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酵母アッセイを用いたラットP53癌抑制遺伝子の転写スリップの解析

北海道大学癌研究施設細胞制御部門

巴　一一　　　　’

英文タイトル

Analysis　of　Transcript　Mutations　Due　to　Transcriptional　S　lippage　in　Rat　p53　Tumor

Suppressor　Gene　with　the　U　se　of　Yeast　Functional　Assay．
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Abstract

Transcriptional　slippage　w　as　previously　found　in　Escherichia　coli　during　RNA

elongation　at　runs　of　10　or　more　As　or　Ts，　resulting　in　the　addition　of　untemplated　A　or

U　re　sidues．　To　evaluate　the　incidence　of　transcriptional　slippage　in　vivo，　we　employed

a　yeast　functi　onal　assay，　and　analyzed　the　frequency　and　spectrum　of　mutations　in

mRNA　of　the　tumor　suppressor　p53　in　rat　tissues．　ln　thi　s　assay，　yeast　are　transfected

with　p53　ncR　products　and　a　gapped　p53　expression　vector　allowing　homologous

recombination　in　vivo　and　yielding　a　percentage　of　red　colonies　whi　ch　refiects　the

proportion　of　mutant　PCR　products．　I　nsertion　mutations　of　si　ngle　base　of　adenine　（A）

at　stretches　of　6As　were　frequently　detected　in　the　liver　sampl　es　of　LEC　rats　which

develop　spontaneous　hepatitis　and　hepatocellular　carcinoma．　For　excluding　the

possi　bi　lity　of　artifacts，　p53　cDNA　w　as　amplified　by　PCR　from　plasmids　containing

wild－type　p53　and　tested　with　the　yeast　functional　assay，　resulting　in　no　A　inseni　on　after

sequenci　ng　23　mutant　clones．　Fumbermore，　in　vitro　transcript　of　wild－type　p53　was

synthesi　zed　by　S　P6　RNA　polymerase，　and　then，　reverse－transcribed，　PCR－amplifi　ed，

and　tested　with　the　yeast　functional　assay．　The　oveiall　rate　of　A　inserti　on　was　much

lower　than　that　in　the　IEC　rat　liver．　Since　A　insertions　were　found　predominantly　at

nucleotides　293－298　in　exon　4，　an　exon　4specific　yeast　functional　assay　was　developed　．

A　inserti　on　w　as　detected　in　4．8　90　of　the　PCR　product　of　mRNA　but　O－O．　1　％　from

genomic　DNA，　whi　ch　suggested　that　such　A　inserti　on　w　as　oaused　by　transcri　ptional

slippage　in　vivo．　The　A　insertion　rate　was　increased　in　acute　hepatitis　stage　in　the　LEC

rat　liver，　while　the　rate　slowly　increased　by　aging　in　control　WKAH　rat　liver．　lt　w　as

suggested　that　cell　damage　and　aging　were　primarily　responsible　for　increased　rate　of

transeriptional　slippage．
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緒言

　　遺伝子がその固有の機能を果たすためには，鋳型DNAからmRNAへの転

写とmRNAから蛋白質への翻訳が正しく行われることが基本的に重要である．

しかし細菌やウイルスの遺伝子については，転写段階での塩基配列の変化ある

いは翻訳段階での読み枠のずれ（ribosomal　frameshif・ti’ng）により，鯉DNAの遺

伝情報とは異なる蛋白質が産生される現象が知られている1亀最近，これらの

現象が哺乳動物にも見られることが次第に明らかにされつつある．転写段階に

おける塩基配列の変化はtranscript　mutation（転写変異）と呼ばれ，哺乳動物では

これまでに2つのタイプが知られている．第一は，GAやCTなどの2塩基繰り

返し配列がmRNAに転写される際にGAあるいはCUが欠失するタイプである．

この現象が報告されている遺伝子としては，ヒトの中枢神経系におけるβ一アミ

ロイド前駆体蛋白遺伝子やユビキチンB遺伝子およびBrattlebOroラットにお

ける抗利尿ホルモン遺伝子がある4・5）．このタイプの転写変異は、加齢に伴いそ

の頻度が増加することが知られており4・6），前2者の変異はアルツハイマー病や

ダウン症候群の痴呆症状と関係があることが示唆されている．第二は，アデニ

ン（ad㎝ine，　A）またはチミン（thymine，　T）が多数連続する部位において鋳型

DNAには存在しない余分なAまたはウラシル（uraci1，　u）が挿入あるいは欠失

するタイプである．これはRNA　polyme1aseの伸長反応時に鋳型DNA鎖とRNA

鎖間に生じる”ずれ”すなわちtranscriptiona　1　slippage（転写スリップ）に起因する

と考えられている1）．この現象は，低リボ蛋白血症（apoB遺伝子）と血友病A

〈llactor　VIII遺伝子）の患者で証明されている7・8）．これらの患者の責任遺伝子に

は1塩基欠失があり，frameshiftが生じるため重症な表現型が予測される．しか

し，この1塩基欠失の結果，DNA上にアデニンが多数連続する部位ができてし

まい，ここで転写スリップが起こる．このため，一部のmRNAではアデニン1

塩基が付加されコドンの読み枠が正常に回復し野生型と同等の活性をもつ蛋白

が産生されて症状が軽快することが報告されている．この転写スリップは，人
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為的にこれを引き起こすことにより遺伝性疾患および癌の治療に利用できる可

能性がある．このためには、転写スリップがどのような遺伝子で，どのような

原因で促進されるかを明らかにする必要がある。

　　著者は肝炎・肝癌を高頻度に発症するLong－Evans　Cinnamon（LEC）ラット

の癌抑制遺伝子P53の変異をYeast　functiona1　assay9・io）を用いて解析し，肝炎期の

p53　mRNAの中に転写スリップによると考えられるAの挿入変異を高頻度に見

いだした．LECラットは，生後5カ月より，急性肝炎を発症し，慢性肝炎，胆管

線維症を経て，生後18カ月までに肝癌を発症する11“13）．LECラットには銅の輸

送蛋白遺伝子AiP一　7b　（ヒトWHson病の責任遺伝子ATP－7Bに対応するのラッ

ト遺伝子）に変異14・15》があるため，肝に銅が過剰蓄積して肝炎が発症すること

が証明されている16・17）．したがって、LECラットにおけるp53　mRNAの高頻度

なアデニンの挿入変異は，肝細胞障害に関連した現象であると考えられる．

　　mRNAの変異を証明するためには，従来法では極めて多数のcDNAクロー

ンの塩基配列を決定する必要があった．この問題を解決するために，著者は酵

母を用いたP53　cDNAの変異スクリーニング法を作製した．　yeast　functiona1　assay

では，p53　mRNAの逆転写一PCR産物と発現ベクタb一．一一．を酵母に同時に導入するだ

けで，酵母の遺伝子相同組み換え機構によりp53　cDNAは自動的に発現ベクタ

ーに組み込まれる．酵母内で発現したp53蛋白が正常な転写因子として機能す

れば酵母コロニーは白となり，異常であれば赤となる．この赤コロニ・・一…からプ

ラスミドを回収することによって選択的に変異p53　cDNAの解析を行うことが

可能である．本研究では，1）ラットp53　mRNAの高頻度なアデニンの挿入変

異が転写スリップに起因することの証明，2）この転写スリップに関与する因

子の解析，および3）転写スリップを人為的に促進する試みを行った．
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材料と方法

