
資料3－2  

食安基発第12◆20■0■01号  

平‘成18年1去月 20・日  

内閣府  

食品安全委員会事務局評価課長 殿  

厚生労働省   

医薬食品局食品安全部基準審査課  
撃確療病  
吊悔金蔀  

食品健康影響評価に係る追加試験の実施及び資料の提出について（由答）   

ト食品健康影響評価について」（平成18年5月9日付け府食第36q号）－・により貴委員会か  

ら依頼があった、食品健康影響評価に係る追加試験の実施及び資料の提出について、・別添  

のとおり回答を提出します。   



（別添）  

指摘事項1．   

今臥提出された「キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒」（以下「B製品」という。）ヰ期  

多臓器発がん性試験を再度検証する観点から、関係者で協議の上、単一臓器（腎臓）を標  

的とした、二段階発がん試験を実施することが必要であること。また、併せて甲状腺刺激  

ホルモン（TSH）、甲状腺ホルモン（T3やT4）等を測定すること。   

なお、試験を実施する際には、飼料中に配合されているアガリチンの安定性に配慮する  

とともに、含有量の確認が必要であること。  

回答1）   

B製品については、製造・・販売企業により自主的な版売中止と製品の回収が行われてお  

り、今後、B製品による健康影響が生じる危険性はないことから、厚生労働省としては、  

B製品の二段階発がん試験を実施することは予定していないが、B製品によって発がん促  

進作用が詠められた原因の究明を行うため、回答2、3のとおり血血遺伝毒性試験を  

優先して実施することとしたい。   

なお、B製品の製造・販売企業に当該試験実施の有無を確認したところ、企業において  

も、細菌を用いる復帰突然変異試験、ほ乳類培養細胞を用いる染色体異常試験及びマウス  

を用いる／」、核試験を実施するなど自ら原因究明に努めているが、土段階発がん試験につい  

ては実施する予定はないとのことである。併せて当該製品に？いては、今後再度販売する  

ことはないと聞いている。  

指摘事項2．   

B製品を用いた遺伝毒性試験の中で血血骨髄小核試験において陰性結果となっている  

が、血成りの復帰突然変異試験は陽性となっている。ついては、B製品について、血血  

の突然変異検出用TGラットを用いて、標的臓器における突然変異試験を実施することが、  

必要であること。また、併せて、32Pポストラベリング方法の実施についても検討する  

こと。  

回答2）   

ラットの標的臓器における遺伝毒性（DNA損傷性）の有無を明確にするため、アガリチ  

ン及びB製品を検体とし、トランスジェニックラット（BigBlueRat）を用いて前胃、腎  

臓、甲状腺等に対する遺伝毒性試艶を実施する予定である。   

また、腎臓等の標的臓器のDNAが検体別こよって曝零されたかどうかを検証するため、  

トランスジェニックラットを用いた試験の実施に合わせて、ポストラベリイグ抵による  

DNA付加体試験を実施する予定である。（別添1参照）   



指摘事項3．   

B製品の発がん促進作用の原因物質の究明に努めること。   

回答3）   

B製品の遺伝毒性試験におけるアガリチンの関与を検証するため、アガリチン及びB製  

品について滅菌水に懸濁直後のものと、調整液を数日間放置しアガ 

ものを検体とし、大腸菌（抑2Ⅳ叫KMlOl棟）を用いた復帰突然変異試験を実施した。   

その結束、全ての検体で遺伝毒性陽性となったが、・S9m奴条件下ではB製品がアガリ  

チンよりも10倍以上低い用量で遺伝毒性を示した。   

また、アガリチン及びB製品を加熱分解処理した標晶について、同様の試験を実施した  

ところ、・・S9m奴条件下で変異原性を示し、最高用量においてアガリチン分解物は、陰性  

対照の10倍、丑製品分解物は2～3倍の復帰株数を示したが、＋S9皿奴条件下では全て  

の検体で陰性対照の2倍を超えなかった。この結果から、アガリチンを分解することによ  

り、アガリチン及びB製品の変異原性が減弱することが示唆された。   

今回の追加試験の結果、アガリチンが主要な変異原性物質であることが確認されたが、  

一方B製品等の変異原性については、アガリチンのみによっては醜明しがたいことも示唆  

された。（別添2参照）   

