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序論

　ヒトのがんが環境因子（化学物質）によって起こることを初めて報告

したのは1775年，イギリスの外科医Percival　Pottである．彼は，煙突掃

除人における陰嚢がんが多発する事を見つけ，原因として職業と関係が

ある化学物質の作用によることを推察した．その後，今日までがんの原

因として外的要因の重要性が追求されてきており，イギリスの疫学者

Richard　Dollは，がんの原因のうち35％はライフスタイル，特に食物要

因に由来し，次いで喫煙が30％を占めていると報告している［i］．また，

米国立がん研究所の調査研究では，果物や野菜を多く摂取することがが

んの予防に重要であることを指摘し，これらは米国のみならずわが国の

がん予防のための12か条にも取り入られている［2】．このように，ヒト

における発がんの原因の大部分は外来因子によるものであり，食品やタ

バコなど経口的，経気道的に摂取する化学物質の占める割合は高いとい

える．この化学物質による発がん，いわゆる化学発がんは多段階の過程

を経て誘発され，その課程は大きく3つに分けられている．すなわち，

遺伝子の突然変異が誘発されるイニシエーション，腫瘍形成と腫瘍の伸

展的成長の過程であるプロモーション，およびがんの悪性化の過程であ

るプログレッションである．このうちイニシエーション，すなわち遺伝

子の突然変異を誘発する化学物質を変異原・がん原物質と呼ぶ．環：境中

に存在する変異原・がん原物質の多くはそれ自身では不活性な物質であ

り，生体内で代謝的に活性化されることが知られている［3］．本来，酵素

は生体を守るための機能すなわち，解毒的反応により深く関わるはずで

あるが，しばしば代謝過程で不安定な活性代謝物の生成がみられ，これ

らの代謝産物がタンパク質やDNA（deoxyribonucleic　acid）と付加体を形
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成することにより，毒性，変異原性および発がん性を発揮することが明

らかになってきている【415】．このように変異原・がん原物質が引き起こ

すDNA損傷とそれに伴う遺伝子突然変異は発がんや遺伝的疾患の原因

となるため，化学物質や放射線の生体内における突然変異誘発機構を明

らかにすることは，ヒトのがん予防を考える上で重要な課題である．ヒ

トは多種多様な変異原に複合的に曝露されており，そのリスク評価は複

雑で難iしい問題である．また，変異原の作用は個体における吸収や代謝

の影響，臓器特異性などと深く関連しているため，動物個体を用いた突

然変異検出系が重要である．近年，発生工学的技術の進歩に伴い，突然

変異検出用のレポーター遺伝子を導入したトランスジェニックマウスを

用いて生体内で起こる突然変異を個体レベルで検出する方法が実用化さ

れてきている［6・7］．本研究では，個体に生じる点突然変異と欠失変異を

効率的に検出可能なgρt　deltaトランスジェニックマウスを用いて，タバ

コ特異的発がん性ニトロソアミンであるNNK
（4－（methylnitrosamino）。1－（3－pyridyl）－1－butan◎ne）と低線量率放射線による

マウス肺における突然変異誘発能およびその複合影響について検討した．

また，近年発がん抑制作用が注目されている果実成分フラボノイドの一

種ノビレチンを用いて，NNK誘発突然変異に対する抑制効果の有無につ

いて検討を行った．

　喫煙と肺がんの因果関係は，すでに20世紀の初頭から認識されており，

現在では喫煙の有害性が社会常識として浸透している．また，英国など

早くから積極的に禁煙対策を実施してきた欧米諸国では，近年明らかに

累積肺がん罹患率が低下している．日本でも成人の喫煙率は徐々に低下

しているが，禁煙の取り組みが欧米に比べ遅れたため，肺がんはなお増
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加し続けている．また，全体での喫煙率は低下しているが，若い女性（20

代）や未成年者では増加傾向にある［2】．多くの疫学的研究から，ブリン

クマン（Brinkman）指数（1日の喫煙本数×年数）が400～600を超えると，

肺がんリスクが急激に上昇すると言われている．また，喫煙開始年齢が

早いほど，タバコの煙を深く吸い込むほど，あるいはフィルターなしの

高ニコチンタバコを吸うほどヒト肺がんリスクが高くなる．これにはタ

バコ煙中に含まれる変異原・がん原物質が関与すると言われている．

　タバコ煙中には，約60種類以上のがん原物質及び発がん物質を含む

4000種類を超える化合物が存在すると言われている［8；9｝．その中でも，

B［a］P（benzo［a］pyrene）などのPAH（polycyclic　aromatic　hydrocarbon）類お

よびNNKなどのタバコ関連N一ニトロソアミン類は，喫煙による肺がん

リスクに関与するという知見が数多く報告されている［10’13］．B［a］Pは，

気管支滴下などその局所的な投与によってラットやハムスターの肺にお

いて扁平上皮がんを誘発する［14；15］．一方で，ニコチンの分解産物である

NNKはタバコに特異的に含まれるノ〉一ニトロソアミンであり，マウス，

ラット，およびハムスターなどのげっ歯類の肺にその投与経路に依存せ

ずに末梢性の肺腺がんを誘発する［16；i7】．　NNKなどの環境中に存在する

N。ニトロソアミン類はそれら自体では変異原性を示さず，生体内で最も

代表的な薬物代謝酵素であるCYP（cytochrome　p450）により代謝的に活

性化され，はじめて遺伝子変異を誘発する物質となりDNAと反応して

DNAに付加体を形成する．ニトロソアミン類の代表的な活性化の最初の

ステップは，主としてCYPにより触媒されるニトロソ基に隣接するα

位の炭素原子の水酸化であると考えられている［18’21】．このステップによ

り生成したα一水酸化体は科学的に不安定で，アルデヒドを放出して脱

アルキル化が起こる，生じたアルキルジアゾヒドロキシド
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（RCH2－N＝N。OH）は，アルキルジアゾニウムイオン（RCH2。N＋≡N）また

は窒素分子が脱離して生じたアルキルカチオン（RCH2÷）を経由して，

DNAのアルキル化を引き起こす．これにより，がん遺伝子であるK－ras

（Kirsten　rat　sarcoma　viral　oncogene　homolog）遺伝子などに突然変異が誘

発されるとN一ニトロソアミン類による発がんのイニシエV・一一“ションが成

立すると考えられている［22；23］．また，IARC（lnternational　Agency　for

Research　on　Cancer）の評価によると，NNKとNNN（M－nitrosonornicotine）

の暴露は，人に対し発がん性を持つ物質と評価している［24；25］．

　タバコや食品に由来する化学発がんに加えて，放射線もヒトの発がん

を誘導する重要な変異原として知られている．放射線の生物影響は，

DNAに生じる損傷が主要因と考えられている．放射線は，　DNAの二本

鎖切断を引き起こし，染色体異常や細胞死を招く．また，生物影響をも

たらす修復不能なDNAの損傷の多くが，高LET（linear　energy　transfer）放

射線により生成すると考えられている［26；27］．放射線の事故においては，

世界最大級の被害を招いた1986年チェ、ルノブイリ原子力発電事故があ

る．当時，ウクライナ共和国チェルノブイリ原発4号機が火災を起こし，

多量の核廃棄物が大気中に放出され，国際原子力事象評価尺度（INES）

はレベル7と深刻かつ重大な事件であった．この事故によって，直接の

死亡者は作業員・救助隊員の数十名だけであるが，がんなどの疾病を含

めると，数万から数十万にのぼるとされていた．この事故のように，放

射線暴露による人体への影響はとても深刻な問題となる．放射線に対し

て生体で最も防護すべき標的はDNAで，放射線はDNA鎖切断や塩基へ

の障害を引き起こす．DNA鎖切断は，放射線によって生じたOHラジカ

ルによってDNA鎖の骨格を形成する糖・リン酸エステル結合が切断さ
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れて生じる．鎖切断は一本鎖切断（single　strand　break；SSB）と二本鎖切

断（double　strand　break；DSB）に分けられ，前者は正確に修復が可能であ

るが，後者は修正エラーや修正不能を起こし突然変異や細胞死に結びつ

く．塩基への障害は直接に，あるいはDNAの誤修復などを介して種々

の突然変異をひき起こすことが知られている［27】。これは発がんに関与し，

遺伝的影響に関係する．一方で，低線量の放射線が生物の免疫力を活性

化したり，生物が本来身体に備えている生化学的防御機構が活性化され

るなど，近年様々な報告がされるようになってきた［28；29］．放射線の生物

学的効果で問題となるのは放射線が生体構成物質に吸収されたエネルギ

ーの量（吸収線量）と，単位時間当りの吸収線量（線量率）であるが，

同一の吸収線量であってもその生物学的影響は線量率によって大きく異

なってくる．同じ種類の同じ線量の放射線でも線量率によって効果の異

なることを線量率効果という．線量率効果は対象となる生物効果の指標

によっても，線量率の範囲によっても，また放射線の種類によってもこ

となる．高線量率より低線量率の方が効果の大きくなる場合があり，こ

れを逆線量率効果という．一般に，線量率効果がもっとも顕著にみられ

るのは低LET放射線であるX線やγ線による生物効果であるが，これは

低線量率にすると放射線によって生じた細胞の障害が照射中に回復する

ためと考えられている．低線量・低線量率の一致した明確な定義はない

が低線量については国連科学委員会（United　Nations　Scientific　Committee

on　Effects　of　Atomic　Radiation：UNSCEAR），国際放射線防護委員会

（lnternational　Commission　on　Radiological　Protection：ICRP）が線量範囲0

～200mGy（gray）を低線量の目安としている．低線量率については，　ICRP

ではIOO　mGy／h以下，　UNSCEARでは3．6　mGy／h以下としている．本研

究では，低線量率放射線による生物影響について遺伝子突然変異を指標
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として評価するため，9ρtdeltaトランスジェニックマウスを用いて，タ

バコ特異的発がん性ニトロソアミンであるNNKの突然変異誘発能およ

び低線量率放射線との複合曝露による修飾効果にっいて検討した．

　また，近年がんの化学予防への応用を睨んで，β一クリプトキサンチン

［30］，ノビレチン［3i］，オーラプテン［32；33］，リモネン［34］，ヘスペリジン［35］，

リモノイド［36］，などの果実成分で発がん抑制作用の研究が行なわれてい

る．

　果実は二次代謝成分の宝庫で，ポリフェノール類，フラボノイド類，

カロテノイド類，クマリン・フロクマリン類，テルペン類，リモノイド

類，アクリドン類など多様な化合物を含有する．食品に由来する非栄養

素機能性物質として，フラボノイド類は重要な位置を占める．フラボノ

イドは多数の水酸基を有することが特徴であり，カンキツ類ではこの水

酸基がメトキシ基で置換されたメトキシフラボノイドとして存在する

【37】．その1種がノビレチン（5，6，7，8，3’，4’・hexamethoxyflavone）で，特にカ

ンキツ果皮の精油中に高濃度に含まれる．このフラボノイドはカンキツ

類にのみ含まれ，きわめて特異的な構造，生理活性を有するポリメトキ

シフラボノイドである［38］．このフラボノイドはカンキツ類にしか含まれ

ないこともあり，いわゆる機能性成分としてはこれまでは注目を浴びる

ことが少なかった．しかし，ノビレチンを中心に色々な分野での研究が

注目されるようになってきた．その生理活性は，抗がん作用という面で

はイニシエv・・…一ション【39；40］，プロモ・・・・…ション【41；42】，プログレッション

【38；43；4勺のいずれの段階でも抑制作用を示し，作用機序も多面的である．

その他として，抗がん剤を細胞外で能動輸送するポンプとしての役割を

もつP－glycoproteinの働きを阻害する［45］．抗がん剤が効かなくなること

の原因になるが，ノビレチンの場合「抗がん」と「抗排出」の2つの活
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性を併せ持つ．またノビレチンは，マウス皮膚，ラット大腸での発がん

抑制効果が認められている［46；47】．胃がん腹膜播種モデルでの実験で，腹

膜内に播種された胃がん細胞から腹膜播種結節が形成されるのをノビレ

チンが個数，重量ともに有意に抑制した［38】．そのほか，血糖値上昇抑制，

血圧降下作用，メラニン産生の抑制，皮膚の保湿効果，皮膚脂質の酸化

防止，紫外線暴露によって生じる炎症の防止と広範囲での生理活性を有

している［78］．本研究では，ノビレチンの発がん抑制メカニズムを明らか

にする目的で，タバコ特異的ニトロソアミンNNKの発がん標的臓器で

あるマウス肺において，ノビレチン投与によって遺伝子突然変異の誘発

が抑制されるかどうか検討を行った．

　第1章では、gpt　deltaトランスジェニックマウスを用いた遺伝子突然

変異検出系の特徴について述べた．gpt　deltaマウスは，2つの検出法を

用いることで点突然変異と欠失変異を選択的に検出することが可能であ

る．得られた変異体から塩基配列解析によって突然変異部位を同定でき

るため，多様な変異原によって動物個体に誘発された遺伝子突然変異を

解析するのに有効である．

　第2章では，gρt　deltaトランスジェニックマウスを用いて，タバコ特

異的発がん性ニトロソアミンであるNNKのマウス肺における突然変異

誘発能および低線量率放射線との複合曝露による修飾効果について検討

した．ヒトは日常生活において様々な化学物質に暴露されていることか

ら，本研究では化学物質と放射線という異なる変異原による複合作用に

注目した．NNKは主に点突然変異を誘発するのに対して，放射線はDNA

鎖切断に起因する大きな欠失変異を誘発するため，点突然変異と欠失変

異を選択的に検出可能なgpt　deltaトランスジェニックマウスを用いるこ
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とで，それぞれの変異原単独の効果と複合影響による修飾効果を分子レ

ベルで解析できることが期待された．

　第3章では，マウス肺におけるNNK誘発突然変異に対するノビレチ

ンの化学予防効果の検討を行なった．がんの化学予防においては，日々

の食事による予防効果が注目を浴びている．近年では特に病気を未然に

防ぐということから食べて治すのではなく，食べることによって予防す

る予防医学がクローズアップされている．第2章で用いた化学物質NNK

に対する化学予防効果について，目本で馴染み深いミカン等に含まれる

ノビレチンを用い，その発がん抑制メカニズムに関して興味深い知見を

得たことを報告する．
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第1章　9ρt　deltaトランスジェニックマウスを用いた遺伝子突然変異検

