
 -29- 

 

平成 26 年度 厚生労働科学研究費補助金（食品の安心・安全確保推進研究事業） 

分担研究報告書 

 

研究課題名：食品添加物等における遺伝毒性評価のための戦略構築に関する研究 

 

分担研究課題名：食品添加物における遺伝毒性発がん物質の評価法に関する研究 

 

 

分担研究者： 續 輝久 九州大学大学院医学研究院基礎医学部門 

生体制御学講座 基礎放射線医学（分子遺伝学）分野 教授 

 

 

研究要旨 

食品添加物等の遺伝毒性に対する閾値形成機構について検討するために、低用量臭素

酸カリウムを経口投与して発がん実験を行い、Mutyh 遺伝子欠損マウスへ臭素酸カリウ

ムを投与する発がん・突然変異誘発の実験系は、遺伝毒性に対する閾値形成機構につい

て検討する上で、有用な評価系であることが示された。昨年度に引き続き、Mutyh 遺伝

子が欠損した個体でも酸化剤の発がん性に関して「閾値」が存在することを示唆する結

果を得た。さらに「閾値」周辺の低用量臭素酸カリウムによる誘発突然変異の解析を行

った結果、酸化剤の突然変異誘発に関しても「閾値」が存在することを示唆する結果を

得た。 

キーワード: 臭素酸カリウム、Mutyh 遺伝子、rpsL トランスジェニックマウス 

 

Ａ．研究目的 

遺伝毒性物質の作用には一般に閾値がないと

されており、どのように微量であってもヒトに対

してリスクを示すと考えられている。このため遺

伝毒性を示す発がん物質には ADI （Acceptable 

Daily Intake）が設定されず、食品添加物等に発

がん性が認められた場合、その発生機序に遺伝毒

性が関与するかは、行政上重要な問題になってい

る。だが、ヒトにはさまざまな生体防御機能（DNA

修復、解毒代謝、損傷乗り越え DNA 合成、アポ

トーシスなど）が備わっており、ある限度（閾値）

以下の作用は、事実上無毒化される可能性が考え

られる。 

生命にとって必須の酸素は、エネルギー産生系

で利用される際に活性酸素種の生成を伴い、遺伝

情報を司る DNA、RNA 並びにそれらの前駆体を

酸化する。これら内在性の酸素ストレスに加え、

環境中の放射線や遺伝毒性を示すある種の化学

物質、さらには感染に伴う炎症によっても活性酸

素種が生じている。活性酸素種は生体高分子を酸

化し、発がんや老化を引き起こす。様々な酸化的

損傷の中で、核酸のグアニン塩基の酸化体 8-オキ

ソグアニン（8-oxoG）は遺伝情報保持及び伝達に

異常を引き起こす点で最も重要である。8-oxoG

はシトシンと同程度にアデニンとも対合できる

ので、DNA中の8-oxoGは突然変異の原因となる。

8-oxoG による突然変異生成に対処するために生

物は種々の酵素系を持っている。ヒトでは、OGG1

が DNA 中の 8-oxoG を取り除き、MUTYH が

8-oxoG に対して取り込まれたアデニンを除去す

る。また MTH1 はヌクレオチドプール中に生じ

た 8-oxo-dGTP を分解し、DNA 複製の際に
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8-oxoG が DNA へ取り込まれるのを防いでいる。

我々はこれらの酵素の遺伝子を欠損したマウス

を樹立し、これらのマウスでは自然発がんが上昇

していることを示し、酸化 DNA 損傷が自然発が

んの要因であることを明らかにしてきた。さらに

Mutyh 遺伝子欠損マウスに酸化剤である臭素酸

カリウムの 0.2%溶液を経口投与すると、野生型

マウスと比較すると突然変異および発がん頻度

が劇的に上昇することを見出し、Mutyh 遺伝子が

酸化による遺伝毒性に対する閾値形成に関与し

ている可能性を指摘した。一方、低用量（0.05%）

臭素酸カリウムを経口投与した場合には発がん

頻度の有意な上昇は認められず、Mutyh 遺伝子が

欠損した個体でも遺伝毒性に対する閾値が形成

されている可能性を見出した。 

本年度は、この実験系を用いて遺伝毒性に対す

る閾値形成機構についてさらに検討するために、

比較的低用量域（0.05-0.15%）の臭素酸カリウム

を経口投与して発がん実験を行うと共に、rpsL-

トランスジェニック（Tg）マウスを用いて突然変

異解析を実施した。 

 

