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環境変異原研究11: 1 -12 (1989) 

昭和63年度学会奨励賞受賞者論文

環境変異原・癌原物質のinvivo短期評価法の開発と応用

東京大学医科学研究所降旗千恵

1.はじめに

環境変異原・癌原物質の第一次スクリーニング

法として用いられているAmesらのSalmonel幻テ

スト系1)などのinvitroテスト系で多くの変異原

性陽性物質が見出されている。しかしながら，こ

れらの“invitro変異原物質”を哺乳類個体に投

与すると， 1)化学物質の摂取経路による体内分

布の違い， 2)標的臓器あるいは細胞での吸収の

違い，さらに 3)代謝活性化，解毒，排泄など多

くの要素によって修飾されるため，invivoで変異

原性を示す場合にも特定の臓器でのみ陽性となる

“臓器特異性”を示すし，invivoでは変異原性を

示さないこともある。それ故“invitro変異原物

質”が必ずしも“invivo変異原 ・癌原物質”であ

るとは限らないので， ．これを確かめる必要がある。

in vivoテストを多額の費用と莫大な労力と 2~3

年もの長期間とを要する長期動物実験だけに頼る

ことは不可能となって来たので，短期間でのin

vivoテスト系が必要となって来た。

遺伝子毒性(genotoxic)物質が卵子や精子など

の生殖細胞に作用すると子孫に遺伝する遺伝的障

害となるが，体細胞に作用すると，重要な結果の

一つとして，正常細胞が癌化（発癌）する。発癌で

は，遺伝子毒性(DNAに対する作用一発癌のイニ

シェーション）も重要であるが，発癌プロモー

ションも重要であると考えられている。それ故

“完全癌原物質”(1種類の化学物質を動物に投

与することによって発癌に至らせる化学物質）は，

遺伝子毒性のみでなく，発癌プロモーション作用

も持つので，両方の活性を測定することが必要と

考えるに至った。そこで次に述べるinvivo短期評

価法を開発した。

2. in vivo短期評価法

図1に示すように，遺伝子毒性は， DNA損傷に

よる DNA一本鎖切断（アルカリ溶出法）と，切断
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図 1 腺胃におけるinvivo短期評価法
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後に引き続いて誘導される修復による不定期

DNA合成 (UDS)とを指標とした。発癌プロモー

ションはその本態が明らかにされつつある段階

で，まだ完全には解明されていないので， DNAに

変化を受けた細胞が増殖していくことが発癌プロ

モーションと関連していると考えて，増殖に伴う

複製DNA合成 (RDS)と，皮膚発癌の系で発癌プ

ロモーションの指標酵素として用いられたオルニ

チン脱炭酸酵素 (OOC)の誘導とを発癌プロモー

ション活性の指標とした。

アルカリ溶出法はDNAをアルカリ条件下(pH>

12)で一本鎖に解離させ，ポアサイズの決った

フィルターから溶出させる。この時に DNAに切

断があると，一本鎖DNAの低分子量化により，

フィルターからの溶出が早くなる。検出感度は

107ヌクレオチドあたり 1切断のオーダーであ

る2)o UDSはDNA損傷に引き続いて細胞に誘起

される修復DNA合成をさす3)。すなわち，変異原

物質化学癌原物質あるいはその代謝活性化物，

放射線がDNAを修飾して，それが除去修復で修

復される場合に， トリチウムで標識したチミジン

（国］dThd)を共存させると， 1ヶ所の傷に対し

て，多数の『H]dThdが取り込まれて，高感度で

DNA損傷を検出することが出来る。

RDS検出にも『H]dThdを含む培養液を用いて

高感度に検出することが出来る。OOCは細胞増殖

因子の一つであるポリアミン合成系（オルニチン

→プトレシン→スペルミジン→スペルミン）の第

一段階の酵素であり，［℃］オルニチンを基質にし

で℃02の生成を測定することでその酵素活性を

調べることが出来る。OOCを指標に用いて多くの

皮膚発癌プロモーターがスクリーニングされて見

出されている° 。

実際にこの方法を適用する時には， UDSと

RDSとを20頭のラ ットについて同時に測定する

ことが出来るので，まずこれを調べて，次に補足

あるいは確認のためにアルカリ溶出法と OOCを

用いている。

I) UDSとRDS5-7)

1群 5頭のFischer(F344，チャールズ ・リ バー

図2
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ラットの胃を大彎側で切開した図

社） 7~ 8週令雄ラ ットを用いた。ラッ トに胃

チューブで試料を投与し， UDS測定には 2-4時

間後に， RDS測定には16-24時間後にラ ットを屠

殺して個別に調べた。胃幽門腺部粘膜（図 2)と大

腸粘膜では，臓器を取り出して切り開き，滅菌生

理食塩水，次いで培養液で洗った。眼科用ハサミ

で粘膜を約1mmの幅で細長く切り取り，さらに

メスで細かく（約1mm間隔で）刻み，約20mgをL

字管に入れた。370kBq/mlびHJdThd (2 -3TBq 

/mmol) • 100 μ g/mlストレプトマイシン ・

lOOunits/mlペニシリンGを含むL-15mediumを

3ml加えた。UDS測定の時にはヒドロキシウレア

(HU, RDS阻害剤）をlOmMに添加し， RDS測定

の時には HUを添加しないで， 37℃で2時間振盪

培養(60回／分）した。 2時間後にL-15mediumで

一度洗った後，放射能で標識していない dThdを

lmMに添加したL-15mediumを3ml加えて37℃

で30分間さらにインキュベートした。 リン酸緩衝

化生理食塩水で洗った後，組織切片をドライアイ

ス上で凍結した。この凍結組織切片から DNA分

画を Schmidt,Thanhauser, Schneiderの方法の変

法で抽出した。すなわち凍結組織切片をスピッツ

遠心管型ホモジナイザー（図 3)中10%トリクロロ

酢酸（TCA) 溶液lmlでホモジナイズして，

3000rpm 15分間の遠心分離でTCA可溶分画を除

いた。沈澱をもう 一度同様の操作で洗った後，沈

澱を INKOH 1.1mlでホモジナイズし， 37℃で一

夜インキュベートして RNAを加水分解した。

TCAでDNAとタンパク質分画を沈澱させ， 5%

TCA 650μ lでホモジナイズ後80℃,30分加温し

てDNAを加水分解した。加水分解液上清0.5mlを

シンチレーターACSIIに溶かして，液体シンチ

レーションカウンターで， DNAに取り込まれた

『H]dThdの量を定量した。またDNA濃度は，加

水分解液上清20μ lに2Mの3,5ー ジアミ ノ安息

香酸 ・2塩酸塩 (DABA) （東京化成）40μ lを加

え， 37℃で30分インキュベートした後， 0.6N過

塩素酸（PCA)300μ lを加え，ミクロセルを用い

て，励起光410nm,蛍光510nmで蛍光を測定して

求めた。DNA標準試料として，仔牛胸腺 DNA

75μ g/mlを5%TCAで加水分解したものを用い

た。

前胃上皮では，前胃（図 2) を漿膜ごと切り取

り，丸ごと L字管に入れてインキュベートした後

凍結した。凍結した前胃を， 24mMEDTA • 

75mM NaCl (pH7. 5)で洗い，前胃上皮を片刃の

カミソリで削り取り，スピッツ遠心管型ホモジナ

イザー外筒管（図 3) に入れ， 300mMNaCl・ 

30mM EDTA • 0.5%SDS(pH10.2)溶液lmlを加

え， 37℃5分間インキュベートした後，軽くホモ

ジナイズし， 70%TCAl50μlを加えて混合し， 室

温で10分間静置した後，室温で3000rpm15分遠心

分離して沈澱を得た。後の操作は幽門腺部粘膜と

同様に行った8)。

肝臓では9)' エーテル麻酔下に，肝臓を門脈か

ら， 37℃の0.5mMEGTA • lOmM HEPES • 

Ca++ -free Hanks'balanced salt液で，次いで

0.05％コラゲナーゼ・ lOmMHEPES • 1%BSA • 

0.005%トリプシンインヒビター・ Ca++-Free 

H田1ks'balancedsalt液で10-15分間潅流した。肝

臓をハサミで細切後ナイロンメ ッシュとガーゼで

ろ過して，肝細胞を取った。直径9cmのFalcon組

織培養皿に10mlの WEmedium • 1 0 % FCS • 

2) 

図 3
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スピ ッツ遠心管型ガラスホモ ジナイザー

O.lIU/mlインシュリン・ 2.5μg/mlファンギゾン

• 0.1 μ g/mlカナマイシン・ 370kBq/ml『HJ

dThdを入れ， 4X 106.t;--の肝細胞をまいて，

95％血ー5%C02,37℃で2時間インキュベート

した。UDS測定には HUをlOmMに添加し，

RDS測定にはHUを添加しない。2時間後に培養

液を放射能で標識していない dThdをlmMに添

加した培養液に換えて，さらに30分間インキュ

ベートした。肝細胞は低張液 （lOmMTris • HCl 

pH7.5, 2mM MgCb)でホモジナイズして750gで

5分間遠心分離し，次にlOmMTris・ HCl pH 7.5, 

2mM MgCbを含む0.25M庶糖液でホモジナイズ

して， 0.34M庶糖液に重層して遠心分離して核分

画を取った。核分画から Schmidt,Thanhauser, 

Schneiderの方法の変法で幽門腺部粘膜と同様に

DNA分画を抽出した。

アルカリ溶出法

アルカリ溶出法は Sinaらの方法10)を改良して

胃幽門腺部粘膜に用いた 11)。あらかじめ lμm 
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図 4 アルカリ溶出法装置。 ファネルとポ ンプとフラ

クショ ンコレクター。実際には 5本の ファネ ル

はアルミ箔で被って遮光する。 図 5 ooc活性測定用二重試験管

pore size, 25mm直径の Fluorinertフィルター

(M血poreLtd.)をはめたファネルに3mlのlysis液

(25mM EDTA • lOOmMグリシン・ 2%SDS • 1 

mg/mlプロテイナーゼK,pH9. 7)を入れておく 。

溶出装置全体を図 4に示す。溶出装置は黄色の安

全灯を取りつけた暗室内に置いた。処置ラ ットの

胃を大彎側で切り開き，滅菌生理食塩水で洗った

後幽門腺部粘膜（図2)から約5mgの粘膜をメ

スの刃で削り取り直ちにlysis液に入れて 1時間暗

中で処置した。lysis液を流し出し，洗浄液(20mM

EDTA • 30mM NaOH)で洗った後， 20mM

EDT A • 94mM tetra -n -propylammonium hydro-

xide, pHl 2. 1, 30mlで，暗中で， 20-25℃,

0.05ml／分で溶出した。3mlずつ10分画取った。

溶出液中のDNAはエタノール(95％エタノール ・

0.15M酢酸ナトリウム・ 0.055M酢酸）沈澱後，

フィルター上に残ったDNAは直接， 5%TCA 

中， 80℃,30分加温して加水分解し， DABAと反

応させて，励起光410nm,蛍光510nmでDNA量を

定量した。溶出した DNA量から各点でのフィル

した。実験でのDNAの回収率を推測するために，

ファネルに入れたのとは別に，同じラ ットの幽門

腺部粘膜約 5mgから10%TCA不溶性分画を取

り， 5%TCAで加水分解後， DABAと反応させ
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てDNA量を定量した。実験での推定DNA回収率

が30％以下の場合には，最終データーから除外し

た。

3) ODC活性6, 1 2) 

3~ 4頭の処置ラ ットの胃幽門腺部粘膜をプー

ルして， 800μlの50mMリン酸ナトリウム緩衝液

• O.lmMピリドキサールリン酸． O.lmMEDTA,

pH7.2でホモジナイズした後， 16000rpm,20分遠

心分離した上清を粗酵素抽出液とした 。L-

[l凡C]オルニチン(2.0lGBq/mmol,New England 

Nuclear)を基質として， 二重試験管にゴムキャ ッ

プを付けて（図 5)酵素活性を測定した。すなわ

ち200μ lの粗酵素抽出液と， 200μlの160mMリン

酸ナトリウム緩衝液 ．0.7mMピリドキサールリ

ン酸・1.6mMジチオスレイト ール，pH7.2と，

200μ lのL-[l更C]オルニチン (18.5kBq • 0.2μ 

mol L-オルニチン）とを外管に入れて0.5-1時

間，37℃で反応させた後， 2Mクエン酸300μlを注

射器で外管に加えて反応を止めた。さらに30分間

インキュベートして，生成した℃0花，あらかじ

ター上に残ったDNA量を求めて片対数グラフに め内管に入れておいた200μ lのプロトゾールに吸

表わし，その勾配から溶出速度定数(ml-I)を計算 収させた。このプロトゾールをトルエン・シンチ

レーターに溶かして，液体シンチレーションカウ

ンターで放射能を測定した。

粗酵素抽出液中のタンパク質濃度は Heilと

Zillingの方法13)で，牛血清アルプミン (BSA)を

標準試料と して測定した。すなわち2μ lの粗酵素

抽出液をセルロース ・アセテー ト膜（Schleiher

& Schul, GMBH) に直径6mmの円形に付けて乾

かした。0.25%Amido blacklO B • 45％メタノー

ル ・10％酢酸水溶液で10分間染色し， 45％メタ

ノール ・10％酢酸水溶液を 3回交換して脱色し，

直径6.5mmにくりぬいて試験管に入れ，80％酢酸

• 10％蟻酸 ・1%TCA水溶液lmlを加え，超音波

発生装置を用いてフィルターを溶かして，

630nmの吸収を測定した。

3.結果

I) UDSとRDS

UDSは化学物質投与2-4時間後のHU存在下

でのDNA合成の増加として検出され，RDSは化

学物質投与16-48時間後のHU非存在下のDNA合

成の増加として検出される。

図 6 に 胃幽門腺部粘膜で3・ジアゾ•N ニト ロ ソ

バメ タンによるUDS誘起の場合を示す。UDSを

誘起する化学物質はRDSも促進する場合か多い。

lOmM HUはRDSを約95％抑制し， 約 5％は阻害

されずに残る。従ってRDSか促進されると HUで

阻害されずに残るDNA合成もそれに伴って増加

する。そこで同じ個体について，十HUと一HUを

同時に測定することに よって ，式1), 2)か ら

UDSとRDSとをおおよそ算出すること か出来

る。

-HUの場合 ．

[DS{-HU)］。十［UDS]t+ [RDS],= [DS(-HU)] l 
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I:。ロ
こ 200
り）

[DS(-HU)]2 

2
 

I 
[bS(+HU)]2 

+HUの場合 ．

[DS（十HU)]0 + [UDS] t + k [RDS] t = [DS(+ HU)] t 

（式1)一 （式2)より

[RDS],= 

[DS(-HU)], -[DS(-HU)] o -[DS(+ HU)] t + [DS(+ HU)]。
1-k 

（式2)と （式3)から

[UDS], = [DS(+HU)], -[DS（十HU)]o -k [RDS], 

式1

0 2 
Hours after administration 

3-Diazo-N-nlt『,:,sobamethan

(225m91kg) 

図 6 3ージアゾ＿N-ニト ロソバメタンによるラ ッ ト胃

幽門腺部粘膜での UDS誘起

ここで

[DS(-HU)］。 ：〇時間（対照）の一HUでのDNA

合成（実測値）

[DS（十HU)］。 : 0時間（対照）の十HUでのDNA

合成（実測値）

[DS(-HU)] t : t時間の 一HUでのDNA合成

（実測値）

[DS(+ HU)]t 

[UDS]t 

[RDS]t 

k 

式2

: t時間の十HUでのDNA合成

（実測値）

: t時間の誘導されたUDS

: t時間の促進されたRDS

HUによるRDSの阻害定数

（今までの実験値から幽門腺部粘

膜では近似値0.05)

式3

式4

今

[DS(-HU)]。=446,

[DS（十HU)］。=42.6,

[DS(-HU)］だ 1416

[DS(+ HU)] 2 =220 
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表 1 化学物質による UDS誘導の臓器特異性

UDS誘導／腫瘍誘発
化学物質

腺胃 前胃 大腸 肝臓

MNNG 
ENN3 

PNN3 

4NQO 
NMUT 
MNU 
MAMAc 
2AAF 

DMN 
Trp-P-1 
Trp-P-2 

IQ 
NC 

B [a] P 
4AAF 

Pyrene 

＋／＋ 

＋／＋ 

＋／＋ 

＋／＋ 

＋／＋ 

土／＋

ー／一

ー／一
_/-
ー／＿

_/-
ー／＿

＋／＋ 

＋／＋ 

+/+ 

ー／一

土／＋

ー／一

ー／一

＋／＋ 

ー／一

＋／＋ 

＋／＋ 

ー／一

ー／一

+/+ 
＋／＋ 

表 l 脚注

MNNG, 

ENNG, 

PN応，

4NQO, 
NMUT, 

MNU, 

MAMAc, 

2AAF, 

DMN, 

Trp-P-1, 
Trp-P-2, 

IQ, 

NC, 

B [a] P, 

4AAF, 

N -methyl -N'-nitro-N -nitroooguanidine, 

N -ethyl-N'-nitro-N -nitrosoguanidine; 
-propyl -N'-nitro-N -nitrosoguanidine; 

4 -nitroquinoline 1-oxide; 

N -nitroso -N -methylurethane; 

1-me thy 1-1-nitrosourea; 

methylazoxymethanol acetate, 

2 -acethylaminofluorene; 

dimethylnitrosamine; 

3-amino-l,4-dimethyl-5H-pyrido [4,3-b] indole; 

3-amino-l -methyl-5H-pyrido [ 4,3-b] indole; 
2-amino-3-methyl-irnidazo [ 4,5-f] quinoline; 

nitrooocimetidine; 

benzo [a] pyrene; 

4 -acethylaminofluorene. 

k=0.05をあてはめると

[UDS] 2 = 136 dpm『H]dThd/μ g DNA 

[RDS] 2 =834 dpm『HJdThd/ μ g DNA 

となり， UDSもRDSも陽性となる。

表1に16種類の変異原 ・癌原物質およびそ

の類似体による胃幽門腺部粘膜，前胃上皮，大

腸粘膜および肝臓でのUDSの誘導の結果を示し

た5,7-9)。なお胃粘膜ではヒトでも実験動物でも

幽門腺部粘膜での発癌が多いので，幽門腺部粘膜

で調べている。UDSの誘導と発癌の標的臓器とは

かなりよく一致した。2AAFおよびDMNは標的

臓器の肝臓ではUDSを誘導するが，他の3つの非

図 7
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腺胃癌原物質 MNNGおよび腺胃発癌プロモー

ター NaClによるラ ッ ト胃幽門腺部粘膜での

RDSの促進

標的臓器では数倍から10倍の投与量でもUDSを

誘導しなかった。

図7に腺胃癌原物質Nーメチル＿N'-ニトロ -N-

ニトロソグアニジン (MNNG)および腺胃発癌プ

ロモーターNaClによるラ ット胃幽門腺部粘膜

中のRDSの促進を示す。化学物質投与16時間

後に RDSは対照の約10倍に増加し， 48時間後

には元に戻ったo RDSは粘膜の増殖帯で観察され

た12,14)。今までに明らかにされた腺胃癌原物

質， MNNG,ENNG, PNNG, 4NQO, NMUT1 4)お

よび腺胃発癌フ ロ゚モーター， NaCl,タウロコール

酸ナトリウム 15)'グリオキザール16)'ホルムアル

デヒド 17) カテコールはすべて胃幽門腺部粘膜

に組織傷害を与え ，組織修復のために一過性に細

胞増殖帯での細胞増殖が増加すると推察している。

2)アルカリ溶出法

図8にアルカリ溶出法で， MNNGによる胃幽

門腺部粘膜中のDNA鎖切断を調べた結果を示す。

螂 Gを体重 1kg当り 1~100mg投与して，

DNA鎖切断は用量反応性を示した11)。体重 1

図 8
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腺胃癌原物質 MNNGおよび腺胃発癌プロモー

ター NaClによるラ ッ ト胃幽門腺部粘膜での

DNA鎖切断

kg当り 1mg投与では， M団妬 200μg/mlを1

ml投与したので，長期動物発癌実験の場合の濃

度とあまり変らない低い濃度で投与したことにな

る。腺胃発癌プロモーターNaClでは体重 1kg当

り0.5~1.5g投与で，DNAの溶出は増加せず，組

織傷害を誘起する化学物質による非特異的な

DNA鎖切断は無いことか示された。さらに腺胃

癌原物質NMUT，変異原物質グリオキザールI1)' 

Lニトロソイ ンドール-3ーアセトニトリルなどで

陽性となった。肝癌原物質2AAF1 l)' 腺胃発癌

プロモーターのカテコール， 4-メチルカテコール

などで陰性となった。

3) ODC 

図9に腺胃癌原物質M団 Gゞ14)および腺胃発癌

プロモーター NaCl12)によるラ ット胃幽門腺部粘

膜中のOOC活性の誘導を示した。MNNGでは24

時間後を頂点として NaClでは 6-9時間後を頂

点として，対照の約100倍のOOC活性の一過性の

誘導があった。

今までに明らかにされた腺胃発癌プロモー

ター， NaCl，タウロコール酸ナト リウム15)' グ

リオキザール16)' ホルムアルデヒド 17)' カテ

コールおよび腺胃癌原物質 MNNG,ENNG, 

PNNG, 4NQO, NMUT14)はすべて胃幽門腺部粘

膜でOOC活性を一過性に誘導した。肝癌原物質

図 9
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腺胃癌原物牲 MNNGおよび腺胃発癌プロモー

ター NaClによる ラッ ト胃幽門腺部粘膜での

OOC活性の誘導

2 AAF, DMN, Trp-p-2,腺胃発癌プロモーター

でないエタノールは，胃幽門腺部粘膜でOOC活

性を誘導しなかった。

4)腺胃癌原物質の予測

日本では癌死亡者のうち胃癌死亡者が最も多

く，世界的にも癌死亡者のうち胃癌死亡者が最も

多いので，腺胃癌原物質の予測を重点的に行って

いる。

現在までに“invitro変異原”で胃幽門腺部粘

膜に対して遺伝子毒性と細胞増殖性とを示す物質

を5種類と，混合物1種類とを見出した。また

“invitro変異原”ではあるが，胃幽門腺部粘膜に

対しては invivoで遺伝子毒性を示さない物質を

2種類見出した （表2)。

葛西らか加熱食品中に存在することを見出し

たI8-1 9)'直接作用型“invitro変異原物質である

3種類のジカルボニJ凶区合物，グリオキザール，

メチルグリオキザールとジアセチルとがラ ット胃

幽門腺部粘膜に対して遺伝子毒性と細胞増殖性と

を示した 6, 1 I, 1 6)。このうちグリオキザールは，

--6- 一7-



表 2 腺胃癌原物質の予測 表 3 既知腺胃発癌フ ロ゚モーターによる RDSとODCの誘導と腺胃発癌プロモーターの予測

UDS 
化学物質

DNA鎖切断 RDS ooc 
（有効用量mg/kg体重）

腺胃に対する
癌原性発癌プロ

モーション

化学物質 用量
mg/kg体重

RDS ooc 腺胃発癌
プロモーション

MNNG 
（既知癌原物質）

＋ 
50-250 

＋ 
1-100 

＋ 
10-100 

＋ 
10-200 

＋ 

グリオキザール

メチルグリオキザール

ジアセチル

1ーニトロ ソインドール・
3-アセトニトリル
3-ジアゾ-N-
ニトロソバメタン

ヒッコリー燻液

ヒッコリー燻液十NaN02

IQ 

ニトロソシメチジン

＋ 

200-400 

＋ 

100-500 
＋ 

500-1500 

＋ 

300 
＋ 

75-225 

十

4ml 

77-230 

500-2780 

＋ 

500-550 

＋ 

500-1000 

＋ 

3-4 ml 

＋ 

4ml 

＋ 

150-400 
＋ 

100-300 

＋ 

300-1000 

＋ 

20-80 
＋ 

225 
＋ 

1-4 ml 

＋ 

l-4ml 

＋ 

400 
＋ 

200-600 

＋ 

500-1500 

＋ 

40-300 
＋ 

75-225 

＋ 

2-4 ml 

＋ 

2-4ml 

―
―
 

-

l

 

＋ 

MNNGをイニシェーターとする二段階発癌実験

系で，腺胃発癌プロモーターとなることが高橋ら

によって証明された 20)。発癌イニシェーター作

用についても実験する予定である。

燻製肉と燻製魚も疫学的に胃癌と関係があると

言われている。調味料としてアメリカで市販され

ているヒッコリー燻液（種々のアルデヒド類，

フェノール類を含む）をそれのみで，あるいは亜硝

酸ナトリウムと同時投与すると，胃幽門腺部粘膜

に対して遺伝子毒性と細胞増殖性とを示した 21) 0 

胃内の酸性条件下で亜硝酸との反応で生成され

るニトロソ化合物やジアゾニウム化合物が胃癌原

物質の候補物質として調べられて来ているが，胃

粘膜についてその作用を調べた研究はほとんどな

かった。若林らによって白菜などの野菜中に前駆

体が見出された22-23)直接作用型変異原1ーニト

ロソインドール-3-アセトニトリルと菊川らに

よって報告された血管拡張剤を亜硝酸と反応させ

て生成される直接作用型変異原3—ジアゾ·Nーニト

ロソバメタン 24)とがラ ット胃幽門腺部粘膜に対

して遺伝子毒性と細胞増殖性とを示した 25-26)0 

代謝性活性化を必要とする発癌性ヘテロサイク

リックアミン， 2-アミノ＿3-メチルイミダゾ[4,5 

-f]キノリン (IQ)は胃幽門腺部粘膜に UDSを誘

起しなかった27)。消化管疾患治療薬シメチジン

と亜硝酸との反応で生成する直接作用型変異原二

トロソシメチジンは最大耐性用量投与しても胃幽

門腺部粘膜に UDSを誘起しなかった 27)。この2

つの化合物は，胃幽門腺部には腫瘍を誘発しない

ことが明らかになり 28-29)' 予測と一致した。

5)腺胃発癌プロモーターの予測

ヒトの胃発癌は長期間を要することから，発癌

イニシェーターのみでなく，発癌プロモーターの

関与も重要と考えられている。今までに長期動

物発癌実験で腺胃発癌プロモーターと明らかに

された 6種類の化学物質， NaCl12), グリオキ

ザール16)' カテコール，タウロコール酸ナトリ

ウム 15)' ホルムアルデヒド 17),KSO530)はすべ

て，ラ ット胃幽門腺部粘膜でooc活性を誘導し，
RDSを促進することを明らかにした。この 2つの

塩化ナトリウム

カテコール

タウロコール酸ナトリウム

ホルムアルデヒド

メタ重亜硫酸カリウム

エタ ノール

250-1500 
10-90 
400-1200 
22-llO 

300-1200 

2300 

＋

＋

＋

＋

＋

 

＋

＋

＋

＋

＋

 

＋

＋

＋

＋

＋

 

酢`酸ナトリウム

Lーアスコルビン酸ナトリ ウム
炭酸ナトリウム

Lーグルタミン酸ナトリウム

ソルビン酸ナトリウム

塩化カリウム

亜硫酸カリウム

塩化カルシウム

i茄酸アンモニウム

研酸マグネシウム

蕪糖

タウロケノデオキシコール酸ナトリウム

タウロデオキシコール酸ナトリウム

グリココール酸ナトリウム

グリコケノコール酸ナトリウム

グリコケノデオキシコール酸ナトリウム

グリコデオキシコール酸ナトリウム

タウロリトコール酸ナトリウム

500-1850 
1700-3400 
500-1500 

2400-3200 

1200-2300 
1000-1640 

500-1000 
500-1000 

1000-2800 
500-1500 

1100-4500 
400-1200 

200-1200 
400-1200 

400-1200 
400-1200 

400-1200 
400-1200 

＋
 

＋
 

＋
 

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

 

＋
 

＋

＋

＋

＋

＋

＋

 

指標を用いて，環境中の腺胃発癌フ ロ゚モーターの

可能性のある化学物質を検索した。

食品添加物として使われている塩類のうち，

NaCl以外に 5種類のナトリウム塩， 2種類のカ

リウム塩， 1種類のカルシウム塩と 1種類のアン

モニウム塩とが，ラ ット胃幽門腺部粘膜でODC

活性を誘導し， RDSを促進することを明らかにし

た （表3)3 0)。庶糖を高濃度投与しても同様の現

象が起こらないので30)' 高濃度の電解質による

作用と推定している。

胃潰瘍手術後の胃に胃癌発生の頻度が高いこと

から，胃手術後に逆流する胆汁が胃発癌プロモー

ターとして作用している可能性が示唆されている。

胆汁の 1成分であるタウロコール酸ナトリウムが

ラットを用いた二段階実験胃発癌系で腺胃発癌プ

ロモーターであることが明らかにされている口。

タウロコール酸ナトリウムと他の6種類の胆汁酸

ナトリウムを調べた結果，タウロリトコール酸ナ

トリウムを除く胆汁酸ナトリウムが，ラ ット胃幽

門腺部粘膜でooc活性を誘導し， RDSを促進す
ることを明らかにした（表3) 1 5)。

4.おわりに

以上述べたように，このinvivo短期評価法を用

いて，実際に，腺胃癌原物質の可能性のある物

質，腺胃発癌プロモーターの可能性のある物質を

探し出せるようになった。現段階でのinvivo短期

評価法として大いに利用価値があると考えている。

例えば，癌原物質あるいは発癌プロモーターが見

付かった時に，その類似化合物での試験には威力

を発揮するであろう 。ヒトの胃癌物質や胃発癌プ

ロモーターも，明らかにされた物はまだごくわず

かである。候補物質をinvitro試験法で見出して，

そのinvivoの作用を評価する手段としては十分

有効と考えられる。実際にこの数年間で50余りの

化学物質を試験し，可能性のありそうな物質を重

―-8- ー 9-



点的に調べたせいもあって，プロモーターも含め

ると，約7割が陽性であった。長期動物実験では

これだけの数の化合物を小人数でこの期間で試験

することは不可能である。現段階では最終的には

まだこれらの候補物質を長期動物実験でその作用

を定量的に確認していくことが必要と考えている。

動物発癌実験は長期間を要するので，手間取って

いるが，グリオキザールのように，この方法でin

vivoの作用が見出された物質か，長期動物実験で

作用を確認された例もやっと出始めている。確認

の作業が進めば，invivo短期検索法を長期動物実

験の代りに用いる時代も夢ではない。

今までに，腺胃，前胃，大腸，肝臓について

UDSの方法を確立したので，さらに肺，膵臓，食

道膀脱，腎臓，子宮，乳腺など他の臓器につい

てもこの方法を適用していく必要がある。そうす

れば，ある化学物質についてすべての臓器でin

vivoで短期検索を行うことが可能になる。

発癌イニシェーションは発癌に関係する突然変

異につながる DNAの変化と考えられている。癌

遺伝子の点突然変異による活性化なども既に明ら

かにされている。32P-ポストラベル法などの高

感度法を用いると，発癌の標的臓器でも標的臓

器以外の臓器でも色々のDNA付加体が検出され

る32)。DNA付加体と突然変異の関係についての

研究も少しずつ進み，すべての付加体が突然変異

に関与するのではなく，突然変異あるいは発癌に

関与する特定の付加体があることが明らかになり

つつある 33)。DNAに変化があることは，発癌の

必要条件であるが，十分条件ではない。突然変異

および発癌に直接関与する DNAの変化について

さらに研究の進展力噌旦まれるところである。研究

の進展に伴って，さらに新しいinvivo短期評価法

の開発も可能となろう。
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昭和63年度学会奨励賞受賞者論文