動物組織および培養細胞株

　　LECラットおよびWKAHラットは北海道大学医学部附属癌研究施設病理

部門で7－107週齢まで飼育したものを用いた．ジエチルエーテル麻酔下にラッ

トより肝および腎の組織を摘出し直ちに液体窒素にて冷却し一80℃で凍結保存

した・7，12　dimethylbenz（a）anthracene（DMBA）誘発ラット卵巣腫瘍は久留米大学

西田敬博士より供与された．培養細胞株としてはラット肝細胞癌より樹立した

cKDH－8，0WH，及びラットの乳癌より樹立した細胞株cSST－2を用いた。細胞

傷害実験にはSV40　1arge　T抗原でトランスフォームしたLECラット由来肝細

胞株93C13，同Long－Evans　Agouti（LEA）ラット由来肝細胞株93A　16i8）（熊本大学

遠藤文夫博士より供与）を用いた．

RNAのおよびゲノム1）NAの抽出

　　培養細胞は1x106個あたり1miのTrizol　Reagent（Gibco。BRL，USA）で溶解

し，また一80℃で凍結保存しておいたラット組織は100mgあたり2mlのTrizol

Reagentと共にホモジナイザー（井内盛栄堂、大阪）で破砕し，酸・グアニジウ

ムチオシアネーート1フェノール1クロロフォルム抽出法で全RNAを抽出した．

RNAは、エタノール沈殿させ、0．1％diethyl　pyr（x）arbOnate（DEPC）（WAKO，大

阪）処理蒸留水に溶解した．DNAはRNAを抽出した残りのTrizo1分画からエタ

ノー．一．一ル沈殿により抽出し，10％エタノーールを含む0．lMクエン酸ナトリウム溶

液で洗浄した後，8mM水酸化ナトリウム溶液に溶解した。

逆転写・PCR（re▼erse　transcription・PCR：RT・PCR）およびゲノム：DNAの

PCR

　　全RNA3μgを，65℃，10分間加熱処理後5分間氷中にて急冷し，200単位

の逆転写酵素（M－MLV　reverse　transcriptase，　Stratagene，　USA），同添付反応液，

7．5mM　Dithiothreitol（DTT），0．5mM　Mg（］2，0．5mM各dNTPおよび05μMラッ
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トP53特異的プライマー一RP53P1（5’一AGCCCrAAAGTC－3・）を加え，37℃で60

分間逆転写反応（reverse　transcription：RT）を行った．これを95℃5分間加熱処理後

5分間下中にて急冷しラットP53　cDNAを得た．

　　このRT産物を鋳型とし，　Polymerase　Chain　Reaction（PCR）法によりp53

cDNAを増幅した．5倍に希釈したRT産物2μ1に各プライマー0．5μMとPjU

DNAポリメラーゼ1．25単位（Stratagene，　USA），同添付反応液，75μM各

dNTPを加え，全量20μ1とし，　Gene　Amp　PCR　System　240（レR（Perkin　Elmer，

USA）によりPCRを行った．通常のyeast　functiona1　assayの場合プライマ・一・…しとし

てFC2（センスプライマー・：5’。CAGCGACAG（K｝TCACCTAAT－3’），RC2（アン

チセンスプライマー・一・…：5’一TTTATGGCGGGACGTAGACr。3’）を用いた（Fig．1－A）．

exon　4　specific　assayの場合はプライマーとしてFC2とRC3（アンチセンスプラ

イマ・・p…一：5’一cGTGCACATAACAGACI’rG（］K　一3’）を用い（Fi　g．1－B），鯉には5倍

希釈RT産物2μ1あるいはゲノムDNA50　ngを用いた．　PCR反応条件は，いつ

れの場合も95℃40秒，63℃20秒，78℃60秒を35サイクルとした．PCR産物は，

1％アガロv・・…スゲル内電気泳動を行い確認した．

プラスミド

　　ヒト野生型P53発現ベクターpLS72（Swiss　lnstitUte　for　Experimental　Cancer

Research，　R．　D．　Iggo博士より供与）は，1．6kbのADHIプロモーターを含むDNA

断片，両端にHindlllおよびE㎏1をもつヒトp53　cDNA断片，さらにその下流に

CYC1ターミネーター配列をこの順で酵母大腸菌シャトルベクターpRS315に

組み込んだものである19）．このベクターは酵母内で1コピーで維持されるため

のcen／ARS配列，　LEU2遺伝子およびアンピシリン耐性遺伝子を有している．ラ

ットP53発現ベクターpLSRP5310）は，　pLS72をHindlllおよびE㎏1（TAKARA，大

津）で消化しヒトp53cDNAを削除した後，ここにラットp53　cDNAの全コi…“・・デ

ィング領域を含む断片を挿入して作製された。pLSRP53を過剰量のPstlおよ

びStulで切断し，ラットp53のコドン68からコドン345をコードするcDNA

断片を除去した線状プラスミド（ギャップベクター）を作製した．この線状プラ

6
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スミドは1％低融点アガロース内電気泳動により分離・回収した後、Wi　zard・PCR

