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　Relationships　between　DNA 　adduct 　levels，　mutant 　frequency　and 　carcinogenicity 　were 　studied

using 　a　food　mutagen ！carcinogen ，　MelQ ，　to　which 　humans 　are 　exposed 　on 　a　daily　basis．　There

was 　no 　direct　correlation 　betw’een 　adduct 　levels　and 　mutant 　frequencies　in　various 　organs （heart，

liver，　colon ，　forestomach　and 　bone　marrow ）of 　Big　Blue　mice （C57BLf6N）after 　administration 　of

MelQ 　for　12　weeks 　at 　a　concentration 　of　300　ppm 　in　diet．　Further，　we 　found 　no 　direct　correlation

between 　mutant 　frequency　and 　carcinogenicity 　in　various 　organs 　in　the　same 　animals （which 　are

sensitive 　to　colon 　carcinogenesis ） after 　feeding　of　MelQ 　for　92　weeks ； mutant 　frequency　was

highest　in　the　colon 　among 　the　50rgans 　examined ，　but　cancer 　incidence　was 　highest　in　the　liver．

In　the　colon ，　mutations 　occurring 　in　the　stem 　cells　of　crypts　are 　considered 　to　be　amplified 　200−

300fold，　however ，　 no 　such 　amplification 　is　present 　in　the　liver．　The 　kinetics　of 　mutant 　ce11 −

turnover　seerns 　to　be　different　in　different　tissues．　This　may 　be　an 　important　factor　for　the　absence

of 　a　direct　correlation 　between　mutant 　frequency　and 　carcinogenicity ．

（This　paper ，　chaired 　by　Shizuyo　Sutou ，　was 　presented　to　the　9th　JEMS 　Annual　Symposium ，　
ttSynthetjc

Models　for　DNA 　Damage 　and 　Mutagenesis”，　organized 　by　Kazu （⊃Negishi　and 　Hikoya　Hayatsu ．　sponsored

by　the　Envir （mmental 　Mutagen　Society　of　Japan，　and 　held　at　Yakult 　Ha 夏1，　Tokyo，　May ，29，1998，）
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◎ 日本環 境 変 異 原学 会

る 発が ん の 過程 で は，まず DNA 付 加体 が 生 成 され ， その

一部 は 突然変異 と して 固定 さ れ る．そ の 変異 に よりが ん

遺伝子等の 活性化 が 起 こ り，また ， が ん 抑 制遺伝子 等 の

不 活性化が 起 こ る と，細胞 は腫瘍形成 能 を獲得す る．し

た が っ て ，突然 変 異 頻 度 は，DNA 付加体 レ ベ ル よ り発が

ん 標 的臓器 との 相関が 高 い ，す な わ ち 突然変異 頻 度の 高

い 臓 器 こ そ が 発が ん標的臓器で あ ろ う と 誰 し も容易 に 想
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Fig．1　

