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略号一覧 

AO   acridine orange 

B[a]P   benzo[a]pyrene 

BM   bone marrow 

BPDE   benzo[a]pyrene diol epoxide 

CA   chromosomal aberration 

CAS   chemical abstracts service 

DAPI   4',6-diamidino-2-phenylindole 

DMH   1,2-dimethylhydrazine  

DW   distilled water 

EDTA   ethylenediamine-tetraacetic acid 

ERY   erythrocytes 

FBS   fetal bovine serum 

gpt   guanine phosphoribosyltransferase 

HBSS   Hank’s Balanced Salt Solution 

HE   hematoxylin-eosin 

HEP   hepatocytes 

ICH   International Conference on Harmonization 

JEMS   Japanese Environment Mutagen Society 

MF   mutant frequency 

MMS   Mammalian Mutagenicity Study Group 

MN   micronucleus 

MN-COL  micronucleated colonic cells 

MN-HEP  micronucleated hepatocytes 

MN-PCE  micronucleated polychromatic erythrocytes 

MN-RET  micronucleated reticulocytes 

MTD   maximum tolerated dose 

OECD   Organization for Economic Co-operation and Development 

PAH   polycyclic aromatic hydrocarbons 

PB   peripheral blood 

PBS   phosphate-buffered saline 

PCE   polychromatic erythrocytes 

PhIP   2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine 
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3Rs   reduction, replacement, refinement 

RET   reticulocytes 

SD   standard deviation 

Tg   Transgenic 

6-TG   6-thioguanine 
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序論 

先進国において我々は 10 万種類ほどの化学物質に囲まれ、それらの恩恵を受けて

日常の生活を送っている。衣食住に関する多くの物質が存在しているが、ヒトが摂取

する化学物質としては、医薬品、農薬、食品添加物を含めた食品関連物質等、多種多

様である。そのうち、化学的に合成された物質は、その利便性とともに安全性が担保

されたものが上市されるべきであると考えられ、多くの法律によって管理されている。

例えば，医薬品であれば薬機法、農薬は農薬取締法、食品関連は食品衛生法である。

これらの法律では、新規の化学物質を登録申請するときに、安全性を保証するために

多くの安全性試験を行い、その結果の提出が義務づけられている。 

このように、新規の化学物質に対する安全性を保証するために多くの試験が行われ

ている。中でもがんは日本人の死因第 1 位と言うこともあり、新規の化学物質のがん

を誘発する作用を評価することは重要である。しかし、多くの実験動物を用いてがん

原性（がんを誘発する性質）を評価するには、数年単位の試験期間、数億円の経費が

必要であり、全ての化学物質について試験することは現実的ではない。そこでこれま

でも用いられてきたのが、発がん過程で生じる遺伝子に対する毒性変化を捉える遺伝

毒性試験である。遺伝毒性の主要なエンドポイントとしては、遺伝子突然変異、DNA

損傷、染色体異常があり、これまでに各エンドポイントを評価する試験系がそれぞれ

確立されている。現在汎用されている主な遺伝毒性試験を Table 1 に示す。 

 

Table 1  

Types of genotoxicity tests. 

 

 

遺伝子突然変異を評価する in vitro 試験としては、OECD テストガイドライン化さ

れ汎用されている試験として、微生物を用いる復帰突然変異試験（Ames 試験）があ

る[1]。本試験は、必須アミノ酸であるヒスチジンの合成に関与する酵素遺伝子に変異
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を有するネズミチフス菌（ヒスチジン要求性株）を試験菌株とし、突然変異により試

験菌株が野生型のヒスチジン非要求性株に復帰する現象を利用している。ヒスチジン

を含まない培地に被験物質を加え試験菌株を培養し、突然変異によりヒスチジンの生

合成が可能となった菌体が増殖し形成する変異体コロニー数を計測することで、被験

物質の突然変異誘発能を評価する手法である。 

In vivo の突然変異試験としては、突然変異検出用のレポーター遺伝子をゲノム中

に導入したトランスジェニック（Tg）動物を用いる突然変異試験が OECD ガイドラ

イン化されている[2]。評価に用いる Tg 動物は、マウスやラットでこれまでに複数の

種類が開発されており、多くは点突然変異（1 塩基の置換）を検出する系である[3-5]。

これらの Tg 動物に被験物質を投与し、評価対象の臓器からレポーター遺伝子を含む

ゲノム DNA を抽出し、レポーター遺伝子をλファージ粒子として回収した後、λフ

ァージを宿主大腸菌に導入することで、突然変異を持った遺伝子をλファージまたは

大腸菌の変異体として検出する。検出された変異体の数を計測し、回収したレポータ

ー遺伝子の数（λファージまたは大腸菌の総数）で除した、突然変異体頻度（Mutant 

Frequency=MF）を算出することで、被験物質の突然変異誘発能を評価することがで

きる。 

gpt delta Tg ラットおよびマウスは、点突然変異を検出するために大腸菌 gpt 遺伝

子をレポーターとして組み込んだλEG10 が導入されている Tg 動物である[4-6]。こ

のgpt遺伝子は、6-TG（6-チオグアニン）をDNAに取り込まれる形に変換するguanine 

phosphoribosyltransferase をコードしている。被験物質を投与した gpt delta ラット

からλEG10 ファージベクターを回収し、大腸菌に感染させ 6-TG を含む寒天培地で

培養することで gpt が不活化した変異体のみがコロニーとして検出される。6-TG 含

有培地で生育する gpt 変異体コロニー数を6-TGを含まない培地で生育したコロニー

の総数で除して MF を算出する（Fig. 1）。gpt delta Tg ラットおよびマウスは、λ

ファージの red/gam 遺伝子をレポーターに用いた Spi-アッセイによる欠失変異（塩基

配列の一部が失われる変異）の評価も可能である。 

DNA 損傷を評価する試験として使われる単細胞ゲル電気泳動（コメット）試験は、

in vivo および in vitro で DNA の損傷程度を評価することが可能である。In vivo 試

験が OECD テストガイドライン化されており、被験物質を投与した動物から評価対

象の細胞を採取し、アガロースに包埋し電気泳動することにより、損傷により生じた

DNA 断片が分子量の大きさに応じて泳動される程度を計測する[7]。突然変異試験お

よびコメット試験は、原理的には単一細胞や DNA が得られる組織であればいずれも

対象とすることが可能である。 
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Fig. 1  

An outline of gpt delta Tg rodent somatic cell gene mutation assay（gpt assay）. 

 

染色体異常を評価する試験としては、染色体異常もしくは小核をエンドポイントと

する試験があり、いずれも in vitro、in vivo に適用可能である[8-12]。In vitro 試験で

最も汎用されてきたのは、哺乳類培養細胞を用いる染色体異常試験である[9]。本試験

は、被験物質を曝露した培養細胞に生じる染色体の構造異常を、細胞分裂中期の像を

観察することにより評価する手法である。 

小核試験は、染色体異常により生じた染色体の断片が主核に取り込まれずに生じる

小核を有する細胞の出現頻度を算出することで、被験物質の染色体異常誘発能を評価

する手法である。in vivo の赤血球（骨髄、末梢血）を対象とする小核試験が OECD

のテストガイドライン化されており[12]、in vivo 試験の第一選択として実施される頻

度の高い試験である。赤血球以外の細胞を対象とする試験の開発もされており、これ

までに肝臓、腺胃、結腸、皮膚等を対象とする手法が報告されている[13-19]（Fig. 2）。

小核の出現頻度を計測するためには、評価対象とする組織において細胞を単離する手

法がそれぞれ確立されている必要がある。 
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Fig. 2  

An outline of micronucleus assay (colon, liver and bone marrow). 

 

化学物質の遺伝毒性評価においては、通常これらの試験を複数組み合わせるバッテ

リー試験が実施される[20-22]。食品分野では、新規の食品添加物の申請時に、in vitro

試験として微生物を用いる復帰突然変異試験（Ames 試験）および培養細胞を用いる

染色体異常試験、in vivo 試験としては、げっ歯類の小核試験の実施が求められる。さ

らに、Ames 試験で陽性の場合には in vivo コメット試験および Tg 動物を用いた突然

変異試験の実施、in vitro 染色体異常試験が陽性の場合には、in vivo 小核試験の結果

から判断するスキームが提示されている[22]。特定保健用食品、機能性表示食品、い

わゆる健康食品などの新規食品においても、製造者が申請時あるいは必要に応じて安

全性試験を実施するが、その中で実施される遺伝毒性試験も複数試験の組み合わせに

より総合判断されることが一般的である[23-25]。ヒトにおいて長期間摂取されてきた

実績があり、発がん性も確認されない食品成分であっても、in vitro 遺伝毒性試験で

は陽性を示す事例が知られている[26-28]。新規食品の評価においても、in vitro 遺伝

毒性試験で陽性結果が得られた際にはその生物学的意義を検証する必要があり、適切

に実施された in vivo 遺伝毒性試験が陰性である場合は生体にとって問題となる遺伝

毒性は認められないとして、in vitro 試験結果は偽陽性と判断される。In vitro 試験に

おける特有の反応や実験環境による影響が偽陽性の要因であることも知られており

[20,26]、in vitro および in vivo 遺伝毒性試験の組み合わせで総合的に生体への遺伝

毒性影響を評価することが極めて重要である。 

すなわち、予測性の高い遺伝毒性評価には in vivo 試験が不可欠である。一方で、

動物福祉の面から実験動物を無制限に用いることは許されない。遺伝毒性試験の実施

においても、動物福祉に基づく 3Rs (Reduction, Replacement, Refinement）、つま
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り動物を用いる試験での使用動物数の削減、動物を用いない代替法への置き換え、試

験における動物への苦痛の削減が求められている[20,29]。その例が、遺伝毒性のエン

ドポイントを一般毒性試験等の動物試験に組み込み、単独での試験を行わない方法と

（integration）、異なる遺伝毒性のエンドポイントを検出する個別の試験を 1 回の試

験に纏める組み合わせ方法である（combination）。これまでに combination として

はコメット試験と小核試験の組み合わせを中心に、種々の遺伝毒性試験の組み合わせ

に関する検討がされてきた[30-34]。Integration としては、単回あるいは反復投与毒

性試験に各種の遺伝毒性試験を組み込む評価系の検討がなされてきた[35-39]。 

本研究では、多臓器小核試験と Tg 動物を用いる遺伝子突然変異試験の異なるエン

ドポイントを組み合わせ（combination）、同一の動物で評価することを検討した。

特に、食品の曝露経路として重要である消化管（結腸）での反復投与小核試験法が開

発され[14,19]、その有用性が期待されているので、消化管（結腸）を含む多臓器での

組み合わせ評価を実施した。解決すべき課題は、突然変異試験と多臓器小核試験のそ

れぞれの試験法には標準化されたプロトコルが存在するため、それぞれの条件が異な

る場合にどのように試験方法を調整し、正確な遺伝毒性に関する情報を得ることがで

きるかである。そのため、第 1 章では代表的な遺伝毒性発がん物質であり、かつ、食

品の焼け焦げにも含まれる benzo[a]pyrene（Table 2）をモデル化合物とし、突然変

異試験と多臓器小核試験を組み合わせ同一の動物にて評価する条件を検討した。次に、

第 2 章では発がんの標的が消化管である 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-

b]pyridine（PhIP）および 1,2-dimethylhydrazine（DMH）をモデル化合物に選び、

消化管での小核試験法を検討した。さらに、第 3章ではDMHをモデル化合物として、

突然変異試験と結腸を含む多臓器小核の組み合わせ法による評価法の確立を検討した。 
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Table 2  