環境変異原の酵素的活性化機構の研究

1.はじめに

我々の環境中に含まれる変異原物質の多〈は，

そのままの形では不活性であり，生体内で酵素的

にいわゆる“代謝的活性化”を受けて生体高分

子，特にDNAと反応し，その作用を示すことか知

られている。食品の加熱によ って生成するヘテロ

サイクリ ックアミ ンはAmes試験系等で強い変異

原性を示すが，その作用が発現するためにはやは

り酵素系の存在を必要とする。筆者らはこれらへ

テロサイクリ ックアミンを中心とするアリルアミ

ンの活性化にどのような酵素（系）が関与するのか

を知るため下記の研究を行った。その結果，多く

のアリルアミンはN水酸化と〇ェステル化の 2

段階の反応を受けて DNA等と容易に反応する代

謝活性体に変換されることか明らかとなった。こ

こではヘテロサイクリ ックアミンを中心に 2段階

活性化に関与する酵素系について，その性質及び

特性を概説する。

2.ヘテロサイクリックアミンの酸化的代謝

現在までに15以上の加熱変異原が見い出されて

おり，その構造から a —及びy—ピリドカルボリ

ン， a-アミノイミダゾール （アミノアザアレ

ン），及びその他に区分することができる。

これらのヘテロサイクリ ックアミンのうち

慶応義塾大学医学部薬理山添康

Lys-P-1等の少数の例外を除く全ての物質は複素

環に結合した芳香族1級アミノ部分構造を持って

いる。筆者らが調べた約10種のヘテロサイクリ ッ

クアミ ンはいずれもこの 1級アミンの酵素的酸化

か活性化に必要であった。すなわち図 1に示した

IQの例のように芳香族 1級アミノ基がN・ ヒドロ

キシアミノ基に変換される。このN-水酸化は肝

ミクロソームに含まれるチトクローム P-450に

よって触媒される。アリルアミンの活性化に関与

するチトクロームP-450分子種については筆者ら

の論文及び総説を参照されたい1-4)。

さて，ヘテロサイクリ ックアミンの中には N

水酸化を受けたのちすでに生体高分子を修飾しう

る高い反応性を示すものもあるが，その多くはさ

らに酵素的な変換を受けて，より反応性に富む活

性化体に導かれDNAやタンパクと共有結合する。

筆者らはこれらヘテロサイクリ ックアミンが表1

に示した少なくとも 3種の酵素系によ って活性化

されることを明らかにしている。

3.アセチル化

(I)N-アセチル化

古くから 2アミノフルオレンや 4ーアミノビ

フェニルのような癌原性アリルアミンはアセチル

CoA要求性の可溶性酵素によって Nアセタミド

三二こ：HCOHH3

表 1 ヘテロサイクリ ックアミ ンを含むアリルアミンN 水酸
化体の活性化系路

反応系路 活性化を受けるアミ ン

1) 0-アセチル化 Glu-P-1, IQ, Trp-P-2, AF, ABP 
IQ N-Hydroxy-lQ 2) 0 スルホン化 Glu-P-1, IQ, AF 

図 1 IQのチト クローム P-450によるN 水酸化 3) 0-アミノアシ叫ヒ Trp-P-2, 4HAQO 
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表 2 肝アセチルトラ ンスフェ ラーゼ活性の種差

動物種
Nアセチ砥 0アセチ）凶ヒ

AF Trp-P-2 N-OH-AF N-OH-Trp-P-2 

マウス 16,930 40 296 く0.2

ハムスター 30,150 320 1009 86 

ラット 2,360 7 95 63 

モルモット 11,700 4 521 04 

ウサギ 12,100 120 5670 <0.2 

イヌ く10 <0.5 <0.1 <0.2 

活性の単位はpmol/mg protein/ min 
〇アセチ）凶ヒ活性はtRNA結合量として定量

表 3 ハムスター及びマウス肝可溶性画分に

おけるヘテロサイクリ ックア ミンの

N-アセチル化

アミン ハムスター マウス

Trp-P-1 118 81 

Trp-P-2 350 20 

Glu-P-1 1000 306 

Glu-P-2 1640 415 

AaC 280 31 

MeAaC 3 6 

IQ 18 6 

活性の単位はpmol/mgprotein/min 

体に変換されることは良く知られている 5)。ヘテ

ロサイクリ ックアミンも同様に肝可溶性画分とア

セチルCoAを含む反応系に添加すると Nアセチ

ル体が生成する。各種実験動物についてヘテロサ

イクリ ックアミンに対する活性を調べると，表2

に示したように肝可溶性画分における Trp-P-2

のN アセチ叫ヒはハムスターで最も高く，ウサ

ギ，マウスの順に低下し，ラ ットやモルモ ットで

は低かった 6)。一方非ヘテロサイクリ ックアミン

の2アミノフルオレンに対する活性はやはりハ

ムスターで最も高いが，ウサギ，マウスおよび

Trp-P-2に対して極めて弱い活性を示したモル

モットも 2ーアミノフルオレンに対しては高い活

性を示した 6)。個体数が少ないので明確な値では

ないがヒト肝のNアセチル化活性はラ ットとほ

ぼ同程度であった。ハムスターあるいはマウスの

肝可溶性画分を用いて他のヘテロサイクリ ックア

ミンについても同様の実験を行ったところ， 7種

のヘテロサイクリ ックアミン中 Glu-P-1と

Glu-P-2が最も速＜ N-アセチル化された（表

3)。一方MeAaCとIQのN-アセチ）凶ヒは極め

て遅かった。 Weberら5)によってア リルア ミンの

相対的な Nアセチル化速度は基質の脂溶性に比

例すると報告されている。しかしながら調べた 7

種のヘテロサイクリ ックアミンの脂溶性と Nーア

セチル化速度の間に良い相関か認められなかった。

ヘテロサイクリ ックアミンを実験動物に投与する

と生体内で N アセチル化を受け，尿や糞中に

N-アセチル誘導体として排泄されるが， N-アセ

IONH2 竺竺竺上~ IOはCOCH3
Arylamine Arylacetamide 

↓Pathway"↓  

H H 

IO;H―→  |0品。CH3
N-Hydroxyarylam1ne N-Hydroxyarylacetamide 

{Arylhydroxamic acid) 

図 2 アセチル トラ ンスフェ ラーゼによる ア リルアミ

ン活性化の系路

チ）凶ヒを受けた代謝物の総排泄量あるいは投与

量に対する比率は低く，投与量の数％を超えな

ぃ7-9)。ヘテロサイクリ ックアミンに対する肝の

Nアセチル化活性かこのように低い原因は不明

であるが， 2-アミノフルオレン等の非ヘテロサイ

クリ ックアミンに対する活性に比して生体内，殊

に肝のヘテロサイクリ ックアミンに対する N-ア

セチル化活性の低い事が一因と考えられる。また

IQ等の2アミノ-N-メチルイミダゾール類は肝

可溶性画分中で脱アセチル化を受けると報告され

ている 10)。このことがIQ類に認められる低いア

セチル化率の一つの原因となっているのかもしれ

ない。

(2) 0-アセチル化

アリルアミンの活性化には最初にアミノ基の

N水酸化が起こり，ついで第 2段階の活性化を

受ける系路か考えられる（図 2)。 しかしながら

最近までアリルア ミンはまず N アセチル化され

生成した N・アセタミドがN・水酸化を受けて N-

ヒドロキシアリルアミド （アセトヒドロキサム酸

誘導体）となる系路によ って活性化されると考え

られてきた。これには 2-アミノフルオレ ンと2-

アセチルアミノフルオレ ンを比べると後者により

強い癌原性が認められること，また70年代当初

Booth 11)や Bartschら12)が肝ホモジネートにア

セチルCoAを添加しても N ヒドロキシルアミン

はあまり活性化されないと報告していたことなど

が理由として考えられる。筆者らはTrp-P-2に対

する低いアセチル化活性から，ヒドロキシルアミ

ンが直接酵素的活性化を受ける場合もあるのでは

ないかと考え， N・ ヒドロキンTrp-P-2を用いて

実験を行った。その結果肝可溶性画分を含む反応

系にN ヒドロキシ-Trp-P-2のみを添加しても牛

胸腺DNAへの共有結合量は増加しないが，この

系にアセチルCoAを添加すると著 しく反応が促

進されることを見い出した 13-15)0 

(3) ハムスター肝のアセチルトランスフェラーゼ

先に示したようにハムスター肝は多くのアリル

アミン基質に対して高いアセチ）凶ば舌性を示す。

またハムスターに 2-アミノフルオレンやベンジ

ジンを投与すると肝癌を生ずることか明らかにさ

れている。そこでハムスター肝よりアセチルトラ

ンスフェラーゼの精製を行った16, 1 7)。肝の可溶

性分画を直接FPLC/Mono-Qイオン交換カラム

にかけて分画すると活性は 2つのピークとして現

われ（図 3)'後者のピークは 2-アミノフルオレ

ンのN アセチル化に高い活性を示し，前者の

ピークは 2ーアミ ノフルオレンのNアセチル化と

pアミノ安息香酸の N アセチ）叶ヒに高い活性を

示したが， N-ヒドロキシ-Glu-P-1に対して活性

を示さなかった。これらの結果は基質特異性を互

いに異にする少なくとも 2種のアセチルトラ ンス

フェラーゼ (AT-IとAT-II)の存在を示唆する

ものと考えられた。そこで20％ポリエチレングリ

コール処理，さらにアミノアゾベンゼンアフィニ

ティーカラム処理によ って両分子種を分離し，次

いでゲルろ過及びFPLC-Mone£)_によるイオン交

3, 
N-OH-Glu-P-1 
0-acetylation 
2' 

I゚ AF N-acetylation 
8 

§ 4 
‘百仁‘̀ 0 

らE20「PABAN-acetylation 
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図 3 ハム スター アセチルト ランスフ 、ェラーゼの

FPLCモノQカラムか らの溶出パターン

N-OH-Glu-P-1; N-ヒドロキ シ-Glu-P-1,

AF；アミノフルオレ ン，PABA;P・ア ミノ安息

香酸， AAB;アミ ノアゾベンゼン

換により精製した。得られたアセチルトランス

フェラーゼAT-IとAT-IIはSDS電気泳動上で

それぞれ単一のバンドを示し，分子量マーカーと

の比較からそれぞれの分子量は31,000と30,000と

判定された。AT-IとAT-IIは基質特異性が異な

り，またアセチ）凶共与体に対する反応性にも違い

が認められた。

Booth 11)はアリルヒドロキサム酸を肝の可溶

性画分に添加するとアリルアミンの N アセチル

化が起きることを見い出した。この反応はアミノ

アゾベンゼン (AAB)を基質とした場合アセチ

ルCoAはアセチ）叫t与体とならず， N-ヒドロキ

シ-AAFのようなアリルヒドロキサム酸が供与体

となることからそれまでに知られていた N アセ

チルトランスフェラーゼとは異なる酵素によって

触媒されているものと考えられてきた。しかしな
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がらハムスター肝より精製した AT-Iは 1)ア

セチルCoA依存性の Nアセチ）叶ヒ， 2)アセチ

ルCoA依存性のO アセチ）凶じ， 3)アリルヒド

ロキサム酸依存性の N,0-アセチル転移，および

4)アリルヒドロキサム酸依存性のN,Nーアセチ

ル転移の 4タイプの異なる反応を触媒することか

明らかとなった16）。一方AT-IIは補酵素として

アセチルCoAを要求し，アリルヒドロキサム酸を

アセチル供与体として用いることができない。そ

のため3)および4)のタイプの反応を触媒できない

か，アセチル CoA依存性の N・アセチル化およ

び0 アセチ）凶ヒを触媒した。但しAT-Iに比べ

AT・IIはより高い基質選択性を示し， AT-IIは

N ヒドロキシアミノフルオレンの0アセチル化

反応を触媒するかN-ヒドロキシ-Glu-P-1の 0-

アセチル化を触媒しなかった。AT-Iによる N-

ヒドロキシルアミンの 0ーアセチル化の機構につ

いては 2系路が可能である。その 1つは先ず N

アセチル化が起こり Nアセチル-N・ ヒドロキシ

ルアミ ン（ヒドロキサム酸）が生成し，この中間

体の分子内あるいは分子間転移により Nーアセト

キシ体が生成する系路であり，他方は N ヒドロ

キシルアミンが直接0・アセチル化される系路で

ある。もしN ヒドロキシ-Glu-P-1のアセチルト

ランスフェラーゼによる 0 アセチ）凶似がN-アセ

チ）叶ヒを経由して起こるならば反応の過程におい

てヒドロキサム酸が生成すると予想される。そこ

でH-N-ヒドロキシ-Glu-P-1を用いて反応を追
跡したが， HPLC上で合成標品の N-アセチル

・Nーヒドロキシ-Glu-P-1の位置に放射活性は検

出されなかった15）。これらの結果からN-ヒドロ

キシ-Glu-P-1の0アセチ）叶ヒは直接的な一段階

の反応によって進行するものと考えられる。また

AT-IIもN-ヒドロキシアミノフルオレンの07

セチル化を触媒するか， AT-IIはN ヒドロキシ

-4・ アセチルアミノビフェニルや N・ ヒドロキシ

-2 -アセチルアミノフルオレンをアセチル供与体

としてアリルアミンのNアセチル化あるいはN,

0アセチル転移を触媒することができない。こ

のことから AT-IIは， AT-Iと同様にN ヒドロ

キシルアミンを直接 O-アセチル化することに

よって活性化しているものと考えられる。

精製した AT-I標品を家兎に免疫して抗

AT-I抗体を作成し，肝における各種アセチ）凶ヒ

活性に対する抗体の添加効果を調べたところ，ハ

ムスター肝可溶性画分によるアセチル CoA依存

性のN-ヒドロキシ-Glu-P-1の 0 アセチル化お

よびN ヒドロキシ＿2-アセチルアミノフルオレン

依存性のAABのNアセチ）凶ヒ反応は濃度依存的

に抗AT-I抗体の添加によ って抑制された。アミ

ノフルオレンの Nアセチル化も同様に阻害され

たが，高濃度の抗体を添加しても阻害は50％程度

であった。またpごアミノ安息香酸の N-アセチル

化はあまり阻害されず最大で約20％程度であった。

これらの結果は生成AT-IとAT-II標品から明

らかになった両酵素の基質特異性と一致していた。

(4) ハムスターにおける酵素的アセチル化の遺伝

的差異

アリルアミ ンあるいはイソニアジドのようなヒ

ドラジン誘導体のアセチル化にヒト及びウサギで

著しい個体差があり，遺伝的因子に基づくことは

古くから知られている5)。この差異はスルファメ

サジン等のスルフォ ンアミドやイソニアジドの

Nアセチル化反応において顕著に認められ，p-

アミノ安息香酸の Nアセチル化にはあまり差が

ない等の特徴が両動物種で共通している。筆者ら

はシリアンハムスターよりアセチルトランスフェ

ラーゼを精製する過程でハムスター個体間で 2-

アミノフルオレン N-アセチル化に著しい個体差

のあることに気付いた。そこでハムスターの肝に

おける Nアセチ）凶は舌性をいくつかのアリルア

ミンについて測定したところ，ヒトやウサギとは

異なりハムスターにおける個体差はpーアミノ安

息香酸でより顕著であった。この個体差は肝だけ

でなく皮膚でも認められ活性の相関性から両組織

のNアセチルトランスフェラーゼは共通の発現

調節を受けていることか示唆された 18)。少し話

はそれるが一般に皮膚の薬物代謝活性は肝に比べ

て著しく弱いがNアセチル化に関しては皮膚は

比較的高い活性を持っている。 ミリグラム蛋白

（可溶性分画）あたりで2ーアミノフルオレ ンN-

アセチル化は肝の15％程度に達する。従って体表

面積（ハムスターで約 130cmりを考慮するとアリ

ルアミンの代謝に皮膚は重要な役割をはたしてい

る可能性がある。さて先述の個体差の原因を明ら

かにするため2ーアミ ノフルオレ ンやpーアミ ノ安

息香酸の Nアセチル化に高い活性を示す個体

（迅速型），低い個体 （遅延型） 及びその中間群に

ついて肝の可溶性画分を調製しWesternプロ ット

を行った I7)。先述のAT-IとAT-IIは互いに免

疫学的に類似しているため抗 AT-I抗体と免疫

交差性を示し，電気泳動後イム ノブロ ットによ っ

て検出できる。各個体中のAT-I及びAT-II含

量を調べたところ，迅速型の個体では AT-Iと

AT-IIに相当する位置に染色バンドが検出され

た（図4)。一方遅延型の個体でも AT-Iの位置

にバンドが検出されたが， AT-II（低分子量） は

遅延型のいずれの個体でも検出されなかった。ま

た中間群では AT-IとAT-IIが検出されたが，

AT-IIの含量は迅速型ハムスターの約1/2程度で

あった。現在，迅速型と遅延型ハムスターそれぞ

れの交配実験を行い，第 5世代までであるが

AT-IIの形質が一応メンデルの第二法則 （不完全

優性）に従って発現することを明らかにしている。

4. 0-スルホン化

実験動物，殊にラ ットにおいて N-ヒドロキシ

-AAFがスルホトランスフェラーゼによって活性

化され DNA損傷を起こすことは応ngl9)や

Millerら20)によ って明らかにされている。しかし

ながら Nーヒドロキシアミノフルオレンのような

N ヒドロキシアリルアミンはこの酵素の良い基

質ではないと考えられてきた。筆者らも N ヒド

ロキシ -Trp-P-2を基質に用いたかスルホトラン

スフェラーゼによ って活性化されなかった。しか

しながら1985年に Laiら 21)はN-ヒドロキシアミ

ノフルオレンがマウスの可溶性画分に含まれるホ

スホアデノシンホスホスルフェート (PAPS)要求

性のスルホトランスフェラーゼによって活性化さ

れることを見い出した。我々も同じころにN ヒ
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図4 ハムスターアセチルトラ ンスフェラーゼ AT-I 

とAT-IIのイム ノプロ ット 抗AT-I抗体を用

いてウエスタンブロット法により 染色した。

ドロキシ-Glu-P-1がラ ットの可溶性画分に含ま

れる酵素系によ って活性化されることに気付い

た22)。先に述べたようにラ ット肝にはN ヒドロ

キシアセチルアミノフルオレンを活性化する酵素

系が存在しており，しかもこの活性には性差か

あって雄で高く雌で低いことが知られている。ア

セチルアミノフルオレンの場合，この物質を投与

したラ ットの肝癌発生率はスルホトランスフェ

ラーゼ活性の性差と一致して雄で高く，雌で低い。

このことからアリルアミン活性化に本酵素系か重

要な役割をはたしていると考えられている。そこ

でこの活性とNーヒドロキシ-Glu-P-1のPAPS依

存性の活性化との関連を知るため雌雄ラ ット肝に

おけるN ヒドロキシ-Glu-P-1の活性化能を比較

したところ成熟雌雄ラ ット間で約3倍の性差が認

められた 23)。N ヒドロキシアセチルアミノフル

オレン活性化の性差の原因については M曲ぅr

ら20)によ っで性ステロイドの関与が示唆されて

いた。実際，生後1日目の雄ラ ットの性腺摘除を

行い，成熟後に活性を測定すると実際無処置群に

比べて 0 スルホン化活性は低下していた 23)。ま

た同様の低下は成熟雄ラ ットにエストラジオール

を投与しても認められた。筆者らはアリルアミン

の活性化とは別にチトクロームP-450の発現調節
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ヽ
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H 
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図 6

DNA binding 

プロリルtRNA合成酵素による Nーヒド ロキ シ -Trp-P-2の活性化

Enzyme; プロリルtRNA合成酵素

図 5 N ヒドロキ シアミノフルオレ ン因お よびN ヒドロキ シ-Glu-P-1固のO スルホン化に対する下垂体摘除およ

び成長ホルモン投与の影響

c;無処置， H;下垂体摘除，

（雌型）．

活性は生成した〇スルホン化体がチオール存在下で還元的に生成するアセチルアミノフルオレンおよび

Glu-P-1として定量した。

G (s);成長ホルモ ン間欠投与（雄型） ，

に関する実験を行っていたが，この実験において

スルホトランスフェラーゼと類似した雄＞雌の性

差を示すチトクロームP-450分子種が性ステロイ

ドとともに下垂体ホルモンによって調節されてい

ることを見い出していた。そこで N ヒドロキシ

アリルアミンの活性化に関与するスルホトランス

フェラーゼについても下垂体系の関与を検討した。

図5に示したように，雄性ラ ットの下垂体を摘除

すると N ヒドロキシアセチルアミノフルオレン

の活性化は約1/4程度にまで低下した。下垂体前

葉ではプロラクチンや成長ホルモンをふくむ幾つ

かのホルモンが産生され，血中に放出されている。

これらホルモンのうち成長ホルモンの血中レベ

ルにはラ ットで性差のあることが報告されてい

る24)。そこでこの放出パターンの違いがスルホ

トランスフェラーゼ活性発現の差異と関連するの

ではないかと考え，ヒト成長ホルモンを 2種の異

なる方法を用いて下垂体摘除ラ ットに投与した。

すなわち雄性に認められる脈動的な（パルス）パ

ターンを再現するため 1日2回の間欠投与群と雌

性ラ ットに特徴的な持続型分泌を再現するためミ

二浸透圧ポンプを背部に埋め込み常に血中に成長

ホルモンカ哺文出される持続投与群を作り， N-ヒ

G (i);成長ホルモン持続注入

ドロキシアセチルアミノフルオレンおよび N-ヒ

ドロキシ -Glu-P-1のO スルホン化への影響を調

べた。下垂体を摘除した成熟雄性ラットに成長ホ

ルモンを間欠的に投与すると N ヒドロキシアセ

チルアミノフルオレンおよび N-ヒドロキシ

-Glu-P-1のOスルホン化活性は著しく増加し，

正常雄のレベ）日丘くにまで回復した。持続注入群

では N・ ヒドロキシアセチルアミノフルオレンに

対する活性は幾分増加したが， N-ヒドロキシ

-Glu-P-1に対する活性は変化が認められなかっ

た。成長ホルモンによる同様の変化は雌性下垂体

摘除ラ ットでも認められた。図には示さなかった

が，下垂体摘除ラ ットにテストステロンやエスト

ラジオールを投与しても両活性に変化は認められ

なかった。これらの結果から N ヒドロキシアリ

ルアミンおよびN ヒドロキシアリルアミドの活

性化に関与するスルホトランスフェラーゼは下垂

体より放出される成長ホルモンによって発現・維

持の調節がなされていることが明らかとなった。

そして成熟ラ ットに認められるスルホトランス

フェラーゼの性差は雌雄間での成長ホルモンの放

出パターンの違いに由来し，性ステロイドは間接

的に視床下部／下垂体系における成長ホルモンの

放出に影響することによって作用しているものと

考えられる。現在，著者らはSDラットの肝より数

種のスルホトランスフェラーゼを精製しており少

なくとも 2つ以上の分子種がNーヒドロキシアリ

ルアミンおよびN・ ヒドロキシアリルアミドの活

性化に関与することがわかってきている。

5.アミノアシル化

癌原性物質としてよく知られている 4ーニトロ

キノリン＿1-オキシドは生体内で還元され N-ヒ

ドロキシルアミ ンとなってから DNAを損傷する

ことはよく知られている。この反応は多田博士ら

によって明らかにされた活性化系であり，筆者ら

は多田博士と共同実験を行い酵母より精製したセ

リル—tRNA合成酵素をセリンおよびN- ヒドロキ

シ-Trp-P-2を含む反応系に加えると DNAへの

共有結合が促進されることを明らかにした25) 0 

ラットの肝可溶性画分から調製した G-25ゲルろ

過処理試料を酵素源として用いると同様のアミノ

酸およびヌクレオチド要求性が認められた。ただ

し，酵母の場合とは異なりセリンは有効でなく，

プロリンの存在下で最も高い値が得られた l3, 2 6)。

プロリンの効果は立体特異的であり， L-プロリン

の代りに D—プロリンを添加しても Nーヒドロキ

シ-Trp-P-2の活性化反応はほとんど進行しな

かった。またプロリンアミドや N アセチルプロ

リンに促進効果は認められなかった。またモノ三

燐酸ヌクレオチドのうち ATPは N-ヒドロキシ

-Trp-P-2の活性化を著しく促進したが，他のヌ

クレオチド， GTP,UTPおよび CTPの作用は

ATP添加時の10％以下であった。この反応は

ATPの代りに ADPを添加しても進行したが，

AMPでは逆に阻害された。この活性化酵素は肝

およびその他各組織の可溶性画分に含まれてお

り，pH5処理，硫安分画等の精製分画操作過程

でN-ヒドロキシ -Trp-P-2に対する活性化能は

プロリル-tRNA合成酵素活性とほぼ対応した。

部分精製酵素を用いて補酵素要求性を調べると，

先述のATPとプロリンと共にマグネシウムイオ

ンの要求性が認められた。これらの結果から N-

ヒドロキシ -Trp-P-2はプロリル-tRNA合成酵素

によって活性化されることが明らかとなった。こ

の酵素系による活性化の機構については， AMP

およびピロリン酸 (PPi)が活性化反応を阻害し

たことより次のように考えられる（図 6)。ATP

とプロリンを補酵素とするプロリル-tRNA合成

酵素は L—プロリン -AMP酵素コンプレ ッ クスを

形成したのちプロリンに特異的なtRNAにプロリ

ンを転移する酵素であるが， N-ヒドロキシ

-Trp-P-2が存在すると生成した Lープロリル

-AMPがN ヒドロキシルアミノ基と反応してア

シ）凶は体 (N-0プロリル-Trp-P-2)が生じるも

のと考えられる。構造が単純なヒドロキシルアミ

ン（N比OH)はアミノアシル化によって Nーアミ

ノアシル体（ヒドロキサム酸）を形成する際，

0アシル中間体を経て生成することが明らかに
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されており上述の反応機構を支持している。

6.おわりに

日本で見い出されたヘテロサイクリックアミン

を中心にアリルアミンの代謝的活性化を触媒する

酵素系についてその性質を述べた。これら活性化

酵素系の発現 ・調節のメカニズムを解析すること

によって毒性あるいは発癌にみられる個体差・系

統差・性差の原因をより良く理解できるものと考

えられる。現在，我々はスルホトランスフェラー

ゼ等のcDNA解析を行っており今後とも一層この

面での研究を進めて行きたい。
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シンポジウム「発がんに伴うDNA変化：染色体異常およぴがん遺伝子」

細胞のがん化と染色体変化

金沢大学薬学部放射薬品化学教室鈴木文男，加藤満雄米，二階堂修

（＊現在，京都大学放射線研究センター）

1.はじめに

多くの腫瘍由来細胞には高頻度に染色体異常か

見られる。特に悪性度の高い組織では，染色体の

数的変化だけでなく構造異常を持ったマーカー染

色体が出現する。このような異常は古くからがん

の診断に応用されるとともに，発がん機構解析の

最も有力な手がかりの一つとして注目されていた。

すでに75年も前に『染色体異常か細胞がん化の原

因である』とする仮設か提唱されている 1)。しか

し，染色体分析技術の遅れもあって，長い間がん

発症との関わりを証明するまでに至らなかった。

1960年に入って，ようやく末梢リンパ球の培養

や染色体標本作製法が確立し，染色体形態を中心

とした核型分析が可能となった。この手法を用い

てNowellとHungerfordは，ヒト慢性骨髄性白血

病患者に特異な異常染色体 (Ph1 chromosome) 

が出現することを見つけた 2)。この報告は，染色

体異常が発がんに関係していることを示した最初

のものである。1980年以降から染色体分染法が導

入され，がんの染色体研究は急速に進展した。現

在では白血病やリンパ腫といった血液系のがんだ

けでなく，種々の固形腫瘍においても特定の染

色体異常か見つかっている 3)。重要な点は，異常

の多くは相互転座であり，その際の切断部分が

がん遺伝子 (c-one)座と近接していることであ

る4,5)。バーキットリンパ腫や慢性骨髄性白血病

で示されたように，そのような染色体変異は c-

oneの異常発現や融合遺伝子産物を誘起し，正常

細胞の悪性形質転換を引き起こしているものと思

われる 6)。

このようにがん細胞に見られる染色体異常は，

自身のc-oneの活性化に関与している可能性が高

いが，最近逆の意味からその重要性が示唆された。

すなわち，ヒト網膜芽細胞腫やウイルムス腫瘍に

おいて高頻度に特定染色体の部分欠失が出現し，

それががん抑制能の消失に関係していることがわ

かったのである 7,8)。正常細胞とがん細胞を融合

してできた雑種細胞ではがん細胞側の形質が抑制

されるので，かねてからがん抑制遺伝子の存在が

示唆されていた 9)。実際に網膜芽細胞腫の染色体

欠失部位（13q14)からRb遺伝子がクローニング

され 10)' その遺伝子を網膜芽細胞腫や骨肉腫細

胞に導入すると造腫瘍性能が抑制されること力f

明された 11)。近年乳癌や肺小細胞癌でもRb遺伝

子の欠損が見つかっているので 12, 1 3)' この遺伝

子はがん全般にわたってかなり広く関わっている

ものと思われる。

一方，がん患者の病理的所見から，一般にかん

は正常組織が長期間かかって段階的な変化を起こ

した末に生じるものと考えられている 14)。実験

動物を用いた皮膚発がん実験では，少なくともイ

ニシェーションとプロモーションと呼ばれる段階

があることが証明された 15)。ヒト悪性腫瘍にお

いて 2種類のがん遺伝子活性化が見つかってお

り16)' 遺伝子レベルでもそのことは支持されて

いる。現在約50種近くのがん遺伝子が同定され，

精力的な解析が試みられている 17)。細胞内分布

や機能から 6~9種類に分類されるが，これも細

胞がん化における複数遺伝子の関与を示すもので

あろう。

このようながん発症の多段階性はがん特有のも

のであり，他の病気とは全く異なっている。しか
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し，その複雑さがゆえに機構解明が容易でないの

も事実である。発がんシステムを単純化し，細胞

がん化の各段階を明らかにすることが現状打開の

唯一の手段であろう 。これまで，培蓑哺乳類細胞

を用いたinvitro発がん系においても細胞かん化

の多段階性が証明されてきた 18-22)。本稿では，

チャイニーズハムスター胎児細胞を用いて得られ

た研究結果を中心に，細胞がん化における染色体

変化の役割について考察する。がん遺伝子に加え

てがん抑制遺伝子研究が大きく進展しつつある今

日，もう一度細胞レベルでの現象を整理し，両者

の関わりについて論ずることは重要であろう 。発

がん機構を考える上で参考になれば幸いである。

2.細胞がん化は段階的におこる

l)無限増殖能の獲得

一般に培養下のがん細胞の増殖動態は，正常細

胞のそれとは大きく異なる。たとえば線維芽細胞

の場合，細胞の形態変化と運動性の異常が見られ

る。定量測定に用いられている単層細胞シートの

細胞塊（フォーカス）形成は，その性質を利用し

たものである。またゲッ歯類の細胞では，軟寒天

培養液中での細胞集落（軟寒天コロニー）形成能

として同定される基質依存性の消失は，ヌードマ

ウスに対する造腫瘍性の獲得とよく相関すること

から，最も信頼される細胞がん化（悪性形質転

換： neoplastictransformation)の指標とされて

きた。ヒト細胞では無限増殖能の獲得がrate-lirn-

iting stepと考えられている 23) 0 

我々はこのような細胞がん化形質を指標とし

て，正常二倍体細胞がどのようなステップを経て

悪性形質転換細胞になるかを調べた。13から14日

齢のチャイニーズハムスター胎児より細胞を分離

し，一定数の細胞を培養フラスコに植え， 3日毎

に継代培養した。培養初期では活発に増殖した

が， 15~20継代付近で一旦低下し，それ以降一定

の増殖率を示した。各培養系（strain)間で増殖速

度に差があるものの，このような増殖パターンは

9例の培養系すべてに共通していた。各継代期の

コロニー形成率を調べたところ， 5~10継代目で

最低値を示しその後回復することから，この間で

加令死滅する細胞と無限増殖能を獲得した細胞と

の交代がおこ っているものと思われる。

同様の継代培養をゴールデンハムスター胎児細

胞についても行なったが，はとんどの細胞は15~

20継代で死滅した。しかし， X線照射することに

よって無限増殖能を獲得した細胞を得ることがで

きた 22)。Kraemerらも，チャイニーズハムス

ター胎児細胞では，用いた20例のstrainすべてが

無限増殖系へ移行したと報告している 21)。これ

らの結果は，チャイニーズハムスター細胞はゴー

ルデンハムスター細胞に比べて株化しやすいこ

と，さらにそこには何んらかの変異が関与してい

ることを示すものである。

2)悪性形質の獲得

不死化したチャイニーズハムスター細胞が継代

培養の過程で生じたものか，それとももともと分

離細胞集団中に存在し，培養により選択増殖して

きたのかについては明らかでない。ただ，無限増

殖能ががん細胞の重要な性質のひとつである以

上，細胞がん化ヘ一歩踏み出した細胞と言える。

我々が調べた限り，その後の継代培養による悪性

化は strain間で大きく異なることがわかった。す

なわち， 0.2％寒天を含む培養液中に細胞を植え

ると 24)' 一つの細胞系 (A2strain)では10代目

以降に明らかなコロニー形成が認められ，継代培

養を進めるに従い形成率が上昇した（図 1)。ま

たヌードマウスに対する造腫瘍性は10~15代目で

すでに観察され，継代培養とともに固形腫瘍が検

出されるまでの潜伏期間が短縮した。一方， C2

strainでは60継代培養しても全〈軟寒天コロニー

は検出できなかった。この細胞に紫外線照射する

と軟寒天コロニー形成能が誘発されたが，得られ

た基質非依存性細胞をヌードマウス皮下に移植し

ても固形腫瘍を形成しなかった （図1)。

このように無限増殖系へ移行した細胞の一部

は，継代培養に伴い基質依存性の消失や造腫瘍性

の獲得といった悪性形質を段階的に発現すること

がわかった。同様な細胞がん化の多段階性は，化

学発がん剤処理によるinvitro発がん実験系を用
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図 1 継代培養されたチャイニーズハムスター胎児細

