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「健康で長寿」というのは多くの人々の願いであるが，それを実現するためには，老化や疾患が生じるメカニズムを包括的に解明し，それらを予防・制御する方策を立てることが必要となろう．老化および生活習慣病を引き起こす一因として活性酸素種が注目されており，活性酸素種による脂質過酸化・タンパク質カルボニル化・DNA酸化損傷を測定して，酸化ストレスを評価する手法が一般的であるが，たとえばDNA損傷機構と活性酸素種との関連性についても不明な点が多い．この小文ではDNA損傷反応をこれまでにない新しい視点から検討した結果を述べ，鉄キレート剤としてのブレオマイシンの新しい活用法について議論した．


1. はじめに
健康で長寿，というのは多くの人々の願いである．近年の医学の発展によりわが国の平均寿命は年々伸びているものの，がん・認知症などのさまざまな老化関連疾患や，加齢に伴う身体・脳機能の低下によって健康を維持したまま天寿を全うするのは大変難しいのが現状である．これからの超高齢社会において健康・長寿を実現していくためには，老化や疾患が生じるメカニズムを包括的に解明し，それらを予防・制御する方策を立てることが必要である1–4）．
老化および生活習慣病の原因としてこれまでは酸化ストレス説が提案されている1, 3）．酸化ストレス説とは，活性酸素種による細胞内高分子への酸化ダメージの蓄積が，加齢に伴う種々の機能障害の原因であると考えるものである．この細胞内高分子の酸化ダメージとして，脂質過酸化・タンパク質カルボニル化・DNA酸化損傷を測定して，酸化ストレスを評価するのが一般的であるが1–3），DNA損傷機構に関しては現在でも不明な点が多い5, 6）．

2. DNA損傷反応の実例
ここでは例として8-ヒドロキシデオキシグアノシン（8-OH-dG）を取り上げてみよう．Fe-（nta）溶液［（nta）については図1参照］を動物に腹腔内投与を行うと100％がんを生じるが7），そのとき体内に異常な量の8-OH-dG（スキームI）が観測されることから，この8-OH-dGががん化を評価する重要な指標とされている8–10）．また，8-OH-dGはアルツハイマー病・パーキンソン病患者の脳でも大量に検出されていることからも，がんや脳の老化のバイオマーカーとして注目されている化合物である．デオキシグアノシンは，DNAの構成成分の一つであるので，酸化ストレスで，DNAから遊離し，それが8-OH-dGに変化していると考えられる10）．
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さて，この8-OH-dGは従来の認識によれば，デオキシグアノシンと活性酸素種の一種であるヒドロキシルラジカル（OH·）との反応で生成するとされており，どの教科書にもそのように記載されている（スキームI参照）3）．
問題は，ここで活性酸素種としてあげられているヒドロキシルラジカル（OH·）である．これはかなり前から，Fenton反応によって，以下の化学式で形成するとされている（式1）． (1)
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この式が発表されてから1世紀も経っているが，この式に何も批判が出ないというのは，錯体化学の知識がこの分野ではまったく普及していないためと思われる．ここであらためて，この問題について言及する．
（式1）で示されている，Fe2＋という化合物は，非常に特殊な条件下でないと存在しない．これは多分に（たとえば硫酸第一鉄塩を）水に溶かした状態を指していると思われるが，だとしたら，［Fe（H2O）6］2＋と書かねばならない（式2参照）．2価鉄イオンの周辺に6個の水分子が結合している状態で，これはFe2＋とはまったく違う．ただ，（式2）の反応は実験室系では成立するかもしれないが，生体内では起こりえない． (2)
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生体の体液中にはキレートと呼ばれる多くの化合物が存在する．代表例はクエン酸，アミノ酸，分子量がいろいろなペプチド，高分子タンパク質などで，これらは金属イオンと強く結合する性格を持つ（錯体化学ではこれをキレート効果と呼んでいる）．一例を述べると，以下のようになる． (3)
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このため，生体中では［Fe（H2O）6］2＋イオンはほとんど存在しないことになるが，これは広く認められている事実である11）．そうすると，生体中でのFenton反応とは一体どのように起こっているのかということになるが，これまでこの問題は一切議論されずに，2価鉄イオンと過酸化水素との反応でヒドロキシルラジカルが生成すると盲信されている．
このような事情から，生体中ではFenton反応の結果が適用できるとは考えにくく4），8-OH-dGの生成にはヒドロキシルラジカルは関与していないと考えている．我々は，Fe-（nta）溶液を動物に腹腔内投与を行うと体内に8-OH-dGの異常な増大が観測される事実から，この種の錯体に関する研究を行った．使用した配位子系を図1に示す．
[image: ]図1 配位子の構造