Structure and toxicity (carcinogenicity and genotoxicity) of the test chemicals. 
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第１章 B[a]P を用いた F344 系 gpt delta ラット突然変異試験と

多臓器小核試験の統合の検討 
 

1-1 緒論 

  化学物質の安全性評価においてこれまで実験動物を用いた毒性試験が実施されて

きたが、近年の動物愛護の高まりを受け、3Rs を考慮した試験系の改良が求められて

いる。遺伝毒性試験においても、2011 年に改定された ICH ガイドライン S2（R1）

では、使用動物数の削減に配慮した in vivo 試験の実施が明記され、3Rs の考え方が

反映されている[20]。試験に使用する動物の数を減らすための一つのアプローチは、

in vitro 遺伝毒性試験をより生体影響を反映させた外挿性の高い方法に改変すること

である。しかし、現時点において in vitro 試験で生体に及ぼす遺伝毒性影響を十分な

精度で評価することには限界があり、体内動態を考慮した評価が可能な in vivo 試験

は依然として重要である。In vivo 試験の実施においては、個別のエンドポイントを検

出する独立した試験系を組み合わせることにより、1 個体の動物から複数のエンドポ

イントを検出することが可能となれば、使用動物数の削減が期待できる。 

レポーター遺伝子を導入することによって作製された Tg 動物は、突然変異の効率

的な検出および分析に広く使用されてきた[3-5]。Tg 動物を用いた突然変異試験は、

現時点において複数の臓器の遺伝子変異を評価可能な唯一の手法である。従って、Tg

動物における遺伝子突然変異試験を実施する際に、他の評価項目を組み合わせること

が可能となれば、多エンドポイント遺伝毒性試験として有用性が高まるものと考える。

これまでに、Tg 動物を用いた遺伝子突然変異試験と他の遺伝毒性試験または反復投

与毒性試験との統合が報告されている[32-34,38,39]が、統合された各試験に適切な臓

器の採取時期に関する検討が十分なされていないのが現状である。 

骨髄を用いた in vivo 小核試験は、染色体の構造異常/数的異常性誘発性を評価可能

な試験系として、医薬品や化学物質の遺伝毒性評価において汎用されている。末梢血

を用いた in vivo 小核試験も確立されており、被験物質の 28 日間の反復投与による評

価が可能であることも確認され、一般的な毒性試験に組み込むことが、3Rs を促進す

る手段として提案されている[8,12,20]。さらに、骨髄および末梢血に加えて、他の組

織を標的とした小核試験法が開発されている[13-19]が、特に、肝臓と消化管において

28日間の経口反復投与により既知の遺伝毒性発がん物質での小核誘発が認められ、小

核試験と一般毒性試験との統合が可能であることが報告されている[14,15]。 

本章では、Tg 動物として F344 系 gpt delta Tg 雄性ラットを用い、突然変異試験

に多臓器小核試験を組み合わせた統合遺伝毒性試験法を検討した。被験物質はげっ歯

類での発がん性が確認されており、食品の焼け焦げにも含まれている遺伝毒性発がん
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物質 B[a]P [40-43]を用いた。B[a]P を 28 日間反復経口投与後、結腸、肝臓および骨

髄を同一の動物から組織を採取し、遺伝子突然変異試験および小核試験を、さらに末

梢血小核試験を実施した。突然変異試験として、本試験の主目的として評価されるこ

との多い点突然変異を評価するため、gpt アッセイを実施した。 

また、試験プロトコルの最適化を図るため臓器採取日の影響を検討した。Tg 動物を

用いた突然変異試験の OECD ガイドライン（TG488）では、被験物質の 28 日間反復

投与の最終投与から 3 日後に組織採取を行う（28+3）ことが推奨されている [2]。し

かしながら、組織採取日が他の試験と異なるため、他のエンドポイントの評価と統合

することが難しい。そのため、Tg 動物を用いた突然変異試験ガイドラインに準拠した

28+3 プロトコルと、最終投与の翌日に組織採取する一般的な毒性試験の標準プロト

コル（28+1）の比較を行った（Fig. 3）。 

 

Fig. 3  

Time schedule of combination assay with gpt assay and micronucleus assay. 

 

1-2 実験方法 

1-2-1 被験物質 

Benzo[a]pyrene （B[a]P; CAS No. 50-32-8） は Sigma-Aldrich から購入した。被

験物質溶液は、溶媒として in vivo 小核試験の溶媒として OECD テストガイドライン

にも示されており[10]、B[a]P の経口投与で小核および点突然変異が検出されている

実績のある[32,33,36]オリーブ油（ナカライテスク株式会社）を使用し、投与直前に作

製した。 

 

1-2-2 動物および飼育管理 

7 週齢の F344 系 gpt delta Tg 雄性ラットおよび F344 系雄性ラットは日本エスエ

ルシーより購入した。5-7 日間の馴化後に試験に使用した。飼育環境は、バリアシス

テムで 23.5±2.0ºC、相対湿度 55.5±5%、明暗サイクル 12h:12h、空気交換 1 時間あ

たり 12-15 回で維持した。ウッドチップベッド（イワクラ株式会社）を用いたプラス

チック製ケージに gpt delta ラットは個別に、また非 Tg ラットはケージあたり 2-3 匹
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で飼育し、水道水および CE-2 ペレット飼料（日本クレア株式会社）は馴化期間、試

験期間を通じて自由に摂取させた。本試験は、動物の人道的処置および管理に関する

法律（法律第 105 号、1973 年 10 月 1 日、2019 年 6 月 19 日改正）に基づいた、サ

ントリーの動物実験に関する規則に従って動物実験の倫理委員会によって承認された

ものである。 

 

1-2-3 用量設定および投与 

 B[a]P の用量設定は、28 日間の反復投与試験結果[35-37]を参考に、maximum 

tolerated dose（最大耐量；MTD）に相当すると考えられた 125 mg/kg/day を最高用

量とし、その 1/2 量の 62.5 mg/kg/day との 2 用量を設定した。全ての投与液量は 10 

mL/kg/day に設定した。1 群あたり 5 匹の gpt delta ラットに、0（オリーブ油）、

62.5 または 125 mg/kg/day の B[a]P を 28 日間（day 1-28）毎日、胃ゾンデを用い経

口投与した。体重は、投与の初日から剖検日まで毎日測定した。 

 

1-2-4 組織および血液の採取 

最終投与の翌日（day 29）および 3 日後（day 31）に 64.8 mg/mL ペントバルビタ

ールナトリウム（商品名ソムノペンチル; 協立製薬株式会社）を用いて安楽死させ、

血液を採取した後、臓器を摘出した。肝臓と脾臓は重量を測定した。結腸は、遠位部

および近位部を除いた中間部を遺伝子突然変異試験および小核試験に使用した。小核

試験用の細胞は、摘出直後に骨髄（大腿骨）、肝臓、および結腸の一部より調製した。

これらの組織の残りは凍結し、突然変異試験で使用するまで-80ºC で保存した。溶媒

対照群および B[a]P 125 mg/kg/day 群のみ、組織病理学的検査に使用するために、肝

臓および結腸の一部、脾臓、胸骨の骨髄を 10%中性緩衝液ホルマリンで固定した。 

末梢血小核試験で使用するための血液は、投与開始の前日（day 0）、および day 

4、15、29、31 に尾静脈より採取した。Day 4 以降は、前日の投与から 24 時間後に

採血した。解剖日の血液は、解剖時に採取した血液の一部を末梢血小核試験に使用し、

残りを血液学的検査に使用した。血液学的検査は、Sysmex XT-1800i 分析装置（シス

メックス株式会社）を用いて行った。 

 

1-2-5 遺伝子突然変異試験 

凍結保存した結腸、肝臓、骨髄を用いて gpt アッセイを行った。gpt アッセイは既

報[4,48,49]に従い、突然変異体頻度（MF）を 6−チオグアニン（6-TG）選択により求

めた。 RecoverEase DNA Isolation Kit（Agilent Technologies）を用いて各組織（約

50 mg）からゲノム DNA を抽出した。Transpack Packaging Extract（Agilent 
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Technologies）を用いた in vitro パッケージングによりλEG10DNA をλファージと

して回収した。パッケージングは 1 組織あたり 30 µL のゲノム DNA を使用し、SM 

buffer で終容量 300 µL に希釈した。大腸菌 YG6020 は、gpt アッセイ前日に

LB+maltose broth（25 µg/mL カナマイシン）で前培養（37ºC、終夜、振盪培養）を

行った。アッセイ当日に前培養液を 1/40 の容量で LB+maltose broth（25 µg/mL カ

ナマイシン）に添加し、37ºC、約 3 時間の振盪培養後、遠心分離し培地を除去し、菌

体を LB +10mM MgSO4 に懸濁することで YG6020 菌液を調製した。小試験管に

YG6020 菌液を 200 µL、パッケージングサンプルを 60 µL ずつ加え、37ºC、20 分の

静置培養および37ºC、30分の振盪培養を行った後、保温したソフトアガー（0.6% NaCl、

0.6% Agar）を 2.5 mL 加えて混合し、M9 + Cm + 6-TG（M9 最少培地、10 mg/mL 

Pro, Leu, Ile、25 µg/mL クロラムフェニコール、25 µg/mL 6-TG）プレートに播種し

た。72 時間後以降にコロニー数をカウントし、パッケージングサンプル（300 µL）の

コロニー総数を変異体コロニー数として算出した。タイターの測定は、5 µL のパッケ

ージングサンプルを同様に YG6020 菌液と混合してプレインキュベーション後、ソフ

トアガーを加えて M9 + Cm プレートに播種した。また、M9 + Cm + 6-TG プレート

上で形成された変異型 gpt 遺伝子を保有する変異体コロニーを計数した。gpt MF 値

は、6-TG を含まない M9 + Cm プレート上のコロニー数より、パッケージングサンプ

ル（300 µL）での回収ファージ数に換算し、変異体コロニー数を除して算出した。 

 

1-2-6 骨髄小核試験 

既報に従い[50-52]、大腿骨から回収した骨髄細胞をウシ胎児血清（FBS）に懸濁し、

ガラススライド上に塗抹した。 細胞をアクリジンオレンジ（AO）で染色し、試験当

時の OECD テストガイドライン TG474[10]に従い、蛍光顕微鏡（ECLIPSE 80i; 株

式会社ニコンインステック）を用いて 1 標本あたり 2 千個の幼若赤血球（多染性赤血

球; PCE）のうち小核を有する細胞数を求めた。さらに、500 個の赤血球あたりの PCE

数を観察した。 

 

1-2-7 肝臓小核試験 

既報[14]に従い細胞調製、観察を行った。約 1 g の肝臓組織（外側左葉）を採取し、

剃刀にて 0.5-1 mm 程度にスライスした臓器片を 50 mL チューブに回収し、コラゲナ

ーゼ溶液 20 mL を加え、37ºC で 1 時間、振盪培養した。コラゲナーゼ溶液は、HBSS

（Hank’s Balanced Salt Solution）液にコラゲナーゼヤクルト S（ヤクルト薬品株式

会社）を 100 U/mL となるように添加し、pH 7.5 に調製し使用した。メスピペットを

用いて臓器片がほぐれるまでピペッティングを行い、セルストレーナーでろ過、遠心
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分離後に上清を除去し、得られた細胞を適量の10%中性ホルマリン溶液中に懸濁した。

この肝細胞懸濁液を AO および 4’,6-ジアミジノ-2-フェニルインドール（DAPI）溶液

（染色液の最終濃度として AO: 500 µg/mL, DAPI: 10 µg/mL）で染色し、蛍光顕微鏡

（ECLIPSE 80i; 株式会社ニコンインステック）（U 励起）を用いて観察した。1 標

本あたり 2 千個の細胞中の小核を有する細胞の数、分裂中期細胞の数を求めた。 

 

