


新惟代の蛍光イメージアナライザー U 院唸忠
Fluorhnager 

2波長のイメージスキャニング方式（レーザースキャン方式・光ファイバー集光装置）により電気泳動ゲル、メンブレン、

TLCプレート、マイクロタイタープレート等を用いた蛍光標識された生体成分分離の検出操作を可能にしました。
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DNA Fragment Analysis-MW 

●分子量の測定 MW 
•サンプルの定量 Integration・ File Conve「s1on
•RFLP解析

DNA Quantitation Analysis 

専用の試薬キットにより、信頼性と再現性のある結果を得ることが出来ます。

キット 〈発売中〉 Fluorkit CAT (Fluorescent CAT Assay) 〈近日発売予定〉

FluorKit KIN (Fluorescent Kinase Assay) 
FluorKit DFA (DNA Fragment Analysis) 
FluorKit DOS (DNA Quantitation System) 

※デモンストレーションご希望の方はこ‘‘連絡下さい。
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In-Gel Hybridization System 
Transcription Factor Binding Analysis 
Fluorescent Primer Extension System 
One-dimension protein analysis 
Two-dimension protein analysis 
他多数

日本総発売元

モレ＊ュラータイプ三つスツ，，Jに9糠式會社

〒175東京都板橋区成増1-28-12シモダピル6FTEL. (03) 3976-9692/FAX. (03)3976-8845 
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奨励賞授賞講浪

変異原物質の腸内菌による代謝に関する研究

Metabolism of environmenta] mutagens by intestinal 
microflora in vivo and in vitro 

木内武美

Takemi Kinouchi 

徳島大学医学部

〒770徳島市蔵本町 3丁目 18-15

Department of Bacteriology, School of Medicine, The University of 
Tokushi ma, 3-18-15 Kuramoto-cho Tokush ima-shi, 

Tokushima 770, Japan 

（受付： 1994年 2月 20日；受理： 1994年 2月 20日）

Summary 
The intestinal microflora can metabolize a wide range of environmental chemicals in-
eluding mutagens, carcinogens, drugs and food additives either directly or after meta-
bolic alteration in the liver. To elucidate the roles of the intestinal microflora in the 
metabolism of foreign compounds in vivo we established a method of antibiotic treatment to 
reduce microfloral activities such as enzymic action of (3-glucuronidase, cysteine conjugate 
/3-lyase (/3-lyase) and nitroeductase. The glutathione conjugates of 1-nitropyrene oxides 
detoxified in the liver were excreted into bile and degraded to cysteine conjugates in the up-
per intestinal tract by r-glutamyltransferase and aminopeptidase excreted from the pancreas. 
The cysteine conjugates were then degraded in the lower intestine by (3-lyase which was 
derived from intestinal bacteria such as Peptostreptococcus magnus and Eubacterium limo-
sum. As a result, the DNA-binding activity of the cysteine conjugates was enhanced in 
vivo and in vitro. (3-lyase also plays an important role in absorption of metabolites 
of glutathione conjugates from the intestine. On the other hand, the sulfate conjugates 
of nitropyrenols in bile were deconjugated by pancreatic juice and bacteria such as 
Escherichia coli, Klebsie/la, Enterobacter and Proteus that easily colonize the abnormal 
biliary duct, and changed to mutagenic nitropyrenols. This phenomenon is considered 
to be one of the reasons for the high incidence of biliary carcinoma in patients with an 
anomalous arrangement of the pancreaticobiliary duct. Small-intestinal ulcers were in-
duced by a nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID) in specific-pathogen-free rats 
and gnotobiotes of E. coli or Eubacterium limosum but not in germ-free rats, antibiotic-
treated rats or gnotobiotes of Lactobaci/lus acidophilus or Bifidobacterium adolescentis. 
Furthermore, the distribution of the intestinal microflora in rats with ulcers was changed, 
and the ulcer formation in the rat intestine was prevented by giving them cultures of 
L. acidophi/us or Bifidobacterium adolescentis or yoghurt containing B. breve and Strepto-
coccus thermophilus as drinking water, suggesting that the normal intestinal microflora is 
important for prevention of NSAID-induced small-intestinal ulcer formation. 

Keywords: intestinal microflora, 1-Nitropyrene, method of antibiotic treatment, cysteine 
conjugate (3-lyase, Phase III reaction, NSAID-induced small-intestinal ulcer 

c日本環境変異原学会
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1. はじめに

変異・癌原物質の毒性発現や発癌のメカニズム

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な

われている．しかし，変異 ・癌原物質の生体内代

謝を考える場合において，重要な代謝系である腸

管内での腸内菌叢の酵素活性が， しばしば無視さ

れている．

生体外の異物，例えば環境変異原物質，発癌物

質や一般薬物などがヒト体内に入る経路として，

経口，経皮および経気道が考えられるが，この中

で経口的に侵入する場合が最も多い．生体内に入

った脂溶性が高く，極性の少ない化学物質は，生

体膜を容易に通過し，吸収されて，肝臓に運ばれ，

そこで親水性の物質に変換され，胆汁や尿中へ排

泄される．経口的に入った化学物質の一部につい

ては，腸内苗の代謝を直接受けた後吸収される場

合もある．

化学物質の生体内変換は，薬物代謝酵素と言わ

れる酵素群による一連の反応として行なわれる

が，大きく第 1相反応と第 II相反応とに分かれ

る。第 I相反応は官能基導入反応といわれる活性

化反応で，酸化，還元，加水分解などの反応が含

まれ， チトクローム P-450が代表的な酵素であ

る．これらの反応によって，反応性に富んだ活性

中間代謝産物が生成され， DNAなどの生体内高

分子と結合する． DNAと結合した活性化体は，

遺伝情報の混乱を引き起こし，突然変異を誘発し

たり，発癌作用や細胞致死作用を示すようになる．

第 II相反応は第 1相反応で生成された活性化体

をグルクロン酸， グルタチオン，硫酸，グリシン

などの内因性の物質と抱合させ，極性をさらに高

めて，水溶性にして排泄されやすい化合物に変え

Environmental Mutagens (Food, Air, Water) 
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↓昨”allm止珈ll'il

Enterohepatic 
circulation 

Liver 

Fig. 1. Metabolism of environmental mutagens and enterohepatic circulation. 
The environmental mutagens are taken into the human body through the mouth, lung 
or skin. The compounds are activated (phase I reaction) and conjugated (phase II reac-
tion) in the liver. The conjugated, detoxified compounds are excreted into the bile and 
metabolized by intestinal bacteria in the intestinal tract (phase III reaction). After decon-
jugation by the intestinal bacteria, the compounds are absorbed in the intestinal tract and 
then metabolized again in the liver (enterohepatic circulation). 

る反応で，抱合反応と呼ばれ，一般に不活性化（解

毒）反応である．代表的な酵素としては，グルク

ロン酸転移酵素，グルタチオン S—転移酵素，硫酸

転移酵素などがある．またどの抱合体が，尿中へ

排泄されるか，胆汁中へ排泄されるかは分子屋の

違いにより決定される（加藤， 1983).

胆汁中へ排泄された各種抱合体は，腸管内で腸

内菌の持つ{,-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

活性化物質となり，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 (Fig.1). 

この腸肝循環により，化学物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は，

第 III相反応と呼ばれており，我々はその重要性

に注目している．

本稿では，まず，生体内代謝への腸内菌叢の関

与を調べる方法の 1つである，抗生物質処理動物

を用いる場合の抗生物質処理条件に検討を加えた

のでその結果について報告する．次に，環境変異

原物質 1-nitropyrene(1-NP)をモデル化合物と

して選び，その生体内代謝，特に腸内菌が関与す

る解毒抱合体の毒性発現について報告する。さら

に，環境変異原以外の一般薬剤の毒性発現にも，

腸内菌が重要な役割を果たしている例として，非

ステロイド系抗炎症剤による小腸潰瘍形成につい

て説明する．

2. 腸内菌叢とその代謝の特徴

一般にヒトの腸管内は，生まれた直後は無菌で

ある．生後，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

在菌叢を形成する．その中で腸内にすむ菌を腸内

菌と呼び，その集団を腸内菌叢と呼ぶ． ヒトの腸

管内には， 100種， 100兆個を越える菌が住み着

いており (Finegoldet al., 1974; Drasar and 

Barrow, 1985),宿主側臓器相当の重量があり，酵

素の種類も豊富で，肝臓に存在する酵素の種類を

上回るとされており，生体臓器の一つとしての役

割を果たしている (Sheline,1973; Rowland, et 

Table 1. Metabolic activities of intestinal 
microflora against foreign compounds 
(Sheline, 1973) 

1. Hydrolysis of glycosides 
a. Glucuronide 
b. Other glycosides 

2. Hydrolysis of sulfate esters 
3. Hydrolysis of amides 
4. Hydrolysis of esters 
5. Hydrolysis of sulfamates 
6. Hydrolysis of nitrates 
7. Hydrolysis of peptides 
8. Decarboxylation 
9. Dealkylation 
a. 0-alkyl compounds 
b. N-alkyl compoinds 
c. Other alkyl derivatives 

10. Dehalogenation 
11. Deamination 
12. Dehydroxylation 
a. C-hydroxyl compounds 

b. N-hydroxyl compounds 
13. Heterocyclic ring fission 
a. 0-containing ring system 
b. N-containing ring system 

14. Reduction of double bonds 
15. Reduction of nitro group 
16. Reduction of azo group 
17. Reduction of aldehyde 
18. Reduction of ketones 
19. Reduction of alcohols 
20. Reduction of N-oxide 
21. Reduction of arsenic acids 
22. Reduction of sulfoxides 
23. Reduction of epoxide to olefins 
24. Aromatization 
25. Nitrosamine formation 
26. Nitrosamine degradation 
27. Acetylation 
28. Esterification 
29. Methylation 
30. Ketone formation 

2
 

al., 1985). その構成菌は， Bacteroides,Eubacte-

rium, Peptostreptococcus, Bifidobacteriumなどの

嫌気性菌（酸素が存在すると増殖できずに死滅す

る菌）が最優勢であり，大腸菌のような好気性菌

の100倍以上も存在している．腸内菌の持つ代謝

活性の種類を Table1に列挙した (Sheline,1973). 

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

3 



て，腸内菌による代謝は還元と加水分解が主で，

ニトロサミンやケトン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， ストレスなどによって影響を受けるこ

とも知られている (Goldinet al., 1978; Goldin 

et al., 1980; Rowland, et al., 1985). 

3. In vivoでの腸内菌代謝の研究方法

生体内での代謝に腸内菌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つの方法が考え

られている．

①化学物質の投与経路による比較：経口投与とそ

の他の投与経路，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

実験である．しかし，経口投与以外でも腸管ヘ

は胆汁を介して (enterohepatic circulation), 

あるいは腸管粘膜から排泄され (entero-en tero 

circulation），腸内菌によ って 代謝を受けるの

で，完全に腸管を経ない経路にはなっていない．

そのため細菌の酵素による代謝なのか，生体側

酵素による代謝なのかはっきりと区別できない

場合がある．

②ノトバイオート （無菌動物を含む）と通常動物

の比較：有用な方法であり， cycasin(methyl-

azoxymethanol-(3-D-glucoside)の毒性発現に

腸内菌が関与していることが証明されている．

我々 も， 1-NPの生体内代謝の研究において，

この方法を用いて，腸内菌は，ニトロ還元反応

と，脱抱合反応に関与し，肝臓では，酸化反応

や抱合体の形成およびアセチル化が起こること

を証明した (Kinouchiet al., 1986a). しかし，

ノトバイオートを取り扱うためには，アイソレ

ーターが必要で取り扱いや滅菌に手間がかか

り，実験費用の点に問題がある．

③抗生物質処理動物と通常動物との比較：抗生物

質での前処理で腸内菌の活性を抑制した動物

に，化学物質の投与実験を行ない，抗生物質処

理動物で代謝産物が減少すれば，主として腸内

菌がその酵素反応を担っていたと考える．実験

期間中は，食糞に注意し，滅菌水，滅菌食を与

4 

Table 2. Antibiotics used (Kinouchi et al., 

1993) 

Group Antibiotics Dose/mouse/kg of body weight 

None (saline) -
Bacitracin 200 mg 

Neomycin 200 mg 
Streptomycin 200 mg 
Bacitracin 400 mg 

Neomycin 400 mg 
Tetracycline 200 mg 
Neomycin 500 mg 
Kanamycin 250 mg 
Kanamycin 200 mg 
Erythromycin 200 mg 
Kanamycin 200 mg 
Lincomycin 200 mg 

Tetracycline 200 mg 

Mice were given saline or various kinds of 
antibiotics orally twice a day by intragastric 
gavage for 5 days. 

I

I

I

 

III 

W

V

V

I

 

VII 

え，菌の再定着に気をつける必要がある． また，

この時の抗生物質によって動物が下痢をした

り，抗生物質と投与した化合物が反応したりし

て，化合物の吸収が悪いと同様な結果がでるの

で注意しなければならないまた腸管からの吸

収の少ない抗生物質を使用し，生体への影響を

少なくすることも大切である．

我々は，各種抗生物質 (Table2)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

(Table 3)および腸管内の酵素活性の変化 (Table

4)を測定した (Kinouchiet al., 1993). IV群お

よび V 群のアミノグリコ、ンド系抗生物質の単独

投与では，対照群である 1群に比べて，好気性菌

の減少には有意差がみられたが，嫌気性菌の菌

数変化には有為差がみられず，腸管内の優勢菌で

ある嫌気性菌には効果がないことを示している

(Table 3）．また，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，主に生体側細胞に由

来する酵素である r-glu tam y I transf eraseとami-
nopeptidaseの酵素活性にはどの抗生物質処理群

でも影響を与えなかった．実際に，膵液のこれら

の酵素活性は非常に高かった．また細菌細胞由来

の酵素の中では，(3-glucuronidase活性はどの抗

生物質処理によ って も減少したが，嫌気性菌が強

い活性を持つニトロ還元酵素 (Kinouchiet al., 

Table 3. Effect of antibiotic treatment on bacterial counts of the upper and lower 

intestinal contents (Kinouchi et al., 1993) 

Group 

Bacterial count (log1。CFU/gof intestinal contents) 
Upper intestinal contents Lower intestinal contents 

Aerobic incubation Anaerobic incubation Aerobic incubation Anaerobic incubation 

7.10土0.37

3.53土0.05**
2.15土0.15**

4.80土0.36**
5.80士0.30*
5.63土0.17**
2.73士0.31**

* Significantly different from control group I (p<0.05) 
** Significantly different from control group I (p <0.01) 

I

I

I

m

l

V

V

V

I

"

 

7.53土0.21

3.77土0.17**
2.15土0.15**

7.16土0.46
7.40土0.10
6.20土0.37*
2.53土0.21**

8.83土0.09

3.47土0.19**
2.70士0.10**
5.00土0.14**
6.80土0.30**
5.73士0.17**
3.20土0.36**

10.00土0.08

3.13土0.59**
2.15士0.15**

9.67土0.19
9.55土0.05
7.33土0.31**
2.43土0.19**

Table 4. Effect of antibiotic treatment on various enzymes of the upper and lower 
intestinal contents (Kinouchi et al., 1993) 

r-Glutamyltransferase 
(nmol/min/mg) 

Upper intestinal contents 

I 28.1土12.3
II 22.2土 3.3
Ill 17.0土 1.8

N 15.8土 2.6
V 18.5士 0.9
VI 23.2土 6.4
VII 19.4土 3.3
Lower intestinal contents 

I 8.2土 0.7
II 8.0土 2.1
Ill 13.6士 0.9
N 8.2土 1.7 
V 10.2士 1.5
VI 12.7土 4.9
VII 7.3土1.2

* Significantly different from control group I (p < 0.05) 

Group Aminopeptidase 
(nmol/min/mg) 

4.6土1.5 
4.7土1.5

6.1土2.3
4.6士1.2
3.6士0.5
7.6士2.4
2.9土0.4

1982; Kinouchi and Ohnishi, 1983; Kinouchi 

et al., 1986b)と(3-lyase活性 (Kinouchiet al., 

1990)はアミノグリコ、ンド系抗生物質の単独投与

では有意に減少しなかった (Table4).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や肝臓の酵素活性に影響し

なかった．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

がよいと考えた．また，飲料水として抗生物質処

理を行なう場合は，第 II群の抗生物質を，各 2~

2.5 mg/mlの濃度になるように溶解させた水溶液

で，化学物質投与3日前より処理を行な うと十分

/3-Glucuronidase 
(μg/h/mg) 

7.4土 0.7

5.6士1.0
9.2士 0.8

8.7土 1.3 
8.5士 0.8
6.7土 0.4

6.4土 1.3

74.8士16.8
6.2士 2.0*
9.2土 0.8*
5.8士 1.2*
18.1土 3.5*
7.2土1.0*
3.8土1.3*

/3-Ly.ase 
(mol/min/mg) 

Nitroreductase 
(nmol/min/mg) 

14.1土3.5

13.0士6.1
14.4土0.3

12.4土3.3
11.1土2.4
10.9士1.4

9.3土1.5

0.24土0.05
0.07土0.005*

0.20士0.07
0.14土0.06*
0.23土0.04
0.20士0.19
0.20土0.02

9.5士3.0
0.3士0.2*

0.6土0.4*
1.6土0.2*

5.8土0.5
0.3土0.1* 
0.3土0.1*

0.18土0.03
0.08土0.01*
0.13土0.03

0.11士0.03
0.14士0.11
0.13士0.08
0.15土0.06

1.1士0.2
0.1土0.02*

0.02土0.01*
0.4土0.04

0.6土0.02
0.1土0.1*
0.03土0.02*

な腸内茜抑制効果が得られた (Ohnishiet al.,未

発表）．

モテル化合物 1-nitropyreneについて：環境

中での存在とその代謝について

1-NPは，ディーゼルエンジン (Manabeet al., 

1985; Ohnishi et al., 1985)や石油ストーブ (Ki-

nouchi et al., 1988)の排出粒子， 給油所排水

(Manabe et al., 1984),使用済みエンジ‘ノオイル

(Manabe et al., 1984），焼鳥などの食物 (Kino-

uchi et al., 1986c; Ohnishi et al., 1985; Ohnishi 

et al., 1986)などから検出され，環境中に広く分

4. 
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Fig. 2. Possible pathways for metabolic activation and inactivation of 1-NP in vivo (Ohnishi et 

al., 1991). 
1-NP is metabolized through reductive and oxidative pathways. During the reductive 
metabolism of 1-nitropyrene a metabolite, N-hydroxy-1-aminopyrene, is formed and bound 
to DNA. In the oxidative pathway, 1-NP 4,5-oxide and 1-NP 9,10-oxide are oxidatively 
activated metabolites and they are mutagenic and are responsible for reaction with DNA. 
On the other hand, 1-NP 4, 5-and 9, 10-oxides are detoxified as glutathione conjugates in 
the liver and excreted via the bile into the intestinal tract. 

布する変異原物質で不完全燃焼過程で生成される

(Tokiwa and Ohnishi, 1986). また大気中でピレ

ンと二酸化窒素の反応により，容易に生成される

(Tokiwa et al., 1981)ほか，二酸化窒素暴露下の

マウスにビレンを腹腔内投与しても，生体内での

ニトロ化によって生成される(Kanohet al., 1987; 

Kanoh, et al., 1990; Ohnishi et al., 1990; Oh-

nishi et al., 1991; Kinouchi et al., 1994）． また

1-NP ~まニームス試験において， ネズミチフス苗

TA98株(-)S9で高い変異原性を示し，実験動

物に対しても腫瘍原性を示すという報告がある

(Tokiwa and Ohnishi, 1986). 

1-NPの生体内での代謝活性化経路としては，

ニトロ基の還元とピレン環の酸化反応が考えられ

ており，還元代謝経路での活性化体は， N-hydro-

xy-1-aminopyrene (Howard et al., 1983; Kino-

uchi et al., 1986b），酸化的代謝経路での活性化体

は 1-NPの K領域ニボキ、ンドである 1-NP4,5-

oxideと 1-NP9,10-oxide (Djuric et al., 1986; 

1991)だと考えられている (Fig.2). どちらの代

謝経路が生体内で主要な役割を果たしているの

かを， 1-NPを投与した B6C3Fl マウス肝より

DNAを抽出し，ボストラベル法で DNA付加体

を調べることで検討した．その結果， 1-NP投与

動物の DNA付加体は，invitroで合成した 1-NP

oxidesの DNA付加体と同じ挙動を示した．ま

た 1-NPの還元代謝経路によ って生じる DNA付

加体である N-(deoxyguanosin-8-yl)-1-aminopy-

reneはほとんど検出されず，生体内での主要な

付加体は酸化的活性化体によるものと考えられた

（木内ら， 1990;Kinouchi et al., 1992)。現在，他

の系統のマウスやラットで同様の実験を行なって

いるが， DNA付加体形成には系統差があること

が明らかになりつつある (Kinouchiet al.,未発

表）．

グルタチオンは，生体内に存在するトリペプチ

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

Fig. 3. HPLC elution pattern of biliary metabolites from rats administered 1-NP by gavage 
(Kinouchi et al., 1990). 
When the bile was directly analyzed by HPLC, 14 major radioactive peaks were ob-
served. Peaks E and F are the glutathione conjugates of 1-NP 4,5-oxide and peaks H and 
I are the glutathione conjugates of 1-NP 9,10-oxide. The radioactivity of glutathione con-
jugates and their metabolites in peaks B-I accounts for 21.4% of the total radioactivity 
excreted into the bile. The glucuronide and sulfate conjugates (peaks J-M) constitute 27.5% 
and 5.5%, respectively. 

我々 は， 1-NP投与ラ ットの胆汁を分析（Fig.3) (2) グルタチオン抱合体

し，胆汁中の 21.4%がグルタチオン抱合体およ

びその代謝産物（システイニルグリシン抱合体お

よび、ンステイン抱合体）であることを明らかにし

た (Kinouchiet al., 1990; Kataoka et al., 1991). 

その他の 3/6/8-nitropyrenolsや 1-nitro-4,5-di-

hydro-4, 5-dihydroxypyreneなどのグルクロン酸

および硫酸抱合体はそれぞれ 27.5%と 5.5%で

あった (Kinouchiet al., 1986a; Ohnishi et al., 

1986). 

5. 解毒抱合体の腸管内での代謝

(1) グルクロン酸および硫酸抱合体

1-NP投与ラ ット胆汁中のグルクロ ン酸抱合体

や硫酸抱合体は，腸内菌の持つ(3-glucuronidase

や aryls ulf a taseによって分解され，アグリコ

ンである 3/6/8-nitropyrenolsや 1-nitro-4,5-di-

hydro-4,5-dihydroxypyreneが遊離してくる．さ

らにその代謝産物は腸内菌の持つニトロ還元酵素

によってアミノ体に変換された後，一部は再吸収

される (Kinouchiet al., 1986a; Kinouchi et al., 

1987). 

(i) グルタチオン抱合体の分解活性 (7-glutamyl-

transferase活性）

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ものと同じ生成物が遊離し

てくるのに比べて，グルタチオン抱合体の場合は，

その代謝によ って生成物が異なってくるので興味

ある対象となる．グルタチオソ抱合体の分解活性

を各種腸管内容物で比べると，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ン抱合体の代謝を調べると，

まずグルタチオン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，ついでシステ

イニルグリシン抱合体が、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). 

その分解活性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，膵

液が著しく強い活性を示した (Table5).腸管粘

膜や小腸内での優勢菌である 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活性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．

Fifer et al., 1986; Heflich et al., 1990; Ohnishi を生成する．当然 1-NPoxidesもグルタチオン抱

et al., 1986; Smith et al., 1990; Kataoka et al., 合体として胆汁中へ解毒排泄されるはずである．
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Table 5. Degradation activity of intestinal bacteria, mucosa, bile and pancreatic juice 
against glutathione conjugates of 1-nitropyrene oxides and cysteine conjugates of 1-

nitropyrene oxides (Kinouchi et al., 1990) 

2.0 a
 

6.0 b
 

Specific activity (nmol/hr/mg protein) 

Enzyme source Glutathione conjugates Cysteine conjugates 

1-NP 4,5-
oxide-SG 

1-NP 4,5-
oxide-Cys 

1-NP 9,10-
oxide-SG 

1-NP 9,10-
oxide-Cys 

Anaerobes 

Bacteroides fragilis GAi 0624 
B. gingivalis 381 
B. thetaiotaomicron 5482 

B. uniformis 0061 

Bifidobacterium adolescent is A TCC 15703 
Clostridium perfringens GAI 0668 
Eubacterium limosum A TCC 8480 
Fusobacterium nucleatum F-1 

Peptostreptococcus anaerobius A TCC 27337 

P. magnus GAI 0663 
Aerobes 

Escherichia coli W 3110 
Klebsiella pneumoniae KUB 13 
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 
L. brevis A TCC 8287 
L. casei 1AM 1043 

Proteus mirabilis KUB 22 
Pseudomonas aeruginosa VTC 55 
Salmonella typhimurium TA 98 
Staphylococcus aureus 209P 
Streptococcus f aecalis VTB 74 
Intestinal mucosa 
Small intestine (upper) 
Small intestine (lower) 
Cecum 

Large intestine 
Bile 
Pancreatic juice 

N.D., Not detected 

システイン抱合体の分解活性 (cysteine

conjugateかlyase活性）

胆汁中に排泄されたグルタチオン抱合体は小腸

内でヽンステイン抱合体にまで分解されて下部腸管

に移行するのでヽ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および大腸内容物が強

く，小腸内容物にはないことがわかった．その分

解活性は， cysteineconjugate糾yase(fi-lyase) 

の阻害剤である aminooxyaceticacidの添加で

阻害された．この酵素活性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

(ii) 

0.08 
0.03 
N.D. 

0.21 

0.37 

0.14 
0.06 
1.25 

0.39 

0.12 

0.76 
7.54 

0.65 

0.05 

0.23 

9.50 

14.43 
1.02 
0.04 

0.06 

0.66 
0.26 

N.D. 

N.D. 
1.41 
6.33 

0.07 
0.05 
0.03 

0.08 
0.15 

0.01 
N.D. 

0.46 

0.10 

0.14 

0.11 

0.84 

0.09 

0.06 
0.07 

1.36 
1.36 
0.33 
0.04 

0.05 

0.86 
0.63 

0.48 

N.D. 
1.67 
16.36 

1.5 
4.1 
0.6 

5.6 

1.6 
0.1 
175.7 

6.4 
5.4 

58.3 

32.8 

0.4 

0.5 

0.1 
4.2 

1.8 
0.7 

0.4 
0.6 

24.2 

0.1 

0.4 

N.D. 
0.5 
0.7 

N.D. 

2.2 
5.0 
1.2 
3.9 
1. 7 

1. 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. 
1.5 
0.4 
0.9 

2.5 
0.1 

定すると，腸内菌叢に由来していることがわかっ

た．特に， EubacteriumlimosumとPeptostrepto-

coccus magnusが強い活性を持っていた．また一

般的に嫌気性菌の方が好気性菌よりも強い活性を

示した (Table5). 

(iii) グルタチオン抱合体の腸管からの吸収

グルタチオン抱合体が，代謝を受けても腸管か

ら吸収されずに，糞便中へ排泄されれば生体にと

っては完全な解毒になる．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

合成し，上記 II群の抗生物質処理マウスおよび

無処理マウスに経口投与し，血中の放射能活性を
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Fig. 4. Time-courses of radioactivity in the blood after oral administration of glutathione con-
jugates (Kinouchi et al., 1993). 
Glutathione conjugates of [3H]l-NP 4,5-oxide (a) or ofドH]l-NP9,10-oxides (b) were 
administered by gavage and blood samples were withdrawn from the tail vein at the indi-
cated times. O, control group;●，antibiotic-treated group. 
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Fig. 5. Radioactivity excreted in urine and feces after oral administration of glutathione con-
jugates (Kinouchi et al., 1993). 
Glutathione conjugates ofドH]l-NP4,5-oxide (a) or of [3H]l-NP 9,10-oxides (b) were 
administered by gavage. 

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，投与後 2~3時間後に最高値を示

した後，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，腸管からの吸収に

腸内菌叢の関与が明らかになった (Fig.4).また，

尿中へは 48時間で，無処理マウスは投与量の約

20% を排泄したが，抗生物質処理マウスでは 2%

48 

8
 

以下であった．逆に糞便中への排泄は，抗生物質

処理マウスで 95% 以上，無処理マウスで 80％以

下であった (Fig.5). 

(iv) グルタチオン抱合体の活性化

ニームス試験による 1-NPoxidesのグルタチ

オン抱合体の変異原性は未抱合体の 1/150以下で

あったが， 、ンステイン抱合体まで分解されると変

， 



Table 6. Effect of cysteine conjugate仕lyaseon mutagenicity of 1-nitropyrene 9,10-oxide 
(Kinouchi et al., 1992) 

Cysteine conjugate (nmol/plate) /3-Lyase Aminooxyacetic acid 
Revertants/plate 

TA98(-)S9 TA 100(-)S9 

0

5

5

5

 

＋

＋

 
＋
 

39 
112 
1088 
125 

123 

153 
583 
156 

Table 7. Effect of/3-lyase on binding of cysteine conjugates of 1-NP oxides (Kinouchi 
et al., 1992) 

Xan thine oxidase 
(0.1 U/ml) 

Allopurinol 
(1 mM) 

Arninooxyacetic 
/3-Lyase acid 

(1 rnM) 

+
+
-
+
+
+
+
 

＋ 

+
-
+
 

＋

＋

＋

＋

＋

 

＋

＋

 

Binding (prnol/rng DNA/hr) 

1-NP 4,5-oxide-Cys 

6.0 
18.6 
5.7 

9.0 
76.9 
33.0 
34.0 
14.0 

1-NP 9,10-oxide-Cys 

7.2 

44.6 
28.9 

14.4 
153.3 
47.3 
51.6 
27.0 

畜由

＋ ノ`

1-NP oxide Gutathione 
con辺

しCys← CysGly• •Cy5 
如te con地te ℃

匿］＇
CysG~ 

四↓
Cys 

Fig. 6. DNA adducts in the lower intestinal mucosa after administration of glutathione con-
jugates (Kinouchi et al., 1993). 
Mice treated with antibiotics (b, d, f) or untreated (a, c, e) were given saline (a, b), 

glutathione conjugates of 1-NP 4,5-oxide (c, d) or glutathione conjugates of 1-NP 9,10-
oxides (e, f) by gavage. DNA was extracted from the lower intestinal mucosa and the 

DNA adducts were analyzed by the 32P-postlabelling method. 

異原性は， グルタチオン抱合体の 10倍の強さに

まで上昇した。またシステイン抱合体の変異原性

を測定するときに Peptostreptococcusmagnusよ
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り精製した ~-lyase (Kataoka et al.,未発表）を

加えるとさらに変異原性が増加した．この変異原

性の増加は， aminooxyaceticacidの添加で抑制

Fig. 7. Proposed oxidative pathways of 1-nitropyrene in vivo. 
1-NP oxides are oxidatively activated products of metabolism of 1-NP by cytochrome P-450 

in the liver. 1-NP oxides are detoxified as glutathione conjugates in the liver by glutathione 
S-transferase and excreted via the bile into the intestinal tract. The glutathione conjugates 
are stepwise cleaved in the small intestine by r-glutamyltransferase and aminopeptidase 
which are excreted mainly from the pancreas. As a result, the products reach the lower 
intestine and the cysteine conjugates are further metabolized by cysteine conjugate /3-lyase 
of the intestinal microflora. 

された (Table6）． つまりシステイ ソ抱合体は/3-

lyase によ って分解されて再活性化されることが

わかった．

In vitroで、ンステイン抱合体の DNAへの結

合を調べると，/3-lyase とニトロ還元酵素である

xanthine oxidaseが共存すると非常によく DNA

に結合することがわかった．また，この結合は，

aminooxyacetic acidや xanthineoxidaseの阻

害剤である allopurinolの添加によって抑制され

た (Table7).つまりシステイン抱合体は，腸内菌

が強い活性を持つ/3-lyaseやニトロ還元酵素によ

って再活性化される可能性があることが明らかに

なった．

実際にシステイン抱合体が腸内菌によって再活

性化されるかどうかについて，前述のグルタチオ

ン抱合体を投与した抗生物質処理および無処理動

物より下部腸管粘膜を取り出し， DNAを抽出し，

ボストラベル法で DNA付加体を調べた．その結

果，抗生物質を投与しないマウス下部腸管粘膜で，

抗生物質処理マウス下部腸管粘膜細胞 DNA に

みられない少なくとも 3種の DNA付加体が検

出された (Fig.6). グルタチオン抱合体は上部腸

管内で主に膵液中の酵素でシステイン抱合体にま

で分解されるので，これらの DNA付加体は， シ／
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Fig. 8. Production of anomalous arrangement,. of the pancreaticobiliary duct in dogs by pancre-
atico-cholecystomy (Dong et al., 1993). 

Table 8. /3-glucuronidase and sulfatase activity in pancreatic juice and cell-free extracts 
of various bacteria (Dong et al., 1993) 

Specific activity (nmol/hr/mg protein) 

~ 

Enzyme source 
~-Glucuronidase Sulfatase 

Pancreatic Juice from a normal dog 
Aerobes 

Enterobacter aerogenes KUB 7 
Escherichia coli W 3110 
Klebsiella pneumoniae KUB 13 
Proteus mirabilis KUB 22 
Pseudomonas aeruginosa UTC 55 
Staphylococcus aureus 209P 
Streptococcus faecalis UTB 74 
Anaerobes 

Bacteroides fragi/is GAi 0624 
Bifidobacterium adolescent is A TCC 15703 
Clostridium per fringens GAi 0668 
Eubacterium limosum A TCC 8480 

9亭
眸
？

<0.8 

6.6 
297.5 
6.6 
9.1 
8.3 
5.0 
<0.8 

5.8 
9.1 
9.1 
9.1 

3.5 

3.3 
5.0 
66.0 
3.3 
0.7 
0.7 
2.7 

<0.3 
6.3 
1.0 

3.3 

ステイン抱合体が腸内菌によって分解された産物

が腸管粘膜細胞内で活性化されて生じたものと考

えられた．

1-NPの酸化的代謝経路における第 1相，第 II

相および第 III相反応についてのまとめを Fig.7 

に示した。

(3) 膵管胆道合流異常と硫酸抱合体

先天性の膵管胆道合流異常のヒトは，胆道癌発

生率が普通のヒトに比べて高率であることが知ら

れている (Komiet al., 1984; Suda et al., 1979). 

この理由の 1つとして，胆汁中に抱合体として排

泄された変異原物質の解毒体が，膵液中の酵素や

腸管から胆道中へ移行した腸内菌が，解毒抱合体

の分解を行い再活性化する結果であろうと考え，

12 

モデル犬を用いて実験した (Donget al., 1993). 

イヌの膵管を胆襄に吻合して人工的に膵管胆道

合流異常状態 (APBDdog, anomalous arrange-

ment of the pancreaticobiliary duct)にした後

(Fig. 8), 1-NPを腹腔内に投与し，胆嚢胆汁を採

取した．一方で， 1-NPを投与した正常犬の胆嚢

胆汁も採取し，それらの変異原性を比較すると，

異常犬の方が 2倍以上に高い値を示した． 1-NP 

を投与したイヌの胆汁中には， 3/6/8-nitropyre-

nolsの硫酸抱合体が排泄されるので，イヌの膵液

および胆道感染をよく引き起こす菌の sulfatase

活性を測定すると， Klebsiellapneumoniaeが最も

強い活性を持っていた．また膵液にも sulfatase

活性が検出された (Table8). 採取した胆汁を有

機溶媒で抽出し，高速液体クロマトグラフィーで

E
u
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9
C: 
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y
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Fig. 9. HPLC patterns of diethyl ether ex-
tracts of bile from a normal dog (a) and 
an APBD dog (b) (Dong et al., 1993). 

分析すると，正常犬胆汁からは脱抱合された化合

物は検出されなかったが，異常犬胆汁からは脱抱

合された 3/6/8-nitropyrenolsが検出され，すでに

胆汁中で脱抱合が起こっていることが確認された

(Fig. 9). このことは，膵管胆道合流異常症では，

解毒抱合体に膵液と感染細菌の sulfataseが作用

して，抱合体の再活性化が胆道内で起こっている

ことを示したもので，膵管胆道合流異常症のヒト

での胆道癌の発生率が高い原因の一つが明らかに

なった．

非ステロイド系抗炎症剤の副作用である小腸

潰瘍の形成への腸内菌叢の関与

非ステロイド系抗炎症剤による胃潰瘍や十二指

腸潰瘍形成はよく知られていたが，最近小腸にも

潰瘍が形成され，小腸穿孔を起こして死亡する症

例の統計が報告され注目されている (Allisonet 

al., 1992).我々は，非ステロイド系抗炎症剤であ

る 5-bromo-2-(4-fluorophenyl)-3-(4-methylsulfo-

nylphenyl)thiopheneが誘発するラット小腸潰瘍

形成と腸内菌叢の関係について調べた．その結果

をTable9に示した．この薬剤を投与 (1,000mg/ 

kg体重）したラットは 7匹中 5匹 (71%)に小腸

潰瘍が形成されたが，上述 II群の抗生物質処理

したラットや無菌ラットでは小腸潰瘍形成は観察

されなかった． しかし， 無菌ラットに Eubacte-

rium limosumや Escherichiacoliを腸管内に定着

させて作成したノトバイオートでは，潰瘍がそれ

ぞれ 100％および 67%形成された．これらのノ

トバイオートに抗生物質処理をして菌数を抑制す

ると，潰瘍は全く形成されなくなった。一方で，

Bifidobacterium adolescentisゃLactobacil/usaci-

dophi/usを定着させたノトバイオートに抗炎症剤

6. 

Table 9. Effect of intestinal rnicroflora and various treatments on small intestinal ulcera-
tion induced by a nonsteroidal anti-inflammatory drug, 5-bromo-2-(4-fluorophenyl)-3-
(methylsulfonyl)thiophene (Uejima et al., in preparation) 

Rat Treatment Ulceration 
No. positive/total (%) 

Specific pathogen free 

Germ-free 
Gnotobiote 

Eubacterium /imosum 

Escherichia coli 

Bifidobacterium adolescentis 
Lactobacillus acidophi/us 
Specific pathogen free 

None 
Antibiotics 
None 

None 
Antibiotics 
None 
Antibiotics 
None 
None 
None 
Antibiotics 
Bifidobacterium culture 
Lactobaci/lus culture 
Yohgurt 

5/7(71) 
0/7 (0) 
0/5 (0) 

5/5 (100) 
0/2 (0) 
4/6 (67) 
0/4 (0) 
0/5 (0) 
0/5 (0) 
7 /7 (100) 
1/7(14) 
1/7(14) 
2/7 (29) 
2/7 (29) 
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を投与しても潰瘍は形成されなかった．さらに

specific pathogen free (SPF)ラッ トで潰瘍が

100% 形成された場合でも， Bifidobacteriumado-

fescentisゃ Lactobaczllusacidophilusの菌液や

Bifidobacterium breve と Streptococcusthermo-

phi/usが入ったヨーグルト （ビフィール）を，薬

剤投与前より 飲料水代わりに与えておくと，潰瘍

の形成がそれぞれ 14%,29%および 29% に抑

制された． また，小腸潰瘍が発生しているラ ット

の小腸内容物中の細菌は，最優勢菌である Lacto-

bacillusが減少し，正常ではほとんど検出されな

し、 Escherichiacoli, Proteus, Klebsiellaおよび

Bacteroidesが増加しており，菌叢が変化してい

た．他の非ステロイド系抗炎症剤である diclofe-

nac sodiumによるラットでの小腸潰瘍の誘発も

抗生物質処理により抑制された （大西ら，1992).

これらのことは，非ステロイド系抗炎症剤により

誘発される小腸潰瘍形成に腸内菌叢が重要な役割

を果たしていることを示したものであり，腸内菌

叢のバランスを崩さないことの大切さをも示して

しヽる．

7. おわりに

環境中に広く分布し，腫瘍原性と高い変異原性

を持つ 1-NPをモデル化合物として選び， その生

体内代謝および毒性発現への腸内菌叢の関与につ

いて，特に第III相反応の重要性について述べた．

その中で，腸内菌の研究法としての抗生物質処理

条件を決定した．アミノグリコ、ンド系抗生物質に

よって，腸内菌を抑制して実験したという論文を

みかけるが，アミノグリコ、ンド系抗生物質は，腸

内菌叢のほとんどを占める嫌気性菌には無効であ

り，菌の活性を抑えたことにはなっていないこと

に注意する必要がある．

腸内菌は環境変異原物質ばかりでなく，一般の

薬物代謝を考える上でも重要な役割を果たしてい

る場合が多い．つまり，ある化学物質の生体内毒

性が検出されたときには，腸内菌によってその毒

性誘起物質が生成されていたり，腸内菌の作用に

よって再吸収が促進されて毒性が発揮されていた

り，腸内菌が毒性を誘起 ・促進したりする場合が

考えられるからである．従って，化学物質の毒性
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実験には，抗生物質処理群を加える ことで， 新た

な知見が得られる可能性があると考えている．

また毒性の発現に関与する酵素がわかれば，遺

伝子操作によ ってその酵素のみを欠失させた菌を

作成し，腸内菌のバラ‘ノスを崩すことなく菌を置

き代えて腸内苗叢の改善をはかれば，健康の維持・

増進を計ることができる可能性が期待できる．

腸内菌は，生体外異物の生体内代謝への関与ば

かりでなく，生体内成分，例えば胆汁酸やコレス

テロール，アミノ酸などの代謝にも関与し，免疫，

発癌，老化などとも関係が深いと考えられており，

非常に興味深い研究分野である．今後さらに研究

を進めたいと思っている．
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食品中の変異原物質の分離同定

Isolation and structural determination of mutagens in food 

糠 谷 東 雄

Haruo Nukaya 

静岡県立大学薬学部
422静岡市谷田52-1

University of Shizuoka School of Pharmaceutical Science, 
52-1 Yada, Shizuoka 422, Japan 

（受付： 1994年 2月4日；受理：1994年 2月 4日）

Summary 

The adoption of a bioassay is essential to search for principals that are biolog-
ically active and present in very small quantities. In addition, there is no isolation 
method that generally applies to all mutagens in the environment. The concentration 
and purification procedures suitable for each mutagen must be chosen for each case. a-
Dicarbonyl compounds contained in many kinds of foodstuffs and beverages were found 
as principals that showed direct-acting mutagenicity in Salmonella typhimurium TAlOO. 
The methylglyoxal mutagenicity was markedly enhanced in the presence of hydrogen 
peroxide. The mechanism of the enhancement of the mutagenicity was investigated by 
means of the reactivity of a-ketoaldehyde with hydrogen peroxide. Another new mutagen 
(7,9-DiMelgQx) contained in beef extract was isolated from a mixture of creatine, threonine 
and glucose heated in ethylene glycol at 200°C for 5 h. 7,9-DiMelgQx has a linear struc-
ture of the aromatic ring system in contrast with other known heterocyclic amines which 
have angular structures. 

Keywords: mutagen; heterocyclic amine; a-dicarbonyl; hydrogen peroxide; isolation 

1. はじめに

人の発癌については日常の食品及びそれに含ま

れる発癌性物質が重要な因子の一つであると考え

られている．食品中の発癌物質の一つと して，蛋

白性食品を加熱したときに生成する変異原 ・がん

原性の he'.erocyclicamine (HCA)が知られてい

る(Sugimura,1986). これらはサルモネラ菌を使

った変異原性試験を指標に加熱調理した肉や魚，

アミノ 酸やタンバ ク質の加熱分解物から分離，構

造決定された (Yahagiet al., 1977; Wakabayashi 

et al., 1992; 1993). 20種を越す HCAが報告さ

れており，そのうち 10種についてラッ ト， マウ

c日本環境変異原学会

総 説

スに対して発癌実験がなされ，それら全てに発癌

性のあることが証明されている (Ohgakiet al., 

1991; Ito et al., 1991). 

食品中の変異原物質は，サルモネラ菌を使った

変異原性試験により大きく 2種に分類できる

(Nagao et al., 1977).すなわち，TA98株に対し

て S9mixの代謝を受けてフレー ム、ンフ ト型の変

異原性を示すタ イプと TAlOO株に対して代謝

活性化を必要とせずに変異原性を示す塩基対置換

型の変異原物質がある．前者を代表するHCAに

ついては，原因物質の解明， 食品中の含量，生成

機構，変異原性発現機構，DNA修飾，さらに不
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活性化など詳細な研究結果が数多く報告されてい

るが，後者についてはまだ解明が十分でない．こ

れらは主と して， 炭水化物の食品が加熱された際

に生成し，食品と してはコーヒーが代表的に取り

上げられる (Nagaoet al., 1979）． また，この種の

変異原物質は加熱食品のみでなく，アルコール飲

料，発酵食品，乳製品など多種類の食品に幅広く

含まれている (Nagaoet al., 1981; Sugimura et 

al., 1983). これらは発癌のイニ、ンニーターと して

ばかりでなく，発癌プロモーターとしての作用も

持つと予想されている。このタイプの変異原物質

が発癌と関係があるか否かを明らか にすること

は，がん予防の面からも大切であろう．そこで，

我々が行った TAlOO株に対する直接変異原物質

の研究と HCAについて最近行った研究を紹介す

Bisulfite adduct 
R-CHO+ NaHSO3―⇒R-包-OS02Na

畑

schotten-Baumann's reaction and hydrazine method 

唸―CH2-g-R'さ巴R-g;:H-8―R'｀ ↓:2NH2 
℃lR' 

o-phenylenediamine method H 

cc:::+ ::c:―o:::c:, 
Fig. 1． 変異原物質の誘導体合成法．

Table 1. 糖加熱分解物中の変異原物質と変異原性．

R’=H R
 

R-8―CHOに
CH3 

CH2CH3 

CH2C恥CH3

R-C-1-R' 
II I 
0 0 

Q 

る．

2. 食品中の TAlOO株に対する直接変異原物質

(1) 原因物質の解明

コーヒーは生の豆には変異原性が無く，豆を焙

煎することによって新たに変異原性が生じる

(Kosugi et al., 1983). また，ウ ィスキーは樽に入

れて熟成されるが，この間に変異原性が強くなる．

それは，熟成に使用される樽が内面をバーナーで

焼かれ，内表面を炭化してあることに原因があっ

た．これらの事実より，変異原性の原因物質が炭

水化物の加熱によって生成する化合物であると推

測し，糖及び樽材の加熱分解物を研究材料として

原因物質の解明を進めた．ここで生成する変異原

物質は不安定な化合物であり，解明には多くの時

R R' 

CH3 CH3 

CH3 CH2CH3 

Hぬ
江o

CH3 Q 

mu信昂二Img)1竺言：：：：訃雷；。「：：ば1言。

間を費したが，分離研究の過程で示されたそれら

の化学的な性質より，最終的にアルデヒド類か

炉ンケトン化合物あ るいは¢—ジケトン化合物で

あるとの推論に達した．そこで， これらをそのま

まの状態で分離することを断念し， Fig.1に示し

た誘導体に導くことで安定化した後に分離精製す

ることにした．その結果，変異原性の主な原因物

質がかジカルボニル化合物であることを明らか

にすることができた． これらの化合物を合成し，

その変異原活性を調べた結果， a-ジカルボニル化

合物の中でも methylglyoxal(MG)のようなか

ケトアルデヒド類が特に強い変異原性を示した

(Table 1) (Nagao et al., 1986). 

(2) 食品中の変異原物質の分析

炭水化物の加熱分解により生成する変異原性の

かジカルボニル化合物の中で，特に強い変異原性

を示す aーケトアルデヒド類は，加熱食品のみなら

ず TAlOO株に変異原性を示す他の多くの食品中

にも含まれている (Kasaiet al., 1982; Nagao et 

al., 1986). それらの含量を分析した例を Table2 

に示した．変異原性の最も強いコーヒーには a-ジ

カルボニル型の変異原物質が最も多星に含まれて

いる．パンも，焼いてあるので当然これらを含む

が，トーストすることによりその含量が増加する．

一方，長尾らはコーヒーの変異原性にはコーヒー

中に生成する過酸化水素 (H202)が関与している

ことを報告した (Fujitaet al., 1985a). そして，

かケトアルデヒドの含量と変異原性の強さから換

算して， コーヒーの変異原性はこれらの化合物だ

けでは説明できないことから，両者の相互作用を

検討した (Nagaoet al., 1986). そして， MGの

変異原性が H202の共存により最も多い時で 30

倍にも増強され，増強された変異原性をコーヒー

の変異原性と単純に比較するとその大半を説明で

きるとも報告した (Fujitaet al., 1985b). ここに，

かケトアルデヒドの変異原性と，それらと比02

の共存により上昇した変異原性が， コーヒーの変

異原性の主因と考えるに至った．

(3) a・ジカルポニル化合物と過酸化水素の反応

MG及び H202が，その含量はともかくとして

共に生体内に存在する化合物であるだけに，両者

の共存による変異原性の増強機構を明らかにする

ことは，食品中の aージカルボニル化合物の変異原

性発現機構の解明だけでなく，一般の変異原，癌

原物質を考察する上でも意義のあることと考えら

れる．そこで， MGの変異原性が比02vこより増

Table 2. 食品中の aーケトアルデヒド化合物の含量
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instant cot.t... 
on e • lgcc) uup p 

coece• beano on （ p 
"rip typ•I 1209) 

whi•ky，血•zican9 100ml 

whisky (Japan●●●I 100ml 

brandy 9,., 100ml 

，，ino 1001111 

Japan●"・ •ak• 100ml 

9lyoxai l methlがyomll othyi9lyoxal l furylglyoai 

22.6μ, 

65.、 10‘"'|“”’ 
1390 I 257 

1011̀ 

25ù 
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Table 3. aージカルボニル化合物の分解生成物と収率

a-Dicarbonyl 
compound 

Products(% yield) 

With IOeq o「H202 With 1/IOeq of H202 

Methylglyoxal 

Glyoxal 
Diacetyl 
I-Phenyl-1,2-
propanedione 

Acetic acid (81) 
Formic acid (79) 
Formic acid (62) 
Acetic acid (83) 
Benzoic acid (91) 
Acetic acid (83) 

Diacetyl (0.25) 

Benzi! (0.2) 

(A) 

゜
20 40 60 

Retention time (min) 

(8) II ／ 炉anosine

compound A 

＼ 
-八--

゜
20 40 60 

Retention lime (min) 

Fig. 2． グアノシンとメチルグリオキサールの反応生成物の HPLCによる分析．

(A) H凸の非存在下，（B)H202の存在下．

そこで， MGと H202の反応系に nucleosideを

加え，それがどのよ うな修飾を受けるか検討した．

MGと比02のリン酸緩衝溶液(pH 6.86)中，

37°Cでは， nucleosideのうち guanosineだけ

が顕著な変化を受けることが明らかになった．そ

こで，guanosineについて詳細に検討し，その

HPLCによ る分析の結果を Fig.2に示した．す

なわち，同条件下で，guanosine溶液に H202だ

けを加えてもguanosine には全く変化がみられ

ないが，（A)に示したようにguanisine溶液に

MGのみを加えた反応系では，guanosineの大半

が付加体を形成し，二本のピークとして検出され

る．（B)に示したように，これに比02を加えた

系では付加体のピークはほとんど消失し，大部分

がguanosine の形で存在することが明らかにな

った。これは H202により MGが分解され，付

加体が分解してguanosine を再生する方向に平

衡が移動したためと考えられる． この事実はgu-

anineと MGの付加体生成と変異原性発現との

関連を否定するものではないが， H202による

MGの変異原性増強と付加体生成量とは関係が

無いことを示すものである．

比02を加えた系 （B)には， HPLCの保持時間

48分の処にguanosineが修飾されたと予想され

る化合物 (compoundA)のピークが検出された．

この化合物は H202を加えない系では生成されな

かった．そこで，この化合物を分離し，各種のス

ペクトルによる構造解析を行った．その結果，こ

の化合物はguanosineの2位のアミノ基がアセチ

ル化された N2-acetylguanosineであることが推

定され，合成した標品との比較により決定され

た．

次に， リン酸緩衝液のpH を変えて反応を行

い， N2-acetylguanosineの生成量を HPLCによ

り経時的に定量した． H202vこよる MGの分解と

同様に， N2-acetylguanosineの生成は反応初期に

早く， 24時間後までは経時的に微増し，その後は

ほとんど変化しないことが分かった．また，pHの

高い方がその収量は高く ，変異原性試験で用いる

緩衝液と同じpH7.4の条件下， 24時間後におけ

嗜好品

Table 4. 嗜好品の変異原性

復帰変異コロニー数／10漏胞

インスタント・コーヒー(1杯； 150ml) 42,000 
レギュラー・コーヒー(1杯； 150ml) 195,000 
紅茶(1杯； 150ml) 28,500 
録茶(1杯； 150ml) 15,750 
スコッチウィスキー（シンゲル：30ml) 2,970 
紙巻きタパコ(1本） 4,ooo• 

Salmonella typhimlllium TAI()()株(-S9mlx)に対する変異原性．
●紙暑きクバコのみ、S.切hlmllliumTA9“紅＋s如山）を伎用．

強される機構について， MG及びかジカルボニ

ル化合物の反応性の面から検討した (Nukayaet 

al., 1993). 

MG をはじめとする G—ジカルボニル化合物は

H202の共存下，リ ン酸緩衝液 (pH6.86)中， 37°c

で速やかに分解し， 10倍量の H202の存在で 1時

間以内に半分以下に減少した．分解生成物を Ta-

ble 3に示したが，主生成物としては出発物質に

対応するカルボン酸が得られた． また， MG及び

1-phenyl-1,2-propandioneに 1/10等量の H202

を加えた場合には， カルボン酸と共に微量の di-

acetyl及び benzilの生成がそれぞれ認められた．

これは分解過程で生成した acetylradicalおよび

benzoyl radicalが重合してできたと考えられる．

20 

これらのラジカルの生成はラジカルトラッピン

グ剤として di-tert-butylperoxyoxalateを使った

ESRの研究によ って確認された．

(4) Methylglyoxalと過酸化水素共存下での核酸

塩基の修飾

a—ジカルボニル化合物は H202 との反応により

速やかに分解し，ラジカル生成などの反応を経て

主生成物としてカルボン酸を生じることが明らか

となった．変異原性発現の第 1段階は変異原物質

による核酸塩基の修飾と考えられている．a-ジカ

ルボニル化合物と H202の反応系に見られたよう

に，反応性の高い基が生成すれば，それにより核

酸塩基が修飾を受けることが十分に考えられる．

゜

． guanosme 

I 

N2-acetyl-
;guanosine 

20 min 0 20 

.caffeine 

40 min 0 

匹anosine 直eine

40 min 

(I) (Il) 

20 

(m) 

Fig. 3. コーヒー溶液中でのグアノシンのアセチル化反応と HPLC.

(I)標品，（II)反応生成物，（ill)両者の混合物．
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る収率は約 1.4% であった．なお，このアセチJレ

化反応は 2'-deoxyguanosineでも 同様に起こり，

その収率は 2.4% であった(Nukayaet al., 1990). 

コーヒー溶液中におけるguanosineのアセ

チル化

本研究の発端となったコーヒーは，長い間癌と

の関係が議論されており，また，TA100株に対

し嗜好品の中では最も強い変異原性を示す (Ta-

ble 4).普通のインスタン トコーヒ ー溶液は 1ml 

あたり約 1.5μgの MGと，見かけ上同じく約

1.5 μgの H202を含有する．そこで，コーヒー溶

液中に加えた guanosine にもアセチル化が起こ

るか否か検討した．イ ンスタン トコーヒー 100

mgを 0.lMリン酸緩衝液 (pH6.8) 5 mlに溶解

し，これに guanosine3 mgを加え 37°c で 24

時間反応させた．未反応のguanosineを除去する

ために，反応液を DIAIONHP-20を用 いて精

製を行い，吸着部の methanol溶出部について

HPLCによる分析を行った．その結果，コーヒー

溶液中でもアセチル化が起こり，N2-acety lguan-

osineが生成していることが明らかになった(Fig.

3). 

