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平成 29 年度 厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

総括研究報告書 

 

研究課題名：食品添加物等の遺伝毒性発がんリスク評価のための新戦略法に関する研究 

 

研究代表者： 本間正充 国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部 部長 

 

研究要旨 

遺伝毒性試験は発がん性物質のスクリーニング試験であると同時に、その遺伝毒性

メカニズムが、発がん性リスク評価の上で重要な情報となる。本研究では、OECD が

提唱する「有害性転帰事象（AOP）」を取り入れた遺伝毒性評価ストラテジーと、追

跡型試験系を開発し、遺伝毒性発がんリスク評価法の精緻化を目指す。主な研究のテ

ーマは、発がん AOP の分子初期事象である「化学物質→DNA 付加体→突然変異」の

プロセスから（A）「化学物質→DNA 付加体」と、（B）「DNA 付加体→突然変異」を

分離し、独立に定性、定量的に解析する試験系を構築すること。（C）発がん AOP か

らはずれるエピ遺伝毒性物質の検出系の開発することである。 

（A）DNA 付加体に関しては PhIP 修飾オリゴヌクレオチドの合成を行った。脱保

護の方法による影響についても今後検討する必要がある。また、ベンゾピレン（BaP）

の付加体合成では、ピレノールから始める合成が適しており、ジオールエポキサイド

の合成までの方法論が明らかになった。MeIQx および IQ を含む DNA の合成ではア

ダホスホロアミダイト体の合成法の確立を試みた。Buchwald-Hartig 反応のリガンド

や溶媒、反応時間等を検討するとともに、さらにステップ数を削減するべく、2 位無

保護における反応条件を検討した。ジクロロメタンおよび 1,2-ジクロロプロパン

(DCP)は、職業性胆管がんの原因物質であることが示唆されている。DCP の変異原性

誘発メカニズムの解明のため DCP に由来する付加体の探索を行ったところ、デオキ

シグアノシン由来の付加体である DCP86 が同定できた。 

（B）バルキーDNA 付加体の dG-C8-PhIP を TATAM 法により XPC もしくは

ERCC6 を改変細胞のゲノム DNA に導入し、その突然変異頻度と変異スペクトルを正

常細胞と比較したところ、大きな違いは観察されなかった。このことは dG-C8-PhIP

付加体の DNA 修復に関与していないこと、もしくは TATAM 解析がバルキー付加体

に適用できない可能性があることが示唆された。 

（C）エピ変異原に関しては凝集遺伝子 FLO1 プロモーター活性を指標としたエピ

変異原検出系の構築を目指した。レポーター遺伝子には非破壊で測定可能な Green 

fluorescent protein （GFP）遺伝子を用い、被検物質には昨年度の研究からエピ変異

原の可能性が推測されたプルプリンを使用した。FLO1 レポーター活性に及ぼすプル

プリンの効果については、凝集性に対する効果と矛盾ない濃度依存的な GFP 蛍光強

度の上昇が確認された。プルプリンが FLO1 レポーター活性に示した本効果は凝集促

進作用を有するアリザリン処理においても認められた。 
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研究分担者 

 

安井 学  国立医薬品食品衛生研究所  

変異遺伝部 室長 

杉山圭一  国立医薬品食品衛生研究所  

変異遺伝部 室長 

戸塚ゆ加里 国立がん研究センター研究所 

発がん・予防研究分野 ユニット長 

高村岳樹  神奈川工科大学工学部 

分子生物学研究室 教授 

出水庸介  国立医薬品食品衛生研究所 

有機化学部 部長 

 

Ａ．研究目的 

 食品の安全性に対して、多くの国民が関心を

寄せている今日、食品添加物や残留農薬等の食

品中に含まれる微量の化学物質の安全性が問

題となっている。多くの化学物質の毒性は、健

康リスクを評価する場合、理論的、実証的研究

から、これ以下であれば健康影響が見られない

レベル、すなわち閾値がある用量反応モデルが

用いられてきた。これにより一日摂取許容量

(Acceptable Daily Intake; ADI)を定めること

ができる。しかしながら、その化学物質の発が

ん性が問題となり、さらに遺伝毒性が認められ

るとやっかいである。他の毒性と異なり遺伝毒

性には閾値がないとされているため、摂取量を

ゼロにしない限り、健康リスクもゼロにならな

いとの論理から ADI を設定することができな

い。ここに遺伝毒性発がん物質のリスク管理の

問題点がある。同様の問題は、福島第一原発事

故からの低レベル放射線の発がんリスクの議

論においても焦点となっている。我々は日常的

に、食物を通して多くの発がん物質を摂取して

おり、また、太陽からの紫外線、自然環境から

の放射線も先史からの発がん因子である。さら

に、現代社会で生活する限り、工業製品等から

の微量の発がん可能性物質の暴露を避けるこ

とはできない。現在必要なのは、食品中に含ま

れる化学物質の危険性とそのリスクを国民に

対して合理的、且つ高い透明性もって、説明可

能な評価方法と管理方法を確立することであ

る。このための重要な研究は、リスクをもたら

すハザードのメカニズムの解明と、定量化であ

ると考える(Hazard Characterization)。 

 遺伝毒性試験は発がん性物質のスクリーニ

ング試験であると同時に、発がん性が認められ

た場合には、その遺伝毒性メカニズムが安全性

評価の上で重要な情報となる。また、遺伝毒性

発がん物質のリスク評価おいても、近年では、

ある一定レベル以下のリスクであれば許容さ

れるという考えが浸透しつつあるが、この場合

でも、適切な遺伝毒性メカニズムと、定量評価

による透明性の高い説明が求められている。こ

れまでの一般的な遺伝毒性試験としてはエー

ムス試験（バクテリア；遺伝子変異）、染色体

異常試験（哺乳類；染色体構造異常）、小核試

験（げっ歯類動物；染色体構造および数的異常）

が利用されてきた。これらの組み合わせ試験は、

異なる生物種、複数のエンドポイントを用いる

ことにより、様々なタイプの遺伝毒性物質を広

範に検出するためにデザインされたものであ

る。しかしながら、この結果から発がんに関連

する遺伝毒性メカニズムの情報は得ることは

困難であり、また、試験結果自体も発がん性と

の相関性が低い。本研究では、これまでの既成

概念を破り、最新の情報と分子生物学的技術に

基づく評価系を構築し、遺伝毒性発がんリスク

評価法の精緻化を目指す。 

OECD では化学物質と生体（組織）の相互作

用から個体での毒性発現を関連づけて説明す

る手法（Adverse Outcome Pathway; AOP）と、

それに基づく統合的試験法と評価方法

（ Integrated Approaches to Testing and 

Assessment; IATA）を提唱し、化学物質の安全

性評価の合理化と、実験動物削減を目指してい

る。本研究では、発がん AOP の分子初期事象

（Molecular Initial Event; MIE）である「化

学物質→DNA 付加体→突然変異」に注目し、
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この MIE プロセスを追跡し、定性、定量的に

解析する試験系を構築し、メカニズムと定量性

に基づいた新たな遺伝毒性 IATA を開発するこ

とを目的とする。本研究では、1．DNA 付加体

検出、2．付加体合成、3．遺伝子ターゲットに

よるゲノム中への付加体の導入、が技術の核心

である。特に、3 の技術に関しては、わずか 1

分子の DNA 付加体をゲノム中に導入し、その

結果生じる突然変異の定性・定量的に解析する

ことができる。1 分子の DNA 損傷は究極的な

低用量モデルであり、本試験系で DNA 付加体

が突然変異をもたらさなければ、その DNA 付

加体（損傷）は閾値を持つか、閾値が無くとも

突然変異を引き起こさないことを理論的に証

明したことになる。 

また、本研究班では DNA 付加体形成が認め

られず、発がん AOP のスキームに載らない非

遺伝毒性発がん物質の評価法にも取り組んで

いる。これら化学物質は DNA の一次構造に変

化を与えず、がんや他の疾患を引き起こすエピ

遺伝毒性物質と考えられる。エピ遺伝毒性物質

に反応する新たなトランスジェニック生物を

作成し、エピ遺伝毒性物質の評価系の開発も行

った。 

本研究班は上記の目的を達成するため、５名

の分担研究者が以下の研究に取り組んだ。 

１）バルキーDNA 付加体 dG-C8-PhIP に関わ

るヌクレオチド除去修復機構に関する基礎的

研究（安井）： 

これまで 1 分子の DNA 付加体をゲノム中に

導入し、その運命を定性・定量的に解析できる

TATAM 法の開発に成功した。この TATAM の

系を用いてヘテロサイクリックアミン類であ

る PhIP の変異原性の解析を、正常細胞、およ

び DNA 修復欠損細胞を用いて比較検討を行っ

た。PhIPは、バルキーDNA付加体を形成させ、

発がんに至らせる遺伝毒性発がん物質である。

一般的に，バルキーDNA 付加体は、ヌクレオ

チド除去修復機構（NER）によって DNA から

除去されることが知られているが、ほとんどの

付加体は、NER 機構に存在するグローバルゲ

ノム NER（GG-NER）、あるいは転写共役型

NER（TC-NER）のどちらで修復されるかは不

明であり、HCA の発がん作用機序を理解する

うえで大きな障害となっている。本研究では、

GG-NER および TC-NER に必須の遺伝子であ

る XPC および ERCC6 を，それぞれ改変した

細胞を用いて、ゲノム導入された dG-C8-PhIP

付加体の突然変異誘発能の解析を行った。 

２）エピ遺伝毒性物質の評価系の開発（杉山）： 

発がんメカニズムとして、近年エピジェネテ

ィックな変異の関与も指摘されている。エピ遺

伝毒性物質のスクリーニング試験については、

短期・長期に関わらず現時点では確立されてい

ない。これまでエピ遺伝毒性の一つである

DNA メチル化阻害剤検出系を構築することを

目 的 と し て ヒ ト DNA methyltrasferase 

（DNMT）遺伝子形質転換酵母（ヒト DNMT

酵母）を作出に成功し、DNMT 阻害剤に対す

る応答性を検討してきた。本年度では、昨年度

までの結果を踏まえ、凝集性と比較してより定

量的でかつ頑健性が期待できる凝集遺伝子

（FLO1 遺伝子）のプロモーターを用いたレポ

ーターアッセイによるエピ変異原検出システ

ムの構築を試みた。 

３）DNA アダクトの定性・定量評価とアダク

トのカタログ化に関する研究（戸塚）： 

ジクロロメタン（DCM）や 1,2-ジクロロプロ

パン（DCP）等のハロゲン系炭化水素は主に工

業溶剤として幅広く使用されており、最近、職

業性胆管がんの原因物質であることが示唆さ

れているが、その関連性は未だ良くわかってい

ない。昨年度の研究から代謝物の影響はないこ

とが示唆されたため、本年度は DCP と DNA

の直接反応によって形成される DNA 付加体の

同定を試みた。 

４）DNA アダクトの合成と、ターゲットベク

ターへの導入に関する研究（高村）： 

焼肉などの加熱食品中に含まれるがん原性

ヘテロサイクリックアミンの一つである PhIP
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はAmes試験などバクテリアを用いる変異原性

試験では比較的低い変異原性を示すが、ラット

に対し大腸がんや乳がんを誘発することが知

られている。PhIP の TLS 試験では APC 遺伝

子に部位特異的に PhIP 修飾を施したものを用

いた in vitro の系が知られているが、in vivo 

TLS のデータは存在しない。そこで、in vivo 

TLS に向けた PhIP 修飾オリゴヌクレオチドの

合成をおこなった。また、加熱食品の加熱時に

生成する可能性のある発ガン性物質ベンゾピ

レンがdGに付加したdG-N2付加体の別途合成

方法の開発，さらに，O6 位にグリコール酸

（GA）修飾した付加体 dG-O6-GA の合成を試

みた 

５）重要な DNA アダクトの合成に関する研究

（出水）： 

TATAM 法に必要な DNA アダクト含有オリ

ゴ DNA を供給するために、その DAN アダク

トとホスホロアミダイト体の合成を行った。IQ

平の付加体合成（dG-C8-IQ）への検討を行っ

てきたが、本年度は反応のリガンドや溶媒、反

応時間等を検討するとともに、さらにステップ

数を削減するべく、2 位無保護における反応条

件を検討した。 

 

