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第2回公開シンボジウム特集号の発刊によせて

シンポジウム世話人徳島大学医学部大西克成

本学会主催第2回公開ヽンンポジウム 「変異 ・癌原物質の代謝と毒性発現の分子機構」を平成 2年

6月1日（金）に東京 ・新橋にあるヤクルトホールにて開催いたしました。参加者数は本学会会員

174名を含む 389名でした。協賛学会である日本薬物動態学会， 日本毒科学会所属の方が 48名，

主催 ・協賛の 3学会会員以外の方が 167名でした。シンポジウム終了後にも，講演内容を知りたい

とか，学会に入会したいとい う希望者からの連絡がありました。ここにその講演内容が発刊される

ことになり，約 800名の学会員に配布されることになりましたことは，大変喜ばしいことと存じま

す。お忙しいのに原稿を書いていただいたシンボジスト，座長の方々，並びに編集委員の方々に心

から御礼申し上げる次第です。

本学会の活性化のための企画委員の一人として，第2回公開ヽンソポジウムをお世話することにな

り，平成元年9月から準備を開始しました。本学会の秋の大会の演題をみますと，欧米の環境変異

原学会の演題に比較して，検出や試験法に関するものが多く ，突然変異の機構とか，生体影響 ・代

謝の機序に関するものが少ない傾向が うかがわれましたので，代謝や毒性発現の機構の分野の活性

化を目的として，上記のシンポジウム題目を決定いたしました。まず，テーマ全体を解説していた

だくために加藤隆一先生に教育講演をお願いして，後の 7演題につきま しては，座長代表の加藤先

生と前学会長の松島泰次郎先生に御相談の上決定いたしました。さらに，講演内容の幅広さや時間

を考えて，早津彦哉先生と渡部烈先生に座長に加わっていただきました。また，講演内容はテー プ

に録音し，各演者にお渡しして，原稿を書く ときの参考にしていただきました。

地方在住の世話人が東京で学会を開催するわけですので，当日はぶっつけ本番で行いましたが，

何とか無事に終了することができました。これは大塚グループの 14名の学会員の方々とヤクルト

本社の方々の御協力のお陰であり まして，改めて感謝申し上げる次第です。

このシンボジウム特集号を多くの方々に読んでいただき，この分野の基本的なことから，最先端

のことまで理解を深めていただいて，今後の研究活動の・糧にしていただければ，世話人として望外

の喜びであります。

平成2年 8月20日
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座長の 人として

岡山大学薬学部早津彦哉

環境変異原の検出や活性測定などを一生懸命やっていると，変異原の働く機構を深く考えてみる

ことがおろそかになりがちである。沢山ある変異原のうちで，分子レベルでの機構まで詳しくわか

っているのは，メチル化剤そのほかの数少ないものに限られている。機構を解明することによって，

1)遺伝子変異についての基本的理解を増す，2)変異原の活性化とその DNAへの反応の様子が明

らかになる， 3)環境変異原の作用を抑制する可能性を探る，などの進歩が期待できる。

わが国の変異原研究者は変異原の活性化， DNAへの反応と傷の修復など，基礎分野への寄与を

さらに大きくすることが望まれる。本、ンンボジウムは第一線の研究者を選りすぐって実のある話し

をわかりやすく聞かせてくれたと思う。多くの聴衆が詰めかけた上，若い人達が多かったことも印

象的であった。今後日本の環境変異原研究の基礎的分野が益々発展するに違いないと意を強くした。
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座長の 人として

東京薬科大学渡部 烈

環境中に存在する変異 ・癌原性物質のほとんどは，それ自身化学的に安定であり，代謝を受けて，

反応性に富む化学的に不安定な活性代謝物へと変換されない限り， DNAを損傷し，細胞の変異を

誘導することはきわめて稀である。安定な化学物質から活性代謝物への変換反応は，薬物代謝酵素

と呼ばれる一群の酵素によって触媒されている。生体に侵入した化学物質の代謝が行われる最も主

要な場として肝は重要であり，例えば Ames試験におけるラット肝 S9Mix使用の必要性はこの

事実に基づく。

活性代謝物による DNA塩甚の修飾または損傷は，化学的には，代謝物の非酵素的な安定化の必

然的フ ロ゚セスの一つにしか過ぎない。しかし， このプロセスによる結果は，生物学的にきわめて重

大な遺伝学的イベントを伴う。すなわち， DNAの正常な遺伝子コードが塩基の修飾によって異常

化し，細胞の死または変異を誘導することになる。上記のプロセスは，化学発癌におけるイニシェ

ーショソプロセスとして知られている。したがって，イニ、ンニーショソプロセスの配役は変異 ・癌

原性物質と DNAであるが，その役割を演じさせるイベントの演出者は薬物代謝酵素であるといえ

る。

活性代謝物による DNAの損傷機構は，多くの変異 ・癌原性物質について，イオン反応機構を中

心にして、ンナ リオが構成されてきたが，最近の活性酸素による DNAの損傷と細胞の変異に関する

研究成果は，発癌における酸素ラジカルの重要性を強く示唆している。生体内でスーパーオキ、ンド

の生成をひき起こす化学物質な らびにその代謝物の生成機構に関する研究も盛んに行われ始めた。

変異 ・癌原性物質の代謝的活性化系として汎用されているラット肝 S9Mixは，酸化酵素である

チトクロム P-450の活性を発現させる目的で調製されている。この系で生成することが期待される

活性代謝物は，せいぜいのところ工ボキ、ンドやヒドロキ、ンルアミンなどの酸化生成物でしかない。

変異 ・癌原性物質の代謝的活性化に関するこれまでの研究成果は，さらに多岐にわたるタイプの活

性代謝物が S9のなかで生成することを示している。 S9Mixの Mixの部分を NADPH産生系

一点張りから，S9中のスルホト ラ‘ノスフェラーゼやアセチルトランスフェラーゼなども作動させ

るように構築し直せば，活性代謝物の優れた生物学的検出手段であるサルモネラにおける試験成績

が陰性で発癌試験結果が陽性となるくい違いは，ある種類の化学物質では，可成り狭まってくるで

あろ う。

活性代謝物の生成ならびに生体高分子との反応機構に関するヽンンボジウムは，欧米では近年ます

ます頻繁に開催されているが，わが国の諸学会の実情はかならずしもそうではない。活性代謝物に

よる DNA の損傷を細胞ならびに生物個体の変異として検出することを主目的とする環境変異原

学会では，この分野の研究が今後ますます盛んになることを念じる次第である。
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環境変異原研究 12:233-240 (1990) 

変異．癌原物質の反応中間体の体内働態と DNA傷害

慶応義塾大学医学部薬理学教室 加 藤 隆

1. はじめに

環境中には数多くの変異 ・病原物質が存在する

が，それらの殆どは化学的に安定で反応性に乏し

<, DNAなどの生体高分子と共有結合を作り得
ない。それゆえ，これらの化学物質がDNAに傷

害を与え，変異原性および癌原性を現わすために

は生体内で他謝的に活性化されねばならない。

それゆえ，化学物質の変異原性 ・癌原性の強さ

は代謝的活性化と密接に関係しており ，特に代謝

の結果生成される反応性中間体 (reactive inter-

mediates)の生成速度，安定性，不活性化および

最終活性化などの因子が発癌における重要な鍵を

握っている。

2・ チトクロム P-450の役割

Fig. 1から明らかなように化学物質の代謝的活

性化の第一歩はチトクロム P-450 により行なわ

れる。すなわち，芳香族多環炭化水素，aflatoxin

B 1 のユボキ、ン化，芳香族アミ ソな どの N—水酸化

および N-ニトロソアミソ類の脱アルキル化であ

る。

これらの活性は肝で高く ，また体外異物などに

より酵素誘導を受けやすい。しかし，肝以外では

チトクロム P-450の含址が低いので，Table1に

示すようにプロスクグラジン合成酵素やヘルオキ

、ンダーゼにより 代謝的に活性化される割合もかな

り高いものと考えられよう。また，ニトロ基を還

元してヒドロキ、ンアミン体（N-水酸化体）を作る

活性も肝以外でもかなり高い。

3. 反応性中間体の安定性

一方，生成された反応性中間体の安定性 （化学

P-450 
← |Carcinogen | 

Non-
enzymatic 

f P-450, PGS 
Reactive intermediate 
Proximate carcinogen -

P-450 

f Esterif ication 
| ultimate carcinogenI じ塁盟唸ites

Ry 'RNA fDNA ‘ゞざein
Q~tox ificati on RNA*.. O.NA *. Protein* 
(Toxification) (Initiation) 

Rep~ゞ~otion

No tumor Tumor 

Fig. 1. 化学物質の代謝活性化，不活性化，DNA傷害．

〒160東京都新宿区信濃町 35
Metabolism and disposition of reactive intermediate and DNA damage induced by mutagens and 
carcmogens 
Ryuichi Kato 

Department of Pharmacology, School of Medicine, Keio University, Shinjuku, Tokyo, 160 
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Table l, 癌原物質の代謝的活性化の臓器

A] 酸化的活性化
l) チトクロム P-450:肝＞腎，）ldi,小腸
2) Peroxidase: Zymbal腺， Harderian腺，乳

腺，甲状腺，骨髄

プロスタグランジン合成酵素：膀脱，腎髄質，

骨髄，大腸

B] 還元的活性化

l) ニトロ還元酵素：肝＞腎，他の多くの臓器

3) 
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的および代謝的）により，肝で生成されたものが

血行を経て標的臓器まで到達する割合も多いと思

われるが， これらの点に関しては研究がほとんど

行なわれていない。

一般的にはニボキ、ン体はかなり半減期が短い

上，さらに工ポキシ水解酵素により水解されるの

で，標的臓器まで到達する割合はかなり低いもの

と考えられる。一方， N-水酸化体の中にはかなり

安定であり， DNAなどと反応するためには 0-

ニステル化によりさらに代謝的活性化を受けるこ

とが必要なものも多い (Fig.2) (Kato and Yama-

zoe, 1987)。

4. 反応性中間体の最終変異・癌原物質への代謝

的活性化

P-450により 7,8位が工ポキ、ン化された benzo

[a] pyreneなどはニボキ、ン体が水解され， 7,8ジ

オキ、ンジオール体となり， さらに 9,10位がニポ

キ、ン化され，ニボキ、ンジオール体という強力な最

終癌原物質となる。ここで言う最終変異 ・癌原物

質とは DNA直接反応するものである。

また， 7,12-dimethylbenzanthraceneはメチル

基が水酸化されて，アルコール体となり，さらに

■□ 
PAPS-dependent 
Acetyl CoA-dependent 

伶｀ycSt````〉々%。n,
捻°吻

勃。／

鈴4

Fig. 3. ア セチル CoA—依存性および PAPS—依存性の N-OH-Glu-P-1 の DNA への結合におよぼす SH 化
合物および抗酸化剤の影響 (Abu-Zeidet al., 1990). 
DTT: Dithiothreitol, BHT: Butylated hydroxytoluene各薬物を lOmM(BHTのみ 1mM) 
の濃度で添加． BSA（牛血清アルブミンの濃度は 10mg/ml). PAPS: 3'-phosphoadenosine-5'-phos-
phosulfate. 
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細胞上清中の硫酸転移酵素により硫酸エステル化

され初めて強力な最終変異 ・癌原物質となる。さ

らに癌原性アミンの N—水酸化休も次に述ぺるよ

うな代謝的活性化を受ける。

5. 芳香族アミン類の N-水酸化体の代謝的活性

化

種々の芳香族アミン類（加熱食品中のヘテロサ

イクリックアミンを含む） は肝のチトクロム

450,特に P-450dおよび P-450cなどにより N-

水酸化体となる。これら N—水酸化体はかなり不

安定で，バッフ ァー中などでは空気中の酸素によ

り酸化されて nitreniumion (-NH+)になり ，

DNAと共有結合体を作るが， NADPHなどの還

元性物質の存在下ではかなり安定なものも多く，

さらに代謝的活性化を必要とする (Kato and 

Yamazoe, 1987)。

N—水酸化体のニステル化に関してはプ ロリン／

の存在下でプロリル t-RNA合成酵素により プロ

リル化されるという興味深いエステル化反応が起

るが，この反応 N-OH-Trp-P-2では高いが， N-

OH-Glu-P- 1 や他の N—水酸化体では殆んど起き

ない。一方， 0-アセチル化および 0—硫酸化は多

くの N—水酸化体につき良く見られる反応である。

しかし， 芳香族アミンについては直接的に Nーア

セチル化され，ついで P-450 により N—水酸化さ

れ，さらに N,0-7セチル転移により活性化され

るという複雑な経路もとる (Fig.2) 。 O—硫酸ニス

テル化は， dimethylbenzanthraceneのアルコー

ル体の O—硫酸エステルがアルコール性硫酸抱合

酵素により行なわれるのに反して， フェノール性

硫酸抱合酵素により行なわれる。ラット肝での活

性は雄は雌よりも数倍高く，この活性はある種の

P-450と同様に下垂体の生長ホルモンの分泌型式

により調節されている (Yamazoeet al., 1988)。

興味深いこと には 0ーアセチル化されたものと

0贅 酸化されたものは DNA と反応して共有結

合体を作るが，共存する SH化合物による影響が

全く異なる。すなわち， Fig.3に示すように N-

OH-Glu-P-1の 0-アセチル化体の DNAへの結

合は Nーアセチル ンヽステ インや L-、ンステインやグ

ルタチオンによっては増加する。一方， 2-メル

P-

Table 2. 哺乳動物細胞内およびバクテリア内での芳
香族アミソの N—水酸化体の代謝的活性化の差異

---
哺乳動物バクテリア

1) 

2) 

3) 

0-アミノ酸アヽ ンル化

〇—セリソ化

0-プロリル化

〇—アセチル化

アセチル Co-A依存性
ヒドロオキサム酸依存性

0硫酸化
PAPS依存性

＋ 

+

+

+

 

＋
 

十 一

カプトニタノールやメチオニンなどによっては

DNA との結合を抑制するのみであった (Abu-

Zeid et al., 1990)。一方，0-硫酸ニステル体の

DNAへの結合に関しては，すべての SH化合物

により抑制され，結合が促進する ことはない。こ

の結果の差異は N—水酸化体の 0-アセチル体と

〇—硫酸化体の反応性の差異によるものと考えら

れる。

6. 哺乳動物細胞内およびバクテリア内で起る芳

香族アミン類の Nー水酸化体の代謝的活性化

の差異

バクテリアはチトクロム P-450 が欠けている

ので，種々 の芳香族アミンを N—水酸化すること

が出来ない。それゆえ， Amesassayに見られる

ように肝ミクロゾームを添加して，先ず N—水酸

化体を生成させるが， この N—水酸化体はバクテ

リア細胞内ではどのような動態を示すのであろう

か ？

Table 2に示すようにバクテリアでは上清中の

セリル—t RNA 合成酵素により， N-OH-Trp-P-2

が 0-セリル化される。一方， 哺乳動物細胞では

プロリルーtRNA合成酵素により， 0-プロリル化

される。しかし，このアミノ酸のアシル化反応は

N-OH-Trp-P-2にのみ認められ，他の基質，N-

OH-Glu-P-1ゃN-OH-AFなどでは反応は進ま

なし ‘o

さらにバクテリアではその 上清中に acetyl-

CoA依存性の芳香族アミンの N-アセチル化やそ

の N—水酸化体の 0-アセチル化の高い活性が認め

られるが， ヒドロオキサム酸などのアセチル供与

体は利用出来ない。一方，哺乳動物細胞ではアセ
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R-NH2 

N-Acetylat7＼く-450
R-t:JCOCH3 R-NHOH 

P-45~↓「二――---1 :-0-E:f:n口mー：ぇCR-如
(No mutation) 

R-l';JCOCH3 
OH 

50 
sf erase 

no sulfotransferase) 

[R-NH-OCOCH3 I 

v 
Covalent binding to DNA 

↓ 
Mutation 

R-NH2 

＊ 
N, 0-Acetyltransferase 

Fig. 4． 芳香族アミンの Amesassay系における変異
原性の発現とそれに影響する諸因子．

サルモネラ菌の菌体外および菌体内における代

謝的活性化．

チル CoAおよびヒドロオキサム酸をアセチル供

与体として利用し， N-アセチル化， 0-アセチル化

を行う。すなわち，バクテリアでは N-OH-AAF

などの N,Oーアセチル転移による活性化が認めら

れない (Katoand Yarnazoe, 1987; Yarnazoe 

et al., 1989)。

さらにバクテ リアには PAPSー依存性の Nーお

よび 〇ー硫酸抱合酵素が欠けており ，N-水酸化体

やヒド ロオキサム酸の活性化が起こ らない。この

ことが N-OH-AAFでは肝上清なしにはサルモ

Table 3. 

ネラ茜に変異原性を示さない原因と考えられてい

る。

Ames assay 系における 代謝的活性化の機構

も，それゆえかなり複雑であり，サルモネラ菌体

外で Oーエステル化を受けたものが， どの程度苗

体内に入るかについては不明であり， N-水酸化

体である基質によって異なるも のと考え られる。

すなわち， 0-エステル体がきわめて不安定であ

ると ，菌体外で活性化されると変異原性は減少す

るであろう。一方， N-OH-AAFの場合，菌体外

でのみしか 〇ー硫酸化，N,O-アセチル転移反応が

起きないので，上清の添加なしでは変異原性はほ

とんど発現しない (Fig.4)。

7. 哺乳動物の肝における

の種差

芳香族アミンの Nー水酸化に関 してはかなり大

きな種差が存在することが知られているが，生成

された Nー水酸化体の活性化に関して も， それ以

上に著しい種差が存在する (Shinohara et al., 

1986)。Table3に示すように N-OH-Glu-P-1,

N-OH-Trp-P-2ゃ N-OH-AFのアセチル CoA

依存性の代謝活性化にきわめて大きな種差が存在

するが，さらに興味深いことには基質により種差

のランクオーダーが異なるということである。す

なわち ， イヌにおける Oーアセチル化は どの N—水

酸化体を用いても検出されないが，N-OH-AFを

基質として用いた場合には rapidacetylatorのウ

サギの活性が一番高く ，slowacetylatorにもかな

りの活性が認められる。また，モルモットやマウ

Nー水酸化体の活性化

Nーヒドロ オキヽ ンアリルアミンの肝上清分画におけるアセチル CoA依存性の tRNAへの結合の
種差 (Shinoharaet al., 1986) 

動 物 種

ハ

ラ

ウ

ム ス
ッ

サ

R

r
ウ

モ

夕 ー

ト

ギ

マ
モ

イ

Jレ ツ

ス

ト

ヌ

75.3 

<0.1 
6.3 
10.8 

<0.1 

活性代謝物のtRNAへの結合
(pmol/min/mg protein) , 

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

85.9 1008.8 

62.7 94.9 

N-OH-Glu-P-1 

656.4 

175.5 

<0.1 
<0.1 
<0.1 
0.4 

<0.1 

5676.4 

69.9 
296.0 
520.8 

<0.1 

ウサギ R:遺伝的な rapidacetylator r:遺伝的な slowacetylator 
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50 
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5
 

(゚M/FJ 

Rat 

(5/5) 

口

冒

ND 

Guinea Hamster Rabbit 
Pig 

(6/6) (6/6) 

Male 

Female 

Not detected (less than 0.5 pmol 
/mg DNA/mg protein/min) 

肝上清による N-OH-AAFによる PAPS-依存性の DNA傷害の動物種差

＊ヒトの肝は8人の剖検サソプル．

などでの活性は N-OH-Glu-P-1ゃN-OH-Trp-

P-2 と異なり ラットよりもかなり高い。 N-OH-

Trp-P-2の Oーアセチル活性は一般に低いが，

rapid acetylatorのウサギでも活性は検出されな

し‘o

PAPSー依存性の N-OH-AAFの硫酸抱合化経

由の DNA傷害に関しても Fig.5に示すような

かなり明らかな種差が見られる。

すなわち，ラ ットでの活性が一番高く ，

明らかな性質が認められ，一方， モルモッ ト， ハ

ムスター， ウサギ，マウスでは明らかな性差が認

められず，興味深いこと にはイヌでは雌の活性が

きわめて低い (Abu-Zeidet al.,未発表）。

ヒトの活性も，モルモット ，ハムスタ ー，

ギ，マウスなどと大差はなく，その活性はかなり

高い。

しかも

(3/4) 

Mause 

(5/5) 

口Dog Human TA98 TA98/ 1,8-DNP6 
(3/3) (7) 

ウサ

8. 反応中間体の代謝的活性化に関する臓器差

既に述べたよ うに，チトクロム P-450による 代

謝的活性化能は肝が高く ，他の臓器では一般に低

ぃ。しかし， N-水酸化体のアセチル CoA依存性

の代謝的活性化は肝以外の臓器でもかなり高い活

性を示す。たとえば，Table4に示すよ うに N-

OH-Glu-P-1の代謝的活性化は腎では肝の14%,

小腸では 12%,肺では 3.5% であり ，ラッ トでは

腎では肝の 33%,小腸では 13%,肺では 20% で

あった。このような臓器差も基質により異なると

共にまた動物種差により異なるなどかなり複雑な

結果を示す。 特に興味深いのは膀脱であり ， N-

OH-Glu-P-1についてはハ ムスタ ーでは肝の

1.9%, ラットでは 14% であるが，N-OH-Trp-

P-2についてはハムスターでは 0.8%, ラッ トで

は 0.1% であった。
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Table 4. N-OH-Glu-P-1と
(Shinohara et al., 1986) 

臓 器

tRN_Aへの共有結合鼠
(pmole/min/mg protein) 

N-OH-Glu-P-1 (%) 
- -

，，、ム スター

)I干

肺

腎
腸粘小
膀
ラ

小
膀
粘

肝

肺

腎

ッ

腸

膜

脱

卜

膜

脱

-OH-Trp-P-2のアセチル CoA依存性結合の臓器差

678.5 
24.0 
94.6 
85.7 
12.8 

177.5 
34.7 
57.7 
22.3 
25.5 

(100) 

(3. 5) 

(13.9) 
(12.6) 

(1. 9) 

(100) 

(19.5) 
(32. 5) 
(12.6) 
(14.4) 

N-OH-Trp-P-2 

120.3 
3.6 
0.3 
13.4 
1.0 

85.6 
8.7 
15.7 
32.4 
0.1 

（％） 

(100) 

(3.0) 
(0.2) 

(ll.1) 

(0.8) 

(100) 

(10.2) 

(18.3) 
(37.9) 
(0.1) 
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Fig. 6. Dimethylhydrazine投与後のラ ット肝における 7-methylguanineと06-methylguanineの蓄積
ならびに 3H-thymidineの取り こみ (Lewiset al., 1983). 30 ppm DMH含有飲料水を 16日間投与．
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一方，硫酸抱合体になよ る代謝的活性化に関し

ては肝以外の活性はかなり低く ，N-水酸化体の

代謝的活性化がアセチル抱合体経由，または硫酸

抱合体経由で起こる比率なども発癌の臓器差や種

差に関係してくる。

9. DNA傷害とその修復と発癌性

発癌実験においては，その DNA傷害と種差，

性差，臓器差などが問題となるが，DNA傷害に

ついての定贔的な研究は多く なく ，特に DNA傷

害についての DNA に関する特性との関連を明

らかにしたも のは少なく，かつ連続投与時におけ

る修復をも含めて 研究した報告はきわめて少な

し‘o

4-(N -methyl-N -nitrosoamino)-1-(3-pyri-

dyl)-1-butanone (NNK)は肺のクララ細胞から

肺腺腫を発生せしめるが，この原因もクララ細胞

では P-450による活性化が高い割に 0°-methyl-

guanineの修復酵素の 。6-alkylguanine-DNA-

alkyltransferaseの活性が低 <,NKK投与期間

中に誘導も されず活性が 1/20に低下するので，

〇°—methyl-G が蓄積されやすいことが原因と さ

れている。

最後に， ラット 肝における標的細胞種とその特

10-s 

6
 ゜

ー

v
N
a
 u, 0
!

―0」
』

e
-
o
n

10-7 

O'-EtdThd 

d-EtdGuo 
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Fig. 7. Diethylnitrosarnine投与後のラ ット肝細胞の
04-ethylthyrnineおよび 06-ethylguanineの蓄栢
(Swen berg et al., 1984). 40 ppm DEN含量飲料
水を2日～77日の間投与．

80 

異的な

で紹介する。

Dimethylhydrazine (DMH)はラットに皮下投

与すると高率に大腸癌を発生させるが一方，飲料

水に入れて投与すると肝の血管内皮腫を発生させ

る。

DMH投与後肝では 7-methyl-G が蓄積して

くる。しかし，肝を肝実質細胞，血管内皮細胞，

クッパー細胞に分けて分析して見ると 7-methyl-

Gはクッパー細胞で高く， ついで肝実質細胞に高

く，標的臓器である血管内皮細胞では低い。しか

し， 3H-thymidineの取り込みで見ると，血管内

皮細胞ではク ッパーについ でかなり 高い (Fig.

