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特別講演念記論文

Environmental Mutagens and Risk Assessment 

Joellen Lewtas, J.E. Gallagher, D. M. DeMarini 

Abstract 

Recognition that most human exposures to environmental chemicals occur as complex 
mixtures has stimulated research and the development of new methods to assess exposure, 
dosimetry, and genotoxic effects. Risk assessment of environmental mixtures relies on data 
for either individual chemicals present in the mixture, the whole mixture, or fractions thereof. 
In the case of very complex mixtures, it is nearly impossible to quantitate all of the constituent 
chemicals, the potential for human exposure, dose, and how these factors effect risk assess-
ment. New genetic and molecular methods are being applied to each aspect of research to 
develop new methods for the assessment of cancer risk from human exposure to complex 
mixtures. Short-term genetic bioassay methods utilizing new engineered bacterial strains are 
being used to assess total human exposure to mutagens in the environment. New DNA 
adduct methods are being used in exposure-dosimetry studies of complex mixtures in humans 
and in experimental systems. Finally, new advances in sequencing the genetic mutations 
induced by environmental mutagens will improve our understanding of the relationship 
between DNA adducts, DNA damage and repair, mutation induction, and tumor initiation. 
Combustion emissions represent one of the most extensively studied complex environmen-
tal exposures in humans, animals, and short-term genetic bioassays. We have developed a 
comparative potency method for cancer risk assessment of combustion and related emissions 
using human lung cancer data for populations exposed to these mixtures. The constant 
relative potency hypothesis invoked in this method is being tested using new human, animal, 
and short-term bioassay data. New molecular and genetic methods are now being applied to 
studies of air pollution in the U.S., Japan and China, in integrated multidisciplinary studies 
of human exposure, and in evaluating potential cancer risk. 

Key words: risk assessment, environmental mutagens, complex mixtures, mutagenesis, 
cancer, air pollution, combustion emissions, source apportionment, DNA adducts 

1. Introduction 

The recognition that most human exposure 

to environmental chemicals occurs as expo-
sures to complex mixtures has stimulated re-

search on the toxicology of complex mixtJres 

(NRC, 1988). Integrated multidisciplinary 

studies are now beginning to assess human 

exposure, dosimetry, and cancer risk to com-
plex mixtures of pollutants and to apportion 

the human exposure and risk to various 
sources. Strategies that hold promise for in-
corporation of genetic bioassay data in the 

risk assessment of complex mixtures include 

1) biomonitoring environmental levels, fate, 

transformation and human exposure; 2) char-
acterization of the genotoxic components of 
complex mixtures using advanced chemical 

and bioassay methods; 3) molecular dosimetry 
of complex mixtures, and 4) mechanistic 

studies of the effects of complex mixtures 

induced by both genetic and nongenetic 

mechanisms. Important advances in under-
standing the genetic and carcinogenic effects 

of complex environmental mixtures will in-

creasingly rely on the successful implementa-
tion of interdisciplinary strategies, including 

state-of-the-art genetic and molecular meth-

odologies. 

MD 68, Genetic Toxicology Division, Health Effects Research Laboratory, U.S. Environmental Protection 
Agency, Research Triangle Park, NC 27711, U.S.A. 

- 1-



丁WO S丁AGECANCER MODEL 
―

―

 

EXP,URE ~ら伽
(DNA -!□DUCTS) ~' ， 

R
 ゜

¥

u

M

 
T
 Fig. 1. The two-stage cancer model illustrating the relationship between exposure, DNA 

adduct formation and mutation which is proposed to induce the first transition from a 
normal stem cell to a preneoplastic "first stage" cell. The second transition to a cancerous 
cell may require additional exposure, cell proliferation, and/or a second mutation. 

2. Risk Assessment 
Assessment of human risk from exposure 
to environmental mutagens may focus on 
cancer, deleterious heritable mutations, or 
other adverse human health effects that could 
result from exposure to mutagens. Cancer 
risk assessment is the most thoroughly de-
veloped of the possible types of risk assess-
ment. Initially, cancer risk assessment was a 
qualitative procedure, exemplified by the 
IARC monograph series (IARC, 1977-1989), 
which uses a weight of evidence approach 
to the classification of chemicals or mixtures 
into categories. Human, animal, and other 
experimental data, particularly short-term 
tests for genotoxic activity, are considered in 
establishing first the strength of evidence that 
the agents are carcinogenic. The extent of 
carcinogenic activity (e.g. potency) and the 

mechanism of cancer induction is not general-
ly factored into this evaluation. After 
evaluating the strength of evidence for car-
cinogenicity in humans and animals and sum-

EXPOSURE 

＇ TRANSITION 
PROMOTION 

marizing the genetic activity data in short-
term tests, an overall evaluation of the total 
body of evidence is taken into account in 
categorizing the agents into one of several 
groups: 1, 2A, 2B, 3, and 4. Group 1 car-
cinogens are those where there is sufficient 
evidence that an agent is a human carcin-
ogen. Group 2A (probably carcinogenic to 
humans) and Group 2B (possibly carcinogenic 
in humans) rely more heavily on the evidence 
in animals together with supporting evidence 
of genotoxic activity in short term tests. 
Quantitative cancer risk assessment as de-

veloped and applied by the U.S. Environmen-
tal Protection Agency (EPA) in the 1980's 
(Anderson et al., 1983) was based on a meth-
odology developed by Crump (1981) to 
estimate cancer risk from chronic animal ex-
periments. This approach is referred to as 
the linearized multistage model and is widely 
used to establish upper bounds on suspected 
cancer risk. One of the important deficien-
cies of this model is that it is not derived from 

an underlying biological theory of cancer in-
duction and does not take into account agent-
induced stimulation of cell proliferation. 

A two-stage model of carcinogenesis pro-
posed by Armitage and Doll (1957) was based 
on the biological evidence that stem cells are 
transformed into premalignant cells. They 
proposed that these premalignant cells divide 
at a constant rate, producing an exponetial 
growth of preneoplastic clones. A preneo-

plastic cell is then transformed into a cancer 
cell, which may ultimately develop into a 
tumor. More recently, Moolgavkar and 
Knudson (1981) have proposed a mathemati-
cal model that is based on the biological 
evidence linking mutation induction and 
tumor formation as depicted in Fig. 1. This 
model assumes that the first critical event in 
a series of steps that can lead to cancer is 
the induction of a mutation in the DNA of 
a normal stem cell, resulting a preneoplastic 
cell. The second critical step is the trans-
formation of a preneoplastic cell into a malig-
nant cancer cell. Thorslund et al. (1987) in 
reviewing the biologically based cancer risk 
models point out the many advantages of the 
two-stage cancer model for risk assessment. 
Improtantly, the parameters in the model are 
interpretable in biological terms and may 
potentially be estimated from experimental 
cellular data including mutation and cell 
transformation data. Cell proliferation and 
cellular toxicity (death) data may also be in-
corporated into this model. 

3. Predicting Cancer Risk Using Short-Term 
Bioassays 

One important issue for genetic toxicolo-
gists in applying these strategies is the issue 
of predictability. Evidence has accumulated 
since the 1960's to support the theory that 

electrophilic chemicals react covalently with 
nucleophilic centers in DNA and subsequent-
ly induce mutations. Extensive studies by 
the Millers (1971) showed that these electro-
philic chemical mutagens were also animal 
carcinogens. The basis for using short-term 
genetic bioassays to detect carcinogens is the 
theory that electrophilic chemicals covalently 

binding or reacting with DNA will result in 
the induction of mutations that subsequently 

serve as the initiating event in the induction 
of cancer. Studies of hundreds of chemicals 
in the 1970's demonstrated a high correlation 
between mutagenicity in bacteria and car-
cinogenicity in animals (McCann et al., 1975; 
Bartch, 1976; Sugimura et al., 1976). 
Despite a preponderance of evidence for 
the utility of genetic bioassays in detecting 
potential carcinogens, a recent report on 73 
chemicals tested in both animal cancer bio-
assays and short-term tests for genetic toxicity 
by Tennant et al. (1987) has called into ques-
tion the predictability of genetic bioassays. 
This study and the many papers published in 
response to these questions (Ashby and Ten-
nant, 1988; Brockman and DeMarini, 1988) 

have been evaluated by DeMarini et al. (1989) 
in the context of the utility of genetic bio-
assays for the evaluation of complex mix-
tures. Issues that pertain to the utility of 
short-term genetic bioassays include 1) con-
cordance between carcinogenicity results in 
rats and mice and the concordance between 
these rodents and short-term genetic bioassays 
(Brockman and DeMarini, 1988); 2) influence 
of chemical class on the sensitivity and 
specificity of genetic bioassays (Claxton et al., 
1988); and 3) genotoxic and nongenotoxic 
carcinogens (Ashby, 1988). 
We cannot expect bioassays that detect, by 
definition, genotoxic agents to detect agents 
that may induce cancer by a mechanism that 
does not involve interaction with DNA, 
mutation induction, or other genetic effects. 
This issue of the predictability of genetic 
bioassays needs to be kept in mind when con-
sidering the nature of the complex mixture 
under study and the specific questions being 
addressed in the research. 

4. Assessment of Exposure to Mutagens 
Using Biomonitoring 

The development of short-term genetic bio-
assays in the mid-1970's led rapidly to the 
use of these assays in environmental monitor-
ing. The essential elements of these bioas-
says that facilitates their application to en-
vironmental monitoring is their simplicity, 
rapidity, low cost, and small sample size 
requirements. The genetic bioassay used 
most widely has been the Salmonella typhi-
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murium plate-incorporation assay described by 
Bruce Ames in 1975 (Ames et al., 1975) and 
initially validated as a bioassay to screen for 
carcinogens (McCann et al., 1975). This bio-
assay was rapidly adopted across the world 
and applied to environmental studies of com-
plex mixtures. In air and water pollution 
monitoring studies, this bioassay was used to 
detect and quantitate the mutagenic activity 
associated with environmental pollutants 
(Lewtas, 1990). 

The relatively small sample mass require-
ments (milligram quantities) was one of the 
important attributes that facilitated applica-
tion of bacterial mutation assays to environ-
mental monitoring. Recent advances in 
personal exposure monitoring have resulted in 
the need for assay methods that could be 

applied to even smaller, microgram, quanti-
ties of environmental samples (Lewtas, 1989; 
Lewtas et al., 1990). Microsuspension 
bacterial mutation assays have been develop-
ed to meet these needs through simple modi-
fications of the Salmonella typhimurium pre-
incubation assay by reducing the assay 
volume by 10-100 fold (Kado et al., 1983; 
Lewtas et al., 1990). These microsuspension 
assays have utilized new engineered 
bacterial strains in human exposure monitor-
ing, indoor air pollution monitoring and in 
monitoring trends in air pollution over rel-
atively short time periods (Lewtas et al., 
1987; Matsushita et al., 1990; Lewtas, 1990). 
Biomonitoring of ambient air using bacteri-
al mutation assays is being used for the first 
time in source apportionment studies to 
determine which emission sources are the 
major contributors to the mutagenic activity 
of ambient air (Lewis et al., 1988). Source 
apportionment uses a combination of mathe-

matical and analytical procedures to deter-
mine the contribution of specific emission 
sources to the whole mixture and has been 
applied most extensively in air pollution 

studies. Two different methods have been 

used to apportion the contributions of source 

emissions to ambient air quality: source dis-

persion modeling, which relies on monitoring 

source emissions, and modeling ambient dis-

persion and receptor modeling, which relies 

on ambient monitoring and source tracer 

species (Gordon, 1988). 
The receptor-modeling approach to source 
apportionment has been combined with bio-
monitoring and is being employed in the U.S. 
Environmental Protection Agency's Integrat-
ed Air Cancer Project (Lewis et al., 1988; 
Lewtas, 1989). This approach has been 
shown to be effective in apportioning the 
mutagenicity in a simple airshed with mobile 
sources and woodstove emissions. In this 
case, the number of sources is small and well 
characterized with respect to tracer chemi-
cals. In addition, emissions from mobile 
sources and wood burning contain unique 
elemental tracers that improve the accuracy 
of the source apportionment calculations. The 
unique feature in these recent receptor model-
ing studies is that mutagenicity data from 
biomonitoring is being used directly in the 
model together with elemental tracers (e.g., 
Kand Pb). This has made possible the direct 
apportionment of mutagenic activity in the 
woodstove-impacted airsheds. Future field 
studies are in progress to extend this meth-
odology to more complex airsheds. 

5. Molecular Dosimetry of Environmental 
Mutagens 
Highly sensitive methods are now being 
used to measure protein and DNA adducts 
that may result from exposures to environ-
mental pollutants. Several combustion emis-
sions constituents, including polycyclic 
aromatic hydrocarbons (e.g., benzo(a)pyrene) 
and nitrogen-containing aromatic compounds 
(e.g., nitrosamines, and 4-aminobiphenyl), 
can be detected either as protein or DNA 
adducts (Harris, 1985). The postlabeling 
assay for DNA adducts is particularly appli-
cable to complex mixtures because the assay 
does not depend upon prior identification of 
the specific chemicals in the mixture that 
may result in the formation of adducts 
(Randerath et al., 1985). 

Multiple DNA adducts have been detected 
in humans, animals or cells exposed to com-
plex mixtures (Gallagher et al., 1990; Lewtas 
and Gallagher, 1990; Perera et al., 1990). This 
is consisent with bioassay-directed fractiona-
tion studies of complex mixtures that have 
shown the presence of many genotoxic com-

pounds and isomers in several. ch~mic~l 
fractions (Schuetzle and Lewtas, 1986). A 
challenge for the future will be the separation 
and identification of specific adducts after 
exposures to the multiple chemicals present in 
complex mixtures. The level of DNA ad-
ducts detectable by postlabeling, 1 adduct in 
1Q9 _ 1010 nucleotides, is far below the current 
detection limits for direct chemical identifica-

tion of the adducts. 

A number of methods are currently being 
explored to identify specific types of DNA 
adducts by selectively using enzymatic diges-
tion methods to identify enzyme-sensitive ad-
ducts. We have used this approach to 
identify arylamine adducts that can form 
from either nitroaromatic compounds or 
aromatic amines (Gallagher et al., 1989). 
Using this approach, Gallagher et al. (1990) 
have shown that the formation of specific 
nitroarene DNA adducts can be enriched 
through incubation of diesel particle extracts 
and xanthine oxidase with calf thymus DNA. 
These adducts have also been shown to be 
nuclease Pl sensitive. A second approach is 
to use DNA adduct standards in co-elution ex-
periments to identify specific adduct regions. 
Adducts resulting from treatment with com-
plex mixtures that migrate in the same 
chromatographic region as the major BaP 
adduct were quantitated in DNA isolated 
from skin and lung tissue of mice treated by 
a skin application protocol (Gallagher et al., 
1990). The complex mixtures were combus-
tion-related emissions containing a known 
concentration of BaP. Future research will 
be aimed at resolving and identifying the 
nature and source of these adducts. 

DNA adduct dosimetry studies using this 
postlabeling assay are being conducted simul-
taneously in comparative microbial mutage-
nesis and tumorigenesis assays of combustion 
emission and airborne particle extracts 
(Lewtas and Gallagher, 1990). Complex mix-
tures that are potent mutagens and tumor 
initiators form higher concentrations of ad-

ducts in DNA isolated from rodent skin and 
lung tissue than do those that are less potent 

(Gallagher, unpublished). These new dosim-

etry methods for complex mixtures may 
provide a critical data link between exposure 

and dose in human, animal, and in vitro 
studies, further reducing the large uncertain-
ties in current risk assessment methodologies. 

6. Mechanistic Studies of the Effects of Com-
plex Mixtures Induced by Both Genetic 
and Non Genetic Mechanisms 

The predictability of short-term genetic bio-
assays has become an issue (DeMarini et al., 
1989) that is critical to the application of 
these bioassays in the assessment of complex 
mixtures. It is becoming clear that bioassays 
that detect genetic effects (e.g., mutations, 
DNA damage, chromosomal effects) will not 
be able to predict the potential carcinogenicity 
of chemicals or mixtures that induce cancer 
through a non genetic mechanism (e.g., in-
duction of hormones, viruses, etc.). Certain 
classes of chemicals, particularly chlorinated 
hydrocarbons, are of ten not detected as gene 
mutagens (Claxton et al., 1988). Recently, 
DeMarini and coworkers (DeMarini et al., 
1990; Houk and DeMarini, 1987) have re-
ported that a number of the carcinogenic 
chlorinated pesticides and chlorophenols that 
are not mutagenic in Salmonella do induce 
prophage lambda in E. coli. The mechanism 
responsible for this phage induction may in-
volve the formation of free-radicals by the 
quinone metabolites (DeMarini et al., 1990). 
Free radicals are known to cause DNA strand 
breaks that are thought to result in prophage 
induction. 

It is critical to have some knowledge of the 
nature of the chemicals present in a complex 
mixture or to evaluate an unknown mixture 
for toxicity and potential carcinogenicity by 
using a series of bioassays that detect a wide 
range of genetic and non genetic events. 
Often a battery of bioassays is selected to 
detect the same genetic events, albeit in dif-
ferent biological systems. Recent studies 
make it clear that it may be more important 
to select a battery of bioassays that detect 
different genetic and non genetic effects re-
lated to carcinogenesis when using these as-
says in a predictive role. 
Recent advances in molecular methods us-
ing the polymerase chain reaction (PCR) 
(Saiki et al., 1988) have made it possible to 
rapidly amplify sections of genes to facilitate 
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the direct DNA sequencing of mutants. 

Several investigators are now sequencing the 
mutations occurring at the hisD gene in 

Salmonella typhimurium using this method 
(Bell et al., 1989, 1990; Cubula and Koch, 

1990; Fuscoe et al., 1988). Bell et al. (1990) 
have recently determined the mutational 

spectra for 1-nitropyrene-induced revertants 

of TA98 and spontaneous mutants. This ap-

preach is now being applied to understand 

the mutational spectra induced by complex 
mixtures (DeMarini, personal communica-
tion). 

7. Cancer Risk Assessment of Complex Mix-

tores of Environmental Mutagens: The 
Comparative Potency Method 

One approach to risk assessment of com-
plex mixtures is to analyze the mixture for 
the presence of compounds for which their 
are published cancer unit risks (human cancer 
potency values). The risk of the mixture 

is determined from a sum of a series of 
products of (concentcation of each chemical) 
x (human cancer potency) (US EPA, 1986). 

The additivity assumption is invoked when 
using this approach because there is generally 
not sufficient data available to factor in 
synergistic or antagonistic interactions. The 

disadvantage of this method is that it misses 
the identification and assessment of previous-

ly unidentified and potentially important 
carcinogens. 

A more direct approach to the quantitative 
risk assessment of complex mixtures is to 
conduct experimental carcinogenesis and 
mutagenesis assays on the mixture itself 
(NRC, 1988). Combustion emissions re-

present one of the best studied complex en-
vironmental exposures in humans, animals, 
short-term genetic bioassays. In order to de-

velop a comparative data base for risk assess-
ment, mutagenesis and carcinogenesis bio-
assays have been used to evaluate complex 
mixtures of ambient air and combustion 
source particle extracts. A comparative 
potency method has been developed for 
cancer risk assessment based on a constant 
relative potency hypothesis using data from 

a battery of short-term mutagenesis bioassays 
and animal tumorigenicity studies evaluating 

a series of diesel vehicle emissions (Albert et 
al., 1983; Lewtas, 1985). The same bioassays 
have been used to evaluate complex emissions 

for which human lung cancer risk estimations 
are available from occupational and relatively 
high dose exposures (emissions from coke 
ovens, roofing tar pots, and cigarette smoke), 

thereby providing a comparative basis for 
estimating lung cancer risk from emissions for 

which human data are not available. 

Recent studies have expanded the combus-
tion emission data set for which comparative 

mutagenesis and carcinogenesis data are 
available to include gasoline vehicle emis-
sions, coal, oil, and wood combustion 

(Lewtas, 1988). It has recently been possible 
to directly compare the cancer unit risk esti-

mated for diesel emissions by the comparative 
potency method (2.6 x 10-5 lifetime risk/ 

microgram particle/mりtothe unit risk esti-
mated by a lifetime carcinogenesis study of 

rats exposed to diesel exhaust (1.2 x 10→) 
(Albert and Chen, 1986). The two cancer 

unit risks are surprisingly similar, considering 

that the two methods used different diesel 
vehicles, different exposure routes, different 
bioassays, and different risk assessment 
models. 

8. Summary 

Risk assessment of environmental mixtures 
relies on exposure, dosimetry, and health ef-
fects data for either individual chemicals 
present in the mixture, the whole mixture 
itself, or fractions of the mixture. In the 
case of very complex mixtures, it is impos-

sible to quantitate all of the constituent 
chemicals and their hu~an exposure, dose, 
and health effects for risk assessment. New 
genetic and molecular methods are being ap-
plied to each aspect of research and assess-
ment of cancer risk resulting from exposure 

to complex mixtures. Short-term genetic bio-
assay methods utilizing newly engineered 
bacterial strains are being used to assess total 

human exposure to mutagens in the environ-
ment. New DNA adduct dosimetry methods 
are being applied to assess human exposure 
to complex mixtures. In addition, new 

advances in sequencing the genetic mutations 
induced by enviromnental mutagens will im-
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prove our understanding of the relationship 
between DNA adducts, DNA damage and 
repair, mutation induction, and tumor initia-
tion. New research on the molecular mech-

anisms involved in cell proliferation and 

the events critical to tumor progression also 

need to be incorporated to improve the risk 
assessment procedures for complex mixtures. 
Studies of complex mixtures (e.g., soots 
and tars) in the early 1900's first employed 
the use of animal cancer bioassays. The 
development of short-term genetic bioassays 
has fostered emerging methodologies and new 
assessment strategies for complex mixtures. 
These new strategies are characterized by 
their multidisciplinary nature. Methodologies 

developed by engineers, chemists, physicists, 
and biologists have been integrated into new 

strategies. Strategies being pursued and 

developed as a part of the integrated studies 
provide new evidence on the sources and 
nature of airborne carcinogens. The use of 
bioassay methods in exposure and dosimetry 
assessment will provide direct data on human 
exposure to genotoxic carcinogens. Molec-
ular methods are being developed to under-

stand the mechanisms of cancer and mutation 
induction by mixtures. 

Disclaimer: The research described in this 
paper has been reviewed by the Health Ef-
fects Research Laboratory, US Environmen-
tal Protection Agency and approved for pub-

lication. Approval does not signify that the 
contents necessarily reflect the views and 
policies of the Agency. 

References 

Albert, R. E. and C. Chen (1986) U.S. EPA diesel 
studies on inhalation hazards. In: Carcinogenic 
and Mutagenic Effects of Diesel Engine Exhaust, 
N. Ishinishi, A. Koizumi, R. 0. McClellan, and 
W. Stober, (Eds.), Elsevier Science Publishers, 
New York, 411-419. 
Ames, B. N., J. McCann, and E. Yamasaki (1975) 
Methods for detecting carcinogens and mutagens 
with the Salmonella mammalian microsome muta-
genicity test, Mutation Res., 31, 347-364. 
Anderson, E. L. and the Cancer Assessment Group 
of the U.S. Environmental Protection Agency 
(1983) Quantitative Approaches in Use to Assess 
Cancer Risk, Risk Anal., 3, 277-295. 

- 7 

Ashby, J. (1988) The separate identities of geno-
toxic and non-genotoxic carcinogenes, Muta-
genesis, 3, 365-366. 
Ashby, J. and R. W. Tennant (1988) Chemical 
structure, Salmonella mutagenicity and extent of 
carcinogenicity as indicators of genotoxic carcin-
ogenesis among 222 chemicals tested in rodents 
of the U.S. NCI/NTP, Mutation Res., 204, 17-115. 
Armitage, P. and R. Doll (1957) A Two-Stage 
Theory of Carcinogenesis in Relation to the Age 
Distribution of Human Cancer, Br. J. Cancer, 11, 
161-169. 
Bartsch, H. (1976) Predictive value of mutagenicity 
tests in chemical carcinogenesis, Mutation Res., 
38, 177-190. 
Bell, D. A., J.E. Lee and D. M. DeMarini (1989) 
Use of polymerase chain reaction to amplify a 
segment of the hisD3052 gene of Salmonella typhi-
murium for DNA sequence analysis, Environ. 
Mo!. Mutagen, 14 (Suppl. 15), 18. 
Bell, D. A., J. G. Levine and D. M. DeMarini (1990) 
Rapid DNA sequence analysis of revertants of the 
hisD3052 allele of Salmonella typhimurium TA98 
using the polymerase chain reaction and direct 
sequencing: Application to 1-nitropyrene-induced 
revertants, Mutation Res., (submitted). 
Brockman, H. E. and D. M. DeMarini (1988) Utili-
ty of shorMerm tests for genetic toxicity in the 
aftermath of the NTP's analysis of 73 chemicals, 
Environ. Mo!. Mutagen, 11, 421-435. 
Cebula, T. A. and W. H. Koch (1990) Sequence 
analysis of Salmonella typhimurium revertants. In: 
Proceedings of the Fifth International Conference 
on Environmental Mutagens, M. L. Mendelsohn 
(Ed.), Elsevier, New York (in press). 
Claxton, L. D., A.G. Stead and D. Walsh (1988) 
An analysis by chemical class of Salmonella muta-
genicity tests as predictors of animal carcinogen-
icity, Mutation Res., 205, 197-225. 
Crump, K. S. (1981) An Improved Procedure for 
Low-Dose Carcinogenic Risk Assessment from 
Animal Data, J. Environ. Pathol. Toxicol., 5, 
695-684. 
DeMarini, D. M., H. G. Brooks and D. G. Parkes 
(1990) Induction of prophage lambda by chloro-
phenols, Environ. Mo!. Mutagen, 15, 1-9. 
DeMarini, D. M., J. Lewtas and H. E. Brockman 
(1989) Utility of short-term tests for genetic tox-
icity, Cell Biol. Toxicol., 5, 189-200. 
Fuscoe, J.C., R. Wu, N. H. Shen, S. K. Healy and 
J. S. Felton (1988) Base-change analysis of re-
vertants of the hisD3052 allele in Salmonella typhi-
murium, Mutation Res., 201, 241-251. 
Gallagher, J.E., M.A. Jackson, M. H. George, J. 
Lewtas and I. Robertson (1989) Differences in 
detection of DNA adducts in the 82P-postlabeling 



assay after either 1-butanol extraction or nuclease 
Pl treatment, Cancer Lett., 45, 7-12. 
Gatlagher, J.E., M.A. Jackson, M. H. George and 
J. Lewtas (1990) Dose related differences in 
DNA adduct levels in rodent tissues following 

skin application of complex mixtures from air 
pollution sources, Carcinogenesis, 11, 63-68. 

Gallagher, J.E., M. J. Kohan, M. H. George, M.A. 

Jackson and J. Lewtas (1990) Validation/applica-
tion of 82P-postlabeling analysis for the detection 

of DNA adducts resulting from complex air pol-
Iution sources containing PAHs and nitrated 
PAHs, In: Nitroarenes: Occurance, Metabolism 
and Biological Impact, P. Howard (Ed.), Plenum 
Press, New York, in press. 
Gordon, G. (1988) Receptor models, Environ. Sci. 
Technol., 22, 1132-42. 
Harris, C. C. (1985) Future directions in the use of 
DNA adducts as internal dosimeters for monitor-

ing human exposure to environmental mutagens 
and carcinogens, Environ. Health Perspect, 62, 
185-191. 
Houk, V. S. and D. M. DeMarini (1987) Induction 
of prophage lambda by chlorinated pesticides, 
Mutation Res., 182, 193-201. 

IARC (1987) IARC Monograph on the Evaluation 

of the Carcinogenic Risk of Chemicals to Hu-
mans, Supplement 7, Overall Evaluations of 
Carcinogenicity: An updating of IARC Mono-
graphs Volumes 1-42, Lyon 440pp. 

Kado, N. Y., D. Langley and E. Eisenstadt (1983) 
A simple modification of the Salmonella liquid 
incubation assay: Increased sensitivity for detect-
ing mutagens in human urine, Mutation Res., 
121, 25-32. 

Lewis, C. W., R. E. Baumgardner, L. D. Claxton, 
J. Lewtas and R. K. Stevens (1988) The contri-
bution of woodsmoke and motor vehicle emis-
sions to ambient aerosol rnutagenicity, Environ. 
Sci. Technol., 22, 968-971. 

Lewtas, J. (1985) Development of a comparative 
potency method for cancer risk assessment of 
complex mixtures using short-term in vivo and in 
vitro bioassays, Toxicol. Indust. Health, 1, 193-

203. 

Lewtas, J. (1988) Genotoxicity of complex mix-
tures: Strategies for・ the identification and com-
parative assessment of airborne mutagens and 
carcinogens from combustion sources, Fundam. 
Appl. Toxicol., 10, 571-589. 

Lewtas, J. (1989) Emerging methodologies for as-
sessment of complex mixtures: Application of 
bioassays in the Integrated Air Cancer Project, 
Toxicol. Indust. Health, 5, 839-850. 