prep（Promega，　USA）により精製した・さらにcalf　intestine　alkaline　phosphatase

（TAKARA）により断端を脱リン酸化し，　EDrAを加え65℃に加温し酵素を失活

させた後，フェノール・クロロフォルム処理，エタノール沈殿により精製した．

exon　4・specific　yeast　assay用のギャップベクターには，　pLSRP53をPstlで処理し，

コドン68からl13に相当する領域を削除したものを用いた．ギャップベクター

は酵母アッセイ用に20ng1μ1となるように調製した．

ラットP53の酵母アッセイ

　　p53レポータープラスミド（R㏄配列：p53のコンセンサス結合配列を持

つフラグメント，CγCI　n血血ial　promoter，　ADE2遺伝子を含む）を染色体DNAに

組み込んだADE2変異酵母株yIG3979）（遺伝型：磁4ZM鹿2－1，Leu2－3，112trp1。

1his3－11，15can1－100ura3－1　URA3　3xRGC：：pCy（r1：：ADE2，北海道大学医学部多田

光宏博士より供与）を使用した．この酵母を野生型p53を発現するプラスミド

で形質転換すると，ADE2遺伝子が発現し，通常の白色コロニーを生じる．一方，

変異型p53を持つプラスミドで形質転換すると，ADE2

（phosphoribOsylaminoimidazole　carb（）xylase）が発現せず，アデニン合成の中間代謝

産物（phosphoribOsyl　aminoimidazole）が酵母内に蓄積し酵母は赤色コロニーを

生じる9・20）．

一；tuwtunociQnal．assay

　　ylG397を十分量のアデニン（200μglinl）を加えたYPD培地100m1中で

30℃にて振盈培養し，0．D．600が0．8に達した時点で2，000rpm　5分間の遠心分離

により集菌し，500μ1の0．1M酢酸リチウム，10mh4　Tris－Hα（pH8．0），1mM

EDrA溶液中に懸濁した．この酵母懸濁液50μ1にPCR産物50－100　ng（非精

製PCR反応液にして1－3μ1），20ngのギャップベクター，5μ1の超音波処理一一

本鎖サケ精巣DNA（10mg　lmi）および，300μ1のOO％（W　I　V）POIyethylen　91yco1

（PEG）4000を含む0．1M酢酸リチウム，　IOmM　Tris－Hα（pH8．0），1mM　E［YTA溶液
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を加え，これを30℃で30分保温したのち，42℃15分の熱ショックを与えた．こ

の酢酸リチウム法により導入されたギャップベクターとPCR断片は酵母内で

遺伝子相同組み換えをおこし，被検DNA断片がプラスミドに組み込まれる21）

（Fig．1－A，　B）．この結果プラスミドは再環状化し酵母内で維持される．酵母は

これによりロイシン栄養非要求性を獲得するとともにサンプル由来のP53を恒

常的に発現するようになる．この酵母内で野生型P53が発現すると，これが酵

母染色体上に組み込んであるP53蛋白認識配列（R㏄配列）に結合し下流の

ADE2遺伝子の転写を活性化し，この結果，アデニンが産生され酵母コロニー…

は白くなる．一方，変異型p53が発現するとp53蛋白認識配列に結合できない

異常なp53蛋白が合成されるため，下流のADE2遺伝子が転写されない．この

ため酵母コロニーが赤くなる．形質転換された酵母は低アデニン（5μglml）・

ロイシン無添加選択プレート上で30℃で48時間選択培養した．コロニー形成

後，プレートを4℃で24時間保冷しコロニーの発色を増強させた後，1プレート

につき200個以上のコロニーを数え，赤（変異型p53）と白（野生型p53）のコ

ロニー数から，総コロニー中の赤コロニーの割合を百分率で算定した．

酵母コロニーからのプラスミドの単離とその塩基配列の決定

　　プレート上に形成した酵母コロニーをアデニン（200μ9／ml）を加えたYPD

培養液10m1に接種し，30℃で14時間振盈培養した．2，000rpm　5分間の遠心分離

により二丁し，zymolyase　10CT（生化学工業）で3プC60分処理し細胞壁蛋白成

分を消化した後，alkaline　lysis法（QIAprep　plasmid　kit，　QIAGEN　GmbH，　Mlden，

Gemany）によりプラスミドを抽出した．プラスミドを増幅するため，酵母より

抽出したプラスミドを電気穿孔法（The　Mectroporator　II，　Invitrogen，　USA）により

XL一・1・blue大腸菌に導入した．導入後，アンピシリン加Lbrothプレート上で14

時間培養し，生じた大腸菌コロニーをアンピシリン加L－broth培養液に接種し

さらに14時間培養した．その後，再度alkaline　lysis法によりプラスミドを抽出

し蒸留水に溶解した．プラスミド中のP53の塩基配列は，　DyeDeoxy　TemminatOr

kit（Perkin。Elmer，USA）を用いてABI　373A　autOmated　sequencer（ApPlied　Biosystem，
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USA）で解析した．プラスミド中のP53の塩基配列決定反応には以下のプライ

マーを用いた．

FC　1　：　5’一GGCAAGcrTCATGGA（］K　｝ATTCACA　GTCG3　’

S2　：　5’一rnCCCTCAATAAGCI’GTTCTGCCAG－3’

S4　：　5’一〇cCCATCcrTACCATCATCACGCTG－3　’

ラットyeast　functional　assayの定量性の解析

　　ラット培養細胞株。－SST。2（野生型p53を発現）と。－KDH－8（変異型p53

のみ発現）のp53　RT－PCR産物を1％アガロースゲルにて電気泳動を行い，

100nglmi臭化エチジウム溶液にて染色後，　UVトランスイルミネーター（フナコ

シ）上で写真撮影した．写真上のバンドの濃度をデンシトメータで測定した．

この値と分光光度計で測定したPCR産物のDNA濃度をもとに，　c－SST－2細胞と

。－KDH－8細胞由来のPCR産物をそれぞれ100：0，95：5，90：10，85：15，80：20，50：50，

0：100の割合で混合し，3回ずつ酵母機能アッセイを行い，赤コロニーの平均

値を算出した．

p53　cl）NAのクローニングとin▼itro　transcription

　　16週齢のLECラットの肝より抽出した全RNAからp53特異的プライマー一

RP53－1を用いて逆転写反応を行いcDNAを合成した．これを鋳型としてPCR

により全コーディング配列を増幅した．PCRには以下のプライマーを用いた．

RP53。2（センスプライマ…一・・：5’一CCC（：TGAAGACrGGATAACTGT－3’），

RP53。3（アンチセンスプライマー：5’一TGGGGACAGGAT㏄AGAGGCT－3’）．

これをTAクローニングキット（lnvitrogen）によりpCRIIプラスミドにクローー

ニングし，独立した4クロ■・p…ンの塩基配列を決定した．P53のin・vitro

transcriptionを行うために，野生型p53をもつことが確認されたプラスミドを5

μgをEcoRV消化により線状化し，フェノール処理し精製した．この線状化プ

ラスミドを，添付緩衝液中でSP6　RNAポリメラー一…一一一ゼ（RibOprobe　in　vitro

transcription　system，　Promega）とともに37℃で120分間反応させた．　lngのRNA

を用いてRT－PCRを行い，　yeast　functiona1　assayに供した．
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GOT，銅，8・hydroxydeoxyguanosineの測定