胞の悪性形質転換

2種の細胞系(A2strainとC2strain)について，
0.2％寒天を含む半固形培地中での コロニー形成

能を調べた。

いて証明されてきた 18, 1 9)。ここではチャイニー

ズハムスター細胞株を用いたSmithとSagarの研

究結果を紹介する 20)。

彼らは細胞をエチルメタンスルホネートやメチ

ルニトロソグアニジン， 4ニトロキノリ ン1オキ

シドで処理し，その後の悪性形質発現動態につい

て調べた。その結果，発がん剤処理により血清非

要求性や軟寒天コロニー形成細胞か出現するが，

それらの細胞のほとんどはヌードマウスに移植し

ても固形腫瘍を作らず，造腫瘍性の獲得には再度

薬剤処理する必要があることがわかった。最初の

形質転換細胞はクローン分離により得られてお

り，ここでは細胞相互間の影響や選択増殖の可能

性は除外できる。つまりこの結果は，細胞がん化

は多段階であり，その各段階には異なった遺伝的

変異が関与していることを示唆するものである。

我々の場合，細胞の不死化は100％の高い割合で

生じたか，その後の悪性化については 9例中 2例

（約22%) と低かった。これは，悪性形質転換を

引き起こす変異が限られた遺伝子変異によると仮

定すると考えやすい。なぜなら化学発がん剤処理

の場合と異なり，継代培養過程で生じる突然変異

の頻度は極めて低いと考えられるからである。

3.細胞がん化には特定の染色体変化が関与する

|)細胞がん化に伴う染色体変化

すでに述べたように，がん化を引き起こす遺伝

的変異の要因として，染色体変化は益々重要視さ

れている。第一にがん遺伝子の活性化に 3)' 第二

にがん抑制遺伝子の消失に7,8)直接関係している

可能性がある。ただがん化した細胞は核型が不安

定で，種々の染色体異常がおこりやすい。故に古

くから指摘されているように，その変化が細胞が

ん化の原因なのか，それとも，付随的に生じたニ

次的変化なのかを見きわめることはむずかしい。

やはりinvitro発がん系を用いて，できるだけ早

い時期に出現する染色体変化を同定することが重

要である。段階的ながん化形質発現との関連性を

明らかにすることによってのみ，細胞がん化と染

色体変化との因果関係が明らかになるはずである。

チャイニーズハムスターの染色体は22本と少な

く同定しやすいので，その培養細胞は各種の体細

胞遺伝学的研究に繁用されてきた。他の哺乳類細

胞に比べ，株化しても比較的核型が安定している

という利点を有する。この性質は，染色体変異を

中心とした細胞がん化機構の解析に極めて有利で

ある。

まず A2strainについてギムザ分染法による核

型分析を行った。造腫瘍性が認められた10継代目

から染色体分布モードが一本増加し，その増えた

染色体は 3番染色体または短腕部が欠失した異常

3番染色体であった。ほとんどの場合，この染色

体の異常は動原体から上の欠失 (del(3)(cen)) で

あり，結果的に 3番染色体長腕部のみが一本付加

されていた（単に3qトリソミーと言う：図 2)。

悪性形質を示さなかったC2strainでは， 20代目以

降から 3番染色体長腕部の付加が高頻度で出現し

た。60継代培養した 9例の細胞系についてみる

と，正常二倍体のまま培養できたA3strainを除い

て， 5番や 8番染色体のトリソミーや3qトリソ

ミーが出現した。造腫瘍性のある細胞では 3番染

色体長腕部が共通して付加していた。しかしこの

異常染色体は，悪性形質を示さない細胞にも見ら

れるので，最終的ながん化には染色体変化では検

出できないような遺伝的変化が必要なのかもしれ

ない（図 2)。
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図2 形質転換した細胞（A2strain, 20継代目）の核型
染色対数の分布モードは23本であり，そのはと

んどの細胞に 3番染色体長腕部の付加が見られ

た。

2)悪性形質発現に関係した染色体変化

上記の結果は，チャイニーズハムスター細胞の

がん化過程は多段階より成り立っており，その悪

性化の段階に極限られた染色体異常が関係してい

ることを意味する。従来ゲッシ類の細胞では，染

色体変化は比較的初期の変化，少なくとも細胞の

不死化かそれ以前に関係しているものとされてき

た23)。実際 Oshimuraらは，アスベスト処理し

たシリアンハムスター胎児細胞より造腫瘍性を示

さない 8種の細胞株を得たが，そのうち 6種に11

番染色体トリソミーが見られたと報告してい

る25)。Connellはチャイニーズハムスター胎児細

胞に発がん剤を処理し，各継代期の細胞について

核型分析した。その結果，すべての培養系で早い

時期に 3番染色体長腕部の付加が出現することか

ら， 3qトリソミーが無限増殖能の獲得に関与して

いると結論した 26)。しかしながらチャイニーズ

ハムスターの場合，一部の細胞系では半年(60継

代）以上培養しても何等核型変化を示さなかった

り（本研究結果），現実に正常二倍体の不死細胞株

(CHEF/18)が存在することから 27)' この考えは

否定できる。

では染色体変化は細胞がん化のどの段階に関与

しているのだろうか。さらにその際の最も本質的

な変化は何であろうか。この疑問に答えるために

は，やはり軟寒天コロニーや固形腫瘍より細胞を

分離し，クローンレベルで悪性形質発現に対応し

た核型変化を同定する必要がある。本研究では，

まず A2strainより分離した 2種の軟寒天コロ

ニー形成細胞について調べた。その結果，染色体

変化は 5番染色体と 3番染色体長腕部のトリソ

ミーに限られ，しかも3qトリソミーだけが両者に

共通していた。一方，ヌードマウスに形成した固

形腫瘍由来細胞では種々の変化が見られた。A2

strainは比較的単純で，得られた 2種の腫瘍細胞

とも90％以上が3qトリソミーを示したが， Al

strainでは 1番と 4番染色体以外のすべての染色

体に異常が出現した。例えば40継代培養した細胞

由来のものでは， 3qトリソミーに加えてY染色体

トリソミーや 5番染色体と 3番染色体長腕部の相

互転座（t(5; 3q)), 60継代培養由来のものでは， 2 

本の3番染色体長腕部の付加と 8番， 10番， Y染

色体のトリソミーが見られた。しかしながら，こ

の場合も共通していた変化は 3番染色体長腕部の

1ないし 2本の増加であった。これらの結果は，

チャイニーズハムスター細胞の自然がん化過程に

伴う染色体変化 (3qトリソミー）は細胞が不死化

したあとの悪性形質発現の段階，すなわち細胞増

殖の基質非依存性を獲得する段階に関与している

ことを強く示唆するものである。

同様の結果はBloch-ShtacherとSachsによって

得られている 28)。彼らはSV40やメチルコランス

レンにより誘発した悪性形質転換細胞，およびそ

れらの正常型復帰細胞と再誘発させた形質転換細

胞について詳細な核型分析を行ない， 3番染色体

の長腕部分の増量が細胞の悪性形質発現に関係し

ていることを証明した。興味あることにアザシチ

ジンやインシュリン 29)' さらにはプラスミドベ

クター(pSV2gpt)および活性化がん遺伝子(c-

Ha-ras)を含むプラスミド(pSV2gptEJ)処理 30) 

で得た悪性形質転換細胞にも，高い頻度でこの異

常染色体が見られている。もちろんほかの染色体

(5番と 8番）の関与を指摘している報告や 31)' 

一部には3qトリソミーを示さない腫瘍細胞もあ

るので 27, 3 2)' この変化だけがチャイニーズハム

スター細胞のがん化に寄与しているわけではない。

ただ他の動物細胞のがん化系に比べ，比較になら

ないほど単純で，極限られた染色体変化 (3番染

色体長腕部の付加）が出現するという事実は注目

に値する。今後遺伝子レベルで解析していくうえ

で，格好の材料を提供していると言える。

4.染色体変化に加えてがん遺伝子の活性化が関

与する

1)細胞がん化に伴う遺伝子変化

チャイニーズハムスターでは 3番染色体にJes

とH-ras-1, 8番染色体にはK-ras-2遺伝子が存

在することがわかっている 32, 3 3)。もしこれらの

がん遺伝子ががん化に関係しているとすれば，悪

性度の異なる段階で遺伝子発現量に差がみられる

可能性がある。興味あることに， 3番と 8番染色

体はいずれも継代培養過程で変異が見つかったも

のである（前述）。しかしながら，結果はネガティ

プであった。Jesの発現はほとんどなく，また

H-ras, K-rasについては十分な発現量が検出さ

れたものの，悪性度に依存した傾向は認められな

かった。このことは，かん遺伝子の量的変化でな

〈て質的変化がおきている可能性を示唆する。

マウス NIH3TI細胞を用いたトランスフェク

ション法は，活性化がん遺伝子（トランスフォー

ミング遺伝子）を分離する方法として幅広〈用い

られている。特に腫瘍ウイルスの構造解析がほと

んど終了にさしかかっている今日，残されたがん

遺伝子分離法のひとつとして期待かかかってい

る34)。本研究では，得られた種々の悪性形質転

換細胞に活性化がん遺伝子が存在するか否かを調

べるため，抽出した DNAについてトランスフェ

クション実験を行なった。表1より明らかなよう

に，標的細胞として用いたNIH3冗細胞DNAには

トランスフォーミング活性はないが，ヒト膀脱癌

由来T24細胞のDNAでは多〈のフォーカスを形

成することがわかった。すでにT24細胞は，活性

化がん遺伝子 (mutantc -H-ras)により高い形質

転換能を有することが知られている 35)。一方，

造腫瘍性を示すようになった段階の細胞および腫

瘍由来細胞のDNAは，活性としてはT24細胞の

半分以下と低いか，一様にフォーカス形成が認め

られた。また，これらの形質転換NIH3T3細胞を

ヌードマウスに移植すると固形腫瘍を形成し，そ

の細胞中にはチャイニーズハムスター特異的な反

復配列遺伝子と反応する DNAが含まれているこ

とがわかった。この結果は，自然の悪性形質転換

したチャイニーズハムスター細胞にはマウス

NIH3T3細胞をがん化する遺伝子，すなわち活性

化かん遺伝子が存在することを示唆する。もっと

も，一部の悪性形質転換していない段階の細胞に

も，弱いながらトランスフォーミング活性がみら

れ，その有意性については再検討する必要がある。

いずれにせよ，早急に活性化がん遺伝子をクロー

ニングし，その発現と染色体座位を調べることが

重要である（表1)。

2)チャイニーズハムスター細胞の自然がん化モ

デル

これまで得られた結果を以下にまとめる。

①チャイニーズハムスター胎児細胞は継代培養す

るだけで容易に株化する。

②無限増殖系へ移行した細胞の一部は，継代培養

を繰り返すうちに軟寒天コロニー形成能やヌー

ドマウスに対する造腫瘍性を示すようになる。

③ほとんどの培養系で特定の染色体変化 (3qトリ

ソミー）が生じる。

④悪性形質発現する段階で3qトリソ ミーーが共通

して出現する。

⑤軟寒天コロニーや固形腫瘍由来細胞中に3q卜

リソミーが維持される。

⑥造腫瘍性を示す細胞や腫瘍由来細胞のDNAは，

マウス NIH3T3細胞に対してトランスフォーミ

ング活性を有する。

これらの結果より，継代培養過程で生じたチャ

イニーズハムスター胎児細胞のかん化プロセスを

推理してみる。前提として，胎児細胞には分裂増殖

能の高い未分化細胞はあるが，がん細胞に特徴づ

けられるような無限増殖細胞は存在しないと す

る36)。また，生理的培養下でも DNA損傷が生

じ，その結果として遺伝子変異や染色体異常力咆§

発されるものとする 37)。

まず， 13~14日齢胎児をトリプシン処理して得
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表 1 悪性形質発現とトラン スフォ ーメーション活性との関係

DNA 由来 供与細胞の性質
出現頻度米

細(p胞ass名age数） 造腫瘍性 染色体変化
( fのフoc数ォi/ーdiカshスies) 

マウス細胞株

NIH3T3 0/16 

ヒト膀脱がん細胞株

T24 ＋ 17/14 0.097 

チャイニーズハムスター細胞

CHE Al (20) 正常二倍体 0/12 
CHE Al (40) ＋ +3q, t(3q;10) 7/12 0.047 

CHE Al (60) ＋ +3q, +Y 7/11 0.051 

CHE A2 (10) ＋ +3, +3q 2/8 0.02 

CHE A2 (20) ＋ +3q 1/8 0.01 

CHE A2 (30) 十 +3q 4/8 0.04 
CHE A3 (40) 正常二倍体 0/8 
CHE A3 (60) 正常二倍体 0/7 

CHE B2 (15) +3q 0/8 
CHE B2 (32) + 3q, t(3q;6) 1/7 0.006 
CHE B2 (60) +3q, +5 0/8 
CHE Cl (5) 正常二倍体 0/12 
CHE Cl (20) +3q 0/12 
CHE Cl (40) +3q 0/11 
CHE Cl (60) +3q, +5 1/11 0.007 

腫瘍由来のチャイニーズハムスター細胞株

T40-Al + 3q, t(3q;5), + Y 7/16 0.035 

T60-Al +3q,+3q 7/16 0.01 
Tl5-A2 +3q 13/16 0.065 

T25-A2 +3q 4/12 0.027 

* 106個細胞に対して，単位DNA量 (μg)処理当たりに出現したフォーカス
の数として表した。

各細胞のDNAについてDNAリン酸カルシウム共沈殿物を調製し，マウ

スNIH3T3細胞にトランスフェクトした。処理後2~3日毎に低血清培養

液で培地交換し， 2～ 3週間培養した。表には数回行った実験結果をまと

めて示した。

た細胞を培養すると，より未分化型の細胞ほど永

く分裂増殖する。しかし，継代培養するに従いほ

とんどの細胞は分化形質を発現して増殖停止した

り (differentiation),加令現象をおこし死滅する

(cellular aging)。一部の細胞に変異（異常染色体

として検出できないような点突然変異あるいは遺

伝子制御異常）が生じ，無限増殖能を獲得する

（不死化：immortarization）。一方，分裂増殖のさ

いある頻度で染色体の不等分離が生じ，染色体欠

損細胞 (21本でmonosomyを持つ）と染色体増加

細胞 (23本でtrisomyを持つ）が生まれる。前者は

死滅する可能性が高く，後者については一本増え

た染色体の種類によって異なった増殖度で生き残

る。特に， 3番染色体トリソミーの細胞は他の細

胞より増殖活性が高い。ただし，動原体の部位で

切断が生じやすく，結局は3qトリソミーを持った

細胞が大勢を占めるようになる。培養過程で低頻

度ながらがん遺伝子に突然変異か生じ，変異蛋白

質を発現するようになる。この変異が3qトリソ

ミー，すなわち 3番染色体短腕部の欠失した染色

体を持つ細胞中でおこると形質転換細胞となる

(transfom祖tion)。さらにより悪性形質に関与す

る遺伝子に変異が生じると，造腫瘍性として同定

されるような悪性形質転換細胞となる (neoplas-

tic transformation)。
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5.細胞がん化における染色体変化の役割

1)遺伝子発現のバランス

染色体変化ががん発症に重要な関わりを持って

いることは，種々のヒト悪性腫瘍の核型分析から

明らかにされてきた 3, 4)。一般に特定の染色体間

での相互転座や HSR(homogeneously staining 

region:均一染色領域）， DM(double minute:微

小染色体）などの異常染色体が出現するか，ゲッ

歯類の実験発がんでは単純な数的変化も見られ

る38)。たとえばウイルスやX線，さらには種々

の化学発がん剤で誘発したマウス白血病では高頻

度に15番染色体が1本増加し，その変化はリンパ

腫についても共通していた 39)。白血病にかかり

やすい AKRマウスでも15番トリ ソミーがみられ

るが，白血病の発症時期と平行して出現すること

がわかっている 40)。これらの結果は， 15番染色

体の付加が単にがん化した細胞の二次的な変化で

なく，がん化に直接関係している変化であること

を示唆する。

では染色体の数的変化かどのようにして細胞が

ん化に関わっているのだろうか。相互転座がおき

ると，がん遺伝子発現の異常や融合蛋白質の産生

で説明できるし 6), DMやHSRをも った腫瘍細胞

ではそこにあるかん遺伝子の発現が著しく増加し

ている 41)。一方， トリソミーの場合は高々1.5倍

の遺伝子増幅である。否定的に考えざるをえない。

しかし最近のがん遺伝子研究で明らかにされたよ

うに 42)' がん遺伝子産物は増殖因子にはじまっ

てそのレセプター，細胞内修飾因子，信号伝達物

質，さらには核内蛋白質というふうに分布し，こ

れらの複合的な働きによ って細胞の増殖制御が行

なわれているはずである。染色体の数的変化によ

るちょっとした遺伝子発現のくずれかこのような

信号伝達カスケードを乱し，最終的にアンプリ

ファイされて異常増殖や悪性形質発現へと導〈可

能性かある。

Sachsのグループは，ゴールデンハムスター胎

児細胞より得た悪性形質転換細胞とその復帰細胞

の核型分析から，『細胞がん化の染色体バランス

説』を提唱した 43)。すなわち，それぞれ別々の

染色体上にがん化形質の発現と抑制に関与する遺

伝子かあり，悪性形質転換は前者が数的に勝った

時に生じるとする考えである。すでに述べてきた

ように，試験管内発がん系では特定染色体の数的

変化か最も頻繁におきる変化であり，細胞がん化

の初期変化として注目されてきた。我々の研究で

は，チャイニーズハムスター細胞のがん化には 3

qトリソミーが必要であることかわかった。簡単

に言えば， 3番染色体の短腕部よりも長腕部の数

が勝った時にかん化形質が発現する可能性がある。

もちろん他の染色体はほとんど正常二倍体を維持

しているので（表1),このことは対3番染色体

短腕部だけに限らない。 3番染色体長腕部に載っ

ているがん遺伝子発現がわずかに増え，他の産物

との釣合が崩れて形質転換系へ移行したのかもし

れない 39)。

2)多段階的細胞がん化過程での役割

遺伝子発現のバランスだけでは，チャイニーズ

ハムスターのがん化は解けないと思われる。まず

第一に， 3qトリソミーを持っても悪性形質発現の

あるものとないものがある（表1)。第二に 3番染

色体長腕部にある遺伝子発現を調べても，その量

は3qトリソミーあるなしに関係しないという結

果が得られた。特に，最近かん遺伝子JesとH-

rasがともに 3番染色体長腕部にあることが報告

され 44)，染色体バランス説を証明するものとし

て注目された（図3)。しかし実験結果は， 3qトリ

ソミーを持った細胞が多く発現することはなく，

また細胞の悪性度とも全く相関性を示さなかった。

細胞かん化は多段階より成り立っており，そこ

には複数の遺伝子変異が関与しているという考え

が定着している 41, 4 5)。証拠はヒト悪性腫瘍の遺

伝子解析と既知がん遺伝子のトランスフェクショ

ン実験に由来する。たとえば， Landらはラ ット初

代培養細胞と不死化した Rat-1細胞に活性化

mycおよび ras遺伝子をトランスフェクトし，

Rat-1細胞では ras単独でもかん化したが，初代

培養細胞では mycとrasを一緒に入れないとかん

化しないことを発見した 46)。我々もゴールデン

ハムスター細胞を用いて同じような結果を得てい
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る47)。ただmycとrasにより形成した初代培養

細胞由来の固形腫瘍は増殖度が低く，時には縮退

傾向を示した。またこれらの腫瘍細胞には高頻度

に染色体の数的変化 (15番染色体モノソミー）が

みられ， mycやrasに加えて何んらかの遺伝的変

異の関与が示唆された。一方， Oshimuraらは腫瘍

細胞と正常細胞との細胞融合実験から， 15番染色

体にはがん抑制遺伝子があり，それが欠損しては

じめて両活性化がん遺伝子による悪性形質が発現

すると結論している 48)。

以上の結果は，チャイニーズハムスター細胞の

がん化過程に見られる3qトリソミーは，がん遺伝

子の活性化でなくむしろその抑制の消失に関係し

ているという考えを支持する。実際，自然発がん

した細胞はこの染色体変化を持っていると同時

に，マウス NIH3T3細胞をトランスフォームする

能力がある（表1)。また Stenmanらは，活性化

rasで悪性形質転換した細胞に共通して3qトリソ

ミーが出現すると報告している 30)。活性化がん

遺伝子との関連性を考える上で非常に興味がある。

我々はまず活性化がん遺伝子を明らかにすべく，

遺伝子クローニングを試みている。現在一次，ニ

次トランスフェクションが終わったところではっ

きりしないが，サザンブロ ット解析から H-ras以

外のがん遺伝子が活性化している可能性が示唆さ

れた（予備実験結果）。いずれにせよ，チャイニー

ズハムスター細胞の自然がん化は多段階より成り

立っており，そこには複数の遺伝子変異（がん遺

伝子活性化）と染色体変化（がん抑制能の消失）

が関与していると思われる。

3)がん抑制能との関わり

すでに述べたように，チャイニーズハムスター

では 3番染色体長腕部の付加ががん抑制能の消失

にきいている可能性が高い。つまり， 3番染色体

の短腕部にがん抑制遺伝子があり，それが欠損す

ると悪性形質が発現するという考えが成り立つ。

この仮説が正しいか否かは，正常細胞よりかん抑

制遺伝子が分離され，その染色体座位が決定され

てはじめて明らかになるはずである。しかし，現

在のところ試みられてはいるが成功していない。
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図 3 ヒト 11番染色体とチャイニーズハムスター 3番

染色体の比較

Genetic Maps 1987 (Ed. O'Brien, S. J.)と文献
44)にもとづいて作成した （略名については表 2

参照）。

ここでは Sagerらのグループの研究結果を紹介

し，状況証拠としたい。

彼らはチャイニーズハムスター胎児から分離し

た正常二倍体の核型を維持する細胞株 (CHEF/

18)を用いて，種々の化学薬剤やフ ラ゚スミド処理

による悪性形質転換について調べた 12,30)。すで

にエチルメタンスルホネート (EMS)で誘発した

腫瘍細胞に，高い頻度で3番染色体の異常が生じ

ることを見つけていたので 49)' 他の薬剤の場合

どうなるかが興味の的であった。

まず，分化誘導剤のアザシチジン処理で得た

前脂肪細胞は造腫瘍性を示すが，その腫瘍細胞

すべてに 3qトリソミーが出現することを見つけ

た27, 5 0)。この時彼らは， 3番染色体長腕部にか

ん遺伝子が載っていると仮定し，脱メチル化によ

る活性化が悪性形質発現にきいていると予想した。

しかし後に，活性化かん遺伝子を導入して得た悪

性形質転換細胞にも 3qトリソミーが共通して見

られることから，がん遺伝子活性化による悪性形

質発現にはむしろ 3番染色体短腕部が重要な働き

をしていると考えるようになった 30)。実際，正

常細胞と融合してできた雑種細胞では 3番染色体

の短腕部(3p)が存在する限りがん化形質を示さな

いが，再び悪性化した細胞ではこの部分の欠失が

見られた 51)。これ以前に，活性化rasをヒト正常

表 2 ヒトとチャイニーズハムスターにおける，各種遺伝子の染色体位置の比較

遺伝子名
ヒト
遺伝子座

チャイニーズハムスター
遺伝子座

インシュ リン (INS)
カタラーゼ (CAT)
上皮小対ホルモン (PTH)
カルシ トニン (CALC)
/3グロプリ ン遺伝子
クラスター (HBBC)

H-rasがん遺伝子 (HBBC)
Jesがん遺伝子 (FES)

llp15.5 
llp13 
llpl5.4 - 15.1 
llpl5.4 - 15.1 

llp15.5 
llpter -15.5 
15 

1

4

4

4

 

＿
＿
一
＿

0
0
3
3
3
4
5
 

p

p

q

q

q

q

q

 

3
3
3
3
3
3
3
 Genetic Maps 1987 (Ed. O'Brien S. J.)と文献44)をもとに作成した。

細胞にトランスフェクトしても悪性形質発現せ

ず52)，またCHEF/18細胞では腫瘍化した細胞と

融合するとがん化形質が抑制されるという重要な

報告をしている 53)。注目すべきことは，いずれ

の場合も ras遺伝子の転写や蛋白質(p21)産生量に

影響がないのに抑制現象が見られる点である。シ

リアンハムスター細胞を用いた研究においても同

様の結果力咀肛」れており 48)' 形質発現レベルで

の優位な抑制遺伝子の存在が現実のものとなって

きた。最近，活性化ras(v-K-ras)でがん化した

マウス NIH3T3細胞の悪性形質を抑える遺伝子

(cDNA)がクローニングされた 54)。この種の研

究は従来とは異なった面，すなわちがん抑制遺伝

子の立場からがん化機構を解明しようとするもの

であり，今後の進展が期待される。

がん抑制遺伝子の存在は，主として遺伝性の腫

瘍発症に関する研究から示唆されてきた7,8)。前

述したように，ヒト網膜芽細胞腫に関与する Rb

遺伝子は間違いなくがん抑制遺伝子のひとつであ

る10→3)。一方，同じ遺伝性のウイルムス腫瘍に

ついては， 11番染色体短腕部（llpl3)の欠失と関係

していることが解っているだけで 55), 分子レベ

ルでの解析はほとんど進んでいない。はたして11

番染色体上にがん抑制遺伝子があるのだろうか。

最近，この可能性を強く示唆する研究結果が報告

された 56)。Weissmanらは11番染色体（実際は

t(X; 11)(11 pter> 11 q 23 ::Xq 26 > Xqter))を

一本含む微小細胞を作製し，ヒポキサンチングア

ニンホスホリボシル転移酵素 (HPRT) を欠失し

たウイルムス腫瘍由来細胞株 (G401HPRT-) と

細胞融合させた。その結果，分離した雑種細胞で

は悪性形質発現か見られないが， 6-チオグアニ

ンを含む選択培地で得た細胞では造腫瘍性を示

し，両者の違いは導入した11番染色体が存在する

か否かによることかわかった。13番染色体につい

て行なった時には悪性形質の抑制か見られなかっ

たことから，この抑制遺伝子は網膜芽細胞腫に関

与する Rb遺伝子とは異なったものであることか

示唆される。この他，多くの腫瘍で11番染色体に

欠失がみられることが報告されており”，複数の

抑制遺伝子が存在する可能性もある。

チャイニーズハムスター細胞のがん抑制遺伝子

を考える上で，これらの情報は極めて重要である。

何故なら，すでにヒトでは1500以上，チャイニー

ズハムスターでは60以上の遺伝子が染色体上に

マッピングされているが，ヒト 11番染色体とチャ

イニーズハムスター 3番染色体との間にかなりの

相同性があることが分かっているからである

(Genestic Maps, Vol. 4, 1987)。すでに述べてき

たように，チャイニーズハムスターの場合3番染

色体短腕部にがん抑制遺伝子の存在が示唆された。

このことを証明するため， StenmanとSagerはヒ

ト11番染色体に載っている 6種の遺伝子について

in situハイブリダイゼーションによる染色体マッ

ピングを行なった 44)。表2は彼らの結果をまと

めたものであるが（遺伝子の略名は表参照のこ

と），いずれも 3番染色体に分布していることが

わかる。ただ，ヒトとチャイニーズハムスターと

ではその配列が異なっていた。たとえばINSと

CATでは 3番染色体短腕部の動原体に近い位置
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(3p0-lと3p0)にあるが，ヒトではINSが11番染

色体短腕の末端部（llpl5.5),CATはその中央部

(llpl3)に同定されている。両者の間には HBBC

とPTH,CALCが近接して存在し，チャイニーズ

ハムスターではこれらは共に 3番染色体長腕部

(3q3-4)に位置していた。いずれにせよ， 3番染色

体短腕部にヒト11番染色体短腕部にある 2種の遺

伝子が近接して存在するという事実は，重要な意

味を持つ。すなわち， 3番染色体の欠失 (del

(3)(cen))がウイルムス腫瘍に関与するようなが

ん抑制遺伝子 (CAT,11 P 13に近接）の消失とな

り，その結果として悪性形質発現が生じたのかも

しれない。

まとめ

ここでは当研究室で得られた結果を中心に，細

胞がん化における染色体変化の役割について考察

した。細胞レベルで見ても，正常細胞から悪性な

がん細胞に至る過程は複雑で，そこには複数の遺

伝的変異が関係していることが示された。しか

し，チャイニーズハムスター細胞の自然がん化系

においてはかなり単純化でき，少なくともがん

（トランスフォーミング）遺伝子の活性化とその

抑制能の消失である程度説明できることが分かっ

た。また，がん化に伴って出現する特定染色体変

化 (3qトリソミー）は，ウイルムス腫瘍の発症に

関係しているようながん抑制遺伝子の消失である

ことが示唆された。もちろん，先のモデルで示し

たように無限増殖能の獲得や軟寒天コロニー形成

能の獲得，そして造腫瘍性とその潜伏期から判断

されるその後の悪性化には，それぞれ異なったが

ん遺伝子とがん抑制遺伝子か関係している可能性

がある。いずれにせよ，まずはチャイニーズハム

スター細胞から活性化がん遺伝子とがん抑制遺伝

子を分離し，その遺伝子構造と働き，さらには染

色体座位を明らかにすることが，当面の重要な課

題である。
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シンポジウム「発がんに伴う DNA変化 ：染色体異常およぴがん遺伝子」