このため、B製品によりラットに対する発がん促進作用がみられた原因については、回  

答2のとおり、さらに追加試験を実施し究明することとする。   



確認事項1．   

一今回、浸出されたB製品の中期多臓器発がん性試験において、ラットに給与された飼料  

の給餌頻度について確認の上、回答すること。  

回答1）給餌頻度は過1回である。   

また、動物舎に－ケ月間放置した飼料中のアガリチン濃度を測定し、アガリチン濃度  
に、ほとんど変化がないとの結果を得たので提出する（別添3参照）。   

なお、飼料の保管条件、給餌器の形態等についても、試験実施施設に確認したので、  

提出する（別添4参照）。  

確誰事項2．   

B製品に含まれているアガリチン含有量のロット間のバラツキについても確認の上、回  

答すること。  

回答2）   

ロット間のバラツキについては、1割程度認められるものの、現在までに測定した値は  

全て、100恥如を超えている。今臥新たにアガリチン含量（3ロット）を計測したの  

でその結果を提出する。（別添5参照）   



別添1  

軸．肋．」ヱ‘β「¢7夕・j♂βノ  

用0アロCα  

坤・肋d2∂β「β7ターjβ∂ノ  
ア尺OmCα   

1．表題  

アガリチンのトランスジェニックラットを用いる遺伝子突然変異試験   

2，試験目的  

被験物質の血vルクにおける標的器官での遺伝子突然変異誘発性（レポ一夕ー遺伝子▼  

cの を検討する．  

3．参考とするガイドライン  

ガイドライン  

EnvironmentalHealth Criteria233（u－iLed Nations WHO2006；Trartsgpnic Animai  

Mul聯血吋A5盟yS）  

「財団法人食品展医薬品安全性評価センター 組換えDNA実験実施安全管理規定」  

に則り届出を提出し．さらに「遺伝子紐換え生物等の使用等の規制による生物の多様性  

の確保に関する法律J（平成15年6月旭日，法律第97号）に従って実施する．   

4．試験番号  

A2（；0（079－388）  

5．試験施設  

〒437・12】3静岡県磐田市塩新田582－2  

財団法人食品展医薬品安全性評価センター（略称 安評センター）  

Tヒ】：0538－5写－12（詭 Fax：0538－5g・1393  

‘．試験番托者  

〒158－8501  

東京都世田谷区上用賀一丁日18番】号  

国立医薬品食品衛生研究所  

安全性生物試験研究センター 毒性部  

課験モニター   菅 野  純  

丁封：03－j700－9619 Fax：03－37叩－9647  

7，試験費佳肴  

中 嶋  圃（第四試験室）  

Tbl：053ぎー58－3572 Fax：05二）8－58－】3（；8   

8．練物質専管理責任者  

水 橋 福太郎  
2／19   

試験 計 画 書  

アガリテンのトランスジェニックラットを用いる遺伝子突然変異槻  

10L】）非適用試験】  

試験番号：A2餌（07，岬388）  

2006年12月19日  

1／ユ9  



血p〟0．J2‘∂「〃7クー服り  
用Om  

13．5． 保存場所  

国立医薬品食品衛生研究所 毒性郎   

13．‘． 物質の状態  

判明後記載   

13．1  安定性  

飼料中：1カ月聞安定であることが確認されている．   

14．被験物贋配合飼料   

14．1． 配合飼料1   

】4．l．l．名称  

3m少kg，・20m帥＆1201¶鵬群用アガリチン配合飼料   

14．l．2． 製造元  

国立医薬品食品衛生研究所 毒性部   

14．1j．保存条件  

冷蔵   

14．1．4． 保存場所  

安評センター6、号館l階冷蔵庫   

14．1．5． 取り扱い上の注意  

取り扱いに際しては，マスクおよぴグローブを着用する．   

14．1ふ 残余被験物質含有飼料の処理  

焼却処分する．   

14」乙  配合飼料ユ   

14．2．1， 名称  

5％回収製品（キリン細胞壁破砕アガリクス頗粒．LdNo．500l）配合飼料   

14．2ユ，製造元  

国立医薬品食品衛生研究所 毒性部   

14．2．3．保存条件  

冷蔵   

14．2．4．保存場所  

安評センター6号館1階冷蔵庫  

4／19   

伽．肋．J2占β「〃7クーJββノ  

