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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。これまでに、遺伝毒性を示すマ
グネタイトナノ粒子を気管内投与したマウス肺の解析
を行ない、マグネタイトナノ粒子が誘発する G:C->A:T
及び G:C->T:A 変異の基となる付加体(エテノーデオキ
シシチジン、ε-dC)を含む複数の付加体を確認するこ
とを報告した。この結果は、アダクトーム法による化
学物質の DNA 損傷性評価が有用であることを示唆する
ものである。今年度は、ラットを用いた in vivo モデ
ルにを用い、肝臓をターゲットとした複数の遺伝毒性/
非遺伝毒性非発がん物質の肝臓における DNA 損傷を
LC-MS を用いたアダクトーム解析により検討し、DNA 付
加体の生成を指標とした有害性評価の検証を行なう。 
 
Ｂ．研究方法 
 雄性 SDラット（各群それぞれ５匹）に遺伝毒性肝発
がん物質; 2-Nitropropane (2-NP；陽性対照), 

o-Aminoazotoluene (AAT), Dimethylnitrosamine 
(DMN), 4,4’-Thiodianiline (TDA)、非遺伝毒性非
肝発がん物質; Diazepam (DZP), Disulfiram (DSF), 
Phenytoin (PHE), Rotenone (ROT), Tolbutamide 
(TLB), Aspirin (ASA), Triamterene (TRI)を各種濃
度（表１参照）で投与を行った後 24時間後に肝臓を摘
出した。DNA を抽出後、DNaseI、ヌクレアーゼ P1、ア
ルカリホスファターゼ、ホスホジエステラーゼにより
モノデオキシリボヌクレオシドに消化した後、LC-TOF 
MS に供し DNA 付加体の網羅解析を行った。得られたデ
ータは SCIEX 社が提供するバイオインフォマティクス
解析ソフトウェアを用い、デオキシリボヌクレオチド
に特徴的なニュートラルロス （-116.04736）及び各種
核酸に特異的なニュートラルロス（-152.0572; dG, 
-136.0623; dA, -112.0511; dC, -127.0508; dT）を生
じたピークを選択的に抽出することで、ノイズなどを
抽出しないように系をデザインした。得られたデータ
を主成分 (PCA)解析により解析した。 
 
（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 
各種化学物質を投与したラット肝臓 DNA のアダクトー

研究要旨 
 我々は新規のヒト発がんリスク評価法として、DNA 付加体の網羅的解析手法(DNA アダクトーム法)の構築に
取り組んできた。本年度は、肝発がん性検出評価系の再現性確認と施設間バリデーション試験の実施に用いた
ラット肝臓サンプルを用い、複数の遺伝毒性/非遺伝毒性肝発がん物質の肝臓における DNA 損傷性の評価を、
アダクトーム法により検討した。遺伝毒性ラット肝発がん物質として、2-Nitropropane (2-NP；陽性対照) 
o-Aminoazotoluene (AAT), Dimethylnitrosamine (DMN), 4,4’-Thiodianiline (TDA)、非遺伝毒性非肝
発がん物質：Diazepam (DZP), Disulfiram (DSF), Phenytoin (PHE), Rotenone (ROT), Tolbutamide (TLB), 
Aspirin (ASA), Triamterene (TRI)をそれぞれラットに投与し、24 時間後に肝臓に生成される DNA 付加体を
網羅的に解析した。得られたデータを主成分解析(PCA)解析により分類したところ、コントロール、非遺伝毒
性発がん物質、非遺伝毒性非発がん物質の３つのグループに分離できた。遺伝毒性肝発がん物質と非遺伝毒
性肝発がん物質から得られたデータをそれぞれ別々に PCA した結果、両者ともコントロールと分離されて
はいるものの、非遺伝毒性非肝発がん物質ではあまりコントロールとの距離が離れていないことから、コ
ントロールとの差があまり大きくないことが予想された。一方、遺伝毒性肝発がん物質ではコントロール
との距離も大きく離れており、その差が大きいことが予測された。今後、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予定である。 
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ム解析を行なった結果を図１に示す。PCA 解析を行なっ
たところ、コントロール、非遺伝毒性非肝発がん物質、
遺伝毒性肝発がん物質の３つのグループに分離される
ことがわかった。遺伝毒性肝発がん物質と非遺伝毒性
非肝発がん物質から得られたデータをそれぞれ別々に
PCA した結果、両者ともコントロールと分離されてはい
るものの、非遺伝毒性非肝発がん物質ではあまりコン
トロールとの距離が離れていないことから、コントロ
ールとの差があまり大きくないことが予想された（図
２）。一方、遺伝毒性肝発がん物質ではコントロールと
の距離も大きく離れており、その差が大きいことが予
測された（図３）。つまり、遺伝毒性肝発がん物質由来
のDNA付加体が生成していることが推測される。更に、
これら投与化学物質に由来する特徴的な付加体の探索
をバイオインフォマティクス解析により実施した。そ
の結果、ボルケーノプロットより、遺伝毒性肝発がん物
質に特徴的な付加体を幾つかスクリーニングした（図４、
５）。我々が構築した in-house DNA addut database と
の比較により、これら付加体の同定を試みたが、類似す
る m/z 値を持つ付加体はほとんど見つからなかった。引
き続き今後、これら投与化学物質に由来する特徴的な付
加体の探索を行うと同時に、別の化学物質を投与したラ
ット肝臓についても同様に検討を行う予定である。 
 
