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〈要 約〉

　筆者らは，大腸がんの形成にかかわる遺伝子を同定するために，マウスの生体においてランダムに遺伝子変異をひき起こすことのできるSleeping Beauty挿入変異スクリーニング系を用いて，腸に腫瘍の形成を誘導した．これらの腫瘍から得られたゲノムの塩基配列を決定し挿入変異の部位を特定することにより，大腸がんの形成にかかわる1333個の候補遺伝子を同定し，さらに，がんの悪性化にかかわる遺伝子として6個を絞り込んだ．また，得られた遺伝子のひとつについてがん化能を機能的に評価することにより，新規の大腸がん抑制遺伝子としてZNF292遺伝子を同定した．

はじめに

　大腸がんは世界で第2位の死亡率をしめるがんである．大腸がんは，APC遺伝子の両方のアリルへの変異により腫瘍の形成がはじまり，さらに，KRAS遺伝子，SMAD4遺伝子，TP53遺伝子への変異と，多段階的に遺伝子変異が積み重なることにより悪性化につながることが知られている1)．最近の大腸がんにおけるゲノムの塩基配列決定により，新しい大腸がん遺伝子が同定されたほか，腫瘍の組織は遺伝学的な異質性が高く，ひとつの大腸がんは70個以上もの遺伝子変異を含むことが明らかにされた2-4)．これらの遺伝子変異のうち，高頻度に検出されるのはAPC遺伝子，KRAS遺伝子，TP53遺伝子などにおけるほんのひとにぎりであり，残りの多くは低頻度の遺伝子変異であった．こうした低頻度に変異の生じる遺伝子が，がんの形成に寄与するドライバー遺伝子なのか，がんの形成には寄与しないパッセンジャー遺伝子なのかを区別することは重要である．しかしながら，ゲノムの塩基配列決定のみからそれを明らかにすることはいまだ不可能である．そこで，筆者らは，マウスを用いて大腸がん遺伝子をスクリーニングし，ドライバー遺伝子のカタログを作成することを目的とした．

　筆者らの用いたSleeping Beauty挿入変異スクリーニング系は，DNAトランスポゾンを利用した遺伝学的な手法であり，マウスの生体において挿入変異をゲノムワイドに誘発し腫瘍の形成を誘導することができる5)．これまでの挿入変異導入系を用いた研究においては，変異原性のあるレトロウイルスをマウスに感染させることにより挿入変異をゲノムワイドに誘発してがん遺伝子をスクリーニングしてきたが，形成の誘導されるのは血球系のがんや乳がんが主で，そのほかのがんの形成はほとんど誘導できないという問題があった．近年，トランスポゾンを用いた挿入変異導入系が開発され，マウスの体細胞においてもがんの形成を誘導できるほど効率よく変異を誘発できるまでに改良されてきた．トランスポゾンSleeping Beautyは，もともとは魚類に由来するが，人工的に変異を導入することにより活性をもつようになった．変異を導入することにより永い眠りから覚めてふたたび活性を示したことからSleeping Beauty（眠れる森の美女）と名づけられている6)．このSleeping Beautyを用いた挿入変異導入系のほか，トランスポゾンPiggy Bacを用いた挿入変異導入系も開発されている．これらの挿入変異導入系を用いることにより，肝臓がん，大腸がん，すい臓がんなど，ヒトに頻発するさまざまなタイプの固形がんの形成を誘導することが可能になり，がんの形成にかかわる遺伝子の同定に成功している7-9)．

　Sleeping Beauty挿入変異スクリーニング系は，ゲノムを転移するDNA断片であるトランスポゾンと，その転移を触媒する酵素であるトランスポザーゼから構成される（図1a）．トランスポゾンは遺伝子の上流に挿入された場合にはその過剰な発現を誘導でき，遺伝子の内部に挿入された場合にはその機能を欠損させることができるようにしてある．このように，トランスポゾンの挿入のパターンから，遺伝子が活性化されることによりがん化に寄与しているのか，あるいは，遺伝子の機能を欠損することによりがん化に寄与しているのかが推定できる（図1b）．さらに，ドライバー遺伝子に変異が導入された場合には変異が選択的に保持されるため，その遺伝子変異が増幅されるが，パッセンジャー遺伝子にトランスポゾンが挿入された場合にはまた別の部位に転移するため，ドライバー遺伝子を効率よくスクリーニングすることが可能である．

