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研究要旨  

 幼児や妊婦（胎児）は、化学物質の遺伝毒性に対して脆弱であると考えられる

が、それを定量的かつ簡便に評価する研究手法は未だに確立されていない。本研

究課題では、近年開発された Pig-a遺伝子遺伝毒性試験（以下、Pig-aアッセイ）

について、妊娠動物に遺伝毒性物質を投与した際の次世代に与える遺伝毒性影響

を Pig-aアッセイにより評価することでその有用性を検証した。その結果、Pig-a
アッセイでは成熟マウスに比べて幼若マウスで早期にかつ高感度に遺伝毒性を

検出できること、また、妊娠動物に投与された被験物質由来の遺伝毒性を新生仔

においても検出可能であることを明らかにした。 

 

Ａ. 研究目的 

近年開発された Pig-a アッセイは、内在性

遺伝子である Pig-a 遺伝子を標的としている。

Pig-a 遺伝子はマウス、ラットそしてヒトな

どのほとんどの哺乳動物で X 染色体上に座位

しており、その遺伝子産物は GPI アンカー生

合成の第一段階で機能する。Pig-a 遺伝子上

に前進突然変異が生じると、GPI アンカーの

生合成が阻害され、結果として細胞膜上に

GPI アンカー結合タンパク質が提示されなく

なる。この原理を利用し、Pig-a アッセイで

は GPI アンカー結合タンパク質欠損赤血球の

頻度をフローサイトメーターで実測値として

検出し、Pig-a 遺伝子変異体頻度を求める。

加えて、Pig-a アッセイでは遺伝毒性試験の

ためにトランスジェニック動物など特別な動

物を使用する必要がなく、ヒトにも応用可能

であり、解析にはマイクロリットル単位のご

く微量の末梢血を使用し、また遺伝毒性の蓄

積性を踏まえた解析が可能であると考えられ

ている。その一方、Pig-a アッセイの有用性

については、その特性から反復投与毒性試験

への組み込みを勘案し、国内外において成熟

ラットを用いた解析が主流であり、また、

Pig-a アッセイは開発されてからの時間が浅

いこともあり、その検出感度の性差、年齢差

などは不明である。 

幼児や妊婦（胎児）は、化学物質の遺伝毒

性に対して脆弱であると考えられるが、それ

を定量的かつ簡便に評価する研究手法は未だ

に確立されていない。本研究課題では、化学

物質の子どもおよび胎児への遺伝毒性影響を

検出可能な評価手法として Pig-a アッセイを

提案し、その有用性を明らかにし、そして次

世代に与える遺伝毒性影響を明らかにするこ

とを研究目的とした。 

加えて、Pig-aアッセイの OECD ガイドライ

ン化に向けた国内外での取り組みに対して、

日本国内の研究成果をアピールするため、日

本環境変異原学会の分科会である哺乳動物試

験 研 究 会 (MMS 研 究 会 ： Mammalian 

Mutagenicity Study Group)に参画する機関中

16 機関が参加する共同研究を実施しており、

研究代表者は総括世話人の役割を担っている。

これらの日本国内の取り組みが評価され、平

成 26 年末に米国をリード国として OECD に提

出された SPSF (Standard Project Submission 

Form)に日本の貢献が明記された。それに伴い、

上記共同研究を早期に達成する必要が生じた

ため、ラットを用いた Pig-a アッセイによる
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遺伝毒性評価を併せて実施した。 

本年度は最終年度であり、妊娠動物に遺伝

毒性物質を投与した際の次世代に与える遺伝

毒性影響を Pig-a アッセイにより評価するこ

とでその有用性を検証した。 

 