　　LECラットの血清Gσr（glutamic　oxyaloacetic　transaminase）活性は，自動生化

学分析装置TBA－60R（Toshiba，東京）により測定した．肝の銅濃度は原子吸光法

（Z－5000，Hitachi，東京）により測定した．8－hydroxydeoxyguanosine（8－OH－dG）の量

は，high－pressure　liquid　chromatDgraphy（HP㏄）を用いた電子化学分析により測定

し，105dGに対する比を算定した．

エタノールによる細胞障害実験

　　93C13および93A　16を10％熱非働化ウシ血清加Williams・　medium　E

（GIBCO）培養液で37℃，5％CO、条件下で培養した．これらの単層細胞をPB　S

でリンスした後，0－500mMのエタノールを含む完全Williams’medium　Bで培養

し，3日後に細胞上清および細胞を採取した．LDH　cytotoxyCity　detection　kit

（TAKARA）により，LDH活性を測定し，以下の式に従い逸脱比を算定した．

｛（培養上清中の全しDH活性）一（コントロール培養液中のLDH活性）｝1｛（培

養上清中の全しDH活性）＋（細胞中の全しDH活性）一（コントロール培養液中

のU）H活性）｝．また，細胞からはゲノムDNAならびに全RNAを抽出し，　exon

4specific　assayに供した．

統計学的処理

　　赤コロニーの比率の有意差はStudent’s・t・testにより検定した．酵母アッセイ

の赤コロニーの比率とサンプル中の変異cDNAの比率の相関は回帰分析により

評価した．
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結果

1yeast　functionaR　assayの感度の検討

　　ラットのyeast　functional　assayにおいて赤コロニーの比率が変異p53　mRNA

の比率を反映するかどうかを検討するため，野生型p53を発現する細胞株

SST－2，および変異p53のみを発現する細胞株cKDH8から，RT－PCRによりそれ

ぞれp53　cDNAを増幅し，それぞれのcDNAを100：0，95：5，90：10，85：15，80：20，

50：50，0：100の濃度比で混合したサンプルについて酵母アッセイを行った．こ

の結果，変異mRNAと赤コロニーの比率の間にr＝0．99の高い直線的相関関係

が認められた（Fig．2）．

2yeast　functional　assayによるアデニン挿入変異の検出

　　ヒトやラットのyeast　functional　assayでは10％以下の赤コロニーはバック

グラウンドと考えられている10・22）．そこでまず初めに様々なラットサンプルに

ついてyeast　functional　assayを行い，10％以下の赤コロニーを生じたものについ

て，赤コロニーから回収したプラスミドの塩基配列を決定し転写スリップの標

的となる3箇所の6A部位（exon　4：nL・293－298，　exon　7：nし865－870，　exon・8：nL　952－

957）でのアデニンの挿入変異（Fig．3）の頻度を解析した．対象は7週齢の

WKAHラットの肝2サンプル，7週齢のLECラットの肝2サンプル，　DMBA誘

発卵巣癌5サンプル，および肝癌細胞株OWHである．結果はTable　1に示した．

7週齢のLECラットの肝では赤コロニーが平均8％（7・9％）で，アデニンの挿入

変異は8クローン中1クローンに認められた．これは全コロニーの1％に相当

した．LECラット以外のサンプルでは2．3－3．4％の頻度でアデニンの挿入変異が

検出された．アデニン挿入以外の変異として，31クローン中，exon　4の6A部位

のアデニン1塩基の国初が1個，6A部位以外での非特意的点変異が23個，複数

の塩基の欠失が6個，他にベクターのself－ligationが1個であった．
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3LECラットの病的肝組織での検討

　　LECラットはおおまかに前肝炎期（0－18週），急性肝炎期（18－32週），慢

性肝炎期（28－70週），肝癌期（70週以降）に分けられる．肝癌期には胆管線維

症（CF）や肝細胞癌（HCC）が数多く出現する．そこで次に，肝癌期の各種病変に

おけるアデニンの挿入変異の頻度を検討した．70週令以上のLECラットのCF

3サンプル，HCC　3サンプルおよび，非二部肝組織4サンプルについて，　p53の

yeast　functional　assayを行い変異p53の塩基配列を決定した（Fig．4）．赤コロニ

ーはCFで平均13．4％（ll－16％），　HCCで13．9％（11・18％），非癌部肝組織で13．8％

（12。17％）であった．これら3種類の組織での変異のほぼ半数以上をアデニンの

挿入変異が占め，その全コロニーに占める割合はCFで7．4％，　HCCで7．0％，

肝で9．0％であった．また，いずれの組織においてもアデニンの挿入変異は

exon　4の6A部位に多数認められた．

　　これがLECラットのp53に特殊な変異もしくはDNA多型などに由来する

ものではないことを確かめるため，LECラットのp53の全コーディング配列を

調べた．16週令のLECラットの肝からRT－PCRによりp53のcDNAを増幅し，

TA　cloningによりpCRIIにクローニングした．得られた別個の4クローンの全

てが野生型のラットp53cDNAas）と同一の塩基配列を示した．

4RTおよびPCRのアーチファクトの影響の検討

　　yeast　functiona　1　assayにより検出された高頻度なアデニンの挿入変異が，逆

転写反応（RT）やPCRのアーチファクトによるものでないことを証明するため

に，以下のコントロール実験を行った．まず，野生型p53　cDNAを含むプラスミ

ド0．OO1－10　ngを鋳型としてFC2，　RC2プライマーを用いて35サイクルPCRを

行いP53　cDNAを増幅し，　yeast　functional　assayを行った．赤コロニーの比率は

0．9％（鋳型プラスミドDNA　10　ng），2．4％（鋳型プラスミドDNA　1　ng），3．2％（鋳

型プラスミドDNA　O．1ng），4．2％（鋳型プラスミドDNA　O．001　ng）であった．こ

のうち10ngおよび0．001　ngのプラスミドを鋳型として行ったPCR産物につい

て得られた赤コロニーからプラスミドを回収し，それぞれ8および23クローン
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についてそのP53の塩基配列を解析した。これらからはギャップベクターの

