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序

故賀田恒夫博士は， 日頃温めておら れた構想を実行に移されて，日本環境変

異原学会会長の最後の年の昭和 60年 12月 23日に講演・討論の会「環境変

異原： DNA医学と 毒性評価」を 開催されました。年の暮れがせまっていたに

もかかわらず，全国から多数の方が参加されて，非常に盛大で実り多い会でし

た。

賀田博士は，その会の記録を Proceedingsとして出版する準備を進めてお ら

れましたが，病に倒れ，その取りまとめ を気にしつつ，ついに果たすことがか

ないませんでした。

「環境変異原研究」の 1号として出版する こと をお願いしていた関係から，

資料を引き継いで整理，出版の準備を進めていましたが，種々の事情で出版が

延び延びにな ってたいへん遅れてし まいました。賀田博土が学会としてエポッ

クメイ キングなすばらしい会を実行された こと を記録にとどめておくため，出

版がたいへん遅れて内容的には古 くなりましたが，ここ に「環境変異原研究」

Vol. 8, No. 2号と して出版し，賀田博士の霊前に捧げます。

松島泰次郎
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賀田恒夫博士に捧ぐ

（昭和 59年 4月国立遺伝学研究所にて）

賀田恒夫博士略歴

（フランス国家博士 ・国立遺伝学研究所教授）

昭和 2年 (1927年） 8月，東京に生まれる。旧制第一高等学校より東京大学農学部農芸化学科に進み，

昭和 25年 3月同大学を卒業。同年 4月理化学研究所研究員となり，昭和 31年 9月より 8年間，フラ

ンスのパリ大学理学部ラジウム研究所，アメリカのテキサス大学癌研究所，フランスのパスツ ール研究

所などに留学。昭和 42年 10月，国立遺伝学研究所変異遺伝部長。昭和 59年 4月，同研究所が国立

大学共同利用機関に改組されたのに伴い同研究所教授，分子遺伝研究系主幹（変異遺伝研究部門担当）。

細菌からマウス，培養細胞などを材料として，放射線や化学物質による突然変異の生成機構や DNA

修復機構の遺伝学的研究を行い，枯草茜を用いた Recassay法の開発や反変異原物質 ・抗変異原物質の

研究など独創的な研究を展開した。発表した著書 32編，研究論文 288編におよぶ。

これらの成果により ，昭和 55年に第 17回読売農学賞，日本農学賞，翌昭和 56年には第 3回日本

環境変異原学会奨励賞を受賞した。

日本環境変異原学会では，昭和 47年に研究会として発足した当時より 10年間にわたって庶務幹事

を務め，学会の基礎固めに大きく貢献し，昭和 57~61年には同学会会長を務めた。また，昭和 56年 8

月，東京・三島 ・京都で開催された第 3回国際環境変異原学会 (3rdICEM)では SecretaryGeneral 

として，杉村 隆会長を補佐して同会議を成功に導いた。また，フルートを愛し，駿河管弦楽団団長お

よびフルート奏者として音楽の振興にも寄与した。昭和 61年 11月 14日食道癌のため癌研究会癌研究

所附属病院にて死去した。享年 59オ。

（黒田行昭記）
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昭和60年11月22日
日本環境変異原学会会員各位

皆様こ‘‘健勝のこととお慶び申し上げます．

基礎的問題の勉強のため，下記のような会合を企画しました．振るって
御参加下さるようお誘い申し上げます．

日本環境変異原学会

会長 賀田恒夫

講 演・討 A
阿―-="” の 会

環填変匹犀
・・
 

ェ：DぶI.；］：:~::::1翠竺手と毒性評価

昭和60年12月23日（月）

日仏会館ホール（東京•お茶の水駅より徒歩 5 分） tel 03-291-1143 

10:00-12:00 DNA修復・突然変異の誘発と抑制の分子機構

討論・司会

話題提供

田

津

藤

口

賀
早
加
関

恒夫（国立遺伝研）

彦哉（岡山大・薬）

武司（阪大・医）

睦夫（九大・医）

13:00-15:00 哺乳動物における遺伝子発現の制御

討論・司会

話題提供

松島泰次郎（東大・医科研）

寺田 雅昭（国立がんセンター・研）

武部啓 （京大・医）

森脇 和郎（国立遺伝研）

15:20-11:20 毒性評価

討論・司会

話題提供

村

木

藤

杉
藤
林
佐

闇天2尉ほ舅91(h91k↑

隆 （国立がんセンター・研）
博太（国立がんセンター・研）

祐造（国立衛試）
茂秋（国立がんセンター・研）

ーカ遍 Ir •-→

打忍ど疇竺竺：
屈「―

主催 日本環境変異原学会

問合せ先黒田 行昭（国立遺伝研）

tel 0559-75-0771 ex 261 
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環境変異原：

DNA医学と毒性 評価

1. DNA修復 ・突然変異の誘発と抑制の分子機構

変異原性ヌクレオヽンド， N4—アミノ ‘ンチジンの作用機構

SOS変異原性の機構

アルキル化剤による DNA損傷とその修復

2. 哺乳動物における遺伝子発現の制御

がん遺伝子

突然変異と発がんの関係

3. 毒性評価

発癌プロモーターの毒性評価

変異原物質の疾患要因としての評価

ー特に加齢性病変の促進について一―-
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早津彦哉（岡山大 ・薬）

加藤武司（大阪大 ・医）

関口睦夫（九州大 ・医）

寺田雅昭，坂本裕美，吉田輝彦，

宮川 清（国立がんセンタ ー研）

武部啓（京都大 ・医）

藤木博太（国立がんセンタ ー研）

林裕造，高橋道人（国立衛試）
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変異原性ヌ クレオシド， N4-アミノ シチジンの作用機構

岡山大学 薬学部 早 津 彦 哉

N4ーアミノシチジ‘ノ（図 1)は，従来知られてい

る変異原性ヌクレオヽンドのうち最も強い変異活性

を Amesテストで示す (Negishiら， 1983)。すな

わち，S.typhimurium T AlOOに対し，ーS9で

60,000 His+ revertants/ μmolで， これは陽性対

照として用いた N—ニトロソメチルウレア 6500

revertants/ µmol ょりも強い。また N•ーアミノシ

NHNH2 

ロ
HOH2Q 
HO OH 

図1.N4ーアミノシチジン (Ca,町．
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図2.ctcamTPが dCTPの代りに， DNAにとり込ま
れる (Negishiら， 1985).
Activated calf thymus DNAに対し， dNTP混
合物と E.coli DNA polymerase I large fragment 
を慟らかせた．
-0-; (3H]dCTP+dT-, dG-, dA-TP 
-e-; (3H[dC吋 P+dT-,dG-, dA-TP 
一■―;[3H]ctcamTP+dC-,dT-, dG-, dA-TP 

チジンは，培養動物細胞に対しても変異原性を持

つ (Nomuraら，1987.Takahashiら，1988)。

N4ーアミノシチジンは直接変異原であるが， DNA

損傷試薬として，あたかもメチル化剤のような働

らきをするとは考えにくい。恐らく細胞内で代謝

されて N4ーアミノデキ、ンシチジソ 5'ートリリン酸

(dCamTP)となり ，次いで DNAにとり込まれる

ことによって変異を誘起すると考えられる。そこ

で，この機構を明らかにするための実験を行なっ

た。

試験管内 DNA合成を，E.coli DNA poly-

merase I large fragment (Kienow)を用いて行

ない，dCamTPのとり込みを調べた (Negishiら

1985)。dCーTPは，dCTPの代りと して dCTP
の 1/2の速度でとり込まれた（図 2)。また，

dCamTPは，dTTP の代 りにもなり ，dTTPの

1/30の速度で DNAに入ることがわかった（図

ム

゜゚ 10 20 

Time of incubation (min) 

30 

図3.dCamTPが dTTPの代りにとり込まれる (Negi-
shiら．1985).
Poly(dA)-oligo(dT) 12-1sを鋳型プライマーとして

用いた実験．
-0-; [3H]dTTP 
—• - ;[3H]dcamTP 
―△―;[3H]dCTP 

，
 



3)。従って N4ーアミノ‘ントシン塩基は， グアニン

(G)とも，アデニン (A)とも塩某対を形成しうる

と考えられる。さらに， N4-アミノ‘ントシンが鋳

型 DNA中にあるときは，正常塩基、ントシンと同

じ効率でボリメラーゼに読みとられ，相手として

G がとり込まれることがわかった（このとき A

も少ししまとり込まれると期待されるが，検出が困

難であった）。以上の実験結果から， N4ーアミノ‘ン

チジ‘ノしまAT→GCおよび GC→ATのトランジ

ション変異を起こすと予想された。

バクテリオファージ<j>x174 am3が復帰突然変

異して野生株に戻る系を用い， N4ーアミノシチジ

ンの作用を調べたところ，高頻度で復帰変異が起

こった。変異して得られたファージコロニー 8個

をランダムに選び， それぞれから DNAを抽出

し， am3siteの塩基配列変化を調べた。可能な変

化は， A→G,A→T,A→Cの 3種であるが， 8株

とも予期の通り A→G の変化が起きていること

がわかった（図 4)(Negishiら， 1985)。一方，別

の実験で，大腸菌に菌体外から N4ーアミノシチジ

ンを働らかせた後 DNAを調べ， N4ーアミノ` ント

シン残基が確かに DNA中に存在することを証

明した (Negishiら， 1988)。

次に， DNA中に N4ーアミノ‘ントシンを入れ，そ

の DNAに変異誘起能力があることを示す実験

をした。<jJXl74 am3の復製型二本鎖 DNA(RFI) 

¢X 174 am3 

Taql sites 490 721 
I 

Haem sites435 

Revertants 
viable in 
E. coli (sup-) 

58,7 

・・・T謳早筵.....
Leu Amber Asp 

↓Mutation 
T謳芦卑••……W i ld type 
T謳謳芦

T謳謳卑

図4.N4-アミノシチジンによる amberコドンの変異（Negishiら， 1985).

,.. 
DNase I 

¢X174 am 3 

RFI DNA 

卜
Random nicking 
to produce RFII 

... 

669 

Nick-translation by £. coli 

DNA polymerase I in the 

presense of dc0mrp <*) 

plus four natural dNTPs 

Transfection to 
tt 
Ca',--treated £. coli 

Titration of progeny phages 

containing revertants 

図5.In vitro mutagenesisによる ¢x174 am3の復帰変異（Takahashiら， 1985).
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Ambiguous base pairing : 

：`：＼ 
cam G 
(amino form) 

Mutagenesis : 

Pathway 1 

Pathway 2 

-T-． 
-A-

―― 
C
.
G
 

―― 

Step 1 

dcamrp 
~L 

-cam_ 

旦二ら一Cam_—デーA­
-Gー〔GC→ AT〕、-Cam_． 

-G -
⇒ .major event ;—ャ， minor event 

図6.N4ーアミノシトシンによる突然変異の機構 (Negishiら， 1985).

