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　 DNA 　lesion　interferes　with 　DNA 　replication 　and

transcription
，
　leadhlg　to　mutations 　and 　cell 　death

，
　which 　may

also 　causc 　cancer
，
　inbom　diseases

，
　and 　 aging ．　The 　majority

of 血 e　DNA 　repair 　and 　mutagenesis 　studies 　are 　based　on 　the
actions 　of 　DNA 　poly皿 erases ．　 However ，　 DNA 　lesion
interferes　transcript｛on ．　Therefbre，

　to　estimate 　an 　accurate
risk 　ef 　damaged 　DNA 　in　li、Jing

　cells
，
　it　will 　be　an 　impo 姓 ant

to　 understand 　 the　 behavior　 of 　RNA 　 polymerase 　 on 　 the
transc曲 ed 　strand 　containing 　DNA 　lesions，　 which 　are

induced　by　mutagens 　and 　carcinogens 　in　the　environrnent ．

　 Here，　we 　examined 　whether 　elongatilg 　RNA 　polymerase
H　（RNAPII ） is　stallcd　 at　 sites 　of 　 O6−】皿 ethlyguanine

（06 −meG ）　 or 　O4 −methlythymj 皿 e 　（04−lneT ）　 on 　 the

transcribed 　strand ．　In　case 　ofO6 −meq 　RNAPII 　stalled 　at　the

lesion，　but　in　case 　of 　O4 −meT ，　it　bypassed　it，　In　addition ，　we
found　that　06 −meG 　and 　O4−meT 　generated　a 　G ：C　to　A ：T　and
aT ：A 　to　C ：G 　transcriptlonal 　transition　in　the　tramscription
prQducts，　respectively ．　These　findings　indicate　that　O6 −meG
lesions　caused 　a　blockage　of 　transcription 　elongation 　and ／or
O6 −meG 　and 　O4 −meT 　leaded　the　mishlcorp

ρ
ration 　of 　a

ribonucleotide ，　　 implying　　 the　　 initlation　　 of
transcription −coupled 　　repair　 of 　 O6 −meG 　　and ／or

transcriptional　mutagenesis 　ofO6 −meG 　and 　O4−me1 「．
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　DNA 損傷は 、複製 お よ び 転写 を 阻 害 し、変異や 細胞 死 を導．
き、最 終 的 に 発 が ん 、遺 伝 病 お よ び 老 化 を 引 き 起 こ す こ と が

考 え られ て い る tt こ れ ま で の そ の 損傷 を修 復す る 機構 お よ び

そ の 損 傷 に よ る突 然変 異 機 構 の 研 究 で は 多 くの 場 合、DNA ポ

リメ ラ
ーゼ を 基 と した 実験 が 行 な われ て 来 た 。しか しなが ら、

DNA 損 傷 は 転 写 を阻 害 す る。それ 故、細 胞 に お け る正 確 な 損

傷 の 危 険 性 を 評 価 す るた め に は、環 境 中 の 変異 原 お よ び 発 が

ん剤 な どに よ っ て 生 じる DNA 損 傷 を も っ た 転 写 鎖 に お け る

RNA ポ リメ ラーゼ の 挙 動 を 理 解 す る 事 は重 要 な こ とだ と思 わ

れ る。
　 今 回 、我 々 は 転 写 伸 長 中 の RNA ポ リメ ラーゼ TT が 06 メ チ

ル グ ア ニ ン お よび 04 メ チ ル チ ミン に お い て 停 止 す る か ど う

か調 べ た 。 06 メチ ル グ ア ニ ン の 場 合 、RNA ポ リ メ ラーゼ II
は 停 止 し た が，04 メ チ ル チ ミ ン で は 、ホ リメ ラ

ーゼ は 損傷 を

乗 り越 え た。ま た そ れ ぞ れ の 損 傷 は GC　to　AT お よび TA　t 。 OG
トラ ン ジ シ ョ ン 転写 変異 を起 こ して い た。06 メ チ ル グア ニ