Ｂ．研究方法 

1) Mutyh 遺伝子欠損マウスの飼養 

 C57BL6/J の遺伝的背景を持つ Mutyh 遺伝子

欠損マウスのへテロ接合体同士の掛け合わせに

より Mutyh 遺伝子欠損マウスと対照群の野生型

マウスを得た。また、rpsL-Tg マウスとの交配を

行い、Mutyh 遺伝子欠損／rpsL-Tg マウスと対照

群の野生型／rpsL-Tg マウスを得た。マウスの飼

養については、九州大学遺伝子組換え実験安全管

理規則並びに動物実験規則に従って実施した。 

 

2) 臭素酸カリウム溶液の投与 

 臭素酸カリウム（Sigma-Aldrich）を純水に溶

解し、0.05〜0.15%溶液を調製後に濾過滅菌し、

マウスの飲料水とした。投与法としては、発がん

解析には１６週間、突然変異の解析には４週間自

由飲水で行い、消費量については週一回モニター

した。 

 

3)  発がん実験 

６週齢の野生型および Mutyh 遺伝子欠損マウス

に臭素酸カリウムを１６週間投与した後、安楽死

させたマウスから腸管を摘出して 4%パラフォル

ムアルデヒドを用いて固定した。その後、固定液

を 70%エタノールに置換えて、腸粘膜を実体顕微

鏡下で観察し、腫瘍の形成を確認した。 

 

4)  突然変異解析 

４週齢の rpsL-Tg を持つ野生型および Mutyh 遺

伝子欠損マウスに臭素酸カリウムを４週間投与

後、通常の飲み水に切り替えてさらに２週間飼養

した後、安楽死させたマウスから摘出した腸管か

ら DNA を抽出し、rpsL 遺伝子突然変異解析法に

従い、誘発突然変異の解析を行った。 

 

5)  統計的手法 

すべての測定値について平均値と標準偏差を求

めた。 

 

Ｃ．研究結果 

１）臭素酸カリウム誘発消化管発がん 

 これまでの Mutyh 遺伝子欠損マウスを用いた

0.2%臭素酸カリウム溶液を１６週間連続飲水投

与した誘発消化管発がん実験では、Mutyh 遺伝子

遺伝子欠損マウスの十二指腸・空腸で多数の上皮

性腫瘍の発生を認めた。一方、低用量の 0.05%臭

素酸カリウムを経口投与して発がん実験を行っ

た結果、0.05%臭素酸カリウムの投与では Mutyh

遺伝子欠損マウスの十二指腸・空腸には上皮性腫

瘍を発生させなかった。 

昨年度に引き続き、遺伝毒性に対する閾値形成

について詳細に検討するため、マウスを追加して

0.05〜0.15%臭素酸カリウムを経口投与して発が

ん実験を行った。これまでと同様に、0.10〜0.20%

臭素酸カリウム溶液の用量では、Mutyh 遺伝子遺

伝子欠損マウスの十二指腸・空腸でそれぞれ、用

量依存的に上皮性腫瘍の発生を認めが、0.05%投

与群では発がんは認められなかった。 
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2）臭素酸カリウム誘発突然変異 

 上述のように Mutyh 遺伝子が欠損した個体で

も酸化剤臭素酸カリウムによる発がん性に関し

て「閾値」が存在することを示唆する結果を得た。

この実験系における遺伝毒性に対する閾値形成

機構についてさらに検討するために、「閾値」周

辺の低用量臭素酸カリウムによる誘発突然変異

の解析を行った。0.10%および 0.15%投与群を用

いた突然変異解析の結果では、野生型マウスに比

べて Mutyh 遺伝子欠損マウスでは全体の突然変

異頻度がそれぞれ約 1.5 倍および 1.8 倍上昇して

いた。一方、0.05%投与群の Mutyh 遺伝子欠損マ

ウスの突然変異は、野生型マウスの突然変異頻度

とほぼ同程度（0.94 倍）であった。8-oxoG に起

因すると考えられる G:C→T:A 型の変異頻度を

Mutyh 遺伝子欠損マウスと野生型マウスで比較

すると、0.10%投与群では約 5.2 倍、0.15%投与

群では約 9.1 倍上昇していたが、0.05%投与群で

は非投与群における比率（約 3.3 倍）と同程度の

約 3.7 倍しか上昇していなかった（図１）。 

 

