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解 説

突然変異抑制と発癌に関する研究：

アルキル化DNA損傷の修復と発癌抑制
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はじめに

遺伝情報を担う DNAは，電離放射線や環境変異原物質などの外的要因，ならびに細胞内代謝の過程で発生する活

性酸素やアルキル韮供与体などの様々な内的要因により絶えず損傷を受けている．それに対して生体は生じた

DNA損傷をモニタリングして， DNA修復系で対処する一方， DNAの損傷度がひどい時は修復不能と判断してそ

の細胞を積極的にアポトーシスにより排除していると考えられている．このような精緻な防御機構があるにもかか

わらず，まれにこれら防御系を免れた DNA損傷が突然変異として残存し，そのような突然変異が癌遺伝子や癌抑制

遺伝子に生じると結果として癌の発生につながることが知られている．

DNA中に生じた損傷は DNA修復系によって通常速やかに修復される．しかし何らかの異常により傷が修復さ

れないと，結果として突然変異や癌を誘発する（図1)．突然変異が生殖系の細胞で生じると遺伝性疾患の原因にな

り，また体細胞で生じると発癌の誘因となる．

アルキル化DNA損傷と修復酵素

N—ニトロソ化合物などのアルキル化剤は，細胞の DNA に様々な傷をつけ，その傷のあるものは細胞を癌化させ

る突然変異を誘起すること力ゞ知られている． DNA中のアルキル化損傷の中で， 06ーメチルグアニンは本来の対合相

手であるシトシン塩基のほかチミン塩基とも対合することから， 06ーメチルグアニンが修復されずに複製過程に入

ると，結果としてG・C→A・T （トランジション）変異を引き起こすこと！こなる． このような突然変異原性のあ

る DNA 付加体の 06—メチルグアニンは， DNA 修復酵素である 06ーメチルグアニン—DNA メチルトランスフェラ

ーゼ(MGMT)によって修復される3,4,6,10)•ごの酵素は，グアニンの 06 位のメチル基を自己分子内の活性部位にあ

るシステイン残基に転移することにより，一段階の反応でDNA上の損傷を修復するが，この過程でメチル基を受け

取った MGMT分子は不可逆的に不活化される．したがって，ごの機構で 06ーメチルグアニンを修復する能力は，

細胞内の修復酵素の分子数に比例することになる（図2)．これまでの研究から，癌由来の細胞株の約2割はこの酵

素活性を持たないことが知られている．
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図 2 アルキル化塩基による突然変異の生起および06_

メチルグアニン —DNA メチルトランスフェラーゼ

(MGMT)による変異の抑制
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第 2エクソンにある翻訳閣始部位の下流にポジテチイプ
選択マーカーのネオマイシン而性カセットを挿入
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図 3 MGMT遺伝子のターゲティング (A)ベクターの構造と（B)サザンプロット解析によるターゲティ