(5) 

過酸化水素共存下での methylglyoxalによ

る DNAの修飾

リン酸緩衝液中，H202の共存下で MGによ

り，また，イ ンスタン トコーヒーのリン酸緩衝溶

液中で，guanineの2位のアミノ基がアセチル化

(6) 

される反応は，比02による MGの変異原性増強

及びコーヒーの変異原性発現に関係した化学修飾

であることを示唆するものである．そこで，MG

とH202が共存する系において，DNA中の gua-

nineのアミノ基に対しても同じ化学修飾が起

こるか否かを 32pーポストラベル法を用いて検討し

た．Guanineの炉 位のアセチル化が nucleotide

にとってそれほど大きな化学修飾ではないため

に，従来より行われている 82P-ボストラベル法で

は，アセチル化された nucleotideと正常の nucl-

eotideとを分離することが困難であった．そこ

で，HPLC法による精製を組合せることにより，

この修飾 nucleotideを検出することにした．ま

ず，分析に必要な標準化合物 N2-acetyl-2'-deoxy-

guanosine,その 3'ーリン酸および 3',5'ージリン酸

を合成した。これらの標準物質を使って分析条件

を決定した後，3＇ーリン酸化合物を 32pーボストラベ

ル化すると 3',5'ージリン酸化合物に変換すること

を明らかにし，次に，invitroで MGと比02で

処理した DNA中の N2-acetyl-2'-deoxyguano-

sine の生成を分析した．すなわち， 子牛胸腺の

double或いは singlestranded DNAをリン酸緩

衝液 (pH7.4)に溶解し，これに 20倍モルのMG,

引き続き同量の比02を加え，37°c で3時間イ

ンキュベーションした．この反応により生成した

2'-deoxyguanosineの N2ーアセチル体の検出を次

のように行った．すなわち，反応後の DNAを酵

素で 2'-deoxyguanosine3'-phosphateに分解後，

HPLCで2回分取を繰り返し，得られたアセチル
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Fig. 7. HPLCによる分析と各画分の放射活性．

体画分を同様に 32pーボス トラベル法に供した．こ

こで行われた HPLC[I]の条件及びクロマトグラ

ムを Fig.4に示した．溶出溶媒に リン酸緩衝液な
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どの無機塩溶液を用いると， より 高い分解能を期

待できる．しかし， 得られたアセチル体画分に無

機塩を含むと以後の酵素反応に障害となるので，
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ニバポレートにより除去の可能な組成の溶媒を用 3. TA98株に対する変異原物質

いた． 82pーボストラベル法は，nucleosideの3',5'- (1) 塩基性変異原物質の濃縮法と分離法

Table 5. 3タイプのアミノ基の脱アセチル条件の相違
＋；加水分解される条件，

ー；加水分解に抵抗する条件．
ジリン酸を分離する為の 2次元のTLCにおいて，

最初の展開溶媒が異なることを除いて，ほぼ常法

と同じ条件で行った．しかし，この条件でも Fig.

5に挙げたオートラジオグラフで示したように

N2-acetyl-2'-deoxyguanosine 3',5'-diphosphate 

と正常 nucleotideである 2'-deoxycytidine3',5'-

di phosphateのスボットが重なって観察された．

そこで， このスポットを lM リン酸水素ニナト

リウム水溶液で抽出し， Fig.6に示した HPLC

条件[II]で再度分離を行い，保持時間ごとに放射

活性を測定した．各画分の放射活性を Fig.7に示

したが， いずれも N2-acetyl-2'-deoxyguanosine

3',5'-di phosphate と同一の保持時間の画分に放

射活性が検出された．ここでの分析結果より，

H202が共存する条件で， MGと DNAの反応

で， singlestranded DNAでは核酸塩基の 105個

に1個， doublestranded DNAでは 1が 個に 2

個の割合でアセチル化が起こ っていることが明ら

かになった．

このアセチル化反応がinvitroではあるが，

DNAにも起こる化学修飾であることを証明し

た．現在，この DNAに対する修飾反応がinvivo 

においても起こっているか否か検討を加えてい

る．

環境中の変異原物質研究の一環として， コール

タールに含まれる変異原物質について，芳香族炭

化水素以外の変異原物質の検索を行い，塩基性画

分より 11種の多環芳香族アミンと含窒素多環芳

香族化合物を単離同定した (Fig.8) (Kosuge et 

al., 1982). この研究で塩基性の変異原物質を，構

造上大きく 3種に分類できることが分かった．す

なわち，含窒素多環芳香族化合物と多環芳香族ア

ミン，それに加熱食品から分離された HCAであ

る．この結果をもとに，変異原物質群を非変異原

物質から分離すると同時に，これら 3種の変異原

物質を選択的に分離することを試みた．

これまでに構造が決定され，後の研究で発癌性

であることが明らかになった HCAは，いずれも

三環以上の含窒素多環芳香族アミ‘ノで，分子内に

2-aminopyridineまたは 2-aminoimidazoleの部

分構造を持っている (Wakabayashiet al., 1992; 

Felton et al., 1986; Becher et al., 1988; Knize 

et al., 1990, 1991; Nukaya et al., 1991; Kuro-

saka et al., 1992).そこで，この部分構造におけ

る環窒素の a位に結合したアミノ基と，通常の芳

香族アミノ基との化学的性質の違いを検討したと

ころ， このアミノ基のアセチル体は，他の芳香族

アミノ基より緩和な条件で脱アセチルされること

が明らかになった．すなわち， Table5に示した

ように， 8-acetylaminofl uoran theneなど通常の

芳香族アミンのアセチJレ体では，脱アセチルに塩

畠NH2 、暉2 碕鵡
U) C29 09 

"' 

臼 NH2疇 H2睾疇
(5) (69 (7) (8) 

尋岱塁
(9) (10) (11) 

Fig. 8. コールタール塩基性画分中の変異原物質．
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Fig. 9． 塩基性変異原物質の分離法．

酸などの強い酸が必要であるのに対して，環窒素

の a位に結合したアセチ）レアミノ基では中性条

件でも，封管中 180度に加熱することで加水分解

され，脱アセチルされた．

そこで，この性質を利用して Trp-P-1,IQ など

2-aminopyridineまたは 2-aminoimidazoleの部

分構造を持った化合物を選択的に捕捉することを

試みた．分離方法の概略を Fig.9に示した．常法
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により，加熱分解物より塩基性物質を分離すると，

この画分に含まれる化合物は 3つのタイプ，すな

わち， 2-aminopyridineまたは 2-aminoimida-

zoleの部分構造を持つタイ プA,芳香族アミンの

タイプB, アザ化合物のタイプCとなる．まず，

これらの混合物を氷酢酸中無水酢酸でアセチル化

すると， AとBタイプのみがアセチル化される．

次に， このアセチル体を水—Ethanol (1 : 1)を溶
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Fig. 11. 牛肉エキスの HPLC画分の変異原性．

媒として，封管中 180度で加熱すると， Aタイプ

のみが脱アセチルされ， Bタイプは脱アセチルさ

れないここで，Aタイプの化合物を分離する手

段として，この混合物を trimelliticanhydrideと

反応させると，脱アセチルされたアミノ基を持つ

Aタイプのみがイミドを形成し，その誘導体はカ

ルボキ 、ンル基を持つことになる．そこで，この誘

導体をアルカリで抽出し，他の塩基性の化合物か

ら分離することができる．

次に， この方法を応用して実際に albumin熱

分解物の塩基性画分の分離を行った．分離方法を

Fig. 10に示したが，ここで収量を （ ）内に，活

性を ［ ］内に totalactivityと共に示した．ここ

で得られた a-aminoタイプの画分は 100μgあた

り12000rev.と分離前の塩基性画分の 10倍高い

活性を示した．なお，この活性画分を GCで分析

したところ各成分がピークとして検出できた．ま

た，albumin加熱分解物に標品の 4-MeAaCぉ

よび Trp-P-2を加え，回収率を求めたところ，そ

れぞれ 92% と39% であった．この方法は， Trp-

P-2や IQ タイプの化合物の回収率を上げるため

の改良や Glu-P-1のように他 の変異原物質に比

ベ不安定な化合物について， より緩和な条件の設

定が必要であるが，加熱焙焼された食品中に含ま

れる変異原性物質のような，微量成分の GCゃ
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HPLCによる分析の前処理方法としても利用で

きる．

先に得られた a-amino画分の分析で，albumin

1 kg あたりの 収量は，AaC(31 mg),一般に

MeAaC と呼ばれている 3-MeAaC(4.8 mg), 3-

ethylAaC (2.6 mg), 4-MeAaC (3.1 mg), Glu-P-1 

(45 μg), Trp-P-2 (8 μg)であった．なお，4-MeAaC

の変異原性は 2700rev./ μgで，他の AaC誘導体

の 10倍以上の強さを示しました．

(2) 牛肉エキス中の新規変異原物質

これまでに明らかにされた変異原性 • 発がん性

HCAは，微量ではあるが大半の人々がきわめて

日常的に摂取している化合物である (Wakabaya-

shi et al., 1992). これらの中で PhIPは，他の

HCAに比べ変異原性は比較的低いも のの，食品

中の含量は多く，更に発がん実験において他の

HCAが主に肝がんを発生させるのに対して， こ

の化合物は雄のラットに対して主に大腸がんを，

雌の ラッ トに対して乳がんを発生させるという興

味ある事実を示した(Itoet al., 1991). また，こ

れまでの変異原物質の検索研究は，結果的にでは

あるが，より強い変異原性を持つ化合物が分離，

構造決定の対象になることが多かった．しかし，

その後の研究で，発がん性の強さは変異原性の強

さと必ずしも比例するものではないという事実が

明らかになってきた．この事実と PhIPの例は，

たとえ変異原性が低くても，食品中の含量が多い

もの，或いは特異的な発がん性を有するものにつ

いては， 詳細に検討する必要があることを示して

いる．このような経緯から，これまでの分離研究

において， 変異原性が低いが故に見逃されてきた

HCAについて，再度検討を加える必要性がある

と考えた．そこで，加熱肉食品のモデルとして培

地用の牛肉エキスを選び，そこから新しい変異原

物質を単離，構造決定することで，食品中に含ま

れる未知の変異原物質の解明の一助とすることに

した．

新しい変異原物質の探索にあたり，芳香族アミ

ンに対し特異的に高感受性を示す YG1024株を

使用した (Watanabeet al., 1990).牛肉ニキス中

には IQ,MeIQx, 4,8-DiMeIQx等の既知の強い

変異原性の化合物が含まれている (Takahashiet 

al., 1985a, 1985b).そこで，これらとの混合物か

ら相対的に弱い変異原性の HCAを逃さずに検出

する為に，各種分離剤により分離した各サンプル

を ODSとイオン交換の HPLCで精製し，変異

原性の強い灰雑物の混入を極力排除すると共に，

化合物の含量をピークの高さから予測しながら

分析を進めた．このようにして，新規変異原物質

Compound I及び IIの存在を明らかにした (Fig.

11). 

これらの分離研究を行うのに先立ち牛肉エキス

の中の CompoundI及び IIの含量を予測した．

その際，CompoundI及び IIが 4,8-DiMeIQx

と同じ UV 吸収と分子量を持つと仮定すると，

牛肉ニキス lg中にそれぞれ 6ng及び 4ng含

まれることがわかった．スペクトル解析による化

合物の構造決定に約 1mgを必要とすると，牛肉

ェキス 250kgを処理しなければならない計算に

なる．しかし，そのよ うな大量の試料から微量物

質を分離するのは困難であり ，CompoundI及び

IIを多量に生成する方法を検討することにした．

HCAは creatine,glucose,種々のアミノ酸の加

熱分解物中に生成することが報告されている (Ja-
gerstad et al., 1991).そこで，その実験例を参考

に種々の条件を検討し，最終的に CompoundI 

については牛肉エキスに creatineを加えて加熱

することで 10倍に増量できた．CompoundIIに

ついては creatine,glucoseとthreonineをethyl-

ene glycol中で還流することにより 1000倍近く

生成することに成功した． その後に，これらをブ

ルーコットン抽出，LH-20,CM-Sephadexカラ
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Fig. 12. 牛肉ニキス中の新規変異原物質の構造と変異原性．

ムクロマトグラ フィー， HPLCなどの分離手法に

より単離した．この構造については，Compound

Iは MSと UVより DiMeIQxに水酸基の入

った化合物であることが予想された．そ こで，

DiMeIQxをラットに投与して 代謝産物を単離

し， これと比較する ことにより， 2-amino-4-hy-

droxymethyl-3,8-dimethylimidazo [ 4, 5-/] quino-

xaline (4-CH20H-MeIQx) と決定した (Kim et 

al., 1994). Compound IIについては各種スペク

トル解析， X 線結晶解析により，2-amino-l,7, 9-

trimethylimidazo[ 4,5-g ]quinoxaline (7,9-DiMe-

lgQx) と決定した (Fig.12). これは imidazole

環とquinoxaline環が直線状に結合した骨格を持

つ点で，従来の化合物と異なっていた．

7,9-DiMelgQx は YG1024, TA98 に対 し

S9mix存在下 でそれぞれ 13,800rev./ μg, 670 

rev./μgの変異原性を示した．また，これを標品

として牛肉ニキス中の定巖をしたところ，牛肉ニ

キス lg中に 53ng含まれていた．この量は IQ,

MeIQx に匹敵するものであり， 7,9-DimelgQx 

もこれら同様に加熱食品中に広く存在する ものと

予想された． この化合物の食品中の含最は，東京

都立衛生試験所の牛山の分析データでは，broiled

beef中に 4.2ng/g と PhIPの次に多い (Ushi-

yama, 1994). なお，この化合物の合成は寺尾ら

によっ て発表された (Achiwaet al., 1994).また，

国立がんセンタ ーの落合は，この化合物を投与し

たラッ トで，DNAとのアダクトをボストラベル
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法で検出している (Ochiai,1994). 7,9-DiMelgQx 

は骨格的に既知のものとは異なる特徴を持つこと

から，この化合物の生物活性が他の変異原物質と

異なるこ とも予想され， この化合物の詳細な生物

試験が必要である．

4. おわりに

以上食品中の変異原物質の分離に ついて記し

た．結論として，食品中の変異原物質も環境中の

変異原物質と同様に，分離研究を行うにあたり何

を研究の対象に選択するかが最も大切である．研

究対象が決まっている場合には， その成否は，構

造研究に必要な量をいかに効率よく濃縮できるか

に掛かっている．2番目に大切なのは，分離の指

標となる生物試験の選択である．それも，できれ

ば簡便な試験法が望ましい．しかし，この選択に

より，得られる結果に相違が生ずることが考えら

れ，その点も留意しなければならない短期間に

成果を挙げることができるか否かは，この 2点が

特に大切であると考えている．
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変異原物質の代謝的活性化に関与するチトクローム

P-450の基礎的・応用的研究

Studies on cytochrome P-450 responsible for the metabolic 
activation of promutagens 

鎌滝哲也

Tetsuya Kamataki 
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Summary 
Most genotoxic chemicals are metabolized in the body to exert their genotoxicity. 
Unlike enzymes involved in the intermediate metabolism, enzymes responsible for the 
activation of genotoxic chemicals show differences in the catalytic properties, resulting 
in the species differences in the in vivo genotoxicities. Thus, it was needed to use human 
enzymes to estimate the genotoxicities of chemicals to humans. In this respect, crude 
enzyme preparations including human liver microsomes have been added to the muta-
tion assays. However, there are many problems in using human liver samples. To 
develop a new method which allows us to estimate genotoxicity of chemicals to humans, 
we established cell lines carrying human drug metabolizing enzymes. A Chinese hamster 
cell line, CHL were transfected first with cDNA coding for NADPH-cytochrome P-450 
reductase. To this cell was further transfected with human CYP1A2 cDNA which we 
found in previous studies to be highly active to N-hydroxylate some typical heterocyclic 
amines such as IQ. In addition, NATl (monomorphic N-acetyltransferase) or NAT2 
(polymorphic N-acetyltransferase) cDNA was transfected to the cell carrying the reduc-
tase and CYP1A2 cDNAs to establish ANM and ANP cell lines, respectively. Cyto-
toxicity as well as mutation rates caused by the addition of IQ and some other heter-
ocyclic amine compounds were increased rather specifically in ANP cells, indicating that 
these chemicals are activated by the reconstructed enzyme system including the reduc-
tase, CYP1A2 and NAT2. 

Keywords: cytochrome P-450; metabolic activation; prornutagens 
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1. はじめに

発癌のプロセスはがん原物質による DNA の

化学修飾によ るイニシニーションから始まる．化

学修飾された DNA の多くは修復酵素によ って

修復されるが，たまたま元通りに修復されずに変

日本環境変異原学会

異が残ると発癌に結び付くこととなる．がん原物

質はそのままの形で DNA を化学修飾すること

は極めて稀である．それはがん原物質がもと のま

までは化学的に安定で DNA と反応できないた

めである．多くのがん原物質は生体内で代謝さ
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れ，生成した化学的に反応性の高い活性代謝物が

DNAと結合する．したがって，代謝的活性化の

プロセスは化学物質の発がん性を決定する重要な

因子と考えることが出来る．代謝的な活性化には

種々の酵素が関与する．これらの酵素の性質や量：

が活性代謝物の生成量を決定する．

がん原物質による発がんに動物種差や性差が存

在することが知られている．化学物質による発が

んの種差や性差は代謝的活性化の種差や性差と相

関していることから，発がんにおける代謝的活性

化酵素の重要性が指摘されている．

がん原物質の生体内代謝に関与する酵素の中で

もチトクローム P450は中心的な酵素である．チ

トクロ ーム P450には多くの分子種が存在する

(Nelson et al., 1993).がん原物質又は生体外異物

の代謝にはチトクローム P450の内でも CYPlA-

3A (4Aの関与も示唆されている．中心的にはlA)

が関与する．

ある化学物質の癌原性が実験動物で証明された

としても，それがヒトにおいても癌原性である保

証がないまた，動物では癌原性がなくともヒト

では癌原性があるかも知れない．ヒトにおける化

学物質の発がんリスクを予測するためにはヒトの

活性化酵素を用いて研究することが最善である

が，たとえば Ames系にヒトの肝臓の S-9など

を添加して研究することは事実上不可能である．

そこで，著者らはヒトの酵素の遺伝子を培養細胞

系に導入して発現させ， ヒトの酵素によるがん原

物質の発がんリスクの予測系として有用であるか

について検討することを企画した．ヒトの酵素を

発現する細胞に変異原物質やがん原物質を与えた

とき，細胞内で活性代謝物が生成し，細胞毒性や

2. ヘテロサイクリックアミンの活性化酵素

加熱食品中には高い変異原性を示す IQなど多

数のヘテロサイクリックアミンが存在することが

日本において国立がんセソターの研究グループを

中心に見いだされた．これらの変異原物質はサル

モネラ菌を用いた変異原性試験で，PCBを投与

したラットの肝 9,000Xg上清を活性化酵素とし

て用いると強烈な変異原性を示すことから，PCB

を投与したラ ットの肝臓に多量に存在する酵素が

活性化に関与することが予想された．活性化酵素

に関する研究から我々は当時まだ性質が明かでな

かったチトクローム P-450の一種 P-448-H（スペ

クトル的に高スピソ型のチトクローム P-450,現

在は CYP1A2と呼ばれている）が高い選択性を

もってこれらヘテロサイクリックアミンを活性化

することを見いだした (Ishiiet al., 1981; Kama-

taki et al., 1993; Yamazoe et al., 1983, 1984). 

Table 1にその例を示した．用いた変異原の Trp-

P-2, Glu-P-1, IQ, 2-aminofluorene, 2-acetylami-

nofluorene, 4-aminobiphenylそれに aflatoxin

B1のいずれも CYP1A2は CYPlAlよりも効率

良く活性化し， ことに Glu-P-1,IQ および 4-

aminobiphenylは特異的と言えるほど CYP1A2

によって効率良く活性化された．唯一， CYPlAl

が CYP1A2 より も高い活性を示したのは ben-

zo(a)pyrene のみであった． もともと CYP1A2

遺伝子損傷が起こることが期待された．一方，導

入した酵素がヒトにおいて遺伝的な多型性がある

とすれば，この酵素の遺伝的な多型が発がんリス

クに相関することが予測される．この点について

も研究の対象とした．

Table 1. Mutagenic Activation of Promutagens by CYP1A2 and CYPlAl 

Promutagens Tester Strain CYP1A2 CYPlAl 
(rev. x 1 o-3/nmol P-448) 

Trp-P-2 TA98 7810 3650 
Glu-P-1 TA98 5090 180 
IQ TA98 2410 202 
2-Aminofluorene TA98 211.4 63.1 
2-Acety laminofl uorene TA98 5.05 1.43 
4-Aminobiphenyl TA98 11.50 1.58 
Afla toxin B 1 TAlOO 8.17 1. 73 
Benzo[a]pyrene TAlOO 0.84 2.22 
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Fig. 1. Correlation between the metabolic activation of heterocyclic amines and the amount of 
P4501A2 in different human livers. 

はウサギの肝臓に大量に存在し，ウサギの肝ミク

ロゾームから初めて生成されたので， ラット以外

の動物にも存在することは予測されていた．ラッ

ト以外の動物の CYP1A2がこれらのヘテロサイ

クリックアミ ンを活性化するかどうかは多くの研

究者によって注目された．その後，ラットの CY-

P1A2のみではなく ，ヒトを含む他の動物種でも

CYP1A2がヘテロサイクリックアミンの多くを

極めて効率良く活性化することが著者らの研究グ

ループをはじめ他の研究グループによって証明さ

れてきている (Kitadaet al., 1990; Ubukata et 

al., 1992).肝ミクロ ゾームのなかで CYP1A2が

ヘテロサイクリ ックアミンの活性化に中心的な役

割を果たしていることは以下の事実によって裏ず

けられた．すなわち，肝ミクロゾームに CYP1A2

の抗体を加えるとほとんどの活性が阻害され，多

数のヒトの肝を用いてその CYP1A2含量と活性

化能の間の相関をとったときに高い相関係数を示

し，しかもその直線が原点付近を通った (Fig.1). 

一方，ヘテロサイクリックアミンの活性化メカ

ニズムに関する研究から，これらの変異原は CY-

PlA2 によって N—水酸化され，生じた N—水酸化
体はサルモネラ菌体内に存在する〇ーアセチル転

移酵素によって 0-7 セチル化され，この O—アセ
チル体が究極活性代謝産物であることが判明し

た． ヒトや動物においては N—アセチルトランス

フェラーゼとして従来知られている酵素によって

〇—アセチル化されることも明かとなった(Saito et 

al., 1986). 

3. ヒト CYP1A2と〇ーアセチル転移酵素を発現

する細胞系の樹立

CYP1A2と 0-7セチル転移酵素がヘテロサイ

クリックアミンの活性化に中心的な働きをするこ

とは精製酵素などを用いた研究で明かとなった

が，これらの酵素を哺乳動物の細胞内で発現させ

た場合にヘテロサイクリックアミンが細胞内で発
ヽ

現酵素によって活性化され細胞毒性や遺伝子の変

異を起こすか否かを検討した．とくに， 0-アセチ

ル転移酵素（N-アセチル転移酵素と同一， NAT)

にはヒトにおいて遺伝的な多型のない NAT1と

多型性を示す NAT2の2種が存在することが知

られており，そのいずれがヘテロサイクリックア

ミ‘ノの活性化に関与しているのかも重要であると

考えられた．そこで，チャイニーズハムスター由

来の CHL細胞にまず NADPH-チトクローム P-

450還元酵素の cDNAを導入し，さらにヒトの

CYP1A2 (NIHの Dr.Gonzarezより供与）の

cDNAを導入した細胞(A2R)系を樹立した．こ の

細胞に NATlまたは NAT2をコードするcDNA
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Table 2. N-Acetyltransferase Activity in Cell Lines Transformed with NATI or NAT2 

cDNA 

Table 3. Relative Sensitivity to Heterocyclic Amines of Cell Lines Expressing CYP1A2 
and NATs 

Transformed with Substrate Transformed with 
Cell line 

CYP1A2 NATl NAT2 PABA* Sulfamethazine 
Cell line 

CYP1A2 

Relative sensitivity* to 

NATl NAT2 

CR-68 
A2R-5 
CNM-4 
ANM-13 
CNP-16 
ANP-25 

+
-
+
-
+
 

＋
＋
 

＋
＋
 

(nmol/min/mg protein) 

ND** ND 
ND ND 
316 0.62 
46.4 ND 
ND 4.59 
ND 7.20 

CR-68 
A2R-5 
CNM-4 
ANM-13 
CNP-16 
ANP-25 

+
l
+
-
+
 

＋
＋
 ＋

＋
 

IQ 

1.0 
1.0 

1.0 
1.4 
1.0 
380 

MeIQ 

1.0 
1. 7 

1.0 
1. 7 
1.0 
100 

MeIQx 

1.0 
1.0 

1.0 
2.1 
1.0 

100 

* Calculated from LD50 values. 

* p-Aminobenzoic acid. ** Not detectable. 

（東京都神経科学研究所，出口博士より供与）をそ

れぞれ導入した (Sawadaet al., in press). NATl 

と NAT2の cDNAを導入した細胞をそれぞれ

ANMおよび ANP細胞と命名 した．これらの酵

素が細胞内で発現しているのはウエスタンブロッ

トやノ ーザ‘ノブロットで確認し， NATlとNAT2

の発現に関 しては さ らに P—アミノ 安息香酸やス

Jレファメタジ ‘／の N-アセチル化酵素活性で確認

した (Table2). 

4. ヒト CYP1A2と〇ーアセチル転移酵素を発現

する細胞におけるヘテロサイクリックアミン

の活性化

樹立された細胞のカ ルチャーメジウ ムに IQを

添加し， これらのヘテ ロサイクリックアミンによ

る細胞毒性を調べ た． NADPH—チトク ロー ム

P450還元酵素に加え CYP1A2とNAT2の両方

を発現させた細胞にのみ強い細胞毒性が認め られ
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た (Fig.2). この細胞毒性は細胞の 6ーチオグアニ

ソ耐性突然変異と並行して起こ っていた (Fig.3). 

細胞毒性は CYPlAの強力な阻害剤である a-

naphthofla voneを添加すると消失したことから，

細胞内に発現した CYP1A2 が IQを N—水酸化

し， ついで NAT2が 0ーアセチル化したと考えら

れる．親株の CHL細胞に各変異原物質を添加し

たときの ICooを1.0とお くと， ANP細胞では

IC5。値は 380分の 1であり，極めて少量の IQで

も細胞内で活性化され細胞毒性や変異原性を示し

た．ANP細胞は IQのみでな くMeIQゃMeIQx

も活性化し，これらの変異原物質に対して親株に

くらべ約 100倍の高い感受性を示した (Table3). 

これらの結果は，与えたヘテ ロサイクリ ックアミ

ソがヒト のCYP1A2と遺伝的な多型を示す NA-

T2によ って効率良く活性化 されることを明確に

示している．

5. まとめとして：活性化酵素とヒトにおける癌

原性の予測系

変異原／癌原物質の活性化酵素に関しての研究

は歴史的にも重要視され，様々な研究が展開され

てきている．我々はまず，1)肝臓の ミクロゾーム

画分などの粗酵素標品を用い，活性化酵素の必要

性を証明し (Yamazoeet al., 1983), 2)如何なる

酵素が活性化に関与するのか，酵素を精製して直

接証明した (Kamatakiet al., 1983; Yamazoe 

et al., 1983; Kawano et al., 1985; Ohta et al., 

1989, 1990; Kitada et al., 1989, 1991). その後

3)活性化に関与する酵素の cDNAを単離し， 単

離した cDNAを適当な発現ベクタ ーにつなぎ，

酵母等に発現させ，発現酵素を用いてその酵素の

活性化酵素としての意義を確認した (Uchidaet 

al., 1990; Komori et al., 1992).そして更に新し

い研究の展開として， 4)酵素を大量に調製して

用いるのではなく，酵素を適当な哺乳動物の細胞

に発現させ，細胞内で，しかも低濃度の変異／癌原

物質で遺伝子損傷が起こるかを検証して きてい

る．また，同時にヒト における癌原性の予測に意

義ある研究として本稿で一例を示したよ うに，ヒ

トの活性化酵素を細胞に発現させ， その意義を明

かにすることを目標 として研究を進めてきた(Ki-

tamura et al., 1992; Sawada et al., 1992, 1993). 

現在可能な先駆的な研究として最後に，5)ヒトの

遺伝子を発現する遺伝子導入動物を作成し， それ

を用いてヒ トにおける化学物質の発がん リスクを

調べるこ とが目標となった．浪者らは遺伝子導入

動物の樹立とその変異原試験への応用の研究にす

でにショ ウジョウバェで成功をおさめ （三菱化成

総合研究所， 吉川博士らとの共同研究） （Komori 

et al., 1993),ヒトのチ トクローム P-450の遺伝子

を導入した トラソスジェ ニックマ ウスの作出にも

成功し（九州大学，勝木教授らとの共同研究）， そ

の発がんリ スクとの関連など研究中である．
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In vitro染色体異常試験における濃度設定のための

細胞毒性試験法の比較

Comparison of six cytotoxicity tests to find optimal dose 
range for the in vitro chromosomal aberration test 

杉木靖子，山崎奈緒美，松岡厚子，鈴木孝昌，

林 真，祖父尼俊雄

Sugiki, Y., N. Yamazaki, A. Matsuoka, T. Suzuki, M. Hayashi and T. Sofuni 

国立衛生試験所 変異遺伝部

158東京都世田谷区上用賀 1-18-1

Division of Genetics and Mutagenesis, National Institute of Health Sciences, 
1-18-1 Kamiyoga, Setagaya-ku, Tokyo 158 

（受付： 1994年 3月 17日；受理 1994年 4月 11日）

Summary 
To find the optimal dose range of chemicals for the in vitro chromosomal aberration 
test using Chinese hamster cells, regulatory guidelines suggest some cytotoxic indicators, 
e.g., cell confluency, viable cell number, colony forming efficiency, and mitotic index. 
The cell growth inhibition test using "Monocellater", which measures all confluency is 
widely used in Japan. We compared six different cytotoxic indicators for dose-finding: 
1) cell growth inhibition measured by Monocellater (Olympus Opt. Co., Ltd.), 2) cell 
growth inhibition by crystal violet staining using 96-well plates, 3) viable cell count by 
trypan blue staining, 4) measurement of lactate dehydrogenase (LDH) activity released 
from damaged cells into culture medium, 5) colony forming efficiency by direct and re-
plating methods (CFE), and 6) mitotic index evaluation of the slides analyzed for chro-
mosomal aberrations. A Chinese hamster lung fibroblast cell line, CHL/IU, was treated 
with four model chemicals (N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG), potassium 
bromate, hydrogen peroxide, and cetylpyridinium chloride morohydrate) and analyzed by 
optimized protocols for each assay. To evaluate the relation of cytotoxic and clastogenic 
effect, the in vitro chromosomal aberration test was also performed using CHL/IU cells. 
All assays showed dose-dependent cytotoxicity, to all model chemicals, except for 
the LDH assay, which responded only to cetylpyridinium chloride morohydrate. The 
CFE differ from the chromosomal aberration assay in test condition, and was the most 
sensitive among test studied. We could observed metaphase chromosomes, even when 
CFE value was reduced to almost 0%. Thus the LDH assay and the CFE have limited 
values for does selection. The other four cytotoxic endpoints appear to be acceptable 
for preliminary dosefinding tests in the in vitro chromosomal aberration test. 

Keywords: chromosomal aberration; growth inhibition; colony forming efficiency; lactate 
dehydrogenase; mitotic index 
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緒言

In vitro染色体異常試験における濃度設定のた

めには，いくつかの細胞毒性試験法が採用されて

いる．主な細胞毒性の指標には，生細胞数， コロ

ニー形成率， 細胞分裂指数などがあり (Scottet 

al., 1990; OECD, 1990），我が国においては，単層

培養細胞密度計 (Monocellater，オリソパス光学

工業（株））を用いた細胞増殖抑制試験法（祖父

尼， 1991)が紹介されている．しかし，これらの

試験法ではそれぞれ異なった指標を用いているた

め，検出感度もさまざまである．そこで，これら

の試験方法に加えて， 96マルチウニルプレート

を用いる細胞毒性試験法の中から，死細胞からの

乳酸脱水素酵素（lactatedehydrogenase, LDH) 

の遊離を指標とする方法 (Sasakiet al., 1992），ぉ

よびクリスタルバイオレット染色による増殖抑制

試験 (Saotomeet al., 1989)を実施して，4種の

化合物の細胞毒性を比較した．また，同一化合物

について染色体異常試験を行い，構造異常の誘発

と細胞毒性との関係を検討した．

材料および方法

1. 細胞

チャイニーズハムスター肺由来繊維芽細胞株

CHL/IU (JCRB細胞バンク）を 10%仔牛血清

(Cell Culture Lab.)を含むイーグル MEM 培地

(GIBCO BRL)を用いて， 5%CO2, 37°C条件下

で培養した．

2. 試験化合物

染色体異常誘発性があり，それぞれ異なる作用

機序をもつ化合物の中から， N-methyl-N'-nitro-

N-nitrosoguanidine (MNNG, CAS No. 70-25-

7), potassium bromate (CAS No. 758-01-2),ぉ

よび hydrogenperoxide (CAS No. 7722-84-1) 

を使用した．また，明らかな細胞毒性を有する化

合物として， cetylpyridiniumchloride monohy-

drate (CAS No. 123-03-5)を用いた．これらの化

合物を日局生理食塩液に溶解し，細胞毒性試験お

よび染色体異常試験の検体を調製した．
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3. 細胞毒性試験

3-1. Monocellaterを用いる細胞増殖抑制試験

(Monocella ter) 

4xlが個の細胞をシャーレ（直径 3.5cm)に播

種し，24時間培養後に検体を添加した （添加量

5 μI/ml). さらに 48時間培養後，シャーレを生理

食塩液で洗浄し， 10% ホルマリ‘ノで 10分間固定

し，0.1% クリスタルバイオレット溶液で 15分間

染色した． シャーレを水洗， 乾燥し， Monocel-

laterを用いて 555nmにおける吸光度を測定し

た．溶媒対照のシャーレの吸光度を 100% とし

て，各用量における細胞増殖率を求めた．

3-2. 96マルチウェルプレートを用いるクリスタ

ルバイオレット法 (CV)

2xlが個の細胞を各ウエルに播種し，24時間

培養後に検体を添加した。 48時間培養後，プレー

トを生理食塩液で洗浄し， 10% ホルマリ‘ノで 15

分間固定し， 0.1% クリスタルバイオレット溶液

で 15分間染色した．プレートを水洗，乾燥し，

各ウエルに酢酸ー50％ニタノール混液 (1: 99)を

0.2ml加えて色素を抽出し，プレートリーダーを

用いて 620nmにおける吸光度を測定した．溶媒

対照群のウエルの吸光度の平均を 100% として，

各用量群における細胞増殖率を算出した．

3-3． トリパンプル一色素排除法による生細胞の

計数 (Cellnumber) 

lxlが個の細胞をシャーレ（直径 6cm)に播

種し， 24時間培養後に検体を添加した． さらに

48時間培養後， トリプ、ンソ処理で細胞を回収し，

l~5 mlの新鮮培養液に再懸濁させた．さらに

0.4% トリパンブルー溶液で希釈した後，血球計

算盤を用いて生細胞数を計数し，シャーレ 1枚あ

たりの生細胞数を求めた．溶媒対照のシャーレの

生細胞数を 100%として各用量における細胞増

殖率を求めた．

3-4. 遊離 LDH活性の測定による細胞生存率の

算出 (LDH)

a. 試験化合物による LDH活性阻害の検出

培養容器に単層に増殖した細胞を，マグネシウ

ムおよびカルヽンウムを含まない PBSで洗浄し，

さらに少量の PBSを加えた後に凍結，融解を 3

回繰り返した．PBSを回収し， 3000rpm で 5分

間遠心して得られた上清を LDH標準液とした．

この LDH標準液を 96マルチウエルプレートに

100 μlずつ分注し，各濃度に調製した検体を 10

μlずつ添加し，室温で 20分間反応させた．処理

後，各ウェルの LDH活性を測定し (KYOKUTO

微量毒性試験試薬， MTX"LDH",極東製薬工業

（株））， 試験化合物による酵素活性の阻害がない

ことを確認した．

b. 細胞生存率の算出

2Xlが個の細胞を 96マルチウエルプレートに

播種し， 48時間培養後，培養液をマグネ、ンウムお

よびカルシウムを含まない PBSと交換した．各

ウエルに検体を添加し，室温で 20分間処理した

後，培養上清を採取し，上清中の LDH活性を測

定した． プレートリーダーを用いて 620nmにお

ける吸光度を測定し，次式によ って細胞生存率を

求めた．陽性対照には tween20（最終濃度 0.05

v/v%)を用いた．

式：細胞生存率 （％）

= {1-(a-b)/(c-b)} x 100 
a: 試験群の吸光度の平均値

b: 陰性対照群の吸光度の平均値

C :陽性対照群の吸光度の平均値

3-5. コロニー形成率 (Colonyforming efficien-

cy, CFE) 

Direct法と Replate法の 2種類の方法で行い，

それぞれ溶媒対照群での出現コロニー数を 100%

として，各処理群におけるコロニー形成率を求め

た．

a. Direct法

200個の細胞をシャーレ （直径 6cm) に播種

し， 24時間培養後に検体を添加した．さらに 6日

間培養後， メタノールで 5分間固定， 4.0% ギム

ザ液で 20分間染色し，出現コロニー数を計数し

た．ただし， コロニ ーは 50個以上の細胞で形成

されているものを 1つとしてカウントした．

b. Replate法

1 X 106個の細胞をシャーレ（直径 6cm)に播

種し， 24時間培養後に検体を添加した． さらに

48時間培養後， トリプシン処理で細胞を回収し，

新鮮培養液に再懸濁させ， 200個ずつをシャーレ

に播種した． 7日間培養後， Direct法と同様に固

定 ・染色し，出現コロニー数を計数した．

3-6. 細胞分裂指数 (Mitoticindex, Ml) 

染色体異常試験の観察に使用したものと同じ標

本を用いた． 1用量につき少な くとも 1000個の

細胞を観察し，分裂細胞の割合 (MI)を求めた．

また，溶媒対照の MIを 100% として，各用量に

おける MIの低下を求めた．

4. 染色体異常試験

lxlが 個の細胞をシャーレ（直径 6cm)に播

種し， 24時間培養した。各濃度に調製した検体を

添加し， 24および 48時間連続処理後，染色体標

本を作製した．標本作製 2時間前にコルセミド

(GIBCO BRL,終濃度 0.2μl/ml)を加えた後，

トリプ、ンン処理で細胞を回収し， 0.075M KCIで

37°c, 1s分間の低張処理を行い， メタノ ールー酢

酸 （3: 1)液で細胞を固定した．この細胞浮遊液

をスライドガラス上に滴下し，通常の空気乾燥法

で標本を作製し， 2.0% ギムザ液で 15分間染色し

た．1用量につき 100個の分裂中期像を観察し，

構造異常および数的異常の分析を行った．

結果

LDH法を除くすべての細胞毒性試験法によ

り， 4種の試験化合物の濃度依存的な細胞毒性を

検出した (Table1). LDH法では，用いた全ての

試験化合物による酵素活性の直接阻害は，ほとん

どないことが確認された．さらに， cetylpyridi-

nium chloride monohydrateを処理した細胞群

においてのみ，濃度依存的な LDH活性の上昇が

認められたが，他の 3種類の化合物を処理した細

胞群では，陰性対照と同程度の LDH活性しか認

められず，細胞毒性は検出できなかった (Fig.1). 

LDH法と CV法を除いた試験の結果を，化合

物ごとに Fig.2に示した． CV法の結果は，Mo-

nocellaterを用いた細胞増殖抑制の結果と比較的

良く相関していたため，図には示さなかった．
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Table 1. Comparison of in vitro cytotoxicity tests and chromosomal aberration test 

Sample 
Dose Mono- b Cell 
(μ M) cellater• CV numbeJC LOH 

CFEd 

Direct Replate 

24hour 48hour 

゜MI(%) CA 
f 
Ml{%) CA 

MNNG 

Potassium 
bromate 

Hydrogen 
Peroxide 

゜S.3 
11 

21 

42 

85 

170 

340 

゜47 
94 

190 

370 

750 

1500 

3000 

゜6.9 
14 

28 

ss 
110 

220 

440 

Cetylpyridinium 
chloride 
monohydrate 2

4

9

7

5

 

O

O

O

O

L

3

7

4

8

 

0
0
1
3
0
0
8
7
5
1
4
4
2
5
4
0
0
9
8
9
3
9
3
6
9
4
4
1
4
0
0
0
9
1
9
6
9
2
7
7
4
5
1
9
0
0
0
9
1
9
1
0
4
7
7
5
9
3
7
1
6
1
0
 

100.0 

NT 

83.2 

76.9 

30.8 

12.1 

5.9 

NT 

100.0 

NT 

103.8 

105.7 

87.2 

54.9 

18.6 

NT 

100.0 

NT 

52.5 

45.7 

19.4 

11.7 

5.7 

NT 

100.0 

NT 

NT 

92.4 

82.5 

60.5 

35.3 

16.6 

NT 

100.0 

NT 

50.8 

34.6 

18.3 

5.8 

4.3 

NT 

100.0 

NT 

88.2 

80.0 

57.5 

46.2 

15.0 

NT 

100.0 

NT 

92.6 

75.6 

36.3 

12.6 

2.0 

NT 

100.0 

NT 

NT 

82.2 

72.3 

45.1 

34.8 

16.0 

NT 

100.0 

NT 

95.6 

103.3 

100.4 

95.S 

105.4 

NT 

100.0 

NT 

105.6 

105.8 

103.7 

104.7 

102.9 

NT 

100.0 

NT 

99.1 

101.0 

101.4 

97.4 

98.3 

NT 

100.0 

NT 

NT 

101.1 

97.3 

88.9 

70.1 

47.6 

NT 

100.0 

NT 

76.0 

19.7 

0.2 

0.0 

0.0 

NT 

100.0 

NT 

104.6 

100.3 

62.3 

0.3 

0.0 

NT 

100.0 100.0 

NT NT 

95.8 105.8 

4.4 120.9 

0.0 86.4 

0.0 12.9 

0.0 0.s 
NT NT 

100.0 

NT 

NT 

105.3 

100.9 

86.8 

47.5 

0.4 

NT 

100.0 

NT 

SS.4 

11.0 

0.2 

0.0 

0.0 

NT 

100.0 

NT 

98.2 

82.3 

66.1 

6.9 

0.0 

NT 

言
NT
塁

四

巴

叫

NT

9.4 (100.0) 7 

NT NT 

5.9 (62.8) 22 

3.9 (41.5) 56 

2.3 (24.5) 99 

0.6 (6.4) TOX 

0.1 (1.1) TOX 

TOX TOX 

7.3 (100.0) 

6.3 (86.3) 

5.4 (74.0) 

4.3 (58.9) 

4.0 (54.8) 

2.7 (37.0) 

1.2 (16.4) 

NT 

5.1 (100.0) 

NT 

6.2(121.6) 

5.2 (102.0) 

4.1 (80.4) 

3.1 (60.8) 

2.5(49.0) 

1.9 (37.3) 

NT 

3
3
1
2
2
3
4
5
8
9
O
X
N
T
 

T
 

S.1 (100.0) 7 

3.S(68.6) 8 

2.3(4S.1) 12 

1.6 (31.4) 41 

0.1 (2.0) TOX 

TOX TOX 

TOX TOX 

NT NT 

8.9(100.0) 3 

NT NT 

6.1 (68.5) 22 

4.8 (53.9) 58 

3.2 (36.0) 75 

1.S(16.9) 100 

0.1 (1.1) TOX 

TOX TOX 

6.4(100.0) 2 

7.1 (110.9) 5 

6.S(101.6) 13 

4.9 (76.6) 27 

3.3 (51.6) 43 

l.O (15.6) TOX 

0.0 (0.0) TOX 

NT NT 

7.6(100.0) 1 

5.8 (76.3) 2 

6.0(78.9) 6 

5.8 (76.3) 24 

1.4 (18.4) 51 

TOX TOX 

TOX TOX 

NT NT 

7.6 (100.0) 1 

NT NT 

6.9 (90.8) 3 

5.5 (72.4) 3 

4.3 (56.6) 1 

3.7 (48.7) 3 

1.6 (21.1) 1 

0.6 (7.9) TOX 

NT NT 

•cell growth inhibition measured by Monocellater. 
bCell growth inhibition measured by crystalviolet staining method using 96-well plates. 
c:Viable cell number measured by trypan blue dye exclusion method. 
dColony forming efficiency. 
eMitotic index(percentage of solvent control). 
!Frequency(%) of chromosomal aberrations per 100 cells. 
NT; not tested, TOX; few analyzable metaphase cells. 
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Fig. 1. Dose-response curves for 4 chemicals 
tested by LOH release assay. Only the 
cetylpyridinium chloride monohydrate 
showed dose-depedent cytotoxicity. 

認められたが，他の指標による細胞毒性はほぽ同

じ用量反応曲線を示した． Hydrogenperoxideで

は，それぞれの指標より異なった用量反応曲線が

得られ， Monocellaterによる結果が最も弱<,
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性を示した．特に MIは，細胞がほとんど死滅し

ているか，分裂細胞がほとんど無いため，高用量

群での算出は不可能であった．Cetylpyridinium

chloride monohydrateの場合には，ほとんどの

試験法でほぼ同様の用量反応曲線を示したが，

CFEの replate法では濃度に依存した細胞毒性

が認められなかった．

MNNG, potassium bromate,および hydro-

gen peroxideの処理によって，染色体の構造異常

の出現頻度は濃度依存的に上昇した．しかし， ce-

tylpyridinium chloride monohydrateでは，分裂

細胞がほとんど無くなり，観察が不可能になるよ

うな高濃度で処理しても，染色体異常の誘発は認

められなかった．

全体的に CFEは他の試験法と比較して強い細

胞毒性を示し，この傾向は Direct法で特に強く

認められた．また，Monocellaterを用いて求め

た細胞増殖抑制は，他の指標と比較して同程度，

あるいは若干弱いものであった．その他の指標に
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MNNGでは， CFE,Cell number，および MIの

結果はほぽ同様の用量反応曲線を示したが， Mo-

nocellaterにより求めた細胞毒性の結果は，これ

らよりも弱いものとなった． MNNGで処理した
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場合には細胞が膨化し， 溶媒対照と同等の細胞密

度を示した濃度でも，実際の生細胞数は溶媒対照

の 50%にまで減少していた．Potassiumbro-

mateで処理した細胞では， CFEの急激な減少が

Fig. 2. The results of cytotoxicity tests and chromosomal aberration test in CHL/IU cells treated 
with MNNG, potassium bromate, hydrogen peroxide, and cetylpyridinium chloride mono-
hydrate. Cell growth inhibition measured by monocellater（●） and viable cell number (0) 
were measured after 48 hours treatment. Mitotic index（▲） was counted after 24 hours 

t!eatment. Colony forming efficiency was tested both direct（口） andreplate（■）method. 
Colums show the frequency of aberrant cells per 100 cells. 
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は，特定の傾向は認められなかった．

考察

LDH法は，主に界面活性剤の細胞毒性検出系

として開発された試験方法である．この方法は，

細胞膜破壊にともなう遊離 LDH活性を測定する

ことにより，細胞死を直接的に定量できるという

利点を有している．一方，添加した被験物質が，

測定サンプルである培養上清に混在するため，被

験物質が LDH活性を直接阻害するような場合に

は測定が不可能となる．また，血清自身が LDH

を多量に含んでいるため，血清存在下では試験の

感度が著しく低下するという欠点をも持ち合わせ

ている．そこで今回は， LDH法の利点を生かす

ため， Sasakiらの方法 (1992)に従い， LDH法

が染色体異常試験の簡便な濃度設定試験となり得

るかを検討した．しかし，今回試験に用いた化合

物の中では， cetylpyridiniumchloride monohy-

drateでのみ毒性反応が認められた．試験化合物

による LDH活性の直接阻害は認められなかった

ことから， LDH法は界面活性剤のように速やか

に細胞膜の融解を起こす化合物の毒性検出法とし

ては優れているが， DNAに直接あるいは間接的

に作用して細胞毒性を引き起こすが，速やかに細

胞膜の融解をもたらさない化合物には適さないこ

とが確認された．

Armstrongら (1992)は各種の細胞毒性と染色

体異常の関係を調べ， CFEが最も感度の高い方

法で，染色体異常試験の細胞毒性指標として最も

適しているとしている．彼らの方法は，CHO細

胞を用い，検体処理時間は 3時間で行われたもの

で，今回の試験プロトコールとは異なっている．

我々の結果からも， CFEはすべての化合物にお

いて，他の試験法と比較して高感度であり，細胞

毒性試験としては優れた方法であることが確認さ

れた．しかし，CFEの試験条件は，染色体異常試

験とは異なる点が多いため，いくつかの問題点を

持っている． Direct法では検体添加時の細胞密

度が低いことや検体の処理時間 (6日間）が長い

ことが挙げられる．Replate法は細胞密度や増殖

状態検体処理時間とい う点では，染色体異常試

験の条件と適合しているが，処理後，細胞を播種
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し直すため，試験方法が煩雑になること， トリプ

シン処理の影響が，後のコロニー形成率へ反映さ

れる可能性があることが問題点として挙げられ

る．染色体異常を持つ細胞の中には， コロニー形

成の細胞分裂の過程で選抜されてしまうものもあ

り，必ずしも染色体標本作製時の細胞毒性を直接

反映しないと考えられる．このことは CFEが

0% に近い値をとる濃度であっても，染色体異常

試験の条件では，観察に必要な分裂中期細胞を得

ることができる場合があったことからも伺える．

そのため， 50% コロニー形成阻害濃度を染色体

異常試験の処理濃度とすることには問題があると

考えられた．

MI ~ま，分裂細胞の割合を直接求める方法であ

るため，染色体観察の可否を直接反映している．

しかし，濃度設定のための予備試験として考えた

場合，観察に時間を要し，簡便性に欠ける方法で

ある．

Monocellaterを用いた細胞密度の測定による

細胞増殖抑制試験は，他の指標と比較して低感度

であった．これは，Monocellaterでの測定結果に

は培養の過程で死んだ細胞も含まれており ，実際

の生細胞数よりも大きな値が得られ，細胞毒性の

検出感度としては低くなるものと考えられる．ま

た，被験物質を高濃度で処理した場合には，急激

な毒性作用のため細胞が、ンャ ーレに固定された状

態となり ，見かけ上，高用呈群で用量反応曲線が

上昇することがある．したがって， Monocellater

を用いて増殖抑制試験を行う際には，細胞を固定

する前に，位相差顕微鏡を用いて形態や増殖状態

を確認することも必要であると思われる。しか

し，本試験法は比較的簡便で，染色体異常試験と

同様の条件での試験実施が可能であるため，被験

物質の試験濃度領域の設定試験として使用できる

方法であった．また，96マルチウエルプレートを

用いる CV法は， Monocellaterを用いる方法と

同様単層に増殖した細胞密度を毒性の指標とし

ているため，両者の間には高い相関性が認めら

れ，直接法の場合には， CV法が染色体異常試験

の濃度設定試験として利用できることがわかっ

た．しかし，代謝活性化を行う場合や揮発性の化

合物を試験するときなど，解決すべき問題点もあ

る．

今回比較検討を行った細胞毒性の指標の中で

は， LDHと CFEを除くすべての細胞毒性試験

法が，染色体異常試験の濃度設定試験として使用

できることが確認された．
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Summary 
Gene mutations have been implicated in the etiology of cancer, developmental 
anomalies, genetic disease and aging. Many different methods for mutation detection 
have been developed and applied to obtain a more fundamental insight in the chain of 
molecular events that ultimately lead to mutations. Most of these methods, however, 
can only be applied to cultured cells and therefore do not allow comparative analysis 
of mutations in various organs and tissues in an intact organism. The main difficulty 
in studying mutagenesis in chromosomal DNA is to identify and isolate mutated genes 
with a high efficiency. Recently, bacteriophage lambda Lacz and Lac! transgenic mouse 
models have been described for studying, in different organs and tissues, spontaeous or 
induced mutations. Such models allow study of the induction of DNA damage, repair, 
mutagenesis, and carcinogenesis in one animal system. Unfortunately, these models are 
only able to detect small mutations; deletions and insertion type of events go undetected 
except when they are very small. Here we describe a more complete plasmid-based 
Lacz transgenic mouse model that allows the detection of the complete spectrum of 
mutations in an efficient was and at low cost. 

Keywords: transgenic animal models; deletions; insertion; complete spectrum of mutations 

Introduction 

In view of the alleged causal relationship 

between the mutagenic action of chemicals 

and their carcinogenicity, in vitro test systems 

have been developed for the assessment of 

the mutagenic potential of compounds. The 

in vitro assay most extensively used for test-

ing the mutagenicity of chemicals is the 

Ames Salmonella test (Ames et al., 1973; 

Maron and Ames, 1983). This assay is based 
on the use of a set of histidine-requiring 
strains of the bacterium Salmonella typhimu-

rium. It is called a reverse-mutation assay 

because the bacterial strains used in this as-
say are mutated in one of the genes of the 
histidine biosynthetic pathway and, con-

sequently, cannot synthesize histidine, an 
essential amino acid. An additional muta-

tion is required to revert the cells to histidine 
independence. One of the limitations of 

using prokaryotic assays is that bacteria lack 

many of the metabolic enzyme pathways 

present in mammalian cells, some of which 
may actually convert compounds into muta-

ddress for correspondence: J. Vijg, Harvard Medical School, Beth Israel Hospital, 330 Brookline 
venue, Massachusetts 02215; TEL 617 735 4580; FAX 617 735 3346 
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genie agents. Mammalian metabolism can 
be mimicked in vitro by adding rodent liver 
homogenate (S9) to the assay. The enzymes 
in this homogenate may activate compounds 
that would otherwise be non-mutagenic. 
It has now been shown that the Ames test 
has a sensitivity (percentage of established 
carcinogens identified as mutagens) of 54% 
and a specificity (percentage of non-carcino-
gens identified as non-mutagens) of 70% 
(Zeiger et al., 1987). Similar results were obtain-
ed by Tennant et al. (1987) who reported 
that the Salmonella assay would only identify 
about 45 % of the established carcinogens. 
Although the Ames test has been reevaluat-
ed using more stringent criteria, which re-
suited in an increased specificity, the sensi-
tivity was also significantly reduced (Prival 
and Dunkel, 1989). In addition, inclusion of 
three other short-term in vitro assays (the 
mouse micronucleus assay, chromosome ab-
errations and sister chromatid exchanges), 
did not significantly improve the performance 
of in vitro assays for predicting rodent car-
cinogenicity (Tennant et al., 1987; Haseman 
et al., 1988). 

To test for the carcinogenic effect of a 
chemical in vivo, the long-term rodent carcino-
genicity assay now serves as legislated stand-
ard for assessing carcinogenic risk, and the 
specific locus test serves as the standard for 
the assessment of heritable damage. In the 
long-term carcinogenicity assay, rodents are 
treated acutely or subchronically with a 
chemical and the animals are monitored 
during their life-time for the occurrence of 
tumours. Large studies have shown that this 
assay has a low specificity but a high sensi-
tivity; all definite human carcinogens tested 
were positive (Ennever et al., 1987). How-
ever, long-term rodent carcinogenicity studies 
are expensive, time-consuming (3 to 4 years), 
require high numbers of experimental animals 

and are often conducted at high, near toxic 

doses that do not reflect the low dose ranges 
humans are exposed to. Attempts to extend 

these investigations to lower dose ranges, 

however, are limited since these are even 

more time-consuming and expensive because 

of the still larger number of animals that 

would be required. 
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Recently, Ames and Gold suggested that 
treating rodents with near toxic doses of a 
test chemical for long periods of time may 
cause chronic mitogenesis (Ames and Gold, 
1990a and 1990b), which may account for the 
high number of chemicals positive in the 
long-term rodent carcinogenicity assay (50% 
of all chemicals tested so far; Abelson, 1990; 
1992). This view has been contested (Hay, 
1991; Weinstein, 1991), but a definite con-
clusion cannot be reached since data on 
rodent carcinogenicity at low dose levels are 
scarce, and comparison with in vivo mutage-
nesis data is virtually impossible because of 
lack of data (except for the HPR T and HLA-
A locus). 

In order to study the mu tagenic effects of 
potential mutagenic agents in germ cells, the 
mouse specific locus test was developed (Rus-
sell, 1951). This method is the most efficient 
one to screen for transmitted germ-cell muta-
tions, and it has provided important informa-
tion on factors affecting the mutation rate in 
germ cells. The method involves mating 
homozygous wild type mice, treated or con-
trols, to untreated tester stock mice, homo-
zygously recessive at seven marker loci. Six 
of these loci control coat pigmentation color 
or pattern and the seventh locus controls the 
size of the external ear. The offspring is 
subsequently analyzed for phenotypic changes 
due to a mutation in one or more of the 
seven marker loci. In the newer biochemical 
specific locus test, mutagenic effects are deter-
mined by assaying changes in the electro-
phoretic pattern in selected, accessible gene 
products. The advantage of this biochemical 
test is that mutagenic effects in 33 different 
loci are determined, increasing the potential 
sensitivity of the test as well as reducing the 
numbers of animals needed. The advan-
tages of these assays are that methods to 
screen for mutations are simple and fast and, 

since the animals are alive, presumed muta-

tions can be subjected to genetic analysis. 

The general disadvantages of these assays, 
however, are that they require thousands of 

animals and treatments are usually performed 

using high doses of a potential mutagen. 

In summary, other systems for the assess-

ment of the mutagenicity of chemicals are 

needed, yielding results that are more rele-
vant for the mammalian (human) situation 
than the present assays do and/or are less 
demanding with respect to costs, time or the 
number of animals. Preferably, these systems 
should detect mutations in genes present m 
the mammalian genome and-if possible— 
should be applicable in in vivo experiments. 

