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研究要旨 

遺伝毒性試験は発がん性物質のスクリーニング試験であると同時に、その遺伝毒性メカ

ニズムが、発がん性リスク評価の上で重要な情報となる。本研究では、OECDが提唱する

「化学物質と生体の相互作用から個体での毒性発現までのメカニズムを関連づけて説明

する手法（AOP）」を取り入れた新たな遺伝毒性評価ストラテジーと、階層からなる追跡

型試験系を開発し、遺伝毒性発がんリスク評価法の精緻化を目指す。主な研究のテーマは、

発がん AOPの分子初期事象である「化学物質→DNA付加体→突然変異」のプロセスから、

（A）「化学物質→DNA付加体」と、（B）「DNA付加体→突然変異」を分離し、独立に定

性、定量的に解析する試験系を構築すること。（C）発がん AOPからはずれるエピ遺伝毒

性物質の検出系の開発である。 

（A）化学物質→DNA付加体に関する研究：①職業性胆管がんの原因物質であることが

示唆されている 1,2-ジクロロプロパン（DCP）をバクテリアに気相曝露し、DNA 付加体

の網羅的解析手法を用いて、DCP に由来する付加体の探索を行ったところ、Name22 の

DNA付加体が DCP曝露に特徴的なものとしてスクリーニングされた。②PhIPのデオキ

シグアノシン(dG)-C8付加体を得るため、簡便な方法の構築を行った。原料となるｄG修

飾体はシリル保護をすることにより dGを効率的に臭素化できる新たな方法を見出した。

③高い発がん性を有する 2-アミノアセチルフルオレン付加体（dG-C8-AAF）と、MeIQx

の付加体（dG-C8-MeIQx）の合成を試み、MeIQxの塩基への導入に成功した。 

（B）DNA付加体→突然変異に関する研究：バルキー付加体を TATAM法で解析するこ

とを目的として、シクロブタンピリミジンダイマー（CPD）をバルキー付加体のモデルと

して選択し、その突然変異誘発頻度とスペクトラムを調べた。その結果、CPD のベクタ

ーをゲノム導入すると、CPD 部位でタンデムな塩基欠失が主に起きた。よって、バルキ

ーDNA付加体も TATAM系に適用できることが分かった。 

（C）エピ遺伝毒性物質の検出と評価に関する研究：エピ変異原の１つ DNA メチル化

阻害剤に焦点をあて、酵母を用いて同阻害剤の検出系の開発を試みた。その結果、育種し

たヒト DNAメチルトランスフェラーゼ遺伝子群を形質転換した酵母（ヒト DNMT酵母）

が示す凝集が、DNA メチル化阻害剤に応答することが明らかとなった。本結果は、エピ

変異原の短期スクリーニングに、ヒト DNMT酵母が利用可能であることを示唆している。 
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Ａ．研究目的 