に切断点を作り， dCamTPと他の四種の正常ヌク

レオシドトリリン酸 (dATP,dGTP, dTTP, 

dCTP)の存在下， E.coli DNA polymerase Iを

働らかせて， いわゆる nicktranslationを行な

ぅ。すると am3siteに，ある程度 dCamTPがと

り込まれるはずである。この DNAを大腸菌に

transfectionして，生産されるファージを集め，

am3から野性型への復帰変異率を調べたところ，

コントロールに比べ 10倍以上の変異率が得られ

た（図 5)(Takahashiら， 1985)。この結果から，

N4ーアミノ ‘ントシンが AT→GC トランジション

の原因であることは，ほぽ間違いないものになっ

た。

H2~ rf 
N・-・H-N-,-,N7 

□N- H•,. 、N了い、
N-/ .. ',;::::N 
I 0 

cam A 
(i mino form) 

Step 2 
-cam_ 
． 

-~am __-ア -A-

-A- ~ーcam_

-G-
〔AT→ GC〕

Mutagenic: 

H、N,,,.NHCH3

。ロ
Nonmutagenic: 

H3C、N,,,NH2

。ロ ; No tautomerization 

次に，何故 N4-アミノ‘ントシン残基は Gのみな

らず A とも塩基対形成が可能なのか， という問
題がある。これは， N4ーアミノ‘ント、ンンの N4位が 図7．アルキル置換 N4ーアミノシチジンでの互変異性禁

止．
アミノ型とイミノ型の互変異性変化をする

(Brown ら， 1968) ことで説明でき る （図 6) チジンは変異活性があるが，この互変異性が不可

(Negishiら， 1985)。このことを支持する実験事実 能である N—アルキルN4-アミノシチジンは活性
として， N4ーアミノ基のアルキル置換体の変異原 が全くない（図 7)(Nomuraら， 1985)。さらに，

性の有無があげられる。すなわち，アミノ＝イミ これらアルキル置換体での実験結果は，N4-アミ

ノ互変異性が可能な， N’ーアルキたN4-アミノシ ノシチジンが細胞内ヶトン体（例えばビルビン酸）
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とヒドラゾンを形成して有効となる， という可能

性を排除している。すなわち， N•ーアミノ‘ント、ン

ン塩基そのものが変異誘起に関わっていると考え

られる。

次に， N4-アミノ‘ンチジンが GC→ATのトラ

ンジションを起こすことを証明しようとした。先

にのべた ¢X174am3の復帰変異は， GC→AT

が検出できる系ではない。ファージ M13に大腸

菌§・ガラクト、ンダーゼ遺伝子の a部位ならびに

プロモータ部位を組込んだもの (M13mp2)を用

ぃ，ガラクト、ンダーゼ a部位欠損大腸菌への

complementationテストで， もし M13mp2中

のg部位またはプロモータ部位に変異が起きる

と， complementationが成立しなくなることを

利用して変異を検出する方法がある (LeClercら，

1982; Kunkel, 1984)。M13mp2を大腸苗に感染

させ，菌体内でファージが増殖しつつある時，茜

体の外から N4-アミノシチジンを働らかせると，

M13 mp2の変異が起こると期待される。実際こ

れは高率(>10-s;無処理群， 10→)で起こり，§→ガ

ラクト、ンダーゼの complementationを成立させ

得なくなった変異ファージ株が多数得られた。こ

れら変異 M13mp2の DNAを sequencingす

ることにより， AT→GCのみならずGC→ATも

起きていることが証明された (Besshoら， 1989)。

N4ーアミノ ‘ンチジソは，強い変異原性を持つと

ともに，その作用機構がほぽ明らかである ゆえ

に，部位特異的変異を人工的に起こす手段として

有用であると期待され，プロテイソニンジニアリ

ングなどへの応用が考えられる。
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SOS変異原性の機構

突然変異誘発機構を DNA分子のレベルで考

察できるようになった転起は，修復機構の発見で

あった (Witkin,1967)。大腸茜で多数の修復欠損

株が分離，研究され多様な DNA修復機構の存在

が明らかになるとともに，修復欠損株を用いて突

然変異誘発が調べられた。突然変異が DNA修復

過程での“ニラー”によって生じるのではないか

というアイデアを最初に具体的に示したのは，

放射線高感受性株で突然変異が全く誘発されない

ものがあることを見出した Witkin(1967)であ

った。その後，修復欠損株の遺伝的，生化学的研

究の進展によって修復の分子機構がより詳細とな

り，組換修復に関与する recA遺伝子の機能が突

然変異誘発に必要であることが明確にされ‘‘組換

修復ニラー’'仮説が有力になった (Witkin,1969; 

Kondoら， 1970)。一方，組換機構の研究を行な

っていた Clark(1973)等によって多数の組換欠

損株が分離され，仮説の正否をテストできる系を

提供すること になった。テストの結果 (Katoら，

1977a)は，組換修復ニラー仮説の否定を示唆する

ものであったため，あらたに突然変異誘発欠損株

の分離を試み新しい遺伝子 umuCを見つ けた

(Katoら， 1977b)。

ここでは， umuC遺伝子の発見とその構造解析，

誘発突然変異の特異性分析の経過を主体に SOS

変異原性機構研究の現状と問題点を述べる。

1. "SOS誘発’'仮説

新しく見い出された umuC遺伝子の機能と，

recA-lexA両遺伝子の変異誘発機能はどのように

関連しているのであろうか。われわれが umuc-

変異株を分離した頃， Radman(197 5)と Witkin

(1976)は，recAとlexA遺伝子による突然変異誘

発と，他の多くの誘発事象を統一して説明する

"SOS誘発’'仮説を提唱した。 その骨子は，i）個々

大阪大学医学部加藤武司

の誘発事象それぞれに対応する遺伝子が存在す

る，ii)recA-lexA遺伝子は，それら一群の遺伝子

の発現を制禦する，iii)LexA蛋白は，個々の

SOS遺伝子のリプレッサーであり，細胞が SOS

刺激を受けると RecAが LexA リプレッサーを

不活化する活性をもつよう修飾され (RecA*),

SOS遺伝子群が発現される，とする。この SOS

誘発仮説は，それまで断片的に集積されてきた

recA―と lexA―株のもつ突然変異誘発を含めた

多面形質発現機能をうまく説明できるものであっ

た（図 1)。その後，多くの研究によって仮説の正

当性は実証され， recA-lexA遺伝子による SOS

誘発機構の詳細がほぽ明らかにされた（堀井ら，

1984; Walker, 1984)。

DNA dama~t三

Umu( 

こumuDC tsos genes 
図1.sos応答系の模式図
SOS応答遺伝子群は，通常では LexA蛋白（ リプ
レッサー）で抑制されている．細胞がDNA合成阻
害状態になると誘発ヽ ングナル因子（◇)が生成され，
RecA蛋白を活性化しリプレッサー分子を分断不活
化する RecA*とな りSOS遺伝子群が発現される．
SOS変異原性は umuDC遺伝子の発現によって生
ずる．
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表1.sos遺伝子にみられるプロモークー領域の “SOSボックス”.

a-specific genes 

MFa1 (Ii『sta-factor structural gene) 
MFa2 (second a-factor structural gene) 
STE2 (a-factor receptor structural gene) 
STE6 (involved in a-tactor production) 
BAA 1 (structural gene for secreted protease?) 

Turns on 
a-specific genes 

MATa 

------------------—-----—------------------—一—-----—-------—---.-—------—•一ー：：：：ー—- .--•一——---------Gene Sequence of operator/promoter region M (nH) 
--------------------------------------------------------------------------------------------

一STE6 +l 

recA ＿ 
8AR1 

ACTCTATGAGCATACACTi芯TTCC'rTCAACAC心 CATATTCACTATCC 2 
TGACATACTCGTATGTCA'.QATI';,.ACGAAGTTGTCTl'GTATMCTGATAGG 

＋ 

lexAa) CCTGTATATACTCACACCiTAACTCTATATACI¥CCCACCGCCCGGAKTGA 20 
CGACATATATGAGTGTCG'lJATTGAC'ATATATGTGGGTCCCCCGCCTTACT 

a-specific genes 

MFa1 (maior a-factor structuraI gene) 1 心盆認~cgenes 
MFa2 (minor a-factor structural gene) 
STE3 (a-factor receptor structuraI gene刀＜ー殿

い

ー

ー

AT M
 一STE2 一MFal 一MFa2 

CTGTATATACACCCAGG 
TGACATATATGTGGGTCC 

+l 

uvrA 
(ssbl 

STE6 CA TG TAATTACCTAATAGGGAAATTTACACGCT 

BAR1 CATG TAATTACCGAAAAAGGAAA TTACA TGGCG 

STE2 CA TG TACTTACCCAATTAGGAAATTTACATGG T 

MFa1 TG TG TAATTACCCAAAAAGGAAATTTACATG TT 

MFa2 CA TG TATTTACCTATTCGGGAAA TTTACA TGAC 

CATGTAATTACG-AATAAGGAAATTTACATG-T 

AATT-CC--AIT--GG-AATT 

CATGTAA-T--C---i---G--A-TTACATG 

図2．酵母の接合型支配遺伝子 MATa2による遺伝子発現調節機構と SOS応答の類似性． MATa2蛋白は
リプレッサーとして， aタイプ接合型細胞特異的遺伝子群の発現を調節している．