ングの確認
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DNA修復酵素の遺伝子ターゲディング

DNA修復機構が発癌抑制に大きく関与していることは，紫外綜に高感受性の色素性乾皮症 (XP)や追伝性非腺

肺性大腸癌 (HNPCC)などの遺伝性疾患において， DNA修復機構の欠損が，発癌のリスクを上昇させていること

が明らかになり，近年広く受け入れられるようになってきた．細胞ならびに個体レベルでのDNA修復酵素の役割に

ついて，突然変異•発癌抑闊の観点から解析することを目的に，標的遺伝子組換え (Gene Targeting)の手法B)Vこ

より，遺伝子をノック・アウトして（欠損させて）酵素活性の無い細胞ならびに個体を樹立し解析を行った．

遺伝子ライブラリーから DNA染色体を単離して解析した結果，マウスの MGMT遺伝子はその全長約150キロ

塩基対と大きな遺伝子で， 5つのエクソンから成っていること，また06ーメチルグアニンからメチル基を受け取るシ

ステインを含む額域は，第5番目のエクソンに存在することが明らがとなった見

図3AにMGMT遺伝子の第2エクソン領域の染色体構造ならびにターゲティング・ベクターの構造を示した叫

コーディング領域内の制限酵素音15位を使って，この音膨分にポジティブ・セレクション・マーカーのpolIIneoカセッ

トを転写と逆方向に挿入し，またベクターの両端にはネガティブ・セレクション用に HSV-TKカセットを配した．

このベクターを線状化後，エレクトロ・ポレーション（電気穿孔）法によりマウスの胚性幹 (ES)細胞に導入し，

ポジティブ (G418)・ネガティブ (GANC)選別で生えてきたコロニーにつき， DNAを調製してサザン・ブロット

法で解析した．

図3Bにターゲティングのスクリーニングの結果を示した．ベクターDNAに含まれていない部分の DNA断片

をそれぞれ5'および3'フランキング（隣接）・プローブとして，制限酵素EcoRVで消化したDNAを用いたサザ

ン・ブロッティングにより解析した．図には両方のフランキング・プローブを混ぜて使用した結果を示している．

両方のプローブとも本来の大きさである 14kbのバンドとハイブリダイズするが，うまくターゲットできたもので

は，本来の 14kbのバンドに加えて， 5'プローブと八イブリダイズする 8kbおよび3'プローブとハイブリダイズ

する 9.5kbの2本のバンドが認められる．この時のターゲティングの頻度は約20%と比較的効率が良かった．

この段階では細胞の片方の対立遺伝子は正常であるので，次にうまくターゲットできた細胞から， G418の薬剤猥

度を上げること（高混度薬剤選択）で， MGMT遺伝子の対立遣伝子の両方にホモゲネチジェーションにより変異を

導入することを試みた（ダブル・ノックアウト細胞株の樹立）”（固4)．図4Bに結果の一部を示しているが，左端

は野生型（＋／＋）の ES細胞で，本来の MGMT遺伝子に相当する 14kbのバンドのみが検出されており，両方の

遺伝子とも正常であることを示している．またその隣は，高濃度耐性細胞を単離するのに用いた細胞株で，本来の

MGMT遺伝子に相当する 14kbのバンドに加え，3'プローブで9.5kbのバンドが検出できる片方の MGMT遺伝

子に欠損があるシングル・ノックアウト細胞(+/-)である．今回単離した高濃度耐性細胞はすべてダブル・ノ

ックアウト細胞（ー／ー）であることが確認できた．そしてこれらダブル・ノックアウト細胞はACNUなどのアル

キル化剤に対してきわめて高い感受性を示した．

図5は低濃度のアルキル化剤ニトロソグアニジン (MNNG)による誘発突然変異頻度を調べた結果を示している．

本実験で用いた ES細胞は雄由来であるためX染色体を 1本しかもっていないことから， X染色体上の hprt遺伝子

座をターゲットとして， 6-TG(6ーチオグアニン）耐性コロニーの出現頻度を指標に解析した．野生型細胞株に比べ

てダブル・ノックアウト細胞株では，アルキル化剤MNNG(0.2μM)処理により 30倍以上の突然変異頻度の上昇

が観察された内

MGMT遺伝子欠損マウス系統の樹立と解析

うまくターゲットできた細胞の幾つかを選んで，近交系C57 BL/6由来のマウスの胚盤胞にインジェクションし，

キメラ・マウスを作製した叫今回の実験では 3系統のキメラマウスにおいて導入した変異のジャーム・ラインヘの

トランスミッションが確認でき，得られたヘテロ接合体同士の掛け合わせで生まれた96匹のF2マウス（第2世代）
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図 5 アルキル化剤誘導突然変異頻度の比較
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図 6 MGMT遺伝子欠損マウスの樹立

のうち，ホモ接合体のマウスは 23匹でこれはメンデルの遺伝形式に従っていた（図 6).

