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Summary 
Panax ginseng is widely used as a tonic in many oriental countries, such as China, Japan and Korea. 

For more than 2000 years, ginseng was believed to be effective in maintaining general health and 

facilitating recovery after surgery or severe illness. Recent in vivo and in vitro studies have also revealed 

therapeutic effects of ginseng in the prevention and treatment of cancer. Panax ginseng can increase 

appetite in cancer patients, to provide necessary nutrition for fighting the disease. It potentiates 

immunological activity during pre-and post-surgical periods in cancer patients, and prohibits the 

recurrence of disease. In addition, it serves as a facilitator to speed up the recovery process of bone 
marrow damaged due to radiation injury. Ginseng was found to be an effective growth suppressor of 
various tumor cells and an inducer of reverse transformation of Morris hepatoma cells and B16 

melanoma cells. Animal experiments demonstrate that ginseng can potentiate therapeutic activity in 

chemotherapy. Mitomycin C combined with 70% methanolic extracts from ginseng showed strong 

anti-tumor effects. Further research on ginseng's anti-mutagenic or anti-carcinogenic effects is needed. 

Keywords: Panax ginseng, ginsenoside, saponin, anti-tumorigenicity 
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1.はじめに

日本は現在平均寿命が，男性76.25歳，女性

82.51歳（厚生省93年簡易生命表による）と，日

本は男女そろって世界最高水準の長寿国となっ

た．高齢化社会へと構造を変えようとしているが

健康で長生きすることはいつの時代でも誰もが求

め願うものである．医学が毎年進歩しているとは

いえ，がんは，死亡原因の第一位であり．死亡総

数に占める割合は平成3年に 27.0%で年々増加

しつつある．がんは難治性疾患であり，その治療

の困難さは，第一に診断が大変遅れることにあ

る．第二に病状が複雑で治療上がん細胞を殺せば

正常細胞をも傷害する可能性が高く副作用を免か

c 日本環境変異原学会

れないことにある．一方薬用人参は 2000年以上

前から万病通治の漢方薬として中国や韓国はもと

より， 日本においても不老長寿の霊薬といわれ，

珍重され，広く使われてきた．薬用人参の抗腫瘍

活性も報告されており，いくつかの挑戦が行なわ

れている．

2. 薬用人参について

薬用人参はウコギ科 (Araliaceae)の宿根草， オ

タネニンジン Panaxginseng C. A. Meyerの根であ

る．お湯で浸した後，軽く乾燥させたものを「白

参」という．熟蒸した後晒して，乾かし，あるい

は火で乾燥したものを「紅参」と呼ぶ化学分析
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によれば， 人参はサポニンに属するginsenosides

(Fig. 1),単糖類人参酸，多種のビタミン，多種

のアミノ酸コリン酵素などを含有する（中国甘

粛省新医薬研究所 1987).

3. 薬用人参の宿主生体への作用

薬用人参の抗腫瘍活性作用は宿主生体への作用

とがん細胞自体への作用など多面的に検討されて

いる．薬用人参は多彩な生物活性を通して担癌患

者の新陳代謝を促進し全身状態の改善とともに抵

抗力を高めるといわれている (Brekhmanand 

Dardymov, 1960; Yamaguchi et al., 1985; Odashima 

et al., 1985).すなわち，薬用人参は生体反応修飾

物質 (BiologicalResponse Modifier)（徳永， 1994)

のような宿主介在性の抗腫瘍活性がある．

(1) 薬用人参の食欲ならびに栄養状態の改善

効果

山本ら（1989)は，悪性疾患術後患者 113例に

対して紅参末 (6g/day)を 2週間以上投与した．

HO 

24 

OR1 

Rl R2 
ginsenoside-Rg3: -glc(2-1)glc -H 

R2 

Fig. 1. The chemical structure of saponins derived from ginseng. 
glc: /3-D-glucopyranosyl, arap: -L-arabinopyranosyl. 

24 
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113例中 24例は投与前から食欲は良好であり，残

り89例が投与前に食欲不振を訴えていた． この

89例のうち 68例 (77.5%)に食欲改善を認め，食

欲が低下したのはわずか 7例 (7.9%)であった．

他覚所見として体重，血清アルプミン値，血清コ

リンステラーゼ値などはいずれも投与前に比べて

投与後に有意な改善効果を認めている． さらに細

胞性免疫の指標となるツベルクリン(purifiedpro-

tein derivative of tuberculin, PPD)反応について

は， 25症例の測定値が投与前 11.4土10.9mm, 投

与後 15.7土15.1mmであり， 有意差はないが改善

の傾向を認めている (Table1). 

(2) 薬用人参の術前投与と術後生体免疫能低

下防止効果

一般に開腹手術などの大手術を受けた後にはそ

の生体の免疫能は一過性に低下することはよく知

られており， この免疫能の低下ががんの進展，再

発などを助長するといわれている．

山本ら (1989)は消化器がん手術後早期に起

Table 1. The effects of KG on the nutritional state. 

Before administration of KGa After administration of KG p 

BWb (kg) 
n= 110 
Albumin (g/dl) 
n = 116 
Ch.E.° (1.U./1) 
n= 113 
ppod (mm) 
n=25 

46.4土7.6

4.1士0.6

930士302

11.4土10.9

47.0土7.8

4.4土0.6

1064士326

15.7土15.1

p<0.01 

p<0.01 

p<0.01 

• Korean Red Ginseng Powder. 
b Body Weight. 
c Serum Cholinesterase. 
d Purified protein derivative of tuberculin. 

Table 2. The effects of Red Ginseng administered before operation on the post operation immunological activities. 

Before administration Two weeks after operation p-value 

PPD• (mm) 

Su-PSb (mm) 

NK activity0 (%) 
(18-40t 
ADCC activity• (%) 
(41-72)d 

KGC-P'(n = 11) 
KGC8 (n= 10) 

KGC-P (n=4) 
KGC (n=S) 
KGC-P (n = 11) 
KGC (n=lO) 
KGC-P (n =9) 
KGC (n=9) 

18.0士13.6
13.3土 6.5
14.5土 1.0
9.6士 4.7
33.5土13.5
28.0土14.5
64.0土 8.2
65.4土 5.7

10.9土14.0
25.0土15.0
8.3士 4.7
9.8土 4.0
18.2土 8.3
26.7土 6.5
55.6土 9.4
62.6士13.0

<0.01 
<0.01 

<0.05 
<0.05 

• Purified protein derivative of tuberculin. 
b Subpopulation. 
c Natural Killer cell activity. 
d The normal range. 
e Antibody-dependent cellular cytotoxicity. 
r The placebo tretment group. 
、TheRed Ginseng treatment group 

こって来る免疫能の低下防止を期待して紅参の術

前投与による効果を検討した．対象症例は胃がん

患者の治癒切除術を施行した 21症例であり．そ

の結果は Table2に示したように，紅参投与によ

りツベルクリン反応の低下および naturalkiller 

(NK)活性の低下が有意に抑制された．また

Killer細胞活性の指標となる Antibody-dependent

cellular cytotoxicity (ADCC)活性については有意

差は見られなっかたが，低下の程度が対照群に比

べて軽度であった．以上の成績を総合すると，紅

参には BiologicalResponse Modifierとしての作用

があることが考えられ，免疫能低下に伴う感染症

などの合併症の予防に有効であることが示唆され

た（山本ら， 1989).

(3) 放射線障害に対する人参の効果

がんの放射線治療において，治療効果を高める

には，がんに十分な線量を照射すると同時に正常

組織の障害， とくに造血器の障害や，免疫能の低

下を防ぐことが重要である．以下，人参の放射線

障害防護効果について概説する．

Brekhmanら(1960)はマウスに 4Gy照射後 l

日おきに 1か月間， 20gあたり 0.1mlの 10%人

参抽出液を腹腔内投与すると， 30日生存率が

16%から 40%に増加することを観察した． 彼ら

は続いて， 2か月間 60Coでr線（合計30Gy)照射
したラ ットに人参抽出物を連続腹腔内注射する

と，平均生存日数が延長 (105日→191日）し血液

像が改善されるという結果を得た (Brekhmanand 

Mayansky, 1965). 
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[ Red Ginseng Powder 

← ↓ ↓Dialysis 

| inner fluid | | outer fluid | 

| 
| AmberliteXAD-2 

： 
l Extraction by 20%MeOH 

| non-saponins | | saponins | 
Fig. 2. Various components extracted from Red Ginseng Powder. 

赤木ら (1986)は人参抽出物分画 （全液，透析外

液，および内液，サポニン，非サポニン液）を Fig.

