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Ａ．研究目的 

 有 機 フ ッ 素 化 合 物 で あ る PFAS （ Per-and 

Polyfluoroalkyl substances：パー及びポリフルオロ

アルキル物質）は幅広い用途で使用され、環境中での

難分解性及び生体内蓄積性が問題となっている。近年、

国内複数地域の浄水施設の水道水から基準値を超える

濃度のパーフルオロオクタン酸(PFOA)とパーフルオロ

オクタンスルホン酸(PFOS)が検出され、ばく露による

有害性、特に発がんの健康影響が懸念される。特に PFOA

や PFOS は国際がん研究機関（IARC）によりグループ 1

と 2B に分類され、実験的にラットの肝臓を主体に発が

ん性報告があり、有機フッ素化合物の発がん性検証は

喫緊の課題である。一方、有機フッ素化合物は 1 万種

類以上存在し、これら全てを発がん性試験で検討する

ことは莫大な費用や時間等を必要とし極めて困難であ

る。従って有機フッ素化合物の発がん性を簡便に予測

できる試験スキームの確立が求められる。 

我々は先行研究で、DNA 付加体を指標とした化学物質

の肝臓に対する発がん性/遺伝毒性を予測できるスキ

ームを確立した。本研究ではそのスキームを活用し、

有機フッ素化合物の発がん性/遺伝毒性の検証ととも

に、新たに有機フッ素化合物特異的な評価スキーム開

発を行う。また、変異シグネチャー解析による発がん/

毒性発現機序の解明も試みる。 

 

