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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 

① DNA 付加体の網羅的解析 

課題 1で実施した PFAS 19 物質を単回経口投与で得

られた肝臓から 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

を実施した。 

得られたデータは SCIEX 社が提供するバイオインフ

ォマティクス解析ソフトウェアを用い、デオキシリボ

ヌクレオチドに特徴的なニュートラルロス （-

116.04736）及び各種核酸に特異的なニュートラルロス

（-152.0572; dG, -136.0623; dA, -112.0511; dC, -

127.0508; dT）を生じたピークを選択的に抽出するこ

とで、ノイズなどを抽出しないように系をデザインし

た。得られたデータを A: 肝発がん物質短期検出スキー

ムもしくは、Ames 試験で 陽性と判定されたもの（赤で

表示）、B: 肝発がん物質短期検出スキーム陰性かつ

QSAR で遺伝毒性アラートが立たなかったもの（青で表
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示）、C: 肝発がん物質短期検出スキーム陰性だが、遺

伝毒性発がん物質のアラートが立っているもの（黄色

で表示）の３つに分類し、主成分判別分析(PCA-DA)によ

り解析した。 

 

② アルキル化DNAの修復酵素欠損株を用いたAmes試験 

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 4 つの PFAS(PFOA、PFPMS、DPEMS、2.5-BDF)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した。 

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 

µL/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 

①DNA 付加体の網羅的解析 

各 PFASを投与したラット肝臓DNAのアダクトーム解

析を行なった結果を図 1 に示す。PCA-DA 解析を行なっ

たところ、A、B、C(分類内訳は方法を参照)の 3 つのグ

ループに綺麗に分離されることがわかった。 

 

 
図１. LC-HRAM アダクトームによる PCA-DA 解析 

 

 

Loading Plot から、A と B のクラスタリングへの寄

与が大きい付加体をスクリーニングしたところ、

Adduct-5569 および Adduct-11161 の 2つを見出した。

これら付加体の MS/MS フラグメント解析結果および各

グループにおける存在量を図 2 に示す。 

MS/MS フラグメントパターンから Adduct-11161 は

デオキシリボース(dR)に相当する m/z116.047の喪失が

2分子分観測されていることから、DNA―DNA の架橋で

あることが推測された。また、Adduct-5569 はフラグ

メントイオンピークに１分子の dR喪失に加え、グアニ

ン塩基に相当する m/z152.058が観測され、dG付加体で

あることが推測された。 

 

 
図 2. MS/MS フラグメント解析結果と各グループにおける存

在量 

 

 

②アルキル化 DNA修復酵素欠損株を用いた Ames 試験 

PFOA、PEPMSおよびDFEMSの変異原性試験を実施した

結果、両化合物とも、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（図3）。さらに、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。

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

異コロニー数では4.7, DFEMSでは29.1であった。この

ことから、PFPMSおよびDFEMS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。 

 

 
 

図3. 代謝活性化系非存在下でのPFPMSおよびDFEMSの変異原

性 

 

 
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、2,5-BDFの変異原性
試験について同様に検討中である。 
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Ｄ．考察 

①DNA 付加体の網羅的解析 

各 PFASを投与したラット肝臓DNAのアダクトーム解

析を行なったところ、A、B、Cの 3 つのグループに綺麗

に分離されることがわかった。このうち、Cに分類した

PFAS のうち、A と近いところにプロットされるものが

観察され、これらの PFAS は肝発がん物質短期検出スキ

ーム陰性と判定されたが、遺伝毒性や肝臓に対する毒

性影響を示す可能性があるのではないかと考えている。 

現在、肝発がん物質短期検出スキームで追加解析され

た検体およびPFASの長期投与による発がん性予測試験

から採取された検体についても同様にアダクトーム解

析を実施している。 

 

②アルキル化 DNA修復酵素欠損株を用いた Ames 試験 

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(YG7108)

を用いた Ames 試験により、PFOA, PFPMS、DFEMS の変異

誘発能の確認を実施した。その結果、PFOA は本条件下

における変異原性は陰性であると判定した。一方、

PFPMSおよび DFEMS 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

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

株であることから、これら PFAS は DNA のアルキル化様

の付加体を介して遺伝毒性を示すことが示唆された。

MNUと同様の反応機構であるのであれば、赤丸で囲った

部分が DNA に付加する可能性が考えられた（図 4）。 

 

 
図 4. PFPMS と DFEMS の構造から予測される官能基 

 

 

一方、PFOA 及び PFPMS について、遺伝毒性肝発がん

物質の超短期検出法による評価では、それぞれ陽性及

び陰性の結果が得られたのに対し、MGMT 欠損株 YG7108

を用いた Ames 試験では、逆にそれぞれ陰性及び陽性と

いう異なる結果が得られた。このような in vitro 及び

in vivo 試験結果の乖離については、使用菌株の特性や

アルキル化 DNA 修復酵素の発現状況を含む複数の要因

を考慮する必要がある。今後は、より多様な PFAS を対

象とした体系的かつ包括的な比較検討を進める必要が

あると考えられた。 

 

Ｅ．結論 

 19種類の PFAS を対象に、DNA のアダクトーム解析を

行なったところ、A: 肝発がん物質短期検出スキームも

しくは、Ames 試験で 陽性と判定されたもの（赤で表示）、

B: 肝発がん物質短期検出スキーム陰性かつ QSAR で遺

伝毒性アラートが立たなかったもの（青で表示）、C: 肝

発がん物質短期検出スキーム陰性だが、遺伝毒性発が

ん物質のアラートが立っているもの（黄色で表示）の 3

つのグループに綺麗に分離されることがわかった。こ

のうち、C に分類した PFAS のうち、A と近いところに

プロットされるものが観察され、これらの PFAS は肝発

がん物質短期検出スキーム陰性と判定されたが、遺伝

毒性や肝臓に対する毒性影響を示す可能性があるので

はないかと考えている。また、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 について、ア

ルキル化 DNA の修復酵素（MGMT）欠損株(YG7108)を用

いた Ames 試験により、PFOA, PFPMS、DFEMS の変異誘発

能の確認を実施した。その結果、PFOA は本条件下にお

ける変異原性は陰性であると判定した。一方、PFPMSお

よびDFEMS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 では変異原性

は陽性であると判定した。 
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