


巻 頭 言

田 島 弥太郎

現境変異原研究会は今年で数え年 7オになる。当時すでにアメリ カに変異原学会 (AEMS)

-1969年創立ーがあり， 続いて翌年ヨーロ ッパにも学会 (EEMS)が創立され， 日本にも

是非同種の学会を設立して， ともに手をたずさえて， この新しい問題に取り組んで欲しい

と私は AlexanderHollaender博士から強い要請を受けていた。私達としても 問題の重要

性については十分認識していたのであるが，

するので，果たして若い人達がついてくるだろうか，

それでも同志相計っ て研究グルーフ 結゚成に重い腰をあげたのが 1970年の秋であった。

変異原についての問題意識は遺伝学的観点に某づくものであるが，

は， 生化学，薬学，疫学，腫瘍学，発生学，

この分野は多分に）レーチン的な仕事を必要と

という点に疑念があったのである。

研究の方法論として

農学..…など幅広い学問分野の知識が必要で

ある。 この幅広い分野の人達をどのようにして結集したらよいかが大きな問題である。

そこでまず科学研究費による研究グループを組織して問題の検討を始めたわけである

(1970年）。問題点は大きく分けると 3つになった。 (1)研究課題と研究者，（2）研究費，

(3)研究推進策としての学会の設立。 この研究会（学会） の設立準備はもっぱらこの研究

グループによって行われ，1972年8月21日国立教育会館で創立総会を開くことができた。

この総会は折よく 来日中の米国変異原学会長 ErnstFreese博士ら 3名の特別参加もあっ

て予想外に盛会であった。

この研究分野を発展させるには何としても研究費の裏打ちが必要である。 このため総合

研究Aあるいは特定研究「人間の生存にかかわる自然環境に関する基礎的研究」 の中の総

合研究として研究活動を続けると共に， 「環境変異原」 を特定研究課題として 認めてもら

うよう学術会議研究費委員会に申請したが，

に直接お願いせざるを得ない破目になっ た。

3年続けてアウトになり ， やむをえず文部省

幸い当局の理解するところとなり ，昭和52年

度から発足した特別研究「環境科学」 の中のひとつの柱として 「人体影響」が取り上げら

れる ことにな り，ようやく研究費の面を軌道にのせることができた。
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一方，学会の方も 6年間に会員数が240名に達し，

ものを，大いばりで学会に改名できるようになり ，会員の分野別，

のない理想的な姿を整えるに至った。

研究会として遠慮しながら発足した

年令別構成も何等心配

方学会員間のコミュニケーション手段としては，
巻 頭 言

創立以来英文国際誌 MutationResearchの EnvironmentalMutagenesis Sectionをメ

ディア とするユニークな方法によっていたが， 会員数がこれだけに膨張してくる と日本語
杉 村 隆

によるコミュ ニケーション ・メディアの必要性 も痛感されるに至った。 そこで発刊された

第1号が本誌である。近藤宗平博士のお骨折り で御覧の通りのものができ上がった。

とも会員各位の御支援を期待し本誌の発展を祈りたい。

今後

環境科学の研究の問題は，環境と人間とのかかわり合いを明らかにすることである。 少

しくだいて言えば，人間のしたことが，環境に変化を起こし， その変化が人間にどのよ う

な影響を及ぼすかを明らかにし，

とである。

それに必要なら ， 講ずべき適切な対策を明らかにするこ

当たりまえのことながら，月にも火星にも‘'環境”はある。 我国の環境科学の研究は，

人間に間接に関係があると思われる環境要因の測定には熱心である。

因子の人閻への遺伝的影郷とか，発がんへの影脚は，環境科学の中で，

これに比べて，環境

可成り軍要な部門

であるのに，これをなおざりにしてきてはいないか？

幸い我国では， 故中屈｛和郎先生の発昆された発がん物質ー4ニトロキノリン ・1オキシ

ドーが，発がん性と微生物に対する突然変異原性をかねそなえていたので， 辿伝学者とが

ん研究者の協力態勢が棋界でどこよりも早く出来ていた。

哀境変異原研究会は， 日本のこの万面の研究者を組織し，

過去数力年，田島会長の下に，

惰報の伝達，相万の助け合いに

大きな成果を挙げてきた。 数多くの環境中の変異原物質ーその多くは発がん物質ーを検出

する方法が改良され，実際多くの変巽原物質が発見測定された。

今，正に図境変異原研究は，一つの変曲点をむかえようとしている。 それは，変巽原物

質の存在を証明する段階から ， その存在の人間とのかかわり合いを明らかにする段階への

推移である。 しかも， そのかかわり合いは，定量的に考祭されなければならない。環境変

巽原研究会が，正にこの時に学会に発展したのは，単なる偶然の一致とは思えない。 それ

は，きっと多くの遺伝学者，がん研究者は勿論， その他の分野の研究者の衆知を集めて，

日本のみならず，世界の環境変異原問題に大きなインバクトをもつ学術集団となるための

きっかけを，天が与えてくれたものであろう。
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杉村隆博士の ‘米国環境変異原学会賞”授賞

近 藤 宗 平

米国森境変巽原学会は， サンフランシスコにおける 1978年3月9~12日の年会で， 卓

越した研究業糾の今年の授賞者に杉村陥博士を選んだ。 この貨は今まで， C. Auerbach, 

A Hollaender, E. Freese, F. Sobels, B. Ames に贈られている。 始めの4人は基礎的

突然変巽研究に大きな足跡を残した人である。 生化学者 Ames は，碁礎的研究に使われ

ていたバクテリアの変異株の中から， ‘Ames のサルモ ネラ株クとして現在広く使われて

いる株を選び出して改良を加えた。 この株と工夫された検出法の組合せによって，筋原性

物質のかなりの ものが，この系で変異原性を示すことがわかった。 いち早く ，この系が脳

原性物質の検定に有用であることを認識した杉村博士は，協同研究者を動員して，Ames 

の仕事を追試し，やがてそれを凌偲する改良法をあみだし， 広範な森境変異原の検疋を始

めた。

杉村グループの仕事の特色は， 実験結果が定鉱的にきちんとしていて，つねに‘‘役与姑

と反応の曲線ケが示されていることと，重要な作用原については， 一気にその分fレベル

の化学反応まで，その作用機序を解明する ことである。1975年夏，シアトルで，日米環境

変異原 ・がん原協力会議が開かれた。 その料上， アメリカの著名な探境学者 B.Comma-

nerは，各種の化学物質に加えて都市の大気浮湘塵の変異原性について， Amesの系を川

いた結果を発表した。 その華々しさにいささか圧倒されていた私は，杉村博士が，投与足

効果曲線を示しながら ，Commonerが｀ネガティブケ と結論したいくつかの化合物が，実

は，，ボジテ ィブケであることを，淡々とのべられた光景を今でも思いだす。

杉村博士は， 1976年胃癌の研究で日本学士院恩賜賞を授かった。1977年 CancerResearch 

誌9月号はそのカバーに杉村博士の肖像入りでこの胃癌の業績をたたえた。 その仕事は，

一言でいえば生化学的実験をつみかさねての実験癌の研究とでもいえよう。 このように生

化学的手法を専門にしながらも ，辿伝的手法の価値をつとにみとめていた ところに，杉村

博士の偉さがあった。 Amesの系が癌研究に使いうるほど進歩した時点 AF-2の検出

に無能な株がフ ラ゚スミドの導入によって有能な株になったと き をとら えて，協同研究

者を総動員して環境変異原 ・がん原性の研究に踏み切っ て，今日におよんでいる。 その実

践力と成果に高い敬意が国内外から払われている。 今回の授四は国外からの敬忍を端的に

示すものである。 固内においては， 数多くの研究者 ＿ーとくに今まではバクテリアの突然

変楳を使ったことのなかった生化学その他の別分野の人々ーーが杉村グループの業粕に励

まされて， Amesの系をつかって， それぞれ違った匹境分野で活糾を始めた。 その活気は

昨年の1::1本硲悦変呉原研究発表会にあふれていた。 それは，賀田恒夫博士をして，エディ

ンバラの国際会滋より熱気が尚い，といわしめた程であった。 本誌には，紙面の都合で，

その辺の空気をほんの少ししか， 掛録できなかった点をお詫びします。

杉村切士には，受貸の記念にプラ ークと副賞500ドルが送られる由であるが， この副宜

を日本環境変異原学会に脊付したいとのお申しでをうけている。 杉村隆貨とでもいったも

のを設けてはどうかという動きがある。 次回の評議員会の決定を 楽しみにしてまつこと

で，結びとします。
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米国変異原学会の受賞に際して 国立がんセン ター研究所，杉村隆所長の変異原性

テス トによ る癌原物質検出の研究の背景

杉 村 隆

今回米国変具原学会の貸を受けたことは非常に

光栄に思っています。発がん機溝の研究をしてい

る中に，いつしか閑境変巽原の研究にかかわるよ

うになりました。 4.ニトロキノ リン ・1・オキ

シドの発がん性を中原先中のお手伝いをして兄つ

けたのが20余年前になります。その突然変巽似性

は，それより堪くからわかっていました。がん研

究者と追伝学者が共同に研究するのに，よい材料

でした。

わが国では，つとに田島関士，遠膝博士，近藤博士，賀田博ナらを中心として，学際的

研究サークルがあり， このような索晴らしい環境の中で変異原物質の研究が出来たのは，

私の幸述でありました。 もう一つの閃境因子は，熱心な共同研究者に恵まれたことであり

ます。先r{/.,同液，後沼の諸兄剣i（ここの際厚く御礼申ヒげます。

日本森境変異原学会の発展をいのってやみません。

国立がんセンター研究所

長尾美奈子，佐藤茂秋

この度杉村が米国菜境変巽J以学会から表彰されましたことは， 我々杉村の指導のもとに

環境変巽l以物質を研究している者にとっても大変よろこばしいことです。 この機会に，杉

村の視在の研究に至るまでの背娯を紹介させて碩きます。現在の研究が彼自身の過去の経

験に深く立脚していると同時に， 日本の研究の流れに大きくささえられていると思われま

す。

視在の変屎恥一筋原物質の研究の最も袖礎となったと思われるものに， 巾原和郎博士 ・

福岡文臼専士と共に行った 4NQO の発癌実験があります。これは1957年の Gannに報告

されています。 4NQOは抗マラリヤ剤として戦争中に落合英二教授によって合成され，

1955年岡林直博士によって大腸拍， Aspergillusに対する突然変媒刷性がみつかっていま

す。 4NQOは哀境1ドには実在しないので，人閻の脳の研究には何も閲係ないと ，杉村は一

時もらしていることがありましたが，最近は 4NQO が日本の癌研究にとって幸述な物質

であったと述懐して居ります。 その 1つは 4NQO が大腸菌で代謝され，その結果出来る

4HAQOに突然変沢原性が見つかったため（岡林博士の発見）代謝活性化という概念が早

くからあった事です。 また動物細胞では可溶性画分にある酵素系で活性化が起こるため，

培捉細胞系にも適）IJし得たことにあります。 可溶性両分の活性化酵索の作川は，杉村らの

発見による DT-diaphoraseによる 4HAQOの生成，多田満彦 ・カ里子博士の発兄による

セ リン —tRNA 合成酵素に よ る ultimate formの生成です。

また 4NQO は分子生物学的にも早くから解析された物質であり ，学生時代，癌研究所

時代杉村が机を並べていた遠藤英也教授は，石沢実閣士と共に Lwoffのファ ージ誘導系

による癌脳物質の検出法を導入し，その後，1970年には T4ファ ージを用いて， 4NQOが

GC→ATの transitionを起こすことを明らかにしています。

杉村は 1957年より 3カ年米国に渡り，国立がん研究所でグリ ーンスタイン博士と癌と栄

養の研究をしました。 chemicallydefined synthetic liquid diet,つまりすべて既知物質

で， しかもそのモル数のわかった液体飼料を用いて発癌実験は行われるべきであるという
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思想にもとずくものでありました。 当時，彼はこの研究を余り面白いと思わなかったよう

ですが，現在の食品中の変異原物質研究の源流となっているようです。 AAFの代謝活性

化の恥祖ともいえます。 ].H. and E. W eisburger博士との今日まで続く交際がこの頃始

まりました。又，この頃 B.N. Ames博士も NIHの Bid.4に居 り，Bid.6に居た杉村

は， 彼らの共通の友人であり ました阪大蛋白研倉橋潔教授を介して知己を得て居ります。

米国滞在の最後の一年はク リーブランドのウェスタンリザーブ大学で過としました。 この

時は分子生物学の黎明期であり ，生物科学は激動期を迎えよう としていました。酵母 ・好

気的適応に伴うユ ビキノンの合成と呼吸欠損歯におけるュビキノンの欠損の研究をしまし

た。細胞質遺伝との出会いで，後の ミトコン ドリア形成に関して温度感受性ーボルフィリ

ン蓄積型の呼吸欠損園の研究に連って居ります。

1960年米国より帰国した杉村は， 先程述べた遠藤教授の 4NQO• 4HAQOによるファー

ジ誘導の研究に刺激されたそうです。

1962年国立がんセンター設立に伴い，中原博士と共に移りました。 中原先生の約原物質

加算説を中心に，癌の体細胞突然変異説等， 発癌のメカニズムについて馬場恒見教授，永

田親義博士らとよく議論をかわして居りました。 また 夭折した森ド博士の雑誌論文紹介

の中に， MNNGが調節遺伝子に変巽を起こすとあったことに 大変輿味をポし，直ちに

MNNGの皮下注射による ラットの発癌実験を試みました。 当時，早石修教授 ・小野哲生

博士ら と， がん細胞は代謝調節機構の巽常であるという考えのもとに，研究班を組織しは

じめていました。このことが，MNNGが DNA-RNAをメチル化すると同時に蛋白質に

ニト ロアミジノ 化を起こすという発見につながって届ります。

杉村 ・長尾は動物の飼育に散慢で，それを助けてくれたのが， 動物飼育担当の少年岡田

好清君で，彼が，MNNGを注射した ラットに腫瘍があることを見つけてくれました。 彼

は今幼稚園の薗長となっています。さらに藤村真示博士と共に， MNNGを飲料水として

ラッ トに与えたところ，幸運なことに腺胃に胃癌の発生を見ました。 病理梱本を見て ドさ

った馬場恒男博士の方が，杉村より興窟しておられたのを思い出します。 又，この如より

杉村は病理組織標本を自分で観察するようになりました。 組織が正常か巽常か，癌かそう

でないかは，自分で判断が出来るようになったと杉村は申していますが （少し心臓に毛の

ケがあります），この努力が杉村を単なる生化学的癌研究者でなくしていると思います。一

方でこの実験胃がんの研究は日本人の食生活に関連した癌原物質の検索に指向する 結果と

なったと思われます。

以上の様な発癌実験と並行して， 遠藤教授にしげきされて， 微生物による検出法を 1」的

とした癌原物質によるファージ誘導を河内卓博士と試みて 居 りましたが， 薬物の膜透過

性，代謝活性化の点で問題があったわけです。 1971年には Slaterらの repair-testの論文

が CancerRes.に出ました。杉村らは早速，4NQO と4NPOの一連の誘導体について
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repair-testを行った結果，癌原性との間に良い相関があることを認めました。時を同じく