Ｂ. 研究方法 

1) 胎仔および新生仔の末梢血を用いたPig-aア
ッセイの検討  

 Pig-a アッセイでは、末梢血を赤血球特異

的蛍光抗体および GPI アンカー結合タンパク

質特異的蛍光抗体により 2重染色し、フロー

サイトメーターを用いて Pig-a変異体頻度を

評価した。他方、Pig-aアッセイは造血幹細

胞に生じた遺伝毒性を反映する研究手法であ

り、遺伝毒性物質によりこれらの造血幹細胞

の増殖・分化能が影響を受けることでその結

果に影響が生じる可能性を考察するために、

別途、幼若赤血球特異的発現タンパク質であ

る CD71 特異的蛍光抗体により染色し、フロー

サイトメーターを用いて造血サイクルの指標

である幼若赤血球の頻度を評価した。 

 胎仔や新生仔由来の末梢血中には未分化な

赤血球が多く存在し、それらの赤血球がPig-a
アッセイに適しているのか不明であるため、胎

仔や新生仔由来の末梢血を用いたPig-aアッセ

イの技術基盤を検討した。交配直後の雌マウ

スのプラグ確認日を0日目として16日目の胎

仔（図1、実験区a）、出生後4日目（図1、実

験区b）および出生後11日目（図1、実験区c）

の新生仔、各群5匹から採血を行い、Pig-aア
ッセイを実施した。従来のマウスPig-aアッセ

イでは、末梢血を赤血球特異的蛍光抗体および

GPIアンカー結合タンパク質であるCD24特異的

蛍光抗体により2重染色し、フローサイトメー

ターを用いてPig-a変異体頻度を評価するが、

胎仔や新生仔由来の赤血球でのCD24の発現が

低い場合に備えて、GPIアンカーそのものに結

合することが知られる蛍光FLAERを用いた変法

Pig-aアッセイを別に実施した。 

 

2) 妊娠マウスおよび次世代への遺伝毒性影響

評価 

 妊娠時期に応じて、妊娠前、妊娠初期、中

期および後期投与群を設定した（図2、実験区

C〜F）。妊娠初期、中期および後期投与群で

は、遺伝毒性物質投与群（母マウス）を各3匹、

陰性対照群を各2匹設定した。妊娠前投与群は

投与後に交配を行うため、交配動物を確実に

得るために遺伝毒性物質投与群を各6匹、陰性

対照群を各4匹設定した。交配直後の雌マウス

のプラグ確認日を0日目とし、各群それぞれプ

ラグ確認日の4〜7日前（妊娠前投与群）、3日

目（妊娠初期投与群）、11日目（妊娠中期投

与群）、および出産直前の18日目（妊娠後期

投与群）に遺伝毒性物質であるエチルニトロ

ソウレア（40 mg/kg）およびベンツピレン（2

00 mg/kg）を単回腹腔内投与した（図2）。各

群の母体からは、交配前3〜7日目、および単

回投与後5〜6週目に尾静脈より採血を行ない、

Pig-aアッセイを実施した。 

 仔マウスについては、前項の予備試験の結

果から11日齢以降の仔マウスがPig-aアッセ

イに適していることが判明していたため、妊

娠前投与群においては出生後14〜17日齢の仔

マウス、妊娠中期投与群においては出生後4週

齢の仔マウス、そして妊娠後期投与群におい

ては出生後5週齢の仔マウスから採血を行い、

得られた血液を用いてPig-aアッセイを実施

した。また、妊娠初期投与群ではすべての母

マウスで妊娠の継続が見られなかったため、

仔マウスを得られず、仔マウスからの採血は

実施できなかった。 

 

（倫理面への配慮） 

 動物を用いた実験は、所属機関における「動

物実験の適正な実施に関する規定」、わが国に

おける「動物の保護及び管理に関する法律」、

「実験動物の飼育及び保管等に関する基準」

ならびに厚生労働省の所管する実施機関にお

ける動物実験等の実施に関する基本指針に準

拠して行った。加えて、試験実施機関による

動物実験に関する倫理委員会の承認を得るな

ど、実験動物に対する動物愛護を配慮の上で

実施した。 

 

