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資料２ 



(Kirkland et al., 2005) 

がん原性試験とAmes試験の一致性 

遺伝毒性非発がん物質 

非遺伝毒性発がん物質 

一致しない理由 
・非遺伝毒性発がん物質の存在 
・同じ土俵の上の試験でない 



遺伝毒性試験 
 
  Ames試験 
     染色体異常試験 
     マウス小核試験  

 がん原性試験 
 
     ラット２年間試験  
     マウス１．５年間試験 

遺伝毒性なし 

発がん性あり 

非遺伝毒性発がん物質 

閾値あり 

通常単回投与 
末梢血・骨髄 
染色体異常 

遺伝毒性試験と発がん性試験は全く別の試験 

 反復投与  
 全臓器 

遺伝毒性試験とがん原性試験の関係（1） 



遺伝毒性試験 
 
  Ames試験 
     染色体異常試験 
     マウス小核試験  

がん原性試験 
 
     ラット２年間試験  
     マウス１．５年間試験 

遺伝毒性あり 
または偽陽性 

発がん性あり 

メカニズム試験 

遺伝毒性試験とがん原性試験の関係（2） 

遺伝毒性発がん物質 非遺伝毒性発がん物質 

レポーター遺伝子導入モデル等 



Transgenic rodent mutation models and assays 

•Muta™Mouse  
•Big Blue®  
•LacZ plasmid mouse  
•gpt delta rodents  
•Use of the λ cII transgene 

(OECD, 2011) 

2011年にレポーター遺伝子を導入したげっ歯類による
変異原性試験がガイドライン化された。 

野生型ラット・マウスの亜急性毒性試験（4W-13W）に応用 

遺伝毒性・発がん性包括試験 
（反復投与毒性＋遺伝毒性＋発がん性スクリーニング） 



gpt delta rodent mutagenicity assay 
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(Nohmi et al., 1996) 



Values are mean±SD * P<0.05, ** P<0.01 vs. Control 

Large foci 
(>20 cells) 

Small foci 
(<20 cells) 

IQ 300 5 0.15±0.06** 1.57±0.66** 3.49±1.34** 

NPYR 200 5 1.09±1.14* 12.2±12.8* 11.9±6.5** 

DEHP 12,000 5 0.01±0.01 0.05±0.11 0.21±0.12 

APAP 10,000 5 0.01±0.01 0.07±0.15 0.55±0.39 

Control - 5 0.01±0.01 0.14±0.19 0.34±0.41 

Groups Dose (ppm) No. of 
  rats 

Area of foci 
 (mm2/cm2) 

No. of foci /cm2 

(Kanki et al., Mol. Carcinog., 2005) 

GST-P+ liver cell foci in gpt delta rats given IQ, N-nitrosopyrrolidine 
(NPYR) and di(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP) for 13 weeks 



 gpt mutant frequency in gpt delta rats  

*P<0.01 vs. Control. 

   Total 
population 

 6TGr 
mutants 

  gpt 
mutants MF (10-5) 

IQ 5 525,000 151 133 89 18.80±4.49* 

DEHP 5 3,247,500 12 9 9 0.33±0.38 

APAP 5 3,637,500 20 19 17 0.55±0.56 

Control 5 2,976,000 37 19 16 0.55±0.24 

NPYR 5 1,021,500 60 57 49 5.67±2.45* 

Group No. of 
rats 

  gpt mutants 
- clonality 

(Kanki et al., Mol. Carcinog., 2005) 



0% 20% 40% 60% 80% 100% 

Control 

APAP 

IQ G:C→A:T 

A:T→G:C 

G:C→T:A 

G:C→C:G 

A:T→T:A 

A:T→C:G 

-1 bp deletion 

>2 bp deletion 

Insertion 

Others 

gpt mutation spectra in gpt delta rats  

G:C→T:A 69% (at CpG 43%) 

NPYR A:T→G:C 55% 

DEHP 

(Kanki et al., Mol. Carcinog., 2005) 
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* 

** 

OGG1 

8-oxodG 

*, ** P <0.05, 0.01 vs.  0 ppm (Umemura et al., Cancer Sci., 2006) 

Dose response of OGG1, 8-oxodG and mutant frequency in 
kidneys of rats given potassium bromate (KBrO3) for 13 wks 
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*, ** P <0.05, 0.01 vs. Control 
(Umemura et al., Cancer Sci., 2006) 
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(Hibi et al., Toxicol. Sci., 2011) 

オクラトキシンＡ (OTA)： マイコトキシン 
  ラットに腎発がん性、マウスに肝・腎発がん性 
  遺伝毒性陽性・陰性 (?) 