大腸菌で発見された， SOS応答系は少数の制

禦遺伝子による多数の類似機能遺伝子群の発現調

節機構のモデルとしてユニークなものである。最

近 SOS応答系と似た遺伝子発現調節系が酵母の

接合型支配遺伝子の発現調節系で見い出された

(Johnsonら， 1985;図 2)。また接合型支配遺伝子

には，ショウジョウバニの発生に重要な役割をも

つホメオテイク遺伝子郡の一部に相同性の高い配

列（ホメオ ・ボックス）がみられ，それらはマウ

スやヒトまで含めた動物細胞に広く存在している

(Gehring, 1985)。これら動物細胞のホメオティッ

ク遺伝子の解析は始められたばかりであり，今後

どのような展開をみせるか予見はできないが，

SOS応答系の調節との関連から興味がある。

2. umuDC遺伝子の構造と発現

umuc-変異株の特性からみて，umuC遺伝子機

能による変異誘発は recA-lexAによる発現制禦

を受ける SOS誘発遺伝子群の一つであることが

予想されたが，遺伝子のクロ ーニソグ (Shina-

gawa ら，1983; Elledge ら，1983),その解析

(Kitagawaら，1985;Perry ら，1985)によって

確かめられた。

クロ ーニソグされた umuC遺伝子領域の解析

から，i）二つの蛋白 UmuD とUmuCをコ ードす

る遺伝子が連続して存在し，両遺伝子は上流の一

つのプロモーターによって発現制禦される，ii)プ

ロモータ領域には LexA蛋白が結合する配列

(SOSボックス）がみられ，精製した LexA蛋白

が強く結合する，iii)umuD, umuC両遺伝子の転

写は単ープロモーターの転写ヽングナルから開始さ

れ， LexA蛋白の結合によって強く阻害されるこ

とがわかった。これらの結果は，変異誘発機能を

もつ遺伝子 umuDCが SOS遺伝子群の一つであ

ることを明確にした（表 1)。

3. sos変異原性の機構
遺伝子構造の解析から，umuDC遺伝子が SOS

応答系遺伝子であることが明らかになったが，発

現された umuDC遺伝子による突然変異が生ずる

機構についてはまだ充分わかっていない。変異誘

発機構を調べる方法として，変異原によってどの

ようなタ イプの変異がどれくらいの割合で誘発さ

れるか （特異性）を解析することによって， ある

uvrB 

uvrD 

colEla) 

aulAb) 

cloDF13b) 

TCCGCGTAATCCATTCCAirACTCT̂ TATTCATTCAGC CAATTTCTCTCATAATTAACCGTTTCTCATC 
AGGCCCATTACGTAAGGT,'IlATGACATATAAGTAl¥GTCC/1GTT.I¥J山CACAGTATTAATTGGCAAACACTAG

(+ll 

CAGAAATATTATGGTGATQAACTG'且＇旦'Tl'TATCCAGT~TAATTTGTTGGCATAATTAAGTACGACGAGT
GTCTTTATAATAC.CACTAqrTGACAAAAAAATAGGTCJ、 AT,TAAACAACCGTATTAATTCATGCTGCTCA

TCTCTI¥TATATACCCACC]TTTTCGCGGAGGGCGTTCCCCTTCTCCCCCC 
AGACATATATATGGGTCG心¥,AACCGCCTCCCGCAACGCGMGAGGCGGG 

＋
 

umuDC ACTCTATATAAAAACACT菜AACTTCA’GCCACATTATTATCTTCTTTATC O.2 
TG'ACAT'AT'ATTTTTGTC'A'I¥ATTGAAi:;TCCGTCTMTMTACMC入MTAG

+l 

CCTCTATAT四 CCACT品GTTATATGTACACTATTTAT'l'TTTMCTTAT O. 4 
CGACATATATTTTGGTCAQCAATATACATGTCATAAATMAAATTGAATA 

CAGTGGTTATATGTACAGT 
GTCACCAATATACATGTCA 

+l 

ACTGTACATCCATACACT器：CTCACACCCGCTGGA六 GATTATCTACACT
TGACATGTAGGTATGTCA'ITrGAGTGTCCCCGACCTAACTAATACATGTGA 

+l ． 
ACTGTGTATATATACAGT 
TGACACATATATATGTCA 

consensus 

程度まで推定することができる (Miller,1982)。

代表的変異原数種について， それぞれ umu十と

umunc-株での変異誘発頻度をみたのが表 2で

ある。 EMSゃ ENUのようなアルキル化剤によ

る変異誘発には umuDC遺伝子機能を必要としな

いが，UVゃ 4NQO などによる変異誘発には

umuDC遺伝子機能を必要とする (Shinouraら，

1983b)。変異原の誘発変異特異性を調べるため，

サプレッサー分析法を考案し(Katoら，1980），応

用した。このサプレッサー分析法は，検出精度が

あまり よくないので得られる情報に限界がある

が，比較的簡単なため多数の変異原につい て調

べることができる利点もある。 結果は表3に示す

ように興味のあるものであった (Shinouraら，

1983a)。結果を要約すると，i)EMSや (oh)4Cy

のような umuDC非依存性変異原は特定の種類の

塩基置換のみ誘発する，ii)UVゃ r線の ような
umuDC依存性変異原は個々の変異原の特異性も

認められるが，いろいろなタイプの塩基置換も同

時に誘発することである。最近， DNA塩基配列

の分析手技が進歩し変異遺伝子の塩基配列を直接

調らべることが可能となり ，特異性についてより

詳細な情報が得られる ようになった （たとえば，

Woodら，1984)。それら最新の知見をも含め，変

異原特異性からみた umuDC遺伝子によ る突然変

異誘発機構のモデルを図 3,vこ示した。umuDC非
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表2.各種変異原の umuDC遺伝子機能依存性．
Survi:al-;~d ・Mutagenesis in umuc+ and umuc-Strains of E. coli 

Dose giving 37% 
survival (D企

34 J/m2 
29 J/m2 
4.5 krad 
4.1 krad 
125 μM h/ml 
100 μM h/ml 
1.8 mM  h/ml 
1.5 mM  h/ml 
56 mMh/ml 
56 mMh/ml 
62 μg h/ml 
60 μg h/ml 
0.6 mgh/ml 
0.65 mgh/ml 
1.1 mgh/ml 
1.1 mg h/ml 

Mutagen Strain 

UV AB1157 (umuC+) 
TK712 (umuC-) 

r-Rays AB1157 (umuC+) 
TK712 (umuCう

4NQO AB1157 (umuC+) 
TK712 (umuCう

MMS AB 1157 (umuC+) 
TK712 (umuC一）

EMS AB 1157 (umuC+) 
TK712 (umuCう

MNNG AB 1157 (umuC+) 
TK712 (umuC-) 

MNU ABl 157 (umuC+) 
TK712 (umuCう

ENU ABl 157 (umuC+) 
TK712 (umuC-) 

umuDC-independent 

Mutagen EMS 

His+ revertants 芯 Relative occurrence of base substitutionsa 
10 survivors at Total number of 

52 
Treatment His+ mutants Transitions (%) 

examined Transversions (%) 
1.4 G:C→A:T A:T→G:C 
7.1 
NDC Spontaneous 139 13 80 7 

155 (oh}4Cyd 247 

゜
99.6 0.4 

16 ICR191 250 

゜
98 2 

56 MNNG 228 93 5 2 
13 MNU 290 93 5 2 
970 ENU 289 95 2 3 
1050 EMS 294 93 3 4 
320 

MMS 250 52 15 33 325 
430 UV 179 72 17 11 

410 r-ray 156 16 41 43 

720 4NQO 223 76 3 21 
685 

a Base-substitution specificity was determined according to the T4 ochre (UAA) suppression patterns of 
His+ revertants 

(ohfc 

umuDC-depen dent 

UV 

表 3．各種変異原の誘発塩基置換特異性
Mutagen Specificity as Determined by Suppressor Analysis of the Strain ABl 157 

AF 

Error in replication 
6 一OG-

-r-----+ 

――l 
ふ
or吋=-

，

く

、

-A-----• 

Error in SOS repair 

一TOC-―-A-----• 
G‘・U~0Cハ •••Rec.A

function,Protein? ⇒Gj_ 
-A------• 

<9s・,. 
G:C .. A:T 

< 95•1. 
A:T.. G:C 

一65•l。 -35り。
G:C→A:TAT-GC 

GC-T A 
AT-TA 

-t. 0•1。
60°/。 GC-CG
G:C-T:A TA-AT 

GC-AT 
-G 

図3．変異原の誘発変異特異性から分類できる塩基置換誘発機構．

enhanced 

唸は「；しng Prokaァ言冒：三一誓
ょ戸~kぷ上-c ,lycosylaso 

山~-U-L←
ONA Replication Stoppage 

enhanced 
depurination 

Eukaryotes 言`こ：万三誓
図4.sos変異原性の‘‘バイパス修復エラー'’モデル （文献 Loeb,L. A., 1985より）．
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Frameshift by the umuOC function 

••••一一介TTT- 打pE9777
伝AAAA-------→

I ¥、、.
umuDC''RecA 
function protein? 

図5.sos変異原性機構によって生成され得る 1塩基欠
失，又は挿入によるフレーム、ンフト．（詳細は文献
Shinouraら， 1983a, b.参照）．

依存性の変異誘発は，特定の種類の塩基置換のみ

生ずるこ とから， DNA合成過程で変異原により

修飾を受けた塩基位置での対合ニラーによるもの

と考えられる。 umuDC依存性 (SOS)機構による

誘発は，個々の変異原による損傷塩基の特異性を

反映したものと，非特異的なもののまじった塩基

置換スペクトルになる。例えば， UVの場合 60~

70%が G:C→A:T トラ ンジションで，残りは

いろいろな塩基置換が生じ， AF（アミノフローレ

ン）では約 60% が G:C→T:Aトランスパージ

ョン，残りはいろいろなタイプの塩基置換が生じ

る (Bicharaら， 1985)。

このような塩基置換の誘発は， Loebら (1985)

によって提唱されている不対合性損傷をもっ

DNAのバイパス合成に伴うニラー（バイパス合

成には UmuDC蛋白が必要で， A 塩基を誤挿入

する頻度が高くなる）仮説でよ く説明できる（図

＾ 4)。たとえば， UVの場合不対合損傷は TT と

fcダイマーで，相手側でのA誤挿入によって生
ずる塩基置換は G:C→A:Tであり ，AFによる

不対合損傷AF-グアニン，アダクト (G)の相手側

での A 誤挿入では， G:C→T:Aが生ずる こと

になる。また他の種類の塩基置換も生じている こ

とは， UVゃAFによる不対合塩基損傷がピリ ミ

ジソ ・ダイマーや， AFーグアニン ・アダクト以外

にも生成される（例えば，脱塩基）ためなのか，

あるいは A 塩基以外の誤挿入が頻度は低いが生

じる (Kunkel,1984)かのどちらかであろ う。同

一塩某の連続した配列位置では，類似の機構で 1

塩基挿入，又は欠落型のフレーム、ンフトが生ずる

ことも考えられる (Kato,印刷中）。 SOS変異原性

機構の invitroでの研究が， DNA合成酵素pol

III*, UmuDCとRecA＊蛋白を用いて研究が進め

られている (Bridgesら， 1985;Ennisら， 1985;

Richardら， 1986)。

まとめ

大腸菌では，UV等多 くの変異原に高感度に

反応する突然変異生成機構が存在する。それは

recA-lexA遺伝子によって発現が制禦される

SOS誘発系に属し， umuDC遺伝子によってコー
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ドされる蛋白が変異生成に重要な役割をし てい

る。 UmuDUmuC蛋白の突然変異生成機能の詳

細はまだわかっていないが， umuDC依存性誘発

変異の特異性解析の結果は，“バイパス修復にお

けるニラー’'仮説でうまく説明できる。

文 献

引用する文献を最少限に抑えるため，筆者らのものを

中心に，他の多くの文献は関連する総説で代用した．
Bichara, M., and R. P. P. Fuchs (1985), J. Mol. 
Biol., 183, 341-351. 
Bridges, B. A. and R. Woodgate (1985), Proc. Natl. 
Acad. Sci. (U.S.A.), 82, 4193-4197. 
Clark, A. J., et al. (1972), Ann. Rev. Genet., 7, 
67-86. 
Elledge, S. J. and G. C. Walker (1983), J. Mol. 