Transgenic Mouse Models for Studying the 
Mutagenic/Carcinogenic Effects of Chemicals 
Transgenic animal technology has been ap-
plied in developing improved mutagenicity/ 
carcinogeicity testing systems (for a review, 
see Cordaro, 1989). The approaches used 
include germline transmission of oncogenes 
to increase the sensitivity for chemical-
induced tumor formation. The transgenic 
mice described are characterized by high levels 
of expression of e.g. the myc oncogene 
(Stewart et al., 1984) and pim-1 oncogene 
(Breuer et al., 1989). Studies in which pim-
I transgenic mice were treated with ethylnitro-
sourea (ENU) indicate that such a transgenic 
mouse model can be used as sensitive system 
for studying the carcinogenicity of chemicals. 
However, since these oncogenes control de-
velopment of only a fraction of all possible 
tumors in a limited number of tissues, the 
applicability of these models as a short-term 
carcinogenicity assay is very limited (Tennant 
et al., 1993). In addition, assays based on 
the use of these animals are still time-consum-
ing, require histo-pathological examination 
and are painful for the animal. 
A second approach is based on the use of 
shuttle vectors, harboring a bacterial reporter 
gene, to study gene mutations in vivo. Two 
different types of such transgenic mouse 
models are presently available and are de-
scribed separately. 

Bacteriophage Lambda-Based Transgenic 
Mouse Models 

A transgenic mouse model based on the 

use of a bacteriophage lambda shuttle vector 

containing the bacterial lacZ gene as a target 
for mutagenesis was first described by Gossen 

et al. (1989). This transgenic mouse model 

was constructed by micro-injection of about 

150 copies of the bacteriophage lambda gtlO-

Lacz shuttle vector into fertilized CD 2 mouse 
oocytes. Transgenic mice which develop 
from such micro-injection experiments usually 
carry multiple copies of the foreign DNA in 
a head-to-tail arrangement at a single site in 
the genome. Rescue of these vectors is per-
formed by exposing total genomic DNA, 
isolated from different organs or tissues, to 
an E. coli in vitro packaging extract. During 
the process, the terminase enzyme present in 
the packaging extracts recognizes and cuts 
the lambda cos-sites, resulting in the forma-
tion of single lambda molecules each of which 
is packaged into an empty phage-head. 
Phages are then plated on a Lacz-E. coli 
strain in the presence of the chromogenic 
substrate X-Gal for selection of mutant and 
non-mutant Lacz phages. Initial rescue ef-
:ficiencies, however, were extremely low which 
appeared to be due to the fact that the 
bacteriophage lambda shuttle vectors integrat-
ed in chromosomal DNA of transgenic mice 
were highly methylated (Gossen et al., 1989). 
An attempt was, therefore, made to improve 
the rescue efficiency by the use of MCR-A-
and MCR-B- E. coli hosts. MCR-A and 

MCR-B are methylation-dependent host re-
striction systems present in E. coli K12 which 
attack and degrade DNA that is methylated 
at specific positions. Raleigh et al. (1988) 
demonstrated the importance of using MCR-
A-and MCR-B-E. coli K12 strains for 

cloning methylated DNA fragments. How-
ever, methylated DNA from the mammalian 
genome can not be efficiently rescued and 
cloned by using such strains. Indeed, only 
by using E. coli C, a strain which appeared 
to lack the ability to restrict foreign DNA 
(Wood, 1966), in combination with packaging 
extracts derived from the same or other host 
restriction negative E. coli strains, high rescue 
efficiencies were obtained (Gossen and Vijg, 
1988). The importance of E. coli C and other 

comparable E. coli strains for the rescue of 

genomic DNA from eukaryotes, has since 
then amply been confirmed (Grant et al., 

1990; Kohler et al., 1990). 

Mutation frequencies for a particular organ 

or tissue are determined as the ratio between 

colorless (mutated) and blue (non-mutated) 

plaques. More recently a selective system 
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has been developed which allows the growth 
of mutant Lacz phage only. This system is 
based on the use of a GaIE-E. coli host 
which is highly sensitive for galactose (Gossen 
and Vijg, 1993). Since the fi-galactosidase 
enzyme encoded by the Lacz gene converts 
lactose into galactose, non-mutant Lacz 
phages are unable to propagate when plated 
on this strain in the presence of lactose or 

lactose analogues such as phenyl-fi-D-galacto-
side: the GalE-E. coli host cells lyse before 
the Lacz phages have time to multiply and 
infect neighboring cells. The applicability of 
this system to reproducibly detect low num-

bers of Lacz-phage among large numbers 

of Larz+ phage on one 9-cm petri dish was 
tested by plating different mixtures of Lacz+/ 
Lacz-phage on selective and non-selective 
medium. The results (Gossen and Vijg, 1993), 
indicate that Lacz-phage are easily detec-
table, even in the presence of a 3 x 103 fold 
excess of Lacz+ phage. The laborious task 
of analyzing large numbers of plaques to ac-
curately determine mutation frequencies has 
therefore become redundant. 

On the basis of the same principle other 

transgenic mutation models have been describ-
ed. One of these models was not based on 

Lacz as the mutational target gene but on 
Laci (Kohler et al., 1991). The Laci gene 
encodes the Lac repressor protein which, by 
binding to the operator sequence in front of 

the Lacz gene, is able to negatively regulate 
Lacz expression. Consequently, infection of 
Lacz+ E. coli host cells with phages con-
taining a non-mutant Laci gene will give rise 
to colorless plaques, and phages containing a 
mutant Laci gene will give rise to blue 
plaques. Also for this system methods are 
presently under development to select phage 
containing a mutant Laci gene, thereby re-
ducing the amount of time and labor to de-
termine mutation frequencies (Lundberg et al., 
1993). 

Plasmid-Based Transgenic Mouse Models 
In addition to lambda-based models, more 

recently transgenic mouse models for muta-

genesis studies based on the efficient rescue 

of plasmid vectors from genomic DNA, has 

been generated. In this approach, rescue of 
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Lacz-containing plasmid vectors is based on 
the binding of the Lac repressor protein to 
the operator sequence located in front of the 
Lacz gene. Lacz containing plasmids are 
released from the genomic DNA by excision 
with a restriction enzyme, followed by coupling 
to the Lac repressor protein which is con-
jugated to a magnetic support particle. The 
use of a magnetic particle concentrator then 
allows to specifically recover Lacz plasmid 
sequences. After circularization, the concent-
rated plasmids are transferred into a bacterial 
host by means of electroporation (Gossen et 
al., 1993b). Using the same GalE-E. coli C 
strain as described for the bacteriophage 
lambda-based system, also this system allows 
to select for colonies harboring mutant 
vectors (Gossen et al., 1992). This selection 

system allowed us to reproducibly detect low 

numbers of Lacz-E. coli cells on one 9-cm 
diameter petri dish among large numbers of 
Lacz+ E. coli cells, when different mixtures 

of Lacz+ /Lacz-cells were plated on selective 
and non-selective medium. The sensitivity of 
the system was such that Lacz-colonies 
were easily detectable, even in the presence 
of a 103 fold excess of Lacz+ colonies (Gossen 

et al., 1992). 
Plasmid vectors offer the distinct advantage 

of having a size which is only 1/10 of a 
bacteriophage lambda vector; the average size 
of a Lacz-containing plasmid is 5 kb and 
that of a bacteriophage lambda vector 50 kb. 
Due to the large size of the latter and the 
fact that some of the bacteriophage lambda-
based transgenic mice carry up to 80 copies 
at a single genomic site (4X 106 bp), high 

molecular weight DNA must be isolated in 

order to rescue intact vectors with reasonable 

efficiencies. In general, however, the average 
size of genomic DNA isolated from organs 
or tissues is about 200-300 kb, indicating that 

multiple double strand breaks will be present 
within the lambda concatemer. Because of 

the relatively small size of plasmid vectors, 
the presence of double strand breaks every 

200-300 kb will not interfere with plasmid 

rescue. 
A second advantage of plasmid rescue is 

that, owing to the high capacity of Laci re-

pressor magnetic beads, large amounts of 

DELETION DETECTION IN TRANSGENIC ANIMAL MODELS 

lambda shuttle vector 
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Fig. 1. Schematic representation of the plasmid vector cluster integrated in the mouse 
genome. Deletion mutations can occur within the cluster or can include mouse 
chromosomal DNA. These mutations can all be detected provided the origin of 
replication (0) and the ampicillin resistance gene (black box) are kept intact 
(illustrated in the figure). Large deletions in the bacteriophage lambda vector 
always go undetected because such vectors can no longer be packaged; plasmids do 
not suffer from that problem. Note also the dramatically smaller size of the plasmid 
cluster as compared to the phage cluster. 

plasmid can be purified from restriction-
enzyme digested genomic DNA in a single 
step. Although bacteriophage lambda vectors 
also can be purified from genomic DNA, 
using field inversion gel electrophoresis of 
genomic DNA digested with a restriction 
enzyme which cuts outside the lambda con-

catemer (Gossen et al., 1989), the inclusion 
of this complex procedure is time-consuming. 
Finally, the major advantage of plasmid 
systems involves their potential in detecting 
large mutations. Bacteriophage lambda 
models have proven to be incapable of de-
tecting large mutational events. In part this 

can be explained by the size-limitation in 
packaging such vectors; when they are smal-
ler than about 42 kb they will not be pack-
aged. With plasmid systems there is no such 
size limitation; provided a deletion event 
~ill not remove the origin of replication and 
the antibiotic resistanc~ gene, the resulting 

construct can be cloned. This is not only 
true for deletions in the plasmid cluster, but 

also for deletions involving mouse genomic 
DNA. This is illustrated in Fig. 1. 
However, the size limitation of bacterio-
phage lambda rescue does not explain the 
lack of size mutations in the order of a few 
kb or less. A possible explanation for this 
phenomenon could be the large stretch of 
prokaryotic DNA encompassed by the vector 
cluster in the mammalian genome. It is 
tempting to specculate that such a large 
stretch of silent DNA inhibits the occurrence 
of large mutational events, which is an argu-
ment to keep the vector cluster as small as 
possible. The availability of several plasmid-
containing transgenic mouse lines allowed us 
to test the distinct advantages predicted 
above. 

Table l shows the efficiency of the magnetic 
bead system in rescuing the vector contain-
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Table 1. Plasmid and bacteriophage lambda rescue efficiencies from 
transgenic mouse liver DNA 

Method 

Plasmid rescue 

Phage packaging 

~ Colonies/Plaques 

2,375,0002 

78,7504 

Rescue efficiency1 

237,5003 cfu/μg 

10, 5005 pf u/ μg 

1 Based on about 40 copies integrated in the mouse genome. 
2 Based on 10 μg genomic DNA in a single experiment. 
3 Transformation efficiency is 1010 cfu/μg plasmid DNA. 
4 Based on 7.5 μg genomic DNA in multiple experiments. 
5 Packaging efficiency is 109 pfu/μg lambda DNA. 

Table 2. Spontaneous mutation frequencies and the percentage of deletion mutants 

Tissue j Spont. Mut. frequency1 I # Mutants analysed I # Deletion mutants2 

Brain I 8.5士1.3x10-5 I 61 I 31 (51%) 

Liver j 8.5士3.8x10-5 I 72 I 35 (49%) 
1 Average of 4 animals. 
2 About 0.1 kb or larger as detected by 1% agarose gel electrophoresis after double 
digestion with Pst I and Sac I. 

ing the mutational target gene from mouse 

genomic DNA. In this particular experiment 
the DNA was obtained from a CO2 trans-

genic mouse model harboring approximately 
40 copies of the Lacz-containing plasmid. 

Each plasmid was inserted into a bacterio-

phage lambda vector in order to allow direct 
comparisons of the efficiencies. Clearly, the 
plasmid system is an order of magnitude 

more efficient calculated on a per copy basis. 

One possible reason for not being able to 
detect deletion-type of mutations in bacterio-
phage lambda models besides the size-restric-
tions for packaging is the large vector cluster, 

encompassing more than a million bp of pro-

karyotic DNA. Indeed, even deletion-type 
of mutations involving only one or a few kb 

were never found. For this reason we gene-

rated C57Bl/6 transgenic mice with Lacz-

containing plasmids alone in limited copy 
number. Table 2 shows that about 50% 
higher spontaneous mutation frequencies were 
found as compared to the bacteriophage 
lambda models. It turned out that this ex-

cess of spontaneous mutations can be explained 
by the occurrence of large mutational events, 
predominantly deletions (Table 2). Indeed, 
some so-called complex mutations were de-
monstrated to contain mouse genomic DNA 
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as predicted from the schematic representa-
tion in Fig. 1 (see also: Gossen et al., sub-

mitted for publication). 

Future Prospects 
In general, the results obtained so far with 
Lacz transgenic mice indicate that various 

organs and tissues, including germinal cells, 

can be analyzed for mutations. Such trans-

genic mouse models therefore allow direct 
correlation of muta tions—the ultimate mole-
cular endpoint of DNA damage and its (at-

tempted) repair―with important physiological 
processess thought to be causally related to 
mutations, e.g. cancer (Loeb, 1989) and aging 

(Vijg, 1990). With respect to aging, signif-
icant increases in mutation frequencies have 

already been demonstrated in both the HPRT 

and HLA-A test for human lymphocytes 
(Trainor et al., 1984; Grist et al., 1992). For 
cancer, evidence has recently been obtained 
that specific chemicals leave mutational fin-
gerprints in the tumours. Studies on mutant 
p53 tumor suppressor genes, isolated from 

breast (Runnebaum et al., 1991), skin (Brash 
et al., 1991) and hepatocellular (Bressac et al., 
1991) cancers of people exposed to cigarette 
smoke, UV light and aflatoxin Bl, respective-
ly, indicated that the mutational spectra found 

were characteristic for the agents to which 

the different organs had been exposed. Trans-
genic mouse models can now be applied to 
confirm and significantly extend such studies, 

since they allow comparative analysis of mu-
tations in many organs and tissues of the 

same animal. 
To study the potential mutagenic effect of 

chemicals in relation to carcinogenesis, a 
number of validation studies are now in pro-
gress to test the applicability of transgenic 

genie mouse models as short-term in vivo 

mutagenicity assays. An important advantage 
of these transgenic mice is that studies on 
the mutagenicity of chemicals can be per-

formed using low dose levels. Such an ex-
perimental approach would be more represen-
tative for the human situation, would over-
come side effects like sustained tissue injury 

due to high dose treatments which may lead 

to chemicals being falsely identified as muta-
gens (Ames and Gold, 1990a; 1990b), and 

would no longer require to extrapolate data 
obtained in mice to low doses in humans. 
Ultimately transgenic mouse mutation models 
might even provide an alternative for long-
term rodent bioassays. 

Additional applications would be to gene-

rate mouse models which, in addition to 
bacterial reporter genes, would harbor genes 
encoding (human) drug metabolizing enzymes, 
like P-450. Such transgenic mouse models 
would combine metabolic with mutagenic 
endponits and may provide a sensitive system 
to study the complex pathways of mutagen 

metabolism in humans. Alternatively, po-

!ential risk factors such as genes encoding 
DNA repair enzymes or tumor suppressor 
genes, like p53, could be inactivated by 

means of homologous recombination. The 

possibility to directly correlate risk factors 

with mutagenic endpoints would provide more 

insight in the role of each of these enzymes 

in the processes which ultimately lead to 
mutations. 
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トランスジニニックマウスを用いた環境変異原検定系の開発

Development of new risk assessment test by using transgenic mice 
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Summary 
We have developed HITEC (hypersensitive in vivo test of carcinogenicity) mice by 

using transgenic techniques. The transgene contains the wild-type rpsL gene of E. coli 
in a form of a shuttle plasmid vector, pML4. The wild-type of the rpsL gene exhibits 
a dominant trait of streptomycin sensitive in the E. coli system. Thus, when the pML4 
plasmid is introduced into streptomycin-resistant E. coli cells, it will transform the host cells 
to the streptomycin sensitive phenotype. If a forward mutation is arisen in the rpsL 
gene, however, the mutant phenotype becomes streptomycin resistant. The pML4 carry-
ing a mutant rpsL, therefore, no longer transforms the host E. coli cells to streptomycin 
sensitive; rather, they will remain streptomycin resistant. In this principle, we can 
detect the mutations of the rpsL transgene in the HITEC mouse genome by the efficient 
recovery of the shuttle vector from the genome followed by the transformation of the 
host E. coli with the rescued shuttle vector. Consequently, the HITEC system could 
provide a quick-and-easy risk assessment test for tissue-specific mutagenicity. 
We have established more than 20 HITEC mouse lines so far. Some of them carried 
more than 300 copies of the pML4 transgene as a head-to-tail tandemly repeated structure. 
We tested the applicability of the system for the actual assay, by using one of the 
established HITEC mouse lines that contained such high copy numbers of the shuttle 
vector. We found that an electroporation method gave rise to a sufficient transformation 
efficiency of E. coli with the shuttle vector rescued from HITEC DNA, and that the 
background mutation rate was low enough (less than 5 x 10→). 

Keywords: mutagenesis, transgenic mouse; somatic mutation, risk assessment 
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1.序

環境変異原の検定やその発がんリスクの評価

は，環境汚染や食品添加物の問題を抱える現代生

活にとって緊急で切実な課題である．この課題に

応えるためこれまでも多くの努力と研究がなされ

てきた．我々もマウス個体を対象にして簡便鋭敏

に変異原の検定が行なえる方法を開発している．

マウス個体の体細胞突然変異の測定は，標的とす

べき遺伝子を簡便に取り出すことが難しく ，実際

上不可能である．そこで，モニター遺伝子を導入

したトランスジェニックマウスを作成することに

した．モニター遺伝子として，大腸菌にて突然変

異を容易に検出できる野生型 rpsL遺伝子を選ん

だ．この野生型 rpsL遺伝子は大腸菌系で優性の

ス トレプトマイシン感受性を優性伝達し，ストレ

プトマイシン耐性の宿主大腸菌をストレプトマイ

シン感受性に形質転換する．このとき rpsL遺伝

子に突然変異が生じていると，この形質が失われ

るため，遺伝子が導入されても宿主大腸菌はスト

レプトマイシン耐性のままとなり，容易に検出で

きる．実際に，この系は大腸菌系での突然変異機

構の解析に用いられており，真木，関口らによっ

て報告されている (Moら， 1991).

我々は，野生型 rpsL遺伝子を導入したトラン／

スジェニックマウスを作成した．このマウス個体

は全ての体細胞にこのモニター遺伝子をもつ．そ

こで，このトランスジェニックマウスに突然変異

を誘発すれば，導入遺伝子である野生型 rpsL遺

伝子にも同様に突然変異が誘発されると考えられ

る． トランスジェニックマウスの各組織から導入

遺伝子 rpsLを回収し，ストレプトマイシン耐性

の宿主大腸菌に形質転換法を施せば， トランス

ジェニックマウス個体内で生じた突然変異をスト

レプトマイシン耐性コロニーとして，容易かつ鋭

敏に検出できるであろう．

実験を簡便にするため，野生型 rpsL遺伝子を

含んだ大腸菌フ ラ゚スミド全体をシャトルベクター

として導入し， トランスジェニックマウスを作成

した．すなわち， トランスジェニックマウスから

モニター遺伝子を回収し，簡便に形質転換ができ

る．我々は，このトランスジェニックマウス系

統を HITEC(!!ypersensitive in vivo test of 
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carcinogenicity)マウスと呼んでいる．

HITECマウスを用いて，体細胞に誘発される

突然変異を高い精度で検定するためには以下の条

件が必要である．1)マウス細胞あたり，モニター

遺伝子が多く存在している方がわずかな突然変異

も検出できる可能性が高まる．これには，シャト

ルプラスミドを多コピー導入した HITECマウス

系統を確立すればよい．導入、ンャトルベクターは

マウスゲノムの一部として，安定に子孫へ伝わら

ねばならない．2)HITECマウスのゲノムから効

率よくシャトルベクターを回収し， より多くの大

腸菌コロニーを形成させることで，突然変異を感

度よく検出できる系とする．3)また，いかに多く

のコロニーを検定できても，パックグランドの突

然変異頻度自体が高いと誘発された突然変異は隠

されてしまうので，バックグランドを可能な限り

低く抑える解析方法を確立しなければならない．

4)最終的に，複数の HITECマウスを用いて，様

々な変異原の影響を，なるべく短期間内で検定で

きて初めて実用可能となるわけであるから，大規

模な解析が可能となるよう ，全検定手順は時間

的，労力的にみても簡便容易でなければならな

し‘ •

2. 新しいシャトルペクターとトランスジェニッ

クマウスの作成

我々 は， Hashimoto-Gotoh ら (1986)によ

って構築された野生型 rpsL遺伝子を持つ pH-

SG664をシャトルベクタ ーとする，HIT003とよ

ぶ HITECマウス系統を確立し，以下の知見を報

告した （権藤ら， 1993).HIT003系統のシャトル

ベクターは安定に子孫ヘメソデルの法則に従って

遺伝していた．PCRを用いれば， シャトルベク

ターの全長 2.7kbを効率よく増幅回収できた．

しかし，大腸菌を形質転換したところ高い突然変

異頻度が観察され， PCR過程における DNA複

製の誤りがバックグラソドとして多く現われたも

のと考えられた．そこで， HIT003ゲノムを，制

限酵素を用いて消化し，電気泳動ゲルにて分画す

るという方法で，二倍体のマウスゲノム 6X109 

塩基対中わずかに存在するシャトルベクターを直

接ゲノムから回収する方法を試みた．回収した

E.coli Shuttle Vectors 
Hsell 

Apall 

EcoRI EcoRI 

Fig. 1． シャトルベクターpHSG664とpML4の構造 pHSG664は Hashimoto-Gotohら(1986)に
よって開発された全長 2.7kbの大腸菌の環状フ ラ゚スミドであり， EcoRI,Haellによって線状化で
きる．pML4は東大 ・分生研の真木寿治博士により構築された 3.0kbの大腸菌の環状プラスミド
で， EcoRIの他に ApaLI,Xbal, Xhol, Banllなどで線状化できるが，Haellの認識部位は複数
あるので線状化には使えない．大腸菌内で活性をもつアンピシリン耐性遺伝子 AmpR, カナマイシ

ン耐性遺伝子 KmR,ストレフ ト゚マイシン感受性遺伝子 rpsL,複製開始点 oriは， 真核細胞では発
現されない全長 375bpのrpsLが突然変異のモニター遺伝子である．pML4のrpsLの6番目
のコドンはアソバーに置換されているが，アンバー ・サプレッサーをもつ宿主大腸菌のなかではス

トレプトマイシン感受性形質を示す．

ジャトルベクターで大腸菌を形質転換してみたと

ころ，ひとつの臓器あたりに換算して 3x104の

コロ ニー相当数が得られた．しかし，分画に要す

る手間や，この得られたコロニー数から判断し

て，大規模な解析を行なうには無理がある．HIT-

003はシャトルベクターを 2~5コピー程ゲノム

内に導入遺伝子として持っており，また，上述の

電気泳動分画では，約 100倍ほどに導入遺伝子を

濃縮している．この実験から次のことが考えられ

た．仮に 200~500コピーを導入した HITECマ

ウス系統が樹立されれば，まず，ゲノム DNA内

で，すでに HIT003よりも 100倍濃縮されている

こととな り，電気泳動による分画という繁雑かつ

時間を要する作業は省くことが可能となる．さら

に， 1臓器当り得られる解析コ ロニー数も，HIT-

003の 100倍得られるはずで，大規模な解析が可

能となるであろう （権藤ら， 1993). 以上の理由

と，pHSG664プラスミドの導入では，HIT003の

1系統しか確立できなかったことともあわせ，多

コビーのシャトルベクターをもつトランスジェ

ニックマウス系統を多数確立するための導入実験

を新し く行なった．

くシャトルベクター pML4} 新しく作成する

HITECマウスには，東大 ・分生研の真木寿治博

士より供与された pML4プラスミドを用いた．

この新しいシャ トルベクターの構造を pHSG664

とともに Fig.1に示す．pHSG664との大きな違

いは，ア ‘ノ ピシリン耐性遺伝子 (AmpR)をカナマ

イシン耐性遺伝子 (KmR)に置き換えていること

である．アンピシリン耐性遺伝子やカナマイシン

耐性遺伝子は，シャトルベクターが取り込まれた

大腸菌総数を推定するために用いられ，突然変異

を起こしたモニター遺伝子rpsLの数は，ストレプ

トマイシンも含む培地にでてくるコロニー数から

推定する．この原理を pML4の場合を例と して

Fig. 2に概説する．さて， HIT003には pHSG664

を導入しており ，アンピシリソ耐性にて大腸菌の

形質転換効率を測定していた．アンピシリン耐性

のコロニーは，その周 りに偽のサテライト コロニ

ーを伴う (Sambrookら， 1989)ことが知られてい

る．この傾向はとくに多量の大腸菌をプレート上

に播種して，そのなかからアンピシリン耐性コロ

ニーを検出するとき顕著となる．真のアンピシリ

ソ耐性コロニーと，偽のサテライトコロニ ーとの

区別がつかなくなるのである．大多数のコ ロニー

を検定しそのなかのわずかな突然変異コ ロニーを

検出するという HITECマウスの目的上，われわ

れは大腸菌および、ンャトルプラスミドを必然的に

高濃度で使用せざるを得ない．そのため，このサ

テライトコロニ ーの形成は，検定上大きな問題と
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Fig. 2． ストレプトマイシン感受性の野生型 rpsL遺伝子をもっ pML4プラスミドを用いた突然変異の
検出法の模式図．Fig.1に示すよ うに，pML4は，優性のストレプトマイシン感受性形質（野生型
rpsL)と優性のカナマイシン耐性形質 (KmR)を持っている．ストレプトマイシン耐性 (SmR)かつ
カナマイシン感受性 (Kmりの宿主大腸菌にpML4を導入すると，カナマイシンを含むプレートに
は生存できる （＋）がカナマイシン トストレプトマイシン両方を含むプレー トには生存できない(-).

両方の薬剤を含むプレー トには，pML4の rpsLに突然変異が生じているときのみコ ロニーが形成
される． この 2つのプレートに生じるコ ロニー比から突然変異頻度を推定でき， ストレプトマイシ

ン耐性コロニーから pML4プラスミドを増殖回収し，rpsL部分のシーケンシングを行ないどのよ
うな塩基配列の変化が生じているかも解析できる．

なっていた．また，pHSG664(Hashimoto-Gotoh 

ら， 1986)は， ColEl由来の pUC派生体プラス

ミドであるにも拘らず，大腸菌内での増殖が難し

い． このことは，とくに，塩基配列を決定して突

然変異箇所を同定するために，突然変異コロニー

からシャトルプラスミド DNAを調製する場合，

大きな問題点となっていた．pML4プラスミドを

導入した大腸菌では，偽の耐性コロニーは現れ

ず， また， プラスミド DNAの増殖収率もよい

ので，上述の問題は pML4を用いることで解

決できる． さらに，pML4 に含まれる rpsL遺

伝子の第6番目のコドンをアンバーとして いる

（東大 ・分生研， 真木博士， 私信） ため， サフ゜

レッサー遺伝子 (supE, supF など） を持たな

い宿主大腸茜を用 いれば，rpsL遺伝子の発現な

しにプラスミドを調製することも可能となってい

る．

く多コピー導入 HITECマウスの作成〉

56 

以上の

B 
Mutation Frequency = ~ 

A 

特徴をもつ pML4をマウス受精卵にマイクロイ

ンジェクションによっ て導入し， トランスジェ

ニックマウスの作製を行なった．その結果，25系

統の新しい HITECマウスがサザーン解析にて同

定でき，最終的に 22の系統を確立することに成

功した．まず，シャトルベクターとなる pML4プ

ラスミドの導入コビー数を詳細に解析した．各系

統から得られたゲノム DNAを，pML4を 1箇

所のみ切断する EcoRI(Fig. 1参照）にて消化後，

pML4をプローブとしてサザーンハイブリダイ

ゼーションを行なった．導入遺伝子は通常ゲノム

の一箇所にタソデムに重複した形で挿入される．

データには示さないが，EcoRIで消化したゲノム

DNA中には，導入した pML4の単位長である

3.0 kbのハイブリダイゼーション、ングナルが実際

に全ての系統から認められた．適切な濃度対照を

設定して， この導入 コピー数を推定した （方法は，

勝木， 1987；権藤ら，1993参照）． その結果，確立

3. 
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Fig. 3． ニレクトロ ボレー ションの電気強度と宿主大腸菌の生存率 （バネル a)およびそのときの形質転換
効率 （パネルb).電気強度を L(l.49kV/0.15 cm), M(2.46 kV/0.15 cm), H(2.93 kV/0.15 cm)とあ
げていくと形質転換効率があがるが，強すぎると，おそら く生存率が下がりすぎるため，転換効率

も下がる．特に特級試薬グルセロールを用いた場合（▲)は，その H設定での生存率および形質転換
効率の減少が著しい パネル aの0は電気強度0での大腸菌生存数を示しており，対照実験である．
縦軸は対数で表わしている．

された 22系統のうち， HIT013,HITOl 7の 2系

統はいずれも約 350コピーほど pML4が導入さ

れており， また，HIT021に至っては約 750 コ

ビー導入されていることが確認された．これで，

まず目的とする HIT003 よりも 100倍以上に

シャトルプラスミドが導入された HITECマウス

が確立されたといえる．現在までのところ， Fl

世代において導入コビー数に変動がみられるもの

はなく，期待通り，安定に子孫に伝達されるとと

もに，ゲノムの 1箇所に夕‘ノデムに挿入されてい

るこ とが示されている．

エレクトロポレーションによる大腸菌の形質

転換

HITECマウスの検定においては，マウスゲノ

ムから回収したシ ャトルベクターをいかに効率良

く大腸茜に導入し，多くのコロニ ーを観察できる

かが第2の鍵となることを述べた．すなわちプラ

スミ ド DNA を用いた大腸茜の形質転換効率を

最大限にできる条件設定が必要である．そこで，

通常のカルシウム法 (Cohenら，1972)やその改

良法 (Hanahan,1983)の 100倍の形質転換効率

を得る ことができると いわれるニ レクト ロボレー
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ション法 (Dowerら，1988;Calvin and Hana-

wait, 1988; Smithら，1990)を用いることを検討

してきた．Cell-PoratorE. coli System (BRL社）

を用いて予備実験を行なった結果を Fig.3およ

び Fig.4に示す．材料は大腸菌 HBlOl株と塩化

セヽンウム密度勾配超遠心法にて調製した pHSG-

664を用いた．エレクトロボレー シ ョンの強度

は， 1.49 kV/0.15 cm (L設定）， 2.46kV/0.15 cm 

(M 設定）， 2.93kV/0.15 cm (H設定）の 3段階に

予めセ ットされており，それぞれについて pH-

SG664プラスミド DNAを用いて形質転換効率

を調べた．Fig.3に示すとおり ，同じニレク トロ

ポレーション強度であれば生存率の高い条件の方

が転換効率がよく ，強度が強まると転換効率は

いったん上がるものの，強すぎると逆に効率が減

少する．大腸菌の調製に純度の高いグリセロール

(UltraPure Glycerol, BPL社）を用いると ，同じ

ニレクトロボレーション強度で処理しても，形質

転換効率があがる (Fig.3).これは電気伝導度が

低くなり同じ電圧で処理しても大腸菌の生存率が

あがるためと思われる．また， Fig.4に示すとお

り，調製した大腸茜濃度も形質転換効率に大きく

影響し，1011/mlに調製した場合，1μgの pHSG-
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には全く違いが見られなかったので，pML4、ンャ

トルプラスミドのエレクトロポレーション導入も

同じ条件にて行なった．
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Fig. 4．ニレクトロボレーションに用いる宿主大腸

菌の濃度と形質転換効率．M設定 (2.46kV/ 
0.15 cm)のもとで，大腸菌の濃度を変えた場

合の形質転換効率を示している．両軸とも対

数で示している．宿主大腸菌の濃度と形質転

換効率との間に，強い正の相関がみられる．

同じ大腸菌濃度では，高純度グリセロール(0)

を用いて調製した大腸菌の方が， 通常の特級

試薬グリセロール（▲）を用いた場合より形質転

換効率が良い．

664あたり 6x109以上の効率が得られた．以上よ

り，高純度グリセロールを用いて 1011/ml以上に

大腸菌を調製し，電気強度 2.46kV/0.15 cm (M 

設定）で，以後ニレクトロポレーションを行なっ

た．データには示さないが，調製した大腸茜は再

凍結保存しても形質転換効率に大きな影響はな

く，また，茜濃度が低い場合は，軽く遠心後，上清

のグリセ ロールを適当量取り除き再懸濁濃縮すれ

ば高い効率が得られるようになる．さらに，この

ニレクトロボレーションには，専用の使い捨てチ

ャンバー(BRL社）を用いるが， 1つのチャ‘ノバー

を，繰り返し 10回使用しても転換効率に影響は

見られなかったので，同じ検体を続けて処理する

場合は， 10回までは繰り返し同じチャンバーを

用いることもできる．また，同様の実験を，塩化

セ、ンウム密度勾配超遠心法にて調製した pML4

プラスミド DNAを用いても行なった．Fig.1に

示したように， pHSG664ではアンピシリン耐性，

pML4ではカナマイヽンソ耐性として異なった形

質転換能を観察するにも関わらず，得られた結果
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HIT013のシャトルペクターを用いた大腸菌

の形質転換とバックグランド

く形質転換効率〉 今回得られた新しい HITEC

マウスのうち，約 350コピーの pML4が導入さ

れていた HIT013系統を用いて大腸菌の形質転換

を行なった．まず，HIT013のゲノム DNA9 μg 

を，前回と同様の方法（権藤ら， 1993)を用いて

解析した．EcoRI消化後，電気泳動ゲ）レ分画を行

ない， シャト）レベクター pML4の 3.0kbが含

まれる分画を回収した． この DNA分画の 100

分の 1相当分を大腸菌 HB101株に 2回に分け

てエレクトロボレーショソし，そのうち， 5分の

1はカナマイ、ンソのプレートに，残り 5分の 4は

カナマイ、ンソ及びストレプトマイシンの両方を含

むフ レ゚ートに播種し形質転換効率をみた．カナマ

イシンプレートには合計 1137の耐性コロニーが

現れた．すなわち，一つの臓器から通常得られる

1 mgのゲノム DNAを用いた場合，検定できる

シャトルベクターの総数は 6.3X 107と期待され

る．これは， pHSG664を数コピー導入した HIT-

003の一臓器から期待された検定総数 3x104（権

藤ら， 1993) と比べ， 1000倍以上惑度を上げた

ことになる．さて，カナマイ、ンソとストレプトマ

イジン両方を含むプレート上には合計 105コロニ

ーが得られた．カナマイシンのみのプレートに播

種した形質転換大腸菌の 4倍量を，このプレー ト

に播種していることを計算に入れると，ストレフ゜

トマイシン耐性を示すコロニー比，言い換えると

求める突然変異頻度は， 2.3X 10-2という推定値

が得られた．

くバックグランド突然変異の検討〉 以上より，

新しい多コピー導入の HITECマウスを用いれ

ば，臓器あたり 108近くのシャトルベクターを検

定でき，形質転換効率に関しては十分な結果が得

られた． しかし，得られたバ ックグランドの突然

変異頻度が2.3X 10-2と， PCRで得られたバック

グランド (0.7~20%;権藤ら， 1993)とさほど変わ

らないため，何らかの操作上の問題があると考え

Table 1. Transformation of Various E. coli Strains by Electroporation 

Strain 

HBIOI 

RRI 

JM83 

JM103 

JM105 

NM554 

MYl 

E.coli cells/ml 
(x 101り
0.31 

2

6

 

・
 

3

3

 

3.8 

0.24 

2.7 

0.90 

Supercoiled 
Plasmid DNA 

pHSG664 
pML4 

pHSG664 
pML4 

pHSG664 
pML4 

pHSG664 
pML4 

pHSG664 
pM区

pHSG664 
pML4 

pHSG664 2.2 0.101 
pM区 9.0 0.029 

Each E.coli strain was electroporated with the indicated plasmid DNA. Transformation efficiency was determined by the number of 
ampicillin-and kanamycin-resistant colonies for pHSG664 and pMIA, respectively. The background mu皿ionfrequency was determined 
by the ratio of streptomycin-resistants (Ratio of Sm). 
* JM83 and NM554 do not carry any amber-suppressor genes; thus, rpsL in pMIA will not be expressed and all transformants become 
streptomycin resistant No colonies were found from pM以introductionto JM 105 because oflow transformation efficiency. 

られる．いずれにしても，このバックグランドで

は，わずかな突然変異を鋭敏に検出するにはほど

遠く，原因を検討してみた．まず， 用いている宿

主大腸菌によってバックグラソドの突然変異頻度

が影響を受けるかどうかを検討した．rpsL遺伝

子の解析に使う宿主大腸菌はストレプトマイシン

耐性 (rpsL=strA)でなければならないので，いく

つかの菌株を入手し形質転換を行なってみた．検

討した大腸菌は， HBlOl に加え，RRl, JM83, 

JM103, JM105, NM554,および，MYlの 7系

統である．塩化セ、ンウム密度勾配超遠心法にて調

製した超らせん構造の pHSG664および pML4

プラスミドを用いて形質転換効率およびバックグ

ランドの突然変異頻度が菌株によって差がみられ

るかどうかを検討した．結果を Table1に示 して

いる．形質転換効率については明らかに系統間に

よって 100倍以上の違いがみられ，これまで使用

している HBlOlの形質転換効率は安定かつ高い

方に属する．形質転換効率とは対照的に，現れる

突然変異の割合は， pHSG664を導入した NM-

554と MYlにおいて 0.1~0.3% と高くみられ

るものの，その他の検定では 0.01~0.03% の一定

の範囲に収まっている．Table1から明らかなよ

うに，HB101より形質転換効率が高く ，バックグ

Transfonnation 
8 Efficiency (x lOV /μg) 

53 
52 

406 
644 

.J・4 

13l.1 

1.4 
0.87 

18 
56 

Ratio of Sm 
（％） 

0.031 
0.020 

0.015 
0.016 

0.016 
n.d.* 

0.022 
0.014 

0.016 
n.d.* 

0.266 
n.d.* 

ランドの突然変異を低くできる可能性がある系統

は， RRl株である． RRl株は，HBlOl派生体

で，違いは HBlOlが recAであるのに対し，RRl

は野生型 recAを持っている点のみである．そこ

で，プラスミド DNAではな <,HITECマウス

のシャトルベクターを用いても，RRl がこのよ

うに高い形質転換効率を示すかどうかを検討し

た．まず，前回の報告で用いた，pHSG664を少コ

ピー持つ HIT003の分画 DNA（権藤ら， 1993)

を，RRlとHBlOlにエレクトロボレーション し

てみた．1mgの HIT003DNAに換算して， HB-

101では l.8x104, RRlでは 1.8X 106の形質転

換効率を示し， 確かに RRlが 10倍効率がよい．

また， 今回新しく得られた pML4多コピー導入

の HIT013の分画 DNAを HBlOlにエレクトロ

ポレーションすると， 1mgの HIT003DNAに換

算して，6.3X 107の形質転換効率が得られたこと

を上述した．これも RRl株にエレクトロボレー

ションを行なってみたところ，5.1X 10町mg とい

う値が得られ，やはり， HB101を用いた場合より

10倍近く効率がよいこの場合，パックグランド

に関しては，HBlOlを用いた場合の 2.3% に対

し，RRlでは 3.8% と有意な差はみられなかっ

た．そこで，以後， HITECマウスのシャトルベ
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クタ ー検定には RRlを宿主大腸菌とすることに

した．

5. バックグランドの突然変異頻度を左右する要

因

HITEC 

ゲノム

マウスを用いた突然変異の検定には，

DNA抽出後， EcoRI消化による単位長

シャトルベクターの切り出しと，それを環状にす

るための T4DNA リガーゼ反応との 2段階があ

る．そこで，それぞれの段階におけるバックグラ

ンド突然変異頻度への影響を検討した．まず，対

照として，塩化セ、ンウム密度勾配超遠心によって

調製した超らせんプラスミド pML4 自体を用い

て，宿主大腸茜にエレクトロボレーションを行な

った．材料として，パックグランドの突然変異頻

度が 10-4を示すことがわかっている同一調製の

pML4プラスミドサンプルを用いた．まず pML4

プラスミドを， EcoRIにて線状化 し，そのままリ

ガーゼ反応にて環状に戻したのち， RRl 株にエ

レクトロボレーションを行なった．もし， リガー

ゼによる環状化反応の効率が悪いと，形質転換効

率は下がる可能性がある．しかし，この一連の操

作がプラスミド， 特に，そのなかの rpsL遺伝子

に影響しなければ，ストレプ トマイシン耐性コロ

ニーが現れる比，すなわち，バックグランドの突

然変異頻度は変らないはずである．結果は，無処

理のプラスミドからは l.Ox10-4のバックグラン

ド値が得られ，EcoRI消化後 T4DNA リガーゼ

処理したものからは 4.7x10-sのバックグラソド

突然変異頻度が得られた．すなわち，EcoRI,T4-

DNA リガーゼ処理の過程で約 50倍ほどバック

グランドが上がっていることが判明した．原因 と

して，その制限酵素処理からリガーゼ処理までに

いたる過程でプラスミドに「傷」が生じて突然変

異を起こしている可能性が考えられる．そこで，

この同一調製プラスミド pML4DNAを用いて以

下の対照実験を行なった．

くリガーゼ反応における酵素量，反応湿度，ぉ

よび，反応時間〉 まず， EcoRIにて線状化 した

DNAを材料として，T4DNAリガーゼを異なる

3段階の濃度にて 3種類ずつ反応チューブを設定

した．1セットは 4°c,2セット目は 16℃,3セッ

ト目は室湿にて 48時間反応させ，大腸菌 RRl

株を形質転換した．結果を Fig.5に示す．まず，
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Fig. 5． リガーゼ量と反応温度のバックグランド突然変異に及ぼす影響．予め 1X 10-4のバックグランド
突然変異を示すことが分かっている超らせん構造の pML4プラスミド DNAを材料とした．
EcoRIで消化したこのサンプル 100ngを100μ[反応液中，図に示す混度および酵素量にて2日間
反応させた．このうちの 50pgを RRl大腸菌にエレクト ロポレーシ ョンを行い， Fig.2に示す原
理にて突然変異率を推定した．対照として超らせん状 pML4を 50pg同条件にて用いた．
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Fig. 6． リガーゼ反応時間のバックグラソド突然変異に及ぽす影響．Fig,5における 4°c,4ユニットの
条件にて，反応時間を 0.5~48時間に変えて突然変異率を検討した．棒グラフで突然変異率，また，
折れ線グラフでそのときの形質転換効率を表わしている．
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Fig. 7. pML4の線状化に用いる制限酵素のバックグラソド突然変異に及ぽす影響．Fig. 5および 6に
用いた超らせん状 pML4の 1μgを 100μ[の反応液中にて，EcoRI(32ュニット），XbaI(24ユニ
ット）， XhoI(40ュニット ）， BanII(20ユニット）用いて一晩消化した．それぞれの 100ngの線状化
pML4DNAを 200ユニットの T4DNAリガーゼを用いて，200μ[反応液，室温， 40時間以上処
理後，エレクト ロボレーショソにてRRIを形質転換した．

無処理の超らせん pML4プラスミドを導入した

対照実験では， 9.8 X 10 -~ と再現性の高い値が得

られた． 反応混度が上がるにつれ，また，酵素濃

度が高 くなるにつれ，バックグラソドの突然変異

頻度が上昇する傾向があり ，4°c,4ュニットの

T4DNAリガー ゼ量で反応させた場合が最も低

い突然変異頻度を示した．ここで，反応湿度，酵

素濃度が低いためフ゜ラスミドの環状化が不完全と

なって形質転換効率そのものが減少しては意味が

ない．カナマイジソ耐性コロニーの出現効率をみ

てみると，超らせん構造の pML4以外の値はほ

ぼ同じで 1μgの pML4DNAあたり平均 1.4x

1010; μgであった．このとき 4°C,4ュニットにお

ける効率は 1.6X 1010/ μgであったので，十分にリ
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ガーゼ反応は完了していることがわかった．つぎ

に，この 4°c,4ュニットの条件にて反応時間を

30分から 48時間まで行なってみたところでは，

さしたる違いはみられなかった (Fig.6).また，こ

の場合も， カナマイヽンソ耐性コロニー数で示され

る形質転換効率は 30分でも，平均の 1.2X 1010/ 

μg より若干高いぐらいなので，環状化のための

リガーゼ反応は 4°c,4ュニット ，30分でも十分

であることが示された (Fig.6).しかし，この条件

においてもバックグラ‘ノドの突然変異頻度は無処

理の超らせん DNAを用いた場合の 6~8倍であ

るため，さらに EcoRI消化のステップを検討し

た．

く制限酵素の違いによるバックグランド突然変

異頻度の低下〉 これまで， シャ トルプラスミト

のゲノムからの切り 出しには，pML4や pHSG-

664に 1箇所のみ認識部位が存在する EcoRIを

用いてきた． pML4には他にも Fig.1に示すよ

うに， 1箇所のみ切断する酵素がある．ApaLIは

プラスミドを受精卵に導入する際に環状化するた

めに用いており，導入末端となっているため修飾

を受けている可能性がある．そこで， EcoRIを含

め， Xbal,Xhol, Banllを用いて， プラスミ ドの

pML4を消化し， rpsLに突然変異が生じるかど

うかを検討した．その結果を Fig.7に示す．明ら

かに用いた制限酵素によってストレプトマイシン

耐性コロニーの現れる頻度に違いがみられ，Ban-

IIを用いた場合が最も低く対照の超らせん状pM-

L4そのものから得られる値に近くなることがわ

かった．

6. HITECプロトコールの確立

以上の実験事実から， HITECマウスのゲノム

を EcoRI処理さらに， T4DNA リガーゼ処理

する段階で人為的にシャトルベクターの rpsL遺

伝子にかなりの突然変異が生じていることが推測

された．これを， BanIIで短時間処理したのち，

T4DNAリガーゼ反応を，少ない酵素量で，4°c,

30分間行なえば，かなりバックグランドが減少

することが期待できる． また， これまでの HI-

TEC プロトコールでは， ゲノム中わずかに存在

するシャトルベクターを， EcoRI処理後，電気泳
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動ゲルにて分画しエレクトロエリ ューショ ソを用

いて回収濃縮するとい う繁雑かつ時間を要する方

法を用いてきた．しかし，約 350コピー導入した

HITECマウス HIT013を用いれば， HIT003（権

藤ら， 1993)の 1000倍以上の形質転換効率が得

られ，これに，宿主大腸菌として RRlを用いれ

ば，さらにその 10倍の形質転換効率が期待され

ることがわかった．そこで，バックグラソドの要

因となり得る電気泳動ゲルによる分画過程を省略

し，HIT013ゲノム DNAを Banll消化後，直

接， T4DNA リガーゼ処理し， そのまま， RRl 

大腸菌にエレクトロポレーショ ‘ノを 行な ってみ

た．

初代 HJT013の Fl個体で月齢約 3カ月の雌

マウスの肝臓より抽出した DNAを用いた．約

200 μgを 350ュニットの Banll(Toyobo)を用

いて 400μl反応液中，37°C,2時間消化後，ただ

ちに，フェノール抽出にて精製し，一部を濃度推

定に使用し， 6μgを T4DNAリガーゼにて処理

した．リガーゼ反応は， 600μl反応液中で， 24ュ

ニットの T4DNA リガーゼ (Toyobo),4 °C, 30 

分で行なった．さらに，フェノール抽出にて精製

後， 6μlの 0.5x TE (5 mM Tris-HCI, 0.5 mM  

Na2EDTA, pH 8.0)に溶解し， 1 μg/μlとした．

リガーゼ反応の効率を検討するために，この倍呈

にあたる 12μgの HIT013DNAを同条件の 600

μl中でリガーゼ反応を行なって，最終的に 12μl 

の0.5xTEに溶解し，同じく 1μg/plとしたサン

プルも用意した．この 2つのサンプル間に大きな

違いは見られず，2回独立に行なった実験結果を

Table 2に示す．実際にニレクトロボレーショソ

を用いて導入した HIT013DNA量は 1回目は

10 μg, 2回目は 2.8μgである．それぞれ， 140ng, 

98 ng相当分をカナマイジンプレートに播種し，

残りは全て，カナマイシンとストレプトマイヽンソ

両方を含むプレートに播種した．この比率を計算

し， 1回目は 4.9x10-6, 2回目は 4.3X 1Q-5とい

う再現性の高い値が得られるとともに，実用可能

なレベルの低いバックグランド突然変異頻度がつ

いに得られた．HIT013DNAの 1mgあたりに換

算した形質転換効率は，1回目が 2.3x101, 2回

目が 7.0x101であり，バックグランドが 10-6の

Table 2. Summary of Spontaneous Mutation Frequencies in HIT 013 

HITEC Mouse Tested Age and Tissue Experiment 
kmresistants sm&kmresistants Frequencies 
usedDNA UsedDNA (10り

HIT013 Fl早 111day old 
(350 copies) Liver 

a

b

 

3157/140ng ll/9,860ng 

6816/98ng 8/2,702ng 
4.9 
4.3 

Two independent experiments a and b were performed. In experiment a and b, IOμg and 2.8μg of the prepared DNA were 
electroporated into the RRI host E.coli cells, respectively. A small aliquot of the transformed E.coli was plated onto kanamycin 
(Km) plates and all the rest was plated onto the streptomycin (Sm) and kanamycin plates. "Used DNA" indicates the amount of 
DNA in the transformed E.coli on each type of the plates. 

オーダーで現れることを考慮すると， 10μgの バックグラソド突然変異頻度を，これまでの 10-2

HIT013DNAを一回の検定に用いれば十分であ のオーダーから 10-5のオーダーヘと大きく減少

ることがわかる．

7. 考察

今回 350コビーのシャトルベクターpML4を

導入した HITECマウス HIT013系統を確立し，

体細胞突然変異の検出が現実的に短時間で簡単に

行なえる解析系を開発した．鍵となったのは，多

コピー導入のトラ‘ノス ジェ ニックマウスが得られ

たことに加え，エレクトロポレーショ ンによる大

腸菌の形質転換効率を詳細に検討して，最大限に

活用できるよ うになったことである．宿主大腸菌

として，抜きんでて高い形質転換効率を示すRRl

株を同定できたのも大きい．これにより， HITEC

マウスの全ゲノム DNA をそのまま用いても一

臓器あたり 107を越える十分な検定コロニ ー数が

得られるよ うになった．この結果， これまでの検

定の過程で最も繁雑かつ時間を要するステッ プで

あったシャトルベクタ ーの分画濃縮を全く行なう

必要がなくなり，大規模な検定を可能とする簡便

迅速な系が確立できたといえるであろ う．もうひ

とつの大きな鍵は，バ ックグランドの問題を解消

できたことである．いかに，多数のコロニーを検

定できてもバ ックグラン ドの突然変異隠度が高く

ては精度の高い検定は不可能である．高いバ ック

グランドの原因は， HITECマウスのゲノムDNA

からシャト ルベクタ ーを EcoRI制限酵素で切り

出し，T4DNAリガーゼにて環状化する段階にあ

ることが判明した．しかし， Banll制限酵素を用

いてシャトルベクターを切り出し，少量かつ低混

で T4DNA リガーゼ反応を行うことによ って，

できた．この値は，すでに報告されているトラン

スジェニ ックマウスを用いた体細胞突然変異の系

である Muta™ Mouse (Gossen ら，1989)や

Big Blue™ (Kohlerら， 1991)と比べ遜色がない．

一連の実験から，Banll処理は 2時間，リガーゼ

反応は 30分でも十分であることがわかり，ここ

でも検定時間の大幅な短縮が実現できた．最終的

に， 1日目で抽出した HITECマウスのゲノム

DNAを， 2日目に Banll処理， T4DNAリガー

ゼ処理後，エレクトロボレーションを施したの

ち，プレートに播種し， 3日目にはコ ロニーとし

て結果が得られる系が確立できた．突然変異頻度

の推定には Fig.2に示すように，分子，分母とな

る値を 2種類のプレートにて別々に推定するの

で，播種する量を適当に希釈して用いれば， コロ

ニーを必要以上に数えずにすむ．

pML4を導入した HITECマウスは，HIT013

の他に， 350コビー導入の HIT017,750コピー導

入の HIT021を含め，様々な導入コビー数のもの

を 21系統確立しているので，将来は，ジャトル

ベクターの導入箇所や，導入コピー数の突然変異

頻度に及ぽす影響なども解析できるであろう ．現

在， HIT013,HIT017, HIT021の各種臓器を用い

て突然変位頻度を検討するとともに，化学発がん

剤を投与することや，ストレプトマイ、ンソ耐性コ

ロニーから得られたシャトルベクターの rpsL遺

伝子部分を DNA 、ンーケン、ンソグによって同定

し，突然変異箇所を分子レベルで解析することも

始めている．さらに，異なった遺伝子の影響のも

とでの体細胞突然変異の解析を行なうため， HI-
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TECマウスをいろいろ な遺伝子欠損マウス と交

配している．

8. 材料と方法

トランスジェニックマウスの作成

これは，勝木（1987)の方法にて，HIT003の作

成 （権藤ら，1993)と同様になった．但し，pML4

の線状化には ApaLI(Fig. 1参照）を用い， Fl交

雑マウス BDFlの交配から得られる受精卵にマ

イクロ イソジェク シ ョン を行なった． ゲノム

DNAの抽出， サザーン解析法も権藤ら (1993)に

従った．

大腸菌

宿主大腸苗として検討 した系統 は，HBlOl

(Takara)に加え，JCRBを通して入手した RRl,

JM83, JM 103, JM 105と， 東大・ 分生研の真木寿

治博士より供与を受けた MYlおよび NM554で

ある．これらは全てストレプトマ イ 、ン ソ耐性

(rpsL=strA)である．HBlOlは p-L1(gpt-proA)-

62 leu supE44 aral4 galK2 lac Yi L1(mcrC-mrr)-

rpsL20 xyl-5 mtl-1 recA13であ り， RRlは HB-

101の recが 派生体である．JM83は F ara 

L1(lac-proAB)rpsL[ <j>80dlac L1(lacZ)M 15], JM 103 

は F'traD36lacfq L1(lacZ)Ml 5 proA + B+ / endAJ 

supE sbcBC thi-1 rpsL L1(lac-pro)(Pl)(rぶffiK+fp1+_

mp1 +), JM105は F'traD36laclq L1(lacZ)Ml5 

proA+B+Jthi rpsL endA sbcB15 hsdR4(rK -mK +) 

L1(lac-proAB), NM554は，p-araD139 L1(ara-leu) 

7696 galE15 galK16 L1(lac)X74 rpsL hsdR2(rK -_ 

mK +) mer A mcrBJ recA13, MYl vま，DH1;F 

supE44 recAJ gyrA96 thi llhsdR17(rK -MK +)rel-

Alのスト レプトマイ、ンソ耐性株である (Moら，

1991). JM83 と NM554はアンバー・ サプ レッ

サー遺伝子を持たず，pML4の rpsL遺伝子を発

現させずにプラスミドを調製する (Fig. 1参照）

ためのものとして検討した．エレクト ロボ レー

ショ‘ノを行なうために各々の大腸菌は BRLの仕

様に従い次の様に調製した． まず，各菌株を プ

レー トに播種し， 得られたコ ロニーを 50mlの

SOB培地 (Sambrookら，1989)にて一晩培養す

る．このうちの 0.5mlを，500mlの SOB培地
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にて 3時間ほど培養し，遠 心して 10％のグ リセ

ロール (UltraPure Grade, BRL)溶液に懸濁す

ることを 2回繰 り返した．最終的に少星の 10%

グリセロール液に高濃度に懸濁して，1.5mlのス

クリューキャップ付きのプラスチック遠心チュー

プに 100~200μlずつ分注後， ドライアイス／ニ

タノール中で凍結し，ー80°Cに保存した．

エレクトロポレーションによる大腸菌の形質転換

Smith ら (1990)による Cell-PoratorE. coli 

System (BRL)を用いた．仕様に従い， 0.5XTE

(5 mM  Tris-HCI, 0.5 mM  Na2EDTA, pH 8.0)に

溶解した DNAを 1μlと，調製した大腸菌 20μI 

をまぜ，専用のチャソバー (BRL)に移しエレク

トロポレーショ‘ノを行なった．ここまでは 4°c

の条件にて行なった．その後， プラスチック

チュ ープ (Falcon2059)に予め準備した 1mlの

SOC培地 (Sambrookら，1989)に全量を移し，

37℃ ,200 rpm にて 70分培養し，必要な場合は

適当な培養液にて希釈後，プレー トに播種した．

プレー トは LB培地 (Sambrookら，1989)を用

いて， カナマイシンおよびストレプトマイシンを

加えるときはそれぞれ最終濃度 50μg/mlおよび

100 μg/mlとした．各実験において，用いた調製

大腸菌の濃度と，エレクトロ ボレーシ ョン後の生

存率を，それぞれ一部分を希釈後，薬剤を含まな

い LBプレートに播種して推定した．
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「トラ ンスジェ ニック アニマルを用いるinvivo遺伝子突然変異試験一意義と問題点」

遺伝子突然変異と小核誘発の同時検出系

The concomitant detection of gene mutation and micronucleus 
induction 

林 真，鈴木孝昌，祖父尼俊雄

Hayashi M., T. Suzuki aud T. Sofuni 

国立衛生試験所 ・変異遺伝部
東京都世田谷区上用賀 1-18-l

Division of Genetics and Mutagenesis, National Institute of Health Sciences, 
1-18-1, Kamiyoga, Setagaya-ku, Tokyo 158, Japan 

（受付：1994年 3月 18日；受理： 1994年 3月 18日）

Summary 
We have developed an in vivo assay system which can detect clastogenicity and gene 
mutagenicity concomitantly by combining a peripheral blood micronucleus assay and a 
transgenic mouse (Muta四 Mouse)mutation assay. The genotoxic potential of mitomycin 

C(MMC), ethyl nitrosourea (ENU), ethyl methanesulfonate (EMS), and diethyl nitrosamine 
(DEN) were evaluated by this assay system. Mice were treated with each test compound 
and the micronucleus assay using acridine orange supravital staining method was per-
formed with a small amount of peripheral blood collected 48 h after treatment. After 7 
days or later, mice were killed and tissues were collected for the gene mutation assay. 
DNA was isolated from bone marrow and liver, andぇgt10/acZ transgenes were recovered 
by the lambda packaging reaction. Mutations on lacZ genes were detected as colorless 
plaques on E. coli C (lac―).ENU and EMS induced strongly both micronucleated 
reticulocytes (MNRETs) an lacZ mutations in bone marrow. However, mutation induc-
tion by these chemicals was less efficient in the liver than in bone marrow. MMC in-
duced MNRETs potently, while a weak mutation was observed in bone marrow only 
after 5 daily treatments. DEN was negative in the micronucleus assay with Muta™Mouse 
as reported with other strains of mouse. The mutation was also negative in bone mar-
row but positive in liver, indicating a clear organ specificity of DEN. This assay system 
enabled us to detect micronucleus induction and gene mutation in the same mouse. 
The genotoxic characteristics of compounds indicated by this assay are important to 
understand genotoxic risk of environmental mutagens. 