　　　　出法

第1節　研究の背景

　遺伝子突然変異検出の試験系にはSa1〃20ne〃a　enterica　serovar

Typhimuriumを用いたAmes試験［48］や，哺乳類培養細胞を用いる染色体

異常試験［49］，マウスの末梢血の小核で調べる小核試験［50］などがある．

これらは，簡便に突然変異を検出出来る反面，動物個体における吸収，

分布，代謝，排泄，また臓器特異性を反映していないという欠点がある．

こうした欠点を補うため，1989年にGossenらによって，大腸菌のβ一

ガラクドシダ・一一・・ゼをコードするlacZ遺伝子を組み込んだλファv－一・・kジ

DNAをマウスゲノム中に導入したトランスジェニックマウス

（MutaτMMouse）が開発された［6］．また，1991年には，　Kohlerらによって

lacオペロンのリプレッサーであるlac1遺伝子をレポーターとするλフ

ァージDNAをマウス受精卵に導入したBig　Blue　Mouseが開発された［7］。

これらの変異原性試験用トランスジェニックマウスは生殖細胞を含む多

数の臓器でレポーター遺伝子を標的ターゲットとして突然変異を検出し，

塩基配列の変化を解析できるという特徴を持つ．しかし一方で，変異体

の検出を呈色反応で行ったり，標的遺伝子のサイズが数kbと大きいこと

は，変異体の検出や変異部位の同定に大きな労力・時間を要する．また，

放射線等で誘発される欠失変異の検出には効果的でない等の欠点があっ

た．

　1996年にNohmiらは，大腸菌のguanine　phosphoribosyltransferaseをコ

ードする遺伝子（gρt）をλファージDNA上に組み込みマウスに導入し

たgpt　deltaトランスジェニックマウスを開発した［5i】．　gρt（guanine
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phoshphoshoribosyltransfrase）はコード領域が456塩基対と小さく容易に

変異部位の同定を行なうことができる．またλファージのred／gam遺伝

子をレポーターするSpi検出法により，これまで検出が難しかった欠失

変異の効率的な検出を可能にしたという特徴を持っている．
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第2節　gpt　deltaトランスジェニックマウスを用いた突然変異検出法の

　　　　概要［52］

1－2－1）9ρtdeltaトランスジェニックマウスを用いた突然変異検出法の

　　　　特徴［53］

　9Pt　deltaトランスジェニックマウスは，C57BL／6J系統で作出され，17

番染色体上にλEGIOファージDNAがハプロイドあたり約80コピーずつ，

計160コピー導入されている．λEGIODNA上には、点突然変異検出用の

標的遺伝子であるgρt遺伝子と，欠失変異検出用の標的遺伝子であるλ

ファージred／gam遺伝子が組み込まれている（Fig．1）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　λEG10DNA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（80coples／haploid　in　chromosome　17

　　　　　　　　　　　　　　　－Tissue一嚇く「罵
　　　　　　　　　　gpt　delta　mouse
　　　　　　　　　　c57BL16J　backE「・und　　　　　Genomic　DNA
　　λEG10（48　kb）

1・xP　gpt　cat　マ荒菰P

　　　　　　　　　　　　　　　　　　E．co〃Cre＋（YG6020）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　E．co〃
　　　　　　　　　　　　　　　　　　（XL－1　Blue　MRA（P2））

Spi－　Mutant　Plaques　　　　　　　　　　　　　　P2　lysogen

　　Deletion

　　　　Fig．1．　Mutation　assays　using　gρt　delta　transgenic　mice．

　λEG　10phage

　　　　　l

6－TG　Selection

　Infection

Spi－Se且ection

　Infection

ll



突然変異の検出にあたっては，をマウス臓器からゲノムDNAを抽出し，

λEGIODNAをin　vitroパッケージング法によりファージ粒子として回収

する（Fig．2）．

　　　　　　　　λEG10　DNA

　　　　鞍

　　　　Extract　of・E．　coli　infected

　　　　with　mutant　lambda　phage

Fig．2．　in　vitro　packaging　of　bacteriophage　lambda

回収したファ・一一・一一ジを大腸菌に感染させると，標的遺伝子上に突然変異を

持った変異体のみが寒天培地上にコロニーやプラークを形成するため，

マウス個体に生じた突然変異を効率良く検出することができる．gpt

deltaマウスは，2つの検出法によってそれぞれ異なるタイプの突然変異

を選択的に検出する特徴を持つ．第1の検出法である6一チオグアニン

（6－thioguanine：6－TG）セレクションは，主に塩基置換やフレームシフト

等の点突然変異を検出する．第2の検出法であるSpi’セレクションは，1

塩基欠失のフレームシフトを含む約10kb（kilobase　pair）長までの欠失変

異を選択的に検出する（Fig．1）．
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1－2－2）6－TGセレクションの原理と手法

　大腸菌gρt遺伝子は，purineサルベージ回路に関わるguanine

phosphoribosyltransferaseをコードしている．この酵素はグアニンのフオ

スフォリボシル化を触媒し，グアニン塩基のDNAへの取り込み過程を

担っている．一方でこの酵素は6－TGも基質とする．6－TGはDNAに取

り込まれることで毒性を示すため，野生型のgρt遺伝子を持った大腸菌

は6－TGを含む培地上で生育することが出来ない．すなわちgpt遺伝子に

変異を持ち不活化した大腸菌のみが6－TGを含む寒天培地上で生育しコ

ロニーを作る．

　6－TGセレクションの手法は以下の通りである．変異原で処理したマウ

スのゲノムDNAからin　vitroパッケージング法によって回収したλEGIO

ファージをCre組み換え酵素を発現している大腸菌YG6020株に感染さ

せると，λEGIO上にある一組のloxP配列に挟まれた領域がCre組み換え

酵素によって切り出され，プラスミドに変換する（Fig．3）．

履ゆ @　　1　1窟ゆ

　　　　　　ノ　Cre－mbina・e

Fig．3．　Cre－10x　site－specific　recombination

感染後のYG6020菌液を6。TGとクロラムフェニコ・・…一・ル

（Cm：chloramphenicol）を含むM9寒天培地にまいて37℃で培養すると，

プラスミド上のgpt遺伝子が不活化している変異体のみが6－TGを含む寒
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天培地上でコロニーを形成する．また，Cm（chloramphenicol）のみを含

むM9寒天培地にまいて生じたコロニー数から感染ファ・・一・一・ジ由来のプラ

スミドによる形質転換効率が求められる．したがって，変異コロニー数

を形質転換コロニー数で除して突然変異体頻度を算出する．

1－2－3）Spi一セレクションの原理と手法

　λファージの1ε観gα〃2遺伝子は，ファージが感染した大腸菌のrecBC

遺伝子機能を抑制し，自身のDNAが大腸菌のexonucleaseにより分解さ

れるのを防ぐ．その結果ファージは増殖し寒天培地上にプラークを作る．

しかし，P2溶原菌では，λファージの進入によりrecBC遺伝子が不活化

されるとP2ファージのOldタンパクにより宿主大腸菌を殺すので，結

果的にλファージの増殖は抑えられプラークを生じない．この野生型λ

ファージのP2溶原菌に対する表現型をSpi÷（sensitive　to　P2　interference）

と呼ぶ．一方，red／gam両遺伝子機能が不活化している変異体ファージ

はP2溶原菌に対してもプラークを形成することができる（Spi’）．　Spi°フ

ァー一ジの増殖には宿主大腸菌がrecA＋であること，ファ…一一・・ジ遺伝子上に

chi配列が存在することが必要である．　Spゴ表現型はred／gam両遺伝子機

能の不活化によりもたらされているため，Spi’変異体には主に欠失型の

変異を持つと考えられる．red／gam遺伝子にそれぞれ独立した点突然変

異が同時に生じる確立は非常に低いと考えられるためである．Spi’セレ

クションの手法は以下の通りである．in　vitroパッケージングにより回収

されたλEGIOファージを大腸菌XL－1Blue（MRA）P2に感染させてSpi’

変異体を同定する（変異プラv・・一・ク数を算出）．一方，P2が溶原化していな

い大腸菌XL－1Ble（MRA）に回収したλEGIOファージを感染させると，
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感染したファージはすべてプラs・・一一・クを形成する（総プラーク数を算出）．

変異プラーク数を総プラーク数で除し，Spi°突然変異体頻度（Spi°MF）を

算出する．Spi’セレクションの特徴は，欠失変異を持つλファー・…ジをポ

ジティブにセレクションできることである．この様に，gpt　deltaトラン

スジェニックマウスを用いた変異原性試験系では，回収した同じDNA

を用いて宿主大腸菌を変えることにより異なるタイプの変異を効率よく

検出することができる．
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第2章9ρtdeltaマウスを用いたNNK誘発突然変異に対する低線量率

　　　　放射線の影響の解析

第1節　緒言

　放射線はDNAに損傷を与え突然変異を誘発する代表的な変異原とし

て知られている．しかし，化学物質との複合作用については多くが未解

明である．ヒトは日常生活において多数の化学物質に曝露されており，

ヒトに起きるがんの半数以上は食物や喫煙によって体内に取り込まれる

化学物質に由来すると考えられている［i］．従って，放射線の生物影響を

考える際には，放射線のみの影響でなく，ヒトがどのような化学物質に

どの程度曝露されているのかを勘案する必要がある．私たちは日常的に

宇宙線や地球上の放射線同位元素の崩壊にともなって放出される放射線

など絶えず環境からの放射線を浴びている．一年間に浴びる自然放射線

量の世界平均は約2．4mSv（sievert）と言われている［54］。その内訳は，空

気中にあるラドンという放射性物質から1．2mSv，宇宙からやってくる

宇宙放射線による被ばく量が0．4mSv，地面から約0．5　mSv，食べ物から

約0．3mSv．日本ではこの自然放射線の量は1人あたりの年間平均は1．5

mSvといわれている．すなわち人が自然界および医療・職業等の理由で

放射線を浴びる量は，年間世界平均2mGy（0．002Gy）前後と推定されて

いる．低線量率放射線は，発がんに対して抑制効果を示す（放射線ホル

ミシス）という報告もあり，そのリスク評価は複雑である．したがって，

放射線と化学物質の複合作用を詳細に検討するためには動物個体を用い

て分子レベル（DNA塩基配列レベル）での解析を行うことが必要である．

序論で述べたように，タバコの煙には約4000種類の化合物が含まれてお
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り・喫煙は肺がんをはじめさまざまな疾病の誘発に関与している［9；i6】．

タバコ煙中に含まれる発がん化合物の1種で，ニコチン由来タバコ特異

的ニトロサミンとして知られるのが

4－（methylnitrosamine）－1－（3－pyridyl）－1－butanone（NNK）である（Fig．4．）．

NNKはチトクロームP－450により代謝的に活性化され，　DNAをアルキ

ル化し突然変異を誘発する［25］．これまでにマウス，ラット，ハムスター

に対する発がん性が報告がされている［16；17］．本研究では，突然変異検出

のためのレポーター遺伝子を組み込んだ9ρt　deltaトランスジェニックマ

ウスを用い，　NNK誘発突然変異に対する低線量率放射線（γ線）の影

響を検討した．NNKによってマウス個体に誘発される塩基置換変異およ

び欠失変異を塩基配列レベルで解析し，NNKとγ線の複合影響を精査し

た．低線量率については，ICRP（International　Commission　on　Radiological

Protection）では100　mGy／h以下，　UNSCEAR（United　Nations　Scientific

Committee◎n　Effects　efAtomic　Radiation）では3．6　mGy／h以下としている．

したがって，本研究では0．5，1．0，1．5mGy／hの線量を用いて実験を行なっ

た為，「低線量率」と表記することとした．

　　　　　　　　　　　　　4－（methylnitrosamine）－1。（3－pyridyl）。1－butanone（NNK）
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第2節　実験材料・試薬および使用機器

2－2－1）使用試薬および使用機器

　マウスの固形飼料MB－1は船橋農場より購入した．ゲノムDNA抽出で

用いたRecoverEaseTM　DNA　Isolation　KitはStratagen社より購入した．Tris

（Tris（hydroxymethyl）aminomethane，2NA（EDTA：ethylenediamineteraacetic

acid・2Na），　NaC1，　NaOHは和光純薬工業より購入した．50　mL容遠心チ

ューブはCORNING社のもの，遠心分離機はCD－100R（トミー精工）を

用いた．in　vitroパッケージングで用いたTranspack⑪packaging　extract

はStratagenより購i入し，　MgSO4・7H20，　Gelatinは和光純薬工業より購i

入した．6－TGセレクションで用いた培地用試薬は，BactoTM　Yeast　Extract，

Bacto　Tryptone，　BactoTM　AgarはBecton　Dickinsonより購入した．　maltose

monohydrate，　Na2HPO4・7H20，　KH2PO4，　NH4Cl，NaCl，NaOH，CaCl2・2H20，

Thiamine　Hydrochloride，　L（一）－Proline，　レLeucine，　L（＋）。Isoleucine　，　Km

（kanamycin），　Cm，　DMSO（dimethyl　sulfoxide），　EtOHは和光純薬より，6－TG

は東京化成より購入した．振とう培養機はG24　Enviromental　Incubator

Shaker（New　Brunswick　Scientific）を用い，　OD測定に用いた吸光光度計

はUV－200S（Shimadzu）を使用した．滅菌シャーレは直径9cm（Eiken

Kizai）を用い，全自動培地作成システムTECNOMAT（lntegra　Biosciences）

にて培地を作成した．本培養で用いた37℃の高温水槽はML－10F（Taitec），

50℃の高温槽はTHERMO　ACIT－77N（Ikeda　Scientific）を使用し，　Vortexミ

キサーはG560（Scientific　Industries）を用いた．インキュベータ・・・・・…は

F120（Hiyama　MGF）を用いた．アガロース電気泳動では，　Perfect　DNATM

Markers，0．5－12kb（ローディングバッッファー添付）はNovagenより，

Seakem⑪　GTG　AgaroseはTaKaRaより、Ethidium　Bromideは和光純薬工業

より購i入した．ミニゲル電気泳動槽はMupid（Adovance）を用いた．6－TG
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セレクションで用いた大腸菌YG6020は国立医薬品食品衛生研究所変異