1-2-8 結腸小核試験 

結腸のうち遠位部および近位部を除いた中間部を用いて、既報[53,54]に従い細胞調

製および観察を行った。管腔の内容物を HBSS で洗浄除去した結腸組織は、粘膜面が

表になるように裏返し、ガラス棒を通した。1 mM エチレンジアミン四酢酸（EDTA）

- HBSS を入れた 15 mL チューブにガラス棒を通した腸管を浸漬し、35ºC で 30 分間

インキュベートして上皮細胞を回収した。ガラス棒を振動させ上皮細胞を剥離した

EDTA-HBSS 溶液をパスツールピペットでピペッティングし、遠心分離後上清を除去

した。得られた細胞は 2 mL の HBSS を加えピペッティング後、さらに 5mL の 10%

中性ホルマリン溶液を加えて混和した。再度遠心分離、上清除去後の細胞は 10%中性

ホルマリン溶液で懸濁した。得られた細胞懸濁液を塗抹後 AO および DAPI 溶液（染

色液の最終濃度として AO: 125 µg/mL, DAPI: 2.5 µg/mL）で染色し、蛍光顕微鏡

（ECLIPSE 80i; 株式会社ニコンインステック）（U 励起）を用いて観察した。小核

を有する細胞の数は、1 標本あたり 2 千個の細胞を観察し求めた。 

 

1-2-9 末梢血小核試験 

試験期間中に採取した末梢血の小核試験は、In vivo Rat MicroFlow PLUS キット

（Litron Laboratories）を用い、FACSVerseフローサイトメーター（BD Biosciences）

を用いた3-Color標識プロトコルに従い実施した。 小核を有する網赤血球（MN-RET）

の頻度は、2 万個の網赤血球（RET；CD71 陽性赤血球）の解析より計算した。 

 

1-2-10 病理組織学的検査 

ホルマリン固定した胸骨骨髄、脾臓、肝臓および結腸をパラフィンに包埋し、薄切

（2 µm）した。 切片をヘマトキシリンおよびエオジンで染色し、染色標本を鏡検し

た。 

 

1-2-11 非 Tg 動物による小核試験 

F344 雄ラットを 1 群 5 匹に分け、B[a]P を 0（溶媒対照：オリーブ油）、62.5 ま

たは 125 mg/kg/day の用量で 1 日 1 回、28 日間（day 1-28）、胃ゾンデを用いて経
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口投与した。最終投与の翌日（day 29）に肝臓、結腸、および骨髄のサンプルを採取

し、1-2-6 から 1-2-8 に示す手法にて小核試験を実施した。  

 

1-2-12 統計解析 

溶媒対照群と B[a]P 投与群の gpt MF および末梢血中の小核細胞の頻度について、

Bartlett 検定により分散性を評価した（有意水準 p <0.05）。等分散の場合は Dunnett

型多重比較検定を実行し、不等分散の場合は Steel 検定を実行した。B[a]P 群と溶媒

対照群との小核肝細胞（MN-HEP）、小核幼若赤血球（MN-PCE）、および小核結腸

細胞（MN-COL）の頻度の差を、Kastenbaum-Bowman の表を用いて条件付き二項

検定にて分析した[55]。 Day 29 と day 31 の gpt MF および小核細胞頻度の比較は

Student の t 検定を用いて行った。体重と臓器重量（絶対値および相対値）のデータ

は、Bartlett の分散均一性検定の後、一元配置分散分析または Kruskal-Wallis 検定

を用いて解析した。有意差が見られた場合は、Dunnett 検定または Dunnett 型多重

比較検定を実施した。 

 

1-3 結果 

1-3-1 体重および臓器重量 

B[a]P 投与群で投与期間を通して体重増加抑制が認められた。125 mg/kg/day 群で

は、day 2 以降継続して溶媒対照群との間に有意差が認められた（Fig. 4）。 肝臓の

絶対重量は、day 29 および day 31 の 62.5 mg/kg/day 群で溶媒対照群よりも高く、

day 29 で溶媒対照群と比較して統計学的に有意な差が見られた。肝臓の相対重量は、

day 29 および day 31 ともに用量依存的な増加が認められた。脾臓の絶対重量は用量

依存的な低下傾向が認められ、day 29 の 125 mg/kg/day 群で溶媒対照群との有意差

が認められた。一方、脾臓の相対重量は用量依存的な増加傾向が認められ、day 31 の

125 mg/kg/day 群で溶媒対照群との有意差が認められた（Table 3）。 

 

1-3-2 遺伝子突然変異試験 

結腸、肝臓、および骨髄で gpt MF の顕著な増加、さらに結腸および骨髄では用量

依存的な増加が認められた（Fig. 5）。Day 29 では、対照群および 125 mg/kg/day 群

の MF はそれぞれ結腸で 3.64±2.08、39.94±12.6 （Fig. 5A）、肝臓で 1.71±0.78、

37.65±7.96 (Fig. 5B）、骨髄で 2.05±2.55、95.55±33.45 （Fig. 5C）であった。 

Day 31 では、対照群と 125 mg/kg/day 群の MF はそれぞれ結腸で 3.91±1.52、70.88

±43.44 (Fig. 5 A）、肝臓で 2.61±1.63、51.66±28.43 （Fig. 5B）、骨髄で 1.91±

1.12、89.4±25.63 (Fig. 5C）であった。Day 29 と day 31 の比較では、62.5 mg/kg/day
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群の結腸の MF においてのみ有意差が認められた。 

 

1-3-3 小核試験 

結腸での小核誘発頻度の増加はいずれの群においても認められなかった（Fig. 6A）。

肝臓では、62.5 mg/kg/day 群で day 29 と day 31 の両方で MN-HEP のわずかな増加

を示し、day 31 にのみ統計学的有意差が認められた（Fig. 6B）。骨髄では、MN-PCE

の有意な増加が 125 mg/kg/day 群で見られたが、day 29 と比較して day 31 では減少

した（Fig. 6C）。骨髄における幼若赤血球の割合の増加が 62.5 mg/kg/day 群の day 

31 にのみ観察された（Fig. 6D）。 

末梢血小核試験は、day 0、4、15、29 および 31 に採取した血液を用いて実施した

（Fig. 7A）。 B[a]P 投与期間中に用量依存的な小核の誘発が認められ、day 29 で最

も高い頻度を示した。網赤血球の割合（同日の対照群に対する比率）は day 4 では

100%より低く、その後上昇し、day 29 および day 31 においては 100%より高い値を

示した（Fig. 7B）。 

 

1-3-4 病理組織学的検査 

B[a]P の 125 mg/kg/day 群について病理組織学的検査を実施した。骨髄において

day 29 で造血抑制、day 31 に赤芽球の増加が観察された。脾臓では、day 29 および

day 31 ともに髄外造血の亢進、day 29 に白脾髄の縮小が認められた。肝臓では、day 

29 および day 31 で、オーバル細胞の過形成および小葉中心性の肝細胞肥大が認めら

れた。限局性の細胞壊死および門脈周囲の肝細胞好酸球性変性は day 29 のみ、髄外

造血亢進が day 31 のみで認められた。結腸は B[a]P 投与による組織変化は見られな

かった（Table 4）。 

 

1-3-5 非 Tg 動物における小核試験 

F344 系ラット（非 Tg）では、B[a]P 投与群（day 29）で結腸および肝臓では B[a]P

投与による小核誘発は認められなかった（Fig. 8A, 8B）。骨髄において用量依存的か

つ有意な小核誘発が認められた（Fig. 8C）。骨髄における幼若赤血球の割合は B[a]P

投与による変化は認められなかった（Fig. 8D）。 
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Fig. 4 

Changes in the body weight of gpt delta rats treated with B[a]P. 

The data represent the mean ± SD (N=10, data from days 30 and 31 are N=5).  

*p <0.05, **p <0.01: significant difference from the vehicle control (Dunnett’s test). 
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Table 3 

Liver and spleen weight on day 29 and day 31 after B[a]P administration for 28 days to gpt delta rats. 

 

 

*p < 0.05, **p < 0.01: significant difference from the control on the same sampling day (Dunnett’s test). 

a Data represent the mean ± SD (N=5). 

 

 

 

Sampling day 
Dose 

(mg/kg/day) 
Body weight (g)a Livera 

 
Spleena 

   Absolute weight 

(g) 
  

Relative weight 

(g/100g b.w.) 
  

Absolute weight 

(g) 
  

Relative weight 

(g/100g b.w.) 
  

day 29 0 239.6 ± 16.3  9.66 ± 0.88   4.03 ± 0.23    0.61 ± 0.04   0.25 ± 0.02   

 62.5 231.8 ± 11.6  11.03 ± 0.75 * 4.75 ± 0.15 **  0.58 ± 0.05   0.25 ± 0.02   

 125 185.1 ± 11.2 ** 9.89 ± 0.89   5.34 ± 0.21 **  0.50 ± 0.06 ** 0.27 ± 0.03  

                       

day 31 0 242.2 ± 8.8  9.83 ± 0.67   4.06 ± 0.16    0.61 ± 0.03  0.25 ± 0.02  

 62.5 228.8 ± 18.19  10.17 ± 1.12  4.44 ± 0.24 *  0.61 ± 0.04  0.27 ± 0.02  

 125 189.9 ± 17.6 ** 9.61 ± 1.41  5.04 ± 0.29 **  0.55 ± 0.08  0.29 ± 0.03 * 
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Fig. 5  

Frequency of gpt mutant in the colon (A), liver (B), and bone marrow (C) of gpt delta rats treated with B[a]P.  

MF: Mutant frequency. Data represent the mean ± SD (N=5).  

*p < 0.05: significant difference from the control on the same sampling day.  

+p < 0.05: significant difference between day 29 and day 31 for the same dose. 
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Fig. 6 

Frequency of micronucleated cells in the colon (A), liver (B), and bone marrow (C) and frequency of polychromatic erythrocytes 

in the bone marrow (D) of gpt delta rats treated with B[a]P. 

MN-COL: micronucleated colonic cells, MN-HEP: micronucleated hepatocytes, MN-PCE: micronucleated polychromatic erythrocytes,  

PCE: polychromatic erythrocytes, ERY: erythrocytes.  

Data represent the mean ± SD (N = 5).  

*p < 0.05, **p < 0.01: significant difference from the control on the same sampling day.  

+++p < 0.001: significant difference between day 29 and day 31 for the same dose. 
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Fig. 7 

Frequency of micronucleated cells (A) and reticulocytes (B) in the peripheral blood of gpt delta rats treated with B[a]P. 

MN-RET: micronucleated reticulocytes, RET: reticulocytes, ERY: erythrocyte.   

Data represent the mean ± SD (N=10, data for day 31 is N=5).  

A: *p < 0.05, **p < 0.01: significant difference from the control. B: Statistical analysis was not carried out. 
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Table 4 

Histopathological findings in the gpt delta rats on day 29 and day 31 after B[a]P administration for 28 days. 
 Group/Dose Control (olive oil)  B[a]P 125 mg/kg/day 
 Sampling day day 29 day 31 day 29 day 31 
 No. examined 5 5  5 5 

Site & findings grade ± + ± +  ± + ± + 

Bone marrow           

 Decrease in hematopoiesis  0 0 1 0  0 4 0 0 

 Increase in rate of erythroblast production  0 0 0 0  0 0 2 3 

Spleen           

 Extramedullary hematopoiesis  4 0 1 0  4 1 1 4 

 Atrophy of white pulp (decrease in lymphocytes)  0 0 0 0  0 3 0 0 

Colon  0 0 0 0  0 0 0 0 

Liver           

 Necrosis, focal  0 0 0 0  0 1 0 0 

 Extramedullary hematopoiesis  0 0 0 0  0 0 0 2 

 Hepatocyte eosinophilic degeneration, periportal  0 0 0 0  0 3 0 0 

 Oval cell hyperplasia  0 0 0 0  0 5 0 5 

 Hepatocyte hypertrophy, centrilobular  0 0 0 0  3 0 0 5 

±: slight, +: mild.  
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Fig. 8 

Frequency of micronucleated cells in the colon (A), liver (B), and bone marrow (C) and frequency of polychromatic erythrocytes 

in the bone marrow (D) of F344 rats treated with B[a]P on day 29. 