ダROmCOエ  

，．分担責任者  

検疫：  

病理学検査：  

統計解析：   

10．主担当者  

遺伝毒性実験：  

器官摘出：   

11．資料保存施設管理責任者  

柴 田 典 昭  

u．試験日程  

！純験開始日：  

動物入荷予定日：  

投与開始日：  

投与日（陽性対照詳）：  

器官摘出日（陽性対照群）：  

投与終了日：  

器官摘出日：  

アッセイ終了日：  

速報予定日：  

最終報告書草義隆出予定日：  

最終報告春作成予定日：  

13．被験物質   

13．1． 被放物質名  

アガリチン   

13．乙  ロット番号  

DPEOO13   

133． 純度／／含量  

判明後記載   

13．4． 保存条件  

室温・遮光  

太 田 泰 史  

志 賀 敦 史  

鈴 木 雅 也  

渥 美  務  

萩 原  孝  

2006年12月t9日  

2007年1月18日  

2007年1月か日  

2007年1月23日～1月27日  

2007年1月30日  

2（氾7年4月23日  

2（抑7年4月2（i日  

2007年7月5日  

各器官のアツセイ終了後2週間以内  

2007年8月15日  

2007年＆月31日  

3／19  



軸．油．dヱ♂β「β7クーjββノ  
′〟いm〔’α  

】5．2．5．保存条件  

冷凍   

15．2ふ 有効期限  

2011年9月】4日   

15ユ7．保存場所  

安評センター6号鋒2階被験物質銅製圭   

1良 榔料   

1（；．1． 試離散物   

1＆1．1．種  

ラット（BigBIue＠トランスジェニックラット）   

16．l．2． 系統  

Fischer344［spF］   

l（5．1．3． 生産場  

1加山c（米国〉   

16．Ⅰ．4．購入先  

ストヲタジーン・ジャパン株式会社   

16．l．5，適齢および体重  

購入時：6適齢  

群分け時こ7適齢（体重％～190g）  

16．Ⅰ．6， 購入動物政  

雄60匹   

16，1．7、使用動物数  

雄34匹   

16．1．8．穂■系統選択理由  

遺伝子導入ラットとして広く利用されており，入手のし易さ等を考慮して本系統のト  

ランスジェニックラットを使用する．   

16．1．9． 動物の適正ヰ吏用について  

動物の飼育および動物の取り扱いについては，「動物の愛護及び管矧こ関する法律」，  

「実聯動物の飼養及び廃管並びに苦痛の軽減に関する基準」および「財団法人食品展医  

薬品安全性評価センター  動物実験に関する指創－」に従い，動物を適正に使用する．  

6／19   

瓜p・∧b・d2甜r♂7タープββノ  

理0二托）Cα  

14ユ5．取り扱い上の注意  

取り扱いに際しては，マスクおよびグローブを着用する．   

14」2息 残余被験物質含有飼料の処理  

焼却処分する．  

15．対照物質   

1ま】． 陰性相席   

15．Ⅰ，l． 物質名  

CRF－1粉末飼料（基礎飼料）   

15，1．2． ロット番号  

06I108   

15．l．3． 製造元  

オリエンタル酵母工業   

15．1．4． 保存条件  

室温   

15．1．5．有効期限  

2007年I1月4日   

15．1且 保存場所  

安評センター6号館1階飼料保管庫   

15．2． 陽性対照物質  

TG試験において肝臓等で十分な陽性反応が認められており，TⅧS評血A血d  

Mut喝e山cjけAs鎚ySに例示されていることから，下記の化合物を陽性対韓物質に選択し  

た．   

15．2．l、物質名  

N－ニトロソーN－エチル尿素（ENU）   

15．2エ ロツト番号  

5－GNM－39－1   

15．2．3． 純度  

58．2％   

15．2．4． 製造元  

1もⅣntORes∝耶hChemicd51nc．ぐrRq  

5／I9  



軸．∧わ．A2甜r87クーj＆り  
且ぬグRXX卍  

境に馴化させる．検疫・馴化期間中の観察において，体重および健康状態により不適切  

と判断された動物は直ちに除外し一試執に使用しない．   

1‘．A  個体識別および群分け  

検疫・馴化期間中は．ケージに付した仮動物番号を記入したラベルと∴動物の毛刈に  