2に示す方法で得て， ICR7週齢のマウスの腹腔

内に投与した．非サポニン分画の投与により，照

射後， ーたん急激に血小板数は減少するが 10日

目頃より増加に転じ．非常に早い回復が認められ

た． とくに骨髄死がおこる 2週前後に血小板数が

増加してきた．すなわち，非サポニン分画は，血

小板減少の防護効果でなく回復を促進させること

で骨髄死の防護効果をきたすと考えられた．

田中と赤木 (1992)はマウスに 60Cor線を照射

後，非サポニン分画（16mg／匹）の投与によって

造血臓器の幹細胞数 ColonyForming Unit 

(CFUs)の増加をみとめた．

以上を総合すると，放射線治療に人参を主体と

した漢方薬を用いることは，大変有意義なことと

考えられるが，今後さらに基礎，臨床両面からの

研究が必要である．

146 

4. 薬用人参の抗腫瘍効果

(1) 薬用人参に含まれる腫瘍細胞増殖抑制物

質

山本ら (1989)および片野ら（1992)は紅参末中

には水溶性かつ脂溶性という特性をもつ数種の腫

瘍細胞増殖抑制物質が存在していることを見出し

た．その一つがポリアセチレン系アルコールの

Panaxytriolであった．この PanaxytriolはTable3 

（山本ら， 1989)に示すようにヒト胃がん腹水から

分離した MK-1細胞，大腸癌細胞 (SW620),白血

病細胞 (K562)および子宮癌細胞Hela,マウス悪

性黒色腫瘍細胞 (B16)および線維芽細胞由来の

L929など腫瘍細胞に対しては増殖抑制に働くが，

対照のヒト線維芽細胞 (MRC-5)に対しては抑制

効果が弱いことがわかった． Panaxytriolはサポニ

ンとは全く異なる物質である．腫瘍細胞増殖抑制

の作用機序についてはまだ不明であり，現在研究

が進められている．

一方，ginsenoside粗分画がinvivoにおいて

Sarcoma 180腫瘍細胞の増殖抑制に働くことも示

されている （林ら， 1978).

Table 3. The suppressive effects of panaxytriol ex-
tracted from Red Ginseng on the prolif era ti on 
of tumor cells 

Tumor Dose of panaxytriol needed to suppress the 
cell line proliferation of tumor cells by 50%(μg/ml) 

MK-1 0.6 
SW620 2.0 
K562 5.0 
HeLa 10.0 
B16 3.0 
L929 3.0 
MRC-5 >40.0 

(2) Ginsenosideによるがん細胞の再分化誘導

がん細胞が形態的にも機能的にも正常細胞に類

似した性質を示すようになること，すなわち一度

がん化 （脱分化）した細胞が正常細胞の方向に再

び形質変換する現象をがん細胞の再分化 (reverse

transformation) と呼んでいる (Odashimaet al., 

1979; Odashima, 1986; Odashima and Guo, 1992; 

Abe et al., 1979). がん細胞の再分化誘導には，が

ん細胞の増殖能の喪失および失われた固有細胞機

能の回復などの内容が含まれる．

Odashima et al. (1985)は低分化型のがん細胞と

して B16メラノーマ細胞を用い，細胞増殖抑制お

よびメラニン合成を指標として Rh1およびRh2

の再分化誘導能を検討した． Rh1はB16メラノー

マ細胞の増殖を抑制しないが， Rh2は8.0μg/ml 

以上の濃度で B16メラノーマ細胞の増殖を完全

に抑制した． 一般に B16メラノーマ細胞では試験

管内で多層性の増殖態度を示すpilingupが随所

にみられる． Rh2を含む培養液中で培養すると細

胞は大型化し，細胞質内に多数の微細顆粒がみ ら

れるようになり，細胞間の境界は明瞭で単層性の

増殖態度を示すようになりpilingupなどの増殖

巣はみられなくなった (Odashimaet al., 1985). 

Rh2はこの B16メラノーマ細胞のメラニン合成

も用量依存的に促進した． このメラニン合成は色

素細胞における分化した機能の一つであると考え

られている (Prasadand Edwards-Prasad, 1982). 

また Rh2はinvivoでヒト卵巣癌由来細胞に対し

て著明な増殖抑制効果を現わした （戸出ら，

1992a, 1992b). 

(3) がん悪液質に対する紅参の作用

体の中にがんが発生すると，がん悪液質によ

り，食欲低下，体重低下，貧血などの症状が出現

してくる． このがん悪液質が出現するのはがん細

胞からがん毒素（ トキソホルモン L)が分泌され，

これが宿主である生体に種々の悪い影響を及ぼす

ためであると考えられている (Fig3). 薬用人参

の中にトキソホルモン Lを阻害する物質が存在

する．奥田 ら(1985)および奥田 (1992)の研究

は，このトキソホルモン Lを阻害する物質は非サ

ポニン分画に存在することを明らかにした． しか

し， この活性成分は同じく脂肪分解を促進するホ

ルモンである ACTH（副腎皮質刺激ホルモン）の

作用は阻害しない．すなわち，がん毒素の作用の

みを低下させ，生理的なホルモン作用は阻害しな

いことが判明した．薬用人参はがん悪液質に対し

て，やせや食欲不振の改善に有用であると期待さ

れる．

(4) 薬用人参のがん化学療法剤マイトマイシ

ンCの抗腫瘍効果に対する増強作用

Chun-ning et al. (1992) および久保と松田

(1993)は紅参エキス (RMe)がマウス由来の腹水

肝がん Ehrlichascites carcinoma及びラット由来

の腹水肝がん AH130に対するマイトマイシン C

(MMC)の抗腫瘍効果を増強させることを明らか

にした．その作用機序として RMeの lysosome

labilizer作用と MMCの腫瘍細胞への取り込みの

促進作用が明らかにされた． また戸出ら (1992a,

1992b)は， Rh2と化学療法剤cisplatinの併用で癌

細胞の増殖が抑制される傾向をみとめた．

(5) 薬用人参のがん転移阻止活性およびがん

浸潤阻止活性

東 (1992)は人参サポニンである Ginsenoside

Rb2, 20(S)Rg3, 20(R)Rg3, Rd, Rglなどにメラ

ノーマ B16-BL細胞に対する浸潤抑制活性がある

ことを認めた． また北川ら (1993)は Ginsenoside

20(S)Rg3, Rb2, Rc, 20(R)Rg3に， ラット腸間膜

中皮細胞への AH134腹水肝がん細胞の浸潤抑制

活性を報告している．

Kitagawa et al. (1994)はAH130腹水肝癌細胞
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Fig. 3. Effects of toxohormone L on the nutritional state of cancer patients. 

のinvitroにおける浸潤， マウスメラノーマ B16

細胞のinvitroにおける浸潤およびinvivoにおけ

る肺転移がginsenosideRg3で抑制されることを

示した．

東 (1993)は薬用人参由来サポニン，ジンセノ

サイドが腫瘍血管の新生を有意に抑制することを

報告している．

5. Ginsenoside Rh2の変異原性修飾効果

著者らは，最近 Rh2が変異原性を修飾する効果

を有することを見出した (Zhuet al., 1995). Rh2 

のI.OX10-10M以上の濃度においてヒト末梢リ

ンパ球の baselineSCE (sister chromatid exchange; 

姉妹染色分体交換）および MMC誘発SCE頻度

を有意に減少させた． とくにヒト正常細胞におい

てbaselineSCE頻度を抑制する物質はほとんど知

られておらず， SCE抑制のメカニズム及び腫瘍抑

制効果との関連が興味深い．

6. おわりに

がん問題の本質は，がん細胞が宿主である人間

の命を絶つというところにある．薬用人参は人体

抗がん機能を高めてがんの進展を抑制し，人体の
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回復力を促進するという重要な意義を有する可能

性が高い．薬用人参の抗腫瘍活性に関しては，宿

主生体に対する働きと腫瘍細胞自体に対する作用

等多面的な研究が進められており，がん治療への

応用が期待される．薬用人参に代表されるよう

な，伝統医学において高い有効性が認められてい

る物質に関する研究は抗変異原，抗がん作用研究

の上で重要な意義を有するであろう．
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T細胞抗原受容体遺伝子を指標とするヒト体細胞突然変異アッセイ系と

そのバイオドシメトリーヘの応用

Assay system of human somatic mutations using T-cell antigen receptor 
gene as a marker and its application to biodosimetry 
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Summary 
We established a flow cytometric assay for detecting and enumerating mutant cells with a loss of or 

alteration of the T-cell receptor (TcR) a or/3gene expression among human mature CDが Tcells. The 

presence of mutant CD4 + T cells was demonstrated by isolating and cloning them from peripheral 

blood. Their abnormalities can be accounted for by alterations in TcR a or/3expression, such as defects 

of protein expression and partial protein deletion. The mutant frequency (Mf) in peripheral blood 
increased with age in normal donors and was highly elevated in patients with ataxia telangiectasia, an 

inherited disease with defective DNA repair and variable T-cell immunodeficiency. A significant 

increase of TcR Mf was observed in various radiation-exposed people such as thyroid cancer patients 

treated with 1311, patients treated with Thorotrast and uterine cancer patients treated with localized 

radiotherapy. In the thyroid cancer patients, a dose-related increase of Mf was detected. However, the 

dose response of TcR Mf was very shallow among atomic bomb survivors due to in vivo elimination if 

mutant T-cells during the long time since exposure. By analyzing the relationship between years after 

radiotherapy and TcR Mf in the uterine cancer patients, the half life of in vivo mutant T-cells was found 

to be about two to three years. Thus, the TcR mutation assay can provide useful biological dosimetry 

measurements of recent exposures to genotoxic agents. 

