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論 文 内 容 の 要 旨

農薬や医薬品をはじめとする各種化合物の安全性評価の中で,､発癌性の評価は非常に重要な位置を占めている｡長期間か

つ莫大な費用を要する発癌性試験の代わりとして,変異原性試験が発癌性を予測するスクリーニング試験として汎用されて

いる｡ 現在,多くの変異原性試験系が確立されているが,いずれも一長一短があり,複数の変異原性試験を組み合わせて総

合的に評価することが一般的である｡

既存の変異原性試験の持つ欠点を克服した新しい系の確立を目指す手段として,著者はシャトルベクターの技術に着目し

た｡シャトルベクターは細胞から,大腸菌などの細菌に回収できる外来DNAである｡ シャトルベクター上の標的遺伝子に

生じた突然変異は,回収した細菌の獲得形質の変化を指標として検出可能である｡ また,シャトルベクター上の標的遺伝子

の塩基配列を決定することで,突然変異を分子レベルで容易に解析することができる｡ シャトルベクターはこのような長所

がある一方,既存の系は,解析の煩雑さや判定方法が主観的であるといった問題点があった｡

そこで著者は解析が容易で客観的に判定できるシャトルベクター系を開発すべく研究を行った｡その結果,大腸菌 且

coli由来のgpt遺伝子およびコスミドベクターを用いたpCGKシャトルベクターを作製し,6-チオグアニン耐性を指標と

する新規突然変異検出系を確立した｡このシャトルベクター系をCHL/IU細胞およびトランスジェニックマウスに導入し

て新しい試験系を開発し,その有用性を検証した｡

zns2'tuにおいて,突然変異ペグタ-が定量的に検出でき,Ethylmethanesulfonateで誘発した突然変異が検出可能なこ

とを確認した｡その後,pcGKシャトルベクターを,マーカーであるpSV2neoとともにCHL/IU細胞に導入し,G-418

耐性を指標にクローンを採取した｡PCR法によりgpt遺伝子の導入が確認されたクローンに対し,シャトルベクターの挿

入コピー数,回収効率および彪't遺伝子の自然突然変異率について検討を行った｡その結果,自然突然変異率が他のクロー

ン に比 べ て著 し く低 値 で あ り, 回 収 効 率 が 良好 な KN63細 胞 株 を樹 立 した｡ 変 異 原 性 化 合 物

N-Methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine(MNNG)を用いて試験を行ったところ,KN63細胞はMNNGの突然変異およ

び染色体異常誘発作用を鋭敏に検出できた｡ KN63細胞の感受性について更に検討するため,5種類の変異原性化合物

Methylmethanesulfonate(MMS),EthyトN-nitrosourea(ENU),MitomycinC(MMC),Vincristinesulfate(VIN),C.

I.basicred9･HCl(CIB)を用いて評価を行った｡その結果,MMS,ENUおよびMMCは突然変異および染色体の構造

異常を誘発した｡また,VINは染色体の数的異常のみを誘発した｡KN63細胞はこれらの変異原性物質に対し,既存の細

胞株とほぼ同程度の感受性を有していた｡また,採取した突然変異体よりシャトルベクターを回収し,B:Pt遺伝子の変異の

解析を行ったO自然突然変異体ではB:Pt遺伝子の欠損ないしは再配列が主な変異であった｡一方,MNNG誘発変異体では

G:C-A:Tの塩基転位が主要な変異であり,既知のMNNG誘発変異パターンと一致した｡以上のことより,むごvKN63細

胞はinvitroにおける突然変異と染色体異常の同時解析に有用な細胞株であると考えられた｡

次に,pCGKシャトルベクターをCD-1マウスの受精卵に達人し,トランスジェニックマウスの作製を行った｡5匹の

トランスジェニックマウスが誕生し,4匹を系統化した｡4系統のトランスジェニックマウスについて,シャトルベクター
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の挿入コピー数,回収効率および自然突然変異率について検討を行った｡その結果,挿入コピー数および回収効率が他の系