Cortex Outer medulla 
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gpt deltaラットを用いたオクラトキシンＡの包括試験 

＊ 

*P < 0.05 vs. Control 



Furan 

gpt deltaラットを用いたFuranの包括試験 

 病理組織学的検索  In vivo変異原性（肝臓） 

尾状葉特異的な胆管線維症の誘発 

 gpt およびSpi- MFs ： 陰性 

 In vivo 小核試験（骨髄） ： 陽性 

 前がん病変の検索（GST-P免疫組織化学的検索） 

 GST-P陽性肝細胞巣の数および面積 ：増加 

O  香料として使用されるFuran誘導体の基本骨格の一つ。 
 げっ歯類において、肝発がん性。 → グループ2B（IARC） 

gpt deltaラットを用いたfuranの肝臓葉毎のin vivo変異原性評価 

・ ラット：肝細胞癌、肝胆管癌 

・ マウス：肝細胞癌 

胆管線維症が尾状葉特異的に認められたこと
から、葉毎の変異原性解析を含めた検討が必
要と考えられた。 

 gpt およびSpi- MF ： 陰性  gpt およびSpi- MF ： 陰性 

 尾状葉（胆管線維症誘発部位）  外側左葉 

 
 

 
 



gpt deltaマウスを用いたFuranの包括試験 

投与期間 

肝臓病理組織学的検索 In vivo遺伝毒性試験 

被膜下炎症細胞
浸潤 

巣状肝細胞壊死 小核試験 
（骨髄） 

comet assay 
（肝臓） 

変異原性試験 
（肝臓） 

4 weeks ♂：1/5例、♀：3/5例 ♂：0/5例、♀：0/5例 ♂：陽性 
♀：陰性 

－ gpt MF ： 陰性 
Spi- MF ： 陰性 

13 
weeks 

♂：5/5例、♀：5/5例 ♂：1/5例、♀：0/5例 陰性 陰性 gpt MF ： 陰性 
Spi- MF ： 陰性 

Furanのgpt deltaラットを用いた併合試験により、肝臓において胆管線維症が誘
発された。 
肝臓全体および葉毎の解析の結果、Furanのラット肝臓における遺伝毒性は陰性
であった。 

Furan誘発肝発がん機序に遺伝毒性メカニズムは関与していない可能性
が示唆された。 

Furanのマウス肝臓における遺伝毒性は陰性と考えられた。 



• 香料、有機材料の不完全燃焼で発生する多環芳香族炭水素の一つ 
• マウス肺発がん性 
• 姉妹染色分体交換試験（SCE） ： 陽性 あるいは陰性  

CH3

・肺において細胞増殖活性の亢進は認められず、同系統のマウス用いた過去
の報告と一致。 

 gpt およびSpi-  MFsは雌雄とも 
 に有意差なし。 

 病理組織学的検査 
 標的臓器である肺に著変なし。 

 細胞増殖活性の検索 
 PCNA 陽性細胞率は対照群  
 との間に有意差なし。 

 In vivo変異原性の検索   
対照群 

1-MN投与群 

・ 肺のin vivo変異原性評価の結果、gpt及びSpi- assayにおいて陰性。 
1-MN誘発肺発がん機序に遺伝毒性メカニズムは関与しないことを示唆。 

１-Methylnaphthalene（1-MN） 

gpt deltaマウスを用いた1-Methylnaphthalene の包括試験 



gpt deltaラットを用いた1-Methyleugenolの包括試験 

• 香料、alkoxy関連物質 
• げっ歯類において肝発がん性 
 → group 2B （IARC） 
• 遺伝毒性メカニズムの関与は不明 

C
C

H2C

O

O
CH3

CH3

H2

H

1-Methyleugenol (MEUG) 

雌雄ともに高用量群において肝臓のgpt および
Spi-  MFsが有意に増加。 

 病理組織学的検査 
標的臓器である肝臓に著変なし。 

 細胞増殖活性の検索 
雌雄ともに高用量群において肝臓のPCNA陽性
細胞率が有意に増加。 

 In vivo変異原性の検索   

 肝前がん病変マーカーの検索 
雌雄ともに高用量群においてGST-P陽性細胞が
有意に増加。 

MEUGの肝発がん機序に、遺伝毒性メカニズムと細胞
増殖活性の亢進が関与している。 



現行の安全性試験 

亜急性毒性試験 遺伝毒性試験（？） 

慢性毒性試験 

がん原性試験（＋） 

メカニズム試験 
（Tgモデル等） 

閾値（？） 



遺伝毒性・発がん性包括試験 

亜急性毒性試験（Tgモデル） 

慢性毒性試験 

がん原性試験（＋） 

遺伝毒性（？） 

閾値（？） 

反復投与毒性 

発がん性 
スクリーニング（？） 
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