わる金属の両

刃の刃としての効果は，微生物に限ったことではなく，

我々ヒトを含む哺乳類でも同様であると考えられる．例

えば，家族性筋萎縮性側索硬化症 (FALS) とCu/Zn-

SOD変異の因果関係の例からもそのことが伺える．す

なわち， FALSの一部の患者のCu/Zn-SODをコードする

SODl遺伝子に変異が観察されるというのである．この

ことは変異SODの活性が正常より低下していることが

FA区の原因であると予想できるが， 実際にはその活性

は必ずしも低くはなく，むしろ，その異常なタンパク質

構造のため Cuの結合が不安定であることの方が重要だ

と考えられている．すなわち，その不安定さ故に Cu2+

が遊離し， Fenton 反応を触媒することで •OH の生成を

促進するため，酸化障害が生じるという．この件につい

てはいまだ不明な点も多く， 一概に FALSの原因はSOD

の変異であるとはいえない． しかしながら，本稿で紹介

した細胞内の遊離金属と活性酸素障害あるいは突然変異

誘発機構との関係は多くの好気性生物に類似しているも

のと思われる．
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Summary 

Exposure of cellular DNA to reactive oxygen species generates several classes of base lesions, many of 

which are removed by the base excision-repair pathway. However, the lesions include purine cyclodeoxynu-

cleoside formation by intramolecular cross-linking between the C-8 position of adenine or guanine and the 5' 
position of 2-deoxyribose. This distorting form of DNA damage, in which the purine is attached by two cova-

lent bonds to the sugar-phosphate backbone, occurs as distinct diastereoisomers (R and S). It was 

observed here that both diastereoisomers block primer extension by mammalian and microbial replicative 

DNA polymerases, using DNA with a site-specific purine cyclodeoxynucleoside residue as template, and 

consequently appear to be cytotoxic lesions. The two forms of purine cyclodeoxynucleoside also interfered 
with digestion by 3'-5'exonuclease. Plasmid DNA containing either the S'R or 5'S form of 5',8 cyclo-2-
deoxyadenosine was a substrate for the human nucleotide excision-repair enzyme complex. The R isomer 
was more efficiently repaired than the S isomer. No correction of the lesion by direct damage reversal or 
base excision-repair was detected. Dual incision around the lesion was dependent on the core nucleotide 

excision-repair protein XPA. In contrast to several other types of oxidative DNA damage, purine 
cyclodeoxynucleosides are chemically stable and would be expected to accumulate at a slow rate over many 

years in the DNA of non-regenerating cells from xeroderma pigmentosum patients. High levels of this form 

of DNA damage may help explain the progressive neurodegeneration seen in XPA individuals. 

Keywords : cyclopurine deoxynucleosides, nucleotide excision repair, xeroderma pigmentosum, neurode-
generation 

緒三

正確に情報伝達を行うためは，情報それ自身が正確に

維持されていかなくてはならない．特に遺伝情報伝達に

おいては，その情報を失うことは，生命の維持のみなら

ず種の維持にも影響を及ぼす．しかし，この遺伝情報を

担う DNAは，環境中あるいは生体内に存在する多くの

DNA損傷物質により傷を受けやすい．したがって，生

命が遺伝情報の維持を行う上で，このDNAの損傷を修

復することは重要であるといえる．

* ikuraoka@imcb.osaka-u.ac.jp 
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c日本環境変異原学会

ヌクレオチド除去修復（nucleotideexcision repair : 

NER)機構と塩基除去修復 （baseexcision repair : BER) 

機構は生体内で生じた DNA損傷を除去する典型的な 2

つの修復系である． NER機構は紫外線照射やシスプラ

チンなどの薬剤処理によって生じる大きな DNA損傷を

本稿は日本環境変異原学会第12回公開シンポジウム「活性酸素の分子病態学」 で発表された．
This paper was presented at the 12th JEMS Annual Symposium at the Nagai Memorial Hall, Tokyo, May 26th, 2001. The symposium entitled 
"Molecular Pathogenesis for Oxidative Stress", was organized by Tatsuo Nunoshiba and sponsored by the Japanese Environmental Mutagen 
Society. 
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含んだ25-30merのオリゴヌクレオチドとして除去する

ことができるのに対し， BER機構は電離放射線照射や

アルキル化剤などの薬剤処理により生じる小さなDNA

損傷を塩基損傷を含むグリコシド結合を切断することで

取り除くことができる．つまり，生物は，大きな DNA

損傷をヌクレオチド単位で修復する NER機構と小さな

DNA損傷を塩基単位で修復する BER機構とを有してい

る．

一般に生体内で生じた活性酸素は種々多様な経路によ

ってDNAに損傷を与えるが，これらの損傷は多くの場

合塩基単位での修復 (BER機構）によって効率良く修

復されることが知られている．しかし， 一方で，同じ活

性酸素で生じる損傷の中でサイクロプリンという損傷が

存在している．我々およびBrooksらはこれらの損傷が

ヒト細胞内でBER機構ではなく NER機構によって修復

されたことを報告した (Kuraokaet al., 2000 ; Brooks et 

al., 2000). 

本稿では，その知見をふまえ，ヒトヌクレオチド除去

修復機構によって修復されるサイクロプリン酸化損傷よ

り考えられる一つの仮説を提示する．

l.色素性乾皮症
(Xeroderma Pigmentosum : XP) 

XPは， 日光過敏症，皮府癌高頻度発生，精神神経症

合併を臨床的特徴とする，ヒトの常染色体劣性遺伝疾患

である (Cleaverand Kraemer, 1995 ; Robbins, 1989). 

この患者は，健常人と比較して，日光過敏症を示すこと

に対応して，患者細胞由来の細胞は紫外線に対して高感

受性を示す．それは，この細胞が紫外線照射による

DNA損傷を修復するヌクレオチド除去修復機構に異常

をもつからである．そのことから，皮膚高頻度発癌は，

紫外線露光部に修復されなかった損傷が残されることに

よって突然変異を誘発し，発癌を導くと説明されている．

しかし， XP患者 (NERの欠落）における紫外線照射が

症状のすべてを解決したわけではなかった． XP患者に

特有に起こる精神神経症に対する整合的な説明が依然と

して欠落していたからである．なぜなら，精神神経症を

引き起こす神経細胞の脱落は，脳内に起こっているにも

かかわらず日光光線中の紫外線は体内を通過して，脳内

のDNAに損傷を与えることがないからである．

そこで放射線および活性酸素による DNA障害がXP患

者の生体内に生じていることが示唆されていた (Satoh

et al., 1993 ; Reardon et al., 1997).生化学的手法を用い

て，活性酸素により生じる DNA損傷であり，かつNER

機構によって修復されるものを検討された．これに該当

するものとして， 事実， thymineglycolなどの損傷は確

かに NER機構によって修復される．しかし，これらの

損傷は同時に BER機構によっても修復できることがわ

かっており，生体内に蓄積することは考えられにくい．

つまり， BER機構によって修復されない損傷を検索す

る必要があるのであった．

我々は，この仮定に基づいて，活性酸素により生じる

DNA損傷であり， BER機構で修復されず，かつNER機

構によってのみ修復されるものとして，サイクロプリン

損傷を候補として以下の実験を行った．

2．サイクロプリン損傷

DNAは， リン酸ジエステル結合により糖：デオキリ

ボースと塩基 （A:アデニン， c:シトシン， G :グア
ニン， T:チミン）からなる直鎖状高分子であるが，活

性酸素 （ヒドロキシラジカル）はこのどちらにも損傷を

引き起こす．デオキシリボースの酸化は，デオキシリボ

ース環の開裂，塩基の欠失お よびDNA鎖の切断を生じ

る． 一方，塩基の酸化は， 4つの塩基に各々に構造特有

の損傷を生じさせ， 一般的には30以上もの酸化塩基と

その誘導体が同定されている (Dizdaroglu,1992).その

中の，例えば誤塩基対を形成する8-oxoguanine(8-oxo), 

また複製阻害を引き起こすとされる FapyGuanineおよび

thymine glyco]などはよく知られた酸化塩基損傷である．

これらの損傷は，直接塩基が酸化されたり塩基が開環す

ることによってその構造が変化しているものだが，これ

とは別に塩基 （アデニンもしくはグアニン）とデオキシ

リボースの間で共有結合でクロスリンクされ，環状構造

を構成するサイクロプリン損傷 (Dizdarogluet al., 

1987 ; Schroder et al., 1995) というものが存在する

(Fig. 1). 

この損傷はヒト細胞中でマススペクトロメトリーによ

って検出されており，さらに放射線照射によって生じる

活性酸素によってその濃度が高くなることがわかってい

る．さらに，この損傷はRおよびS形の光学異性体をも

ち， 一本鎖DNA上ではR形がより多く生じるが， 2本

鎖DNA上ではどちらの異性体も同量生じること，また，

サイクロプリン損傷を受けているアデニンはグアニンよ

りも化学的に安定して多く存在していることが報告され

ている．

今まで，このサイクロプリン損傷に関する DNA修復

の研究は，この損傷を作成することが困難であったこと

から進められていなかったが，共同研究者らがこのサイ

クロプリン損傷 (RおよびS形の）を含んだオリゴヌク

レオチドを化学合成することに成功したことによって，

この損傷に対する研究が進められた．

この損傷においてまずRおよびS形の光学異性体によ

る違いがあるのかどうかを T4DNA polymeraseの

Nuclease活性によって調べた． 一般的にはDNAに大き

＜歪みを与える損傷はこのNuclease活性に抵抗性があ

ることが知られている． Fig.2で示すように損傷のない

DNA基質はNuclease活性で分解されてしまうが，損傷

を含むDNA基質は抵抗性がありかつS形がR形よりも
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より抵抗性であるのがわかる．このことは2つの可能性

を示唆している．つまりサイクロプリンのS形がR形よ

りも取り除かれにくいということと，この各々の異性体

が生体に与える影響がそれぞれ異なるということであ

る．

さて，これらの損傷の生物学的影響を細胞学的に観察

することは困難であるが，（細胞内でこのサイクロプリ

ン損傷のみを生産することができないため， ）これらの

化学合成されたサイクロプリン損傷を部位特異的をもっ

M13DNAを基質として使い，バクテリアおよびヒトの

ポリメラーゼのDNA伸長反応が行われるかどうかを調

べた．損傷のない基質では，ポリメラーゼのDNA伸長

反応は鋳型が存在するところまで進んでいる．しかし，

損傷を有する DNA基質はどちらの光学異性体において

も阻害される．これらのことから，少なくともこの損傷

は一般的な複製反応を阻害し，細胞内で致死に働くこと

が推測されている (Fig.3). また，複製反応のみならず

転写反応も同様に阻害することがBrooksらによって報

告されている (Brookset al., 2000). 

3. NER機構と BER機構

生体内においてこのサイクロプリン損傷が活性酸素に
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Fig. 1 The 5'R and 5'S diastereoisomers of 5',8-cyclo-2'-deoxyadenosine in DNA damaged by hydroxyl radicals 

より生じ，細胞致死性を示すことから，生物は生存のた

めにこの損傷を取り除くことが何らかの形で必要になる

はずである．このサイクロプリン損傷はどのように修復

されるのであろうか？ 修復機構としては2つの典型的

なNER機構と BER機構というものがまずあげられる．

簡単にそれらの概略を述べる．

NER機構は 1)DNA損傷の認識， 2)損傷周辺の構造

変化， 3)損傷の5'側と 3'側のDNAl本鎖切断， 4)切断

より生じた損傷を含んだオリゴヌクレオチド (25-30

mer)の切り出し， 5)新しいDNA鎖の合成および連結

からなる多段階な過程を経る．この過程においてヒト細

胞では少なくとも 30以上の蛋白質複合体を必要とする．

ヒトにおける NER機構の重要性は， NER機構に異常を

もつヒトの常染色体劣性遺伝疾患の色素性乾皮症の患者

が，精神神経症状を呈し，紫外線に対し萬感受性で，皮

膚癌を多発するということから容易に理解できる． XP

にはAから G群の7群およびバリアントとに分類されて

いるが， NER機構に関してはAから G群の原因遺伝子

産物が先に述べた 1)から 4)までの初期過程に働いてい

る．

BER機構も，基本的には損傷塩基を切り出す損傷特

異的なグリコシラーゼが作用することで修復がなされる
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Fig. 2 (A) Schematic drawing of 22-mer oligonucleotide con-

taining a cyPu residue. (B) Action of the exonuclease 

function of T4 DNA polymerase on an oligonucleotide 

containing a purine cyclodeoxynucleoside. A control 

oligonucleotide (lanes 1-5), a 5'R-cyclodeoxyadenosine-

containing oligonucleotide (lanes 6-10), or a 5'S-

cyclodeoxyadenosine-containing oligonucleotide (lanes 

11-15) were digested with increasing amounts of T4 

DNA polymerase (0.3, 0.75, 1.5 and 3 units) in the 
absence of deoxynucleoside triphosphates. 

が，典型的な反応として 1)損傷塩基をその構造に特異

的なDNA昇グリコシラーゼが除去し， 2)その結果生じ

たAP部位の5'側をAPエンドヌクレアーゼが切断し， 3)

残されているデオキシリボースリン酸基が除去され， 4)

新しいDNA鎖の合成および連結によって修復が完了す

る．

NER機構と BER機構とを比較したときに，非常にユ

ニークな点が一つあげられる．それは， BER機構が塩

基損傷に対して損傷特異的なグリコシラーゼを幾つもも

っているのに対して， NER機構は一つの修復酵素群で

多種多様なDNA損傷を認識し，修復していることであ

る．例えば， DNA上のシトシンのデアミネーションに

よって生じるウラシルを取り除くウラシルDNAグリコ

シラーゼはヒト細胞中に4種類も存在し，その一つがな

くなっても，バックアップすることができる．しかし，

NER機構は，紫外線で生じたピリミジンダイマーも 6-4

フォトプロダクトも両方とも修復できるが， NER蛋白

質群の一つが欠損しても，その機能は失われてしまう．

そして現在のところNERをバックアップする修復機構
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Fig. 3 Inhibition of primer extension by T7 DNA polymerase 

and mammalian DNA polymerase d by purine 

cyclodeoxynucleosides. Autoradiograph after denatur-

ing 14 % polyacrylamide gel electrophoresis showing 

the inhibition of primer extension by 5'R-and 5'S-cyclo-

deoxy-adenosine. Lanes 1-3, T7 DNA polymerase; 

Lane 1, control plasmid without cyclo-dA ; lane 2, 5'R-

cyclo-dA ; lane 3, 5'S-cyclo-dA. Lanes 4-6, Pol d/PCNA. 

Lane 4, control without cyclo-dA; lane 5, 5'R-cyclo-dA; 

lane 6, 5'S-cyclo-dA. M, size markers (3'-32P labelled 

MspI digest of pBR322) 

4 塩基除去修復もしくは損傷回復酵素に
よって修復されるか？

一般的には，活性酸素によって生じた損傷はBER機

構によって取り除かれることが知られている．このサイ

クロプリン損傷も活性酸素で生じる損傷であるから，ま

ず，我々はサイクロプリン損傷がBER機構よって除去

されるかをグリコシダーゼの活性を指標に調べた．化学

合成により RおよびS形のサイクロプリンアデニンを含

んだ放射ラベルされたオリゴヌクレオチド基質をヒト細

胞抽出液と反応させた後， もし抽出液中にこの損傷特異

的なグリコシダーゼが存在すれば，グリコシダーゼによ

って塩基が除去された後に生じるAP部位のDNA鎖がピ

Fig. 4 

a. u『a.Con. 5'R 5'S 
WCE -+ -+ —+ -+ 

I• ••—····· 

P→一

12345678 

b. WCE - + 
CRSCRS 

l→•襲··,

S→・-

123456 

Search for a DNA glycosylase or lesion reversal enzyme 

acting on cyclopurine deoxynucleosides 

(a) DNA glycosylase assay. Lanes 1 and 2, duplex 

oligonucleotide containing a uracil instead of cyPu at the 

same position ; Lanes 3 and 4, control oligonucleotide 

without any lesion ; Lanes 5 and 6, 5'R-cyclodeo-

xyadenosine-containing oligonucleotide ; Lanes 7 and 8, 

5'S-cyclodeoxyadenosine-con taining oligonucleotide. 

These oligonucleotides were incubated with (Lanes 2, 4, 

6 and 8) or without (Lanes 1, 3, 5 and 7) HeLa whole 

cell extract (WCE). The arrows mark the positions of 

intact oligonucleotide (I), and product (P) after DNA 

glycosylase action followed by piperidine treatment. 

(b) Lesion reversal assay. Lanes 1 and 4, control 

oligonucleotide without any lesion ; Lanes 2 and 5, 5'R-

cyclodeoxyadenosine-containing oligonucleotide ; 

Lanes 3 and 6, 5'5-cyclodeoxyadenosine-containing 

oligonucleotide. The duplex oligonucleotides were incu-

bated with (Lanes 4-6) or without (Lanes 1-3) HeLa cell 

extract and then digested with Sau3AI. The arrows 

mark the positions of intact oligonucleotide (I), and 

product of Sau3AI cleavage (S) 

ペリジン存在下で切断されるはずである．

まず，ポジティブコントロールとして，ウラシル基を

含むオリゴヌクレオチド基質（ウラシルグリコシダーゼ

で修復されることが知られている基質）は細胞抽出液中

のグリコシダーゼによって切断されていた (Fig.4aレー

ン2).RおよびS形のサイクロプリン損傷を含むオリゴ

ヌクレオチド基質は少なくともこの実験系においては

（この実験系では0.01％までの放射活性は検出できるが）

切断されたDNA鎖は観察されなかった (Fig.4aレーン

6と8).

一方， BERおよびNERとは異なる修復方法として損

傷回復という手段を生物はときとしてもつ．例えば大腸

菌のフォトリアーゼという酵素は，紫外線照射によって

生じるピリミジンダイマーを可視光のエネルギーを利用

し損傷を修復する ．この酵素は，グリコシド結合も

DNA鎖も切断することなしに，ピリミジンダイマーの

シクロブタン環を直接開環し，損傷を完全に戻す．我々

はこのサイクロプリン損傷が特異的な（このフォトリア

ーゼのような）損傷回復酵素によって修復される可能性

を検討した．つまり，直接，酸化損傷としてできた新し

い共有結合を切断できる酵素がヒト細胞抽出液の中に存

在するかを調べた．

サイクロプリン損傷は，無傷な塩基とは構造が異なっ

てしまっているため，損傷を含む領域に制限酵素部位が

存在する場合，制限酵素による認識および切断を阻害す

る (Fig.4bレーン2と3).（もちろん，傷がない場合は

制限酵素によって切断される (Fig.4bレーン 1). もし，

サイクロプリン損傷を含んだオリゴヌクレオチド基質が

細胞抽出液の酵素によって，損傷塩基から正常塩基に回

復したとすると，この損傷を含む領域にある制限酵素部

位は，制限酵素によって認識され切断されるはずである．

しかしながら， RおよびS形のサイクロプリンアデニン

を含んだオリゴヌクレオチドの基質は制限酵素によって

全く切断されることはなかった (Fig.4bレーン5と6).

つまり，直接この損傷が細胞抽出液によって回復するこ

とはなかったのである．

5 ヌクレオチド除去修復機構による修復

ここでまず，このサイクロプリン損傷が本当に修復さ

れているかどうかをDNA修復合成によって調べた．典

型的な除去修復では，損傷が切り出された後，その損傷

に相補するDNAを鋳型として用い，新しいDNAが合成

される．この合成のときに，放射活性をもったヌクレオ

チドを共存させ， DNAに取り込ませることで，定量的

にDNA修復合成を観察することができる (Moggset al., 

1996).この実験のためにRおよびS形のサイクロプリ

ンアデニンをM13DNAの特異的位置に挿入した基質を

調整し，この基質と放射性活性をもつヌクレオチドの存

在下でヒト細胞抽出液と反応させた．その結果， DNA
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Fig. 5 DNA repair synthesis in response to a purine cyclodeoxynucleoside 

lesion 

(a) The plasmid M13mp18 cyclo-dA is shown diagrrunmatically. Eight 

BstNI restriction sites and the three AlwI restriction sites are indicated. 

One Alwl site (underlined) overlaps the region containing the cyPu 

residue. Unique Pvul, HindIII, and Xhol restriction enzyme sites are 

also indicated. 

(b) Autoradiograph after denaturing 14 % polyacrylamide gel elec-

trophoresis demonstrating DNA repair synthesis in the region contain-

ing the cyPu lesion. Plasmid DNA was incubated with HeLa cell extracts 

and radioactively labelled deoxynucleoside triphosphates and subse-

quently digested with BstNI before electrophoresis. Lanes 1-4, Pt-GTG 

substrate as positive control; Lanes 5-8, control DNA without any 

lesion ; Lanes 9-12, 5'R-cyclo-dA substrate ; Lanes 13-16, 5'S-cyclo-dA 

substrate. M, size markers as in Fig. 3. 

WCE 

XPA antibody 
XPA protein 

5'R-cyclo-dA 5'S-cyclo-dA 

+
+
+
 

＋

十

一

十

一

―

+
+
+
 

＋
十
一

十
一
―

22 -- ~ - ] 

M1 1 2 3 M2 4 5 6 

Fig. 6 Initiation of nucleotide excision-repair by 

dual incision at purine cyclodeoxynucleo-

side lesions in DNA by human cell 

extracts. HeLa whole cell extract (WCE) 

was incubated with plasmid DNA contain-

ing a 5',8-cyclo-2'-deoxyadenosine 
residue in either the R or S stereoisomer-

ic form, as indicated (Lanes 1 and 4). 

Excision products are indicated by the 

bracket. Addition of 2 μl neutralizing 

XPA antiserum to the 50 μl reaction mix-

ture was employed in lanes 2, 3, 5, and 6. 

In addition, lanes 3 and 6 show reaction 

mixtures supplemented with 450 ng puri-

fled XPA protein to reverse the inhibitory 

effect of the'antiserum. The Ml and M2 

markers are oligo-nucleotides of 22 

residues containing a single cyPu residue 

in the 5'R or S'S form, respectively. 

修復合成によるヌクレオチドの取り込みが，ヌクレオチ

ド除去修復で効率良く修復されるシスプラチン損傷と比

べて，効率が低いものの有意に修復合成されていること

がわかった (Fig.5). 

この結果はヌクレオチドレベルで修復することができ

るNER機構によ って，サイクロプリン損傷が除去され

る可能性を示唆するものである．そこでNER機構によ

る除去修復による両鎖切断を直接観察するために，放射

ラベルされたRおよびS形のサイクロプリンアデニンを

含むオリゴヌクレオチドを M13DNAの特異的位置に挿

入し，ヒト細胞抽出液と反応させた．損傷を含んだオリ

ゴヌクレオチドが損傷の5'側および3'側で切断された場

このサイクロプリン損傷がXP患者に蓄積しているか

どうか，直接の証明は患者の中脳細胞からDNAを得て，

この損傷が存在するかどうかを健常人と比較する事によ

って調べられる．しかし，これらの実験は人道的に不可

能であるし，正確な対象となるコントロールが存在しな

い．しかし，サイクロプリン損傷がNERがないバ ック

グランドで脳内に蓄積するかどうかはXPAノックアウ

トマウスを用いた実験によ って証明できるかもしれな

ぃ．残念ながら， XPAノックアウトマウスではこの精神

神経症は観察されていないが，ある程度加齢した，もし

くは放射線処理したXPAノックアウトマウスの脳から

DNAを阿収し，これを野性型のマウスのものと比較し

合，基質M13DNAから放射活性のもつオリゴヌクレオ たとき，サイクロプリン損傷が蓄積しているかを調べる

チドが出てくることが見られるはずである．

事実，RおよびS形ともに25-30merのサイクロプリ

ン損傷を含んだオリゴヌクレオチドがNER機構特有の

両鎖切断反応によ って除去されることまたR形がS形よ

りも効率よく取り除かれていることがわかった (Fig.6 

レーン 1と4).さらに，この反応液にヒトのNER蛋白

質の一つである XPAの抗体を加えたところ，この両鎖

切断は観察されず，さ らにそこにXPAを加えたときに，

両鎖切断反応が回復することから，この反応はXPAに

依存していることがわかった (Fig.6レーン2,3と5,6). 

すなわち，この結果は，サイクロプリン損傷がXPAに

依存する NER機構によ って修復していることを示して

いる．

同じ種類の損傷，光学異性体であるにもかかわらず，

このサイクロプリン損傷の修復効率が大きく 異なること

は興味深い一つの結果である．この結果は先に示 した

T4 DNA polymeraseのNuclease活性のものと比較した

場合非常に興味深い．それはそれぞれの光学異性体は生

体内ではもしかすると各々の異なる生物学的影響をも っ

ているという可能性をさらに示している．

6. XP患者におけるサイクロプリン損傷の影響

先に述べたようにXP患者の精神神経症以外の症状

（日光過敏症，皮膚癌高頻度発生） はヌクレオチド除去

修復機構に異常をもつことに対応して，紫外線照射にお

ける DNA損傷が原因であると説明されてきた．このこ

とは，精神神経症状を正確には説明できない．ここに

我々は，活性酸素により生じる DNA損傷であり， BER

機構で修復されず，かつ NER機構によ ってのみ修復さ

れるものとして，サイクロプリン損傷がこの精神神経症

状を説明できる DNA損傷 として存在することを明らか

にした．この損傷は他の活性酸素が引き起こすDNA損

傷と比べて量的には必ずしも多くはないかもしれない

が，実際には化学的に安定しており，何年もの時間軸の

なかで特に複製をしない脳内のニューロン内に蓄積し，

細胞死を導くと考えられる．

のである．

結語

エントロピーの法則に従うとすれば， 生命の遺伝情報

を担う DNAもいずれは傷つけられ，崩壊しなければな

らない．しかし， 生物はこの法則に従いつつ，修復とい

う機構をも ってDNAを維持しつづけ，次の世代に遺伝

情報を伝えてゆく．おそらくまだ多く未知のDNA損傷

が生体内に存在 しているだろう． しかし，生物が存続し

ていくためには，そのすべての損傷を回避する機構を兼

ね備えているはずである． DNA損傷の同定と修復機構

の解析は，既存の生物感に新しい解釈を与える一つ機会

ともなるかもしれない．
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哺乳類の酸化損傷塩基修復酵素NTHlとOGGlの
基質特異性と作用機序
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Substrate specificities and reaction mechanisms of mammalian base excision 

repair enzymes NTHl and OGG 1 

Hiroshi Ide 
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Higashi-Hiroshima 739-8526, Japan 

Summary 

Reactive oxygen species generate structurally diverse base lesions in DNA In E. coli cells, oxidative 

pyrimidine lesions are removed by Endo III and Endo VIII, whereas oxidative purine lesions by Fpg. In the 

present study, substrate specificities and reaction mechanisms of NTHl, a mammalian homologue of Endo 

III, and OGG 1, a mammalian functional homologue of Fpg, were characterized using defined oligonucleotide 

substrates and the obtained results were compared to those of Endo III and Fpg. Mouse NTHl (mNTHl) 

recognized not only urea (UR), thymine glycol (TG), 5,6-dihydrothymine (DHT), and 5-hydroxyuracil 

(HOU) derived from pyrimidine bases but also formamidopyrimidine (FAPY) derived from guanine. With 

both mNTHl and human NTHl, the activity for FAPY was comparable to TG. Unlike Endo III, the activities 

of mNTHl for these lesions were essentially independent of paired bases. Human OGGl (hOGGl) recog-

nized 7, 8-dihydro-8-oxoguanine (OG) and FAPY. hOGGl excised OG in a paired base-dependent manner 

but paired base effects were not evident for FAPY. The difference in the activity for the most preferred 

OG : C and the least preferred OG : A was 20-fold, while that for the most preferred FAPY : C and the 

least preferred F APY : A was only 2.3-fold. These results indicate that F APY : C is a good substrate for 

both NTHl and OGGl, suggesting paれicipationof the two enzymes in repair of this lesion in mammalian 

cells. In contrast, Endo III and Endo VIII recognized FAPY : C very poorly relative to TG. Determination of 

enzymatic parameters revealed that catalytic rate constants (kcat) of mNTHl and hOGG 1 were much lower 

than those of Endo III and Fpg. It seems that distinctive rate determining steps for the enzymatic reaction 

are responsible for the differential paired base effects observed for Endo III and mNTHl. For Endo III with 

high kcat, the rate determining step is flip out of a damaged base, thereby making the activity sensitive to 

paired bases. In contrast, for mNTHl with low kcat• the rate determining step is subsequent N-glycosylase 
and/ or AP lyase, thereby making the activity insensitive to paired bases. 

Keywords : oxidative base damage, NTHl, OGGl, substrate specificity, paired base effects 
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好気的代謝や放射線により生成する活性酸素はDNA

に損傷を誘発し，これが適切に修復されないと，突然変

異や細胞死が起こる．活性酸素により塩基部位に生じる

本稿は日本環境変異原学会第12回公開シンポジウム「活性酸素の分子病態学」で発表された．
This paper was presented at the 12th JEMS Annual Symposium at the Nagai Memorial Hall, Tokyo, May 26th, 2001. The symposium entitled 
"Molecular Pathogenesis for Oxidative Stress", was organized by Tatsuo Nunoshiba and sponsored by the Japanese Environmental Mutagen 
Society. 

167 



Table 1 Base excision repair enzymes for oxidative base damage 

Damage 
E. coli 

Repair enzymes 
S. cerevisiae Mammal 

Pyrimidine 

Purine 

Endo III 
Endo VIII 
Fpg 

Ntgl, Ntg2 

yOggl 

NTHl 

OGGl 

酸化損傷は構造的に極めて多様性に富むことが明らかに

されているが，これらは主にN-glycosylase/AP lyase活

性を持つ塩基除去修復酵素により DNAから除去される．

大腸菌では，酸化損傷塩基の修復に関わる修復酵素とし

て，ピリミジン酸化損傷を認識する endonuclease

(Endo) IIIとEndoVIII, プリン酸化損傷を認識するfor-

mamidopyrimidine glycosylase (Fpg)が同定され，詳細

な生化学的ならびに遺伝学的解析に基づき遺伝情報維持

における役割が明らかにされている (Table1) (Wallace, 

1997). Endo III欠損株 (nth)およびEndoVIII欠損株

(nei)は明確な表現型を示さないが，両者の欠損株

(nth nei)は過酸化水素や放射線に感受性であり自然突

然変異率も上昇する(Jianget al., 1997 ; Saito et al., 

1997). したがって， EndoIIIとEndoVIIIは細胞内にお

いて機能的なバックアップ関係にあると考えられる．

Fpg欠損株(fpg/mutM)は過酸化水素や放射線に感受

性を示さないが，自然突然変異率が上昇し GC→TAト

ランスバージョンを誘発する (Michaelset al., 1991). 

