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略語 

2-AAF 2-acetylaminofluorene 

3Rs Replacement, Reduction, and Refinement 

AOP adverse outcome pathway 

B(a)P benzo[a]pyrene 

BER base excision repair 

BPDE Benzo[a]pyrene-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxide 

CE cloning efficiency 

DEP differentially expressed proteins 

EASE expression analysis systematic explorer 
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ICH International Council for Harmonisation of Technical Requirements 

for Pharmaceuticals for Human Use 
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MF mutant frequency 
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MG malachite green 

MLA mouse lymphoma TK assay 

MoA Mode of Action 

NEDA N-(1-naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride 

NER nucleotide excision repair 
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PAHs polycyclic aromatic hydrocarbons 

PBS phosphate buffered saline 

PhIP 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo [4,5-b]pyridine 
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PTS phase transfer surfactant 

RS relative survival 

RSG relative suspension growth 

RTG relative total growth 

SCCS Scientific Committee on Consumer Safety 

TC-NER transcription-coupled NER 

TFT triflurothymidine  

TGR transgenic rodent mutation assays 

TK Thymidine kinase 

TW total well 

UV ultra violet 

WoE Weight of Evidence 
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要旨 

遺伝毒性とは化学物質が細胞の DNA や染色体の構造に変化をもたらす性質

であり、DNA 損傷、染色体異常及び遺伝子突然変異の 3 つのエンドポイントに

大別される。げっ歯類を用いた発がん性試験との比較研究から、遺伝子突然変異

誘発性を検出する細菌を用いた復帰突然変異試験（Ames 試験）と発がん性には

高い相関性が見出されている。一般に、遺伝子突然変異誘発性には閾値がないと

考えられているため、低用量でも発がんの潜在的リスクを否定できない。したが

って、Ames 試験が陽性であった場合は、基本的に医薬品開発の中止が検討され

る。しかし、Ames 試験陽性物質にもヒト医薬品として有用な化合物が多く含ま

れていると考えられ、単純な生物学的構造からなる細菌のみでヒトに対する医

薬品の突然変異誘発性を決定することには疑念がある。このため、ヒトへの外挿

性の高い哺乳類動物細胞を用いた in vitro 突然変異試験の開発は重要な課題とさ

れている。 

医薬品開発における Ames 試験陽性物質のレスキューには、陽性反応のメカニ

ズムが細菌特異的であり、生体内、とりわけヒトでは起こり得ないことを実証す

る必要がある。しかしながら、in vivo 試験はコストの面で大きな負荷となるこ

と、開発スケジュールの大幅な遅延が生じること及び動物福祉の 3Rs

（Replacement、Reduction、Refinement）原則に逆行することから、ヒトへの外挿

性の高い哺乳類動物細胞を用いた in vitro 試験において、本課題の解決を図るこ

とが強く求められている。近年、ヒトリンパ芽球細胞 TK6 は DNA 修復酵素や

p53 タンパク質が正常である理由から、各種試験法ガイドラインで使用が推奨さ

れている。そこで、本研究では Ames 試験陽性物質のレスキューから作用機序解

明までを網羅した TK6 細胞を用いた in vitro 試験による体系的フォローアップ

スキームの確立を目的とし、以下に示す 3 つの研究を行った。 
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研究 1 では、短時間処理法（代謝活性化存在下及び非存在下で 4 時間曝露）及

び連続処理法（代謝活性化非存在下で 24 時間曝露）における TK6 細胞を用いた

遺伝子突然変異試験（TK6 アッセイ）により、芳香族ニトロや芳香族アミンなど

の DNA 構造アラートを有する Ames 試験陽性/げっ歯類発がん性試験陰性の 10

物質のレスキューを試みた。その結果、2,5-Diaminotoluene 及び Iodoform の 2 物

質はいずれの処理法でも明確な陰性を示したことから、本研究に用いた Ames 試

験陽性物質に対する TK6 アッセイのレスキュー率は 20%であり、他の 8 化合物

は TK6 アッセイでも Ames 試験同様に遺伝毒性を示すことが明らかとなった。

興味深いことに、陽性を示した 8 化合物のうち、HC Blue No.2 及び 4-

Nitroanthranilic acid は連続処理法のみで陽性反応を示した。一般に、in vitro 遺伝

毒性試験では、被験物質処理後の培養液における pH、析出及び外因性の酸化ス

トレスなど外的影響により、化合物の直接的な DNA への作用ではなく、二次的

な作用により偽陽性結果がもたらされることがある。この原因を探る目的で、低

用量域まで突然変異頻度（Mutant Frequency：MF）が明確な用量依存性を示した

4-Nitroanthranilic acid（0、400 及び 800 μg/mL）のトキシコプロテオミクス解析

を行った。各処理法で顕著に発現していた差次的発現タンパク質（differentially 

expressed proteins、DEPs）のエンリッチメント解析により、短時間処理法の代謝

活性化非存在下とは異なり、連続処理法では酸化ストレス応答に関与すること

が知られている PDK1、SOD2 及び DIABLO のタンパク質発現量が顕著に上昇す

ることが明らかとなった。一方、連続処理法の 800 μg/mL における Specifis DEPs

では、短時間処理法の代謝活性化非存在下では発現していた酸化ストレス応答、

細胞応答及び DNA 修復応答に関する一連のタンパク質発現量が顕著に低下し

ていた。これらの結果は、連続処理法では酸化ストレスに対する防御能が低下し

ていたことを示唆し、また主要な抗酸化酵素として知られるカタラーゼ及びグ
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ルタチオンレダクターゼ（GSR）が用量及び曝露時間に依存して増加しているこ

とが明らかとなった。これらの結果から、4-Nitroanthranilic acid の長時間曝露条

件では、酸化ストレスの増加が二次的な DNA 損傷を誘発している可能性が強く

示唆された。本研究により、標準的な TK6 アッセイのみではレスキューできな

い Ames 試験陽性物質でもプロテオミクス解析のような新技術を融合すること

で、遺伝毒性陽性のメカニズムが酸化ストレスなどの二次的作用によるか否か

を区別ができることを明らかにした。 

次に、TK6 アッセイで陰性を示した Ames 試験陽性物質が、本細胞の低感受性

に起因した偽陽性であった可能性を否定するため、研究 2 では DNA 修復機構の

メカニズム解析に着眼し、主要な除去修復遺伝子を二重欠損させた

XRCC1-/-/XPA-/-細胞を用いた高感度型 TK6 アッセイの開発を試みた。主要な除

去修復機能の二重欠損は、TK6 アッセイの DNA 反応性物質に対する感度を向上

させるのみならず、細菌とヒトにおける DNA 修復機構の相違に基づいた特異性

についても評価を可能にするものと考えた。本研究により、標準的な TK6 アッ

セイに遺伝子欠損株を組み合わせることで、Ames 陽性結果が DNA 反応性であ

るか否かを判別できる評価系を構築した。原核生物から真核生物まで高度に保

存された DNA 修復機構である除去修復経路の機能喪失は、化学物質の遺伝毒性

誘発能の有無を理解するのみならず、機序解明においても有用であることを明

らかにした。 

後に、高感度型 TK6 アッセイにおいて陽性を示した場合の陽性メカニズム

の解明を目的とした評価系を構築するため、ヌクレオチド除去修復（nucleotide 

excision repair: NER）経路におけるサブ経路である全ゲノムヌクレオチド除去修

復（ global genomic NER: GG-NER）及び転写共役ヌクレオチド除去修復

（transcription-coupled NER: TC-NER）の主要遺伝子をそれぞれ欠損させた改良型
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TK6 細胞（XPC-/-細胞及び CSB-/-細胞）を開発した。発がんメカニズムが異なる

代表的な環境変異原に対するこれら改良型 TK6 細胞と TK6 細胞との感受性の比

較実験を行った。発がんメカニズムの異なる環境変異原（化学物質、γ 線、紫外

線）に対する NER 欠損細胞の感受性には欠損遺伝子の相違で差が見られた。本

試験系における実験結果は、環境変異原の DNA 付加体形成、DNA 修復あるい

はアポトーシス機構を反映した結果となり、TK6 アッセイ陽性物質のメカニズ

ム解明に有用であると考えられた。よって、改良型 TK6 細胞を用いた感受性試

験は、Ames 試験陽性物質がヒトに DNA 損傷を誘発するか否かをメカニズムベ

ースで判断できる強力なフォローアップツールとなり得ると考えた。 

上述の結果から、標準的な TK6 アッセイではレスキューできない医薬品候補

化合物でもプロテオミクス解析を組み合わせることで、DNA 反応性によらない

二次的影響を排除できる可能性が示唆された。さらに、DNA 修復遺伝子を二重

欠損させた高感度型 XRCC1-/-/XPA-/-細胞で陽性を示した医薬品候補化合物を、改

良型 TK6 細胞である XPC-/-細胞及び CSB-/-細胞を併用して評価することで、発が

ん性の有無のみならず、作用機序に関する具体的な影響まで推定できる可能性

が示唆された。本研究の成果は、Ames 試験陽性により中断された医薬品候補化

合物の再開発を促すのみならず、追加で実施する in vivo 遺伝毒性試験をも回避

できる可能性があり、結果として動物福祉への貢献に繋がることが期待できる。 
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序論 

遺伝毒性とは化学物質や UV 及び放射線などの物理的因子が、DNA や染色体

あるいはそれらと関連するタンパク質に作用し、変化をもたらす性質を示す。遺

伝毒性が体細胞に生じた場合は発がんのリスクとなり、生殖細胞に生じた場合

は遺伝性疾患の原因となる。遺伝的変化（エンドポイント）は DNA 損傷、染色

体異常及び遺伝子突然変異に大別され、これらは細菌、細胞あるいは動物を用い

た遺伝毒性試験によって評価される（Fig. 1）。 

 

Fig. 1 Genetic endopoints and genotoxicity tests. 

UDS: unscheduled DNA synthesis assay, MLA: mouse lymphoma TK assay, and 
HPRT assay: hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase gene mutation 
assay 

 

医薬品の遺伝毒性ガイドラインである International Council for Harmonisation of 

Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use（ICH S2(R1)）では、医

薬品の承認申請において細菌を用いる復帰突然変異試験（Ames 試験）の結果が

陰性であることを承認の前提としている[1]。一般に、Ames 試験陽性物質は DNA

に直接的に作用することで、突然変異を誘発し、ひいては発がんを引き起こすと

考えられている。また、その反応には閾値がないとされており、1 分子でも存在

すればそれががん遺伝子に突然変異を引き起こすため、細胞のがん化をもたら

DNA損傷 染色体異常 遺伝子
突然変異

Rec-assay
UDS、コメット
γH2AX、SCE

染色体異常試験
MLA、小核試験

Ames、MLA
TK6アッセイ

HPRT

UDS
コメット

染色体異常試験
小核試験

TG試験
Pig-a

遺伝毒性試験法

エンドポイント

In vitro

In vivo
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すリスクがあると考えられている（ICH M7 ガイドライン、Fig. 2）[2]。すなわ

ち、医薬品の承認申請において、Ames 試験陽性物質は DNA 反応性物質とみな

されるため、基本的には開発中止が検討される。Motoyama らは小核誘発能とあ

る種の薬理効果には正の相関があることを見出しており、薬理活性の高い医薬

品ほど強い遺伝毒性を示すことを報告している（Fig. 3）[3]。Ames 試験陽性に

より開発中断された医薬品候補化合物の中にも、薬理作用の強い有用な候補物

質が存在する可能性が高いものと思われる。こうした状況下において、薬効面か

ら有用な化合物の開発を継続する場合、そのフォローアップ試験として規制当

局から要求される試験が、トランスジェニック動物を用いる遺伝子突然変異試

験（Transgenic Rodent Mutation Assays: TGR 試験）[4]である。しかし、TGR 試験

はコストの負担が非常に大きく（市場価格として Ames 試験の 20～30 倍）、試験

規模が大きいことからも開発スケジュールの大幅な遅延が余儀なくされ、更に

は多くの動物を追加使用することから動物福祉における 3Rs 原則の点からも推

奨されない。Ames 試験の陽性結果をレスキューし、開発を継続させるには、そ

の陽性反応のメカニズムが細菌特異的であり、生体内、特にヒトでは起こり得な

いことをメカニズムベースで実証する必要がある。一般に、Ames 試験とげっ歯

類の発がん性試験における結果の相違は、DNA 修復機構、酸化ストレスからの

防御機構及び代謝反応などの種の違いに起因すると考えられている。 
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Fig. 2 Models for dose-response curves of non-genotoxic and genotoxic carcinogens. 

 

 

 

Fig. 3 Relationship between micronucleus induction and pharmacological efficacy. 

The vertical axis represents the potency of micronucleus induction, defined as the negative 
log of the dose that provided the maximum frequency of micronuclei. The horizontal axis 
shows the pharmacological efficacy, defined as the negative log of the 50% inhibitory 
concentration (IC50) on target enzyme activity. 
(Motoyama et al [3]) 
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これまでに、Ames 試験の結果が陽性にもかかわらず、許認可を得た医薬品は

いくつか知られている。たとえば、アフリカトリパノソーマ症（睡眠病）の治療

薬であるフェキシニダゾールは in vitro（ヒトリンパ球を用いた小核試験）及び

in vivo 遺伝毒性試験（ラットでの ex vivo 不定期 DNA 合成試験、マウスでの骨髄

小核試験）ではすべて陰性を示したが、Ames 試験のみが陽性であった。Tweats

らは、フェキシニダゾールが細菌特異的なニトロ還元酵素反応によって代謝活

性化されることを実証した[5]。このように、Ames 試験陽性結果が細菌特異的な

反応であり、ヒトに対する発がん性リスクが低いことを作用機序に基づき証明

できれば、承認申請において開発継続根拠となり得ることが報告されている。 

作用機序の検討は、医薬品の安全性評価において、動物を使用しない試験の確

立に他ならない。経済協力開発機構（Organisation for Economic Co-operation and 

Development: OECD）は、in silico と in vitro の情報を組み合わせた「有害事象経

路（Adverse outcome pathway: AOP）」と「試験と評価の統合的アプローチ

（Integrated approaches to testing and assessment: IATA）」を精力的に開発している

[6]。AOP と IATA は、遺伝毒性を含む WoE（Weight of Evidence）に基づく正確

な毒物学的評価に貢献し[6][7]、規制上の結論を導き出すことを可能としている。

化粧品成分の安全性評価では、in vitro 試験に基づく WoE アプローチの使用が進

んでいる[8]。たとえば、化粧品のヘアカラー剤として使用されているBasic Brown 

17 は、Ames 試験の結果は陽性であるが、マウスのリンパ腫を用いた突然変異試

験（TK と HPRT の 2 つの遺伝子座）や哺乳類細胞を用いた in vitro 小核試験で

は陰性である。さらに、3 次元再構成ヒト皮膚細胞を用いたコメットアッセイで

は陰性である[9][10]。したがって、WoE に基づき、Basic Brown 17 は in vivo 遺伝

毒性の可能性は極めて低いものと予想され[11]、更なるフォローアップ試験は実

施されなかった[9]。さらに、トランスクリプトームやプロテオームなどのオミ
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ックス技術は、WoE アプローチを実施する上で重要な役割を果たしており、遺

伝子発現や代謝経路について毒性評価に必要な作用機序に関する情報を提供す

るものと期待される。このように、WoE アプローチは Ames 試験陽性のフォロ

ーアップ戦略としても有用であり、動物実験への依存度を低減させながらヒト

リスクに対する新たな評価戦略へと着実に移行している。こうした国際動向か

ら、in vitro 試験では正常な生体内での機能を再現し得るヒト細胞の遺伝毒性評

価への利用が推奨される。そこで、DNA 修復酵素、p53 タンパク質及び薬物代

謝酵素の発現が正常であるヒトリンパ芽球細胞 TK6 の遺伝毒性試験への応用は、

ヒトへの外挿性を考慮する上で有用ではないかと考えた。TK6 細胞は 17 番染色

体長腕上に存在するチミジンキナーゼ（TK）遺伝子をヘテロに持つ（TK+/−）。し

たがって、活性を持つ TK 遺伝子は 1 コピーしか持たないため薬剤耐性を指標と

した前進性遺伝子突然変異系（TK +/− → TK −/−）として実用的に用いることがで

き、実際に OECD TG490 には TK6 細胞を用いた遺伝子突然変異試験（TK6 アッ

セイ）として収載されている[12]。選択薬剤としては TK の代謝拮抗剤であるト

リフルオロチミジン（triflurothymidine: TFT）を用いる。TK6 アッセイでは、従

来のヒポキサンチンホスホリボシルトランスフェラーゼ（HPRT）遺伝子等を利

用した遺伝子突然変異試験と異なり、点突然変異等の比較的小さな遺伝的変異

のみならず、染色体レベルにまで及ぶ大きな欠失等の遺伝的変化をも検出でき

るのが特徴である。加えて、そのような大きな変異をもつ突然変異体を細胞成長

速度が遅い変異体（Slow Growing Mutant: SG 変異体）としてとらえることがで

きる。本研究では本試験法を用いることで、Ames 試験陽性物質のフォローアッ

プから作用機序解明までを網羅した体系的なフォローアップスキームの確立を

目的とし、下記 3 つの研究を遂行することにより、本目的の達成を試みた。 
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研究 1： 標準的な in vitro 突然変異試験（TK6 アッセイ）による Ames 試験陽

性物質のフォローアップ法の確立（本論文の第 1 章に記載） 

研究 2： DNA 修復機序に基づいた高感度型 TK6 アッセイによるフォローア

ップ法の確立（本論文の第 2 章に記載） 

研究 3： 改良型 TK6 細胞を用いた遺伝毒性メカニズムの解明（本論文の第 3

章に記載） 

 

研究 1 では Ames 試験陽性/げっ歯類発がん性試験陰性の 10 物質（Table 1 及

び 2）において、短時間処理法及び連続処理法による TK6 アッセイを行い、Ames

試験陽性物質に対するフォローアップ試験としての有用性を検証した。 

次に、TK6 アッセイにおける Ames 試験陽性物質の「陰性」結果が細胞の低感

受性による偽陰性ではなく科学的に妥当な陰性結果であるかを確認するため、

研究 2 では主要な DNA 除去修復機能を二重欠損させた XRCC1-/-/XPA-/-細胞を用

いた高感度型 TK6 アッセイの開発を試みた。遺伝子二重欠損細胞の TK6 アッセ

イへの組み込みが DNA 反応性物質に対する感度や特異性を改善し得るかを検

証した。 

後に、高感度型 TK6 アッセイにおいて Ames 試験陽性物質が「陽性」を示

した時の DNA 修復機構の解明を目的とした評価系を構築するため、NER 経路

におけるサブ経路である GG-NER 及び TC-NER の主要遺伝子をそれぞれ欠損さ

せた改良型 TK6 細胞（XPC-/-細胞及び CSB-/-細胞）を開発した。 

本論文では、章ごとに上記研究の成果について詳述し、 後に総括を述べる。 
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第 1 章 標準的な in vitro 突然変異試験（TK6 アッセイ）による

Ames 試験陽性物質のフォローアップ法の確立 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

本章は下記論文に基づいています。 
 
Manabu Yasui, Takayuki Fukuda, Akiko Ukai, Jiro Maniwa, Tadashi Imamura, Tsuneo 
Hashizume, Haruna Yamamoto, Kaori Shibuya, Kazunori Narumi, Yohei Fujiishi, 
Emiko Okada, Saori Fujishima, Mika Yamamoto, Naoko Otani, Maki Nakamura, 
Ryoichi Nishimura, Maya Ueda, Masayuki Mishima, Kaori Matsuzaki, Akira Takeiri, 
Kenji Tanaka, Yuki Okada, Munehiro Nakagawa, Shuichi Hamada, Akihiko Kajikawa, 
Hiroshi Honda, Jun Adachi, Kentaro Misaki, Kumiko Ogawa, Masamitsu Honma. 
Weight of evidence approach using a TK gene mutation assay with human TK6 cells 
for follow-up of positive results in Ames tests: a collaborative study by MMS/JEMS. 
Genes and Environment. 2020;43:7. 
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第 1 節 緒言 

チミジンキナーゼ（TK）遺伝子突然変異試験（TK6 アッセイ）は、ヒトリンパ

芽球細胞株 TK6 において、TK 遺伝子座に誘発された様々な化学物質の変異を検

出することができる前進突然変異試験として、2015 年に OECD test guidline No. 