Keywords: somatic mutation, T-cell receptor gene, biodosimetry 

1. はじめに

70年代に始まる T細胞抗原受容体分子（以下

TcRと略す）を同定しようとする免疫学者たちの

努力は， 80年代中盤の M.Davis, T. W. Mak, S. 

Tonegawaらの TcRa,/3,r,6各遺伝子のクローニ

ングの成功により一応の結実をみた． さらに，そ

の後に始まる Tリンパ球の抗原認識機構や分化

機構の分子生物学的研究は TcR分子の機能を中

心に現在も多数の免疫学者により精力的に行われ

c 日本環境変異原学会

ている．我々はそういった免疫学的知見の進展を

考慮に入れながら， TcR遺伝子をヒトの環境変異

原曝露のモニタリングのための指標として用いる

ことを試み，その突然変異検出系の確立を行った

(Kyoizumi et al., 1990). その当時， ヒトの体細胞

突然変異測定系として知られていたのは Alber-

tini (1982)や Morey(1983)らの開発した T リン

パ球コロニー形成法による HPRT遺伝子突然変

異測定系と，Jensenらが開発したフローサイトメ
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トリーによる赤血球グリコフォリン A遺伝子測

定系 (Langloiset al., 1986; Kyoizumi et al., 1989a) 

だけであり，新しい方法の確立が待望されてい

た．invivoの体細胞突然変異体頻度 (Mf)を求め

ることにより，対象者あるいは集団が環境変異原

に曝露されたか否かを判断し，その曝露量を Mf

から推定する（バイオドシメトリー）ことがこう

した研究の目的である．またそれにより，発癌リ

スクの評価を行なうという最終ゴールヘと発展す

ることが期待される (Perera,Whyatt, 1994; Aki-

yama et al., 1995). 

2. 測定原理

TcR分子には TcRa f3型と TcRro型があり，

TcR a f3は末梢の成熟CD4十（ヘルパー Tリンパ

球）およびCD8十（キラー／サプレッサー Tリン

パ球）に発現され，一方， TcRroはCD4―8―T

リンパ球に発現されている．我々の作成した体細

胞突然変異測定系は co4+T リンパ球集団中の

TcR a f3の膜発現に異常のある変異細胞をフロー

サイトメトリーにより検出し，その頻度を求める

ものである．

TcR aおよびf3鎖遺伝子は基本的には allelic

exclusion機構により， Bリンパ球の抗体遺伝子同

様二つの対立遺伝子のうち一方のみが遺伝子発現

を行っている．つまり TcRa鎖およびf3鎖遺伝子

はそれぞれ常染色体上にあるにもかかわらず， X 

染色体上にある HPRT遺伝子と同様にヘミ接合

体の状態にあるため，通常の頻度 (lo-5前後）で

突然変異体の検出が可能となる．従って， この突

然変異アッセイは 106個のリンパ球で充分可能と

なる．最近， Tリンパ球の一部では TcRaおよび

/3鎖遺伝子の allelicexclusion機構が厳格に働い

ていないことが報告され (Padovanet al., 1993; 

Davodeau et al., 1995),特に TcRa鎖遺伝子では

末梢Tリンパ球の 1/3が2種類の a鎖を発現して

いるらしい．このことは本来の TcRMfは測定値

よりもさらに高いということを示唆している．実

際の TcRアッセイでは反応性の弱い抗TcR抗体

の代わりに抗CD3E抗体を用いる． Fig.1に示す

ように TcRa/3分子は CD3分子群 Cr,o, E, t, TJ 
鎖）と大きな分子複合体を形成するが， aまたは

/3鎖が欠損したり異常が生じると不完全な

TcR/CD3複合体分子は膜表面へ移行できず，ゴ

Allelic exclusion 

Chrom.#14 

inacどttaactiv`Ra CD3T,6,E 
三TcRall / CD3<
□゚cm:7ttaBctive:]Rf3 CD3T,6,E 

Complete 
Complex 

.. 

Incomplete 
Complex ¥ 

ER degradation 

Surface 

Fig. 1. Biosynthesis and degradation of TcR/CD3 complex. Imcomplete complexes with abnormal TcR a or 
/3chains are degradated in ER. 
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ルジ体へ運ばれることなく小胞体 (ER)で分解さ

れる (Klausnerand Sitia, 1990）．従って， CD4+T

細胞集団中の CD3―細胞は TcRa鎖またはB鎖

の発現に異常を持つ突然変異体と考えられる．

CD3遺伝子群には allelicexclusion機構は働いて

おらず， CD3を欠損する変異体はこの分画には

ほとんど無いと考えられる．後で述べるように，

CD3―4+ T リンパ球をセルソーターにより分離

し，変異体Tリンパ球クローンを樹立した．その

変異体の TcR/CD3の発現を調べると， TcRaま

たはB鎖いずれかが欠損するかいずれかが異常
を持っていることが証明された． TcRMfは CD

がヘルパー Tリンパ球中の CD3―がの割合で表

すが， 正常人で平均約2.5X 10―4である． この頻

度は TcRa鎖とg鎖遺伝子の Mfの総和である．

3. 測定方法

FACSを用いた測定法の詳細を記す．末梢血サ

ンプルは最低 l~2mlあれば測定可能である．

①ヘパリン採血により得られたヒト末梢血から

Ficoll/Hypaque法（比重1.0771,400 g, 30分，室

温遠心）により単核球集団を得る．

②lX研個の単核球をエッペンドルフチューブ

に分注し， 2000rpm, 4 ° C, 2分遠心する．沈査に

20μ/ の FITC-標識抗 Leu3(CD4)抗体 (50
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μg/ml)と同量の PE-標識抗 Leu4(CD3)抗体を

加え，よく混合し，氷上で 30分反応させる．両

抗体とも BectonDickinson (BD)社から購入で

きる．

⑳ .75mlのPBS(1% BSA, 0.01% NaN3)により

1回洗浄後0.25mlの同じバッファーに懸濁す

る． さらに死細胞を強染色する目的で，最終濃

度 10μg/mlになるようにpropidiumiodide (PI) 

を加える．

④次にフローサイトメトリー（我々は BD社の

FACScanを用いている．）により CD3―が細胞

を検出し，その頻度を測定する．まず，少量の

染色されたリンパ球を FACScanにかけ，前方

および側方光散乱のフローパターンによりリン

パ球分画にgateをかける (Fig.2A). なお，

我々は解析用ソフトとして Cosort30 (HPコン

ピューター用）あるいは CellQuest (Macコン

ピューター用）を用いているが，ここでは

Cosort 30を用いた方法を示す． 碁本的方法は

どの解析ソフトでも同じである． Dataaquisi-

tionは“DualParameter Correlated"モードを用

いて行う．

⑤リンパ球にgateをかけた状態で， FL-1(FITC-

CD4) および FL-2(PE-CD3) の2パラメー

ターモードで最低20万個のイベントをフロッ

゜゚
ー
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O
L
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Fig. 2. TcR mutation assay using flow cytometry. 
(A) Light scattering pattern of peripheral blood mononuclear cells. The lymphocyte fraction is gated for 
the TcR mutation assay. (B) Flow cytogram of 2 X 105 lymphocytes stained with FITC-anti-CD4 and 
PE-anti-CD3 antibodies. Setting of a window for CD3ーが mutantsis described in the text. 
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ピーあるいはハードディスク内に読み込む．

⑥得られたデータを画面上に出し (Fig.2B,等高

線は 1,20,200, 2000 event/channel),正常CD3+

がの FL-2(CD3)のピーク（モード）の蛍光強

度を求める． 次に CD3ーがの突然変異体の領

域を設定する． この際領域の FL-2の上限は正

常 CD3＋がのピーク値の 1/25の位置下限は

100, また FL-1の領域の左右は正常CD3十が

集団の FL-1(CD4)のピーク （モード）のそ

れぞれ 1/2および2倍の位置に設定する (Fig.

2B). 

