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活性酸素によるDNA損 傷作用

武 部  聡

DNA damage induced by active oxygens

So Takebe

 好気性生物 は酸素の持つ強い化学反応力を利用 して

様 々な代謝反応を行い,そ の結果得 られるエネルギー

を利用 して生命活動を営んでいる。酸素は,こ のよう

に生物にとって有用な物質であるが,反 面,そ の反応

性の高 さに由来する毒性によって生体 に障害をもた ら

す。酸素障害の作用分子種 は活性酸素 と呼ばれ,生 体

内における酸化還元反応の副産物 として生 じる。多 く

の生命現象は,酸 素の利用 とその反応の副産物 として

生 じた活性酸素の消去とい う微妙なバ ランスの上に成

り立 っているが,ひ とたびそのバランスが崩れると余

剰 に生 じた活性酸素は脂質,多 糖,タ ンパ ク質,核 酸

など生体内のあ らゆる成分を攻撃する。生物は,酸 素

障害か ら身を守るために活性酸素を生成 しない反応系,

生成 した活性酸素の消去系を長い進化の過程で獲得 し

て きた。さらに,こ れ らの防御機構を くぐり抜けて生

じた活性酸素による障害に対する修復系,再 生系を も

備えている(図1)。 しかし,そ れで も標的分子(脂 質,

タンパク質,核 酸など)の 酸化的損傷を完全に防 ぐこ

とはできない。 このような損傷が老化やガ ン化の0因

になると考え られている。

 活性酸素は,あ らゆる生体成分を標的にすることが

できるが,中 で もDNAに 与える損傷は,長 期 にわた

って保存 ・蓄積され,そ の修復に際 しては変異など遺

伝情報の変化をともなうことがあるため重大である。

さらに,遺 伝子情報の変化 は他の生体成分に影響を及

ぼし,結 果として細胞の異常分化や老化をもたらす可

能性がある。ここでは,種 々の化合物か ら生 じる活性

酸素のDNA損 傷作用 と,こ れ らの 損傷が生体 内で

修復される際に導入される変異について考えてみたい。

1.活 性酸 素について

 酸素分子は,結 合や反応に関与する2P軌 道のうち

エネルギーレベルの等 しい反結合性軌道(2Pπ 。*,2P・

πy*)に同 じ向きのス ピンを持 った 電子 が1つ ずつ入

った状態が もっとも安定であ り,基 底状態で三重項を

示す。大部分の有機分子は,基 底状態で一重項である

ため,三 重項酸素(302)と の反応性は低い。酸化反応

のためには,酸 素分子の活性化が必要 となる。

 酸素のもっとも酸化 された状態が酸素分子であり,

これが4電 子還元され,プ ロ トン化されると水になる。

この還元過程において,1電 子還元を受けるごとにス

ーパーオキシ ドラジカル(02-●)
,過 酸化水素(H202),

ヒドロキシルラジカル(HO●)の3つ の中間体が生 じる。

一方,302を 励起するとπ。*,πy*軌道の電子のスピンが

対になり,一 重項励起状態になる。有機分子との酸化

反応には,基 底状態の酸素分子を このような反応性の

高い分子種にすることが必要であ り,こ れ らの分子種

をまとめて活性酸素 と呼ぶ。

 活性酸素は様々な要因で生 じるが,食 品成分や生体

成分の自分酸化によっても生成する。例えば,リ ノー

ル酸や リノレン酸のような多価不飽和脂肪酸は空気中

の分子状酸素によ って容易に酸化 され,そ の後非酵素

的に進 む 自動酸化 に よって,い ろいろな 過酸化物を

生 じる。 この ように して 生 じた 有機分子の過酸化物

(ROOH)も,ま た,寿 命の長い活性酸素 と考えられて

いる。

2.活 性酸素によるDNA損 傷
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 活性酸素の中で もっとも反応性 が高 く生物にとって