490（OECD TG490）に収載された。TK6 細胞は O6-メチルグアニン-DNA メチル

トランスフェラーゼ（MGMT）を発現していないため、塩基損傷誘発剤を高感度

に検出することができる[13]。TK6 細胞は TK のヘテロ接合体であり、TK の機能

を不活性化する塩基置換、欠失、平行相同組換えなどの変異を定量的に検出する

のに用いることができる[14]。こうした文献情報に基づき、筆者は Ames 試験陽

性物質のフォローアップ戦略においては、現在 ICH S2(R1)を中心に哺乳類細胞

を用いた遺伝子突然変異試験として広く普及しているげっ歯類細胞を用いたマ

ウスリンフォーマ TK 試験（mouse lymphoma TK assay: MLA）よりもヒト細胞を

用いた TK6 アッセイの方が有用ではないかと考えた。Ames 試験とげっ歯類の

発がん性試験との間に矛盾した結果（陰性 vs 陽性など）がもたらされる要因と

して、薬物代謝、ゲノム構造、活性酸素防御機構及び DNA 修復機構などの違い

があげられる。TK6 細胞は、細菌とは異なるヒトの代謝酵素を発現し、クロマチ

ン構造を有する。さらに、本細胞はp53タンパク質関連の機能が正常である[15]。

したがって、Ames 試験の陽性結果を精査するための WoE アプローチにおいて、

TK6 細胞の遺伝毒性試験への応用は有用であると考えた。しかし、Ames 試験陽

性物質に対するフォローアップ試験としての TK6 アッセイの有用性はこれまで

評価されていない。そこで本研究では、Ames 試験陽性となった 10 種類の非発

がん性化学物質（Ames 試験陽性かつげっ歯類発がん性試験陰性物質）について、

TK6 アッセイを用いて Ames 試験結果のフォローアップ評価を行った。TK6 ア

ッセイは、短時間処理法（誘導ラット肝 S9 mix 存在下あるいは非存在下で 4 時
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間曝露）及び連続処理法（S9 mix 非存在下で 24 時間曝露）の条件下で実施した

（Fig. 4 及び Table 3）。本研究ではさらに、試験結果の解釈を助け、WoE の有用

性を高めるため、トキシコプロテオミクス解析を TK6 アッセイと融合すること

を検討した。 

 

第 2 節 実験材料及び方法 

細胞の培養 

本研究では、ヒトリンパ芽球細胞株 TK6 は、Japanese Collection of Research 

Bioresources cell bank 及び American Type Culture Collection から購入した。細胞は

10%非動化馬血清（JRH バイオサイエンス社）、200 μg/mL ピルビン酸ナトリウ

ム（富士フイルム和光純薬工業株式会社、Thermo Fisher (Gibco)）、100 U/mL ペ

ニシリン、100 μg/mL ストレプトマイシン（ナカライテスク株式会社、富士フイ

ルム和光純薬工業株式会社及び Thermo Fisher (Gibco)）を添加した RPMI-1640 培

養液（ナカライテスク株式会社）を用いて、37°C、5%CO2 で培養した。 

 

被験物質処理 

本研究に用いた 10 種の被験物質はいずれも Ames 試験陽性かつ発がん性試験

陰性の物質である（Table 1）。富士フイルム和光純薬株式会社、東京化成工業株

式会社及び Sigma-Aldrich（St.Louis、USA）から購入した。溶媒として 1-

Nitronaphthalene にエタノールを使用した以外は、ジメチルスルホキシド（DMSO）

に溶解した（Table 2）。被験物質は適切な溶媒（DMSO またはエタノール）に溶

解後、直接または段階的に希釈して 終濃度の希釈液を調製した。 
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Table 1 Test substances for the positive results in Ames test and the Negative Results in 
 carcinogenicity studiesa 

 
a Pos Positive, Neg Negative 
b Specific activity value indicating that strong mutagenicity is observed in the Ames test is 

approximately 1000 (revertants / mg) or more, and to be calculated as below 
 Specific activity (revertants / mg) = {(Number of colonies per plate at the dose value) - (Number 

of colonies per plate in negative control test)}/The dose value (μg) × 1000 

 

Table 2 Test substances and solvents used in this study. 

 
 

Without S9 With S9 The Highest Specific Activityb and the Strain
1 4-(Chloroacetyl)-acetanilide Neg Pos 600 revertants/mg in TA1538 with S9 Neg

2 2-(Chloromethyl)pyridine HCl Pos Pos 98.6 revertants/mg in TA100 with S9 Neg

3 2,6-Diaminotoluene Neg Pos 1,703 revertants/mg in TA100 with S9 Neg

4 2,5-Diaminotoluene Neg Pos 8,060 revertants/mg in TA98 and 3,840
revertants/mg in TA100 with S9

Neg

5 HC Blue No.2 Pos Pos 153.6 revertants/mg in TA98 with S9 Neg

6 8-Hydroxyquinoline Neg Pos 21,400 revertants/mg in TA97 and 16,000
revertants/mg in TA100 with S9

Neg

7 Iodoform Pos Pos 465 revertants/mg in TA98 and 450
revertants/mg in TA100 with S9

Neg

8 4-Nitroanthranilic acid Pos Pos 3,600 revertants/mg in TA1535 and 2,830
revertants/mg in TA100 with S9

Neg

9 1-Nitronaphthalene Pos Pos 14,700 revertants/mg in TA100 without S9
and 12,500 revertants/mg in TA100 with S9

Neg

10 4-Nitro-o-phenylenediamine Pos Pos 41,400 revertants/mg in TA100 without S9 Neg

The Positive Results in Bacterial Reverse Mutation Assay
Chemical NameNo. Carcinogenicity Studies

No. Test Substances CAS No. Manufacturer, Lot# Solvent

1 4-(Chloroacetyl)acetanilide 140-49-8 FUJIFILM Wako Pure Chemical
Corporation, Lot#KPJ1678 DMSO

2 2-(Chloromethyl)pyridine HCl 6959-47-3 Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.,
Lot#7BOQI-IC DMSO

3 2,6-Diaminotoluene 823-40-5 Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.,
Lot#IUL6B DMSO

4 2,5-Diaminotoluene 95-70-5 Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.,
Lot#QFIJE DMSO

5 HC Blue No.2 33229-34-4 SIGMA-ALDRICH, Lot#STBF9635V
DMSO

6 8-Hydroxyquinoline 148-24-3 Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.,
Lot#5PDSI-RB DMSO

7 Iodoform 75-47-8 FUJIFILM Wako Pure Chemical
Corporation, Lot#PDH1055 DMSO

8 4-Nitroanthranilic acid 619-17-0 Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.,
Lot#AGM01-AGMQ DMSO

9 1-Nitronaphthalene 86-57-7 Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.,
Lot#BGF8A-MD Ethanol

10 4-Nitro-o-phenylenediamine 99-56-9 Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.,
Lot#NMEDH DMSO



19 

誘導ラット肝 S9 はオリエンタル酵母工業株式会社及び家田貿易株式会社から

購入した。代謝活性化存在下にはシクロホスファミド（CP、富士フイルム和光

純薬工業株式会社）を、代謝活性化非存在下にはメタンスルホン酸メチル（MMS、

東京化成工業株式会社、Sigma Aldrich [St. Louis、MO]）を陽性対照物質としてそ

れぞれ使用した（短時間処理法では 3〜5 μg/mL、連続処理法では 1〜2.5 μg/mL）。 

各被験物質を Table 3 に示す組成で細胞に処理し、短時間処理法及び連続処理

法でそれぞれ振盪及び静置で被験物質処理を行った。 

 

Table 3 Composition of cell culture for each treatment. 

組成 短時間処理法 連続処理法 
代謝活性化非存在下 代謝活性化存在下 代謝活性化非存在下 

細胞懸濁液 
（約 2×107 cells） 10 mL 10 mL 10 mL 

S9 mix ― 3 mL ― 
150 mM KCl 3 mL ― ― 

RPMI-10 ― ― 39.5 mL 
RPMI-0 6.8 mL 6.8 mL ― 

溶媒、被験液 
あるいは陽性対照液 0.2 mL 0.2 mL 0.5 mL 

 

TK6 細胞を用いたチミジンキナーゼ（TK）遺伝子突然変異試験（TK6 アッセイ） 

本研究では、OECD TG490 を参考として、フェノバルビタール及び 5, 6-ベン

ゾフラボン誘導ラット肝 S9 を用いた代謝活性化存在下及び非存在下において、

4 時間曝露あるいは 24 時間曝露の条件下で、TK6 アッセイを実施した（Fig. 4）。

いずれの被験物質においても、遺伝子突然変異試験（本試験）に先立ち、本試験

の用量を設定するための用量設定試験を実施した。なお、短時間処理法における

試験結果が陽性を示した場合、連続処理法は実施しなかった。 
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Fig. 4 Schematic of TK6 assay. 

 

被験物質処理後、細胞を遠心分離（1000 rpm、5 分間）し、上清を除去して、

血清不含 RPMI 培養液（RPMI-0）または Hank's Balanced Salt Solution で細胞を洗

浄した。遠心分離（1000 rpm、5 分間）して上清を除去後、10%馬血清を含む RPMI

培養液（RPMI-10）に細胞（2×107 個）を分散させ、細胞濃度を測定した。処理

した細胞は、37°C、5%CO2、高湿度の条件下で培養し、TK6 アッセイに使用し

た。このとき、cloning efficiency（CE）を算出するため、96 ウェルのマイクロプ

レートで約 1.6 cells/well の細胞濃度で 14 日間培養した。CE はポアソン分布式

に基づく式 1 により算出した。empty well（EW）はコロニーを含まないウェルの

数、（total well（TW）はウェル総数を示す。N は 1 ウェルあたりの平均細胞数を

示す（N＝1.6）。 

 

CE=−ln (EW / TW) / N ···································································· [式 1] 

 

さらに、被験物質処理後の細胞毒性の影響を反映させるため、式 2 により CE

を補正した。処理終了時の細胞数は、被験物質処理終了時に遠心分離して得られ

た細胞の数とした。なお、処理開始時の細胞総数は 2×107 cells であった。 

 

Adjusted CE＝CE×処理終了時の細胞数 / 処理開始時の細胞数 ·············· [式 2] 

 

MF算出CE3・MF播種 観察

細胞濃度測定
被験物質除去
細胞濃度調整

処理 CE0播種 RS算出観察

形質発現期間
継代培養（3日間）

用量設定試験

本試験
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細胞毒性の指標として用いた relative survival（RS）0 は、陰性対照群及び処理

群の CE0 の結果に基づき、式 3 より算出した。なお、陰性対照群の RS0 を 100%

とした。 

 

RS0（%）= 処理群の adjusted CE0 / 陰性対照群の adjusted CE0×100 ······ [式 3] 

 

用量設定試験において、RS が 20%以下を示す細胞毒性が認められた場合、RS0

が 10～20%を示す用量を 高用量とした。培養液に沈殿がみられず、細胞毒性

もまた認められない場合は被験物質の 10 mM あるいは 2 mg/mL のいずれか低い

用量とした。細胞毒性指標としては原則 RS0 としたが、RS の使用が困難と判断

される被験物質（遅延型毒性を示す物質）では、後述する relative suspension growth

（RSG）あるいは relative total growth（RTG）に基づき 高用量を設定した（式

5）。 

 

被験物質を処理してから 3 日間細胞を培養した場合、0 日目から 1 日目までの

増殖率（1 日目の細胞濃度 / 0 日目の細胞濃度）を懸濁細胞増殖率 1（SG1）とし

た。懸濁細胞増殖比 2（SG2）は、1 日目から 2 日目までの増殖比（2 日目の細胞

濃度 / 1 日目の細胞濃度）とした。RSG 処理群における 3 日間の SG の積を、陰

性対照群の同 3 日間の SG の積で除することで算出した（式 4）。RTG は RSG と

RS3 の積として算出した（式 5 及び 6）。 

培養 3 日目に、CE3 プレートと、突然変異検出用の mutant frequency（MF）プ

レートを用意した。CE3 プレートは、96 ウェルのマイクロプレートに約 1.6 cells/

ウェルの濃度で播種した。MF プレートは、3 μg/mL の TFT（Sigma Aldrich）の

存在下で、40,000 cells/ウェルで 96 ウェルマイクロプレートに播種した。 
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RSG = [SG1 (処理群)×SG2 (処理群)×SG3 (処理群)] 

/ [SG1 (陰性対照群)×SG2 (陰性対照群)×SG3 (陰性対照群)] ···· [式 4] 

 

RTG（%） = RSG × RS3 ································································ [式 5] 

 

RS3（%）= 処理群における CE3 / 陰性対照群における CE3×100 ········· [式 6] 

 

MF プレートにおける変異コロニーは、ポアソン分布を用いた式 7 により算出

した。EW はコロニーを含まないウェル数、TW はウェルの総数、N は 1 ウェル

あたりの平均細胞数（N=40,000）を示す。 

結果の判定は、大森らの方法により行った[16][17]。大森らの方法では、処理

法ごとに陰性対照群と被験物質各群（RS が 10%以上ある群）との間で Dunnett

型の多重比較検定（有意水準：0.05、片側）を行い、いずれかの用量で MF に有

意な増加が認められた場合は、Simpson-Margolin の方法により Down-turn が見ら

れた用量を検定から除外した。次に用量依存性を確認するため、各群の MF と用

量について線形回帰分析（有意水準：0.05、片側）を行った。統計学的手法（大

森らの方法）により、被験物質処理群における MF の増加に統計学的有意性が認

められ、かつその増加に用量依存性が認められた場合、陽性と判定した。なお、

試験の成立基準は評価可能な用量が 4 濃度以上あること、陽性対照群における

MF が同時陰性対照群の MF と比較して統計学的に有意に増加することとした。 

 

MF = [−ln (EW / TW) / N] / CE3 ························································ [式 7] 
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プロテオミクス解析 

1) サンプルの調製 

4-Nitroanthranilic acid の陽性反応のメカニズムを詳細に解析するため、短時間

処理法及び連続処理法についてプロテオミクス解析を実施した。 4-

Nitroanthranilic acid の曝露は TK6 アッセイにおける短時間処理法の代謝活性化

非存在下及び連続処理法と同様に行った。用量は化学物質に対する生体反応を

明確に評価することを考慮して、細胞毒性が比較的弱い用量（0、400 及び 800 

μg/mL）に限定した。細胞への処理後、遠心分離（1000 rpm、5 分間）により上

清を除去して得た細胞沈査（6×106 cells）を氷冷した Phosphate Buffered Saline（PBS）

10 mL で洗浄し、遠心分離（1000 rpm、5 分間）を行った（氷上で 2 回繰り返し

た）。プロテアーゼインヒビターカクテル（Roche）を含む PBS 3 mL、

ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）フリー（Roche）に再懸濁し、2×106 cells

ずつを予め冷却した 2.0 mL チューブ 3 本に分注した。遠心分離後、再び上清を

除去し、細胞ペレットを含むチューブを液体窒素に浸して細胞ペレットを凍結

させ、−80°C で保存した。 

凍結した各細胞沈査を phase transfer surfactant（PTS）緩衝液と混合し、95°C で

5 分間煮沸した[18]。さらにライセートを Bioruptor sonicator（Cosmo Bio、Tokyo, 

Japan）を用いて 3 回（1 サイクル 15 分間）超音波処理した。その後、10 mM TCEP

（tris(2-carboxyethyl) phosphine）で還元し、20 mM iodoacetamide でアルキル化後、

トリプシン（タンパク質量：1/50）及び Lys-C（タンパク質量：1/50）で順次 37°C

で 16 時間消化した。ペプチドは遠心分離（20,000 g、10 分間）し、C18-SCX 

StageTips で脱塩した[19]。 
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2) LC-MS/MS 分析 

UltiMate 3000 Nano LC システム（Thermo Scientific, Bremen, Germany）と HTC-

PAL オートサンプラー（CTC Analytics, Zwingen, Switzerland）を Q Exactive ハイ

ブリッド四重極-オービトラップ質量分析計（Thermo Scientific）に連結して分析

した。ペプチドは分析カラム（75 μm × 30 cm、ReproSil-Pur C18-AQ、1.9 μm resin、 

Dr. Maisch、Ammerbuch,、Germany）に充填し、溶媒 B を 5%から 35%まで 45 分

間かけてグラジエント化することにより、280 nL/min の流速で分離した（溶媒

A、0.1%Formic Acidと 2% acetonitrile; 溶媒B、0.1% Formic Acidと 90% acetonitrile）。

Q Exactive の装置は、データ依存モードで操作した。Survey full-scan MS spectra

（m/z 350-1800）は、3×106 のターゲット値までイオンを蓄積後、解像度 70,000

の Orbitrap 分析器で得た。12 個の も強い多価イオン（z ≥ 2）を順次 1×105 ター

ゲット値まで蓄積し、コリジョンセル内で高エネルギー衝突解離（HCD）により

フラグ化を行った。質量分析条件は、spray voltage；2 kV、heated capillary 

temperature；250°C、normalized HCD collision energy；25%であった。MS/MS ion 

selection threshold は 2.5×104 カウントとした。分離幅は 2.0 Da とした。 

MS データは Andromeda search engine でサポートされている MaxQuant（ver. 

