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非喫煙者の尿中変異原性の経時変動

A time-course study on the urinary mutagenicity of non-smokers 

遠藤治1，大久保忠利＼西村義隆2，田辺潔3,

後藤純雄＼石井忠浩，溝口次夫1

Endo, 0.1, T. Ohkubo1, Y. Nishimura2, K. Tanabe3, S. Goto1, 
T. Ishii2 and T. Mizoguchi1 

1国立公衆衛生院 108東京都港区白金台 4-6-1,2東京理科大学 162
東京都新宿区神楽坂 1-3,3国立環境研究所 305茨城県つくば市

小野川 16-2

1National Institute of Public Health, 4-6-1, Shirokanedai, Minato-ku, Tokyo, 108, Japan, 
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3National Institute for Environmental Studies, 16-2, Onogawa, 

Tsukuba, Ibaraki 305, Japan 

（受付： 1994年 3月 17日；受理： 1994年 5月 12日）

Summary 
A time-course study on the mutagenicity of urine sample from non-smoking volunteers 
(3 males and 2 females) has been carried out under the conditions of daily life and/or of 
some diet control. Blue rayon extracts of urine sample were assayed with pre-incubation 
method using Salmonella strain YO 1024 in the presence and absence of a metabolic 
activation system (S9 mix). 
In the absence of S9 mix, the mutagenic activity increased after taking some fish 
meals such like tuna (both raw and roasted) for male volunteers in diet control. Also 
many urine samples from a female volunteer showed very potent mutagenic activity in 
daily life. In the presence of S9 mix, mutagenic activity increased after taking some 
cooked meals like fried ground beef, roast pork, roast tuna. It was suggested that there 
were many kind of mutagens, not only promutagens but also direct-acting mutagens in 
human urine. 

Keywords: non-smoker's urine; mutagenicity; time-course study; daily life; diet control 

緒言 rska et al., 1989),制がん剤投与 (Rossneret al., 

尿中への変異原性代謝物などの排出を指標とし

て，発がん関連物質への曝露を評価する手法は，

曝露経路などを定量的かつ詳細に把握することは

できないが，未知物質を含めた発がん関連物質へ

の総合的な曝露を評価できるため，ハイリスクグ

ループの検出に適している可能性が高く，また，

データの蓄積に伴ってリスク要因等の解析も可能

であると考えられる．

従来，石油プラン トなどでの職業性曝露（Sadu-

c日本環境変異原学会

1988),喫煙 (Yamasakiet al., 1977; Aeschbacher 

and Chappuis, 1981; Conner et al., 1983; 

Kobayashi and Hayatsu, 1984; Einisto et al., 

1990) などによる尿の変異原性の上昇が調べられ

ている． しかし，試験法の感度などの問題もあっ

て，食事な どのより日常的な因子については，関

係を示唆する報告はあるものの，詳細には調べら

れていなかった．

我々は，尿中への変異原性物質などの排出を指

177 



標として，生活環境における種々の発がん関連物

質への曝露実態を解析し，がん対策の基礎的資料

とすることを目的として種々検討を行っている．

現在までに，尿試料の変異原性試験方法の高感度

化及び最適化の検討を行い，プルーレーヨン抽出

S9mix による代謝活性化 →YG1024菌株に

よる Ames試験の方法により ，喫煙者ばかりでな

く非喫煙者についても，簡便かつ高感度，定量的

に尿の経時変動をモニターできることを明らかに

してきた．今回は，上記方法を用いて日常生活下

および食事制限下における非喫煙者の尿の変異原

性の経時変動とその曝露因子について検討したの

で報告する．

実験材料および方法

1. 試薬

プルーレーヨ ン：フナコ、ン製のものを用いた．

抽出溶媒：残留農薬試験用メタノール，精密分

析用 25%ア、ノモニア水は，和光純薬工業製のも

のを用いた．

変異原性試験用溶媒：蛍光分析用ジメチルスル

ホキ、ンド (DMSO)は， 同仁化学研究所製のもの

（ルミナゾール）を用I.,ヽた．

変異原性試験用試薬類：寒天は北辰化学から購

入した． S9mix 調製用 Cofactor-Iはオリニ‘ノ

タル酵母工業製のものを用いた．S9は，常法

(Ames et al., 1975)にしたがって， PCB(KC 

500)で酵素誘導した Sprague-Dawley系雄ラ ッ

卜肝から自製した．

2. 尿の採販

健康な非喫煙者 5名（男性 3名，女性 2名）

を被験者として，以下に述べる 3つの条件下でそ

れぞれ尿を採取した．

実験I: 

日常生活下での尿の変異原性を調べるため，非

喫煙者 4名（男女 2名ずつ）に約 48時間にわ

たって食事等に一切制限を設けず過ごしてもらい

尿を採取した．

実験II:

食事の影響を調べるため，男性2名（実験 Iと

同一人物） に試料採取開始 24時間前から食事制

限を行った上で， 3日間昼食時間に指定した定食
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を摂取してもらい尿を採取した．以下に食事制限

および指定した定食の内容を記す．

食事制限：期間中摂取した食品は下記の通りで

ある．

生野菜，果実類（リンゴ，ブドゥ，モモ，バナ

ナ， トマト， グレープフルーツ）， 豆腐， プロセ

スチーズ， 食パン（ト ーストしない），白飯， 味

噌汁， ョーグルト（プレーンのみ），牛乳，紅茶，

緑茶， ゥーロソ茶，オレンジジュース．

指定食（国立公衆衛生院内の食堂で調理） ：

1日目 野菜炒め定食：野菜 （キャベッ，玉葱，

人参，ニラ，モヤヽン，椎茸，エノキ）を食塩とコ

ショウで炒める．出来上がり重量210g.白飯 230g

味噌汁 （具：大根， 葱，ワカメ） lOOc.c..

2日目 焼魚 （さんま）定食：さんま 150g（可

食部 100g) に食塩をふり，上下 15分焼く ． 白

飯 200g.味噌汁 （具：卵， カイワレ， ニラ， モ

ヤシ）100c.c.. 

3日目 焼肉定食：豚上ロース 150g（焼上がり

80 g), 玉葱 10g,ニソニク 5gをタレ （食塩，

コショウ， 醤油， 砂糖）で上下 7分網焼， 白飯

260 g, スープ（具：卵， ニラ，モヤヽン） lOOc.c..

実験III

実験IIと異なる食事制限の影響を調べるため，

男性 2名 （うち 1名は実験 I,IIに続いて 3回

目）に試料採取開始 24時間前から食事制限を行

った上で，3日間昼食時間に指定した単一食品を

摂取してもらい尿を採取した．以下に食事制限お

よび指定した単一食品の内容を記す．

食事制限：

白飯，味噌汁を除いて実験IIと同じ．

指定食（研究室内で調理）

1日目 まぐろ （築地市場で購入）刺身 320gを

解凍後，食塩のみで食す．

2日目 まぐろ （同上）塩焼 320g（焼上がり 260

g). 食塩をふりフライパソで上下 15分．

3日目 ハ‘ノバーグ 320g（焼上がり 280g). 国

産牛上挽き肉 1000gに対して食塩 5gを加えて

ハソバーグ様にしたものをフライバ ンで上下12分

焼いた （ウ ェルダン）．

尿は 1回毎にポリエチレソ容器 （500~1000ml 

容）に全量採取し，実験に供するまでできるだけ

低混（4°C~-20°c)で遮光して保存した．なお，

すべての試料について，採取開始前日からの食

事，その他の生活行動をできるかぎり記録した．

3. 尿試料の調製

試料は， 室混に戻したのち， ブルーレーヨン抽

出 (Hayatsu,1990)を行った．尿量にかかわら

ず，ブルーレーヨン量は0.4gX2回とした．抽出

溶媒にはメタノールーアンモニア水 (100:1, v/v) 

を用いた．抽出物は，窒素ガスを吹き付けて溶媒

を留去した後密栓し，変異原性試験に供するまで

-80°Cのフリーザー内に保存した．

4. 変異原性試験

菌株はSalmonellatyphimurium YG 1024 (Wata-

nabe et al., 1989)を用い， S9mix (50 μl S9／プ

レート）添加・無添加の両条件下でプレインキュ

ベーショ ン法 (Yahagiet al., 1977) により変異

原性試験を行った．

試験当日，試料をフリ ーザーから取り出し，余

分な水分がつかないよう、ンリカゲルデ、ンケーター

内に放置して室温に戻した後， 所定量の DMSO

に溶解した．公比2で3段階の希釈列を作成し，

各濃度段階について 2枚のプレートを用いて変異

原性試験を行った．

1600 A-2, No.9 16001 

石m ゚1200 1200~ 

｀`` 

l ＇ 
800~ 800i 

400 

結果

Fig. 1に尿の変異原性試験によって得られた用

量ー反応関係の例を示す．Fig.1に示してある濃

度範囲ではプレートのバックグラウンドコ ロニー

を見る限り菌の生育阻害は殆ど認められなかった

ので，用量ー反応関係が認められ， 2枚のプレート

の復帰コロニー数の平均値が溶媒対照の 2倍以上

のものを変異原性陽性， 1.5倍以上2倍未満のも

のを疑陽性，1.5倍未満のものを陰性と判定し

た．試験に供した 126試料のうち，陽性および疑

陽性を示す試験結果について，用量ー反応関係が

直線的な部分から，最小自乗法により直線回帰式

を求め，その傾きから変異原活性を算出した．

Table 1にその結果を示す．変異原活性は 1回

の排出尿中の変異原性 (Revertants/sample)なら

びにこれを排尿間隔時間（分）で割った値 (Re-

vertants/min)で表した． なお， 陰性例はすべて

ゼロ revertantとした．

実験Iでは， 日常生活下における非喫煙者の尿

中変異原性の曝露実態を把握するために，非喫煙

者 4名 （男女 2名ずつ）の尿の変異原性を約 48

時間にわたって調べた．その結果 Table1 (Ex-

periment I) に示したように，食事等生活行動に

特に制限を設けない日常生活下でも，各被験者と

も尿の変異原性には経時変動が認められた．ま

た，非喫煙者間でも被験者により変異原性出現の

バターソ及びレベルに差が認められ，日常生活に

C, No.3 

゜
16001 E, No.20 

／ 1200 

d 800 

4しこ
8 ―’’ 。ロ

21 42 

゜
10 20 

゜
8.5 17 

Dose (ml Equivalent of Urine/plate) 

Fig. 1. Dose-responses of some urine samples. 
o: without S9 mix,●： with S9 mix. 

179 



Table 1. Mutagenicity of urine samples from non-smokers using Salmonella typhimurium 

YG 1024 (Experiment I) 

SubjectSampling 
No. Day 

Urine 
volume 
(ml) 

Table 1. continued (Experiment IIり

A-1 
male 
age 24 

B-1 
male 
age 33 

C 
female 
age 27 

D 
female 
age 23 

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

 

1

2

3

4

5

6

7

8

 

1

2

3

4

5

6

7

8

9

 

1st 

2nd 

3rd 

1st 

2nd 

3rd 

1st 

2nd 

3rd 

1st 

2nd 

Interval 
Time (min) 

3rd 

14:55 

17:50 

19:55 

21 :40 

0:25 
6:40 

11:05 
17:20 

22:15 
1:00 

10:00 

12:40 

16: 15 

19:00 

22:00 

7:00 

11 :20 
15:00 

18:10 
22:10 

0:10 

5:55 

9:00 
10:40 

6:50 

13:30 

21:55 

6:15 
12:25 

16:52 

1 :00 
8:35 

9:20 
13:25 

15:57 
0:55 

6:45 

9:12 
11 :55 

18: 17 

1:37 

260 

175 

125 

105 

165 
375 

265 

375 

295 
165 

540 

120 

215 

165 

180 

540 

260 
220 

190 
240 

120 

345 

185 
100 

600 

400 

505 

500 

370 

267 

488 

455 

535 

245 
152 

538 

350 

147 
163 

382 

440 

300 

190 

290 

140 

190 
400 

450 

380 

300 
230 
490 

250 

290 

160 

290 
460 

200 
310 

250 
320 

150 

440 

380 
75 

260 

110 
200 

310 

90 

195 

155 

330 

180 
140 
275 

295 

210 
315 

540 

130 

Revertan ts/ Revertan ts/ 
sample min a 

-S9 +S9 -S9 +S9 
mix mix mix mix 

0 0 0.0 0.0 

0 0 0.0 0.0 

0 0 0.0 0.0 

0 0 0.0 0.0 

0 0 0.0 0.0 

0 306 0.0 0.8 

0 0 0.0 0.0 

0 0 0.0 0.0 

0 548 0.0 1.9 
0 312 0.0 1.9 
0 346 0.0 0.6 

0

0

0

3

0

5

0

0

0

0

0

0

7

 

9

5

1

 

1

2

1

 

o
o
o
l
o
o
o
o
o
 

5

8

2

 

7

5

1

 

3

2

 

353 

508 

129 

681 
421 

゜352 876 
572 

600 

511 

310 

゜26800 1350 

17800 1070 

14600 1010 

19600 546 
16400 1100 

16400 695 
(lost sample) 
4600 388 

452 

゜455 421 
419 

゜275 305 
349 

0.0 

0.0 

0.0 

1.1 

0.0 

1.0 
0.0 

0.0 
0.0 

0.0 

0.0 

0.0 
1.2 

44.7 

44.4 
29.0 

39.2 

44.4 

61.3 

10.1 

7.0 

0.0 
0.0 

1.1 

0.0 

14.4 
0.0 

0.0 

0.0 

2.9 

2.4 

0.8 

3.8 
0.8 

0.0 

1.6 

4.6 
2.4 

5.0 

1.5 

1. 7 
0.0 

2.3 

2.7 
2.0 

1.1 

3.0 

2.6 

0.9 

0.8 

0.0 
3.0 

0.8 

1.2 

0.0 
1. 7 

0.8 

0.8 

Main diet (Ingestion time) 

Japanese hotchpotch (21 :45) 

toast, corned beef (10:45) 
Chinese noodle (12:45) 
roast beef (18:30) 

shao-mai (12:40) 

gra tin (20: 30) 

roast salmon (8: 30) 
fried ground beef (13 :00) 

roast beef (18: 30) 

toast (7: 30)/rice (12: 15) 
gratin (18:20) 

roast pork (7: 10) 
chicken nugget (12: 45) 
Chinese noodle (18: 15) 

fried fish (13: 30) 

vegetables (21 : 00) 

vegetables (7 :00) 

vegetables (13: 00) 
fried chicken (21: 30) 

Sampling Time Interval 
SubjectNo. Day (min) 

Urine 
volume 
(ml) 

Revertan ts/ Revertan ts/ 
sample min a 

-S9 +S9 -S9 +S9 
mix mix mix mix 

Main diet (Ingestion time) 

A-2 

B-2 

1

2

3

4

5

6

7

8

9

1

0

1

1

1

2

1

3

1

4

1

5

1

6

1

7

1

8

1

2

3

4

5

6

7

8

9

1

0

1

1

1

2

1

3

1

4

1

5

1

6

1

7

1

8
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fried vege tabled (13: 30) 

grilled sauryd (13 :40) 

roast porkd (11 :30) 

fried vegetable ct (13: 30) 

grilled sauryct (13 :40) 

roast pork d (11 : 30) 

... Revertants/sample 
a. Revertants/min= 

Interval (min) 

b Control diet for Exp. II: fresh vegetables, fresh fruits (apple, grape, peach, banana, tomato, 
grapefruit), tofu (bean curd), process cheese, bread, boiled rice, miso soup, yogurt (plane), milk, 
tea, green tea, oolong tea, orange juice 
c Control diet for Exp. III: same as above except for boiled rice and miso soup 

d These main diets were taken with boiled rice and soup 
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Table 1. continued (Experiment Ille) 

Subject霊嗜も Time嗜岱 v詈予e
Revertants/ Revertants/ 
sample min .. 

-S9 +S9 -S9 +S9 
mix mix mix mix 

Main diet (Ingestion time) 

A-3 1 1st 8:50 
2 12: 30 

3 15:45 

4 19:00 

5 21 :45 

6 23: 15 

7 2nd 0:35 

8 9:35 

9 13 :25 

10 16:50 

11 19:45 

460 
220 

195 

195 

165 

90 

80 

540 

230 

205 

175 

18090110430225195185175120525240 

4
5
1
5
0
5
1
5
0
0
1
5
2
0
1
5
1
5
0
0
0
0
 

2
2
0
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9
1
3
1
6
1
9
2
2
0
9
1
3
 

d

h

 

r

t
 

3

4

 

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

E 
male 
age 22 

3
0
3
0
4
5
4
0
1
5
4
5
4
5
4
0
0
0
0
0
4
5
0
0
1
5
0
5
3
0
0
0
0
5
4
5
0
0
0
5
1
5
0
0
3
0
0
0
3
0
0
0
 

4
6
1
0
1
2
1
5
1
7
2
1
2
6
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1
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6
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0
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5
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1
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1
8
2
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2
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1
1
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80 

190 
160 
280 

490 
220 

100 
180 

180 
190 

150 

350 

110 
120 
210 

200 

170 
250 

110 

340 

190 
180 

100 

0 450 
0 0 

0 0 
0 0 

3090 0 

1160 315 

972 0 

997 0 

782 0 

711 778 

2630 924 

4320 512 
634 0 

0 0 

0 0 

0 0 
0 0 

2310 994 

0 314 

1750 510 

4940 787 
2960 1040 

0 355 
3410 854 

0 573 

630 O 

1910 0 
3920 0 
0 0 

0 3280 

0 4280 
0 5600 
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sliced raw tuna (13 : 00) 

roast tuna (13:30) 

fried ground beef (13 :00) 

sliced raw tuna (13 :00) 

roast tuna (13 : 30) 

fried ground beef (13 :00) 

おける喫煙以外の曝露因子の検討にも有効である

ことが確認された．

男性と女性を比較すると，女性被験者にS9mix

無添加条件下でかなり高い変異原性が認められ

た． Cは実験期間中コ‘ノスタントに高い変異原性

が認められたが，食事内容等に特定の曝露因子と

思われるようなものはなく，当該尿試料中には S9

mix添加で変異原性が低下するよ うな物質が含ま

れていることが判った． Dは，受動喫煙が記録さ

れていたが，受動喫煙本数と変異原性との間に明

瞭な関係は認められず，食事内容にも特定の曝露

因子と思われるようなものは見当たらなかった．

両者とも月経期間中ではなかったが， これらの結

果には複雑な生理的要因などが関与していること

が考えられる．

一方， S9mix添加条件下では食事（内容）との

関係が強く示唆された．食事内容と変異原性の関

係をみると，焼いた肉，ハンバーグなど加熱調理

した高蛋白，高脂肪食品の食後に変異原性の上昇

が認められたが，野菜類を多く食べた後にはあま

り強い変異原性は認められなかった．焼いた豚肉

やベーコソ (Bakeret al., 1982),焼いた牛挽肉

(Hayatsu et al., 1985)をそれぞれ摂取した直後

に尿中の変異原性が上昇することが報告されてい

る．これらの事実を考え合せると，食事内容によ

って尿の変異原性は変化すること，特に加熱調理

した高蛋白，高脂肪食品の影響は S9mix添加条

Table 2. Daily personal exposure to mutagens 
in non-smoker's urine 

Sample Day (No.) Interval 
Subject (min) 

Revertan ts/24 Hrs. 

-S9 mix +S9 mix 

Exp. I 
A-1 1 (1-7) 1470 0 300 

2 (8-11) 13 7 5 0 1260 

B-1 1 (1-6) 1480 440 2040 

2 (7-13) 1400 120 3300 

C 1 (1-3) 1505 56700 3290 

2 (4-8) 1592 51500 2470 

D 1 (1-4) 1470 4240 1300 

2 (5-9) 1482 2060 1310 

件下での変異原性によく反映されることが示唆さ

れた．

Table 2は日常生活における尿中変異原曝露量

を 24時間 (1440分）あたりの復帰変異コロニー

数として算出したものである．Table2から，

S9mix添加条件下では比較的個人差が少なく，

被験者 4人 (8日分）の平均値は 1910コロニー／

日であった． これに対して， S9mix無添加条件

下では Table1からも明らかなように個人差が大

きく，特に女性では被験者によって差はあるもの

の，両被験者とも連日 S9mix無添加条件下の方

が添加条件下よりも高い値を示し，食事以外に無

視できない曝露因子が存在することが強く示唆さ

れた．

mean 
s.d. 

14400 
24600 

1910 

1060 
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考察

近年わが国では胃がん，子宮がんによる死亡率

が減少した反面，肺がん，乳がん，大腸がんが増

加してきている．この原因として， 日本人の食生

活の変化， 日常のライフスタイルの多様化などが

あげられている．がんの一次予防の観点から，い

くつかのヒトがんの危険因子について，それらの

寄与率の推計が試みられており，食物 (35%) と

喫煙 (30%) の寄与率が大きいことなどが報告さ

れている (Dolland Peto, 1982). 

結果のところで述べたように， 日常の食生活の

中でも加熱調理した高蛋白・高脂肪食品などの食

後に尿の変異原性が上昇することが認められた

が，実験Iでは食事内容も含めて生活行動に特に

制限を設けなかったので，特定の食事が尿の変異

原性に及ぽす影響を明らかにすることは困難であ

ることが判った．

そこで，男性2名（実験Iと同一人物）に試料

採取開始 24時間前から食事制限を行った上で，

3日間昼食時間に指定した定食を摂取してもら

い，その影響を調べた（実験II). 定食は， 加熱

調理したものを主菜とし，代表的なものとして，

野菜妙め（肉なし），焼魚（さんま），焼肉（豚ロ

ース）を選び，これに若千の付けあわせと白飯，

汁物を組合わせた．なお，被験者間での差の有無

を確認するため，実験は 2名同時に行った．

Table 1 (Experiment II)から， 制限後若干の
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変異原性が認められる場合 (A-2) もあるが，全

体として食事制限を行うことによって尿中変異原

性のレベルを低く抑えられることが判った．食後

の変異原性出現のパターンやレベルは， 2人の被

験者でよく似た傾向を示した．すなわち，野菜炒

め定食の食後にはあまり大きな変化は認められな

かったが，焼魚定食や焼肉定食の食後には，食前

に較べて変異原性が上昇することが判った．焼魚

定食や焼肉定食の場合，両定食とも食後 3時間ほ

ど経過した直後の尿で既に変異原性の上昇が認め

られ，約6時間後にピークが現れた． レベル的に

は両被験者とも日常（食）生活下でインパクトが

強いと思われる食事（焼肉など）を摂取したとき

と同じか若干高めの変異原性を示した．以後次第

に減少していき， 16~20時間後にはほぼ指定し

た定食を摂取する直前のレベルに戻った．

村岡らは百種類以上の食品の変異原性を調べ，

陽性を示した食品の多くが主に動物性蛋白質を主

材料としたもので，高温調理の行われたものであ

ること， 1つの料理のもつ変異原活性は同時に食

ベ合わせる添えの料理，調理時の材料の組み合わ

せによって抑制されることなどを報告している

（村岡ら， 1986). これらを考え合せると，加熱調

理した食品であっても，その素材，調理方法によ

って尿の変異原性に及ぼす影響は異なるものと考

えられた．特に定食の場合，複数の食品が組み合

わされているので，食品別の影響の大きさを明ら

かにすることは困難であると考えられた．

そこで， この影響の大きさを調べるためのモデ

ル実験として，さらに男性2名（うち 1名は実験

I, IIに続いて 3回目）に試料採取開始 24時間

前から食事制限を行った上で， 3日間昼食時間に

指定した単一食品を摂取してもらい，その影響を

調べた（実験III).