Fpg欠損株では， Gの酸化により 生じる突然変異性の高

い損傷7,8-dihydro-8-oxoguanine(OG)を修復できない

ため， DNA複製の際，新生鎖にAが取り込まれ突然変

異を誘発する．近年， EndoIIIおよびFpgの哺乳類ホモ

ログとして，それぞれNTHlおよびOGGlがクローニン

グされた (Table1).マウスおよびヒト NTHlのアミノ

酸配列は， EndoIIIに比べN末端側が約90残基長く，

この部分に核移行シグナル (NLS)とミトコンドリア移

行シグナル (MTS)が含まれている (Sarkeret al., 

1998 ; Takao et al., 1998).ホモロ ジーのある部分では，

活性部位のHelix-hairpin-Helixモチーフと C末端の4Fe-

4Sクラスターが保存されており， DNAへの結合とタン

パクのフォールデイングに関与している．一方，OGGl

（酵母，マウス，ヒ ト）とFpgはアミノ酸配列レベルで

の相同性は全くないが， OGなどのプリン酸化損傷を認

識するという点で機能的なホモロ グである．OGGlには，

4Fe-4SクラスターはないがHelix-hairpin-Helixモチーフ

があり，構造的にEndoIIIのスーパーフ ァミリーに属す

る (Bruneret al., 2000). OGGlには複数のsplicingiso-

formが存在し， C末端側のアミノ酸配列の違いにより核

移行型とミトコンドリア移行型が生じる (Aburataniet 

al., 1997 ; Takao et al., 1998 ; Nishioka et al., 1999).最

近， NTHl（岡野と安井， 2001)およびOGG1 (Klungland 

et al., 1999b ; Minowa et al., 2000)の機能解析を目的に

ノックアウトマウスが作製された． OGGlノックアウト

マウスではゲノム中にOGが蓄積するが，現在報告され

ている限り両マウスは正常に生まれ，発癌率の上昇等の

明瞭な表現型は現れていない． したがって， NTHlや

OGGlの遺伝情報維持における役割についてはさらに検

討が必要である． 本研究では， NTHl• OGGlの遺伝情

報維持における役割を生化学的な視点から検討するため

に，両酵素の基質特異性と作用機序を調べ，その結果を

大腸菌ホモログ (EndoIII, Fpg)と比較した．

l. NTHlとEndoIll 

活性アッセイは，マウス由来NTH1 (mNTH 1) 

いて行った (Sarkeret al., 1998）．基質としては，

ミジン損傷urea(UR), cis-thymine glycol (TG, 5S,6R-

および5R,6S異性体）， 5,6-dihydrothymine(DHT), 5-

hydroxyuracil (HOU)を含むオリゴヌクレオチドを用

いた (Fig.1).基質をEndoIIIあるいはmNTHlとイン

キュベートし，生成物をPAGEで分析した (Asagoshiet 

al., 2000a).両酵素とも0脱離により切断された生成物
が認められた．生じた基質の切断率を定量 したところ，

Endo IIIのUR,TG, HOUに対する活性は同程度であっ

たが， DHTに対する活性は著しく低くかった (Fig.2). 

mNTHlのUR活性は若干高かったものの，基質間でそ

れほど大きな違いは認められなかった．この結果から，

Endo IIIとmNTHlでDHTに対する相対活性に差がある

ことがわかった． DHTに対する活性の差の原因を明ら

かにするため， TGとDHTに対する酵素パラメーターを

求めた (Table2). Endo IIIの両基質に対するKmを比較

すると， DHTに対する値はTGよりも約27倍高く，

DHTは非常に親和性の低い基質である ことがわかった．

また， DHTに対する反）、も速度 (kcat)も低く， TGの1/11

であった．その結果， DHTに対する反応効率 (kca/Km)

はTGの1/315となった． mNTHlの両基質に対するKm

は低<,EndoIIIに比べTGで6倍， DHTでは 170倍の

親和性を示した．逆にKcatはEndoIIIに比べかなり低く，

TGで1/26,DHTでは1/4であった． しかし， Km,kcal 

の値は両基質で大きな差はなく，反応効率 (kca/Km)は

ほほ同じ値となった．つまり， EndoIIIはDHTに対す

る親和性，反応速度がTGに比べいずれも低いのに対し，

mNTHlでは両者で差がないため，同程度の活性を示す

ことがわかった．また， mNTHlのにはEndoIIIに比べ

低かった （特にTGの場合）．この原因として実験に用

いたmNTHlの失活が考えられたので， NaBH4トラップ

反応 （後述）を用いて活性な酵素の割合を調べたところ，

mNTHlの68％お よびEndoIIIの95％が活性であった．

したがって， mNTHlは本質的にkcalの低い酵素である

といえる．

Endo IIIは基質DNAと結合後， Lys120が損傷部位の

デオキシリボース Cl'を攻撃し，反応中間体として

を用
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Parameters of Endo III and mNTHl forTG and DHT 

Enzyme 

Endo III 

mNTHl 

Substrate 

TG : Aa 
DHT:A 
TG :Aa 
DHT: A 

Km (nM) 

9

0

3

3

 

1

1

 
5
 

k,01 (min―I) 

0.78 
0.07 
0.03 

0.02 

kcat/km (X10り

41Q(315)b 

1.3 (1) 

100(77) 
66 (51) 

a TG = 5R,6S-TG 
b Numbers in parentheses are relative values 
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Schiff baseを形成する (Fig.3).この場合，反応系に還

元剤（NaBH4)が共存すると基質一酵素間のイミン結合

(C = N)が還元され，不可逆的な基質一酵素クロスリ

ンクが形成される．そこで， mNTHlがEndoIIIと同様

にSchiffbase中問体を形成し反応しているかどうか検討

した． NaB比存在下，酵素と TG,UR, DHTをインキ

ュベー トし， 生成物をSDS-PAGEで分析した． EndoIII 

だけでなく mNTHlにおいても基質と酵素がクロスリン

クされた生成物のバンドが確認された．これより，

mNTHlでも Schiffbaseが反応中間体として形成される

ことがわかった． EndoIIIのLysl20に対応する mNTHl

のアミノ酸はLys208であることから，これが基質との

Schiff base形成に関与しているものと予想される．また，

Endo IIIの場合， DHTでは クロスリンクされたSchiff

baseの量は他の基質に比べて少なかったが， mNTHlの

場合はすべての基質でクロスリンクされた生成物の量は

同じだった．これらの結果は，前に述べた切断活性アッ

セイの結果とよく 一致している．

DNA中の塩基がダメージを受けると，隣接 した塩基

との水素結合・スタッキング相互作用が変わる． Endo

IIIがこの部位に結合すると，不安定化した損傷塩基が

ヘリ ックス内から酵素の活性部位にフリ ップアウトし

DNAから除去されると考えられている (Thayeret al., 

1995). TGは相補鎖のAと水素結合を形成していると考
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えられるが， 5,6位にかさだかく極性のあるヒドロキシ

ル基が置換されているため，スタッキング相互作用が弱

くなるとともに極性の高いヘリ ックス外ヘフ リップアウ

トしやすくなる．それに対して，DHTでは5,6位に小さ

な水素原子がついているだけであり，水素結合やスタ ッ

キング相互作用はTGほど大きな影響を受けない． した

がって， DHTはヘリックス内に収まり，フリ ップアウ

トが起こりにくいため， EndoIIIにより除去されにくい

ものと考えられる．もしこのようなフリップアウト機構

で反応が起こっているとすれば，損傷に対合する塩基を

変えることにより酵素の反応性が変化する可能性があ

る．そこで， TGおよびDHTの対合塩基を変えて酵索活

性を調べた (Asagoshiet al., 2000a). Endo IIIの場合，

TG: Gペアに対する活性はTG:Aペアに比べ約5倍上

昇したが，ピリミジンと対合した場合は活性の上昇は認

められなかった (Fig.4).同様に， DHTでも Gと対合

した場合はAに比べ約15倍活性が上昇した． EndoVIII 

でも類似した対合塩基依存性が認められた (Ide,2001). 

TGやDHTがGと対合する と， G:Tミスマッチと同じ

ようにwobble型のbasepair配置をと っていると予想さ

れる (Fig.5). Aと対合したWatson-Crick型の配置に比

ベ， Gと対合したwobble型の配置では， TGはヘリック

ス内からmajorgroove側に移動しているためフリ ップア

ウトしやすくなっていると考えられ，その結果， TG:

G に対する活性が上昇したと考えられる． 一方，

mNTHlでは， TGおよびDHTいずれの場合も EndoIII 

のようなはっきりした対合塩基依存性は認められなかっ

た (Fig.4). Endo IIIでは kcalが大きいため，基質酵素

複合体が形成された後のフリ ップアウ トが律速段階とな

り対合塩基の影響がはっきり見られたと考えられる． 一

方， mNTHlではEndoIIIに比べて kcalが20倍以上遅い

ことから，塩基の フリ ップアウトよりもその後の反応

(N-グリコシド結合の切断あるいはf3脱離による鎖切断）

が律速となりフリップアウトの起こりやすさの違いが活

性の差として現れにくかったものと考えられる．
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Fig. 5 Possible base pairing schemes for thymine glycol (TG) and 2,6-diamino-4-hydroxy-5-N-methylform-
amidopyrimidine (FAPY) 

活性酸素種とピリミジン塩基の反応は主にC5-C6二重

結合に起こるが， Tの場合5位のメチル基の酸化により

5-formyluracil (FU)と5-hydroxymethyluracil(HMU) 

が生成する (Fig.1). TやHMUと異なり， 電子吸引性

のホルミル基を持つFUでは，p凡が低下し塩基のイオ

ン化が生理条件でも無視できなくなる．イオン化型の

FUは， DNA複製の際， Gと誤対合し突然変異性を示す

(Yoshida et al., 1997 ; Masaoka et al., 2001).当研究室

では， T:Aペアの酸化により生じる FU:AとdGTP

のミスインコーポレーションにより生じる FU:Gが，

それぞれ大腸菌の3-methyladenineglycosylase II (AlkA) 

およびミスマ ッチ修復タンパク MutSにより認識される

ことを明らかにした (Masaokaet al., 1999 ; Terato et 

al., 1999).ヒト培養細胞にも DNAから FUをリリース

する活性があることから (Bjellandet al., 1995), AlkA 

のヒト機能ホモログmethylpurineglycosylase (hMPG) 

のFUに対する活性を調べたが，活性は認められなかっ

た．最近， EndoIII, Endo VIII, FpgおよびhNTHlが

FU修復活性を持つことが報告された (Zhanget al., 

2000 ; Zhang, 2001).報告された実験では，大過剰の酵

素を用いて活性アッセイを行っていたので，定量的な検

討を行い，活性をTGと比較した．これらの酵素の FU

活性 (kca/Km)はTGに比べ極めて低 <,TGの1/50か

ら1/400であった (Masaokaet al., to be published).し

たがって， EndoIII, Endo VIII, FpgおよびhNTHlが

実際の細胞内でFU修復に関与しているとは考えにく

く，また，哺乳類ではFUを認識する新規な酵素が存在

するものと思われる．

2. OGGlとFpg

OGGlには，スプライシング様式の違いから多種の

isoformが存在する (Aburataniet al., 1997 ; Nishioka et 

al., 1999).酵素活性アッセイにはヒ ト由来OGGlの核移

行型isoformla (hOGGl)を用いた．基質としては，

7,8-dihydro-8-oxoguanine (OG)およびG由来の N-

methyl型formamidopyrimidine(2,6-diamino-4-hydroxy-

5-N-methylformamidopyrimidine, F APY)を含むオリゴ

ヌクレオチド用いた (Fig.1). OGまたはFAPYを含む

基質をFpg, hOGGlとインキュベートし， 生成物を

PAGEで分析した (Asagoshiet al., 2000c). Fpgでは，

OG • FAPYともに損傷部位で 6脱離により切断された

生成物が認められたが， hOGGlではf3脱離に より切断
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Table 3 Parameters of Fpg and hOGG 1 for OG and F APY 

Enzyme/Substrate Km (nM) に（min-1) kca/Km (x10り

Fpg 

OG 13土4 1.8 140 (82) a 

FAPY 38士9 5.1 130 (76) 

hOGGl 

OG 23士8' 0.034 1.5 (0.9) 

FAPY 15士4 0.025 1.7 (1) 

• Numbers in parentheses are relative values 

されたバンドが生じた．この結果は， N-glycosylase後

に作用するAPlyaseの鎖切断モードがOGGlとFpgで異

なることを示している．次に酵素パラメーターを求めた

(Table 3). FpgのOGに対する瓜はFAPYに対する値よ

りも低<,OGの方が親和性の高い基質であるといえる．

しかし， kcatはFAPYに対する値の方が高 く，反応効率

(kcaJ Km) は両基質に対してほぼ等 しい値とな った．

hOGGlでは両基質に対する Km, kcalに大きな差異は見

られず，反応効率はFpgと同様に両基質に対してほぽ等

しい値が得られた．この結果から， hOGGlがOGおよ

びFAPYを同程度の反応効率でDNAから除去すること

が明らかとなった．また， hOGGlのkcalはFpgに比べ著

しく低かった．マウス OGGlでは，鎖切断を行う AP

lyase活性が先行する N-glycosylase活性とカ ップルしな

いとの報告があり （後述），本研究で活性測定に用いた

ニッキングア ッセイでは kcalが多少低く見積もられてい

る可能性がある． しかし，これを考慮しても hOGGlと

Fpgの結果はmNTHlとEndoIIIの結果と類似しており

(Tables 2, 3),哺乳類塩基除去酵素のkcalは大腸菌に比

ベ本質的に低いといえる． 一般に，発生期を除き哺乳類

細胞の増殖速度は大腸菌に比べ遅い．したがって，

DNA損傷の修復には時間的余裕があり， kcatが低くても

細胞周期内に十分に修復を行えるのかもしれない．この

点に関しては，原核生物と真核生物のゲノム中のDNA

損傷の量と細胞あたりの修復酵素の数を考慮してさらに

検討する必要がある．また，酸化損傷塩基の修復と転写

の共役が示唆されており， XPG • TFIIJ:1 • CSB等 と
OGGlあるいはNTHlの相互作用によりこれらの酵素の

細胞内における修復効率が上昇する可能性もある

(Klungland et al., 1999a ; Le Page et al., 2000). 

両酵素の反応機構を検討するために， NaBH4存在下

で酵素と基質をインキュベートし，クロスリンク生成物

（還元された Schiffbase中間体）が生じるかどうかを

SDS-PAGEで分析した． Fpgでは， OG• FAPYともに

クロスリンク形成によりシフトしたバンドが見られた．

同様に， hOGGlでも両基質とクロスリンクしたバンド

が認められた．これに対し，損傷の代わりにGを含むコ

ントロールでは，クロスリンク生成物は認められなかっ

た．この結果から， Fpgと hOGGlが， Schiffbase中間

体を経た反応により OG• FAPYを除去することが示さ

れた (Fig.3). FpgのSchiffbase形成にはN末端付近の

Proが関与するとされているが (Zharkovet al., 1997), 

Endo IIIのスーパーフ ァミリーに属する hOGGlでは，

Helix-hairpin-Helixモチーフに近いLys249(Endo IIIの

Lys120に対応）がSchiffbase形成に関与 しているもの

と思われる．酵素濃度を変化させた場合，同濃度のFpg

に対してはFAPYに比べOGの方がクロスリンク生成物

が多く， FpgがFAPYより OGに対して高い親和性を持

つことが示された． hOGGlでは，基質間でクロスリン

クの生成率にほとんど差が認められなかった．これらの

結果は，前に述べたFpgおよびhOGGlの両基質に対す

るKmの比較結果とも一致した． 最近， OGGl（マウス）

の反応機構に関して， N-glycosylase活性と APlyase活性

がカ ップルしていないという興味深い結果がGrollman

らのグループにより報告された (Zharkovet al., 2000). 

塩基除去修復酵素は従来，N-glycosylase活性のみを持

つmonofunctionalglycosylase（たとえばuracilglycosy-

laseや3-methylpurineglycosylase)とN-glycosylase活性

とAPlyase活性の両方を持つbifunctionalglycosylase 

（たとえばEndoIIIやFpg)に分類されてきた．前者で

は，反応生成物として脱塩基部位が生じるのに対し，後

者では， 2つの活性が協奏的に作用し， 損傷塩基がDNA

から除去されると同時に脱塩基部位のf3脱離 （あるいは

8脱離）が起こり 鎖切断が生じる． hOGGlの作用は， 2

つのタイプのglycosylaseの中間に位置し， 損傷塩基が

除去された後一時的に脱塩基部位が蓄積し，その後時間

をおいて鎖切断が生 じる． したがって， hOGGlのAP

lyase活性が生理的に意味があるどうかについてはさら

に検討が必要である． 実際の細胞では，大量に存在する

AP endonucleaseであるAPE(APEX, HAIりがこのス

テップを行っているかもしれない．

FpgおよびhOGGlのOG除去効率は，対合塩基の種

類によ って著しく変化する．これは， errorfreeな修復

(OG : Cペアからの OGの除去） を行うと同時に，

error proneな修復 (OG:AペアからのOGの除去）を

防ぐために重要である (Michaelset al., 1991). OG : A 

ペアは， DNA複製の際，d.ATPのミスインコーポレーシ

ョンにより生じ， OG除去後の修復合成により突然変異

が固定される．しかし， FAPYについては，対合塩基の

影響はこれまでに検討されていなかった．そこで，木研

究ではFAPY修復に対する対合塩基の影響を検討した

(Asagoshi et al., 2000c).同一配列中にOGおよびFAPY

を導入し，対合塩基としてA,G, C, Tのいずれかを含

む基質を調製した．これを FpgあるいはhOGGlとイン

キュベートし生成物を PAGEで分析した． Fpgの場合，

OGがG,C, Tと対合した場合，強い切断バンドが生じ

たが， Aと対合した場合は，非常に弱い切断バンドしか

生じなかった． FAPYではG,C, Tだけでなく， Aと対
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Fig. 6 Paired base effects on the activity of Fpg and hOGGl for 
7,8-dihydro-8-oxoguanine (OG) and 2,6-diamino-4-

hydroxy-5-N-methylformamidopyrimidine (F APY) 

合した場合も強い切断バンドが生じた． hOGGlの場合，

OGでは Cと対合したときのみ強い切断バンドが生じ

た． FAPYでは， Cだけでなく A,G, Tと対合した場合

も強い切断バンドが生じた． PAGEによる生成物分析の

結果に基づき，各基質の切断率を定量 した (Fig.6). 

OGでは，既に報告されている FpgおよびhOGGlの対

合塩基依存性とよく 一致した． 一方， FAPYでは， Cと

対合した場合，除去効率は高い傾向にあるものの，他の

3種の対合塩基の効率も高く，塩基間でOGほど大きな

差は認められなかった． したがって， OGでは， Fpgお

よびhOGGlに固有の対合塩基依存性があるが，いずれ

の場合も OG:Cペアからの OGの除去効率は高<,

OG: Aペアからの効率は著しく低い． しかし， FAPY

ではOGのような明確な対合塩基依存性は存在せず，ど

の塩碁対も比較的高い効率で除去されることがわかっ

た．当研究室でFAPY(G由来）を含む鋳型を用いDNA

複製を調べたところ， FAPYはDNA合成を強く阻害す

るが，translesionsynthesisが起こる場合はFAPYの向か

いに Cが選択的に取り込まれることが明らかとなった

(Asagoshi et al., to be published).この結果は， FAPY

(G由来）が実際の生体内でFAPY:Cペアとしてのみ

存在しており，他の塩基対は生じないことを示している．

したがって， 2種の塩基対 (OG:CとOG:A)が生じ

るOGのケースとは異なり，修復酵素はFAPYの対合塩

基を特別識別する必要がないものと思われる． A由来の

FAPYについては実験を行っていないが，構造から考え

てA由来のFAPYについても同様な議論ができるものと

推測される．

最近， OG を含むオリゴヌクレオチド基質 — hOGGl

複合体の三次元構造がVerdineらのグループにより報告

された (Bruneret al., 2000). これによると， hOGGlは

損傷結合ポケ ットと対合塩基を特異的に認識する結合部

位を持つ．ヘリ ックスからフリップアウトしたOGとへ

リックス内に収ま っている対合塩基Cは，特異的な水素

結合と芳香族アミノ酸残基のスタッキング相互作用によ

り認識されている． OGの対合塩基がAの場合は， Cの

結合部位に収まらず酵素は活性化状態に移れない．この

結果は， hOGGlのOG:CとOG:Aに対する認識の差

をうまく説明しているが，なぜ構造の異なる FAPYが同

じ効率で認識され，さらに対合塩基の影響もOGの様に

顕著に現れないのか等の問題は依然残されたままであ

る．たとえば， GとOGを区別する水素結合は1本のみ

で， OGのN7位のNHとGly42の主鎖COの間に形成さ

れる． しかし， N7-methyl型のFAPYは，このような水

素結合が形成できないにもかかわらず， hOGGlのよい

基質である．報告された複合体で認められた特異的相互

作用はOG:Cに対するinducedfitの結果であり， 実際

の2つの結合部位における相互作用はもう少しフレキシ

ブルであると考えられる．

3. NTHlとOGGlの認識基質オーバーラップ

OGやFAPYなどプリン酸化損傷は，大腸菌ではFpg,

真核生物ではOGGlにより修復される． 一方， TGなど

ピリミジン酸化損傷は，大腸菌ではEndoIII, 酵母では

Ntgl, Ntg2 (S. cerevisiae)およびNth-spo(S. pombe), 
哺乳類ではNTHlによって修復される (Table1).最近，

酵母NtglとNtg2がFAPY修復活性を持つことが示され

た (Senturkeret al., 1998 ; Alseth et al., 1999). Endo 

IIIおよびNTHlはNtgl• Ntg2とアミノ酸配列の相同性

があることから，これらの酵素がFAPY修復活性を持つ

可能性がある．そこで， EndoIIIおよびmNTHlの

FAPYに対する活性を検討した (Asagoshiet al., 2000b). 

ァッセイでは， FAPYを含むオリゴヌクレオチドと，

対合塩基としてA,G, C, T, いずれかを含む相補鎖と

アニールし，これを修復酵素とインキュベートし，生成

物を PAGEで分析した．活性は生じた切断バンドにより

定量した． EndoIIIでは， FAPY:Cペアに対する活性

が最も低<,TGに対する活性に比べると 1/22であった

(Fig. 7).プリン塩基A,Gと対合した場合の活性は上昇

し， TGの活性の 1/2となった． EndoIIIと類似した基質

特異性を持つ大腸菌EndoVIIIについても同様な結果が

得られた． mNTHlでは， FAPY:Cペアに対する活性

はTGとほぼ同じであり， A,G, C, Tの間で対合塩基

依存性は認められなかった．ヒト由来NTHl(hNTHl) 

についても同様な検討を行ったところ mNTHlと同じ結

果が得られた．これらの結果は， EndoIIIおよびNTHl

（マウス・ヒト）に潜在的なFAPY修復活性があること，

さらにEndoIIIとNTHlでは活性の対合塩基依存性が異

なることを示している．この結果をさらに確認するため，

NaBH4トラップ反応を用いて反応中間体の形成を調べ

た． EndoIIIの場合，酵素一基質クロスリンク生成物の

量を対合塩基で比較すると， A, G, Tに比べCが著し
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Fig. 7 Paired base effects on the activity of Endo III and mNTHl 

for 2，釦diamino-4-hydroxy-5-N-methylformamidopyrimidine

(FAPY) 

く少なかった． mNTHlでは， A, G, C, Tいずれの塩

基と対合した場合も，クロスリンク生成物の量は同じで

あった．これらの結果は，基質のニッキングアッセイの

結果と 一致した．最近， Seebergらのグループも

hNTHlがpoly(dG-dC) から FAPYをリリースすること

を報告している (Lunaet al., 2000). 

以上の結果から， EndoIIIによる FAPYの修復には対

合塩基依存性があり， FAPYがプリンと対合したときに

効率よく DNAから除去されることがわかった． EndoIII 

はフリップアウト機構により損傷を認識する(1.NTHl 

とEndoill参照）． FAPYがCと対合した場合は，塩基間

で水素結合が形成され安定化するため，損傷塩基である

FAPYが活性部位にフリップアウトしにくい (Fig.5). 

これは， DNA複製の際， FAPYの向かいに Cが選択的に

取り込まれることからも支持される． 一方， FAPYがG

やAと対合した場合は，そのかさ高さのために立体障害

が生じ，不安定化されたFAPYは活性部位にフリップア

ウトしやすくなる．その結果，対合塩基によって活性に

差が生じたものと考えられる． mNTHlのFAPY修復活

性は， 4種の対合塩基で差が認められなかった．既に述

たように，本酵素はEndoIIIに比べ反応速度 (kcat)の

低い酵素であり，反応の律速段階がフリップアウトでは

なく，これに続く Nグリコシド結合の切断あるいは鎖

切断にあるためだと考えられる．

以上の結果から， EndoIII （およびEndoVIII) は

FAPYに対する潜在的な活性を持つものの， FAPY:C 

ペアに対する活性は本来の基質である TGと比較し著し

く低いことが示された．したがって，大腸菌細胞内では，

これまで知られているように FpgがFAPY修復を行い，

Endo IIIはFAPYの修復に関与していないと予想される．

これを確認するため，大腸菌の野性株およびEndoIII欠

損株 (nth) の細胞粗抽出物を調製し FAPY活性を調べ

た． FAPY:Cペアを基質とした場合，野生株． nth株

いずれの場合も EndoIIIによるf3脱離生成物は認められ

ず， Fpgによる〇脱離生成物が認められた． FAPY:G 

ペアを基質とした場合，野生株ではEndoIIIによる明瞭

なf3脱離生成物が認められたが， nth株ではこの生成物

はなくなった．これらの結果は， artificialな基質である

FAPY: Gペアを用いると粗抽出物中のEndoIII活性は

検出されるが，実際の細胞内に生成する FAPY:Cペア

に対する活性は検出されないこと，つまり大腸閑では

Endo IIIがFAPY:Cペアの修復に関与していないとい

うことを示す．また， EndoVIII欠損株 (nei)および

EndoIII • Endo VIII二重欠損株 (nthnei)欠損を用いた

検討結果から， EndoVIIIもFAPY:Cペアの修復に関

与していないことが確認された． 一方，精製した

mNTHlはFAPY:Cペアに対してTGと同程度の活性

を示した (Fig.7). 哺乳類ではこれまでに， FAPYの修

復酵素としてOGGlが知られていることから，本研究の

結果をあわせて考慮すると，哺乳類ではOGGlとNTHl

の両者がFAPY修復に関わっていると考えられる．実際，

OGGlノックアウトマウスでは， OG活性は完全に消失

したが， FAPYに対しては野生型の 1/3程度の残留活性

があると報告されている (Klunglandet al., 1999b). 

我々も，野生型のマウス臓器から核粗抽出物を調製し，

FAPY活性を調べた． FAPY活性は，ネガティブコント

ロールのTを含むオリゴヌクレオチド基質では阻害され

なかったが， TGを含む基質では競争的に阻害された．

同様に FAPY活性は， OGを含む基質でも阻害された．

ノックアウトマウスの結果およびTG阻害実験の結果

は， FAPYの細胞内修復に対する NTHl • OGGl両酵素

の関与を強く支持するものである．

NTHl • OGGl両酵素により認識される他の酸化損傷

については，まだほとんど研究は行われていないが，当

研究グループではhOGGlがURを認識することを見出

している (Ide,2001). mNTHlのURに対する活性は対

合塩基依存性がないが (Asagoshiet al., 2000a), hOGGl 

ではUR:Cペアーに対する活性が最も高かった． Endo

III, hNTHlおよびEndoVIIIにOG修復活性があるとの

報告がある (Matsumotoet al., 2001 ; Hazra et al., 2000). 

当研究室で過剰量の酵素を用いてOG: N (N = A, G, 
C, T)ペアーに対する活性を調べてみたが，数パーセ

ントの基質が切断されただけであり，活性の酵素濃度依

存性も認められなかった．化学合成した OGを含むオリ

ゴヌクレオチドの脱保護を通常の条件で行うと OGが分

解するため，脱保護はメルカプトエタノール存在下で行

う必要がある．たとえば，何らかの原因でOGの一部が

分解しFAPYタイプの生成物に変わった場合，既に述べ

たようにEndoIIIホモログやEndoVIIIに認識され，さ

らに対合塩基依存的に活性が変化するはずである．特に

Gと対合した場合活性は高いと予想される． EndoIII, 

hNTHl, Endo VIIIのOGに対する活性は，オリゴヌク

レオチドに導入されたOGの純度を十分にチェックして

再度調べる必要があると思われる．

今後，さらに多くの酸化損傷に対してNTHlとOGGl

の活性オーバーラ ップを調べるとともに，これらを相補

する新規な活性について検討し，修復酵素間の機能相補

による酸化損傷修復ネットワークを明らかにしてゆく必

要がある．
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Target genes in oxystress-induced carcinogenesis and its molecular 
mechanisms 

Shinya Toyokuni 
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Summary 

Oxidative stress has been associated with carcinogenesis. In 1982, our laboratory established an oxys-

tress-induced carcinogenesis model of rodent kidney by the use of an iron chelate, ferric nitrilotriacetate. 

This model is unique in that 1) only carcinoma, not sarcoma, is induced, 2) the induced tumor is of high 

malignant potential to kill the animal by pulmonary metastasis, peritoneal invasion or rupture of the primary 

tumor, and, 3) increase in a variety of covalently modified products including 8-oxoguanine, thymine-tyro-

sine cross-link, 4-hydroxy-2-nonenal and its modified proteins are demonstrated in its early stage. Since in 

general free radicals are not considered to react with specific target molecules in contrast with immune reac-

tion, we undertook to answer the question whether there is any specific target gene (s) in this carcinogene-

sis model. By genetically analyzing凡 hybridrats, we found two chromosomal areas that showed a high 

incidence of loss of heterozygosity, which lead to a finding that p151NK4B /Pl61NK4A tumor suppressor genes 
are one of the major pathways responsible for this oxystress-induced cancer. Furthermore, by screening 

84,000 transcripts by differential display techniques, we found that at least 15 genes associated with stress-

response or cellular proliferation are differentially expressed in this model. We believe that not only genetic 

changes but also epigenetic changes play a role in oxidative stress-induced carcinogenesis. 

