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要  約  

アガリチンの変異原性について，トランスジェニックラット（BjgBlue⑧）を用い，そ  

の標的器官（臓器）における遺伝子突然変異誘発性を検討した．   

最高用具は．先に実施され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  

がん試験において腫瘍の増加が認められた臓器と同じ臓器（前胃，腎臓）にBigBiue⑧マ  

ウスを用いたアガリチン経口投与試験において変異を誘発したとの報告があることか  

ら，この報告に基づき120－¶2ルgとした．最低用量の3mg在gは，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％混餌）より算出さ  

れた被験物質の摂取量相当量を用いた．中用量は公比約6となるよう20mg此gとし，い  

ずれも混餌投与とした，   

投与l遇の体重および摂餌量の測定結果から，アガリチン投与により予想を上回る体  

重増加抑制および摂餌量低下が認められた．この時点で試験開始時の設定用量では試験  

が成立しないと判断し，投与2週以降の用量を随時変更した（17．2．】．投与用量一覧表参  

照）．   

キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒の用量は，既に実施された中期多臓器発がん試験の  

最高用量である5％混餌とした．   

被験物頴を91日間混餌投与し，最終投与後3日の腎且嵐肝臓，骨髄，甲状月見肺お  

よび前胃における遺伝子突然変異頻度を計測した．   

アガリチン投与群およびキリン製品投与群における遺伝子突然変異頻度は，腎臓，肝  

臓．骨髄，甲状腺，肺および前胃のいずれにおいても，陰性対照群と比較し，統計学的  

に有意な増加は認められなかった．   

陽性対照のN・＝トロノーN－エチル尿素（ENU）腹腔内投与投与群（投与量50mgkg，  

1日1回，5日間連続投与）においては，検討した6器官（臓器）とも遺伝子突然変異  

頻度が上昇しており，陰性対照と比較し，統計学的に有意（いずれもpg．05）な増加を  

示した．  

以上の結果から，当該試験条件下において，アガリチンは遺伝子突然変異を誘起しな  

いもの（陰性）と判断された．  

添付資料  

添付資料1肝臓．腎臓の切り出し方法  

添付資料2 アガリチンのmA付加休解析（試験計画春）  

添付資料3 アガリチンのDNA付加体解析（試験報告書）  
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l．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  

被験物質の加v血における標的器官（臓器）での遺伝子突然変異誘発性（レポーター遺  

伝子：C〟）を検討する．  

3．遵守した動物実験関連規則および参考としたガイドライン  

動物実験関連規則  

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

「実験動物の飼養及び保管並びに苦痛の軽減に関する基準」およぴ「財団法人食品農  

医薬品安全性評価センター 動物実験に関する指針」を遵守し，動物を適正に使用し  

た．  

ガイドライン  

EnviroruTIentalHealth Criteria233（United Na（ions WHO2006；Transgenic An血al  

MutagenicityAss町S）  

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

に則り届出を提出し．さらに「遺伝子組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」（平成15年6月18日，法律第卯号）に従って実施した．   

4．稚番号  

A260（079－388）  

5．試験施設  

財団法人食品農医薬品安全性評価センター（略称 安評センター）  

〒437－1213静岡県磐田市塩新田582－2  

Tヒl：0538－58－1266 Fax：0538－58－1293  

6．袖委託者  

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  

試験モニター  菅 野  純  

〒15g－8501東京都世田谷区上用賀一丁目18番1号  

Tヒ1：0ユー3700－9619 Fax：03－3700－9647  

且甲．〟0．」2占0「07クーjββノ  

肌エREPORr  

7．試験責任者  

財団法人食品農医薬品安全性評価センター  

中 嶋  圃（環境毒性試験室）  

〒437－1213静岡県磐田市塩新田582－2  

Tヒ1：0538－58－3572 Fax：0538－58－1368  

mai1：n画in1a＠anpyo・Orjp   

8．被験物質等管理責任者  

水 橋 福太郎  

，．分担責任者  

検疫：  

病理学検査：  

統計解析：  

史
 
史
 
也
 
 

泰
 
敦
 
雅
 
 

田
 
賀
 
木
 
 

太
 
志
 
鈴
 
 

10．試験従事者  

遺伝毒性実験：  渥 美  務【主担当者】  

夏 目 匡 克岩 倉 佳奈子，大 野 久 美，  

鈴 木 ゆみ子，杉  麻 衣，国 枝 正 幹，  

名 波 加 奈，山 本 裕里子，太 田 泰 史，  

大久保 陽 子  

太 田 泰 史【分担責任者】  

松 本  覚，渥 美  務，岩 倉 佳奈子  

検疫：  
k，欄   

器官（臓器）摘出： 萩 原  孝【主担当者】  

渥 美  務，岩 倉 佳奈子，  

牧 田 真 輝，鈴 木 ゆみ子，  

希
 
美
 
 

真
 
久
 
 

田
 
野
 
 

芝
 
大
 
 志 賀 敦 史，中 嶋  囲  

病理学検査：  志 賀 敦 史【分担責任者】  

宇 野 冬 美，加 藤 睦 美，萩  

統計解析：  鈴 木 雅 也【分担責任者】  

渥 美  務  

11．資料保存施設管理責任者  

柴 田 典 昭  
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2006年12月19日  

2007年1月18日  

2007年1月23日  

2007年1月23日～1月27日  

2007年1月3n日  

2007年4月23日  

2007年4月2（；日  

2007年5月24日  

2007年6月8日  

2007年6月8日  

2007年8月16日  

2007年9月14日  

2007年9月21日  

2008年2月1日  

且甲．入b．A細り「07クーjββノ  
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14．被験物質配合飼料   

