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研究成果の概要： 
DNA の損傷は突然変異を引き起こし、細胞の死やがん化の原因となる。そのためこの DNA 損

傷の化学反応を制御する機構の解明は、次世代の医療の新手法開発にもつながる極めて重要な

課題である。本研究では、様々なラジカル種（アルキルラジカル・活性酸素種）と DNA およ

び核酸塩基との反応について、中間体の検出や各種速度論的解析の結果をもとに損傷機構の解

明を行った。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 1,900,000 0 1,900,000 

２００８年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

 

 

 

総 計 3,300,000 420,000 3,720,000 

 
研究分野：化学 
科研費の分科・細目：基礎化学・有機化学 
キーワード：有機物理化学・電子移動化学 
 
１．研究開始当初の背景 ❹電子移動還元による DNA 損傷 

 
DNA は生命活動に不可欠なタンパク質の遺伝
情報を担っている。この DNA を構成する核酸
塩基は、生体内で発生する様々なラジカル種、
活性酸素種により損傷を受けることが広く
知られているが、DNA の詳細な切断機構につ
いては未だ明らかになっていない部分も多
い。このような損傷は癌や老化の原因となる
ため、この DNA 損傷の化学反応を制御するメ
カニズムを解明することは非常に重要であ
る。生体内で起こる可能性のある DNA 損傷は
以下の機構があげられる。 

 ❶については、1998 年５月の Chem. Rev.
に掲載された DNA切断に関する特集号で報告
されているように、反応生成物の解析や
Steenken らのパルスラジオリシスを用いた
中間体ラジカルの検出、および理論計算など
の多岐にわたる研究によって、その機構の詳
細が明らかにされてきている。しかし、❷に
ついては活性酸素種としてスーパーオキシ
ドアニオンや一重項酸素などによる DNA損傷
については、数多くの研究が行われているが、
アルキルペルオキシルラジカルとの反応性
についてはほとんど報告例が無い。また❸に
ついては、ラジカル種の核酸塩基への付加反
応、および、核酸塩基からの水素引き抜き反

❶電子移動酸化による DNA 損傷 
❷DNA の酸素活性種による DNA 損傷 
❸有機ラジカルによる DNA 損傷 



応の両方が考えられ、それぞれの反応機構に
ついては不明な点が多く残されている。さら
に❹については、チミンラジカルアニオンの
検出が 1992 年に行われたのみで（Steenken 
et al., J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 4701）、
他の核酸塩基については、全く研究が例く、
電子移動還元による DNA損傷についてもまだ
わかっていなかった。最近我々は生体分子で
ある補酵素 NADH を光励起することによって
DNA が電子移動還元され、DNA 損傷が引き起
こされることを初めて見いだした(J. Am. 
Chem. Soc. 2006, 128, 12372)。本申請研究
では、DNA 損傷の研究においてこれまで特に
未解明の部分の多い❷❸❹に焦点を絞って
研究を行った。特に DNA 損傷過程で発生する
中間体ラジカルの検出については、分光学的
手法などを始めとする物理化学的手法を用
いることによって行った。 
 
２．研究の目的 
本申請研究では、まず、DNA 損傷を起こすた
めに活性種を発生させなければならない。そ
こで、次の方法で活性種を発生させ、DNA 切
断および各核酸塩基の反応性の比較につい
て検討を行った。❷で用いるアルキルペルオ
キシラジカルは、すでに報告されているアゾ
化合物の光分解などを用いる方法で行った
（Ingold et al., Chem. Res. Toxicol. 2003, 
16, 1118）。❸で用いるアルキルラジカルは、
ビタミン B12 や有機コバロキシム等に光照射
を行い、金属−炭素結合を開裂させることに
よって発生させた。❹で用いる電子移動還元
剤は、光励起することで非常に強力な還元剤
となることが分かっている補酵素 NADH など
を用いた。上記活性種や、DNA が損傷された
ラジカル中間体は常温あるいは水中では不
安定であることが予想される。従って、低温
でも行うことが出来るように有機溶媒に可
溶な核酸塩基の合成も行い、DNA 損傷の活性
種の溶液中での直接検出および反応機構の
解明を行った。 
１核酸塩基の反応性における水素引き抜き
過程の研究 
 これまで核酸塩基の反応性はおもに酸化
電位のみが考慮されてきたが、本研究では、
このあとに引き続いて起こる脱プロトン化
の過程が反応性に大きな影響を及ぼしてい
ることに着目した。核酸塩基の酸化活性には、
このような酸化と脱プロトン化の全体の反
応である水素引き抜きの活性が大きく関わ
っている。また、ESR 法を用いた活性の測定
および反応中間体の検出もこれまでに行わ
れていない新しい手法である。 
2 生体内物質による DNA 損傷機構の解明 
生体内で補酵素として働く NADH およびビタ
ミン B12による DNA光切断についての検討は、
生体内で起こりうる反応であるため、生体機