染色体移入による造腫瘍性抑制に働く

染色体の同定

神奈川県立がんセンター研究所細胞遺伝 押村 光雄

はじめに

がん細胞の種々のがん形質，とりわけ造腫瘍性

は正常細胞との細胞融合により抑制される。した

がって，造腫瘍性の観点からみれば，正常細胞は

がん細胞に対して優性であると考えられる 1)。す

なわち，正常細胞中には，がん細胞の種々のがん

形質を抑制する遺伝子（がん抑制遺伝子）が存在

すると考えられ，発がん過程にはそのような遺伝

子の消失あるいは不活化が必要であるとの仮説が

成り立つ2)。その仮説を実証するためには，最終

的には，遺伝子の分離およびその機能を知ること

が必要不可欠ではあるが，種々のがん形質を抑制

するがん抑制遺伝子の存在する染色体の同定は，

その前段階として極めて重要な情報を提供してく

れる。

1.細胞雑種法の利用

1969年のHanisらの研究を発端に 3)'がん抑制

遺伝子の存在すると考えられる染色体の同定が，

細胞雑種法を用いて行われてきた 4-12)。すなわ

ち，がん細胞と正常細胞との融合により非腫瘍性

となった雑種細胞を継代培養していく過程で，再

び腫瘍性を再獲得した細胞が得られる。これらの

細胞の染色体解析を行うと，ある特定の染色体の

消失が認められた（表1)。たとえば，Stanbridge

らは， HeLa細胞株と正常ヒト由来線維芽細胞と

の非腫瘍性雑種細胞より腫瘍性を再獲得した雑種

細胞においては， 11番および14番染色体のそれぞ

れ1本が消失していることを見いだした 5)。ま

た,Benedictらは，ヒト線維肉腫由来細胞株

I-IT1080と正常線維芽細胞との細胞融合実験によ

り，とりわけ 1番染色体の消失が雑種細胞の造腫

瘍性の再獲得と相関するとの結果を得た”。いず

れの場合においても，遺伝子多型(RFLP:Restri-

ction Fragment Length Polymorphism)による解

析より，消失した染色体は正常細胞由来のもので

あることが確認されており 12,13), 正常細胞中に

はがん抑制遺伝子が存在することを強く示唆して

いる。また，表1に示すように，ヒト Xヒトばか

りでなく異種間雑種細胞においても，がん抑制遺

伝子の存在すると考えられる染色体の同定がなさ

れてきた8）。 このように，生物の種を越えて極め

て安定ながん抑制遺伝子が存在するとともに，複

数の遺伝子の存在を示唆している。しかし，マウ

ス黒色腫，乳癌，肉腫およびリンパ腫に共通にマ

ウス 4番染色体が関与しているとの結果から推測

されるように，腫瘍型に特異的であるようにはみ

えない。このことは，腫瘍型に特異的ながん抑制

遺伝子が存在しないということを必ずしも意味し

ているものではなく，むしろ，造腫瘍性という限

定された形質の抑制には共通の遺伝子が係わって

いることを示唆しているように思える。このよう

に，雑種細胞を用いて，がん抑制遺伝子の存在す

ると考えられる染色体の同定がなされてきたが，

仮説の域を出ていない。

次に述べる微小核細胞融合法による染色体移入

は，さらにがん抑制遺伝子の存在を明確にし，よ

り具体的な問題を明らかにしてくれるものとして

期待されている。
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表 1
細胞雑種法によ って腫瘍性あるいは増殖の付着依存性の消失を抑制することが示唆された染色体4-I 1) 

腫瘍または非付着
依存性細胞

（ヒト Xヒト）

HeLa（子宮頸癌）

HeLa（子宮頸癌）

Hrl080（肉腫）

（マウス Xヒト）

A9（肉腫）

RAG（肉腫）
PG19（黒色腫）

PG19（黒色腫）

lD（肉腫）

FM3A（乳癌）

非腫瘍性細胞

正常線維芽細胞

正常線維芽細胞

正常線維芽細胞

正常線維芽細胞

正常線維芽細胞

正常リンパ球

CML由来リ ンパ球

CML由来骨髄細胞

CML由来骨髄細胞

（チャイニーズハムスターXヒト）

K627 (CHO由来線維肉腫） 正常線維芽細胞

a3 (OON由来線維肉腫） 正常リンハ球

a3 (OON由来線維肉腫） CML由来リンパ球

（シリアンハムスターXヒト）

シリアンハムスター

非付着依存性BHK

（ヒト Xマウス）

NPC（鼻咽頭癌） IT-22 

図6M（バーキットリンパ腫） 1D 

正常線維芽細胞

（マウス Xマウス）

PG19（黒色腫）

MEL2C（黒鱗）

YACIR（リンパ腫）

A9TH（肉腫）

SEWA（肉腫）

TA3HaHB（乳癌）

T-細胞白血病

正常線維芽細胞

正常線維芽細胞

正常線維芽細胞

正常線維芽細胞

正常線維芽細胞

正常線維芽細胞

正常線維芽細胞

（シリアンハムスターXシリアンハムスター）

r/m-1線維肉腫 正常胎児由来細胞

腫瘍形質が再獲得された時に
消失した染色体

11, 14 

2, 11, 13, 1 7, 20 

1, 4 

8, 9,11 

8, 9,11 

2, 9,13,18 

2, 3, 4, 5, 9,13,16,18, Y 

2, 8, 9,11,13,15,X, Y 

7, 8, 9,20 

2, 9,10,11,17 

2, 7, 12, 13, 15, 16,18, Y 
1, 2, 6, 7, 9, 15, X, 9q + 

1, 5, 6, 9,11,12,15 

1, 2, 4, 5, 9,11,15 

4

4

4

4

4

4

5

 

ー

15 

2.微小核細胞融合法の利用

すでに述べたように，細胞雑種法を用いた研究

によって， HeLa細胞の造腫瘍性の抑制に11番染

色体が関与していることを見い出したが5), さら

に，正常細胞由来の11番染色体を微小核融合法を

用いて染色体移入することにより， HeLa細胞の

造腫瘍性を抑制することができることを示し

た14)。表2に， Stanbridgeらのグループおよび

我々のグループが行ってきた，染色体移入による

がん形質の変化に関する結果をまとめ 14-19), 図

1に我々の用いている手法についてその概要を示

した。

表2に示されるように，正常11番染色体移入に

よって子宮頸癌，横紋筋肉腫，ウィルムス腫瘍お

よび線維肉腫由来の細胞株の造腫瘍性が抑制され

た14-19)。子宮頸癌においては，細胞雑種法に

よってその抑制遺伝子の存在が予想され5)' 横紋

筋肉腫およびウィルムス腫瘍においては，染色体

解析および遺伝子多型 (RFLP)分析により，が

ん抑制遺伝子が11番染色体上に存在することが示

唆されていた 22, 2 3)。また，染色体解析および

RFLP分析によって， 1番染色体短腕部位の欠失

表 2 正常ヒト染色体の移入によるがん形質の抑制

がん細胞株 造腫瘍性を抑制した染色体 造腫瘍性を抑制しなかった染色体 文献

子宮頸癌

HeLa (1).)8/ AH-2) t (X, 11) 14 

SiHa 11 12 16, 17 

横紋筋肉腫

A204 11 17 

ウィルムス腫瘍

G401 t (X, 11) X, t (X, 13) 15 

SK-NEP-1 1 1 19 

子宮内膜癌

HHUA (1)**, 6, 9 11 *, 19 17, 18 

神経芽細胞腫

SK-N-MC 11 19 

腎細胞癌

YCR 3* 1, 11, X 17, 19 

線維肉腫

HT1080 (1) **, 11 2, 7, 12 le' 

K形ir質st転en換肉N腫旧3Tウイ3ルス

DT (1)米米 11, 12 19 

＊ 腫瘍増大速度の低下

※米， （ ）in vitroにおける形質（血清要求性，形態，増殖速度，付着依存性）に
変化が生じたもの

が高頻度に観察されてきた神経芽細胞腫24)' 3 

番染色体短腕部位の欠失が観察されている腎細胞

癌においても 25)，その部位を含む染色体移入に

よる結果は良く一致している。しかし，invitroに

おける種々の形質の変化は， 1番染色体の移入に

よって造腫瘍性が抑制されたHHlJA,HT1080お

よびKirsten肉腫ウィルス感染形質転換 NIH3T3

細胞株 (DT)においてのみ認められた l8, l 9)。と

りわけ， 1番染色体が移入されたHHlJAおよび

ITT1080においては，その細胞形態の変化 (Flat)

が著しく （図 2), 1番染色体移入DTを含め，血

清要求性，増殖速度の低下，付着依存性は 3細胞

株に共通に認められた l8, l 9)。

このように，造腫瘍性の抑制とinvitroの形質

変化とは必ずしも一致しない。また，HHlJAおよ

びITT1080にみられるように，複数個の染色体が

がん形質抑制に係わっている。これらのことは，

RFLP分析によ って示されてきたように 26, 2 7)' 

発がんの様々な段階において，がん抑制遺伝子が

関与しているとの考えを強く支持する。

おわりに

細胞雑種法および微小核細胞法によ って明らか

にされてきたがん形質抑制に係わる遺伝子の存在

する染色体の同定について示した。現在， 2つの

グループにおいて進められているのみであり，よ

うやく正常染色体移入により，種々のがん形質の

抑制か可能であることが明らかになった段階であ

る。今後， RFLPおよび染色体解析で示されてき

たがんに特異的にみられる消失部位のがん化にお

ける役割を知る上において，染色体移入によるか

ん形質の抑制に関する研究は，貴重な情報を提供

してくれるであろう 。
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図 1 pSV2neo遺伝子マーカーを標識した正常ヒト染色体を含むマウスA9細胞から微小核細胞を形成し，がん細

胞へ正常ヒト染色体を移入するまでの模式図 20, 2 1 l。（方法と原理：pSV2neof憂性遺伝子を正常ヒト線維芽細

胞ヘトランスフェクションする。G418を含む培地で選択培養することにより，pSV2neoが取り込まれたク

ローンを得る。pSV2neo遺伝子は一般にラ ンダムに染色体中に組み込まれる。コルセミドは細胞分裂時の紡

錘子形成を阻害することにより核の分裂を阻害する。マウスA9細胞は長時間コルセミド処理することによ っ

て微小核を効率よく形成する。ところが正常細胞の多くは微小核の形成率が非常に低いので，微小核細胞を

他の細胞へ融合するのに十分数を得ることができない。この点を克服するために，第一ステ ップとしてヒト

Xマウス雑種細胞を形成し，これらの雑種細胞で微小核を誘導させる。サイトカラシン B処理，遠心後得ら

れる微小核細胞は微小核 （1~数個の染色体が含まれる）とわずかな細胞膜よりなる。これらの微小核細胞

とA9細胞とを再び融合させ， G418で選択培養することにより，pSV2neoで標識された染色体を含むA9ク

ローンを得ることができる。図に示すように，これらのクローンを供与細胞として微小核細胞を形成して，

目的とするがん細胞と再び融合することによ って，がん細胞への特定ヒト正常細胞由来染色体の移入が完了

する。）

図2 ヒト線維肉腫細胞株 HT1080(a)と正常ヒト線維芽細胞由来の 1番染色体を移入したクローン(b)の細胞形態

参考文献

1) Klein, G., Bregula, U., Wiener, F., Harris, 

H・ : J. Cell Sci. 8 : 659-672, 1971. 

2) Harris, H : Cancer Res. 48 : 3302-3306, 

1988. 

3) Harris, H, Klein, G. : Nature (Lond.) 224 : 

1314-1316, 1969. 

4) 押村光雄：組織培養 13: 2-6, 1987. 

5) Stanbridge, E. J., Flandermeyer, R R, 

Daniels, D. W., Nelson-Rees, W. A. • 

Somat. Cell Genet. 17 : 699-712, 1981. 

6) Klinger, H P. : Cytogenet. Cell Genet. 32 : 

68-84, 1982. 

7) Benedict, W. F., Weissman, B. E., Mark, 

C., Stanbridge, E. J. : Cancer Res. 44 : 

3471-3479, 1984. 

8) Weissman, B. E. : (ed. by J. C. Barrett) 

Mechanisms of Environmental Carcinogene-

sis, CRC Press : 31-45, 1987. 

9) Stanbridge, E. J. : Adv. Viral Oncology 6, 

Raven Press : 83-101, 1987. 

10)押村光雄，清水素行： Biomedica4 : 77-82, 

1989. 

11) Oshimura, M. : Cancer Res. 48 : 1623-

1632, 1988. 

12) Srivatsan, E. S., Benedict, W. E., Stanbri-

dge, E. J. : Cancer Res. 46 : 6174-6179, 

1986. 

13) Paterson, H, Reeves, B., Brown, R, Hall, 

A., Furth, M., Bos, J, Jones, P., Marshall, 

C. : Cell 51 : 803-812, 1987. 

14) Saxon, P. J., Srivatsan, E. S., Stanbridge, 

E. J. : EMBO J. 15 : 3461-3466, 1986. 

15) Weissman, B. E., Saxon, P. J., Pasquale, S. 

R, Jones, G. R, Geiser, A. G., Stanbridge, 

E. J. : Science 236 : 175-180, 1987. 

16) Koi, M., Morita, H, Yamada, H, Satoh, H, 

Barrett, J. C., Oshimura, M. : Mol. Carcino-

genesis 2 : 12-21, 1989. 

17) Oshimura, M., Kugoh, H, Koi, M., Shimizu, 

M., Yamada, H, Satoh, H, Barrett, J. C. : 

J. Cell. Biochem. (in press). 

-38- -39-



18) Yamada, H, Wake, N., Fujimoto, S., Morit-

a, H, Oshimura, M : (Submitted) 

19) Oshimura, M. et al.（未発表） ．

20) Koi, M., Shimizu, M, Morita, H, Yamada, 

D. E., Brodeur, G. M. : Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA 86 : 3753-3757, 1989. 

25) Zbar, B., Brauch, H, Talmadge, C., Lineh-

an, M : Nature (Lond.) 327 : 721-724, 

H, Oshimura, M : Jpn. J. Cancer Res. 80 : 1987. 

413-418, 1989. 

21)押村光雄，児井稔：実験医学（羊土社） 7:

89-92, 1989. 

22) Cavenee, W. K, Koufos, A., Hansen, M. 

F. : Mut. Res. 168 : 3-14, 1986. 

23)横田淳：癌 '88: 159-164, 1988. 

24) Fong, C. -T., Dracopali, N. C., White, P. 

S., Merrill, P. T., Griffith, R C., Housman, 

26) Yokota, J., Wada, M., Shimosato, Y., Ter-

ada, M., Sugimura, T. : Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA 84 : 9252-9256, 1987. 

27) V ogelstein, B., Fearon, E. R, Hamilton, S. 

R, Preisinger, A. C., Leppert, M., Nakam-

ura, Y., White, R, Smiths, A. M. M, Bos, 

J. L. : N. Engl. J. Med. 319 : 525-532, 

1988. 

—40-

環境変異原研究11:41-45(1989) 

シンポジウム「発がんに伴う DNA変化：染色体異常およびがん遺伝子」

ヒトがんにおける染色体欠失

国立かんセンター研究所がん転移研究室 横田 淳

1.はじめに

近年，ヒトがん細胞における染色体特定領域の

欠失とがん化との関連が注目されている。遺伝性

腫瘍など特定の腫瘍では以前から染色体の特定領

域に欠失があることが指摘されており，欠失部位

にあるがん抑制遺伝子(antioncogene)の不活化に

よるがん化機構が想定されていた。特に網膜芽細

胞腫でその研究が進んでおり，ヒト第13染色体長

腕から網膜芽細胞腫で欠失している遺伝子(RB遺

伝子）が既に単離され，この遺伝子が網膜芽細胞

腫で不活化していることを示唆するデータが蓄積

されてきている。染色体欠失の研究が遺伝子レベ

ルヘと急速に展開し，その結果は染色体欠失がか‘

ん化を抑制している遺伝子を完全に不活化するた

めの二段階目の変化であることを裏付けている。

また，分子遺伝学的解析法の進歩により種々の固

形がんの染色体異常が遺伝子レベルで分析できる

ようになり，遺伝性腫瘍だけでなく ，一般的な成

人腫瘍にも同様の染色体欠失が高頻度に起こ って

いることがわかってきた。そこで，現在では多く

のがんの発症に染色体欠失か関与していると考え

られるようになった 1-7)。我々も分子遺伝学的な

手法を用いて，種々のがんにおける染色体欠失に

ついて解析している。ここでは最も頻度の高い成

人腫瘍のひとつである肺がんを例にあげ，我々の

研究成果を中心に染色体欠失の研究について概説

したい。特に，肺小細胞がんにおける第 3,13, 

17染色体の欠失について述べ，さらに第13染色体

にある RB遺伝子が肺小細胞がんでも不活化して

いることを示唆するデータを紹介する。

2.肺小細胞がんにおける第3染色体短腕の欠失

肺がんの染色体異常として肺小細胞がんにおけ

る第 3染色体短腕の部分欠失が1982年に Whang

-Pengらによって報告されている 8)。これは核型

分析（K四yotypeanalysis)で示されたものだが，肺

小細胞がんで100%(12/12)起こり ，他の組織型

の肺がんでは起こらない(0/ 5)と報告されてい

たので注目されていた。しかし，多くのグループ

により追試が行われた結果，欠失があるというグ

ループとないというグループがあって最近まで論

議を呼んでいた。また腺がんなど他の組織型の肺

がんにも起こっているとの報告もあり，特異性に

ついても異論があった。その原因はおそらく固型

がんの核型分析が手技的に複雑なことにあると思

われる。更に，多くは株化されたがん細胞の分析

結果なので生体内のがん細胞で実際に起こってい

るか疑問視する人も多かった。

3.遺伝子レペルで染色体欠失を同定できる

RFLP分析

このような疑問をすべて解決するような分析法

が1982年Caveneeらによって開発された 9)。即

ち， DNA多型性（polymorphism)を利用して染色体

欠失の部位を遺伝子レベルで同定する RFLP

(restriction fragment length polymorphism)分析

である。RFLP分析は染色体欠失部位の同定のみ

ならず，遺伝性疾患の遺伝子部位の同定，個人の

識別（親子鑑定，犯人の同定など）など様々な領域

で応用されているので，まずその原理を説明する。

RFLPとは，細胞の DNAを適当な制限酵素

（restriction endonuclease)で切断したときに，遺

伝子配列の個体差のために生ずる， DNA断片

(fragment)の長さ (length)の多型性(polymorphi-
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sm)のことである。この長さの違いを Southern

blot hybridization法で検出すれば各個人で違った

パターンが得られる。更に，対になった相同染色

体のそれぞれも識別できる。染色体上の位置がわ

かっている DNAフラグメントをマーカーとして

同一患者の正常組織DNAとがん組織DNAのパ

ターンを比較すれば染色体の欠失を検出できる。

即ち，長さの異なる 2本のバンドのうちどちらか

一方の消失ががん組織DNAで観察される。筆者

らは，このRFLP分析でヒト肺がんにおける染色

体欠失の有無について検索しているので，肺小細

胞がんで第 3染色体短腕（3p)と第17染色体短腕

(17p)の欠失を認めた症例を図 1に示して，その方

法を具体的に説明する。患者の腫瘍組織及び正常

組織から得られた DNAを制限酵素Msplで切断
し，アガロースゲル電気泳動後ニトロセルロース

フィルターにトランスファーして 32Pで標識した

多型性DNAマーカーpHF12-32 (3pを認識する）

またはpHF12-2 (l 7pを認識する）をプローブとし

てハイブリダイゼーションを行うと，正常組織

DNAでは対になった染色体が大小2本のバンド

として検出される。これに対して，腫瘍組織

DNAでは大きい方のバンドがほとんど消失して

いる。バンドがかすかに残っているのは，腫瘍組

織内に正常細胞が少し混入しているためである。

この結果から，この症例では腫瘍細胞で~異的に

3pと17pが欠失していることがわかる。

この方法を利用して，この 2, 3年の間に種々

の固型腫瘍の染色体分析がなされ，予想以上に多

くのがんで染色体欠失が起こっていることが明ら

かにされた。更にその頻度はそれぞれのがんで，

今まで言われていた遺伝子の異常（がん遺伝子な

ど）より高く，がん化の原因と考えられる変化で

はないかと注目されている。

4. RFLP分析で確認された肺小細胞がんにおけ

る第 3染色体短腕（3p)の欠失

前述したように，核型分析で議論になっていた

3p欠失の有無についてRFLP分析で結論が出た。

その結果は米国，英国のグループと筆者らのグ

表 1 肺がんにおける第 3染色体短腕の欠失

文献

小細胞がん

Naylor et al. (10) 9/9 
Yokota et al. (11) 7 /7 

Kok et al. (12) 7 /7 
Braugh et al. (13) 13/13 

頻度

非小細胞がん

0/2 

5/8 
12/12 

4/15 

ループからほぼ同時期に発表されたが，どの結果

も同様で肺小細胞がんでは 3pの欠失が100％起

こっていることを示していた。即ち，米国の

Naylorらは 9例中 9例，英国のKokらは 7例中 7

例，そして箪者らも 7例中 7例で 3pの欠失を見

い出した 10-12)。核型分析の疑問点はすべて解消

されたわけで，肺小細胞がんでは生体内のがん細

胞ですべて 3pの欠失を伴っていることが遺伝子

レベルで証明されたわけである。しかし，その特

異性に関しては各グループで結果が異なってお

り，小細胞かん以外の肺がん （腺かん，扁平上皮

がん，大細胞がんなど）では，米国の15例中 4例

に対し，英国では12例すべてに 3pの欠失を検出

している 12, 1 3) （表 1)。筆者らの検討でも腺が

んでの 6例中 5例を含む非小細胞がん 8例中 5例

に欠失があり，少な〈とも小細胞がんに特異的な

変化ではないようである 11)。肺がんすべてに共

通な変化かどうかは今後のより詳細な遺伝子レベ

ルでの検討が必要である。特定染色体領域の欠失

が遺伝子レベルで100％起こっていたのは，しか

も欧米と日本の結果が全く 一致していたのは肺小

細胞がんが初めてであり， 3pにがん化に関わる

重要な遺伝子が存在することを強く示している。

3pの欠失は腎臓がんでもほぼ100％起こってお

り，また腎臓がんをしばしば合併する遺伝性疾患

のvonRippel Lindau病の原因遺伝子も 3pにある

ことが RFLPを利用した連鎖検定(linkage

analysis)で明らかになっている 14-16)。さらに

我々は，最近， 3pの欠失は子宮頸がんでも100%

の症例で起こっていることを見い出した 17)。肺

小細胞がんと腎臓がん，さらに子宮頸がんの発

症に同じ遺伝子が関わっているのか，近くにそれ
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表2 肺がんにおける第 3,13, 17染色体の欠失

組織型 欠失の頻度

3p 13q 17p 

小細胞がん 15/15 15/16 16/16 

非小細胞がん 5/8 10/31 3/12 

pHF12-32 (3p) pHFl2-2 Cl7p) 

2 12 

-2.9 f.,. ・i-2.9 

-2.1 

-1.3 

MspI MsPI 

I : Primary tumor 

2 : Normal lung tissue 

図 1 3p and l 7p Deletion in Stage I Small Cell Lung 

Cancer 

ぞれ別の遺伝子があるのか，興味が持たれている。

今後の研究は遺伝子の単離が焦点であり，その結

果からがん化の機構もより具体的に分子レベルで

明らかになると思われる。

5. RFLPで明らかになった肺小細胞がんにおけ

る第13,17染色体の欠失

肺小細胞がんの染色体異常は，核型分析で3p以

外にも指摘されていたが， 複雑なためか統一的な

見解はなかった。筆者らはRFLP分析で3p以外の

種々の染色体領域についても欠失の有無について

検索した結果，肺小細胞がんでは3pのみならず第

13染色体長腕（13q），第17染色体短腕（17p)も同時

にほぽ100％の症例で欠失していることを見い出

した 11)（表2)。特に，これらの欠失は未治療例

やstageIの症例にも検出され（図1)' また N-

myc遺伝子の増幅より先に起こっていることがわ

かったので，肺小細胞がんのがん化に直接関わる

表 3 種々のヒトがんにおける第 3,13,17染色体の欠失

欠失部位 がん 頻度（％）文献

3p 肺小細胞がん 100 10-13 
非小細胞肺がん 11-13 
腎臓がん 76-100 14, 15 
子宮頸かん 100 17 

13q 肺小細胞がん 91 11 
網膜芽細胞腫 75 18 
骨肉腫 64 19 
乳がん 40 20 

17p 肺小細胞がん 100 11 
骨肉腫 75 19 
大腸がん 75 21,22 

重要な変化であると考えている。

特に3pは，前述したようにvonHippe! Lindau病

の遺伝子がある領域で，腎臓がんでもほぼ100%

の症例で欠失が見られている。また ，13qは網膜

芽細胞腫，骨肉腫，乳がんなどでも欠失してお

り，がん抑制遺伝子として単離されたRB遺伝子

か存在する部位である 5-7. 18-20)。更に ，17pは

骨肉腫，大腸かんなどでも高率に欠失している染

色体領域である 19,21, 22)（表3)。組織型の異な

るがんの発症に同じ遺伝子が関与しているのか，

それとも染色体レベルでは同じ領域でもその中に

ある異なる遺伝子が関与しているのか，今のとこ

ろ結論は出ていない。それぞれの染色体領域から

遺伝子が単離され，その変化を解析することに

よって明らかになってくると思われる。

6.肺小細胞がんにおけるRB遺伝子の発現異常

染色体欠失が実際にがん抑制遺伝子を不活化し

ているという直接証拠は今のと ころない。しか

し，ヒトの第13染色体長腕q14領域から単離され

たRB遺伝子は，網膜芽細胞腫でmRNAレベルで

発現異常かしばしば観察され，その結果正常な蛋

白が作られなくなっている 5-7,24)。この結果は，

RB遺伝子ががん抑制遺伝子であり ，その不活化

が網膜芽細胞腫の発症と密接に関わっていること

を強く支持している。

肺がんでも類似の変化が起こっていることが予

想される。肺小細胞がんで欠失している 3pと17
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Pからはまだ遺伝子が単離されていないので遺伝

子レベルの解析はできないが， 13qにはRB遺伝

子があり，肺小細胞がんでも網膜芽細胞腫と同様

にRB遺伝子が異常を起こしている可能性もある。

そこで筆者らはRB遺伝子産物に対する抗体を作

製し，肺小細胞がん由来培養株9例を用いてRB

遺伝子の発現について解析した。その結果，肺小

細胞がんではRB蛋白を全く発現していないこと

をつきとめた 25)。mRNAの発現はあるが，大き

さの異なるもの，量的に少ないものなど様々であ

り，残存するRB遺伝子に異常が起こ ってい るこ

とが強く示唆された。現在，遺伝子レベルでの異

常について解析中だが，これらの変化は網膜芽細

胞腫におけるRB遺伝子の変化と全く同じであり，

RB遺伝子の不活化が肺小細胞がんの発症にも関

与していることが強く示唆される。

7.おわりに

がん遺伝子，がん抑制遺伝子の研究はこの10年

間に急速な進歩を遂げ，ヒトがんの病態が遺伝子

レベルの変化と対応してとらえられるようになっ

てきた。細胞のがん化及びその悪性化の原因とな

る遺伝子異常が把握されれば，がんの状態をより

適格に判定する診断法や根治的な治療法の開発も

十分に期待される。肺がんでは特に肺小細胞がん

を中心に解析が進んでおり，細胞の悪性度・薬剤

感受性なども遺伝子レベルでとらえられてきてい

る。例えば， myc遺伝子群の増幅ないし過剰発現

はがん細胞に二次的に起こる変化で，がんの悪性

化に関与している 26)。ここでは特に染色体欠失

という現象に焦点を合わせて概説したが，がん細

胞における染色体欠失はがん抑制遺伝子の不活化

を導く重要な変化であることがわかってきている。

更に欠失は，調べた限りすべてのがん細胞に共通

して起こ っていることから，細胞ががん化するた

めの必須の変化であるらしい。染色体欠失の意義

を解明することは，発がんの機構を把握するため

に極めて重要である。今後の研究で欠失した領域

から次々と遺伝子か単離されてくると思われる

が，それらの遺伝子がどのような異常を起こして

いるか明らかになれば染色体欠失の意味も解明さ

れるであろう 。今後の研究の発展に期待したい。

また，その研究に取り組む者の一人として， 筆者

らの研究ががん研究発展の一助になれば幸いであ

ると考えている。
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環境変異原研究11:47-52(1989) 

コーヒー煎り豆における

2 -amino-3, 4 -dimethyfunidazo [ 4, 5 -/] quinoline (MeIQ) 

の生成とその含量

東京薬科大学高橋伸也，加藤哲太，菊川清見

1.はじめに

畜肉，魚肉，大豆タンパクなどのタンパク性食

品の加熱によって，ヘテロサイ クリ ックアミン変

異原物質が生成することが報告されており，これ

までに12種類のヘテロサイ クリ ックアミン変異原

物質が明らかにされている 1-3)。市販のコーヒー

煎り豆には，その熱湯抽出物中に Salmonella

typhimuガumTAlOO株に陽性の変異原物質メチ

ルグリオキザール4)がみい出されているが，コー

ヒー煎り豆は高温で加熱加工して作られており，

加熱によって生成する変異原物質も含有している

可能性がある。我々は，コーヒー煎り 豆とインス

タントコーヒーの熱湯抽出物中にブルーコ ットン

に吸着し，代謝活性化を 受けて Salmonella

typhimuガumTA98株に陽性の新しい型の変異原

物質が存在することを報告した5)。今回，この変

異原物質の本体について追跡し，コーヒー中には

2-amino-3, 4-dimethylimidazo[ 4, 5-/] quinoline 

(MeIQ)およびその他の少なくとも 5種類の未知

ヘテロサイクリ ックアミン様変異原物質が存在

し，これらはコーヒー豆の加熱によ って生成する

ことを明らかにした。

2.材料と方法

ドラム中で熱風によりばい煎 （熱風ばい煎）し

たコーヒー煎り豆と炭火によりばい煎（炭火焼）

したコーヒー煎り 豆は，市販品をそのまま用いた。

高温加熱コーヒー煎り豆は，熱風ばい煎したコー

ヒー煎り豆をフライパンで400℃まで加熱した。

コーヒー煎り豆中のヘテロサイクリ ックアミン

様変異原物質の精製は， Fig.1に示すように，抽

出，ブルーコ ットン吸着，高速液体クロマトグラ

フィー (HPLC),Amberlite XAD-2カラムクロマ

トグラフィーおよびSephadexLH-20カラムクロ

マトグラフィーを組み合わせて行った。

HPLCは， YMCS -343 ODS column (2cm i. 

d. x 25cm), YMC A-303 ODS column (4.6mm 
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Fig. 1. Procedure for Purification of Heterocyclic 

Amine Mutagens of Roasted Coffee Beans. 
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i. d. X 25cm) ［山村化学研究所］， InertsilODS 

column (4.6mm i. d. x 25cm)［ガスクロ工業］を

用い，島津LC-6A liquid chromatographで行っ

た。溶出溶媒には O.OlMtriethylamine bicarbo-

nate (pH 7.3) /MeOH (2:3) [solvent A], 0.01M 

triethylamine bicarbonate (pH 7.3) /MeOH 

(1:1) [solvent BJ, 0.01M triethylamine bicarbo-

nate (pH7.3) /MeOH (3:2) [solvent CJ, 0.025M 

比P04-N叫HPQ4(pH 3.0) /C比CN(9:1) [solvent 

D], 0.025M比PQ4-N叫HPQ4(pH 3.0) /C諏CN

(4:1) [solvent E], 0.025M比PO4-N叫HPQ4(pH 

3.0) IC比CN(3:1) [solvent F], 0.01M HCOONfL 

/CH1CN (3:2) [solvent G], MeOH [solvent H]を

用いた。UV吸収ピークは，島津 SPD-6AUV 

spectrophotometric detectorで検出した。

3.結果と考察

変異原物質の検索

熱風ばい煎したコーヒー煎り豆，炭火焼コー

ヒー煎り豆および高温加熱したコーヒー煎り豆に

含まれる変異原物質を， MeOH-N凡OH抽出，酸

性CHCb分配，アルカリ性 CHCL分配，ブルー

コットン吸着を行い精製した後，分取用カラムを

用いて HPLCを行った (Fig.2)。いずれのサンプ

ルにおいてもAフラクションおよびBフラクショ

ンの双方に変異原活性が現われ，両フラクション

の活性は，加熱条件が強くなるに従い増加し，特

に高温加熱したコーヒー煎り豆ではBフラクショ

ンに非常に強い活性が認められた。AおよびBフ

ラクションにおける変異原活性の回収率は，熱風

ばい煎したコーヒー煎り豆で55％および25%,炭

火焼コーヒー煎り豆で59％および35%,高温加熱

したコーヒー煎り豆で21％および55％であった。

これら変異原物質は塩基性ヘテロサイクリ ックア

ミン様物質と考えられるか，既知のヘテロサイク

リックアミン変異原物質 1-12は， Aフラクショ

ンにすべて溶出され，これらの既知変異原物質よ

り｛氏極性の位置にBフラクションが溶出された。

以下高温加熱したコーヒー煎り豆を用いて，フラ

クションAおよびBの変異原物質を追跡した。
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HPLC of the Mutagens in Roasted Coffee 

Beans : Hot Air-roasted (A), Charcoal-

roasted (B) and High Temperature-roasted 

(C) 

Roasted coffee beans were extracted with 

methyl alcohol/ammonium hydroxide (100 

1) and subsequently extracted into the 

acidic solution and into the chlorofo汀nafter 

alkalization and finally purified by blue 

cotton adsorption. The mutagens in 50g of 

hot air-roasted coffee beans (A), 100 g of 

charcoal-roasted coffee beans (B) and 10 g 

of high temperature-roasted coffee beans 

(C) were separated by HPLC on a YMC 

S-343 ODS column using solvents A and 

H The mutagenicity of each fraction was 

assayed with Salmonella typhimurium 

TA 98 with S9 mix. Ultraviolet absorbing -

peaks were detected at 270 nm. Authentic 

heterocyclic amine mutagens are 1, IQ ; 2, 

MeIQx; 3, Glu-P-2 ; 4, 7, 8-DiMeIQx; 5, 

4, 8 -DiMeIQx ; 6, MeIQ ; 7, G lu -P -1 ; 8, 

Aa C ; 9, Trp-P-2 ; 10, Trp-P-1 ; 11, 

MeA a C ; and 12, PhIP. 

