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略語表 

 
1O2  1 重項酸素 

8oxoG   8-オキソグアニン 

ESI-MS エレクトロスプレーイオン化質量分析(Electrospray ionization- 

mass spectrometry) 

G・+  グアニンラジカルカチオン 

G(-H)・  グアニン中性ラジカル 

Gh  グアニジノヒダントイン 

Ghox  オキソグアニジノヒダントイン 

HOMO  最高被占軌道(Highest occupied molecular orbital) 

HPLC-ECD 電気化学検出器(Electrochemical detection)を利用した HPLC 解

析 

Iz  イミダゾロン 

O2
・-  スーパーオキシドアニオン 

・OH  ヒドロキシラジカル 

Oxa  オキサルリックアシッド 

Oz  オキサゾロン 

RF  リボフラビン 

SOD  スーパーオキシドディスムターゼ 
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  諸言 

 

 

    DNA は遺伝情報の担い手であり、損傷し変異が生じた場合、ひいてはがんや老

化の原因になる[1-8]。しかし、DNA は生体内で常に生じる各代謝物や、外来の化学

物質、太陽光や電離放射線の照射などによって容易に損傷することが知られている。

DNA におこる化学的損傷として、シトシンの脱アミノによるウラシル生成、グアニンの

脱プリンによるアベーシックサイトの生成、グアニンのアルキル化による O6-メチルグ

アニンの生成、グアニンの酸化による 8-オキソグアニン(8oxoG)の生成などいくつか

知られているが、その中で我々は特に酸化反応に着目して研究を行っている。酸化

により生じる損傷としては、先述の 8oxoG が最もよく知られているが、8oxoG はグアニ

ンよりもより酸化損傷を受けやすく[9]、8oxoG の生成においては 8oxoG そのものより

も 8oxoG のさらなる酸化生成物が多く生成している可能性がある。しかし、こうした

8xoG のさらなる酸化生成物に関してはあまり研究が進んでおらず、これらの解析を

行うことで DNA 酸化損傷の影響をさらに詳細に解明することができるのではないかと

考えているからである。 

  DNA における酸化反応として、フェントン反応や電離放射線の照射等により生じる

ヒドロキシラジカル(・OH)によるもの、ペルオキシドによる反応やポルフィリンに可視光

を照射した時に生じる 1 重項酸素(1O2)によるもの、またはマンガン錯体の反応やリボ

フラビン(RF)に UVA を照射した場合に起こる 1 電子酸化によるものが知られている。

この内、1 電子酸化は・OH や 1O2 による酸化とは異なり、酸化によって DNA 上に生じ

た電荷が DNA 鎖上を最も酸化電位の低い塩基まで移動し、その塩基を損傷させると

いう特徴を有している(Figure 1A)。従って、染色体のように込み入った構造を持つ

DNA に対して、・OH や 1O2 が反応する場合、表面だけで反応するのに対し(Figure 1B)、

1 電子酸化反応の場合、酸化が構造表面で起こる点は同じだが、酸化により生じた

電荷は DNA 鎖上を移動して、構造内部での損傷生成を引き起こす可能性がある

(Figure 1C)。このような特徴を持つ点から、1 電子酸化について着目した研究を行っ

た。 
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Figure 1. One-electron oxidation. (A) Electron transfer (B) The oxidation of chromosomal 

DNA with OH or 1O2. (C) The one-electron oxidation of chromosomal DNA. 

 

  4 つの天然 DNA 塩基グアニン、アデニン、シトシン、チミンの酸化電位はそれぞれ

1.29、1.42、1.6、1.7 V であるため、これらのうちグアニンは最も 1 電子酸化を受けやす

いといえる[10]。生体中の重要な配列のいくつかがグアニン豊富な配列として知られ

ているが、そうしたグアニン豊富な配列は適切な金属イオンの存在下 4 本鎖構造を形

成できることが報告されている(Figure 2)。我々は 4 本鎖を形成した DNA において、グ

アニンは 1 本鎖、2 本鎖とは異なる反応環境にあるため、その酸化生成物に変化が

生じるのではないかと考えた。そして酸化生成物の種類、位置、量を同時に確かめる

ためには、酸化によリ生じる全ての酸化生成物を一旦単離し、同定することが必要だ

と考えた。そしてそのように全ての酸化生成物を単離するにはできるだけ短い配列を

用いる必要があったため、我々は最も短い4本鎖形成可能な配列d(TGGGGT)を用い

て酸化反応を行った。なお酸化生成物は生成量が極めて少ないため、酸化生成物の
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同定を行う上では過去の文献を参考に、NMRは用いず、代わりにHPLC、ESI-MS、ピ

ペリジン処理を組み合わせて行う方法を採用した[11-18]。 

  本稿の第 1 章ではまず 1 本鎖と 4 本鎖の d(TGGGGT)の酸化生成物を詳細に比較

し、4 本鎖の酸化生成物が 1 本鎖のものとは明らかに違うことを明らかにした。また、

酸化生成物の種類、位置、量の違いを酸化経路の違いから説明した。続いて第 2 章

ではさらに生体内で一般的にみられる 2 本鎖での酸化生成物を詳細に解析すること

で第 1 章において提案した酸化経路の違いによる酸化生成物の違いという考えが 2

本鎖においても同様に適応できることを明らかにした。 

 

 
Figure 2. The structure of single-stranded DNA, double-stranded DNA or quadruplex DNA. 
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第 1 章  4 本鎖 DNA の形成により引き起こされるグアニン光酸化損傷の種類、およ

び酸化位置の変化 

 

 

1. 背景 

  遺伝情報の担い手である DNA 塩基は環境中の紫外線や種々の活性種等によって

容易に酸化されることが知られている。特に 4 つの天然塩基の内、グアニンは最も容

易に酸化される。加えて、GG や GGG といったグアニンの連続した配列中にあるグア

ニンは単独のグアニンと比べてより低い酸化電位を持つためより容易に酸化されるこ

とが知られている[12,13,19,20]。従って、生体中の DNA に関してもグアニンを豊富に

含む配列は酸化による影響を受けやすいと考えられる。このようなグアニン豊富な配

列のうちいくつかは生体内における重要な配列として知られており、例えば DNA 末端

のテロメア配列[21-23]やがん原遺伝子 c-myc のプロモーター配列[24,25]等がよく知

られている。また、こうしたグアニン豊富な配列は 4 重鎖構造をとることができると知ら

れており、グアニン 3-5 塩基(G3-5)と任意の 1-7 塩基(N1-7)からなる配列 G3-5N1-7G3-5 

N1-7G3-5N1-7G3-5 を 4 本鎖形成可能とみなして計算すると、ゲノム上における 3.5×105

以上の配列が 4 本鎖を形成可能であると報告されている[26,27]。我々はこうした 4 本

鎖 DNA 中におけるグアニンが酸化された場合、反応環境の違いから 1 本鎖中のグア

ニンとは異なる酸化過程をたどるのではないかと考えた。そのためこの研究では 4 本

鎖を形成した DNA を HPLC により単離、酸化し、生じたグアニン酸化生成物を 1 本鎖

DNA の酸化生成物と比較した。 

  最近行われた酸化損傷解析では酵素処理による配列の分解を交えた間接的な解

析を行っているのに対して[14]、この研究では特に酸化損傷の種類、量、位置を一度

に解析することを目的として、酸化損傷を含む各オリゴマーを HPLC により単離し、直

接解析を行うことを試みた。そのため、この実験において 4 本鎖形成可能な最短のオ

リゴマーDNA である、d(TGGGGT)を用いた[28]。 

 

2. 結果と考察 

2.1. 4 本鎖 DNA の形成と単離 

  d(TGGGGT)は陽イオン存在下で 4 本鎖を形成するため、この実験においては KCl

を加えることで 4 本鎖 d(TGGGGT)の形成を試みた。まず、d(TGGGGT)に 0.1 または
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10 mM の KCl を加え、80 ℃の湯浴で 5 分間加熱した後、氷上で冷却し、CD を測定し

た。その結果、10 mM KCl を加えた側のサンプルでは 4 本鎖 DNA に特徴的な 260 nm

を中心とした CD の増加が見られた(Figure 3A) [29-31]。一方、0.1 mM KCl を加えた

サンプルではこのような 260 nm における CD の増加は確認されなかった(Figure 3B)。

このことから 10 mM KCl 中では d(TGGGGT)は 4 本鎖を形成し、0.1 mM KCl 中では 1

本鎖を保つことが確認された。次に CD 測定に用いた、0.1 または 10 mM KCl 存在下

の d(TGGGGT)を今度は HPLC によって解析した(Figure 3C、3D)。その結果 10 mM 

KCl を加えたサンプルでは 8.2 min と 18.0 min にピークが見られたのに対し、0.1 mM 

KCl を加えたサンプルでは 8.2 min のピークのみが確認された。このことから、Figure 

3C、3D における 8.2 min のピークは 1 本鎖 DNA、18.0 min のピークは 4 本鎖 DNA で

あると考えた。そのため Figure 3C における 18.0 min のピークを HPLC により単離し、

これをネガティブモードのエレクトロスプレーイオン化質量分析(ESI-MS)により解析し

た。その結果、カリウムイオンを 3 つ含んだ 4 本鎖 DNA (m/z 1889.80689, calculated 

for [M]4- 1889.80493)を検出することができた(Figure 4)。なお、単離した 4 本鎖 DNA

は 10 mM KCl 中、4 ℃で 3 日間静置しても解離により生じる 1 本鎖 DNA は 4 %以下

しか検出されなかった(Figure 5)。過去の報告において 4 本鎖 DNA の HPLC による単

離は可能だと予想されていたが[32]、実際に単離を行ったのは我々が知るかぎりこれ

がはじめてである。次段で説明する 4 本鎖 DNA 中のグアニン酸化生成物の解析には

この単離された 4 本鎖 d(TGGGGT)を用いることで、より厳密に 1 本鎖との比較を行う

ことができた。 
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Figure 3. The CD and HPLC profiles of d(TGGGGT) in KCl. CD spectroscopy was performed in 

(A) 10 mM or (B) 0.1 mM KCl. HPLC analyses were performed in (C) 10 mM KCl or (D) 0.1 mM 

KCl. Samples were analyzed by HPLC with a COSMOSIL 5C18-MS column (Nacalai Tesque, 5 

m, 150 × 4.6 mm, elution with a solvent mixture of 50 mM TEAA (pH 7), 5–30% CH3CN/30 

min at a flow rate of 1.0 ml/min) and monitored at 260 nm absorbance in panel C and D. From 

ref. [57]. Reproduced by permission of The Royal Society of Chemistry. 
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Figure 4. The mass spectrum of the quadruplex DNA containing potassium ions (negative ion 

mode). The raw data (m/z 1600-2200) were shown in panel A, and magnified charts (m/z 

1889.5-1892.5) were shown in panel B. From ref. [57]. Reproduced by permission of The Royal 

Society of Chemistry. 