Ｂ．研究方法 

１）バルキーDNA 付加体 dG-C8-PhIP に関わ

るヌクレオチド除去修復機構に関する基礎的

研究（安井）： 

ヌクレオチド除去修復機構（NER）のにグロ

ーバルゲノム NER（GG-NER）に関与する XPC

遺伝子（XPC タンパク質）と、転写共役型 NER

（TC-NER）に関与する ERCC6 遺伝子（CSB

タンパク質）のノックアウト（KO）、あるいは

ノックイン（KI）した改変細胞をヒトリンパ芽

球 TSCER122 細胞から CRISPR/CAS9 を用い

て作成した。また、研究分担者である高村より

供与された部位特異的にdG-C8-PhIPを１分子

含む DNA オリゴマーから作成したターゲティ

ングベクターを構築した。このターゲッティン

グベクターを TATAM（Tracing DNA adducts 

in targeted mutagenesis）法により正常細胞、

GG-NER 細胞、TC-NER 細胞に導入し、突然

変異頻度を計測すると共に、変異スペクトルを

DNA シークエンスにより解析した。 

２）エピ遺伝毒性物質の評価系の開発（杉山）： 

Green fluorescent protein （GFP）変異体

（eGFP）をレポーター遺伝子として FLO1 レ

ポータープラスミドを構築した。構築したプラ

スミドを酵母に形質転換し、アリザリンおよび

アリザリン類縁体のプルプリンがFLO1レポー

ター活性に及ぼす影響を解析した。 

３）DNA アダクトの定性・定量評価とアダク

トのカタログ化に関する研究（戸塚）： 

Ames 試験に用いる試験菌株である、

Salmonella typhimurium TA100 に

1,2-DCP(15000ppm)を 2 時間気層曝露した後

にバクテリアを回収し、ゲノム DNA の抽出を

行った。DNA を各種ヌクレアーゼによりモノ

ヌクレオシドに分解し、生成する DNA 付加体

を質量分析機器を用いて網羅的に解析した。得

られたデータを主成分 (PCA)解析により解析

し、1,2-DCP 曝露に相関する付加体の抽出を実

施した。精密質量数を用いて抽出した任意の付

加体の分子組成式の推測をソフトウエアによ

り行った。 

４）DNA アダクトの合成と、ターゲットベク

ターへの導入に関する研究（高村）： 

昨年度の同様の方法で，dG-C8-PhIP のアミ

ダイトの合成を試みているが，合成の困難さも

有り，現時点ではオリゴヌクレオチドまで合成

できていない。PhIP で修飾された dG-C8-PhIP

のアミダイトまではあと少しの行程であるが，

昨年度までの合成時と若干，反応性が異なるこ

とが明らかになっており，その原因について検

討が必要である。またベンゾピレンの付加体に

ついては付加体反応の手前までの合成を行っ

た。また GA 付加体については，定法により合

成を進めた。 

５）重要な DNA アダクトの合成に関する研究
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（出水）： 

MeIQx および IQ を含む DNA の合成ではア

ダホスホロアミダイト体の合成法の確立を試

みた。十分に窒素置換した 3 ml の THF に化合

物 4（44.3 mg，0.05 mmol），IQ（22.1 mg，

0.1 mmol），xantphos（30.2 mg，0.05 mmol），

Cs2CO3（33.6 mg，0.1 mmol），Pd2(dba)3（10.6 

mg，0.01 mmol）を添加し，microwave 照射

下，100℃，6h 撹拌した．上記反応条件をもと

に、溶媒（DMSO、DMF、toluene 等）、リガ

ンド（JohnPhos、SPhos、XPhos、）DavePhos

等）、塩基（t-BuOK、NaPO4 等）、触媒、反応

時間、量比等を検討した。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は多くは文献調査、バクテリア、酵母、

哺乳類培養細胞による in vitro 試験に基づくもの

であり、倫理上の問題はない。 

 

Ｃ．研究結果 

１）バルキーDNA 付加体 dG-C8-PhIP に関わ

るヌクレオチド除去修復機構に関する基礎的

研究（安井）： 

野 生 株 で あ る TSCER122 細 胞 に

dG-C8-PhIP を含むターゲッティングベクター

を TATAM 法によりゲノムに導入し、解析した

結果、164 細胞中に 6 つの細胞で dG-C8-PhIP

のゲノム導入部位周辺の塩基変異（4.2%）が検

出され，また，2 つの細胞からは大きな欠失

（1.4%）が観察された（合計 5.6%）。一方、コ

ントロールベクターで得られる自然突然変異

頻度は 1.7%（Yasui, M. et al., DNA repair 15, 

11-20 (2014)）であるため，dG-C8-PhIP によ

って突然変異誘発頻度が約 3倍増加したことが

分かった。 

一方，XPC KO 細胞，および ERCC6 KI 細

胞のゲノムにdG-C8-PhIP付加体を導入して同

様の実験を行ったが，XPC KO 細胞では 186

細胞中に 4 つの細胞で塩基変異と一塩基欠失

（2.4%），また，ERCC6 KI 細胞では 172 細胞

中にわずか 1 細胞（塩基変異と一塩基欠失を同

時に誘発；0.6%）しか検出されなかった。 

２）エピ遺伝毒性物質の評価系の開発（杉山）： 

酵母凝集性に対するプルプリンの作用を検

討した結果、凝集促進作用と FLO1 の mRNA

レベル上昇を認めた。ヒストンへの影響を検討

した結果、プルプリンはバルクレベルでコアヒ

ストン H3 量を減少させることが明らかなった。

また、プルプリン処理時における核染色像の異

常も観察された。FLO1 レポーター活性に及ぼ

すプルプリンの効果については、凝集性に対す

る効果と矛盾ない濃度依存的な GFP 蛍光強度

の上昇が確認された。プルプリンが FLO1 レポ

ーター活性に示した本効果は凝集促進作用を

示すアリザリン処理においても認められた。以

上の結果は、凝集試験より簡便でかつ定量性が

担保された FLO1 レポーターアッセイが、エピ

変異原検出系として利用可能であることを示

唆している。 

３）DNA アダクトの定性・定量評価とアダク

トのカタログ化に関する研究（戸塚）： 

PCA 解析を行なった結果、1,2-DCP に相関

する付加体として抽出されたもののうち、

DCP22 [m/z 368.1560; M+H] と DCP86 

[m/z384.1514; M+H]に注目してみたところ、両

者の精密質量数から推測した分子組成式と

MS/MS フラグメンテーションデータから、

DCP86 ではグアニンに相当するフラグメント

が、DCP22 ではアデニンに相当するフラグメ

ントが観察され、このことから、DCP86 はデ

オキシグアノシン由来の、DCP22 はデオキシ

アデノシン由来の付加体であることが推測で

きた。 

４）DNA アダクトの合成と、ターゲットベク

ターへの導入に関する研究（高村）： 

dG の 8 位のブロモ体(8-Br-dG)誘導体の合成

からはじめた。シリル基で保護をしたデオキシ

グアノシンのブロモ化は十分に進行しなかっ

た。また保護を行った dG 誘導体は PhIP との

Buchwald アミノ化反応をもちいて反応させた。
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得られた付加体誘導体を、トリクロロ酢酸を用

いて脱保護を行ったが、目的とする化合物が得

られていないことが多く見られた。一方で、ト

リチル基が存在したままでも O6 位のベンジル

基は Pd black 存在下、水素添加反応により脱

保護可能であることが判明したため，今後脱保

護の方法論も含めて検討を行う予定である。 

一方，ベンゾピレンの dG 付加体合成に関し

ては既存の方法を用いた。ピレンアルコール５

を脱水する反応で、トルエンスルホン酸をもち

いて脱水させ、2 重結合を生成させた。得られ

た化合物 6 を、ベンゼン溶媒中で I2 と安息香

酸銀用を用いる Prévost 法によりトランス 1，

２グリコールを生成した。これにはいくつかの

合成方法を検討したが，反応混合物を光から保

護し、室温で約１日，攪拌させた後に 1 時間還

流させる方法で合成を行うと収率（80％）よく

目的化合物 7 が得られることがわかった。得ら

れた化合物は DDQ を用いて酸化反応を行い，

目的化合物 8 を得ることが出来た。 

５）重要な DNA アダクトの合成に関する研究

（出水）： 

6 位無保護の化合物を用いて IQ 付加体合成

時における Buchwald-Hartwig 反応の溶媒

（DMSO、DMF、 toluene 等）、リガンド

（JohnPhos、SPhos、XPhos、DavePhos 等、

figure 3）、塩基（t-BuOK、NaPO4 等）、触媒

（Pd2(dba)3、Pdacac 等）、反応時間、量比、

microwave のありなし等を検討した。しかしな

がら、初期に見出した条件を上回る条件を見出

すことができなかった。また、合成ルートのさ

らなる短縮化を目指し、2、6 位無保護による

Buchwald-Hartwig 反応を検討した。様々なリ

ガンドにて検討したところ、LCMS および TLC

で反応生成物が確認できたものもあったが、十

分な収率で目的化合物を得ることができなか

った。Microwave の影響については、どちらに

ついても microwave を用いるほうが反応性の

向上が認められた。 

 

D． 考 察 

遺伝毒性試験は発がん性物質のスクリーニ

ング試験であると同時に、その遺伝毒性メカニ

ズムが、発がん性リスク評価の上で重要な情報

となる。本研究では、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）」を取り入れた新たな遺伝毒性評価ス

トラテジーと、階層からなる追跡型試験系を開

発し、遺伝毒性発がんリスク評価法の精緻化を

目指す。主な研究のテーマは、発がんの AOP

の分子初期事象である「化学物質→DNA 付加

体→突然変異」のプロセスから、（A）「化学物

質→DNA 付加体」と、（B）「DNA 付加体→突

然変異」を分離し、独立に定性、定量的に解析

する試験系を構築すること。（C）発がん AOP

からはずれるエピ遺伝毒性物質の検出系の開

発である。 

（A）の「化学物質→DNA 付加体」に関しては、

国立がんセンターの戸塚が、DCP の変異原性誘

発メカニズムの解明のため、バクテリアを用い、

DNA 付加体の網羅的解析手法により、DCP に

由来する付加体の探索を行った。その結果、グ

アニン及びアデニン塩基の付加体が生成して

いることが示唆された。また、これら付加体の

フラグメントピークから、[m/z 117.05; M+H]

を持つフラグメントが共通で観察されており、

このことから、DCP の暴露に由来する官能基が

それぞれ dA 及び dG に付加した付加体である

ことが推測された。先行研究の結果から、DCP

は G:C 塩基に変異を導入することから、おそら

く、本研究で抽出されたグアニン付加体が DCP

の変異導入に寄与している可能性が示唆され

た。 

（B）の「DNA 付加体→突然変異」に研究に

関しては、国立衛研の安井らが開発した

TATAM 法による解析が重要である。XPC と

ERCC6 の改変細胞で、dG-C8-PhIP 導入によ

る突然変異誘発頻度の増加と変異スペクトル

の変化から GG-NER、もしくは TC-NER のど
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ちらかの修復機構の関与が期待された。しかし

