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7 研究成果

研究目的

放射線や抗がん剤によるがん治療において、 2次的な発がんの可能性は無視できないほどに

大きい。特に近年のように治療成績の向上が著しく、また、治療後のQOLが重要になりつ

つある状況下では、この2次的な発がんの率がどの程度であるかを評価することは重要なこ

とである。放射鶴治療では、全治療期間中に通常60Gy程度の線量が局部に与えられる。

このとき、対象となる局部以外に末梢血にも相当量の被曝が観察されている。この末梢血に

おける被曝線量の評価にはリンパ球の染色体異常頻度がよく用いられ、その感度も悪くない。

末梢血で被曝線量を評価する意義は以下の2点である。①染色体異常が比較的簡便に調べら

れる②特に放射線に感受性の高い血液系幹細胞に対する影響評価ができる。ー方、抗がん剤

治療による末梢血への影響はさらに直接的である。そこで、抗がん剤による 2次発がん発生

率の評価を行う際にこの末梢血への影響が基本的なデータとして蓄積される必要がある。こ

のように、末梢血リンパ球を用いた染色体異常の研究は放射線・抗がん剤による 2次発がん

影響評価に有用である。しかし、染色体異常を調べる方法は生体にどれほどの放射線・抗が

ん剤影響が与えられたかの定量に向いてはいるが、それがほんとうに放射線・抗がん剤によ

り誘発されたものかどうかについては情報を何も与えない。

それでは、 2次的な発がんが起こった場合、それが確かに放射線治療や抗がん剤治療の結果

であると結論づけるにはどうしたらよいのであろうか。いろいろな器官においてがん化した

組織を調べると、 p53がん抑制遺伝子に頻繁に突然変異の起こっていることがわかってき

た。幾多の研究室で得られたこれらのデータを整理した報告がある。その報告の中で興味深

い結論が導きだされている。たばこの煙の中に含まれるベンツピレンは発がん性物質である。

ベンツピレンを細胞に与えると、この発がん性化学物質に特徴的な突然変異が生じることが

わかっている。肺がん患者から摘出した組織と大腸がん患者からのものについて、 p53遺

伝子の突然変異を比較したところ、肺がんの場合に、その約 50%にベンツピレンに特徴的

な変異が存在するのに、大腸がんの場合にはこの変異はほとんど存在しなかったのである。

このことは、肺がんのうち約 50%が喫煙によるものであることを示唆している。つまり、

ある薬剤、化学物質などにより、もし大変特徴的な変化が起これば、逆にその変化を検出し

たときにはその薬剤、化学物質に原因を求めても差し支えないといえる。そこで、 2次的に

発生したがん組織を得てp53遺伝子の変化を調べれば、それが治療の結果かどうかを推測

することが可能となる。また、末梢血リンパ球の突然変異を調べることで、放射線・抗がん

剤による生体に与えられた影響を質的に評価することができるのである。

われわれは、放射線によって誘発される突然変異を塩基レベルの変化として詳細に調べてき

た(参考文献 1-4)。半ば予想されたことではあるが、放射線による突然変異は自然突然

変異によく似ていた。自然突然変異が自然放射線によって誘発されるのではないことは、放

射線の突然変異誘発率から予測されることである。それならばなぜ自然突然変異は放射線誘

発突然変異に似ているのであろうか。確固たる証拠はまだないがその答えらしきものが存在
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する。 DNAに対する放射線の影響は、そのかなりの部分が水のラジカル、主に水酸化ラジ