Keywords : oxidative stress, iron, carcinogenesis, allelic loss, p16 tumor suppressor gene 

緒 巨ヨ

近年，マスメデイアにおいて，「酸化ストレス，活性

酸素，フリーラジカル」といった用語が盛んに使用され

るようになっている．科学の進歩より，マスメデイアの

話題づくりの方が先行している感は否めないが，私は科

学者がこれを分子レベルで明らかにしていく義務がある

と考える． 事実，活性酸素，フリーラジカルの発生が，

動脈硬化症，発がん，糖尿病をはじめとする 「生活習慣

病」に大いに関係していることが世界中の研究により判

明しつつある．この総説においては，最初に，酸化スト

レスについて概説し，次に重金属のひとつである鉄と発

がんの関係について，私たちのデータを中心に紹介させ

ていただ＜．

* toyokuni@pathl.med.kyoto-u.ac.jp 

受付： 2001年9月6日 受理： 2001年9月6日

c 日本環境変異原学会

活性酸素とフリーラジカルは，ほぼ同じ意味に使用さ

れてはいるものの，厳密にはその定義は異なる．フリー

ラジカルは，「1つ以上の不対電子 (unpairedelectron) 

を有する化学種」と明確に定義されるが，活性酸素の定

義はやや曖昧で，ヒドロキシラジカル ( • OH) , スーパ

本稿は日本環境変異原学会第12回公開シンポジウム 「活性酸素の分子病態学」 で発表された．
This paper was presented at the 12th JEMS Annual Symposium at the Nagai Memorial Hall, Tokyo, May 26th, 2001. The symposium entitled 
"Molecular Pathogenesis for Oxidative Stress", was organized by Tatsuo Nunoshiba and sponsored by the Japanese Environmental Mutagen 
Society. 
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ーオキシド (O2―)といった本来のフリーラジカル以外

に，酸素原子を含む化学種でフリーラジカルではないが

反応性はフリーラジカルと同様に高いものが含まれる．

これには過酸化水素 (H20か 一重項酸素 (10か脂質

ペルオキシド(lipidperoxide) などが含まれる．後述す

るが，活性酸素の発生の際には，遷移金属を介したフェ

ントン反応もしくはハーバー ・ワイス反応が重要とな

る．フェントン反応は実に 100年以上前に報告がある

(Fenton, 1894). また，活性酸素ではないがフリーラジ

カルである化学種といえば，四塩化炭素が肝臓で活性化

された • CC13 のような分子種が挙げられる．

一方，酸化ストレスは，「活性酸素・フリーラジカル

による負荷から，抗酸化酵素・抗酸化剤・分子傷害の修

復酵素などによる防御・消去 ・修復作用をさしひいたも

の」であると定義される．活性酸素が過剰に生成する病

態は，紫外線・放射線照射，鉄・銅などの遷移金属の負

荷，ウイルス感染症，炎症，抗癌剤の薬理作用，移植や

心筋梗塞などに伴う虚血 ・再潅流傷害など多岐に渡る．

ここで興味深いことは，再潅流傷害以外の上記病態はす

べて，ヒトにおいて発がんとの関連が指摘されていると

いうことである．すなわち，紫外線による皮膚癌，放射

線による白血病，鉄の過剰蓄積による肝細胞癌（原発性

へモクロマトーシス，鉄の吸収が増加する遺伝性疾患）

や中皮腫（アスベスト線維の吸引による胸膜腫瘍，アス

ベストの鉄含量は約 30％と高いことで知られる）， B

型 •C型肝炎後の肝硬変に伴う肝細胞癌，重症火傷後の

皮膚癌，結核性胸膜炎 ・膿胸に伴う悪件リンパ腫，化学

療法後の2次発がんなどである．全例において酸化スト

レスが主要因として関与しているかどうかは不明である

が，前述の現象は発がんと酸化ストレスを結びつける重

要な証拠と考えられる．

l.内因性の酸化ストレス

発がんと酸化ストレスを考える上で，未解決でかつ最

も重要な命題は，私たちが生きている限り存在し，主に，

ミトコンドリアの活動に起因する内因性の酸化ストレス

が，果たして発がんに関連しているかどうかであろう．

ここに80年代に米国カリフォルニア大学のAmes博士ら

により報告された興味あるデータがある．ラットとヒト

の発癌リスクの年齢分布を検討すると，共に年齢の5乗

に比例して増加するというのである (Ameset al, 1985). 

実際，飼育室で観察していると，正常ラットも高齢にな

ると白血病や閻腫などの悪性腫瘍が高頻度に出現するこ

とがわかる．この際，動物の寿命が，体重あたりの酸素

消費量に密接に関連していることは注目される

(Shigenaga et al, 1989).すなわち，内因性の酸化ストレ

スが発がんの最大の要因になっている可能性があると私

は考えている．
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Fig. 1 Biological significance of oxidative stress 

2 酸化ストレスと発がんのつながり

90年代において， 「軽度の酸化ストレスは，かえって

細胞の増殖を促進する」という新しいコンセプトが確立

された．たとえば，フラスコの中で，膵f3細胞由来の

RINm5Fという名前の細胞株に，薬剤を加えていくこと

により酸化ストレスをかけていくと，その程度が強くな

るにしたがい，細胞増殖促進，アポトーシス（積極的細

胞死），壊死（受動的細胞死）という全く異なる生物現

象が観察される (Dypbuktet al, 1994). 

このコンセプト (Fig.1) (Toyokuni, 1999) を基に，

私たちは発がん過程における酸化ストレスの役割に関し

て，以下のような仮説をたてている．発がんに関しては，

実験皮膚がんモデルで確立された「2段階説」が古典的

である． 2段階とは，ゲノム DNAに何らかの不可逆的

な傷の入った細胞ができる「イニシエーション」の段階，

それにひきつづいて起こる DNAに傷の入った細胞がク

ローナルに増殖する「プロモーション」の段階をいう．

これを酸化ストレス発がんにあてはめると，高度の酸化

ストレスによる DNA構造の不可逆的な変化に基づく，

ゲノム DNAの点突然変異，欠損，塩基の付加あるいは

染色体転座の形成などがイニシェーション，それにひき

つづいた持続的酸化ストレス状況下で耐性細胞が選択的

に増殖していく過程がプロモーションであると考えるこ

とができよう．ゲノムの中で遺伝子として意味をなす部

分はわずか数パーセントであることが知られており，イ

ニシェーションにおいては，当然ながら，確率論的な問

題を生じる．また，プローモーションの時期においては，

後述のごとく，タンパクの発現様式が正常細胞と大幅に

変わっていることが判明しつつある．

発がんのメカニズムに関する研究は，この20年間で

長足の進歩を遂げた．「がんは，細胞に存在するゲノム

DNAの異常が原因で発生する」というコンセプトが確

立されたが，これは「がん遺伝子」および「がん抑制遺

伝子」の発見による．これらは，すべての細胞に存在す

る遺伝子であるが，その概念を簡単に説明すると，がん

遺伝子とは，変異などのゲノム情報の変化や高発現に伴

って細胞の恒常的な増殖を促す方向に作用する遺伝子，

がん抑制遺伝子とは，逆に，ゲノム DNAに傷が入るよ

うな細胞の一大事に，細胞の増殖をいったん停止し修復

したり，場合によってはアポトーシスヘ導く遺伝子であ

る．がん遺伝子は，現在， 100以上のものが，がん抑制

遺伝子は20ほどのものが報告されている．勿論，個々

のがんには個性があるのであるが，ひとつの仮説として

「がん化には，細胞増殖のためのエンジンが2段階くら

い加速され，ブレーキが2つ以上はずれることが必要だ」

というふうに璧えられる．中でも，ヒトの大腸癌におい

ては， Vogelgramという図に示されるように，がん遺伝

子あるいはがん抑制遺伝子への突然変異の起こり方にお

およその順番があるということが判明している

(Vogelstein and Kinzler, 1998). さて，ここで問題は，

これらのヒト遺伝子の変化が酸化ストレスに起因するか

どうかをいかに追究するかである．

3.酸化ストレスによる DNA傷害と分子疫学

DNA傷害を引き起こす活性酸素は，最終的に，ヒド

ロキシラジカル （あるいはその類縁分子）と一重項酸素

に集約される．ここで注意すべきは，過酸化水素やスー

パーオキシドの反応力は相当弱いものであり，単独で分

子の不可逆的な構造変化を起こすことはできないという

事実である．このことは逆に，これら 2つの分子がタン

パク質のシステイン残基の酸化・還元を介したレドック

ス制御に重要な役割を果たす所以でもある． しかしなが

ら，過酸化水素とスーパーオキシドは，触媒としてはた

らく遷移金属の存在下ではフェントン反応 (Fenton,

1894) あるいはハーバー ・ワイス反応 (Haberand 

Weiss, 1934) によりヒドロキシラジカルを生ずる．

Fe (II) + H202→ Fe(III) + • OH+ OH― 

(Fenton reaction, 1894) 

02―+H202→ • OH+ OH―+02 

(Haber-Weiss reaction, 1934) 

一重項酸素は，光反応あるいは塩素のようなハロゲン

と過酸化水素の反応から生じるが，ヒドロキシラジカル

より反応性はやや弱い．ヒドロキシラジカルと DNAの

反応により生じる修飾された塩基の種類は実に多く 100

種類を越えるといわれているが，そのほとんどのものは

定量するのにガスクロマトグラフ ィーと質量検出器を必

要とする (Dizdaroglu,1991). このうち， 8-hydroxy-2'-

deoxyguanosine (8-0HdG) は，葛西 ・西村両博士によ

り初めて報告された修飾塩基であるが (Kasaiand 

Nishimura, 1984), HPLCと電気化学検出器により容易

に測定できること (Floydet al, 1986), およびDNA複製

の際に存在すると G : CからT:Aへのtransversionを

起こすという生物学的意義がある (Shibutaniet al, 1991) 

ことより，最も頻繁に測定されており，さまざまな発が

ん系の標的臓器において増加が見られることが明らかに

されている (Kasai,1997). また， 8-0HdGは尿中に排泄

されることも知られており (Shigenagaet al, 1989), 特

異モノクローナル抗体 (N45.l) (Toyokuni et al, 1997) 

を使用したenzyme-linkedimmunosorbent assay系によ

り，体内の酸化ストレスを評価するのに使用されるよう

になっている (Erholaet al, 1997 ; Leinonen et al, 1997). 

また，組織切片上で 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine 

(Toyokuni et al, 1997)や4-hydroxy-2-nonenal修飾蛋白

(Toyokuni et al, 1994 ; Toyokuni et al, 1995) に対する

モノクローナル抗体を使用して免疫染色を行うことによ

る酸化ストレスの評価に関しては，これまでに発表した

総説を参照されたい (Toyokuni,1999). 

発生した癌組織における特定遺伝子の変異の種類を調

べることによって，どのような変異原物質が作用したの

かを推測しようとする試みが分子疫学 (molecularepi-

demiology)である．この種の研究は，ヒトの肝癌，皮

膚癌，肺癌のp53がん抑制遺伝子の点突然変異について，

最も詳細に解析されている (Harris,1995).たとえば，

カビ毒素であるアフラトキシンによる肝癌ではコドン

249の3番目の塩基のGからTへの変異が量依存性に起

こることが知られている．また，紫外線誘発と考えられ

る皮膚癌ではCCからTIへの変異が起こり，喫煙に起

因する肺癌においても決まったコドンでGからTへの変

異が起こることが明らかにされた．これらの塩基置換は

それぞれ，アフラトキシン，シクロブタンピリミジンダ

イマー，ベンッピレンと DNAとの反応産物に起因して

いることを裏づけるデータが集積している．これまで，

GからTあるいはCCからTIへの点突然変異は活性酸素

による DNA傷害に起因するというinvitroのデータが数

多く提出されてきた (Reidand Loeb, 1993)が，invivo 

における変異のスペクトラムについては，データをさら

に積み重ねる必要があると考えられる．ざっと 2~3万

個は存在するといわれる遺伝子の中からどの遺伝子を選

択して評価するかということも重要な観点であるが，何

らかのゲノムワイドなスクリーニング方法の開発が望ま

れる．この話は後述の酸化ストレス発がんの動物モデル

の標的遺伝子の話題と大いに関係する．p53の場合は転

写囚子としての作用をもっているため種々の遺伝子の発

現に影響を及ぽすことが知られており，これが点突然変

異という変異形態の多い理由かもしれない．p1dNK4Aが

ん抑制遺伝子は cellcycleにおける cyclin-dependent

kinase 4 or 6の璽要な抑制タンパク質である (Kambet 

al, 1994 ; Nobori et al, 1994).ヒト癌における変異は，

ホモ欠損・点突然変異 ・プロモーター領域メチル化の3

種類の不活性化様式が認められるのが特徴であるが
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(Liggett and Sidransky, 1998), 欠損が33％と多く，そ

れに 23％の Gから Tへの変異が次いでいる (Hussain

and Harris, 1998).このことは， 後述の動物実験の結果

とあわせて興味深い事実である．

4 鉄による発癌モデルとその標的遺伝子

ヒト癌を使用したアプローチのみでは， 上述のような

解析に限られるため，動物実験が必要となる．私たちは

1982年以来，京都大学において，鉄ニトリロ 三酢酸

(ferric nitrilotriacetate)によるラ ット腎発がんモデルを

酸化ストレスによる発がんモデルとして確立し，研究を

重ねてきた (Fig.2).このモデルの特色は， 1)腫瘍が

ヒト腎細胞癌と同じく必ず上皮由来であること， 2)固

形腫瘍で転移や浸潤が高率に起こり，それにより動物が

死亡すること， 3)発がんの過程において鉄を介した酸

化ストレスを実証できるという 3点である．その詳細な

データについては，これまでに発表した総説に譲る

(Toyokuni, 1996 ; Toyokuni, 1999).このモデルにおい

て特異的標的となる遺伝子は存在するのか，あるとすれ

ばそれはどの遺伝子かについて，私たちは以下の4つの

アプローチを平行して推進した． 1)ヒト腫瘍などより

類推される候補遺伝子の検討， 2)活性酸素の代謝に関

連する遺伝子の検討， 3)Differential Display法， 4)F1 

ハイブリッド動物で作製した腫瘍における LOHCloss of 

heterozygosity)あるいは a11eliclossの解析である． 1)

では， ras,p53, vhl, tsc2などの遺伝子を検討したがいず

れも主要な標的遺伝子ではなかった (Nishiyamaet al, 

1995 ; Toyokuni et al, 1998). 2)のアプローチではグル

タチオンSトランスフェラーゼの冗アイソザイムの特異

的な発現上昇を認め (Tanakaet al, 1998), 3)からは

CD4 7, annexin IIをはじめ多数の遺伝子の発現の増減を

認め (Nishiyamaet al, 1997 ; Tanaka et al, 2000),現在

も精力的に追究を行っている．ここでは4)より得られ

た最新の結果を紹介する．

般的に哺乳類では，ゲノムDNAの非遺伝子部分に，

単純な繰り返し配列を有することが知られており，これ

はマイクロサテライトと呼ばれる．各マイクロサテライ

トの染色体位置に関する情報はインターネ ットで公開さ

れており，さらにその領域をpolymerasechain reaction 

(PCR)により増幅するためのプライマーも市販されて

いる．ラットにおいても精密な染色体マッピングが行わ

れ，使用できるマーカー数は優に3000を越える．ここ

で利用するのは，繰り返し配列の反復数がラットの系統

によって異なるという事実である．これはラットが種々

の系統に進化する過程で起こった現象であると考えられ

ている．同様の現象はヒトでも認められるが，ヒトは極

めて複雑な雑種であるため，解析はそれほど単純ではな

い．ここで，ある 2種類の異なる近交系のラットをかけ

あわせる (Flハイブリッド動物）と，すべての体細胞の

Fig. 2 An example of renal cell carcinoma induced by ferric 

nitrilotriacetate 

ゲノム DNAは一対のうち，片方が異なる近交系の親由

来ということになる．マイクロサテライトマーカーはあ

らかじめ， 2種類の系統でPCR産物の異なるものをスク

リーニングしておく． F1ハイブリ ッド動物の正常の細胞

を使用して， 2系統で繰り返し配列の反復数が異なるマ

イクロサテライトをPCRで増幅して調べると， 2本のバ

ンドが見られるはずである (Fig.3). 

さて，このE動物を使用して鉄ニトリロ三酢酸によ
り腎癌を作製し，ほぱすべての染色体領域について適切

なマイクロサテライトを選択し，ゲノムスキャンすると，

ラット染色体5番と 8番に限って，数個の連続したマイ

クロサテライト領域にまたがってPCR産物の電気泳動

バンドが1本になる腫瘍が高頻度に存在することが判明

した．これは，すなわち，その染色体部位の一方のアレ

ルが失われていることを意味し， lossof heterozygosity 

(LOH)またはalleliclossと呼ばれる状態である．がん

抑制遺伝子では両方のアレルが不活性化されて，初めて

ある形質の変化が出現するが， 一般的に LOHが起こる

と残った遺伝子のアレルにさらに点突然変異や欠損が起

こりやすくなるとされているため（おそらく homolo-

gous recombinationによる修復が困難となるため），こ

れはがん抑制遺伝子を探索する手段の一つである．この

戦略により，私たちは，鉄ニトリロ三酢酸の標的遺伝子

の一つがplsINK4B/pl6INK4Aがん抑制遺伝子であることを

見出した．さらに，この標的遺伝子に起こる変異のはと

んどは点突然変異ではなく欠損であり， 5|プロモーター

領域のメチル化も高率に起こっていた (Tanakaet al, 

1999). p15/p16遺伝子の欠損は，前述のごとくヒトで

は何種類かの癌で高頻度に認められるものの，培養細胞

ではない動物の腫瘍における報告例はこれが世界で初め

てであった．

活性酸素の反応は，免疫反応と対極をなし，特異性が

なく相手を選ぶことなく近傍のどんな分子とも反応する

のが特徴である． したがって，活性酸素による発がんの

際には，種々の遺伝子が均等に傷害を受けるだろうとの

Wistar 

Electrophoresis 
after PCR 

Fig. 3 
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Principle of a search for allelic loss in ferric nitrilotriacetate-induced tumor by the 

use of polymerase chain reaction. LE, Long-Evans strain of rats ; W, Wistar 

strain of rats 

予測もなされていたが，私たちのデータは思いがけずこ

の仮説に反するものとなった．これはすなわち，生体内

における活性酸素の反応は，試験管内反応と異なり，か

なり特異的でもあるということを意味する．最近，私た

ちは捺印細胞を使用したfluorescentin situ hybridization 

を駆使することにより，上記LOHが鉄ニトリロ三酢酸

の投与開始後，わずか数週の早期にこの遺伝子特異的に

起こっていることを見出した （投稿中）．この事実を踏

まえたがん予防あるいはがん治療の新たな展開が期待さ

れる．

五
ロ―
――
-a 

酸化ストレスと発がんの関係は，アルデヒド化合物や

DNA修飾塩基など変異原性を有する産物の存在証明に

始まり，ようやく標的遺伝子に迫りつつあるところであ

る．この際，上記のモデルからもわかるように，鉄はキ

ープレーヤーの一つである．私たちは酸素を利用してい

るが，酸素から効率良くエネルギーを得るためには鉄の

存在は欠かせない．しかしながら，鉄は諸刃の剣であり，

そのために私たちの体内では常に活性酸素が発生してい

る．すなわち，ヒトにおいては，鉄の摂取量が少なすぎ

れば，鉄欠乏性貧血により労働に支障を来すが，逆に鉄

を摂取しすぎると発がんの危険性が増加するのである．

これに関しては，米国をはじめとしたいくつかの調査報

告がある (Stevenset al, 1988）．特に，中年以降の男性

は，健康を保っためには鉄と上手につきあうことが重要

であろう ．
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Mechanisms protecting genomic integrity from damage caused 
by reactive oxygen species: Implications for carcinogenesis 

and neurodegeneration 
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Summary 

In mammalian cells, more than one genome in a single cell has to be maintained throughout the 

entire life of the cell, one in the nucleus and the other in the mitochondria. It seems likely that the 

genomes and their precursor nucleotides are highly exposed to reactive oxygen species, which are 

inevitably generated as a result of the respiratory function in mitochondria. To counteract such 

oxidative damage in nucleic acids, these cells are equipped with several defense mechanisms. 

Modified nucleotides in the nucleotide pools are hydrolyzed, thus avoiding their incorporation dur-

ing synthesis of DNA or RNA Damaged bases in DNA with relatively small chemical alterations, 

are mainly repaired by the base excision repair (BER) system, which is initiated by the excision of 

damaged bases by specific DNA glycosylases. Human MTHl(hMTHl) protein hydrolyzes oxi-

dized purine nucleoside triphosphates, such as 8-oxo-dGTP, 8-oxo-dATP and 2-hydroxy (OH)-dATP 

to the monophosphates. In human cells, multi-forms of hMTHl polypeptides are located in the 

cytoplasm, mitochondria and nucleus, and their synthesis is regulated by both alternative splicing of 

the transcripts and the alternative initiation of their translation, both of which are further altered by 

a single nucleotide polymorphism. We observed an increased susceptibility to spontaneous carcino-

genesis in mthl deficient mice, and alteration of MTHl expression along with accumulation of 8-

oxo-dG in patients with various neurodegenerative diseases. Human enzymes for the BER pathway, 

namely 8-oxoG DNA glycosylase(hOGGl), 2-0H-A/adenine DNA glycosylase(hMYH), and a novel 

AP endonuclease (hAPE2) are also located in the mitochondria as well as the nuclei in human cells, 

and the expression of mitochondrial OGG 1 is altered in patients with various neurodegenerative dis-

eases. Furthermore, MYH and APE2 have a functional PCNA binding motif, thus suggesting that 

the PCNA-dependent post-replicative BER plays an essential role in the repair of such misincorpo-

rated bases as 2-0H-dA or adenine opposite 8-oxoG in templates. 

Keywords: oxidative damage, DNA repair, mutation, cell death, mitochondria 

Introduction 

Oxidative phosphorylation in mitochondria makes it 

feasible for eukaryotic organisms to produce energy to 

* yusaku@bioreg.kyushu-u.ac.jp 
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maintain life. By electrons leaked from the respiratory 

chain, about 1 to 3 percent of consumed oxygen 

molecules are partially reduced, thus generating reactive 

oxygen species (ROS) such as superoxide, hydrogen per-

oxide and hydroxyl radicals (Kang et al., 1998). ROS are 

so highly reactive that they can readily oxidize macro-

molecules in living cells, including lipids, proteins and 

本稿は日本環境変異原学会第12回公開シンポジウム 「活性酸素の分子病態学」で発表された．
This paper was presented at the 12th JEMS Annual Symposium at the Nagai Memorial Hall, Tokyo, May 26th, 2001. The symposium entitled 
"Molecular Pathogenesis for Oxidative Stress", was organized by Tatsuo Nunoshiba and sponsored by the Japanese Environmental Mutagen 
Society. 
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nucleic acids, thereby leading to various types of cellular 

dysfunction including cell death and mutagenesis (Ames 

et al., 1993; Shigenaga et al., 1994). 

Among the various types of oxidative damage in cellular 

macromolecules, damage to nucleic acid is particularly 

hazardous because the genetic information present in 

genomic DNAs, such as nuclear and mitochondrial DNAs, 

can thus be altered. Damage to genomic DNAs often 

leads to cell death and degenerative diseases, or related 

mutations resulting in neoplasia and hereditary diseases 

(Ames and Gold, 1991). ROS also leads to various base or 

sugar modifications in DNA and free nucleotides, and 

strand breaks in DNA are introduced (Demple and 
Harrison, 1994). Especially, 8-oxoguanine (8-oxoG), one 

of the oxidized forms of guanine, is produced by ROS in a 

fairly large amount in both DNA and nucleotide pools, and 

being fairly stable is likely to accumulate in genomic 

DNAs in nuclei and mitochondria during normal aging of 
humans (Kasai and Nishimura, 1984; Hayakawa et al., 

1993; Kang, et al., 1998). The accumulation of 8-oxoG in 
DNA, as a result of the incorporation of 8-oxo-dGTP from 

nucleotide pools or because of direct oxidation of DNA, 

increases the occurrence of A:T to C:G or G:C to T:A 
transversion mutation, respectively. This is because 8-

oxoG forms a stable base pair with adenine as well as with 

cytosine (Shibutani, et al., 1991; Cheng et al., 1992; Maki 

and Sekiguchi, 1992). 

Studies on mutator mutants revealed that Escherichia 

coli has several error avoiding mechanisms which mini-

mize the deleterious effects of 8-oxoG, and in which 

MutT, FPG (MutM) and MutY proteins play important 

roles (Michaels and Miller, 1992, Sekiguchi, 1996). MutT 

protein hydrolyses 8-oxo-dGTP to 8-oxo-dGMP and 

pyrophosphate (Maki and Sekiguchi, 1992), thus avoiding 

the spontaneous occurrence of A:T to C:G transversion 

mutation during DNA synthesis, the rate of which in a 

mutT deficient strain increases hundreds to thousand-fold 

compared to the wild type (Tajiri et al., 1995). FPG 

(MutM) protein, originally identified as formamidopyrimi-

dine DNA glycosylase, removes the 8-oxoG paired with 

cytosine (Bailly et al., 1989; Michaels et al., 1992). _MutY 

protein with its DNA glycosylase activity excises adenine 

paired with guanine or 8-oxoG (Au et al., 1989). Resulting 

base-loss sites called apurinic or apyrimidinic (AP) sites 

are further processed through the base excision repair 

(BER) pathway, in which AP endonuclease plays a critical 

role for initiating repair replication. The rate of sponta-

neous occurrence of G:C to T:A transversion mutation in 

fpg(mutM) or mutY deficient strain is 10 to 50 times high-

er than that in wild type strain (Cabrera et al., 1988; 

Nghiem et al., 1988), and in double mutants of mutM and 

mutY is equivalent to that of the mutT mutant. 

Mammalian cells also possess similar error avoiding 

mechanisms. cDNAs encoding MutT homolog (MTHl) 
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proteins with 8-oxo-dGTPase activity have been cloned 

from human as well as from the mouse and rat (Sakumi et 

al., 1993; Kakuma et al., 1995; Cai et al., 1995), and genom-
ic organizations and the regulation of expression have 

been well characterized(Furuichi et al., 1994; Igarashi et 

al., 1997; Oda et al., 1997; Oda et al., 1999). An activity 

which excises adenine paired with guanine or 8-oxoG in 

DNA has been identified in human cells (Yeh et al., 1991), 

and a human gene encoding MutY homolog (MYH) pro-

tein has been cloned (Slupska et al., 1996). In contrast to 

the mutT and mutY gene families, there are at least two 

different genes in eukaryotes that encode 8-oxoG DNA 

glycosylase, one is the /pg or mutM homolog AtMMH 

identified in Arabidopsis thaliana (Ohtsubo et al., 1998), 

while the other is a novel gene found in yeast, ogg 1 (van 

der Kemp et al., 1996; Nash et al., 1996). In addition, 

human and mouse genes encoding proteins homologous 

to the yeast Oggl protein have also been identified 

(Boiteux and Radicella, 1999). As a result, mammalian 

cells have developed error avoiding mechanisms against 

8-oxoG, combining ones evolved from E. coli with the 

other evolved from yeast. 

In mammalian cells, more than one genome in a single 

cell has to be maintained throughout the entire life of the 

cell, one in the nucleus and the other in mitochondria. 

mtDNA is more susceptible to an attack by ROS than 

nuclear DNA since it is located in the vicinity of the mito-

chondrial respiratory chain, where ROS are continuously 

generated (Richter et al., 1988). It has recently been 

noted that damaged bases in mtDNA appear to be effi-

ciently repaired by BER (Bogenhagen, 1999). 
In this paper, we review the defense mechanisms 
against oxidative damage in nucleic acids in human cells, 

and also discuss their biological significance (Table 1). 

Sanitization of Oxidized Purine Nucleotides 
in the Nucleotide Pools 

1. hMfHl as oxidized purine nucleoside triphos-

phatase 

The human MTHl gene located on chromosome 7p22 
consists of 5 major exons. There are two alternative exon 

1 sequences, namely exon la and lb, and three contigu-

ous segments (exon 2a, 2b, and 2c) in exon 2 which are 

alternatively spliced (Furuichi et al., 1994; Oda et al., 1997; 

Oda et al., 1999). As a result, the hMTHl gene produces 
7 types (type 1, 2A, 2B, 3A, 3B, 4A and 4B) of mRNAs. 
The B-type mRNAs with exon 2b-2c segments direct syn-

thesis of three forms of hMTHl polypeptides, hMTHlb 

(p22), hMTHlc⑫ 1), and hMTHld(p18) by alternative 

initiations of translation, while the others encode only 

hMTHld. In human cells, hMTHld is a major form, and 

is mostly localized in the cytoplasm with about 5% in the 

mitochondrial matrix (Kang et al., 1995). A single cell of 

Jurkat and HeLa lines contains about 4 x 105 and 2 x 105 

Table 1 Mechanisms protecting genomic integrity from damage caused by reactive oxygen species 

Enzyme 
8-oxoG DNA 2-0H-A/ Adenine AP Oxidized Purine Nucleoside 
Glycosylase DNA Glycosylase en do nuclease Triphosphatase 

I I I I I I I I 2-0H-dATP /2-0H-ATP 
C1..,:G1 O AO1.:G 1 

A: GO 『・■| 
I I 

8-oxo-dATP (8-oxo-ATP) 

Function ↓ ↓ 
8-oxo-dGTP (8-oxo-GTP) 

I I I I I I I I ↓ 
CI ：■I ＋GO AO＋■I ：G I A＋■：GO C ＋■ dNMP /NMP + PPi 

I I I I 

Gene OGGl MYH APE2 MTHl 
-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Localization Nucleus Nucleus Nucleus (Nucleus) Cytoplasm 

Mitochondria Mitochondria Mitochondria Mitochondria 
------------------ -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Expression Brain > Thymus, Testis, Thymus> Brain, Testis, Heart, Kidney > Thymus, Testis, Kidney, 
Kidney, Spleen, Ovary Kidney, Spleen, Ovary Liver, Lung, Brain Spleen, Ovary > Brain 

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Human Disease SAH (↑），ALS (↓） 

NE NE 
PD,ALS, BT（↑） 

AD (•) •NFT, SP(+) AD (↓）：SP (+) 
·雫• - - - - - - - - - - - - - - - - - -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Lung tumor (↑） 
KO Mice tumor (?) tumor (?) tumor (?) Liver tumor (↑） 

Stomach tumor (↑） 

GO: 8-oxoguanine, AO: 2-0H-adenine,■：abasic site, AD: Alzheimer's disease, ALS: amyotrophic lateral sclerosis, 
SAH: subarachnoid hemorrhage, PD: Parkinson's disease, BT: brain tumor, N汀：neurofibrillarytangle, SP: senile plaque, 

E: not examined 

molecules, respectively, of the hMTHld, thus 1 to 2 x 104 

molecules of hMTHld are present in the mitochondria of 

each cell (Oda et al., 1999). The other two forms are local-
ized in the cytoplasm, however, their amounts reached 

only about 10% that of the levels for hMTHld. 
There is a single nucleotide polymorphism (SNP) that 

affects the splicing pattern of MTHl mRNAs, and this 
SNP has a T to C base substitution at the beginning of 

exon 2c segment (Oda et al., 1997; Oda et al., 1999). This 

site serves as the 51 splicing site during the maturation of 

types 1, 2A, 3A and 4A mRNA, and this base change abol-
ishes proper splicing at this site, leaving segments 2b and 

2c connected, thus resulting in formation of only four 

types of RNAs, corresponding to types 1, 2B, 3B and 4B. 

The SNP in exon 2 also creates an additional alternative 

in-frame AUG in B type MTHJ mRNAs yielding the fourth 

MTHl polypeptide, MTHla(p26) that possesses an addi-

tional mitochondrial targeting signal. As a result, in 

human cells the synthesis of multi-forms of MTHl is regu-
lated by both alternative splicing of their transcripts and 

alternative initiation of their translation, both of which are 

further altered by SNP. 

MTHl but not MutT efficiently hydrolyzes 2 forms of 

oxidized clATP, 2-0H-clATP and 8-oxo-clATP, as well as 8-

oxo-dGTP (Sakumi et al., 1993; Yakushiji et al., 1997; 

Fujikawa et al., 1999), and MTHl also hydrolyzes oxidized 

ribonucleotides, 2-0H-ATP, 8-oxoATP, and 8-oxo-GTP 

(Hayakawa et al., 1999; Fujikawa et al., 2001). MTHl pro-

tein is therfore designated as an oxidized purine nucleo-

side triphosphatase (Table 1; N akabeppu, 2001a). We 

have previously shown that 4 forms of recombinant 
hMTHl(a to d) efficiently hydrolyzes 2-0H-clATP as well 

as 8-oxo-dGTP (Sakai unpublished results). 