6)。一方， 06-methyl-Gは絶対量は少ないが，血

管内皮細胞に一番蓄積してく る。この原因は肝実

質細胞は P-450の含量が高いので DMHの代謝

的活性化が起り ，7-methyl-Gが生成されるが，

高い〇6-methyl-G はその高い 〇6-AGT活性の

ために修復されやすく ，かつ 〇6-AGT活性の誘

導が起こり やすい。一方，血管内皮細胞では P-

450含醤に乏しいが，06-AGT活性が低く ，かつ

DMH投与により 06-AGT活性が誘導されず，

むしろ低下すること によ り， 06-methyl-G が次

第に蓄積するものと考えられる。それゆえ，これ

らの結果から，06-methyl-G の蓄積が DMH投

与による血管内皮腫の発生の原因と考えられよ

う。

一方，diethylnitrosamine(DEN)がなぜ肝細

胞癌を発生せしめるかについ ては， 06-ethyl-G 

の観点からは説明が不可能であった。な ぜなら

〇6-ethyl-G は Fig.7に示すように肝実質細胞で

はほとんど蓄積せずに， むしろ非実質細胞に高い

蓄積を示した。一方， 04-ethyl-Tは非実質細胞

に対して実質細胞に高度に蓄積することが明らか

になった。 このことは 06-AGTにより修復され

やすい 〇°-ethyl-G は実質細胞では蓄積されにく

いのに反して，修復されにく い 〇4-ethyl-Tが肝

実質細胞では次第に蓄積してくるものと考えられ

る。

DNA 傷害との関連が報告されているの

10. おわりに

以上述べたように，癌原物質の反応性中間体や
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Table 5. 反応性中間体，最終癌原物質の生成と梢去の
定景的研究の重要性

A) 

l) 反応性中間体，最終癌原物質の生成速度

2) 反応性中間体，最終癌原物質の細胞内，

血液内安定性と半減期
3) 反応選択性 a)蛋白， RNA,DNA 

b)塩基配列

C)核内 DNA,裸 DNA

B) 最終目標

l) 構造活性相関一→新規化合物の祇原性予測
2) 臓器特異性，性差，系統差，種差の解明

一ヒトでの癌原性の強さの予測

最終癌原物質の体内動態を定量的に把握しておく

ことは，非常に大変な仕事ではあるが，その癌原

物質による発癌機序を解明するためにきわめて重

要である。

方， DNA傷害の修復に関する定量的な研究

やプロモーションに関する研究も合せて逐行しな

いと発癌という複雑な現象の定量的評価は片手落

になることが多い。

これら，癌原物質の反応性中間体や最終癌原物

質の体内動態の定菫的把握の最終目標は癌原物質

に関する構造活性相関の究明を通じての新規化合

物の癌原性の予測を可能にすることであり，さら

に臓器特異性，性差，系統差，種差などの解明を

通じて， ヒトでの癌原性の強さの予測性の確立で

あろ う。
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変異．癌原性物質による DNA損傷と修復
DNA付加体の解析

愛知がんセンター研究所生化学部 多田万里子叫小島美咲1)

1. はじめに

放射線や化学物質などの環境からの諸因子によ

って細胞 DNA は様々な変化をうけ突然変異や

発癌へと導かれることが知られている。 DNAの

変化としては塩基の修飾，脱塩基反応，DNA鎖

切断 (1本鎖，2本鎖）， クロスリ ンク，インター

カレーシ ョン，またこれらを起因とする DNAの

局所的構造変化などがある。そのなかでも特に

DNA塩基の修飾 (DNA-adducts)はそれ自体が

突然変異誘発の起因として注目 される ようになっ

ている。

多くの癌原性物質は生体内で代謝活性化され

DNA, RNA, タンパクなどの生体高分子に結合

する。癌原性物質や突然変異誘発物質の構造は多

種多様であるが，それらの究極反応体は強い求電

Thymine 

CH3 ↓ Adenine 

＾゚...‘H、/H
N12N N 

d6 ;t  ‘H．ン対`
N N 
t I 
dR 

Fig. 1. DNAの求核反応体．

名古屋市立大学薬学部鈴 木 任2)

同医学部第一病理白井智之3)

大阪大学教養部森田敏照4)

子的反応体であり核酸の求核センターに結合し，

塩基付加体を形成する (Fig.1)。

Fig. 1に示すようにアデニンの N1,N3, N°，グ

アニンの N2,N8, 06, N1, C-8，チミンの O2,049 

ンヽトシンの 。2 などが修飾されやすい部位であ

る。これら多種多様の塩基付加体のすべてが

DNA損傷として発癌や突然変異誘発などの生物

学的作用に関与しているかという 問題については

アルキル化 DNA において解析が進められてい

る。 methylmethanesulphonate (MMS)や 1-

methyl-1-nitrosourea (MNU)などによるアルキ

ル化 DNA の場合はも っとも多星に生じるのは

N7 アルキルグアニ ンであるが 06—アルキルグア

ニンや 〇4—アルキルチミンなどが突然変異誘発に

おいて重要な役割を果たすことが注目されている

Cytosine H 

グ b‘H．．．↓ Guanine
N!.2.1N.. ・・o 

dR苓．．．．．こな8）-

，，， I t I 
H dR 

DNAの最も反応性に富んだ箇所を矢印で示した．リン酸にもトリエステルとして結合するが省略した．

1) 〒464名古屋市千種区鹿子殿 1-1,2) 〒467名古屋市瑞穂区田辺通 3-1,
3) 〒467名古屋市瑞穂区瑞穂町川澄， 4) 〒560豊中市待兼山 l-1
DNA damage caused by mutagenic and carcinogenic compounds and its repair: Analysis of DNA-adducts 
Mariko Tada1, Misaki Kojima1, Makoto Suzuki汽TomoyukiShirai3 and Toshiteru Morita4 

~l\ich i Cancer Center Research Institute, 2Faculty of Pharmaceutical Science, Nagoya City University, 
3Nagoya City University Medical School and 4College of General Education, Osaka University 
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方 法

Table 1. 変異原物質 DNA付加体の検出法

検出限界星

fmol/μg DNA 付加体／塩基

定祉に必要とする
DNA羅
(μg) 

高速液体クロマト

紫外検出 100,000 lx10-5 
蛍光検出 50 1xlo-7 

免疫化学的方法
酵素抗体拮抗阻害法 5 5x10-8 
高速液体クロマト併用 1 X 10苅
細胞，組織

酵素染色 l x lo-6 

蛍光染色 1 X 10-7 
32pーボス トラベル法 1 X 10-9 

1,000 
100 

0.01-1 
100-1,000 

100細胞または
組織切片
0.01 

(Saffhillら，1985)。また最近 06ーメチルグアニン

を特異的に除去する 〇°ーメチルグアニン転移酵素

の細胞内機能と突然変異や細胞致死との関連が明

らかとなり上記の事実が示唆されている。すなわ

ち，生成する塩基付加体の全てが DNA損傷とし

て生物学的意味を持たないことが明らかと なって

きている。しかしアルキ）レ化剤以外の化学物質に

ついては付加体と生物学的活性の関連についての

知見がほとんど得られていない。突然変異誘発の

機構を分子レベルで解析するためにはまず生体内

で生じる付加体の生成菫とその種類，また細胞内

での持続性などを解析することが必要であると考

える。そのためには，まず生体内で生じる付加体

をそれぞれに検出，定量する必要がある。

近年，生化学的分析手法の進歩により高速液体

クロマトグラフィー (HPLC)や放射標識化合物

による解析から塩基付加体の定星及び化学構造の

解析ができるよ うになった。しかし放射標識化合

物を用いる方法は放射標識化合物の合成や入手に

制限があることや感度がその比放射活性に依存す

ること，動物個体や培養細胞などに多量に投与出

来ないことなどにより実験に制限がある。また，

生物学的活性との相関をしらべるためにはいわゆ

る生物学的濃度，突然変異や発癌が生じる最低必

要な量で付加体を検出定量し得ることが望まれ

る。実際，どの程度の付加体の生成が発癌などに

必要なのであろうか。 Lohmanら (1985)の培養

動物細胞による実験から突然変異に要する付加体

の鍼は芳香族アミンで 1細胞当り 2000付加体，

すなわち 101塩基に 1付加体といわれている。ち

なみに紫外線では細胞当り 100,000,1が塩基あた

り1付加体以上が必要であると報告している。し

たがって細胞，組織での付加体の検出感度は少な

くとも 107塩基当りに 1付加体レベル以上である

ことが必要である。

Table 1には現在用いられている付加体の検出

法とその感度を示した。絶対感度 (fmol付加体I
μgDNA)はこれらの方法で定菫し得る DNA付

加体の最小量であり ，相対感度は解析可能な最小

の修飾比，つまり未修飾塩基に対する修飾塩基の

モル比を示している。したがって，絶対感度が一

定ならある分析法の相対感度はその分析法が取り

扱える量に応じて上昇する。

Table 1に示したよ うに抗体による免疫化学的

方法と 呼 姐ストラベル法は感度と比較的微量の

サンプルで検出できる点で大変優れている。また

抗体を用いる免疫組織化学的手法では 1細胞に注

目し付加体の生成と修復を観察することができ，

また組織内での付加体の分布と発癌部位と の相関

を解析できる優れた手段である。

これらの検出法の うち抗体による免疫化学方法

と 32pーボストラベル法による付加体の解析につい

て当研究室で行った実験結果とそれらの問題点に

ついて述べる。

2. 免疫化学的方法

紫外線照射 DNA,化学発癌物質修飾 DNAゃ

tRNAの minor塩基に対するポリクロ ーナルお

よびモノクローナル抗体の作成およびそれらの抗

体による免疫学的研究は 1975年頃より行われる

ようになりアルキル化剤や芳香族アミン，多環炭

化水素化合物について数多くのモノクローナルお

よびポリクローナル抗体が作成 されている (Sti-

ckl and Boyle, 1984)。この抗体を用いる方法の最

大の利点は DNAゃ化合物が放射標識されてい

なくてもよいことである。 したがって培養細胞や

動物などでの長期間の観察が可能のため，発癌と

の相関を解析することも でき，またヒトにおいて

分子疫学的にも応用できることである。また免疫

組織学的手法では insituでの検出により ，細胞お

よび組識レベルでの付加体の生成と修復を観察で

きる点にある。

ここでは 2つの 化合物 4-nitroquinoline-1-

oxide (4NQO) と 3,2'-dimethy1-4-aminobi-

phenyl (DMAB)修飾 DNAの抗体について述べ

る (Moritaら，1988;Tadaら，1989)。

特異性の高い抗体を作成するためには，適当な

抗原 を調製することが必要である。また，抗原

となる塩基付加体は免疫の過程で安定であるこ

とと， 後述するように抗原ー抗体反応は native

DNAより denaturedDNAの方に親和性が高い

ので DNA の変性処理で安定であることが必要

となる。

一般に DNA 中の修飾ヌクレオチドに対する

抗体を作成する場合は修飾ヌクレオチドをウ、ン血

清アルブミンなどに covalentに結合させて抗原

とする。また DNAに存在する損傷部位を解析す

ることを目的とするなら修飾 DNAを electro-

static にメチル化ァルブミンなどにカップルさせ

たものを抗原として用いる。また修飾 DNAを抗

原とする場合は修飾度が 0.5% 前後あるこ とが必

要である。

(1) 抗 4-NQO修飾 DNA(4NQO-DNA)抗体

1975年中原らによってマウス皮膚に発癌する

ことが見い だされて (Nakahara, 1957) 以来

4NQO は種々の動物の臓器を標的とする発癌剤

であることが示され，又試験管内で細胞を形質転

換する ことが明らかにされた (Kakunaga,1974)。

またこの化合物は細菌から動物細胞まで広い範囲

にわたり突然変異や細胞致死効果を持つ化合物で

あり ，塩基付加体と生物学的作用との相関がよく

研究されている化合物である （Sugimura,1981)。

4NQOの代謝活性化機構の研究から 4NQOが

還元されて生じる 4-hydroxyaminoquinoline-1-

oxide (4HAQO)がある種のアミノアシル tRNA

合成酵素によって 0ーアシル化され DNAなどの

生体高分子に結合することを明らかにした (Ta-

da, 1975）。この酵素の発見によって試験管内で生

体内と同じ塩基付加体を生成できまたアミノア

シル—tRNA 合成酵素の代わり に 化学合成 したア

ミノアシル-AMPによって試験管内で invivoと

同様な付加体をつくることができた。 この系はほ

かの芳香族ヒドロキシルアミン化合物の DNA

修飾にも応用できる。
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Fig. 2. 4NQO-DNA付加体の化学構造．
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Fig. 3． 抗 4NQO-DNA抗体の特異性．
4NQO-DNA (0.6%修飾塩基を含む） （●ー●）と対照 DNA(0-0)を固相抗原とし 25ngのJgG
と反応させた．

4NQO は DNAと結合し 1種のアデニン付加

体と少なくとも 3種のグアニン付加体が生成す

る。それら付加体の構造は 3-(deoxyadenosin-

N6-yl)4-aminoquinoline I-oxide, N4-(deoxy-

guanosin-8-yl)-4-aminoquinoline I-oxide, 3-(de-

oxyguanosin-N2-y 1)-4-aminoquinoline I-oxide 

と構造未決定の不安定なグアニン付加体 （複数）

である (Fig. 2)。最近， そのうちの 1つを N4-

(deoxyguanosin-7-yl)-4-aminoquinoline I-oxide 

と決定した。その生成比はinvivoおよびinvitro 

においても，19.7,6.6, 16.4, 57.2である (Kawa-

zoeら，1975;Bailleu}ら，1981;Tadaら， 1984;

Bailleulら，1989)。

(i) 抗体の作成

ウサギ （白色和種， 2kg)に 0.5mgの 4NQO

修飾 DNA(5-6付加体／1が塩基）をメチル化ウ

シ血清アルブミンと静電気的に結合させ，等容量

の completeFreund's adjuvantあるいは incom-

plete Freund's adjuvantと混和したものを筋注，

皮内に投与した。 10日間隔で4回免疫し， 8週後

増幅免疫を行いその後 1週目に耳静脈より採血し

た。抗体価の高い血清を硫安沈澱， DEAEセファ

ロースクロマトグラムにより lgG 分画を精製し

100 1000 

た。非特異的に DNA,特に一本鎖 DNAに反応

する分画を一本鎖 DNA セルロ ーズのカラムに

より除き特異抗体として用いた。

(ii) 抗体の特異性

抗体価の測定は固体酵素免疫測定法 (enzyme-

linked immunosorbent assay, ELISA)によっ

Table 2. 抗4NQO-DNA抗体の特異性

阻害剤 修（飾％度） 504N％Q阻(Of害mーoに付l)要加す体る

4NQODNA 
native 0.6 20 
alkali denatured1) 0.6 1.65 
heat denatured~) 0.6 5.0 

0.06 5士0.5
0.01 l5士5
0.006 105土20
0.002 140士20

4NQO RNA 1.2 3800 

マイクロクイタープレイトは， ウエル当り 50ngの
4NQO-DNA(0.6％修飾塩基を含む）を用い，固相抗
原とした．25ngの抗体を阻害物質と予め試験管内で
反応させたのち残存する抗体価から抗体結合を 50%
阻害する濃度を求めた．
1) 0.02 N NaOH中 70°C.15分間処理した．
2) PBS中 90°C, 5分間加熱した．

て行った。固相抗原として 4NQO 修飾—DNA ぉ

よび未修飾 DNAを用いると Fig.3に示すよ

うに抗4NQO-DNA抗体は修飾DNAとのみ強く

反応し， 未修飾 DNAとは全く反応しなかった。

抗体の特異性は拮抗阻害 ELISAでしらべた。あ

らかじめ適量の抗体と希釈した拮抗DNAを試験

管内で反応させたのち残存する抗体価を ELISA

法で測定し 50% 阻害に要する付加体量で感度を

示した (Table2)。同じ修飾度の DNAでは 1本

鎖 DNAに存在する付加体の方が2本鎖DNAに

存在する付加体より反応性が高いことが認められ

た。この抗体が認識する塩基付加体は熱およびア

ルカリ変性に比較的安定である ことがわかった。

このことから抗体によって認識される付加体は

グアニンの N2,アデニンの N凡 またはグアニン

の C8付加体 のピリミジン環の開環 した 1-(1'-

deoxyribose)-1-(6-(2,5-diamino-4-oxo-pyrim-

idinyl)]-3-(4-quinolinyl 1-oxide)などであること

が推定された。この抗体は修飾度の低い DNAょ

り修飾度の高い DNA に対してよ り高い親和性

を示した。このように修飾度の高い DNAに高い

親和性を示すことは抗 Benzo(a) pyrene-DNA 

抗体についても同様な報告がある (van Schoo-

Table 3. 4NQO処理ラッ ト臓器に生成する付加体の
定星

4HAQO付加体鼠
(fmol/1び塩基）

放射活性法酵素免疫測定法（拮抗阻害）
(a) (b) 

すい臓 117.6 112.0 82.2 
腎臓 69.6 66.0 25.7 
胃 66.3 62.0 
子宮 65.0 62.5 30.0 
肺 26.3 24.2 10.8 
肝臓 1.2 2.2 

Donryoラットに 20mg/Kgの [3H]4HAQO (28 
mCi/mmol)を静注し， 2時間後，各臓器を摘出した．
放射活性法： 0.5-1mg DNAを0.01N HCl, 90°C, 
5分間処理した後，中和し，シンチレーションカウン
ターで測定した．

酵素免疫法： DNA(1-5 μg/ml)をPBS中 90°C, 5 
分間処理したのち， その 50μl (0.02-5 μg DNA)を
25 ngの抗 4NQO-DNA抗体と試験管内で反応され
たのち残存する抗体価を ELISAで測定した．
(a) 3付加体／10°塩基， （b) 107付加体／106塩基の
4NQO-DNAで得た標準曲線より求めた．

ten, 1987)。このことは抗 4NQO-DNA抗体は

4NQO—塩基付加体ばかりでなく 付加体生成によ

る DNA構造の局所的変化を認識しているこ と

を示唆している。

(iii) 4NQO投与ラットの朦器 DNA付加体の定

量

[3H] 4HAQO (28mCi/mmol)を Donryuラッ

卜雌に静注投与し (20mg/kg体重），各臓器 DNA

を抽出し， DNAの付加体量を ELISA法と放射

活性法により測定した (Table3)。拮抗 ELISAの

標準サンプルは (a)では 1-10付加体／1び塩基，（b)

では 107付加体／10°塩基の修飾 DNAを用いた。

(a)の標準曲線で得られた値は放射活性法の 測定

値と非常に高い相関性を示したが (b)で求めたも

のは放射活性法で得られた測定値より低く，付加

体最の少ない肺では 60% も低い値を示した。し

たがって，微最の付加体を定最するときには標準

とする修飾 DNAは修飾度の低い DNAを用い

る必要がある。この静注投与法ではすい臓に特異

的に癌が発生するが，すい臓に最も多くの付加体

が生成していた。非標的臓器，肝には殆ど付加体

は検出されず，付加体の生成と臓器特異性はよく

一致した。

(iv) 免疫組維化学的検出

拮抗阻害 ELISAから 5fmol付加体が 1本鎖

DNAで検出可能であることが明らかとなった。

このことは免疫組織化学的に細胞内での付加体が

検出できる可能性のあることと，および組織の化

学的処理に伴う DNA変性は付加体の検出に問

題のないことがわかった。そこで細胞および組織

での付加体の検出を試みた。

細胞として正常ヒト皮眉線維芽細胞 (NHSF)

を用いた。細胞は平板培養したのち，Lab-Tek2 

chamber slidesに分注し，2日間単層培養した後

4NQO の処理は 2.5X 10-1-2 X 10-o M 濃度で

Hanks溶液中， 37°c,60分間行った。対照の細

胞は Hanks溶液のみを用いた。処理後直ちに洗

浄したスライドを 15分間 4%パラホルムアルデ

ヒドに浸し細胞を固定した。スライドをュタ ノー

ルなどで洗浄したのち，さらに RNase A 100 μg 

と RNaseT1 50 unitsを含む RNase溶液 1ml 

を加え 37°c,45分間反応させ，RNAを除去し
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Fig. 4． 蛍光抗体染色による NHSF細胞に生じた 4NQO-DNA付加体の検出．
4NQO処理は 37°C, 1時間行った． 4NQOの濃度は A)2x10-0M, B) lxl0-0M, C) 5xl0-7M, 

D) C) の 16時間回復培養後， E)2.5x10ゴ M, F)対照

た。クロマチソ蛋白の除去と DNAの部分的変性

のために細胞を 2.5N HCIで室混で 45分間処理

した。抗体の非特異的吸着を除くために 59¢ の正

常ヤギ血清で処理したのち，4NQO-DNA 抗体

をのせ 37°c,60分作用させた。 1次抗体で処理

したのち FITC標識ヤギ抗ウサギ lgG抗体と反

応させた。よく洗浄し， グリセリンでスライド上

に封入し，NikonFluophot落射蛍光顕微鏡で観

察した。 Fig.4に示すように処理した細胞はいず

れも核全体に核小体を除いてド ット状に蛍光が観

察された。また 2x10-6 M から 2.5x10-1 M ま

で処理濃度に依存して蛍光の減少が見られた。ま

た酸処理を行わない場合は染色されなかった。lx

10-6 M 処理したのち（Fig.4B) 16時間の回復培

養によ って蛍光が減少していることが観察された

(Fig. 4D)。ここには示してないが， 4NQOに高感

受性の色素性乾皮症皮盾線維芽細胞 (XP細胞）

でも同様に蛍光染色されたが 16時間，回復培壺

しても染色が強く残 っていた。これからも XP

細胞には 4NQO の損傷を修復する系が欠損して

いることがわかった。動物組織での付加体の免疫

組織的検出については Nakagawaら(1988)の論

文を参照されたい。

(2) 抗 3,2'-DMAB-DNA抗体

DMABはラットでは小腸，乳腺， すい臓，前

立腺のほかいくつかの臓器を標的とする発癌物質
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であるが肝臓には発癌しないことになっている

(Shiraiら， 1985,1988)。特に前立腺では発癌にホ

Jレモソ依存性のあること癌発生の部位が背葉にか

ぎられ腹葉からは発生しないことなど興味深い化

合物である。発癌の臓器特異性との関連におい

て， DMAB-DNA付加体の生成と除去，持続的

存在の定量的解析を免疫組織化学的手法で行っ

Table 4. 抗DMAB-DNA抗体の特異性
- - --

阻害剤 修（飾％度） 50D％M阻A(f害Bmにo付lJ要加す体る

DMAB-DNA 

native 0.4 22 士 2.0
0.02 44 土 4.0
0 008 90 土133 

heat denatured D 0.4 7.0土 0.5
0.02 7 7士 0.7
0.008 8.0土1.0

alkali denatured ~> 0.02 6.0土 1.0

マイクロク イタープレ イトはウエ ル当り 20ngの
DMAB-DNA (0.37%修飾塩基を含む）を用い， 固

相抗原とした．10ngの抗体を阻害物質と予め試験管

内で反応させたのち残存する抗体価から抗体結合を

50%阻害する濃度を求めた．
1) PBS中 90°C, 5分間加熱した．

2) 0.02 N NaOH中 70°C, 15分間処理した．

゜口三芦HNH2

N-(guanine-8-yl)-DMAB 

た。

(i) 抗体の作成

4NQO-DNA抗体と同様 ウサギポリクロ ーナ

ル抗体を作成した。抗原として使用した修飾

DNA は N-OH-DMAB を Seryl-AMP でア

シル化し， DNAを修飾， 108ヌクレオチド当り

3-4付加体を含んだものを使用した。 DMABの

Table 5. DMAB処理ラット中に存在する付加体の定

星

組織

肝臓

すい臓

大腸

腎臓

前立腺（脊葉）

（腹葉側葉）

小腸

精巣

DMAB付加体／106塩基

35.2 
34.7 

27.9 

26.3 

24.8 

10.8 

14.3 
15.7 

付加体鼠は拮抗 ELISAで測定した．

F344ラットに 200mg/kg体重の DMABを投与，

24時間後に各臓器を摘出， DNAを抽出した．
DNA (1-50 μg/ml)を 0.02N NaOH, 70°C, 5分

間処理後，中和し，拮抗阻害サンプルとした．その

50 μl (0.02-5 μg DNA)を40ngの抗 DMAB-DNA

抗体と試験管内で反応させたのち残存する抗体価を
ELISAで測定した．

゜H NH ノ

《NH2N¥N」

CH3 CH3 

2 5-(guanine-N.. -yl)-DMAB 

NH2 

〇只亡CH3 CH3 IR 

N-(adenine-8-yl)-DMAB 

Fig. 5. DMAB-DNA付加体の化学構造
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塩基付加体の化学構造は Flammangら (1986)に

よって N-(deoxyguanosin-8-yl)-DMAB(60-70 

%),5-(deoxyguanosin-N2-yl)-DMAB(2-3%) and 

N-(deoxyadenosin-8-yl)-DMAB(l-3%)であると

報告されている (Fig.5)。

(ii) 抗体の特異性

Table 4に示すよ うに抗体の特異性は拮抗阻害

ELISAにより求めた。 DMAB-DNAの場合も未

変性 DNAに比し変性 DNAの方が 4-5倍親和

性が高かった。しかし，抗 DMAB-DNA抗体は

4NQO-DNA抗体と異なり 1本鎖DNAにすると

修飾度に関係なく 50%阻害に要する皇は 7-8

fmol付加体でほぼ一定であった (Table4)。1本

鎖 DNA中 7-8fmol付加体を 5μg DNA中に，

すなわち 5付加体／101塩基まで検出が可能であっ

た。この抗体と反応する塩碁付加体は 4NQO の

場合と同様，中性，アルカリ性溶液中の加熱処理

で安定であった。 4NQO ゃ 2-acetylaminofl u-

orene(AAF), 4-aminoazobenzene(4-AAB) 誘導

体で修飾した DNA とは反応しなかったが， 4-

aminobiphenyl(4-AB) で修飾した DNA には

DMAB修飾 DNAと同様高い親和性を示した。

この抗体が biphenyl基で修飾された塩基（特に

グアニン）を認識していることを示唆している。

(iii) DMAB投与ラット臓器 DNAに生成する

付加体の定量

F344ラットに DMABを体重 kgあたり 50

mg, 100 mg, 200 mg皮下注射し 24時間後各臓器

を摘出， DNAを精製した。 DMAB-DNA付加体

量を拮抗 ELISAで測定した結果を Table5に示

したが，非標的臓器である肝臓にもっとも多くの

付加体の生成が見られた。前立腺では発癌部位で

ある前立腺背葉に非発癌部位の腹葉より約3倍の

付加体が存在していた。

(iv) 免疫組織化学的検出

DMABを投与した上記ラットの各臓器をアセ

トンで固定し，そのパラフィソ切片を RNase,蛋

白分解酵素，塩酸処理を行ったのち 1次抗体を作

用させ，ついで avi din biotin peroxidase com-

plex (ABC法）で染色した。標的臓器である前立

腺背葉，側葉などは強陽性に染まり非発癌部位の

前立腺腹葉は弱腸性であった (Shirai,1990)。非

標的臓器の肝臓で最も強く染色され，濃度依存的

に染色された (Fig.6)。これら免疫組織化学的実

験結果は ELISAによる DNAの付加体の定量と

よく相関した。 肝臓に生成する付加体は 50mg/ 

kg体重投与で 15.7付加体／1び塩基， 200mg/kg 

体重投与では 35.2付加体／106塩基であった。

Fig. 6に示すように免疫組織化学的にも染色性の

強弱が認められる。

(3) 免疫化学的手法による解析のまとめ

4NQO と DMAB処理ラット各臓器 DNAに

生じた塩基付加体を拮抗 ELISA法で測定した。

絶対感度として 5-10fmol付加体，相対感度と し

Fig. 6. ラット肝臓に生成する DMAB-DNA付加体の免疫組織染色による検出．
DMABラット体重（kg)当り A) 50 mg, B) 200 mg皮下投与24時間後，C)対照ラット
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て 0.5-5付加体／1び塩基まで検出できる系を開発

した。抗体の特異性の解析か ら抗 DMAB-DNA

抗体が DMAB付加体自体を認識しているのに反

して抗 4NQO-DNA抗体は 4NQO 付加体のほ

か 4NQO修飾によって DNAに生じた構造変

化を認識している可能性があった。このこ とは

4NQO と DMABの付加体の構造の差，すなわ

ち DMABが majorgroove（主溝）のグアニン

C8位付加体が多く 4NQOが minorgroove（副

溝）のグアニ ‘/N2付加体が多く生成すること に

由来すると考 える (Fig.2, 5)。したがって，

ELISA法による付加体の定量にはそれぞれの抗

体の特性を考慮した上で測定する必要がある。こ

のことは付加体の生成によって DNA に生じる

立体構造が抗体によって認識されるからと考える

ことができる。したがって，アルキル化付加体で

は 06ーメチルグアニンや 〇4ーチミンを各々に識別

し定量することができるが，芳香族アミソのよう

ないわゆる “bulkyadducts"では DNAの構造

も関与し各々の付加体を分別し定量することはな

かなか困難のよ うである (Muller,1980)。

免疫組織化学的手法により生じた損傷，塩基付

加体をinsituで検出することができた。しかし，

この方法には i)細胞， 組織の固定法（アセトン，

ホルマリン等），ii)抗原性を発現させるための処

理，ここでは 2.5-4N の HCIで処理したがその

方法が最適であるかど うかは現在検討中である。

DNAの塩基付加体は酸処理で抗原性を消失する

が細胞レペルでは酸処理によ っては じめて抗体と

反応できるようになる。酸に不安定な付加体を検

出するためにはこれらの処理については注意深く

実験を行う必要がある。iii)蛍光および染色抗休

法での付加体の定贔的解析の開発などさらに検討

する必要がある。今後特異性の高い抗体を作成す

ることにより各々の構造の異なる付加体を DNA

または insituで検出できるようになることが斯

待される。

3. 紅P-ポストラペル法による付加体の解析

前述の抗体による免疫学的手法での付加体の検

出は感度および特異性の点で優れているが多種類

の化合物による付加体の分析には適当でない。そ

れは抗原とする修飾 DNAやヌクレオチドを調

製することが困難な化合物には適応出来ないから

である。近年， Randerathらによって 82P・ボスト

ラベル法が開発され， 放射標識のない癌原性物

質，突然変異誘発物質による DNA損傷の検索と

してその改良法とともに広く用いられるようにな

った (Randerathら，1981;Guptaら， 1982)。

この方法は最終的には薄層クロ マトグラフィー

(TLC)で正常ヌクレオチドから修飾ヌクレオチ

ド(adductednucleotide)を分離し定量する方法

である。これらの方法により芳香族ア ミン，芳香

族アミド，アゾ色素，芳香族多環炭化水素化合物

などのほかアルキル化剤など 100以上 の化合物

の付加体についての解析がなされている。 特に，

食品中の aflatoxine B1 やアミノ酸加熱分解物

(Trp-P-2, MeIQ, IQ など），喫煙によるヒト 臓器

DNAの付加体の解析は疫学的見地からも注目さ

れている (Yamashitaら，1988,Jankeら，1990)。

一般的な実験方法を Fig.7に示した。

DNAを microccocalnucleaseで 3／ーモノヌク

レオチドとし T4polynucleotide kinaseにより

[r-82P]-A TP で 51端をラベルし 3',5'-bisphos-

phate正常ヌクレオチド (*pNp)と修飾ヌクレオ

チド(*pXp)にする。ついで， PEIセルロース

変異原修節DNA(l-l0μk) 

lニoc：二：：；rase
N p -+-Xp 

方法 w 
(0. 2 μg DNA) 

standard法

T. polynucleotide kin邸e

[ r-32P]ATP (200-300 Ci/~l) 