 食品の安全性に対して、多くの国民が関心を寄

せている今日、食品添加物や残留農薬等の食品中

に含まれる微量の化学物質の安全性が問題とな

っている。多くの化学物質の毒性は、健康リスク

を評価する場合、理論的、実証的研究から、これ

以下であれば健康影響が見られないレベル、すな

わち閾値がある用量反応モデルが用いられてき

た。これにより一日摂取許容量(Acceptable Daily 

Intake; ADI)を定めることができる。しかしなが

ら、その化学物質の発がん性が問題となり、さら

に遺伝毒性が認められるとやっかいである。他の

毒性と異なり遺伝毒性には閾値がないとされて

いるため、摂取量をゼロにしない限り、健康リス

クもゼロのならないとの論理から ADI を設定す

ることができない。ここに遺伝毒性発がん物質の

リスク管理の問題点がある。同様の問題は、福島

第一原発事故からの低レベル放射線の発がんリ

スクの議論においても焦点となっている。我々は

日常的に、食物を通して多くの発がん物質を摂取

しており、また、太陽からの紫外線、自然環境か

らの放射線も先史からの発がん因子である。さら

に、現代社会で生活する限り、工業製品等からの

微量の発がん可能性物質の暴露を避けることは

できない。現在必要なのは、食品中に含まれる化

学物質の危険性とそのリスクを国民に対して合

理的、且つ高い透明性もって、説明可能な評価方

法と管理方法を確立することである。このための

重要な研究は、リスクをもたらすハザードのメカ

ニズムの解明と、定量化であると考える(Hazard 

Characterization)。 

 遺伝毒性試験は発がん性物質のスクリーニン

グ試験であると同時に、発がん性が認められた場

合には、その遺伝毒性メカニズムが安全性評価の

上で重要な情報となる。また、遺伝毒性発がん物

質のリスク評価おいても、近年では、ある一定レ

ベル以下のリスクであれば許容されるという考

えが浸透しつつあるが、この場合でも、適切な遺

伝毒性メカニズムと、定量評価による透明性の高

い説明が求められている。これまでの一般的な遺

伝毒性試験としてはエームス試験（バクテリア；

遺伝子変異）、染色体異常試験（哺乳類；染色体

構造異常）、小核試験（げっ歯類動物；染色体構

造および数的異常）が利用されてきた。これらの

組み合わせ試験は、異なる生物種、複数のエンド

ポイントを用いることにより、様々なタイプの遺

伝毒性物質を広範に検出するためにデザインさ

れたものである。しかしながら、この結果から発

がんに関連する遺伝毒性メカニズムの情報は得

ることは困難であり、また、試験結果自体も発が

ん性との相関性が低い。本研究では、これまでの

既成概念を破り、最新の情報と分子生物学的技術

に基づく評価系を構築し、遺伝毒性発がんリスク

評価法の精緻化を目指す。 

OECDでは化学物質と生体（組織）の相互作用

から個体での毒性発現を関連づけて説明する手

法（AOP）と、それに基づく統合的試験法と評価

方法（IATA）を提唱し、化学物質の安全性評価の

合理化と、実験動物削減を目指している。本研究

では、発がん AOP の分子初期事象（MIE）であ

る「化学物質→DNA 付加体→突然変異」に注目

し、この MIE プロセスを追跡し、定性、定量的

に解析する試験系を構築し、メカニズムと定量性

に基づいた新たな遺伝毒性 IATAを開発すること

を目的とする。本研究では、1．DNA付加体検出、

2．付加体合成、3．遺伝子ターゲットによるゲノ
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ム中への付加体の導入、が技術の核心である。特