As shown in Fig. 1, thirty amino acid residues are iden-

tical between hMTHl and E. coli MutT, and there is a 

highly conserved region consisting of 23 residues (MTHl: 

Gly36 to Gly58), with 14 identical residues. A chimeric 

protein, hMTHl-Ec, in which the 23 residue sequence of 

hMTHl was replaced with that of MutT, and it thus 

retains the potential to hydrolyze 2-0H-dATP as well as 8-

oxo-dGTP, thus indicating that the 23 residue sequences 

of hMTHl and MutT are not only functionally and struc-

turally equivalent, but also constitute a functional phos-

phohydrolase module (Fujii et al., 1999; Sakai et al., in 

preparation). Saturation mutagenesis of the module in 

hMTHl indicated that an amphipathic property of theひ

helix I consisting of 14 residues of the module (Thr44 to 

Gly58) is essential to maintain the stable catalytic surface 

of the enzyme (Cai et al., 1997; Fujii et al., 1999). A 

unique C-terminal region (aa.130-156) in hMTHl, which is 

missing in MutT, plays an important role in the mainte-

nance of higher order structures of the substrate binding 

pocket or catalytic center of hMTHl through the 
hydrophobic interaction with other hydrophobic ~ strands 

(Sakai et al., in preparation). A model for the solution 

structure of hMTHl which also supports this hypothesis 

has been proposed based on NMR analyses (Mishima et 
al, in preparation). Mutation analyses for residues F27, 

W117 and D119, which showed apparent chemical shift 

perturbations in NMR analyses, suggesting that these 

residues likely form the substrate binding pocket, 

revealed that Wll 7 is essential for MTHl to recognize 2-

OH-dATP and 8-oxo-dGTP, while D119 is essential espe-

cially for its recognition of 2-0H-dATP (Sakai et al., in 
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hMTH1 
mMTH1 
rMTH1 
MutT 

hMTH1 
mMTH1 
rMTH1 
MutT 

hMTH1 
mMTH1 
rMTH1 
MutT 

hMTH1 
mMTH1 
rMTH1 
MutT 

BA BB - -MGASRLYTLV LVLQPQRVLL GMKKR唾GAG RWN--GF-IGG 
MSTSRLYTLV LVLQPQRVLL GMKKRGFGAG RWN--GF-fG 
MSTSRLYTLV LVLQPQRVLL GMKKRGFGAG RWN--GF-iGG 
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Fig. 1 Comparison of the structures of human (h), mouse (m), rat (r) MTHl and E. coli MutT 
Conserved residues among MTHl and MutT are shaded in gray. The phosphohydrolase mod-
ules of MutT and MTHl are shaded in dark gray. The asterisks indicate 14 amino acid residues 
of hMTHl essential for 8-oxo-dGTPase in phosphohydrolase modules (Cai et al., 1997; Fujii et al., 
1999). A.J.nino acid residues of hMTHl that are shown in a boxed represent those in which chemi-
cal shift perturbations were observed. Secondary structures of hMTHl are shown above the 
sequence (Yakushiji et al., 1997). al, 2; a-helix 1, 2. ~A-~G; ~-strand AG 
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Fig. 2 The biological roles of MTHl protein which hydrolyzes oxidized purine nucleoside triphosphates 
Oxidized purine nucleoside triphosphates, such as 2-0H-dATP, 8-oxo-dGTP, 8-oxo-dATP and 2-0H-ATP, 
8-oxo-GTP or 8-oxo-ATP are hydrolyzed to the corresponding monophosphates by the action of MTHl 
protein. It has been demonstrated that guanylate kinase, which phosphorylates GMP and dGMP to the 
corresponding nucleoside diphosphates is inactive on 8-oxo-dGMP, thus prevents the re-utilization of the 
MTHl cleavage product during DNA replication or transcription (Hayakawa et al., 1999). 8-oxo-dGMP is 
rapidly dephosphorylated, yielding 8-oxo-deoxyguanosine, a form readily excretable to the cell exterior. 8-
Oxo-deoxyguanosine is present in mammalian urine, and urina1y 8-oxo-deoxyguanosine has also been 
proposed to serve as a biomarker for oxidative stress (Ames et al., 1993; Shigenaga et al., 1994). Based 
on the biochemical and genetic data discussed in the present review, MTHl protein may thus play an 
important role in maintaining the fidelities of DNA replication and transcription, thereby protecting 
humans from cancer and neurodegeneration. 

preparation). 

2. Biological Significance of MTHl 
In mthl-deficient mice, the incidence of spontaneous 

carcinogenesis in the lung, liver and stomach increased to 

several-fold of that in wild type mice (Table 1; Tsuzuki et 

al., 2001). We detected a two to three-fold increase in the 

accumulation of 8-oxo-dG in such tissues (Furuichi et al., 

unpublished results) and also in the spontaneous muta-

tion rate in mthl-deficient ES cells(Tsuzuki et al., 2001). 

Furthermore, the increased accumulation of 8-oxo-dG in 

human cancerous tissues including brain tumors is gener-

ally coincidental with the increased expression of hMTHl 

protein(Table 1; Okamoto et al., 1996; Iida et al., 2001a). 

G:C to T:A transversion mutations that can be caused by 

8-oxo-dGTP and 2-0H-d.ATP is frequently observed in p53 

gene in human cancer, especially in the lung and liver 

(Hainaut et al., 1997), and these findings agree with our 

observation in mthl-deficient mice. 

We recently found the regional accumulation of 8-oxo-

dG and altered expression of hMTHl in patients with vari-

ous neurodegenerative diseases(Table 1). The most typi-

cal cases are patients with Parkinson's disease, in which 

we found a significant increase of 8-oxo-dG accumulated 

in the cytoplasm or mitochondria with a coincidentally ele-

vated expression of hMTHl in the substantia nigral neu-

rons (Shimura-Miura et al., 1999). In postmortem tissue 

specimens from patients with Alzheimer's disease, the 

expression levels of hMTHl at entorhinal cortex are also 

elevated, while levels of hMTHl apparently decrease in 

the stralum lucidum at CA3 corresponding to mossy fiber 

synapses, where hMTHl is highly expressed in control 

subjects (Furuta et al., 2001). 

It is therefore very likely that oxidative damage to 

nucleotides by reactive oxygen species is implicated in 

the development and progress of cancer, neurodegenera— 

tion, or other age-associated diseases, and that MTHl 

plays important roles to avoid such damage as summa-

rized in Fig. 2. However, the damaged molecules respon-

sible for their molecular etiologies are largely unknown. 

There is accumulating evidence suggesting that either 8-

oxo-dG or 8-oxo-dGTP may be involved in these diseases 

because of the availability of methods including antibodies 

for its detection. On the other hand, concerning 2-0H-

dATP, a major substrate of hMTHl, there is little data 

suggesting any biological implication with these diseases 

probably because of the difficulty of accurately detecting 

2-0H-dA. Two groups reported that mice lacking oggl 

gene encoding the 8-oxoG DNA glycosylase, are not can-

cer-prone even though increased accumulation of 8-oxo-

dG in their genomic DNA was observed (Klungland et al., 
1999; Minowa et al., 2000). These observations strongly 

suggest that the increased incidence of carcinogenesis in 

mthl-deficient mice is due to incorporation of 2-0H-dATP 

into DNA rather than 8-oxo-dGTP. 

As shown in Figs. 2 and 3, oxidized purine nucleoside 

triphosphates generated in the ribonucleotide pool may 

also be involved in various types of cellular dysfunction 

during aging, since MTHl efficiently hydrolyzes 2-0H-

ATP or other oxidized ribonucleotides. 

Base Excision Repair of Oxidized Purine 
Bases in DNA 

1. Nuclear and mitochondrial 8-0xoG DNA glyco-

sylase 
The human OGG 1 gene located on chromosome 3p25, 
has 8 major exons (Boiteux and Radicella, 1999). More 

than seven alternatively spliced forms of hOGGl mRNAs 

are produced, and are classified into two types based on 

their last exons (type 1 with exon 7: la and lb; type 2 with 

exon 8: 2a to 2e) (Nishioka et al., 1999). hOGGl polypep— 
tides encoded by these rnRNAs share the same first 190 

aa, which are encoded by exons 1 through 3, and each has 

a unique C-terrninal region, with the exception that 

polypeptides encoded by type 2a and 2b mRNAs share the 

common C-terminal 108 aa. Five polypeptides(hOGGl-

la, lb, 2a, 2d and 2e) carry the helix-hairpin-helix-PVD 

(HhH-PVD) motif which seems to be essential for 8-oxoG 

DNA glycosylase activity (Nash et al., 1996; Girard et al., 

1997). Types la and 2a mRNAs are major in various 

human tissues. We predicted that all forms of hOGGl 

polypeptides carry a relatively poor MTS, consisting of 

residues 9 to 26 at the common N-terminal region and the 

MTS is likely to be processed at residue 23(W)after 

being translocated into the mitochondria. Among all the 

polypeptides, only hOGGl-la has a nuclear localization 

signal (NLS) at the C-terminal end. Interestingly, such 

multi-forms of OGG 1 mRNAs have not yet been identified 

in rodent cells. 

A 36--kD polypeptide, corresponding to hOGGl-la and 
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Fig. 3 Mechanisms protecting mitochondrial genomes from damage caused by reactive oxygen species 
A: Submitochondrial localization of human MTHld, OGG1-2a, M四 andAPE2 proteins, deter-
mined by electron microscopic immunocytochemistry. After each mitochondria was isolated 
from HeLa MR cells, thin sections (about 0.1 μm) were prepared for electron microscopic 
immunocytochemistry with anti-hMTHl, anti-2a-CT, anti-hM四， andanti-APE2 in combination 
with protein A-gold. Bars indicate 0.2 μm. 
B : Hypothetical representation of human MTHld, OGG 1-2a, MYH and APE2 proteins located in 
the mitochondria. Human MTHl is localized in matrix of mitochondria, while OGG1-2a, MYH 
and APE2 are localized adjacent to the mitochondrial inner membrane (Nakabeppu, 2001a, b; 
Tsuchimoto et al., 2001). It is likely that a repair complex containing the entire machinery essen-
tial for a base excision repair is associated with the inner-membrane and mitochondrial DNAs. As 
a result, the efficient repair by the complex thus probably helps to maintain the functions and the 
integrity of mitochondrial DNAs, even if threatened by an attack of ROS produced during oxida-
tive phosphorylation. 

recognized only by antibodies against the region contain-

ing the HhH-PVD motif, was co-purified from a nuclear 

extract prepared from J urkat cells, and the purified frac-

tion containing the polypeptide possessed an activity to 

introduce a nick at 8-oxoG paired with cytosine in double 

stranded oligonucleotides (Fig. 4; Nishioka et al., 1999). 

A 40-kD polypeptide corresponding to a processed form of 

hOGG 1-2a was detected in the mitochondria of Jurkat 

cells when we used antibodies against its C-terminus. 

Electron microscopic immunocytochemistry and subfrac-

tionation of the mitochondria showed that hOGG1-2a to 

be located on the inner-membrane of the mitochondria, in 

contrast to the hMTHld present in the mitochondrial 

matrix (Fig. 3; Kang et al., 1995; Nishioka et al., 1999). 

Deletion mutant analyses revealed that the unique C-ter-

minus of hOGG1-2a and its MTS are essential for mito-

chondrial localization while the nuclear localization of 

hOGGl-la depends on NLS at its C-terminus (Nishioka et 
al., 1999). 

Since the unique C-terminal region of hOGG1-2a con-

sists of two distinct regions: namely the N-terminal sided 
acidic region (aa from Ile345 to Asp381) and the C-terminal 

sided hydrophobic region (the last 20 residues), we spec-

ulate that the latter mediates a hydrophobic interaction 

between hOGG1-2a and inner-membrane of the mitochon-

dria (Fig. 3). This affinity may be comparable to that in 

the association of Bcl2 with the mitochondrial membrane 

(Nishioka et al., 1999; Nguyen et al., 1993). Recombinant 

hOGG1-2a, but not hOGGl-la, expressed in E. coli, was 

mostly insoluble, which means that this C-terminal region 

contributes to insolubility as a result of its hydrophobicity. 

On the other hand, the acidic region with a value of 3.63 

for local isoelectric pH may possibly provide a protein-pro-

tein interacting surface for other component(s), and if so, 

it may be involved in its stabilization and/ or in the base 

excision repair pathway in the mitochondria. 
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2. Abnormal expression of mitochondrial OGG 1 

in various neurodegenerative diseases 
We examined brain tissue specimens from autopsy 

cases with Alzheimer's disease and controls using anti-

bodies for hOGG1-2a, the mitochondrial form of hOGGl. 

hOGG1-2a is mainly expressed in the neuronal cytoplasm 

in both Alzheimer1s disease and control cases in regional-

ly different manners (Table 1; Iida et al., 2001b). The 

expression of hOGG1-2a decreases in orbitofrontal gyrus 

Fig. 4 Purification of the repair activities for 8-oxoG paired with cytosine, 2-0H-A and ade-
nine paired with guanine or 8-oxoG from nuclear extracts. Nuclear extracts pre-
pared from Jurkat cells were applied to successive chromatographies (Nishioka et 
al., 1999; Ohtsubo et al., 2000). Each fraction from gel filtration chromatography 
was incubated with various double-stranded oligonucleotides containing an abnor-
mal base pair shown in the:figure, and nicking activities were determined. Fractions 
with repair activities for *AO:G, *A:G and *A:GO substrates whose molecular mass 
is estimated to be approximately 55-kDa, contain hMYH protein, and those with a 
repair activity for *GO:C pair contains hOGG 1-la protein. 
* indicates a strand labeled at its 5'end with FAM. AO, 2-0H-A; GO, 8-oxoG. 

and the entorhinal cortex in Alzheimer's disease in com-

parison to that in the control cases. Immunoreactivity for 

hOGG1-2a is occasionally associated with neurofibrillary 

tangles, dystrophic neurites and reactive astrocytes in 

Alzheimer's disease. Our results indicate that the repair 

enzyme for the oxidative damage in mitochondrial DNA 

may not appropriately exert its function in Alzheimer's 

disease, and thus oxidative DNA damage in the mitochon-

dria may be involved in the first step of the pathomecha— 

nism of Alzheimer's disease. 

Furthermore, we also investigated expression of 

hOGG 1-2a, by comparing the 8-oxoG accumulation 

observed in the large motor neurons of the lumbar spinal 

cord in 7 cases of adult onset sporadic ALS, 4 cases of sub-

arachnoid hemorrhage (SAH) and 4 control cases汀able

1; Kikuchi et al., 2001). The 8-oxoG immunoreactivity 

increased in a majority of the large motor neurons in both 

the ALS and SAH cases. However, the mitochondrial 

h OGG 1-2a-immunoreactivity varied as follows: homoge-

nous cytoplasmic staining was noted in the control cases, 

a fine granular pattern was seen in the SAH cases, and 

either no staining or weak staining was seen in the ALS 

cases, respectively. Our results thus indicate that oxida— 

tive damage accumulates in the mitochondria of motor 

neurons in A区 andthat the repair function of hOGG 1 is 

not sufficient to excise the damage efficiently, which may 

therefore lead to a loss of motor neuron in ALS. 

In addition to the altered expression of hOGGl in vari— 
ous neurodegenerative diseases, we obtained evidences of 

another mechanism which causes an alteration of hOGG 1 

function, namely, a chemical modification of the hOGG 1 

protein itself by NO or its metabolites. Tyrosine-nitration 
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in hOGGl protein occurs in cells exposed to NO, and its 

repair activity is completely diminished, thus suggesting 

that the inactivation of OGGl by NO is another pathologi-

cal pathway involved in neurodegeneration CTaiswal et al., 

2001). 

3. hMYH as a bifunctional DNA glycosylase for 2-

hydroxyadenine and adenine paired with 8-oxogua-
nine 
2-0H-A is also known as isoguanine and has been 

reported to be detected in DNA from isolated human tis-

sues or from experimental animals and its amounts have 

also been reported to increase after exposure to various 

sources of reactive oxygen species, both in vitro and in 

vivo (Nackerdien et al., 1991; Toyokuni et al., 1994; 

Kamiya and Kasai, 1995). Furthermore, it has been 

shown that in certain human cancerous tissues, the 

amounts of 2-0H-A increase several fold in comparison to 

the findings of normal non-cancerous tissues (Olinski et 

al., 1992). Concerning the origin of 2-0H-A, the extent of 

oxidation of the 2nd position of adenine base by hydroxyl 

radical is higher in its free nucleotide form than that in 

DNA (Kamiya and Kasai, 1995), thereby indicating that a 

misincorporation of 2-0H-dATP from the nucleotide pool 

is the major source of 2-0H-A in DNA The incorporated 

2-0H-A forms a relatively stable base pair with thymine 

and cytosine (Robinson et al., 1998; Yang et al., 1998), and 
may also pair with the syn forms of guanine and adenine 

(Kamiya and Kasai, 1995). 

Since hMTHl has the lowest Km value with 2-0H-

dATP, and E. coli MutT, a prototype of 8-oxo-dGTPase 

which has little activity to hydrolyze 2-0H-dATP, one can 

argue that human or mammalian cells are exposed to a 

higher risk of incorporating 2-0H-dATP into their genome 

than E. coli cells, and thus eliminate the precursor from 

nucleotide pools. Since 2-0H-A in DNA forms a stable 

Watson-Crick base pair with thymine, it has been specu-

lated that 2-0H-A paired with thymine in DNA may escape 

repair (Robinson et al., 1998). However, Jaruga and 

Dizdaroglu (1996) reported that amounts of 2-0H-A 

detected in DNA of human cells after H凸 e~posure

decreases within 4 hr to reach background levels, thus 

indicating that human cells possess repair activity for 2-

OH-Ain DNA 

We examined an enzyme activity that introduces an 

alkali-labile site into 2-0H-A containing oligonucleotides, 

and we found evidence for such DNA repair activity that is 

likely to act as a DNA glycosylase (Fig. 4; Ohtsubo et al., 

2000, Nakabeppu, 2001b). Furthermore we showed that 

the repair activity is co-purified with hMYH, and that 

recombinant hMYH itself has such activity. hM直 name-

ly 2-0H-A/adenine DNA glycosylase, lacks a AP-lyase 

activity and efficiently recognizes 2-0H-A paired with 8-

oxoG or purines as well as adenine paired with guanine or 
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8-oxoG. hMYH acts more strongly on adenine paired with 

guanine in DNA than on that with 8-oxoG, however 

hMYH binds more efficiently to the substrate containing 

8-oxoG. 

In human cells, western blots showed authentic hMYH 

in nuclei and in mitochondria and that the molecular 

masses differed, p52/53 and p57, respectively, thereby 

indicating that there are multi-forms of hMYH (Ohtsubo 

et al., 2000). Based on the results obtained from 51-RACE 

and RT-PCR of hM四transcripts,we concluded that there 

are 3 major hMYH transcripts, namely hMYHa, p, y, with 
a different 5'sequence or first exons and further that each 

transcript is alternatively spliced, thus forming over 10 

mature transcripts. A major transcript, hMYHa3 essen-

tially corresponds to the hMYH cDNA originally reported 

(Slupska et al., 1996) and encodes two polypeptides, p54 

and p53, the former translated from the first AUG and the 

latter from 2nd AUG. The hMYHal transcript has a 33 

nucleotide insertion into hMYHa3, thus encoding a 

polypeptide with an expected molecular mass of 60,031, 

and this may be the p57 detected in the mitochondria. 

Moreover, the nuclear form of hMYH, p52 partially puri-

fied from J urkat cells, is likely to correspond to the p53 

translated from the 2nd AUG of hMYHa3 transcript, and 

hMYHPl, P3 and松transcriptswhich are missing the 

first AUG and may encode the nuclear form of p52 hMYH 
(Ohtsubo et al., 2000). 

Electron microscopic immunocytochemistry revealed 

that hMYH in the mitochondria is associated with the 

inner-membrane structure, as is hOGG 1-2a (Nishioka et 

al., 1999; Nakabeppu, 2001b), thus suggesting that the 

mechanisms required for base excision repair in the mito-

chondria is generally associated with the inner-membrane 

to achieve efficient repair of mitochondrial DNA (Fig. 3). 

4. APE2, the 2nd AP endonuclease in human cells 

In human cells, APEl (HAPl/ APEX/REF-1) is a major 

class II AP endonuclease in the nucleus (Demple et al., 

1991; Seki et al., 1992), which is considered to be involved 

in both the short patch and long patch BER pathways for 

the nuclear DNA On the other hand, eukaryotic cells 

have mitochondrial DNA (mtDNA) in addition to nuclear 

DNA mtDNA is more susceptible to an attack by ROS 

than nuclear DNA since it is located in the vicinity of the 

mitochondrial respiratory chain, where ROS are continu-

ously generated (Richter et al., 1988; Kang et al., 1998). 

As summarized in Table 1 and Fig. 3, we demonstrated 

that human cells possess nuclear and mitochondrial DNA 

glycosylases for oxidized bases, 8-oxoG and 2-0H-A or 
adenine opposite 8-oxoG, which are encoded by alterna-

tively spliced forms of OGG 1 and MYH transcripts 

(Nishioka et al., 1999; Ohtsubo et al., 2000; Nakabeppu, 

2001b). The human UNG gene encodes both nuclear 

(UNG2) and mitochondrial (UNGl) forms of uracil DNA 

A. Genomic Structure of Human APE2 Gene (X p11.21) 

PFKFB2gene APE2gene ALAS2gene 

B. APE2 Family Proteins 
MTS 
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Fig. 5 Genomic structure of the human APE2 gene and comparison of the APE2/ APN2 family proteins 
A: Genomic structure for the human APE2 gene. The alignment of APE2 cDNA and human genomic 
clone 283821 revealed the human APE2 gene to be located between the 5-aminolevulinate synthase 
(ALAS2) gene and the 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 2 (PFKFB2) gene on the X 

chromosome(Xpll.21) and also to consist of 6 exons. 
B : Structures of the APE2/ APN2 family proteins, E. coli XTH and human APEl are shown. The regions 
conserved in the XTH family(hatched box) and the unique C-terminal region of APE2/ APN2 family are 
indicated (Tsuchimoto et al., 2001). The boxes indicate the three unique subregions found in the 
APE2/ APN2 family:mitochondrial targeting sequence (MTS); PCNA-binding motif; TOP3 homologous 

subregion. 

glycosylase (Nilsen et al., 1997). Another human DNA 

glycosylase encoded by the NTH 1 gene was also reported 

to potentially be localized in the mitochondria (Takao et 

al., 1998), while the thymine-glycol DNA glycosylase activ-

ity, which is similar to that of NTHl, was purified from the 

rat mitochondria (Stierum et al., 1999). In addition to 

these DNA glycosylases, DNA polymerase y and DNA lig-

ase III are considered to participate in mitochondrial BER 

(Ropp and Copeland, 1996; Lakshmipathy and Campbell, 

1999; Pinz and Bogenhagen, 1998). Although the AP 

endonuclease activities were also detected and partially 

purified from the mitochondria isolated from Xenopus 
oocytes (Pinz and Bogenhagen, 1998) and a mouse cell 

line (Tomkinson et al., 1988), no gene responsible for 

them has yet been identified until recently. 

Based on genome databases from various organisms, a 
novel group of AP endonucleases has recently been 
reported(Fig. 5; Johnson et al., 1998; Bennett, 1999; Hadi 

and Wilson, 2000; Unk et al., 2000; Tsuchimoto et al., 

2001). Among them, the APE2 protein is the second 

human AP endonuclease which has been shown to have a 

weak class II AP endonuclease activity and was also sug-

gested to be localized in the nuclei. We found that APE2 

protein possesses a putative MTS (Tsuchimoto et al., 

2001). When its N-terminal 15 amino acid residues were 

fused to the N-terminus of a green fluorescent protein and 

transiently expressed in HeLa cells, the fusion protein was 

localized in the mitochondria. By electron microscopic 

immunocytochemistry, we detected authentic APE2 pro-

tein in the mitochondria from HeLa cells. Human APE2 

protein was detected adjacent to the mitochondrial inner 

membrane by electron microscopic immunocytochem-

istry. It is likely that a repair complex containing the 

entire machinery essential for base excision repair is asso-

ciated with the inner-membrane and mitochondrial DNAs 

as expected for the two DNA glycosylases, OGGl and 
MYH proteins, and APE2. As a result, the efficient repair 

by the complex thus probably helps to maintain the func-

tions and the integrity of mitochondrial DNAs, even if 

threatened by an attack of ROS produced during oxidative 

phosphorylation (Fig. 3). 

Western blotting of the subcellular fraction of HeLa 

cells revealed most of the APE2 protein to be localized in 

the nuclei. We found a putative proliferating cell nuclear 
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Fig. 6 PCNA dependent post-replicative BER 

dAMP may be misincorporated opposite 8-oxoG in template 

DNA, and oxidized nucleotides such as 2-0H-dATP, which 

are known to be substrates for oxidized purine nucleoside 

triphosphatase, MTHl, may also be incorporated during 

DNA replication (Nakabeppu, 2001a). These misincorporat-

ed bases on newly replicated DNA strand can be excised by 

human MYH protein in association with PCNA which may 

discriminate the DNA strands, and APE2 recruited by 

PCNA is therefore likely to incise the AP site generated by 

MYH. PCNA forms a homo-trimer in a ring structure and 

functions as a DNA sliding clamp, which is an accessory fac-

tor for a number of proteins related in DNA replication and 

DNA repair including DNA polymerase o/E, FENl, DNA 
ligase I and so on, which play essential roles in the comple-

tion of PCNA-dependent BER (Matsumoto et al., 1999). An 

arrow indicates the direction of the replication of a newly 

synthesized strand (solid line). 

antigen (PCNA) binding motif in the C-terminal region of 

APE2 (Fig. 5), and showed this motif to be functional by 

irnrnunoprecipitation and in vitro pull-down binding 

assays (Tsuchirnoto et al., 2001). Laser-scanning 
immunofluorescence microscopy of HeLa cells demon-

strated both APE2 and PCNA to form foci in the nucleus 

and also be co-localized in some of the foci. The incuba— 

tion of HeLa cells in the HAT medium containing 

deoxyuridine significantly increased the number of foci in 

which both molecules were co-localized. Our results sug-
gest that APE2 participates in both nuclear and mitochon-

drial BER, and also that nuclear APE2 functions in the 
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PCNA-dependent BER pathway. 

PCNA-Dependent Post-Replicative BER 

PCNA forms a homo-trimer in a ring structure and tune-
tions as a DNA sliding clamp, which is an accessory factor 
for a number of proteins related in DNA replication and 

DNA repair including DNA polymerase 8/£, FENl, DNA 

ligase I and so on (Hingorani and O'Donnell, 2000; 

Tsurimoto, 1999). Matsumoto et al. (1999) reconstituted 

a novel BER pathway dependent on PCNA using purified 

enzyme components. PCNA-dependent BER pathway 

may have two biological roles. First of all, PCNA-depen-

dent BER may repair modified AP sites which cannot be 

processed by the dRPase activity of DNA polymerase ~. 

namely, FENl cleaves the flapped ends generated during 

the elongation of DNA strand by DNA polymerase 8/£. 

Secondly, post-replicative BER for the efficient repair of 

dUMP misincorporated during DNA replication, as pro-

posed by Nilsen et al. (1997) and Otterlei et al. (1999), is 

also likely to be PCNA-dependent. A nuclear form of 

uracil DNA glycosylase (UNG2) possesses a PCNA bind-
ing motif, and it may initiate the post-replicative BER in 

association with PCNA once dUMP was misincorporated 

during DNA replication. 

Oxidized nucleotides such as 8-oxo-dGTP and 2-0H-

dATP, which are known to be substrates for oxidized 

purine nucleoside triphosphatase, MTHl (Nakabeppu, 

2001a), may also be incorporated during DNA replication 

(Kamiya and Kasai, 1995). dAMP may be misincorporated 

opposite 8-oxoG in template DNA (Matsumoto, 2001). As 

shown in Fig. 6, these misincorporated nucleotides can be 

repaired by human MYH proteins (Ohtsubo et al., 2000, 

Nakabeppu, 2001b), and post-replicative BER dependent 

on PCNA is likely to promote an efficient and well-coordi-

nated repair of these misincorporated nucleotides during 

DNA replication. Recently, MYH protein was reported to 

bind to PCNA (Parker et al., 2001). In the PCNA-depen-

dent BER pathway, most steps are likely to be processed 

dependent on a DNA clamp, PCNA. Already, several cat-
alytic components in the pathway have been demonstrat-

ed to have a PCNA binding motif, namely, their functions 

are somehow PCNA-dependent (Matsumoto et al., 1999). 

Among them, only APEl lacks a PCNA binding motif. 

Since APE2 has a functional PCNA binding motif and is 

actually associated with PCNA in the nuclei, APE2 is like-

ly the responsible AP endonuclease for the PCNA-depen-
dent BER pathway (Tsuchimoto et al., 2001). 

The accumulation of 8-oxoG in DNA is minimized by 

the coordinated actions of hMTHl, hOGGl and hMYH. 

hMYH excises adenine paired with 8-oxoG and binds 

tightly to DNA containing the 8-oxoG opposite abasic site. 

Binding of hM四 mayprotect 8-oxoG from the action of 

OGGl during the first round of base excision repair, oth-

erwise the DNA may be incised in both strands by the 

actions of 8-oxoG DNA glycosylase and AP-endonuclease 

伽 minagaet al., in preparation). Probably, PCNA tightly 

regulates the coordinated action of MYH and APE2 in 

order to initiate gap filling with DNA polymerase (Fig. 6). 

Once cytosine is inserted opposite 8-oxoG by PCNA-

dependent DNA polymerase 8 and the ends are joined by 
DNA ligase III, hMYH dissociates from the DNA and 

OGG 1 may take place to initiate the next round of the 

base excision repair of 8-oxoG. 

Conclusion 

Among the many oxidized bases, 8-oxoG has been 

intensively studied, and also has been implicated in vari-

ous diseases, such as cancer, neurodegeneration and ter-

atogenecity. 8-oxoG has a mutagenic potential and vari-

ous enzymes specifically act on the lesion (Table 1). We 

herein propose that 2-0H-A, an oxidized form of adenine 

as well as 8-oxoG, appears to also be involved in such bio-

logical responses, as hMTHl efficiently hydrolyzes 2-0H-

d.ATP, and 2-0H-A in DNA can be efficiently excised by a 

DNA glycosylase encoded by the hM四gene.The inter-

action of MYH or APE2 with PCNA indicates that there is 

a highly coordinated BER system in human cells. 

Furthermore, the intracellular localization of hMTHl, 

hOGG 1, hMYH and hAPE2 indicates that such oxidized 

nucleotides and oxidative DNA damage are likely highly 

deleterious to the human mitochondrial genome, and 

therefore such mitochondria as well as nuclei possess 

highly elaborated defense mechanisms. There are accu-

mulating data indicating that these defense mechanisms 

play an essential role in minimizing the cellular dysfunc-

tion caused by oxidative damage in nucleic acids, which 

may result in both carcinogenesis and the development of 

neurodegenerative diseases. 
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Summ匹y

All of the genes in mitochondrial DNA (mtDNA) are fully expressed in cells, whereas only 1.5 % of the 
nuclear DNA (nDNA) is functionally expressed. Assuming that the copy number of mtDNA is 2000 per 
cell, the total functioning mtDNA is 3 x 107 bp, which is 1/3 of the functioning nDNA. Because the evolu-
tionary rate of mtDNA is 5-10 times higher than that of nDNA, the functional significance of the single 
nucleotide polymorphisms (SNPs) in mtDNA is comparable to those in nDNA. Thus, SNPs in mtDNA are 
expected to influence the susceptibility of individuals to various diseases in combination with SNPs in 
nDNA. 