能を理解する上で非常に興味深い。またこの
ような生体物質を用いることで副作用の少
ない癌治療薬などへの応用に期待が持てる
という点で大きな意義があると考えられる。 
3 DNA の還元的損傷および還元的回復過程の
総合的解明 
 修飾DNAに対する分子内電子移動還元損傷
については最近になって数例の報告はある
が、DNAの電子移動反応による還元は、2006
年に我々が報告したばかりである。しかし、
その還元損傷過程についてはほとんど分か
っていない。そこで本申請研究における生体
内補酵素であるNADHの励起状態を用いて、電
子移動還元によるDNAの損傷過程、損傷部位
を検討することは全くこれまでに例のない
独創的なものである。 
4 有機溶媒中を用いた DNA 損傷の中間体ラジ
カル種の検出 
 DNA損傷を受けた核酸塩基の中間体ラジカ
ル（ラジカルカチオン、ラジカルアニオン、
中性ラジカル種）の検出は、これまでの報告
のほとんどは水溶液中で行われてきた。しか
し、水溶液中では加水分解や脱プロトン化な
どを受けて不安定ということである。そこで、
核酸塩基のリボース部位をトリブチルシリル
化し、有機溶媒に可溶化させて、低温の溶液
中で検出を行った。トリブチルシリル化した
核酸塩基は有機溶媒に可溶であるので中間体
ラジカルの検出が可能になると考えられる。 
 活性酸素種の発生については、これまでに
申請者らは、有機溶媒中で低温下において安
定なペルオキシルラジカル種の発生、および
種々の基質との水素引き抜き反応について
方法を確立しており、この手法を用いて、Ｅ
ＳＲによる水素引き抜き活性測定、および水
素引き抜きラジカルの検出について検討を
行った。有機ラジカルの発生については、ビ
タミンB12およびそのモデル錯体（J. Phys. 
Chem. A 2005, 109, 1105）の光誘起金属−炭
素結合開裂を利用することによって行った。 
 
３．研究の方法 
 DNA の酸化による核酸塩基のラジカルカチ
オンの生成は、生体の老化現象の主要な原因
であると考えられているが、実際に水溶液中
でその反応中間体のラジカルの活性測定お
よびその直接検出が行われた例はこれまで
ない。これまでに予備実験より、グアニンの
酸化過程ではラジカルカチオンの生成後、脱
プロトン化が起こっており、核酸塩基の反応
性はこの脱プロトン化の過程が大きく影響
を及ぼしていることが分かっている。本研究
では核酸塩基の反応性をこの全体の反応で
ある水素引き抜き反応の活性を直接評価し
た。以下、本申請研究において主に得られた
結果を示す。 
 