⑦この領域内の CD3―がのイベント数を CD4+

の総イベント数で割った値がMfになる．

4. 突然変異体クローンの解析

TcR Mfは健常人で 1~5X10-4の範囲にある．

この値は通常の突然変異体頻度 lo-5~10-6に比

べれば 10~100倍高いが，通常のフローサイトメ

トリーに携わっている者にとっては， この程度の

頻度のイベントはゴミかノイズと解釈されるであ

ろう．そこで， これらが真の変異体であることを

証明するためにはこれらの突然変異Tリンパ球

を分離し，その性質を調べることが必要である．

実際に， CD3―が分画のイベントをセルソーター

により分離し，顕微鏡下で観察すると 95％以上

は確かに FITC(CD4)でのみ染まり PE(CD3)で

は染色されていないリンパ球であることが分かっ

た(Kyoizumiet al., 1990). そこでこれら変異体T

リンパ球を PHAで剌激し， IL-2とフィーダー細

胞存在下でクローニングすることを試みた． しか

しながら， 正常 CD3十が T リンパ球のクローニ

ング効率は 50~80%であるのに対し， CD3―4+

変異体の場合は 10％以下で極めて増殖能の低い

細胞群であることが分かった．おそらく，

TcR/CD3複合体が膜発現されないことで PHA

や IL-2に対しても不応答な状態になっていると

思われる． しかし， このようにクローニング効率

が低いにもかかわらず， 4人の正常人より 37個の

突然変異Tリンパ球クローンを樹立し，その性質

を解析した (Kyoizumiet al., 1990). 

Table 1に示すように， この 37個の変異体ク

ローンは TcR/CD3の発現様式から 3つのタイプ

に分類された． つまりその多くは TcRa/3|CD3 

複合体すべてを表面に発現していないタイプ(I

型）であったが，他に CD3を低レベルに発現して

いるが TcRa/3に対する抗体と反応しないもの

(II型）， CD3および TcRa/3ともに低発現のも

の(III型）も得られた． I型の 28個の突然変異ク

ローンは細胞質内に不完全な TcR/CD3複合体を

発現しており，そのうち 22クローンは TcR/3鎖

を欠損し， 6クローンは TcRa鎖を欠損してい

た． また， II型の CD3低発現クローンではa鎖

かf3鎖のどちらかは分子サイズが小さく，部分欠

失の可能性が考えられた．おそらく，その部分欠

失は抗TcRa/3抗体が認識する部位を含むと思わ

れる． III型では TcRa鎖， B鎖ともに正常の分子
サイズであったが発現量が非常に低下していると

いうことが分かった．

また， II型の変異体クローンの中に TcRroの

異常を持つクローンが見られた．通常 r6型の T

リンパ球は CD4―8―であるが， 1%前後CD4を

発現している (Kyoizumiet al., 1991). この異常ク

Table 1. Surface and cytoplasmic expression of the TcR/CD3 complex in variant CD4 + T cell clones. 

Antigens Surface Cytoplasm 

Variant 
type 

Antibodys 

CD3 

(Leu4) 

TcR a f3 

(WT31) 

CD3 

(Leu4) 

TcR a /3 
dimer 
(WT31) 

TcRa 

(a Fl) 

TcR/3 

(/3 Fl) 

No. of 
clones 

＿
＋
十
一
＋

＋

＿

＋

＿

＋

 

廿

廿

廿

廿

廿

2

6

3

1

5

 

2
 

ローンは種々の抗 TcRro抗体との反応性から r

鎖あるいは 6鎖に異常があると考えられた．

以上のデータは CD3ーが細胞として検出され

るイベントは確かに CD4+T リンパ球の TcRa 

鎖あるいはf3鎖の発現異常を持つ突然変異体で

あると考えられた． TcR/3鎖を欠損する変異体ク

ローンの数が TcRa鎖のそれの 3倍近くあるの

は，前述したように TcRa鎖遺伝子の方が allelic

exclusion が働かない Tリンパ球が多いためであ

ろう．なお，突然変異クローンのうち一つについ

ては， TcRa鎖遺伝子 (14番qll)に切断点に持

つ染色体異常[t(13;14)(q32;qll)]が検出された

が，その他のクローンには染色体異常は観察され

なかったなお，この染色体異常を持つクローン

はTcRaの発現を欠損していた．

5. 健常人の末梢血Tリンパ球の TcRMf

健常人約 100人の末梢血 CDが Tcellの平均

TcR Mfは約2.5X10-4で， 理由は不明であるが

男性の方が女性より有意に高かった．また， Fig.3 

に示すように年齢とともに有意に増加した (Kyo-

izumi et al., 1990). この年齢による Mfの上昇は

赤血球 GPA, Tリンパ球の HPRTや HLA-A遺

伝子座でも同様に観察された (Akiyamaet al., 

1995).赤血球GPA遺伝子の場合は年齢とともに

造血幹細胞に蓄積する突然変異を反映していると
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考えられる． 一方， Tリンパ球の場合は，末梢で

のturnoverを考慮に入れる必要がある．後述する

ように， 放射線療法を受けた子宮癌患者の TcR

Mfは放射線照射後半年で 25X 10-4前後に上昇す

るが (Umekiet al., 1992), その後急速に低下し，

10年で約 1/10となり，バックグランドレベルに

まで低下する (Iwamotoet al., 1994) (Fig. 4). こ

の TcRMfの減衰は不安定型染色体異常のそれ

(Buckton et al., 1967)と非常によく似ており，正

常の Tリンパ球の末梢でのturnoverもその程度

の速度であると考えられる．つまり，末梢の TcR

Mfは突然変異の生成と消失のバランスの結果で

ある．また， TcRの発現を欠損する Tリンパ球前

駆細胞は胸腺で排除されると考えられ，多能性幹

細胞あるいはTリンパ球前駆細胞で生じた変異

体は末梢には出てこないだろう．とすれば、末梢

における TcR突然変異の実際のイベント数は検

出されるよりもかなり大きいと考えられる．

6. 高発癌性遺伝病患者の TcRMf

染色体脆弱性を示す ataxiatelangiectacia (AT), 

Fanconi's anemia (FA), Bloom's syndrome (BS)な

ど高発癌性遺伝病患者の TcRMfは明らかに高

い値を示した (Table2) (Kyoizumi et al., 1990; 

Kusunoki et al., 1994). ATや BSでは実に 300~

500個の細胞に 1個という高頻度で突然変異体が

N= 358 

Y= 1.9 + 0.02 X 

p < 0.0001 ．
 ．
 ．
 
． ．． 
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Time since radiotherapy (yr) 

Relationship between the TcR Mf and time post radiation treatment for uterine cervical cancers. 

Table 2. TcR Mf in patients with cancer prone 
hereditary diseases. 

Patient TcR Mf (X 10-4) 

Ataxia telangiectasia 
#1 

#2 

#3 
Heterozygous father 
Heterozygous mother 
Bloom's syndrome 

#1 

Fanconi's anemia 
#1 

#2 
Down's syndrome 
#1 

16.6 
17.9 
37.8 
3.5 
3.4 

36.2 

5.5 
6.0 

1.9 

検出される．これらの遺伝病においては赤血球

GPA遺伝子座の Mfでもやはり高値を示すこと

が分かっている (Kyoizumiet al., 1989b）．特に興

味深い点は，胸腺の発育異常 (Petersonet al., 

1964)やTリンパ球機能異常 (Nelsonet al., 1983) 

などの免疫不全を示す ATで異常に高い Mfを示

した点である．なお， BSの患者でも免疫不全の報

告がある． ATでは 7番と 14番の TcRおよびイ

ムノグロプリン (lg)遺伝子を介する染色体異常

がTリンパ球や T-リンパ腫に高頻度に観察され

ることが分かっており (Heppellet al., 1988; Russo 

et al., 1988), TcRおよび lg遺伝子の不安定性

がこの病気の特徴であろう (Petersonand Funk-

houser, 1980). ATの原因遺伝子は放射線誘発

DNA切断の修復に関与していると考えられてい

るが， TcR geneの再構成やその安定性の保持に

さらに Tリンパ球の分化や機能にも重要な役割

を果たしているのであろう．また， TcRgeneの異

常や TcR遺伝子座を介する染色体異常と T-

lymphomaの発症機構との関係も興味深い点であ

る．

7. 放射線被曝者の TcRMf

TcR突然変異が放射線被曝により誘導される

か否かを放射線治療癌患者や原爆被爆者， トロト

ラスト症患者について調べ，放射線被曝のバイオ

ドシメトリーのマーカーとしての可能性を検討し

た (Kyoizumiet al., 1992; Akiyama et al., 1995). 

