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活性酸 素種 （ReactiveOxygenSpecies，ROS） は好気性生物 での 自然突然変異 の主

要 な原 因であ るこ とが示 されてい る。ROSの 中で もヒ ドロキ シラジカル はDNAと 反

応 して酸化DNA損 傷 を引き起 こし、点突然変異や染色体異常 を誘 発す る。DNA損 傷

に よる突然変 異の誘発 や染色 体異常、細胞死 を防 ぐ仕組み として、全 ての生物 はDNA

修復機構 を有 してお り、その主要 な経路 としては塩基除去修復 （BER）、ヌ ク レオチ ド

除去修復 （NER） 、組 換 え修復 が知 られて いる。申請者 が所属す る研究室 では、大腸菌

細胞 内で生 じるROSと 酸化DNA損 傷 の レベル が培養 の条件 （糖やア ミノ酸 な どの栄

養条件 、酸 素濃度 、培 地のp且 ）に大 き く影 響 され るこ とが見いだ された。 しか し、こ

の よ うな培養 条件 の変化 において も大腸菌 での塩基置換 変異 の発生頻度 は ほ とん ど変 一

化 しない。これ は、大腸菌細胞 が持 つ酸化DNAに 対す るDNA修 復 の能力が極 めて高

い ことを示 唆す る。 一方で、酸化DNA損 傷 を大量 に生み 出す培養 条件 におい て、染

色 体異常の発 生が影響 を受 け るか ど うか は全 く不明で あった。そ こで、 申請者 は、 自

発 的相 同組換 えの発 生頻度 を指標 として、酸化DNA損 傷 の レベル が大 き く異 な る培

養条件 での染 色体異常の発 生 を解析 す るこ ととした。また、酸化DNA損 傷 に対す る

BERやNERと 組換 え修復 のそれぞれ の役割 と、各経路 同士 の関係 を明 らかにす るこ

とを 目的 と して研 究 を開始 した。

大腸菌 のrρsL遺 伝子 を利用 した 自発的相 同組換 えの発生頻度 を正確 に測 定す る分

子遺伝学 的方法 を開発 し、 それ を用いた詳細 かつ体系的 な遺伝学的解析 か ら以下 の結

果 を得 た。1）M9グ ル コース培 地での培養やLB培 地での低酸素培養で は、酸化DNA

損傷 の発 生がLB培 地で の好気培養 に比べ て約10倍 に上昇す るが、自発 的相 同組 換 え

の発 生頻度 も約5倍 程度 に上 昇す る。2） この 自発 的組 換 え頻度 の上昇 は酸化DNA

損傷 が原 因であ る。3）NER欠 損変異株 での 自発 的組換 え頻度 はLB培 地での好気培

養 では野生株 と同 じレベル であ るが、M9グ ル コース培 地での好気培養やLB培 地で の

低酸素培養 においては野生株 の4倍 に上昇す る。4）BER欠 損変異株 での 自発的組 換

え頻度 はLB培 地での好気培養 で も野生株 の9倍 に上昇 し、M9グ ル コース培 地での好

気培養やLB培 地で の低酸素培養 において も野生株 の7倍 に上昇 す る。4）NERと

BERの 両方が欠損 した変異株 での 自発 的組換 え頻度 はLB培 地で の好気培養 で も野生

株 の100倍 に上昇 し、M9グ ル コース培地で の好気培養やLB培 地で の低酸素培養 に

おい ても野生株 の100倍 に上昇 す る。 これ らの結果か ら、 自発的相 同組換 えに起因す

る染色体異常 の発 生 には栄 養や酸素濃度 が影 響 を及 ぼす こ と、染色体異 常の発 生原 因

として酸化DNA損 傷 が重 要 な役割 を果 た してい る こと、 自然状態 で発 生す る酸化

DNA損 傷 の発生 は膨大 であ るがNERとBERが 相 互補完 的 にほぼ完壁 に修復 してい

るこ とが明 らか となった。



論文審査結果の要 旨

申請者氏名LeThiLanAnh

本論文 は、染色体異常 を引 き起 こすDNAの 自発的相 同組換 えの発生原 因 と抑制機

構 につ いて、大腸菌 を用 いた詳細 な分子遺伝 学的解析 を行 った ものであ る。 自然環境

で増殖す る細胞 での 自発 的相 同組 換 えの発生原 因について は、 これ まで実証 的 な研 究

がな されて こなか ったが、本研 究 によ り、酸化DNA損 傷 が重要 な発生原 因であ るこ

とが初 めて明 らか とな った。 酸素除去試薬 を用いた実験で は、実験 室での標 準的 な培

養条件 （LB培 地 を用いた好気 培養 ）において、自発的相 同組換 えの原 因の約 半分 は酸

化DNA損 傷 であ ることを示唆す る結果 を得 てい る。酸化DNA損 傷 の発生頻度 が約

10倍 に上昇す るM9グ ル コース培地 での好気培養やLB培 地 での低酸素培養 な どの培

養 条件で は、 自発的相 同組 換 えのほ とん どの発生原 因は酸化DNA損 傷 であ るこ とを

推論 してい る。 さらに、 自発的相 同組換 えの発生頻度 がM9グ ル コース培 地や低酸 素

培養 で数倍 上昇 す るこ とか ら、染色体異 常 （再編） の発生 は培養 環境の影響 を受 ける

ことを初 めて示 してい る。 これ は、生物進化 や発 がんプ ロセ ス を理解 す る上 で極 めて

重要 な発 見 と考 え られ る。従来 の遺伝学 では 、突然変異や染 色体再編 は細胞増殖 に依

存 して発 生率は ほぼ一定 と考 え られ てきた。 しか し、 点突然 変異 とは異 な り、染色 体

異常 の発生 率は生物 が増殖す る環境 の違 い に よ り変動す るこ とが本研 究 で明 らか とな

り、遺伝 的な変化速度 に関す る概念 を再考す る必要 が生まれた こ とにな る。

通常 の増殖環境 で発生す る酸化DNA損 傷 に対す るDNA修 復機構 の研究 につ いては、

従 来の理解 では塩基 除去修復 （BER） が主 として働 いてい ることになっていた ところ

を、ヌ ク レオチ ド除去修復 （NER） もBERと 相互補完的 に酸化DNA損 傷 の修 復 を行

ってい ることを初 めて明 らかに してい る。BERとNERの 両方 が欠損 した場合 には、

修復 されない複製 ブ ロック型 の酸化DNA損 傷が組 換 え修復 によ り修復 され る ことに

な り、 自発 的相 同組換 え頻度 が野生株 の100倍 程度 に上昇す るこ とを発見 している。

これ は、従 来想像 されていた レベル 以上 に大量 の酸化DNA損 傷 が細胞 内で発 生 して

い ること、また、BERとNERの2つ の修復経路 に よ り、ほぼ完壁 に修復 が行 われ て

自発 的染色 体異常の発 生を強 く抑 制 してい るこ とを意 味す る。

以上 の よ うに、本論文 は 自発 的染色体再編 （異常） の発生原 因 と抑 制機構 の実体 を

解 明 した ものであ り、特に酸化DNA損 傷が 自発 的染色体異 常の発生 に重要 であ るこ

と、お よびその抑 制 にNERが 関与す 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、進化 や発 がんプ ロ

セ スについて新 たな見方 が必 要で あるこ とを示 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 の変更 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。