ながら、dG-C8-PhIP 付加体を XPC KO，およ

び ERCC6 KI 細胞のゲノムに導入して調べた

が、野生株の突然変異誘発頻度よりも低い結果

が得られた。dG-C8-PhIP を含むターゲティン

グベクターのゲノム導入効率が、野生株と変異

株で類似の値を示したことから、各細胞のゲノ

ムに同じような効率で付加体が導入されてい

ると考えられたことから、XPC と ERCC6 は

dG-C8-PhIP の DNA 修復に関与しておらず

NER 以外の DNA 修復機構が働いていること、

あるいはTATAM解析がバルキー付加体に適用

できない可能性があることが示唆された。 

神奈川工科大学の高村と、国立衛研の出水は

同定された DNA 付加体を化学合成し、オリゴ

ヌクレオチド化する研究を行っている。高村は

デオキシグアノシンの C8 位に PhIP のアミノ

基が結合した付加体を部位特異的に含むオリ

ゴヌクレオチドの合成を試みた。脱トリチル基

後の反応の停止処理（Workup）方法によって

は、トリチル基の再結合が観察された。より効

率的な脱トリチル基の方法が望まれる他、脱ベ

ンジル保護を先に行うほうがアミノ基の塩基

性が下がるため、脱離しやすいことが考えられ

るため、脱保護の方法による影響についても今

後検討する必要がある。一方、ベンゾピレン

（BaP）の付加体合成では、ピレノールから始

める合成が適しており、ジオールエポキサイド

の合成までの方法論が明らかになった。既知文

献とは、反応条件を異なることがあるため、さ

らに詳細に反応条件の検討を行っていく。また

C8,N2 の付加体の他 O6 の付加体の代表である、

O6－グリコール酸－dG の付加体の合成を進め

た。ミツノブ反応による O6 位の付加体生成反

応では、不純物との分離が困難であり、またア

ミダイトの 1つ手前の合成ステップにおいても、

不純物との分離が困難である結果となった。こ

れにおいても他の方法論が必要であるが、ベン

ゾトリアゾールを用いる不可体生成反応は進

行しなかったため、他の方法を現在検討中であ

る。 

出水は DNA アダクトのホスホロアミダイト

体を合成することを最終目標として、そのキー

となる反応である Buchwald-Hartwig 反応に

着目し、その反応条件の検討を行った。今回用

いたヘテロサイクリックアミン類は比較的嵩

高い構造を有しており、そのため、触媒やリガ

ンドの構造的特徴の影響を受けやすいと考え

られる。Xantophos は 2 つのベンゼン環それぞ

れに、パラジウム触媒に配位するリン原子があ

り、二座でパラジウムに配位するのが特徴であ

る。ヘテロサイクリックアミン類には二座配位

が可能なリガンドが有利であることが考えら

れる。Microwave の影響については、一般的な

SN2 反応で、同様の傾向が見出されており、

Buchwald-Hartwig 反 応 に お い て も

microwave が有用であることがわかった。今後、

反応時間や照射パワーの検討などを行い、より

最適な反応条件を見出すことが必要である。 

（C）の発がん AOP からはずれるエピ遺伝毒

性物質の検出系の開発に関しては、国立衛研の

杉山が、ヒト DNMT 酵母が示す凝集反応を指

標とした DNA メチル化阻害作用をもつ薬剤の

検出を行っているが、本年度は FLO1 プロモー

ターを用いたエピ変異原応答性レポーターア

ッセイ系の構築を試みた。本系においても、凝

集反応促進作用を有するアリザリンと同類縁

体プルプリンが、濃度依存的に凝集性と FLO1

レポーター活性を誘導することを明らかにし

た。この結果は、凝集試験以上にハイスループ

ット性並びに精度向上が期待できる本レポー

ターシステムをエピ遺伝毒性物質の評価系に

活用できる可能性を示したもので、成果として

は大きいと判断される。 

試験法として真核微生物酵母をプラットフ

ォームとした本エピ遺伝毒性物質の評価系を

考察した場合、凝集試験および FLO1 レポータ

ーアッセイ共に極めて簡便なアッセイ方法で

あることから、食品添加物等の化学物質全般の

スクリーニング毒性試験系として好適であり、
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また動物愛護管理法が定める「3R」にも資する

点でもその有用性は高いとも言えよう。 

 

E．結 論 

 本研究では、新たな遺伝毒性発がん物質の評

価法として、化学物質と生体分子の相互作用か

ら、個体・集団レベルでの毒性発現（AOP）ま

での一連の生物学的な反応を関連づけ、それに

基づく統合的試験法と評価方法（IATA）を開発

し、化学物質の安全性評価の科学的合理化と、

実験動物削減を目指す。化学物質による発がん

の AOP の分子初期事象（MIE）は、遺伝毒性・

変異原性で有り、このプロセスは「化学物質

→DNA 付加体（損傷）→突然変異」に集約さ

れる。  

一方、この仮定された MIE が定性・定量的

に正当であるかを検証する必要があると考え

られる。そのためには「化学物質→突然変異を」

のデータを取得、解析する必要がある。今後、

実際の in vitro 試験、もしくは文献情報により

対象とする化学物質の遺伝子突然変異誘発能

に関する情報を収集する。最終的にはこれら研

究結果と、化学物質構造から、in silico で化学

物質の変異原性を予測するモデルを開発し、試

験の迅速化、３R に貢献する。 

また、この MIE を化学物質の遺伝毒性評価

の新たなスキームにする。 

 

 

 

DNA 付加体解析により、特定な付加体が検

出されなければ、非遺伝毒性物質とすることが

できる。この場合、エピ遺伝毒性の可能性が残

されているので、本研究班で開発中のエピ遺伝

毒性解析を行い、非遺伝毒性発がん物質の可能

性を検討する。一方、DNA 付加体が検出され

たからといっても、変異原性があるわけでは無

い。修復や、損傷乗り越え DNA 合成がおきれ

ば突然変異は起こさない。おそらく、大部分の

DNA 付加体は修復されるが、その一部は修復

されず、突然変異を引き起こすものと考えられ

る。TATAM 法はこれら性質を定性・定量的に

解析できる。十分で特徴的な突然変異がみとめ

られた場合、本化学物質は遺伝毒性物質（遺伝

毒性変異原物質）と判断され、次の発がん AOP

のスキームに載る。また、TATAM 法で明らか

な突然変異誘発が認められない場合、本化学物

質は遺伝毒性非変異原物質（非遺伝毒性物質）

とし、発がんの懸念は無いと判断することがで

きる。 

このような分子レベルで可視化された変異

メカニズムの情報の蓄積が、最終的に in silico

で化学物質の変異原性・発がん性の定量的予測

を実現させるものと考える。変異原性は化学物

質にあるのではなく、化学物質によって引き起

こされる DNA 付加体（損傷）にある。この当

たり前の考え方は、遺伝毒性（変異原性）の評

価の合理化にも繋がると考える。 
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分担研究報告書 

 

研究課題名：食品添加物等の遺伝毒性発がんリスク評価のための新戦略法に関する研究 

 

分担研究課題名：バルキーDNA付加体dG-C8-PhIPに関わるヌクレオチド除去修復機構に関する基礎的

研究 

 

研究分担者： 安井 学 国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部 

 

研究要旨 

バルキーDNA 付加体 dG-C8-PhIP は，魚肉類の焼け焦げに含まれるヘテロサイクリック

アミン類（HCA）である PhIP が，代謝活性化後に DNA と反応することによって形成す

る。一般的に，バルキーDNA 付加体は，ヌクレオチド除去修復機構（NER）によって DNA

から除去されることが知られているが，ほとんどの付加体は，NER 機構に存在するグロー

バルゲノム NER（GG-NER），あるいは転写共役型 NER（TC-NER）のどちらで修復され

るかは全く不明であり，HCAの発がん作用機序を理解するうえで大きな障害となっている。

本研究では，GG-NER および TC-NER に必須の遺伝子である XPC および ERCC6 を，そ

れぞれ改変した細胞を用いて，ゲノム導入された dG-C8-PhIP 付加体の突然変異誘発能を

解析することを目的とする。ヒトリンパ芽球細胞株 TSCER122 のゲノム内に dG-C8-PhIP

付加体を導入し，その部位で起きる突然変異誘発頻度とスペクトラムを調べた結果，164

細胞中に 6 つの細胞で dG-C8-PhIP のゲノム導入部位周辺の塩基変異（4.2%）が検出され，

また，2 つの細胞からは大きな欠失（1.4%）が観察された（合計 5.6%）。一方，dG-C8-PhIP

付加体を導入しないコントロール実験（dG-C8-PhIP 部位に正常塩基 dG を導入）で得られ

る自然突然変異頻度は 1.7%であることから，dG-C8-PhIP 付加体は，その自然突然変異頻

度よりも約 3 倍高く塩基置換や大きな欠失を誘発させることが分かった。次に，これと同

様の実験を XPC，ERCC6 の遺伝子改変細胞を用いて調べたが，dG-C8-PhIP 付加体の突

然変異頻度はそれぞれ 2.4%，0.6%であった。これらの変異頻度は，自然突然変異頻度とほ

ぼ同じであるため，これらの遺伝子が dG-C8-PhIP 付加体の DNA 修復に関与していない

こと，あるいは TATAM 解析がバルキー付加体に適用できない可能性があることが予想さ

れた。 

 

キーワード:バルキーDNA 付加体，ヌクレオチド除去修復，遺伝子改変細胞 

 

Ａ．研究目的 

魚肉類の焼け焦げに含まれるヘテロサイクリ

ックアミン類（HCA）の一つである 2-amino-1- 

methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine（PhIP）

は，生体内で代謝活性化，そして DNA と反応し，

N-(deoxyguanosin-8-yl)-PhIP（dG-C8-PhIP）バ

ルキーDNA 付加体を形成させる（図１）。事実，

PhIP は実験動物の大腸や小腸など様々な臓器に

がんを高頻度に形成させるという報告が数多く

ある。その発がん機構に，dG-C8-PhIP バルキー
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DNA 付加体が強く関与していると考えられる。 

バルキーDNA 付加体は，ヌクレオチド除去修

復機構（NER）によって DNA から除去されるこ

とがよく知られている。NER は，大きく分けて

グローバルゲノム NER（GG-NER）と転写共役

型 NER（TC-NER）の 2 種類がある。しかし，

バルキーDNA 付加体のほとんどは，その

GG-NER か TC-NER のどちらに進むかは全く不

明であり，HCA の発がん作用機序を理解するう

えで大きな障害となっている。 

本研究では，dG-C8-PhIP 付加体が GG-NER

とTC-NERのどちらの経路でDNA修復されるか

を明らかにすることを目的として，GG-NER の

XPC 遺伝子（XPC タンパク質），TC-NER の

ERCC6 遺伝子（CSB タンパク質）が，その修復

経路の必須遺伝子であることから，それらのノッ

クアウト（KO），あるいはノックイン（KI）した

改変細胞を用いて，後述するTATAM解析を行う。 

 

図１．dG-C8-PhIP バルキーDNA 付加体の構造 

 

Ｂ．研究方法 

１．細胞培養 

 ヒトリンパ芽球細胞 TSCER122 は，TK6 細胞

株を由来とする細胞である（Honma, M. et al, 

Environ. Mol. Mutagenesis 42, 288-298 (2003)，

Yasui, M. et al., DNA repair 15, 11-20 (2014)）。

XPC KO TSCER122 細胞は，その開始コドン部

位を CRISPR/Cas9 系によって欠失配列を有し，

UV 照射に高感受性を有する。ERCC6 の

TSCER122 改変細胞は，ERCC6（CSB）を欠損

する患者において，エキソン５で検出される変異

（K337*）を有するノックイン（KI）細胞

（Troelstra et al, Cell 71, 939-953 (1992)）であ

り，UV 照射に対して高感受性を示す。細胞は，

10% 馬血清（JRH Bioscience），200 μg/mL ピル

ビン酸ナトリウム（和光純薬工業(株)），100 U/mL

ペニシリン，100 μg/mL ストレプトマイシン（ナ

カライテスク(株)）を含む RPMI 培地（ナカライ

テスク(株)）で培養した（37 度，5% CO2）。 

 

２．PhIP に対する相対細胞生存率の測定 

 PhIP（和光純薬工業㈱，CAS NO. 

105650-23-5）を DMSO（ナカライテスク㈱）で

溶解後，表１のように S9mix（オリエンタル酵母

工業(株)）の存在下において，対数増殖期にある

細胞に暴露し，４時間振盪培養した（用量設定試

験；最終濃度 0，2.5，5，7.5 µg/mL，本試験；最

終濃度 0，1，2，3 µg/mL）（Duc et al., Mutat. Res. 