して，質田恒夫博士の rec-assay法が出はじめ， 1972年，環境中の変異原物質に関する田

島班の発足が追伝学者と癌学者とをつなぐ役目をはたして居りました。又，この年山本正

教授と de Serres 博士をパネル とする日米区学協カプログラム変異原 ・癌原部会が発足

し， 日本を訪れた Amesは NIH時代知り合った杉村を訪ねて，我々の研究所でセミナ

ーを行い rfa株 TA1535シリ ーズについて紹介しました。

この年，食品添加物 AF-2による染色体異常誘起作用が外村晶教授によって明らかにさ

れ，つづいて大腸狛に対する突然変異原性が，近藤宗平教授，賀田恒夫博士らによって明

らかにされました。その結果，AF-2を規制すべきか否か， その癌原性陰性に鑑み，世の

騒然たる問題となりました。杉村らはウイスコンシンの Bryan博士と共同で， 20数種の

ニトロフラン化合物について突然変巽原性を，大腸菌 WP2で証明し，その中に癌原性化

合物がかなりあることか らAF-2の癌原性を予測して居りました。しかし Amesの TA

1535シリ ーズは全く無能でした。 1974年には AF-2に癌原性のある ことが池田良雄博士

によって証明され，使用禁止でこの問題は落名したのですが，AF-2は学問的立場からす

ると格好な材料でありました。 1つには shorttermテストを一次スクリ ーニングとして

川いる典型的な例となったこと ， 第2は TAlOO, TA98という感受性の高い菌の開発を

促したことです。 この間に日米癌協カフ ロ゚グラムも発足し，杉村は化学発癌のパネルとし

て，米国国立がん研究所長 Upton関士と組み， 変異原 ・癌原の問題に重点を置き活動を

はじめました。

一方，Amesのスクリ ーニ ング法にも改良を加えました。例えば Amesi'lで DABゃ

ニトロソ化合物の突然変異原性が検出出来なければ， 実用にならないと考えたのには，木

下良順博士による DABの発癌， その代謝活性化を研究しておられる橋本弘幸教授，BBN

膀脱筋を中心としたニ トロ ‘ノ化合物の研究をしておられる岡田正志博士 ， 小m嶋成和博—1--: ,

伊東信行教授の影聘があったわけです。Preincubation法，補酵素の添加により ，検出能

を高めることができ ，DMN,DEN, BBN, DAB及びその他のアゾ色素類等の問題の物質

の変異原性を検出できるようにしました。

1975年 IARCのシンボジウムがブラッセルで行われましたが， 癌研究者の多くが Ames

法に反対的な雰囲気の中で，突然変異性テス トの董要性を杉村は主張して居りましたが，

同一人物が発癌実験と突然変異テスト を行っ ている例が殆ど皆無である ことに， 却って私

共は認識を新たに致しました。

既知癌原物質で， Ames法の有用性を確認した後，）礼り）京性未知の物質へのI心川を聞始し

ました。大阪での肺癌学会の特別講演を引 き受けていた杉村は，その日が近づいたある日

肺癌と喫煙の関係から， 煙草のタールの変異原性をサルモネラの系で調べてみる様示唆し

ました。結果は煙草タールには著明な変異肱性があり，その強さは，ク ール中に実際含ま

- 9 -



れているベンツ ピレンによる変異原性の約 1万倍というものでした。 物を燃焼させた時に

生ずる煙に注目し， この前後から日常我々が摂取する魚，肉を焼いた時生ずる煙，焦げの

変異原性の研究がはじまりました。

静岡薬科大学で 4NQO をJTJいて酵母呼吸欠損曲の研究をして居られる三渕ーニ教授か

ら小菅卓郎教授が永年＼は焼き”の研究をして居られることを知り共同研究が開始されま

した。 トリプトファンタ ールから Trp-P-1,Trp-P-2なるものが粕製され， 東大薬学部

岡本敏彦教授らのグループと共に構造が決定されました。 つづいて，トリ プ トファンター

ル中に多く 存在するノルハルマン， ハルマ ンに comutagenic作）1」のあることを見出しま

した。また ワラビ中の癌原物質を名取信策栂士らのグループと検索中にフラボン誘導体に

突然変巽原性を見出し， 自然界に存在する突然変煤原物質を無視すべきでないことを説く

に至りました。

以上の研究とは全く 別に， 1969年動物細胞核の合成するpoly(ADP-Ribose) を発見し，

第三の核酸と名ずけた早石修教授らのグループ，フランスの Mandel教授らのグループと

激しい競争が展開されたこともありました。最近 poly(ADP-Ribose)が DNA修復に閣

係あるという報告も出され， 思わぬとこ ろでこの問題も発癌とからみ合う様相を呈して来

ました。

上記の様に，変呉原の研究が杉村のグループによっ て比蚊的知期側に進み，新しい知見

が次々と発見されて来たのは， 杉村が単にとく 基礎的な研究のみを行う生化学者ではなく，

人の癌をその仄師生活の11りに多くみて， その悲参さを（本験し，その上に立って禎栢的に船

研究を遂行し，病理学の面まで及ぶ知識と経験が追伝学者的思老とうまく組合わされて米

た事によ ると思います。 又同時に常に国の内外の研究者と交流し，その研究の流れを早く

キャッチする事に努め，重要と思った事はすぐ自分の所で実験するという栢極性にもよっ

ています。良き師にもめぐまれ，良き同僚，友達も多く ，又良い後ポを育ててきま した。

研究者は身の回 りをシンプルにして研究，思索に当たる事，＇常に研究室に居る事 ，レー

ダーを廻しで常に情報を適確につかむ事，必要な事は直ちに気軽に実験に移す事，更に研

究室においては，そこに働く人々の和が大切な事を， ］『き後ポ辻に教え，自分も又これを

実行しております。研究室にあっては，時間の許す限り，多くの人間とその実験を討論し，

時には机を叩き大声で叱りつける事もあります。又時には，ここの連「ドは自分がやってみ

ろと言った実験は誰もやらないで無視してしまう，それが外国で発表されるとあわててや

り出すとぐちを言ったり，外部の学会や研究渠会で他の人に辛辣な事を言ったあとで，言

いすぎたかと反省したりしております。これ芍はすべて，癌研究の重要性を禎極的に考え，

常に努力している事の視れであります。

我々は，どなられたり ，すかされたりしながらもこの所長と共に働き得るのをこの上な

い幸せと考えております。
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環悦変異原研究

九州の大気汚染と変異原性

まえがき

大気汚染の発生源としては各稲工場，焼却炉，暖房

設備自動車，汽船，航空機などが考えられる。大気

汚染は呼吸器疾患，肺がんなどの原因の 1つとされて

いる。従来発がん物質を含めた汚染物質の解明は，主

としてベンゾ（a)ヒ°レンを中心に化学的手法によって

きた。しかし，実際に我々は，混合汚染物質を吸収し

ているのだから，混合物質のがん原性または変異原性

の強さをそのまま生物化学的手法で解明する必要があ

る。本研究はパクテリアに対する大気汚染物質の突然

変巽誘発能の強さで大氣の汚染の程度を測定するとと

もに変異原性物質の化学的分析を行うことを目的とし

た。

材料と方法

大気中粒子状浮遊物質はハイボリウムサンプラ ーに

よって大気約 2,000m3から集めた。浮遊塵は，あら

かじめ恒温恒湿（24℃,50％湿度）で48時間放置し秤

凪しておいたグラスファイパーフィルター （東洋口紙

GB lOOR)につかまったもので，直径0.3~10μの粒

子状物質であった。

大気汚染物質から変異原物質を抽出する方法は，捕

渠したフィルタ ーの一定面積（25cmりを切りとり，

ソックスレーの抽出装四でメタノ ールによって8時間

抽出し，ついで減圧下で浪縮乾固し，抽出物を秤址し

た後蚊終的に DMSO1mlに溶解した。

突然変異活性の測定及びラット肝S-9画分の調整

は Amesらの方法1)によった。

大気汚染物質のメタノー）レ抽出物は S.typhimu-

ri um TA 1535, 1536株を除く 他の4株に対して明ら

かな突然変異性を示し，ラット肝ミクロソームによっ

常 盤 寛，北 森成 治

（福岡衛生公害センター）

大西克 成

（徳島大学医学部細苗学教室）

て代謝活性化される。ラットの前処理薬剤として仕

用したアロクロ ール1254またはカネクロ ール(200,

300, 400, 500)は3メチルコラントレンやフェノバ

Jレビタ ールより代謝活性化が強かった。一方混合物と

しての大気汚染物質は TA98株に対する His+復帰

変異頻度が高く ， dose response curveでは 100~

400μg/plateで直線関係を示し，変異活性の測定が

可能であった。

結果

Salmonella TA 98株による変呉活性測定法を各地

域の大気汚染物質に応用してえた結果は表 1のとおり

である 2)3)。非汚染大気としては長崎県底岐島で採取

したもの（試料No.22)について調べた。この大気の

消浄度は化学的にも環悦基準をぬいており，きわめて

きれいな気圏である。実際にこの大気の lm3あたり

の変異活性 (revertants/m3)は1.1であった。 とこ

ろが工場地域（試料No.l~6)の大気では 22-445

revertants/m3で平均 182,中小都I|i（試料 No.13~

21)の大気では 42~133で平均 80revertants/m凡

大都市住宅地域（試料No.7~12)では 7~78で平均

29 revertants/m3であり， 非汚染大気に比べると驚

くほど変異原物質によって汚染されていることが明ら

かになった。また μg/revertantで表現すると最低

0.38であり，微祉の大気汚染混合物の変異活性が検出

可能であることがわかった。

大気汚染物質に含まれる変異原物質の化学的解析を

アルミナカラムク ロマト， GC/MS法によって検討し

た結果はつぎのとおりである。大気汚染物質の粗抽出

物（38.7mg, 5470 revertants/mg)を lx20cmのカ

ラムを使用して，0~45％シクロヘキサンで溶出し，
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表 1

環境変異原研究の巡歩

大気汚染物質の突然変異活性

Sample I Sampling! Du~t_ I Methanol! _... I Revertants1i μg/100 I Revertants I m8/100 
weight I extracts I m3/plate 

no. I vol (mり(μg/mり(μg/plate)I • • I /plate I revertants I /m3 I revertants 

1 560 1320 855 3.39 I 1510 57 445 0.23 
2 1270 429 846 7.69 2210 38 288 Q.35 

3 2220 142 620 13.4 1260 49 94 1.06 
4 2000 143 810 12 1 1670 49 138 0.72 

5 2010 127 755 12.1 1260 60 103 0.96 

6 2000 73 935 12.1 268 349 22.2 4.51 

7 1980 55 370 12 0 148 250 12.4 8.08 

8 2710 108 682 16.4 1270 54 77 6 I 1.29 ， 2240 91 375 13.5 167 225 12.3 8. 10 
10 1990 127 862 12.0 630 137 52.4 1.91 

11 2080 84 499 12.6 166 301 13.2 7.57 
12 霊 I176 1970 12.1 86 2300 7. 1 14.1 

13 80.9 825 12.7 1060 78 83.5 1 20 
l 

41.8 I 2.39 14 1447 76.6 610 8.74 365 

I 
167 

15 1342 99 9 430 s.10 550 78 67.9 1.47 

16 1492 148.4 805 9 01 710 113 78.8 1.27 
17 3399 71.9 1100 20 5 1400 79 68 3 I 1.46 
18 3629 71.9 1270 21.9 1810 70 85.0 1.21 
19 1254 324 890 7.57 560 159 74 0 I 1.35 
20 1247 468 905 7 53 660 137 87.6 }.14 
21 1829 179 935 ll.O 1460 64 133 0 75 
22b 1954 34.4 630 I 23.6 26 2423 1.1 90.8 

I 

a ; revertants/plateは S.typhimurium TA 98株に対する Dose-responsecurveから多囚出し，

自然復憔変異した集落数を減じた値である。 b;試料 No.22は大気非汚染地域の試料で，化学的には

S02: O.OOlppm, CO: O.Sppm,オキシダント ：0.026ppm であり， NO,N02は検出されなかった。

各分画について TA98株に対する変異活性を測定し

た。その結果20~45％のエーテル漿度で3つの活性ヒ°

ークがえられ，さらに 100％エーテルで溶出する部分

にも 1つの活性ヒ ー゚クが認められた。前3つの活性ヒ°

ークについて GC/MSで分析した結果28種の多哀芳

香族炭化水素が定性的に確認された。そのうちの12種

は発がん性及び突然変異性を有することがわかった。

考 察

以上の結果，大気汚染物質を混合物として Salmo-

nella系では生物学的に測定可能であることがわかっ

た。この方法によると汚染大気は非汚染大気に比べ，

7~440倍の変異活性を示した。 これらの変異活性値

によって地域的な大気汚染度を生物学的に評価するこ

とが可能と思われる。また汚染大気と喫煙との比較を

試みると，われわれの実験ではタパコ（ハイライト）

1本吸った時に吸引した煙の中のタ ール址は 10.7mg 

であり 480revertants/mgタール (TA98)であっ

た。一方，ヒ トの呼吸駄を 1日平均 9m3として大気

9m3あたりの変異活性とタパコ 1本の煙に含まれる

タールの変異活性を比較することによってヒトに対す

る生物学的危険度を推測することができる。この成糾

からではなおタパコタールによる変異活性が高いこと

がわかった。

大気汚染物質に含まれる多閑芳香族炭化水素の発が

ん性はすでに10種以上が判明しているが， これらの有

機物以外にも嵩い変異活性を有する化合物の存在を示

唆する結果を得ているので現在検討中である。

文献

1) Ames, B. N., W. E. Durston, E. Yamasaki 
and F. D. Lee (1973) Proc. Nat. Acad. 
Sci. USA 70, 2281. 

2) Tokiwa, H., K. Morita, H. Takeyoshi, K. 
Takahashi and Y. Ohnishi (1977) 
Mutation Res. 48, 237. 

3)常盤邸，武吉広明，高橋克己，大西克成
(1977)公害と対策，13,1259. 

