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研究要旨 

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を試みる。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、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、雄 gpt delta マウスを用いたトランスジェ

ニック遺伝子突然変異試験を行った。AA を 300, 100, 30 ppm の用量で 28 日間飲水投与し

た。肝臓における gpt 突然変異体頻度は AA 投与群で陰性対照群の約 3 倍に増加したが、3
用量群でほぼ同程度の変異体頻度を示し、用量依存性は明確でなかった。肝臓において AA
の DNA 付加体量が投与量に依存して増加するのに対して、遺伝子突然変異の頻度は低用量

群（30 ppm）で有意に増加するがそれ以上の用量では頭打ちの用量反応性を示すことから、

遺伝毒性発がん AOP において、分子的初期イベント（DNA 付加体形成）と下流のキーイ

ベント（遺伝子突然変異誘発）が定性的に相関するが、用量反応性が異なる特徴を示す場合

があることが示唆された。遺伝毒性と発がん AOP の研究において発がん試験データが豊富

なラットを用いた試験が重要だが、従来の gpt delta ラットはレポーター遺伝子の回収効率

が低く実験コストが高い欠点があった。この問題を克服するため、トランスジーンλEG10
の導入コピー数が多く、かつホモに持った新規 gpt delta ラットの評価を行った。Wistar 
Hannover 系統の新規 gpt delta ラットは従来のλEG10 ヘテロ F344 系統と比較して約 5
倍高い回収効率が得られたことから、ラットを用いた TGR 試験の効率化が期待できる。 

 
キーワード: 遺伝子突然変異，アクリルアミド，gpt delta マウス，gpt delta ラット 
 

Ａ．研究目的 
本研究では、香料等化学物質の安全性を階層

的に評価する評価系を構築し、食品香料等の効率

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。化学発がん

の分子的初期イベントである DNA 初期損傷
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（DNA 付加体形成）およびこれに続くキーイベ

ントである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）をモデル化

合物として、gpt delta マウスを用いた飲水投与実

験を実施した。昨年度は体組織における DNA 付

加体形成量を測定した。今年度は 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。また、AOP を考慮した TGR 試験の

実施においては、発がん試験データが豊富なラッ

トを用いた試験も重要だが、従来の gpt delta ラ

ットはマウスと比べてゲノム中のトランスジー

ンのコピー数が少ない上、トランスジーンをヘテ

ロに持つため、実験コストが高い欠点があった。

この問題を克服するため、導入コピー数を増やし

てレポーター遺伝子の回収効率を高めた新規 gpt 
delta ラットの作出と評価を行う。 
 
Ｂ．研究方法 
１．AA 飲水投与実験 
 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、雄 9 週

齢の gpt delta マウス(C57BL/6J)に 28 日間飲水

投与した。（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。さらに投与終了後 100 日目に各群 5～6
匹を安楽死させて同様に組織を採取し凍結保存