Fe-（nta）錯体は溶液中では，オキソ・カルボナト架橋二核鉄（III）錯体であることが構造解析から明らかにされている（図2）12）．図1に示した4座配位子（pac, edda, tfda, eda）などもすべて，溶液中の構造はオキソ・カルボナト二核錯体であることが，構造解析，吸収スペクトルから明らかにされている13）．
[image: ]図2 Fe-（nta）錯体の構造：オキソ・カルボナト架橋二核鉄（III）錯体

我々は，いくつかの二核鉄（III）錯体と過酸化水素との混合物がデオキシグアノシンとの反応で大量の8-OH-dGを与えることを見いだしている．一例として（tfda）錯体の例を示した（図3）14）．この8-OH-dGの形成はキレート構造に依存し，その活性度はnta＞tfda＞edda, eda＞＞pacとなり，まったく生成しない系（pac）もある．このオーダーは，実はこれらの鉄キレートを動物に投与したときの腎毒性の順序nta＞edda＞＞pacとも一致している4, 7）．このキレート構造による違いは，鉄（III）イオンと過酸化水素の結合様式の違いによると指摘されている4）が，注目すべきは，鉄イオンさえあれば，8-OH-dGが生成するというものではないということである．
[image: ]図3 Fe-（tfda）/H2O2とオキシグアノシンとの混合溶液のHPLC

まず，過酸化水素が鉄（III）イオンと結合するところから考えよう．Fe-（nta）溶液に過酸化水素を加えると，二核錯体（図2参照）のカルボナトイオンが脱離し，その空いた場所へ過酸化水素の酸素原子が結合する．その結合様式には2通りある．一つ目の結合様式を（pac）錯体で示すと，二核鉄錯体（図2参照）の2個の鉄イオンのうち，（pac）配位子が結合している鉄イオンに酸素原子が結合（スキームII）．この場合は，ペルオキシドイオンの酸素原子に配位した（pac）の-CH2-N-結合の炭素原子への攻撃（スキームII参照；攻撃の推進力については後述）が起き，O–O結合の開裂反応，–C–N結合の切断を経て，最終的に–CH（＝O）になる．このときの生成物，ピリジン-2-アルデヒドは検出されている14）．
[image: ]スキームII

2番目の結合様式は（pac）錯体では生じないが，Fe-（tfda）錯体，Fe-（eda）錯体で可能になるケースである．二核鉄構造の鉄イオンと結合した過酸化水素が別の鉄イオンと結合しているテトラヒドロフラン骨格の炭素原子と結合する（スキームIII）．このテトラヒドロフラン骨格とペルオキシドイオンとの結合については，広く実証されている15, 16）．このように結合したペルオキシドイオンがデオキシグアノシンの8位炭素原子を攻撃し，O–O結合の開裂反応を伴って8-OH-dGを与えると考えている（スキームIII，右下の反応）．このとき，テトラヒドロフラン骨格と結合している過酸化水素の酸素原子が，テトラヒドロフラン核に移動する反応も起きる（スキームIII，右上）．この場合はさらに（pac）錯体で指摘された–CH2–N–結合とペルオキシドイオンとの反応（スキームII）が起きると予想されるが，実際にスキームIVの化合物は反応溶液中で検出されている（図3の～15分のところに観測されるピークがこれと関連する）14）．
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上の考えを支持する事実を加えよう．図3ではデオキシグアノシンを取り上げたが，グアノシン以外の核酸塩基（たとえばアデニン，チミン）などでも実験を行っており，それらの塩基では水酸化反応はまったく進行しない．計算によれば，デオキシグアノシンの8位が一番酸化されやすいことは明らかになっている17）が，ヒドロキシルラジカルは，他の塩基も酸化できることが確認されているので14），生体中での8-OH-dGの形成は，ヒドロキシルラジカルではなく，スキームIIIで述べたように鉄（III）-ペルオキシド付加体による炭素原子への攻撃で生成していると考えるのが最も妥当と考えている．
同様な反応を（eda）錯体でみると，非常に興味深い結果が得られている14）．この場合はペルオキシドイオンと配位子（eda）のメチル基の炭素原子との相互作用が推定されているが，その妥当性は多くの事実から支持されている15, 16）．この錯体の場合，生成物は8-OH-dGよりも，用いたデオキシグアノシンの2′位と4′位の水酸化反応が進行していることが明らかになった（スキームV，右下）14）．特に4′位の水酸化反応はブレオマイシン（bleomycin）によるDNA損傷機構を理解する上で非常に重要である（後述）．
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さて，これらの実験結果から，DNA損傷に関する重大な知見が得られる．それは，この二核鉄（III）-ペルオキシド付加体は生体中で生成可能であることから，Fenton反応（すなわちヒドロキシルラジカル）を考えなくとも8-OH-dGの形成を明白に説明できるということである．Fe-（pac）錯体は8-OH-dGの形成にはまったく効力を示さないが，スキームIIで示された反応を起こしていることが明らかになっている．これは，鉄（III）イオンに結合したペルオキシドイオンが配位子系（pac）と反応してC–N結合切断を行うことを示し，この切断により鉄（III）-ブレオマイシン-ペルオキシド付加体は，ブレオマイシンやDNA鎖の切断反応・水酸化反応を誘導できることがわかるが，このような反応がなぜ起きるのかは，これまで明らかにされてこなかった．これらの反応機構については3節で詳しく論じたい．