大気汚染物質と食用植物の加熱分解物質の

突然変異誘起性について

I.大気汚染物質の変異原性

近年，工業園における肺がん死亡率の急速な増加は

重要な問題とな っている。この増加の原因として考え

られる環境要因として，紙巻タパコの喫煙の増加との

相関がまずあげられている。しかし一面，世界の諸囚

において，部Iii／］：民はJ袋村什民に比較して肺がん発生

が高率であるともいわれる。我国の厚生省の統計によ

ると呼吸器系悪性新生物の記正死亡率を 7大都市と郡

部別にみると， 1965年では郡部 100とすると，7大都

市では 135.8,1970年では後者は 142.7と約 1.5倍と

なっている。この結果を直接大気汚染の影親とみなす

ことはむずかしいが， Carnowと Meierは，都1Iiで

の肺がん増加は，喫煙だけでは説明できない部分があ

り，これを大気汚染， とくに，ベンゾ（ a)ヒ°レンによ

って説明できると述べ，屈ー反応関係を回帰直線によ

って示している。しかし，これまで大気汚染物質と

しての発がん物が，ベンゾ（ a)ビレンに主眼点がおか

れ， これを 1つの指椋とされてきた。しかし，このよ

うな炭化水素類以外の発がん物の存在も推定される。

実際に大気中にニトロソアミン化合物が存在すること

を発見した。

(1) 我々が対象として選んだ地域は， 東京の中心

部である西新橋，虎ノ門交差点，および銀座四丁目交

差点の 3カ所で，自動車交通鈷の多い地点である。地

竹 木寸 望

（東京慈恵会医科大学公衆衛生学）

のシクロヘキサン脳にニトロメタンを加えニトロ メク

ン囮を分離する。これによって脂肪族炭化水素はシ ク

ロヘキサン屑に， 芳香族炭化水素はニトロメタン屈fこ

移行し，その他はメタノール閣に残る。この3つの屈

について各々 Amestestを行ったところ，ニト ロメ

クン抽出物では， TA98, TA 100ともに S-9Mix 

添加群に強い変異原性がみられ， TA 100では S-9

Mixを加えなくても 変異原性がみられた。一方シク

ロヘキサン抽出物では， TA98, TA 100ともに S-9

Mixを加えた群に弱い変異原性がみられた。又，メ

タノ ール抽出物では TA98, TA 100ともに S-9Mix 

の有無にかかわらず強い変異原性がみられたが，更

に， TA100では，メクノ ール抽出物の水可溶成分に

も変異原性がみられた。

(2) ニトロメタン囲から得た談縮残洒について 2

波長クロマトスキャ ナーによりベンゾ（ a)ヒ＇レン伍

を計測したとこ ろ， 西新橋路上の大気 1,000nや中約

2μg検出された。

(3) 西新橋路上で採取した大気浮遊粒子状物質を

ジクロ ールメ タンに抽出したもの，或いは，コール ド

トラップで一40℃に冷却したジクロ ールメタンに吸収

した大気成分について ThermalEnergy Analyserで

分析した結果，次の4稲類のニトロソ化合物が検出さ

才しfこ。ROち， Dimethylnitrosoamine, Di-iso-propyl-

上 1 . 5m に 設四したハイボリ ュームエアサンプラ — nitrosoamine Di-propylnitrosoamine. Di-iso-bu-

2台を用いて，吸引速度 l.5m8/minで大気を 8時 tylnitrosoamineである。更に大気 lm3中の Dime-

聞 (9a.m.-5p. m.)吸引し，グラスファイパーフィ thylnitrosoamine址を各測定地点別にみると，西新

ルター上に大気浮遊粒子状物質を捕集した。この2枚 橋 0.67μg,虎ノ門 4.67μg,銀座 3.39μgであった。

の炉紙を秤屈後細切し， メタノ ールに 2時間浸し抽 （4) 昭和52年2月東京に降った雷について，表招！

出，この抽出液を減圧談縮した後，その残泄をメタノ 部の雪を溶かして得た水 5lを nーヘキサンに抽出し，

ール ：水 (4: 1)に溶解し，これにシクロヘキサンを 減圧浪縮後その残消を DMSOに溶かし突然変異原性

加え，シクロヘキサン可溶成分を分離する。次いでこ を検討したところ， TA98, TA 100ともに S-9Mix 
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を加えた場合に陽性を示した。しかし対照として得た リナーゼによりアリシンになることが知られている。

富士山頂の雪を同様に処理検討したが変異原性を示さ そこでこのアリナーゼを不活化するため 100℃,30分

なかった。 間煮沸して得たニンニクを上記同様の方法で変異原性

ニトロソアミンは光により分解され易いにもかかわ をみた。

らず大気中から検出されたことは，大気浮遊粒子状物 一方アリ ン及び類似化学構造を持つ MethyiinS-

質中とりこまれた場合には，比較的安定になるためで Methyl-L-cysteineの純品各 5gをるつぼに入れガス

あると考えられその存在原因として自動車の排気ガス 火で加熱して得たタ ール成分について，上記同様

による問題が考えられるが，この点に関しては今後検 TA 98とTA100の2酌株を用いてその変異原性の

討が進められる必要がある。ただ，いままで大気汚染 検討を行った。

物質中の発がん物質としてベンゾ(a)ピレンが主に指 その結果，生ニンニク，タマネギ，アサクサノリ ，

標とされて来たが，ニトロソ化合物の存在が明らかと 煮沸ニンニクには突然変異誘起性を認め，特にアサク

なった以上．この二面からの追求が必要とされる。

II.食用植物およびピタミンの加熱分解

物質の突然変異原性

魚を焼いた時の煙成分や，焼魚の焼けこげた部分の

DMSO抽出成分に突然変異誘起作用物質の存在する

ことが長尾らにより，又，ア ミノ酸であるフェニJレア

ラニンや トリ プトファンあるいはクレアチニンなどの

燃焼タール成分中に突然変異原性物質の存在するこ と

が杉村のグループによって証明されている。

我々は，食用に供される植物の加熱分解物質中に も

同様に突然変異誘起作用を持つものがあると考え，ニ

ンニク，タマネギ， アサクサノリ，サツマイモ，ダイ

コン，米飯について検討した。更に，ニンニク中に（」―-

在するアミノ酸の一種であるアリンおよび化学構造の

類似した S-Methylapteinsulfoxide (Methyiin)と

S-Methyl-L-cysteineの加熱分解タール成分につい

ての突然変異原性についても検討を加えた。

方法は， 生ニンニク，タマネギ，サツマイ モ， ダイ

コン，米飯，缶入りアサクサノリを各々細切してるつ

ぼに入れ，下からガス火で燃焼し焼けこげたもの 13g

をエーテル ：エタノール (3:1)に抽出し，減圧漿縮

した残埴を DMSOに溶かし TA98及び TA100に

て S-9Mixを加えた楊合と加えない場合について検

討した。

ニンニクにはアリンが多鉱に存在し，これは酵素ア

サノリに最も強い変異原性を恕めた。

一方， アリン， Methyiin,S-Methyl-L-Cysteme 

の加熱分解物にも強い変異原性が認められた。このう

ち， S-Methyl-L-cysteineが最も強い変巽原性を示

した。

サツマイモ，ダイコン，米飯などの食品 100gあた

りのアミノ酸成分には， システィン，フェニルアラニ

ン， トリプトファンなどの含有足が少ないのに対し，

アサクサノリでは，システィンやフェニルアラニンが

多贔に含まれている。又ニンニク中にはアリンが多誠

に存在し，タマネギにもアリンが含まれている。各種

アミノ酸の熱分解物の変巽原性について河内らの報告

があるが，これら植物中に存在するアミノ醗含利屈の

違いにより変異原性の強さも異なってくるものと思わ

れる。 アリンと類似構造の Methyiin,S-Methyl-L-

cysteineにも変異原性があるが，これらと類似構造

を持つアミノ酸である L-cystine,L-cysteineにも

強い変異原性があることから， S晶を共通に持つこれ

ら化合物は加熱により変異原物質を生ずることが考え

られる。

上述の方法と同様にして検定した結果，ビ｀タミン

Bj, B2, B6の加熱産物中に， S-9Mix存在下で TA

98および TA100の両者に突然変異誘起性を示す成

分があった。 特にタール 1mgあたりの換鍔ではビタ

ミン氏の変異原性が最も強かった。ビタミン 恥は

弱陽性を示したが， ビタミンCは陰性であった。
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加熱食品の突然変異原性について

はじめに

食品又は食品成分の加熱変化の報告は食品の調理加

工に関連して数多いが，その熱分解物に関する突然変

異原性の研究はなかった。最近長尾らは，焼魚のこげ

部分および他の蛋白質熱分解物に強い変異原性を検出

し！）2), 杉村ら3)' 松本ら 4)もアミノ酸熱分解物に変巽

原性を認め特にトリプトファン熱分解物より 2種の変

異原物質を同定した。これらの報告は，変異原研究に

新分野を拓いたもので特に蚤白食品の加熱調理過程で

の変異原物質生成の可能性から，食習伯とひとの発が

んとの関係を示唆したことが極めて注目された。われ

われも食品の変異原性研究の一珀として， 50種類の食

品および食品成分の加熱分解物の変巽原性を検討した

ので報告する。

実験方法

試料

水分25％以下のもの ：砂粕，寒天， マッ シュボテ

ト，白米，玄米，小麦粉，パン粉，乾しいたけ，ゎ

かめ， コーヒー豆， 乾大根，乾ぜんまい， 紅茶，抹

茶，脱脂粉乳，粉チーズ，焼のり，小豆，大豆きな

粉，乾燥酵母，高野とうふ，するめ，かつを節，牛肉

末，あじ魚粉，カゼイン，ゼラチン，グルテン，アル

上田雅彦，金田妙子

間崎 真典，田植 栄

（高知県衛生研究所）

その 5gを 100mlのパイレックスピーカーに取り，

大きさ lOx15x30cmの電気炉中 200℃, 250℃, 

300℃,400℃でそれぞれ10分間加熱する。熱分解物は

ホモジナイザーでクロロホルム／メタノール (1: 1) 

100mlで抽出，グラスファイパーフィルターで炉過，

炉液は減圧下溶媒を留去，残濱を DMSO5mlに溶か

して変巽原性検出用試料とする。

変異原性の検出

S. typhimurium TA 98, TA 100を用い Ames

Standard Method5)に Yahagiらの Preincubation

Method•) を併用した。

実験結果と考察

1.加熱温度と変異原性の発祝

食品の 200℃,10分加熱によってはほとんど変異原

活性の発現をみないが，250℃10分加熱では水分の

少ない砕祖白食品，例えば高野とうふ， きな粉，する

め，焦粉，かつを節などに活性が検出される。これら

の活性は 300℃加熱で最翡となり 400℃ではかえって

減少する。魚肉，食肉，鶏卵などの高水分含有凪食品

の活性は 200℃では検出されず300℃加熱分解物から

検出され始め 400℃加熱で更に高くなる。

2. TA 98と TA100株に対する活性の差異

ブミン，大豆油レシチン，ムチン， トリフトン，力 食品加熱分解物の TA98に対する変異原活性は，

ザミノ酸。 全てS-9Mix存在下でのみ検出された。 TAlOOに対

水分70％以上のもの ：生しいたけ，とうふ，なす， する活性は，砂糖の250℃, 300℃熱分解物では S-9

キャベッ， あじ，太刀魚， うなぎ，牛肉，豚肉．鶏 なしで検出できたが，他はほとんどが S-9Mix存在

肉，全卵，卵翼卵白，たらこ，板付かまぼこ。 下でのみ検出された。焼くまえの食品 O.lgあたりの

一

食品の加熱および変異原物質の抽出

供試食品は30メッシュ以下に粉砕するか，均質化し

活性は， TA98+S-9 Mixの勘合最高 21,000（変異

体／プレート）で， TA lOO+S-9'.¥,1ixの楊合に比べ

てておよそ10倍秤度であった。
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3.変異原活性と食品の蛍白含屈との相閲

300℃加熱分解物に TA98+S-9 Mixで活性の検

出された食品について，その活性と蛋白含旦との相関

をみるとN=30, r =0.87, t =18.92, P<0.005, 

同様に TAlOO+S-9 Mixの場合では N=18. r = 

0.85, t =12.27, P<0.005で明らかな相関が得られ

たが，他の食品成分である脂肪，炭水化物含有岱との

間には相関は認められなかった。

4.変異原性が検出されなかった食品

寒天，マッシュポテト，白米，玄米，小麦粉，パン

粉，乾大根，紅茶，乾燥酵母，大豆油，レシチン，生

しいたけ，なす，キャベッ，14種類

結論

50種類の食品，食品成分の 200℃~400℃熱分解物

のうち 36例に S.typhimurium TA 98+S-9 Mix, 

TA lOO+S-9 Mixによって突然変異原性が検出さ

れ，その活性は食品の班白質含茄と相関が認められ

た。しかしながら加熱食品の突然変異原性の強さは，

加熱方法，加熱時間，試料の組成，性状などにより大

差がある。食品のような複雑な組成の試料の突然変異

原性の由来については今後の研究にまつところが大き

く，又一方これらの研究は食物の栄養と安全性の関係

を考える上で今後新たな知見を捉供するものと考えら

れた。

文献

1) Nagao, M. et al. (1977) Cancer Letters 

2, 221. 

2) Nagao, M. et al. (1977) ibid. 2, 335. 

3) Sugimura, T. et al. (1977) Proc. Japan 

Acad. 53, 58. 

4) Matsumoto, T. et al. (1977) Mutation 

Res. 48, 279. 

5) Ames, B. N. et al. (1975) ibid. 31, 347. 

6) Yahagi, T. et al. (1977) ibid. 48, 121. 

農薬の 変異 原性

我々は牒薬の変異原性を微生物を用いた系で検索し

た。試験系としては，B.subtilis, H 17, M 45株を用

いた rec-assayとAmesの開発した Salmonella

TA 1535, TA 100, TA 1537, TA 1538, TA 98株と

E. coli B/r系のWP2, WP 2 herー株を用いた復帰変

異試験である。試験した腹薬は殺困剤67,殺虫剤60,

除芹剤 67, 植物成長調挫剤2の合計 196牒薬である

(Table 1)。 その結果，現在まで 18のJ器薬の変異原

性を検出した。 それらは． Bis-Dithane, Captafol, 

Captan, DDC, Dexon, Dichlofluanid, Dichlorvos, 

EMSC, ETU, Ferbam, Folpet, HEH, NET, NNN, 

TMTD, TTCA, Vamidothionおよび Ziramである

(Fig. 1)。(DDC,EMSC, ETUはTable1になし。）

このうち DichlorvosとVamidothionは殺虫剤であ

り，他の16腹薬は全て殺困剤である。Dexon,Dichlo-

白 須 泰 彦

（残留農薬研究所 ・毒性部）

fluanid, NBT, NNNは， 塩基四換型とフレームシフ

ト型の変異原性を有し，その他の牒薬では塩基置換型

の変異原性が認められた (Table2)。 これらの農薬の

変異性発現には S-9Mixによる活性化は必要でなか

った。 さらに，これらの製薬の rec-assayの成績は

ETU を除き全て陽性，或いは弱陽性であり，復帰変

異試験の成組との間に良い相関が認められた。しかし

Aldrin, a-BHC, Chlorobenzilate, p-p'-DD, Griseo-

fluvin, ATA,PCNB等の発癌性の報告がある腹薬は，

代謝活性化を含む試験においても陰性であった。さら

に初期のスクリ ーニングにおいては，主としてスポ

ット試験を実施したが，牒薬の変異原性をより詳細に

明らかにする為に代謝活性化を含む変異原性試験を全

ての腹薬で実施している。

以上，；災痣の変異原性スクリ ーニングの結果を要約

Table 1 Pesticides Assayed in Microbial Mutagenicity Testing (193) 

Fungicides (64) 

Asozin Baykel BEBP Benzalkonii chloridum Binapacryl Bis-Dithane 

Blasticidin S* Captafol Captan CBA CECA Cellocidin Chinomethionate 

CPA Daconil** DAD DAPA DDPP Denmert** Dichlofluanid Dichlone 

Dichlozoline Dicloran** Dithianon DTAS EMP ESBP ESTP ETM Fentiazon 

Ferbam Folpet Griseofluvin** Hinosan** IBP** Karathane Kasugamycin** 

MAC MAF Maneb* MAS Metiram NBT NNN OPP** PCNB** Phenazine PMA PMC 

PMF Polyoxin B* Polyoxin D*Rabcide Sanke! Styrocide Tachigaren 

Thiabendazole** Thiophanate TMTD Triazine TTCA Zineb* Ziram ZM 

Insecticides (60) 