I 

方法 (2) 

(2-10 μg DNA) 

n-buthanol抽出ー濃繕琺

l心
T、polynucleotidekinase 

[r-32P]A'IP(3000 Ci/aol) 

I 

* P NP  + * p x p * p x p 

nc クロマトグラム PEIーセルロース

オートラジオグラフ

Fig. 7. 3~Pーボストラベル法による付加体の分析法
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TLC 二次元クロマトグラムにより正常ヌクレオ

チトと修飾ヌク レオチドを分離する 。autoradi-

ographyにより付加体を検出し， シンチレーショ

ソ測定により各々の付加体を定虻する。修飾レ｀

ルは全ヌクレオチ ドの放射活性に対する修飾ヌク

レオチド放射活性比で示す。方法2に示したよう

に nuclease処理後 n-buthanol抽出により修飾

ヌクレオチトを濃縮す ると惑度は上昇し 109-10

塩基当り 1付加体，すなわち，哺乳動物の 1ゲノ

ム中の 1付加体が検出可能である。またこの方法

は化学的性質 （構造）が未確認の付加体の検出に

も利用でき PEIセル ロース TLCのフィンガー

プリソトのハターンから付加体の種類，i出などを

推定することができ，処理後の経時的測定によ り

各々の付加体の修復，持続性なども調べること か

できる。

(1) アゾ色素の付加体の解析

1級型アミ ノアゾベンゼン 化合物である 4-

aminoazobenzene誘導体のうち 3-methoxy-4-

aminoazobenzene(3-Me0-AAB) がラット肝に

発癌および Ames テストにおいて突然変異原性

を示すのに反してその異性体の 2-methoxy-4-

aminoazobenzene(2-Me0-AAB) は癌原性およ

び突然変異原性をほとんど示さない。これらの化

合物の N-OH化合物は前述の 4HAQO と同様に

アミノアシル tRNA合成酵素によ って invitro 

で DNA のグア ニンと結合する (Hashimoto,

1981)。この両化合物の作用の差は invivoで生じ

る付加体とどのように相関するかを明らかにする

ために 32pデストラベル法で解析した。

雄 F344ラット腹腔内にアミノアゾベソゼン誘

導体を 50mg/kg体重投与し，経時的に臓器を摘

出， DNAを調製し上記の n-butanol抽出後，82R

ポストラペル法で付加体を解析した。全付加体量

は 3-MeO-AABで24時間後， 2-MeO-AABで48

時間後に最高に達し，それぞれ 107塩基当り 3.8

付加体， 0.16付加体であった。 発癌性 3-MeO-

AABが非発癌性 2-MeO-AABより約 20倍付加

体が多く生成した。また Fig.8に示すように非発

拙性 2-MeO-AABで生成する付加体は 1種のみ

であったが，3-MeO-AABでは主付加体（スボ ッ

ト 1) のほか 4種の付加体の存在が確認された。

3-MeO-AABおよび 2-MeO-AABの付加体の化

学構造などはまだ解明されていないが，このスボ

ットハターンから生成する付加体に差がある こと

がわかった。

両化合物の発癌および突然変異誘発能の差は生

成凪と付加体の種類に依存することが示唆され

た。

(2) 32じポストラベル法のまとめ

この方法は化学的性状の未確認の化合物の付加

体の検出に適していて， しかも 1ゲノム当り 1付

Fig. 8. アゾ色素投与ラ ット肝臓に生成する付加体の 32pーボストラベル法による解析．
A) 3-MeO-AAB (50 mg/kg)投与24時間後，B)2-MeO-AAB (50 mg/kg)投与48時間後．
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Fig. 9. 4-AB-DNA付加体の叩姐ストラベル法による解析 n-buthanol抽出の効率．
A) standard法， 8)n-buthanol濃縮法，C）Bの露出時間を短くしてある．

加体の検出も可能である。ヒト DNA中の付加休

が解析でき，分子疫学的に応用できる点で優れて

いる。しかし多址に存在する記府のヌクレオチド

と修飾ヌクレオチトを分離するに（ま改良すぺき、,,',,、

がある (Gupta,1988; Yang, 1990)。また DNA

を細胞や組織か ら抽出してくる過程での付加休の

安定性，nucleaseによる分解や T4polynucleo-

tide kinase等の酵素作用に対する効率の問題，ま

た n-buthanol抽出や，nucleaseP1処理による

濃縮の効率等にはまだ問題がある。ここに 4-AB-

DNA付加体の 82R ボストラベル法での TLCの

パクーソを示した (Fig.9)。4-AB-DNAは N-

OH-4AB を seryl-AMP 存在下 calfthymus 

DNAに結合させその修飾度は 104塩基当り約 1

付加体である。(A) は standard法，（B)は n-

buthanolによる濃縮法で (A)よりスポット 数が

多いことが認められる。 (C)は（B)の鉱光時間を

短くしたものである。スポットの強さから付加体

によ って n-buthanolによる抽出率に応がありス

ポット 1はスボット 2より抽出 されやすいことが

わかる。またヒト DNAを解析する楊合のように

多種類の化合物の付加体が生成する場合はどの化

合物に由来する付加休であるかを決めることがむ

ずかしい。しかし Reddyら(1984)によれば芳香

族アミ ン，benzo(a) pyreneのような芳香族灰化

水素化合物などは化合物によって特色ある TLC

パター ンが得られ化合物の推定が可能とされてい

る。

4. おわりに

DNA損傷の生物学的意義を解明するにはまず

生体内で生じる付加体の性質および定贔的に解析

することが必要である。 新しい分析技術の進歩に

よって発癌や突然変異が生じるような低濃度（細

胞致死に至らない濃度）での付加体の検出定量が

できるようになってきている。そのう ち当研究室

で行った免疫化学的手法と 32pーボストラベル法に

よる解析とそれらの利点とまだ改善すべき問題点

について述べた。

いずれの方法も動物実験や培旋細胞による発癌

や突然変界を誘発する付加体始の解析に充分な感

炭を示した。その結果，4NQOのように付加体櫨

と発癌とがよく 相関する勘合と DMABによる肝

臓0)ように付加体の生成星が単純に発癌と相関し

ない場合があることを明らかにした。DNA付加

体の生物学的意義を解析するには，今後は DNA

のどのiil；位にどのような性質をもつ付加体が生成

するのか， さらにそれらの生物学的特性を解析で

きる実験系を樹立することか汁！まれる。
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毒性発現におけるフリーラジカルと活性酸素

東京大学先端科学技術研究センター ニ 木 鋭 雄

1. はじめに

好気性生物はフリーラジカル，活性酸素1 を合

目的的に発生させ，それを利用して生命を維持し

ているが，反面， これらが過剰に，あるいは本来

あるべきでない場で生成すると，これらは一転し

て毒性を発現するようになる。さらに，体外から

ラジカル，活性酸素を直接とり込むこともある。

これら，フリー ラジカルや活性酸素は本来の作用

ではない反応を生体分子と行い，それが発がん，

突然変異をはじめ，種々の疾病や老化とも関連す

ることを示唆する知見が近年多く認められるよう

にな った (Hayashi,1989; Halliwell, 1985; Sies, 

1985)。癌とラジカルとの関連についても広く注

目されている (Pryor, 1986;児玉，1987, 1990; 

Floyd, 1982;生島， 1987;Ts'o, 1977; Ames, 

1983; Cerutti, 1985; Marnett, 1987)。それには，

発癌物質の代謝過程におけるラジカルの関与，チ

トクローム P450やアミンオキ、ンダーゼなど代謝

酵素による代謝物からのラジカルによる発癌作

用，およびラジカルそのものによる DNAの攻撃

による発癌作用などがある。それらの機序の詳細

については不明のことが少なくなく ，今後に残さ

Table 1 活性酸素，フリーラジカル生成反応

1) 呼吸鎖での酸素分子の4電子還元
e e 

02一釘一0社―

II+|| 2H+jr e e 

H02• H202―→HO― 十 • OH—→HO-

,,+ l n+ l 
凡0 H20 

2) 酸素分子の一電子，二電子還元

e 

02ー→02・ X：酸化酵素，金属酵素，フラビン，アスコルビ‘ノ酸，セ ミキノン
X 

2e,2II+ 

02 →H立 Y: 二電子還元酸化酵素
l' 

3) 過酸化物の分解

HOOH(LOOH)+Mn+—一HO·(LO・)+-OH+ MCn, 1l + 

HOOH(LOOH)+ M(n+l)+—• H02·(L02 ・)+ H++Mn+ 

Mn+: Fe2+, Cu ➔ な ど

ミエロ ペルオキ シダーゼ
4) H凸＋Cl― →H20+-oc1
5) H凸＋—OCl—→102

6) 金属錯体による脂質などへの攻撃
7) 光，放射線などの照射
8) 大気中の HO・,NO, N02,タバコの煙，タールなどのとり込み
- - -
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Toxic Effects of Free Radicals and Active Oxygens 
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れた課題も多いが， ここ では， ラジ カルと活性酸

素による生体分子の反応について，反応化学論的

観点から概論する。

lフリーラジカルとは， 言うまでもなーく，不対電子を

一つあるいはそれ以上もつ原了，分子である．ラジ

カルのすべてがフリーではないが，ここではフリー

ラジカルを単にラジカルと言う ．ラジカルのすべて

が活性ではなく，活性酸素のすべてがラジカルとは

限らないことも言うまでもない．

2. ラジカル，活性酸素の発生と性質

生物はミトコンドリアでの呼吸や食作用で活性

酸素を生成している。このよ うな正常の生理作用

で生成するラジカルや活性酸素は，その生成の

場，籠ともにうまくコントロールされて，合目的

的に利用 されているが，時にはこのコソトロール

されている場からもれ出たり ，過剰に生成した

り，あるいは本来あるべきものとは異なる原因，

反応でこれらが生ずることもある (Table1)。

これらラジカルや活性酸素は生体において，脂

質，タンパク質，糖，DNAを攻撃する。これら

活性種の活性，反応性，および選択性は攻撃種に

よっ て当然異なるが， また攻撃される標的分子に

よっても異なる。 Table2には，数種のラジカル，

活性酸素種の，（1)二つの二軍結合にはさまれた

不飽和脂質のメチレソ水素の引き抜き反応，（2)

二重結合への付加反応，（3)炭素ー塩素 (C-Cl)結

合との反応における反応速度定数を示した。水素

引き抜き反応，二噴結合への付加反応いずれに対

Table 2. フリーラジカル，活性酸素の反応性

ラジカル ・活性酸素 ／へ／へ／へ C-Cl
H 

H引き抜き 付加
ヒドロキシルラジカル HO・ 1 09 1 09 

゜チイルラジカル RS・ I or ？ ？ 
アルコキシルラジカルLO JOll lO’i 

゜ヒドロペルオキ、ンルラジカル
HOが 102 10 

゜ペルオキシルラジカル LO~· 10~ 10 

゜鉄ー酸素錯体 Fe••· -0~ ？ ？ ？ 
スーパーオキ、ンド02・

゜゜
103 

過酸化水素 H202

゜
遅い

゜ヒドロペルオキ、ンド LOOH

゜
遅い

゜一重項酸素 10~

゜
105 

゜オゾ‘ノ 03 

゜
105 

゜速度定数，M-1s-1

しても反応性に大きな差があること ，そしてその

序列がヒドロキシルラジカル＞アルコキシルラジ

カル＞ペルオキシルラジカル＞二酸化窒素ラジカ

ルの順であることが分かる。選択性は当然こ の逆

であり，たとえばヒドロキ、ンルラジカルはほとん

どすべての生体分子と拡散律速に近い速度で，ラ

ソダムに攻摯すること，一方，ペルオキ、ンルラジ

カルは格段に小さい速度で，弱い結合を選択的に

攻撃することが分かる。一方，スーパーオキ、ンド

はその名ほど反応性が大きくなく ，それが直接水

素を引き抜いたり ，あるいは二重結合に付加する

とは考えにくい。しかし，ハロゲソ化物に対して

は特異的に活性が大きいところが興味深い。一重

項酸素やオゾ‘ノはラジカルでなく ，水素を引き抜

くことはないが凡二重結合とは速やかに反応す

る (1,2式）。二酸化窒素，一酸化窒素はいずれも

ラジカルであるが，水素引き抜き反応，二重結合

への付加反応いずれも，その速度は小さい。

2オゾソは C-H結合と反応して COOOH というヒ

ドロトリオキサイドを生成するが，この速度は大き

くなし‘ •

0-0 

1。2十ハ バ゚OH．／一＼
〔1〕

゜/ ¥ 0 0 

□゚八 ーパ

，，，‘C=O + :c+ =0-0― 

o-o 
、/ ¥ / 

• C C 
，， ＼ ／‘  

〔゚2〕

ラジカル，活性酸素は Table1に示したように

種々の反応，ケースにより生成するが，中でもス

ーパーオキ、ンドの生成と，金属イオンの関与する

反応が重要と考えられている。 呼吸でとりこむ三

重項の酸素分子は容易に一電子受容体として作用

し，白血球をはじめ多くの場でスーパーオキ、ンド

を生成する。ただこうして生成するス ーパーオキ

、ンドがどう生体分子と反応 して，毒性を発現する

かについては明らかではない。すでに述べたとお

り，スーパーオキ、ンド自身の反応性は小さく ，そ
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れが直接クンバク質なり DNA などを攻柴する

とは考えにくい。しかし，たとえば，スーパーオ

キ、ンドを産生する食細胞やヒホキサンチンーキサ

ソチ‘ノオキ、ンダーゼとの共存で線維芽細胞の癌

化 が起こることが認められている (Weitzman,

1985)。確かに，SODが極めて有効に傷害を防ぐ

とい うことも認められており ，スーパーオキシド

が毒性発現に関与することも間違いなさそうであ

る。実際，パラコートの変異原性が SODにより

抑制されることも認められているし （粟井，1989),

また，SOD レベルが低い楊合，酸素分子すら変

異原と なり得ると報告されている (Farr,1986)。

結局， 次の三つの反応のいずれかによりスーパ

ーオキ、ンドが作用している可能性が大きい。一つ

は，次の (3)式の pKaは 4.8であり ，生理的条

02 • +H 十 ~ H02 ・ 〔 3 J

件下では圧倒的に 。；・の形で存在しているが，

それでもわずかはプロトン化されてヒドロペルオ

キシルラジカルとなり ，それが真の活性種と して

生体分子を攻撃する，ということである。第二の

可能性は，スーパーオキ、ンドがキレート 化された

3価の鉄イオンを還元して活性の大きい小分子の

鉄イオンを生成し，それが過酸化水素，脂質など

のヒドロ ペルオキ、ンドを分解し， ヒドロキシルラ

ジカル，アルコキシルラジカルを生成する，とい

うものである。三番目の反応は，スーパーオキ、ン

ドが炭素ーハロゲン結合を攻撃してラジカルを生

成するという反応で，表2に示したように，この

反応は速い。しかし，生体内でこの反応がどれだ

け重要なのか， よく分からない。

鉄，銅は生体内での重要な遷移金属イオンであ

る。特に鉄イオンが生体内でのラジカル発生に関

与するという考えがある。特に低原子価の 2価鉄

イオンが過酸化物を分解する反応が重要であり ，

その為，3価の鉄イオンを還元するものは促進効

果をもつことになる。勿論，生体内の金属イオン

は通常タンパク質によりキレート化されており，

このようなラジカル生成反応が容易に起こらない

ようになっている。しかし，ニトリロ三酢酸鉄が

腎臓に対して強い発癌性をもつことが，認められ

ている （岡田，1989;岡田，1990;粟井，1989)。さ

らに，岡田ら (Okada,1989)ぱサ ッカレイト鉄

にも発癌性があることを認めているが， これはア

スベストの毒性と関連して興味深い。また，銅イ

オンによる DNA損傷についても報告がある

(Stoewe. 1987)。その他，クロム，ニッケル，コバ

ルトなどによる DNA損傷も認められている （川

西，1989)。

3. ラシカルの反応

ラジカルは生体分子と種々の反応をするが，大

別すると次のように分けられる。

(1) 水素引き抜き反応：ラジカルがタンパク

質，DNA,脂質，糖などを攻撃して水素を引き抜

き，基質のラジカルを生成する。

RH+X • → R• +HX 〔り

(2) 電子移動反応

x．十R-→ X―十R・ 〔5〕

X・+RH→ x-+RH十→ R・+H+ (6) 

(3) 二重結合への 付加反応：ラジカルが炭

素ー炭素，炭素ー窒素などの二重結合に付加 して，

別のラジカルを発生する。

¥ / l l 

C=C_ +X・→ X-C-C・ 〔7〕
／ヽ I I 

(4) ラジカルの§開裂反応：ラジカルの§

位の結合が切断して安定生成物と別のラジカルを

生ずる反応であり，主鎖切断などにつながる。

H O 'o  

R[\—ヅゴH ＋・ R 、 〔 8 〕
I I 

ROOC-C • 
I I 

I I 

-C-C-+RO・ (9〕
ヽ／

゜(5) 芳香核置換反応：ラジカルの芳香核への

付加反応とそれに続く 別の基の脱離反応により進

む。芳香核のヒドロキ 、ンル化 はその例である。

X OH OH 

HO・ + 0-̀-0+x 
X 

〔10〕
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最初のラジカルの核への付加反応は速いが，この

ステ ップは可逆反応であり ，置換生成物の収率は

次のステ ップの起こりやすさに依存する。

(6) ラジカル間の 2分子反応による停止反

応：ラジカルどうしの 2分子反応によるカッ プリ

ング反応で橋かけ (crosslink)が起こる。不均化

反応も競争的に進行する。

2R・ →R-R 〔11〕

2R・ →RH+R（ーH) 〔12〕

ペルオキ、ンルラジカルどうしの 2分子反応ではす

べてが連鎖停止反応になるとは限らず一部アルコ

キシルラジカルを生成する反応が並列的に進行す

る。

ラジカルが生体膜，組織を攻撃する場合，多く

のものが標的分子となり得るが，脂質はそれらの

中でも重要なものの一つである。 脂質の中でも二

重結合を二つ以上有する，いわゆる高度不飽和脂

質の，二重結合にはさまれたメチレン水素 (dou-

bly allylic hydrogen)の反応性が大きく，攻撃目

標となり，ラジカル連鎖反応で酸化が進行する。

そのスキームを Fig.1に示す。そのステップを要

約すると，（i)ラ ジカルによる doublyアリル水素

の引き抜き反応によるペンタジェニルラジカルの

生成，（ii)そのラジカルヘの酸素の付加によるペ

Jレオキシルラジカルの生成，（iii)それによる別の

脂質からの水素引き抜き反応による共役ジエンヒ

ドロペルオキ、ンドの生成と，同時に新しく別の脂

質ラジカルの生成，と進みこれで一つのサイクル

が終る。実際は，ここで生成する脂質ラジカルが

次のサイクルをスタートさせ，連鎖反応がくり返

し続くこととなる。この他に， Fig.1に示すよう

に，ペルオキ、ンルラジカルからの酸素の脱離，酸

素の付加， 水素引き抜き反応によるヒドロペルオ

キシドの生成もある。さらに，二重結合を 3個以

上有する脂質については，ペルオキ、ンルラジカル

の分子内付加反応による環状過酸化物の生成も競

争的に進行する。Fig.1を詳細に見ることによ

り， どのようにして 、ンス体の二重結合をもつ脂質

から，、ンス， トランスー共役ジエ‘ノヒドロペルオ

キ、ンド， トランス， トラ‘ノスー共役ジエンヒドロ

ペルオキ、ン ド，および環状過酸化物が生成する

か， よく理解される。各ステッ プの反応速度定数

もほぼ分かっており ，それぞれの生成物分布が条

件によりどのように変化するかも予測できる。ヒ

ドロペルオキ、ンドは安定な最終産物ではなく， さ

X'+ /―了ー— xH + /―＼戸ヘ

0 2 + / -/Jぐ， 9＇0ハ
oo・ OOH 

/ + / -/ + / 
H 

rv\o·~ rv-<。o ·

ー八/二'0八
oo. 0-0 

/-「▽▽
Fig. 1． 高度不飽和脂質のフリーラジカル連鎖的酸化反応．
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らに二次酸化生成物へと変化していく。

これら脂質過酸化物および二次生成物の細胞毒

性などについて多くの研究報告がある。発癌に対

しての脂質過酸化反応，脂質過酸化物の関与を示

唆する実験報告も少なくない（児玉， 1987)。発癌

とビタミソ A,C , E など抗酸化物質との間の

逆相関を示す疫学的データもある（Stoewe,1987; 

Gey, 1989; Hayaishi, 1989)。また，先に述べたニ

トリロ三酢酸鉄による腎癌の発生に脂質過酸化反

応が深く関わっていることも認められている（岡

田，1989)。脂質過酸化反応ではペルオキ、ンルラジ

カルが連鎖担体として作用するが，このラジカル

と発癌との関連について，Marnettの総説もある

(Marnett, 1987)。脂質過酸化反応の メカニズムが

素反応レベルでよ く解明されているのに対して，

毒性発現の詳細なメ カニズムはよく分かっていな 9種の生成物が認められている（Aruoma,1989)。

3
 

H
H
H
 

C
O
O
H
 

。」;
N

H

HN

人
。

ì。H

HO' + 01::HCH3 

H
H
 

H
O
O
H
 

NH:

。H

し‘o

夕‘ノパク質も当然重要な標的分子である。チオ

ール水素が引き抜かれてチイルラジカ ルを生じ，

そのカップ リソグ反応による橋かけ，あるいは主

鎖切断などが知られている。しかし，その傷害の

反応メカニズム，機序については，未だ十分理解

されておらず，特に定量的なデータ，議論が欠け

ている。

DNAの塩基とラジカル，活性酸素の反応につ

いては，特に放射線化学と関連して数多くの研究

例がある（生島， 1987)。DNAのラジカル，活性

酸素による損傷として，二重鎖切断，一重鎖切断，

塩基の化学変化および脱落，架橋形成などがあ

る。たとえば，ヒボキサ` ノチ‘ノーキサンチ ‘ノオキ

、ンダーゼー鉄系で DNAと反応させたとき，次の
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DNA塩基の中では ピリミジンの感受性が高く

特にチ ミンに関する研究例が多い。ヒドロキシル

ラジカルがチミンを攻撃すると， 5,6位の二重結

合への付加反応とメチル基からの水素引き抜き反

応が競争的に起こる(Jovanovic,1986)。これら

の割合（選択性）は生成するラ ジカルの安定性に

より決まる。 13,14式の反応で生成するラジカル

については，スビントラッヒ ン゚グ法に より確認さ

れている (Mason,1990)。

5位にヒドロキシルラジカルが付加したラ ジカ

ル①は還元性であり，次のよ うにチミングリコー

ルを与える(Jovanovic,1986)。
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一方，6位にヒドロキヽンルラジカルが付加した

ラジカル②は酸化性であり，上と同様にしてチミ

ソグリコールを与えることはない。 ②のラジカル

にもう一つのヒドロキ、ンルラジカルが反応すると

は考えにくい。 15式の反応で生成するラジカル

は 5ーヒドロキ、ンメチルウラ 、ンルの前駆体と考え

られる。

①のラジカルからどれだけ定星的にチミングリ

コールを与えるかは条件にもよるがよく分かって

いない。次の 17式の反応によるチミングリコー

ル生成の可能性もある。このペルオキシルラジカ

ルの二重結合への付加とそれに続く P開裂による
ニボキ、ンド生成はよく知られている反応である。

。
』
言

HN

人一゚
3
 
H
 
C

O

H

 

。」よ
N
H

叫
〈ー。

3

L

 

C
H
O
O
H
 

。」し〈
N
H

門
〈一゚

3
 

H
 
C

H

 

。
し
ー
N
H

H
N
{
 ゜

4. フリーラジカル，活性酸素と発癌，突然変異

フリ ーラジカ ルや活性酸素はいくつかの場面で

発癌，突然変異と関与する。たとえば，ベンツ ビ

レンに発癌性があることは古くから知られてい

た。特に 7,8-ジオール-9,10-エボキ、ンドはベソ

ツビレソの代謝体の中で，変異原性， DNA結合

性，発癌のイニ 、ンエーションなどについて高い活

性を示す。しかし，これに加えて， ベンツピレン

はシトクローム P-448により代謝されて 6-オキ

シベソツビレソラジカルとなり，これが DNAと

結合することも見出されている (Nagata, 1968; 

Kodama, 1977)。 その他， アソトラセン誘導体

やアゾ化合物について，発癌性とラジカル活性体

への転換しやすさとの間に相関があることが認め

られている (Kimura,1982)。

この ように，発癌因子とラ ジカル生成との間に

深い関わりがあることは間違いなさそうである。

これらがどのようにして発癌作用 を発現するの

〔16〕

グアニンからの 8ーヒドロキ、ングアニンの生成

も同様に酸素ラ ジカルによる DNA修飾反応と

して着目されている （葛西， 1987)。

DNAの架橋も重要な反応である。 SimicとDi-

zdaroglu (Simic, 1985)は DNA とクソパク質

間の放射線による架橋反応を検討し， チミソラジ

カルとチロシンラジカル間の反応による橋かけ反

応を報告している。

ラジカルは DNA塩基だけではなく，糖の部分

も攻撃して酸化生成物を与える。両者の相対的な

割合などについて定量的なデータはあまりない。

〔17〕

か，その詳細はしかし分からない。ラジカル活性

体が直接 DNAを攻娯していくことによるのか，

あるいは別の活性種を生成して作用するのか， に

ついても不明である。発がん物質からのスーパ

ーオキ、ンド，過酸化水素発生と発癌性の間にも

相関があることが報告 されている (Nakayama,

1983)。これらの 生成 はヒドロキ、ンルラジカルの

生成を示唆するが，そ うなると放射線による傷害

と同じである。

確かに，放射線，すなわちヒドロキ 、ンルラジカ

ルのみならず，他の活性酸素種，ラジカルによっ

ても癌が発生することが認められている。例え

ば，スーパーオキ、ンド発生系であるヒボキサ‘ノチ

ソーキサ‘ノチ‘ノオキ、ンダーゼ系において細胞が癌

化する ことが認められている (Weitzman,1985)。

過酸化物，ヒドロペルオキ、ンドをはじめアルデヒ

ドなどの脂質酸化生成物， その生成反応の連鎖担

体として働くペルオキシルラジカルなどの発癌，

変異原作用についても注目されている。またそれ

を抑制する抗酸化剤などの作用についても検討さ

れている。

身近かな発癌物質である タバコについて も，ク

バコの煙に含まれるボリフェノールから活性酸素

が生成し，それが DNA鎖を切断すること， ま

た，それがカタラーゼ， SODにより抑制される

ことも見出されている (Nakayama,1985)。最近

話題のアスベストについても，活性酸素および鉄

イオ‘ノの関与が指摘されている （岡田， 1989;岡

田， 1990)。

デオキ、ングアノシンとヒドロキ、ンルラジカルの

反応生成物である 8ーヒドロキ、ンデオキ、ングアノ

、ンソ (8-0H-dG)が，電気化学検出器付きの高速

液体クロマトグラフィー (LC-ECD)で高感度で

検出することができる (Floyd,1986, 1990)。ま

た，他の核酸塩基であるチミンとヒドロキ、ンJレラ

ジカルの反応生成物であるチミ ‘ノグ リコールも，

ガスクロマトグラフィー質量分析計 (GC-MS)で

高感度に検出できる。これらヒドロキ、ンルラジカ

ルとの反応生成物を，たとえば尿を分析すること

によりモニタ ーして，生体内でのヒドロキシルラ

ジカル発生，あるいは DNAのラジカル傷害のマ

ーカーとしようとする考え方もあり，確かに，有

効な方法の一つであろ う。

しかし，先にも述べたよ うに，これらがどうい

うメカニズムにより生成するのかその詳細につい

ては未だ不明であり，さらに，これらがどれだけ

の選択性で生成するのか，他の生成物としてどの

ようなものがどれだけの選択性で生成し，それら

の毒性，活性がどの程度であるのか， よく分かっ

ていなし ‘o

5. 抗酸化剤の作用

活性酸素やフリーラジカルの発生を抑制した

り，またそれらを捕捉して安定化してしまうも の

を抗酸化剤とい う。 好気性生物は巧妙ですぐれた

抗酸化、ンステムを構築し， 自らを守っている（ニ

木， 1990)。すなわち， ラジカルや活性酸素の発

生を抑制する一群の酵素や抗酸化物と，ラジカル

や活性酸素を速やかに捕捉して安定化する連鎖切

断型抗酸化物を合わせても っている。さらに，傷

を修復する機能や再生機能も有している。

ラジカル捕捉剤として作用する抗酸化剤が，抗

癌剤として作用することが知られている (Ts'o,

1977; Simic, 1988)。発癌剤を用いた動物実験で，

ビタミン E ゃビタミ‘1/Cが発癌を抑えることが

報告されている (Mirvish,1986; Trickier, 1987)。

先に述べた鉄による発癌においてもビクミンEが

抑制効果を示すことが認められている (Okada,

1987)。

しかし，抗酸化剤も両刃の剣である。エストロ

ゲソ類に抗酸化作用 のあることが知られている

が，これらに発癌性があることも またよく知られ

ている。

6. おわりに

以上述べたよ うに，ラジカルと癌ということに

ついていくつもの興味ある知見が得られてきた。

しかし，まだまだ解明されなければならないこと

が多く残されている。今後，さらに多くの実験が

なされなければならないが，その場合，ラジカル

とその反応について正しい知識をも ち，理解をし

た上で研究を進めていくことが大事であろう。発

癌は多くの因子がからんだ複雑な反応系である。

抑制剤，抗酸化剤などの効果について，これまで

極めて安易に用い，結果を考察しすぎているよう

にも見受けられる。普遍的なデータをとることは

容易でなく，誤った結論を導くことは容易であ

る。それから何か一般的な普遍的事実を導き出せ

るような結果を得るためには，十分考えた反応系

とアプ ローチを設定することが重要である。そし

て，これまであまり試みられていなかったが，素

反応を定贔的に明らかにするということが発癌を

理解するために大切であり，またそれにより癌予

防，制癌への道もさらに開けてくるのではないか

と思われる。
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変異原物質による DNA傷害：修復と突然変異