Ｂ．研究方法 

 今年度は、DNA 付加体の網羅的解析を実施する準備に

加え、松本分担研究者からの構造活性相関による情報

を基に、DNA のアルキル化を介して変異原性を誘発する

可能性のあるいくつかの PFAS について、アルキル化

DNA の修復酵素欠損株 (Salmonella typhimurium 
YG7108)を用いた Ames 試験により、変異誘発能の確認

を実施中である。 

【DNA付加体の網羅的解析】 

雄性SDラット（各群それぞれ6匹）にPFAS 19 物質を

単回経口投与した。PFASの試験用量は、LD50が判明して

いる物質にはLD50の1/3用量を投与した。LD50が不明な

物質に対してはOECD TG 423に基づき最大耐量を推定し、

最大耐量（2000 mg/kg または300 mg/kg）で試験を実施

した。投与後24時間後に肝臓を摘出し、DNAを抽出し、

DNaseI、ヌクレアーゼP1、アルカリホスファターゼ、ホ

スホジエステラーゼによりモノデオキシリボヌクレオ

シドに消化し、HPLC-高分解能精密質量分析機器による

DNAアダクトーム解析を実施する準備を行なった。 

研究要旨 

 有機フッ素化合物である PFAS（Per-and Polyfluoroalkyl substances：パー及びポリフルオロアルキル物質）

は幅広い用途で使用され、環境中での難分解性及び生体内蓄積性が問題となっている。近年、国内複数地域の

浄水施設の水道水から基準値を超える濃度のパーフルオロオクタン酸(PFOA)とパーフルオロオクタンスルホ

ン酸(PFOS)が検出され、ばく露による有害性、特に発がんの健康影響が懸念される。特に PFOA や PFOS は国際

がん研究機関（IARC）によりグループ 1 と 2B に分類され、実験的にラットの肝臓を主体に発がん性報告があ

り、有機フッ素化合物の発がん性検証は喫緊の課題である。我々は先行研究で、DNA 付加体を指標とした化学

物質の肝臓に対する発がん性/遺伝毒性を予測できるスキームを確立した。本研究ではそのスキームを活用し、

有機フッ素化合物の発がん性/遺伝毒性の検証とともに、新たに有機フッ素化合物特異的な評価スキーム開発

および、変異シグネチャー解析による発がん/毒性発現機序の解明について検討する予定である。今年度は、

DNA 付加体の網羅的解析を実施する準備に加え、松本分担研究者からの構造活性相関による情報を基に、DNA

のアルキル化を介して変異原性を誘発する可能性のあるいくつかの PFAS について、アルキル化 DNA の修復酵

素(MGMT)欠損株(Salmonella typhimurium YG7108)を用いた Ames 試験により、変異誘発能の確認を実施した。

その結果、PFOA は代謝活性化系存在/非存在下で、用量の上限を 10 mg/plate まで上昇させて変異原性試験を

実施したが、いずれの菌株及び条件下においても復帰変異コロニー数の増加は認められず、本条件下での Ames

試験における変異原性は陰性であると判定した。PFPMS では、代謝活性化系非存在下において TA1535では変異

原性を示さなかったが、YG7108では用量依存的かつ、溶媒対照の 2倍以上の復帰変異コロニー数が観察された

ことから、変異原性は陽性であると判定した。YG7108 は MGMT が欠損しているため、O6-methyl-dG などの DNA

付加体の修復ができず、アルキル化剤に対して高感受性となる菌株である。したがって、PFPMS では

O6-methyl-dG 様の DNA 付加体を形成し、変異原性を誘発しているものと推測された。一方、その変異原活性の

強度を陽性対照の N-Methyl-N-nitrosourea(MNU)と比較してみたところ、その強度は弱いものと推測された。 
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【アルキル化DNAの修復酵素欠損株(YG7108)を用いた

Ames試験】 

DNAのアルキル化を介して変異原性を誘発する可能性

のあるPFASを表1に示す。 

 
表1. DNAのアルキル化を介して変異原性を誘発する可能性の

あるPFAS 

 
 

OECDテストガイドラインでは、Ames試験を実施する

際の使用化学物質上限値（5 mg/plateもしくは5 

uL/plate）を参考に、生育阻害が観察されない適当な

用量（溶媒対照を含む5用量）で実施した。試験菌株は

アルキル化DNAの修復酵素(MGMT)欠損株(YG7108)とその

野生型(TA1535)を用い、構造活性相関情報に従い、代謝

活性化系の存在下または非存在下で実施した。独立した

試験を少なくとも2回実施し、それら結果の平均値で変

異原活性の判定を行った。 

 

（倫理面の配慮） 

該当なし 

 

Ｃ．研究結果 

【DNA付加体の網羅的解析】 

 今年度使用した化学物質は表2に示す。現在までに、

これらPFASを単回経口投与したSDラット肝臓（N=114）

についてフェノール・クロロホルム法によりDNAを抽出

した。いずれのサンプルからも100 µg以上のDNAが抽出

できており、以降のDNAアダクトーム解析を実施するの

に十分な量である。酵素によるDNAの消化とフィルター

によるLC-MS分析の前処理も終了しており、LC-HRAMの感

度チェックなどが完了出来次第にこれらサンプルの分

析を開始する予定である。 

 
表2. 化学物質リスト 

 

 
 

【アルキル化DNAの修復酵素欠損株(YG7108)を用いた

Ames試験】 

PFOA, PFPMS, DFEMS, 2,5-BDFのうち、これまでにPFOA, 

PEPMSの試験を実施した。その結果を図1および2に示す。 

 

 
図1. 代謝活性化系非存在下でのPFPMSの変異原性 

 

 

 
図2. 代謝活性化系存在/非存在下でのPFOAの変異原性 

 

PFPMSでは、代謝活性化系非存在下においてTA1535で

は変異原性を示さなかったが、YG7108では用量依存的

かつ、溶媒対照の2倍以上の復帰変異コロニー数が観察

されたことから、変異原性は陽性であると判定した。 

一方、PFOAに関しては構造活性相関情報に従い代謝

活性化系存在/非存在下で、用量の上限を10 mg/plate

まで上昇させて変異原性試験を実施したが、いずれの

菌株及び条件下においても復帰変異コロニー数の増加

は認められず、本条件下でのAmes試験における変異原

性は陰性であると判定した。現在、DFEMS, 2,5-BDFの

変異原性試験については同様に検討中である。 

 