表１使用した化学物質 

 
図１ 遺伝毒性肝発がん物質/非遺伝毒性非肝発がん物
質の肝臓におけるDNA損傷性の評価(PCA解析による) 
 

 
 

図２ 非遺伝毒性非肝発がん物質の肝臓におけるDNA損
傷性の評価(PCA解析による) 
 

 
図３ 遺伝毒性肝発がん物質の肝臓におけるDNA損傷性
の評価(PCA解析による) 
 

 
 
図４ ボルケーノプロットによる遺伝毒性/非遺伝毒性
非肝発がん物質のグルーピングに寄与する付加体の探
索 
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図５ ボルケーノプロットで抽出された付加体存在量
（遺伝毒性化学物質に特徴的なもの） 
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表 2 候補付加体のデータベースとの比較による構造探索 

Adduct ID M/Z [M+H] データベースとの比較 [M+H] 付加体の由来

Liver-1351 300.2886 Sp (300.0944) 酸化dG

Liver-5035 306.1643 5,6-dihydro-M1dG, MDA-dA (306.1202) MDA

Liver-4648 317.2216 該当なし

Liver-5465 367.0015 該当なし

Liver-1760 500.271 該当なし

Liver-1032 510.2534 該当なし

Liver-5240 510.2988 該当なし

Liver-988 483.275 該当なし

Liver-3666 576.3189 該当なし  
 
Ｄ．考察 
 遺伝毒性/非遺伝毒性非肝発がん物質を投与したラッ
トの肝臓からDNAを抽出し、アダクトーム法を用いてDN
A付加体の網羅解析を行なった。PCA解析を行なったとこ
ろ、コントロール、非遺伝毒性非肝発がん物質、遺伝毒
性肝発がん物質の３つのクラスターに分離されること
がわかった。遺伝毒性肝発がん物質と非遺伝毒性非肝発
がん物質から得られたデータをそれぞれ別々にPCAした
結果、両者ともコントロールと分離されてはいるものの、
非遺伝毒性非肝発がん物質ではあまりコントロールと
の距離が離れていないことから、コントロールとの差が
あまり大きくないことが予想された。このことは、非遺
伝毒性非肝発がん物質がDNA損傷（付加体）を殆ど作成
しないため、その結果、溶媒対照とほとんど変化してい
ないと推測される。一方、遺伝毒性肝発がん物質ではコ
ントロールとの距離も大きく離れており、その差が大き
いことが予測された。つまり、遺伝毒性肝発がん物質由
来のDNA付加体が生成していることが推測される。遺伝
毒性肝発がん物質とコントロールとの距離に着目して
みたところ、2-NP（陽性対照）とTDAがよりコントロー
ルと離れたクラスターを形成しており、AATとDMNがコン
トロールにやや近いクラスターを形成している。その理
由については未だ分からないが、これら化学物質間でD
NA損傷性や発がんメカニズムが異なることを示唆して
いるかもしれない。更にデータを追加してこれらの点を
解明してくことが必要である。今後、これら投与化学物
質に由来する特徴的な付加体の探索及び同定を行うと

同時に、別の化学物質を投与したラット肝臓についても
同様に検討を行う予定である。 
 
Ｅ．結論 
 遺伝毒性ラット肝発がん物質として、2-NP（陽性対
照）、AAT, DMN, TDA、非遺伝毒性非肝発がん物質と
してDZP, DSF, PHE, ROT, TLB, ASA, TRIをそれぞれ
ラットに投与し、24時間後に肝臓に生成されるDNA付加
体を網羅的に解析した。得られたデータをPCA解析によ
り分類したところ、コントロール、非遺伝毒性発がん物
質、非遺伝毒性非発がん物質の３つのグループに分離で
きた。遺伝毒性肝発がん物質と非遺伝毒性肝発がん物
質から得られたデータをそれぞれ別々にPCAした結
果、両者ともコントロールと分離されてはいるもの
の、非遺伝毒性非肝発がん物質ではあまりコントロ
ールとの距離が離れていないことから、非遺伝毒性非
肝発がん物質がDNA損傷（付加体）を殆ど作成しないた
め、その結果、溶媒対照とほとんど変化していないとが
予想された。一方、遺伝毒性肝発がん物質ではコン
トロールとの距離も大きく離れており、遺伝毒性肝発
がん物質由来のDNA付加体が生成していることが予測
された。今後、これら投与化学物質に由来する特徴的
な付加体の探索及び同定を行うと同時に、別の化学物質
を投与したラット肝臓についても同様に検討を行う予
定である。 
 アダクトーム法を化学物質のリスク評価へ応用する
ことの妥当性ついては、更に複数の化学物質について
検討をすることが必要である。 
 
Ｆ．健康危険情報 
 特になし。 
（分担研究報告書には記入せずに、総括研究報告書に
まとめて記入） 
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Ｈ.知的財産権の出願・登録状況 
  （予定を含む。） 
１．特許取得 
 該当なし。 
２．実用新案登録 
 該当なし。 
３．その他 
 該当なし。 
 

 
 