遺伝部二室室長・能美健彦博士より御供与いただいた．Spi聯セレクショ

ンで用いた培地用試薬は，BBLTM　TrypticaseTM　Peptonは和光純薬工業よ

り購入した．本培養で用いた大試験管用バイオローターはBR－3（Renoer

Science）を用いた．ガラスキャピラリーは100　pL　Ringcaps　Hirschmann⑧

Lab◎rgerateより購入した．大腸菌XL－1　Blue　MRA，　XL－1　Blue　MRA（P2），

WL95（P2），　LE392は国立医薬品食品衛生研究所変異遺伝部二室室長・能

美健彦博士より御供与いただいた。シークエンス解析で用いたBig　Dye⑪

Terminator　V1．1　Cycle　Sequencing　Kitは　Applied　Biosystems　より，

Exosap－ITはUSBより，Aut◎seqTM　G－50　c◎lumnsはGE　Healthcarより購

入した．Takara　Ex　TaqTM，TaKaRa　LA　Taq　TMはTaKaRaより購入した．

PCR用サ・一マルサイクラーはDNA　Engine　PTC－200　MJ　Reserch，　MAを用

い，ABI　310シ・…一一一クエンサーはApplied　Biosystems　Foster　City　CAにて塩

基配列の解析を行なった．塩基配列はソフトウエアSeqScape　Applied

Biosystems　Foster　City　CAにより解析した．微量高速遠心機はCFI5R

HITACHIを使用した。本研究で用いたNNKは，　Trento　Research　Chemical

より購入した．

2－2－2）試薬の調製

ゲノムDNA

IM　Tris－HC1：1L

　Tris　121．1　g，溶解後HclでpHを8．oに調整．高圧蒸気滅菌（121℃，20

　分間）．

05MEDTA：1L
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　2NA（EDTA・2Na）181．6　g，　NaOHでpHを8．0に調整．高圧蒸気滅菌

　（121℃，20分間）．EDTAはpH8付近にならないと溶解しない．

TE　buffer：lL

　lM　Tris－HCI　20　mL，05M　EDTA　4　mL，　DW　1976　mL，高圧蒸気滅菌

　（121℃，20分間）．

in　vitroパッケー…“Lジング

SM　Buffer：100　mL

　NaCl　O．58　g，　MgSO4・7H200．2　g，1MTris－HCl（pH7．5）5mL，　Gelatin　O．1g，

　ゼラチンが解け難いので，温めながら溶かす．濾過滅菌．

6一チオグアニンセレクション

LB（Luria－Bertani）br◎th：100　mL

　Bacto　Tryptone　1．O　g，　BactoTM　Yeast　Extract　O．5　g，　NaCl　1．O　gを混合し，

　1N－NaOHにてpH7．0に調整．高圧蒸気滅菌（121℃，20分間）．

LB＋0．2％（w／v）maltose　broth

　LB　brothに20％（w／v）malt◎se溶液を1／100量加えて調製．

LB＋10mM　MgSO4　broth

　LB　brothに10mM　MgSO4溶液を1／100量加えて調製．

10×Mg　salt：1L

　Na2HPO4・7H20128　g（Na2HPO467．81　g），　KH2PO430　g，　NaCl　5　g，　NH4Cl

　10g，高圧蒸気滅菌（121℃，20分間）．

20％（w／v）maltose：100　mL

　maltose　20　g（maltose　monohydrate　21．05　g），濾過滅菌．

1MMgSO4：100　mL

　MgSO412．O　g（MgSO4・7H2024．6　g），濾過滅菌．
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lMCaCl2：100　mL

　CaCl211．O　g（CaCl2・　2H2014．7g），濾過滅菌．

1％（w／v）Thiamine：100　mL

　Thiamine　l　g（Thiamine　Hydrochloride　1．1g），濾過滅菌．

10mg／mL　Amino　acid（Pro，　Leu，　Ile）：100　mL

　L（一）－PrGliRe　1．O　g，　L－Leucine　1．O　g，　L（＋）－lsoleucine　l．Og，濾過滅菌．

25mg／mL　Km：50　mL

　Kanamycin　1．25g，。20℃で保存．

25mg／mL　Cm：100　mL

　Chloramphenicol　2．5　g，　EtOHにて溶解，－20℃で保存．

25mg／mL　6－TG：

　DMSOに溶解，当日調製．

M9＋Cm寒天培地：1L

　BactoTM　Agar　15　gにDW・900・mlを加え高圧蒸気滅菌（121℃，20分間）

　後，60℃以下になったら以下の試薬を順に加える，10×Mg　salt　100mL，

　Glyserol　10　mL，1M　MgSO42mL，1MCaCl20．1　mL，1％（w／v）Thiamine

　O．5mL，10mg／mL　Amino　acid（Pro，　Leu，　Ile）4mL，25mg／mL　Cm　l　mL．

M9＋Cm＋6－TG寒天培地：1L

　M9＋Cm培地に当日調製した25　mg／mL　6－TGを1mL加えた．

軟寒天培地（soft　agar）：100mL

　BactoTM　Agar　O．6　g，　NaCl　O．6　g，高圧蒸気滅菌（121℃，20分間）．使用当

　日に短い高圧蒸気滅菌（121℃，5分間）によって溶解させ，使用時まで

　50℃湯浴中にて保存．

6－TG軟寒天培地（6－TG　soft　agar）：100mL

　50℃湯浴中の軟寒天培地に当日調製した25／mg／mL　6－TGを0．25　mL使
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　用直前に加えた．

1／15M　Na－K　buffer（pH　7．4）：1L

　NaHPO47．57　g，　KH2PO41．82　g，高圧蒸気滅菌（121℃，20分間）．

0．7～0．8％アガロースゲル：100mL～

　GTG　Agaroseは作成量の0．7～0．8％を1×TAE　Bufferにて溶解（電子レ

　ンジ使用）．60℃くらいに冷ましてからEthidium　Bromideを1／10000　vol．

　加えた．

λ一トリプティケース寒天培地：1L

　BactoTM　Agar　10　g，　BBLTM　TrypticaseTM　Pepton　10　g，　NaCl　5　g，高圧蒸気

　滅菌（121℃，20分間）．

λ一トリプティケース軟寒天培地：100mL

　Bact◎TM　Agar　O．6　g，　BBLTM　TrypticaseTM　Pept◎n　l．O　g，　NaCl　O．5　g，高圧蒸

　気滅菌（121℃，20分間）．使用当日に短い高圧蒸気滅菌（121℃，5分

　間）によって溶解させ，使用時まで50℃湯浴中にて保存．
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第3節　実験方法

3－3－1）実験の概要

　実験動物は7週齢雌のgpt　deltaトランスジェニックマウスを用い，放

射線医学総合研究所の照射施設にて飼育を行った．マウスの飼育管理は，

木材チップを敷いたアルミニウムケv・一一・・Lジにて飼育し，12時間の明暗サイ

クルで，食餌（MB－1）と水は自由摂取させた．　NNKに対する感受性は雌

が高いという想定の基，各群8匹の雌マウスにγ線を異なる線量率　（O

mGy／h，0．5　mGy／h，1．O　mGy／h，1．5　mGy／h）で22　h／day，2週間照射し，

照射を継続しつつNNKを腹腔内投与（2mg／m◎use×4day）し，さらに

照射下で2週間飼育した．また，NNKの代わりに溶媒（生理食塩水）

を投与した対照群を用い，全8群で実験を行った（Fig．5．）．総放射線量

は，0．5mGy／h照射群で0．34　Gy，1．O　mGy／h照射群で0．68　Gy，1．5　mGy／h

照射群で1．02Gyであった．飼育終了後，マウスから臓器を採取し，液

体窒素で凍結して一80℃にて保存した．各群5匹のマウスを用いて，肺に

おけるgpt点突然変異体頻度およびSpi次失変異体頻度を測定した．そ

れぞれのgpt変異体，　Spi’変異体についてはPCRとDNAシークエンス

解析によりDNA塩基配列上の変異部位を同定し，その変異スペクトラ

ムを解析した．

　　　　Saline　　　　　　　　　　　　　NNK
　2mg！mouse！day　x　4（i・P・）　　　　　　Sacrifice　　　　　　2　Rl91RloKse／day　x　4（乱P●）　　　　Sacrifice

鰍麟攣　　　　　國翻睡麹圃睡翻
　　　　　　　　　　　　　　　　　一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！　　！
　　　　　　　　　　　　　　　　　一

O　　　　　l4　　17　　　　　　　　　　31　　　　　　0　　　　　14　　17　　　　　　　　　　31　　　（days）

Fig．5．　An　experimenta1　design　to　examine　the　combined　genotoxicity　ofγ一irradiation

and　NNK　treatments　in　the　lung　of　mice．
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2－3－2）放射線照射方法

　放射線医学総合研究所の第一ガンマ線照射棟，第2照射室にてセシウ

ム137で照射した．照射線量率は蛍光ガラス線量計を用いて測定し，非

照射マウスについては，厚さ1mのコンクリート壁を隔て飼育した．

2．3－3）ゲノムDNA抽出法

　RecoverEaseTM　DNA　Isolation　Kitを用いてゲノムDNA抽出を行った．

10mL容ガラスホモジナイザーを氷上に用意し，5mLのice。c◎ld　lysis

bufferを加えた．ドライアイスの上で砕いた氷結臓器を天秤で約20　mg

測り，10mL容ガラスホモジナイザーに加えて氷上にて十分にホモジナ

イズした．ホモジネート液をstrainer　cellに通して濾過液を遠心チューブ

に回収した．ホモジナイザ・・一・一に3mLのice－cold　lysis　bufferを氷上にて加

えて洗い込み，ホモジネート液をtrainer・cel1に通して濾液を遠心チュー

ブに回収して，全量8mLの溶液を得た．4℃で1100×g，12分間遠心分

離し，沈殿物を流さないように注意して上清を捨てた．ペーパータオル

の上に遠心チューブを逆さに置き（約1分），余分な液を取り除いた後，

sterile　applicatorを用いてチュ・一ブ内壁に残った上清を拭き取った．これ

に調製済みのdigestion　solutionを70μ1加えた後，50℃の循環高温槽で

2～3分温めたproteinaseKを加え，よく振った．これを50℃の循環高温槽

で15分おきによく振りながら45分（15分×3回）インキュベーションし

た．その間に500mL容ピー一カーをTE　buffer　500　mLで満たし、スターラ

ーで低速に撹搾しながら、その上に透析膜に空気が入らないように注意

してdialysis　cupを浮かべた．インキュベーションしたゲノムDNAサン

プルをwild－bore　tipを用いてdialysis　cup透析膜の中心に移した．アルミ
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ホイルで蓋をして室温で18～48時間透析を行なった．透析終了後，dialysis

cupを取り外しペーパータオルでdialysis　cupの裏側から余分なBufferを

吸い取った・wild－bore　tipでゲノムDNAを（粘度の高い部分50～80μ1）を

採取し1．5mL容エッペンチューブに移して4℃にて保存した．

2－3－4）1n　vitroパッケージング

　Transpack⑧packaging　extractを用いてin　vitroパッケージング反応を

行った．内溶液10匹のオレンジチューブに2－3－3で調製したDNA溶液

を5pL加えピペッティングで充分に混和し，37℃で1．5時間インキュベ

・・・・… Vョンした．反応液に，ブルーチューブの内溶液を10～13pL加えピペ

ッティングして充分に混合し，37℃で1．5時間インキュベv・・・…ションした．

その後，オレンジチュー一ブの全量が300μLになるようにSM　Bufferを加

え4℃で保存した．

2・3－5）6。TGセレクション

2－3－5－　i）菌液の調製

　大腸菌YG6020株の冷凍保存菌株（－80℃）から2mLのLB液体培地

（0．2％（w／v）maltose，25　pg／mL　Kmを含む）に植菌し，37℃の振とう培養

機で一晩300ppmの速度で振とう培養し，前培養液を作成した．翌日，

LB液体培地（0．2％（w／v）maltose，25　pg／mL　Kmを含む）に前培養液を

1／40量植菌し、吸光光度計で確認しながらOD600が1．0（3時間くらいで

確認）になるまで37℃の恒温水槽で110rpmの速度で振とう培養した

OD600が1．0に達した本培養液を4℃で4000×g，10分間遠心分離した後，
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回収した菌体を1／2量のLB＋10mM　MgSO4に懸濁し，　YG6020菌液とし

た．菌液は氷中に保存し，当日中に使用した．

2－3－5－i）プレートの作製

　2－2－2試薬の調製を参照．

2－3－5－　iji）gpt変異体の検出

　1sampleについて小試験管（12．3　mm　diameter×75　mm　hight）7本を用

意しYG6020菌液を200　pLずつ井上式分注ピペットを用い分注した．

2。3。4に記したパッケージング後のλファー一ジ懸濁液2pLをLB＋10mM

MgSO4で100倍に希釈して，小試験管2本に10μLずっ加えた（生菌数

測定用）．残りの5本の小試験管に希釈していないλファージ懸濁液を

60pLずっ加えた（セレクション用）．それぞれをVortexミキサーで混合

した後，37℃で20分間静置してインキュベ・一・一・・ションした．次に振とう培

養機に移し，300rpmの速度で37℃20分間振とうした．生菌数測定用の

小試験管2本に，50℃で保温しておいた軟寒天培地を25mL加えて

Vortexミキサーで混合し，　M9＋Cmプレートに重層した．一方，セレク

ション用の小試験管5本に，50℃で保温しておいた6－TG軟寒天培地（使

用直前に当日調製した6－TGを加える）を25　mL加えてVortexミキサー一

で混合しM9＋Cm＋6－TGプレートに重層した．6－TG軟寒天培地が固ま

ったらプレートを倒置して37℃で培養した．M9＋Cmプレートは66時

間後にCm耐性（Cm「）コロニー，　M9＋Cm＋6－TGプレートは72時間後

と96時間後にCm耐性かつ6－TG耐性コロニー一（Cm「，6－TG「）数を数えた．

次にCm「・6－TGfコロニーの表現型の確認を行った．　M9＋Cm＋6－TGプ

レートから滅菌した楊枝でCm「・6－TG「コロニーを拾い，50μLの1／15M
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Na－K　bufferで楊枝の先をbuffer液につけ希釈した後に，未使用のM9＋

