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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、性差および週齢差を踏まえた検討を行い、加えて、妊

娠動物に遺伝毒性物質を投与した際の胎仔および新生仔における遺伝毒性影

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することを目的

とする。 

 近年開発された Pig-a アッセイは米国において産学官の共同研究が実施さ

れ、その成果を基に 2012 年に OECD ガイドライン化に向けた SPSF の作成が同

意されているが、日本における研究成果を盛り込むことを目指し、日本国内

においても産官での共同研究が進められている。これに加えて、本研究課題

の推進により得られる研究成果は、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としてアピールす

ることができる。 

 

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。 

応募者はこれまでに、放射線遺伝毒性につ

いて雄マウスを用いた Pig-a アッセイにより

評価した結果、幼若群は成熟群と比較し、高

い Pig-a 遺伝子変異体頻度の上昇を示すこと

を明らかにしている。これらのことは、年齢

差に応じた遺伝毒性の差を本アッセイにより

評価できる可能性を示唆するものである。 

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
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提案し、その有用性を明らかにし、そして幼

若動物や胎仔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する。本研究計画は

三年間の研究計画とし、Pig-a アッセイの有

用性について初年度は幼若マウスと成熟マウ

スでの雌雄差と週齢差の比較、次年度と最終

年度はマウス胎仔を用いた解析を実施するこ

とを目標とする。 

 

Ｂ. 研究方法 

 1群5匹、雌雄それぞれの幼若C57BL/6マウス

(離乳後である4週齢)および成熟C57BL/6マウ

ス(8週齢)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

（200 mg/kg）を単回腹腔内投与する。投与前

2日、投与後1週、2週および4週目に尾静脈よ

り採血を行ない、得られた血液を用いてPig-a
アッセイを実施し、遺伝毒性を評価した（図

１）。エチルニトロソウレアは代謝活性化無

しで遺伝毒性を発揮するが、ベンツピレンは

遺伝毒性発揮のために代謝活性化を必要とす

る。したがって、薬物代謝活性を勘案した遺

伝毒性評価ため、この2種の化合物を選択した。 

 Pig-a アッセイでは、2μL の末梢血を赤血

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。 

 各投与群で得られた Pig-a 変異体頻度は、

Steel の方法により、国立医薬品食品衛生研

究所変異遺伝部の背景データ（溶媒投与群、

N=95）と比較し、統計学的な解析を実施した。 

 

（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）成熟雄マウスにおける Pig-a変異体頻度 

 成熟雄マウスの Pig-aアッセイの結果を図

２に示す。成熟雄マウスにおいて、エチルニ

トロソウレアおよびベンツピレン投与群では、

溶媒投与群と比較した場合、投与後 2週目以

降に有意な Pig-a変異体頻度の上昇が検出さ

れた。エチルニトロソウレアおよびベンツピ

レン投与群における投与後４週目では、投与

後２週目と比較した場合、さらに Pig-a変異

体頻度の上昇が検出された。 

 

２）幼若雄マウスにおける Pig-a変異体頻度 

 幼若雄マウスの Pig-aアッセイの結果を図

３に示す。幼若雄マウスにおいて、エチルニ

トロソウレア投与群では、他の投与群と比較

した場合、投与後 1週目に有意な Pig-a変異

体頻度の上昇が検出された。投与後 2週目に

はエチルニトロソウレアおよびベンツピレン

両投与群で有意な Pig-a変異体頻度の上昇が

検出された。投与後４週目では、投与後２週

目と比較した場合、Pig-a変異体頻度が若干

上昇した。投与後４週目ベンツピレン投与群

では２週目と比較した場合に平均値では上昇

しているような印象を与える結果（図３A）で

はあるが、これは外れ値を示す１個体によっ

て平均値が引き上げられた結果によるもので

あり（図３B）、実際は大幅な上昇は無いと考

えられる。 

 

３）成熟雌マウスにおける Pig-a変異体頻度 

 成熟雌マウスの Pig-aアッセイの結果を図

４に示す。成熟雌マウスにおいて、エチルニ

トロソウレアおよびベンツピレン投与群では、

溶媒投与群と比較した場合、投与後 2週目以

降に有意な Pig-a変異体頻度の上昇が検出さ
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れた。エチルニトロソウレアおよびベンツピ

レン投与群における投与後４週目では、投与

後２週目と比較した場合、さらに Pig-a変異

体頻度の上昇が検出された。興味深いことに、

ベンツピレン投与後４週目ではエチルニトロ

ソウレア投与群の投与後４週目でみられた

Pig-a変異体頻度の上昇率よりも大きな上昇

率が検出された。 

 

４）幼若雌マウスにおける Pig-a変異体頻度 

 幼若雌マウスの Pig-aアッセイの結果を図

５に示す。幼若雌マウスにおいて、エチルニ

トロソウレア投与群では、他の投与群と比較

した場合、投与後 1週目に有意な Pig-a変異

体頻度の上昇が検出された。投与後 2週目に

はエチルニトロソウレアおよびベンツピレン

両投与群で有意な Pig-a変異体頻度の上昇が

検出された。エチルニトロソウレアおよびベ

ンツピレン投与群における投与後４週目では、

投与後２週目と比較した場合、さらに Pig-a
変異体頻度の上昇が検出された。 

 