有害であると考え られているのは,ヒ ドロキシルラジ

カルである。ヒ ドロキシル ラジカルは,過 酸化水素を

鉄などの遷移金属イオンで還元することにより生成す

る。この分子種 は,DNA鎖 を切断 し,ま た, DNAを

構成する4種 の塩基のうちグアニ ンに損傷を与える。

DNAは,決 して反応性の高い有機物ではないが,ヒ

ドロキシラジカル はそ のDNAを ところかまわず切

り刻み,塩 基の中でもっとも酸化的損傷を受け易いグ



修復

再生系

図1 活性酸素による障害とその防御

アニンを攻撃する。とのような強い DNA切断作用

を利用して，最近では， DNAフットプリンティングや

人工制限酵素などの遺伝子操作への応用が試みられて

いる。

ヒドロキシJレラジカノレは寿命が短いため，細胞成分

と拡散律速に近い速さで反応するととが多く，生成場

所に標的分子があれば障害をもたらすが，そうでない

場合には消去する。したがって，細胞質中に発生した

フリーなヒドロキシルラジカルが DNAを攻撃でき

る機会はほとんどないと考えられる。生体内で DNA

Iと損傷を与えるためには，制ガン抗生物質であるプレ

オマイシンのように DNAとの相互作用によって

DNAの極近傍で活性酸素を発生させるような“から

くり"が必要である。

筆者らはとれまで，比較的安定で寿命の長い過酸化

物が銅イオン存在下において示す DNA損傷作用に

ついて，いろいろな化合物を用いて調べてきた。との

後，そのうちのいくつかについて紹介し，乙のような

DNA損傷が生体に与える影響について述べたい。

1) 脂質過酸化物による DNA損傷作用

脂質過酸化物は発ガンや老化との関わりで現在もっ

とも注目されている。生体には， リノール酸やリノレ

ン酸などの不飽和脂肪酸が多量に存在し，これらは主

にリン脂質として生体膜を構成している。不飽和脂肪

酸は，酸素と反応して過酸化物となると，以後自動触

媒的に酸化分解，重合反応が進行し様々な過酸化物，

フリーラジカノレなどの活性酸素を生成，蓄積し，脂質

のみならずタンパク質や核酸などの生体成分とも反応

し損傷を与える。

不飽和脂肪酸としてリノレン酸メチノレを用い 37
0
C，

空気中で自動酸化させたものを DNAに作用させた

ととろ強い DNA損傷作用を示す中間生成物の蓄積

がみられた(図 2)。乙の損傷作用は金属イオン(特

に銅イオン)を必要とし， DNAに対し一本鎖切断と

熱ーピペリジン処理に不安定な損傷の二種類の損傷を

同時に起とすことがわかった。熱ーピペリジン処理不

安定な損傷を受け易い塩基はプリン残基の 5'側のピ

リミジン残基であり， ヒドロキシノレラジカノレのそれと

は異なっていた。さらに，この物質による DNA損

傷作用は，過酸化物を消去する作用を持つヨウ化カリ

ウムとカタラーゼおよび金属キレート剤によって強く

阻害され，ヒドロキシJレラジカル消去剤である安息香
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1∞ 酸化物と銅イオンが関与していると思われた。

3) 過酸化水素による DNA損傷作用に対する金
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リノレン酸メチJレの自動酸化と DNA損傷