摂取する食品は， 日本人の食生活の中で重要な

動物性蛋白源と考えられるもので加熱調理の影響

も比較検討するために， まぐろの剌身，同塩焼，

ハンバーグを選んだ．食事制限の内容も実験IIょ

りさらに厳しく，白飯や味噌汁を制限した．実験

はやはり 2名同時に行った．

Table 1 (Experiment III)から，両被験者とも

食事制限を厳しくした効果があったためか，最初
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の指定食を摂取する直前の尿の変異原性はS9mix

添加の有無にかかわらず陰性となった． これに対

して，食後の変異原性はこれまでの実験 (I及び

II) と比較してかなり高い値を示した． Fig.2は

実験IIIの結果を，横軸に時間 (hour),縦軸に変異

原性（revertants/min.)をとって図示したもので

ある． Fig. 2から明らかなように， 被験者間で

若干の差はあるものの，変異原性出現のパターン

やそのレベルはよく似た傾向を示した．

まぐろ剌身の場合， S9mix添加条件下ではあ

まり強い変異原性は認められなかったが，無添加

条件下では摂取後約9時間目の尿に高いピークが

現れた．被験者 A-3では徐々に変異原性が減少

していったが，被験者Eでは一旦変異原性が消失

してから再び 20時間目の尿に最大のピークが現

れた．

同じまぐろでも塩焼にした場合， S9mix添加

条件下では，食後 3~6時間目の尿に変異原性（ピ

ーク）が認められた．そのレベルは実験IIで焼魚

定食を摂取した直後のそれと同程度かやや高めで

あった． ピーク以後，変異原性は次第に減少して

いった．一方， S9mix無添加条件下では約6時

間後の尿に高いピークが現れ，両被験者ともに，

Eの刺身の場合と同じように一旦消失してから，

再び変異原性ヒ°ークが現れるという 2峰性のパタ

ーンを示した．これは，食後の吸収速度や生体内

での代謝速度が異なる直接作用型の変異原性物質

が複数存在することを示唆している．

ハンバーグを摂取した場合には，まぐろの場合

と対照的に， S9mix無添加条件下よりも添加条

件下で強い変異原性が認められ， 摂取直後 3~6

時間目にピークが現れ，以後次第に減少しながら

も変異原性が認められるパターンを示した．

このように，尿中に排出される食事由来の変異

原性物質は，従来考えられていた以上に多岐にわ

たっており， S9mix無添加条件下でも変異原性

を示すものが複数存在すること，これらのうち，

比較的早いものは食後 3時間以内に尿中に排泄さ

れはじめ，その大部分は 24時間以内にクリアラ

ンスされることが示唆された．

Table 3は食事制限下（実験II• III)における

尿中変異原の曝露量を 24時間 (1440分）あたり

Fig. 2. 

゜

0

0

0

 

0
 

6

4

2

 

(
U
!
E
r
>
e
u
-
A
-
-
>
l
l
o
e
o
l
u
e
6
$
n
N
 

A-3 

:・・: 
r • •:[...l l l 
: : r••• : : : 

; •o..i i i; l 
i : ; 
i -n i.........「「日

12 0 12 0 

t『awtuna t『oasttuna 

0

0

0

1

 

6

4

2

 

一u-
E
r
>
e
u
-
A
-
-
>
n
o
e
0
1
u
e
6
ei
n
w
 

E
 

゜゚
...... ―
 

．
 

ヽ

12 0 
t『awtuna 

：．．竺l]・
12 0 12 (hour) 

tf『ledground beef 

:..、
: : r: 
: : ・ : 
i i i i f"i i L H i i 
...」、....l肛」ー1| l̀ -
12 O 12 O 12(hou『)
t『oasttuna t fried ground beef 

の復帰変異コロニー数として算出したものであ

る． Table3から，定食による変異原性は， 1例

(A-2,焼魚定食）を除いて S9mix添加条件下で

のみ認められたが，その食品別の平均値は，野菜

炒め定食 1760, 焼魚定食 3300,焼肉定食 2830

コロニー／日であった． これらの値は被験者間で

の差も比較的少なく， 日常（食）生活下での 1日

当りの変異原性曝露量 (Table2) と比較しても

それほど大きな差はなかった．

一方，単品による変異原性は，定食のそれに較

べてかなり高い値を示し，魚と肉でそのパターン

が異なっていた．魚（まぐろ）は加熱の有無にか

かわらず S9mix 無添加条件下で高い値（刺身

9330,塩焼 10700コロニー／日）を示したが，添

加条件下ではその 1/5程度（刺身 1970, 塩焼

Time-course variation of mutagenic activity of urine samples in experiment III. 
-: with S9mix, ----: without S9mix. 

2390コロニー／日）で，定食のそれと大差ないも

のであった．これに対して，肉（ハンバーグ）は

S9mix添加条件下で高い値（平均 21200コロニ

ー／日）を示した．無添加条件下ではその 1/7程

度 (3080コロニー／日）であったが，それでも定

食を食べた場合よりもかなり高い値であった．

指定した食事を摂取する直前の尿の変異原性は

殆ど陰性を示しており，これらの値はおおよそ指

定した食品に由来するものと考えられた． そこ

で， Table3に示した食品別の平均値を摂取した

食品重量で除することによって，尿の変異原性に

及ぼす食品別の影響の大きさを推定した． Table

4はその影響の大きさを， 食品 （可食部） 100 g 

あたりの変異コロニー数として表したものであ

る．なお， （ ）内の数値は定食全体の重量（実験
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Table 3. Effect of diet on the daily personal exposure to mutagens in non-smoker's 

urme 

SSaumbjpelce t 
Interval 

Revertants/24 Hrs. 
Day (No.) (min) -S9 mix +S9 mix 

Exp. II 
A-2 1 (3-8) 1500 

゜
2860 

2 (9-14) 1310 810 3260 

3 (15-18) 1535 

゜
2260 

B-2 1 (4-9) 1450 

゜
650 

2 (10-13) 1310 

゜
3340 

3 (14-19) 1540 

゜
3390 

mean 1 (fried vegetable lunch) 

゜
1760 

2 (grilled saury lunch) 405 3300 

3 (roast pork lunch) 

゜
2830 

Exp. III 
A-3 1 (3-9) 1495 6750 300 

2 (10-16) 1415 11500 3010 

3 (17-22) 1440 2070 24500 

E 1 (5-11) 1445 11900 3630 

2 (12-18) 1440 9870 1780 

3 (19-26) 1335 4080 17800 

mean 1 (raw tuna) 9330 1970 

2 (roast tuna) 10700 2390 

3 (fried ground beef) 3080 21200 

Table 4. Effect of diet for the mutagenicity of urine 

Revertants/100 g of diet 
Diet 

-S9 mix +s9 mix 

[Exp. II] 

fried vegetable (lunch) 0 ( 0) 838 (326) 

grilled saury (lunch) 405 (101) 3300 (825) 

roast pork (lunch) 0 ( 0) 2980 (622) 

[Exp. III] 

raw tuna 2920 616 

roast tuna (raw weight) 4120 (3340) 919 (747) 

fried ground beef (raw weight) 1100 (963) 7570 (6630) 

Number in parenthesis indicates the value divided with 100 g 

of total lunch (Exp. II) or of raw diet (Exp. III) 

II) または調理前の生重贔（実験III) で，それぞ

れ除した値である．

同刺身の順に高いことが判った．これらの順番は

定食全体の重量（実験II) または調理前の生重量

（実験Ill) で，それぞれ除した値でも同じであっ

た．このように，素材や調理方法などによって尿

の変異原性に及ぽす食品の影響は大きく異なるこ

とが明かとなった また， 同じ食品でも S9mix

の添加・無添加によって異なることから，食品中

Table 4 から，定食の影響の大きさ (S9 mix 

添加条件下）は焼肉定食＞焼魚定食＞野菜炒め定

食の順に，単品の影響の大きさは， S9mix 無添

加条件下ではま ぐろ塩焼＞同剌身＞ハンバーグの

順に，添加条件下ではハンバーグ＞まぐろ塩焼＞
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には代謝活性化等を必要とする間接変異原を与え

やすい物質ばかりでなく，これらを必要としない

直接変異原を与える物質も存在するなど， 多種多

様な物質が共存していることが明らかとなった．

加熱調理した高蛋白・高脂肪食品， 特に肉類の

影響は主に S9mix添加条件下で認められたが，

これら食品中には，S9mix 添加条件下で強い変

異原性を示すヘテロサイクリックアミン類が存在

することが報告されている (Takahashiet al., 

1985). ヘテ ロサイ クリックア ミン類は， ブルー

レーヨンに吸着されやすいこと (Hayatsu,1990) 

ゃ， ヒトの尿 (24時間尿）中から検出されたこと

(Ushiyama et al., 1991) が報告されてお り，S9

mix添加条件下における主要な変異原のひとつと

考えられるが，今回，尿の一部を用いてその経時

変動を調べることは分析感度等の問題からあきら

めざるを得なかった．一方， S9mix無添加条件

下での変異原性はヘテ ロサイ クリックアミン以外

の物質が関与していると考えられる．今後，この

ような指標となる物質を検索するとともに，それ

らの分析法が改良されるにしたがって，寄与率な

どより詳細な解析ができるようになると思われ

る．

今回の実験結果から，①肉（ハソバーグ，焼肉）

や魚（まぐろ，さんま）の食後に変異原性の上昇

が認められること， ②S9mix添加条件下で変異

原性を与えやすい食事と無添加条件下で変異原性

を与えやすい食事が存在することなどが明かとな

った．また，③喫煙者の尿でも S9mix添加 ・無

添加両条件下で変異原性の上昇が認められること

（遠藤ら， 1992) も明かとなっており， 尿の変異

原性曝露因子については，未知のものも含めて複

数の因子が関与しているものと考えられる．尿は

膀脱内に数時間程度貯留されるので， 発がん （特

に膀脱がん） イニ、ンニーターとしては， S9 mix 

添加条件下よりも，むしろ無添加条件下での曝露

因子の方が危険性が高いと考えられる．今後，女

性の性周期や食事内容等との関連を中心に，曝露

因子やその実態の解明を急ぐ必要があると思われ

る．
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緒言

ヒドロキシラジカル捕捉作用を有するビフェニル化合物

による紫外線突然変異抑制効果

Biphenyl compounds are hydroxyl radical scavengers: 
Their effective inhibition for UV-induced mutation 
in Salmonella typhimurium TA 102 

藤田しのぶ，平 良 淳誠

Fujita, S. and J. Taira 

鐘紡株式会社 化粧品研究所

250神奈川県小田原市寿町 5-3-28

Cosmetics Laboratory, Kanebo Ltd., 5-3-28 Kotobuki-cho, Odawara Kanagawa 250, Japan 

（受付： 1994年 3月 17日；受理： 1994年 5月 9日）

Summary 
In our previous study, we found several hydroxylated biphenyl compounds have a 
great scavenging effect for hydroxyl radicals (•OH). In this study, to elucidate the relation-
ship between generation of the •OH and photo--mutagenesis, six biphenyl compounds such 
as dehydrodieugenol, dehydrodivanillyl alcohol, dehydrodidihydroeugenol, dehydrodicreosol, 
magnolol, and honokiol, respectively were examined for their ability to inhibit UV-
induced mutation in Salmonella typhimurium TA 102. 
The relative mutagenic activities (RMA, %) indicated the mutation frequency of 
treated cells divided by the mutation frequency of control cells times 100%. The RMA 
(%) are as follows: 28士1,31士1,33士1,41土2,62土1,and 62土4at concentrations of 5 μg 
per plate for dehydrodieugenol, dehydrodivanillyl alcohol, dehydrodidihydroeugenol, 
dehydrodicreosol, magnolol, and honokiol, respectively. These values indicate that low 
concentrations of these biphenyl compounds effectively suppress UV-induced mutagenesis. 
Also, these compounds acted as effective antimutagens in a dose-dependent manner 
(0.00005-5 μg per plate). 
These compounds are effective •OH scavengers. Consequently, the results obtained 
above suggest that these compounds could inhibit against UV-ir1duced mutation by scaveng-
ing of •OH generated by UV irradiation. The results also suggest that •OH are associated 
with UV-induced mutation in Salmonella typhimurium TA 102. 

Keywords: hydroxyl radical; UV-mutation; hydroxyl radical scavenger; biphenyl com-
pound, Salmonella typhimurium TA 102 

スーバーオキ、ンドラジカル， ヒドロキ、ンラジカ

ル (•OH), 一重項酸素の活性酸素種が生体内で生

じ，様々な障害を引き起こすことを示唆する研究

が報告されている (Pronget al., 1973; Kellogg 

et al., 1975; Lai et al., 1977; Tien et al., 1981). 

これら活性酸素による障害はタンパク質，脂質，

DNAなどの生体成分におよび，特に DNAへの

損傷は突然変異 (Bruyninckxet al., 1978; Fenn 

et al., 1957; Gifford, 1968)や細胞の死(Wellset al., 

1984)に至ることが示唆されている．この DNA

損傷の一つの要因は， DNA塩基の酸化的損傷が
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示唆されており， またその酸化物のチミソグリコ

ール，5-ヒドロキ、ンメチルウラ、ンル，5-ホルミル

ウラシル， 8-ヒドロキ、ングアノシンも検出されて

いる (Adelmaneta/., 1988; Ames eta!., 1991; 

Cathcart et al., 1984; Floyd et al., 1986).すな

わち， 活性酸素種の中でも特に •OH の DNA へ

の付加が，大きな要因と考えられている．

一方，活性酸素種と紫外線の関係においては，

紫外線を最も多く受ける皮膚で，紫外線照射時に

フリーラジカル反応の生じることが報告されてい

る (Pathaket al., 1968).著者らは，表皮細胞を

用いて紫外線照射による •OH の生成を確認した

(Taira et al., 1992). Nishiらは，紫外線照射に

よる表皮細胞の脂質の過酸化に，この •OH の関

与を示唆している（Nishiet al., 1991).また紫外

線による皮膚癌の原因の一つと考えられる紫外線

突然変異も紫外線照射により生じた活性酸素の

DNA損傷によるものと考えられている (Smith,

1976).しかしながら，その原因の活性酸素種やそ

のメカニズムは明らかではない．

一方では， こ の毒性の強い •OH の捕捉剤の研

究も盛んに行われており ，これまでにも多くの捕

捉剤が見い出されている ． 我々も •OH に特異な

捕捉剤として，数種のフェノール性化合物に •OH

の捕捉作用を有することを見い出している (Taira

et al., 1922, 1933). 

本研究の目的は ， 紫外線突然変異に •OH が関

与しているのかを明らかにする目的で，酸化的ス

トレスに最も感受性の高い Salmonellathyphimu-

rium TA 102 (Levin et al., 1982)に紫外線を照

射した系に， •OH 捕捉剤のビフェニル化合物を

添加し，その紫外線突然変異の抑制効果を検討し

た．

実験材料および方法

実験に用いた6種のビフェニル化合物を図 1~こ

示した．Magnololおよび honokiolは和光純薬

工業（株）より入手し，他のビフェニル化合物は，

実験室で合成した (Tairaet al., 1993).また 5,5-

dimethyl-1-pyrroline-N-oxide (DMPO)はラボテ

ック （株）から入手した．化合物はすべてdimethyl-

sulfoxide (DMSO,同仁化学研究所，吸収スペク
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Fig. 1. Structures of biphenyl 
tested in the present study. 
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CH20H 
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compounds 

トル用）に溶解させて用いた．その他の試薬は全

て和光純薬工業（株）より入手した．実験に用いた

菌株，Salmonellatyphimurium TA 102は国立衛

生試験所より供与を受けた．培地は最小グルコ ー

ス平板培地を用い， トップアガーは寒天 0.7%/

NaCl 0.5%の滅菌溶液に 0.5mMLーヒスチジ‘/-

HCl/0.5 mMビオチン滅菌溶液を 1/10容巌加え

て調製した．Salmonellatyphimurium TA 102は，

20 ml oxoid nutrient broth No. 2 (ampicillin 

500 μg, tetracycline 40 μgを添加）中で 37°c,16 

時間培養し，燐酸緩衝液 (100mM, pH 7.4)で 2

回洗浄後，同緩衝液に懸濁して 1x 108 cells/mlに

調製し用いた． この懸濁液の 0.4mlを直径 35

mmのシャーレにとり， これに燐酸緩衝液 2ml

と混合した後， 254nmの紫外線(germicidallamp, 

15 W SANKYO DENKI)を 21.7 J/血照射した

（紫外線照射量は， UVX-254 radio meter UV, 

P, INC., USAで測定）．紫外線照射後，直ちに

ビフェニル化合物溶液または DMPO溶液を 0.4

ml加えた．この混合液から 0.7mlを分取し，2
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Fig. 2. Mutation on Salmonella typhimurium 
TA 102 accompany with UV irradiation. 
（●）revertants/plate, (0) % survival. Each 
assay consisted of triplicate plates for 
each amount of radiation, and the results 
were the average (mean土SD)of three 
tests. 

mlのトップアガーを混和して， 最小グルコース

寒天培地に重層した．37°で48時間転街培養後に

復帰コロニー数 (revertants)をカウント した．一

方で菌の生存率を確認するため，菌懸濁液を 105

倍に希釈して同様の操作を行い，培養後の生苗数

(viable cells)をカウントして生存率(survival(%))

を求めた．突然変異率 (mutationfrequency)は，

生菌数当たりの復帰コロニー数で求めた．実験

は， 全て各濃度に 3枚のプレートを用い， 結果

は 3回の実験の平均値から相対変異率 (relative

mutagenic activity(%))として次式より算出して

求めた．

RMA (%)=(mutation frequency of test com-

pounds/mutation frequency 

DMSO)xlOO 

結果

図2に紫外線照射量と復帰コロニ ー数との関連

を示す．紫外線によ る菌の復帰コロ ニー数，即ち

突然変異は， 7.3から 36.3 J/m2までの紫外線照

射菫に伴い変異を起こし，それ以上の照射量では

大きな変化を認めなかった．各種ビフェニル化合

物による紫外線突然変異抑制効果の評価に当り，

紫外線照射量は菌の生存率が 88% の時の紫外線
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CONCENTRATION OF BIPHENYL COMPOUNDS 
(μg/plate) 

Fig. 3. Inhibition of biphenyl compounds 
against UV-mutation on Salmonella typhimu-
rium TA 102. The assay was subjected to 
triplicate plates, and the results were 
indicated the average (mean土SD)of three 
times tests. Relative mutagenic activity 
(RMA, %) was calculated as shown in the 
text. (a) dehydrodieugenol, (b) dehydro-
divanillyl alcohol, (c) dehydrodicreosol, (d) 
dehydrodidihydroeugenol, (e) magnolol, 
and (f) honokiol. 

of 

量 21.7 J/m2に決めた．図 3にヒ`フ ェニル化合

物6種の紫外線突然変異の抑制効果を示す．デー

タは示さないが，magnolol と honokiolは 50

μg/plateで，菌に対する生育阻害を起こし，また

dehydrodidihydroeugenolは50μg/plateで析出を

生じたため，今回の評価濃度は，最高 5μg/plate 

で評価した．それぞれ 5μg/plateにおけるRMA

（％）は dehydrodieugenol: 28士1,dehydro-

di van illy alcohol : 31土1,dehydrodidihydro-

eugenol: 33土1,dehydrodicreosol : 41土2,mag-
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Fig. 4. Inhibition of DMPO against UV-
mutation on Salmonella typhimurium TA 102. 
The assay was subjected to triplicate 
plates, and the results were indicated the 
average (mean土SD)of three times tests. 