MN-COL: micronucleated colonic cells, MN-HEP: micronucleated hepatocytes, MN-PCE: micronucleated polychromatic erythrocytes,  

PCE: polychromatic erythrocytes, ERY: erythrocytes.   

Data represent the mean ± SD (N=5). 

**p < 0.01: significant difference from the control (Dunnett’s test).
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1-4 考察 

B[a]P は食品の焼け焦げにも含まれている多環芳香族炭化水素で、最もよく研究さ

れている遺伝毒性発がん物質の 1 つであり、さまざまな in vitro および in vivo 試験

の報告がある[40]。B[a]P の経口投与による発がんは SD ラットで前胃、食道、喉頭

[40,41]、Wistar ラットでは前胃、肝臓、口腔、空腸、十二指腸、耳道、皮膚 [42,43]

で認められている。 本研究で使用した系統である F344 ラットを用いた発がん性試験

の報告は見つからなかった。また、 B[a]P の経口投与により、Tg動物（MutaTMMouse、

BigBlue®）の肝臓、結腸、および骨髄を含む多くの臓器について遺伝子突然変異の誘

発が報告されている[3,34]。 

本研究において、B[a]P の経口投与で遺伝子突然変異と小核の誘発を同時に検出す

ることができた。まず、遺伝子突然変異試験は OECD テストガイドライン（TG488）

[2]で示す day 31 に加え、28 日間連続投与の翌日（day 29）にも臓器の採取を行った。

投与量に関しては、125 mg/kg/day 群において溶媒対照群と比較して顕著な体重増加

抑制を示しているため、MTD として十分な量の B[a]P が投与されたことを確認する

ことができた。また、gpt delta ラットにおける多臓器小核試験の結果は、同じサンプ

リング日（day 29）の非 Tg ラットにおいて得られた結果と同様であった。 骨髄にお

いて、62.5 mg/kg/day の day 29 において非 Tg ラットのみで小核細胞の有意な増加

を示し差異が見られたものの、125 mg/kg/day では非 Tg ラットおよび Tg ラットと

もに小核細胞の有意な増加を示した。Tg ラットにおける小核試験の陽性/陰性の判断

は、非 Tg ラットを用いて得られたものと同様であった。ラットに導入されたレポー

ター遺伝子は λ ファージまたはバクテリア由来であり動物個体内では発現せず、F344

ラットと F344 系 gpt delta ラットの 13 週間の飼育後の一般毒性試験項目の測定結果

に差がないことからも[56]、導入された遺伝子が被験物質の体内動態や毒性に影響を

及ぼすことは考えにくいと言える。 

消化管から吸収されたB[a]Pは主に肝臓で複数の中間体を経て代謝活性化を受ける

ことが報告されている[45,57]。B[a]P 代謝物の中で、ベンゾ[a]ピレンジオールエポキ

シド（BPDE）は、最終的な変異原として強力な活性を有する [58-60]。 BPDE を含

む B[a]P の代謝物および代謝物-DNA 付加物は、血液や肝臓を含む複数の臓器で検出

されている[42,61]。結腸内の DNA 付加物に関するデータはないが、代謝活性化体は

DNA およびタンパク質と効率よく結合あるいは抱合化されるため、結腸に活性化体

として存在する量は限られるものと推測される。それゆえ、gpt MF について、62.5 

mg/kg/day 群で肝臓および骨髄よりも結腸で低かったのは、経口投与された B[a]P の

薬物動態を反映した結果であることが強く示唆された。 

B[a]P 投与群の gpt delta ラットでは、結腸、肝臓および骨髄において高い MF が
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観察されたが、小核誘発は骨髄および末梢血のみで、肝臓または結腸においては観察

されなかった。B[a]P の経口投与による肝臓コメット試験では陰性の結果が報告され

ている[36]。肝臓や結腸は、骨髄や末梢血よりも細胞増殖頻度が低いことが小核の検

出力の差となった可能性がある。また、肝臓では病理組織学的な変化が認められてい

ることから、肝細胞における細胞傷害性がコメット試験や小核試験の検出力を妨げて

いることも推察される。 

B[a]P を投与した Tg および非 Tg ラットの末梢血および骨髄において、小核出現頻

度の用量依存的な増加が観察された。げっ歯類を用いたこれまでの B[a]P の反復投与

末梢血小核試験では、陽性と陰性の両方の結果が報告されているが [32,36,37,51]、そ

の原因は系統差に起因することが示唆されている [36]。本研究結果から、F344 gpt 

delta ラットは造血系組織において B[a]P が誘発する小核を高感度に検出できる系統

であることが示された。また、MN-RET が day 29 で最大値を示したのは、RET が投

与初期に有意に減少した後に増加に転じていることから、投与後期の代償性造血促進

を要因としている可能性がある。B[a]P 投与による骨髄毒性の誘発は既に報告されて

いる[62,63]が、本研究においても、脾臓の病理組織学的検査から髄外造血が B[a]P 投

与により促進されたことが示され、さらに、血液学的検査でも赤血球と白血球の減少

が認められた（Supplemental Table 1）。一方、骨髄毒性のために RET の数が減少

すると小核の頻度が減少することが報告されている[64]ことから、骨髄毒性を有する

化合物の評価では、顕著な造血抑制が小核の検出力に影響を与える可能性に留意すべ

きである。今回の試験条件下では、骨髄小核試験で通常評価され、被験物質の曝露証

明として用いられる幼若赤血球の割合には大きな変化が見られず、B[a]P 投与初期の

骨髄毒性を捉えることはできなかった。それゆえ、遺伝毒性試験実施時に血液学的検

査や病理組織学的検査を評価しておくことは、被験物質の曝露証明や評価対象臓器へ

の影響に関する情報を得ることに繋がる重要な項目であることが明らかとなった。 

Tg 動物を用いた遺伝子突然変異試験に小核試験を組み込むことは、2 つの試験が補

足的な情報を提供し、発がん性の予測精度を高めることが期待される。Tg 動物を用い

た遺伝子突然変異試験では、発がん性物質の標的臓器と非標的臓器の両方で MF が有

意に増加する場合があることが知られているので [65-68]、MF のみに基づく標的臓

器の予測は困難である。一方、肝臓や消化管において小核試験で得られた陽性結果と、

発がん性との間には関連性が示唆されており[14]、MF よりも標的臓器の予測性が高

いことが想定される。本研究では、各臓器における gpt MF の増加と小核の誘発は異

なるパターンを示した。 B[a]P を含む多環芳香族炭化水素の発がん性には、DNA 付

加体形成、DNA 修復、アポトーシス、および細胞周期調節を含む複数の要因が影響

を及ぼしていることが示唆されている[42,69,70]。一方、B[a]P 投与に起因する BPDE
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付加体形成頻度、MF、および発がんの標的臓器の間に直接的な関係が存在するかど

うかは明らかではない[42,61]。 

Tg 動物を用いた遺伝子突然変異試験では、サンプリング日の違いによる MF の検

出に顕著な差は見られなかった。OECD テストガイドライン TG488 で推奨されるサ

ンプリング日である「最終投与の 3 日後」の根拠として、反復投与後の経時的サンプ

リングの適切かつ十分なデータはなく、投与直後の固定されていない突然変異が検出

される理論上の懸念、および単回投与翌日は低かった MF が 3 日後には顕著に増加し

たというデータ[71,72]に基づいていることが推測される。本研究結果からは、最終投

与の翌日の day 29 でも遺伝子突然変異の検出能力に問題はなく、Tg 動物を用いた遺

伝子突然変異試験と種々の試験を、最適なプロトコルのもとで組み合わせることが可

能であることが示唆された。 

骨髄および末梢血の小核試験では、day 31 で day 29 と比較し小核誘発率の減少が

認められた。これらの組織において、幼若赤血球中の小核誘発のピークは投与後 1-2

日であることが確認されている[73,74]。B[a]P もマウス骨髄小核試験において単回経

口投与後 24、48 時間で確認された小核は、72 時間後の観察では認められなかった 

[73]。従って、これらの組織の小核誘発は、28+3 よりも 28+1 のプロトコルの方が、

高い検出力を示すことが示唆された。従って、多臓器の小核試験を Tg 動物突然変異

試験と組み合わせる場合には、休薬期間による小核誘発の経時的変化の考慮が重要で

ある。また、一般反復投与毒性試験と統合する場合には 28+3 の設定は困難であるが、

本研究により一般毒性試験と同一の 28+1 プロトコルで遺伝毒性を評価することも可

能であることが示された。 

本研究では、TG488 で推奨されている 8-12 週齢で試験するため、投与開始時に 8

週齢の動物を使用した。一方、多臓器小核試験では、一般的に 5-6 週齢の動物を使用

している[14]。ラットの加齢による薬物代謝酵素 cytochrome P450（CYP）発現量の

変化が知られているが、SD 雄ラットにおいて 30 日齢までの肝臓中 CYP タンパク量

は加齢とともに増加する一方、30 日齢と 8 週齢の比較では CYP1A は増加、CYP2B

は減少を示すなど分子種により挙動が異なる[75]。代謝能の差違等より生じる試験結

果への影響を考慮することは重要であるが、多臓器小核試験に最も適した動物の週齢

の検討例は少なく [76]、今後の検討課題である。 

以上より本章では、F344系gpt delta雄性ラットを用いてB[a]Pの28日反復投与後の

翌日および3日後に採取した組織を評価対象とし、結腸、肝臓および骨髄のgpt MFの

増加、ならびに骨髄および末梢血での赤血球の小核誘発を確認した。また、F344系の

雄性ラット（非Tg）を用いて28日間反復投与後の翌日に採取した組織での小核試験を

実施し、Tgラットと同様の結果を得た。これらの成果より、本試験条件において、遺
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伝子突然変異および染色体異常をエンドポイントとした多臓器遺伝毒性評価が可能で

あり、試験を組み合わせて実施することでin vivo遺伝毒性試験に使用する動物数の削

減にも貢献できることが強く示唆された。
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Supplemental Table 1 
Results of hematological examination in the gpt delta rats after B[a]P administration for 28 days. 
 