 

 

Figure 5. HPLC analysis of isolated quadruplex DNA. Samples were analyzed by HPLC with a 

COSMOSIL 5C18-MS column (Nacalai Tesque, 5 m, 150 × 4.6 mm, elution with a solvent 

mixture of 50 mM TEAA (pH 7), 5-30% CH3CN/30 min at a flow rate of 1.0 ml/min) and 
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monitored at 260 nm absorbance. From ref. [57]. Reproduced by permission of The Royal 

Society of Chemistry. 

 

 

2.2. 4 本鎖 DNA における酸化生成物の解析 

  こうして単離された 4 本鎖 DNA は、光増感剤である RF の存在下、UVA を照射する

ことで酸化を行い、これを 1 本鎖の酸化生成物と比較したが、このとき RF が 4 本鎖に

対してどのような影響を与えるか明らかにするための実験を行った。まず、RF に対し

て過剰の 1 本鎖、または 4 本鎖 DNA を加えることによる蛍光強度の低下を測定した。

その結果 1 本鎖、4 本鎖共に RF の消光が見られたため(Figure 6A、6B)、1 本鎖、4

本鎖は共に RF との結合がみられた。一方、1 本鎖、および 4 本鎖 DNA に対して RF

を加えた時、DNA の構造に変化があるかを CD により確かめた(Figure 6C-F)。その結

果、RF を加えても 1 本鎖、4 本鎖 DNA の CD は共に変化なく、従って、RF は 1 本鎖、

4 本鎖 DNA に結合することはできるが今回の反応条件では DNA 構造に影響を与え

ないことが確かめられた。 
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Figure 6. The fluorescence quenching and the CD spectroscopy of single-stranded and 

quadruplex d(TGGGGT) with RF. Fluorescence quenching of 6.25 M RF by (A) 0-2.5 mM 

single-stranded d(TGGGGT) in 0.1 mM KCl and 5 mM cacodylate buffer (pH 7) or (B) 0-2.5 

mM quadruplex d(TGGGGT) in 10 mM KCl and 5 mM cacodylate buffer (pH 7) was performed. 

I0 indicates the fluorescence intensity without DNA, and I0/I indicates the ratio of 

fluorescence intensities. CD spectroscopy of 70 M single-stranded d(TGGGGT) in 0.1 mM 

KCl and 5 mM cacodylate buffer (pH 7) (C) without RF or (D) with 7.5 M RF, and quadruplex 

d(TGGGGT) in 10 mM KCl and 5 mM cacodylate buffer (pH 7) (E) without RF or (F) with 7.5 

M RF were analyzed. From ref. [57]. Reproduced by permission of The Royal Society of 

Chemistry. 

 

 

  単離した 4 本鎖 d(TGGGGT) (700 µM) に 10 mM KCl を加えたもの、あるいは 1 本

鎖 d(TGGGGT) (700 µM) に 0.1 mM KCl を加えたものを用意し、75 µM RF 存在下、紫
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外線を照射して HPLC によりグアニンの酸化を解析した。このとき、4 本鎖は酸化生成

物の増加に伴って 1 本鎖に解離してゆくと考えられ、高酸化率での解析を行った場合、

解離した 1 本鎖からの酸化生成物が増加してしまい、4 本鎖の酸化生成物との区別

がつかなくなってしまう。また、酸化生成物はさらなる酸化を受けるものも多く、高酸

化率での解析では生成物の数が増加し、分離が困難になると予想される。一方、あ

まりに低酸化率での反応を行った場合には得られる酸化生成物の量が減少し、解析

が困難になると予想される。そこで今回、1 本鎖、4 本鎖の DNA は過去の文献を参考

に[15]、20%が酸化された状態で比較を行おうと考え、まず 1 本鎖、4 本鎖それぞれの

反応速度について解析した。1本鎖に対して紫外線を0-3 min、4本鎖に対して紫外線

を 0-30 min、それぞれ照射し、HPLC により解析を行い、その結果を Figure 7 に示し

た。結果、1 本鎖は 4 本鎖よりも反応速度が速かった。なお、この結果は過去の報告

と一致している[33-37]。 

 

 

Figure 7. Time course of guanine oxidation with UVA. (A) Single-stranded d(TGGGGT) (700 

M) with 75 M RF in 0.1 mM KCl and 5 mM cacodylate buffer (pH 7) was irradiated at 365 nm 

for 1, 2, and 3 min. (B) Quadruplex d(TGGGGT) (700 M) with 75 M RF in 10 mM KCl and 5 

mM cacodylate buffer (pH 7) was irradiated at 365 nm for 10, 20, and 30 min. From ref. [57]. 

Reproduced by permission of The Royal Society of Chemistry. 

 

  反応速度の解析結果から、1 本鎖では紫外線を 2 min、4 本鎖では 20 min 照射する

と、約 20%が酸化されることがわかったため、これらの照射時間において解析を行っ

た。そしてこのときの 1 本鎖、4 本鎖の HPLC チャートをそれぞれ Figure 8B、8C に示

した。まず Figure 8B において、20.5、20.7、21.1 min の 3 つのピークがみられた。これ

らを HPLC によりそれぞれ単離し、ESI-MS により解析した結果、これら 3 つのピーク

はどれもイミダゾロン(Iz)を含む酸化生成物(m/z 910.66052, calculated for [M]2- 
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910.65937)であることがわかった(Figure 8A、9)。またこれらの酸化生成物において、

d(TGGGGT)のどのグアニンが酸化されているのか明らかにするため、過去の文献を

参考にピペリジン処理による酸化損傷位置での DNA 鎖切断を行い[38]、HPLC により

酸化生成物の位置を解析した。その結果、Figure 8B における 20.5、20.7 min のピーク

はそれぞれ d(TGGGIzT)、d(TIzGGGT)であり、また 20.5、21.1 min のピークは

d(TGIzGGT) 、 d(TGGIzGT) の 混 在 し た も の で あ る こ と が 明 ら か に な っ た (Figure 

10A-C)。 

 

Figure 8. Analysis of photooxidation products in quadruplex and single-stranded DNA. (A) 

Structures of guanine photooxidation products. (B) Single-stranded d(TGGGGT) (700 M) 

with 75 m RF in 0.1 mM KCl was irradiated at 365 nm for 2 min. (C) Quadruplex d(TGGGGT) 

(700 M) with 75 M RF in 10 mM KCl and 5 mM cacodylate buffer  (pH 7) was irradiated at 

365 nm for 20 min. Samples were analyzed by HPLC with a CHEMCOBOND 5-ODS-H column 

(Chemcopak, 5 m, 150 × 4.6 mm, elution with a solvent mixture of 50 mM NH4OAc (pH 7), 

0-10% during 0-30 min, 10-30% during 30-35 min, CH3CN at a flow rate of 1.0 ml/min) and 

monitored at 260 nm absorbance. From ref. [57]. Reproduced by permission of The Royal 

Society of Chemistry. 
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Figure 9. The mass spectrum of the oligomer containing Iz. From ref. [57]. Reproduced by 

permission of The Royal Society of Chemistry. 
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Figure 10. Piperidine treatment of the oligomers containing Iz or Ghox. To determine the 

locations of Iz and Ghox in the oligomers in Figure 3B and 3C, each products was isolated, and 

then was heated with 1 M piperidine at 90ºC for 20 min, and subsequent dephosphorylation of 

all phosphate monoesters with alkaline phosphatase was performed. Further, the products 

were analyzed by HPLC, and the results compared with the HPLC charts of purchased 

standard samples, dT, d(TG), d(TGG), d(TGGG), d(GT), d(GGT), and d(GGGT). Samples were 

analyzed by HPLC with a CHEMCOBOND 5-ODS-H column (Chemcopak, 5 m, 150 × 4.6 

mm, elution with a solvent mixture of 50 mM AcONH4 (pH 7), 3-5% CH3CN/30 min at a flow 

rate of 1.0 ml/min) and monitored at 260 nm absorbance. The HPLC profiles of (A) – (D) 

represent the piperidine treatment products from the peak at (A) 20.5 min, (B) 20.7 min, (C) 

21.1 min in Figure 8B, and (D) 18.6 min in Figure 8C. “*” in panel A-D indicates the products 

which was not formed from DNA. From ref. [57]. Reproduced by permission of The Royal 

Society of Chemistry.
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  一方、4 本鎖の光反応による酸化生成物を HPLC により解析した結果、18.8、20.4 

min に主生成物が確認され(Figure 8C)、1 本鎖とは明らかに異なる酸化生成物が生じ

た。 またこれらの酸化生成物を単離し、ESI-MS により同定した結果、18.8、20.4 min

のピークはそれぞれ 8oxoG (m/z 938.16411, calculated for [M]2- 938.16228) (Figure 

11A)および、オキソグアニジノヒダントイン(Ghox)(m/z 932.16758, calculated for [M]2- 

932.16228) (Figure 11B)をそれぞれ 1 つ含むオリゴマーであることを明らかにした。ま

た同時に、非損傷の 1 本鎖 DNA が 21.7 min (Figure 8C)にあらわれたことから、4 本

鎖中に 8oxoG、または Ghox が生じることで、4 本鎖 DNA が 4 つの 1 本鎖 DNA に分

離したのだろうと考えられる。なお、1 本鎖 DNA の主な酸化生成物である Iz のピーク

は Figure 8C の図中では検出されなかった。 

 

