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研究成果の概要（和文）： 

 真核生物の染色体末端に存在するテロメアは、グアニン塩基に富む反復配列をもつテロメア
DNA とこれに結合するタンパク質から構成される。このテロメア部位をストップトフロー
ESR および NMR を使用して研究し、スーパーオキサイドアニオンラジカルや一重項酸素を発
生させて、テロメア配列の損傷を検証した。さらに、平行して、亜硝酸によるテロメアＤＮＡ
の損傷についても研究を行ない、タンパク質との架橋反応についても研究した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 Telomere that exists in eukaryote's chromosome terminus is composed of telomeric DNA 

with the repetitive sequence to which the guanine base is abundant and of telomere 

binding proteins. The damage of the telomere sequence was verified by researching this 

telomeric site by using stopped-flow-ESR and NMR and generating superoxide anion 

radical and singlet oxygen. In addition, telomere DNA damage with the nitrous acid was 

concurrently studied, and the cross-linking reaction with the protein was also examined. 
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１．研究開始当初の背景 

テロメアは真核生物の染色体末端に存在
し、Ｇ塩基に富む反復配列をもつテロメア
DNA とこれに結合するタンパク質から構成
される。通常の体細胞などでは、テロメア
DNA が細胞分裂の度に短くなり、限界まで
短縮すると細胞が分裂を停止し、細胞老化を
迎えることから、テロメア DNA の長さは寿
命や老化との関連が強く示唆されている。ま

た、テロメア部位を伸長する酵素テロメアー
ゼは、体細胞にはほとんど存在しないが、無
限に細胞分裂するガン細胞には多く存在す
ることから、テロメア部位は細胞死や細胞の
ガン化とも密接に関係していると考えられ
ている。テロメア部位の連続したＧを含む
DNA 配列は、3’末端に張出し領域と呼ばれ
る一本鎖の領域がある。この張出し領域の配
列を持つ DNA オリゴマーは特異なＧ四重鎖
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構造（Ｇカルテット，図１）を形成すること
が 90 年代に報告された。もし、張出し領域
が四重鎖構造を形成するならば、テロメアー
ゼのテロメア DNA 伸長活性は阻害されると
考えられている。このテロメア DNA 構造を
ほどくことのできるタンパク質がいくつか
報告され、これらのタンパク質は、四重鎖構
造をほどくことでテロメアーゼ活性を誘導
することが示唆された。これらの結果は、テ
ロメア DNA が損傷を受けて四重鎖構造を形
成できなくなると、テロメアーゼ活性が誘発
される可能性を示唆しており、国内外の多く
のグループが精力的に研究している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ Ｇカルテット平面と平行Ｇ四重鎖   

 

２．研究の目的 

活性酸素ラジカルとテロメアは、ともに
「老化」というキーワードで強く結びついて
いる。テロメア張出し領域の一本鎖部分の塩
基は、塩基対を形成していないため、核酸塩
基が活性酸素ラジカルなどの攻撃を受けや
すい部位と考えられる。我々は、テロメア
DNA の構造を構造化学的、熱力学的に理解
することを目標とし、活性酸素ラジカル等に
よるテロメア構造の損傷反応について研究
をした。可視光照射によりスーパーオキサイ
ドアニオンラジカル（・O2

－）や一重項酸素
（1O2）を発生させて、テロメア配列の損傷と
その損傷による構造変化を検証することが
目的である。また、亜硝酸によるグアニン塩
基の損傷についても研究することで、テロメ
ア DNA 損傷についてトータルに理解するこ
とを目指した。 

 

３．研究の方法 

テロメアDNAオリゴマーを合成し、また、核

酸をラジカル化するための安定ラジカルとし

て、様々な反応性を持つニトロン系試薬やフ

レミー塩などの無機ラジカル試薬を合成した

。また、これらのラジカル試薬と核酸オリゴ

マーとの反応解析については、ストップトフ

ロー装置（日本電子社製）を新たに購入し、

ESR分光測定機器に装着した（図２）。 
核酸をラジカル化するためのラジカルと

して、生体系で重要な意味を持つスーパーオ
キサイドラジカルの発生系を構築した。スー
パーオキサイドラジカルは、従来からの酵素
による発生系ではなく、リボフラビンに可視