32P ・ボス トラベ ル ・改良法〔1）に よ るグ ア ニ ン ーMelQ 付 加体の 検出

　　　 a ：従 来用い られ て い る intensification法 b ：lntensification法 で 得 られ た もの を さ

　 　 　 ら に NP ・1 と PDE ・1 で 消 化する 改良法一1で得 られ たス ポ ッ ト

像 す るが ， 事実 は異な る．

　 ヒ トが ほ とん ど毎 目摂 取 して い るヘ テ ロ サイク リッ ク

ア ミン （HCA ）に つ い て，32P 一ポス トラ ベ ル 法の 改 良 を行

い ，そ れ を用 い て 各臓 器 に お け る付加体 レ ベ ル を解 析 し，
勿 漉 o 突然変 異 頻 度 との 相関を検討 した．DNA 付加体

レ ベ ル よ り突 然 変異頻度 の 方が 発が ん と よ り良 い 相関を

示 す こ と を期待 した が ，事実 は そ れ ほ ど簡単で は ない 事

が 本実験 を通 して 明 らか に なっ た．各臓器 に よ っ て 細胞

増殖，細胞 回 転 の カ イネ テ ィ ク ス は 異なるうえ，さ らに

発が ん の 過程 は い ろ い ろ な 遺伝的要 因 に よ っ て修 飾 を受

け るの で 簡単 で は な い ．我 々 の 行 っ た Big　Blue マ ウ ス

（♀ ；C57 　BL ／6　N ）を用 い た解析 を中心 に ， こ の 問題 に

関 連 す る最 新 の 情報 を含 め て 紹 介す る．

1． 32P 一ポス トラ ベ ル法の改良

　
32P 一ポ ス トラ ベ ル 法 は Randerath ら（1985）に よ り 開

発 され，約 15年 を経 過 す る が ，bulkyな 構造 を もつ 化合

物 の 形 成す る DNA 付 加 体を解析す るの に は便利 な 方法

で あ る．た だ し，原法で は 付加体 ヌ ク レ オ チ ドが モ ノ ヌ

ク レ オ チ ドに 完全 に 分 解 され な い と い う欠点 が あ る．

我 々 は こ の 点 に 改良 を加 え た （Tada 　et　 al．， 1994；

Ochiai　et　al．， 1998）．　 HCA の 1つ で あ る 2・ア ミノー3，4・

ジ メ チル イ ミダ ゾ ［4，5・f］キ ノ リ ン （MeIQ ）を Big　Blue
マ ウス （C57　BL ／6　N ＞に，餌 に 300　ppm 混 ぜ て 投与 し，
．各臓 器 か ら DNA を抽出 し，ミク ロ コ ッ カ ス ヌ ク レ ア ー

ゼ （MCN ）と 脾臓 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ
ー

ゼ （PDE −II）で

DNA を消 化 し，　 intensification法 に 従 い ，　 T 、 ポ リヌ ク

レ オチ ドキナーゼ （T 、
・PNK ）で リン 酸化 した後，　TLC で

解析す る と Fig．1 に示す よう に 多数 の 付 加 体 が 検 出 さ

れ る．T ，
−PNK で リン 酸化 した もの を さ ら に，ヌ ク レ ア

ーゼ P1 （NP −1）1．6U ，　pH 　5．3− 6 で 処 理 した後，蛇毒 ボ

ス ポ ジ エ ス テ ラーゼ （PDE ・L　30　mU ）pH 　8− 9 で イ ン キ

ュ ベ ー
トし，TLC を行 うと，1 つ の ス ポ ッ トに な る （Fig．

1b＞．　 NP ・1 は ボ ス フ ァ タ
ー

ゼ 活 性 を もつ の で ，さ ら に

PDE −1で 処 理 す る と 付 加 体 を もつ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

は 5’・モ ノ ヌ ク レ オ チ ドに な る．得 られた ス ポ ッ トは N2
（Guanin−8−yD ・MeIQ ・5’一リン 酸 で あ っ た．なお ， 改良法

に よ る付 加 体 の 回収率 は 原法 の 90％ 以 上 で あ っ た．
MeIQ を 12週 問投与した後，肝 臓 ，心 臓，前胃，骨髄 お

よ
．
び 大 腸 に お ける付加体 を上 記 改良法で 解析 した 結 果，

い ずれ も 1 ス ポ ッ トを与 え た．す な わ ち，臓 器 間 で 付加

体 の 形 に 差 は なか っ た．しか し，原法の 回収 率 は約 50 ％

で あ っ た 点 に は留 意 す る必 要 が あ る．

　本 改 良 法 （改良法 1）は 2一ア ミ ノ・1一メ チ ル ・6・フ ェ
ニ ル

イ ミダ ゾ ［4，5−b］ ピ リ ジ ン （PhIP）お よび 2一ア ミノ・3，8一

ジメ チル イ ミダ ゾ ［4，5−f］キ ノ キサ リン （MeIQx ）に も有

用 で あ る （Fukutome 　et　a1．，1994 ；Totsuka 　et　 aL ，
1996＞．2一ア ミ ノー3一メ チ ル イ ミ ダ ゾ ［4，5−f］キ ノ リン （IQ）
に 応 用 す る場合 に は，NP・1処 理 の 前 に PNK （30　U ／13