Keywords: in vivo gene mutation; micronucleus; transgenic mouse; genotoxic charateristics 

1. はじめに

遺伝毒性の主な指標として，遺伝子突然変異，

染色体異常， DNA損傷性が考えられるが，これ

らの指標はこれまで，それぞれ独自の検出系を用

いて評価されてきた．これらの検出系は，それぞ

れ固有に最適化されたプロトコールに従って試験

されており，それらの試験系を組み合わせて，異

なる指標を同時に検出する系をつくることは困難

であった．特にinvivoで遺伝子突然変異を検出

する系としては，特定座位試験（Searle,1975)と
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マウス毛色スボット試験 (Russellet al., 1981)の

みが知られている．これらの試験は，動物の交配

が必要であったり，妊娠動物に投与してその子供

を観察する試験であったりするのに対し，骨髄の

染色体や小核を見る試験系は概して短期試験であ

り，動物を殺し，標本を作成するタイミソグが異

なるために組み合わせはほぼ不可能であった．

1980年代の終わりに，遺伝子突然変異を検出

するための外来遺伝子を組み込んだトラ‘ノスジェ

ニックマウスが紹介され，invivoでの新しい有望

な遺伝子突然変異検出系が誕生した (Gossenet 

al., 1989; Short et al., 1990; Kohler et al., 

1991;鈴木， 1992;Suzuki et al., 1994).一方，マ

ウスを殺すことなく染色体異常誘発性を検出する

ことができるアクリジンオレソジ超生体染色によ

る末梢血小核試験を我々は 1990年 に発表した

(Hayashi et al., 1990).さらにこの末梢血を用い

る小核試験系の有効性が本学会の MMS分科会

の大規模な共同研究によって実証され，実用の域

に入った (CSGMT,1992). この末梢血小核試験

は動物を殺す必要がなく， トランスジェニ ックマ

ウスを用いることにより， これら両試験系の組み

合わせが可能となった．われわれはこれら 2つ

の試験系を組み合わせることにより，同一実験条

件下で，かつ，それぞれのプロトコールを最適に

保ったままで遺伝子突然変異と染色体異常誘発性

を同時に検出できる系を開発した (Suzukiet al., 

1993a).以下に，それぞれの系の特徴と，組み合

わせた試験結果，今後の課題について述べる．

2. Muta TM Mouse 

Muta Mouseは， 1989年にオラ ンダの Gossen

らによって開発され，最初に実用化された変異

原性試験用のトラソスジェニ ックマ ウスである

(Gossen et al., 1989; Myhr, 1991). Fig. 1に示
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したJgtlolacZベクターが CD2F1 (DBA2x 

BALB/C)マウスに導入されており， haploid当

たり 40コビー， homozygousに細胞当たり 80コ

ビーを持つ系統として現在米国の Hazleton社よ

り市販されている．

導入遺伝子には，約 3kbの大腸菌の lacZ遺伝

子が含まれ， これが突然変異検出のための標的遺

伝子となる． Ames試験とは異なり，fowardmu-

tationを検出する系であるため，この遺伝子内に

起きた変異のうち，その転写産物である[3-ガラク

ト、ンダーゼの酵素活性に影響を与えるような変異

はすべて検出が可能である．よっ て比較的大きな

欠失変異も 3kb以内であれば検出できる． こ

の標的遺伝子はラムダファージ由来の入gtlOベク

ターに組み込まれているため， ラムダバッケージ

ソグにより，マウスゲノム DNAより容易に感染

性を持つラムダフ ァージの回収が可能であり，大

腸菌内にて lacZ遺伝子の変異の解析を行うこと

ができる (Gossenand Vijg, 1988）．また， 導入遺

伝子は適当なプロモーターを持たないため，マウ

ス体内においては一切発現されていない． よって

このトラソスジェニックマウスは生理的に通常の

マウスとほぼ同一であり，マウスは，invivoにお

いて遺伝子突然変異を解析するための“場”を提

供することとなる．

3. Muta Mouseを用いる遺伝子突然変異検出法

試験法の概略を Fig.2に示す．従来， 最終的な

変異体の検出には 9ーガラクト、ンダーゼによる発
色反応 (colorselection)が指標と なっており ，我

々の実験でもこの方法を用いてきたので，こ こで

はcolorselection法について述べ，最近開発され

たpositiveselection法 (Myhret al., 1993)に

ついては後述する．

マウスを被験物質で処理し，突然変異の発現期
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間として 1~2週間飼育後，動物を屠殺して必要

な臓器を取り 出し，凍結保存する． トランスジェ

ニッ クマウスでは，すべての細胞に導入遺伝子が

組み込まれているため，生殖細胞も含めすべての

臓器が解析の対象となり得る．必要な組織より

DNAを抽出し，えパッケージング法により目的

遺伝子を入ファージに取り込む．えパッケージン

グには，市販のえパッケージングニクストラクト

(Gigapack II Gold, Stratagene社製）を用いた．

これは， DNA以外の ラムダファージの構成要素

から成り，そこに含まれるラムダファージの制限

酵素により，マウスゲノム DNAより 1単位の

ぇgtlOLacZベクターが切り出され，一つの成熟

ファージが形成される． Colorselectionでは，こ

れを lac遺伝子が完全に欠損した大腸菌の C株

に感染させて，プラークをつくらせる．そのと き，

培地に 0ガラクト、ンダーゼの甚質となる X-gal
(5-bromo-4-chloro-3-indoly l-D-galactoside)を入

れておくと，正常な えファージは青色のプラーク

をつくり， lacZ上に突然変位が起きたものは透明

または薄い青色のプラークをつくるので，変異頻

度を求めることができる．
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4. 末梢血を用いる小核試験法

染色体異常と小核の生成の関係を示した模式図

をFig.3に示す．骨髄中で前赤芽球から赤血球が

作られる過程において生じた染色体異常は，細胞

分裂を経て，主核とは別に“小核”と呼ばれる小

さな核を生成する．赤血球成熟の最終段階で脱核

が起きる．この際小核は取り残され本来無核の赤

血球中に小さな核が出現する．小核試験では，従

来，小核試験には骨髄細胞が用いられてきたが，

小核を持った赤血球はかなり早い時点から確率的

に末梢血流中に出てくるので，末梢血を用いて

も，骨髄と同様に小核の出現を正しく検出できる

ことが報告されてきた (MacGregoret al., 1980; 

1990）．我々は，アクリジンオレソジ (AO)を塗

布したスライドグラスを用いた超生体染色法に

よる末梢血小核試験法を開発し (Hayashiet al., 

1990）， その有効性も実証されている (CSGMT,

1992).小核試験において末梢血を用いることの最

大の利点は，動物を殺さずに試験が行なえること

にあり，これによって他の試験との組み合わせが

可能となった．

5. AO塗布スライドを用いる末梢血小核試験法

AO塗布スライドグラスの作製は，スライドグ

ラスをあらかじめホットプレートで 70°C位に混

め， AO水溶液 (1mg/kg) 10 μlを塗布，乾燥さ

せる． Fig.4に示すように，マウスに被験物質を

投与した後， 48時間後にマウスの尾部より 5μl 

の末梢血を採取する．この末梢血を AOを塗布し

たスライドの中央付近に滴下し，ただちにカバー

グラスをかける．細胞は直ちに蛍光染色され（超
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生体染色），蛍光顕微鏡で観察可能になる．AOに

より赤い蛍光を発する網状構造を持つ赤血球（網

赤血球； RET)が幼若な赤血球である．網赤血球

を個体あたり 1000~2000個観察し，小核を持っ

た血球 (MNRET)の出現頻度を調べる．なお標

本は冷蔵庫中で 2~3日間は保存可能であり，デ

ィープフリーザ中に保存すれば数か月間は使用可

能である．

6. 遺伝子突然変異と小核誘発性の同時検出プロ

トコール
遺伝子突然変異と染色体異常を同時に検出する

ために，先程のトラ‘ノスジェニックマウスを用い

た試験系に末梢血小核試験を組み込んだ． Muta-

Mouse に被験物質を投与し， 原則として投与直

前と投与 48時間後に採血し，小核誘発性を評価

した．動物はそのまま飼育を続け， 1~2週間後に

屠殺して必要な臓器を摘出して突然変異のア ッセ

イを行った．この系を用いて幾つかの代表的変異

原について解析を行ったので，以下にその一部を

紹介する．

7. Ethyl nitrosourea (ENU) 

代表的なアルキル化剤である ENUの小核試験

結果を Table1に示す． 50,100, 200 mg/kg投与

後， 24,48, 72時間目に幼若赤血球 1000個中に

観察される MNRETを 1群あたり 8匹のマウ

スについて検討した．0時間の MNRETは 1000

個中約 3個であった．一方， ENU投与 48時間

後には， control値の約 20倍という非常に強い小

核の誘発が観察された．

Table 1. Micronucleus induction by a single ip treatment of ENU in MutaMouse 

MNRETs / 1000 RETs士S.D.

Dose(mg/kg) No. of Mice (Oh) (24h) (48h) (72h) 

50 8 3.0士1.s 9.4士 4.6 45.8土11.1 4.9士3.2

100 8 2.S士 1.2 7.6土4.2 65.8土16.9 4.4士1.9

200 8 2.9士1.4 2.8士2.1 38.0士10.0
＊ 
n.d. 

n.d. ; no data because of the bone mmow suppression 
• ; data from two mice, other mice showed bone marrow suppression 

Table 2. Bone Marrow and Liver Mutagenesis by Ethyl Nitrosourea 

DOSE MOUSE NO. MUTANrS PLAQUES MFX 106 

(Bone Marrow) 

3126 29 1,049,068 

”‘ control 3135 43 1,161,165 37.0 

3142 47 1,011,951 “.4 

匹 1 64 490,682 130 
50m匹

如 71 522,670 136 

5119 “ 275.250 167 
lOOmgllcg 

5121 68 235,750 288 

S099 64 196,250 3% 
200mg/kg 

5124 57 157,400 X52 

(LIver) 

3126 14 689;1.86 20.3 

control 3135 28 643,523 43.s 
3142 29 864,963 33.5 

5119 31 ,so.s86 32.6 
100m糾屯

5121 34 1,050,057 32.4 

200mg/kg 5124 10 130,520 76.6 

投与 7日後の lacZ遺伝子の変異頻度を Table

2に示す．骨髄の陰性対照における突然変異の発

生率は， 3匹のマウスについてそれぞれ 100万個

以上のプラ ークを解析した結果， 106あたり 30個

前後であった．これに対し ENU投与群の突然変

異率は用量相関的に上昇し， 200mg/kgにおいて

は，陰性対照の約 10倍の変異頻度が得られた．

ENU 100 mg/kg投与時の骨髄における変異頻度

の経時変化の結果を Fig.5に示す．変異頻度は投

与後 14 日目まで上昇したが， 21 日目において

いったん減少し，28日目で再び上昇するとい う

バタ ーンが得られた．この経時変化の解釈は難し
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いが，投与後 14日目まで変異頻度が上昇したの

は変異を受けた細胞の分裂増殖に伴うもので，そ

れらの細胞の寿命とともに変異頻度は一旦減少

し，再び上昇するのは変異を受けた血液幹細胞由

来のものであると思われる．

陰性対照群における肝臓の突然変異率は骨髄と

ほぽ同じ値を示した．ENU処理による影響は骨

髄に比べて低く， 200mg/kg投与群で対照群の約

2倍程度であった．この結果は， ENUが白血病を

誘発するという事実と対応しており，臓器特異性

を反映しているものとして注目される．今後他の

標的臓器とされる脳を含め，他の臓器について解

析を進めたい．

8. Mytomycin C (MMC) 

DNAの架橋形成剤の制癌性抗生物質である

MMCは，強い染色体異常誘発性を持つことが知

られ，小核試験においてもしばしば陽性対照物質

として使用されている． MutaMouseを用いた小

核試験においても用量依存的に強い小核誘発性が

認められた (Table3). MMCによる小核の出現頻

度は，これまでに報告されている他の系統のマウ

Table 3. Micronucleus Induction in Peripheral Blood of Muta立 Mouseby Single I.P. 

Treatment with MMC 

Dose 
(mg/kg) 

No. 
of Mice 

MNRETs / 1000 RETs士S.D.

24h 48h 72h 

0゚.5 

1.0 

2.0 

ENU,100 

4

6

6

6

8

 

3.0士1.6

4.7士1.6

7.3士3.6

s.o士1.9

7.6士4.2

5.3士2.2

13.3士3.9

36.0土8.6

58.3士16.8

65.8士16.9

4.3士1.1

6.8士2.1

15.0土8.1

22.0 * 

4.4士1.9

• Data from one mouse; other treated mice gave low RET numbers due to 
bonem血owsuppression 

Table 5. 

Table 6. 

Bone Marrow and Liver Mutagenesis by a Single MMC Treatment 

Time /Dose(mg/kg) Mouse No. Mutants Plaques MFX 106 

(Bone Marrow) 

7day 

1.0mg/kg 

3130 

3133 

9

4

 

503,420 

648,900 

17.9 

6.2 

7day 

2.0mg/kg 

3153 

3155 

9

9

 

ー 549,678 

507,968 

34.6 

17.7 

14day 
2.0mg/kg 

3132 

3139 

1

5

 

ー 629.soo 
513,970 

17.5 

9.7 

21 day 

2.0mg/kg 

5086 

5093 

2

2

 

1S4.400 

77,750 

12.9 

25.7 

7day 

Control 

3126 

3135 

3142 

29 

43 

47 

1,049,068 

1,161,165 

1,011,951 

27.6 

37.0 

46.4 

(Liver) 

7day 

2.0mg/kg 

3153 

3155 

9

9

 

501.S90 

512.475 

173 

17.6 

7day 

Control 

3126 

3135 

3142 

1
4
2
8
2
9
 

689,286 

643,523 

864,963 

20.3 

43.s 
33.s 

Bone Marrow and Liver Mutagenesis by Subchronic MMC Treatments 

Dose(mg/kg) Time(day) • Mouse No. Mutants Plaques MFX 106 

(Bone Marrow) 

1.0 
mg/kg 
X 

Sday 

3day 
4658 

4666 

27 

29 

563,527 

535,590 

47.9 

S4.l 

IO day 4656 36 S16,630 69.7 

Table 4. Micronucleus Induction in Peripheral Blood of Muta立 Mouseby Subchronic 

(5 Daily) I.P. Treatments with MMC 

2.0 
X 

5day 
3day 4671 46 “3533 84.6 

MNRETs / 1000 RETs士S.D.
Dose 
(mg/kg) 

No. 
of Mice 

2.0 
X 

3day 
Sday 4676 48 557,448 86.1 

48h 72h 96h 7day 

1.0 

2.0 

4

4

 

53.3士8.3

60.8士5.6

56.5士7.4

94 * 

84.7士12.4

n.d. 

13.5土4.5

15.5士1.5
＊＊ 

(Liver) 

1点？g

Sday 

3day 
46S8 

4666 

4

5

 

ー 555.875 

574,079 

25.2 

8.7 

n.d. No data because of bone marrow suppression 
• Data from one mouse 
•• Data from two mice 

• Days after the last treatment 
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スの値 (Hara,et al., 1993)とほぽ一致しており，

MutaMouseが小核試験用のマウスとして使用可

能であることを示した．また， 5日間の反復投与

実験の結果を Table4に示す．反復投与により小

核誘発率の弱い上昇が観察されたが，骨髄に対す

る毒性が強く現われ，高用量群では幼若赤血球の

減少により観察ができない個体が多かった．

MMCの単回投与による骨髄での遺伝子突然

変異試験の結果を Table5に示した．いずれの用

量，および時間においても lacZ遺伝子の変異頻

度の上昇は全く見られず，むしろ減少する傾向に

あった．しかし， 5日間の反復投与試験において

は，骨髄で 2~3倍の上昇が認められた (Table6). 

これらの結果より， MMCは染色体異常誘発性

は強いが，突然変異誘発性は弱いと結論づけられ

る．これは MMCによる DNAの架橋が，切断

もしくは大きな欠失型の DNA傷害を引き起こ

すことにより説明可能であろう．

9. その他の化合物を含めた結果のまとめ

我々は，ENU,MMCの他にも， Diethylnitro-

samine (DEN), Ethyl methanesulfonate (EMS), 

Benzene (BEN), X線に関して同様の検討を行っ

ており，これらの結果の一部を Fig.6に示す．小

核誘発性に関しては， DENを除くすべての化合

物において明らかな陽性結果が得られた．DEN

は強い肝発がん性を持つが，通常の小核試験で

は陰性の結果も報告されており (Heddieet al., 

1983),今回 MutaMouseを用いた小核試験にお

□MNRETs IIMF In Bone Marrow ■MF in Liver 

80』 ■1・・ ,200 

e “ 
II I n 11S0 ~ ! 60 I 

且豆 40 

20 
cont. 

conL 

DEN ENU EMS MMC BEN X-ray 
100叩le& 100匹心 400叩le& 2.0 mg/kg la/I<ぃ5 IGy 

Fig. 6. Genotoxic Specificity of Chemical 
Mutagens in MutaMouse. 
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いても同様に陰性の結果となった．一方遺伝子突

然変異に関しては，骨髄において陰性であった

が，標的臓器である肝臓では明らかな陽性を示

し，臓器特異性が認められた．DENは肝臓にお

いて代謝活性化を受けて作用を現す (Tateset al., 

1980)が，骨髄においていずれの試験も陰性で

あった原因は，活性体が骨髄まで到達できなかっ

たためであると推察できる．

EMSは， ENUと同様に骨髄において強い変

異原性を示したが，肝臓での活性は弱いもので

あった．一方， BENは MMCと同様強い小核

誘発性を示したが，遺伝子突然変異誘発性は，骨

髄，肝臓ともに認められなかった．

このように，それぞれの化学物質ごとに染色体

異常誘発性と遺伝子突然変異誘発性のスペクトラ

ムが得られた．このようなデータは，今後発がん

性との相関を含め，被験物質の安全性評価に大き

く貢献すると思われる．

10. トランスジェニックマウスを用いる変異原性

試験の問題点と今後の展望

トランスジェニックスマウスを用いる変異原性

試験の評価はしだいに高まってきているが，さら

に広く普及した変異原試験法となるためには，解

決すべき幾つかの課題が残されている (Suzukiet 

al., 1994).中でも，突然変異のアッセイに手間と

費用がかかり過ぎることが最も重要な課題であ

る．理論的に非常に優れた試験系であるにもかか

わらず，今一つその普及度が遅いのは主にこのこ

とに起因しているものと考えられる．

実際の試験法は技術的に難しい点はな く，誰に

でもできる手法である．問題なのは，色の変化に

より変異体の同定を行うため，主観的判断が要求

されるとともに，充分な検出感度を保証するため

5Xlび個程度のプラークが必要であるという点

である．MutaMouseを用いた試験法では，15

cmのシャーレあたり 2,500個のプラークをまく

ことができるが， 5X106個のプラークを得るため

には 200枚のシャ ーレが必要となる．従って，

シャ ーレ，発色試薬である X-gal （比較的高価）

やバッケージ‘ノグキ ット等の消耗品にかかる費用

も膨大となり，マウス自体の値段も含めかなり高

UDP-glucose lactose 

四＼fq岬s¢¢pimrm9 旦］／匡
UDP-galactose galactose + glucose 

'..  4-~寧toldnasegalactose-1-P 

Fig. 7. A Principle for the Positive Selection of lac Z Mutants in a gal E strain. 

Table 7. Comparison of MF Obtained by the Color and the Positive Selection 

Sample MF by color selection MF by positive selection 

EMS 400 mg/kg 
Bone Marrow 
(7 day) 

129x 10―6 

(33 / 255,220) 

178 X 10-6 

(24 / 135,000) 
............................................................................................................. 
(No. of plates) 

(plaques I plate) 

価な試験である（Suzukiet al., 1993b). 

120 

2,127 

lacl遺伝子を用いた BigBlueマウス (Kohler

et al., 1991; Provost et al., 1993)では，色の識

別に関して改善が図られているが，依然同様の問

題がある．この問題点を解消するため，変異体

のみを選別するgalE遺伝子の欠損した大腸茜株

(Gossen et al., 1992)をも ちいたポジティブセレ

クション法が開発された (Myhret al., 1993）． そ

の原理を Fig.7に示す．galEは，大腸菌のガラ

クトース代謝 にかかわる酵素である galactose

epimeraseをコードしている．このgalE遺伝子

が欠損した株では， galactoseの存在下 UDP-ga-

lactoseの蓄積が起こり， これが菌体にとって致

死的となる．よってgalE欠損の大腸菌に正常

lacZ遺伝子を持つファー ジが感染した場合，9-

galactosidaseの基質であり galactose源となる

P-gal (phenyl fi-D-galactose) (lactoseの代わ り
を用いる）添加しておけば致死的となりプラーク

4 

33,750 

は生成しない一方，(3-galactosi dase活性を失っ

た変異 lacZ遺伝子を持つフ ァージが感染しても

galactoseが生成しないため菌は成育可能となり

プラ ークをつくる．実際の実験操作は，使用する

大腸菌が異なるだけで， Fig. 1に示した従来の

color selection法とほぼ同じである．ただ，バ

ッケージングの後，変異体分離用に P-galを含む

シャーレにまくが，このとき菌液の一部をとって

P-galを含まないシャーレに播いて，全体のプ

ラーク数を求めなければならない．

我々の研究室において従来の方法と比較した例

を Table7に示す．Positiveselection法によ っ

ても従来の colorselection法で得られた突然変

異頻度とほぼ同程度の変異頻度が得られた．注目

すべきは，必要なシャーレ数が 10分の 1以下で

ある点である．これにより変異体の検出に要する

手間および費用が大幅に削減できる．同様の検討

は BigBlueマウスを用いてもなされており，近
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く導入が予定されている．これらpositiveselec-

tion法による メリットは大き く，今後この試験系

が普及して行くことが期待される．その結果，デ

ータ ベースの充実にともない，最適な試験プロト

コールの確立もなされるであろう．

まとめ

トランスジェニックマウス とい う全く新しい試

験法が生まれ，変異原研究の分野に新たな領域が

開かれた．優れた試験法であるにもかかわらず，

その浸透度がやや遅かったのは，手間と費用がか

かるという現実的な障壁が関与していたと思われ

る． Positiveselection法の導入により，一層の普

及が期待される．さらに末梢血を用いる小核試験

との組み合わせにより，invivoにおける遺伝毒性

評価の確立が期待される．
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Summary 
Chemicals and commodity chemicals afford us conveniences and conforts in our daily 
life. We may not survive another one day without their supply from chemical industries. 
In order to prevent environmental pollution with chemicals which possibly be harmful 
to human health, the systematic screening test before manufacture and import of new 
chemicals is required by the Law concerning the examination and regulation of manufac-
ture, etc. of chemical substances (Law No. 117) in Japan. According to the Law, new 
chemicals are classified into four categories in terms of the degree of biodegradability 
with microorganisms and bioaccumulation in fish, Class I specified chemical substances 
(non-biodegradable, high degree of bioaccumulation, chronic toxicity), Class II specified 
chemical substances (non-biodegradable, low degree of bioaccumulation, chronic toxicity) 
and the designated chemical substances (non-biodegradable, low degree of bioaccumula-
tion, potential chronic toxicity) and unregulated safe chemical substances. 
Toxicity screening tests including reverse-mutation assay, chromosomal aberration 
test in cultured mammalian cells and twenty-eight-day repeated dose toxicity in mam-
malian species are required to classify new chemicals in question into whether the 
designated chemical substances (a possible candidate of Class II chemical substances) or 
unregulated safe chemical substances. 
In addition, reverse-mutation assay is also requisite screening test before manufacture 
or import of new chemicals under the Occupational Safety and Health Law in Japan to 
protect workers handling hazardous chemicals in industries. In this connection, Daicel's 
own safety-guideline principally based on mutagenicity and carcinogenicity of chemical 
substances will be introduced in this essay, for the assessment of the potential risks of 
chemicals and the protection of employee and customers from chemical exposure. 
Commodity chemicals possess quite a different situation from that of fine chemicals 
such as medicines, pesticides, cosmetics, etc., because so many industries need them as 
intermediates, ingredients or raw materials to manufacture or process fine chemicals and 
expensive merchandise. And so, commodity chemicals are generally cheaper and pro-
duced in a massive amount and not necssarily utilized for particular purposes. Thus, 
extensive toxicity screening strategy may not directly be applicable to commodity chem-
icals as is to fine chemicals. 
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A prospective view of mutagenicity screening in chemical industries is discussed in 
terms of particular problems involved in routine assay on chemical substances and com-
modity chemicals. 

Keywords: Mutagenicity, Chronic Toxicity, New Chemical Substances, Commodity 
Chemicals, Biodegradability, Bioaccumulation, Prevention of Environmental Pollu-
tion, Protection from Chemical Exposure, Law Concerning Regulations 

l. はじめに

一般化学物質は，一般と言う名前の示す通り特

定の目的のために製造される物質とは限らず，一

般的にはそのままの形で消費者の目に触れること

はほとんどないしかしながら，その一方では私

達の生活に深く密着している物質であり現代社会

においては， これなくしては生活華盤そのものが

成り立ち得ない物質であると言っても過言ではな

しヽ．

この点について， 筆者が勤務しているダイセル

化学工業株式会社（以下， ダイセル化学と略す）が

製造 ・販売している化学製品群を例にと って見て

みよう．化学製品の製造 ・販売を業としているダ

イセル化学が製造している製品の内，例えば，セ

ルロース誘導体としての酢酸セルロース，硝酸セ

ルロース，CMCゃ HEC等は，写真フィルムや

タバコフィルター，ラッカー塗料，接着剤や食品

添加物等に，有機合成品としての酢酸， ソルビ‘ノ

酸，グリセリン， 1,3-プチレングリコーJレ，アルキ

ルアミン類は，化学合成原料，食品防徴剤，樹脂

原料や化粧品，可塑剤や化粧品，農薬や塗料原料

等に，プラスチックとしての ABS樹脂や AS樹

脂，ナイロンフィルム，ジアゾ感光フィルムは，

自動車や家庭電化製品部品，食品やタバコ及び医

薬品等の包装材，各種印刷校正にそれぞれ加工さ

ぞれの製品についてすべて実施することは製品コ

ストを考慮すると特別な場合を除き実際上不可能

である．この点が一般化学物質の毒性特に変異原

性試験を考える上での特徴であり，問題点と考え

てしヽ る．

2. 一般化学物質の安全性に関する歴史的背景

一般化学物質は， このように広範囲に使用され

て私達の生活の便宜と限りない産業の発展に貢献

している一方では，過去に，地球環境に対する多

大な損傷と多くの尊い犠牲の上に現在の化学工業

の隆盛があることも忘れてはならないと考えてい

る．そこで，本題に入る前に，化学物質の安全性

に関してこれまでの歴史を簡単に振り返ることに

より，一般化学物質に関する毒性スクリーニソグ，

特に変異原性試験の在り 方を考える一助と した

しヽ．

戦後の日本の産業の高度成長とともに昭和30年

代になると，各地の工場より排出された産業廃棄

物により大気汚染や海水汚染が進行して公害問題

を引起し，酸性雨や赤潮等の深刻な環境汚染とと

もに地域住民の生活まで脅かすようになった．エ

場排水に含まれていた有機水銀による水俣病や・カ

ドミウムによるイタイ イタイ病の発生はその良い

例である．これらに対して，水質汚濁防止法や大

れ使用されている．このようにダイセル化学の製 気汚染防止法が公害防止のために制定され，工場

品群だけを見ても，一般化学物質は，私達の生活 排水や排煙に対して一定の規制がかかることにな

のあらゆる場面に登場して何らかの形で使用され った．

ていることが分かると思う ．

一般化学物質は，ダイセル化学の例のように化

学合成原料や化学中間体及び各種の製品素材とし

て使用されることが多く，使用目的も極めて多彩

且つ雑多である．また，製造量も トソ単位で多量

に生産される反面，最終製品ではないために価格

が安く，医薬品や農薬のように高価な試験をそれ
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ところが，昭和 40年代になると新たな問題が

全地球的規模で発生してきた．それは，製品に含

まれていた化学物質の環境における残留性によっ

て， 自然界の長い食物連鎖の結果，化学物質が生

体に濃縮して，やがてヒトや生物界に甚大な障害

を及ぼすことが次第に明らかとなった．その典型

的な例が優れた農薬として当時盛んに使用された

DDTゃ BHCであった．また，その優れた物理

化学的特性のために，熱媒体や絶縁油として広範

囲に使用されていた PCBによる環境汚染であっ

た．

DDTゃ BHCの使用によって多くの昆虫やそ

れを食べた鳥が絶滅に顔した．さらに，PCBは，

ヒトの母乳に高濃度で検出され， カネミ油症事件

が発端となってその人体に対する慢性毒性が明ら

かとなった．

これらの化学物質は，製品として化学工場の表

ロから社会に供給され，その消費や使用，廃棄の

過程で環境に放出されて自然環境の調和を乱した

ところに大きな特徴がある．

そこで，PCB 類似の難分解性で生物に蓄積性

のある物質そのものに対してクローズドシステム

によって規制する必要が生じたため，本邦におい

ては昭和 48年に世界に先駆けて，化学物質の審

査及び製造等の規制に関する法律 （所謂，化審法）

が制定され，この法律によって，PCB類似の性質

を有する物質は特定化学物質として製造そのもの

が規制されることになった．

さて，昭和 50年代になると，化学物質は，新

たな問題を生じさせた．その理由の第一として，

先進各国においても次々に化学物質を規制する法

律が制定されたが，各国の規制がバラバラである

ために非関税障壁として化学物質の自由な貿易を

妨げる懸念が生じたこと，このため，OECDは，

1981年におよそ 70項目 にわたる OECDテス ト

［三］

＿ ―-ー・_--_

三 安衛法

排煙

． ． 
： 排水：: : ．．  ． ． 
；， 産業廃棄物 ： 
•. -・・ ．．．．．．．．．．．．．．．．． 
水濁法，大気汚染防止法等

Fig. 1. 

ガイドラインを発表した．さらに，翌年 1982年

には化学物質を製造 ・販売するに先立って，最低

限必要なおよそ 40項目 の OECD-MPD（上市前

最小安全性評価項目） を決定した．

第二として，国内において半導体工業等で広く

使われていたトリクロロエチレンによる地下水汚

染が頻発して，汚染した井戸水を継続的に摂取し

た場合の人体に対する健康被害が危惧された． ト

リクロロエチレンは，難分解性の物質であったが，

PCBとは異なり生物における蓄積性がなかった

ために，化審法の規制か ら免れたものである．

このような化学物質に対する世界の情勢の変化

やトリクロロエチレン類似の物質に対処するため

に，昭和 61年に化審法の一部が改正され （改正

化審法），変異原性試験を含む毒性スク リー ニング

が導入された．そして， 新たに新規化学物質は，

第一種特定化学物質 (PCB類似の難分解性， 高蓄

積性の物質），第二種特定化学物質（トリクロロエ

チレソ類似の難分解性，低蓄積性の物質）及び指

定化学物質（第二種特定化学物質の疑いのある物

質）として規制されることになった．

3. 化審法の適用範囲と毒性スクリーニングフロ

それでは，化審法の適用される範囲について簡

単に説明しよ う．Fig.1で示したように，化審法

は，医薬品や農薬等特定の化学物質を除き工業用

として使用されるすべての新規化学物質を対象と

使 用・ 消 費 廃棄
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Fig. 2. 化審法におけるスクリーニソグフロー．

して，その使用や消費，廃棄を通じて環境経由で

ヒト や生物に対する毒性を調べることにより ，対

象 とする化学物質を製造していいかどうか審査す

るところに特徴がある．

これに対して，化学工場の排煙や排水等は公害

防止に係わる法律で，医薬品や農薬等に使用され

る新規化学物質は薬事法，農薬取締法等でそれぞ

れ規制されることになる．一方， 労働安全衛生法

（安衛法）は，新規化学物質を製造する化学工場に

おける労働者の安全を対象とする．安衛法に関連

して，現時点における化学物質の変異原性をベー

スとするダイセル化学の取組については後述す

る．

化審法 （改正化審法）における毒性スクリーニ

ングの概要については，Fig.2に示した．製造星

が年 1トソをこえる新規化学物質については，ま

ず，活性汚泥を用いて生分解性を調べ，化学物質

が良く分解されれば安全物質とな り製造 ・輸入しま

自由にできる．

一方， 分解され難い場合は，魚のコ イを用いて

魚体への蓄積性を調べ，この値が一定値以下なら

変異原性試験を含む毒性スクリーニ‘ノグ試験を行

うこととなる．変異原性試験と して，エームス試

験及び染色体異常試験及び 28日間反復投与毒性

試験か らなる毒性スク リーニング試験で何 ら毒性

が見出されなければ安全物質 （白物質）となるが，

毒性が見出された場合，指定化学物質となって事
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後管理 （毎年，月別製造量，地域別販売数量の報

告義務及び安全性調査の指示等）によって規制を

受けることになる (Fig.2). 

もし，魚体への蓄積性が一定値以上の場合は，

本格毒性試験を行うことになるが，一般化学物質

は，原料や素材として汎用される性格上概して安

価であり数億円も要する本格毒性試験を一々実施

するのでは採算がとれない上に，第一種特定化学

物質は原則的に製造できないので実際問題として

この段階で製品の開発を断念する結果になる．

第一種特定化学物質，第二種特定化学物質及び

指定化学物質の性状と規制の 内容については，

Table 1に示した．これらの物質は，すべて PCB

類似の性質を有するため，難分解性であるが，生

体における蓄積性については，第一種特定化学物

質のみが高蓄積性であり，第二種特定化学物質及

び指定化学物質は低蓄積性の性質を有している．

また，人体に対する影響については，指定化学

物質は，ヒトの健康を害するおそれの疑いのある

物質である．

第一種特定化学物質の製造 ・輸入については，

原則的に全面禁止の措置がとられるが，代替物が

ない場合，閉鎖系用途に限って例外的に許可され

る場合がある．鉄道車両のトラ ‘ノスに用いられて

いる PCBはその例である．

第二種特定化学物質については，製造量を始め

として使用や廃棄に至るまで細かい技術上の制限

Table 1. 化審法における化学物質の性状及び規制の概要

区 分 第一種特定化学物質 第二種特定化学物質 指定化学物質

分解性 難分解性 難分解性 難分解性

蓄積性 高蓄積性 低蓄積性 低蓄積性

継続的摂取 健康を損なうおそれ有り 健康を損なうおそれ有り
健康を損なうおそれの

有る疑い

環境汚染 有り 有り 疑いが有る

製造、輸入の原則禁止
製造，輸入予定数量の届出

製造、輸入実績数量の届出
規制 技術上の指針の遵守

解放系用途への使用禁止等 表示義務 等 等

Table 2. 安全性区分における対象物質及び管理の概要

1級（厳重管理）

(1) 対象物質：ヒトや実験動物に対し発癌性を有するかもしくは特

に強い変異原性が認められる化学物質

(2) 対応措置：安全性区分の 1級に応じた対応措置により，厳重管理

する．

2 級（特別管理）

(1) 対象物質 ：ヒトの発癌に十分な因果関係がないが、 1種類の実験

動物に発急性を有するかもしくは強い変異原性が認められる化

学物質

(2) 対応措置：局所排気等により暴露の防止をはかり特別管理する．

ユーザーに対しても特別に注意情報を提供する．

3 級（注意管理）

(1) 対象物質：ヒトや実験動物に対する発癌性が知られていないが

変異原性を否定できない化学物質

(2} 対応措置： 2級に準じたハ—ド措置により暴霞の防止をはかり注

意管理する．

4級（通常管理）

(1) 対象物質：実験動物に対する発焦性が知られていなく変異原性

もない化学物質

(2) 対応措置 ：漏洩防止、教育等一般的な注意事項について実施する．

が課せられる．また，最も規制のゆるい指定化学

物質であっても，毎年，月別製造羅や地域別販売

数量の報告が義務づけられ，必要により安全性調

査が開始されることになる．

4. 変異原性等に基づく化学物質の安全性指針に

ついて

さて，次に安衛法に関連して，現在，ダイセル

化学で実施されている変異原性をベースとする化
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Table 3. 発癌性と変異原性に基づく化学物質の安全性区分

安全性評価 安全性区分

発癌性 変異原性 新規（既存）製品等

ヒト 実験動物 エームス

十

十

十＋

-
＇ 

一

ェ―

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ ＋ 

＋ ＋ 

＋ ＋ 

＋ ＋ 

＋ ＋ 

＋ ＋ 

学物質の安全性に対する取組，すなわち，変異原

性等に基づく 化学物質の安全性指針について紹介

する．

この指針の目的は，ダイセル化学で取り扱って

いるすべての化学物質，すなわち，すべての製品，

合成中間体，原料及び廃棄物等のすべての物質を

対象として，これらの化学物質の安全性について

変異原性試験を実施し，その結果に基づいて安全

用具，設備改善等の対応措置を行い，それによっ

て，作業者や取扱者の健康障害と環境汚染を防止

するところにある．

この指針においては，当該化学物質の発癌性と

変異原性の調査結果に基づいて，1級（厳重管理），

2級 （特別管理），3級 （注意管理）及び 4級 （通

常管理）まで安全性を区分することにより化学物

質を管理するところに特徴を有する (Table2). 

例えば， 1級 （厳重管理）の場合は， ヒトや実

84 

染色体 小核 ユーザー

1 

4 

2 

1 

99一 ＇ 4 

一
＋ 3 

＋ 4 

＋ ＋ 2 

＋ ＋ 3 

＋ ＋ ＋ 2 

•-

• 
＋ 

＋ 

＋ ＋ 

＋ ＋ 

一
＋ 

＋ 

＋ ＋ 

＋ ＋ 

一
4 

＋ 2 

3 

＋ 2 

一
3 

＋ 1 

- 3 

＋ 2 

3 

＋ 1 

一 2 

＋ 1 

験動物に対し発癌性を有するかもしくは特に強い

変異原性が認められる化学物質が対象になり，2 

級 （特別管理）の場合は， ヒトの発癌に十分な因

果関係はないが， 1種類の実験動物に発癌性を有

するかもしくは強い変異原性が認められる化学物

質である．また， 3級 （注意管理）の場合は， ヒ

トや実験動物に対する発癌性は知られていないが

変異原性を否定できない化学物質である．発癌性

や変異原性のない安全な化学物質は， 4級（通常

管理）にランクされる．

Table 3に示したように，化学物質の発癌性と

変異原性データに甚づいて安全性区分は，このよ

うに細かく決められる．例えば，小核試験のみに

変異原性が認められる場合は， 3級であるが，小

核試験とニームス試験もしくは染色体異常試験の

いずれかが＋の場合は， 2級に昇格する．さらに，

これら 3試験のすべてが＋の場合は， 2級である

Table 4. 化学物質の安全性区分ごとの基本的対応

こ
1級 2級

蔽重管理 特別管理

密閉式・遠隔操作

゜
製

局所排気

゜゚造 保護具

゜゚取 漏洩防止

゜゚改造時の措置

゜゚
扱

廃棄

゜゚貯蔵・翰送

゜゚作巣環境濃度の測定

゜゚管
値康診断

゜゚理 点検

゜゚教育

゜゚ユーザ—への特別注意情報

゜゚
が，エームス試験もしくは染色体異常試験のいず

れかが廿の場合は， 1級にラソクされる．

このクラス分けに従って，それぞれの安全性区

分ごとの対応措置の基準については， Table4に

示した．

Table 4に従って，安全性区分 1級から 4級ま

でのクラスごとに製造 • 取扱い，貯蔵 ・ 輸送，健

康診断等の管理，ユーザーに対する情報提供等が

定められている．

5. ダイセル化学に於ける変異原性試験

それでは，ここでダイセル化学に於ける変異原

性試験の実施状況から，一般化学物質に関する変

異原性試験について若干考察を加えてみたい．

ダイセル化学が製造 ・販売を行うために， 1990

年から 1993年の 4年間に外部の受託試験施設で

実施された新規化学物質を対象とする変異原性試

験（ニームス試験，染色体異常試験及び小核試験）

並びにその他の毒性試験 (28日間反復投与毒性試

験）について，対応する法律，すなわち，化審法，

安衛法及びその他 （社内対応）並びに各試験ごと

(SA:ニームス試験， CA：染色体異常試験，MN:

小核試験， 28D:28日間反復投与毒性試験）に分

類し，総試験数に対してそれらの占める割合でそ

れぞれを表すと Fig.3-A及び Fig.3-Bのように

3級 4級
備 考

注意管理 通常管理

特化則・有機則等準用

゜
” 

゜
” 

゜゚
” 

゜
” 

" 

安街法 ・毒劇法等準用

゜
特化則・有機則等準用

゜
” 

゜
11 

゜゚
” 

゜
” 

なる．

これらから，一般化学物質を対象とした変異原

性試験の特徴を推察することができる．すなわち，

新規化学物質の化審法に対応する変異原性試験を

含む毒性試験の割合 (13%)が安衛法に対応する

それ (63%)の2割程度と少ないのは，ダイセル

化学の新規化学物質のほとんどは，前述した Fig.

2の化審法に於けるスクリーニングフローの上で

生分解性が良い環境中に残留しない化学物質であ

るからである (Fig.3-A). 

従って， 化審法上では，染色体異常試験，小核

試験及び 28日間反復投与毒性試験により毒性ス

クリーニングを実施しなければならない新規化学

物質，すなわち，生分解性が悪く生体に何らかの

菩積性を示す化学物質は，そうでない化学物質に

比較して著しく減少する結果になる (Fig.3-B). 

さらに， Fig.3-Bから明らかであるように変異原

性試験の内，染色体異常試験 （13%)や小核試験

(13%)に比較してニームス試験（68%)のみが突出

しているのは，安衛法上でエームス試験が陰性の

安全性の高い化学物質がほとんどを占める理由に

よる．

さらに，私達の研究室で実際に行った変異原性

試験についても，この傾向にほとんど変化は見ら

れない．
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A
 

化審法： 13%

B
 

28D : 6 I 

CA : 13" 

Fig. 3． 新規化学物質の変異原性試験における法

律ごとの分類(A)と試験の内訳(B).

すなわち，Fig.3におけると同様に 1990年か

ら 1993年の間に実施された変異原性試験につい

て調べて見ると，染色体異常試験 （18%)や小核

試験 (20%)に比較してエームス試験の実施数が

やはり大半を占める結果となる (62%). ここ で，

小核試験の頻度が，染色体異常試験のそれに比べ

てやや多い理由は，化学物質本来の性質としての

変異原性を調べるためではなく ，むしろヒトにお

ける暴露を想定した場合のinvivoにおける当該

物質の変異原性を評価する目的で試験が実施され

た結果による．しかしながら，それぞれの試験の

プロ トコールについては，被検物質ごとに目的に

よって千差万別であり一様ではない．

例えば，新規化学物質の場合であって も，研究 ・

開発のステ ップ上でそれぞれが置かれている状況

や目的等によ って，標準プロ トコールで実施され

るとは限らない．また，前項で述べたように変異

原性等に基づく化学物質の安全性指針に係わる場

合や製造プロセスのスクリーニング等で実施する

場合には，ニームス試験の 2菌株(TAlOO,TA98) 

のみを用いた変則的な試験として日常的に実施さ
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れる．

さらに，変異原性試験とは異なるが，私達は化

学物質の安全性評価に関連して，例えば，ューザ

ーヘの情報提供を目的として，あるいは輸出にお

ける包装等級の判定 (IMO:国際海事機関）のた

めに，急性毒性試験や皮膚刺激性（腐食性）試験，

接触アレルギー誘発性の指標である皮附感作性試

験等の毒性試験を実施する場合もある．

そして，このようにして得られた化学物質の安

全性評価データは，MSDS（後述）に記載される

ことになる．

6. 一般化学物質に関する変異原性試験の役割

以上，これまでに述べたダイセル化学における

場合を参考にして，一般化学物質に関する変異原

性試験の役割についてまとめてみたい．

第ーは，化審法により新規化学物質の製造 ・輸

入のために実施されるものである．また，それぞ

れの化学業界の自主規制もあるので，既存物質で

あっても変異原性試験を実施する必要が生じる場

合もある．

第二は，安衛法による場合である．新規化学物

質が年 100kgを越えて製造 ・輸入される場合は，

化学物質の有害性調査制度により変異原性試験が

必要となる．

また，ダイセル化学における変異原性等に基づ

く化学物質の安全性指針に基づいて当該物質の安

全性区分を決定するために実施する場合がある．

これについては，製品や不純物のみならず反応廃

液や排水も対象となる．

この場合，試験結果は，製造現場における保護

具や設備改善及び設備投資等に係わることにな

る．

第三は，化学物質安全性データ、ンート，すなわ

ち，MSDS(Material Safety Data Sheet)に関連

して，化学物質の有害性情報を入手するために実

施する場合である．

現在，本邦においては MSDSの法制化には未

だ至っていないが，1993年の四月から化学製品ご

とに MSDSの作成，ューザーヘの交付及び化学

品取扱教育の行政指導が既になされている．MS-

DSは， PL(Product liability:製造物責任）とも

Table 5. MSDSにおける化学物質の有害性情報

モノクロロアセトアルデヒド ※見本※

有富性情報 文戴

皮膚肩食怯[,ビッ~)
（コメント：）

堕
ll刺激 ［ヒ•I 不明

[9 ビッ •I 不明
皮剌激［ヒ~) 不

[,ビット］ 不明

墨匹
9ット（コJ：） ント：不明）
（コメント

亀怯壽怯
経路

編ロ 1(, 9 ッ~] LD10: 23 mg/kg 、LDI心四／kg
吸入ッ ►l LC,o:不明 ppm ( Br.) ヽ匹：不囀 ppm ( Kr.) 

経皮['ッ~I LD、o:不明 mg/kg 、LDLo:不明 mg/k、
亀性竃性に関する主な房見i
•不明

亜急[9性ッ壽ト性］ 最大篇作用量(NOEL) 不明 mg/kg

亜急性竃性に関ナる主な所見； 不明

慢怯毒怯

慢性毒性に関する主な所見； 不明

窯鼻原性 文献 発がん怯 文獣

エームス ： ［＋］ 1 OSHA ：記載無

染色体員常：［＋1 NTP :9E戴

小核試験 ：日 IARC ：記載撫

日本童賣会 ：記載篇

ACGIB ：記載鱗

攣員原性に関する主な房見

第労8働0安号全）粛生法の変暴原怯鼠馴鑢暴により、 1991年2.J!l賓害慟質に指定された． （労働省通遍 基覺

発がん性IC関ナる主な所見

不明

僧1, ッ•J量JII量(NOEL) 不 msルs

催寄形性1C関ナる主な胃見； 不明

塩

関連しているので， ダイセル化学の化学製品，特

に毒性に関する項の一例を Table5に示した．一

化合物についての MSDSは相当数の枚数がある

が，化学物質の有害性情報として，変異原性や発

癌性についても入手された情報についてはこの例

のように記載される．

第四は，研究 ・開発のために実施する場合であ

る．この場合，化学製品そのものの変異原性を試

験の対象とする場合もあるが，架橋化剤等反応試

薬として製造される化学物質については，その化

学的特性上本来変異原性を有しているものが多

い．このような化合物については，化学製品その

ものの変異原性よりはむしろそれによって製造さ

れた化合物における残留性が問題となる．同様に，

製品の主成分以外に変異原性のある副生成物や不

純物を含まない， より安全な化合物の製造を目的

として製造プロセスの開発 ・改良のために変異原

性試験を実施する場合もある．

変異原性のないもしくは弱い化学製品は無論の

ことであるが，不純物としての変異原性物質を含

まない化学製品は，その分だけ付加価値が高まる

ことになり，商品の差別化に繋がることになる．

第五は，学術的な意味合いにおける原変異性試

験である．これまで述べてきたように一般化学物

質の用途は不特定多数である上に，変異原性試験

の対象となるサンプルについても原材料， 化学製

品（有機合成品，溶媒，反応試薬， プラスチッ ク

ペレッ ト，フィルム等），不純物，反応廃液，排水

に至るまで評価の目的もその形状もまちまちであ

り，多様且つ雑多である．これに加えて，社内の
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他部門から依頼されたサ‘ノプルについて， 一定の

プロトコールに従って変異原性試験を実施してい

るだけでは， どうしても受動的な側面を否定でき

なし‘ •

この結果は，当該サンプルが本来必要としてい

るしまずである変異原性試験の真の意味を見失いか

ねないし，試験の日常的ルーチ‘ノ化によ って，実

験レベルに加え研究モラルにも問題を生じかねな

ぃ．この点は，受託試験施設でも同様な悩みがあ

ると思う ．

現在，変異原性の研究が，試験の標準化，国際

化の波とともに，大きなブレークスルーの時代を

迎えていることは衆目の認めるところであり，本

学会においても熱い議論が戦わされた． しかしな

がら，純粋に学問としての変異原性の研究は，企

業の目的とは到底相反するものであり，仮に，特

定の企業である時期に基礎的な研究ができたとし

ても例外であり，化学企業全体がそのようにでき

るとは限らない．

従って，学問と行政及び基礎研究と実用とを結

び付けている日本環境変異原学会，哺乳類分科会

における MMS共同研究は，この点で企業研究者

にとっても，また，大学等の基礎研究者にと って

も相互に適度の刺激を与えて益するところ極めて

大であると考えている．今後も参加者の裾野を広

げながら学問的にも高いレベルに発展してゆくこ

とを強く期待している．

7. 一般化学物質の変異原性試験に求められる機

能とは

それでは，化学工業における一般化学物質の変

異原性試験について，一体どのような機能を期待

したらよいのか筆者の経験を基にまとめてみた

しヽ．

まず，第一に，ー化学企業の製造する化学物質

の種類は多くその形状も様々であるので，一般化

学物質の変異原性試験は，まずどんな物性の化学

物質にも対応できる試験である必要がある．

第二として，不純物や反応廃液，排水の評価等，

変異原性を製造プロセスのスクリーニングに利用

する場合は，短期間におびただしい数のサンプル

を評価することになるので，試験は簡単でスピー
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ディに且つ安全に実施できるものが良い．また，

一般化学物質は，医薬品等と比べると製造量は多

いけれども概して安いものである．従って，高価

な試験では採算がとれないので，試験コストは安

い必要がある．

第三として，ダイセル化学の例で示したように

製造現場における設備改善や反応物の暴露防止対

策のために変異原性試験を利用する場合等，生物

学とは無縁の機械分野の技術者や安全環境部等事

務系分野の人にも容易に理解してもらう必要があ

るので，簡明な原理に基づいた明白な試験結果は

常に求められる．

第四として，これに関連して化学分野の技術者

の理解を得るために，状況証拠的な生物学的相対

評価だけではなく，例えば， P-32ボストラベル法

のような化学的な物質変化として変異原性を捉え

られる絶対評価と成り得るよ うな試験系の開発も

必要ではないかと考えている．

最後に，化学物質を製造している化学工場の製

造現場において最も重要なことは，いかに安全に

作業に従事できるかどうかと言うことであるの

で，このレベルなら安全と考えられるようなヒト

における安全性の閾値が算定され，変異原性の強

さと危険性の程度（発癌）を明確に関係づけられ

る試験系である必要がある．

8. おわりに

一般化学物質は，原材料や化学中間体として用

いられており，それらが試薬や溶媒として化学反

応に使用されて特定の機能を有する最終製品がで

きあがるまでには幾多の変化，反応及びプロセス

を受ける場合が多い．

すなわち，一般化学物質は，最終製品に至る途

中の通過物質と言えなくもない．さらに，原材料

であるがためにその価格は安価である．また，一

般化学物質は素材としても使用されることが多い

ために，消費者の目に直接触れ難い物質である反

面，歯磨用ペーストの成分にも糊料等として使用

されていることから分かるように，薬は飲まなく

とも一般化学物質なくして，私達の日常生活は一

日たりとも成り立ち得ない程の強い影響力を合わ

せ持っている．

今後，一般化学物質を取り巻く社会環境は， PL

問題を持ち出すまでもなく益々厳しい方向に進ん

でゆくことは確実であり，製品の安全性を考慮し

ない化学企業は到底生き残れない時代にさしかか

っていると言えよう ．

しかしながら，化学企業の製造する原料，中間

体や反応試薬等は，本来毒性があり変異原性を有

するものが多く，これらの言わば危険な化学物質

を他産業の発展のために供給すること，ひいては

人々の文明の利に資することは化学工業の社会的

使命でもある．

このような一般化学物質が包含する特有な問題

を踏まえて，必ず製品コストに反映するしまずであ

る試験実施による採算性の問題との接点を探りな

がら， より安全な化学物質を製造し社会に供給し

てゆくために，一般化学物質に対応する独自の変

異原性の評価系があっても良いのではないかと思

う．一般化学物質は，それを製造している一化学

企業の問題というよりは，むしろ私達が必要とし

ている最も身近な生活必需物質であることを考慮

すれば，産官学が共同して一般化学物質に対する

適格で且つ合理的な変異原性試験系を構築する時

期に来ているのではないかと考えている．
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特別企画

「変異原性試験の役割とその評価」

農薬の安全性評価における変異原性試験の有用性と問題点

Mutagenicity testing for development of pesticides: A role 
and issues 

原正樹

Masaki Hara 

住友化学工業（株）生物環境科学研究所

554大阪市此花区春日出中 3-1-98

Environmental Health Science Laboratory, Sumitomo Chemical Co., Ltd., 
3-1-98 Kasugadenaka, Konohana-ku, Osaka 554, Japan 

（受付： 1994年 3月 23日；受理： 1994年 3月 23日）

Summary 
A role of mutagenicity testing for development of pesticides is 1) to predict carcinogenic 
potentials of chemicals, 2) to assess the heritable genetic effects, and 3) to support and 
elucidate the results of long-term rodent carcinogenicity studies. 
Ames test has been widely used as a useful short-term assay to predict carcinogenic 
potential of chemicals. We also conduct Ames test at an early stage of developing 
pesticides to screen nongenotoxic candidates. It is essential to develop a chemical nega-
tive in Ames test because its positive predictive value is relatively high. 
From our data, about 50% of the chemicals which were negative in Ames test were 
detected positive in in vitro chromosomal aberration tests. However, their clastogenic 
potentials observed in vitro were not confirmed in in vivo assays (chromosomal aberration 
or micronucleus induction in bone marrow). In addition, the Ames negative chemicals 
were negative in other mutagenicity tests (e.g., rec-assay, V79/HGPRT test, UDS tests). 
For registration of pesticides a set of mutagenicity tests including Ames test is re-
quired, but the test items are different among Europe, the USA and Japan. It is desir-
able that attempts to harmonize a base set of mutagenicity testing, testing protocol and 
testing strategy should be made. 
With regard to prediction of carcinogenic potentials of chemicals, mutagenicity test-
ing has some limitations because it does not detect nongenotoxic carcinogens. It would 
be useful to examine cell proliferation or preneoplastic lesions at a target organ for 
development of pesticides. 