変異原は DNAに種々の傷害を与える。生物は

多様な DNA傷害に対処するために複数の修復

機構をも っている。突然変異は DNA複製のエラ

ーや， DNAが傷害や修飾を受けて，正常な鋳型

として機能しなくなった時におこる不正確な複製

によっ て起こ ると考えられる。遺伝学的および分

子レベルでの解析が最も進んでいる大腸菌を中心

にこれらの研究の現状を紹介する。

1. 自然突然変異と DNA複製を正確に行わせる

ための機構

特に変異原にさらさなくても，生物は低い頻度

で突然変異体を生み出す。しかし，正常な生理状

態でも，細胞の代謝によ って， DNAに傷害がお

きて（例えば活性酸素など）， そのために突然変

異が誘導される場合もあると思われる。正常な

DNAを鋳型にした DNA複製のエラーによる突

然変異が厳密な意味での自然突然変異であるが，

前者と区別できない。生物は DNA複製の正確さ

を高める種々の機構をも っていて，そのために自

然突然変異の頻度は低く抑えられており ，種の連

続性が維持されている。これ等の機構は，突然変

異の誘発の機構とも密接な関わりをもっている。

(1) DNAポリメラーゼによる塩基対の選択の

正確さ

DNAの鋳型に対して， DNAボリメラーゼは

立体的に正しい水素結合ができるよ うな相補的な

塩基を対合させ，次にそれを重合させて， DNA 

鎖を伸長させる。 その結果，親 DNAと同じ塩基

配列をもつ二重鎖のDNAの複製がおこる。染色

体 DNAの複製を行う DNAポリメラーゼ IIIが

〒565吹田市山田丘 3-1
Mechanisms of DNA Repair and Mutagenesis 
Hideo shinagawa 
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鋳型に対して相補的な塩基を挿入する際におこる

ェラーの頻度は， 10-4から 10-5(1回の複製にお

ける塩基あたり）である。しかし，自然突然変異

の頻度は 10-9 から 10-10である。この差の大部

分は，間違って形成された塩基対が修正されるた

めであると考えられる。実際大腸菌は，以下に述

べる多数の修正機構をも っている。

(2) DNAポリメラーゼの校正機能 (Proofread-

iug) 

DNAボリメラーゼは鋳型 DNAに相補的な塩

基を通常は対合させて DNA鎖を伸長させていく

が，稀に相補的でない塩基を入れてしまう。この

ような場合に正しい水素結合をしていない新たに

導入されたヌクレオチドを認識して切り出す機能

をもつのが 3’→5'ェキソヌクレアーゼであり，工

ラーを正す (proofreading)役割を果たしている。

染色体複製に関与する DNA ボリメラーゼ III

は少くとも 7種類のサブユニ ットで構成されてい

る大きな複合体で， polC(dnaE)にコードされて

いる a 夕‘ノパクがヌクレオチドを重合させる活

性をもち， dnaQ にコードされているイ プ、ンロン

(c)夕‘ノパクが校正機能をもっエキソ ヌクレアー

ゼ活性をも っている (McHenryet al., 1988)。こ

の校正機能に欠陥のある mutD株 (dnaQ 遺伝子

に変異がある）では自然突然変異の頻度が 1が ほ

ど高くなっており， 3’→5'ュキソヌクレアーゼが

自然突然変異の抑制（正確な DNA複製）にいか

に重要な 役割を果たしているか理解できよう。

DNAの修復合成に関与しているボリメラーゼ

Iは単一のペプチドでポリメラーゼ活性と 3’→5'

と 5’→3'の両方のニキソヌクレアーゼ活性をも

Research Institute for Microbial Diseases, Osaka University, 3-1 Yamadaoka, Suita, Osaka 565, Japan 
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っていて，po/A 遺伝子によ ってコードされてい

る (Kornberg,1980)。po!A株も突然変異頻度が

野性株よりも高いので， polIの 3'→51エキソヌ

クレアーゼも校正機能に関与している。大腸菌に

は po/B遺伝子にコードされるもう一つの DNA

ポリメラーゼ (polII)があることが知られている

がその機能は解明されていない （後述）。

(3) 誤対合塩基の修正 (mismatchrepair) 

校正機能 の監視の眼を逃れて誤対合を含む

DNA二重鎖が合成されると，複製後間もない間

は新たに複製された DNA鎖の方を認識して部

分的に切り出して除き，再びその部分を合成して

修正する機能を大腸茜はもち，これを誤対合修復

(mismatch repair)と呼ぶ (Radmanand Wag-

ner)。DNA鎖の親娘の識別は GATC塩基配列

上のアデニンのメチル化 の有無によって行われ

る。 dam遺伝子にコードされるアデニンメチル化

酵素は細胞内に少量しか存在しないため， DNA

が合成されてもメチル化 はすぐにおこらないた

め，新しく合成された方の DNA鎖はしばらくメ

チル化されていない状態にあるので，娘鎖と識別

される。 mismatchrepair欠損株は上記の damの

他に mutH,mutL, mutS, mutU (uvr D)が知られ

ており ， 自然突然変異が野性株の 100倍ほど高

<, mutator株として分離された。invitroで
mismatch repairを行わせる系がつくられて，こ

れらの遺伝子の産物の機能が解析された。その結

果， MutH 夕‘ノパクが GATCのメチル化の有無

を識別して メチル化されていない方の DNA鎖

にその近辺で切れ目を入れ，MutLとMutSタソ

バクが誤対合を認識してそこに結合する機能をも

つことが明らかにされた。 UvrDはヘリケ ースで

除去修復の場合と同様に二重鎖から誤対合を含む

単鎖の DNA をほぐ して切り出しを促進する働

きをもつと考えられている。通常 mismatchre-

pairはこの機構を指し，種々の塩基間の誤対合の

修正に機能する。ミスマッチの修正にはこの他に

G-A誤対合に特異的に働く MutY の系があり ，

MutY タソパクのコ ードするアデニングリコシ

ダーゼが ミスマッチのアデニ‘ノを除去する (Au

et al., 1989)。MutTタンハクは G-A誤対合の形

成を syn型の dGTPを分解することによって防

ぐという機構が考えられている (Akiyamaet al., 

1989)。大腸菌の mismatchrepairの系と類似の

系が動物細胞にもあるらしい (Brookset al., 

1989)。

2. DNAの修復機構

DNAに細胞の諸機能の情報が含まれているの

で，DNA上の損傷は修復されないと突然変異が

おきたり ，細胞の死に結びつく。全ての生物は，

正常な代謝活動で細胞内に発生する因子（活性酸

素など）の他に，食物や飲料水，太陽光線，宇宙

線，空気などに含まれる無数の DNA傷害を与え

る因子に曝されている。しかしこれ等の DNA傷

害は正常の細胞では複数の修復機構によって大部

分効率よく修復されて，DNAは正確に複製され

て突然変異の誘発は極めて低く抑えられている。

修復機構に欠陥のある細胞は DNA傷害に感受

性が高く，一般に突然変異が高頻度でおこる。

DNA修復に欠損をもつ遺伝病患者は，高頻度で

癌になることはよく知られており ，この事は細胞

の癌化は，多くの場合突然変異によっておこるこ

との反映である。特に，オ ゾソ層の破壊によって，

太陽光中の有害な近紫外線が地表に達する贔が過

去 10年間に有意な増加を示しているという憂う

べき状況 （宗像，1990) なので，紫外線による傷

害の修復から話を始めたい。

大腸菌は紫外線による傷害を修復する 3つの機

構をも っていることが知られている。 1つは光回

復で，可視光のエネルギーを利用する。これに対

して，光を必要としない修復は暗回復と呼ばれ，

除去修復と組換え修復を含む。除去修復欠損の

uvrA と組換え修復欠損の recAの二重変異株

では，ビリミジンダイマー 1個が致死的に働く

(Friedberg, 1984) ので，この 2つの修復経路が

最も重要であると考えられている。

(1) 光回復

紫外線や，太陽光線中の近紫外線による DNA

損傷のうち最も致死作用が大きく ，突然変異を誘

発するのが ピリミジンダイマーである。 ピリミジ

ンダイマーは同じ DNA鎖上の隣りあうピリミ

ジソの間に、ンクロブタ ンリソグが形成されてでき

る。大腸菌では phr遺伝子にコードされる光回復
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酵素は，可視光を吸収するクロモフォア (FADH2)

と複合体を形成し，可視光 (380nm)のエネルギ

ーを利用して， 2星体を開裂させて単量体にもど

す (Sancarand San car, 1988)。光回復酵素は出

芽酵母， ジョウジョウバニ，魚類，鳥類，有袋類

などには存在する と考えられているが，枯草菌，

分裂酵母，線虫 などには光回復がみられないの

で，存在しないと考えられている。ヒトを含む哺

乳類では，活性は確認されていない。光回復酵素

は，次節で述べる除去修復を促進することが大腸

菌と酵母の系で明らかにされているので，哺乳類

などでは光回復の機能は失っているが， ピリミジ

ソダイマーと結合して，除去修復酵素による 2蘇

体の切り出しを促進する機能はも っているとい う

可能性も考えられている。こうした考えに合 うデ

ータとして，チ ミンダイマーに特異的に結合する

タンパクが正常のヒト 細胞に見出され，この活性

は色素性乾皮症の Eグルーフの患者の細胞には欠

けているとい う報告がある (Chuand Chang, 

1988)。

(2) 除去修復

紫外線による主な DNA の傷害は前述の シク

ロプクン型の ピリミジソダイマーであるが， この

他 6-4ビリミ 、ンソ附加体も致死的 で突然変異の

ターゲットとして重要な損傷であると考えられて

いる。除去修復は，これらの傷害の他マイトマイ

、ン‘/Cゃ， 4NQOなどが結合した塩基などの大き

な附加体を含む DNA の修復に働 く機構である

(Sancar and Sancar, 1988)。UvrA夕‘ノハクは

DNA損傷によ って正常な二重鎖がゆがめられて

いる部位を認識して結合し， UvrBタンパクは

UvrAの助けで損傷部位と結合し，それに UvrC

が更に加わって，複合体を形成して，損傷部位の

5'側の 7ヌクレオチド離れたところと，3'側の

3~4ヌクレオチド離れたところに切れ目を入れ

て，損傷部を含むオリゴヌクレオチドを切り 出

す。二重鎖からこのオリゴヌクレオチドをはがす

のを UvrDタンパク （ヘリカーゼ II)が促進し，

その結果できた単鎖DNAのキャップをDNAポ

リメラーゼ 1が修復合成を行って埋めて，最後に

DNAリガーゼが切れ目をシールさせて修復を完

成させると考え られている (Sancar and Sa near, 

1988)。UvrA,UvrB, UvrDタソパクは全て ATP

結合のコソセ‘ノサス配列をも っていて実際に

ATPase活性もも っている。これらの夕‘ノパ クの

他に前述の光回復酵素がピリミ、ンソダイマーに結

合して UvrABCによる除去修復を促進すること

を発見したのが山本和生（東北大，理）であり ，

後で Sancar等が生化学的に追認している。

ヒトの皮膚癌多発性の遺伝的疾患である色素性

乾皮症 (XP)は除去修復に欠損があり，遺伝学的

に9つの相補性群に分類されている (Friedberg,

1984)。従っ てヒトの除去修復の機構もかなり複

雑であることが予想される。最近 XPの A群の

遺伝子がクローニ ングされ，その cDNAの構造

が解析された (Tanaka,1990)。その結果 XP-A

の遺伝子は 31Kのタンパクをコードしており ，

このタンハクは Zinc-fingerと呼ばれる DNA結

合モチーフをも っていることがわかった。従っ て

UvrA又は UvrCの様に損傷部位の DNAに結

合して切れ目を入れるヌクレアーゼ複合体の構成

成分である 可能性が考 えられる。この 他に XP

の B群の細胞の欠損を直す辿伝子が単離され，

DNAヘリカ ーゼと相同性の高い夕｀ノパ クをコー

ドすることがわかった (Weedaet al., 1990)。こ

れは除去修復において， UvrDと同様の機能を果

たしているのかもしれない。

XPの他に コケイン症候群 (Cockayne'ssyn-

drome)の患者細胞は紫外線に感受性だが一見除

去修復は正常のよ うに見える。しかしこの細胞は

盛んに転写されている DNA の損傷を特異的に

修復する機構に欠陥があることがわかった (Ve-

nema et al., 1990)。大腸菌も同様の機構をもって

いることが最近示された。酵母での除去修復の遺

伝学的，生化学的研究からも，除去修復の機構は，

生物界でかなり共通であることが示唆されてい

る。

(3) 組換え修復

DNA上に傷害が残っていると， DNA鎖の伸

長はそこでブロックされて，1000塩基程下流か

ら複製が再開始されて，単鎖 DNAのギャップが

ピリミジンダイマーなどの反対側にできる。この

ギャップは複製後の姉妹染色体の DNA鎖を組

換えによって取り込むか， ギャップのところで姉
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妹 DNA二重鎖と三重鎖を形成して，正常な

DNA鎖を鋳型として修復合成をしてギャップを

埋める (copychoice)と考えられる。単鎖 DNA

を相同な二重鎖 DNAとペアさせたり ，取 り込ま

せて交換させることを RecA夕‘ノパクができる。

recA株は紫外線や X線，種々の変異原に対して

非常に感受性が高く ，接合組換えも形質導入によ

る組換えも全く行えない。従って RecA夕‘ノパク

は DNA傷害を組換えによ って修復する反応に

関与することはわかるが， RecAタンパクは後述

する SOS遺伝子の発現にも必須なので，DNA

修復には他の修復遺伝子の発現を介して間接的に

も関与している。

マイトマイシ‘1/C, 、ンスプラチン，光架橋した

ソラーレン，ナイトロジェンマスタードなどの変

異原や癌治療薬は二重鎖 DNA の二本の鎖間に

架橋する。このような両方の DNA鎖にまたが

る傷害は先ず UvrABCによる除去修復によって

クロスリンクしている一方の DNA鎖の両側に切

れ目を入れて切り 出し， そこのギャッフに Rec-

Aなどの働きで組換えによって正常な単鎖 DNA

を組み込んだ後，未だ附加体をふくむもう一方の

DNA鎖を除去修復によ って修復する。従って，

クロスリンク傷害の修復には除去修復と組換え修

復の両方が必要である。

DNAの組換えは RecAタンバクが最も重要

であるがそれだけで行われる単純な反応ではな

ぃ。組換えには RecBCD経路と RecF経路の少

くとも二つがあり ，どちらも RecAの機能を必要

とする (Smith,1988)。recBC株は組換え能が欠

けているだけでなく， UVゃマイトマイシ‘/Cな

どに感受性が高い。 recBC二重変異株でも野性株

の 1~2% 程度の組換え能がある。この株からマ

イトマイシン抵抗性のサプレッサー変異がとら

れ，この株 recBCsbcBCはほぼ野性株のレベル

の組換え能を回復していた。 recBCsbcBC株よ

り，多くの組換え欠損株が分離された。 recF,recJ, 

recO, recN株はこの様に分離されて同定された。

recQ, ruvは各々チミン飢餓抵抗性変異 (Naka-

yama et al., 1984), UV感受性変異 (Otsujiet 

al., 1974)として分離されて，後に RecF経路の

組換えに関与することが示された。

RecBCD は， 複合体としてエキソヌクレアー

ゼ Vを形成し，ATP依存性の二重鎖エキソヌク

レアーゼ活性， DNA巻きもどし活性 （ヘリカー

ゼ）とエ‘ノドヌクレアーゼ活性ももっている。

RecAは相同な DNA鎖を認識してペアさせ，相

同な DNA鎖同士の交換を行わせる機能がある。

交換を行った交叉した DNA鎖同士は切断と再

結合によ って分離して組換え反応が完成する。

RecBCDは DNA鎖間の交換反応を RecAと協

同して行うか，最後の分離反応を触媒する可能性

が考えられている (Taylorand Smith, 1990)。

RecF経路の遺伝子産物の解析は未だはじま っ

たばかりである。 recN,recQ, ruvABは DNAの

損傷によ って発現が誘導される SOS調節を受け

るので，同一の組換え経路に関与している可能性

が高い。 RecQ は ATPを分解して二重鎖 DNA

をほぐすヘリカーゼ活性をもつことが最近証明さ

れた (Umezuet al., 1990)。ruv領域は A と B

の2つの遺伝子が SOS調節を受けるオペロンを

形成し， どちらも DNA 修復に関与していた

(Shinagawa et al., 1988; Iwasaki et al., 1989)。

RuvBは ATP結合タンパクのコ ンセ‘ノサス配列

をもち，精製したタンパクは ATP結合能と弱い

ATP活性をもっていた (Iwasakiet al., 1989)。

RuvAは単鎖 DNAとも二重鎖 DNA とも結合

し， DNAと結合した RuvAは RuvBの ATP-

ase活性を著しく促進した。閉環状二重鎖 DNA

を UV照射するとこの DNA-RuvAB複合体

の ATPase活性は更に上昇するが，線状二重鎖

DNAではこの UV 照射による活性促進はみら

れない。従ってこの促進効果はヒ リ゚ミジンダイマ

ーなどの附加体そのものでなく ，DNA傷害によ

ってもたらされた特殊な高次構造 （コンフォメー

ショソ）によると考えられる。 RuvAB複合体は

ATP のユネルギーを消費して，閉環二重鎖

DNA上に形成された十字架構造 (cruciform)を

もとにもどすユニークな活性 (renaturase)をも

つことが私達の研究室で明らかにされた (Shiba

et al.,論文投稿中）。従って RuvABは DNA鎖

間の水素結合を一方では切って，他方では新しい

水素結合の形成を促進する 機能をもつと考 えら

れ， これは相同組換えの交叉点の移動 (branch

-268-

migration)のステップにおける反応である。Ruv-

ABは突然変異の誘発にも関係していることがわ

かり (Sargentiniand Smith, 1989; Iwasaki et 

al.,未発表データ），その重要性が更に認識されて

きた。 RecJ夕‘ノパクは単鎖 DNA特異的な 51.:r:..

キソヌクレアーゼ活性をもつ (Lovettand Kolo-

doer, 1989)し組換えに関与する遺伝子は更に多

く今迄に 15個ほど同定されており，多分組換え

には3つの経路が大腸菌には存在し，各々が特異

性と機能的重複を していると考えられているのが

最新の研究状況である (RecAand Related Pro-

teins, SacJay France, Sept., 1990)。

酵母や動物細胞にも RecA 夕‘ノパクのような

組換え酵素が見つけられており，組換え交叉中閻

体を分離する酵素の存在も証明されている。

3. sos応答
大腸菌ではDNAに損傷を受けると，多数の遺

伝子の発現が誘導され，これ等は除去修復 (uvrA,

uvrB, uvrD), DNA組換え (recA,recN, recQ, 

ruvA, ruvB) や突然変異の誘起 (recA, umuD, 

umuC, ruvA, ruvB)に関与しており ，DNAの傷

害に対する細胞の 適応応答と考えられており，

SOS応答と呼ばれている (Walker,1984)。SOS

遺伝子群は， DNAが傷害を受けると， DNA合

成が阻害されるので，しばらく細胞分裂を停止さ

せて (s.fiA 遺伝子の機能）染色体をもたない細胞

の出現を防ぎ， その間に，種々の修復系を誘導し

て傷害を修復した後，細胞分裂を再開させて生き

残るための機構と考えられている。

SOS遺伝子は通常そのオ ペ レータ一部位に

LexAレプ レッサーが結合して発現を抑制してい

る。 UVゃ変異原によ ってDNAに傷害を受け

ると，その損傷部位や複製フォークなどで単鎖

DNAが生成する。 RecAタンパクは単鎖DNA

が結合すると活性化されて， LexA レフレ ッサー

こ結合して，アロステリック効果によ って LexA

のコンフォメーションを変化させて，LexA 自身

のもつ潜在的プロテアーゼを活性化させて自己切

断をおこさせて，レプレッサーとしての機能を不

活化させる (Phizickyand Roberts, 1981; Little, 

1984)。その結果上記の SOS遺伝子の発現が誘導

されて，DNA損傷が効率よく修復されると細胞

内の単鎖 DNAが減少して，RecAが不活性型に

戻り， LexA レプレッサーが再び菩積して SOS

遺伝子群が抑制される。この様に SOS遺伝子は

DNAに傷害を受けた緊急時に呼び出される救急

システムの様な側面をもつので，この様に命名さ

れたのである。

SOS遺伝子のオペ レーターは 16塩基対のパリ

ンドローム構造をもつ配列 CTGTATATATAT-

ACAGをコンセンサス配列 (SOSボックス）と

しても っており ，LexAとの結合力はコンセンサ

スからはずれるほど弱く ，コソセンサスからずれ

が大きい SOS ボックスをもつ遺伝子は，DNA

傷害のない状態でも発現の漏れが大きい。コンセ

ンサスに近 い SOS ボッ クスをもつ遺伝子ほど

LexAとの結合力が強いため，DNA傷害が多く

なって LexAが大幅に減少した時にはじめて発

現がおこっ て利用 される。 SOS遺伝子群はその

機能に応じて，適切に発現が調節されている。

uvrA, B, ruvABなどは漏れが多く ，umuDCなど

はしっかりと発現がコン トロ ールされている。

4. アルキル化剤に対する適応応答 (Lindahl et 

al., 1988) 

大腸菌を低濃度のアルキル化剤で前もって処理

しておくと，その後高濃度のアルキル化剤に曝し

ても，アルキル化剤による致死作用および突然変

異の誘起作用に対して低抗性になる。アルキル化

剤前処理によって，DNAに 06メチルグアニン

や，メチルホスホトリエステルができると，転写

調節タンパクである Adaはそれ自身のもつメチ

ルトランスフェラーゼ活性によって，それ等のメ

チル基を Adaのシスティソ残基に移す。メチル

化された Adaタンパクは ada遺伝子や，3-メチ

Jレアデニ ‘/ DNA グリコ、ンダーゼをコードする

alkA遺伝子などのプロモーターに結合して，

それ等の転写を促進して，アルキル化剤による

DNA傷害を修復する複数の酵素の産生を誘導す

る。 Adaはそれ自身，修復に働くが，メチル基は

結合したままで離れないので自殺酵素である。

Adaの様に 06メチルグアニ‘ノを修復するメチ

ルトランス フェ ラーゼしまヒト細胞にも存在し，そ
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れをコードする遺伝子が世界の 3つの研究室 （関

ロ （九大医）， Lindahl（英），Mitra（米）） でクロ

ーニソグされ塩基配列が最近決定された。酵素の

活性部位を含む領域では，アミノ酸配列が大腸苗

の Adaとよく似ている。がん細胞ではこの酵

素を欠いている （Mer)株が比較的高頻度で見出

されており，細胞の癌化との関連が注目されてい

る。

5. 活性酸素に対する適応応答

活性酸素類（過酸化水素 H202,スーパーオキサ

イドアニオ ‘/ 02ー，ヒドロキ、ンIレラ ジカル HO・

など）は，X線などの電離放射線，近紫外線，化

学変異原（パラコートなど）などの外的因子とし

て発生するだけでなく，生体内で酸素分子の水へ

の還元の中間体として正常な代謝過程で常時生成

されている （浅田，1988)。活性酸素は種々の傷害

を細胞にもたらし，特に遺伝毒性は， 「内在性変

異原」として重要性が認識されてきている。大腸

菌を 比 02で処理すると約 30種顆のタソパクが

誘導される (Christmanet al., 1985)。大腸菌を前

もって低濃度の H202で処理して培養すると後に

加えた致死量の 比 02 に対する抵抗性が増加す

る。 凡 02vこよって誘導されるタンパクの多くは，

比 02 vこよる細胞毒性に対する細胞の適応応答に

関与していると考えられる。これ等の遺伝子の機

能として，活性酸素分子を不活化するもの （カタ

ラーゼ，スーパオキサイドジスミューターゼなど）

ゃDNA修復遺伝子が考えられる。比02で誘導

される遺伝子のうち 8ケの発現が oxyRという正

の調節遺伝子の支配下にあることが証明されてい

る。 比 02で誘導される遺伝子の中には熱、ンョッ

クで誘導されるものもあり ，SOS調節を受けるも

のもある。oxyR遺伝子はクローニ‘ノグされ，

oxyR タンパクは oxyR,katG （カタラーゼ遺伝

子）， ahpC（アルキルハイドロ バーオキサイド還元

酵素の遺伝子）のプ ロモータ一部位に結合して，

katG, ahpCの転写を活性化し， oxyRの転写を抑

制することが証明された (Christmanet al., 1989; 