Ｄ．考察 

現在までに、PFAS を単回経口投与した SD ラット肝臓
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について DNA を抽出し、いずれのサンプルからも DNA

アダクトーム解析を実施するのに十分な量の DNA が抽

出できており、LC-HRAMの感度チェックなどが完了出来

次第にこれらサンプルの分析を開始する予定である。 

一方、多くの PFAS はその変異原性に関する情報が不

十分である。松本分担研究者からの構造活性相関によ

る情報によると、DNA のアルキル化を介して変異原性を

誘発する可能性のあるPFASがいくつか存在するとのこ

とだったので、アルキル化 DNA の修復酵素（MGMT）欠

損株(Salmonella typhimurium YG7108)を用いた Ames

試験により、PFOA, PFPMS の変異誘発能の確認を実施し

た。その結果、PFOA は代謝活性化系存在/非存在下で、

用量の上限を 10 mg/plate まで上昇させて変異原性試

験を実施したが、いずれの菌株及び条件下においても

復帰変異コロニー数の増加は認められず、Ames 試験に

おける変異原性は陰性であると判定した。PFPMS では、

代謝活性化系非存在下において TA1535では変異原性を

示さなかったが、YG7108 では用量依存的かつ、溶媒対

照の 2 倍以上の復帰変異コロニー数が観察されたこと

から、変異原性は陽性であると判定した。YG7108は MGMT

が欠損しているため、O6-methyl-dG などの DNA 付加体

の修復ができず、アルキル化剤に対して高感受性とな

る菌株である。したがって、PFPMS では O6-methyl-dG
様の DNA 付加体を形成し、変異原性を誘発しているも

のと推測された。一方、その変異原活性の強度を陽性

対照の N-Methyl-N-nitrosourea(MNU)と比較してみた。

図 3には MNUの TA1535/YG7108に対する変異原性試験

結果を示す。 

 

 
図3. MNUのTA1535/YG7108に対する変異原性試験結果 

 

その結果、MNUの1 mgあたりの復帰変異コロニー数は

81,184であるのに対して、PFPMSの1 mgあたりの復帰変

異コロニー数を計算すると21.2であった。このことか

ら、PFPMSはYG7108を用いたAmes試験では陽性となるが、

その変異原活性の強度は弱いものと推測された。 

 

Ｅ．結論 

PFASを単回経口投与したSDラット肝臓についてDNA

を抽出し、アダクトーム解析を実施する準備を行った。 

一方、多くの PFAS はその変異原性に関する情報が不

十分である。松本分担研究者からの構造活性相関によ

る情報によると、DNA のアルキル化を介して変異原性を

誘発する可能性のあるPFASがいくつか存在するとのこ

とだったので、アルキル化 DNA の修復酵素（MGMT）欠

損株(Salmonella typhimurium YG7108)を用いた Ames

試験により、PFOA, PFPMS の変異誘発能の確認を実施し

た。その結果、PFOA は代謝活性化系存在/非存在下で、

用量の上限を 10 mg/plate まで上昇させて変異原性試

験を実施したが、いずれの菌株及び条件下においても

復帰変異コロニー数の増加は認められず、本条件下で

のAmes試験における変異原性は陰性であると判定した。

PFPMS では、代謝活性化系非存在下において TA1535で

は変異原性を示さなかったが、YG7108 では用量依存的

かつ、溶媒対照の 2 倍以上の復帰変異コロニー数が観

察されたことから、変異原性は陽性であると判定した。

YG7108は MGMTが欠損しているため、O6-methyl-dGなど
の DNA 付加体の修復ができず、アルキル化剤に対して

高感受性となる菌株である。したがって、PFPMS では

O6-methyl-dG 様の DNA 付加体を形成し、変異原性を誘

発しているものと推測された。一方、その変異原活性

の強度を陽性対照の N-Methyl-N-nitrosourea(MNU)と
比較してみたところ、その強度は弱いものと推測され

た。 
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