Fig. 5は甲状腺癌を治療するために 1311を注入し

た患者の TcRMfであるが，注入した 1311の量と

有意な相関関係を示した． この doseresponseは

in vitro照射の doseresponseとよく似ている（論

文投稿中）．また，トロトラスト症患者においても

有意に高い Mfが検出され TcRアッセイが内部

放射線被曝の検出に有用であることが示された．

一方，原爆被爆者の doseresponseは有意ではある

が非常にゆるやかで (Fig.6), 矢印で示した out-

lierを除くと統計的な有意差は無くなった． この

2 

1311 single-administration equivalent dose (GBq) 

Fig. 5. Correlation between the TcR Mf and total radioactivity of 1311 received by thyroid cancer patients. 
The amounts of 1311 administered for the TcR assay were calibrated as a equivalent single dose by 
applying the 2 year mutant half-life. The dotted line indicates the in vitro dose response curve of the TcR 
Mf in X-irradiated lymphocytes. 
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Fig. 6. Relationship between the TcR Mf and DS86 exposure dose (< 3 Gy) for atomic bomb survivors. 
The arrows indicate the outliers whose TcR Mfs were more than IO X 10-4 

゜0.0 0.5 

原爆被爆者の結果は TcRアッセイが外部被曝に

は有効でないことを示しているか，あるいは放射

線被曝後何十年も経過すると突然変異体が消失す

ることを示している．

そこで，局所放射線療法（計50Gy)を受けた子

宮癌患者の TcRMfを測定し，放射線治療後の経

過時間に対してプロットしてみた (Fig.4). 照射

後 TcRMfは徐々に上昇し，約数ヶ月後で約 2.5

2.5 3.0 

x10-3までになる．照射後長期の経過が必要なの

は末梢の Tリンパ球はほとんど G。期にあり、既

に膜発現している TcR/CD3複合体がその代謝回

転により消失するのに時間がかかるということで

あろう．一方，上昇した TcRMfはその後徐々に

減少し， 2～3年で半減約 10年でコントロール

レベルまで低下した．この子宮癌患者の結果は

TcR突然変異は外部被曝でも誘導され，誘導され
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た変異体は半減期約 2~3年で体内から消失して

いくことを示している．原爆被爆者で dosere-

sponseが非常にゆるやかであった理由は被爆後

の長期経過による突然変異体の消失であると考え

られる．

なお，チェルノブイリ事故被曝後4年以内の消

防士の TcRMfは異常高値を示した (Kyoizumiet 

al., 1992). 

8. TcR突然変異体のinvivoでの増殖

原爆被爆者集団中に見られる高い TcRMfを持

つoutlier(Fig. 5)はどのようにして生じたのであ

ろうか．原爆放射線により誘発された突然変異T

リンパ球のほとんどは，前述したように自然に起

こるturnoverにより被爆後徐々に消失していっ

たと考えられるが，そのような動向に抗するため

には突然変異Tリンパ球が体内で増殖する必要

がある．実際に outlierのTcR変異体のほとんど

は (90％以上） CD45RA―または RO十のメモ

リー型 T リンパ球で，invivoで何らかの増殖剌激

を受けていることが分かった（未発表データ）．現

在，これらの被爆者から変異体Tリンパ球をセル

ソーターにより分離し，前述の方法により変異体

クローンを得， その性質を調べている． 1人の被

爆者では得られた変異体クローンすべてにおいて

TcR /3鎖 mRNAの発現を完全に欠損しており，

その遺伝子再構成パターンが全く一致していた．

これは 1個の突然変異T リンパ球がinvivoでク

ローナルに増殖したことを明確に示している． こ

のような突然変異 T リンパ球の clonalexpansion 

はHPRT遺伝子でも知られている (Nicklaset al., 

1988). しかし， TcR/CD3の膜発現を全く欠<T 

cellがinvivoで増殖できることは免疫学的にも非

常に興味深い現象であり，そのメカニズムについ

て現在検討中である．

9. 化学変異原物質による TcR変異体の誘導

TcR変異体は放射線だけでなく抗癌剤などの

化学変異原物質でも誘発される．invitroでヒト末

梢血リンパ球をアルキルおよびDNA鎖架橋化剤

であるマイトマイシン Cで処理すると，濃度依存

性に TcRMfは上昇する（梅木， 1994). しかしな
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がら，代謝拮抗剤である 5-FUでは明らかな TcR

Mfの上昇は観察されなかったまたinvivoでも

抗癌剤を投与された小児白血病の患者では有意に

高い TcRMfが検出された (Hirotaet al., 1994). 

10. バイオドシメトリーヘの応用とその問題点

以上のように，放射線によりinvivoで確かに

TcR遺伝子に突然変異が誘導されるが，半減期数

年で徐々に消失していく．これは TcRアッセイ

が放射線被曝の長期にわたる蓄積線量を求めるに

は不適であることを示す．この点は HPRTや

HLA-A遺伝子突然変異体も同様で， T リンパ球

を材料にする限り避け難い問題点である． しかし

ながら，被曝後 10年以内であればMfの上昇を

検出することができる．その際，減衰曲線から被

曝直後の Mfを逆算することも可能であろう． ま

た，慢性的に放射線を被曝している場合は計算は

さらに複雑になるが可能かもしれない．現在，数

学モデルによるアプローチを検討中である．

もう一つの問題点として，前述したように突然

変異形質発現まで半年近く経過する必要があると

いう点である． この点はinvitroでマイトジェン

である PHAでT-cellを増殖刺激し， TcR/CD3の

細胞内での代謝回転を促進することにより突然変

異形質を短期間で検出できることが可能である

（論文準備中）．つまり，末梢血リンパ球をinvitro 

で種々の線量の X線で照射し PHAとともに培養

すると， TcRMfは徐々に増加し 7日目でピーク

に達する． 7日目の dose response は linear-

quadratic modelが最もよく適合した．前述の子宮

癌患者の TcRMfは放射線治療 (1週間で lOGy

の局所照射）直後は治療前の値とほとんど変わら

ないが， 1週間 PHAとともに培養すると Mfは

約 17X 10-4まで上昇した．この値を使ってin

vitro照射の doseresponseから平均被曝線量を求

めると約0.9Gyであった．この線量は同様の放射

線治療を受けた子宮癌患者の不安定型染色体異常

頻度から求めた値と近いものであった (Leonard

et al., 1987). 

11. 終わりに

以上， TcR遺伝子の体細胞突然変異検出系につ

一

いて現在までの知見をまとめてみた． この方法の

優れた点は少量の血液で可能であり，フローサイ

トメトリーを用いて短時間で客観的な定量ができ

る点である．また，用いる抗体は市販されており，

FACSを持つ研究室ならどこでも可能である．in

vivoでの変異形質発現まで数ヶ月近くかかる点が

欠点であるが，invitro培養法により克服できるだ

ろう．我々の研究室では現在まで， 4種類の突然

変異アッセイ系 (GPA,TcR, HPRT, HLA-A遺伝

子）を樹立してきた (Akiyamaet al., 1992). TcR 

法は Tリンパ球を用いるため，被曝後長期間を経

ると生体内から消失する欠点はあるが， これらの

中でこの TcR法が最も簡便でデータの安定性や

放射線被曝に対する感度も最も優れていると考え

ている．さらに，マウスモデルを用いた TcR検出

系が既に完成しており（論文準備中），このマウス

モデルを用いることによってヒトで不明であった

in vivoの doseresponseや突然変異誘導のメカニ

ズムなどの解析が可能となろう．
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水道水中有機塩素化合物のヒト細胞に対する DNA損傷性の評価

DNA strand breaks in human cells induced by chlorinated organo 
compounds containing in tap water 
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Thirteen chlorinated organo compounds were added to the Standard of Tap Water Quality in 1993 
in Japan. We assessed the DNA strand breaks in human cells induced by eleven these chlorinated 

chemicals, using the FADU (fluorometric Analysis of DNA Unwinding) method. We estimated DNA 

strand breaks in SV40-transformed human fibroblast cells, WI38-VA13 which were exposed to the 

chemicals for one hour, followed by incubation for three hours in MEM medium containing 10% serum, 

lOμM arabinofuranosyl cytosine and 2mM hydroxyurea. DNA strand breaks were induced by 1,2-

dichloroethane and 1,3-dichloropropene. The activity which induced the strand breaks was increased 

when 1,2-dichloroethane was activated by S-9mix. DNA strand breaks were not induced by 1,2-

dichloroethane in SV40 transformed xeroderma pigmentosum cells XP20S(SV). These findings suggest 

that the DNA damage induced by 1,2-dichloroethan might be repaired in excision repair processes which 

xeroderma pigmentosumcells lack. 

Keywords : chlorinated organo compounds, DNA strand breaks, human fibroblast cells 

戸

水道法第4条に碁づく水道水質碁準が， 平成4

年 12月21日公布，平成 5年 12月1日施行の省

令により改正され，新たに 13種類の有機塩素化

合物が健康に関連する項目として追加された

(Table 1). 

を，アルカリ巻戻 し法の 1つである FADU法

(Fluorometric Analysis of DNA Unwinding) (Birn-

boim and Jevak, 1981)を用いて， DNA鎖切断を

検出することによって評価した．

FADU法の原理を Fig.laに示した． DNAを

アルカリ変性させると，切断のない DNAは両端

からのみ変性が始まり両端だけが 1本鎖になるの

に対し，切断のある DNAでは切断点からも変性

が始まるため 1本鎖の部分は DNA鎖切断の数に

応じて多くなる． 一定時間経過したところでpH

を調整してアルカリ変性を止め，超音波で DNA

これらの物質は原核生物や実験動物などでは変

異原性が確認されているが， ヒトに対する影響は

よくわかっていない (Table 2) (IARC Mono-

graphs, 1987; 1991). そこで今回私たちはこれら

の物質のヒト線維芽細胞に対する DNA損傷性
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Table 1. Thirteen chlorinated organocompounds which were newly added to Water Quality Standard. 

