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研究要旨 

総合型遺伝毒性発がんリスク評価法を確立するため、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）」

を取り入れた遺伝毒性評価系を開発し、遺伝毒性発がんリスク評価法の精緻化を目指すと

ともに、遺伝毒性の定量的な評価に取り組むことを目的とする。化学物質によって誘発さ

れる DNA初期損傷（DNA付加体形成）と遺伝子突然変異の量的相関を明らかにするため、

食品に含まれる遺伝毒性発がん物質であるアクリルアミド（AA）をモデル化合物として、

雄 C57BL/6J gpt deltaマウスを用いた飲水投与実験を実施した。AAは 300, 100, 30 ppm

の用量で 28日間飲水投与し、最終投与 3日後に組織を採取し凍結保存した。最高用量 300 

ppm 群では顕著な体重増加抑制が見られたことから、300 ppmが最大耐用量付近と考えら

れた。飲水量から換算した AA摂取量は 30, 100, 300 ppm群でそれぞれ 4.32±0.2 、16.2

±0.6、37.4±0.6 mg/kg/dayであった。肝臓、肺、精巣からゲノム DNAを調製し、質量分

析装置（LC-MS/MS）を用いて DNA付加体量の測定を行った。AAはグリシドアミドに代

謝されてグアニン塩基と結合し DNA付加体を形成することから、代表的な付加体の一つで

ある N7-GA-Gua 付加体を測定した。肝臓、肺、精巣のいずれにおいても AA 用量依存的

に N7-GA-Gua 付加体量は増加した。用量反応関係はほぼ直線的であり、組織による明ら

かな感受性の差は認められなかった。直線近似から求めた AA 1 mg/kg/day あたりの

N7-GA-Gua付加体量は 60～75個/108塩基であった。AA飲水投与による DNA付加体形成

量は AA用量依存的であり組織によって顕著な差がないことが示唆された。 

 

キーワード: DNA付加体，アクリルアミド，gpt deltaマウス 

 

Ａ．研究目的 

本研究では、香料化学物質の安全性を階層的

に評価する評価系を構築し、食品香料の効率的且

つ信頼性の高い安全性評価の推進に資すること

を目的とする。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

り入れた遺伝毒性評価系を開発し、遺伝毒性発が

んリスク評価法の精緻化を目指すとともに、遺伝

毒性の定量的な評価に取り組む。化学発がんの分

子的初期イベントである DNA初期損傷（DNA付

加体形成）およびこれに続くキーイベントである
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遺伝子突然変異誘発に関して、これらの in vivo

における量的相関を明らかにするため、トランス

ジェニック動物遺伝子突然変異試験（TGR試験）

を用いたマルチエンドポイント試験を行う。食品

に含まれる遺伝毒性発がん物質であるアクリル

アミド（AA）は、グリシドアミドに代謝されて

グアニン塩基等と結合して DNA 付加体を形成し、

遺伝子突然変異を誘発すると考えられている。

AAをモデル化合物として、gpt deltaマウスを用

いた飲水投与実験を実施し、体組織における

DNA付加体形成量を測定するとともに、TGR試

験によって遺伝子突然変異頻度を測定し、用量反

応関係を比較する。 

 

Ｂ．研究方法 

１．AA飲水投与実験 

 雄 9週齢の gpt deltaマウス(C57BL/6J)を用い

て AA 飲水投与実験を実施した。アクリルアミド

（CAS 79-06-1, MW=71.08）（純度 99%, 

Sigma-Aldrich）をMilli-Q水に溶解して 300, 100, 

30 ppm溶液に調製し、給水瓶で自由摂取させた。

（AA 100 ppmは 1.4 mMに相当する。）1群

10~11匹のマウスを用いて 28日間の飲水投与を

行った。給水瓶は週 1回交換し、飲水量と体重を

毎週測定した。各群 5匹を DNA 付加体測定およ

び遺伝子突然変異試験用として、投与終了後 3日

目に安楽死させて組織（肝臓、肺、精巣）を採取

し、-80℃で凍結保存した。 

 