1．マウスの生体におけるSleeping Beauty挿入変異スクリーニング

　マウスの腸上皮に特異的にトランスポゾンを導入して遺伝子変異を誘発した．腫瘍の形成の効率を上げるため，ヒトの大腸がんにおいて高頻度に変異が検出されるApc遺伝子，Kras遺伝子，Smad4遺伝子，p53遺伝子にそれぞれあらかじめ変異を導入したマウスのグループを用意した．おのおののグループにおいて，トランスポゾンを導入した場合には導入しない場合と比べ寿命が短くなり腫瘍の数が増加したことから，トランスポゾンによる挿入変異が腫瘍の形成を促進したことが確認された．

　これらのマウス152匹から666個の腫瘍が得られた．腫瘍からゲノムDNAを抽出し，次世代シークエンサーを用いて塩基配列を決定することによりトランスポゾンの挿入部位を同定した．これをマウスのゲノムにマッピングし，統計学的な手法を用いて1383個の共通する挿入部位を同定した．そのうち，1333個が遺伝子の近傍にマッピングされた．これらの遺伝子をヒトの大腸がん遺伝子のデータベースと比較したところ，有意に重複がみられたことから，大腸がん遺伝子が効率的に同定されたことが示された．

2．高頻度に遺伝子変異の生じていたシグナル伝達経路

　同定された1333個の遺伝子のうち，もっとも高頻度に変異が生じていたのは，ヒトの大腸がんにおいても変異が多く検出されるWnt経路およびTGFβ経路においてであった．たとえば，Wnt経路に注目すると，あらかじめ異なる遺伝子変異をもつ4つのグループにおいて，Wnt経路において変異の生じた腫瘍の割合は100％に近かった．しかし，変異の生じた遺伝子はそれぞれのグループにおいて異なっていた．Apc遺伝子，Kras遺伝子，p53遺伝子にあらかじめ変異をもつグループでは80％以上の腫瘍においてApc遺伝子に機能欠失型の変異が生じていた．APC遺伝子はヒトの大腸がんにおいても80％以上に変異が生じており，大腸においてもっとも重要な腫瘍抑制遺伝子であり，APCの機能が欠失することによりWnt経路の活性化がひき起こされることが知られている．一方，あらかじめSmad4遺伝子に変異をもつグループではRspo1遺伝子およびRspo2遺伝子の過剰な発現が生じていた．Rspo1およびRspo2はWnt経路のアゴニストであり，その過剰な発現はWnt経路を活性化することが知られている．なぜ，Smad4遺伝子の変異とRspo1遺伝子およびRspo2遺伝子の過剰発現とが腫瘍の形成の過程において協調作用を示すのかは不明であったが，ヒトの大腸がんにおいても，APC遺伝子には変異がないがRSPO遺伝子の過剰発現のある腫瘍において，SMAD4遺伝子の欠失あるいは発現の抑制がみられる場合がある．このように，がん化の過程の早い段階において獲得された遺伝子変異が，のちの遺伝子変異の蓄積のしかたに影響しており，悪性化に進むシグナル伝達経路や遺伝子変異の組合せはひとつではなく何通りかあることが示された．