14．1． 配合飼料1   

14．l．l． 名称  

3mg耽g，20mg此g，120mg耽g群用アガリチン配合飼料（投与1遇）  

3mが（g，20mg此g，80m跡g群用アガリチン配合飼料（投与2過）  

3m釘kg群用アガリチン配合飼軋250ppm，1000ppmアガリチン配合飼料（投与3週）  

62．5pplTl，250ppm，1000ppmアガリチン配合飼料（投与4～8週）  

62．5pp】¶，250ppI¶，750ppmアガリチン配合飼料（投与9～13週）   

14．1．2． 製造元  

国立医薬品食品衛生研究所 毒性部  

ただし，投与2通用の80mg此g群用アガリチン配合飼札 投与3通用の250ppI¶ア  

ガリチン配合飼料および投与9通用の750ppmアガリチン配合飼料は，国立医薬品食品  

衛生研究所提供のアガリチン配合飼料を，安評センターで，基礎飼料と混合し，調製し  

た．   

14．l．3． 保存条件  

冷蔵   

14．l．4． 保存場所  

安評センター6号館l階冷蔵庫  

保存期間：2007年1月18日～同年4月23日  

実測値：3．8～8．50C   

14，l．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．l．6． 残余被験物質含有飼料の処理  

焼却処分した．   

14．2． 配合飼料2   

14．2．1． 名称  

5％キリン製品（キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒，中期多臓器発がん性試験使用製品）  

配合飼料   

14．2．2． 製造元  

国立医薬品食品衛生研究所 毒性部  

12．試験日程  

試験開始日：  

動物入荷日：  

投与開始日二  

投与日（陽性対照群）：  

器官（臓器）摘出日（陽性対照群）：  

投与終了日：  

器官（臓器）摘出日：  

アッセイ終了日（腎臓）：  

アッセイ終了日（肝臓）：  

アッセイ終了日（骨髄）：  

アッセイ終了日（甲状腺）：  

アッセイ終了日（肺）：  

アッセイ終了日（前胃）：  

試験終了日：  

13．被験物質   

13．1． 被験物質名  

アガリチン   

13．ヱ． ロット番号  

DPEOOl〕   

13．3． 純度／含畳  

97．0％（HPLC法）   

13．4． 保存条件  

室温・遮光   

13．5． 保存場所  

国立医薬品食品衛生研究所 毒性部  

物質の状態  

白色粉末   

安定性  

飼料中：1カ月間安定であることが確認されている．  

15．6．  

15．7．  

－9－  
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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  

保存期間：2007年1月18日～同年4月23日  

実測値：3．8～8．50C   

14．2．5． 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．   

14．2．6．残余被験物質含有飼料の処理  

焼却処分した．  

15．対照物質   

15．1． 陰性対照（媒体）   

15．l．1． 物質名  

CRf－1粉末飼料（基礎飼料）   

15．l．2． ロット番号  

061108   

15．1ユ 製造元  

オリエンタル酵母工業   

15．1．4． 保存条件  

室温   

王5，1．5． 有効期限  

2007年11月4日   

】5．】．6． 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  

トランスジェニック（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，  

rTranSgenicAnimdMutagenicityAssays」に例示されていることから，下記の化合物を陽  

性対照物質に選択した．   

15．2．l， 物質名  

NニトロソーN－エチル尿素（ENU）  

－11＿  
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刷上R且P（フRr  

15．2．2． ロット番号  

5－GNM－39－1   

15．2．3． 純度  

58．2％   

15ユ4，製造元  

TbrontoResearchChemicaJs工nc．（TRC）   

15．2．5． 保存条件  

冷凍   

15．2．6．有効期限  

2011年9月14日   

15．2．7．保存場所  

安評センター6号館2階被験物質調製室内バイオマルチクーラー（冷凍庫）   

16．試験材料   

1‘．1． 試験掛物   

16．1．1． 種  

ラット（BigB】ue＠トランスジェニックラット）   

16．1．2． 系統  

Fischer344［spF］   

16．l．3．生産場  

恥conic（米国）   

16．1．4． 購入先  

ストラタジーン・ジャパン株式会社   

16．l．5． 週齢および体重  

購入時：6週齢  

群分け時：7週齢（体重134～156由  

16．l．6．購入動物数  

雄59匹   

16，l．7，使用動物数  

雄34匹  
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16．1．8． 種・系統選択理由  

遺伝子導入動物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した．   

16．ユ． 飼育管理   

16．2．l，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］（W3，5×D5．5×H2．5  

m）で動物を飼育した．試験期間中の温度は23．4～24．80C，相対湿度は41～64％であっ  

た・換気回数は1時間当たり8回以上空気差圧は外頁トl－m山20以下，照明】2時間（午  

前7時点灯，午後7時消灯）に設定した．  

自動給水装置を取り付けたMjcro－IsolatoPsysternラックを使用し，ZyfbneTM製飼育  

ケージ（W26．6×D48．2×H20．3cm）に床敷き（ALPHA－ddlT＾）を入れ，動物を1～2  

匹ずつ収容した．床敷きの分析値が日本実験動物飼料協会／コンタミナント分析基準案  

の許容基準値内であることを確認し，その分析報告書（Samp］eNo．LO619101－1，  

LO624960－1）を安評センターで保存した．  

なお，動物の検疫・馴化期間を含めた飼育期間中，データの信頼性に影響を及ぼした  

と思われる環境要因の変化はなかった．   

16．2．2． 飼料  

検疫・馴化期間中は，基礎飼料（CRF－l，LotNo．061108）を動物に自由摂取させた，  

投与期間中（91日間）は，配合飼料lあるいは配合飼料2を自由に摂取させた．発現  

期間中（3日間）は．基礎飼料を自由に摂取させた．陰性対照群および巨財生対照群は，  

試験期間（器官（臓器）摘出日まで）を通じて基礎飼料を自由に摂取させた．飼料中の  

汚染物質の分析を．ロット毎に財団法人日本食品分析センターで行った．分析値が日  

本実験動物飼料協会実の許容基準内であることを確認し，その分析結果（第  

106112214－001号）を安評センターで保存した．   

16．2．3．被験物質配合飼料の調製  

各用量群の投与1～2週の調製濃度を下式により算出した．予想を上回る体重増加抑  

制および摂餌量低下により，投与2，3，4および9週に投与用量を変更した．投与3過  

については，アガリチン低用量群の調製濃度を下式により算出し，中用量群，高用量群  

では式の使用を中止し，】7．2．1頂に記載する《投与用量一覧表）に従い，アガリチン配  

合飼料を調製した．投与4週以降は，各用量群ともに，け2．1頂に記載する《投与用量  

一覧表》に従い，アガリチン配合飼料を調製した．  

且￥フ．入b＿」2∂β「∂7タープββノ  
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（投与1～3週の調製濃度算出に用いた式》  