Relative mutagenic activity (RMA, %) was 
calculated as shown in the text. 

nolol: 62土1,honokiol: 62土4で， これまでの

化合物にない高い紫外線突然変異抑制効果を認め

た．また図にも示されるように，同化合物はそれ

ぞれの RMA(%)値が 5x 10-~ μg/plateの低濃度

から 5μg/plateの広範囲な濃度域で，濃度依存的

に低下を示すことも特徴であった．

一方，生物試料から生じる •OH の検出のため

の研究にしばしば用いられるスピソト ラッフ 剤゚に

DMPO がある．本ト ラップ剤は， •OH と スピソ

アダクト (DMPO-OH)を形成し，電子スピン共

鳴装置で検出することを目的に使われる ． •OH が

紫外線突然変異に関与していることを確かめるた

め， ビフェニル化合物と同様に DMPOを同系に

添加し，紫外線誘発による突然変異の抑制効果を

調べた．図4に DMPOの紫外線突然変異に対す

る効果を示す．図からも明らかのように， RMA 

（％）値は， DMPOの濃度増加に伴い低下した．

例えば， DMPO7 μ mol/plate即ち， 7.9X10汀g/

plateに相当する RMA(%)値は 53.5であった．

これらの結果から，紫外線突然変異の抑制は，明

らかに DMPO の •OH 捕捉作用による効果と考

えることが妥当であろう ．また， ビフェニル化合

物の DMPOとの紫外線突然変異抑制効果を比較

した場合，上記の DMPOの RMA値に対し，
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ビフェニル化合物は最も高い抑制効果を認めた

dehydrodivanillyl alcoholで約5X 10-4 μg/platel, 

また抑制効果の最も低いhonokiolで，約 5X 10-1 

μg/plateの濃度で同等の抑制効果を示し，強い抗

変異原物質であることを示した．

考察

紫外線による障害は，主に紫外線に常に被爆さ

れている皮盾組織で生じる．この大きな要因に最

近活性酸素の関与が指摘されている．紫外線照射

した皮膚で，フリーラジカル反応が生じているこ

とは，最初に Pathakらにより報告されている

(Pathak et al., 1968).最近の研究で，紫外線を

照射した表皮細胞から， •OH が生成し， またこ

の •OH が脂質の過酸化に関与していることも示

唆されている (Tairaet al., 1992; Nishi et al., 

1991).一方で，紫外線による皮屑癌の原因の一つ

に，紫外線突然変異や紫外線照射により生じた活

性酸素の DNA損傷によることが示唆され，特に

•OH の DNA 塩基付加物も検出，同定されてい

る(Smith,1976).一方では， この毒性の強い •OH

の捕捉剤の研究も盛んに行われており，我々も

・OHに特異な捕捉剤として， 数種のフェノール

性化合物に •OH の捕捉作用を有することを見い

出している (Tairaet al., 1992, 1933).今回は，

紫外線突然変異と活性酸素との関連を明らかにす

るため， •OH 捕捉剤のビフェニル化合物を紫外線
照射した Salmonellatyphimurium TA 102系で

検討した（図 3). ビフェニル化合物による紫外線

突然変異の抑制は， RMA(%)値が 5x10-5 μg/ 

plateの低濃度から 5μg/plateの広範囲な濃度域

で，濃度依存的な低下を示した．この RMA(%)値

は， Shimoiらが報告している特定のタソニソ酸

カテキ‘ノなどの化合物に比べても，非常に低く，

且つ作用濃度範囲の広いのが特徴である (Shimoi

et al., 1986). この結果から，今回評価したビフ

ェニル化合物は，強い抗変異原物質であると言え

る．また Shimoiらは同化合物による紫外線突然

変異の抑制機構は，DNAの除去修復の増進によ

るものと推察しているが，著者らは， ビフェニル

化合物の紫外線突然変異に対する作用濃度が，タ

ソニ‘ノ酸などの抗変異原物質に比べ，かなり低

く，作用濃度範囲の広いこと及びビフェニル化合

物が強い •OH の捕捉剤であることから，今回の

紫外線突然変異抑制機構は，紫外線により生じた

•OH の捕捉によるものと推察した．このこ とをさ

らに証明するため， •OH の検出のために用い ら

れるスピントラップ剤 DMPOを紫外線誘発によ

る突然変異の抑制効果を同系で検討した （図 4).

RMA(%)値は， DMPO の濃度増加に伴い低下

し，紫外線突然変異に対する効果を示した．ま

た， ビフェニル化合物は， DMPOの紫外線突然

変異抑制効果の約 1/106~1/103の低濃度域で，抑

制効果を示した（図 4, 5). この結果はビフェニ

ル化合物と •OH の反応速度定数が DMPO のそ

れに比べても，明らかに高い速度定数を有してい

ることともよく一致している (Tairaet al., 1993). 

また， ビフェニル化合物は脂溶性の高い化合物で

あるため，膜近傍への移行が速やかに行われ，効

果の発現に寄与しているものと思われる．これら

の結果から，ビフェニル化合物及び DMPOによ

る紫外線突然変異の抑制は，明らかに紫外線照射

により菌体で生じた •OH 捕捉作用による効果と

考えることが妥当であろう． また，この結果は

Salmonella typhimurium TA 102における紫外線

突然変異が，紫外線により生じた •OH の生成と

何らかの因果関係のあることを同時に示唆するも

のである．

しかしながら， •OH が紫外線突然変異を引き起

こすメカニズムおよびビフェニル化合物の •OH

捕捉機構については不明であり，今後の大きな研

究課題である．
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エイムス試験に有用な新ししラット肝チトクロム P450誘導剤＊

A new cytochrome P450 inducer for Ames test* 

Summary 

森 幸雄り飯村相歯，小西闇 ー2

Mori, Y.1, K. Iimura1 and Y. Konishi2 

岐阜薬科大学放射化学研究室 502岐阜市三田洞東 5-6-1,

2奈良医科大学がんセソクー腫瘍病理 634橿原市四条町 840

1Radioisotope Laboratory, Gifu Pharmaceutical University, 6-1, 
Mitahora-higashi 5-chome, Gifu 502, Japan 

2Department of Oncological Pathology, Cancer Center, Nara 
Medical University, 840 Kashihara, Nara 634, Japan 

（受付： 1994年 3月 17日；受理： 1994年 4月 15日）

The effects of N-benzylimidazole (Bl) on mutagenic activation of six groups of car-
cinogens were studied with Ames liquid incubation assay. Intragastric treatment of male 
Sprague-Dawley, ACI/N and Wistar rats for 3 days with BI produced 2.6~3.4-fold induc-
tion of hepatic microsomal cytochrome P450 (CYP). In the presence of liver S9 from 

BI-treated SD rats, the mutagenicity of five N-nitrosamines on S. typhimurium TAlOO 
and two arylamines, aflatoxin Bi, two polycyclic hydrocarbons, two aminoazo compounds 

and six amino acid pyrolysates on T A98 were induced 2~78-fold above controls, which 
are all known to be mutagenically activated by CYP 1 and/or 2 species. Compared with 

the reported results for rats treated with polychlorobiphenyls (PCB), the numbers of 
revertan t colonies were the same or higher (0. 7~1.9-fold). In addition, when rats of 
three strains were treated with either BI or PCB, liver S9 from ACI/N rats was inferior 

to those from SD and Wistar rats for the mutagenic activation of two aminoazo com-
pounds and co-mutagenic effect by norharman was observed in their mutagenic activa-
tions, indicating that BI and PCB show a similar pattern of induction of CYP-dependent 
properties. In conclusion, these results demonstrate the use of BI for metabolic induc-
tion to be an effective alternative for induction with either PCB or a combination of 
phenobarbital and /3-naphthoflavones. 

Keywords: Salmonella/microsome test; rat liver CYP; N-benzylimidazole; potent S9 
inducer; various carcinogens 

緒言

多くの癌原物質は代謝活性化されて突然変異活

性を示すことから，プレスクリーニング法として

の微生物突然変異原性試験， in vitro染色体異常

試験及び哺乳類細胞を用いる遺伝子突然変異試験

等においては使用される代謝活性化系がその感度

に大きく影響することになる．代謝活性化系とし

て一般に用いられるラット肝9,000g上清 (S9)中

のチトクロム P-450(CYP) のアイソザイムは多

数が知られているが，環境性発癌物質の活性化に

はヒトと実験動物肝 CYPlAl,1A2, 2B1, 2El等

の関与することが知られている (Guengerich,

* This paper is dedicated to Professor Yoshifumi Maki on this occasion of his retirement from Gifu 
Pharmaceutical University in March 1994. 

c 日本環境変異原学会 195 



1993; Lewis et al., 1993; Soucek and Gut, 

1992). したがって， 各種 CYP誘導剤がそれぞ

れの目的によって使われているが，短期検索法と

しての変異原性試験では，polychlorobiphenyls

(PCB) の使用が推奨されていた (Maronand 

Ames, 1983). しかし， PCBは特定化学物質に指

定されたことにより，その入手と使用後の処理が

困難となっている． PCBに代わる誘導剤と しては

phenobarbital (PB)と {,-naphthoflavone({,NF) 

の併用投与が有効であることも報告されている

(Matsushima et al., 1976).市販の肝 S9の調製

で採用されている PBと (,NFの併用投与では1

匹のラッ トに4日間，計5回の投与が必要である

ことなどから，これらに代わりう る新規 CYP誘

導剤の開発が重要と考える．

Imidazole (Koop and Coon, 1984) と一連の

N置換誘導体 (Ritterand Franklin, 1987; Khan 

et al., 1989)が家兎，ラット及びマウス肝 CYP

を誘導するこ と，また これら の中で N-benzyl-

imidazole (BI)は，PCBと共通の誘導バタ ーンを

示すことが薬物代謝酵素活性の測定から (Papac

and Franklin, 1988)報告された． 著者らは，種

々のinvitro変異原性試験に有用な CYP誘導剤

の開発を目的と して， CYPlまたは2により代謝

活性化されるそれぞれ異なったタイプの 18種癌

原物質の変異原性を Wistar系ラッ ト肝 S9共存

下で Ames法により検討し，BIの PCB型誘導

の特徴を明らかにした (Moriet al., 1993). 

そこで，本論文では，BIの Ames試験におけ

る有用性を更に確認するために， BI自身の変異原

性と肝 S9への残留性，繁用の Sprague-Dawley

(SD)系ラットとアミノアゾ化合物による発癌に

対して低感受性の ACI/N系ラット (Moriet al., 

1987) との系統差及び norharmanによる助変異

原効果における BI処置の影響等について検討し

た．

実験材料と方法

1. 試薬

BI（純度 99%,CAS No. 4238-71-5), 2-amino-

fluorene (AF, 153-78-6) 及び norharman は

Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI, USA), 
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aflatoxin B1 (AFB1, 1162-65-8)は MakorChem-

icals Ltd. (Jerusalem, Israel)並びに N-nitroso-

dimethylamine (DMN, 62-75-9), 2-acetyl-AF 

(AAF, 53-96-3), benzo[a]pyrene (BP, 50-32-8), 

3-methylcholanthrene (MC, 56-49-5), 2-amino-

3-methylimidazo[4,5-/]quinoline (IQ, 76180-96-

6), 2-amino-3,4-dimethylimidazo[4,5-/]quinoline 

(MeIQ, 77094-11-2), 3-amino-1,4-dimethyl-5H-

pyrido[ 4, 3-b] indole (Trp-P-1, 62450-06-0) ace-

tate, 3-amino-1-methyl-5H-pyrido[4,3-b]indole 

(Trp-P-2) acetate, 2-amino-6-methylpyrido[l,2-

a: 3',2'-d]imidazole (Glu-P-1, 67730-ll-4)-HCI, 

2-aminopyrido[l,2-a: 3',2'-d]imidazole (Glu-P-

2, 67730-10-3)-HCl, PCB (mixture of hexa-

isomers), Tween 20及び dimethylsulfoxide 

(DMSO)は和光純薬工業株式会社より購入した．

Glucose-6-phosphate (G6P), NADPH, ATP, 

NAD+, NADP+, glucose-6-phosphate dehydro-

genase (G6PDH)及び NADP+はオリエ ンタル

酵母工業株式会社 より 入手した． N-nitrosobis(2-

oxopropyl)amine (BOP, 60599-38-4), N-nitroso-

2,6-dimethylmorpholine (NDMM, 1456-28-6), 

N-nitrosomethyl(2-hydroxypropyl)amine (MHP, 

75411-83-5), N-nitrosobis(2-acetoxypropyl)amine 

(BAP, 60414-81-5), 3'-methyl-N,N-dimethyl-4-

aminoazobenzene (3'-CH3-DAB, 55-80-1)及び

3'-hydroxymethyl-DAB (3'-CH20H-DAB,35282-

68-9)は当研究室で合成した (Moriet al., 1978; 

1980). N-nitrosamineの純度は高速液体ク ロマ ト

グラフ法 (HPLC) により99%以上である こと

を確認した．

2. BI前処置法とミクロゾーム (Ms)のCYP含

量の測定

雄性 Wistar,SD及び ACI/N系ラットは 6週

齢で日本ニスニルシー株式会社より入手した． BI

は0.5%Tween 20で懸濁し (30mg/ml), 75 mg/kg 

用量を 1日に 1回， 3日間腹腔内(ip)又は胃ゾ

ンデで強制的に胃内(ig)に投与し， 最終投与か

ら2日 (12時間の絶食）後に，氷冷した1.15%

KClで灌流後肝を摘出した． PCBは綿実油に溶

解後，500mg/kgを1回ip投与し， 5日後に肝

を摘出した．Msと S9画分は常法に従い調製し

(Mori et al., 1983), また Msタンパクと CYP

含量は Bradford等 （1976) と Omura と Sato

(1964)の方法に従ってそれぞれ測定した．

3. 変異原性試験

各試験は，S.typhimurium T A98または TAlOO

を菌株として，すべてプレイソキュベイション法

(Yahagi et al., 1977)で行った．化合物と S9の

用量は，アミ ノ酸熱分解物は Smith等 (1992),

AFB1 vま Ueno等 (1978), アミノアゾ化合物と

N-nitrosamineは Mori等 （1980;1985)及びそ

の他の化合物は Maronと Ames(1983)により，

PCB処置したラッ ト肝 S9共存下についてそれぞ

れ報告されている条件を採用した．すなわち，S9

盤は 5種 N-nitrosamine,2種アミノアゾ化合物

及び AFB1は 150μ!, MCは 100μ/, 2種芳香族

アミ ソと B(a)Pは 50μ!, 6種アミノ酸熱分解物

は 10μIでそれぞれ行った． 5種 N-nitrosamine 

(10 mg), Trp-P-1 (0.3 pg)とTrp-P-2(0.03 pg) 

の酢酸塩及び Glu-P-1(0.03 pg)と Glu-P-2(33 

μg)の塩酸塩は 0.1ml水に，アミノアゾ化合物

(1 μmol), MC (50 μg), AAF (50 μg), B(a)P (5 μg), 

AF (2 μg), IQ (0.33 μg), MeIQ (0.33 μg), AFB1 

(1 μg)及び BIは 0.1ml DMSOにそれぞれ溶

解した． S9混液は S9と N-nitrosamineでは

NADP+, 8 mM  MgCI2, 33 mM  KCIを他の化合

物では NADP+の代わり に NADPH,NADH, 

G6PDH, ATP（長尾， 1978) を加え，0.1 M リ

ン酸緩衝液 (pH7.4) で全量 0.5mlになるよ う

調製した． 37°cで 15時間培養した菌懸濁液 100

μI（約 lrv2Xl伊個に相当） を加え， アミノアゾ

化合物は 37°C で1分間，他の化合物は 20分間

プレインキュベイ トした．norharman添加の場

合は50μI DMSOに溶解した 0.2mg norharman 

を加えてプレイソキュベイ トした．

4. BIの TA98と TAlOO菌株の生菌数に対す

る影響

0.1 M リン酸緩衝液 (pH7.4) で 105倍希釈し

た菌懸濁液 100μ/と BIを， ラット肝 S9混液共

存又は非共存下で， 20分間 プレインキ ュベイト

した． 0.5 mM  histidineと 0.5mM  biotinを含

むソフトアガー 2mlと混合し，0.8%Difeo nu-

trient broth と 0.5% NaClを添加した 1.5%

Difeo BiTekアガープレート上で 37°Cで48時

間インキュベイトした後，生成したコロニ ー数を

計数した (Maronet al., 1981; Mori et al., 1985). 

5. HPLCによる分析

HPLC装置と して島津 LC-9A、ンステム （島津

製作所）とカラムに FinepakSIL C18（内径4mm

x25 cm,日本分光工業）を用いた．肝 S9中 BI

の測定においては， 300 μl S9に 550μl CH3CN 

とリン酸緩衝液 (pH7.4)を加えて全量 1mlと

し， 1500gで遠心分離後の上清をサンプルと し

た．尿中 BIの測定は，BI投与したラッ トを個別

に代謝ケージ中で飼育し， 投与後 24時間の尿を

洗浄液と共に 100mlにした．これを Sep-Pakヵ

ートリッジ C18(Waters Associates)に吸着させ，

10mlの水で洗浄後， 2ml CH3CNで溶出した．

それぞれのサンプル 20μlを HPLC装置に注入

し，CH3CN-0.05M NH41-I2P04水溶液 （15: 85) 

を用い，流速 1.5ml/min で溶出した (Cavrini 

et al., 1982). 

結果

1. BI処置ラット肝 Msタンパクと CYP含量

Table 1には， BIで3日間 ig又は ip処置し

た時の 3系統ラッ トについてのいく つかのパラメ

ータを示した．SD系ラットの未処置群と Tween

20のみを処置したコソ トロール群では，Msタン

バクと CYP含量は共に有意差がなか った．BI

で ig処置した場合は未処置群に比べ肝重量， Ms

タンバク及び CYP含盤でそれぞれ 1.5,1. 7及び

2.7倍と明らかに上昇した．更に， CYPのCO差

スペク トルは 451nmから449nmヘシフト した．

一方，ip処置した場合のMsタンパクと CYP含

量はそれぞれ1.5と1.2倍であり，差スペク トル

のシ フトは 450nmであった． igとip処置群を

比較すると， 3系統ラットすべてにおいて CYP

含量は ig処置が 1.5~2.8倍高く ，また CYPの

co差スペク トルの挙動は ACI/NとWistar系に

おいて も同様であった．PCB処置した Wistar系
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Table 1. Microsomal protein and cytochrome P-450 (CYP) contents in rat liver 

SD ACl/N Wis tar 
Parameter 

ig ip ig ip ig ip PCB 

b.w. (g) 147-179 170-200 120-125 163-181 172-179 143-169 130-160 

No. of rats 10 5 3 5 5 3 10 

Liver/b.w. (%) 5.96 4.95 6.47 5.32 7.50 6.10 7.00 

Protein content 
(mg/ml) 7 38 6.40 7.50 6.27 8.00 6.40 10.94 

CYP content 
nmol/mg 2.33 1.05 2.44 1.07 2.92 1.03 1.72 

(nm) 449 450 449 450 449 450 449 

Male rats were treated with 75 mg/kg of BI ig or ip, once daily for 3 days. 
PCB was given as a single ip injection at a dose of 500 mg/kg. 

TA 100 TA98 

100 ICご 、一 100 

l 50 1 ¥[ 
゜0.00001 0.0001 0.001 0.01 0.1 10 0.00001 0.0001 0.001 0.0, 0.1 10 

Amount of Bl (mg) 
200― 

Amount of Bl (mg) 

500 

1u さ(I) 400 号-a, ‘̀ 150 

昔ft 32000 0 ！ t 1印

g < I- 100 喜 50江．．．．．．．．．

゜0.01 0.1 10 0.001 0.01 0.1 10 

Amount of Bl (mg) Amount of Bl (mg) 

Fig. 1. Toxicity and mutagenicity of commercially available BI on T AlOO and T A98 in the 
absence (0) or presence of 0.15 ml liver S9 from untreated（口）orBI-treated（△） Wis tar 
rats. Survivors represent the percentages of 680~966 (T AlOO) or 480~945 (T A98) bacteria 
that survived exposure to BI. Dotted lines indicate the numbers of spontaneous revert-

ants. 

用量では明らかな致死効果の影響が現われた．

TA100に対しては，肝 S9非共存下で 0.1~5mg

で用量依存的に活性が上昇し， 10~20mg用量で

は自然復帰変異数以下となった． しかし， BI処置

と未処置肝 S9はいずれも直接変異原活性に影響

しなかった．市販 BI （淡黄色結晶性粉末，融点

68~70°C) を methanolで再結晶したところ，

白色結晶性粉末の BI（融点 67~68°C)が得られ

た．そこで再結晶 BIについて TAlOOを試験菌

株に BI処置肝 S9の共存下と非共存下で検討し

たが，いずれの場合も変異原性は認められなかっ

た．

3. BIによる環境性発癌物質の変異原活性誘導

能

BIの代謝活性化誘導能を評価するために， PCB

誘導ラット肝 S9について既知の実験条件下で，

18種の癌原物質の SD系ラット肝 S9共存下での

変異原性を検討した．未処置群とコントロール群

の間では，すべての癌原物質で変異原活性に有意

差はなかった． Fig.2に示したように， コントロ

ール群の 3'-CH3-DAB,3'-CH20H-DAB, Glu-

P-1, Glu-P-2, MC, DMN及び B(a)Pの活性は

自然復帰変異数の 3倍以下であったが， BIのig

処置群ではこれらが 2~78倍に強く誘導された．

その他の 11種癌原物質はコントロール群でも明

らかな変異原性を示したが， BIのig処置群はそ

れらの活性をコントロール群の 2~34倍に上昇さ

せた．

2種アミノアゾ化合物の 3系統ラット間での系

統差を， PCBとBI処置群について TA98を試験

菌株に検討した． Fig.3には PCB処置した SD

とACI/N系ラット肝 S9についての用量ー応答曲

線を示したが，両化合物ともに ACI/N系ラット

肝はすべての用量で顕著に低い活性を示した．逆

に， Wistar系ラット肝 S9共存下での 1μmolの

3'-CH3-DABと3'-CH20H-DABの自然復帰変異

数を引いた活性はそれぞれ 333と360revertants/ 

plateであり， SD 系ラットとの系統差はなかっ

た．BIをig処置したACI/N系ラット肝S9共存

下での 3'-CH3-DABと3'-CH20H-DAB1 μmol 

用量での自然復帰変異数を引いた活性はそれぞれ

152と214revertants/plateであった． SD系ラッ

トのそれら (Fig.2)と比較すると， BI処置した

場合も WistarとSD系ラット間ではほぼ一致す

るのに対して， ACI/N系ラット肝 S9は低い活性

を示した． この系統差が CYPlにより代謝活性

化される癌原物質に共通の現象であるのかを確認

8000 
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u
 

ラット肝の結果も Table1に示したが， BIでig

処置したときの CYP誘導能はいずれの場合もそ

れより1.4~1.7倍高かった．

2. BIのサルモネラ菌株に対する毒性と変異原

性

市販 BIのTA98と100に対する致死効果と変

異原性について， 0.01μg~20 mg/plateの BI用

量で Wistar系ラット肝 S9について検討した結
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果を Fig.1に示した． BIはラット肝 S9非共存

下では TAlOOと98に対してそれぞれ 1と2mg

用量で 58％に生菌数を減少させた． S9共存下で

も TAlOOに対して 2mg用量で 56%に減少さ

せ， 5mg用量ではいずれの場合もほぽ 100%の

致死効果を示した．BIの変異原性は未処置肝 S9

を添加した場合も合わせて検討したが， TA98で

は3条件下で 0.1mg迄はそれぞれの条件下での

自然復帰変異数と差は認められず， 10mg以上の

`‘・ク冤◇私．霧゜々ん．兌 名^イ^` /O %/0ち、＾各ヵヽヽヽ潟
‘9 で ‘9 マ a、0 六o

ィ0 % 
唸

Fig. 2. Mutagenic activities of various carcinogens in the presence of liver S9 from control rats 
（芯）andfrom SD rats treated with BI ig（四）． Eachtest was carried out in duplicates (n= 
4) or triplicates (n=6, DMN, AAF, MeIQ and Glu-P-1) Spontaneous revertant colonies 
CT A98, 30; * T AlOO, 135) were subtracted. 
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Fig. 3. Strain differences in mutagenicity of aminoazo compounds in the presence of liver S9 
from SD (e) and ACI/N（△）rats treated with PCB ip. Dotted line indicates the number 
of spontaneous revertants (n=4-8). 