μ1）pH 　5．7で 処 理 す る必 要 が あ る（改良法 II）．こ れ は

IQ が グ ア ニ ン ーC　8 付加体の 他 グ ア ニ ン・N2 付加体 を生

成 し （そ の 他少量の 第 3の 付加体が で きる），その 3’一リン

酸 が NP −1 に 抵抗性 なた め で あ る （Ochiai　et　a1．，1999）．

　付加体 の 形が 複数あ る場合 は，そ の 形 に よ っ て修 復 速

度が 異な る場 合 が あ る．た だ し大腸 粘 膜 な ど細胞 の 回転

の 速 い 臓 器 で は 細 胞 回転 に よる除去 が 大 き く効 い て ，が

ん 化する ポ テ ン シ ャ ル をもつ と考え られ る細胞，例えば

幹 細胞 （stem 　cells）に お け る修復 の 付加体 に 対 す る特 異

性 の 解析 は，
32P 一ポス トラベ ル 法 で は 不可能 で あろ う．

　MeIQ を 12週 間 連 続投与 し た 時 の DNA 付 加 体 レ ベ

ル の 経時的変 化 を Fig．2 に 示 す．細 胞 回転 の 遅 い ，ま た

は ほ とん どな い 肝臓 お よび 心 臓 で は 12週 ま で 直線的 に

増 加 す る，そ れ に 対 し細胞 回 転 の 速 い 大腸，骨髄，前 胃

で は 1 − 4 週間で プ ラ トーに達す る．
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　　　　　　　　　　　　MelQ 投与期間（週）

　　Fig．2 種 々 臓 器 に お け る MelQ − DNA 付加体 生 成 の 経時的変化

a，肝 （● ），心（○ ） b．大腸 （●〉，前胃（0 ），骨髄 （▲ ）（Ochiai　et　aL ，1998）
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Table　l　MelQ 投与に よ りBig　Blue マ ウ ス の 種 々 の 臓 器 に お