Lewtas, J. (1990) Environmental Monitoring using 
Genetic Bioassays In: Genetic Toxicology: A 

Treatise, A. P. Li and R.H. Heflich (Eds.), The 
Telford Press, Caldwell, NJ 07006 (in press). 
Lewtas, J. and J. Gallagher (1990) Complex mix-
tures of urban air pollutants: Identification and 
comparative assessment of mutagenic and tumori-
genie chemicals and emission sources, In: Experi-
mental and Epidemiologic Applications to Risk 
Assessment of Complex Mixtures, IARC/WHO, 
Lyon (in press). 
Lewtas, J., S. Goto, K. Williams, J.C. Chuang, 
B. A. Petersen and N. K. Wilson (1987) The 
mutagenicity of indoor air particles in a residen-
tial pilot field study, Application and evaluation 
of new methodologies, Atmospheric Environment, 
21, 443-449. 

Lewtas, J., L. Claxton, J. Mumford and G. Lofroth 
(1990) Bioassay of complex mixtures of indoor 
air pollutants, In: Environmental Carcinogens-
Methods of Analysis and Exposure Measurement, 
V12, Indoor Air, International Agency for Re-
search on Cancer, Lyon, in press. 
Matsushita, H., S. Goto and Y. Takagi (1990) 

Human exposure to airborne mutagens indoors 
and outdoors using mutagenesis and chemical 
analysis methods, In: Genetic Toxicology of 
Complex Mixtures: Short-Term Bioassays in the 
Analysis of Complex Environmental Mixtures VI, 
M. D. Waters, J. Lewtas, S. Nesnow, M. M. 
Moore and F. B. Daniel (Eds.), Plenum Press, 
New York, in press. 

McCann, J., E. Choi, E. Yamasaki and B. N. Ames 
(1975) Detection of carcinogens as mutagens in 
the Salmonella/microsome test: Assay of 300 
chemicals, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 72, 
5 1 3 5 -5 1 3 9. 

Miller, E. C. and J. A. Miller (1971) The muta-
genicity of chemical carcinogens: Correlations, 
problems and interpretations, In: Hollaender, A. 
(Ed.), Chemical Mutagens: Principles and Meth-
ods for their Detection, Vol. 1, New York, 
Plenum Press, pp. 83-94. 

Moolgavkar, S. H. and A.G. Knudson (1981) Mu-
tation and Cancer: A Model for Human Carcino-
genesis, J. Natl. Cancer Inst., 66, 1037-1052. 

NRC (National Research Council) (1988) Complex 

Mixtures, National Academy Press, Washington, 
DC, pp227. 

Perera, F. P., R. Schulte, R. M. Santella and D. 
Brenner (1990) DNA adducts and related bio-
markers in assessing the risk of complex mixtures, 
In: Genetic Toxicology of Complex Mixtures: 
Short-Term Bioassays in the Analysis of Com-

plex Environmental Mixtures VI, M. D. Waters, 
J. Lewtas, S. Nesnow, M. M. Moore and F. B. 
Daniel (Eds.), Plenum Press, New York, in press. 

Randerath, K., E. Randerath, H.P. Agrawal, R. C. 

8 -

Gupta, E. Schurdak and M. V. Reddy (1985) 
Postlabeling methods for carcinogen-DNA adduct 
analysis, Environ. Health Perspect., 62, 57-65. 
Saiki, R. K., D. H. Gelfand, S. Stoffel, S. J. Scharf, 
R. Higuchi, G. T. Horn, K. B. Mullis and H. A. 
Erlich (1988) Primer-directed enzymatic ampli-
fication of DNA with a thermostable DNA poly-
merase, Science, 239, 487-491. 
Schuetzle, D. and J. Lewtas (1986) Bioassay-
directed chemical analysis in environmental re-

search, Anal. Chem., 58, 1060A-1075A. 
Sugimura, T., S. Sato, M. Nagao, T. Yahagi, T. 
Matsushima, Y. Seino, M. Takeuchi and T. 
Kawachi (1976) Overlapping of carcinogens and 
mutagens, In: P. N. Magee, S. Takayama, T. 

Sugimura, and T. Matsushima (Eds.), Fundamen-
tals of Cancer Prevention, Baltimore, MD, Uni-
versity Park Press, pp. 191-213. 

Tennant, R. W., B. H. Margolin, M. D. Shelby, 
E. Zeiger, J. K. Haseman, J. Spalding, W. Cas-
pary, M. Resnick, S. Stasiewicz, B. Anderson 

and R. Minor (1987) Prediction of chemical car-
cinogenicity in rodents from in vitro genetic tox-
icity assays, Science, 236, 933-941. 
Thorslund, T. W., C. C. Brown and G. Charnley 
(1987) Biologically Motivated Cancer Risk 
Models, Risk Anal., 7, 109-119. 
U.S. EPA (1986) Guidelines for the Health Risk 
Assessment of Chemical Mixtures, Federal Reg-

ister, 51(185), 34014-34025. 

ー 9-



l
l
l
 

一
環境変異原研究 12:11-22 (1990) 

平成元年度学会奨励賞受賞者論文

己
，ロ 哺乳動物試験に影響を及ぽす要因の解析と

その協力研究の推進

国立衛生試験所変異遺伝部祖父尼 俊雄

1. はじめに

これまでに変異原性試験によって検討された化

合物はかなり膨大な数にのぼるが，それらの中に

は同一化合物でありながら，異なる試験結果が報

告されている例が多々みられる。これらについて

試験方法を比較すると，使用生物（細胞）種（系

統）や試験プロトコールなどが研究者によってか

なり異なっており，これらの違いが試験結果に重

大な影響を与えている可能性が考えられる。これ

らの要因は試験結果を評価する上で重要であるに

もかかわらず，充分な吟味がなされていない傾向

にある。特に，動物個体を用いる試験系では，比

較的時間と労力を要することから，研究者個人で

検討するのはなかなか困難な状況にある。そのた

め，多数の研究者が協力して， 1つのテーマにつ

いて共同研究を行うことは，このような基礎的問

題を検討する上で有効な方法である。このような

目的のために，哺乳動物試験分科会（前身は哺乳

動物試験系研究会）を発足させ，マウスを用いる

小核試験を中心として共同研究を行ってきた。

これまでのところ，小核試験の共同研究では 4

つのテーマについて検討を行った。第 1回目は性

差について検討を行い， 20の機関から 44名が参

加し， 20の化合物について， 1983年から 1985年

にわたって行った。 その結果を Mutation Re-

searchに 1986年に発表した (CSGMT,1986)。

第 2回目は系統差について， 24機関から 57名

が参加し， 6化合物について，1985年から 1986

年にわたって行い，この結果は 1988年に Muta-

tion Researchに発表した (CSGMT,1988)。第

3回目は投与経路について，34機関から 81名が

参加し，17化合物について，1986年から 1988

年にかけて行い，同様に MutationResearchに

1989年に発表した。この時は，サマリーレボート

(Hayashi et al., 1989)の他に 17化合物について

個別データを発表したので，我々の共同研究だけ

で 1冊の分冊となった。第 4回目は投与回数に

ついて，33機関から 81名が参加し， 11化合物

について，1988年から 1989年にかけて行い，こ

の結果についても MutationResearchに投稿し

た (CSGMT,1990)。以下に，これら共同研究の

結果を要約するが，詳細なデータやそれぞれの問

題点については個別の論文を参照されたい。

2. 性差

小核試験では一般に雄マウスを用いることが多

いが，ヨーロッハのガイドライソなどでは雌雄を

用いることが推奨されており ，また小核誘発性に

雌雄差があるとの報告もある (Henryet al., 1980, 

Siou et al., 1981)。そのため構造や作用機作の異

〒158東京都並田谷区上用賀 1-18-1 f its collaborative studies 
Analysis of factors affecting mammalian mutagenicity tests and promotion o 