1.6.3.3）で処理し、ピーク検出と定量を行った。MS/MS スペクトルを UniProt 

human database に対して、次のパラメータで検索した。full tryptic specificity、

大 2 個の損失された切断部位、カルバミドメチルシステインの修飾は固定し，N

末端タンパク質のアセチル化とメチオニン酸化の修飾は許容した。検索結果は、

タンパク質及び Peptide Spectrum Match（PSM）レベルで FDR（false discovery rate）

＝0.01 になる遮断値でペプチドを選別した。 
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3) 発現量の異なるタンパク質の抽出 

log2 LFQ（label-free quantitation）強度の not a number（NaN）値はすべて、本研

究で観察された LFQ 強度の 小値に概ね相当する−7 に変換した。次に、短時間

処理法の代謝活性化非存在下及び連続処理法のそれぞれの処理群における LFQ

強度（log2 LFQ 強度の逆数）を、非処理群（コントロール）の強度で除して、

fold change 値を算出した。その後、log2 fold change を算出した。 後に、log2 fold 

change ≥2 に基づいて、各処理群で顕著に発現していた差次的発現タンパク質

（differentially expressed proteins、DEPs）を同定した。次に、 高用量での繰り返

し処理における特異的な効果を分析するために、連続処理法における 800 μg/mL

群の DEPs を他の処理群との log2 fold change ≥1 に基づいてさらにスクリーニン

グした。これにより、24 時間 800 μg/mL 群の特異的な DEPs が特定された。LFQ

強度の log2 fold change は、R パッケージ（heatmap3）を用いてヒートマップを作

成した。 

 

4) エンリッチメント解析 

DEPs の生物学的プロセスと分子機能を解釈するために、DAVID bioinformatics 

ver. 6.8（https://david.ncifcrf.gov/）を用いて、DEPs と関連する GO（Gene Ontology）

やパスウェイをアノテーションするためのエンリッチメント解析を行った。具

体 的 に は 、 Gene Ontology (GOTERM_BP_DIRECT, GOTERM_CC_DIRECT, 

GOTERM_MF_DIRECT) と Protein_Domains (INTERPRO, PIR_SUPERFMILY, 

SMART)を分析した。さらに、DNA 損傷と酸化ストレスは遺伝毒性試験の結果

を解釈する上で重要な Mode of Action（MoA）と考えられたため、GO:0006974

（DNA 損傷刺激に対する細胞応答）や GO:0006979（酸化ストレスに対する応

答）などのいくつかの関連語のエンリッチメントスコア（Expression Analysis 
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Systematic Explorer: EASE、p 値）は、統計学的に有意でなくてもそれぞれ評価し

た。統計学的有意性は、−log（EASE の p 値）で表し、比較のために棒グラフで

図示した。 

 

第 3 節 実験結果 

本研究で評価した Ames 試験陽性かつ発がん性陰性の 10 物質における TK6 ア

ッセイの結果を Fig. 5 (No.1～10) 及び Table 4 及び 5 に示した。また、各被験

物質における大森らの方法による統計解析の概要を Table 5 に示した。 

 

TK6 アッセイにおけるデータの品質 

同時陰性対照群の MF の範囲（ 小値～ 大値）は短時間処理法の代謝活性化

存在下で 1.7×10-6～16.8×10-6（平均値 6.78×10-6）代謝活性化非存在下で 2.5×10-6

～16.9×10-6（平均値 6.36×10-6）及び連続処理法で 2.3×10-6～15.5×10-6（平均値

9.09×10-6）であった。一方、同時陽性対照群における MF の範囲は、短時間処理

法の代謝活性化存在下では 10.4×10-6～57.8×10-6（平均値 28.6×10-6）、代謝活性化

非存在下では 9.4×10-6～71.7×10-6（平均値 30.1×10-6）、及び連続処理法では

18.2×10-6～120×10-6（平均値 61.6×10-6）であった。同時陽性対照群の MF は、同

時陰性対照群と比較して、いずれも統計学的に有意な増加を示した（p < 0.05）

ことから、各々の試験は成立しているものとみなした。同時陰性対照群の MF の

範囲は OECD TG490 が推奨する陰性対照背景データ範囲より、僅かに高値を示

したものの、実験操作は適切に実施されており、同時陽性対照値よりも有意に増

加していることから、被験物質の突然変異誘発性を評価する上で問題となるも

のではないと考えた。 
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各被験物質の TK6 アッセイの結果 

Table 4 Summary of results of TK6 assay for the 10 chemicals 

 
1 Performed in this study. NP: Not applicated 
2 Taken from Table 1 
3 Examined as toluene-2, 5-diamine sulfate. The required toxicity (10 to 20% survival compared 

to the concurrent negative controls) was not reached in the experiments with S9 mix  
4 Significant difference only at the highest dose of 1200 μg/mL 
 

Table 5 Summary of statistics analysis in each test substance 

 
N.A.: not applicable 

 

以下に個々の被験物質における結果を記載する。 

4-(Chloroacetyl) acetanilide 

用量設定試験の結果に基づき、4-(Chloroacetyl) acetanilide の用量は短時間処理

法の代謝活性化存在下では 5、10、14、16 及び 17 μg/mL、代謝活性化非存在下

Without S9 With S9 Long term Without S9 With S9 Without S9 With S9
1 4-(Chloroacetyl)-acetanilide 140-49-8 Pos Neg Pos Neg Pos
2 2-(Chloromethyl)pyridine HCl 6959-47-3 Pos Pos NP Pos Pos Pos Pos
3 2,6-Diaminotoluene 823-40-5 Neg Pos Pos Neg Pos Pos No data
4 2,5-Diaminotoluene 95-70-5 Neg Neg Neg Neg Pos
5 HC Blue No.2 33229-34-4 Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos
6 8-Hydroxyquinoline 148-24-3 Neg Pos NP Neg Pos Pos No data
7 Iodoform 75-47-8 Neg Neg Neg Pos Pos
8 4-Nitroanthranilic acid 619-17-0 Neg Neg Pos Pos Pos Equivocal*4 Pos
9 1-Nitronaphthalene 86-57-7 Pos Pos NP Pos Pos
10 4-Nitro-o-phenylenediamine 99-56-9 Pos Neg Pos Pos Pos Pos Pos

Chemical Name CAS No.No. TK  mutation assay*1 Bacterial reverse mutation assay*2

No data

No data

No data

 Inconclusive*3

MLA (TK  gene locus)

without metabolic activation with metabolic activation
1 4-(chloroacetyl)acetanilide Dunnett type test 6.203 / 2.160 / p < 0.05 0.404 / 2.160 / p > 0.05 2.522 / 2.160 / p < 0.05

Trend test 1.433 / 1.645 / p > 0.05 N.A. 0.842 / 1.645 / p > 0.05
2 2-(Chloromethyl)pyridine HCl Dunnett type test 5.268 / 2.292 / p < 0.05 5.868 / 2.160 / p < 0.05

Trend test 3.417 / 1.645 / p < 0.05 3.912 / 1.645 / p < 0.05
3 2,6-Diaminotoluene Dunnett type test 2.776 / 2.160 / p < 0.05 3.487 / 2.160 / p < 0.05 6.743 / 2.234 / p < 0.05

Trend test 0.944 / 1.645 / p > 0.05 1.707 / 1.645 / p < 0.05 4.039 / 1.645 / p < 0.05
4 2,5-Diaminotoluene Dunnett type test 3.189 / 2.448 / p < 0.05 1.587 / 2.160 / p > 0.05 2.209 / 2.340 / p > 0.05

Trend test 1.571 / 1.645 / p > 0.05 N.A. N.A.
5 HC blue no.2 Dunnett type test 1.199 / 2.292 / p > 0.05 1.018 / 2.292 / p > 0.05 5.476 / 2.292 / p < 0.05

Trend test N.A. N.A. 2.719 / 1.645 / p < 0.05
6 8-Hydroxyquinoline Dunnett type test 0.423 / 2.292 / p > 0.05 3.518 / 2.448 / p < 0.05

Trend test N.A. 4.896 / 1.645 / p < 0.05
7 Iodoform Dunnett type test 1.007 / 2.292 / p > 0.05 1.936 / 2.292 / p > 0.05 2.224 / 2.160 / p < 0.05

Trend test N.A. N.A. N.A.
8 4-nitroanthranilic acid Dunnett type test 0.791 / 2.292 / p > 0.05 0.732 / 2.292 / p > 0.05 2.990 / 2.292 / p < 0.05

Trend test N.A. N.A. 4.178 / 1.645 / p < 0.05
9 1-Nitronaphthalene Dunnett type test 3.038 / 2.381 / p < 0.05 4.071 / 2.234 / p < 0.05 5.750 / 2.292 / p < 0.05

Trend test 2.296 / 1.645 / p < 0.05 3.173 / 1.645 / p < 0.05 1.709 / 1.645 / p < 0.05
10 4-Nitro-o-phenylenediamine Dunnett type test 2.435 / 2.234 / p < 0.05 3.458 / 2.234 / p < 0.05 3.866 / 2.340 / p < 0.05

Trend test 2.615 / 1.645 / p < 0.05 1.593 / 1.645 / p > 0.05 2.800 / 1.645 / p < 0.05

N.A.

N.A.

No StatisticsTest Substances Long-term treatment
without metabolic activation

Short-term treatment
Test statistic / Critical value / Significance
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では 0.5、1、1.5 及び 2 μg/mL 及び連続処理法では 0.5、1.0、1.2 及び 1.4 μg/mL

とした。短時間処理法の代謝活性化非存在下における処理群の MF は陰性対照

群と比較して統計学的に有意な増加を示したが、統計学的は有意な用量依存性

は認められなかった（Fig. 5 (1) 及び Table 4、5）。このため、代謝活性化非存在

下の条件である連続処理法において本反応の再現性を確認したところ、処理群

の MF は陰性対照群と比較して統計学的に有意な増加を示し、統計学的には有

意な用量依存性は認められなかった（Fig. 5 (1) 及び Table 4、5）。短時間処理法

の代謝活性化非存在下及び連続処理法では、統計学的は用量依存性は認められ

なかったものの、MF の増加は陰性対照群の 2 倍以上を示していたこと、代謝活

性化非存在下では同様の増加傾向を示しており、2 つの実験間で再現性が認めら

れたことから、本結果に基づき総合的に判断して 4-(Chloroacetyl) acetanilide は陽

性と判定した。 
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Fig. 5 (1) Relative survival and mutant frequency in TK6 assay for the 10 chemicals.  

According to the OECD guidelines (TG490), dose finding tests were conducted before the main 
TK6 assays. The short- and long-term treatments were conducted for 4 h (+/−S9 mix) and 24 h 
(−S9 mix), respectively. The main tests were conducted so that the highest concentration was set 
at a concentration where the RS was from 10 to 20%. Experiments and statistical analysis were 
onducted as described in Materials and Methods. (a) indicates the data of MF excluded from the 
statistical judgment because RS was below 10%. 

 

2-(Chloromethyl) pyridine HCl 

本試験の結果、短時間処理法の代謝活性化存在下では 100 μg/mL で、代謝活性

化非存在下では 60 μg/mL で約 80%の細胞毒性が認められた（Fig. 5 (2)）。OECD 

TG490 は細胞毒性を強く発現する用量では非特異的な陽性反応を誘発する可能

性があるため、RS が 10%未満を示す用量は解析から除外することを推奨してい
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る。よって、RS が 10%以上を示す用量を評価対象として、大森らの方法によっ

て結果を解析した結果、代謝活性化の有無によらず処理群の MF は陰性対照群

と比較して統計学的に有意な増加を示し、かつ用量依存的な増加が認められた

ため、短時間処理法において陽性と判定した（Fig. 5 (2) 及び Table 4、5）。な

お、短時間処理法で陽性が確定したため、連続処理法は実施しなかった。本試験

の結果から、2-(Chloromethyl) pyridine HCl は陽性と判定した。 

 

 
Fig. 5 (2) Relative survival and mutant frequency in TK6 assay for the 10 chemicals 

(continued).  
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2, 6-Diaminotoluene 

連続処理法では 2000 μg/mL で 80%以上の細胞毒性が認められた。短時間処理

法の代謝活性化存在下及び連続処理法の代謝活性化非存在下における処理群の

MF は陰性対照群と比較して統計学的に有意な増加を示し、かつ有意な用量依存

性を示した（Fig. 5 (3) 及び Table 4、5）。したがって、本試験の結果から、2, 6-

Diaminotoluene は陽性と判定した。 

  
Fig. 5 (3) Relative survival and mutant frequency in TK6 assay for the 10 

 chemicals (continued). 
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2, 5-Diaminotoluene 

本試験の結果、短時間処理法の代謝活性化存在下では 200 μg/mL、代謝活性化

非存在下では 20.0 μg/mL 連続処理法では 10.0 μg/mL で約 80%の細胞毒性が認め

られた（Fig. 5 (4)）。短時間処理法の代謝活性化存在下では RS が 10%以上を示

す用量を評価対象として、大森らの方法によって結果を解析した。突然変異試験

の結果、いずれの処理条件下においても処理群の MF は陰性対照群と比較して、

統計学的に有意な増加を示さなかった（Fig. 5 (4) 及び Table 4、5）。したがっ

て、本試験の結果から、2, 5-Diaminotoluene は陰性と判定した。 

 
Fig. 5 (4) Relative survival and mutant frequency in TK6 assay for the 10 

 chemicals (continued). 
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HC Blue No.2. 

本試験において、短時間処理法の代謝活性化非存在下では細胞毒性は認められ

なかったものの、代謝活性化存在下では 2000 μg/mL で約 40%、連続処理法では

220 μg/mL で約 80%の細胞毒性がそれぞれ確認された（Fig. 5 (5)）。大森らの方

法において、短時間処理法では代謝活性化の有無によらず処理群の MF は陰性

対照群と比較して、統計学的に有意な増加を示さなかった（Fig. 5 (5) 及び Table 

4、5）。一方、連続処理法では処理群の MF は陰性対照群と比較して統計学的に

有意な増加を示し、かつ有意な用量依存性を示した（Fig. 5 (5) 及び Table 4、

5）。したがって、本試験の結果から、HC Blue No.2 は陽性と判定した。 
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Fig. 5 (5) Relative survival and mutant frequency in TK6 assay for the 10 

 chemicals (continued). 

 

8-Hydroxyquinoline 

本試験の結果、RS が 10～20%を示す用量は短時間処理法の代謝活性化存在下

及び代謝活性化非存在下でそれぞれ 10.0 μg/mL 及び 100 μg/mL であり、その時

の RS は 19.3%及び 18.9%であった（Fig. 5 (6)）。短時間処理法の代謝活性化存在

下では処理群の MF は陰性対照群と比較して、統計学的に有意な増加を示さな

かったが、代謝活性化存在下では陰性対照群と比較して統計学的に有意な増加
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を示し、かつ有意な用量依存性を示した（Fig. 5 (6) 及び Table 4、5）。したがっ

て、本試験の結果から、8-Hydroxyquinoline は陽性と判定した。なお、短時間処

理法で陽性が確定したため、連続処理法は実施しなかった。 

 

Fig. 5 (6) Relative survival and mutant frequency in TK6 assay for the 10 
 chemicals (continued). 

 

Iodoform 

連続処理法では 40.0 μg/mL で強い細胞毒性を示した（RS：10.9%）。一方、短

時間処理法では代謝活性化の有無によらず 80%以上の細胞毒性は認められなか
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ったが、形質発現期間中に強い細胞毒性を示したため、RS が 10～20%の用量

では MF を評価できなかった。そこで、形質発現期間中の遅延型の細胞毒性を

考慮して、毒性指標を RTG に変更して追加試験を行った。その結果、短時間

処理法の代謝活性化存在下では 200 μg/mL、代謝活性化非存在下では 100 μg/mL

でそれぞれ細胞毒性を示し、そのときの RTG はそれぞれ 20.1%及び 19.1%であ

った（Fig. 5 (7)）。突然変異試験の結果、連続処理法の高用量域（50～70 

μg/mL）では、MF の用量依存的な増加が観察されが、いずれも RS が 10%未満

であったため、大森らの方法による統計解析の対象外とした（Fig. 5 (7) 及び

Table 4、5）。評価可能な用量において、短時間処理法及び連続処理法ともに大

森らの方法による解析では陰性の判定基準を示したため、本試験の結果から、

Iodoform は陰性と判定した。
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Fig. 5 (7) Relative survival and mutant frequency in TK6 assay for the 10 

 chemicals.(continued). 

