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研究の背景と目的

　本研究では、がん発生の原因物質特定のための基礎データとして、トランスジェニックマ

ウスを使った変原性試験法を用いて、化合物ごとに誘発される突然変異をシークエンスレベ

ルで解析し、化合物ごとに特徴的なパターンを明らかにすることを目的とした。さらに、こ

れらの特徴的な変異を実際のヒト由来のサンプルで評価する上で必要となる遺伝子型に基づ

いた高感度な変異検出法の開発を試みた。

　一方、化学物質曝露による新たな遺伝子変化に関する情報として、近年注目されているDNA

マイクロアレイを用いた発現解析の手法を取り入れた。マイクロアレイを用いた網羅的遺伝

子発現解析の技術により得られる膨大な発現パターン情報から、化学物質特異的な変化をと

らえることが可能になると期待できる。多くの化合物に関してこうしたデータを蓄積するこ

とにより、遺伝子発現変化という観点から、遺伝子傷害性物質の作用のメカニズムを解析す

るとともに原因物質の特定への利用の可能性に関して検討することを目的とした。

研究の成果

1．トランスジェニックマウスを用いる変異原性試験

　実験に用いたMuta™Mouseには、遺伝子突然変異検出のための指標として、大腸菌のlacZ遺

伝子が、ラムダファージベクターに組み込まれた形で導入されており、すべての組織におい

て突然変異の検出が可能となる。lacZ遺伝子の変異は、ポジティブセレクションにより比較的

簡便に検出が可能であるが、lacZ遺伝子は全長約3kbと長く、シークエンス解析による変異の

同定が困難であった。そこで我々は、ラムダファージベクター上のcII遺伝子に注目し、この

遺伝子の突然変異をhflプロテアーゼ欠損大腸菌を用いてポジティブセレクション法により検

出した。cII遺伝子は全長294bpと短いため、突然変異の同定が容易であった。

　本研究においては、この手法を用いて以下の30種以上の化合物に関して検討を行った結果、

多くの化合物に関して複数の臓器において陽性の結果が得られた。

（陽性結果が得られた化合物）

dinitropyrenes (DNP)、benzo[a]pyrene (BP)、10-aza-benzopyrene (ABP)、 dibenzo[a,l]pyrene

(DBP)、o-aminoazotoluene (AAT)、7, 12-dimethylbenz[a ]anthracene (DMBA)、quinoline (Q)、

5-fluoroquinoline (5FQ)、1,7-phenanthroline (Phe)、chrysene (CR)、1,10-diazachrysene (1,10-
DAC)、 4,10-diazachrysene (4,10-DAC)、monocrotaline (MCT)、mitomycin C (MMC)、  3-
nitrobenzanthrone (NBA) 、 furazolidone (FZD) 、  nitrosodiethylamine (DENA) 、

nitrosodiethanolamine (EONA)、  nitrosomorpholine (NML)、nitrosodipropylamine (PRNA)、

nitrosodiisopropanolamine (PONA)

（陰性結果が得られた化合物）

3-fluoroquinoline (3FQ)、benzo[h]quinoline (BhQ)、benzo[f]quinoline (BfQ)、aristolochic acid
(AA)、ochratoxin (OCT)、nivarenol (NIV)、 patulin (PAT)、microcystin LR (MCLR)、α-
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naphtylamine (αNA)、β-naphtylamine (βNA)、furylfuramide (AF2)、nitrosodibutylamine (BUNA)、

nitrosodiisobutylamine (IBNA)、nitrosobutylbuthanolnitrosoamine (BBNA)