Cm÷6。TGプレートとM9＋Cmプレ・・一一・・トにストリークし，37℃で3日間

培養iした．M9＋Cm＋6－TGプレートで生育したCm「・6－TG「コロニーを

gρt変異体としてMF（mutation　frequency）を算出し，さらにgρt遺伝子変

異部位の同定を行った．Cm「・6－TG「コロニーをテンプレートにするまで

はストリークしたプレートは4℃にて保存し，PCR反応の際に菌液をテ

ンプレートとして用いた．

2。3－5－　iv）gpt　MFの算出

　MFは，終濃度25μg／mLのCmおよび6－TGを含むM9寒天培地にお

いて生育したコロニーの総数を，終濃度25μg／mLのCmを含むM9寒天

培地において生育したコロニーの総数に希釈倍率である3000を乗じた

値で除することにより算出した．

2－3－5－vi）gρt遺伝子を含むDNA断片の増幅

　4℃で保存しておいたストリーク後のM9＋Cm＋6－TGプレートを室温

に戻した．Takara　Ex　TaqTM，およびPrimer　1（forward：

5’－TACCACTTTATCCCGCGTCAGG－3ラ）　と　　Primer　　2　　（revers　　：

5’－ACAGGGTTTCGCTCAGGTTTGC－3’）を加えた反応液にCm「・6－TG「コ

ロニーを滅菌した楊枝で極少量加え，反応液に加えた。PCR用サ・・・…マル

サイクラーによって，gρt遺伝子のコード領域（456　bp）を含む約739　bp

（base　pair）の領域を増幅した．プライマーおよび反応液組成と使用プロ

グラムを以下に示した．PCR産物はアガロースゲル電気泳動によって増

幅を確認した後ExoSAP－IT処理した．　PCR増幅産物は使用時まで一20℃

で保存した．
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PCR　reaction　mixtur　　　　　　　　　　　pL

DW　　　　　　　　　　　　　　　　　　40．15

10×EX　Taq　Buffer　　　　　　　　　　　　　5

dNTP　mix（2．5　mM）　　　　　　　　　　4

primer　1（100　pmoYpL）　　　　　　　　　　0．05

primer　2（100　pmo1／μL）　　　　　　　　　　0．05

　　　　　　　　　　　　　　　49．5

Pro　am　PCR　reaction
Step　l

Step　2

Step　3

Step　4

Step　5

Step　6

Ste　7

94℃，4min＋30　sec

94℃，30§ec．

58℃，30sec．

72℃，2min．

go　to　step　2，29　time

72℃，5　min．

4℃，ferever

2－3－5一頑）gpt変異部位の同定

　シークエンス反応産物は，Big　Dye⑪Terminator　v1．1　Cycle　Sequencing

Kitを用いて，　PCR用サ・一一・一マルサイクラーにてサイクルシークエンシン

グ反応を行った．PCR産物をテンプレー一…トとし，プライマーはgptA2（n◎

label：5’－TCTCGCGCAACCTATTTTCCC－3’）を用いた．プライマーおよび

反応溶液組成と使用プログラムを以下に示した．シークエンス反応産物

はAutSeqTMG－50のカラムに通してからABI　310シークエンサ…一・bにて塩

基配列の解析を行なった．塩基配列はソフトウエアSeqScapeにより解析

した．

Bi　D　e　reactio盤1／4　reacti◎R　mixture　　　μL　　　　　　Pre　ram　Bi　D　e　reacti◎R

DW　　　　　　　　　　　　　　　　　5　　　　　　Step　1　　　　　96℃，3min．
primix　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l　　　　　　　Step　2　　　　　　　96℃，10sec．

5×Seq　Buffer　　　　　　　　　　　　　　　　　　15　　　　　　　　Step　3　　　　　　　　50°（），5sec．

Ph搬er（1　pm◎YmL）　　　　　　　　　　茎．5　　　　　Step　4　　　　　60℃，4mi薮．

－　　　　　　Step　5　　　　　　　go　to　step　2，25　time
　　　　　　　　　　　　　　　　lO　　　　　Step　6　　　　　60℃，4min．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

2－3－6）Sprセレクション

2－3。6－i）菌液の調製（XL－1　Blue　MRA，　XL－1　Blue　MRA（P2），　WL95（P2））

－80℃で保存した大腸菌XL4　Blue　MRA，　XL。1　Blue　MRA（P2）および
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WL95（P2）の凍結細胞を，各2mLのLB液体培地に植菌し，振とう培

養機を用い，37℃で一晩300ppmの速度で振とう培養し，前培養液を作

成した．翌日，LB液体培地（0．2％（w／v）maltoseを含む）に前培養液を

1／100量植菌し、吸光光度計で確認しながらOD600が1．0（3時間でOD600

が0．8くらいであることを確認）になるまで大試験管用バイオローター

を用いて37℃で培養した．4℃で3400×g，10分間遠心分離して，回収

した菌体を1／2量のLB＋10mM　MgSO4に懸濁し，　XL－1　Blue　MRA菌液

およびXL－1　Blue　MRA（P2）菌液とした．菌液は氷中に保存した．大腸

菌WL95（P2）においては，スポットテスト当日に菌液の調製を行なった．

2－3－6一五）培地の作製

　2－2－2試薬の調製を参照．

2－3－6一血）Spi一変異体の検出

　2本の試験管にXL・1　Blue　MRAを，井上式分注ピペットを用いて200

μL分注した．2－3－4でパッケy…一一ジングした後，LB液体培地（10mM　MgSO4

を含む）で100倍希釈したλファージ液を10pL加えた．　Vortexミキサ

v…一・一 ﾅ混合した後，37℃のインキュベーターで20分間静置してした．別の

2本の試験管にXL－1Blue　MRA（P2）菌液を500　pL分注し，パッケN・一一…ジ

ングしたλファージ液を150μL加え，Vortexミキサーで混合した後，

37℃のインキュベーターで20分間静置した．4本の試験管にそれぞれ

50℃で保温していたλ一トリプティケース軟寒天培地に重層した．λ一トリ

プティケ・・一一・・ス軟寒天培地が固まったらプレートを倒置し，37℃で一晩培

養し，プレートに形成したプラーク数を数えた．

　得られた変異プラークについて，Spi°表現型の確認を行なった．4℃
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でストックしておいたλ一トリプティケース寒天培地を室温に戻した．前

日作成したXL。1　Blue　MRA　9液，またはXL－1　Blue　MRA（P2）菌液と，

WL95（P2）菌液を小試験管に200μLずつ分注し，50℃で保温しておいた

λ一トリプティケース軟寒天培地を2．5mL加えてVortexミキサーで混合

し，λ一トリプティケース寒天培地に重層した。一方，滅菌したガラスキ

ャピラリ・・一・・一・・vでspi一プラークを抜き取り，50～60　pLのsM　bufferを分注し

た1．5mLエッペンチュー一ブに懸濁し，5分以上放置して，ファージを溶

出させた．予めマジックで12～18分割しておいたλ一トリプティケース軟

寒天培地が固まったら，それぞれのプレートにファージ溶出液を各15pL

ずつスポットした．最後にポジティブコントロール，ネガティブコント

ロールを各15pLスポットした．スポット液が乾燥したあと，プレート

を倒置して，37℃で一晩培養した．

2－3－6一粒）Spゴ変異体の判定

　XL－1　Blue　MRA菌液，　XL－1　Blue　MRA（P2）菌液，　WL95（P2）菌液を

重層したλ一トリプティケース寒天培地の全てにプラークが確認できたも

のをSpi’変異体とし，　MFの算出および欠失部位の同定に使用した．プ

ラークの判定後，プレートは4℃で保存した．

2－3－6－v）SpiMFの算出

　MFは，　WL95（P2）寒天培地において生育したプラv・・…クの総数を，

XL－I　BIue　MRA寒天培地において再現性をもってプラv・一・・クを生じたファ

ージの数に希釈倍率である3000を乗じた値で除することにより算出し

た．
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2－3。6。vi）phage　lysate

2－3－6－　Vi　－1）菌液の調製（LE392）

　－80QCで保存した大腸菌LE392の凍結細胞を，　LB液体培地（10　mL）

に植菌し，大試験管用バイオローターを用いて37℃で一晩培養した．翌

日，培養したLE392菌液を4℃で4000×g，10分間遠心分離して回収し

た菌体を等量のLB＋10mM　MgSO4に懸濁し，　LE392菌液とした．

2－3。6－Vi　－2）変異部位の同定

　表現系を確認したSpi’プラv－…クを滅菌したガラスキャピラリーで採取

し，50μLのLE392菌液に加えて5分間以上室温放置した．その後，2mL

のLB＋10mM　MgSO4液の入った大試験管に菌液全量を加え，約8時間

37℃でバイオm　・一ターを用いて培養した．培養後，クロロホルム100pL

を加えてVortexミキサーで混合し，2mLのエッペンドルフチューブに

移して微量高速遠心機にて4℃で15000rpm，5分間遠心した後，4℃に

て保存した．

2－3－6一磁）欠失領域を含むDNA断片の増幅

　まず，red／gam遺伝子領域にまたがる欠失部位を含む領域をPCRで増

幅し，シークエンシングの鋳型とした．さらに、0．5kbきざみに位置を

設定したプライマーを用いて0．5～3．5kbのPCR反応を行い，バンドの

有無からおよその欠失部位を絞り込んでシークエンスプライマー…の位置

を決定した．PCRプライマーおよびシークエンスプライマーの位置をFig．

6に示した．シークエンスプライマー選択法はTable　2．に示した．　PCR

の反応溶液組成と使用プログラム，PCRプライマーの組み合わせ例と野

生型λEGIOでの増幅長は以下に示した．使用したプライマーはTable．1
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に記載した．
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Fig．6．　PCR　and　Sequencing　Primer　ofλEG　10．（A）：λEG　10DNA　and　the　position　of　PCR　primers．

（B）：Partial　sequence　ofλEG　I　ODNA　and　the　position　of　PCR　and　sequencing　primers．　Number

represent　the　base　pairs　from　the　terminus　of　left　arm。
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Tab霊e　1．　PCR　and　sequencing　Primers．

Lambda　EG10Primers

name ForR oligomer　Tm（°C）

PCR　primers sequence（5，－3v）
OO　1

002

003

004
005

006

012

F
R
F
R
F
R
R

CtCtCCtttgatgCgaatgCCagC
99agtaattatgCggaaCagaatCatgC
gtgaggatgCgtCatCgCCattgCtCCC
gaaaagatgtttCgtgaagCCgtCgaCgC
CgtggtCtgagtgtgttaCagagg
gttatgCgttgttCCataCaaCCtCC
CggtCgag99aCCtaataaCttCg

4
8
8
9
4
6
4

り
凸
り
幽
ウ
』
2
ハ
∠
ハ
∠
n
∠

0
》
8
β
0
歴
0
0
U
n
◎
0
り

『
0
『
0
ゐ
0
ゐ
0
に
》
に
》
ぼ
0

rlOl

r102

r201

r202

r203

r301

r302

r401

r402

r403

R
R
R
R
R
R
R
R
R
R

qCaatggaaCtggCtgttgttaCCg99CaaCg
atattaCtgCtaCag99aCCcaagg
gCaCttCCgagtCaCaggagaatggaatggagag
CgCgtCg’しCttCaCagCgatgCCagagtCtg
gaCgCagaCCttttCCatgaattgg
CCgtaqCgtaCtgaagaagCaCCgCgaaaCg
CgCatCCtCaCgataatatCCg99taggCgC
CaCaCCCtgCttqCtgaggtttgCa
cg℃atcCcaaaCggatgttaCgtCata
atgagtaCtgCaCtCgCaaCgCtggCtg99

2
5
4
1
5
1
1
5
7
0

3
2
3
3
2
3
3
2
2
3

7
8
7
8
8
7
7
1
0
7

6
5
6
6
5
6
6
6
6
6

Sequencing　primers sequence（5サー3写）

sA
b189f

lOl

102

201

202

203

301

302

401

402

403

r
f
f
f
f
f
f
f
f
f
f
f

CCaCttttattggCgatgaaaagatgtttC
CaggaaaaCCggtaCaqaaCtgC
ttCatttCgCataaatCaCCaaC
CCaaaCtCtttaCCCgtCCttgg
tCgataaCtCtgttqaatggCtC
gtaCggtCatCatCtgaCaCtaC
CCagCaCaatCgatgqtgttaCC
tgtgaatCCCatCagCgttaCCg
ttgCgCCtaCCCggatattatCg
gCCaCaCCggtgCaaaCCtCaqC
tttatgaCgtaaCatCCgtttgg
gCCgaCaCgttCagCCagCttCC

0
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

3
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

58

62．2

60．9

62．1

61．4

61．3

62．1

62．5

62．6

63．3

61．4

63．4
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Table　2．　Summary　ofthe　PCR　to　decide　the　sequencing　primers　for　the　analysis　ofdeletion　junction

of　the　Spi－mutants．

Result　of　l　st　Step　PCR

PCROO5－X　product　is　detected

@　　　　　　　　　↓

PCROO　I－X　product　is　detected．（※D

@　　　　　　　　　　　　　↓

2nd　Step　PCR　primers Result　of　2nd　Step　PCR

phmer
ifbrward）

phmer
ireverse）

PCR
垂窒盾р浮モ煤

ikb）

005 r101 151 × 0 o o o
r102 2．05 X × O o o
r201 2．51 X X × 0 o
r202 3．03 X X X X 0