 

4-Nitroanthranilic acid 
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化の有無によらず処理群の MF は陰性対照群と比較して、統計学的に有意な増

加を示さなかった。一方、連続処理法では処理群の MF は陰性対照群と比較して

統計学的に有意な増加を示し、かつ有意な用量依存性を示した（Fig. 5 (8) 及び

Table 4、5）。したがって、本試験の結果から、4-Nitroanthranilic acid は陽性と判

定した。 

 

 

Fig. 5 (8) Relative survival and mutant frequency in TK6 assay for the 10 
 chemicals (continued). 
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1-Nitronaphthalene 

本試験の結果、80%の細胞毒性を示した用量は短時間処理法の代謝活性化存在

下では 17.5～20 μg/mL、代謝活性化非存在下では 120～125 μg/mL であった（Fig. 

5 (9)）。短時間処理法の代謝活性化非存在下では RS が 10%以上を示す用量を評

価対象として、大森らの方法によって結果を解析した。突然変異試験の結果、短

時間処理法では代謝活性化の有無によらず MF は陰性対照群と比較して統計学

的に有意な増加を示し、かつ有意な用量依存性を示した（Fig. 5 (9) 及び Table 

4、5）。したがって、本試験から、1-Nitronaphthalene は陽性と判定した。なお、

短時間処理法で陽性が確定したため、連続処理法は実施しなかった。 
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Fig. 5 (9) Relative survival and mutant frequency in TK6 assay for the 10 
 chemicals (continued). 

 

4-Nitro-o-phenylenediamine 
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短時間処理法における 770 及び 1540 μg/mL では細胞毒性に起因して MF 用プレ

ートの観察が実施できなかったため、これらの用量は評価より除外した（Fig. 5 

(10) 及び Table 4、5）。 

 

 
Fig. 5 (10) Relative survival and mutant frequency in TK6 assay for the 10 

 chemicals (continued). 

 

連続処理法でのみ陽性を示した 4-Nitroanthranilic acid のプロテオミクス解析 
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及び HC Blue No.2 では、いずれも細胞毒性を強く発現する用量で MF の有意な

増加が認められた。一般に、in vitro 遺伝毒性試験では、被験物質処理後の培養

液における pH、析出及び外因性の酸化ストレスなど外的影響により、偽陽性結

果がもたらされることがある。そこで、代謝活性化存在下及び非存在下や曝露時

間によらず、同様の細胞毒性発現の兆候を示し、低用量まで濃度依存的に MF の

増加が確認された 4-Nitroanthranilic acidの遺伝子突然変異のメカニズムを解析す

るため、代謝活性化非存在下における短時間処理法及び連続処理法についてプ

ロテオミクス解析を実施した。4-Nitroanthranilic acid のプロテオミクス解析の結

果、log2 fold change of ≥2 の基準により、DEP は短時間処理法の代謝活性化非存

在下（4 時間処理）では 400 μg/mL 及び 800 μg/mL でそれぞれ 359 個及び 506 個、

連続処理法（24 時間処理）では 400 μg/mL 及び 800 μg/mL でそれぞれ 358 個及

び 420 個の計 1078 個同定された（Fig. 6 及び 7）。さらに、連続処理法の 800 

μg/mL とその他の処理群との log2 fold change≧1 に基づいて、168 個の specific 

DEPs を同定した（Fig. 6 及び 7）。DEPs のエンリッチメント解析により、短時

間処理法の代謝活性化非存在下では 800 μg/mL で転写、細胞ストレス及び細胞

分裂に関連するタンパク質の発現レベルが顕著に上昇していることが明らかに

なった（たとえば、GO:0034244：RNA ポリメラーゼ II プロモーターからの転写

伸長の負の制御、GO:0008631：酸化ストレスに応答する内在性アポトーシスシ

グナル伝達経路、GO:0051301：細胞分裂、GO:2000145：細胞運動の制御など）

（Table 6）。さらに、発現が低下したタンパク質を解析したところ、rRNA のプ

ロセシングや細胞分裂に関連するタンパク質が同定された（例えば、

GO:0000462：トリシストロン rRNA 転写物（SSU-rRNA、5.8S rRNA、LSU-rRNA）

からの SSU-rRNA の成熟や、GO:0051301：細胞分裂など）。なお、TK6 細胞にお

ける陰性対照群の薬物代謝酵素のタンパク質発現解析より、O-アセチル化に関
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連する N-acetyltransferase の発現は確認されたものの、P450、Amine N-oxidase 及

び FMO のタンパク質発現は検出限界以下であったことから、TK6 細胞の薬物代

謝活性は非常に低いものであることが確認された。 

特定の GO term を処理群間でターゲット解析したところ（Fig. 7）、GO:0006974

（DNA 損傷性に対する細胞応答）、GO:0006979（酸化ストレスに対する応答）、

GO:0006281（DNA 修復）の P 値は 0.05 以下で、有意差は認められなかった。逆

に、GO:0008631：intrinsic apoptotic signaling pathway in response to oxidative stress

のエンリッチメントスコア（-log (p-value)）は、連続処理法の 800 μg/mL におけ

る DEP と specific DEP で急激に増加しており、酸化ストレスとの関与が示唆さ

れた。連続処理法の 800 μg/mL では、3 つのタンパク質（[Pyruvate dehydrogenase 

(acetyl-transferring)] kinase isozyme 1, mitochondrial phosphoinositide-dependent 

kinase 1: PDK1, superoxide dismutase 2, mitochondrial: SOD2、direct IAP-binding 

protein with low PI: DIABLO）のうち、GO:0008631：intrinsic apoptotic signaling 

pathway in response to oxidative stress に属するものが含まれていた（Fig. 6 及び

7）。これらのタンパク質の発現レベルは、24 時間の処理後にのみ上昇している。

さらに、SOD2 の発現量は用量依存的に上昇し、PDK1 と DIABLO は 800 μg/mL

でのみ発現量が上昇した。 
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Fig. 6 Differentially expressed proteins (DEP) identified in TK6 cells exposed to  
4-nitroanthranilic acid.  

(A) A total of 1078 DEPs that differentially expressed compared to control groups were identified 
based on a log2 fold change of ≥2. Effects of treatment time are greater than that of dose.  

(B) A total of 168 specific DEPs that differentially expressed compared to other groups were 
further extracted from the 420 DEPs in 24 h 800 μg/mL group based on a log2 fold change of 
≥1Relative survival and mutant frequency in TK6 assay for the 10 chemicals.  
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Fig. 7 Target gene ontology analysis for TK6 cells exposed to 4-nitroanthranilic acid for 

24 h.  
Whereas no significance was found in GO:0006974 (cellular response to DNA damage stimulus), 
GO:0006281 (DNA repair), and GO:0006979 (response to oxidative stress), statistically 
significance was found in GO:0008631 ~ intrinsic apoptotic signaling pathway in response to 
oxidative stress among DEPs in 24 h 800 μg/mL group and specific DEPs in 24 h 800 μg/mL 
group, indicating involvement with oxidative stress. A total of 1078 DEPs (4 h 400 μg/mL group: 
359 proteins, 4 h 800 μg/mL group: 506 proteins, 24 h 400 μg/mL group: 358 proteins, and 24 h 
800 μg/mL group: 420 proteins) were shown as parentheses. 
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Fig. 8 Protein expression levels of the intrinsic apoptotic signaling pathway in response 
to oxidative stress by the 24 h treatment of 4-nitroanthranilic acid. 

PDK1, SOD2, DIABLO that belong to GO:0008631 ~ intrinsic apoptotic signaling pathway 
in response to oxidative stress were drastically elevated only at the 24 h treatment of 4-
nitroanthranilic acid, especially in the 800 μg/mL group 
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Fig. 9 Protein expression levels of the major antioxidant enzymes in response to 

oxidative stress by the 24 h treatment of 4-nitroanthranilic acid. 
(A) CAT and GSR are all involved in response to oxidative stress. A dose- and time-dependent 

increasing tendency of major antioxidant enzymes was confirmed in the proteomics analysis. 
(B) The prominent decrease of several antioxidant enzymes (GPX4, MGST3, TXN2, TXNRD1, 

etc.) at 24 h in contrast to 4 h in the proteomics analysis may reflect such depletion. 
 

第 4 節 考察 

Ames 試験陽性物質のフォローアップとしての TK6 アッセイの有用性 

Kirkland らは、EURL European Centre for the Validation of Alternative Methods

(A)

(B)
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（ECVAM）の Ames 試験陽性物質のデータベースを用いて、Ames 試験陽性物質

に対するフォローアップに 適な試験の組み合わせを検討した[20][21]。本デー

タベースにより、遺伝子突然変異と染色体構造異常（あるいは異数性）の両エン

ドポイントをそれぞれ検出する 2 種類の in vitro 培養細胞試験で陰性結果が得ら

れれば、in vivo で遺伝毒性や発がん性を示す物質が 2.3%と極めて低いことが明

らかにされた[20][21]。EURL ECVAM は、上記調査結果に基づき、Ames 試験陽

性物質のフォローアップ戦略として、2 種類のエンドポイントによる in vitro 培

養細胞試験に、in vitro メカニズム解析試験を組み合わせた評価スキームを提案

している[20][21]。序論で示した Basic Brown 17 もまた ECVAM のフォローアッ

プ戦略に基づいて in vitro 試験が実施され、消費者安全科学委員会（SCCS）より

Ames 試験陽性物質でありながら、許認可を受けている。したがって、筆者は国

際動向を鑑みて、遺伝子突然変異試験のカテゴリーとしてげっ歯類細胞を用い

る MLA や HPRT 試験ではなく、p53 機能が正常であるヒト細胞である TK6 細胞

を用いた突然変異試験の有用性を探ることは大いな意義をもつものと考え、

Ames 試験陽性-発がん性陰性の 10 物質について TK6 アッセイを行った。 

本研究の結果、Ames 試験陽性 10 物質のうち、TK6 アッセイでは 2,5-

Diaminotoluene 及び Iodoform の 2 物質が陰性結果を示した（Fig. 5 (4)、(7) 及び

Table 5、6）。一般に、Ames 試験とげっ歯類の培養細胞を用いた遺伝子変異試験

では、原理上、両試験の結果が一致する可能性が高いと考えられている。よって、

Ames 試験陽性物質のフォローアップとしては、げっ歯類培養細胞試験でも陽性

を示す可能性が高いことから、これらの試験は適切ではないと考えられている

[22][23]。事実、本研究で陽性を示した被験物質でもげっ歯類の培養細胞試験を

用いた MLA で判定が不確実（Equivoval、Inconclusive）な 2,5-Diaminotoluene や

4-Nitroanthranilic acid を含む 8 物質すべてが陽性を示した（Table 3）。MLA に用
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いる L5178Y 細胞は、p53 欠損であることが知られているため、紡錘体チェック

ポイント及びアポトーシス誘導能に脆弱性がみられると考えられる。このため、

本細胞株ではアポトーシス誘導により異常細胞を効率よく排除できずに変異細

胞が蓄積し、さらに DNA 反応性とは関係なく紡錘体阻害剤に対してより高感受

性を示すことから、偽陽性が頻発することが知られている[24]。こうした情報に

基づき、Whitwell らは、in vitro 試験法における偽陽性の発生率の低減化を図る

ためには、げっ歯類由来の L5178Y 細胞よりもヒト由来の TK6 細胞の使用を推

奨している[24]。これらの理由より、ほ乳類培養細胞を用いる遺伝子突然変異試

験としては、MLA よりも TK6 アッセイの方が有用であると考えられる。本研究

で使用した被験物質の多くが DNA 構造アラートとしてアミノ基やニトロ基を

持つ多環芳香族化合物であり、細菌では DNA 反応性と考えられるため、p53 が

正常に機能する TK6 細胞を用いた遺伝子突然変異試験により、2 物質をレスキ

ューできたことには意義があり、新規性の高い結果と考えられる。 

本研究では、2,5-Diaminotoluene の結果が明確な陰性を示したことから、Ames

試験の偽陽性結果をフォローアップする手法として、TK6 アッセイは MLA より

も優れている可能性があることを見出した。2, 6-Diaminotoluene 及び 2, 5-

Diaminotoluene は類縁化合物であり、いずれも非発がん性物質と報告されている

が、本研究における TK6 アッセイでは結果に相違が認められた（Fig. 5 (3) 及び 

(4)）。一般的な肝ミクロソームの代謝（誘導ラット肝 S9 mix など）では、P450

により arylamines が hydroxylamines に酸化され、acetyltransferase により O-アセ

チル化され acetoxyarylamines に変換される。さらにこれが自然に分解されて

arylnitrenium ions となり、DNA 付加体を形成する[25][26]。くわえて、arylamines

は amine N-oxidase 及 び flavin-containing monooxygenase （ FMO ） に よ り

hydroxylamines に代謝される[27]。TK6 細胞は P450 タンパク質をわずかに発現
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することが報告されている[28]が、本研究においては、陰性対照群におけるプロ

テオミクス解析の結果、O-アセチル化に関連する N-acetyltransferase の発現は確

認されたものの、P450、amine N-oxidase 及び FMO のタンパク質発現は検出限界

以下であった。これらの結果は、TK6 細胞では代謝活性化存在下の連続処理に

おいて、arylamines の酸化を介した arylnitrenium ions による DNA 付加体形成の

可能性が示唆される[26]。さらに、活性酸素を媒介とした DNA 損傷の誘発も考

えられる[26][29][30][31]。したがって、2, 6-Diaminotoluene の TK6 アッセイにお

ける陽性反応は、Arylnitrenium ions による DNA 付加体形成が関与している可能

性が考えられた。これと同様に、2,5-Diaminotoluene が DNA 反応性物質ならば、

ADME 機能を有さない TK6 細胞でも同様に陽性結果を示すものと考えられた。

しかし、実際には TK6 アッセイで陰性結果を示しており、Ames 試験における

2,5-Diaminotoluene の遺伝子突然変異誘発性は薬物代謝に依存するものではなく、

2,5-Diaminotoluene の DNA 付加体に対する修復機構が細菌とヒトで異なること

を示唆するものである。実際、Ames 試験では、代謝活性化存在下において 2,6- 

Diaminotoluene 及び 2,5- Diaminotoluene 共に陽性を示すが、2,5- Diaminotoluene

の突然変異誘発性は 2,6- Diaminotoluene よりも低いことが報告されている[32]。

このことから、本研究における短時間処理法の代謝活性化存在下及び連続処理

法において、2,6- Diaminotoluene は突然変異誘発性を示したが 2,5- Diaminotoluene

は陰性となった理由として、Arylnitrenium ions による DNA 付加体形成の量が、

2,6- Diaminotoluene よりも 2,5- Diaminotoluene の方が少ないために、検出限界以

下に至ったのではないかと考えた。さらに、TK6 アッセイで陽性を示した 6 物

質（4-(Chloroacetyl)acetanilide、2-(chloromethyl) pyridine HCl、2,6-Diaminotoluene、

8-Hydroxyquinoline、1-Nitronaphthalene、4-Nitro-o-phenylenediamine）は、in vivo 遺

伝毒性試験（染色体異常試験、小核試験あるいは TGR 試験など）では陰性を示
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すことが報告されている[32][34][35][36][37][38][39]。その理由に in vitro で誘発

された遺伝毒性は、生体では ADME（吸収、分布、代謝及び排泄）によって排除

されることがあげられており、これが生体で発がん性を示さない理由と説明さ

れている[32][34][35][36][37][38][39]。 

標準的方法による TK6 アッセイは、本研究に用いた Ames 試験の結果が陽性

の 10 物質に対して 2 物質（20%）をレスキューした。このことは、開発が中断

している Ames 試験陽性の医薬品候補化合物の開発継続に希望を見出せる結果

であると考える。しかし、TK6 アッセイにおける陰性結果は、ヒトと細菌の DNA

修復機構の違いを反映した真の陰性を示すものか、単に TK6 細胞の感受性が低

いために偽陰性を示しているのかの根拠としては乏しいものである。そこで、筆

者はこれを判別する手法として、DNA 修復機構を欠損させた高感度型細胞を用

いた TK6 アッセイが有用であると考えた。第 2 章では高感度型 TK6 アッセイの

開発について詳述する。 
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Table 6 Enrichment analysis of 168 specific DEPs in the treatment of  
 4-nitroanthranilic acid (24-h 800 μg/mL group) 

 

A) Up-regulated proteins

Category Term Count P-Value
INTERPRO IPR016239:Ribosomal protein S6 kinase II 4 5.7377E-06

GOTERM_MF_DIRECT GO:0005515~protein binding 88 1.7420E-05

PIR_SUPERFAMILY PIRSF000606:ribosomal protein S6 kinase II 4 3.2222E-05

GOTERM_MF_DIRECT GO:0016301~kinase activity 10 6.7995E-05

GOTERM_CC_DIRECT GO:0005739~mitochondrion 22 2.1570E-04

SMART SM00133:S_TK_X 5 3.2906E-04

GOTERM_CC_DIRECT GO:0005829~cytosol 39 4.3120E-04

INTERPRO IPR000961:AGC-kinase, C-terminal 5 5.3307E-04

GOTERM_CC_DIRECT GO:0005654~nucleoplasm 34 6.5767E-04

INTERPRO IPR017892:Protein kinase, C-terminal 4 1.0360E-03

GOTERM_CC_DIRECT GO:0005759~mitochondrial matrix 9 1.7035E-03

GOTERM_BP_DIRECT GO:0034244~negative regulation of transcription elongation from RNA polymerase II promoter 3 2.7144E-03

GOTERM_CC_DIRECT GO:0005737~cytoplasm 51 2.7796E-03

GOTERM_BP_DIRECT GO:0008631~intrinsic apoptotic signaling pathway in response to oxidative stress 3 5.0854E-03

GOTERM_CC_DIRECT GO:0005840~ribosome 6 5.3823E-03

GOTERM_MF_DIRECT GO:0044822~poly(A) RNA binding 17 7.8807E-03

GOTERM_CC_DIRECT GO:0005743~mitochondrial inner membrane 9 1.0130E-02

GOTERM_CC_DIRECT GO:0005793~endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment 4 1.0932E-02

GOTERM_BP_DIRECT GO:0001701~in utero embryonic development 6 1.1424E-02

GOTERM_CC_DIRECT GO:0016020~membrane 25 1.1522E-02

GOTERM_MF_DIRECT GO:0005524~ATP binding 20 1.1781E-02

GOTERM_BP_DIRECT GO:0010628~positive regulation of gene expression 7 1.1794E-02

GOTERM_BP_DIRECT GO:0051301~cell division 8 1.3434E-02

GOTERM_BP_DIRECT GO:0043555~regulation of translation in response to stress 2 1.4360E-02