486, 155-164 (2001)）。処理後，遠心分離（1000 

rpm, 5 分間）し，上清を除去後，無血清培地で細

胞を洗浄した。再度，遠心分離（1000 rpm, 5 分

間）し，上清を除去後，10%血清を含む培地で細

胞を分散させ細胞濃度を測定した。細胞濃度を 8 

cells/mL に希釈し，約 1.6 cell/ウェルの濃度で 96

ウェルマイクロプレートで 2 週間培養した。 

 

表１．PhIP の暴露処理 

細胞液(約 1×106 cells/mL) 5 mL 

RPMI-0（無血清培地） 3.3 mL 

S9 mix 1.5 mL 

被験液（PhIP） 0.2 mL 

処理容量 10 mL 

 

細胞のコロニー形成率である Cloning 

efficiency (CE) は，ポアソン分布の式に従い，式

１を用いて算出した。EW は，コロニーを含まな

いウェル数であり，TW は総ウェル数である。N

は，１ウェル当たりの平均細胞数（本実験では N 

= 1.6）である。 

 

CE ＝ －ln（EW／TW）／N  ・・・（式１） 

 

また，暴露処理中の細胞毒性が強い場合など，
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細胞消失があるため，次の計算式（式２）で CE

を補正した。“処理終了時の細胞数”は，前述の

PhIP の暴露処理（表１）において処理終了時の

遠心分離後に得られた細胞数である。“処理開始時

の細胞数”は，本研究では 5×106 cells（表１）で

ある。 

 

補正 CE＝CE×処理終了時の細胞数／処理開始時

の細胞数          ・・・（式２） 

 

被験物質で処理された培養の細胞相対生存率

RS（%）は，次の式３で計算した。陰性対照

（DMSO）の生存率を 100 %と定義した。なお，

各細胞から得られた相対細胞生存率の有意差検

定は Dunnett 法で行った。 

 

RS (%)＝処理培養の補正 CE／溶媒対照の補正

CE×100            ・・・（式３） 

 

３．dG-C8-PhIP を部位特異的に含むターゲティ

ングベクターの構築 

代表的なバルキー付加体である dG-C8-PhIP

を 1 つ含むターゲティングベクターを作製した。

その手法として，北海道医療大学 荒川俊哉博士

らが確立した PCR を基礎とする 5-メチルシトシ

ンを含む修飾ベクターの作製法（Arakawa, T. et 

al., Anal. Biochem. 416, 211-217(2011)）を参考

にし，それをさらに改良した方法によって PhIP

を含むターゲティングベクターを構築した

（Yasui, M. et al., DNA repair 15, 11-20 (2014)）。 

部位特異的に dG-C8-PhIP を１分子含む

DNA オリゴマーは，髙村岳樹教授（神奈川工科

大学）から分与して頂いた（Takamura-Enya T. et 

al., Chem. Res. Toxicol. 19, 770-778 (2006)）。ビ

オチン修飾やリン酸化，そして無修飾の DNA オ

リゴマーは，(株)シグマジェノシスから購入した。

チミジンキナーゼ遺伝子（TK）配列の一部を有

する pTK15 プラスミド（Honma, M. et al., 

Environ. Mol. Mutagen 42, 288-298）を用意し，

TK の相同的な配列を含む 5’末端から

dG-C8-PhIP 修飾プライマー領域の前方までを

PCR する組とその後方までを PCR する組，そし

て，3’末端からも同様の PCR を行い，計 4 組の

PCR 産物を用意した。各 PCR 生成物の一方の 5’

末端 DNA には，ビオチン付加が施してあり，引

き続き，ビオチン-アビジン反応を利用して，それ

ぞれの一本鎖 DNA（ビオチン付加の無い DNA

鎖）を分離した後，それらをアニーリングさせ，

ライゲーションを行うことにより直鎖状二本鎖

プラスミド（pvITPhIP）を作製した（Yasui, M. et 

al., DNA repair 15, 11-20 (2014)）。 

 

４．ヒト培養細胞を用いる TATAM 実験系の概要 

TSCER122 細胞（TK－/－）は，TK6 細胞から

TK のエキソン 5 を欠き，その欠失部位の上流に

I-SceI 認識配列 18 bp（5’-ATTACCCTGT 

TATCCCTA）を１つ持っている。その配列は，

本来のヒトゲノムに無いため，その培養細胞に

I-SceI を発現させるベクター（pCBASce）を導入

すれば，I-SceI 酵素の切断により，ゲノムの１ヶ

所だけに二本鎖切断を形成させることができる。

その I-SceI 切断部位では，DNA 修復されやすく

なっているため，そこに相同配列を持ち，且つ

DNA 付加体を含むターゲティングベクターを導

入すれば，相同組み換えにより，エキソン 5 と付

加体が同時にゲノム内に入る（MseI 制限酵素に

耐性を持つ配列 MseIRの有無で区別できる）。そ

の時，細胞は TK－/－から TK＋/－になるため，

HAT セレクションによって TK 復帰細胞だけ（つ

まり付加体が導入された細胞だけ）を回収するこ

とができ，後のシーケンス解析等に供することが

可能である。この方法を TATAM（Tracing DNA 

adducts in targeted mutagenesis）実験系といい，

図２に概要を示した。細胞ゲノムへの導入は，

Lonza社製 Cell Line Nucleofectorの手法に従っ

ておこなった。5×106 cells/100 μL に調整した

TSCER122 細胞に，pCBASce 50 μg と pvITPhIP

ターゲティングベクター１μg を同時にトランス

フェクションし，75 cm2の培養フラスコで 3 日間

培養（37℃，5 % CO2）した。次に，その細胞を
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1～5×103 cells/mL に調整し，HAT 試薬を添加後，

96 穴マイクロプレートでさらに２週間培養する

ことによって，復帰細胞のクローン（TK＋/－）

を回収した。その後，各クローンのゲノム DNA

を抽出し，dG-C8-PhIP 部位だった周辺のシーケ

ンスを行い，その突然変異誘発スペクトルおよび

頻度を決定した。解析する配列は，付加体を導入

した部位とその周辺（BssSI 制限酵素の認識配列）

について，塩基の変異や欠失などを解析した（5’- 

CTCGTG／CACGAG-3’，下線部 dG に

dG-C8-PhIP を導入）。 

回収されたゲノム DNA について，シーケンス

を行い，MseI 制限酵素に耐性を持つ配列が導入

されているクローン（MseIR）と耐性を持たない

クローン（MseIS）に分けてカウントした。

dG-C8-PhIP を導入した部位をシーケンスで調べ，

そこで配列を読めれば Mutation へ分類，読めな

いサンプルに関しては，さらに BssSI 制限酵素で

反応させ，切断できなかったものを Mutation へ

分類（引き続きシーケンスも実施），切断できた

ものを No mutation に分類した（表２～４）。一

方，PCR できない，あるいはアガロースチェック

時にシグナルが弱い場合を ND とした。また，シ

ーケンスで読めなかったサンプルをSeq.NDとし

た。表２～４の網掛部分は，Mutation に分類さ

れたサンプルについてまとめた。なお，網掛の元

の配列 CACGAG の真ん中の C は，dG-C8-PhIP

付加体の対面に相当し，Target site となる。突然

変異誘発頻度（MF）は，式４のように計算し，

MseIR 配列が導入されたクローンの数を 100%と

した（図２，表５参照）。 

 

MF (%)＝Mutation の数／MseIR配列が導入され

たクローンの数×100     ・・・（式４） 

 

Ｃ．研究結果 

１．代謝活性化された PhIP に対する細胞毒性 

基礎データとして，PhIP に対する TSCER122

細胞，XPC KO 細胞，および ERCC6 KI 細胞の

RS の測定を行った。図３に示したように，最高

用量の 3 µg/mL で処理した時に，野生株の

TSCER122 細胞に対して，XPC KO 細胞と

ERCC6 KI 細胞の両方が，有意に RS の減少が確

認された（**：P<0.01）。つまり，PhIP が代謝活

性化されることで形成する DNA 損傷群は，

GG-NER と TC-NER の両方，特に，XPC KO 細

胞の方がより高い感受性（2，3 µg/mL の２つの

用量で有意差）を示したことから，PhIP の DNA

損傷は主に GG-NER によって修復除去されてい

ることが分かった。 

 

２．TATAM 解析によるゲノム導入効率 

 TSCER122 細胞，XPC KO 細胞，ERCC6 KI

細胞の 3 種類の細胞ゲノムに，それぞれ

dG-C8-PhIP バルキーDNA 付加体を導入し，そ

こで起きる突然変異誘発頻度およびスペクトラ

ムを調べた（表２～４）。96 クローンごとに 2 回

の実験（Exp.1 および Exp.2）を実施した。図２

のとおり，付加体を含むターゲティングベクター

が導入された場合は，MseIR 配列がゲノムに目印

として残るため，それをカウントすることで付加

体のゲノムへの導入効率が分かる。TSCER122

細胞，XPC KO 細胞，ERCC6 KI 細胞のゲノムへ

の導入効率は，それぞれ 86.6，90.9，96.5 %（表

２～４の Targeted Freq）であり，野生株と変異

株の差はなく，類似の値だった。 

 

３．遺伝子改変細胞を用いる TATAM 解析の結果 

 野生株である TSCER122 細胞に dG-C8-PhIP

を導入し調べた結果，表２と表５のとおり，164

細胞中に 6つの細胞でdG-C8-PhIPのゲノム導入

部位周辺の塩基変異（4.2%）が検出され，その６

つのうちの一つがグアニンからアデニンへの塩

基変異だった。また，2 つの細胞からは大きな欠

失（1.4%）が観察された（合計 5.6%）。一方，

dG-C8-PhIP 付加体を導入しないコントロール実

験（dG-C8-PhIP 部位に正常塩基 dG を導入）で

得られる自然突然変異頻度は 1.7%（Yasui, M. et 

al., DNA repair 15, 11-20 (2014)）であるため，

dG-C8-PhIP によって突然変異誘発頻度が約 3 倍
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増加したことが分かった。 

 一方，XPC KO 細胞，および ERCC6 KI 細胞

のゲノムにdG-C8-PhIP付加体を導入して同様の

実験を行ったが，XPC KO 細胞では 186 細胞中に

4 つの細胞で塩基変異と一塩基欠失（2.4%），ま

た，ERCC6 KI 細胞では 172 細胞中にわずか 1

細胞（塩基変異と一塩基欠失を同時に誘発；0.6%）

しか検出されなかった（表３，表４）。 

 

Ｄ．考 察 

S9 mix 存在下で PhIP に対する TSCER122 細

胞，XPC KO 細胞，および ERCC6 KI 細胞の RS

の測定を行ったところ，両方の変異体細胞が有意

に感受性を示した（図３）。この結果は，PhIP に

よって形成する DNA 損傷（DNA 鎖切断や欠失も

含む）が複数あり，XPC だけでなく，CSB（ERCC6

遺伝子プロダクト）の両方のタンパク質が関与し

て修復されていることを示唆する。しかしながら，

現在，PhIP の DNA 付加体として同定されている

のは，dG-C8-PhIP の１つだけである（その N2

位付加の dG-N2-PhIP も形成すると推測されて

いるが同定はされていない）。すなわち，例えば

dG-C8-PhIP は GG-NER，dG-N2-PhIP は

TC-NER が関与するなど，DNA 付加体一つ一つ

に対して DNA 修復機構が異なるはずである。

PhIP は多種多様な DNA 損傷，および DNA 付加

体を形成していると考えられるが，本研究の

TATAM 解析では DNA 損傷という混合物ではな

く，dG-C8-PhIP 付加体という一つの化学構造物

を調べることによって，GG-NER か TC-NER の

どちらで修復されているかを明らかにできるこ

とが大きなメリットである。 

すでに同定されているほとんどのバルキー

DNA 付加体は，GG-NER か TC-NER のどちら

に進むかは全く不明であり，もし，XPC とERCC6

の改変細胞で TATAM 解析をすれば，その野生株

を使用した時よりも，高頻度に突然変異誘発頻度

が得られ，GG-NER か TC-NER のどちらで修復

されるかを明確にできる。しかしながら，

dG-C8-PhIP 付加体を XPC KO 細胞，および

ERCC6 KI 細胞のゲノムに導入して調べたが，表

５に示した通り野生株の突然変異誘発頻度より

も低い結果が得られた。この結果は，図３で示し

た XPC KO 細胞，および ERCC6 KI 細胞の両方

の変異体細胞が PhIP に対して感受性を示した結

果と相反する。さらに，研究結果の２で述べたと

おり，dG-C8-PhIP 付加体を含むターゲティング

ベクターの導入効率が，野生株と変異株で類似の

値を示すことから，付加体が各細胞のゲノムに同

じような効率で導入されていると考えられた。以

上のことから，これら XPC と ERCC6 の遺伝子

が dG-C8- PhIP付加体のDNA修復に関与してお

らず NER 以外の DNA 修復機構が働いているこ

と，あるいは TATAM 解析がバルキー付加体に適

用できない可能性があることが予想できた。 

dG-C8-PhIP 付加体の突然変異スペクトラムに

ついては，主にグアニン→チミン，グアニン→ア

デニンの塩基置換が誘発されやすく，一塩基欠失

や付加体部位周辺の塩基置換も誘発することが

報告されている（Shibutani, S. et al., J. Bio. 