Items Group/Dose Control (olive oil) B[a]P 62.5 mg/kg/day 
 

B[a]P 125 mg/kg/day 

 Sampling day day 29  day 31   day 29  day 31  day 29  day 31   

Erythrocytes (×104/μl) 915 ± 21.9  919 ± 21.3   831 ± 21.9 ** 819 ± 56.5 *  777 ± 26.2 ** 731 ± 16.3 * 

Hemoglobin (g/dl) 16.2 ± 0.34  16.1 ± 0.45   14.4 ± 0.39 ** 14.0 ± 0.75 **  13.5 ± 0.40 ** 12.8 ± 0.39 ** 

Hematocrit (%) 46.3 ± 0.83  46.2 ± 1.14   42.2 ± 0.98 ** 40.9 ± 2.01 **  39.5 ± 0.86 ** 38.4 ± 0.86 ** 

MCV (fl) 50.6 ± 0.32  50.2 ± 0.36   50.8 ± 0.22  50.0 ± 1.12   50.9 ± 0.77  52.5 ± 1.13 ** 

MCH (pg) 17.8 ± 0.05  17.5 ± 0.10   17.3 ± 0.18 ** 17.1 ± 0.31 *  17.3 ± 0.13 ** 17.5 ± 0.19  

MCHC (%) 35.0 ± 0.11  34.9 ± 0.27   34.1 ± 0.35 ** 34.2 ± 0.47   34.1 ± 0.36 ** 33.3 ± 0.77 ** 

Platelets (×104/μl) 70.7 ± 6.5  75.0 ± 8.4   71.3 ± 5.2  74.0 ± 5.0   59.8 ± 6.7 * 50.2 ± 2.3 ** 

Leukocytes (×102/μl) 36 ± 6.7  36 ± 10.5   18 ± 1.7 ** 19 ± 3.8 **  19 ± 5.1 ** 17 ± 2.7 * 

 Lymphocyte (%) 85.6 ± 0.7  82.8 ± 2.0   78.6 ± 2.4 * 81.8 ± 2.2   72.8 ± 4.8 * 76.6 ± 3.7 ** 

 Neutrophil (%) 12.7 ± 0.9  15.2 ± 2.0   20.1 ± 2.6 * 16.9 ± 1.9   25.8 ± 4.7 * 22.1 ± 3.8 ** 

 Eosinophil (%) 0.7 ± 0.4  0.9 ± 0.3   0.3 ± 0.3  0.3 ± 0.3 **  0.0 ± 0.0 ** 0.1 ± 0.3 ** 

 Basophil (%) 0.0 ± 0.0  0.0 ± 0.0   0.0 ± 0.0  0.0 ± 0.0   0.0 ± 0.0  0.0 ± 0.0  

 Monocyte (%) 1.0 ± 0.1  1.1 ± 0.3   1.0 ± 0.3  1.1 ± 0.2   1.4 ± 0.6  1.2 ± 0.4  

Blood samples were collected in nonheparinized tubes from the abdominal aorta at necropsy. 
Data represent the mean ± SD. 
*p < 0.05, **p < 0.01: significant difference from the control on the same sampling day (Dunnett’s test). 
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第 2 章 結腸発がん物質 PhIP および DMH を用いた F344 系ラット 
多臓器反復小核試験 

 

2-1 緒論 

第 1 章において、典型的な遺伝毒性発がん物質である B[a]P をモデル化合物とし

て、Tg 動物を用いた突然変異試験に多臓器小核試験を組み合わせた統合型の遺伝毒

性試験を実施し、同一動物を用いて 2 種類のエンドポイント（突然変異と小核）の評

価が可能であることを確認した。また、F344 系の雄性ラット（非 Tg）を用いて 28 日

間反復投与後の翌日に採取した組織での小核試験を実施し、Tg ラットと同様の結果

を得、導入された遺伝子が小核誘発性に影響を与えないことを明らかにした。 

第 2 章では、28 日間の反復投与毒性試験への組み込み、または他の遺伝毒性試験と

の組み合わせを想定した、多臓器（結腸、肝臓、骨髄）小核試験の有用性を確認する

ことを目的とした研究を行った。被験物質は、食品の摂取において曝露量が大きく、

安全性評価に重要な消化管が発がん標的臓器である化合物を選定することとした。反

復投与消化管小核試験については、短期投与および 28 日間反復投与の実績はあるも

のの[14,16,18,77,78]、まだ報告例は少ない。そこで、本章では、結腸にがんを誘発す

ることが知られている遺伝毒性発がん物質である、PhIP および DMH をモデル化合

物として選定した。PhIP は、加熱調理された肉や魚で生成が認められる複素環式ア

ミンの 1 つであり、ラットの結腸に腺がんを誘発することが知られている[44]。DMH

は、ラットで結腸の腺腫と腺がんを誘発する強力なアルキル化剤である[47]。骨髄小

核試験では PhIP は強い小核誘発能があるが、DMH は高用量短期投与で陽性、低用

量反復投与においては陰性結果が得られている[50,77]。ここでは、2 種類のラット結

腸発がん物質の短期投与による結腸小核誘発能を確認し、さらに、28 日間反復投与で

の多臓器小核試験を行った。動物は、第 1 章にて使用した Tg 動物と同じ F344 系統

の雄性ラットを用いた。 

 

2-2 実験方法 

2-2-1 被験物質 

PhIP（2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine hydrochloride; PhIP･

HCl, >90%）はナード研究所から購入した。DMH（ 1,2-Dimethylhydrazine 

dihydrochloride; DMH・2HCl; CAS No. 306-37-6, >98%）は東京化成工業株式会社

から購入した。被験物質の投与時に、蒸留水を溶媒とした被験物質溶液を作製した。 

 

2-2-2 動物および飼育管理 
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6 週齢の F344 系雄性ラットは日本エスエルシーより購入した。約 1 週間の馴化後

に試験に使用した。飼育環境は、バリアシステムで 23.5±2.0ºC、相対湿度 55.5±5%、

明暗サイクル 12h:12h、空気交換 1 時間あたり 12-15 回で維持した。ウッドチップベ

ッド（イワクラ株式会社）を用いたプラスチック製ケージに 1 ケージ当たり 2-3 匹で

飼育し、水道水および CE-2 ペレット飼料（日本クレア株式会社）は馴化期間、試験

期間を通じて自由に摂取させた。本試験は、動物の人道的処置および管理に関する法

律（法律第 105 号、1973 年 10 月 1 日、2019 年 6 月 19 日改正）に基づいた、サン

トリーの動物実験に関する規則に従って動物実験の倫理委員会によって承認されたも

のである。 

 

2-2-3 短期投与小核試験 

28 日間反復投与試験に先立ち、短期・高用量での小核誘発頻度を確認するための試

験を実施した。F344 系雄性ラットに溶媒対照（蒸留水）、PhIP を 50、100、200 

mg/kg/day の用量で 4 日間、または DMH を 90 mg/kg/day の用量で単回、胃ゾンデ

を用いて経口投与を行った。PhIP、DMH の投与回数、投与量はそれぞれ SD ラット

にて結腸小核誘発能が確認されている条件を参考とし[77]、投与液量は 5 mL/kg/day

に設定した。いずれの投与群も、初回投与より 4 日後に麻酔下で結腸および骨髄を採

材した。結腸小核試験は 1-2-8 に示す通りに実施し、1 匹あたり 2 千個の結腸上皮細

胞（COL）における小核を有する細胞（MN-COL）の出現頻度を求めた。骨髄小核試

験は 1-2-6 に示す通りに実施し、1 匹あたり 2 千個の幼若赤血球（PCE）における小

核を有する細胞（MN-PCE）の出現頻度および全赤血球（ERY）中の幼若赤血球の割

合を求めた。 

 

2-2-4 28 日間反復投与小核試験 

用量設定試験として、F344 系雄性ラットに PhIP 100 mg/kg/day、DMH を 10、

25、50 mg/kg/day の用量で 4 日間投与し（溶媒対象群として蒸留水 5 ml/kg 投与群

を設定）、体重推移を確認したところ、PhIP 投与群および DMH の 25 および 50 

mg/kg/day 投与群では、投与初日と比較した体重の減少が認められた。DMH 10 

mg/kg/day 投与群では、経時的な体重増加は認められているものの、溶媒対照群と比

較すると増加の程度は抑えられていた。この結果および 2-2-3 の短期投与試験の結果

に基づき、28 日間反復投与の用量は、PhIP は 25、50、75 mg/kg/day、DMH は 2.5、

5、10 mg/kg/day に決定した。各化合物について所定の投与量となるように投与液を

調製し、被験物質群および溶媒対照（蒸留水）群について 28 日間の経口反復投与を

行った。投与開始より剖検日まで、体重を毎日測定した。投与最終日の翌日、麻酔下
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で腹大動脈より採血した後に臓器を摘出した。肝臓は重量測定を行った。骨髄（大腿

骨）、肝臓、結腸は、摘出後に一部を迅速に採取し、小核試験のための細胞調製を行

った。結腸は、遠位部および近位部を除いた中間部を小核試験に用いた。小核試験で

使用しなかった肝臓、結腸の一部および胸骨髄、脾臓は、病理組織学的検査に使用し

た。 

結腸および骨髄の小核試験は短期投与小核試験（2-2-3）と同様のプロトコルにて行

った。肝臓の小核試験は 1-2-7 に示す通りに実施し、1 検体あたり 2 千細胞中の小核

を有する細胞数を求めた。 

 

2-2-5 病理組織学的検査 

PhIP 75 mg/kg/day群とDMH 10 mg/kg/day群とそれぞれの溶媒対照群について、

病理組織学的検査を実施した。28 日反復投与後採取した後の結腸、肝臓、胸骨髄は、

10%中性緩衝ホルマリン溶液にて固定した後、パラフィン包埋した。パラフィンブロ

ックを2 µmに薄切し作製した標本はヘマトキシリンとエオジンにて染色し顕鏡した。

また、同群について、細胞増殖性を評価するためKi-67による免疫染色標本を作製し、

観察した。 

 

2-2-6 統計解析 

体重、臓器重量、小核出現頻度は各群で平均値および標準偏差を算出した。体重と

臓器重量（絶対値および相対値）のデータは、Bartlett の分散均一性検定の後、一元

配置分散分析または Kruskal-Wallis 検定を用いて解析した。有意差が見られた場合

は、Dunnett 検定または Dunnett 型多重比較検定を実施した。被験物質群と溶媒対

照群との小核肝細胞（MN-HEP）、小核幼若赤血球（MN-PCE）、および小核結腸細

胞（MN-COL）の頻度の差を、Kastenbaum-Bowman 法[55]を用いて統計的に分析

した。  

 

2-3 結果 

2-3-1 短期投与小核試験 

溶媒対照群における小核発現頻度は、結腸で 0.19%、骨髄で 0.09%であった。PhIP

の 4 日間投与において、結腸、骨髄で用量依存的かつ顕著な小核誘発率の増加が認め

られた（Fig. 9A, 9B）。PhIP 50、100、200 mg/kg/day 投与における小核発現頻度

は、結腸で 0.37、0.62、0.66 %、骨髄で 0.72、1.54、5.10 %であった。 

DMH の単回投与では、結腸で 0.94 %の小核発現が認められ、溶媒対照群と比較し

有意に増加した（Fig. 9A）。一方、骨髄では小核誘発率は 0.11%であり、溶媒対照群
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との差異は認められなかった（Fig. 9B）。 

 

2-3-2 28 日間反復投与小核試験 

投与期間全般にわたり、PhIP 投与群で用量依存的な体重増加抑制が認められた。

50 および 75 mg/kg 群では、投与 1 週目以降、体重が低下あるいはほとんど変動しな

い期間が認められた（Fig. 10A）。DMH 投与では、用量依存的な体重増加抑制が認

められ、10 mg/kg/日群では day 5 より試験終了時まで溶媒対照群と比較し有意な体

重増加抑制を示した（Fig. 10B）。  

臓器重量は、PhIP 投与群で肝臓の絶対重量の用量依存的な低下が認められ、50 

mg/kg/day 以上で有意差が認められた。相対重量は 75 mg/kg/day 群のみで低下が認

められた（Table 5）。DMH 投与群の肝臓の絶対重量は、10 mg/kg/day 群で有意な

低下が認められた。肝臓の相対重量は、DMH 投与による変化は認められなかった 

（Table 5）。 

PhIP の 28 日間反復投与では、結腸の 50 mg/kg/day で溶媒対照群と比較し有意な

小核誘発率の増加が認められた（Fig. 11A）。PhIP 投与による肝臓における小核誘発

は認められなかった（Fig. 11B）。骨髄では、25 mg/kg/day より用量依存的な小核誘

発が認められた（Fig. 11C）。また、用量依存的な幼若赤血球の割合の低下が認めら

れた （Fig. 11D）。 

DMH の 28 日間反復投与では、結腸で 5 および 10 mg/kg/day で溶媒対照群との有

意差が認められ、用量依存的な小核誘発率の増加が認められた （Fig. 12A）。肝臓で

は 2.5 mg/kg/day 以上の用量において溶媒対照群と比較し有意な小核誘発が認められ

た （Fig. 12B）。骨髄小核は陰性であり、幼若赤血球の割合にも変化は認められなか

った （Fig. 12C, 12D）。 

 