INTERPRO IPR027417:P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolase 13 1.4642E-02

GOTERM_MF_DIRECT GO:0004672~protein kinase activity 8 1.6128E-02

GOTERM_MF_DIRECT GO:0000287~magnesium ion binding 6 1.6834E-02

GOTERM_BP_DIRECT GO:2000145~regulation of cell motility 3 1.7225E-02

INTERPRO IPR018199:Ribosomal protein S4e, N-terminal, conserved site 2 1.9912E-02

INTERPRO IPR013845:Ribosomal protein S4e, central region 2 1.9912E-02

INTERPRO IPR013843:Ribosomal protein S4e, N-terminal 2 1.9912E-02

INTERPRO IPR000876:Ribosomal protein S4e 2 1.9912E-02

INTERPRO IPR000633:Vinculin, conserved site 2 1.9912E-02

GOTERM_BP_DIRECT GO:0006368~transcription elongation from RNA polymerase II promoter 4 2.4228E-02

INTERPRO IPR001033:Alpha-catenin 2 2.6461E-02

INTERPRO IPR023321:PINIT domain 2 2.6461E-02

GOTERM_CC_DIRECT GO:0032021~NELF complex 2 2.6727E-02

GOTERM_MF_DIRECT GO:0048487~beta-tubulin binding 3 2.8233E-02

GOTERM_BP_DIRECT GO:0019673~GDP-mannose metabolic process 2 2.8516E-02

SMART SM00220:S_TKc 7 3.1873E-02

GOTERM_BP_DIRECT GO:0030521~androgen receptor signaling pathway 3 3.5175E-02

GOTERM_MF_DIRECT GO:0061665~SUMO ligase activity 2 3.5909E-02

PIR_SUPERFAMILY PIRSF002116:ribosomal protein S4a/S4e 2 3.6795E-02

INTERPRO IPR002942:RNA-binding S4 domain 2 3.9430E-02
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T a bl e 6  E nri c h m e nt a n al y si s of 1 6 8 s p e cifi c D E P s i n t h e tr e a t m e nt of  

 4- nitr o a nt hr a nili c a ci d ( 2 4 -h 8 0 0 μ g/ m L gr o u p) ( c o nti n u e d)  

 

 

プ ロ テ オ ミ ク ス 解 析 に よ る M o A 解 析 ： 酸 化 ス ト レ ス の 解 明  

T K 6 ア ッ セ イ に お い て 連 続 処 理 法 の み で 陽 性 を 示 し た 4- nitr o a nt hr a nili c a ci d に

つ い て 、 そ の 原 因 を 探 る た め プ ロ テ オ ミ ク ス 解 析 を 実 施 し た 。 D E P s の エ ン リ ッ

チ メ ン ト 解 析 に よ り 、 4- nitr o a nt hr a nili c a ci d の 長 時 間 曝 露 が 誘 発 す る 細 胞 毒 性 及

び 遺 伝 子 突 然 変 異 の 増 加 に は 、 酸 化 ス ト レ ス が 関 与 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た

B) 	D o w n-r e g ul at e d pr ot ei n s

C at e g or y T e r m C o u nt  P- V al u e

G O T E R M _ C C _ DI R E C T G O: 0 0 2 2 6 2 7 ~ c yt o s oli c s m all ri b o s o m al s u b u nit 3 4. 1 6 6 0 E- 0 2

G O T E R M _ B P _ DI R E C T G O: 0 0 4 3 6 2 0 ~r e g ul ati o n of D N A-t e m pl at e d tr a n s cri pti o n i n r e s p o n s e t o str e s s 2 4. 2 4 7 0 E- 0 2

G O T E R M _ B P _ DI R E C T G O: 0 0 4 6 9 3 9 ~ n u cl e oti d e p h o s p h or yl ati o n 2 4. 2 4 7 0 E- 0 2

I N T E R P R O I P R 0 1 7 4 4 1: Pr ot ei n ki n a s e, A T P bi n di n g sit e 7 4. 2 7 9 9 E- 0 2

G O T E R M _ B P _ DI R E C T G O: 0 0 0 7 5 0 7 ~ h e art d e v el o p m e nt 5 4. 3 4 2 1 E- 0 2

G O T E R M _ M F _ DI R E C T G O: 0 0 1 6 8 8 7 ~ A T P a s e a cti vit y 5 4. 4 9 2 3 E- 0 2

I N T E R P R O I P R 0 0 0 7 1 9: Pr ot ei n ki n a s e, c at al yti c d o m ai n 8 4. 5 0 8 1 E- 0 2

I N T E R P R O I P R 0 0 6 0 7 7: Vi n c uli n/ al p h a- c at e ni n 2 4. 5 8 5 0 E- 0 2

I N T E R P R O I P R 0 0 4 1 8 1: Zi n c fi n g er, MI Z-t y p e 2 4. 5 8 5 0 E- 0 2

G O T E R M _ M F _ DI R E C T G O: 0 0 0 3 7 2 3 ~ R N A bi n di n g 9 4. 6 7 4 1 E- 0 2

G O T E R M _ B P _ DI R E C T G O: 0 0 3 0 5 2 1 ~ a n dr o g e n r e c e pt or si g n ali n g p at h w a y 3 3. 5 1 7 5 E- 0 2

G O T E R M _ M F _ DI R E C T G O: 0 0 6 1 6 6 5 ~ S U M O li g a s e a cti vit y 2 3. 5 9 0 9 E- 0 2

PI R _ S U P E R F A MI L Y PI R S F 0 0 2 1 1 6:ri b o s o m al pr ot ei n S 4 a/ S 4 e 2 3. 6 7 9 5 E- 0 2

I N T E R P R O I P R 0 0 2 9 4 2: R N A- bi n di n g S 4 d o m ai n 2 3. 9 4 3 0 E- 0 2

G O T E R M _ C C _ DI R E C T G O: 0 0 2 2 6 2 7 ~ c yt o s oli c s m all ri b o s o m al s u b u nit 3 4. 1 6 6 0 E- 0 2

G O T E R M _ B P _ DI R E C T G O: 0 0 4 3 6 2 0 ~r e g ul ati o n of D N A-t e m pl at e d tr a n s cri pti o n i n r e s p o n s e t o str e s s 2 4. 2 4 7 0 E- 0 2

G O T E R M _ B P _ DI R E C T G O: 0 0 4 6 9 3 9 ~ n u cl e oti d e p h o s p h or yl ati o n 2 4. 2 4 7 0 E- 0 2

I N T E R P R O I P R 0 1 7 4 4 1: Pr ot ei n ki n a s e, A T P bi n di n g sit e 7 4. 2 7 9 9 E- 0 2

G O T E R M _ B P _ DI R E C T G O: 0 0 0 7 5 0 7 ~ h e art d e v el o p m e nt 5 4. 3 4 2 1 E- 0 2

G O T E R M _ M F _ DI R E C T G O: 0 0 1 6 8 8 7 ~ A T P a s e a cti vit y 5 4. 4 9 2 3 E- 0 2

I N T E R P R O I P R 0 0 0 7 1 9: Pr ot ei n ki n a s e, c at al yti c d o m ai n 8 4. 5 0 8 1 E- 0 2

I N T E R P R O I P R 0 0 6 0 7 7: Vi n c uli n/ al p h a- c at e ni n 2 4. 5 8 5 0 E- 0 2

I N T E R P R O I P R 0 0 4 1 8 1: Zi n c fi n g er, MI Z-t y p e 2 4. 5 8 5 0 E- 0 2

G O T E R M _ M F _ DI R E C T G O: 0 0 0 3 7 2 3 ~ R N A bi n di n g 9 4. 6 7 4 1 E- 0 2

G O T E R M _ C C _ DI R E C T G O: 0 0 0 5 7 3 0 ~ n u cl e ol u s 1 3 5. 6 7 5 6 E- 0 7

G O T E R M _ M F _ DI R E C T G O: 0 0 4 4 8 2 2 ~ p ol y( A) R N A bi n di n g 1 5 7. 7 5 8 9 E- 0 7

G O T E R M _ B P _ DI R E C T G O: 0 0 0 6 3 6 4 ~r R N A pr o c e s si n g 7 1. 2 3 7 7 E- 0 5

G O T E R M _ C C _ DI R E C T G O: 0 0 0 5 6 3 4 ~ n u cl e u s 2 7 4. 8 1 1 7 E- 0 5

G O T E R M _ C C _ DI R E C T G O: 0 0 3 2 0 4 0 ~ s m all- s u b u nit pr o c e s s o m e 4 8. 1 4 2 8 E- 0 5

G O T E R M _ C C _ DI R E C T G O: 0 0 0 5 7 3 7 ~ c yt o pl a s m 2 5 2. 7 5 0 0 E- 0 4

G O T E R M _ C C _ DI R E C T G O: 0 0 0 5 6 5 4 ~ n u cl e o pl a s m 1 7 4. 8 7 3 0 E- 0 4

G O T E R M _ B P _ DI R E C T G O: 0 0 0 0 4 6 2 ~ m at ur ati o n of S S U-r R N A fr o m tri ci str o ni c r R N A tr a n s cri pt ( S S U-r R N A, 5. 8 S r R N A, L S U-r R N A) 3 2. 7 5 4 2 E- 0 3

G O T E R M _ M F _ DI R E C T G O: 0 0 0 5 5 1 5 ~ pr ot ei n bi n di n g 3 4 2. 8 7 5 5 E- 0 3

I N T E R P R O I P R 0 0 6 7 0 9: S m all- s u b u nit pr o c e s s o m e, Ut p 1 4 2 4. 9 5 1 2 E- 0 3

G O T E R M _ C C _ DI R E C T G O: 0 0 0 5 8 1 5 ~ mi cr ot u b ul e or g a ni zi n g c e nt er 4 5. 9 7 3 5 E- 0 3

G O T E R M _ B P _ DI R E C T G O: 0 0 5 1 3 0 1 ~ c ell di vi si o n 5 1. 0 2 3 7 E- 0 2

G O T E R M _ C C _ DI R E C T G O: 0 0 3 4 3 8 8 ~ P w p 2 p- c o nt ai ni n g s u b c o m pl e x of 9 0 S pr eri b o s o m e 2 1. 6 7 8 2 E- 0 2

G O T E R M _ B P _ DI R E C T G O: 0 0 0 2 7 2 6 ~ p o siti v e r e g ul ati o n of T c ell c yt o ki n e pr o d u cti o n 2 2. 4 1 5 6 E- 0 2

G O T E R M _ C C _ DI R E C T G O: 0 0 7 0 0 6 2 ~ e xtr a c ell ul ar e x o s o m e 1 3 3. 0 8 6 5 E- 0 2

G O T E R M _ B P _ DI R E C T G O: 0 0 3 0 4 9 0 ~ m at ur ati o n of S S U-r R N A 2 3. 3 6 5 9 E- 0 2

I N T E R P R O I P R 0 1 7 9 8 6: W D 4 0-r e p e at- c o nt ai ni n g d o m ai n 4 4. 0 0 3 4 E- 0 2

G O T E R M _ B P _ DI R E C T G O: 0 0 2 2 9 0 4 ~r e s pir at or y el e ctr o n tr a n s p ort c h ai n 2 4. 7 7 4 3 E- 0 2

I N T E R P R O I P R 0 1 5 9 4 3: W D 4 0/ Y V T N r e p e at-li k e- c o nt ai ni n g d o m ai n 4 4. 8 6 0 5 E- 0 2
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（Fig. 8）。短時間処理法の代謝活性化非存在下とは異なり、連続処理法では酸化

ストレス応答に関与することが知られている PDK1、SOD2 及び DIABLO のタン

パク質発現量が顕著に上昇することが明らかとなった。一方、連続処理法の 800 

μg/mL における Specifics DEPs では、短時間処理法の代謝活性化非存在下では発

現していた酸化ストレス応答、細胞応答及び DNA 修復応答に関する一連のタン

パク質発現量が顕著に低下していた。これらの結果は、連続処理法では酸化スト

レスに対する防御能が低下していたことを示唆する（Fig. 9）。また、主要な抗酸

化酵素として知られるカタラーゼ及びグルタチオンレダクターゼ（GSR）が用量

及び曝露時間に依存して増加していることが明らかとなった（Fig. 9）。このこと

は、短時間処理法ではグルタチオンや抗酸化酵素による防御機構が亢進してい

たが、連続処理法では活性酸素と抗酸化機能の均衡が崩れたため、酸化ストレス

への応答因子や抗酸化酵素が枯渇し、 終的には酸化的 DNA 損傷が生じたもの

と推察する。実際に、プロテオミクス解析において、いくつかの抗酸化酵素

（GPX4、MGST3、TXN2 及び TXNRD1 など）が連続処理法において顕著に減少

していることが確認されたことからも、上記の抗酸化酵素枯渇に関する仮説を

支持するものと考える（Fig. 9）。しかし、生体では培養細胞よりも優れた抗酸化

機能を有すると考えられるため、酸化ストレスによる DNA 損傷は in vitro 遺伝

毒性試験に特異的なメカニズムと考えられている。活性酸素の産生を介して遺

伝毒性を誘発する化学物質には閾値が存在すると考えられているため、MoA が

明らかとなればリスク分析が適用できる[40]。本研究より、標準型 TK6 アッセ

イにプロテオミクス解析を融合することで、TK6 アッセイのみでは救済できな

い医薬品に対しても、MoA アプローチを駆使することで、陽性反応が二次的影

響であったかを検証することができる。これにより、TK6 アッセイによる偽陽

性の発生頻度をさらに低減することが可能となる。ただし、より詳細に陽性反応
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が活性酸素による二次的影響であることを検証するためには、これらのタンパ

ク質や Reactive oxygen species（ROS）の定量化は有用となると考える。 

 

小括 

本研究により、標準的方法による TK6 アッセイは、Ames 試験陽性物質におけ

るフォローアップ試験として 10 化合物中 2 化合物（20%）をレスキューし、有

用であると考えられた。さらに、連続処理法でのみ特異的に陽性反応を示した 4-

Nitroanthranilic acid では、プロテオミクス解析を組み合わせて評価することによ

り、用量及び曝露時間に伴って酸化ストレス応答に関するタンパク質が増加す

ることを明らかにした。これらの結果から、4-Nitroanthranilic acid では長時間曝

露が酸化ストレスを増強させることで直接的な DNA 損傷ではなく、酸化ストレ

スを介した二次的な DNA 損傷を誘発する変異機構を見出した。したがって、オ

ミックス技術と TK6 アッセイを統合することで、MoA に基づいて TK6 アッセ

イの偽陽性の発生頻度を低減できる可能性を見出した。本手法はレギュラトリ

ーサイエンスにおいては、ガイドラインに公定化された標準的手法に加えて、新

しい技術の組み合わせをすることで、従来は解明できなかった偽陽性の証拠を

提供する上で極めて有用であることを示唆する。 

以上から、本研究より TK6 アッセイは Ames 試験陽性を理由に開発が中断さ

れている医薬品のうち、20%以上をレスキューできる可能性を見出した。しかし、

TK6 アッセイのみでは試験法が低感度であるために偽陰性を示している可能性

を否定できないため、除去修復能を完全に欠損した遺伝子破壊細胞を用いた

TK6 アッセイより高感度かつ高特異性をメカニズムベースで検証できる手法の

開発が必要であることも明らかにされた。 
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第 2 章 DNA 修復機序に基づいた高感度型 TK6 アッセイによるフ

ォローアップ法の確立 

（塩基除去修復及びヌクレオチド除去修復二重欠損株を用

いた高感度型 TK6 アッセイの開発） 
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第 1 節 緒言 

化学物質による DNA 損傷には、小規模な塩基損傷、バルキーDNA 付加体、

DNA 鎖切断など様々な種類の化学修飾がある。DNA 損傷の大部分は、DNA 修

復機構によって効率よく修復されるため、細胞におけるDNA修復機能の状態は、

医薬品の安全性評価の感度と特異性に大きく影響する[41]。したがって、従来の

標準的な in vitro 試験法を改良することで、DNA 修復能と化学物質の遺伝毒性誘

発性との関連性を解明することは非常に重要である。Ames 試験に用いる菌株は

DNA 修復系を遺伝的に不活化しているため、仮に Ames 試験で陽性を示す化学

物質でも、哺乳類を用いた in vitro あるいは in vivo 試験では遺伝毒性や発がん性

を示さないことがある。このように試験間で結果が相反する場合、特に哺乳類細

胞においては化学物質によって誘発された DNA 損傷が細胞内の DNA 修復機構

によって修復されることにより、試験法の感度が著しく低下している可能性が

あり、in vivo では遺伝毒性を示す可能性も否定はできない。本理由から、標準的

な遺伝毒性試験では明確な結果を示さない化学物質に対して、DNA 修復機構の

解明に基づいて明確な結果を得ることができる高感度型 in vitro 遺伝毒性試験が

必要である。さらに、哺乳類細胞を用いる in vitro 遺伝毒性試験では、ある種の

細胞株において偽陽性の結果が高い頻度で生じることが試験間における結果の

不一致に拍車をかけている。例えば、癌抑制因子である p53 タンパク質は、化学

物質による突然変異誘発の重要な調節因子であるため、p53 が欠損した細胞では

アポトーシス応答能が低下し、一酸化窒素による突然変異誘発が増強されるこ

とが知られている[42]。しかし、p53 欠損細胞を用いた標準的な遺伝毒性試験で

は、偽陽性が高頻度で得られる問題が懸念されている[43][44]。このように p53

の欠損は化学物質の遺伝毒性予測の特異性低下につながるため、DNA 反応性に

対する特異性を低下させることなく、in vitro 遺伝毒性試験の感度を向上させる
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ことが必要である。 

近、TK6 細胞（野生型）と、塩基除去修復（base excision repair, BER）経路

とヌクレオチド除去修復（nucleotide excision repair, NER）経路にそれぞれ関与す

る XRCC1 と XPA を欠損させたゲノム編集 TK6 細胞（XRCC1-/-/XPA-/-）との比較

から、代表的な遺伝毒性物質を高感度に検出できることが報告された[45][46]。

BER 経路は、主に塩基のアルキル化、酸化、脱アミノ化などの小規模な DNA 塩

基損傷を修復する経路である（Fig. 10）。DNA 一本鎖切断修復に関わる足場タン

パク質である XRCC1 は BER 経路において主要なタンパク質であることが知ら

れている（Fig. 10）[47]。一方、NER 経路は紫外線によって誘発されるシクロブ

タンピリミジン二量体や、外因性の化学物質や医薬品によって形成される共有

結合性の DNA 付加体など、様々なバルキーDNA 付加体の除去に関連している

（Fig. 10）[48]。XPA は NER プロセスに不可欠な中核成分であり、その機能が

失われると NER 活性が完全に失われる[48]。XPA が存在しない場合、XRCC1 は

ヘリックスを破壊するバルキーDNA 付加体の除去に貢献する[49]。これら両遺

伝子を破壊した細胞を用いた TK6 アッセイでは、従来の標準的な TK6 アッセイ

に比べて、アルキル化剤による突然変異頻度が有意に高く（2～8 倍）検出され

た[45]。このように、XRCC1-/-/XPA-/-細胞は、広範囲の化学物質の遺伝毒性をより

高い感度と特異性で評価できるだけでなく、そのメカニズムをより深く理解す

るためにも使用できる。  
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Fig. 10 Schematic of base-paire excision repair sub-pathway  

and nucleotide excision repair sub-pathways. 