Biol., 164, 175-192. 
Ennis, D. G., et al. (1985), Proc. Natl. Acad. Sci. 
(U.S.A.), 82, 3325-3329. 
Gehring, W. J. (1985), Cell, 40, 3-5. 

堀井俊宏，小川英行 (1984),蛋白質 核酸酵素， 29,
841-852. 

Johnson, A. D. and I. Herskowitz (1985), Cell, 42, 
237-247. 
Kato, T., et al. (1977a), Genetics, 87, 1-18. 

Kato, T. and Y. Shinoura (1977b), Mol. Gen. 
Genet., 156, 121-131. 
Kato, T., et al. (1980), Molec. Gen. Genet., 180, 
283-291. 
Kato, T., et al. (1986), Proc. XXIV Gamma Field 

Symp., in press. 
Kitagawa, Y., et al. (1985), Proc. Natl. Acad. Sci. 
(U.S.A.), 82, 4336-4340. 

Koffel-Schwartz, N., et al. (1984), J. Mol. Biol., 
177, 33-51. 
Kondo, S., et al. (1970), Genetics, 66, 187-217. 
Kunkel, T. A. (1984), Proc. Natl. Acad. Sci. 

(U.S.A.), 81, 1494-1498. 

Loeb, L.A. (1985), Cell, 40, 483-484. 
Miller, J. H. (1983), Ann. Rev. Genet., 17, 215-238. 
Perry, K. L., et al. (1985), Proc. Natl. Acad. Sci. 
(U.S.A.), 82, 4331-4335. 
Radman, M. (1975), in: P. Hanawalt and R. Setlow 
(Eds.), Molecular Mechanisms for Rapair of 
DNA, Part A, Plenum Press, New York, pp. 
355-367. 

Richard, C. L., et al. (1986), Proc. Natl. Acad. 
Sci. (U.S.A.), 83, 619-623. 
Shinagawa, H. et al. (1983), Gene, 23, 167-174. 
Shinoura, Y., et al. (1983a), Mutation Res., 111, 
43-49. 

Shinoura, Y., et al. (1983b), Mutation Res., 111, 
51-59. 

Walker, G. C. (1984), Microbiol. Rev., 48, 60-93. 

Witkin, E. M. (1967), Brookhaven Symp. Biol., 20, 
17-55. 

Witkin, E. M. (1969), Ann. Rev. Genet., 3, 525-552. 
Witkin, E. M. (1976), Bacteriol. Rev., 40, 869-907. 

Witkin, E. M. and T. Kogoma (1984), Proc. Natl. 
Acad. Sci. (U.S.A.), 81, 7539-7543. 
Wood, R. D., et al. (1984), J. Mol. Biol., 173, 237-
291. 

環境変異原研究 8:19-24 (1986) 