2-3-3 病理組織学的検査 

PhIP、DMH ともに最高用量群について、結腸、肝臓の病理組織学的検査を実施し

た（Table 6）。PhIP 75 mg/kg/day 群の全例に結腸の杯細胞の萎縮、4 例に上皮細胞

のアポトーシスの増加が認められた。肝臓の小肉芽腫が対照群、PhIP 75 mg/kg/day

群ともに 1 例認められた。DMH 10 mg/kg/day 群の全例に小葉中心性好酸性肝細胞、

単細胞ネクローシス、単核球浸潤が認められた。DMH 10 mg/kg/day 群の結腸に異常

は認められなかった。 

結腸の細胞増殖の程度を確認するために、PhIP、DMH ともに最高用量群について

結腸の Ki-67 染色を実施した。PhIP 75 mg/kg/day 投与群では、溶媒対照群との差異

は認められなかった（Fig. 13A, 13B）。DMH 10 mg/kg/day 投与群で、溶媒対照群
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と比較して増殖帯における Ki-67 陽性細胞の増加が認められた（Fig. 13C, 13D）。 
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Fig. 9 

Frequency of micronucleted cells in the colon (A) and bone marrow (B) of rats treated with PhIP (4 days) or DMH (single). 

MN-COL: micronucleated colonic cells, MN-PCE: micronucleated polychromatic erythrocytes. 

The data represent the mean ± SD (N=5). 

* p <0.05, **p <0.01: significant difference from the vehicle control (Dunnett’s test). 
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Fig. 10 

Changes in the body weight of rats treated with PhIP (A) and DMH (B).  

The data represent the mean ± SD (N=5).  

*p <0.05, **p <0.01: significant difference from the vehicle control (Dunnett’s test). 
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Table 5 
Liver weight after PhIP or DMH administration for 28 days. 
 

Chemicals 
Dose 

(mg/kg/day) 

 
Body weight  

(g) 

 Liver 
  

Absolute 
(g) 

 
Relative 

(g/100 b.w.)               

PhIP 0 
 

265.7 ± 6.6 
 

11.19 ± 0.45 
 

4.22 ± 0.22 
 

25 
 

242.3 ± 3.2** 
 

10.62 ± 0.48 
 

4.38 ± 0.18 
 

50 
 

186.6 ± 11.6** 
 

7.85 ± 0.99** 
 

4.20 ± 0.29 
 

75 
 

149.2 ± 6.2** 
 

5.48 ± 0.38** 
 

3.67 ± 0.14** 
              

DMH 0 
 

256.5 ± 7.1 
 

11.06 ± 0.59 
 

4.31 ± 0.11 
 

2.5 
 

251.6 ± 5.5 
 

11.37 ± 0.62 
 

4.52 ± 0.18 
 

5 
 

239.4 ± 5.6 
 

10.35 ± 0.54 
 

4.32 ± 0.18 

  10  208.9 ± 21.0*   9.09 ± 0.87**   4.35 ± 0.09 

*p <0.05, **p <0.01: significant difference from the vehicle control. 
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Fig. 11 

Frequency of micronucleated cells in the colon (A), liver (B) and bone marrow (C) and frequency of polychromatic erythrocytes 

in the bone marrow (D) of rats treated with PhIP.  

MN-COL: micronucleated colonic cells, MN-HEP: micronucleated hepatocytes, MN-PCE: micronucleated polychromatic erythrocytes, PCE: 

polychromatic erythrocytes, ERY: erythrocytes.  

The data represent the mean ± SD (N=5). 

  *p <0.05, **p <0.01: significant difference from the control on the same sampling day. 
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Fig. 12 

Frequency of micronucleated cells in the colon (A), liver (B) and bone marrow (C) and frequency of polychromatic erythrocytes 

in the bone marrow (D) of rats treated with DMH.  

MN-COL: micronucleated colonic cells, MN-HEP: micronucleated hepatocytes, MN-PCE: micronucleated polychromatic erythrocytes, PCE: 

polychromatic erythrocytes, ERY: erythrocytes. 

The data represent the mean ± SD (N=5). 

*p <0.05, **p <0.01: significant difference from the control on the same sampling day (Dunnett’s test).
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Table 6 

Histopathological findings in the F344 rats after PhIP (75 mg/kg/day) or DMH (10 mg/kg/day) administration for 28 days. 
 

Group (number of animals/group) Control (5)  PhIP: 75 mg/kg/day (5) 

DMH: 10 mg/kg/day (5)          

Grade 
 

± + ++  ± + ++ 

PhIP 
        

Liver Microgranuloma 0 1 0 
 

0 1 0 

Colon Atrophy goblet cell 0 0 0 
 

0 5 0  
Apoptosis in colonic epithelium 0 0 0 

 
0 3 1          

DMH 
        

Liver Microgranuloma 1 0 0 
 

0 0 0  
Hepatocyte eosinophilic degeneration, 0 0 0 

 
3 2 0  

Necrosis, single cell, centrilobular 0 0 0 
 

3 2 0 

  Mononuclear cell infiltration 0 0 0 
 

2 3 0 

Colon  0 0 0  0 0 0 

±: slight, +: mild, ++: moderate 
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Fig. 13 

Ki-67 staining of colonic epithelial cells of F344 rats treated PhIP (A: Control, B: PhIP 75 mg/kg/day)  

and DMH (C: Control, D: DMH 10 mg/kg/day).  
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2-4 考察 

本章では、ラット結腸発がん物質である PhIP と DMH を用いて F344 系ラットの

短期投与での結腸、骨髄、及び 28 日間反復投与での結腸、肝臓、骨髄、末梢血での

小核試験を行った。その結果、短期投与において PhIP は結腸、骨髄で、DMH は結

腸での小核誘発率の増加、28 日間反復投与では PhIP は結腸、骨髄、DMH は結腸、

肝臓での小核誘発率の増加が確認され、いずれの化合物においても標的臓器である結

腸において小核誘発能を確認できた。 

PhIP の 28 日間反復投与において、結腸での小核誘発は 50 mg/kg/day で有意差が

認められたが、用量依存性はなく、骨髄と比較して誘発頻度は低かった。病理組織学

的検査より結腸上皮細胞のアポトーシスが確認されたが、Ki-67 染色による増殖能に

は溶媒対照群との間に差は認められなかったことから、細胞障害性の代償としての増

殖亢進が充分でなく、小核を有する細胞の発生が観察し辛くなった可能性が示唆され

た。28 日間反復投与では短期投与よりも投与可能な用量が低いことも検出力に影響す

ると考えられ、複数の臓器を対象とし評価しておくことが遺伝毒性の捕捉性を高める

ために有用であると言える。 

SD ラットを使用した PhIP の 28 日間反復小核試験では、結腸、肝臓、骨髄におい

て今回F344系ラットで得られたデータよりも高い頻度での小核が検出されている[78]。

PhIP は主に CYP1A2 により酸化反応を受け N-ヒドロキシ PhIP が生成し、さらに第

2相反応により生成するN-アセトキシPhIPがDNAとの付加体を形成する[43]。PhIP

による乳がんの発生率は SD 雌ラットの方が F344 雌ラットよりも高いとの報告があ

る[79]。また、ラットにおいてCYPの発現には系統差があることが知られている[80]。

雄のSDラットとF344ラットを直接的に比較、考察した報告は見当たらなかったが、

代謝活性化能の系統差が小核誘発頻度の差違の要因である可能性も考えられる。また、

週齢（投与開始が 6 週齢と 7 週齢）の違いが、同様に小核誘発頻度に影響しているこ

とも考えられる。 

DMH の 28 日間反復投与における結腸の小核誘発率の増加は、結腸上皮において

Ki-67 陽性細胞が溶媒対照群と比べ増加していることから、細胞増殖の亢進が小核の

検出率に影響した可能性がある。DMH 投与群では肝臓でも高い小核誘発率が確認さ

れたが、SD や F344 ラットへの DMH の経口投与による肝発がんは確認されていな

い[47]。肝臓での病理組織学的検査では毒性変化が見られており、遺伝毒性の発現が

発がんに至るかどうかは、遺伝毒性以外の要因も関係している可能性がある。DMH は

肝臓で代謝を受け、活性代謝物（methylazoxymethanol）が抱合化された状態で存在

し、腸管内に排出された後に腸内細菌により脱抱合されることが報告されている[81]。

それゆえ今回、肝臓および結腸にて小核の誘発が認められ、骨髄では認められなかっ
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たことは、DMH の体内動態の状況を反映した妥当な結果であるかもしれない。SD ラ

ットの 28日間反復骨髄小核試験でも同様に陰性結果が得られている[82]。一方、DMH

は短期の高用量投与においては骨髄小核試験が陽性となることが報告されており[50]、

活性体が血中でも存在している可能性があるが、反復投与では投与可能な用量が低く

制限されることから、曝露量の差が小核の結果に反映しているものと推察される。 

 In vivo 遺伝毒性試験の判定には、評価対象組織が被験物質に曝露されていること

を説明できる情報（曝露証明）が重要となる。骨髄小核試験では、成熟赤血球に対す

る幼若赤血球の割合（% PCE/ERY）の低下が曝露証明の一つとなるように[10]、評価

対象の組織に病理組織学的検査における変化は曝露証明になりうる。さらに、病理組

織学的検査による毒性影響や細胞増殖性の情報は、遺伝毒性結果の考察に有用となる。

経口投与した DMH の消化管における曝露は自明であるため、曝露証明としての病理

組織学的検査の意義は低い。一方で、今回の DMH 投与群における骨髄の陰性結果を

考察する際に、幼若赤血球の割合では変化が認められず曝露証明にはならないが、肝

臓での組織変化が生じていることに基づき体内での曝露を説明できる。骨髄のみを評

価対象としていた場合には得られなかった肝臓の組織変化が、骨髄小核試験の考察に

も活用できたと言える。 

本章では、食品関連物質の評価で重要となる消化管でげっ歯類にて明確な発がん性

が報告されている PhIP および DMH をモデル化合物とし、F344 系雄ラットを用い

て短期および 28 日間の反復投与後の小核試験を行った。その結果、いずれの投与条

件下でも、両化合物ともに結腸での小核誘発が認められた。このことより、結腸小核

試験が 28 日間反復投与の一般毒性試験への組み込みや突然変異試験との組み合わせ

評価が可能であることが示唆された。また、反復投与毒性試験等に小核試験を組み込

む際には個々の物質の動態や毒性を考慮した臓器選択が重要であるが、毒性や体内動

態の情報が限られる新規物質の評価においては、多臓器で評価することでより染色体

異常誘発性の検出力が高まることが強く示唆された。 
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第 3 章 DMH を用いた F344 系 gpt delta ラット突然変異試験と小核