より個体の級別をする．  

投与開始当日に動物を体重により層別化し，無作為抽出絵を用いて各試験群を構成す  

るように分ける．各動物は，油性インクで尾部に識別マークを記入し識別する．押分け  

時にケージおよび床敷きを新しいものに交換し，群分け彼のケージには∴試験番号1動  

物番号等を記入したラベルを装着する．  

なお．余剰動物については仁器官摘出日に炭酸ガスを用いて安楽死させる．  

血p肋・rJフ古β「ロ7タープgβノ  

♪尺OmCα  

1‘．2． 飼育管理   

Ⅰ6．乙】．飼育環境  

ラット飼育室［802号室：組替えDNA実験指針；昭和54年8月27日内閣総理大臣決  

定，平成3年9月24日改訂による物理的封じ込めに係わる施設】（W3．5xD5，5xH2．5  

吼4g．lm3）で動物を飼育し，環境調節の基準値は次の通りとする．  

浪度  24．5±2．50C  

湿度  55士20％  

換気回数  富国以上／b  

空気差庄  外気－lmmH20以下  

照明  12時間（午前7時点灯，午後7時消灯）  

自動給水装置を取り付けたMicro－1甜Ⅰ雨OJVsys也m（LabProdu¢b）ラックを使用し，  

Zy蝕IeⅢ製飼育ケージ（W2‘．‘×D4さ．2×H20．3cm，2‘，027．0亡mユ）に床敷き  

（ÅLPHA㌦，SわephedS押通鴫・ね阿由を入れる，検疫・馴化期間中は，動物をⅠ～3  

匹ずつ収容し．投与期間中および発現期間中は，動物をl匹ずつ収容する．   

16．2．2．飼料  

検疫・馴化期間中は，基礎飼料（CRトl，L朗No．鵬1】08．国立医薬品食品衛生研究所  

提供）を動物に自由摂取させる．投与期間中㊥1日間）は配合飼料1ある■いl：蛸己合飼  

料2（国車医薬品食品衛生研究所提供）を自由に摂取させる．発現期間中（3日間）は，  

基礎飼料を自由に摂取させる．陰性対照群および陽性対照群は∴試験期間中（器官摘乱  

日まで）を通じて基礎飼料を自由に摂取させる．  

配合飼料は，毎週調製し，調製濃度は各用量群とも次式により算出する．  

1石．5． 培地および培養液等の調製   

】占．5．l． LB培養液  

［調製例】  

l（漱）■mLの超純水に下記の試薬を溶解させる．  

8actobyptone（BDDiagTXdc）  

Bacbye戚ex旭C【（BDDi砂OS血）  

NaC】  

オートクレープで20分間滅菌した後，40Cで保存する．   

1‘．5．2，LB寒天培地  

［調製例］  

1000mLの超純水に下記の試薬を溶解させる．  

B此b町ptOne  

Bacbye料e血CI  

NaCl  

パクトアガー（BDDi8伊0血）  

10  g  

5  g  

5  g  

15  g  

体重㈲x設定用丘（m帥∂×7  
X係数書  調製濃度わpm）＝   

摂餌量㈲  

■：投与1凰投与2週に与える飼料：係数は使用しない．  

投与3週に与える飼料  ：（投与8日の体重÷群分け時体重）－j  

投与4週以降に与える飼料  ：i（最新の体重÷最新の摂餌長）÷（最新の  

lつ前の体重÷最新の1つ前の摂餌量））t・5   

18．2．3．給水  

水道水を自動給水ノズルより自由に摂取させる．   

163． 検疫および馴化  

各動物について．異常の有無を1日l【乱最低5日観察するとともに，動物を飼育環  

7／19  

オートクレープで20分間滅菌した後，シャーレ（l150m）に20mLずつ分注する．  
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坤・肋・A摘p「β7クーjβ♂ノ  

用OmCα  

】6．6．3．組織破砕用纏衝肢  

】02mLを調製する場合の組成を以下に示す．  

ダウンス緩衝液  

0．5mol几ショ糖溶液  

0．5mo軋Em［pH8．0］  

RNa5e溶液［10mか11L］  

用時調製とする．  

l（i．5．3． トップアガー  

［調製例］  

1000mLの超純水に下記の循を溶解させる一  

B批iobyp加e  

Bactoyea5te加t  

NaCl  

パクトアガー  

仙
 
山
 
仙
 
仙
 
 
 

5
 
 
5
 
 
∩
）
 
 
2
 
 

4
 
 
4
 
 
－
1
 
 