に、3 の技術に関しては、わずか 1 分子の DNA

付加体をゲノム中に導入し、その結果生じる突然

変異の定性・定量的に解析することができる。1

分子の DNA 損傷は究極的な低用量モデルであり、

本試験系で DNA 付加体が突然変異をもたらさな

ければ、その DNA 付加体（損傷）は閾値を持つ

か、閾値が無くとも突然変異を引き起こさないこ

とを理論的に証明したことになる。 

また、本研究班では DNA 付加体形成が認めら

れず、発がん AOP のスキームに載らない非遺伝

毒性発がん物質の評価法にも取り組んでいる。こ

れら化学物質は DNA の一次構造に変化を与えず、

がんや他の疾患を引き起こすエピ遺伝毒性物質

と考えられる。エピ遺伝毒性物質に反応する新た

なトランスジェニック生物を作成し、エピ遺伝毒

性物質の評価系の開発も行った。 

本研究班は上記の目的を達成するため、５名の

分担研究者が以下の研究に本年度取り組んだ。 

１）DNA 付加体の遺伝子変異誘発に関する基礎

的研究（安井）： 

1 分子の DNA 付加体をゲノム中に導入し、そ

の運命を定性・定量的に解析できる TATAM法の

開発に成功した。これまでに、数種類の酸化的

DNA 損傷（8-オキソ-7,8-ジヒドロ-2’-デオキシ

グアノシン付加体など）について、ATAM実験法

によってゲノム導入し、それらの遺伝子変異誘発

機構を調べることができた。しかしながら、酸化

的 DNA損傷の分子サイズは、小さいものが多く、

ヘテロサイクリックアミン類の DNA 損傷のよう

にサイズの大きい、いわゆるバルキーDNA 付加

体についてはまだ調べていない。本年度は、その

バルキー付加体として、すぐに市販で購入可能な

シクロブタンピリミジンダイマー（CPD）を１つ

含んだターゲティングベクターを構築すること

から始め、それを TATAM系でゲノムの特定部位

に導入し、その CPD が引き起こす突然変異誘発

頻度とスペクトラムを解析した。 

２）エピ遺伝毒性物質の評価系の開発（杉山）： 

発がんメカニズムとして、近年エピジェネティ

ックな変異（エピ変異）の関与が示唆されている。

しかし、エピ変異原の短期スクリーニング試験法

は、現時点では確立されてはいない。エピジェネ

ティックな制御機構を担う DNA メチル化酵素

（DNAメチルトランスフェラーゼ; DNMT）は、

哺乳類細胞のゲノム上のシトシンを新規にメチ

ル化する酵素である DNMT3Aおよび 3Bと、複

製により生ずる片鎖がメチル化されたヘミメチ

ル化 5′-CpG-3′配列（CpG）をメチル化する

DNMT1の計 3種類の酵素が同定されている。一

方、出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）では

DNMT 遺伝子は同定されておらず、ゲノムのメ

チレーションレベルも低いとされる。そこで本研

究では、DNA メチル化阻害剤検出系を構築する

ことを目的に、ヒト DNMT 遺伝子形質転換酵母

を作出し、DNMT 阻害剤に対する応答性を検討

した。 

３）DNA アダクトの定性・定量評価とアダクト

のカタログ化に関する研究（戸塚）： 

ジクロロメタンやジクロロエタン等のハロゲ

ン系炭化水素は主に工業溶剤として幅広く使用

されている。また、ジクロロメタンおよび 1,2-ジ

クロロプロパン(DCP)は、最近、職業性胆管がん

の原因物質であることが示唆されているが、これ

らハロゲン系炭化水素と印刷業従事者で多発す

るヒト胆道がんとの関係は未だ良くわかってい

ない。これらハロゲン系炭化水素の発がんメカニ

ズムの解明や曝露の指標として有用な、ハロゲン

系炭化水素由来の DNA 付加体の解析を目的とし

て、質量分析器機を用いた DNA 付加体の網羅解

析法（DNA アダクトーム法）を用いて検討を行

った。 

４）DNA アダクトの合成と、ターゲットベクタ

ーへの導入に関する研究（高村）： 

ヒトが暴露する可能性のある変異・発がん性物

質は様々である。焼肉などの加熱食品中に含まれ

るがん原性ヘテロサイクリックアミンの一つで

ある 2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b] 

pyridine (PhIP)は、Ames試験などバクテリアを

用いる変異原性試験では、比較的低い変異原性を
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示すが、ラットに対し大腸がんや乳がんを誘発す

ることが知られている。また APC 遺伝子に変異

を誘発することが明らかとなっている。PhIP の

突然変異誘発能を TATAM試験系で解析し、その

変異原性を明らかにする目的で、PhIP 修飾オリ

ゴヌクレオチドの合成を試みた。 

５）重要な DNAアダクトの合成に関する研究（正

田）： 

生物は常に多種多様な化学物質にさらされて

おり、それら化学物質が生体分子と結合すること

で、その生体分子の正常な機能は破壊される。

DNA アダクトの生成機構をはじめ、その除去機

構、除去後の修復機構などの詳細を明らかにする

ことは極めて重要である。安井らが開発した

TATAM法は、DNA損傷と発がん性を定量的に解

析できる手法である。そこで本研究では、TATAM

法に必要な DNA アダクト含有オリゴ DNA を供

給するために、その DAN アダクトおよびそのホ

スホロアミダイト体の合成を行うこととした。本

年度はアミノフルオレン付加体（dG-C8-AAF）お

よび MeIQx 付加体（dG-C8-MeIQx）を選択し、

それぞれの合成中間体についての反応条件検討

を行った。 

 