作用の強さ

リノレン酸メチルの自動酸化による過酸化

価 (0)，チオパノレビツール酸値(ム)，共

役ジエン量(口)および DNA損傷作用の

強さ(・)の経時変化を示した。 DNA損

傷の強さは，切断を受けなかった DNA分

子の全体に対する割合で示しである。

酸ナトリウム，一重項酸素捕捉剤の DABCO，およ

びスーパーオキシドジスムターゼによる阻害はほとん

ど受けなかったととから， DNAを攻撃する物質は

ROOHであらわせる過酸化物またはそれから生じる

ラジカルであると思われた。

2) アスコルビンビン酸による DNA損傷作用

アスコルビン酸は強力な還元剤であり.鉄や銅イオ

ンを還元することができる。還元型の遷移金属イオン

は分子状酸素を還元する事ができ，したがって遷移金

属イオンととれを還元できる還元剤を共存させると活

性酸素が発生する。従来，乙のような反応系で用いる

金属イオンは鉄イオンであり，この場合，ヒドロキシ

ノレラジカJレが生じるとされてきた。ととろが，筆者ら

が行った実験条件では，アスコノレビン酸は鉄イオンを

用いても DNA損傷作用を示さず，銅イオンを用い

たときにのみ強い損傷作用を示した。乙の損傷作用は

阻害剤の効果や DNA損傷の塩基配列特異性におい

て脂質酸化物と同様の性質を持っていたことから，過

属イオンの影響

過酸化水素が鉄イオン存在下でヒドロキシノレラジカ

jレを発生するととはすでに物理的，化学的手法によっ

て証明された事実であり，他の金属イオン(銅イオン

など)の下でも同様の反応式iとより活性酸素が生じる

と考えられていた。しかし前述したように，過酸化物

は銅イオン存在下においてヒドロキシノレラジカル以外

の DNA損傷作用を示す活性酸素を生じる。そ乙で，

過酸化物の中でもっとも簡単な構造を持つ過酸化水素

を用いて銅イオンを共存させたときの DNA損傷作

用を鉄イオンのときと比較し，反応に対する金属イオ

ンの効果を調べた。その結果，銅イオン存在下では二

種類の損傷反応が起きていることがわかった。主にお

乙る損傷反応は脂質酸化物やアスコノレビン酸のそれと

酷似しており，乙れとは別に，おそらくヒドロキシノレ

ラジカ jレによると思われる損傷反応も同時に起きてい

た。

以上をまとめると表 1のようになる。

細胞質中で生じた過酸化物は，寿命の短いヒドロキ

シノレラジカノレと異なり，生体膜中に数多く存在する不

飽和脂肪酸に受け渡され，長期にわたって保存，蓄積

される。乙のようにして蓄積された過酸化物は，核膜

を通じて核内の DNAに接近し， 乙れに損傷を与え

ることが可能である。このように考えると，過酸化物

の DNA損傷作用には，生物学的に重要な意味があ

る。

最後に. DNA損傷から老化やガン化へのプロセス

の一過程と考えられる損傷部位への変異の導入の可能

性について検討してみた。 DNAに損傷を与えてから

生体に戻し，これが修復される際に誘発される変異の

性質を，プラスミドと大腸菌を用いて調べたととろ，

1%の形質転換効率において約 10-4という高頻度で

酵素活性の低下を伴う変異が生じた。損傷を与えない

DNAを導入しでも変異体は得られなかったととか

表 1 DNA損傷作用のまとめ

|金 損 脚 位 |

貸Eコさ 阻 伊j
イじ il- 物 属

l効果なし効果あり

過酸化脂質| Cu2+ KI， CAT 安息香酸

アスコルビン酸 Cu2+ Py.Pu KI， CAT 安 息 香 酸

過酸化水素 Cu2+ Py-Pu KI， CAT 安 息 香 酸

Fe2+ G，T，C 安息香酸， CAT KI 

太字が損傷を受ける塩基を示す。 KI，ヨウ化カリウム;CAT，カタラーゼ
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ら，与えた損傷が変異を誘発するととが示された。

おわりに

食品中および生体中に存在するいくつかの物質から

生成する活性酸素の DNA損傷について述べたコ乙こ

で述べたととは，主に試験管内での証拠に基づいてい

る。生きた細胞内の DNAは普段はタンパク質に包

まれ，コンパクトに折り畳まれた構造をしているため

損傷を受ける機会は少ないが，転写や複製のときには

DNAもむき出しになる。その頻度は，活発に遺伝子

を発現している細胞や盛んに増殖している細胞ほど高

くなり，それだけ損傷を受ける可能性も高くなる。生

体は，いろいろな機能を持った細胞がより集まって 1

個体を形成しているため， 1細胞が受けた損傷や変異

がストレートに発ガンや老化につながる可能性は少な

いが，活発に活動している細胞ほど活性酸素による損

傷を受け易くなり，変異も蓄積しやすいと考えられる。

しかし，生体内でこのような損傷がどの程度の割合で

起乙り，そのうちのどの程度が変異につながるのかの

解明は，今後の研究課題である。

円。
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