Aフラクションの変異原物質

Aフラクションの変異原物質について XAD-2

カラムでUV吸収物質の多くを除去し AXとした

のち， 4段階の HPLCを行い， TA98+S9mixで

の活性と 270mnにおける UV吸収を測定した

(Fig. 3)。その結果，変異原活性を示す単一の

Fig. 3. 
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UV吸収ピーク AXtが認められ，この retention

timeは標品6,すなわちMeIQと一致した。なおこ

れら各々段階において変異原活性の70％以上が回

収できた。

Fig. 3Dの条件で AXtと標品 MeIQと り

cochromatographyを行ったところ，単ーピーク

として現われた。Aふの UV吸収スペクトル

(Fig. 4)は268nmに吸収極大を示し，これは標

品MeIQのスペク トルと一致した。また Aふと標

品MeIQとの変異原活性を TA98株， TAlOO株を

用いて S9mix存在下および非存在下で測定した

結果，同程度の変異原活性［AXt: 7 48, MeIQ • 

886 (His+ revertants/5 x 10―4 absorbance unit at 

270 nm)]がTA98+S9mixの系でのみ認められ
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Rechromatography of XAD-2 Fraction AX of High Temperature-roasted Coffee Beans 

A : Fraction A (20g equivalent amount of coffee beans) (Fig. 2) was purified by XAD-2 adsorption 

(fraction AX), and fraction AX was loaded to YMC A-303 ODS column and eluted with solvent E at 

a flow rate of 0.5 ml/min. The recovery of the mutagenic activity in fraction AX1 was 74%. B 

Fraction AX1 was loaded to an Inertsil ODS column and eluted with solvent B at a flow rate of 0.5 

ml/min. The recovery of the mutagenic activity in fraction AX2 was 72%. C : Fraction AXz was 

loaded to the same column and eluted with solvent D at a flow rate of 0.5 ml/min. The recovery of 

mutagenic activity in fraction AX1 was 87%. D : Fraction AX3 was loaded to the same column and 

eluted with solvent C at a flow rate of 0.7 ml/min. The recovery of the mutagenic activity in 
fraction AX4 was 91 % 

The mutagenicity of each 1 ml fraction was measured with Salmonella typhimurium TA98 with S9 

mix. Ultraviolet absorbing peaks were detected at 270nm. The numbering of authentic mutagens is 
the same as in Fig. 2 

た。以上， cochromatography,UVスペクトル，お

よび活性発現の結果より， AXiは MeIQであると

同定した。

Aフラクションの活性に基づき，コーヒー煎り

豆10g当量における MeIQ含量を算出し Table

Iに示した。MeIQは焼いわしや焼肉中に検出さ

れているが，コーヒー煎り豆にも同程度の MeIQ

か含まれていることが分かった。

Bフラクションの変異原物質

Bフラクションは，まず LH-20カラムを用い

て，クリーンアップを行い，多くの UV吸収物質

を除去した（変異原活性の回収率： 77%)。この

サンプルBLについて， HPLCを行った結果(Fig.

SA), BLl, BL2, BL3およびBL4の4つの活性フ

-48- -49-



Fig. 4. Ultraviolet Absorption Spectrum of HPLC Fraction 

AX4 of High Temperature -roasted Coffee Beans 

HPLC fraction AX4 of high temperature -roasted coffee 

beans (Fig.3D) and authentic MeIQ (6) were dissolved 

in methyl alcohol for measurement of the spectrum. 

Table I. MeIQ Content in Roasted Coffee Beans. 

Sample MeIQ (ng/10 g) * 

Hot -air-roasted 

Charcoal-roasted 

High -temperature -roasted 
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30 
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Rechromatography of LH-20 Fraction BL of High Temperature• roasted Coffee Beans. 

A : Fraction B (30g equivalent amount of coffee beans) was purified by LH • 20 column (fraction 

BL), and fraction BL was loaded to Inertsil ODS column and eluted with solvent E, F and H at a 

flow rate of 1.0 ml/min. The total recovery of the mutagenic activity in fraction BLl, BL2, BL3 and 

BL4 was 77%. 

B : Fraction BL3 was rechromatographed on an Inertsil ODS column by elution with solvent G at a 

flow rate of 1.0 ml/min. The mutagenicity of each 1 ml fraction was measured on Salmonella 

typhimuガumT A98 with S9 mix. Ultrav iolet• absorbing peaks were detected at 260 nm. 

Table II. Effect of Nitrite Treatment on the Mutagenicity of Fractions B, BLl, BL2, BL3-a, BL3-b and BL4. 

Sample 
His+ revertant colonies/plate (% remaining) 

Control Treatment I Treatment II 

Fraction B 

Fraction BLl 

Fraction BL2 

Fraction BL3 -a 

Fraction BL3-b 

Fraction BL4 

Trp-P-1 

MeIQ 

724 

931 

729 

807 

972 

1345 

909 

1185 

370(51.1) 

875(94.0) 

422(57.9) 

624(77.3) 

501(51.5) 

715(53.2) 

0(0.0) 

1054(88.9) 

285(39.3) 

315(33.8) 

309(42.4) 

101(12.5) 

290(29.8) 

750(55.8) 

0(0.0) 

858(72.4) 

Fractions B (5.0g equivalents of coffee beans), BLl (150g 
equivalents of coffee beans), BL2 (70g equivalents of coffee beans), 
BL3-a (400g equivalents of coffee beans), BL3 -b (300g equivalents 
of coffee beans), BL4 (50g equivalents of coffee beans), and 
authentic mutagens Trp -P -1 and MeIQ were treated with nitrite in 
two ways. 
Treatment I : with 0.5mM NaN02 in 0.25 N HCI at 37℃for 1 hr; and 
Treatment II : with 2.5mM NaN02 in lN HCI at 50℃for 5 hr. The 
mutagenicity was tested on Salmonella typhimuガumTA98 with S9 
mix. 

ラクションが認められ，これらのフラクションに

活性の77％が回収された。活性フラクション

BL3について rechromatographyを行った結果，

BL3-aとBL3-bが認められ (Fig.5B), BL3には

2つの変異原物質が含まれることか分かった。

BL2, BL3-a,およびBL3-bは，さらに rechrom-

atographyを行うことにより，いずれも変異原物

質本体に対応すると考えられるシャープなUV吸

収ピークが認られたが，いずれも微量で，それ以

上の検討は行えなかった。なお，これらの未知変

異原物質は， MeIQの加熱によ って生成ずるもの

ではないことが分かった。

Bフラクションに含まれる変異原物質について

亜硝酸処理を行い，その性質について検討した結

果を TableIIに示す。津田ら 6)は， Trp-P-1のよ

うなインドール系変異原物質は亜硝酸処理によ っ

てその活性を失い， MeIQのようなキノリン系変

異原物質の活性は亜硝酸処理の影響を受けないと

報告している。 Bフラクションの変異原物質は，

亜硝酸処理によって活性が消失しておらず，イン

ドール型のヘテロサイクリ ックアミン変異原物質

ではないと考えられる。

4. おわりに

高温加熱したコーヒー煎り豆中には，新たに

2-amino-3, 4-dimethylimidazo[ 4, 5-/] quinoline 

(MeIQ)をはじめとする，多種のヘテロサイク

リックアミン様変異原物質が存在することが明ら

かになった。市販の熱風ばい煎したコーヒー煎り

豆および炭火焼コーヒー煎り豆中にも，高温加熱

したコーヒー煎り 豆に比して含量は少ないがこれ

らの変異原物質が含まれており コーヒーの安全

性を考えるうえで興味ある知見と考えられる。

1) 

”

i
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ヘテロサイクリックアミンのDNA傷害作用に対する

クロロフィリンの効果

ーショ ウジョウバエ修復能欠損株を用いて一

岡山大学薬学部 根岸友恵，糸目千穂，早津彦哉

1.はじめに 測するのにより近いモデルであると考えられる。

野菜類の摂取と発癌リスクの低下との関連につ 今回我々は，ショウジョウバエの体細胞 DNA傷

いては，疫学的な知見からも示唆されている 1)。

また野菜の成分であり，最近注目を浴びている食

物繊維や，各種ビタ ミン類に抗癌あるいは抗変異

原活性が存在することも明らかにされてきてい

る2,3)。一方我々は，緑黄色野菜の主要な成分で

あり，その含有量は乾燥重量の約 1％を占めるク

ロロフィル及びその発色基であるクロロフィリン

に注目した。これらの構造は，図 1に示したよ う

に，ポルフィリン環を有し，平面構造を持つと考

えられる。これは，従来我々の研究室で抗変異原

活性を見出しているヘミンや銅フタロシアニンな

どと類似した構造であり，平面構造を有する多

環性の物質と複合体を形成することか予想され

る4-6)。実際， Amesテストを用いてクロロフ ィ

ルあるいはクロロフィリンが抗変異原活性を示す

ことは，我々の研究を含めて”，い〈つかの報告

がある 8-10)。またヒトリンパ球を用いた実験で，

大気汚染物質に由来する姉妹染色体交換（SCEs)

の発現をクロロフィリンか抑えるという報告もな

されている 11)。最近我々はショウジョウバエ体

細胞突然変異検出系12)のうち，翅毛スポットテ

スト 13)を用いて，クロロフィル及びクロロフィ

リンがTrp-P-2の変異原性を抑制することを示し

た14)。ショウジョウバエの系では，検体を経ロ

摂取した時の作用を見ることになるので，バクテ

リアの系に比べてヒトが食物から受ける影響を推

害作用を検出するinvivo rec assay1 5・ 1 6)を用い

て，種々のヘテロサイクリ ックアミンの DNA損

傷活性を検出し，次にクロロフィリン同時投与に

おける活性の変化について調べた。

2.方法

In vivo rec assayに用いるDNA傷害修復能欠損

株SCZ w +(TE) mei-9a mei-4105 / C(l)DX, y fは，

武田薬品工業中央研究所の藤川和男博士より戴い

た。この系統のハエは，雄のみDNA傷害に対し

て，除去修復も複製後修復もできなくなっている。

一方雌は修復に関して正常であるので，もしこの

ハエの幼虫に修復可能な DNA傷害を与えると，

Chlorophyll a 

HH33H:C言 屯

COOCH3 
COO-Phytyl 

Phytyl CH3 C門 CH3o：ごシ～人マCH2-
CH3 

Chlorophyll in-Cu・Na3_ 

H3Hc：コ2H5

田C

H砕H ~H2 COONa 
I 

力C COONa 
I 

COONa 

図 1 クロロフィル a及びクロロフィリ ン銅3Na塩の

構造
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Trp-P-2 
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守

（
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屯CtN〔り、N-CH3
Ǹ / 

ヘテロサイクリ ック ア ミン類の構造

aq. soln 
(4 ml) 

Mixed medium 

＇ 

図 3

成虫になる雄の個体数が減少してくることにな

る15, 1 6)。従って成虫になった雌雄の比を求める

ことによりヘテロサイクリ ックアミンのgenoto-

xicityを簡便に検出することができる。対照群と

しては，雄も正常な修復機能を有するscZ w+<TE> 

I C(l)DX, y fを用いた。この系統のハエは大阪大
学医学部の梁治子博士より分与していただいた。

用いたヘテロサイクリ ックアミン類の構造は図

2に示した。 このうち Trp化合物， Glu化合

物， Glob化合物は，国立がんセンター研究所の長

尾美奈子博士よりいただいた 。 また IQ及び

MeIQxは， “がん特別研究＂の研究 資材特別委貝

会を通じて分与していただいた。本研究では，半

井化学製銅クロロフィリン 3Na塩をクロロフィ

実験方法

Glob-P-2 

~NH2 
H 

Glob-P-7 

こ ご
H 

→ ・ 
25 °C 

Adult flies 

↓ 
Counting 

↓ 
Sex ratio 

リンとして用いた。

処理方法は，既に報告した翅毛スポットテスト

の場合と同様である 14)。簡単に図 3に示した。

ヘテロサイクリ ックアミン類はエタノール．

Tween80 = 2 : 1溶液を溶媒として用いて溶かし，
最終的にはエタノール 3.3%,Tween80 1.7％を含

む変異原水溶液とした。 インスタント培地は

Formula 4-24釘CarolinaBiological Supply Co.)の

粉末を用いた。用時調整した培地に，常法13)に

より集めた 3令幼虫を200匹前後 （エッペン ドル

フチューブのふたに軽く 山盛り一杯分）を入れ，

25℃，暗所で飼育する。羽化して出てきたハエの

雌雄の数を計数し，性比 （雄／雌）を求めた。

Table 1. Inhibition of Trp-P-2 DNA-damaging effect by chlorophyllin 

Amount 

Trp亨2
(μ mol/bottle) 

Sex ratio (male/female) 

Rec一(repair一） Rec+(wild) 

Trp,-P-2 Tl"J)-P-2 Trp_-P-2 Trp-P-2 
only + only + 
Chlorophyllin - Chlorophyllin 

3.結 果

1

5

 

0

0

0

2

5

0

 

ー

1.08 
1.03 
0.89 

0.48 

0.08 

0.06 

1.00 
1.26 
0.89 

0.72 

0.68 

0.54 

1.17 

0.86 

1.02 
0.93 

1.07 

1.24 

1.06 
0.98 

0.95 

0.87 

Chlorophyllin 

表 1にTrp-P-2のgenotoxicityとそれに対する

クロロフィリン同時投与の効果を示した。Rec―

の系統では 3~ 4回の， Rec+の系統では 2回の

実験値を平均した値である。例えば， Trp-P-2もク

ロロフィリンもいずれも無添加の場合，実際に計

数したハエの数は Rec-の系統で，雄346:雌319,

Rec+の系統で雄396:雌398であった。Rec―の性

比のみ Trp-P-2の投与量に応じて減少しているこ

とから， Trp-P-2はショウジョウバエに対して，

除去修復あるいは複製後修復により修復され得る

ような DNA損傷 (genotoxicity)を与えることが

わかった。この時クロロフィリンを200mg同時に

培地中に添加すると， Trp-P-2のgenotoxicityは顕

著に抑制され， 10μmol Trp-P-2の活性でみると，

雄の生存率は約10倍上昇していることかわかる。

同様の実験を Trp-P-2以外の 7種のヘテロサイク

リックアミンに対して行った結果が図 4である。

横軸に各飼育びんの培地中に加えたヘテロサイ ク

リックアミンの量，縦軸に成虫の性比 （雄／雌）

をとって片対数グラフで示した。またこの図 4か

ら求めた各ヘテロサイクリ ックアミンのgenoto-

xicityの強さとクロロフィリン添加効果の比較を

表2にまとめた。この時用いたヘテロサイクリ ッ

クアミンの量では，ショウジョウバエに対して毒

性が現れていないことは， Rec+の成虫の総数に

変化がないことで確かめている。さらに観察して

いる傷害が修復可能なものであり，雄特有のもの

ではないことは， Rec十成虫の性比かほぼ 1に一

ZOO mg/bottle 
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図 4 各種ヘテ ロサイ クリックア ミンのgenotoxicityと

それに対するクロロフィリン添加の影響．

0--0 ；ヘテロサイクリ ックアミンのみ，

Rec―系統のハエ。●―＿● ；ヘテ ロサイクリ ッ

クアミン＋ク ロロフ ィリン200mg,Rec-系統のハ

工。 •—--…• ；ヘテロサイクリ ックアミンの

み，Rec十系統のハエ。

定していることから言える。

Genotoxicityの強さはヘテロサイクリ ックアミ

ンによって異なり ，IQ,MeIQxは強く， Trp化合
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Table 2. Chlorophyllin effects on the genotoxicity of various 
heterocyclic amines 

Survival of Rec―-fly 
Recovery Mutagen 

μ mol/bottle Muotnlay gen MCuhtloarogepnh+ yllin 

Trp-P-2 4.6 
Trp-P-1 1.0 
Glu-P-2 35 
Glu-P-1 3.0 
Glob-P-2 10 
Glob-P-1 10 
MeIQx 0.24 
IQ 0.31 

物と Glu化合物は大体同程度の強さであり，

Glob化合物は弱い活性しか示さなか った。

Yooら17)によ って報告された翅毛スポットテス

トの結果では，これらヘテロサイクリ ックアミン

間に変異原性の強さの差は見られていないので，

むしろ，バクテリアに対する変異原性の強さの相

対関係18)に似ていると言える。クロロフィリン

添加による抑制効果は， Trp化合物か顕著であ

り， MeIQxとGlu化合物では多少効果が弱かっ

た。一方IQ及びGlob化合物に対しては，クロロ

フィリンの効果は観察されなかった。

4.考察

0.1 
0.1 
0.1 
0.1 
0.64 
0.34 
0.1 
0.1 

今回の実験で，各種ヘテロサイクリ ックアミン

はショウジョウバエに対して経口摂取により

DNAに傷害を与えることがわかった。またこの

傷害は，除去修復あるいは複製後修復により修復

され得るような傷害であることも明らかとなった。

いずれの修復機構で修復されるかは，どちらか一

方の修復機能を欠いた株を使うことによ って決め

られると考え，現在検討中である。

DNA傷害の強さは各ヘテロサイクリ ックアミ

ン間で差があり，その相対関係は，ショウジョウ

バエ体細胞突然変異の結果よりむしろバクテリア

を用いた変異原性試験の結果と似ている 17,18)0

この事からバクテリアで観察される変異原性は

DNAに対する損傷をより直接的に反映している

と言えるかもしれない。

0.68 0.58 
0 60 0.50 
0.35 0 25 
0.39 0 29 
0 42 

゜0 31 

゜0.49 0 39 
0.16 0 06 

これらヘテロサイクリ ックアミンのgenotoxici-

tyに対するクロロフィリンの抑制効果は， Trp化

合物については顕著に観察され，変異原性抑制効

果と同じ結果を得た。また MeIQxのgenotoxici-

tyに対してもかなりの抑制効果がみられたが，

IQ, Glob化合物では全く見られなかった。これら

化合物の変異原活性に対するクロロフィリンの効

果がRecassayの結果と同じになるかどうかは，

今後翅毛スポットテストを行って調べる予定であ

る。

クロロフ ィリンの抑制効果発現の機構は，in

vitroの実験から次のように考えている。すなわ

ち，クロロフィリンがヘミンなどと同じ広い平面

構造を有することから，クロロフィリンがTrp化

合物のような平面構造を持つ複素環化合物と，平

面同志で複合体を形成し，活性の発現を不能にし

ているのではないかと考えられる 。実際，

Trp-P-2とクロロフィリンの混合水溶液の吸収ス

ペクトルの変化から，複合体形成を示唆する結果

を得ている 14, 1 9)。また，我々の研究室で開発

し，応用への研究を進めているクロロフィリン—

AH-セファロース （クロロフィリンをAH・セファ

ロースにリガンドとして結合させたもので，グ

リーンセファロースと称している）を用いた実験

でも，クロロフィリンがTrp化合物やMeIQxを吸

着することを示している。このグリーンセファ

ロースについては，第17回日本環境変異原学会

（東京）で糸目らが発表しており，現在論文を準
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備中である。IQはこのグリーンセファロースに吸

着しないことから，本実験で観察されたgenoto-

xicityの抑制は，クロロフィリンが変異原物質を

吸着することによって起こると説明することかで

きる。しかし Glob化合物についてはグリーンセ

ファロースに吸着が起こるにもかかわらず，抑制

効果がみられないという矛盾した点があり，今後

の課題となっている。

クロロフィリンあるいはクロロフィルがヘテロ

サイクリ ックアミンなどの発癌物質を体内でも吸

着し，複合体を形成してそれらの活性の発現を抑

えるとしたら，クロロフィルは野菜で，クロロ

フィリンは食品添加物で，食品と一緒に摂取する

可能性が高いことから，癌の予防という面でも注

目すべき事であると思われる。現在ラ ットに

Trp-P-2とクロロフィリンを同時に飼料に混入し

て与え， Trp-P-2の排泄などがどのような影響を

受けるか検討中である。
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ダイエタリーファイバーの変異原吸着作用

: in vitroとinvivoの比較

秋田大学医学部公衆衛生学教室蜂谷紀之，権 太浩，滝澤行雄

緒言 い，プレインキュベーションを行なわないプレー

食物中の非消化性成分であるダイエタリーファ ト試験とした他は既報”と同じである。被験試料

イバーが大腸癌の発生を抑制する可能性が疫学的

に指摘されてきた1,2)。大腸化学発癌に対する ，

ダイエタリーファイバーの抑制効果を示すいくつ

かの報告3,4)はこれを実験的に支持しているもの

の，その発癌抑制機構は未だ明らかではない。ダ

イエタリーファイバーが示すいくつかの性質のう

ち，本稿では発癌物質吸着効果5,6)に着目し，ト

ウモロコシの精製ふすまなどについて各種変異原

物質に対するその吸着特異性を調べるとともに，

ラット消化管内におけるその吸着作用の有効性を

検討した。得られた結果は，invitroに見られる吸

着性はinvivo系にそのまま適用できないことを

示していた。

実験方法

繊維試料

トウモロコシの精製ふすま 6)は， 200メッシュ

以上の目の細かいもの（以下200メッシュ）とそれ

より粗い80~145メッシュのもの （以下80メッ

シュ）を用いた。セルロースは Solka-floc（ファイ

ザー杜）， Avicel（旭化成卸）， Sigmacell-Type 100 

(Sigma), 100~200メッシュの濾紙粉末A,40~ 

100メッシュの濾紙粉末D（いずれも東洋濾紙卸）

を用いた。飼料中繊維質は，ラ ット，マウス用の

通常固形飼料（日本クレア CE2)を水とともに粉

砕後200メッシュで分離・乾燥したものを用いた。

変異原性試験

Salmonella typhimurium TA98, TAlOOを用

はdimethylsulf oxide (DMSO,卸同仁化学研究

所，吸収スペクトル用）に溶解し，プレートあた

り0.1mlを添加した。S9mix中のS9濃度は， 5%

(25 μ l/plate)~10% (50 μ l/plate)とした。

in vitro吸着性試験

変異原物質はそれぞれ適当な濃度で 10mlの滅

菌蒸溜水あるいは 3mMNa-りん酸緩衝液(pH

5.8)に溶解した後， 100mgの繊維試料を加えて室

温で3時間振盪し， 3200rpm,10分間の遠心分離

によって上清と繊維に分けた。変異原吸着率は上

清中の未吸着変異原活性から算出した。一方繊維

は乾燥後， 50mlのメタノール：アンモニア(50: 

1)で30分間抽出し，遠心分離によ って繊維を除

き，蒸発乾固した残漆を 10mlのDMSOに溶解し

て変異原活性を測定し，回収率を求めた。なおメ

タノールは残留農薬試験用メタノール1000（和光

純薬工業卸）を用いた。

変異原を吸清したトウモロコシ精製ふすまのラッ

トヘの投与

雄の Sprague-Dawleyラ ット(SPF)は夏目製作

所製の代謝ケージで飼育した。ファイバーフリー

の粉末基本飼料の組成(1kg中）は， a-スターチ

（日本食品化工卸）450g,カゼイン （オ リエンタル

酵母卸）220g，庶糖（和光純薬卸）200g,コーン油

（日本食品化工卸）80g, ミネラル混合ーHarper配

合（オリエンタル酵母卸）40g,ビタミン混合一

Harper配合（オ リエンタル酵母卸）8.5g,塩化コリ

ン（東京化成工業卸）1.5g,とした。ラットは予備
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飼育では通常の固形飼料（日本クレア CE2)を与

え，変異原吸着トウモロコシふすまを投与する 2

日前からファイバーフリーの粉末飼料に変更した。

変異原を吸着したトウモロコシ精製ふすまの調

製は， 100μgのTrp-P-1(3-amino-l, 4-dirneth-

yl-5H-pyrid゚ 〔4,3-b〕indole），あるいは10.0μ g 

の IQ (2 -amino-3 -menthyl-irnidazo C 4, 5 -/J 

quinoline),あるいは5.0μgのdinitropyrene異性体

混合物（和光純薬卸） （以下 DNP)を3.0gのセル

ファー(80メッシュ）とともに 300mlの蒸溜水中で

3時間振盪して吸着させた。このふすまはガラス

繊維濾紙(Whatman,GF/A)で濾過し，乾燥させ

て変異原吸着ふすまを得るとともに，ろ液の変異

原活性からふすま上の変異原吸着量を算出した。

変異原吸着ふすまは，ファイバーフリーの粉末基

本飼料に25％の割合で混じ，粉末基本飼料を摂取

もしくは一晩絶食させたラ ットに与えた。翌日飼

料の摂取を確認し，変異原を含まないファイバー

含有飼料と交換した。

ラット排泄物からの変異原の回収

変異原吸着ふすまを投与したラ ットは投与開始

から最長6日間糞便と尿を毎日摂取し， 1日ごと

に変異原活性を回収した。

尿からの回収：尿は早津ら 8)の青綿吸着法によ

り回収した。すなわち，尿100mlに対して青綿（フ

ナコシ薬品卸）を 200mg加えて30分間攪拌・吸着

して青綿を除き，さらに青綿100mgで同様の操作

を繰り返した。これら青綿は脱水後， 300mgあた

り20mlのメタノール：アンモニウム (50: 1)で

30分間抽出し，蒸発乾固後，得られた残漆を

5.0mlのDMSOに溶解した。

糞便からの回収：一日分の糞便（約 4g)は少量

の蒸溜水を加えて乳鉢で粉砕．懸濁し， 200メッ

シュの飾でふすま（分画F)を捕集した後，約

400mlの蒸溜水でこれを洗浄した。得られた水層

は3500rpm,10分間の遠心分離により残漆（分画

R)と水溶性成分（分画A)に分離した。このうち，

水溶性の分画Aについては尿の場合と同様に青綿

による吸着一抽出を行った。ふすま （分画F)と残

溶（分画R)は乾燥させた後， 300mlのメタノー

ル：アンモニウム(50: 1)で抽出し，ガラス繊維

濾紙で濾過して蒸発乾固した。この蒸発乾固残i査

はそれぞれ， 50mlのジエチルエーテル（卸同仁化

学研究所，油脂酸価・過酸化物価測定用）に溶解

し，等量の lNNaOHを加えて強く振盪しエーテ

ル層と水層に分けた。エーテル層は蒸発乾固後

5.0mlのDMSOに溶解して分画F-1および分画

R-1とした。水層は 2倍量の lNHClを加え，

100mlのジエチルエーテルで再び抽出し，同様に

してエーテル層から 5.0mlのDMSO溶液すなわち

分画F-2および分画 R-2を得た。

これらラ ット排泄物の各分画については，その

見かけの変異原性を測定するとともに，投与した

変異原の一定量に各分画を加え，その変異原性に

対する各分画の阻害効果を調べた。各分画の変異

原性は見かけの変異原活性をこの阻害率にした

がって補正したものを用いた。なお，添加回収実

験によると上記方法による Trp-P-1の見かけの

変異原性回収率（非補正値）は50.5％であった。

実験結果

トウモロコシ精製ふすまおよびセルロースに

よるinvitroの変異原吸着性

表 1に18種類の変異原について，蒸留水中での

トウモロコシ精製ふすまに対する吸着性と吸着体

からのメタノール：アンモニウム溶出による回収

率を示す。表 1の未吸着率および吸着回収率は変

異原活性が濃度に対して直線的に増加するときの

値である。これらのうち，食品中の癌原物質であ

るヘテロサイクリ ックアミンは Trp-P -1, Trp -P 

-2がいずれも99％以上の吸着率を示したのをはじ

め， IQ,Glu-P-1, Glu-P-2の吸着率はいずれも

95％以上であ った。 また B(a)P,DNP, DAB, 

DMBAの吸着率も90％以上となった。一方これに

対し， ENNG,アジ化ナトリウムなどの芳香環を

持たない一部のアルキル化剤の吸着性は低かった。

また吸着した活性のうちメタノール：アンモニウ

ムで溶出する溶出率は，ふすまの吸着率とほぼ平

行した傾向を示した。

メッシュサイズの異なるトウモロコシふすまお

表 1 トウモロコ シ精製ふすまによる各種変異原のinvitro吸着性

変異原 試験 吸着前の変異原濃度と活性 非吸着活性 吸着率 溶出活性と回収率

μ g/0. lml Rev. /plate Rev./plate Rev./plate 

+
-
+
+
+
―-
+
+
―
-
+
―
―
―
-
+
+
 

9
9
0
9
9
9
0
9
9
9
9
9
0
0
9
0
9
9
 

e
 

1

2

0

1

d

1

2

 

―

-
7
9

i
 

p

p

p

l

l

z

p
p
 

2)AG

-
l
—

-GADo-

— 

A

-
a
B
B
P
N
u
U
R
R
N
P
o
p

p

 

A
F
(
A
M
N
N
l
l
C
C
O
N
a
N
N
r
r
 

2
A
B
D
D
D
E
G
G
I
I
I
M
N
4
4
T
T
 

1

2

5

 

0

5

5

0

8

5

0

 

5
2
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
 

.

.

.
 0

0

 .
.
.
.
 0
 
.
.
.
.
.
.
.
 .
 

0
0
2
1
2
0
2
0
0
1
5
0
2
1
8
0
0
0
 

．ヽ＇’
,ヽ
・,'')‘.'ノ‘.,',‘.,’，ヽ
ノヽ`
／`、．＇／ヽ
．＇ノヽ
．＇’,ヽ
．＇ノヽ
．＇ノ‘.,/‘,‘,‘,‘,‘.,/‘.'ノ

“
悶
悶
況
駕
匁
駕
況
駕
況
況
況
駕
駕
況
況
況
況

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
 

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
 

l
l
l
1
1
1
1
1
1
l
l
l
l
l
l
l
l
l
 

（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
 

5
8
7
2
3
3
1
3
5
6
8
1
6
6
6
4
7
0
 

0
7
2
1
6
5
2
8
3
5
1
1
3
0
5
0
8
1
 

1
6
4
1
2
7
4
3
5
5
6
2
9
7
0
5
6
2
 

7

1

1

7

l

l

l

 

ヽ
j
ヽ
／
ヽ
ノ
ヽ
ノ
ヽ
ノ
ヽ
ノ
ヽ
ノ
ヽ
ノ
ヽ
ノ
ヽ
ノ
ヽ
ノ
ヽ
ノ
ヽ
j
ヽ
ノ
ヽ
ノ
ヽ
ノ
ヽ
ノ
ヽ
ノ

駕
匁
駕
匁
駕
匁
匁
駕
況
駕
駕
駕
駕
駕
駕
駕
駕
匁

7
3
8
5
6
9
6
9
9
9
5
2
2
7
0
7
5
1
 

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.
 