10  g  

5  g  

5  g  

7  g   
オートクレープで20分間滅菌する．使用時までウォーターパスを用いて50。Cの条件  

で保温する．  

16，丘4．10w／v％SDS（ドデシル硫酸ナトリウム）溶†夜  

100mLを調製する場合，l00mLの遺伝子工学用滅菌水（ニッポンジーン）にSDS（和  

光純薬工業）10gを溶解する．フィルター（孔径0．2ドm）ろ過除菌後，室温で保存する．  
16．5．4． SM緩衝液  

［調製例］  

100OmLの超純水に下記の試薬を溶解させる  

NaCI  

MgSO4－7Hヱ0  

16．6．5． プロテナーゼK溶液  

下言己の通り調製する．  

プロテナーゼK（和光純薬工業）  

遺伝子工学用滅菌水（ニッポンジーン）  

10w／v％SDS溶液  

0．5mo几EDTÅ［pH7．5］温  

又84 g  

乙03 g  

2∝I mg  

60  mL   

20  mL  

20  mL  

1mo几ms－HCl［pH7．5］（ニッポンジーン）  50 mL  

ゼラチン末（関東化学）  

オートクレーブで20分間滅菌した後，室温で保存する．   

16．6． ゲノムDNA抽出試薬の調製   

16，‘．1． ダウンス緩衝液  

［調製例］  

】00OlnLの超純水に下記の試薬を溶解させる．  

Na2H恥  

KH2PO4  

NaCI  

KCl  

O．5mol几EDm［pH8．0］  

100  mg  

注）pH8・0のEDm溶液（ニッポンジーン）を0・5～2mo軋の塩酸でpH7．5に調整し   

たものを用いる．  

用時調製とする．  

16．6．6， フェノール／クロロホルム（P〟Cl）混液  

200mLを調製する瘍合の組成を以下に示す．  

クロロホルム  

TE飽和フェノール（ニッポンジーン）  

l．75 g  

O・25 g  

写  g  

O．2 g  

20 111L  

l00  mL   

l（旧 InL   

調製後，直ぐに用いない場合は∫ 冷凍（基準値：－50C以下）で保存する．   

陽性対照物質液の調製   

ENUl00mgを精動こ量り，日盛り付試験管に移した後，生理食塩液（日本案局方生  

理食塩瓶大塚製薬工場）を加えて20mLに定容し調製原液（5．Omg／mL溶液）を準備  

する．陽性対照物傑液は．調製後速やかに使用する．  

1‘．7．  

lmol瓜水酸化ナトリウム溶液を用いてpHを8．0に調整後，オートクレーブで20分  

間滅菌し，室温で保存する．   

16．6．2．RNa光含有ダウンス緩衝液  

ダウンス綾衝液50容に対しト釘庵治溶傾（10mか－1L，ニッポンジーン）1容を添加  

する，用時調製とする．  

9／19  10／19   
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17．試験方法   

17．1． 対照群   

1ナニ】．】．陰性対照  

基礎飼料を与える∴   

17．1ユ．陽性対照  

RNUを1日1臥5日間連続して腹睦内（i．p，）投与する．用量は，50m‘咋gとする．   

17エ  トランスジェニック（TG）試験  

試験日の起算軋投与開始日を投与1日とし，投与1から投与7日を投与l過とする．   

17．2．l． 用量  

3，20およぴ120mき沖gの計3用量を被験物質処理群として設定した．  

最高用卦もBigBlu♂マウスを用いたアガリチン経口投与試験において，先般実施し  

たキリン細胞壁破砕アガリクス顆粒を用いた中期多鹿終発がん試彗削こおいて腫瘍の増  

加が認められた勝誇と同様の臓器（前胃．腎臓）に変異を誘発したとの報告があること  

から，この報告と同様の用量とした．  

最低用量の3m帥g札キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒を用いた中期多臓器発がん  

性試験における高用量群（5％湖耳）より算出したアガリチン用量を用いた．中用量は  

公比約‘を用い20mが（gとした。  

キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒の用量は，先般実施したキリン細胞壁破砕アガリク  

ス顆粒を用いた中期多臓器発がん試験の最高用量と同量とした．  

軸・入b・」2‘〃「β7タープ∂βノ  

裡OmCO乙  

摘出し，凍結保存する．ただし．ゲノムDNAの抽出は行わない．   

17．2．3．投与方法および投与期間（回数）  

被験物質および回収製品の投与経路は．経口投与とし，混餌法を使用する．通常の飼  

育用基礎飼料（CRト1）に被験物質あるいは回収製品を一定浪度となるように添加させ  

た配合飼料（試験委託者から入手）を自由に摂取させる∴投与期間は91日間（13週間）．  

とする．  

陽性対照物質の場合は，トランスジェニックマウスを用いた遺伝子突然変異性試験に  