Aldrin** Arprocarb BHC (mixture of a,戸andr) BPMC* Carbanolate Carbary] 
Car tap** Chlorfenson Chlorfen vinphos* Chlorobenzilate** Chlorophenamidine 

Chloropropylate** Cidial CVMP Cyanox** DCIP** DDT** Diazinon** 

Dichlorvos Dieldrin Dinobuton** Dimethoate Dimite Dioxathion DMTP 

Dursban Elsan** EPN** Eradex Ethion Fenthion Heptachlor Hopcide 

Hydro! lmidan Keithan Macbal Malathion Mecarbam Meobal** Mipcin* 

MTMCZ** Ofunack** Omite Phenisobromolate Phenkapton Phosalone Phosvel 
Propaphos** Salithion Smite S-Seven** Sumithion Tetradifon Torque* 
Trichlorfon Triforine** Tsumacide** Vamidothion Vydate** 
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（前頁の続き）

Herbicides (67) 

ACN Alachlor Alanap Ametryne Amitrole** Asulam Atrazine Benefin 

Bensulide Benthiocarb Bromacil Butachlor CBN Chloronitrophen 

Chloroxuron Chlorthiamid CMPT Cremart** 2, 4-D DCPA Desmetryne 

Dicamba-dimethylamine Dichlobenil Diphenamid Diquat-dibromide Diuron 

Eptam* HEH Ioxynil-octanoate** IPC Lenacil Linuron MCPB-ethyl** 

MCPB-sodium MCPCA MCPE MCPFA MCPP Methoxyphenone** MO  Molinate 
Monuron NIP PCP Pebulate Pentanochlor Phenmedipham Phenopylate 

Phenothiol Prometryne Propazine Ronstar** Siduron Simazine Simetryne 

Swep** 2, 4, 5-T TCA TCBA TCTP** Tetrapion Thiochlormethyl* Tokunol 

TOPE Trietazine Trifluralin Vernolate 

Plant growth regulators (2) 

Sodium 1-naphthaleneacetate** MH** 

*With metabolic activation: WP 2hcr+, WP 2hcr・, TA 1535, TA 1536, TA 1537 and TA 1538 

**With metabolic activation : WP 2hcr・, TA 1535, TA 1537, TA 1538, TA 98 and TA 100 

Noasterisk Without metabolic activation : WP2hcr←,WP 2hcr―,TA 2535, TA 1536, TA 1537 

and TA 1538 

Table 2 Mutagen Specificity for theTester Strains 

Table 3 

環埃変界原研究

Host-mediated assay with S. typhimurium G 46 

Chemicals No. of mice Revertants per 
109 survivors 

Gum arabiq (2%) 

NaN02 (50mg/kg) 

ETU (150mg/kg) 

ETU+NaN02 
(150 + 50mg/kg) 
Nitroso-ETU 
(125mg/kg) 

6

5

6

5

6
 

0.59土 0.21

0.38士 0.12

0.50士 0.35

15.37士 4.19**

82.64士 17.71***

**P<0.01 

Pesticides Rec 

assay 

Base-change type Frameshift type 

E. coli 
WP2 WP2hcr- TA 1535 

S. typhimunum 

TA 100 TA 1536 TA 1537 TA 1538 TA98 
邸 o,vos

Captafol 
Captan 
Dexon (DAPA) 
Dichlorvos (DDVP) 
Dichlofluanid 
ETU 
Folpet 
HEH 
NBT 
NNN 
Vamidothion 
Bis-Dithane 
DDC 
EMSC 
Ferbam 
TMTD 
TTCA 
Ziram 
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したが，近年，化学物質と亜硝酸との相互作用によ

る変異原物質の生成が問題となっている。 Zineb,

Maneb等の ethylenebisdithiocarbamate系牒薬の

代謝，分解産物である ETUも亜硝酪と反応して変

異原物質を生成する。 ETUと亜阻酸ナトリウムを酸

性条件下で混合した液は，E.coli WP2 her-, TA 

1535, TA 100株に強い変異原性を示した。 さらに，

-
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Salmonella G 46株を用いた宿主経由試験をマウスで

行った。亜硝酸ナトリウム (50mg/kg),或いは，

ETU (150mg/kg)の単独経口投与群では対照群に比

ベ，復帰変異頻度の上昇は全く認められかったが，両

物賀の同時投与群では著明な復帰変異頻度の上昇が認

められた。さらに， ETUの投与品を 150mg/kgに固

定し，亜硝酸ナトリウムの投与駄を変化させた実験，
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および亜硝酸ナトリウムの投与鉱を 50mg/kgに固定

し，ETUの投与旦を変化させた実験を行ったが，い

ずれの実験でも明瞭な用址ー復屑変異頻度の相関が認

められ，前者の実験では亜硝酸ナ トリ ウム 3.12mg/ 

kg,また，後者の実験では ETUlmg/kgという低

投与鉱で有意な復帰変巽頻度の上昇が認められた

(Table 3)。
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さらに，その他の製薬についても亜硝酸 との相互

作用によ る変異原性の発現を検討した結果，NAC,

PHC, CPMC等一連の methylcarbamate系殺虫剤

とメ カルパム， ジメトエートで TA100株に対する変

媒原性を確認した。
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＜小集会I> 微生物と変異原性試験

ま と め

司 会 松島泰次郎

（東京大学医科学研究所）

初めての試みであったが， 82名の参加者が夜10時ま

で，熱心に聴講する中で， 3名の演者により，未発表

のデータも含め，ホットな話題が提供された。個々の

講演の詳細は，それぞれの浪者が書かれているので，

全体の印象を記す。

住友化学の鈴木氏は，誰もが日頃やりたくてできな

い，ラットと， それ以外の小動物の臓器から得た S-9

の作用について，その動物種差を示された。国立がん

センタ ーの長尾氏は，焼いたトリプトファン中にも存

在する，ハルマン，ノルハルマンが，変異原でないア

ニリンのような化合物まで，強い変異原に変える炭術

師一co-mutagenーであること， さらにノルハルマン

の DNA に対する作用についても言及された。三共

の平野氏は，国立辿伝研でのお仕事を基に，細胞融合

で枯草菌の新しい指示菌株を得たこと，試験方法の改

良について， さらには派者の抱いている夢まで述べら

れた。

時間の関係も あって，一方通行的な会になったが，

質問も活発に行われ，司会の松島氏によって，1蜀坦点

が下記のようにまとめられた。 ］）ヒトの代謝に近い

S-9の探究の必要性と， ヒト臓器を使う垢合の危険性

（肝炎ビールスなど）。 2)企業などで行う，細閑を用

いた復帰変異試験では，S-9を PCB誘芍の SD系ラ

ット肝臓からとり，指示菌は， Salmonellatyphimu-

rium TA 98, TA 100に，TA92 (UVr, rfa, R)  

を用いるのが，最小限のセットであろう。 3)一連の

同種の化合物を試験する勘合，化学構造から． 1必適な

条件や co-factorsを選んで行うのがよい。 4)新し

い試験方法の開発には，既知方法との比蚊や．多くの

変異原でのデータの蓄栢を行う義務がある。

この会合をきっかけに，上述のような問題点，ある

いは試験方法の椋準化や効率化といった問起も含め

て，経験の浅い人や豊かな人，異なる立揚の人がお互

いのコミュニケーションをよくしていく勘を，今後も

定期的に持つことができれば幸いだと思う。

（文凶坂本豊）

Ames Testに用い られる S-9の動物種差

炭様変巽恥研究

宮本純之，鈴木 裕

（住友化学工業昧殷薬ポ業部研究部）

サルモネ ラの突然変異原性を指標とする Amesの

検出系は，化学物質の発がん性の予備検査法として広

く用いられるようになった。

我々は，Ames法に用いられる invitroの抹物代

謝系について検討を試みた。用いた動物は，いずれも

雄で SD系ラット (5週令） ICR系マウス (6週令）

ゴールデン ・ハムスタ ー (6週令） Hartleyモルモッ

ト (6週令）および ;:-.;ewZealand White種のウサ

ギ(15週令）の5種。肝採物代謝酵素系の inducer

としては PCB(Kanechlor 400)フェノパルビクール

ナトリウム (PB)および3ーメチルコランスレン(MC)

をそれぞれ単独で用いた。化学変異原としては．ジメ

チルニトロソアミン (DMNA)アセチルアミノフルオ

レン (AAF)3,4ーベンツピレン (B(a)P)を用いた。

S-9 Mixは．lm/中に，肝ホモジネート 9000xg..l

清0.4ml,燐酪緩衝液 (0.lM, PH 7. 0) 0. 4ml, Mg 

CI, (0.02M) 0.2ml, NADPH 10mg, NADH 10mgを

含むようにし，この S-9Mix 0.4mlに，パクテリア

液 0.1ml（約 2x 101 cells)と化学変異原の DMSOま

たはアセトン溶液 l0μlを加え， 37℃で30分振溌の予

備培捉の後で， 通常の方法でプレートした。 colony

は automaticcolony counterで測定した。

代謝活性の誘芍の指椋としては CytochromeP-450 

を用いた。 PCB(500mg/kg)腹腔内投与後の SD系

ラットから，肝をとりその S-9分画について， P-450

⇒ とそれを DMNA,AAF, B(a)Pに添加したとき

の突然変異原活性との変化を日を追って調べた （図

1)。両者とも誘甜処理後，日と共に増加し 5日目に

最大となった。 PBは5日間の辿続投与とし，1日あ

たりの投与拭はラット，マウス，ハムスタ ーが 80mg

/kg,モルモットは 50mg/kg,ウサギは 40mg/kgと

した。 MCについては 1回投与とし，ラット，マウス，

ハムスター．モルモットで 80mg/kg,ウサギで50mg

/kg とした。この投与屈における各動物の肝 S-9分

画中の P-450拭の変化を図 1に示した。 P-450杖が

ほぼ最大値を示す処理後5日目のサンプルについて，

突然変異誘発活性を比較した。

結論 ；ラットおよびマウスにおいては， PCBが蚊

良の inducerと考えられるが， ハムスタ ー， モルモ

ット，ウサギにおいては PCBは PB,MCとほぼ同

等の効果と考えられる。 P-4501itと突然変異誘起活性

(
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とはかならずしも平行関係であるとは認められなかっ

た。以上の結果より，これからは， S-9の sourceと

して， SD系ラットのみではなく ，モルモットおよび

ハムスタ ーをも用い， 化合物の突然変異性の検索を行

っていくべきであろうと考えられる。

（詳細は牒薬学会誌2巻4号掲載予定）
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ノルハルマン及びハルマンの補助変異原性

長 尾 美奈子

（国立がんセンタ ー • 生化学部）

1.はじめに

癌はその大部分が環境因子に起因するこ と， 又特に

食品に由来することは疫学的データから明らかにされ

ている 1)2)0 

B. N. Ames博士の開発したサルモネラ菌株 TA98 

とTA100を用いて， 先ずタパコの煙の突然変異原

性，焼魚の焦げ，煙の突然変異原性が証明された。更

に主に蛋白質及びアミノ酸，あるいは糖の加熱分解に

より突然変異原物質が生成されることが発見された

3H)S)。とくにトリプトファ ンの熱分解物が強い突然変

巽原性を持つことから， その活性本体を究明する作業

がはじまり 2種類の化合物 (Trp-P-1および Trp-P

-2)の結晶化に成功した6)。これらは rーカルポリン誘
導体で構造を図 1に示す。 Trp-P-1および Trp-P-2

は強いframe-shift型の突然変異原物質で，TA98に

対する比活性はアフラトキシン B1 より強く，これま

で我々が調べた突然変異原物質のうちで最も強い。

またこのタールの中にはノルハルマン及びハルマン

という 9ーカルボリン化合物が多屈にイ¢：在している”。
Trp-P-1, Trp-P-2の突然変異原性はノルハルマン又

はハルマンの添加によって数倍増強されることがわか

った。

ジメチルアミノペンゼン (DAB)で代表されるアゾ

化合物は肝癌を誘発するにもかかわらず突然変呉原性

が低い。このことは微生物突然変異原性テストを行っ

ている者に とって 1つの問題であった。 DABにノル

ハルマンを加えたプレート に2,000コ以上のコロニー

を見た時は大きな喜びであった。

表 1 アゾ色素の突然変異原性に対するノルハルマンの彩選

His+コロニー数／プレート
一 99, 

化 合 物 TA 98 TA 100 

対照 ＋ノルハルマン 対照 ＋ノルハルマン＊

μg 
MAB 20 62 880 248 154 

50 67 1800 233 216 
100 74 1840 264 244 

AB 15 44 222 254 176 
37.5 54 420 301 178 
75 79 534 334 229 

3'ーメチルーDAB 20 106 1100 359 158 
50 150 1580 357 181 
100 121 1560 410 252 

2ーメチ）レーDAB 20 43 51 757 149 
50 67 75 188 192 
100 112 104 299 278 

対照 16 25 145 198 
21 30 114 141 

＊ノルハルマン 200μgを S-9Mixと共に preincubationmixtureに加えた”。
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2. ノルハルマンの comutagenic作用

ノルハルマンの comutagenic作用は Trp-P-1.