カルを介してであるととがわかっている。一方、呼吸の結果生じる活性酸素は遷移金属(参

考文献5)存在下で容易に水酸化ラジカルに変わる。つまり、放射線があたらなくても、呼

吸をしているだけで、放射線により生じる傷に似た傷がDNA上にできているらしいのであ

る。それでは、これらのラジカルにより生じるDNA上の傷にはどんなものがあるのだろう

か。放射線によってできる傷は千差万別といわれている。しかし、主なものはいくつかしか

なく、その中でもDNAの2本鎖切断が重要であるといわれている。そこで、われわれは2

本鎖切断を修復することのできない突然変異マウスより樹立した細胞を用いて(参考文献6-

1 0)、その突然変異を調べることで、 2本鎖切断によりどの様なDNA塩基レベルの変化

が起こるのかを調べようと試みてきた。残念ながら、現在のところとの細胞を用いた突然変

異系が確立されるに至っていないので、データは未だない。しかしながら、 2本鎖切断によ

る突然変異がどんな種類のものであるかを探ることは大切なことである。つまり、自然突然

変異の中でどれが2本鎖切断によるものなのかを知るために、また、放射線による 2次的発

がんがどの程度起こっているかを評価するのにも役立つ可能性があるからである。

本研究では、 2次的に発生したがんの原因を探るための手法を確立するのに必要な基礎デー

タとして①培養系を用いて放射線や抗がん剤処理により特徴的な変化がDNAの塩基配列レ

ベルで起こるかどうかを調べるとと、②個体レベルで抗がん剤を処理したマウス、あるいは

抗がん剤投与を受けた患者よりリンパ球を得、どのようなDNA塩基配列変化が起こってい

るかを調べることが目的であった。今回、抗がん剤としてはネオカルチノスタチン(NCS)を

用いた。その理由は、本薬剤が放射線類似作用物質であり、 DNA2本鎖切断を起こすが、

切断の位置は放射線のようにランダムではなく特定の位置であり、特徴的な変化カ湖待でき、

放射線の場合と比較できると考えたからである。①については以下の研究成果に示すように

ほぼ達成されたと考えている。一方、②に関しては、①で80以上もの突然変異体について

それぞれDNA塩基配列解析を行うことが予想以上に困難なものであったこと、マウスのリ

ンパ球培養が始めての経験で予想以上に手聞がかかっていること、のためデータを得るに至っ

ていない。しかし、本学放射線科との共同実験を計画中であること、当初より①を確実にす

すめることが主な目的であったことを考え、本研究の目的は一応達成されたと思っている。

研究結果

培養系の確立:われわれは以前からマウスBalb/c3T3系の細胞を用いて突然変異の研究を

行ってきた。特に本研究での目的、放射線誘発突然変異(参考文献 1-4) との比較を行う

上でもこの系を使うことが望まれた。しかし、残念なととに、この細胞系の長期間の継代に

より、増殖能の低下をきたし、本研究の開始時には事実上使用不可能になっていた。一方、

すでに「研究目的」でも述べたように放射線誘発2本鎖切断による突然変異を調べ、ネオカ

ルチノスタチンとの比較を行うため、 SCID(sever combined immunodeficient)マウスか

ら培養系の確立を試みた。 SCIDマウス由来の細胞はDNA依存性タンパク質リン酸化酵素

(DNA-PK)の触媒サブユニットを欠損する結果、 DNA2本鎖切断を修復できずに放

射線感受性となっている。 DNA-PKはリンパ球の成熟にも重要な役割を持っていて、こ

の欠損のためマウスは免疫不全となることがわかっている。このSCID由来の細胞を放射線
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やネオカルチノスタチンに曝すと、 2本鎖切断を修復しないので、 DNA上にできた多種類