　　　　 い て誘 発 され た lacl突然 変 異 の 経時的変化

突 然変異頻 度 × 106

臓 器 化合物 MelQ 投与期 間 （週）

1 4 12
寄

L孟ver

Heart

Colon

Forestomach

Bone 　marrow

NoneMelQNoneMelQNoneMelQNoneMelQNoneMelQ20．721
．215
．826
．413
．215532

．825
．6

　 9．839
．5

31．0

289

32．0

75 ．9

30．6142

　29，1
　20．8
　29．21105

　 38．2
　 97．6
　 18．9109

　MeIQ は 30e　ppm の 濃 度 で CE −2 に 混 ぜ て 投
，j・（Suzuki　 et

al．，1996＞

　　　　　 E．DNA 付加体 レベルと

　　　　　　in　vivo 突然 変異の相関

　Big　Blue マ ウ ス は lacl．lacZオ ペ ロ ン を含 む λ シ ャ

トル ベ ク タ
ーを第 4番染色体上 に 約 40 コ ピ

ー
もち，誘 発

さ れ た 変 異 を青色 の λ フ ァ
ー

ジ プ ラーク と して 検出 で

き る系 で ある．Big　Blue マ ウ ス に MelQ を投与 した時

の ，1 ，4 ，
12週 に お け る突 然 変 異 頻度 を Table 　1 に ・F

す． 1週 に お け る肝 臓 で の DNA 付 加体 レ ベ ル は大腸 の

そ れ より高い ．したが っ て，突然 変 異 頻 度 は DNA 付 加 体

レ ベ ル に は 一一
義 的 に 比 例 しな い 事 は 明 ら か で あ る

（Ochiai　et　 al．，1998）。細 胞 回転 の 速い 骨 髄 お よび 大腸

で は すで に 1週 で 変異 フ ァ
ージの 数の 増加 が 認 め られ る

の に 対 し，肝 臓 で は 12 週 に な っ て は じめ て有意 な増加が

認め られ る．

　Table　2 に 種 々 の 臓 器 の 12 週 に お け る DNA 付加 体

レ ベ ル と 突然変異 頻 度を示す．細胞 増殖 の ほ とん ど な い

心 臓 で は突然変異頻 度 の 増加 は認 め られ ない ．骨髄 に お

け る付加 体 レ ベ ル は 肝臓 の 約 1／70 で あ る に も拘 らず，肝

臓 と 同 じ レ ベ ル の 変異 が 誘 発 さ れ て い た．突然変異頻 度

は付加体 レ ベ ル と細胞増殖 の 両 因 子 が 大 き く関 与す る こ

とが 示唆 され る．同
一

臓器 に お け る異 な っ た化 合 物 に 由

来す る DNA 付加体 レ ベ ル と突然変 異頻度の 関係 を 比較

した Davis ら （1996）の 結果 を Table　3 に示す．付加 体 レ

ベ ル と突 然変異頻度 に 直線的相関関係 は な い ．A α C は

付加体当 り の 変異 原 性 が 比 較 的弱 い ．MelQx お よ び

A α C の 主 な DNA 付 加 体 は グ ア ニ ン C8 で あ る （IQ に

っ い て は 前述 ）．したが っ て ， 変 異 原性の 強 さ は DNA 塩

基 の どの 部位が 修飾 され たか に よ っ て 決 ま る とい うよ り

は ， 付加体 全体 の 構造 に よっ て決 まる と思 わ れ る．

　　　　　　3．突然変異頻度と発がん

　Big　Blue（C　57　BLf6 　N ）マ ウ ス に お け る突然変異頻度

と発 が ん との 相 関 を Fig．3 に 示 す．発 が ん 実験 は 300

ppm の MeIQ を 含 む餌 を連続投与 し，実験 期 問 は 92週

で あ る．85％の マ ウ ス に肝細胞 が ん が 認 め られ たの に 対

し，最 も変異頻度の 高か っ た大腸 に お い て は 42％ に 腺が

ん が 認 め られ た に 過 ぎな い ．肝臓 とほ ぼ 同 じ変異頻度 を

示 した 骨髄 に は 悪性化 は認 め られなか っ た （Nagao 　 et

al．， 1998＞。　Hakura ら （1998）は Muta マ ウ ス （Balb／c　x

DBA ／2）F1 に B ［a ］P を 25　mgfkg ／day 　5 日間胃内投

与 して，最終 B ［a ］P 投与 2 週 間後に 変異頻度 を測 定 し，

41 週 の 発 が ん 実験 で 両者を比較 した．変異頻 度が最 も高

か っ たの は大腸 で 小腸，前 胃，骨髄，脾が こ れ に次 い だ．

一
方発が ん の 標 的臓 器は 前胃 で あ り，脾 臓 に お け る悪性

　リ ン パ 腫 が こ れ に次い だ．以 上 の ように 突然変 異 頻度 と

発 が ん性 に 相関が な い の は，MeIQ の み が 特殊 な の で は

な く， む しろ ほ とん どの 化合物で 観 察 され る の で は ない

だ ろ うか。
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Table　2　Big　Blueマ ウス 各 臓 器 に お け る DNA 付 加体 レ ベ ル と突 然 変異頻 度 の

　　　　　比較

化 合 物　 臓 器 lacJ突然 変 異頻 度　　　DNA 付 加体 レ ベ ル

　　 （1 
一
り　　　 （付 加体AO7ヌ ク レ オ チ ド）

None

MeIQ

LiverIleartCo

［onForestomach

Bone　 marrow

LiverHeartColonForestomach

Bone　 marrow

　 30．6
　 29．1
　 29．2
　 38，2
　 18．9142

　 20，81105

　 97 ，6109

　  