seif－ligationと非特異的な点変異が検出されたが，アデニンの挿入変異は1つも

検出されなかった（Fig　4）・次にSP6を用いたin　vitro　transcriptionによりpCRII

に組み込んだ野生型P53　cDNAから一旦RNAを合成し，これを鋳型としてRT．

PCRを行い，　p53　cDNAを増幅した．　yeast　functional　assayの結果，赤コロニーは

6．4％であった．赤コロニーから回収したプラスミドの塩基配列を解析したと

ころ，アデニンの挿入変異は12クロー．一一一ン中3クローンに認められた．これは全

体の1．6％（6．4x3112）に相当した．この頻度は肝癌期のLECラット肝組織を用

いた場合のアデニンの挿入変異の頻度（7．o－9．o％）より低値であった（Fig．4）．

5LECラットのゲノム1）NAおよびRNAにおけるアデニン挿入変異の検

討

　　このLECラットの高頻度なアデニンの挿入変異がgenomic　DNAの変異か，

mRNAに生じた変異かを調べるため，　p53　exon　4に特異的な酵母アッセイ（exon

4assay）を作製した（Fig．1－B）．これにより，70－76週齢のLECラット肝4サンプル，

CF　3サンプル，　HCC　3サンプル，腎4サンプルおよび7週齢のLECラットの肝

2サンプルについて解析した．ゲノムDNAからはPCRで，またmRNAから

RT－PCRでそれぞれexon　4部分を増幅した．これらの増幅産物の酵母アッセイ

を行い比較した．結果はTable　2に示したように，　DNAでは赤コロニーの頻度が

2．3。35％であるのに対し，RNAでは5．8－7．2％で，各週齢組織ごとに比較して有

意差（P＝0．05－P＝0．0002）が認められた．

　　このうち、2匹の72週齢のLECラットの肝についてDNA由来，　RNA由来

それぞれ15－22個の赤コロニーからプラスミドを回収して塩基配列を決定した．

DNAからはアデニンの挿入変異はほとんど検出されなかった．一方，　RNAでは

変異の60％以上がアデニンの挿入変異で，全コロニーに対する割合はsample　1，

2ともに4・8％（samp豆e　l：7．7％x10116クローン；sample　2：7．2％x10！15クロー

ン）であった（Fig　5）．
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6肝炎病期および週齢に応じたP53変異頻度の変化の解析

　　様々な病変期のLECラット計54例の肝組織について通常のyeast　functional

assayを行なった．各週齢ごと，2－8例の赤コロニーの平均値の変化をFig．6－Aに

示した・コントロールとして苗齢を合わせたWKAHラットを解析した．7週令

のLECラットとWKAHでは，　P53変異の頻度はほぼ同じ（7．5％）であった．

WKAHラットでは加齢につれて赤コロニーの頻度が増大する傾向が認められ

た．一方，雄の1」i三Cラットでは，急性肝炎期に赤コロニーの頻度が急激に増加

し，32週で20％近くまで達し，その後は慢性肝炎期に一旦減少したのち，肝癌

期になり漸増する傾向が見られた。雌では，赤コロニーの比率は雄と同様に急

性肝炎期に増加したが，32週では逆に低下し，肝癌期では雄とほぼ同程度であ

った．雄の腎ではこれと同様の傾向が示された．これらのうちLECラットの

肝3サンプル，WKAHラットの肝2サンプルについて変異p53の塩基配列を同

定した．LECラットとWKAHラットの両方でアデニンの挿入変異の頻度は

yeast　functiona1　assayの赤コロニーの比率の増加とともに増大することが示され

た（Fig．7）．

7血清Gαr・肝の銅ならびに8・OH・dG含有量とP53変異の比率の相関

の検討

　　LECラットの肝におけるp53変異の頻度の増加が，肝細胞の障害の程度と

相関するのか，それとも銅の蓄積や活性酸素の影響によるものかを明らかにす

るため・21。32週のLECラットの肝のyeast　functiona1　assayにおける赤コロニー

の比率と，血清Gσr活性・肝の銅含有量・8－OH－dG量との相関関係を解析した．

この結果，赤コロニーと血清Gσr活性値の間に高い正の相関関係（r＝0．98）が

認められた（Fig．8－A）．一一方，銅ならびに8。OH－dGとは相関が認められなかった

（Fig．　8－B，C）．
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8エタノールによる人為的細胞障害

　　LECラットの肝細胞障害がp53の転写スリップを促進するかどうか確かめ

るため・培養細胞をエタノールに暴露することにより細胞障害をおこさせた後，

DNAとRNAを抽出しexon　4－sp㏄ific　assayにより赤コロニー比率を比較した．

全てのDNAサンプルにおいて赤コロニー比率は1．9－2．5％の範囲で変化が認め

られなかった．一方，RNAサンプルの赤コロニー比率はLECラット由来の

93C13で，100－500　mMのエタノール負荷により7．0－7．7％となり，コントロー

ルの3．8－4．1％に比べ倍近くに増加した（Table　3）．このうち7．7％の赤コロニ

ー・… �ｾたサンプルにおけるp53変異を同定したところ，7／8クローンがアデニン

挿入変異であった．93A16のRNAサンプルでは赤コロニーの明らかな増加は認

めらなかった．

考察

　　転写スリップ（transcriptiona1　sl　ippage）は遺伝情報を修飾する現象の一つと

して注目される・特に塩基の挿入・欠失変異によって生じた酵素欠損型遺伝病

においては，数％の転写スリップ産物の出現によって症状の著しい改善が見ら

れる7’8）・これとは逆に，異常蛋白質の蓄積による遺伝病では転写スリップ類似

の現象によって症状の増悪が示唆されている4）．したがって，・転写スリップを

人為的に制御することは，遺伝病の新しい治療手段となると考えられる．しか

し哺乳動物においては，転写スリップ現象がほとんど解析されておらず，この

現象の関与が示唆される遺伝性疾患の報告も極めて少ない．これは，転写スリ

ップがDNA複製に伴うスリップ（replication　slippage）と区別することが困難で

あったこと，および転写スリップのin　vivOモデルが無かったことによると考え

られる・これらの問題を解決するために，著者はyeast　functional　assayとよばれ

る変異検出法とLEC遺伝性肝炎ラットモデルを用いて，転写スリップの標的と

なるアデニン（A）が6個連続した配列を翻訳領域に持つP53癌抑制遺伝子の
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転写スリップを解析した．さらに，この現象がどのような病理的状況下で促進