Chemicals Standard Chemicals Standard 
e
-
]
4
 U
[

 

sl?p
mo 

G
 

Carbon tetrachloride 
1,2-Dichloroethane 
1, 1-Dichloroethylene 
Dichloromethane 
cis-1,2-Dichloroethylene 
Tetrachloroethylene 
1, 1,2-Trichloroethane 

~ 0.002mg// 
~ 0.004mg// 
~ 0.02 mg// 
~ 0.02 mg// 
~ 0.04 mg// 
~ 0.01 mg// 
~ 0.006mg// 

Trichloroethylene 
Chloroform 
Chlorodibromomethane 
Bromodichloromethane 
Bromoform 
1, 3-Dichloropropene 

~ 0.03 mg// 
~ 0.06 mg// 
~ 0.1 mg// 
~ 0.03 mg// 
~ 0.09 mg// 
~ 0.002mg// 

a
M
u
I
 

を短い断片にする． このとき DNA鎖切断数が多

いと 2本鎖DNAの割合が減少し 1本鎖DNAの

割合が多くなる．次に臭化エチジウムを加え，蛍

光を測定する．臭化エチジウムは 2本鎖DNAの

量に対応した強さの蛍光を発するので，測定され

る蛍光を比較することにより 2本鎖DNAの量が

求まり，従ってもとの DNAが持っていた切断の

多寡が求まる．

13種類の有機塩素化合物のうち低沸点のため

試験に用いなかった dichloromethane[ 1665-00--5] 

と 1,1-dichloroethylene [75-35-4]を除く 11種類

の物質について FADU法を適用した．その結果

1,2-dichloroethane [ 107--06-2], 1, 3-dichloropro-

pene [542ゴー6]の2物質がヒト細胞に濃度依存的

なDNA鎖切断を誘起することがわかった．更に

1,2 -dichloroethaneが引き起こす DNA損傷は

DNA修復を欠損する色素性乾皮症 (XP)細胞で

の試験結果との比較から除去修復機構で修復され

ることが示唆された．

実験材料および方法

1. 細胞株

ヒト繊維芽細胞WI38-VA13

SV40で形質転換したヒト繊維芽細胞株WI38-

VA13を用いた．（Girardi,Jensen and Korpowski, 

1965) 

色素性乾皮症 (XP) （相補性A群）患者由来の

繊維芽細胞XP20S(SV)

XP20Sは7オの日本人の女性である． XP20S

(SV)はXP20Sの皮膚繊維芽細胞を SV40で形質

転換した細胞株である (Yagiand Takebe, 1983). 

細胞は Dulbecco改変MEM培養液に仔牛血清

を 10%(v/v)加えた培養液中で培養した．

2. 試料の作成

各種有機塩素化合物は和光純薬から購入した．

これらをそれぞれ dimethylsulfoxide (DMSO) 

[67-68-5]に溶解し，各濃度の有機塩素化合物溶

液を作成した．この溶液を無血清 MEM培養液ま

たは S-9mixに，溶液が 1%(v/v)となるように溶

解し試料とした．

3. 試料の曝露

前日にガラスシャーレ (¢60mm)当り1.1 X 106 

個ずつ細胞を撒き， 10%血清入りの MEM培養

液で一晩培養した．有機塩素化合物への曝露は試

料 5mlで細胞を 37°Cで 1時間処理することに

よって行った．細胞は試料を除去した後， りん酸

緩衝生理食塩水 (PBS)で洗浄し， DNA修復過程

での DNA合成を阻害するため， araC-HU培養液

(10% (v/v)仔牛血清， 10 μM arabinofuranosyl 

cytosine, 2 mM  hydroxyureaを含む Dulbecco改変

MEM培養液）を加え， 37°C,5% CO2の条件下で

3時間培養した． この処理をすることにより化学

物質が直接DNAを切断する場合だけでなく，

DNA付加体を生じるような場合も，それが細胞

の修復系で認識・切断されるなら， DNA鎖切断

として併せて検出できる．続いて PBSで一回洗

い， トリプシン-EDTA溶液でシャーレから細胞

を回収し，できるだけ速やかに FADUを行った．
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4. FADU法

本実験では BirnboimとJevcakら(1981)によ

る方法を改良した FADU法（松田ら， 1993) 

DNA鎖切断数を定量した．
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Fig. 1. Principle of FADU. 

試薬

A液； 9Murea, lOmM NaOH, 2.5 mM  cyclohex-

ane diaminetetraacetic acid, 0.1 % SDS 

B液； 0.2N NaOHと A 液を 11.5:8.5の割合

(v/v)で混ぜた もの．

c液； 1M glucose, 14 mM  mercaptethanol 
D液； 2μg/ml ethidium bromide, 13.3 mM  NaOH 

方法

回収した細胞浮遊液を 0.2mlずつ 3種類の試

験管に分注した． これらを便宜上P試験管， B試

験管 T試験管とする．各種類2本ずつの試験管

を用い， これらの平均値を結果とした．各々の試

験管に 0.2mlのA液を加え， 0°Cで 10分間静置

し，細胞を溶解させた．次に P試験管とB試験管

に0.2mlの氷冷した B液を加え DNAの変性を

開始した． P試験管は 0°Cで30分間，その後

28°Cで45分間静置した後， 0.4mlの氷冷した C

液を加え変性を止め，超音波処理により平均 l

kbpぐ らいまで DNAをせん断した． B試験管は

B液を加えた後超音波処理して 60°Cで60分間

静置し完全に DNAを変性させた．その後 P試験

管と条件を揃えるため 0.4mlのC液を加えた． T

試験管は A液を加え 10分間静置した後， B液0.2

mlとC液0.4mlをあ らかじめ混ぜ合わせた液を

加えて超音波処理をした．その後全ての試験管に

1.5 mlのD液を加え，蛍光分光光度計で蛍光を測

定した（励起波長： 520nm，測定波長：590nm).

ここで， P試験管はまだアルカリ変性がおよん

でいない部分の DNAによる蛍光を， B試験管は

バックグラウンドの蛍光を， T試験管はもとの細

胞浮遊液に含まれる 2本鎖DNAによる蛍光を与

えている．従って (P試験管の蛍光ーB試験管の

蛍光）は，変性しなかった 2本鎖DNAの量を，

(T試験管の蛍光ーB試験管の蛍光）はもとの細

胞浮遊液の 2本鎖DNAの量を表わしている

(Fig. lb). 

%D=(P試験管の蛍光ーB試験管の蛍光）／（T

試験管の蛍光ーB試験管の蛍光）とすると，変性

した DNA量は切断点数と相関しているので，

DNA切断数が多いほど％Dは小さくなる．

化学物質に曝露した細胞の％Dから無処理細胞

の％Dを差し引き， 4Dとした．

線量当りの DNA鎖切断数が既知のr線を細胞
に照射し， 4Dと切断数の関係もとめ， これを検

量線として， 4DをDNA鎖切断数に換算した．

結果および考察

各種有機塩素化合物（最高 2000(v/v) ppm)に

ヒト線維芽細胞WI38-VA13を S-9mix添加およ

び非添加の 2条件下で曝露し， DNA鎖切断を測

定した．その結果 1,2-dichloroethaneと 1,3-di-

chloropropeneで濃度依存的な DNA鎖切断が観

察された (Figs.2, 3). 1,2-dichloroethaneは S-9

mix の添加で活性化された． その他の物質では

DNA鎖切断の濃度依存性は確認できなかった

(data not shown). これらはそれぞれ独立した 1

回の実験で得られた知見である． また実験毎の O

doseの切断数は， 0.05--0.5 strand breaks/10,000 

kbpの範囲でばらついた．

つぎに 1,2-dichloroethaneが引き起こす DNA

鎖切断について詳しく調べた． Wl38-VA13を

1,2-dichloroethane (+ S-9mix)に曝露後 araC-HU

培地で培養した細胞と，曝露後通常の培地で培養

した細胞で観察される DNA鎖切断量を比較した

(Fig. 4).その結果前者の DNA鎖切断量が多かっ

た． これは観察された DNA鎖切断が DNA修復

の過程で生じたものであることを示唆している．
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すなわち 1,2-dichloroethaneによる DNA損傷は

DNA修復の対象となることがわかった．

さらに 1,2-dichloroethaneで観察される DNA

鎖切断を除去修復系を欠損する細胞 XP20S(SV) 

と正常の WI38-VA13で比較した (Fig.5). 試料

曝露後 araC-HUを加え修復過程での DNA鎖切

断を蓄積させた細胞で観察される DNA鎖切断量

は正常細胞のほうが XP細胞に比べて著しく多

い．これは 1,2 -dichloroethaneによる DNA損傷

が， XP20S(SV)が欠く除去修復機構で修復され

ることを示唆している． XP（相補性A群）患者は

1,2-dichloroethaneによる DNA損傷を修復でき

ないことが予想されるが， この点についてはさら

なる検討が必要である．

1,2-dichloroethaneの細胞内での変異原性獲得

に関してはglutathioneS-trnasferaseによるgluta-

thione conjugationでhalf-sulfurmustard (2-chloro-
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ethyl 2-hydroxyethyl sulfide) になるか， micro-

somal oxidationにより 2-chloroacetaldehydeにな

る2つの代謝経路が知られている． half-sulfur

mustard はguanineの7位に結合して 7-(2-hy-

droxyethyl thioethyl)guanineを生じる (Guenge-

rich et al., 1980; Van Bladeren et al., 1981). 2-

chloroacetaldehyde は adenine, cytosine および

guanineと直接反応し cyclicetheno adductを形成

する (Fedtkeet al., 1990). 