First, we analyzed synonymous mutations in mtDNA to understand the mutational mechanisms. 
Replication of mtDNA is highly asymmetric between the heavy (H) and light (L) strands. The parental H 
strand is displaced by the daughter H strand and remains in a single-stranded state until the daughter L 
strand is synthesized. Occurrence of nucleotide substitutions was distinctly asymmetric between the two 
strands ; G→AandT→C transitions were 9-fold and 1.8-fold more frequent on the L strand than on the H 
strand, respectively. This nucleotide substitution bias is consistent with the T-and G-abundance of the H 
strand as well as the A-and C-abundance of the L strand. Deamination of cytosine to uracil or adenine to 
hypoxanthine in the single-stranded state of the parental H strand seems to contribute to the mutagenesis in 
mtDNA. 
Second, we examined the effect of mitochondrial genotypes on the predisposition to longevity or various 
diseases. Mt5178A, causing a Leu→ Met replacement in the ND2 gene, was more frequently observed in 
centenarians than in controls. The longevity-associated genotype Mt5178A predisposes resistance to adult-
onset diseases. We have confirmed that Mt5178A exhibits an anti-arteriosclerotic effect at least in diabetic 
patients. Genotyping of patients with mitochondrial diseases has revealed that the Mt5178A genotype sup-
presses the occurrence of mtDNA mutations, especially the Mt8993 T→ G transversion. Because T→ G 
transversion can be induced by oxidative damage to DNA, the difference in the occurrence of this mutation 
may be relevant to the functional differences between genotypes Mt5178A and Mt5178C. We can also specu-
late that the rates of age-associated accumulation of mitochondrial mutations in somatic cells are different 
between these mitochondrial genotypes. 

Keywords : mitochondrial DNA, deamination, uracil, hypoxanthine, longevity 
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加齢に伴って癌や成人発症性疾患あるいは生活習慣病

の頻度が上昇する．これらの発症に関して，動脈硬化な

ど血管病変の形成における脂質過酸化反応，発癌過程に
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おける活性酸素種（reactiveoxygen species) による核

DNAの酸化的損傷などが注目されている．ミトコンド

リアは活性酸素種および過酸化脂質の細胞内における主

要な産生の場である．体重あたりの代謝速度が大きい動

物ほど寿命が短いことは， ミトコンドリアにおける呼吸

が活発であれば，それによる酸化的損傷が増人し，細胞

老化が促進されることを示唆する． ミトコンドリア

DNA (rntDNA)の進化速度は大きく，アミノ酸配列も

種間で人きく異なる．アミノ酸配列の種差の一部はミト

コンドリアの呼吸速度に適応したものであろう．本稿で

は第 1にrntDNAの同義置換の分析結果に基づいて

mtDNAの変異発生機構について論じる．第2にヒトの

種内変異であるミトコンドリア遺伝子多型が，個体間の

ミトコンドリア機能の多様性に関与し，ひいては成人発

症性疾患に対する感受性に影響を与えているとの仮説に

基づき，長寿者群と疾患群のミトコンドリア遺伝＋型を

比較した結果について紹介する．長寿に関連する遺伝子

多型Mt5178Aの抗動脈硬化作用ならびにrntDNA変異発

生抑制効果についても報告したい．

l.ミトコンドリアDNAにおける
多型および変異の発生機構

l) ミトコンドリアゲノムの単塩基置換多型の機能的

貢嬰性

、トコンドリアゲノムは16,569塩基からなる環状二重

鎖DNAであり， 2種のリボソーム RNA,22種のトラン

スファーRNA,13種のメ ッセンジャーRNAをコードし

ている (Andersonet al., 1981).これらによ って， ミト

コンドリア内において，酸化的リン酸化系の複合体 1-V

の13種のサブユニットが合成される．

ミトコンドリアは酸素を利用してATPを合成する．

心筋細胞ではその断面積の33％を占め，神経細胞にお

いても重要な役割を果たしている． rntDNAは犀性遺伝

し，活性酸素の主要な発生源であるミトコンドリア内に

あるため，老化や各種の病態においてmtDNAの変異が

蓄積する ことが明らかになっている．またアポトーシス

の過程や高血糖時の内皮細胞傷害にミトコンドリアが関

与していることが注目されている．

一塩基多型 （singlenucleotide polymorphism, SNP) 

が注Hされており，我が国では標準SNPデータベース
の整備が進められている．著者らは， ミレニアムプロジ

ェクトの一環として，各96例からなる 6群（百寿者・

パーキンソン病患者・ 一般糖尿病患者・血管病変を伴う

糖尿病患者・若年肥満者・若年非肥満者），合計576例

のミトコンドリアゲノムの全塩基配列 (2000万塩基対）

を決定し，長寿あるいは疾患に関連する新規の遺伝f多

型を探索する計画を進めている．これは科学技術振典事

業団のデータベース構築支援事業に基づくものであり，

平成15年春に公開される予定である．これによ って日

本人のミトコンドリアゲノムにおける SNPsの全貌が明

らかになる．

核DNAは， 30億塩基対のゲノムが2対あるので60億

塩基対である．核のゲノムには2万6千～4万個の遺伝

子があり，その機能している部分は 9000万塩基対

(1.5%)である． 一方， mDNA(1.5万塩基対）では37

個の遺伝子 (2rRNA, 22 tRNA, 13 mRNA)が機能してい

るが， 1個の細胞あたり 2000コピー存在するので，細胞

あたり 3000万塩基対が機能していることになる．従っ

てmDNAの機能部分は核DNAの機能部分の 1/3とな

る．ここで， mtDNAの進化速度が核DNAより 5~10倍

高いことを考慮すると mtDNAのSNPsは機能的重要度

において核DNAのSNPsを凌駕するといえる (Tanaka

et al., 2000). 

2) ミトコンドリアのコドン表と塩基置換の発生状況

mtDNAの変異発生機構を論じる前に， mtDNAのコド

ン表の特徴についてまとめよう．まず， ミトコンドリア

のtRNAは22種類であり，重複は2組ある． Leuには

CUN (N = A/C/G/U)とUUR(R = A/G)に対応する

tRNAがあり， Serにも UCNとAGY(Y = C/U) に対応

するtRNAがある．普遍コドン表ではAGRはアルギニン

をコードしているが， ミトコンドリアのコドン表では

AGRは終止コドンとなっており， GCNのみがArgをコ

ードしている．注目すべきは，コドン第3部位のtransi-

tionが全て同義置換となることである．普遍コドン表で

はUGAは終止コドンになるが， ミトコンドリアのコド

ン表ではUGR(UGAとUGG)の両方がTrpをコードし

ている．また，普遍コドン表ではAUAはIleコードして

いるが， ミトコンドリアのコドン表ではAUR(AUAと

AUGの両方）がMetを コードしている．これらによ っ

てA+:!G transitionが生じてもTrpと Metを安定して使

用することができる．

43例のmtDNA(16,565塩基対），合計712,467塩基対

の分析結果に基づいて 13種のサブユニット遺伝子

(11,320塩基対）を分析すると，合計295個の塩基置換

(295/11320 = 2.9%)が見出された．そのうち，同義置

換は 194個（66%)であったが，非同義置換も 101個

(34%)存在した (Tanakaand Ozawa, 1994). 

3) H鎖とL鎖の間における非対称的な塩基置換の発生

まず， mtDNAの同義置換の特徴について述べる．同

義置換のうち， ArgをコードするコドンGCNの第3位置

のようにどの塩基に置換が生じてもアミノ酸置換を生じ

ない部位 (4重縮退部位）における塩基置換に注目した．

著者らは43例の個体のmtDNAの全塩基配列の解析結果

に基づいて4重縮退部位における変異発生頻度を計算

し，種内変異の発生機構を探った (Tanakaand Ozawa, 

1994). 

mtDNAの二本の鎖はlightstrand (L 鎖）と heavy .— 頻度は 15/264(5.7%)であるのに対し， C→Ttransi-

strand (H鎖）からなる． L鎖はCとAの含量が高く， G tionの頻度は 18/821(2.2%)であった． A→ Gより G

とTの含量が低い． 一方， H鎖はGとTの含量が高く， →Aの頻度が高いために， Gが少数となり Aが多数にな

CとAの含量が低い．

L鎖の4重縮退部位における G→Atransitionの頻度は

20/97 (20.6%)であるのに対し， A→ Gtransitionの頻

度は24/771(3.1%)であったまたT→ Ctransitionの

Fig. 1 

c
 
821 

ー：
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Frequency of nucleotide substitutions in the fourfold 
degenerate sites within the heavy-strand encoded genes of 
human mtDNA. Number of nucleotides at the fourfold 
degenerate sites is shown in each circle. The arrows and 
percentages show directions and frequencies of substitu-
tions 

る．同様にC→ Tより T→ Cの頻度が高いために， Tが

少数となり Cが多数になる．このように， 4重縮退部位

における塩基の頻度が変異発生頻度の逆数に比例すると

仮定して計算すると，予測値と観測値はよく一致した．

L鎖においてG→Atransitionの頻度がC→Ttransi-

tionの頻度より高いことは， G→Atransitionの頻度がH

鎖よりも L鎖において高いことを意味する．同様にL鎖

においてT→Ctransitionの頻度がA→Gtransitionの頻

度より高いことは， T→ Ctransitionの頻度がH鎖より

もL鎖において高いことを意味する．このようにH鎖と

L鎖の間で，変異が非対称的に生じることは， mtDNA

の複製の特殊性に関連がある．

4) MtDNAの複製機構

Fig. 2にMtDNAの複製機構を示した (Clayton,1982). 

MtDNAのH鎖の複製は， D-loopにある H鎖の複製開始

点 (OriH)から始まる．親H鎖を押しのけながら，娘H

鎖の合成が進む．娘H鎖の合成が8時の位置まで進み，

親H鎖の上にある L鎖の複製開始点 (OriL)が現れると，

初めて娘L鎖の複製が始まる．この間に親H鎖は一本鎖

状態におかれる． MtDNAの複製は緩徐であり，約2時

間かかるとされている．これは， mtDNAの複製が行わ

れるマトリックス空間は蛋白質の密度が高く，速やかな
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Fig. 2 Replication of mitochondiral genome. Replication of the daughter heavy (H) 
strand starts from the origin of H slrand replication (Ori叫 withinthe major non-
coding region (Step A at O min). The author assumes that it takes 60 min for the 
replication of H strand to be completed. The replication of the daughter light (L) 
strand starts at 40 min (Step C) from the origin of L strand replication (0叫）and
ends at 100 min (Step F2). The duration of single-stranded state of the parental H 
strand near the non-coding region is 40 + 40 = 80 min. Deamination of cytosine to 
uracil or adenine to hypoxanthine on the parental H strand is highly mutagenic. 

198 
199 



Table 1 Comparison of nucleotides at fourfold degenerate sites where A-to-G transition was detected at least one individual 

among 43 individuals 

Nuc Gene Sia Ora Gor Pyg Chi Hum Mut Obs Anal Occur 

4715 

4961 

5240 

7055 

7403 

8071 

7250 

5351 

5441 

7828 

ND2 

ND2 

D2 

COl 

COl 

CO2 

COl 

D2 

ND2 

CO2 

2

2

4

3

1

2

2

1

2
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A
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A

A

A

A

A

C

G

 

A

A

A

A
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A
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A

A

A

A

A

A

A

A

C

A

 

A

A

A

A

A

A

A

A

T

A

 

A

A

A

A

A

A

C

A

T

C

 

43 

43 

43 

43 

43 

43 

43 

43 

43 

43 

once 

once 

once 

once 

once 

twice 

once 

once 

once 

once 

Abbreviations used are : Nuc, nucleotide position ; Sia, Siamang, Symphalangus syndactylus ; Ora, orangutan ; Gor, 
gorilla ; Pyg, pygmy chimpanzee ; Chim, chimpanzee ; Hum, standard nucleotide in human ; Mut, mutated nucleotide 

detected at least in one individual ; Obs, number of individuals with the substitution ; Anal, number of individuals ana— 

lyzed ; and Occur, number of mutational occurrence in the phylogenetic tree. 

DNAの合成ができないためと推定されている．親H鎖

には一本鎖DNA結合蛋白質（singlestrand binding pro-

tein, SSB)が結合して安定化されるとはいえ， 一本鎖

DNAは二本鎖DNAよりも DNA損傷が生じやすい．損

傷された親H鎖を鋳型として合成される娘L鎖の複製の

過程において変異が発生する．

5) MtDNAにおけるtransitionの発生機構

G→A transitionの発生機構をここに示す．母H鎖上

で Cから Uへ脱アミノ反応が起こる．母H鎖上に生じ

たUを鋳型として娘L鎖が合成されるとき Aが取り込ま

れる．この結果L鎖上でG→Atransitionが生じる．変

異原性のある Uを排除するために， uracilDNA-glycosy-

laseが存在するが， Gと対をなしている Uを除去する場

合のみに有効である．一本鎖状態においてCがUに転換

し，それを鋳型としてAが取り込まれた場合には，

uracil DNA-glycosylaseが作用しても UがTに置き換え

られるのみである．

GL: CH→ H鎖複製 → GL:CH 

Deamination 

AL: TH←修復 ←AL:UH←L鎖複製←

＋
 

CH 

↓ 

UH 

同様にT→Ctransitionの発生機構も母H鎖上のAの

脱アミノで説明できる．母H鎖上でAから hypoxanthine

(Hx)へ脱アミノ反応が起こる． HxはTではな<cと
対合するので，その結果としてT→Ctransitionを生じ

る．変異原性のある Hxを排除するために， hypoxan-

thine DNA-glycosylaseが存在するが， Tと対をなしてい

るHxを除去する場合のみに有効である．一本鎖状態に

おいてAがHxに転換し，それを鋳型としてCが取り込

まれた場合には， hypoxanthineDNA-glycosylaseが作用

しても HxがGに置き換えられるのみである．

TL: AH→ H鎖複製 →TL:AH + AH 

Deamination ↓ 

CL: GH←修復← Cし ：HxH←L鎖複製 ← HxH

これに対し母H鎖上でGから xanthine(X)へ脱アミ

ノ反応が起きても， Xには変異原性がない．これはXが

Cと対合するためである．従って， L鎖上のCは安定で

あり，このため頻度が高い．

CL: GH→ H鎖複製→ CL:GH 

Deamination 

CL: GH←修復← CL:XH←L鎖複製←

＋ 
H

H

 

G

↓

x
 0叫に近いcytochromec oxidaseの遺伝子COIおよび

CORR遺伝子では，親H鎖は一本鎖状態におかれる時間

が短いために，これらの遺伝子領域では変異発生頻度が

低いと予想される． 一方， 0叫から遠いcytochromebの

Cytb遺伝子では，親H鎖は一本鎖状態におかれる時間

が長いために，この遺伝子領域では変異発生頻度が高い

と予想される． 4重縮退部位における Gの含量はOriLか

ら距離に関わらず全般的に低いが， OriLから遠い遺伝子

ほど4重縮退部位におけるTの含量が低くなっている．

しかしながら，実際に OriLから距離によって遺伝子間で

発生頻度が異なるかどうかを実証するために，さ らに多

数の個体を用いて種内変異を解析している．

6)種内変異と種間変異の比較

次に，人類の種内変異 （intraspecificmutation)の解

析から得られた G→Atransitionの頻度がA→Gtransi-

tionの頻度よりも高いという結果が，霊長類の種間比較

によって支持されるか否かを検討した．

Table 1に， 43個体の中で， 1個体以上において， A→

G transitionが検出された4重縮退部位において， 5種の

霊長類，すなわちシャーマン，オランウータン，ゴリラ，

Table 2 Comparison of nucleotides at fourfold degenerate sites where G-to-A transition was detected at least one individual 

among 43 individuals 

Nuc Gene Sia Ora Gor Pyg Chi Hum Mut Obs Anal Occur 

4655 

5147 

6962 

8020 

8155 

8856 

5231 

8251 

7600 

ND2 

ND2 

COl 

CO2 

CO2 

ATP6 

ND2 

CO2 

CO2 

43 

43 

43 

43 

43 

43 

43 

43 

43 

once 

once 

twice 

once 

once 

twice 

once 

once 

once 

Abbreviations used are the same as in Table 1. 

ピグミーチンパンジー，チンパンジーで対応する位置に

どのような塩基が見出されるかを比較したものである．

5441番および7828番のAを除いて，多くの種において

Aが観察されている．人類の共通の祖先 （いわゆるミト

コンドリアイプ）が持っていたA塩基のほとんどは霊長

類と共通である．このことは霊長類の共通の祖先から，

長期間にわたってAが保存されていたことを意味する．

少数のヒト個体においてAからGへ新変異が生じたと考

えられる．

Table 2は， 43個体の中で， 1個休以上において， G→

A transitionが検出された4重縮退部位において， 5種の

霊長類で対応する位置にどのような塩基が見出されるか

を比較したものである． 7600番の Gを除いて，多くの

種において，また，ヒトに近縁のピグミーチンパンジ一

およびチンパンジーにおいて， Aが観察されている．ま

た系統樹を描くと 6962G→Aと8856G→Aが2つの系統

で独立に2回生じたことが分かっている．これらの比較

から，ヒトとチンパンジーの共通の相先から，ヒトの祖

先が分岐した時にその祖先が偶然保有していたG変異が

多くのヒトに伝達されていると考えられる．すなわち，

ミトコンドリアイブが有していたGは新変異であったと

考えられる ．そのGは，少数の個人において GからA

に先祖帰りしている．近縁の種の塩基と比較すると， G

は一瞬出現し，急速に消滅していくようである．

2.長寿とミトコンドリア DNA多型

l)人類の歴史と倹約遺伝子型

ヒトは長い後生殖期を持つが，これは生物としては想

定外である．後生殖期に発症する疾患は，次世代へ遺伝

子が既に伝達された後に発症するので，これらの疾患に

関連する遺伝子変異は選別されず，ヒト集団の中に多型

として蓄積しうることを示している．人類の歴史の中で，

飢餓や寒冷に適応した遺伝十型 （倹約遺伝子型thrifty

genotype)が選択され，これが現代社会においては肥満

し易い遺伝的体質をもたらしている可能性がある． ミト

コンドリ アのエネルギー産生系の特性がmtDNAの倹約

遺伝子型によって規定されているかどうかについては，

検証が進んでいない．

2)老化に関するミトコンドリア仮説

ミトコンドリア脳筋症，心筋症，糖尿病においてミト

コンドリア DNA(mtDNA)の多様な変異が報告されて

いる．病的変異によってミトコンドリア機能障害が生じ

ると， ミトコンドリアからの活性酸素種の漏出が増大す

る (Zhanget al., 1998).その結果， mtDNA自身の酸化

的損傷による 二 次的変異の発生が起きること

(Kovalenko et al., 1996),脂質過酸化反応の副産物であ

る4ーヒドロキシノネナールなどによって修飾された蛋白

質 (Yoritaka et al., 1996)が主としてミトコンドリアに

おいて増加することなどが明らかになった．

これらの疾患の病因となる変異に関する知見を， 加齢

に伴うミトコンドリア機能障害に外挿したものが，老化

に関するミトコンドリア仮説である．著者らは体細胞に

おける mtDNA変異の蓄積が加齢と変性疾患に関与して

いることを 1989年に提唱した (Linnaneet al., 1989).こ

の仮説を検証した結果，多様な病態においてmtDNAの

欠失 (Hattoriet al., 1991 ; Ikebe et al., 1990)あるいは

点変異 (Kovalenkoet al., 1996)が蓄積することを PCR

法あるいはinsitu hybridization (Nakamura et al., 1996) 

によって示すことができた．

mtDNAの進化速度は核DNAの進化速度の5~10倍高

<, mtDNAの塩基配列の多様性は個体間で顕著である．
ミトコンドリアが老化において重要な役割を演じている

ことを明示するためには， mtDNA多型の相違によって

ミトコンドリアからのラジカル産生量が異なり，その結

果，成人発症性疾患に罹患する危険率が変化し，ひいて

は寿命にも影響を及ぼすという仮説を検証する必要があ

る．著者らは現在，多様なミ トコンドリ ア遺伝子多型を

解析し，それらの多型の老化過程への影響，あるいは生

活習慣病に罹患するリスクファクタ ーとしての意義を解

明しようとしている．
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Table 3 Nucleotide substitutions detected frequently in Japanse centenarians 

Substitution Gene Amino acid replacement Centenarian Control 

5178C→A ND2 Leu237Met 9/11 12/43 
8414C→T ATP8 Leu17Phe 7/11 11/43 
3010G→A 16S rRNA 

3)長寿に関連するミトコンドリアゲノムの一塩基多型

ミトコンドリアゲノムはSangerらが1981年に全塩基

配列を決定しており，ヒトゲノム計画のさきがけである．

著者らは，パーキンソン病あるいは特発性心筋症の患者

についてmtDNAの全塩基配列の決定を行った．それぞ

れの患者で見出された塩某置換が，病態に関与している

ことを証明するためには， 疾患群でのSNPの頻度と正

常者での頻度を比較する必要がある． しかし，中高年で

発症する疾患について考えると正常者の定義が難しい．

ほぼ同年齢の個体を対照群としても，数年後にその疾患

を発症する可能性は否定できない．そこで長寿者の代表

である百寿者（100歳以上）を疾患群に対峙するコント

ロール群として選択した．

4)長寿と母性遺伝

冠動脈の異常に基づく心臓病に関する疫学的研究

(Framingham study)によれば，長寿は父親の死亡年齢

よりも母親の死亡年齢に よって強い影響を受ける

(Brand et al., 1992). 母性遺伝によって伝えられたミト

コンドリア遺伝子型が， mtDNAに対する酸化的損傷，

mtDNA変異の蓄積速度，変性疾患に対する罹り 易さ，

さらには個体の寿命に影響を及ぼしている可能性があ

る．こ の仮説を検証するために，著者らは37例の日本

人の百寿者のmtDNAを分析した (Tanakaet al., 1998). 

5)百寿者のミトコンドリア逍伝子の解析

はじめに， 11例の百寿者において mtDNAの全塩基配

列を解析した．多様な塩基置換が存在したが， mtDNA

の全塩基配列が既に決定されていた43例の対照群と比

較して，これらの百寿者において数個の塩基置換がより ‘

商い頻度で検出された (Table3). 

アミノ酸置換を伴う 2ヵ所の塩基置換が百寿者群でよ

り高い頻度で観察された第1の塩基置換 (Mt5178A)

は， NADH脱水素酵素の第2サブユニットの遺伝子

(ND2)領域内の塩基番号5178C→Atransversionであり，

Leu237Met置換を伴う ．Mt5178Aは百寿者の 11例中9

例で検出されたのに対し，対照群では43例中 12例にの

み検出された．この頻度の差は危険率0.01以下で統計学

的に有意であった．

第2の塩基置換 (Mt8414T) は， ATP合成酵素の第8

サブユニットの遺伝子 (ATP8)領域内の8414C→ T

transitionであり， Leu17Phe置換を伴う ．Mt8414Tは百
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寿者の 11例中7例で検出されたのに対し，対照群では

43例中 11例にのみ検出された．この頻度の差は危険率

0.05以下で有意であった．

さらに第3の塩基置換 (Mt3010A) は16Sリボソーム

RNA遺伝子領域内の 3010G→ Atransitionである．

Mt3010Aは百寿者の11例中7例で検出されたのに対し，

対照群では42例中 11例にのみ検出された．この頻度の

差は危険率0.05以下で有意であった．

Mt8414TとMt3010Aの両者を有する百寿者7例は，

Mt5178Aを有する百寿者9例に含まれていたので，これ

らの塩基置換の大部分は連鎖していることが示唆され

た．

6)ミトコンドリア遺伝子型の顔度比較

これらの塩基置換の中から Mt5178Aに注目し， PCR-

RFLP法によ って， 37例の百寿者と 252例の愛知県内の

健康な献血者の試料をスクリーニングした．Mt5178Aの

白寿者における頻度 (23/37,62%) は，献血者におけ

る頻度 （114/252,45%) より統計学的に有意に高かっ

た（危険率 0.04, オッズ比＝1.99).このことは

Mt5178Aが長寿に関連している ことを示唆している．

これらのmtDNAの塩基置換が疾患の発生に及ぼす影

響を評価するために， Mt5178AとMt5178Cの頻度を，

無作為抽出した大学病院の入院患者および外来患者338

例において調べた．Mt5178AまたはMt5178Cを有する

患者の年齢分布から，若い患者における Mt5178Cの頻

度はMt5178Aの頻度とほぽ等しかったのに対し (46歳

未満の患者でのMt5178A: C比 46: 40), 高齢の患者

における Mt5178Cの頻度はMt5178Aの頻度と比較して

より顕著な増加を示し (46歳以上の患者でのMt5178

A:c比 86: 166), 46歳において明瞭な屈折点を示す

ことが明らかになった．高齢の患者における Mt5178

A/C比 （86: 166)は，百寿者における比 (23: 14, 

p = 0.001)および健常人対照における比（114: 138, 

p = 0.01)と比較して統計学的に有意に低かっ た．この

結果はMt5178Cを有する個体が， Mt5178Aを有する個

体と比較して，成人発症性の疾患に罹患しやすいことを

示唆している．

7)ミトコンドリア遺伝子型間の機能的相違

ミトコンドリア遺伝子型の相違によって呼吸活性 ・活

件酸素種の発生量に相違があるか否かを明らかにするた

めに，新生児の謄帯血から血小板を単離し，骨肉腫由来

のpo細胞と融合し， Mt5178AあるいはMt5178C型のミ

トコンドリアを有する細胞株を多数確立した．しかしな

がら，細胞株間の呼吸活性あるいは活性酸素種の発生量

の分散が大きいため，遺伝子型間で有意な差を示すこと

はできなかった．

Mt5178C→ Aによ ってアミノ酸置換が生じる残基

Leu237は哺乳類では保存されていない．ヒトではLeu

であるが，ラット・マウス ・ウシではThrである．水生

哺乳類であるアザラシおよびシロナガスクジラにおいて

Metが観察される．このMet残基が長時問潜水すること

ができるクジラのミトコンドリア機能にどのような関連

があるかは不明である．

メチオニンはイオウを含むアミノ酸であり，このイオ

ウがスーパーオキシドアニオン (superoxideanioin, 

02―)あるいはパーオキシナイトライト (peroxynitrite,

ONOO―）と反応 し，メチオニンスルホキシドmethion-

ine sulfoxideとなりうる (Levineet al., 1996). さらに形

成されたスルホキシドを修復しメチオニンに戻す機構が

存在すると考えられている．すなわち蛋白の表面にある

Met残基は活性酸素種を捕捉するラジカルスカベンジャ

ーであると提唱されている．ヒトのミトコンドリア

DNAによ ってコードされている 13種の蛋白質のメチオ

ニン含量を調べると 5.4％であり， ND2遺伝子産物のメ

チオニン含量は6.9％であった．この値は一般の蛋白質

のメチオニン含量 (2.2%)の2.2ないし3.1倍高い．も

し， ミトコンドリアに対する酸化的ストレスが加齢にお

いて重要であるならば， ND2サプユニットの長寿に関

連する Leu237Met置換はミトコンドリアに対する保護

作用を有している可能性があろう (Tanakaet al., 2000). 