アルキル化剤による DNAの損傷とその修復

九州大学医学部生化学教室関口睦夫

アルキル化剤は強力な発癌剤であり ，突然変異

誘起作用をもつことが知られている。これはアル

キル化剤が DNAに作用し，その塩基をアルキル

化することによ ると考えられる。この関係を明確

に示すものとしては Barbacidらの実験があげら

れる (Sukumarら，1983)。ラットに N-methyl-

N-nitrosourea (MNU)を 1回注射すると約 60

日後に乳癌ができるが，彼らはその癌組織から

DNAを抽出し， DNA トランスフ ェク ション法

を用いてそれから活性癌遺伝子を分離した。その

塩基配列を調べると，それは c-H-ras-lの変異型

で，正常の遺伝子と の違いは一塩基の置換であっ

た（図 1)。その部位は第 1ニキソンの 12番目 の

コドソ (GGA)の中央のグアニンで，変異型では

それがアデニンに変化していた。その結果 H-ras-

1遺伝子の産物である p21タンパクの N 末端か

ら 12番目のグリシンがグルタミン酸に変化する

が，この部位のアミノ酸の変化はまさにヒトの膀

□こ
-GGA- H-ras-1 -GAA-

- CC  T - (codon12) - CT T-

gly 

：
 
：
：
ー
／
↓

glu 

図 l.MNUの注射によって生じたラット乳癌中にみら
れる癌遺伝子の変異．

脱癌などで見られたものと同様であった。ところ

で MNU~ま DNA に作用して 06ー メチルグア ニ

ンをつくることが知られているが， 06ーメチルグ

アニンはチミンとも対合し得るので，その結果

GC→AT トランジション変異を生じる。ここで

示された結果は，まさにこの反応が生体内でおこ

り，それが発癌の原因になることを強く示唆して

し、る。
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アルキル化塩基の修復酵素

このようにアルキル化塩基は突然変異や癌をお

こす原因となる DNAの傷であるが，生体はこの

傷をなおす機構をもっている。大腸菌から ヒトに

至るまで，調べられたほとんどすべての生物の細

胞にはアルキル化塩基を修復する酵素系が存在す

る。私たちはその酵素系の働きを大腸菌を用いて

解析した。

3ーメチルアデニ ‘:/DNAグリコシラ ーゼ I(Tag

I)はメチルメタンスルフォン酸 (MMS)や MNU

で処理された DNA中に存在する 3ーメチルアデ

ニンを特異的に DNA からとり除く (Riazuddin

とLindahlら，1978)。大腸菌は別に 3ーメチルアデ

ニン DNA グリコシラ ーゼ II(Tag II)という酵

素ももっており ，これは 3ーメチルアデニンの他に

3ーメチルグアニン，7-メチルグア ニン， 02ーメチル

、ントシン，02ーメチルチミンをアルキル化 DNA

から遊離する (Thomasら，1982)。こ の結果生じ

た DNA中の脱塩基部位 (AP部位）には APニ

ンドヌクレアーゼが働き，さらに除去修復の後半

の過程を経て完全な DNAに修復される。 tagと

alkAはそれぞれ TagIと TagIIの構造遺伝子

であるが，これらの遺伝子に欠損をもつミュータ

ントは MMSなどに高い感受性をもつことが示

されている。

大腸茜はこの他に 〇°ーメチルグア ニン DNAメ

- 19 -



\/z1\~|

i­

NHz

ご

丁
NH

口3
3

ン二アクルチメ7
 

o/HNー
ヘ

‘

‘

閲

ー

》

2
 
H

/
/
9

＼

ノ

．

／

z

ー

ニ

o

x

I

C
H
J
[
 

z
ー人

2

↑ ↑ 
紗／／依＇炒んi 恢必倣ん依＇A

tag alkA 

図2. アルキル化塩基の修復酵素とその遺伝子．ニada
表1.アルキル化 DNAの修復に関与する遺伝子とその産物．

遺 伝

alkA 

ada 

tag 

a/kB 

子
遺伝子のコーディソグ
領域のヌクレオチド数

864 

1,062 

561 

648 

蛋白質の分子量

31,400 

39,385 

21,100 

23,900 

蛋白質の活性

3ーメチルアデニ‘ノ DNAグリ
コ、ンラーゼII
06～メチルグアニ ‘/DNAメ
チルトランフェラーゼ

3ーメチルアデニ ンDNAグリ
コシラーゼI

？ 

チルトランスフェラーゼをも っている (Olssonと

Lindahl, 1980)。この酵素は DNA中の O6ーメチ

ルグア ニソやメチルホスホトリニステルのメチル

基を酵素蛋白自体のシステイン残基へ転移する。

その結果 DNAは一挙に修復されるが，酵素活性

は失活する。後に述べるようにメチル化された蛋

白は adaレギュロ‘ノの転写を活性化させる。メチ

ル トランスフェラ ーゼは ada遺伝子でコードさ

れている。図 2にこれらの修復酵素の作用 と遺伝

子の関係を示す。

私たちはこれら 3つの遺伝子をク ローニソグ

し， その構造を明らかにした (Nakabeppu ら，

1984, 1985; Dempleら，1985;Sekiguchiら，

1986; Sakumiら， 1986)。またクロ ーソ化した遺

伝子を適当な発現ベクターにのせて発現させ，そ

の産物である蛋白質を大量に調製し，アミノ酸組

成や N 末端付近のアミノ酸配列を決定した。そ

の結果上に述べた 3つの酵素の全アミノ酸配列と

分子量が確定した（表 1)。

大腸苗にはこの他にホルムアミドピリミジン

DNAグリコ、ンラ ーゼが存在するが，その遺伝子

は未だ明らかにされていない。この酵素は 7ーメチ

ルグアニンが開裂して生じる 2,4-ジアミノ-6-

オキ、ンー5-Nーメチルホルムアミドピリミジ ソを

DNA から遊離する (Chetsanga と Lindahl~

1974)。

それとは逆にアルキル化 DNAの修復に関与

することがわかっているが，その産物の活性が不

明な遺伝子が 2つ存在する。一つは a/kB遺伝子

で，これは ada遺伝子の下流にあり ，それとオペ

ロソをつくっている。最近この遺伝子もクロ ーニ

ソグされ，ヌクレオチド配列も決められた (Kata-

okaとSekiguchi,1985; Kondoら， 1986)。a/kB

ミュークソ トは MMSに高感受性で，MMS処理

したフ ァージを再活性化することができないの

で，アルキル化産物の除去修復に関与しているの

ではないかと考えられるが，蛋白質自体の活性は

不明である。最近 A/kB蛋白は均ーな段階まで精

製されたので，その作用機構の解明へと一歩近づ

いた。もう一つの遺伝子 aidBについては遺伝学

的方法で染色体上の位置が決められただけで，未

だ詳 しいことはわかっていない (Volkertと

Ngngen, 1984)。

アルキル化剤に対する適応応答

大腸菌を低濃度のアルキル化剤で処理すると，

その後比較的高濃度のアルキル化剤に暴露しても

抵抗性を示すよ うになり ，アルキル化剤によって

誘導される突然変異の頻度も減少する。この現象

は Cairnsらによっ てはじめて見出され，適応応

答 (adaptiveresponse)と名づけられた (Samson

と Cairns,1977)。同様な現象はラ ット の培養細

胞などでもおこることが報告されている (Laval

とLaval,1984)。

その後の研究の結果，アルキル化剤処理によっ

てアルキル化 DNAの修復に関与する酵素が誘

導され，それが適応応答の基礎になっていること

が明らかになった。誘導されたのは前に述べた

Tag II (alkA遺伝子の産物）とメチル トラソスフ

ェラーゼ(ada遺伝子の産物）である。ここで注目

されるのは ada遺伝子の機能であって，これは適

応応答全体の調節遺伝子の役割も果している。

ada欠損 ミュータ‘ノトでは 2つの酵素とも誘導さ

れず， したがって適応応答おはこらな い (Sedg-

wick, 1983; Nakabeppuら，1985)。

適応応答は，よく知られている SOS応答とい

くつかの点で異なっ ている。 SOS応答は recAと

lexA遺伝子でコン トロールされている が，適応

応答 は これらの遺伝子と は無関係で，recAゃ

lexA ミュ ータント中でも正常におこる。また

SOS応答は紫外線やガ‘ノマ線，さらに DNAに

損傷を与える多くの化学物質で誘導されるが，適

応応答はアルキル化剤によって特異的に誘導され

る。適応応答の誘導にはメチル化剤が最も効果的

で，ニチル化剤によっても誘導されるが，それ以

上側鎖の長くなったものではほとんど誘導されな

い。 SOS応答はメチル化剤によっても誘導され

るが，適応応答の方がはるかに低い濃度で誘導さ

れる。

図 3はその関係を示す実験結果である (Otsuka

ら，1985)。クローン化した alkA遺伝子の転写調

節領域と 5'末端の構造遺伝子の部分をf3ーガラク

ト、ンダーゼをつくる lacZ遺伝子の 5'末端を欠く

部分に翻訳のフレームがあうように結合すると，

両者の融合したハイプリド蛋白がつくられる（図

4)。この蛋白は Bガラクト、ンダーゼ活性をもって
いるので，その活性を測定することによって

alkAの転写がどの程度おこったかを推定するこ

とができる。このよ うなプラスミド(pMCP1000} 

をもつ菌(Lilac)をごく低濃度の Nブチルぷ'-ニ

トロ -N— ニトロソグアニジン (MNNG) で処理す

ると，図 3に示すように§ガラクト、ンダーゼの

誘導がおこる。ニチル化剤である N-ニチル-N'-

ニトロ＿N-ニトロソグアニジン (ENNG)でも誘

5
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図3.MNNGとENNOによる alkAとumuC遺伝
子の発現．

alkA'-lacZ’ 融合遺伝子をもつプラスミド pMCP・
1000保持菌 （●)と umuC'-lacZ'融合遺伝子をも
つプラスミド pSK1002保持菌 （0)を種々 の濃度
の MNNGまたは ENNO存在下で 37°Cで 2時
間培養し，そのf3ガラクト、ンダーゼ活性を測定し

た．
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図5．適応応答の誘導のモデル．

DNA中に種々のアルキル化塩基やメチルホスホ

トリニステルができる。細胞内には比較的少数

（約 20分子）の Ada蛋白が存在するが，そのメ

チルトランスフェラーゼの作用によって DNA

中の O6ーメチルグアニンやメチルホスホトリエス

テルのメチル基が Ada蛋白に移される。メチル

化された Ada蛋白は ada遺伝子の転写を促進し，

その結果多量の Ada蛋白が細胞内に蓄積する。

そこで Ada蛋白はさらに alkA遺伝子の転写促

進を行う。このようにしてできた Ada蛋白（メチ

ルトランスフェラーゼ）や AlkA蛋白 (TagII) 

はアルキル化 DNAからほぼ完全に傷害部分を

とり除く。

このようにして適応応答の機構の大筋はほぽ明

らかにされたが，未だ多くの問題が残されてい

る。その一つは Ada蛋白によっていかにして転

写促進が行われるか，その機構を明らかにするこ

とである。 DNAのプロモーター領域に Ada蛋

白と RNAポリメラーゼが結合することはわか

っているので，その特異性が何によって決まるか

まず問題になる。図 6に示すように adaとalkA

の転写調節領域には共通の塩基配列があり，それ

導がおこるが，それには高い濃度が必要である。

それに対し， SOS応答をする umuC遺伝子では，

その誘導はメチル化剤とニチル化剤で変りなくお

こる。

recAとlexAによる SOS応答の制御はネガチ

ブコントロールであるが， ada遺伝子による適応

応答はボジチブコントロールである。 ada欠損ミ

ュータントでは適応応答はおこらず，それに正常

の ada遺伝子をもつプラスミドを入れてやると

適応応答する能力は回復する。興味あることは大

量の ada遺伝子を導入するとアルキル化剤処理

なしに酵素の誘導がおこることである。これは

Ada蛋白質が大量に細胞内に存在すると，それに

よって alkAや ada遺伝子の発現がおこることを

示唆する。

適応応答の機構を明らかにするため，私たちは

in vitro転写系をつくって調べた (Nakabeppuと

Sekiguchi, 1986)。その結果 Ada蛋白は確かに

adaと alkA両遺伝子のプロモーター領域からの

転写を促進することがわかった。特に注目される

ことは，メチル化された Ada蛋白は ada遺伝子

の転写を促進する能力が正常の Ada蛋白に比べ

て高いことである。 Lindahlらも独立にほぽ同じ

ような結果を得ている (Teoら， 1986)。ただ両グ

ループの間には alkAの転写促進に関しては若千

の違いがある。私たちの結果では， alkA遺伝子の

転写にはメチル化，非メチル化 Ada蛋白はほぽ

同レベルの転写促進を示した。彼らは alkAの転

写においてもメチル化 Ada蛋白がより効果的で

あると報告している。

以上の結果をもとに私たちはアルキル化剤に対

する適応応答に関して，図 5に示すようなモデル

をつくることができた (Sekiguchiら， 1986)。ま

ず細胞がアルキル化剤で処理されると，その

Sequence of alkA pro叩terregion 

-240 -230 -220 -210 -200 -190 -180 -170 -160 -150 
ACGCG匹 ーGCATIGAA四 GCAGCG零 16'I¥..℃ITITC℃A'ITITTAGCAAA'IGCGG1TIACCGTCACGCATGACCGCCACTGAACAGT'IT
MluI 

-140 -130 -120 -110 -100 -90 -so -70 -60 -so ．．．．．． 
GCTGTACCGTAATCAAAAcc:AA.TAAACACGAAATAA冗＆℃ATGCCGGTGAAGAAGGGGCGTGACTITAGCGAAATGTIGCCGTCGCGACAACCGGAATA

^ ̂ ^^ 

咆二厨TCTG芯恥三心晶四遅TGCG 琵̀

Sequence of ado prorroter region 

-70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 +1 +10 ~ +20 
疇C'ITGTCAGCG叫叫四凶GCGCMGA＝戸元巨号匹忠聡平ぬ芸西蔀臨AACCA毛吾四'ITATG

＾心~~ - - srr- [Met) 

+30 +40 +50 +60 +70 +80 +90 +100 
AAA叫 GCCACA TGC'ITA ACT GAC GAT CAA CGC'l'GGCAA TCT G衣'ITAGCC CGC GAC CCG AAT GCC GAC GGC GM'ITC 

EcoRI 
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図6.alkA遺伝子と ada遺伝子の転写調節領域の塩基配列．
矢印は Slマッピングおよびプライマーニクステンション法で決められた転写の開始点と方向を示す．

[Met]は翻訳開始ヽ ングナル．囲んだ塩甚配列は 5’側からそれぞれプロモーターの 一35領域，ー10領
域，シャインダルガノ配列を示す．両遺伝子に共通する配列を黒と白の三角形で示す．
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が何らかの役割を果している可能性が高い。メチ

ル化によって Ada蛋白の構造がどのように変化

し，それがどう転写促進に結びつくかも解かなけ

ればならない問題である＊。いずれにせよアルキ

ル化 DNAの修復の問題は，蛋白質のメチル化を

介する転写調節機構の解明へと新しい展開をみせ

つつある。

本研究は文部省科学研究費および日本学術振興

会国際共同研究の援助をうけて行った。
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が ん 遺 伝 子

国立がんセンター研究所血清部 寺田雅昭，坂本裕美，宮川 清，吉田輝彦

がんは DNAの変化によっておこる病気であ

ることは比較的古くから考えられていた。それは

多くの変異原物質が発がん物質であること，多く

のがんで染色体異常を伴うこと，更に遺伝的なが

んが存在することなどにより，支持されてきた。

但し，実際にがんでどのような変化が DNAにお

きているか明らかにすることが可能となったのは

最近のことである。とくに分子生物学，細胞生物

学の急速な発展によ り，がん遺伝子を中心にがん

でおきている DNAの変化の本態が明らか にさ

れつつある。本稿では我々の研究室の研究を中心

に最近のがん遺伝子研究の成果について述べる。

急性白血病及び肉腫 RNAウイ ルスにウイル

スのがん遺伝子 (v-onc)が存在し，この v-oncは

これらのウイルスが細胞をがん化させるのに必要

な遺伝子であることが明らかとされた。更にこの

v-oncはもともと細胞のゲノムに存在する細胞が

ん遺伝子 (c-onc,proto-oncogene)より由来する

ことも明らかとされた。現在約 40種に及ぶ c-onc

の存在が明らかにされている（表 1)。本稿ではが

ん遺伝子は c-oncとして述べる。がん遺伝子はそ

の産物の機能，細胞内局在などにより，大きく 7

つのグループにわけられる (Bishop,1983)。A群

は細胞の増殖因子， B群は増殖因子の受容体， C 

群はいわゆる srcfamilyでありチロシンに特異

的な蛋白質リン酸化酵素， D群はセリソ，スレオ

ニンに特異的な蛋白質リン酸酵素をコードする遺

伝子である。 E 群は ras遺伝子群であり分子量

21,000の GTP結合蛋白質をコードする。 F群の

遺伝子はその産物が核に局在し， DNAと結合す

る。 G 群は後述するように NIH3T3細胞を用い

たトランスフェクション法により分離 ・同定され

た ras以外のトランスホーミング遺伝子である。

がん遺伝子の変化としては転座，増幅，点突然

変異の 3種が認められている（図 1)。

1. 転座

がん遺伝子がもともと存在する染色体の位置か

ら染色体転座により移動し，活性化された遺伝子

の近傍に移ったり，または他の遺伝子との融合蛋

白質を作ったりすことがある。たとえば，バーキ

Translocatlon: Burkitt lymphoma, CML 

言土→＝ 
Amplification: Neuroblastoma, Promyelocytic leukemia 

-- Fo:l --.. ]西．な：□四 1-召
Mutation: Various malignancies 

- i;9枷¢.::l- .. 
ニ：まに・---

図 1 Types of Changes of Oncogenes in Cancer 
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ットリンパ腫においては，第 8染色体に存在する