Toshia Sofuni 
~~~;~;~n..,~~._.~.enetics and Mutagenesis, National Institute of Hygienic Sciences, 1-18-1 Kamiyoga, Setagaya-

ku, Tokyo 158, Japan 

略烹:AF:2-acetylaminofluorene, ARA-C: 1-紅-D-arabinofuranosyIcytosine,B (a) P: benzo (a) pyrene, DMBA: 
7,12-dimethylbenz(a)anthracene, EMS: ethyl methanesulfonate, ENu: N-ethyl-N-nitrosourea, 5-Fu: 5-
fluorouracil, MMS: methyl methanesulfonate, 6-MP: 6-mercaptopurine, MTX: methotrexate. 
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を示す。これらの化合物の大部分は雌雄で小核誘

発性に差がみられていないが，以下の化合物では

明らかに雌雄差がみられた。
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Fig. 2. Benzeneの小核誘発性の雌雄差． ddYマウスへ

の強制経口投与による結果．
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Fig. 3. 7,12-Dimethylbenz(a)anthracene(DMBA)の小
核誘発性の雌雄差．ICRマウスヘの腹腔内投与によ

る結果．
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Fig. 4. Ethyl methanesulfonate (EMS)の小核誘発
性の雌雄差． ddYマウスヘの腹腔内投与による結
果．

Benzeneを強制経口投与(po)すると，雌に比

べて雄の方が明らかに高い小核誘発性を示した

(ddYマウスを使用）（Fig. 2)。DMBAはbenzene

ほどではないが，同様に雄の方が高い小核誘発性

を示した (Fig.3)。但し， ICRマウスでは明らか

に雌雄差がみられたのに対し， ddYマウスでは雌

雄差がみられず，系統によ って異なる結果が得ら

れた。一方，雌の方が高い小核誘発性を示したの

が EMSで (Fig.4), この場合は ddYマウスを

用いた時に性差がみられたのに対し，BDFlでは

明らかな差異は認められなかった。

性差についての結果を要約すると，用いた 20

化合物ではいずれも雌雄共に小核の誘発が認めら

れたが，4つの化合物，2-AAF,benzene, B(a)P, 

DMBAでは雄の方が明らかに高い小核誘発性を

示した。その逆に，雌の方で高い小核誘発性を

示したのは，20化合物のうち EMSの 1化合物

のみであった。その他の 化合物は雌雄共に同程

度，あるいは雄の方が幾分高い傾向を示した。こ

の結果から，スク リーニソグのための試験として

は雄のみを用いて十分であるとの結論を得た。

3. 系統差

小核に用いるマウスの系統も研究者によってそ

れぞれまちまちであり ，諸外国でもそれぞれの国

によって特徴ある系統が用いられている。共同研

究では，本邦で用いられている系統から 4系統，

ddY, CD-1, BDFlおよび変異原高感受性である

MS/Ae (Aeschbacher et al., 1979, Hayashi et 

al., 1982)を選びだして検討を行った。

Fig. 5にDMBAについての結果を示す。変異

原高感受性系統である MS/Aeで最も小核の出現

頻度が高く，他の系統 BDFl,ddY, CD-1ではほ

ぽ同程度の出現頻度を示した。 ENUにおいてみ

られるように (Fig.6), 一般的な傾向として，

MS/Aeが高く ，ついで BDFlで， ddYとCD-1

がやや低い小核誘発性を示した。一方， EMSで

はいささか例外的で， BDFlがやや高い傾向を

示したが，全体的には 4系統で同程度の小核誘発

性を示した (Fig.7)。

系統差についての結果を要約すると，今回対象

とした6化合物，colchicine,DMBA, EMS, ENU, 

- 12 - - 13 -
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Fig. 6. 4系統のマウスにおける N-ethyl-N-nitrosourea
(ENU)の小核誘発性．

6-MP, potassium chromateはいずれも 4系統の

マウスに小核を誘発した。しかし，ddYとCD-1

が比較的低く ，BDFlが中程度の反応性を示した

のに対し， MS/Aeマウスが高濃度域で高い誘発

性を示すという一般的な特徴があ った。但し，

MS/Ae では陰性対照群の値もやや高い傾向にあ

った。これらの結果から，スクリーニソグ試験と

してはいずれの系統も十分使用できるという結論

を得たが，MS/Aeマウスの高い反応性について

は大いに注目しており，一部の共同研究者によ っ

てその遺伝的な背景を含めて検討が進められてい

る (Sutouet al., 1989)。
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Fig. 7. 4系統のマウスにおける ethylmethanesul-
fonate (EMS)の小核誘発性．
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Fig. 9.腹腔内投与 （上段）と強制経口投与 （下段）
よる benzeneの予備試験結果．

4. 投与経路差

投与経路については 2つの投与経路，腹腔内投

与(ip)と強制経口投与 (po)について， 2つの

系統， MS/AeとCD-1を用いて， 17化合物を対

象として比較検討を行った。 ip と poではかな

り投与巌に違いが生じることが予想されたため，
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Fig. 10.腹腔内投与 （上段）と強制経口投与 （下段）に
よる 6-mercaptopurine(6-MP)の予備試験結果．

最初に Lorke(1983)の方法を用いてそれぞれの

化合物について LDooを求め，つぎに用量及び標

本作製時期を選定するための予備試験 (Hayashi

et al., 1984)を行い，予備試験の結果に基づいて

本試験を行った。

Fig. 8に MMSについての予備試験の結果を示
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Fig. H_. 腹腔内投与 (ip)と強制経口投与 (po)による N-ethyl-N-nitrosourea(ENU)の小核誘発性．左
は投与量 (mg/kg),右は LD50に対する割合で表示．
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Fig. 15. 腹腔内投与 (ip)と強制経口投与 (po)による potassiumchromate (K2Cr04)の小核誘発性．
は投与抵 (mg/kg),右はLD6oに対する割合で表示．

す。ip,po共に 24時間が小核出現頻度のピーク

となった。 最高用握を共に LD6。の 1/2に設定

したが， mg/kgでみると poの方が投与量が高か

った。 Benzeneについての予備試験結果 (Fig.9) 

をみると，ip と POではかなり反応性が異な

り，p.o.の方が高い反応性を示した。 LD60では

同じ割合であるが，これも mg/kgで表すと po

の方が高い。 6-MPの予備試験によると (Fig.10), 

benzene とは逆に ip のほうが反応性が高い傾

向にあった。LD60では両者とも同じだが，mg/kg

でみると POが著しく高い。

各化合物について予備試験の結果をもとにそれ

ぞれ本試験を行った。 Fig.11にMS/Aeを用いた

時の ENUについての結果を示す。 ipと PO共

に同程度の小核誘発性を示し，この傾向は mg/kg

で表示しても LD6。の割合で表示しても同じであ

った。 Vincristineは ipの方が明らかに POよ

りも高い小核出現頻度を示し (Fig.12），その傾向

は mg/kgおよび LD6。の割合で表示しても同様

であった。 6-MPは mg/kg でみた場合には ip

と POで同様の小核誘発性を示したが，LD6ovこ

対する割合でみると，poの方がよ り低いところ

で高い反応性を示した (Fig.13)。つまり POで

はより毒性の低い用掘でより強い小核誘発性を示

したことになる．

Benzeneは poの方が ipより高い反応性を

示したが， mg/kgおよび LD6。の割合で表示して

もその傾向には変化がみられなかった (Fig.14)。

一方，potassiumchromateでは ipで明らかな

。。
. ...• -0 

' 
45 

D a s e 
90 135 

(% L D sol 

180 

左

陽性結果を示したのに対し，po では陰性の結果

となった (Fig.15)。このように陰性結果と なっ

たのは，今回対象とした 17化合物のうち potassi-

um chromateただ 1つであった。

投与経路についての結果を要約する と，大部分

の化合物は ipと poで共に陽性結果を示した。

ただ 1つの例外は potassiumchromateで，po

で陰性結果を示した。一方， benzeneは CD-1マ

ウスを用いた時には poで強い小核誘発性を示

したが，ipでは極めて弱い誘発性を示した。但

し，MS/Aeマウスを用いると，ip,poで共に

明かな小核誘発性を示した。つまり ，MS/Aeマ

ウスを用いて ip投与すると，今回対象とした

17化合物が全て陽性結果を示したことになる。

投与址でみると，ip の方がより低い濃度で小核

を誘発したが，LDooに対する割合に換算すると，

ip と PO との差が少なくなった。つまり毒性が

現われる濃度でみると，両者はかなり近似した傾

向を示した。このことは LDooを基にして投与量

を設定すると，ip と PO共にス クリーニソグと

しては有用であることを示している。

5. 投与回数の効果

小核誘発性に対し連投効果を示す化合物のある

ことはすでに報告されている (Yamamotoet al., 

1981)が，最近連投によって小核の誘発性が高ま

ることが注目されている (MacGregoret al., 

198?, Tice et al., 1989)。しかし，はたして連投

によってのみ小核が誘発される化合物が存在する
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時間では明らかに小核の出現頻度が上昇してい

る。 4 回投与の 24時間でも同様で，分散分析

(ANOVA)で統計的に有意差がみられている（＊＊

で示す）。 4回投与の 6時間でも同様の傾向がみ

られたが，ばらつきが大きく統計的有意差はみら

れなかった。一方， 48時間および 72時間では小

核の出現頻度は著しく減少しており，これらの標

本作成時間は不適切であることが判明した。もう

40 60 80 100 120 1つの重要な点は， 50mgを 2回投与した方力：

Dose (mg/kg) 100mgを 1回投与したよりも小核の出現頻度か

i

l
'
 

Fig. 16.単回投与と連続投与による N-ethyl-N-nitro-
sourea(ENU) の小核誘発性．最初の数字は投与回

数，後の数字は最後の投与から標本作製までの時
問＊＊しま分散分析で単回投与との間に統計的に有意

差がみられたことを示す．

のか否かは論議の多いところである。また， Sch-

mid (1975)の原法，つまり 2回投与後 6時間に

標本を作製するというプロトコールの有効性が疑

問視されている。このような投与回数の小核誘発

性に対する効果の有無を検討するために， 33機

関が参加し，11化合物について ip投与を行っ

て， 1回投与， 2回投与および 4回投与について

比較検討した。

Fig. 16にENUについての結果を示す。 1回投

与と比較すると， 2回投与の 6時間，つまり Sch-

midの原法は 1回投与と変わりなく， 2回投与の

効果はみられていない。しかし， 2 回投与の 24
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Fig. 17.単回投与と連続投与による methotrexate

(MTX)の小核誘発性．最初の数字は投与回数，後

の数字は最後の投与から標本作製までの時間． ＊＊ 

は分散分析で単回投与との間に統計的に有意差がみ

られたことを示す．

有意に高くなっていることである。つまり ，分割

投与の方がより効果的であることを示している。

MTXは 1回投与 (1x48 h)に比べて， Schmid

の原法 (2x6h)および 72時間の標本作製 (2X

72 h, 4x 72 h)ではほとんど差がないか，あるい

は小核の出現頻度が低下する傾向を示した (Fig.

17)。一方， 2回投与の 48時間では明らかに小核

の出現頻度が上昇し， ANOVA による統計処理

によっても有意差がみられた。 2回投与の 24時

間では統計的には有意差はないが，同様の傾向を

示した。 MTXでも 1回投与の半分の投与量を 2

回に分けて投与した方がより効果があり，分割効

果がみられた。 4回投与の 6時間および 24時間

ではさらに小核の出現頻度が高まる傾向にある

が，統計的に有意差がみられなかった。 4連投に

よって PCEの頻度が著しく低下し，観察可能な

マウスが少なくなったり，また観察できてもPCE

p 4x48h 
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Fig. 18.単回投与と連続投与による 6-mercaptopunne

(6-MP)の小核誘発性． 最初の数字は投与回数，後の
数字は最後の投与から標本作製までの時間．＊＊は分

散分析で単回投与との間に統計的に有意差がみられ

たことを示す．
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Fig. 19.単回投与と連続投与による7,12-dimethylbenz-

(a)anthracene(DMBA)の小核誘発性．上段は単回

投与，中段は 2回投与，下段は 4回投与．投与址
(mg/kg），標本作製時間（h)，小核出現頻度(MNPCE,
％）による 3次元グラフ．

の割合が少ないため，小核の出現頻度が大きく ば

らつくことに起因するものと思われる。

6-MPでは， 1回投与 (1X 48 h)に比べると，

Schmid原法 (2x6h)や 2回投与の 24時間では

明らかな差はみられなかったが， 2回投与の 48

72h 0 

Fig. 20.単回投与と連続投与による ethylmethanesul-

fonate (EMS)の小核誘発性．上段は単回投与，中段
は2回投与，下段は 4回投与．投与誠 (mg/kg),標

本作製時間（h),小核出現頻度 (MNPCE,%)によ

る 3次元グラフ．

時間では ANOVAによって統計的に有意差があ

り， 2連投による効果がみられた (Fig.18)。但し，

ENUゃMTXでみられた分割効果は明らかでな

かった。 6.-MPでは 4回投与の 24時間でも統計

的に有意差がみられた。 6時間および 48時間で

- 18 -
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もその傾向がみられたが，統計的有意差はなかっ

た。 72時間ではいずれも小核の出現頻度が低下

していた。

Fig. 19に別の角度からみた DMBAの結果を

示す。上段が 1回投与，中段が 2回投与，下段が

4回投与である。 DMBAでは 1回投与で 48時間

後にビークが現われるが，それが 2回投与ではピ

ークが 24時間の方ヘシフトしてくる傾向がみら

れた。つまり， 1回投与の 48時間の影響が 2回

投与による影響と重なって， 2回投与の 24時間

後にピークとなって現われていると考えられる。

2回投与での小核の出現頻度が一番高くなってい

るが，統計的有意差はみられていない。

EMSでは 1回， 2回， 4回投与の間にほとんど

違いがみられていない (Fig.20)。こ のように投

与回数によって明らかな差異がみられない例は他

に 2つの化合物， 2-AAF,potassium chromate 

でみられた。

今回の投与回数についての共同研究では，連投

による効果が期待できそうな化合物を選んで試験

を行ったが，今回対象とした 11化合物が全て 1

回投与で陽性結果を示した。その中では MTXが

1回投与での小核誘発性が弱く，かろ うじて陽性

となった。この MTXを含め， ENUぉよび 6-

MPでは 1回投与よりも連投の方が明らかに小核

誘発性が高かった。その他に 5-FU, ARA-C, 

benzeneさらには DMBA,phenacetinなどにお

いても 2回あるいは 4回投与によ って小核の出

現頻度が上昇する傾向がみられたが，必ずしも統

計的に有意ではなかった。なお， 2-AAF,EMSぉ

よびpotassiumchromateの 3つの化合物では連

投による効果は殆どみられなかった。

投与回数のテーマは，別な国際的な共同研究で

も取り上げられており， クリーブラ ンドの第5回

国際環境変異原会議 (ICEM) ではそれらのグル

ープの会合に参加し，我々の結果を紹介した。そ

の結果，我々 の共同研究の成果と国際共同研究に

よる成果を一緒にして MutationResearchに発

表された (CSGMT,1990)。

6. おわりに

Table 1にこれまでの共同研究の結果をふまえ

て，小核試験の基本的なプロトコールを示した。

動物種としては当然マウスとなるが，勿論ラット

も使用できる。 但し， ラットでは肥満細胞に由来

する顆粒が問題となるが， これは AcridineOr-

angeの蛍光染色法 (Hayashiet al., 1983)で容易

に区別できる。マウスの系統については共同研究

以外にも系統差があることが指摘されているが，

いずれも陽性結果を示すとい う点では一致してい

る。MS/Aeマウスが他の系統に比べて高い反応

性を示す点は有利であるが，小核を誘発する用量

が必ずしも低下していないことと自然誘発頻度が

高い点が問題である。性についてはおおむね雄を

用いることで問題はないが，雌での影響が問題と

なるよう なホルモンなどの特殊なケースの場合に

雌の利用を配慮すればよいであろ う。投与経路に

ついては，ip,poどちらでもよいが，いずれも毒

性兆候， つまり LD50を基準とした濃度設定が必

要となる。

投与回数については，今回試験した化合物が全

て 1回投与で陽性結果を示したことから， 1回投

与でも十分であるといえる。ただし，この場合に

は予備試験を行って適切な標本作製時期を定める

Table 1. Summary of the results of the collaborative study for the in vivo 
micronucleus test 

Species: 
Strain: 
Sex: 
Administration route: 
Administration time: 
Sampling time: 
Maximum concentration: 
Staining method: 
Target organ: 

Mouse (Rat) 
Any Strains seem to suffice as a tester 
Male mice is sufficient for general screening 

Both ip or po routes are practically acceptable 
Single or double dosing 
To find optimal time by a pilot test 
To find optimal level by a pilot test 
Giemsa or Acridine Orange 

Bone marrow erythrocytes 
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必要がある。特に，MTXのように 1回投与でぎ

りぎり陽性となるよ うな物質では，標本作製時期

および濃度を適切に設定しなければならない。こ

のような代謝拮抗剤などを含めて，単回投与によ

る反応が弱く， 結果の判定が問題になるような場

合には， 2回投与などの連投による効果を検討す

べきである。4回投与でも小核の出現頻度が上昇

する化合物もあるが，4回投与では PCEの頻度

が著しく低下し， 観察が不可能になる場合が多

く，実際的な方法とはいえない。そのため，1回

あるいは 2回投与が現実的な方法となる。 いずれ

にしても，標本作製時期あるいは投与用量につい

ては基本的には予備試験を行って選定すべきであ

る。

染色方法は従来のギムザ染色に加えて，前述の

Acridine Orangeによる蛍光染色法が適切といえ

る。この染色法は長時間標本を保管できないと

か， NECの観察が困難であるなどの問題点があ

ったが， これらの 問題点も解消されつつあるた

め，今後は蛍光染色法が観察上での正確性からも

利点が大きいといえる。

以上の他に， 1群の動物の数，検体に用いる溶

媒，観察細胞数， 統計処理などいくつかの項目が

あげられるが，用いる組織の問題が特に重要であ

る。これまでは骨髄の赤血球を用いてきたが，小

核試験で陰性に終わった場合に，骨髄以外の組織

ではどうなのかとい う問題が投げかけられる。そ

のため，末梢血に加えて， 牌臓，胎児の肝臓，ぁ

るいは部分切除した肝臓など，骨髄以外の組織で

の小核試験が試みられている。もし，骨髄以外の

適切な組織で小核試験をIレーチンに行うこ とがで

きるよ うになれば，さらに小核試験の有用性が高

まるものと考えられる。
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平成元年度学会奨励賞受賞者論文

ポルフィリン類による 多環性化合物の

変異原活性阻害の研究

1. 緒言

生活環境中に含まれる変異原物質との接触に対

して，生体側においても防御機構が存在すると思

われる。その一つの可能性として， 生体内外にお

いてこれら発癌・変異原物質の作用を抑制する物

質の存在が考えられる。従って，そうした物質を

明らかにし，積極的に発癌予防への応用を試みる

のは意味のあることと思われる。そこでまず，in

vitroにおけるスクリーニソグを行い，生体内外

における変異原修飾因子の検索を行った。

さらに，見出された物質の修飾作用が見かけ上

のものか， 意味のある作用かを見極めること，例

を挙げる と，変異原性に対する効果と，活性検出

、ンステムそのものへの破壊効果を見誤らないこと

は重要と考えられる。そこで，見出した修飾物質

の作用 メカニズムを追求した。すなわち，修飾機

構としては次に示すようにいくつかの可能性が考

えられる。 ①多くの発癌 ・変異原性物質は生体内

において代謝酵素チトクロム P-450系による作

用を受けて活性化体を生成し， DNAとの反応を

起こすpromutagenとして存在する。従って，代

謝酵素の働きを抑制 ・促進することによって修飾

作用を現わす。②生成した活性化体に働きかけて

活性修飾する。もしくは，元々の化合物自体が活

性な場合は， そのものに働いて修飾する。 ③pro-

mutagenに対して化学反応を起こして不活性な

物質に変える。これらの可能性について検討し

た。

〒700岡山市津島中 1-1-1

岡山大学薬学部有元佐賀恵

2. 方法

(1) 変異原性試験及び変異原性修飾実験法

変異原性検出は Amestestの Yahagiらの変

法を用いた。修飾実験は以下のように行った。す

なわち，被検化合物（修飾剤）50μl,緩衝液 (0.1

M Na-P04 pH 7.4)もしくは S9mix 0.5 ml,菌

液 0.1ml及び変異原性物質 50μlをこの順序で混

合した preincubationmixtureを， 31°c,20分

イソキュベート後， ソフトアガー 2mlを加え，

minimal agar plate上にまく。 48時間後，復帰

コロニー数を数えた。

いずれの場合も 2回以上の独立した実験を行

い再現性のあることを確かめた。

(2) 変異原性修飾実験における生菌数測定法

バクテリアの survivingfractionの測定には次

の 2方法を併用した。 Protocol1として，変異原

と修飾剤を含む preincubationmixtureを 20分

イソキュベート後， 0.1 ml のサンプルを取り

phosphate buffered salineで 1が倍に希釈し，そ

のうちの 0.1mlにソフトアガー 2ml（ヒ スチジ

1/ 0.08 mg, ビオチ ‘/0.04mgを含む）を加え，

minimal agar plate上にまく。 48時間後， ヒス

チジソ要求性，非要求性いずれのサルモネラ菌と

もコロニーを作るので，そのコロニー数を数え

た。希釈率より，元の溶液の生菌数を計算した。

Protocol 2として 1が倍希釈したサソフ万レ 0.1

mlにpreincubationmixtureに用いたと同じ戴の

変異原，修飾剤， S9mixまたは緩衝液を加えてプ

レートにまき，48時間後にコロニー数を数えた。

Inhibitory effect of biological porphyrins on the mutagenicity of polycyclic compounds 

Sakae Arimoto 
Faculty of Pharmaceutical Sciences, Okayama University, 1-1-1 Tsushima-Naka, Okayama 760, Japan 
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Protocol 1と2の結果が一致する場合はproto-

col 2の結果を示した。

以上の生菌数測定を行わない場合は，顕微鏡的

にバックグラウンドを観察し，生菌数に変化のな

いことを確かめた。

(3) ヘテロサイクリックアミンの代謝により

生成する直接変異原の調製法

ヘテロサイクリックアミンの水溶液もしくは

DMSO溶液 (0.1ml)を S9 10 μlを含む S9mix

(0.5 ml)と混ぜ， 31°c,20分攪拌し，代謝活性化

を行わせた。氷冷アセトソ (0.6ml)を加えて，氷

上 15分置いた。 3000rpm, 10分，2°cで遠 心し，

上清を集めて乾固した。残さを水にとかして用

い， ー80°C で凍結保存した。以下， activated

Trp-p-2等と表示する。星としては， 出発原料の

equivalentで示した。

(4) Trp-P-2の代謝活性化に対する heroinの

影響

Trp-P-2 20 nmole, heroin 0~200nmole及び S9

mix 1 ml (20 μl S9)の mixture（全量 1.2ml)を

31°c, 20分インキュベートし， 冷アセトン 1.2ml 

加え，氷上 10分置く。 3000rpm, 3°C, 10分遠

心し，上清を取り，乾固した。残さを 0.05M

disodium phosphate -0.025 M citric acid緩衝

液(pH3) 1 mlに溶かしミリポアフィルター（ミ

リボア製マイレクス HAボア径 0.45μm)を通

す。ろ液 100μlを HPLCにかけ，Trp-P-2,Trp-

P-2(NHOH)を定量した。 HPLC条件は，逆相カ

ラム μBondapak C18,溶媒 25% acetonitrile -

20 mM  (NH4)H2POipH 4.0),流速 1 ml/min。

254nmの吸光度を検出に用いて， 1分毎にフラ

クションを取り， Amestestでサルモネラ苗 TA

98に対する活性を調べた。

(5) Trp-P-2(NHOH) の分解に対する

の影響

Trp-P-2(NHOH) 10.8 μM, hemin 10.8 μM, 

pH 7.4 sodium phosphate緩衝液 0.1M の mix-

ture（全羅 2.04ml)を吸光光度計のセルに入れ，

サーモコントローラーで 37°C に保ち，スターラ

ーで攪拌した。時間を追って吸光度の変化を測定

した。同時にサンプル 10μlを HPLCにかけて

定量 した。 HPLC 条件は逆相カラム Inertsil

hemin 

ODS10, 溶媒 25% acetonitrile -20 mM(NHか

H2P04(pH 4.0),流速 1ml/min。検出は 258nm

の吸光度を用いた。

(6) Trp-P-2(NHOH) の分解に対する myo-

globinの影響

反応混合液の組成は， Trp-P-2(NHOH)2.4 

μM, myoglobin 2.5 μM, pH 5.0 sodium-acetate 

0.1 M である。時間を追ってサソプルを抜いてサ

ルモネラ菌 TA98 における変異原性の変化を調

べた。また 100μlについて HPLCにかけ，定量

した。 HPLCカラムはμ Bondapak C18,検出は

254nmの吸光度で行った。その他は §5と同様

である。

(7) 紫外・可視吸収曲線の測定

Fig. 6及び Table3では 0.1M Na-P04 pH 

7.4, 0.05 M KCIを溶媒とし，濃度 5μMで測定

した。

(8) Trp-P-2の蛍光に対する heminの影響

Trp-P-2(0.2 μM), hemin(O, 0.2 or 1 μM), 0.1 

M Tris-HCI -0.05 M KCI pH 8.0中で測定した。

Excitation spectraは 403nm emissionに対し，

emission spectraは 265nm exitationに対して

測定した。

(9) 酵素活性測定法

S9の酵素活性は B(a) Pの 3位 OH化活性，

ならびにアニリンのパラ位水酸化活性を測定し

た。

3. 結果

(1) ヘミン及びポルフィリン誘導体による食

品加熱変異原の阻害

ヘミンの Amestestにおける変異原性阻害

作用

Fig. 1に Trp-P-2の変異原性に対する，ヘミン

の効果を示した。ヘミソ景に対して dose-re-

sponse的に阻害作用があり， Trp-P-20.1 nmole 

に対してヘミン 10nmoleの添加により 50% の

阻害がかかり，ヘミン 50nmole添加によりバッ

クグラウソドレベルにまで突然変異率が下がっ

た。同様にその他の食品加熱変異原に対してもへ

ミ、バま阻害作用を示した (Table1)。

また， クロロフィリン， ビリベルディンも同様
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Fig. 1. Trp-P-2および活性化Trp-P-2に対するヘミソ

の効果．
o: Trp-P-2 0.1 nmole (940 His+) S. typhimurium 
TA 98, +S9 
●： 活性化 Trp-P-20.1 nmole equivalent (3600 

His+), S. typhimurium TA 98, -S9 

Solid line:変異原性に対する効果
Dashed line:サバイバルに対する効果

に 6種の変異原に阻害活性があった。プ ロト ポル

フィリンは Trp-P-1,Trp-P-2及び AaCに阻害

活性があった。ビリJレビンは影響がなかった。ま

た， ヘミンの中心金属である Feの作用を見るた

め FeCI2と FeCI8について同様にテストしたが

阻害も促進も見られなかった。

(ii) ヘミンによる Trp-P-2の代謝活性化に対す

る影響

以上述べた阻害メカ ニズムを明らかにするため

に，これら食品加熱変異原は全て代謝活性化を必

要とすることから，ヘミソによる Trp-P-2の代謝

活性化に対する影響を調べた。

Fig. 2に Trp-P-2をヘミンの存在，非存在下

S9で代謝したときに生成する活性化体を HPLC

で調べた結果を示す。ヘミソ非存在下では，

HPLC のチャートにおける保持時間 8.1分の

Trp-P-2(NHOH)のピーク面積は，9.6分の Trp-

P-2のピーク面積とほぼ同じである。ところが，5

倍量のヘミンにより Trp-P-2(NHOH) のピーク

は減少し，出発物質の Trp-P-2のピークが増大し

た。このことは 1分ごとにフラクションを取り

Ames testにかけた結果， Trp-P-2(NHOH)のフ

ラクションの直接変異原性がヘミンの存在下で減

少し，代り に Trp-P-2のフラクションの間接変異

原性が増加していることからも 裏付けられた。

Fig. 3に HPLCによる定量結果を示すように，

ヘミン量を増加させると，生成する Trp-P-2

(NHOH)量は減少し，残存 Trp-P-2量は増加し

た。以上の結果，ヘミンによる Trp-P-2の変異原

ヘテロサイクリックアミンの変異原性に対するピロール色素の阻害効果

Mutagen 

Amount of 

mutagen 

(nmole per 

pl ate) ~ a) 

Dose of pigments required for 50 % inhibition (150) and for> 95 % inhibi-

tion (195), (nmole/plate) 
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~L Numbers of~-~ TA 98 revertants per plate found in the absence of the pigments were 7800-
T6900 with Trp-P-l{P975-2l 70 with Trp-P-2, 18200-33000 with Gl u-P-l, 3380-8640 with Glu-P-2, 3400-9750 with 
A'l'C, and 1370-6500 with MeAC(C. 
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Fig. 2. ヘミンの存在下，あるいは非存在下 Trp-P-2を
S9で処理したときの HPLCパターソ．
ヘミン非存在下（左），または 100・nmole存在下
（右）， Trp-P-2(20 nmole)を S9とイソキュベート
した．下図は 1分毎のフラクションの変異原性を
S. typhimurium TA 98,土S9で調べた結果である．
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性．

性阻害の第一のメカニズムは代謝活性化の阻害に

よることが分かった。

(iii) 代謝活性化体に対するヘミン及びポルフィ

リン関連化合物の阻害効果

Fig. 1に，ActivatedTrp-P-2に対するヘミン
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Fig. 4.ヘミンその他のピロール色素による，Trp-P-2

(NHOH)の変異原性阻害．
Trp-P-2 (NHOH) 0.05 nmole (15400 His+), S. 
typhimurium TA 98, -S9. 
●： ヘミン，o:プロトボルフィリン，▲:ビリベル
ディソ，△:ビリ Iレビン，■:ヘマ トボルフィリソ，
□:Geープロトポルフィリソ．

の影響を示した。ヘミンは Trp-P-2に対するより

も少量で ActivatedTrp-P-2の活性を阻害した。

また，この時の生菌数を調べた結果，サルモネラ

菌に対する殺菌作用はなかった。従って，変異コ

ロニ ー数の減少が生菌数の減少による見かけのも

のでなく，変異原性に対する阻害の結果であるこ

とがわかった。

そこで，Trp-P-2の活性化体として同定されて

Trp-P-2(NHOH) に対するヘ ミン及びボル

フィリン関連化合物の効果を調べ Fig.4に示し

た。いずれも阻害効果があった。ヘミンが最も強

く，中心金属のないプロ トボルフィリンは弱くな

った。そこで中心金属をゲルマニウムに変えたも

のをテストしたところプロ トボルフィリンよりさ

らに弱くなったので，阻害機構に中心金属が何 ら

かの役割を果たしているものと思われる。

Table 2にその他 7種の食品加熱変異原の Ac-

tiveted formに対するヘミンの効果を示した。ヘ

ミンはいずれに対しても阻害作用 を示した。ま

た， Glu-P-1の活性化体として同定されている

Glu-P-l(NHOH)に対してもヘミンは Activated

Glu-P-1同様に阻害作用を示した。

また，プロトボルフィリン及びクロロフィ リソ

は Table2の変異原すべてに対 し，またビリベル

いる

Table 2. 活性化ヘテロサイクリックアミ‘ノの変異原性

に対するヘ ミ‘ノの阻害効果

即t●9en

Mutagenicity 

恥 untfo niiioTorNo.ofrevertants 
口o1ー●quhalent per plate 

Inhibitory dose of 
hemin (nmol) 

1 .!!),.!!)  
50 ・90 

Trp-P-2(NHOH) 

Act iv•t•d Trp-P-2 

Glu-P-l(NHOH) 

Activat •d Glu-P-1 

Act iv●ted Glu-P-2 

Ac t h• t•d A•C 

Ac tivat •d HeA•C 

Activ1ted IQ 

Acth●t•d 喰 I Q

Ac t 1va t•d 庚[Qx

0.05 

0.1 

I 

1.7 

34 

50 

100 

1.25 

0.695 

1.25 

15400 

3600 

6640 

4350 

2900 

2310 

610 

6560 

9940 

3390 

5

5
 

．
．
 

0

2

8

5

5

0

7

5

8

5

 

1

2

3

1

2

 

5 

18 

40 

130 

100 

100 

30 

45 

25 

100 

!) T比叩ta9enfc1tyassays●●re done fn the absence of S9. The volume of the 

fndhfdual ISSIY a,fxtures was 0.7 ml 

b) lcn represents the dose of added hemfn with which 50% decrease in the number 
"-'・so 
of revertlnts was obtained, and I,。thatwith which 90% decrease●●s obta 1 ned. 

ディソは 7種に対し， ビリルビンは 5種に対し

阻害効果のある ことが分かった。

以上により，ヘミン及び関連化合物の活性阻害

機構の第 2として，代謝活性化体に阻害効果を示

すことによることが分かった。

(iv) Trp-P-2(NHOH) の分解に対するヘミンの

効果

(iii)における活性化体への阻害作用 の本体は

何かを調べるために次の実験を行った。 Trp-P-

2(NHOH)は中性条件下， 酸化的に分解すること