試験の統合法検討 
 

3-1 諸論 

 第 1 章にて、F344 系 gpt delta 雄性ラットを用いた突然変異評価系に小核試験（結

腸、肝臓、骨髄、末梢血）を統合させた評価系において、B[a]P の遺伝毒性が評価可

能であること、さらに統合の上で考慮すべき臓器サンプリング時期を検討し、28 日間

反復投与の最終投与翌日（day 29）での評価が可能であることを確認した。  

第 2 章にて F344 系ラットを用いて結腸発がん物質である PhIP および DMH の 28

日間反復投与小核試験を行い、非 Tg 動物で発がん標的臓器における小核誘発を検出

可能であることを明らかにした。 

第 2 章で被験物質とした PhIP、DMH はいずれも、突然変異試験で結腸にて MF

の増加が想定される化合物である。PhIP は BigBlue ラットにおいて、結腸、小腸、

肝臓での MF 増加が確認されている[83,84]。一方、DMH の突然変異試験の報告は見

当たらない。そこで、第 3 章では DMH を被験物質として選定し、第 1 章で確立した

Tg ラットにおける突然変異試験と小核試験の同時評価の検討を行った。併せて、28

日間反復投与の翌日と 3 日後のサンプリング日を設定し、休薬期間の差による突然変

異と小核の検出力の違いを確認し、統合法における各試験系の最適プロトコルを確保

するための臓器採取のタイミングについて検討した。 

 

3-2 実験方法 

3-2-1 被験物質 

DMH（1,2-dimethylhydrazine dihydrochloride; DMH･2HCl; CAS No. 306-37-6）

は東京化成工業株式会社より購入した。投与時に蒸留水を溶媒とし投与溶液を作製し

た。 

 

3-2-2 動物および飼育管理 

7 週齢の F344 系 gpt delta Tg 雄性ラット（日本エスエルシー株式会社）を購入し、

5-7 日の馴化後に試験に使用した。ラットは、1-2-2 に示す環境と同じ条件にて飼育し

た。本試験は、動物の人道的処置および管理に関する法律（法律第 105 号、1973 年

10 月 1 日、2019 年 6 月 19 日改正）に基づいた、サントリーの動物実験に関する規

則に従って動物実験の倫理委員会によって承認されたものである。 

 

3-2-3 用量設定および投与 
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被験物質は、ラット体重 1 kg あたり 5 ml の投与溶液を用時調製し、１群あたり 5

匹のラットに 1 日 1 回、28 日間（day 1-28）、胃ゾンデを用いて経口投与を行った。

DMH は蒸留水を溶媒とし、0（溶媒対照）、5 および 10 mg/kg/day の投与量となる

ように調製した。DMH の最高用量は、第 2 章の結果に基づき、28 日間反復投与にお

ける MTD に相当すると考えられる 10 mg/kg/day とした。 

 

3-2-4 組織および血液の採取 

1-2-4 に示した条件にて、突然変異試験および小核試験に使用する臓器（肝臓、結

腸、骨髄）および末梢血のサンプリングを実施した。 

 

3-2-5 遺伝子突然変異試験 

1-2-5 に示す方法にて遺伝子突然変異試験を実施し、gpt 突然変異体頻度（MF）を

求めた。 

 

3-2-6 小核試験 

 結腸、肝臓、骨髄、末梢血の小核試験は、1-2-6 から 1-2-9 に示す方法にて実施し

た。 

 

3-2-7 病理組織学的検査 

溶媒対照群および DMH 10 mg/kg/day 群について病理組織学的検査を実施した。

ホルマリン固定した胸骨骨髄、脾臓、肝臓、および結腸をパラフィンに包埋した。 切

片（2 µm）を調製し、ヘマトキシリンおよびエオシンで染色した標本を病理組織学的

に調べた。 

 

3-2-8 統計解析 

溶媒対照群と DMH 投与群で得られた各種データについて、1-2-12 に示す通りに統

計解析を行った。 

 

3-3 結果 

3-3-1 体重推移、臓器重量 

投与期間を通して DMH 投与群で体重増加抑制が観察された。5 mg/kg 群では day 

27-29 で、10 mg/kg/day 群は day 5 以降継続して溶媒対照群と比較して有意な低値を

示した（Fig. 14）。臓器重量は、10 mg/kg/day 群で肝臓の絶対重量が day 29、day 

31 で溶媒対照群と比較して有意に低く、相対重量は 5 mg/kg/day の day 29 で有意な
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高値を示した。脾臓の絶対重量は DMH 投与による影響は認められなかったが、相対

重量は、10 mg/kg/day 群の day 29、day 31 とも、溶媒対照群と比較し高値を示した

（Table 7）。 

 

3-3-2 遺伝子突然変異試験 

 結腸および肝臓では、day 29 および day 31 のいずれも用量依存的な MF の増加が

認められ、特に結腸で高頻度に検出された（Fig. 15A, 15B）。一方、骨髄では DMH

投与による MF への影響は認められなかった（Fig. 15C）。Day 29 と day 31 におけ

る差異は、結腸の 5 mg/kg/day 群において day 31 の方が有意に高値であったが、そ

れ以外はいずれの臓器においても認められなかった。 

 

3-3-3 小核試験 

小核誘発は結腸および肝臓で day 29 および day31 のいずれでも顕著な増加が認め

られたが（Fig. 16A, 16B）、骨髄および末梢血においては認められなかった（Fig. 16C, 

17A）。結腸の小核誘発頻度においてサンプリング日の差異は明確でなかった（Fig. 

16A）。肝臓では day 29 より day 31 の方が高値を示した（Fig. 16B）。骨髄の赤血

球中の幼若赤血球の割合は、10 mg/kg/day 群の day 31 のみ有意な低下が認められた

（Fig. 16D）。末梢血における赤血球中の幼若赤血球の割合は、DMH 5 mg/kg/day 群

ではサンプリング日によらず対照群との明らかな差異は認められず、10 mg/kg/day 群

において day 4 で低値、day 15 から day 31 は高値傾向を示した（Fig. 17B）。 

 

3-3-4 病理組織学的検査 

病理組織学的検査において、骨髄および結腸では、day 29 および day 31 のいずれ

においても DMH 投与による顕著な影響は認められなかった（Table 8）。脾臓では、

day 29 および day 31 において溶媒対照と比較し DMH 投与による髄外造血の亢進が

確認された。肝臓では、DMH 投与群の day 29 および day 31 において中心静脈域を

結ぶ肝細胞の好酸性変化、同領域に単細胞壊死が散在性に軽度～中程度に認められた。

DMH 投与群の day 29 において、出血（3 例）および溶媒対象群と同数の軽度の髄外

造血（1 例）が認められた。day 31 のみに、周囲への圧排を伴う再生性の過形成（3

例）が認められた。



45 
 

 

Fig. 14 

Changes in the body weight of gpt delta rats treated with DMH. 

The data represent the mean ± SD (N=10, data from days 30 and 31 are N = 5). 

 *p <0.05, **p <0.01: significant difference from the vehicle control (Dunnett’s test). 
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Table 7 

Liver and spleen weight on day 29 and day 31 after DMH administration for 28 days to gpt delta rats. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a Data represent the mean ± SD (N=5). 

*p < 0.05, **p < 0.01: significant difference from the control on the same sampling day (Dunnett’s test). 

  

Sampling 

day 

Dose 

(mg/kg/day) 

Body weighta 

 (g) 
Livera 

 

Spleena 

      
Absolute 

weight (g) 
  

Relative 

weight  

(g/100 g b.w.) 

  
Absolute 

weight (g) 
 

Relative 

weight  

(g/100 g b.w.) 

  

day 29 Control (DW) 237.1  ± 9.6   9.26  ± 0.60   3.90  ± 0.11    0.59  ± 0.04   0.25  ± 0.02   

 DMH 5 222.0  ± 16.9   9.32  ± 0.87   4.19  ± 0.10  *  0.63  ± 0.06   0.29  ± 0.02   

 DMH 10 167.1  ± 16.5  ** 6.23  ± 0.89  ** 3.72  ± 0.21    0.60  ± 0.05   0.36  ± 0.03  ** 
                       

day 31 Control (DW) 233.4  ± 22.6   8.92  ± 1.18   3.81  ± 0.19    0.62  ± 0.05   0.27  ± 0.01   

 DMH 5 214.5  ± 17.7   8.53  ± 0.96   3.97  ± 0.14    0.62  ± 0.03   0.29  ± 0.01   

  DMH 10 170.1  ± 15.8  ** 6.50  ± 0.77  ** 3.81  ± 0.17     0.62  ± 0.01   0.37  ± 0.03  ** 
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Fig. 15 

Frequency of gpt mutants in the colon (A), liver (B), and bone marrow (C) of gpt delta rats treated with DMH. 

MF: mutant frequency. Data represent the mean ± SD (N=5). 

*p < 0.05: significant difference from the control on the same sampling day. 

 +p < 0.05: significant difference between day 29 and day 31 for the same dose. 
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Fig. 16 

Frequency of micronucleated cells in the colon (A), liver (B), and bone marrow (C) and frequency of polychromatic erythrocytes 

in the bone marrow (D) of gpt delta rats treated with DMH.   

MN-COL: micronucleated colonic cells, MN-HEP: micronucleated hepatocytes, MN-PCE: micronucleated polychromatic erythrocytes, PCE: 

polychromatic erythrocytes, ERY: erythrocytes. 

Data represent the mean ± SD (N=5). 

*p < 0.05, **p < 0.01: significant difference from the control on the same sampling day. 

+p < 0.05: significant difference between day 29 and day 31 for the same dose. 
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Fig. 17 

Frequency of micronucleated cells (A) and reticulocytes (B) in the peripheral blood of gpt delta rats treated with DMH.  

MN-RET: micronucleated reticulocytes, RET: reticulocytes, ERY: erythrocyte.   

Data represent the mean ± SD (N=10, data for day 31 is N=5).  
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Table 8 

Histopathological findings in the gpt delta rats on day 29 and day 31 after DMH administration for 28 days. 

 

 Group/Dose Control (DW)  DMH 10 mg/kg/day 
 Sampling day day 29 day 31 day 29 day 31 
 No. examined 5 5  5 5 

Site & findings grade ± + ± +  ± + ++ ± + ++ 

Bone marrow  0 0 0 0  0 0 0 0 0 0 

Spleen             

 Extramedullary hematopoiesis  0 0 2 0  2 0 0 2 2 0 

Colon  0 0 0 0  0 0 0 0 0 0 

Liver             

 Necrosis, single cell, centrilobular  0 0 0 0  0 3 1 2 1 0 

 Extramedullary hematopoiesis  1 0 0 0  1 0 0 0 0 0 

 
Hepatocyte eosinophilic degeneration, 

centrilobular  
 0 0 0 0  0 4 1 1 3 1 

 Hemorrhage  0 0 0 0  3 0 0 0 0 0 

 Hepatocellular hyperplasia  0 0 0 0  0 0 0 0 3 0 

 Microgranuloma  0 0 0 3  0 1 0 0 0 0 

 ±: slight, +: mild, ++: moderate 
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3-4 考察 