3 糖尿病とミトコンドリアDNA多型

I)ミトコンドリア遺伝子型と1型糖尿病における糖

尿病性腎症との関連

無作為抽出した大学病院の患者で，遺伝子頻度に有意

の差が現れたことは， ミトコ ンドリア遺伝子多型の影響

が，神経変性疾患だけでなく，広範な成人発症性の疾患

に関与していることを示唆している．そこで，箸者らは，

心筋梗塞，脳血管障害，パーキンソン病，閉経，骨粗慇

症などについてMt5178A/C型の影響を検討している．

ここでは糖尿病との関連について紹介する．

糖尿病は白内障・網膜症 ・神経障害などを惹起すると

ともに，動脈硬化を促進し心筋梗塞や腎障害をもたらす．

糖尿病患者では家族歴を有するものが多く，遺伝的要因

と環境要因の複合がその発症に関与していると考えられ

る．

1型糖尿病については，東京女子医大糖尿病センター

の内潟安子助教授らと共同研究を行った． 10年以上の

罹患歴を有する 1型糖尿病患者において， ミトコンドリ

ア遺伝子型と網膜症および腎症の重症度との関連を検討

した．その結果，糖尿病性網膜症の進行と遺伝子型との

関連は認められなかったが，糖尿病性腎症の重症化は

Mt5178A型の患者と比較してMt5178C型の患者で著し

いことが明らかになった (Miuraet al., 2000).網膜症が

進行するか否かは血糖値のコントロールの良否に大きく

依存するのに対して，腎症の進行は遺伝的影響が大きい

と考えられている．Mt5178C型は糖尿病性腎症の重症

化に影響を与える遺伝的要因の一つである と推定され

る．

2)ミトコンドリア遺伝子型と2型糖尿病の動脈硬化

病変との関連

2型糖尿病については，順天堂大学内科内分泌学講座

の河盛隆造教授らと共同研究を行った．2型糖尿病患者

群と正常コントロール群との間でMt5178A/Cの遺伝子

頻度に有意差はなかったが，超音波エコーによって検出

される動脈壁プラークの出現頻度も Mt5178A型の患者

より Mt5178C型の患者において有意に高いことが明ら

かになった (Matsunagaet al., 2001).また頸動脈の内

膜中膜厚（IMT,intimal plus medial thickness)は

Mt5178A型の患者より Mt5178C型の患者の方が有意に
人きかった．IMTは年齢依存性に増大するが，糖尿病患

者においてMt5178A型は頸動脈の肥厚を8ないしは9年

分遅らせることが明らかになった．一方，糖代謝が正常

である群ではMt5178C型群より， Mt5178A型群の方が

動脈硬化の進行が約3年遅い傾向がみられたが，両群の

間で統計学的に有意差はなかった（未発表）．このよう

にMt5178A型は，糖尿病の発症を抑制しないが，糖尿

病患者における動脈硬化の進行を抑制する効果を有する

と考えられた．

Nishikawaら (Nishikawaet al., 2000)はミトコンドリ

アが高グルコース濃度の条件下で培養された血管内皮細

胞におけるスーパーオキシドの産生部位である と報告し

ている．すなわち，コハク酸脱水素酵素阻害剤または脱

共役剤の添加，あるいは脱共役蛋白質またはMn-SOD

の過剰発現によってミ トコ ンドリアからの高血糖によっ

て惹起される ROS産生を抑制することができたとして

いる． ミトコンドリア遺伝子型によって ミトコンドリア

からのROS産生量が部分的に規定されていると仮定す

ると，高血糖によって誘発される，あるいは加齢に伴う

動脈硬化の進行は，異なったミトコンドリア遺伝子型を

有する個体間で相違があると考えられる．

4.ミトコンドリアDNA多型の世界的分布

l)長寿に関連する遺伝子型の世界における分布

Cannらはヒトの進化に関する研究において，世界中

から集めた 147例の試料の中で，わずかに5例のアジア

人と 1例のヨーロ ッパ人がMt5178Aを有していたと報告
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した (Cannet al., 1987). この観察はMt5178Aが世界の

ヒト集団の中で比較的稀であることを示している．

Mt5178Aの頓度が日本人集団の中で45％と高いことは，

日本の平均余命（女性83.59歳，男性77.01歳）が世界

中で最も高いことと関連している可能性がある．

2) AFLP法による多型分析

最近，著者は山形大学法医学の梅津和夫助教授と協同し

て， 日本・翰国・中国の 10地点で得られた各 100人以

上の DNA試料（合計約 1100人）について， AFLP

(amplified fragment length polymorphism) 分析法を用

いてミトコンドリア DNAの一塩基多型 (SNPs) を詳細

に分析している． AFLPは， 1塩基の相違によって PCR

産物の長さが約5塩基対だけ異なるように，また遺伝子

座に よって PCR産物が約 10塩基対だけ異なるようにプ

ライマーを設計し，複数のプライマー対を同時に加える

ことによって， 1回のPCR増幅で複数のSNPsを同時に

分析する系である． AFLP分析では PCR-RFLP分析と異

なり，制限酵素による消化が不要であるので， PCR産物

をポリアクリルアミドゲル電気泳動で分離し，ゲルを染

色するだけで結果が得られる．

3)東アジアにおける長寿関連ミトコンドリア遺伝子

多型の分布

長寿に関連する遺伝子型Mt5178Aは日本ばかりでな

く，韓国，中国でも検出されたが， ドイツでは検出され

なかった． Mt5178A型を有する群を， ミトコンドリアの

16Sリボソーム RNA遺伝子の多型である Mt3010G→A

に注目して， Mt3010Aを有するA2型と Mt3010Gを有す

るAl型に細分した． A2型は，五島 (44%),新潟

(43％），沖縄（39%) で頻度が高く，奄美 (34%), 対

馬 (33％），鳥取 (29%) で頻度が低かった．中国では

華北 (24%) でA2型の頻度が高く，翰国 (24%) と同

じ頻度であったが，中国東北部（17%), 華中 (14%), 

華南（11%) では頻度が低下した．これに対し， Al型

は中国東北部 (12%),対馬（11％），韓国 (10%) に

多く，華中および華南では 6％ないし 4％であった． Al

型は，韓国と日本の間にある対馬（11%)で高頻度で

あったが，五島と沖縄では検出されず，新潟 (3%) と

奄美 (2%) で低頻度であった．

成人発症性疾患に罹患しやすいと考えられる

Mt5178C型の群を NADH脱水素酵素の第3サブユニッ

トの多型である Mt10398A→ G (Leu114Phe)に注目し

て， Mt10398G型を有する B型 (Bl~B6型に細分）と

Mt10398A型を有する C型 (Cl~C7型に細分）に分類

した．その結果， Bl型が華南 (44%) で主要な型であ

ること， B2型が沖縄 （22%) で頻度が高いこと， Cl型

がドイツ (70%) で主要な型であることなどが明らか

になった．このようにミトコンドリア遺伝子型を一塩基

多型に某づいて細分類すると，東アジアにおいて，異な

った多型を有する集団が一定の傾斜をもって分布してい

ることが明らかになった．

4) ミトコンドリア多型分析から長寿社会へ

これらの結果は， 日本人およびアジア人の起源を考え

る上で興味あるデータではあるが， 医学的観点からも重

要な示唆を与える．ア ジア人と欧米人の間でミトコンド

リア遺伝子邸に大きな差があることは，欧米人のアルツ

ハイマー病あるいはパーキンソン病患者において報告さ

れた mtDNA変異の多くか欧米人に固有のものであり，

日本や東アジアの国々における疾患の解明にはアジア人

を対象にした独自の研究が必要であることを示してい

る．また， 日本と近隣諸国の間で，遺伝子頻度に差はあ

るものの，基本的な多型の種類が同じであることは， 日

本においてミトコンドリア遺伝子型の成人発症性疾患ヘ

の影孵を研究することによって，東アジア諸国の人々の

健康づくりにも貢献できることを意味する．

結 五ロ＿＿―-ロ

現在，著者らはヒト mtDNAのSNPデータベースを構

築している．これによ って日本人のミトコンドリアゲノ

ムにおける SNPsの全貌が明らかになる．第二段階とし

て，発見された各SNPsの頻度をさらに多数の症例にお

いて分析することにより，長寿の遺伝的要因あるいはそ

れぞれの疾患に関連する危険因子が明らかになると期待

される．第3段階では，長期縦断研究と連携することに

よって，生活習慣と遺伝因子の交絡関係を明らかにする．

それぞれの個人のミトコンドリア遺伝子多型に応じて，

どのような栄養指導，運動処方，薬剤選択を行うべきか

などを決定することによって，健康で盟かな長寿社会を

築くことができるものと期待している．
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Mechanism of oxidative DNA damage by environmental chemicals and 

its role in carcinog~nesis and aging 

Shinji Oikawa, Mariko Murata, Yusuke Hiraku and Shosuke Kawanishi 

Department of Hygiene, Mie University School of Medicine, 2-174 Edobashi, Tsu, Mie, 514-8507, Japan 

Summary 

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

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

sequence specificity of oxidative stress-mediated DNA damage by using 32P-labeled DNA fragments 

obtained from the human c-Ha-ras-1, p53 and pl6 genes. The sequence specificity of DNA damage plays the 
key role in the mutagenic process, and affects the mutation frequency. Therefore, investigation on sequence 

specificity of DNA damage would provide clues on the biological significance of DNA damage which in turn 

may be beneficial for cancer prevention strategy. Here we discuss the mechanisms and sequence specificity 
of DNA damage caused by various environmental chemicals and UVA-activated photosensitizers in relation 

to carcinogenesis and aging. 

Keywords : DNA damage, carcinogenesis, aging, environmental chemicals, reactive oxygen species 

緒＝

環境因子や食餌性因子により生体内で生成される活性

酸素は，さまざまな生体分子を攻墜し，細胞傷害をもた

らす．なかでも活性酸素による遺伝子の損傷は，細胞死，

老化，突然変異，発がんなどに密接に関連している．化

学発がん過程の第一段階 （イニシエーション）における

DNA損傷機構は付加体形成と酸化的損傷に大別される．

DNA付加体は環境化学物質が生体内の薬物代謝酵素で

代謝活性化され， DNAに直接作用することにより形成

される． 一方，活性酸素は，イニシェーションに加えて，

発がん過程の第二段階であるプロモーションやプログレ

ッシ ョンに寄与すると考えられる．我々は，発がん性金

属やベンゼンなどの単環芳香族化合物が酸化的に DNA

損傷を介して発がんに至ることを報告してきた．さらに，

従来， DNA付加体形成によりその発がん機構が説明さ

れてきた多環芳香族化合物が酸化的DNA損傷性も有す

ることを見い出している．すなわち，多くの環境化学物

質の発がん過程において酸化的DNA損傷が非常に重要

な役割を果たしていることを明らかにしてきた．

* kawanisi@doc.medic.mie-u.ac.jp 

受付： 2001年11月12日 受理 ：2001年11月12日

c日本環培変異原学会

活性酸素がDNAを損傷し，老化の進行に関与すると

いう仮説が提唱されている．また，最近染色体の末端部

に存在するテロメア繰り返し配列の短縮が老化のプログ

ラムに関与しているとの報告がなされている．我々は，

老化促進機構の一つとして，活性酸素によるテロメア短

縮促進の研究を行い，酸化ストレスと老化の関係を解明

している．

本総説では，最新の研究をもとに，発がんや老化にお

ける酸化的DNA損傷の意義を概説する．

l.実験方法の原理

実験にはヒトがん原遺伝子c-Ha-ras-1およびがん抑制

遺伝子p53やp16のホ ットスポットを含む約 100~400

本稿は日本環培変異原学会第12回公開シンポジウム「活性酸素の分子病態学」で発表された．
This paper was presented at the 12th JEMS Annual Symposium at the Nagai Memorial Hall, Tokyo, May 26th, 2001. The symposium entitled 
"Molecular Pathogenesis for Oxidative Stress", was organized by Tatsuo Nunoshiba and sponsored by the Japanese Environmental Mutagen 
Society 
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Table 1 Mechanisms of oxidative DNA damage and/or adduct formation induced by various carcinogens 

Ames DNA adduct Oxidative 
test formation DNA damage References 

Aromatic nitro and amino compounds 
4-Aminobiphenyl (polynuclear) 
MeIQx and IQ (polynuclear) 
o-Toluidine (mononuclear) 
Nitrobenzene (mononuclear) 
o-Anisidine (mononuclear) 
Aromatic hydrocarbons 
Benzo[a)pyrene (polynuclear) 
Benzene (mononuclear) 

＋

＋

 

十

＋ ＋ ＋ 

+++ 

＋ ＋ ＋ 

＋ 

Pentachlorophenol (mononuclear) 
p-Dichlorobenzene (mononuclear) 
Caffeic acid (mononuclear) 
Others 
2-Nitropropane (aliphatic amino compound) 土

Benzoyl peroxide 

＋ 

＋ 

＋ Murata et al. (2001) 
＋ Murata et al (1999a, 1999b) 
＋ ＋ ＋ Ohkuma et al. (1999) 
＋ ＋ ＋ Ohkuma and Kawanishi (1999) 
＋ ＋ ＋ Ohkuma and Kawanishi (2001) 

＋ Flowers et al. (1997) 
＋ ＋ ＋ Kawanishi et al. (1989a) 

Hiraku and Kawanishi (1996) 
Oikawa et al. (2001a) 

＋ ＋ ＋ Naito et al. (1994) 
＋ ＋ ＋ Oikawa and Kawanishi (1996) 
＋ ＋ ＋ Inoue et al. (1992) 

＋ ＋ ＋ Sakano et al. (2001) 
＋ ＋ ＋ Kawanishi et al. (1999) 

塩基対のDNA断片をサブクローニングにより多量に得

た．これらのDNA断片の5'末端を 32pで標識し，制限酵

素で切断 して一端のみが標識された単離DNA断片を調

製した．また，テロメア配列を含む DNA断片 (5'-

(TAGTAG) 4 (TTAGGG) 4-3') は合成し，同様に 32pで標

識して実験に用いた．Maxam-Gilbert法を応用し，オー

トラジオグラムから DNA損傷性とその塩基特異性を決

定した．ま た，培養細胞を用いた実験においては，ヒト

白血病細胞HL-60とそのカタラーゼ過発現株のHPlOOを

用い，細胞内DNA損傷における過酸化水素の関与を検

討した．

2 酸化的DNA損傷と発がん

発がん物質のスクリーニングとして，変異原性試験の

一つである Ames試験が実施されている． 1976年に

Amesが300種の化学物質を試験した時には，発がん物

質の90％が変異原性を示し，非発がん物質の90％は変

異原性を示さないことから，変異原性の検出により発が

ん性が予測できると期待された． しかし，その後の研究

からAmes試験陽性物質と発がん物質との一致率は，現

在では約60％程度といわれている．新規化合物はAmes

試験陰性を確認後，使用が許可される ．それゆえ，

Ames試験陰性物質の安全性の評価方法に関する研究が

必要である．我々は， ••Ames test negative"な発がん物

質についてDNA損傷性を検討 した．その結果， Ames

試験陰性の発がん物質は多くの場合，活性酸素生成を介

してDNA損傷を起こし発がんに関与することを見い出

した．これまでの研究においてAmes試験陰性の発がん

物質と酸化的DNA損傷性との間に定性的な柑関関係を

認めている．すなわち， Ames試験がDNA付加体を形

成する発がん物質を効率よく検出するのに対して，我々

のシステムは酸化的DNA損傷をもたらす発がん物質を

検出するのに優れていると考えられる．種々の発がん物

質に よる DNA損傷形態と Ames試験による判定との関

係をTable1に示 した．本セクションでは，発がん物質

の化学構造と DNA損傷形態との関係に注目し，酸化的

DNA損傷とその機構について述べる．また，発がん性

金属における活性酸素の生成と塩基配列特異的DNA損

傷の発がんへの関与についても概説する．

I)芳香族アミノ化合物

(1)多環芳香族アミノ化合物

芳香族アミノ化合物である 2ーナフチルアミン (2-naph-

thylamine), 4-アミノビフ ェニル (4-aminobiphenyl,

ABP)やベンジジン (benzidine)は，染料や酸化防止

剤の合成中間体として広く使用されていたが，ヒトに膀

脱癌を発生させることが明らかとなり，現在，労働安全

衛生法で製造が禁止されている． しかし，これらの発が

ん物質はタバコの主流煙中に含まれていることが明らか

になっており，喫煙者の膀脱癌への関与が示唆される．

般にこれらの化合物は，生体内でシトクロム P-450に

より N水酸化されて， ヒドロキサム酸が形成される．

ヒドロキサム酸は，アセチルトランスフェラーゼあるい

はスルホトランスフェラーゼによりエステル化される．

このヒドロキサム酸エステルは，硫酸エステルの脱離性

のため非酵素的に解離し，ナイトレニウムイオンを生じ，

核酸やタンパク質と結合する．発がん性化学物質のうち，

ベンゼン環の数が多い場合， 一般に， DNA付加体形成

による発がんの第1段階 （イニシェーション）に関与す

ると考えられている．

我々 は， ABPの発がん機構には，以上のようなDNA

付加体の形成のみならず，酸化的 DNA損傷も関与する

ことを明らかにした (Murataet al., 2001). ABPの代謝

物である Nーヒドロキシ＿4-アミノビフェニルは， 自動酸

化し，ニトロソ体となる過程で活性酸素が生じ，生体内

重金属存在下でDNAを損傷する．さらに生体内還元物

質NADHによりニトロソ体が還元され，酸化還元サイ

クルが形成されると活性酸素の生成が増強し，著しい

DNA損傷が認められる ．さらに，食品加熱生成物ヘテ

ロサイクリ ックアミンやアゾ染料などの多環式アミノ化

合物についても DNA付加体の形成のみならず，そのN-

ヒドロキシ代謝物が酸化的にDNAを損傷することを明

らかにし (Murataet al., 1999a ; Ohnishi et al., 2000, 

2001), 活性酸素を介して発がん過程に関与する可能性

を示した．

(2)単環芳香族アミノ化合物

ベンゼン環が一つのアミノ化合物であるオルトトルイ

ジン (o-toluidine)は，染料や化学薬品の精製，除草剤

などに使用され，膀脱癌の多発が認められている

〔IARC評価 ：2B（ヒトに対して発がん性を示す可能性が

ある）〕．オルトトルイ ジンがDNAに付加体を形成する

という報告はなく，その発がん機構は解明されていない．

我々は，オルトトルイジンの代謝物である 4-amino-3-

methylphenolおよびo-nitrosotolueneが， Cu(II)および

NADHとの共存下で濃度依存的にDNAを強く損傷する

ことを認めた (Ohkumaet al., 1999). DNA損傷の塩基

特異性は， 4-amino-3-methylphenol,o-nitrosotoluene + 

NADHともにチミンおよびシトシンが，強く損傷され

た．酸化的DNA損傷の指標である 8-oxodGの生成量を

検討した結果， Cu(II)存在下で4-amino-3-methylphenol,

o-nitrosotoluene + NADHともに8-oxodG量が濃度依存的

に著しく増加した．従って，オルトトルイジンの代謝物

が，生体内物質存在下で酸化還元サイクル (redoxcycle) 

を形成し，酸化的にDNAを損傷することが発がんにお

いて重要な役割を果たしていることが示唆された．我々

は，さらにニトロベンゼンなどの代謝物が酸化的DNA

損傷を起こすことを認めており (Ohkumaand Kawanishi, 

1999, 2001), ベンゼン環が一つのアミノ化合物は主に酸

化により DNAを損傷することを明らかにした．

2)芳香族炭化水索

(1)多環芳香族炭化水素

ベンゾ［a] ピレン (benzo[a] pyrene)は数多くの

強力な発がん性芳香族炭化水素中で最も良く知られたも

のの一つである．ベンゾ [a] ピレンは，シトクロム P-

450により 7,8-ジオール-9,10ユポキシド (7,8-diol-9, 10-

epoxide) まで代謝され，湾領域エポキシドが形成され

グアニンの2位のアミノ基に結合しDNAに付加体を形

成する．多環状芳香族炭化水素の発がん性において，こ

の湾領域エポキシドは非常に重要な役割を果たしている

ことが知られている．しかし， 最近，ベンゾ [a]ピレ

ンの代謝物が活性酸素を生成し酸化的DNA損傷も引き

起こすことが報告され (Flowerset al., 1997), 現在，

我々はその機構解明を行っている．

(2)単環芳香族炭化水素

ベンゼンは， Ames試験では変異原性を検出できない

発がん性環境化学物質である．ベンゼンは，造血系障害

および悪性腫瘍 （白血病）を引き起こす．我々は，ベン

ゼンの代謝物であるカテコール (Oikawaet al., 2001a), 

ハイドロキノン (Hirakuand Kawanishi, 1996)および1,

2, 4ベンゼントリオール (Kawanishiet al., 1989a)が生

体内物質存在下において，酸化的にDNAを損傷するこ

とを証明した．特に，生体内還元物質NADH共存下に

おいて，カテコールは非常に強く DNAを損傷した．こ

の損傷機構（Fig.1)として，カテ コールの酸化生成物

である 1,2ベンゾキノンがNADHにより速やかにカテ

コールまで2電子還元され，酸化還元サイクルを形成し，

活性酸素が持続的かつ多量に生成されることを明らかに

した．また，ヒト白血病由来のHL-60とHPlOO細胞を用

いた結果から，カテコールは比02の生成を介して細胞

内DNAを損傷することが認められた．これらのベンゼ

ン代謝物，とくにカテコールは活性酸素生成を介して

DNA損傷を引き起こし，ベンゼンの発がん性に深く関

与することが示唆されたその他のAmes試験陰性の発

がん物質であるオルトフェニルフェノール (OPP)

(Inoue et al., 1990),ペンタクロロフェノール (PCP)

(Naito et al., 1994), パラジクロロベンゼン (p-DCB)

(Oikawa and Kawanishi, 1996)の各代謝物のハイドロキ

ノン誘導体およびベンゾキノン誘導体が生体内物質の存

在下で同様に活性酸素生成を介してDNA損傷を起こす

ことも解明している．

3)発がん性金属

金属は生体にとって必須なものも あると同時に，その

量や種類により毒性を示すものがある．6価クロム，ニ

ッケル， 砒素，ベ リリウム，カドミウムの発がん性は，

職業がんに関する疫学調資や動物実験の研究などから疑

う余地はない．また，鉄錯体，鉛，コバルトなどについ

ても，ヒトに対して発がん性を示す可能性が報告されて

いる．我々はinvitroの実験に基づき，発がん性金属に

よる DNA損傷をもたらす活性種は活性酸素であること

を明らかにし， 1986年に世界に先駆けて金属発がんの

活性酸素説を提唱した (Fig.2). 6価クロム （Kawanishi

et al., 1986), 2価のニ ッケル (Kawanishiet al., 1989b, 

2001a ; Inoue and Kawanishi, 1989), Fe (III)ニトリロ

一酢酸錯体（Inoueand Kawanishi, 1987)及び2価のコ

バルト (Kawanishiet al, 1989c)などの発がん性金属化

合物が， H凸からヒドロキシルラジカル (•OH) , 一重
項酸素 (lo2；ラジカルでないが反応性に富む励起状分

子酸素），金属ー酸素錯体など種々のタイプの活性酸素
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種を生成する．これらの活性酸素種は，塩基配列に特異

的な DNA損傷を起こし，発がんに関与する (Kawanishi

et al., 2001b). 

以上のように，酸化的DNA損傷は環境化学物質の発

がん過程において非常に重要な役割を果たしている．現

在，我々は，酸化的DNA損傷に加えDNA付加体形成を

も簡便に検出できるシステムを構築中であり，酸化的損

明を行っている．

1,4-benzoquinone 

3.酸化的DNA損傷と老化

加齢とともに活性酸素，放射線や太陽紫外線などによ

る酸化的ストレスが蓄積し，その結果， DNAや蛋白質

が損傷され，老化が進行するとの仮説が提唱されている．

染色体の末端部に存在するテロメア繰り返し配列 (5,_

傷と付加体形成の比率が発がん感受性に与える影響の解 TTAGGG-3') nの短縮が老化のプログラムに関与すると

の報告がなされている．テロメアは， 真核生物の染色体

の末端に存在し，ヒトでは約10kbも続き，染色体の安

定性や構造維持に重要な役割を果たしている．細胞分裂

のDNA複製時に新生鎖5'末端部分のテロメアDNAは一

定の割合で短縮する．このテロメア繰り返し配列の短縮

が酸化的ストレスにより通常の4~5倍促進されること

が報告された． （vonZglinicki et al., 1995, 2000).さらに，

炎症組織ではテロメアの短縮促進が認められることか

ら，炎症が老化促進に関与することも考えられる．従っ

て，我々は，環境因子や炎症による酸化ストレスに注目

し，テロメア短縮促進を介した老化促進機構の解明を行

っている．

1)太陽紫外線

太陽紫外線が，発がんのみならず，皮府の老化を進行

させることが知られている．太陽紫外線による DNA損

傷はDNAに吸収領域を持つUVBが主要な役割を果たし

ていると考えられてきたが，光増感物質を介したUVA

による損傷も近年注目されている (Hirakuand 

Kawanishi, 2000 ; Ito and Kawanishi, 1997 ; Tada-

Oikawa et al◆,1997).我々は生体内光増感物質 （リボフ

ラビンなど）の存在ド，ヒト繊維芽細胞WI-38にUVA

を照射し，テロメア繰り返し配列領域の短縮促進を検討

した．その結果， UVA照射量に依存してテロメア長の

指標の一つであるTRF(terminal restriction fragment) 

の短縮が認められ，また，同条件下においてヒト培養細

胞 (WI-38や前骨髄性白血病細胞HL-60)にUVAを照射

すると照射量に依存して有意に8-oxodGが増加した

(Table 2) (Oikawa et al., 2001b).この酸化的DNA損傷

によるTRFの短縮促進機構を解明するため，テロメア

繰り返し配列を含む合成 DNA(5'-(TAGTAG) 4 

(TIAGGG) 4-3') を用いてDNA損傷とその塩基配列特異

性をピペリジン処理と 8-oxodG修復酵素Fpgprotein処

理を行って検討した．生体内光増感物質存在下， UVA

照射により，テロメア配列中の5'-GGG-3'の中央のGに

特異的に8-oxodGが生成することを認めた．8-oxodGを

電気化学検出器付HPLC(HPLC-ECD)で定量した結果，

Gの連続配列を含まない合成DNAに比べ，テロメア繰

り返し配列を含む合成DNAにおいて8-oxodG生成贔の

著しい増加を認めた．この塩碁配列特異的DNA損傷は，

UVAにより励起された光増感物質が5'-GGG-3'配列の5'

側Gから電子を引き抜き，その後中央のGへhole(+ 

Table 2 8-oxodG formation and TRF length in WI-38 fibroblasts 

UVA(J/cmり 8-oxodG/10濯G土S.E. TRF (kb) 

゜
0.44土0.07 9.48 

2 0.72土0.03 8.53 
5 0.98土0.16 7.98 
10 1.09土0.26 8.25 

電荷）の移動が起こることにより，その部位に8-oxodG

が生成するためと考えられ， 電子受容性の光増感分子に

共通した機構である．

2)過酸化水索

酸化ストレスとして過酸化水素 (H202)を用いたと

き， Cu(II)存在下においてテロメア繰り返し配列中の

5'-GGG-3配列の5'側Gが顕著に損傷される (Fig.3A) 

(Oikawa and Kawanishi, 1999). 4つの塩基 (A,G, C, 

T)中ではGの酸化電位が最も低く，特にGGやGGG等

のポリ G配列は容易に酸化される． 二本鎖DNAでは，

GGやGGG配列の5'側のGが最も酸化されやすいこと

が最高被占軌道 (HOMO: highest occupied molecular 

orbital)の理論計算からも示されている (Yoshiokaet 

al., 1999 ; Kawanishi et al., 1999).テロメア配列中の5'-

GGG-3'配列の5'側Gの損傷は，最高被占軌道による理

論計算とよ< -致する．さらにテロメア繰り返し配列を

含むDNAでは，グアニンの酸化生成物である 8-oxodG

が，テロメア配列を含まないDNAよりも約5倍増加し

た．このDNA損傷はカタラーゼと Cu(I)キレート剤で

あるバソキュプロインにより抑制されたことから，損傷

の活性種はH心よ Cu(I)から生成された金属ー酸素錯体

であると考えられる．

3)炎症

慢性的な感染や炎症組織ではマクロファージや好中球

から一酸化窒素 （NO)及びスーパーオキシド (02―)

が過剰に生成される． NOと02―同時発生試薬 (SIN-1)

においても 5'-GGG-3'配列中の5'側Gの著しい損傷が認

められた (Fig.3B) (Oikawa and Kawanishi, 1999).こ

のGGG配列特異的な損傷には， NOと02―の反応生成物

ペルオキシナイトライト (ONOO―) が重要な役割を果

たしていると考えられる．この反応は条件により 8-

oxodGが生成される場合と 8-nitroGが生成される場合が

あり， Gのニトロ化も塩基配列特異的損傷に関与すると

推定される．

以上の結果から酸化的ストレスによりテロメア繰り返

し配列 (5'-TIAGGG-3')n中の5'-GGG-3'配列に特異的に

損傷が起こることが解明された．従って，環境化学物質

やUVAによる GGG配列特異的な損傷を介したテロメア

繰り返し配列の短縮促進が，老化促進に関与していると

考えられる．遺伝的早老症のウェルナー症候群などでは，

その原因遺伝子である DNAヘリカーゼの変異により，

DNAの複製や修復，転写などに異常をきたすことが知

られているが，テロメアの短縮速度も速いことが報告さ

れている．テロメア短縮促進については，正常なヘリカ

ーゼなどが， DNA修復過程において，テロメア繰り返

し配列中の5'-GGG-3'配列特異的な損傷部位の切断に関

与する可能性が考えられるため，現在検討を行っている．
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Fig. 3 Guanine-specific DNA cleavage by oxidative stress. The 32P 5'end-labeled 48-base pair fragment (5'_ (TAGTAG) 4 

(TTAGGG) 4-3') in 200 μI of 10 mM sodium bicarbonate buffer at pH 7 containing 5 μM DTPA and 20 μM per 

base of sonicated calf thymus DNA was incubated with 250 μM H凸inthe presence of 20 μM Cu (II) (A) or 1 

mM SIN-1 (B) at 37℃for 60 min. After piperidine treatment, DNA fragments were electrophoresed on an 8 % 
polyacrylamide/8 M urea gel using a DNA-sequencing system and the autoradiogram was obtained by exposing 

X-ray film to the gel. The relative amounts of oligonucleotides produced were measured using a laser densito-

meter (LKB 2222 UltroScan XL). The piperidine-labile sites of the treated DNA were determined by direct 

comparison with the same DNA fragment after undergoing DNA sequencing reactions according to the Maxam-

Gilbert procedure. The ho11.zontal axis shows the nucleotide number. 

causes metal-dependent damage to cellular and isolated DNA 

through H202 fom1ation, Carcinogenesis, 13, 1497-1502. 

Ito, K. and S. Kawanishi (1997) Site-specific DNA damage induced 

by UV A radiation in the presence of endogenous photosensitizer, 

Biol. Chem., 378, 1307-1312. 

Kawanishi, S., S. Inoue and S. Sano (1986) Mechanism of DNA Ohkuma, Y. and S. Kawanishi (2001) Oxidative DNA damage 

cleavage induced by sodium chromate (VI) in the presence of 

hydrogen peroxide, J. Biol. Chem., 261, 5952-5958. 
Kawanishi, S., S. Inoue and M. Kawanishi (1989a) Human DNA 

damage induced by 1,2,4-benzenetriol, a benzene metabolite, 

Cancer Res., 49, 164-168. 

Kawanishi S., S. Inoue and K. Yamamoto (19896) Site-specific DNA 

damage induced by nickel (II) ion in the presence of hydrogen 

peroxide, Carcinogenesis, 10, 2231-2235. 
Kawanishi, S., K. Yamamoto and S. Inoue (1989c) Site-specific carcinogenic 4-dimethylaminoazobenzene, Jpn. J. Cancer Res., 92, 

DNA damage induced by sulfite in the presence of cobalt (II) 23-29. 

ion, role of sulfate radical, Biochem. Pharmacol., 38, 3491-3496. Oikawa, S. and S. Kawanishi (1996) Copper-mediated DNA damage 

Kawanishi, S., S. Oikawa, M. Murata, H. Tsukitome and I. Saito 

(1999) Site-specific oxidation at GG and GGG sequences in dou-

hie-stranded DNA by benzoyl peroxide as a tumor promoter, Oikawa, S. and S. Kawanishi (1999) Site-specific DNA damage at 

Biochemistry, 38, 16733-16739. GGG sequence by oxidative stress may accelerate telomere short-

Kawanishi, S., S.Inoue, S. Oikawa, N, Yamashita, S.Toyokuni, M. ening, FEBS Lett., 453, 365-368. 

Kawanishi and K. Nishino (2001a) Oxidative DNA damage in Oikawa, S., I. Hirosawa, K. Hirakawa and S. Kawanishi (2001a) Site 

参考文献
Flowers, L., S.T. Ohnishi and T.M. Penning (1997) DNA strand 

scission by polycyclic aromatic hydrocarbon o-quinones : role of 

reactive oxygen species, Cu (II) /Cu (I) redox cycling, and o-

semiquinone anion radicals, Biochemistry, 36, 8640-8648. 

Hiraku, Y. and S. Kawanishi (1996) Oxidative DNA damage and 

apoptosis induced by benzene metabolites, Cancer Res., 56, 5172-

5178. 

Hiraku, Y. and S. Kawanishi (2000) Distinct mechanisms of gua-

nine-specific DNA photodamage induced by nalidixic acid and flu-

oroquinolone antibacterials, Arch. Biochem. Biophys., 38, 211-218. 

Inoue, S. and S. Kawanishi (1987) Hydroxyl radical production and 

human DNA damage induced by ferric nitrilotriacetate and hydro-

gen peroxide, Cancer Res., 47, 6522-6527. 

Inoue, S. and S. Kawanishi (1989) ESR evidence for superoxide, 

hydroxyl radicals and singlet oxygen produced from hydrogen 

peroxide and nickel (II) complex of glycylglycyl-L-histidine, 

Biochem. Biophys. Res. Commun., 159, 445-451. 
Inoue, S., K. Yamamoto and S. Kawanishi (1990) DNA damage 

induced by metabolites of o-phenylphenol in the presence of cop— 
per (II) ion, Chem. Res. Toxicol., 3, 144-149. 

Inoue, S., K. Ito, K. Yamamoto and S. Kawanishi (1992) Caffeic acid 

cultured cells and rat lungs by carcinogenic nickel compounds, 

Free Radie. Biol. Med., 31, 108-116. 

Kawanishi, S., Y. Hiraku and S. Oikawa (2001b) Mechanism of gua— 
nine-specific DNA damage by oxidative stress and its role in car-

cinogenesis and aging, Mutat. Res., 488, 65-76. 

Murata, M., M. Kobayashi and S. Kawanishi (1999a) Mechanism of 

oxidative DNA damage induced by a heterocyclic amine, 2-amino-

3,8-dimethylimidazo [ 4, 5-f] quinoxaline, Jpn. J. Cancer Res., 90, 

268-275. 

Murata, M., M. Kobayashi and S. Kawanishi (1999b) Non-enzymat-
ic reduction of nitro-derivative of a heterocyclic amine IQ by 

NADH and Cu (II) leads to oxidative DNA damage, 

Biochemistry, 38, 7624-7629. 

Murata, M., A. Tamura, M. Tada and S. Kawanishi (2001) 

Mechanism of oxidative DNA damage induced by carcinogenic 4-

aminobipehneyl, Free Radic. Biol. Med., 30, 765-773. 