通常用いられている投与経路である腹腔内投与とし，ディスポーザブルシリンジと23G  

注射針を用いて，1日1軌5日間連続投与する．投与容量は，体重l00g当たりl．OmL  

とし，群分け時の体重を基に投与液量を決定する．   

17．2．4． 発現期間  

最終投与後3日間の発現期間の後（投与開始舛日）．17．2ユに記載する器官を摘出す  

る．陽性対照料こついては最終投与後3引こ器官を掃出する．   

17．2．5． 体重測定およぴ一般状態観察  

動物搬入暗検疫・馴化期間終了時（群分け晩投与】日）．投与8．15．22．29．  

3‘，仏丸57．朗．71．78，85．91日および辞官摘出直前に電子天秤（pG2002ある  

いはpGg佗－S，メトラー・トレド）を用いて体重を測定する．また，死亡動物について  

は死亡発見時に体重を測定する．陽性対照群について札動物搬入時検疫・馴化期間  

終了時（群分け略綬与1日）および器官摘出直前に電子天秤（PG2002あるいはPG802－S，  

メトラー・トレド）を用いて体重を測定する．また．死亡動物については死亡発見時に  

体重を測定する．  

器官摘出まで，最低1日l軌動物の一般状懐を親察する．   

17．2．6． 摂銀星  

全動物について，投与1日（投与開始日）以降別日（配合飼料除去時）まで．体重  

測定日に餌重量を電子天秤（PG2002あるいはPO8佗－S．メトラー・トレド）を用いて  

測定し，測定日間の平均】日摂飯豊（掬）を算出する．なお，給餌は．原則として毎  

週l回とするが，残量が不足しそうな場合には適宜給餌を実施する．なあ陽性対照群  

の摂餌皇は測定しない．  

被験物質摂取量（m釘k掬）は，体重および摂餌貴から算出する．   

】7．2．7． 摘出器官臓器）および保存  

動物をエーテル麻酔下で開腹し，腹大動脈からの放血により安楽死させた動物より，  

肝臓腎臓．肺仁心級 甲状腺，胃，精巣，大腸大腿骨を摘出する．各器官の摘出お  

よび保存方法を以下に示す（添付資料1参照）．  

12／19   

用量  投与   動物数  
試験群   ′ ．‥、 期間  

（m帥g他y） 7－”－一     （日） 投与数 評価数  

陰性対照＊  0  卯  6  5  1∝〉l～l006  

3  90  6  5  110l～11（施   

アガリチン  20  90  （；  5  120l・～1206  

120  90  6  5  1301～130（i  

回収製品＊＊  5●＊  90  （i  5   1401～14鮎  

陽性対照＊綿  50榊＊   5  4  3  150l～1504  

■：基礎飼料 綿：キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒（畑 …：ENU（叩噛   

17．2．2．投与動物数  

試験群では評価数5匹を確保するため，6匹に投与する．死亡例等が認められない場  

合動物番号の小さい順に5匹を評価に使用する．陽性対貝紳削こついては4匹に投与し，  

3匹を評価に使用する．評価に使用しない動物については．17．2．7．に記載する各器官を  

Il／19  
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ア月（フmCα  

肝臓  左実の外周近くを生検トレパン（BP・50F，貝印）を用いて4カ所く  
り抜く（添付資料1の病理組織標本に配慮してくりぬく）．くり抜い  

た肝臓臥それぞれマイクロチューブに入れ．液体窒素（LN2）中  
で凍結させる（遺伝子突然変異解析用），  

迅速に左菓の肝門部を含む組織片（厚さ約3m）を切り出し．十  
分な羞の10vol％中性緩衝ホルマリン′液で固定し．保存する（病理  

組織学検査用）．  

残った辺縁部軋保存袋に入れLNユを入れた底面が平らな金属性  
容器を用いて上から押し潰し，凍結させる．  

他の薬は，保存袋に入れそのままLN2中で凍結させ，複軌国立が  
んセンター研究所に送付する（mA付加体測定用）．陽性対照群の  
場合は，保存袋に入れ，LN2を入れた底面が平らな金属性容器を用  
いて上から押し潰し，凍結させる．  

腎臓  左側の腎臓の皮膜を取り，メスで厚さ約1～2mmにスライス（水平  
断で4枚程度）する．各スライスをそれぞれ別のマイクロチューブ  
に入れ，液体窒素（LN2）中で凍結させる（遺伝子突然変異解析用  
－スライスを全量使用する）．その他の部位は保存袋に入れ，LN2を  

入れた底面が平らな金属性容器を用いて上から押し潰し．凍結させ  

る．  

右側の腎臓は，腎門部を含む組織片（厚さ約5mm）を切り出し，  
十分な畳の10vol％中性緩衝ホルマリン液で固定し，保存する（病  
理組織学検査）．  

残りの右側の腎臓は，保存袋に入れそのままLN2中で凍結させ．後  
日，国立がんセンター研究所に送付する（DNA付加体測定用）．陽  
性対照群の場合は．保存袋に入れ，LN2を入れた底面が平らな金属  
性容器を用いて上から押し潰し，凍結させる．  

