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ヒトの発癌遺伝子であるc―Haーras遺伝子は、  分子量21，000の蛋白貿p21をコ―ドして

いる．  ヒトの様々な腫癌細胞から検出された活性化c―Ha-r蠱s遺伝子は、  p21の12，13ま

た は 61番目 のアミ ノ酸の 変換を もたらす 点突然 変異が 生じて いるこ とが明 らかに され

て いる。   また、 carcinogenによ って発 生した実験動物癌においても同様な突然変異が

c―Ha-ras遺伝子に生じていることが明らかにされている。  これは、  carcinogenによっ

てDNAが修飾を受けた結果であると考えられる。

  著 者は、 c―Ha-ras遺 伝子の 活性化 に特定の 修飾塩 基が関 与して いる可能性があると

考え、  4種類の修飾塩基［0ーe→メチルグアニン（OsーMeG）、8-ヒドロキシグアニン（8―0HG）、

キサンチン（X）及びヒポキサンチン（I）］をc―Ha-l:as遺伝子の特定位置に導入し、  HIH

3T3細 胞にお ける卜 ランス フオー メ―シ ョン活 性と生じ る突然 変異の解析を行うことを

計画した。

  特 定の修 飾塩基 を部位特異的にc―Ha-ras遺伝子に導入するためには、  ユニーウな制

限 酵素部 位を数 種類有 し、DNAカ セット 変換を行うことが容易な合成c－Ha-ras遺伝子を

用いるのが適当と思われる。  しかし、  この遺伝子は大腸薗の最適コドンを用いて設計

されており、  哺乳動物細胞内では発現しにくい、  または、  活性のある蛋白質が産生さ

れない可能性がある。  そこで、  最初に、  合成c－Ha-ras遺伝子がNIH3T3細胞内で発現す

ることを確認することにした。  ラウス肉腫ウイルスのLTRの下流に台成c―Ha-ras遺伝子

を 有する プぅス ミドを構築し、NIH3T3細胞ヘトぅンスフェクションしたところ、  3種の

活性化c－Ha-ras遺伝子（Valー12，Leu－61，Arg－B1）のいずれもフオーカス形成を誘導した．

一方、  正常c-Ha-ras遺伝子はフオ―カスの形成を誘導しなかった。  従って、合成c－Ha―

ras遺伝子はNIH3T3細胞内で効率よく発現したこと、  及ぴ、  この系は修飾塩基を導入し

たc-Ha-ras遺伝子を用いる実験に有用であることが明らかになった。

  次に、  メチル化剤によって生じる修飾塩基であるQ6ーMeGを合成c―Ha-l:as遺伝子のコ

ドン12の2番目の位置にDNAカセット．変換によって導入した。  NI H3T3細胞ヘトうンスフ

ェ クショ ンした 結果、  正常c―Ha-ras遺伝子に比較して有意なフオーカス形成が観察さ

れた。  さらに、  フオ―カスを形成した細胞のDNAを抽出し、  c―Ha-r4s遺伝子の配列を解

析した結果、G-+Aトぅンジッションが生じていることを明らかにした。
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続 い て 酸 素 ラ ジ カ ル に よ っ て 生 じ る 修 飾 塩 基 、 S-OHGを 含 む c-Ha-ras遺 伝 子を 作 成し 、

