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申請者 が所属 す る研究室 では、 自然突然変 異 を誘発す る主要 な酸化DNA損 傷 の1

つで あ り、DNA複 製 を阻害 しない7，8・dihydro・8－oxoguanine（8－oxoG） 由来 の塩基

置換変異 を全 く抑 制 で きない大腸 菌mutMmutY欠 損株 を用い て、生育環境 が酸化

DNA損 傷 の発生 に与 える影響 にっいて解析が行 われ てきた。その 中で、酸 素濃度0．1％

か ら大気 中の酸 素濃度21％ （有酸素環境 ）ヘシ フ トした場合、mutMmutY欠 損株 の

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 上昇す るこ とが見 出 され、薬剤 等 を処理す るこ とな く細胞 内の酸素 ラジカル レベル

を著 しく上昇 させ るこ とが可能 で あるこ とが示 され ていた。 この実験系 を利 用 し、ア

ス コルビ ン酸 の抗酸 化能 を評価 す ることが試 み られた が、アス コル ビン酸 は大腸菌細

胞 内 におい て染 色体DNAの 酸化損傷 を促進 させ る とい う予想外 の結 果が得 られてい

た。 申請者 は、 この現象 を詳 細 に解析 した結果 、酸化DNA損 傷誘発 の促進 はアス コ

ル ビン酸そ の もので はな く、培 地の低pH環 境が原 因 である ことを発 見 した。

mutMmutyク （損株 において培地pHが 低下す るにつれ て突然変異頻度 が上昇 し、

pH4．5で 培養 した細胞 では、pH7．1で 培養 した細胞 に比べ突然変異頻度 が19倍 有意 に

上昇す る。 しか し、修復能 が正 常 な野生型大腸 菌では塩基置換変 異の発 生頻度 は変化

しない。 そ こで、塩基置換変異以外 の遺伝 的変化 、特 に相 同組換 えによる染色体再編

を低pHで の酸化DNA損 傷 が誘発 してい るか どうか をtpsL部 分 二倍 体細胞 を用いて

検証 した。 そ の結果 、低pH環 境 において、点突然変異頻度 は変化 しないが、相 同組

換 え頻度 は3．2倍 に上昇す るこ とを見い だ し、低pH環 境 にお いては、相 同組換 えに

よる染色体 再編 な どの大規模 な遺伝 的不安定性 が誘発 され る ことが示唆 され た。

酸化DNA損 傷 を誘発 す る活性酸 素種 は ヒ ドロキシ ラジカルで ある ことか ら、低pH

環境 では細胞 内で ヒ ドロキシラジカルの発生 が昂進 してい る と考 え られ る。 ヒ ドロキ

シ ラジカル は過酸化水素 と2価 鉄イオ ンが反応 する こ とで生 じる （Fenton反 応）ため、

低pH環 境 での細 胞 内過酸化水素濃度を調べ た結果 、pH7．1の 培地 で培養 した細胞 と

比 較 して、ご くわずか な上昇 しか見 られ なかった。また、培 地 に0．2％ グル コースを添

加 す るこ とに よ り細胞 内過酸化水素濃度 を約20倍 上昇 させ て も、低pHで の酸化DNA

損傷 レベル は変動 しなか った。一方 、細胞外 か らの鉄 イオ ン輸送能 が著 しく損 なわれ

るtonBmutMniut欧 損株 を低pH環 境 で培養 した際の突然変異頻度 は、mutMmutY

欠損株 を低pH環 境 で培養 した際の変異頻度 の1／2に 有意 に低下す る ことが分 かった。

培 地 に鉄 キ レー ト剤 を添加 した場合 も同様 であった。 これ らの結果 か ら、低pH環 境

にお ける酸化DNA損 傷 レベル の上昇 は過 酸化水 素ではな く鉄イオ ンの関与 が大 きい

ことが明 らか とな り、低pH環 境 では細胞 内鉄イオ ン、特 に遊離2価 鉄イオ ンの濃度

が上昇す るこ とが示唆 された。
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本論文 は、細胞外pHが 酸性 になる と細胞 内のDNAに 酸化DNA損 傷が誘 発 されて

