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論文内容の要旨

申請者氏名 上船 晴香

DNAの 酸化損 傷の1つ で ある7，8－dihydro－8－oxoguanine（8－oxoG） は、DNA鎖 上の

グアニ ンが ヒ ドロキシラジカル に よって酸化 され る ことで生 じ、G：C→T：A変 異 を特異

的 に誘発す る。 しか し、大腸 菌 は8－oxoGに よる突然変異 を抑制す る8一 オキ ソグアニ

ンDNAグ リコシ ラーゼ （MutM） とアデニ ンDNAグ リコシラーゼ （MutY） の働 きに

よ りG：C→T：A変 異 の発生 を低 い頻度 に抑 えてい る。 当研 究室では、8－oxoG由 来の突

然変異 を全 く抑制 で きない大腸菌mutMmutY欠 損株 を用いた研究 によ り、生育環境 （栄

養 、pH、 温度 、酸素濃度） の違 いが8－oxoGに よる突然変異 の発 生に大 きな影 響 を与

える ことを見 出 してい る。mutMmutY欠 損株 を酸素濃度0．1％ （低酸 素環境） か ら大

気 中の酸素濃度21％ （有酸素環境 ）ヘ シフ トした場合 （酸 素シ フ ト処理）、G：C→T：A

変異頻度 が酸素濃度0％ （完全嫌 気環境） で培養 した場合 と比較 して約2万 倍 に も上

昇す るこ とが報告 され てお り、酸素 シフ ト処理 に よ りDNA中 に8－oxoGが 大量 に産生

され る と考 え られた。環境 中の酸素濃度 の違 いが遺伝 的不安定性 の程 度 に影響 を与 え

るこ とは生物学 的に重要 であ ると考 え、 「酸 素 シフ ト処理 にお ける8－oxoG誘 発 の分子

機構 の解 明」 を当初 の研究 目的 と した。

まず 、酸素 シフ ト処理 にお ける ヒ ドロキシラジカル レベル の上昇 を確認す るた めに、

前駆 体で ある過酸化水素 の濃度 に応 じて発 現す る α11ρC－gφ融合遺伝子 を挿入 したプ ラ

ス ミ ドをmutMmutY欠 損株 に導入 し、GFP蛍 光 レベル を測定す る ことで細胞 内の過 酸

化水 素 レベ ル を調べ た。酸素 シ フ ト処理後 の細胞 での ψρC－GFP蛍 光 レベル は、有酸

素環境 で培養 した細胞 と比較 して約11倍 上昇 したが、低酸素環境 でのみ培養 した細胞

でのahρC－GFP蛍 光 レベル も約9倍 上昇 していた。従 って、酸素 シフ ト処理 で増加 し

た と考 えていた8－oxoGは 、低酸 素環境 下の培養 中に生 じた可能性 が高 い と推測 した。

そ こで、 「低酸 素環境下 にお ける過酸化水素 レベル の上昇 と8－oxoG誘 発 の分子機構 の

解 明」 を新 たな 目的 として研究 を進 め、以 下の結果 を得 た。

大腸菌 の シ トク ロム末 端酸化酵 素は3種 類存在 し、 これ らの酵 素の発 現量 は酸 素濃

度 の影響 を受 ける ことが報告 され てい る。それ ぞれ の シ トクロム末端酸化 酵素 の単一

欠損株お よび多重欠損株 の解 析 か ら、 シ トク ロム末端酸化 酵素 は、低酸 素環 境 下での

過 酸化水 素産 生 を抑制す るこ とが示唆 された。 また、 自動 酸化 に関わ るフラボ タンパ

ク質 の内、 フマル酸 レダ クターゼ が低酸 素環境 での過酸化 水素産生 に大 き く関 わって

い るこ とを明 らかに した。 さらに、パ ラコー トを用い た解析 によ り、低酸 素環境 下で

産 生 した過酸化 水素 の大部分 はスーパ ーオ キシ ドを介 さず 、酸素 か ら自動 酸化 に よ り

直接 生 じる ことも明 らかにな った。 この発 見は 、高等生物 （動物や植物 ）の細胞 にお

け る低酸 素環境 下での酸素 ス トレス誘発機 構 の解 明に も繋 が る と考 え られ る。
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論文審査結果の要旨