光を照射して発生させた。それらを用いて核
酸オリゴマーをはじめとする生体関連物質
との反応解析を行った。安定ラジカルとの反
応を様々な条件下（塩濃度、温度、pH）で観
測し、その条件において、定量的かつ最適反
応条件下で損傷反応を NMRでリアルタイムで
観測した。ラジカル損傷テロメア DNAオリゴ
マーは、三次元 HPLCで分取して、質量分析
（MS）、NMRなどで損傷部位の個数や配列位置
を同定した。を用いて、円二色性分光法や NMR
を用いてそれらの損傷オリゴマーと四重鎖
形成能の変化、四重鎖と一本鎖の構造転移を
評価した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ ストップトフロー装置の概略 

ESR本体は、日本電子社製 JEOL-RE  X-バンド

（9.5 GHz）電子スピン共鳴装置 
 
４．研究成果 
（１）DNA オリゴマーのラジカル化反応につ
いて解析する前段階として、ラジカルの発生
系とストップドフロー装置の改良を行なっ
た。新規のラジカル発生系のシステムとして、
可視照射光により、・O2

－と 1O2 をそれぞれ
選択的に発生させるシステムを開発した。そ
れらを HPLC に連結することにも成功した。
また、ストップトフローについても、尐容量
かつ、デッドタイムを短くする改良をおこな
った。これらのシステムを評価するために、
様々な生体関連物質の反応を解析し、十分な
ラジカルに対しての感度があることが判明
した。 

ESR および光吸収を使用して研究を開始し
て、従来からの・OH や・O2

－を用いて、核
酸の他にも、さまざまな芳香族化合物に対し
ての二次反応速度を決定した。 
（２）テロメア配列のラジカル損傷の解析と
亜硝酸によるテロメアＤＮＡの損傷につい
て平行して研究を行なった。フロー法やスト
ップトフロー測定法を用いるため、大量の
DNA を合成して精製した。これらのテロメア
DNA の構造であるＧカルテットは、結合する
アルカリ金属イオンの違いにより構造変化
が生じ、ラジカル反応が変化する可能性があ
るため、様々なアルカリ金属イオンについて、
その損傷状況を NMRで測定した。 

核酸をラジカル化するためのラジカルとし

て、生体系で重要な意味を持つ・O2
－に加え

て、一重項酸素（1 O2）についても研究をお
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こなった。1 O2はリボフラビンに可視光を照