1,2-dichloroethaneによる DNA鎖切断の誘起

がS-9mixの添加で額著になったことと XP細胞

を用いた実験の結果より， 7-(2-hydroxyethylthio-

ethyl)guanine, あるいは cyclicetheno adductは除

去修復系で修復される可能性があることがわか

る．ところで 2-chloroacetaldehydeのXP細胞で

の突然変異率をシャトルベクターを用いて調べた

ところ，正常細胞との差は認められなかった

(Matsuda et al., in press). これらの結果は cyclic

etheno adductではなく 7-(2-hydroxyethyl thio-

ethyl)guanine が除去修復の対象となっているこ

とを示唆している．

以上まとめると，水道水質碁準改正に伴い新た

に基準に加えられた 13種類の有機塩素化合物の

内 11種類のヒト細胞に対する DNA損傷性を

DNA鎖切断を検出することによって評価した．

その結果 1,2-dichloroethaneと 1,3-dichloropro-

peneが濃度依存的な DNA鎖切断を誘起した．し

かしその他の化合物は DNA鎖切断を誘起しな

かった．過去のヒト細胞を用いた文献データと比

較すると (Table2), 1,2-dichloroethaneは遺伝子突

然変異を， 1, 3-dichloropropeneはDNA損傷を引

き起こすことが知られており，我々の結果と矛

盾しない． bromodichloromethane, bromoform, 

chlorodibromomethane, trichloroethyleneはヒト細

胞に SCE(sister chromatid exchange)を誘発する

ことが知られているが，我々の実験では DNA鎖

切断は検出できなかった． SCEはマイトマイシン

Cをはじめとするクロスリンク剤によって誘発さ

れることが知られており， もしこれらの物質がク

ロスリンクを引き起こしているとすれば， FADU

ではクロスリンク剤が存在すると， DNA鎖切断

の検出感度が著しく減少するため，今回のような

結果もありうる．

1,2-dichloroethaneはS-9mixで代謝活性化され

1,2-dichloroethaneによる DNA損傷は除去修復

の対象となることが示唆された．

いずれの実験結果も水質碁準の 1万倍以上の濃

度のものであるので，碁準値程度の濃度での影響

を評価するには，さらなる研究が必要である．
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屋内プール水の変異原性

Mutagenic activity of indoor swimming pool water 
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Summary 

横浜市衛生研究所環境衛生課

235横浜市磯子区滝頭 1-2-17

Division of Enviromental Hygiene, Yokohama city Institute of Health, 

1-2-17 Takigashira, Isogo-ku, Yokohama 235, Japan 

（受付： 1995年6月30日；受理：1995年8月25日）

Organic compounds accumulate more easily in indoor swimming pool water than in drinking water 

It is assumed that indoor swimming pool water might be contaminated with higher amounts of 

chlorinated by-products, and therefore mutagenic activity would be higher too, compared to drinking 

water, because of continuous chlorination. Therefore, we tried to detect mutagenic activity in four 

samples of indoor swimming pool water and in chlorinated organic compounds, using the Ames test, and 

analyzed the relationships between them. We also analyzed each sample of swimming pool water for 

quality. Each sample of swimming pool water was passed through an XAD-4/8 resin column followed 
by elution with ethylacetate. Standard substances, detected in swimming pool water which we used the 

following seven chemicals: MX, monochloroacetic acid, dichloroacetic acid, trichloroacetic acid, 

dibromoacetic acid, dichloroacetonitrile and chloral hydrate. These compounds were used for the Ames 

test employing Salmonella typhimurium TA98 and TAlOO strains, following pre-incubation in the 

presence or absence of S9mix. The highest mutagenicity of 24000-79000 rev.// was found in the sample 

of indoor swimming pool water with TA 1 OO-S9. Among the chlorinated organic compounds, MX had 

the highest mutagenicity of 60 rev./ng, followed by dichloroacetonitrile, then dibromoacetic acid. 

Monochloroacetic acid, trichloroacetic acid and chloral hydrate were negative. 

The fraction of total mutagenic activity in swimming pool water attributable to chlorinated 

by-products was about 10%. 

Keywords: indoor swimming pool water, mutagenic activity, chlorinated by-products, MX, halogen-

ated compounds 

日

近年の健康ブームを反映して，乳幼児から高

齢者まで，屋内プールの利用が盛んである． この

ような屋内プールの維持管理は，「遊泳用プール

の衛生碁準」（厚生省）に基づいて行われている．

しかし，年間を通じて利用されるため，経済性等

を考慮して，屋内プール水の換水は年一回程度の

ところが多く，補給水と，濁質を除去するための

循環ろ過装置を用いて水質管理を行っているのが

現状である． このため，循環ろ過装置の維持管理

や，補給水が適正に保たれないと衛生碁準を上回

る施設もでてくる（斎藤ら， 1990).

一方，プール水は， この衛生碁準に碁づき塩素

剤による消毒を行っている． 屋内プール水は，水

道水に比較して有機物量が多く，また，継続的に

塩素処理されていることから，有機物と塩素の反

応によって多数の消毒副生成物が生ずることが報

告されている (Rook,1974; Beller et al., 1974;杉

c 日本環境変異原学会 169 



野ら， 1993；健名ら， 1991;Erdinger et al., 1990; 

磯田ら， 1995).その中には水道水中に検出された

MX  (Hemming et al., 1986; Meier et al., 1987a; 

磯田ら， 1994) も含まれる．

これらのうち，ハロ酢酸やハロアセトニトリル

などの水溶性消毒副生成物に関する発がん性や変

異原性についての報告には次のようなものがあ

る： Bull,1985; Herren-Freund, 1987; Meieretal., 

1985; Simmon et al., 1977; Horth, 1989; Waskell, 

1978; 弟鳥｝IIら， 1988. 

一方，屋内プール水の変異原性を直接調べた報

告は極めて少なく， Whonget al. (1983)がSalmo-

nella typhimurium SV50を用いて，また， Honeret 

al. (1980)がTAl()()を用いて行った結果を報告し

ており，国内においては後藤ら (1994)の報告が

あるのみである．

以上のことから，屋内プール水中の消毒副生成

物の実態を把握し，その健康影響リスク評価につ

いて考えておく必要があると考えた．その第一歩

として，屋内プール水の変異原性を検討した．併

せて消毒副生成物を測定し，屋内プール水の変異

原性に対する消毒副生成物の寄与率がどの程度で

あるかを検討した．

実験材料および方法

1. 試料の採取及び調製

試料：平成 5年 6月及び 12月の 2回に分けて，横

浜市内の屋内プール4施設より， プール水を 30L

採取した． Table1に施設の概要を示したまた，

試験水は，プールのほぼ中央より採取した．

変異原性試験及びMX分析に供するための試

料の調製は， Fig.1に示す濃縮フローに従って

行った．

試薬：試験に使用した試薬は以下のとおりであ

る．

l) 塩酸：和光純薬工業：有害金属測定用

2) 精製アンバーライト XAD-4/8:ガスクロエ

業

3) Ethyl acetate（酢酸エチル； CASNo. 141-

78-6）：関東化学；残留農薬用

4) Dimethylsulfoxide (DMSO; CAS No. 67-

68-5):和光純薬工業：生化学用

Table 1. The outline of 4 indoor swimming pools employed in this study. 