２．LC-MS/MS を用いた DNA付加体測定 

２－１．DNA調製 

凍結組織から DNeasy Blood & Tissue Kit 

(QIAGEN)を用いてゲノム DNAを調製した。調

製法は以下の点を一部改変して行った。調製時に

はRNase処理を行った。ProteinaseK処理は37℃

で 3時間インキュベーションした。最終溶出の溶

媒はMilliQ水とした。最終標品の DNA濃度を

biospectrometer (eppendorf)または Qubit 

(Invitrogen)で測定した。 

２－２．サンプル処理（脱塩基処理） 

DNA 5μgまたは 10μgをMilliQ水で希釈し

た後、内部標準物質 [15N5]N7-GA-Gua溶液を定

量添加した。N7-GA-Gua付加体を十分に脱塩基

させる条件として 37℃で 48時間インキュベーシ

ョンした。限外ろ過（Amicon Ultra Ultracel-3K）

を行ってサンプルを回収した後、濃縮遠心機で減

圧濃縮した。濃縮した標品は粘性のある液状にな

った。使用時まで-80℃で保存し、使用直前に

Milli-Q水に溶解してLC-MS/MSの測定に用いた。

また、N7-GA-Gua検量線作成に用いる標準液を

調製した。N7-GA-Gua標準液 100 nM原液を

Milli-Q水で希釈して希釈系列を調製し、内部標

準物質[15N5]N7-GA-Gua溶液とMilli-Q水で一定

量に調製した。標準液は前処理操作をせずに

-80℃で保存した。前処理サンプルと検量線作成

用標準液それぞれに内部標準物質を同量添加し

ていることにより、絶対量の換算が可能になる。 

２－３．DNA付加体測定 

LC-MS/MSはWaters社製のUltra 

performance LC Aquity、Quattro Premier XE

システムを使用した。測定条件は資料 1にまとめ

た。脱塩基処理したサンプルの検出ピーク面積を

求め、N7-GA-Gua標準液を用いて作成した検量

線との比較からN7-GA-Gua付加体濃度を求めた。

dsDNA中の 1bpの平均分子量 =616として、

DNA中の付加体量を算出した。 

（倫理面への配慮） 

動物実験は国立医薬品食品衛生研究所動物実験

の適正な実施に関する規程を遵守し、動物実験委

員会の審査と承認を受けて実施した。 

 

Ｃ．研究結果 

１．AA飲水投与実験 

 雄 gpt deltaマウスを用いてAAの 28日間飲水

投与実験を行った。投与 1週目以降に最高用量

300 ppm群において体重増加抑制がみられ、投与

2週目以降は 0 ppm群と比較して有意な体重増加

抑制が認められた（図 1）。最高用量 300 ppm群

において、0 ppm群と比較して飲水量の減少が見

られた。飲水量から換算したAA摂取量は30, 100, 
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300 ppm群でそれぞれ 4.32±0.2 、16.2±0.6、

37.4±0.6 mg/kg/dayであった。最終投与の 3日

後に組織を採取した。最高用量 300 ppm群にお

いて精巣重量が 0 ppm群と比較して有意な減少

がみられた。DNA付加体測定および遺伝子突然

変異測定のため肝臓、肺、精巣を凍結保存した。 

 

２．LC-MS/MS を用いた DNA付加体測定 

２－１．N7-GA-Gua標準液を用いた検量線と検

出感度 

N7-GA-Gua標準液 50～0 nMの希釈系列を用

いて検量線を作成した結果、1.25 nM 以上はピー

ク検出可能であり、0.63 nM以下はバックグラウ

ンドノイズによりピークが検出されなかった。従

って本実験条件における DNA付加体検出下限は

およそ 150～300個/108塩基と考えられた。 

 

３．AA投与マウス組織における DNA付加体形

成量の測定 

DNA付加体定量法の条件検討のため、肝臓

DNAを抽出する際のRNase処理の影響を検討し

た。同じ組織量から調製した DNA標品を同容量

用いて DNA付加体測定を行った結果、RNase処

理有の標品では付加体量が約 65％に減少した。

RNA画分にも N7-GA-Gua付加体が存在してい

ると考えられたことから、抽出時に RNase処理

を行った DNA標品を以降の実験に用いることと

した。 

AA 300, 100, 30 ppmの用量で28日間飲水投与

した雄 gpt deltaマウスの肝臓、肺、精巣につい

てゲノム DNAを調製し、脱塩基処理を行って、

N7-GA-Gua付加体形成量を測定した。各群 5匹

の組織サンプルについて測定を行った（図 2）。組

織 DNAの脱塩基サンプルを用いた際の、本実験

条件における DNA付加体検出下限は約 160個

/108塩基であった。 

肝臓では、最高用量 300 ppm投与群における

付加体量は 2335±1204個/108塩基であった。肺

では、最高用量 300 ppm投与群における付加体

量は 2781±224個/108塩基であった。精巣では、

最高用量 300 ppm投与群における付加体量は

2886±552個/108塩基であった。用量反応関係は

ほぼ直線的であり、組織による明らかな感受性の

差は認められなかった。陰性対照群の付加体量を

ゼロとした時の直線近似から求めたAA 1 ppmあ

たりの付加体形成量は 8～10個/108塩基であった。

飲水量から換算した AA 1 mg/kg/dayあたりの付

加体形成量は 60～75個/108塩基であった。 

また、一部個体について最終投与後 100日目に

採取した組織についてN7-GA-Gua付加体を測定

したところ、肝臓、肺、精巣いずれにおいても付

加体のピークは検出されなかった。 

 