 

Figure 11. The mass spectrum of the oligomers containing 8oxoG or Ghox. The oligomers 

containing (A) 8oxoG or (B) Ghox was detected using ESI-MS. From ref. [57]. Reproduced by 

permission of The Royal Society of Chemistry. 
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  次に、d(TGGGGT)のどのグアニンが酸化されて 8oxoG、および Ghox をそれぞれ生

じているのか明らかにするための解析を行った。まず、Figure 8C の 18.8 min にあら

われた Ghox を含むオリゴマーを単離し、ピペリジン処理による解析を行い[39]、結果

として、3’側に最も近いグアニンが酸化された d(TGGGGhoxT)が生じたことを確かめ

た(Figure 10D)。一方、8oxoG を含むオリゴマーはピペリジン処理による切断が起こり

にくいことが知られている[40]。そのため、8oxoG を 1 塩基含むオリゴマー

d(T8oxoGGGGT)、d(TG8oxoGGGT)、d(TGG8oxoGGT)、d(TGGG8oxoGT)を標品として

合成し、これらの標品、およびその酸化生成物をそれぞれ HPLC によリ解析した

(Figure 12A)。その結果、Figure 8C の 20.4 min に見られた生成物は d(TGGG8oxoGT)

であることが明らかになった。従って、Figure 8C で見られた 4 本鎖の酸化生成物はど

ちらも驚くべきことに 3’側に最も近いグアニンが特異的に酸化されたものだった。 

  酸化位置の偏りが見られた例として過去の文献では、2 本鎖 DNA の酸化反応にお

いて TGGT 配列では最も 5’側に近いグアニンが最も酸化されると報告されている(下

線部が最も酸化されたグアニン、以下同じ) [12,13]。また、TGGGT 配列をはじめとし

て、AGGGA、AGGGT 配列では 5’側から 2 番目のグアニンにおいて最も多く酸化がみ

られたのに対し、CGGGC 配列では最も 5’側に近いグアニンの酸化がみられた

[12,13,41]。次に 2 本鎖 TGGGGT では TGGGT と同じく 5’側から 2 番目のグアニンが

最も酸化されることを次章において確かめた。また、CGGGGA配列での酸化において

は 5’側グアニンが最も酸化された [42]。このように 2 本鎖においてみられた酸化位

置の偏りは 5’側から 1、または 2 番目のグアニンにおいて酸化が最も多くみられる点

で、4 本鎖の特異的酸化とは明らかに異なり、我々の知る限り、グアニン連続配列の

うち、最も 3’側のグアニンが最も多く酸化された例はない。 
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Figure 12. HPLC analysis of four oligomers containing 8oxoG. Samples were analyzed by 

HPLC with a CHEMCOBOND 5-ODS-H column (Chemcopak, 5 m, 150 × 4.6 mm, elution 

with a solvent mixture of 50 mM AcONH4 (pH 7), 0-10%/30 min, CH3CN at a flow rate of 1.0 

ml/min) and monitored at 260 nm absorbance. d(T8oxoGGGGT), d(TG8oxoGGGT), 

d(TGG8oxoGGT), and d(TGGG8oxoGT) were synthesized, and the standard samples were 

shown in panel A. The oligomers containing 8oxoG (700 M) with 75 M RF in 10 mM KCl and 

5 mM cacodylate buffer (pH 7) was irradiated at 365 nm for 2 min. The oxidation products of 

d(TGGG8oxoGT) in panel B. The oxidation products of d(TG8oxoGGGT) in panel C. From ref. 

[57]. Reproduced by permission of The Royal Society of Chemistry. 

 

 

2.3. 4 本鎖 DNA の酸化における予想反応経路 

  今回の実験から、1 本鎖、および 4 本鎖 DNA のグアニン酸化生成物は明らかに異

なっており、こうした違いは DNA 構造の差異によりそれぞれ異なる酸化経路を辿った

ことによると考えられる。まず、RF を光増感剤として UVA を照射した時のグアニンの
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酸化経路としては 1 電子酸化によるものと[43]、1 重項酸素の生成を介したものが知

られている[44,45]。今回行った光反応がこのどちらを経て行われたのかを確かめる

ため、1 本鎖、4 本鎖の光反応を 80% D2O の存在下で再度行い、その変化を確認した。

D2O は 1 重項酸素の半減期を伸ばすことが知られているため、もし反応に 1 重項酸素

が関わっているなら酸化生成物の増加が予想されるが、1 本鎖、4 本鎖の光酸化生

成物はどちらも D2O の共存による酸化生成物の増加はみられなかった(Figure 13)。

従って、1 本鎖、4 本鎖の光反応は共に 1 電子酸化によって開始されていると考えら

れる。 

 

 

Figure 13. The oxidations with SOD or D2O. Single-stranded d(TGGGGT) (700 M) with 75 M 

RF in 0.1 mM KCl and 5 mM cacodylate buffer (pH 7) was irradiated at 365 nm for 2 min. 

Quadruplex d(TGGGGT) (700 M) with 75 M RF in 10 mM KCl and 5 mM cacodylate buffer 

(pH 7) was irradiated at 365 nm for 20 min. The reactions were initially performed in 80% D2O 

or with 20 U/l SOD. The amounts of oxidation products were calculated using HPLC. The 

mean values and errors were calculated using data from two independent experiments, and 

the error for Iz was not detected in the reaction with SOD. (A) Amounts of oligomers 

containing Iz in irradiated single-stranded DNA. (B) Amounts of oligomers containing 8oxoG or 

Ghox in irradiated quadruplex DNA. From ref. [57]. Reproduced by permission of The Royal 

Society of Chemistry. 

 

  1電子酸化によりグアニンはG・+を生じ[46]、G・+はさらに競合的な2つの反応経路を

進むことになる(Scheme 1)。Scheme 1 の Pathway 1 を辿った場合、G・+は N1 位の脱
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プロトンを経てグアニン中性ラジカル[G(-H)・]を生じ、続いてスーパーオキシドアニオ

ン(O2
・-)により過酸化物を生じる[16,17]。さらに水の求核攻撃を受けたあと、転移反応、

ホルムアミドの放出を経て Iz の形成に至る[17]。一方 Pathway 2 を進んだ場合、G・+

はまず水の付加を受ける。その場合 8-ヒドロキシグアニンラジカルを経由して[18]、

8oxoG の形成に至る。なお、8oxoG がさらに 1 電子酸化された場合、Ghox が主生成

物として得られることが知られている[47]。このことから、4 本鎖の酸化生成物である

d(TGGGGhoxT)はもう一方の酸化生成物である d(TGGG8oxoGT)がさらなる酸化を受

けた結果生じたものであると考えられる。さらに、4 本鎖中の G・+は N1 位のプロトンに

おいて隣のグアニンの O6 と水素結合を形成しており(Scheme 2)、これらは同じ脱プロ

トンでも平衡定数に違いがあると予想される。こうした 4 本鎖における G・+脱プロトンの

平衡定数と 1 本鎖における G・+脱プロトンの平衡定数の比は過去の文献では直接報

告されていないため、我々は文献[48]に報告されている O6 プロトン化グアニン、およ

び N7 プロトン化シトシンの酸解離定数を用いてこれを導出した。なお、導出の過程は

第 2 章において詳述する。結果、4 本鎖における G・+の N1 プロトンは 1 本鎖における

N1 位のプロトンよりも強く保持されると考えられる。そのため、G・+の脱プロトン

(Pathway1)が起こりにくい 4 本鎖中ではかわりに G・+への水の付加(Pathway2)が進行

し、その結果 8oxoG が主生成物となったのだろうと考えられる。なお、O2
・-が Pathway 

1(Scheme 1)における Iz の生成に関わっていることが知られているため[16,17]、これ

を確かめるため 20 U/µl スーパーオキシドディスムターゼ(SOD)存在下 1 本鎖の酸化

反応を行った結果、Iz の生成量が大きく減少したことから、確かに 1 本鎖の反応にお

いて O2
・-が関与していることを確かめた。一方、4 本鎖に関しても同様に SOD 存在下

で酸化を行った結果、生成量の減少は見られなかったことから Pathway 2(Scheme 1)

で予想したように 8oxoG の生成には O2
・-が関与していないと考えられる。 
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Scheme 1. The proposed pathways for the oxidation of guanine in quadruplex DNA. 

 

 

Scheme 2. The proton shift in G+/G base pair in quadruplex DNA. From ref. [57]. Reproduced 

by permission of The Royal Society of Chemistry. 

 

 

2.3. 4 本鎖 DNA の酸化における酸化位置の偏りと HOMO の影響 

  4 本鎖において、d(TGGGGT)の最も 3’側に近いグアニンの特異的な酸化がみられ
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たが(Figure 8C)、2 本鎖 DNA 中のグアニン連続配列においても酸化位置の偏りが報

告されている[12,13,19,20]。この報告において酸化位置の偏りは HOMO の偏りに由

来しており、今回見られた 4 本鎖における 3’側グアニンの特異的酸化もこれと同様に

HOMO の偏りによるのではないかと考え、次のように HOMO の偏りを計算した。まず、

4 本鎖 d(TGGGGT)の結晶構造(PDB:1S45) [49]のイオンをすべてカリウムに置き換え、

配列両端のリボースにおける O3、または O5 位でチミンを取り除き、代わりに水素原

子を付加した。さらに、カリウムイオンの位置を固定し、 OPLS2005 を用いて

MacroModel 7.5 による構造最適化を行った[50]。さらにリボースの C1 位で糖鎖を除き、

代わり に水素原子を付加し 他構造を 作成し 、これを Gaussian 03 を 用い て

B3LYP/6-31G*の計算レベルで HOMO の偏りを計算し[51]、Molkel 5.4.0.8 を用いて軌

道を画像化した(Figure 14) [52]。この計算の結果、4 本鎖における HOMO は

d(TGGGGT)の最も 3’側に近いグアニンに偏っていることが明らかになった。これは、

実験によって得られた酸化位置と完全に一致しており(Figure 8C)、このことから 4 本

鎖において見られる 3’側に最も近いグアニンの特異的酸化は HOMO の偏りによって

引き起こされたものであるということが明らかになった。 

 

 

Figure 14. The localization of the HOMO in quadruplex DNA. From ref. [57]. Reproduced by 

permission of The Royal Society of Chemistry. 