Table 2. Strain differences in mutagenicity of amino acid pyrolysates in the presence 

of liver S9 from rat treatedvヽithBI ig 

Strain 
T A98 Revertants/plate 

IQ MelQ Trp-P-1 Trp-P-2 

4428 8139 2481. 2861 982 
(1.0) (1.0) (1.0) (1.0) (1.0) 

3841 8392 2531 2779 1492 
(0.9) (1.0) (1.0) (1.0) (1.5) 

Spontaneous revertant colonies (30) were subtracted. Each test was carried out in dupulicates (n=4). 
Values in parentheses show the ratio to the revertants obtained with SD rats. 

Glu-P-1 

SD 

ACI/N 

するために， 6種アミノ酸熱分解物について検討

した． Table2には SD系ラットの結果と比較し

て示したが， ACI/N系ラット肝の活性は Glu-

P-1では1.5倍高く，その他では SD系ラットの

それらとよく一致した．

norharmanによる助変異原性については， BI

のigとip処置または PCB処置肝 S9共存下で検

討した (Fig.4). norharmanを添加した場合はい

ずれの処置群でも助変異原効果は顕著であり，3'-

CH3-DABの変異原活性は SD系で 9~12倍，

ACI/N系で 12~16倍及び Wistar系で 7~11倍

上昇し，3'-CH20H-DABのそれは同様にそれぞ

れ 7~11倍， 5～15倍及び 8~9倍の上昇であっ

た．また， 3'-CH3-DABの Wistar系ラット肝の

活性を除くと， BIをip処置した場合の norhar-

man共存下の変異原活性はすべてig処置と PCB

処置群よりも明らかに低かった．すなわち， PCB

200 

Glu-P-2 

3113 
(1.0) 
2991 
(1.0) 

処置または BIをig処置したときの活性はいず

れも BIをip処置したときのそれの1.4~3.6

倍であった．

4. BI処置ラット肝 S9と尿中 BIの検出

標品 BIを添加した Wistar系ラット肝 S9サン

プルからの回収率は， 0.08,0.17, 0.33及び 0.66

mg/0.3 ml肝 S9のBIを添加して HPLC法で分

析したところ， 90土1.2%と良好であった． Fig.5 

には未処置肝 S9に 0.2mg/mlの BIを添加した

とき，未処置肝 S9及び BI処懺肝S9のクロマト

グラムを示したが， BI処置ラット肝S9中にBIは

全く検出されなかった（検出限界 11.7 μg/0.3 ml 

肝 S9).

BIの投与法の違いにより，肝CYP含量誘導能

に大きな差が認められたので (Table1), BIをig

またはip処置した Wistar系ラットの投与後 24

SD ACI/N Wlstar SD ACI/N Wlstar 

Fig. 4. Mutagenic activities of aminoazo compounds in the presence of liver S9 from rats 
treated with BI ip（忽）， BIig（函） orPCB ip（卿 withor without (open marks) 0.2 mg of 
norharman. Spontaneous revertant colonies (TA98, 30; * TAlOO, 135) were subtracted. 
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時間の尿中 BI量を測定した．igとip処置ラッ

卜尿中への BIの排泄量はそれぞれ 192.3土5.6と

58.6土3.8μgであり，投与量のそれぞれ1.28と

0.39％であった．尚，この場合の尿と洗液を Sep-

Pakカートリッジで処理した時の BIの添加回収

率は 88%であった．

BI treated 

占L10 

一古 点 点

Retention time (min) 

Fig. 5. High performance liquid chromatograms of the supernatant extracts from liver S9 from 
Wistar rats treated with or without BI. 

考察

BIが試験菌株 TA98と100に対して顕著な致

死作用を示すことは， miconazole, clotrimazole 

及びtioconazole等が抗真菌剤であること（鈴

木， 1985)を考え合わせると， N-置換imidazole

骨格の 1つの共通した特徴であることが推察され
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る．市販 BIが TAlOOに対して弱い直接変異原

性を示したが， 0.3ml肝 S9中には BIが全く検

出されなかったこと (Fig.5),処置した BIがす

べて肝に分布すると仮定し計算 してもその星は

0.23 mg/0.15 ml肝 S9であること及び BI処置し

た Wistar系ラット肝 S9共存下の自然復帰変異

数 (Fig.1) は両菌株において PCB誘導した場

合などのバックグラウンドと等しいこと等の理由

から， Ames試験での変異原の検出には全く問題

とはならない．市販 BIの直接変異原性は致死効

果が観察される高用量でのみ認められ，未処置ラ

ットと BI処置ラッ ト肝 S9がその活性に影響し

なかったが，著者らは， 同様の現象を N—ニトロ

ソ化合物について観察しており (Moriet al., 

1987), 市販の試料中に含まれる微量の不純物に

起因することも証明している．

BIをig又はip処置した Wistar,ACI/N及

び SD 系ラット間では肝 Msのタンバクと CYP

含量に有意な差は認められず (Table1), BIを

ig処概した SD系 ラット 肝については報告値

(Papac and Franklin, 1988) ともよく 一致 し，

またいずれも PCB処置よりも高い CYP誘導能

であった．変異原活性を指標とすると主に CYP2

により代謝活性化される NDMM,MHP, BAP及

び BOP(Mori et al., 1985) または AFB1(Taga-

shira et al., 1985)の BIをig処置した SD系

ラット肝 S9共存下での活性はコントロール群の

2~15倍であった (Fig.2). 同様に CYPlと2に

より活性化される DMN と MC(Tagashira et 

al., 1985) ではそれぞれ 3と32倍に上昇し， ま

た主に CYPlにより活性化される 2種アミノア

ゾ化合物 (Moriet al., 1983) また B(a)P;AF, 

AAF及び 6種アミノ酸熱分解物 (Tagashiraet 

al., 1985; Kamataki and Kato, 1985; Soucek 

and Gut, 1992)では 2~78倍の誘導であった．

これらの活性と PCB処置ラ ット肝 S9共存下の

ほぽ同じ実験条件下で検討された報告値とを比較

すると， AAFで PCBの代謝活性化能の 0.5倍

また AF,MeIQ, Glu-P-2及び MCでそれぞれ

1.6, 1.8, 1.8及び1.9倍と差が認められたが， 13

種癌原物質では 0.7~1.1倍の範囲で一致した．

尚， AAFの報告値は試験菌株がTA1538であり，
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TAlOO菌株での 比較ができなかった． したがっ

て， PCB処置ラッ ト肝 S9についての結果と BI

処置ラット肝を用いて得られる変異原性の結果は

定性的にも定量的にも比較することが可能である

と考えられる． AF,MelQ, Glu-P-2及び MCの

結果は CYP含量に比例しているが，これら癌原

物質の代謝活性化にはBI誘導される主要な CYP

以外のアイソザイムの関与することも推察され

るまた， BIをig処置した Wistar系ラット の

結果 (Moriet al., 1993)とも， DMNを除く 17

種癌原物質において， 0.7~1.4倍の範囲でほぽー

致した．

ACI/N 系ラット肝 S9は PCB処置と BI処置

いずれの場合もアミノアゾ化合物に対する活性化

能が明らかに低く (Fig.3),ラッ トの発癌感受性

と肝 S9の代謝活性化能が相関していた．一方，

同様に CYPlで活性化される 6種アミノ酸熱分

解物においては ACI/N系ラット肝 S9の活性化

能は SD系ラットのそれらと比べ低くはなかった

(Table 2). しかし，一部の癌原物質の活性化能が

低いこ とは，短期検索法の活性化系に ACI/N系

ラッ トの使用は推奨することができない．いずれ

にしても，これらのことを解明するためには，

BI処置した ラット肝の CYPアイ ソザイムにつ

いて更に精査する必要がある．

BI処置後24時間のラ ット尿中に検出される BI

量は投与量の 1.3％以下と低かったが，ip処置し

たときはig処置のそれの 1/3であることから，

それぞれの処置法による BIの CYP含量と変異

原性 (Moriet al., 1993)に対する誘導能の大き

な違いはラット体内での BI吸収に差のあること

が一因であると考えられる． clotrimazoleをラッ

トに経口投与すると，投与量の約 10％が 24時間

尿中に排泄され， しかも未変化体の排泄量は僅か

であることまた miconazoleのラット経口投与で

しま投与量の 20%が投与後4日間に尿中に代謝産

物として排泄され， 55%以上が 6日間の糞中に

未変化体で排泄されることが報告されている（鈴

木， 1985).BIとimidazole化合物の尿中排泄量

が少ないことが一致することから， BUま吸収が悪

いか，吸収されたものはほとんど代謝されること

が推察される．したがって，投与法による BJ誘

導能の差異を説明するためには， 代謝産物を含め

た分析をするなど， BI吸収について更に精査する

必要がある．

norharmanが DABに対して助変異原効果を

示すことと不活性化反応であるアゾ基の還元を抑

制すること (Hayashi,1981), またアゾ基還元に

は CYPの関与すること (Fujitaand Peisach, 

1978)等が知られている．著者らも，3'-CH3―

DABと3'-CH20H-DABに対する PCB肝 S9

共存下での助変異原効果とこれらのアゾ基還元活

性の抑制を観察しているが（未発表データ）， BI

処置した 3系統ラット肝 S9共存下においても

norharmanによる顕著な助変異原効果が観察さ

れた (Fig.4). これらの助変異原作用における ip

とig処置により誘導される変異原活性の違いが

CYP誘導の差と一致することは，アミノアゾ化

合物の助変異原作用には CYPが関与するという

仮説を支持している．

BIのCYP誘導効果は，繁用ラッ トである SD

系と Wistar系に ig処置すると CYPlと2によ

り代謝活性化される癌原物質の変異原活性をいず

れも顕著に誘導すること，アミノアゾ化合物発癌

において系統差の知られる ACI/N 系ではその差

が観察されること及び CYPによるア ゾ基還元の

関与が知られる助変異原効果の認められること

等，いずれも PCBと同様の作用を示すことが

Ames試験の結果から判明 した． したがって，

BIは，特定化学物質 PCB又は PBとf3NFの併

用投与に十分に代わりう る， Ames試験で代表さ

れるinvitro変異原性試験における代謝活性化系

の CYP誘導剤として重要であることが明らかに

なった．
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Summary 
Effects of lower doses than 5.0 Gy gamma-ray irradiation on the following mitotic 
index and the incorporation quantity of 3H-thymidine (3H-TdR) in the root apical meristem 

of germinating barley were investigated. Dry seeds of barley, Hordeum distichum L. cv. 
Amagi 2-jyo were germinated for 48 h in distilled water at 25°C in the darkness, then 
treated with 0.03% hydroxyurea (HU) solution further 24 hrs. Two hours after washing 
away the chemicals, the seedlings were exposed with different doses of r-ray and con-
tinued germination. They were fixed at 2 hr intervals. Meanwhile, the germinating 
seedlings were treated with 3H-thymidine at different time after irradiation and the in-
corporated radioactivity in root meristem was measured. HU was found efficient in 
partially synchronizing the root apical meristem cells of germinating barley. An early 
increase of division cells in HU-treated meristem was delayed about 4 hrs 5.0 Gy-irradia-
tion and the incorporation of 3H-TdR into the meristem DNA also reduced a fourth. 
But, with 0.25 or 0.50 Gy, the duration of (the second half of S+G2) phase was reduced 
about 4 hrs and the 0.5 Gy-irradiation increased three times incorporation of茸TdR
into the meristem immediately after irradiation, as compared with that of non-irradiated 
meristem. 

It was suggested, therefore that the • progression of middle S phase cells to mitoses 
in 0.25 or 0.5 Gy-irradiated meristem was accelerated. 

Keywords: Gamma-ray/mitotic index戸H-thymid ine/barley 

Introduction 

High doses of radiation are known to in-

hibit both cell division in the meristem of a 

plant and its subsequent growth, i.e., pro-
gression of interphase cells to mitosis tern-

porally inhibited during the G2 stage by r-

irradiation of 3.6 Gy, while the 20 Gy of 

irradiation completely stops the development 

(Yamaguchi and Tatara, 1973). Such effects 
have been explained by a defect occurring in 

the synthesis of DNA, RNA, or proteins, or 

by the presence of the 02-block that independ-

ently (Ishida et al., 1979). Very low-dose 
X-and r-irradiation produced hormesis effects 

on plants, with several hypotheses having 

been proposed to interpret these effects (Shep-

pard and Rejitnig, 1987; Kondo, 1988). On 

the other hand, only limited information is 

available concerning resultant low-dose effects 
on the DNA synthesis activity and the dura-

tion of the component phases in the cell 

cycle. 

c日本環境変異原学会

Hydroxyurea is used to synchronize mul-

tiplying cells by arresting at G1/S phase 

(Rosenkranz and Levy, 1965; Slater, 1973; 
Yamaguchi et al., 1976). Then, germinating 

seedlings were previously treated with HU, 

in order to investigate the radiation effects 
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on the component phase of cell cycle. This 
led to the study which investigates the effects 
of less than 5.0 Gy of r-irradiation on the 
root apical meristematic cells of HU-treated 

barley seedlings. 

Materials and Methods 
Partial synchronization of root meristem cells 
with hydroxyurea-teatment in barley 
Barley seeds of Hordeum vulgare L. cv. 
Amagi 2-jyo (Two-rowed barley) were placed 
in petri dishes with distilled water and allowed 

to germinate in the dark for 48 hrs at 25°C. 
The young seedlings were immersed in a 

0.03% HU solution for another 24 hrs. After 
washing three times with distilled water, they 
were continued germination in distilled water 

until r-ray irradiation. 

Non-treated seedlings were germinated under 
the same conditions for various durations 

until fixation. 

r-irradiation 
Seedlings were exposed to 0, 0.25, 0.50, 
0. 75, 1.0, and 5.0 Gy of 137Cs-r-irradiation 2 
hrs after HU treatment. Applied dose rates 
were from 0.0 to 0.5 Gy/min. 

Measurement of mitotic index 
At 0.5, 2, 4, 6, 8, and 10 hr after irradiation 

(which were 2.5, 4, 6, 8, 10, and 12 h after 
HU treatment), lots of 10 irradiated seedlings 
were fixed with ethanol and acetic acid (3: 1), 
then stained with Feulgen's reagent after 
squashing the root apical meristem (1~1.5mm 
in length from the root tip) onto a slideglass. 
Using microscopy, we scored the number of 
division and total cells in the irradiated/non-
irradiated roots. The proportion of mitotic 
to total cells (mitotic index, M.I.) was eval-
uated by observing at least 2000 cells. The 
experiments were triplicated. 

Assay of DNA synthesis activity 
In order to evaluate the DNA synthesis 
activity in irradiated roots, the incorporation 
quantity of 3H-thymidine into the r-irradiated 
or un-irradiated root meristem was inves-

tigated. 

Ten barley seedlings were soaked for 30 
min (25°C) in 7.4x 104 Bq/ml [3H]thymidine 
(0. 74 TBq/mmol) at 0.5, 2.5, 4.5, and 6.5 h 
after irradiation (which were at 2.5, 4.5, 6.5, 
and 8.5 h after HU removed). Immediately 
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after the incorporation-treatment, the roots 
were cut and homogenized with 5 ml of grind-
ing buffer (5 mM  MES pH 7.6, 4 mM  Mg-
acetate, 0.25 M sucrose), the homogenate then 

being filtered through nylon mesh (50 μm open) 
and centrifuged 6,000 g for 30 min at 4°C. 

The pelleted precipitate was washed three 
times with 10 ml of 10% TCA, resuspended 
in an ethanol/ether (2: 1) mixture (10 ml), and 
centrifuged again 2,000 g for 10 min at 4°C. 
This pellet was suspended in 1 ml of TE buffer 
(10 mM  Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM  EDTA) and 
the radioactivity was determined by a liquid 
scintillation counter (Tri-CARB 4640, Packard 
Co., Ltd.). The total amount of recovered 
DNA were spectrophotometrically determined. 
The DNA synthesis activity was represented 
by the mean value of incorporated radioac-
tivity per 1 μg of DNA. Data from three 
identical experiments were evaluated. 

Results 
It is generally known that HU is a specific, 
reversible inhibitor of DNA synthesis (Hart-
well, 1971), having been used to synchronize 
the irregular progression of a plant cell popu-
lation by arresting the cells at the G1 to S 
transition stage (Gudkov and Grodinsky, 

1982). 
Fig. 1 shows the resultant M.I. values 
versus the fixation time after HU treatment 
(HU-treated) or normal germination (non-
treated). The M.I. in non-HU treated mer-
istem kept a definite value of about 4~6% 
throughout the fixation time, while that for 

the HU-treated ones is close to zero at 0~4 
h, then rapidly increased to a peak of about 

22% at 8 h, followed by a decrease until 12 
h. It was reported that the duration of S 
and G2 phase was about 4.5 and 4.0 hr re-
spectively in six-rowed barley (Yamamoto and 
Yamaguchi, 1966). Thus, we supposed that 
a smaller proportion of multiplying cells were 
temporarilly stopped at the G1/S transition 
stage with HU treatment, whereas the major-
ity of cells which were at or near the center 

of quiescent center required either a longer 
cell cycle time (Clowes, 1961) than 24 hrs 
(the duration of HU treatment). After HU 

treatment, about 20% of cells took about 8 h 
to reach mitosis, thereby suggesting that the 
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Fig. 1. Proportion of division cells to totally 
scored cells (Mitotic index, M.I.) in HU-
treated or non-treated root rneristern of 
germinating barley. 

treatment may be effective in partially syn-
chronizing this paticular germinating cell 
population. 

At 2 h after HU treatment, the seedlings 
were r-irradiated with 1.0 or 5.0 Gy and the 
M.I. values were determined. The duration 
from the completing of HU treatment until 
the time which the M.I. reached 50% level 
of the M.I. on the ascending side of the peak 
was inferred as the time which was necessary 
for the HU arrested cells passing through S 
and G2 phase, then to mitosis. 

The duration of S phase was already deter-
mined as 4.5 hr (Yamamoto and Yamaguchi, 
1966). In present study, the seedlings were 
irradiated 2 hrs after HU removed, as men-
tioned in Materials and Methods. Then, we 
supposed that the interphase cells arrested at 
G1/S stages was irradiated at the middle S 
period. 

As shown in Fig. 2, in comparison with 
no irradiation, the M.I. in 5.0 Gy-irradiated 
roots increased about 4 hrs later than that in 
non-irradiated meristem, which indicates this 

dose of exposure extended the (shS+G2) stage. 
In present study, the middle S period and the 
second half of S phase was named mS and 
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Fig. 2. Mitotic indices in the 1.0 and 5.0 Gy-
r-irradiated meristem, relating to the fixa-
tion times of roots. 
The M.I. of non-irradiated meristem was 
illustrated, in comparison with that in irra-
diated roots. 
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Fig. 3. Radiation effects of lower doses than 
0.75 Gy-gamma-rays on the mitotic indices 
after HU-treatment in germinating barley. 

shS, respectively. Such a delay in cell cycle 
progression was also induced by 3.6~7.8 Gy 
of r-irradiation (Yamaguchi and Tatara, 1973). 
The 1.0 Gy irradiated roots had a higher M.I. 
value from 2.5~6 h, but it leveled off sub-
sequently. 
Effects of lower doses than 0. 75 Gy are 
correspondingly shown in Fig. 3. The pro-
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Fig. 4. Incorporation quantity of 3H-thymidine 
into nuclear DNA fraction of r-irradiated 
root meristem in barley. 

portion of division cells increased earlier than 

that in non-irradiated meristem from 2.5 to 

6.0 h and the M.I. in 0.25-and 0.50-Gy irra-
diated roots increased earlier to 19~20% until 
6.0 hr than that of the non-irradiated mer-

istem. The duration of (shS+G2) stage in 
non-irradiated cells was estimated as about 

6.5 h, while it was shortened to about 2.5 hr 

with 0.25 or 0.5 Gy-irradiation towards the 

mS cells. Then, it was suggested that the 

progression of mS cells to mitoses was short-

ened about 4.0~4.5 hr with 0.25 or 0.5 Gy-

r-irradiation. Obviously then, low dose irra-

diation was found to accelerate the appearance 

of mitotic cells. 

Results of 3H-TdR incorporation activity in 

root meristem at various times after removal 

of HU detected by pulse-labelling with 3H-

thymidine are shown in Fig. 4. The incor-

porated activity of non-irradiated seedlings 

has a maximum of 1.25 x 10-3 cpm/μg DNA 

at 4.5 h after eliminating HU. However, a 

5.0 Gy of irradiation reduces the level to 
about 0.3 x 10-3 cpm/μg DNA at 4.5 h, which 
then recovers to nearly 0.7x 10-3 cpm/μg DNA 
at 6.5 h, though it is well below that for the 

non-irradiated seedlings. The maximum radio-

activity for 0.5 Gy occurred at the same time 
as the non-irradiated s・amples, being around 

four times greater at 2.5 h (30 min after ir-
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radiation) than that of the non-irradiated 

seedlings. It was inferred that the 0.5 Gy ir-

radiation stimulated the incorporation of吐

thymidine into root meristem cells. 

Discussions 
Hydroxyurea (HU) is a preferential inhibitor 

of DNA synthesis, inhibited incorporation of 

3H-thymidine into DNA, and its action was 

a result of interference with ribonucleotide 

diphospha te reduction (Rosenkranz and Levy, 

1965). And even cells synthesizing DNA at 
the time of HU was added incorporated thy-

midine again when the drug was removed, 

and allowed immediate resumption of DNA 

synthesis without lag (Slater, 1973). It is used 

to synchronize randomly proliferating cells 

arresting in S phase (Gudkov and Grodinsky, 

1982; Yamaguchi et al., 1976). Thus, we 
supposed that HU was likely an effective syn-

chronizing agent for asynchronous population. 