体重（d x設定用量（m釘k∂×7  
調製濃度（ppm）＝  ×係数＊  

摂餌塁（g）  

＊：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）】5  

配合飼料は，毎週，国立医薬品食品衛生研究所にて調製された．ただし，投与2適用  

の80m釘kg群用アガリチン配合飼札 投与3適用の250ppInアガリチン配合飼料およ  

び投与9週用の750ppmアガリチン配合飼料は，国立医薬品食品衛生研究所より提供さ  

れた配合飼料を，安評センターで基礎資料と混合し，調製した．安評センターにて調製  

した配合飼料の調製方法を以下に記載する．  

《安評センターで調製したアガリチン配合飼料の調製方法）  

投与2週用の80mg此g群アガリチン配合飼料：  

高用量群に姦舗耳されていた1201一喝耽g群用アガリチン配合飼料（1545ppm）を回収し，  

回収した配合飼料800．2gと基礎飼料400．2gをそれぞれ秤量した．両飼料をビニール袋  

に入れ，そのまま30分間混合し，80mが（g群用アガリチン配合飼料（1030pplll）を調  

製した．  

投与3通用の250ppmアガリチン配合飼料：  

中用量群に給餌されていた20mが（g群用アガリチン配合飼料（342ppln）を回収し，  

回収した配合飼料を877．2gと基礎飼料322．8gをそれぞれ秤量した．両飼料をビニール  

袋に入れ，そのまま30分間混合し，250ppmアガリチン配合飼料を調製した．  

投与9適用の750ppmアガリチン配合飼料：  

国立医薬品食品衛生研究所より提供された1000ppmアガリチン配合飼料900gと基  

礎飼料300gをそれぞれ秤量した．両飼料をビニール袋に入れ，そのまま30分間混合  

し，750ppmアガリチン配合飼料を調製した．   

16．2．4． 給水  

動物には自動給水ノズルより水道水を自由に摂取させた．水道法に基づく水質検査を  

2007年4月に仁株式会社エコプロ・リサーチで行い，2006年12月，2007年】，2．3  

および5月に細菌検査（一般細菌および大腸菌検査）を安評センターで実施した．検査  

結果については，SOPに記載されている上水道水質基準（平成15年5月30日厚生労働  

省令第10Ⅰ号）の基準値内であることおよび細菌が検出されていないことを確認し．そ  

の検査結果（水質検査：第071770－5号，細菌検査：GTO6－12％，GTO7－01号，GTO7－02  

号，GTO7－03号．GTO7－05号）を安評センターで保存した．  

－14－   
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検疫および馴化   

各動物について，異常の有無を，1日1回，6日観察するとともに，動物を飼育環境  

に馴化させた．動物搬入時および検疫・馴化期間終了時（群分け時）に，電子天秤を用  

いて，体重を測定した．体重増加量に異常を示した動物は認められなかった．検疫・馴  

化期間中の観察において，仮動物番号241の動物に上顎歯欠損が認められたが，その他  

の動物では体重の増加量あるいは健康状態に異常を示した動物は認められなかった．し  

たがって，上顎歯欠損が認められた1匹は，群分け用動物から除外された．  

且甲．∧b．d2∂0「07タープββノ  
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16．3．  

16．5．3．トップアガー  

［調製例］  

1000111Lの超純水に以下の試薬を溶解させた，  

Bacto町ptone  

Bactoyeaste血t  

NaCI  

Bacto喝∬  

10 g  

5 g  

5 g  

7 g   
16．4． 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  

より個体の識別をした．  

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

るように分けた．各動物は，油性インクで尾部に識別マークを記入し，識別した．群分  

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

動物番号等を記入したラベルを装着した．  

なお，余剰動物については炭酸ガスを用いて安楽死させた（2007年2月21日），  

オートクレープで20分間滅菌した．使用時までウオーターバスを用いて500Cの条件  

で保温した．  

16．5．4． SM緩衝液  

［調製例］  

1000mLの超純水に以下の試薬を溶解させた．  

NaCI  

MgSO4・7HzO  

5．84 g  

2．03 g   

1moL4JTHs－HCl［pH7．5］（ニッポンジーン）  50．O mL   

ゼラチン未（関東化学）  100 mg  

オートクレープで20分間滅菌した後，室温で保存した．  

1‘．5． 培地および培養液等の調製   

16．5．1． LB培養液  

［調製例］  

1000mLの超純水に以下の試薬を溶解させた．  

Bacto町ptOne（BDDiaglOStic）  

Bactoyeastexb・aCt（BDDiagnostic）  

NaCl  

オートクレープで20分間滅菌した後，40Cで保存した．   

16．5．2． LB寒天培地  

［調製例］  

1000mLの超純水に以下の試薬を溶解させた．  

Bacto町ptOne  

Bactoyeastextract  

NaCI  

Bactoag訂（BDDiagnostic）  

1“． ゲノムDNA抽出試薬の調製   

16．6．l． ダウンス緩衝液  

［調製例］  

1000mLの超純水に以下の試薬を溶解させた．  

NazHPO4  

ⅢヱPO4  

NaCI  

KCl  

1．75 g  

O．25 g  

8  g  

O．2 g  

0．5moULEDTÅ［pH8．0］（ニッポンジーン）  20 mL  

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

間滅菌した，室温で保存した．   

16．6．2．RNase含有ダウンス緩衝液  

ダウンス緩衝液50容に対し，RNa5e溶液（10mか止，ニッポンジーン）1容を添加  

し，用時調製した．  

10 g  

5 g  

5 g  

15 g  

オートクレープで20分間滅菌した後，シャーレ（l150m）に20mLずつ分注した．  

ー15－  
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17．試験方法   

17．1． 対照群   

17．l．1． 陰性（媒体）対照  

基礎飼料を与えた．   

汀1．2． 陽性対照  

ENUを．1日l軌5日間連続して腹腔内（i・p・）に投与した，用量は，50mgn（gとし  

た．   

17．2． トランスジェニック（TG）試験  

試験日の起算は，投与開始日を投与1日とし．投与lから投与7日を投与1過とした．   

17．2．】． 用量  

投与l週の用量は3，20および120m釘kgの計3用量を被験物質処理群として設定し  

た．  

最高用量は，先に実施され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  

がん試験において腫瘍の増加が認められた臓器と同じ臓器（前胃，腎臓）にBigBlue⑧マ  

ウスを用いたアガリチン経口投与試験において変異を誘発したとの報告があることか  

ら，この報告に基づき120mg此gとした．  

最低用量の3mg此gは，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％混餌）より算出された被験物質摂取量相当量を用いた．  

中用量は公比約6となるよう20mg耽gとした．  

投与1週の体重および摂餌量の測定結果から．アガリチン投与により予想を上回る体  

重増加抑制および摂餌最低下が認められた．この時点で試験開始時の設定用曇では試験  

が成立しないと判断し，投与2週以降の用量を随時変更した．（投与用量一覧表参照）  

キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒の用量は，先に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．  

16．6．3． 組織破砕用緩衝液  

102mL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  

0．5moLnJEDTA［pH8．0］  

RNa5e溶硬［10m釘mり  

用時調製した．  

45 】11L   

45 mL   

】O 111L   

2 ！11L  

16ふ4．10w／v％SDS（ドデシル硫酸ナトリウム）溶液  

［調製例］  

100mL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  

解した．フィルター（孔径0．2トm）ろ過除菌後，室温で保存した．  

16．6．5． プロテナーゼK溶液  

下記の通り調製した，  

プロテナーゼK（和光純薬工業）  

遺伝子工学用滅菌水  

10wル％SDS  

O．5mo肌ノEDm［pH7．5〕封  

200 lllg 

60111L   

20 mL  

20 mL   

注）pH8・0のEDTÅ溶液をImoULの塩酸で，PI17．5に調整したものを用いた．  

用時調製した．  

16．6．6． フェノール／クロロホルム（PIVCl）混液  

200mLを調製する場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）  

用時調製した．  

100 111L   

lOO mL  

陽性対照物質液の調製   

ENU】00mgを精密に量り，目盛り付試験管に移した後，生理食塩液（日本薬局方生  

理食塩液，大塚製薬工場）を加えて溶解後20－止に定容し，調製原液（5．Om釘mL溶液）  

とした．陽性対照物質㈲も 調製後速やかに使用した．  

1‘．7．  

－17－  
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鮪出し，凍結保存した．ただし，ゲノムmの抽出は行わなかった．   