c-myc遺伝子が第 14染色体に存在する免疫グロ

ブリソの H 鎖の遺伝子の近傍に転座し，そのた

めに c-mycの発現の正常の制限が行われない状

態になっている (Lederet al., 1983)。また，慢

性骨髄性白血病に於いてはその 90%以上にフィ

ラデルフィア染色体が存在することがわかって

いる。この染色体は第 9染色体と第 22染色体と

の転座によるものである。その結果，第9染色体

の c-ablが第 22染色体に存在する bcr遺伝子領

域に転座し， c-ablと bcrの融合蛋白質が出来る

ことが明らかとなった (Shtivelmanet al., 1985)。

他の固型がんにおいては技術的な困難さもあり，

染色体分析も進んでおらず，従って，また，夫々

のがんに特異的ながん遺伝子の転座は研究されて

いない。今後，固型がんにおける染色体分析が進

むにつれ，夫々の固型に特異的ながん遺伝子の転

位が見出されていくものと期待される。

2. 増幅

がん遺伝子は haploidあたり 1個存在する。が

んによっては，がん遺伝子が数コビーから 100コ

ピーに至る迄増幅している場合がある（表 2)。神

経芽腫においては N-mycの増幅がしばしば認め

られる (Brodeuret al., 1984)。こ の場合はがんの

進行状態段階と N-mycの増幅がよく一致する。

すなわち，進行した StageIII, IVでは N-mycの

増幅が認められ StageI, IIでは N-mycの増幅は

認められない。但し，他のがんではがん遺伝子の

増幅が認められること稀である。例えば我々の研

究室で行った胃がんにおける c-myc,ras family 

遺伝子の増幅に関する検索でも，ヌードマウス移

植胃がん株 14株において， 2株に c-mycの 10

倍に及ぶ増幅， 1株に N-rasの 30倍に及ぶ増幅

が認められたが， 30例に及ぶ手術摘出胃がん組

織において，これらの遺伝子の増幅は認められな

かった。これらのがん遺伝子の増幅はしばしば

double minute (DM)染色体，または染色体中の

homogeneous staining region (HSR)を伴うこと

が多く，これら DM,HSRに増幅したがん遺伝

子が存在する。がん遺伝子の増幅はがんの発生の

イニ、ンニーションに関与するものではなく，がん

のより悪性化に関与しているものと考えられる。

3. 点突然変異

活性化したがん遺伝子は NIH3T3細胞をトラ

ンスホームする遺伝子として把握される。すなわ

ち，がん細胞より DNAを抽出し，リ ン酸カルヽ ン

ウム法により NIH3T3細胞に導入すると約 10%

のがんより抽出した DNAが NIH3T3細胞を悪

性形質転移（トランスホーム）することがわかっ

ている。このトランスホーミソグ遺伝子をクロー

ニソグするとその大部分は c-Ha-ras,c-Ki-ras, 

N-rasのいわゆる rasFamily遺伝子の第 12,第

13また第 61のアミノ酸をコードする塩基配列が

点突然変異をおこしたものであることがわかった

(Varmus, 1984)。

NIH3T3細胞に対するトランスフェクション

により見出される活性化されたがん遺伝子は ras

遺伝子のみではない。我々はヒト胃がん組織 21

例，リ‘ノパ節転移巣 16例，非がん胃粘膜組織 21

例より DNAを抽出し NIH3T3細胞に導入して

そのトランスホーミソグ活性を検索したところ胃

がん， リンパ節転移巣，非がん胃粘膜の 3つのサ

ンプルにトランスホーミング遺伝子が存在するこ

とが明らかとなった。このトランスホーミング遺

伝子の cDNA及びゲノムの一部をクローニソグ

したところ，全く新しいがん遺伝子であることが

わかり新し <hstと命名した。 3つの活性のあっ

た DNAサンプルのトランスホーミソグ遺伝子

は全てこの hst遺伝子によるものであることもは

じめて明らかにした。 hst遺伝子の産物の機能等

につき現在研究を進めている。

以上がんにおけるがん遺伝子の変化について述

べてきた。がんにおいてはこれらのがん遺伝子以

外にも重要な遺伝子の変化がおきている。がん遺

伝子，とくに活性化したがん遺伝子は優性に働く

遺伝子である。一方古典的な細胞融合の研究結果

では，がん細胞と正常細胞を融合させると形質と

して正常になり，がん細胞の遺伝子は劣性であ

る。また例えば網膜芽腫においては第 13染色体

の一部が欠失しており，腫瘍においては両方の染

色体のこの部分が欠失しており， homozygoteに

なっている。現在，世界中の研究室でこの網膜芽
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腫の遺伝子を分離 ・同定しようと努力がされてい

る。

いずれにしてもがんはまさに DNAの病気で

あり，今後ますます発展する DNA医学の進歩に

より，がんの本態が分子レベルで解明されると共

に慢性骨髄性白血病でみられるように新しい診断

法の開発，またがんに特異的な遺伝子の変化を解

明することによ り新しい治療法の開発が大いに期

待されるところである。

文 献

Bishop, J.M. (1983), Cellular oncogenes and retro-
viruses, Ann. Rev. Biochem., 52, 301-354. 

Brodeur, G. M., R. C. Seeger, M. Schwab, H. E. 
Varmus and J.M. Bishop (1984), Amplification 
of N-myc in untreated human neuroblastomas 
correlates with advanced disease stage, Science, 
224, 1121-1124. 
Leader, P., J. Battey, G. Lenoir, C. Moulding, 
W. Murphy, H. Potter, T. Stewart and R. Taub 
(1983), Translocations among antibody genes in 
human cancer, Science, 222, 765-771. 
Shtivelman, E., B. Lifshitz, R. P. Gale and E. 
Canaani (1985), Fused transcript of abl and bcr 
genes in chronic myelogenous leukemia, Nature, 
315, 550-554. 
Varmus, H. E. (1984), The molecular genetics of 
cellular oncogenes, Ann. Rev. Genet., 18, 553-
612. 

- 27 -



環境変異原研究 8:29-31 (1986) 

突然変異と発がんの関係

京都大学医学部分子腫瘍学，放射能基礎医学教室 武 剖： 啓

1. はじめに

突然変異と発がんには共通性がある，というこ

とは今日では常識になりつつある。発がん物質の

スク リーニ ソグに微生物の突然変異を利用するこ

とを不思議に思う人はほとんどなくなった。一方

定量的に調べると，両者が一致しない例が多いこ

とも，わが国での研究などからわかってきた。ま

た発がんはマウスなどで見るのに対し，代謝活性

系を加えているとはいえ，突然変異を細菌で調べ

ることとのギャップの大きさを認識することはや

はり重要であろう。かといって哺乳動物を用いた

突然変異誘発実験は星的に大変である。この小論

では，主にヒトの培養細胞を用いた研究から，ヒ

トについて突然変異の研究がいかに進んでいる

か， それと発がんの関係がみられるかを論じた

し、

様細胞を用いることにより， AT細胞でもガンマ

線によって確実に突然変異が生じることを確認し

たが，図 1にみられるように生存率当りに直して

みると，AT細胞は正常細胞にくらべ突然変異が

起きにくい (Tatsumiand Takebe, 1984)。XP細

胞は生存率当りに直すと正常細胞と一致するか，

一部の株は正常細胞よりも紫外線誘発突然変異が

起きやすい。われわれが調べた XP細胞の一つ

(XP7NI)は極度に誘発されやすいが，特に著しい

発がんしまみられない (Tatsumiet al., 1987)。

このように ATと XPでは突然変異誘発の反

応が異なるが， XP患者の発がんが，太陽光中の

紫外線が原因であることが確実であるのに対し，

ATの発がん原因は，X,ガンマ線とは考えられ

ないことも一つの問題点であろう。 ATの主な発

がん原因があるとすればそれによる突然変異を調

べないと比較できない。このほかにも突然変異を

2. 高発がん性遺伝病患者の細胞

遺伝的に発がんしやすい素質があることは確実

であるが， その中でも患者の多数が発がんする高

発がん性遺伝病の細胞における突然変異を調べて

みた。色素性乾皮症患者 (XP)由来の細胞は，紫

外線による突然変異が，正常細胞にくらべて著し

く生じやすいことはよく知られている (Maher

ら， 1975)。このことは，大腸菌の除去修復欠損株

と共通の性質であり，機構も同様であることが推

察される。しかし大腸菌での紫外線誘発突然変異

が SOS反応で起こることが確実なのに対し，ヒ

トを含む哺乳動物細胞での SOS反応はまだ不確

実なデータしか得られていない（Sarasin,1979)。

同じ く高発がん性遺伝病の一つであるアクキシ＇

ア・ テラソジェクク、ンア (AT)患者由来の細胞

は， X線，ガンマ線に対して高い感受性を示すが，

X線，ガ‘ノマ線による突然変異誘発はほとんどみ

られないとされていた。われわれは， リンパ芽球
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表l．発がんしやすい素質を有する疾患と，その患者由来の細胞の突然変異の関係 (Takebeet al., 1987). 

発がん

色素性乾皮症
アタキシア・テランジェクタシア

ブルーム症候群

ファンコニー貧血症

家族性大腸ポリボーシス

ワーナー症候群
ダウン症候群

柑

舟

冊

舟

丹

＋

＋

突然変異

-ttt-(UV,一部の化学物質）
- (UV,ガンマ線）

＋ （自然）
丹 （ジニポキヽ ンプク‘/)
+ (4NQO, MNNG) 
＋ （自然）
- (UV) 

Takebe, H. and K. Tatsumi (1986), Genetically 
high risk population for cancer and mutation 
by environmental mutagens, in: Proc. 4th Intern. 
Conf. Environm. Mutagens, Stockholm, in press. 
Takebe, H., K. Tatsumi, A. Tachibana and C. 
Nishigori (1987), High sensitivity to radiation 
and chemicals in relation to cancer and mutation, 
in: E. M. Fielden et al. (Eds.), Radiation Research 
2 (Proc. 8th Intern. Cong. Radiation Research, 
Edinburgh), Taylor and Francic, London, pp. 

443-448. 

Tatsumi, K. and H. Takebe (1984), r-irradiation 
induces mutation in ataxia telangiectasia lym-
phoblastoid cells, Gann, 75, 1040-1043. 
Tatsumi, K., M. Toyoda, T. Hashimoto, J. Furu-
yama, T. Kurihara, M. Inoue and H. Take be 
(1987), Differential hypersensitivity of xeroderma 
pigmentosum lymphoblastoid cell lines to ultra-
violet mutagenesis, Carcinogenesis, 8, 53-57. 