Biochem. Biophys., 372, 97-106 

Ohkuma, Y. and S. Kawanishi (1999) Oxidative DNA damage by a 

metabolite of carcinogenic and reproductive toxic nitrobenzene in 

the presence of NADH and Cu (II), Biochem. Biophys. Res. 

Commun., 257, 555-560. 

induced by a metabolite of carcinogenic o-anisidine : enhance-

ment of DNA damage and alteration in its sequence-specificity by 

superoxide dismutase, Arch. Biochem. Biophys., 389, 49-56. 

Ohnishi, S., M. Murata, S. Oikawa, Y. Hiraku and S. Kawanishi 

(2000) Copper-dependent DNA damage induced by hydrazoben-

zene, an azobenzene metabolite, Free Radie. Res., 32, 469-478. 

Ohnishi, S., M. Murata, M. Degawa and S. Kawanishi (2001) 

Oxidative DNA damage induced by an N-hydroxy metabolite of 

by metabolites of p-dichlorobenzene, Carcinogenesis, 17, 2733-
2739. 

specificity and mechanism of oxidative DNA damage induced by 

carcinogenic catechol, Carcinogenesis, 22, 1239-1245. 

Oikawa, S., S. Tada-Oikawa and S. Kawanishi (2001b) Site-specific 

DNA damage at GGG sequence by UVA involves acceleration of 

telomere shortening, Biochemistry, 40, 4763-4768. 

Sakano, K., S. Oikawa, M. Murata, Y. Hiraku, N. Kojima and S. 

Kawanishi (2001) Mechanism of metal-mediated DNA damage 

induced by metabolites of carcinogenic 2-nitropropane, Mutat. 

Res., 479, 101-111. 

Tada-Oikawa, S., S. Oikawa皿dS. Kawanishi (1997) Cellular DNA 

damage and apoptosis induced by UV-A radiation, Photomed. 

Photobiol., 19, 29-32. 

von Zglinicki, T., G. Saretzki, W. Docke and C. Lotze (1995) Mild 

hyperoxia shortens telomeres皿 dinhibits proliferation of fibrob-

lasts : a model for senescence ? Exp. Cell Res., 220, 186-193 

von Zglinicki, T., R Pilger, and N. Sitte (2000) Accumulation of sin-

Naito, S., Y. Ono, I. Somiya, S. Inoue, K. Ito, K. Yamamoto and S. gle-strand breaks is the major cause of telomere shortening in 

Kawanishi (1994) Role of active oxygen species in DNA damage human fibroblasts, Free Radie. Biol. Med., 28, 64-74. 

by pentachlorophenol metabolites, Mutat. Res., 310, 79-88. Yoshioka, Y., Y. Kitagawa, Y. Takano, K. Yamaguchi, T. Nakamura, 

Ohkuma, Y., Y. Hiraku, S. Oikawa, N. Yamashita, M. Murata and S. and I. Saito (1999) Experimental and theoretical studies on the 

Kawanishi (1999) Distinct mechanisms of oxidative DNA dam- selectivity of GGG triplets toward one-electron oxidation in B-form 

age by two metabolites of carcinogenic o-toluidine, Arch. DNA, J. Am. Chem. Soc., 121, 8712-8719. 

212 213 



Environ. Mutagen Res., 23: 215 -222 (2001) Original Article 

Exposure to a power frequency magnetic field (50 Hz, 40 mT) 
did not cause point mutation in bacteria 

Masateru Ikehata□Yoshio Takashima2, Yuji Suzuki3, Hidesuke Shimizu3, 
J unji Miyakoshi4 and Takao Koana 1'2 

1 Biotechnology Laboratory, Railway Technical Research Institute, 2-8-38, Hikari-cho, 

Kokubunji, Tokyo 185-8540, Japan 

2 Department of Built Environment, Tokyo Institute of Technology, 4259 Nagatsuta-cho, 

Midori-ku, Yokohama, Kanagawa 226-8502, Japan 

3 Department of Public Health and Environmental Medicine, Jikei University School of 

Medicine, 3-25-8, Nishishinbashi, Minato-ku, Tokyo 105-8461, Japan 

4 Department of Radiation Genetics, Graduate School of Medicine, Kyoto University, 

Yoshida-Konoe-cho, Sakyo-ku, Kyoto 606-8501, Japan 

Summary 

Possible mutagenic effects of 50 Hz sinusoidal magnetic fields (MFs) were estimated using bacte-

rial mutation assay. Mutagenic potential of MFs of up to 40 mTesla (1 T = 10,000 Gauss) was not 

detected by the bacterial mutation assay using Escherichia coli WP2 uvrA and four strains of 

Salmonella typhimurium(TA98, TAlOO, TA1535, TA1537), either in the pre-incubation method or in 

the plate incorporation method. This suggested that 50 Hz, up to 40 mT MFs does not cause base 

substitutions or frame-shifts in bacteria. 

Keywords: magnetic fields, extremely low frequency, Ames test, mutagenesis 

Introduction 

The chances of being exposed to extremely low fre-
quency (ELF, 0-300 Hz) magnetic fields (MFs) are 

increasing due to an increase in power consumption in 

developed and developing countries. MFs are generated 

from various sources like power lines, electric appliances 

in homes and offices, electrified transportation systems 

and diagnostic devices such as magnetic resonance imag-

ing (MRI). However, we do not yet have convincing sci-

entific evidences that guarantee that exposure to such 

MFs is not hazardous to us. Since Wertheimer and 

Leeper (1979) reported possible association between the 

incidence of childhood cancer and wiring configuration, a 
number of studies on the biological effects of exposure to 

50/60 Hz MFs have been performed. These include stud-

ies at molecular and cellular level, and also at individual 

level and epidemiological studies. Most of the studies 
focused on the possible adverse health effects of exposure 

* ikehata@rtri.or.jp 
Received: March 16, 2001, accepted: August 13, 2001 
c Environmental Mutagen Society of Japan 

to weak ELF MFs that we are actually exposed to. 

Possible risks of loss of memory, Parkinson's and 

Alzheimer'.s diseases and especially of cancers have been 

extensively studied. 

Many studies claiming positive genotoxic effects of ELF 

MFs exposure have been reported. It was reported that 

an acute exposure of 60 Hz MFs (0.1-0.5 mT) caused a 

dose-dependent increase in DNA strand breaks in brain 

cells of rats (Lai et al., 1997a). Exposure to 60 Hz MFs 
caused an increase in radiation-induced hypoxanthine-

guanine phosphoribosyl transferase (HPRT) gene muta-
tion frequency(Walleczek et al., 1999). Effects on radical 

pair reactions (Lai et al., 1997a), on DNA replication (Lai 

and Singh, 1997b), and on DNA repair processes 

(Walleczek et al, 1999) were suggested as plausible mech-

anisms of these effects. On the other hand, there are sev-

eral reports with negative results. Exposure to a 50 Hz 

0.0002-0.2 mT MFs did not affect the rate of repair of sin-

gle strand breaks in DNA in CHO cells treated with 

hydrogen peroxide (Cantoni et al., 1995). 60 Hz 0.0012, 
0.1 and 0.9 mT MFs did not cause any genetic damage in 
MCF-7 cells (Dees et al., 1996). Genotoxic effects of MFs 

such as chromosome aberration, sister chromatid 
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exchange and suppression of DNA repair process have 
been reported (see Murphy et al., 1993, McCann et al., 

1993, 1998 for review). In these reviews, a decision have 

been given that MFs of 50 Hz, 0.15 to 5 mT are inferred to 

be negative for mutagenic potential. 

Recently, NIEHS working group of EMF Research and 
Public Information Dissemination program (EMFRAPID, 

United States) published a report (Portier et al., 1998) 

suggesting that ELF EMFs would be categorized as possi-

bly carcinogenic to humans (Group 2B of IARC evalua-
tion). This statement of the NIEHS working group was 

made depending on limited evidences of carcinogenicity 

in humans and less than sufficient evidences of carcino-

genicity in experimental animals. The report stated that 

they did not find sufficient scientific evidences for positive 

effects of environmental density of 50/60 Hz MFs (up to 2 
mT) except in some epidemiological studies conducted or 

estimated in this program. Results of experimental stud-

ies were often found to be ambiguous and often contradic-

tory to each other. This happened possibly due to the 
variety of biological test systems, the different wave forms 

of MFs, and most probably, due to the weakness of the 

flux density. 

To estimate the risk of weak MFs that we are actually 

exposed to is the final goal of these studies. However, 

using a higher density to explore effects of MFs is a com-

mon strategy for safety evaluation. Miyakoshi and col-

leagues reported that exposure to a 50 Hz, 400 mT MF 
caused a distinct increase in HPRT gene mutation in 

human melanoma MeWo cells (Miyakoshi et al., 1996) 

and in HPRT locus in human osteosarcoma Saos-2 cells 

(Miyakoshi et al., 1998). The flux density used in these 

studies was one million times greater than in a typical 

environmental MFs. The results are unambiguous and 

the involvement of eddy currents induced in the culture 

medium was suggested. In Saos-2 cells, complete dele-

tion of the HPRT locus rather than point mutation was the 
major cause of mutation. Koana et al. (2001) reported 

consistent results using the SMART test in Dorosophila 

melanogaster, where the exposure to a 50 Hz, 20 mT MF 

caused an increase in somatic recombination frequency 

whereas the frequency of point mutation remained 

unchanged. The involvement of the eddy currents was 

again suggested. 

However, in the SMAI汀test,the detection efficiency of 
point mutation is much lower than that of recombination. 

Therefore, it is not possible to conclude that exposure to 

time-varying MFs does not cause point mutation. It is 

necessary to investigate the mutagenic effects of ELF-
MFs, using an assay system with a high detection efficien-

cy for point mutation to estimate possible health risk of 

ELF-MFs. In addition, it is important to compare the 

genotoxicity of MFs to that of other well-known muta-

gens. A general, widely used assay system should be 
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employed. For these reasons, we used the bacterial muta-
tion assay (Ames et al., 1975) as this assay is commonly 

used to screen mutagenicity of drugs, chemicals and envi-

ronmental pollutants. The risks of exposure to MFs can 

be easily compared with that of other environmental pollu-
tants or mutagenic agents. 

Previous reports state that a 100 Hz 0.2 mT EMF and a 

0.3 Hz triangular wave EMFs (0.08 mT) did not affect the 

mutagenic frequency of histidine auxotroph Salmonella 

typhimurium TAlOO CTuutilainen et al., 1986 and Moore et 
al., 1979), or that a 0.3 mT of 60, 600, 6000 Hz EMFs did 

not induce genotoxicity in S. typhimurium TA97a, TA98, 

TAlOO and TA102 (Morandi et al., 1996). However, EMFs 

used in the above experiments were below 1 mT and thus, 

these results do not prove the absence of the genotoxic 
effects of strong static magnetic fields. On the other 

hand, we have already published several studies to exam-

ine strong magnetic fields on the mutagenicity and co-

mutagenicity of static MFs up to 5 Tusing bacterial muta-
tion assay (Ikehata et al., 1999) and lack of mutagenicity 

and co-mutagenicity of a 50 Hz, 14 mT MF using bacterial 

mutation assay (Nakasono et al., 2000). Here we exam-

ined the cytotox.icity and mutagenicity of stronger MFs of 

50 Hz, up to 40 mT sinusoidal MFs using the bacterial 

mutation assay, as Koana et al (2001) reported mutagenic-

ity of 50 Hz, 20 mT MF using SMAI汀test.We found nei-

ther cytotox.icity nor genotox.icity in bacteria used in this 

study. 

Materials and Methods 

1. Bacterial strains 

Five routinely used tester strains were used in this 
study. Four strains of S. typhimurium (TA98, TAlOO, 

TA1535, TA1537) were kindly provided by Dr. B.N. Ames 
of the University of California, Berkeley and E. coli WP2 

uvrA was kindly provided by Japan Bio assay center 
(Kanagawa, Japan). 

2. Reagents 
Nutrient broth (Oxoid, Nutrient broth No.2) was pur-

chased from Unipath Ltd. (Hampshire, UK). Bacto-agar 

was purchased from Difeo Laboratories (Detroit, MI, 

USA). The S9mix, prepared from liver of phenobarbital 

and 5,6-benzoflavone pretreated male Sprague-Dawley 
rats, was purchased from Kikkoman Co. (Chiba, Japan). 

Other reagents were laboratory-grade materials pur-

chased from Wako Pure Chemical Industries, Ltd. 

(Osaka, Japan). 

3. Magnetic field exposure 
Pair of water-cooled Helmholtz coils (ISM-12K12-2, IDX 

Co., Tokyo, Japan) was located in a constant temperature 
room (MCU-2000, Sanyo Co., Osaka, Japan) and the bac-

terial plates were maintained at 37土1℃during exposure. 

The coils were energized to generate horizontal sinu-
soidal MFs of 50 Hz, up to 40 mT (Fig. 1). Fifteen bacteri-

al plates (90 mmcp) could be placed in the exposure space 
(140 mmcp x 300 mm). Spatial inhomogeneity of flux den-

sity in exposure space was less than 10%. For shake cul-

tures, we used reciprocal shaker incubators to maintain 
the bacterial suspension tubes in the MF and in the con-

trol space simultaneously at 37土0.2℃usingcirculating 

hot water. 

4. Determination of cytotoxicity of 50 Hz MFs 
Four L-tubes (16 mm diameter) containing 5 ml nutri-

ent broth were inoculated with 10 μl innoculum from 

8.75% dimethylsulfoxide (DMSO) stock stored at -80℃. 

Two of the tubes were placed in a tube stand on one side 

of the reciprocal shaker incubator (37℃,50 rpm) while 

the other two were placed in the stand on the opposite 

side. One tube stand was placed in a 50 Hz MF and the 

other in control space. Stray flux density in the control 

position was less than 1/100 of that in the exposure space. 
(i.e. 0.4 mT when exposure coil generate a 40 mT field). 

Viable cell concentration was determined by colony form-
ing units (CFUs). ・so μl of each culture was sampled at 
each incubation time. The aliquot was diluted appropriate-
ly to obtain a concentration of 102 to 104 cells/ml with 0.1 

M-phosphate buffer(pH 7.4), and 100 μl of the diluted cell 

suspension was m以edwith 2 ml of molten top-agar (0.6% 
Bacto-agar, 0.5% NaCl) and poured on to nutrient agar 

plate. Viable cell number was counted after 24 h incuba— 

tion at 37℃and viable cell concentration in each culture 

at each time point was calculated. At least three indepen-

dent tests were perlormed. Student's t-test was used for 

statistical analysis of the results between the cell concen-

trations at each sampling point in the exposed group to 

that of control. 

5. Mutagenicity assay of 50 Hz MFs 

Experiments were carried out with plate incorporation 

method and also with preincubation method (Ames et al., 

1975 and Yahagi et al., 1977). Bacterial culture was incu-

bated aerobically using L-tubes containing 12 ml nutrient 
broth and 10 μl innoculum from 8.75% dimethylsulfoxide 

(DMSO) stock stored at -80℃and was grown to late-log 

phase (final cell concentration reached 1-3 x109 cells/ ml). 

In the preincubation method, tubes contained cell suspen-

sions (0.1 ml) with phosphate buffer (0.5 ml) were made 

and randomly divided two groups. MF-exposed group was 

preincubated in a 50 Hz MF while control group was incu-

bated in a control space for 20 min using reciprocal shak-

er incubator (37℃,50 rpm) simultaneously. After prein-

cubation, each content was mixed with molten top-agar (2 

ml), plated onto glucose minimal agar plates and incubat-

ed at 37℃in a conventional incubator for 48 hr. Revertant 

colonies were counted using Colony Analyzer CA-90S 

Fig. 1 A pair of Helmholtz coils to generate time-varying mag-
netic fields (ISM-12K12-2, IDX Co., Japan) 
Field density: maximum 40 mT at 50 Hz 
Temperature control: 37土0.2℃withshaker incubator 

37土1℃using air conditioner 
Exposure space: <I> 200 mm x 60~300mm 

げoyoSokki, Kanagawa, Japan) after 48 hr incubation at 
37℃.When the number of colonies/plate was small (sea. 
100), the accuracy of Colony Analyzer decreases. In such 

a case, each plate was also counted manually to confirm 

the score. 

In the plate incorporation method, cell suspensions (0.1 
ml), phosphate buffer (0.5 ml), molten top-agar (2 ml) 

were mixed and plated onto glucose minimal agar plates. 

The plates were randomly divided two groups and MF-
exposed group was incubated at 37℃for 48 hr in a 50 Hz 

MF while negative control group was incubated in a con-
ventional incubator, and then revertant colonies were 

scored. 

Top-agar consists of 0.6% Bacto-agar and 0.5% NaCl with 
50 μM L-histidine and 50 μM D-biotin for S. typhimurium 

strains and with 50 μM L-tryptophane for E. coli strain. 

Sodium azide (CAS No. 26628-22-8) was used as positive 

control for S. typhimurium TA1535 (0.5 μg/plate). 9-

aminoacridine (9-M 90-45-9) was used as positive control 
for S. typhimurium TA1537 (80 μg/plate). 2-(2-furyl)-3-(5-

nitro-2-furyl) acrylamide (AF-2, 3688-53-7) was used as 

positive control for S. typhimurium TAlOO and E. coli WP2 

uvrA (0.01 μg/plate) and for S. typhimurium TA98 (0.1 
μg/plate). 4-nitroquinoline-N-oxide (4-NQO, 56-57-5) was 

used as positive control for S. typhimurium TAlOO (0.025 

μg/plate) and for S. typhimurium TA98 (0.2 μg/plate) in 

plate incorporation method. Each experiment was per-
formed in at least triplicate plates and conducted at least 

three times. Statistical analysis was performed using lin-

ear regression model and non-statistical method of dose 

relationship and 2-fold cut off was used for evaluation of 

the results. 
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Results 

1. Cytotoxicity of 50 Hz MFs 

To test the cytotoxicity of a 40 mT, 50 Hz sinusoidal 

MF, shake cultures were incubated at 37℃under MF and 
viable cell concentration was determined by CFU every 1 

hour. The culture condition in the shaker incubator was 

inferred to be similar to that in the conventional incubator 

(data not shown). In MF exposure experiments, the 

CFU s of the exposed cells were almost the same as that of 

the control cells at each time-point in replicate experi-

ments and no statistically significant differences were 

found. Therefore, exposure to a 40 mT, 50 Hz MF was 

inferred to be non-toxic to bacteria used in this study (Fig. 

2). This would suggest that 50 Hz sinusoidal MFs up to 

40 mT has no toxic effect on bacteria provided that a lin-

ear dose-response relationship exists between the effects 

of MFs and its flux density. 

2. Mutagenicity of 50 Hz MFs 

In the preincubation method, cell suspension in steril-

ized tubes was exposed to MFs of various flux densities 

for 20 min at 37℃.Control cells were incubated for 20 

min at 37℃ simultaneously. The number of reverse 

mutant colonies in the control plates of each strain was 

almost the same as the number of spontaneous revertant 

colonies of the corresponding strain incubated in conven-

tional incubator. The results suggest that culture condi-
tions in the shaker incubator did not cause any artifacts in 

our assay. Under these experimental conditions, statisti-

cally significant difference in the number of revertant 

colonies was not found in all five tester strains at any flux 

densities. Fig. 3 shows the average of revertant colony 

number with standard deviation for MF-exposed, negative 

and positive control cultures in preincubation method. 

In plate incorporation method, each plate was exposed 

up to 40 mT, 50 Hz MFs for 48 h at 37℃.Fig. 4 shows 

the average of revertant colony number with standard 

deviation for MF-exposed, negative control (each experi-

mental set) and positive control groups in plate incorpora— 

tion method. There was also no difference in the number 

of revertant colonies for all tester strains between MF 

exposed and control groups. No difference was observed 
in the shape and size of revertant colonies of MF exposed 
and control groups (data not shown). On the other hand, 

the number of revertant colonies increased significantly in 

the chemical mutagen treated groups in both experimen-

tal methods for all tester strains. Therefore, these results 

suggest that MFs up to 40 mT, 50 Hz had no mutagenic 

potential under our experimental conditions. 

Discussion 

In this study, we examined possible mutagenic activity 
of 50 Hz MFs up to 40 mT using bacterial mutation assay. 

We found no mutagenic effect of exposure either in the 

preincubation method or in the plate incorporation 

method. These results suggest that even if MF causes 

point mutations (base substitution or frame shift) the 

degree of the mutagenic effects was less than the detec-

tion limit of the bacterial mutation assay used in this 

study. 
The International Commission on Non-Ionizing 

Radiation Protection (ICNIRP) has guidelines for limiting 

exposure to ELF magnetic fields (ICNIRP, 1998). It states 

that occupational exposure should be limited to fields that 

induce current densities less than 10 rnA/m2 in order to 

avoid excitatory stimulation of nerve or muscle in the 

range of 4 Hz to 1 kHz. Previous studies (Miyakoshi et 

al., 1996, Koana et al., 2001) have reported that 50 Hz MFs 

cause chromosomal deletion and somatic recombination 

and that the eddy currents were involved in mutagenesis. 

As the mutation frequency was observed to be proportion-

al to the radius of culture plates used in the experiment 

(Miyakoshi et al., 1996, Koana et al., 2001), eddy current 

rather than MFs itself appears to be responsible for the 

increase in the mutation frequency. Therefore, eddy cur-

rent induced in the bacterial plates in our experiments 

was calculated. The electric conductivity of the glucose 

minimal agar plates was measured using a conductivity 

meter (Model SC82, Yokogawa Electric Co., Tokyo, 

Japan) and was determined to be 0.78 S/m. Assuming 
that the eddy current induced in a plate perpendicular to a 

time-varying magnetic flux is proportional to the radius of 

the plate, the induced eddy current by exposure to a 40 

mT, 50 Hz sinusoidal MF is estimated to be 440 rnA/ m2 at 

the periphery of the plates and zero at the center. In our 

experiment, the revertant colonies appeared uniformly on 

the glucose minimal agar plates and the mutation frequen-

cy proportional to the radius of culture plates was not 

observed (data not shown). This suggests that the eddy 

currents up to 440 rnA/m2 did not cause any point muta— 

tion in bacterial cells. The exposure limitation recom-

mended in the ICNIRP guideline (10 mA/mりismuch 

lower than this. It is inferred that the eddy current below 

the ICNIRP limitation should not cause point mutation. 

Possible risk for point mutation from exposure to ELF-

MFs in living environment, which is several thousand 

times weaker than the MFs (up to 40 mT) used in this 

study, can be considered to be negligibly small. 

From the view of physical energy coupling, the thermo-

dynamic energy of the interaction between an electron 

spin and a 40 mT, 50 Hz sinusoidal MF is only 10-6~10-7 

kcal/mol which is much lower than that of X-rays, UV 

light and even of thermal noise. The bonding energy of 

weak chemical bonds in organisms such as van der Waals 

bonding (ca. 1 kcal/mol), hydrogen bonding (ca. 3-7 

kcal/mol) and ion bonding (ca. 5 kcal/mol) are much 
higher. Therefore, it is expected that chemical bonds will 
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E. coli WP2 uvrA 
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not be affected by exposure to a 40 mT, 50 Hz sinusoidal 

MF. It seems reasonable that a 40 mT, 50 Hz MF did not 

cause point mutation in bacterial cells. 

However, in Drosophila, exposure to a 20 mT, 50 Hz MF 
caused an increase of somatic recombination and terminal 

deletion while frequency of point mutation or chromo-

some non-disjunction were not affected (Koana, 2001). 

This result suggested that exposure to 50 Hz strong MFs 

may be associated with mutations at the chromosome 

level rather than at DNA level. In future studies, detec-

tion of large deletion, loss of heterozygocity or recombina-

tion in yeast, cultured cell line or other suitable systems 

should be performed to establish the mechanism of muta-

genie effects by exposure to ELF-MFs. 

On the other hand, the World Health Organization is 

conducting an International EMF Project to evaluate the 

health effects of EMFs ranging from static (O Hz) to radio 

frequency (300 GHz) fields and also to determine the lim-

iting MFs exposure. In the minutes of the project meet-

ings, several research needs are pointed out; in vitro stud-

ies that are directly relevant to possible in vivo effects, 

studies that address the issues of ELF exposure thresh-

olds, studies that examine reproducibility of the reported 

positive effects, and studies using compound exposure of 

static and time-varying fields are research themes with 

high priorities(http:/ /www.who.int/ peh-emf/index.htm). 

Thus, it is important to investigate the effect of MFs on 

different types on biological systems not only to under-

stand the mechanism involved but also find a solution to 
public health issue. 
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Comparison of mutation spectra induced by ethylating agents 
in DNA-alkyltransferase-deficient mutants of E. coli 
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Summary 

The mutational spectra of ethylating agents, N-ethyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (ENNG) and N— 

ethyl-N-nitrosourea (ENU), were investigated using lacZ reversion assay in Escherichia coli ada and 

ogt mutants. ENNG and ENU induced all types of base substitutions with G : C→A : T transitions 

most predominant, followed by A : T→G : C transitions. In an ada background, induction of G : C→ 

A: Tand A :T→G : C transitions were not enhanced, while 4 types of transversions (G : C→T:A, 

A:T→C: G, G: C→C: G, and A: T→T : A) were induced more strongly than in a wild-type back-

ground. In an ogt background, however, the opposite effects were observed, i.e. ENNG and ENU 

induced considerable increase of G : C→A: T and A: T→G : C transitions while no difference in 

transversions was observed between ogt mutant and its parent strain. 

Keywords: mutation spectrum, ENNG, ENU, ada, ogt 

Introduction 

Among a variety of lesions formed by exposure to alky-
lating agents, 06-alkylguanine and 04-alkylthymine are 

potentially mutagenic lesions because they can mispair 

during DNA synthesis and give rise to G : C→A: T and 

A:T→G : C transitions, respectively (Preston et al., 1986; 

Richardson et al., 1987; Dosanjh et al., 1991). E. coli cells 

contain alkyltransferase activity, which catalyzes the 

removal of alkyl groups from 06-alkylguanine and 04-

alkylthymine. Two kinds of alkyltransferase, 06-methyl-

guanine-DNA methyltransferase I (Ada-alkyltransferase) 

and 06-methylguanine-DNA methyltransferase II (Ogt-

alkyltransferase) are identified in E. coli. The ada-encod-

ed Ada-alkyltransferase removes methyl groups from 0見
methylguanine and 04-methylthymine as well as from 

methylphosphotriesters (Schendel and Robins, 1978; 

McCarthy and Lindahl, 1985). On the other hand, the ogt-

encoded Ogt-alkyltransferase repairs 06-methylguanine 

and 04-methylthymine but not methylphosphotriesters 

(Potter et al., 1987; Rebeck et al., 1988). It was reported 

that ethyl groups in ・the 06-position of guanine were 

removed by Ogt-alkyltransferase more rapidly than Ada-

alkyltransferase, while removal rate of methyl groups was 
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approximately the same for Ada-and Ogt-alkyltransferase 

(Wilkinson et al., 1989). As regards mutagenesis by ethy-

lating agents, Abril et al. (1992) reported that the defect in 

ada gene function had no effect on mutagenesis induced 
by N-ethyl-N-nitrosourea (ENU). On the contrary, it was 

reported that ogt mutant showed increased mutability to 

ethylating agents such as ENU and ethylmethane-

sulphonate (Abril et al., 1994; Vidal et al., 1997). 

Compared to predominant G : C→A :TandA: T→G:C 

transitions induced by alkylating agents, the role of the 

Ada-and Ogt-alkyltransferases on the minor transversion 

mutagenesis is not well characterized, because the induc-

tion frequency of transversion by alkylating agents is very 

low(Vidal et al., 1997). 

It is expected that the mutational spectra of chemical 

mutagens in bacterial cells with different genetic back-

ground for DNA repair would provide novel findings on 

mutagenesis and DNA repair. For the purpose of investi-

gating such mutation spectra, we have been employing 

the lacZ reverse mutation analysis system with a set of six 

specific tester strains (Ohta et al., 1998, 1999, 2000, 2001). 

The mutational target is an F'plasmid-encoded mutant 

lacZ461 allele (Cupples and Miller, 1989), and the test 

system can detect each of the six possible base-pair sub-

stitution mutations by measuring Lac+ revertant colonies. 

The Lac+ reversion system can detect minor transitions 

and transversions induced by mutagens even when their 

induction level is very low (Ohta et al., 1999, 2000). It is, 

223 



Table 1 Detectable base substitution events in tester strains of E. coli 

(1) WP5101P, WP5201P (,1 ada), WP5301P (,1 ogt) 
1) A:T→C: G 2) aatTag agt→aat Gag agt 3) stop→Glu 

(2) WP5102P, WP5202P (,1 ada), WP5302P (L1 ogt) 
1) G: C→A : T 2) aat gGg agt→aat gAg agt 3) Gly→Glu 

(3) WP5103P, WP5203P (,1 ada), WP5303P（△ogt) 
1) G: C→C : G 2) aat Cag agt→aat Gag agt 3) Gln→ Glu 

(4) WP5104P, WP5204P（△ada), WP5304P（△ogt) 
1) G: C→T : A 2) aat gCg agt→aatgAg agt 3) Ala→ Glu 

(5) WP5105P, WP5205P（△ada), WP5305P (L1 ogt) 
1) A:T→T : A 2) aat gTg agt→aatgAg agt 3) Val→ Glu 

(6) WP5106P, WP5206P (L1 ada), WP5306P (L1 ogt) 
1) A:T→G: C 2) aatAag agt→aat Gag agt 3) Lys→ Glu 

1) Detectable base substitution event in the tester strains 
2) Base substitution occurred in reverse mutation at position 461 (Capital letter denotes target base) 
3) Amino acid change at position 461 (Since substitution of the Glu-461 residue with any amino acid 
other than glutamic acid severely lowers ~-galactosidase activity, Lac• revertants arise only when a 
mutational event restores a glutamic acid codon) 

therefore, preferable for the investigation of transversions 

induced by ethylating agents at low frequency. We report 

here the different mutational spectra of ethylating agents 

in alkyltansferase-deficient mutants. 

Materials and Methods 

Construction of tester strains 
WP2012 [uvrA155, trpE65,.1(lac-pro),△ada::Cmr] and 
WP2013 [uvrA155, trpE65,,1(/ac-pro),.1ogt::Cmr] were 
constructed by introducing.1ada::Cmr from GW7101 and 

.1ogt::Cmr from KT211, respectively, into the strain 

WP2000 (Ohta et al., 1998) of Escherichia coli by Pl 

phage-mediated transduction. E. coli strains GW7101 and 

KT211(Yamada et al., 1995) were provided by Dr. M. 

Yamada, National Institute of Health Science (Tokyo, 

Japan). The method of phage Pl transduction was 

described previously (Ohta et al., 1998). Tetracycline-

resistance (Tcりgenefrom E. coli XLl-Blue [F': lacZ 

.1M15, proAB+, TnlO(tef)] was introduced into the F' 
(lacl―,lacZ461, proAB+) (Cupples and Miller, 1989) in 
strains AB101-AB106 (Ohta et al., 1998) by the Pl trans-

duction. Each of the six F'(lacl―,lacZ461, proAB+, Tcり
plasmids possesses a unique lacZ mutation at the GAG 

codon corresponding to Glu-461 (Cupples and Miller, 

1988), and Lac+ revertants arise only when a mutational 

event restores a glutamic acid codon. The F'(lacl―, 

lacZ461, proAB+, TcうandpKMlOl (mucAB, Apりplas-
mids were transferred to WP2000, WP2012, and WP2013 

by means of conjugation method (Ohta et al. 1998). A set 

of strains, WP5101P-WP5106P, are F'-and pKMlOl-carry-

ing derivatives of strain WP2000, and exhibit a Lac―,Trp― 

phenotype. Strains WP5201P-WP5206P and WP5301P-

WP5306P were△ada and.1ogt derivatives of WP5101P-

WP5106P, respectively. The reverse mutations required 

at the codon to restore the Lac+ phenotype to each strain 

and the corresponding base substitutions are presented in 
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Table 1. 