001 r203 0．48 X O o o o O o
r301 0．97 X X O O o O o
r302 L50 X X X 0 o O o
r401 2．01 X X X × O o o
r402 2．53 X X X X X 0 0
r403 2．96 × X X X X X o

Sequence　Primer→ bl89f 101 102 201 →Go

mEXT
i※2）

202 203 30i 302 401 402 403

（※1）PCR1－2の結果ほぼ全長（4．8　kb）の増幅産物が得られた場合は，　Sequenoe　PrimerはsAを使用する．

（※2）引き続き右半分の“PCROO1－X　product　is　detected．”のステップを行う．

具体的には，最初にPCRプライマー001と002でPCR反応を行い，増幅

産物にっいてアガロースゲル電気泳動を行なった．PCR反応には通常

TaKaRa　EX　Taq　TM，増幅長が5kb以上の場合はTaKaRa　LA　Taq　TMを用い

た．PCR増幅産物は使用時まで一20℃で保存した．約，4．8　kbのバンドが

確認できたのもはプライマーsAを用いてシークエンス解析を行い，欠失

部位を同定した．約4．8kb以下のバンドが確認されたものについては

PCRプライマー001とリバースプライマー（r203，　r301，　r302，　r401，　r402，

r403）でそれぞれPCRを行い，増幅産物の有無でシークエンスプライマ

ーを決定した．プライマー001と002でバンドが確認できなかったもの

は，プライマー005とOl2でPCRをおこなった．14　kb以下のバンドが
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確認できたものはPCRプライマー005と4個のリバー一・‘スプライマv・・・…

（r101，　rlO2，　r201，　r202）でそれぞれPCRを行い，増幅産物の有無でシー

クエンスプライマーを決定した．PCRプライマー－005とOl2で増幅産物

が得られなかった場合，PCRプライマー005と006で21．9　kbの増幅を行

なった．21．9kb以下のバンドを確認し，　PCRプライマー005とリバース

プライマー（rlOl，r102，r201，r202）でそれぞれPCRを行い，増幅産物の

有無でシークエンスプライマーを決定した．

PCRプライマーの組み合わせ例

PCR　primer　OOl　and　OO2　　　（4．8　kb）

PCR　primer　005　and　OO2　　　（7．8　kb）

PCR　primer　OOl　and　O12　　（10．9　kb）

PCR　primer　OO5　and　O　12　　（14．O　kb）

PCR　primer　OOl　and　OO6　　（18．9　kb）

PCR　rimer　005　and　006　　21．9　kb

基本的には以下の3段階で行う．

1）全サンプルについて，最初はprimer　eOl　and　002（4．8　kb）の反応を行う．

2）1）で増幅産物が得られない場合，次にprimer　OO5　and　OO12（14．O　kb）で

行う．

3）2）で増幅産物が得られない場合はprimer　OOI　and　OO6（19kb）やprimer

005　and　006（21．9　kb）の反応を試す．

Reactlon　mixture　　　　　　　　　　　　　　L

DW　　　　　　　　　　　　　　　　　l5．6
10×EX　Ta“Buffer　　　　　　　　　　　　　　2

dNTP　mix（2．5　mM）　　　　　　　　　　1．6

primer　foward（100　pmo1／pL）　　　　　　　0．2

primer　reverse（100　pmo1／p　L）　　　　　　　0．2

template　DNA　　　　　　　　　　　　　　　O．2

　　　　　　　　　　　　　20．0

Pro　am　2　STEP　reaction

Step　1　　　　　98℃，3mln．

Step　2　　　　　98℃，25　sec．

Step　3　　　　　　　68℃，　X　min．（I　min／kbp）

Step　4　　　　　　　go　to　step　2，24　times
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2。3－6一面）欠失部位の同定

　欠失領域を含むPCRの増幅産物を鋳型として，上記の方法で選択した

シークエンスプライマ・・一・一・およびBig　Dye⑪Terminator　v1．1　Cycle

Sequencing　Kiを用いて，PCR用サーマルサイクラーにてサイクルシーク

エンシング反応を行った．プライマーおよび反応溶液組成と使用プログ

ラムは2－3－5－　vii，　Table　1．に示した．　シークエンス反応産物は，

AutoSeqTMG－50のカラムに通してからABI　310シ・・一一“クエンサーを用い，

塩基配列の解析を行なった．得られた塩基配列の欠失部位をソフトウエ

アSeqScapeにより同定した．

2－3－7）MFの有意差検定法

　Spi’MF，　gptMFともに，各照射群のMFを非照射群と比較し，　t検定に

て有意差を検討した．P値が0．05以下を統計的に有意と判定した．
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第4節結果

2－4－1）NNK投与および低線量率放射線照射を行なったマウスの肺にお

　　　けるgpt突然変異頻度

2－4－1－i）gρt突然変異頻度

　NNK投与および低線量率放射線照射を行ったマウスの肺におけるgpt

突然変異頻度を測定した（Table　3，　Fig．7）．各線量率の放射線照射グルー

プにおいて，NNK投与群および生理食塩水対照群のgρt　MF（単位はい

ずれも10’6，6匹の平均値±標準偏差）は，14．3士6．9vs　4．2±4。0（O　mGy／h）；

20．7±5．1vs　4．7±3．0（0．5　mGy／h）；15．2土7．3　vs　2．0±2．1（1．O　mGy／h）；17．2土7．9

vs　2．7圭1．4（1．5　mGy／h）であり，NNK投与群のgρt突然変異頻度は生理食

塩水対照群に対し3～7倍有意に上昇した．一方，生理食塩水対照群の

gpt　MFを各γ線照射グループ問で比較したところ，照射線量率による違

いは認められなかった．また低線量率放射線による複合的な効果が期待

されたNNK投与群においてもγ線照射線量率の違いにgptMFの有意な

差は認められなかった．

さらに，同実験に用いたgρtdeltaマウスの肝臓についてもgρt突然変異

頻度の検出を行なった．NNK投与群および生理食塩水対照群の肝臓にお

けるgρtMF（単位はいずれも10’6，4匹の平均値土標準偏差）は134士48vs

8．1士3．8（OmGy／h）；105±31　vs　8．7士3．5（0．5　mGy／h）；101±18　vs　8．0±4．2（1．O

mGy／h）；128±76　vs　6．8圭0．6（15　mGy／h）であった．マウス肝臓において

NNK投与群の9ρt　MFは生理食塩水対照群に対して有意に増加し，また

肺よりも肝臓で高い値を示した．NNK投与とy線照射との複合効果にっ

いては，肺と同様に肝臓においても有意な影響は認められなかった．
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ofγ一irradiation．　An　asterisk（＊）denotes」p＜0．05（n＝6）in　a　Student’s　t－test　of　MF　ofNNK－treated

vs．　the　correspondlng　untreated　mice．　Vertical　bars　show　the　standard　deviations　with　mice　as　unit

of　comparison．

2－4－1－i）gρt変異体の塩基配列解析

　NNK投与とγ線照射との複合影響によって特異的な変異のタイプが認

められるかどうかを検討するため，gpt変異体の塩基配列の解析を行っ

た（Table　3）．　NNK処理によってG：C→A：Tのtransition，　G：C→T：A，　A：T

→T：A，A：T→C：Gのtransversionの変異が顕著に増加し，特にA：T→T：A

の変異では20倍以上の増加を認めた．だがγ線照射によるNNK誘発変

異に対する影響は見られなかった．NNK処理によってgρt　MFは有意に

増加したが，γ線による塩基置換変異への顕著な修飾効果は，塩基配列

変化の特徴においても認められなかった．
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2－4－2）NNK投与および低線量率放射線照射を行ったマウスの肺におけ

　　　るSpi一欠失変異頻度

2－4－2。i）Spi°欠失変異頻度

　NNK投与および低線量率放射線照射を行ったマウスの肺におけるSpi’

欠失変異頻度の測定を行なった（Fig．8）．　NNK投与群および生理食塩水対

照群の肺におけるSpi’MF（単位はいずれもlo°6，6匹の平均値士標準偏差）

は5．15圭2．34vs　4．11±0．98（O　mGy／h）；5．47±1．98　vs　5．06士3．50（0．5　mGy／h）；

5．36±1．56vs　4．09±0．80（1．O　mGy／h）；5．39士256　vs　4．65士1．78（1．5　mGy／h）で

あり，NNK処理およびγ線照射によるSpi’MFの有意な増加は認められ

なかった．
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ofγ　－i　rrad　iation．　Vertical　bars　show　the　standard　deviations　with　mice　as　unit　of　comparison．

2－4－2－i）Spi一欠失変異体の分子解析

NNK処理とγ線照射の複合効果を詳細に調べるため，得られたSpi°変異

体から欠失変異の塩基配列解析を行った（Table　4）．γ線は二重鎖DNA

切断を起こすことから，γ線照射群では大きな欠失変異体の増加が期待

される．そこでlkb以上の欠失に注目してNNK投与群と対照群を比較

した．その結果，生理食塩水対照群において，欠失サイズが1kb以上の

変異体の頻度が，線量率に応じて増加していた（Fig．9）．特に線量率1．o

mGy／h（0．77土0．49）と1．5　mGy／h（0．82±0．55）の変異頻度は非照射群の値

（0．25士0．28）の約3倍になり，その差には統計的有意差が認められた

（P＝0．04，単位はいずれも10－6，5匹の平均値±標準偏差）．一方，NNK投与

群では05mGy／h（0．85土0．66）と1．O　mGy／h（0．78士0．26）の変異頻度は非照

射群の値（0．29士0．47）の約3倍になり1．O　mGy／h照射群では変異頻度の

上昇には統計的有意差が認められたが（P＝0．04），15mGy／h（0．35士0．48）で
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はその頻度は非照射群と近似した値を示した．生理食塩水対照群とNNK

投与群の変異頻度の差についてt検定を行うと，P値はそれぞれ0．44（O

mGy／h）0．32（0．5　mGy／h），0．48（1．O　mGy／h），0．09（1．5　mGy／h）であった．
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Fig．9．　Specific　MF　of　large　deletions　with　the　size　ofmore　than　l　kb　in　the　lung　ofunirradiated

orγ一irradiated　mice．　The　mice　were　not　treated（A）or　treated　with　NNK（B）．　An　asterisk（＊）denotes

P＜0．05（n＝5）in　a　Student’s　t－test　of　MF　ofγ一irradiated　versus　the　corresponding　unirradiated　mice．

Vertical　bars　show　the　standard　deviations　with　mice　as　the　unit　ofcomparison．

2－4－2一血）欠失部位の配列

　放射線によって誘発されたと考えられるlkb以上の欠失変異について、

欠失領域と結合端の塩基配列を図に示した（Fig．10）．これら全51個の

欠失変異体のサイズは1035～9265bpであり，約半分の変異体では欠失部

位の両端に1～11bpの短い相同配列を有していた．一方，残り半分の変

異体ではこの短い相同配列が見られず，これら2種類のタイプの欠失変

異体が認められた．また，2つの欠失変異体に1若しくは4bpの挿入配

列を認めた．lkb以上の大きさをもつ51個の欠失変異体に特徴的な欠

失部位（ホットスポット）は認められず，NNKと放射線の複合曝露によ

り誘導された欠失変異体および放射線のみで誘導された欠失変異体の問

に違いは認められなかった．
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Fig。1e．　Molec糠lama加re　of　large　deleti◎ns　recovered倉o瀟the　lung◎f　gρ∫delta　mice戯feated　or

treated　with　NNK　in　the　absence　or　the　presence　ofγ一irradiation．　Horizontal　bars　represent　the

deleted　regions　of　mutants．　Most　of　the　mutants　lack　the　entire　gam　gene　and　part　oftheアeaL4B

ge擁es，　b厩some　Iack　the　ga〃2　ge益o　and　the　upstream　reg量o1｝・The　ga〃2　and　reaLAB　ge薮es灘ake　a灘

operon　and　the　transcription　starts　from　the　upstream　of　the　gam　gene．　Short　homologo疑s　sequo琵ces

in　the　junctions　of　the　mutants　are　underlined．　Underlined　sequences，　i．e．，エor　CTTA，　in　the　middle

of　two　sequences　are　inserted　sequences　in　the　junctions・
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第5節考察

　ヒトは内因性や外因性のさまざまな変異原に複合的に暴露されてい

る．よって，低線量・低線量率放射線の生物学的な影響にっいては，放

射線単独の影響ではなく，化学物質との複合影響によって評価されるべ

きである［26］．また，放射線やタバコの煙は代表的な遺伝毒性因子として

知られているが，これらに複合的に曝露されることによるヒトに対する

影響はほとんどわかっていない．例えば中国広東省の陽江地域には自然

放射線が他の地域より3－5倍高い地域があり，自然放射線の高い地域で

タバコを吸う習慣のあるヒトでは，その他の自然放射線量が普通の地域

でタバコを吸うヒトに比べ，染色体異常の割合が低かったという報告が

ある［55］．一方，高レベルでのラドンとプルトニウムに暴露されている鉱

山労働者を対象とした疫学研究では，これらの放射線とタバコとの相互

作用により肺腫瘍が誘導されたとの報告もある［56；57】．Sakaiらは［58］，ICR

マウスに0．30mGy／h，0．95　mGy／h，2．6　mGy／h各々の線量で35日間γ線を

照射した後，MC（20－methylcholanthrene）を腹腔内投与した．　MC投与後

100，150，200，216日後に腫瘍の数を調べた結果o．95mGy／h照射した群

で他の群より腫瘍の数が減ったと報告している．従って，化学物質によ

る遺伝毒性や発がん性と放射線との複合作用については，詳細な分子レ

ベルの解析に基づいて基本的なメカニズムを明らかにすることが重要で

ある．本研究では，突然変異検出のためのレポーター遺伝子を組み込ん

だトランスジェニックマウスを用い，NNK誘発突然変異に対する低線

量率放射線（γ線）の影響を検討した．

　低線量率放射線と化学物質との複合影響について検討するため，γ線

照射下においてgpt　deltaマウスにタバコ特異的ニトロソアミンNNKを
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投与した．γ線の線量率は0．5，1．0，15mGy／hで31日間照射し，総線量