が知られている。そこで Trp-P-2(NHOH)の安定

性に対するヘミンの影響を調べた (Fig.5)。Trp-

P-2(NHOH)のみでは 8分で吸収極大の 258nm 

auceq
,os
q
v
 

0.5 

の吸光度が 50劣に減少するのに対し，ヘミン存

在下では 4分で 50% となる。 HPLCによる分析

を行ったところ， Trp-P2(NHOH)のみでは 20

分後には 0タイムの 36% が残存していたのに対

して，ヘミン存在下では 22% 残存に過ぎなかっ

た。すなわち，Trp-P-2(NHOH)の分解がヘミソ

の添加により促進されることが分かった。

(v) Trp-P-2及び Trp-P-2(NHOH)とポルフィ

リン類との相互作用

ヘミソと Trp-P-2(NHOH) との相互作用の有

無を調べるために，Trp-P-2(NHOH)とヘミンと

の吸収曲線を調べたのが Fig.6である。個々の溶

液の吸収の和と混合溶液の吸収とには明らかな差

があり ，何らかの相互作用のあるこ とが分かっ

た。差スペク トルを右上に示した。同時にヘミソ

とTrp-P-2との差スペクトルを破線で示した。い

ずれの差スペクトルも Trp-P-2(NHOH)及び

Trp-P-2の吸収極大付近の 260nmに谷を，270

にピークを示し， ヘミソの 吸収極大付近の

350nmに谷を，420nmにビークを示した。ヘミ

ソと Trp-P-2(NHOH)の混合液を 5倍に緩衝液

で希釈しても差スペクトルは本質的に変わらない

が，50% メタ ノール緩衝液で希釈すると，個々の

成分の吸収の和と等しくなった。従って，スペク

トル変化は化学反応によるものでなく ，可逆的な

変化であることが分かった。 Table3に Trp-P-2

(NHOH)とポルフィリン類との差スペクトルを

調べた結果をまとめた。どの場合も同様の相互作

nm 

A 
Trp-P-2(NHOH) in buff●r 

300 ム(l()

Wavet●ngth (nm) 
500 

0.5 

B Trp-P-2(NHOH) 會 h●min

in buff●『

JOO I,()() 

Wavelength (nm) 
500 

- 26 -

Fig. 5. ヘミンによる Trp-P-2(NHOH)分解の促進
溶媒： O.lMリ‘ノ酸ナト リウム， pH7.4. 37°C. 
A: Trp-P-2 (NHOH)のみ (10.8μM), B: Trp-P-2 (NHOH) (10.8 μM）＋ヘミン (10.8μM) 

スペクトルの横の数字はインキュベーション時間 （分）を示す．

- 27 -
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Fig. 6. Trp-P-2 (NHOH),ヘミソおよびその混合液の
UV吸収スペクトル．
溶媒： O.lMリン酸ナトリウムー0.05M KCI, pH 

7.4.点線： Trp-P-2(NHOH），破線：ヘミン，実線：
混合液差スペクトルにおいては，実線： Trp-P-2
(NHOH) とヘミンとの混合液の差スペクトル．破

線： Trp-P-2とヘミンとの混合液の差スペクトル．

用をしているものと思われる。 さらに， Trp-P-2 

の蛍光に対するヘミンの影響について調べた

(Fig. 7)。Trp-P-2の蛍光はヘ ミンの等モルの添加

によりもとの 70%に減少した。さらに 5倍モル

で 50%まで消光した。

以上により，ヘミンと Trp-P-2(NHOH)及び

Trp-P-2との間には何らかの可逆的分子間相互作

用が存在すること， それにより変異原性の阻害が

起きていると考えられることが分かった。

Table 3. Trp平2(NHOH)と色素の混合による吸収ス

ペクトル変化

Pigment added 

to Trp-P-2(NHOH) 

Peak 

n" △ A●) 

273 令 0.0162 

416 + 0.0100 

262 + 0.0156 

486 + 0. 0071 

259 + 0. 0166 

400 + 0. 0182 

259 • 0. 0090 

2 59 ♦ 0. 01 08 

260 ♦ 0. 01 06 

395 ♦ 0 . 0096 

a) These values represent deviations from the calculated sums of 

absorbances of the individual components. i.e. Trp-P-2 (NHOH) 

and the pig●ent 

Hemln 

Protoporphyr1n 

He"'atoporphyr1n 

Biliverd1n 

Bilirubin 

Ge-Protoporphyr in 

Changes as observed 

in differences~ 

Trou引h

nm △ A" 

258 -0. 0060 

353 -0.0101 

376 -0. 0157 

367 -0. 0058 

422 

none 

428 -0. 0017 

-0.0184 

•>

-
n,.u 

ヘミ ンと構造類似の銅フタロ 、ンアニン トリスル

フォネートと Trp-P-2に関して Faceto Faceの

Complex形成を報告したことを考えあわせると，

ヘミンがポルフィリン環による平面構造をもち，

Trp-P-2などの食品加熱変異原も 3環性縮合環に

よる平面構造をもつことから， 同様の Complex

形成が起きることは十分に考えられる。

(2) ヘミンによる B(a) Pその他の発癌物質の

変異原性に対する阻害作用

ヘミンの Amestestにおける変異原性阻害

作用

(i) 

ヘミンは Table4に示すように， B(a)Pの変異

原性に対して TA98株， TAlOO株，いずれの菌

株を用いても阻害効果を示した。 Fig.8にヘミ ン

が阻害を示した変異原をまとめて示した。 B(a)-

P 以外の多環芳香族炭化水素 (3-Methylcholan-

threne, 7,10-Dimethylbenz(a)anthracene, Chrys-

ene) に対しても同様に阻害効果を示した。 2-

Acetyl-aminofluorene,Aflatoxin B1 にも陽性で

あった。以上はいずれも S9を必要とするので，

S9への阻害の可能性もあるが，S9による代謝活

性化を必要としない 2-Nitrofluoreneなどにも阻

害効果を示すことから，ヘミンと変異原，もしく

は変異原の活性化体との直接的な相互作用の可能

性も考えられた。

また，ヘミンは 2-(2-Fury1)-3-(5-ni tro-2-f ury 1)-

acrylamide(TAlOO, -S9), 4-Nitro-quinoline-1-

oxide(TAlOO, +S9 and -S9), Nitromin(TAlOO, 

5
 全
S
C
●

-c-

Excit~tion 

ヽ
1 9 -

250 300 

Wavelength (nm) 

350 

Emission 
I 

ヽ
0~ 

350 400 450 

Wavelength (nm) 

500 

Fig. 7. Trp-P-2 とヘミンの混合液の蛍光スペクトル．

溶媒： 0.1M Tris-HCI-0.05 M KCL, pH 8.0. 
Iine-1: Trp-P-2 (0.2 μM), Iine-2: Trp-P-2 (0.2 
μM)十ヘミン (0.2μM), Iine-3: Trp-P-2 (0.2 μM) + 
ヘミン (1μM), Iine-4:ヘミ ン (1μM). 

Table 4. ベンツビレ‘ノなどの変異原性に対するヘミソの阻害効果

Mutagen 

Amount of 

mutagen 

(nmole) 

I nhi bi tory dose 

of hemin lnmole) 

I b) 
95一I 50 

Bacterial 

strain 

Amount 

of S-9 

(μ 1) 

s
 
t

e
 

n

c

 

a

n

 

t

e

 

r

s

)

 

e

b

C

-

y

a

n

 

e

.1 

r

e

m

 

h

e

 

+

t

h
 

s
 

・1
n

f

H

・1
0

Benzo (a) pyrene 

Benzo (a) pyrene 

3-Me thyl cho 1 an th rene 

7, l 0-Dirnethyl benz (a) a nth racene 

Ch rysene 

2-Acetyl arni nofl uorene 

2-Acetyl arni nofl uorene 

2-Ni trofl uorene 

2-Ni trofl uorene 

Aflatoxin B1 
Aflatoxin s1 

8 
30 

50 

100 

120 

100 

300 

100 

50 

5 

0.5 

10 

10 

100 
30-100 

100 

100-200 

200 

200 

100 

10 

50-70 

50 

150 

300 

300-500 

300 

500 

500 

1000 

750 

500 

300-500 

TA 98 

TA 100 

TA 100 

TA 100 

TA 100 

TA 98 

TA 100 

TA 98 

TA 100 

TA 98 

TA 100 

25 

25 

50 

50 

50 

50 

50 

-

0

0

 

l

l

 

738, 1022 

1149, l 034 

1901, 2708 

121 5, 1504 

611, 863 

1402, 2109 

2372, 2573 

3961, 5330 

1663, 1890 

636, 1293 

1243, 1661 

豆） Thevalues in this table represent those per plate. 

Q) r50 is the dose at which 50忍decreasein the His・ revertants was observed, and r95 is that at which 

the decrease was more than 95%. 

£) The two numbers given for each mutagen are those obtained in two independent inhibition-experiments. 

碕R2

R1: H or CH3 

Ri NH2 or NHOH 
or NHCOCH3 

“NH2  

や)NH2

凶 R3

Fig. 8. 

` NRら

“訊”-NCHH23

｀ 

｀：勺~3

Rム

Cl⑰ OCH3 

CH尋

R3: NH2 or 

N02 or 

NHCOCH3 

ヘミンが阻害効果を示した変異原物質．

R4: NH(CH2がくC西5
CH2CH2Cl 
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Table 5. 食品加熱変異原の活性化体の変異原性に対するヘムタンパクの阻害効果

Mutagen Dose for 50% inhibition (nmol).!> 

nmol or nmol equiv-

alent (No. of rever-

tants per plate) 

Myoglobln He冒oglobln Cytochrome Q Globln Albumin 

N-OH-Trp-P-2 

N-OH-Glu-P-1 

Activated 

Trp-P-1 

Activated 

Glu-P-2 

Activated 

MeA aC 

Activated AaC 

Act iv at ed IQ 

Activated MelQ 

Activated 

Me[Qx 

Activated 

"beef extract 

mutagens" 

0.05 (8800) 

l’.o 

5.0 

80 

40 

(7100) 

0.25 (370)~> 

(800)~> 

(2700)_!!) 

(4700)し）

0.25 (7100)~1 

0. 10 (1100)~> 

0.40 (2600)~1 

0.4 g equiv. 

(4600) 

1.8 

16 

2.6 

35 

25 

200 

9.5 

n.d. 

n.d. 

n.d. 

0.74 

15 

1.9 

12 

20 

32 

6.2 

2.9 

60 

25 

0.23 

2.8 

0.31 

6.5 

4.4 

(-) 

0.5 

4.8 

6.0 

4.6 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

80 

(-) 

100 

(-) 

n.d. 

n.d. 

n.d. 

(-) 

50 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

n.d. 

_!!) (-), no inhibition; n.d., not done . 

.Q) Amounts of,.activated" mutagens are represented by those of the promutagens subjected 

to the metabol lc activation b"i S9置ix.and therefore these values should be taken as 

nmol equivalents. 

a::l
u
eq
J
o
sq
-
q
 

0.04 

0.12 

0.1 

0.08 

0.06 

゜

a
 

c
 

-S9), N-methyl-N-nitrosourea(TAlOO, -S9), N-

nitrosodi-n-butylamine(T AlOO, +S9), Quinoxa-

lineー1,4-dioxide(TAlOO,+S9 and -S9)および

carbadox(TAlOO, -S9)には修飾効果を及ぽさな

かった。従って，変異原性検出系そのも のに，非

特異的な妨害効果を及ぼした結果ではなく ，変異

原物質に何らかの働きかけをした結果である こと

が分かった。

また， ヘミソの作用が陽性であったものは全て

3環以上の平面構造をもつ変異原であり，陰性で

あったも のは全て 2環以下であった。ヘミンはポ

ルフィリソ環という平面構造をもつことから，

Face to Faceの interactionのある可能性のある

ことが分かった。

(ii) 阻害機構

以上に述べた， ヘ ミンによる B(a)Pの変異原性

阻害のメカニズムを知るため，まず代謝酵素に対

する影響を調べた。

240 260 280 300 320 240 

Wavelength 

S9中の B(a)Pの代謝酵素活性に与えるヘミソ

の影響を知るため， B(a)P から 3ーハイドロキ、ン—

B(a)Pへの水酸化を測定したところ，ヘミンは酵

素活性を阻害した。この結果は， Nemoto らの結

果と一致している。その一方，アニリンのパラ位

の水酸化に対しては影響を与えなかった。従っ

て，ヘミソしま酵素選択的に作用を及ぽすことが分

かった。

(iii) B(a)Pの活性化体への影響

B (a) Pの発癌性に関する ultimateformとさ

れている B(a)P-7,8-diol-9, 10-epoxide(BPDE)の

変異原性に対するヘ ミンの効果を調べたところ，

ヘミンはサルモネラ菌の生菌数に影響を与えるこ

となく BPDEの変異原性を阻害した。さ らに，

B(a)P-4,5-epoxideの変異原性に対しても，ヘ ミ

ソは同様に活性阻害を示した。

以上より，ヘミ ンの B(a)Pに対する阻害機構

も，活性化酵素系ならびに活性化体双方への阻害

作用であることが分かった。

260 

(nm) 

(3) 

W、

280 300 320 泌0260 280 300 320 

Fig. 9. ミオグロビンの存在による， Trp-P-2(NHOH)の分解．
a: Trp-P-2 (NHOH)+ミオグロビン， b:Trp-P-2 (NHOH）＋グロビ‘ノ， c:Trp-P-2 (NHOH) alone. 

ヘムタンパクによる，食品加熱変異原の

活性体に対する阻害作用

ヘムタンパクであるミオグロビン，ヘモグロビ

ソ及びチトクロム Cは Trp-P-2などの食品加熱

変異原に対し変異原性修飾効果を示さなかった

が，代謝活性化した直接変異原には抑制効果を示

した。 Table5に活性化した食品加熱変異原への

効果をまとめた。ミオグロビン，ヘモグロビンは

全て陽性であり， Trp-P-2のような単品のみなら

ず， beefextractから抽出した，いろいろな変異

原の混ざりから得た活性化体にも効果があった。

またチトクロム CはActivatedAaC以外の 9種

に効果があった。これに対し， ミオグロビンから

ヘムを除いたグロビン部分には活性がないか，ぁ

っても弱く，ヘム部分が重要であることが分かっ

た。またアルブミンもほとんど効果がないのでタ

ンパクとい う大分子の存在による，タンパク吸着

等の物理的影響ではないと考えられる。

また， ミオ グ ロビンの阻害作用は還元性物質

- 30 - - 31 —--
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Fig. 10. ミオグロビソによる Trp-P-2(NHOH)の分解反応の HPLC分析．

矢印は Trp-P-2(NHOH)のピークを示す．

10 

(NADPH, cysteine)の添加により抑えられ，Trp-

P-2(NHOH)はもとの活性を示した。NADP+で

はそのような抑制は見られなかった。従って， ミ

オグロビンによる Trp-P-2(NHOH) の酸化的分

解が考えられた。

そこで， Trp-P-2(NHOH)の安定性に対するミ

オグロビンの影響を調べた。 Trp-P-2(NHOH)は

中性で半減期 8分と不安定なた め詳細な分析が

困難である。しかし，pH5では安定なので，その

条件下でのミオグロビ‘ノの影響を見たのが Fig.9 

である。 Fig.9cのように，Trp-P-2(NHOH)のみ

では吸光度は殆ど変化しなかったが， ミオグロビ

ン存在化では分解が起こり， 266nmの吸光度は

60分でもとの 56%に減少した。溶液の変異原性

を一部抜いて調べたところ， 30分でもとの 72%,

60分で 49%,90分で 44%に活性が減少した。

さらに， 別にサンプルを抜いて， HPLCによ

る分析を行ったのが Fig.10である。 Trp-P-2

(NHOH)のピークが時間とともに減少すること

がはっきりと示された。しかし， ごく弱いピー

10 20 

クがいくつか現れるものの，分解した Trp-P-2

(NHOH) のかわりと思われるピークはなく， 活

性 •UV 吸収とも に弱いか，または無いものにな

ったと思われる。ヘムを除いたグロビンでは UV

吸収の減少はミオグロビンと比較して顕著ではな

かった。グロヒツが変異原性の阻害効果の殆ど無

いことを考えあわせると， ミオグロビ‘ノのヘムが

関与して， Trp-P-2(NHOH)を酸化的に分解して

いる可能性があることが分かった。

4. 考察

ヘミソなどのボルフィリソ類の変異原性修飾作

用にはいくつかのステップが関与していることが

明らかとなった。ヘミソは緒言に述べたうちの ①

「代謝酵素に働く」②「活性化体に働く」の双方に

作用していることが分かった。①のメカニズム

としてはチトクロム P-450活性を変えているか，

あるいはもっとありそうなことは，複合体の形成

により酵素の基質とならないようにしている可能

性があると思われる。 ②のメカニズム としてTrp-

P-2(NHOH)の分解の促進が挙げられる。この促

進はヘミソと Trp-P-2(NHOH) の複合体を介し

て起こっているものと思われ， Trp-P-2(NHOH) 

の寿命を短くすることで DNAへ到達する前に

不活性化して，変異原性の発現を妨げていると考

えられる。また，この複合体形成により， Trp-P-

2(NHOH)が DNAと反応することを妨げている

可能性もある。 複合体形成について， Trp-P-2

(NHOH)とヘミソの差スペクトルはチトクロム

P-450と基質のモデルとのそれに類似している。

Sakuraiらは P-450のモデルとしてのグルタチオ

ソーヘミソ複合体にアニリ ンを加えると差スペク

トルの 360nmにピ ークが， 420nmに谷ができ

ると報告している。また， Schenkman,Yoshida 

らは同様の差スペクトルが基質とチトクロム P-

450との相互作用で得られると報告している。

ヘミンによる他の食品加熱変異原への阻害のメ

カニズム並びに，プロト ポルフィリソなどのボル

フィリソ類による阻害については未だ明かでない

が， クロロフィル ・クロロフィリンについては，

Trp-P-2との複合体形成を観察しており，今後さ

らに研究して行きたい。

B(a)Pに対するヘミンの阻害機構も代謝活性化

のプロセスならびに活性化体への作用の両面と分

かった。活性体への作用の本体については今後の

課題であるが， Sayer らが ellagicacidによる

B(a)P diol epoxideへの阻害作用のメカニズムと

して，B(a)Pdiol epoxideと付加体を形成し，分
解を促進することを報告している。ヘミンの場

合，変異原と complexを形成して， 同様の反応

が起きている可能性もあると思われる。それによ

り，まずこれら変異原が活性化酵素の基質となる

ことを妨げ，次いで活性化体と complexを形成

し，寿命を短くすることで DNAへ到達する前に

不活性化している，あるいは DNAとの反応を妨

げている可能性がある。今後さらに，アフラトキ

、ンソ Blなどの変異原性への阻害作用についても

明らかにして行きたい。

ヘムクソパクに関しては，ヘモグロビンが過酸

化水素の存在下， uricacctとguaiacolの酸化に

介在するとの報告がある。 ミオグロビンによる

Trp-P-2(NHOH)の分解促進にヘム部分が必要で

あったことから， ミオグロビンの鉄ーヘム部が

化合物の酸化的分解に働いていることが示唆され

る。

既に， いくつかの変異原性の阻害剤 （ellagic

acid, palmitoleic acidおよび N-acetylcysteine)

が発癌性を妨げるとの報告がなされており ，変異

原性阻害剤の検索は抗一発癌剤を見つけるうえで

有用と考えられ，さらに研究の進展が望まれると

ころである。
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Development of Sensitive Determination Methods 
for Environmental Contaminants 

Masatoshi Morita, Hiroyasu Ito and Yasuyuki Shibata 

Abstract 

Analytical Instrumentation has been developed for higher sensitivity, selectivity, 
rapid and easy operation, cheap cost and high sample throughput, automation and imag-
ing and so on. A rarity of spectroscopic methods are used for the identification and 
quantification of organic materials of the kind and the sensitivity of the method is often 
very important for the analysis of environmental mutagens and carcinogens since those 
materials are usually at low concentrations. 

1. Introduction 

Spectroscopic methods and their sevisitivity 

are summerized in Table 1. For volatile 

materials, gaschromatography/mass spectrom-

etry is the most convenient method for 

identification and determination. Other gas-

chromatographic methods are also employed 
for specific compounds with selective detectors 
such as electron capture detector, flame photo-

metric detector and NP detector. Gaschro-

matography with FT-IR is also another choice 

when mass spectroscopic differentiation is not 

enough for example in the cis-trans isomerism. 

It is also worthy to note that gaschromatog-
raphy, by using capillary column in stead 

of packed column, has gained ten-fold higher 
sensitivity. 

For non-volatile, thermally unstable com-

pounds, the choice is to use liquid chromatog-
raphy for separation and detect them with 

molecular spectrometry such as NMR, UV/ 
VIS, JR and fluorescence spectrometry. The 
recently develop two-dimensional and three-
dimensional FT-NMR is the most powerful 
identification method if samples are obtained 

in sufficient quantities (more than micro-
gram). For the smaller quantity samples, 

V /VIS, FT-IR fluorescence spectrometry 
and mass spectrometry are the other choices. 

Fluorescence spectrometry is often very sensi-

Table 1. Analytical Method and Sensitivity 

Analytical method 

Nuclear magnetic resonanse 
spectrometry (FT) 

Infrared spectrometry (FT) 
Mass spectrometry 
UV /VIS spectrometry 
Fluorescence spectrometry 

Detection limit 

lo-6g 

10-e g 
10-9 g 
10_6-lO-9 g 
lQ-9_ 10-12 g 

Gaschromatography 
GC-FID 
GC-ECD 
GC-MS 
GC-FPD 
GC-TCD 
GC-NPD 
Liquid chromatography (HPLC) 
LC-UV/VIS up to 10-9 g 
LC-Fluorescence up to 10-13 g 
LC-MS 10-e g 

10-9 g 
10-9_ 10-13 g 
10-10ー 10-13g 
10-9 -10-10 g 

10-°-10-8 g 
10-9 g 

tive and selective and fluorescent carcinogens 

or mutagens such as benzo(a)pyrene, aflatoxins 
and Trp-1 are determined by HPLC-FL. The 
sensitivity is further enhanced by using laser 
as an excitation source. 

Sensitivity improvement in gaschromatog-

raphy/mass spectrometry is very marked in 

recent two decades. As shown in Fig. 1, 

detection limit of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-

p-dioxin has been lowered by the factor of 

The 
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Fig. 1. Detection limit of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxin by gaschromatographic method 
during recent two decades. 

104 in the period. It is also pointed out that 
the selectivity is improved through the devel-
opment of separation capability and resolu-
tion so that interference by concomitant com-
ponents can be minimized. 

For the determination of element(s), marked 
development in the analytical sensitivity is 
given by the use of inductively coupled mass 
spectrometry. Detection limit of ppm to ppb 
by conventional method is now lowered to 
ppt or lower by the method. The method, 
when it is combined to separation method, 
can give the information of the chemical state 
which is important to assess the role of 
elements in toxicological and nutritional 
aspects. 
In the present paper, we will further discuss 
two methods in detail, capillary column gas-
chromatography-high resolution mass spec-
trometry and inductively coupled plasma 
mass spectrometry since both methods have 

been applied widely in our laboratory. 

2. Capillary Column Gaschromatography— 
high Resolution Mass Spectrometry-its 
Application to Chlorodibenzodioxins and 
Chlorodibenzof urans 
2,3, 7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) 
and the related compounds are known as the 
most toxic compounds. Its mutagenicity is 
not established but its carcinogenicity is shown 
at low dose levels (NIH, 1980a, 1980b, 1980c, 
1980d). Therefore it is necessary to determine 

TCDD with a very low detection limit, for 
example 10 ppq in drinking water. The de-
tection limit is solely possible by the recent 

development of capillary column high resolu-

tion GC/MS. 
Fig. 2 shows chromatograms of several 
TCDD isomers by high resolution mass spec-
trometry with two different gaschromato-
graphic colums. The instrument used here 
was a Hewlett-Packard 5890 gaschromatog-
raphy/JEOL JMS-SX102 mass spectrometer 
with DA5000 data processing system. Two 
columns are DB-1 fused silica column (30 m X 
0.25 mm x 0.1 μm) and SP2331 fused silica 
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Fig. 2. Separation and detection of selected TCDD isomers on different capillary columns. 
Each peak corresponds to 1 pg sample. 

column (30 m x0.25 mm X0.2 μm). The mass 
spectrometer was operated in selected ion 
monitoring mode (SIM) under the resolution 
of 10,000. Mass locking was performed by 
computer control using perfluorokerocene as 
internal standard. Gaschromatograph was 
operated by temperature program mode with 
helium gas as carrier gas. The substantial 
detection limit for 2,3,7,8-TCDD was c.a. 10 
fg for DB-1 column and 50-100 fg for SP-2331 
column taking s/n= 3 as a detection limit. 
The inferior detection limit in using SP-2331 
column may be attributed to the thermal 
unstability of the column. 

Chlorodibenzodioxins and chlorodibenzo-
furans were analyzed in ambient air partic-
ulate matter which was collected with a high 
olume sampler in Tokyo central area. The 
sampler was operated in a constant flow rate 
for 24 hours during which time approximately 
2000 m3 of air was sampled. Particulate 
matter on the filter (Pallflex Quartz fiber) was 
extracted with Soxhlet Extraction by refluxing 
using toluene as a solvent. The extract wa; 

purified by the partition with concentrated 

R.T. 

1, 2,8,9 

with sulfuric acid, and later by alumina 
column chromatography. The dichloro-
methane/hexane fraction was concentrated to 
a small volume and subjected to GC/MS. As 
shown in the chromatogram (Fig. 3), chloro-
dioxins in the atmospheric particulate matter 
have the similar isomer patterns as those of 
municipal incinerator origin. 
Owing to the high sensitivity of the instru-
ment, 2,3,7,8-TCDD which was hard to detect 
in the ambient air was demonstrated in the 
chromatogram. The level of 2,3,7,8-TCDD 
in the atmospheric particulate matter was 
2-26 fg/m3 about 0.05 % of the total tetra-
clorodibenzodioxins (Table 2). Chlorodibenzo-
dioxins and chlorodibenzofurans in atmos-
pheric particulate matter shows season varia-
tion as shown in Fig. 3, being high in winter 
and low in summer. The cause of the varia-
tion may be explained by these reasons: 
photochemical degradation in the atmosphere, 
vapourization loss during sampling in elevated 
temperature season, and meteological and 
geological effects. 
Analysis of chlorodioxins in human mother 
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Fig. 3. Monthly change of chlorodibenzofurans and chlorodibenzodioxins in atrnos-
pheric particulate matter. 

Table 2. Concentration of 2,3,7,8-Tetrachloro-