17．2．3．投与方法および投与期間（回数）  

牌物質およびキリン製品の投与経路は，混餌による経口投与とした．通常の飼育用  

基礎飼料（CRF－1）に被験物質あるいはキリン製品を一定濃度添加した配合飼料を自由  

に摂取させた，投与期間は91日間（13週間）とした．  

陽性対照物質の投与経路は，トランスジェニック動物を用いた遺伝子突然変異性試験  

に通常用いられている腹腔内投与とし，ディスポーザブルシリンジと23G注射針を用  

いて，1日1匝L5日間連続投与した．投与容量は，体重100g当たり1．OmLとし，群  

分け時の体重を基に投与液量を決定した．   

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94日目），17．2．7．に記載する器官（臓器）  

を持出した．陽性対照群については，最終投与後3日に器官（臓器）を摘出した．   

17．2．5．体重測定および一般状態観察  

動物搬入時，検疫・馴化期間終了時（群分け晦投与1日），投与8，15，22．29，  

36，吼50，57．糾．7l，78，85，91日および器官（臓器）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した．陽性対照群について  

は，動物搬入晩検疫・馴化期間終了時（群分け時，投与1日）および器官（臓器）掃  

出直前に電子天秤伊G2002あるいはPG802－S）を用いて体重を測定した．  

器官（陪器）摘出の日まで，1日1回，一般状態を観察した．   

17．2．6． 摂餌量  

全動物について，投与1日（投与開始日）以降91日（配合飼料除去時）まで，体重  

測定日に残餌およぴ／あるいは給餌重量を電子天秤（PG802－S）を用いて測定し，測定  

日間の平均1日按餌量（釘d町）を算出した．なお，陽性対照群の摂餌量は測定しなかっ  

た．  

被験物質摂取量（m掴day）は，体重および摂餌量から算出した．   

17．2．7．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，  

肝軌腎軌肺，心隠甲状晩 胃，精巣，大隠大腿骨を摘出した．摘出乱速やか  

に肝晩腎臓，放心臓，精巣の重量を測定した．各器官（臓繹）の摘出および保存方  

法は以下の方法に従った（添付資料1参照）．  

用量   投与   動物数  
試験群  ′ 、   期間  

（ppm）（目）投与数 評価数  

陰性対照＊  0  90  6  5  1001～1006  

62．5＃   90  6  5   110トー】106  

アガリチン  250＃  90  6  5   1201～1206  

750＃  90  6  5   1301～1306  

キリン製品…  5事＊  90  6  5  1401～1406  

陽性対掛冊  50＊…  5  4  3  150l～1504   

♯：基礎飼料 ＊＊：キリン細胞壁破砕アガリクス顆粒（％） ＊■●：ENU（mg耽g）   

＃：投与用量一覧表参照  

《投与用量一覧表》  

投与週   
アガリチン   アガリチン   アガリチン  

低用量群   中用量群   高用量群   

120m釘kg  
3m釘kg（35ppm）  20m帥各色31ppm）  

（13g9ppm）   

2   
80m跡g  

3m釘kg（39pplll）  20m釘kg（257ppm）  
（1030ppm）   

3   3mき耽g（52ppm）   

4   

5   

1000ppm  
6   

7   

8   250ppm  
62．5ppm  

9  

10   

750ppm  

12   

13   

17．2．2．投与動物数  

評価数5匹を確保するため，6匹に投与した．死亡が認められなかったことから．動  

物番号の／トさい順に5匹を評価に使用した．陽性対照群については4匹に投与し，3匹  

を評価に使用した．評価に使用しなかった動物は，17ユ7．に記載する各器官（臓器）を  

－19－  －20－   
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肝臓  左菓の外周近くを生検トレパン（Bト50F，貝印）を用いて4カ所く  
り抜いた（添付資料1の病理組織標本に配慮してくりぬいた）．くり  
抜いた肝臓は，それぞれマイクロチューブに入れ，液体窒素（LN2）  
中で凍結させた（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3】m）を切り出し，十  
分な量の10vol％中性緩衝ホルマリン液で固定し，保存した（病理  
組織学検査用）．  

残った辺縁部は，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，凍結させた．  

他の葉は，保存袋に入れそのままLNヱ中で凍結させ，後日，国立が  
んセンター研究所に送付した（mA付加体測定用）．陽性対照群の  
場合は．保存袋に入れ，LNコ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，凍結させた．  

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）した．各スライスをそれぞれ別のマイクロチューブ  

に入れ，LN2中で凍結させた（遺伝子突然変異解析用スライスを全  
量使用した）．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，凍結させた．  
右側の腎臓は，腎門部を含む組織片（厚さ約5m¶）を切り出し，  
十分な量の10vol％中性緩衝ホルマリン液で固定し，保存した（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した（DNA付加体測定用）．陽  
性対照群の場合は，保存袋に入れ，LNヱ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，凍結させた．  

肺  左肺，右肺を摘出した乱保存袋に入れ，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，凍結させた．  

心臓  保存袋に入れ，LN2を入れた底面が平らな金罷性容器を用い上から  
押し潰し，凍結させた．  

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，LN三  
中で凍結させた．  

胃  胃を摘出し，切開した後，内容物を生理食塩液で洗い出した．保存  
袋に入れ，LN2中で凍結させた．  

精巣  左右の精巣を摘出した後，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，凍結させた．  

大腸  結腸を摘出し，切開した徽内容物を生理食塩液で洗い出した．マ   
（結腸） イクロチューブに入れ，LNユ中で凍結させた．  

大腿骨 左右の大腿骨を摘出した後チューブに入れ，LN2で凍結させた．   

凍結後は超低温フリーザー（MDF－493AT，設定値：－800C，基準値‥－60DC以下）に  

保存した．   

突然変異頻度の算出は，腎月嵐月干臓，骨隠 甲状腺，肺，前胃の順に実施した．  

－2l－  
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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，  

氷中で冷却した．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した．  

あらかじめ，0．51nO几ショ糖溶液3mLを入れて氷冷しておいた151nL容の遠心管に．  

上記の組織破砕液を静かに重層し，遠心機（LC－122）を用いて3000r／min（1710G）で  

iO分間遠心した．上清をスポイト等で除去し，冷却したRN豪妃含有ダウンス緩衝液を3  

mLを加え，よく懸濁させた（核／細胞懸濁液）．骨髄の場合は，適量のRN鮎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した  

（核／細胞懸濁液）．甲状腺の場合は，ダウンス型ホモジナイザ一にRNase含有ダウンス  

緩衝液1．5mLを分注し，水中で冷却した．次いで，凍結組織片を入れペッスルを用  

いてホモジナイズした（核／細胞懸濁液）．  

この核／細胞懸濁液にプロテナーゼK溶液311止（甲状腺の場合はl．5mL）を加えて  

静かに混和転倒し，1～5時間程度（懸濁液が透明になるまで）500Cに保温し，消化さ  

せた．等量（約6mL）のPh／Cl混液を加え数回混和転倒し，さらに．10分間ローテ一  

夕ーを用いて回転混和後，遠心機（LC－122）を用いて2500r／1Tlin（1190G）で10分間遠  

心した．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15mL容の遠  

心管に移した．本換作を2回繰り返した．甲状腺の場合は，本操作を1回のみとした．  

また．加えるPIVCl浪液の量は，回収した水相と等量とした．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（和光純薬工業）混液（容量比24：1）を加え，数  

