
The Environment Mutagen Society of Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Environment 　Mutagen 　Sooiety 　of 　Japan

P−065
Spontaneous 　mutant 　frequencies　in　the　liver
and 　testis　of 　young　and 　aged 　gPt　delta
t「ansgenic 　mice

　 −
1λ3

，Kenichi　MasumuraJ ，
　 Naomi 　Toyoda −Hokaiwado 且

，Tomo 　Inomata2，
　 Takehiko　Nohmil

　
lDivisi

・n　qプ（ノeneti ・∫・ nd 　Mutagenesis．　Mati・ nal 　Znstitute（ゾ
　 伽 〃h　S・i・n・es，　2S ・h・・ノ・）f　V・t・・inaos　Medicine，　A・abu

　 砺 1蹴 吻 ，3Japan 　SLC．　Jhc．

　 Gene　mutations 　 are　thought 　to　accumulate 　 with 　 aging ．
Previous　 transgenic 　 mice 　 mutation 　 assays 　 revcaled 　 that

point　mutations 　such 　as 　base　substitUtions 　incroase　wlth 　age

j皿 an 　 organ −specific 　manner ．　However ，　effects　of　aging 　on

deletion　mutations 　 are　 not 　 well 　 studied ．　Mutation　assays
using 　gPt　de旦ta　transgenic 　 mice 　have　a　featUre　that　 can

detect　point　mutations 　and 　delctions　by　gpt　and 　Spi
−
assays ，

respectivcly
，
　 in　thc　same 　orga 皿 ．　 In　this　 study

，
　 we

investigated　 the　 accumulation 　of 　 point　 mutations 　 and

de］etions 　with 　aging ．　At　the　agc 　of4
，
26

，
52

，
　and 　78　weeks ，

five　 malc 　gpt　delta　transgenic　 mice 　 were 　 sacrificed ．　The
mice 　were 　not 　treated　with 　any 　mutagens ．　Spontaneous　9Pt
mutant 　frequencies　in　liver　sigriificantly 　increased　with 　age ：

2．5times　in　26　weeks ，2，6　times 　in　52　weeks ，4，4　times 　in　78
weeks 　 comparing 　with 　those 　 in　4　weeks ．　 However ，
spontaneous 　gρt　 mutant 　frequencies　in　testis　 showed 　 no

significant 血 creases 　 with 　 age ．　 We 　 are 　 examining

spontaneous 　deletions　by　Sp豊
一
assay 　in　the　liver　and 　testis．

Effects　 of 　 aging 　 on 　 spontaneous 　 mutagenesis 　 will 　 be
discussed．
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　遺 伝 子 突 然 変 異 は加 齢 と と もに 蓄積す る と考 え られ て

お り、突 然 変 異検 出用 トラ ン ス ジ J一ニ ッ ク マ ウ ス に お い

て も点突然変異 頻 度 が 加齢に よ っ て 増 加 す る こ とが 報 告

され て い る。そ の 増 加 傾 向に は臓 器 特異性が あ る こ とが

知 られ て い るが、欠 失変 異 に対 す る加 齢 の 影 響 は 調 べ ら

れ て い ない 。本 研究 で は、同
一

組 織 に お い て 点突然変異

と 欠失変 異 を検 出可 能 な特 長 を持 つ gpt　deltaマ ウ ス を変

異 原 等で 処 理 せ ず に加 齢 に よる 点 突 然 変 異 お よび 欠 失 変

異の 蓄積 の 有無 につ い て検討 した。4、26、52お よび78週

齢 の gpt　deltaマ ウス 雄 5匹 か ら主要 臓 器 を採材 し、凍結 保

存 した 。そ の う ち肝 臓 と精巣 に つ い てgptア ッ セ イ を 行

い 、点突然変異頻度を測定した 、，肝臓 の 点突然変異頻度

は4週齢 に 対 し て 26週齢 で は2．5倍、52週齢で は 2、6倍、78

週 齢で は4．4倍 の 有意な増加が 認 め られ た 。一
方、精巣 で

は加齢 に よ る変 異 頻 度 の 有意 な増加 は 認 め られ な か っ

た 。Spi
’
ア ッ セ イ に よ る 欠央変 異頻 度 の 結 果 と合わ せ て 加

齢 に よ る 影響 を考 察 す る。
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　　Cyclophosphamide （CP ）has　 been　known　to　 be
clastogenic ，　testicular　toxic　and 　oncogenic ．　Mutagenicity　of
CP　is　organ −specific 　in　transgenic （Tg）animal 　assays ，　but
that　in　testis　 was 　not 　investigated　welL 　In　this　study，　we
analyzed 　point　mutations 　and 　deletions　induccd　by　CP　in
testis　and 　liver　by　gpt　and 　Spi

’
　assays ．　Male 　6　week −old 　gpt

dclta　Tg　 mice 　 were 　 administrated 　 40　 mg 〆kg　bw 　 of 　CP

intraperitoneally　for　5　days　and 　cuthanized 　l4−and 　50−days
after　the　first　injection．　The 　mutations 　 of 　liver　and 　testis

were 　 subjected 　to　gPt　 a皿 d　 Spi
’

assays ．　 The　gPt　 mutant

frequencies　in　testis　were 　not 　increased　at　14　 and 　50　days

after　the　CP−treatment ．　The　Spi
−
mutant 　frequencies　were

not 　increased　 at　 l4　days　 either 、　However 　the　Spi
’
mutant

frequencies　at　50　days　were 　significantly 　higher　than　those

of 　the　vehicle 　control ．　 Sequencing　analysis 　of 　the　Spi−

mutants 　 showed 　that　1−bp　deletions　in　 run 　sequences 　 and

complex −typc　 deletions　 with 　 illegitimate　 recombinations

were 　increascd．　Assays　in　liver　 are 　in　progress．
Mutagenicity　and 　organ −spccificity 　ofCP 　will 　be　discussed．
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　染 色 体 の 構 造 異 常 を 高 頻 度 に 誘 発 す る シ ク ロ フ ォ ス

フ ァ ミ ド （CP）は、発 が ん 性 の 他 、精 巣 毒性 が 知 られ て い

る。トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク （Tg）動 物 を用 い た試 験 で はCP の

突 然 変 異 誘発 能 に臓 器 特異 性 が あ る こ とが 知 られ て い る

が、精巣 に お け る知見は 十分 で は な い 。本研究 は CP の 精

巣 に お け る点突然変異 お よ び欠 失変異誘発能をgμ お よ

び Spi
一

ア ッ セ イ で 評 価す る こ と を 目的 と し た。　CP を6週

齢の gpt　delta　Tg マ ウス の 雄 に40　mg 〆kg の 用量 で 5日間連

続腹腔内投与 し、試験開始か ら 14日 目と50日 目 に剖検を

行 っ た。肝 臓 と精巣 に つ い て 各群 5匹 を 用い て gptお よ び

Spi
一

ア ッ セ イ を行 い 、点突然変異お よ び 欠失変異の 頻度

を測定 した 。 精巣 に お い て 、投与後 14日お よ び50日の 両

群 共 に gpt点突然変異頻度 の 増加 は 認 め られ な か っ た。
Spi

’
欠失変異 は、14日群 で は増 加 して い な か っ た が、50

日群 に お い て は 変異頻度 の 有意 な 増加 が 認 め られ た。
シ
ー一

ク エ ン ス 解 析 の 結果、1塩 基 欠 失 と複 雑．な組 み 換 え を

伴 う欠 失 の 頻 度が 増加 して い た。肝臓 の 結果 と合 わせ て

CP の 変異誘発能 と臓器特異性 に つ い て 考察す る。
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