Chem. 274, 27433-27438 (1999)）。また，PhIP

を投与させた動物の大腸や前立腺の DNA からも

グアニン→チミン，グアニン→アデニンの塩基置

換の突然変異スペクトラムが得られている

（Lynch, AM. et al., Mutagenesis 13, 601-605 

(1998), Yang, H. et al., Mutagenesis 18, 195-200 

(2003)）。本研究においても，野生株 TSCER122

に dG-C8-PhIP 付加体を導入した時に，グアニン

→アデニンの塩基置換を観察することができた

が，高頻度に得られることはなかった（表２）。 

 

Ｅ．結 論 

TSCER122 細 胞 の ゲ ノ ム に 導 入 さ れ た

dG-C8-PhIP 付加体は，その自然突然変異頻度（合

計 1.7%）よりも約 3 倍高く塩基置換や大きな欠

失（合計 5.6%）を誘発させることが分かった。

これと同様の実験を XPC，ERCC6 の改変細胞を

用いて調べたが，dG-C8-PhIP 付加体の突然変異

誘発頻度は，その自然突然変異頻度とほぼ同じで

あった。従って，これらの遺伝子が dG-C8-PhIP
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付加体の DNA 修復に関与しておらず NER 以外

の DNA 修復機構が働いていること，あるいは

TATAM 解析がバルキー付加体に適用できない可

能性があることが予想された。 
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 なし  
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１．論文発表 

なし 
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1. 中村真生，鵜飼明子，佐々彰，髙部道仁，福

田隆之，髙村岳樹，本間正充，安井学；TK6

及び変異株を用いたヌクレオチド除去修復

機構におけるゲノム全体修復と転写共役修

復を区別する方法の開発．日本環境変異原学

会第 46 回大会，東京（2017 年 11 月） 

 

 

H．知的所有権の取得状況 
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図２．TATAM 実験系の概要 

 

 
図３．S9 mix 存在下の PhIP に対する各細胞の相対細胞生存率 
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Exp.1 Exp.2 Subtotal 元の配列CACGAG 判定

Mutation 5 3 8 → 1. CACAGG Non-targeted

No mutation 70 64 134 2. CACGCG Non-targeted

ND 0 0 0 3. CTCGAG Non-targeted

MseI S 13 9 22 4. C∆CGAG Non-targeted

Seq.ND 8 20 28 5. CACGAC Non-targeted

total 96 96 6. CACGGG Non-targeted

Total analyzed 164 7. 導入部位を含むLarge deletion Large Del

Total targeted(MseI R) 142 8. 導入部位を含むLarge deletion Large Del

Targeted Freq(%) 86.6 ∆; One-base deletion

MF(%) 6.7 4.5 Ave. MF(%) 5.6

TSCER122（野生株）

表2．dG-C8-PhIPをTSCER122細胞のゲノムに導入したTATAM解析

 
 

Exp.1 Exp.2 Subtotal 元の配列CACGAG 判定

Mutation 2 2 4 → 1. CACAAG Non-targeted

No mutation 83 82 165 2. CACGAA Non-targeted

ND 0 0 0 3. CACG∆G Non-targeted

MseI S 8 9 17 4. CATGAG targeted

Seq.ND 3 3 6 ∆; One-base deletion

Total 96 96

Total analyzed 186

Total targeted(MseI R) 169

Targeted Freq(%) 90.9

MF(%) 2.4 2.4 Ave. MF(%) 2.4

XPC  KO

表3．dG-C8-PhIPをXPC  KO細胞のゲノムに導入したTATAM解析

 

 

Exp.1 Exp.2 Subtotal 元の配列CACGAG 判定

Mutation 0 1 1 → 1. CACCG Non-targeted & Multi

No mutation 86 77 163 One-base deletionがあるがどこで起きたか不明

ND 2 0 2

MseI S 4 2 6

Seq.ND 4 16 20

Total 96 96

Total analyzed 172

Total targeted(MseI R) 166

Targeted Freq(%) 96.5

MF(%) 0.0 1.3 Ave. MF(%) 0.6

ERCC6  KI

表4．dG-C8-PhIPをERCC6  KI細胞のゲノムに導入したTATAM解析
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Mutation spectrum Number 頻度 (%) Number 頻度 (%) Number 頻度 (%)

C → G 0 0 0

C → T 0 1 0.6 0

C → A 0 0 0

Large Del 2 1.4 0 0

Targeted Multi 0 0 0

Non-targeted & Multi 0 0 1 0.6

Non-targeted 6 4.2 3 1.8 0

No mutation 134 94.4 165 97.6 163 98.2

ND 0 0.0 0 0.0 2 1.2

Total targeted (MseIR) 142 100 169 100 166 100

TSCER122（野生株） ERCC6  KIXPC  KO

表5．dG-C8-PhIPを遺伝子破壊細胞のゲノムに導入したTATAM解析の比較
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平成 29 年度 厚生労働科学研究費補助金研究補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

分担研究報告書 

 

研究課題名：食品添加物等の遺伝毒性発がんリスク評価のための新戦略法に関する研究 

 

分担研究課題名：エピ遺伝毒性物質の評価系の開発 

 

研究分担者： 杉山圭一 国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部 室長 

 

研究要旨 

 これまでの一連の研究から、ヒト DNA methyltrasferase (DNMT)遺伝子形質転換酵母（ヒト

DNMT 酵母）で顕在化した凝集性を指標にエピジェネティック変異原（エピ変異原）の可視化

検出が可能であること明らかにしているが、今年度の本分担研究では、凝集遺伝子 FLO1 プロ

モーター活性を指標としたエピ変異原検出系の構築を目指した。FLO1 プロモーターを用いた

レポーターアッセイ系は精度、客観性、定量性さらには簡便さ等、目視観察による凝集性を指

標としたエピ変異原評価系よりも優れておりその有用性は高い。レポーター遺伝子には非破

壊で測定可能な Green fluorescent protein （GFP）遺伝子を用い、被検物質には昨年度の研

究でエピ変異原であることを明らかにしたアリザリンの類縁体となるプルプリンを使用し

た。酵母凝集性に対するプルプリンの作用を検討した結果、凝集促進作用と FLO1 の mRNA レ

ベル上昇を認めた。ヒストンへの影響を検討した結果、プルプリンはバルクレベルでコアヒ

ストン H3量を減少させることが明らかなった。また、プルプリン処理時における核染色像の

異常も観察された。FLO1 レポーター活性に及ぼすプルプリンの効果については、凝集性に対

する効果と矛盾ない濃度依存的な GFP 蛍光強度の上昇が確認された。プルプリンが FLO1 レポ

ーター活性に示した本効果はアリザリン処理においても認められた。 

 以上の結果は、凝集試験より簡便でかつ定量性が担保されたエピ変異原検出系の代替法と

して FLO1 レポーターアッセイが利用可能であることを示唆している。 

 

キーワード：エピ変異原、DNA methyltransferase、酵母、凝集、FLO1 レポーターアッセイ 

 

A．研究目的 

 発がんに関与するエピジェネティックな変

異（エピ変異）は、ジェネティック（遺伝的）

な変化である突然変異とは異なり、その解析に

はハイスループット化が容易ではない生化学

的な手法を用いざるを得ない現状がある。エピ

変異は、クロマチンへの後天的な修飾異常によ

り遺伝子発現をかく乱するものと定義でき、エ

ピジェネティクスとは、DNA の塩基配列非依存

的な遺伝子発現制御を対象とする遺伝学領域

を指す。したがって、エピ変異原の検出系には

少なくとも主要なエピジェネティック制御と

考えられているDNAメチル化およびヒストン修

飾、またそれを介したヌクレオソーム構造の変

化を誘発する化学物質（エピ変異原）を検出で

きることが求められる。昨年度では、DNA 

methyltrasferase (DNMT)阻害剤に加えヒスト

ンを作用点とする化学物質についても、ヒト
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DNMT 遺伝子形質転換酵母（ヒト DNMT 酵母）の

凝集性を指標に検出できる可能性を示した。す

なわち、この結果はヒト DNMT 酵母の凝集性を

エンドポイントに、ユニバーサルなエピ変異原

の短期スクリーニング系の構築が可能である

ことを示していると換言できる。 

 本年度では、昨年度までの結果を踏まえ、凝

集性と比較してより定量的でかつ頑健性が期

待できる凝集遺伝子（FLO1 遺伝子）のプロモー

ターを用いたレポーターアッセイによるエピ

変異原検出システムの構築を試みた。 

 

B．研究方法 

1. 酵母株 

 出芽酵母 S. cerevisiae YPH250 株 (MATa 

trp1-Δ1 his3-Δ200 leu2-Δ1 lys2-801 

ade2-101 ura3-52) は 、 University of 

California at Berkeley, CA, USA より入手し

た。本研究では、コントロール株として、

YPH250/pY2_3 (MATa ade2-101 his3-Δ200 

leu2-Δ1 lys2-801 trp1-Δ1 ura3-52 pYES2CT 

pYES3CT)を 、YPH250/pY2hD1_ pY3hD3B (MATa 

ade2-101 his3-Δ200 leu2-Δ1 lys2-801 

trp1-Δ1 ura3-52 pY2hD1 pY3hD3B)株をヒト

DNMT 酵母として使用しているが、本年度はコン

トロール株のみを使用した。 

 

2. 使用した化学物質 

 プルプリンはシグマ-アルドリッチから、ア

リザリンおよびアントラセンは和光純薬工業

（株）より購入した。 

 

3. FLO1 レポータープラスミドの構築 

 Green fluorescent protein （GFP）変異体

（eGFP）をレポーター遺伝子（Appl Microbiol 

Biotechnol. 2010 Sep;88(1):277-82.）として

FLO1 レポータープラスミドを構築した。酵母シ

ャトルベクターpRS313 ベクターのマルチクロ

ーニングサイトのSmaIおよびSacI部位にeGFP

遺伝子を挿入後、その上流（SalI-EcoRV サイト）

に PCR にて増幅した FLO1 プロモーター領域の

フラグメント（-1,000 - - 1）を導入し、

p313F1GYeGFP プラスミドを構築した。なお、使

用したプライマーは表１の通りである。 

 

4. 培地 

 Synthetic Dextrose (SD) -Trp/-Ura もしく

は-Trp/-Ura/-His 最少液体培地は以下の通り

に 調 製 し た 。 MilliQ 水 に -Trp/-Ura DO 

Supplement (Clontech, USA) 0.072%、もしく

は-Trp/-Ura/-His DO Supplement (Clontech, 

USA) 0.07%、Yeast Nitrogen Base w/o Amino 

Acids (Becton and Dickinson, USA) 0.67%を

加えオートクレーブ (121℃ 20 min) 後、20%

グルコース (Wako, Osaka, Japan)を終濃度が

2.0%になるよう加えて 4℃で保存した。 

 

5. 凝集試験 

 SD -Trp/-Ura 液体培地において、各被検物質

存在下もしくは非存在下にて 30 度で対数増殖

期中期から定常期初期まで振盪培養を行い、凝

集レベルを相対的凝集活性として測定した。相

対 的 凝 集 活 性 （ Relative flocculation 

activity）は、培養液中の透明領域の高さ (T) 

と培養液全体の高さ (C) を測定し、次式を用

いて算出した。 

Relative flocculation activity = 100 × 

(T/C) 

 

6. Reverse-Transcription (RT)-PCR 解析 

 SD -Trp/-Ura 液体培地において対数増殖期

中期から後期まで培養した酵母細胞よりRNAを
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抽出後、Super Script® One-Step RT-PCR with 

Platinum® Taq (Life technologies, USA)を使

用し RT-PCR を行った。なお、使用したプライマ

ーは表２の通りである。 

 

7. Western blot 

 SD -Trp/-Ura 液体培地において対数増殖期

後期まで培養した後、集菌・洗浄後、ガラスビ

ーズで細胞を破砕し細胞抽出液を得た。得られ

たサンプルに対して、rabbit polyclonal anti-

histone H3 (ab1791; Abcam, Cambridge, UK)

お よ び mouse monoclonal anti-β-actin 

(ab8224; Abcam) の各１次抗体を用いて

Western blot を行った。なお、２次抗体には、

anti-rabbit/mouse Immunoglobulin G 

antibodies (Jackson Immunoresearch Labs, 

West Grove, PA, USA)を使用した。 

 

8. 核の蛍光染色 

 SD -Trp/-Ura 液体培地において対数増殖期

後期まで培養した酵母細胞を 100 ng/mL の 

4',6-diamidino-2-2-phenylindole (DAPI; 和

光純薬工業（株）)で染色した。蛍光観察には

Olympus FluoView FV1000 with an IX81 

inverted microscope（オリンパス（株））を使

用した。 

 

9. FLO1 レポーターアッセイ 

 レポータープラスミド p313F1GYeGFP を形質

転換したコントロール株を用いてアッセイを

行なった。SD -Trp/-Ura/-His 液体培地におい

て対数増殖期後期まで培養（24-26 時間培養）

した酵母細胞を回収後洗浄し蛍光（Excitation, 

485 nm; Emission, 535 nm）を測定した。測定

には TriStar2 LB 942 (Berthold Technologies 

GmbH & Co. KG, Bad Wildbad, Germany)を使用

した。なお、蛍光強度は濁度（OD600）で補正し

た。 

 

10. 統計処理 

 一元配置分散分析を行った後、Dunnett’s 

post hoc test を用いて有意差検定をした。測

定値は標準誤差で表示した。 

 

C．研究結果 

1. プルプリンが酵母凝集性とFLO1発現に及ぼ

す影響 

 アリザリンの類縁体であるプルプリンがコ

ントロール株の凝集レベルに及ぼす影響を凝

集試験により検討した。その結果、プルプリン

濃度（0 – 500 nM）依存的な凝集促進作用が認

められた（図 1A）。RT-PCR 解析の結果、凝集性

関連遺伝子 FLO1 の発現量についてもプルプリ

ン濃度（0 – 1,000 nM）依存的に誘導されるこ

とが確認された（図 1B）。 

 

2. プルプリンがヒストンに及ぼす影響 

 凝集促進作用を有することをすでに報告し

ているアリザリンは、コアヒストン構成成分の

１つヒストン H3 を減少させる（Mutagenesis. 