Tao et al., 1989; Tao et al., in press)。OxyR-

レギュ ロソが H立 のシグナルに反応する機構と

して， OxyR タンパク自身が H202のセ‘ノサー

として働き，酸化によって OxyR が転写のアク

チベーターとして活性化されるというモデルとそ

れを支持するデータが提出された (Storzet al., 

1990)。

02ーを発生するパラコート処理によ って 20~

30種類のタンパクが大腸西で誘導され，それらの

多くは oxyRーレギュロ‘ノとも熱ヽンョックタンパク

とも異なる (Kogomaet al., 1988; Walkup and 

Kogoma, 1989)。ハラコートだけで誘導されるも

のとしてはニンドヌクレアーゼ IV(nfo遺伝子産
物）が同定されただけで， 他のものについては機

能がわかっていない。調節機構も未だ解明されて

し、なし ‘o

H202や近紫外線に対して感受性になる突然変

異株として katF と xthA（エキソヌクレアーゼ

III をコード）知られていたが， katF 遺伝子は

xthAとkatE （カタ ラーゼ遺伝子）の発現に必須

な調節遺伝子であることがわかった (Saket al., 

1989)。エキソヌクレアーゼ IIIは，脱塩基部位の

ェンドヌクレアーゼとしての活性と， 3'末端がリ

ン酸でマスクされている場合これを除く活性とを

もっている。

DNAの酸化による傷害の修復には前述の xth-

A, nfoの他に， recA,recBCD, po/A, po/Cなど
が知られているが，未だ多くの修復遺伝子の役割

については調べられていない。これらは単鎖やニ

重鎖 DNA切断の組換えによる修復や，損傷部位

の DNAの修復合成に関与すると考えられる。

6. 突然変異の誘発

前述のように細胞は内因性，外因性の様々な因

子による DNA傷害を防ぎ，修復するための多様

な機能をも っている。突然変異は修復のニラーに

よるものであるという考えが以前にはあった。し

かし UvrABCなどの機能による除去修復も，

RecBCDゃ RecF経路による組換え修復も本質

的に正確で突然変異を伴うものでないことがわか

った (Walker,1984)。突然変異の誘発には， EMS

などのアルキル化剤などの変異原による塩基の

「小さな修飾」によるものと， UV照射やマイトマ

イ、ンソ C,4NQO などの変異原による DNAの

立体構造に影響を与えるような 「大きな附加体」
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によるものの二つの機構が存在すると考えられて

いる。前者においては，本来の塩基が修飾を受け

たため，鋳型として正確度が下がり，誤対合をお

こす頻度が増加するため，突然変異が誘発される。

2AP (2— アミノプリン）などの塩基アナログのよ

うな物質による突然変異と同様に考えられている

(misinforma tional)。後者の場合，損傷を受けた

部位では DNAは鋳型としての機能を果たせなく

なる (non-informational)と考えられる。この様

な場合， DNA合成は損傷部位のあたりで停止し，

DNA合成が再開されるためには，新たな機能の

誘導が必要であり ，この non-informationalな鋳

型に対しておこる複製は， したがってニラーを伴

うものであり，正確さを犠牲にしたサーバィバル

を図る機構 (SOS突然変異）であると考えられて

いる。 non-informationalな鋳型に対してはアデ

二ソを取り込ませる傾向がパクテリアでも哺乳類

細胞でも知られている (A-rule)。

(1) sos突然変異
UVや多くの化学変異原による突然変異が組換

え欠損株として分離された recA株でおこらない

ことは古くから知られていた。突然変異の誘発後

も，他の SOS機能と同様に新たなタンパク合成

とrecAの機能を必要とすることが知られていた

(Walker, 1984)。Katoand Shinoura (1977)は

recA以外にrecAや lexAの調節を受けて突然変

異の誘起に直接関与する遺伝子の存在を考えて，

UVゃ 4NQO によって Hi炉復帰突然変異が誘

発されない ミュータントを多数単離して解析し

た。 recAゃlexAと同じ位置にマ ップされるもの

の他に新しい突然変異を見つけ，これを umuCと

名づけた。 umuC遺伝子はその後，我々と Walker

のグループがクローニ ソグし，実は umuD と

umuCの2つの遺伝子が SOS調節をうけるオヘ

ロンを形成していることがわかった (Shinagawa

et al.; Elledge et al., 1983)。

RecAはそれでは umuDCオペロ‘ノの発現のた

めに LexA レプレッサーの不活化に働くだけで

あろうか？ lexA (def)株では LexAレプレッサ

ーが機能しないので， umuDC遺伝子は構成的に

発現しているが，突然変異誘起能は高 くなく ，

RecAタンバクの活性化が，突然変異の誘発には

必要であった。RecAの突然変異誘起における 2

番目の機能として， umuD夕‘／パ クの切断によ

る活性化が必要であることがその後証明された

(Shinagawa et al.; Nohmi et al.; Burckhardt 

et al., 1988)。RecAは3番目の機能として，活性

化された UmuDCと共に突然変異誘起の直接の

反応にも関与するであろうか？ つまり ，活性化

されたタイプの UmuD(N末端の 24個のアミノ

酸を欠< UmuD*)をコードする umuD℃ を発

現させても RecAの機能が欠けていたら突然変

異は誘発されなかった。しかし recA株は UV照

射などで死にやすいので，突然変異のターゲット

になる傷害があると全て死んでしまうために突然

変異が検出できないという可能性を否定すること

はきわめて難しい。

X線による突然変異は recAでは全くおこらな

いが，umuCでは減少するがマーカーによ っては

有意におこる。 umuCruvA, umuC ruvAB株では

recA+の状態でも X 線による突然変異はおこら

なくなる (Sargentiniand Smith, 1989;岩崎，加

藤， 品川，未発表データ）。従って X線による突

然変異には umuDC経路と ruvAB経路の 2つが

ありどちらも recAの機能を必要とする。 UVに

よる突然変異も ruvAB株では低下しており，化

学変異原による突然変異の誘発にも ruvABの機

能が関与している場合も見つかり （岩崎，加藤，

品川， 未発表データ ）， ruvABも recAのように，

DNA組換え，修復突然変異の誘発と多くの機

能に関与する重要な遺伝子であることがわかって

きた。

(2) sos突然変異と DNAポリメラーゼ
突然変異は DNA合成のエラーによっておこ

るので，大腸菌に存在する 3種類の DNAボリメ

ラーゼのどれが SOS突然変異に関与しているの

であろうか ？ 前述の様にポリメラーゼ Iに欠損

があると種々の変異原やX線， UVなどに感受性

になり ，polA の完全欠失株でも最少培地では複

製できるので，ポリメラーゼ Iは通常は修復機能

に関与すると考えられる。種々の polA株で SOS

突然変異は十分誘発されるので，ポリメラーゼ I

は関与しないと考えられる。

DNAボリ メラーゼ IIIは染色体の DNA複製
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には通常は必須であり ，polCは株（罹度感受性の

DNAボリメラーゼ IIIの aサブユニットをつく

る株） では低湿培養では増殖できるが高混では死

んでしまう。 Moses らは polCし8 株が pcbAI変

異をも っと高淵でもポリメラーゼ Iに依存して

DNA複製を行って増殖できることを発見し，こ

の二重変異株を UV照射後，高椙培養すると突然

変異がおこらないことを示し (Hagenseeet al., 

1987), DNAポリメラーゼ IIIが突然変異に関与

することを示した。

polBにコードされる DNAポリメラーゼは大

腸菌の中でどんな機能を果たしているのであろう

か ？ この疑問を解決するために，我々は po/B

をクローン化して，構造と 調節機構を解析した

(Iwasaki et al., 1990; Iwasaki et al., 1991)。そ

の結果，polB遺伝子が DNA損傷によっ て誘導さ

れる SOS遺伝子であることが証明された。更に

DNAポリメラーゼ IIはヒトの染色体複製に関

与するポリメラーゼ a,酵母の複製酵素 polIと

pol III と極めて高いホモロジーをもつことが明

らかになった。多量発現株から高度に精製したボ

リメラーゼ IIは高等生物の染色体 DNA複製の

特異的阻害剤であるアフィディコリ ‘ノによ って活

性を阻害された。しかし，遺伝子工学的手法で染

色体の polBを完全に欠失させた株も，正常に生

育でき， UVに対しても感受性が高くならず，突

然変異も野性株と同様におきた （岩崎，堀内，品

川； 未発表）ので，現時点でも DNAポリメラ ー

ゼ IIの DNAの複製，修復，突然変異誘発にお

ける役割は明らかにできていない。しかし，polB

は SOS調節を受ける遺伝子であり ，その産物は

しっかりと発現して，DNAボリメラーゼの活性

をもつので，何らかの大切な機能をもっ ているは

ずである。そうでなければ進化の歴史を生き残る

はずがないと考えられる。

(3) sos突然変異のモテル
突然変異の機構について現時点での知見をもと

にモデルを考えてみる。 UV照射によ ってビリミ

ジンダイマーや TC(6-4)附加体などがつくられ，

これ等の損傷部位では本来相補的であった DNA

の二重鎖間の塩基の間で，水素結合ができなくな

り，部分的に単鎮構造をとり ，RecA夕‘ノパクが

これらの損傷部位に結合して活性化され， LexA 

レフ レッサーの 不活化を促進する。その結果

UmuD, UmuC, RecAなどの SOS遺伝子の産

物が多羅につくられ，UmuD夕‘ノパクは RecA

によ って切断されて活性化される。RecA,Umu-

D*, UmuCは DNAボリメラ ーゼ IIIと複合休

（ミュー タゾーム）を形成し，損傷を受けた DNA

の鋳型のところで停止していた複製を再開させ

る。鋳型 DNA上の傷害のため水素結合をつくり

得ないような部位に対しては，挿入されたヌクレ

オチドは直ちに，eサプユニット の校正機能で切

りとられるのでアイドリソグがおこ って， DNA 

鎖の延長はおこらない (Villani et al., 1978)。

RecAは eサブユ ニッ トの校正機能を阻害するの

で，non-informationalな損傷部位に対して，間

違ったヌクレオチドの挿入を促進する (Luet al., 

1986)。しかしこの水素結合をしていないヌクレ

オチドの 3'0H末端を更に伸長させるために

UmuD*, UmuC 夕‘ノハクの機能が必要である

(Bridges and Woodgate; 1986)。

上記のモデルは今迄の実験結果とそれに対する

解釈を受け入れてたてられたものであって，その

根拠はあまりしっかりしたものでない。しかし，

RecA, UmuDC, DNAポリメラーゼ IIIが複合

体を形成して，損傷部位を乗り越えて DNA合成

を可能にするという考えは，大腸菌の突然変異の

機構を研究している主な研究者の間のコソセンサ

スであると思 う。

上述の夕‘ノバクを精製して Invivoを反映する

ような Invitroの突然変異の系をつくろ うとい う

試みが世界 のいくつかの研究室でなされつつあ

る。 UmuDとUmuCはしっかりとした複合体を

つくる。 UmuCは不溶性で，活性のある状態での

精製が極めて難しいので，どこの研究室でも研究

の大きな妨げになっている。近い将来の break-

throughを期待し，出来ればそれを私共の研究室

で行いたいと思っている。
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チトクロム P-450による変異・癌原物質の活性化

北海道大学薬学部薬品分析化学講座 鎌滝哲也，北田光一，小森雅之，

1. 緒言

環境中に存在するほとんどの変異・癌原物質は

生体内の酵素系によって代謝的に活性化されて初

めて DNAを損傷することができる。そこで，化

学物質の構造もさることながら，これらを活性化

する酵素が発癌の初発段階のキーボイントとな

る。たとえ強い癌原物質でもそれを活性化する酵

素が存在しなければ，それは発癌物質たり得ない。

発癌実験においてしばしば観察される動物の性

差，系統差あるいは種差の多くは活性化酵素系の

性質の差で説明できると言われている。このこと

は発癌における活性化酵素系の重要性を物語って

いる。事実活性化酵素系は発癌のメカニズムに

関する中心的な研究テーマの一つと考えられ，世

界的に盛んに研究されている。

チトクローム P-450は薬物の解毒や活性化を

触媒する酵素として知られているが，癌原物質を

活性化することから，その面からも多くの研究が

行われている。本酵素によって生成された活性代

謝物は直ちに DNAに結合し傷害する（アフラト

キシン B1のユボキシド生成）場合もあれば，生

成された代謝物が更に別の酵素によって二段階目

の代謝を受け，それが DNAを傷害する（ヘテロ

サイクリックアミ‘／の N-水酸化）場合もある。

いずれにせよ，チトクローム P-450は化学発癌の

イニシェーションの中でも先ず第一番目に働く重

要な酵素であることは疑いない。チトクローム

莉 60札幌市北区北 12条西6丁目

太田和秀，内田泰輔，菊地 治，

生方和幸

P-450の発癌における意義は最早確立された概念

であると言えるが， この概念を一層発展させ， ヒ

トにおける化学物質の発癌リスクを予測できない

だろうか。この点こそ現在最も注目されているテ

ーマといえる。

そこで本稿では，チトクローム P-450について

の概略を簡単に紹介したあと，癌原物質を効率よ

く活性化するチトクローム P-450の動物種差 （あ

るいは動物種間相同性）について特にビーグル犬

とサルそれにヒトについて著者らが行った研究を

中心に述べ，最後に著者らが最近ヒト肝から精製

することに成功した新しいヒト肝のチトクローム

P-450について紹介する。

2・ チトクローム P-450の性質と問題点

チトクローム P-450はヘムを持つ，分子量

45,000~60,000の蛋白であり， b型に属するチト

クロームである (Satoand Omura, 1978)。肝や副

腎，肺，脳などほとんどの臓器組織のミクロゾー

ムやミトコンドリアに存在する。ミトコンドリア

に存在する分子種は主としてステロイドなど内因

性の物質の代謝に関与する。一方， ミクロゾーム

に存在する分子種は基質特異性がやや低く ，広範

な外来異物（薬物や癌原物質など）の代謝を触媒

することができる。肝のミトコンドリアにもミク

ロゾームにも各々多数の分子種が存在するが，こ

れらの酵素の遺伝子も得られつつあり，蛋白の構

~~taboli~-activation of promutagens and carcinogens by Cytochrome P-450 
Tetsuya kamataki, Mitsukazu kitada, Masayuki komori, Kazuhide Ohta, Taisuke uchida, 0samu kiku-
chi and Kazuyuki Ubukata 

Division of AnalyticaI Biochemistry, Faculty of Pharmaceutical Sciences, Hokkaido university, Nishi 
6-chome, Kita l2 Jyo, Kita-Ku, Sappor0 060, Japan 
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Table 1. ヒトと実験動物のチトクローム P-450の相同性

Human Monkey Dog Rabbit Rat Mouse 

P-450IA1 100 95 84 82 82 83 
100 94 81 77 79 80 

P-450IA2 100 84 83 80 79 
100 82 78 75 73 

P-450IIC 100 95 74 81 79 
100 91 66 77 73 

P-45011El 100 95 77 
100 94 72 

P-450IIIA 100 96 78 78 
100 93 74 70 

Upper and lower values represent percent identities of nucleotide and amino acid sequences, respectively, 
assuning 100 % for human cytochrome P-450. 

造の全容が解明されつつある。同一の分子種 （あ

るいは対応する分子種）が各種の動物に存在する

ことも徐々 に明らかにされ，その機能も比較され

ている。 著者らはビーグル犬やサルのチトクロー

ムP-450の遺伝子の構造を解析し， ヒトを含む他

の動物のそれと比較したので，Table1に示した。

この研究分野において特に重要と考えられる基本

的な概念は，各種の動物において対応するチトク

ローム P-450の分子種が必ずしも同じ癌原物質

を同じよ うに活性化するとは限らないことであ

る。このことが同じ癌原物質でも，ある動物では

発癌し，他の動物では発癌しにくい理由の 1つと

考えられ，動物実験からヒ トヘ直接外挿すること

を著しく困難にしている。癌原物質による発癌に

は代謝的な活性化と不活性化のバランスが重要で

あるとされている。同一の分子種のチトクロ ー

ム P-450が活性化と不活性化の両方に関与する

から，ある動物種に存在するチトクローム P-450

の活性化の能力が他の動物種のそれと同等でも，

不活性化の能力の違いによってそのバランスが異

なってくる可能性もある。

3. 酵母に発現させたピーグル犬とサルのチトク

ローム P-450による癌原物質の活性化

ある 化学物質の発癌性がラットで証明 されて

も，ヒトにおいても直ちに発癌性があると断定す

ることはできない。発癌性の断定には定性的な研

究に加えてある程度定羅的な研究も必要である。

特に日常我々が摂取する物質の発癌リスクを解析

するには定量的な解釈が必要とされよう。 ヒト を

用いて発癌実験を行うことはできないから，最終

的にはヒトに近い動物すなわちサル （あるいは時

としてイヌ）を用いて発癌性の判定をすることが

ある。しかしながら，サルやイヌのチ トクロ ーム

P-450の性質はほとんど研究されていないのが現

状で，片手落ちともいえる。

肝ミクロゾームに何種類のチトクローム P-450

の分子種が存在するのか，数 10種程度なのか数

1000種もあるのか今のところ誰も予測できない。

加えて，精製酵素の名前は研究室によって無秩序

Table 2. ラットの P-450IA2とP-450IA1による変異原の活性化

Promutagens Tester Strain P-450IA2 P-450JA1 
(rev. x 10-3/nmol P-448) 

Trp-P-2 TA98 7,810 3,650 
Glu-P-1 TA98 5,090 180 
IQ TA98 2,410 202 
2-Aminofluorene TA98 211.4 63.1 
2-Acetylaminofluorene TA98 5.05 1.43 
4-Aminobiphenyl TA98 11 50 1.58 
Aflatoxin Bl TAlOOO 8 17 1 73 
Benzo [a] pyrene TAlOO 0.84 2.22 
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に付けられており ，余程詳しい研究者でないとど

の研究室の どれが他の研究室のどれと同じかなど

全 く分らない。そこで，このような複雑さを整理

するために Nebertら(1987)によ ってチトクロー

ムP-450のグループ分けが成された。このグルー

プ分けは遺伝子の構造の相同性に基づいている。

その最初のグループ P-450IAファミリーはさ

らに P-450IAlと P-450IA2のサブファミリー

に分けることができる。 P-450IAlは以前からベ

ソッピレソ水酸化酵素 （又は多環芳香族炭化水素

水酸化酵素，AHH)と呼ばれていたものでベンツ

ビレ‘ノ水酸化酵素活性が高いことを特徴とし，ラ

ットの P-450c,P-448-L (Kamataki et al., 1983) 

こ相当する。 P-450IA2は P-450d又は P-448-H

に相当 し，本酵素の活性の特徴について著者ら

(Kamataki et al., 1983; Yamazoe et al., 1983) 

は IQ (2-amino-3-methylimidazo [ 4, 5-f] quin-

oline)などを含むヘテロサイクリックアミ ンの N-

水酸化があることを見出し報告している (Table

2)。したがって P-450IAlと P-450IA2は環境

中に存在する代表的な変異 ・癌原物質を活性化す

る酵素であると いえる。これらの酵素に対応する

酵素がラッ トだけでなくヒトやサルそしてビーグ

ル犬にも存在すると考えられ，果してラット以外

の動物でも対応するチトクローム P-450の分子

種がラ ットのそれと 同じような変異原活性化能を

持つか否かに注目した。著者らの研究室ではこれ

らの酵素をビー グル犬，サル， ヒトの肝から精製

し， その性質を比較することを目指しているが，

未だ全ての動物からP-450IAlと P-450IA2を

精製することには成功していない (Ohtaet al., 

1989a, 1989b, 1989c, 1990)。

近年，遺伝子工学の技術は目覚しく発展してお

り， この技術を利用すれば新しいア プローチが可

能になる。著者らはビーグル犬の P-450IAl と

P-450 IA2の cDNAクローンを得ることに成功

した (Uchidaet al., 1990)。また，カニクイザル

の P-450IAlの cDNAクローンを単離すること

にも成功している。しかし，ビーグル犬とサルの

P-450 IAlの蛋白の精製には成功していないの

で，これらの cDNAクロ ーンを活用して蛋白を

今成し， その酵素活性を調べることとした。
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Fig. 1． ビーグル犬の P-450IA1である P-450(Dah 1) 
発現プラスミドの構築．

得られたビーグル犬の P-450IAlの cDNAク

ローンは Dahl と命名し， サルの P-450IAl 

の cDNAクローンは MKah1と命名 した。 両

cDNAの5'上流と 3'下流の非翻訳領域の DNA

をきれいにそぎ取って可及的に蛋白をコ ー ドする
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Specific content: 0.1_ nmol / mg protein 
Expression level of P-450__protein: 
12 nmol / L YPD medium 
1.5x1炉molecules/ cell 

(nmol/min/mg 
protein) 

AH22/pDC-1 1.4 
AH22/pAAH5 0. 024 

400 450 500 
された。酵母のミクロゾー ムをとり ，

Fig. 2. 

―

―

 

AH22 / pDC-1 

AH22/pAAH5 

△A=0.05 

Wavelength (nm) 

酵母に発現したビーグル犬のチトクローム P-450,P-450 (Dah 1)の一酸化炭素差スペクトル．

---pAM82JAH22 
一pMKC-1/AH22

400 450 500 
Wavelength (nm) 

Fig. 3． 酵母に発現したサルのチトクローム P-450,
P-450 (MKah 1)の一酸化炭素差スペクトル．

翻訳領域のみの cDNAクロー‘：ぎ霞製した。こ

の cDNA断片の両側に適当なのりしろ （リンカ
．．． 

ー） を付け，制限酵素部位を作った。こののりし

ろは発現ベクターを制限酵素で処理したときにで

きる制限酵素部位とピッタリと合うようになって

いる。発現ベクターpAAH5又は pAM82を制

限酵素で処理し，そこにリンカーを付けた Dah1 

又は MKah1を挿入した。 Dah1をくみ込んだ

発現フ ラ゚スミド(pDC-1) を構築した時の例を

Fig. 1に示した。完成したビーグル犬の pDC-1

とサルの pMKC-1発現フ ラ゚スミドで酵母 (AH

22)を形質転換し，これらのコードするチ トクロ

ーム P-450すなわち P-450(Dah 1) と P-450

(MKah 1)を酵母のミクロゾームに発現すること

ができた。 Dah1と MKah1の cDNAを放射

能でラベルし，これをプロ ーブとして用いて酵母

の中に P-450(Dah 1)と P-450(MKah 1)をコ

ードする mRNAが発現していることを確認し

た。また，ラットの P-450IA2に対する抗体 (P-

450 IAlとも反応する）を用いてウニスタンブロ

ット分析したところ，予想された分子量のところ

に抗体と反応する蛋白が存在し，P-450(Dah 1) 

とP-450(MKah 1)の発現が蛋白 レベルでも立証

Table 3. 酵母に発現したビー グル犬の P-450(Dahl) 

による変異原の活性化

Promutagen1) 

IQ 
MeIQ 
AFB1 
B(a)P 
Glu-P-1 
Trp-P-2 

ー・

l) Concentration was 0.?1 ~~-
2.) L~;u gene expression (units/min/nmol P-450) 

Microsomes 

AH22/pDC-1 

109. 82) 

131.2 
3.55 
8.20 
39.7 
32.2 

Table 4. 酵母に発現したビー グル犬の P-450(Dahl) 

のベソッピレソ水酸化酵素活性

Activity 

(nmol/min/nmol 
P-450) 

24 

ミクロゾー

ムの中にチトクローム P-450が発現しているこ

とを一酸化炭素差スペクトルで確認した (Figs.2, 

3)。次に酵母のミクロゾームに発現したチトクロ

ーム P-450が変異 ・癌原物質を活性化すること

ができるかについて検討した。Table3に示した

ように， ビーグル犬の P-450IAlである P-450

(Dah 1)は IQ,MeIQ (2-amino-3,4-dimethyl-

imidazo[ 4, 5-f]quinoline)を効率よく活性化し，

Glu-P-1 (2-amino-6-methyldipyrido[l,2-a; 3',2に

d]-imidazole), Trp-P-2 (3-amino-1-methyl-5H-

pyrido [ 4, 3-b] indole)も活性化された。しかし，

アフラトキ、ンソ B1とベソッピレンはほとんど活

性化しなかった。ビーグル犬の P-450IAlがベン／

ツビレンを効率よく活性化しなかったのは従来の

ラットの P-450IAlの実験結果と異なったが，

Table 4に示したように本酵素は高いベソッピレ

ン水酸化酵素活性を示した点ではラ ットの P-450

IAlと共通していた。ベソッピレン水酸化（主と

して 3位水酸化）と変異原活性化（多分工ボキ、ン

化）は異なった反応であり，本酵素はラットの P-

450 IAl に比べてべ‘ノッピレンの 3—位水酸化に比

較的特異性を持った酵素であると考えられる。

Fig. 4に酵母に発現したサルの P-450IAlすな

わち P-450(MKah 1)の変異原活性化能を示し

た。サルの P-450(MKah 1)は IQ を最も効率よ

く活性化し， Trp-P-2も活性化した。 しかしなが

ら，ビーグル犬の P-450(Dab 1)において見られ

たように，ベンツピレンはほとんど活性化するこ

とはできなかった。ここには示さないが，P-450

(MKah 1)は P-450(Dab 1)と同様ペソッピレソ

水酸化に対しては高い活性を示しており， むしろ

80 

60 

40 

20 

ラットの P-450IA 1がベソッピレン水酸化酵素

活性と変異原活性の両者を示すことの方が特殊な

例の様に見えた。以上の結果を総合すると組換え

DNA技術を活用して人工的に合成したチトクロ

ーム P-450は変異原を活性化することができ，入

手しにくいチ トクローム P-450標品たとえばヒ
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酵母に発現したサルの P-450(MKahl)による変異原の活性化．
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Table 5. ヒト肝ミクロ ゾームによる変異原の活性化

Promutagen 

MeIQ 

IQ 

Glu-P-1 

AFB1 

Trp-P-2 

umu gene expression 
(units/min/mg) 

33.2土13.7

24.0土 7.0

23.5土 7.0

18.8士 6.5

4.1士 1.4

卜肝のチトクローム P-450の代り に用いること

ができることが示唆された。この ような方法を駆

使することにより化学物質のヒ トにおける発癌リ

スクを予測できる可能性もある。 既に著者らの研

究室ではヒトのチト クロー ム P-450を酵母と 培

養がん細胞に発現させるこ とに成功しており ，癌

原物質の活性化能も判明しつつある。

3. ヒト肝ミクロゾームによる変異原の活性化

実験動物でのデータが蓄積しても， それだけで

はヒトヘ外挿しヒトにおける結果を予測する こと

はできない。ヒト に関する基礎的データが蓄積し

てこそ実験動物からヒトヘの予測が可能になる と

考えられる。ヒト に関するデータを得るにはヒト

の肝の入手，それも新鮮な肝の入手とい う困難さ

があって，そのため世界的にヒ トの肝を用いた変

異原活性化に関するデータの蓄積は少ない。著者

らは病理解剖時に遺族の同意を得て入手されたヒ

トの肝を用いて， ヒト肝ミクロ ゾームによる種々

の変異 ・癌原物質の活性化能を測定した (Table

5) (Kitada et al., 1990)。ヒト の肝を用いた研究

では， 1)死亡した患者の死後時間， 2)患者の病

歴や薬歴， それに 3)患者の年齢や性などを一定

にすることは不可能である。したがっ て得られた

実験結果のバラッキは大きいが， Table5に見ら

れるよ うにヒトの肝では MeIQ,IQ, Glu-P-1そ

れにア フラトキシン B1が効率よく 活性化される

ことが うかがえた。ヒ ト個体間データのバラッキ

を利用し，ある変異原を効率よく活性化する個体

が他のどの変異原物質を効率よく活性化するかの

Pro mutagen 

Tris-BP 

Benzo-(a) pyrene 

5-N itro-o-anisidine 

Michler's ketone 

2-AAF 

umu gene expression 
(untis/min/mg) 

4.1土2.9

2.6士0.9

2.0土0.9

1. 7土0.9

1.0土0.4

Each value represents the mean土SD(n=8). 

Table 6. ヒト肝における変異原活性化能の個体差を利
用した変異原活性化に関与するチトク ロームP-450

が同一か否かの推定

Correlation coefficient 

MeIQ Trp-P-2 Glu-P-1 AFB1 

IQ 0.90 0.78 0 80 0.50 

MeIQ 0 82 0.80 0.61 

Trp-P-2 0.81 0.52 

Glu-P」 0.48 

Each value was determined by linear regression 
analysis. 