Chemicals and media 

N-Ethyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (ENNG; CAS No. 

4245-77-6) was obtained from Aldrich Chemical Co.(WI, 

USA). N-Ethyl-N-nitrosourea (ENU; CAS No. 759-73-9) 

was purchased from Iwai Kagaku Yakuhin Co. Tokyo. 
Mutagens were dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO, 

Wako Pure Chemical Ind., Tokyo). MGT medium (Ohta 

et al., 2000) consisted of Vogel-Bonner E medium supple-
mented with 0.5% glucose and 50 μg/ml tryptophan. ML 

agar plates consisted of Vogel-Bonner E medium supple-

mented with 0.5% lactose and 1.5% agar. MG agar plates 

contained 0.5% glucose instead of lactose. NBT-top agar 

contained 0.5 mg/ml nutrient broth powder (Oxoid, 

No.2), 0.5 mg/ml tryptophan, 0.5% NaCl, and 0.6% agar. 

Arnpicillin at a final concentration of 10 μg/ml was added 

to MGT medium when the strains were cultured. 

Lac+ reversion assay 

In a preliminary assay by pulse-treatment with ENNG 

for 30 min, transversions were scarcely detected in 

WP5103P and WP5104P but were detected by a plate 

incorporation method. Therefore, all the assays were con-

ducted with the plate incorporation method. The Lac+ 

reversion assay was performed as described previously 

(Ohta et al., 1999, 2000). Aliquots of 0.1 ml of bacterial 

overnight culture in MGT medium (adjusted OD珈＝1.0

with phosphate buffer) and 0.1 ml of a mutagen solution 

were added to a test tube containing 0.5 ml of 100 mM  

sodium phosphate buffer(pH 7.4). After preincubation at 

37℃for 20 min with gentle shaking, treated cells were 

overlaid onto ML agar plates with 2 ml molten NBT-top 

agar. The number of Lac+ revertants was counted follow-

ing 48 h incubation at 37℃.Assays were repeated at least 

twice with single or duplicate plates and data presented in 

Table 2 Cell killing effect of ENNG and ENU on the alkyltransferase-deficient strains 

Compound Dose Number of survivals/ plate (% control) 

(μg/plate) WP5106P 

ENNG 

゜
192 (100) 

0.5 196 (102) 

1 189 (98) 

2 192 (100) 

5 169 (88) 

ENU 

゜
191 (100) 

25 187 (98) 

50 188 (98) 

100 196 (103) 

200 180 (94) 

figures are the averages from 2-5 independent experi-

ments. 
Since it is difficult to measure the exact surviving frac-
tion in the plate incorporation method, the cell killing 

effect of ENNG and ENU was assayed independently with 

a similar method to the Lac+ reversion assay. Aliquots of 

0.5 ml of diluted cell suspension (300-400 cells/ml) of 

WP5106P, WP5206P (ada), or WP5306P (ogt) were mixed 

with 0.1 ml of ENNG or ENU solution. After preincuba-

tion at 37℃for 20 min, cells were plated on minimal glu-

cose agar plates by means of 2 ml NBT top agar. Survival 

colonies of WP5106P, WP5206P, and WP5306P were 

counted after 2 days incubation at 37℃.Because strains 

WP5101P-WP5106P are isogenic except the mutation in 

lacZ gene on the F'plasmid and the lacZ mutations have 

no effect on cellular viability under the assay condition 

using minimal glucose plates, it is considered that cell 

killing effects are equal among these strains. Therefore, 

we used a set of WP5106P, WP5206P (ada), and WP5306P 

(ogt) as representative strains to measure the cell killing 

effect of ENNG and ENU. 

Results 

Under the conditions of plate incorporation assay with 

ENNG at a dose range of 0.5-5 μg/plate and ENU at 25-

200 μg/plate, both the ada and ogt mutants showed 

almost the same sensitivity to cell killing effects as the 

wild-type strain (Table 2). Therefore, it is reasonable to 

compare the sensitivity to mutagenesis of alkyltrans-

ferase-deficient and -proficient strains by the number of 

Lac+ revertant colonies per plate without calculating the 

induced mutation frequency. 
Fig. 1 shows the base-pair substitution mutations 

induced by ENU. The compounds induced all types of 

base substitutions with G : C→A : T transitions most pre-

dominant, followed by A : T→G : C transitions. WP5102P, 

which detects G : C→A : T transitions, was highly suscep-

tible to ENU at lower doses (5-20 μg/plate) than the other 

five tester strains (50-200 μg/plate). END-induced G: C→ 

C : G transversions were the most infrequent base substi-

WP5206P (ada) WP5306P (ogt) 

199 (100) 138 (100) 

206 (104) 140 (101) 

204 (103) 131 (95) 

209 (105) 116 (84) 

157 (79) 107 (78) 

177 (100) 146 (100) 

187 (106) 141 (97) 

189 (107) 138 (95) 

182 (103) 135 (92) 

188 (106) 139 (95) 

tutions, but the dose-dependent increase was detected in 

WP5103P. A weak induction of G: C→T:A,A:T→C:G, 

andA:T→T : A transversions was observed in WP5104P, 

WP5101P, and WP5105P, respectively. In an ada back-

ground(WP5201P-WP5206P), four types of transversions, 
namely G: C→T:A,A:T→C:G,G:C→C: G, andA:T 
→T : A were induced more strongly than in an ada + back-
ground(WP5101P-WP5106P). Induction of A: T→G:C 

transitions by ENU in WP5206P (ada) appeared to be 

greater than in WP5106P. However, induction of G : C→ 

A: T transitions in WP5202P (ada) and of A: T→G:C 

transitions in WP5206P (ada) was not different to the 

induction in their parent strains WP5102P (ada+) and 

WP5106P (adaう，respectively.
On the other hand, the opposite effects were observed 

in an ogt background(WP5301P-WP5306P). The defect in 

the ogt gene function did not increase the number of Lac+ 

revertants induced by ENU in strains WP5304P (G : C→ 

T: A), WP5301P (A: T→C: G), WP5303P (G: C→C: G), 

and WP5305P (A : T→T : A) as shown in Fig 1. On the 

contrary, G : C→A: T and A: T→G : C transitions 

detectable in WP5302P and WP5306P, respectively, were 

enhanced considerably. Quite similar results were 

obtained with ENNG (Fig. 2). Enhanced mutability in ada 

strains was evident with four types of transversions, while 

that in ogt strains was evident with two types of transi-

tions. 

． 
Discussion 

Differences between the Ada-and Ogt-alkyltransferases 

in substrate specificity in vitro have been reported by 

Wilkinson et al. (1989). Ada-alkyltransferase of E. coli 

does not efficiently remove ethyl groups from the DNA 

lesion. Ogt-alkyltransferase was 173 times more efficient 
6 

than Ada-alkyltransferase in removing 0°-ethylguanine in 

DNA Yamada et al. (1993) showed that an ada mutant 

exhibited almost the same levels of sensitivities to the cell-

killing effect of ethylating agents as did the parent strain. 

Our present results also showed similar sensitivity to cell 

killing effects of ENNG and ENU among the ada, ogt, and 
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Fig. 1 Base substitutions induced by ENU 

(circle), WP5101P-WP5106P (ada•, p屈）； （triangle), WP5201P-WP5206P（△ada); (square), WP5301P-WP5306P（△ogt) 

Fig. 2 Base substitutions induced by ENNG 

(circle), WP5101P-WP5106P (ada•, ogt•); (triangle), WP5201P-WP5206P (.1ada); (square), WP5301P-WP5306P (.1ogt) 
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iron overload 23; 147 p16 tumor suppressor gene 23; 177 tobacco smoke 23;33 

iron-sulfur cluster 23;23 p53 23; 15 transcriptional activator 23;23 

deamination 23; 197 paired base effects 23; 167 
J u disulfide bond 23;23 perspective 23;39 

DMBA 23; 103 JPMA 23; 119 photo-micronucleus test 23;97 uracil 23; 197 

DNA damage 23;65,207 photoactivation 23;47, 103 
V L 

DNA repair 23; 183 photochemical genotoxicity 23; 107 

double-strand break (DSB) 23; 15 lomefloxacin 23;89 photogenotoxicity 23;83,89,97, 103,119 visible light 23; 103 

longevity 23; 197 photosensitizer 23;65,97 
X E 

loss of heterozygosity (LOH) 23; 15 phototoxic potential 23;53 

electron transfer 23;65 lung cancer 23;33 phototoxicity 23;47,89,97, 107 xeroderma pigmentosum 23; 159 

energy transfer 23;65 

ENNG 23;223 
M 

ENU 23;223 magnetic fields 23;215 

environmental chemicals 23;207 mitochondria 23; 183 

environmental mutagen research 23;39 mitochondrial DNA 23; 197 

ethanol 23; 1 mouse lymphoma tk assay 23;9 

extremely low frequency 23;215 mutagenesis 23;215 

230 231 



入会手続きのご案内

入会申込書に必要事項をご記入の上，年会費とともに現金書留にて事務局宛てお送りください．

年会費 7,000円（正会員）

5,000円（学生会員）

事業年度 （1月1日～12月31日）

（お申し込みについて）

1.入会申込書に必要事項を楷書でご記入の上，年会費とともに現金書留にて事務局までお送りください．

2.正会員は評議員の推薦を必要とします．推鷹者がおられない場合は，事務局にご相談ください．

3.学生会員は指導教官の推薦と在学証明書を必要とします．翌年の3月31日まで会員として登録されま

す．

4. 年度末に入会申し込みをされる場合で，翌年度から入会希望の場合は，その旨お知らせください．

5. 学会誌は入会後に発行した号からお送りしますが，当該年度で入会前の学会誌をご希望の場合は事務局

までご連絡ください．

6. 住所変更（学会誌送付先の変更）の際は，会員番号（学会誌等送付する際，宛名ラベルに印刷されていま

す），氏名，新 ・旧住所をご記入の上，事務局宛， 書面にてご連絡ください．

日本環境変異原学会

〒170-0003 東京都豊島区駒込1-43-9

駒込TSビル3F 財団法人 口腔保健協会内

電話 03-3947-8891（代） FAX 03-3947-8341 
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日本環境変異原学会入会申込書

日本環境変異原学会長殿

年月日

貴学会に入会いたした く評議員の署名を添えて申し込みます．

フ リガナ：

氏 名 ：

Name（ローマ字つづり）

生年月日（性別） 年 月 日

所属機関名 ：

住 所： 〒

TEL: FAX: 

電子メイル：

Affiliation 

Address 

Belong 

自宅住所：

、辛弔 話：

Home address 

学会誌送付先 ： ①所属機関

A 子 位：

研究領域（複数可）

加入学会名：

の本学会への入会を推薦致します．

日本環境変異原学会評議員

（署名）

日付

⑲ 

（男 ・女）

②自 宅

年取碍

入会申込書の送付先 ：〒 170-0003 東京都豊島区駒込1-43-9 駒込TSビル
励口腔保健協会内 日本環境変異原学会事務局
TEL03-3947-8891 FAX 03-3947-8341 

印



日本環境変異原学会学生会員申込書
[ 1年問（翌年の 3月 31日まで）のみ有効です］

日本環境変異原学会長殿

年月日

貴学会に学生会員として入会いたした＜貴学会員である指導教官の署名および在学証明書

（裏面に添付）を添えて申し込みます．

フリガナ ：

氏 名 ： ＠ 

Name（ローマ字つづり）

生年月日（性別）

校名／学部 ：

住 所：〒

TEL: 

電子メイル ：

Affiliation 

Address 

Belong 

自宅住所 ：

電 話 ．． 

Home address 

学会誌送付先 ：

研究領域（複数可）

指導教官名 ：

連絡先 ：

19 年 月 日 （男 ・女）

FAX: 

①大学 ②自 宅

の本学会への学生会員としての入会を推煎致します．

指導教官

（署名） 印

日付

入会中込書の送付先 ：〒170-0003 東京都豊島区駒込 l-43-9 駒込TSビル
側）口腔保健協会内 日本環境変巽原学会事務局
TEL03-3947-8891 FAX03-3947-8341 

-¥I-
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康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」，および「特別企画（受賞講演）」，「論

説」，「資料 ・情報」などを掲載する．なお，投稿論

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．原則と

して編集委員会より寄稿を依頼する．

「一般論文」 は，変異原に関する独創的研究の原著

論文で，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．陰性データ

も受け付ける．

「短報」 は，新しい技術の紹介や価値あるデータを

含む短い報告とする．陰性データも受け付

ける．

「論説」 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，会員からの

投稿によるものとする．

「資料 ・情報」は，環境変異原に関する調査の結果

などをまとめたもの，および公開シンポジ

ウム，研究会の要旨などとする．

(Letter to Editorも受け付ける．）

2. 投稿資格

共著者のうちの 1人は日本環境変異原学会会員でな

ければならない．ただし，招待寄稿の場合にはこの

限りではない．

3. 論文原稿の書き方

論文原稿の用語は英語または日本語とし，愚煎叉達内

雙簡潔にわかりやすく書く ．総説， 一般

論文，論説は，写真・図表を含めて刷り上がり 8頁

以内．短報は 4頁以内とする．ただし規定の頁数を

超えることが明らかな場合は，事前に編集委員に相

談する．

編集委員会からのお願い

4. 論文原稿の送付

論文原稿は 5部と本誌に綴じ込みの「投稿論文チェ

ックリスト」を，下記に （簡易）書留便または宅配

便で送付する．

〒 170-0003 

東京都豊島区駒込 1-43 -9 駒込TSビ）レ

インテルナ出版

日本環境変異原学会誌編集係

Tel. 03 -3944 -2591 

Fax. 03 -3947 -8073 

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，論文などの一部の複製，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，事前に文書にて学会長に申し出を

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

1) 投稿料は無料とする．ただし頁数の超過分や多

額の経費を要する図表の実費は著者負担とする

場合がある．

2) カラ ー印刷等の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．

3) 別刷りはすべて著者負担とする．別刷り希望者

は著者校正時に添付する申込書に50部単位で

申し込む．

「環境変異原研究EnvironmentalMutagen Research」への投稿論文の，投稿から印刷までの時間の短縮を目指
し，投稿論文の査読を評議員にお願いすることになりました．それに伴い，投稿規定の見直しも行い，今後は

年大会での発表と同様に，投稿論文の分野を著者に申告していただき，同一分野を登録していただいている評議

員に査読していただくことになります． 今回投稿時のチェ ックリストをお届けしますので，投稿論文と一緒に必

ずお送り下さい．

現在7名の編集委員が分担して学会誌， femsNewsの編集作業を行っていますが，それぞれ自分の仕事を抱え

ボランティアとして活動しています．そこで，会員の皆様の積極的な雑誌作りへの協力として，年大会で発表さ

れたものを一報でも多く論文にまとめ，本学会誌に投稿していただきますようお願い致します．また， femsNews 

への投稿，情報，意見，公募等もお願いします．

本誌の将来像に関する議論を進めております．英文誌化の話も出ており，編集委員を中心に検討を始めたとこ

ろですが，皆様のご意見を是非お聞かせいただきたく思います．どんな些細なことでも結構ですから，学会誌

に関することでコメント，提案等がありましたら，組集委員までE-mailにてお知らせください．編集委員一同



投稿論文チェックリスト
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て作成する．

日本文の原稿：

原稿はA4判用紙に 1行約 40字， 1頁30~31行

で印字する （刷り 上がりの約 1/2頁に相当する）．

ただし，要約は英文(300語以内）とする．ま た，

別に題名，著者名（フルネーム），所属機関名なら

びに所在地を英文で付ける．

英文の原稿：

原稿はA4判用紙にダブルスペースで印字(12ポ

イント ）する．1頁25~27行を標準とする．原

稿は著者の責任において英語の添削訂正を受けた

ものに限る．

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，固有名詞や遺伝子名など

で大文字の使用が必要な場合を除き，原則として小

文字表記とする），第3頁以下，緒言（Introduction),

実験材料および方法(Materialsand Methods），結

果(Results），考察(Discussion)または結果および考

察，結語(Conclusion)，謝辞（Acknowledgments),

参考文献(References),表，図の説明および図の順

序とする．ただし，総説の記述は， 第3頁以下，緒

言，1. ・・・・・・， 2. ・・・・・・， 結語， 謝辞， 参考文献， 表，

図の説明および図の順序とする．なお図と表の説明

文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，化学物質の CAS登録番号を記載する．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）．

6. 数字は算用数字を用い，単位は慣用による省略記号

を用いる．

7.略語を使用するときは，論文中にはじめて使用する

ときに完全な語とその略語を括弧内に示す．

8. 句読点はカンマ （，）およびピリオド（．）とする．

9. 表，図は本文と別にし，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（英

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する．

11.表は上部に一連の番号Table1, 2,…と英文の表題を

記入する （文頭のみ大文字）．脚注を要するときに表

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．

13.参考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

ぅ．記載順序は著者氏名， （年），題名，雑誌名，巻，

頁（単行本の一部引用の場合は著者氏名， （年），題名，

編者名， 書名，発行所，発行地， 頁） の順とする．

単行本そのものを引用する場合は，編者名あるいは

著者名， （年），書名，発行所，発行地の順とする．

文献の記載方法は下記の例に従う．

Ames, B.N., ]. MaCann 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) Overview and conclusion of the IPCS 

collaborative study on in vitro assay systems, 

In : J. Ashby, F.J. de Serres et al. (Eds), 

Evaluation of Short-Term Tests for Cardno-

gens, Elsevier, Amsterdam, pp. 117-17 4. 

Friedberg, E.C., G.C. Walker and W. Siede (1995) 

DNA Repair and Mutagenesis, ASM Press, 

Washington, D.C. 

藤川和男，梁 治子，近藤宗平（1984)ハエの翅毛

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，外村

晶（編），染色体異常，朝倉書店，東京，pp.

107-113. 

松影昭夫（組）（1996)DNA複製，修復と発癌， 羊

土社，東京．

（改訂 2000年 12月）

論文ご投稿の際，この用紙に必要事項をご記入のうえ，添付してください．

論文名（日本語）

（英語）

窓口著者名：

連絡先（住所）

(TEL) 

(FAX) 

(E-mail) 

分類（該当するものに印をつけてください）

口突然変異のメ カニズム

口変異原の検出

口環境汚染物質

口抗変異原

□DNA損傷（付加体）
口変異原の代謝

口変異原の修飾，発現

口試験法の開発，改良

□その他 （

送付前のチェック項目

口投稿規定，執筆規定に沿っていますか （特に引用文献）

口英文校閲はお済みですか

口投稿論文は5部ありますか

恭

二

＝ 
ゃ



日本環境変異原学会の概要

The Japanese Environmental Mutagen Society (J EMS) 

所在地 〒170-0003 東京都豊島区駒込1-43-9駒込TSピル（財）口腔保健協会内日本環境変異原学会

TEL 03 (3947) 8891 FAX 03 (3947) 8341 

会長 木苗直秀（静岡県立大学食品栄養科学部教授）

設立昭和47年8月21日

創設経緯・沿革 昭和47年8月21日に下記の目的に賛同する研究者が集り研究会を組織した．その後会

員数が増大し，昭和58年1月1日より学会に改組された．昭和56年には国際環境変異原大会の

開催その運営に当たったなお， 2001年10月に第8回国際環境変異原学会が静岡で開催予定

で現在その準備が進められている．

目 的 人間 ・生物・地球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変異原と，こ

れに関連する基礎研究の推進ならびに関連情報技術の伝達を目的とする．

会員数 正会員912 学生会員58 名誉会員7 賛助30団体

集会 年次大会(1回／年） シンポジウム，ワークショ ップ(1回／年）

刊行物 ①環境変異原研究 Environmental Mutagen Research (3回／年，350頁／年， 1000部／

回） ②JEMS News (3回／年， 50頁， 1000部／回）

顕彰事業 ①日本環境変異原学会学術賞 創設 平成5年11月25日(1件／年） ②日本環境変異原学会

研究奨励賞創設平成5年11月25日 (2件程度／年）

国際学術団体への加入 国際変異原学会連合 Int. Assoc. of Environmental Mutagen Socs.(IAEMS) 

オランダ（正会員 分担金450ドル 1972年加入）

関係国際学術団体 国際環境変異原学会・癌原防御委員会 Int. Commission for Protection Against 

Environmental Mutagen and Carcinogen (ICPEMC)オランダ

国際会議の国内開催 第3回国際環境変異原学会（東京， 三島， 1981年），

第8回国際環境変異原学会（静岡， 2001年予定）

国際会議への派遺 第6回国際環境変異原学会 6th International Conference on Environmental 

Mutagen (1993年2月オーストラリア 12名）

国際人物交流等 く外国人科学者の招へい等＞ ①第22回大会の特別講演演者，シンポジストとして 平

成5年11月 アメリカ 3人，イギリス 1人，カナダ1人 ②環境変異原学会・放射線影響学会・

合同シンポジウムの特別講演演者として 平成6年 特別 11月アメリカ 2人 ③第23回大会の

特別講演演者として 平成6年11月 アメリカ 1人 ④環境変異原学会・放射線影響学会・合同

シンポジウムの特別講演演者として 平成7年5月 アメリカ2人 ⑤第24回大会の特別講演演

者，シンポジウムとして 平成7年11月 フィンランド 1人，イギリス 1人 ⑥第25回大会の

特別講演演者として 平成8年11月 オランダ1人 ⑦第26回大会のシンポジストとして 平

成9年12月 ドイツ 1人，アメリカ 2人 ⑧第27回大会のパネルディスカッション，シンポジ

ストとして 平成 10年11月 カナダ 1人， ドイツ 1人，イギリス 1人，フランス 1人，アメリ

カ2人 ⑨第28回大会のシンポジストとして 平成 11年12月 アメリカ 2人

国際文献交流等 ＜定期刊行物の海外送付＞環境変異原研究 (EnvironmentalMutagen Reseach), 

JEMS Newsく海外学術誌の受入＞4種4カ国



ORIENTAL YEAST Co., LTo. 

研究者のあなたに代わって
エームス試験用陽性対照コントロールを調製

◆安衛法のガイドラインに従って調製した陽性対照コントロールです。

◆ 調製済み陽性対照を各々0.5mlすつ2mlセラムチューブに分注してー80℃以下でお届けします。
◆ 最終希釈の手間はいりません。溶解して直ぐにご使用いただけます。（復帰試験データ付き）

♦マルチセット： 4種類 計8濃度 10本入（下記参照）

マルチセット内容
陽性対照物質： 2AA

AF-2 
NaN3 
9AA 

Th.I”k Globally; Act Locally局％f•緻厖・遣伝f…

濃度： 5、10、20(*)、1OOμg/ml 
0.1(*)、1.0μg/ml
5.0μg/ml 
BOOμg/ml 

溶媒： DMSO
DMSO 
注射用水
DMSO 

（＊）は各々2本、他は各1本

●予定販売価格： lセット10本入 ¥15.000
●保証期限：ー80℃以下での保存で1年間

研究者の皆様のこ要望にお応えして
小さいシャーレ（径6cm)のエームス培地を作りました

◆本培地は安衛法のガイドラインに従って調製した最少グルコース寒天培地です。

◆ 一般的な径9cmのシャーレに比べて面積が約半分にtcJ-りました。貴重なサンプルの使用量が大幅に削減
できます。

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。

変異原性試験用凍結S-9 _
 家田貿易のS-9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。

S-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4.5m£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データを添付致します。 ロット毎に下記の変異原活性テータ（突然変異株数）を添付致します。

組成： A. 硫酸マグネシウム七水和物・・… •0.2g
クエン酸ー水和物・・・・・・・・・・・・・・・・..2g 
りん酸ニカリウム、無水・・・・・・・・・・・・lOg 
りん酸アンモニウム・・・・・…・ •… .. 1.92g 
水酸化ナトリウム・・・・・・・・・・........0.66g 
蒸留水・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・200ml 

B.ぶどう糖・・・・・・・・・・・20g 
蒸留水・・・・・・・・・・・・・・・ 100ml

C. 寒天・・・・・・・・・・・・・・・・・・15g 
蒸留水・・・・・・・・・・・・・・・700ml

A、B、Cそれぞれを高圧蒸気滅菌し、60℃に冷却して混合。これを放射線滅菌したシャーレに12ml
分注し凝固させます。

●予定販売価格： ¥10,000/l0枚
●保証期限：室温(l5℃~25℃)暗所保存で6ヶ月間安定です。
●標準サイズ（径8cm)シャーレ「テスメティアAN±音地」も販売しておりますのでご照会下さい。

お問い合わせ・カタログ請求は

製造元

＠ が9エン”’'醗鐸工業糠式会註
バイオ事業部

〒174-8505 東京都板橋区小豆沢3丁目6番10号
TEL : 03-3968-1192 FAX : 03-3968-4863 

e-mail : fbi@oyc.co.jp 

販売元

〇和光純薬工業株式会社
本 社〒540-8605大阪市中央区道修町三丁目1番2号

TEL : 06-6203-37 41（代表）
東京支店 〒103-0023乗京都中央区日本橋本町四丁目5番13号

TEL : 03-3270-8571（代表）

分 画 測 定デ 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

(9,00Qxg分画）
アニリン水酸化酵素活性
ベンゾ〔a〕ピレン水酸化酵素活性

ミワロソーム タンパワ質含量
(105,ooox g分画） チトワロムP-450含量

“ 

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

Iエームス試譲用凍結S-SMIXl 
①エームス試験がより手軽になりました。

◎S-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。

⑤解凍後、直ちにエームス試験にご使用いただけます。

④S-8が1muとコファクターミックスが9mu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、 Sm£ X 4本

染色体異常試験用凍結S-SMIXl
0 ①染色体異常試験がより簡単になりました。

⑪S-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。

⑮解凍後、直ちに染色体異常試験にこ使用いただけます。

④S-8がl.05mDとコファクターミックスが2.45mD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

カタログNo.

S-9 

S-9 MIX 

S-9 MIXTS 

品 名

変異原性試験用凍結S-9

ェームス試験用凍結S-9MIX 

染色体異常試験用凍結S-9MIX 
1三皇
3.SmR X 3本 I¥12,000 

※Salmonella typh1munum 

Salmonella typhimurium T A-100, 

Benz成a)pyrene5μg/plate 

-S-9 MIX 

+S-9 Mix 

□゚五家田繭易株式会社 東京 ：〒113-0033 東京都文京区本郷3-14-16EKビル
TEL.03(3816)2861 FAX.03(3814)5347 

大阪 ：〒564-0044 大阪府吹田市南金田 1-14-5
TEL.06(6338)1518 FAX.06(6338)5626 



贔速國像積算橋能をI寺った
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．． 
細胞 スパイラルコロニー

--
細菌コロニー ペトリフィルム

中
阻止円

●食品コロニー ●水コロニー ●細胞コロニー

●大腸菌コロニー ●レジオネラ菌コロニー

●抗菌コロニー •ェームステスト
•フードスタンプ ●フィルター上のコロニー等

日 tlPit""阻漏碍判謂馴會叫闊I
CCDカメラによる撮像画像を次々に加算累積(32画面で約0.5秒）
していき、裏品質な計測画像を得る画像積算機能

計測する試料の培地や照明等の不均ーなところの濃麿差等を検出し
て計測する、実時間シェーティング補正機能

●混釈コロニー等での淡く小さいコロニーの計測
●不均ーな培地、透過しない培地のコロニー計測
●ゴミ、インク、気泡が入ったコロニーの計測

●選択培地等色の付いた培地のコロニー計測
●培地やコロニーが片寄ったサンプルの計測
●短時間培養コロニーの計測

一僅か60cm巾のワゴンにのります。（プリンター付き）

mm門□ ht
電源投入後サンプルをセットしてスタート
ボタン（フットスイッチでも可）を押すだけ
でどなたにでも使えます。

冒温mmn:I
サンプルをセットすると同時にCRT
画面上に計測状況が表示されます。

＂舟房tl」lil
重なり合ったコ□＿ーを自動分離しても
1シャーレ0.9秒で計測できます。

1 『
数十μmのコロニーや数万個の
コロニーが計測できます。

『 「I
顕微鏡、高倍率レンズ、パソコン等の

接続により更に効率の良い運用がで
きます。

生きた組織の無菌スライスができます。

クルムティーク・ティッシュスライサーは、生化学・

生理学・薬理学・毒物学なとの研究に応用でき、組

織培養のための無菌スライス作成用にテザイン

されています。

※現在、測定しているサンプルを、お客様の所へ伺って測定するデモを行います。

製造発売元 本社・工場／〒197-00日東京都福生市福生］253-16

匝システムサイエンス株式会社 TEL O42(552)5956（代表）
URL:http://www.ssc-bios.co.jp E-mail:info@ssc-bios.co.jp 

●薄い円形のスライスが、5~15圃直径の範囲

で作成できます。

●ボタンを押すだけで、 E~3秒に一枚の割合

で（最高スピードの場合）作成でき、初心者

でも取扱いは簡単です。

●スライスは再現性良く、バラッキもなく60

~l OOOμmの厚さで作成されます。

ラットの肝臓（倍率430X) ラy卜の腎臓（倍率lOOX)

右の写真はラットの肝臓のスライス（厚さ60μmおよび135μm)で、左の写真はラットの腎臓のスライス(135~?OOμm)です。

どちらも切片面の平行性と美しさ（ダメージがない）に注目して下さい。
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RecA protease 
activation phase 
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Induction of SOS 
functions 

変異原性試願をかえます
■発光カイネティックアッセイによる高感度
■AMES試験と高い相関性
■2検体の測定時間はわずか4時間
■Genotoxicityとc}itotoxicityを同時に測定
■測定および結果判定は全自動
■わずか1mgの検体量

,. 

〶大日本製薬株式会社
ラボラトリープロダクツ部

〒564-0053 大阪府吹田市江の木町33番94号
TEL (06) 6386-2164（代表） FAX (06) 6337-1606 
〒ll 0-0001 束京都台東区谷中3丁目25番6号
TEL (03) 5685-7205（代表） FAX (03) 3828-6547 

ホームページアドレス http://www.dainippon-pha「m.co.jp/labop「0/
学術的問い合わせ

TEL (06) 6386-2184. FAX (06) 6337-1606 

00-09 

編集後記

環境変異原学会にとって21世紀の幕開けを飾る 8thICEMが終了しました．皆様，これか

らの研究への思いを新たにされていることと思います．本号は，原著論文および5月に開佃

されました公開シンポジウムの特集号です．シンポジウムのオーガナイザーでありました布

柴達男先生の多大なご尽力により，すべての先生方に執筆していただくことができました．

活性酸素の影響について多方面からのアプローチが最新の知見と共に紹介されています．執

筆いただいた先生方，布柴先生に謝意を表します．

本学会の発展には本雑誌の充実が欠かせません．皆様のご投稿ならびに雑誌に対するご意

見をお待ちしています． 担当編集委員 赤沼 三恵
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