Germinating seedlings were exposed to 

0.03% HU as described in Materials and 

Methods. With the HU treatment, about 20% 

of meristematic cells were partially synchro-

nized 8 hrs after HU removed, whereas they 

showed an uniform mitotic proportion of 4~ 

6 % in normal (HU-unexposed) seedlings (Fig. 

1). The root meristem.cells of barley spent 

about 8.5 hrs for (S+G2) phase (Yamamoto 
and Yamaguchi, 1966; Yamaguchi and Tatara, 

1973). Thus, we supposed that about 20% 

of interphase cells were arrested near G1/S-
period during HU-treatment, while a few 
percent of division cell figures was observed 

at 2~6 hr after HU-removal. It was de-

scribed that HU didn't completely suppressed 

the nomal synthesis of DNA (Evans and 
Norman, 1968), and otherwise root apical 

meristem was organized with quiescent centre, 
cortex, cap initials, central stele and endo-

dermis and so on, having different durations 

of cell cycle and the phases (Clowes, 1965). 
Then, we supposed that division cells appeared 

such early time after HU removed took dif-

ferent duration in cell cycle and the phases. 

Since an efficiency of synchronization applied 

in present study was relatively lower, as 

compared with that explained in bacterial 

culture or animal cell culture (Hochhauser et 

al., 1981). However, present study suggested 

that synchronization by 0.03% HU treatment 

was applicable to root meristematic cells of 

barley, as demonstrated in other organisms 
(Gudkov and Grodinsky, 1982; Yamaguchi 

et al., 1976). 

An exposure to 5.0 Gy delayed about 4 hrs 
the progress of mS cells to mitoses, as seen 

in Fig. 2. It was already indicated that ion-

izing radiation such as gamma-rays delayed 

the cell cycle advance of many species (Ishida 
et al., 1979; Yamaguchi and Tatara, 1973). 

It seemed, therefore that the duration from 

the middle S to mitosis was extended with 

5.0 Gy. 

An 5 Gy-irradiation reduced the incopora-
tion activity of 3H-TdR in nuclear DNA 

fraction (Fig. 4) and also delayed arrival of 

S cells to mitoses (Fig. 2). It seemed likely 

that such a reduction of DNA synthesis ac-

tivity with 5.0 Gy-irradiation was correlated 

with the delay of cell cycle progression. On 

the other hand, low dose of 0.5 Gy r-ray 
increased incorporation of 3H-TdR into nu-

clear DNA soon after irradiation, and further 

the duration of (shS+G2) phase was shortened 

by such irradiation. It was already suggested 
that ultraviolet light stimulated incorporation 

of tritiated-TdR into the DNA of human 

lymphocytes (Evans and Norman, 1968). But 

no results have been reported that low dose 

of r-ray promoted an advance of S cells to 
following mitosis in plants. Then, we sup-

posed that the reduction of (shS+G2) duration 

was probably relating to an increase of 3H-
TdR incorporation activity and of the M.I. 

in low dose-irradiated root. 

Recently, Okamoto et al. (private commu-

nication) showed by short-term labelling with 
3H-TdR and chasing them that the 0.25 or 
0.5 Gy reduced the duration of DNA synthesis, 

G2 phase, and also cell cycle, besides the 
average number of silver grains per nucleus 
increased immediately after irradiation. It is 

unknown how the irradiated cells reduced the 

cell cycle duration. Further investigation for 
this results is required. Hydroxyurea is known 
to possess multi-function on cells (Harn et al., 

1986). It will be necessary to study whether 

present results reflect only gamma-irradiation 

or the mutual effects of HU and ionizing 
radiation. 

References 

Clowes, F. A. L. (1961) Duration of the mitotic 
cycle in a meristem, J. Exptl. Botany, 12, 283-
293. 
Clowes, F. A. L. (1965) The duration of the G1 
phase of the mitotic cycle and its relation to 
radiosensivity, New Phytology, 64, 355-359. 
Evans, R. G. and A. Norman (1968) Radiation 
stimulated incorporation of thymidine into the 
DNA of human lymphocytes, Nature, 217, 455-
456. 
Gudkov, I. N. and D. M. Grodinsky (1982) Cell 
radiosensitivity variation in synchronously di-
viding root meristems of Pisum sativum L. and 
Zea mays L. during the mitotic cycle, Int. J. 
Biol., 41, 401-408. 
Harn, P., L. N. Kapp, W. F. Morgan and R. B. 
Painter (1986) Chromosomal changes without 
DNA overproduction in hydroxyurea-treated 
cells: Implications for gene amplification, 
Cancer Res., 46, 4607-4612. 
Hartwell, L. H. (1971) Genetic control of the cell 
division cycle in yeast. II, Genes controlling 
DNA replication and its initiation, J. Mol. 
Biol., 59, 183-194. 
Hochhauser, S. J., J. I. Stein and J. S. Stein (1981) 
Gene expression and cell cycle regulation, Int. 
Rev. Cytology, 71, 95-243. 
Ishida, R., T. Nishimoto and T. Takahashi (1979) 
DNA strand scission by neocardinostatin and 
its relation to the ihibition of cell cycle trav-
erse and DNA synthesis, Cell Struct. Funct., 
4, 235-259. 
Kondo, S. (1988) Altruisic cell suicide in relation 
to radiation hormesis, Int. J. Radiat. Biol., 53, 
95-102. 
Rosenkranz, H. S. and J. A. Levy (1965) Hydro-
xyurea: A specific inhibitor of deoxyribonu-
cleic acid synthesis, Biochim. Biophys. Acta., 
95, 181-183. 
Sheppard, S. C. and P. J. Reditnig (1987) Factors 
controlling the hormesis response in irradiated 
seed, Health Physics, 52, 599-605. 
Slater, M. L. (1973) Effect of reversible inhibitor 
of deoxynucleic acid synthesis on the yeast cell 
cycle, J. Bacteriology, 113, 263-270. 
Yamaguchi, H. and A. Tatara, (1973) A correla-
tion between growth inhibition of the first leaf 
and mitotic delay after irradiation of soaking 
barley seeds, Japan. J. Breed., 23, 221-230. 
Yamaguchi, H., A. Tatara and I. Yamaguchi 
(1976) S phase synchronization in shoot apical 
cells of barley through the use of hydroxyurea, 
Radioisotopes, 22, 21-22. 
Yamamoto, K. and H. Yamaguchi (1966) Radia-
tion-induced chromosomal aberration in rela-
tion to DNA synthesis, J. Radiation Res., 7, 
3-4. 

209 



Environ. Mut. Res. Commun., 16: 211-215 (1994) 一般論文

Ethyl Acrylate is Negative in the Bone Marrow 
Micronucleus Test Using BDF1 Male Mice 
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Summary 
Ethyl acrylate (EA) is a suspected human carcinogen that induces squamous-cell 
papillomas and carcinomas in the forestomach of mice and rats when orally admini-
stered. Both positive and negative results have been reported for EA in the mouse 
bone marrow micronucleus test. As part of the sixth collaborative study organized by 
CSGMT, we re-examined the ability of EA to induce bone marrow micronuclei using 
BDF1 male mice. As the result of dose-finding assays, the MTD of EA was estimated 
to be 750 mg/kg for both single and double oral gavage, and in a preliminary test, 24 
hr was selected as the optimum sampling time after single oral administration. All 
tests were conducted at that highest dose and sampling time. We found no evidence 
of increased micronucleus induction for single or double oral administration or single 
i.p. injection at any dose level. The relationship between micronucleus data and the 
positive results reported in the in vitro tests is discussed in view of metabolism. 

Keywords: Micronucleus test; Ethyl acrylate; Non-genotoxic carcinogens 

Introduction 

Ethyl acrylate is used as adhesives and 

emulsion polymers for a variety of materials, 

such as coatings and textiles. Oral admini-

stration of EA induces squamous-cell papil-
lo mas and carcinomas of the f orestomach in 
both sexes of B6C3F 1 mice and Fischer 344/ 

N rats (National Toxicology Program, 1983), 

while carcinogenicity is not induced by skin 
application in C3H/HeJ mice (DePass et al., 

1984) or by inhalation exposure in B6C3F 1 

mice and Fischer 344 rats (Miller et al., 
1985). No data, however, are available to 

evaluate the carcinogenicity of EA in humans. 

Thus, the IARC Working Group (IARC, 1987) 
concluded that EA is possibly carcinogenic 
to humans (Group 2B). When EA was ex-
amined in the bone marrow micronucleus 

test, which detects the ability of compounds 

that reach the bone marrow to cause chro-

mosomal damage, conflicting results were 

c日本環境変異原学会

reported. Przybojewska et al. (1984) reported 

a high micronucleus incidence after i.p. in-

jection of EA in Balb/c mice, while Ashby 

et al. (1989) reported negative results by the 

same route of administration in C57BL6J and 

Balb/c mice. 
The study described here was part of the 

sixth collaborative study organized by the 

Collaborative Study Group for the Micro-

nucleus Test (CSGMT). Its aim was to re-

examine whether EA is detectable as a 

clastogen in the mouse micronucleus test. 

Materials and Methods 
Animals 

Eight-week-old male BDF1 mice were 

purchased from Charles River Japan, Inc. 
and used at 9-10 weeks of age for all ex-

periments. The body weights at dosing 

ranged from 23 to 31 g. The animals were 
randomly allocated to each group and treated 

211 



by single or double oral ga vage or single 

intraperitoneal (i.p.) injection at a dose 
volume of 20 ml/kg body weight. The animals 
were individually housed in cages in an animal 
room (temperature; 23土1°C, relative humid-
ity; 55土5%, lighting condition; 12L: 12D) 
and fed commercial food pellets for mouse 
breeding (NMF, Oriental Yeasts Co.) and tap 

water ad libtum. 
Test substances 
Ethyl acrylate (CAS No. 140-88-5) was 

purchased from Wako Pure Chemical In-
dustries, Ltd. (Lot no.: 305P4044, Purity: 
>99.0%) and was homogenized in 2% 
TweenR 80. Cyclophosphamide (Sigma), which 
was used as the positive control, was dis-

solved in physiological saline. 

Dose-finding assays 
Male mice was given EA by single or 
double oral gavage at several dose levels. 
All animals were observed for 4 consecutive 
days and clinical signs and deaths were re-
corded. The maximum torelated doses 
(MTDs) were selected as the highest doses 

for micronucleus test. 

Micronucleus tests 
Mice were sacrified by cervical dislocation. 
For observation of micronuclei, bone marrow 
cells were smeared on glass slides and stained 
with 5% Giema's solution for 25 minutes. 

For observation of reticulocytes, bone mar-
row cells were supravitally stained with New 
Methylene Blue (NMB) solution (0.5 g NMB 
and 1.6 g potassium oxalate in 100 ml OW) 
for 3 minutes, smeared on glass slides and 
stained with Giemsa's solution. 

All slides were coded and observed in a 
blindfold manner. The number of micro-
nucleated polychromatic erythrocytes 
(MNPCEs) in 2000 polychromatic erythrocytes 
was counted in each mouse, and the ratio 
of reticulocytes to 1000 erythrocytes was 
determined. 

The MNPCE frequency was statistically 
analyzed by Tables of Kastenbaum and 
Bowman (1970) and the reticulocyte ratio by 

the t-test. 

Results 
Dose-finding assays 
To determine the doses for the single oral 
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gavage study, groups of six male mice were 
treated with either 250, 500, 750 or 1000 mg/ 
kg EA. A decrease in spontaneous motor 
activity was observed at 500 mg/kg or more, 

and tremor was observed at 1000 mg/kg. All 

mice died at 1000 mg/kg 1 to 3 days after 
administration, while death was not seen at 
750 mg/kg or less. Thus, the highest dose 
selected for the micronucleus test by single 

oral gavage was the MTD, 750 mg/kg. 

To determine the doses for the double oral 

gavage study, groups of three male mice 
were dosed twice at 250, 375, 500, and 750 
mg/kg EA. Death was not seen in any 
group, although a decrease in spontaneous 
activity was observed at 500 mg/kg or more, 
given twice. Since 1000 mg/kg was lethal by 

single oral gavage, the MTD for double oral 
gavage was again estimated to be 750 mg/kg 

and was used as the highest dose. 

A dose-finding assay was not conducted for 

the single i.p. injection study and a wide 
range of doses was chosen for the main 

micronucleus test. 

Preliminary micronucleus test 
To determine the optimum sampling time 
after single oral administration, groups of 
four male mice were given 750 mg/kg EA by 
gavage and smear slides of bone marrow 
cells were prepared 24, 48, and 72 hr later. 
The MNPCE frequency was highest (0.39土
0.10%) 24 hr after administration and the 
decrease in the ratio of reticulocytes to total 
erythrocytes was not remarkable (30.2~34.8%) 
at any sampling time. The optimun sampl-
ing time after single administration was 

therefore selected to be 24 hr. 
Micronucleus tests by oral gavage 
For the single oral gavage study, EA was 
administered to groups of six mice at 0, 188, 

375, and 750 (mg/kg) with a sampling time of 
24 hr (Exp. 1). The results are shown in 
Table 1. There was no significant difference in 
the MNPCE frequency between the vehicle 
control and any treatment group. In contrast, 
the MNPCE frequency of the positive control 

(CPA, 50 mg/kg) was significantly elevated 
(p<0.01). There was no significant difference 
in the ratio of reticulocytes to total erythro-
cytes between the vehicle control and any 

treatment group. 

Table 1. The results of the micronucleous tests by single or double oral gavage 

Exp. 
no. 

2
 

Dose 
(mg/kg) 

oa 

188 
375 
750 
CPA50b 

0.14土0.11
0.22土0.09
0.20土0.11
0.22土0.08
0.20土0.05
0.14土0.08
0.13土0.11
2.04士0.41**

a Vehicle control (2% Tween~ 80). b Positive control (Cyclophospharnide 50 mg/kg). 
** p<0.01 (Kastenbaurn and Bowman). ## p<0.01 (t-test). 

oa 

375 
750 
oa 

188 
375 
750 
CPA 50b 

No. of 
doses 

l

l

l

2

2

2

2

1

 

Table 2. 

Sampling 
time (h) 

24 
24 
24 
24 
24 

2
4
2
4
2
4
2
4
2
4
2
4
2
4
2
4
 

MN cells/2000 PCEs 
assessed per animal 

4 0 

0 0 

6 1 

2 0 

21 19 

1

1

7

3

6

 
4
 

4

2

2

4

l

 
4
 
1

3

5

5

3

1

0

3

 
4
 

4

3

2

6

4

4

6

1

 
4
 

2

2

1

4

8

 
2
 

3

0

4

2

1

 
2
 

MN cells (%) 
Mean土S.D.

0.12土0.08
0.04土0.05
0.18士0.13
0.13土0.08
1.47土0.58**

RETs(%) 
Mean士S.D.

57.8土 9.7
55.5土 9.5
58.7士10.9
46.4土 8.7
45.9土 9.1

2

8

8

4

6

5

4

0

 
4
 

4

4

3

3

4

3

1

5

 
5
 

6

4

3

6

4

3

3

5

 
3
 

0

4

3

2

3

l

l

l

 
3
 

52.3土15.7
49.5士15.4
46.7土 9.2
58.3土 6.9
60.7土 8.4
58.9土 9.1
39.6土10.2牡
45.1土 7.4

The results of the micronucleous test by single i.p. injection 

Dose 
(mg/kg) 

oa 

375 
500 
750 
CPA 50b 

Sampling 
time (h) 

24 
24 
24 
24 
24 

3

0

7

9

2

 
4
 

MN cells/2000 PCEs 
assessed per animal 

5 4 

2 5 

2 1 

5 4 

45 27 

3

3

1

0

0

 

3
 

2

4

3

5

9

 
3
 

2

4

3

1

4

 
4
 

MN cells(%) 
Mean士S.D.

0.16土0.06
0.15土0.09
0.14士0.11
0.20土0.16
1.89土0.38**

RETs (%) 
Mean士S.D.

57.6士 8.4
51.1土10.3
43.9士16.9
27.7土12.5田
42.6士10.1#

a Vehicle control (2% TweenR 80). b Positive control (Cyclophosphamide 50 mg/kg by oral 
gavage). 
** p<0.01 (Kastenbaum and Bowman). # p<0.05 (!-test). 

Another test was conducted by single oral 
gavage at 0, 375, and 750 mg/kg and by 
double oral gavage at 0, 188, 375, and 750 
mg/kg at the same sampling time (Exp. 2). 

Again there was no significant treatment ef-
fect, although the MNPCE frequency signi-
ficantly increased in the positive control (p< 
0.01). A significant reduction in the reti-
culocyte ratio was only seen in the 750 mg/ 

kg double oral gavage group (p<0.01). 
Micronucleus test by i.p. injection 
The results of the i.p. injection study are 
shown in Table 2. Groups of six mice were 
treated with O or 375 mg/kg EA or 50 mg/kg 
CPA (positive control by oral gavage); eight 
mice received 500 mg/kg and groups of nine 
mice received 750, 1000, or 1500 mg/kg EA. 
All the mice in the 1000 or 1500 mg/kg groups 

and one in the 750 mg/kg group died. Slides 
were prepared and observed for the O and 375 

出p<0.001(t-test). 

treatment groups and for the positive control 
group and six animals of the 500 and 750 
mg/kg treatment groups. Again, there was 
no significant increase in micronucleus induc-
tion in any treatment group, although the 
MNPCE frequency significantly increased in 
the positive control group (p<0.01). The 
reticulocyte ratio was significantly reduced 
in the 750 mg/kg group (p<0.001). 

Discussion 
Przybojewska et al. (1984) were the first 
to report the results of micronucleus testing 
of EA. Balb/c male mice were injected 
twice i.p. at 24 hr intervals and bone mar-
row samples were taken 6 hr later. High 
incidences of MNPCE were observed and 
significant increases were detected within a 
wide dose range (225-1800 mg/kg). Ashby 
et al. (1989), however, did not obtain posi-
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tive results either by single i.p. injection with 
C57BL male and female mice or by almost 
the same protocol as Przybojewska et al. 
with C57BL or Balb/c male mice. In this 

study, we used BDF1 male mice and three 

types of administrtion-single and double oral 
gavage and single i.p. injection. No signi-

ficant increase in MNPCEs was observed for 
any type of administration. As Ashby et al. 

(1989) noted, this discordance among labo-

ratories may be attributed to a difference in 
purity of EA, or to a difference in meta-

bolism among mouse strains or sub-strains. 
But, no matter what the reason may be, EA 
can not be consistantly detected in the mouse 

bone marrow micronucleus test. 

EA was positive in the in vitro chromosome 
aberration test with CHL cells (lshidate et al., 

1983) and induced small colonies in the in 
vitro mutagenicity assays with mouse lym-
phoma cells (L5178Y), further suggesting its 
clastogenicity (Moore et al., 1988). Micro-
nucleus tests, however, did not detect EA 
clastogenicity in mouse bone marrow. This 
discordance may be explained in view of EA 

metabolism. NTP data (National Toxicology 
Program, 1983) showed that after p.o. ad-

ministration of 200 mg/kg in corn oil to 
Fischer 344 rats, EA was detected in the 
portal venous blood after 15 or 30 min (up 

to 27 μg/ml), but detectable amount was not 

present in blood samples from the retro-
orbital venous plexus after 15, 30 or 60 min. 
This suggests that EA is metabolized rapidly 
in the blood and/or liver after absorption 
and therefore does not circulate throughout 
the body. Metabolism may be by hydrolysis 
(National Toxicology Program, 1983) or by 

binding to nonprotein sulfhydryls such as 

glutathione (Miller et al., 1981). Thus, there 
is a good possibility that not enough EA 

reached the bone marrow to induce micro-

nuclei, although the presence of some EA or 
toxic metabolites was suggested by bone 
marrow suppression in the highest dose of 
the double oral gavage or single i.p. injection. 

At present, EA is thought to be a local 

carcinogen that induces squamous-cell papil-
lomas and carcinomas only in the foresto-
mach after oral administration (National 

Toxicology Program, 1983). The most con-
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vmcmg hypothesis for the mechanism of 
tumor production by EA is that local damage 

or inflammation promotes cell proliferation, 
and this, ultimately, leads to carcinogenesis 
(Ghanayem et al., 1986; Clayson et al., 

1991). Data from in situ genotoxicity tests 

at forestomach, such as unscheduled DNA 
synthesis tests or mutagenicity tests with 
transgenic mice, are needed to conclude 

whether genotoxic damage is involved in the 

initiation of EA carcinogenesis. 
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2,2'-Azo bis(2-amidinopropane)dihydrochloride (AAPH)から

生成する炭素ラジカルの変異原性

Mutagenicity of the carbon radical generated from 2,2'-azobis 
(2-amidinopropane)dihydrochloride (AAPH) 

Summary 

加藤哲太，福原亜紀，菊川清見

Kato, T., A. Fukuhara and K. Kikugawa 

東京薬科大学薬学部

192-03東京都八王子市堀之内 1432-1

Tokyo College of Pharmacy, 1432-1 Horinouchi, Hachioji, 
Tokyo 192-03, Japan 

（受付： 1994年 3月 22日；受理： 1994年 5月 2日）

The mutagenicity of 2,2'-azobis(2-amidinopropane)dihydrochloride (AAPH) was 
measured by Ames method and the micronucleus assay. AAPH was mutagenic on 
Salmonella typhimurium T A98 and T AlOO strains without metabolic activation showing 
59 and 470 His+ revertants/100 μmol AAPH, respectively. Addition of S9-mix reduced 
the mutagenicity. Induction of micronuclei in mouse peripheral blood reticulocytes was 
not found. The mutagenicity of AAPH was reduced by addition of spin trapping agent 
N-tert-butyl-a-phenylnitrone (PBN). Because PBN trapped the carbon radical generated 
from AAPH effectively, the reduction of the mutagenicity may due to the loss of the 
radical by PBN. The mutagenicity of AAPH was found to be due to the carbon radical. 