3. ブレオマイシンによるDNA損傷①
ブレオマイシン（図4）は梅沢博士によって発見された水溶性の糖ペプチド抗生物質18）で，通常は培養液から銅（II）錯体として得られる．ブレオマイシンは抗酸菌などの細菌に対して抗菌作用を示すと同時にいくつかの動物の移植がんに対して制がん作用を示す．現在，ヒトの皮膚，頭頸部，子宮頸部などの扁平上皮がんや悪性リンパ種に対する優れた化学療法剤として，臨床医学で利用されている5, 6）．
[image: ]図4 ブレオマイシン（BLM）

実験では，鉄（II）イオンとブレオマイシン（以下BLM）を酸素下で混合する5, 6）と鉄（II）-BLM-O2錯体（図5）を形成し，さらに1電子を得て，活性BLM（activated BLM）となるが，それはFe（III）-BLM-ペルオキシド錯体であることが確かめられている6）．この溶液とDNAを混合するとDNAの切断反応が観測されるが，要点をまとめると図6のようになる．DNA切断様式には2通りあり，4-OH誘導体を形成（左側）する場合と，最終的に塩基プロペナール（propenal）形成を伴う（右側）場合とがある．無酸素下では塩基プロペナールの形成は観測されず，塩基プロペナール形成は，酸素と4′位のラジカルとの反応で生成する4′-OOHの形成を介して行われると指摘されており5, 6），いずれにしても活性BLMとDNAとの反応では，まず4′位の炭素ラジカル形成が必須であることが指摘されている．
[image: ]図5 Fe-BLM-O2錯体の構造（推定）

[image: ]図6 活性ブレオマイシンによるDNA切断機構（推定）6）

活性BLMによるDNA切断反応は，図6で示された様式で起きることがStubbeらによって提唱され，疑いもなく信用されてきているが，なぜ活性BLMがDNAを切断・損傷できるのかをきちんと説明するためには同族体のコバルト（III）錯体に関するデータと一緒に議論する必要があるが，これがなされていないことが問題であった．
BLM-コバルト（III）-ペルオキシド付加体とDNAとの複合体の構造はすでに明らかにされているが19），興味深いことに，このBLM-コバルト（III）-ペルオキシド付加体はDNAとは反応しない（ペルオキシドイオンと4′位の炭素原子とは非常に近いにもかかわらず）．そして，紫外線照射を受けて初めてDNA切断反応が進行する（single-stranded開裂）ことがわかっている17）．この鉄（III）-BLM錯体とコバルト（III）-BLM錯体の反応性の違いを説明するには分子軌道法に従った考察が必須である．スキームVIの左側に，鉄（III）-ペルオキシド付加体の分子軌道の一部を示した．ここで鉄イオンのdz2軌道が，ペルオキシドイオンのπ*軌道（2電子が充填されている）とσ*軌道（電子は充填されていない）と同時に相互作用できる点に注目されたい20, 21）．
[image: ]スキームVI