 

3. 結論 

  今回の実験により 4 本鎖 DNA の HPLC による単離と、ESI-MS による確認に成功
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した(Figure 4, 5)、このような 4 本鎖 DNA の単離に成功した例は我々の知る限り過去

にない。さらに我々は 4 本鎖におけるグアニンの酸化生成物が 8oxoG とそのさらなる

酸化生成物である Ghox であることを明らかにした(Figure 11)、そしてこれらの酸化生

成物は 1 本鎖における酸化生成物とは明らかに異なる。さらに、4 本鎖において 3’側

に最も近いグアニンが特異的に酸化を受けることを明らかにし(Figure 10D)、またこの

ような特異的酸化は 4 本鎖における HOMO の偏りから生じていることを明らかにした

(Figure 14)。このように、4本鎖の酸化生成物は1本鎖とは種類・位置の点で明らかに

異なることを明らかにした。 

  2 章 3 節で詳しく述べるが、過去の報告[53]をもとにこのような酸化損傷による 4 本

鎖の安定性への影響を今後明らかにしたい。 
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第 2 章  2 本鎖 DNA の酸化損傷解析を通した、DNA の構造変化によるグアニン酸

化経路への影響 

 

 

1. 背景 

  前章で我々は最も短い 4 本鎖形成可能な配列 d(TGGGGT) [28] を用いて 4 本鎖

の酸化生成物が 1 本鎖のものとは明らかに異なることを明らかにした [57]。グアニン

は酸化により種々の生成物を生じるが(Figure 15)、4 本鎖における主な酸化生成物は

8oxoG とそのさらなる酸化生成物である Ghox だったのに対し、1 本鎖では主に Iz が

生成した。このような 1 本鎖、4 本鎖の違いから考えて、同様に 2 本鎖 DNA の酸化生

成物も4本鎖DNAとは異なっているのではないか、そして1本鎖、2本鎖、4本鎖DNA

の酸化生成物をそれぞれ詳細に解析することで DNA の酸化経路の違いをより明確

にすることができるに違いないと考えた。このため本章では 2 本鎖 DNA 酸化生成物

の詳細な解析を行い、その結果と前章の結果からより詳細に DNA 構造と酸化経路の

関係を明らかにした。なお、このような比較をより詳しく行うため、1 本鎖、4 本鎖の解

析と同様に各酸化生成物を HPLC により全て分取し、直接解析を行うことで酸化生成

物の種類、位置、量を同時に求めた。また酸化に用いる配列は前章と同じく

d(TGGGGT)を用い、酸化方法も前章と同じく RF の存在下 UVA を照射することで行っ

た。 

 

 

Figure 15. Structures of guanine photooxidation products. Reproduced from ref. [72] with 

permission from MDPI. 

 

 

2. 結果と考察 

2.1. 2 本鎖 DNA の形成 

  d(TGGGGT)、および d(ACCCCA) (各 70 µM)を用意し、10 mM KCl 存在下、80 ℃の
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湯浴で 5 分間加熱した後、氷上で冷却し、この溶液が確かに 2 本鎖を形成しているか

確かめるため CD の測定を行った(Figure 16A)。その結果、B 型 2 本鎖 DNA に特徴的

な 250-300 nm における CD の増加が見られたことから[58]、確かに 2 本鎖が形成し

ていることを確かめた。 

 

 

Figure 16. The effect of RF on the formation of double-stranded DNA. CD spectra obtained 

with 70 M d(TGGGGT) and 70 M d(ACCCCA) in 10 mM KCl, 5 mM cacodylate buffer (pH 7). 

CD spectroscopy was performed (A) without RF or (B) with 7.5 M RF. Reproduced from ref. 

[72] with permission from MDPI. 

 

 

  また、2 本鎖の酸化においても RF を用いるため、2 本鎖 DNA への結合とその構造

への影響を解析した。まず、RF に対して過剰の 2 本鎖 DNA を加えることによる蛍光

強度の低下を測定した。その結果 1 本鎖、4 本鎖と同じく RF の消光が見られたため

(Figure 17)、2 本鎖 DNA と RF との結合がみられた。一方、2 本鎖を形成した DNA に

対してRFを加えた時、DNAの構造に変化があるかをCDにより確かめた。その結果、

RF を加えても 2 本鎖 DNA の CD は変化なく(Figure 16B)、従って、RF は 2 本鎖 DNA

に結合することはできるが今回の反応条件では 2 本鎖構造に影響を与えないことが

確かめられた。 
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Figure 17. Fluorescence quenching of RF. Fluorescence quenching of 6.25 M RF by 

double-stranded DNA (0-2.5 mM) in 10 mM KCl, 5 mM cacodylate buffer (pH 7) was 

performed. I0/I indicates the ratio of fluorescence intensities. Reproduced from ref. [72] with 

permission from MDPI. 

 

 

2.2. 2 本鎖 DNA における酸化生成物の同定 

  2 本鎖 DNA (各 700 µM)を用意し、75 µM RF および 10 mM KCl 存在下 UVA を照射

し、その酸化生成物を解析した。なお、前章で行った 1 本鎖、および 4 本鎖の解析と

同様にグアニンの酸化率が約 20%になるような条件での解析を行おうと考えた[15,57]。

そのため、Figure 18 に示したとおり 2 本鎖の酸化反応を行い、照射時間が 30 min の

とき反応率が約 20%になることを確かめた。この結果を利用し、2 本鎖 DNA に UVA を

30 min 照射し、その酸化生成物を HPLC により解析し (linear gradient of 0-10% 

CH3CN/30 min)、HPLC チャートを Figure 19A に示した。 

 

 

Figure 18. Time course of guanine oxidation by UVA in double-stranded DNA. dsDNA (700 

M) with 75 M RF in 10 mM KCl, 5 mM cacodylate buffer (pH 7) was irradiated at 365 nm for 

10, 20, and 30 min. The amount of d(TGGGGT) was determined using HPLC and absorbance 
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monitored at 260 nm. Reproduced from ref. [72] with permission from MDPI. 

 

 

Figure 19. HPLC analysis of photooxidation products in double-stranded DNA. (A) dsDNA 

(700 M) with 75 M RF in 10 mM KCl was irradiated at 365 nm for 30 min, and the guanine 

oxidation products were analyzed using HPLC (linear gradient of 0-10% CH3CN/30 min) and 

absorbance monitored at 260 nm. “*” indicates the products which were not formed from 

d(TGGGGT). HPLC analysis of the mixture (†) was performed using a gradient HPLC with 

isocratic elution using 4% CH3CN/30 min (Figure 21). (B) The retention times of the standard 

samples were determined using HPLC (linear gradient of 0-10% CH3CN/30 min). Reproduced 

from ref. [72] with permission from MDPI. 

 

 

2.2.1. Ghox を含むオリゴマーの単離と同定 

  Figure 19A において 19.6、20.0、20.5、21.2 min の 4 点において酸化生成物のピー

クがみられ、そのうち 20.5、21.2 min のピークにはショルダーが見られた。Figure 19A

における 19.6、20.0 min のピークをまず HPLC により単離し、ESI-MS により解析を行

った結果、どちらのピークもGhoxをひとつ含むオリゴマーであることが明らかになった

(m/z 932.16785, calculated for [M]2- 932.16228) (Figure 15)。次に、これらのオリゴマ

ーにおいて Ghox がどの位置に生じているのか明らかにするため、Ghox を含む 4 つ

のオリゴマー、d(TGhoxGGGT)、d(TGGhoxGGT)、d(TGGGhoxGT)、d(TGGGGhoxT)を

標品として合成し、HPLC により Figure 19A と同じグラジエントで(linear gradient of 
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0-10% CH3CN/30 min)酸化生成物との比較を行おうと考えた。その結果、各標品

d(TGhoxGGGT)、d(TGGhoxGGT)、d(TGGGhoxGT)、d(TGGGGhoxT)の保持時間はそ

れぞれ 19.6、20.0、20.0、18.8 min だと明らかになった(Figure 19B)。従って、Figure 19A

の 19.6 min のピークは d(TGhoxGGGT)、20.0 min のピークは d(TGGhoxGGT)、

d(TGGGhoxGT)のどちらか、または両方を持つと考えられる。このように標品との比較

では Figure 19A の 20.0 min のピークにおける Ghox の位置が明らかにならなかったた

め、このピークを一旦単離し、過去の文献を参考にピペリジン処理による解析を行っ

た(Figure 20) [11,39]。結果、Figure 19A における 20.0 min のピークは d(TGGhoxGGT) 

(50%)と d(TGGGhoxGT) (50%)をもつことが明らかになった。 

 

 

Figure 20. Piperidine treatment of oligomers containing Ghox. The products at 20.0 min in 

Figure 19 were isolated and heated with 1 M piperidine at 90 ℃ for 20 min, and subsequently 

dephosphorylated with alkaline phosphatase. The products compared with the commercial 

standard samples, dT, d(TG), d(TGG), d(TGGG), d(GT), d(GGT), and d(GGGT) using HPLC. 

Samples were analyzed using HPLC with a linear gradient of 3-5% CH3CN/30 min and 

absorbance monitored at 260 nm. “*” indicates the products that were not derived from DNA. 

Reproduced from ref. [72] with permission from MDPI. 