した。 
２．遺伝子突然変異頻度の測定 
AA 投与個体の組織からゲノム DNA を調製して

gpt 遺伝子突然変異体頻度を測定した。肝臓、

肺、精巣から RecoverEase DNA Isolation Kit 
（Agilent）を用いて長鎖 DNA を調製した。

Transpack packaging extract（Agilent）を用い

てλ in vitro パッケージングによりゲノム DNA
中のトランスジーンλEG10 をλファージとして

回収した。回収したλファージを Cre 組換え酵

素を発現する大腸菌 YG6020 株に感染させる

と、λEG10 DNA 中のレポーター遺伝子を含む

領域が Cre-lox 組換え反応によって切り出され、

マルチコピーのプラスミドとして保持される。

プラスミド上には変異検出のレポーター遺伝子

である大腸菌 gpt 遺伝子とクロラムフェニコー

ル（Cm）耐性遺伝子が存在する。In vitro パッ

ケージングで回収したファージを YG6020 に感

染させ、6-チオグアニン（6-TG）と Cm を含む

M9 寒天培地にまいて 37℃で 4 日間培養し、6-
TG 耐性コロニー数をカウントした。また、Cm
を含む M9 寒天培地にまいて 37℃で 3 日間培養

し、総形質転換コロニー数をカウントした。6-
TG 耐性コロニー数を総形質転換コロニー数で除

して突然変異体頻度を算出した。AA 飲水投与実

験の肝臓（最終投与 3 日後及び 100 日後）を用

いて gpt 突然変異体頻度の用量反応データを取

得した。 
３．新規 gpt delta ラットのレポーター遺伝子の

回収効率の評価 
λEG10 ファージの液体 lysate からファージ 

DNA を調製した（QIAGEN）。λEG10 DNA を

Wistar Hannover ラット受精卵にマイクロイン

ジェクションし、産仔について PCR でλEG10
のゲノムへの導入を検索し、導入が確認された

個体については交配してλEG10 をホモに持った

系統を作出した（SLC 社が実施）。新規 gpt 
delta ラット候補のラインについて、導入遺伝子

の回収効率（パッケージング効率）の測定を実

施した。肝臓組織から２.と同様に長鎖 DNA を

調製し、λ in vitro パッケージングを行った。

大腸菌 E.coliC 株に感染させ、λ寒天培地にまい

て 37℃で一晩培養し、ファージプラーク数をカ

ウントして 1 回のパッケージングあたりのプラ

ーク数（p.f.u.）を算出した。また、回収したフ

ァージを YG6020 に感染させ、Cm を含む M9
寒天培地にまいて 37℃で 3 日間培養し、総形質
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転換コロニー数をカウントした。2 つのラインに

ついてパッケージング効率を測定し、従来の gpt 
delta ラット（F344, λEG10 ヘテロ）と比較し

た。 
（倫理面への配慮） 
マウスの実験は国立医薬品食品衛生研究所の動

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。

ラットの実験は実施機関（SLC）の規程を遵守

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 マウスに AA を 28 日間飲水投与

した。300 ppm 群において投与 1 週目以降に体

重増加抑制がみられ、投与 2～4 週目は 0 ppm
群と比較して有意な体重増加抑制が認められ

た。最終投与の 3 日後および 100 日後に組織を

採取し凍結保存した。最終投与 3 日後の体重、

肝臓および肺の絶対重量は全群で有意な変化が

なかったが、300 ppm 群において精巣重量が 0 
ppm 群と比較して有意に減少した。最終投与

100 日後では全群に差は認められなかった。 
 
２．遺伝子突然変異頻度の測定 

AA28 日間投与後 3 日目の肝臓において、0, 
30, 100, 300 ppm 群の gpt 突然変異体頻度はそ

れぞれ 4.2±2.3 x 10-6、12.4±6.8 x 10-6、14.0±
4.9 x 10-6、14.2±5.2 x 10-6であった（各群 5 匹

の平均値±SD）。3 投与群において陰性対照群と

比較して変異頻度の有意な増加がみられた

（p<0.05, Dunnett’s test）。最終投与 100 日後の

肝臓における gpt 突然変異体頻度は 0, 30, 100, 
300 ppm 群でそれぞ 9.0±4.4 x 10-6、23.4±6.9 
x 10-6、18.5±9.1 x 10-6、19.3±2.7 x 10-6であ

った（各群 5～6 匹の平均値±SD）。3 投与群に

おいて陰性対照群と比較して変異頻度の有意な

増加がみられた（p<0.05, Dunnett’s test）。ま

た、全群において、投与後 3 日目と比較して突

然変異頻度は高値を示した。AA 飲水量から換算

した AA 投与量に対して gpt 突然変異体頻度を

プロットしたグラフを図１に示した。最終投与 3
日後および 100 日後のいずれにおいても、変異

体頻度は 30 ppm 群で有意に増加し、100, 300 
ppm 群では 30 ppm 群とほぼ同様の値を示し、

プラトー様の用量反応曲線を示した。 
 
３．新規 gpt delta ラットのレポーター遺伝子の

回収効率の評価 
新規 gpt delta ラット候補ラインのレポーター

遺伝子回収効率を測定した。λEG10 遺伝子のゲ

ノム中への導入が PCR で確認された個体から、

交配によって導入遺伝子をホモに持つ系統を作

出した。候補 2 系統（ライン 1、ライン 2）につ

いて、それぞれ 3 個体を用いて肝臓 DNA を調製

し、各 DNA 10μL を使用してλ in vitro パッ

ケージングを行った。E.coliC および YG6020 を

用いてパッケージング効率（1 回のパッケージン

グで回収されたファージプラーク数または形質

転換コロニー数）を測定した。各個体サンプル

について 3 回測定を行った。結果を図 2 に示し

た。E.coliC を用いたパッケージング効率は、新

規ライン 1 で 3.9±0.8 x 105、ライン 2 で 8.0±
0.2 x 105、従来の F344 ヘテロ系統で 1.0±0.7 x 
105であった（各群 3 匹の平均値±SD）。従来の