冊：著しく高い，廿：かなり高い，＋： 確実に高い， ー：正常人と同じか低い

HPRT遺伝子 (6TG耐性）でみるのではなく，が

ん遺伝子 (oncogene)でみなければならないであ

ろうし， AT細胞では染色体異常が，突然変異よ

りも，より重要な要因の可能性もある。

いずれにせよ，ヒト細胞における突然変異のデ

ータは乏しい。表1はわれわれの研究を中心にま

とめたものであるが，空白の多いことがわかる

し，同一原因による高発がん性と，突然変異の起

こりやすさの関連性は， XP以外では見られてい

な：し、（Takebeet al., 1987)。

3. ヒトとマウスの突然変異

ヒトの発がんデータは，がんという疾患である

ため豊富にあるが， ヒトの突然変異の研究は皆無

に等しい。ヒトにも突然変異が生じていること

は，優性遺伝病（たとえば網膜芽細胞腫）が親に

みられないのに子に生じること（その遺伝病の浸

透度が高いにもかかわらず）からわかるが，正確

な頻度を求めることは容易ではない。最近，原子

爆弾の被爆者における 30種の血漿タンバク質の

突然変異が調べられ， 日本人の自然突然変異率に

一つの目安が得られたことは特筆すべき成果であ

った。被爆者と対照区で差がみられなかったこと

は，線量と対象人数から考えて予期通りであった

が，従来のマウスのデータや，培養細胞のデータ

から推定（予期）された頻度とほぽ一致している

が確認されたことは意義深い（佐藤 他， 1985)。

一方マウスでは，多くの強力な突然変異原でも個

体レベルの突然変異がみられず，わずかに ENU

が明確な誘発がみられた (Russell,1984)。Russell

は ENU以外の物質に対しては，精原細胞できわ

めて効率のより修復がなされるためと考えてい

る。こうなると，これらの物質の中には発がん性

が確認されているものも多いので，ここでも発が

んと突然変異は一致しないことになる。おそらく

ヒトについても，突然変異を狭義に生殖細胞に限

定すれば，同じことが予期されるであろう。

4. おわりに

この小論は，突然変異と発がんが無関係である

というつもりではなく， ヒト細胞およびヒト個体

レベルにおける突然変異のデークがまだまだ乏し

いこと，また実験的に容易でなく，問題点も多い

ことを，われわれの実験と，文献の考察から論じ

たものである。
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発癌フ゜ロモーターの毒性評価

1. はじめに

発癌フ ロ゚モー クーはイ ニ、ンニーターと異なり，

DNAには直接作用しないと考えられてきた。し

かし，最近の研究によると，発癌プロモーターは，

遺伝子増幅， DNA鎖切断，小環状 DNAの出現，

姉妹染色体交換等を誘導することが報告された。

本稿では，発癌プロモーターの毒性評価を上述の

ような DNAへの影響の評価と捕えずに，むしろ

発癌フ゜ロモーション活性の評価と解釈した。発癌

プロモーシ ョソ活性は，更にいろいろな因子の影

響を受けることもあるので，それを含め簡単に記

述する。

2. 発癌プロモーター

古典的な発癌プロモーターである 12-0-tetra-

decanoylphorbol-13-acetate (TPA)と構造が異な

る発癌プ ロモーク ーを私共は，環境中から見い出

した。これら“新しい発癌プロモーター’'を TPA

のレセプタ ーヘの結合性の有無により 2つに分類

した（表 1)。TPAと同様に同一のレセプターに

表1．新しい発癌プロモークー

TPA non-TPA 
タイププロモーター タイププロモーター

Teleocidin class Palytoxin 
Dihydroteleocidin B Thapsigargin 
Teleocidin A (Lyngbyatoxin A) 
Teleocidin B 
Des-0-methylolivoretin C 
(-)-lndolactam-V 
N-Geranyl-（土）ーindolactam-V
Aplysiatoxin class 
Debromoaplysiatoxin 
Aplysiatoxin 
Bromoaplysiatoxin 
Dibromoaplysiatoxin 
Oscillatoxin A 
Anhydrodebromoaplysiatoxin 

国立がんセソクー研究所 ~ ＊ 博 太

結合し， プロテインキナーゼ C を活性化するも

のを TPAタイププロモーターと呼び， teleocidin

とaplysiatoxinのクラスのプロモーターが含ま

れる。それに対し， レセプクーに結合せず， しか

もプロテイ‘ノキナーゼ C を活性化しないものを

non-TPAタイププロモーターと呼び， このタイ

プのプロモータ ーには palytoxinとthapsigargin

の2つの化合物が含まれる。したがって， TPA

タイプと non-TPAタイプのプロモーターは，全

くその作用機構を異にすると考えられる (Fujiki

and Sugimura, 1986)。

3. ODC誘導と発癌プロモーション活性との相

関

TPA タイプの発癌プロモーターは， マウスの

皮膚にオルニチン脱炭酸酵素 (ODC)を誘導す

る。 DihydroteleocidinBは teleocidinB-4の還

元体であるが， TPA と同様に強力なプロモーシ

ョン活性を示した。 ODCを誘導する dihydro-

teleocidin Bの量には至適量が存在する。例えば，

マウスの皮陶に 1.25μg, 2.5 μgと 5.0μgの 3つ

の異なった量を塗布した場合， 2.5μgが最高の活

性を誘導した。この至適量の 2.5μgが，発癌プロ

モーション活性に於いても最適の条件であるか検

討するために発癌二段階実験を行った。表2に示

すように， 2.5μgを塗布した群では最も高い腫瘍

発生頻度を示し，腫瘍の平均個数も 4.9個と最も

多かった。更に， 50% の腫瘍発生頻度に達するま

でに塗布した dihydroteleocidinBの総量 D50しま

0.12 μmolで最小呈であった。 しかも興味あるこ

とに 1.25μgの dihydroteleocidinBを塗布した

群の D 6。と等量であることも見い出された。した

がって，この実験系では， ODC誘導は発癌プロ

モーション活性とよく相関している。更に，考え

を進める と， 20μgあるいは 50μgの dihydro-
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表2.Tumor promoting activityと ODC誘導に対する DihydroteleocidinBのdose-response

Maximal Latent Induction of ODC* Promoter cumulative Tumor D50 
(μg/0. 1 ml x 2/week) tumor yield period (μmol) (nmol CO2/mg 

incidence (%) t~0 (week) protein) 

Dihydroteleocidin B 
5.0 80.0 2.1 14.7 0.32 1.21 
2.5 86.7 4.9 10.5 0.12 1.27 
1.25 60.0 1.6 23.6 0.13 0.55 

TPA 
2.5 100 15.6 6.6 0.05 1.33 

表3.Teleocidin合成前駆体とその生物活性

嘉二喜OH-
H H 

N-meしhyl-L-valyl-L- (-)-lndolactam-V T eleocidin A 
tryptophanol 

ヘOH 

まとめ

発癌プロモーション活性の証明には， TPAタ

イプと non-TPAタイプに分けて考える必要があ

る。 TPAタイプのプロモーターは ODC誘導が

発癌プロモーション活性とよく相関しているが，

この ODC誘導は non-TPAタイプでは認められ

ない。両タイプのプロモーターに共通する生物活

性の一つとして，プロスタグランジソ E2の産生

がある。このような共通の生物活性は，今後発癌

プロモーションの毒性評価にとっても重要な指標

となろう。

文 献

Fujiki, H., M. Suganuma, H. Hakii, M. Nakayasu, 
Y. Endo, K. Shudo, K. Irie, K. Koshimizu and 
T. Sugimura (1985), Tumor promoting activities 

of new synthetic analogues of teleocidin, Proc. 
Japan Acad., 61, Ser. B, 45-47. 
Fujiki, H. and T. Sugimura (1987), New classes 
of tumor promoters: Teleocidin, aplysiatoxin and 
palytoxin, Advances in Cancer Res., 49, 223-264. 
Levine, L. and H. Fujiki (1985), Stimulation of 
arachidonic acid metabolism by different types 
of tumor promoters, Carcinogenesis, 6, 1631-

1634. 
Ohuchi, K., M. Watanabe, K. Yoshizawa, S. 
Tsurufuji, H. Fujiki, M. Suganuma, T. Sugimura, 
L. Levine (1985), Stimulation of prostaglandin 
E2 production by 12-0-tetradecanoylphorbol-13-
acetate (TPA)-type and non-TPA-type tumor 
promoters in macrophages and its inhibition by 
cycloheximide, Biochim. Biophys. Acta., 834, 

42-47. 
Suganuma, M., H. Fujiki and T. Sugimura (1982), 
Existence of an optimal dose of dihydroteleocidin 
B for skin tumor promotion, Gann, 73, 531-533. 

マウス耳発赤テスト
プロテインキナーゼCの活性化
レセプターヘの結合

プロモーション活性 n.t. 

+
+
+
 

冊

丹

冊

丹

n.t.未測定

teleocidin Bでは ODC活性は誘導されないこと

から，プロモーション活性は証明できなかったと

考えられる (Suganumaet al., 1982)。

4. Teleocidin合成前駆体(-)-indolactam-V

Streptomycesにはteleocidinの合成前駆体と

考えられる化合物が含まれている。 N-methyl-L-

valyl-L-tryptophanolと(-)-indolactam-Vであ

る。 (-)-lndolactam-Vの C-7にモノテルペノイ

ド鎖が入りteleocidinA が合成される。表 3に

示すように， N-methyl-L-valyl-L-tryptophanol

は TPAのレセプターに結合せずプロテインキナ

ーゼ C を活性化しない。しかし，（―）-indolac-

tam-V ~まteleocidin A に比較するとその活性は

やや弱いが同様な活性を示した。この際，（一）一

indolactam-Vは 1μg塗布してもマウス耳の発赤

は（一）であるのに対し，teleocidinA は（冊）で

あった。従来，私共が用いているスクリーニング

法によれば，（―）-indolactam-Vはプロモーター

と考えられなかったかも知れない。しかし，合成

前駆体であるとの考えに基づき(-)-indolactam-

V のプロモーション活性を証明した。このよう

に弱い発癌プロモーターの検索は容易ではない

(Fujiki et al., 1985)。

5. 発癌プロモーターとtransforminggrowth 

factor (TGF)との相互作用

TGFaは 50個のアミノ酸からなるポリペプチ

ドで EGF のレセフ ク゚ーに結合して作用する。

TGF,は 112個のアミノ酸からなり，血小板等の

正常組織にも含まれる。ラット肝細胞に TPAを

作用させた場合， 6-keto-PGF1aの産生が見られ

るが，この効果は TGFaによって synergisticに

促進される。しかし， TGFsは効果がない。一方，

non-TPA クイプのpalytoxin を用いた場合は

TG凡及び TGF,共に， synergisticvこその合成

は充進した。このように発癌フ ロ゚モーターの生

物活性がいろいろなgrowthfactorの影響を受け

ることが見い出された (Ohuchiet al., Levine 

and Fujiki, 1985)。

- 34 -
ー 35-



環境変異原研究 8:37-40 (1986) 