 

そこで、本研究では Ames 試験陽性物質であるが、他の試験結果と不一致がみ

られる N-(1-naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride（NEDA）、p-phenylenediamine

（PPD）、Auramine 及び malachite green（MG）の 4 物質に着目した（Fig. 11）。

NEDA は Ames 試験ではハムスター肝 S9 の代謝活性化条件下で遺伝子毒性を示

すことが報告されているが[50]、チャイニーズハムスター卵巣細胞では遺伝子変

異や小核誘導は認められなかった[51]。染毛剤に広く使用されている有機化合物

塩基除去修復機構におけるXRCC1の破壊

ゲノム編集技術
により、遺伝子を破壊

DNA pol β

Ligase IIIXRCC1

APE1 DNA glycosylase
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である PPD は、Ames 試験においてラット肝 S9 の存在下で TA1538 株特異的に

強い遺伝毒性を示す[52]。PPD は MLA でも陽性を示すが[53]、F344 ラットを用

いた in vivo のフォローアップ試験では遺伝毒性を示さなかった[54]。Auramine

は MLA では陰性であるが、Ames 試験陽性物質である[55][56][57]。しかし、in 

vivo 姉妹染色体交換試験、in vivo 小核試験、in vivo コメットアッセイではいずれ

も陽性を示した[58][59]。殺菌剤である MG は、魚類や甲殻類の治療薬として使

用されている有機合成染料である。MG は Ames 試験では代謝活性化において遺

伝毒性を示す[60]。MG の遺伝毒性は in vivo では評価されていない[61]。これら

の被験物質のうち、Auramine は強力な発がん物質に分類されているが[62]、その

他の被験物質はマウスにおける発がん性は確認されていない（Table 7）

[63][64][65]。このように、異なる遺伝毒性試験法の結果が相反することは、化学

物質の正確な安全性評価を難しくしている。そこで標準的な TK6 アッセイに

XRCC1-/-/XPA-/-細胞を組み込むことにより、これらの被験物質がヒトにおいて遺

伝毒性を有するかどうかを検証した。 

 

第 2 節 実験の材料及び方法 

細胞培養 

ヒトリンパ芽球系 TK6 細胞株は、10%非動化済み馬血清（ニチレイバイオサ

イエンス株式会社）、200 μg/mL ピルビン酸ナトリウム、100 U/mL ペニシリン、

100 μg/mL ストレプトマイシンを添加した RPMI-1640 培地（ナカライテスク株

式会社）を用いて、37°C、5%CO2 で培養した。XRCC1-/-/ XPA-/-細胞は既報[45]の

通りに樹立した。 
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被験物質処理 

本研究に用いた Auramine、NEDAP 及び PD は Sigma-Aldrich（St. Louis, MO）

から購入した（Fig. 11）。Malachite green（MG）は富士フイルム和光純薬株式会

社（日本、大阪）から購入した（Fig. 11）。Auramine、NEDA 及び PPD は DMSO

に、MG は注射用水（日本薬局方、株式会社大塚製薬工場）に溶解した。被験物

質は適切な溶媒に溶解後、直接または段階的に希釈して 終濃度の希釈液を調

製した。 

 
Fig. 11 Chemical structures of Ames-positive compounds. 

 

被験物質による細胞処理は、50 mL のプラスチック遠心管に 5×105 cells/mL の

細胞密度で 20 mL の細胞懸濁液を調製し、代謝活性化のために 4.5%の濃度で誘

導ラット肝 S9 mix（オリエンタル酵母工業株式会社及び株式会社ボゾリサーチ

センター）の存在下または非存在下で、異なる濃度の被験物質を処理した。その

後、本遠心管を穏やかに振盪しながら 37°C で 4 時間処理後、RPMI-1640 培地で

2 回洗浄し、RS を調べるために、前項で述べたように 96 マイクロウェルプレー

トに播種した。 

 

高感度型 TK6 アッセイ 

被験物質処理後の TK6 細胞及び XRCC1-/- /XPA-/-細胞における細胞懸濁液を用
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いて、第 1 章 第 2 節 実験の材料及び方法における「TK6 細胞を用いたチミ

ジンキナーゼ（TK）遺伝子突然変異試験（TK6 アッセイ）」の項と同様な方法で

TK6 アッセイを実施した。ここでは、XRCC1-/- /XPA-/-細胞を用いた TK6 アッセイ

を「高感度型 TK6 アッセイ」と名付けた。 

 

第 3 節 実験の結果 

4 被験物質における高感度型 TK6 アッセイの結果を Fig. 12 ~ 15 及び Table 7

に示した。 

 

NEDA 

代謝活性化存在下及び非存在下において、異なる濃度の NEDA（50～200 µg/mL）

を TK6 細胞及び XRCC1-/-/XPA-/-細胞に処理した。標準的 TK6 アッセイと同様（第

1 章 第 1 節参照）に、細胞毒性及び突然変異誘発性の指標にそれぞれ RS 及び

MF を用いた。その結果、いずれの細胞株でも代謝活性化の有無によらず細胞毒

性の強度は同等であった（Fig. 12）。突然変異試験の結果、いずれの細胞株にお

いても代謝活性化の有無によらず各処理群の MF は陰性対照群と比較して有意

な増加を示さなかった（Fig. 12）。 
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Fig. 12 Cytotoxic and genotoxic responses of wild-type and XRCC1−/−/XPA−/− TK6 cells 
exposed to NEDA. 

Cytotoxicity and genotoxicity were expressed as relative survival (%) and mutant frequency 
(×10−6) after treatment with NEDA without metabolic activation (A and B) or in the presence of 
S9 mix (C and D). 
Representative result from at least two independent experiments was shown. 

 

PPD 

細胞毒性試験の結果、代謝活性化存在下では 高用量の 2000 µg/mL で RS が

20%以下を示したことから（Fig. 13）、突然変異試験では 2000 µg/mL まで検討し
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た。一方、代謝活性化非存在下ではより強い細胞毒性を示したことから、 高用

量を 1000 µg/mL として突然変異試験を実施した。突然変異試験の結果、いずれ

の細胞株においても代謝活性化の有無によらず各処理群の MF は陰性対照群と

比較して有意な増加を示さなかった（Fig. 13）。 

 
Fig. 13 Cytotoxic and genotoxic responses of wild-type and XRCC1−/−/XPA−/− TK6 cells 

exposed to PPD. 
Cytotoxicity and genotoxicity were expressed as relative survival (%) and mutant frequency 
(×10−6) after treatment with PPD without metabolic activation (A and B) or in the presence of S9 
mix (C and D). Representative result from at least two independent experiments was shown. 

 

 

R
el

at
iv

e 
su

rv
iv

al
 (%

)

PPD (μg/mL)

Cytotoxicity assay (with S9 mix) TK gene mutation assay (with S9 mix)

PPD (μg/mL)

R
el

at
iv

e 
su

rv
iv

al
 (%

)

PPD (μg/mL) PPD (μg/mL)

0

20

40

60

80

100

0 200 400 600 800 1000
0

10

20

30

40

50

0 200 400 600 800 1000

0

10

20

30

40

50

0 500 1000 1500 2000
0

20

40

60

80

100

0 500 1000 1500 2000

A B

C D

M
ut

an
t f

re
qu

en
cy

 (x
10

-6
)

M
ut

an
t f

re
qu

en
cy

 (x
10

-6
)

Cytotoxicity assay (without S9 mix) TK gene mutation assay (without S9 mix)

XRCC1-/-/ XPA-/-
TK6

細胞毒性試験（非代謝活性化）

細胞毒性試験（代謝活性化）

突然変異試験（非代謝活性化）

突然変異試験（代謝活性化）



65 

Auramine 

Auramine はジフェニルメタン系色素であり、ヒトへの発がん性の可能性が指

摘されている。そこで、高感度型 TK6 アッセイを用いて Auramine の突然変異誘

発性を検討した。TK6 細胞及び XRCC1-/-/XPA-/-細胞を細胞毒性が強く発現する用

量から毒性が見られない用量まで処理した（短時間処理法の代謝活性化存在下

では 10〜70 µg/mL、代謝活性化非存在下では 20〜80 µg/mL）。いずれの細胞株

においても、用量依存的に RS の減少が認められた（Fig. 14）。本試験の結果、

いずれの細胞株においても代謝活性化の有無によらず各処理群の MF は陰性対

照群と比較して有意な増加を示し、かつ用量依存性が認められた。代謝活性化存

在下では TK6 細胞に対する XRCC1-/-/XPA-/-細胞の MF は 70 µg/mL 及び 80 µg/mL

でそれぞれ 2 倍及び 2.5 倍に増加した（Fig. 14）。短時間処理法の代謝活性化存

在下では TK6 細胞に対する XRCC1-/-/XPA-/-細胞の MF は 10 µg/mL 及び 20 µg/mL

でそれぞれ 3 倍及び 4 倍と、より低濃度で顕著な増加を示した。これらの結果

は、DNA 除去修復能を完全に欠損した XRCC1-/-/XPA-/-細胞を TK6 アッセイに用

いることで、Auramine の突然変異誘発性を検出する感度が著しく向上すること

を明確に示唆している。 
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Fig. 14 Cytotoxic and genotoxic responses of wild-type and XRCC1−/−/XPA−/− TK6 cells 

exposed to Auramine. 
Cytotoxicity and genotoxicity were expressed as relative survival (%) and mutant frequency 
(×10−6) after treatment with auramine without metabolic activation (A and B) or in the presence 
of S9 mix (C and D). The data on mutant frequencies were statistically analysed using the Omori’s 
method. Representative result from at least two independent experiments is shown. 

 

MG 

MG の遺伝毒性メカニズムは活性酸素の産生を介して細胞毒性を発現するこ

とで、二次的に DNA 損傷を誘発するものと考えられている[65][67]。MG の遺伝

毒性及び発がん性に関しては、in vitro 及び in vivo の試験法の違いにより、相反
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する結果が得られている。MG は Ames 試験では陽性であったが[60]、マウスで

は遺伝毒性や発がん性は検出されていない[63][68]。しかし、ラットの発がん性

試験では腫瘍の発生率がわずかに増加した[69]ことから、MG の発がん性をラッ

トからヒトに外挿することは疑問である。そこで、MG の活性酸素を介した突然

変異誘発性の可能性を検証するため、TK6 細胞及び XRCC1-/-/XPA-/-細胞の TK6 ア

ッセイを行った。 

短時間処理法の代謝活性化存在下では、TK6 細胞及び XRCC1-/-/XPA-/-細胞のい

ずれでも用量依存性のある強い細胞毒性を発現した（Fig. 15）。さらに、TK6 ア

ッセイにおける形質発現期間では、細胞増殖が著しく阻害されたため、低用量

（0.2 µg/mL 及び 0.4 µg/mL）のみで突然変異試験が可能であった（Fig. 15）。短

時間処理法の代謝活性化存在下では細胞毒性が減衰したため、突然変異試験は 2

～8 µg/mL の量量において評価した（Fig. 15）。突然変異試験では代謝活性化の

有無によらず TK6 細胞及び XRCC1-/-/XPA-/-細胞において、各処理群の MF は陰性

対照群と比較して有意な増加を示さなかった。したがって、本結果から、MG は

ヒト細胞においては非 DNA 反応性物質であると考えられ、これまでの in vivo で

の試験結果と一致した[61]。 
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Fig. 15 Cytotoxic and genotoxic responses of wild-type and XRCC1−/−/XPA−/− TK6 cells 

exposed to MG. 
Cytotoxicity and genotoxicity were expressed as relative survival (%) and mutant frequency 
(×10−6) after treatment with MG without metabolic activation (A and B) or in the presence of S9 
mix (C and D). Representative result from at least two independent experiments is shown. 

 

Table 7 Overview of results in genotoxicity and carcinogenicity studies  

 
a MLA / HPRT: in vitro mammalian gene mutation assay using mouse lymphoma TK assay or HPRT 
study in chinese hamster ovary cells. b TK (XRCC1-/-/XPA-/-): TK6 assay using XRCC1-/-/XPA-/- cells 
in this study. c +: Positive. d −: Negative. e ND: not determined. F High sensitive 
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Cytotoxicity assay (without S9 mix) TK gene mutation assay (without S9 mix)

XRCC1-/-/ XPA-/-
TK6

細胞毒性試験（非代謝活性化）

細胞毒性試験（代謝活性化）

突然変異試験（非代謝活性化）

突然変異試験（代謝活性化）

Wild type Mutant
NEDA 1465-25-4   ＋c    − d − − −
PPD 106-50-3 ＋ ＋ − − −
Auramine 2465-27-2 ＋ − ＋   ＋f ＋
MG 569-64-2 ＋ NDe − − −

MLA / HPRT aAmesCAS No.Chemical name CarcinogenicityTK6 assay
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本研究では、Ames 試験陽性物質である NEDA、PPD、Auramine 及び MG につ

いて、高感度型 TK6 アッセイを実施した。その結果、NEDA、PPD 及び MG は

TK6 細胞と XRCC1-/-/XPA-/-細胞ともに陰性を示したが、Auramine は陽性を示し

た。NEDA 及び PPD は in vitro 小核試験や MLA では概ね陰性結果が示されてい

ることから、TK6 細胞と XRCC1-/-/XPA-/-細胞で陰性を示したことは、ヒト細胞で

はこれらが非 DNA 反応性物質であることを示しており、更にげっ歯類を用いた

発がん性試験の結果が陰性であることから、Ames 試験の陽性結果は細菌特異的

な DNA 反応性によるものと推察された。一方、Auramine は Ames 試験陽性物質

であるが、in vivo 姉妹染色体交換試験、in vivo 小核試験及び in vivo コメットア

ッセイではいずれも陽性を示し、さらにげっ歯類を用いた発がん性試験でも陽

性を示していることから、高感度型 TK6 アッセイの陽性結果と考え合わせると、

Auramine の発がん性メカニズムは遺伝毒性機序によるものと推察される。 

 

第 4 節 考察 

本研究ではゲノム編集技術により DNA 修復能遺伝子を欠損した TK6 遺伝子

欠損株を用いて、Ames 試験陽性物質として知られる NEDA、PPD、Auramine 及

び MG の 4 物質について高感度型 TK6 アッセイを実施した。 

TK6 細胞及び XRCC1-/-/XPA-/-細胞において、代謝活性化存在下及び非存在下の

いずれの条件下でも NEDA は明確な陰性結果を示した。この結果は、NEDA が

ヒト細胞では非変異原性であることを示唆するものであり、既報の発がん性試

験陰性の結果と一致し、NEDA が非遺伝毒性発がん物質であることを裏付ける

[65]。NEDA は Ames 試験陽性物質として知られるもののハムスター肝 S9 mix 存

在下でのみ陽性を示しており、ラット肝 S9 mix では検出されなかった[50]こと

を鑑みると、Ames 試験の陽性結果は薬物代謝酵素の種差に依存した偽陽性であ
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る可能性があると考えられる。 

PPD の高感度型 TK6 アッセイでは、いずれの細胞株においても代謝活性化の

有無によらず各処理群の MF は陰性対照群と比較して有意な増加を示さなかっ

たため（Fig. 13）、陰性と判定された。したがって、本結果は PPD がヒト細胞に

おいて非 DNA 反応性であることを示唆する。ヒトのケラチノサイトにおいて、

PPD と過酸化水素を共処理すると、細胞内の活性酸素種（ROS）の産生を介して

DNA 損傷が促進されることが報告されている[65]。このことから、内因性の活

性酸素によって誘発される遺伝毒性は PPD のみでは不十分であると推察された。

XRCC1-/-/XPA-/-細胞は、様々な酸化的 DNA 損傷の修復に関与する BER 及び NER

経路の両方を欠損している[70][71][72][73][74][75]。これら機能を完全に欠損し

ているにもかかわらず XRCC1-/-/XPA-/-細胞では突然変異の指標である MF は増加

しなかったことは（Fig. 13）、PPD が生理的条件下では DNA 塩基損傷やバルキ

ーDNA 付加物を誘発しないことを示唆する。さらには、これらの結果は活性酸

素が豊富に存在しない曝露条件では哺乳類に遺伝毒性を誘発しないという結果

を補完するものである。なお、MLA では PPD の遺伝毒性誘発性は陽性結果を示

すことが報告されているが、これはマウスリンパ腫細胞（L5178Y 細胞）が p53

変異タンパク質を発現していることで、酸化的 DNA 損傷が誘発された細胞がア

ポトーシス誘導されずに変異細胞として生存したことによると考えられる。本

研究から、TK6 細胞において、BER と NER のいずれの機能が失われていても、

正常 p53 存在下では PPD が陰性であったことは、この結果を合理的に説明し得

るものと考える。 

Auramine の高感度型 TK6 アッセイではいずれの細胞株においても代謝活性化

の有無によらず各処理群の MF は陰性対照群と比較して有意な増加を示し、か

つ用量依存性が認められた。本結果は、DNA 除去修復能を完全に欠損した
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XRCC1-/-/XPA-/-細胞を TK6 アッセイに用いることで、Auramine の突然変異誘発性