Keywords: pesticide, genotoxicity, mutagenicity, carcinogenicity 

1. はじめに

農薬に限らず，医薬品，化粧品，食品添加物，

その他ほとんどあらゆる化学物質についてそれら

安全性評価の一環として変異原性試験が実施され

ている．必要とされている変異原性試験はそれぞ

れの用途などに応じて異なるものの，その目的は

それら化学物質の DNAや染色体などの遺伝物

質に対する影響を調べ， ヒトに対する遺伝的影響

を評価したり発癌の危険性を予測することであ

る．ここでは農薬の安全性評価において変異原性
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試験が担っている役割とその評価，およびその問

題点や今後の課題について，いくつかの具体例も

まじえて述べる．

2. 農薬の安全性評価と変異原性試験の意義

農薬の安全性評価は主に哺乳動物毒性の評価と

環境に対する影響の評価に分けられ， Table1に

示すように極めて広範囲のデータが必要であり，

その開発には多大な費用と長い期間が必要であ

る．食物を経由してヒトが摂取する可能性のある

農薬の場合には発癌性試験は必須項目であり，通

常ラットおよびマウスを用いて長期発癌性試験が

実施され，その結果により発癌性の有無が評価さ

れる．農薬の登録において変異原性試験はヒトに

対する遺伝的影響の評価と動物での発癌性試験デ

ータのサボートという目的で実施される．遺伝的

影響を評価する場合，細菌よりは動物細胞，invi-

troより invivo,体細胞より生殖細胞での結果を

重視するのが基本的な考え方である (Dearfieldet 

al., 1991).動物実験で発癌性が認められた場合

その化合物の開発は極めて困難となる．腹薬の開

発ではいかに発癌性のない化合物を選択するかは

極めて重要なボイソトである．農薬開発の初期の

段階では変異原性試験，特に Ames試験は発癌性

のスクリーニソグ試験として重要な位置づけにあ

る．

3. 農薬の開発と変異原性試験

1) Ames試験によるスクリーニング評価

Ames試験は発癌性の初期スクリーニング法と

Table 1. 

して世界中で広く用いられている試験である．

Ames試験が開発された当初非常に高い発癌性と

の相関が報告された (McCannet al., 1975).これ

まで多くの研究者によって Ames試験と発癌性

との相関性に関する報告がなされ，現在では当初

期待されたほど相関性は高くないことが明らかに

なってきた．しかし，決して発癌性のスクリーニ

ソグ試験としての Ames試験の重要性が低下し

ているわけではないまた，発癌性との相関性の

点で Ames試験は比較的高い陽性予測率を示す

のが特徴であり（小木曾 ・三宅， 1993),発癌性試

験で陽性となる危険性を考慮すれば Ames試験

で陰性の化合物を開発するのが某本と考えられ

る．スクリーニング法として Ames試験を利用し

て農薬の開発に成功した化合物として diethofen-

carbの例を紹介する（藤村ら， 1993).Diethofen-

carbはフェニルカーバメートの基本骨格を持つ

殺菌剤である．この甚本骨格を有する 化合物で

フェニル基の 3置換誘導体がすぐれた効力を持つ

ものとして見いだされた．しかし， Fig.1に示す

ように Ames試験で陽性の結果であった。 TAlOO

株で直接法では陰性であったが，S9 の存在下で

明らかな陽性を示した．化学構造からカーバメー

ト結合が切断されて生成されるアニリン体がその

原因と予想された．アニリソ体も Ames試験で陽

性となり，また， invitroや invivoで代謝を調べ

たところアニリソ体が生成することが確認され

た．種々の誘導体のスクリーニングを実施したが，

フェニル基の 3置換体は効力に優れていたがいず

れも Ames試験で陽性を示した (Table2). 2置

農薬の登録に必要な安全性評価

哺乳動物毒性
・急性毒性 （経目，経皮，吸入）
・亜急性毒性
・慢性毒性
• 発癌性
・次世代に及ぼす影響
催奇形性

繁殖性
・眼，皮膚の刺激性
・皮旧感作性
・変異原性
・神経毒性
・代謝
• 一般薬理

環境に対する影響

• 水生生物毒性
（魚，ミジソコ，藻類）
・環境での挙動
分解 （土壌，水，光）
移動性
・植物代謝
・残留 （作物，土壌，河川水）
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Fig. 1. フェニルカーバメート系化合物の Ames
試験結果の例．

サルモネラ TA100株を用いて PCB誘導
S9の添加批と変異原活性との関係を調べた．

Table 2. フェニルカーバメート系化合物のAmes
試験によるスクリーニングの結果（サルモネラ
TA 100株）

R1 R2 R3 

Ames試験結果 (+S9)

親化合物アニリン体

CH3-
Cl-
CH3-
CH3-
C2HsO-

C2H5O-
C2H5O-
C2H5O-
C2H5O-
C2H5O-

CH3・ 
CH30CH2-
CH30CH2-
C2HsO-
H・ 

＋
＋
＋
十
一

＋
＋
＋
十
一

A2勺NH三：
A3 

換体であるジエトキ、ン体は効力も良く，親化合物，

アニリン体とも陰性を示し，最終的にこの化合物

を選択した．

Ames試験は化学物質の変異原性のボテ‘ノシャ

Table 3. 

ルを検出する方法として最も有用な試験である．

しかし，細苗を用いた系として特有な結果を示す

場合もある．例えば，殺菌剤として開発した ox-

olinic acidは細菌の DNAジャイレースの阻害

剤として古くから知られ，その阻害作用によって

抗菌性を示す (Cozzarelli,1980;澤潟ら，1993).

この化合物は通常の TA系の菌株では変異原性

は陰性であるが TA102株で S9非存在下で比較

的低濃度で陽性となる (Levinet al., 1984). Table 

3にまとめたように， oxolinicacidは細菌と比較

して動物細胞に対する毒性は著しく弱く ，また，

細菌の DNA ジャイレースに相当するトボイソ

メラーゼ IIに対する阻害作用も非常に弱い(Bar-

rett et al., 1989).変異原性試験では invitro染色

体異常試験で析出が見られる条件で切断型を主体

とする異常を増加させたが，他の invivoを含め

た試験では動物細胞に対する変異原性は認められ

なかった．細菌で認められた陽性の結果はおそら

< oxolinic acidの有する酵素阻害に起因するも
のと考えられた (McCoyet al., 1980). 

ここ数年のわれわれの Ames試験による農薬

関連の化合物のスクリーニングの結果では10数％

の化合物が陽性となっているが，不純物による陽

性が明らかとなった例も少なくない．Ames試験

は発堀性のスクリーニング試験として極めて有用

な系であるが，各化合物の化学構造や生理活性な

ども考慮して変異原性を評価する必要がある．

2) Ames試験陰性化合物の他の変異原性試験

農薬開発の初期の段階で Ames試験によるス

クリーニングを実施して陰性の化合物がさらに次

Oxolinic acidの生物活性と変異原性

細胞毒性

酵素阻害

変異原性

細菌

LC50 < 1 pg/m/ 
DNA gyrase 
lC50 10 μg/ml" 
Ames (TA 102) +b  

Rec + 

哺乳動物細胞
LC5。 >30011g/ml
Topoisomerase II 
IC5o 1300 μg/ml 
染色体異常(invitro) 
V79/HGPRT 
UDS (in vilro) 

マウス小核
SCE (in vivo) 

？・

a Gellert, 1981. 
b Levin, et al., 1984. 
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Table 4. Ames試験陰性化合物の他の変異原性
試験陽性率a

試験 陽性率

Ree-assay 0% 
染色体異常(invitro) 50% 
小核／染色体異常(invivo) 8%b 
V79/HGPRT 0% 
UDS (in vitro, in vivo) 0% 

Ames試験を含め3種類以上の試験を実施した化
合物を選択した．化合物数は各試験により異なり

10-26である．
マウス小核試験で陽性（大きな小核）であったが骨

髄での染色体異常は陰性だった．

の段階へ進む．最終的に登録の時までには Ames

試験を含む数種類の変異原性試験が実施される．

そこで主に農薬関連で候補化合物も含めた Ames

試験で陰性の化合物について他の変異原性試験で

の結果を比較してみた (Table4). Ames試験で

陰性の化合物の場合， Rec-assay, V79細胞での

遺伝子突然変異性試験， UDS試験ではいずれも

陰性を示している．Invitro染色体異常試験では

半数の化合物が陽性となったが骨髄での染色体異

常誘発性はいずれも認められなかった．したがっ

て， invitroでみられた染色体切断作用 (clasto-

genicity)が invivoで確認された例はなかった．

2化合物がマウス小核試験で陽性を示したが，紡

錘糸形成阻害剤で観察されるような大きな小核の

増加であった．また，骨髄細胞での染色体異常は

認められず，いわゆる clastogenとは異なり，細

胞分裂に影響を与えるような作用に起因すると推

察された．

3) In l'il'o試験と標的臓器での曝霞

In vitro染色体異常試験で陽性となった場合，

in vivoでの影響を調べるために一般的には骨髄

を標的とした小核試験や invivoでの染色体異常

試験が実施される．prallethrinはビレスロイド系

の殺虫剤であり，Ames試験， V79を用いた遺伝

子突然変異性試験で陰性であったが invitroの染

色体異常試験で陽性となった．マウス小核試験や

ラットの肝での UDS試験はいずれも陰性であっ

た （新庄ら， 1989).化合物の組織への到達性を調

べるために， 14c で標識した化合物を用いて最大
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Table 5. Prallethrinの組織濃度a

組織
組織濃度
(μg/g tissue)b 

6.9 
4.5 
2.5 
21. 7 

30.6 

相対比

血液

骨髄

脳

腎臓

肝臓

マウスに最大耐呈 150mg/kg (14C標識）を経ロ
投与後6時間目に組織を摘出した．
組織の湿重量 1gあたりの親化合物換算量．

1 
0.65 
0.36 
3.1 
4.4 

耐量を投与し各組織での放射能レベルを測定した

(Table 5).小核試験での標的組織である骨髄のレ

ベルは血液の 60~70% であり，肝臓では血液の

4~5倍であった．骨髄での小核試験や肝臓での

UDS試験で本剤は陰性を示したことからinvivo 

で変異原性を示すことはないと判断した．

最近，特に医薬品の毒性評価においてトキ、ンコ

キネティックスが重要視され始めて来ている．医

薬品のように比較的高濃度でヒトに投与されるの

と異なり，農薬の場合は極めて低い曝露であり，

医薬品のようなヒトでの曝露レベルと動物実験で

の曝露レベルとの比較による評価をそのまま農薬

の評価に応用するのに無理な点もある．このよう

なデータを農薬の安全性評価にどう役立てて行く

か十分な議論が必要と思われる．

4. ガイドラインの問題点

日欧米の農薬登録における変異原性試験の要求

項目を Table6に示した．いずれも Ames試験

を基本にしているが必要とされる最少の試験セッ

トはそれぞれ異なっているのが現状である．殺虫

剤として開発した幼若ホルモ ン様作用を有する

priproxyfenの場合は各国での登録のためにこれ

Table 6. 農薬の登録申請に必要な変異原性試験

日木

Ames試験
rec-assay 
染色体異常(invitro) 
L5178Y/TK 

小核試験
UDS (in vivoラット肝）

△:in vitro試験で陽性の場合に実施

0
0
0
 

米国
(1991) 

0゚
0
 

欧州
(1993) 

゜
゜゚△ 
△ 

Table 7. 
イン

Priproxyfen：の変異原性試験とガイドラ

試験 試験条件 結果 日 米欧

Ames試験 5000 pg/plate 

Rec-assay 珈匹sk
染色体異常(CHL) 1mM 
染色体異常(CHO)o.3mM(-S9) 1m叫 S9)
V79/HGPRT o.3mM(-59) 1m叱 S9)

UDS(in vitro) o.63mM 

小核試験 CD-1マウス，5000m西 ，po

―
―
―
―
―
―
―
 

0
0
 

0

0

 

0
0
0
 
゜

゜゚
〇°Voc文°＼つ

まで7試験を実施している (Table7). In vitro染

色体異常試験は日本と欧米用にそれぞれ CHL細

胞と CHO細胞を用いた試験を行った．化学構造

からは変異原性に関与すると推測される構造も含

まれず (Ashbyand Tennant, 1988），その変異原

性の評価にこれだけ多くの試験が必要かは疑問で

ある．医薬品で進められている国際的なハーモナ

イゼーション (ICH)が農薬の分野でも行われる

ことが望まれる．

5. 変異原性試験と発癌性の評価

農薬ではすでに述べたように動物を用いた発癌

性試験は通常必須な試験項目であり，その結果に

よって発癌性の有無が判断される．動物実験で発

癌性が認められればヒトにも同様な危険性がある

と考えるのが基本原則である．一方，近年の発癌

研究の進展により，実験動物に特異的と考えられ

Table 8. ヒトヘの危険性が低いと推定される動物
実験での発癌性

マウス肝腫瘍

薬物代謝酵素誘導 （フェノバルビタ ール）

肝腫瘍
ペルオキ、ンゾーム増生（クロフィブレート）

ラット甲状腺腫瘍
甲状腺剌激ホルモン上昇（チオウラ、ンル）

乳腺腫瘍
プロラクチン上昇

膀脱腫瘍

結石（ウラシル）
アルカリ尿 （サッカリンナトリウム）

ラット精巣間細胞腫

るような腫瘍の発生の場合や，ヒトに対しては発

癌の危険が低く ，曝露が低ければ安全であると考

えられる場合も明らかになってきている (Table 

8). 化学物質の発癌性のメカニズムを解明しヒト

への危険性を評価することは重要であると共に，

その際その化合物がいわゆる変異原性のある発癌

性物質(genotoxiccarcinogen)か変異原性のな

い発癌性物質（nongenotoxiccarcinogen)かはヒ

トヘの危険性を評価する上で重要と考える．

6. 変異原性試験における今後の課題

すでに述べたように変異原性試験には化学物質

のヒトに対する遺伝的影響の評価と発癌性の予測

という大きく 2つの役割がある．

変異原性試験の充実の点では，最近開発された

トランスジェニック動物の系は臓器特異性や生殖

細胞への影響を容易に検出しうる系として今後期

待される試験系であろうし，また，代謝活性化能

を有する細胞の利用は簡便に高感度で変異原性物

質を検出することを可能にしてきている．また，

変異原性の本質が DNAや染色体と化学物質の

相互作用であることを考えると化学構造からのア

プローチも今後一層必要と考えられる．規制面で

は，現在医薬品で進められているような国際的な

ハーモナイゼーショ‘ノ (ICH)が農薬も含む他分

野でも推進されるべきであろうし，その際試験項

目や方法ばかりでなく評価体系も含めた総合的ハ

ーモナイゼーションが必要であろう．また，発癌

性のスクリーニソグという点では，変異原性試験

で検出できないいわゆる nongenotoxiccarcino-

genの予測であり， 化合物の毒性や標的臓器を考

慮して，RDS法のような DNA合成や細胞増殖

を指標にする方法や伊東法のような中期発癌性試

験などを実施して，より正確に発癌性の予測をし

ていく必要がある．一方，実験動物での発癌性試

験自身にも最大耐量 (MTD)での投与の影響， 化

学物質に対する代謝 • 生体反応などの種差， 実験

動物自身の遺伝的特異性などの問題がある （高橋，

1990).これらの諸課題を解決していくことによっ

て， ヒトに対する化学物質の発癌性や遣伝的影響

をより適切に予測し，評価していけるものと思う．

（高橋， 1990より作表）
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Summary 
Many kinds of ethical drugs, including about 50 kinds of anticancer drugs, are used 
in clinical. As many anticancer drugs inhibit DNA from replicating, act metabolism 
of nucleic acids, and so on, there are some problems that most of these drugs also have 
mutagenic and carcinogenic potency. In this paper, the results of the mutagenicity and/ 
or carcinogenicity tests on 78 anticancer drugs were summarized. The roles of mutageni-
city tests in developing of ethical drugs were also discussed. The mutagenicity tests, 
including Ames, chromosomal aberration (CA) and micronucleus (MN) tests, are usually 
conducted as two purposes. One is screening tests of genotoxicity and carcinogenicity, 
the other is a part of evaluating tests on the toxicological characteristic. On the devel-
oping ethical drugs, excluding special drugs, e.g. anticancer drugs, a positive result on 
mutagenicity tests may be demerit, so these tests often play on the important role for 
the decision of its usefulness in clinical. 
Many of alkylating drugs, antitumor antibiotics and platinum compounds showed 
positive on Ames, CA and MN tests. All of antimetabolites and vinca alkaloids were 
showed positive on CA and MN tests, but few were positive on Ames test. No reports 
showed positive on these tests of hormones, cytokines and immunoactivators. As to 
carcinogenicity, there were some positive reports on alkylating drugs, antitumor antibiotics, 
platinum compounds and hormones, while two negative reports on an antimetabolites 
and an antitumor antibiotic were able to be found. 
It would be difficult to separate the mutagenic or carcinogenic potency from anti-
cancer drugs, considering their action mechanism. However, there are some of anticancer 
drugs showing negative results on mutagenicity and carcinogenicity tests. So, we have 
to go to the goal of developing new anticancer drugs with few adverse effects, including 
mutagenicity and carcinogenicity, taking a prolongation of survival span and improve-
ment of quality of life for cancer patients in consideration. 

Keywords: anticancer drugs, mutagenicity tests, carcinogenicity tests 
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1. はじめに

現在，医療現場では数多くの医薬品が使用され

ている．こうした医薬品の中に約 50品目の制が

ん剤があり， 更に臨床治験中の薬剤が約 60品目

ある．医薬品は薬事法の規制の中で動物試験や臨

床試験が行われ，その薬効とともに安全性が十分

に確認された後，販売される．制がん剤もその例

外ではないがん患者は 1993年の医療統計によ

ると 日本に約 52万人いるといわれ，医療現場の

努力にもかかわらず年間約 23万人の人が亡くな

り，死因の第 1位と なっている （厚生省人口動態

統計課，1993）． 急性白血病などの一部のがん種に

おいて制がん剤による奏効率は上昇しているが，

まだがんに対する画期的な治療薬はな く，制がん

剤全体としての奏効率は決して高くない．従って，

奏効率の高い制がん剤が医療現場では切望されて

し、る．

現在使用されている制がん剤の多くは DNA

複製や核酸代謝に作用することで， 薬効を発現す

る．制がん剤の作用機序から鑑み，有害作用とし

て変異原性やがん原性が問題となることが多いと

思われる．そこで，臨床で使用されている制がん

剤を中心に，報告されている変異原性やがん原性

の結果についてまとめ，医薬品開発における変異

原試験の意義について論ずる．

2. 医薬品開発の特徴

医薬品の開発には一般的には Fig.1に示した

ような開発のプロセスと期間を必要とする．スク

リーニングのステージでは多数の候補化合物の中
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•各分野の専門家による審査。

から，期待される薬効の有無や強弱，変異原性を

含む概略的な安全性に関する情報，製剤化の難易

度などを検討し，開発化合物の絞り込みを行う ．

前臨床試験のステージでは効力試験で更に薬効

を確認する一方で，製剤上の規格を設定したのち

に，動物を用いた安全性試験，一般薬理試験，薬

物動態試験等を実施する．安全性試験として毒性

試験法ガイドラインと GLPに従って，一般的に

はラ ットおよびイヌを用いた単回投与毒性試験，

反復投与毒性試験，生殖発生毒性試験（SegI),変

異原性試験などが行なわれる．制がん剤も基本的

には同様の安全性試験を実施することになる．こ

のステージで動物での効力と安全性を十分確認す

ると同時に，臨床試験を実施する上で必要な基礎

的なバ ックア ップデータの準備を行う ．前臨床試

験で有効性や安全性に問題がないことを確認した

上で，社内外の倫理委員会の審査を経た後，臨床

Table 1. 

試験ガイドライソと GLPに従って臨床試験を実

施する．

臨床試験は 3つのステ ップに大別されており，

吸収 ・代謝 ・忍容性をみるための健常人での第 1

相試験，少数の患者で有効性や安全性を確認する

第 2相試験，多数の患者で類薬との比較，有効性

および安全性をみる第3相試験が順次行われる．

第 1相試験は通常，健常人で実施されるが，制が

ん剤では薬剤の性質上，がん患者で実施される．

臨床試験の進みに合わせて，更に製剤の安定性試

験，安全性試験，効力試験，薬物動態試験などを

詳細に検討する．

以上のステージを経た後，厚生省に承認申請の

出願を行 うが，薬剤開発に取り組んでから申請ま

でには 10~16年という長い年月を要することに

なる．また，前臨床試験ステージに入った化合物

がすべて申請までにたどりつけるわけではなく ，

新薬の承認申請時に添付される資料

イ 起瀕又は発見の経緯及び外国における使用状況等に

関する資料

ロ 物理的化学的性質並びに規格及び試験方法等に関す

る資料

安定性に関する資料

ニ 急性毒性，亜急性毒性，慢性毒性，催奇形性その他

の毒性に関する資料

ホ 薬理作用に関する資料
．
．
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Fig. 1. 新薬開発のプロセスと期間．
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申請まで到達できる薬剤は 1~2割位だと思われ

る．

医薬品の申請には，Table1で示した開発の経

緯，物性や規格，安定性に関する資料，安全性に

関する資料，薬理作用に関する資料，吸排に関す

る資料，臨床試験成績に関する資料などの多くの

資料が必要である．安全性に関する資料の中には

一般毒性試験， 生殖 • 発生毒性試験，抗原性試験，

がん原性試験など9つの試験項目があり，その 1

つの試験項目と して変異原性試験が要求されてい

る．これらの資料が中央薬事審議会で審査され，

効カ ・安全性の面で有用であると判断された薬剤

が医薬品として，発売 ・使用されることになる．

発売後も， 第4相試験として，更に有効性と安全

性について調査 ・報告し，再審査を受ける必要が

ある．

3. 医薬品開発における変異原性試験の位置付け

前述の通 り， 医薬品開発のステージの中で，変

異原性試験はスクリ ーニ｀ノグと前臨床試験の両ス

テージで行われるこ とが多い．スクリーニングの

ステージでは本試験の多くが比較的簡便で，かつ

短期間で行えること より遺伝毒性やがん原性など

のスクリーニング試験として候補化合物の選択の

参考にする目的で実施される．また，前臨床試験

のステ ー ジでは一般毒性試験や生殖 • 発生毒性試

験などと共に，安全性試験の一環として GLP保

証下で，その薬剤の毒性学的性質としての変異原

性を明確にする 目的で， Ames試験，染色体異常

試験および小核試験などが実施される．制がん剤

などの一部の薬剤を除く医薬品では，変異原性が

陽性というのは医薬品としての開発に大きなデメ

リットとなる可能性があるので，開発続行の是非

を判断する上で，重要な役割を果たす場合があ

る．

4. 制がん剤の分類

制がん剤には DNAへの直接的な障害あるい

は核酸合成，DNA複製や細胞分裂の阻害作用を

示す cyclophosphamideなどアルキル化剤，cis-

platinなどの白金錯体，fluorouracilなどの代謝

拮抗剤，mitomycinCなどの抗腫瘍性抗生物質，

100 

vincristineや etoposideなどの植物成分製剤な

どがある．これら以外にもホルモンレセプターを

介して作用するといわれている tamoxifenな

どのホルモン剤，免疫系を介して作用する inter-

feronなどのサイトカイソ，krestinなどの免疫

賦活剤， その他の機序による L-asparaginaseゃ

procarbazineなどに制がん剤は分類できる．

今回，臨床で使用されている制がん剤を中心に

一部，開発治験中の薬剤を含め 78薬剤の変異原

性とがん原性について報告されている結果をまと

め，その薬剤の作用機序別に Table2に示した．

なお，試験成績の採否の基準は特に設定せず，結

果の評価については文献の記述によった．また，

文献によって陰性の結果と陽性の結果がある薬剤

については陽性の結果を採用した．

5・ 制がん剤の変異原性

各種制がん剤の変異原性試験の結果を作用機序

分類別に Ames試験，invitroでの染色体異常試

験，invivoでの小核試験および染色体異常試験の

3つに分けて Fig.2に示した．アルキル化剤で

変異原性試験の結果報告があるものの中で Ames

試験では 11/13薬剤が，染色体異常試験では 6/7

薬剤が，小核試験では 7/8薬剤が陽性と報告され

ており，いずれの試験でも陽性となる薬剤の割合

が高かった．代謝拮抗剤における染色体異常試験

では 11/11薬剤が，小核試験では 8/8薬剤とすべ

ての薬剤が陽性であったが，Ames試験では 2/11

薬剤しか陽性の報告がなかった．抗腫瘍性抗生物

質においても染色体異常試験では 8/8薬剤が，小

核試験では 5/5薬剤とすべての薬剤が陽性であっ

たが， Ames試験では 7/9薬剤が陽性であった．

植物成分製剤では染色体異常試験では 3/4薬剤

が， 小核試験では 6/6薬剤が陽性であったが，

Ames試験では 2/6薬剤しか陽性の報告がなかっ

た．白金錯体では 1/4薬剤が Ames試験のみ陰性

であった以外， 3種の試験とも全ての薬剤が陽性

であった．ホルモン剤，サイトカインおよび免疫

賦活剤では 3種の試験とも調査した薬剤で陽性の

報告例はなかった．なお，ホルモン剤の 1つであ

る tamoxifenで DNA付加体試験が陽性であっ

たとの報告があった (Hanand Liehr, 1992). 
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制癌剤の変異原性．

。
10 

薬剤数

15 

言言彎瓢巳量言言疇疇l

。
Fig. 3. 

6. 制がん剤のがん原性

制がん剤のがん原性について報告されている結

果を作用機序分類別にFig.3に示した．アルキル

化剤のうち 8薬剤に，抗腫瘍性抗生物質のうち 7

薬剤に，白金錯体のうち 2薬剤に，ホルモン剤の

うち 5薬剤にそれぞれ陽性の報告がある．一方，

代謝拮抗剤のうち 1薬剤に，抗腫瘍性抗生物質の

うち 1薬剤に陰性の報告があるが，これら以外の

10 15 

薬剤数

制癌剤の癌原性．

制がん剤にはがん原性に つ いての報告がなかっ

た．Ames試験で陽性の薬剤が多いアルキル化

剤，抗腫瘍性抗生物質，白金錯体にがん原性陽性

の報告例がみられ，Ames試験で陰性を示し，染

色体異常試験で陽性の報告が多い代謝拮抗剤や植

物成分製剤ではがん原性が陽性であるという報告

例はなかった．

以上のことから，制がん剤では， がん原性が陽
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Fig. 4. Ames試験における比活性と制がん効果
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■P388 • Bl 6 melanoma 

石館（1981).A Goldin (1981)のデータより

染色体異常誘発能と制がん効果．

性となることはその作用機序から考えて切り離せ

ない面もある．しかしながら，代謝拮抗剤や抗腫

瘍性抗生物質の一部にがん原性が陰性の薬剤もあ

ることより ，今後はがん患者の 5年生存率の向上

を考慮して，がん原性のない薬剤の開発をめざす

必要があると思われる．

7・ 制がん剤の変異原性と制がん効果

薬剤を含めた化学物質の Ames試験での比活

性や染色体異常試験での異常誘発能を調べた場

合，類似の構造あるいは薬効を有するものの間で

もその強さに大きな差があることが知られてい

る．変異原性を示す制がん剤でも同様であると思

われるので，変異原性の強さと制がん効果を比較
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してみた． Ames試験での比活性と制がん効果と

の関係を Fig.4に，染色体異常試験での異常誘発

能と制がん効果との関係を Fig.5に示した．変異

原性の強さと制がん効果を比較するには薬剤数が

少なく明確な事はいえないが，一応参考のために

示した．

制がん効果の指標として，米国 NCIで実施し

ている制がん剤スクリーニング ・バネルの結果

(Goldin et al., 1981)の一部を用いた．グラフの

縦軸は L1210,P388, Bl6 melanomaを移植した

マウスに薬剤を投薬した時の生存日数を， 腫瘍を

移植したのみで薬剤を投与しなかったマウスの生

存日数で割った値 (T/C)をパーセントで示してお

り，この値が大きいほどマウスにおける制がん効

果が強いことを示している．

ここで示した薬剤では Ames試験および染色

体異常試験のいずれもその強さに 108~104オー

ダーの開きがあるが，制がん効果にはあまり差は

なく，必ずしも両者に相関があるとはいえない結

果であった．また，ここでは示していないが，治

療効果においても，変異原性の強さとはあまり関

係がなかった．具体的にいくつかの例について示

す．

1) 抗腫瘍性抗生物質

抗腫瘍性抗生物質は一般的に非常に強い抗菌作

用と変異原活性を示す． DaunorubicinでもAmes

試験において強い変異原活性を示すが，構造的に

類似している aclarubicinでは変異原活性を示

さない． Daunorubicinの糖部分のアミノ基がメ

チル化されることによりこの変異原性活性は低下

する (Umezawaet al., 1987).一方， P388腫揚

を移植されたマウスにこれらの薬剤を投薬した場

合，延命率の増加の程度は変わらず (Horiet al., 

1977), 制がん効果にはあまり差はなかった．

2) 代謝拮抗剤

代謝拮抗剤の多くは Ames試験で陰性を示す

が，染色体異常試験では陽性を示す．代表的な代

謝拮抗剤である fluorouracilとその誘導体である

tegafurおよびそれに uracilを配合した UFTと

では染色体異常誘発能の強さに約 100倍程度の違

いがある (Yajimaet al., 1981).一方，マウスに

移植された sarcoma180および Ehrlichcarci-

nomaの縮小率や L1210を移植されたマウスで

の延命率の増加でみると UFT投与群と fluoro-

uracil投与群とでは差はなかった．Tegafur投与

群との間でも効力を示す用量で 10倍前後の差が

あるが，延命率の増加では差はなかった (Unemi

et al., 1981). 

3) 白金錯体

Cisplatinおよび carboplatinとで invitroおよ

び invivoでの染色体異常試験において同程度の

染色体異常を誘発する用量は約 15~20倍異なっ

ているが， ED6。値あるいは MTDで比較すると

ほとんど差はないと高瀬ら （1991)は述べている．

一方， cisplatin投与と carboplatin投与での抗が

ん効果はがん種によって縮小率が異なっている

（澤田ら， 1987)が，全体を平均してみれば， cis-

platinとcarboplatinとでがんの縮小率に明らか

な差はみられなかった．すなわち，同程度のがん

縮小効果を示す用量と染色体異常誘発を示す用量

とで cisplatinと carboplatinを比較するとあま

り差がなかった．

以上のように DNAや核酸合成などに直接作

用する制がん剤でも，制がん活性と変異原活性と

は必ずしも一致しているとは限らないと思われ

る．

8. 最後に

制がん剤は DNAへの直接的な障害，核酸の合

成阻害， DNA複製の阻害，細胞分裂および細胞

増殖の阻害，免疫系の活性化などの作用により，

制がん効果を示すと考えられている．また，最近

では，がんの分化誘導の促進，がんの増殖に必要

な血管新生の阻害，がんの転移防止を目的とした

制がん剤の開発も進められている．従って，制が

ん剤といっても薬剤によ って作用機序が異なって

おり，一様には論じることはできない．しかし，

現在の制がん剤の主流は DNAへの直接的な障

害や核酸の合成阻害などの作用により，がん細胞

の増殖を阻害する薬剤である． こうした作用機序

により ，がん細胞の死滅，がんの増殖抑制あるい

制がん剤の薬効

1.がん細胞の死減
2.がんの増殖抑制・絋小
3.悪液質の改善
4.延命率の向上
5.転移防止
6.再発の予防

Fig. 6. 

制がん剤の副作用

1．体細胞系への影響
造血器系陣害・消化管障害
皮膚障害•発がん
2生殖系（子孫）への影響
催奇形性・遺伝壽性

制がん剤の作用

1 ．核酸（DNA• RNA)の合成阻害
2.DNA複製の阻害
3．細胞分裂および増殖の阻害
4．免疫系の活性化
5．その他（分化誘導 ・転移防止など）

制がん剤の作用機序と効果 ・副作用．

は縮小，悪液質の改善，延命率の向上，更には転

移防止や再発予防などの効果を期待して， 制がん

剤は使用されている．

一方，こうした薬剤の作用機序の面からもわか

るように，正常細胞への悪影響も避けられない

(Fig. 6).すなわち副作用として，白血球や血小板

減少などの造血器系障害，下痢・ 嘔吐などの消化

管障害，脱毛や色素沈着などの皮膚障害や催奇形

作用などがある．また，変異原性試験において陽

性の薬剤も多く，がん原性を示す薬剤もある．こ

のように制がん剤には同じ様な機序で効力と副作

用が発現するものが多 く，この両者を完全に分離

することは極めて難しいと思われる．しかしなが

ら，副作用が少なく，制がん効果の高い薬剤が臨

床の場で切望されており，医薬品メーカとしても

効力と副作用のバランスの上に立ち，副作用がよ

り少なく，有効性がより高い薬剤の開発をめざす

ことが使命である．がんという難しい疾患に対し

て，完治できる薬剤がない現状ではまず， より効

力が優れた薬剤を数多く見いだし，その中ででき

るだけ変異原性を含めた安全性の高い薬剤を選択

してい くことが重要である．そして，選ばれた薬

剤についてヒトヘの外挿を考慮しながら，変異原

性やがん原性を含めた安全性評価を充分していく

必要があり，その上で変異原性試験の役割は重要

で，試験実施の意義は充分ある．
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RDS試験による非変異・肝がん原性物質の検出
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Summary 
To assess the efficacy of the in vivo-in vitro hepatocyte replicative DNA synthesis 
(RDS) test, 54 putative nongenotoxic (the Ames-negative) hepatocarcinogens and 25 non-
carcinogens confirmed by National Toxicology Program were examined using male 9-
week-old F344 rats and male 8-week-old B6C3Fl mice by means of an in vitro [methyl-
3H]thymidine-incorporation technique. Animals were exposed with the maximum tole-
rated dose (MTD) and 1/2 MTD of each chemical by a gavage. After exposures of 24, 
39, and 48 h, hepatocytes were prepared with a collagenase-perfusion technique. When 
a test sample induced the values of 1.0% or more RDS incidence (% of labelled nuclei 
per 2000 hepatocytes) in the rat and those of 0.4% or more RDS incidences in the mouse, 
the sample was judged as a positive response on the basis of the background data of 
spontaneous RDS incidences which were examined with 450 rats and 300 mice. Under 
these experimental conditions, the rat RDS test gave positive results for 18 hepatocarci-
nogens (positive sensitivity: 82%, 18/22) and negative results for 20 noncarcinogens 
(negative specificity: 80%, 20/25) with on overall concordance of 81%. The mouse RDS 
test donated positive results for 26 hepatocarcinogens (positive sensitivity: 81%, 26/32) 
and negative results for 19 noncarcinogens (negative specificity: 76 %, 19 /25) with on 
overall concordance of 78%. The RDS-positive nongenotoxic hepatocarcinogens are 
known to exert some biological effects such as the formation of covalently binding DNA, 
oxidative DNA adducts, inhibition of gap junctional intercellular communication, secre-
tion of hepatocyte growth factor and overexpression of proto-oncogenes via nuclear 
receptors. 

Keywords: replicative DNA synthesis (RDS), nongenotoxic hepatocarcinogens, cell pro-
liferation 
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1. はじめに

非変異 ・がん原性物質や変異 ・がん原性物質は

ともに細胞増殖能力をもつことがすでに予想され

ている (Goldet al., 1993).筆者らは非変異 ・肝

がん原性物質を短期間に検出するために， 5年程

前から肝細胞のDNA複製合成(replicativeDNA 

synthesis, RDS)の促進を調べてきた．その間，

スク リーニングに使用した化学物質は主に Ames

試験陰性の非変異 ・肝がん原性物質を対象として

きたために，RDS の誘発は非変異 ・がん原性物

質に特異的な現象として，理解されてきた傾向が

ある．しかしながら，筆者らは肝 RDSの誘発は

決して非変異 ・がん原性物質に特異的な現象では

なく ，dimethylnitrosamine(62-75-9) のような

Ames試験陽性の変異 ・肝がん原性物質でも，肝

RDSが同様に誘発することを強調したい また，

筆者らは便宜的に非変異 ・がん原性物質を発がん

プロモーターと同様なものと して取扱ってきた

が，現在この考え方を修正する必要が生じてきた．

すなわち Perera(1991)は発がんプロモーター

は多段階発がん誘発説における言葉であって，確

かに非変異 ・がん原性物質とは哺乳動物細胞など

に対する生化学的特徴は極めて類似しているが，

この両者は同義語と して使用できないことを警告

している．その理由と して，非変異 ・がん原性物

質はがん原性試験で単独処理によって，がん原性

を示した化学物質である．一方， 発がんプ ロモー

ターは2段階のがん原性試験においてのみがん原

性を示す化学物質である．したがって，この両者

は厳密に区別して使用しなければならないとして

いる．筆者らもこれに同意する．

筆者らの肝 RDS試験は動物にイニ、ンエータ ー

を前処理している試験法ではなく ，被験物質の単

独処理によって，その細胞増殖能力を直接的に調

べている．この肝 RDS試験は化学物質のもつ肝

がん原性の有無を 80% 前後の精度をもって判別

している．この事実は，非変異 ・肝がん原性物質

や変異 ・肝がん原性物質の肝 RDS誘発作用， つ

まり肝細胞の細胞増殖活性は初期のがん化の進行

に対して，極めて重要な事象であることを示唆し

ている．

In vitro試験における変異原性のみでがん原性
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物質とみなすのは危険である．筆者らが実施した

肝 RDS試験において，Ames試験や染色体異常

試験で陽性を示した非がん原性物質の 80% 以上

のものが陰性結果を示した．つまり，変異原性活

性のみではがん化は進行せず，同時に細胞増殖活

性が働く 必要性が示唆された．Nagaoand Sugi-

mura (1993)は Ames試験ですべて陽性結果を

示す heterocyclicaromatic aminesが，肝，胃

や腸に臓器特異的ながん原性の誘発を示すことに

対して，各化学物質がもつ細胞増殖能力が働く臓

器 ・組織と密接な相関性があったことを報告し

た．さらに，この細胞増殖能力の原因は hetero-

cyclic aromatic aminesがもつ細胞毒性の影響に

よる ものと した単純な解釈では説明ができないこ

とも合わせて記載している．

発がん初期過程において，変異原性と細胞増殖

が絡むのは米国の研究者の間でも指摘されつつあ

る(Barret,1993; Gold et al., 1993; Perera, 1991; 

Tennant and Zeiger, 1993).ただし，この細胞増

殖効果が初期のイニシェーショソ段階において同

時に必要とするのか，またイニ、ンエーション段階

の終了後に即必要とするのか，この点において未

だ明瞭な意見の統一がなされていない．筆者らは

上述したように，イニ、ンエーショソ段階において

同時に発揮する細胞増殖効果が，がん化の進行に

重要な役割を果たしているものと推定している．

非変異 ・肝がん原性物質をより 明確に，さらに

より短期に検出しようと したとき，何種類もの変

異原性試験法を使用して検索するよりも，非変異・

肝がん原性物質や変異 ・肝がん原性物質がもつ細

胞増殖能力を利用して検出する方が遥かに有益で

ある．本稿は，まず非変異 ・肝がん原性物質を対

象と し， これを短期間に検出できるラットとマウ

スの肝 RDS試験法の有用性について記載した．

2. ラット・マウスを使用した肝 RDS試験結果

肝 RDS(replicative DNA synthesis)試験は肝

がん原性物質のもつ細胞増殖能力を調べるために

開発したものである．被験物質の単回投与によっ

て，RDS の誘発率が雄性の F344ラッ ト (9週

齢）の肝において 1.0% 以上のとき (Unoet al., 

1992a; Uno et al., 1992b),また雄性の B6C3Flマ

亨

ピ互陽性検出率一豆5叶

11-Aminoundecanolc acid 
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Fig, 1． 雄性ラッ トの肝細胞を使用したRDS試験結果．

ウス (8週齢）の肝において 0.40％以上のとき （高

沢ら，1993),その被験物質は陽性と して判定し

た．まず，Ames試験陰性の非変異 ・肝がん原性

物質を中心にしてス クリー ニングを行った．つま

り，非変異 ・肝がん原性物質のうち，ラッ トの肝

がん原性物質はラッ トを使用し，マウスの肝がん

原性物質はマウスで，さらにラッ トとマ ウスの肝

がん原性物質はラッ トを用いて，肝 RDSの誘発

を検討した．

ラッ トの肝 RDS試験結果を Fig.1に，また

マウスの肝 RDS試験結果を Fig.2に示す．陽

性検出率つまり肝がん原性を示し，さらに肝 RDS

を誘発するものはラットにおいて 82%,マウスに

おいて 81％の数値が得られた．これらの肝 RDS

誘発率とがん原性試験における肝腫瘍の発生率と

の間において，明確な相関関係は認められていな

い．陰性検出率つまり非がん原性物質が肝 RDS

試験において陰性と判定されたものはラッ トにお

いて 80%,マウスにおいて 76% であった．これ

らの非がん原性物質は Ames試験や染色体異常

試験において， 陽性を示すも のを中心にして選択

している．この高い陰性検出率；•ま，in vivoと in

vitroとの試験法の違いという問題を含んでいる

が，変異原性のみではがん化に進行しないという

115 



亨
＊ 

8.53 Chlorodibromomethane 
2.78 Pentachloroethane 
2.78 Phenobarbital sodium 
2.33 Chlordane 
1.87 p -Dichlorobenzene 

| RDS陽性検出率＝81%|

Chlorendic acid 
Dicofol 
N-Methylolacrylamide 
Phenylbutazone 
2,4,6-Trichlorophenol 

Tris (2-ethylhexyl) phosphate 

Anthranilic acid 
L-Ascorbic acid 
Benzoin 
Benzyl alcohol 
C-caprolactam 
2-chloroethanol 
2,5-Diaminotoluene H2SO. 
2,6-Diaminotoluene 
Dimethoate 
8-Hydroxyquinoline 

Lindane 
D-Mannitol 
Methoxychlor 
Methyl methacrylate 
4-Nitroanthranilic acid 

Phenol 
p-Phenylenediamine 2HCI 
Sulfisoxazole 
L-Tryptophan 

1.84 DBFHeuei nrfp(2zytua-ercl athal hclyoelr htaetxye l 1.60)  phthalate 
1.48 
1.43 
1.41 Benzofuran 

1.41 T1, r1ic,2h,l2o-rToeettrha ヽchloroethane 
1.36 ylene 
1.28 p,p'-DDE 
1.28 1, 1,2-Trichloroethane 
1.21 Hexachloroethane 

1.13 Chlorobenzilate 
1.09 Aldrin 
1.04 Mirex 

1.04 HPeyndtraocqhulionroonpe h 
1.01 enol 

0.95 4p1,, ,4p1(N, ''-1-00M.,N2e-'dTtT heiymtlreeantcehhbyloil) s robeetnhzaenne a 
霜 mine 
0.61 Dieldrin 
0.60 Tetrachloroethylene 

0.54 Benzene 

2.05 Lithocholic acid 疇
1.69 3-CD,L-h MI oerno-tpho-tl o 
0.89 luidine 
0.88 Geranyl acetate 
0.85 4-Nitro-o-phenylenediamine 

0.80 Butylated hydroxytoluana 

仮説を一部支持しているように思える． 以上の実

験結果から，ラッ トとマウスの両試験法の信頼性

(concordance) はラット肝 RDS 試験において

81%, またマウス肝 RDS試験において 78% の

数値が示された．この事実はがん原性物質の検出

に関する変異原性試験のほと んどが 50~60% で

あることを考慮すると (Tennantand Zeiger, 

1993),極めて高い信頼性が得られている．
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| RDS陰性検出率＝76%|

*RDS誘発率（％）

Concordance = 78 % 

Fig. 2． 雄性マウスの肝細胞を使用したRDS試験結果 (1994年 1月末日現在）．

Figs. 3~6における肝 RDS試験陽性を示した

化学物質の化学構造から，その誘発に関わる主原

因を以下に推測した． ① carbon tetrachloride 

(56-23-5), diethylstilbestrol (56-53-1), hydro-

quinone (123-31-9), tannic acid (1401-55-4) t,_ょ

どを始めとする活性酸素の生成に関与するもの．

② tetrachloroethylene (127-18-4), trichloroethy-

lene (79-01-6), safrole (94-59-7), urethane (51-
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詞゚：
Dieldrin 

羞
[
c
l』

c
l
C
l
 

Cl H 

疇炉 岱c:~:
1, 1,2,2-Tetrachloroethane Tetrachloroethylene 

賛：
Chlordane 

` 
Heptachlor 

H Cl 
I I 

CI-C-C-CI 
I I 

Cl Cl 

Pentachloroethane 

H H 
I I 

CI-C-C-CI 
I I 

Cl H 

1, 1,2-Trichloroethane 

甲
H-C-CI 

~r 

Chlorodlbromomethane 

HC言摩Cl

a-Hexachlorocychlohexane 

Cl H 
I I 

CI-C-C-CI 
I I 

Cl H 

1, 1, 1,2-Tetrachloroethane 

Cl __  ;,Cl 

H>=C‘Cl 

T richloroethylene 

Fig. 3. ラット ・マウスの肝 RDS試験において陽性結果を示した非変異 ・肝がん原性物質 (Ames陰性）
の化学構造 (I).

ハロゲン化炭化水素類

芳香族

Cl◎ 誓C-OOC・」比 -Cl Cl`Cl  Cl Cl Cl◎CゃH◎H, Cl 
Chlorobenzilate p,p'-0DE p.p.-0OT 

Cl◎ Cl 字
＂ P-0ichlorobenzene Pentachlorophenol Polybrominated biphenyls 

Fig. 4. ラッ ト・マウスの肝 RDS試験において陽性結果を示した非変異 ・肝がん原性物質 (Ames陰性）
の化学構造 (Il).

79-6)などを始めとする invivoにおける代謝活

性化の有益性に基づくもの．③合成ステロイドホ

ルモン類， ペルオキ、ンゾーム増殖剤，p,p'-DDT

(50-29-3) などの本稿の 5項に記載した細胞内や

核内リセプタ ーに関与するもの．以上の事柄が肝

RDSの誘発原因として推測することができた．

ラットとマウスの本 RDS試験において偽陰性

（がん原性陽性で RDS試験陰性）と偽陽性（がん

原性陰性で RDS試験陽性）とがいくつか存在し

た (Figs.1, 2). 

まず，偽陰性を示した肝がん原性物質について

は以下の事柄が推定できる．RDS試験のような
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合成ステロイドホルモン類

HO：星
Dehydroepiandrosterone 

ペルオキシゾーム増殖剤

守S
Cl-@-0-C-cOOC2H5 
b比
Clofibrate 

` Na  

Phenobarbital sodium 

HO怠：言炉CH

17 a-Ethynytestradiol 

o CH£H3 

攣＿0CHんH(CHふCH3
C-OCH.J;H (CHふCH3

＆ も知H3
Di(2-ethylhexyl)phthalate 

◎ `  CH3 CH3 S-CH2COOH 
Wy-14,643 

Fig. 5. ラット・マウスの肝 RDS試験において陽性結果を示した非変異 ・肝がん原性物質 (Ames陰性）

の化学構造 (Ill).

その他

HO-@-NHCOCH3 

Acetaminophen 
◎ Benzene 

◎ ◎ CH,0C， CH3 
Benzofuran Benzyl acetate 

OcHo  
Ho-@-oH 

HO C2H5 Diethylstilbestrol Furfural Hydr匹 uinone

比N-C-OCH3

も

H3C、 ICHs

~N-@-CH2-<こ~N、
H3c CH3 

賃゚}CH,-CH=CH,
4,4'-Methylenebis (N,N'-dimethyl) benzenamine Methyl carbamate 

Safrole 

Ho COOH 

HO食枷00曼
HO'HO  OH 
Tannie acid 

H2N-予-CH3

゜Thioacetamide 
H2N-C.-OC晶
も
Urethane 

Fig. 6. ラット ・マウスの肝 RDS試験において陽性結果を示した非変異 ・肝がん原性物質 (Ames陰性）

の化学構造 (IV).

単回投与では肝傷害性が少なく，連続投与によっ

てのみ肝傷害性を示す化学物質の場合である．例

えば，ある化学物質が連続投与によって各種の薬
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物代謝酵素が誘導され，肝 RDSの誘発原因とな

る代謝物が生成されたとき，肝 RDS試験のよう

な短期間 (24~48時間）で， しかも単回投与で

は，肝 RDSの誘発は期待できない．今後，偽陰

性を示す肝がん原性物質を連続投与し，長期間に

おける肝 RDSの誘発を観察する必要がある．

つぎに，偽陽性を示した非がん原性物質につい

ては，以下に記載する 4つの事柄が推定できる．

第 1に，急性毒性試験に類似している本 RDS

試験と長期慢性毒性試験のがん原性試験とにおけ

る用量の問題である．RDS試験は単回投与で行

われているために， 長期のがん原性試験における

用量に比較して，かなりの高用量を処理すること

ができる．その結果，がん原性試験では認められ

ないよ うな肝傷害が RDS試験では誘発され，肝

細胞の RDSが 2次的に誘発される場合がある．

RDS 試験における偽陽性の問題の多くはがん原

性試験との用量の差が原因となっている．この偽

陽性の問題を避けるためには，用量を低く設定し

た長期間の投与における肝 RDSの誘発を調べる

必要がある．

第 2に， RDS試験において偽陽性を示した非

がん原性物質の一部はがん原性物質の可能性を秘

めていることである．つまり，がん原性試験にお

いてより高い用量を設定すれば，がん原性が誘発

され る可能性があるものとして benzoin (119-

53-9) を指摘したい．その理由として，がん原性

試験におけるラットの最大耐量 (MTD)が著しく

低く設定されていた (Selkirkand Sharon, 1993). 

第 3に，本 RDS試験が陽性とする化学物質は

始めとする生体内の多種多様な増殖因子の挙動で

ある．特に HGFと肝細胞の RDSとの誘発は重

要な関連性をもつものと考えている．つまり，

RDS 試験における偽陽性の問題をこの背景から

解析した場合，肝傷害性の全くない化学物質が肝

以外の臓器・組織を損傷ないし剌激することで

HGFを分泌したとき，肝細胞の RDSを誘発する

ことが充分に想像できる．例えば， benzene(71-

43-2) はラ ットやマウスのがん原性物質である

が， ラッ トの肝には明瞭ながん原性は知られてい

ない．しかしながら， benzeneはラ ット肝の RDS

を誘発することを筆者らは経験している． この問

題は急性毒性と慢性毒性とにおける用量の問題と

して処理することは簡単であるが， HGF分泌と

肝 RDSの誘発との関連性を考えたとき，非常に

複雑な背景がある．したがって，本稿の 6項にこ

れを記載した．なお，本実験における非変異・肝

がん原性物質は筆者らの調査から，既知の 84化

学物質の内，入手可能な 50個をもって調べたも

のである (1994年 1月末日現在）．

3. 肝 RDS試験における Ames試験陽性の変

異・肝がん原性物質の試験結果

RDS の誘発が非変異 ・がん原性物質と変異 ・

がん原性物質とに共通した事象であることを確認

するために， Ames試験において陽性を示す肝が

ん原性物質について肝 RDS試験を実施した．そ

細胞増殖能力のみをもつ発がんプロモーターを直 の結果を Table1に示す．使用した化学物質のす

接的に検出しているという可能性である．確かに べてが RDSを誘発した． ここで使用した ure-

butylated hydroxytoluene (BHT) (128-37-0)や

Iithocholic acid (434-13-9)は発がんプロモータ

ーとしての報告がある (Raoet al., 1989). この

内， BHTはがん原性試験における用量や処理法

を工夫したとき，腸性となる可能性がある．実際

に， BHTは2世代にわたるがん原性試験におい

て陽性結果が報告されている (Olsenet al., 1986). 

本稿の最初に述べたように RDSの誘発は変異 ・

がん原性物質にも共通した事象と考えている．し

たがって，本 RDS試験が発がんプロモーターの

みを検出しているとする推測に対して大きな疑問

が残る．

第 4に，hepatocytegrowth factor (HGF)を

thaneは Fig.1に示したように，通常の Ames

試験で調べると陰性を示す非変異 ・がん原性物質

表 l．変異 ・肝がん原性物質 (Ames陽性）のラッ

ト・マウス肝 RDS試験結果

肝RDS誘発率（％）
変異 ・肝がん原性物質

Dime thy lni trosarnine 

Safrole 
Trichloroethylene 
Urethane 
2-Methoxy-5-rnethylaniline 
2, 4-Toluenediarnine 

ラット

10.8 

5.5 

1.4 
13.2 

6.0 

2.3 

2, 4, 5-Trirnethylaniline 2. 5 

マウス

1.36 

ラットは1.0%以上陽性，マウスは 0.40％：以上陽性
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であるが，ハムスターの肝 S9mixを使用し， 10

mg/plate以上の高濃度を処理すると Ames試験

で陽性となっている (Zeigeret al., 1992).した

がって，この項では変異 ・肝がん原性物質として

取り扱った．以上の実験事実から，肝 RDSの誘

発は非変異 ・肝がん原性物質に依存した現象では

なく ，変異 ・肝がん原性物質にも共通した事象で

あった．この事実から，肝がん原性物質の肝細胞

増殖活性はがん化の進行に必須な条件と推定し

た．

4. がん原性誘発における変異原活性と細胞増殖

活性との関連

がん原性の誘発に変異原活性と細胞増殖活性と

がどのような関連があるのかについて推測し， こ

れを Table2に要約した．仮に，化学物質の A,

B, C とDが存在するとする．

すなわち，変異原性もなく細胞増殖能力をもた

ない化学物質 (A)は非がん原性物質である．変異

原性のみで細胞増殖能力のない化学物質 （B)もや

はり非がん原性物質である．これは Fig.1と 2

に示したように， Ames試験や染色体異常試験で

陽性を示す多くの化学物質が非がん原性物質であ

った事実から推定している．化学物質 (C)の変異

原性は[-]で表してある．その理由は Ames試

験では陰性であるが，他の変異原性試験では陽性

となる可能性が秘められているためである．この

(C)に細胞増殖能力が備わったとき，がん原性は

陽性（＋）となる．つまり ，本稿で取り扱った非

変異 ・がん原性物質そのものである．肝 RDS試

験で陽性を示す非変異 ・肝がん原性物質の約 1/3

のものが，ラットやマウスの種差，系統差や性差

に依存し，しかも臓器・組織に特異的にがん原性

を誘発する傾向が示された．このような意味から

も，＋をもってがん原性の強度を表した．このよ

うながん原性物質は一般的にヒト に対して安全で

あると思われているし，また筆者らもそのように

考えたい．しかしながら，ここで強調すべきこと

は benzeneを始めとするいくつかの非変異 ・肝

がん原性物質はラ ットとマウスの 2種間におい

て，多臓器・組織にわたるがん原性を誘発する．

要するに，非変異・肝がん原性物質のすべてが必
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表 2. がん原性誘発に対する仮説

化学 変異原性 Cell proliferation がん
物質 (Ames, Drosophila) (RDS) 原性

A 

B 

C 
D 

＋ 

［一］

＋
 

＋
＋
 

＋

柑

ずしも Table2に示した (C)に分類されないこ

とである．今後，非変異 ・がん原性物質の安全性

評価に大きな問題が残されている．化学物質 (D)

は変異原性と細胞増殖能力を同時にもつものであ

る．この場合，上述の動物に関する差は少なく，

さらに多臓器にわたってがん原性が誘発する例が

多いことから，出をも ってがん原性の強度を表し

た．しかしながら，Ames試験陽性のがん原性物

質にも臓器 ・組織に特異的ながん原性を示す例が

ある．

5. 複製 DNA合成 (RDS)の誘発機構に対する

仮説

肝細胞における RDSの誘発を非変異 ・がん原

性物質と変異 ・がん原性物質との場合にまず2つ

に大別して考えてみた (Fig.7). 

非変異 ・がん原性物質はその化学物質がもつ

mitogenic, apoptogenicや necrogenicな事象が

閾値以下または silentmutationの作用よりも優

先して，核外因子に影響を与え，さらに核内因子

の proto-oncogenesゃ G1 cycline genesの活性

化を行い RDSを誘発するものと考えている．こ

のとき， silentmutationを保持しながら，表面上

では正常に近い細胞が細胞分裂を重ねることで，

変異細胞への変換が行われている可能性がある．

変異・がん原性物質はその化学物質がもつ mu-

tagenicな作用が上述の核外因子の事象よりも優

先的に核内因子に影響を与える． すなわち， tu-

mor-suppressor genesや他遺伝子の突然変異が主

となり，proto-oncogenesゃ_G1cycline genesの

over expressionは従になるものと思われる．こ

のとき，変異細胞が存在する数は非変異 ・がん原

性物質の場合に比較して，かなり多いことが容易

に想像できる．以上の仮説を肝実質細胞にあては

めたとき，RDS誘発の上昇はやがて肝細胞の分

非変異・がん原性物質

変異・がん原性物質

Endonucleaseの活性化
PKC活性の上昇

亭~ proli』tion ~!toois 

［一RDS誘発」 ｀`： ． 
Mitogenic : ． 
Apoptogenic and : ． 
Necrogenic events : ． ---・ 
Mutagenic event Proto-oncogene 

(fos, jun, myc)の活性化

Tumor-suppressor gene 
(p53, RB)の不活性化

G心yclinegeneの活性化

Fig. 7． がん原性物質による初期肝 RDS誘発機構に対する仮説．

裂増殖を伴い，アボトーシス (Kerret al., 1972; 

Bursch et al., 1992)によ って，将来的には hepa-

tocarcinomaに至る変異細胞が選択されるものと

考えている．以下に Fig.3の詳細を記載する．

非変異 ・がん原性物質と変異 ・がん原性物質と

もに，RDSの誘発を促進する因子として核外因

子と核内因子とに分けてみた．核外因子として，

ギャッフ結゚合の阻害，細胞内リセプターと核内リ

セプターを挙げ， また核内因子としてproto-on-

cogenes (fas, jun, myc)の活性化， tumor-sup-

presser genes (p53, Rb)の不活性化とG1cycline 

genesの活性化を挙げた (Fig.7). 