Ｃ. 研究結果 

1) 胎仔および新生仔の末梢血を用いた Pig-a
アッセイの検討 

 胎仔マウスから得られる末梢血量はごく微
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量であるため、本アッセイ系で解析可能な最

少末梢血量を予備的試験として解析した結果、

0.5µLでも十分解析可能であることが明らか

になった。 

 他方、母マウスのプラグ確認日を 0日目と

して 16 日目の胎仔、すなわち、出生予定 3

日前の母体から採取した胎仔由来末梢血を用

いた Pig-aアッセイでは、遺伝毒性物質を投

与していないにもかかわらず、解析した 5匹

全ての胎仔において GPI アンカー結合タンパ

ク質である CD24 を発現していない赤血球が

非常に多く検出された（図 3、実験区 a）。こ

れらの傾向は出生前 3 日の胎仔のみではなく、

4日齢の新生仔でも持続していたが、11 日齢

には成熟動物と同様にほぼ全ての赤血球で

CD24 の発現が見られた。胎仔や新生仔で見ら

れた赤血球のこれらの特徴が、GPI アンカー

結合タンパク質である CD24 のみが未発現で

あるのか、GPI アンカーそのものが形成され

ていないのかを明らかにするために、GPI ア

ンカーを直接認識する FLAER（図 4、上）を用

いた変法 Pig-aアッセイにより同様の解析を

実施した。その結果、抗 CD24 抗体を用いた結

果と同様であり、胎仔や新生仔で見られた多

数のCD24を発現していない赤血球はGPIアン

カーそのものが形成されていないことが明ら

かになった（図 4、下）。 

 また、これらの胎仔のほぼ全ての赤血球で

は幼若赤血球マーカーである CD71 を発現し

ていたが、出生後 4日目、11 日目と日数を追

うごとに CD71 発現幼若赤血球の頻度の減少

が見られたが、成熟動物と比べて明らかに高

い頻度を保っていた（図 3）。 

 