されるかを調べた．

1yeast　functional　assayの有用性の検討

　　ヒトや実験動物において転写スリップを調べるには，1）DNAのPCR産

物とmRNAのRT－PCR産物をプラスミドにクローとングし，2）ランダムに多

数のクローンの塩基配列を決定し，そして3）両者の変異パターンを比較する

のが従来の方法である7・8）．この方法では変異のあるクローンだけを解析するこ

とができず，野性型を含めた極めて多数のプラスミドクローンを解析する必要

があった．本研究では，p53遺伝子のyeast　functiona　1　assayを用いて変異クローン

だけを検出し，その割合を算定する方法を採用した．そこで最初に，

yeast　functional　as　sayにおける赤コロニーの頻度がサンプル中の変異p53　cDNA

の比率を正確に反映するかどうかを確認した．野生型と変異型のp53　RT・PCR

産物を様々な比率で混合しyeast　functiona1　assayを行った結果，　Fig．2に示した

ように両者の間に高い正の相関関係が証明された．従って，yeast　funodona1　assay

における赤コロニーの比率は忠実に変異mRNAの比率を反映することが示さ

れた．

　　次に，LECラット肝由来のp53　cDNAにおいてアデニンが6個連続する部

位（6A部位）で高頻度にアデニンの挿入変異が検出されたが，これがP53の増

幅過程の逆転写反応およびPCRのアーチファクトではないことを以下の2つ

のコントロール実験により証明した．

1）まずPCRによる変異であるか否かを調べるため，プラスミドに組み込まれ

た野生型P53　cDNAのPCR産物の解析を行った．0．001ngのプラスミドを鋳型と

して用いた場合でも，23クローン中アデニンの挿入は1つも検出されなかった．

従って，アデニンの挿入はPCRのアーチファクトによるものではないことが

明らかになった．2）次に，逆転写反応のアーチファクトの影響を調べるため，

TAクローニングベクターに組み込んだ野生型P53　cDNAをSP6　RNA　POIymerase

を用いてin　vitroでRNAに転写し，　RT－PCRによりP53　cDNAを増幅しyeast
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functional　assayを行った．その結果，少数のアデニンの挿入変異がexon　7と

exon　8の6A部位に検出され，その頻度は全体の1．6％であった（Fig．4）．これは

肝癌期しECラットの組織におけるアデニンの挿入変異の比率7．0－9．0％と比べ

ると有意に低かった．これより，LECラットにおける高率なアデニンの挿入変

異は逆転写反応のアーチファクトによるものではないと考えられた．以上より，

yeas　t　functiona1　as　s　ayはラットp53　mRNAの6A部位におけるアデニン挿入変異

を鋭敏に検出できることが証明された．

2　exon・4・specifie　yeast　assayによる転写スリップの証明

　　このアデニンの挿入変異はexon　4の6A部位に高頻度に見られるため，新

たにexon　4の変異を特異的に検出するyeast　assay用プラスミドを構築し，アデ

ニンの挿入変異がゲノムDNAの変異かmRNAの変異なのかを調べた．2匹の

ラット肝の組織から同時にDNAとRNAを抽出して解析した結果，　Fig．5に示さ

れたように赤コロニー…一一の頻度はDNA（2．4％，1．8％）に比べRNA（7．7％，7．2％）で

明らかに高く，しかもこの差がmRNAの6A部位のアデニン挿入変異に由来す

ることが示された．これにより，このアデニンの挿入変異が転写スリップによ

るmRNAの変異であることが証明された．同様なDNA・RNAサンプル間の赤

コロニー比率の格差はCFやHCC，腎，肝炎発症前のLBCラットの肝等におい

ても認められ（Table　2），これらの組織においても高頻度に転写スリップが起き

ていることが示唆された．

　　転写スリップの起きるメカニズムとしてWagnerらは大腸菌において，転

写の伸長反応の際に，鋳型DNAとRNA間の対合がずれるため1塩基余分に挿

入されるという仮説を示している1）．転写の伸長反応の際には，転写された

RNA鎖と鋳型DNA鎖が数塩基対にわたり対合することが知られている24）．ア

デニンが多数連続する部位はこれと対合する鋳型DNAはチミンの連続配列と

なるのでRNA－DNA間の結合エネルギーが最も少ない．従って，比較的簡単に

対合が離れ1つずれた位置で再対合をおこす可能性が高い．事実，マウスの

P53にはアデニンおよびチミンがそれぞれ6個連続する部位があり，ここでも
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yeast　functional　assayで高頻度に挿入変異が検出される（Tsunematsu　et　a1．，

unpublished　data）・一方，ラットP53のグアニン（G）が6個連続する部位やヒトの

P53のシトシン（C）が6個連続する箇所ではGまたはCの挿入変異は検出されな

い22）・これらの事実はWagnerの仮説を支持するものである．しかし，同じ6個

のアデニンの連続配列でありながら，LECラットでアデニンの挿入変異の大半

を占めるのはexon　4の6A部位である．それ以外のexon　7およびexon　8の6A

部位でのアデニン挿入変異は少ない．その理由として，1つには，6個のアデニ

ンの連続配列はそれだけでは転写スリップをおこすのには不十分で，周囲の塩

基を含めた2次構造が転写スリップに関与している可能性がある．別の理由と

しては，nonsense－mediated　RNA　decay25）の影響が考えられる．一般にprematUre

stOp　oodonを生じる変異mRNAは不安定であることが知られているが，その中

でもより3’側に終止コドンの生じたmRNAは細胞質で分解を受けやすい26）．

ラットP53ではexon　4のアデニン挿入変異は130番目のコドンに終止コドンを

生じる．他方exon　7とexon　8のアデニン挿入変異では，329番目に終止コドン

が生じる．このため、後者ではmRNAが分解されやすく，yeast　functional　assay

上の頻度が少なく見積もられる可能性がある．

3　転写スリップの増加に関与する要因

　　LECラット肝炎の経過に伴うyeast　functiona1　assayの赤コロニー比率の変化

を調べた・その結果、赤コロニーの平均値は急性肝炎期にピークがあり，慢性

肝炎期に一旦減少し，肝癌期に漸増傾向を示した（Fig　6．A）．そこで，これを文

献上記載のある血清Gσr2η，肝の銅28）ならびに8－OH．dG含有量29）等の生化学的

パラメーターの変化のパターン（Fig．6－B，　C，　D）と比較すると転写スリップの

頻変化のパターンと類似していた．LECラットの肝では銅の含有量が急性肝炎

期に著しく増加することが知られている28）．銅は、染色体上でDNAの塩基とく

にグアニンに結合することが報告されており3・・31），過剰な銅の蓄積は転写スリ

ップを増加させる原因となる可能性がある．4－8週齢のLECラットの肝ではす
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でに銅の含有量が70－180μ91g　wet　weightあり・正常コントロールラット（5μ919