はo．34，0．68そして1．02　Gyであった．本研究で用いた照射線量率は電力

中央研究所のSakaiらの論文［58】を基に設定した．　NNK投与によってgρt

MFは有意に増加した（Fig．7）．しかしながら，その変異頻度にはγ線照

射による複合影響は認められなかった．さらに，得られた変異体のスペ

クトラム解析を行なった．NNKはマウスの肺にG：C→A：T，　G：C→T：A，

A：T→T：A，A：T→C：G変異を顕著に誘発した（Table　3）．しかしながら，

NNKによる塩基置換変異の誘発は，低線量率のγ線照射によっては修飾

されなかった．一方で，γ線照射は1kb以上の大きな欠失変異をマウス

の肺に誘発した．さらに1．5mGy／hの線量率で誘発される欠失変異は，

NNK処理により抑制される結果を得た（Fig．9）．この結果から，　NNK処

理はγ線照射により生ずる欠失変異に対して何らかの防御機構を誘導し

ている可能性が示唆された．これらの欠失変異体は，接合末端に短い相

同配列を持つものと持たないものがあり，Fig．11．に示す2つのタイプの

特徴的な配列を有していた．これら2種類のタイプは，X線，γ線，重

粒子線の高線量照射などにより生じた欠失変異体の特徴と共通しており

［59】，二本鎖DNAが切断された後，末端部分が削られ，その後，

non－homologous　end－joining（非相同末端結合）によって結合したことに

より生じたものと考えられる［60］．

　文献によると，先に細胞に低線量放射線を照射した後，細胞に高線量

の放射線を照射すると，放射線によって生じる細胞へのダメージに抑制

効果を示すことから低線量放射線による適応応答が認められたとの報告

がある［61；62］．しかしながら，これらの低線量放射線による適応応答につ

いての明確なメカニズムは未だ明らかにされていない．
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繋畿1融監）　〆γ一「ay

一一・sTCGATGん4C7り（】（㍑ATTC－一轍ロCGAC朋C7りCGCC　CTTACCG－・一・

　　　　　　　　＼　　　　　　／
　　　　　　　　　TTCGATG　44（巡CTTACCG
　　　　　　　　　　　　　　Deletion　mutant

　Without　short　homology
　　　　　　　　　　　　　　　　　　φ・・γ一ray
　　　　　　　　　　　　　　　　　　◆＄・　一　5146　bp（NNK　O5　mGy／h）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　◆◆

…TGTTGAGC蝕ITCGC…“－TCCA野TCTGCCAGT脳…

　　　　　　一一一一TGTTGAGCAA　TCTGCCAGTT－一一一
　　　　　　　　　　　　　Deletion　mutant

Fig。11。　Large　deletions　are　probably　fbrmed　by　Ron－homol◎gous　endづ◎ining（NHEJ）of

double－strand　breaks　in　DNA（DSB）

　Tuckerらは［63］，マウスに低線量率放射線を照射し，小腸幹細胞のDlb・1

突然変異頻度を検索した．彼らの報告によると，マウスに0．65，L85，5．5

cGy／dayを21，42，63日間γ線照射すると，Dlb－1　MFは，γ線の総放射線

量に依存して増加したが，総放射線量が最も高い（5．5cGy／day×42また

は，63day）ところで減少した．同線量のγ線を急性放射線照射した場合

はy線の線量に依存してDlb－1　MFは増加した．本実験では，γ線単独照

射群において，1kb以上の大きな欠失変異頻度が最も高い線量率1．5

mGy／h（線量は1．02　Gy）の群で飽和する傾向がみられた（Fig．9A）．この

ことから，若干ではあるが，照射線量率15mGy／hの群で適応応答が検

出された可能性が示唆される．一方で、NNKとγ線の複合曝露において

は，やはり1．5mGy／hの群で，1kb以上の欠失変異の誘発が抑制される

傾向が認められた．NNK処理と線量率1．5　mGy／h（総放射線量1．02Gy）

が組み合わさった条件下では，p53依存的アポトーシスを引き起こし，
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DNAに損傷をもっ細胞を除去したのではないかと推測される［64］．　DNA

損傷が少ないレベルにおいては，p53依存的DNA修復能が促進されるが，

DNA損傷が激しいとアポトー－M・Lシスが誘導される［65］．　NNK処理とγ線照

射によるDNA損傷は，本実験で用いた最も高い放射線量がアポトーシ

スを誘導する引き金となるのに十分なレベルであったと考えられる．

Zhouら［66】は，　NNKとα線との複合効果においてAL細胞を用いて実験

を行なっている．彼らは，染色体の欠失変異頻度は，NNKが低い25

（pg／ml）濃度で最も高く，NNKが高い100－400（g／m1）濃度では欠失変異に

対して抑制効果を示したと報告した．また，犬を用いた加卿oの実験で

は，高濃度のタバコ煙の暴露は，ラドン照射によって起こる肺がんを減

少させたとの報告もある［6フ］．しかしながら，ラットを用いた実験では，

NNKとラドンによる相乗効果がみられている［68】．タバコと放射線との

複合暴露による人体への影響について，明確な相互作用モデルは確立さ

れていない［56；57】．それ故に，今後の課題としては，タバコと放射線との

相互作用についての遺伝毒性機構をより明確にすることが必要であると

考える．

　タバコ特異的ニトロサミンであるNNKの代謝活性化は，主としてCYP

により触媒されるニトロソ基に隣接するα位の炭素原子の水酸化によ

ると考えられる［69］．このステップにより生じたα一水酸化体は化学的に

不安定で，アルデヒドを放出して脱アルキル化が起こる［7◎】．NNKによ

って誘発された肺がんマウスのK－ras遺伝子上に，　DNA付加体06・メチ

ルグアニンおよびピリドキシルオキソブチル化付加体が原因と考えられ

るG：C→A：TおよびG：C→T：A変異がそれぞれ検出されている［22；71］．本

実験においても，NNK処理によりG：C→A：TとG：C→T：Aは有意に増加

した（Table3）．　Tianoらは，　NNKの遺伝毒性について，ヒトCYP2A6を
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発現するAS52ハムスター細胞を用い，突然変異のレポーター遺伝子で

あるgρt遺伝子に誘発した突然変異体の解析を行なった［72】．この細胞株

は06。メチルグアニントランスフェラーゼを欠いていることから、80％

の変異体がG：C→A二Tのトランジションであった．G：C→A：Tトランジシ

ョンのホットスポットはGGTという配列の2番目のGに認められた［73】．

我々はNNK処理により誘発されたG：C→A：Tの変異155コ中に，18箇

所（gpt遺伝子スタートコドンら，27，64，86，87，92，107，110，113，115，

116，128，274，281，409，417，418番目）のホットスポットを認めた．Tiano

ら［72］の報告で，gρt遺伝子のヌクレオチド23，116，128，281番目に4つ

のホットスポットを認めている．本研究で得られたIl6，128，281番目と

同じ箇所にホットスポットを認めている．また，我々はそれ以外のホッ

トスポットを認めた．GGAという配列の2番目のGに認められたgpt

遺伝子のヌクレオチド87，274，402，418番目．GGGという配列の2番目

のGに認められたgρt遺伝子のヌクレオチド27，64，92，417番目．GGC

という配列の2番目のGに認められたgρt遺伝子のヌクレオチド113番

目である．このように，NNK処理により誘発されたG：C→A：Tの変異は，

GGXの配列でXがA，T，C，Gのいずれかであり，2番目のGに変異を生ず

る特徴を有していた．本実験においてG：C→A：TとG：C→T：Aの変異に

加えて，NNK処理マウスからA：T→T：AとA：T→C：Gの変異頻度の増加

を示した（Table　2）．1acZトランスジェニックマウスを用いてNNKの遺伝

毒性を検索したHashimotoら［74｝の報告によると，A：T→T：AとA：T→C：G

の変異頻度の大幅な増加を示した．それ故，NNKは，04。メチルまたは，

02一メチルチミンなどによりA：T→T：AとA：T→C：G変異をそれぞれ誘導

したのかもしれない［27】．y線単独照射においては，線量率1．O　mGy／hと

1．5mGy／hの照射群で1kb以上の欠失変異頻度が明らかに増加した（Fig．
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3A）．これら2照射群の総線量はそれぞれo．62　Gyおよび1．02　Gyであり，

これはトランスジェニックマウスを用いた突然変異検出法によって陽性

となる下限の線量であるかもしれない．一方，NNK処理によってはこう

した大きな欠失変異の増加は認められなかった．従ってNNKはin　vivo

において主に塩基置換変異を誘発し，欠失変異は誘発しないことが示唆

された．また，Zhouら［66；66］は，ヒトの染色体を組み込んだハムスター

培養細胞（AL細胞）を用いた実験で，　NNK処理により誘発された突然変

異体の約80％が大きな欠失変異であったと報告している．従って，in　vitro

ではNNKにより塩基置換変異と欠失変異の両方が誘導される可能性が

あるが，in・vivoでは欠失変異をp53依存的なメカニズムにより排除した

のではないかと推測する．ちなみに上述したようなハムスター培養細胞

系ではp53に変異が入っているため［75；76］，こうしたin　vitro条件では本

来p53によって排除されるべき欠失変異が（p53不活化のせいで残って

しまうために）検出されるのではないかと考察する．

　喫煙と放射線の複合効果を調査する圏的で，低線量率放射線を照射し

ているマウスにNNKを処理し誘発された変異体を詳細に解析した．低

線量率γ線照射は，肺における1kb以上の欠失変異頻度を有意に上昇さ

せた．一方，NNK処理群では線量効果曲線は釣鐘型となり，1。5　mGy／h

照射群における1kb以上の大きさの欠失変異頻度は非照射群と近似した

値を示し，NNK処理が欠失変異の誘発を抑制する可能性を示した．　NNK

処理に生ずるアルキル化損傷塩基を認識するミスマッチ修復蛋白質やア

ポトーシスに関与するp53が抑制機構に関与する可能性が考えられた．

49



第3章　gρt　deltaトランスジェニックマウスの肺におけるNNK誘発突

　　　　然変異に対するノビレチンの化学予防効果の解析

第1節　緒言

　ミカンをはじめとするカンキツ類にはビタミン，ミネラルさらには食

物繊維が豊富に含まれており，すぐれた補助食品である．近年，カンキ

ツ類にはがん抑制効果をはじめとする多様な健康増進効果を有する物質

が豊富に含有されていることが明らかにされている．今回注目したポリ

メトキシフラボノイドの一種であるノビレチン（Fig．12）は、カンキツ

類に特徴的な成分でありタンカン，ポンカン特にシークワーサーの果皮

に豊富に含まれ，抗がん性，抗ウィルス性，抗腫瘍性，抗炎症性などの

生物活性を示すことが報告されている［31；77’80】．喫煙由来の肺がんに対す

るノビレチンの化学予防効果を評価するため，タバコ特異的ニトロソア

ミンであるNNKの遺伝毒性に対するノビレチンの抑制効果についてgpt

deltaトランスジェニックマウスを用いて検討した．

　NNKはマウス，ラットおよびハムスタv－一・・に共通して末梢性の肺線がん

を誘発する唯一のタバコ関連2＞一ニトロソアミンである．NNKはチトク

ロームP－450（CYP）により代謝的に活性化されDNAをアルキル化し突

然変異を誘発する．CYPには多くのサブタイプが存在し，マウスCYP2A4

およびCYP2A5，ラットCYP2A3およびハムスターCYP2A16はいずれも

肺において発現していることが報告されている．このことから，肺に発

現しているこれらのCYP2AがNNKを効率よく代謝活性化してNNKに

よる肺がんの誘発に関与していると考えられる．そこで，ノビレチンに

よるNNKの変異抑制機構，特にCYPに対する影響を明らかにするため，

細菌を用いた復帰突然変異試験を行なった，
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Fig．12．　Chemical　structure　of　nobiletin

　復帰突然変異試験（Ames試験）は，サルモネラ属菌の一種であるネ

ズミチフス菌LT－2株由来のヒスチジン要求性変異株に変異原物質を作

用させ，ヒスチジン非要求性に戻るHis＋復帰変異（reverse　mutati◎n）を

検出する試験で，米国のBruce　N．　Ames博士によって開発された［48］．ネ

ズミチフス菌において，ヒスチジンはグルコースから8種類の酵素によ

る10段階の反応を経て合成される．試験菌株は，それぞれ異なるhis遺

伝子欠損を持ち，特定のタイプの復帰変異に対して感受性を示す．この

他に試験菌株には3つの工夫が加えられ，変異原に対する感受性が高め

られている．第1は，細胞壁のリボ多糖の一部が欠如しているrfa変異

で、これにより化学物質の膜透過性が増大し，多環芳香族炭化水素のよ

うに膜を透過しにくい疎水性の物質の変異原性も検出できるように工夫

されている．第2はuvアB変異で，　DNAの除去修復能を欠失させている

点である．このためDNA上の損傷は除去されず，何らかのDNAポリメ

ラーゼにより乗り越えて複製される過程で突然変異として固定される確

立が高くなっている．また環境化学物質の中には，それ自身はDNAと

の反応性が低く，哺乳類の体内において代謝され，初めてDNAと結合

するものが多い．バクテリアはこの代謝機能を持たないため変異原性を

検出できない．そこで第3の工夫として，哺乳動物（ラット）のもつ薬

物代謝酵素によって産生される被験物質の代謝物の変異原性を試験する
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Sg　mix［S9（ラット肝ホモジネートの9，000×g上清）＋補酵素］添加条件

を合わせて行う。これにより，DNAと直接は反応性を示さない発がん物

質を代謝的に活性化することができるようになり，さまざまな環境因子

の変異を検出できるようになっている．
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第2節　実験材料・試薬および使用機器