核外因子の内，ギャップ結合の阻害は発がんプ

ロモーターを検出するための指標として使用され

てきた．ギャップ結合を介した細胞間連絡の阻害

と細胞増殖とは密接に関連している (Holderet 

al., 1993).つまり ，ギャップ結合の阻害は Ca2+

の上昇， c-AMPの増加， PKC（プロテインキナ

ーゼ C)の活性化，活性酸素が関与する freerad-

icalの生成など(Troskoand Chang, 1989)が知

られ，これらの事象を誘発する代表例と してTPA

(16561-29-8), p,p'-DDT, phenobarbital (50-06-

6)などが挙げられている． 筆者らはこれら上述の

事象が Fig.7に示した核内因子に伝達され肝

li忠OOrter
Adenoma 

RDSの促進に関与しているものと予想している．

特に注目したいのは，非変異 ・がん原性物質の約

半分以上を占めるハロゲン化炭化水素類 (Fig.1) 

が恐らく carbontetrachlorideと同様に活性酸素

を生成し， これがギャッフ結゚合を阻害する原因と

なり ，アボトーシスを起こし，細胞分裂の主要因

となっていることが充分に予想される．

細胞膜リセプターを介して，肝 RDSの誘発と

関連するのは HGF(hepatocyte growth factor), 

EGF (epidermal growth factor), IGF (insulin-

like growth factor)などであろう．特に， HGF

と肝細胞の増殖機構とは密接に関連していること

が判明し （坪内 ら， 1991;松本 ら，1991), 今日

HGFの介入なしに肝 RDS誘発機構の話はでき

ないしたがって，詳細は4の項に記載し，ここ

では HGFが細胞膜リ セプターを通して，ギャッ

プ結合の阻害と類似した事象が発生するとした予

想範囲に止めたい．

HGFの細胞膜リ セプタ ーは c-metproto-on-

cogeneの遺伝子産物であることが知られるよ う

になった (Bottaroet al., 1991).この事実から明

らかなように，肝細胞における HGFの誘導はが

ん化の進行に何らかの役割を果たしているように

思える．つまり， 筆者らが成熟肝組織における肝
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細胞の増殖異常に注目した理由は，がん原性物質

が肝や他組織 ・臓器の proto-oncogenesを活性

化し，正常な生理状態においてプログラムされた

肝細胞のlifecycleを乱すアボトー、ンスの促進を

その 1つと考えたからである．つまり，肝がん原

生物質は最初に正常肝細胞のアボトーシスの促進

を行い，表面上では正常な肝組織を保持するため

に，死滅した肝細胞は近傍の肝細胞を分裂させ

る．これが肝 RDS誘発の原因の 1つと推定して

しヽる．

核内リセプターを介してステロイドホルモソ様

リセプタ ー， ペルオキ、ンゾーム増生リセプターお

よびダイオキ、ンソリセプターなどが RDSの誘発

と関連するものと予想している．つまり，これらの

リセプターが各リガ‘ノドと結合後(Green,1992), 

染色体上に作用し， fosやjunのproto-oncogenes 

の overexpressionを行い，RDSを促進するも

のと推定している．ここで重要なのは，これらの

核内リセプターには既知のリガソド以外に，類縁

の化学構造をもった非変異 ・がん原性物質がリガ

ンドとして結合する可能性が秘められている事で

ある (Poellingeret al., 1992).例えば，ステロイ

ドホルモン様リセプターには dehydroepiandro-

sterone (53-43-0)と 17a-ethyny les tradiol (57-

63-6)が，ペルオキ、ンゾーム増生リセプターには

clofibrate (637-07-0), di(2-ethylhexyl)phthalate 

(117-81-7), phenobarbital sodium (57-30-7), 

simfibrate (14929-11-4) と Wy-14,643(50892-

23-4)が，さらにダイオキ、ンソリセプターには

p,p'-DDTゃ polybrominatedbiphenyls (67774-

32—7) が ， それぞれのリセプターに結合し，肝

RDSが誘発したものと推測している．

核内因子の内，proto-oncogenes(j'os,jun, myc) 

の活性化（米山ら， 1993;中別府，1993)はがん細

胞に焦点を合わせたとき，いずれもアポトーシス

を制御することで，その増殖能力を維持している

ものと考えられている （片岡ら，1993). また，

tumor-suppressor genes (p53, Rb)の不活性化

（田矢，1992;北川 ら，1993;秋山， 1993)や G1

cycline genesの活性化（安田， 1993)と肝 RDS

誘発との関連は確かに DNAや染色体と直線的

な繋がりをもって解明がなされつつある．しかし
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ながら，各遺伝子における遺伝子産物の連携に現

在でも不明な点が多い．さらに，箪者らの専門領

域を考慮すると，ここでは文献を挙げる程度に止

めておくのが賢明と考える．

肝細胞の RDSの誘発を考えた場合， celldivi-

sion cycleのどの時期を促進しているのかが，つ

ぎに重要な課題になると思われる．成熟した肝，

腎などの細胞は卵細胞，精細胞，消化管粘膜細胞

などに比較して， stemcell説が一般的に通用し

難いしたがって，成熟肝細胞のすべては G。期

に相当し，肝 RDSの誘発は必ず G1期を経て S

期に移行するものと考えている．しかしながら，

最近の複製 DNA合成の研究をみると，S期の促

進が G2期や M 期の促進と決して無縁ではなく ，

各分裂サイクルを切り離して RDSの誘発を考え

ることができなくなった．各がん原性物質がどの

期を剌激して， S期の誘発を促進しているのかが

明確になったとき，もう一歩踏み込んだ RDSの

誘発における意義や重要性が明らかになるものと

思う．いずれにしても，本 RDS試験の RDS誘

発は上述の各分裂サイクルにおける様々な DNA

合成の刺激を最終的には S期の DNA合成とい

う事象を指標にしているものと現在考えている．

6. HGF (Hepatocyte Growth Factor)と肝 RDS

誘発機構に対する仮説

3の項において，HGFの関与しない場合の肝

RDS誘発について推測した．ここでは，先駆者

の論文を基盤にして （中村， 1990；坪内ら， 1991)、

筆者らの HGFに関する僅かな知識をもって論じ

たし、 （Fig.8). 

HGFがどこから分泌されるのかについて， 2 

つの過程が知られている．まず， HGFは肝組織

の Kupffer細胞や類洞壁内皮細胞からバラクリ

ソ的に分泌され (Kinoshitaet al., 1989),肝実質

細胞の HGFリセプターに作用する過程と，他臓

器これは主に腎，肺，胸腺などからエンドクリン

的に分泌され，肝実質細胞に作用する過程とが知

られている (Yanagitaet al., 1992; Kono et al., 

1992).この HGFが分泌される原因として，化学

物質による肝や他臓器への傷害が考えられてい

る．化学物質が肝に HGFのバラクリン機構で肝

Hepato-
． 
carcinogens 

8 
↓ 

＜奎

鬱
(T. Nakamura 
et al., 1992) 

Fig. 8. ラット・マウス肝における RDS誘発機構に対する仮説．

RDSの誘発作用を示したとき，その化学物質は

肝傷害を前提としていると思われることから，肝

がん原性物質としての可能性は非常に高いことが

推定できる．また， 化学物質が HGFのエンドク

リン機構のみで肝 RDSの誘発作用を示したと

き，肝細胞に mitogensとして働く可能性がある．

この場合に，2つの事柄が考えられる．第 1に，

HGFの分泌原因がその臓器 ・組織のがん原性誘

発の事象に基づいたものであれば，肝 RDSは他

臓器 ・組織でのがん原性物質をも検出が可能とな

る （上述の benzeneの例）． 第2に， HGFの分

泌原因がその臓器 ・組織のがん原性誘発の事象と

関連のないものであれば，肝 RDS試験において

偽陽性となる．Fig.1と2における偽陽性の 1部

がこれに該当するものと思われる．

筆者らが本実験を開始した当初，化学物質によ

る単なる肝傷害と肝 RDS誘発とに関連する数多

くの問合わせがあった． ここで重要なのは肝傷害

に対する解釈である．つまり，一般毒性的な概念

としてのみの肝傷害を意味しているのか，または

上述の HGFを始めとする本稿の 5項に記載した

概念をも含んだ意味での肝傷害を指摘しているの

かである．その質問の多くは一般毒性的な概念の

域をでていないものであったが，もちろん一般毒

性的な概念における肝傷害も肝 RDSが誘発する

有力な 1つの原因と考えている．なぜならば，す

でに Amesが指摘しているように (Amesand 

Gold, 1990),がん原性試験における最大耐最での

処理が肝傷害を引き起こす原因となり，つぎに肝

細胞の増殖を伴い，その結果としてがん化に進行

するとした仮説は筆者らもこれを支持する．さら

に，筆者らは肝傷害物質の大部分が肝がん原性物

質であるとの意見も支持する．しかしながら，筆

者らの予備的な実験から，肝傷害の指標である

GOTなどの上昇が肝 RDSの誘発と必ずしも関

連するものではなかったことを強調したい．

一方，本稽の 5項に記載した概念をも含んだ観

点から，肝 RDSの誘発をみた場合，一般毒性的

な概念における肝毒性の発現とは自ずと分離して

考えざるを得ないつまり，筆者らは一般毒性的

な肝傷害が肝 RDSを誘発することに対して何ら

の異論はないが，これだけで肝 RDS誘発機構の
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すべてを説明できるとは考えていない例えば，

上述の核内リセプターが関与するような RDSの

誘発を想定したとき，一般毒性的な肝傷害に到達

する以前の初期段階において，どのような機構を

もって，いかに肝 RDSが誘発するのかを解析す

ることが，今後に残された重要な課題と考えてい

る．

7. おわりに

非変異・がん原性物質 (Ames試験陰性）は何

十種類もの変異原性試験法を使用して検討すると

いずれかの試験において， その内の90％が陽性と

なることが知られている(Jacksonet al., 1993). 

この事実は以下に示す2つの事柄を意味してい

た． 1つは各試験における偽陽性結果が都合良く

重複したものとみなすか，他方は Ames試験のよ

うな場合，閾値以下の突然変異や silentmutation 

的な現象が示され， 単に陰性結果となったにすぎ

ないとみなすかである．筆者らは後者を選択した

いなぜな らば，すべてのがん原性物質は変異原

性と細胞増殖 (cellproliferation, mitogenesis)の

両活性を，同時に合わせもつものと想定している

からである．したがって， Ames試験で陽性や陰

性を示すがん原性物質には細胞増殖活性を指標と

する試験系が新たに必要と考えている．

非変異・肝がん原性物質に限らず，変異 ・肝が

ん原性物質でも RDSを誘発する．したがって，

肝がん原性物質には RDSが共通な事象として存

在するものと考えた．さらに，変異原性のみでは

がん化に進行せず， RDSつまり細胞増殖効果が

初期のイニ、ンエーション段階で同時に必要と考え

ている．非変異・がん原性物質と言えども，何か

しらの変異原性試験において陽性結果を示す．し

かしながら，ある化学物質に何十種類も の変異原

性試験をあてて， その変異原性を検索する ことは

非現実的な話である．現実的な話として，変異原

性のみではがん化に進行しないとい う説に一見矛

盾するようであるが，偽陽性の少ないことでその

評価が高い Amesやショウジョウバ工の試験を

使用して，陽性の化学物質をまず振るい落とすこ

とを勧める．つまり， Amesやヽンョウジョウバニ

の試験において陽性結果を示したものは自ずと細
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胞増殖能力をも合わせも っているとみなすこ とが

賢明な策と考える．こうして残った化学物質につ

いてのみ，細胞増殖能力を確かめることを勧めた

いこのスクリーニソグ過程を医薬，農薬，一般

化学物質な どに取り入れた場合，肝がん原性物質

に限定したとき，80％以上の確率をもって検出で

きるものと確信している．

上述のスクリーニング過程において， 100%の

検出が可能とならない理由はがん原性試験におけ

る化学物質の投与量の問題が主原因と思われる．

すなわち，同一の化学物質において，肝 RDS試

験のような短期毒性試験ではその最大耐量は一般

的に高く，逆にがん原性試験のよ うな長期毒性試

験では動物の生存を持続しなければならないこと

から，その最大耐量は低く抑制せざるを得ない．

このような実験背景の相違を考慮すると，肝RDS

試験陽性の化学物質の1部はがん原性試験では陰

性となる可能性がある．このような潜在的ながん

原性の誘発能力をもつ化学物質をどのように取扱

うべきかは今後に残された大きな課題である．

この潜在的ながん原性物質の存在を考えた場

合，この問題は肝 RDS試験のみの問題ではなく ，

動物を使用したがん原性の短期予測試験のすべて

にかかわる問題でもある．つまり， これらの短期

予測試験のすべては上述の用量に基づく偽陽性の

問題にやがては遭遇する運命にある．この問題の

解決には科学の進歩はもちろんのこと， ヒトに対

する化学物質のがん原性をより合理的に判断しよ

うとする人々の知恵と意見の統一が，この潜在的

ながん原性物質の処置に，大きな役割を果たすも

のと考えている．

最後に，米国の心理学者の言葉を記載した谷村

(1994)の論文から「人間の欲望の原点は飢えと渇

きをいやすことである．そして， それらが満たさ

れると，つぎにその安全性を求めるようになる」

を引用して，この「潜在的ながん原性物質」が現

状の社会環境の中で，将来どのような取扱いがな

されるべきかの指針にしたい．
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Summary 
Mutagenicity testing in safety evaluation of cosmetic ingredients is predictability of 
carcinogenic potency of materials. Ames test and chromosome aberration test in vitro, 
and two kinds of rnutagenicity testing including mammalian cells, are chosen as the first 
screening tests, in Japan and in U.S.A., respectively. If the result is positive in either 
test, micronucleus test and skin painting carcinogenicity test may be required, in Japan 
and in U.S.A., respectively. 
Two oxidizing agent, sodium bromate and potassium bromate used as food additive 
and as ingredient in cosmetic permanent wave formulations have been reported to be 
mutagenic and carcinogenic ingredients. Butylated hydroxyanisole (BHA), an antioxidant, 
also used as food additive and ingredient in cosmetics has been reported to induce 
forestomach tumors in rats. The estimation of carcinogenic risks of these carcinogenic 
ingredients to humans was discussed. 

Keywords: mutagenicity; carcinogenicity; cosmetic ingredients, antioxidant 

1. はじめに

日本では薬事法のもとに化粧品及び医薬部外品

が規定されている．

目的とされている物及び医薬部外品を除く， とさ

れている （薬事法第2条第3項）．

「化粧品」とは「人の身体を清潔にし，美化し，

魅力を増し，容貌を変え，又は皮府若しくは毛髪

をすこやかに保つために，身体に塗擦，散布その

他これらに類似する方法で使用されることが目的

とされている物で，人体に対する作用が緩和な物

をいう」ただし，これらの使用目的のほかに「疾病

の診断，治療又は予防に使用される」又は「身体

の構造又は機能に影響を及ぼす」こともあわせて

c日本環境変異原学会

医薬部外品とされている物はその物の使用且的

及び人体に対する作用等について一定の範囲が示

されている．

・吐き気その他の不快感又は口臭若しくは体臭の

防止を目的とする物

•あせも，ただれ等の防止を目的とする物，脱毛

の防止，育毛又は除毛を目的とする物 （薬事法

第2条第2項）

また，使用目的や人体に対する作用面等，総合
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的に見て，これらに準ずる取扱いが適当と考えら

れる物で，厚生大臣が指定した物として以下があ

る．

・染毛剤

・バーマネソト ・ウェーブ用剤

・化粧品としての使用目的のほかに，にきび，肌

荒れ，かぶれ， しもやけ等の防止又は皮屑若し

くは口腔の殺菌消毒に使用されることもあわせ

て目的とされている物

・浴用剤（浴用化粧品とは別である）

医薬部外品はその目的が予防的な物に限られ，

人体に対する作用が緩和なものと規定されてお

り， 化粧品と医薬品の中間に位置づけられており，

米国でい うOTC(over-the-counter)薬とは異な

る日本独自の分類に依っている．

薬事法で規定された化粧品及び医薬部外品は人

体に対して緩和な作用を有するものであり，通常

の使用方法において人体に強い作用を及ぼさず，

通常予想される誤用の際にも人体に対する作用の

緩和性がある程度必要であり，治療を目的とする

作用の強い医薬品とはおのずから異なる．皮膚ヘ

の適用の仕方も長く皮膚に止めておくもの，直ぐ

に洗い流してしまう ものもあり，これらの特性を

考慮して，化粧品の安全性における変異原性試験

の位置づけ，発癌性との関係について，またどの

ような試験系を用いたら良いのか日本及び米国の

実状の具体例を示しながら考察する．

2． 日本の化粧品の安全性試験項目と変異原性試

験

日本では承認又は許可前例の無い原料 ・成分を

配合した，医薬部外品及び化粧品の製造又は輸入

の申請に際しては，必要な資料の提出をし，中央

薬事審議会の審議を経て承認又は許可が与えられ

ている．この安全性を含めた添付すべき必要な資

料の範囲については薬事法施行規則第18条の 3第

1項2号（医薬部外品）及び3号 （化粧品）にそ

れぞれ示されている．その詳細について1980年5

月30日薬発700号によれば，安全性に関する資料

として，化粧品，医薬部外品とも資料の範囲は同

ーであり，その項目は急性毒性，亜急性毒性，慢

性毒性，生殖に及ぽす影響，抗原性 （皮膚感作試
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験，光感作試験）， 変異原性，癌原性，局所刺激性

（皮眉刺激試験，粘膜刺激試験等），吸収 ・分布 ・

代謝 ・排泄とされている．

1986年に厚生省に安全性の専門家で構成された

「化粧品原料及び化粧品の安全性項目設定のため

の基礎研究」の研究班が発足し，その成果が『新

規原料を配合した化粧品の製造，または輸入申請

に添付すべき安全性資料の範囲について』 1987年

6月18日の厚生省事務連絡 （厚生省薬務局審査第

二課）の報告資料となった (1987,工業会資料）．

務連絡の中で，厚生省は今後新規原料を配合し

た化粧品の製造又は輸入申請を行う場合に必要な

安全性の資料の範囲は本報告の範囲に準じて取り

扱う予定とした．報告書では「新規原料の安全性

の評価は当該原料の配合される製品の使用法（使

用部位，使用時間等）によるところが大きく，ま

た，新規原料の類似物質の使用経験も大いに参考

となる．これまでの得られた知見等を参考にして

安全性の範囲をまとめた」と述べている．添付す

べき安全性資料の範囲として，急性毒性，眼刺激

性，皮府一次剌激性，連続皮膚刺激性，感作性，

光毒性，光感作性，変異原性， ヒトバ ッチテスト

の9項目 の試験が必要とされ，皮膚，局所におけ

る安全性が重視されていることを示した．また，

殺菌 ・防腐剤，酸化防止剤，金属封鎖剤，紫外線

吸収剤，タール系色素等のように毒性についてよ

り慎重に扱う必要があるものの場合にはこれらに

加えて必要に応じ，亜急性毒性試験，慢性毒性試

験，生殖毒性試験，吸収 ・分布 ・代謝 ・排泄試験

等の資料を添付するものとしている．しかし， 発

癌性については具体的な記載が無く ，変異原性が

これに替わるものと考えられる．従って変異原性

試験は新規原料の発癌性予測試験として重要な位

置付けにあると考えられている．各々の試験を解

説した中で変異原性についての項では 「すべての

新規原料で変異原性試験を実施する．変異原性試

験は発癌性， あるいは遺伝学的傷害性の有無を予

測するスクリ ーニン グ試験法と して知られてい

る．種々の試験法があるが，比較的感受性の高い

in vitro試験系の うちから適切な手法を適用す

る．」と述べられ，具体的な試験方法には言及され

てし、なしヽ．

1991年『新化粧品安全性評価指針』が発表され

た．厚生省研究班が 1987年 6月に添付すべき資

料の範囲とした安全性9項目の安全性試験法ガイ

ドライソの概要を示したものである (1991工業会

資料）．変異原性試験のガイドライ ソでは「原則と

して，化粧品原料について微生物，及び哺乳類の

培養細胞を用いるinvitro試験を行い，これらの

試験で変異原性が疑われた場合には，動物の個体

を用いる invivo試験を追加する．なお，化粧品

の特性から考慮して，変異原性試験を必要としな

いと判断される場合には，その根拠を明記する．

1. 細菌を用いる復帰変異試験

2. 哺乳類の培養細胞を用いる染色体異常試験

3. in vivo:マウスを用いる小核試験

以上3種の試験の用いる菌株，細胞，用量段階等

の具体的な内容が示されている．

化粧品原料の変異原性について，ガイドライン

から日本では2種の invitro試験で陰性であれば

良いと判断されていること，変異原性が疑われた

場合はマウス小核試験での陰性結果が重要視され

ていることを示唆している．

なお，同ガイドラインでは毒性についてより慎

重に扱 う必要がある新規原料については，短期及

び長期の毒性の予備的な知見も得られる亜慢性毒

性試験を行 うことを記載している．期間は 3ヶ月

として経皮投与が望ましい （経皮投与が困難なも

のについては経口投与とする）．その結果，明らか

に慢性毒性を示すと推定されたものについては12

ヶ月以上の慢性毒性／癌原性を組み合わせた試験

及び催奇形性試験，経皮吸収試験等を必要とする

ことがあるとして，発癌性試験を否定しているも

のではなしヽ ．

3. 米国における化粧品原料の変異原性，発癌性

について： CIRの評価

米国では化粧品の安全性試験項目を特に定めた

物はない しかし，1967年に設立され，化粧品

原料の安全性について見直しを行っている CIR

(Cosmetic Ingredient Review)化粧品原料評価

機構という組織がある． CIR は CTFA(Cos-

metic, Toiletry and Fragrance Association)化

粧品， トイレクリー，フレグランス工業会によ っ

て設立されたが化粧品に用いられている原料の安

全性の見直し，評価を公開で，公平な専門的な方

法により行っている．CIR及びその評価過程は完

全に CTFA及び化粧品工業界から分離され，18

年間にわたって化粧品の安全性を最高の水準に維

持しよ うとの試みがなされている (CIR,1993). 

CIRは原料の安全性データを見直し，評価する

専門委員会 (ExpertPanel)を設立している．選ば

れた 7人の専門委員がおり，消費者，科学及び医

学グループ，行政および業界によって公に推薦さ

れた人たちである．このほかに 3名の連絡員，ァ

メリカ消費者連合， CTFA 及び FDA (Food 

and Drug Administration)食品医薬品局から各

ー名が参加している (CIR,1993). 

専門委員会はまず安全性の文献資料の見直しを

行い (ScientificLiterature Review),専門家会議

を開催 (ExpertPanel Meeting)し，その結果を

暫定報告書 (TentativeReport)として公表し，意

見を公募した後，最終報告書 (FinalReport)を公

表する．最終報告書は次のような分類で原料につ

いての安全性を層別している (CIR,1992, 1993). 

評価分類：安全 (Safeas Used) 

条件付安全 (Safewith Limits) 

データ不足 (Insufficient)

安全ではない (Unsafe)

1992年までに検討された原料は評価済み369品，

暫定評価原料 11品，継続検討原料 64品となり

(CIR, 1992), 1993年には，最終報告書 14報を 19

物質について報告している． 安全と評価したもの

3品，条件付安全12品，データ不足3品，安全で

はない 3品であり，この うち 2品はある使用方法

では安全だがある使用方法では安全でないと結論

されている (CIR,1993). これらの最終報告書は

1982年以来 Journalof American College of 

Toxicologyに収載，公にされている．

米国における化粧品の安全性における発癌性，

変異原性の位置付けはこの CIRの一連の評価を

通して知る事ができる．CIRの 1993年 5月の会

議の評価ではデータ不足とされたものは 5品目で

その中の cetrimoniumchloride, cetrimonium 

bromide, steatrimonium chlorideに対し必要と

される資料，データは，使用濃度，不純物， 28日

129 



間皮膚反復投与試験，不定期 DNA合成試験を含

む遺伝毒性試験2種類， ヒト刺激性と感作性試験

であり，遺伝毒性試験が陽性である場合は NTP

(National Toxicology Program)国立毒性機構の

基準に従った発癌性試験が必要になるかもしれな

いと述べている (TheRose Sheet, 14 (22), 1993). 

CIRの 1993年 11月の会議では potasium chlo-

rateについて要求しているデータは 28日間の皮

膚塗布試験，眼刺激性試験， 2種類の遺伝毒性試

験でその内一つは哺乳類を使用し，その結果が陽

性ならばその発癌性データ，また， lauramine,

stearamineのデータ不足としているのは，不純物

の情報と 2種類の遺伝毒性試験，その内一つは哺

乳類を使用した試験であり，試験結果が陽性なら

ば，NTPの基準に基づく皮膚発癌性試験が要求さ

れる可能性があると述べている (TheRose Sheet, 

14 (48), 1993). 2種類の遺伝毒性試験でその一つ

に哺乳類を用い，腸性となった場合は発癌性試験

と言うのが CIRの化粧品の遺伝毒性，発癌性を

評価する場合の基本的な姿勢と考えられる．

Urocanic acidは表皮の角化過程で生成されて

表皮中に多量存在している (Badenet al., 1967). 

trans—体は紫外線 (UV-B) によりcisー体に変化す

ることによって免疫抑制作用を示すために，uro-

canic acidを含有する化粧品に紫外線が当たると

紫外線によって誘発する皮膚癌を充進すると言う

報告 (Reeveet al., 1989)がだされた．これは

化粧品の発癌性に関する特徴を示す例である．

CIRはurocanicacidに関する安全性のデータを

募集した．この時提出された安全性試験項目の中

で遺伝毒性，発癌性に関するものは， Ames試験，

不定期 DNA 合成試験，invitro DNA-binding 

試験，染色体異常試験と多種類の項目にわたり，

更に，動物光発癌試験も提出された．しかし，

CIRは 1993年 11月の会議でこれをデータ不足

とし，動物光発癌試験の再追加と invivo DNA-

adduct試験を必要とした (The Rose Sheet, 

14 (48) 1993). CIRは遺伝毒性に関する試験につ

いて特に具体的に示していないが評価過程を通し

てその考えの一端を知ることができ，日本の場合

の AMES試験，染色体異常試験とは若干ことな

ることを示している．
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4. 変異原性陽性，発癌性原料の評価

既に変異原性，発癌性が報告されている化粧品

原料をどのように評価するかについて， CIR及び

日本の例から考察する．

1) Sodium bromate及びpotassiumbromateの

CIRの評価

Sodium bromate及びpotassiumbromateは

酸化剤として用いられている． Sodiumbro mate 

は中和剤としてパーマネントウェーブに用いられ

るが，使用後は直 ぐに洗い流されてしまうもので

ある．また，potassiumbro mateは食品添加物と

してバソの改良剤に日本では 30ppm （食品添加

物， 1992）， 米国では 50ppm (21 CFR 15.20)用い

られている．

Potassium bromateは Chinesehamster肺由

来線維芽細胞で染色体異常を誘発し (Ishidateet 

al., 1984),マウスで小核を誘発する (Hayashiet 

al., 1982). Salmonella typhimurium TAlOOで，ま

た， TA102および TA104で変異原性陽性である

(lshidate et al., 1984; Kurokawa et al., 1990). 

Potassium bromateの発癌性は Fischerラットに

250, 500 ppm飲料水で 111週間摂取させた結果，

250ppm で腎腫瘍が発生した (Kurokawaet al., 

1982; 1983). この発癌性データを革にリスク評価

が行われ，発癌性のボテンシャルすなわち生涯の

暴露上限量は 0.06mg/kg/dayと報告された(Bro-

mine Compounds, LTD (BCL), January, 1992). 

この上限値とパーマネ‘ノトウェーブ剤の中和剤と

して使用した場合の毎日の平均摂取量からリス

クの上限値が計算された．この時経皮吸収実験

(BCL July, 1992)の結果が参考として用いられ

た．10% の sodiumbromateを皮膚に適用した

場合 2% が皮膚に接触し，0.12% が吸収される

ことから，この経皮吸収量を基に行われたリスク

評価は，使用頻度を年3回で 10年間の場合 2.4x

lo-7,15年間の場合 1.2x10-aであった (BCL

1992; CIR March, 1993). FDAは食品添加物成

分の許容されるリスク上限値として 1.ox10-6と

の政策をと っている (CIRMarch, 1993). Sodium 

bromateをパーマネントウェーブ剤の中和剤と

して用いた時のリスクはこの値の範囲内であるこ

とを示している．一方， Hayashiet al. (1986)は

Kurokawa et al. (1986)のデータを用いてpotas-

sium bromateの実際の安全量を計算し， 0.95ppm 

(3.8 X 10-s mg/kg/day)と報告している．

局所適用した場合の皮膚塗布発癌実験も行われ

ており，皮膚塗布では発癌性は認められないこと

が報告されている (Kurokawaet al., 1984). 

CIRは， 臭素酸塩は経口摂取で発癌性があっ て

も皮膚塗布試験で発癌性がない，ほとんど経皮吸

収されない，適用回数が少ないことより パーマ

ネントウェーブ製品に sodiumbromateとして

10. 17% を越えない濃度で使用することが出来る

と結論した (CIR,March 1993). 

2) BHAの日本の評価

Butylated hydroxyanisol, BHAは酸化防止剤

として，化粧品，食品添加物に用いられる．しか

し， 1982年に伊東等が発癌試験を行い，前胃に癌

の誘発を認めた．発癌試験は Fisherラットに，

0.5, 2％混餌， 104週間投与した結果， 2%群の

前胃に偏平上皮癌が誘発した(Itoet al., 1983). 

この結果， 1982年 8月2日厚生省告示官報で「パ

ーム油以外の食品に使用しない」 1983年2月1日

より適用 （実際は適用されず）とされた．BHAを

含有する化粧品等の取扱いについては 1982年 5

月 20日薬安第 81号厚生省薬務局安全課から都

道府県衛生主管部長宛に「BHAを使用せず，品

質が確保される製品の研究 ・開発に早急に着手

し，処方変更等を行うよう指導する．」との通逹が

なされた．

一方，食品添加物として国際的には， 1983年の

FAO (Food and Agriculture Organization)/ 

WHO (World Health Organization)食品添加物

専門家会議で検討されたが結論は出されなかっ

た．1988年の FAO/WHO食品添加物専門家会

議はラットの前胃に対する発癌性の疑問の余地は

ないが前胃以外の消化器に発癌性を示さない．

BHAの規制に関して当面その必要がないと結論

した．この理由として，① BHAの発癌はラット

やハムスターの前胃に限られており， ヒトには前

胃に相当する臓器がない，②前胃と同じ重層偏平

上皮である食道には腫瘍や過形成が発生しない，

③前胃をもたないイヌやサルではラットのような

作用がない， ④発癌量が2%と高く，これはヒト

の摂取量に換算すると数万倍に達する，⑤ BHA

を用いない場合に食品中に発生する過酸化脂質の

危険性のほうがより問題である，などの根拠があ

げられている （伊東， 1989).

日本では BHAの食品添加物として見直しが

1992年行われ，同年 8月 13日厚告第 208号にお

いて BHAは全面改正され，油脂，バター，魚介

乾燥品，同塩蔵品，同冷凍品以外使用してはなら

ないとされ，バターでは butylatedhydroxytolu-

ene, BHTと合わせて 200ppm以下， 魚介冷凍食

品では BHTと合わせて 1000ppm 以下とされ

た．

食品添加物としてはこのような経緯で使用され

ているが BHAを含有する化粧品の日本の使用状

況を 1992年の 10ヶ月間に発売された新製品に

ついて見ると国内メーカーで BHAを含有してい

る製品は無く，海外メーカーでは 13社， 99製品

（口紅 43品等） に含有されており， 1982年5月

20日薬安第 81号により，日本の国内メーカーは

使用していないことを示している．

5. 化粧品原料の変異原性試験を補完するもの

米国では 2種類の遺伝毒性試験で陽性の場合は

NTP の基準に基づく皮膚発癌試験を必要とする

ことを CIRは示唆しているが，日本の場合は in

vitroの2種の試験のいずれか陽性が疑がわれた

場合は invivo小核試験を実施することになって

いる．いわゆる 3点セットの試験である．

In vivo小核試験の発癌性の予測性と問題点は

若田等 （1993)が述べているが，その中で臓器特

異性に関して，肝臓肺に特異的に癌を起こす物

質は検出できない場合が多いこと，国際癌研究機

構 (IARC)の発癌物資の発癌標的部位と小核試験

での反応性について，特に，造血組織，局所ある

いは肝臓について糎めている (Table1).局所ある

いは肝臓が標的臓器とされたもので造血組織には

癌を起こさないものについての小核試験の結果で

あるが，造血組織が標的臓器である発癌物質は陽

性率 80% 以上，投与部位あるいは皮膚の塗布部

位などの局所が標的である発癌物質では陽性率が
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Table 1. IARC 発癌物質の標的臓器と小核試験

での反応性（化合物数）

標

陽性

陰性

的 臓 器

造血組織

23 

5 

局所

14 

13 

肝臓

19 

23 

陽性率 80％以上 so％以下 45% 

若田

50%,肝では 45% に下がっている（若田， 1993).

皮膚が標的の発癌物質の検出には小核試験を補完

する試験の必要性を示唆している．我々は皮慮を

標的臓器とした DNA損傷試験の検討を行い，

マウス表皮を標的臓器とする不定期 DNA 合成

(UDS)試験（森ら， 1993)及びアルカリ溶出法に

よる DNA一本鎖切断試験（小林ら，1993)を用

いて，皮膚を標的臓器とする発癌物質を検出でき

ることを見いだしている．

培養細胞を用いる試験は感受性が高いが，生体

内の事象を反映しているわけではない．陽性物質

は invivo小核試験を実施するわけであるが小核

試験の限界について，石館（1993)は陰性に終わ

った場合，骨髄に到達していない場合も考えられ

るので，さらに別の臓器組織を標的とするinvivo 

法 （例えば肝の UDS)を追加し，また，特に，in
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vitroの染色体異常試験でかなり高い値（例えば

染色体異常を 20％誘発する濃度が 0.1mg/ml以

下）が得られた場合には，たとえ，小核試験が陰

性であっても，安全性が保証されたわけではない

ので，他の試験を追加する必要があると述べてい

る． この他に，経皮吸収データ等考慮に入れ判断

すべきと考えられる．

いずれにしても 3点セットを補完する試験はま

だ研究，議論が必要であり， urocanicacidの例

に見られる様に化粧品原料においても様々な試験

を考慮に入れる必要があると考えられる．

6. 変異原性試験の有用性

1) 変異原性のない原料の選択

化粧品原料は油性原料，粘液質，粉末（原料），

保湿剤，界面活性剤，紫外線吸収剤，薬剤，色剤，

香料，金属イオン封鎖剤，酸化防止剤，抗菌剤等

に大別されるが，変異原性で問題となる例は色剤

等である．なんらかの原因で不純物が混入される

ケースがある．色素そのものには変異原性はな

いが出発原料に含まれる不純物等が原因で製造さ

れた色素に変異原性が認められる場合がある．

Ames試験を用いることにより，ロットの選択，

製法の改良，精製の工程等の検討がなされ，変異

原性のない原料を選択することができ，変異原性
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Lithol Red Naの製法の違いによる突然変異誘発性 (Salmonellatyphimurium TA 98). 
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試験は原料の品質保証に重要な役割を果たしてい

る． Fig.1は carbon-blacksの 5種類のものの

うち 1種類のサンプルAのみに変異原性が認めら

れた一例を示した． Fig.2は同じ出発原料から 3

種類の製造工程で合成された色素，litholred Na 

である．A工程では変異原物質が生成されること

を示した．また，精製することにより，変異原物

質が除かれた色の例もあった．（杉山， 1979).
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開発候補品の染色体異常誘発性 (Chinesehamster lung fibroblast cells, 48時間処理）．

12 

2) 開発でのスクリ ーニング

原料開発過程においては必ず変異原性試験のス

クリーニングが行われる．一つの例を示すと，

Ames試験に掛けられた開発候補物質は 18品あ

り，その結果は全て陰性であった．更に， invitro 

哺乳類の培養細胞を用いる染色体異常試験が実施

され， 3品が陰性であった他は 15品が陽性であ

った．このうちの 7品の結果を Fig.3に示した．

サンプル G を除き， 0.01mM から lmM でい
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Fig. 5. UV-BのUDS誘発性（ヘア レスマウス表

皮照射後 1時間）．
略称は Fig.4参照．

ずれも 40% を越える染色体異常が誘発された．

ところがサソプル G は lOmMにおいても染色

体異常は誘発されず変異原性がないことを示し

た．染色体異常を誘発したもののうち， 5品につ

いて小核試験が実施され，2品が陰性， 3品が陽

性と判定された．最終的に開発されたものはサン

プル G であった．原料開発過程において変異原

性の評価は重要な位置を占めることになる．評価

する物質の化学構造組成によるところが大きい
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が，陽性を示すものは Ames試験よりも，染色

体異常試験の方が多いことを経験している．

3) 紫外線の皮膚への影響：不定期 DNA 合成

(UDS)研究

紫外線から皮膚を防御することは近年オゾン層

の破壊による紫外線の増加と相ま って高い関心が

寄せられている．地上に到達する紫外線のうち近

紫外線の UY-B(280-320 nm)は皮府では表皮ま

で到達し，遠紫外線である UV-A(320-400 nm) 

は真皮まで到達する．マウス表皮を標的臓器とし

て紫外線 UV-A及び UV-B の DNA損傷性を

UDS試験を用いて検討している． UV-Aを照射

した場合 UDSを誘発しないことを見いだした．

一方， UV-Bは UDSを誘発することを確認した

（未発表 Figs.4-5), 近及び遠紫外線の皮膚に対

する作用を， UDSを指標として検討しているが，

紫外線の皮膚に対する影響の基礎的データーとな

ると考えている．

7. まとめ

化粧品における変異原性試験の役割について日

本，米国の実状を踏まえながら考察した．日本，

米国とも変異原性試験は癌原性の予測の位置づけ

にあり，変異原性試験は発癌性に替わる安全性試

験と考えられている．評価の進め方として

1. 2種のinvitro遺伝毒性試験を実施する．

2. いずれかで陽性の場合はinvivo小核試験を

実施する．

小核試験を実施する場合は吸収， 分布，代謝，

排泄の結果を参考にし，骨髄細胞への到達性を考

慮する．また，その他の遺伝毒性試験（例えば，

局所適用， 皮膚をタ ーゲッ トした UDS等）が必

要な場合がある．

3. いずれも陽性では小核試験及び他の遺伝毒性

試験に加えて発癌性試験を考慮する．米国で

は哺乳類を含む2種類の遺伝毒性試験で陽性

の場合は発癌性試験の必要の可能性が示唆さ

れている．

経口摂取して発癌性を示す物質の局所の安全性

に対する取り扱い (CIRの考え方）では洗い流す

製品等，適用回数が少ない，局所塗布して皮凋で

の発癌性がなく ，また，経皮吸収量から安全率を

考慮することによって使用の可能性があることが

示唆される．

変異原性試験はスクリーニング試験の他に，化

粧品原料中の変異原性のある不純物の検出を行

い，変異原性，発癌性のない化粧品原料の選定に

有用である．
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第 22回大会トピックス
「変異原性試験法の国際的標準化の現状と問題点

メルボルン国際ワーク ショッ プの報告を中心に」

微生物突然変異試験

Bacterial mutation assays 

能 美 健彦円太田敏博2)

Nohmi, TY and T. Ohta2l 

特別 企 画

1)国立衛生試験所，変異遺伝部，158東京都世田谷区上用賀 1-18-1,2）（財）残留農薬研究所，
毒性部 187東京都小平市鈴木町 2-772

0Division of Genetics and Mutagenesis, National Institute of Health Sciences, 1-18-1 
Kamiyoga, Setagaya-ku, Tokyo 158, Japan, 2)Toxicology Division, Institute of 
Environmental Toxicology, Suzuki-cho 2-772, Kodaira, Tokyo 187, Japan 

（受付：1994年 2月 3日； 受理：1994年 2月 3日）

Summary 
The differences among several regulatory guidelines for bacterial mutation assay in 
Europe, U.S.A. and Japan were discussed at the International Workshop on Standardisa-
tion of Genotoxicity Test Procedures held in Melbourne on February, 1993. A consensus 
was obtained on many aspects of an acceptable minimum standard test protocol. However, 
the working group could not reach total agreement on the optimal tester strain battery, 
criteria for a positive results, and the need for repetitional assay on negative results. 

Keywords: Bacterial mutation ~ssay, Ames test, guideline, standardisation 

1. はじめに 議は公開で行われ， 一般討論者として日本からも

1993年 2月にオース トラリアのメルボルンで開

催された第6回国際環境変異原会議のサテラ イト

ワークシ ョップとして， 2月27,28日の両日にわ

たり， 変異原性試験法の国際的標準化のための会

議が行われた．微生物突然変異試験のグループで

は， DavidGatehouse (Glaxo/UK)が議長を務

め，松島泰次郎（日本バイオア ッセイ研究センタ

-), Celine Melcion (Rhone Poulenc Rorer/ 

France), Elmar Gocke (Hoffmann La Roche/ 

Switzerland), Errol Zeiger (NIEHS/USA), 

Thomas Cebula (FDA/USA), Larry Kier (Mon-

santo/USA), Steve Haworth (Hazleton/USA), 

Stanley Venitt (ICR/UK),および筆者らの 11名

の指定討論者を中心にして論議が進められた． 会

c日本環境変異原学会

10名近くの研究者が参加した．比較検討したテス

トガイドラインは， 日本（厚生省，労働省，農林水

産省），米国(EPA),イギリス (Dept.of Health),カ

ナダ (Dept.of National Health and Welfare), 

欧州経済共同体 (EEC），および経済協力開発機構

(OECD)で施行されているものを対象とした．こ

れらのガイドライソ間の異なる部分を抽出した う

えで，試験成績が相互に受け入れられるためには

最小限何をどのように行うべきかを議論し合意点

を得るこ とを目的とした． したがって，理論的な

可能性の議論ではなく，実際の実験例のデータに

基づいた主張のみを議論の対象とした．
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2. プレート法がプレインキュペーション法か？

今回の会議では標準的な手法であるプレート法

やプレイ ‘ノキュベーショソ法で検出され難い変異

原物質（例えば，ガスや揮発性の高い物質）は特

別なケースと考え，この様な物質の試験手法につ

いては議論の対象から外した． 2つの手法で数多

くの変異原物質について詳細に比較した論文は見

あたらないため，参加者のスクリーニソグ経験を

基に検討した．プレイソキュベーショソ法でのみ

変異原性が検出される例はニトロソアミソ類，ニ

価金属塩，アルデヒド類，アゾ化合物など，いく

つかの論文があり，各参加者も同様な経験を持つ

ことが報告された．逆に，プレート法でのみ検出

される例も示されたが，いずれも溶媒対照値の 2

倍前後の増加を示す非常に弱い物質であり，プレ

ート法を推奨する程の根拠とはならなかった．一

般的にプレインキュベーション法の方が検出感度

が高い （特に代謝活性化の場合）というのが大多

数の意見であった．一方で，定性的には片方の方

法でしか検出されない変異原物質の例は極めて少

ないとの意見もあり （例えば，ニトロソアミン類

はプレインキュベーション法でのみ検出されると

言われているが， プレート法でも S9分画の量を

増やせば変異原性は検出できる），また， プレイソ

キュベーション法では菌株に対する毒性が強く出

るために変異原性を見落とし易い例 （P-ニトロア

ニソール，塩化ニトロベンゼソ類）も示された．

したがって，プレインキ ュベーシ ョン法に統一

するにはデータベースが充分でないということ

で，現時点ではいずれの方法でも良いということ

に落ち着いた．なお，プレインキュベーションの

条件は 37°cで20~60分が推奨された．

3. 菌株の組合せ

変異原性のスクリーニングにおいてどの菌株の

組合せを用いるかの議論では，菌株に特異的な変

異原物質がどのくらい存在するかを知ることが前

提となる．一つの菌株にのみ変異原性を示す割合

を文献と参加者の未発表データベースを基に調査

した結果，現行のいずれのガイドラインでも指定

されているサルモネラ菌の TAlOO,TA98, TA 

1535, TA1537株を用いることに異論は出なかっ

138 

た．ただ， TA1537株の有用性についてはプラス

ミド pKMlOlを持つ TA97株および TA97a株

との比較で検討された．TA1537株は hisC遺伝

子に変異をもち，TA97株と TA97a株は hisD

遺伝子に変異をもつが TA97a株の方が TA97株

に比べ uvrB遺伝子近傍の欠失が小さい．いずれ

の菌株も— lG のフレーム、ンフト変異の検出に適

しているが， この種のフレーム、ンフト変異を誘発

する数多くの変異原物質について 3株を系統だっ

て比較した報告はない．したがって，現時点では

3株は同等に扱いどれを用いても良いことで合意

した．また， TA1538株に特異的な変異原物質も

5例が示されたが，いずれも極めて弱い活性であ

ることから標準苗株の最少単位に加える必要はな

いと判断された．

討論の大半はサルモネラ菌 TA102株の取扱い

と， 日本のガイドラインに特有の大腸菌 WP2

uvrA株を含めるべきかについてであった． イギ

リスのガイドラインでは TA102株の代わりに大

腸菌を用いる場合は， WP2uvrA/pKM101株と

WP2/pKM101株のプラスミドを導入した 2株を

要求しているため，話はさらに複雑になった．労

働省のデータベースをはじめとして，各参加者か

ら大腸菌 WP2uvrA株，あるいは WP2uvrA/pKM  

101株に特異的に変異原性を示す例が数多く示さ

れ，この中にはヒドラジソ類などの重要な発癌物

質が含まれていることからも大腸菌株の有用性が

認識された．一方，TA102株は活性酸素を生成す

る変異原物質や DNA に架橋を形成する変異原

物質（マイトマイシ ‘/Cなど）の検出に有効であ

るが，プラスミ ドpAQlのコピー数の増減で自

然復帰変異コロニー数がかなり変動するなどの欠

点も指摘された．TA102株は除去修復機能が野

生型であるが，TA102株も WP2uvrA株も共に

オーカー変異部位 (TAA)での復帰変異を指標と

した菌株である．そこで，変異原に対する特異性

の観点から大腸菌株と TA102株との同等性に論

議が集中した．TA102株でのデータベースが大

腸菌株ほど多くないこともあり，全員の合意を得

る結論には至らなかったものの， A•T 塩基対を

突然変異の標的とした苗株を標準菌株に加えるこ

との重要性は認識され，次の 3通 りの中からいず

れかを選択することで大多数の同意が得られた．

① TA102株

② WP2/pKM101株と WP2uvrA/pKM101株の

2菌株

③ WP2/pKM101株と WP2uvrA株の 2菌株

少数意見としては， TA102株で検出されるア

ルデヒド類，過酸化物の中には TAlOO株でも検

出されるものがかなりあり， したがって，これら

の菌株は最少単位に入れずにオプショソとして残

す方がよいとの主張があった．また，架橋形成型

変異原は染色体異常試験で容易に検出されること

から，微生物変異原性試験と染色体異常試験とが

セッ トで実施されるのであれば，除去修復機能が

野生型の WP2/pKM101株は将来省くことが出

来るとの意見も出た．

4. 析出が生じる用量でも試験すべきか？

最高用量については，茜株に対する毒性以外に

もトップアガー中での析出を考慮すべきとの意見

が欧米から出され議論が白熱した．つまり，析出

した用量での試験結果に意味があるか否かとい う

ことであるが，彼らは試験物質が析出する用量以

上では溶解している部分は飽和に達しているはず

で試験することに意味がないと主張した．一方，

日本側からは労働省のデータベースを基に，実際

に変異原性が検出された 248化合物のうち 13%

にあたる 32化合物が析出の生じる用星でのみ陽

性になることが示され，この中には用量依存性が

認められる事例もあることから，析出の有無にか

かわらず試験すべきとの主張がなされた．これに

対しては，析出用量の一番低い用量まで試験すれ

ば検出は可能で，それ以上の用量はなくても変異

原性を見落とさないのではないか，また，微生物

には哺乳動物培養細胞のよ うに食作用で析出物を

取り込むことがないので，析出用景での陽性結果

の科学的意味がはっきりしない，さらには，その

様な変異原物質の中に重要な発癌物質が含まれて

いるかど うかが不明である（言い換えると，発癌

性との相関で見た場合，FalsePositiveではない

かとの意見）などの反論がなされた． しかし，代

謝活性化の場合には代謝物の濃度は必ずしも飽和

であるとは限らず，溶媒の種類や羅を変えて析出

の生じない最高条件を見つけるための予備試験は

あまり実際的とは思えないまた，析出を指標に

すれば難溶性の物質は極めて低い用量で試験する

ことになるが，不溶性の物質を懸濁状態で高用量

まで実施する意義が不純物の評価にある （後述）と

いうのであれば，難溶性物質の不純物については

どうなのかという矛盾を感じる．

両者の意見の隔たりは大きく，結局，会議中に

は全員の納得のいく合意はなされなかった．この

問題は他のinvitroの試験系とも併せて，その後

Faxを通しての議論が続き以下のような妥協案

になった．

①菌株に対する毒性がなく，かつ， トップアガー

中で析出もしない物質については 5mg／プレー

ト（液体の場合は 5μl／プレート）を最高用量と

する．

②菌株に対する毒性はないが， トップア ガー中で

析出するよ うな物質については，析出の生じる

最も低い用星を最高用量とする．

③菌株に対する毒性もなく ，どの溶媒にも不溶な

物質については試験の実施意義に疑問もある

が，不純物の変異原性評価を考え合わせ，懸濁

状態で 5mg／プレートを上限とする．

④菌株に対する毒性が認められる物質については

析出の有無にかかわらず，毒性を指標として最

高用量を決める．

以上のことは本試験での最高用量に関するもの

で，用量設定のための予備試験では苗株に対する

毒性を調べる必要があるため析出が生じても 5

mg／プレートまで行うことになる． したがって，

予備試験を全菌株で行っていれば析出用贔での変

異原性も見落とす心配はない． なお，試験は少な

くとも 5 用量で，公比は 2~3.2(=✓lli)で行 うこ

とで合意した．

5. 各用量のプレート数は 2枚か 3枚か？

日本以外の参加者の意見は 3枚のプレートを用

いることを要求した．これは，一つには濃度設定

試験のやり方の違いにも起因している． 日本では

全菌株を用いて各用量2枚のプレートで実施する

が，欧米では通常 1菌株，ないしは 2菌株を用い

て行い，本試験で各用星 3枚のプレートで全菌株
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について実施している．また，結果の判定に統計

検定を採用するかどうかにも起因している．完全

な合意は得られなかったが， 3枚のプレートを支

持する参加者も，各用量2枚のプレートでも試験

が2回行われていれば受け入れることになった．

しかし，実際には後述のように試験は基本的に繰

り返す必要があるので，各用量3枚のプレートで

2回の試験は，2枚のプレートを用いる 日本のや

り方では 4回の試験に相当する．合意とはいって

も，欧米の要求を取り入れた結果になった．

6. 対照物質

陰性対照は溶媒対照のみでよいが，苗株に対す

る毒性が不明な特殊な溶媒を用いる場合には無処

理対照を置くことを勧める．陽性対照は，化合物

の種類や濃度まで指定する必要はないということ

で合意が得られた．

7. 陰性結果の確認試験は条件を変えるべきか？

試験結果の判定が明瞭に下せない場合には再試

験をするのは当然であるが，その場合に，最初の

試験と同一条件で実施するべきか，方法や条件を

変えて実施すべきかで討議が行われた．結局，再

試験のデザイソしま融通性を持たせるべきで，次の

いずれかで行えばよいことで決着した．

①用量の公比の取り方以外は全く同一条件で行

う．

②S9分画の景を変えて試験する．

③方法自体 （プレート法とプレインキュベーショ

ン法）を変えて実施する．

最初の試験で陰性の結果が得られた場合の確認

試験としては①ではほとんど意味がなく，②か③

の条件で行うべきとの意見が多かった．一方，陰

性の場合には，再試験の必要性を感じないとの少

数意見も出された．

最初の試験で陽性結果が得られた時の再試験は

大方の意見が，必ずしも要求しないということで

あったが，陽性の判定基準が再現性を前提として

いるので，少なくとも陽性になった菌株での再試

験は行うべきであろう．ただ，変異原性の検出を

目的とした試験なので，陽性に出た菌株以外の苗

株でも再試験が必要かどうかは議論の残るところ
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であるが，そこまで議論は進まなかった．

8. 結果の評価方法

時間切れで，充分な議論は出来なかった．陽性

の判定基準として統計検定はよく用いられる方法

ではあるが，これを必須にはすべきでないとの意

見が多かった．また一方で，自然復帰変異コロニ

ー数が大きく異なる種々の菌株に，一律に 2倍法

を適用することにも疑問が投げかけられた．特定

の方法は提示されなかったが，少なくとも，用量

依存性があり，かつ，再現性のある増加を陽性と

判定することに反対意見はなかった．

9. おわりに

今回の会議では検討項目が多く， 2日間では充

分とはいえなかった (3日間行えば合意が得られ

るといった性質のものでもないが）． 微生物突然変

異試験ひとつを取ってみても，討議した全ての事

項について，全員の合意が得られた訳ではないが，

各国のガイドライソの相違がどの様な背景を荼に

して出て来たのかを，お互いに改めて認識するこ

とができた．例えば，プレートの枚数を 3枚とす

る主張の裏には，雑菌のコソタミにより一枚のデ

ータが得られなかった場合の試験の有効性を考慮

している部分が本音としてあること，試験の繰り

返しの必要性には試験を担当する人に対する信頼

度の差が，また，析出用盤での陽性結果の意義に

ついては，invitro変異原性試験で陽性結果が得

られた場合の追加試験の要求度合の違いがからん

でいるように思われる．とは言え，今まで自分達の

方法の妥当性を主張して平行線であったものが，

かなりの部分でお互いに理解したうえで合意でき

た意義は大きい．今回の合意内容がすぐに国内の

現行のプロトコールの変更を求めるものではない

が，OECDのガイドライン改訂を含め，今後改訂

されるであろう国内外のガイドライソにも反映さ

れることは間違いない．メルボルソでの会議は試

験法の標準化に向けての第一歩であり，今後蓄積

されていくデータベースと変異原研究の進歩と共

に試験法は常に見直されていくべきと考える．

なお，今回のワークショップ全体の詳細な報告は

Mutation Research誌に掲載される予定である．

Environ. Mut. Res. Commun., 16: 141-150 (1994) 
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緒言

「変異原性試験法の国際的標準化の現状と問題点：

メルボルン国際ワークショップの報告中を心に」

In vitro染色体異常試験の国際的標準化の現状と問題点

Current status and problems of international standardisation 
on the procedure of in vitro choromosomal 

aberration test 

森 田 健1，近藤耕治2

Morita, T.1 and K. Kondo2 

1日本グラクソ （株）筑波研究所〒300-42茨城県つくば市和台 432塩野義製薬（株）新薬研究所

〒561大阪府豊中市二葉町 3-1-1

1Tsukuba Re~earch "1:abo~a tories, ~i?pon Glaxo Ltd., 43 Wadai, Tsukuba-shi, Ibaraki 300-42, 
Japan, 2Developmental Research Laboratories, Shionogi & Co., 3-1-1 

Futaba, Toyonaka-shi, Osaka 561, Japan 

（受付： 1994年 1月 30日；受理： 1994年 1月 30日）

Summary 

In te~n~ti~nal_ standardisation of in vitro chromosomal aberration test procedures was 
disccused in the international workshop in Melbourne. The upper limit of testing should 
be 10mM or 5 mg/ml, whichever is lower. Cytotoxicity at the top dose should be 
gre~~er than 50% of concurrent negative control, if this can be achieved witho.ut. e~= 
ceeding a concentration limit of 10 mM  or 5 mg/ml. It was not possible to r~a-ch -~ 
cons~nsus _ on the issue of solubility limits. However, it was acceptable to include one 
top dose level with evident precipitate as a pragmatic way of demonstrating that the 
solubility limit in the cultures had been achieved. Treatment length both with and 
without S9 should be for 3 to 6 hours, followed by sampling at a time equivalent to 
about 1.5 normal cell cycle (NCC) lengths from the beginning of trea t~e~;.· --;f-~h·i~ 
~ro t~~o~ gives negative results both with and without S9, an additional test without S9 
shoul~ _be done, with continuous treatment for 1.5 NCC lengths. Many items ~~~~e-·d i~ 
cussed in addition to the above issues, and those were reached consen;us. 