Ｂ．研究方法 

１）DNA 付加体の遺伝子変異誘発に関する基礎

的研究（安井）： 

コントロールのターゲティングベクターpvIT、

および CPD を含むターゲティングベクター

pcITCPDを、それぞれ pCBASceベクターと共に

TSCER122 細胞にコトランスフェクションした。

培養フラスコで 3 日間培養した後（37℃, 5 % 

CO2）、その細胞を 1～5 x 103 cells/mLに調整し、

HAT 試薬の存在下、96 穴マイクロプレートでさ

らに２週間培養した。その後、TK 復帰細胞のク

ローンを回収し、各クローンのゲノム DNA から

CPD部位だった周辺のシーケンスを行い、その突

然変異誘発スペクトルおよび頻度を決定した。解

析する対象 DNA 配列は、付加体を導入した部位

とその前後 4塩基であり、塩基の変異や欠失など

を検出した。 

２）エピ遺伝毒性物質の評価系の開発（杉山）： 

出芽酵母 S. cerevisiae YPH250株に de novo 

DNMT である 3A（DNMT3A）もしくは 3B

（DNMT3B）の cDNA を導入した発現プラスミ

ドを各々構築し、DNMT1 と各 de novo DNMT

遺 伝 子 発 現 プ ラ ス ミ ド を 、 出 芽 酵 母 に

co-transformationし形質転換体（ヒト DNMT酵

母）2 株を得た。ウエスタンブロットにより各

DNMT の発現を確認した後、増殖特性および

DNMT阻害剤 5-アザ-2'-デオキシシチジン（5AZ）

に対する両形質転換体が示す表現型を検討した。

また、同定した表現型に関与する可能性のある遺

伝子の転写レベルを(RT)-PCR 解析により検証し

た。 

３）DNA アダクトの定性・定量評価とアダクト

のカタログ化に関する研究（戸塚）： 

Ames 試験に用いるネズミチフス菌株である、

TA100に 1,2-DCP(6000ppm, 15000ppm)を４時

間気層曝露した後にバクテリアを回収し、ゲノム

DNAの抽出を行った。DNAを各種ヌクレアーゼ

によりモノヌクレオシドに分解し、生成する

DNA 付加体を質量分析機器 (AB SCIEX, 

Triple-TOF TT6600)を用いて網羅的に解析した。

得られたデータを主成分 (PCA)解析により解析

し、1,2-DCP曝露に相関する付加体の抽出を実施

した。 

４）DNA アダクトの合成と、ターゲットベクタ

ーへの導入に関する研究（高村）： 

PhIP の部位特異的修飾オリゴヌクレオチドを

合成する目的で、まず、対象となる PhIP付加体

について検討した。PhIP の付加体については、

２種類の存在が知られているが、その化学構造が

明らかになっているのは一般的なデオキシグア

ノシン(dG)の８位の修飾体（dG-C8付加体）のみ

である。そこで、PhIPの dG-C8の付加体を有す

るオリゴヌクレオチドの合成を試みた。 

５）重要な DNAアダクトの合成に関する研究（正

田）： 

TATAM 法に必要な DNA アダクト含有オリゴ
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DNAを供給するために、その DANアダクトおよ

びそのホスホロアミダイト体の合成を行うこと

とした。本年度はアミノフルオレン付加体

（ dG-C8-AAF ） お よ び MeIQx 付 加 体

（dG-C8-MeIQx）を選択し、それぞれの合成中

間体についての反応条件検討を行った。試薬は和

光純薬、東京化成、関東化学から購入し、特に精

製せずにそのまま用いた。化合物の精製には中圧

分取液体クロマトグラフ（EPCLC-W-Prep, 山

善）を用いた。  

 

（倫理面への配慮） 

本研究は多くは文献調査、バクテリア、酵母、哺

乳類培養細胞による in vitro試験に基づくものであ

り、倫理上の問題はない。 

 