　 0

　  

　 0
　 028
．38
．43
．31
．30
．4

300ppm 　MeIQ を含 む餌 を 12週投与 した．各群 3匹 ずつ 用 い た．た だ し前 胃 に関
して は 8 匹 に投 与 し，4 匹か らの 前 胃 をプ ー

ル し，2サ ン プ ル を解析 した （Ochiai
et 　al．，1998＞

Table 　3　DNA 　fJ』加 体 レ ベ ル と突 然 変異の 頻度 ：化合物 に よる

　　 　 　 　相 違
a

C57BL／6J　lacZ
化合物

　 　　 Adduct
mo1 × 107 ヌ ク レ オ チ ド

MFXloe

NoneIQMeIQxA

．し

1．3± 0．50
，5± 0．312
．7± 2．2

29．0± 3．6
134，1± 10，8
112．7± 14．6
78．2± 9．5

aDavls
　 et　aL ，1996

Adduct ：24　hr　after 　lO　daily　doses（20mg ／g，　P ．0 ．）
MF ：4weeks 　after 　10　daily　doses〈20mg ／g，　P．0 ．）
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　　　　　（％） 肝 臓 　 大腸 　 舗 　 前胃 　 心臓
Fig．3　MelQ を投 与 した Big　Blue マ ウス （C57BL／6N ）に お け る 各臓 器 の 突然 変異頻度 と発 が ん性

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Nagao　et　al．，1998＞
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Table　4　種 々 の 細胞 の 種 々 の 遺 伝子 に お け る PhlP 誘 発突 然 変 異

遺伝子 宿主 サ ン プル 数
突然変異 の 数 （％〉

G ：C 欠 失 　 GGGA → GGA その 他

文 献

Apclac

∬

supFHprt

ラ ッ ト大腸癌

BBM （大腸 ）

BBR （大 腸 ）

ヒ ト線維 芽細 胞

ヒ ト リン パ 芽球様細胞

hprt 　　 チ ャ イ ニ ーズ ハ ム ス

　 　 　 タ
ー
線維 芽 細 胞

　411522717255

40

5s（10  ）
30 （26＞

82 （36）
7 （ 4）
5 （ 9）

5（12．5）

5a（100）

8 （ 7）
18 （ 8）

5 （ 3）

4 （10）

　 　 　 　 　 　 　 Kakiuchi　et　al ．，1995

　 　 　 　 　 　 　0konogi　et 　al．，1997a
　 　 　 　 　 　 　Okonogi 　et 　aL ，1997b
　 　 　 　 　 　 　 Endo 　et　al．，1994