５）幼若赤血球出現頻度 

 成熟マウスにおいては、雌雄共に５％前後

の幼若赤血球出現頻度であり、雌雄間の差や

エチルニトロソウレアおよびベンツピレン投

与による影響は特に認められなかった。他方、

雌雄ともに幼若マウスにおいては投与直前

（４週齢に相当）の幼若赤血球出現頻度が２

０％以上と高い数値を示した。幼若マウスの

すべての投与群において、投与後２週および

４週目では各投与群で幼若赤血球出現頻度が

成熟マウスと同程度にまで減少することが示

された（図６）。幼若雄マウスでのエチルニト

ロソウレア投与群投与後４週目の幼若赤血球

出現頻度でのみ、若干の上昇傾向が見られて

いるが、これは当該投与群で 1個体のみ異常

値を示した結果である。また、幼若マウスに

おいては、成熟マウスと同様に雌雄間の差は

認められなかった。 

 

Ｄ. 考察 

１）成熟マウスの雌雄の比較 

 エチルニトロソウレア投与群では Pig-a変
異体頻度および幼若赤血球出現頻度両者で雌

雄の差は見られないことから、成熟マウスで

はエチルニトロソウレアの遺伝毒性検出感度

において、Pig-aアッセイの検出感度の雌雄

差はないと考えられる。 

 ベンツピレン投与群においては、投与後２

週目までは Pig-a変異体頻度および幼若赤血

球出現頻度両者で雌雄差は認められておらず、

幼若赤血球出現頻度においても投与後４週目

で雌雄差は認められていない。しかし、投与

後４週目でのベンツピレン投与群雌マウスで

の Pig-a変異体頻度は、雄マウスと比較して

高値を示した。その理由の１つとして、ベン

ツピレンは遺伝毒性を発揮するためには代謝

活性化を受ける必要があることから、ベンツ

ピレン代謝活性化における雌雄差の結果、投

与後４週目での Pig-a変異体頻度の差となっ

て現れたと考えられる。しかしながら、投与

後２週目での性差が認められていないことか

ら、他の複合要因も影響していることは否定

できない。しかし、後述の幼若マウスではこ

ういった違いが認められていないことから、

投与後４週目で見られた雌マウスでの Pig-a
変異体頻度の上昇は成熟雌マウス特有の現象

である可能性が高いと考えられる。 

 

２）幼若マウスの雌雄の比較 

 幼若マウスにおいては、エチルニトロソウ

レアおよびベンツピレン投与群両者で雌雄差

は認められない。従って、幼若マウスにおい

ては Pig-aアッセイの検出感度の雌雄差はな

いと考えられる。成熟雌雄マウスの結果と合

わせて考察すると、成熟マウスのみでベンツ

ピレンの遺伝毒性検出感度に性差が認められ

ていること、また、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、ベンツピレンの遺伝毒性検出感度に

ついては成熟雌マウスで特異的に活性が上昇

している代謝活性化能が関与していると考え

られる。 

 

３）週齢差の比較 

 エチルニトロソウレア投与群において、成

熟群では雌雄ともに投与後２週目以降で遺伝

毒性を検出したのに対し、幼若群では雌雄と

もに投与後 1週目で有意な遺伝毒性を検出し
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た。その理由として、雌雄共に投与時（4週

齢）における幼若赤血球頻度が非常に高いこ

とから、この時期のマウスは高い造血能を持

つことが考えられ、それが原因となって幼若

群では早期の遺伝毒性検出が可能となってい

ると考えられる。他方、ベンツピレンにおい

ても統計学的有意差は認められていないが同

様の傾向、すなわち幼若群での早期遺伝毒性

検出性が見られている。従って、ベンツピレ

ン投与群幼若群においても投与用量を増加さ

せることで統計学的に有意に早期検出が可能

であると考えられる。 

 

Ｅ. 結論 

 今年度得られた研究成果によって、①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、②化

学物質の遺伝毒性影響の視点から見た場合、

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、の２点が明

らかになった。これにより、上記①について

は、Pig-aアッセイを実施する場合には使用

動物の開始週齢をそれぞれの試験研究目的に

応じて吟味した上で実施すべきであるという

ことを提案するものであり、今後本アッセイ

を活用していく上で重要な情報となる。また、

上記②については、幼若期における化学物質

暴露に対する遺伝毒性リスクは成熟期よりも

高いことを示唆するものであり、重要なリス

ク評価情報となる。 
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図１. Pig-aアッセイ投与群構成とスケジュール 
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図２.成熟雄マウスにおけるPig-a変異体頻度（A,平均値と標準偏差; B,各個体の散布図） 
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図３.幼若雄マウスにおけるPig-a変異体頻度（A,平均値と標準偏差; B,各個体の散布図） 
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図４.成熟雌マウスにおけるPig-a変異体頻度（A,平均値と標準偏差; B,各個体の散布図） 
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図５.幼若雌マウスにおけるPig-a変異体頻度（A,平均値と標準偏差; B,各個体の散布図） 
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図６.幼若赤血球出現頻度（A,雄; B,雌） 
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