 

  次に Figure 19A における 20.5、21.2 min のピークを HPLC により単離し、ESI-MS を

用いて解析を行った。その結果、これら 2 つのピークからは Iz(m/z 910.66027, 

calculated for [M]2- 910.65937)、グアニジノヒダントイン (Gh) (m/z 933.17775, 

calculated for [M]2- 933.17010) 、 8oxoG (m/z 938.16328, calculated for [M]2- 

938.16228)が検出されたため、このピークには多数の酸化生成物が含まれていると

考えられる。これらを詳細に解析するため、この 20.5、21.2 min のピークを一旦単離し、
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別のグラジエント(a isocratic flow using 4% CH3CN/30 min)での解析を行い、その

HPLC チャートを Figure 21A に示した。この図の詳細な解析は次の 2.2.2 節で行う。な

お、ここで検出された酸化生成物の内 Gh はジアステレオマーをもつことが知られてい

る[59]。そして Gh における 2 つのジアステレオマーは HPLC により分離が可能である

ため[59]、今回 HPLC での解析において保持時間の短い方を GhA、長い方を GhB と便

宜的に呼ぶこととする(Figure 21-25)。 

 

 

Figure 21. HPLC analysis of the mixed products. (A) The mixture in Figure 19A was isolated, 

and the products were analyzed using HPLC (isocratic flow using 4% CH3CN/30 min) and 

absorbance monitored at 260 nm. (B) The retention times of the standard samples were 

determined using HPLC (isocratic flow using 4% CH3CN/30 min). Reproduced from ref. [72] 

with permission from MDPI. 

 

2.2.2. Iz、Gh、または 8oxoG を含むオリゴマーの単離と同定 

  Figure 21A において 16.6、17.3、18.7、19.7、20.9、23.7、28.7 min における計 7 つの

ピ ー ク が み ら れ た 。 各 ピ ー ク の 解 析 を 行 う た め 、 d(TXGGGT) 、 d(TGXGGT) 、

d(TGGXGT)、d(TGGGXT) (X=Iz、Gh、8oxoG)の合計 16 種の酸化生成物を標品として
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合成し、これらを Figure 21A と同様のグラジエント(a isocratic flow using 4% CH3CN/30 

min)で解析した時の保持時間を解析して Figure 21B に示した。7 つのピークの詳細な

解析方法について、以下の(i)から(vii)において個別に示した。 

  (i) 標品として合成された d(TGGGhAGT)と d(TGGGGhBT)は共に 16.6 min のピークと

してみられた(Figure 21B)。このことから Figure 21A の 16.6 min にあらわれるピークは

d(TGGGhAGT)と d(TGGGGhBT)のどちらか、または両方を含んでいると考えられる。こ

れらを区別するため、Figure 21A の 16.6 min のピークを分取し、さらに別のグラジエン

ト(linear gradient of 4-10% CH3CN/30 min in Figure 22)での解析を行った。標品である

d(TGGGGhBT)、d(TGGGhAGT)の保持時間はそれぞれ 9.3、9.7 min だった。これを踏ま

えて、Figure 21A の 16.6 min にあらわれるピークを分取し、再度 Figure 22 のグラジエ

ント(linear gradient of 4-10% CH3CN/30 min in Figure 22)で解析を行った結果、9.7 min

のピークのみが検出された。従って、Figure 21A における 16.6 min のピークは

d(TGGGhAGT)のみ含むことが明らかになった。 

 

 
Figure 22. d(TGGGhAGT) was detected using HPLC. The peak at 16.6 min in Figure 21A was 

isolated, and subjected to HPLC (linear gradient of 4-10% CH3CN/30 min) and absorbance 

monitored at 260 nm. Reproduced from ref. [72] with permission from MDPI. 

 

 

  (ii) 標品として合成された d(TGhAGGGT)は Figure 21A と同様のグラジエント(a 

isocratic flow using 4% CH3CN/30 min)で解析を行うと 17.3 min のピークとしてみられ

た(Figure 21B)。このことから、Figure 21A における 17.3 min のピークは d(TGhAGGGT)

を含むことが明らかになった。 

  (iii) 標品として合成された d(T8oxoGGGGT)と d(TGGhAGGT)は Figure 21A と同様の

グラジエント(a isocratic flow using 4% CH3CN/30 min)で解析を行うと、共に 18.7 min
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のピークとしてみられた(Figure 21B)。このことから Figure 21A の 18.7 min にあらわれ

るピークは d(T8oxoGGGGT)と d(TGGhAGGT)のどちらか、または両方を含んでいると

考えられる。これらを区別するため、Figure 21A の 18.7 min のピークを分取し、さらに

別のグラジエント(linear gradient of 4-10% CH3CN/30 min in Figure 23)での解析を行っ

た。標品である d(T8oxoGGGGT)、d(TGGhAGGT)の保持時間はそれぞれ 9.8、10.2 min

だった。これを踏まえて、Figure 21A の 18.7 min にあらわれるピークを分取し、再度

Figure 23 のグラジエント(linear gradient of 4-10% CH3CN/30 min in Figure 23)で解析

を行った結果、それぞれ 63:37 のピーク面積比率で 9.8、10.2 min のピークが共に検出

された。従って、Figure 21A における 18.7 min のピークは d(T8oxoGGGGT)(63%)と

d(TGGhAGGT)(37%)を含むことが明らかになった。 

 

 

Figure 23. d(TGGhAGGT) and d(T8oxoGGGGT) were detected using HPLC. The peak at 18.7 

min in Figure 21A was isolated and analyzed using HPLC (linear gradient of 4-10% CH3CN/30 

min) and absorbance monitored at 260 nm. Reproduced from ref. [72] with permission from 

MDPI. 

 

 

  (iv) d(TG8oxoGGGT)を標品として合成し、Figure 21A と同様のグラジエント(a 

isocratic flow using 4% CH3CN/30 min)で解析を行うと 19.7 min のピークとしてみられ

た (Figure 21B) 。 こ の こ と か ら 、 Figure 21A に お け る 19.7 min の ピ ー ク は

d(TG8oxoGGGT)を含むことが明らかになった。 

  (v) 標品として合成された d(TGGGIzT)、d(TGhBGGGT)、d(TGGG8oxoGT)は Figure 

21A と同様のグラジエント(a isocratic flow using 4% CH3CN/30 min)で解析を行うと、ど

れも20.9 minのピークとしてみられた(Figure 21B)。このことからFigure 21Aの20.9 min

にあらわれるピークは d(TGGGIzT)、d(TGhBGGGT)、d(TGGG8oxoGT)のどれか、また
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はこれらが組み合わさったものと考えられる。しかし残念ながらこれらの酸化生成物

を HPLC によって分離することはできなかった。そのため、これら 3 つの酸化生成物を

区別するため、Figure 21A の 20.9 min のピークを分取し、8oxoG の特異的な検出が可

能な電気化学検出器を利用した HPLC 解析(HPLC-ECD)を試みた。その結果、8oxoG

が検出されなかったことから Figure 21A における 20.9 min のピークには 8oxoG を含

む酸化生成物は存在しないことが明らかになった。 

  Iz は水中で徐々にオキサゾロン(Oz)へと変化していくことが知られているが

[43,60,61]、Gh や 8oxoG は安定であることが知られている[62,63]。Iz を含むオリゴマ

ーは 80 ℃、60 min でほぼすべてが Oz へと変化するためこれを利用して Iz の含まれ

る割合を明らかにしようと考えた。そこで、Figure 21A の 20.9 min のピークを分取して

80 ℃、60 min の加熱を行った結果、ピーク面積が元の 16%まで減少した(Figure 24)。

これらの実験結果から、Figure 21A の 20.9 min のピークには d(TGhBGGGT)(16%)と

d(TGGGIzT)(84%)が含まれることを明らかにした。 

 

 

Figure 24. Analysis of the mixture containing d(TGGGIzT), d(TGhBGGGT), and 

d(TGGG8oxoGT). The peak at 20.9 min in Figure 21A was isolated and heated to 80 ℃ for 

(A) 0 min or (B) 60 min. The samples were analyzed using HPLC with a linear gradient of 

4-10% CH3CN/30 min and absorbance monitored at 260 nm. Reproduced from ref. [72] with 

permission from MDPI. 

 

  (vi) d(TIzGGGT)、d(TGGGhBGT)、d(TGG8oxoGGT)をそれぞれ標品として合成し、

Figure 21A と同様のグラジエント(a isocratic flow using 4% CH3CN/30 min)で解析した。

結果、どれも 23.7 min のピークとして確認された(Figure 21B)。このことから Figure 21A

の 23.7 min にあらわれるピークは d(TIzGGGT)、d(TGGGhBGT)、d(TGG8oxoGGT)のど

れか、またはこれらが組み合わさったものと考えられる。これを踏まえて、Figure 21A
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の 23.7 min にあらわれるピークを分取し、再度別のグラジエント(linear gradient of 

4-10% CH3CN/30 min in Figure 25)で解析を行おうと考えた。標品 d(TIzGGGT)、

d(TGGGhBGT)、d(TGG8oxoGGT)の保持時間がそれぞれ 10.9、11.2、11.2 min であると

確認した。そこで、Figure 21Aの23.7 minのピークを分取し、先程のグラジエント(linear 

gradient of 4-10% CH3CN/30 min)で解析を行うと、10.9、11.2 min のピークがそれぞれ

ピーク面積比率 32:68 で検出された(Figure 25)。従って、Figure 21A における 23.7 min

のピークにおいて d(TIzGGGT)が 32%を占めることが明らかになった。 

 

 

Figure 25. HPLC analysis of the mixture containing d(TIzGGGT), d(TGGGhBGT), and 

d(TGG8oxoGGT). The peak at 23.7 min in Figure 21A was isolated and analyzed using HPLC 

(linear gradient of 4-10% CH3CN/30 min) and absorbance at 260 nm monitored. Reproduced 

from ref. [72] with permission from MDPI. 