3－2－1）使用試薬および使用機器

　前章までに記載した使用試薬および使用機器については記載を省略

した．マウスの粉末飼料CRF－1は，オリエンタル酵母より購入した．ノ

ビレチン（＞99．9％純度）は金沢医科大学の田中卓二教授より御供与い

ただいた．Ames試験で用いたβ一NADH（β一nicotinamide　adenine

dinucleotide，　reduced　from），β一NADPH（β一nicotinamide　adenine　dinucleotide

phosphate，　reduced　from），　G－6－P（glucouse－6－phoshate）はオリエンタル酵

母より，フェノバルビタールと5，6一ベンゾフラボン誘導ラット肝ホモジ

ネート9000×g上清（S9）はキッコーマンより購i入した．　B［a］P，　MNNG

（ノ〉－methy1－N’　－nitro　一ノ〉－nitrosoguanidine），8－methoxypsoralenはSigma－Aldrich

より購入した．YG7108株とYG5161株は国立医薬品食品衛生研究所変

異遺伝部二室室長・能美健彦博士より御供与いただいた．Glycerol，　NaNH4，

HPO4，　Citric　Acid　M◎nohydrate，　L－Histidine　M◎n◎hydrochl◎ride，（＋）－Bi◎tin

は和光純薬工業より購i入した．

3－2－2）　試薬の調製

　前章までに記載した試薬の調製については記載を省略した．

Ames試験　プレインキュベーション法

20×Medium　E：1L

　MgSO4・7H204g，　Citric　Acid　Monohydrate　40　g，　K2HPO4200　g，

　NaNH4HPO470　g，高圧蒸気滅菌（121℃，20分間）．

40％glucose：200　mL

　GIucose　80　g，高圧蒸気滅菌（121℃，20分間）．

05mM　His－Bio溶液二300　mL
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　L－Histidine　Monohydrochloride，　Monohydrate26．2　mg，　Biotin　30．5　mg

　（1N－NaOH　O．3　mlで溶かす），高圧蒸気滅菌（121℃，20分間）．

Nutrient　Broth：100　m工

　Nutrient　Broth　O．8　g，　NaCl　O．5　g，高圧蒸気滅菌（121℃，20分間）．

0．2　M　PO4　buffer（pH7．4）

　NaHPO4・H207．89／250mL①，　Na2HPO428．49／1000mL②，①と②を1：4

　の割合で混合し高圧蒸気滅菌（121℃，20分間）．

S9（9，000×gsupernatant　fraction　of　homegenates）mix：10mL

　G－6。P　l7．O　mg，　NADPH　36．2　mg，　NADH　30．5　mg，0．2　M　PO4　buffer　5．O　mL，

　1MKCI　330μL，1M　MgCl2　80　pL，　Fill　Up（D．W．）9．O　mL，濾過滅菌後，

　Homogenate　1．O　mLを加えた．

Vogel－Bonner最少寒天培地：1L

　BactoTM　Agar　15　g，　NaC　5　g，高圧蒸気滅菌（121℃，20分間）後，

　20×Medium　E　50　mL，40％グルコース5mLを加えた．

軟寒天培地：100mL

　BactoTM　Agar　O．6　g，　NaC　O．6　g，高圧蒸気滅菌（121℃，20分間）後，0．5

　mM　His－Bio溶液を10ml加えた．
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第3節　実験方法

3－3－1）　実験の概要

　実験動物はgρ∫deltaトランスジェニックマウスを用いた．飼育管理は，

プラスチックケージにて飼育し，室温23士2℃，12時間の明暗サイクル

で食餌（CRF。1）と水は自由摂取させた．　gpt　deltaマウス（雌4匹、雄5

匹）にノビレチンを100PPmあるいは500PPm，7日間混餌投与した後，

NNK（2　mg／mouse／day，　i．p．）を4日間投与し，ノビレチンの投与を継続

して38日目に屠殺して肺における変異頻度を測定した（Fig．13）．飼育終

了後，マウスから臓器を採取し，液体窒素で凍結して一80℃にて保存した．

各群5匹のマウスを用いて，肺におけるgpt突然変異体頻度を測定した．

細菌を用いる突然変異試験はYG7108株とYG5161株を用い，NNK，　B［a］P，

MNNGに対するノビレチンの変異抑制作用を検討した．

Gro叩no．

0 7　8　9　10

｝　l　　　l

1　NNK

38day

　l

2

3

4

5

Fig．13．　An　experimental　design　t◎examine　chemopreve捻tive　effbcts　of轟obiletin　against

genotoxicity　ofNNK　in　the　lung　ofgpt　delta　mice．
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3－3－2）ゲノムDNA抽出法

　ゲノムDNA抽出法は第2章3節2－3－3に準じた．

3－3－3）　in　vitroパッケージング

　in　vitroパッケージングは第2章3節2－3－4に準じた．

3－3－4）6－TGセレクション

　6－TGセレクションは第2章3節2－3－5に準じた．

3－3。4。i）　菌液の調製

　菌液の調製は第2章3節2－3。5－iに準じた．

3－3－4－i）　プレートの作製

　プレートの作製は第2章3節2。3－5。iiiに準じた．

3－3　－4－　bi）　gpt変異体の検出

　gpt変異体の検出は第2章3節2－3－5。血に準じた．

3・3－4－　iV）　gρt　MFの算出

　gρt　MFの算出は第2章3節2－3－5。ivに準じた．
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3－3－5）Ames試験（プレインキュベーション法）

3・3－5－i）菌株

　使用した菌株はTable．5に示した．

Table　5．　Salmone〃a　enterica　serovar　Typhimurium　strains　and　plasmids

Strain Description Source

Strain

　TAI535

　TA　1538

　YG7108

　YG5161

Plasmids

　pYG768

hisG46，　gal，△（ch1，　uvrB，　bio），　rfa

hisZ）3052，　ga1，△（chl，　uvrB，うio），　rfa

As　TA　l　535　but△adasT　and△ogtsT，　Km「and　Cm「

As　TA1538　but　harbors　plasmid　pYG768

Maf◎薮a総d　A搬es［48】

Ma罫◎轟a総d　Ames［48］

Yamada　et　al．［81；82］

Matsui　et　a1．［83】

D・・ivativ・・fpWSK29　with　th・E．・c・li・dinB・geRe　Ki鵬・t　aL［84】

K1捻「，　resista擁to　Ka論a搬ycl総；Cm「，　resista擁t◎chlorampheRic◎L

3－3。5逝）　菌液の調製

　一80℃で凍結保存しておいたYG7108株，　YG5161株を，薬剤を加えた

NB　3　m1に30μ1（1／100　vol．）植菌し，37℃で16時間大試験管用バイオロ

V－… ^・一・…一にて回転培養し、培養液を作製した。

3－3－5－iii）Ames試験菌株YG7108株，YG5161株を用いた変異原性試験

　ノビレチンまたは8－methoxysoralenをDMSO（またはH20または

EtOH）に溶かし小試験管に50　pL入れる．そこにSgmix　50　mLを加え

vortexミキサーで混ぜ，5分間氷上にて冷却した．DMSOに溶かしたNNK，
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B［a】PまたはMNNGを50μLを加え混ぜた後，overnight　cultureを0．1mL

加えvortexミキサーで混合し37℃の湯浴で20分間，40～50　rpmの速度

で振とう培養した．50℃に温めたSoft　agar　2　mLを駒込ピペットで加え

vortexミキサーでよく撹絆し，Vogel－Bonner最少寒天培地に重層し，37℃，

48時間培養した．培養後，His＋復帰変異コロニーを数えた．代謝活性化

なしに遺伝毒性を示すMNNGの変異原性試験においては，　Sgmixの代わ

りに1／15M　Na。K　buffer（pH　7．4）を用いた．
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第4節　結果

3－4・1NNK処理とノビレチン投与によるマウス肺のgpt突然変異頻度

3－4－1－i　gρt突然変異頻度

NNK誘発突然変異に対するノビレチンの化学予防効果を検索するため，

gpt　deltaマウスの肺を用いてgpt突然変異頻度の測定を行なった（Table

6－7，Fig．lo－11，）．まず，雌マウス肺のgρt　MF（単位はいずれもlo’6，4匹

の平均値±標準偏差）は，NNK単独投与群（Group　1）で58．1±16．7，　NNK＋

ノビレチン100ppm処理群（Group　2）で38．6±6．6，　NNK＋ノビレチン500

ppm処理群（Group　3）で39．3士10．4，ノビレチン500　ppm処理群（Group

4）で4．5土1．9，無処理群（Group　5）で3．0±1．3であった．一方，雄マウス肺

のgρtMF（単位はいずれも10鱒6，5匹の平均値±標準偏差）は，　NNK単独

処理群（Group　1）で26．5±11．8，　NNK＋ノビレチン100　ppm処理群（Group

2）で19．9士6．1，NNK＋ノビレチン500　ppm処理群（Group　3）で14．牡5．4，

ノビレチン500ppm処理群（Group　4）で3．5士1。0，無処理群（Group　5）で

3．1±2．0であった．NNK投与によりマウス肺のgpt突然変異頻度は雌で

19倍，雄で9倍に増加し，雌が雄よりも2倍高い感受性を示した．NNK

を投与した雌マウス肺の変異頻度はノビレチン100ppm処理群で有意

（P＝0．04）に低下し，500ppmでも同程度に低下した（Fig。14）．雄での変

異頻度は雌の約半分であったがノビレチン500ppm処理群で有意

（P＝0．04）に減少した．
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Table　6．　Suppressive　effects　ef　nobiletin　against　genotoxicity　ofNNK　in　the　lung　of

female　9ρt　delta　mice

Group
　　　　　　＊
number

Animal　Total　colonies　No．　of

　I．D．　　　　　　　　　　mutants

gpt　MF
xlO－6

Average
士SD．†

P・．value‡

　　　　l

NNK　al◎ne

FOOl

FOO2
FOO3
FOO4

898，500

1，017，000

1，464，000

1054500

0
6
弓
1
3
8

1
0
く
♂
く
ゾ
ー
0

75．7

56．1

36．2

64．5

4，434，000 246 55．5 58」±16．7

　　　　2

　　　NNK

＋Nobiletin

（100ppm）

FOO5

FOO6
FOO7
FOO8

1，134，000

1，353，000

1，152，000

916500

1
0
2
U
4
，
7
’

3
4
《
ゾ
凸
」

31．8

355
46．9

40．4

4，555，500 175 38．4 38．6圭6．6 0．036§

　　　　3

　　NNK
＋N◎biletin

（500ppm）

FOOg
FOlO
FOll

FOl2

1，369，500

798，000

1，606，500

1027500

弓
」
1
0
1
0
0
6

3
3
1
◎
4

24．1

45．1

41．1

46．7

4，801，500 蓋83 38．1 39．3土10．4 0．052

　　　4

NobiletiR

（500ppm）

　　alone

FOl3
FO　14

FO　15

FO16

1，059，000

1，377，000

1，092，000

900000

3
4
1
0
1
0

0
0
Q
ノ
《
ゾ
丹
ノ

　
　
　
　

の
　
　
　

　
　
　
　
の

（
∠
（
∠
5
1
04，428，000 19 4．3 4．5士1．9 ＜0．001

　　　　　5

No　tfeatme薮ts

　treatrnents

FOl8
FO　19

FO20
FO21

2，856，000

1，560，000

1，809，000

2013000

1
0
4
0
ノ
々
」

－
1
◎
A
U
く
ゾ

　
　
　
　

の
　
　
　

ロ
　
　
　
の

（
∠
（
∠
く
ゾ
（
∠

8238000 24 2．9 3．0±1．3 ＜0．001

＊Group　l，mice　treated　with　NNK（2　mg／mouse／day　x　4　days）alone；Group　2，　mlce　treated　with

NNK　plus　nobiletin　at　a　dose　of　100　ppm　in　diet；Group　3，　mice　treated　with　NNK　plus　nobiletin

　at　a　dose　of　500　ppm　in　diet；Group　4，　mice　fbd　nobileti論at　a　dose　of　500　ppm　l擁diet　without

NNK　treatments；Group　5，　mice　without　treatments　with　NNK　or　nobiletin．　The　Group　No．

　corresponds　with　group　Nojn　Fig，9．

†Average±standard　deviation　ofgpt　MF　off（）ur　mice．

‡Differences　between　gpt　MF　of　each　group　and　that◎fGroup　l　were　tested　f｛）r　statistical

　significance　using　a　Student’s　t－test。

§Statistically　s董gnificant（P＜0．05）against　Group　L　The　values　in　Groups　4　and　5　are　also

　statistically　significant，　But　the　mice　in　Groups　4　and　5　are　not　treated　with　NNK　so　that　the

　values　are　not　marked　with§．
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Table　7．　Suppressive　effects　of　nobiletin　against　genotoxicity　of　NNK　in　the　1ung　of

male　gρt　delta　mice

Group
　　　　　　象
number

Animal　Total　colonies　No，　of　gρt　MF
　I．D．　　　　　　　　　　mutants　　x　l　O’6

Average
±S．D．†

P．value‡

　　　　1

NNK　alone

MOOl
MOO2
MOO3
MOO4
MOO5

960，000

　987，000

1　，320，000

　876，000

1892000

蓄
・
2
7
・
0
《
」

《
∠
3
5
2
2

2L9
32．4

43．2

22．8

12．2

6，035，000 153 25．4 26．5±ll．8

　　　　2

NNK
＋Nobiletin

（100ppm）

MOO7
MOO8
MOOg
MO　10

MO　11

1，156，000

991，000

　828，000

　828，000

　840000

1
0
（
y
O
3
2

1
1
う
ん
う
南
－

13．8

19．2

24．2

27．8

14．3

4，643，000 90 19．4 19．9士6．1 0．147

　　　　3

　　NNK
＋Nobi蓋etin

（500ppm）

MO　13

MO14
MO15
MO　16

MOl7

　700，000

1，404，000

1，052，000

760，000

1000000

16

11

14

10

15

22．9

7．8

13．3

13．2

15．0

4，916，000 66 B．4 14．4±5．4 0．035　ll

　　　4

Nobi豆etin

（500ppm）

　　alo擁e

MOlg
MO20§

MO21
MO22
MO23

1，028，000

388，000

1，640，000

　708，000

　972000

4
4
6
3
2

3．9

10．3

3．7

4．2

2．1

4，348，000 15 35 3．5±1．0 0．003

　　　5

　　　No

treatments

MO24§

MO25
MO26
MO27
MO28

　705，000

1　，4　1　O，oeo

l，410，000

1，928，000

2032000

14

W
5
3
3

19．9

5．7

3．6

1．6

1．5

6780000 19 2．8 3。1±2．0 0．003

＊Group　I，mice　treated　with　NNK（2　mg／mouse／day　x　4　days）alone；Group　2，　mice　treated

　with　NNK　plus　nobiletin　at　a　dose　of　100　ppm　in　diet；Group　3，　mice　treated　with　NNK　plus