申請者氏名 上船 晴香

突然変 異 は放射線や化 学変異原 に よって誘 発す る ことが可能で あるが、 自然 界で は

その よ うな変異原 は環境 中にはほ とん ど存在せず 、通 常の生育環境で生 じる自然突然

変異 は細胞 内で生 じる 自然DNA損 傷や複製 エ ラーな どが原 因 とな ってい る。 また、

細胞 が有す るDNA修 復や 変異抑 制機 能 によ り、ほ とん どの 自然DNA損 傷や 複製 エ ラ

ー はほぼ完全 に除去 ・修正 され 、自然突然変異 は極 めて低 い レベ ル に維 持 されてい る。

遺伝学や進化 学 の基本 的概念 として、 自然 突然変異 の発生 率、す なわち変異 率 は細胞

分裂 あた りで は一 定であ る と考 え られ て きた。 しか しなが ら、 自然突然変異 の変異率

の低 さが原 因 して、実証 的な研究 は少 な く、 この考 えの妥 当性 につい ては古 くか ら生

物学 の大 きな論 点 となってい る。本研 究は、大腸菌 を用 いた分子遺伝 学的手法 によ り、

自然突然変異 の発 生頻度 と環境 中の酸素濃度 との関係 を解析 した もので ある。 ’

研 究の契機 は、嫌 気環境 で培養 した大腸菌 を大気 中に取 り出 した 際に、DNA中 の

8・oxoGに よる変異誘発 を全 く抑制で きないmutMmutY変 異株 で極 めて高頻 度 の 自然

突然変異 の発 生 が観察 され た こ とであ る。酸 素濃度計 に よる測定か ら、実験 に用いた

嫌気環境 は酸素濃度 が0．1％ （低 酸素環 境）であった こ とが判 明 し、低 酸素環 境で の培

養 中に大量 の8・oxoGがDNA中 に誘発 され てい ることを示 唆す る実験結果 を得た。大

腸菌 内では、酸素 ラジカル 消去系 の強 い働 きによ り、酸素 ラジカル の濃度 は通 常 の測

定法 では検 出不可能 な レベル に低 く維持 されてい る。そ こで、過 酸化水素 に応答 す る

遺伝 子発現系 を利用 したahpC－GFPレ ポー ター ア ッセイ を用 いて、低酸 素環 境下で増

殖 してい る細 胞 内での過酸化 水素濃度 の測 定 を行 った。 その結果、低酸素環境 で は通

常 の好機 環境 の場合 と比較 して、過 酸化水 素濃度が約10倍 に上昇 してい るこ とを見い

だ した。 さ らに、各種 の変異株 を用 いた解析 によ り、上昇 した濃度 の過酸化水 素 はス

ーパーオ キシ ドの産生 を経 由す る ものでな く、主 としてフ ラボ タンパ ク質 に よる 自動

酸化で生 じる こ とも明 らかに した。好気環境 で は、電子伝達 系の末端酸化酵 素 によ り

電子 の受容体 と して の酸素 が水分子 に効率 よ く変換 され るが、低酸素環境 ではそ の効

率が低下 し、電子伝 達系 の途 中で フラボタ ンパ ク質 に電子 が渡 されて 自動酸化 が よ り

生 じやす くな るもの と考察 してい る。 これ らの結果 か ら、微 好気環境 （極端 に低い酸

素濃 度環境 ）では 自動酸化 に よる過 酸化水素 の発生 に起 因 した酸化DNA損 傷 の誘 発が

昂進 し、好気環境 と比較 して遺伝 的不安定性 の リス クが高 ま るこ とが 明 らか とな り、

変化す る環境 に応 じて突然変異 率が変動 す る可能性が示 され た。

以上の よ うに、本論文 は低酸素環境 での酸化DNA損 傷誘発 の昂進 を解 明 した上で、

新 たな研 究領 域 を開拓 した ものであ り、学術上 、応用上貢献す る ところが少 な くない。

よって審査委員一 同は、本論文 が博 士 （バイ オサイエ ンス） の学位 論文 として価値 あ

るもの と認 めた。


