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研究成果の概要（和文）：脳は他の組織に比べて酸素を多く消費するため、その過程で多くの活性酸素種
（ROS）が多く作られ、アルツハイマー病などの病因になることが示唆されていた。本研究ではRNAの酸化損傷と
それを回避する機構について調べた。
　酸化RNAに結合するヒトAuf1タンパク質がアポトーシスの誘導に働いているか調べた。Auf1タンパク質が、酸
化RNAの分解に働いていることが分かった。Auf1タンパク質がないとアポトーシスが抑えられていること明らか
になった。さらに、酵母を用いてROSの排出にGtr1遺伝子が関与していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：As oxygen is consumed in brain, reactive oxygen species are generated and 
are predicted to be a cause of alzheimer disease. In this research, we studied oxidation of RNA and 
removal of the oxidative RNA.
 Human Auf1 protein, a oxidative RNA specific binding protein, was examined whether it had roles in 
the induction of apoptosis. It was found that Auf1 protein played a role in oxidative RNA 
degradation. In cells lacking Auf1 protein, apoptosis was repressed. In yeast, Gtr1 protein  was 
found to be involved in excretion of ROS.

研究分野：分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 (1) DNA が放射線や活性酸素分子種
（Reactive oxygen species, ROS)により酸
化を受け突然変異やガン化がひき起こされ
る。これは、塩基のグアニンが ROS のひ
とつであるヒドロキシラジカルにより酸化
されて酸化グアニン(8-oxoGuanine)にな
り、アデニンとも対合できるようになるた
めである。それを防ぐために DNA 修復経
路が働き、過度に DNA が損傷した時には
細胞死（アポトーシス）が誘導される。こ
れら遺伝子レベルの酸化損傷に関する知見
は多く報告されていた。 
 
 (2)  RNA の酸化が生体にどのような影
響を及ぼすかに関する知見はあまり得られ
ていなかった。DNA が核にありあまり酸
化を受けないのに対して RNA は細胞質に
あり酸化を受けやすい環境にある。そのた
め、RNAは DNAより 20倍以上酸化を受
けることがわかっていた。RNA でもグア
ニンが酸化グアニンとなり、tRNA のアン
チコドンが誤って対合し誤ったアミノ酸を
タンパク質の中に入れ込んでしまう。RNA
が酸化を受けた時に生物がどのように対応
しているかについて、われわれの研究グル
ープの早川らは、RNA が酸化を受けて異
常なタンパク質が合成されることを報告し
ていた（Taddei, 1997 Science)。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 脳は他の組織に比べて酸素を多く消費
するため、その過程で多くの活性酸素種
（ROS）が多く作られ、アルツハイマー病な
どの病因になることが示唆されていた。DNA
の酸化損傷とそれを回避する機構について
はよく研究されていたため、本研究ではRNA
の酸化損傷とそれを回避する機構について
研究することを目的とした。 
 
(2) 大腸菌や酵母を用いて酸化 RNAが細
胞にどのような影響を及ぼすか明らかにす
る。さらに、哺乳動物細胞で、酸化 RNA
の除去と細胞死を誘導する過程に関わる遺
伝子やタンパク質を明らかにする。それら
の知見にたって、老化モデルマウスの脳を
での働きを明らかにし脳疾患を治療するた
めの基盤にすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究では、まず大腸菌を用いて酸化
されたリボヌクレオチドによる影響を詳細
に解析する。C14－グアノシンを用いてモニ
ターした。さらに、酵母を用いて、酸化ス
トレスに関与していることが分かっていた
Gtr1 遺伝子について分子生物学的手法で
調べた。 
 

(2) 酸化 RNAに結合することが分かって
いる Auf1 の欠失しているヒト HeLa 細胞
を用いて酸化ストレスとアポトーシスの関
係について調べた。 
 
４．研究成果 
(1)大腸菌を用いて、酸化ヌクレオチドが
mutT 欠失株で蓄積するか調べた。 
 mutT 欠失株はヒドロキシラジカルにより
GTPが酸化された8-oxoGTPやを分解する活性
がある。そこで、mutT欠失株にC14-guanosine
を導入しROSを過剰産生させる薬剤であるメ
ナジオン処理し 8-oxoGTP がヌクレオチドプ
ールに蓄積するか HPLC を用いて調べたが、
蓄積されていなかった。このことから、
8-oxoGTPはRNAに導入され酸化RNAとなった
か、細胞外に排出された可能性が示唆された。 
また、メナジオン処理すると GDP の産生が減
少することがわかったが、これはGMKからGDP
を作る GMKを阻害したため起こったことでは
ないことがわかった。 
 
(2)Hela 細胞に酸化ヌクレオチドを導入し、
アポトーシスを誘導するか調べた。 
低張液処理して HeLa 細胞に 8-oxoGTP を導入
して、酸化 RNA を多く作らせてアポトーシス
が誘導されるか調べたが、アポトーシスは誘
導されなかった。 
 
(3)酵母を用いて、ROS の排出に Gtr1 遺伝子
が関与しているか調べた。 
Gtr1 遺伝子を欠失すると活性酸素に感受性
になることから酸化ヌクレオチドの分解や
排出に関っていることが示唆されていた。そ
こで、Gtr1 欠失株に ABC トランスポータ―タ
ンパク質 Snq2 を導入し活性酸素感受性を調
べたところ、活性酸素耐性となった。このこ
とから、Gtr1 が ROS の排出に関っていること
が示された。 
 
(4) 酵母をもちいて、ROS に対する抵抗性に
Gtr1 がどのように働いているか調べた。 
この研究で、Gtr1 が機能するためには Gtr2
と相互作用することが必要であることがわ
かった（図１）。これら２つの相互作用に重
要なアミノ酸（ロイシン２０７番）を同定し
た。 
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また、Gtr1 がオートファジーの制御因子であ
る TORC1 のタンパク質のうち、Kog１と Tco89
と直接相互作用していることを見出した。ま
た、Gtr1 と Ego 複合体の相互作用に、Ego1
が必須であり、Ego1 と Gtr1/Gtr2 との結合が
ないとEgo3が結合できないことを示した（図
２A)。さらに、Gtr1 と TORC１複合体との相
互作用には Gtr1 のグアニンヌクレオチドの
うち、GTP 結合型が重要であり GDP 結合型で
は相互作用できないことを明らかにした（図
２B)。また、Gtr2 は TORC1 複合体との結合に
ヌクレオチド特異性はなかった。 
 
図２ 

 
 
さらに、酵母で塩に対する抵抗性にユビキチ
ン鎖を持つタンパク質の輸送に働く Dsk2 タ
ンパク質が関っていることを示した（論文２） 
 
(5)酸化 RNA に結合するヒト Auf1 タンパク質
がアポトーシスの誘導に働いているか調べ
た。 
早川らにより酸化RNAに結合することが示さ
れていた Auf1 タンパク質が RNA の代謝とア
ポトーシスへの影響を調べたところ、酸化
RNA の分解に働いていることが分かった。ま
た、Auf1 タンパク質がないと HeLa 細胞株特
異的に、アポトーシスが抑えられていること
明らかになった（未発表データ）。このこと
は、まだ、未知な因子が酸化 RNA によるアポ
トーシス誘導に関っていることを示唆して
いる。 
さらに、アポトーシスに関る新規の遺伝子を
同定した。尿中にでてくる酸化グアノシンは
酸化DNAの修復によって出てきたわけではな
いことを示した。 
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