wet　weight）に比べ異常に高いことが報告されている28）．しかし，7週令のLEC

ラットとWKAHラットの肝ではアデニンの挿入変異の頻度に差は認められな

かった・さらに，急性肝炎期の個々の肝で銅の濃度と赤コロニーの間に相関は

認められなかった（Fig・8－B）．以上より，肝への銅の過剰蓄積そのものは転

写スリップの原因ではないことが示された．

　　細胞内の銅の過剰蓄積はその触媒作用により毒性の高い活性酸素種を産生

する32）．LECラットの肝では活性酸素によるDNA障害の産物である8－OH－dG

やetheno－DNA・adductは急性肝炎発症の直前に最も増加し，その後減少する29・33）．

しかし，Fig．5に示した2匹のLEcラットの肝の8－oH－dGレベルを調べたとこ

ろ，8－OH－dG／105dG比にしてsample　lで1．36，　sample　2で0．76で8－OH－dGレベ

ルに差があるにも関わらずexon　4でのアデニン挿入変異の頻度は両者とも

4．8％であった（Fig．5）．また，8－oH－dGレベルと赤コロニーの比率の間に相関関

係は認められなかった（Fig．8。c）．以上より，活性酸素によるDNAの障害が転

写スリップの直接の原因となる可能性は低いと考えられる．

　　これに対して，細胞傷害の指標である血清Gσr活性は赤コロニーの比率

と高い相関を示した（Fig．8－A）．また，　LECラットの腎でも赤コロニーの比率

が急性肝炎期に増加している．急性肝炎期には腎尿細管が傷害を受けることが

報告されており34），これが原因で転写スリップが増加している可能性がある．

従って，LECラットにおける転写スリップの増加は，細胞の傷害により転写機

構が何らかの影響を受けた結果によるものと推測される．

　　細胞障害によって転写スリップが促進されることを証明するために，LEC

およびLEAラット肝細胞由来の培養培養細胞にエタノールを与えて細胞傷害

を人為的に引き起こした．LECおよびLEAラットはエタノール代謝酵素に異常

があり，エタノール投与により，肝障害をおこすことが知られている3s・36）．こ

の実験でLECラット由来の細胞壁93C13において転写スリップが増加するこ

とが証明された（Table・3）．しかし，　L臥ラット由来の～；BA16細胞のRNAではあ
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まり赤コロニーが増加しなかった．このため，転写スリップが細胞傷害により

促進される普遍的な現象なのか，それともLECラットに特異的な現象なのかは

判断できない・しかし，LDH逸脱比で見る限り93C13の方が93A　l6より傷害の

程度が強かったので，細胞の傷害が一定レベルになると転写スリップが促進さ

れる可能性がある．この点に関しては，さらに詳細な検討が必要と考えられた．

　　これとは別に，コントロールとして用いたWKAHラットの肝では加齢と

ともに赤コロニーの比率が増加する傾向が認められた．Fig．7で示されたよう

にこの増加分はアデニンの挿入によるものが多いので，加齢とともに転写スリ

ップが増加することが示唆される．これはアルツハイマー病，ダウン症候群や

BlattrobOroラットにみられる2塩基欠亡型の転写変異の頻度が加齢によって増

加するという現象4・6）と類似している．このように転写変異の頻度の増加が老化

と関係した現象であることは，転写機構の忠実度（fidelity）が加齢に伴って低

下することを示唆している．

　　本研究では酵母を用いた簡便かつ高感度な手法により，転写スリップの

解析を行い，細胞障害や加齢に伴う細胞の老化が転写機構の忠実度を低下させ

る可能性を示した．本実験では転写スリップの標的遺伝子としてp53癌抑制遺

伝子を用いているが，P53の転写スリップの結果生じたtnJncated　proteinがLEC

ラットの肝癌発生に関与している可能性は今のところ不明である．転写変異を

引き起こす具体的な機構，特にRNA　POlymerase　IIの役割についてはまだ不明な

点が多い・転写スリップの制御による遺伝子病の治療の可能性に関しては，ト

ランスジェニックマウスなどの遺伝病の動物モデルを用いて実験する価値は十

分あると考えられる．

まとめ

転写変異の1つである転写スリップについて，yeast　functional　assayという新し

い検出法を利用して，モデル動物であるLECラットのP53遺伝子について検討

した．この結果

20



1）yeast　functional　assayはP53の転写変異の鋭敏な解析法として有用である．

2）LECラットにおいてアデニンの挿入変異が転写スリップによるものである

ことが証明された．

3）転写スリップは，LECラットで急性肝炎期に最も増加し，その原因として細

胞の障害そのものが関係することが示唆された．

4）また，転写スリップは加齢とともに増加することが示され，細胞の老化に

よってもこの現象が促進されることが示唆された．
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Figure　Legends

Figure　1．　Structure　of　rat　p53　expression　vector　pLSRP53．

pLS　RP53　has　resuiction　sites　w　hich　can　be　used　to　ereate　a　gap　betw　een　codons　68　and

345　for　standard　rat　p53　yeast　functional　as　say　after　digestion　w　ith　Ps　t　1　and　S　tu　1　（　A　）．

For　exon　4－specifTic　yeast　as　say，　a　gap　w　as　ereated　betw　een　codons　68　and　113　by　Ps　t　I

digestion　（　B　）．　Black　boxes　indicate　sites　of　6A　tract　Gap　repair　of　the　plasmid　w　ith

the　PCR　product　res　uks　in　expres　s　ion　of　recombinant　rat　p53　cDNA　．　Clones　that　have

repaired　the　gap　are　selected　on　the　medium　lacking　leucine．

Figure　2．　Correlation　between　percentages　of　red　colonies　and　mutantp53

contents

A　positive　correlation　w　as　observed　betw　een　the　content　of　mutant　p53　PCR　products

and　percentage　of　red　colonies，　w　hich　w　as　evaluated　by　polynomial　regression　based　on

the　formula　as　follows．　y＝8．5＋O．90x，（r＝O．99）．

The　bars　indicate　means土S．D．

Figure　3．　A　insertioms　at　the　6A　stretches　in　the　rat　p53　cDNA．

A　insertion　w　as　frequently　identifTied　in　the　p53　clones　res　cued　from　red　colonies　given

by　the　yeas　t　functional　as　s　ay．　Wild－rype　and　mutant　s　equences　at　the　6A　tracts　in　exon

4，　7，　and　8　were　domonstrated．

Figure　4．　Percentage　of　A　insertions　in　PCR　or　RT－PCR　products　of　cloned

p53　cDNA，　SP6－transcript，　and　mRNA　of　LEC　rat　liver　tissues

Percentages　of　red　colonies　and　types　of　the　p53　mutations　w　ere　compared　among　PCR－

amplifried　w　ild－type　p53　cDNA　from　10　ng　and　O．　oo　1　ng　of　plas　mids，　RT－PCR　products

of　S　P6　trans（xipt　of　w　ild－type　p53　cDNA，　and　RNAs　from　7－week－old　LEC　rat　liver，