の傷の中で2本鎖切断の割合だけが極端に大きくなることが予想される。そこで、この細胞

を用いて突然変異を調べれば2本鎖切断が原因の突然変異を調べることができるともくろん

だのである。 SCID変異をホモにもつ胎児から線維芽細胞を 3T3法で樹立し、その放射線

感受性、高張液依存性潜在性致死損傷回復について調べた(参考文献7-10)。また、そ

れらを従来から存在する細胞と比較した(参考文献6)。その結果、樹立した細胞が確かに

放射線感受性であり、 DNA-PKを欠損していることが示唆された。そこで、この細胞の

突然変異系を確立すベく 6チオグアニン (6TG)感受性について調べた。ヒポキサンチン

ホスホリボシルトランスフエラーゼ (hp r t)が存在すると細胞は細胞にとって毒となる

6TGを取り込むので、この薬剤に感受性となる。一方、 hp r tを欠損した細胞は6TG

を取り込むことがないので、薬剤耐性となる。そこで、 6TG耐性になった細胞のhprt

遺伝子を調べればそこに突然変異が生じているはずなのである。実験を行った結果、樹立し

た細胞は非常に 6TG感受f生であった。この細胞を 6TGに曝しておいて突然変異体を得ょ

うと試みたが、突然変異率があまりにも小さく耐性変異体はほとんど、得られなかった。つま

り、この細胞は事実上突然変異の研究には不向きであった。解析は行っていないが、これは

おそらく細胞の樹立の過程でhprt遺伝子が倍加してしまい、その両方のhprt遺伝子

に突然変異が同時に起こらない限り 6TG耐性が得られないからだろうと考えられた。いづ

れにしても、とれらの細胞が使用に耐えないことが判明したので、突然変異体が簡単に得ら

れ一般にこの目的でよく用いられているチャイニーズハムスター卵巣由来の細胞 (CHO細
胞)を用いて以下の実験を行うことにした。

図1
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ネオカルチノスタチン (NC S)の処理と 6TG耐性突然変異体の選択 :NCS

(40ng/ml)を10分間対数増殖期にある細胞に与えこれを 10日間増殖させた。この濃

度のNCS処理により細胞の生存率は約1/4に下がった。自然に突然変異を起こした変異体

を選択するときにはこの処理は省き、直接次ぎに示す方法で変異体を選択した。このあと、

細胞を 5μg/mlの6TG溶液で2ー3週間培養し、 6TG耐性変異体を選択した。 NCS

による突然変異率は用いた濃度で自然突然変異率の約 5倍であった。このようにして自然突

然変異体、 NCS誘発突然変異体をそれぞれ40以上得た。そのそれぞれについて、以下に

示すように hprt遺伝子上のDNA塩基配列レベルの変化を調べた。

h p r t遺伝子上に起こったDNA塩基配列密化の解析:以上のようにして得た 80以上の

変異体クローンについて、それぞれを増やし、 DNA画分を調整した。チャイニーズハムス

ターのhprt遺伝子は、図 1のように 9つのエクソンからなり、その聞にはイントロンが
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存在している。それぞれのエクソンの外側にあるイントロンの特定の部位を選び、 25-
30塩基からなる 16種類のプライマーを作製した(図2)。これらのプライマーを用いて、

調整したDNA画分とともにPC R (polymerase cha1n reaction)を行い、アガロースの電

気泳動にかけた結果が図3である。もしヱクソンの一部あるいは全部が欠失していれば、そ

のバンドが短くなったり、そのバンドが消失することカ検出できる。この方法はマルチプレッ

クスPCRと呼ばれる。一方、各変異体から先ずRNA画分を調整し、ポリ dTをを用いて

5A: MCATATGGσICAAATATICITICT MTAG 

5B: GCfGAGAAAATTfAACAGTA1TIT AG 

プライマー

lA: TCTGCAGGCTICCTCCTCACACCG 

lB:ACATGTCAAGGCAAαュαATITCCA

図2
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cDNAを調整し、その後、図4のようにプライマーA，B を用いて PCRを行い、 c~h

p r tを増幅する。再度、図4のC，Dをプライマーとしてこの部分のDNAを増幅後、そ

れぞれについて塩基配列を決定した。

図4
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D:GCAGATTCAACTTGAATTCTCATC 
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自然突然変異と NCS誘発突然変異の hp r t遺伝子上の分布:このようにして得られた突