射して発生させた。それらを用いて核酸オリ

ゴマーをとの反応解析を行った。ストップト

フロー法もしくはフロー法を用いるためオリ

ゴマー量としてはかなり必要であったため、

Oxytricaとhumanテロメア配列を対象とした

核酸オリゴマーを合成した。上記のストップ

トフローESRの結果から安定ラジカルと核酸

オリゴマーの最適反応条件を取得した後、ラ

ジカルとDNAオリゴマーを反応させて、NMRを

用いて損傷部位の個数や配列位置をいくつか

同定した。予想されたよりも、損傷部位の構

造特異性は低かった。・O2
－に加えて、一重

項酸素（1 O2）と核酸とのラジカル反応によ

る生成物解析を試みた結果についても学会で

報告した。 

また、グアニンと反応してキサントシンや

オギザノシンを与える亜硝酸と、Ｇ四重鎖と

の反応についても、NMRを用いて研究を進めた

。Ｇ四重鎖の指標であるHoogsteen型水素結合

に関与しているＧ塩基のイミノプロトンシグ

ナルを１次元NMRで観測し、同時に、オギザノ

シンを導入したDNAオリゴマーについてその

構造を解析した。かなり複雑なスペクトルと

なったため、キサントシンのモデルとしてイ

ノシンを導入したオリゴマーを多種類準備し

、これらのNMRスペクトルを測定解析した。２

次元NMRを用いて損傷DNAが構造解析し、構造

転移の詳細や安定性の変化の由来を原子レベ

ルで解明した。Ｇ四重鎖構造のNMRデータが蓄

積されたので、分子モデリングソフトと分子

動力学計算を用いてテロメアのＧ塩基の損傷

とＧ四重鎖の不安定化についても研究をおこ

なった。四重鎖の状態で外側の塩基が損傷を

受けて、キサントシンへと変化することが示

唆された。また、二重鎖中での損傷について

も、NMRと分子動力学計算を組み合わせて明ら

かにしつつある。現在、最終的な生成物につ

いては、三次元液体クロマトグラフィーによ

り分取した後、質量分析やＮＭＲにより同定

中である。ESRの結果と併せてテロメアDNAの

ラジカル反応の構造特異性が明らかになりつ

つある。 

（３）テロメアDNAの損傷とタンパク質の架

橋体をおもに研究した。テロメアはDNAとタ

ンパク質の複合体であることから、タンパク

質側鎖と損傷核酸の反応を研究することは生

理学的にも重要である。まずアミノ酸残基に

よる特異性を検討していくために、アミノ酸

や短鎖ペプチドと損傷塩基との反応について

検討した。テロメアDNAのグアニン塩基が酸

化して生じるオギザニン塩基を用いて研究を

進めた。アミノ酸であるシステインとの生成

物をHPLC、MS、NMRで分析してその反応生

成物を確認した。その結果、システインのチ

オール基との反応性が高くさらに転移反応が

確認できたので、チオールとオギザニン塩基

との反応をさらに研究するために、チオール

基やジスルフィド基をもつタンパク質へと対

象を広げた。１つは、髪の毛のタンパク質で

ある線状タンパク質であるαケラチンであり

、もう１つはその立体構造がよくわかってい

て、反応性の高いチオールをただ１つ持つヘ

モグロビンである。αケラチンについては、

まずジスルフィドアニオンラジカル（-S-S－・-

）およびトリスルフィド中性ラジカルの生成

とその消失機構およびチールラジカル（-S・）

の生成と反応性の基礎的データを取得した。

ヘモグロビンについても研究を進めて、チオ

ール基と損傷核酸との反応について研究し、T

構造とR構造での架橋反応の違いを調べた。ま

た、光励起と遷移金属イオンを含むペプチド

を組み合わせた反応についても研究を行い報

告した。 

（４）この研究は、将来的には、テロメアが
関与すると考えられている老化やガン化の
メカニズムの解明につながる知見を与える
と考えている。テロメア DNA鎖の研究に関し
ては、我々は四重鎖の構造解析のみならず、
その構造多形性を熱力学見地から詳細に研
究報告してきており、レビュー誌でも紹介さ
れている。DNA は RNA と違って生体内でほと
んど二重鎖を形成しているため、末端で一本
鎖になっているテロメア部位はラジカル反
応や酸化反応の格好のターゲットであり、損
傷を構造化学的に研究する意義は大きい。テ
ロメアには特異的に結合するタンパク質の
集合体があり、このテロメア DNA－タンパク
質複合体は遺伝子の複製において重要な役
割を果たしている。これらの結合タンパク質
は、テロメア DNAの張出し領域とも緊密な相
互作用をしており、ラジカル反応などにより
DNA 損傷が生じると、テロメアーゼの関与す
るテロメア伸長反応などに大きな影響が生
じると考えられる。しかし、ラジカル反応に
より選択的に同じ箇所に損傷塩基を持つオ
リゴマーを準備することや、損傷核酸－タン
パク質架橋体を準備することが非常に難し
いので損傷プロセスの構造解析などの研究
はほとんどなされていなかった。今後も、
我々は、定量的なラジカル反応システムの開
発し、テロメアのラジカル損傷とその影響に
ついて明確にしていく。 
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