Trp-P-2をはじめフルオレニルアセトアミド，ペン

ツヒ°レン， DAB,Yell ow OB等に認められた。本文

では， DABを中心に紹介する。DABの突然変異原

性は S-9および cofactorとして NADPH,G6Pの

ほかに NADHおよび ATPを加えて．プレインキュ

ペーション法でみても TA100で 300~500/lOOμg,

TA 98で100~200/lOOμgというようにかなり低い。

これにノルハルマン200μgをプレインキュペーション

の際加えると図 2に示す様に TA98で著しい復帰変

異が認められる。一方 TA100ではこの様な効果は見

られなかった。この復伺変異数は 1mgまではノルハ

ルマンの増加に伴って増す。一方ノルハルマンそのも

のは，突然変異原性は陰性であった。 DABを 50μg,

ノルハルマンを 200μg と限定し， S-9の試を変えて

みると少なくとも S-9150μ//plateまでは S-9の

に比例して復掃突然変異の数は増す。

次に DABのいろいろな誘導体について調べた

ところ，癌原性のあるメチルアミノアゾペンゼン

(MAB), 3'ーメチルーDAB,アミノアゾペンゼンでは

明かに comutagenic作用があったが，一方再生肝

ではじめて癌原性の検出される 2ーメチルーDABで

はcomutagenic作用は認められなかった（表 1)7)。

ところで DABはアゾ盗元酵素によってアニリンと

ジメ チルーpーフェニレンジアミンに分解される。そこ

でこの分解産物がノルハルマンによって突然変異原性

を示すようになるのか否かを調べてみた。アニリンに

はそれ自身突然変異原性は全くないが，ノルハルマン

存在下でかなり強い突然変異原性を示す8)。一方ジメ

チル ーpーフェニレンジアミンに対してノルハルマンは

comutagenic作用を示さなかった。 そこで DABの

ノルハルマンによる復伍突然変異数の増加はアゾ遥元

酵素によって生ずるアニリンがノルハルマンの存在で

突然変異原性を示す為であるとも考えられる。 3‘— メ

チ}レ-DABの垢合，迎元生成物は mートルイ ジンとジ

メチルーpーフェニレンジアミンである。ところが m-

トルイジンはノルハルマンの有無にかかわらず突然変

異原性を示さない。従って少なくとも3'ーメチルーDAB

の場合，アゾ体自身がノルハルマン存在下で苫しい突

然変異原性を示すことがわかった。さらに興味あるこ

とは， m-および pートルイ ジンはノルハルマンによっ

て突然変異原性を示さないが， 0-トルイジンは強い突

然変異原性を示したこと である”。 又，フェニレンジ

アミン，アミノフェノールでは o-,m-, p—いずれも

ノルハルマンの comutagenic作用は発現されなかっ

た。

3.作用機構の 1つとしての DNA-ノル

ハルマンの反応

ノルハルマ ンの comutagenic作用が frame-shift

型の TA98のみにみられることからノルハルマンが

DNAに intercalateする可能性が考えられ，やはり

ノルハルマ ンと DNA が相万作用をす、1fつことが示さ

れた9)0 

次に．superhelixを拉つ fdファージ DNAを用

いて， ノルハルマ ンによる DNAの巻きもどしを調べ

た所，ノルハルマ ンはDNAに intercalateし、 1分
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子のノルハルマンが intercalateすることにより 17

士3゚ の巻きもどしが生ずることがわかった9)。一方ハ

ルマンはノルハルマンよりも DNAに対し強い相互

作互があることが示されたが， DABに対しノルハル

マンは comutagenic作用を全く示さない。 DNAに

intercalationするのみでなく， なにか DABとの相

互作用が関連している様に思われる。またフルオレニ

ルアセトアミド．ベンツビレン等では S-9Mixによ

る代謝がノルハルマンによって彩岩されている事実が

わかってきている。

洋細な作用機構はまだ不明である。
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変異原検出系における菌体の改良に関しての提案

平 野 光

（三共 • 安全性試験センク ー ）

斑瑳変巽原の検出法としては，現在迄の所，各研究 に試料液を没み込ませて24時1州培錠後に菌の増殖阻

室で稲々の方法が考案されてきている。その中で，細 仕状態で判定する。 この方法の勘合2つの欠点が有

菌を用いた系は，その簡易さ，結果判定迄の早さ，低 る。一つは凍結した菌を使用する事により，一夜培捉

価格性といった点で勝れている。我々は，現在ある細 の困を用いるより感度は上がるが，実験毎の生困数の

菌の系を，高次な動物試験に近づけ，あるいは人間に 振れがあり，再視性に欠ける事である。もう一つは，

対する毒性を直接予告できるような系に改良するよう 寒天培地を乾燥させておかないと streakした函が乾

努力せねばなるまい。そういった意味で， まず賀田 かない。比較的厄い厨を用いる事により，試料の拡散

等1)が開発した枯草菊の rec-assayについて改良を施 効率があまり良くなく，特に拡散の遅い試料では判定

す事を試みた。この rec-assayは，組み換え修復機構 困難となる。そこで出来るだけ寒天脳を甜くして実験

の欠損株であるM45と，組み換え修復に関して野生咆 する事により，単位時間あたりの拡散効率が良くな

である Hl7に対する検体の致死性の差で， DNAに対 る。M45の胞子， H17の胞子を含んだ brothagarを

する損偽性を判断する。通陪この試験は， brothagar 別々に調製し， 10mlずつ 90mmシャ ーレに分注して

の上に一80℃で stockした両菌を streakし，充分液 囲化させる。胞子数は5x10;/mlになるように加えて

が乾いたあと起点にペーパーディスクを四いて，これ おく。この胞子寒天に 8mmのペーハーディスクを 3

枚のせ，これに検体を浸み込ませる。 37℃,24時間培

程後，阻止帯の直径を測り，M45とHl7で比較する。

陽性対照（例えば AF2等）及び陰性対照（例えばス

トレプトマイシン等）は必ずおき，陰性対照での阻止

措の差（これは， M45とHl7の増殖速度が異なる為で

てくる） を差し引く。 この結果， 差があれば検体は

rec-assay陽性であると判定する。胞子寒天平板は作

って直らに用いても良いし， 4℃に少なくとも一週間

は保存できる様である。胞子懸濁液は 安定で水中で

冷蔵庫に保存できる為， ー80℃のフリ ーザーなどを

持っていない所でも容易に行える。 1plate, 1 drug, 

1 pointでtriplicateで値が求まる為， doseresponse 

curveを描いて MIC（最少阻止戯度）を求める事が

でき， この値を用いてM45とHl7のMICratioを求め

れば，今迄陽性，陰性のみで判断していた rec-assay

を定屈化できる。この結果，物によっては，奴田等の

改良した coldincubation rec-assa炉よりも更に10

倍以上の感度の上昇が認められた。

次に， 枯草菌の testerstrain の開発を試みた。

base-change typeに対して用いる4iのできる菌はす

でに定家等3)が報告している。 frame-shifttypeの変

異原に対する困は未だ得られていない。ただ，胞子

形成に関する forwardmutationをJ廿いて，frame-

shift typeの変異原が検出されている心 Ames等の

Salmonellaは， hislocusの変異であり，その全て

が塩基の Guanine及び Cytosineに関するものであ

る。我々 は， Adenine及び Thymineに関する変兄

が起きやすいaJ能性のあるマーカーを選択する41とし

た。宗像等は，紫外線感受性のマーカーは ATrichで

あると報告し5), アミノ酸要求性の中では trpc168が

調べた限り，最も紫外線感受性であったとしてい

る。我々 は， 48℃では増殖できず (dna-8132)6l,紫

外線高感受性で (uvr)7l, tryptophan要求性(trp

C168炉の株を選択した。この結果得られた BKH5002 

(trpC,6a, dna-8132, uvr-19, uvr-5)は， ICR-170

及び MNNGにも良く応答する。

更にこの菌に SP02ファ ージを組み込ませた溶原困

を作った。溶原菌に対する Chemicalのファージ誘導

を調べてみると， AF2,ICR-170, Benzo (a) pyrene 

といったものに良く応答する。 BKH5002の特徴をま

とめると， ATrichのマーカーを持ち，frame-shift 

type の変異原に良く応答すると共に， base-change 

typeといわれている AF2, MNNGにも良く応答す

る。又，同じ茉で溶原菌誘導も行える。
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のあることが明らかにされた。一般に近交系 F1 では

死胚率は低く，近交系や closedcolonyのマウスでは

高い傾向がみられた。このことはすでにいわれている

ことではあるが，わが国で俊性致死に用いるマウス

の系統をどうするか，今後に残された大きな問題であ

る。

今回の会合は夜の11時過ぎまで3時間余りにわたっ

たが，メンパーのほとんどは自ら実際に試験を行い，

種々の問題を肌で感じとっている方々であるために，

最後まで熱心な討議が行われた。 （文責 菊池康基）

ー一ま と め一―

司 会 土 Jll 泊 薬物によ る誘発優性致死と初期胚の染色体研究
（国立遺伝学研究所）

このセミナーは，化学物質の変異原性試験のうち哺

乳動物を用いたinvivo試験について，研究者間の相

互理解と梢報交換を行いつつ， この分野の研究の発展

に努めるべく発足した。 JEMS評議員会において，本

研究会の分科会としての活動が認められている。名称

は俊性致死セミナーと仮称しているが，これは最初に

とりあげたテーマに基づくもので，発会の主旨からし

て，単に優性致死試験に限定せず，哺乳動物を用いる

試験全般について，順次検討を加えて行く予定であ

る。

本セミナーの最大の特色は，メンバーに大学関係者

がほとんど入っていないことである。企業研究所や受

託試験機関などで必要にせまられてルーチン試験を実

施している研究者が中心となっている。わが国におけ

るこの分野の研究態勢の立ち遅れ，研究者の屈の沢りさ

を反映する。基礎研究なくして）レーチン試験のありう

るはずがなく，本セミナー発足の動機もまさにこの点

にあった。しかし見力をかえれば，この分野の日本で

の研究が大きな「穴楊」であることを示す。

さて，今回の会合は 20名余の参加のもとに行われ

た。優性致死に関しては，まだ種々の問題が残されて

いる。当日午後の一般講浪において，問超解決のため

のいくつかのアプローチが示されたので，主なものに

ついて補足説明あるいは追加発言の形で討議が進めら

れた。基礎的な研究としては次のものがあげられる。

(1)EMSおよび MMCの長期投与実験 ：益淵正典

他 （都衛研）

(2)MMSの誘発転座試験 ：渋谷徹他（食鋲センタ

ー）

(3)TEMおよび MMC の誘発俊性致死と初期胚

の染色体研究 ：菊池康某他（武田薬品）

(4)ラットにおける俊性致夕じ試験と奇形発生および

染色体異幣 ：村尾真一他（神戸大）

(5)俊性致死と奇形発祝の可能性 ：水谷正窟他（食

薬センター）

(1)に関しては，これらの楳物の俊性致死効果の差

異が薬物の生体内迎命と関連して討謡された。また，

長期連投実験の有用性に関しても質疑が交された。

(2)の試験は優性致死にはかからない均衡型相互転座

の carrierF1 を，妊性試験あるいは染色体観察によ

って検出する方法であり，その有効性は高く評価され

た。次に，優性致死の原因とされている染色体異常を

発生の初期段階で闊べたのが(3)である。優性致死と

染色体異幣の関係を直接的に解明する方法といえよ

う。 (4)はラットでの試験で妊娠の末期（通常の優性

致死試験では妊娠中期）に胎児観察を行い，奇形胎児

を認めたという報告である。しかも， これら奇形児の

いくつかに染色体異常がみられたということで，これ

らの奇形や巽常が某物で誘発されたものかどうかに論

議が集中した。これに対し，俊性致死と同一の投与，交

配方法で MMSによる骨異常の発視をマウスで調べた

(5)の実験では，果常の成立は認められなかった。こ

の骨異常を変巽の指梱とする方法は，可視俊性突然変

異を調べることになり，また生殖試験の SegmentI 

との関連性も深く，注目された。その他，生殖細胞に

おける不定期 DNA合成，aspermia現象 〔加藤基恵

他，田中憲穂他（食薬センタ ー）］，ETUと Nitrite

の同時投与による優性致死試験〔寺本昭二他（残留牒

研）］の報伍などについても討論が行われた。

次に，｝レーチン試験に関係した議題として，各研究

グループよりマウスの死胚に関するデータが持ち寄ら

れた。これにより，マウスの系統で死胚率に大きな差

梨物により誘発される俊性致死が，配偶イに生じた

染色体異常に起囚することは，以前より推論されてい

た。 Riihrborn(1970)1)は trenimonの試験で初期胚

に異数体がみられること，Generoso(1969やはethyl

methanesulfonate (EMS) の，Joshiら (1970)3)は

triethy I phosphoramide (TEP A)の実験で， 初期胚

に小核や異常卵割が出現すること，あるいは卵割の遅

延が起こることを認め，これらの現象と優性致死とが

きわめて関係深いことを報告している。また，最近に

なって，Brewenら (1975)')は methylmethanesul-

fonate (MMS)で， Matter と Jaeger(1975)5)は

triethylenemelamine (TEM)で，俊性致死が初期胚

での染色体異常によることを明らかした。

派者らは前回の第5回研究発表会において， CFO

系雄マウスに TEMを 0.3mg/kg投与後，無処理

雌と交配し，3日目胚について染色体を調べた結果を

発表した6)。また今回の一般講演で， mytomycinC 

(MMC) 3mg/kgを投与した同様な実験結果を発表

したので，これら 2実験を対比してみた。

優 性致死作用

TEMによる誘発優性致死は経時的に増加し，投与

後11~13日目に交配した群で最高値を示した。このこ

とは TEMが精細胞（spermatid)期に主に作用する

ことを示している。また，これら優性致死は着床前お

よび粁床後の卵の死亡が共に増加したことに起因して

しヽた。

菊池康基，ーツ町晋也，山本好

（武田薬品 ・中央研究所）

MMCでは誘発俊性致死は第3週以後経時的に増加

し，第6週で最高となり，この薬物が精母 ・精原細胞

期に作用することを示した。この揚合は若床卵の減少

が主因と考えられる。

3日目胚の発生段階

TEM処理後20日目までの交配からえられた胚で

は，無処理対照群に比べて発生の遅延が認められた。

無処理群では17-32細胞期の胚が50％以上であるのに

対し， もっとも発生の遅延が強かった13日目交配の胚

では 2-8細胞期のものが約55％をしめていた。しか

し，退行卵の増加はほとんど観察されなかった。

これに対し， MMC処理では発生の遅延はそれほど

顕著ではなく，そのかわりに経時的に退行卵が増加

し，第6週目で最高値を示した。

3日目胚での染色体異常および小核の出現

TEM処理群では，上記発生の遅れた胚で，分裂聞

期の細胞では小核が，分裂中期の細胞では染色体異常

が商頻度で観察された。染色体異常としては染色体型

の切断あるいは交換，及び prematurechromosome 

condensationが主であった。 これら異常と小核の出

現は，卵割の遅延と同様に処理後の時間と共に増加

し， 13日目交配で最高値を示した。

MMC投与群では，いずれの週でも染色体異常や小

核の出現頻度は対照群との間に有意な差はなかった。
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精子 観 察

MMC処理群についてのみ調査した。精子数は第5

週でやや減少し，第6週では対照群の50％以下に低下

した。また，形態呉常の精子は第5~6週において対

照群のおよそ 2倍となった。

以上より， TEMは雄の成熟分裂後の生殖細胞の染

色体に偏害を与え，この勧が受精卵で染色体異常と

して現れることが確かめられた。 これ ら異常を有す

る胚の多くは約床後の発生過程で死滅するか，ある

いは貯床不能となるものと推察される。 MMS°ゃ

trenimon7)についても同様な ことが考えられる。こ

のように成熟分裂後の生殖細胞に作用する栞物では，

初期胚でみられる染色体異常と俊性致死との関係が明

らかにされているのに対し， MMCのように成熟分裂

前の精原あるいは精母細胞に作用する薬物では，初期

胚で染色体異常がみられなかった。 MMCを投与され

た雄マウスでは骨髄と同じく精原細胞にも染色体異常

を起こすことはすでに知られている。おそらく，染色

体異常を起こ した精原，精母細胞は，成熟分裂をはじ

めとする精子形成の一連の過程で淘汰されて精子数の

減少をきたし，あるいは淘汰されないとしても異常な

精子を形成し，このために未受精卵の増加をまねくも

のと推定される。従って，MMCの場合でも ，俊性

致死の第一次的な原因は生殖細胞に起こった染色体巽

常であると推論される。

ところで，優性致死は一般には生存胎児の減少を指

標としている。生存胎児数の減少の原因としては，こ

れまで述べたように，①舒床胚の発生途上での死滅，

と②未受粕卵などによる若床不能とがある。前者は真

の優性致死であり，後者は妊性の低下 (sterility)と

して記録されるべきであるが， これまでこれら両者は

混同して広義の優性致死とされてきた。しかし，昆虫

などですでに行われているように，両者をはっきり区

別して考える必要があることを提言したい。
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長期投与による優性致死試験法の検討