ン は 転写 と共 役 し た DM 修 復 に よ っ て 修復 され る 可 能性 を、
ま た そ れ ぞ れ の 損傷 は、転 写 変 異 を 引 き起 こ す 可 能 性 を示 唆
し て い た。
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　 K −ras 　mutations 　are　frequently　observed 　in　human　lung
canceL 　 K −ras 　mutations 　seemed 　to　be　important　for　1ung
carcinogenesis 　because　it　is　reported 　that 出 e　 activation 　of

the　 K −ras　 oncogene 　 leads　 to　 lung　 adenocarcinomas 　 in
mouse 　modeL 　 In　this　study ，　we −analyzed 　the　formation　of
8−oxo −7，8−dihydro−2

’−deoxyguanosine 　 （8−oxodG ）　 田〕d
8−nitroguanine 　in　 mice 　 with 　p凪 monary 　 adenocarcinomas

caused 　by 　K −ras 　mutation ．

　 Knock −in　 mice 　 with 　 oncogenic 　 K −ras，　 conditionally

expressed 　 by　Cre！LoxP　system ，　 were 　 prepared．　 The
mutated 　K −ras 　 has　 a　po｛nt　 mutation 　 in　 codon 　 l　2．　 We
performed　immunohistochemical 　analysis 　of 　oxidative 　and

nitrative　 DNA 　 damage　 in　 lung　 tissues　 of 　 mice 　 after

induction　ofmutated 　K −ras．
　 8−OxodG 　and 　8−nitroguanine 　were 　apparently 　formed　in
lung　 adenocarcinomas ，　 associated 　 with 　 increased
expression 　level　of 　oncogenic 　K −ras ，　These 　DNA 　damage
may 　play　a　role　in　carcinogenesis 　induced　by　oncogene ，
because　8−oxodG 　and 　8−nitroguanine 　can 　induce　mutations ．
Thc　 mechanism 鉛r　 8−nitroguanine 　 fb  ation 　 is　 under

inVeStigatiOn．
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　 ヒ ト肺 が ん で は K−ras 遺伝子 の 変異 が 多い 、t 動物実験 で も
K−ras 変 異に よ り肺 腫 瘍を 引 き 起 こ す こ と か ら肺 が ん の 発 生

に は K−ras 変 異 が 重 要 と考 え られ る。本研 究 で は 、　 K−ras 変

異 に よ り肺腫瘍を発生 させ た マ ウス に お け る 、8一オ キ ソ グア

ニ ン お よ び 8一ニ トロ グ ア ニ ン の 生 成を解析 した。
　 まず 活 性変異 型 K−ras を、　 Cre−LoxP 系 を用 い て コ ン デ ィ

シ ョ ナ ル に 発 現 させ る こ とが で き る よ う、遺 伝 子 改 変 し た マ

ウ ス を 作成 し た．変異型 K−ras は 、肺 が ん で 報告 の 多 い コ ド

ン 12 の ア ミ ノ 酸置換型変異 を 導 入 し た。変異型 K−ras を発

現 させ た 後、マ ウス を 解剖 し て 肺 の 組織標本 を得 て 、酸化 お

よ び ニ ト ロ 化 DNA 損傷 の 解析 を 免疫組 織 化 学的に 行 っ た。
　 そ の 結果、腫 瘍形成部位 で は 変異型 K−ras の 発 現 上 昇 と と

もに 、8一オ キ ソ グア ニ ン お よ び 8一ニ トロ グ ア ニ ン の 生成 が

見 られ た。8一オ キ ソ グ ア ニ ン お よ び 8一ニ トロ グ ア ニ ン は 変

異誘発能 を持 っ こ とか ら、こ れ ら DNA 損傷塩 基 の 蓄積が 、が

ん 遺伝子 に よ る発 が ん に お い て も 関 与 し て い る 可 能 性 が あ

る。ま た 8一ニ ト ロ グ ア ニ ン の 生 成 に は 酸 化 窒 素種 の 関 与 が

考えられ る が、そ の 産生機構 に つ い て は 現 在検討中で ある。
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