2) 妊娠マウスおよび次世代への遺伝毒性影

響評価 

 交配各群と得られた仔数を表 1に示す。妊

娠前投与群（表 1、実験区 C）では、投与後 7

日目まで交配を継続したが、プラグを確認で

きない個体が見られた。また、妊娠が継続し

ないものや食殺が見られた。妊娠初期投与群

（表 1、実験区 D）ではすべてのプラグ確認済

みマウスで妊娠が継続しなかった。妊娠中期

および後期投与群（表 1、実験区 Eおよび F）

では、一部で母マウスによる食殺や妊娠の非

継続が見られたものの、平均的な出産仔数を

得た。 

 妊娠前投与群の Pig-a変異体頻度および幼

若赤血球頻度をそれぞれ図 5および図 6に示

す（図中、ぞれぞれの家系を点線で区切って

示す）。陰性対照群と比較し、エチルニトロソ

ウレアおよびベンツピレン投与群両者の多く

の母マウスでは Pig-a変異体頻度の上昇が見

られたが、一部の母マウスは陰性対照群と同

等であった。また、ベンツピレン投与群では

投与前に高い外れ値を示す個体が 1例見られ

た。他方、仔マウスの Pig-a変異体頻度は背

景値と同等であった（図 5）。また、すべての

仔マウスは母マウスに比べて非常に高い幼若

赤血球頻度を示した（図 6）。また、母マウス

の幼若赤血球頻度への投与による影響は検出

されなかった（図 6）。 

 妊娠初期投与群の Pig-a変異体頻度および

幼若赤血球頻度をそれぞれ図 7および図 8に

示す。本群では仔マウスは得られていないが、

陰性対照群と比較し、エチルニトロソウレア

およびベンツピレン投与群両者の母マウスで

は Pig-a変異体頻度の上昇が見られた（図7）。

また、母マウスの幼若赤血球頻度への投与に

よる影響は検出されなかった（図 8）。 

 妊娠中期投与群の Pig-a変異体頻度および

幼若赤血球頻度をそれぞれ図 9および図 10

に示す。エチルニトロソウレア投与群の母マ

ウスでは 3個体中 2個体で Pig-a変異体頻度

の上昇が見られた。仔マウスでは、個体差が

大きいものの、非常に高い Pig-a変異体頻度

の上昇が見られた。また、Pig-a変異体頻度

の上昇が見られなかった母マウス由来の仔マ

ウスでも非常に高い Pig-a変異体頻度の上昇

が見られた。ベンツピレン投与群の母マウス

では 3個体中 2個体で Pig-a変異体頻度の上

昇が見られた。仔マウスでは、Pig-a変異体

頻度の上昇が見られなかった（図 9）。すべて

の仔マウスは母マウスに比べて高い幼若赤血

球頻度を示した（図 10）。また、母マウスの

幼若赤血球頻度への投与による影響は検出さ

れなかった（図 10）。 

 妊娠後期投与群の Pig-a変異体頻度および

幼若赤血球頻度をそれぞれ図 11 および図 12

に示す。エチルニトロソウレア投与群の母マ
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ウスでは 3個体中 2個体で非常に弱い Pig-a
変異体頻度の上昇が見られた。仔マウスでは、

個体差が大きいものの、非常に高い Pig-a変
異体頻度の上昇が見られた。また、Pig-a変

異体頻度の上昇が見られなかった母マウス由

来の仔マウスでも非常に高い Pig-a変異体頻

度の上昇が見られた。ベンツピレン投与群の

母マウスでは 3個体中 2個体で Pig-a変異体

頻度の上昇が見られた。仔マウスでは Pig-a
変異体頻度の上昇が見られなかった（図 11）。

一部の仔マウスは母マウスに比べて若干高い

幼若赤血球頻度を示したが、多くは成熟動物

のレベルであった（図 12）。また、母マウス

の幼若赤血球頻度への投与による影響は検出

されなかった（図 12）。 

 

Ｄ. 考察 

1) 胎仔および新生仔の末梢血を用いた Pig-a
アッセイの検討 

 胎仔および新生仔の末梢血を用いた予備試

験の結果から、胎仔や 4日齢由来の末梢血赤

血球の多くはそもそも GPI アンカーを発現し

ていないことが明らかとなった。Pig-aアッ

セイでは、フローサイトメーターを用いて

1x106個以上の赤血球を直接カウントし、その

内の Pig-a変異体、すなわち GPI アンカー欠

損赤血球の数を実測値として計測することで

Pig-a変異体頻度を求める。従って、被験物

質が未投与であるにも関わらず GPI アンカー

を形成していない赤血球が多数含まれること

から、胎仔や 4日齢由来の末梢血は Pig-aア
ッセイには不向きであり、Pig-aアッセイに

は 11 日齢以降の新生仔から得られた末梢血

を用いる必要があることが明らかになった。 

 