化の間に高 い相関性が認められるしまずである。

Table 6に示したように，IQ,MeIQ, Trp-P-2そ

れに Glu-P-1は同じチ トクロー ム P-450の分子

種によって活性化されることが示唆されたが，ア

フラト キシ‘/B1 ~ま他の分子種によ っ て活性化 さ

れることが示唆された。こ の知見を Table2に示

した結果と併せると，P-450IA2がヒ トの肝でも

IQ, MeIQ, Trp-P-2, Glu-P-1を活性化すると推

測された。そこでラッ トの P-450IA2, ヒト肝か

ら当研究室で精製された (Komoriet al., 1988) 

P-450 IIIA (P-450 HM  1)それに P-450IIC (P-

450 HM2)に対する抗体を用い， ヒト肝による

IQ, Trp-P-2それにアフ ラト キシン B1の活性化

に対するこれらの抗体の影響を調べた。ラッ トの

P-450 IA2に対する抗体は IQ,Trp-P-2の活性化

を各々85%,90% 阻害し，上述の仮定が正しいこ

とが裏付けられた。一方， アフラ トキシン B1の

活性化はラッ トの P-450IA2に対する抗体では

相関性を調べた。もし， ある 2つの変異原物質が 阻害されず，ヒトの P-450IHAに対する抗体で

同じ分子種のチトクローム P-450で代謝的に活 阻害された (Kitadaet al., 1990)。

性化されるとすれば，これらの変異原物質の活性
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4. ヒト肝ミクロゾームの新しい P-450IA 

ヒト肝の P-450IAについては，P-450IAlは

だ精製されておらず，P-450IA2が部分精製さ

れているに過ぎない。ラッ トの P-450IA2 (P-448-

H)に対する抗体を用いてヒト の肝 ミクロ ゾーム

をウエスク｀ノブロ ット分析すると，3本のバン ド

が見えた。すなわち， ヒト肝 ミクロゾームにはP-

450 IA ファミリーに属するチト クロ ーム P-450

が3種存在する ことが示唆された。 そこで，その

内一番分子菫が小さい分子種を精製した。精製さ

れた分子種 P-450-HM4の分子撻は 49,000,酸化

型絶対スペクト ルのピークの位置は 416.5nmに

あり低ス ピソ型であることが判明した。一酸化炭

素差スペクト ルの ピークの位置は 449nmにあっ

た。精製酵素は IQ その他の変異原物質を活性化

した。 ヒト肝ミ クロ ゾームにおいて本酵素が IQ

の活性化に占める役割り の大きさを本酵素の抗休

を用いるこ とによ って推定したところ，IQ の活

性化の 8~50% が本酵素に対する抗体で阻害さ

れ，ヒトにおいては大きな個体差があることが示

唆された。 P-450IAは動物のみならずヒト肝に

おいても変異 ・癌原物質の活性化に重要な役割 り

を狼じており， 今後さ らに詳し く検討することが

必要と思われる。
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抱合反応による活性化と不活性化

1. 抱合反応の機能

既に良く知られているように環境中に含まれる

化学物質の多くは生体内に取込まれたのち，酵素

的な2段階の変換を受けて体外に排泄される。一

般に酸化／還元反応によって水酸基やアミノ基の

ような官能基が生成した代謝物質は更に硫酸ニス

テル，グルクロン酸ニステル及びニーテル，ある

いは他の抱合体として尿中あるいは糞中に排泄さ

れる。この抱合反応は第2相の反応とも呼ばれて

おり，数多くの酵素系がこの反応に関与してい

る。現象の面から見ると Table1に示すように抱

合反応は脂溶性代謝物に水溶性の糖や酸を導入し

て代謝物の極性を増加させるが，それだけでなく

分子サイズの増加によって尿／糞 （胆汁）への排泄

比率を変化させ，また硫酸ニステルのような酸性

基，あるいはメチル化による 3級アミンの 4級ア

ミノ 化によって塩を形成しやすい形態に変化させ

ている。抱合反応はほとんどの場合解毒的に作用

しているが，時には変異 ・癌原物質の代謝的活性

化の重要なステップを担当することがある。また

N-ヒドロキシアリルアミンの様な不安定な中間

代謝物がグルクロン酸抱合を受けるとむしろ安定

Table 1. 抱合反応

機能： 解毒
代謝活性化

現象：l．水溶性の変化ー再吸収の低下，尿中溶解
度の増加，塩形成

2.分子量の変化一尿／胆汁移行率の変化
3.反応種の安定化・ 運搬一遠隔組織への移
行，腸肝循環

〒160東京都新宿区信濃町 35

慶應義塾大学医学部薬理 山 添 康

となり，血液や尿を介して遠隔部位に到達できる

ようになる。つまり抱合反応が不安定薬物の保護

と運搬にも寄与することが知られている。

ここでは数多くの抱合反応のうち主要と考えら

れるグルクロン酸抱合，硫酸抱合，アセチル抱合

およびグルタチオン抱合を取り 上げ主に代謝的活

性化への関与についてその例を紹介する。

2. グルクロン酸抱合

脂溶性フェノーJレ，アルコール，チオーJレ，N-

ヒドロキシルアミン（アミド）， 四級アミンおよび

ピラゾロン化合物は主に肝でグルクロン酸抱合を

受け，0-,S-, N-,および C-(3ーグルクロニドに変

換される。この反応を触媒するグルク ロニル トラ

ンスフェラーゼは哺乳動物の肝小胞体に存在し，

UDPGA (uridine-diphospho-a-glucuronic acid) 

を補酵素と して必要とする。肝で抱合を受けると

分子量の小さいグルク ロン酸抱合体 (<400MW) 

は血中に移行し腎から尿中に排泄される。一方分

子量の大きいグルクロン酸抱合体 (>400MW) 

は胆管に取り込まれ腸に到逹 し， 糞と共に排泄さ

れる。この際グルクロニドの一部は腸内細菌叢に

より脱抱合され，再生した脂溶性代謝物が再吸収

される （腸肝循環）。ヒトに膀脱癌を生ずるとされ

る 2-naphthylamine は肝で N—水酸化され，さ ら

にグルクロニJレトランスフェラーゼにより N-ヒ

ドロキシ＿N-グルクロニドに変換される (Fig.1)。

生成したグルクロニドは比較的分子量が小さいの

でその多くが腎を経由 して尿中に排泄される。こ

のN-グルクロニドは中性領域では安定であるが，

Activation and in activation of muatgenic and/or carcinogenic chemicals by conjugation 
Yasushi Yamazoe 
Department of Pharmacology, School of Medicine, Keio University, 35 Shinano-machi, Shinjuku-ku, 
Tokyo 160, Japan 
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Fig. 1． アリルアミンによる膀脱 DNAの損傷機構
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Fig. 2. アセチルアミノフルオレン投与による肝及び膀脆発癌への BHTの影響．
FAA; 2-acetylaminofluorene, BHT; Butylhydroxytoluene 
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Maeura et al., 1984より引用，改図した．
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酸性条件下では不安定で， N-グルクロ ニ ドは解離

して元 の Nーヒドロキシルアミンを再生する。 2-

naphthy lamineはヒトやイヌで膀脱癌を生ずる

が，これら動物種では尿の pHが酸性側に傾いて

おり，このことがいったん尿中に排泄されたグル

クロニド代謝物の再活性化が起こる原因と考えら

れている (Kadlubaret al., 1977)。実際尿のpH

が中性を示すラットやウサギでは 2-naphthylam-

ineによる膀腕癌の発生率は低い。このよ うに 2-

naphthylamineのグルクロン酸抱合は標的部位

への活性中間体の保護（安定化）と運搬にあずか

っている。このよ うな抱合反応による標的臓器の

叫 CO-S-CoA` Ar一竺象 Ar-NH-COCH3

Arぼ。C位《夕[Enz・COCH3] ~-N:~~H-OCOCH3 

b→ c: N,Nーアセチル転移

b＿--d: N,O-アセチル転移
（分子内、分子間）

Fig. 3. アセチルトランスフェラーゼによる N-,0-、および N,0-アセチル転移反応．

a —• c: N—アセチル化

a —• -d: 0—アセチル化

シフトは 2-acetylaminofluorene(AAF)でも知

られており， butylhydroxytoluene (BHT) を

AAF と共にラットに投与すると主発癌部位であ

る肝での腫瘍発生率が低下し，膀脱では増加する

(Fig. 2)。この現象も BHT投与によ ってグルク

ロニ Iレトランスフ ェラーゼの酵素誘導が起こり ，

尿中に移行する Nーグルクロニドが増加したため

とされている (Maeuraet al., 1984)。

3. アセチル抱合

アリル（芳香族）アミンやヒドラジソ構造をも

つ物質は生体内でアセチル化を受け，アミドとし

口王鱈NHCOCH3

可］↓上三四 ↓三□N-H-0-:-----＞ ／口丁NHCOCH3
N-ヒドロキシ体

アリルヒドロキサム酸体

↓戸王五：／／／三豆立

□NHO竺□→こ四
Nーアセトキシ活性体

Fig. 4. アリルアミンの ア セチル化及び N—水酸化に よ る活性化経路．
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て排泄される。哺乳動物の生体内には基質特異性

が高く内因性基質をアセチル化する幾つかの酵素

（例えばコ リンアセチルトランスフェラーゼ）が存

在するが，外来薬物のアセチル化はこれらとは異

なり主に可溶性画分に含まれるア セチ ル CoA—要

求性のアセチルトランスフェラーゼによ って触媒

される。この酵素は肝だけでなく皮膚を含む多く

の臓器に分布しており， ヒトやハムスターでは免

疫学的に類似した 2分子種の発現が認められてい

る。これら可溶性画分のアセチルトラ‘ノスフェラ

ーゼはアミノ化合物の N-アセチル化と共に N-ヒ

ドロキシアリルアミ‘／の 0-アセチル化を触媒す

る (Fig.3)。またハムスター， ラットおよびウサ

ギ肝のアセチルトランスフェラーゼはアセチル

CoA以外にアリルヒドロキサム酸（N-ヒドロキ

シ＿N-アセタミド）をアセチル供与体として利用

し， N,0-および N,N'ーアセチル転移反応を触媒

する。

現在アリ ルアミンによる変異原活性化の多くは

N—水酸化と生成した N- ヒドロキ、ンルアミンの0-

アシル化の 2ステッフ 機゚構で進行すると考えられ

ている。した がってアセチルトラソスフェラー

ゼーチトクローム P-450系によるアリルアミンの

活性化には 2つの異なる経路が可能である (Fig.

4)。まずアリルアミンが初めにアセチル化され，

Nーアセチルアミン （アセタミド）になった場合，

生成した N-アセチルアミンがチトクローム P-

450 （主に IA2 型分子種）によって N—水酸化され

N-ヒドロキ、ン＿N-アセチルアミン（アリルヒドロ

キサム酸）に変換される。次いでこの中間体はア

セチルトランスフェラーゼによる N,O-アセチル

転移反応によ って反応性に富む O-アセチル体(N-

アセトキ、ン体） に導かれる。一方アリ ルアミソが

最初に N—水酸化を受け ると N- ヒドロキ、ンアミン

となり，この中間体もアセチルトランスフェラー

ゼの良い基質であるため，N-ヒド ロキシアミンの

〇ーアセチル化が進行する。幾つかの基質を用いた

実験からこの 0-アセチ ル化反応は N—アセチル化

とこの反応により生成したアリルヒドロキサム酸

の N,0-7セチル転移の 2段階反応によるもので

はなく，直接的な 0-アセチル化によ って起こる

と考えられている (Shinoharaet al., 1986)。

しかしながら実際に変異原性 ・癌原性ア ミンが

生体内で上述のどちらの経路で活性化されるかに

ついてはいまだ明確ではない。invitroでのデー

タから判断すると Nーアセチル化を受け易い 2-

aminofluorene (AF)では 1の経路（最初にアセ

チル化） が主活性化経路であり ，AFに比べてア

セチル化を受けにくい加熱変異原のヘテロサイク

リックアミンではむしろ 2 の経路 （最初に N—水

酸化）によ って活性化を受けるものと考えられ

る。

アリルアミンの N—アセチル化活性はヒト を含

む多くの動物に認められるが，イ ヌではこの活性

を欠いており，またヒ ト，ウサギ，ハムスター及

び特定系統のマウスでは遺伝的要因にもとづく個

体差が知られている。このうちヒトとハムスタ ー

では 2分子種のうち一方のみの発現に多型性が認

められており，この多型性はメンデルの不完全優

勢則にあてはまる (Katoand Yamazoe, 1989)。

ハムスターのアセチルトランスフェラ ーゼ，

AT-IとAT-IIは互いに免疫交差性があり， SDS

電気泳動で前者は 31KDa,後者は 30KDaを示

す。 AT-Iは基質特異性が低く， 2-aminofluorene 

や 4-aminobiphenyl,4-aminoazobenzene,その

他の変覧 ・癌原性アミンの多くがこの酵素によっ

て N-アセチル化される。 AT-Iはアセチル CoA

だけでなく N-hydroxy-2-acetylaminofluoreneや

N-hydroxy-4-acetylaminobiphenylのようなア

リルヒドロキサム酸のアセチル基を供与基として

利用することができる （アリルヒドロキサム酸の

N,O-アセチル転移活性）。一方多型性を示す AT-

IIは 2-aminofluoreneや p-aminobenzoicacid 

の N—アセチル化に高い活性を示 し， さらに

hydroxy-2-aminofl uoreneの 0-7セチル化を触

媒する。しかしながらヘテロサイクリックアミン

の活性中間体である N-hydroxy-Glu-P-1の0-ァ

セチル化には活性を示さない。

Amesテストを用いてアリルアミ‘ノの変異原性

を測定すると，例えば精製チトクローム P-450再

構成系のように， 必ずしも N-ヒド ロキシルアミ

ン中間体の 0-ア、ンル化を触媒する可溶性酵素系

を含まなくとも変異原性が観察される。これはサ

ルモネラ菌体内にアセチIレトランスフェラーゼが

-286-

N-

存在し，菌体内に入ってきた N-ヒドロキ、ンルア

ミ‘／を 0-アセチル化によって活性化するためで

あり ，N-ヒドロキシルアミンに感受性の低いSal-

momella typhimurium TA98し8-DNP6 の様な変異

株はアセチルトランスフェラーゼを欠いている

(Saito et al., 1983; Saito eta/., 1985; Yama-

zoe et al., 1989)。

4. 硫酸抱合

硫酸抱合を触媒するスルホトランスフェラー

ゼは可溶性画分に含まれており，補酵素である

PAPS (phosphoadenosinephosphosulfate) の存

在下でアルコール，チオール，フェノール，アミ

ン， N-ヒドロキ、ンルアミンなどの硫酸抱合を触媒

する。多環炭化水素 (PAH),dimethylbezanthra-

ceneのジヒドロキ 、ンメチル体 （代謝物， DHBA)

は Ames テスト系においてそのままでは変異原

性を示さないが，ラッ ト肝可溶性画分と PAPS

を Amesテスト系に添加すると強い変異原性を

示す (Fig.5)。この変異原性はスルホトラ‘ノスフ

ェラーゼによって生成した DHBAスルフェート

に起因する (Watabeet al., 1982; Watabe et al., 

1985)。この結果は化学合成された DHBAスルフ

ェートが直接変異原であることによっても支持

されている。ラットにおけるヒドロキ 、ンメチル—

PAHやアルコールの硫酸抱合は一般に雌性で高
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く，雄性で低いが， N-ヒドロキ、ンアリルアミンの

硫酸抱合（0-スルホニル化）は逆に雄性で高く，

雌性で低い。ラッ ト肝には基質特異性が異なる幾

つかのスルホトラ‘ノスフェラ ーゼ群が存在し， こ

れらのうちヒド ロキ、ンメチル-PAHの活性化を触

媒するアルコール（ヒドロキシステロイド）スル

ホトラソスフェラーゼは雌性＞雄性の，逆に N-

ヒドロキ、ンアリルアミンの Oースルホニル化を触

媒するフェノールスルホトランスフェラーゼは雄

性＞雌性の含量の性差を示し，このためこれらス

ルホ トランスフェラ ーゼによっ て活性化される化

合物の作用には顕著な性差が認められる (Yama-

zoe et al., 1987; Yamazoe et al., 1989)。実際，

アリルアミン投与による肝癌の出現率は雄性で高

く，雌性で低い（DeBaunet al., 1970)。このこと

から硫酸抱合はラッ トのアリ ルアミン誘発発癌に

重要な役割をはたしていると考えられている。

5. グルタチオン抱合

グルタチオンは生体内で生成したさまざまなタ

イプの親電子中間体 (electrophiles)やラジカルの

処理役として重要な役目を担っており，生体高分

子ダメージの最終防御ラインとしてサッカーでの

スィーバーにも似た働きをしている。しかしなが

らグルタチオン抱合も変異原の活性を促進する例

が幾つか知られている。ニ トロフラン誘導体のフ

1000 

500 

゜-, r 
100 0 

Dote (nmol/plate) 

B
 

,3Na 

DHBA 7ー1ullat●

5
 

10 

Fig. 5. 7, 12-dihydroxymethylbenz[a]anthracene (DHBA)のスルホトランスフェラーゼによる変異原
活性化．

A: O肝可溶性画分および PAPS存在下，● PAPS非存在下
B : DHBS sulfateの直接変異原性
Watabe et al. 1985より引用
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Fig. 6. Furazolidoneの変異原活性化とチオールによる促進効果．
GSH;グルタチオ‘ノ，EtSH;メルカプトニタノー Iレ

Vroomen et al., 1988より引用

Table 2. Chloro-(CDNB)および fluoro-2,4-dini-
trobenzene (FDNB)の SalmonellaTAl 00 and 

TAlOO/GSH-株に対する変異原性
- -

被検物質 愚屈） TA100 Re府見嵩/GSH-
CDNB O 54 56 

25 280 118 
50 580 220 
100 912 247 

250 1712 250 
O 38 42 

2.5 72 47 
5.0 100 57 
12.5 157 49 
25 390 86 

Kerklaan et al. (1987)より引用

FDNB 

ラゾリドソしま生体内でニトロ還元を受けて，フラ

ン環が開裂した反応性中間体に代謝され Salmo-

nella菌に対 して変異原性を示す (Fig.6)。この

反応性中間体はグルタチオンやメルカプ トチオー

ルのようなチオールと容易に反応してチオエーテ

ル誘導体を生成するが，このメルカプトチオール

誘導体には変異原性が認められている (Vroo-

men et al., 1988)。この理由はチオエーテル結合

が可逆的であるため，一部の抱合体が元の反応性

中間体を再生成するためである。同様のチオール

による 促進は加熱変異原 Glu-P-1の反応性中間

体 (N-hydroxy-Glu-P-1) の酵素的活性化でも認

められている (Abu-Zeidet al., 1990)。このよう

な例からわかるようにグルタチオン類による可逆

的な抱合の一部は反応性中間体を安定化 し，生体

内での反応性中間体のプールサイズを増加するの

に寄与しているものと考えられる。 chloro-2,4-di-

nitrobenzene (CDNB)はグルタチオン トランス

フェラーゼの良い基質であり ，活性の測定によく

用いられている。この物質は Salmonella菌 TA

100株に対して変異原性があり， Table2の様な

結果を示す (Kerklaanet al., 1987)。TA100には

菌体内 GSH含量の低い変異株 (TA100/GSH-) 

があり ，両株を用いて CDNBの作用を比較する

とGSH含量の高い TA100でより多くの復帰変

異コロニーが観察される。同様の現象はフルオ

ロ誘導体 (FDNB)でも認められている。これは

CDNBゃ FDNBのハロゲ‘ノ原子が GSHによ

って置換されるとニトロ甚の還元が促進され，変

異原性を示すヒドロキシアミン体が増加するため

と考えられている。

5. 終りに

文頭にも述べたように抱合反応は生体に入った

物質の代謝 ・排泄に重要な役割をはたしている。

しかしながらその 1部は代謝活性化にも寄与して

おり ，肝以外の組織での活性化， 殊に膀脱や腎で

の活性化には抱合反応の関与を考慮することが必

要である。一般に変異原性テスト 系ではどうして

も変異原の検出を目的とするため第 1相の酸化・

還元系にのみに注意を向け勝ちであるが，実際生

体内での反応を考える場合には，抱合や加水分解

などの第 2相反応を考慮する必要がある。ここで

は抱合反応の活性化への関与についてその例を示

したが詳しくは成書を参照されたい。
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腸肝循環による変異原物質の活性化・不活性化

徳島大学医学部細菌学教室 木 内武美，片岡 佳子，

1. はじめに

環境変異原物質が生体外異物としてヒト体内に

はいる経路としては，経皮，経気道および経口が

考えられるが， この中では経口的に侵入する場合

が一番多い。生体内に入った化学物質の代謝反応

は，一般に第 I相反応（官能基導入反応）と第 II

相反応 （抱合反応）に分けられる。また代謝産物

の主要排泄経路は，腎臓から尿中への排泄と胆汁

を介しての十二指腸への放出である。なお尿中へ

排泄されるか胆汁中に放出されるかは，一般的に

その物質の分子晶に依存している （加藤，1983)。

すなわち，ラットの場合分子量 325土50, モルモ

ットが 400士50, イヌが 350士50, サルで 500土

50以上の物質が胆汁中に放出され，それ以下のも

のは尿中へ排泄される。ヒトの楊合はサルに近い

と考えられている。抗炎症剤である diclofenac

sodium (Voltaren,分子量 318)による消化管潰

瘍という毒性発現がイヌやラットで強くヒトで弱

いという現象 （加藤ら，1974) も胆汁中への排泄

星の差と腸内菌の種差によると思われる。

肝臓から胆汁中へ放出される代謝産物のほとん

どは， グルクロン酸，硫酸，あるいはグルタチオ

ン （システイン，グルタミン酸およびグリシンの

トリペプタイド）などのペプチ ド抱合体の形で排

泄される。排泄された抱合体は腸管内で腸内苗の

持つ(3-glucuronidaseや sulfataseなどの脱抱合

酵素で加水分解された後に再び脂溶性の活性物質

となり ，腸粘膜より 吸収されて肝臓へ送られ再度

代謝される。この生体内での化学物質の移動を腸

肝循環と呼んでいる。こ の腸肝循環により化学物

〒770徳島市蔵本町3丁目 18-15

宮西幸 一，大西克成

質の生体内滞留が長くなり毒性の増加につながる

可能性がある。また，主として腸内菌が担 う抱合

体の分解反応を第 III相反応と呼びその重要性が

注目されている。

2. 腸内菌叢とその代謝の特徴

一般にヒトの腸管内は生後 3~4時間以内まで

は無菌の状態に近い。生後外界の種々の環境因子

の汚染を受け，生体が外界と接触している皮膚や

気道，さらに消化管などの粘膜面にいろいろな種

類の微生物が定着し，それぞれの部位に特徴的な

常在苗叢を形成する。そのうちで腸内に住む菌を

腸内菌と呼び，その集団を腸内菌叢と呼ぶ。

細菌は発育に対する酸素の影響により ，大きく

3種類に分けられる。すなわち，酸素の存在下で

は増殖できずかえって死滅するような偏性嫌気性

菌，逆に酸素が存在しないと増殖できない偏性好

気性菌，また酸素の有無にかかわらず増殖するが

酸素が有ればこれを利用 して発育が良好となる通

性嫌気性菌である。一般に偏性好気性菌と通性嫌

気性苗を好気性苗，偏性嫌気性苗を嫌気性茜と呼

ぶ。

従来，腸内菌の代表と して大腸菌や腸球菌が考

えられていた。その数は糞便で調べて もせいぜい

lg当 り 108(1億）くらいしか培養されてこな

かった。ところが糞便をとっ て直接顕微鏡でみる

と腸内菌は lg当 り1011(1000億）以上も数えら

れる。そのため糞便中の菌は死菌であると考えら

れていた。 しかし， 1960年代後半からの嫌気培養

法の進歩により腸内菌の大部分はこれまで培養で

Metabolic activation and inactivation of environmental mutagens during enterohepatic circulation 
Takemi Kinouchi, Keiko Kataoka, Koichi Miyanishi and Yoshinari Ohnishi 

Department of Bacteriology, School of Medicine, The University of Tokushima, 3-18-15 Kuramoto-cho, 
Tokushima 770, Japan 
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Table t. ヒトおよび実験動物の大腸または糞便中の細菌数 (Rowlandet al., 1985) 
12 

菌 名
1グラム当りの生菌数（対数表示）

ヒ ラ ツ 卜 マウス

総菌
Bacteroides 
Eubacterium 
Bifidobacterium 
F usobacterium 
Peptostreptoccoccus 
Lactobacillus 
Streptococcus 
Enterobacteria 
Propionibacteria 
Clostridium 

数

Veillonella 
Staphylococcus 

10-11. 5 
10-11 
10-11 
10-11 
10 
9-10 

7—9 
4-9 
4-8 
9-10 
5-10 
-6 

ー8

10-11 
7-10 ， 
8ー10
9-10 
9ー11
8ー10
8ー10
5-7 
ND 
2-7 
4ー10
-6 

10-ll 
9ー10
9-11 
7 
9-11 ， 
8ー10
6-8 

4-6 ， 
7—9 
-6 
-5 

ハムスター

l

o

l

O

0

9

9

1

0

1

0

5

6

9

0

4

5

 

ウサギ

7-10 
7-9 
6 
7-9 
(-) 
8 
-3 

2-4 
ー3
ND 
-3 
(-) 
-3 

モルモ ット

9-10 
7-9 
8 ， 
(-) ， 
8 
3-7 
-6 
ND 
-4 
-4 
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stomach duodenum ileum colon/cecum feces 
ND, Not determined; (-), Below limit of detection; Values preceded by a minus varied from below the limit 

of detection to number indicated. 
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Fig. 1． 健康人の消化管各部位の菌叢（光岡， 1980).
大腸の優勢菌である Bacteroides,Eubacterium, Peptostreptococcus, Bifidobacteriumなどは嫌気性菌

である．

きなかった各種の嫌気性菌であることがわかっ

てきた。ヒト糞便の 50%以上は腸内菌であり

(Stephen et al., 1979),乾燥重量 lg当 りの菌数

は 1011から 1012(1兆） で菌の種類も 400種を

Bacteroldes 
Eubacterlum 
Peptostreptococcus 
Bifldobacterlum 

.-aStreptococcus 
--A E. coli 

Lac tobaci/lus 

越えると推定されている (Finegoldet al., 1974; 

Moore and Holdeman, 1974; Holdeman et al., 

1976; Drasar and Barrow, 1985)。その構成菌は

Bacteroides, Eubacterium, Peptostreptococcus, Bi-

Fig. 2． ヒトおよび動物の消化管各部位の菌数 (Rawlandet al., 1985). 

ヒトでは菌数が著しく少ない胃や十二指腸でも， マウスやラッ トでは内容物 lg当り約 108の菌数で
あるのが特徴である．

fidobacteriumなどの嫌気性苗が最優勢であり ，大

腸茜のような好気性茜の 100倍以上も存在して

いることが明らかになった (Table1)。

ヒト消化管の部位による菌叢の違いを Fig.1 

に示した。消化管内の環境条件はそれぞれの部位

により異なっ ているのでそれに最も適した菌種が

増殖することになる。ヒ トの唾液には lml当り

107-10，の細菌が生存し，その構成は嫌気性苗と

Table 2. 

好気性菌がほぼ同数である。胃では空腹時に pH

3.0以下までに低下し極めて苗数は少なく， Lac-

tobacillusゃStreptococcusなどの耐酸性の菌が胃

液 1ml当 り 102-1が 程度検出される。十二指腸

や空腸など小腸上部では細菌はあまり増殖しない

うちに小腸下部に送られ小腸下部で細菌数は増加

する。これは腸液で腸内容物が中和され，通過時

間も遅くなってきたためで空腹時でも常に 1g当

化学物質に対する腸内菌の代謝活性（Sheline,1973) 

一． 

2

3

4

5

6

7

8

9

 

10. 
11. 
12. 

Hydrolysis of glycosides 
a. Glucuronide 
b. Other glycosides 
Hydrolysis of sulfate esters 
Hydrolysis of amides 
Hydrolysis of esters 
Hydrolysis of sulfamates 
Hydrolysis of nitrates 
Hydrolysis of peptides 
Decarboxyla tion 
Dealkylation 
a. 0-alkyl compounds 
b. N-alkyl compounds 
c. Other aklyl derivatives 
Dehalogena tion 
Deamination 
Dehydroxylation 
a. C-hydroxyJ compounds 
b. N-hydroxyl compounds 

14. 
15. 
16. 
17. 
18. 
19. 
20. 
21. 

22. 
23. 
24. 
25. 
26. 
27. 
28. 
29. 
30. 