NIH3T3細胞 に トラ ンス フ ェク ショ ン した 。  そ の結 果、   8-OHGの導 入によってc―Ha-L蠱i遺

伝 子 は 活 性 化 さ れ る こ と と 、   そ れ は 導 入 し た 位 置 ま た は 隣 接し た 部位 のう ン ダム な突

然 変 異 に よ る こ とを 明ら か にし た。   この 結果 は 、  以前 に 報告 され た Ln vjtroの 結果 と

一致 して お り、   極めて興味深い ものである。

グ ア ニ ン 塩 基 が spontaneousに、   また は亜 硝 酸な どに よ って 脱ア ミ ノ化 され る と、   X

が 生じ る。   この Xをコ ドン 12に導 入し たc-Haーras遺伝 子を楢築し、  IqI H3T3細胞にトぅン

ス フウ ク ショ ンし た 。  モの 結 果、   Xを 含むc－Ha-ras遺伝子は 、  高頻度にフオー カスを形

成 し た。   さ ら に突 然変 異 の解 析を 行 った とこ ろ 、  17例 中 16例 にG-+Aトう ンジッション、

1例 に G+T卜 ラ ン ス パ ― ジ ョ ン を 観察 した 。

最 後 に 、   ア デ ニ ン の 脱 ア ミ ノ 化 に よ っ て 生 じ る Iを コ ド ン 61の 2番目 の位 置 に導 入し

た ．   Iを 含む c―Ha-ras遺 伝子 は活 性 化c― Ha-ras遺 伝 子（ Leu－61)の約50Xの フオ―カス形

成 能 を 示 し 、   高 頻 度 に 突 然 変 異 が 生 じ た こ と が 明 ら か に な っ た ・c-Ha-uよ 遺伝 子の 解

析 を 行 っ た と こ ろ 、   分 析 し た 全 ての クロ ― ンで A→Gト うン ジッ シ ョン が観 察 され た．

1例 誼 Gに 変化 した c―Ha－ ras遺 伝子 とTに 変化 し たc― Ha-Cas遺 伝 子の 両方 を 有し てい た ．

以 上 の こ と から 以下 の 結諭 が導 か れる 。

（ 1） 台 成 cー Ha-ras遺 伝 子 は NIH3T3細 胞 を ト う ン ス フ オ ―ム さ せる こと を 確認 した 。

（2） Qa -M eG、   8－ 0HG、  Xの3種 の修飾塩基をc―Ha-ras遺伝 子のコドン12の2番目の位置

に導 入し 、   い ずれ の 修飾 塩基 も cー Ha-L-as遺伝 子の 活 性化 の直 接 的な 原因 と なり

得 るこ とを明 ら加 にした ・

（ 3） Iを コ ド ン 61の 2番 目 の 位 置 に 導 入 し 、   こ の修 飾 塩基 もc― Ha-ras遺伝 子の 活 性化

の 直 接 的 な 原 因 と な り 得 るこ とを 明 らか にし た ．

（4） 06―H eG、  XはG→ Aの、  1はA→Gの突 然変異を誘発する ことを明らかにした．  また、

8―OHGは、  修飾部位と隣接部位にうンダムな突然変異を引き起こすことを明らか

にした。

〔 5） 以 上 の こ と か ら 、 carclnogenに よ る DNAの 修 飾 は 発 癌 遺 伝 子 の 活 性 化 と 宙 接 に 関

わ っ て い る こと を 明らか にした 。
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申 請者 は 、   ヒ ト 発 癌 遺 伝 子で あ る cー Ha-ras遺 伝 子 の 変 異に よ る 活 性 化の 研 究を行 っ