2) 妊娠マウスおよび次世代への遺伝毒性影

響評価 

 妊娠前に遺伝毒性物質を投与した群では、

Pig-aアッセイにより母マウスで遺伝毒性を

検出したにもかかわらず、仔マウスでは全く

検出していない。従って、この時期に投与さ

れたエチルニトロソウレアおよびベンツピレ

ンは新生仔へ遺伝毒性影響を与えないか、ま

たは Pig-aアッセイでは検出できない可能が

考えられる。 

 妊娠初期に遺伝毒性物質を投与した群では、

陰性対照群を含めてすべての群で妊娠を継続

できなかった。従って、この時期の妊娠動物

への腹腔内投与自体が妊娠継続を阻害したと

考えられる。 

 妊娠中期にエチルニトロソウレアを投与し

た群では、個体差があるものの、母マウスよ

りも強い遺伝毒性が仔マウスで検出された。

また、幼若赤血球の頻度も仔マウスでは高い

ことから、仔マウスの高い造血活性が強い

Pig-a変異体頻度の上昇に結びついた可能性

が考えられる。事実、幼若マウスに直接遺伝

毒性物質を投与した際も同じ傾向が見られて

いる。ベンツピレン投与群の仔マウスでは

Pig-a 変異体頻度の上昇が確認できなかった。

ベンツピレンは遺伝毒性を発揮するために代

謝活性化が必要であることから、この時点の

胎仔マウスはその代謝活性化能を有さないか

低いこと、もしくは胎仔マウスが暴露されて

いないことが考えられる。しかし、食殺によ

り 2家系で仔マウスが全例死亡したため、解

析に用いたのは 1家系のみであり、確定的な

結果とは言えず、複数の家系での解析が必要

である。 

 妊娠後期にエチルニトロソウレアを投与し

た群の仔マウスでは、妊娠中期に投与した群

と同様に強い変異体頻度の上昇が見られた。

幼若赤血球の頻度は母マウスと同じ程度まで

低下していたが、実際にエチルニトロソウレ

アに暴露された時期は採血時よりも前の高造

血活性の時期であるので、仔マウスの高い造

血活性が強い Pig-a変異体頻度の上昇に結び

ついた可能性が考えられる。興味深いことに、

妊娠後期にエチルニトロソウレアを投与した

群の母マウスで見られた Pig-a変異体頻度の

上昇は非常に小さいものであった。今回の結

果からは理由は不明であるが、妊娠後期に投

与されたエチルニトロソウレアは多くが胎児

へ移行したか、または母乳や羊水等により母

体外へ排出されるなどして、母マウスへの暴

露が低くなった可能性も考えられる。同様に

仔マウスへの暴露経路として母乳の影響も考

えられるが、この点を明らかにするには、未

投与の代理母を用いた解析などが必要である

と考えられる。ベンツピレン投与群の仔マウ
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スでは Pig-a変異体頻度の上昇が確認できな

かった。これらは前述の妊娠中期の結果と同

様であり、代謝活性化能や暴露の問題などが

考えられる。また、食殺や妊娠非継続により

解析に用いたのは１家系のみであり、確定的

な結果とは言えず、複数の家系での解析が必

要である。 

 以上のことから、妊娠の中期や後期に遺伝

毒性物質に暴露された母マウス由来の仔マウ

スは遺伝毒性影響を受け、それを Pig-aアッ

セイにより解析が可能であることが示された。 

 

Ｅ. 結論 

最終年度である今年度に得られたマウスを

用いた研究成果によって、①妊娠中期および

後期に母マウスが遺伝毒性物質に暴露された

場合、その影響は仔マウスに強く現れること、

②これらの in vivo 遺伝毒性について、極微

量の末梢血を用いる内在性遺伝子を標的とし

た Pig-a アッセイで検出できること、の２点

が明らかになった。上記①については、妊娠

期の母体における化学物質暴露に対する遺伝

毒性リスクは仔に強く影響することを示すも

のであり、重要なリスク評価情報となる。上

記②については、ヒトを含めたリスク評価手

法に適応できることを示唆する。加えて、初

年度および次年度に得られた研究成果により、

遺伝毒性試験方法としての Pig-a アッセイと

して見た場合、幼若動物を用いる方が感受性

の高い試験を実施できる可能性が高いことや、

成熟期よりも幼若期の方がより強い遺伝毒性

影響を受ける可能性が高いことなどが明らか

になっている。これらの 3 年間の研究成果か

ら、化学物質の子どもおよび胎児への遺伝毒

性影響を検出可能な評価手法として Pig-a ア

ッセイの有用性が明らかになり、かつ、次世

代に与える遺伝毒性影響が明らかになった。

また、上記のマウスの結果に加えて、次年度

に追加実施したラットを用いた日本国内の

Pig-a アッセイ共同研究の推進により、本ア

ッセイの OECD ガイドライン化に向けた日本

国内の貢献を強く示すことができる。 
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