遺伝 的不安 定性 を引 き起 こす こ とを発見 し、そ の分子機構 につい て大腸 菌 を用いた分

子 遺伝 学 的解 析 を行 った もので ある。 申請者 が所属す る研 究室 では、培 地 にアス コル

ビン酸 を添加す る と大腸菌細胞 内で酸化DNA損 傷 が通 常の好 気培養 で生 じる レベル

の20倍 に も上昇す るこ とが見いだ され ていた。アス コル ビン酸は抗酸化剤 として知 ら

れ てい る こ とか ら、 申請者 はアス コル ビン酸 が変異原性 を有 しているのか どうか、そ

の分子機 構 は どの よ うなものか を明 らかにす るこ とに取 り組 んで い る。 まず、 申請者

はアス コル ビン酸 の効果 の濃度依存性 か ら、アス コル ビン酸 添加 による培地 のpH低

下の可能性 を考 え、 中和実験や塩 酸 と水酸化ナ トリウムに よる様 々 なpHで の培養実

験 な どを行 い、アス コル ビン酸 自体 に変異原性 があ るので はな く、培 地の低pH、 特に

pH5以 下の条件 で酸化DNA損 傷が高 く誘発 され るこ とを発 見 した。 また、大腸菌野

生株 で は、低pH環 境で の増殖は点突然変異頻度 には影響 を与 えないが、染色体異常

を引 き起 こす 自発的相 同組換 え頻度 を約3倍 に上昇 させ るこ とを見い だ してい る。 こ

れ は、特定 の化 学物 質や 電離放射 線 による遺 伝的不安 定性 の誘 発 と異 な り、通常の生

物 が遭遇 す る機 会が高い環境 中の低pHが 遺伝 的不安 定牲 を引 き起 こす ことを示 した

こ とか ら、生物進 化や発 がんプ ロセスを理解す る上 で重要 な発 見 と考 え られ る。

さ らに、この細胞外低pH環 境 が もた らす酸化DNA損 傷 の誘発 につ いて、ヒ ドロキ

シ ラジカル の発 生 の観 点か ら研 究 を進 めてい る。 ヒ ドロキシ ラジカル は過酸化 水素が

遊離 二価 鉄イ オ ン と反応 して生 じる。大腸菌 細胞 内での両者 の濃度 は極 めて低 い レベ

ル に保 たれ てい るた め、直接 の濃 度測定 は困難 で ある。 申請者 は、 レポー ターア ッセ

イ を用 い る方法 や鉄 イオ ン制御 に関わる変異株 な どを用 いた研 究 に よ り、細胞 内過酸

化水 素濃 度 は低pH環 境 での酸化DNA損 傷 の誘 導 には関与 しないが、細胞 内遊離二価

鉄イ オ ンの濃度 が上昇 してい る可能性 を示唆す る結果 を示 し、低pH環 境で増殖す る

大腸菌 細胞 内で遊離 二価鉄 ・イオ ンの濃度 が上 昇す る機 構 につ いて のモデル を提 唱 して

い る。 特 に、低pH環 境 においてプ ロ トンの くみ 出 しが必 要 とな り、そ のた めに電子

伝達 系に 関与す る鉄含有 タ ンパ ク質の発現 が上昇す る ことに よる遊離二価鉄 イオ ンの

発生 について は今 後 の研 究の作業仮説 として重要 な視点 と認 め られ る。

以上 の よ うに、本論 文は遺伝 的不安定性 が細胞外 の低pH環 境 によ り誘 発す るこ と

を発見 した もので あ り、特に低pH環 境 では酸化DNA損 傷 が高頻度 に発 生 し、 自発

的相 同組 換 え頻 度 を上昇す ることを初 めて明 らか に した。 また、生物 が増殖す る環境

と遺伝 的変化 の相互 作用 について新 たな知見 をもた らしてい る。本研究 の成果 は遺伝

学や進化 学 の基 本的 な概念 の深化 な どの学術 上、 さらには発 がん と細胞微小環境 の関

係 の解 明 な どの応用 上の点 で貢献 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。


