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研究成果の概要（和文）：	 がん遺伝子 Ras は、様々な腫瘍で活性化変異が見られ、Ras が関
与するシグナルを抑制することは重要な課題である。本研究では、活性化 Ras遺伝子でがん化
した細胞株”DT”をモデル細胞に用い、その悪性化した性質を抑制する活性を持つ、すなわち
Rasの関与するシグナルを抑制する遺伝子を、同定することを試みた。一連の遺伝子スクリー
ニングの結果、約 80個の候補遺伝子が同定された。 
 
研究成果の概要（英文）：   It is important to regulate Ras-mediated signaling since 
constitutively active mutations of Ras genes are frequently found in various kinds of tumor 
cells.  In this project we are aiming to identify genes with transformation suppressor 
activity against DT cells harboring constitutively active Ras oncogene.  After a series of 
cDNA expression cloning around 80 candidate genes were identified. 
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キーワード： がん制御遺伝子 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)	 体細胞突然変異により活性化された
K-Ras遺伝子は、大腸がんや膵臓がんなどで
高頻度に見られる。したがって、活性化 Ras
タンパク質を持つ状況において、いかにして、

細胞の悪性化に関わるシグナルを制御する

かということは依然重要な課題と考えられ

る。このためには、Rasの活性の制御に関わ
る因子をできるだけ多く明らかにし、その中

から治療のためのターゲットとなりうる

因子を選択することが１つのアプローチ

である。 
(2)	 cDNA 発現クローニング法によるス
クリーニングの成否を左右する最大の要

因と考えられるのは cDNA ライブラリー
の質である。cDNAプロジェクトが進展す
る中で、完全長の cDNAを得るための技術
が開発され、また、サブトラクション技術
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の開発により、発現の高い cDNA と低い

cDNAを同じような割合でライブラリー中に
含ませることが可能になった。したがって、

最新の技術を用いて作製された cDNA ライ
ブラリーを用いることで、これまで技術上の

問題からライブラリーから除かれていた

cDNA をもスクリーニングすることになり、
新たな遺伝子の活性を発見できる可能性が

高まると考えた。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、良質の cDNAを発現クローニ
ング法に用いるため、最初に発現ベクターの

開発をする。このため、一般のベクターに見

られるような、サイズの小さい cDNAほど入
りやすく大きな cDNA ほど入りにくいとい
うバイアスがかからないようにするため、ラ

ムダファージをベースとして、その中にプラ

スミドとして回収できる部分を持つファジ

ェミド型の発現ベクターを開発する。（この

ベクターでは 10kbまでの cDNAが容易に挿
入可能である。）次に、開発したベクターを

用いて、cDNA発現ライブラリーを作製する。
さらに作製されたライブラリーを DT細胞に
トランスフェクトし、悪性形質の抑制された

正常復帰株（リバータント）をできるだけ多

くクローニングした後、プラスミド部分を回

収し、リバータント誘導活性を持つ遺伝子を

同定する。さらに、活性の新規性の高い遺伝

子について機能の解析を進める。 
 
３．研究の方法 
(1)	 DNA 操作が容易なプラスミドを用い、
実験に必要な因子を含むプラスミド型発現

ベクターを最初に作製した。このプラスミド

の一部を制限酵素で切り出し、ラムダファー

ジ DNA に挿入し、ファジェミド型の cDNA
発現ベクターを作製した。 
(2)	 ラット脳 cDNA ライブラリーから

cDNA部分をホーミングエンドヌクレアー
ゼで切り出し、cDNA発現ベクターにライ
ゲーションした。ライゲーションした

DNA とパッケージングエクストラクトを
用いてファジェミド型の cDNA 発現ライ
ブラリーを作製した。 
(3)	 DT 細胞を 60mm のコラーゲンコー

トディッシュにつき 5x104個プレーティン

グし、5μgのライブラリーDNAをカルシ
ウムーリン酸共沈法によりトランスフェ

クトした。トランスフェクション後２日目

に、細胞をリプレーティングし、ブラスト

サイジンを含む培地を用いて DNA を取り
込んだ細胞を選択した。選択された細胞の

うち、さらに PBS で接着性の弱い細胞を
洗い落とした後、顕微鏡による細胞の観察

により、リバータントを判別し、クローニ

ングした。 
(4)	 リバータントを 60mm ディッシュに
培養後、ゲノム DNA を抽出し、ゲノム
DNA2〜5μgに対し 1unitのCreリコンビ
ナーゼを働かせ、DNAを環状化後精製し、
大腸菌へのトランスフォーメーションに