Key~~~~s: in vitro chromosomal aberration test; standardisation; international workshop; 
Melbourne 

遺伝毒性試験法の国際的標準化を目指し，1993

年2月27~28日にメルボルンで国際ワークショッ

プが開僅された．そこで取り上げられた 5つの試

験法の 1つに invitro染色体異常試験がある．こ

の試験についても，各国あるいは各地域で異なっ

たガイドラインが作成 ・適用されており，試験方

法および結果の評価に関する考え方はそれぞれ

違ったものになっている (Table1).そのため，同

ー化合物であっても異なった評価がもたらされる

可能性があり，それを排除し，安全性評価の統一

的な基盤を形成する必要があった．また，医薬品

等の開発に際しては，ガイドラインが異なるため

に申請国毎による試験の繰り返しが行われるな

c日本環境変異原学会
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Table 2. Members of working group on in vitro tests for chromosomal 
aberrations 

Chair-person 
Rapporteur 
Panellists 

Galloway, S. M. 
Aardema, M. J. 
Ishidate, M. Jr. 
Ivett, J.L. 
Kirkland, D. J. 
Morita, T. 
Mosesso, P. 
Sofuni, T. 

Merck (USA) 
Procter & Gamble (USA) 
Olympus (JAPAN) 
GD Searle & Co. (USA) 
Hazelton (UK) 
Nippon Glaxo (JAPAN) 
University of Tuscia (ITALY) 
NIHS (JAPAN) 

Table 3. Issues discussed on in vitro chromo-
somal aberration test in the Melbourne 
Workshop 

Results on 25 NTP chemicals tested with CHL cells 

Negative・ with 
precipitate 

Negative 
without 
precipitate 

り
勾

n

4
,分
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①
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勾
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Negative and positive controls 
Solubility of test substance 
Cytotoxicity measurement 
Dose to be scored 
Maximum exposure concentrations 
Treatment length and culture harvest time 
Metabolic activation 
Cells to be observed 
Nos. of plates and cells observed 
Scoring of aberrations 
Polyploidy (Numerical aberration) 
Test repetition 
Criterion for a positive response 
Evaluation of results 

ど，優れた医薬品の速やかな提供が行えず，標準

化されたガイドラインの必要性が生じてきた．In

vitro染色体異常試験ワーキ‘ノググループは，Dr.

Gallowayを chair-personとして 8名から構成

された (Table2）．グループ会議には約 50名が参

加し，試験プロトコールについて活発な議論がす

べてデークを華に行われた．会議の前提として，

例えばヒトリンパ球，CHO細胞あるいは CHL

細胞の中で，どの細胞種を用いるのが良いかの議

論は避けた．議論された項目を Table3に示す．

これらの大部分は合意に至ったが，若干の未解決

事項を残した．

なお，議論の某となったデータには未発表のも

のや内部資料があるため，それらをここで全て提

示するには問題がある．従って，ここでの報告は

合意事項が中心となっており，個々のデータが少

ないのは御容赦願いたい．

議論の内容

1) 陰性対照および陽性対照

陰性対照は溶媒対照のみで充分である．ただ

し，背景データのない溶媒については無処理対照

も必要で，その溶媒が試験系や染色体異常頻度の

バックグランドレベルに悪影響を与えないことを

証明しなければならない．陽性対照は，物質およ

び使用濃度とも規定せず，試験系が背景データか

らみて適切に反応していることが示されればよ

し‘•

2) 被験物質の溶解性

被験物質の析出の確認は DMSOあるいは水と

いった溶媒中で行うのではなく，血清あるいは

S9を含む実際に用いる培養液において，処理開

始時と終了時に肉眼あるいは顕微鏡下で行う．

3) 細胞毒性

細胞毒性の指標としては，生存細胞数や細胞飽

和度（モノセレーターなどによる）に基づく細胞

増殖性が推奨された．分裂指数は細胞毒性あるい

は細胞停止作用の間接的な測定で，処理後の時間

に影響されるためヒトリンパ球などの血球培養系

を除き適切な方法ではない．すなわち，回復時間

を設けた場合など， リバウンド効果によりコント

ロール以上の分裂指数となる可能性があること，

また分裂指数の 50~75％ の抑制は，生存細胞数

やコロニー形成法による測定と比べ過剰な毒性と

なる場合があるためである (Armstronget al., 

1992;森田，矢嶋， 1993）．またコロ ニー形成法は，

染色体異常試験における適切な毒性の上限がコロ

ニーの減少ではとらえにくいため，積極的には推

奨できない．しかし，染色体異常試験と同じ細胞

5:-59 
2:+59 
2:+/・S9 

Fig. l.m :ffe~ts of_ pr~~~~ ita te based on the results on 25 NTP chemicals tested with CHL cells 
(Sofuni et al., 1990). 
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Fig. 2. chromosomal aberration and cytotoxicity induced by N,N,N’,N’-tetramthyl-p-phenyl-
~~:~iam ine (a) and N,N'-diphenyl-p-phenylenediamine (b) with. CHL cells (S~f;nt~;-;/~, 
1990). 
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密度で処理するプロトコールを用いればコロニー バーする．従って，適切な毒性範囲を実現するた

形成法も有用である． めには，狭い濃度間隔を用いる場合が出てく る．

細胞毒性は実験毎に変わる可能性があるため，

その測定は細胞毒性試験においてだけでなく，本 5) 最高用量

試験においても行 う．

4) 用量段階

少なくとも 3用量を用いる．細胞毒性がある場

合には， 50％を超える毒性を示す用量 （毒性が

50%に達しない場合には，達成できる最大毒性）

からわずかな毒性または毒性を示さない用量をカ

最高用量は，毒性のない物質については，その

分子量を考慮して lOmMあるいは 5mg/mlのい

ずれか低い方を用いる．分子量が不明のものや混

合物の場合， 5mg/mlとする．この上限は，培養

液浸透圧の上昇による染色体異常の誘発を避ける

ためである (lshidateet al., 1984; Galloway et 

al., 1987). この用量上限が適切でない場合には，

Comparison of Test Protocol on 87 Positive Chemicals <a> 
24/24h:•S9, 48/48h:-S9, 6(3)/24h:-S9, 6(3)/24h:+S9a 

Necessity of a pulse treatment without S9 
to detect direct clastogens 

・l・l+l-

／ 

Necessity of a pulse 
treatment with S9 to 
detect indirect clastogens 

• I ・I・/+ 

Necessity of a continuous 
treatment {24 o『48h)to 
detect direct clastogens 
+/+/・/+: 8 
・/+/・/+: 5 
+/+/・/-: 10 
+/・/・/-: 1 
-/+/·/•: 4 

Sufficiency of pulse 
treatment without S9 t 
detect direct clastogens 
+/+/+/+: 8 
+/+/+/-: 8 

+/・/+/+: 1 

・/+/+/+: 1 
+/・/+/-: 5 

Comparison of Test Protocol on 39 Positive Checmials <bl 

24/24h:-S9, 48/48h:-S9, 6/24h:-S9, 6/24h:+S9a 

Necessity of a pulse treatment without S9 
to detect direct clastogens 

-/・/+/・ : 0 

Necessity of a pulse 
treatment with S9 to 
detect indirect clastogens 
-/-/-/ + 

Necessity of a continuous 
treatment (24 or 48h) to 
detect direct clastogens 

＋／＋／ー／＋：2 
-/+/-/+: 1 
+/+/-/-: 3 
+/-/-/-: 0 
-/+/-/-: 1 

Sufficiency of pulse 
treatment without S9 to 
detect direct clastogens 
+/+/+/+: 6 
+/+/+/-: 3 
+/-/+/+: 2 
ー／＋／＋／＋：2 
＋／ー／＋／ー：2 

Fig. 3. Comparison of test protocol on 126 positive chemicals ((a); 87 chemicals, (b); 39 
chemicals) with CHL cells in NIHS data base. The (a) is based on Ishidate data book 
(1988). The (b) is new data generated after 1988. 
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a; Treatment time/Sampling time after the initiation of culture: in the presence or 
absence of S9. 

設定した最高濃度の選択理由を述べる．また，極

端な pHが染色体異常を誘発することが知られて

いるので (Moritaet al., 1992）， 培養液 pH を生

理的範囲に保つことも必要である．

毒性のある物質では，陰性対照と比べ， 50％ を

超える細胞増殖 （生細胞数，飽和度などによる）

抑制を示す濃度，血球培養系では分裂指数が 50%

を超えて抑制される濃度とする．50% を超える

とい う制限は多くの機関の知見に基づくものであ

るが，細胞毒性測定の不正確性さ，日本では 50%

を超える用量を使用していることおよびUKEMS

ガイドラインは，分裂指数の 75% 減少を推奨し

ていることを考慮した．

さらに，不溶性物質の最高用量をどのように規

定するかが問題となった．溶解性にかかわらず細

胞毒性を指標とする立場からは，沈澱域であって

も細胞毒性が認められるならばいくつかの析出用

量を用いるべきだとされた．これは，沈澱が認め

られる用量であっても，添加量に依存して細胞毒

性や染色体異常の誘発が認められるケースがある

ことによる (Fig.1および Fig.2, Sofuni et al., 

1990）．数種の細胞株におけるラテックスビーズの

取り込みおよびクリソタイルの細胞毒性の検討か

ら (Shiraishi,未発表データ），析出用菫における

毒性発現の機構の 1つとして細胞の貪食能が上げ

られた．一方，細胞毒性にかかわらず溶解性を指

標とする立場からは，たとえ最高用量で細胞毒性

が認められなくても溶解限度を越えるべきではな

いが，沈澱を生ずる用量を 1つ加えることは溶解

限度まで試験した証明となるので妥当とされた．

両意見は合意には至らず，毒性がない場合には朋

かな析出を生ずる最低濃度を最高用量とする点で

は一応の合意が得られた．

6) 処理時間とサンプリングタイム

試験はまず直接法および代謝活性化法とも 3時

間から 6時間のパルス処理を行い，処理の開始か

ら約 1.5正常細胞周期後に標本を作製する (Bean

et al., 1992).これらの処理で陰性の結果が得られ

た場合には，直接法による約 1.5正常細胞周期に

渡る連続処理を行う．場合によっては，より長時

間の連続処理が有効であることも指摘された．

Chromosome aberrations i而ucedby directly active carcinogens 
In the CHL system 

- different sampling times after continuous treatment 

100, fr!:邸yl•N•niucN•n iuos叩叩叩竺l 回24-0ha 

g 60 
呂
百の

｀ 
霊；雲守悶毘嬬Gb

囮知h

~ so 
と

ENU PNU BNu 心 u
0.12s 0.125 2.0 ・o.25 

1001 巴陀凡nilrosourolhaョ
;180 

i: g 
20 

゜MNUR ENUR PNUR BNUR ANUR 0.015 0.015 0.03 0.12 0.0315 

Fig. 4. Chromosome aberrations induced by 
directly active carcinogens in CHL cells 
-Different sampling times after continuous 
treatmentー (Ishidate,1988). 

a; Treatment time-Recovery time, b; 
Concentration (mg/ml). 

これらはい くつかのデータを基に議論された

が，ここでは国立衛生試験所データベース (lshi-

date, 1988)の解析を例示する (Fig.3). Fig. 3の

(a)および (b)を合わせた 126の陽性化合物のう

ち，107化合物 (85%)は，直接法あるいは代謝活

性化法の短時間バルス処理で陽性であった．この

うち，代謝活性化法のみで陽性となったものは38

化合物 (30%)であった．一方， 24時間あるいは

48時間の連続処理で陽性となったものは 73化合

物 (58%)で，そのうち連続処理だけで陽性となっ

たものは，19化合物 (15%)であった．つまり，バ

ルス処理だけでは 15% の陽性物質を見落とす可

能性があるため，連続処理も必要とされた．ここ

での問題は， 48時間処理において のみ陽性とな

った 5つの化合物をどう取り扱うか，すなわちょ

り長時間の処理が必要か否かと い うことであっ

た．N-alkyl-N-nitrosourea類 (Fig.4, Ishidate, 

1988), methotrexate（笠原， 未発表データ）， 6-
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Chromosomal aberration test of Azuletil sodium 

30 

20 
（
文

,
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v
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。゚ 110 220 313 440 625 
Azuletll sodium (uglml) 

880 1250 

Fig. 5. Chromosomal aberration induced by 
azuletil sodium in CHL cells (Nakajima 
et al., 1990). 
a; Treatment time-Recovery time. 

Chromosomal aberration test of 2'-deoxycoformycln 
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Fig. 6. Chromosomal aberration induced by 
2'-deoxycoformycin in CHL cells (Ostuka 

et al., 1991). 
a; Treatment time-Recovery time. 

mercaptopurine (Sofuni, 1993)などは 24時間処

理より 48時間処理の方が感度よく ，あるいは 48

時間処理においてのみ異常を検出する．また azu-

letil sodium (Fig. 5,中島ら， 1990)や 2'-deoxy-

coformycin (Fig. 6,大塚ら，1991)のように 48

時間処理のみで陽性となる化合物があることから

長時間連続処理の必要性が提案された．しかしな

がら，dimethylnitrosamineによる 3時間処理後，

17時間より 41時間におけるサンプリングがより

高頻度に異常を誘発した （Beanand Galloway, 

1993)ことから分かるように，短時間処理後の遅

いサンプリングタイムのデータが少なく ，本当に

長時間処理が有効かどうかが不明なこと，重要な
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染色体異常誘発物質の多くは 24時間までの処理

で検出できること，被験物質の培養液中での分解

物の蓄積の可能性や，偽陽性が多くなるのではと

いった懸念から，必ずしも長時間処理は必要では

ないとの反対意見が出された．この問題も合意に

は至らず，長時間処理は要求しないが，核酸アナ

ログや nitrosamideなどある種の化合物には長時

間処理が有効であるとの見解にとどま った．

7) 代謝活性化

S9の誘導剤は，通常 Aroclor1254あるいは

phenobarbital伶naphthoflavoneを用いる．代謝

活性化の処理時間は 3時間から 6時間とし，培

養液中の最終 S9量は 1% から 10% とする．補

酵素類も特に規定せず，陽性対照における反応の

妥当性で代謝活性化能を評価する．処理溶液中の

血清の有無が問題とされたが， どちらがよいかは

決定できなかった (Galloway,未発表データ）．た

だし，3時間を越える処理では血清の添加が必要

である．また，S9の調製法および S9中の蛋白含

有量を記載する．

8) 観察対象細胞

観察対象細胞は，すべての細胞種 （株細胞およ

び初代細胞）について動原体数が染色体数モード

士2の細胞とすることで合意した．これは，1本

あるいは 2本の染色体を失った細胞を観察して

も，試験結果に影響を与えることはほとんどない

とされたためである．

9) プレート数と観察細胞数

1群あたりのプレート数は 1枚で充分であり，

必ずしも 2枚用いる必要はない．これは， 2枚の

プレートを詳細に比較した Merckのデータに基

づいた (Soperand Galloway, in press).陰性対

照および処理群の観察細胞数は，用量あたり少な

くとも 200細胞とするが，例えば腸性対照のよう

に異常数が極めて多い場合には，観察細胞数を減

らしてもよい．

10) 異常の分類と記録

異常の分類と，それらの明確な定義を記載する

ことが必要であり，観察された異常のタイプを

ギャップを含めてデータとして示す．ギャップに

は多くの判定基準があるので，各試験機関は，

ギャップの定義に基づきギャップをデータ解析の

際にトータルの異常頻度に含めるか否かを決定す

る．染色分体の軸からずれていない，染色分体の

幅と同程度かそれ以下のギャップはトータルの異

常頻度には含めないことが合意された．

11) 倍数体（数的異常）

この試験フ゜ロトコールは構造異常の検出に特定

したもので，倍数体 （数的異常）の検出を意図し

たものではないしかし，数的異常の評価は重要

であり，倍数体を誘発する化合物の多くは異数性

細胞も誘発することから，倍数体や核内倍加が認

められた場合にはその頻度を記載する．

12) 試験の繰り返し

不明瞭な結果が得られた場合には，試験の繰り

返しが必要である．この場合，用量やサンプリン

グタイムなどを考慮し，プロトコールを吟味して

行う．明らかな陽性の場合には，繰り返しは必要

ないまた，適切なプロトコールによる明かな陰

性の場合にも繰り返しは必要ないとの意見が大多

数を占めた．これらは，アメリカ製薬協によるア

ンケート調査ならびに Hazeltonのデータに基づ

し、た．

13) 陽性の定義

構造異常を有する細胞の異常頻度が 1回の試

験で明らかに用量依存的に増加するか，あるいは

1用量での異常頻度の増加に再現性がある場合に

陽性と判断する．

14) 結果の評価

構造異常を有する細胞のパーセンテージを，実

験毎に評価する．通常，統計処理を行うが，有意

水準は多重性を考慮に入れて設定する．また，生

物学的妥当性も考慮する （例えば，背景データな

ど）．細胞あたりの異常頻度に関する情報は，不

明瞭な結果を評価する際に有用である．

おわりに

ここに記した内容は，メルボルン国際ワーク

ショップにおける invitro染色体異常ワーキング

グループの報告 (Gallowayet al., 1994)および付

随資料から構成したものである． 詳細は，同報告

が MutationResearch誌に掲載予定なので参照

されたい．
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第 22回大会トピ ックス

特別企画

「変異原性試験法の国際的標準化の現状と問題点：

メルボルン国際ワークシ ョップの報告を中心に」

哺乳動物細胞を用いる遺伝子突然変異試験

メルボルン国際ワークショップ合意ー~

Mammalian cell gene mutation assays: consensus at international 
workshops on standardization of genotoxicity 

test procedures 

西 義介

Y oshisuke Nishi 

日本たばこ産業（株）生命科学研究所 227横浜市緑区梅ヶ丘 6-2

Life Science Research Laboratory, Japan Tobacco, Inc., 6-2 Umegaoka, Midori-ku, 
Yokohama, Kanagawa 227, Japan 

（受付： 1994年 1月 14日；受理： 1944年 1月 14日）

Summary 
A variety of protocol issues related to mammalian cell gene mutation assays was 
discussed by the working group at International Workshops on Standardization of Geno-
toxicity Test Procedures (Melbourne, 1993). Consensus (or agreement) reached on several 
issues is as follows: 
1) The upper limit of concentration for non-toxic substances should be 10 mM  or 5 
mg/m/ whichever is lower. 2) The acceptable upper limit of concentration for toxic 
substances should be that yielding 10-20% survival. 3) For evaluation of mutation in 
mammalian cells, any of several established assays (V79/HPRT, CHO/HPRT, L5178Y 
TK+/-, AS52/XPRT) can be used. The ouabain resistant mutation systems are not suit-
able for routine assays for evaluation of mutagenesis in mammalian cells. 4) When a 
mouse lymphoma system is used, criteria for small colonies is important and ability to 
recover small colonies must be convincingly demonstrated. Colony sizing is required 
for positives and if test compounds represent positive responses. 5) Testing both in the 
presence and absence of S9 activation is required. 6) There was a general agreement 
that treatment times longer than 2 cell cycles was often disadvantageous. 7) When the 
assay is adequately performed, it is not required to repeat clear positive and clear nega-
tive tests. 8) If treatment groups are not replicated, the numbers of doses should be 
increased. 9) Each laboratory should establish a historical database for the performance 
of a given assay. 

Keywords: mammalian cell gene mutation, standardization, V79/HPR T, CHO/HPR T, 
L5178Y TK+/-, AS52/XPRT 

1.はじめに 遺伝子座に誘発される遺伝子変異を定量的に評価

哺乳動物細胞を用いる遺伝子突然変異試験法 する系であり，遺伝毒性試験法の一つと して位置

（以下 MCM法と略記） は哺乳動物細胞の特定の づけられている．
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Table 1. Status of mammalian cell mutation in guidelines from regulatory bodies 

Status of mammalian 
Comments Guidelines cell mutation assays 

芦

DeHepaaltrtmh aned nt Woef lNafartie onal 
Not expllcltly mentioned 

Recommended p『otocol
jNethe『lands!

One of several options fo『 be "fexible" and that 
Cezondheldsraad tests In eukaryotlc systems International guide-

1981 lines settled on ASAP 

四

1：̀白MChume~mmg1e“ltteenl’c`ltoyn'・o゚・心• f ` 
Pre紐 ntedas an option in L5178Y was mentioned 
Phase I testing explicitly 

9 9 

匡＂匹―．こ・s・岬え.. ー19.. -•~. ---、" " 
Recommencled: L5178Y vs 

Flexibility urged 
CHO vs otliers 

I US-EPA I ; 

,Federa lp唸lste『
One of several guidelines Written fairly fexible 

1991 

|US-FDA| Not explicitly required 

雫 Not explicitly required 
MHW!M'AFF 

I Nordic Countries I 
Nordic Council on Not explicitly discussed 

Medicines 1989 

I New Zeeland I Not explicitly discussed 

試験には通常，継代した培養細胞が用いられ

る．方法は培狸細胞を被験物質に一定時間暴露さ

せた後に，選択培地中で一定期間培養し，生存し

てくるコロニーを計数するというものである．今

回のメルボルンワークショッ プでは MCM法の

プロトコルの共通化について日米欧 3極の研究者

間で討議がなされ，以下に記載する合意が得られ

た．

2. 各国ガイドラインにおける MCM法の位置

付け

プロトコルに関する合意事項を述べる前に，各

国のガイドラ インに見られる MCM法の位置付

けを示す (Table1). MCM法を何らかの形でガイ

ドラインに組み入れている国および機関は英国，

米国 （但し EPA),それに ECである．一方，そ

の他の国，中でも 日本の厚生省，農水省のガイド

ライソでは MCM法を特に要求してはいない．即

ち，3極の中で日本を除く 2極はMCM法に一定

の評価を与え，ガイドライソに取り入れている．
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3. 何故 MCM 法か？

MCM法が欧米のガイドラインの中に取り入

れられている理由としては MCM法の開発，実

施研究者層が 2極，特に英米では厚く ，従って

MCM 法に一定の評価を与え得る土壌があると

言 う事情もあろう．その他の理由としては以下の

点が挙げられよ う (Table2). 1)動物細胞とバク

テリアではゲノム構造が種々の点で異なり，それ

が突然変異率に影響する可能性があり， Ames系

では代替出来ないとする意見．2)バクテリアに

対して過剰な毒性を示す抗生物質のようなものは

毒性が強く出て，見かけ上突然変異率の上昇を招

く可能性がある．また余りに強すぎる場合には，

有効な用量範囲が狭く ，逆に変異が検出されない

場合も考えられる．3)さらに，動物細胞に特異的

な複製阻害剤（トボイソメレース阻害剤やヌクレ

オチドアナログなど）のよ うな物質は Ames系で

は検出されず，動物細胞を使う必要があるとする

意見．4）どのガイドライソにおいても公認され

ている染色体異常試験が染色体異常に起因する細

胞の致死的な作用を観察しているのに対して，

MCM 法のエ ‘ノドボイントは生存細胞の変異で

あり，遺伝毒性，発癌性などより重要な変異に関

連する異常を観察している．特に L5178Y細胞系

では変異を起こした細胞の中に染色体異常を伴っ

ているものがあり （後述）， 染色体異常の変異を

も検出することが出来る点．

4. 用量設定

用量設定に関する合意事項を Table3に示し

た．l)細胞毒性が認められない被験物質に対し

ては lOmMあるいは 5mg/mlの内，低用量の

方．2）細胞毒性が認められる被験物質に対して

は，最高用最は試験法に関わらず，初期相対生存

率が 10~20% となる用星とする．その他のコメ

ントとして，a)初期生存率が 20% を越える細胞

毒性を示す場合，遺伝子変異率は相対的に上昇す

る可能性があるので注意を要する．b）初期毒性の

測定は relativetotal growthまたはコ ロニー形成

能が良い．c)LDHの放出や種々の染色法は細胞

毒性の測定の指標には好ましくない．d）用量の設

定数は 1用量当たりの試験の試行回数と1試行当

たりの生存細胞数に依存して変わる．e）用量は毒

性領域に重点を置いて，設定する必要があるが，

毒性を示す範囲から無毒性の範囲まで を広 くカ

バーすべきである．

5. 試験系

試験系に関する合意事項を Table4に示した．

1)用いる試験系としてはどのよう な樹立化され

た哺乳動物細胞を用いることも可能である．汎用

的に用いられている MCM法としては a)V79/ 

Table 2. MCM assay systems: why included in some guidelines 

1) Different organizations of the genome between bacte『laand mammalian cells 

2) MCM applies to compounds: 

a) excessively toxic to bacte『la(antibiotics) 

b) nucleotide analogues 

c) thought to be Interfere with the mammalian cell replication system 
(topolsomerase Inhibitor) 

d) blologlcal materials 

3) Viable endpoints as compa『edwith clastogenlclty 

Small colonies (L5178Y) represent viable cells after chromosomal changes 

Table 3. 1. Dose Setting 

1~ the upper limit of concentration 
1 o mM or 5 mg/ml whlcheve『islower 

2) FO『~ the acceptable upper limit of concentration 
10-20% survival 

# For excessive toxicity above doses giving 20% survival, cases may arise 
In MCM assay systems with high relative Inc『easeIn mutation frequency 

# The acceptable metric will normally be either relative total growth or 
colony forming ability 

# Other methods such as LDH release or various staining methods are not 
felt to be adequately characterized 

# The number of concentrations was dependent on the number of replicates 
per concentration and the number of vlable cells pe『replicate

# The doses should span a wide range from toxic to non-toxic while 
emphasizing the higher toxicity level 

Consensus on Melbourne Workshop (IWSGTP) 
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Table 4. 2. Test Systems 

1 s:  

a) V79/HPRT 
b) CHO/HPRT 
c) L5178Y TK+/-
d) AS52/XPRT 

2~ validated 
"Ouabaln" locus and those using p『lmaryculture 

# Each of the assays clearly has advantages and disadvantages and no 
particular assay Is judged supe『iorfor testing purposes 

濤Thelocatl~n of the HPRT gene on the X-chromosome Is noted to result 
In lnsenslt!vlty to compounds which produce their effect th『ougha
cla訊°野珈 mechanism ，年；

Ability to recover small colonies must be convincingly demonst『atedwhen 

USI駈rP喰炉V8y T§tE生呵甕 ＿一—----- • ― ―こ ， ”，  

#Lowbackg『oundmf vs high relative Increases In mf (V79, CHO), the number 
of cells at『lsklsc『ltlcal

# high background mf vs lower『elatlveIncreases in mf (L5178V), optimal 
exposu『econcentrations are Important 

Consensus on Melbourne Workshop (IWSGTP) 

Table 5.. Mammalian cell mutation assay systems 

Cell V79/HPRT CHO/HPRT AS52/XPRT L5178Y/TK +/・ 

Source Chinese hamster Chinese hamster CHO-de『ived
mouse (DBA/2) 

lung cell overy cell transfectant lymphoma cell 

Locus hprt (Xp) hprt (Xp) E. coll gpt tk-1 {#11) 

Genotype hemizygous hemizygous hprttgpt+ heterozygous 

Mutation hprt＋→►hprt· hprt+→►hprt— gpt＋→gpt・ tk-1+/tk-1 ヽ•➔tk•1·/tk•1·

Selection 6TG 6TG 6TG TFT 

Culture solid substrate solid substrate solid subst『ate semi-solid substrate 

Etixmpe 『ession 6-7days 6-7 days 7days 48-72 hours 

Smpuotnattiaonn eofru. s 20 X 10・6 20 X 1Q・6 30 X 10・6 100 X 10・6 

Remarks less sensitive less sensitive slightly sensitive small & large colonies 

HPRT系， b)CHO/HPRT系， c)L5178Y TK  

+/-系， d)AS52/XPR T 系などが挙げられる．2)

ウワバイン耐性変異系や初代培養細胞を用いる系

は感受性が低かったり，系として不完全であった

りして，推薦出来ない．その他のコメソトとして，

が低下することが考えられる （後述）． c)L5178Y 

TK+|—系を用いる場合， いわゆる小型コロニー

の出現能を明確に示さなければならない（後述）．

d) V79/HPRT系や CHO/HPRT系の場合，パ ッ

クグランドの変異率が低く，相対的に誘発変異が

高い．この場合，変異を観察する細胞集団の細胞

数が問題となろう． e)L5178Y TK十！’-系の場合，

バックグラソドの変異率が高く ，相対的に誘発変

異が低い．この場合，暴露量の最適化が重要とな

ろう．

a) どのよ うな系を用いるにしろ，弱点と長所を

持っており，いずれの系も他よりも優れた系とい

う捕え方は出来ない．b)HPRT遺伝子座が X 染

色体上に存在することから，染色体異常を経由し

て細胞に障害をもたらす化合物に対しては感受性
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Table 5 に汎用される MCM 法 (Chuand 

Malling, 1968; Fox, 1975; Hsie et al., 1975; 

Stankowski, Jr. and Tindall, 1987; Clive and 

Spector, 1975)の特性についてまとめたものを示

した．V79,CHO細胞はチャイニーズハムスター

に由来する繊維芽細胞，L5178Y細胞はマウスの

リンバ腫に由来し， AS52細胞は CHO細胞に大

腸菌由来の gpt遺伝子を導入したものである．

従って， V79,CHO, AS52細胞は固形基質依存性

（壁着性）， L5178Yは固形基質非依存性（浮遊性）

の増殖を示す． V79/HPRT, CHO/HPRT 系は

hprt+から hprt―への変異，AS52/XPRT系は

gpt十から gpt―への変異，L5178YTK十卜系は

tk-1-/tk-1十から tk-1-/tk-1―への変異を検出す

る．V79,CHO, AS52系はすべて 6ーチオグアニ

ン耐性を指標とする．一方，L5178Y系はトリフ

ルオロチミジン耐性を指標とする．遺伝子変異発

現時間は V79,CHO, AS52 細胞が 6~7 日，

L5178Y 細胞が 48~72時間が最適とされる．

バックグランド変異率は概ね 10-5から 10-4の範

囲にある（後述）．

すると，前述したように必ずしも V79/HPR系や

CHO/HPRT系の方が低いとは言えない）．特に

L5178Y TK十卜系では小型コロニーを含めると

誘発頻度は上昇する．この小型コロニーの起源に

ついて Applegate らは種々の変異原処理により

得られた TK―変異細胞を遺伝子レベルで調べた

(Applegate et al., 1990). Fig. 1に得られた結果

を要約して示した．変異原処理で出現した大型コ

ロニーは点突然変異や遺伝子内部，あるいは TK

遺伝子を含む染色体の 1バンド内部の小さな欠質

を伴っていた．一方，同様に変異原の処理により

出現した小型コロニーは染色体不分離や， トラソ

スロケーション，アリルロス，マイトティックリ

コンビネーション，遺伝子変換など大きな染色体

領域の欠質を伴っていた．この結果を変異頻度と

の関係で考察すると，Fig.2のような説明が可能

となろう．即ち，L5178YTK十ビ系では点突然変

異あるいは遺伝子座に限定される微小欠質を伴う

場合，遺伝子変異は TK遺伝子に限局され，大型

コロニーが回収される．一方，染色体上の遺伝子座

を含む大きな領域に欠質変異が生じた場合，遺伝

最後にこれらの系の感受性を記載する．一般的 子座近傍に存在する他の遺伝子を共通に巻き込ん

に AS52/XPRT系，L5178YTK十卜系の感受性 で欠質を引き起こす （図中丸印で示した遺伝子）．

は， V79/HPRT系や CHO/HPRT系に比べ，高 このような変異が起こると，正常な遺伝子は 1コ

いと言われる (Table 5, Remarks； もっとも， ピーしか存在しなくなるために，もし，この遺伝

バックグランドに対する誘発頻度を相対値で比較 子が細胞の生存に必須で， dosage 効果を持って

Agent No.colonles 
(Largeorsmall) Classification 

EMS 13 (La『ge) Point mutation and/or,::....................... .. 
Bleomycln 6 (Large) lntragenlc deletion 

MTX 2(La『ge) Int『abanddeletion 

Y-ray 

Y-ray 

Y•ray 

, い＇

Y-ray 応 m心碍ロー王eエ立一 C―::........ 

#11 chromosomes 

Modified f『omApplegate et al., PNAS, 87: 51-55, 1990 

Fig. 1. Classification of TK-1-mutants by mechanism of origin. 
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Fig. 2. Different Sensitivity in Recessive Mutations (X-linked vs. Autosomal). 

Table 6. 3. Study Design 

n
 

TestIng both lnthep『esen⇔andabsenceofS9metabollcaetlvatIon;

# An induced rat liver S9 system In the range of 2-10%, although other 
concentrations with adequate Justification 

# Treatment time Is different dependent on test system, o『dueto the 
toxicity of S9 

# The dose rangeflndlng data should be based on a similar t『eatmentregimen 
to that used In the expe『lment

# Extended treatment (> 2 cell cycles) are gene『allyInappropriate In MCM 

Consensus on Melbourne Workshop (IWSGTP) 

いた場合，小型の コロニ ーとして回収される可能

性が考えられる．一方， V79/HPRT系や CHO/

HPRT系では遺伝子が X 染色体上に存在するた

めに事情が異なり，点突然変異や遺伝子領域に限

局される微小な欠質が存在する場合， TK十卜系

と同様な機構でコロニーは回収される．しかし染

色体上の HPRT遺伝子座を含む大きな領域に欠

質変異が生じ，遺伝子座近傍に存在する他の遺伝

子を共通に巻き込んで欠質を引き起こした場合

（図中丸印で示した遺伝子），この遺伝子は元来 X

染色体上に 1コピーしか存在しないために，もし，

この遺伝子が細胞の生存に必須であれば，細胞に

は致死効果として作用し，変異コロニーとしては

回収されない．この分，遺伝子変異率は減少する
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と考えられる． AS52細胞の場合は常染色体中に

gpt遺伝子が導入されているので，基本的には

L5178Y細胞の場合と同様の状況が考えられ，変

異頻度は上昇する．

6. 試験法

試験法における合意事項は主に S9代謝活性化

系を用いることに関するものである (Table6).以

下の点がさらに考慮されるべきである．a）誘導を

かけたラ ットの S9を用いる．b)濃度は2~10%

程度の範囲が適当であるが，最適条件を求める必

要がある． c)処理時間は S9の毒性に依存して，

定決する．d）試験には用量決定に用いたレジメと

同一のレジメ を用いることが望ましい． e)2細胞

周期以上の処理時間は細胞に対して強い毒性を示

し，適当ではない．

7. 反復回数

反復回数に関する合意事項を Table 7 に示し

た．1)完全陽性対照，あるいは完全陰性対照につ

いては反復試験は不要である．2)被験物質処理

群についても，反復試験を支持するものではな

ぃ．3) 1試験内での同一の用星水準の重複処理

群の設定はこれを行なわないのであれば，設定用

量水準数を増やすか，充分量の細胞数を用いるか

する必要がある．4) 充分菫の細胞数とは被験物

Table 7. 

質処理後の生存細胞数にして， V79,CHO細胞で

1び個，L5178Y 細胞で 3xlが 個，AS52細胞で

2x 106個以上の細胞に相当し，この細胞数以上の

細胞数を （充分な増殖条件下において）遺伝子変

異発現期間中および変異体の選抜時に維持する．

コメ ントとして，a)充分羅の用量水準としては，

3水準以上必要であり，最高用量は 10~20% の

生存率を示す用最までとする．b）高用量水準で得

られた陰性結果が細胞毒性に起因しているのでは

ないとい うことを確認するためには充分量の細胞

数が用いられた条件が保障されれば，同ー用量水

準の重複群の設定は不要である．

4. Replication of Tests 

、
’
ょ1

2

 

3
 
4} 

Not necessaryto repeatclearpositlve 0『 CIea『~tests 

The minimum number of viable cells at the~: 

21 

31 

V79 and CHO/HPRT 

L5178Y TK+/-

AS52/XPRT 

: 106 cells/ t『eatmentg『oup

: 3 x 1 oS cells / cultu『e
: 2 x 105 cells/ t『eatment

# Adequate performance of the assays Implies that sufficient doses, 
I.e., th『eeo『mo『e,and sufflclently rigorous doses, I.e., a high dose 
giving between 10 and 20% survival, are used 

# It Is not『equlredto test replicate cultures provided sufficient vlable cells 
a『epassed and plated at the high dose to ensu『ethat negative cultures In 
the high dose selectlon plates are not due to toxicity 

Consensus on Melbourne Workshop (IWSGTP) 

Table 8. 5. Criteria for Evaluation of Final Results 

A positlve 『~sisof variation of 
Iaboratory's ne,ativecontrol 

Acutofffrequencyforconcluding a positlve『esponse:

V79 and CHO/HPRT : > 20 mutants (x 10・6) 

L5178V TK+/- : > 1 oo mutants (x1 o・6) 

> 30 mutants (x1 o・6) AS52/XPRT 

# The cutoff frequency using a particular test system should be 
established in each laboratory 

# Positive『esultsshould be ~ 
concentration-response relationship and/or repeat of experiments 

#[No specific statistical tests are uniformly,endorsed 

Consensus on Melbourne Workshop (IWSGTP) 
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8. 最終判定

最終判定に関する合意事項を Table8に示し

た．1)各研究室は累積データを持つ必要がある．

試験の妥当性は累積データとの比較で判定すべき

であろ う．2)研究室での陰性対照のばらつきを

ベースにして陽性判定を行な うことが望ましい．

3)陽性反応の基準 （カットオフ）とする突然変異

率は V79や CHO細胞の HPRT系では 20x

10-e, L5178Y TK十卜系では 100x 10-e, AS52/ 

XPRT系では 30xlo-6程度であり ，これ以上の

突然変異率が認められる場合に陽性判定の検討を

行なうと良い，以下はその他のコメソトである．

a)基準となるカ ットオフ頻度は各々の研究室で

決定すべきである．b)陽性の判定，用量依存性，

反復試験間の結果の評価は統計的に確認すべきで

ある．c)MCM法の評価系として，単独かつ唯一

の統計法が存在するわけではない．

9. 統計評価について

最後に統計評価について触れてみたい．この事

項については今回のワ ークショ ップのテーマとは

直接関係していないので，簡単にコメン トするに

留める．以下の記載は MCM法に統計評価を行

なった例である．Hsie らは CHO/HPRT系の

評価に重み付けをした最少2乗回帰法を導入した

(Hsie et al., 1975).突然変異率の分散は各用星に

おいて異なる．この分散を突然変異コロニーの出

現数， リプ レート相対細胞生存率 (expression

survivor)が共にポアソソ分布すると仮定して，

算出する．この逆数を ‘‘重み”として突然変異率

の用量依存性 (1次回帰式と勾配の有意性） の検

定を行なう ．UKEMSsubcommitteeガイドラ イ

ソに記載されている統計法も基本的に Hsieらの

方法に準拠している (Arlettet al., 1989).但し，

統計処理は拡張され，種々のバラメ ーターについ

て分散分析を行なっ ている．また “重み” はポア

ソソ分布を仮定した場合 （分散を平均値と等しい

と仮定する．従って，個々 の分散を求める必要は

ない） と，突然変異コロニーの出現数， リプレー

ト相対細胞生存率についてそれぞれの分散値を元

に突然変異率の分散を求める経験的な方法を示し

ている．Snee らは突然変異率はラソダムな分布

（ポア ソン分布） に従わない （分散が平均値に等

しくない）として，経験的に蓄積されたデータを

Box-Coxの方法を用いてロ グ変換し， ガウス （正

規）分布に改変した後に用量依存性について分散

分析を行なっている (Sneeand Irr, 1981; Irr and 

Snee, 1982).その他に突然変異率を正規分布と仮

定し， t-検定を行なっ ているも の (Newboldet 

al., 1979; Amacher et al., 1980)やノンパラメト

Table 9. Statistical Evaluation of Test Data from MCM Assay System 

158 

Method of analysis MCM system Dist『lbutlon(Variance) References 

Weighted least "u,..,u......... Poisson 
squaresregression CHO/HPRT (Changebetweendoses) 

Ppisson-weighted,  ~~ _,....,...,,,, , Po1sso 
analysisofvariance L5178YTK+I-, ,̀ (ch.ange betwl 

Snee & I『『
Mutation Res. 85: 

Analysis of va『lance CHO/HPRT Normal after Box-Cox n-93, 1981 
after Box-Cox procedu『eL5178Y TK+/- {homogeneous; ex. error),『『&Snee

Two sample t -tests V79/HPRT No『mal

:rwo sample ! • test~ Ls178y TK+/・ 
after log transfo『matlon

Normal 

Non-parametric test L5178Y TK+/・ No form 

Mutation Res. 97: 
371-392, 1982 

Newbold et al. 
Mutation Res. 67: 
55-63,1979 

Amache『etal.
Mutation Res. 72: 
447-474,1980 

Boyd 
Mutation Res. 97: 
147-153, 1982 

International Workshop on Standardization of 

Genotoncity Test Procedur砥：

Mammalian Cell Gene Mutation Assays 
Working Group Report 

Memben of the Working Group: 

C.s.心～が(CJwr),G. Bolcsfoldi'• H~瓦 Glatt..M. Moore’,y.N凶i ‘·

L.-国，J．Thei••’匹pporunu-）皿“~ Thomp110n• (Rapporteur) . 

~e_UpJo血伽npany,Jnv蛉tiga血 Toxicology(7228-800.5), Kalamazoo, MI 49001; 
畑“口，細”“四皿匹，S-15185,瞑 e四e,Sweden; 
”血匹血yotMafm,Mainz,Gmn皿”
”郎PA(MD細，ResearchTr血gleP叫，NC27711;

?ap皿TobaccoInc., 8-2 Ume四oka,血dori•巫Yokohama,Kanaか匹2Z7Japan;
ャharmakonResearch International, P.O. Box函 ，Waverly,PA 18411; 

芦 ke・nn"”hJlJ'fflaeeu.ticalRe-2800P如 outhRoad,紐nArbor，泣-i8105;
~e Procter and Gamble Company，血血iValley Laboratoey, P.O. Box 898707, 
0血innatl,OH 41辺89-8707.

Fig. 3. Title page of MCGMA working group report. 

リック法を用いているものなどがある (Boyd,

1982). 

10. おわりに

今回， メルボルンワ ークショップに参加する機

会を得た．この場を借りて感想を述べさせて頂

＜．こういった会議 （国際的なハーモナイゼー

ション）は私にと って初めての経験であった．単

に大量のデータを開示し，サイニンティフィ ック

な議論に終始するだけではすまされない，ある種

の外交的センスが要求される落とし所の難しい会

議であったと思 う．3極の中では，欧米の事情に

比べ，日本の特殊事情が目立つケースが多かった

ように感じた．いずれにしろ，色々 な意味で興味

深い体験であった．ワー クショ ップの期間中， 全

く本題に関連のない憐懲の思いが去来した．明治

以来，日本の外交官は常にこのよ うな状況に置か

れて苦悶したに違いないと．最後に，今回のこれ

らの結果はワーキング レボート (Fig.3)と言う形

で MutationResearch誌に投稲された．
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第 22回大会トピックス
「変異原性試験法の国際的標準化の現状と問題点：

メルボルン国際ワークシ ョップの報告を中心に」

不定期 DNA合成 (UDS)試験

Recommendations for the performance of UDS tests in vitro 
and in vivo 

降旗千恵1，森秀樹2

Furihata, C.1 and H. Mori2 

凍京大学医科学研究所，〒108東京都港区白金台 4-6-1,2岐阜大学医学部， 〒500岐阜市司町 40

1Departrnent of Molecular Oncology, Institute of Medical Science, University of Tokyo, 
4-6-1 Shirokanedai, Minato-ku, Tokyo 108, Japan, 2Departrnent of Pathology, School 

of Medicine, Gifu University, 40 Tsukasa-cho, Gifu 500, Japan 

（受付： 1994年 1月 27日；受理： 1994年 1月 27日）

Summary 
"In vitro hepatocyte UDS tests" and "in vivo liver UDS tests" using autoradiography 
were recommended at the "International Workshop on Standardisation of Genotoxicity 
Test Procedures". 

"Recommendations for in vitro UDS tests" 
Test substance: Solutions in growth medium. 
Cells and culture conditions: Primary hepatocytes. Viability above 70%. 
Animals (species, strain, sex): Male rat. 
Number of cultures: 3. 
Controls: Concurrent positive and negative (vehicle) controls. 
Exposure concentrations: The maximum concentration of 10 mM  or 5 mg/ml for 
non-toxic compounds and a marked reduction in viability for toxic compounds. At least 
4 concentrations. 
Treatment with the test substance: Test compound and [3H]thymidine for 16-20 h. 
Autoradiography analysis: Nuclear and cytoplasmic grains. 
Number of cells analysed: 50 cells per culture. 
Evaluation of results: Dose-dependent increase of net nuclear grain values (NNGs) 
at least 2 consecutive concentrations. 

"Recommendation for in vivo UDS tests" 
Animals (species, strain, sex): Male rat. 
Number of animals: 3 animals per group. 
Controls: Concurrent negative and positive controls on each sampling day. 
Dosing of animals: The oral route. A single dose of 2000 mg/kg for non-toxic compounds. 
For toxic compounds, the maximum tolerated dose and at least 1 other lower dose. 
Sampling times: 12-16 h. If negative, and then 2-4 h. 
Preparation of cultures: Primary hepatocytes. Viability above 50%. 
Autoradiographic determinations: 100 cells per animal. 
Evaluation of results: Increase in NNG at least 1 treatment group. 

Keywords: UDS tests; in vitro; in vivo; hepatocytes; liver 
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はじめに

"International Workshop on Stanardisation 

of Genotoxicity Test Procedures"が D.Kirk-

land (Hazleton/U.K.)を議長と してオーストラ

リアのメルボルンで 1993年 2月 27,28日に開

かれた．分科会の一つとして本法が取り上げられ

た．この方法は必ずしも広 く使われている方法で

はないが，最近“invivo肝 UDS’'が U.K.を中

心にヨーロッ パで使われだしたので取り上げられ

たと考えられる．分科会の議長は S.Madie (Fed-

era! Health Office, Germany),書記は英語を母

国語とする人として S.W. Dean (Hazleton, U. 

k ）， 指定討論者は U.Andrae (GSF-Forshungs-

zentrum fur Umwelt und Gesundheit, Ger-

many), G. Brambilla (Universite di Genova, 

Italy), B. Burlinson (Glaxo, U. K.), D. J. Do-

olittle (R. J. Reynolds Tobacco Company, 

U.S.A.), T. Hertner (Ciba-Geigy, Switzerland) 

と日本から森 秀樹と降旗千恵が参加した．この

方法は元々 U.S.A.で開発された方法であるが，

参加者9人のうち 6人がョーロッパというのは，

各国の “liverUDS"に対する現在の姿勢が表わ

れている．一般参加者として，B.Elliott (Zeneca, 

U. K.), I. Stammberger (Hoechst, Germany), 

日本から大内田昭信 （大鵬薬品）と沢田繁樹（ニー

ザイ）が参加した．他に統計学の D.Lovell (Bi-

bra, U. K.)と吉村功 （東京理科大） が時々参加

した．小人数で話しやすく 合意を得やすかった．

推奨法は現在行われている方法と実験結果に基い

て作られた．

UDS法の原理

UDS とは DNA損傷の除去修復による修復

DNA合成を 3Hチミジ‘ノの DNAへの取込みに

よって検出する方法である．3Hチミ ジンの検出

には現在オートラジオグラフィー法が一般的に使

われている．液体ヽンソチレーショソ法 （降旗）と

BrdU密度移動法 (Andrae)について研究成果の

紹介と討論が行われたが，まだ一般的でないと言

うことで，オートラジオグラフィー法による“in

vitro肝細胞 UDS"と“invivo肝 UDS"につい

て，標準法を推奨することとした．“Invitro肝細
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胞 UDS’'は初代培養肝細胞を調製してinvitro 

で化学物質に暴露して UDSを調べる．“Invivo 

肝 UDS’'は動物に化学物質を投与してinvivo 

で作用させた後，初代培養肝細胞を調製して in

vitroで UDSを調べる．

In vitro肝細胞 UDS試験

1. 被験物質

培養液に溶解する． 有機溶媒（dimethylsul-

phoxideなど）は最終濃度 1％以下とする．

2. 細胞

肝臓を灌流して初代培養肝細胞を調製し，生存

率は 70% 以上とする．灌流法は特に指定しない．

3. 培養条件

培養液は指定しない．

4. 実験動物

種はラットを，系統は特に指定せず，雌雄は一

般的には雄を使う．

5. 培養数

各点少なくとも 3とする．

6. 対照群

実験毎に陰性（溶媒）及び陽性対照群を設ける．

陽性対照は代謝活性化が必要な物質を中程度の活

性で使う．

7. 暴露濃度

最高濃度は，無毒物質では lOmMか 5mg/ml 

あるいは析出しない最高濃度とする．有毒物質で

は生存率が顕著に下がる濃度とする．少な くと も

4濃度を，例えば 1/2対数希釈で調べる．

8. 処理時間

被験物質と 8H チミジンを 16~20時間暴露す

る．

9. オートラジオグラフィーの計測

核の grainと細胞質の grainとを計測して記載

する．細胞質の grainの計測法は，報告されてい

るいずれの方法でもよい．Grainの計測は，手作

業による計測でも自動的計測でも，grainの面積

の計測でもよい．

10. 計測細胞数

各 50細胞を 3培養について計測する．

11. 再試験

疑陽性の結果がでた場合は再試験する．再試験

は一般的に初めと異る条件で行う．明らかに陰性

の結果がでた場合については意見の一致は得られ

なかったが，再確認に賛成の意見が多かった．明

らかに陽性の結果は再確認の必要はない．

12. 結果の判定

Net nuclear grain の上昇で判定する．（Net 

nuclear grain)= (nuclear grain)-(cytoplasmic 

grain）．連続する 2つ以上の濃度で用量依存性を

示して上昇したら陽性とするか，あるいは再現

性，用量相関，細胞毒性を総合して判断する．

著者注釈．今までは netnuclear grainのみを

論文に記載したが， nucleargrainとcytoplasmic

grainも記載する点が新しくなった．これは， cy-

toplasmic grainの減少で，見かけ上 netnuclear 

grainが増加することもあり得るので，生の結果

を出すことになったためである．

In vivo肝 UDS試験

1. 実験動物

種はラットを，系統は特に指定せず UDS法で

一般に使われている系統を，雌雄は一般に雄を使

う．

著者注釈．これまでに 131の化学物質について

in vivo肝 UDS試験の結果が発表されている．

ラットで 126,マウスで 20の化学物質が調べられ

ているが， ラットで陽性の化学物質はマウスでも

陽性で，マウスのみで陽性の例が 1例もないの

で，ラットで試験すればよいと言う結論を出し

た．良く使われている系統は， Fischer系 F344,

Wistar系 Alp/AP,Sprague Dawleyである．雄

ラットで 126,雌ラ ット で 3,雄マウスで 20,雌

マウスで 12の化学物質が調べられているが，雌

でのみ陽性の物質が今のところ無い．

2. 動物数

実験群は各点少な くとも 1群 3匹必要である．

対照群は累積対照群がある場合には 1か 2匹に

減らせるが，統計解析をする場合には多くする必

要がある．

著者注釈．1群 4匹で 20回の対照群と di-

methylnitrosmine, methyl methanesulfonate, 4-

aminobiphenyl合計 15回の実験群の値と， 1群

5匹で 52回の対照群の値が紹介された．各々最

初の 3匹の値を取っても最終結果が変わらないこ

とが示された．既報論文も 1群 3匹が多い統計

解析を用いる人が少なく ，統計解析に関する議論

は不充分であった．この点は今後改善が必要であ

ろう．

3・ 対照群

実験日毎に陰性 （溶媒）及び陽性対照群が必要

である．陽性対照は代謝活性化の必要な物質を中

程度の活性で使う．

4. 投与

投与経路は一般に経口投与を推奨する．腹腔内

投与しま肝臓に直接暴露する可能性があるので推奨

しなし‘ •

用量は，無毒物質では 2000mg/kgの 1点だけ

でよい有毒物質では最大耐性用量と少な くとも

もう 1点低い用量を設ける．

5. 処置時間

動物に化学物質を投与後， 12~16時間処置する．

もし陰性ならば，次ぎに 2~4時間処置する．

著者注釈．初めに 12~16時間としたのは，今

までに報告されている陽性物質 37のうち 27が

12~16時間で陽性になっているためである．

6. 初代培養肝細胞の調製

肝臓の灌流法は報告されているいずれの方法で

もよい．肝細胞の生存率は陰性対照群で最低50%

とする．

163 



著者注釈．実験群では化学物質の毒性によって grain). 陽性の判定の絶対値は設けない．各研究

生存率はさらに低いことがある．その場合低くて 室で陰性対照群の累積対照値と比べて，あるいは

も実験結果には支障はないよ うである． 統計学的に判定する．用量と処置時間について 1

7. オートラジオグラフィーの計測

"In vitro肝細胞 UDS"と同様にする ("Invitro 

肝細胞 UDS” を参照）．核の grain と細胞質の

grainとを計測して記載する．1匹につき，スラ イ

ド 1枚あたり 50細胞で 2枚計測する．

8. 結果の判定

Net nuclear grain の上昇で判定する．（Net 

nuclear grain)=(nuclear grain)-(cytoplasmic 

164 

群でも上昇したら陽性とする．

おわりに

以上の Recommendationsは MutationRe-

searchの特別号として今年中に出版される予定

である．また既報の 131物質の“invivo肝UDS"

について，動物の種，系統，雌雄，投与経路，用

量，処置時間， 1群の動物数，試験結果，文献が

付表として一緒に出版されるので活用して欲し

し、．

Environ. Mut. Res. Commun., 16: 165-171 (1994) 特別企画

第 22回大会トピックス

「変異原性試験法の国際的標準化の現状と問題点：

メルボルン国際ワーク ショップの報告を中心に」

げっ歯類の赤血球を用いるinvivo小核試験

In vivo rodent erythrocyte micronucleus assay 

須 藤鎮世1，林 真2，島田 弘 康3

Sutou, S.1, M. Hayashi2 and H. Shimada3 

1伊藤ハム株式会社中央研究所， 320-01茨城県北相馬郡守谷町久保ヶ丘 1-2,2国立衛生試験所，

158東京都世田谷区上用賀 1-18-1,3第1製薬株式会社開発研究所，

134東京都江戸川区北葛西 1-16-3

1Central Research Institute, Itoham Food Inc., 1-2 Kubogaoka, Moriya-machi, Kitasoma-gun, 
lbaraki 302-01, Japan, 2Division of Genetics and Mutagenesis, National Institute of Hygienic 
Sciences, 1-18-1 Kamiyoga, Setagaya-ku, Tokyo 158, Japan, 3Drug Safety Research 
Center, Developmental Research Laboratories, Daiichi Pharmaceutical 
Co., Ltd., 1-16-13 Kitakasai, Edogawa-ku, Tokyo 134, Japan 

（受付：1994年 1月 17日；受理： 1994年 1月 17日）

Summary 

After comparison of micronucleus assay guidelines, the In Vivo Micronucleus Assay 
Working Group tried to construct a practical, scientifically based, and internationally 
harmonized protocol. The main points of agreement are the following. Micronuclei 
may be scored in immature erythrocytes in either bone marrow or peripheral blood in 
the mouse, or in any other species in which the spleen does not remove micronucleated 
erythrocytes. In general, available data suggest that the use of one gender is adequate 
for screening. However, if there are significant differences in the toxicity, pharmaco-
kinetics or metabolism of the compound between males and females, then both sexes 
should be used. The size of the experiment, i.e., number of animals per group and 
the number of cells per animal, should be based on statistical considerations. No unique 
treatment schedule can be recommended. Samples from extended dose regimens are 
acceptable if the result is positive, or, for a negative study, if toxicity has been demon-
strated, or the limit dose (maximum testable) has been used and dosing continued until 
the time of sampling. The highest dose tested should be based on mortality, bone 
marrow cell toxicity, or clinical symptoms of toxicity. 

Keywords: rodent erythrocyte; micronucleus; international harmonization 

1. はじめに

1993年 2月 27~28日にメルボルンで行われ

た変異原性試験法の国際的標準化のためのワ ーク

ショ ップのうち，invivo小核試験について述べ

る．骨髄細胞を用いる染色体異常試験も討論の範

囲内にあったが，多くの時間が小核試験に割かれ

たこと，小核試験が主流であることから，ここで

は触れない．招待討論者の氏名，所属を Table1 

に示す．このほか関係者数十名が陪席し， 討論に

参加した．本会議に先立ち，1992年 12月 7~8

日，東京においてその準備会議 (Sofuni,1993)が

開催され，前提条件の相互理解や問題点の整理が
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Table 1. Invited discussants 

Makoto Hayashi (chair person) 
Division o『Geneticsand Mutagenesls, 
National Institute of Hygienic Sciences, Japan 

Ray Tice (vice-chair person) 
Genetic Toxicology Program, Integrated 
Laboratory System, U.S.A. 

James T. MacGregor (rapporteur) 
Toxicology Laboratory, SRI International, U.S.A. 

Diana Anderson 
皿 RAToxicology International, Canada 

David H. Blakey 
The Department o『NationalHealth and Welfare, Canada 

M. Kirsh-Volders 
Laboratory for Antbropagenetlcs, 
Free University of Brussels, Belgium 

Frederick B. Oleson Jr. 
BIOGEN, U.s.A. 