gpt delta ラットと比較して、新規ライン 1 では

約 3 倍、ライン 2 では約 5 倍の高い回収効率が

得られた。また、YG6020 を用いたパッケージ

ング効率は、ライン 1 で 3.9±1.4 x 105、ライン

2 で 7.6±0.9 x 105であった（各群 3 匹の平均値

±SD）。ライン 1 と比較してライン 2 の方が 2
倍程度高い効率を示した。 
 
Ｄ．考 察 
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）によってグリシド

アミドに代謝された後、グリシドアミド DNA 付

加体（N7-dG-GA, N3-dA-GA, N1-dA-GA 等）を

形成する。グリシドアミドのげっ歯類発がん試
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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おり、AA の発がん AOP と

して、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。gpt delta マウスを用いた AA の飲水投与実

験を実施した。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 日後に組織採取した。肝臓における gpt
突然変異体頻度は AA 投与群で陰性対照群の約 3
倍に増加したが、3 用量群でほぼ同程度の変異体

頻度を示し、用量依存性は明確でなかった。一

方、AA 投与量依存的に DNA 付加体（N7-dG-
GA）量は直線的に増加することが昨年示されて

いる。DNA 付加体と遺伝子突然変異頻度の用量

相関性が異なる原因として、肝臓は細胞のター

ンオーバーが遅い臓器であることから、投与後 3
日目の時点では DNA 付加体が DNA 修復および

複製を経て突然変異として固定される時間が十

分でなかった可能性が考えられた。そこで、28
日間投与の 100 日後に採取した肝臓を用いて gpt
突然変異体頻度の測定を行った結果、突然変異

体頻度は AA 投与群で陰性対照群の 2～3 倍に増

加したものの用量依存性は明確でなく、投与後 3
日目と同様の結果が得られた。無処理群と投与

群の最終投与 100 日後の変異体頻度はそれぞれ

3 日後と比較して高い値を示したことから、肝臓

で突然変異が固定されるための発現時間は十分

と考えられた。以上の結果から、肝臓において

AA の付加体量が投与量に依存して増加するのに

対して、遺伝子突然変異の頻度は低用量群（30 
ppm）で有意に増加するがそれ以上の用量では

頭打ちの用量反応性を示すことが示唆された。

遺伝毒性発がん AOP において、分子的初期イベ

ント（DNA 付加体形成）と下流のキーイベント

（遺伝子突然変異誘発）が定性的に相関する一

方で、用量反応性が異なる特徴を示す場合があ

ることが示唆された。AA の発がんメカニズムに

おいて N7-dG-GA 付加体以外の要素が関与して

いる可能性が考えられた。今後は、他の臓器に

ついても用量反応データを取得し、BMD 法等を

用いて遺伝毒性の定量的評価における異なるエ

ンドポイントの比較を行う。 
遺伝毒性と発がん AOP の研究においては発が

ん試験データが豊富なラットを用いた TGR 試験

が重要だが、従来の gpt delta ラットはゲノム中

のトランスジーンのコピー数が少なく、またト

ランスジーンをヘテロに持つため、レポーター

遺伝子の回収効率が低く実験コストが高い欠点

があった。この問題を克服するため、導入コピ

ー数が多く、かつトランスジーンをホモに持っ

た新規 gpt delta ラットの作出と評価を行った。

Wistar Hannover 系統のλEG10 ホモ化 gpt 
delta ラット 2 ラインを候補としてパッケージン

グ効率を測定した結果、従来の F344 ヘテロ系統

と比較して約 5 倍高い回収効率を得た。この結

果は、ラットを用いた TGR 試験の効率化をもた

らすものと期待される。より回収効率が高いラ

イン 2 を選択し、今後は変異原物質（ENU およ

びベンツピレン）投与実験を実施して、突然変

異頻度を測定し、変異原物質に対する感受性を

確認する。 
 
Ｅ．結 論 

gpt delta マウスを用いた AA の 28 日間飲水投

与実験を実施した。肝臓の gpt 突然変異体頻度は

投与群で有意に増加したが、用量依存性が明らか

でないという特徴を示した。ラットを用いた TGR
試験の効率化のため、従来の系統と比べてレポー

ター遺伝子回収効率が約 5 倍高い新規 gpt delta
ラットの評価を行った。 
 
F．健康危機情報 
 なし  
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図１．AA 投与マウス肝臓における gpt 突然変異体頻度 

 

  
図２．新規 gpt delta ラットのレポーター遺伝子の回収効率 
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