5
0
3
4
7
3
3
2
4
6
1
2
3
0
3
1
0
0
 

2

5

8

3

3

8

4

6

 

（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
 

7
1
6
5
0
9
2
1
6
4
9
7
1
0
4
1
8
1
 

2
4
1
2
2
5
1
2
7
2
3
7
5
1
 

3

3

2

5

6

5

4

3

 

2
 

ヽ
ー
ノ
ヽ
ー
、
’
ノ
ヽ
ー
ノ
ヽ
ー
ノ
ヽ
＇
ノ
ヽ
ー
、
‘
‘
,
‘
,
‘
,
‘
j
、
’
ノ
ヽ
j
‘
ー
ノ
ヽ
＇
ノ
ヽ
ノ
ヽ
ノ
ヽ
ノ
ヽ
ノ

駕
匁
駕
駕
駕
駕
駕
匁
匁
悶
駕
駕
匁
匁
匁

U
況
匁

3
7
2
5
4
1
4
1
1
1
5
8
8
3
0
3
5
5
 

．
．
．
．
．
．
．
．
．
．
．
．
．
．
．
．
．
．
 

4
9
6
5
2
6
6
7
5
3
8
7
6
9
7
8
9
9
 

7
4
9
9
9
9
1
9
9
6
9
9
6
1
5
3
9
9
 

（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
 

ヽ
ー
ノ
ヽ
ノ
ヽ
ノ
ヽ
j
ヽ
／
ヽ
l
‘
j
、
j
ヽ
j
‘
_
‘
j
ヽ
／
ヽ
ー
，
‘
ー
／
ヽ
ー
ノ
‘
j
ヽ
ノ
ヽ
l
'

“
u
u
“
ん
匁
災
匁
況
況
災
況
災
匁
駕
匁
匁
匁
匁

1

0

9

5

2

2

0

0

2

2

7

9

1

1

4

 

•8. 

1
L
0
6
1
7
&
1
L
じ

5
L
L
凡
じ
化
凡

0
0
9

1

3

1

1

5

8

6

6

1

8

5

1

1

7

 

（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
 

8
0
4
1
5
9
5
9
7
5
6
4
7
6
2
1
9
1
 

1
1
5
3
5
5
8
3
1
9
4
5
9
5
1
6
 

2

4

1

1

6

8

3

0

5

8

9

 

4

1

1

 

変異原略号： ZAA,2-aminoanthracene;AF-2,furylfuramide, B(a)P,benzo(a)pyrene; 
DAB, 4-dimethylaminoazobenzene; DMBA, 7, 12-dimethylbenz(a)anthracene, pNP, dinitropyrene(mix.) ; 
ENNG, N-e t hy l~N'-n it ro - N- nitrosoguan i d i ne; Glu-P-!, 2-amino-6-methyldipyrido-[1,2-a:3',2'-d]-
imidazole; Glu-P-2, 2-aminodipyrido[l, 2-a:3', 2'-d] imidazole;MNNG, N-methyl-N'-ni tro-N-ni troso-
guanidine; 4NPD,4-nitro-o-phenylenediamine; 4NQO, 4- nitroqu i nol i ne- 1- ox i ~e; Trp-P-1, 3-amino-
1,4-dimethyl-5H-pyrido[4,3-b]indole; Trp-P-2, 3-amino-l-methyl-5H-pyrido[4,3-b]indole; 
IQ, 2-amino-3-methy 1-imidazo[ 4, 5-f]quinol ine 
試験： 9＋,TA98+S9mix ; 9-, TA98 -S9mix; 0+, TA100 +S9mix; 0-, TA100 -S9mix 

表 2 各種繊維の Trp-P-1の吸着性 (invitro) 

繊維 吸着前の変異原濃度と活性 非吸着活性 吸着率 溶出活性と回収率

μg/0. lml Rev. /plate Rev./plate Rev./plate 

トウモロコシ精製ふすま，200mesh 0.05 885 (100駕） 13 (1. 5悶） (98.5況） 856 (96. 7匁）
トウモロコシ精製ふすま，80mesh 0. 02 411 (100況） 4 (1. 0悶） (99.0匁） 359 (87.3匁）
炉紙粉末A (100 mesh) 0.05 885 (100悶） 66 (7.5況） (92.5駕） 563 (63.6匁）
炉紙粉末D (40 mesh) 0.05 885 (100駕） 50 (5.6駕） (94.4匁） 541 (61.1況）
Av1cel 0.05 885 (100駕） 10 (1. 1駕） (98.9悶） 592 (66.9況）
Solka-floc 0.05 885 (100匁） 7 (0.8災） (99.2匁） 662 (74.8匁）

Sigmace 11 0.05 885 (100駕） 61 (6.9駕） (93.1駕） 355 (40.1駕）
飼料中繊維 0.05 885 (100駕） 27 (3.1駕） (96.9駕） 591 (66.8匁）

よび5つのセルロース標品を含む8数種の繊維試

料について Trp-P-1の吸着性を比較した結果を

表 2に示す。この結果，ラ ットの通常固形飼料中

繊維質を含むいずれの繊維試料も90％以上の高い

吸着率を示した。一方メタノール：アンモニウム

による溶出率は繊維ごとに差異があり，吸着一溶

出による変異原回収率は200メッシュの精製ふす

まがも っとも高く，次いで80メッシュのふすまで

あった。また各種セルロース標品も Sigmacellを

除き60~70％以上の回収率を示した。

トウモロコシふすまの変異原吸着性に及ぼす要

因の一つとしてpHの影響を調べた。図1は，あ
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らかじめIQを吸着させたふすまを各種pHの3.0

mMりん酸緩衝液中で3時間振盪し， IQの離脱性

を調べたものである。この結果，pH4.0以下で

はIQの緩衝液への遊離が促進された。

2 ラット腸管内におけるトウモロコシ精製ふす

まからの変異原の離脱性

in vivoにおいては，変異原をふすまに吸着させ

て経口投与し，ふすまが消化管を通過して糞便と

して排泄されるまでの間の離脱性を測定した。吸

着体としては，invitroの吸着率および回収率か

もっとも高く，変異原活性について直線的な用一

作用量関係が得られる Trp-P-1,IQ, DNPについ

て調べた。

投与したラットの糞便はふすま（分画F),残漆

（分画R),水溶性成分（分画A)に分離し尿ととも

に変異原活性を測定した。このうち採取日によっ

てはF-1, 2, R-1, 2の各分画で変異原性

抑制作用が認められることかあった。各試料の変

異原性値はそれぞれの変異原性阻害率で補正し，

実験期間を通しての合計値として表3に示した。

表3に見られるように， Trp-P-1吸着ふすまの

投与実験では，ふすまに結合した形で回収された

活性は1.27％で， 98.73％かふすまから消失して

いた。Trp-P-1の場合，糞便の残i査成分に吸着し

ていた活性および水溶性分画中の遊離の活性はふ

すま分画の活性より少なく，全糞便中に見いださ

れた Trp-P-1変異原性回収率も投与量の1.61％の

みであった。一方，尿への排泄量は糞便よりやや

高く，投与した活性の2.77％が尿中に検出された。

変異原を投与しないラットの尿では変異原性は検

出されず，したがってここで見い出された尿中変

異原活性はトウモロコシ精製ふすま上に吸着して

経口摂取された Trp-P-1か消化管から吸収され，

尿中に排泄されたものとみなされる。これらの結

果は， トウモロコシ精製ふすま上の Trp-P-1は

ラット消化管内でそのほとんど(98％以上）か繊維

から離脱し，体内に吸収されて代謝されたことを

示唆している。

別のヘテロサイクリ ックアミンである IQを吸

着したふすまの投与においても，その変異原活性
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トウモロコシ精製ふすま上に吸着させた IQに対

する緩衝液pHの影響

の回収率はさらに低かった。すなわちIQの回収率

は糞便中ふすまで0.24％であり，消化管内ではふ

すまのIQ保持性はほとんど認められなかった。総

糞便および尿中排泄率も Trp-P-1より低かった。

糞便からの低い回収率がヘテロサイクリ ックア

ミンに特異的なものである可能性を検討するた

め，異なるタイプの変異原物質でありまた強力な

発癌物質でもある DNPについて同様の測定を行

なった。しかしなから表3に示すように，糞便中

ふすまのDNP吸着率は0.04％であり，これは総

糞便中および尿中回収率などとともに 3化合物中

最低であった。

考察

トウモロコシ精製ふすまはinvitroにおいて

Trp-P-1, IQ, DNPなどの変異原を高率に吸着し

たか，これら変異原を吸着させて経口投与した

ラット消化管内では，これらは容易にふすまから

離脱し，排泄された糞便中のふすま上にははとん

ど残らなかった。ふすまから遊離したこれら変異

原のほとんどは，消化管内で代謝もしくは吸収さ

れ，一部の活性は尿中から検出された。Trp-P-

19)およびIQl0)の消化管内代謝産物の中には変

異原性を有するものがあり，ふすま上に検出され

た活性の少なくとも一部は，いったん遊離した変

異原が代謝され，再度ふすまに結合したものであ

る可能性もある。すなわち，invivoでのふすまの

正味の変異原保持率は，観察された値よりさらに

小さいかもしれない。

ラットに経口投与した各変異原の活性がその糞

便中に回収できなかったことの理由としては，糞

便中の変異原妨害因子の影響も考慮しなければな

らない11)。しかしながら，このことは活性の消

失のごく一部を説明しても，投与量の98％以上が

糞便から消失したことは説明できない。溶媒抽出

法は，糞便中に添加したTrp-P-1活性の50.5％を

回収した。この方法による糞便中の変異原性の回

収は必ずしも完全なものではないか‘，これによ っ

て結論が左右されるものではなかった。さらに表

3では，変異原抑制効果の一部については，補正

されており，その阻害因子の影響はさらに小さく

なっている。

ラットに経口投与した Trp-P-19) あるいは

IQl 2)の変異原活性のうち，糞尿中に排泄される

割合は非常に低いことが報告されており本研究で

の観察ともほぼ一致する。

なお，飲料水に添加したTrp-P-1の変異原活性

がラット糞便中のトウモロコシ精製ふすまにどれ

だけ吸着しているかを調べた別の実験において，

Sep-Pakカートリ ッジ法によ って糞便中の変異

原と阻害因子を完全に分別したか，この場合の糞

便中ふすまの変異原吸着率も本研究で得られたも

のと大きな違いはなかった 13) 0 

in vitroにおけるトウモロコシ精製ふすまの変

異原吸着性は食物繊維等の一般的性質である 5)0 

しかしこれら繊維質などの吸着効果が強く現わ

れるのは，蒸留水中での吸着の場合である。これ

に対して，例えばpH4以下でトウモロコシ精製

ふすまからのIQの離脱が促進されたように， 一

般に繊維質への変異原吸着性は溶液のイオン強

度， pH，共存する物質などの影響を大きく受け

る14-16)。したがって生体内においては，ダイエ

表 3 変異原を吸着させたトウモロコ シ精製ふすまを

投与したラ ット排泄物中の変異原活性

変異原 分画

t
 
a
 

且

Ir

総変異原活性
His+ Rev. 

回収率

％ 

Trp-P-1 投与量 92. 3μg 1069000 100 

総糞便
（分画F)
（分画R)
（分画A)

晶

20 g 

40 ml 

17200 
(13600) 
(2000) 
(1600) 
29600 
46800 
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IQ 投与嶽 8. 49 μg 4930000 100 

総糞便
（分画F)
（分画R)
（分画A)

晶

20 g 

50 ml 

20480 
(11830) 
(1400) 
(7250) 
32600 
53100 
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DNP 投与且 3. 95μg 3050000 100 

総糞便
（分画F)
（分画R)
（分画A)

晶

35 g 

82 ml 
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変異原活性はTA98株を用い、 Trp-P-1とIQについては＋S9mix、DNP
については—S9m i xにて試験した

タリーファイバーと変異原物質は，強く結合し合

うというよりおそらく物理的吸着と遊離を繰り返

していると考えるべきである。

さらに，ダイエタリーファイバーの吸着作用の

性質も考える必要がある。 トウモロコシ精製ふす

まの吸着作用は，化合物の変異原性強度などとは

無関係である。また，単純アルキル化剤などの中

には吸着率の低いものもあるが，一般には非特異

的な吸着といえる。おそらく，消化管内では繊維

質への吸着について変異原・癌原物質と競合する

ような雑多な物質があり，前者のみを効果的に取

りのぞく機能を期待することは難しいであろう。

大腸発癌抑制因子としてのダイエタリーファイ

バーの作用機構については，本研究で検討した発

癌物質などの吸着効果のほか，腸管内細菌の代謝

に及ぼす影響，腸内容の容積の増加による発癌物

質などの希釈効果，腸管内の発癌物質の代謝に及

ぼす影響，などの可能性が考えられている 17, 18) 0 

一方，ダイエタリーファイバーの発癌抑制効果

はファイバーの種類によって異なることが実験

的19)，疫学的20)に観察されており，おそら〈非特
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異的吸着作用の役割は大きくはないと考えられる。

大腸癌は欧米型社会におけるもっとも主要な癌

の一つであり，近年わが国における増加傾向も著

しい。したがって大腸癌抑制因子と してのダイ エ

タリーファイバー摂取の有効性ならびにその機構

の解明は，早急に解明すべき重要な課題として残

されていることを強調したい。
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ニトロアレーン，芳香族アミンに高感受性を示す

Salmonella typhimurium TA98, TAlOOの

新しい誘導株の樹立

国立衛生試験所変異遺伝部渡辺雅彦，能美健彦，石館 基

1.はじめに

我々の身の回りには遺伝子DNAに損傷を与え

る物質（変異原）が多数存在しており，私たちは好

むと好まざるとにかかわらず，これらの物質に暴

露されながら生活している。芳香族アミン，ニト

ロアレーン類はこうした環境変異原のーグループ

であり，これらの中には実験動物に発癌性を示す

化合物も少なくない1,2)。2アセチルアミノフル

オレン， 2-アミ ノナフタレ ン，そして焦げた食品

中から単離されたヘテロサイクリ ックアミンなど

は微生物，哺乳類細胞に変異原性を示し，実験動

物に発癌性を示す代表的な芳香族アミ ンである。

ニトロアレーンは，自動車の排気ガス，焼却場の

煙，都市の大気，河川の底質，ストーブを焚く

室内の空気，あるいはヤ キトリ の焦げた部分に

も含まれている。変異原性，発癌性を示すニトロ

アレーンとして 2ーニト ロフルオレン (2-NF), 

1,8 — ジ ニ ト ロピレン（1 , 8-DNP)などがよく知られ

ている。

芳香族アミン，ニト ロアレーンはそれ自身が

DNAに反応するわけではなく ，その代謝産物が

突然変異を起こす。2アミノフルオレン(2-AF)

は微生物細胞外でN上ドロキシ体に酸化されて

細胞内に入り，その後0ーアセチル転移酸素(0

-ATase)によ って活性化され，最終的に生じたニ

トレニウムイオンがDNAを攻撃するものと考え

られている。2-NFは，微生物細胞内ではニ トロ

還元酵素(NRase)によ ってNーヒドロキシ体に還元

され，その後は2-AFの場合と同一の経路で活性

化されると考えられる。事実，2-AFは0-ATas-

e欠損株であるTA98/1,8-DNP63-6)に対し，親株

であるTA98よりも弱い変異原性を示し”,

2-NFはTA98/1,8-DNP虚よびNRase欠損株で

あるTA98NR8-10）に対し， TA98よりも弱い変異

原性を示す4,1 1, 1 2)。従ってNRaseは2-NFの，

0-ATaseは2-AFと2-NF両方の変異原性発現の

律速段階と考えることが出来る。

我々は S.typhimuガumTA1538株から NRase,

0-ATaseの遺伝子をクローン化し13)'それぞれ

の遺伝子を持つマルチコピープラスミドを TA98,

TAlOO株へ導入し，芳香族アミ ン，ニトロアレー

ンに対し高い感受性を示す指標萌株を作製し

た14, 1 5)。以下，この高感受性菊株の作製法およ

び性質，さらにその有用性などについて報告する。

2.材料および方法

Salmonella typhimurium由来の NRase遺伝

子，0-ATase遺伝子のク ローニングは ，主に

Manistisらの方法16)に従った。まず，S.typhim-

urium T Al538から染色体DNAを調製した。これ

をSa必AIで部分分解後，マルチコピープラスミ

ドpBR322のBamHI部位に組み込み遺伝子ライブ

ラリーを作製した。これを用いてTA1538NRおよ

びTA1538/l,8-DNP(TA98NR, TA98/l,8-DNP6 

から pKMlOlを除去したもの）を形質転換し，

2-NF (50μ g/ml)に対して高い致死感受性を示す
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コロニーを選択した（親株TA1538は使用した濃

度の 2・NFに対し致死的であるが，欠損株

TA1538NRおよびTA1538/l,8-DNPは耐性であ

る）。得られたコロニーから，組換えプラスミド

を取得し，再度 TA1538NRおよび TA1538/

1,8-DNPを形質転換した。この再形質転換株をそ

の後の変異原性試験，並びにプラスミド DNAお

よび細胞質画分（超音波破砕苗体の100000Xg上

清画分）の調製に用いた。

上記クローニングによ って得られたN比ぉe高生

産性プラスミドお よび0-ATase高生産性プラス

ミドについて，制限酵素地図を作製した。次にサ

ブクローニングを行い，酵素遺伝子領域を推定

し，その遺伝子を含む断片を，ベクタープラスミ

ドpBR322のPstIまたはSeaI部位に組込み，新

たにテトラサイクリン耐性(Tcり，アンピシリン

感受性（Apり組換えプラスミドを作製した。これ

は，初めに得られたクローンプラスミドが Apr,

Tどであるため，pKMlOl(Apりを持つ TA98,

TAlOOにおいて，pKMlOlとの共存が困難なため

である。テトラサイクリン耐性となった組換えプ

ラスミドを TA98,TAlOO株に導入し，高感受性

株(YG1021,YG1024, YG1026, YG1029)を作製し

た。

ニトロ フラゾン還元酵素(NFRNRase)活性は

McCallaらの方法l7)に従って測定した。2-Hydro-

xyamino-6 -methyldipyrido [ 1, 2 -a: 3', 2'-d] -

imidazole (N-OH-Glu-P-1) 0-ATase活性は，斎

藤らの方法l8)に従って測定した。イソニアジド

(IN印およ び2-AFN-ATase活性測定は Heinら

の方法l9, 2 0)に従った。

サルモネラ変異原性試験（Ames試験）は，

Amesらの方法に従い， 37℃,20分間のプレイン

キュベーショ ン法で行っ た21,22)。S9はフェノ

バルビタールおよび5,6ーベンゾフラボン処理し

たSDラットから調製されたものをキ ッコーマン

より購入した。

本研究において得られた新しい形質転換株とそ

の名称を表1に示した。

表 1 新しい形質転換株とその名称

名称 宿主（プラス ミド）

YG1020 TA98(pBR322 -Apり

YG1021 TA98(pYG216) 

YG1024 TA98(p YG219) 

YG1025 TA100(pBR322-Apり

YG1026 TAlOO(p YG216) 

YG1029 TAlOO(pYG219) 

3.結果

TA1538NRをライブラ リー DNAで形質転換

し，得られた約2500個の形質転換コロニーから，

2-NFに対し高い致死感受性を示す 2つのコロ

ニーを選択した。このコロニーから得られたプラ

スミドをそれぞれ‘pYGlll','p YG112' とした。

このプラスミドを用い， TA1538NRを再形質転換

し，その NFRNRase活性を測定した（表2)。ク

ローンプラスミドpYGlllを持つ TA1538NR株

は，ベクタープラスミドpBR322を持った

TA1538株よ り約40倍高い酵素活性を示したが，

pYG112を持つTA1538NRは，対照株と同程度の

活性にとどま った。

TA1538/l, 8-DNP株を宿主とする約10000個の

形質転換コロニーから， 2-NFに対し高い致死感

受性を示す4つのコロニーを選択した。このコロ

ニーから得られたプラスミドをそれぞれ‘pYG

121','pYG122','pYG123','pYG124'とした。このう

ちpYG121およびpYG122を用いて TA1538/l,8

-DNP株の再形質転換を行った。この再形質転換

株の， N-OH-Glu-P-10-ATase活性を表2に示

す。pYG121,pYG122いずれかのプラスミ ドを持

つ株は対照株よりも約50倍高い酵素活性を示した。

クローンプラスミドを持つ再形質転換株を用い

て， 2-NF,1-NP, 1, 8-DNPおよび4ーニトロキノ

リン しオキシド(4-NQO)の Ames試験を行っ

た結果を表2に示す。N囮.se活性が高い再形質転

換株TA1538NR(pYGlll)は， 2-NF,1-NPに対し

て高い感受性を示した。一方，0-ATase活性が高

ぃTA1538/l,8-DNP(pYG121)および TA1538/

1, 8-DNP (p YG122)は， 2-NF,1, 8-DNPに対して

高い感受性を示した。
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表 2 クローンプラスミド pYGlll,pYG112, pYG121, pYG122の酵素活性ならびに Ames試験に及ぼす効果

(run酵o素l/min活性/mg protein) 
誘発復帰変異株数／runol

菌株名
NFR NOH-Glu-P-1 2-NF 1-NP 1, 8-DNP 4-NQO 

TA1538(pBR322) 

TA1538NR(pBR322) 

TA1538NR(pYG111) 

TA1538NR{pYG112) 

TA1538/l,8-DNP(pBR322) 
TA1538/l,8 -DNP(p YG 121) 

TA1538/1,8-DNP{p YG122) 

.vS) Hind江[ I 
ECORV (0. 2) (1. 

pYGlll 
14,4Kb 

ヘミ＝＝三三

NR傘 e

11 

゜450 7 

p 
(1. 

図 1 pYGlllの制限酵素地図

0-ATase 

0.6 

0.0 

33.1 
28 0 

p YGlll, p YG122の制限酵素地図を図 1, 2に

示す。ク ローニングされた DNA断片(insert)は，

pYGlllが10.05Kb,p YG122が7.3Kbであった。

pYG121のinsertは 5.75Kbであり，同様の0-

ATase高生産性をもつpYG122と類似の切断パ

ターンを示す領域が存在した（データ省略）。

pYGlllからサブクローニングによって得られ

たプラスミドを持つTA1538NR株の NRase活性

ならびに 2-NFに対する感受性を図 3に示す。

pYGlllの6.55Kbから8.15Kbにまたがるinsert

DNAをもつpYG215を導入した TA1538NR株

は，pYGlllを持つ株と同程度の高い酵素活性，

19 23 44600 152 

2 

゜
35400 181 

490 3240 46500 203 
36 209 29300 72 

4 14 471 136 
362 52 337000 98 
326 73 559000 87 

図2 pYG122の制限酵素地図

感受性を示したが，わずか200base短い insertを

持つpYG222を導入したTA1538NR株は2-NFの

突然変異誘発作用に対して感受性を示さなかった。

このため，pYGlllの6.55Kbから8.15Kbにまたが

るl.6Kb領域（図 1の矢印で示した部分）に

N監 e遺伝子が存在するものと考えた。そこで，

このl.6Kb領域を含むPstI断片 (2.6Kb-9.45Kb)

を，pBR322の PstI siteに組込み，新たに

p YG216, p YG217を作製した。いずれのプラスミ

ドをTA1538NRに導入してもpYGlllを持つ株と

同程度の高い酵素活性，感受性を示した。さらに

pYG216を TA98,TAlOOへ 導入し ，YG1021
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Name Subcloned DNA fragment sensitivity nit rored~c t ase 
to 2-NF activity 

pYGlll s 450 
0.35 10.4 

pYG211 s 481 
3.8 10.4 

pYG214 141 I s 394 
6.55 10.4 

pYG215 卜~一 s 368 
6.55 8.15 

pYG222 ← R N.D. 
6.55 7.95 

pYG216 s 602 
2.6 9.45 

pYG217 I 嗣 s 475 
2.6 9.45 

図 3 pYGlllのサプ クロー ンプラスミド。sensitivityto 2-NF, nitroreductase activityは， 各プラスミドを

TA1538NRに導入し， 2-NFのAmes試験 (S: 400以上の誘発復帰変異／nmol,R: 3以下の誘発復帰変異／
nmol)ならびにニトロフ ラゾン還元酵素活性測定 (nmol/min/mgprotein)を行った結果である。

Name Sensi ｝ i 礼| ty Q-AcetYltr 『nsf erase 
to - act 1 v ty 

Ec(o0R) I 
-- - ・・-

Insert 
pYG122 326 28.0 

pYG213 2270 228 

pYG218 116 4.8 

pYG219 に ■ 716 54,6 

pBR322 芦 。い国
→ ← ← 

4 

<TA1538(pBR322) 19 、̀l

0

6

 

9

9

 

0

0

 
図4 pYG122のサプクローンプラスミド。sensitivityto 2-NF, 0-acetyltransferase activityは，各プラス ミドを
T A1538/1,8 -DNPに導入し， 2-NFのAmes試験（誘発復帰変異株数／nmol)ならびにN-OH-Glu-P-10-7 

セチル転移酵素活性測定 （nmol/min/mgprotein)を行った結果であ る。

(=TA98(pYG216)) および YG1026(=TAlOO 

(pYG216))を得た。両株のNRase活性を調べると

684および65 O nmol/min/mg proteinであり，

TA1538NR(p YG216)同様の高い酵素活性を示し

た。

pYG122からサブク ローニングによって得られ

たプラスミドを持つ TA1538/l,8-DNP株の0-

ATase活性ならびに2-NFに対する感受性を図4

に示す。pYG122の6.3Kbから7.65Kbにまたが

るl.35KbのDNA（図 2参照）をもつpYG213を導

入した TA1538/l,8-DNP株は，対照株 TA1538

(pBR322)の約400倍， TA1538/l,8 -DNP (p YG 

表 3 アセチル転移酵素高産性株の Nおよび0ーアセチル転移活性

N(nmアol/セmiチnル/m転g移p活rot性ein) (0nmアoセl/minチル/転mg移/活pro性tein) 
茜株名

INH 2-AF NOH-Glu-P-1 

TA1538(pBR322) 2 

゜
0.6 

TA1538/l,8-DNP(pBR322) 

゜゜
0.0 

TA1538/1,8 -DNP(p YG 121) 126 7 33.1 
TA1538/1,8 -DNP(p YG 122) 94 5 28.0 
TA1538/l,8-DNP(p YG213) 1880 88 228 
TA1538/1,8-DNP(p YG219) 325 17 54.6 

122)の約8倍と非常に高い0-ATase活性を示し，

2・NFの変異誘発作用に対する感受性も対照株の

100倍， TA1538/l,8-DNP(pYG122)の7倍を示

したため，1.35Kb領域に0-ATase遺伝子が存在

するものと考えた。そこで，この1.35Kb領域を

pBR322の SeaI siteに組込み，新たに TA98,

TAlOOに導入可能なTcrAp万 ラ゚スミ ドpYG218,

pYG219を作製した。 しかし，同じ 1.35 Kb 

DNAを持つプラスミドであっても， そのプラス

ミド pYG213,pYG218, pYG219を持つ TA1538/

1, 8-DNP株の0-ATase活性ならびに2-NFの誘発

作用に対する感受性はそれぞれ大きく異なり，

pYG213> pYG219> pYG122> pYG218の順に

高い酵素活性，感受性を示した（図 4)。この結果

から，pYG219がTA98,TAlOOに導入可能であ

り，かつ0-ATase高生産性を持ってい ると判断

し，pYG219をTA98,TAlOOに導入し， YG1024

(=TA98(p YG219)), YG1029(=TAlOO(p YG219)) 

を得た。これらの 2株について0-ATase活性を調

べたところ， 47.4および68. 3 nmol/ min/ mg 

proteinという TA1538/l,8-DNP(pYG219)と同レ

ベルの高い活性を示した。なお，表3に示すとお

り， 0-ATase高産生株は， INHおよび2-AF

N-ATase活性も高いことから，この0-ATaseは

N-ATase活性も持つことが明らかとなった。

以上の様に，我々は新しく NRase高生産性

TA98, TAlOO株としてYG1021,YG1026,および

0-ATase高生産性 TA98,TAlOO株として

YG1024, YG1029を樹立した。そこで，これら 4

つの高感受性菌株を用い，ニトロアレーンなどの

芳香属ニトロ化合物として 2-NF,1-NP, 

1, 8-DNP, 2-ニトロナフタレン (2-NN),

4-NQOのAmes試験を行なった。また0-ATase

高産性株は，芳香属ヒドロキシルアミン，芳香属

アミンに対しても高感受性であることが予想され

るため，これを用いてさらに N-hydroxy-2-AF

(N-OH-AF), N-OH-Glu-P-1, 2-AF, Glu-P-1, 

2アミ ノアントラセン (2-AA)の Ames試験も

行った（芳香属アミンは芳香属ヒドロキシルアミ

ンヘの代謝活性化が必要とされるため， S9を使

用した）。 これらの結果を表 4に要約する 。

YG 1021, YG 1026は2-NF,1-NP, 2-NNに対して

それぞれの対照株YG1020, YG 1025より 4~70倍

の高い感受性を示したか， 1,8-DNP, 4-NQOに対

しては対照株と同程度の感受性を示した 。

YG1024, YG1029は 2-NF, 1-NP, 1,8-DNP, 

2-NN, N-OH-AF, N-OH-Glu-P-1, 2-AF, 

Glu-P-1, 2-AAに対して対照株より 3~60倍の

高い感受性を示したか， 4-NQOに対しては対照

株と同程度であった。

4.考察

'Classical'NR::殴欠損株として知られる

TA98NRなどの NR株は， NFRNRase活性がな

く，また2-NF,1-NPの変異原性に関して耐性を

示すが， 1,8-DNPおよび4-NQOに対しては感受

性を示す（表2)。今回のクローニングによって得

られたpYGlll, pYG215, pYG216などpYGlll

の1.6Kb領域（図 1の矢印部分）をもつプラスミド

が導入された菌株は，宿主のいかんにかかわら
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表4 新しい試験菌株を用いた Ames試験の結果

誘発復帰変異原株数／nmol
化合物

YG1020 YG1021 

2-NF 47 926 

1-NP 373 24700 

1,8-DNP 231000 285000 

2・NN 2.9 20.5 

4NQO 333 249 

N-OH-AF 2080 

N-OH-Glu-P-1 7800 

2-AF+S9 63 

Glu-P-l+S9 8090 

2-AA+S9 351 

YG1020 = TTAA9988((p p BR322-Apり
YG1021 = YG216) 
YG1024 = TA98(p YG219) 

ず，高いNFRNRase活性を示した（図 3および本

文）。これらの術株は Ames試験において 2-NF,

1-NPに対して高い感受性を示すが， 1,8-DNP,

4-NQOに対しては対照株および欠損株と同等の

感受性にとどまっている（表2, 4)。以上より，

この1.6Kb領域には‘classical'NRase遺伝子がコー

ドされていることが強く示唆される 。なお，

DNAシークエンス分析結果より，pYGlllの

8.15Kbと7.95Kbの間から， 6.55Kbの方向にタン

パクがコードされていることが予想されており，

これは， 6.55Kb-7.95Kbのinsertを持つ

pYG222が何の効果も持たないことと一致する。

YG1021がその対照株 YG1020(=TA98 

(pBR322-Apり）の20倍の感受性を 2-NFに対して

示したのに対して， YG1026は対照株 YG1025

(= T AlOO (pBR322 -Apり）の 6倍の感受性にとど

まっているが（表4)'これはTAlOO(81nmol/min 

/mg protein)がTA98(18 nmol/min/mg protein) 

よりかなり高いNRase活性を持っていること，す

なわち対照株自体の感受性が相対的に上昇してい

ることによるものと思われる。

Acetyl -CoA : N-hydroxyarylamine 0-acetyl 

transferase欠損株として知られる TA98/

1, 8-DNP心どの1,8-DNP株は，N-OH-Glu-P-1

0-A Tase, INHおよび2-AFN-ATase活性がな

く，また 2-NF,1, 8-DNPの変異原性に関しては

YG1024 YG1025 YG1026 YG1029 

1430 28 163 855 

3040 74 3050 875 

4780000 21900 24900 500000 

12.9 11.2 42.7 36.5 

345 2470 1950 2160 

50700 82 5170 

69400 84 3000 

2410 20 551 

144000 430 5970 

6060 292 7450 

YG1025 = TA100(pBR322-Apり
YG1026 = TAlOO(p YG216) 
YG1029 = TAlOO(p YG219) 

