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研究要旨 
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 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（TGR 試験）を行った。AA を 28 日間飲水

投与したマウス肝臓において DNA 付加体量が用量依存的に直線的に増加したのに対して、

遺伝子突然変異頻度は低用量群（30 ppm）で有意に増加するが頭打ちの用量反応性を示し

た。ベンチマークドーズの信頼区間（BMDL-BMDU）は DNA 付加体量、変異頻度、発が

んにおいてほぼ重なっていた。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が、用量反

応性が異なる特徴を示したことから、AA 発がんのメカニズムは特定の DNA 付加体による

遺伝毒性 MoA のみでは十分説明できない可能性が示唆された。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系は重要であり、従来の gpt 
delta ラットよりλEG10 ベクターの回収効率が大幅に高い新規 gpt delta ラットの作出と

評価を行った。EG10 をホモに持つ新規 gpt delta ラット（Wistar Hannover 系統）は、従

来の F344 gpt delta ラット（EG10 ヘテロ）と比較して 5 倍高い回収効率を示した。BaP
および ENU 投与により、肝臓と骨髄の gpt 点突然変異頻度は有意に増加した。λEG10 は

ラットゲノム 1 番染色体に多コピー挿入されていた。新規 gpt delta ラットは in vivo 遺伝

子突然変異試験に有用であることが示唆された。 
 

キーワード: 遺伝子突然変異，アクリルアミド，BMD，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

（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
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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。今年度は DNA 付加体量および遺

伝子突然変異頻度の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

評価を行う。今年度は新規ラットの変異頻度測定

を行う。 
 
Ｂ．研究方法 
１．AA 投与 gpt delta マウスの遺伝毒性と用量

相関の解析 
 雄 9 週齢の gpt delta マウス(C57BL/6J)に AA
（300, 100, 30 ppm）を 28 日間飲水投与した。

（AA 100 ppm は 1.4 mM に相当。）投与終了後

3 日目に組織を採取し、-80℃で凍結保存した。

各群 5 匹を DNA 付加体測定および遺伝子突然

変異試験に使用した。肝臓、肺、精巣からゲノ

ム DNA を調製し、LC-MSMS による DNA 付加

体（N7-GA-Gua）量および gpt 遺伝子突然変異

体頻度の測定を行い用量反応データを取得し

た。得られた用量反応データから PROASTweb 
(https://proastweb.rivm.nl/)を用いてベンチマー

クドーズを算出した。用量反応曲線において有

意な影響があるとされる反応レベル（BMR: 今
回は 10％、50％の 2 通りで計算）をもたらす用

量をベンチマークドーズ（BMD）という。BMD
は 95％信頼区間 (BMDL-BMDU)の範囲として

示した。計算にあたり、model averaging は有効

とした。また DNA 付加体量の陰性対照値がゼロ

の場合は対数変換できず計算ができないため、

LC-MSMS の検出限界値 170/10^8 base を陰性

対照値として用いた。AA の発がん性のベンチマ

ークとして、食品安全委員会評価書（2016）で

採用している 2 年間マウス発がん試験

（NTP2012）で最も感受性が高かった雄

harderian gland tumor のデータを用いた。 
 
２．新規 gpt delta ラットを用いた遺伝毒性試験

の評価 
現行の gpt delta マウス・ラットで用いられて

いるλEG10 シャトルベクターをゲノムに導入し

た新規 gpt delta ラット（Wistar Hannover 系

統）を作出した（SLC 社が実施）。新系統がλ

EG10 をホモに持つことを PCR で確認した。従

来の gpt delta ラット（ヘテロ系統）の 5 倍高い

パッケージング効率を示した新系統（homo）を

用いて変異原物質投与実験を行った。雌雄各 5
匹の gpt delta rat (homo)にベンツピレン

（BaP）（0, 62.5,125 mg/kg）を 28 日間強制経

口投与し、最終投与の 3 日後に組織を採取して

凍結保存（−70℃以下）した。陽性対照として

ENU（50mg/kg）を 5 日間連続で腹腔内投与

し、最終投与から 26 日後に組織採取して凍結保

存した。動物数が限られていたため、実験は

ENU 投与群、BaP 投与群の雄、BaP 投与群の

雌の 3 回に分けて実施された。肝臓と骨髄から

ゲノム DNA を調製し、gpt アッセイを行い点突

然変異頻度を測定するとともに、得られた変異

体のシークエンス解析を実施して変異スペクト

ルの解析を行った。また、次世代シークエンサ

ーを用いてラットゲノム中のλEG10 挿入部位を

決定し、導入コピー数を推定した。 
（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。 
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Ｃ．研究結果 
１．AA 投与 gpt delta マウスの遺伝毒性と用量