Ｄ．考 察 

AAは食品に含まれる遺伝毒性発がん物質であ

り、ヒトおよびげっ歯類において、AAは肝臓の

チトクローム P450（CYP2E1）によって反応性

の高い代謝物であるグリシドアミドに代謝され

る。グリシドアミドは細胞内でヘモグロビン付加

体及び DNA付加体（N7-dG-GA, N3-dA-GA, 

N1-dA-GA等）を形成する。発がん性については、

マウスを用いた試験において、ハーダー腺、乳腺、

肺、胃等で、ラットを用いた試験において、乳腺、

甲状腺、精巣等で発がん頻度の有意な増加がみら

れている。また、グリシドアミドの試験において、

AAと同等の投与量で同様の臓器に発がん性がみ

られている。従って、AAの発がん AOPとしては、

分子的初期イベントとして DNAへのグリシドア

ミド付加体の形成、キーイベントとして遺伝子突

然変異の誘発を設定することができる。マウスを

用いた AAの 28日間飲水投与実験を実施して組

織サンプルを取得した。最高用量 300 ppm投与

群では体重増加抑制が認められたことから、最大

耐用量は 300 ppmと考えられた。DNA付加体形

成量を測定した結果、N7-dG-GA量は AA用量依

存的にほぼ直線的に増加した。肝臓、肺、精巣に

おいて DNA付加体量に顕著な差はなく、組織が

AA代謝物に全身的に曝露されていることが示さ

れた。本実験では OECDが推奨する TGR試験の

標準的プロトコルに従い、28日間投与の 3日後に
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組織採取しているため、投与終了後の休薬期間に

一部の付加体が消失している可能性があるが、こ

の時点であっても AA投与量と DNA付加体量の

相関性は非常に高く、直線近似式の R2値は 0.98

以上であった。一方、最終投与 100日後には組織

中の付加体は検出限界以下であった。N7-dG-GA

付加体は水中で脱塩基が進み DNAから除かれる

ことを反映していると考えられた。脱塩基部位は

AP siteになるため、付加体の寿命は遺伝子突然

変異誘発に影響する要因の一つと考えられる。今

後は、DNA付加体量を測定した同一組織サンプ

ルを用いて TGR試験を実施し、gpt遺伝子突然変

異の用量反応データを取得する。 

 

Ｅ．結 論 

AAの発がんAOPを構成するDNA初期損傷お

よび遺伝子突然変異の用量反応データを取得す

ることを目的に、マウスを用いた 28 日間飲水投

与実験を実施した。組織における DNA 付加体形

成量を測定した結果、N7-dG-GA量は AA用量依

存的に増加した。組織の違いによる DNA 付加体

量の顕著な差は認められなかった。 
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図１．体重推移 

 

 

図２．AA投与マウス組織におけるN7-GA-Gua付加体量 
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資料 1：DNA付加体測定条件 

 

LC-MS/MS：Ultra-performance LC Aquity、Quattro Premier XEシステム（Waters） 

 

HPLC用カラム：Mightysil RP-18 MS 150-2.0 (5μm) (Cat. No 26075-96 関東化学) 

移動相 A：Water/ 2 mM ammonium acetate 

移動相 B：MeOH/ 2 mM ammonium acetate 

Flow rate：0.2 mL/min 

Gradient: 

(min) A (%) B (%) 

0 100 0 

10 90 10 

11 0 100 

20 0 100 

21 100 0 

 

Type: MRM 

Ion mode: ES+ 

Capillary (kV) 3.00 

Cone (V) 30 

Extractor (V) 2 

RF Lens (V) 0.0 

Source Temperature (℃) 120 

Desolvation Temperature (℃) 400 

Cone Gas Flow (L/Hr) 40 

Desolvation Gas Flow (L/Hr) 500 

Collision Cell Pressure (m 

bar) 

< 1e-4 

Collision Gas Flow (mL/Min) 0.20 

 

DNA付加体パラメーター 

Adduct m/z 

N7-GA-Gua 239>152 

[15N5]N7-GA-Gua 244>157 

 

 