13. Heterocylic ring fission 
a. 0-containing ring system 
b. N-containing ring system 
Reduction of double bonds 
Reduction of nitro group 
Reduction of azo group 
Reduction of aldehyde 
Reduction of ketones 
Reduction of alcohols 
Reduction of N-oxide 
Reduction of arsonic acids 
Reduction of sulfoxides 
Reduction of epoxide to olefins 
Aromatization 
Nitrosamine formation 
Nitrosamine degradation 
Acetylation 
Esterification 
Methylation 
Ketone formation 
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り105-107の細菌が存在している。回盲弁を境と

して大腸では腸内菌叢の著しい変化が起こり細菌

数は急激に上昇し 1Q10/g以上となる。ここにみら

れるのは嫌気性菌が最優勢でほとんど糞便菌叢と

構成上では変りがない。

哺乳動物間での消化管各部位での苗数の違いを

Fig. 2に示した。この動物間での消化管部位にお

ける菌数の違いは，生体外異物に対する代謝を考

える上で考慮する必要がある。例えば，マウスや

ラットのように胃とか小腸上部でも菌の定着がみ

られるような場合 (Lactobacillusが最優勢），ヒト

に比べて吸収される前に腸内菌によって代謝され

る可能性が高くなる。

腸内菌叢を構成する細茜は数も種類も多くヒト

一人当 りではおよそ 100兆もの細菌が住み着いて

いるため多種多様の酵素活性を有しており，肝臓

に存在する酵素の種類をはるかに上回り，活性も

高いとされている。そして経口的に入った物質に

対して直接的に作用する場合と，胆汁中に排泄

された代謝産物に対して作用する場合とがある

(Sheline, 1973; Goldman, 1978; Rowland et al., 

1985)。Table2に腸内苗の代謝活性の種類を列挙

した。生体，特に肝臓での代謝が酸化と合成を主

とし，グルクロン酸抱合や硫酸抱合あるいはグル

タチオン抱合の様な水溶性の物質を生成するのに

対して，腸内茜による代謝は還元と加水分解が主

で，ニトロサミ‘ノやヶトソの合成の例を除けば合

成はまれであって，非極性の脂溶性物質を生成す

るのが特徴である。

一方，腸内菌叢の代謝活性は，食事，薬物， ス

トレス，消化吸収や消化管通過速度などによって

影響を受けることも知られている。例えば， Gol-

dinら (1978)は， ラットに高牛肉食または高穀

物食を与えて腸内の nitroreductase, azoreduc-

tase, /3-glucuronidaseおよび/3-glucosidaseの

酵素活性を測定し，高牛肉食で nitroreductase,

azoreductase, /3-glucuronidase活性が高く，逆に

高穀物食では/3-glucosidase活性が上昇するこ

とを明らかにした。また，ヒト糞便中の nitrore-

ductaseおよび/3-glucuronidase活性は，西洋食

の方が菜食よりも高く，西洋食に Lactobacillusを

添加すると低下することも報告されている (Gol-

din et al., 1980)。

3. 腸内菌代謝の研究法

(1) in vitro実験

腸内苗叢の取り扱いを成功させるためには，消

化管内とできるだけ同じ条件を作り出す必要があ

る。試料は細菌の死滅を避けるために無酸素状態

で取り出し，取り扱わなければならない。また使

用する培地や希釈液中の溶存酸素の除去も重要で

ある。腸内苗叢の代謝を調べる方法としては，動

物の腸管内容物や糞便と調べよ うとする化学物質

とを混合保温するのが一般的である。この場合，

腸管内容物や糞便はできるだけ新鮮なものを用

い，嫌気的条件下で十分に均ーにした後，その一

部をできるだけ早く使用することが望ましい。

度凍結したものは生菌数が減少し，また酵素活性

の低下がみられる場合があるので，細菌学的また

は生化学的分析には用いない方がよい。反応中も

azoreductase (Mason et al., 1977)や nitrore-

ductase (Mason and Holtzmann, 1975; Kino-

uchi and Ohnishi, 1983)などの酵素は酸素存在

下で活性低下がみられるので窒素ガスなどを吹き

込み，嫌気的条件下で行うことが大切である。ま

た緩衝液を使用する場合，その水素イオ‘ノ濃度は

生体内での試料水素イオン濃度に近い値を用い

る。糞便とか盲腸内容物の場合，水素イオン濃度

は 6.0-7.6である (Coateset al., 1988)。また腸

内菌を分離し， その純培養菌液または無細胞抽出

液を用いて化学物質と反応させる方法もある。こ

の場合には，その菌の活性は生体内では他に存在

する菌とか宿主の生理的要因により修飾されてい

る可能性があること を考えておかねばならない。

(2) in vivo実験

生体内でのある酵素活性に腸内苗叢が関与して

いるかどうかを調べる方法として以下の 3つが考

えられる。

①化学物質の投与経路による比較

経口投与と他の投与経路，腹腔内投与や静脈内

投与による代謝産物や毒性発現を比べる方法であ

る。経口投与以外は腸内菌の関与が少ないと考え

ての実験であり， tartrazine(Jones et al., 1964) 

ゃ BrownFK (Grasso and Goldberg, 1968)な
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どのアゾ化合物において良い結果を得ている。し

かし，この方法では細菌の酵素による代謝なのか

生体側の酵素による代謝なのかをはっきりと区別

しにくいことが問題である。経口投与以外でも腸

管へは胆汁を介してあるいは腸管粘膜 (entero-

entero circulation)より 排泄され，腸内菌によっ

て代謝を受けるので完全な腸管を経ないバイパス

にはなっていないからである。

②ノトバイオート （無菌動物を含む）と通常動物

の比較

ノトバイオート(gnotobiote)とはギリシャ語

の gnotos（知られたる knownの意）と biota（生

物，生命 lifeの意）を結び付けた言葉である。微

生物を完全に持っていない動物を無菌動物， 1種

類以上の既知の微生物を持っている動物をノトバ

イオートと呼び分けることもある。

この技術を用いて腸内菌の役割を鮮やかに証明

した例として cycasin(methylazoxymethanol-(3-

D-glucoside)の毒性発現実験がある。無菌ラット

と通常ラットに cycasin200 ppm を含む飼料を

与えると通常ラットでは 20日以内に半数以上が

死亡したのに対して無苗ラットでは無害であっ

た。さらに長期投与で通常ラットでは癌が多発し

たが無茜ラットではその ような癌はみられないこ

とも明らかにされた (Laqueuret al., 1967)。また

代謝産物の比較から，無菌動物では cycasinから

その毒性を発現する aglycon部分である methyl-

azoxymethanolに変換できないことも示された

(Spatz et al., 1966)。ここで無苗ラットに(3-glu-

cosidaseを持った細菌と持たない細菌を投与し

て作りだした単一菌株ノトバイオートに cycasin

を投与すると， (3-glucosidase 活性を持つ菌株を

投与した動物にのみ cycasinを加水分解すること

が明らかにされ (~patz et al., 1967), cycasinの

毒性発現は(3-glucosidase活性を持つ腸内菌によ

って初めて発現されることが示唆された（下図参

照）。

腸内菌の~-glucosidase
』

CH8-N =N-CHc0-C6印 05→CH8-N=N
'+''+'I  
0 0 CH20H 

cycasin methylazoxymethanol 

また，我々も環境変異原物質 1-nitropyrene(1-

NP)の生体内代謝を調べ，無菌ラットではその代

謝産物中に 1-NPの還元代謝産物が検出されない

ことから肝臓ではほとんどニトロ還元反応は行わ

れず (Kinouchiet al., 1986; Ohnishi et al., 

1986;大西・木内， 1985;大西ら， 1988),腸管内

細菌，特に最優勢の嫌気性菌によ ってニトロ還元

反応は行われていることを示した (Kinouchiet 

al., 1982; Ohnishi et al., 1983;大西ら， 1988)。

③抗生物質投与動物と通常動物の比較

抗生物質処理は，方法も簡単で無菌動物を取り

扱う場合に必要なアイソ レーターも必要ないので

よく 利用されている。抗生物質での前処理後に化

学物質の投与実験を行い，抗生物質処理動物で代

Table 3. 実験に使用した抗生物質 (Kinouchiet al., 

未発表）

実験群 抗生物質 体投重 1与kg星当りの

I None (Saline) 
II Bacitracin 200mg 

Neomycin 200mg 
Streptomycin 200mg 

III Bacitracin 400mg 
Neomycin 400mg 
Tetracycline 200mg 

IV Neomycin 500mg 
V Kanamycin 250mg 
VI Kanamycin 200mg 

Erythromycin 200mg 
VII Kanamycin 200mg 

Lincomycin 200mg 
Tetracycline 200mg 

抗生物質投与は．1日に 2回，5日間行い，最終投与

より 4時間後に化学物質を投与した．

Table 4. 抗生物質処理したマウスの下部腸管内細菌
の生菌数の変化 (Kinouchiet al.,未発表）

生菌数 （対数表示）
実験群

好気培挫 嫌気培養

I 8 83土0.09 10.00土0.08
II 3.47士0.19** 3 13士019** 
III 2 70土0.10** 2 15土0.15**
IV 5.00土0.14** 9.67土0.19
V 6 80土0.30** 9.55士0.05
VI 5 73士017** 7 33土0.31**

VlI 3.20土036** 2.43土0.19**

＊＊対照群 Iとの間で有意差有り (P<0.01)
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謝産物が減少すれば主として腸内菌がその酵素反

応を司っていたと考える。 抗生物質投与を中止す

ると腸管の菌は速やかに増加してくるし，滅菌水

や滅菌食を与える方が茜 の再定着が遅れるので

(Rowland et al., 1980), 実験期間中は飼育環境

の清掃と抗生物質投与を続け，滅菌水及び滅菌食

を与えるべきである。ただし，この時に抗生物質

によって実験動物が下痢をしていた り，抗生物質

がその化学物質と反応したりして，化学物質の吸

収が悪いときにも 同じ様な結果がでるので注意し

なければならない。アミノグリコ、ンド系抗生物質

の単独投与によって腸内苗を消失させたつもりで

その抗生物質処理動物を実験に使用している例を

論文などで見かけることがあるが，アミノグリコ

、ンド系抗生物質は嫌気性菌や嫌気的に増殖中の通

性嫌気性茜には効果がない（Sheline, 1973; Bo-

xenbaum et al., 1979; Bryan et al., 1979; Hecht 

et al., 1989)ので，本当に腸内菌の代謝を抑えて

いるのかどうか疑問である。また腸管からの吸収

の少ない抗生物質を使用し，生体への影響を少な

Table 5. 抗生物質処理による下部腸管内容物の酵素活性の変化(Kinouchiet al．，未発表）

実験 rt-raGnlusfetamrays1 l- A(nmminool/pm e ipnt/imdags) e /3-G lucuronidase /3-/lymai． sne /m Nitroreductase 
群 (nmol/min|孟g) (μg/hr/mg) (nmol g) (μg/hr/mg) 

I 8.2土07 4.6士15 74.8土168 9 5土3.0 1 l士0.2
II 8.0士2.1 4.7士15 6.2土 2.0* 0.3土0.2* 0.07土0.02*

III 13 6土0.9 6.1士2.3 9.2土 0.8* 0.6土0.4* 0.02士0.01*

IV 8 2士17 4.6士1.2 5 8士 J.2* 1. 6土0.2* 0.4.土0.04
V 10.2土1.5 3 6土0.5 18.1士 35* 5 8士0.5 0.6士0.02
VI 12.7土4.9 7.6士2.4 7.2土 1.0* 0.3土0.1* 0.08土0.1* 
VII 7 3土1.2 2.9士0.4 3 8士 ］3* 0.3土0.1* 0.03土0.02*

＊対照群 Iとの間に有意差有り (P<0.05)
r-glutamyltransferase, aminopeptidase,かglucuronidase,かlyaseおよび ni trored uctase活性は，それぞれ
Orlowski et al., (1963), Rankin et al., (1980), Goldin and Gorbach (1976), Tomisawa et al., (1984)および

Kinouchi et al., (1986)の方法にしたがって測定した．

1-acetylaminopyrene 

1 1-nitro~opyrene →［や盆認認r-ene]→ 1-ami~opyrene

／／ 三声国 1-f o~y lam inopyrene 

1-nitrop~ p::c:ts] 

1-nitropyrene→ 1-nitropyrene dihydrodiols 
oxides¥＼ゞ3-,6-& 8-hydroxy_gIucuronide 戸 1-nitropyrene ―→ COnjugates 

conjugateS 3-, 6-& ;-hydroxy-//／／よjlは悶芯es

1-amin~pyrene • 
↓ 

3-, 6-& 8-hydroxy-/ enterohepatic 

1-acetylaminopyrene circulation 

↓
 [meracc↑ば：uric]

Fig. 3. 1-nitropyreneの生体内での代謝活性化および不活性化の代謝経路 (Ohnishiet al., 1990a). 
1-nitropyreneの還元代謝活性化体は N-hydroxy-1-aminopyreneであり，酸化活性化体は 1-nitro-

pyrene oxidesだと考えられている．
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くすることも大切である。

我々は各種抗生物質 (Table3)をマウスに 5日

間， 1日2回胃内にゾンデで投与し，生菌数およ

び腸管内の酵素活性の変化を測定した。 IV群お

よびV群のアミノグリコシド系抗生物質の単独投

与では対照群 Iに比べて好気性苗の減少には有意

差がみられたが，嫌気性菌の茜数変化には有意差

がみられず，腸管内の優勢菌である嫌気性西には

効果がないことを示している (Table4)。また下

部腸管内容物の各種酵素活性を粗抽出液を用いて

比較すると，主に生体側に由来する酵素である r

気性苗が強い活性を持つ nitroreductaseと §-ly-

ase活性はアミノグ リコシド抗生物質の単独投与

では有意に減少しなかった (Table5)。またどの

抗生物質処理群でもトリチウムラベルしたグルコ

ースの腸管からの吸収および肝臓の酵素活性には

影響しなかった (datanot shown)。以上の結果お

よび腸管からの抗生物質の吸収がないことから，

第 II群の抗生物質処理がよいと考えている。

その他に肝臓の酵素の合成を促進する誘導因子

を前処理として動物に投与したり，合成を阻害す

る物質で処理した後，化学物質を投与する方法も

glutamyltransferase と aminopeptidaseの酵素 ある。 代謝産物が増加あるいは減少すれば主たる

活性にはどの抗生物質処理群でも影響を与えなか 反応は肝臓で行われており， 変化がなければ主た

っ た。ま た細菌由来の酵素の中では(9-glucuroni— る反応は腸内菌あるいは他の臓器によって行われ

dase活性はどの抗生物質処理でも減少したが，嫌 ていることになる。

Fig. 4. 1-nitropyrene投与マウスの肝臓での DNA付加体 (Kinouchiet al.,未発表）．
1-nitropyrene投与マウスより抽出したDNAへの付加体は 1-NPoxidesのinvitroで合成した DNA

付加体と同じ挙動を示した．還元代謝活性化体由来の DNA付加体はほとんど検出されなかった．
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4. 1-nitropyrene をモテル化合物としての腸肝

循環特にグルタチオン抱合体の代謝につい

て

(1) 肝臓での活性化と抱合体の形成

1-nitropyrene (1-NP) の代謝活性化経路とし

ては，ニトロ基の還元とピレソ環の酸化反応が考

えられている (Fig.3, Rozenkranz and Mermel-

stein, 1985; Beland et al., 1985; Tokiwa and 

Ohnishi, 1986)。どちらの代謝経路が実際に生体

内で重要な役割を果たしていのかを 1-NPを投与

したマウスより DNAを抽出して DNA付加体

を s2p_ボストラベル法 (Randerathet al., 1985; 

Gupta, 1985;山下， 1988) で調べた。その結果，

1-NP投与動物での DNA付加体は invitroで合

成した 1-NPoxides (1-NPの K-regionepoxide) 

の DNA付加体と同じ挙動を示した。また 1-NP

体内での主要な DNA 付加体は酸化的活性化体

によると考えられた (Fig.4)。ただし，毒性発現

に，この主要な DNA付加体が関与していると

は限らないことは注意しておく必要がある。

グルタチオ‘ノは，生体内に広く分布するトリ ペ

プチドであり ，ニボキ、ンドなどの親電子化合物と

酵素的または非酵素的に反応してグルタチオン抱

合体を生成する (Chasseaud,1979; Sinsheimer et 

al., 1987)。エボキ、ンドを活性本体とする物質のグ

ルタチオン抱合の例として aflatoxinBl (Degan 

and Neumann, 1978; Lotlikar et al., 1984), 

benzo[a]pyrene (Cooper et al., 1980; Hernandez 

et al., 1980) および styrene(Watabe et al., 

1983)などがある。当然 1-NPoxidesもグルタチ

オン抱合体として胆汁中に解毒排泄されるはずで

ある。我々は 1-NP投与ラ ットの胆汁を分析し，

の還元 DNA 付加体である N-(deoxyguanosin— 胆汁中の 21.4%がグルタチオン抱合体およびそ

8-y 1)-1-aminopyreneはほとんど検出されず，生 の代謝産物 （システイニルグリシンおよび、ンステ
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Fig. 5. 1-nitropyrene投与ラ ット胆汁の高速液体クロマトグラフィー溶出パクーソ (Kinouchiet al., 1990). 

HPLCで胆汁を分析すると 14の主要ピーク (A-N)が現れた．Bは 1-NP9, 10-oxideのシステイ
ニルグリ 、ンソ抱合体，Cは 1-NP9, 10-oxideのシステイン抱合体， D は 1-NP9, 10-oxideのシス

テイソ抱合体と 1-NP4, 5-oxideのシステイニルグリシン抱合体の混合物， E とFは 1-NP9, 10-
oxideのグルタチオン抱合体，Gは1-NP4, 5-oxideのシステイン抱合体，Hと1は 1-NP4, 5-oxide 

のグルクチオン抱合体である． 1-NPoxidesのグルタチオン抱合体およびその代謝産物(B-1)は21.4%
でグルクロ‘ノ酸抱合体や硫酸抱合体（ピーク J-M)はそれぞれ 27.5%と5.5%であった．また 1-NP
9, 10-oxideのグルタチオソ抱合体の方が 1-NP4, 5-oxideのグルタチオン抱合体より多いのは， 1-NP
4, 5-oxideがepoxidehydrolaseにより 1-NP9, 10-oxideよりもよく分解され，l-nitropyrene-4,5-

dihydrodiolとなり グルク ロン酸抱合されるためである．
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イン抱合体）であることを明らかにした。その他

の 3/6/8-nitropyrenolsや 1-nitro-4, 5-dihydro-4, 

5-dihydroxypyreneなどのグルクロ‘ノ酸抱合体

および硫酸抱合体はそれぞれ 27.5% と 5.5% で

あった (Fig.5)。

(2) 抱合体の腸管内での代謝

(i) グルタチオン抱合体の分解活性

我々 は， 1-NP投与ラット胆汁中のグルクロ‘ノ

酸や硫酸抱合体は腸内菌の持つ~-glucuronidase

や arylsulfataseによ って aglyconを遊離し，胆

汁の変異原性を上昇し，さらにその代謝産物は再

吸収される可能性について報告した (Kinouchi

et al., 1987)。

グルクロン酸抱合体や硫酸抱合体では脱抱合に

よって抱合されている物質と同じ生成物が遊離し

てくるのに比べて，グルタチオソ抱合体の場合は，

その代謝によって生成物が異なってくるので興味

ある対照となる。下にグルタチオソ抱合体の一般

的代謝経路を示した。

r-gl u tamy l transf erase amino peptidase 
il il 

(X-GSH → X-CysGly――→ X-Cys 

(3-lyase S-methyl transferase 
』』

—• X-SH-— • X-SCH3 • ) 

グルタチオ‘ノ抱合体の分解活性を各種腸管内容物

で調べると小腸内容物に強い活性があり，下部腸

管には強い活性はなかった。小腸内でのグルタチ

オソ抱合体の代謝を調べると，まずグルタチオ‘ノ

抱合体の減少にともなって、ンステイニルグリシン／

抱合体が上昇し，次いでシステイニルグリ シン抱

Table 6. 各種嫌気性菌および好気性苗，腸管粘膜，胆汁および膵液による 1ーニト ロピ レ‘ノオキ、ンドのシ

ステイソ抱合体の分解活性 (Kinouchiet al., 1990) 

粗抽出液または試料
/3-lyase活性（nmol/hr/mgof protein) 

1-NP 4, 5-oxide-Cys I-NP 9, 10-oxide-Cys 

嫌気性菌
Bacteroides fragi/is GAI0624 
B. thetaiotaomicron 5482 
B. uniformis 0061 
Bffidobacterium adolescent is A TCCl 5703 
Clostridium perfringens GAI0668 
Eubacterium limosum A TCC8480 
Fusobacterium nucleatum F-1 

Peptostreptococcus anaerobius ATCC27337 
Peptostreptococcus magnus GAI0663 

好気性菌
Escherichia coli W3110 
Krebsiella pneumoniae KUB! 3 
Lactobacillus acidophilus A TCC4356 

L. brevis A TCC8287 
L. casei IA M I 043 

Proteus mirabilis KUB22 
Pseudomonas aeruginosa UTC55 
Salmonella typhimurium T A98 

Staphylococcus aureus 209P 
Streptococcus faecalis UTB74 
腸管粘膜

小腸（上部）

小腸（下部）

盲腸

大腸

胆汁

膵液

I. 5 

0.6 
5.6 

l. 6 
0.1 
175.7 
6.4 

5.4 
58.3 

32.8 
0.4 
0.5 

0.1 
4.2 

I. 8 
0.7 
0.4 

0.6 
24.2 

0. 1 
0.4 

N. D. 

0.5 

0.7 

N.D. 

2.2 
1.2 

3.9 
I. 7 

I. 7 

135.4 
19.3 

7.8 
1554.3 

4.3 
N.D. 
0.2 

N.D. 
3.4 

3.5 
0.5 
0.4 
0.3 
16.5 

N.D. 

I.5 
0.4 

0.9 
2.5 

0.1 

N. D., Not detected. 
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合体が、ンステイン抱合体へと変換されることがわ

かった (Kinouchiet al., 1990)。またその分解活

性を各種好気性苗及び嫌気性，腸管粘膜，胆汁お

よび膵液について測定すると，膵液が著しく強い

活性を示した。また腸管粘膜や小腸内の優勢菌，

Lactobacillusなどには強い活性がなかったことか

ら，小腸内での グルタチオン抱合体の分解には膵

液が重要な役割を果たしているものと考えられた

(Kinouchi et al., 1990)。

(ii) システイン抱合体の分解活性

胆汁中に排泄されたグルタチオン抱合体は小腸

内でンヽステイン抱合体にまで代謝されて下部腸管

へ移行するので，、ンステイン抱合体の分解活性を

各種腸管内容物で測定した。その結果，、ンステイ

ン抱合体の分解活性は盲腸及び大腸内容物が強

く，小腸内容物にはないことがわかった (Kinou-

chi et al., 1990)。その分解活性は， 、ンステイン抱

合体 困yaseの阻害剤 aminooxyaceticacidの添

加で 90% 以上阻害された。この酵素活性（かly-

ase)を各種好気性菌および嫌気性菌，腸管粘膜，

胆汁および膵液について測定すると，腸内菌叢に

由来していることがわかった。特に Eubacterium

limosumとPeptostreptococcusmagnusが強い活

性を持っていた。また一般に嫌気性苗の方が好気

性菌よりも高い活性を示した (Kinouchiet al., 

1990, Table 6)。

(iii) グルタチオン抱合体の腸管からの吸収

1-NP oxidesがグルタチオ‘ノ抱合体として腸管

より吸収されずに糞便中へ排泄されれば生体にと

っては完全な解毒となる。そこで トリ チウムラベ

ルした 1-NPoxidesのグルタ チオン抱合体を上

記 II群の抗生物質処理マウスおよび無処理のマ

ウスに経口投与し，腸管からの吸収はあるのか，

腸内菌叢の関与はどうなのかを検討した。抱合体

投与後，経時的に血中の放射能を測定した。抗生

物質無処理マウスでは放射能レベルは上昇し，2~

3時間後に最高値を示したのち減少したが，抗生

物質処理マウスでは血中放射能濃度の上昇は少な

く(datanot shown),腸管からの吸収に腸内茜叢

の関与が明らかになった。また，尿中へは 48時

問で無処理マウスは 1-NP4,5-oxideのグルタチ

オン抱合体を投与した場合，投与最の 19.6% を，

また， 1-NP9,10-oxideのグルタチオン抱合体を

投与した場合，投与量の 21.5% を排泄したが，

抗生物質処理マ ウスではそれぞれ 0.38% と2.0%

であった。

5. グルタチオン抱合体の活性化

胆汁中へ排泄された抱合体のうち，グルクロン

酸抱合体は腸内菌叢の持つ(3-glucuronidaseによ

って加水分解され，その活性 aglyconが遊離し，

毒性が上昇するということはすでに報告されてい

る (Morotomiet al., 1985; Kinouchi et al., 

1987; Kinoshita and Gelboin, 1978; Weisburger 

et al., 1970)。グルタチオン抱合については，反応

性に富んだ毒性物質の， より安定な水溶性物質へ

の変換と いう解毒機構としてこれまで位置づけて

きたが，最近本反応により逆に活性化を受ける化

合物が報告されている (Anderset al., 1988; De-

kant et al., 1987)。1-NPoxidesのグルタチオン

抱合体は未抱合物質に比べて著しく変異原性が減

少し， 1/150以下になった。しかしシステイン抱

合体にまで代謝されるとその変異原性はグルタチ

オン抱合体の 10倍以上の値を示した。さらに，

/3-lyaseの添加により変異原性の上昇がみられ，

/3-lyaseの阻害剤である aminooxyaceticacidの

添加で変異原性は抑制された (Ohnishiet al., 

1990b)。

このことは，一度解毒されたグルタチオン抱合

体は腸内での代謝過程で腸内苗によ って再活性化

されることを示している。

6. おわりに

変異 ・癌原物質の毒性発現や発癌メカニズムの

解明に関する大部分の研究は，主として哺乳動物

を使った invivoの実験か，哺乳動物の各種臓器

や細胞， さらに分子レベルの実験によって行われ

ている。特に変異 ・癌原物質の生体内代謝を考え

る場合，重要な代謝系である腸管での腸内菌叢の

酵素活性がしばしば無視されがちである。

腸内苗叢は生体内において単に寄生体として末

端に位置するのではなく ，機能者として位置して

いることが生体における化学物質代謝への関与と

いう点からも理解できると思う。腸内菌叢は構成
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菌の種類および菌数などから肝臓よりも酵素の種

類も多く ，活性も強いとされていることからも，

また重量的にも肝臓に次ぐ重さであることからも

大切な ‘‘臓器”の一つと考えられる。また， Ames

試験の反応系に糞便の抽出液(fecalase)を添加す

る方法が提案され， この方法の導入により ，ru-

tin, quercitrinなどのグルコ、ンドおよびこれらを

含む赤ワインや紅茶の変異原性が証明されている

(Tamura et al., 1980)。

以上 1-NPを中心として述べてきたが，同様の

代謝経路を経ると思われる多くの多環芳香族炭化

水素類やニトロ化合物の研究に少しでも参考にな

れば幸いである。
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化学物質のリスクアセスメント確立のための

第 2回日米学術会議

―リスクアセスメント手法等の改善 と確立に関する研究一―-

国立衛生試験所 変異遺伝部 石 館 基，祖父尼俊雄

環境化学物質に対する毒性試験の諸問題に関す 目的として論議がなされた。本年度は，引続き第

る第 1回目の日米合同会議が昨年度開催され， 信 2回目の日米合同会議が米国 North Carolina, 

頼性の確保された毒性試験の実施と評価，それら Research Triangle Parkにある Nationallnsti-

に関する情報の相互利用の促進，化学物質のリス tute of Envi.ronmental Health Sciences (NIEHS, 

ク評価に関する国際的ネットワークの確立などを 環境保健衛生研究所）において，平成2年4月 2

表 1 第2回日米学術会議参加者リスト

米国側
Dr. David P. Rall 
Director, National Institute of Environmental 
Health Sciences 
Dr. Richard A. Griesemer 
Director, Division of Toxicology and Research 
Testing, National Institute of Environmental Health 
Sciences 
Dr. Terri Damstra 
Assistant to the Director, National Institute of 
Environmental Health Sciences 
Dr. Raymond W. Tennant 
Chief, Cellular and Genetic Toxicology Branch, 
National Institute of Environmental Health S<;:iences 
Dr. Michael D. Shelby 
Head, Mammalian Mutagenesis Group, Cellular 
and Genetic Toxicology Branch, National Institute 
of Environmental Health Sciences 
Dr. Errol Zeiger 
Head, Environmental Mutagenesis Group, Cellular 
and Genetic Toxicology Branch, National Institute 
of Environmental Health Sciences 

Ms Beth Anderson 
Cellular and Genetic Toxicology Branch, National 
Institute of Environmental Health Sciences 

Dr. David Jacobson-Kram 
Genetic Toxicology Division, Microbiological As-

sociates Inc. 
Dr. Sheila M. Galloway 
Merck Sharp and Dohme Research Laboratries 

Dr. A. K. Thilagar 
SITEK Reserch Laboratories 
Dr. Donald L. Putman 

Genetic Toxicology Divi~ion, Microbiological As-
sociates Inc. 
Dr. N. Sabharwal 
Environmental Health Research and Testing 
Dr. J. P. Wojciechowski 
Environmental Health Research and Testing 
Dr. James Ivett 
Hazleton Laboratories America Inc. 
Dr. Richard Marshall 
Microtest Research Ltd. 