相関の解析 
 雄 gpt delta マウスに AA を 28 日間飲水投与

した。最高用量 300 ppm 群において有意な体重

増加抑制が認められた。AA 30, 100, 300 ppm 投

与群の肝臓、肺、精巣における DNA 付加体形成

量と gpt 突然変異体頻度を、AA 飲水量から換算

した AA 投与量に対してプロットした結果を図 1
に示した。DNA 付加体量はいずれの組織におい

ても用量依存的に直線的な増加を示した。肝臓

の変異頻度は陰性対照群と比較して 2～3 倍有意

に増加したが、100, 300 ppm 群では 30 ppm 群

とほぼ同様の値を示し、頭打ちの用量反応曲線

を示し、用量依存性は明らかでなかった。AA 投

与群の肺における変異頻度は肝臓と同等であっ

たが、陰性対照群の標準偏差が大きく統計学的

に有意な増加は確認できなかった。精巣の変異

頻度は 3 ppm 投与群で約 2 倍、300 ppm 群で約

3 倍の有意な増加が見られた。 
得られた用量反応データを用いてベンチマー

クドーズを算出した結果を図 2 に示した。BMD
信頼区間（BMDL-BMDU）は付加体量、変異頻

度、発がんで概ね重なっていた。肝臓と精巣の

変異頻度については BMDL 値が極端に低く、

PoD の妥当性に疑問がある。肺では用量依存的

な変異頻度の増加が確認できず BMD は算出で

きなかった。 
 
２．新規 gpt delta ラットを用いた遺伝毒性試験

の評価 
λEG10 をホモに持つ新規 gpt delta ラットの

レポーター遺伝子回収効率は現行ラット（ヘテ

ロ）と比較して約 5 倍高かった。新規 gpt delta 
rat (homo)に BaP を 28 日間経口投与した。陽性

対照として ENU（50mg/kg）を 5 日間腹腔内投

与した。肝臓と骨髄からゲノム DNA を調製し、

gpt 点突然変異頻度を測定した。突然変異頻度の

結果を図 3 に示した。BaP 投与群の肝臓と骨髄

において、gpt 突然変異体頻度は用量依存的に有

意に増加した。また、ENU 投与群でも有意に増

加した。BaP 投与群の肝臓では雌の変異頻度が

やや高い傾向があったが、骨髄および ENU 投与

群では雌雄差はみられなかった。肝臓由来の gpt
変異体のシークエンス解析を行い、変異スペク

トル解析を実施した。無処理群では G:C to A:T, 
G:C to T:A および 100 bps 以下の欠失が主であ

った。BaP 投与群では G:C to T:A 変異の有意な

増加がみられた。ENU 投与群では A:T 塩基対の

塩基置換変異の有意な増加がみられた。 
また、次世代シークエンサーを用いてラット

ゲノム中のλEG10 挿入部位を決定し、導入コピ

ー数を推定した。λEG10 はラット 1 番染色体の

B3gnt6 遺伝子のイントロン部分にマルチコピー

で導入されていた。挿入部位には短い欠失、挿

入、逆位がみられた。挿入されたλEG10 のコピ

ー数は 30~44/haploid と推定された。 
 
Ｄ．考 察 

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、DNA 付加

体（N7-dG-GA 等）を形成する。AA の発がん

AOP は、分子的初期イベント（MIE）として

DNA 付加体の形成、キーイベント(KE)として遺

伝子突然変異の誘発、有害事象（AO)として発が

んを設定する。gpt delta マウスを用いた AA 飲

水投与実験の結果、AA 投与群の肝臓における

gpt 突然変異体頻度は陰性対照群の約 3 倍に増加

したが、3 用量群で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。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

突然変異頻度は有意に増加するが 30 ppm 以上で

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、MIE であ

る DNA 付加体形成と下流の KE である遺伝子突

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。一方で、発がん性標的組織において用

量依存的な発がんがみられることから、AA 発が

んのメカニズムは特定の DNA 付加体による遺伝
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毒性 MoA のみでは十分説明できない可能性が示

唆された。他の要因としては、マイナーな付加

体、非遺伝毒性 MoA、系統差の影響などが考え

られる。BMD 信頼区間は DNA 付加体量、変異

頻度、発がんについて概ね重なっていたが、変

異頻度については BMDL 値が極端に低かった。

これは動物実験の用量設定に対して想定される

PoD がより低用量であること、および各用量群

の標準偏差が大きいことを示唆している。この

問題は BMR に大きな値を設定することでやや改

善された。（例えば BMD10 より BMD50 の方が

信頼区間が狭い。）変異頻度の増加幅が小さく、

用量依存性が明瞭でない場合、BMD 算出の妥当

性には注意する必要がある。AA の発がん標的の

一つは肺だが、今回、変異頻度の有意な用量反

応データが得られず BMD が算出できなかっ

た。今後は他の発がん標的における PoD との比

較を検討予定である。 
遺伝毒性と発がんの量的相関の研究において

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

はレポーター遺伝子の回収効率が低い欠点があ

った。そこで、レポーター遺伝子の導入コピー

数が多く、かつレポーター遺伝子をホモに持つ

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 ラットは従来の F344 gpt delta ラット（ヘ

テロ）系統と比較して 5 倍高い回収効率を示し

た。この結果は TGR 試験の効率化をもたらすも

のと期待される。BaP および ENU を投与し、

突然変異頻度を測定した結果、肝臓と骨髄の gpt
点突然変異頻度は有意に増加し、従来の gpt 
delta ラットと同等の感受性を示した。BaP に特

徴的な G:C to T:A 変異および ENU に特徴的な

A:T 塩基対の塩基置換変異の有意な増加がそれぞ

れ確認された。λEG10 トランスジーンはラット

ゲノムの 1 番染色体に 30~44 コピー挿入されて

おり、新規 gpt delta ラット（homo）は in vivo
遺伝子突然変異試験に有用であることが示唆さ

れた。今後は、欠失変異を検出する Spi-アッセ

イの検討を行う予定である。 
 
Ｅ．結 論 

AA投与 gpt deltaマウスの肝臓における gpt突
然変異体頻度は投与群で有意に増加したが、DNA
付加体量および発がんとの用量相関性は低かっ

た。AA 発がんメカニズムは特定の DNA 付加体

による遺伝毒性 MoA のみでは十分説明できない

可能性が示唆された。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

が高い新規 gpt delta ラット（homo）を作出し、

in vivo 遺伝毒性試験に有用であることを示した。 
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 なし  
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図１．AA 投与マウス組織における DNA 付加体量と gpt 突然変異体頻度 

 

 
図 2．ベンチマークドーズ法による PoD 算出（BMD10 および BMD50） 
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図３．新規 gpt delta ラット（homo）の BaP, ENU 誘発 gpt 突然変異体頻度 
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