　魏obi粟eti薮at　a　d◎se◎f　500　PP鵜i1｝dlet；Group　4，　m韮ce　fed　nobi嚢etin　at　a　d◎se　of　500　PP瀟i轟

　without　NNK　treatments；Group　5，　mice　without　treatments　with　NNK　or　nobiletin．　The

　Group　No．　corresponds　to　Group　No．　in　Fig．9．

†Average±standard　deviati◎熟◎f　gZ7t　MF　of　fbur　or　five　1n　ice．

‡Differences　betWeen　gpt　MF　of　each　group　and　that　of　Group　l　were　tested　fbr　statistlcal

　significance　using　a　Student’s　t－test・

§Two　unusua11y　high　gnt　MF　of　MO20　and　MO24　were　excluded　for　the　calculation　ef

　　average　by　the　Smimov－Gmbb’s　outlier　test．

ll　Statistically　sig1｝ificant（P＜0．05）agai1｝st　Gr◎疑p　1．The　va1ues　in　Gmups　4　a瞭d　5　are　also

　　statistically　signlficant．　B滋the　mice　in　Groups　4　and　5　are　not　treated　wlth　NNK　s◎that　the

　　values　are　not　marked　with醤．
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3－4－2）　ノビレチンによるNNKの変異抑制機構

　ノビレチンによるNNKの変異抑制機構を明らかにするため，　NNKの

YG7108株に対する変異原性をノビレチンが抑制するか検討を行なった

（Fig．16．）．　NNKの変異原性に対するノビレチンの抑制効果（A），　NNKの

変異原性に対する8－methoxypsoralenの抑制効果（B），　B［a］Pの変異原性

に対するノビレチンの影響（C），MNNGの変異原性に対するノビレチン

の影響（D）をそれぞれ検討した．NNKはラット肝Sgmixの存在下，アル

キル化剤に高感受性を示すYG7108株に対して変異原性を示したが，ノ

ビレチン（2．50r　5．0μg／plate）を共存させるとその変異原性は約50％減少

した（Fig．16A．）．ノビレチンの代わりに，　CYP2Aの阻害剤である

8－methoxypsoralen（0．250r　O．5μg／plate）を加えた場合も，　NNKの変異原性

は約50％減少した（Fig．16B．）．一方，ノビレチンはB［a｝PやMNNGに

よる変異原性に対しては顕著な抑制効果を示さなかった（Fig．16c，　D．）．

　
　
　
　
鋤
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　◎　　25　　5　　7．5　　紛　　　　　　　　0　　◎5　　　1　　！5　　2　　　　　　　　0　　250　綴｝　75◎　繊｝　　　　　　　　◎　　25D　綴）

　　　　NobitebO　　　　　　8－methoxyps（細en　　　　　繍h　　　　　　　繍h
　　　　（1」91piate｝　　　　　　　　　　　　　　　　　　（酢」91plate）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（卜」91PI8te）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（μ9／pl8te）

Fig．16．　Suppress韮ve　effects　of　Rob難etl擁aga玉熱st　genotoxiclty◎f　NNK　i額the　prese轟ce◎f　Sg　mlx

in＆り1ρhimurium　YG7108．　Clesed　circles　represent　the　numbers　of　His÷　revertants／plate

induced　by　the　fbllowing　compounds：NNK（500　mg／plate）in　the　presence　of　Sg　mix　along

with　the　l総creasi難g　doses◎f　nobileti轟（A），　NNK（500　mg／plate）in　the　presence　of　S9　m董x　alo毅g

with　the　increasing　doses　of　8－methoxypsoralen（B）；BP（50　mg／plate）in　the　presence　of　Sg

mix　along　with　the　increasing　doses　of　nobiletin（C）；MNNG（0．1mg／plate）in　the　absence　of

Sg　mix　alo燕g　with　the　i織creasi捻g　doses　of薮◎bileti熱．　OpeR　circles　represent　the　Rurnbers　of

His＋revertants／plate　when　the　non－genotoxlcity　of　nobiietin（A，　C　and　D）and　8－

methoxypsoralen（B）were　co面㎜ed．　Strains　used　are　S．り卿伽7伽YG7108（A，　B　and　D）

aRd　S．り2ph　im　urium　YG5　1　6　1（C）．　Averages　and　sta薮dard　devlat量ons　are　presented　in　A，　B　and　D

where　three　plates　were　used　fbr　the　assays．　Averages　are　presented　in　C　where　two　plates　were

used　fbr　the　assay．
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第5節考察

　第3章では，喫煙由来の肺がんに対するノビレチンの化学予防効果を

評価するため，タバコ特異的なニトロサミンであるNNKの遺伝毒性に

対するノビレチンの抑制効果についてgρt　deltaトランスジェニックマウ

スを用いて検討した．NNK処理により肺におけるgρt突然変異頻度は有

意に増大した（Table　6－7．）．これらは，雌で19倍，雄で9倍の変異頻度

の上昇を示した．このことから，雌の方が雄に比べてNNKに対する感受

性が高いことが示唆された．これは，NNKを代謝活性化する酵素が性差

によって異なることに起因する可能性がある［85］．雌のマウスが雄のマウ

スよりもNNKに対して高い感受性を示したことから，人間に関しても

NNKがもたらす遺伝毒性により高い感受性を示すのは男性より女性の

方かもしれない［86】．また，ノビレチンはマウス皮膚，ラット大腸で発が

ん抑制効果が認められ【46；47］，ラット肝ではGST－P陽性巣の発現をエンド

ポイントとして発がん抑制作用が検討された［87】．Diethylnitrosamineによ

る外因性モデルの実験では発がん抑制が認められる一方で，コリン欠乏

食による内因性モデルの実験では発がんの促進がみられるなど，相反す

る結果が報告されている［87】。

　第2章より，　gρt　deltaマウスの肺におけるNNK誘発変異タイプはG：C

→A：T，G：C→T：A，　A：T→T：A，　A：T→C；Gであった．NNK処理によりDNA

のアルキル化を引き起こし，K－ras遺伝子にG：C→A：Tの変異を誘発する

ことが報告されている［22］．G：C→A：T変異はK・rasがん遺伝子を活性化

することから，ノビレチン処理によってgpt　MFの減少が見られたことは，

肺腫瘍の減少との関連を示唆している．すなわちノビレチンがマウスに

おけるNNK誘発肺がんに対して化学予防効果を持つことが示唆された．
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ノビレチンは他にも転移抑制［43；44｝，炎症そしてプロモーション抑制

［41；42；88’91］が報告されている．それ故に，イニシエーション，プロモーシ

ョン，プログレッションのいずれの段階でもタバコによる肺発がん抑制

作用を示す可能性がある．しかしながら，特定の化合物は，NNKによる

腫瘍を減少することが出来ても，必ずしもタバコの煙による肺腫瘍を減

少させるとは限らない［92］．それ故，今後の研究課題としては，タバコの

煙によって誘導される肺腫瘍に対して，ノビレチンの予防効果を評価す

る必要があると考える．

　次に，ノビレチンによるNNKの変異抑制機構を明らかにするためノ

ビレチンがP450によるNNKの代謝活性化に影響しているかどうかを

YG7108株を用いて検討した．興味深いことに，ノビレチンはNNKの遺

伝毒性に対して抑制効果を示したが，B［a］Pおよび代謝活性化なしに遺

伝毒性を示すMNNGに対する遺伝毒性阻害効果はごく弱いかあるいは

阻害効果が認められなかった．MNNGはDNAに06一メチルグアニン付

加体を形成しG：C→A：T変異を誘発主要に誘導する［93］ことから，ノビレ

チンは06一メチルグアニンに対する修復活性を高めたり，誤りのない損

傷乗り越えDNA合成を促進しているのではなく，むしろNNKの代謝活

性化に関わるCYP（P－450）酵素活性を阻害することによってNNKの遺伝

毒性を抑制しているのではないかと推察される［94°96］．

　実際，CYP2Aの特異的阻害剤である8－methoxyporalenは，　S9存在下

においてノビレチンと同様にNNKの遺伝毒性を抑制した［97］．一方，

B［a】Pの遺伝毒性はCYPIA1を経て活性化されることがわかっている［98］

が，B［a】Pに対するノビレチンの阻害効果は弱かった（Fig．16c）．このこ

とから，ノビレチンの阻害作用はCYP2Aを含むある特定のCYP酵素に

よるものと考えられる．しかしながら，ノビレチンと8－methoxyporalen
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は共にNKKの遺伝毒性に対する阻害効力は50％程度であった．従って，

残りの50％はCYP2Aとは別のCYP酵素が関与していると思われる．本

実験でB［a］Pの遺伝毒性作用にノビレチンは効果的ではなかったが，

Conneyらは［99】，ノビレチンによって突然変異誘発物質であるaflatoxin

B1の代謝やB［a］Pの水酸化について，ヒト肝臓ミクロソームの代謝活性

化が促進されたと報告した．ノビレチンはまた，ヒト肝臓ミクロソーム

によるacetaminophen【ioo］と，ラット肝臓ミクロソームによる

zoxazolamine［ioi］の酸化的代謝を促進した．これらの報告から，ノビレ

チンがCYP酵素活性を調節する作用を持つ可能性が示唆される．

　NNK投与により肺におけるgρt突然変異頻度は有意に増大し，雌は雄

よりも2倍以上高い感受性を示した．食餌中のノビレチンはNNKによ

る変異誘発を25。45％抑制し，雌では100ppm，雄では500ppm投与群で

有意に抑制した．以上の結果は，ノビレチンが喫煙に基づく肺がんの抑

制に有効である可能性を示唆する．またノビレチンはCYP2Aの阻害剤

である8－methoxypsoralenと同様にNNKのin　vitroにおける変異原性を抑

制した．

　本第3章の研究において，ノビレチンはNNKの代謝活性化に関わる

CYPの活性を修飾することによりその変異原性を抑制している可能性

が強く示唆された．
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総括

　本研究では，大腸菌のグアニンボスホリボシルトランスフェラーゼを

コードする遺伝子（gρt）をλファージDNA上に組み込みマウスに導入

したgpt　deltaトランスジェニックマウスを用いて，環境中の変異原（化

学物質および放射線）のマウス組織における突然変異誘発能とその複合

影響について検討を行なった．gptはコード領域が456塩基対と小さく

容易に変異部位の同定を行なうことができ，またλファージの7θ躍go〃1

遺伝子をレポーターすることにより，これまでの検出が難しかった欠失

変異の効率的な検出を可能にした．

　第2章では1章で述べたgρt　deltaトランスジェニックマウスを用いて，

喫煙と放射線の複合影響を調べる目的で，低線量率放射線を照射してい

るマウスにタバコ特異的ニトロサミンであるNNKを投与し，誘発され

た塩基置換変異および欠失変異を詳細に解析した．低線量放射線による

生物影響については多く研究されていない．また低線量放射線による適

応応答・ホルミシス効果といった報告もありその評価は複雑といえる．

本研究で用いた線量は，低線量率放射線ではあるが，総放射線量を考慮

すると最高線量で1Gyを越すため必ずしも低線量とは言えない．本研究

では，0．5，1．0，1．5mGy／hという低線量率放射線がNNKの遺伝毒性にど

う作用するのか検索した結果，むしろNNK処理によって放射線誘発欠

失変異の誘発が抑制される可能性を示唆した．NNK処理によって生じた

アルキル化損傷塩基を認識するミスマッチ修復蛋白質やアポトー・一・・シスに

関与するp53が抑制機構に関与する可能性が考えられた．喫煙と放射線

の複合遺伝毒性効果については，さらに詳細に検討する必要があるので

はないかと考えられる．
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　がんは遺伝子の変異に基づく疾病と考えられており，環境因子の遺伝

毒性作用に対抗する生体防御機構の解明ならびに食品などに含まれる抗

変異・抗発がん物質の検索は，がん予防戦略を策定する上で重要な知見

となる．第3章では，タバコ特異的なニトロサミンNNKの遺伝毒性作

用に対するノビレチンの抑制作用について個体レベルで検討した．前述

したように，タバコ関連N。ニトロソアミン類は，生体内においてCYP

によって代謝的に活性化されて初めて変異原性を示す．gpt　deltaトラン

スジェニックマウスを用いてNNK誘発突然変異を検索した結果，　NNK

投与により肺におけるgρt突然変異頻度は有意に増大し，雌は雄よりも

2倍以上高い感受性を示したことがわかった．NNKの代謝活性化酵素の

作用に性差があることを示唆する結果を得た．また雌雄ともに，ノビレ

チン処理によってNNK誘発突然変異を抑えたことから，ノビレチンは

NNKの肺がん誘発に関しても抑制作用を示す可能性を認めた．さらにノ

ビレチンによるNNKの変異抑制機構を明らかにするため，　Ames試験菌

株YG7108（アルキル化剤高感受性株）を用いて復帰突然変異試験を行っ

た結果，ノビレチンはCYP2Aの阻害剤である8－methoxypsoralenと同程

度にNNKのin　vitroにおける変異原性を抑制した．これらノビレチンの

効果はNNKの代謝に関わる特定のCYPの活性を修飾することによりそ

の変異原性を抑制している可能性が示唆された．第3章により認められ

た知見はとても興味深く，今後の予防医学を推奨する上で大きな役割を

担う研究成果であるといえる．また，ノビレチン以外の植物成分にどの

ような遺伝毒性，発がん抑制効果があるかが今後の重要な課題となる．
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