Ｃ．研究結果 

１）DNA 付加体の遺伝子変異誘発に関する基礎

的研究（安井）： 

バルキーDNA 付加体のモデル物質として、

CPD付加体を TATAM実験系に供し、CPDによ

って引き起こされる突然変異誘発頻度とスペク

トラムを調べた。合計 204復帰クローンが、CPD

を含むターゲティングベクターとの相同組み替

えによって、CPDがゲノムに導入された。そのう

ち約 92%（187クローン）が、もとの DNA配列

に修復され、残りの 17 クローンから塩基変異が

観察された。最も優位に検出された塩基変異は、

CPD部位にタンデムの塩基欠失（5’- TTAAΔΔ

CTCC）が 11クローン検出（5.4%, 11/204）され

た。残りの 6クローンは、それぞれ異なる変異ス

ペクトラムを示した。一方、CPDを含まないコン

トロールベクターをゲノム導入した時は、その

DNA 配列（5’- TTAATTCTCC）で塩基変異が

起きないことを確認した。 

２）エピ遺伝毒性物質の評価系の開発（杉山）： 

育種したヒト DNMT 酵母における各 DNMT

の発現をWestern blotにより解析した。発現誘導

にはガラクトース誘導性の GAL1 プロモーター

を用いていることから、ガラクトース培地（SG

培地）での発現プロファイルを解析したところ、

両ヒトDNMT酵母において、24時間で各DNMT

の発現が確認された。ヒト DNMT 酵母の増殖特

性について、通常の酵母の培養に使用されるグル

コースを炭素源としたグルコース培地（SD培地）

も含め検討したところ、SG および SD 両培地に

おいてベクターコントロール株と比較しヒト

DNMT 酵母の増殖速度の低下が観察された。た

だし、DNMT阻害剤である 5AZ（100 µM）では、

認められた増殖抑制は解除されなかった。一方、

ヒト DNMT 酵母は SD 培地において凝集性を示

すこと、また本表現型は DNMT阻害剤 5AZ（100 

µM）により有意に抑制され、200 µMの 5AZ存

在下では凝集性は完全に消失することを見出し

た。さらに、出芽酵母の凝集性に関与する FLO1

遺伝子のmRNAレベルがヒトDNMT酵母におい

て特異的に亢進し、5AZ（200 µM）存在下では抑

制されることも RT-PCRにより確認した。 

３）DNA アダクトの定性・定量評価とアダクト

のカタログ化に関する研究（戸塚）： 

DCPを曝露したバクテリアDNAのアダクトー

ム解析を行なった。主成分解析を行なったところ、

曝露群ごとにクラスターに分類されることがわ

かった。次に PCA解析の Loading plotの結果か

ら、DCPに相関する付加体の探索を行ったところ、

Name22 の DNA 付加体が DCP 曝露と相関する

候補として同定された。現在、この付加体の化学

構造の同定について検討を行っている。 

４）DNA アダクトの合成と、ターゲットベクタ

ーへの導入に関する研究（高村）： 

最初に、PhIP のデオキシグアノシン(dG)-C8

付加体を得るため、簡便な方法を検討した。付加

体合成の原料となる臭素化 dG誘導体は、シリル

保護 dGを酢酸溶媒中ブロモスクシンイミドを加

える事で効率よく生成物が得られることが明ら

かとなった。Pd触媒、 Xantphos、炭酸セシウム

を用い、さらに DMSOを溶媒として 150 °Cで

反応させ、保護基のついた dG-C8-PhIPの付加体

を 40～60%の収率で得ることができた。得られた

化合物はさらに、ジクロロメタン溶媒中５％トリ
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クロロ酢酸を処理して、DMTr基を脱保護し、さ

らに、Pd blackを用いて水素添加によりベンジル

基を脱保護した。得られたアミダイトを用いてオ

リ ゴ 合 成 を 試 み た が 、 残 存 す る

phosphorodiamidate の影響のため現時点では合

成品を得ることはできなかった。 

５）重要な DNAアダクトの合成に関する研究（正

田）： 

アミノフルオレン付加体（dG-C8-AAF）につい

ては、試薬の当量数、反応時間を検討したが 8位

アセチル基の導入に難航し、目的化合物を得るこ

とができなかった。試薬を過剰に加える事で脱

DMTr化や脱リボース化が起こることを確認した。

一方、その検討過程において、6 位保護基が必要

ないことを明らかにすることができた。 MeIQx

付加体（dG-C8-MeIQx）については、2位保護基

の有無について検討した。反応には 2位保護が必

要ではないが、精製に 2位保護基がある方が良い

ことを明らかとした。反応溶媒には microwave

を用いた場合、THFが最適であることが明らかに

なった。 

 