て い た が、   今 回 、  損 傷 塩 基を 合 成 遺 伝 子の 特 定 部 位 に導 入 す ること によ り、塩 基の損

傷 が 癌 化 の 引 き 金 と な る 変異 と 関 連 し てい る こ と を 明ら か に し た 。

ヒ トの 発 癌 遺 伝 子で あ る cー Ha-ras遺 伝 子 は 、   分 子 量 21，000の蛋 白質p21をコ ―ドし て

いる ．  ヒ 卜の様 々な腫 痛細 胞から 検出さ れた活 性化 c－Ha―ras遺伝子 は、  p21の12．13ま

た は 61番 目 の ア ミ ノ 酸 の 変 換 をも た ら す 点 突 然変 異 が 生 じ てぃ 、 る こ と が明 ら か に さ れ

ている。  また、carcinogenによって発生した実験動物癌にお｀、ても同様な突然変異が

c-Ha―ras遺伝子に生じてトヽることが明らかにされている。  これは、  carcinogenによっ

てDNAが修飾を受けた結果であると考えられている。

    申請者は、  cーHa―ras遺伝子の活性化に特定の修飾塩基が関与している可能性がある

と考え、  4種類の修飾塩基［06―メチルグアニン（06－MeG）.8―ヒドロキシグアニン（8―OH

G）、  キサンチン（X）及びヒボキサンチン（I）］をc―Haーras遺伝子の特定位置に導入し、

NIH3T3細胞における卜うンスフオーメ―ション活性と生じる突然変異の解析を行った。

  特定の修飾塩基を部位特異的にcーHa-ras遺伝子に導入するために、  ユニークな制限

酵素部位を数種類有し、DNAカセット変換を行うことが容易な台成c-Ha-ras遺伝子を用

いた。  まず、  うウス肉腫ウィルスのFTRの下流に合成c―Ha-ras遺伝子を有するプぅスミ

ドを構築し、NIH3T3細胞へ卜うンスフェクションしたところ、  3種の活性化c-Ha-ras遺

伝子（Val－12，Leu-61，Arg－61）のいずれもフオーカス形成を誘導した．  一方、正常c-Ha-

r as遺伝子はフオーカスの形成を誘導しないことを確かめた。  従って、合成c-Ha-ras遺

伝子はNIH3T3細胞内で効率よく発現したこと、  及び、  この系暑よ修飾塩基を導入したc-

Ha-ras遺伝子を用いる実験に有用であることが明らかにした。

  放に、  メチル化剤によって生じる修飾塩基であるQ゚ ーMeGを合成c-Ha-ras遺伝子のコ
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ドン12の2番目の位置にDNAカセット変換によって導入し、NIH3T3細胞ヘトうンスフェ

ゥションした結果、  正常c－Haーras遺伝子に比較して有意なフオ―カス形成が観察され

た。  さらに、  フオーカスを形成した細胞のDNAを抽出し、  c―Ha-ras遺伝子の配列を解析

し た 結 果 、   G→ Aト ラ ン ジ ッ シ ョ ン が 生 じ て い る こ と を 明 ら か に し た ．

  統いて酸索うジカルによって生じる修飾塩基、  8―OHGを合むcーHa―ras遺伝子を作成し、

F1IH3T3細胞にトうンスフェクションした．  その結果、  8―OHGの導入によってc―Ha-ras遺

伝子は活性化されることと、  それは導入した位置または隣接した部位のうンダムな突

然変異によることを明らかにした。  この結果は、  以前に報告されたin vitroの結果と

一致していた。

  グアニン塩基がspont an eousに、  または亜硝酸などによって脱アミノ化されると、  キ

サンチン（X）が生じる．  これをコドン12に導入したc-Haーras遺伝子を構築し、  HIH3T3細

胞にトうンスフウヶションしたところ、  Xを台むc―Ha-ras遺伝子は、  高頻度にフオ―カ

スを形成し、  17例中16仞にG→Aトぅンジッション、  1例にG→Tトランスパ―ジョンを観

察した．

  最後に、  アデニンの脱アミノ化によって生じるIをコドン61の2番目の位置に導入し

たところ、  高頻度に突然変異が生じ、  分析した全てのクロ―ンでA→Gトうンジッショ

ンが観察された。  1例はGに変化したc―Ha-ras迅伝子と引こ変化したcーHa-ras遺伝子の両

方を有していた。

  以上の実験から合成した活性cーHa-rasはNI H3T3細胞をトうンスフオームすること、

これを用いることにより損傷塩基が変興の原因となることを明らかにし、  変貝原物質

がDNAの変異を起こし、  癌化と密接に関連している可能性を示した。  この研究は博士

（藁学）の学位を受けるに充分値するものと認めた。
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