Keywords: 2,2'-azobis(2-amidinopropane)dihydrochloride; carbon-centered radical; muta-
genicity; Ames method; micronucleus test 

報

緒言

最近，活性酸素ラジカル種がDNAの修飾や切

断を引き起こす反応が注目され， これらの反応と

癌の発生や変異原性の発現との関連性について検

討が行われている．金属とアスコルビン酸（Chiou,

1983),ポリ フェノール (Shirahataet al., 1985), 

糖(Moritaand Komano, 1983），過酸化水素(Inoue

and Kawanishi, 1987),脂質過酸化物(Uedaet al., 

1985)などの反応で生成するヒドロキシラジカル

は， DNA鎖を切断することが知られている．一

方， hydrazine類には変異原性 (Kimball,1977, 

Parodi et al., 1981)や発癌性 (Toth,1976)を有

するものが報告されているが，これらにはhydra-

zine類から生成した炭素ラジカルによる DNA鎖

の切断が関与することが示唆されている (Augu-

sto et al., 1984; 1990; Leite and Augusto, 1989). 

また変異原性を示す芳香族 diazo化合物の dia-

zoquinone (Kato et al., 1992)や 5-diazouracil

(Hiramoto et al., 1994)およびbenzenediazonium

塩 (Griffithsand Murphy, 1992)から生成した炭

素ラジカル(phenylradical)が DNA鎖切断に

関与していることが報告されている．

c日本環境変異原学会

2,2'-Azobis(2-amidinopropane)dihydrochloride 

(AAPH)は分解して脂肪族炭素ラジカルを生成す

ることが知られており，脂質過酸化反応 (Nikiet 

al., 1985)や有機重合反応のイニ、ンエーターとし
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てよく知られた化合物である．我々は AAPHを 均値を引いた値で示した．

脂肪族炭素ラジカルのモデルとして用い， DNA

鎖の切断について検討した結果， AAPHの炭素

ラジカルにより DNA鎖が切断されることが明

らかになった (Hiramotoet al., 1993).そこで今

回， AAPHの変異原性について Salmonella菌

を用いた Ames法およびマウス末梢血を用いた

小核試験により検討した．

実験材料および方法

1. 試薬

2, 2'-Azobis(2-amidinopropane)dihydrochloride 

[2997-92-4] (AAPH)は和光純薬工業（株）製の市

販品を用いた． N-tert-Butyl-a-phenylnitrone

[3376-24-7] (PBN)は AldrichChem. Co.製の

ものを用いた．

2. Ames法による変異原性試験および変異原性

抑制試験

各種濃度の AAPH水溶液 100μlについて変異

原性試験を行った． また 100μ mol AAPHを含

む水溶液 50μlに各種濃度の PBNを含む dime-

thylsulfoxide (DMSO) 50 μlを加えたものを検液

として変異原性試験を行い， PBNを加えないと

きの活性に対する比率から変異原性抑制率を求め

た．変異原性試験は Salmonellatyphimurium 

TA98および TAlOO株 (Ameset al., 1975)を

用い， 37°Cで 20分間のプレインキュベーショ

ンを行う Yahagiら (1977)の方法に基づいて行

っポこ． S9-mix れま phenobarbital と 5,6-benzo-

flavoneで処理したラット肝臓から分離した S9

（和光純薬工業（株）製）の 50μlを含むものを用

いた．試験は各サンプルについて 2枚以上のプ

レートで行い，変異原活性は，各検液の His+

revertant数の平均値からコントロルにおける平

3. 小核試験

7~8週齢の ICR系雄マウス（クレア（株））を

用いて行った．各種濃度の AAPHを含むリン酸

緩衝液を 1濃度当り 5~6匹のマウスに腹腔内

投与し， 24および 48時間後の末梢血網状赤血球

中に発現する小核を Hayashiら (1990)の方法に

基づき測定した．

結果および考察

AAPHは Scheme1に示すように，三級炭素

原子に炭素ラジカルを生成して，スーパーコイル

DNAを切断することが示された (Hiramotoet 

al., 1993).今回， AAPHの DNA鎖切断活性と

変異原性発現の関連性について検討するため，

Salmonella typhimurium T A98および TAlOO株

を用いた Ames法およびマウス末梢血を用いた

小核試験を行った．

Fig. 1に Ames法による変異原性試験の結果

を示す．S9-mix非存在下で TA98および TA100

株のいずれにおいても AAPHの濃度に依存して

His+ revertant数は増加し， AAPHが変異原性

を示すことがわかった．活性は AAPH濃度 100

μ mol/plateでTA98株において 59,TA 100株に

おいて 470His+ revertantであった．これらの活

性は S9-mixの存在下では 50~65%にまで減少

した．先に Hiramotoら(1994)は 5-diazouracil

から生成したラジカルに基づくと考えられる変異

原活性が S9-mix中の補酵素の NADH,NADPH

および ATPによって阻害されたことを報告して

いる．今回の AAPHの変異原活性の S9-mixに

よる阻害も， AAPHから生成したラジカルと補

酵素類との反応によると考えられる．

次にDNA鎖切断作用をもち，微生物に対して

恥、伊3 伊3、NH2
/C-C-N=N-C-C、 •2HCI ► 2 
HN／畑畑‘NH

AAPH 
Scheme 1 

H2N、偲
/.c-c • + 
HN／畑

N2 

TA98 
＇ 50 

i i 40 
30 
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Fig. 1. Dose-response curves of mutagenicity of AAPH on S. typhimuriumu T A98 and T AlOO 
with (0) and without（●） S9 mix. 

も変異原性を有する AAPHが哺乳動物における

変異誘発におよぽす影響について検討するため，

マウス末梢血を用いた小核試験を行った． 7～8

週齢の雄マウスに AAPHを 50~100mg/kg腹

腔内投与後24および48時間に末梢血網状赤血球

中に認められる小核の頻度は 0.03~0.3%で， コ

ントロールと有意差は認められなかった (AAPH

150 mg/kg投与時は死亡）．マウス小核試験にお

いて変異原活性が認められなかったのは，生体内

に投与された AAPHから生成したラジカルが，

DNA以外の生体成分と速やかに反応したためと

考えられる．

AAPHはスピント ラップ剤である PBNによ

って炭素ラジカルとしてトラップされることが

ESRスペクトルの結果から明らかにされている

(Hiramoto et al., 1993). また AAPHによる

DNA鎖切断が酸素の有無にかかわらず PBNに

よって阻害された ことから， AAPHから生成し

た炭素ラジカルが DNA鎖切断に関与 している

ことが示唆された． Ames法で認められた AAPH

の変異原性が AAPHから生成したラジカルによ

ることを明らかにするため， AAPHの変異原活

性に及ぼす PBNの影響について検討を行った

(Fig. 2). AAPHの変異原活性は PBNによって

濃度依存的に阻害され， AAPHに対して等モル

(100 μ mol)添加時に約 50%の阻害率を示した．
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Fig. 2. Effect of PBN on the mutagenicity of 
AAPH. The mutagenicity of AAPH (100 
μmol/plate) was tested with S. typhimurium 
TAlOO without S9 mix in the presence of 
PBN. 
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AAPHによる DNA鎖切断の場合と同様スピ

ントラップ剤の PBNによる阻害効果が Ames法

による変異原性試験においても認められたことか

ら，変異原活性の発現にも AAPH炭素ラジカル

が関与していることが示唆された． AAPHは炭

素ラジカルを生成した後，酸素と反応しペルオキ

シラジカルとなる可能性があるが， ESRスペクト

ルの結果からはこのようなラジカルに起因する‘ン
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グナルは得られていない (Hiramotoet al., 1993). 

変異原活性の発現には AAPHの炭素ラジカル自

身が直接関与していると考えられる．

Atharら(1989;1991)は AAPHが良性pa-

pillomaの癌化を引き起こすこと，およびこの癌

化が retinoicacidで阻害されることを報告して

いる．またこの AAPHによる癌化反応には，生

成した炭素ラジカルやそのペルオキ、ンラジカルに

よる遺伝子の変化が関与していることが示唆され

ている．従って DNAを切断する作用をもつ

AAPH炭素ラジカルは，遺伝子を修飾し，変異

原性の発現や癌発現のprogression段階などに複

雑に影響を及ぽしていると考えられる．

これまでに変異原性や癌原性を持つ多くの

hydrazine類や diazo化合物が知られており，こ

れらは炭素ラジカルにより DNA鎖を切断する

ことが明らかにされている (Augustoet al., 1984; 

1990; Leite and Augusto, 1989; Kato et al., 1992, 

Griffiths and Murphy, 1992; Hiramoto et al., 

1994). 今回の結果も AAPHの炭素ラジカルが

変異原性の発現に深く関与していることを示して

おり，炭素ラジカルによる DNA鎖切断が変異

原性および癌原性の発現に対して重要な役割を担

っていると考えられる．
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Summary 
Four nongenotoxic (Ames-negative) hepatocarcinogens, carbon tetrachloride, clo-
fibrate, phenobarbital sodium, and safrole were assessed for cell proliferative activity by 
immunohistochemical staining with anti-PCNA monoclonal antibody, using paraffin-
embedded rat liver sections. Male F344 rats were treated once with each nongenotoxic 
compound by gavage. In this study, the spontaneous PCNA index in rat livers was less 
than 1%. However PCNA indexes in the rat livers treated with these compounds in-
creased significantly, being 9.8% for carbon tetrachloride, 11.6% for safrole, 4.1% for 
clofibrate, and 4.1% for phenobarbital sodium. Similar results were obtained using 
bromodeoxyuridine. 
Our in vivo hepatocyte proliferation test using PCNA appears to be comparable in 
sensitivity to that of the in vivo-in vitro procedure using [methyいH]-thymidine.

Keywords: cell proliferation; rat liver; nongenotoxic hepatocarcinogen; proliferating 
cell nuclear antigen (PCNA) 

Introduction 

The Ames test has been generally used as 
a short term test for predicting chemical 

carcinogenicity. During the mid 1970s, 90% 
of assayed carcinogens were mutagenic and 
90% of assayed non-carcinogens were non-
mutagenic in the Ames test (McCann et al., 
1975; Purchase et al., 1976). However, re-

cent reports have indicated that only 50% 
of those carcinogens were mutagenic (Tennant 

et al., 1987; Zeiger et al., 1990). The reason 
for this is that the Ames test cannot detect 

hepatocarcinogens such as aliphatic and aro-

matic halogenated hydrocarbons and peroxi-
some inducers (Uno et al., 1992d). 
To detect putative nongenotoxic (Ames-
negative) hepatocarcinogens, an in vivo-in 
vitro replicative DNA synthesis (RDS) test 

was established (Uno et al., 1992a; 1992b). 

This test uses primary hepa tocytes prepared 

c日本環境変異原学会

from the livers of rats treated with hepato-

carcinogens and noncarcinogens. In the RDS 

test, cell proliferation is evaluated by the 
number of 3H-thymidine-labeled hepatocytes. 

This test detects a large number of non-

genotoxic hepatocarcinogens (Furihata et al., 

1993; Uno et al., 1992c; 1994). 

Immunohistochemical staining with anti-

proliferating cell nuclear antigen (PCNA) 

monoclonal antibody is useful for evaluating 

cell proliferation (van Dierendonck et al., 

1991; Kawakita et al., 1992; Hayashi et al., 

1993). PCNA is a 36 kDa acidic nuclear 

protein synthesized during the G 1 and S phases 
of the cell cycle. Recently, a method as-

sessing the proliferation and growth of tumors 

using anti-PCNA monoclonal antibody has 

been used to examine prognosis. This anti-

body labels proliferating cells in paraffin-
embedded tissue. Thus, the PCNA index has 
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been used in some tumors as an independent 
prognostic variable (Matsu ta et al., 1993; 
Woods et al., 1991; Yu et al., 1991). 

In this report, we describe the usefulness 
of the in vivo hepatocyte proliferation test 

using PCNA as a rapid detection assay for 
putative nongenotoxic hepatocarcinogens. 

Materials and Methods 

1. Animals 
Male F344 rats (9 weeks old, 215-242 g) 
were obtained from Charles River Labora-
tories (Atsugi, Japan). Animals were housed 

in a temperature-controlled room with a 12-h 

light/dark cycle. A balanced diet (MF, Ori-
ental Yeast Co., Ltd., Tokyo, Japan) and 

water were given ad libitum. 

2. Model compounds 
The four nongenotoxic hepatocarcinogens, 
carbon tetrachloride, safrole, clofibrate, and 

phenobarbital sodium, were obtained from 
Wako Pure Chemical Co. (Osaka, Japan). 
Corn oil was obtained from Junsei Chemical 
Co. (Tokyo, Japan). 

3. Animal treatment 
All compounds were dissolved in corn oil 
except phenobarbital sodium, which was dis-

solved in water. Test compounds in 2 ml of 

corn oil or water were given by p.o. ad-
ministration at various concentrations which 
were the maximum tolerated dose (MTD), 

1/2 MTD and 1/4 MTD. The HTD of each 

compound was set at about half of the LD50 
value from three references (Lenga, 1988; Uno 
et al., 1992a; 1992b), and the MTD values 
of these compounds were as follows; 1400, 
1000, 470, 75 mg/kg b. w. for carbon tetra-
chloride, safrole, clofibrate and phenobarbital 
sodium respectively. Animals in the control 

group received 2 ml of the corn oil or water 
without test compounds. 

4. Tissues 
One hour before dissection, the rat was 
given 100 mg/kg b. w. of BrdU (Wako Pure 
Chemical Co., Osaka, Japan) in physiological 

saline intraperitoneally (ip). 
The rat was anesthetized by an ip injec-
tion of 5% pentobarbital sodium at a dose 
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of 0.1 m//100 g b. w. The liver was perfused 
with HBSS for 3 min and 75% ethanol for 

3 min, then removed for routine processing 
for histological and immunohistological ex-
amination. Conventional histological sections 

(3 μm thick) were prepared from paraffin-

embedded tissues. The sections were mounted 
on gelatin-coated glass slides and air dried 
overnight at room temperature. 

5. Antibodies 

Peroxidase-labeled anti-PCNA (anti-PCNA/ 

HRP) was obtained from DAKO Japan Co. 

(Kyoto, Japan). Anti-bromodeoxyuridine 
(BrdU) monoclonal antibody was obtained 

from Sanbio bv (Amsterdam, Holland). The 

avidin biotin complex (ABC) kit and the 
substrate kit for 3,3'-diaminobenzidine (DAB) 
were obtained from Vector Laboratories inc. 

(Burlingame, USA). 

6. Immunohistochemistry 
The sections were dewaxed, passed through 

a series of alcohol, then immersed for 15 min 

in methanol with 0.3% hydrogen peroxide 
to block endogenous peroxidase activity. The 

sections were then washed in water and im-

munostained with anti-PCNA/HRP. The an-
ti body at a dilution of 1: 6 and an incuba-

tion period of 1 h were optimal for staining 
the samples. Sites of anti-PCNA/HRP bind-

ing were detected by the DAB kit. The 
protocol for detection of BrdU incorporated 
DNA was as described (Sugihara et al., 1986; 

Tatematsu et al., 1988). The sections were 

also counterstained with haematoxylin. 

7. PCNA index 
Random fields were sampled and 1000 hepa-
tocyte were analyzed. The PCNA index was 

calculated as follows: 

PCNA index (%) 
No. of hepatocytes with 
positive staining 

xlOO 
Total no. of hepatocytes analyzed 

The BrdU labeling index was also calculated 
by same formula. 

Results 

1. Fixation and staining conditions 
To optimize the immunostaining to detect 
PCNA, various fixation protocols were tested. 

The results are summarized in Table 1. Im-

mnuoreactivity was detectable with all fixa-
tives except acetone. Satisfactory anti-PCNA/ 

HRP immunostaining was obtained by means 

of alcohol perfusion. We fixed the tissue 
by means of 75% ethanol perfusion methods, 
as it was less toxic compared with the other 

fixation studied. 

2. PCNA-positive cells 
The number of PCNA-positive cells in-
creased in the rats treated with hepatocar-

cinogens. In those treated with carbon tetra-

chloride, the number of PCNA-positive cells 

increased and necrosis was observed in the 

tissue (Fig. 1). 

Table 1. The effect of various fixative on anti-
PCN immunoreactivity in rat hepatocytes 

Fixative 
Immunoreactivity 

by dipping by perfusion 

Formalin 
Methanol 
75% Ethanol 
Acetone 

+
+
+
 

＋ 

＋＋ 

＋＋ 

Scored as negative (-) positive (+)and strongly 
positive(++). 

Clofibrate increased the number of PCNA-
positive cells, however necrosis was not evi-
dent and PCNA-positive cells diffused in the 

Table 2. PCNA indexes in various lobes of 
the rat liver 

Lobes of the 
PCNA index 

Test chemical rat liver （％） 
(mean士SD)

Carbon Median 5.6土1.10
tetrachloride Left 7.5土1.37

Right 5.1土0.84
Caudate 5.9土0.31

Safrole Median 13.2士3.52
Left 14.1土3.46
Right 15.1土3.29
Caudate 14.9土2.53

Clofibrate Median 5.0土1.40
Left 5.1土1.57
Right 5.4土2.05
Caudate 6.1土1.97

Phenobarbital Median 3.4土0.78

sodium Left 4.3土0.71
Right 4.4土1.25

Caudate 4.2士0.64

Control Median 0.6士0.21

Left 0.7土0.42
Right 0.5土0.21
Caudate 0.9士0.67

Dose, l/2MTD; Time, 39 h,士SD,(n=4). 
PCNA index calculated from the number of 
positively stained cells in 1000 hepatocytes/liver. 

Fig. 1. Immunoperoxidase staining with PCNA MAb of livers from rats given Ames 
test-negative hepatocarcinogens. 
Carbon tetrachloride (A) Clofibrate (B) Control (C). 
Dose, 1/2MTD: Time, 39 h after carcinogen administration (x300). In the 
rats treated with carbon tetrachloride, necrosis (bold arrow) was observed (A). 
Some cells (small arrows) had stronger nuclear staining (PCNA-positive) than the 
majority of cells in the tissue section (A, B, C). 
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tissue. Safrole and phenobarbital sodium also 
produced similar results (data not shown). 

3. The PCNA index in different lobes of 

the liver 
The rat liver consists of several lobes. To 

investigate cell proliferation, the PCNA in-
dexes in these lobes were examined. The 
test compounds were given at 1/2 MTD. 
Thirty nine hours thereafter, the liver was 

fixed. Four lobes (median, left, right and 
caudate) were studied individually. Table 2 
shows slight differences in the PCNA index 
among the four lobes, but they were not 
statistically significant (P>0.05, t-test). There-
fore we mainly examined the PCNA indexes 

in the left and right lobes of rat livers treated 
with test chemicals or control rats to evalu-

ate cell proliferation. 

Table 3. Time-course of cell proliferation in the rat liver 

Test chemical Treatment dose Time PCNA Index ｛ ％） BrdU Labeling Index (%) (h) (mean土SD (mean土SD)

Carbon 1/4MTD 24 0.3土0.08 0.2士0.07

tetrachloride 39 0.4土0.20 0.6土0.32

48 0.5土0.17 0.2土0.08

1/2MTD 24 1.0土0.65 0.7土0.13

39 7.6土4.23 8.0土2.30

48 0.4土0.13 0.7土0.19

MTD 24 0.7士0.42 2.4土2.90

39 9.8土3.36 15.8土4.49

48 1.1土0.88 0.9土1.20

Safrole 1/4MTD 24 1.7士0.76 1.4土0.38

39 7.2土1.62 7.1土2.47

48 3.2土1.38 2.7土1.06

1/2MTD 24 2.4土0.70 1.2土0.74

39 11.6土4.70 12.0土3.42

48 4.4土2.83 4.1土2.47

MTD 24 0.9土0.60 0.7土0.22

39 3.0土2.71 0.4土0.13

48 8.0士2.38 6.6土1.26

Clofibrate 1/4MTD 24 1.3土0.97 1.3土0.91

39 2.6土1.28 3.3土0.73

48 0.8土0.13 0.5土0.17

1/2MTD 24 2.4土0.83 1.4士0.53

39 4.1士1.25 4.1七0.44

48 0.9士0.34 0.4士0.20

MTD 24 0.7土0.27 0.5土0.18

39 1.6土1.29 1.3土1.37

48 1.1士0.62 1.3士0.56

Phenobarbital 1/4MTD 24 1. 7土0.41 1.6土0.45

sodium 39 4.1土0.80 3.7土0.76

48 1.0土0.23 0.4土0.11

1/2MTD 24 1.8土0.46 0.6土0.14

39 2.5士0.92 1.5土1.16

48 0.8土0.13 0.3土0.08

MTD 24 2.9士0.61 1.6士0.62

39 3.9土1.45 2.9土0.67

48 1.8士0.68 0.6士0.26

control 39 0.9土0.36 0.5土0.25

PCNA index and BrdU labeling index were calculated from the number of positively stained cells 
in 1000 hepatocytes/liver. 士SD(n=4) control (n=20). 
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4. Time-course and dose-response of cell 
proliferation in rat liver 
The time course and dose-response of cell 
proliferation in the rat liver are shown in 
Table 3. The time-course with the MTD, 
1/2 MTD, and 1/4 MTD of each compound 
was studied and we found that the PCNA 
indexes were elevated 39 h after the admin-
istration of all of the compounds. The mean 
value of spontaneous PCNA index never ex-
ceeded 1%. PCNA indexes increased sig-
nificantly, being indexes were 9.8, 11.6, 4.1 
and 4.1 % for carbon tetrachloride, safrole, 
clofibrate and phenobarbital sodium respec-
ti vely. Similar results were obtained using 
BrdU. 

Discussion 
The traditional method of assessing cell 
proliferation requires in vivo or in vitro la-
beling with [methyl-3H]-thymidine or its non-

radioactive analog, bromodeoxyuridine. The 
procedure using [methyl-3H]-thymidine in-
volves autoradiogradhy for 7 days. Detection 
with bromodeoxyuridine requires HCI treat-
ment before immunostaining. 

PCNA was discovered by Miyachi et al. 
using auto antibodies in the sera of patients 
with systemic lupus erythematosus (Miyachi 
et al., 1978). PCNA is an auxiliary protein 
of DNA polymerase o. An anti-PCNA mono-
clonal antibody which can act on paraffin-
embedded tissue has been developed (Wassem 
et al., 1990). This antibody enables cell 

proliferation to be easily and rapidly assessed, 

which is more useful than the traditional 
methods. 