D．考 察 

遺伝毒性試験は発がん性物質のスクリーニン

グ試験であると同時に、その遺伝毒性メカニズム

が、発がん性リスク評価の上で重要な情報となる。

本研究では、OECDが提唱する「化学物質と生体

の相互作用から個体での毒性発現までのメカニ

ズムを関連づけて説明する手法（AOP）」を取り

入れた新たな遺伝毒性評価ストラテジーと、階層

からなる追跡型試験系を開発し、遺伝毒性発がん

リスク評価法の精緻化を目指す。主な研究のテー

マは、発がんの AOP の分子初期事象である「化

学物質→DNA 付加体→突然変異」のプロセスか

ら、（A）「化学物質→DNA付加体」と、（B）「DNA

付加体→突然変異」を分離し、独立に定性、定量

的に解析する試験系を構築すること。（C）発がん

AOP からはずれるエピ遺伝毒性物質の検出系の

開発である。 

（A）の「化学物質→DNA付加体」のに関して

は、国立がんセンターの戸塚が、化学物質に曝露

された生物個体 DNA をマススペクトルメトリー

で解析し、化学物質によって形成される DNA 付

加体の解析と、主要な DNA 付加体のカタログ化

を目指している。今年度は DCP に着目した。

DCPを扱う印刷業従事者で、胆道がんが多発す

ることが報告されて以来、その遺伝毒性の有無

と強さが問題となっている。DCP は多くの in 

vivo 遺伝毒性試験で陰性と報告されているが、

肝臓での試験データは不十分である。また、エ

ーム試験においては TA100 株でわずかな突然

変異の誘発が報告されており、遺伝毒性は否定

できない状況にある。今回、DCP を曝露した

TA100株で特定の付加体（Name22）が検出さ

れたことは、本物質が DNA 損傷性を示すこと

を示唆するものである。今後、この DNA 付加

体の同定と、ヒトへの曝露によっても同様な付

加体が生じるのかが注目される。また、付加体

が同定された場合、TATAM 法を用いてその変

異原性を評価したい。 

（B）の「DNA付加体→突然変異」に研究に関

しては、国立衛研の安井らが開発した TATAM

法による解析が重要である。本年度は TATAM

を用いて CPD 付加体がもたらす突然変異のス

ペクトルを解析した。CPDは、紫外線照射によ

って形成する代表的な DNA 付加体の一つであ

り、すでにその突然変異誘発頻度とスペクトラ

ムが調べられている。報告では COS7細胞が用

いられ、CPD 部位で 5’-TT の 3’側の T→C

と T→A の塩基変異が約 2%で検出された。そ

れは本研究で得られた CPD の変異スペクトラ

ムと異なった。その原因として予想できること

は、本研究はゲノムの染色体上に CPD を導入

して調べているのに対して、報告では CPD を

プラスミドに導入してエピゾーマルな条件で

調べていることである。また、使用された細胞

種が違うことも原因として挙げられる。その原

因を明らかにするには、CPDの DNA修復に関

連する遺伝子の破壊細胞を構築して、CPD の

DNA 修復機構を調べる必要があると考えられ
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た。 

神奈川工科大学の高村と、国立衛研の正田は

同定された DNA 付加体を化学合成し、オリゴ

ヌクレオチド化する研究を行っている。合成に

成功した DNA 付加体オリゴヌクレオチドは安

井らによってTATAM解析することになってい

る。本年度、高村は、焼肉などの加熱食品中に

含まれるがん原性ヘテロサイクリックアミン

の一つである PhIP付加体を含む修飾オリゴヌ

クレオチドの合成を試みた。試験既報の方法に

改良を加える事で、より簡便に目的化合物を合

成することを試みた。原料となるｄG修飾体は

シリル保護をした dGを臭素化する新たな方法

論を見出した。しかしながら、他は既報通りの

方法論が現時点では最適であった。無保護の核

酸塩基をダイレクトに修飾することが可能と

なれば、より効率的な合成が可能となるが、こ

れについては引き続き検討することとした。い

っぽう得られたアミダイトは一定量の原料の

混入が確認されており、これはオリゴ合成の妨

害成分となりうる、より、効率的な精製法の確

立が必要であり、研究を継続する。 

正田は加熱食品中に含まれる発がん物質で

あるヘテロサイクリックアミンである

2-aminofluorene 付加体（dG-C8-AAF）と、

MeIQx の付加体（dG-C8-MeIQx）の合成を試

みた。dG-C8-AAF の合成については、8 位は

周囲を嵩高い構造に囲まれていることから、試

薬との反応性が低くなっていることが考えら

れる。また、脱 DMTr化や脱リボース化は試薬

に含まれる影響が考えられる。より詳細な検討

を続けることで、目的化合物が得られる可能性

は示唆されたが、本化合物の合成は断念するこ

ととした。dG-C8-MeIQx の合成については、

反応溶媒を 1,4-dioxane から THF に帰ること