変異原物質の疾患要因としての評価

—特に加齢性病変の促進につ いて一―-

国立衛生試験所病理部林 裕造，高橋道人

1. はじめに

変異原性試験は，本来， 「被験物質が，それぞれ

の試験系に用いられている細胞の遺伝子もしくは

遺伝子座に変化を与えるか否かを知ることを目

的」としているので，それだけでは疾患要因とし

ての評価にはなり得ない。ある変異原物質が遺伝

子の変化に由来する特定の疾患 D を誘発する可

能性を推定するためには，先ず D 自身あるいは

D の発生に直接関連のある何らかのパラメータ

ーを指標とした試験系を設定し，それによる評価

が必要である。

遺伝子の変化が関与していると予想される疾患

もしくは病変として，癌，化生，酵素変異病変，

各種遺伝性疾患等が挙げられているが，近年，細

胞あるいは器官の老化もそのひとつに数えられて

いる。現在，癌及びその関連病変の誘発性につい

ては，国際的に認められる方法があり，生殖細胞

の遺伝子変化にもとづく疾患の評価法に関しても

種々の検討が加えられている。一方，老化の促進

については，このような試験法を設定する段階に

達していないのが現状である。

2. 老化の指標

老化は最終的に生体の死につながると言う観点

から死亡率曲線を指標として解析する方法が考え

られるが，生体の死には様々の要因が関与してい

るので，この指標は単細胞生物，培養細胞等の単

純な実験系以外には適用しがたい。一方，老化の

機序に基づいた生化学的あるいは生理学的パラメ

ーターを指標とする方法が理想であるとしても，

その目的のためには現在の知見は十分と言えな

ぃ。従って，現時点では，老化に伴なって起こっ

てくる器官及び細胞の形態的並びに機能的変化を

指標とする解析が適切であるように思われる。

記述生物学によると，生体の器官及び細胞は老

化（厳密には加齢）に伴い，次のような変化を示

すことが知られている (Kohn,1971)。

1) 実質細胞の減少を伴う器官の萎縮並びに機

能の低下。

2) 実質細胞の変性と消耗色素の増加，胞体の

大小不同，核の形態変化，多倍体の増加，異常分

裂像の出現。

3) 更に，上記変化が加齢と共に着実に進行す

る点を強調する必要がある。

では遺伝子に変化を与える物質の投与によっ

て，上記変化が実際に起こり得るか？，又，その変

化が，投与した物質による標的細胞の遺伝子障害

に由来するとみなし得るか？。これらの点につい

て， 2つの実験例を示したい。

3. 4HAQOによる神経障害

4ーヒドロキ、ンアミノキノリン 1ーオキ、ンド

(4HAQO)は強力な変異原物質で，動物に投与す

ると皮膚膵，肺，胃，腸等に腫瘍を発生させる

(Mori and Ohta, 1967; Hayashiら， 1972)。この

物質は生体内で代謝を受け N がアヽンル化されて

活性型に転換する事実が知られており， DNAと

結合する証拠として，アデニソおよびグア ニンと

の付加体が同定されている。 4HAQOを培養細胞

に作用させると核小体に極めて特徴的な変化を起

こす。この変化は核小体分離 (nucleolarsegrega-

tion)と呼ばれ，核小体内で営まれている RNA

合成が何らかの原因で阻害されている事の形態表

現と言われている (Rynoldsら， 1964)。しかし，

RNA合成阻害は RNAボリメ ラーゼの阻害，テ

ンプレートである DNAの変化等様々な原因で起
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こり得るので，核小体分離を起こしたと言うだけ

では，その物質がどのような機序で細胞に作用し

たかは推定し得ない。一方， 4HAQOの場合の様

に， DNAと結合する事実が予め分かっていると

核小体分離はその物質が細胞の DNAに作用した

事の証拠と して受け止められる。そこで 4HAQO

の標的細胞を知る目的で 4HAQO をラットに投

与し， 色々な組織を電子顕微鏡で調べる実験を行

った所，その過程でこの物質が脊髄神経節，三叉

神経節等の末梢神経節の神経細胞に核小体分離を

起こす事実が判明した (Hayashiら， 1971)。

Post-mitotic cellである神経細胞の DNAに発

癌物質が作用した場合，その後どのような現象が

起こるか？。この問題を調べる目的で雄ラットに

4HAQO 5 mg/kg (LD 50: 12 mg/kg)を週 1回ず

っ，計8回静注した。注射を終了した時点では，

動物の一般状態に著しい異常は見られなかった

が，その後5週目から，後肢に知覚麻痺が現れ，

その程度と頻度は時間の経過と共に著しくなっ

た。麻痺を起こした動物の延髄と脊髄を調べてみ

ると，知覚の伝導路である Goll索と Burdach索

の神経線維に軸索変性が認められた。次いで，病

変の発生と進展の状況を経時的に追及した結果，

軸索変性は先ず神経線維の末端に起こり ，その

後，徐々に細胞体の方向に波及していく事が分か

った (Hayashiら， 1988)。詳細は省略するが，こ

のよ うな形式の軸索変性の瀕は細胞体の変化にあ

る事が知られている。そこで神経節内の細胞体を

電子顕微鏡で調べてみると，殆どすべての神経細

胞に胞体の萎縮，消耗色素の増加，核膜の彎入，

neurofibrilの乱れが認められ，これらの変化が注

射終了後 30週間の全観察期間に亘って着実に進

行していく事が分かった (Hayashiら，1988)。

これらの変化は前述の老化に伴なう器官及び細胞

の形態変化の基準に適合する。 従って， 4HAQO

の生化学的作用機序及び核小体分離に関する知見

を考え合わせると，4HAQO による神経細胞の

DNA障害がこれら一連の変化の triggerになっ

ていると判断し得る。

4. モノクロタリンによるラットの肺障害

モノクロ タリソは Crotalariaspectabilisの種

子に含まれるピロリジジンアルカロイドである。

この物質はピ ロール型に転換して DNAの親核

部分に結合する事が知られており，生物作用 とし

て，変異原性と染色体異常誘発性が認められてい

る。一方，モノクロタリンの発癌性が明らかにな

ったのは，近年になってからの事である (Haya-

shiら， 1971b)。発癌性が不明であった理由は極

く単純で，モノク ロタリンが実験動物（特にラッ

ト）の肺に強い毒性を有し，癌が発生する前に動

物を死亡させてしまうからである (Hayashiら，

1967)。

若いラットにモノクロタリン 40~60mg/kgを

1回投与すると，最初の 2週間の間は，著しい症

状を示さずに成長を続けるが，1ヶ月目頃になる

と急に呼吸困難を起こして死亡する。死亡動物の

肺は病理学的に間質性肺炎の像を呈し，特記すべ

き変化として，肺胞腔及び肺胞管の著しい拡張，

即ち肺気腫の像が認められる (Hayashiら，1984)

(Table 1)。肺気腫は加齢性肺病変に数えられてい

る変化である。次にモノク ロタリソの投与により

肺気腫が発生する理由について考えてみたい。

肺胞の壁は肺胞上皮細胞 (I型， II型）が一層に

配列して作られた薄い膜と，基底膜を挟んでこれ

に接する毛細血管網と，これらの間をうめる極め

て僅かな間質から構成されている。これら構成細

胞のいずれか，あるいはすべてが何らかの原因で

広汎に障害されると肺胞壁は崩壊し，その結果，

肺気腫が発生する。興味ある事に，一連の実験か

らモノクロタリソの 1回投与後，時間の経過と共

に肺胞構成細胞特に肺胞上皮細胞が，広範囲に，

徐々に，しかも着実に変性，壊死に陥り ，その結

果，細胞壁の崩壊を来たす事実が分かった。 しか

も，変性に陥った細胞を見ると，核が異常に大き

くなり，加齢性変化にしばしば伴う多倍体の形を

とり ，核の輪郭も著しく変形する。これらの事実

から，肺胞上皮細胞がモノクロタリンの標的細胞

のひとつと推定された。そこで，モノク ロタリ ソ

が肺胞上皮細胞に対しどのよ うに作用するかを見

るた めに，モ ノクロ クリソ投与後数時間～24時

間目 のラットの肺を電顕で検索した所，I型，II

型のいずれの肺胞上皮細胞にも核小体分離の像が

認められた (Hayashiand Hasegawa, 1969)。従
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って，前述の 4HAQO の場合と同様の論法で，

モノクロタリ‘バま肺胞上皮細胞の DNAに作用し

て，肺気腫の誘発を起こすと推察される。

5. おわりに

4HAQO 及びモノクロタリンを例として，

DNA障害が老化に類似した器官の変化を起こす

事実を述べた。 アミノーメチル-a-カルボリンによ

る唾液腺や膵腺房の萎縮も同様の機序によるもの

と推定される (Takayama ら 1985;Yamashita 

ら， 1986)。しかし，現時点では，このよ うな病変

の発生が DNA のどの部分の修飾に関与してい

るか不明である。

従来，老化の機序に関して多くの説が述べられ

ているが， DNA障害に関連のある説として，プ

ログラム説と突然変異蓄積説が挙げられる。プロ

グラム説は細胞の遺伝子に予め老化に関するプロ

グラムが設けられていると言う考えで，単細胞生

物や一年生植物の生活環の説明にはよくあてはま

る。一方，突然変異蓄積説は細胞の DNAにラン'

ダムに変化が起こり，その程度がある限界に達す

ると老化を招来すると言う考えで，外来性老化要

因の量と老化の発生率との関係，即ち用量作用関

係の説明には適切かもしれない。しかし，ランダ

ムに起こった DNA変化がそのまま共通の形質

変化としての加齢性病変を引き起こす事は考え難

く，中間の過程として，予め設定されているプロ

グラムの障害あるいは老化遺伝子の活性化等が介

在すると想定される。

老化の機序には未だ不明の点が多いとしても，

遺伝子が関与した現象であるとすれば， DNA障

害を起こす外来性因子は老化にも影響を及ぽし得

ると考えるべきである。その意味で，環境変異原

物質の疾患要因としての評価に際して，発癌と並

んで，老化促進の面も考慮する必要があろう。
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