2016 Nov;31(6):687-693.）。今回プルプリンに

よるヒストンへの影響を Western blot 法によ

り解析した結果、プルプリン（0 – 1,000 nM）

処理によってもヒストン H3 量が減少すること

が明らかとなった（図 2）。 

 

3. プルプリンが核染色像に及ぼす影響 

 コアヒストン H3 量の減少により、核 DNA が

ユーロクロマチン様状態となることが推測さ

れる。そこで、プルプリン（500 nM）処理時に

おけるDAPIによる核染色像を観察した。通常、

核DNAは細胞内において多くはドット状として
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観察されるが、プルプリン存在下では拡散状態

となる細胞が増えることが明らかとなった（図

3）。 

 

4. アントラセン類縁体がFLO1レポーター活性

に及ぼす影響 

 プルプリンが FLO1 mRNA の転写を誘導し凝集

性促進作用も示したことから、FLO1 プロモー

ター誘導性レポーター活性に及ぼすプルプリ

ンの影響を検討した。その結果、プルプリン（0 

– 250 nM）の濃度依存的な GFP 蛍光強度の上昇

が認められた。同様の活性上昇はアリザリン（0 

- 2.0 µM）においても確認された。一方、凝集

促進作用がないアントラセン（0 - 400 µM）処

理時では、同様の活性上昇作用は認められなか

った（図 4）。 

 

D．考 察 

エピ変異原検出系を構築することを目的に、

本年度は酵母のエピ変異原応答性凝集反応に

関与する凝集遺伝子 FLO1 のプロモーターを用

いたエピ変異原応答性レポーターアッセイの

構築を行った。検討の結果、凝集反応促進作用

を有するアリザリンの類縁体プルプリンが、濃

度依存的に凝集性と同レポーター活性を誘導

することを明らかにした。アリザリンについて

も同様のレポーター活性の誘導能が確認され

た。一方、基本骨格のみを有し凝集性に影響を

及ぼさないアントラセンは FLO1 レポーター活

性に影響を及ぼさない結果が得られたことか

ら、本レポーターアッセイはエピ変異原に特異

的に応答することが推測された。 

工業用染料として使用されているプルプリ

ンについては、エイムス試験陰性との報告もあ

るが、凝集性及び FLO1 レポーター活性ともに

促進作用を示す。さらに、アリザリンと同様に

コアヒストンのH3をバルクレベルでの減少と、

DNA の DAPI 染色像異常（拡散した核）が確認さ

れた事実から、プルプリンもアリザリンと同様

にヒストンを作用点にもつエピ変異原である

可能性が強く示唆される。したがって、プルプ

リンによるエピジェネティクス制御の撹乱に

よる発がん促進作用については留意する必要

があると考える。 

 本研究において開発された FLO1 レポーター

アッセイのレポーター遺伝子にはGFPを使用し

ている。本蛍光タンパク質由来の蛍光強度の測

定には、基質（補因子）を必要としない特徴が

ある。また、凝集試験と比較して数値化が容易

でアッセイに要する時間も大幅に短縮（約 50％

減）している。加えて培養スケールの縮小によ

りアッセイに必要する剤の必要量も節約でき

る可能性も有する。最終年度にエピ変異原の短

期スクリーニング系としての凝集試験以上に

ハイスループット性並びに精度の向上が期待

できる FLO1 レポーターアッセイ系のプロトタ

イプが構築できたことは、今後必要になると予

想される本エピ変異原試験系の妥当性評価を

効率的に進める上で大きな成果と考える。 

 

E．結 論 

 今年度は、アリザリンの類縁体であるプルプ

リンを被検物質として、エピ変異原応答性凝集

反応に関与する酵母凝集遺伝子（FLO1 遺伝子）

のプロモーターを用いたレポーターアッセイ

系の構築を試みた。その結果、アリザリンと同

様に凝集反応促進性を示すプルプリンの濃度

依存的な FLO1 レポーター活性の上昇が確認さ

れた。以上の結果は、構築した FLO1 レポーター

活性を指標に、簡便にエピ変異原活性を検知で

きることを示唆している。 
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F．健康危機情報 

   なし 

 

G．研究発表 

誌上発表 

1. Sugiyama, K., Furusawa, H., Grúz, P. 

and Honma, M: Detection of epigenetic 

mutagens including anthracene-derived 

compounds using yeast FLO1 promoter GFP 

reporter gene assay, Mutagenesis 32, 

429-435 (2017). 

2. Sugiyama, K., Furusawa, H., Grúz, P. 
and Honma, M: Functional role of DNA 
methylation at the FLO1 promoter in 
budding yeast, FEMS Microbiol. Lett. 
364, doi: 10.1093/femsle/fnx221 (2017). 

 

学会発表 

1. Sugiyama, K., Furusawa, H., Grúz, P. 
and Honma, M: Detection of epigenetic 
mutagens by GFP reporter activity 
driven by yeast FLO1 promoter, 
Environmental Mutagenesis & Genomics 
Society 48th Annual Meeting (2017, 9 
ローリー・米国). 
 

2. 杉山圭一：エピジェネティック変異原試験
系の開発、日本環境変異原学会第 46 回大
会（2017・東京）（2017, 11）. 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

    なし 
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表 1 FLO1 プロモーター増幅に使用したプライマー 

 

 DNA 配列 

Forward 5’- CCCGTCGACAAAAAAGTGCATTTATTTAG -3’ 

Reverse 5’- GGGAAGCTTTTTTGGATGTTCTGTTTACTGGTGACAAGA -3’ 

 

 

 

 

 

表 2 RT-PCR に使用したプライマー

 

ターゲット遺伝子 Primer名 DNA配列 

FLO1 
RT1A (Forward) 5’ - C T C A T C G C T A T A T G T T T T T G G - 3’ 

RT1B (Reverse) 5’ - C G A G T A A A C A A C C T T C A T T G G - 3’ 

ACT1 
RTactA (Forward) 5’ - A T T C T G A G G T T G C T G C T T T G G - 3’ 

RTactB (Reverse) 5’ - G A A G A T T G A G C A G C G G T T T G C - 3’ 
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図 1  プルプリンが凝集反応に及ぼす影響 

A: 凝集試験,  B: RT-PCR 
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図 2  プルプリンが細胞内ヒストン H3 量に及ぼす影響 
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図 4 アントラセン類縁化合物が FLO1 レポーター活性に及ぼす影響 
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平成 29 年度 厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

分担研究報告書 

 

研究課題名：食品添加物等の遺伝毒性発がんリスク評価のための新戦略法に関する研究 

 

分担研究課題名：DNAアダクトの定性・定量評価とアダクトのカタログ化に関する研究 

 

分担研究者： 戸塚ゆ加里 国立がん研究センター研究所 発がん・予防研究分野 ユニット長 

 

研究要旨 

ジクロロメタンおよび 1,2-ジクロロプロパン(1,2-DCP)は、最近、職業性胆管がん

の原因物質であることが示唆されているが、これらハロゲン系炭化水素と印刷業従

事者で多発するヒト胆道がんとの関係は未だ良くわかっていない。ハロゲン系炭化

水素の代謝活性化にはグルタチオン-S-転移酵素(GSTT1)が関与することが報告され

ているが、昨年度の研究の結果から、GSTT1 は 1,2-DCP の代謝活性化には寄与しな

いことが示唆された。そこで、DCP の変異原性誘発メカニズムの解明のため、バク

テリアを用い、DNA 付加体の網羅的解析手法により、DCP に由来する付加体の探索

を行った。主成分解析(PCA)の結果、コントロールと DCP 暴露群で綺麗に２つのク

ラスターに分離されることがわかった。PCA-Loading plot の結果、DCP 暴露に関係す

るものとして複数の付加体が検出された。このうち、[m/z 368.1560; M+H](DCP22)と

[m/z384.1514; M+H](DCP86)に注目してみたところ、両者とも DCP 暴露によりそれぞ

れの存在レベルが顕著に上昇していることが確認できた。DCP22 及び DCP86 の精密

質量数から推測した分子組成式と MS/MS フラグメンテーションデータから、DCP22

はデオキシアデノシン由来の、DCP86 はデオキシグアノシン由来の付加体であるこ

とが推測できた。また、[m/z 117.05; M+H]のフラグメントピークが DCP22 及び DCP86

の両方に観察されており、このことから、同じ官能基がそれぞれ dA 及び dG に付加

した付加体であることが推測された。 

 

 

Ａ．研究目的 

ジクロロメタンやジクロロエタン等のハロ

ゲン系炭化水素は主に工業溶剤として幅広く

使用されている。また、ジクロロメタンおよび

1,2-ジクロロプロパン(1,2-DCP)は、最近、職業

性胆管がんの原因物質であることが示唆され

ているが、これらハロゲン系炭化水素と印刷業

従事者で多発するヒト胆道がんとの関係は未

だ良くわかっていない。ハロゲン系炭化水素の

代謝活性化にはグルタチオン -S-転移酵素

(GSTT1)が関与することが報告されているが、

昨年度の研究の結果から、GSTT1 は 1,2-DCP の

代謝活性化には寄与しないことが示唆された。

そこで、DCP の変異原性誘発メカニズムの解明

のため、バクテリアを用い、DNA 付加体の網羅

的解析手法により、DCP に由来する付加体の探

索を行った。 

 

Ｂ．研究方法 

Ames 試験に用いる試験菌株である、
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Salmonella typhimurium TA100 に

1,2-DCP(15000ppm)を 2 時間気層曝露した後に

バクテリアを回収し、ゲノム DNA の抽出を行

った。DNA を各種ヌクレアーゼによりモノヌク

レオシドに分解し、生成する DNA 付加体を質

量分析機器(AB SCIEX, TripleTOF TT6600)を用

いて網羅的に解析した。得られたデータを主成

分 (PCA)解析により解析し、1,2-DCP 曝露に相

関する付加体の抽出を実施した。精密質量数を

用いて抽出した任意の付加体の分子組成式の

推測をソフトウエア(Peak View; AB SCIEX)に

より行った。 

 

Ｃ．研究結果・考察 

1,2-DCP を曝露したバクテリア DNA のアダ

クトーム解析を行なった結果を図１に示す。主

成分（PCA）解析を行なったところ、コントロ

ールと DCP 暴露群で２つのクラスターに分類

されることがわかった。次に PCA 解析の Loding 

plot の結果から、1,2-DCP に相関する付加体の

探索を行ったところ、複数の付加体が検出され

た（図２）。このうち、DCP22 [m/z 368.1560; 

M+H]と DCP86 [m/z384.1514; M+H]に注目して

みたところ、両者とも DCP 暴露によりそれぞ

れの存在レベルが顕著に上昇していることが

確認できた（図３）。DCP22 及び DCP86 の精密

質量数から推測した分子組成式と MS/MS フラ

グメンテーションデータを図４に示す。両者と

も、デオキシリボース骨格に由来する-116.0474

の neutral loss が観察された。また、DCP86 では

グアニンに相当する[m/z 152.0562]のフラグメ

ントが、DCP22 ではアデニンに相当する[m/z 

136.0617]のフラグメントが観察され、このこと

から、DCP86 はデオキシグアノシン由来の、

DCP22 はデオキシアデノシン由来の付加体で

あることが推測できた。また、[m/z 117.05; M+H]

のフラグメントピークが DCP22 及び DCP86 の

両方に観察されており、このことから、同じ官

能基がそれぞれ dA 及び dG に付加した付加体

であることが推測された。 

D．健康危機情報 

 なし  

 

E. 研究発表 

論文発表 

1. Akiba N, Shiizaki K, Matsushima Y, Endo O, 

Inaba K, Totsuka Y. Influence of GSH 

S-transferase on the mutagenicity induced by 

dichloromethane and 1,2-dichloropropane. 