を検出する感度が著しく向上することを明確に示唆するものである。上述した

とおり、TK6アッセイと同様にTK遺伝子座の突然変異をレポーターとするMLA

では Auramine の突然変異誘発性は検出されていないが、これは短時間処理法の

代謝活性化存在下のみ実施されていたことによっているのかも知れない[55]。

Auramine の遺伝毒性は、Ames 試験においては代謝活性化存在下でのみ確認され

ている[56][57]。一方で、哺乳類培養細胞を用いた in vitro 遺伝毒性試験で陽性を

示した試験法では代謝活性化の必要性に一貫性が見られていない。しかし、TK6

アッセイでは代謝活性化の有無によらずに陽性を示したこと、さらに

XRCC1-/-/XPA-/-細胞では MF の増加が顕著に増強されたことを鑑みると、

Auramine ではその未変化体が突然変異誘発性を有しているものと考えられ、

TK6 アッセイでは効率よく検出できる可能性が示唆された。本結果は、ヒト細

胞において、Auramine が BER や NER によって修復される可能性のある酸化的

DNA 損傷やバルキーDNA 付加物などの DNA 損傷を誘発することを示唆する。

高感度型 TK6 アッセイの結果は、Auramine の in vivo 発がん性の誘発が内因性

DNA 修復システムで修復されなかった DNA 損傷の変異原性に起因する可能性

を示唆するものである[62]。 

MG の遺伝毒性メカニズムは、直接的な変異原性機序によらず活性酸素の産生

を介して細胞毒性を発現することで、二次的に DNA 損傷を誘発するものと考え

られている[65][67]。MG の遺伝毒性及び発がん性に関しては、in vitro 及び in vivo

の試験法の違いにより、相反する結果が得られている。MG は Ames 試験では陽

性であったが[60]、マウスでは遺伝毒性や発がん性は検出されていない[63]。し

かし、ラットの発がん性試験では腫瘍の発生率がわずかに増加した[69]ことから、

MG の発がん性をラットからヒトに外挿することは疑問である。高感度型 TK6
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アッセイの結果、突然変異試験では代謝活性化の有無によらず TK6 細胞及び

XRCC1-/-/XPA-/-細胞において、各処理群の MF は陰性対照群と比較して有意な増

加を示さなかった。したがって、本結果から、MG はヒト細胞においては非 DNA

反応性物質であると考えられ、これまでの in vivo での試験結果と一致した[61]。

MG は非遺伝毒性物質であることが示唆されているが、MG の主要な還元代謝物

で半減期の長いロイコマラカイトグリーン（LMG）は、in vivo で遺伝毒性を示

すことが知られている[61][76]。哺乳類では、MG は腸内細菌によって LMG に還

元されることが報告されている[77]。ラットでみられた腫瘍頻度の増加は、MG

が特定の環境下で LMG に還元されたことに起因する可能性も考えられる。腸内

細菌と Ames 試験菌株の薬物代謝酵素の種類については不明であるが、両細菌に

特異的な還元酵素の発現に共通性を見出すことができれば、Ames 試験と TK6 ア

ッセイとの結果の相違を合理的に説明できる可能性がある。 

 

小括 

本研究において、TK6 アッセイの結果が陰性を示した NEDA、PPD 及び MG

は XRCC1-/-/XPA-/-細胞でも同様に陰性を示した。この結果は Ames 試験陽性結果

が細菌特異的な作用機序によることを示唆し、発がん性試験の結果と考え合わ

せると、ヒト細胞では非 DNA 反応性であると考えられる。いずれの細胞株でも

TK6 アッセイにおいて陽性を示した Auramine は、Ames 試験や発がん性試験と

の結果と合致することから、DNA 反応性発がん物質である可能性が高い。

Auramine による DNA 修復は細菌からヒトまで共通の DNA 修復系により修復さ

れると理解できる。 

標準的な in vitro 遺伝毒性試験では、使用菌株の薬物代謝能の相違や試験法の

低特異性などの理由から限界がある。原核生物から真核生物まで高度に保存さ
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れた DNA 修復機構である BER 経路と NER 経路は、様々な DNA 損傷の除去に

関連していることが知られているため[78]、本研究においてこの 2 つの経路にお

ける重要な遺伝子を破壊した細胞株を TK6 アッセイに組み込むことは、化学物

質の遺伝毒性誘発性を評価するのみならず、DNA 修復機構の相違に基づく機序

解明に特異性を高めることができることを明らかにした[45]。本研究の成果より、

高感度型 TK6 アッセイによる医薬品の安全性評価は、医薬品の潜在的な遺伝毒

性誘発性を特異的に評価する上で極めて有用であると考えられた。 

以上から、高感度型 TK6 アッセイは細菌とヒトにおける DNA 修復メカニズ

ムの相違に基づき、TK6 アッセイの陰性結果に科学的信頼性を与えるものと考

えた。また DNA 反応性を高感度に検出できることから、偽陰性の低減にも寄与

するものと考える。 
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第 3 章 改良型 TK6 細胞を用いた遺伝毒性メカニズムの解明 

（ヌクレオチド除去修復欠損株を用いた遺伝毒性作用機序

解明） 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

本章は下記論文に基づいています。 
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Takeji Takamura-Enya, Masamitsu Honma, Manabu Yasui. Follow-up genotoxicity 
assessment of Ames-positive/equivocal chemicals using the improved thymidine 
kinase gene mutation assay in DNA repair-deficient human TK6 cells. Genes and 
Environment. 2019; 41:15. 
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第 1 節 緒言 

細胞内の DNA は、太陽からの紫外線、電離放射線、医薬品、食品に含まれる

化学物質、内因性の酸化ストレスなど、さまざまな環境因子に絶えずさらされて

いる。このような DNA 損傷の蓄積は、ゲノムの不安定性を増大させるため、細

胞の生存に悪影響を及ぼし、ひいては細胞の変質や腫瘍化を引き起こす可能性

がある。ゲノムの完全性を維持するために、哺乳類細胞は特定の種類の DNA 損

傷に対する複数のDNA修復系を有している。特に、ヌクレオチド除去修復（NER）

は、DNA 損傷に対する防御機構としては も重要な修復経路と考えられる。 

NER は遺伝毒性物質によって誘発されるバルキーDNA 付加体の除去に関与す

る[79]。この過程で NER は、紫外線（ultra violet: UV）によって誘発されるシク

ロブタンピリミジン二量体、ヘテロサイクリックアミン（Heterocyclic amine: HCA）

や多環芳香族炭化水素（Polycyclic Aromatic Hydrocarbons: PAHs）などの発がん物

質によって形成される共有結合 DNA 付加体、DNA 架橋、内因性活性酸素種に

よる酸化的 DNA 損傷など、ほぼ無限の種類の DNA 付加体を認識することがで

きる。したがって、NER 機構の機能不全は細胞死やゲノムへの変異導入など、

発がんを誘発する下流のシグナル経路に応答することで、遺伝毒性物質の細胞

毒性や DNA 損傷性の影響を増強させることが予想される。 

NER は全ゲノムヌクレオチド除去修復（GG-NER）と転写共役ヌクレオチド除

去修復（TC-NER）の 2 つのサブ経路に分類される（Fig. 16）[80]。GG-NER は

転写領域と非転写領域を含むゲノム全体から DNA 付加体を認識して除去する。

一方、TC-NER は活発に転写されるゲノム上の遺伝子座で転写を阻害する DNA

付加体を除去する役割を担う。哺乳類の GG-NER では色素性乾皮症グループ C

（Xeroderma pigmentosum group C: XPC）が 初の損傷認識ステップに関与して

いる[81]。XPC をコードする遺伝子に変異が生じると、GG-NER の欠損により、
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がん化し易い表現型となることが知られている[82]。一方、TC-NER は DNA 付

加部位で RNA ポリメラーゼ II の伸長が停止することで活性化される。その後、

コケイン症候群タンパク質 A（Cockayne syndrome protein A: CSA）とコケイン症

候群タンパク質 B（Cockayne syndrome protein B: CSB）が TC-NER を開始する。

GG-NER と TC-NER は転写因子 IIH（Cockayne syndrome protein B: TFIIH）複合

体の損傷部位へのリクルートに続いて、共通のタンパク質成分を用いて DNA 付

加体周辺のヌクレオチドの切除を行い、その後ギャップフィリングとライゲー

ションを行って反応を完了する（Fig. 16）。これらの NER サブ経路の役割は異

なるため、GG-NER または TC-NER を特異的に破壊することで、DNA 付加体の

細胞毒性と DNA 修復経路のクロストークの基礎となるメカニズムを解明する

ことが期待できる。 
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Fig. 16 Schematic of nucleotide excision repair sub-pathways.  
In GG-NER, XPC and RAD23B complex with UV-damaged DNA-binding protein (UV-DDB) 
participate in the primary DNA damage recognition and recruitment of TFIIH complex. TC-NER 
is initiated by the stalling of RNA polymerase II (PolII) at the site of the DNA adduct. CSA and 
CSB are required for the removal of the stalled PolII and the assembly of the NER factors. 
Following the recruitment of the TFIIH complex to the DNA adduct site, both GG-NER and TC-
NER share the same core NER factors, including ERCC1/XPF, XPG, and replication machinery 
[PCNA and DNA polymerase (DNA pol)], as depicted 

 

XPC と CSB は癌抑制因子である p53 の機能制御に関与することが知られてい

る。例えば、CSB は p53 と相互作用し、p53 のユビキチン化を促進する[83]。CSB

が欠損すると、p53 が蓄積され、シスプラチンに対する細胞の感受性が高まる

[83]。CSB の ATPase ドメインは、紫外線によって誘発されるアポトーシス応答
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に重要な役割を果たしている[85]。XPC は mouse double minute 2 homolog（MDM2）

との相互作用を通じて、p53 の分解プロセスにも関与している[86]。さらに、XPC

はカスパーゼ 2 の抗アポトーシスアイソフォームの負の制御を介して、DNA 損

傷によるアポトーシス応答を促進することが知られている[87]。これらの知見に

基づき、NER の主要因子である CSB 及び XPC は、高度に損傷した細胞の除去

と回復可能な細胞の修復との間の均衡の調節に関与していることが示唆されて

いる。したがって、NER サブ経路の機能喪失は環境中の遺伝毒性物質への曝露

による有害な影響を引き起こす可能性があり、ひいては細胞に対する感受性に

大きく影響を及ぼすものと考えた。 

そこで、NER サブ経路の主要因子である XPC または CSB の機能を欠損させ

たヒトリンパ芽球細胞 TK6 細胞（改良型 TK6）を開発し、それぞれ GG-NER ま

たは TC-NER の機能を特異的に阻害した。これらの細胞を用いて、既に細胞の

がん化のメカニズムが詳細に解析されている紫外線（UVC）、ベンゾ[a]ピレン

（B(a)P）などの PAH 類、2-アミノ-3, 8-dimethylimidazo [4,5-f] quinoxaline (MeIQx), 

2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo [4,5-b] pyridine (PhIP)、DNA 鎖切断を誘発する

γ 線、2-acetylaminofluorene (2-AAF)の 6 種類の環境変異原に対する細胞の感受性

変化を指標に、DNA 損傷誘発メカニズムの評価に使用可能かを検証した。その

結果、GG-NER 及び TC-NER 欠損 TK6 細胞は、各種環境変異原に対して、新た

な知見を含めて概ね各々の毒性発現メカニズムを反映した細胞応答を示したこ

とから、TK6 アッセイで陽性を示した医薬品における DNA 損傷、ひいては発が

んメカニズムの一端を明らかにするために有用なツールであることが示された。 
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第 2 節 実験の材料及び方法 

細胞培養 

本研究では、TK6 細胞と遺伝的背景が同等であるヒトリンパ芽球細胞

TSCER122 細胞を使用した[88]。細胞は RPMI-1640（ナカライテスク社製）に 10%

馬血清（ニチレイバイオサイエンス社製）、100 U/mL ペニシリン、100 μg/mL ス

トレプトマイシン，200 μg/mL ピルビン酸ナトリウムを加え，37°C、5% CO2、

100%湿度の条件下で培養した。 

 

XPC-/-及び CSB-/-細胞の作製 

本研究において使用した XPC-/-細胞と CSB-/-細胞は、共同研究者により

CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を用いて作製された[78]。 

 

各種環境変異原処理 

1) 紫外線照射 

細胞を洗浄し、フェノールレッドを含まない RPMI-1640 で再懸濁した。細胞

（2.5×106 cells）を 5 mL の培養液に懸濁させ、10 cm シャーレに入れて UVC（0、

0.5、1.0、1.5、2.0 J/m2）に照射した。 

 

2) 被験物質処理 

本研究に用いた MeIQx 及び PhIP は富士フイルム和光純薬株式会社（日本、大

阪）から購入した。B(a)P は Sigma-Aldrich（St. Louis, MO）から購入した。2-AAF

は東京化成工業株式会社（日本、東京）から入手した。すべての被験物質は DMSO

に溶解した。被験物質は適切な溶媒に溶解後、直接または段階的に希釈して 終

濃度の希釈液を調製した。 
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被験物質による細胞処理は、50 mL のプラスチック遠心管に 5×106 cells/mL の

細胞密度で 10 mL の細胞懸濁液を調製し、代謝活性化のために 4.5%の濃度で誘

導ラット肝 S9 mix（オリエンタル酵母工業株式会社及び株式会社ボゾリサーチ

センター）の存在下で、異なる濃度の被験物質を処理した。その後、本遠心管を

穏やかに振とうしながら 37°C で 3 時間処理後、RPMI-1640 培地で 2 回洗浄し

た。 

 

3) γ 線照射 

Gammacell 40 Exactor（MDS Nordion, Canada）を用いて、細胞を γ 線（0、0.25、

0.75 及び 1 Gy）に照射した。 

 

96 ウェルプレートへの細胞播種 

各環境変異原処理後、細胞を 96 マイクロウェルプレートに 8 cells /mL（1.6 細

胞/ウェル）の細胞密度で播種し、温度 37°C、加湿及び 5% CO2 の条件下で 14 日

間培養した。培養後、各ウェルにおけるコロニーの有無を指標に計測し、第 1 章

と同様に式 1～3 を用いて細胞生存率（RS）を測定した。 

 

統計解析 

Tukey's 多重比較検定を用いて、同じ線量あるいは濃度で WT、XPC-/-細胞ある

いは CSB-/-細胞の各細胞間で RS を検定した（有意水準：1%及び 5%、両側検定）。 

 

第 3 節 実験の結果 

各種環境変異原に対する各種細胞株の感受性試験の結果を Fig. 17 に示した。 
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紫外線照射 

紫外線照射における GG-NER 及び TC-NER 欠損による細胞感受性の影響を確

認するため、WT、XPC-/-細胞及び CSB-/-細胞の各細胞株における UVC 照射に対

する感受性を比較した。Fig. 17 に示すように XPC-/-と CSB-/-の両細胞は、TK6 細

胞に比較して高感受性を示した。特に、XPC-/-細胞は CSB-/-細胞に比較して UVC

による細胞傷害作用に対して重篤な表現型を示した。 

 

B(a)P 

B(a)P は煙草に含まれる強力な多環芳香族炭化水素（Polycyclic Aromatic 

Hydrocarbons: PAHs）の発がん物質で、有機物の不完全燃焼によって生成される

[89]。B(a)P は反応性中間体である benzo [a] pyrene-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxide

（BPDE）に代謝され、細胞内でバルキーDNA 付加物を形成する[90]。NER サブ

経路の欠損における B(a)P 曝露の影響を確認するため、化学物質に暴露した後

の細胞生存率を測定した。その結果、B(a)P に対する細胞感受性は、CSB-/-細胞に

おいて劇的に増強された［3 μg/mL 及び 6 μg/mL の B(a)P で有意（p＜0.01）］（Fig. 

17）。一方、XPC-/-細胞の細胞感受性は WT よりもわずかに高く、6 μg/mL の B(a)P

処理群でのみで有意であった（p < 0.05）。これらの結果から、XPC-/-細胞は

CSB-/-細胞に比べて B(a)P に対する抵抗性が高いことが明らかになった。 

 

MeIQx 

MeIQx は加熱処理された肉や魚に含まれる HCA である。MeIQx 曝露による

GG-NER または TC-NER 欠損への影響を検討した。CSB-/-細胞では 250 μg/mL で

有意な感受性を示した（p < 0.01）（Fig. 17）。一方、XPC-/-細胞における感受性は

むしろ野生型と比較しても低い傾向にあり、すべての用量（150、250 及び 250 
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μg/mL）で有意な感受性増加は見られなかった。 

 

PhIP 

MeIQx 同様に PhIP も HCA であり、よく知られた食品発がん物質である。PhIP

は、主にグアニンの C8 位に結合し、バルキーな NA 付加体を誘発することが知

られている[91]。他の遺伝毒性物質とは対照的に、XPC-/-細胞は PhIP 処理に対し

て 3 つの細胞株の中で も高い感受性を示した［2 及び 3μg/mL の PhIP で有意

（p＜0.05）］（Fig. 17）。CSB-/-細胞は、WT と XPC-/-の中間の感受性を示した。 

 

γ 線 

Csb 遺伝子を破壊したマウス胎児線維芽細胞（Mouse Embryonic Fibroblast: MEF）

は、電離放射線に対して高感受性を示すことが報告されている[105]。そこで XPC

及び CSB の欠損が TK6 細胞における γ 線照射の細胞毒性に関与しているかを評

価した。いずれの細胞においても γ 線の線量依存的に RS が低下した（Fig. 17）。

CSB-/-細胞の γ 線に対する感受性は野生型よりもわずかに高かったが、いずれの

細胞株間にも生存率に有意な差は認められなかった。 

 

2-AAF 

2-AAF はフルオレンの変異原性誘導体であり、バルキーDNA 付加体を形成す

ることが知られている[92]。XPC または CSB の欠損が 2-AAF による細胞毒性に

どのように影響するかを検討した。（Fig. 17）に示すように、2-AAF（3.3、11 及

び 33 μg/mL）に曝露しても、XPC-/-及び CSB-/-細胞の細胞感受性に影響はみられ

なかった。さらに 2-AAF の処理濃度の増加に伴い、培養液に沈殿が生じた。 
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Fig. 17 Cytotoxicity of genotoxic agents in XPC- and CSB-deficient human TK6 cells. 