耐性を示すが， 4-NQOに対しては感受性である

（表 2, 3)。今回のクローニングによって得られ

たpYG121,pYG122,およびpYG213, p YG219な

どpYG122の1.35Kb領域（図 2の矢印部分）を持っ

たプラスミドが導入された菌株は，宿主のいかん

にかかわらず，高い N-OH-Glu-P-10-ATase, 

INHおよび2-AFN-ATase活性を示した（表3お

よび本文）。またこれらの茜株は Ames試験にお

いて 2-NF,1, 8-DNPに対して高い感受性を示し

たが， 4-NQOに対しては対照株および欠損株と

同等の感受性にとどまった（表 2, 4)。以上よ

り，pYG122の 1.35Kb領域には acetyl-CoA : 

N-hydroxyarylamine 0-acetyltransferase遺伝子

がコードされていることが強く示唆される。しか

し，一方，同じinsertを持つpYG213, p YG218, 

pYG219で活性が大きく異なることから （図 4)'

1.35Kb領域がこの0-ATase遺伝子の全てをカ

バーしているのではなく，一部ベクター遺伝子の

助けを借りて発現していることが予想される。な

お， DNAシークエンスおよびシークエンスに使

用したプラスミドを導入した株の ATase活性測

定結果より，pYG122の6.3Kbから 7.65Kbの方向

にタンパクがコードされ，その開始部位は 6.3Kb

よりも上流にあること，さらにタンパクが0

-A Tase, N-A Tase活性を持つためには 6.3Kbよ

りも下流のcodingregionだけで充分であること
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が予想されている。

今回得られた高感受性困株は，環境中などに含

まれる微量のニトロアレーン，芳香属アミンの検

出，ならびに各種化合物の代謝活性化経路の推定

に極めて有用な「道具」であると思われる。

Josephyらは，prostaglandinH synthase (PHS)に

よって活性化される benzidineの変異原性の検出

に0-ATase高産性株を用い， PHSによる活性化

機構の研究を行っている 23)。また，河川底質お

よび尿中の変異原性の検出において， YG1024な

どか高感度であるなど，様々な分野において有用

性が示されつつある。一方，遺伝子および酵素の

分子レベルの解析および生物学的意義，さらには

哺乳類細胞への遺伝子導入と高感受性細胞の構

築，バクテリアとの比較検討など今後広い分野の

研究に発展可能と思われる。
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癌遺伝子v-Ha-rasを導入した

BALB 3T3細胞株 (Bhas42) を用いる

発癌プロモーター検索系の開発

食品薬品安全センター 秦野研究所，細胞生物部佐々木澄志，田中憲穂

国立衛生試験所変異原性部水沢博，石館基

1.はじめに

近年，癌遺伝子 rasがイニシェーション過程に

関与していることがわかってきた2,3, 5)。これは

BALB 3T3細胞に v-Ha-ras遺伝子を導入後，

12 -0-tetradecanoylphorbol-13 -acetate (TP A)を

添加することでBALB3T3細胞の形質転換の促進

が観察されることからも示唆される 11）。この実

験から以下の 2つのことが導かれる。 1)化学物

質によるイニシェーションは， v-Ha-ras遺伝子

の導入と置き換えることが可能である。 2) 

TPA処理をしていないシ ャーレの 中には，

v-Ha-ras遺伝子が導入された細胞が存在してい

るにも関わらず接触阻止能を維持しているため

に，形態的に正常細胞と区別できない細胞が存在

する。ただし，この細胞はTPAを添加することで

形質転換する。以上のことから， TPAにより形質

転換を誘導する細胞株を樹立することは，

Initiated cellのモデル細胞系となり得る。そこで，

BALB 3T3細胞にv-Ha-rasとpSV2-neo遺伝子

をリン酸カルシウム沈澱法を用いて共導入後，

G-418培地で選択することで目的の細胞をクロー

ニングし， Bhas42細胞と名付けた 11)。

動物実験で観察される二段階発癌を細胞レベル

で分析するために，培養細胞を用いた形質転換の

実験系が開発されてきた。この系は癌化機構を解

析するだけでなく，イニシェーターやフ ロ゚モー

ターのスクリーニングにも応用できる。しかし，

細胞の維持の難しさ，培地中に含まれる血清の影

響などの数多くの問題点があるために，必ずしも

再現性の高い実験系とは言えない1,7, 9, 13, 14)。

そこで本研究では， Bhas42とBALB3T3細胞

を同時に播種し， TPAを添加することで再現性

の高い形質転換実験系の確立を試みた。また，

3 -methylcholanthrene (MCA)処理後， TPAを添

加する通常の二段階形質転換実験系と Bhas42形

質転換実験系とを比較することで，プロモーター

検索系への応用を検討した 12) 0 

2.材料と方法

(|) 細胞および遺伝子

BALB 3T3 A31-l-l細胞(JCRB0601)6)は，

JCRB細胞バンクから入手した。細胞は牛胎児血

清10%を含む EagleMEM培地で培養した。

v-Ha-ras4)およびpSV2-rzeo遺伝子15)は平川

忠博士（味の素）から供与を受けた。

(2) 遺伝子導入と細胞のクローニング

DNAの導入は， Wiglerらのリ ン酸カルシウム

沈澱法を変法して行なった 16)。106個の BALB

3T3細胞を 100mmシャーレに播種した。20時間

後，培地を交換した。4時間後， DNA（牛胸腺

DNA 10 μ g, v -Ha-ras DNA 10 μ g, pSV2厖 0

DNA 1 μg)を添加した。 6時間インキュベート

後， DNA-リン酸カルシウム沈澱を除き， 30%

DMSOを含むMEMで30秒処理した 8)。18時間培
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v-Ha-ras遺伝子導入 BALB3T3細胞を樹立する

方法

養後， G-418(400μg/mりを添加し， 2週間培養し

た。G-418耐性コロニーをクローニングし， ドッ

トハイブリダイゼーション法による v-Ha-ras 

DNAの存在と TPA(lOOOng/mりによる形態変化

を指標として，目的の細胞をスクリーニングした

（図 1) 1 1)。

(3) Bhas 42細胞を用いる形質転換実験系

60mmシャーレに， 1が個の BALB3T3細胞と

枷個のBhas42細胞とを同時に播種した。まいて

から 8日目にTPA(lOOOng/mりを添加し， 2週

間処理した。細胞播種後， 6週間目に固定，ギム

ザ染色をして形質転換巣を判定した。培地交換

は，最初の 4週間までは 1週間に 2回，後の 2

週間は 1週間に 1回行なった（図 2)。形質転換

率は， Bhas42細胞だけを同時にまいておき，コ

ロニー形成率あたりの形質転換巣の割合で表し

た12)。

(4) 

系

BALB 3T3細胞を用いる二段階形質転換実験

1が個の BALB3T3細胞を播種した。18から24

図 2
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遺伝子導入 BALE3T3クローン細胞の増殖曲線

（●）BALE 3T3細胞， （0)pSV2-neo遺伝子

導入 BALE3T3細胞，（口） Bhas42細胞，（△）

v-Ha-ras遺伝子導入 BALE3T3形質転換細胞。

1炉個の細胞を35mmシャーレに播種し，細胞数

を数えた。矢印は培地交換を示す。

時間後に MCAを1μg/m臨加した。 72時間処理

後，新鮮培地に代え， 4日間培養した。まいてか

ら8日目にTPA(lOOOng/mりを添加し， 2週間

処理した。培養と固定，染色は上記と同様に行

なった（図 2)。形質転換率は，シャーレあたりの

形質転換巣の数で表した 10,12)0

Bhas 42細胞の性質決定

Bhas 42細胞は BALB3T3細胞およびpSV2-

neo導入細胞と同様に，シャーレに一杯になると

図4 TPA添加（lOOOng/ml, 5日間処理）による形態変化

A:  Bhas 42細胞 （対照），B:Bhas 42細胞 (TPA処理），C

胞 (TPA処理）。

増殖が止まり，単層状態を維持した。Bhas42細

胞の細胞密度は， BALB3T3細胞の約1.5倍で

あった。一方， Bhas30細胞 (v-Ha-ras導入形質

転換細胞）は接触阻止能に感受性を示さず，多層

に重なり合って増殖を続けた（図3) 1 1, 1 2) 0 

Bhas 42細胞は BALE3T3細胞と同じ様に，飽

和密度状態では単層の石畳状形態を示す（図 4

A)。飽和密度状態の Bhas42細胞に TPA

(lOOOng/mりを添加すると，急激に形態変化を起

こした（図4B)。TPAにより Bhas42細胞は，

添加後36時間目に紡錘状となり， 3日目から重な

り合い増殖が観察され， 1週間でほぼ典型的な形

質転換様形態（細胞どうしの配列の乱れと交叉，

重なり合い増殖，紡錘状形態）になった。一方，

BALE 3T3細胞 （対照），D BALE 3T3細

BALB 3T3細胞は TPA処理しても単に細胞密度

が高くなるだけであった（図4C, D) 11, 12)。

(2) Bhas 42形質転換実験系と BALB3f3二段階

形質転換実験系との比較

二段階形質転換実験系で得られた形質転換巣

は，それぞれさまざまな形態を示すために判定が

難しい。それゆえ判定に主観が入り，研究者に

よって同じ結果を見ているにも関わらずデータが

異なってしまうことがある” 。しかし， Bhas42 

細胞はクローニングしてあるため，殆どの形質転

換巣か塩基性に染色され，重なり合い増殖，紡錘

状を示す典型的な形質転換した細胞形態として観

察され，判定が客観的に行なうことができた（図

5) 1 2)。
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一般に形質転換の実験は，用いる血清のロ ット

に大きく影響される1,7,9,13, 14)。6種類の血清

を用い，同時に 2つの実験を行なった。二段階形

質転換実験系では，血清によ って形質転換率に約

10倍の開きがあった。一方， Bhas42細胞の形質

転換率は血清のロ ットに殆ど左右されず約20％で

あった12)。

通常の形質転換実験系においては，形質転換の

過程で種々の要因が影響を与えるため，形質転

換率が実験ごとに変わってしまい再現性が乏し

ぃ1.7, 14)。Bhas42形質転換実験系では， BALB

3T3細胞と Bhas42細胞とを共培養しただけでは

形質転換を誘導 しなか った。 しかし， TPA

(lOOOng/mりで2週間処理すると， Bhas42細胞は

約20％の頻度で形質転換した （図5)。形質転換率

は，用量（1-lOOOng/mりおよび処理時間(3-14日）

に依存して高くなり，高い再現性を示した 12) 0 

4.考察

BALB 3T3細胞にv-Ha-ras遺伝子を導入して

樹立した Bhas42細胞株に，プロモーター処理を

行なうと，形質転換の促進が観察されることがわ

かった11. 1 2)。Bhas42細胞は， v-Ha-ras遺伝子

とプロモーターの干渉作用を検討する有用な細胞

であると考えられる。

また， Initiatedcellのモデルである Bhas42細

胞を応用すること で，再現性の高い形質転換実験

系を開発することができた 12)。従来より， BALB

3T3細胞に限らず形質転換を指標とした実験系

は，再現性の面から不安定な系であることが知ら

れている1.7, 14)。Bhas42細胞を用いる系では，

イニシェーターを最初に処理する通常の二段階形

質転換実験系と比較して， 1）形質転換巣の判定か

客観的で容易に行なえる 2)形質転換率は血清の

ロットに依存しない 3)実験ごとにばらつきか少

なく安定した結果を得られる，などの利点を有し

ていた 12）。以上の結果より， Bhas42細胞による

形質転換実験系は，発癌プロモーターのスクリー

ニングに適していると考えられる。今回の実験で

我々 は， BALB3T3細胞と v-Ha-ras遺伝子を用

図5 Bhas 42細胞のTPAによる形質転換
A段： 即個のBALB3T3細胞と102個のBALB
3T3細胞とを同時にまいて培養した （対照）。 B
段 ：A段と同様に細胞を播種し， TPAを添加し
た。C段： 104個の BALB3T3細胞と 102個の

Bhas 42細胞とを同時に まいて培養した （対照）。
D段： C段と同様に細胞を播種し， TPAを加え
た。TPAはlOOOng/mlで2週間処理した。全ての
細胞は 6週間培養した。

いてプロモーター検索系の開発を行なったが，目

的に応じて別の細胞や遺伝子をう まく組み合わせ

ることにより，今まで難しかった形質転換実験が

改良されることと思われる。
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無アルブミン血症ラットにおける

アルブミン産生肝細胞の出現を指標とした

体細胞突然変異検出系

国立がんセンター研究所発がん研究部 落合雅子，新田 紀子，島

Peter J. Wi社h,鈴木美加

礼

杉村 隆，長尾美奈子

佐々木研究所長瀬すみ

はじめに

無アルブミン血症ラ ット(Nagase卸 albumin-

emic rat, NAR) は長瀬らにより， SDラットから

樹立された1)。血清蛋白質量は，正常のSDラット

とほぼ同じであるが，血清中のアルブミン量は正

常SDラットの数千分の一であり，また高脂血症

を示し，これらの形質は常染色体性劣性遺伝す

る1)。江角らは， NARのアルブミン遺伝子のHIイ

ントロンには，図 1に示すような 7塩基対の欠損

があることを報告した2)。この部位は，スプライ

シングのdonorsiteの一部を含むと思われる 。

NARの肝細胞質にアルブミンmRNAがほとんど

存在しないのは， mRNAがスプライシングを受け

る際U1snRNAとdonorsiteのsequenceとの間で安

定なcomplexができず正常なスプライシングが進

行しないためと考えられている。その結果アルブ

ミンが合成できないと推測されている。

NARに3'-methyl-4 -dimethylaminoazobenzene 

(3'-MeDAB)や2-acetylaminofluorene (2 -AAF)を

投与した場合，多くのアルブミン陽性肝細胞が出

現することが報告されている 3)。我々 は， NARの

肝臓におけるアルブミン陽性細胞の出現を指標と

するこの系を，体細胞突然変異検出系として用

い，食品中に存在する肝発がん物質投与による突

然変異誘発と発がんの関係を解析した。

1.雄NARに肝発がん物質を投与した場合のアル

プミン陽性細胞の出現

アルブミン陽性細胞は，肝臓をホルマリン固定

してパラフィン包埋し，抗ラ ットアルブミン抗体

(Cappel社）を用いてABC法°による免疫染色を

行い，観察した。

図2aに示すように，正常のSDラットでは，ア

ルブミンはすべての肝細胞で産生されているの

で，全細胞が染色される。しかし，発がん物質を

投与していないNARではほとんどの肝細胞か染

まらず，ごくまれに，陽性細胞が認められた（図

2 b)。3'-MeDABを投与した場合には，図 2C 

SD (Alb+) --TGCTACGGCACAGTGGTAGGTITCCGCGAGCTA-
NAR(AJb-) --TGCTACGGCACAGTGGTAG CGAGCTA-

Exon (H) 

図 1 SDラット及びNARのアルプ ミン遺伝子のHIイントロ ン付近の塩基配列
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のようにアルブミン陽性細胞が多数出現した。ア

ルブミン陽性細胞は， singletで存在している場合

がほとんどであるが，まれに，図2C右上に見ら

れるようなクラスターの形成が観察された。アル

ブミン陽性細胞クラスターは， 1つの細胞がアル

ブミン陽性細胞に変化し，それが増殖して形成さ

れたと考えている。アルブミン産生という形質が

細胞増殖をへても変わらないことは，少なくとも

この変化が遺伝子変化であるための必要条件であ

る。クラスターもsingletも，各々 1回の突然変異

により生じたと仮定し，各々を 1個のフォーカス

として数え，突然変異率を算出した。

肝発かん物質としては，すでに無アルブミ ン

ラットでの発癌性のわかっている3'-MeDABを陽

性コントロールに用いた。その他にMeIQx5),

Glu-P-16)を各々0.06%,0.04 % 0.05％飼料に混入

して雄NARに投与し，経時的にと殺した。図3は

3'-MeDAB, MeIQx, Glu-P-1を投与した場合の

突然変異率を示す。発がん物質を投与しない群で

も，加齢と共にアルブミン陽性フォーカスが増加

した。肝発がん物質を投与した場合，非投与群と

比べて数倍から十数倍に突然変異率が上昇した。

3'-MeDAB, MeIQx, Glu-P-1は，投与後19週で，

即個の肝細胞当り各々 ，15.2,13.0, 18.6個の

フォーカスを生じ，どれもほぼ同じ頻度で突然変

異力噂§発された。3'-MeDA因支与群では， 19週で

,: 

゜
図2 抗ラ ットアルブ ミン抗体で免疫染色した肝臓(X200) 

a ;正常SDラット， b;発癌物質を投与していないNAR, c ; 3'-MeDABを19週間投与したNAR
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図 3 雄NARに発癌物質を投与した場合の突然変異率

1点か 1匹のラ ットにおける値を示す。

x;非投与群， 0;3'-MeDAB投与群， ● ，

3'-MeDAB投与群（肝癌を持つ），口； MeIQx投

与群，△ ；Glu-P-1投与群

肝癌を生じたが， MeIQx及びGlu-P-1投与群で

は，肝癌を生じなかった。

アルブミン陽性細胞クラスターが生じるのは，

1つの細胞が突然変異によりアルブミン陽性細胞

になった後，発がん物質のプロモーター作用によ

り細胞が増殖刺激を受けた可能性が考えられた。

そこで， 20個以上のアルブミン陽性細胞からなる

クラスターの出現頻度を調べた。図4aに示すよ

うに， 3'-MeDAB, MeIQxおよびGlu-P-1投与群
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図4 雄NARに発癌物質を投与した場合のアルブミン陽性細胞クラスターおよび，GST-P陽性フォーカスの出現頻

度

a ;アルブミン陽性細胞クラスター， b; GST-P陽性フ ォーカス ，0;3'-MeDAB投与群， ● ;肝癌を持って

いた3'-MeDAB投与群のラット， □；MeIQx投与群，△ ；Glu-P-1投与群

におけるアルブミン陽性細胞クラスターの出現頻

度は 3物質間でかなり違う。すなわち，MeIQx投

与群では，まったくアルブミン陽性細胞クラス

ターを生じなかったが， 3'-MeDA因皮与群では，

19週で10切肝細胞当り， 3.2個生じた。Glu-P-1投

与群では，3'-MeDA因皮与群より遅れて出現し，

35週投与後で即個の肝細胞当り4.9個生じた。

3'-MeDA因豆与群のみで肝癌が生じたことと，

3'-MeDAB投与群でもっともアルブミン陽性細胞

クラスターが生じたことに関連かあるのではない

かと考えた。そこで，アルブミン陽性細胞クラス

ター形成能と肝癌発生の関連を調べるために，肝

癌の前癌病変の指標として使用されるグルタチオ

ンー Sー トラ ンスフェラーゼ胎盤型 (GST-P)

について抗ラ ットGST-Yf抗体 (BIOPREP杜）を

用いて免疫染色を行い，直径0.2mm以上の

GST-P陽性フォーカスの出現頻度を調べた。直

径0.2mm以上のGST-P陽性フォーカスは，約60

個以上の細胞からなる 。図 4bに示す ように

GST-P陽性フォーカ スは ，MeIQx投与群では全

く出現しなかった。また， 3'-MeDABおよび

Glu-P-1投与群では19週で，各々104個の肝細胞当

り，1.9および0.9個出現し，これら 3つの発がん
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物質で，アルブミン陽性細胞クラスターの出現頻

度と同じ傾向を示した。これらのことより，アル

ブミン陽性細胞クラスター形成能の各物質による

違いは，プロモーター作用の違いを示している可

能性がある。

2.肝発がん物質をNARに投与した場合のアルプ

ミン陽性細胞出現における性差

3'-MeDABおよびMeIQxを各々 0.06％および

0.04％の濃度で飼料に混入し ，雌NARに投与し

た。突然変異率，アルブミン陽性細胞クラスター

• GST-P陽性フォーカスの出現頻度を調べた。

雌NARにおいても， 3'-MeDAB,MeIQx投与群

は，非投与群に比べて高い突然変異率を示した。

又， 3'-MeDA因支与群では，アルブミン陽性細胞

クラスター， GST-P陽性フォーカスが出現した

が， MeIQx投与群では，どちらも出現しなかっ

た。3'-MeDAB,MeIQxは雌NARにおいても突然

変異率，アルプミン陽性細胞クラスター ・

GST-P陽性フォーカスの出現で雄NARと同様の

傾向を示した。

3'-MeDABをNARに投与した場合の性差を調

べてみた。雄は19週で2匹， 24週で4匹に肝癌が
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図 5 雌NARにDENを投与した場合のアルプミン陽性細胞クラスター， GST-P陽性フォーカスの出現頻度

a ;アルプミン陽性細胞クラスター， b; GST-P陽性フォーカス， 0;DEN投与群， ● ;肝癌を持っていた

DEN投与群のラット

見られた。一方，雌は26週で2匹， 31週で1匹に

肝癌が見られ， 3'-MeDABでは，雄の方に肝癌か

発生しやすい傾向が見られた。GST-P陽性

フォーカスの出現頻度は雄の方が若干高かった

が，雌は雄に比べて突然変異率が低いことはな

かった。アルブミン陽性細胞クラスターの出現頻

度は雄の方が高く，クラスターが早く出現した。

雄の方が肝癌になりやすいのは，プロモーション

作用に感受性が高いためと考えられる。

3. DEN投与によるアルプミン陽性細胞クラス

ターの出現

Diethylnitrosamine (DEN)を，雄NARに投与し

てもアルブミン陽性細胞は出現しない3)。雌

NARにDENを0.01％の濃度で飲料水中に混ぜて投

与し，突然変異率，アルブミン陽性細胞クラス

ターの出現頻度， GST-P陽性フォーカスの出現

頻度について調べた。突然変異率は，非投与群と

差はなかった。しかし，図 5aに示すよ うに投与

後8週めより，アルブミン陽性細胞クラスターが

出現した。図 5bに示すように，投与後 8週で

図 6 DEN投与により生じたアルブミン陽性細胞クラ

スター(X100) 

13週間投与の肝臓

の系でアルブミン陽性細胞を増加させないのかも

しれないが，プロモーター作用は，アルブミ ン陽

性細胞クラスター形成能を見ることにより，検出

可能である。

GST-P陽性フォーカスが出現し，19,21週では肝

癌が発生した。図6に示すように， DEN投与群で

出現したアルブミン陽性細胞クラスターの周囲に

は， 3'-MeDABなど変異を誘発する物質を投与し

た場合と異なり， singletの細胞はほとんど存在し

ない。自然突然変異で生じたアルプミン陽性細胞

か， DENのプロモーター作用により増殖刺激を受

けてアルブミン陽性細胞クラスターを形成したと

思われる。DENのよ うな塩基置換型変異原は，こ

おわりに

NARにおけるアルブミ ン産生肝細胞の出現を

指標としたこの体細胞突然変異検出系では，牧野

らの報告した3'-MeDAB,2-AAF及びここで示

したGlu-P-1,MeIQxが変異原性を示すか，`

DENは変異を誘発しない。 DENは塩基置換型の

変異原であり，他の 4つはフレームシフト型変異

原であることから，この系はフレームシフト型変

異原のみを検出する可能性がある。

アルブミン陽性細胞クラスターの出現頻度は，

肝臓の前癌病変の指標として使われるGST-P陽

性フォーカスの出現頻度の上昇と同じ傾向を示

し，プロモーター作用の指標にできる可能性があ

る。アルブミン陽性細胞への変化の機構は，今，

検討中である。

今後は，肝発かん物質以外の発がん物質を投与

しても，アルブミン陽性細胞が生じるか否かを調

べる必要があろう。
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分科会などの報告

哺乳動物試験分科会 (MMS分科会）ニュース

本分科会の昭和63年度の活動状況を紹介する。

定例研究会は，恒例の通り年2回，第13回および

第14回定例会として，末尾に記載したようなプロ

グラムで開催した。第13回定例会（昭和63年 5月

20日，於浜松市）は，土川分科会会長が自ら企画

されたにもかかわらず，病気のため当日参加でき

ないことになったが，定例会は滞りな〈終了した。

小核共同研究グループからは，投与経路差につい

ての結果が報告され，熱心に討論が行われた。招

待講演として，大阪大学医学部，北村先生が「マ

ウスSteel遺伝子座の作用機序」について，放射線

医学総合研究所，広部先生が「マウス表皮メラノ

サイトの分化における毛色遺伝子の役割」につい

て講演された。いずれも当分科会に密接に関連す

る内容で，基礎的且つ重要な研究結果を紹介して

頂き，非常に有益であった。第 14回定例会は日

本環境変異原学会第17回大会の前日 (11月3日，

於日本教育会館）に行った。会場その他のご支援

を頂いた大会委員長長尾先生に深謝申し上げる。

この定例会はミニシンポジウム形式で行い，『哺

乳動物生殖細胞での突然変異について考える』と

いうタイトルの下に， 2つの研究発表が行われ，

引続き招待講演として，愛知コロニー•発達障害

研究所の孫田先生より「生殖細胞における異常染

色体の分離と淘汰について」という演題の講演が

行われた。非常に重要なテーマでありなから，研

究者が限られており，この方面の研究を広めるた

めにもこのような企画の重要性を痛感した。最後

に，西会員より帰朝報告が行われ，密度の高い研

究会となった。

第14回定例研究会では，初めての試みとして

「MMS分科会会報， （MammalianMutagenicity 

国立衛生試験所変異遺伝部 祖父尼俊雄

Study Group Communications)」の第 1号を刊行

し，参加者に配布した（会報代 1,000円）。研究発

表の抄録を簡易印刷したものだが，発表の理解お

よび後の記録として有用であり，でき得る限り今

後も継承して行きたい。

小核試験共同研究として，投与経路差について

の検討が終了し，化合物毎に17の論文が作製さ

れ， SummaryReportと共にMutationResearchに

受理された。校正も終了したので，近々掲載の運

びとなる。次回の共同研究として，投与回数を検

討することが決まり，すでにそのデータが集計さ

れつつある。これらの共同研究の成果は第 5回

ICEMにて発表の予定であり，目下そのための準

備が進められている。

スポットテスト共同研究の成果についても，

データのまとめが終了し，目下論文の作製が行わ

れ，誌上発表に向かって作業が行われている。ま

た，次回の共同研究についてもmethylmethane-

sulfonateをとりあげて行うことが提案されてお

り，共同研究の準備が進められている。

MMS分科会の活動の 1つとして「染色体異常

の分類と判定」についてのワークショ ップを行っ

たが，それをふまえて「化学物質による染色体異

常アトラス」を発刊することとした。昭和 62年

より具体的な作業に入ったが， 63年9月に JEM

S ・MMS分科会編として朝倉書店より発刊の運

びとなった。本発刊に尽力された会員諸氏に深謝

する。JEMS会員には割引値段で頒布してお

り，写真が豊富であるため，非常に役立つとの声

も聞かれている。

冒頭でふれたが，本分科会会長の土川清先生が

病気のため手術を受けられたが，その後経過が順
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調で，現在では以前と変わらず研究に精を出され

ている。会員一同大いに安堵している次第である。

他方，不幸な出来事として，本分科会会員であ

る津吉俊氏が本年 1月にクモ膜下出血で急逝され

定例研究会概要

第13回定例研究会

日時：昭和63年5月20日（金）13: 30~16: 30 

場所：浜松市福祉文化会館， 2階，集会室

1．総会

〒432浜松市成子町36-1 

(TEL : 0534-52-3131) 

(1)会計報告，（2）事務局報告

2．小核試験共同研究経過報告

3.［招待講演］

1)マウスSteel遺伝子座の作用機序

北村 幸彦（大阪大学医学部，バイオメ

ディカル教育研究センター）

2)マウス表皮メラノサイトの分化における毛色

遺伝子の役割

広部知久（放射線医学総合研究所，生物

研究部）

第14回定例研究会

日時 ：昭和63年11月3日（木） 15: 30~19 : 00 

場所 ：日本教育会館

〒101東京都千代田区ーツ橋2-6-2

(TEL : 03-230-2831) 

1．事務連絡

2．スポットテスト共同研究経過報告

3．小核試験共同研究経過報告

た。小核共同研究にも参加され，本分科会の重要

なメンバーの 1人として活躍されていたが，あの

若さであまりの突然のことで言葉もない。謹んで

ご冥福をお祈り申し上げる。

4．研究発表：

『哺乳動物生殖細胞での突然変異について考え

る』

1)アルキルニトロソウレアによるマウス生殖細

胞の遺伝子突然変異誘発

渋谷徹（食薬センター ・秦野研）

室田 哲郎（三菱化成総合研究所）

2)マウス ・スポットテストの使用系統における

生殖細胞の自然突然変異 ーアンケート調査

の報告一

土川 清（国立遺伝研）

［招待講演］

生殖細胞における異常染色体の分離と淘汰に

ついて

孫田 信一（愛知コロニー•発達障害研）

（総合討論）

5．帰朝報告

神経芽細胞腫におけるN-myc遺伝子の増幅

単位の分離と解析

西 義介（日本たばこ • 生命科学研）

哺乳動物試験分科会 (MMS分科会）

会長：土川 清

幹事：乾 直道，大島稔彦，菊池康基，

渋谷 徹，島田弘康，須藤鎮世，

祖父尼俊雄，林 真，ーツ町晋也

事務局 ：国立衛生試験所・変異遺伝部

(TEL : 03--700-1141, Ext. 435) 
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第14期最初の総会開催される

昭和63年 8月 日本学術会議広報委員会

日本学術会議の第14期か7月22日から発足し， 7月25日～27日の3日間，第14期最初の総会か開催されましたので，

その総会等についてお知らせします。

日本学術会議第105回総会報告

7月22日の第14期の発足に伴い，同日付けで内閣総理大

臣による日本学術会議会員の発令か行われた （辞令の交付

式は，総会日程の関係で 7月25日に挙行）。第14期の会員

は，選出制度が学術研究団体を基礎とする推薦方式に変わ

って後，2回目の会員である。この第14期会員による最初

の総会である，第105回総会か， 7月25,26, 27日の 3日

間本会議講堂で開催された。

第1日目 (25日）。 午前中の新会員への辞令交付式に続い

て， 13時に総会が開会され，直ちに，会長及び両副会長の

選挙が行われた。会員による互選の結果，会長には，第13

期の会長であった近藤次郎第 5部会員が再選された。こ乞

人文科学部門の副会長には，大石泰彦第 3部会員が， 自然

科学部門の副会長には，渡邊格第 4部会員がそれぞれ選出

された。選挙終了後，近藤会長から，「一生懸命務めるつも

りなので，会員の方々の御協力をよろし〈お願いしたい。」

との就任のあいさつかあり ，また，大石，渡邊両副会長か

らもそれぞれ就任のあいさつがあった。

総会終了後，直ちに，各部会が開催され，各部の役員で

ある部長，副部長，幹事の選出が行われた。（第14期の役員

については，別掲を参照）。

第2日目 (26日）。 10時に総会が開会され，始めに，近藤

会長か，第13期の会長という資格で第13期の総括的な活動

報告を行った後 3年間を振り返り特に印象の深いものと

して，脳死問題に関する討議， ICSU総会招致に関連する科
学者の自由交流問題，学術会議の予算等について，その所

感を述べた。続いて，会員推薦管理会報告として，久保亮

五委員長の代理として事務総長が，第14期会員の推薦を決

定するまでの経過報告等を行った。

引き続き，会長から 3日目の総会で提案 ・審議する予定

の「第14期活動計画委員会の設置について （申合せ案）」に

関する各部での事前討議について並びに各常置委員会の委

員定数の決定に基づ〈各部での委員の選出について，それ

ぞれ各部へ付託かなされた。

総会終了後，直ちに各部会が開催され，前述の申合せ案

の討議及び各常置委員会委員の選出等が行われた。

第3日目 (27日）。 10時に総会が開会され，会長から前述

の「第14期活動計画委員会の設置について （申合せ案）」の

提案か行われた。この申合せ案は，第14期の活動に関する

基本的計画の立案を任務とする臨時の委員会を次の定例総

会までの間設置するということを内容としている。この

提案は，その構成等に関する若干の討議の後，原案どおり

可決された。

総会終了後，直ちに各部会が開催され，設置が決定され

た第14期活動計画委員会委員の選出等か行われた。

なお，この第14期活動計画委員会は，総会期間中に第 1

回の会議を開き，全会員を対象にした第14期の学術会議の

活動に関するアンケートの実施を決めるなど，早速その活

動を開始した。

第14期日本学術会議会員の辞令交付式
等について

第105回総会に先立ち，第14期日本学術会議会員の辞令交

付式か7月25日 （月）10時35分から，総理大臣官邸ホール

で行われた。辞令交付式は，まず，第 1部から第 7部まで

の会員の氏名か順次読み上げられた後，会員全員を代表し

て最年長者である 山本正男第 1部会員が竹下登内閣総理大

臣の代理としての小渕恵三内閣官房長官から，辞令の交付

を受けた。その後，小渕長官から，第14期会員に対する期

待を込めた内閣総理大臣あいさつの代読があり ，続いて，

山本正男会員から，会員を代表して国民の期待に沿うよう

努力 したい旨のあいさつかあって，式は終了した。出席会

員は190人であ った。なお，第14期日本学術会議会員の発令

は，第14期の始期である 7月22日付けであるが，総会日程

との関係で，総会初日の 7月25日に辞令交付式を行ったも

のである。

26日には，午後の各部会終了後， 18時から，小渕内閣官

房長官主催による歓迎パーティーか本会議のホールで行わ

れた。小渕長官のあいさつかあり，続いて，脇村日本学士

院長の代理としての石井良助学士院会員から祝辞があった。

これに対し近藤会長によるユーモアに富んだ答礼のあいさ

つかあり，沢田敏男日本学術振興会会長の乾杯の音頭でパ

ーテ ィーが進められ，活発かつ友好的な歓談か行われた。
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第14期日本学術会議役員