本研究において、DMH の 28 日間反復投与翌日（day 29）と 3 日目（day 31）に

採取した結腸、肝臓、骨髄を用いて、遺伝子突然変異と小核誘発能を評価したところ、

結腸および肝臓の gpt MF および小核誘発が認められた。DMH のラット発がん標的

である結腸での突然変異および染色体異常について、本試験系にて捕捉可能であるこ

とが確認できた。 

gpt MF は day 29 と day31 で定量的な検出頻度に差が認められたものの、定性的

な差（陽性/陰性）に影響するような違いは認められなかった。第 1 章における B[a]P

の検討と同様に、遺伝子突然変異試験のためのサンプリングは OECD テストガイド

ラインで推奨される day 31 と同時に、day 29 に評価しても差支えないことが判明し

たと言える。 

小核試験では、day 29 および day31 ともに結腸および肝臓で小核誘発率の増加が

認められた一方、骨髄または末梢血においては影響が認められなかった。day 29 にお

ける結腸、肝臓、骨髄小核試験の結果は、第 2 章で実施した F344 系雄性ラット（非

Tg ラット）における 28 日間反復投与での結果との定性的な差は認められなかった。

体重や各臓器でみられる毒性影響も非Tgラットの結果と近似していた。本研究では、

OECD テストガイドライン TG488 に従って投与開始時に 8 週齢の動物を使用した。

一方、第 2 章にて実施した多臓器小核試験では、投与開始時に 7 週齢の動物を使用し

た。いずれも、ラットにおいて DMH の発がん標的臓器である結腸で明確な小核誘発

能を示し、どちらの試験条件下でも適切に小核が検出されたと判断できる。ただし、

異なる週齢のラットを使用する場合、感度に影響を与える可能性が示唆されているこ

とから[76,85]、実験を計画する際は、週齢の影響を考慮する必要がある。 

肝臓では、DMH は代謝されて活性代謝物が形成された後、抱合化され胆管または

血液中に存在し、腸内に到達すると腸内細菌によって加水分解されアグリコンを形成

することが報告されている[81]。抱合体が多く存在する骨髄および末梢血において、

突然変異や小核頻度が上昇しないことは、DMH の体内動態と合致する。 

以上の結果より、Tg動物を用いた突然変異試験で推奨されるサンプリング時期（day 

31）と、一般毒性試験等で汎用されるサンプリング時期である day 29 では、突然変

異誘発能の判断に影響する結果の差異はないことが示された。突然変異試験に多臓器

小核試験を組み合わせることで、複数の組織で 2 つの主要な遺伝毒性エンドポイント

を評価可能となり、遺伝毒性試験における実験動物数の削減にも貢献することが期待

される。  
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総括 

 
化学物質の安全性評価の一環として、発がん性を予測するための遺伝毒性試験を適

正に実施することは重要である。生体における遺伝毒性を正確にするためには、in vitro

試験の外挿性の向上への取り組みと、in vivo 試験の実施の方策がある。In vivo 遺伝

毒性試験の実施においては、化学物質の体内動態を考慮した適切な評価対象臓器の選

定と、その臓器で評価可能なエンドポイントの組み合わせを踏まえた試験条件の選択

が重要となる。それに加え、動物実験における動物福祉（3Rs）の観点より、代替法

の活用、実験動物数の削減、および動物への苦痛の軽減が求められている。遺伝毒性

試験においても、より少ない動物数で多くの情報を得るための試験の組み合わせ、他

の試験との統合法検討が求められる。複数のエンドポイントを多臓器で評価するため

の手法の開発がなされているが、それらを組み合わせる際にそれぞれの試験で異なる

至適試験条件の調整が必要となり、その検討は十分ではない。また、特に多臓器小核

試験は他の in vivo 試験に比べて実績が少なく、組み合わせによる検討はほとんど報

告されていない。食品関連物質の評価において、最初に曝露される消化管の遺伝毒性

を評価することは重要であるが、これまで消化管を標的とした遺伝毒性を複数の試験

の組み合わせで検出しようとした事例は見当たらない。 

そこで本研究では、食品関連物質の評価に活用可能な統合型遺伝毒性試験の確立を

目的とし、Tg 動物を用いる遺伝子突然変異試験と消化管を対象とした小核試験の組

み合わせによる評価手法の確立を試みた。代表的な発がん物質であり、かつ、食品の

焼け焦げにも含まれるB[a]Pをモデル化合物とし、本組み合わせ試験法の技術的問題、

特にサンプリングのタイミングについて検討した。次に発がんの標的が消化管である

PhIP および DMH をモデル化合物とし、消化管での反復小核試験法の確立を検討し

た。さらに、DMH を用いて組み合わせ法による評価法の確立を検討した。最後に、

得られた結果から、食品関連成分における遺伝毒性試験の組み合わせ評価あるいは一

般毒性試験への組み込み評価の活用について考察した。 

第１章では、F344 gpt delta Tg 雄性ラットを用いた突然変異試験に多臓器小核試

験を組み合わせた統合遺伝毒性試験法を検討した。被験物質に B[a]P を用い、28 日

間反復経口投与後、結腸、肝臓および骨髄での遺伝子突然変異試験および小核試験、

さらに末梢血小核試験を実施した。評価した全ての臓器で突然変異が検出された一方、

明確な小核誘発が認められたのは骨髄と末梢血のみであり、エンドポイントにより結

果に違いが認められた。試験プロトコルの最適化を図るため、突然変異試験の OECD

テストガイドライン TG488 で推奨される最終投与から 3 日後（day 31）における評
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価と一般的な毒性試験の最終投与翌日（day 29）との評価の比較を行ったが、遺伝毒

性の判断に影響するような結果の違いは認められなかった。これらの結果より、Tg ラ

ットと、通常の毒性試験で用いられる非 Tg ラットの小核試験結果は同等の陽性/陰性

判断が可能であり、組み合わせによる評価結果の信頼性が示された。また、突然変異

と小核試験では臓器ごとに検出力が異なるために、標的臓器が未知の物質に対して in 

vivo 試験を行う際の臓器選定が重要であることが示された。一方、突然変異試験を他

の試験に合わせて最終投与の翌日に行うことには問題がないことが示された。 

第 2 章では、食品関連物質の評価で重要となる消化管でげっ歯類に対する明確な発

がん性（結腸発がん）を示す PhIP および DMH を対象モデル化合物とし、非 Tg ラ

ットを用いて 28 日間の反復投与後に小核が検出できるかを検討した。その結果、い

ずれの化合物とも結腸での小核誘発が認められたことから、結腸小核試験が 28 日間

反復投与の一般毒性試験への組み込みや突然変異試験との組み合わせ評価が可能であ

ることが示唆された。ただし、PhIP の 28 日間投与での小核を有する結腸上皮細胞の

出現頻度は低く、用量依存性も認められなかった。一方で同時に採取した骨髄では顕

著な用量依存性を伴う小核誘発が見られており、臓器毎の被験物質の毒性影響の違い

が小核の検出感度に影響していることが推察された。従って、消化管を標的臓器と想

定した遺伝毒性評価を行う場合においても、曝露が期待され、さらに細胞増殖の盛ん

な骨髄等の他の組織の評価も同時に行っておくことが、遺伝毒性の捕捉性を高めるた

めには重要である。 

第 3 章では、第 2 章の結果より、高頻度の結腸小核誘発が認められた DMH を用い

て、B[a]P の評価で確立した統合型の遺伝毒性試験を実施した。その結果、day 29 お

よび day 31 での評価において、DMH の発がん標的臓器である結腸に加え、肝臓でも

突然変異および小核の誘発頻度が顕著に増加した一方、骨髄および末梢血（末梢血は

小核試験のみ）では小核の誘発は認められなかった。臓器による違いが見られたのは、

DMH の遺伝毒性活性本体が血中では抱合化され、消化管にて脱抱合される体内動態

を反映していると解釈することができる。また、本試験結果からは、in vivo 遺伝毒性

試験として最も汎用される骨髄小核試験では検出できない染色体異常誘発性を、多臓

器小核試験を行うことで検出できる可能性が示された。 

新規の化学物質は、まず in vitro の Ames 試験や哺乳類培養細胞を用いる染色体異

常試験、げっ歯類の in vivo 骨髄小核試験が実施されることが多い。In vitro 試験がい

ずれも陰性であった場合には、一般的にはそれ以上の追加試験は不要と判断される。

一方、Ames 試験や染色体異常試験のいずれかあるいは両方で陽性結果が得られた場

合には、骨髄小核試験に加えて追加の in vivo 試験を実施することにより、in vitro で

認められた遺伝毒性が生体内でも認められるかどうかの確認が必要である。本研究結



54 
 

果から、in vivo 試験では標的臓器を考慮した評価対象組織の選定が重要であることが

示唆され、特に新規の食品関連物質に対しては、骨髄や末梢血の赤血球を対象とした

評価に加え肝臓および結腸を評価対象とすることで、遺伝毒性の検出力を高めること

ができるものと強く提案する。 

追加の in vivo試験のエンドポイントとして遺伝子突然変異試験を選択することは、

Tg 動物を必要とするための難しさもあるが、Ames 試験と同じエンドポイントを in 

vivo で評価出来る利点は大きい。また、食品関連成分では、Ames 試験での陽性事例

も少なくないことから、Ames 試験で陽性結果であった場合に生体内での影響を詳細

に確認するために活用可能である。Tg 動物を用いる遺伝子突然変異試験は、理論上は

DNA が抽出できればどの臓器でも評価が可能であり、標的臓器を目的に合わせて選

択できることも重要な利点である。一方で、B[a]P の評価でも見られたように、発が

ん標的臓器以外でも突然変異が誘発される傾向があるため、肝臓や消化管を用いた突

然変異試験を、標的臓器に限定しない発がん性を検出する目的で活用することも可能

である。多臓器小核試験は、突然変異試験よりも評価可能な臓器が限られるが、陽性

結果が得られた臓器における発がん性との関連は突然変異試験よりも強いことが示唆

されており、被験物質の毒性影響や細胞周期の影響を受けやすいエンドポイントであ

る。従って、突然変異試験では広範に遺伝毒性を捕捉し、小核試験では特定の臓器に

対する発がん性を考察する情報を得ることで、両者を同時に実施することの有用性は

高いと結論付けることができる。 

特に食品関連物質の in vivo 評価で重要な消化管での遺伝毒性試験は、これまでに

実施例が少なく、PhIP および DMH の 28 日間反復投与後に小核が検出されたことは

有用な知見であり、一般毒性試験への組み込みを可能とする結果である。結腸、肝臓、

骨髄の小核試験は一般毒性試験実施時に細胞を回収しておけばいつでも評価が可能で

ある。特に天然物由来の食品添加物等は、Ames 試験が陽性であってもその食品が使

用禁止になることは通常なく、長期投与試験で発がん性の懸念がないことを確認して

認可される場合が多い。本研究の成果より、新規食品の安全性評価において、長期投

与試験の代わりに、一般毒性試験から得られる結腸、肝臓、骨髄での小核を評価する

ことで、追加の動物を必要とせずに発がん性の予測を行うことができる有用性が示唆

された。 

以上、本研究では、食品関連物質の評価への活用に向けた、3Rs に配慮し、かつ生

体への遺伝毒性を適切に判断するための in vivo 遺伝毒性評価系を検討し、F344 系

gpt delta ラットを用いた突然変異試験および遺伝子多臓器小核試験、さらにそれらを

組み合わせた統合型試験の有用性を示すことができた。本研究において確立した gpt 

deltaラットを用いた28日間反復投与による突然変異試験および多臓器小核試験を実
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施することにより、これまで汎用されてきた骨髄小核試験の単独実施よりも多くの情

報を総合的に得ることができる。また、同時に一般毒性試験で評価される試験項目を

評価しておくことは、遺伝毒性の考察に有用な情報を提供することに繋がる。 

更なる 3Rs への対応として、Tg 動物を用いて新規の食品および食品関連物質の一

般毒性を実施することも選択肢として挙げられる。Tg動物での一般毒性試験に関する

背景データの蓄積が必要であるため現状では困難であるものの、将来的には、in vitro

試験で突然変異誘発能が認められた場合には、多くの化学物質の評価で実施される 28

日間の反復投与毒性試験に、突然変異を含む遺伝毒性のエンドポイントを組み込む試

験を実施することで、より包括的かつ 3Rs に配慮した安全性評価を達成することがで

きる。 
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