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環境変異原により誘発された
生体内突然変異の解析と

そのリスク評価

１．変異原物質検出用トランスジェ
ニック・ゼブラフィッシュの開発

２．大気中浮遊粒子状物質による
in vivo mutation誘発
３．感受性要因の解析
４．変異原物質のリスク評価



In vivo mutation検出用遺伝子導入
ゼブラフィッシュの作製
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ゼブラフィッシュ受精卵へ
シャトルベクターを注入する

ゼブラフィッシュ全身の細胞に標的
遺伝子（rpsL）が350コピー導入された



水環境中の化学物質による突然変異を検出
するための遺伝子導入ゼブラフィッシュ

ゼブラフィッシュ

Nature Biotechnology 2000年1月



Mutant frequency in the gill of 
rpsL Tg zebrafish
- Comparison with BaP-treated zebrafish -

PBTA-6 を7，10mg/L でゼブラフィッシュに 96時間曝露した後，定着期間を
3週間おき，エラにおける突然変異頻度を観察した。

Chemical

Ames test*
revertants/nmol

rpsL Tg fish  
mutation assay
MF×10-5/ 10μM**

TA98 TA100

PBTA-6
9180

(30000)
74.9
(58)

1
(3)

BaP
30.6
(100)

128
(100)

33
(100)

MF: mutation frequency
*  with S9 mix
** MF was calculated from the data of 96h-exposed fish

Mutagenicity of PBTA-6 and BaP
－Comparison between in vitro (Salmonella) and  in vivo (zebrafish) －

PBTA-6 と BaP について Ames 試験 と Tg-ZF
アッセイの結果を比較すると, 上の図表のように
なる． Ames 試験 では BaP よりはるかに強い
変異原性を示す PBTA-6 も Tg-ZF アッセイでは
変異頻度の上昇が観察されなかった．
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トランスジェニックゼブラフィッシュ(Tg-ZF)におけるPBTA-6
（河川水中で検出されたアゾ色素由来の化合物）の変異原性

Amanuma K. et al. (2008) Mutat. Res. 656, 
36-48 
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Duration of exposure

Emission of automobile

e.g. Diesel Exhaust

1996

(Sato H et al. Environ. Res. (2003) 93, 36-44)

有害大気汚染物質の研究へ（1996年頃）
都市大気に曝露したラット肺でのDNA付加体の

生成を確認

Guanine

Benzo[a]pyrene

肺で生成したDNA付加体は突然変異の原因となるか？
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遺伝子導入動物へのディーゼル排気の曝露
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AH Hashimoto et al.  Env. Mol. Mutagen.

(2007) 48, 682-693

ディーゼル排気は肺中で
突然変異を誘導する

gpt delta mouse

Big Blue rat
H Sato et al.  Carcinogenesis

(2000) 48, 682-693

ＰＡＨやディーゼル排気成分

Instillation 



精巣におけるディーゼル排気曝露による
突然変異誘導

(* : P< 0.05, ** : P< 0.01)
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ディーゼル排気はgpt deltaマウス精巣に突然変異を誘
導する。精子に突然変異が誘導される可能性がある。

Y Aoki et al. Gene. Environ. (2008)
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CTGGTTGATG ACTATGTTGT TGATATCCCG CAAGATACCT GGATTGAACA GCCGTGGGAT

GTACCGGGTG CGTTACTGGC GCGTGAACTG GGTATTCGTC ATGTCGATAC CGTTTGTATT

GGCGAAGGCT TCATCGTTAT TGATGACCTG GTGGATACCG GTGGTACTGC GGTTGCGATT

CGTGAAATGT ATCCAAAAGC GCACTTTGTC ACCATCTTCG CAAAACCGGC TGGTCGTCCG

DEP

TCCAGCTACG ATCACGACAA CCAGCGCGAG CTTAAAGTGC TGAAACGCGC AGAAGGCGAT

5’- ATGAGCGAAA AATACATCGT CACCTGGGAC ATGTTGCAGA TCCATGCACG TAAACTCGCA

AGCCGACTGA TGCCTTCTGA ACAATGGAAA GGCATTATTG CCGTAAGCCG TGGCGGTCTG

ATGGGCGTCG TATTCGTCCC GCCAATCTCC GGTCGCTAA
1-3 substitutions
4-6 substitutions
7< substitutions

60

DEP extract

ディーゼル排気曝露、及びその成分の気管内投与により
gpt遺伝子上に誘導された突然変異スペクトル

DE inhalation

B[a]P 1,6-DNP



人（集団）の健康

個人差（遺伝的要因・感受性の差異）

人の多様性と健康

年齢

環境要因
・栄養
・病原体
・化学物質

地域の多様性

化学物質リスク評価： 感受性を考える

9



ディーゼル排気曝露によるNrf2-KO

マウス肺でのDNA付加体生成の増加

Bulky DNA adduct
32P-postlabeling

＋/－

－/－

x 1000

DE-exposed
bronchial epidermis

8-OHdG 
immunostaining

－/－

nrf2 +/- -/- +/- -/-
Control Exposed

Y Aoki et al. Toxicol. App. Pharmacol.

(2001) 173, 154-160

Nrf2: 第２相薬物代謝酵素・抗酸化タンパク質

遺伝子の発現を促進する転写因子



Nrf2をKOしたgpt deltaマウス肺での
突然変異頻度の上昇
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(** : P< 0.01)肺におけるグルタチオンS-トランスフェラーゼ(GST)の発現
(Western blotting)

Y Aoki, AH Hashimoto et al. Cancer Res. 

(2007) 67, 5643-5648

O

B[a]P
反応中間体 DNA付加体

第２相酵素Nrf2-KO

抱合体

排泄（無害化）

突然変異



Type of 
mutation 
in the gpt

gene

Control (months) B[a]P (months)

3 11 24 3 11 24

Specific mutant 
frequency (×10-5)

G:C→A:T 0.27 0.44 0.35 0.25 0.42 0.92**

G:C→T:A 0.12 0.18 0.14 1.39 0.40 0.41

肺内に投与したBaPが示すMutation spectrumの
加齢による変化

Y Aoki et al. Gene. Environ. (2015)



リスク Risk とは

「 ヒトや環境にとって，起こってほしくないこと，
好ましくないこと（事象）が起こることと
その確率，程度（重大さ）」

リスク＝有害性（ハザード）×曝露量

「好ましくないこと（事象）が起こること，その確率，程度」

環境リスク ENVIRONMENTAL RISK とは

リスク評価
有害性評価： Global, 万国共通
曝露評価： Local, 地域性



毎日新聞（朝刊）曝露評価： 食品に含まれるアクリルアミド

モンテカルロ・シミュレーション
摂取量（µg/kg/day） MOE

中央値 0.154 1,104
95パーセントタイル値 0.261 651
平均値 0.166 1,02
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