An in vivo-in vitro RDS test using per-

fused rat livers has been established to detect 

putative nongenotoxic hepatocarcinogens (Uno 

et al., 1992a; 1992b). This test used primary 

hepatocyte cultures. In the method described 

here, cell proliferation can be assessed in 

paraffin sections to minimize the artificial 

effect of culture; it can also be applied to 

tissues that are difficult to culture. The 

characteristics of hepatocytes in culture may 

change. Some organs are difficult to establish 

in primary cultures. 
The hepatocarcinogens studied here report-

edly increase the index of replicative DNA 

synthesis, according to the in vivo-in vitro RDS 
test using the perfused rat liver (Uno et al., 
1992b; 1994). Therefore we consider that 
hepatocarcinogens will be detected to a simi-
lar degree by means of PCNA immunohis-
tochemical staining using paraffin-embedded 
rat liver sections. 

Our results indicated that nongenotoxic 
hepatocarcinogens can be detected by the 
PCNA method. We therefore think that our 
PCNA method will be useful as a rapid 

means of detecting putative nongenotoxic 
hep a tocarcinogens. 
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N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidineによる変異の解析

Analysis of mutation caused by 

Summary 

N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine 

幾田 由里子

Yuriko Ikuta 

三井石油化学工業（株）

分析研究所製品安全試験室
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（受付： 1994年 6月 12日；受理： 1994年 9月 1日）

Mutation analysis of genotype of Salmonella typhimulrium TA1535 strain treated with 
mutagen MNNG was performed. The bacteria were preincubated with the mutagen. 

The bacteria were cultured in Voger-Bonner medium E containing both histidine and 
biotin at 37°C for 4 h to cause mutation, then in the medium with biotin and without 
histidine at 37°C for 14 h to grow histidine-independent revertants selectively. The 
bacterial DNA was extracted and his G gene was amplified by polymerase chain reaction 

(PCR) using a set of primers which give 343 bp DNA around the site of mutation. The 
double stranded DNA was directly cycle-sequenced by AmpliTaq DNA polymerase with 
fluorescent labeled primer and analyzed in the automatic DNA sequencer. The analyzed 
data pattern of the hisG46 codon showed -TCC-, which was also observed in purified 
revertants DNA, over the base sequence of mutant, -CCC-. The method, newly devised 
here, may be useful in estimating the genetic level of mutation and the mechanism of 
the mutation. 

Keywords: Polymerase chain reaction (PCR), Cycle-sequencing, Salmonella typhimurium 
T Al 535, N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG) 

報

緒言

Ames試験ではアミノ酸要求性の有無で変異原

性を検出しており，遺伝子レベルでは物質の構造

特異的な変異の多様性を示しているにも関わら

ず，変異を単一のタンパクレベルでの変化として

しか検出することができない．遺伝子レベルでの

変異情報が得られれば，変異機構の解明へと導く

ことも可能となると考えられる．そこで， Ames

試験菌株を用いて変異原処理菌株DNAの変異部

位の塩基配列を DNA、ンーケンサで直接解析する

ことにより，遺伝子レベルでの変異を簡便に検出

する方法について検討した．

c日本環境変異原学会

実験材料および方法

変異原性物質として精製水に溶解した N-

methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG, 

Cos. No. 70-25-7) (Aldrich) 1 μg／プレート相当

を，菌株として Salmonellatyphimurium TA1535 

を用いた．
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標準法 Ames試験

Ames試験 Revisedmethods (Maron, D. M., 

1983)に準じた．

DNAシーケンシング法

菌株の前培養からプレインキュベーショ‘ノまで

は標準法 Ames試験と同様に行った．すなわち

アルミキャップ付き 5ml試験管に入れた検体溶

液 0.1ml, 0.1 M リソ酸緩衝液 (pH7.4) (20 mM  

sodium phosphate, monobasic dihydrate（和光

純薬）， 80mM  sodium phosphate, dibesic, an-

hydrous（和光純薬）） 0.5ml vこ菌懸濁液0.1mlを

加え， 37°Cで20分間， 60cpmで振盪培養した．

その後，変異誘起のため，これに 0.5mMのL-

histidine, D-biotinを 0.18ml, 10倍濃度 Vogel-

Bonner最少培地 E を 0.11mlおよび 20%

glucose溶液を 0.11ml加え， 37°Cで 4時間振

激培養し， 菌の増殖を行った．培養時間は後述の

変異誘起培養時間設定のための変異率の測定にお

いて， MNNGによる変異率が溶媒対照と比べて

有意に増加するために要する時間として設定し

た．

次に復帰変異株の選択的増殖を行うため，遠心

分離 (4000xg,10分）した後， 菌体を リン酸緩衝
液で洗浄し，変異誘起のための培養時と同じ組成

で L-histidineのみを含まない液体培地を用い，

37°c で 14時間振盪培養した．培養時間は後述

の復帰変異株の選択的培養時間の設定に従って決

定した．その後遠心分離して菌体をリン酸緩衝液

で再洗浄し，これを収集した．

増殖させた復帰変異株の菌体への 95°C,5分

間の加熱処理によって，菌体から DNAを抽出

し，フェノール抽出，ニタノール沈澱 (Maniatis,

T., 1990)により DNAを精製した．

この抽出 DNAの hisG遺伝子変異部位の周辺

(Barnes, W., 1982; Carlomagno, M. S., 1988) 

をポリメラーゼ連鎖増幅反応(PCR)(Saiki, R.K., 

1988)により増幅させた．これには次に示す配列

の 2種の合成プライマー S2104,A2106を用い

た．

S2104: 5'-GCGATGATTCACGAGAATTGC-

3'（十鎖）
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A2106: 5'-GGATATGAGGTAGCGATACG-

T-3'（一鎖）

プライマーの合成は DNA合成装償 GeneAs-

sernbler Plus（フ ァルマシア）によった．PCRに

はザイモリアクター (ATTO)を用い， ArnpliTaq

PCR reagent kit（宝酒造）により反応を行った．

テンプレート DNAは 100ng/μl, プライマー濃

度は O.SμMとし，反応条件は次の通りとした．

94°C 

94°c 

55°C 

72°C 

72°C 

1.5分

1 分

2.5分

3.4分

分5
 

↑ 
30サイ クル

↓ 

これにより， 343bpの DNAが増幅された．

PCR後はゲルろ過 (cDNAspumcolumn,ファル

マシア）を用いてプライマーおよび未反応モノマ

ーを除去した．

その後， 5'位に蛍光 ラベル した プライマー

A2106を lμM用い，ザイモリアク ター中，

AmpliTaq Sequencing Kit（宝酒造）によって，

2本鎖のままサイクルシーケンシング反応 (Mur-

ray, V., 1989)を行なった．テンプレート DNA

を 67fmol/μ/とし，反応条件は次の通りとし

た．

95°c 

50°C 

72°c 

30 

30 

90 

95°C 

72°C 

30 

90 

秒

秒

秒

一↓

一秒

↑ 
15サイ クル

↓ 

秒

↑ 
15サイクル

↓ 

次いで蛍光式自動 DNA、ン ーケンサ SQ-3000

（日立）で解析した．泳動は 7Mの尿素 (Bio

Rad)を含む 5.5%のハイドロリン クゲル (AT

Biochem)で行った．サ ンプルアプライ量は 2μl 

とした．

変異誘起培養時間設定のための変異率の測定

プレイソキュベーション後の溶液を上記条件で

4, 6, 8, 24時間振盪培養後，菌体を遠心分離に

より収集， リン酸緩衝液で洗浄を行い， 0.5mM

L-histidine, D-biotinを 0.1ml塗布 した最少グ

ルコース寒天平板培地および 0.5mM  D-bioinを

0.1 ml塗布した最少グルコース寒天平板培地上

でコロニーを生育させた．前者で生育したコロニ

ーの総数を全生菌数，後者で生育したコロニーの

総数を復帰変異株数として下記の式で変異率を算

出した．

変異率＝復帰変異株数
全生菌数

復帰変異株の選択的培養時間の設定

変異誘起後の溶液を上記条件で 0,3, 14時間

培養後，変異率の測定方法に準じて，全生菌数お

よび復帰変異株数を計測し，両者が同レベルとな

る時間を求めた．

単離された菌株 DNAのシーケンシング

標準法 Ames試験により ，最少グルコース寒

天平板培地上に復帰変異コロニーを生育させ， そ

のhistidine非要求性株をhistidineを含まない培

地上に塗布して培養した．これを 3回繰り返した

ものを単離された histidine非要求性株と見なし

た． 単離された histidine非要求性株を Nutrient

broth No. 2 (Oxoid)培養液で培養した．

その後の操作は， DNA、ンーケンシング法にお

ける DNA 抽出以後と同様と した．

結果

変異原性物質と して MNNG,菌株と して TA

1535を用い， DNA、ンーケン、ンソグ法による変

異原性検出および変異内容の解析の可能性を検討

した．これとともに， DNA、ンーケンシング法に

よる解析結果と比較するため， MNNG処理によ

Table 1. DNA sequence at the hisG46 codon 
in TA1535 DNA extracted from a single 
colony mutant and revertant induced by 
MNNG 

Bacterial DNA 

TA1535 (untreated) 
3 revertan ts 
3 revertan ts 

Base sequence 

5'-CCC-3' 
5'-CTC-3' 
5'-TCC-3' 

A
 
c
 
c
 

c c c A
 
T
 
c
 

G
 

A: -, C: ---, G: ー・・一， T:---
Fig. 1. DNA sequencing data of the hisG46 re-
gion in MNNG treated TA1535. The hisG46 
codon is underlined. As the complemen-
tary sequence was used as a primer, the an-
alysed data show complementary sequence. 
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Fig. 2. DNA sequencing data of the hisG46 
region in solvent (H20) treated TA1535. The 
hisG46 codon is underlined. As the com-
plementary sequence was used as a primer, 
the analysed data show complementary 
sequence. 
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る復帰変異株の単離された株からの抽出 DNAの

塩基配列解析を行った．

単離した復帰変異株 6種の DNA解析結果を

Table 1に示す．これらの変異はいずれも C か

ら Tへの変化に基づくものであった．

Fig. 1に MNNG,Fig. 2に溶媒対照により処

理した菌株 DNAの his45周辺部塩基配列解析

結果を示す．Fig.1において MNNG処理 DNA

の変異部位解析データは 5'-GGG-3'（情報鎖：

5'-CCC-3')であるが，チャートには 5'-GGG-3'

に重なって 5'-GGA-3'（情報鎖： 5'-TCC-3')と

いう配列が観察された．一方 Fig.2では重なり

がなく，元の変異株の 5'-GGG-3'という配列の

みであった．

考察

DNA、ンーケソ、ンソグ法について検討した結

果，解析データ上 MNNG処理菌株 DNAには

変異した塩基配列 5'-TCC-3'が観察され，溶媒

対照処理菌株 DNAには元の株の塩基配列 5’-

CCC-3'のみが観察された． 5'-TCC-3'という

配列は単離された復帰変異株の塩基配列に観察さ

れたものと同ーであった．

MNNGによる変異はDNA上のグアノシン06

位をメチル化し， G·C 塩基対を A•T 塩基対

に変化させるために起こるとされており (Yang,

J.-L., 1991),今回の結果はこれと一致した．

以上のことから， DNA、ンーケンシング法は変

異原処理菌株 DNAと溶媒対照処理菌株 DNA

解析データを比較することにより，変異原性の有

無だけでなく，遺伝子レベルでの変異情報を得る

ために有用な手段であるということが確認でき

た．

DNA、ンーケンシング法のメリットは，標準法

Ames試験と比較した場合に，検知のレベルが遺
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伝子レベルということであり，他に抗菌性物質に

対しても有効という点や無菌操作の必要度が低い

点も利点と考えられる．しかし操作が煩雑である

ことを考慮すると，標準法 Ames試験で変異原

性の検出された物質について， DNA、ンー ケンシ

ング法を実施し，変異の内容を詳細に調べる手段

とするのが効率的と思われる．今後は多様な変異

原性物質を用いて DNA、ンーケンシング法の確立

を目指すとともに，本方法を変異機構未解明の物

質の機構解明に役立てていきたい．
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エームス試験で認められるラフ化コロニーの生因について

Formation of rough-shaped revertant colonies in the Ames test 
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緒言

当社ではニームス試験で使用する最少グルコー

ス寒天培地（ニー ムス培地）を製造しており，そ

の品質検査のひとつとして溶媒および陽性対照物

質を用いたエ ームス試験 (D.M. Maron et al., 

1983) を実施している．これは製造ロットごとに

ニームス試験に使用可能かどうかを確認すること

が目的で， Salmonella typhimurium T AlOO, 

TA1535, TA98および TA1537と，Escherichia

coli WP2uvrAの5株を試験菌株として用いてい

る．判定時には復帰コロニー数のカウントとコロ

ニー形態の観察を行っているが，これまでに変異

原物質の有無に関わらず， TAlOOおよび TA1535

c日本環境変異原学会

資

Summary 
We carried out the Ames test for every lot of agar plates to guarantee their quality. 
We sometimes detected rough-shaped revertant colonies (rough colonies) among normal-
shaped revertant colonies (normal colonies). Rough colonies appeared when S. typhi-
murium T AlOO and T A1535 strains were used, but did not when S. typhimurium T A98, 
T Al537 strains and E. coli WP2uvr A strain were used. The motilities of these five 
strains were compared and it was found that T AlOO and T A1535 showed the motility 
higher than those of the others. T AlOO formed rough colonies only when jelly strength 
of top agar was low enough to increase apparent motility of the strain. These results 
suggest that a tester strain can form rough colonies in the Ames test when it has high 
apparent motility in the top agar of low jelly strength. 

Keywords: Ames test, rough-shaped revertant colony, motility, jelly strength 

料

で異常な形態を示すコロニー （ラフ化コロニー）を

認めることがあった．ラフ化コロニーとは，直径

が 1~5mm程度のドーム状のコロニ ーで，周縁

に不規則な切り込みと凸凹があるもの (Fig.1) 

と，更にこれが大きくなった直径が 10~20mm

程度の偏平状で周縁に微小コロニ ーが離島状に存

在するもの (Fig.2) がある．

ラフ化 コロニーは， ①同ープレー ト上に正常

な形態のコ ロニー (Fig.3) と混在して 出現し，

②特にプレー ト中央部によく見られること，③

TAlOOと TA1535においてよく観察されるこ

と，④ 代謝活性化の有無には関わらないこ とな

どの特徴がある．これらの事実から，ニームス培
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Fig. 1. Rough-shaped spontaneous revertant colonies (TAlOO). 
method: plate incorporation test without S9, diameter: 1-2 mm. 

Fig. 2. A remarkable rough-shaped spontaneous revertant colony (T AlOO). 
method: plate incorporation test without S9, diameter: ca. 20 mm. 

地の製造過程以外に主な原因があることは容易に

推測出来た．

一方，遺伝的にコロニーの形状が決定されると

いう報告 (0.T. Avery et al., 1979)はあるが予

備実験を行ったところ， ラフ化 コロニ ーは，①
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継代培蓑すると正常な形態のコロニ ーに復帰し，

②ヒスチジン，ビオチ‘ノ要求性および生化学性

状は正常な形態のコロニーと変わらないことか

ら，遺伝的に変異を起こ したものではなく ，形態

にのみ異常を示すコロニ ーであると推測された．

Fig. 3. Normal-shaped spontaneous revertant colonies (TAlOO). 
method: plate incorporation test without S9, diameter: ca. 1 mm. 

そこで， ラフ化コロニーの発生原因について若干

の検討を行った．

実験材料および方法

1. 実験材料

Dimethylsulfoxide (DMSO,和光純薬工業 （株），

Cas No. 67-68-5), ニュ ートリエ ソトブロス No.

2 (NB, OXOID社），寒天 (X社，製造ロット A,

B, C, D, E, Fおよび G)ならびに試験菌株とし

て TAlOO, TA1535, TA98, TA1537 および

WP2uvrA (Dr. Amesより入手）を使用した．

2. 方法

実験 1 試験菌株の運動性確認試験

NBに寒天 （ロット G) を加えて試験管に分注

して滅菌調製した栄養寒天培地に，NBで 37°c,

8時間静置培養して得られた各試験菌株を穿刺 し

て 37°c で 48時間培養後，培地の濁度変化から

菌株の運動性の有無を確認した．栄養寒天培地は

最終寒天濃度が 0.2,0.4, 0.6, 0.8および 1.0%

になるように調製した．

実験 2 トップアガーに使用する寒天のゼリー強

度とラフ化の関係

ゼリー強度の測定は以下の手順で行った．X社

より任意に購入した 6ロットの寒天 （ロットA,B,

C,D,Eおよび F)を用いて 0.6％ 寒天溶液をロ

ットごとに調製し，121°c で 15分間高圧蒸気滅

菌した後，47°C の恒湿水槽に約 30分浸してか

ら，10枚の滅菌ヽンャーレに 30mlずつ分注した．

固化後， 25°C のふ卵器に約 15時間静置し， レ

オメーター （不動工業 （株）， NRM-2002J型）で

ゼリー強度を測定し，その平均値を算出した．

エームス試験は， L字管で 37°c, 12時間往復

振とう培養した TAlOOと DMSOを用いて，直

接法およびプレート法で行った (D.M. Maron 

et al., 1983). トップアガーには， ゼリー強度の

測定を行った 6ロットの寒天を使用し，各ロット

ごとに寒天濃度が 0.6%になるように調製した．

実験 3 試験菌株の運動性とラフ化の関係

試験菌株 （TAlOO) の運動性を定量的に把握す

るために 48時間培養後の推定移動距離の測定を

以下の手順で行った．ニームス試験時にエームス

培地に重層する溶液と同じ寒天濃度になるように

滅菌調製した栄養寒天培地 （ロット A,B,Dおよ

び Eの寒天を使用した）に，後述するニームス試

験で使用した TAlOOの菌液を 50μ!静かに重層

して 37°c で培養を行った．培養中， 培地上層部
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から下層部に 向けて培地が経時的に 白濁したの

で，この白濁進行速度を菌体の移動速度とみな し

て測定し，48時間培養後の菌体の推定移動距離

を算出した．

ニームス試験は実験 2と同様に行ったが， トッ

プアガーの寒天濃度を 0.2,0.4, 0.6, 0.8および

1.0% とし，推定移動距離の測定に用いたのと同

じ4ロットの寒天を用いた．

結果および考察

実験 1 試験菌株の運動性確認試験

運動性のある細菌を平板培地で培養した時に，

異常な形態のコロニーを認めた経験があったので

ニームス試験に使用している5菌株の運動性を調

べた．その結果すべての菌株に運動性があり ，特

にラフ化がよく認められるTAlOOとTA1535は，

他の試験菌株よりも高い運動性があるこ とがわか

った (Table1). 更に，菌株の運動性は寒天濃度

に依存的である事もわかった．また，後日行った

鞭毛染色で，全菌株とも鞭毛を有することが明 ら

かになった．

実験 2 トップアガーに使用する寒天のゼリー強

度とラフ化の関係

もしラフ化が試験菌株の運動性と何らかの関係

があるのな らば， トッフ ア゚ガーのゼリー強度 （固

化後の堅さ）によ ってラフ化コロニーの発生が決

定されることが推測される．そこでゼリー強度の

異なる製造ロ ットの寒天を選んで，ゼリー強度と

ラフ化の関係を TAlOOについ て調べた結果が

Fig. 4である．ゼリー強度の低いロット Eおよび

Fの寒天をトッ プアガーに使用した時にのみ ラフ

Table 1. Motility of the tester strains 

Agar concentration (%) 
Strains 

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 

TAlOO 冊 -ttl-

TA1535 冊 柑

WP2uvrA ＋ 

TA98 廿 廿

TA1537 十

冊 ：veryhighly motile,-ttt:highly motile,廿
motile, +: weakly motile, -: not motile 

(g/crn2) 

150 

0

0

5

0

 

ー
君
u
gs
/;,.弓

I

゜A B C D E F Agar lot number 

Fig. 4. Jelly strength and appearance of rough-
shaped revertant colonies (TA100) in each 

lot of agar. 
opened: with no rough-shaped revertant 
colonies, closed: with rough-shaped rever-

tan t colonies. 

化コロニーが認められたことから，ラフ化現象は

トッフ ア゚ガーに用いる寒天のゼ リー強度に明らか

に依存しているこ とがわかった．更に，労働省ガ

イドライソ （労働省安全衛生部化学物質調査課

編，1991) で定められている 0.6% 寒天濃度のト

ッフ ア゚ガーを調製 しても，ゼリ ー強度の低い寒天

を使用 した場合にはラフ化現象が生じる可能性が

あることが分かった．

実験 3 試験菌株の運動性とラフ化の関係

次に，試験菌株の運動性と ラフ化との関係を明

らかにするため， トッフ ア゚ガーの寒天濃度を変え

た場合の菌株の推定移動距離 （48時間培養後）と

ラフ化 コロニーの有無の関係について，TAlOO

を用いて調ぺた．その結果， トッ プアガーの寒天

濃度を低 くすると見かけ上の運動性が高くなるだ

けでなく ，ラフ化コロニーが検出されやす くな っ

た (Fig.5).また，寒天のロット差も認められ，

寒天濃度を 0.4% にした場合，ゼ リー強度の低い

ロットDおよびEでのみ，見かけ上の高い運動性

とラフ化現象を確認するこ とが出来た．これらの

事実は， トッフ ア゚ガーのゼ リー強度もしくは寒天

濃度が低いと試験菌株の見かけ上の運動性が高く

なり ，その結果としてラフ化現象が生じることを

示している．このために，運動性の高い試験菌株

ほどラフ化コロニ ーは出現しやす くなる ものと推

測される．

(cm) 

吾z ゚

゜ 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 (%) 

Concentration of top agar 

Fig. 5. Relationship between the concentra-
tion of top agar and appearance of rough-
shaped revertan t colonies (T AlOO). 
o: agar lot A,△： agar lot B,□：agar 
lot D,▽：agar lot E. 
opened: with no rough-shaped revertant 
colonies, closed: with rough-shaped rever-
tant colonies. 