回混和転倒し，さらに，10分間ローテ一夕ーを用いて回転混和後，2500r／min（】190G）  

で10分間遠心した．水相を回収し，新たな50mL容の遠心管に移した．この遠心管に  

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

タノールを入れたマイクロチューブに移し，約10分間放置した．次いで，遠心機  

（MX－160）を用いて13000r／min（13240G）で10分間遠心した．上清をマイクロピペッ  

トで可能な限り除いた後，チューブを室温に放置することにより残ったエタノールを蒸  

散させた．適量（20～50ドL程度）のTE緩衝液を加え．一晩室温に放置し．mA残漆  

を溶解させた．DNA溶液は，調製後冷蔵にて保存された．  

全てのDNA溶液は，最終報告書提出後3カ月以内に処分する．   

17．2，9． 試験菌株の準備  

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

mg血L）30叫Lおよび11¶01几硫酸マグネシウム水溶液30叫Lを添加した．これに，凍  

結保存（設定値：一80DC）後溶解した大腸菌M「株（G】250）懸濁液50ドLを接種した．  

300C，120回／分の振造条件で一晩培養し．前培養液とした．  

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  

－22－   
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溶液（200mg／mL）11止およびImo几硫酸マグネシウム水溶液1mLを添加し，次い  

で先の前培養液1mLを殖菌した後，同様に4～6時間培養を続けた．培養終了後，菌懸  

濁液を遠心機（LC－122）を用いてl00Or血血（1卯G）で10分間遠心した．上清を捨て，  

10汀甘nO几硫酸マグネシウムを含むLB培養液を加えて再懸濁した．   

17．2．10．ゲノムmAのパッケージング  

TranspaCk（S鵬tagene）のチューブ（RED）を解凍した．300～600LLghiL程度の濃度  

に調製したゲノムDNA溶液10LILをチューブ（RED）に加え，ビペッティングにより  

混合した後，300Cの条件で卯分間インキエペ－トした．次いで．チューブ由LUE）  

を解凍し，その10pLをチューブ（RED）に加えて．同様に混合した・さらに，300C  

で90分間インキュべ－トを続けた．各チューブにSM緩衝液700トLを加え，十分に横  

枠した，   

17．2．11．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，変異プラーク算出用（セ  

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

（およそ700叶）をセレクション用チューブに加えた後（およそ2700叫）撹絆し，室  

温で20～30分放置してファージを大腸菌に感染させた．本溶液30ドLを10mol几硫  

酸マグネシウムを含むLB培養液270いLに加えて10倍希釈した．本希釈液3叫Lをタ  

イター用チューブに加え，撹拝した．タイター用チューブに，トップアガー17mLを加  

えて混和し，LB寒天培地に全量を重層した．セレクション用チューブには，トップア  

ガー16mLを加え，タイター用と同様にLB寒天培地に重層した．タイクー用プレート  

は，37。Cで16－24嘲乱セレクション用プレートは，24～250Cで朝～4g時間培養し  

た．  

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作を繰り返した．ただし，  

甲状腺のアッセイでは，総プラーク数が30万に達しなかったが，DNA溶液を全て使い  

切ったため，パッケージング操作を終了した．   

17．3． プラークの計数   

17．3．l．総プラーク算出用（タイター用）  

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

ク数を求めた．  

且甲．〃0．d2∂0「β7クーjββノ  
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17．3ユ 変異プラーク算出用（セレクション用）  

セレクション用プレートに出現したプラーク数を計数し，変異プラーク数とした．   

17．3．3． 突然変異頻度算出  

c〟遺伝子をレポーターとして用いた．  

出現した変異プラーク数を総プラーク数で除して，当該組織における突然変異頻度と  

した．  

変異プラーク数  
突然変異頻度＝   

総プラーク数  

結果の解析   

各試験群の突然変異頻度は，条件付き二項検定（KastenbaumandBoⅥⅦ弧の推計学的  

方法：有意水準上側0．05）を用いて有意差を判定した．   

陰性対照群と比較し，被放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，陽性と判定した．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った．  

17．4．  

18．病理組織学検査およびDNAシークエンス解析  

病理組織学検査（肝臓および腎臓）およびmAシークエンス解析は実施しなかった．  

19．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）  

により下記に送付した．mA付加体測定は，国立がんセンター研究所において実施さ  

れた（添付資料2および3参照）．  

試料送付先： 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  

〒104－0045東京都中央区築地5丁目l番1号  

Tヒ1：03－3542－2511 Fax：0ヨーヨ543－9305  

20．稚結果   

ZO．1． トランスジェニック試験   

20．1．l． 腎臓  

試験結果をThb】elおよびAppendixlに示す．  

陰性対照群では，総プラーク数2，253，600の内，プラークが43出現し，その突然変異  

頻度は19．lxlO‾■，各個体の平均値は19．3×10Jであった．  

－24－   

Nx300（pL）×2700（凪）  総プラーク数＝  
30（ドL）×30（叫）   

900xN  
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アガリチン投与群における突然変異頻度は，低用量群で21．3×10‾■（変異体数／総プ  