統に比べて高く,自然突然変異率が低値であった#128系統を選抜した｡#128トランスジェニックマウスの感受性を調べる

ため,変異原性物質であるENUを,250mg/kgの1回投与または50mg/kg/dayの5日間投与し,肝臓,牌臓および骨髄

における突然変異を検討した｡その結果,ENUの投与により,いずれの組織においても溶媒対照群に比較して3.0-6.8倍

の有意な突然変異率の上昇が確認された｡また,採取した突然変異体について,gpt遺伝子の変異の解析を行った｡自然突

然変異体ではgpt遺伝子の欠損ないしは再配列が主要な変異であった｡一方,ENU誘発変異体ではA:T-T:Aの塩基

転換およびG:C-A:Tの塩基転位が主要な変異であった｡これらの変異はENUの既知誘発変異パターンと一致し,#

128トランスジェニックマウスの変異体解析の有効性を示唆するものであった｡ 以上より,#128トランスジェニックアウス

はinvivo突然変異の検出とその機構解析に有用な系であると考えられた｡

以上の検討により,解析が容易であり,客観的な判定が可能なinvitroおよびinvivo変異原性試験系を開発することが

できた｡Invitroの試験系で遺伝子突然変異と染色体異常の2つの指標を解析できること,並びにinvitroとinvivoの両

者の試験系で同じ標的遺伝子gptに対する突然変異作用が比較できること,の2つの利点を生かして今後の変異原性研究に

おいて有効性を発揮すると考えられる｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文は,農薬や医薬品などの化合物の安全性評価の中で,特に重要な評価である発癌性に関して,従来から汎用されて

いる各種変異原性試験が生物種差,客観的判定などにおいて問題点がある~ことに着目し,それに代わるものとして高感度か

つ簡便なシャトルベクター試験法を開発′し,その有効性について論じたものである｡

シャトルベクター試験法は,突然変異を検出する標的遺伝子を含んだ外来DNAを晴乳動物細胞に導入し,細胞から大腸

菌を回収するとともに,標的遺伝子に生じた突然変異を大腸菌の獲得表現形質の変化から検出するものである｡ この方法で

は,シャトルベクターの感度と効率性および試験法の簡便さが鍵となる｡ 著者は,種々検討の結果,それらの条件を満たす

最適のものとして,大腸菌由来のgpt遺伝子およびコスミドベクターを用いたpCGKシャトルベクター系を見出した｡次

に,本シャトルベクター系を用いた簡便な試験系を確立した｡まず,pCGKシャトルベクターを培養細胞であるCHL/IU

細胞に導入し,自然突然変異率が低 く回収効率の高い細胞株 (KN63株と命名)を選別した｡そこで,この細胞を用いて,

変異原性化合物であるMNNG,MMS,ENU,MMCの突然変異および染色体異常誘発作用が従来にない高感度で検出さ

隼ることを見出した｡さらに,突然変異体からシャトルベクターを回収し,gpt遺伝子に生じた変異を解析したところ,各

変異原性化合物に特徴的な突然変異が起きていることがわかった｡これらのことから,この試験系は遺伝子突然変異および

染色体異常という2つの変異原性の指標を同時に解析でき,しかも突然変異を分子レベルで解析することができる有用なも

のであると結論づけた｡次に,このpCGKシャトルベクターを用いて,変異原性化合物が示す発癌性を試験するのに必要

なトランスジェニックマウスを作製した｡著者は,pCGKシャトルベクターをCD-1マウスの受精卵に導入し,常法に従

ってトランスジェニックマウス (#128系統と命名)を作製した｡このマウスに変異原性化合物を投与すると,肝臓,牌臓,

骨髄の各組織における発癌の頻度が著しく増加した｡ さらに,骨髄由来のDNAからシャトルベクターを回収するとgpt遺

伝子が検出できた｡これらの事実から,著者は,この トランスジェニックマウスは変異原性化合物による発癌を効率よく検

出できることを明らかにした｡この方法は,従来の発癌性試験において問題とされていた低い解析効率と判定法の客観性の

不足において大きな改善を行ったものとして評価できる｡

以上,本研究は,解析が容易であり,客観的な判定が可能なinvitroおよびinvivo変異原性試験系を開発したものであ

る｡ 本方法は2つの利点がある｡1つは,invitro試験系で遺伝子の突然変異と染色体異常の2つの指標を解析できること

であり,もう1つは,invitroとinvivoの両者の試験系で同じ標的遺伝子gptに対する突然変異作用が比較できることで

ある｡ これらの成果は,今後の変異原性研究において有効性を発揮すると考えられる｡

よって,本論文は博士 (薬学)の論文として価値あるものと認める｡

さらに,平成13年2月5日論文内容とそれに関連した口頭試問を行った結果合格と認めた｡
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