Survival of WT (circles), XPC−/− (triangles), and CSB−/− (squares) cells was shown 
after exposure to UVC (A), B(a)P (B), MeIQx (C), PhIP (D), γ-ray (E), and 2-AAF (F). Values 
presented are means ± SEM of 2–4 independent experiments. Experiments were performed as 
described in Materials and Methods. Significant differences are indicated by asterisks (**p < 0.01, 
*p < 0.05). 
 

第 4 節 考察 

紫外線照射における研究では、Xpc-/-と Csb-/-のマウス細胞はその種類によって

紫外線に対する感受性が異なることが報告されている。Csb-/-マウス胚性線維芽

細胞（MEF）及びケラチノサイトは Xpc-/-細胞に比べて紫外線に対する感受性が

高いが、Xpc-/-胚性幹細胞は Csb-/-細胞に比べて紫外線に対する感受性が高い

[93][94]．前者の場合、紫外線照射に対する Csb-/-細胞の感受性が上昇する理由は、

Csb-/-細胞のアポトーシス応答性が上昇しているためと考えられる[89][94]。後者

の場合、Csbの欠損はXpcの欠損よりも紫外線による突然変異率が高くなり[93]、
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その結果、DNA 損傷を受けた細胞が増殖する。このように、ヒト血液由来の TK6

細胞では、NER サブ経路の中でも、CSB の欠損のみではなく、XPC の欠損もま

た紫外線に曝露された際の細胞生存に悪影響を及ぼすことが明らかとなった。

本細胞が UVC に強く反応するのは、ヒトではこれらの NER に関連する遺伝子

がアポトーシス応答を介して高度に損傷した異常細胞を選択的に排除する役割

を担っているからであると考えられる[86]。 

細胞内でバルキーDNA 付加物を形成する benzo[a]pyrene-7,8-dihydrodiol-9,10-

epoxide（BPDE）をヒト細胞に曝露すると、XPC、XPF、XPG 及び DDB2 などの

NER 遺伝子の発現が p53 依存的に上昇することが報告されている[94]。しかし、

CSB の発現は BPDE に曝露されても増加しないことが報告されている[94]。こ

れらの知見と我々の結果を合わせると、XPC は TC-NER が非存在下では、DNA

損傷によるアポトーシス応答を介して高度な損傷を受けた細胞を排除する上で

主要な役割を果たしていると推察される。これまでの報告では、DNA 損傷性ス

ト レ ス に 反 応 し て 、 Csb-/- 細 胞 で は ア ポ ト ー シ ス 応 答 の レ ベ ル が

上昇するが、Xpc-/-マウス細胞では上昇しないことが示唆されている[89][94]。 

MeIQx において、CSB-/-細胞では 250 μg/mL で有意な感受性を示した一方で、

XPC-/-細胞では感受性はむしろ野生型と比較しても低い傾向にあった。この結果

は、MeIQx によって誘発された酸化的 DNA 損傷の量によって説明できる。ラッ

トにおける低用量の MeIQx では MeIQx-DNA 付加体の形成が確認されている

[96]。しかし、当該報告では MeIQx の投与量の増加に伴い、組織内において酸化

的 DNA 塩基損傷である 7,8-ジヒドロ-8-オキソグアニン (8-oxoG) の量が有意に

上昇することが示されている[96]。酸化的 DNA 損傷の修復に CSB が関与してお

り[97][98][99]、CSB 患者由来の細胞は、酸化的 DNA 損傷に対して高感受性を示

すことが報告されている[104]。さらに CSB-/-でみられる MeIQx の感受性増加は
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酸化 DNA 損傷の修復能の欠如によるものだと予想される。したがって、CSB-/-

細胞では MeIQx に対する感受性が向上する一方で、XPC-/-細胞では感受性が低

下することは、CSB による酸化的 DNA 損傷の修復と XPC によるアポトーシス

誘発の 2 つの事象に起因すると考えられる。以上より、TC-NER の機能喪失が、

ヒト細胞における MeIQx の細胞毒性を強める役割を果たすことが示唆された。 

PhIP では、CSB-/-細胞は WT と XPC-/-の中間の感受性を示したが、Xpc ノック

アウトマウスと野生型の間で PhIP 処理に対する感受性に差がないとする先行研

究とは対照的である[100]。この相違は、以前に報告されたように、げっ歯類と比

較してヒトでは GG-NER が生体恒常性維持により重要であることに起因すると

考えられる[102]。TK6 細胞を PhIP に曝すと p53 の活性化が誘導されるが、これ

はバルキーな DNA 付加体を形成する他の遺伝毒性物質でも同様である[103]。

PhIP の場合、XPC は、p53 の分解を介して細胞死を抑制する役割を果たしてい

ると考えられる[85]。したがって、今回の結果は、GG-NER の機能消失が、PhIP-

DNA 付加体が蓄積することによる細胞毒性の発現に重要であることを示してい

る。PhIP は、バルキーな DNA 付加体だけでなく、DNA 二本鎖切断（DSB）も

誘導することが報告されており[104]、NER 欠損細胞における PhIP の毒性増強

は、PhIP処理時にDSBが形成されることに起因する可能性もある。そこで次に、

DSB を誘発する γ 線を照射した後の各細胞株の細胞生存率を調べた。 

本研究では、CSB-/-細胞の γ 線に対する感受性は野生型よりもわずかに高かっ

たが、いずれの細胞株間にも生存率に有意な差は認められなかった。CSB と XPC

は DSB 修復に一定の役割を果たしている可能性が指摘されているが[105]、これ

らの NER 因子の欠損は TK6 細胞における γ 線の細胞毒性に大きな影響を与え

なかった。 

以上の結果から、化学物質による DNA 損傷の修復に も寄与すると考えられ
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る NER 経路の不活性化は、代表的な環境変異原によるメカニズムを反映したも

のであることが明らかとなったため、本法は各細胞感受性の相違から遺伝毒性

メカニズムの一端を解釈し得る有用なツールになると考える。 

 

小括 

本研究ではバルキーDNA 付加体を形成するいくつかの環境変異原によって引

き起こされる細胞毒性に対する GG-NER 及び TC-NER の不活性化の影響を評価

した。NER 欠損細胞では、遺伝毒性物質への曝露に対する感受性に差が見られ、

その差は形成される DNA 付加体とそれに続く修復やアポトーシスのメカニズ

ムに依存していた。これらの結果から、本研究で樹立した GG-NER 及び TC-NER

欠損細胞は、標準的な遺伝毒性試験と組み合わせて、医薬品の細胞毒性が各段階

に関与するメカニズムを調べるのに有用であると考えられる。例えば、CS/XP 患

者の神経変性などの症状と、日常生活における環境化学汚染物質への慢性的な

曝露との相関関係はいまだ不明である。したがって、これらの細胞は NER 欠損

に関連する薬剤や化学物質への曝露のリスクを評価するためのツールとなるこ

とを意味しているため、TK6 アッセイにおいて陽性を示した場合のメカニズム

解明に有用である可能性が考えられた。これらの方法論は、遺伝毒性物質に対す

る NER 因子の詳細な防御機能に光を当て、化学物質のリスク評価の改善に貢献

することが期待される。 
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総括 

本フォローアップスキームの有用性 

本研究では、Ames 試験陽性物質のフォローアップから作用機序解明まで網羅

した体系的なフォローアップスキームの確立を目指し、標準的な TK6 アッセイ

による Ames 試験陽性物質のフォローアップ法の確立、DNA 修復機序に基づい

た高感度型 TK6 アッセイによるフォローアップ法の確立ならびに改良型 TK6 細

胞を用いた遺伝毒性メカニズムの解明からなる 3 つの研究を実施した。 

まず、本研究に用いた Ames 試験陽性かつ発がん性試験陰性物質（10 物質）の

うち、TK6 アッセイは 2 物質（20%）のレスキューに成功したことから、有用な

医薬品候補化合物の再開発を促進できる可能性が示唆された。連続処理法の 24

時間処理条件下のみで MF が用量依存的に増加し、すべての処理条件で同程度

に強い細胞毒性が認められた 4-Nitroanthranilic acid について、プロテオミクス解

析を行った。その結果、24 時間処理のみ酸化ストレスに応答する内在性アポト

ーシスシグナル経路のタンパク質発現レベルが有意に上昇したことから、長時

間曝露では ROS を介した非特異的な DNA 損傷が誘発されている可能性が示唆

された。これにプロテオミクス解析によって MoA が実証可能であった連続処理

法において二次的に陽性反応を示した 2 物質を陰性とみなすことができれば、

本研究に用いた Ames 試験陽性物質に対するレスキュー率は 40%（10 物質中 4

物質）に上昇し、TK6 アッセイは Ames 試験陽性物質のフォローアップ評価とし

ては有用であることが確認される。 

第二に、Ames 試験陽性物質において TK6 アッセイで陰性を示す物質が科学的

に妥当な陰性結果であるかを確認するため、主要な除去修復機能を二重欠損さ

せた細胞を用いた高感度型 TK6 アッセイの開発を試みた。TK6 アッセイで陰性

を示した NEDA、PPD 及び MG は二重欠損細胞でも同様に陰性であった。この
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結果は Ames 試験陽性結果が細菌特異的な反応によるものと考えられ、発がん性

試験の結果と考え合わせると、これらの化合物における Ames 試験陽性結果はヒ

トでは非 DNA 反応性とみなせると考えられた。一方、いずれの細胞でも陽性を

示した Auramine は Ames 試験陽性の結果と考え合わせると、DNA 反応性発がん

物質の可能性が高いと考えられた。以上から、高感度型 TK6 アッセイは DNA 修

復メカニズムの相違に基づき、TK6 アッセイの陰性結果に科学的信頼性を与え

るものと考えた。また DNA 反応性を高感度に検出できることから、偽陰性の低

減にも寄与するものと考えた。 

後に、高感度型 TK6 アッセイで陽性を示した場合、医薬品の開発継続は困

難であるが、より詳細にメカニズムを探ることは、今後の開発に有用な情報を与

える可能性がある。GG-NER では XPC を、TC-NER では CSB をそれぞれ欠損さ

せた XPC-/-及び CSB-/-細胞を用い、既に作用機序が明らかな代表的な環境変異原

により、評価系の妥当性を検討した。その結果、CSB-/-細胞は UVC、B(a)P 及び

MeIQx に対して高い感受性を示した。XPC-/-細胞は野生株と比較し、UVC に高

い感受性を示したが、B(a)P と MeIQx には感受性を示さなかった。他の環境変

異原とは対照的に、PhIP に対する XPC-/-細胞の感受性は CSB-/-細胞よりも有意に

高かった。本研究ではヌクレオチド除去修復欠損株である改良型

TK6 細胞（XPC-/-及び CSB-/-細胞）を用いて代表的な環境変異原が各細胞に示

す感受性の違いを指標とすることで、短期間で発がん性のメカニズムを予測す

るデータが得られるかを検討した。本研究では代表的な環境変異原においても、

DNA 付加体形成、DNA 修復あるいはアポトーシス機構に反映した結果を本シス

テムで再現できたと考える。したがって、本結果から、改良型 TK6 細胞は、高

感度型 TK6 アッセイの陽性結果における MoA を調べるためには有用であると

考えられる。 
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Fig. 18 Proposed schematic based on the mode of action for Ames-positive 
 compounds 

 

本研究より、OECD TG490 に収載された標準型 TK6 アッセイと除去修復能が

欠損した遺伝子欠損株（XRCC1-/- /XPA-/-細胞）を用いた高感度型 TK6 アッセイを

組み合わせることで、DNA 反応性物質を高感度かつ特異的に検出できることを

明らかにした。本研究の結果から、Ames 試験陽性物質のフォローアップから作

用機序解明までを網羅した体系的なフォローアップスキームを提案する（Fig. 

18）。本スキームに従えば、医薬品の遺伝毒性評価において、Ames 試験の結果

が陽性を示した場合、TK6 細胞及び XRCC1-/- /XPA-/-細胞を組み合わせて TK6 ア

ッセイを行うことで、DNA 修復能の相違に基づき Ames 試験陽性物質がヒトに

対して DNA 反応性を示すか否かを評価することが可能となった。本試験法の科

学的妥当性を評価するために用いた被験物質は、いずれも Ames 試験陽性物質で

あるが、Auramine のみがげっ歯類発がん性試験で陽性を示す。実験の結果、

Auramine は標準型 TK6 アッセイで陽性を示し、かつ高感度型 TK6 アッセイで

はより強い突然変異誘発性を示した。本結果は、発がん性物質である Auramine
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が遺伝毒性発がんの機序に基づいて、細菌及びヒトに共通して突然変異誘発性

を示したこと、さらに除去修復能を完全に欠損した遺伝子欠損細胞においてよ

り強力な遺伝毒性を示したことに意義がある。この結果は Auramine が DNA 反

応性物質であることを示唆するものであり、Auramine が医薬品であれば開発中

止の選択が妥当であろう。この場合、Fig. 18 のフォローアップスキームにおい

ては、次のステップとして Auramine の遺伝毒性や発がん性メカニズムを調べる

ため、ヌクレオチド除去修復系を欠損した改良型 TK6 細胞（XPC-/-及び CSB-/-細

胞）を用いた感受性試験を実施する。代表的な遺伝毒性発がん物質を用いた検討

では、発がんメカニズムを反映した結果がえられていることから、高感度型 TK6

アッセイにおいて陽性を示す医薬品のメカニズム解明に寄与できる。開発継続

が困難とはなった医薬品について、Ames 試験、高感度型 TK6 アッセイ及び改良

型 TK6 細胞感受性試験の結果は今後の開発に有用な示唆を与えるものと期待さ

れる。 

一方、NEDA、PPD 及び MG については、高感度型 TK6 アッセイにおいても

陰性を示したことから、非DNA反応性とみなすことができると考える。実際に、

発がん性試験と一致した結果が得られており、これらが医薬品であれば開発継

続が検討されることも可能であると考える。本研究により、Ames 試験陽性によ

り中断された医薬品候補化合物の再開発を促すのみならず、追加で実施する in 

vivo 遺伝毒性試験をも回避できる可能性がある。結果として動物福祉への貢献

に繋がることが期待できる。現在、Ames 試験のフォローアップ試験として推奨

される TGR 試験における Ames 試験陽性物質（56 物質）との一致率は 86%であ

る[106]。一方、TK6 アッセイにおいては、本研究では Ames 試験陽性物質 14 物

質（第 1 章 10 物質、第 2 章 4 物質）に対して 9 物質が陽性を示したため、一致

率は 64%と計算された。また、高感度型 TK6 アッセイの発がん性試験との一致
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率は、本研究の 4 物質に Ibrahim らの報告（遺伝毒性発がん性物質 4 物質）を合

わせた 8 物質に対する一致率は 8 物質（100%）[45]であった。TK6 アッセイの

Ames 試験陽性物質に対する一致率は決して高くはないが、開発が中断された医

薬品をレスキューできる可能性がそれだけ高いことを示唆するものである。実

際、本研究では標準型 TK6 アッセイにプロテオミクス解析を組み合わせると遺

伝毒性非発がん物質 10 物質のうち 4 物質をレスキューできることが明らかとな

ったため、上記の Ames 試験陽性物質に対する一致率が 64%であったことは妥

当であると考える。 

これらの結果から、Ames 試験陽性物質に対する TK6 アッセイの感度は高くは

ないものの、高感度型 TK6 アッセイとの組み合わせにより十分フォローアップ

試験として成り立つことが確認されたと考える。 

 

本フォローアップスキームの限界 

本研究により、標準法による TK6 アッセイ及び DNA 修復遺伝子欠損株を用

いた高感度型 TK6 アッセイにおいて、Ames 試験陽性物質が陰性を示した場合、

当該被験物質が DNA 反応性物質（Direct mutagen）のポテンシャルを有さないこ

とが示唆され、またプロテオミクス解析を組み合わせることで、in vitro に特異

的にみられる培養環境に起因した二次的な DNA 損傷が疑われた場合でもそれ

を除外できる可能性があるため、当該被験物質に実質的な閾値を設定でき、医薬

品開発が継続できるという有用性が見出された。しかしながら、化学発がんの特

徴に臓器特異性があげられることから、生体組織における複雑な生物反応を考

慮した評価には、in vivo 試験による病理組織学検査や薬物動態のデータなどを

用いて統合的に判断することが尚も重要であると考える。特に、特定の臓器や組

織に何らかの毒性兆候を示す被験物質の場合、DNA 損傷によらない機序を介し
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た化学発がんが生じる可能性も否定できない。一方で、マウスを用いた TGR 試

験ではあらゆる組織の細胞における被験物質の影響を調べることができる有用

性があり、本スキームの限界を補填するものである。 

本研究では、発がん性や発がんメカニズムが明らかなモデル化合物を用いて、

TK6 細胞を用いたフォローアップ法の有用性について評価したものであり、こ

れを実際に新規フォローアップ評価として承認申請用の試験として導入するた

めには、検討する化学物質の種類や数を増やして、in vivo データとの比較を行い

ながら、さらなるデータの蓄積を行うことが必要である。これは今後の課題の一

つである。 

 

展望 

TK6 アッセイは in vitro 遺伝毒性試験では長期試験に属し、その実験期間は 2

か月にも及ぶため、より簡便に突然変異を予測する手法の開発が今後の課題で

ある。今後のさらなる深化系としては、今回開発した遺伝子欠損株を用いたマル

チエンドポイントの MultiFlow アッセイ（MultiFlow アッセイは DNA 損傷、ア

ポトーシス、細胞増殖、p53 の発現状態などの複数のパラメータを指標）は有用

性が高いと考える[107]。改良型 TK6 細胞を用いた細胞毒性試験と MultiFlow ア

ッセイを融合することで、突然変異に替わる新しいマーカーの探索は今後の重

要な課題であると考えている。 
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