ラーク数：47佗，207，700）．中用量群で20．9×10▼葛（同：61ノ2，922，300），高用量群で19．9×10‾■  

（同：37／l，860，300），キリン製品投与群で1臥8×10‾■（同：朋仏340，000）であり，陰性対  

照群と同等の頻度であった．各個体の平均値は，低用量敵 中用量群，高用量群および  

キリン製品投与群でそれぞれ21．4×10▲j，21．4xlO‾6，20．3×10jぉよび18．7×灯■であっ  

た，  

陽性対照群の突然変異頻度は，172．1×10‾七（同：19肌，150，200）と顕著な増加を示し，  

陰性対照群と比べて統計学的に有意（p≦0．05）な増加が認められた．各個体の平均値は  

177．2×10‾jであった．   

20．l．2． 肝臓  

試験結果をThble2およびAppendix2に示す．  

陰性対照群では，総プラーク数1，943，100の内，プラークが49出現し，その突然変異  

頻度は25．2×】0▼七，各個体の平均値で25．6×10‾■であった．  

アガリチン投与群における突然変異頻度は，低用量群で25．0×10‾七（変異体数／総プ  

ラーク数：42／l，681，200），中用量群で23．8×10▼J（同：4日，719，900），高用量群で19．5×10‾七  

（同：37／l，900，800），キリン製品投与群で22．6×10【■（同：42／1，854，900）であり，陰性対  

照群と同等の頻度であった．各個体の平均値は，低用量群，中用量群，高用量群および  

キリン製品投与群でそれぞれ25．∩×10■，23＿9×10‾■，19，2×10イぉよび22．4×川Jであっ  

た．  

陽性対照群の突然変異頻度は，156．7×10▼竜（同：144／918，900）と顕著な増加を示し，  

陰性対照群と比べて統計学的に有意（p≦0．05）な増加が認められた．各個体の平均値は  

156．9×】0▼jであった．   

20．l．3． 骨髄  

試験焉果をnb】e3およぴAppendix3に示す．  

陰性対照群では，総プラーク数2，412，900の軋 プラークが37出現し，その突然変異  

頻度は15．コ×】0j．各個体の平均値で14．8×10‾■であった．  

アガリチン投与群における突然変異頻度は，低用量群で】8．0×10▼j（変異体数／総プ  

ラーク数：47／2，617，200），中用量群で14．9×】0‾6（同：39佗，614，500），高用量群で14．0×10j  

（同：34／2，423，700），キリン製品投与群で14．0×10‾■（同：28仏003，400）であり，陰性対  

照群と同等の頻度であった．各個体の平均値は，低用量群，中用量群，高用量群および  

キリン製品投与群でそれぞれ16．0×10【七，】5．0×10‾■，13．8×10」〉および14．1×10■であっ  

た．  

陽性対照群の突然変異頻度は，431．0×10‾j（同：493／‖43，900）と顕著な増加を示し，  

陰性対照群と比べて統計学的に有意（p≦0．05）な増加が認められた．各個体の平均値は  
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445．1×】0▼七であった．   

20．l．4． 甲状腺  

試験結果を恥ble4およびAppendix4に示す．  

陰性対照群では∴総プラーク数】，624，500の内，プラークが34出現し，その突然変異  

頻度は20．9×10j，各個体の平均値で21．lx10‾るであった．  

アガリチン投与群における突然変異頻度は，低用量群で2l．5×104（変異体数／総プ  

ラーク数：31／l，叫2，700），中用量群で19．3×10j（同：27／l，395，900），高用量群で19．7×10■  

（同：25／1，267，200），キリン製品投与群で23．4×10‾‘（同＝29／l，237，500）であり，陰性対  

照群と同等の頻度であった．各個体の平均値は，低用量艶 中用量群，高用量群および  

キリン製品投与群でそれぞれ2l．5×10■■，19．1xlO▲‘．20．0×10jぉよび23．7×10‾■であっ  

た．  

陽性対照群の突然変異頻度は，75．8×10▲‘（同：54／712，800）と顕著な増加を示し，陰  

性対照群と比べて統計学的に有意（p≦0．05）な増加が認められた．各個体の平均値は75．8  

×10Jであった．   

20．1．5． 肺  

試験結果をTbb】e5およびAppendix5に示す．  

陰性対照群では，総プラーク数1，971，000の内，プラークが41出現し，その突然変異  

頻度は20．8×10一名，各個体の平均値は20．9×10‾■であった．  

アガリチン投与群における突然変異頻度は，低用量群で21．8×10‾4（変異体数／総プ  

ラーク数：36几650，600），中用量群で22．3×10【6（同：37／】，659，600），高用量群で20．4×10‾■  

（同ニ38几864，800），キリン製品投与群で18，5×10j（同：34／l，840，500）であり，陰性対  

照群と同等の頻度であった．各個体の平均値は，低用量群，中用量群，高用量群および  

キリン製品投与群でそれぞれ2l．8×10▼■，22．1×10‾‘，20．8×10‾■ぉよびl臥3xlO‾竜であっ  

た．  

陽性対照群の突然変異頻度は，96．lx10▼■（同＝124／l，289，700）と顕著な増加を示し．  

陰性対照群と比べて統計学的に有意（p≦0．05）な増加が認められた．各個体の平均値は  

102．2×10▼占であった．   

20．1．6． 前胃  

試験結果を職bIe6およびAppendix6に示す．  

陰性対照群では，総プラーク数1，6鴫800の軋プラークが34出現し，その突然変異  

頻度は20．6×10‾‘，各個体の平均値は20．8×10‾‘であった．  

アガリチン投与群における突然変異頻度は，低用量群で23．1×10‾■（変異体数／総プ  

ラーク数：4川，771，200），中用量群で19．9×10j（同ニ34／l，705，500）．高用量群で2l．3×け竜  
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（同：36／1，687，500），キリン製品投与群で17．4×10J（同＝30／l，724，400）であり，陰性対  

照群と同等の頻度であった．各個体の平均値は，低用量群，中用量群，高用量群および  

キリン製品投与群でそれぞれ23．4×10一‘，19．9×10‾■，21．0×10【■ぉよびけ6×10‾■であっ  

た．  

陽性対照群の突然変異頻度は，160．0×10‾■（同：147／918，900）と顕著な増加を示し．  

媒体対照群と比べて統計学的に有意（p≦0．05）な増加が認められた．各個体の平均値は  

160．1×10‾■であった．   

ヱ0．2． 観廃および測定   

20．2．1． 体重および一般状態観察  

試験結果をAppendix7および10に示す・  

アガリチン高用量群に一般状態の変化として，よろめき歩行またはひきずり歩行，鼻  

端の汚れ．削痩および被毛の汚れが観察された．  

よろめき歩行は．投与8週頃から散見され．投与10週頃からは全例（6／6例）に観察  

された．また，投与12週頃からガ6例によろめき歩行が悪化し．ひきずり歩行が観察さ  

れた．鼻端の汚れは，投与S週頃から散見され，投与13週頃から全例（6伯例）に観察  

された．削痩は，投与9週頃から3／6例に観察され，投与12週頃から5／6例に認められ  

た．被毛の汚れは，投与12週頃からl／6例に観察された．  

アガリチン高用量群では，投与2週頃から有意な体重減少が観察され，器官（臓器）  

摘出直前の体重は平均で202g減少（およそ54％の減少）した．また，中用量群では，  

一般状態の顕著な変化は観察されなかったが，器官（臓器）摘出直前の体重は平均で85  

g減少（およそ23％の減少）した．  

他の投与群および陽性対照群では，毒性徴侯を示す一般状態の変化および有意な体重  

減少は観廃されなかった．   

20．2ユ 摂餌量  

試験結果をAppendix8に示す・  

アガリチン高用量群では，摂餌量が投与1週から陰性対照群と比較して，有意な低値  

を示し，投与期間中の総摂餌量は陰性対照群に対して，朋％減少した．また，中用量群  

では，投与3週から陰性対照群と比較して，15％減少した．  

他の投与群では，有意な摂餌量の減少lま示さなかった．   

20エコ． 被験物質摂取量  

試験結果をAppend玩9に示す．  

アガリチン低用量群，中用量艶高用量群およびキリン製品投与群の投与期間中の平  

均被験物質摂取量は，3．0，13．3，47．1および2711．2m釘k釘dayであった．  
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20．3． 病理学検査   