 

 

  一方、残念ながら d(TGGGhBGT)、d(TGG8oxoGGT)を HPLC によって分離すること

はできなかった。そこで、これらを区別するため、Figure 21A の 23.7 min のピークを分

取し、HPLC-ECD による 8oxoG の特異的な検出を試みた。その結果、Figure 21A に

おける 23.7 min のピークのうち 43%が 8oxoG を含む酸化生成物、残り 57%が

d(TIzGGGT)、および d(TGGGhBGT)であることが明らかになった。これを Figure 25 の

結 果 と 合 わ せ て 考 え る こ と で 、 Figure 21A に お け る 23.7 min の ピ ー ク は

d(TIzGGGT)(32%)、d(TGGGhBGT)(25%)、d(TGG8oxoGGT)(43%)を持つことを明らかにし

た。 

  (vii) d(TGIzGGT)、d(TGGIzGT)は標品として合成され、Figure 21A と同様のグラジエ

ント(a isocratic flow using 4% CH3CN/30 min)で解析を行うと 28.7 min のピークとして

みられた(Figure 21B)。このことから、Figure 21A における 28.7 min のピークは
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d(TGIzGGT)、d(TGGIzGT)のどちらか、または両方を含むことが明らかになった。これ

ら d(TGIzGGT)、d(TGGIzGT)を区別するため、Figure 21A の 28.7 min のピークを分取

し、過去の文献を参考にピペリジン処理を行った(Figure 26) [11,64]。その結果、

Figure 27 にみられるそれぞれの酸化生成物に由来する断片の量から、Figure 21A に

おける28.7 minのピークは d(TGIzGGT)(42%)と d(TGGIzGT)(58%)を持つことを明らかに

した。 

 

 

Figure 26. Piperidine treatment of oligomers containing Iz. The products in the 28.7 min peak 

in Figure 21A were isolated and heated with 1 M piperidine at 90 ℃ for 20 min, and 

subsequently dephosphorylated with alkaline phosphatase. The products were compared with 

the commercial standards dT, d(TG), d(TGG), d(TGGG), d(GT), d(GGT), and d(GGGT) using 

HPLC. Samples were analyzed using HPLC (linear gradient of 3-5% CH3CN/30 min) and 

absorbance at 260 nm monitored. “*” indicates products which were not formed from DNA. 

Reproduced from ref. [72] with permission from MDPI. 

 

 

  以上のように 2 本鎖 DNA における全酸化生成物の書類、量、位置を全て明らかに

することができた。今回検出された全ての酸化生成物の量を Figure 27A に示したが、

個別の酸化生成物としては d(TG8oxoGGGT)が最も多く生成しており、次いで

d(TGIzGGT)、d(TGGIzGT)が同率で 2 番目に多く検出された。各酸化生成物の種類に

着目して集計を行ったのが Figure 27B のグラフで、2 本鎖の酸化において Iz、8oxoG、

Gh、Ghox が酸化生成物として検出されたが、そのなかでも Iz の総生成量がもっとも

多く、Iz に対する 8oxoG、Ghox、Gh の比率はそれぞれ 0.71、0.53、0.39 だった。 
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Figure 27. The types and site reactivities of guanine photooxidation products in 

double-stranded DNA. (A) The amounts of oxidation product. Iz is formed via Pathway 1 in 

Scheme 3, and 8oxoG, Gh, and Ghox are formed via Pathway 2 in Scheme 3 (see section 2.3). 

The oligomers containing 8oxoG and its oxidation products are shown on the right half of the 

panel A, and the oligomers containing Iz are shown on the left half. TGGG8oxoGT, TGGGGhT, 

and TGGGGhoxT were not detected (ND). (B) The proportions of oxidation product types. (C) 

The site of reactivity of the oxidation products. Reproduced from ref. [72] with permission 

from MDPI. 

 

 

  一方、酸化生成物が d(TGGGGT)におけるどのグアニンの酸化により生じたのかに

着目してまとめたグラフを Figure 27C に示した。その結果、5’側から数えて 2 番目の

グアニンが最も多く酸化受けていたことが明らかになった。それに続いて、5’側から

数えて 3 番目、1 番目、4 番目の順に酸化が多くみられた。 
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  以上のように 2 本鎖の酸化生成物として 1 本鎖、4 本鎖の酸化生成物が共に見ら

れた。ここで、本実験は 4 本鎖の形成可能な 10 mM KCl 存在下で行われていること

から、溶液中に 1 本鎖や 4 本鎖が多数混在しており、そのために 1 本鎖、4 本鎖の酸

化生成物が共に検出される結果になったのではないかと考えることもできる。しかし、

HPLC 解析において 4 本鎖 DNA のピークがみられない点(Figure 19A)、さらに 4 本鎖

の酸化に特徴的な酸化生成物である d(TGGG8oxoGT)、d(TGGGGhoxT)がどちらも全

く検出されなかった点から(Figure 27A)、本実験において 4 本鎖の関与はないといえる。

一方、1 本鎖の関与は完全には否定できないが、CD の測定結果から大部分が 2 本

鎖を形成していることが明らかになっており(Figure 16)、解析結果への大きな影響を

与えることはないと考えられる。 

 

2.3. 予想されるグアニンの酸化経路 

  前章で述べたように、今回行った RF 存在下 UVA を照射する方法において酸化の

起こる経路[65]としては 1 電子酸化による経路と[43]、1 重項酸素の生成を経る経路

が知られている[44,45]。2 本鎖ではこのどちらの経路において反応が進行しているの

か確かめるため、80% D2O の存在下再度反応を行いグアニン酸化生成物の生成量が

どのように変化するか解析した。結果、80% D2O の存在下でもグアニン酸化生成物の

量は増えなかったことから 2 本鎖の酸化も 1 本鎖、4 本鎖と同じく主に 1 電子酸化に

よることが明らかになった[57]。このように 1 本鎖、2 本鎖、4 本鎖はどれも共通して 1

電子酸化を経ているのにも関わらず、酸化生成物の種類がそれぞれ明らかに異なる。

その理由を、前章と本章で明らかにした 1 本鎖、2 本鎖、4 本鎖の酸化生成物から考

察する。 

  まず我々は前章において 4 本鎖の酸化生成物は 8oxoGとそのさらなる酸化生成物

であり、1 本鎖ではこれと異なり Iz が主生成物であることを確かめた[57]。また前章で

は過去に報告されたグアニンの酸化経路を基に[66]、こうした 1 本鎖、4 本鎖 DNA の

酸化生成物の違いを説明しうる酸化経路をそれぞれ提示した(Sheme 1) [57]。この酸

化経路において 1 電子酸化によりグアニンはグアニンラジカルカチオン(G・+)を生じ

[46]、G・+はさらに競合的な 2 つの反応経路を進むことになる。1 本鎖において、G・+は

N1 位の脱プロトンを経て G(-H)・を生じ、続いて O2
・-により過酸化物を生じる[16,17]。さ

らに水の求核攻撃を受けたあと、転移反応、ホルムアミドの放出を経て Iz の形成に至

る(Pathway 1) [18]。一方、4 本鎖では G・+はまず水の付加を受け、8-ヒドロキシグアニ

ンラジカルを経由して[47]、8oxoG の形成に至ると予想した(Pathway 2)。 
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  2 本鎖の酸化生成物として 1 本鎖、4 本鎖の混ざったものが検出されたことから、

Scheme 3 の予想反応経路における Pathway1 と Patway 2 が同時に進行していると

考えることができる。このような 1 本鎖、2 本鎖、4 本鎖における反応経路の違いが起

こる原因について我々は G・+の脱プロトン(Pathway 1)に着目した。脱プロトンにおいて、

1 本鎖 DNA では脱離したプロトンは水が受け取ることになると考えられるが、2 本鎖、

4 本鎖では G・+に対する水素結合の相手であるシトシン、グアニンとそれぞれプロトン

の受け取り手になると考えられる。また G・+は N1 位のプロトンを脱離すると考えられる

が、4 本鎖において G・+は N1 位のプロトンが隣のグアニンの O6 位と水素結合を形成

しているのに対して(Scheme 4A)、2 本鎖では G・+の N1 位のプロトンがシトシンの N3

位と水素結合を形成している(Scheme 4B)。そしてこういった違いが 1 本鎖、2 本鎖、4

本鎖における G・+の N1 位における脱プロトンの起こりやすさに影響し、ひいては最終

的な酸化生成物の違いを引き起こしたのではないかと考えた。 

 

 
Scheme 3. Proposed guanine oxidation pathways in single-stranded, double-stranded or 

quadruplex DNA. The pathway 3 was deiscussed at the section 2.4. Reproduced from ref. [72] 

with permission from MDPI. 
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Scheme 4. Proton shifts in quadruplex and double-stranded DNA. (A) The proton shift in 

G•+/G base pair in quadruplex DNA. (B) The proton shift in G•+/C base pair in dsDNA. 

Reproduced from ref. [72] with permission from MDPI. 

 

 

  そこで我々は 1 本鎖、2 本鎖、4 本鎖における G・+の N1 位における脱プロトンの平

衡定数を比較しようと考えた。ただ、こうした各平衡定数を直接示した文献は我々の

知る限りない。そのためまず、1 本鎖、2 本鎖、4 本鎖における G・+の N1 位における脱

プロトンの平衡を式 1、2、3 にそれぞれ示した。またさらに 1 本鎖、2 本鎖、4 本鎖にお

ける G・+における脱プロトンの平衡定数をそれぞれ Ks、Kd、Kq として、その定義を式 4、

5、6 にそれぞれ示した。そして、それぞれの平衡定数を比較するため式 4、5 から

Kd/Ks を導き(式 7)、式 4、6 から Kq/Ks を導いた(式 8)。 
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

H2O   G  
Ks

  H3O
   G(-H)  (1)  

  



C   G  
Kd

  CH   G(-H) 
(2) 

    



G   G 
Kq

  GH
(O6)   G(-H)  (3) 

 

    



Ks   
[ H3O

 ][ G(-H)  ]

[H2O][G]
 (4) 

    



Kd   
[ CH

(N3) ][ G(-H)  ]

[C][G]
 (5) 

    



Kq   
[ GH

(O6) ][ G(-H)  ]

[G][G]
 (6) 

 

    



Kd

Ks

   
[ CH

(N3)][H2O]

[H3O
][C]

 (7) 

    



Kq

Ks

   
[ GH

(O6)][H2O]

[H3O
][G]