然変異のDNA塩基配列レベルの解析データをもとに、 hprt遺伝子エクソンのどの部位

に突然変異が起こったかを示したのが図 5である。図からわかるように、自然突然変異とN

CS誘発突然変異の両方で、特にどの部位でどの種類の突然変異が起きやすいといった傾向

はみられなかった。

図5

NCS誘発突然変異

自然突然変異

~:トランジション
V:トランスパージョン

0:2塩基置換

。:フレームシフト

)欠失

自然突然変異と NCS誘発突然変異のスペクトル:次にこれらの突然変異がどのような種類

の突然変異からなっているかを示したのが表 1である。塩基置換はhp r t上の一つの塩基

が他の塩基に変わってしまった変異のことである。この中をさらにトランジションとトラン

スパージョンにわけるが、前者はピリミジンからピリミジンあるいはプリンからプリンへの

置換、後者はピリミジンからプリンあるいはプリンからピリミジンへの置換である。表中に

G:C~A:Tなどと記してあるのは、塩基置換が起きた場合にGがAに変化したのかC

がTに変化したのかを特定できないからである。フレームシフトは数塩基が欠失あるいは挿

入され、結果としてアミノ酸を指定している 3塩基からなるコード枠がずれてしまう変異で

ある。そこで、 3の倍数の塩基が欠失、挿入された場合は一般にフレームシフトとは呼ばず

に小さな欠失あるいは挿入とよぶ。スプライスとあるのは、全エクソンが完全であるにもか

かわらず、 RT-PCRの結果、 mRNAのあるエクソンの部分がまるごとぬけていること

がわかった変異であり、スプライスドナーの部位かアクセプタ部位での突然変異であると考
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表 1

突然変異の種類 自然突然変異 NCS誘発然突然変異

(扱った変異体数) (53) (40) 

点突然変異 33(6Z>/O) 29(73%) 

塩基置換 22(42者) 25(63%) 

トランジション 4 11 

G:C→A:T 2 4 

A:T→G:C 2 7 

トランスパージョン 13 12 

G:C→T:A 2 2 

G:C→C:G 2 3 

A:T→T:A 。 2 

A:T→C:G 9 5 

2塩基置換 5 2 

フレームシフト 9(17幼 2(5%) 

小さな欠失 2 。

大きな欠失 18(34%) 11(2砂6)

エクソシ 1つの欠失 12 7 

エクソン 2つ以上の欠失 1 3 

全hprt欠失 5 1 

スプライス異常 2 2 
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えられる場合である。欠失には小さなものから大きなものまでいろいろとあるが、表中の小

さい欠失と表してあるのは、マルチプレックス PCR (図 3)では欠失が小さすぎるため検

出できなかったが、塩基配列決定でそうとわかった変異である。

ネオカルチノスタチン誘発塩基置換の特徴:表2、3はそれぞれ自然突然変異、ネオカルチ

ノスタチン誘発塩基置換について、変異の部位と隣接する塩基を示したものである。右肩に

星印の付記された塩基が変異を起こした塩基であって、起こす前の配列が左側、起こした後

の配列が右側に示されている。変異を起こした部位以外の隣接している塩基には変異が起こっ

ていないので、左側と右側で塩基配列は同じである。 ACTとAGC配列を四角で囲んで示し

たのは、考察に述べるようにそこがNC5による変異を起こしやすい箇所として報告されて

いるからである。

表 2

自然誘発変異

変異体 部位(エクソン番号) 塩基置換変異

トランジション

S22 118(2) CCfCA T G* G AGfGA ーーヨ・ CCfCAT A * GAGTGA 

542 146(3) AAAG|ACT*ITGCCCG → AAAGAC C*τ'GCCCG 
559 404(θ TTGAAGA* CATAAT ー→~ 1TGAAG G* CATAAT 
S78 551(8) AAATC C C* AGACAA ー-'l・ AAATCC T* AGACAA 

トランスバージョン

524 95(2) AGGAT TT* G GAAAA ーーヨ惨 AGGA 1T G* GGAAAA 
581 97(2) GAT1T GGヰ AAAAGG ーーョ・ GA1TTG T* AAAAGG 
564 199(3) CfCfG TG本 TGCTGA 一争 cτcrGT C* TGCτむA
529 212(3) AGGGGG G* CTATAA → AGGGGG TキCfATAA
539 334(4) τ'CAAC A G* G GGACA→ τ'CAACA C串 GGGACA
S62 386(5) GAAAGA A* T GfCI寸 一→a・ GAAAGA C* TGTCIT 
543 389(日 AGAATGτ'* C1TGAT ーーヨ惨 AGAATG G* cfτむAT
SOO 420(。CACTG GT*AAAACA --'l・ CACτむGG本 AAAACA
555 420(θ CACTGGτ'*AAAACA ー-+ CACτむG G* AAAACA 
556 437(θ AAACfCτ'* G Cf1TC ーーヨ・ AAACfC G* GCf1TC 
557 437(θ CCCTG G T* CAAGCG→ CCCTGG G* CAAGCG 
535 449(6) AAACTC T本 GCf1TC 戸ーョ， AAACfC G* GCf1TC 
Sl 473(6) AAATGG TキTAAGGf → AAATGG G事 TAAGGT
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表3