20．3．1，器官（臓器）重量測定  

試験結果をAppendixllおよび12に示す．  

アガリチン高用量群では，肝臓，腎晩肺，心臓および精巣の絶対重量が陰性対照群  

と比較して明らかな低値を示した．中用量群の肝級肺および心臓においても僅かな減  

少が観察された．  

その他の投与群では，いずれの測定器官（臓器）にも陰性対照群と間に明らかな差違  

は認められなかった．  

アガリチン投与群では，腎晩肺，心臓および精巣の相対重量が用量に依存して増加  

した．   

20．3．2． 肉眼所見  

試験結果をAppendix13に示す．  

アガリチン投与群では，被験物質投与の影響と考えられる変化として，胸骨の変形が  

中用量群の5／6例および高用量群の全例に観察された．なお，胸骨の変形は，キリン製  

品投与群の2用例においても観察された．更に，高用量群では，胸腺の萎縮が全例に，  

右肺の赤色斑が1／6例に観察された．   

ユ0．4． DNA付加体解析  

試験結果を添付資料3に示す．  

アガリチン投与群（低用量群，中用量艶 高用量群）およびキリン製品投与群の肝臓  

および腎臓のDNA 中には，アガリチン由来の既知のDNA付加休である  

8－【4－Olydroxymethyl）phenyl】dGuo（8－rn4P－dGuo）および8－［4－Olydroxymethyl）phenyl］dAdo  

（8－HMP－dAdo）の生成は確認されなかった．  

21．考察および結論  

アガリチンの標的器官臓器）における遺伝子突然変異誘発性を検討するため，トラ  

ンスジェニックラット（BigBlue⑧）を用いて遺伝子突然変異試験を実施した．  

その結果，アガリチン投与群およびキリン製品投与群において，腎臓，肝臓，骨髄，  

甲状腺，肺および前胃における突然変異頻度は，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さなかった．  

アガリチンの代謝産物と考えられる4＜hydroxymethy））phenyulydTaZine（HMBD）から生  

成される既知のDNA付加体である，8－［4－（hydroxymethy））pheny】］dGuo（8－HMP－dGuo）およ  

び8－【4－（hydroxymethyl）phenyl】dAdo（8－HMP－dAdo）の生成は確認されなかった．  

陽性対照のNニトロソーNエチル尿素は，検討した6器官臓器）とも陰性対照群と  

比べて統計学的に有意（いずれもpg．05）な遺伝子突然変異を誘発したことから，当該  

－28－   
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試験が適切な条件下でなされたと判断された．  

以上の結果から，当該試験条件下において，アガリチンのトランスジェニックラット  

（BigB】ue⑧）の剛嵐肝臓，骨酪．甲状晩肺および前胃に対する遺伝子突然変異誘発  

性は陰性と判定された．  

アガリチンは，細菌を用いた復帰突然変異試験（Ames試験）で陽性を示しているが，  

トランスジェニックラットを用いた血vfv（フの試験では、遺伝子突然変真の誘発を確認す  

ることはできなかった．  

2乙 参考とした資料  

・Gossen，）．A．，etal．：E餌cientrescueofintegratedshuttlevectors倉omtransgenlCmice：a  

modelforstudyingmutationsf71Vivo．Proc．Natl．Acad．Sci．，86，7971～7975，1989．  

・Gossen，J．A．，andVtig，J．：Ase】ectivesystemforlacZ－PhageuslngagalaGtOSe－SenSitiveE  

COおhost．Biotechniques，14，326～3犯lり9〕。  

・Gossen，，．A．，e（a［：Applicationofgalactose－SeI血tiveEcolistrain5aSSe】ectivehostsfbr  

JロCZ－plasmids．NucleicAcidsRes．，20，3245～，1992．  

・Kastenbaum，M．Å．andBowman，K．0．：7bbJesfbrdefem正面gthestatlStLcalsi如ticanceof  

mutation丘equencies，Mutat．Res、，9：527－549，1970，  

・1もkayoshiSu別ki，Satorultoh，MadokaNakq］ima，NoriyuklHachiyaand ThkumiHara＿  

Tbrgetorganandtime－COurSeintheMutagenipltyOffivecarcinogensinMuta77dMouse：a  

SummaryrepOrtOfthesecondcollaborativestudyofthetraJISgenicmousemutationassayby  

JEMS／MMS．Mutat，Res．1999；444：259－268．  

・UlricllW山msha恥JanetKielhom，AmetteBitschandIngeMange］sdorf・ニrrraJISgeruCardmal  

MutagenicityaSSayS．TnternationalprDgramrne On Chemicalsafety（lCPS）environmental  

healthcriteria（EHC），PostThskGroupWHO，Jan．2005．  

・組換えDNA実験指針研究会編：組換えmA実験指針一解説・q＆A一，科学技術庁  

ライフサイエンス課監修，第一法頼，】99】．  

・改訂組換えDNA実験指針研究会編＝組換えDNA実験手雛十一解説・Q＆A－，科学  

技術庁ライフサイエンス課監修，第一法規，1997．  

・SAS／STATUser’sGuide，Vtrsion8．SASTnstitutelnc．，Cary，NC；2000．   

23．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議の上別途定める．  
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24．予見することができなかった試験の信頼性に影響を及ぼす疑いのある事態および試験計画  

書に従わなかったこと  

1．［内容］  

試験計画書において，購入動物数は60匹と記載しているが，実際は59匹しか入荷し  

なかった．  

［判定］  

使用動物は34匹であることから，群分けの際に十分な動物が確保されていた．した  

がって，本逸脱が試験の信頼性に影響を及ぼすことはないと判断した．  

2．［内容］  

投与l週において，アガリチン高用量群の摂餌量が減少し，体重増加抑制がみられた．  

用量を】20mが（gから80mg耽gに変更した．  

したがって，高用量群に給餌されていた120m釘kg群用アガリチン配合飼料を回収し，  

回収した配合飼料800．2gと基礎飼料400．2gを混合し，用量約mg耽gの配合飼料を製  

造した．製造した用量gom占沖gの配合飼料を高用量群に給餌した．  

［判定］  

投与1週における摂餌量の減少および体重増加抑制から，用量を変更することは，遺  

伝子突然変異データを得るために必要な措置であると判断した、その結果，投与終了日  

まで全例が生存し，評価動物数を得ることができたため本逸脱が試験の信頼性に及ぼす  

影響をはないものと推測された．  

3．［内容］  

アガリチン投与群における投与lおよび2週の摂餌量の減少および体重増加抑制を考慮  

し，アガリチン中用量群の用量を20mg此gから250ppmに，高用量群の用量を80m釘kgか  

ら1000ppmに変更した．  

したがって，中用量群に給餌されていた20m帥g群用アガリチン配合飼料を回収し，  

回収した配合飼料877．2gと基礎飼料322．8gを混合し，基礎飼料を混合してアガリチン250  

ppm配合飼料を調製した．調製した飼料をアガリチン中用量群に給餌した．また，高用  

量群には，アガリチン1000ppm配合飼料を給餌した．  

［判定］  

アガリテン配合飼料に対する忌避がみられ，明確な体重減少がみられたことから，用  

量の変更は，遺伝子突然変異データを採取するため必要な措置であると判断した．また，  

単位の表記をm釘kgからppmに変更しても，最終的に被験物質摂取量が確認されてい  

るため問題ないと考えた．  
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4．［内容］   

投与糾日日において，動物番号1301の「よろめき歩行Jが悪化し「ひきずり歩行J  

になり，自動給水ノズルからの飲水が困難になった．水の摂取を可能にするため，寒天  

（商品名：トランスポートアガー，オリエンタル酵母工業）を与えた．  

［判定］   

飲水が困難となった84日目以降，他の動物と比べ1301の摂餌量および体重の低下が  

著しくなったため，遺伝子突然変異データを得ることを最優先させる上で必要な措置で  

あると判断した．  
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Table2． Mutant frequency（MF）of crr geneinliver of transgenic rats treated with agarltine  
＝厄1e rat5（Dletary admln15亡ratlon for 91day5．eXpreSSlon pe工10d；3 days）】  

