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Ａ．研究目的 
 既存の in vitro遺伝毒性試験としては、Ames試験（変
異原性試験）、コメットアッセイ（DNA 損傷試験）、小核
試験（染色体異常試験）などが簡便な試験法として汎
用されている。しかしながら、これらの in vitro試験
のみでは化学物質の発がん性の予測は難しく、別の視
点から遺伝毒性を評価する試験法を更に追加すること
が必要であると考える。これまで我々は、LC-MS/MS に
より DNA 付加体を網羅的に解析する方法（アダクトー
ム法）を用い、DNA 損傷のより詳細な評価を行ない、化
学物質の in vitro安全性評価法として妥当かどうかに
ついて確かめてきた。また、昨年度は確立した
LC-TOF-MS による DNA アダクトーム法を用いて、非遺伝
毒性発がん物質のリスク評価をラットを用いた in 
vivo モデルでの DNA 付加体の生成を指標とし、DNA ア
ダクトーム法で行う事の妥当性について検討した。今
年 度 は 、 遺 伝 毒 性 発 が ん 物 質 で あ る
2-Acetamidofluorene(AAF) 及 び
N-Nitrosodiethylamine(DEN)の DNA 損傷性の評価を、
ラットを用いた in vivo モデルでの DNA 付加体の生成
を指標とし、LC-MS を用いたアダクトーム解析により検
討した。 
 
Ｂ．研究方法 
 雄性 F344 ラット（各群それぞれ５匹）に 2-AAF を
0.02%の濃度で４週間混餌を行った。また、DENは0.001%
の濃度で４週間飲水投与を行った。2 週間の休薬の後、

肝臓を摘出した。DNA を抽出後、各種ヌクレアーゼによ
り DNA をモノヌクレオシドに分解し、DNA 付加体を質量
分析機器を用いて解析した。 
得られたデータを主成分 (PCA)解析により解析し、そ
れぞれの化学物質投与に相関する付加体の抽出を実施
した。今年度はまず、AAF 及び DEN に由来する既知付加
体の生成について検討を行った。 
 
（倫理面への配慮） 
 本研究で行う動物実験にあたっては、国立がん研究
センターを含む各施設における動物実験に関する指針
に則って実施し、可能な限り実験動物の苦痛軽減処置
を行う。 
 
Ｃ．研究結果 
2-AAFを投与したマウス肝臓DNAのアダクトーム解析を
行なった結果を図１に示す。主成分（PCA）解析を行な
ったところ、各投与群毎のクラスターに分類されること
がわかった。2-AAFは代謝活性化の後にデオキシグアノ
シンのC8位またはN2位と結合し、DNA付加体を生成する
ことから、まずはこれら付加体のm/z値を指標にAAF-dG
付加体の生成について調べてみた。その結果、AAF-dG
に相当するm/z値[M+H: 489.2]を示すシグナルが、AAF
投与群に多く検出された（図１）。一方、DENについて
も同様にアダクトーム解析を行った。結果を図２に示す。
DENはデオキシグアノシンのO6位へのメチル化(O6-Med
G)がその主要な付加体であることから、O6-MedGに相当
するm/z値[M+H: 298.1]を示すシグナルを探索したとこ
ろ、該当するシグナルはDEN投与群に多く検出された（図
２）。現在、これら投与化学物質に由来する付加体以外
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図１ 2-AAF投与群及びDEN投与群のPCA解析結果 
 

 
 
 
図２ 2-AAF由来の付加体(2-AAF-dG)の探索結果 
 

 
 
 
図３ DEN由来の付加体(O6-MedG)の探索結果 
 

 

 
 
Ｄ．考察 
 2-AAF及びDENを投与したラットの肝臓からDNAを抽出
し、アダクトーム法を用いてDNA付加体の解析を行なっ
た。主成分（PCA）解析を行なったところ、各投与群毎
のクラスターに分類されることがわかった。このことか
ら、2-AAF及びDEN投与によって生成される付加体はそれ
ぞれ異なったものであることが示唆された。また、2-A
AF及びDEN投与に相関する付加体として、それぞれの既
知付加体であるdG-C8-AAFまたはdG-N2-AAF、O6-MedGの
生成について確認した。dG-AAFまたはO6-MedGに相当す
るm/z値を示すシグナルが、それら化学物質投与群で多
く検出されていた。よって2-AAFおよびDEN投与により、
ラット肝臓にこれら化学物質が運搬・分布され、DNA損
傷が誘発されたことを確認することが可能となった。現
在、これら付加体以外の生成に関して、アダクトーム法
を用いて検索し、それら付加体の類似性や差異などにつ
いて検討する予定である。それぞれの化学物質に特徴的
な付加体が検出された際には、これら付加体の構造解析
を行うとともに、これら付加体をリスク評価に用いるこ
との妥当性についても検討を行なう事が必要である。更
に、アダクトーム法の他の遺伝毒性及び非遺伝毒性発が
ん物質のリスク評価への応用についても検討を行なう
事が必要である。 
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