NCS誘発変異

変異体 部位(エクソン番号) 塩基置換変異

トランジション

N17 29(1) TCGτ"G A T* T AGTGA -!・ τ"CGTGA C* TAGTGA 
N32 112(2) TfGTI G A * G GACAT -!・ TIGITG G* GGACAT 

N27 319(4) TACTG T A* A TGATC -!惨 TACτむTG* 1¥.τGATC 

N47 319(4) TACTGTA申 ATGATC-TACτ"GT G*ATGATC 

N18 401(5) TfGTI G A * G GACAT → TIGITG G牢 GGACAT

N11 425(6) GTAAAA C *AATGCA -GTAAAA T* AATGCA 

N23 425(6) GTAAA A C * AATGCA→ GTAAAA T* AATGCA 

N41 454(6) GτCA|AGC司GGfACA → GfCAAG T* GGTACA 

N34 580(8) GCCCTTG申 ACTATA ー歩 GCCCTI A申 ACTATA

N25 633(9) TGAAfAcT司GGGAAA → TGAAACC * GGGAM 

N31 633ω) TG~G∞AAA → TGAAAC C*G∞AM  

トランスバージョン

N7 32(2) TGATIAG牢 TGATGA → τむATTAC*TGATGA
N8 34(2) ATTAGTGキATGATG-ATTAGT T* ATGATG 
N40 113(2) TτATTC C* TCATGG -!・・ TIATTC A * TCATGG 
N16 147(3) AAAG仏CT*|TGCCCG → AAAGAC G* TGCCCG 
N10 215(3) G廿GAGAG[C亙TヨA*TAAATI → GGGGCT T* TAAATT 
N3 251(① ACTGAA → Tτ'AAAG G* ACTGAA 
N5 299(3) AτTIT A T* C AGACT→ ATITIA G* CAGACT 
N2 320(の ACτむTAA*TGI¥.τCA → ACTGfAτwτGATCA
N19 368(4) ATCTC T C* AACITf -!惨 ATCτでrG* AACTIT 
N44 476(6) TGGTAAA* GGTτむC → TGGTAA C* GGττGC 
N9 578(8) ATGCC C T* TGACTA → ATGCCC G* TGACfA 
N52 581(8) CCCπdA*CTIATAA ー"""・ CCC了rGC* CTATAA 

主窒

培養細胞を用いた突然変異研究は、その簡便さから hprt遺伝子 (6TG耐性)を用いた

ものが多い。その中で 1985年以前の研究は、 DNA技術の未熟さもあって、細胞レベル

の話が多い。その後、シャトルベクターの開発により突然変異をDNA塩基配列のレベルで

調べられるようになった。しかし、シャトルベクターは一般にイントロンを含まないように

作られたものがほとんどであり、また、場合によっては細胞の染色体に組み込まれず、染色
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体外での突然変異をみているものも多く、必ずしもほ乳類細胞の染色体での突然変異を反映