日本側
Dr. Motoi Ishidate, Jr. 
Head, Division of Genetics and Mutagenesis, 
National Institute of Hygienic Sciences 
Dr. Yuji Kurokawa 
Head, Division of Toxicology, National Institutes 
of Hygienic Sciences 
Dr. Toshio Sof uni 
Section Chief, Division of Genetics and Mu-
tagenesis, National Institute of Hygienic Science 
Dr. Takehiko Nohmi 
Section Chief, Division of Genetics and Mutagene-
sis, National Institute of Hygienic Sciences 
Dr. Junko Momma 
Senior Researcher, Division of Toxicology, National 
Institute of Hygienic Sciences 
(at present: Visiting Research Fellow, Chemical 
Pathology Branch, National Institute of Environ-
mental Health Sciences) 
Dr. 0. Hirai 
Fujisawa Pharmaceutical Co. Ltd. 
(at present: Integrated Laboratory Systems) 
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日より 4月6日にわたっ て行われた。

米国側の出席者は合計 15名（英国 1名を含

む），日本側からの出席者は 6名の合計 21名であ

る(Table1)。今回の会議では，両国での遺伝毒性

短期試験法のガイドラインにもり込まれている内

容について比較検討すると共に，特に培養細胞を

用いる染色体異常試験のプロトコールおよび使用

細胞などの試験条件について検討を行った。

1. 毒性試験法のための法的規制

今回の会議では最初に毒性試験法の法的規制に

ついて日米間で比較し，特にヒトヘ有害性を示す

可能性のある化合物を検出するためのinvitroぉ

よびinvivo短期遺伝毒性試験法の意義と役割に

ついて評価を行った。

初めに Dr.Jacobson-Kram (Microbiological 

Arrociates)が米国の短期遺伝毒性試験の法的規

制とガイドラインについて報告し，米国政府の各

省庁においてそれぞれ特徴のあること，およびそ

れらがかなり複雑であるため総合的に再編成する

ことの重要性を指摘した。本邦における法的規制

とガイドライソに関しては，短期遺伝毒性試験に

ついては Dr.M. Ishidate, Jr.（国立衛生試験所 ・

変異遺伝部），一般毒性試験については Dr.Y. 

Kurokawa（国立衛生試験所 ・毒性部）がそれぞ

れ概要の説明を行った。

2. 化学物質の遺伝毒性評価

米国の NationalToxicology Program (NTP) 

における 短期試験について， Dr. E. Zeiger 

(NIEHS)が報告を行 った。 NTPでは最近 in

vitro試験の種類を少なくし，有用なinvivo試

験法，例えば小核試験を組み入れること，並びに

最初に規定した方法で多数の化合物についてスク

リーニングするよりもむしろ，特定の化学物質の

遺伝毒性を適切に評価するための試験体系を確立

することの重要性を指摘した。Dr.Ishidateは変

異原性試験結果の定性的な評価よりも定量的に評

価することの必要性を指摘し，本邦での専門委員

会で検討されている変異原活性の強さを基にした

リスク評価法の有用性について言及した。

新しい試験法の導入と して， ニトロ還元酵素あ

るいはアセチル転移酵素活性が著しく高められた

サルモネラ苗株の開発，およびその利用によって

ニトロ芳香族アミンなどの検出感度が著しく高ま

ったことが，Dr.T. Nohmi（国立衛生試験所 ・変

異遣伝部）によって報告された。 Dr.M. Shelby 

(NIEHS)は NTPで行われたinvitroおよび in

vivo短期試験法の結果を比較検討し，invitroと

in vivo試験とでは発がん試験結果との一致性は

同等であり，通常の試験では遺伝毒性を検出しが

たい化合物のために，新しい試験法の導入が重要

であることを指摘した。

このセッションの最後には non-genotoxiccar-

cinogenの問題をとり上げ， Dr.Kurokawaより

peroxisomeの増殖など DNAの酸化型傷害をも

たらす化合物による 8-hydroxydeoxyguanosine

の生成に関する一連の実験結果が報告された。

Dr. Tennant (NIEHS)は NTPにおける non-

genotoxic carcinogen検出における現状を紹介

し， この範疇に入る化合物の構造と発がん機構と

の関連性について言及した。

3. CHLおよび CHO細胞を用いる染色体異常

試験

最初に本邦で行われている CHL細胞を用いる

染色体異常試験の実験プロトコールについて，

Dr. T. Sofuni（国立衛生試験所 ・変異遺伝部）が

詳細に報告し，これに対し NTPでの CHO細胞

を用いる染色体異常試験の実際について Ms.B. 

Anderson (NIEHS)が紹介を行った。 NIEHSと

国立衛生試験所との間ではすでに共同研究が行わ

れ， CHLとCHO細胞による染色体異常試験の

比較検討が進められてきた。同ーロットの 25種

の化合物に対するこれら共同研究の結果について

Dr. Sofuniにより報告が行われた。その結果に

ついては既に論文としてまとめられ， Mutation

Researchに発表された。この研究結果について

は，米国および英国の他の研究者から大きな関心

がよせられ，両試験ヽンステムで得られた試験結果

の相違の要因を解明するために，共同研究に参加

したい旨の要望がだされた。そのため，さらに拡

大した国際共同研究を開始することと し，これに

よって国際的に共通した基盤による試験プロトコ

-306-

Table 2. CHLおよび CHO細胞による染色体異常試験の共同研究試験計画

No. 被験物質 担当研究機関

1 2, 3, 4-Trichlorophenol 

10 N, N-Dimethyl-p-phenylenediamine 

14. N, N'-Diphenyl-p-phenylenediamine 

15. N, N'-Di-2-naphtyl-p-phenylenediamine 
21. N-Nitrosodiphenylamine 

ールの確立を目指すこととした。

このセ ッションの最後の 2日間では， Dr.lshi-

dateと Dr.S. Galloway (Merck Sharpe and 

Dohme)が座長とな り， 染色体異常試験実施にお

けるいくつかの問題点，例えば細胞毒性の判定

法，試験濃度の設定，処理時間と標本作製時間，

代謝活性化法，陰性および陽性対照物質，染色体

異常の分類と判別などについて自由討論が行われ

た。この中からいくつかの重要な項目について以

下に述べる。

(1). 試験方法

代謝活性化法における実験条件について Dr.

Gallowayから報告があ り，培養液に添加する血

清，検体処理時の S9mixの濃度，S9mixに添加

する補酵素，検体処理時間および標本作製時間な

ど，いく つかの要因の影響について詳細な結果が

述べられた。

Dr. Ishidate ~ま， CHL と CHO 細胞による試

験プロトコールの重要な相違点は処理時間と S9

の濃度にあることを指摘すると共に， CHL試験

システムでの 24および 48時間処理は全ての細

胞周期にわたって細胞を処理することが可能であ

り，代謝活性化法では懸濁法による 3時間処理よ

りもプレート法による 6時間処理の方が有効であ

ることを強調した。

前述の 25種の化合物の中から 3種の化合物を

選び， CHL,CHO-WBL, CHO-UKおよびヒト

リンパ球を用いて染色体異常誘発性を比較した結

果が Dr.Marshall (Microtest, U.K.)より報告さ

National Institute of Hygienic Sciences 
SITEK Research Laboratories 
Environmental Health Research and Testing 
Merck Sharpe and Dahme Research Laboratories 
Hazleton Laboratories America Inc. 
Environmental Health Research and Testing 
Merck Sharpe and Dohme Research Laboratories 
National Institute of Hygienic Sciences 
SITEK Research Laboratories 
Hazleton Laboratories America Inc. 
National Institute of Hygienic Sciences 
SITEK Research Laboratories 
Hazleton Laboratories Americal Inc. 

れた。 20時間処理後直ちに染色体標本を作製す

ると， 2種の化合物ではいずれの細胞においても

陽性結果が得られたが，細胞毒性および染色体異

常を誘発する濃度には細胞間で大きな違いがみら

れた。この結果は NTPで用いている 12時間処

理よりももっと遅い時期に染色体標本作製するこ

とが重要であることを指摘している。

(2)． 染色体異常の判別
染色体異常試験結果を左右する要因として，顕

微鏡観察での染色体異常の識別の違いが考えられ

る。 そのため，この会議では実際に顕微鏡と染色

体標本を会場に持込み，参加者がそれぞれ顕微鏡

下で観察を行い，染色体異常の判別の相違点につ

いて議論した。その結果，主な染色体異常の判別

に関しては明らかな違いがみられないことが判明

したが，ギャップおよび切断については日米間で

相違が認められた。本邦での判断では，染色分体

幅よりも狭いような小さな非染色性部位は異常の

対象として扱わないが，米国ではギャップとして

記録する。但し，これらのギャップは染色体異常

誘発性の評価には用いていない。一方，米国では

切断としている染色分体幅以上の非染色性部位で

軸より逸脱していないものは本邦ではギャップと

し，染色体異常誘発性の評価にはこれらも含めて

検討している。このように染色体異常判別におけ

る日米間の相違が相互に理解できたことは本会議

の成果の一つであり，染色体異常誘発性の評価に

あたっては，最終的には両試験、ンステムでほぽ近

似していることが判明した。
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(3). 今後の共同研究計画 参照されたい。これらの共同研究は 1990年 9月

これまでの共同研究では用いる細胞および試験 までに終了し，試験結果は全て NIEHS, Ms. 

プロト コールがそれぞれ異なっているため，使用

細胞あるいは試験プロトコールの違いがどのよう

に試験結果に影響しているかを明確に把握するこ

とは困難であった。そのため，いずれの研究機関

においても， CHLと CHO細胞の両方を用いる

こととし，それぞれ相互に細胞株の受渡しを行っ

た。両細胞系を用いて同一のロットの化合物に

ついて試験を行うが，その際には CHLおよび

CHOそれぞれの試験プロトコールを用いて比較

することとした。これによっ て使用細胞並ぴに試

験プロトコールの相違の有無を検討することが可

能となる。対象とする化合物はこれまでの共同研

究に用いた 25種より数種選別し， NTPが同一の

ロットの被験物質を各研究機関に供与する。各研

究機関が対象とする化合物については Table2を

Andersonに送付することと した。これら共同研

究の結果については， 1990年 10月より 1991年

3月までの間に会議を開催し， 討論を行うこと と

する。このような国際的な共同研究の成果を踏ま

えて，哺乳類培養細胞を用いる染色体異常試験の

国際的に共通した試験プロトコールが確立される

ことを期待している。

参考文献
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日本学術会議だより Jvo.18 

第15期日本学術会議会員の選出手続き始まる

平成 2年 8)l H本学術会議広報委員会

ウ函今心～»…がウやが必ウロがウ匂～ウやウ心がウ、必ウウ.:►,..ヽ ウ心が»、ウ→がかウ心が~,¥.:►,•• \,¥,¥~~今0^ ゥゥ

11 ~心·'・術会議では．現（1 : , 第 15期会 liをj壮出するための T・・k，しきか進めらilてし、ます,.今1111(7)11~ゞf： 術会議だよ＇）では．

そのT・・粒きの概娑に}JIIえ て．米印疫に1}tl1/i'されるjl;hl i:. i/i'|l•l 際会ぶ等 I : っし、て．お知らせし、たします 。

ooooooooooooooocoo、0000、000000‘>0000000000090

第15期日本学術会議会員の選出について

I f~可： 術会議では．現{, :.第 15Jり1会ll (1「.!YI : ·1~ I成3り・
7 I J 2211から 3年1111)を選出するための T射しきか進められ
てし 、る，

凡般，最初のT穀きとして． 6 Jj木 Ifを締切Jり1限に．各
学術研究[・・11体からの<t鉗"I,hりの受付かiiわilた。今lIIl1|l,h̀i 

のあ っ た 1 •I11本数は． 942| ·J I 体であ っ た 。

今後り1き続き行われるf・続きとそのlff'1'の概略は次のと

おりてある。

〈‘I;・成 2{ I :.〉

• 9 JI l・.11J..・・・・・・・・・・灯t録布ft名，1;果の辿灯l
II ............関連研究連絡委1l会(il:.)につし、て

の心；見馳Jf-J..

• 11 JJ 3011 まで・•• • • 関連研究連格佐 ll会の指＇ぶ

• 12) J I・. ll) ・・・・・・・・・・・・会llの1h’<h|iれの選；と及び1((JPi人の指
名の依点1.l

〈‘|'・• 1成3{, : ・〉

• 1 JI :31 Hまで・・・・..会llの（I）,<h1i K• (/),, I I II ¥ (/) t◄·j;り）り

• 2 } | 2() 1 1まで・・・..m,凡人(ffiiiれ・を含む）の1,11/I¥(/)Kii 
り）リ

• 3) l 2() 1 1 まで… •• 会 ll (/)(I): hli行の在格の，認．＇必等の通知

• :-1 J l I'" 1,J ・・・・・・・・・・・• 1(i. Iドi人（こ会議1}}.l fli: W (/) jU 9.1 l梵送

• 4 JJ 20 I」まで・・・・・・く(I):h|i打関係〉｝＇も設の 11 9 :I,1に対する決

Aこ
• 5) j I I 1 1 1)力、ら
6 } | 1 •. h) まで• •· -tff I朽人会議（会ll及びh1i'Kの会IIど

して1(9，内すべき行を決＇ぷ）

• 6 } l I I l i 1) •... . . ..... . l 1 4ゞ ヽ ｀t'：術会議を糸f. 111 し て 1)、J l~I 稔． J-11\ 人·

l : iへ1{ 9. I朽
• 7 J J 22 I f............ ~; I :i期 II本学術会議会llり）1「.命

(i. i) 関連研究連絡佐ll会 ：学術研究団体かその11,,りとす
る'.i:iIMII.、先の領域と関連する仙究連Mi:li会とし て．
屈け出たfill究連絡f;l l会。l,11t t II,1た関連fill'究連秘£l i 

会カ・複数あるときは． 11 ~ゞ学術会議会 lこは ． ＜ti.K学術

餅究団体の心見を見もし、て悦lj也研究連格£-l［会を指‘必
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〈会員選出手続きに間するフローチャート 〉

学術研究団体

審査（会員推蔦管理会）

登鉗学術研究団体

※推薦人会譲

会員として惟贋すべき者

210人を選考 ・決定

間連研究連絡
←委員会の指定

（会長）

日木学術会謙を経由

内闇総遭大臣

任命

第15期日本学術会県会員
(210人）

豪 指定された間連研究連絡委員会により区分

された学術研究領J蚊ごとに行われる（下記の

（；主）を参照）

(I;J{’，し）する｀

紆fi学術fill 究 1•II体は． この指‘}しさilfこ伐Jj也i)I• '究j也格

及し1会によ ＇）区分 ざ'lた学休rli)「たの紅l}戌ごとに． 会Il 
のfl):h1i行I女し叶fi.I凡人を1IIiけ出ることになる。



平成 3年(1991年）度共同主催国際会謙

4ゞ会議は、 ll{Hl128 年以降、'.i’:tlり 1関係 11•• I 際会議を関係｀f:術

餅究1ヽll体とJt|Iijj:. ili’．してきたか． •I;· 成：i年 ( I り91年） ／文1こ

は．次の 6|lii際会議をl:flili：することか． 6 J J 1 !l I IのIUI議で

'{ f!J'(.された。（カ ・ノ コ内は． 各111際会，設のl:flili')りll:¥jと l:ijil「地）

♦第211111l i:.J l:, 1.悶梵糸f．済学会，滋

（‘ド成 3年8J J 2211~2911. 如；1:都）

JU!l'. l ·ll 体： 11 ,1~/,"I ~\糸f．れ学会外、1 ・'t'・会

◆ |9:l際1公Ill物郎・ ’I・：体 l：学会議（第I(i 1111 I ti際1')、)| |‘l．休l．学

会議•第 9 1ul| 11際1'た学物.fll！会議）

('| ;・ lJk :i q :.7 / l 7 1 1 ~1211、J;',h 1 ; I I l) 
共iit|•ll 体： （t 1.) 1 1 4くエム・イ ー‘‘'i:1：外 l'I会

◆ |El際純il・：・応IIl化‘f：連介199 1 1 rl際分flif •I' , t'．． 会，ぷ

(f・I成3年8J J 2S 11~3111. 「・免Ih) 

J1,lil¥l・J・I体： （H.) I I,jヽ分fljft学・会

♦第 22111IIEI際シミ ュレーション＆ケーミンク’.t'・会稔．会

('|;• I成3年 7I J IS 11~1 !l I I.,;,: tI; I I l) 
共iii'・団体： II,jゞンミュレ ーション＆ケーミンク‘,t会

◆一般相対，溢に関する節 61111マーセルクロスマン会議

(、1;•成 3 Sf'. 6 J J 2:{ II~ 29 1 1. }; 1： tI ; I I J.) 
JI、:lii'.• I J1体： （H.) 11 本物月1.,•t会

◆第22~•111:1 際動物 1J Ji/J'.i’：会議

(1;• 1J文 311'・ 8 J J 22 11~2~111. J;',. tI; I I l) 
JI、・.ili'1 •li f木 ： l 1 4ゞJi)J牛勿1[Ji))'•I'. 1 

第 4部報告ー科学技術庁大型放射光施設建設
計画について（要旨）

(‘l;• I成2年SJ J 2S 11. 第755l11| i巫‘i:t9柑議会If．は，認）

J'•り．規校約ー T•i．もとし、iぅilるf1守技術li ：大＇り放射光施設
が）瀑収階に入った。このような人刑施設のII|(i,a,',1な建設．

即{rl)後のイiク）JflJIIJのためには、研究怜技術れの努力はも

とより，関連政府，iい機関中111,:(7)岬削と協）Jカ・イ；III欠てある し‘

我か11」の放射光研究l}}l発はこiしまで人汗：`．:{J,1;/iた（lり研究機関

を中心として発展してきたのであるか． その糸紅名と 1成果は

今1111の大叩J,iI1dliにおいても泊Illされ． さらに発展せられる

べきである。 ll小学術会議は． 先に「火`i： `.tj• にお ltる学術

研究の枡進につし、て一ill究はiぶi` かの高 I¼'. 化に関する関·ば急． 1兄
, i -(‘ I ;• 成）凶•••第 107111I 総会勧；’,ー）」に おし、 て．人＇．t:守と各省

l i.i/1究機関の間のill究，iせ1曲のtll/,:f lJ /IJ.研究名•(J)十1| ll．交流

の必＇災性を指摘した 。第4部は、 今 1111 のf ••I'9四し術／ ） ：ク）人． 11,11

放射光施設の紐，設）女ひ‘.jt|IIl利lllかそのif.＇杖な！ ！休例である

と1.1J断し．物FIFt．糸,';,,1,’,ヽ t̀. •1 ·. 物物Fl! ‘. i’:: • •. IilI究連松£̀ l l会
佐llUより II本学術会議会l如あての111人れにもとついて 4<

報；いをとりまとめたものてある ，、

化学研究連絡委員会報告ー大学における研究
環境，特に研究実験室のスペースについて
（要旨）

('|;• l成2り:.5/J 2511 第755|I Il池‘i：，・‘if，ふ会'l・＼，認．）

1し力•|l••I におし、ては． J,し礎科学の似判力；llIIばiしなから． ）、．

学｀かの研究環様の改況はlょ・し、1hll|.-1..')残さilたままてあるし

i l本学術会議化百ill究連絡fil会(1),］，l介によると． 1しか
11」の大学にお!tる化‘f:|y、li系の学f1の Ii/f究）：：験オ‘• (1)スヘ —ーブ、

を1,11'が行・ー ・人当たりにしたtJ,.'j介． I~火米の火．/: .：： ltぺて 2 分

の lから 3分の 1(l)Jj_、•さに過きず，‘)：：験台や I 棚などの占

める 1(lifれを勘‘'とに人ilると、 ＇）：：'('[(1りには 3分の 1カ・ら 4，J｝

の1(l)ブ、ヘースしかなし、付く度の秋ぬさである。

各帥の危険をf'I・一）化‘}'.')g験(/)安全竹を確保するためには、

）ぐパ・の研究）澤のスベースを抜本的に改ffすることか絶

対に必要てあり、 ;~·:: し‘りたり現（I :の 1l1 i h'iをfiり妍する必要力＜

ある、）

日本学術会謂主催公開講演会開催のお知らせ

4ヽ会，ふて9.t． 一ーのたひ． 次の 2つの公l:fl,;1't，iii（会を1:fl11i＇し、

たします＾比JI． 多数の Jj々のji•II 米J-J,'jをお枡il し、します 。

1 公開講濱会「高度技術と市民生活」

●日時： 奮l'・I成2{,• 1(I l l l :{ l 1 (1) 1 :{|l.'i 3(lクj'~1711、1J

●会 場： 仄J,1,I，',!tI.ffIlth'1h1センター大ホーール
(l;、J,j;1.'/)JII東I!1;t 1.Illl tl. 2(i 1fr}也）

●濱題と講濱者

(l) I. 1[:j ihii i t t | 1 ；と高1文ik術」
)か．澤・iu文（あ 7部会ll, 束i;,;逓1，；柄院I;999Cl<.) 

⑫) [ ii'i‘{'t’I •. hりと 1均9文4k iわ」

I I.. II I Ilと（ 第2WI；会ll.-I・. n'大浮教授）
a,r地｝火th：出！と人間iり炉＇；l)，：’：渡技術」

竹内 性（第 3部会il.束Ji,:大学教投）

n 公開講演会「資源エネルギーと地球環境に間する展望」

●日時：‘|；•1成2印1()J j 3() f I （火）1 311 、~: ~1711.11

●会場： II 本 ＇•t：術会，ぷ，，IY，祁：

（東がn1;;も1人： I ＇、• 本 4 、 7 -22 -:i4) 

（｝也 1、『)、 I「-(¥:lilt呆」）り4、})J..l}){ |‘• I I I. (,Lり;,1 11t) 

●演題と講演者

①「人ll¥lと内J兄J
）ゞl,.、1i 1.-H f 1・ l第・1部会ll. 1,1 fi「iI! I人汁＇：教投）

②「エネルキ • -ft il泉」

{ l. JI • I I I. iも（冷 5名1;会li． 束り1：)く学教投）
仰エ ネルキーと経泊Il!lむ」

I !ll J・し （は）、• （りI¥3部会il. 、9,..J I・： 大学教投）

(i.I！エネ ILキーとC02t-J沿」

I・-之|<l|i,;ll fI，．．（第5iil；会ll, 1叫i人:・/:教投）

* 1Ilil 19lYI i,(i（会とも．人J-~j無料です n

【|Illし、合わせ＇ん ］

1 1 4<'.t': ih会，ぷ'|¥-f'f,),,j I・（！．務，，果 l2 : | }i-l,1,Yiiり（会係」

9 1じ，IIril l 3 1 () 3 6 2 !) 1 1 9、J名以 2 2 7. 2 2 8 

日学双書の刊行案内

lll·I/l;r 会，ぷ ク）柁会、1i•• ひ！こi ·•. ili'公1:}l,91Y, i.li(会の，iじfKを1| I、し
にiirriりiざilfこ次の Il',t': A丈， 1 ：• 力• llj i jさiしました 、

・日学双書 No.7「地球環境問題」

・日学双書 No.8 r人間は地球とともに生きられる力‘J

訓，1:とも． ‘,L iJIII l. ()()(I I l l (i l'i 1 It fiL i人． jとや121 () 1 I l) 

[|lilし、合i)せ’，し）
(!! l l 1 1 4ヽ浮術協）Jl!4 1 •ll ('1じ，店 (l..i1 ()..i 9788) 

〒l(1(i I~し東都，•も 1 べ I}ljliA hi:i. 21 2(). 

交jtfl‘女・イ：ftfiセンターピル 1)、1
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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(TheEnv1-

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 l名

会計幹事 1名 国際交流幹事 1名

編集幹事 1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ぶ。

会長は評議員の互選によって定める。

庶務幹事，会計幹事，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項要

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,(XX)円およ

びl口20,(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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日本環境変異原学会乎成2年～3年度役員名簿 日本環境変異原学会乎成2年～3年度評議員名簿

（五十音順）
会長

庶務幹事

会計幹事

国際交流幹事

編集幹事

会 計 監 査

II 

賞等選考委員

早津

祖父尼

渋

長

佐

高

加

大

長

谷

尾

藤

山

藤

西

尾

土 JI I 

祖父尼

菊 池

彦

俊

哉

雄

徹

子

秋奈美
茂

昭

隆

成

子

清

雄

奈

克

美

俊

康
基

編集委 員 島

後

菊

林

大

菊

若

田

藤

川

弘

純

清

康

雄

見

真

成

基

乾

大

菊

菊

黒

黒

近

氏

藤

木

家

藤

谷

々佐
定

佐

渋

島

清

白

瀬

田

水

須

企画 委員 西

池

林

克

康

数

西

川

池

木

田

野

尼

盤
父祖
常

長

西

林

早

尾

岡

松

松

山

吉

若

津

下

島

添

川

林

直

克

清

康

名

登志夫

行昭

宗

正

義

茂

弘

英

泰

惇

俊

道

成

見

基

乎

夫

人

秋

徹

康

佑

彦

二

雄

寛

子

奈美

真

哉

鶴

郎

康

衛

次

彦

秀

泰

邦

敬

所 属

北里研究所

徳島大学医学部

東京薬科大学

武田薬品工業鉛研究開発本部

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

第一製薬約中央研究所

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ター

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

三菱化成工業総総合研究所

国立がんセンクー研究所
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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。

フ リ ガナ

氏 名 R 

ローマ字つづり I

生年月日，性別 年 月 日 I 男 女

学 ＇ 学 部 1学部学校名 I

歴大学院課程学校名

l 

学位

卒業年次

修了年次

取得年

年

年

年

研究領域 （下記にあてはまる項の 2, 3を0て囲んでください）

1.変異原 2.検出系 3.毒 性 4.発生異常 5. 汚 染

6. 疫 学 7.遺 伝 8. か ん 9.微生物 10. 高等動物

11.高等植物 12.食 品 13. 気体・粉じん 14.医薬品

16. 代 謝 17.分子機構 18. その他（

15. 農 薬
）

研究歴（現在行っている研究の動向や興味の点について数行記入のこと）

I （和）
所属機関

部局

（英）
職名

〒 電話 内線

1 （和）

所属機関

所在地
（英）

〒 電話

自宅 （和）

住所

（英）

会誌送付先 ① 所属機関 ② 自 宅

加入学会名（本学会以外の）

推薦者（日本環境変異原学会評議員）

氏名（署名） R
 

入会申込者との関係（数行ご記入ください）

入会申込書の送付先：〒105東京都港区新橋 5-23-7

三造写真工業株式会社内 学会事務局
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