Francesca Pacchierotti 
Division of Toxicology, ENEA CRE Casaccla, Italy 

Felix Romagna 
Sandoz Pharma Ltd., S叫tzerland

Hiroyasu Shimada 
Daiichi Pharmaceutical Research Center,Japan 

Shizuyo Sutou 
Itoham Central Research Institute, Japan 

Ben口rdVannier
Roussel Uclaf, Division Sclentlfique, 
Department de Toxlcologle, France 

なされた．前もって討論者には資料が配布されて

おり，合意は容易に達せられるものと予想され

た．しかし，実際に会議を開いてみると，あ らゆ

る項目についてまるで振出しに戻った感があり，

2日間の会期では到底議論は尽くせなかった．し

たがっ て，最終報告書 (Hayashi,et al., 1994)の

作成にあたっては，ファックスによる交信が数カ

月にわたって行われた．また，統計に関する議論

は別途，国際会議がもたれ，報告書（Adleret al., 

1994)が作成された．この統計に関する議論も含

め，他の代表的ガイドラインと比較検討しつつ，

ここに報告する．以下， メルボルンのガイドライ

ンは Melガイドと略す．

2. 比較するガイドラインとその特徴

日本の変異原性試験ガイ ドライ ンで小核試験が

関与するのは，厚生省，農水省，通産省のそれで，

労働省は対象外と なる．代表として厚生省の医薬

品を対照としたガイドライン (MHW,1989)をと

りあげる．いわゆる 3点セ ットの 1つである．ガ

イドラインには本文の他，注記があり ，さらに解

説がある．解説を含めてひとつとみなす．以下，

日本ガイドと略す．

OECDのガイドライソ (OECD,1983)は一般

化学物質が対象で， 日本で言えば，通産省 （厚生

省，環境庁も含む）の化審法に相当する．1992年11

月から 12月にかけて大幅に修正された (OECD,

1992).以下， OECDガイドと略す．

イギリスのガイドライン (UKEMS,1990)は政

府の委託により，イギリスの変異原学会がまとめ

た．あらゆる化合物に適用出来るよう工夫されて

いる．段階的に行う方式で， 小核試験は第 2段階

で行うことになる．要すれば，解説文 （須藤，

1992)を参照されたい．以下， UKガイドと略す．

アメリカでは医薬品に対するガイドラインは無

く，個別対応となっている．その他諸々の物質は

概して環境庁の管轄となる．考え方については報

告 (Dearfieldet al., 1991)があり，小核試験の実

際については官報（1991)に記載されている．

3. 表題について

In vivo rodent erythrocyte micronucleus as-

sayという最終報告書 (Hayashiet al., 1994)の

表題は，Melガイドの特色をよく表しているので

多少の解説を加える．Invivoは動物個体を用い

るという意味で，培養細胞などを利用した invi-

tro試験ではないことを示す．rodentは背景デー

タがあればどのげっ歯類でもよく，マウスやラ ッ

トを推奨するものではないただし，結果として，

蓄積データが多く， 日頃繁用されているこれら 2

種が選択されることになろう．Erythrocyteは血

球を利用することを示し，肝細胞，胎仔， 腸管上

皮などを利用した他の小核試験とは異なることを

意味する．血球のうち実際に利用されるのは，骨

髄小核試験にあっては多染性赤血球 (PCE),短期

末梢血小核試験にあっては網状赤血球 (RET),長

期末梢血小核試験にあっては成熟赤血球 (NCE)

が観察対象となりうる．

4. Melガイドの比較検討 (Table2) 

1) 動物種

Rodentの意味については上述した．他のガイ

s~un~p

1n8 

J

o
 u
o
s
p
u
d
w
o
:
)
 

（

昔

を

）

8

百
ーv
s
n
 

31n

p•
•A 

一
三
一
―
―
―
―

-I

ヒ“tn
s
z

n
と
'
l
d
O
'I
'i<

a.a~c~I 

,
4
 ゚
|
 ゚゚
|
 ゚

司
計_ 
O
I
N
 

a
d
[
-
q
3
3
0
 

|
 

苫

沼
u』
I

ピ
O
E
一喜
I
N

|
 
。

ー

|
 。

ー

Mi
g

 

計
。

n
6
I
t

F
 

尊
心
零
る
c
^
c
6
I
|
 
。

dJ
^
o
d
 

|
 
。。
|
 
。

喜

ー

|
 
O
I
.
L
 

_
 

。
|
 

3
E
C
I
必
．
8
百
aI,9
|
 
。
|
 

(
i
l

V
/
S
W
 uo) O
 
ll 
ーx
n
 

(T“
ピ
3.uoui
c

k』
N
)
0

q
 

I
 
ーー

d
-
3
吾
A-“
p
ads“
』

0』

F
bg
o
3
<
g
s
-囀
g

,
U
O
N
.
u
皇

F』
8

u

J

1dunrs
O
A
l
l
“
』
』
q
0』
-
u
8
a
A
I
n
舒
u
o
』
』
・
占
-
占
'
l
L
p
u
e
n
u
g
に
P
q
3
-
d
s
”
S
(
&
1
3
A
g
k
QO£

P
U
8
8
(
u
g
と
一
a
q
a
1
d
w
g
a
u
o
心―

・言
OJq
(
l
r
.
1
3
q
d
μ
a
d
"
g
d
6
』
a
uビ
E
S
a
u
o
q
"
-
a
5
d』
n
pa:,o.1d
L
l
p
u
eq
sn
q
 J
1
目
百
p
g
!
)
'p
・a
u
n
o.C 
pa.1DJ1
H
I
I
・[
=

n

g
A
q
-
F
H
S
I
-uondμ:,sap O
N
'q
・
-
a
u
m
o
-
a
l
-
目

a“
ー

k
a
a
gs
ヽ

7
-
l
-
l

q
pn
5

i
i
J
i
引
•
J
J

,
l

t
i

l

1

1

 

T

百

百

苫

q

t

s

”

p

p

百

＿

m

』
0
3g日
＿

eと

|

|

 

苫

喜
u

1

8

-

1

s

I

-

g
-s

l

ii 

言
S
1
1
d
l.JO
Q
S』
0』
a
-
a
a
g
a
a
n
o

1
U
8
a
p
p
a
A
<
g§
u

8

 

I

N

I

 
8
5
§
」
O
n
u
』

0
e
2
u
a
I
9

了
白
看
O
I

ー

゜
＇ 
Mi
a
 ＇ ゚゚

n^
く
（
宮
u』
-)
・m
n
a

n
・
-
^
c
“
 

芍
N
-
6
c
^
c
.
-
|
 
。。
|
 
。

a

,

3

百
固ー．
 

c
 ＇ 
9
N
 

ー

。_ 

3-nP“.A•H 

|
 

』

c
z
1と
c
z
|
 
q, 

ー

|
 

0
3
a
o
 

。＇ 
“
O
 

咀
0
号

』

）

a
釘
m引

a-
gu
 

゜
，
 

Mi
g

 

ヨ
司
＂

゜

゜
．
 

目ヨ゚
ー

．
 
．
 

(

.

)

0

 

鴫
と
吾
•
O
O
V
I
^
[

ー

゜゚
ー

゜゚
ー

．
 

計_
 
S
<
 
ー．
 

．
 。＇ 

oagC
)

喜
I
Nー．
 

•N
OI
qtJ 

．
 。

司
a
艮
）
璽
i
J
l

＇ 。
ー．
 

W
a
u
-
d」-で
u
a

g-
8
E
E
-
"
s
-
E

eS

息
a
a
臼
冨
日
ヽ
マ

ia
a
m
-
I
I
.

に̂
マ

5
8
百

_
 

q

L
 

_
 

9
c
6
a
d
I
ギ

n[OOI
tk
a
)
I

er翌
a
d
I

芯
O
O
I
t
w
a
)
I

(
a
＾
尊
~
』
g
ざ
豆

n

土
邑
c

_
'
’
可

（
国
音
r』
p

5

5

0

)

4'.IO
o
d
 

＇
 

b

ヽ
旦
百
昔
sg-
b
』

3-“
に

_
 叶

_
 
烈
コ
出
計
．
＿
-
酎
J5
i

p

.-5.--」

.

.-.--.

s
-
n
P
e
.
3
A
.
Mi
.
S
T
 

ー

8

5』
3』
a』
a
g

ー

_
 
a
5
oq
―
土

MI

艮
F
目

o-
q
-33 

— 
3fXOJ
 •UOU 

3口
O
J
"
g
o
p
do.t 

|
 

n
＾
習
I-ds
g

N
I
 

p

n
 

C

3

日
P

I

竺

m
&

a
p弓
A

U
O
!
J
m
<
月

ーー|
 

昔
m
o
H
|
 

(

S

二
む
に
）
出

h|
 
x
お|
 

u
互
S

＂ 
_
 
目
a-I

百
u
8
T品舒
N

_
 

＇ 
訂

言
5
目
1

•d
o
.
t
d
含＇ 。

ー．
 

q
3
3
0
 

ぺ
名8Q
3
3
U
~

ー

言
沼
U
T

百
百
ぢ
コ

＇ 。
ー．
 

166 167 



ドラインでは原則としてマウス，マウスあるいは

ラット，マウスあるいは他のげっ歯類とい う表現

をとり，優先順位がみられる．

2) 系統

UKガイドでは高感度マウス （例， MS/Ae)に

ついて言及している．すなわち，遺伝毒性の同定

(hazard identification)にはよいが，機構が不明

なので安全性評 (riskassessment)には不適とし

ている．Melガイドその他では系統を選ばない．

3) 性

これについては多くの討論がなされた．完全に

合意が得られたわけではないが，最終的に，定性

的に雌雄差がないというデータに革づき，原則と

して一方の性を用いればよいとされた（毒性その

他で明らかに性差が認められれば，両性を用い

る）．

一方の性のみでよいとする論拠は，片方の性の

みで陽性となる物質はほとんどないとい うデータ

と，使用動物数がほぽ半減するということであ

る．両性の使用を主張する論拠は，雌雄間で反応

に差を示す物質が多少であれ存在すること，小核

試験は簡単で信頼のおける 方法だから，多くの

データを取っておくべきであるとするものであ

る．これは安全性評価に一歩踏み出した考えとい

えよう．

日本ガイドは原則として雄，UKガイドは一方

の性，OECDガイドと USAガイドとは両性で

ある．性に関する論議で，両者相譲らずの状況が

OECDガイドの改訂のいきさつに述べてあるが，

類似の状況がメルボルンでもみられた．

4) 動物の齢

日本ガイドでは特に記載は無いが，若い成獣

(USAガイド），健康で若い成獣 (OECDガイド），

健康で性的に成熟した若い成獣 (Melガイド）と

表現に差がある．具体的にはマウスで 6~12週

齢，ラッ トで 8~12週齢 (UKガイド） という と

こ ろか． ただ し ， JEMS•MMS の共同研究の結果

によれば，マウスの自然発生小核頻度は生涯をと

おして，著変は認められないので，実際には特に
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若くなくとも，健康な成獣であれば実際には差し

支えないよ うだ．

5) 動物の維持管理

ガイドライソにより記載の有無がある．Melガ

イドでは標準飼育法に従えばよく，試験前の絶食

は生理的に変調をきたすので，不要とされた．

6) 群あたりの匹数および観察細胞数

議論が多かった．これは単独に論ずべき問題で

ない．個体あたりの観察細胞数とともに，自然発

生頻度に比べ何倍の小核を誘発する物質を，何％

の有意水準で，何％検出するかを定め る必要が

ある．Melガイドでは小核を 2倍増加させる物質

を， 5% の有意水準で，80% 検出しよ うという設

定で， 1群 5匹 （最低有効匹数 4)と決められた．

1匹あたりの観察細胞数は 2000である．2000と

いう数値には小核頻度 0とい う，検定上好ま し

くない事態を避ける意味がある (Adleret al., 

1994). 

日本ガイドでは 1匹 1000個以上で 1群 5以

上（雄）， UKガイドでは 1匹 1000個以上で 1群

7~10匹 （片性），USAガイドでは 1匹 1000個

以上で 1群 5匹以上 （雌雄）， OECDガイドで

は 1匹 2000個以上で 1群 3匹以上（雌雄，雌

雄間に有意差がなければデータを合わせてよい）

である．

7) 投与群数と最高用量

日本ガイド， OECDガイド，Melガイドとも

に3群としているが，これは用量相関がみ られる

よう配慮したためである．ただし， Melガイドで

は全く毒性が無い場合，限界用撮 1群でよいとし

ている．ここで，限界用量とは， 2週以下の投与

にあっては 2g/kg, 2週を超える場合には 1g/kg 

である．UKガイドや USAガイドでは群数は特

定されず，試験の状況に応じて変えることにな

る．また， USAガイドでは限界用量は 5g/kgで

ある．

毒性がある場合の最高用量は最大耐量 (MTD,

maximum tolerated dose)で，これは予備試験に

より決める．他のガイドライ ソも同様である．

8) 媒体と検体調製

水や生理食塩液に溶ければ溶かすが，不溶であ

れば，植物油その他，適当な媒体を用いる．他の

ガイドラインも同様である．安定であるという証

拠がない限り，用時調製とする．

9) 投与経路

経口または腹腔内とし，正当な理由があれば他

の経路でもよい．UKガイドのみが，腹腔内よ り

は経口を優先させているのが注目される．

10) 投与液量

OECDガイドでは 10m//1 g,最高で 20ml/kg 

とされ，UKガイドでは腹腔内と静注では 10ml/ 

kg,経口投与では 20ml/kgとされるが，他のガイ

ドラインには記載がない．

11) 投与回数と対象細胞のサンプリング

これは Melガイドの大きな特色をなす．他の

ガイドライ ンが 1~2回，多くても数回の投与を

想定し，骨髄細胞の観察を前提にしているのに比

ベ，末梢血も対象にされているからである．ただ

し，末梢血が利用できるのは牌臓による幼弱赤血

球の捕獲がない場合に限られるので，マウスは対

象となるが， ラットは対象たり えない．

1回投与では骨髄では 24と 48時間目，末梢

血では 48と72時間目に 2回標本をとる． 2回

以上 14回までの投与では骨髄では 18~24時間

に，末梢血では 36~48時間に 1回標本をとる．

14回以上の投与では骨髄では 18~24時間目に，

末梢血では 24~48時間目に 1回標本をとる．投

2
 

3
 

与が4週間以下の場合は PCEあるいは RETを

観察対象とするが，これを超えた長期投与にあっ

ては，PCE と NCEとが平衡に達するので，

NCEを観察してもよい．

12) 染色法

ギムザ染色あるいは蛍光染色である．実際に

は， ラット骨髄のマスト細胞由来の顆粒はギムザ

染色で小核と識別し難く，また，マウス末梢血法

での観察の容易さから，蛍光染色が推奨される．

13) 陰性対照

媒体を陰性対照とする．OECDガイドや UK

ガイドでは，特殊な媒体を利用する場合，無処理

対照もとるよう指導している．これらのガイドラ

インでは，サ‘ノプリ ‘ノ グが 2回にわたる場合，そ

の都度，陰性対照が必要となる．

Melガイドで特徴的なのは，短期投与試験の末

梢血法においては陰性対照をとる必要がなく ，投

与前のサソプルをも って陰性対照に代えるこ とが

できる点である．

14) 統計処理

ガイドラインの多くは，結果につき適切な統計

処理を施す，と述べるにとどまる．Melガイド

では試験計画が統計的考察により規定されている

(6項参照）．ただし，統計は万能でなく ，生物学

的考察を加えよとしているのは， OECD ガイド

ゃ USAガイドと同じである．

さて，具体的手法については Fig.1に示した．

まず，現陰性対照が背景データの平均土3x標準

out of range 

signifi四t not significant s~gnificant not significant 

声 こ疇
Fig. 1. Strategy of statistical evaluation of the test data. 
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偏差に収まるか否かを検証し，試験が成立するか

否かを確かめる．不成立なら再試験である．成立

すれば， トレソド検定を行い，さらに各対別の有

意差検定を行う． トレンドで有意差がみられ，対

別でも有意であれば，結果は陽性を判定する．

ともに陰性であれば，結果も陰性と判定される．

しかし， トレンドと個別検定が相反する場合，結

果は不確定と判定され，再試験を余儀なくされ

る (Adleret al., 1994). 

5. 問題点

1) 雌雄の問題

小核試験に限らず全試験項目をとおして，主た

る目的は遺伝毒性の同定 （hazardidentification) 

であり ，安全性評 （riskassessment)は副次的で

ある．ただし，安全性評価は遺伝毒性の同定が

あって初めて成 り立つ．さて，遺伝毒性の同定を

目的と し，蓄積データに基づき判断するならば，

一方の性を用いればよいという結論になる．両性

を用いることには，毒性試験その他従来の因襲が

念頭にあること，仮定された例外事例をも捕らえ

ようとすること，および安全性評価への一助にし

ようという側面がある．

2) 2種問題

生物が異なれば反応が異なることは当然予期さ

れることである．実際， 文献からデータを集める

と，マウスで陽性， ラットで陰性， またその逆の

事例がみられる．まず，その事実が確認される必

要がある．これは用いた被験物質の製造元や ロッ

トにより，陰性陽性が逆転することがあるからで

ある．さらに，技術レベル，染色技術，顕微鏡の

性能その他の要因により，誤った結果を招来する

可能性があるからである．

しかし，確認試験を行っても，種差はみられる

であろう ．文献データは雌雄差よりは種差が大き

いことを示した （ただし，データしままだ不十分で

ある）． そこで，1種で両性を用いる代わりに，2

種で 1性を用いる方式が提案された．この背景に

は，マウスで発癌，ラットで非発癌，またその逆

の事例が見られることがある．

この議論を押し進めると，経口と腹腔内投与と
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で差のある物質があるので，1種を用い雄では経

ロ，雌では腹腔内投与という案のほうが，2種 1

性より有効と思われる．このようにして例えば 2

種 雌雄，2経路で試験をしたとき，1種，1性，

1経路で試験をしたときに比べ，遺伝毒性の同定

においてどれほど有意な情報が得られるのであろ

うか．コストーパフォーマ‘ノスの観点から， また，

簡便で信頼性が高いという小核が泣く ．

ある程度の種差，性差，経路差は存在すること

をまず認識しておく ．そのうえであるプロトコー

ルに従い小核試験をまず実施する．何らかの疑義

があれば，実験条件を変えて再試験を行うという

ことだろう．UKガイドは種差があるからといっ

て2種を用いるのは当たらないとしている．

3) 長期投与と短期投与とは等価か

Mel ガイドの大きな特徴は長期投与による小

核試験が認められたことである．MTDで 1~2

回投与するのと，より低い用盤で長期間投与する

ことでは本質的な差が出てくる可能性がある．投

与経路として同じ経口でも，強制経口と混餌法と

では自ずから異なる．蓄積性や薬理作用の効果も

大きいだろう．飲料水ともに与える場合，水溶性

でかつ安定でなければな らないさらに一般化す

るためには，より 多くの研究者が本法を試み，理

解を深める必要があるだろう．そして，長期投

与と短期投与とは等価か，傷害の同定よりは安全

性評価に適した試験ではないかといった疑問に，

より多くのデータをもって答える必要があるだろ

ぅ．
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Report from Genotoxicity Symposium on ICH 2 
Yasumoto Kikuchi, Pharmaceutical Development Division, Takeda Chemical Industries 
Ltd., 2-17-85 Jusohonmachi 2-chome, Yodogawa-ku, Osaka 532, Japan 

（受付： 1994年 1月 21日；受理： 1994年 1月 21日）

Summary 
Genotoxicity Expert Working group in ICH was discusaed 11 issues related strategy 
and test performance of genotoxicity test guidelines for international harmonisation. 
Most of them were harmonised. However, seme issues such as in vitro mammalian geue 
mutation assays and core test battery have still been under discussed. 

Keywords: genotoxici ty, harmonisation 

1. ICHとは 、ノポジウムが行われた．遺伝毒性試験について

ICH (International Conference on Harmoni-

sation of Technical Requirements for Regis-

tration of Pharmaceuticals for Human Use) 

は，医薬品の製造承認申請に必要な品質，安全性，

有効性の 3分野について，日米欧 3極の行政

(MHW, FDA, EC) と業界 (JPMA, PMA, 

EFPIA)が協力して，規制の調和を図るために

1991年より 2年毎に開催されている．この第 2

回会議（ICH2)が， 1993年 10月27~29日にフ

ロリダ州 Orlandoで， 1600名の参加者のもとに

開催された．

安全性に関しては，癌原性試験，遺伝毒性試験

及びトキシコキネティクスの 3テーマについて 、ン

は， 1992年より ExpertWorking Group (EWG) 

において検討されてきたので，その内容を中心に

報告する．

2. Expert Working Group 

ICH2の本会議に先立ち，10月 25,26日の両

日， EWGのpremeetingを開催した．それまで

の会議で 11の検討項目のうち 6項目について合

意が得られていたが，この会合で更に 2項目の合

意に達し，残るは下記 I.A,LC,及び I.F の 3

つとなった．以下，各項目 について，これまでの

EWG会合における議論を概説する．

現住所： 株式会社ラビトン研究所 大阪医薬品臨床開発研究所 565豊中市新千里東町 1-4-2
Present address: Osaka Clinical Research Organization for Medicaments, Rabiton Institute Inc., 1-4-2 
Shinsenri-higashimachi, Toyonaka-shi, Osaka 565, Japan 
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I STRATEGIC ISSUES 

I.A In vitro mammalian cell gene mutation 

(MCGM)試験の有用性

MCGM試験の有用性はEWGの会議を通じ

最も時間をかけて議論された．遺伝子突然変異

について，哺乳動物の細胞を用いて評価するこ

とが重要であり，試験系として多少問題があっ

ても，感受性の高い mouselymphoma assey 

を使用すべきである，というのが欧米の行政の

意向であった．これに対し日米欧の業界と厚生

省は， mouselymphoma assayは sensitivity

は高いけれども specificity が低いこと，Jレー

ティソ試験として実施するには，未だ手法に問

題があることなどを指摘し，結論には至らなか

った．これに関しては，1.Fの項でもう一度ふ

れる．

I.B 大腸菌の試験

合意内容は，細菌を用いる復帰変異試験では，

指示苗株として， S.typhimuriumの① TA98;

② TAlOO;③ TA1535;④ TA1537 or TA97 

or TA97a;⑤ TA102 or E. coli WP2uvrA 

or WP2uvr A (pK 101)の 5菌株とする，こと

でまとまった．

I.C 試験実施のタイミング

欧米と日本とでは臨床試験 PhaseIのやり方

に相違があり，また他の毒性試験との兼ね合い

もあり，本 EWGのみで結論を得るのは難し

い， ということで意見が一致した．この問題は

毒性試験全体の問題として ICH3のテーマと

すべきであり，本 EWGとしてはこの項目を削

除することになろう．

I.D In vivo染色体試験と小核試験の同等性

小核試験が果たして染色体異常試験の代替と

いえるのかという指摘が FDAから出された

が，同等性については全く問題がない，という

ことで同意に達した．

I.E In vitro陽性時の評価法

In vitro試験で陽性結果となった場合に，ど

のような試験を追加実施するかは，その医薬品

の特性を考慮して，ケースバイケースで対応す

る， ことで合意した．

I.F 最小の試験の組み合わせ
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6月のEWG会議では， coretest batteryと

して，① 細菌による復帰変異試験または培養

細胞による遺伝子突然変異 (MCGM)試験， ②

in vitro染色体試験，③ invivo細胞遺伝学的

試験，の 3試験の組み合わせと， MCGM試験

を独立させた4試験の組み合わせとが提案され

た．直前の EWG会議では coretest battery 

として，厚生省と日米欧の業界は 3試験方式を

主張したのに対し， ECと FDAは MCGM

試験を加えた4試験方式を提唱し，結論には至

らなかった．

II TEST PERFORMANCE 

II.A Toxicokinetics (TK) 

マウスにおける小核試験と骨髄染色体試験を

対象に議論した． 一般論として，変異原性試験

のように，ある限られた情報のみを得るような

試験においては，反復投与毒性試験並の TK

の手当は不要とい うことで意見は一致した．

PMAと JPMAで行ったラット及びマウスの

骨髄中濃度と血漿中濃度の調査結果を基に，直

前の EWG会議では，invitro試験で陽性結果

が得られ，かつ invivo試験で陰性の場合には，

① 血液（血漿）または骨髄中濃度， ② Auto-

radiography,③ PCE/NCE ratioの変動など毒

性兆候，のいずれかのデータがあればよい， と

いうことで合意した．

11.B In vitro試験の反復実施

いずれの試験においても， clearnegativeま

たは clearpositiveの場合には，①用量設定試

験の最高用量で geneticendpointが評価され

ている，②構造的に問題がない，③試験条件

に質的な問題がない，④ 用量範囲が陽性結果

を見逃すことのないように設定されていれば，

再試験の必要はない， との合意に達した．

11.C 沈澱物の試験

用量設定試験において高用皇としては，先

ず， 細菌試験では 5mg/plate, 培養細胞では

5 mg/mlまたは lOmMとする．もし，これら

の用量で毒性が無ければ，沈澱が析出する最低

用菫を用いる．また，不溶濃度範囲で用量依存

的に毒性が現れたならば，最高用量は溶解性と

は関係なく，毒性をベースに決定する．析出の

程度は試験結果に悪影響を及ぽしてはならな

ぃ， との内容で合意した．

11.D 培養細胞を用いる試験の最高用籠の設定

染色体試験の毒性の上限は細胞増殖の 50%

以上の抑制，またリンバ培養ではmitoticindex 

の 50%以上抑制とする， MCGM試験の毒性

の上限は陰性対照に比べ生存率が 20%以下の

減少とする， ことで合意した．

11.E 小核試験における両性使用

欧米では両性を用いるよう求めており，雄の

みでよいとする 日本のガイドラインとの差をい

かにクリアーするかが大きな問題であった．毒

性試験であるならば雌雄の使用は当然であると

いう考えが欧米の EWGmemberでは支配的

であったが，最終的には日本で行われた共同研

究の成果が，正当に評価され，次の内容で合意

を見た．即ち，雌雄のげっ歯類の間に毒性の明

白な差異がある場合を除き，雄のみの使用で十

分である．一方の性のみに使用する医薬品につ

いては，その性について試験する．

3. Symposium 

10月28日に行われた Symposiumでは， Rap-

porteurの Dr.祖父尼 （国立衛試）がこれまでの

EWGにおける討議の経緯を説明の後， 3人の演

者の発表があった．Dr.Muller (EC)は MCGM

試験の有用性が高いことから，この試験を core

batteryに組み入れるべきであるとの ECの主張

を展開した．Dr.Tweats (EFPIA)はinvitro試

験で陽性結果が得られた場合の追加試験の選択基

準の某本的考え方について，Dr.Probst (PMA) 

は試験の手法に関する 6項目の主要な論点につい

て紹介した．

引き続いて行われた PanelDiscussionでは，

Dr．祖父尼の司会のもと，焦点を小核試験と，試

験の組み合わせの 2つに絞って， 以下の討論が行

われた．

即ち， Dr.林（国立衛試）はマウス小核試験で

は，雄のみの使用で十分であること，及び小核試

験の clastogensの検出力は骨髄染色体試験と同

等であることを論じた． また小核試験の toxi-

co kineticsに関し， Dr.Probstと菊池はラットで

の薬物の骨髄中濃度は低い場合でも血漿中濃度の

約 20% であり，調べた薬物では全て骨髄に分布

していること，更に菊池はマウス (2例ではある

が貴重な資料である． PMAではみつけられな

かった）でも薬物の骨髄中濃度とその経時的推移

はラ ットと極めて類似していることを示し，小核

試験では骨髄中濃度を測らなくても，血漿中濃度

の測定で十分であると論じた．

次に， coretest batteryについて Dr.Schecht-

man (FDA)は MCGM試験を含む 4試験が

必要であるとの FDAの見解を披狸した．これに

対し菊池は MCGM試験の問題点を指摘して，

core batteryには厚生省ガイドライソの 3試験で

十分であり， MCGM試験は二次選択の試験にす

べきとの JPMAの考え方を述べた．

4. 今後の見通し

以上のよ うに，testperformanceの5項目は一

応の合意に達したが， strategyに関する 6項目中

の3つについてはなお合意は得られなかった．こ

のうちの 1つは試験実施のタイミングについてで

あり，この項目は安全性全体の問題として，ICH3

のテーマに取り上げて，その中で幅広く議論する

のが適切と考えられる．残りの 2つは corebat-

tery に関する事で， MCGM試験を corebat-

tery に入れるか入れないかで意見が分かれてい

る．更に議論を重ねることにより，何とか合意点

（例えば， 6月の会議で提案された 3試験方式，

または corebatteryの項目をはずして合意され

た項目だけでまとめるなど）に到達して， 1994年

3月の東京での準備会議までに Guideline化を達

成することになるものと考えられる．いずれにし

ても， ICHの Guidelineとして承認された場合

には，行政はこれに従って国内の Guidelineの改

正を行 うことになるので，今後共関係者の協力を

お願いすることになろう．
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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 (The Envi-

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，賛助

会員および購読会員とする正会員は本

会の趣旨に賛同し，頂！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

または法人とする購読会員は学会誌

「環境変異原研究」の購読のみを行うも

のとする

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

い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. 学会賞を設け，環境変異原の分野で

すぐれた研究を行った会員および将来

の成果が期待される会員（原則として

個人）に授与する

3. Mutation Research誌を特価で購入

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. 学会誌「環境変異原研究」を発行す

る．

6. 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

＜ 

会 長 1名庶務幹事 l名

会計幹事 l名 国際交流幹事 l名

編集幹事 l名会計監査 2名

および評議員若干名

評議員は正会員の投票により選ぶ

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

り若千名を指名し総会の承諾を得て，評

議員に加えることができる．

役員および評議員の任期は 2年とする

役員が同じ任務に引続いて就任する場合

には 2期をもって限度とする．

第8条 評議員会は会員を代表し，事業計画，経

費の収支，予算決算およびその他の重要

事項について審議する

第9条 本会は年 1回総会を開く

総会において会則の改廃制定，予算 ・決

算の承認その他評議員会において審議

した重要事項の承認を行う

第10条 本会の事務執行機関は会長および4名の

幹事をもって構成する．

会長は執行機関の長となり，また本会を

代表する

第11条 本会の事務は暦年による．

第12条 本会に名誉会員をおく

附記

1. 本会則は平成6年 1月1日より施行する

2. 本会の事務所を

東京都世田谷区上用賀 1-18-1

国立衛生試験所内に置く

3. 正会員，学生会員，賛助会員および購読

会員の会費は，それぞれ年額 7,000円，

5,000円およびl口50,000円および年額

10,000円とする ただし， Mutation 

Research誌の配布を希望するものは，

会費の他に別途定める購読料を本会へ前

納するものとする
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所 属

オリンパス工業（オ肘染色体研究センター

徳島大学医学部

産業医科大学

東京薬科大学

昧ラビトン研究所

静岡県立大学食品栄養科学部

麻布大学環境保健学部

国立公衆衛生院

閲食品薬品安全センター秦野研究所

第一製薬（オ勅中央研究所

東京慈恵会医科大学

伊藤ハム昧中央研究所
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京都大学医学部

⑮食品薬品安全センター秦野研究所

九州女子大学栄養学科

国立がんセンター研究所

同志社大学工学部

国立衛生試験所

国立衛生試験所

岡山大学薬学部
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日本バイオアッセイ研究センター

日本グラクソ株筑波研究所

三菱化成（オ脳総合研究所

国立がんセンター研究所

東京薬科大学



原著論文募集のお知らせ

昭和 63年 8月に学会活性化対策の一環として編集委員会が組織され，以来機関誌「環境変

異原研究」およびJEMSNewsの定期刊行をめざして努力してまいりましたその間執筆規

定の整備，編集委員会の体制強化等原著論文掲載に関する準備を進め，昨年は評議員および会

員を対象とした原著論文掲載に関するアンケート調査を実施し，回答者の 70%以上が原著論

文掲載に賛成でした．ここに至って原著論文掲載の環境が整ったと判断し，本年より原著論文

を募集し平成6年 1月より原著論文掲載誌を刊行する旨を第 21回大会総会において会員の皆

様にお知らせしました 「環境変異原研究」を会員相互のコミュニケーション誌として位置づ

け，会員のための機関誌として育てていきたいと念じておりますので，会員諸氏の積極的な投

稿をお願いします． JEMS編集委員会

環境変異原研究投稿規定

1. 掲載論文

環境変異原研究に関する未発表の「総説」，「一般

論文」，「短報」，「資料」などを掲載する．なお，

掲載論文の採否は編集委員会の審査により決定す

る．

「総説」は，一つのテーマに関連する多くの研

究論文の総括，評価，解説などである．

「一般論文」は，変異原に関する独創的研究の

報文で，それ自身独立して価値ある結

論あるいは事実を含むものとする．

「短報」は，新しい事実や価値あるデータを含

む短い報告とする．

「資料」は，環境変異原に関する調査の結果ま

たは統計などをまとめたものとする．

2. 投稿資格

筆頭著者は日本環境変異原学会会員に限る．ただ

し，招待寄稿の場合にはこの限りではない．

3. 報文の書き方

報文の用語は日本語または英語とし，執筆規定に

従い簡潔にわかりやすく書く．総説は，写真・図

表を含めて刷り上がり 12頁以内，原著は同じく

8頁以内，短報・資料は 4頁以内とする．この制

限頁の超過分や多額の経費を要する図表の実費は

著者負担とする．なお学会所定の原稿用紙を使う

場合は，下記の原稿送付先まで請求する．

4. 報文の送り先

論文原稿は正 1部コビー 2部の計3部を， 日本環

境変異原学会学会長宛に書留便で送付すること．

なお，最終稿では正 1部およびフロッピーディス

ク（使用した機種とソフト名を明記）を送付する

こと．

原稿の送付および校正刷の返却，その他編集につ

いての問い合わせ先：

〒158東京都世田谷区用賀 1-18-1

国立衛生試験所変異遺伝部

祖父尼俊雄

5. 著作権

TEL 03-3700-1141 

FAX 03-3700-2348 

本誌に掲載された記事，論文などの著作権は日本

環境変異原学会に帰属するものとする．従って，

本会が必要と認めた場合は転載し，また外部から

引用の申請の許可があった場合には，編集委員会

において検討の上許可することがある．ただし，

著作者自身が自分の記事， 論文などの一部を複

製，翻訳などの形で利用することを妨げるもので

はない． しかし，著作者自身であっても，全文を

複製の形で他の著作物に利用する場合には，事前

に文書にて申し出を行い，許諾を求めなければな

らなし‘•

6. 校正

著者校正は原則として原稿に対する誤植の訂正に

限る．原稿にない加筆・変更をしないこと．

7. 著者負担金

l) 投稿論文は，組版代の一部負担金として刷り

上がり 1頁につき 2,000円を著者が負担す

る．また規定の頁数を越えた分については，

超過頁分についての実費は著者負担とする．

2) カラー印刷等特殊印刷のため付加的に発生す

る費用は著者負担とする．

3) 別刷りは著者負担とする．別刷り希望者は著

者校正時に添付する申し込み書に50部単位で

申し込むこと．

環境変異原研究執筆規定

1. 用語は日本語または英語とする．

2. 原稿は原則としてワープロを用い，左横書きで作

成する．

日本文の場合：原稿は A4版用紙に 1行22字，

1頁20行で印字する（刷り上がり

の 1/4頁に相当する）．また，別

に英文の題名，著者名，所属機関

名所在地ならびに要約 (300語以

内）を付ける．なお，手書きの原

稿を希望する場合には，日本環境

変異原学会所定の原稿用紙を用い

る．

英文の場合：原稿は A4版のタイプ用紙にダフゞ

ルスペースでタイプする．一行打

字数は約 60字， 1頁25-27行を

標準とする．原稿は著者の責任に

おいて英語の添削訂正を受けたも

のに限る．

なお，各頁は左 3cm,右 5cm,上 3cm,下6

cmの余白をとる．

3. 論文の記述は，第 1頁は表題，著者名，所属およ

び所在地，第2頁は要約 (Summary)およびキー

ワード (5語以内）， 第 3頁以下， 緒言 (Intro-

duction),実験材料および方法 (Materialsand 

Methods），結果 (Results），考察 (Discussion),謝

辞(Acknowledgements），参考文献(References),

表・図の説明および図の順序とする．なお図と表

の説明はすべて英文とする．

4. 学名，遺伝子記号などはイタリック（原稿に赤字

でアンダーライン表示）とし，その他まぎらわし

い記号については原稿に適宜指示を与える．

5. 化学物質名は原則として英語とし，一般名を用い

る． また， CAS番号を文中に表示する．文中に

用いる英語の単語あるいは句は固有名詞を除いて

小文字で書きはじめる（文頭の場合は大文字）．

また文中の英語はすべてクイプするかまたは活字

体で書く．

6. 数字は算用数字を用い，単位は英文の慣用による

省略記号を用いる．

7. 略字を使用するときは，論文中にはじめて使用す

るときに完全な語とその略字を括弧内に示す．

8. 句読点はカンマ(')およびピリオド（．）とする．

9. 表，図（写真）は本文と別にし，それらの挿入箇

所を本文の右余白に明示する．グラフ，写真，線

画等はすべて図とし，一連の番号 Fig.1, 2••を

付し，説明文を別紙に添える．

10. 図と写真は原図またはキャビネ大の光沢写真版と

し，裏面に Fig.1, 2••• および上下を鉛筆書き

し， A4版の台紙に一枚ずつ軽く糊付けする．台

紙の下部に Fig．（一連番号）を付す．

11. 表は表の上部に Table（一連番号）と説明を記入

すること表には縦罫を使用せず，また各語句の

始めは原則として大文字とする．脚注を要すると

きは表示の語句の右肩に a,b, c…を付記し，表

の下欄外にそれぞれの説明を記す．

12. 本文中の文献引用は著者名および年号をもってす

る．

13. 引用文献は筆頭著者名のアルファベット順に配列

し，雑誌の省略名は ChemicalAbstractsの記

載方法に従う．記載順序は著者氏名，年号，題

名，雑誌名，巻，頁（単行本の場合は著者氏名，

年号， 題名， 編者名， 書名， 発行所， 発行地，

頁）の順とする．文献の記載方法は下記の例に従

う．

Ames, B. N., J. Mccann and E. Yamasaki 
(1975) Methods for detecting carcino-
gens and mutagens with the Salmonella/ 
mammalian-microsome mutagenicity 
test, Mutat. Res., 31, 347-364. 
Ashby, J., F. J. de Serres, M. Draper, M. 
Ishidate Jr., B. H. Margolin, B. Matter 
and M. D. Shelby (1985) Overview and 
conclusion of the IPCS collaborative 
study on in vitro assay systems, In: J. 
Ashby, F. J. de Serres et al. (Eds.), 
Evaluation of Short-Term Tests for 
Carcinogens, Elsevier, Amsterdam, pp. 

117-174. 
藤川和男，梁 治子，近藤宗平(1984)ハエの
翅毛スボットテストー近ごろ注目されてい

る短期試験法， 環境変異原研究， 6, 107-
113. 

佐々木正夫 (1983)環境変異原と染色体異常，
染色体異常（外村 晶編），朝倉書店，pp.

107-113. 



日本環境変異原学会入会申込書
A 子 A 子 部 学部学校名 卒業年次 年

- - - •• l-

平成 年月日
歴 大学院 課程学校名 修 了年 次 年

• - ··~ 疇ー ------------ - - -

日本環境変異原学会長 殿
A 子 位 取得年 年

・ー ・

貴学会に入会いたしたく評議員の推薦を添えて申し込みます。 研究領域 （下記にあてはまる項の 2, 3を0で囲んでください）

1.変異原 2.検出系 3．毒 性 4. 発生異常 5.汚 染

フ リ ガ ナ
6.疫 巫子 7.遺 伝 8.力‘ヽ ん 9.微生物 10. 高等動物

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

ローマ字つづり

生年月日，性別 年 月 日 I 男 女

16.代 謝 17.分子機構 18.その他（ ） 

—*··· → 

研 究 歴 （現在行っている研究の動向や興味の点について数行記入のこと）

（和）

所属 機関

部局

（英）
職名

←・― ー • ---.-----------←一

〒 電話 内線
加入学会名 （本学会以外の）

（和）

所属 機 関

所在地
I （英）

推薦者 （日本環境変異原学会評議員）

電話 氏名（署名） R 

入会申込者との関係（数行ご記入ください）

会誌送付先 ① 所属機関 ② 自 宅

入会申込書の送付先：〒158東京都世田谷区上用賀 1-18-1

国立衛生試験所 変異遺伝部 祖父尼俊雄



1: 
（和）

新

所属機関

部局
（英）

商名

〒 電話

新 （和）

所属機関

所在地
（英）

〒 電話

新
（和）

自 宅

住 所
（英）

会誌送付先 ① 所属機関

~ 

）所ガ：I R 

内線（ ) FAX 

内線（ ) FAX 

②自 宅

賛助会員名簿（五十音順）

下記の皆様に日本環境変異原学会の賛助会員 となって頂き，

学会活動にご協力頂いております。

家田貿易株式会社

エスビー食品株式会社 中央研究所

大塚製薬株式会社 PMS部

株式会社化合物安全性研究所

株式会社新日化環境エンジニアリング

株式会社ツムラ ッムラ中央研究所

株式会社東京エム・アイ商会

株式会社ナード研究所

株式会社ノエビア 滋賀中央研究所

キャノン株式会社 化学安全部

三光純薬株式会社

サンド薬品株式会社テクノパーク大穂 筑波総合研究所

シオノギ製薬株式会社

システムサイエンス株式会社

正晃株式会社

大正製薬株式会社 総合研究所安全性研究部

大鵬薬品工業株式会社 製薬センター安全性研究所

田辺製薬株式会社 研究開発企画センター

帝国臓器製薬株式会社研究企画部

帝人株式会社 生物医学総合研究所

東洋測器株式会社

内藤環境管理株式会社

日新製粉株式会社 ヘルスケア新事業室

日本化学物質安全 ・情報センター

日本コカ・コーラ株式会社 学術調査部

日本たばこ産業株式会社 安全性研究所

日本たばこ産業株式会社 生命科学研究所

日本チバガイギー株式会社 研究開発統括

日本バイオア ッセイ研究センター

ハウス食品株式会社 ソマテ ックセンター

藤沢薬品工業株式会社 安全性研究所

フナコシ株式会社研究開発部

三菱化成安全科学研究所 鹿島研究所

明治製菓株式会社 薬品総合研究所



変異原性試験用凍結S-9 _
 (--'I=V，隕際9家田貿易のS-8は7週令のSDラットの雄に誘導剤としてフェノバルビタール及び5、6ーベンゾフラボン

を腹腔内投与した肝臓から調整したものを標準としていますが、その他の動物種及び誘導剤についても御

相談に応じております。、-S-8は活性の高い酵素系よりなっておりますので、一BO℃で保存して下さい。まれに解凍後分離すること
がありますが活性には異常がありませんので、よく攪拌して御使用下さい。

●包装単位： l.5m£ X 12本詰 ●特注品、S-9に関して詰容量は4.5m£までお受けいたします3

●活性テータ

ロット毎に下記の生化学的活性データを添付致します。

分 画 測定 データ

タンパワ質含量

S-9 
チトワロームP-450含量
DMN脱メチル酵素活性

(9,00Qxg分画）
アニリン水酸化酵素活性
ベンゾ〔a〕ピレン水酸化酵素活性

ミワロソーム タンパク質含量
(105,00Qxg分画） チトワロムP-450含量

※Salmonella typh1munum 

Iエームス試麟用凍結S-SMIXl 

“ 

〇

ロット毎に下記の変異原活性テータ（突然変異株数）を添付致します。

薬 物 菌 株＊

ベンソ〔a〕ピレ ン TA-100、TA-98、TA-1537

2ーアミノアントラセン TA-100、TA-98、TA-1537

9、10ージメチ）レアントラセン TA-100、TA-98、TA-1537

自然発生突然変異株数 TA-100、TA-98、TA-1537

①エームス試験がより手軽になりました。

⑮S-8にコファクターミックスを加え無菌的に調整しました。
⑬解凍後、直ちにエームス試験にこ使用いただけます。

④S-8がlmllとコファクターミックスが9mll入っており、20プレート分の試験が可
能です。

●包装単位： 1Om£ X 8本、 Sm£ X 4本

染色体異常試麟用凍結S-SMIXl
①染色体異常試験がより簡単になりました。

⑮S-9にコファクターミックスを加え無菌的に調整しました。

⑲解凍後、直ちに染色体異常試験にこ使用いただけます。

④S-9がl.05mQとコファクターミックスが2.45mQ入っており、 7プレート分の試験が
可能です。

●包装単位： 3.5m£ X 3本

Salmonella typhimuriumTA-100, 

Benzoほ〕pyrene5μg/plate 

-S-9 Mix 

カタログNo 品 名 包装 価格

S-9 変異原性試験用凍結S-9 1 Sm£ X 12本 ¥32,400 

S-9 MIX エームス試験用凍結S-9MIX ,Om£ X 8本 ¥43,200 

S-9 MIX-5 エームス試験用凍結S-9MIX 5m£ X 4本 ¥14,000 

5-9 MIXTS 染色体異常試験用凍結S-9MIX 3 Sm£ X 3本 ¥12,000 
+S-9 Mix 

。三皿家田繭男株式会社
東京 ：〒113束京都文京区本郷3-14-16EKピル

TEL. 03 (3816) 2861 FAX. 03 (3814) 534 7 

大阪 ：〒564大阪府吹田市南金田 1-14-5

TEL. 06 (338) 1518 FAX. 06 (338) 5626 

デステストシステム CA-II•CA-7II•PCL正

(-) 

〈微生物を用いる変異原性試験〉

云己雰盆羹賃孟雪霊副

豊塾隻塁．．空名称： TEST • T A1 535 
・・ ・--240 

ir-•1面活石「―――|.---·ーロ・・戸戸~ ::: ~ //'—＇←―-一゜ぶ：；vrA
i化系の 被験物質濃度 ――•一戸百換百· -—· -210 一'p// +TA1537 

1有 無 にクg/1・レート）□Ai石―・言五――•マ•O云r-•A .--― 180 ---~•---一--•--―-----
. ^....... •- -・・・・ •-...... 

:S91、～ーロロ／
医辻．．．．．．一—....ー・
: 53) i ·—+.......--.. 

| •一 l= 」g21二＿．．···- 0 781  563  

I CA-7All 翌．＿L＿ I亙こ」塁 36!l
←--_...... 

I s ; : : x f -一_3旦 ．・」-立'i ・誓．（1 □． ー・・ニ！；．』［： ェl·— 

：二 、 塁巴fょトー＿竺｀讐ーまて□J

最高級で豊富な機能を備

接触したコロニーの自動分
スパイラル法コロニー計測

．． ， ＇ マ ・●●●●●●●—

（備考）数値の右の＊印は、菌の生育阻害が認められたものCす。

数値の右の＃印は、菌の沈澱が認められたものです。

Fig. 1 Test Substance:TEST No.001 

(Colonies/Plate) Do  s e - r e s p o n s e c u r v e (S 9 -) 
300 

2 70 

■不透明な培地、色のついた培地上のコロニー計測
■粉・異物・トナー・インク・カーボン等混在コロニー計測
■自由に倍率を変えての拡大計測
■計測データの自動補正
■豊富なソフトウエア
■背景データの検索プログラム
■生育阻害編集機 能
■―太郎、ロータス1-2-3対応
※依託試料の測定を行ってあります。あ気軽にご相談下さい。

製造発売元

匪囲システムサイエンス株式会社

oTA100 

1250 2500 5000(μ g/Plate) 

．． ・
 

・
4
 

9
9
9
9
9
 

I
I
 

I
I
 

顕微鏡システム
CA-7Milグレイン計測システム

CA-7Mil 

本社・工場／〒 197東京都福生市福生 1253- 16

T E L O 4 2 5 (52) 5 9 5 6（代表）
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・住友金属
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メタフェーズファインティング、オート

カリオタイピング、データ管理のフルシ

ステム。高速・高度・高画質の一歩進んだ

染色体画像解析を簡単操作で行なえます。

●一度に6枚までのプレパラ＿卜を処理する

高速メタフェーズファインデイング。

●良好なメタフェーズを容易に的確に選べる

E5分割評価画面。
●日本語対話方式とマウス操作で簡単迅速な

カリオタイピング。

●データ登録・検索ができる高度テータ管理。

画像データは、光デイスクに保存。

●100万画素対応カメラと高精度プリンタに

よる高画質鮮明画像。

ミ：K森ヤス6VISION
カリオビジョン

〈プリントアウト例〉

" ... 
疇ヽ ゞ刃—
塁噸ごー、一パノ

—\(········17··········1·( - l(·••···,t 

i¥ ¥H(}," “̂Ti 

住友金属工業株式会社
パイオ・メデイカル事業部メデイカル部

〒100東京都千代田区大手町1丁目1番3号大手センターピル
電話(03)3282-6050（直通）ファクシミリ(03)3282-6764

図帝国臓器製薬

【効能・効果】

胃潰瘍、十二指腸潰瘍、吻合部潰瘍、

Zollinger-Ellison症候群、逆流性食道炎、麻酔前投薬、
下記疾息の胃粘膜病変（ぴらん、出血、発赤、浮腫）
の改蕃

急性胃炎、慢性胃炎の急性増悪期
【使用上の注意】

1．一般的注意
治療にあたっては経過を十分に観察し、症状に応じ
治療上必要最小限の使用にとどめ、本剤で効果がみ
られない場合には他の療法に切りかえること。なお、
肝機能、腎機能、血液像等に注意すること。

2．次の息者には慎重に投与すること
①薬物過敏症の既往歴のある患者②肝障害のある患
者③腎障害のある患者（血中濃度が持続するので、

投与量を減ずるか投与間隔をあけて使用すること。）
3．副作用
①過敏症＝ときに発疹、瘍痒感等があらわれること

があるので、このような場合には投与を中止するこ
と。②血液＝ときに白血球減少があらわれることが

あるので、異常が認められた場合には投与を中止す
ること。ときに好酸球増多があらわれることがある。

③消化器＝ときに便秘、下痢、悪心、腹部膨満感等

があらわれることがある。④肝臓＝ときにGOT、
GPTの上昇等の肝機能異常があらわれることがあ
る。⑤精神神経系＝ときに眠気、まれに不眠、頭痛
等があ らわれることがある。 なお、他の比受容体拮

抗剤で痙攣があらわれたとの報告がある。⑥その他
＝まれに倦怠感、血圧上昇があらわれることがある。
4．高齢者への投与
一般に高齢者では生理機能が低下しているので慎重
に投与すること。

5．妊婦、授乳婦への投与
妊娠中の投与に関する安全性は確立していないので、

妊娠又は妊娠している可能性のある婦人には治療上
の有益性が危険性を上まわると判断される場合にの
み投与すること。動物実験で乳汁中への移行がみら

れるので、投薬中は授乳させないよう注意すること。
6．小児への投与
小児に対する安全性は確立していない。
7．その他
本剤の投与が胃癌による症状を隠蔽することがある

ので、悪性でないことを確認のうえ投与すること。

●用法・用量については添付文書をご参照ください。

潰瘍苫‘自窃貴うセル・胃炎Ei苗寄雹t
H2-受揺拮抗剤

指jJJI,ヨ：＇カ ロプセル75
■資料請求先＝〒107東京都港区赤坂2-5-1帝国臓器製薬株式会社・医薬学術部



バイオラボラトリー(lJn鋤化をH指す貞洋瀾醤

—コンバクトサイズ，グッドテザイン＆ローブライスー一—
シャーレ上のコロニーをアッと言う間にカウントします。

コロニー計数表示•… •• O~999999

最小測定コロニー径 •• 0 . 01mm（オプションレンズ使用 ）
寸法 (mm) ・・ ・ ・・・ ・・・・・・ ・ •• 本 体： 420(W)X 630(D) X 395(H) 

モニター： 268(W)X 350(D) X 200(H) 

●高感度、超高速コロニーカウ

ント

●場所を取らず外光の影響の

ないニューデザイン

●マッキントッシュ、 NEC9801用

の豊富なコンピューターソフト

ウェア

●高性能で低価格

定価： 3,900,000円

ーマイクロフレート用ELISA測定器＋ウォッシャ――-
●測定時間、たったの 5秒の超高速測定

●測定波長：400~700nm
●充実したコンピュータープログラム

●簡単操作で低価格

●場所をとらないA4サイズに高精度を結集

●エームス試験

●食品の細菌検査

●抗菌剤試験

●細菌の発育試験

●各種バクテリアコロニー数の

計測

●がん等の細胞コロニー数の計

測

●MIC（叢小発育阻止濃度）測定

●阻止円測定

一(ETY-3WSブレートウォッシャー）
 96マイクロプレート用小型自動洗浄器、

ELISA測定が更に便利に．”

一窒え、、東洋測器株式会社
〒228神奈川県座間市ひばりケ丘5-5436-12
TEL. (0462)55-1356（代表） FAX. (0462) 55-7973 

| DNA受託合成
20merカラム精製品→16,000円

（納期：約5日間）

三

［計算例］ 20merの合成DNAをカラム精製品として注文した場合

3,000円＋（20merX500円）＋3,000円＝16,000円
（基本料金） （合成料金） （精製料金）

HPLC精製料金（脱塩済）

～特注品～

10,000円／本

Sオリゴ（アンチセンス） 1mg 10mg 

ピオチン．イノシンテオキシウラシル． DIG.蛍光プライマー

〈シーケンス例〉

［コモンプライマー I 重

(DNA 12mer set) 
遺伝子の研究用としてコモンプライマーは、動植物及び微生物に存在する遺伝子（アミノ酸）

配列に基づいてデザイン（アルファー法）しています。

プライマーの長さは、酵素反応用として再現性を高めるために、 12merと致しました。

コモンプライマーは、ジェノミックタイピング法にもご利用できます。

コモンプライマーセット(0.50D,10種類）

A09 

価格17,000円

| CMN-A40 | 

A40 gCg gAg gM CCA 

A41 Tgg TAC ggT ATA 

A42 gAg CAg gM TAT 

A43 ACT CIT CTA C紐

i : : : i ： 

A49 TAC TAC TgT ggA 

| CMN-A20 | 

A20 1Tg CCg ggA CCA 

A21 gTg ACC gAT CCA 

A22 TCC AAg CTA CCA 

A23 AAg Tgg Tgg TAT 

: l ] : : 
A29 ATC TIC AAA gAT 

|CMN-A00 | 

AOO ATC AgC gCA CCA 

AOl AgC AgC gCC TCA 

A02 gCC AgC TgT ACg 

A03 TgC ere gCA CCA 

AgA ATI ggA CgA 

※詳しい資料をご希望の方はお問い合わせ下さい。

BEX 株式会社ベックス
〒173東京都板橋区板橋 2-61-14-301
TEL 03-5375-1071（代表） FAX 03-5375-5636 
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Dyna 
（ダイナビー

for MOleCular Biology 
警

机で使えるダゲビーズ．グ
迅速・簡便・綺麗な結果

•DYNABEAOS M-280 Streptavidin 
•DYNABEAOS テンプレート作製キット

•DYNABEAOS テンプレート作製スターターキット

•DYNABEADS Oligo(dT)25 
• OYNABEAOS mRNA精製キット
•DYNABEAOS lac Z Vector精製キット
•口IANA

Direct Solid phase Sequencing 
増幅したプラスミドあるいはゲノムDNAをDynabeadsに固定したまま、遠心操作なしで簡便に

Sequencingを行います。テンプレートの純度が高く、バックグラウンドの低い読みやすいData

が得られます。

DNA結合蛋白質の精製
Dyna beadsにビオチン化口NAf「agmentを結合したところにDNA結合蛋白質を結合させ磁

石で回収します。遠心操作、カラムを利用せす、簡便に高純度の蛋白質を回収できます。回収溶媒量の

調製が容易です。

mRNAの精嬰固定化c□NAの合成
POIY (A)+ RNAをTotalRNAあるいは細胞や組織から、酉接、短時間で調製できます。さらに

ビーズにmRNAが結合した状態でビーズ上でc□NAを合成します。合成された固定化c□NAは保
存、再使用可能です。

■参考資料をさしあげます。
●Molecular Biology Handbook 

●Dynabeads LETTERS MB-1 DNA affinity precipitation Assay 

(DNA-Tax蛋白複合体精製法）

MB-2 P53のDirectSequencing 
●その他

株式会社

日本総代理店 ：Vべ＇垣コ
〒105東京都港区愛宕1-1-9チャンピオンピル
TEL.(03)3435-1558（代表）／FAX.(03)3435-1526

輸入元 ：日本ダイナル株式会社

製造元 ：ODYNALA.S 
OSLO, NORWAY 

複写される方に
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OLYMPus・ 蛍
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を
実
現
。

BX50-FLA + PM30 

落射蛍光顕微鏡

□仄BX50 丸

UV透過率を飛躍的に向上させ、高い解像度と鮮明な

コントラストの蛍光観察を実現。独自のUIS光学系によ

り、フラットネスのよい蛍光像を提供。さらに通常の自動

露出モードに加え、蛍光専用のオートモードを搭載した

写真攪影装置PM30/20との連動を図り、新開発の露

出演算アルゴリズムにより、蛍光写真が自動露出で撮

影可能になり、すぐれた蛍光観察システムを構築しました。

KSオリンパス株式会社
〒101 東京都千代田区鍛冶町1-8-3神田91ピル3F TEL.03-3252-2301（イt)FAX.03-3256-8959 
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