dibenzodioxin in atmospheric particulate 
matter 

2,3,7,8-TCDD 2T,3o,7ta,8l -TTCCDDDD / 

January 10 (fg/m3) 0.3x10-3 
February 16 0.6 
March 13 0.5 
April ， 0.8 
May 6 0.9 
June 3 0.7 
July 4 0.5 
August 2 0.4 
September 4 0.5 
October 5 0.3 
November 17 0.5 
December 26 0.5 

Average 9.6 0.5 

milk requires more sophisticated clean-up pro-
cedure to remove interferents. Several parti-
tion methods, chemical treatments and chro-
matographic combinations are compared. The 
rutine method now being used in our labora-

tory is as follows: Sample is spiked with 
13C-labelled internal standards, (13C-2,3,7,8-
TCDD, 13C-OCDD, 13C-2,3,7,8-TCDF, 13C-

OCDF) saponification with KOH/EtOH (lN) 
at room temperature, partition with concen-
trated sulfuric acid, alumina column chro-
matography and finally fractionated by reverse 

phase HPLC. The average concentration of 
2,3,7,8-TCDD in Japanese mother milk was 
5.3 ppt on fat basis. 
For determining chlorodibenzodioxins and 
chlorodibenzofurans in natural water, efficient 
extraction method is necessary since their 
concentration is often extremely low. An 
automated liquid/liquid extractor is used in 
our laboratory for this purpose. 200 liter water 
sample was extracted in three days into 150 
ml hexane and the hexane layer which is 
concentrated to 100 μl by evaporation. By 
the procedure, concentration up to two million 
folds was possible. The method exhibits re-
covery of 78.2% for monochlorodibenzofuran. 
The extraction coupled with high resolution 
GC/MS will make it possible to determine 
sub-ppq level of these contaminants. 
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Fig. 4. Chromatogram human urine after eating fish. An Arrow indicates interference 
by chloride. 

3. Inductively Coupled Plasma Mass Spec-
trometry Coupled with HPLC 
Recently developed inductively coupled 
mass spectrometry (ICP-MS) is the most sensi-
tive determination of elements with multi-
elemental capability. After the first announce-
ment of commercial instruments in 1984, the 
instruments are improved rapidly in sensitivity. 
The recent commercial instrument (1989-1990) 
has the capability of detecting sub-ppt level 
of element in water. The high sensitivity is 
making it possible to determine elements in 
very small samples such as biopsy samples 
or isolated cell samples. When ICP-MS is 
coupled to a separation method, chemical 
species of each element can be determined 
with high sensitivity. The high sensitivity 
of ICP-MS coupled with high performance 
liquid chromatography (HPLC-ICP-MS) has 
been applied to chemical speciation of several 
elements including arsenic. 

Arsenic is a ubiquitous but toxic elements 
with metalloid property. Its chemistry is 
complex and there are many different com-
pounds in both inorganic and organic form. 
In water and air, it is usually present in the 
form of pentavarent or trivalent inorganic 
arsenic, the latter form being considered to 
be carcinogenic. On the other hand, marine 
orgamsms are known to accumulate arsenic 
in organic form, such as arsenobetaine, arseno-

sugars, and arsenolipids. For the understand-
ing of the toxicological significance of the 
element, it is necessary to know the chemical 
form of the element and to determine each 
chemical species. 
Arsenic species were determined by HPLC-
ICP-MS. Fifteen arsenic compounds were 
separated on C-18 column with three different 
pH buffer solutions (Shibata and Morita 1989). 
Authentic samples are either synthesized or 

isolated from marine organism. Detection 
limits for individual arsenic species were 20-
50 pg As. Fig. 4 shows chromatograms of 
human urine sampled after eating a fish. 
The major species are shown to be arseno-
betaine. 
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ブルーレーヨンを用いた河川水の変異原性モニタリング法

ー一淀川水系中の変異原物質について一一

1. 緒言

プルーコッ トソは，銅フタロ、ンアニン誘導体を

脱脂綿に共有結合で固着させたもので， 3環以

上の縮合芳香環を持つ物質を特異的に吸着する

(Hayatsu et al., 1983a)。ブルーコットソのこの性

質を利用して，調理食品 (Hayatsuet al., 1983b; 

Takahashi et al., 1985)や煙草の煙 (Yamashita

et al., 1986)などから変異原性ヘテロサイクリ ッ

クアミソ類の抽出が行われている。またアヘンの

加熱分解物中から新しいタイプの多環性変異原物

質が，このプルーコットソの利用により単離され

ている (Friesenet al., 1987)。

プルーコッ トンによる河川水の変異原性モニタ

リソグについては，岡山市を流れる旭川について

行った結果を以前に簡単に報告している (Haya-

tsu et al., 1983a)。その後もプルーコットソを利

用した方法の有効性を確立するために，旭川にお

けるモニタ リソグを繰り返してきた。また，ブル

ーコッ トンを用いた海水の変異原性モニタリング

も実施した (Kiraet al., 1989)。最近， この吸着

剤の品質について改善を加え，より強力な吸着剤

を開発した。すなわち，銅フタロシアニン誘導体

を結合させる支持体としての脱脂綿をレーヨンに

変えることによって，ブルーコットンの 2倍から

3倍の銅フタロシアニン誘導体を含有するフツレー

レーヨ‘ノをつくった (Hayatsu,1990)。

この報告は，ブルーレーヨンを用いた河川水の

変異原性評価を，阪神地方 1000万人の飲料水の

粉iである淀川水系について行ったものである。な

〒700岡山市津島中 1-1-1

岡山大学薬学部阪本博，早津彦哉

お本報告は，別途に英文による原報を出版してあ

る(Sakamotoand Hayatsu, 1990)。

2. 材料と方法

プルーレーヨソしまフナコシ薬品より購入した。

このブルーレーヨンの銅フタロ、ンアニソ誘導体含

有最は 25μmol/gである。ブルーレーヨソ 0.5g 

を入れた長さ約 20cmのナイロソネット 6本を

木製の板に取付け，Fig.1に示したように河川水

中に吊した。 24時間後にこのブルーレーヨ｀ノを

回収し，蒸留水で洗い， ペーパータオルで水気を

取った後，メタノールー濃アンモニア水 (50:1) 80 

mlによる溶出操作を 2回繰り返した。 2回の溶

出液を合わせ，減圧下で乾固させた後，その残泄

Spike 

Fig. 1. Blue rayon hung in the river. 

Use of Blue Rayon for Monitoring Mutagenicity of River Water. Mutagens in Yodo River 
Hiroshi Sakamoto and Hikoya Hayatsu 
Faculty of Pharmaceutical Sciences, Okayama University, Tsushima, Okayama 700, Japan 
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を少量のメタノールに溶かし，変異原性試験用の

試験管に移した。メタノールを蒸発させた後，0.1

mlのジメチルスルホキ 、ンドに再溶解させ，変異

原性試験を行った。

またこの一連の実験では，各調査地点の河川水

を採取し，実験室でのブルーレーヨソによる抽出

処理を行った。すなわち河川水 1lにブルーレー

ヨ‘ノ 0.5gを投入し， 30分間静かに振とうした後

ブルーレーヨンを取り 出し，さらに新しいブルー

レーヨン 0.5gで抽出操作を繰り返した。この抽

出処理を行ったブルーレーヨ‘ノを合わせ，前述と

同様の方法で溶出操作を行った。この，河川水の

バッチ処理による抽出処理条件は，尿中変異原物

質の定最的抽出について以前に報告したのと同じ

である (Kobayashiand Hayatsu, 1984)。河川水

の化学的酸素要求量 (COD)は，酸性過マソガン

酸カリウム法で測定した（日本水道協会， 1985)。

変異原性試験は，Salmonellatyphimurium TA 

ン法で行った (Yahagiet al., 1977)。S9~ま ， PCB-

54（東京化成工業）を腹腔内投与したラットの肝

臓から調製した。

薄層クロマ トグラフィー (TLC)には，長さ 10

cmのシリカゲルプレートを使用した。高速液体

クロマトグラフィー (HPLC)は，ガスクロ工業製

の逆相カラム —Inertsi l ODS-10 (4.6 x 150 mm)ーを

用いて行った。溶離液にはアセトニトリルと水の

混合溶液を使用し，流速は 1ml／分，60分間にア

セトニトリ Iレ濃度を 30% から 100% に直線的に

増加させ，流出液を 254nmでの吸光度測定でモ

ニターした。 2mlずつをフラクションコ レクター

で分取し，減圧下で乾固させ，変異原性試験に供

した。

3. 結果および考察

ブルーレーヨンの吸着効果を見るために，以前

にブルーコットンで高い変異原性を検出した岡山

98を用い， S9mix存在下プレイソキ ュベーショ 市の旭川河口部 (Hayatsuet al., 1983a)におい

ー

+

|

OSAKA 

5km 

Katsura River 

•+

— 

KYOTO 

1km 
I l 

Fig. 2. Sites of monitoring in the Yodo river system. A, Hirakata-ohhashi, Osaka; B, Yamazaki, 
Osaka; C, Gokou-bashi, Kyoto; D, Gokou-bashi-shimo, Kyoto; E, Gokou-bashi-kami, Kyoto; 
F, Miyamae-bashi, Kyoto; G, Koga-bashi, Kyoto; H, Toba, Kyoto; I, Kuze-bashi, Kyoto; J, 
Tenjin-bashi, Kyoto; K, Kyokawa-bashi, Kyoto. 
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Fig. 3. Mutagenicity at sites A-F as detected by the blue-rayon hanging method. The monitoring 
was performed on February 2-3, 1988. 

て，プルーレーヨンと無染色 レーヨンを並べて 2

日問河川水中に吊し， TA98,+S9での変異原性

を比較した。プルーレーヨ‘ノ lgでの復帰コロニ

ー数は 1,420を示したが， 無染色レーヨ‘/lgで

の復帰コ ロニー数は 50であった （ジメチルスル

＊キシドのみの復帰コロニー数は， 30士5)。つま

り，河川水からの変異原物質の回収に，ブルーレ

ーヨンが非常に有効である ことが確認された。水

中からの変異原物質の回収条件をいろいろと検討

した結果，前述の「材料と方法」に述べた条件，

すなわちナイロンネ ットにブルーレーヨ‘ノ 0.5g 

を入れて 24時問河川水中に吊す方法に決定し

た。

1988年の 2月に， このブルーレーヨン法によ

る河川水の変異原性調査を関西地方の淀川水系の

6地点 (A-F;Fig. 2参照） で実施した。 Fig.3に

示したとおり， 調査したすべての地点で有意な変

異原性が検出され， その変異原性には， dosere-

ponseが見られた。とくに，B地点と F地点で

い変異原性が検出されたが，これらの地点に

比較すると，その他の地点の変異原性はやや低い

と言える。また B地点で高い変異原性が検出さ

れたのは，そのすぐ上に位置する桂川の影響を強

く受けているためと思われた。さらに F地点で

の変異原性調査を 1988年の 8月と 12月に行っ

たところ，やはり高い変異原性が検出され，ブル

ーレーヨ ‘/0.1g当りの復帰コ ロニー数は，8月

の調査では 1,000,12月の調査では 5,000であっ

た。 12月調査においては，変異原物質の流入地点

を明らかにするために，F地点の上流部について

も調査を行った。 Table1にその 6地点 (F-K)の

調査結果を示した。桂川 G 地点の変異原性は F

地点より高く ，G地点のすぐ上流には京都市の下

水処理場が位置していた。そこで，下水処理場の

放水路 (H)にブルーレーヨ‘ノを入れたナイロン

ネットを吊し，放流水の変異原性を測定した。そ

の結果， H地点の変異原性が最も高く ，またその

2km上流の I地点での変異原性は非常に低いこ

とがわかった。したがって， この下水処理場から

の放流水が，淀川水系における変異原性の主要な
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Fig. 4. TLC and HPLC fractionations of mutagens 
at site H. Zones II-IV of TLC, obtained from 
blue-rayon extract, were individually subjected to 
HPLC. 

原因の一つと推定された。またこの下水処理場は

西高瀬川にも処理水を放流しており，J地点の変

異原性の原因もこの処理場放流水によることが考

えられる。

H 地点のブルーレーヨン抽出試料について，

TLCとHPLCによる分離を試みた。クロロホル

ムーメタノール (97:3)を展開溶媒とした TLCで

は，変異原性の高い部分は Rf値 0.35-0.85(II-IV 

領域； Fig.4参照）にあった。そこで既知の多環

性変異原物質 15種について同じ条件で TLCを

行い，比較してみた。そのうち 9-aminoacridine,

IQ, MeIQ, MeIQx, Trp-P-1, Trp-P-2, 3-amino-

norharman, 3-aminoharmanは領域 Iに動いた。

また 2-nitrofluorene, anthracene, chrysene, 

7, 12-dimethylbenz(a)anthracene, benzo(k)flu-

oranthene, 3-methylcholanthrene, benzo(a)py-

rene ~ま領域 V に動いた。我々が今回検出した河

川水中の変異原はこれらと易動度が異なっている

ので，他の物質であると思われる。 Fig.4の

HPLCによる分析結果は，この抽出試料中には少

なくとも 4種類 (HPLCの保持時間 25分， 29

分，33分および 39分） の変異原物質が存在する

ことを示している。 254nmにおける吸光度の測

定から， これらの変異原物質は A254 単位当りの

復帰コロニー数が 10,000-30,000という強いもの

であることが推定される。 F地点の抽出試料につ

いても TLCと HPLCによる分離を行ったとこ

ろ， H地点試料とまったく同じ保持時間に変異原

活性の高い分画が得られ，またその 4つの分画の

変異原活性の強さの割合も H 地点試料と同じで

あった（データ省略）。

この 12月の調査では，それぞれの地点で採取

した河川水についてブJレーレーヨ‘ノ抽出を行い，

河川水中に吊す方法と比較してみた。 Table1に

示したように，採取した河川水 1lについて調べ

た変異原性の強さは，河川水中に吊した時の値に

よく対応しており， しかも河川水中に吊す方法が

より効果的であるこことがわかる。すなわち 0.5g

Table 1. Mutagenicity and chemical oxygen demand (COD) of the Katsura river water (December 
19-20, 1988) 

Mutagenicity (no. of His+ revertants per plate) 

Site Hanging method COD 
(mg//) 

0.025 0.05 0. 1 (gE)a) 

Batch method 
with 
1 / water 

F

G

H

I
J

K
 

808 
1,900 
2,800 

39 
864 

48 

2,400 
4,200 

5,700 

52 
1,800 

43 

5,000 
6,100 
11,400 

86 
2,600 

69 

2,500 
2,600 
3,600 
256 
1,700 
40 

8.5 
7.6 
9.9 
4.0 
16.8 
13.2 

のブルーレーヨソを入れたナイロ‘ノネッ ト6本

は， F,G,HおよびJ地点の河川水の 50-100l 

こ相当する。またこの調査においては，有機汚濁

の指標である化学的酸素要求景 (COD)を測定し

たが，変異原性の強さと CODの値には相関がな

かった (Table1)。たとえば， K地点の COD値

は H地点に比べて高いが， K地点には変異原性

は検出されなかった。

以上の研究結果より，少な くとも 4種類の強い

変異原活性を持つ比較的安定な多環性化合物が，

この下水処理場より桂川に流入しており， 淀川水

系中の変異原性の主要な原因となっていることが

わかった。これらの結果は，以前に Maruokaら

が 1982年に採取した西高瀬川河川水中に 6種類

のフレーム、ンフト型変異原物質 (Maruoka らは

変異原物質の構造については言及していない）が

存在すると報告した (Maruokaet al., 1986)こと

と一致する。つまり淀川水系河川水は， 長年にわ

たり継続して変異原物質の汚染を うけていること

が推察される。これらの変異原物質の本体を明 ら

かにし，その由来を突き止めることが今後の課題

である。
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シンボジウム 「環境変異原の検出・曝露評価の現状と問題点」

E
 

空 気 中 の変異原の曝露評価

_—計測法を中心に一一

国立公衆衛生院地域環境衛生学部松下秀鶴

」
.
.
 ,
 

t.緒 言

空気，水，食品は人間生存の基本要素であるこ

と，これらの中には数多く の発がん物質や変異原

物質がそれぞれ極微星ずつ含まれ， これらがん ・

変異原物質の摂取が人がんの発生と深く係わって

いることは一般によく 認められた事実である。

環境空気中からも， おびただしい種類のがん ・

変異原原質が検出されており，これらの種類は産

業の発展や生活様式の多様化に伴って今後さらに

増えつづけるものと推定されている。したがっ

て，空気を介してどの様な種類のがん・ 変異原物

をどの程度吸入しているかを知るこ とは，当該

物質群に対するリスク アセスメソトやリスクマネ

ージメソトの一環として重要である。

従来，環境空気中のがん・ 変異原物質の調査 ・

研究は，その他の環境媒体 （水，食品等）の場合

と同様に，特定の物質を除くと，個々の研究室で

発的に行われてきたため， がん ・変異原物質に

よる汚染実態や曝露状況に関して体系的知見に乏

しい現状にある。しかも， 経気道曝露実態の把握

には，特に室内汚染の実態把握が必要であるが，

この方面の知見は一般環境に関するものに較べて

かなり少ない。 しかしながら， 近年，がん・ 変異

原物質等に対する曝露評価の重要性が認識される

につれ，室内空気や個人サンプラー試料を用いる

評価手法が開発され， 試験的に実態調査に適

用されつつある。云うまでもなく， これらの実態

は化学的計測法と変異原性試験等の生物試験

法とを併用して行うことが望ましい。そこでここ

では，空気中からどの様な種類のがん ・変異原物

質が検出されているかを手短かに述べたのち，曝

露評価手法に関する最近の知見を箪者らの研究成

果を中心に述べることにする。

2. 空気中のがん・変異原物質

空気中のがん ・変異原物質はガス ・蒸気状のも

のと粒子状のものとに大別される。 Table1は現

在までに検出されたがん ・変異原物質を化学構造

別に分類し，各区分に属する代表的発がん物質類

を例示したものである（松下， 1989a)。従来，大

気中の発がん物質類の検索は粒子状のもの， すな

わち浮遊粒子中に含まれるものを中心になされて

きたが，最近ではガス ・蒸気状のものも注目さ

れ， Table1に示す化合物のほか多種のがん ・変

異原物質の存在が明らかとなりつつある。

これらガス ・蒸気状のがん ・変異原物質のう

ち，ホルムアルデヒド等のアルデヒド類はメタノ

ール車の導入問題との関連で今後重要度を増すも

のと思われる。また近年，有機ハロ ゲソ化合物の

使用は質 ・量ともに増大傾向にあり， これに伴う

環境汚染が問題となっている。特に，Trichloro-

ethane, Trichloroethylene 及び Tetrachloro-

ethyleneへの個人曝露に及ぽす各環境媒体の寄与

は空気 99.1％，食事 0.8%, 飯料水 0.1% であっ

たとの報告（鈴木ら， 1989)からも推察されるよ

うに空気の寄与が圧倒的である。このほか，ベソ

Tl08東京都港区白金台 4-6-1

Human Exposure Methodologies for Airborne Carcinogens and Mutagens 
Hidetsuru Matsushita 

Department of Community Environmental Sciences, National Institute of Public Health, 4-6-1 Shiro-
kanedai, Minato-ku. Tokyo 108, Japan 
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分 類

Table 1. 大気中の発がん物質類の化学構造別分類

代表的発がん物質

ガス ・蒸気状発がん物質類

炭化水素 （芳香族）

アルデヒト‘‘

ニトロ化合物

ニトロソアミン

有機ハロゲン化合物

粒子状発がん物質類

重金属類

鉱物質

多環芳香族炭化水素

芳香族エボキ、ンド

アザヘテロ環式炭化水素

芳香族ニトロ化合物

ニトロ ソアミソ

ヘテロサイクリックアミソ

有機ハロゲソ化合物

ベ‘ノゼ‘ノ

ホルムアルデヒド，アセトアルデヒド｀

2—ニトロ プ ロパソ， 4- ニトロビフェニル， 2-ニトロフルオレソなど

N—ニトロソジメチルアミ‘ノ， N-ニトロソ メチルエチルアミン， N-ニトロソ
ジエチルアミンなど

塩化ヒ＇ニル ，四塩化炭素，クロロ ホルム， トリクロロニチレン，テトラクロ
ロニチレン， 1,2-ジクロロニタ‘ノ，塩化メチル，臭化メチル，ョウ化メチル，
二臭化エチレ‘ノなど

クロム，ニッケル，ヒ素，カドミウム，ア‘ノチモン，ベリリ ウム

アスベスト

ベソゾ（a)ビレソ，クリセソ，メチルクリセ‘ノ， ベソゾ（a)アントラセ‘ノ， ベ
ソゾ(b)フルオランテ‘ノ， ベソゾ（j)フルオラソテ‘ノ， ベソゾ（k)フルオラソ
テ‘ノ，ジベ‘ノゾ(a,h)アソ トラセン， ジベ‘ノゾ(a,h)ピレソ，ジベソゾ(a,e) 
ピレソなど

ベンゾ（a)ピレン＿4,5-オキ、ンド

ベソゾ(c)アクリジ‘ノ，ジベンゾ（a,h)アクリジン， ジベソゾ(a,j)アクリジ
ソ，カルバゾール， 7Hジベ‘ノゾ(c,g)カルバゾールなど

4—ニトロ ビフェニル， 2- ニト ロフ ルオレソ， 2, 7-ジニ トロフルオレ‘ノ， 1-ニ
トロピレソ， 4-ニトロヒ゜レン，ジニトロビレン（1,3-, 1, 6-, 1, 8-)など

N-ニトロソピ ペリジソ， N-ニトロソモルホリン，N-ニトロ ソノルニコチン

Trp-P-1, Trp-P-2 

DDT, a-HCH, PCB, PBB, 2, 3, 7, 8-TCDDなどのダイオキシン類，塩素
化ジベ‘ノゾフラソ類

ゼ‘ノも注目すべき物質であり，環境庁が行ったあ

る工業地域に対するケーススタディによると個人

リスクに対する寄与はべ‘ノゼ‘ノが最も大きいとし

ている （環境庁企画調整局， 1989)。また，米国

カリホルニア州 SantaClara Valleyの調査結果

でも発がんリスクに対するベソゼソの寄与はその

他のガス・ 蒸気状物質より大きいことが示されて

いる (Hinmanet al., 1986)。このほか，ガス ・

蒸気状の発がん関連物質への曝露に対して室内汚

染の影響が大きいことも指摘されている(Wallace

et al., 1987)。

一方，大気浮遊粒子に含まれるがん・変異原物

質に関しては数多くの報告があり，その種類は数

百種類にのぽるものと推定される(Sawicki,1977; 

松下， 1984, 1988; IARC, 1983, 1989;日本芳香

族工業会， 1978)。化合物の種類も Table1に示

すように多岐にわたっている。これらは自然界起

源燃焼起源化学工業等の産業起瀕のものと，

大気中での化学反応によるものに分類することが

出来る。これら粒子状のがん・変異原物質のう

ち，特に注目されているものは，アスベスト，多

環芳香族炭化水素，芳香族ニトロ化合物，ニ トロ

ソアミソ及び有機ハロゲン系の化合物である。

3. 曝露評価のための大気サンプリング

空気中のがん ・変異原物質への曝露評価の 1次

近似は，一般に，大気中の当該物質のモニタリソ

グデータを用いてなされている。我が国でモニタ

リングされている大気中のがん・変異原物質は

Benzo[a]pyrene (BaP)のみである。このモニ タリ

ソグも月に 1~2回， 1回24時間サンプリングし

た大気浮遊粉じんか，各季節に連続する 6~7日

間に採取した大気浮遊粉じんについてなされてい

るにすぎない。一方，大気中の BaPなどの多環

芳香族炭化水素 (PAH: Polynuclear Aromatic 

Hydrocarbons)は， Fig.1に例示するように，発

生源の活動状況や気象条件などによって大きく変

動するため，同じ月でも日によって大きく変動す

る （後藤ほか， 1982)。このため， 前述のモニタ

リソグ結果から求めた BaPの年平均濃度推定値
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Fig. 1． 東京の大気浮遊粉じんの変異原活性と PAH濃度の経日変動．

Table 2. サンプリソグスケジュールが BaPの年平均推定値の精度におよぼす影響

サンプリング 通年測定値からのずれ 1年間のサンプリング回数

従来のサンプリング

月 1回（第 3木曜） 29% 12 
月 2回（第 1,第 3木曜） 18% 24 

（第 2，第 4木曜） 22% 24 
各季節連続する 6日間 39% 24 
（例， 1月， 4月， 7月， 10月）
新しいサンプリング

15日間隔 7% 25 

がどの程度の正確さを有するかが問題となる。

この事を明らかにするために， 筆者らは国立公

衆衛生院（東京都港区） の屋上で 15ヶ月間， 連

日， 1回24時間ずつ大気浮遊粉じんを採取し（試

料採取数 456, 欠測 14日），その中の PAHを測

定し， それらの測定値をもとに通常のモニタリン

グによる年平均濃度推定値の正確さの検討を行っ

た。

その結果の 1例として， BaPについての結果

を Table2に示す。我が国の大気汚染測定網で

のサンプリソグスケジュール（月 1回，第 3木曜

日）に某づいて得た BaP年平均濃度は真の年乎

均濃度（ 1年間の全測定値の平均値）から約 30%

の偏りを示し，月 2回（木曜日）のサソプリング

からの値は約 20%, 各季節にそれぞれ 1回ずつ，

月～土曜の連続 6日間サンプリソグからの値は約

40%の偏りを与えることを認めた。一方， BaP 

濃度は人間活動に大きく依存し，その活動は曜日
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によって異なることや，長期モニタリングでの実

行可能なサンプリソグ回数は年 25回程度である

ことを考慮して， 15日間隔でサンプリソグした

場合の検討を行った結果，真の値からの偏りは約

10%となるこ とが判った （松下， 1989a)。

このような等間隔モニタリソグの有効性はガス

状汚染物質のモニ タリソグに対しても認められて

いる（井上ほか， 1980)。また， Fig.1に示すよ う

に大気浮遊粉じんの変異原性の経日変動は PAH

のそれとよく 類似している。したがって，大気中

のがん・ 変異原物質のモニタリソグには等間隔間

欠モニタリングが有効と考えられる。

4. 室内試料および個人サンプラー試料を用いる

曝露評価手法の開発

我々は一日の大部分 (21~22時間）を室内空間

ですごしている（森ほか， 1986)。室内の空気は外

気に含まれるがん・変異原物質の室内流入によっ

て汚染されるばかりでなく，喫煙， 暖房，調理な

どの室内発生源から放出されるがん ・変異原物質

によっても汚染される。後者の影響は密閉度の高

い空間に於て著しく，例えば東京の冬期の室内中

の N02濃度は外気の濃度と無相関となるばかり

でなく，その濃度は外気濃度よりかなり高いこと

などが知られている（森ほか， 1986)。また，一日

の日常生活は種々の室内空間で営まれ，各空間の

汚染状況はそれぞれ異なったレベルにある。した

がって，がん・ 変異原物質への曝露状況をより正

automatic 
injector 

確に推定するためには，各種室内の汚染測定値か

ら推定したり，個人にサンプラーを携帯させるこ

とにより得られた試料の値から推定することが望

ましい。

しかしながら，室内サンプラーや個人サンプラ

ーから得られる浮遊粒子の量は，大気サンプリン

グから得られる浮遊粒子の量の 1/50~1/1000と

少ないため， これらの試料中のがん・変異原物質

を測定するには新たに高感度計測法を開発する必

要がある。筆者らはこの目的に合致する方法と し

て， PAH高感度自動分析法と高惑度変異原性試

験法を開発し， 若干の環境測定に適用している。

(1) PAH高感度自動分析法の開発と環境測定

への適用

室内試料や個人サンプラー試料を得 るため に

は，まず，低騒音で小型のサンプラ ーを開発する

必要がある。この目的のために，筆者らはメーカ

ーの協力のもとに3種のサ‘ノプラ ー，すなわち，

室内用低騒音サンプラー (5~25 1/min, 50 dB以

下）， 室内用浮遊粒子分級サソプラ ー (201/min, 

13段階に分級，50dB以下）および個人サンプラ

(1.0~2.01/min, 重量約 500g) を開発した

(Matsushita et al., 1990a)。そして， これらのサ

ンプラーによって得られる数十～数百μgの浮遊

粒子中の PAHを多成分自動分析する方法を開発

した（田辺ほか， 1987;Matsushita et al., 1990a, 

1990b)。
Fig. 2は PAH多成分自動分析法の概念図を示

concentration 

& separation 

column system 

spectro -

fluorometer 

入ex.

/¥em. sensitivity 

personal computer 

したものである。 室内試料等に含まれる PAHは

超音波抽出法により抽出され， 抽出液を Fig.2 

のautomaticinjectorの部分にセットする。これ

らの抽出液は約 50分に 1回の割合で自動的に濃

縮カラムに移され，そこで PAHを濃縮すると同

時に，分析妨害物質を除く。次に，濃縮された

PAHを分析カラムに移し， ここで PAHを各成

分に分離し，分光蛍光光度計で検出し， インテグ

レーターで定量する。各 PAHの検出はそれぞれ

のPAHに最適の励起蛍光波長で行われ，また，

PAHを分離分析 している間に濃縮カラムを洗浄

して次の分析にそなえる方式となっている。これ

らはすべてバーソ ナルコンピュー ターで制御され

る。 1回の分析時間は約 50分で， 通常， 7種類

の PAHが定量出来る。

Fig. 3は本法で室内浮遊粒子中の PAHを分析

した場合の 1例を示したものである。 4種の発が

ん物質 [benz(a)anthracene(BaA), benzo(k)fluo-

ranthene (BkF), benzo(a)pyrene (BaP), dibenzo-

(a, e)pyrene (dBaeP)] と2種の cocarcinogen 

[pyrene, benzo(ghi)perylene (BghiP)]のほか，変

異原性を示す benzo(b)chrysene(BbC)が検出，

定菫され うることが判るであろう 。

本法の実用上の感度は在来の HPLCより 50~
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Fig. 4. 喫煙室内の benzo[ a ]pyreneの経時変動．
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100倍程度高い。これは濃縮カラムの導入によ

り，試料注入星を 500μl程度と在来法より 50~

100倍多くすることが出来たこと による。この

為抽出液の濃縮操作が不要となるばかりでな

<, clean-up操作もオ‘ノライソ化したため分析操
作が著しく簡略化された。また，本法は自動化さ

れているため，昼夜連続稼動が可能である。

Fig. 4は本法の室内汚染調査への適用の 1例と

して，喫煙者の個室 （気積：約 67mりで浮遊粉

じんを 1時間間隔で採取（サソプラー： 9線サ‘ノ
プラー， 1回の採取時間： 55分，空気吸引量： 15

1/min)することを 1週間行い， 得られた 144サ

ンプル中の BaPを分析した結果を示したもので

ある (Matsushitaet al., 1990c)。Fig.4から，

室が密閉された条件下で喫煙すると BaP濃度は

急激に上昇するが，換気扇やドアが開放されてい

ると喫煙による BaP濃度の上昇はあまり大きく

ないことなどが判る。また Fig.4中の点線は一

日平均濃度を示したものであるが，喫煙日と非喫

煙日の BaP日平均濃度の相異は 2~4倍程度と

その他の室内調査結果 (Matsushitaet al., 1990a) 

と類似していた。しかし，喫煙の前と後の室内の

BaPピーク濃度は最高 90倍も変化した。副流煙

中には多種のがん・変異原物質等が含まれてい

る。これらの事実は高濃度のがん・変異原物質へ

の反復曝露の健康影響についても配慮する必要性

を強く示唆している。

(2)高感度変異原性試験法の開発とその環境評

価への適用

Ames法は大気浮遊粉じんの変異原性を調べる

のにすぐれた方法であり，広く使用されている

(Alfheim et al., 1983; Alink et al., 1983; 

Chrisp et al., 1980;後藤ほか， 1982;Kolber et 

al., 1980; 大江，1982; Pitts, Jr. et al., 1982; 

TM677 

云万゚ふM→：三°m;le5：心゚n:(DCM) 3三 e

` solventexchangeby warming 
↓ 

(remove DCM, ca. 37℃,2 hr) 

｀←10μlof]嵩竺x)mIX←

↓ 
Incubation by rotating (37゚C,2 hr) 

ニロM.E 

2.~ of ↓ ）：ロニ］