3．悪性度の高いがんにおいて高頻度に生じる遺伝子変異の同定

　大腸がんの悪性化にかかわる遺伝子をスクリーニングするため，悪性度の低い腫瘍と高い腫瘍とを病理学的に分類し，悪性度の高い腫瘍において高頻度に変異の生じている遺伝子をスクリーニングした．その結果，あらかじめKras遺伝子に変異をもつグループにおいては，ErbB経路の負の制御タンパク質をコードするLrig1遺伝子やWnt経路の負の制御タンパク質をコードするAxin1遺伝子などが同定された．Lrig1ノックアウトマウスは腸に浸潤性の腫瘍を形成する．これらの遺伝子は機能欠失型の変異を生じていたことから，腫瘍抑制遺伝子としてがんの悪性化にかかわっていることが示された．また，あらかじめp53遺伝子に変異をもつグループにおいては，19個の遺伝子に高頻度に変異が生じていた．これらの遺伝子はすべて腫瘍抑制遺伝子としてがんの悪性化にかかわっていることが示された．これらの遺伝子をさらに機能的に評価するため，大腸がん細胞株においてsiRNAを用いてノックダウンしてマトリゲルにおける浸潤度を評価したところ，6個の遺伝子はノックダウンにより有意な浸潤能の促進を示した．これらの遺伝子には，最近，大腸がんにおいて高頻度に変異の生じていることが報告されたRnf43遺伝子も含まれていた．これらの遺伝子は，がんの悪性化の過程において，とくに，がん細胞が浸潤していく過程に機能している可能性が考えられた．

4．新規の大腸がん遺伝子の同定

　4つのグループから共通して同定された遺伝子は，がん化におけるどのシグナル伝達経路においても重要な遺伝子だと考えられた．共通して同定された111個の遺伝子のうち，ヒトの大腸がんにおいても変異が検出されているが，がん化における機能は未知であったZfp292遺伝子を選び，過去に報告のあるがん化能を評価する実験系10) を用いて評価した．このZfp292遺伝子は肝がん遺伝子のSleeping Beauty挿入変異スクリーニングにおいても同定されており，さまざま臓器における腫瘍抑制遺伝子である可能性が考えられた．Zfp292遺伝子は機能欠失型の変異を生じていたことから腫瘍抑制遺伝子であることが示唆されたため，マウスに移植してもがん化しない細胞株にZfp292遺伝子に対するshRNAを導入し，この細胞をマウスに移植したところ細胞はがん化能を獲得し腫瘍を形成した．この結果から，Zfp292遺伝子は腫瘍抑制遺伝子であることが証明された．

おわりに

　Sleeping Beauty挿入変異スクリーニングは肝臓や膵臓を含むさまざまな組織において行われており，現在，これらのスクリーニングにより同定されたがん遺伝子のデータベースが構築中のようである．これらのデータベースは，ヒトのがんにおけるゲノムの塩基配列決定から同定された遺伝子変異のデータベースと比べあわせ，ヒトとマウスとに保存されたがん遺伝子を同定する比較ゲノム学の手法を用いることにより，どの遺伝子がドライバー遺伝子なのかを決める有用なデータセットになるだろう．

　今回の研究において，Sleeping Beauty挿入変異スクリーニング系はがん遺伝子の同定に用いることができるのみならず，遺伝子変異がどのように積み重なりがんの悪性化へと進んでいくかを理解するためにも有用であることが示された．今後は，今回のスクリーニングにより同定された多くの新規の遺伝子に対してひとつひとつ実験的にがん化能を評価することにより，大腸がんにおけるドライバー遺伝子のカタログを作成していきたい．
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〈図説明〉

図1　Sleeping Beauty挿入変異スクリーニング系
（a）ゲノムを転移するDNA断片であるトランスポゾンと，その転移を触媒する酵素であるトランスポザーゼ（SBase）から構成される．トランスポザーゼは上流にlox配列-終止コドン-lox配列をもつかたちでROSA26遺伝子座にノックインされており，その発現をコンディショナルに制御できる．トランスポゾンは遺伝子発現を誘導するMSCVプロモーターおよびスプライスドナー（SD），また，遺伝子発現を阻害するスプライスアクセプター（SA）およびポリA配列（pA）をもち，数百コピーが導入されている．トランスポザーゼはトランスポゾンの両端にあるくり返し配列を認識してその転移を触媒する．

（b）トランスポゾンが遺伝子の上流に挿入された場合には遺伝子の過剰な発現を誘導し，遺伝子の内部に挿入された場合には遺伝子の機能を欠損させる．