　そこで、陽性結果が得られた化合物に関して、cII変異体のシークエンス解析を行った。

2．cII遺伝子を用いたシークエンス解析による化合物ごとの変異スペクトル同定

　cII遺伝子のシークエンス解析により、化合物ごとの変異スペクトルの特徴が明らかとなっ

た。（図1）コントロールに見られる変異では、GCからATのトランジション型変異が特徴で、

その大部分がCpGサイトで起きていた。これは、5メチルサイトシンの脱アミノ化によるCか

らTへの変異によると考えられる。これに対し、DNP、BP、ABP、AAT、NBA、FZD、CRYな

どの化合物においては、GCからTAへのトランスバージョン型変異が増加した。DBPはBPと類

似した多環芳香族炭化水素であるが、ATからTAの変異が増加するという差が見られた。また

AAはDNP、NBAと同じ芳香族ニトロ化合物でありながら、変異のパターンは異なり、ATから

TAの変異が増加していた｡また、最も特徴的な変異スペクトルを示したのはQおよびその誘導

体の5FQであり、他には比較的珍しいGCからCGへのトランスバージョン型変異を誘発した。

この変異は、Phe、CRでも若干増加しており、サイズの小さい芳香族化合物により誘発される

ことが示唆された。この他、特徴的な変異としては、頻度はそれほど高くないもののMMCと

MCTによりcomplexタイプの変異が見られた。これらは、隣り合う二塩基が同時に変異すると

いう特徴を持っており、架橋型のDNAアダクトにより誘発されると考えられる。また、構造

の類似した一連のニトロソアミンを用いた検討では、アルキル基のわずかな違いにより非常

に異なった変異スペクトルが得られることが明らかとなり（表1）、そのメカニズムに興味が

持たれた。cII遺伝子上の変異部位として、GおよびAの6塩基繰り返し部位が変異を起こしや

すい部位ではあったが、化合物に特徴的なホットスポットは見られず、配列特異性に関して

は化合物による特異性は見られなかった。なお、得られた変異スペクトルのデータに関して

は、ホームページを介して一般に情報公開を開始した。

3．遺伝子型に基づいた高感度変異検出法の開発

　紫外線特異的と考えられる、CCからTTへの変異をマウスp53遺伝子上で高感度に検出する

ための、変異アレル特異的PCRの手法を開発した。図2に示すように、変異体の希釈サンプル

を用いた検討では、10-5
レベルの頻度まで検出が可能な系を作成できた。今後、紫外線処理し

たマウスの皮膚サンプルを用いて、実際に変異が検出できるかを検討する予定である。

4．DNAマイクロアレイを用いた遺伝子発現変化の解析

　遺伝子型に基づいた変異の検出法を用いて、ある程度高感度に変異の検出が可能にはなっ

たが、手技的に一塩基のみの変異を検出するのはさらに困難であり、変異のパターンのバリ

エーションも期待したほど高くなかったことから、別の視点からも遺伝子変化を捉える目的

で、DNAマイクロアレイを用いた遺伝子発現解析の手法を応用し、遺伝子傷害性物質による

遺伝子発現パターンの変化を調べることにした。実験には市販のclontech社製Atlas™ガラスマ

イクロアレイおよびNovusGene社製マウスカスタムアレイを用いた解析を行った。In vitroの実

験としては、ヒト培養細胞を用いて検討を行い、in vivoでの検討として、マウスに肝発がん物

質を投与した際の、肝臓での遺伝子発現変化を検討した。In vitroの実験では、γ線、4-
nitroquinoline-1-oxide、ｍethylmethanesulfonate処理による影響を調べた結果、細胞周期やアポ

トーシス関連遺伝子など、発現の変化するいくつかの遺伝子を同定することができた。これ

らのうち多くの遺伝子は、共通性を持った変化を示し、これらが遺伝子傷害性の予測に有効

であることが示唆された。また、化合物特異的な変化も見られた。γ線を用いて細胞周期の

同調による効果を調べたところ、同調による高感度化は見られなかったものの、細胞周期に

特異的に変化する遺伝子を同定することができた。これらの遺伝子は、細胞の放射線感受性
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に影響を持つと予想される。次に、肝臓発ガン物質を投与したマウスの肝臓での遺伝子変化

を調べた例を表2に示す。BP、Q処理による発現変化は in vitroよりも大きく、化合物間に共通

性も見られた。特にQの誘導体である4-methylQを用いた場合には、Qと非常に類似した変化

が見られ、遺伝子発現変化のパターンも原因化合物の特定や作用機作の解明に有効であるこ

とが示唆された。今後さらに検討する化合物を増やし、データを蓄積していくことが重要で

ある。ただし、異なるタイプのアレイや異なる配列のプローブを用いた際には、異なったデ

ータが得られる場合があり、定量的RT-PCR法などによるデータの再現性の確認が重要である

という知見が得られた。

研究のまとめ

　本研究においては、トランスジェニックマウスを用いる変異原性試験において、シークエ

ンス解析に有用なcII遺伝子の利用により、数多くの化学物質により誘発される突然変異の特

徴的なパターンを明らかにすることができた。短期間でこれだけ多くの化合物に対してデー

タを蓄積できた意義は大きい。これら化合物ごとの変異データベースは、今後分子疫学的な

リスク評価における基礎的なデータとして有用である。また、これらの特徴的な変異を、遺

伝子型に基づいて高感度に検出する手法の開発においては、ある程度の感度を達成できたも

のの、特定部位での特異的な変異の頻度はかなり低いことが予想され、現実的には難しい課

題も含んでいることが判った。

　我々はさらに、DNAマイクロアレイを用いた網羅的解析により、遺伝子発現変化を指標と

したアプローチを試みた。いくつかの遺伝子傷害物質に関して、 in vitro, in vivo両方の系にお

いて検討を行ったところ、処理により発現の変化する遺伝子を網羅的に解析することができ、

いくつかの共通する遺伝子変化を見出すことができた。化合物ごとの遺伝子発現変化のパタ

ーンは、そのメカニズムを反映するものであり、こうしたデータを蓄積することにより原因

物質の特定、機構究明のために重要な情報となると期待できる。
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図1　各種化合物により誘発されたcII遺伝子の変異スペクトル（括弧内は解析変異体数）
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表1　各種ニトロソアミン類により誘発された遺伝子変異の特徴

ニトロソアミンの種類 アルキル基

ジメチルニトロサミン -CH3 G C → A T deletion

ジエチルニトロサミン -CH2CH3 A T → T A GC→AT

ジエタノールニトロサミン -CH2CH2OH A T → G C AT→TA

ジプロピルニトロサミン -CH2CH2CH3 A T → T A GC→AT

ジプロパノールニトロサミン -CH2CH2CH2OH GC→AT AT→CG -1 frameshift

ジブチルニトロサミン -CH2CH2CH2CH3 negative

ジイソブチルニトロサミン negative

ブチルブタノールニトロサミン
-CH2CH2CH2CH3   or

-CH 2CH2CH2CH2OH
A T → G C AT→TA AT→CG

ニトロソモルフォリン A T → G C AT→TA AT→CG

誘発された変異のタイプ

O

C H 2 C H C H 3

C H 3

C H 2 C H C H 3

C H 3

図 2　アレル特異的 PCR 法の原理と変異体希釈サンプルによる検出感度の検討

10-6 10-410-5 10-30
Mutant DilitionSample

10-6 10-410-5 10-30
Mutant DilitionSample

AmplificationAmplification

No amplificationNo amplification

Wild-type Mutant

CC TT Template DNA

PCR

AAAA Mutant allele-
specificprimer

+ +

CC TT

AA AA
Annealing

AmplificationAmplification

No amplificationNo amplification

Wild-type Mutant

CC TT Template DNA

PCR

AAAA Mutant allele-
specificprimer

+ +

CC TT

AA AA
Annealing

表 2　肝発癌物質によるマウス肝臓での遺伝子発現変化
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