益淵正典

（都立衛生研究所 ・祐性部）

普通，マウスを用いた俊性致死試験では，雄に 1回

（急性） あるいは 5~7回（亜急性） 被検物質を投与

後，精子形成に要する 6週間，毎週未処置未経産の雌

と交配を続け，妊娠中期に胎児調査が行われている。

しかし，安全性評価の際に対象となる化学物質のほと

んどは微位かつ長期的に摂取される ものが多く ，体内

での代謝や蓄積性をも含め，その作用は急性試験の結

果からは推し測れぬ ものがある。優性致死試験におい

ても長期投与による作用の調べられることが望まれる

が，これまでにその例は少なく，試験法としての是非

を検討するにもほとんど賓料のない現状である。我々

はこのような観点から，長期投与による俊性致死試験

の必要性を感じ，いくつかの化学物質についてそれを

試みてきた。ここでは第3回優性致死セミナーの討議

内容である｀試験の感疫を高める方法およびルーチ

ンとして行う均合の問題点争に的をしぼって紹介した

tヽ。

検討資 料

既知突然変媒原物質であり優性致死試験においても

獨性対照としてよく用いられている化学物質のうち，

1回投与後俊性致死作用の現れるまでの時期を巽にす

る ethylmethanesulfonate (EMS)とmitomycinC 

(MMC)を選び， 1回投与後および 4,6, 8週閻投

与後の優性致死誘発性について調べた。動物は JCL-

ICR系マウスを用い，どの実験においてもあらかじめ

予備交配して正常な交尾と胎児所見を示した雄のみを

使用した。雄は個別飼育とし，交配は雄 1に対し雌2

匹の 4日間同居法により行い，また胎児調査は妊娠13

日目に通幣の方法で行った。投与開始時の雄，交配時

の雌はそれぞれ10週令である。

① 1回投勺による俊性致死誘発性

EMS, MMCにそれぞれ 10投与恥群（図 1)を設

け， 1回腹腔内投与後10,30日目に交配して胎児調蒼

を行った。使用雄数は各群平均10~15匹である。図 l

はその結果であるが，先にも述べたととく EMSでは

10日目に，MMCでは301=1目に俊性致死作用が認めら

れ，EMSでは 120.3mg以上で， また MMCでは

。[

1. 75mg以上で穎著な用凪作用反応関係を示してい

る。

②長期投与による俊性致タピ誘発性

1回投与の結果（図 l)を参考に，EMSでは203.4mg

以下， MMCでは 1.75mg以下にそれぞれ 7投与群

（図 2)を設け， 4日毎に 1回4,6, 8週間腹腔内投

与し続けたのち交配して胎児調歪を行った。 MMCで

は1回投与であまり作用の認められぬ 1.75mgを最高

投与伍としたが，これは投与後4~5週目から死亡す

る例が多数見られるためである。各群とも 10匹の雄を

用いた。

両物質4,6, 8週投与後の生存率（生存雄数／投与

雄数），交尾率（交尾確認雄数／交配使用数），妊娠率

（妊娠雌数／交尾確認雌数）などはそれぞれ図 2a)~ 

d)のようであった。また投与期間および投与品と俊

性致死誘発率の関係を図 2e) に示した。

長期投与による優性致死現象と感度の変化

図2e)に示されたことく，両物質の doserespo-

nse curveは投与期間の長短にかからず非常に似通っ

た形状をとり，その作用は同一機序によるこ とがうか

がえる。感度の上昇は穎著に認められ，特に MMCで

は投与期間が長くなるほどさらに低投与拡でも強い俊

性致死性を示す。本方法は，実際に即した条件で行う

ことができ，また感度が高められるという点では非幣

に有効な方法であると考えられる。一般に動物実験は

個体により感受性に差があり結果はバラッキやすい
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が，使用動物数を増やすことおよび日常我々が接触し

ているよりもさらに高猿度の物質を投与することが可

能であり，それにより感度は多少鈍くとも大きな効果

を得られることが期待される。しかしその反面，急性

試験にも共通することではあるが，日常の実際品と実

EMS 

ethyl methanesulfonate, mitomycin C腹腔内長期投与における投与紐および

投与期間と a)生存率，b)交尾率， C)妊娠率， d) 1母体あたりの着床数，

e)優性致死誘発率との関係。 △ー△4週間， 0-06週間， ●ー●8週間投与

後の結果，および参考として A ― ▲ 1回投与後， ……陰性対照， 0-。予備交配

の結果を示す。

験投与はとの差，および多誠投与するために調べよう

とするもの以外の要因で生じる疑俊性致死現象（たと

えば生殖細胞に生じた cellkilling) などには充分な

注意が払われなければならない。

ルーチンとして行う場合の問題点

ここで理想的なものとは①技術的に簡単であるこ

と，②時間および③費用のかからぬ方法であろう。

長期投与による試験法は，以下にふれるととくこのい

ずれの条件をも充たしてくれるものであった。①に

関してはかねて優性致死試験の長所として論ぜられる

ところである。②，③に関しては，図 2e)で示唆さ

れたととく，精子形成過程の異なる時期に作用する物

質であっても 6~8週間投与すれば同時に優性致死現

象を示すようになることから，投与後最低1回の交配

によりその影堰を検討することができる。このことは

非常に大きな長所であり，投与後毎週交配を続ける従

来の方法に比べ，使用する雄数は変わらぬが交配回数

とそれに必要な雌数は 1/6~1/8となり，また交配と

解剖に要する手間など，時間と毀用は大幅に縮小され

る。また，慢性毒性試験などで飼育されている動物を

利用したり，それと同一ロットの動物で平行して実験

を開始すれば，追伝毒性以外の毒性試験結果も参考に

でき総合的な判断を下すことが可能である。

以上長期投与における優性致死試験について紹介し

てきた。今後，飼料に添加した場合の結果，および物

質によっては短期間であっても商濃度にさらされた坦

合の方が，その影響が強く現われるものも あることか

ら，さらに稲々の投与方法および物質について検討さ

れることが望まれる。
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環境変異原研究

(I) 染色体異常誘発試験の問題点

＜小集会Il[＞ 哺乳動物の培養細胞を用いる

スクリーニング法に関する問題点

—ま

はじめに

種々化学物質の追伝毒性，変異原性あるいは発癌性

に関する社会的な関心は年々増加しつつある。なるべ

く多くの物質を短期間で検定し得るためには，操作

が簡単で，しかも得られた結果が，既に知られている

実験情報と一致したものでなければならない。哺乳動

物細胞を用いる検索法は，細菌における程確立されて

いなしヽ。

本邦では昭和50年，食品衛生調査会の添加物，紺

性合同部会によって， 「食品添加物などの遺伝的安全

性検討の暫定碁準」がまとめられた（薬局， 26,115, 

1975)。これは，AF2の変異原性に関する検討を行う

過程で作成されたものであり ，本邦における衛生行政

における化学物質の取締規範として固定されたもので

はないが，その基本的考え方として次の様なことが上

げられている。

1)化学的に異なった化合物の突然変異性検定に万

能的に適用できる方法はなく，各種の方法をいくつ

か組み合せて用いる必要がある。この場合，被検物

質の利用度，人体に取込まれる量，代替物の有無，

社会的重要性などに応じて，採用すべき検定方法の

種類を増していくものとする。 • 

2)人体への影響を考慮するにあたって，当然のこ

と め 一一

世話人 石i J目住 基

（国立衛生試験所）

とながら，哺乳動物における検定結果を重視するも

のとする。

3)被検物質の投与形式は，その物質が人体内に摂

取される形式に即して定められるべきである。しか

し，安全性の評価にあたっては， これによらない検

定資料も考慮に入れる必要がある。

4)安全性評価に際しては，人体への 1回の摂取

量使用頻度，特に総摂取量等に応じて厳格度を定

めるものとする。

本基準では，突然変異性の検定法として，まず，細

園による変異誘導試験を第一次スクリ ーニングとし，

更に，哺乳動物の培蓑細胞による染色体異常試験，シ

ョウジョウバエによる伴性劣性致死試験，あるいは，

カイコの特定座位法による劣性可視突然変異の検定な

どを第二次スクリ ーニング試験としてあげている。更

に，安全性の評価にあたっては，動物個体を用いるそ

の他の試験法が必要とされている。

本小集会では，哺乳動物細胞を用いるスクリーニン

グ法に関する問題点を討議した。この分野に関心を持

たれる方々は意外に多く，約30人位の方々が集まり，

夜11時まで熱心な討議がなされた。

以下は話題提供者の要旨を中心とし，当日討議され

た内容を含めて世話人がまとめたものである。

1.培養細胞を用いる染色体試験

石館基，林

チャイニーズハムスター肺由来の線維芽細胞

(CHL)を用いる。 当細胞は染色体数が少ない上，培

挫が容易で，しかも，薬物に対する感受性が他の細胞

系に比べて高いなどの利点を持っている。径 6cmの

シャ ーレに2X 104ケ細胞を培蓑し， 3日目に検体を

加える。検体の溶媒には， 生理食塩水，エタノ ール

（最終濃度 1.0％以下）あるいは DMSO（最終濃度

0.5%以下）を用いる。検体を加えた後，更に 5%

CO2条件下で培養し， 24, 48時間目にそれぞれ，コ

ルセミド処理後， トリプシンで細胞を倒して，通常の

如く染色体乾燥標本を作製する。

加える検体濃度は，細胞増殖を50％阻止する濃度を

中心として 2倍稀釈し，計3濃度を用いる。一濃度に

つき， 100ケ観察し，gap,break, exchange, ring等

を記録する。既に 200余種の化学物質について検索を

行い，その一部(134種）の結果については既に Muta-

tion Res, 48 (1977) 337 -354に発表した。これによ

ると， 細菌 Ames試験で陽性を示した物質の殆ど全

てが閣性を示した。ただし，動物で既に癌原性が知ら

れている物質のあるものでは陰性を示した。そこで実

験法を改良し，ラット肝マイクロゾーム (S-9)を併

用するシステムを取り入れた。細胞を浮遊状態のま

ま，検体と S-9Mixと共に3時間振盪し，更に，シ

ャーレ上で24時間培養した後，染色体標本を作製し

た。この方法によって，上記直接法では陰性であった

ジアルキルニトロサミン系化合物，あるいは，キノリ

ンなどが陽性を示した。この場合，染色体異常の多く

は， exchange型のものである。

細菌に変異原性を示さないが，染色体異常を誘発す

真，沢田稔，金子厚子

（国立衛生試験所薬品病理部）

るものがわかった。食品添加物として知られるサ ッカ

リン，カフェイン，安息香酸‘ノーダや，医薬品のバル

ビタ ール，フェナセチン，アセトアミノフェンや，そ

の他の化学物質として， 4-アミノキノリンー1ーオキサ

イド，ニトログアニジンなどである。また，従来，発

筋剤として知られているウレタンや，スチルベスチロ

ールなどもこの部類に属する。カフェイン及びフェナ

セチンは最近その発癌性が問題となっている。

＜問題点＞

(1) 染色体異常のうちgapと breakとの判別が難

しい。また，物質の作用機序と，染色体異常型の種

類との相関についての究明がおくれている （外村）。

AF2あるいは， 4NQOなどでは，染色体異常はさ

ほど顕著に現れてこない。この点紫外線型修復と関

係があるのかも知れない（石館）。

(2) 検体によって，細胞死直前に染色体異常を誘発

するものと誘発しないものに別れる。特に，細胞毒

性が高濃度（5mg/ml以上）で出現する場合には

DNAに及ぼす直接的損傷よりも，細胞内ライソゾ

ーム系を通じての間接的損傷による可能性もある

（石館）。

(3) 染色体異常そのものは変異原性の有無を決定す

るものではない。実際に，異常を起こした細胞が生

存し，変異細胞として増殖し得るかについては，別

の実験系を組まなければならない。従って，染色体

試験で陽性のものの方が，細困による突然変異陽性

のものより，多く，より広い範囲にわたって出て来

る可能性がある（武部）。
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2 ッ―フ 卜骨髄細胞を用いたinvivoの細胞遺伝テスト

杉山武敏， 島沖肇，後藤恵子

（神戸大学病理学教宰）

in vivoの染色体切断を指梱とするテスト系につい

ては，その重要さにもかかわらず， invitroの系程，

系統的に検討されていない。 1972年に特別委員会で国

際的な標準法試案がだされている。この方法は，マウ

ス，ラット等の小型哺乳動物に常用羅，最大屈，及び

中間姐の薬剤を投与し， 6,24, 48時間後の骨髄にお

ける染色体切断の頻度を調べる急性テストと 5日間投

与の後， 6時間後に調べる亜急性テストの二つのテス

トより成る。この方法は，今日の薬剤の細胞遺伝テス

トの碁本プログラムとして，特に，医薬品のテスト等

には基準とすべき方法であるが，実際に一つのサンプ

ルに92匹の動物を検察する必要があるため，数限りな

い環境変異原の予備検定法としては少なからず非能率

的である。

我々は，ラットを用いて多くの典型的な変異原，癌

原物質の投与実験をしてみた。物質によって染色体切

断は早いもので， 3時間から遅いもので24時間にヒ6 -

クを示すことから， 6と18,又は24時間の 2時点テス

トで一応の成果が得られること， 10-2~10m moles/ 

kgの範囲で陽性を示すことから上記2時点で，

投与黛で検討することを考えた。

また投与する物質の溶解性が多様であるため，

DMSO や油，アルコールも用いられており，且つ，

投与ルートによっても吸収のスピートが異なるため，

我々は，溶解性の如何にかかわらず一様に生理食塩水

に溶解，あろいは懸濁して腹腔に投与する方法を取っ

てみた。この方法で，芳香族炭化水素の様な不溶性の

ものも充分に検出可能であることが明らかになり，発

癌性と平行関係を示した。 この場合， I易性の 判淀に

は，（ 1)3%以上の中期細胞で染色体切断，gapをみ

ること，（ 2)dose-response関係が明らかであるとい

う2点を考忠した。

しかし，発癌性が陽性であってもこの系でどうして

この

も検出出来ないものがあった。これは，アゾ色素，ナ

フチ）レアミン， 2-AAF,等の肝，尿路系に癌を誘発

する物質であり， ラットの骨髄細胞を用いる検出系

では，わずか 16.7%の陽性率を示すにすぎなかった

（表 1)。

表 1 ラット骨髄細胞における染色体異常誘発能

A.皮店 ・乳腺 ・胃 ・骨髄 ・耳道 ・腟に

発癌性のあるもの

7, 12-DMBA 

Benzopyrene 

4-Acetylaminobiphenyl 

4-Dimethylaminostilbene 

Butylnitrosourea 

N-Methyl-N-nitrosourea 

N--n-Butyl-N-nitrosourethane 

Ethynylestradiol 

AF-2 

Nitrofurazone 

4 NQO 
9/11(=81.8%) 

· ·················· · · ·· · ·· ···············••••••••••••• 

B.肝臓 ・膀脱に発癌性のあるもの

2-Acetylaminofluorene 

4-Aminobiphenyl 

Dimethylnitrosamine 

/3-Naphtylamine 
Butylbutanolnitrosamine 

Di-n-Butylnitrosamine 

{3-BHC 
r-BHC 

4-Aminoazobenzene 

3'-Methyl-4-DAB 
3-Hydroxyanthranilic acid 

dl-Ethionine 

2/12(=16.7%) 