尚，データは示していないが， ラフ化によって

復帰コロ ニー数の変動を認めることはなく ，ラフ

化現象が認められる ような試験条件でニームス試

験を行ったと しても，復帰コロニー数のバラッキ

の直接の原因とはならないことを確認することが

できた．ただ し，著しいラフ化が認められるよう

な場合は，コロニー同士の重なり合いで正確な力

ウントが困難になることがあるので，ラフ化の生

じない条件でエームス試験を行うようにすべきで

ある．具体的には，購入した寒天が少 なくとも

40~50 g/cm直 上のゼリー強度であることを予め

確認した上で， トップアガーの調製に使用すると

よしヽ．

Fig. 5の推定移動距離の測定では，NBを培地

に加えているだけでなく，菌液を添加した時点か

らの移動距離を見ているために，ニームス試験の

ような培養開始後ある確率で変異を起こ した菌体

が，栄養的に限定された平板培地上を遊走する場

合とは明らかに条件が異なる．すなわち，推定移

動距離はニームス試験時の相対的な遊走可能距離

を表すもの とみなすべきである．また，運動性が

あるのにも関わらずすべての試験菌株でラフ化コ

ロニーを形成しないのは，菌株の運動性の強さの

違いやトップアガーの物理的な遊走阻止だけが理

由ではなく ，ニームス培地の低栄養性による間接

的遊走阻止も理由の 1つではないかと思われる．
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L1本学術会議の第16期か平成 6年 7Jl 22 H（金）からスタートし， 7 JJ2511から 7H 2711までの 3H Iiij，第 119
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日本学術会議第119回統会報告 2 I J II (26 IJ)は，午前10時から総会か1}}jiii＇．さ れ，

近藤1jii会Jとかifli外出';l：中のため代埋として川lihiili,¥Ij会

平成 6年 7月22Flから，第16期か1・}}l始されましたか， 長か第15期の総括的な活動報告を行1,,ヽ ，続1,,ヽ て， 会li

この第16期会Uによる最初の総会である、 II本党術会 椎1灼竹理会報街として，・久保硲／i．委llltの代埋として

議第 119回総会か， 7）l 25 [lから27lJまでの 3111111に 高岡：li務総l心か，第16期会l1の推1粉を決走するまでの

わたって1井l11ilされました。 経過報iりを行1,,ヽ ました。引き続き， ij•~ ;務総！之から第 16

初日 (25E-1)の午前は，辞令交付式か，総埋大臣'1:[ JUl 会 li対して尖施した「第 16期の 11 本’"I:il|＇［会議力•取リ

邸ホールで行われ， 210名の会liのうちiiIJ:外出張中等 糾むぺき課迎について」のアンケートの粘果につし、て

の22名を除〈 188名の会i」が出席しました。式は，村 説明かありました。総会終了後は，各連＇甜将議会附訴

山内閣総理大臣， ＿Ii.· I • 嵐内閣 ‘I:\ 彬長‘ff, 1 ilJ;m・}J}Idll lと 委li会，各部会，各‘iititi委Li会等か1}}.jiii：さiLましたJ

訊文Ill総理府次艮等の出席を得て1iわil，第 1部か また，夕｝jには，総埋人廿ifillIiホールにおし・ヽ て，村ill

ら第 7iiliまでの全会貝の名前か謡み」．．げられた後， 会 内閣総埋人1せ主催の H本学術会議第16期会Uとの愁談

且を代表して1位年長である中Ill易1(［第 1部会Hか，村 会か初めて1}lliii＇．さiLました。愁談会は，村山内閣総埋

山内閣総理大臣から辞令を受け取＇）よした 。この後， 大臣のあ1,,ヽ さつで1;il会し， l i. · I•嵐内閣 ‘}nf H}l£・‘iiの発I!i

村山内閣総J•ll！大臣か「会U の付様には独tilj •|1:',’似！かな常 による位杯，fIり泰会L辺）衿礼のあ1,,ヽさつの後・態ぶこ

術研究の発展等のため，総合的観I,1・（に立って学術iII・究 人！）ました。米賓として，り謝野文部人1;i, 111中科学

に係わる諸I:ij迎の解決に御尽）J¥,,ヽ ただきたい」とあし、 技術庁長1':", 古111/裳林水,m政務次‘1::", Ji泰llILI本学l：院
さついこれに応えて，中HI易l｛・［第 1部会Hか 「微力 院長はか大勢の方が出1術され，あふれんばかりの人々

なから全力を尽〈し，直要な職貨を全うし， Irl Jもの期 でl1次、i炎か粒き 1,1ヤ会となりました。

待に1、・むえたい」とあいさつしました。午後は， l＿1本＇し'I: 3 U II (27 ll)は， ＇F1iりIO時から総会か1｝肛j会され，
術会議講党において，総会が1}l-l(1i［され，会長， hiIj会長 会lとから「りr;l 6JUl i,ri 1i'h d l'l!!!iの作成について」の1|l介せ

(2名）のー！［選か行われました。その粘果，会Kには＇ 案について提＇呆かあり，/J；（秦どおり uj決されよした。
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及び利谷i,\lj会長（西島 hill 会長はiiが外 ,'1\ -~k 中）からそil ，油， 各連’i阻将議会 1ii•J• ii/i委 li会， 各＇i；titi．委li会玲かli・わ
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第1常；（（委貝長 禾IJ谷信義（第 2部）

第2常甜委H艮 中塚 Iりl （第 1部）

第3‘iii詔委員艮 村」；炎治（第 1部）

第4常沼委貝艮 増本 腱（第 5部）

第 5‘iitt荘委H •長 山中水之佑（第 2部）

第6常甜委員長 鹿取 l俎人（第 1部）

第7常沼委貝長 井口洋夫（第 4部）

(tl:) カッコ内は，iりrJ1~ 部・しり l11l

第16期日本学術会議会員の概要について

この度任命された 210人の第16JUlH本学術会議会且

叫 l繹を以・ドに紹介します u (カ・ノ コ内は第15期）

l 性別 男性209人 女性 1人

2 年齢りIJ 45~49淑 1人 50 ・-54淑 3人

55~59淑 26人 60~64ぶ'it 93人

65・~6%k 72人 70~74t戊 12人

75~’19歳 1人

hi・年l・と 75 irk (7 4 l;K) 
蚊年少 4 7 ,:,'it (54 ,:&) 

平均年齢 63.6淑 (63.3,:&) 

3 勤務機関及び職名別

(1) 大学関係 l且l：立大学 59人

公立大学 2人

私立大学 111人

公私雌i」りl人学 2人

~ 1・ 17 4人

(2) ltl..¥．／：私立試験研究機関・柄院葬 9人

(3) その他 法人・ l・JI｛本関係 5人

民Ilil全H. 6人

無職 14人

その他 2人

叶 27人

4 その他の分類

(1) ,iii. .)じ•新別 1iii会H 82人

(2) }也j成りIl ()1り1i:j也）

北ihii直

末＿IL 

伐l束

I I’ ii|i 
近畿

］じ会U 3人

新会H 125人

3人(5人）

9人(8人）

1!1 ltl • l'LJ[ii[ 

136人(133人）

14人(19人）

41人{34人）

3人(5人）

几州・沖縄 4人(6人）

（注）詳細につし、ては， II本学術会議）l報7)jりを参！！（t

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，頂晨境変異原の研究に

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

l 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，綱

集幹事および会計監査は会長が委嘱する．

この他会長は必要な場合には会員の中 よ

り若干名を指名し総会の承諾を得て，評

議員に加えることができる

役員および評議員の任期は 2年とする

役員が同じ任務に引続いて就任する場合

には 2期をも って限度とする．

第8条 評議員会は会員を代表し，事業計画，経

費の収支，予算決算およびその他の重要

事項について審議する

第9条 本会は年 1回総会を開く

総会において会則の改廃制定，予算 ・決

算の承認その他評議員会において審議

した重要事項の承認を行う

第10条 本会の事務執行機関は会長および4名の

幹事をも って構成する

会長は執行機関の長となり， また本会を

代表する

第11条 本会の事務は暦年による

第12条 本会に名誉会員をおく

附記

1. 本会則は平成 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



日本環境変異原学会平成6~7年役員名簿 日本環境変異原学会平成6~7年評議員名簿

（五十音順）

会 長

庶務幹事

会計幹事

国際交流幹事

編集幹事

会 計 監 査

賞等選考委員

編 集 委 員

祖父尼

林

田

大

長

菊

佐

須

武

常

若

渡

石

太

藤

部

盤

林

部

菊

後

澁

島

鈴

企 画 委 員 秋

葛

能

中

西

尾

池

藤

館

田

川

藤

谷

田

木

山

西

美

添

俊 雄
真

穂

成

子

奈

克

美

憲

康

茂

鎮

敬

敏

清

純

ム

閏

サ
、
1
ー

実

健

基

秋

世

啓

寛

＂
リ＂ダ＂

基

博

見

雄

徹

康

利

宏

彦

康

石

大

葛

菊

菊

木

黒

後

澁谷

島田

清水

須藤

祖父尼

武部

田

常

長

西

能

林

早

氏

館

西

西

川

池

苗

田

藤

中

盤

尾

岡

美

津

ーツ町

克

清

康

直

行

純

弘

英

鎮

俊

名 所 属

基

成

宏

見

基

秀

昭

雄

徹

康

佑

世

雄

啓

憲 穂

寛

子
奈美

健

彦

晋

彦

真

哉

也

山

松

森

吉

若

渡

島

田

川

林

部

泰次郎

健

衛邦

敬

＂リ＂ダ
＂

オリンパス工業（オ約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

（株）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（株）中央研究所

東京慈恵会医科大学

伊藤ハム（株）中央研究所

国立衛生試験所

京都大学医学部

閲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

武田薬品工業（株）薬剤安全性研究所

日本バイオアッセイ研究センター

日本グラクソ（椋筑波研究所

三菱化成（株）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

l. 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. 報論文の送り先

報文原稿は正 1部コピー 2部の計3部を，日本環

境変異原学会編集委員長宛に書留便で送付するこ

となお，最終稿では正 1部，コピー 1部ならび

にフロ 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：

5. 著作権

〒192-03八王子市堀之内 1432-1

東京薬科大学 第一衛生化学教室

菊川 清見

TEL 0426-76-4503 

FAX 0426-76-4508 

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．原稿にない加箸 ・変更はしないこと．

7. 著者負担金

1) 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）．ただし，

要約は英文 (300語以内）とする．

また，別に英文の題名，著者名，

所属機関名ならびに所在地を付け

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ブ

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頁は英文の要約(Summary)およびキ

ーワード（英文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(Ackl).owledgemen ts），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タ 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. 句読点はカソマ(,)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, Mu tat. 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

平成年月日

日本環境変異原学会長 殿

貴学会に入会いたしたく評議員の推薦を添えて申し込みます。

フ リ ガナ

氏 名 R 

ローマ字つづり
--

生年月日，性別 年 月 日 男 女

（和）

所属機関

部局

（英）
職名

〒 電話 内線

（和）

所属機関

所在地
（英）

〒 電話

自宅 （和）

住所

（英）

会誌送付先 ① 所属機関 ②自 宅

A 子 呼子 部 学部学校名 卒業年次 年

歴 大学院 課程学校名 修了年次 年

邑子 位 取得年 年

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

6. 疫 巫子 7. 遺 伝 8. か ん 9.微生物 10. 高等動物

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

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）

加入学会名（本学会以外の）

推薦者（日本環境変異原学会評議員）

氏名（署名）
R
 

入会申込者との関係（数行ご記入ください）

入会申込書の送付先：〒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



住所・所属等変更届

平成年月日

日本環境変異原学会

布務局 御 中

下記 変更がありました のでお届け致します。

ロ R 

（和）
新

所属機関

部局
（英）

職名

〒 電話 内線（ ) FAX 

新 （和）

所属機関

所在地
（英）

〒 電話 内線（ ) FAX 

新
（和）

自 宅

住 所
（英）

会誌送付先 ① 所属機関 ②自 宅

送付先： 〒105東京都港区新橋 5-23-7
ーて．造写真工業株式会社内 学会＿t;務屈

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

株式会杜ノエビア 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



このS-9は、キッコーマン研究本部で調製されたものです、

変異原性試麟用凍結S-9 _
 ｀渭革欝9櫂 家田貿易のS-9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。

、直■■駒9 S-9は活性の高い酵素系よりなっておりますので、一80℃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： 1.Sm2X 12本詰 ●特注品、S-9に関して詰容量は4.Sm2までお受けいたします，

●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 タンパワ質含量

(105,00Qxg分画） チトワロムP-450含量

※Salmonella typh,munum 

Iエームス試譲用凍結S-SMIXl 

‘ 

ロット毎に下記の変異原活性データ（突然変異株数）を添付致します。

薬 物 菌 株＊

ベンゾ〔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 丁A-100、TA-98、TA-1537

①エームス試験がより手軽になりました。

⑫S-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、直ちにエームス試験にこ使用いただけます。

④S-9がlmQとコファクターミックスが9mi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
O ①染色体異常試験がより簡単になりました。

⑫S-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。

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-8がl.05mD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 ：3.5mlX 3本

Salmonella typhimuriumTA-100, 

Benzo〔的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 1 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 

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

。口駈凹家田繭易株式会社
東京：〒113東京都文京区本郷3-14-16EKビル

TEL.03(3816)2861 FAX.03(3814)5347 

大阪：〒564大阪府吹田市南金田 1-14-5

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

閾ら竺三n疇◎万
Laboratory Technique 
for Microbiology 
and Biotechnology 

ヲZ19システム

アガークレープ（培地滅菌、オートクレーブ供用）

ファイヤーボーイ・プラス 全自動寒天平板作成装置

ビベットポーイ・アキュ

発売元〇 グンゼ産業株式会社理化学機器部
合 (03)5211-1807合(06)944-2623



確かな品質優れた試薬を世界から。
頂 Research Genetics（略号：RSG)

〈微生物を用いる変異原性試験〉

リサーチ・ジェネティクス社のhZ屈揺疇M

もはや大量のDNAライブラリー保管や多大な口NA調整操作は不要です。

YAC Lib「aryPoolsには、多数のPCR*「eadyDNAが数枚から数十枚のマイク

□タイタープレート(96穴）に系統だててプール配列されていますので、システマテックに
スクリーニング操作ができます。

品番 品 名 内 合六

95011A CEPH "A" Human YACs クローン数 18,000, 平均インサートサイズ 560Kb, XY EBV 

Cell line 

95011B CEPH "B" Human YACs クローン数 17,000, 平均インサートサイズ 1Mb, XY EVB 

Cell line 

95030 Human Y Chromosome クローン数 214, 平均インサートサイズ 250Kb, Human 

YACs XYYYY male 

95021 Whitehead Mouse YACs クローン数 19,000, インサートサイズ 500~700Kb, Female 

C 57BL/ 6J 

MapPa i「s™ は、染色体上のある特定座位にマップされているマイクロサテライトマー

カーです。遺伝子位置決定や配列解析用のプライマーとして有用です。
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約1600種

約 150種

約 400種

約 815種

約 150種

約 100種

135種

@ • PCR (Polymerization Chain Reaction) orocess is covered bY oatents owend by Hoffman La Roche 
Use of the PCR orocess reauires a liceuse. A license for research may be obtained bY the Perkin 
Elmer coro 

※詳しくは弊社まてお問い合せ願います。

信頼をお届けする こヽコスモ•バイオ株式会社
〒103東京都中央区日本橘本町4-13-5（第20中央ピル）

電話 03(3663)0723/FAX.03(3663)0725

エームステストシステム CA-II•CA-7II•PCA-II|

1孟謬号盆羹芸晶霞諸嘉冨ー
Fig. 1 Test Substance:TEST 
(Colonies/Plate) Do s e -r e s p o n s e 
300 

270 

披験物質の名称： TEST
-.... ---・・ • ・ー・・・··—··.......... •• ··• •一· ・・・ー・...... •• ・―・ ••• ・ •• -— 240 
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OTA1 00 
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I 冬 9、し r..._,三°.: } 3 0 

＼濾` ｀戸：＇i,：口9 5□-- 。
i ~,(~—• ; 1521 ; O 781  563  1 • ——• -・・ •------―・・・・-・・-
| CA-7An 竺．2］_..—I王□皇らこ・一·
＇・ -：勺覧言こぶら •一山．＿＿」：四．I詈エ•一·—

●阻止円・正式法の力価計算 ，3 ［四．l·—--l一塁上132;+2.50三：ー）・1.__
| |_ _ 3戸勺厄三ll書｛旱．ー一.........._J1□’←223 □-
l S9MIX t．．一・-逗6．上：ロビ 嘉｛旦1――•ー王Ii二t}噌互．I -一
I (+) | -. 3旦．三＇立ー） l- 馨il94 --•一言·工g)言i亙：」•一
I 「-_ 62上．「｀］色 l. 208 1 205 | 1 11t i 11,1)I l-]三 CA-11S 

i_.... 125り[ 51 1 31,  277 (275 } | 

三 ／ーが一一覧塁□日菌コロニーカら細胞コロニーまて；；；＂lj， ●コンパクト一体型で低1iffi格

— -9 -l――7._ PCA-1 1S エ笠←一

パ9：、羹x「ー：：―,竺 ●最高級で豊富な機能を備えたシステム 竺．——」----J 
照とする ［り立1巳）に！ ●接触したコロニーの自動分離計測 :]--+---•-_」I Iもの ' 15 ●スパイラル法コロニー計測

：．．二．．．．―-一·-l竺三数•四吐二にI.:.. ..-'.......~ ―--'-...—二．．こ；」立2旦空．し＿···---]
（備考）数値の右の＊印は、菌の生育狙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。

■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‘ノフトウエア
■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。あ気軽にこ相談下さい。

1250 2500 5000(μ. g/Plate) 

嘔町瓢〇》
顕微鏡システム
CA-7Milグレイン計測システム

CA-7Mil 

製造発売尤

鯛システムサイエンス株式会社
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）



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、
下記疾患の胃粘膜病変（ぴらん、出血、発赤、浮腫）
の改善

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．次の患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、痘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＝ときに白血球滅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1真重
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。

潰瘍苫函雰うセル・胃炎百苗巧霊
H2ー受容体拮抗剤

’’"たヨッドカロプセル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

頭互含訊が高度な修飾技術と豊富なグレードで幅広いニーズにお応えします。

¥{l(D(D/base 
20merオリゴマー（非修飾・未精製品）が
¥8,000でお手元にI

●高品質に絶対の信頼

●グラム・オーダーの大量合成にも対応

シークエンス

＊通常スケール

官能基導入・標識化

アミノ化、カルボキシル化、リボース化(3'末端）

ピオチン化、ジゴキシゲニン化、ダンシル化、ジニトロフェニル化

ホスホロチオエート化（S-オリゴ）、イノシン挿入 (~5か所）―

FITC化

●納期

●未精製グレードで300026oの場合、ならびにPCRグレードで2000260

の場合、通常スケールの価格の2倍です。

通常スケールの保証0026o以上を必要とされる場合にはお申し付けくだ

さい。

5.000円
10.000円
15.000円
20.000円

●テキサスレッド化、テトラメチルローダミンイソチ

オシアネート化も可能

●数種の同時修飾(5'末端修飾＋3'末端修飾）にも対応

します。

●ミックスプローブは追加料金なし。

●鎖内修飾の追加料金はお問い合わせください。

未精製品およびPCRグレード品の非修飾体の納期は、適常受注後約7日です。

各種修飾体および大量合成、また、特にお急ぎの場合なとには、お問い合わせください。

注文方法

●こ注文の塩基配列を下記宛にFAXしてください。申し込み用紙を用意しておりますのでこ請求ください。

●こ注文内容についての秘密は厳守いたします。

販売元 フナコシ株式会社 ライフサイエンス推進本部研究試薬部

FAX.03-5684-1634 TEL.03-5684-1616 

こ注文は

ココゴコン株式会社
〒113東京都文京区本郷2-9-7ユピテル・ユニビルティング

ライフサイエンス推進本部 研究試薬部
TEL.03-5684-161 6 FAX.03-5684-1 634 

9ヽ篇も言戒正面i
〒105東京都港区西新橋1-14-1
ハイオサイエンス開発部

TEL.03-3597-7360 FAX.03-3597-737 l 



ブルーコットン
(CB-0200-01) 

プルーコッ トン （青綿）は， 青

色色素トリスルホ銅フタロシアニ

ンを脱脂綿に共有結合させたもの

で，通常約IOμmolesI gの銅フタロ

シアニン核を含有しています。

●変異原性物質，殊に 3環以上の

多環性芳香族化合物を強く吸着

します。

●変異原性物質を希薄な水溶液中

から吸着 ・＂回収するのに適して

います

令
※詳細は下記宛にお問い合わせ下さ い。

ブルーレーヨン
(DW-0000-05) 

ブルーレーヨンは，脱脂綿の代

わりに非晶質レーヨンを使用して

いるため，ブルーコットンの約 3

倍 （約31土2μmoleI g)の銅含有量

を示し，変異原性物質の吸着・濃

縮 ・分画に威力を発揮し ますがも

• 青色色素の漏出がぽとんどあり

ません。

●Trp-P-l等，多 くの変異原性物質

を吸着します。

＜ 

｀ フナコシのライフサイエンス研究用試薬と機器

ココゴコン株式会社
〒113東京都文京区本郷2丁目 9番 7号ユピテル・ユニビルディング

価格・在庫・納期に関するお問い合わせ…… 製品内容・資料請求に関するお問い合わせ……
ライフサイエンス推進本部 研究開発本部
営纂菓務器・研究試藁器・枡究機器器 Tel.（代表）03-5684-1616 Fax. 03-5684-1634 技術情報部 Tel （直通）03-5684-1620 Fax. 03-5684-1775 

I DNA受北合成_J
直

20merカラム精製品→16,000円
（納期：約5日間）

［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．イノシンデオキシウラシル． DIG.蛍光プライマー

I コモンプライマー I 宣

(DNA 1 2mer 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） 価格17,000円

〈シーケンス例〉 |CMN-A00 | 

AOl 

A02 

A03 

ADO ATC AgC gCA CCA 

AgC AgC gCC TCA 

gCC AgC TgT ACg 

TgC CTC gCA CCA 

： 

A09 紐AATI 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

| CMN-A20 | 

A23 

A29 

A20 Tig CCg ggA CCA 

gTg ACC gAT CCA 

TCC AAg CTA CCA 

Tgg Tgg TAT 

A21 

A'22 

AAg 

ATC TIC AAA gAT 

| CMN-A40 | 

A40 gCg gAg g航 CCA

Tgg TAC ggT ATA 

gAg CAg gM TAT 

ACT CIT CTA CM 

A41 

A42 

A43 

A49 TAC TAC TgT ggA 

〒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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OLYMPus・ 蛍
光
観
察
を
実
現
。

＇ ~ 
BX50-FLA + PM30 

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

写真撮影装置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 東京都干代田区鍛冶町1-8-3神田91ビル3F TEL.03-3252-2301（イ-t)FAX.03-3256-8959 
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