するものではない。近年、 PCRの技術が改良され染色体での突然変異をDNA塩基配列レ

ベルで調べられるようになって、たくさんの興味ある事実が明白になってきた。フレームシ

フトと呼ばれる小さな数塩基欠失、数塩基挿入や大きな欠失で、バクテリアからヒトまでそ

の起こる共通のメカニズムが存在し、その突然変異が起こらないようにしている修復系を欠

損するとがんが発生しやすくなり、また、この突然変異がある種の遺伝病の原因になってい

ることがあきらかにされた。このことは、ヒトの発がん、遺伝的な変異のメカニズムを考え

る上でDNA塩基配列レベルの研究がいかに重要であるかを物語っている。

CHO細胞はhprt遺伝子の変異研究に最も頻繁に用いられる細胞のひとつである。最近

この細胞を用いて自然に発生する突然変異についてDNA塩基レベルの研究成果が報告され

た。この報告にある突然変異のスペクトルをわれわれの結果(表1)と比較すると、基本的

に似ていることがわかった。つまり、フレームシフトを含めた欠失はわれわれの系で少し多

く、スプライス異常による変異はわれわれの系で少し少なかったが、塩基置換はどちらの場

合も約40%であり、際だつた差異はみられなかった。このことは、 DNA塩基レベルで調

べた突然変異の結果がよい再現性をもっていることを示している。

NCSによる突然変異をDNAの塩基レベルで調べた報告は、バクテリアでの2つの報告を

除くとまだない。 CHO細胞を用いて、 ap r t遺伝子についての報告は一件あるが、これ

は学会抄録のものであり、詳細が記載されていないので、われわれの結果と比較ができない

のが残念である。表1に示されるようにNCS誘発突然変異のスベクトルはきわめて自然発

生のスベクトルと似ているといえる。われわれはすでに他の系を用いて自然突然変異とX線

誘発突然変異が互いに大変ょくにていることを示している(参考文献 1ー3)0 X線による

DNA損傷は水のラジカルを介しているものが主であるが、呼吸活動の結果生じる活性酸素

種がこのX線により発生するラジカルと共通している部分が多く、両方の突然変異がよくに

ていることはむしろ自然であることを述べた。 NCSはX線類似物質に分類されていて、そ

の損傷は主としてDNA2本鎖切断である。しかしながら、その切断部位はX線の場合がラ

ンダムであるのに比べ、 NCSでは切れやすくなる塩基配列が存在し、切断もノンランダム

であることが知られている。こう考えると、 NCSの突然変異はX線ほどは自然突然変異に

似ている理由はないのであるが、 NCSによるDNA損傷形成はいづれにしてもラジカル反

応を介していると考えられるので、知られている以上にいろいろな損傷がDNA上に形成さ

れている可能性がある。これらについては今後の問題である。一方、表2、3に示すように

塩基置換について自然変異とNCS誘発変異を比べてみると面白いことに気がつく。バクテ

リアにおいてNCSにより起こる変異のうち塩基置換について調べてみるとAGC配列が存

在する部位のCの位置で変異が多いことがわかってきた。オリゴヌクレオチドとNCSの相

互作用を詳細に調べた結果によるとNCSはAGC/TCGのA:TペアーとG:Cペアー

の聞に入り込みTの5.側に切断を入れ、 AGCのCの部位が塩基を失う型の損傷を起こす。

この実験においてはSOS誘導がかけられており、塩基を失ったCの部位を無視してSOS

修復が起こる結果、このCの位置で突然変異が起こると結論されている。 NCSは、このほ

かにもAGT/TCA部位でも同様な損傷を与えることがわかつてる。これらのことをわれ
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われの結果にあてはめてみると、起こった塩基置換のうちAGC/TCG、AGT/TCA

の部位で起こった置換は、自然変異でーカ所、 NCS変異で6カ所を数えることができる。

つまり、バクテリアで観察された型の変異がほ乳類細胞においても割合は少ないにせよ観察

された。これはNCS誘導突然変異の特異性を示すものであり、 NCS由来の突然変異かど

うかを判断するための指標のひとつとして使用可能なものであると考えられる。エクソン単

位の欠失については塩基配列レベルでの解析は行われていないが、これらの変異においても

ある割合でこのようなメカニズムで変異のおこっている可能性が否定できない。興味深い問

題である。

おわりに

以上、本研究の当初の目的である、 NCSにより誘導される突然変異のDNAレベルでの特

異的な変異の有無を調べること、について、一応の成果が得られたとd思っている。今後は、

これを生体系に応用することにより、実際にNCSによる突然変異が起こるかどうかを調べ

てゆく必要がある。そのための基礎実験がスタートしている。
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