図１ 野生型および Mutyh 遺伝子欠損マウスの

小腸における KBrO3 誘発突然変異のスペクトル

別の比 

Ｄ．考 察 

 遺伝毒性物質の作用には閾値がないとされる

ため、遺伝毒性に基づく発がん作用が検出された

場合には、食品添加物等には ADI が設定されない。

しかし、遺伝毒性発がん物質であっても「事実上

の閾値」（それ以下では有意な発がん頻度の上昇

が見られない用量）のあることが示唆されている

（Carcinogenesis, 26, 1835-1845, 2005）。ヒトに

はさまざまな生体防御機構（DNA 修復、解毒代

謝、誤りのない損傷乗り越え DNA 合成、アポト

ーシス等）が存在し、これらが遺伝毒性発がん物

質の作用を抑制し「事実上の閾値」を形成する可

能性が考えられる。本研究では、酸化 DNA 損傷

に起因する突然変異を抑制する Mutyh 遺伝子を

欠損したマウスを用い、パンの製造過程でも使用

され酸化ストレスを負荷することが知られてい

る食品添加物の臭素酸カリウムを投与する実験

を行い、DNA 修復が遺伝毒性に関する「事実上

の閾値」形成に貢献する可能性について検討する

ための試験系の樹立をめざした。 

 Mutyh 遺伝子欠損マウスを用いた臭素酸カリ

ウム溶液投与による誘発消化管発がん実験の結

果、0.1%〜0.2%臭素酸カリウムを投与された

Mutyh 遺伝子欠損マウス群では 1 個体当たりの

小腸発がんの発生数は投与された臭素酸カリウ

ムの濃度に相関して増加したが、0.05%臭素酸カ

リウム投与群の Mutyh 遺伝子欠損マウスでは追

加実験分も含めて全く腫瘍の発生が認められな

かった。これらの結果は、臭素酸カリウムによる

消化管発がんには閾値が存在し、その形成に

Mutyh 遺伝子が関与していることを示している。

また、Mutyh 遺伝子が欠損した個体においても臭

素酸カリウムの発がん性に関して「閾値」が存在

することを示している。 

 臭素酸カリウムによる誘発突然変異解析の結

果、Mutyh 遺伝子欠損マウスでは酸化 DNA 損傷

に起因する G:C→T:A 型の変異頻度が野生型マウ

スと比較して、非投与群では 3.3 倍、0.05%では

3.7倍、0.10%では 5.2倍、0.15%では 9.1倍、0.20%

では 11.8 倍上昇する。この G:C→T:A 型変異の誘

発頻度の上昇は、臭素酸カリウムによる小腸発が

ん頻度の上昇と良く一致していることから、臭素

酸カリウムによる消化管発がんにみられる閾値

の形成には、酸化 DNA 損傷に起因する突然変異

の発生を効率良く抑制する Mutyh 遺伝子がコー

ドするアデニン DNA グリコシラーゼの機能が関

与していることを示唆している。 
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 酸化ストレスによって自然発がんが生じるこ

とは既に複数の DNA 修復系の遺伝子改変マウス

を用いて明らかになっている。Mutyh 遺伝子欠損

マウスはヒトの遺伝性大腸がん（MAP: 

MUTYH-associated polyposis）の疾患モデルで

あり、消化管における自然発がんの発生頻度が野

生型マウスに比して有意に上昇している。このよ

うに Mutyh 遺伝子の欠損という酸化ストレス誘

発発がんに最も感受性が高いマウス個体を用い

て発がん感受性や遺伝毒性に関する研究を行う

ことで、遺伝毒性に対する Mutyh 遺伝子産物以

外の多重の防御機構の寄与を明らかにすること

が可能となる。すなわち、食品添加物として使用

されている化学物質臭素酸カリウムの低用量に

起因する酸化ストレスによる消化管発がんを、他

の修復系や DNA 損傷応答系等でどの程度まで抑

制できるのかを明らかにできると考えられる。今

回の低用量（0.05%）臭素酸カリウム投与群にお

ける発がん性および突然変異誘発に関する研究

成果は、このことを強く示唆している。 

 

Ｅ．結 論 

Mutyh 遺伝子マウスへ臭素酸カリウムを投与

する発がん実験系は、遺伝毒性に対する閾値形成

機構について検討する上で有用な試験系である

と考えられる。また、Mutyh 遺伝子産物は酸化剤

の遺伝毒性に関する「事実上の閾値」形成に貢献

していると示唆される。 
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