　 5 （ 9＞　 　 Morgenthaler　eし al．，1995

AAGGGGGC →

　 　 AAGGGGC

　 　 　 　 　 　 　Farsani 　 et　 al．，1996

fi
　
t
　 1 つ の 腫瘍 は 2 つ の Apc 変 宍 を持 っ て い た

L

　 こ の 相違の 原 因 と な っ て い る 因子 に は，い くつ か あ る

と想 定 され るが ，突然変異 しうる ポテ ン シ ャ ル をもつ 細

胞 の 増殖 カ イネ テ ィ ク ス が 各 臓 器 に よ っ て 異なる こ とが

重 要 な 因子 の 1 つ で あ る．肝 細 胞 は 増 殖 速 度 が 遅 く，変

異 した細 胞 は悪性化 へ の 変異 を受 け な い 限 り， ゆ っ くり

増殖す る．さ ら に ， 肝 で は変異 を受ける細胞 と癌 化 の ポ

テ ン シ ャ ル を もっ て い る細 胞 との 関係 は 良 くわ か っ て い

な い ．

　そ れ に対 し大腸 で は 幹細胞 は 各 陰 窩当 り 1個あ る．こ

の 細 胞 に 突然変 異 が 起 こ れ ば，そ の 陰 窩 に あ る 200− 300

の 細胞 はすべ て
， そ の 変異細胞 で 占め られ る．す な わ ち

幹細 胞 に生 じた 変 異 は 200− 300 倍 に 増幅 さ れ て い る．幹

細胞 以 外の 細胞 に 生 じた 変 異 は，発 が ん物質投与 を休 止

し て い る間 に粘膜か ら消 滅す る こ とが 考え られ る，発が

ん の ポ テ ン シ ャ ル を持 っ て い る細 胞 は 幹細胞 に 限 られ る

と い う説が あ る が ，決定 に は い た っ て い ない と思われ る。

い ず れ に して も，突然変異頻度 が 何 を表わ して い るか は

各臓 器 に よ っ て 著 し く異な る．

　次 に 重要 な 因子 は ， 細 胞が 腫瘍化す るの に 必 要 な 遺 伝

子変異 の 数で あ る．これ は組 織 ご と に異なる と考 え られ

る．さ らに ，発が ん の 過 程 を修飾 す る遺伝子 の 関 与が あ

る．例えば，が ん抑制遺伝 子 に 変異 の ある Min マ ウ ス も

遺 伝 的 背 景 が 異 な る と 腸 管 の 腫 瘍 発 生 が 顕 著 に 抑えられ

る．こ れ は Mom と い う分 泌 型 ホ ス ホ リ パ ー
ゼ

A2 （PLA2s ）遺伝子 の 発現 レ ベ ル に よ る事 が 明 らか に さ

れて い る．そ の 他 ， 発 が ん 感受性を制御 して い る遺 伝 子

は 多数ある．

　 PhlP は F344 ラ ッ ト雄 に 大腸 が ん を誘発す る が 雌 ラ

ッ トに は 大腸 が ん を誘発せ ず，乳が ん を誘発す る．Big

Blueラ ッ ト（F　344）雌 お よび 雄 に ，発が ん 実験 と同 じ投

与用 法 で 餌 に 400ppm の PhlP を混 ぜ て 投与 （た だ し変

異 テ ス トの 場合 は 60 日間投与 し，
1 週 間 後 に 解析）した

場合，大腸粘膜 に お け る，突然変異 頻 度 は 雌 雄 で 差 が な

い （Okonogi　et　aL ，1997　a ）．　 PhlP に よ る大腸 の 前 が ん

病 変 と もい うべ き異常腺窩 （Aberrant　 Crypt　 Focus，

ACF ＞の 誘発 は大 腸 が ん と同様 に 雄 で 有 意 に 増 加 す る

が ， 雌 で は対照群 よ りわ ずか しか増 加 しない ．去勢雄 ラ

ッ トで は ACF の 数は雌 ラ ッ トと同程 度 に 低
．．
ドし て い

た．す なわ ち突然変異誘発後 の 細胞 の 運 命 が ホ ル モ ン に

よ り修飾 され て い る こ とが 示唆 され た．

4．突然変異スペ ク トル と発がん

　こ こ で は 2 つ の 問題 を と りあ げ る．1 つ は 各化合物は，

ど の 臓 器 で も同 じ変異 ス ペ ク トル （型 と部位）を 与え る

か ， 各化 合物 は それ ぞ れ特異的な変異 ス ペ ク トル を与 え

るか，動物 の 種 が 異 な っ て も同 じス ペ ク トル を与 え る か