10 ml of PBS→日...J 1鳳。0: M言三late 惚は二
Fig. 5. Ultramicro forward mutation法の模式図
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Tokiwa et al., 1983; Watts et al., 1988)。しか

し本法は，都市大気でも少なくとも 400m3の空

気吸引によって得られた浮遊粒子試料を必要とす

るため，室内試料や個人サソプラー試料には適用

出来ない。そこで， 筆者の研究室では米国 EPA

健康影響研究所と協力して高感度変異原性試験法

の開発につとめ，現在までに次の 3方法の開発を

行った。

その第 1は Salmonellatyphimurium strain TM 

677を用いる micro-forwardmutation法であり

(Lewtas et al., 1987;高木ほか， 1988),20 I/min 

で 24時間サンプリングした室内浮遊粉じんの変

異原性を測定出来る。第2の方法は最近，国立衛

生試験所で開発されたニトロアレーンやアミノア

レーン高感受性菌株， Salmonellatyphimurium 

Strains YG1024, YG1029 (Watanabe et al., 1989) 

を用いる microsuspension法 (Gotoet al., 1989, 

1990)である。この高感受性菌株は大気浮遊粉じ

んに対して TAlOO株や TA98株より数倍高い

感度を有し，かつ，その変異原性は TAlOO,TA98 

株のそれと良好な相関性を有している（松下ほ

か，1989b)。また， microsuspension法は通常の

Ames法より約 10倍高い感度を有している

(Kado et al., 1983, 1986, 1990)。 このため，本

法は Ames法より数十倍高感度となり，室内サ
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ソプラー (201/min)で8時問ごとに採取した浮遊

粒子試料の変異原性を測定することが可能とな

る。本法を勤務時間中の室内汚染調査に適用した

結果，喫煙室は非喫煙室より一般に変異原性が高

く，変動幅も大きいことなどが判明している

(Goto et al., 1989, 1990)。

第3の方法は第 1の方法のプレインキュベーシ

ョン操作をさらにマイクロ化した uitramicrofor-

ward mutation法である。 Fig.5にその操作の

概要を示す。本法は microforward mutation法

より約 10倍， Ames法より約 100倍，実用的感

度が高い（高木ほか， 1989)。このため浮遊粒子の

採取に必要な最小空気吸引羅は約 3m3となり，

個人サンプラー試料の変異原性の測定が可能であ

る。

Fig. 6は本法の適用の 1例として，喫煙者およ

び非喫煙者に個人サンプラーを携帯させ，得られ

た浮遊粒子の変異原性を測定した結果を示したも

のである。この図から，変異原への被曝度は， 1 

日 10本喫煙者＞ 6本喫煙者＞受動喫煙者＞非喫

煙 ・非受動喫煙者の順になることが判る (Matsu-

shita et al., 1990c)。現在、上記3方法は， Ames

法と較べて，試験操作がやや煩雑であり，熟練度

が要求されるが，今後さらに高感度で簡易な変異

原性試験法が開発される可能性が高いことを考え

non-smoker smoker smoker 
(passive 
smoking)(6 cig. /day) (1 0 cig. /day) 

52 104 0 52 104 O 52 104 O 52 104 

Volume of Air Sampled (liter) 

Fig. 6． 個人サンプラーで捕集された浮遊粉じんの変異原性．
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ると，変異原性を指標とする曝露モニタリングが

行われるようになる日も遠くないように思われ

る。

5. 結言

がん・変異原物質への曝露評価は，当該物質群

に対するリスクアセスメントの一環として重要で

あるばかりでなく，主要発生源の同定や高濃度曝

露群の検出にも重要である。現在，空気中のが

ん・変異原物質への曝露評価手法は化学計測法，

生物試験法とも十分，開発されているとはいい難

ぃ。しかし， 曝露評価に対する関心が急激に高ま

りつつあることを考えるとき，評価方法も急速に

発達，普及し，曝露実態に対する知見も集積さ

れ，がん一次予防対策のための有益な基礎資料と

して活用されるよう になるものと考えられる。
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ワークショ ップ 「新しい環境変異原の研究手法」

遺伝子工学的手法を用いた新しい

サルモネラ指標菌株の開発

国立衛生試験所変異遺伝部 能美健彦，渡辺雅彦，PirkkoEinistが＊

松岡厚子，ネII父尼俊雄， 石館基

1． はじめに
「20世紀は物理学の時代だったが， 21世紀は生

物学の時代になる。」 これはア メリカ学士院会長

フラソク ・プレス博士の言葉である。このよ うな

生物学への期待が， 1970年代か ら始ま った分子生

物学の飛躍的進歩を背景になされていることは言

うまでもない。 ①DNA塩基配列決定技術の進歩，

②ファージ， プラスミドを用いたベクターの開発，

③制限酵素の発見と利用に代表される数々の革新

的な技術開発により“生物の設計図”と呼ばれる

遺伝子 DNA上の変化も，今日では微生物，高等

生物を問わず分子レベルで解析することが可能に

なってきた。各種生物の遺伝子 DNAに対する化

学物質の影響を調べる環境変異原の研究におい

て，このよ うな遺伝子操作技術が極めて有用であ

ることは論を待たない。

我々は，Salmonellatyphimurium T A1538から

ニトロ還元酵素 (NRase),0-アセチル転移酵素

(0-ATase)の遺伝子をクローニソグし，これら

遣伝子を用いてニトロアレーンならびに芳香族ア

ミソに対し特異的に高い感受性を示す TAlOOぉ

よび TA98の新しい誘導株を開発してきた。以下

に開発の経緯ならびに今後の展望について述べた

し、

〒158東京都世田谷区上用賀 1-18-1

2. Complex mixture中に含まれるニトロアレー

ンおよび芳香族アミンの変異原性検出

ニトロアレーソおよび芳香族アミソは，いずれ

も代表的な環境変異原のクラスであり，この中に

は微生物および哺乳類細胞に対して強い変異原性

を示す化合物が少なくない (Weisburgeret al., 

1988; Rosenkranz and Mermelstein, 1983)。変

異原性を有するニトロアレーソとしては 2-nitro-

fluorene (2-NF), 1,8-dinitropyrene (1,8-DNP)を

あげることができる。変異原性を示す芳香族アミ

ソとしては 2-acetylaminofluorene(2-AAF), 2-

aminonaphthalene, Glu-P-1をあげることができ

る。こうしたニトロアレーソおよび芳香族アミソ

系の変異原は，大気，水，食品，尿などの com-

plex mixture中に存在していることが知られて

おり，その動態を把握することは環境変異原研究

の重要な一課題であると思われる (Rosenkranz

and Mermelstein, 1983; Tokiwa and Ohnishi, 

1986)。

Complex mixture中に含まれるニトロアレー

ソ，芳香族アミ‘ノの変異原性検出には，従来，

Salmonella typhimurium T AlOO, TA98が汎用さ

れてきた (Wanget al., 1980; Pederson and Siak, 

1981)。TAlOOおよび TA98は比較的感受性の高

い菌株であるが，環境中に実際に存在する微籠の

Development of new derivatives of Salmonella typhimurium TAlOO and TA98 highly sensitive to mutagenic 

nitroarenes and aromatic amines 
Takehiko Nohmi, Masahiko Watanabe, Pirkko Einisto*, Atsuko Matsuoka, Toshio Sofuni and Motoi 

Ishidate, Jr. 
Division of Genetics and Mutagenesis, National Institute of Hygienic Sciences, 1-18-1 Kamiyoga, Setagaya-

ku, Tokyo 158, Japan 
＊現：Instituteof Occupational Health, Topeliuksenkatu 41 a A, SF-00250, Helsinki, Finland 
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ニトロアレーン，芳香族アミンの変異原性を検出

するためには，通常，大量のサンプルの採取，抽

出が不可欠であり， より高い検出感度を有する指

標菌株の開発が望まれていた。

3. 変異原性発現の律速因子であるニトロ還元酵

素と 0・アセチル転移酵素

ニトロアレーソ，芳香族アミンは直接 DNAに

作用して変異原性を発現するわけではなく，細胞

内で代謝された後にその産物が DNAを攻撃す

ることが知られている (Fig.1)。2-NFはバクテ

リアの持つ NRaseにより N-水酸化体へ還元さ

れ， その後 0-ATase により活性化され，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 (Weisburger,1988)。

一方，芳香族アミンの 2-aminofluorene(2-AF)は

微生物細胞の外でチトクローム P-450などの酸

化酵素により N—水酸化された後， N-水酸化体が

微生物細胞内に入り，その後はニトロアレーソと

同一の経路を経て DNAに作用する (Katoand 

Yamazoe, 1988)。実際 NRase活性の低い TA98

NR株では， 2-nitronaphthalene(2-NN), 2-NF, 

1-nitropyrene (1-NP)に対する感受性が低下して

いる (Rosenkranzand Mermelstein, 1983)。0-

ATase活性の低い TA98/1,8-DN凡 株では， 2-

NF, 1,8-DNPなどのニトロアレーンだけでなく，

2-AF, 2,4-diaminoanisole, 2-aminoanthracene 

(2-AA)などの芳香族アミンに対する感受性も低

bacterial cell 

Ar -I゚三
Ar-N 

唸-CH3：三
[Ar-~：：：長＆一CH3]
↓ 

[Ar-母-H〕

卓

Ar-N:~.. ~Ar-NH 
‘OH P-450 2 
etc. 

Fig. 1. Salmonella typhimurium細胞内での芳香族ニト
ロ化合物ならびに芳香族ヒドロキシルアミンの代謝

活性化経路． NRase,0-A Taseはニトロ還元酵素，
0-7セチル転移酵素をあらわす．

下していることが報告されている (McCoyet al., 

1983; Vance et al., 1987)。

これらの結果から我々は， NRaseはニトロア

レーソの変異原性発現において律速因子として働

いており， NRase を多品に発現する菌株はニト

ロアレーソに対し特異的に高感受性になるものと

考えた。同様に， 0-ATaseはニトロアレーン，芳

香族アミン両者の律速因子として働いており， 0-

ATaseを高度に発現している株はニトロアレー

ソおよび芳香族アミンの両者に対し高感受性を示

し得るものと推測した。

そこで， Salmonellatyphimurium TA1538から

NRaseおよび 0-ATaseの遺伝子をクローニン

グし，それぞれの遺伝子を持つマルチコピープラ

スミドを， TAlOOと TA98へ導入することによ

り，ニトロアレーンおよび芳香族アミンに対し特

異的に高感受性を示す指標茜株を作製することを

試みた (Watanabeet al., 1987; Watanabe et al., 

1989; Watanabe et al., 1990a)。

ni troreductase or 
/ acetyl t rans f eras~gene 
ー／一。

TA1538 chromosome DNA pBR322 

l迦 3AI(partial) l皿 HI

□゜
0000 
l transformation 

sensitivity to killing 
by 2-nltrofluorene 

Ames test 

enzyme activity 

ロロロロ
廿

廿

廿

土

Fig. 2. Salmonella typhimurium TA1538のニトロ還元
酵素， O-アセチル転移酵素遺伝子のクローニ‘ノグ．

pBR322プラスミドを用いて作った遺伝子ライブラ
リーを TA1538NR株あるいは TA1538/l,8-DNP
株へ導入し， 2-ニトロフルオレ‘ノに致死感受性を示

す形質転換株を選択した．その後エームス試験，酵
素活性測定を行い目的の遺伝子がプラスミド上にあ

る事を確認した．

4. ニトロ還元酵素遺伝子と 。ーアセチル転移酵

素遺伝子のクローニング

NRaseおよび 0-ATase遺伝子のクローニン

グは，これら酵素の欠損株である TA1538NR株，

TA1538/l,8-DNP株の 2-NFに対する致死感受

性を回復させる遺伝子を検索する方法によった

(Fig. 2)。

まず TA1538の染色体 DNAを抽出し，制限

酵素 Sau3Alで部分分解した後， BamHlで開環

したpBR322 プラスミドに連結し遺伝子ライブ

ラリーを作製した。 TA1538NR株および TA

1538/1,8-DNP株は 2-NFの致死作用に対し抵抗

性になっており， 2-NF (50 μg/ml) を含む培地上

で生育できるが， NRase遺伝子と 0-ATase遺伝

子を 1コピー持つと考えられる TA1538株は，こ

の濃度の 2-NFを含む培地上では増殖できない。

このことを利用し， TA1538NR株とTA1538/1,8-

DNP株をライブラリー DNAで形質転換した

後，形質転換株を 2-NF(50 μg/ml)を含む培地上

にレプリカし，この培地上で増殖できなくなった

形質転換株を選択した。選抜した形質転換株から

プラスミド DNAを抽出し，再度 TA1538NR株

あるいは TA1538/1,8-DNP株を形質転換して，

再現性良 く2-NFに対し感受性を示す株を選抜し

た。更に 2-NFの変異誘発作用に対する感受性，

酵素活性を測定し， プラスミド上に NRase,0-

ATaseの遺伝子が存在することを確認した。

こうした方法により， NRaseをコードしたプ

ラスミドpYGlllを得た。pYGlllは 14.4kb 

のプラスミドで，pBR322由来の複製開始点と

ampicillin 耐性遺伝子を持つ他に，約 10kbの

TA1538由来の染色体 DNAを持っていた。各種

欠失変異体を用いた実験から NRaseはpYGlll

の1.6kb領域に存在していることが判明した。

TAlOOおよび TA98株はこのpYGlllと同じ

ampicillin耐性のプラスミド pKMlOlを持って

いる。そこで， この1.6kb領域を含む 6.85kb 

フラグメントを別のpBR322の Pstlsiteヘサブ

クローニングし，tetracycline耐性を持ったpYG

216を作製した。 pYG216を TA98とTAlOOに

導入し，形質転換株を YG1021および YG1026

と命名した。これらの菌株は，親株である TA

1538よりも約 50倍高い nitrofurazone-nitrore-

ductase活性を示した。

同様に， 0-ATaseについてもその遺伝子を持

ったプラスミドpYG122を単離した。pYG122

は 11.65kbのプラスミドでpBR322由来の複製

開始点と ampicillin 耐性遺伝子を持つほか，約

7 kbの TA1538由来の染色体 DNAを持ってい

た。各種欠失変異体を用いた実験から 0-ATase

はpYG122の1.35kb領域に存在していること

が判明した。 TAlOOと TA98へ導入するため，

この1.35kb部分を別のpBR322の Sealsiteヘ

導入し，tetracycline耐性となったプラスミド

pYG219を作製した。このpYG219を TA98と

TAlOOへ導入し，形質転換株を YG1024および

YG1029と命名した。これらの菌株は，親株であ

る TA1538 よりも約 100倍高い N-hydroxy-

Glu-P-1 0-acetyltransferase活性を示した。

5. ニトロアレーン，芳香族アミンに対し特異的

に高い感受性を示す YG1021,YG1026, YG 

1024, YG1029 

上記の新たに開発した YG株につき，代表的

な芳香族ニトロ化合物，芳香族アミノ化合物およ

び構造的にこれらと関連の無い変異原に対する感

受性を調べた (Einistoet al., 1991)。
Fig. 3Aは，変異原性を有する代表的な 6種の

ニトロ化合物に対する YG株の感受性を示した

ものである。 YG株の感受性は， nmol当りの誘

発復帰株数を計算し，TA98あるいは TAlOOの

感受性に対する相対的な強さとして棒グラフの形

で表してある。 NRase活性の増大した YG1021,

YG1026,および 0-ATase活性の増大した YG

1024, YG 1029は， TA98,TAlOOに比べ 2-NF

の場合で約 10倍， 2-NNの場合で約 3倍高い感

受性を示した。また， 2,6-dinitrotoluene,1-NPに

対し， NRase活性の増大した YG1021は TA98

よりもそれぞれ 100倍， 30倍高い感受性を示し，

0-ATase活性の増大した YG1024も約 10倍高

い感受性を示した。 YG1024は 1,8-DNPに対し

TA98よりも約 30倍高い感受性を示したが， YG

1021は TA98と同程度の感受性しか示さず，ま

た， 4-nitroquinoline1-oxide (4-NQO)に対して
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Fig. 3A. 代表的な6種の芳香族ニトロ化合物に対するYG株の感受性． 3B. 3種の芳香族アミン，3種
の芳香族ヒドロキ、ンルアミンに対する YG株の感受性．各菌株，各化合物ごとに nmol当りの誘発復

帰株数を計算し， TAlOOあるいは TA98の値を 1としたときの相対値として YG株の感受性を示し
た．

は， YG1026,YG1029とも に TAlOOと同程度の

感受性しか示さなかった。このことは， 1,8-DNP

の還元，および 4-NQO の代謝活性化が，他の二

トロ化合物とは異なっ ていることを示唆し てい

る。 4-NQO の還元体である 4-hydroxyamino-

quinoline I-oxideについては，大腸菌の seryl-

tRNA合成酵素により活性化される とい う報告

がある (Tadaand Tada, 1975)。現在我々は，1,8-

DNPの還元を触媒する酵素遺伝子の検索を進め

ている。

Fig. 3Bは，変異原性を有する 3種の芳香族ア

ミソ，及び 3種の芳香族ヒドロキ、ンルア ミソに対

する YG株の感受性を示したものである。 YG株

の感受性は，先ほどと同様に TA98,TAlOOに対

する相対的な値 として棒グラ フの形で示し てあ

る。

ニトロ基を持たない これらの化合物に対し，

NRase活性の増大した YG1021,YG1026 ~ま ，

TA98, TAlOOと同程度の感受性を示したにすぎ

なかった。一方， 0-ATase活性の増大した YG

1024, YG1029は TA98,TAlOOよりも高い感受

性を示し， その差は 2-AFで 30倍， Glu-P-1で

10倍，2-AAで 20倍，N-hydroxyaminofluorene 

で 15倍， N-hydroxy-Glu-P-1で 5倍，N-hy-

droxyphenetidineで 7倍であった。

他のクラスの変異原に対する感受性を調べたと

ころ， これら YG株はアルキル化剤 (methyl-

methane sulfonate, N-methyl-N'-nitro-N-nitro-

soguanidin e),芳香族炭化水素 (benzo[ a ]pyrene) 

そしてaflatoxinB1, 7,12-dimethylbenzo[a]anthra-

cene, lucidine等のニトロアレーソ，芳香族アミ

ソとは構造的に異なるクラスの変異原に対して

は， 親株と同程度あるいはそれ以下の感受性しか

示さなかった。このことから YG1021および YG

1026はニトロアレーソに対して， YG1024およ

び YG1029は芳香族ニトロ，アミノ化合物から

生ずる芳香族ヒドロキ、ンルアミンに対して，それ

ぞれ特異的に高い感受性を示す指標菌株であるも

のと結論した。

6. 喫煙者の尿中に含まれる変異原の高感度検出

次 に上記の YG株を用い，実際に complex

mixture中に含まれる変異原を高感度に検出でき

るか否かを調べるため，喫煙者および非喫煙者の

尿に対する TA98,YG1021, YG1024の感受性を

比較した (Einistoet al., 1990)。
健康な成年男子から 5人の喫煙者と 5人の非喫

煙者をつのり ，日を変えて 2回 (500mix 2)尿を

提供してもらい，それぞれのサンプルからブルー

レー ヨンを用いて変異原を抽出した (Hayatsuet 

al., 1989)。抽出物は DMSOに溶解し，S9mix 

の存在下で TA98,YG1021, YG1024を用い変異

原性試験を行った。 Fig.4に示すように， 0-

ATase活性の増大した YG1024は，喫煙者の尿

中変異原に対し YG1021や TA98よりも約 7倍

高い感受性を示した。この結果から ①YG1024が

尿中に含まれる変異原の高感度検出に有効である

こと，②喫煙者の尿中には芳香族アミソ系の変異

原が存在していることが示された。 YG1024は河

川水中に含まれる変異原の検出にも有効であるこ

とが報告されている （後藤ら， 1989)。

7. ニトロ還元酵素遺伝子の塩基配列

次に我々は，これら高感受性株の分子的基礎を

明らかにするためにクロー ソ化した NRase,0-

ATase遺伝子の塩基配列を決定した。
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Fig. 4. 喫煙者および非喫煙者の尿中変異原に対する
YG1024, YG1021, TA98の感受性の比較喫煙者，
非喫煙者とも濃縮物 50μlは42.5mlの尿に相当す
る．‘‘BlueRayon’'は，プルーレーヨン (1g)を蒸
留水 500mlで抽出し，尿のサソプルと同様に処理

して得た濃縮物をあらわす．図中の黒丸は，各菌株，

各サンプルごとの濃縮物 50μl当りの誘発復帰株数
を表し，括弧内の数字はその平均値 (18-20プレー

ト）を表す．

Fig. 5は pYGlllにコードされた NRase遺

伝子の塩基配列と，予想されるアミノ酸の配列を

示したものである (Watanabeet al., 1990b)。

塩基配列を決定した l,690bp領域には 651ヌク

レオチドからなる openreading frameが存在

し， NRaseは 217個のアミノ酸によっ て構成さ

れた分子量 23,955ダルトソの蛋白質と予想され

た。この分子量は，マキ、ンセル法を用いて測定し

たタンパク質の分子羅 (28kDa)とよく一致した。

open reading frameの前後には一35, -10, 

Shine-Dargano signalそして rho-independent

転写終結ヽングナルが見出された。NRaseの生理的

役割を知る為， NRase のアミノ酸配列を既知の

蛋白質約 6,300個 (NBRF,蛋白質データーベー

ス Release 17.0)と比較したが，有意な相同性

(homology scoreが 100以上）を持つ蛋白質は見
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Fig. 5. Salmonella typhimurium TA1538のニトロ還元酵素をコードした 1.6kb領域の塩基配列と，予想
されるニトロ還元酵素のアミノ酸配列．

出されなかった。また NRaseは NADPHを補

酵素とするフラビン蛋白と予想されるが，これま

でに報告された NADPH結合 consensusse-

quence (Hanukoglu and Gutfinger, 1989)は

NRaseのアミノ酸配列上には存在していなかっ

た。微生物，哺乳類細胞を含めたニトロ還元酵素

の多様性について今後も研究を続けて行きたいと

考える。

8. 高等生物の Nーアセチル転移酵素とアミノ酸

配列上の相同性を持つ S.typhimuriumの 0-

アセチル転移酵素

同様に pYG122にコードされた 0-ATase遺

伝子の塩基配列を決定した。 0-ATaseは 281個

のアミノ酸からなる分子贔 32kDaのタンバク

質と予想され，この分子景はマキ、ンセル法を用い

て測定した分子量 (33kDa)とよく一致した。

芳香族アミンの代謝に関与する 0-ATaseはバ

クテリアだけでなく ，高等生物にも存在すること

が知られている。これら高等生物の 0-ATaseは

S. typhimuriumの 0-ATaseと同様に，N-アセチ

ル転移酵素活性を持つことから通常 Nーアセチル

転移酵素 (N-ATase)と呼ばれている (Weberet 

al., 1988)。ヒ トを含む高等生物の N-ATaseには

ボリモルフィズムのあることが知られてお り，コ

ーカサス人の 50% 以上はアセチル化速度の遅い

slow acetylatorであると言われており (Weber

and Hein, 1985),日本人も約 10% はslowacet-

ylatorであると言われている。 slowacetylator 

は芳香族アミン系の薬物および化学物質の代謝能

が低い。 slowacetylatorは常染色体上の劣性遺伝

子がホモになっているために生じていると考えら

れており ，現在，幾つか研究グループがその分子

機構を明らかにしつつある (Ohsakoet al., 1988; 

Ohsako and Deguchi 1990; Blum et al., 1989b)。

酵素阻害剤を用いた研究から S.typhimurium 

の 0-ATaseおよび高等生物の N-ATase~ま ， 塩

基性アミノ酸によって 活性化 された cysteine

(Cys)残基が，アセチル供与体 である acetyl-

CoAと反応するものと考えられている (Saitoet 

al., 1985; Andres et al., 1983)。これまでに，ヒ

ト，ウサギ，ニ ワトリから N-ATaseの遺伝子が
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クロー ニングされ，その塩基配列が報告されてい

る (Grantet al., 1989; Blum et al., 1989a; 

Ohsako et al., 1988)。S.typhimuriumの 0-

ATaseの予想されるア ミノ酸配列 を高等生物の

N-ATaseと比較する と， 0-ATaseの N昧端側

から 180番目のアミノ酸までは約 25-30% の相

同性を示した。S.typhimuriumの 0-ATaseは5

個の Cys残基を持つが，このうち高等生物にお

いて保存されているも のは 69番目の Cysだけで

あった。こ の高度に保存されている Cys69の近

傍には塩基性アミノ酸である Arg65が存在し，

このアミノ 酸は S.typhimuriumと高等生物の酵

素の間で保存されていた。現在私達は site-direct-

ed mutagenesis法を用いて Cys69,Arg65を他

のアミノ酸に置換し，この変異が S.typhimurium 

の 0-ATase活性にどのような影響を及ぼすのか

について検討中である。

S. typhimurium の 0-ATase の C—末端側約 100

残基は高等生物の N-ATaseと全く 相同性を示さ

なかった。 高等生物の N-ATaseとS.typhimuri-

umの 0-ATaseは N-7セチル転移酵素活性およ

び 0ーアセチル転移酵素活性を持つ点では共通し

ているが， ① S.typhimuriumの 0-ATaseは

N,Oーアセチル転移酵素活性を持たない，②高等

生物の N-ATaseの acetyl-CoAに対する Km

値は S.typhimuriumの 0-ATaseに比べ約 100

倍高いなどの相違を持っている (Katoand Ya-

mazoe, 1988)。相同性を持たない 0-ATaseの C-

末端側約 100残基が，このような差異とどのよ う

に関連しているのかという点は極めて興味深い。

9. S. typliimuriumの 0ーアセチル転移酵素遺伝

子のチャイニーズ・ハムスター培養細胞への

導入

我々は現在，S.typhimuriumの 0-ATase遺伝

子を哺乳類細胞中で発現させる事を試みている。

0-ATase遺伝子をコードした約 1kbのフラグ

メントを，pYG221から切り出し，哺乳類細胞の

発現ベクターである pMSG プラス ミド (Phar-

macia社）へ導入した。 0-ATase遺伝子を持つ

pMSGベクターは，燐酸カルシュウム法にてチ

ャイニーズ ・ハムスター培養細胞 (CHL)へ導入

し，パクテリアの gpt遺伝子を発現している細胞

を選抜した。現在，選抜した細胞 につ いて 0-

ATase発現の有無を検討しており ，近い将来に

0-ATase活性の増大した CHL細胞を樹立した

いと考えている。

10. おわりに

Table 1は，特定の化学物質とその変異原性発

現の律速因子をまとめたものである。多くの塩基

対置換型変異原の変異原性発現には大腸菌，s.

typhimuriumとも UmuD,Cあるいは MucA,B 

が必要であり ，MucA,BをコードしたpKMlOl

がこれら変異原に対する S.typhimuriumの感受

性を増大させていることは良く知られている

Table 1. Mutagens and their rate-limiting factors for mutagenesis 

Mutagen or Chemical Compound 

Most base change type mutagens 

Nitroarenes 

Aromatic amines 

Alkylating agents 

Rate-limiting Factor 

UmuD/C 

MucA/8 

Nitroreductase 

0-Acetyltransferase 

6 
Ov-Methylguan ine 
methyltransferase 
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Strain 

TA100 

YG1021 
YG1024 
YG1026 
YG1029 



(Walker, 1983; Walker, 1984)。YG株は変異原

性発現の律速因子である NRase,0-A Taseを多

量に産生することにより ，ニトロアレーン，芳香

族アミ‘ノに対し特異的に高い感受性を示す。これ

らの新しい菌株は，これまでに 16カ国， 60研究

機関へ配布され，大気，水，食品，代謝物，尿な

どの complexmixture中に含まれるニ トロアレ

ーソあるいは芳香族アミンの変異原性検出に威力

を発揮している。

我 々は現在，S.typhimurium の 06-methyl-

guanine DNA methyl転移酵素遺伝子のクロ ー

ニングを行っており ，今後はこれを用いてアルキ

ル化剤に高感受性，あるいは抵抗性な指標菌株を

開発したいと考えている。
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ワークショップ 「新しい環境変異原の研究手法」

遺伝子工学的手法を用いた新しいサルモネラ

指標菊株の開発と応用

- Microsuspension法及び Spiralassay法への応用―

国立公衆衛生院地域環境衛生学部後 藤純 雄

1. はじめに

芳香族ニトロ化合物やアミノ化合物は，それぞ

れ環境中の重要な癌・変異原物質群を構成してい

る。芳香族ニトロ化合物，特にニトロアレーンは

ディーゼル排出ガス問題との関連で強い注目を集

めており，また，芳香族アミノ化合物の中にも調

理に伴って生成するヘテロサイクリ ックアミンな

どがあり，癌 ・変異原物質や労働衛生上問題とな

る当該化合物が種々存在している。これらの物質

の環境中への放出量は化石燃料などの使用誠の増

大に伴って年々増加しているものと考えられるた

め，これらの物質の種類や存在量及び人体暴露星

などに関する実態解明が強く望まれている。

環境中の癌 ・変異原物質による汚染実態を正確

に把握するためには，多くの地点で定期的に採取

された多数の試料を化学分析や変異原性試験に供

し，得られた多数の測定値を総合解析し評価する

必要がある。しかし，現在の変異原性試験法には，

化学分析法と比べて 1)多最の試料を必要とする

こと， 2)多検体測定に多大な時間，労力及び費用

を必要とすること， 3)測定精度に劣ることなど

の難点があると考えられる。したがって，これら

を改善した手法，すなわち高感度かつ簡易的な変

異原性試験法の開発が望まれている。

筆者らの研究室では，急増する肺がん死亡率の

関連から空気汚染物に対する曝露実態調査研究を

〒108東京都港区白金台 4-6-1

行なっているが，これらの曝露実態調査研究に必

要な変異原性試験に関しても上記のような問題が

残されている。すなわち，極微菫しか採取するこ

との出来ない室内空気試料や個人曝露試料の変異

原性を高感度に測定する手法に関しては，現在ま

でに Ames法 (Maronet al., 1985)の改良法で

ある microsuspension法 (Kadoet al., 1983, 

1986), micro forward mutation法 (Lewteset 

al., 1987a)などについての検討が行なわれている

が，検出感度や再現性及び簡易性などの面で必ず

しも満足し得る試験法が完成されているとはいえ

ない現状にある。

今回は，上記の高感度簡易変異原性試験法に関

する研究の一環として，ニト ロアレーソや芳香族

アミノ化合物に高い変異原感受性を示す YG系

試験菌株 (Watanabeet al., 1989a,b) (S. typhi-

murium YG1024, YG1029など）を用いた micro-

suspention法及び最近自動化手法として開発さ

れた spiralassay法 (Houket al., 1989)の検討

結果について報告する。

2. microsuspension法の変異原性検出能

micros us pension法は，喫煙者の尿の変異原性

をAmes法よりも高感度に測定するため，米国カ

リフォルニア州の Kadoらによって，preincuba-

tion法 (Yahagiet al., 1977)の改良法として作

Application of the new YG strains derived from S. typhimurium TA strains—microsuspension assay and 
spiral assay-
Sumio Goto 
Department of Community Environmental Sciences, National Institute of Public Health, 4-6-1 Shirokanedai, 
Minato-ku, Tokyo 108, Japan 
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Fig. 1. microsuspension法と preincubation法の概要

*: Kadoらの原法での容量

成されたものである。 Fig.1には， microsuspen-

sion法 (Kadoらの原法を若干変更した手法）と

preincubation法の概略手法を示してある。なお，

Fig. 1の（ ）＊は Kadoら原法に示されている

溶液量である。 Fig.1に示してあるように両手法

を比較すると，microsus pension法ではプレイソ

キュベーショソ時の溶液の容量を少なくし (700

μl→200 μl又は 100μl),また，使用菌濃度を高く

し（約 2x10応ell/700μl→10応ell/100μl)更にイ

、ノキュベーション時間を長く (20分→90分）し

て菌と被験物質の接触確率を上げるための改良が

なされている。

プレイソキュベーショソ時の菌濃度に関して，

Kadoらは喫煙者の尿の XAD-2樹脂吸着物を用

いて詳しく検討し， その変異原性検出能の使用菌

濃度依存性の検討結果から，約 1x 1010 cell/ml程

度の菌濃度が最適であることを報告している

(Kado et al., 1983)。また Kadoらは， この濃度
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Fig. 2. microsuspension法及び preincubation法によ
る大気浮遊粉じん試料の変異原性．
●:microsuspension法
•: preincubation法

の茜液 (TA98)と上記の尿試料を用いて，micro-

suspension法の変異原性検出能を調べ，Ames法

に対して約 20倍， preincubation法に対して約

13倍の変異原比活性が得られたことも報告して

しヽる。

そこで筆者らは，TAlOO株，TA98株及び大気

浮遊粉じん溶媒抽出物を用 いて， microsuspen-

sion法の変異原性検出能と preincubation法の

それとを比較検討した。その結果を Fig.2に示

す。 Fig.2から，microsuspension法の与える大

気浮遊粉じん試料の変異原比活性は， TAlOO株

で 32.3rev/μg, TA98株で 63.2rev/ μgであり ，

preincubation法の与えるそれは， TAlOO株で

3.1 rev/ μg, TA98株で 4.5rev/μgであることか

ら， microsuspension法は preincubation法に対

し約 10~14倍の変異原性検出能を有しているこ

とが，この試験結果からも認められた。

Fig. 1に示してあるように，microsuspension

法の方法自体は我が国で広く用いられている pre-

incubation法と大差はないが，変異原検出感度が

高いこと（被検試料鼠が少なくてすむ）， S9や co-

factorを節約し得ることなどから microsus pen-

sion法は利点が多いことが判る。本法は，上記の