＞70－week－old　LEC　rat　Hver，　cholangiofibrosis（CF），　and　hepaぬ㏄llular　carcinoma
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（HCC）．　The　ordinate　represents　the　percentage　of　red　colonies　（＝　frequency　of　mutation）．

Percentages　of　red　colonies　w　ere　higher　in　the　s　amples　from　＞70　w　eek－old　LEC　rats

than　PCR　or　RT－PCR　products　of　w　ild－type　p53　clone　mainly　because　of　elevated

frequency　of　A　inserti　on　mutation　at　6A　repeat　in　exon　4．

Figure　5．　Comparison　of　the　frequencies　of　A　insertion　between　PCR

products　of　genomic　DNA　and　mRNA　templates．

Exon　4　fragments　w　ere　amplifried　from　genomic　DNA　and　mRNA　derived　from　tw　o　liver

tissues　of　72－week－old　female　LEC　rats　and　used　for　exon　4－specifric　yeast　assay．

Plasmids　w　ere　res　cued　from　individual　red　colonies　given　by　each　s　ample　and　p53

mutations　w　ere　determined　by　s　equencing．　The　ordinate　repres　ents　the　percentage　of

red　colonies　（＝　frequency　of　mutation）　and　the　abscissa　represents　the　s　amples　from

IEC　rat　l　i　ver．　Number　of　individual　red　colonies　w　as　shown　at　the　top　of　each　bar．

Figure　6．　Chronological　changes　in　the　frequency　of　rat　p53　mutations

detected　by　yeast　functional　assay．

Yeast　functional　as　s　ay　w　as　performed　on　total　RNAs　from　IEC　rats　and　agematched

control　WKAH　rats．　（A）：　The　ordinate　repres　ents　mean　percentages　of　red　colonies　（＝

frequencies　of　p53　mutation）　and　the　abscissa　represents　ages　of　the　rats．　Each　symbol

repres　ents　the　average　vaiue　in　s　amples　（n＝2－8）．　e　s　tands　for　male　LEC　rat　livers，　O

for　female　LE（　rat　livers，　A　for　male　LEC　rat　kidneys，　一　for　male　WKAH　rat　livers，

and口for　female　WKAH　rat　livers．　Chronological　changes　in　the　frequency　of　p53

mutation　w　ere　compared　w　ith　those　in　biochemical　data；　（B）：　w　ith　s　erum　levels　of　Gor

（adapted　from　Ref．　27），　（C）：　w　ith　copper　concentrations　in　the　liver　（adapted　from　Ref．

28），　and　（D）：　w　ith　8－OH－dG／5－OH－dG　ratio　in　the　liver　（adapted　from　Ref．　29）．　ln　B，

Cand　D，　e　stands　for　male　LEC　raq　O　for　female　LEC　raq　and　×　for　mixture　of
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male　and　female　LEC　rats．

Figure　7．　Changes　in　the　frequen¢y　of　A　insertion　in　p53　mRNA．

Yeast　functionai　as　s　ay　w　as　performed　in　s　amples　from　male　LEC　rat　livers　at　various

pa血・1・gical　states（prehepatitis　stage　at　7　weeks・ld，　early　stage・f　chr・血。　hepadds　at

32w㏄ks・1d・and　hepaぬma・stage・at・72・weeks・ld）．　As　a。・ntr・1，　liver　samples　fr・m

young　（7　weeks）　and　old　（86　weeks）　male　WKAH　rats　were　also　examined　by　yeast

funcd・nal　assay・Plasmids・were・rescued・fr・m　4ω10血dividu記面。・1・nies　given　by

each　sample　and　p53　mutations　w　ere　detemiined　by　s　equencing．　The　ordinate　repres　ents

the　percentage　of　red　colonies　（＝　frequency　of　mutation）．

Figure　8．　Correlations　of　p53　mutation　frequeney　with　serumGOT　activity，

and　the　Eiver　contents　of　copper　and　8－hydroxydeoxyguanosine．

Percentages　of　red　colonies　in　the　liver　tis　sues　from　21－32　w　eeks　old　LEC　rats　w　ere

compared　w　ith　（A）　the　serum　Gor　levels，　and　（B）　copper　contents　and　（C）　8－

hydroxydeoxyguanosine　in　the　liver．　Regression　analysis　revealed　a　highly　signifTicant

。o汀elad・n　be伽㏄n　p53　mu励・n　fr閃uency細d山e　serum　Gσr　activity（r＝0．～B，　P＜

O．oo　1）．
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Table　1 Incidence　of　A　inserdon　in　the　p53　cDNA　detected　by　yeast　functional　assay

Sample Number　of　％　RC

samples　tested　exon　4

A　insertion Other　mutations

exon　7 exon　8　Total

r……

r鴨醐

㎝m加㎝副α

e㎞ 1

67　216
　　　　　（23qo）

7－9　1／8

　　　　　（1．0　90）

＆10　5121

　　　　　（2．190）

8．4　1／10

　　　　　（O．890）

　　016

（090）

　O／8

（090）

0／21

（090）

　1／10

（O．8qe）

　　0／6

（090）

　O／8

（09（o　）

2／21

（o．gqo）

2／10

（1．79e）

　　216

（239e）

　　1／8

（1．090）

7／21

（3．090）

4／10

（3．490）

　ay6

（4．590）

　7／8

（7．090）

14／21

（6．090）

6110

（5．090）

％　RC　stands　for　percentage　of　red　colonies．

Percentages　of　red　colonies　due　to　the　mutations　were　shown　in　the　parenthesis．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：，：：r－pt’一一”’”．．．v一　’．



Table　2．　Comparison　of　percentage　of　red　colonies　betw　een　genomic　DNA　and　RNA

sampl　es　from　LEC　rat　ti　ssues

90　RC

Tissue　Age　of　rat　（weeks）　＃　of　samples DNA RNA P　value＊

Liver

CF

HCC

Kdney

Liver

70－76

70－76

7a76

70－76

7

4

3

3

4

2

2．3±O．37　7．3±o．3　O．OOO2

2．7　±O．41

28±O．95

3．5±O．41

3．0±O．35

7．0±1．6

6．3±1．3

6．0±1．2

5．8±O．1

O．Ol

O．015

O．025

O．05

9e　RC　stands　for　percentage　of　red　colonies　（mean　±　S．D．）．

＊Per㏄ntages　of　red　oolonies　given　by　DNA　and　RNA　samples　were◎ompared　wi山

student’s　t－test．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　に　カ　　　　　　　　　　　　　　　ま　　　　　　　
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