会長 近藤次郎 （第5部 ・経営工学）

副会長 （人文科学部門）大石泰彦 （第3部 ・経済政策）

副会長 （自然科学部門）渡邊 格 （第4部・生物科学）

〈各部役員〉

第1部部長黒田俊雄 （歴史学）

副部長北川隆吉 （社会学）

幹事 一番ケ瀬康子 （社会学）

肥田野直 （心理学）

第2部部長西原道雄 （民事法学）

副部長川田 侃 （政治学）

幹事経塚作太郎 （国際関係法学）

／， 山下健次 （公法学）

第3部部長島袋嘉昌 （経営学）

副部長 大石嘉一郎（経済史）

幹事木村栄一（商学）

／， 則武保夫 （財政学・金融論）

第4部部長中嶋貞雄 （物理科学）

副部長田中郁三（化学）

幹事樋口敬二（地球物理学）

平本幸男（生物科学）

第5部部長岡村総吾 （電子工学）

副部長高村仁ー （金属工学）

幹事市川惇信 （計測・制御工学）

藤本盛久 （建築学）

第6部部長江川友治 （農芸化学）

副部長 中川昭一郎 （農業総合科学）

幹事飯田 格（農学）

＇， 水間 豊 （畜産学）

第7部部長小坂樹徳 （内科系科学）

副部長水越 治 （外科系科学）

幹事伊藤正男 （生理科学）

／！ 岡田 晃 （社会医学）

（注）カッ コ内は，所属部・専門

「対外報告」について

本会議では，第13期になってから，その意思の表出の形

態の一つとして，各部・委員会がその審議結果をとりまと

めたものを，総会又は運営審議会の承認を得て，外部に発

表する「報告」 （通称 「対外報告」と言っている。）という

ものができるようになった。 ただし，この対外報告は， 日

本学術会議全体の意思の表出ではな〈て，当該対外報告を

とりまとめた部・委員会限りのものである。

第13期には，数多 くの対外報告か総会又は運営審議会の

承認を得て出されている。ここでは，すでに，この日本学

術会議だよりで紹介されているものを除いた対外報告の題

目のみを以下に紹介する。

• 物理学研究連絡委員会報告ー大型ハドロン計画の推進に
ついて

・化学研究連絡委員会報告ー全国的視野に立つ化学の新し

い研究体制について

•第 5 常置委員会報告ー公文書館専門職員養成体制の整備

について

・遺伝医学研究連絡委員会報告ー「医学教育の改善に関す

る調査研究協力者会議最終まとめ」についての意見

• 第 4 部報告ー上級研究員制度 （仮称） の新設について （基
礎科学振興 ・充実のための一方策） ／‘  

第14期日本学術会議会員の概要につ
いて

この度任命された210人の第14期日本学術会議会員の概

要を以下に紹介する。 （カッコ内は前期）

1 性別 男子 208人 (207人）

女子 2人 ( 3人）

2 年齢別
50~54歳 5人 55~59歳 39人

60~64歳 85人 65~69歳 67人

70~74歳 13人 75~79歳 1人

最年長 76歳 (77歳）

に齢：二4冒6歳）］ 
3 勤務機関及び職名別

(1) 大学関係

国立大学 73人 (101人）

公立大学 5人 (6人）

私立大学 88人 (77人）

その他 1人 ( 3人）

計 167人 (187人）

(2) 国公私立試験研究機関・病院等

8人 ( 9人）

(3) その他

法人・団体関係

民間会社

無職

計

4 前・元・新別

13人 ( 3人）

7人 ( 3人）

15人 ( 8人）

35人 (14人）

前会員 109人 (41人）

元会員 4人 ( 6人）

新会員 97人 (163人）

5 地方別 （居住地）

北海道

東北

関東

中部

近畿

中国・四国

九、州・沖縄

（注） 詳細については，

3人 ( 5人）

6人 ( 6人）

132人 (134人）

15人 (12人）

42人 (40人）

4人 ( 6人）

8人 ( 7人）

日本学術会議月報7月号を参照

•第 5 部報告ー工学系の大学における産 ・官 ・ 学の研究協
カの在り方について

•生命科学と生命工学特別委員会報告一生命科学の研究と
教育の推進方策について

・情報学、学術文献情報学術データ情報研究連絡委員会

報告ー情報学振興総合機構の構想について （中間報告）

・商学研究連絡委員会報告ー大学における商学教育の課題

と方向
・電子 ・通信工学研究連絡委員会報告ー通信工学の体系化

に向けて

戸｀｀広｀2;；話 03(403) 6291 
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日本学術会議だより 約．11

第14期活動計画決まる

昭和63年11月 日本学術会議広報委員会

如乏ぞぞ年⇔⇔年⇔⇔⇔⇔⇔冬とと⇔⇔蕊蕊⇔⇔ぞ年李冬冬⇔⇔と冬冬冬冬冬⇔ぞ蕊⇔⇔と⇔⇔年冬冬⇔⇔⇔四

日本学術会議は，このたび開催した第 106回総会において， 第14期活動計画と新しい特別委員会の設置を決定しました

ので，その概要をお知らせいたします。
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日本学術会議第106回総会報告

日本学術会議第 106 回総会（第14期 • 第 2 回）は， 10 月

19~21日の 3日間開催された。

今回の総会の主な任務は，第14期日本学術会議の活動の

指針となる第14期活動計画を審議し、決定することであ っ

広そのために， 「第14期活動計画（申合せ）」と「臨時

（特別）委員会の設置について（申合せ）」の 2つの総会

提案が用意された。

この 2つの提案の内容は，前回の臨時総会（本年7月）

で設置された第14期活動計画委員会が， 1真重に審議を重ね
て作成したものであり，またその間に 2回の連合部会及び

各部会を開いて各会員の意見を聴取の上，調整したもので

ある。

この 2つの提案については，第 1日目の午前中の総会で，

近藤会長から，提案説明が行われるとともに，同日の午後

の各部会で審議が行われた。

次いで，この 2つの提案は，第2日目の午前中の総会の

審議に付され，最終的推敲を期す質疑の後，採決が行われ，

いずれも圧倒的多数の賛成で可決された（第14期活動計画

及び設置された 7特別委員会の名称は別掲参照）。

この総会決定により，新たに設置された 7特別委員会に

ついては，第2日目の午後に開催された各部会で，各部ご

とに割り当てられた委員定数により，委員の選出が行われ

次いで翌第 3日目の午前中には，各特別委員会の第 1

回目の会議が開かれ，それぞれ委員長 ・幹事の選出が行わ

れるとともに，今後の審議予定等について審議がなされる

など，早速その活動が開始された。

第2日目の午後には， 1時から 2時間半にわたって「総

会中の自由討議」が行われた。これは，会員のための一種

の勉強会で，総会行事の一環として行われてきたものであ

る。今回は，第14期活動計画案を審議する過程で，会員間

で特に討議が活発に行われ，関心が高かった課題を取り上

げて行われた。まず，島袋嘉昌第 3部会員（経営学）から

「学術的・総合研究」について意見の発表の後，関連して，

石井吉徳第 5部会員（資源開発工学）から発言があり ，続

いて，井口潔第 7部会具 （外科系科学）から「人間の科学」

につしヽて，川山侃第 2 部会員 （政治管）から「紛争'•芥． 、 ド和

学」について，中川昭一郎第 6部会員 （牒業総合科学）か

ら「農業・農村問題」について，大島康行第4部会員（生

物科学）か ら「IGBP（地球圏一生物恩国際協同研究計画）」

について， それぞれ意見の発表が行われた。

第 14期活動計画

我が国の科学 ・技術は戦後目覚しい発展をとげ，経済の

高度成長とともに，国民生活の向上に多大の貢献をしてき

た。し かしながら，近年世界的規模での経済・社会環境や

地球生態系の激しい変化を背景に，科学 ・技術の在り方に

様々な問題が生じている。その中には，科学 ・技術と人間

との係わり方の根源を問い直すようなものや，学問諸分野

の再編成を求めるものも含まれている。また，国際社会に

おける我が国の地位の向上も加わって，学術の面での我が

国の貢献に対する国際的期待はますます強ま っている。

日本学術会議は，創設以来，科学者や学術研究団体との

連携の下に，その目的・職務の遂行に努力し，我が国の学

術研究体制の整備についての重要な勧告等を行い，研究所

の設立などを含めて数々の業績をあげてきた。また，国際

協力事業への参加を始めとして，世界の学界と提携しつつ

学術の進展に貢献してきた。しかしながら，創設後40年を

迎えた現在，学術を取り巻く状況は，国際的にも国内的に

も著しい変化を生じた。このような状況を踏まえて，第14

期日本学術会議は，本会議の創設以来の基本的精神を引き

続き堅持しながら，なお一層の成果をあげるべく努力する

ものである。

日本学術会議は，我が国の学術に関する重要事項を自主

的に調査審議し，その実現を図る機関としての使命と役割

を確認した上で，会員の科学的知見を結集し，時代の要請

に即応しつつ将来を見通した基本的理念を確立し，我が国

における学術研究の一層の推進を図るために，本会議の本

来の目的を，次の視点から実現することが必要であると認

識した。

人文・社会及び自然科学を網羅した日本学術会議は，全

学問的視野に立ち，学術研究団体を基盤とする科学者の代

表機関であることを認識して，全科学者の参加と意見の菓

約を真繁に図らなければならない。さらに，本会議が躾約

した科学者の意見が政策に反映するよう，他の学術関係諸

磯関と協議の上，その役割分担を明確にしつつ， これら と

の連携の強化を図る必要があ る。

また，学術研究団体を枯盤とする日本学術会議は，関係

ある学術研究団体等から推I肉された科学者を中心とし て構

成される研究連絡委員会の重要性を認識し，その活動を強

化するとともに， 学術研究団体の活動を助長し，研究枯熊

の強化を図り，高度化する学術の発展に貢献する必要があ

る。

我が国の科学者を内外に代表する機関である日本学術会
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議は，国際社会における我が国の地位の向上と海外諸国の

期待にこたえて， 学術の分野における国際協力を飛躍的に

拡大する必要がある。

日本学術会議は，真理を探究するという理念に立脚し，

社会に開かれた学術の在り方と国際性 を重視し，その健全

な発展を図るため，学問 ・思想の自由の尊重と研究の創意

への十分な配慮の下に，長期的かつ大所高所の視点に立ち，

創造性豊かな研究を発展させることが必要である。

日本学術会議は，以上の諸点を踏まえ，科学者の総意を

代表し てその精神 を高揚し， 21世紀に向けて学術体制及び
研究・開発の望ま しい在り方を検討して，我が国の学術政

策に指針を与えることにより，国民の期待にこたえるとと

もに，人類の福祉と世界の平和に貢献することを期するも

のである。

1. 重点目標
第14期活動計画の重点目標は，次のとおりとする。

(1) 人類の福祉 • 平和及び自然との係わりを重視す る学

術の振典

科学 ・技術の著しい発展は，人間生活を豊かにす る

と同時に，現代社会の高度な複雑化とあいま って，人

間社会に新たな緊張をもたらし，人類の福祉 • 平和及

び自然環境を脅かすのではないかとの疑念を招いてい

る 。 人顆の福祉 • 平和及び自然との係わりについて十

分に配慮しつつ，学術の総合的振興を図ることは， 21
世紀へ向けての極めて重要な課題である。これは，人

文 ・社会及び自然科学を網羅した本会議の特長を十分

に発揮してこそ可能となるものである。学術の振興と

発展の人間，社会及び自然への望ましい貢献，好まし

くない影響の防止について具体的構想を樹立し，あわ

せてこれに対応する社会の体制整備に明確な指針を提

示する。

なおまた，今日の社会的現実が提起している複雑な

問題を解決するには，既成の個別的研究領域のみでは

十分に対応し得ない。直接に関係する研究だけでなく，

広く諸科学が積極的に関与すべきであることを十分に

考慮し，多くの研究領域が，その独自性を保ち一層の

深化を図るとともに，共同の努力を行い，研究の内容，

学問体系の変革にまで進むことによって，総合的な研

究の在り方を追求することが必要である。

(2) 基礎研究の推進と諸科学の整合的発展

学術の発展には，基礎研究の推進が不可欠であるこ

とは言をまたない。我が国の学術の国際的地位の確立

を目指し，その発展に向けた長期展望 ・将来計画を策

定するための基盤となる基礎研究の推進に，積極的に

取り組む必要がある。

また，学術の領域は広範多岐であり，それぞれの領

域ごとに方法論も異なり，研究者の求めるものに大き

な違いがあることを十分に考慮し，それぞれの研究者

の声を聞き，それぞれに適した育成策を講ずる必要が

ある。それと同時に，学術研究の動向を考慮し，いわ

ゆる学際領域や学問の総合化に留意し つつ， 諸科学の

整合的発展を図ることが重要である。

以上のため，第13期においては，学術研究動向に関

する調査研究を行い，我が国の学術水準の国際比較

やその発展を阻害する諸因子などを指摘した。今期に

おいては， この調査結果を検討し つつ，これを基礎に

して，創造性の基礎となる個人の着想を重視し，革新

的研究の強化等を積極的に図るとともに，一方におい

ては，学術研究体制や社会・産業構造等に内在する創

造性を阻む負の要因の解消に向けての建設的提言を行

うなど，学術の向上発達のための具体的方策を審議提

言していくことが必要である。

(3) 国際関係の重視と国際的寄与の拡大

学術研究は，本米，真理の探究を目指す知的活動で

あり，その成果は広 く人顆共通の資産として共有され

てきた。そのことから ，学術の国際交流は， 学術研究

にと って内在的な要請であり ，その在り方に常に関心

を払う 必要があることは言うまでもない。

一方で，我が国の国際的地位の向上に伴い，その学

術研究が国際的貢献を果たすことに対する要請は， —―

層強まってきている。特に国際平和の推進や環境問題

の解決等，いわゆる地球的あるいは国際的規模の課題

について，我が国の研究を充実させつつ，全世界の科

学者との協力を拡大す ることへの要請が増大 してきて

いる。

国際的あるいは二国間の共同研究，技術協力，技術

移転等の在り方は，各国の政治，経済，社会に重大な

影嘴を及ぼす。偏ったナショナ リズムの立場を排 しつ

つ，学術の健全な発展を促進するための国際的コンセ

ンサスの追求に我が国も努力をすると ともに，相互協

力と相互依存の下の国際社会に対応 していくために開

かれた我が国自体の学術研究体制の整備が求められて

いる。

以上のような状況から，本会議が築いてきた国際学

術交流 ・協力の在り方についての諸原則と実績を踏ま

えつつ．学術の国際交流 ・協力の飛曜的な拡充強化を

図り，国際的寄与を格段に拡大することが極めて重要

である。

2. 具体的課題 （要旨）
次の課題を選定した。

(1) 科学者の倫理と社会的責任

(2) 学術研究の長期的展望

(3) 研究者の養成

(4) 研究基盤の強化と研究の活性化

(5) 学術情報 ・資料の整備

(6) 学術研究の国際交流 ・協力の飛躍的拡大

(7) 国際対応への積極的取組み

(8) 平和及び国際摩擦

(9) 人間の科学

(10) 医療技術と社会

(11) 生命科学と生命工学

(12) 農業 ・農村問題

(13) 資源 ・エネルギー問題

(14) 人間活動と地球環境

(15) 高度技術化社会

3. 具体的課題への対処及び臨時（特別）委員会設置の基

本方針等 （省略）

◆今回の総会決定により設置された特別委員会◆

• ‘ド和及び国際摩擦に関する特別委員会

・ 区療技術と社会に関する特別委員会
• 生命科学と生命工‘・や特別委員会

・牒業 ・戯村問題特別委員会
・責源 ・エネルギー問題特別委員会
・ 人間活勅 と地球環境に関す る特別委員公
• 高度技術化社会特別委員会

「‘~~~~~~~-~~~~~~~~
i 御意兄 • お問い合わせ等がありましたら下記ま；一
｝ぉ寄せ ください。 ］ 
} 〒106港区六本木 7-22-34

L IJ本学術会議広報委員会 電話 03(403)6291 
―~.̂~・…---------」
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第14期特別委員会の活動始まる
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日本学術会i義では、昨年の10月の総会において設置された第14期の各特別委員会が活動を始めましたが、今回の日本学

術会議だより では、これらの特別委員会に加え て、 本会議が行っている国際的活動等についてお知らせいたします。
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第 14期の特別委員会

昨年10月の第 1061111総会で決定された、日本学術会議の

第14期活動計画では、活動の重点目標として、① 人穎の福

祉•平和及び自然との係わりを重視す る学術の振興、 ②碁

礎研究の推進と諸科学の整合的発展、 ③国際関係の重視と

国際的寄りの拡大、の 3本の柱を掲げるとともに、これら

の重点目標を踏まえて、多方面の科学者によ って構成され

る日本学術会i義にふさわしく各分野にわた って広 く対応し、

かつ、第14期中に適切な形で報告 ・提言に取りまとめるべ

き其体的課題として15の課題 を選定 している。

この度設置された 7つの特別委員会は、 上記の具体的諜

題のうち、従来から常設されている 6つの常置委員会（別

掲参照）で取り扱うものを除き 、かつ、緊急に調査審議を

行う必要のある 7課題に対応するものである。

各特別委貝会の名称及び任務等は次のとおりである。

◆平和及び国際摩擦に関する特別委員会

委員長：川田 侃 （第2部会員）

（任務）国際的視野と我が国が置かれている地域的状況

や特性を踏まえて、国際麿擦（文化的 ・政治経済

的・技術的等）の解決と平和に関する総合的な研

究の推進の在り方やその体制等について検討する。

♦区収技術と社会に関する特別委員会

委員長：水越治 （第7部会員）
（任務）医根技術の急速な進展は、自然科学の分野だけ

でな く、人文 ・社会科学の領域にも種々の問題を

提起 している。様々な医療技術に係わる社会的側

面を総合的に検討する，＂

◆牛命科学と生命工学特別委は会

委員長：井 1：英二（第7部会員）
（任務）生命科学と生命工学の推進方策を検討するとと

もに、これらの急速な進歩を踏まえ 、それらと人

間 ・社会及び自然との係わりについても総合的に

検討する。

◆牒業・農村問題特別委員会

委員長：水間 豊 （第6部会員）

（（「：務）農業 ・農村のもつ食糧生産や環境保全等の多面

的機能について、近年の国際的 ・国内的状況を踏

まえつつ、文化 ・経済 ・自然・都市との係わりで

幅広 く検討する。

◆資源・エネルギー問題特別委員会

委員長：上之園親佐（第5部会員）
（任務）資源 ・エネルギーの開発と利用の問題を検討す

る。それに伴う自然及び人間社会への好ましくな

い影饗を防止するという観点からも問題を検討す

る。

◆人間活動と地球環境に関する特別委員会

委員長 ：吉野正敏 （第4部会員）
（任務）近年、経済社会活動の拡大等を背景に、人間活

動が環境に及ぼす影響が地球的規模で広がってお

り、深刻化する可能性を強めている。このような

状況を踏まえ、人間活動と地球環境の問題等を検

討する。

◆高度技術化社会特別委員会

委員長：佐藤豪（第5部会員）
（任務）エレク トロ ニクス 、メカニ クス等の技術の発展

・普及が社会に及ぼす影響、社会の情報化 ・技術

化と人間と の調和等について検討する。また、巨

大な技術システムとヒューマン ・ファクターとの

関連についても安全確保と人間性確保の立場から

検討する。

これらの各特別委員会は、発足以来現在までに各々 2~

3回の会議を開催するとともに、委員会によっては、シン

ポジウムやヒャリングを実施して、それぞれの任務に沿っ

た具体的な審；義課題や今後の審議計画等について熱心に審

議を進めている。今後の審議の成果が大いに期待されると

ころであり 、今後、審議成果が発表さ れ次第、紹介してい

く予定である。

なお、以上の7つの特別委員会のほかに、先般の総会の

申合せにより、本年の 4月総会において、人間の科学特別

委員会 （仮称）を追加設置す る予定である。この 「人間の

科学」については、その具体的検討方法が複雑であるので、

あらかじめ若干の整理を行った後に、特別委員会を発足さ

せることにしたものであり、現在、検討会を設置して問題

点の整理を行っているところである。
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常置委員会

日本学術会議は、別掲の特別委員会のほかに、 6つの常
置委員会を設置している。各常置委貝会は、本会議の目的

及び職務・権限に即して、恒常的に調査・審議を進めてい

く必要がある事項について、個々 の委員会の職務を明確に

した上で設置されている。各常置委貝会の名称と任務等は、

次のとおりである。

●第 1常置委員会（委員長：大石泰彦（副会長・第3部会U))

（任務）研究連絡委員会活動活性化の方策及び［—． 1 本学

術会議の組織等に関することを審議する。

●第2常漑委員会（委員長：星野安三郎（第 2部会員））

（任務）学問 ・思想の自由並びに科学者の倫理と社会

的責任及び地位の向上に関することを審議する。

●第3常置委員会（委員長：渡邊＇晶士夫（第 7部会員））

（任務）学術の動向の現状分析及び学術の発展の長期

的動向に関することを審議する。

●第4常置委員会（委員長：樋口敬二 （第4部会員））

（任務）創造的研究醸成のための学術体制に関するこ

と及び学術関係諸機関との連携に関することを

審議する。

●第5常凶委員会（委具長：市川惇信（第5部会0))
（任務）学術情報 ・資料に関することを記義する。

●第6常置委員会（委員長：染谷恭次郎（第 3部会0))
（任務）国際学術交流 ・協力に関することを審議する。

これらの常質委ti会は、昨年 7月、第14期発足の際に、

委員を決定するとともに、役且を選出して、直ちに活動を

開始した。各常置委且会は、 卜記のそれぞれの任務に従い、

また、前期からの委具会ごとの中送りを尊重しつつ、さら

に、第14期の全体の活動計画に沿いながら、第14期の活動）j

針及び活動計画をたて、それに碁づき鋭意活動を進めている。

これらの常闘委員会は、第13期には、勧告、要望あるい

は見解等をとりまとめるなど多くの成果をあげたが、第14

期の活動も注目されるところである。

平成元年(1989年）度共同主催国際会議

世界の代表的な科学者が一堂に会し、最新の研究情報を

交換する学術関係の国際会議が、我が国でも数多く開催さ

れている。日本学術会議では、これらのうち、毎年おおむ

ね4件について関係学 ・協会と共同主催している。平成元

年 (1989年）度には、次の4国際会議を開催する。
■第14回高エネルギー加速器国際会議
・開催期間：平成元年 8月21日～26日

・開催場所：学園センタービル等 （つくば市）

・参加者数：国外 300人、国内 250人、計 550人

・共催団体 ：（社）日本物理学会

■第40回国際電気化学会
・開催期間：平成元年 9月17日～22日

・開催場所：国立京都国際会館（京都市）

・参加者数 ：国外 200人、国内 350人、計 550人

・共催団体 ：（社）電気化学協会

■第71い］国際人工臓沿学会世界会議
・開催期間：平成元年10月1日～4日
・開催場所：京王プラザホテル（札幌市）

・参加者数：国外 300人、国内 700人、計 1,000人

・共催団体 ：日本人工臓器学会

■第9回結晶成長国際会議
・開催期間：平成元年 8月20日～25日

・開催場所 ：ホテル仙台プラザ （仙台市）

・ 参加者数：国外 300人、国内 600人、~t 900人

・共催団体：日本結晶成長学会、 （社）応用物理学会

二国間学術交流事業

日本学：術会i義では、 二国間学術交流事業として、毎年 2

か国を選んで代表団を派遣している。その目的は、 「諸外

国における学術研究の動向及び現状を把握するとともに、

学術研究に関する枯本的、全般的車項について相手国科学

者等と慈兄を交換することにより、我が国の学術の整合的

な発展に寄りする。」ことにある。

この事業は、昭和58年度から実施されており、これまで

にアメリカ、マレーシア、西ドイツ、インドネシア、スウ

ェーデン、タイ、フランス、大韓民国、連合王国、シンガ

ポールの10か国に代表団を派遣してきた。

昭和63年度は、 10月29日から11月7日まで、チェコスロ

バキア及びポーランドヘ、会長以下6名の会Uから成る代
表団を、また11月27日から12月4I」ま で、カナダヘ、会長

以ド 5名の会員から成る代表団をそれぞれ派遣した。

各代表団は、訪問国において、科学技術政策や教育を担

当する行政機関、研究所、大学等を訪れ、関係者 との間で

学術関係の情報交換を行うとともに、両国の学術研究の問

題点等につ＼ヽて慈見交換を行った。

チェコスロバキア及びポーランドでは、本会t義としては

初めての社会じ義国の訪問であり、各訪問先で、今回の本

会，i義代表[,tlの，ijj|｛りはこれら 2か［国それぞれとの間の学術文
流につしヽて新ししヽ段階を開く契機となり、非常に．意義深し＼

ものであることが強調されるとともに、政治 ・社会体制を

超えた'-]・，：術交流の在り）j官につしヽて、熱心に慈兄文換が行

われた。

カナダでは、各訪問先で、近年の我が国の哨業の発版と

科‘;：：技術の役‘;ijilの観点から、本会滋の役割と活動を含め、
我が国の学・術体制に関する質問が多 く出されるとともに、

両国間の今後のより禎極的な学術交流・協力をめぐ って活

発に意兄交換が行われた。

今回の成果は、代表団訪問時だけのものではなく 、本会

議と訪問国関係諸機関との今後の継続的な交流への発展、

相圧理解の促進・緊密化等の形で現れてくるものであり、

我が国の学術研究の国際交流 ・協力の進展に大きく役立つ

ものと期待される ．）

「熱工学の研究動向と熱技術の進展」

の刊行

本苔は、本会議の然エ芹研究連絡委且会が、関係学協会

の協力の）表に刊行した「熱工学(1苔」ともいう べきもので

す。 〔l冊 1,000円 （送料 200円） 〕

※本苫は、 〔財〕11本惰術協力財団で取り扱ってしヽ ますっ

第2.第4土曜日閉庁の
お知らせ

「行政機関の休11に関する法｛化 の施行に伴l‘、

日本学術会i義市務／II}では、本年 1I lから毎月第 2.
第4上II祉11か休みとなります。御岬解、御協力をお
崩iしilヽ たします。

、-~ •へ 99ヽ•―~ • •• ～一｀，．ー·—•ヽ～9 ・～ ・ ニ ヘ·9 ~ 2 一 ・・ -̀-・--・ • 9 • •ヽ•` 9 • •一ー ·,.—• こ ・ク ・-·｀-·-ヽ-·・｀_ .._ ¥ 

i 御、意兄 • お問い合わせ等がありましたら下記まで i

：お寄せください。

i 〒106港区六本木 7-22-34 I 
： 日本学術会議広報委具会 電話 03(403) 6291) 
} ·— ’` - - ·--·- ‘_ ..`--·~ -—·- - "‘~-·、一·~—• 9- ·—·—·—ー・ 一～ー·• ～一9ー・
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日本環境変異原学会入会申込書
A 子 子た 部 学部学校名 卒業年次 年

歴 大学院 課程学校名 修了年次 年

平成 年 月 日
子｝ 位 取得年 年

日本環境変異原学会長殿
研究領域 （下記にあてはまる項の 2, 3を0で囲んでください）

貴学会に入会いたしたく評議員の推薦を添えて申し込みます。 1.変異原 2.検出系 3.毒 性 4.発生異常 5.汚 木汀九

フ 1) ガナ
6.疫 子邑 7.遺 伝 8.か‘ ん 9.微生物 10.高等動物

氏 名 ＠ 
11.高等植物 12.食 品 13.気体 ・粉じん 14.医薬品 15.農 薬

ローマ字つづり
16.代 謝 17.分子機構 18.その他（ ） 

生年月日，性別 年 月 日 男 女 研 究歴 （現在行っている研究の動向や興味の点について数行記入のこと）

（和）

所属機関

部局
（英）

職名

加入学会名 （本学会以外の）
〒 電話 内線

（和）

所属機関

所在地 （英）

推薦者 （日本環境変異原学会評議員）

氏名（署名） ＠ 
〒 電話

自宅 （和） I 入会申込者との関係（数行ご記入ください）

住所

（英）

会誌送付先 ① 所属機関 ②自 宅
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日本環境変異原学会奨励賞受賞者

第1回昭和54年度

長尾美奈子 「食品の変異因子に関する研究」

第2回昭和55年度

石館 基 「環境変異原及び癌原物質の染色体異常によるスクリーニング」

常盤 寛 「大気中の変異原性汚染物質の実態と研究」

第3回昭和56年度

賀田恒夫 「環境変異原検出に関する Rec-assayの開発とその応用」

第4回昭和57年度

松島泰次郎 「変異原性検出による化学物質の発癌性評価についての研究」

早津彦哉 「環境中の変異原物質の作用機序に関する化学的研究」

第5回昭和58年度

葛西 宏 「加熱食品中の強力な変異原イミダゾキノリンおよびイミダゾキノキ

サリンの発見」

第6回 昭和59年度

大西 克成 「環境中のニトロピレン類の検出及び代謝に関する研究」

第7回 昭和60年度

若林敬二 「食品中の新しい変異原前駆物質の研究」
11 

環境変異原研究 第11巻第 1号 1989年
第8回 昭和61年度

林 真 「invivo小核試験法の基礎と応用に関する研究」 I 平成元年10月15日発行

森本兼鍍 「ヒト末梢リンパ球における姉妹染色分体交換 (SCE)誘発に関する
発行者 日本環境変異原学会

研究」 編集責任者 長尾美奈子

第9回昭和62年度
国立がんセンター研究所発がん研究部

梁 治子 「ショウジョウバエによる環境変異原検出系に関する研究」 〒104 東京都中央区築地5丁目 1番 1号

藤川 和男 「ショウジョウバエによる環境変異原検出系に関する研究」 TEL 03-542-2511 

印刷所 学術企画印刷株式会社

第10回昭和63年度 〒112 東京都文京区小石川 2-5 -12 

土川 清 「マウス ・スポットテスト系の確立」 TEL 03-815-4841 
降旗千恵 「環境変異原 ・癌原物質のinvivo短期評価法の開発と応用」

山添 康 「環境変異原の酵素的活性化機構の研究」
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