肺  左肺，右肺を摘出した後，保存袋に入れ，LN2を入れた底面が平ら  
な金属性容器を用いて上から押し潰し．凍結させる．  

心臓  保存袋に入れ，Ⅰ劇之を入れた底面が平らな金属性容器を用い上から  

押し潰し，凍結させる．  

甲状腺 気管から両側にある甲状腺を剥離し，マイクロチューブに入れ，液  
体窒素（L鴨）中で凍結させる．  

胃   胃を摘出し，切開した後，内容物を生理食塩液で洗い出す．保存袋  
に入れ，液体窒素（LN2）中で凍結させる．  

精巣  左右の精巣を摘出した後ノ保存塞割こ入れLNlを入れた底面が平ら  
な金属性容器を用いて上から押し潰し，凍結させる．  

大腸  結腸を摘出し，切開した後，内容物を生理食塩液で洗い出す．マイ   
（結腸） クロチューブに入れ，液体窒素（LNz）中で凍結させる．  

大腿骨 左右の大腿骨を摘出した徽 チューブに入れ，LN2で凍結させる．  

凍結後の暑き指◆は，超低温フリーザー（MDF493ÅT，三洋電楓設定値：－800C，基準  

値：一名00C以下）に保存する．  

13／19  

丘甲・ノ眈■・A2∂ク「β7クーJgβノ  

ア屈OrPCα  

17．2．8． ゲノムDNAの抽出  

ダウンス型ホモジナイザ一に組織破砕用緩衝液（RNaseを含む）3mLを分注し，氷  

中で冷却しておく一次いで，凍結組織片を入れ．ペッスルを用いてホモジナイズする．  

あらかじめ0・5mo几ショ糖溶液ユー止を入れて氷冷しておいた15mL容の遠心管に上  

記の組織破砕液を静かに重層し，遠一亡磯（LC・122）を用いて300帥hi。（17】OG）で10  

分間遠心する・上清をスポイト等で除去し．冷却してあるRN睨含有ダウンス緩衝液3  

mLを加え．よく懸濁させる（核／細胞懸濁液L骨髄の場合は，適量のRN揖e含有ダ  

ウンス緩衝液を用いて大腿骨から骨髄を洗い出し．ペッスルを用いてホモジナイズする  

（核／細胞懸濁液）．  

この核／細胞懸濁液にnoぉ山睨K溶液3mLを加えて静かに混和転倒し，卜5時間  

程度（懸濁液が透明になるまで）50。Cの条件で保温し消化させる．等量（約6mL）の  

Ph忙l浪液を加え，数回混和転倒し，さらに，10分間ローチーターを用いて回転混和後】  

遠心機（LC－122）を用いて2500〟m山（l190G）でIO分間遠心する．上層（水相）をト  

ランスファーピペットで静かに回収し．新たな】5mL容の遠心管に移す，本操作を2  

固練り返す・ただし，加えるph忙】混液の童は回収した水相と等量とする．回収した水  

相と等量のクロロホルム／イソアミルアルコール混液（容量比24二l）を加え，数回混  

和転倒し，さらに，10分間ロトーテ一夕ーを用いて回転混和乱2500血Ih（l190G）で  

10分間遠心する・水相を呵収し，新たな5pmL容の遠心管に移す．遠心管にエタノー  

ルを徐々に加え，ゲノムDNA・を析出させる．析出したゲノムDNAを70％エタノール  

の入ったマイクロチューブに移し，およそ10分間浸す．次いで，遠心機（MX－160）を  

用いて13000血血（13240G）で10分間遠心する．上清をマイクロピペットで可能な限  

り除いた後，チニ1・一一ブを室温に放置することにより残ったエタノールを蒸散させる．適  

量（20～50いL程度）のTE緩衝液（ニッポンジーン）を加え．一晩室温に放置し．残  

埴のmAを溶解させる．調製後は冷蔵にて保存する．  

突然変異頻度算出は腎臓を優先し，ついで肝臓骨髄の解析を実施する．残りの¢器  

官については試験委託者と協議の上実施の有無を決定する．  

全てのDNA溶液は．最終報告書作成後3カ月以内に処分する．  

17．2．9． 試験薗株の準備  

容量200mLのバッフル付三角フラス コにLB培養液30m⊥，マルトース水溶液（200  

mghTd・）300pLおよび1mouL硫酸マグネシウム水溶液300LILを添加する．これに凍結  

保存（設定値＝－gOOC）しておいた大腸菌出「株（G1250）懸濁液を融解した後5叫Lを  

接種する．300C，120回／分の振漁条件で一晩培養し，前暗養液とする．  

容量500mLのバップル付三角フラスコに．新鮮なLB培養液100mL，マルトース水  

溶液（200m釘一皿）1mLおよび1mo軋硫酸マグネシウム水溶液1mLを添加し，次い  
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ヱ尺Omm  
17．3．3．突然変異頻度算出  