尿試料のほか大気浮遊粉じん中の微粒子 (<2.5

μm)試料 (Kadoet al., 1986),室内空気試料
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Fig. 3. YG系菌株/microsuspension法及び TA系菌
株/preincubation法による大気浮遊粉じん試料の変
異原性．
●:microsuspension法
▲:preincu ba tion法

(Lewtas et al., 1987b)にも適用され，我が国で

も玉川らにより室内空気試料 (Tamagawaet al., 

1989a,b)の変異原性測定にも利用されている。

3. microsuspension法への YG系菌株の適用

YG菌株開発の報告にも述べられているように

YG系菌株は，ニトロ還元酵素高生産性フ ラ゚ズミ

ド(pYG216)やアセチル転移酵素高生産性プラズ

ミド (pYG219)をTA系菌株に導入した菌株であ

り，芳香族アミンやニトロアレーンに対し高い変

異原感受性を示すことが知られている (Wata-

nabe et al., 1989a,b)。 したがって，Ames法

(preincubation法）よりも高い変異原性検出能を

示した microsuspeision法に YG系菌株を適用

すれば更に高い変異原性検出能が得られることが

期待される。そこで， YG系苗株として TAlOO株

に pYG219を導入した YG1029株，及び TA98

株に pYG219を禅入した YG1024株を micro-

suspension法に用いた場合の大気浮遊粉じん試

料に対する変異原性検出能を調べた。その結果を

Fig. 3に示す。ここで Fig.3には，比較の対照と

して各 YG系株の親株 (TAlOO及び TA98株）を

preincubation法に適用した楊合の結果も併せて

示してある。 Fig.3から， YG系株を用いた

microsuspension法のほうが明らかに変異原性検

出能が高いことが判る。これらの結果から，求め
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Table 1. 室内空気浮遊粒子の変異原性に及ぽす換気扇作動及びニアコン作動の影響
(microsuspension法，YG1024)

Mutagenic activity (revertants/ m3 ..,, air) 
Sampling OFF (VF** & AC***) VF** ON AC*** ON 
location 

date(cig*) +S9 -S9 date(cig*) +S9 -S9 date(cig*) +S9 -S9 

Smoker's 5/26 ｛ 10 ｝ 3680 3640 5/29 ｛ 16 ｝ 1170 2440 6/14 ｛ 8 ｝ 1080 2290 
room 

5/30 10 5250 3930 6/12 6 951 2570 6/15 14 1730 3500 

(68 m3) 6/5 10 2250 1940 6/17 10 394 4350 6/8 12 1800 2810 
6/19 9 2290 2440 

av >． 3727 3170 1201 2950 1537 2867 
s.. 1500 1075 796 935 397 607 

No-smoking 
5/26 270 1480 5/29 696 2390 6/15 205 586 
5/30 146 959 6/5 307 888 

office 3 6/12 1010 3120 6/8 341 1820 
(155 m) 

6/19 806 655 6/14 176 874 
6/17 227 1476 

av ！ ． 558 1554 349 1490 205 586 
s.. 416 l 098 204 644 

cig＊ *: no. of cigarettes smoked during working/sampling time (8 hrs), 
VF *: ventilating fan, AC***: air-conditioner. 

討も行なった。 Table1から，換気扇及びニアコ

ソを共に作動させていない喫煙者の部屋の空気試

料が最も 高い変異原比活性 (+s9: 3727 rev/m3 
及びーS9:3170rev/mりを示すこと，換気扇又

はニア コ‘ノを作動させている喫煙者の部屋の空気

試料が次に高い変異原比活性（換気扇作動；＋S9: 

1201 rev/m3及びーS9:2950rev/m3,エアコソ作

動； ＋S9: 1537 rev/m3及びーS9:2867 rev /mり

を示すこと，非喫煙者の部屋の空気試料の変異原

比活性の平均値は喫煙者の部屋のそれより低い変

異原比活性を示すことなどが認められた。以上の

結果から YG系菌株を microsuspension法に適

用すること によって室内空気中の浮遊粒子の変異

原性を容易に測定し得ることが確認され，本法が

ニトロ アレーンや芳香族アミノ化合物類を含む微

盤環境試料の変異原性検出に有用であることが示

唆された。

られた microsuspension/YG1029の与える大気

浮遊粉じん試料の変異原比活性は 110rev/μg で

あり，及び microsuspension/YG1024では 252

rev/ μg, preincubation/TA 100では 3.1 rev/μg, 

及びpreincubation/TA98では 4.5rev/ μgであ

ることから， microsuspension/YG1029の大気浮

遊粉じん試料に対する変異原性検出能は，pre-

incubation/TA 100の約 35倍を示すこと，及び

microsuspension/YG 1024 では preincubation/

TA98の約 56倍を示すことが認められ，通常用

いられている方法に較べて， microsuspension法

に YG系菌株を適用すると大気浮遊粉じん試料

に対する変異原性検出能が極めて高くなることが

判った。

4. 室内空気試料の変異原性測定

大気浮遊粉じん試料に対して高い変異原性検出

能を示した YG 系菌株を用いる microsuspen-

sion法は，微量空気試料の変異原性測定にも有効

であることが期待できる。そこで，試料の大量採

取が困難なため変異原性調査があまり行なわれて

いない室内空気中の浮遊粒子の変異原性測定に本

法を適用した。

室内空気中の浮遊粒子は， 47mm</>の石英繊維

フィルターをステンレス製フィ ルタ ーホルダーに

セットし，これに室内の空気を約 20I/minの流速

で約 8時間通過させて採取した。この室内空気の

吸引には低騒音ボソプ (<50dB)を用いた。得ら

れた浮遊粒子の有機成分をジクロロメタ‘ノを用い

て超音波抽出し，このジクロロメクンを窒素気流

下で留去して得られた残査（タール状物質）を変

異原性試験 (microsuspension/YG系菌株）に供

した。

Fig. 4には変異原性試験結果の例を示してあ

る。 Fig.4から，室内空気試料は YG1024及び

YG 1029の両菌株に対して，S9 mix添加の有無

にかかわらず良好な dose-response関係を示すこ

と，及び喫煙者の部屋の空気試料は非喫煙者のそ

れよりも高い変異原性を示すことが判る。この結

果から，一般に変異原性検出が困難とされている

非喫煙者の部屋の空気試料でも本法 (microsus-

pension/YG系菌株）を用いれば， その変異原性

を測定し得ることが示唆された。

そこで，1989年の春期から夏期にかけて 10日

間，喫煙者の部屋 (68mりの空気試料及び非喫煙

者の部屋（155mり の空気試料を上記と同条件で

採取し，その変異原性を microsuspension/Y G 

1024株で測定した。その結果を Table1に示す。

なお，室内空気の汚染状況に影響を及ぽすと考え

られる換気及びエアコン作動の条件についての検

に塗布することが出来る。したがって，Ames法

に準拠するためには，variablecamを用いて試料

溶液を塗布し，uniformcamを用いて菌懸濁液及

び S9mixを塗布する方法で試験が行なわれてい

る。

一方， レーザーコロニーカウソターは，波長

633 nmの He/Neレーザー発振管，レーザー光線

を角度を変えて回転 (500回／秒）させるためのガ

ルバノメーター及びコロニーの吸光度を測定する

レーザー光検出器などで構成されている。このレ

ーザーコロニーカウンターを用いれば，プレート

上にスパイラル上に出現した復帰変異コロニーを

プレートの周辺部から中心部に向って計数するこ

とが出来，その計数値はリアルタイムでパーソナ

ルコンピュ ーターに送られる。この計数値は，

Ames法による試験結果と同様の評価が行なえる

ように，各スパイラルに対して， プレート 1枚当

りのコロニー数として換算される。また，同様に

各スパイラルに対して，プレート 1枚当りの試料

量が換算され，この値と上記のコロニー数換算値

から， dose-response曲線を得ることが出来る。

なお，同時に，設定した範囲内の， dose-response

曲線の傾き（変異原比活性に相当）やその相関係

数も算出できる。

5. spiral assay法

この方法は米国 EPAのHoukらによっ て作成

された方法 (Houket al., 1989)である。細菌検

査で菌数の測定にしばしば用いられているスパイ

ラルシステム (Gilchristet al., 1973)を Ames

法に適用したものであり， 1枚の最小寒天平板

培地（プレート）上に被験試料溶液，菌懸濁液及

び S9mix（必要時）をスパイラル状 （連続ラセン

状）に塗布し，イ ンキュベーション後フ レ゚ート上

に出現したコロニーをレーザーコロニーカウンタ

ーで計数して， dose-response曲線を得るという

簡易自動化手法である。

被験試料溶液，菌懸濁液及び S9mixの塗布に

はソフトアガーを用いず，スパイラルプレーター

を用いて直接プレート 上に塗布する方法となって

いる。このスパイラルプレーターは，主として溶

液の吸引・ 塗布するノス‘、Jレ （テフロンチューブ），

マイクロ シリンジ，プレートを乗せそれを回転さ

せるためのターソテーブル及び溶液の塗布盤を制

御するための 2種のカムなどで構成されている。

variable camを用いれば通常 50μlの溶液をプレ

ートの中心部から，周辺部に向ってスパイラル状

に液量を減少させながら塗布することが出来，

uiform camを用いれば通常 20μlの溶液を均一
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6. YG系菌株を用いた Spiralassayによる大気

浮遊粉じんの変異原性測定

環境汚染物の変異原比活性を測定しその汚染度

を評価するためには，多検体測定の可能な変異原

性試験法が必要である。本 spiralassay法は，1

枚のプレートで dose-response曲線が得られる簡

易自動化手法であることから， Ames法に較べて

1日で多くの検体の変異原性を測定し得る可能性

がある。そこで本 spiralassayによる多検体測定

の可能性や YG系菌株の使用による変異原性検

Table 2.大気浮遊粉じん抽出物の変異原性に及ぽす試
料塗布用溶媒の影響 （spiralassay法， YG1024)

Ratio of 
solvent 
(DMSO:DCM) 

0
5
0
5
0
 

2
5
7
0
 

ー

．．．．
．．．．．
．
 

0
5
0
5
0
 

0
7
5
2
 

ー

Mutagenic activity (revertants/ug) 

avg. s.d. c.v.（名）

7.12 5.71 6.15 10.34 8.62 7.59 l.90 25.0 
7.21 8.28 5.42 9.03 6.59 7.31 1.41 19.3 
7,64 10.63 7.61 8.54 9.43 8.77 1.28 14.6 
8.11 10.85 7.85 9.11 12.73 9.73 2.05 21. l 
11.72 9.41 9.75 13.17 11.78 11.17 1.56 14.0 
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Table 3.試料溶液塗布から菌懸濁液塗布の間の操作時
間に関する検討 (spiralassay法，YG1024)

ー
a
 

>

、

,
.

ter
me
min-3060120180 

n
i、,̀

I
t
 

Mutagenic activity {revertants/ug) 

avg. s.d. c,v.{笈）

9.48 11.85 9.21 8.51 8.07 9.42 1.47 15.6 
9,68 8.15 11.21 8.43 8.02 9.10 1.35 14.8 
11.39 9.81 9.80 7.62 7.72 9.20 1.60 17,3 
11, 80 11. 71 11. 93 9. 24 7. 93 10. 52 1. 83 17. 4 

出感度の改善等について検討した。

多検体測定に関しては，作業能率上の問題とし

て試料塗布用溶媒種及び塗布操作時間の間隔など

について検討した。大気浮遊粉じんの溶媒抽出

物は一般に水に難溶なため， Ames法ではその

DMSO溶液が試験に供されている。しかし，試

料の DMSO溶液 (50μl)をスバイラルプレータ

ーを用いて塗布すると， 1,2番目のスハイラルが

重なり易いことや DMSOがプレートの表面を流

れ易いことなど取扱上の難点が認められた。その

難点を改善するため DMSOよりも気化し易く被

験抽出物の良溶媒であるジクロルメタ‘ノ (DCM)

を用いる場合の変異原検出能について検討した。

その結果を Table2に示す。なお，本検討では

DMSOとDCMの混合溶媒を用いる場合につい

ても検討した。 Table2から，DCMを用いる場合

に得られる変異原比活性 (rev/μg)は，DMSOを

用いる場合よりも若干高くなる傾向がある ことや

5回の試験結果から得られた変動係数も若干低く

なるか又は同等であることなどが認められる。従

って，上記結果と DCMが気化し易く取扱が容

易であることなどを考慮すると， DMSOよりも

DCMの方が大気試料の塗布用溶媒に適している

と考えられる。

一方，本 spiralassayでは検体数が多くなった

場合，試料溶液塗布→菌懸濁液塗布の操作の繰返

しでは，試料塗布用ノズIレの洗浄操作回数が増加

するばかりでなく， 2種のカムの変更等の操作が

煩雑になり作業能率の低下が懸念される。そこ

で，試料溶液塗布操作をまとめて行ない得るかど

うかについての検討を行なった。本検討では，大

気試料を塗布してから菌懸濁液を塗布するまでの

時間を変えて試験を行ない，大気試料塗布後の放

置時間が変異原性検出能に及ぽす影響を調べた。

得られた結果を Table3に示す。 Table3から，
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Fig. 5.大気浮遊粉じん試料の変異原比活性に及ぽす菌
懸濁液濃縮倍率の影響（spiralassay法， YG1024).

それぞれ 1時間，2時問及び 3時間放置した場

合であっても良好な値や再現性を示すことが認め

られる。従って，大気浮遊粉じん試料の多検体測

定には，多数のプレートにあらかじめ試料溶液を

塗布した後，菌懸濁液塗布まで少なくとも 3時間

放置することが可能であることが判った。なお，

米国 EPAの Houkらは，水に対して溶解度が高

く，寒天培地中の拡散速度の大きな物質 （アジ化

ナトリウム，MNNG,4NQO など）を本 spiral

assayで試験した場合，良好な dose-response関

係が得られないことを報告 (Houket al., 1989) 

しているが， Table3で得られた変異原比活性が

上記経時変化の影響を殆ど受けていないことか

ら，大気浮遊粉じん試料に含まれる変異原物質の

寒天培地中での拡散速度はあまり大きくないこと

も示唆された。

変異原性検出感度の改善の可能性に関しては，

使用される苗懸濁液の菌濃度の影響及び YG系

菌株使用の効果についての検討を行なった。

Houkらの報告では，spiralassayでは通常の

14-16時間培旋した菌懸濁液をそのまま用いるよ

りも 3倍濃縮した菌懸濁液を用いる楊合の方が

良好な結果を与えることを報告している。濃縮し

た菌懸濁液の使用の影響については十分な検討を

行なっていない (Houkの私言）ことから，今回の

検討では，50倍まで濃縮した菌懸濁液を用いて

その濃縮倍率が与える変異原性検出能への影響を

調べた。菌培養液の濃縮方法は microsus pension 

法の場合と同様の方法（遠心沈殿→再懸濁）を用

2600 

2000 

01 ゜
5
 
1

1

 

〇
↑

CIIId

/
 S
t

U
8
P
8
>
o
c
c
 

2500 

T A98/p YG219 
(YG1024) 

TA98/pYG218 2000 

(YG1021) 

200 400 600 

1500 

TA100/pYG219 

(YG1029) 

TA100/pYG216 

(YG1026) 

゜0 200 400 600 
Airborne particulate extracts (μg/plate) 

Fig. 6. TA系及び YG系菌株の大気浮遊粉じん試料
の変異原性検出能 (spiralassay法）．

い，それぞれの菌懸濁液について 3回（プレート

3枚）ずつ試験を行ない，同じ検討を試験日を変

えて 2回行なった。得られた結果を Fig.5に示

す。 Fig.5から，濃縮倍率の高い菌懸濁液 (30倍，

40倍及び 50倍）を用いた場合ほど大気試料の変

異原比活性は高くなること，その値は濃縮倍率の

低い菌懸濁液 (1倍及び 5倍）を用いた場合の約

2.5倍を示すことなどが認められる。

この原因としては， microsuspensionassayの

場合と同様，被験物質と菌との接触確率が高くな

ったことがその一因と考えられるが，これらの現

象に与える培地成分などの影響に関しては Ames

法による試験結果との整合性に関する検討も含め

て今後詳細に検討する必要がある。

次いで，本 spiralassayの大気浮遊粉じん試料

の変異原性検出能に関して， YG苗株を用いた場

合，及びその親株である TA系菌株を用いた場合

とを比較検討した。得られた結果を Fig.6に示

す。 Fig.6から，いずれの苗株に対しても大気試

料は良好な dose-response関係を示すことが認め

られた。また，それぞれの菌株の変異原性検出能

は， YG 1024 > YG 1021 > T A98又は YG1029>

YG 1026 > TAlOOの順となり，ニトロリダクター

ゼ高生産性プラズミド pYG216を導入した株

(YG1021又は YG1026)よりもアセチル転移酵素

高生産性フ ラ゚ズミド pYG219を導入した株 (YG

1024又は YG1029)のほうが大気試料に対して高

い変異原性検出能を示すことが認められる。従っ

て，これらの YG系菌株を用いる spiralassayは，

大気浮遊粉じんの変異原性モニタリソグ手法と し

て有望であることが示唆された。

以上， YG系茜株の応用として高感度化手法で

ある microsuspension法及び自動化手法である

spiral assay法への適用例やその有用性を報告し

た。これらの手法に関しては更に，感度を上げる

ための検討や測定精度を上げるための改良などが

必要であるが，これらの方法による変異原性測定

値を何等かの評価に用いる場合には，それぞれの

使用菌株や手法の特性を十分に考慮して評価に用

いる必要がある。

本検討を行なうに当り， YG系菌株を快く恵与

下さいました国立衛生試験所 ・変異遺伝部の諸

氏， spiralassay法又は microsuspension法で協

力いただきました米国 EPA健康影響研究所，ス

パイラルシステム社， グソゼ産業社の諸氏に感謝

の意を表します。
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ワークショップ「新しい環境変異原の研究手法」

In vitro 小核試験

東京慈恵会医科大学公衆衛生学教室鈴木 勇 司

1. はじめに

環境中に存在する発癌物質の検出や新規に開発

製造された物質の発癌性を短期に評価するには，

Ames test, Rec assay,培養細胞を用いた染色体

異常試験等の invitro試験系と，小核試験，優

性致死試験等のin vivo 試験系とがある。 In

vivo試験系は生体の諸要因を反映しているので，

変異原性試験の結果をヒトに外挿するという点か

らは，invitro試験系よりも好ましいといえる。

Schmid (1973)とHeddle(1973)によ って開発さ

れた赤芽球ー赤血球系細胞を用いてのinvivo小

核試験は，検出感度が比較的高いことから現在広

く用いられている試験方法である。しかし，種々

の試験系の変異原物質検出感度は，invitro試験

系の方がinvivo試験系よりも優れているとい う

報告が多い。被験物質の変異原性を評価する上か

らは，invivo試験だけでは不十分と考えられる。

In vivo試験系の検出感度が低い理由として次

のことが考えられる； ①被験物質の主宿に対する

毒性のため投与用贔を高くできない②被験物質

又は，その代謝産物の標的臓器への到達量が十分

でない ③被験物質によって臓器感受性を強く示

す場合 (Goldberg ら， 1983)④動物の飼育条件，

飼育温度 (Chrismanら， 1980),飼料と水の供給

条件 (Gollapudiら， 1986)による結果への影響

⑤被験物質の代謝がinvivo系とinvitro系で

異なる場合等である。

そこで小核試験において，invitro試験系を開

発することは物質の変異原性評価の上で重要であ

る。そこで本節では，現在までに報告されている

〒105東京都港区西新橋 3-25-28
The in vitro micronucleus assay 
Yuji Suzuki 

種々の細胞を用いてのinvitro小核試験と，我々

が行っている培養骨髄細胞を用いての小核試験法

とCHL細胞を用いての小核試験法を紹介し，さ

らにその応用例についても述べる。

2. 小核誘発のメカニズム

細胞の中の正常な核以外の自然又は人工的に生

じた小さな核をマーカーとする方法である。すな

わち，化学物質や放射線が細胞に作用して無動原

体断片（染色体の切断や非対称型の染色体交換に

よって生じる）や無動原体染色体が形成され，或い

は紡錘体機能阻害が生じて，分裂後期に染色体或

いはその断片が極に移動することができずに遅滞

染色体になり，分裂後期で小核を形成する（田中ら，

1977)。 Fig.1に赤芽球系細胞を用いた小核試験

における小核形成のメカニズムについて示した。

3. 生体由来の細胞を用いた小核試験

Table 1及び 2に，種々の生体細胞を用いた小

核試験法を示した。リンパ球を用いた小核試験に

@—®-3-0-0 
/~ 染色体異枯訊発によろ

小核:9充

⑥→◎ ,泣核 訪t勇体復能9.11官によろ

＼ 小tい月発

e-④-1-0-0 
正染性

多染 性 赤芽球 | 正1tfL赤芽球 1多染件Alu1哀1い 1,

く 6~12 hrs ~24hrs➔ 

Fig. 1． 小核の誘発過程．
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Table 1. 生体由来細胞を用いた小核試験

Mytomycin C Horishima A 1976 
Cyclophosphamide Heddle JA 1978 
Bleomycin Linnainmaa K 1978 
Platinum complex Natarajian AT 1980 
X-ray contrast media Iskandar 0 1981 
EHS Heddle JA 1981 
HHS Huber R 1983, 1989 
Benzene Hogstedt 8 1983a,b, 1984 
Hydroquinone Tsui YC 1983 
Phenol Tanaka K 1984 
Disel tar Aghamohammadi SZ 1984, 1989 
Diaziquinone Pinca M 1984 

Lymphocyte Gosspol Fenech M 1985a,b,c 
5-bromo-2'-deoxyuridine Stenstrand K 1985, 1987 
Aflatoxin B1 Kwan DK 1985 
X-ray Shinkawa K 1986, 1988 
ツーray Parvez Z 1986, 1987 
UV Maki-Paakkanen 1987 
Polyester resin Blasko M 1987 
Vinyl acetate Cole J 1988 
Alchohol drinking Kormos C 1988 
Marihuana smoking Narod SA 1988 
Tabacco smoking Prosser JS 1988 
Age Ramalho A 1988 
Ethylene oxide Erexson GL 1989 
Styrene Khadzhidekova V 1989 
Styrene oxaide Migliore L 1989 

は，大別して 2通りある。一つは，生体よりリ ソパ

球を取りだし培養系に移して， そこに変異原物質

を加えて小核誘発頻度を検討する方法であ り， 抗

癌剤 (Obeら， 1975;Aghamohammadiら，1984;

Heddleら，1978;Sorsaら， 1988;新川ら， 1988)

ゃ benzene（新川ら， 1987)等についての報告が

ある。 他の一つしま，変異原物質に曝露した生体か

らリソパ球を取りだして培養系に移し小核誘発頻

Erythroblast 

Embryo 

spermatozoa  

Table 2. 生体由来細胞を用いた小核試験

Mitomycin C 
Vincristine 
Benzo(a)pyrene 
Benzi dine 

Asbestos 
Benzo(a)pyrene 
X-ray X-ray+ Lead 
Caffeine 
Mercuric chloride 
〔3町arginine
Sodium arsenite 

X-ray 
9,10-dimethyl-1,2-benzanthracene 
Cyclophosphamide 
Adriamycin 
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Suzuki Y 
Nito S 

Oshimura M 
郎llerWU 
Cheng SJ 

1985 
1986 

1984 
1985, 1986, 1987 
1986 

Risley MS 1988 
Pampfer S 1989 
Tates AD 1989 

Table 3. 培養細胞を用いた小核試験

Mitomycin C 
Cyclophosphamide 
Adriamycin 
Actinomycin D 
Nitracrine 
Platinum compound 
Cytosine arabinoside 
ENNG MNNG 
BNU ENU MNU 
聞 S EMS 

V 7 9 Acridine derivative 

Laane C 1984 
Pleskova I 1984 
りilsonWR 1984 
Cheng SJ 1985, 1986 
Bonatti S 1985 
Ferguson LR 1985 
Alaoui-Jamali MA 1986, 1988 
りhiteGR 1986 
Das SK 1988 
De-Ferrari M 1988 
Ferguson LR 1988, 1989 

7-ethylbenz(a)anthracene 7-methyl- Li MX 1988 
Diethylsulphate 
Ketonucleoside derivative 
ICR-191 
9-aminoacridine 

Glatt H 1989 
Kirishna G 1989 
Kulkarni JR 1989 
Miele M 1989 

2-nitro-7-methoxynaphtho[2,l]furan 
Fusarine C 

Nusse M 
Xing SG 

1989 
1989 

T-2 toxine 
Tannin 
Tobacco 

度を検討する方法であり ，invivoとinvitroの

中間的な実験法といえる。ライフスタイルに関連

するものとして喫煙 (Natarajan ら， 1980; 

Hogstedtら， 1983a,1984; Stenstrandら， 1985;

Narod ら，1988) や飲酒 (Natarajan ら，1980;

Hogstedtら， 1984)の報告があり ，職業性曝露に

関するものとして vinylchloride (N atarajanら，

1980), styrene (Hogstedtら， 1983b,1984; Lin-

nainmaaら， 1978)や ethyleneoxide (Hogstedt 

ら， 1983a)がある。その他に，加齢(Hogstedtら，

1984; Fenechら， 1985c;Coleら， 1988)に関し

たものも有る。ヒト由来のリンパ球を用いた小核

試験の報告が大半を占めるのが特徴である。

次に， embryo を用いた小核試験 （Oshimura

ら， 1984;Mullerら， 1985,1986, 1987)であるが，

ここではアスベストやカフェイン等，我々の日常

生活に関係があるものが取り上げられている。精

子を用いた小核試験 (Risleyら， 1988;Pampfer 

ら， 1989)では，放射線や抗癌剤の影響について

検討されている。我々も，マウス由来の赤芽球一

赤血球系細胞を用いた invitro小核試験を開発し

た (Table2)。詳細は，別項で説明する。

4. 継代可能な培養細胞を用いた小核試験

Table 3に Chinesehamster lung fibroblast 

Table 4. 培養細胞を用いた小核試験

X-ray Bonatti S 1983 

Benzo(a)pyrne Heddle JA 1983 

MNU りaltonDG 1984 

HHS Brock VA 1985 

CHO  4-NQO Bertsche U 1986 

HNNG Stich HF 1986 

Acriflavin Kozachenko VI 1987 

Cad■iu● chloride Salnikova Lil 1988 
Acridine yellow Serebrianyi AM 1989 
Propidiu●iodide 

cell (V79)を用いた小核試験を示す。ここ数年多

数の報告が見受けられ，発癌物質や抗癌剤に関し

て検討されている。 Table4に Chinesehamster 

ovary cell (CHO) を用いた小核試験を示す。発

癌物質に関する報告が多く ，これも最近の報告が

多い。 V79と比較すると CHOの報告はまだ少な

ぃ。 Table5には，継代可能なその他の細胞や癌

細胞を用いた小核試験等について示した。我々の

教室では， Chinesehamster lung cell (CHL)細

胞による小核試験を開発したので，詳細は別項で

説明する。

5. 赤芽球ー赤血球系細胞を用いた小核試験（鈴

木， 1985)

骨髄細胞を培養するための mixedmediumの

組成 (Fig.2) としては， NCTC109, NU-serum, 

牛胎児抽出液および牛血清アルブミンフラクショ
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Table 5. 培蓑細胞を用いた小核試験

Rat kangaroo Colchicine Sekiguchi T 1978 
ovary tumor cells 

Mouse 3T3 cells Colchicine Sekiguchi T 1978 

Walker care土noma 256 Nitrogen璽ustard Koller PC 1969 

Ehr1土ch asc土七es DL-buthionine-SR- Bertsche U 1986 
．． 

tumor cells sulfox.1.lm.1ne 

Syr土an hamster  
(BHK 21 C 13) Radiation Roberts CJ 1986 
(LSH/ s s LAK) Glass fiber Hesterberg Tり 1986

Mccoy ce11s Colchicine Deig EF 

Doerr CL mouse lymphoma 
(L5178Y) 

ce1ユ．s Actino璽ycine
Adriamycin 
DMBA 

CHL 

DMSO 
ICR 107, 109 
3-MCA 

Mitomycin C 
Colee口id
Caffeine 
Fluoride 

りakataA 
Li J 

(1) NCTC 109 ----------------------------14 ■l 

(2) NU-seru■ ----------------------------10 ■l 

(3) Bovine fetal extract sol. ----------- 1 111 

(4) Bovine seru置 albumin

fraction V in a -medium ------------ 5 ml 

Fig. 2. Preparation of mixed medium (30 ml) containing (1)-(4). 

1962 

1989 

1987 
1990 

ンVが含まれる。この mixedmediumは， 骨髄

細胞の中でも特に赤芽球系細胞の増殖に適したも

のである。 Fig.3に実験に使う S9およびS9mix

の調製法を示した。 S9作製用動物は， BALB/cマ

ウスで，誘導剤には PCBを用いた。 S9mixの調

製に， Amestestではリン酸緩衝液を用いるとこ

養器中で培養してから，スメア標本を作製する。

May-Grunwald Giemsa染色を施して， 小核を有

する多染性赤血球の頻度を求める。 Table6に，

次の被験物質の結果を示す。あわせて， BALB/c

マウスによるinvivo小核試験と Amestestお

よび動物での発癌性の結果を示した。

ろを， この試験では 10%NU-serum加 NCTC a) アルキル化剤

109により行った。 Fig.4は，マウスの大腿骨から 1) carboquone (CQ) 

骨髄細胞を採取する方法を示した。 Fig.5には， 2) cyclophosphamide (CY) 

試験手順を示した。まず，骨髄細胞に S9mixま b) 代謝拮抗剤

たは 10%NU-serum加 NCTC109と被験物質を 1) 6-mercaptopurine (6MPR) 

加えて， 37°Cで30分間振濫培養する。その後，遠 2) amethopterine (MTX) 

心洗浄により被験物質を取り除き， mixedmedi- 3) 5-fluorouracil (5FU) 

umに再浮遊した後，37°Cで 30時間炭酸ガス培 4) tegafur (FT-207) 
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BALB/c重ice（"')
↓ 

Injection of PCB (500璽g/kg)
↓ 

Hepatectomy 5 days after pretreated with PCB 
↓ 

Homogenize the liver 
↓ 

Centrifuge the homogenate at 9000g 
↓ 

Post-mitcondrial supernatant (S 9) 

↓ 

1 ■l of S9凰ix(pH7. 2) contains (1)-(7) 

(1) 0.2■1 S9 

(l) Each sa●ple dissolved in water or DMSO ---0.05■1 

(2) Bone●arr叩 cells------------------------0.5 ■l 

(3) S9●ix------------------------------------1.5 ■l 

(4) NCTC109 containing 1oi NU-seru■ ----------O. 95■1 

Mix (1)-(4) and incubate at 37℃for 30●ln 

Add the ■ixed ■ediu■ 

Spread bone●arrow cells in petri dish 

Incubate at 37℃for 30hrs 

S■ear bone ■arrow cells 

Stain with May-Grunwald and Gie●sa 

Count under a■1croscope 

■icronucleated polychro●atic erythrocytes 

(2) 0ぷ 1NCTC109 containing 10% NU-seru置

(3) 16 μ mole MgClz 
Caluculation -- X JOO (%) 

(4) 66μ 1l01e kCl 

(5) 10 μ mole G6P 

(6) 8 μ mole NADPH 

(7) 8μ ●ole NADH 

Fig. 3. Preparation of S9 and S9 mix. 

Sacrifice BALB/c ■ice（ク）

Shorten the fe●ur with scissors until! a s●all opening to the 

■arro● canal beco●e visible 

Take out bone■arrow cells with ■ixed ■ediu■ 

↓ 

Centrifuge at IOOOrp■for 5 ■.ln 

↓ 

Draw the supernatant off with a pipette 

↓ 

Add NCTC109 containing 10:C NU-seru■and adjust the cell nu●ber 

to 0.6~6Xl07cells／■ l 

Fig. 4. Preparation of bone marrow cells suspension. 

5) ancitabine (Cyclo-C) 

C) 抗癌抗生物質

1) mitomycin C (MMC) 

2) aclarubicin (ACR) 

3) chromomycin A8 (CHRM) 

4) bleomycin (BLM) 

5) neocarzinostatin (NCS) 

6) actinomycin D (ADM) 

d) 紡錘体機能阻害剤

1) vincristine (VCR) 

e) 
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polychro●atic erythrocytes (1000 cells) 

Fig. 5. Test procedure. 

化学工業物質，大気汚染物質等

1) 5-nitroacenaphthene (5NA) 

2) benzo(a)pyrene (BaP) 

3) benz(a)anthracene (BaA) 

4) 3-nitrofluorancene (3NFR) 