アルキル化剤 MNUによって誘発される胸腺リンパ腫は，化学発癌のモデル系として これまでにも広く解析がな

されてきている． そこで樹立した MGMT遺伝子欠損マウスにおける MNUに対する感受性を調べた．＋／＋，
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図 8 MNU投与後の牌臓と胸腺の変化

ー／ーそれぞれ各グループ約40匹の 6週齢のマウスに対してkg体重当たり 50mgのMNUを腹腔内投与した．その

結果図 7に示すように，ー／一個体は 7日目から死に始め，17日以内にすべてのマウスが死亡したが，コントロー

ルとして PBSを投与したマウスや MNUを投与した＋／＋マウスは観察した少なくとも 3カ月間は死亡すること

はなかった叫このように MGMT遺伝子欠損マウスがアルキル化剤 MNUに対して高感受性であることは，マウス

個体がアルキル化剤によって引き起こされる DNA傷害の除去に関して，如何にメチルトラ ンスフェラーゼに依存

しているかを示している．

図8はMNU投与後9日目の牌臓 ・胸腺における変化で，ー／一個体において，＋／＋と比較してこれら 2臓器

の顕著な萎縮が認められる．lOOmg/kgとより高いドースの MNUを投与した＋／＋マウスでもそれほどの萎縮は観

察されなかった凡

図9はMNU投与後5日目の骨髄像で， MNU投与後のー／ーマウスにおいて，骨髄造血細胞の著名な減少が認

められる．系統的な病理学的検証の結果，MNU投与によりー／ーマウスの骨髄における haernatopoieticcellsの重

度のサプレ ッションを認めた叫このように ， MNU を投与されたー／ーマウスにおいては血球系 • 免疫系の細胞を

供給する幹細胞が傷害を受け，その結果牌臓 ・胸腺の萎縮に代表されるような「免疫」能の低下を来たしたことが

個体の死の原因の一つになっていると考えることができる．この他MNU投与後数日以内に一／ーマウス個体で著

名な体重減少を認め (6日目ですでに 25％近い減少），また小腸・大腸でMNUによる粘膜の顕著な変化（不規則な

形態の腺窟膿瘍[cryptabscess]やnuclearatypia［不定形の核］）が観察された．以上の病理解析の結果から， MNU

による消化管粘膜の損傷で栄養不良の状態がもたらされ，このことと［免疫］能の低下と相侯って個体の死につな

がっているのではないか と考察した．このような MNU投与による一／ーマウス臓器における変化は，急性の放射

線障害にきわめて類似性の高い症状を示したことから，樹立した MGMT遺伝子欠損マウスは， 今後アルキル化抗

癌剤のみならず放射線による骨髄抑制回避のプロトコール作成にも有用なモデル系となると考えられる．
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MGMT遺伝子欠損マウスがMNUに対してきわめて高い感受性を示すので，アルキル化剤誘導発癌については，