４．研究成果 

【アルキルラジカルによるＤＮＡ損傷機構

の解明】 
 生体内で発色団となる補酵素 B12 は、UVA
領域、さらに可視領域に強い吸収を持つこと
が知られており、光照射を行うことでそのコ
バルト−炭素結合が開裂し、アルキルラジカ
ルを生成する。しかしこのようなアルキルラ
ジカルによる直接的なDNA切断については、
まだよくわかっていない。そこで補酵素 B12
から発生するアルキルラジカルによる DNA
損傷機構について詳細に検討を行った。 
 アルキル基としてメチル、およびベンジル
をもつ B12 モデル化合物である有機コバロキ
シムと、メチル基およびアデノシル基をもつ
補酵素 B12（CH3Cbl、AdoCbl）を用いた。こ
れらの錯体はいずれも光照射によってコバ
ルト炭素結合がホモリティックに解裂し、ア
ルキルラジカルとコバルト２価錯体を与え
ることが知られている。実際にそれぞれの化
合物を加えた DNA 溶液について窒素下と酸
素存在下で光照射を行い、DNA 切断の割合を
調べた結果どの化合物を用いた場合でも酸
素存在下ではほとんど DNA 切断が起こらな
いことがわかった。一方窒素下では、有機コ
バロキシムと CH3Cbl を加えた場合に効率の
よい DNA 切断が見られ、AdoCbl ではその切
断活性が低下した。従って、メチルラジカル
が生成した場合に高効率の DNA からの水素
引き抜きがおこっていると考えられる。 
 CH3Cbl に DNA の核酸塩基を加えて光照射

を行ったところ、CH3Cbl の吸収スペクトルが

すみやかにコバルト２価錯体由来のものに

変化した。また、２重らせん DNA を用いた

場合にも、やはり効率よく CH3Cbl と光反応

を起こすことがわかった。さらに反応後のサ

ンプルからガスクロマトグラフィーにより

メタンが検出され、メチルラジカルによる

DNA からの水素引き抜きが起こることが明

らかになった。CH3Cbl のコバルト−炭素結合

の光によるホモリティックな解裂は、ESR 測

定によりコバルト２価錯体を検出すること

によっても確認した。以上本研究では、補酵

素 B12による DNA 切断を初めて見いだし、ア

ルキルラジカルによる実際の DNA 切断活性

について明らかにすることができた。 
 
【活性酸素種によるＤＮＡ損傷機構の解明】 
 ヒドロキシルラジカルなどの活性酸素種
(ROS)が、DNA 損傷やタンパク質の変性を引
き起こしていることが知られている。一方、
カテコール系の神経伝達物質(エピネフリン、
ノルエピネフリン、L-ドーパ、ドーパミン)
は、ROS の消去能を有する。この ROS の消
去反応がプロトン共役電子移動を経て起こ
る場合は、金属イオンが中間体と相互作用す

ることによって安定化して、ROS 消去活性が
向上することが報告されている。しかし、神
経伝達物質による ROS 消去反応の金属イオ
ンの影響についてはわかっていない。本研究
では、カテコール系の神経伝達物質によるに
ROS 消去反応の金属イオンの効果、ROS のモ
デル化合物の消去速度および、ヒドロキシル
ラジカルによる DNA 損傷の阻害効果につい
て検討を行った。 
 室温、アセトニトリル中、ROS のモデル化

合物であるガルビノキシルラジカル(GO•)は
神経伝達物質によって効率よく消去された。

その反応速度定数(k)は、緑茶カテキンに匹敵

することがわかった。この反応系に金属イオ

ンの一つである過塩素酸マグネシウムを添

加すると、マグネシウムイオン(Mg2+)の濃度

の増加に伴って反応速度定数は顕著に増加

した。これは中間体として生成する GO アニ

オンがマグネシウムイオン(Mg2+)によって安

定化された結果、電子移動反応が加速したた

めであると考えられる。次に飽和酸素条件下、

pBR322 DNA とニコチンアミドアデニンジヌ

クレオチド(NADH)を含む緩衝溶液に 340 nm
の光を照射した後に電気泳動を行うと、ヒド

ロキシルラジカル(•OH)によって DNA が切断

されたフォーム II の割合が増加する。この反

応系に神経伝達物質を添加すると、フォーム

II の割合は低下し、DNA が切断されていない

フォーム I の割合が増加した。これは神経伝

達物質がヒドロキシルラジカルを効率よく

消去していることを示している。この反応系

に過素酸マグネシウムを添加して光照射し

た後に電気泳動を行うと、ドーパミンを加え

た場合、マグネシウムイオン非存在下よりも

フォーム I の割合が顕著に増加した。以上の

結果から、ドーパミンによる ROS の消去活性

はマグネシウムイオンによって顕著に増大

することがわかった。 
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