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Amitrole，　which 　is　a　widely 　used 　herbicide，　induces　thyroid
and 　liver　tumors 　in　 rodents ．　However ，　the　mcchanism 　 of

carcinogenesis 　by　amitrole 　remains 　to　be　clar 澁 ed 、　In　this
study ，　 we 　 investigated　 DNA 　damage 　 by　an 　amitrole

metabolite
，
3−amino −5−mercapto −1

，
2，4−triazole （AMT ），　 in

the　 presence　 of 　 Cu（II），　 The　 amount 　 of 　 8−oxodG 　 was

increased　by　AMT 　in　the　presence　of 　Cu（II）．　AMT −induced
8−oxodG 　 formation　 was 　 enhanced 　 in　 deutehum 　 oxide

（D20 ）．　 Sodium 　azide 　 and 　DABCO ，　potent　 and 　 relatively

・p・・ifi・ ・cav ・ng ・… flO2 ，・nd 　b・th・・up ・・i・・，・ C・（1）
chelator ，　 inhib亘ed 　 AMT −mediated 　 8−oxodG 　 fermation，
suggesting 　that　

102
　and 　Cu（D　play　an 　important　role 　in

DNA 　 damage 　induced　by　AMT ．　 AMT 　plus　 Cu（II）also

induccd　piperidine−labile　DNA 　lesions　frequently　a吐every

guanine　res 孟due，　It　is　conc 正uded 　that　oxidatively 　generated
DNA 　damage 　induced　by　AMT 　via 　the　generation　of 　

lO2

may 　COntribUte 　tO　CarCinOgeniCity 　Of 　amitrOle ．

発が ん性 ア ミ トロ ール 代謝物 AMT に よ る酸化

的DNA 損傷
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　ア ミ トロ ール を 含む 除草剤 を扱 う労 働 者 にお い て 、が

ん に よ る 死 亡 が 増 加 した こ とが 報 告 さ れ て い る。ま た、
ア ミ トロ ール は ラ ッ トや マ ウス に 甲状腺濾胞 腺癌 や肝 癌

な ど を 引 き起 こ す。ア ミ トロ
ー

ル に よ る 変 異 原 性 は 認 め

られ て お らず、そ の 発 が ん 機 構 は 不 明 で あ る。本 研 究 で

は 、ア ミ ト ロ
ー．

ル 代 謝 物、3−amino −5−mercapto −1，2，4−

triazolc（AMT ）に よ る DNA 損傷性を検討 し、そ の 発 が ん

機構 の 解 明 を行 っ た 。2価 の 銅 イ オ ン の 存在下 に お い て

AMT は 濃度依存的に 8−oxodG の 生成を増加 させ た 。

一
重

項酸素 （
102

）の 寿命 を 延 長 さ せ る D20 （重水）中 で は 、8−

oxodG の 生 成 量 が よ り増 加 した。10
りの ス カ ベ ン ジ ャ

ー
で

ある sodium 　azide とDABCO お よび 1価 の 銅イ オ ン キ レ
ー

ト剤、バ ソ キ ュ プ ロ イ ン に よ り8−oxodG の 生 成 は 抑制 さ

れ た。ま た 、AMT は 全 て の グ ア ニ ン を損傷 した 。以 上 の

結果か らAMT に よ る酸化的DNA 損傷 に は
】02 と 1価 の 銅

イ オ ン が 関 与す る こ とが 明 らか に な っ た 、ア ミ トロ
ー

ル

よ る 発 が ん 機構 には 、そ の 代 謝
．
物 に よ る

10
っ生 成 を介 した

酸化 的 DNA 損傷 が 重 要 な役割を果 た して い る こ とが 示

唆 さ れ た 。

　　　　　　　　　　 （Mutat　Res／Fund 　Mol 　M ，　in　press）
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　　Tumor 　 suppressor 　 proteins，　 p53　 and 　 rctinoblastoma

protein（Rb），　arrest 　cell　cyclc　to　repair 　the　damage　when

living　cells　are　exposed 　to　reactive 　oxygen 　species （ROS ），

p53　 also 　enhances 　base　excision　repair　pathway　 whioh

rcpairs 　oxidized 　guanine，8−hydroxygunanine（8−OH −Gua ）．
However ，　it　is　unclear 　whether 　thc　mutations 　induced　by　8−

OH −Gua　 are 　 actually 　 suppressed 　 by　 p53　and 　 Rb．　 Wc
examined 　ef驚cts　ofp53 − and 　Rb −knockdowns 　on 　the　8−OH −
Gua −induced−mutaions ．

　
「
R ） examine 　 whether 　p53　 and 　Rb 　 suppross 　the　 mutations

induced　by　the　oxidized 　guaninc，　rcplicable 　shuttle 　vector 　plas−
mid 　which 　conta 量ns　8−OH −Gua ：C　pair　on 　the　supF 　gene　was

introduced　into　p53− or　Rb・knocked−down 　human 　cells 　 and

mutations 　in山e　sUpF 　gene　were 　anaiyzed ．　Thc　mutatio 皿 fre−

quencies　in（iuced　by　8−OH −Gua　werc 　not 　sigriificantly 　different

in　the　p53−and 　Rb一  ocked −down　cellg．　compared 　with 　control

cells．　These 　results 　suggest 　that　p53　and 　Rb 　do　not 　suppress　the

mutations 　induced　by　8−OH −Gua ．

p53と Rb の ノ ッ ク ダ ウン は 8一ヒ ドロ キ シ グア

ニ ン 誘発変異 に影響 しな い
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【目的】腫 瘍抑 制 遺伝 子 産 物 で あ るp53 とRb は、活 性酸 素

を暴 露 させ た場合に 細 胞 周 期 を停 止 させ る。また、p53 は

8一ヒ ドロ キ シ グ ア ニ ン （8−OH −Gua）の 修 復 経路 で あ る塩

基 除 去修復 を活 性 化 す る。しか し、p53 や Rb が 実 際 に 8−

OH −Gua が 誘発す る 変異 の 抑制 に 寄 与 して い る か 否 か は

明 らか に さ れ て い な V ！．そ こで、本 研究 で は、8−OH −Gua
誘発 変 異 へ の p53やRb の ノ ッ ク ダ ウ ン の 影 響 を 調べ た。
【方法】 ヒ トu20s 細 胞 に siRNA を 導入 し て p53 や Rb を

ノ ッ ク ダ ウ ン した。ノ ッ ク ダ ウ ン 細 胞 に8−OH −Gua ：C塩 基

対 を supFinL 伝 子 中 に 含 む 複製 型 プ ラ ス ミ ドDNA を 導入

した 。 複製 され た supF プラ ス ミ ドDNA を回収 し、指示大

腸 菌に 導入しsupF 変異体率を算出 した。
【結果】p53 や Rb の ノ ッ ク ダ ウ ン は 8−OH −Gua 誘発変異 頻

度 に 影響 しない こ とが明 らか となっ た 。

【結論】U20S 細胞 に お い て は、　p53やRbが 8−OH −Gua誘発

変異 に 大きく寄与 は して い な い こ とが示 唆 され た。
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