Mutagenesis, 2017, 32:455-462. 

 

学会発表 

1. 戸塚ゆ加里：DNA 付加体形成と突然変異誘

発 第 44 回日本毒性学会（横浜 2017 年 7

月） 

2. Totsuka Y, Lin Y, He Y, Sato H, Matsuda T, 

Matsushima Y, Kato M, Elzawahry A, Totoki Y, 

Shibata T, Shan B, Nakagama H: Exploration 

of esophageal cancer etiology using 

comprehensive DNA adduct analysis (DNA 

adductome analysis) EEMGS (ノースカロラ

イナ、2017 年 9 月) 

3. Totsuka Y : Exploration of cancer etiology 

using genome analysis and comprehensive 

DNA adduct analysis第 76回日本癌学会学術

総会（横浜 2017 年 9 月） 

4. 今井俊夫、落合雅子、成瀬美衣、松浦哲也、

戸塚ゆ加里、筆宝義隆：マウス正常上皮の

３次元培養系を用いる化学発がん家庭の早

期変化検出系 第 76 回日本癌学会学術総

会（横浜 2017 年 9 月） 

5. 佐藤 春菜、落合雅子、今井俊夫、戸塚ゆ加

里：マウス正常組織由来オルガノイドを用

いた遺伝毒性解析法の構築 第 46 回日本

環境変異原学会（東京、2017 年 11 月） 

6. 前迫裕也、善家 茜、アスマ エルザワハ

リ、古川英作、加藤 護、白石航也、河野

隆志、椎崎一宏、戸塚ゆ加里：次世代シー

クエンサーと DNA アダクトーム解析の統

合による発がん要因の探索  第 46 回日本
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環境変異原学会（東京、2017 年 11 月） 

7. 秋場 望、佐藤春菜、松田知成、遠藤 治、

稲葉一穂、戸塚ゆ加里：モデル生物を用い

た化学物質により誘発される変異シグネチ

ャーの解析 第 46 回日本環境変異原学会

（東京、2017 年 11 月） 

8. 神尾翔真、斎藤春吾、渡邉昌俊、椎崎一宏、

戸塚ゆ加里：生体を模倣したナノマテリア

ルの新規毒性評価システムの確立 第 46

回日本環境変異原学会（東京、2017 年 11

月） 

9. Totsuka Y : Adductomics IWGT 2017（東京、

2017 年 11 月） 

10. Totsuka Y, Lin Y, He Y, Sato H, Matsuda T, 

Matsushima Y, Kato M, Elzawahry A, Totoki Y, 

Shibata T, Shan B, Nakagama H: Exploration 

of esophageal cancer etiology using DNA 

adductome analysis 12thICEM-5thACEM （仁

川、2017 年 11 月） 

11. Totsuka Y : Exploration of cancer etiology 

using genome analysis and comprehensive 

DNA adduct analysis. International Conference 

on Environmental Health and 

Environmental-related Cancer Prevention 2017 

（つくば、2017 年 12 月） 

12. Totsuka Y : Exploration of cancer etiology 

using genome analysis and comprehensive 

DNA adduct analysis. 18th All India Congress 

of Cytology and Genetics （コルカタ、2018

年 1 月） 

 

F．知的所有権の取得状況 

なし 
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図１ 1,2-DCP 曝露したバクテリアのアダクトー

ム解析結果 

 
 
 
図２ 1,2-DCP曝露と相関する付加体の探索結果 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３ 抽出した付加体の存在レベル 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 抽出した付加体の組成式とMS/MSフラグメ
ント 
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平成 29 年度 厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

分担研究報告書 

 

研究課題名：食品添加物等の遺伝毒性発がんリスク評価のための新戦略法に関する研究 

 

分担研究課題名：重要なDNAアダクトの合成と、ターゲットベクターへの導入に関する研究 

 

分担研究者： 高村 岳樹 神奈川工科大学工学部教授 

 

研究要旨 

PhIP 修飾オリゴヌクレオチドの合成を行った。PhIP の付加体はこれまでにデオキ

シグアノシン（ｄG)の C8 位に PhIP のアミノ基が結合したもののみが知られている

ため，その付加体を部位特異的に含むオリゴヌクレオチドの合成を試みた。昨年度

と同様の方法で合成を試みているが，脱トリチル基後の反応の停止処理（Workup）

方法によっては，トリチル基の再結合が観察された。より効率的な脱トリチル基の

方法が望まれる他，脱ベンジル保護を先に行うほうが，アミノ基の塩基性が下がる

ため，脱離しやすいことが考えられるため，脱保護の方法による影響についても今

後検討する必要がある。一方，ベンゾピレン（BaP）の付加体合成では，ピレノール

から始める合成が適しており，ジオールエポキサイドの合成までの方法論が明らか

になった。既知文献とは，反応条件を異なることがあるため，さらに詳細に反応条

件の検討を行っていく。また C8,N2 の付加体の他，O6 の付加体の代表である，O6

－グリコール酸－dG の付加体の合成を進めた。ミツノブ反応による O6 位の付加体

生成反応では，不純物との分離が困難であり，またアミダイトの 1 つ手前の合成ス

テップにおいても，不純物との分離が困難である結果となった。これにおいても，

他の方法論が必要であるが，ベンゾトリアゾールを用いる不可体生成反応は進行し

なかったため，他の方法を現在，検討中である。 

 

Ａ．研究目的 

食品中の変異原物質は DNA を損傷し、変異

を誘発することが知られているが、変異誘発機

構については、十分に理解されている状態では

ない。変異誘発機構の解明には、損傷塩基を含

んだ短鎖オリゴヌクレオチドである、部位特異

的修飾オリゴヌクレオチドを用いた in vitro の

系による損傷乗り越え修復（TLS）の研究がな

されてきており、多くの知見が蓄積されている。

一方で、in vivo TLS の例としてはバクテリアを

用いる系やヒト細胞株を用いる系など様々で

あるが，系によっては,異なる TLS の結果を与

えることがわかっている。そのため，いくつの

かの vivo の系を組み合わせることにより，得ら

れる情報を相互に比較し，動物個体に変異原物

質を投与した際の変異データから得られる知

見を担保することが重要である。 

ヒトが暴露する可能性のある変異・発がん性物

質は様々であるが，上述のように既存の動物個体

データを活用できるものは多くない。焼肉などの

加熱食品中に含まれるがん原性ヘテロサイクリ

ッ ク ア ミ ン の 一 つ で あ る

2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine

（PhIP 図１）は，Ames 試験などバクテリアを
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用いる変異原性試験では，比較的低い変異原性を

示すが，ラットに対し大腸がんや乳がんを誘発す

ることが知られている。また APC 遺伝子に変異

を誘発することが明らかとなっている。PhIP の

TLS 試験では APC 遺伝子に部位特異的に PhIP 修

飾を施したものを用いた in vitro の系が知られて

いるが，in vivo TLS のデータは存在しない。そこ

で，in vivo TLS に向けた PhIP 修飾オリゴヌクレ

オチドの合成をおこなった。また並行して，加熱

食品の加熱時に生成する可能性のある発ガン性

物質ベンゾピレンが dG に付加した dG-N2 付加体

の別途合成方法の開発，さらに，O6 位にグリコ

ール酸（GA）修飾した付加体 dG-O6-GA の合成

を試みた （図２）。これはグリシンが生体内で

ニトロソ化された場合に生成する付加体である。 

 

図１ PhIP の化学構造 

 

 

 

図２ 各種 dG 付加体の化学構造 

 

Ｂ．研究方法 

昨年度の同様の方法で，dG-C8-PhIP のアミダ

イトの合成を試みているが，合成の困難さも有

り，現時点ではオリゴヌクレオチドまで合成で

きていない。PhIP で修飾された dG-C8-PhIP の

アミダイトまではあと少しの行程であるが，昨

年度までの合成時と若干，反応性が異なること

が明らかになっており，その原因について検討

が必要である。またベンゾピレンの付加体につ

いては付加体反応の手前までの合成を行った。

また GA 付加体については，定法により合成を

進めた（図３）。 

 

 

図３ PhIP 修飾オリゴヌクレオチド合成の

スキーム 

（倫理面への配慮） 

ヒトおよび動物を用いない実験であるため、

必要な倫理審査はない。廃液などの観点から、

不必要な量の溶媒の使用をしないなど、環境に

影響を与える部分で注意をしながら実験を行

った。 

 

Ｃ．研究結果 

昨年度までの結果を参考に， dG の 8 位のブ

ロモ体(8-Br-dG)誘導体の合成からはじめた。シ

リル基で保護をしたデオキシグアノシンを

NBS／酢酸の系でブロモ化した。しかしながら
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この反応が十分に進行せず，原料を回収するこ

とが多かったため今後，改良が必要であること

がわかった。また保護を行った dG 誘導体は

PhIP との Buchwald アミノ化反応をもちいて反

応させた。得られた付加体誘導体を，トリクロ

ロ酢酸を用いて脱保護を行ったが，反応が進行

するもの，Workup 後にトリチル基が再結合し

て，目的とする化合物が得られていないことが

多く見られた。トリチルカチオンの再結合は，

生成したトリチルカチオンが十分に分解され

ていないために生じる現象であるが，これまで

の Workup 方法では不十分であることが判明し

た。一方で，トリチル基が存在したままでも

O6 位のベンジル基は Pd black 存在下，水素添

加反応により，脱保護可能であることが判明し

たため，今後脱保護の方法論も含めて検討を行

う予定である。現在，目的とするアミダイトの

前段階の化合物まで合成が終了しているが，量

的に不足しているため，大量に合成を進めてい

る。 

一方，ベンゾピレンの dG 付加体では，既報

が存在しているため，それに従って合成を進め

ている。既存のピレンアルコール５を脱水する

反応では，トルエンスルホン酸をもちいて脱水

させ，2 重結合を生成させた。得られた化合物

6 を、ベンゼン溶媒中で I2 と安息香酸銀用を用

いる Prévost法によりトランス 1，２グリコール

を生成した。これにはいくつかの合成方法を検

討したが，反応混合物を光から保護し、室温で

約１日，攪拌させた後に 1 時間還流させる方法

で合成を行うと収率（80％）よく目的化合物 7

が得られることがわかった。得られた化合物は

DDQ を用いて酸化反応を行い，目的化合物 8

を得ることが出来た（図４）。今後，脱保護の

後にジオールエポキサイドに変換し，付加体を

合成する予定である。 

 

 

 

 

OH

OBz

p-TsOH

Benzene

AgOBz, I2

Benzene BzO

OBz
BzO

OBz
BzO

O

DDQ

Toluene

5 6

7

8

9  

図4  DDQを用いたベンゾピレンのdG付加

体の合成 

 

また dG-O6-GA の合成は，グリコール酸メチ

ルとシリル保護した dG をミツノブ反応より合

成して得るルートで行った(図５)。しかしなが

ら ， 目 的 化 合 物 と ， 使 用 し て い る

Triphenylphosiphine 由来の反応複製生物の分離

が極めて困難であり，カラム数回後にも，目的

物質を単離することが困難であった。次の脱シ

リル反応により，目的とする化合物を得ること

が出来た。得られた化合物は N2 位のアミノ基

をアミジン保護をし，さらにオリゴヌクレオチ

ドで用いられる通常のトリチル保護を行った。

目的とする化合物は得ることが可能であった

が，HPLC で確認したところ，不純物と混ざっ

た化合物であり，これは通常のカラム精製では

単離できないことがわかった。そのため，まず

dG の benzotriazole 誘導体を bis (dimethylamino) 

methylene] -1H-benzotriazolium 3-oxide 

hexafluorophosphateとDBUを用いて，生成させ，

さらに methyl glyoxylate と反応させる方法を試

みたが，目的とする化合物は得ることが出来な

かった。そのため，今後，別の方法にて目的と

する化合物を得る予定である。  



-38- 

 
図５ O6－グリコール酸－dG 付加体の別途合

成スキーム 

 

D．考察 

 昨年度から引き続き，修飾オリゴヌクレオチド

の合成を行っているが，反応性の相違から，目的

とするものまでまだ合成が終了していない。引き

続き効率な方法論の検討をおこなう。 
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平成 29 年度 厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