体

能

＋

＋

色
断
染
切

＋

＋

＋

＋

＋

＋

 

従って，ラット骨髄細胞を用いる invivo系では，

皮店，乳腺，胃，骨髄，耳道，腟等に発癌をつくる物

質について81.8％の陽性率を示し，肝，尿路系に発癌

性を示すものは別に活性化等を考点せねばならないと

考える。現在の所，invivoの活性化系は充分実用の

域に達していない。

なお，最近採用されつつある invitro系， 姉妹染

色分体交換 (SCE)の実用的方法について教室の後藤

らの方法を紹介する。

l.骨髄細胞をチミジンを含まず， BUdR(211g/ml) 

を含む F-12培地で26時尚 (2cell cycle)培捉

2.染色体標本を作製

3.水洗

4. 10-5M Hoechst 33258で染める (15分）。

5.水洗の後，pH8.0の Mcllvainebufferで封入

6. 50℃の栖本伸展板上でブラックライト（東芝，ナ

ンョナル， FL15 BLB • 2本 5cm間隔， 5cm距

離）で30分照射

7.水洗

8. 2％ギムザ液(pH6.8, O.OlM リン酸 buffer)

で15分間染色

この方法は，染色体標本を70℃以上に加熱しない系

としては最も speedyで再現性がある。

＜問 題 点＞

(1) 投与法に関するもの。 DMBAの場合では油浴

性であるため，投与ルートによって結果は 100倍も

異なる場合がある。投与法は本来その検体が投与さ

れるべき）レートで行うべきであるが，スクリ ーニン

グとして，その検体が陽性であるか，陰性であるか

を問題にする時には，腹腔内で統一する考え方も可

能である（杉山）。

(2) 投与した検体が果たして骨髄まで到逹している

かが問題である（近藤）。これには，アイソト ープ

による追跡が必要である。骨髄細胞のみならず他の

臓器組織の染色体が観察出来る様な手法の開発が望

まれる（乾）。

(3) 動物種差の問題。一般にラットの方がマウスよ

りも感受性が高い様である（杉山）。

(4) 染色体異常と SCEとは機構が違う。従って，

結果は必ずしも平行しない。ただし，一般に SCE

はかなり低い濃度でも出現するが，使用した BUdR

自身の染色体に及ぼす影謳も考慮に入れる必要があ

る（石館）。

(5) 骨髄細胞の代りに人間で行われている様に末梢

血リンパ球を用いる方於も可能ではあるが，一般

に，ラットでは PHAによる幼若化がかかりにくい

点に問題がある（外村）。

＋ 

＋ 

＋ 
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(Il) 体細胞変異誘発試験の問題
2.培養内悪性化試験法

1.哺乳動物の培養細胞による突然変異検出

黒 田 ―了41
 

昭

（国立遺伝学研究所）

哺乳動物の培養細胞を用いて化学物質の遺伝子突然

変異誘発作用を調べる方法は， Chuおよび Malling

(1968)の研究以来，多くの改良がなされてきたが，

なお多くの問題点が残されている。

よく用いられているマウス，ハムスターなどの実験

動物の培養細胞に比べて， ヒトの培養細胞は体外培韮

条件下でも生体内の細胞と酷似した機能や増殖の様式

を持ち，得られた結果を評価する際の利点とともに焙

養技法上の問題もまた多い。ここでは，この様な哺乳

動物の培養細胞を用いた遺伝子突然変異検出の際の稲

々の問題点と，その改良法とともに，エジンパラで開

催された第2回国際環境変異原学会での報告や討議を

あわせて話題提供を行いたい。

1)劣性遺伝的マーカーの問題点

これまで多く使用されてきた薬剤抵抗性や栄蓑要求

性の遺伝的マーカーは，劣性であるため，ヘテロでは

表現型として発現しない。このため， Lyonizationを

利用した伴性の遺伝的マーカーや，ヘテロの細胞，ぁ

るいは復帰突然変異などが使用されている。しかし，

なお，モノソミ ーや半数染色体細胞などの開発も望ま

れる。

また，各種の遺伝マーカーの間で突然変異誘発につ

いての感受性の相違のあることが報告されており，こ

の問題は今後さらに検討が必要である。

2)代謝協同の現象 (Metaboliccooperation) 

培養条件下の細胞は，隣接細胞同志の接触によっ

て，細胞相互の物質の移動が起こり，酵素欠損細胞の

表現型が発現しないことが知られている。これをさけ

るため，再播種法 (replatingmethod)の使用が望ま

れる。コロニー形成ではなく，単一細胞レベルでの突

然変異細胞の検出法の開発が望まれる。

3)突然変異発現時間 (Expressiontime) 

化学物質によって誘発された突然変異が表現型とし

て発現するまでの時間は，化学物質の種類， 遺伝的マ

ーカーなどによって異なる。

4)突然変異形質の安定性（Stability)

得られた薬剤抵抗性，栄養要求性が真の遺伝子突然

変異に碁づくもので，その性質が安定であることが要

求される。このためには，その遺伝的マーカーに随伴

する酵素の活性や化学的性質，細胞の継代を続けた場

合の安定性などをチェックする必要がある。

5)変異原物質の活性化 (Metabolicactivation) 

変異原物質の中には活性化が必要なものがある。こ

の様な物質に対しては，肝ミクロゾーム分割 (S-9)や

Co-factorの使用が試みられているが， 代謝活性化

酵素を持つ培養細胞の使用や実験動物を用いた host-

mediated assayの使用などが考えられるへ

＜問題点＞

(1) 本法は殺閑力のある抗性物質などのスクリーニ

ングに適用されよう。細菊の変異原性が陰性の場合

でも，この方法で陽性となる可能性がある。金属な

どの影靱も同様である（黒田）。

(2) 変異の発現には細胞分裂が必要である。検体投

与によって細胞周期がどの位延長するかについて考

慮する必要がある（梅田）。

(3) 変異形質の安定性のチェックをいつまで続けれ

ばよいかについては特に定説はない（黒田）。

哺乳類の培養細胞を用いて発癌性をスクリーニング

する方法は，動物実験に比べ短時間で能率よく検索出

来る可能があるので，その開発，一般試験としての適

用が望まれている。しかし，今迄に発表されている方

法には，名人芸的な要素が存在したり，判定に困難さ

がつきまとったり，また再現性に問題がある。

今迄に報告されている培蓑細胞による発癌性試験法

は， 3つに大別される。その第 1は，正常のハムスタ

一胎児由来細胞などを試験物質で処理した後，継代を

重ね，細胞が悪性化するのを待つ方法である。細胞が

悪性化するには早くても40日，通常は 3カ月以上を要

し，しかも無処理の細胞も 4カ月を過ぎると自然悪性

転換を起こし易い。すなわち，手間と時間のかかる割

に問題があり，実用的な方法とは言えない。

第2は少数細胞を播き，コロニーを形成させる方法

であるが，試験物質処理により形成されるコロニーの

形態が，pilingup, criss-crossなどの悪性形態を示

すのを調べる方法である。ハムスタ ー胎児細胞の場合

は， X線を照射したfeeder細胞を使用する。また

3T3細胞でこの方法で成功すると報告されている。

この方法は約10日間で結果が出る大いに魅力的な方法

である。しかし悪性転換率が低いため，一群でシャ ー

レを20~30枚使わねばならないこと，無処理でも時に

悪性形態コロニーが出現し易いこと，コロニー形態に

移行があるためその判定が難かしいことなどの問題が

ある。

第3の方法は， 2の方法より多数の細胞を播き，試

験物質処理後継代せずに培地更新のみを続け，4～6 

週後に形成される悪性形態，細胞増殖巣J)出現をみる

方法である。 C3Hマウス前立腺由来の細胞， 3T3,

lOT 1/2細胞など，接触阻害を示す細胞が用いられて

いる。この方法は第2の方法と比べ，判定がより容易

である利点はあるが，時間がかかること，実際に手が

けてみると，接触阻害を示すような細胞を継代維持す

ることの困難さなど，案外，実験がスムーズに行かな

梅 田 誠

（横浜市立大学医学部）

いことがある。

＜問題点＞

(1) 米国の Pientaは，第2の方法の変法として，

シリアン ・ハムスターの冷凍保存胎児細胞を用いる

方法を提唱している。彼によると，胎児14日目の細

胞をfeederとし， X線5000Rを照射し， 24時間後

その上に胎児13日目から得られた標的細胞500コを

播く。特に，標的細胞は，予め，発癌剤に高い感受

性を示したものを保存しておく。翌日検体を加え，

8日間培養した後，固定し，ギームザで染色した

後，正常のコロニーと悪性化したと思われるコロニ

ーとを形態学的に判定する（梅田）。

彼の方法によると， 約10日で判定が可能であり，

しかも，その結果を見ると，検体の発癌性とかなり

高い相関性があると言う。しかしながら，実際のデ

ータ ーを見るとかなりの問題があるように思われ

る。まず，コロニーの形態の判別に客観性があるか

否か。第2に形態変化を起こしたと言う変異コロニ

ーの数は極めて少な く，統計的に も問題が少なくな

ぃ。第3に，そのコロニーの全てが果たして動物に

腫瘍を形成するに至るかと言うこと。などをあげる

ことが出来る（石館）。これらの点につき，なお，

再吟味が必要であろう（梅田）。

(2) 一般にinvitroにおける細胞悪性化試験は，

発癌過程の解析には有用ではあるが，最終的には動

物体内に復元して，実際の造腫瘍性を確認する必要

がある。動物体内で腫瘍が形成されるまでの期間を

含めるとかなり長く，変異原性試験としては，第一

次としてよりも第二次的試験に属するものと思われ

る（乾）。

(3) 本法は発癌過程の解析のみならず，制癌剤その

他を用いる抗発癌性の試験などにも応用することが

出来る（梅田）。
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珠境変巽原研究

3.化学物質の経胎盤投与による変異原検出法

た

乙古 直

佐～N如 No. 10 
1 9 7 8年 1月 1 日

道

（生物実験センター）

日本環境変異原学会

妊娠11~12日目のハムスターに，経口あるいは，腹

腔内注射で化学物質を投与する。 化学物質投与後24時

間目に母体より胎児を摘出，全胎児をトリプシン分散

後培捉する。培袈開始後48~72時間後に，細胞 5X 

10ツdish（直径 6cm)を8-アザグアニン (10,20μg/ 

ml),あるいは，ウワパイン (lmM)を含んだ液に

再播種し，更に15~30日間抵抗性細胞の選択培蓑を行

う。選択培捉終了後，シャーレを固定，染色し耐性細

胞の算定を行う＾

一方，残余の細胞は単府培捉に達する迄，培養を継

続した上， 0.5~1x 10'cells/dishの割合で細胞をシ

ャーレに再播種し， 1週間培簑後，シャーレを固定，

染色し，TransformedColonyの同定に供する。

上記手法における基礎的研究は AF2を使用して詳

細に行われてきたが，現時点でのその適用範囲は，ニ

トロソ化合物 (DMN,Nitrosomorpholine等），芳香

族炭化水素 (3-MC,BP),芳香族アミン (2AAF, 

2.7 AAF), アゾ色素 (3'M-DAB),4 NQO, ニト

ロフラン， ワラビ函等である。一方他の系で変巽原

性，癌原性の著明であるメチルニ トロ‘ノ ・シアナミド

(MNC) には本系の適用はできなかった。重金属

タパコタ ール等にもこの系の適用は難しい。次の点が

問起として残っている。

l)活性化体の halflife spanの極端に短かい物

質。

2)動物あるいはその胎児に非常に急性毒性の強い

物質。

に比較することができる。薬剤が胎盤を通過するか

どうか問題である。胎児細胞の臓船による差を検討

するのも重要で，肝臓の線維芽細胞に最も高い感受

性があるようである。（以上乾）。

(2) in vivoを用いる試験では常に問題になるこ と

であるが，母親に投与した薬剤がどの程度胎児に及

んでいるかを見極める必要がある。薬剤が到逹して

いないために陰性になる場合には，真の陰性とは言

えなくなる。（以上外村）。

おわりに

変異原性あるいは癌原性の検索のために哺乳動物培

蓑細胞を用いる人々は年々増加する傾向にあり，その

手技に関しても多種多様を極めている。時聞の都合

上，本小集会ではこれらを全て網羅するわけにはいか

なかった。たとえば，人間末梢血リンパ球を用いる方

法は，労働衛生管理のモニタリング，治療に用いた裁

物あるいは放射線の副作用のチェックにも役立つ。

BUdRを用いて姉妹染色分体交換 (SCE)を指標とす

る検索も行われている。通常の染色体異常と SCEと

の相関性，あるいは定菫性とその評価についてはなお

検討を要する。

最後に本小集会を通じ，活発な討論によって御協

力をいただいた諸氏に御礼を申し上げるとともに，染

色体異常その他細胞追伝学的事象にかかわり，多くの

助言を賜った医科歯科大学 ・外村教授に深く感謝申し

上げる。また，この有意義な討論の機会を企画して下
＜問題点＞

さった，本学会世話人 ・近藤宗平教授の御好意，並び

(1) 本法では，細胞突然変異，染色体異常，・及び， に，そのための準備に労をとられた武田薬品の諸氏に

コロニー形態異常など 3種の試験を同じ材料で同時 厚く御礼を申し上げる。

先号は1977年6月10日に発行しましたが，今回は1978年 1月 1日から学会として改組されるこ と

になり，その最初のお知らせとしてその後の状況などを以下記します。

日本図境変異原研究会の第6回研究発表会は，昭和52年9月16（金）， 17（土）の両日にわた り，大

阪府吹田市（武田槃品研修所）で行われました。 9月16日午後に総会が開催されましたが， それに

先立って，同日の午前に第11回評議員会が行われました。この評議員会で了承された事項のすべて

が総会で承認されましたので，これらを整理して以下に記します。

第11回評議員会について

「1時 ・所 昭和52年9月16日午前10~12時

吹田市（武田雄品研修所）

1.出/lid者（アイウエオ順 ・敬称略）

岩原繁雄，賀田恒夫，梶原 弧，熙田行昭

近藤宗平，白須泰彦，田島弥太郎，滝沢行雄

土川 清，外村晶，早津彦哉

2.欠l，店者（アイウエオ順 ・敬称略）

遠藤英也， 斉藤守，杉村廂，骨原努

西村秀雄，村上氏諮，山1-1彦之，吉田俊秀

第11回評議員会および昭和52年度総会における

報告事項と議ボ

昭和52年度総会について

LI時 ・所 昭和52年9月16日午後15:20~16: 00 

吹田市（武田薬品研修所）

なお，議長として梶原評議員がこれに当たった。

報告 事 項

会長報告 ：田島会長より以下報缶があった。

1.本研究会は設立されてから本年で5年となり，

会の規模，内容とも充実してきた。今後，学会

として組織したい。

2.この夏，7月11~15日にエジンパラで第2回国

際環災変異原学会があり ，日本からも十数名の

参加者があって盛況であった。次の第3回会議

は日本が行うことになったので，会員諸氏の御

協力を得たい。

3.国際 EMS連合の新役員に，会長として

P. Oftedal,副会長として Y.Tazima 

I氏務幹事として B.J. Kilbey,会計幹ギとして

S. Wollfの諸氏が就任した。

4. JCPEMC (International Commission for 

Protection against Environmental Muta-

gens and Carcinogens)が本年より ，F.H.