 (8) 

 

 

  次に、G・+からプロトンを受け取り N3 位にプロトンが付加したシトシン(式 2)と、同じく

O6 位に付加したグアニン(式 3)の酸解離定数をそれぞれ Ka(N3)、Ka(O6)として解離平衡

反応を式 13 と式 14 に示した。また、Ka(N3)、Ka(O6)の定義をそれぞれ式 11 と式 12 に示

した。さらにこの式 11、12 および先述した式 7、8 から式 13、14 を導いた。 
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

CH
(N3)   H2O  

Ka ( N 3)

  C   H3O
 (9)  

    



GH
(O6)   H2O  

Ka (O6)

  G   H3O
  (10) 

 

    



Ka (N3)   
[H3O

][C]

[ CH
(N3)]

 (11) 

    



Ka (O6)   
[H3O

][G]

[ GH
(O6)]

 (12) 

 

    



Kd

Ks

 =  
[H2O]

Ka (N3)

 (13) 

    



Kq

Ks

 =  
[H2O]

Ka (O6)

 (14) 

 

 

  式 13、14 に示したように Kd/Ks、Kq/Ks は Ka(N3)、Ka(O6)、[H2O]から求めることができる。

そして、[H2O]は 55.6 M であり、Ka(N3)は 2.5×104 だと報告されている[48]。一方、Ka(O6)

はそれ自体は報告されていないが N7 プロトン化グアニンの pKa に加え[48]、水中で

のO6プロトン化グアニンと N7プロトン化グアニンとの自由エネルギー差から求めるこ

とができる [48]。結論として、Kd/Ks は 2.2×10-3、Kq/Ks は 1.7×10-4 であることを明ら

かにした。つまり Kd は Ks より小さく、Kq より大きいということになる。 

  このように、G・+の N1 位における脱プロトンは 4 本鎖において最も起こり難く、1 本

鎖において最も起こりやすいということが導かれる。そして 2 本鎖では 1 本鎖より起こ

り難く、4 本鎖より起こりやすいことが明らかになった。これを Scheme 3 にあてはめる

と、脱プロトンが最も起こり難い 4 本鎖では Pathway 2 が進行し、8oxoG とその酸化生

成物が主に生じると考えられる。一方、脱プロトンが最も起こりやすい 1 本鎖では

Pathway 1 が進行し、Iz が主に生じると考えられる。そして 2 本鎖は脱プロトンが 1 本

鎖よりも起こり難く、4 本鎖より起こりやすいため Pathway 1、2 が同時に進行し、1 本
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鎖、4 本鎖の酸化生成物の混じったものが見られると考えられる。このように脱プロト

ンの起こりやすさの違いが 1 本鎖、2 本鎖、4 本鎖の酸化生成物の違いにつながった

と考えられる。 

  なお、Iz および 8oxoG は 2 本鎖 DNA、d(TTGGTA)/d(AAACCATA) [11] 、

d(A6GGA6)/d(T6CCT6) [67] の 酸 化 生 成 物 と し て も 検 出 さ れ て い る 。 こ こ で 、

d(TTGGTA)/d(AAACCATA)の酸化生成物としては主に Iz が検出されており、8oxoG

は Iz よ り 明 ら か に 生 成 量 が 少 な い と 報 告 さ れ て い る [11] 。 一 方 、

d(A6GGA6)/d(T6CCT6)の酸化率 20%における酸化生成物としては主に 8oxoG が生じる

ことが明らかになっている。本実験で用いた d(TGGGGT)/d(ACCCCA)と比べて

d(TTGGTA)/d(AAACCATA) は グ ア ニ ン の 数 が 少 な く 、 2 本 鎖 構 造 は

d(TGGGGT)/d(ACCCCA)のほうが強く保持されると考えられる。そしてそのために G・+

の N1 位のプロトンも d(TGGGGT)/d(ACCCCA)のほうが脱離しにくいと考えられる。従

って同じ 2 本鎖でも d(TTGGTA)/d(AAACCATA)は d(TGGGGT)/d(ACCCCA) と比べ

て Scheme 3 の Pathway 1 がより進行しやすくなっており、その結果 8oxoG よりも明白

に Iz が多く生成したのだと考えられる。同様の理由から d(A6GGA6)/d(T6CCT6)は

d(TGGGGT)/d(ACCCCA)よりも塩基対の総数が多いために 2 本鎖が安定化し、より

脱プロトンが起こり難くなっていると考えられる。そしてこのために Scheme 3 の

Pathway 2 がより進行しやすくなることで主生成物が 8oxoG になったと考えることがで

きる。このように、おなじ 2 本鎖 DNA においても Iz と 8oxoG の比率は 2 本鎖の安定

性に依存し、より安定なものほど 8oxoG の比率が多くなると考えられる。 

 

2.4. 2 本鎖 DNA における 1 電子酸化による Iz の形成 

  前述した d(A6GGA6)/d(T6CCT6)の酸化において、生成した 8oxoG はさらなる酸化に

より Iz を生じた[67]。Iz は水の付加により最終的に Oz へ変化することが知られている 

(Scheme 3) [43,60,61]。なお Oz は G→C 点突然変異の原因になると考えられており、

過去にもいくつか研究が行われている[60,68,69]。前の 2.3 節より 8oxoG は 2 本鎖の

安定性が高まるほど生成しやすくなると考えられるが、そうい った場合にも

d(A6GGA6)/d(T6CCT6)の例のように 8oxoG が Iz を経て最終的に Oz を生じる経路が予

想できる(Scheme 3 の Pathway 3)。このことから、2 本鎖 DNA おける点突然変異に関

して、こうした Oz の生成による G→C 点突然変異が起こるだろうと考えられる。 
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2.5. 4 本鎖 DNA における 8oxoG の形成とその影響 

  前章の解析結果から、酸化により 4 本鎖中のグアニンが 1 つだけ酸化され

d(TGGGGT)と d(TGGG8oxoGT)を 3:1 の割合で含む 4 本鎖が形成される可能性がある。

このような 4 本鎖が実際に形成されうるのかを確かめるため、d(TGGGGT) (210 µM)と

d(TGGG8oxoGT) (70 µM)を 10 mM の KCl を加え、80 ℃の湯浴で 5 分間加熱した後、

氷上で冷却し、ESI-MS によって解析した。結果、d(TGGGGT)と d(TGGG8oxoGT)の組

み合わさった ４本鎖 d(TGGGGT)3/d(TGGG8oxoGT)は検出されず、かわりに 4 本鎖

d(TGGGGT)4 と、４本鎖 d(TGGG8oxoGT) 4 が検出された (Figure 28)。従って、酸化に

より 4 本鎖中のグアニンが酸化され 8oxoG が生じた場合、4 本鎖構造は維持されず 1

本鎖にそれぞれ解離すると予想される。実際に、前章で行った 4 本鎖 DNA の酸化に

おいて、d(TGGG8oxoG)の生成とともに損傷を受けていない 1 本鎖 d(TGGGGT)の増

加がみられている[57]。また、このとき生じた 8oxoG を含む１本鎖オリゴマーはさらな

る酸化により Iz ではなく主に Ghox を生じた[57]。この Ghox は徐々にオキサルリック

アシッド(Oxa)に変化していくことが知られており(Scheme 3) [70]、また Oxa は G→T 点

突然変異の原因になると考えられている[71]。ただし、この酸化をさらに高酸化率で

解析した場合には Ghox に加えて Iz を含んだオリゴマーも増加してくると予想される。

このことから、高酸化条件においては 4 本鎖の酸化においても Iz が生成すると考えら

れる。 

 

 

Figure 28. The mass spectrum of d(TGGGGT)4 and d(TGGG8oxoGT)4, and 

d(TGGGGT)3/d(TGGG8oxoGT) was not detected. Reproduced from ref. [72] with permission 

from MDPI. 
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2.6. グアニン酸化損傷の生じる位置の偏り 

  GG、GGG のようなグアニン連続配列の 1 電子酸化における酸化位置の偏りは 2

本鎖の酸化に関して過去に例があり、またこの偏りの原因は、最高被占軌道(HOMO)

の偏りにあると報告されている[12,13,19]。さらに、前章で我々は 4 本鎖における 3’側

グアニンの特異的酸化も HOMO の偏りに依存することを明らかにした[57]。そして、

今回行ったd(TGGGGT)/d(ACCCCA)の酸化も同様にHOMOの偏りの影響を受けると

考えられることから、我々はこの 2 本鎖 DNA の HOMO の偏りを計算した。結果、3’

側から数えて 2 番目のグアニンに最も HOMO の偏りが見られた(Figure 29)。また 3’

側から数えて 3 番目のグアニンにおいて 2 番目に HOMO の偏りが大きく、それに次い

で5’側に最も近いグアニンに偏りがみられた。一方、3’側のグアニンには4本鎖の場

合と違ってほぼ偏りはみられなかった。これらの結果は Figure 27A に示した 8oxoG と

そのさらなる酸化生成物の生成位置の偏りと完全に一致している。またこのような

HOMO の偏りによる酸化位置の偏りは 1 電子酸化においてみられる。従って、先述の

D2O を用いた実験で確かめたのと同様に、この酸化反応は主に 1 電子酸化によって

進行しているということを別の角度からも確かめられた。 

 

 

Figure 29. HOMO localization sites in double-stranded DNA. Reproduced from ref. [72] with 

permission from MDPI. 
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  一方 Iz に着目すると、d(TGIzGGT)は d(TIzGGGT)より酸化生成物が多い点、

d(TGGIzGT)は d(TGGGIzT)より酸化生成物が多い点は(Figure 27A)、HOMO の偏りと

よく一致していた(Figure 29)。ただ、d(TGIzGGT)は d(TGGIzGT)と酸化生成物の量が

同じ点、d(TGGGIzT)の生成がみられた点に関しては(Figure 27A)、Figure 29 の計算

結果と齟齬があった。この点に関して、1 本鎖の酸化においても Iz は生成し、かつ 1

本鎖では HOMO の偏りに影響を受けないことから、混在した 1 本鎖の酸化が幾らか

起こることによってこのような違いが生じたのではないかと考えている。 

 