Number  Number ot  Nu∫tlber of  

Dose  of  plaque  mu亡an亡  

（ppm）  anlmals formlng unlts  plaques   

Mut己nt  

f工equenCy  P－Value  

（×10‾6）  

Compound  

25．2  

25．0  0．5585  

23．8  0．6440  

19．5  0．9034  

22．6  0．7312  

156．7 ★    ＜0．DDOl  

1．943．100  49  

1，681．2DO  42  

し719，900  41   

1．900．800  37   

1．854．900  42  

91〔∋，900  144  

CoImerClaldlet a）  0  

62．5 b）  5  

250  c）  5  

750  d）  5  

5（篭）  5   

50（m9／kg）  3  

A冒ar土tlne  

Produ⊂t B  

ENU e）  

★ ＝ P≦0・05，Signifi⊂ant differen⊂e from contr01（Kastenbaum and Bowman method′ uPPer－tailed）  
a）：Negative contr01（CRFvIpowder，OrientalYeast）  

b）：Weekl；35 ppm，Week 2；39 ppm，Week 3；52 ppm，Week 4－13；62・5 ppm  

Cい Week 二い 231ppm．Week 2；257 ppm．Week 3－13；250 ppm  

d）：Weekl；1389 ppm′ Week 2；1030 ppm′ Week 3－8Jl000 ppm．Week 9－13；750 ppm  
e）：P05itive contr01（N－nitroso－N－ethylurea，i．p．0nCe a day for 5 days，10 mI」／kg，eXPreSSion time：3 days）  

Exp．N0．A260（079－388：   

Table 3． Mutant frequency（MF）of cZZ genein bone marrow of transgenic rats treated with agariti⊂しe  

【Male rats（Dietary administration for 91days．expres5ion period；3 days）】  

Number  Number of  Nu∬心er of  

D05e  Of  plaque  mu亡ant  

（PPm）  anlmals  formln9 unit5  plaques   

Mutant  

frequency  P一Value   

い10‾6）  

Compound  

2．412，900  37  

2．617．200  47  

2．614′500  39  

2．423′700  34  

2．003バロ0  2〔！   

1．143，900  493  

15．3  

1〔∋．0  0．2713  

14．9  0．5934  

14．0  0．6891  

14．0  0．6885  

431．0 1    く0．0001  

Commerclal dlet a）  0  

Agarltlne  62．5 b）  5  

250  c）  5  

750  d）  5  

5（宅）  5   

50（mg／kg）  3  

Prcdu⊂亡 B  

EtヾU e）  

★：P≦0・05，Signlficant dlfference from control（Kastenbaum and BovTman method，uPPer－tailed）  

a）：Negative contr01（CRF－1powder．OrientalYeast）  
b）：Weekl；35 ppm，Week 2；39 ppm．Week 3；52 ppm，Week 4－13；62．5 ppm  
C）：Weekl；231ppm′ Week 2ノ 257 ppm．Week 3－137 250 ppm  

d）：WeeklJ1389 ppm．Week 2JlO30 ppm．Week 3－8；1000 ppm′ Week 9－13J750 ppm  

e）：Pos土t土ve corltr01（N－nltroso－N－ethylurea．1．p．once a day for 5 day5．10mL／kg，eXpreSSlon 亡1me：3 days）   
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Table 4． Mutant frequency（MF）of crJgenein thyroid gland of tran5genic rats treated with agaritine  

【Male rats（DietarY administration for 91days，eXpreSSion period；3 days）1  

NuエIlber  Nl】∫【lber of  NlユItlber of  

Dose  of  plaque  mu亡ant  

（Ppm）  anlma15  formlng unlts  plaque5   

Mutant  

frequency P－Value  

（×10‾6）  

Compound  

20．9  

21．5  0．5063  

19．3  0．6669  

19．7  0．6370  

23．4  0．3726  

75．8 ★    ＜0．0001  

Commerc⊥aldlet a）  0  1．624．500  34   

1′442．700  31   

1．395，900  27  

1．267．200  25   

1．237′500  29  

712．800  54  

A9arltlne  62．5 b）  5  

250  c）  5  

750  d）  5  

5（篭）  5   

50（mg／k9）  3  

Product B  

ENU e）  

P≦＿O．05，Significant difference from contr（〕1（Ka5tenbal皿and Bowman method．upper－tailed）  
Negative control（CRF－1powder，OrientalYeast）  
Weekl；35 ppm，Week 2；39 pprEl，Week 3；52 ppm，Week 4－13；62．5ppm  
Weekl；231ppm．Week 2；257 ppm．Week 3－13J250ppm  
Weekl；1389 ppm．Week 2；1030 ppm．Week 3－8；1000 ppm，Week 9－13；750 ppm  
Positive contr01（N－nitr050－N－ethylurea，i．p・OnCe a day for 5 days，1D mL／kg，eXPre5Sion time：3 days）  

a）  

b）  

C）  
d）  

e）  

Exp．No・A260（079－388）  

Table 5． Mutant frequency（MF）of crZ geneinlung of transgenic rats treated with agaritine  

【Male rats（Dietary admini5tration for 91days，eXPre5Sion period；3 days）】  

NlユIT止）er  Numbeご Of  Nultlber of  

Do5e  Of  plaque  mutan亡  

（ppm）  animals formln9unlt5  plaques   

Mutant  

frequency P－Value  

（XlO‾6）  

Compound  

Commer⊂ialdiet a）  0  1．971．000  41   

1．650，600  36   

1．659．600  37   

1．864．800  38   

1′840．500  34   

1，289．700  124  

20．8  

21．8  0．4617  

22．3  0．4227  

20．4  0．5804  

18．5  0．7345  

96．1 ★    ＜0．0001  

A9arltine  62．5 b）  5  

250  c）  5  

750  d）  5  

5（篭）  5   

50（mg／kg）  3  

Product B  

ENU e）  

piO・05，Significant difference from contrQl（Kastenbal皿and Bowman method．upper－tailed）  
Negative contr01（CRF－1powder，OrientalYeast）  
Weekl；35ppm．Week2；39ppm．Week3；52 ppm′ Week ト13；62．5ppm  
Weekl；231ppm′ Week 2；257 pp爪，Week 3－13；250 ppm  
Weekl；1389ppm，Week2；1030ppm，Week3－8；1000ppm，Week 9－13；750ppm  
Positive control（N－nitro50－N－ethylurea，i・P・OnCe a day for5day5，10mL／kg，eXPreS3ion tizne：3days）   

a）  

b）  
C）  

d）  

e）  