用い、大腸菌内にプラスミドを回収した。 
(5)	 DT 細胞を 35mm のコラーゲンコー

トディッシュにつき 3x104個プレーティン

グし、1μgの回収したプラスミドをトラン
スフェクトした。スクリーニングと同様の

観察により、リバータント誘導活性がある

かどうか判定をした。 
	 
４．研究成果	 

(1)	 cDNA 発現クローニング法を用いて
Rasの制御因子を探索するため、ファジェ
ミド型の cDNA 発現ベクターλHK2 を開
発した。このベクターには、cDNAを発現
させるための EF1αプロモーター、cDNA
クローニング部位、培養細胞での選択マー

カーであるブラストサイジン耐性遺伝子、



大腸菌での選択マーカーであるアンピシリ

ン耐性遺伝子、プラスミド部分を環状化する

のに必要な２つの loxP部位を保持している。
このベクターの開発により、以下のライブラ

リーの作製が可能となった。 
(2)	 ラット脳 cDNA ライブラリーより、ホ
ーミングエンドヌクレアーゼにより、cDNA
を切り出し、λHK2に挿入し、２つの cDNA
発現ライブラリーを作製した。平均 cDNAサ
イズはそれぞれ 2.0、4.1kbであり、大部分が
cDNAを含むことより、以下のトランスフェ
クション実験が可能となった。 
(3)	 マウス NIH3T3 細胞由来でがん遺伝子
Ras によりトランスフォームした細胞株 DT
に、カルシウムーリン酸共沈法で、cDNA発
現ライブラリーDNA をトランスフェクトし
た。ブラストサイジンを含む培地で細胞を選

別後、コロニーの形態を顕微鏡で観察するこ

とにより、リバータントを同定し、コロニー

を単離した。一連の実験により 700個以上の
リバータントを単離した。 
(4)	 リバータントから、ゲノム DNAを抽出
し、Cre リコンビナーゼを働かせることによ
り、トランスフェクトした cDNAを含むプラ
スミド部分を環状化し、大腸菌内に回収した。

回収したプラスミドを再び DT細胞にトラン
スフェクトし、リバータント誘導活性がある

かどうか検討した。これまでに約半数のリバ

ータントを用いて実験し、約 80 個のリバー
タント誘導活性があると思われる候補遺伝

子が同定された。 
(5)	 cDNA部分の 5’側の DNA配列を決定し
た後に、ホモロジーサーチにより遺伝子名を

知るとともに、完全長の cDNAでありそうか
という情報を得た。その結果多くの cDNAが
完全長であることが明らかとなった。また、

得られた遺伝子は細胞外に分泌されるタン

パク質、膜上に存在するタンパク質、低分子

量 G タンパク質の制御因子などさまざま
な機能に分類された一方で、遺伝子の中に

は、DNA 配列は知られているものの文献
からあまり解析されていない遺伝子も含

まれていた。実験的に情報を得るために、

得られた遺伝子を過剰発現することによ

り、Rasのシグナル伝達経路上にあるMAP
キナーゼや Akt キナーゼのリン酸化にど
のような影響を与えるか検討を進めたと

ころ抑制的に働くものも含まれていた。ま

た、得られた遺伝子の中から数個の興味深

い遺伝子を選び、N末側あるいは C末側に
Mycタグを付け、細胞のどこに存在するか
検討した。さらに得られた遺伝子の機能を

知るために、イースト Two-hybrid スクリ
ーニングを行い、結合タンパク質の候補の

探索を進めた。	 例えば、リバータント

HK2-2A4 に含まれていた遺伝子は、デー
タベース GeneCards の情報を見ると、核
内に存在しクロマチンの形成の制御に関

わっていると考えられていたが、実際に実

験を進めると、タンパク質はほとんど細胞

質に存在することが明らかとなった。また、

結合タンパク質を調べると MAP キナーゼ
関連キナーゼなどが同定された。 
	 このように、候補遺伝子の中には、これ

まで Ras の介するシグナルとの関係が知
られていないものも含まれており、今後、

さらに機能解析を進めることで、がんを制

御するための創薬のためのヒントを提供

すると考えられる。	 
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