Sobels博士を会長として発足し， 国際的に図

境中の突然変異原，紺原の評価，許容基準の設

定などの作業に当たることになった。 （詳細は

Mutation Research誌 46(1977) 311~312 

を参照）

庶務 報告

賀田庶拐幹ポより以下報告された。

1.現在の会貝数は，A会員111名，B会具131名，

計242名である。

2.本研究会を学会に組綿替えする件に関して，前

同評議員会の申合せに球づいて，逍伝研所屈の
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評議貝で学会会）！lJ案をまず作製し，これを評議

会，総会に捉出することとした。

3.次期の役員の推防投票を実施，終了した。

会計報告

黒田会計幹ボより以下報告された。

1．昭和52年度予ねならびに 9月14日現在の収支は

表 1の通りである。

2.昭和51年度収支決狩および昭和53年度予符に関

しては後に議ポとして承認を求める。

協議事項

l．会計の決節および予算について

昭和51年度収支決鍔について表2の通りである

ことが報告され承認された。昭和53年疫予鍔に

関しては表3の安が捉案され，そのまま承認さ

れた。

2.次の第7回研究発表会の開催地に関して協議し

た結果三島市で行うことが了承され，同地区

の評議員がその世話を行うこととなった。

3.評議員，役員の改選について

次期の評議員候補の推蒋，投欺 (9月3日しめ

切り）の集計に関しては，田烏会長より依頼さ

れた上川消，天野悦夫の両会員によって阻票さ

れ．その結果を土川評議員より付表の通り報侶

された。

会則では，評議員の規定数は15名であるが，

第15.16位の得票は同数であり，会長指名者を

含む現評議員の総数は16名であることを考I点

し，評議会として総会に対して16名を推胞し承

認を求め，これがそのまま承認された。

次期会長候補者に関して意見を交換した結

果，評議会は杉村隆評議員を総会に推／忍しこれ

が承認された。なお，同氏は現在在米中である

ので， 帰国をまって田島現会長から正式受諾を

要請することとし，その上であらたに庶肪，会

計両幹事の委限を行う手順になるので， • それ

まで現幹事が仮に＇財務を引続き行うこととなっ

た。

（附記） 11)J4日，田島会長は園立がんセンタ

ーに杉村隆評議員を訪ね，評議員会の議にもと

ずき会長就任を要訥，承諾を得た。

4.学会への改組について

以前より作業を進めてきた学会会則案に関して

評議員会で検討したうえ，これを総会に提出

し，その大要が承認された。なお字旬的な細部

に関しては，杉村氏の局直以後に予定されてい

る学会の発足作業を行う新評議員会に一任する

こととした。

（学会会則に関しては，その後11月28日に行わ

れた新評議員会の議事録を参照のこと）

日本閲境変異原研究会第12回評議員会記録

H時

所

昭和52年11月28日（月）16~19時

三島市

出席者（アイウエオ順 ・敬称略）

石館枯，致田恒夫，菊池康枯，黒田行11/:l,

近藤宗平，白須泰彦，菅原努，杉村隆，

田島弥太郎，土川清，外村品，

西岡 一，早津彦故，松島泰次郎

欠席者

岩原繁雄，遠籐英也

協請事項

1.役員について

杉村会長は，学会発足（昭和53年 1}」1Llを予

定）に当たり，庶務幹事に賀田評議員を，会計

幹事に黒田評議員を委嘱した。その任期はあら

たに施行される学会会則によることとする。会

計監査には，梶原弧会員および沌沢行雄会員を

委嘱したいむね表明された。

2.学会への改組について

前回の総会 (9月16H，吹田市）でその大綱か

承認された日本棗境変異原学会会則案について

さらに検討し，その最終案を作製した。あらた

に贅助会員を設けることとした。さらに字句な

どの点の再吟味した後，全評議員の通党を得た

ものを，昭和53年 1月 1口に予定される学会発

足とともに施行することとする。

3.第3回 EMS国際会議 (1981年日本でOO催を予

定）の準付jについて意見の交換を行った。当血

次の 8人委具会（会長を含め 9人）を設けて検

討を始めることとした。杉村会長および（以下

敬称略 ・アイウエオ順）石館，賀田，黒田，田

（付表）

JEMS次期評議員推せん投票結果

賀

田

近

杉

石

黒

早

白

1

2

3

4

5

6

7

8
 

田

島

藤

村

館

田

津

須

夫

郎

平

隆

基

昭

哉

彦

太

恒

弥

宗

行

彦

泰

土

外

西

遠

岩

菊

菅

松

9
1
0
1
1
1
2
1
3
1
4
1
5
1
6
 

川

村

岡

藤

原

地

原

島

英

繁

康

清

晶

一

也

雄

碁

努

郎
次泰

島，外村，西岡，早津および松島の各評議員。

4.次回の研究会について，三島地区の評議員に対

して種々要望がなされた。

5.ニュースなどの充実について

学会としての発足を機として， 「環境変異原研

究」と穎する和文誌を前回の研究発表会の特集

として近藤評議員を中心と して編集し，全会員

に配布することとを申し合わせた。

田代グリル
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表 1 昭和52年度予勾並びに収支中間報告苫（昭和52年9月14日現在）

日本環境変異原研究会会計幹ポ 黒田行昭

収入

rJ
 
J
 

I
I
 

文

摘 要

1.昭和52年度会費（1，000円）

2.昭和51年度会費（1，000円）

3. 52年度 Mut.Res.眺読料

(1) Environm. Mut. (6,100円）

(2) Rev. Genet. Toxicol. (6,100円）

(3) Env. Toxicol. Test. (6,100円）

(4) Mut. Res. Complete 

4.昭和52年度JEMSRoyalty 

5.昭和51年度 Mut.Res.眺読料

(1) Environm. Mut. (5,600円）

(2) Rev. Genet. Toxicol. (5,6001リ）

(3) Environm. Toxic. Test. (5,600円）

(4) Mut. Res. Complete 

6.昭和53年度睛読料一部前納金

7.昭和51年度繰越金

8.利 息

合 ．．．． 
ロ

予 算（円） 中間報告 (P」)

200,000 228,000(228人）

20,000(20人） 16,000(16人）

628,300(103人） 646,600(106人）

347,700(57人） 317,200(52人）

353,800(58人） 335,500(55人）

100,650( 1人）

75,000 81,262 

22,400(4人） 16,800(3人）

16,800(3人） 11,200(2人）

16,800(3人） 5,600( 1人）

97,29.:l( 1人） 97,293( 1人）

18,300 

198,404 198,404 

2,000 12,593 

2,079,147 1,984,752 

摘

合

要 予鍔（円） 中間報告（円）

1．昭和52年I)'.Mut. Res.購読料

(1) Environm. Mut. (52Dfl) 

(2) Rev. Genet. Toxicol. (52 Dfl) 

(3) Env. Toxic. Test. (52 Dfl) 

(4) Mut. Res. Complete(861Dfl) 

2.昭和51年度 Mut.Res. Complete 
(640 Dfl) 

3.昭和52年度本部納入金

4.郵便代（通信料，送金手数料）

5.印刷校（ゼロックス代，タイプ代，
印刷代）

6.泊耗品致（文具， 封筒代）

7.会議投（評議委員会経役）

8.その他

9.予偏伐

dト

628,300(103人）

347,700(57人）

353,800(58人）

100,650(1人）

35,000 

100,000 

50,000 

50,000 

100,000 

50,000 

263,697 

2,079,147 

完 額残J
り

゜

623,793 (106人）

342, 142(59人）

348,042(59人）

97,680( 1人）

70,985( 1人）

31.029 

246,637 

47,200 

10,984 

99,733 

4,800 

゜
1,923,025 

I 

61,727 
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表 2 昭和51年度収支決算報告書（昭和51年 1月～12月）

日本環境変異原研究会会計幹事 黒 田行昭

収入

昭和50年度繰越金

昭和51年度会費（1,000円X183人）

Mut. Res.誌購読料

(1) Environm. Mut. (5,600円X76人）

(2) Rev. Genet. Toxicol. (5,600円x29人）

(3) Env. Toxicol. Test. (5,600円x34人）

昭和50年度会按 ・購読料未納者入金(23人）

(A) 5,800円X2人

(B) 4,800円X1人 37,400円

(C) 1,000円X21人

昭和50年度 JEMSRoyalty 

昭和52年度会毀納入金(9人）

昭和51年度第5回環境変異原研究発表会連営委員会より寄付金

利 息(4回分）

t
 

,
,
•

1口合

16.234円

183,000 

425,600 

162,400 

190,400 

37,400 

58,355 

9,000 

30,000 

2,570 

1,114,959 

支出

Mut. Res.購読料（①78人 ②31人 ③37人）

EMS本部納付金（昭和51年度分179人）

郵便代（通信料，送金料）

印刷毀（ゼロックス代，タイ プ代，領収書印刷代）

消耗品般（文具，封筒代）

会議毀（評議委員会経費2回分）

その他（通関税，運送賽，タイプ謝礼）

合

残

計

一
金

昭和51年度 繰越金

753,979「J

26,850 

47,520 

28,835 

4,400 

39,200 

15,771 

916,555 

198,404 

198,404 

表 3 昭和53作股予狩↓1:

ト1本霰様変鉗原研究会会計幹'|i 黒 Lfl 行 II{{ 

収入

ー会 貨

摘

＿

要 予覧 （円）

(1)昭和53年疫 (2,000円）

(2)昭和52年度(1,000円）

( 3 ) 昭和51年I¼'. (1,000円）

2. Mut. Res.誌）I！り読料

(1)昭和53年度

a. Envirom. Mut. (12,600円 Vol.53, 54) 

b. Rev. Genet. Toxicol. (6,300円 Vol.55) 

c. Env. Toxicol. Test. (18,900円 Vol.56, 57, 58) 

d. Mut. Res. Complete(l66,725円 Vol.49~58) 

(2)昭和52年良

a. Environm. Mut. (6,100円）

b. Rev. Genet. Toxicol. (6,100円）

c. En v. Toxicol. Test. (6,100円）

(3)昭和51年度 Mut.Res.購読料

3.昭和53年度 JEMSRoyalty 

合 ..ii• 

460,000(230人）

14,000(14人）

4,000(4人）

1,335,600 (106人）

371.700(59人）

1,115, 100(59人）

166,725( 1人）

0(0人）

42.700(7人）

24,400(4人）

91,385(3人）

120,000 

3,745,610円
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日本環境変異原学会会則

支出

摘 要 予鍔（円）

1.昭和52年度 Mut.Res.購読料

(1) Environm. Mut. (107Dfl Vol. 53, 54) 

(2) Rev. Genet. Toxicol. (53.5Dfl Vol. 55) 

(3) Envir. Toxicol. Test. (160Dfl Vol. 56, 57, 58) 

(4) Mut. Res. Complete (1425D£1 Vol. 49~58) 

2.昭和52年度本部納入金

3.郵便代（通信料，送金手数料）

4.印刷投（ゼロックス代，タイプ代，印刷代）

5.消耗品投（文具，封筒代）

6.会議毀（評議委員会経費）

7.その他

合 計

66,485 

3,745,610円

第1条本会は日本環境変異原学会 (TheEnviron-

mental Mutagen Society of Japan) と称

する。

第2条本会は人間環悦における突然変異原，特に公

衆の健康に重大な関係を有する突然変異原の

研究を推進することを目的とする。

第3条本会の会員は，正会員および校助会員とす

る。正会員は本会の趣旨に賛同し，現境変異

原の研究に必要な知識と経験を有し，定めら

れた会費を納入した者，賢助会員はこの学会

の事業を後援し，定められた会毀を納入した

個人または法人とする。

第4条本会に入会を希望するものは，所定の申込

書に記入の上，本会事務所に申込むものとす

る。入会の可否は評議員会において決定す

る。

差引残額

1,335,600 

371,700 

1,115,100 

166,725 

40,000 

250,000 

200,000 

50,000 

150,000 

゜ 第5条 会員は毎年会致を納入しなければならない。

次年度の年会投の額は評議員会において審議

し総会において定める。

第6条本会はその目的を逹成するために次の事業を

ノー ｀ イゴつ。
1.年 1回大会を開（紺し，学術上の研究成果

の発表および知識の交換を行う。

2. Mutation Research誌の特別巻を特価

で購入販布する。

3.国際環境変異原協会に加入し，国際協力

に必要な活動を行う。

4.その他本会の目的を達成するために必要

な活動を行う。

第7条本会に次の通り役員および評議員を笠く。

会 長 1名， 庶務幹事 1名，

会計幹事 1名， 会計監査 2名

および評議員若干名。

評議員は全会員の投票により選ぶ。

会長は評議員の互選によって定める。

庶務幹事会計幹事および会計監査は会長が

委嘱する。

この他会長は必要な場合には会員の中より若

干名を指名し総会の承認を得て，評議員に加

えることができる。

役員および評議員の任期は2年とする。

役員が同じ任務に引続いて就任する場合には

2期をもって限度とする。

第8条 評議員会は会員を代表し，事業計画，経毀の

収支予鍔決鍔およびその他の重要事項につ

いて審議する。

第9条本会は年 1回総会を測く。

総会において会則の改廃制定，予鉢 ・決算の

承認，その他評議員会において審議した重要

事項の承認を行う。

第10条 本会の事務執行機関は会長および 2名の幹事

をもって構成する。

会長は執行機関の長となり，また本会を代表

する。

第11条本会の事務は胎年による。

附記

1.本会則は昭和53年 1月1日より施行する。

2.本会は事務所を

静岡県三烏市谷田1111番地に四く。

3.正会員および笠助会員の会賀はそれぞれ年額

2,000円およびj20,000円とする。

ただし， MutationResearch誌の特別巻の

配布を希望するものは，会費の他に別途定め

る購読料を本会へ前納するものとする。
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— 編集後記 ＿

日本環境変異原研究会は発展して学会と改称。それにあまりおくれをとらず 「環境変屎

原研究」の創刊号がやっとできる。表紙は石井裕氏の創作で，白い右上が りの太い曲線は

投`与最反応曲線..0 印刷の寸前に，杉村隆博士に「米国環境変異原学会賞」が授けられ

るという 朗報がまいこむ。急拠特別記事を加えた編集に改変。本誌は，ずっとまえに評議

員会でその有用性を承認され，その発刊の責任をお引うけしていたもの。いろいろの事情

でこのようにおくれ，しかもこのような形になりました。私をたすけて， 原稿をおよせ下

さったのに，いただいた原稿のかなりのものをのせなかったし，のせたものも， 著者に断

りなく短縮 ・改変し，しかも著者校正をお願いしなかった。諸般の事情を御賢察の上，こ

れらの点御許しのほどお願いします。

編集にあたっては，不馴れな私をよく助けて下さった， 石井道子，梁治子，池永満生，

石井裕の諸氏に感謝する。本誌の発行は，中富社の上杉豊氏の多大の御骨折りに負う所が

多いことを付記して，感謝の言葉にかえる。
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