3. 結論 

  2 本鎖 DNA の各酸化生成物を HPLC により全て単離し、さらに ESI-MS による同定

を行った(Figure 19、21)。結果、2 本鎖における酸化生成物として Iz、8oxoG、Gh、

Ghox が検出され、1 本鎖、4 本鎖の酸化生成物が共に見られた。このような酸化生成

物の種類の変化に関して我々は予想反応経路として Scheme 3 を提示し、また G・+の

脱プロトンに着目した。この脱プロトンの起こりやすさは 1 本鎖>2 本鎖>4 本鎖である

ため Scheme 3 において 1 本鎖は Pathway 1、4 本鎖は Pathway 2 を進行し、2 本鎖

はこれら 2 つの経路が共に進行すると考えた。一方、酸化生成物の位置に着目する

と、2 本鎖の酸化では 5’側から数えて 2 番目のグアニンが最も酸化されやすく(Figure 

27C)、またこのような酸化位置の偏りは前章で示した 4 本鎖における特異的酸化と同

じく HOMO の偏りによって引き起こされていることを明らかにした(Figure 29)。 
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  総括 

 

 

  解析の結果、4 本鎖におけるグアニンの酸化生成物が 8oxoG とそのさらなる酸化

生成物である Ghox であることを明らかにした。一方、1 本鎖におけるグアニンの酸化

生成物は Iz、2 本鎖におけるグアニンの酸化生成物としては 1 本鎖と 4 本鎖の酸化生

成物が共にみられた(Figure 30A)。さらに、4本鎖において 3’側に最も近いグアニンが

特異的に酸化を受けることを明らかにし、1 本鎖や 2 本鎖では過去に報告のない特徴

が見られた(Figure 30B)。このように 4 本鎖の酸化生成物は 1 本鎖、2 本鎖の酸化生

成物と種類、位置、量において明白に異なることを明らかにすることができた。 

  一方、このような酸化生成物の種類の変化に関して我々は予想反応経路を提示し、

この変化から酸化生成物の変化を説明しようと考えた。そのため我々はグアニンの 1

電子酸化によって生じるG・+の脱プロトンに着目した。この脱プロトンの起こりやすさは

1 本鎖>2 本鎖>4 本鎖であるため、1 本鎖の場合は G・+の脱プロトン、4 本鎖はかわり

に G・+への水の付加が進行し、2 本鎖はこれら 2 つの経路が共に進行し、そのために

先述のような酸化生成物の種類の違いが生じると考えた(Figure 30A)。一方、酸化生

成物の位置に関して、2 本鎖、4 本鎖における酸化位置の偏りはどちらも HOMO の偏

りによって引き起こされていることを明らかにした(Figure 30B、30C)。 

  なお、今回 4 本鎖 DNA の HPLC による単離と、ESI-MS による確認に成功した。こ

のような 4 本鎖 DNA の単離に成功した例は我々の知る限り過去にない。このように 4

本鎖の単離に成功したことで 4 本鎖の解析において 1 本鎖 DNA の混在を減らすこと

ができた。 

  以上の研究結果について第 1 章の内容を論文として投稿、掲載された(RSC Adv. 

2013, 3, 25694-25697.)[57]。また、第 2 章の内容を論文として投稿、掲載された

(Biomolecules 2014, 4, 140-159.)[72]。 

  本研究では以上のように 4 本鎖における酸化損傷の種類、位置、量を詳細に明ら

かにした。今回用いた d(TGGGGT)よりも長い配列での解析に関してはもはや全ての

酸化生成物を単離することは出来ず、酸化損傷の種類、位置、量も一度に解析する

ことはできないと予想されるが、今回の実験結果を用いてそうした長鎖 DNA において

酸化解析しきれない部分を埋めていくことができると期待している。そして、生体内に

ける多くのグアニン豊富な配列が 4 本鎖を形成可能なことが知られており、こうした生

体内における 4 本鎖形成配列の酸化についてさらに研究を進めていこうと考えている。
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具体的には、こうした配列における酸化損傷の生成は 4 本鎖構造の安定性に影響を

与えると考えられるが、4 本鎖の安定性変化はひいてはテロメラーゼによるテロメア

伸長や、がん原遺伝子 c-myc の転写活性に影響を与えると予想されている。過去の

文献において 8oxoG の配列への挿入はその位置によって 4 本鎖の安定性に与える

影響が異なると報告されており[56]、我々が今回明らかにした4本鎖に特有の酸化生

成物が、4 本鎖構造の安定性にどのような影響をあたえるのか、そしてそうした安定

性の変化がテロメア配列の伸長や、c-myc の転写活性にどの様に影響するのかを検

討しようと考えている。 

 

 

Figure 30. The oxidation of guanine in single-stranded, double-stranded or quadruplex DNA. 

(A) Proposed guanine oxidation pathways. The sites of guanine oxidation products depend on 

HOMO localization in (B) quadruplex and (C) double-stranded DNA. From ref. [57]. 

Reproduced by permission of The Royal Society of Chemistry. Reproduced from ref. [72] with 

permission from MDPI. 
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  実験の部 

 

 

1. 試薬と材料 

  実験に用いた各試薬と材料は以下のように準備した。P1 ヌクレアーゼはタカラバイ

オ株式会社から購入した。アルカリホスファターゼとその反応バッファーは東洋紡株

式会社から購入した。アセトニトリルは関東化学株式会社から購入した。酢酸アンモ

ニウム、カコジル酸、dG、塩化カリウムは和光純薬工業株式会社から購入した。ギ酸

アンモニウム、水酸化ナトリウム、ピペリジンはナカライテスク株式会社から購入した。

重水はメルク株式会社から購入した。損傷を含まない各 DNA 配列は株式会社日本

バイオサービスから購入した。 

  また、8oxoG を含む配列は Polygen GmbH の DNA 合成機とシグマアルドリッチジャ

パン合同会社から購入した各種ホスホロアミダイトを用いて DNA固相合成法により合

成した。また過去の文献を参考に、8oxoGを含む配列から、Ghを含む配列を合成した

[61]。8oxoG を含む配列から、Iz を含む配列を合成した[57]。8oxoG を含む配列から、

Ghox を含む配列を合成した[57] 

 

2. 酸化生成物の解析 

  CD の測定は日本分光株式会社の J-820 Circular Dichroism Spectropolarimeter

を用いて行った。6.25 M RF に対して DNA を 0-2.5 mM 加えた時の蛍光強度の減

少は 10 mM KCl と 5 カコジル酸バッファー (pH 7)存在下、モレキュラーデバイスジ

ャパン株式会社の SpectraMax M5 plate reader を用いて測定した。DNA の光酸化反

応における UV の照射は UVP, LLC の 3UV transilluminator を用いた。酸化生成物の

HPLC による解析においては流速 1.0 ml/min、260 nm での測定を行った。その他の使

用したカラムの種類や流液、HPLC グラジエントに関しては各図の説明文を参照のこ

と。Ghox、Gh、Iz の生じた位置を明らかにするため、各酸化生成物は 1 M ピペリジン

存在下、90 ℃ で 20 min 加熱された。その後、アルカリホスファターゼとその反応バ

ッファーを加えて 37 ℃ で 3 h 反応の後、HPLC により解析を行った。8oxoG を含む

酸化生成物は単離後、P1 ヌクレアーゼ、アルカリホスファターゼ、反応バッファーを加

えて 37 ℃ で 2 h 反応し、その後電気化学検出器(Coulochem III, ESA)を用いて解析

を行った。 質量分析は APEX-Qe 9.4T AS (Bruker Daltonics K.K)を用いて全てネガテ

ィブイオンモードで行った。また、質量分析結果を以下にまとめた。 
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第 1 章 

カリウムイオンを 3 つ含んだ 4 本鎖 DNA (m/z 1889.80689, calculated for [M]4- 

1889.80493) 

Iz をひとつ含む酸化生成物(m/z 910.66052, calculated for [M]2- 910.65937) 

8oxoG をひとつ含む酸化生成物 (m/z 938.16411, calculated for [M] 2- 938.16228) 

Ghox をひとつ含む酸化生成物(m/z 932.16758, calculated for [M] 2- 932.16228) 

第 2 章 

Ghox をひとつ含むオリゴマー(m/z 932.16785, calculated for [M] 2- 932.16228) 

Iz をひとつ含むオリゴマー(m/z 910.66027, calculated for [M] 2- 910.65937) 

Gh をひとつ含むオリゴマー(m/z 933.17775, calculated for [M] 2- 933.17010) 

8oxoG をひとつ含むオリゴマー(m/z 938.16328, calculated for [M] 2- 938.16228) 

 

3. HOMO の計算 

  2本鎖の計算において、まず 2本鎖DNAのモデルを Maestro 9.0 (Schrödinger) [73]

を用いて作成した。そこからすべての糖鎖、2-デオキシリボースの C1 位の炭素、水

素を取り除き、代わりにプロトンを 2 つ付加することで N-メチル化 DNA 塩基を作成し

た。 

  一方、4 本鎖の計算において、N-メチル化 DNA モデルは次のように作成した。まず、

PDB 1S45[49]の結晶構造を取得し、構造中の全イオンをカリウムイオンに置き換えた。

そして末端のチミン及びその 2-デオキシリボースを O5 位、O3 位でそれぞれ取り除き、

かわりにプロトンをそれぞれ 1 つ付加した。そのうえで MacroModel version 7.5 

(OPLS2005 force field) [50]を用いて構造最適化を行った。なお、このときすべてのカ

リウムイオンは配置を固定した。その後、すべての糖鎖に関して 2-デオキシリボース

C1 位の炭素、水素を取り除き、代わりにプロトンを 2 つ付加することで N-メチル化

DNA 塩基を作成した。 

  2 本鎖、4 本鎖における HOMO の計算は Gaussian 03 (B3LYP/6-31G*)[51]を用い

て行った。また HOMO の偏りは Molekel 5.4.0.8 [52]を用いて画像化した。 
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