と い う問題 で あ る．第 2は 変異 ス ペ ク トル 解析 に よ り発

が ん リス ク 評価 に 関 して 重要な情報 が 得 られ るか とい う

問 題 で ある．

　 1） の 問題 で まず各臓 器 で 同 じ変 異 ス ペ ク トル を与え

るか と い う問題 で あ る．MeIQ は大腸 ， 肝 臓 で は 主 と し

て G ：C → T ：A 変異 を誘発 し，G ：C → A ：T トラ ン

ジ シ ョ ン が こ れ に 次 ぐ．しか し骨髄 で は G ：C → T ：A，

G ：C →A 二T ，
一

塩基対欠失，および その 他の 複合 した

変異，の 4種類 が ほ ぼ等頻 度 に 誘発されて い た．この 変

異 ス ペ ク トル の 差 は 細胞 増 殖 速 度 に直 接 関 わ る もの で は

な い こ と は ， 大腸 が 肝臓 と同 じス ペ ク トル で あ る こ と か

ら推 定 され る．骨髄 の DNA 修復系 ま た は DNA 複 製 系

に な ん らか の 特異 性の 存在 が推定 され る．

　次に PhlP，　A α C お よび MeIQ の 3 つ の HCA につ い

て ，こ れ らは い ず れ も主 と して グ ア ニ ン C8一付加体 を生

成 す るの で ある が ，Big 　Blueマ ウ ス 大 腸 に お ける 変異 ス

ペ ク トル を比 較 した．い ずれ の 化 合 物 で も G ：C → T ：

A 変異 が最 も多 く，全 突然変異 の 約 50 ％ を 占め た．そ れ

に 続 く変異 と して は，PhlP に よる G ：C 欠失が 約 30％

で ある こ とが特徴 で ， その 他 の 化合物 で は G 二C → A ：

T 変異が こ れ に 次 い だ．さ ら に詳 し く検討する と，MelQ

は 5’一（｝C−3’に，PhIP は 5’−GGG −3
’
に ，　 A α C は C（｝T に

塩 基 置 換 変 異 が 最 も高頻 度 に 観察 され た．一
塩基欠失の

頻度 は MelQ ，
　PhlP，　A α C で 8f92，30／115 お よ び 81105

で あ り，PhlP で有意 に 高 か っ た．さ ら に PhlP で は 8 個

が GGGA →GGA の 変 異 で あっ た の に対 し，MeIQ で は
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1／92， A α C で は 0／105 で あ り GGGA →GGA 変 異 は

PhlP に きわ め て 特 異 的 で あ る こ と が わ か っ た

（Okonogi　et　aL 　1997　b）．すな わ ち グア ニ ン C8 ・付 加 体

を生成す る化合物 で も，そ の 変異 ス ペ ク トル は そ れ ぞ れ

の 化合物 に特 異 的 で あ り，化合物特定変 異 と して 使 え る

もの が ある事 が わ か っ た；

　 Big　Blue ラ ッ ト大腸 粘膜 で は ，
　 PhIP に より誘発 され

る 変 異 は一
塩基対欠失が 最 も高頻度 で G ：C → TA 塩

基置換 が こ れ に 次い だ．GGGA →GGA の 変異 は 雌 雄 の

ラ ッ ト大 腸 粘 膜で 同 じ ように 観 察され た．すな わ ち，
PhIP に よ る大腸発が ん の 差異は，突然 変 異 頻 度，変異 ス

ペ ク トル い ず れ で も説 明 で き な い こ と が わ か っ た

（Okonogi　et　al ，，1997　a ）．

　 と こ ろ で 我 々 は PhlP 誘発 ラ ッ ト大腸 が ん に お け るが

ん遺伝子 お よび が ん 抑制遺伝子変異を解析 して い るが ，

50％ の 腫瘍 に Apc 変 異 を見 出 した．そ の す べ て が

GGGA → GGA の 変異で あ り，こ の 変 異 が PhlP の 化合

物特定変 異 と して ヒ ト発が ん に お け る PhlP の 関与を解

明 す る手 が か りに 使 え るか 否 か検 討 の 必 要性が あ っ た．
幸 い な こ と に Table 　4 に 示 す よ う に，ヒ ト線維芽 細 胞 ，