ホモ（ー／一）マウスが死なないような薬剤濃度が低い条件を選んで解析した5)．図lOAにMNU2.5mg/l逗の条件を

用いて解析した時のプロトコールを示している．2週齢の時点でMNUを1回腹腔内投与し，28週問後の腫瘍発生

につき解析した．ホモ（ー／ー）マウスにおいて，胸腺腫 (thymiclymphoma) と肺の腺腫 (adenoma)の発生頻

度が有意に高いことが分かる．また個体当たりの肺の腺腫の数は，野生型（＋／＋）とヘテロ（＋／ー）個体では

それぞれ 1個程度であるのに対して，ホモ（ー／ー）マウスでは数個認められた（図 10B)．これと同様の結果は，

アルキル化剤DMNA投与による肺と肝臓における腫瘍の発生でも認めている円

以上のことから DNA修復酵素であるメチルトランスフェラーゼは，アルキル化剤によって DNA中に生じた傷

である 0 6 —メチルグアニンを除去することにより発癌を抑制している こ とが明らかになった．

では MGMT 遺伝子欠損マウスでアルキル化剤による細胞死がよく起こるのは何故だろうか． もし 06 —メチルグ

アニンの形成が突然変異の誘起だけを起こすのであれば，そのような高率の細胞死は期待できない．これに関して

は培養細胞の研究から一つの仮説が提唱されている（図 11).06ーメチルグアニンはチミンとも誤対合する．ミスマ

ッチ修復系はこのミスマッチを認識して06ーメチルグアニン（アルキル化塩基）の反対側の新生鎖を除去しようと

する．しかしながら06ーメチルグアニン自体は鋳型鎖に残るので，この反応が繰り返されることになり ，結果的に

DNA鎖が切断され細胞は死に至るというシナリオである．このような細胞が生き残るためには，ミスマッチ修復系

を持たない方が都合が良いことになる．このことを検証するにはメチルトランスフ ェラーゼ欠損に加えてミスマッ

チ修復系の遺伝子を欠損したマウスを作出することが必要で，そのためにミスマッチ修復系の一つMSH2遺伝子

図 9 MNU投与後の骨髄の変化
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図 10 MGMT遺伝子の異なる追伝子型を有するマウスにおける MNU誘発腫瘍発生の比較
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図 11 アルキル化DNA損傷と DNA修復酵素系

の欠損マウスを独自に樹立し，現在解析を行っている．まだ予備実験の段階であるが，二重遺伝子欠損マウスはア

ルキル化剤による致死作用に抵抗性を示し，しかも高い頻度で腫痔の発生を認めるというきわめて輿味深い結果を

得ている．したがって， MGMTとMSH2両方の遺伝子を欠損したマウスでは， DNA中に生じた傷が修復や細胞

死によって処理されずに大部分が突然変異として固定されてしまうので，発癌物質の効果を鋭敏に捉える系として

今後大いに有用と考えられる．すなわち， ミスマッチ修復系との関連からもアルキル化抗癌剤の開発 • 投与につい

て， MGMT遺伝子欠損マウスを用いた研究の展開は臨床への還元が可能な段階に到達したと言えよう．

お わ り に

アルキル化DNA損傷の修復に関わる酵素，06ーメチルグアニン-DNAメチルトランスフェラーゼの欠損によっ

て，細胞 ・個体ともにアルキル化剤に高い感受性を示し，さらに細胞を用いた実験から，アルキル化剤によって突

然変異が誘発されること，また個体においては，アルキル化剤誘導発癌の上昇が認められた．ヒトにおけるこの酵
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突然変異抑制と発癌に関する研究：アルキル化DNA損傷の修復と発癌抑制

，
 ヒトの正常型遺伝子を

組み込んだマウス

MGMT遺伝子の片方

に欠損を持つマウス

ヒトの変異型遺伝子を

組み込んだマウス

0 ＜ 

ヒトの正常型あるいは変異型MGMT遺伝子を

組み込んだマウスについて発癌を比較する

図 12 ヒトの変異型 MGMT遺伝子と発癌リスクー生体内評価実験一

素の発現異常・欠損と発癌との関係についてはこれからの問題であり，ヒト集団中に酵素活性が幾分低下するよう

な遺伝子多型（変異）はないのかを検索し，またそのような遺伝子多型（変異）と発癌について疫学的な解析を進

める必要があると考える．

近年の分子生物学の展開は，ヒトの正常ならびに遺伝子多型（変異）を持つモデルマウスを，操作した遺伝子を

ノック・インする（注目している遺伝子についてマウスの遺伝子とヒト型のものを置換する）やり方で樹立し，実

験的に検証することを可能にしている（図 12)．ヒトで検出した変異遺伝子を標的遺伝子組換えの手段を用いて導入

することにより，各種遺伝性疾患のモデルマウスが構築できることから，今後遺伝子欠損・変異マウスを用いた研

究成果が臨床の場に還元されることを期待している．
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