高スピン型鉄（III）イオンのdz2軌道には1個のd電子が充填されているが，コバルト（III）錯体（低スピン型）ではこの軌道には電子が充填されていないことが重要である（スキームVI，右側）．これは，分子軌道形成によりペルオキシドイオンのσ*軌道への金属イオンからの電子の流れ込みが鉄（III）錯体では起きるが，コバルト（III）錯体では起きないことを示している．
コバルト（III）錯体では，紫外線照射を受けて初めてDNA切断反応が進行するが，この紫外線照射とは実は，コバルト（III）錯体のt2 g軌道からeg（dz2）軌道への遷移に相当するのである（スキームVI，右側）．ここが非常に重要で，この紫外線照射で，鉄（III）イオンとコバルト（III）イオンにそれぞれ結合しているペルオキシドイオンの電子状態が同じになる（dz2軌道には1個のd電子が充填されること）．この状態になって初めて，コバルト（III）イオンからペルオキシドイオンのσ*軌道への電子の流れ込みが起きるが，これにもともとあった近傍のDNA分子の炭素原子からの電子の流れ込みとが重なって，ペルオキシドイオンのheterolytic cleavage注），21–25）が誘導され，切断されたO–O分子の1個の酸素原子がDNA分子の炭素原子へ移動し，これによりコバルト（III）-BLM-ペルオキシド付加体による4′位の水酸化反応が起きるのである（構造解析の結果もこれと一致する19））．活性BLMでは，そのままで鉄イオンとDNA分子からのペルオキシドイオンのσ*軌道への電子の流れ込みが起きるので，上の議論から活性BLMによってDNAの損傷反応（水酸化反応）が進行することが理解でき，かつ，すでに示したスキームII～Vでみられたペルオキシド付加体による反応の本質が明らかにされたことになる．ここで述べたペルオキシドイオンのO–O結合のheterolytic cleavageは，ラジカル反応とは無関係であり（脚注参照）22–24），DNA切断の最初のスタートが4′位のラジカル形成とするStubbeらの説とは相いれないものである．このペルオキシド付加体のO–O結合のheterolytic cleavageの重要性は初め，NishidaによってチトクロムP450の反応機構を解明するのに提唱され22–24），多くの実験結果から支持されており24, 25），さらにコバルト（III）-BLM-OOHの反応機構に対する計算結果26）からもその考えの正当性が支持されている．

4. ブレオマイシンによるDNA損傷②
3節での議論により活性BLMによってsingle-stranded切断（ss切断）が進行する理由が明らかにされたが，double-stranded切断（ds切断）が進行する理由は明らかになってはいない．Stubbeらは，図6右側の塩基プロペナールの生成経路が進行するためには酸素分子が必要と述べているが，酸素下であっても，この反応はコバルト（III）-BLMでは進行しない．これは鉄（III）イオンとコバルト（III）イオンの錯体としての違いが原因である（後述）．
実は，鉄（III）錯体に関してNishidaらによって初めて発見された奇妙な反応が知られている．それは，鉄（III）イオンはある条件下で酸素分子と容易に反応するというものである27, 28）．これはいくつかの例で実証されており，今の例でいうと，BLM-鉄（III）キレートの存在下，DNAと酸素分子との相互作用が進行し，DNA過酸化物（図6，右側の4′-OOHに相当する，後述）が形成され，それがBLM-鉄（III）キレートと結合し（スキームVII参照），DNA過酸化物のO–O結合のheterolytic cleavage22, 25）を経てDNAの水酸化反応が進行する結果，ds切断を誘導していると考えている．
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スキームVIIで仮定されている反応が生じることは，実際に鉄（III）-BLMが過酸化水素なしでもDNA切断を行うという我々の実験結果から支持されている29）．ここではDNAとしてsupercoiled DNA（スキームVIII）を使用した．このDNAは，1か所の切断でForm IIへ移行し，2か所の切断でForm IIIへ移行する．実験では，DNAと種々の濃度のFe-BLM·A2溶液を混合し，一定時間後電気泳動を行い，その様子を観察した．図7に示したように，Fe-BLM·A2は，過酸化水素が存在しなくてもDNAを容易に切断する（Form II, Form IIIの形成，レーン5, 7, 9に注目；Form IIIは，Form IとForm IIの中間に出る）．
[image: ]スキームVIII