分担研究報告書 

 

研究課題名：食品添加物等の遺伝毒性発がんリスク評価のための新戦略法に関する研究 

 

分担研究課題： 重要な DNA アダクトの合成に関する研究 

 

研究分担者：出水庸介 国立医薬品食品衛生研究所有機化学部 部長  

研究協力者：正田卓司 国立医薬品食品衛生研究所有機化学部 室長 

 

研究要旨 

生命の設計図である DNA に化学物質が結合すると，その遺伝子の機能が破壊される．こ

のような DNA アダクトが蓄積すると細胞の癌化につながると考えられる．そのため，DNA

アダクトの生成機構，除去，修復機構を明らかにすることは極めて重要である．本研究で

は，安井らが開発した TATAM 法に必要な DNA アダクト含有オリゴ DNA を提供するため

に，DNA 合成に使用するホスホロアミダイト体の合成法を確立することを目的とする．本

年度は，MeIQx（3,8-dimethyl-3H-imidazo[4,5-f]quinoxalin-2-amine）および IQ（3-methyl-

3H-imidazo[4,5-f]quinolin-2-amine）の DNA アダクトの合成における Buchwald-Hartig

反応のリガンドや溶媒，反応時間等を検討するとともに，さらにステップ数を削減するべ

く，2位無保護における反応条件を検討した． 

 

A. 研究目的 

生物は常に多種多様な化学物質にさらされて

おり，それら化学物質が生体分子と結合すること

で，その生体分子の正常な機能は破壊される．生

命の設計図である DNA も化学物質と結合し，

DNA アダクトを形成する．そのため，DNA アダ

クトの生成機構をはじめ，その除去機構，除去後

の修復機構などの詳細を明らかにすることは極

めて重要である．この分野での古典的な研究は個

体あるいは細胞に化学物質を与え続けてがん化

した細胞から DNA アダクトを検出，同定すると

いったものである．しかしながら，実際に生じた

DNA アダクトが，細胞の発がん性に与えた影響

について定量的に解析された例はほとんどなか

った．一方，当所変異遺伝部安井らが開発した

TATAM 法 1)は，DNA 損傷と発がん性を定量的に

解析できる手法であり，DNA アダクトと発がん

性の関係を詳細に解明することが可能になると

考えられる．そこで本研究では，TATAM 法に必

要な DNA アダクト含有オリゴ DNA を供給する

ために，その DAN アダクトの合成および，その

ホスホロアミダイト体の合成を行うこととした． 

DNA アダクトのホスホロアミダイト体を合成

するには，出発原料である 2’-デオキシグアノシン

（dG）の構造に含まれる窒素原子（N）や酸素原

子（O）を適切に保護することが重要である．DNA

アダクトにはグアニン塩基の 1 位，2 位，8 位に

N があり，6 位に O がある（Figure 1）．一般的

には，6 位 O をベンジル（Bn）基で，2 位をジメ

トキシトリチル（DMTr）基で保護した化合物を

合成中間体として用い，ホスホロアミダイト体合

成前に 6 位 Bn 基は脱保護するが，6 位 Bn 基の

脱保護条件は化合物の構造や実験環境の影響を

受けやすく，反応条件が一定しないなどの問題が

あり，適宜反応条件の検討が必要となる．また，
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保護・脱保護の繰り返しによるステップ数の増加

は，収率の低下にもつながるため，できるだけス

テップ数を短縮することが重要となる．本研究で

は平成 27 年度において，6 位無保護の dG に対し

て Buchwald-Hartwig 反応条件（Pd2(dba)3，

Xantphos，炭酸セシウム）に THF を溶媒として

さ ら に microwave を 用 い る こ と で 2-

aminofluorene（9H-fluoren-2-amine，Figure 2）

や MeIQx （ 3,8-dimethyl-3H-imidazo[4,5-

f]quinoxalin-2-amine，Figure 2）を導入すること

が可能であることを示した．その結果，既存の合

成スキームにくらべて 2ステップ分の短縮が可能

となった．平成 28 年度は，IQ（3-methyl-3H-

imidazo[4,5-f]quinolin-2-amine，Figure 2）の付

加体合成（dG-C8-IQ）への検討を行った．本年度

は上記の反応のリガンドや溶媒，反応時間等を検

討するとともに，さらにステップ数を削減するべ

く，2 位無保護における反応条件を検討した． 

 

B. 研究方法 

1. 試薬と装置 

試薬は和光純薬，東京化成，関東化学から購入

し，特に精製せずにそのまま用いた．化合物の精

製には中圧分取液体クロマトグラフ（EPCLC-W-

Prep，山善）および逆相分取 LCMS（島津社製（MS

検出器；prepLCMS-2010EV））を用いた．逆相系

の溶媒としては A: 0.2 M HCOONH4，B: CH3CN

を用いた． 

Microwave 照射装置には Initiator（Biotage）

を用いた． 
1H NMR，13C NMR スペクトルは ECZ600（プ

ロトン共鳴周波数 600MHz（JEOL）を用いて測

定した．溶媒にはCDCl3またはDMSO-d6を用い，

化学シフトは TMS を内部標準として用いた． 

分析用 LCMS は島津 IT-TOFMS（LC 部分：シ

ステムコントローラCBM-20A，ポンプLC-20A，

カラムオーブン CTO-10AC，UV/フォトダイオー

ドアレイ検出器 SPD-M20A）を用いて測定した．

カラムは CAPCELL PAK C18 MGII 5m，2.0 x 

35 mm（SHISEIDO）を用いた．溶媒は A: 0.1% 

HCOOH/H2O, B: 0.1% HCOOH/CH3CN（いずれ

も関東化学）を用いた． 

 

2. 合成 

1) dG-C8-IQ（12）の合成 

十分に窒素置換した 3 ml の THF に化合物 4

（44.3 mg，0.05 mmol），IQ（22.1 mg，0.1 mmol），

xantphos（30.2 mg，0.05 mmol），Cs2CO3（33.6 

mg，0.1 mmol），Pd2(dba)3（10.6 mg，0.01 mmol）

を添加し，microwave 照射下，100℃，6h 撹拌し

た．上記反応条件をもとに，溶媒（DMSO，DMF，

toluene等），リガンド（JohnPhos，SPhos，XPhos，

DavePhos 等，figure 3），塩基（t-BuOK，NaPO4

等），触媒，反応時間，量比等を検討した． 

 

C. 結果と考察 

1. dG-C8-IQ 付加体の合成 

ヘテロサイクリックアミン（Heterocyclic 

amine，HCA, Figure 2）類は食品中の焦げに含ま

れる化学物質であり，これらが DNA アダクトを

形成することが知られている．初年度で検討した

MeIQx 付加体（dG-C8-MeIQx）の合成ルートを

Scheme 1 に示す．一般的な dG 付加体合成ルー

トは，6 位の O を Bn で保護するが，特にキーと

なる反応である Buchwald-Hartwig 反応につい

て，6 位 O が無保護の状態である化合物 4 を用い

て条件検討を行ったところ，溶媒を THF とし，

microwave を用いることで MeIQx を導入するこ

とが可能であることがわかった．そこで次年度は

導入するヘテロサイクリックアミンを IQ に変更

したところ，目的化合物が生成していることを確

認できたが，リガンド由来の不純物が含まれてお

り，単離にはいたらなかった．そこで精製に関す

る各種検討を行い，最終的に 3’位，5’位を脱保護

し，逆相 HPLC による精製を行い，3’位，5’位無

保護の化合物を得ることとなった．そこで本年度

は，反応条件の最適化を目指し，6 位無保護 IQ 付

加体合成時における Buchwald-Hartwig 反応の
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溶媒（DMSO，DMF，toluene 等），リガンド

（JohnPhos，SPhos，XPhos，DavePhos 等，figure 

3），塩基（t-BuOK，NaPO4等），触媒（Pd2(dba)3，

Pdacac 等），反応時間，量比，microwave のあり

なし等を検討した．しかしながら，いずれの条件

も，反応が集結しない（目的化合物と原料が混在

する），リガンドが残存する（順相クロマトグラフ

ィーで最初のフラクションから最終フラクショ

ンまでリガンドが出続ける）等により，結果とし

て，初期に見出した条件（十分に窒素置換した

THF，microwave 照射下，2 等量のアミン，20-

30mol%の Pd2(dba)3，塩基として 2 等量の

Cs2CO3，リガンドとして 1 等量の Xantophos）

の組み合わせを上回る条件を見出すことができ

なかった．Buchwald-Hartwig 反応は芳香族ハロ

ゲン化物とアミンをパラジウム触媒と塩基の存

在下で結合させ，芳香族アミンを生成する，いわ

ゆるクロスカップリング反応である．今回用いた

ヘテロサイクリックアミン類は比較的嵩高い構

造を有しており，そのため，触媒やリガンドの構

造的特徴の影響を受けやすいと考えられる．

Xantophos は 2 つのベンゼン環それぞれに，パラ

ジウム触媒に配位するリン原子があり，二座でパ

ラジウムに配位するのが特徴である．一方で検討

に用いたリガンドはリン原子を一つ有するもの

あったことから，今回の化合物のようにヘテロサ

イクリックアミン類には二座配位が可能なリガ

ンドが有利であることが考えられる．二座配位型

のリガンドとしてはDPEphos，Homoxantphos，

Phosxantophos，Sixantphos，Thixantphos，N-

xantphos など 3)（Figure 4）があり，これらのリ

ガンドを検討することで，リガンドの構造と反応

性についての関係性が明らかになると考えられ

る． 

また，さらに合成ルートの短縮化を目指し，2、

6 位無保護（化合物 3）による Buchwald-Hartwig

反応を検討した（scheme 2）。この場合、合計ス

テップ数が７ステップとなり、一般的な合成ルー

トより 4 ステップ分短くなるため、合成工程の短

縮が見込まれた。しかしながら様々なリガンドに

て検討したところ，LCMS および TLC で反応生

成物が確認できたものもあったが，十分な収率で

目的化合物を得ることができなかった． 

Microwave の影響については，どちらについて

も microwave を用いるほうが反応性の向上が認

められた．一般的な SN2 反応で，同様の傾向が見

出されており 4)，Buchwald-Hartwig 反応におい

ても microwave が有用であることがわかった．

今後，反応時間や照射パワーの検討などを行い，

より最適な反応条件を見出すことで，反応収率の

向上を目指す必要がある． 

 

 

D. 結論 

本研究では，オリゴ DNA を供給するために，

DNA アダクトのホスホロアミダイト体を合成す

ることを最終目標として，そのキーとなる反応で

ある 8 位に対する Buchwald-Hartwig 反応に着

目し，その反応条件の検討を行った． 

MeIQx と IQ は一部構造が異なることから

（MeIQx；8 位 CH3，9 位 N．IQ；8 位 H，9 位

C），その物性（溶媒への溶解性等）が異なること

が考えられ，その DNA 付加体も実際に溶媒への

溶解性が異なっており，同一の精製条件を用いる

ことができなかった．本年度は，6 位無保護での

IQ 付加体合成時における Buchwald-Hartwig 反

応の溶媒（DMSO，DMF，toluene 等），リガンド

（JohnPhos，SPhos，XPhos，DavePhos 等），塩

基（t-BuOK，NaPO4等），触媒，反応時間，量比

等を検討した．しかしながら，初期の反応条件を

凌駕するほどの効率的な反応条件を見出すこと

ができなった．また，反応工程の短縮を目指し，

2位無保護によるBuchwald-Hartwig反応を検討

した．様々なリガンドにて検討したところ，

LCMS および TLC で反応生成物が確認できたが

ものもあったが，十分な収率で目的化合物を得る

ことができなかった．Buchwald-Hartwig 反応の

リガンドは現在でも様々な構造の化合物が開発
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されており，今回の検討でもすべてを網羅したも

のではない．今後も継続的に検討を行い，より最

適な反応条件を見出すことが必要である． 
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Figure 1 dG（2’-deoxyguanosine）および，ホスホロアミダイト体の構造 
 
 
 
 

 
 

Figure 2 本研究で取り上げたヘテロサイクリックアミンの構造 
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Figure 3 本研究で検討したリガンドの構造 

 
 
 
 

 
Scheme 1 dG-C8-MeIQx アダクトの合成スキーム（6 位無保護）．合計 9 ステップ 

 
 
 



 45

 
Scheme 2 2 位および 6 位無保護における合成スキーム（合計 7 ステップ） 

 

 

 
Figure 4 xantpshos 型リガンド 
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