ヒ トリン パ 芽 球 ， チ ャ イ ニ ーズハ ム ス ター線維 芽細 胞 に

お け る supF お よ び H （h）prt 遺伝 F の 変 異 が報告 され

た．ヒ ト リ ンパ 芽球 劭 7’変異をの ぞ い て すべ て の 系 で

GGGA → GGA 変異が 変異 の 3 − 10 ％で 検出 さ れ た ．ヒ

ト Hprt で は G ：C の 欠失 は すべ て AAGGGGGGC →

AAGGGGGC で あ っ た．チ ャ イ ＝ 一
ズ ハ ム ス タ ーの

hprt遺伝子 に は 4 つ の GGGA 配 列が あ るが 線維 芽細胞

に お け る 4 つ の 変異は すべ て その うちの 1 ヵ 所 で起 こ っ

て い た ．そ の 配列 は ヒ トで は保存され て い な い ．こ の よ

うに 突然 変異 の 特異性 に は
一

次構造 が 重 要な こ とは もち

ろ ん で あ る．しか し変異 の 起 こ りや す さ に は ，標的配 列

の 周 辺 の
一

次構造ある い は 2次，3 次構造 が 大 き く関 与

し て い る こ とが 推 定 され る （長 尾美奈 子 ，
1998）．した が

っ て ，化 合 物 特 定 変異 を異 な る遺伝 子 に 応 用 す る場合 に

は ，こ の 点 を考慮する必 要が あ る．

　p53 遺伝子 は 種 々 の ヒ トが ん で 変異 を起 こ して お り，
Apc と同様 に が ん 抑制遺f云子 で あ る．こ れ ま で に 7000
例以 上 の 変異 ス ペ ク トル が報告 さ れ て い るが ，そ の う ち

21例 に GGGA → GGA 変異 が あ る こ と が わ か っ た．こ

れ らの 変 異 が す べ て PhIP に より誘発 され た と仮定す る

と，そ して PhlP 誘発突然変異 の 3 − 10％が GGGA →

GGA 変異で あ る とす る と ，
　 PhIP は ヒ トが ん p53 変異

の 3 − 10 ％ に 関わ っ て い る と算 出 され る．

　現在の とこ ろ B ［a ］　P の よ うな ヒ トが 暴露 され て い る

PhlP 以外 の 発 が ん 物 質 で は GGGA → GGA 変 異 は 報

告 されて い ない ．また，AAF の よ うに in　vitro また は 大

腸 菌 で は フ レ ーム シ フ トが 優先 的 に起 こ る DNA 付加体

を形 成 す る もの で も，初 卿 o で は フ レ ーム シ フ トが起 こ

ら ない と報告され て い る．もち ろ ん その 他 どの よ うな 化

50

合物 が PhlP と同 じ化合物特定変異 を持 っ て い る か が 今

後の 問題 で ある が，一
応 PhlP の ヒ ト発が ん に お け る リ

ス ク を考え る 手が か ワが で きた と考 えて い る．

結 語

　HCA の よ うに ほ と ん どの ヒ トが ほ と ん ど毎 日食 べ て

い る発 が ん物質で ，そ れ に対 す る代謝活性化能 は ヒ トそ

れ ぞれ 異 な る し，さ らに DNA 付加 体生 成 以後 の 過 程 で

作用する因子 の 遺伝的背景 もヒ トそ れ ぞ れ 異 な る．こ の

よ うな環 境 発 が ん 物質の ヒ ト発が ん にお け る役割 の 解 明

は きわ め て 困難 で あ る．PhIP が 幸 い 化合物特定変異 と

も呼 ば れ るべ き変異を誘発 す る こ とは 幸い で あ っ た．

　突然変異 と発 が ん の 関係 は一
見単純な問題 に 思 え るが

実は よくわか っ て い な い 事 が 多々 ある．Big　Blue動物や

Muta マ ウ ス ，耽 Z 一プ ラ ス ミ ドマ ウ ス ，その 他 △ gpt
マ ウ ス な どそ れ ぞれ 特徴 が ある．こ れ らを使 っ て 環境変

異 原研 究 に新 しい 展 開 が ある こ と を願 っ て い る．
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