5) 6-nitrochrycene (6NCHR) 

6) phenylhydrazine (PH) 

7) 2-aminoanthracene (2AA) 

8) N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine 

(MNNG) 

9) benzidine (BZ) 

10) benzo(e)pyrene (BeP) 

11) 3-amino-1-methyl-5H-pyrido[ 4,3-b ]in-

dole (Trp-P-2) 

12) 2-acetylaminofluorene (2AAF) 

13) 2-naphthylamine (2NA) 

14) dimethylnitrosamine (DMN) 

15) benzotrichloride (BTC) 

16) 1-nitropyrene (lNP) 

17) 1,1-dimethylhydrazine (DMH) 

18) 2-nitrofluorene (2NF) 

19) chrycene (CHR) 

20) diethylnitrosaniine (DEN) 

21) 3-amino-l,4-dimethyl-5H-pyrido[ 4,3-b] 

indole (Trp-P-1) 



Table 6. In vitro小核試験とinvivo小核試験， Ames
testおよび発癌試験との比較

In vitro In vivo 
Chemicals 

m1cronu • m1cronu- Ames 
Carcino 

cleus test test genicity 
-S9 +S9 

cleus test 

MMC ＋ ＋ ＋ ＋ 

CQ ＋ ＋ ＋ ？ 

VCR ＋ ＋ 

CHRM ＋ ＋ ？ 

NCS ＋ ＋ ？ 

Cyclo-C ＋ ＋ 

BTC ＋ ＋ ＋ 

5NA ＋ ＋ ＋ 

!NP ＋ ＋ 

BLM ＋ ＋ ＋ 

AMD ＋ ＋ 

ACR ＋ ？ 

CY ＋ ＋ ＋ ＋ 

BaP ＋ ＋ ＋ ＋ 

BaA ＋ ＋ ＋ ＋ 

3NFR ＋ ＋ ＋ ＋ 

6NCHR ＋ ＋ ＋ ＋ 

PH ＋ ＋ ＋ ＋ 

6MPR ＋ ＋ ＋ 

MTX ＋ ＋ ＋ 

5FU ＋ ＋ ？ 

2AA ＋ ＋ ＋ 

MNNG ＋ ＋ ＋ 

BZ ＋ ＋ ＋ 

BeP ＋ ＋ ＋ 

Trp-P-2 ＋ ＋ ＋ 

2AAF ＋ ＋ ＋ 

2NA ＋ ＋ ＋ 

DMN ＋ ＋ ＋ 

FT-207 ＋ ？ 

DMH ＋ ＋ 

2NF ＋ ＋ 

CHR ＋ ＋ 

DEN ＋ ＋ 

Trp-P-1 ＋ ＋ 

Fig. 6に試験をした 35物質のうち陽性を示した

物質の割合，すなわち陽性率を示した。 Invitro 

小核試験では 86%,in vivo小核試験では 43%,

Ames testでは 74%が陽性となり，invitro小

核試験と Amestestが優れた結果を示した。試験

をした 35物質のうち 25物質についてその発癌

In vitro小核試験［応ごここ三亨寄立芸犀 l

In vivo小核試験

Ames test 

In vitro小核試験

In vivo小核試験

Ames test 

35物費中で陽性となった割合（陽性率）

口陽性物質 口陰性物質

40 60 80 1鴎20 

％
 

25種の発癌物質に対する一致率（敏感度）

口陽性物質 口陰性物費

40 60 80 100% 20 

％ 

Fig. 6.培養骨髄細胞を用いた小核試験の結果のまとめ．

性が明らかにされている。そこで， 25種の発癌物

質に対して試験結果が陽性を示した割合，即ち敏

感度を求めた (Fig.6)。Invitro小核試験が80%,

in vivo小核試験が 32%,Ames testが 92%で

あり，これもinvitro小核試験と Amestestが

優れた結果を示した。また， Amestestで検出感

度が低かった抗癌剤に対しても，invitro小核試

験は優れた結果を示した。これらのことから，in

vitro小核試験と Amestestの両方法を併用する

ことにより，かなり高い確率で発癌性をスクリー

ニソグできると考えられる。

6. CHL細胞を用いた小核試験法

今回用いた CHL細胞は，我が国において染色

体異常試験に最も多く用いられている（石館ら，

1983)。この CHL細胞を用いて我々は小核試験

を実施した。方法の概略は， Fig.7に示した。CHL

細胞に S9mixまたは緩衝液と被験物質を加えて

から，十S9mixの時は 6時間，ーS9mixの時は

CHL cells 

一［店［五；ca:llHし笠？ぷ芦霊hf100；話ays)

I ~器；夏汎。::;8:afe:l.:l.:l.e0:atmosphere 
Trypsinizing 

| 
Hypotonic solution (KC! ; 135叫）
| for 4 -5璽inat 37℃ 

Fixation 
| 3 ti配s"ith a □xtureof acetlC 
acid-aethanol (1:3 vlv) 

Spread onto clean slide glasses 
I 
Staining with 10% Gie鳳saat pH 6.8 
I 
Counting at 600x四gnification

Hicronucleated CHL cells 
1000 CHL cells 

Fig. 7. 

X 100 （％） 

CHL細胞を用いた Invitro小核試験法．

Table 7. 

24時間培養する。その後にトリプシン処理をし，

続いて低張処理をする。常法により固定， Giem-

sa染色をした後に， 1000個の細胞を数えてそこ

に出現した小核を有する細胞の割合を求める。

Table 7 に試験結果を示した。あわせて， CHL

細胞による染色体構造異常試験，我々の行った骨

盤細胞を用いたinvitro小核試験， BALB/cマウ

スによるinvivo小核試験， Amestest，動物実験

による発癌性の結果も示した。この Tableから

CHL細胞を用いた小核試験および染色体構造異

常試験結果の一致率が高く，検出感度も高いとい

える。さらに発癌物質を検出する感度も良好であ

る。従って， CHL細胞を用いた小核試験は，染

色体構造異常試験法の代用ができる可能性があ

る。さらに，手技が簡単で判定も容易であること

も一つの利点といえる。

CHL細胞を用いた小核試験の結果

Chemicals CHL 
micronucleus 
test 

CHL 
chromosome 
aberration 

Bone marroり
in vitro 
MN test 

Bone marrow 
．． 
10 VlVO 

MN test 

Ames 
test 
Carcino-
genisity 

5Fu 
HHC 
CQ 
VCR 
BLH 
NCS 
AMO 
ACR 
CY 
FT-207 
MNNG 
BZ 
2AAF 
2AA 
2NF 
CHR 
DEN 
DMBA 
Urethane 
3MC 
BNU 
ENU 
5NA 
lNP 
BaP 
Fluoride 

?+?-+?+++?+++++++++++++—+? —++—+l-
+
+
+
+
-
+
- —+—+++++++++++++-+-—+-
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こ

NT  
NT  
NT  
NT  
NT  

＋ 
NT 

NT  Not tested, ＋
 
Positive, : Negative 
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Erythropoiesisに影響を与える環境因子(co,Co,酸欠，出血）

三phospholipase Arachidonate 

— X I cychlooxygenase 

[ ATP 

(cA「
EPOの産生充進

I 細胞中Cぷ濃度の変化
erythropoiesisの変化

l変異原物賓
小核誘発九進または抑制

Fig. 8. 小核誘発に関する一考察．

7. In vitro小核試験の応用例

(1) 赤芽球ー赤血球系細胞によるinvitro小核

試験の応用例（その 1)

我々 は， 日常生活環境中で様々の形で化学物質

の曝露を受けている。例えば農薬，医薬品，食品

添加物，化粧品，工業化学物質，喫煙，加熱調理

食品，大気汚染，水質汚濁などである。これらの

中にはヒトに発癌させる物質も存在することが知

られている。一般に職業性曝露や医薬品の摂取な

どを除けば， ヒトヘの曝露は個々の物質について

みると微量であることが多い。それにもかかわら

ず，大気汚染や喫煙と肺癌の発生との因果関係が

疫学的に証明されていることは，発癌物質への曝

露とそれ以外の種々の要因が絡み合って初めて発

癌に至るものと考えられる。そこで，発癌助長因

子や変異原性助長因子の研究，作業環境下におけ

る複合物質曝露時の相乗 ・相加作用の研究等， ヒ

トの発癌性を評価するために総合的に取り組む必

要がある。

そこで我々は，invivoおよびinvitro小核試

験を用いて染色体異常誘発助長因子のモニタリン

グとともに，その作用機序の解明を行っている。

その概要を Fig.8に示した。

生体に一酸化炭素を曝露 (Suzukiら， 1988)し

たり，酸素欠乏にすると組織での酸素欠乏状態が

起こる。すると生体はホメオスタ、ンス維持のた
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RENAL VASc → IERYTHROPOIETIN O2 
RENAL Oz CONSUMP -.1 PRODUCER囀•-SENSOR

KIDNEY 

Liv●9 
MoC90pho,.. 

Fig. 9. Current model of the feedback circuit that 
regulates the rate of red blood cell production to 
the need for oxygen in the peripheral tissues. 

め， Fig. 9のような赤血球産生モデル (Erslev,

1977)が働きだすと考えられる。すなわち，生体

中の。2 センサーが組織での酸素欠乏を認知し，

腎臓，肝臓， 網内系等で erythropoietinを産生

し，骨髄中での erythropoiesisが充進すると考え

られる。一方ビタミ ‘/ B12欠乏により，悪性貧血

が起こることが知られており，その治療にビタミ

ソ B12製剤を用いる。ビタミ ‘/B12の化学構造中

のコバルトは， erythropoietinを誘導することが

知られている。このように種々の要因によって

erythropoietin産生が促進されると生体内，特に

骨髄中での erythropoiesisが充進し，その結果小

核誘発のチャ‘ノスが増加，すなわち変異原物質に

よる小核誘発頻度が増加すると考えられる。つま

り，赤芽球の増殖が盛んになると，変異原物質の

DNAへの assessabili tyが増加したり， DNA合

成時の DNA修復機能が完全でないものの割合

が増加するためと考えられる (Suzukiら， 1989a,

b)。
つぎに， erythropoietin産生機構と小核試験の

関係を検討した。 Erythropoietin産生に関与して

いると考えられているprostaglandinE2を前処

置すると変異原物質による 小核誘発頻度が充進

し，prostaglandin合成阻害剤のindomethacin

を前処置すると変異原物質による小核誘発頻度は

抑制された。さらに， erythropoietinが赤芽球の

分化・増殖に与える影響とカルシウムイオンとの

関係をinvitro小核試験により明らかにした。す

なわち赤芽球培養液中のカルシウムイオン濃度を
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小
核
誘
発
頻
度
（
ご

ペラパミルの濃度

Fig. 10.ベラパミルの小核誘発頻度に与える影響．
培養骨髄細胞を用いた小核試験．

小
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低下させると， erythropoietin による erythro-

poiesisが抑制され， その結果変異原物質による

小核誘発頻度も低下した。

(2) 赤芽球ー赤血球系細胞によるinvitro小核

試験の応用例（その 2)

心疾患治療薬として用いられているカルヽンウム

拮抗剤であるベラパミルの小核試験への影響を検

討した（鈴木ら， 1987)。赤芽球培養液中にベラパ

ミルを前処置すると， VCRによる小核誘発頻度

が充進した（図 10)。医薬品は， ヒトの体内に大

量に摂取される場合が多いので，二次的効果，す

なわち変異原性増強作用について十分検討する必

要があると思われる。

(3) CHL細胞によるinvitro小核試験の応用

例

疫学調査によると，磁場曝露と白血病誘発の関

係が報告されている (WHO,1987)。一方，フッ化

ナトリウムに変異原性が認められることが培養細

胞系で報告されている (WHO,1987)。アルミニ

ウムプラントでは，フッ化ナトリウムが使用され

ていると共に， ヒトが磁場に曝露する環境にあ

る。従って，磁場のフッ化ナトリウムの変異原性

に及ぽす影響を検討することは重要であると考え

られる。我々の実験によると，フッ化ナトリウム

の小核誘発頻度は，磁場曝露により九進すること

が明らかとなった。フッ化ナトリウムによる小核

誘発頻度と磁場の強さの間に饂ー反応関係が認

められた (Fig.11)。アルミニウム工場従事者， リ

ニアモーターカー，医学診断用核磁気共鳴装置等，

今後ヒトが磁場に曝露する機会が増えてくること

から，磁場曝露のヒトヘの影響を明らかにしてい

くことは重要である。磁場曝露の変異原性への影

響を検討する上で， CHL細胞を用いた小核試験

は有用と考えられる。

8. In vitro小核試験のまとめ

(1) In vitro小核試験の長所

1)方法が簡便である

2)短期間で結果を出せる

3)細胞と被験物質を直接接触させることが

できるので，変異原物質検出感度が高い

4) In vivo試験と比較して被験物質星が少

なくてすむ

5)容易に小核を認知できるので判定に熟練

を要しない

6)染色体構造異常試験結果と一致率が高い

ので代用できる可能性がある

7) In vivo小核試験（lymphocyte,erythro-

blast等）を併用することにより メカニズ

ムの解明ができる

リンパ球等の試験系では，作業環境等の

バイオモニタリングができる

9)最近，動物愛護の問題がクローズアップ

してきている折から，継代細胞を用いる

小核試験は，invivo試験系の代用とな

りうる可能性がある

(2) In vitro小核試験の短所

1)赤芽球系細胞以外の試験では，主核と小

8) 
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核が重なることがあり ，判定が難しいこ

とがある

2) In vivo小核試験と一致しないこと があ

る

いずれにせよ，invitro小核試験には，短期試

験法としての有利な点が多いことから今後の発展

が期待できる。
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環境変異原研究 12:89-91 (1990) 

ワークショップ「新しい環境変異原の研究手法」

ガス・蒸気曝露による変異原性試験法

東京大学医科学研究所癌生物学研究部 松 島 泰次郎

微生物変異原性試験で，低沸点で揮発性の液体

が通常のプレート法では，寒天培地から蒸発して

有効な濃度が得られないので変異原性を示さない

のが，デ、ンケーターや嫌気性培養容器を用いて液

体を蒸発させてガス状で曝露すると変異原性を示

すことが報告されている。ガス状曝露で試験を実

施する目安になる沸点をどこにおけば良いのだろ

うか。

イギリスのJohnAshbyが最近この点につい

て問題を提起している (Mutagenesis:4, 160-162, 

1989)。沸点が 100°c以上の液体はプレイソキュ

ベーション法で変異原性を示しているが，例外と

して沸点 120°cの chlorodibromomethaneが

プレインキュベーション法では変異原性を示さな

いのに， ガス状曝露をすると変異原性を示す。沸

点だけでなくて水に対する溶解度を考慮する必要

を述べている。いくつかの物質の変異原性試験の

結果を比較して，沸点と分配係数を考慮して，沸

点が 180°C以下で油溶性（分配係数 logPが 1

~2以上）の物質は，通常の方法で変異原性を示

さなかった場合にガス状曝露で試験する必要性を

あげている。

微生物変異原性試験でプレート法， プレインキ

ュベーション法， ガス状曝露法で試験が実施され

た化学物質の試験結果と沸点および水に対する溶

解度を Table1にまとめた。プレート法では変異

原性を示さなかった物質がプレインキュベーショ

ン法および試験管を密栓して行った改良プレイン

キュベーション法で変異原性を示している。水に

対する溶解度の高い ethyleneoxideゃpropylene

〒108東京都港区白金台 4-6-1

oxideは沸点が低くてもプレイソキュベーショ‘ノ

法で変異原性を示している。水に対する溶解度の

低い物質は変異原性を示さない。trichloroethy-

leneゃ 1-bromobutaneの様に通常のプレイソ

キュベーション法では変異原性を示さない物質

が，密栓をした改良プレイソキュベーショソ法で

は変異原性を示す様になる。プレインキュベーシ

ョソ法に比べてガス状曝露法は検出感度が高い。

プレインキュベーション法で変異原性を示さなか

った物質は，沸点と溶解度を考慮してガス状曝露

で再試験を実施する必要がある。どの様な場合に

ガス状曝露をする必要があるだろうか。

Table 1のデータを図に表してみる。 Fig.1に

はプレート法とガス状曝露法の比較を， Fig.2に

プレインキュベーショソ法との比較を示す。実線

の左側に入る物質はガス状曝露で調べる必要があ

る。プレイソキュベーショソ法がプレート法より

検出感度が高いので， 沸点 200°c以下の物質は

プレインキュベーション法で試験をする必要があ

る。水に対する溶解度の低い物質は改良プレイン

キュベーション法で試験をする必要がある。沸点

が 140°c 以下で溶解度の低い物質が改良プレイ

、ノキュベーション法で変異原性を示さなかった時

には， ガス状曝露法で調べる必要がある。

ガス状曝露の容器としてはデ、ンケーターなどの

密閉容器を用いても良いが，液体を気化させる為

の加熱装置が必要であり，また気化出来る濃度に

限界が生じる。その点環境測定に用いるガス捕集

袋でpolyvinylfluoride polymerで作られた

Tedlarバッグを用いると便利である。試験菌株

Mutation assay by gas—or vapour-exposure procedure 
Taijiro Matsushima 
Department of Molecular Oncology, Institute of Medical Science、Universityof Tokyo, 4-6-1 Shirokane-
Dai, Minato-ku, Tokyo 108, Japan 
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Table 1.液状物質のガス曝露法，プレインキュベーショソ法およびプレート法による微生物変異原性試験

変 異 原 性

物 質 名 略 字

改良（密閉）

Ethylene oxide 
Propylene oxide 
Bromoethane 
Methylene chloride 
Allyl chloride 
2-Bromopropane 
Butylene oxide 
3-Chloro-2-methylpropane 
1-Bromopropane 
lodo ethane 
Aery loni trile 
1-Chlorobutane 
1,2-Dichloroethane 
Trichloroethylene 
1-Bromobutane 
l-Bromo-2-chloroethane 
1,1,2-Trichloroethane 
Epichlorohydrin 
Chlorodibromomethane 
2-Nitropropane 
1,2-Dibromoethane 
Benzy !chloride 
Benzotrichloride 

EO 
PO 
BE 
MC 
AC 
2BP 
BO 
CMP 
lBP 
IE 
AN 

DCE 
TCE 
lBB 
BCE 

EH 
CDBM 
NP 
DBE 

沸点 水に対す
‘‘‘る溶解度 プレインキ ュベーション法
(OC) (%)ガス曝露法 プ レート法

11 
35 
39 
40 
45 
59 
63 
69 
71 
72 
73 
78 
84 
87 
101 
107 
113 
118 
120 
120 
132 
179 
221 

100 
41 
0.91 
1. 3 
0.36 
0.29 
10 
0.09 
0.23 
3.9 
7.4 
0.11 
0.87 
0.11 
0.06 
0.70 
0.45 
6.6 
0.02 
1. 7 
0.54 
不溶
不溶

廿
廿
廿
＋
廿
廿
廿
＋
＋
＋
廿
一
＋
＋
廿
廿

一
丹
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＋
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廿

+

+
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とヒスチジン・ビオチン液および代謝活性化法の

ときには S9mixをスプレッドした最少グルコー

ス寒天乎板培地のふたをはずして支持枠にたてた

ものを， Tedlarバッグに入れてガス捕集用の栓

から排気する。加熱気化装置を用いて液体をガス

状にして一定量の空気で稀釈して別の Tedlarバ

ッグに入れて種々の濃度のガスを作る。このガス

を排気したバッグに導入してガス曝露を実施す

る。外部からガスを導入すると きデ、ンケーターの

様な密閉容器の場合に比べて Tedlarバッグを用

いるとガス交換が容易である。

ガス状曝露は上に述べた様に揮発性あるいは水

に溶解度の悪い液体の試験の場合に有効である

が，それ以外に毒性の強い物質の場合にも毒性の

発現が低くて有効な場合があり，また水に不安定

な物質の場合にガス状にして直接試験菌株にとり

込ませることが出来るので変異原性を検出できる

利点もある。液状の化学物質の安全性を調べると

きにその物質の物性を考慮して試験方法を選択す

ることが大切である。
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日本学術会議だより No.17 

「地球圏一生物圏国際協同研究計画（IGBP)
の実施について（勧告）」を採択

平成2年 5月 日本学術会議広報委員会

日本学術会議は，去る 4月18日から20日まで第 109回総会を開催しました。今回の日本学術会議だよりでは，その総会で

採択された勧告を中心に，同総会の議事内容等についてお知らせします。

日本学術会議第109回総会報告

日本学術会議第 109 回総会（第 14期•第 5 回）は． 4月

18~20日の 3日間開催された。

総会第 1日目の午前中には．会長からの経過報告．各部・
委員会報告に続き，勧告、対外報告の2案件の提案がなさ
れた。これらの案件については同日午後の各部会での審

議を経た上で．第2日目の午前中に採択された。なお．総
会前日の17日の午前中には．連合部会が開催され．これら

の案件の予備的な説明．質疑が行われた。また．第 2日目

の午後には．自由討議が第 3日目の午前中には各常置委

員会が，午後には各特別委員会がそれぞれ開催された。な

ぉ．第 2日目の総会に先立ち．同日表敬訪問のために訪れ

た1990年（第 6回）日本国際賞受賞者4名の紹介がなされ．

うち 2名の方々から挨拶が行われた。

今回総会では．次の勧告．対外報告が採択された。

①地球圏一生物圏国際協同研究計画(IGBP)の実施につい
て （勧告）（この勧告の詳細は．別掲参照）

このIGBPについては．以前から会長召集の検討会議や関
係する部会、研究連絡委員会等で検討が続けられてきたが，

この度これらの検討結果を跨まえて．人間活動と地球環

境に関する特別委員会の IGBP分科会が中心となって今回
の勧告案を取りまとめたものである。

この勧告は，同日午後直ちに内閣総理大臣に提出され．

関係省庁に送付された。

②人間活動と地球環境に関する特別委員会報告一人間活動

と地球環境について（この対外報告の詳細は．別掲参照）

これは．人間活動と地球環境に関する特別委員会が．昭

和63年10月の発足以来行ってきた審議の結果を中間報告と

して取りまとめたものについて．外部に発表することを承

認したものである 。この件に関する審議の際には，人間活

動という 言葉の定義．国際関係や各国の科学技術政策との

関連，環埓教育の位置付け等々について．活発な質疑応答

かあり．また．文案の修正を求める多くの意見が出される

等、熱心な討議が行われた。

また．総会第 2日目の午前には．南アフリカ共和国科学
者の学術に係る我か国への入国手続きをめぐ る従来からの

問題について討議か行われ．「科学者の自由交流」の考え方

にtt同し、本問題の早急かつ実質的な解決を望む多数の意

見が述ぺられた。

なお．第2日目午後には．「学術の国際化への対応」とい
うテーマで、活発な自由討議が行われた （この自由討議の

詳細は、別掲参照）。

地球圏一生物圏国際協同研究計画(IGBP)
の実施について（勧告）

（勧告本文）

国際学術連合会議（ICSU)は、 1983年1月の執行委員会

から，国際測地学 ・地球物理学連合(IUGG)より提案のあ
った地球圏一生物圏国際協同研究計画 (International
Geosphere-Biosphere Programme,略称IGBP)について
検討を始め， 1986年ペルンで開かれた総会で，この計画を

1990年から10年間国際協力により実施することを決定した。

我が国の研究者は国際的立案の段階からこの研究計画の審

議に参加してきており．この国際協力事業に我が国の研究

者が参加することは，この国際協同研究計画が持つ重要性

にかんがみ意義が極めて大きいと考えられる。したがって．

政府はこの国際的かつ学際的事業を成功させるために，我

が国におけるIGBP研究の実施に当たり．研究の推進．国際
対応，研究者の養成などの体制整備並ぴに予算等万全の措

置を講じられたい。

（説明） ［要旨］

国際学術連合会議 （ICSU)は．国際協同研究として．地

球変化を支配する物理的 ・ 化学的 • 生物学的な諸過程とそ

の相互作用を解明するため専門的知識を結集し，「地球園一

生物圏国際協同研究計画(IGBP)を実施するため，検討を
行ってきた。我が国の研究者は関係する国際委員会に参画

し積極的にその役割を果してきた。

IGBPの目的は全地球を支配する物埋的・化学的•生物学

的諸過程とその相互作用を究明することによって．過去か

ら現在．未米にいたるまでの生命を生み出している地球独

特の環境とその変化、 さらに人間活動による変化について

解明し．記述し．理解することである。

我が国における実施計画は．国際的な計画を参照しつつ．

次の 7研究領域を設定した。

研究領域1:大気微贔成分の変動及び生物圏との交換。
研究領域2:海洋における物質循環と生物生産。

研究領域3:陸上生物群集への気候変化の影響。

研究領域4:大気圏 ・水圏 ・陸圏と生物圏の相互作用を考

慮した気候解析と モデリング。

研究領域5:環境変化のモニタリング
研究領域6:古環境の変遷。

研究領域7:地球環境と 人間活動の相互作用。

本研究計画は1990年から10年間行われ．日本は広義のモ

ンスーンアジア地域、西太平洋地域．極域に特に重点をお

いて研究を実施する。また．効果的に推進するため．地球

システムにかかわる他の国際協同研究とも協力する 。



人間活動と地球環境に関する特別委員会報告
一人間活動と地球環境について（要旨）

人間活動とそれをとリまく環埠については． ギリシャ・

ローマ時代以来考寮されてきたぐ，蚊近に至り．工業化や都

市化が早い速度で展開し，その彩特は局地的にとどまらず．

地球規校で進行し．地球環境の急速な変化が現れてきた。

特に．二酪化炭索や微は気体の溢室効果に起因する地球溢

暖化．酪性雨．砂没化などさまざまの環.t立亥化が現れてい

る3 そしてその進行速皮が大で，人間として対応、．i適応ま

たは順化しうる変化の速疫の限界を越しているところに問

題がある。

地球的規模の森堆変化研究の1-til際的プロジェクトとして

「地球泄一生物隧I．国際協loj研究壮画 (IGBP)」があり．少
し遅れて実施される予定の「地球変化の人類次Jじ研究Jt画

（仮称）（HDGCP)」がある。

問起を解決するためには．人HIl活動と地球困境を一つの
系としてとらとそこにおける物t'i循印やエネルギー変化

の定穀的，記述に枯づき．あるぺき姿を検討し．新しい技術

体系や政策体系を構築する。そこでは．総合的な研究体制

を構簗するブログラムを用意する必要がある。このような

新しいしかもiau的な研究を推進するためには．研究者の
養成．教・ff体系の検討．全学術研究体系の整備が必要であ

る¢

総会中の自由討議一学術の国際化への対応

本会議総会中の行事の一環である自由討議が．総会2日

且の4月19日の午後 1時から 3時間にわたり開催された。

今回の課迎は．「学術の国際化への対応」であった。

自由，i•I議は．大石泰彦副会長の司会のもと．はじめに話

岨提供として．①Ill田侃第 2部会員から「学術の国際化へ

の対応ー政治学の場合」について．②高柳和夫第4部会員

から「学術における国際対応ー理学の場合」について．③

松本順一郎第 5部会Hから「日本学術会議と国際学術協力」
について．それぞれ紅見の発表がなされた。

続いて．会員間で多岐多様にわたり活発な討議が行われ

たが．その際述ぺられた慈見の主なものを項目として列挙

すると．「日本全体の国際学術交派・協力事業に山める日

本学術会議の位沿＇．付け．役割」．「特に発展途 l・-r_flからの研
究芥留学生の受人れ問題」． 「ユネスコ関係の諸活動・卓

皮への対応の在り方」．「 H本学術会議が加入している各国

際‘•I術団体への対応の個別的な現状と問題、1•Ii.」.「新しい国

際協力＇ド叢への H本学術会議の対応の在り方」．「日本学術

会議のl・i(J際対応組紐の格偏・強化」等であった。

経営工学研究連絡委員会報告ー経営工学の
体系化に向けて（要旨）

l01il 1i技術とよく調和した竹埋技術の体系を明確にし．こ
の体系の研究を進めて行くこととは高度技術社会における

社会糸ll乱と企叢経営のありJjを検,i・Jするのに「i要な必義を
イiする ．．

今までも．経営工‘芥はl:I本の経済．社会及び技術の発展

段I；皆において．その役割を果たし． 日本経済の発展にn・献
してきた。 とくにl:I本製品の品質と生産竹と l(Ij上に果した

経常工学の役・,1[1]は広く内外におしヽ て祁く評価されてしヽ ると

ころである，

経背工学の理論と応用の研究は．その実学的な性格もあ

り．企史における工学・技術を枯他とする経営竹理活動に

重点がおかれていたが経営工学の理論は広い普遍性を有

しているので、今後は広く社会や国際に関する問題にも応

用されなければならなし、 U

本報告は．このような寇図の下に．経営工学研究連格委

貝会に参加している 4学会の代表者よりなるワーキンググ

ループの協力の下に．経営工学の役割と学問的体系を整理

し．その研究と教育のあり方と今後の展開を考察したもの

である• O 

生物物理学研究連絡委員会報告一生物物理
学の新しい研究体制について（要旨）

生物科学の急速な進展の中で生物物理学は生物機能のメ

カニズムを物埋学的に解明し．生物科学全体の培礎を形つ9

くる学問として． 多くの1-¥i献をしてきた。今後生命現象の

品本的理解をめざすのみならず．パイオテクノロジーの基

他となるぺ＜．生物物理学の役割はますます大きい。

このような状況のードで、生物物理学の一層の発展をはか

るには．以下のような新しい研究体制をつくることが望ま

現段階で特に果中的総介的に研究を推進すぺき分野とし

て．（A）分子機能解析 (B),t-=.物梢報解析（C）高次情報解析

の三つをとり上げる。それぞれの分野に適合した場所に研

究宅群（研究センター）をおき．それらが相l1に連携し．

一つの研究組織を作る。さらにこの組繊が物理的方法を軸

として新しい大｛りの研究設偏のシステムを備える，そして

将米この体制か枯礎生物科学の研究体制の碩要な一哀とな

ることをめざす。

日本学術会議第15期会員選出のための学術
研究団体の登録について

現在日本学術会議会員推庸管理会では，各学術研究団

体から，第15期会員選出のための日本学術会議への「登録」

申請の受付を行なっています。この「登録」は．期が変わ

る度に行う必要があり，従って，第14期における登録学術

研究団体も第15期会員選出のための登録学術研究団体とな

るためには．改めて第15期の「登録」が必要です。

この「登録」申請を行うためには． P斤定の様式による「学

術研究団体登録申i糾苔」を、ギ成 2年 6月30日（土）まで

に日本学術会議会H推t!.1,渭・埋会に到達するように提出する

必要があリます n

「学術研究団体登鉢申請惚」は．所走の様式と用紙があ

りますので． H本’・'f:術会議会H推朽竹；理会に請求してくだ
さい。無料で送付します。

日学双書の刊行案内

日本学術会議主催公閲溝i員会の，記録を中心に紺集された

次の日学双}9が刊行されました C

●日学双・Jt- No.6 「高齢社会をどう生きるか」

●日学双古: No.9「‘‘人権の歩み’'から何を学ぷか」

［定filli] I山j沿とも． 1,000円（消＇｛粁税込み）

濠問い合わせ先： （財）日本学術協力財団（〒106東京都港

区西麻布3-24-20, 交通安全教育センタービル内．電話03-

403-9788) 

御意見•お問い合わせ等かありましたら．下記ま

でお寄せください。

〒106東京都沿区六本木7-22-34

日本学術会議広報委員会 電話03(403)6291

日本環境変異原学会会則

第1条 本会は日本環境変異原学会(TheEnvi-

ronmental Mutagen Society of 

Japan)と称する。

第2条 本会は人間環境における突然変異原，と

くに公衆の健康に重大な関係を有する突

然変異原の研究を推進することを目的と

する。

第3条 本会の会員は、正会員，学生会員および

賛助会員とする。正会員は本会の趣旨に

賛同し，環境変異原の研究に必要な知識

と経験を有し，定められた会費を納入し

た者とする。学生会員は，大学，または

大学院に在籍し，毎年所定の手続を経て，

定められた会費を納入した者とする。賛

助会員はこの学会の事業を後援し，定め

られた会費を納入した個人または法人と

する。

第4条 本会に入会を希望するものは， 1名以上

の評議員の推せん書とともに所定の申込

書に記入の上，本会事務所に申込むもの

とする。

第5条 会員は毎年会費を納入しなければならな

ぃ。次年度の年会費の額は評議員会にお

いて審議し総会において定める。

第6条 本会はその目的を達成するために次の事

業を行う。

1.年 1回大会を開催し，学術上の研究

成果の発表および知識の交換を行う。

2.奨励賞を設け，環境変異原の分野で

すぐれた研究を行い，将来の成果が期

待される研究者（原則として会員）に

授与する。

3. Mutation Research誌の特別巻を

特価で購入配付する。

4.国際環境変異原学会連合に加入し，

国際協力に必要な活動を行う。

5.その他本会の目的を達成するために

必要な活動を行う。

第7条本会に次のとおり役員および評議員を置

く。

会 長 1名庶務幹事 1名

会計幹事 1名 国際交流幹事 1名

編集幹事 l名会計監査 2名

および評議員若干名。

評議員は正会員の投票により選ぷ。

会長は評議員の互選によって定める。

庶務幹事．会計幹事．国際交流幹事．編

集幹事および会計監査は会長が委嘱する。

この他会長は必要な場合には会員の中よ

り若干名を指名し総会の承諾を得て．評

議員に加えることができる。

役員および評議員の任期は2年とする。

役員が同じ任務に引続いて就任する場合

には2期をもって限度とする。

第8条評議員会は会員を代表し．事業計画．経

費の収支．予算決算およびその他の重要

事項について審議する。

第9条本会は年1回総会を開く。

総会において会則の改廃制定．予算・決

算の承認．その他評議員会において審議

した重要事項の承認を行う。

第10条 本会の事務執行機関は会長および4名の

幹事をもって構成する。

会長は執行機関の長となり． また本会を

代表する。

第11条 本会の事務は暦年による。

第12条本会に名誉会員をおく。

附記

1.本会則は平成2年 1月1日より施行する。

2.本会は事務所を

静岡県三島市谷田1,111番地に置く。

3.正会員．学生会員および賛助会員の会費

は．それぞれ年額5,(XX)円． 3,CXX)円およ

び1口al,(XX)円とする。

ただし． Mutation Research誌の特別

巻の配付を希望するものは．会費の他に

別途定める購読料を本会へ前納するもの

とする。
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所 属

北里研究所

徳島大学医学部

東京薬科大学

武田薬品工業蛉研究開発本部

東京大学医科学研究所

麻布大学生物科学総合研究所

近畿大学原子力研究所

京都大学放射線生物研究センクー

国立遺伝学研究所

富山県衛生研究所

勅食品薬品安全センター秦野研究所

第一製薬蛉中央研究所

東京慈恵会医科大学

勅残留農薬研究所

国立遺伝学研究所

国立衛生試験所

福岡県衛生公害センクー

国立がんセンクー研究所

同志社大学工学部

国立衛生試験所

岡山大学薬学部

国立公衆衛生院

東京大学医科学研究所

慶応義塾大学医学部

三菱化成工業椋総合研究所

国立がんセンクー研究所

（五十音順）



日本環境変異原学会入会申込書

平成年月日

日本環境変異原学会長 殿

貴学会に入会いたしたく 評議員の推煎を添えて申し込みます。
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研究領域 （下記にあてはまる項の 2, 3を）て囲んでください）

I.変異原 2.検 出系 3．毒 性 4．発生異常

6.疫学 7.遺伝 8.かん 9.微牛物
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15.農薬

） 
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加入学会名 （本学会以外の）
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推薦者 （日本環境変界原学会評議員）

氏名（署名） R
 

入会申込者との関係（数行ご記入ください）

会誌送付先 ① 所属機関 ② 自宅 入会申込書の送付先：〒158東京都世旧谷区上用賀 l-18-l

国立衛生試験所変異遺伝部 祖父尼俊雄
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