[image: ]図7 過酸化水素なしでの鉄-ブレオマイシン（BLM）·A2によるDNAの分解

これまでのStubbeらのデータ5, 6），およびDNAとしてsupercoiled DNAの代わりにオリゴマー（12-mer）を用いた実験では多量の塩基プロペナールの生成が認められるので，スキームVIIに示した過酸化反応は4′位で行われていると推定している．さらに，二核鉄（III）錯体，Fe2（HPTP）錯体30）（HPTP：N,N,N′,N′-テトラ（2-ピリジルメチル）-2-ヒドロキシ-1,3-ジアミノプロパン）も，空気中でDNAを切断できる事実30）もこの機構の正当性を支持している．このスキームVIIの反応は，置換不活性錯体であるコバルト（III）錯体では起きない（高スピン型鉄（III）化合物は置換活性錯体である）．よって，鉄（III）-BLMで観測されたDNAのds切断は，コバルト（III）-BLM錯体では起きない6）．このことは，コバルト（II）イオンの（HPTP）錯体は，酸素下でss切断は行うが，それ以上（ds切断）を行わない31）ことからも，強く支持されている．

5. おわりに——DNA損傷反応に対する新しい視点——
これまでの結果をまとめてみると，
1）活性BLMとは，Fe（III）-BLM-OOHであるが，これ自身は不安定で短時間で分解する．これは，ペルオキシドイオンが鉄イオンに結合しているBLMを攻撃するためで，スキームIIの反応に相当する．この反応では鉄（III）イオンと，BLMの炭素原子とからのペルオキシドイオンのσ*軌道への電子の流れ込みによってペルオキシドイオンのheterolytic cleavageが誘導される．DNAが近傍に存在すれば，DNAとの相互作用を介してペルオキシドイオンのheterolytic cleavageが誘導され，DNAの水酸化反応・損傷が進行する．
2）コバルト（III）誘導体，Co（III）-BLM-OOHは安定で，DNAが存在しても反応しない．これはコバルトイオンからのペルオキシドイオンのσ*軌道への電子の流れ込みがないからである．DNAの存在下，紫外線照射で初めてCo（III）-BLM-OOHのペルオキシドイオンのheterolytic cleavageが誘導され，4′-OH誘導体が生成する．
3）鉄（III）-BLMそれ自身が酸素分子の存在下でDNAと反応し，4′-OOH誘導体形成を経てDNA損傷反応を引き起こすことがds切断と密接に関連していると推定された．
これらの事実から，鉄（III）-BLM-ペルオキシド付加体の高いDNA切断能は，鉄イオンとDNA分子からペルオキシドイオンのσ*軌道への電子の流れ込みで誘導されるペルオキシドイオンのheterolytic cleavageに起因することが明らかであり，Stubbeらが主張するような水素原子引き抜きによる4′位炭素ラジカル生成がDNA損傷反応の主たる因子ではないと考えられる．
現状では，BLMは抗腫瘍剤としての活用が期待されているが，最大の難点はかなり毒性が高い点である．その毒性発現は主としてDNAのds切断作用に由来すると指摘されている6）．このds切断は，厳密に酸素存在下でのみ起きるので6），スキームVIIで示した中間体形成を行わない新しいBLM誘導体の合成が待たれる．
ごく最近，西田は「鉄イオン制御を母体とする医療（Labile Iron Controlling Therapy：LICT）4, 32）」の実現を目指して，生体毒性を示さない新規鉄キレート剤を合成した33）．これらの鉄キレート剤が高い抗腫瘍性・抗菌作用・抗ウイルス作用を示すこと34）と，BLM類は有力な鉄キレート剤であることを考慮すると，BLMによる抗腫瘍性は，鉄イオンを制御してがん細胞増殖を抑えている35）ことも一因と考えられ，この視点からの新しいBLM誘導体の開発が期待される．
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[image: ]図2 Fe-（nta）錯体の構造：オキソ・カルボナト架橋二核鉄（III）錯体
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[image: ]図3 Fe-（tfda）/H2O2とオキシグアノシンとの混合溶液のHPLC

（A）過酸化水素混合2分後，（B）過酸化水素混合60分後．
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[image: ]図1 配位子の構造

nta：ニトリロ三酢酸，tfda：テトラヒドロフルフリルアミン-二酢酸，edda：エチレンジアミン二酢酸，pac：2-アミノピリジン-二酢酸，eda：2-メトキシエチルアミン-二酢酸．
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[image: ]図6 活性ブレオマイシンによるDNA切断機構（推定）6）
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[image: ]図7 過酸化水素なしでの鉄-ブレオマイシン（BLM）·A2によるDNAの分解

DNA：pBR322, supercoiled. レーン1, 4, 6, 8：DNA alone. レーン2：FeCl3（0.001 mM），レーン3：Fe-BLM（0.0001 mM），レーン5：Fe-BLM（0.0025 mM），レーン7：Fe-BLM（0.005 mM），レーン9：Fe-BLM（0.01 mM）．
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