で反応効率及び収率の向上が認められたこと

から、反応効率には化合物の溶媒への溶解性が

大 き く 影 響 す る の だ と 考 え ら れ た 。

dG-C8-MeIQx の合成に成功したことから今後

ホスホロアミダイト体の合成及びオリゴ DNA

の合成を行う。 

（C）の発がん AOP からはずれるエピ遺伝毒

性物質の検出系の開発に関しては、国立衛研の杉

山が、ヒト DNA メチルトランスフェラーゼ遺伝

子群を形質転換した酵母（ヒト DNMT 酵母）が

示す凝集反応を指標とした DNA メチル化阻害作

用をもつ薬剤の検出に成功した。ヒト DNMT 酵

母において凝集性関連遺伝子の１つFLO1が5AZ

によりその誘導が抑制される事実から、哺乳類細

胞とは逆にFLO1プロモーター領域はメチル化に

より転写が活性化されること、また比較的安定な

制御と考えられる DNA メチル化が同プロモータ

ー領域では可逆的であることが示唆された。これ

は、ヒト DNMT酵母の FLO1プロモーター領域

の大きな特徴であり、かつアドバンテージである。

また、SD培地での漏出的と推測される DNMTの

酵素活性により凝集性が惹起されていると仮定

した場合、薬剤に対する感受性が他の真核細胞と

比較し低いとされる酵母細胞特有のバイオアッ

セイ時の問題点を補っている可能性がある。エー

ムス試験と同様に検出に高額な設備を要しない

ヒト DNMT 酵母の凝集反応は、食品添加物等の

化学物質全般のスクリーニング毒性試験系とし

て好適と考えられる。また動物愛護管理法が定め

る 3R の原則に資することも大きなメリットと言

える。 

 

E．結 論 

 本研究では、新たな遺伝毒性発がん物質の評価

法として、化学物質と生体分子の相互作用から、

個体・集団レベルでの毒性発現（Adverse 

Outcome Pathway; AOP）までの一連の生物学的

な反応を関連づけ、それに基づく統合的試験法と

評価方法（Integrated Approaches to Testing and 

Assessment; IATA）を開発し、化学物質の安全性

評価の科学的合理化と、実験動物削減を目指す。

化学物質による発がんの AOP の分子初期事象

（Molecular Initial Event; MIE）は，遺伝毒性・

変異原性で有り，このプロセスは「化学物質→

DNA 付加体（損傷）→突然変異」に集約される
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（図１）。  

 

 
図１ 

本研究班で本年度は、DNA付加体解析（戸塚）、

DNA付加体合成（高村、正田）、TATAM解析（安

井）が研究を分担し、一定の成果を得た。今後、

これら個々の研究成果が有機的に融合し、研究が

発展することが期待できる。 

一方、この仮定された MIE が定性・定量的に

正当であるかを検証する必要があると考えられ

る。そのためには「化学物質→突然変異を」のデ

ータを取得、解析する必要がある（図１）。次年

度は、実際の in vitro試験、もしくは文献情報に

より対象とする化学物質の遺伝子突然変異誘発

能に関する情報を収集する。最終的にはこれら研

究結果と、化学物質構造から、in silicoで化学物

質の変異原性を予測するモデルを開発し、試験の

迅速化、３Rに貢献することを目指す。 

また、この MIE を化学物質の遺伝毒性評価の

新たなスキームにする（図２）。 

 

 

図２ 

 

DNA 付加体解析により、特定な付加体が検出

されなければ、非遺伝毒性物質とすることができ

る。この場合、エピ遺伝毒性の可能性が残されて

いるので、本研究班で開発中のエピ遺伝毒性解析

を行い、非遺伝毒性発がん物質の可能性を検討す

る。一方、DNA 付加体が検出されたからといっ

ても、変異原性があるわけでは無い。修復や、損

傷乗り越え DNA 合成がおきれば突然変異は起こ

さない。おそらく、大部分の DNA 付加体は修復

されるが、その一部は修復されず、突然変異を引

き起こすものと考えられる。TATAM 法はこれら

性質を定性・定量的に解析できる。十分で特徴的

な突然変異がみとめられた場合、本化学物質は遺

伝毒性物質（遺伝毒性変異原物質）と判断され、

次の発がん AOP のスキームに載る。また、

TATAM 法で明らかな突然変異誘発が認められな

い場合、本化学物質は遺伝毒性非変異原物質（非

遺伝毒性物質）とし、発がんの懸念は無いと判断

することができる。 

このような分子レベルで可視化された変異メ

カニズムの情報の蓄積が、最終的に in silicoで化

学物質の変異原性・発がん性の定量的予測を実現

させるものと考える。変異原性は化学物質にある

のではなく、化学物質によって引き起こされる

DNA 付加体（損傷）にある。この当たり前の考

え方は、遺伝毒性（変異原性）の評価の合理化に

も繋がると考える。 
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