dr遺伝子をレポーターとして用いる．  

出現した変異プラーク数を総プラーク疲で除したものが．当弦組織での突然変異頻度  

となる．  

屁甲・肋・J2即「♂7クーJ∂βノ  

P月mα  
で先の前培養液1mLを殖菌した徽同様に4～6時間培衰を続ける．培養終了後，菌懸  

濁液を10分間遠心分離（l000血in）する．上浦を捨て．10mmo軋硫酸マグネシウム  

を含むLB培養液を用いて再懸濁する．   

17．2．】0．ゲノムDNAのパッケージング  

Tr耶p証k（S噸n¢）のチコし－一ブ（RED）を解凍する．3∝卜600p釘mL程度の洩度  

に調製したゲノムDNA溶液およそ10叫Lをチューブ（RED）に加え，ビペッティング  

により混合し．300Cの条件で90分間インキエペー卜する．次いで′チューブ（BLUE）  

を解凍し，その10pLをチューブ（Ⅲ三切に加え，同様に浪合する．さらに，300Cの  

条件で90分間インキュべ－トを続ける．各チューブにSM緩衝肢700ドLを加え．十分  

に挽拝する．   

17．2．1l．パッケージングmAのプレーティング  

大腸菌懸濁液を∴総プラーク算出用（タイター用）にImL．突然変異算出用（セレ  

クション用）に2mL，それぞれのチューブに分注しておく．パッケージング溶液の全  

量（およそ700ドL）をセレクション用チューブに加えた後（およそ2700叶いこなる）撹  

拝し．室温で20～30分放置してファージを大腸菌に感染させる．本溶液30llLを10  

mo几硫酸マグネシウムを含むLB培養液㌘OpLに加えて10倍希釈する．本希釈液  

30叫をタイター用チューブに加え揖拝する．タイター用チューブに．トップアガー17  

mLを加え混和し，LB寒天培地に全量を重層する．セレクション用チューブには，トッ  

プアガー16mLを加え．タイクー用と同様にL8寒天培地に重層する．タイクー用プレー  

ト軋 37DCの条件で柑～24時間．セレクション用プレートは，24～250Cの条件で朝  

一4S時間培養する，  

総プラーク数が30万に達するまで上記のパッケージング換略また婁もゲノムmÅ  

抽出からパッケージング操作までを繰り返す．   

17．3． プラークの計数・   

17．3．1．総プラーク数算出  

タイター用プレートに出現したプラーク数如）を計数し，下記の式を用いて総プラー  

ク数を求める．  

捻ブラー婚□  
Nx）凪）  

30仙L）×30（pL）  

＝   900丈N   

17．3．2．変異プラーク数算出  

セレクション用プレートに出現したプラーク数を計数する．セレクション用プレート  

に出現したプラーク数が．変異プラーク数となる．  

15／柑  

変異プラーク数  
突然変異頻度ミ  

総プラーク数  

結果の解析   

各試験奥の突然変異親齢も条桝寸き二項検定晦te山肌md8。W。狛の推計学的  

方法’：有意水準上側0．05）を用いて有者差を判定する．   

陰性対照群と比較し，被験物質処理群の突然変異頻度において統計学的な有意差が認  

められた場合は．陽性と判定する．ただし∴最終的な判定は∴試験条件下での生物学的  

な妥当性も考慮して行う．  

17．4．  

1鼠 病理組織学検査およぴmAシークエンス解析  

試験委託者と協議の上必要に応じて病理組織学検査用干臓および腎臓），DNAシー  

クエンス解析を実施する．   

1，．DNA付加体測定用試料の送付  

採取した肝臓および腎臓は，ドライアイス存在下で宅配業者の冷凍車（－200C以下）  

により下記に送付する．DNA付加体測定は，国立がんセンター研究所において実施す  

．る（添付資料2参照）．  

試料送付先： 〒104－∝叫5東京都中央区築地5丁目1番1号  

国立がんセンター研究所  

がん予防基礎研究プロジェクト 戸 塚 ゆ加里  

Tヒ1：03⊥3542」5】l Fax：03－3543づ305  

ユ0．報告  

最終報告書は．要約および表から構成される．  

21．試験関係資料の保存  

当該試験の資料は，安評センター資料保存施設にて最終報告書作成後5年間保存され  

る．その後の保存については．試験委託者と安評センターで協法の上 別途定める．  

16／19   