Water 
Pool volume 

m 3 

A 300 
B 243 
C 390 
D 390 

Method of Numbers Suppling 
Further 

water of swimmers water volume 
treatment 

filtration 

Sund Yes 
Cartridge No 
Sund No 
Cartridge No 

Sample: 30L of swimming pool water 

I Ajust to pH 2 by HCl 

No./month 

10367 
1000 
900 
7924 

Apply to a column of XAD-4/8 resin: Flow rate 20 ml/min 

I Remove water: N2 gas stream for 30 min 

Ellute with ethyl acetate of 300ml: Flow rate lOml/min 

Stand at -20 ° C for 24 hr to freeze water 
Filter to remove ice 

Evaporate t_o 9 ml by rotary evaporator 

6ml 3 ml 

mりmonth

480 
243 
1600 
400 

Evaporate in N2 gas stream 

J Di;solved in DMSO 

Mutagenicity assay 

Use for MX analysis 

Substance 
used for 
chlorination 

NaCIO 
NaCIO 
NaCIO 
NaCIO 

Fig. 1. Extraction and concentration of chlorinated by-products from swimming pool water for mutagenicity 
assay and MX analysis. 
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5) 3-chloro-4-dichloromethyl-5-hydroxy2(5H)-

furanone (MX; CAS No. 77439-76-0): 

Ultra Fine Chemical 

6) Monochloroacetic acid (MCAA; CAS No. 

79-11-8) : Aldrich :特級

7) Dichloroacetic acid (DCAA; CAS No. 79-

43-6):和光純薬工業： 1級

8) Trichloroacetic acid (TCAA; CAS No. 76-

03-9):和光純薬工業：特級

9) Dibromoacetic acid (DBAA; CAS No. 631-

64-1):関東化学：特級

10) Dichloroacetonitrile (DCAN; CAS No. 

3018-12-0):Aldrich:特級

11) Chloral hydrate (CH; CAS No. 302-17-0) .• 

和光純薬工業：特級

12) 2-(2-furyl)-3-(5 -nitro-2-furyl) acrylamide 

(AF-2; CAS No. 3688-53-7):和光純薬工

業：特級

13) 2-aminoanthracene (2-AA; CAS No. 613-

13-8）：和光純薬工業：特級

14) ニュートリエントプロス No.2 (N.B.#2): 

Oxoid 

15) エームス試験培地：クリメディア AM-N;

三光純薬

16) S9: キッコーマン：phenobarbital及び 5,6

-benzofla voneの腹腔内投与による誘発

ラット肝ホモジネート

17) コファクター：オリエンタル酵母

2. 水質試験

「遊泳用プールの衛生碁準」（厚生省）に定める

水質基準項目(pH,濁度，過マンガン酸カリウム

消費量，硬度残留塩素）について水質試験を行

うと共に，全有機炭素 (TOC)及び全有機ハロゲ

ン化合物 (TOX)についても測定した．

また，ハロ酢酸類 (5物質），ハロアセトニトリ

ル類 (5物質）等の消毒副生成物については，上水

試験法(1993)に従って，電子捕獲型検出器付き

ガスクロマトグラフィー (ECD-GC)及びガスク

ロマトグラフィー／マススペクトロメトリー

(GC/MS)を用いて測定した．

MXの定量については，高分解能GC/MS-SIM

を用いる，磯田ら (1994)の方法によった．

3. 変異原性試験

屋内プール水及びMX,MCAA, DCAA, TCAA, 

DBAA, DCAN, CHの7物質について変異原性試

験を行った．

試験に用いた物質の純度等は Table2に示した

とおりである．試験時 DMSOに溶解し，変異原

性試験に供した．

変異原性試験は労働省の労働安全衛生法による

変異原性試験（1991)に準じたエームス法で行っ

た． Salmonellatyphimurium (S. typh.) T A98及び

TAlOO菌株（日本バイオアッセイ研究センター由

来）を使用し，プレインキュベーション法で， S9

mix無添加の方法（直接法，以下ーS9)及び S9mix

を添加する方法（代謝活性化法，以下十S9)の2

つの試験方法で行った．

陽性対照には AF-2,2-AAをDMSOに溶解し

て使用した．

前培養は，培地には N.B.#2を用い， S字型振盪

により行った．また，エームス試験用培地には

クリメディアを使用し， S9mixの調製は， S9にコ

ファクターを加え，用時調製した．

変異原性試験の結果の判定は労働安全衛生法に

Table 2. Chlorinated compounds used for identifing swimming pool water mutagens. 

Substaces Company Grade Purity(%) 
MX Ultra Fine Chemical Unknown 94.0 
Monochloroacetic acid Aldrich Special 99.0 
Dichloroacetic acid W ako Pure Chemical First 97.0-101.0 
Trichloroacetic acid W ako Pure Chemical Special 99.0 
Dibromoacetic acid Kanto Chemical Special 90.0 
Dichloroacetonitrile Aldrich Special 98.0 
Chloral hydrate W ako Pure Chemical Special 99.5 
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準じて，溶媒対照の 2倍以上復帰コロニーが出現

したとき試験陽性とし，かつ，量ー反応性がある

場合変異原性陽性とした．上述の条件にあてはま

らないものは全て変異原性陰性と判定した．

また，変異原性陽性と判定したプール水及び消

毎副生成物については，次に示す式により変異原

活性を求めた．

V.A.: 

Sぷ

N: 

Cぶ

W.A.: 

Sw: 

N: 

Cw: 

V.A. = (Sv-N)/Cv 

試験水量当たりの変異原活性値； rev.//

当該試験水量におけるコロニー数；

rev./plate 

陰性対照試験のコロニー数； rev./plate

当該試験水量；//plate

W.A.=(Sw-N)/Cw 

重量当たりの変異原活性値； rev./mg

当該濃度におけるプレート当たりのコロ

ニー数； rev./plate

陰性対照試験のコロニー数； rev./plate

当該濃度； mg/plate

結果

1. 水質試験結果

調査した 4施設の屋内プールは市内の平均的な

規模の施設 (Table1)で，水量や消毒用塩素剤に

大きな差はなかった． しかし，水処理のための濾

過方法は A及びC施設では砂濾過を採用してい

たが， B及び D施設ではカートリッジによる濾過

処理を行っていた．

水質試験結果の概要は Table3に示したとおり

である．残留塩素濃度は B及び C施設で高く，水

質管理目標値の 1.0mg//の1.5倍程度であった．

過マンガン酸カリウム消費量 (KMn04C)は，水

質基準値の 12mg//を超えたのは D施設の 15

mg/Iのみであった．碁準値はかろうじて超えな

Table 3. 

かったが， B施設（11mg//)がこれに続いた．他の

2施設は基準値の半分以下の濃度であった．

TOC及び TOX濃度は， KMn04Cとほぼ比例

する傾向で， D及びBの施設が高かった．

プール水から検出された消毒副生成物は， MX,

MCAA,DCAA,TCAA,DBAA,DCAN及び CH

であった． このうち，最も高濃度に検出されたの

は， TCAAであり，次いで CHであった．

MXは高感度の測定法を用いて定量 したとこ

ろ， 27-71ng/lの濃度レベルで， B施設が最も高

かった．

2. 屋内プール水の変異原性試験結果

屋内プール水の変異原性試験の結果を Fig.2に

示した．変異原性陽性を示したものについて，試

水量 ll当たりの変異原活性値を求め， Table4に

示した．

この結果， A施設から得た試料の TA98+S9の

場合を除き，他の全てにおいて変異原性が認め ら

れた．また，変異原活性値は TA98よりも TAlOO

を用いた場合に高く，かつ， ーS9の条件下でより

高い値が得られた．即ち，いすれの施設からの試

料においても， TAlOO-S9の条件で最も高い変異

原活性値が得られた．また，変異原活性値を比較

すると， B施設及びD施設からの試料が高い値を

示 した． TAlOO+S9においては， B施設が最も高

<, Aそして D施設と続いた．一方， TA98-S9
では， B施設が最も高い値を示した．今回の試験

結果では， TA98に対する十S9が最も低い変異原

活性値を示した．

3. 消毒副生成物の変異原性試験結果

屋内プール水中に検出された 7種の消毒副生成

物について，変異原性の認められた物質の重量当

Results of swimming pool water chemical quality analysis. 

Pool 
CIO― 
mg// 

A

B

C

D

 

1.0 

1.5 
1.5 
0.7 

KMnO4ca 

mg// 

5

1

5

5

 

l

l

 

TOC 

mg/I 

3.08 
9.92 
4.86 
11.4 

TOX 
mg// 

0.34 
2.64 
0.50 
1.73 

MX 

ng// 

26.6 
71.1 

41.1 
33.4 

MCAA 
mg// 

0.002 
0.011 
0.002 
0.015 

DCAA 

mg/I 

0.016 
0.117 
0.021 
0.175 

TCAA 
mg// 

0.057 
1.200 
0.135 
0.451 

DBAA 
mg// 

<0.001 
<0.001 
0.001 
0.001 

DCAN 

mg/I 

0.022 
0.021 
0.005 
0.018 

CH 
mg// 

0.110 
0.260 
0.198 
0.332 

• KMn04 Consumed. 

3
1
e
I
d
l.
A
3J
 

A
 

B
 

c
 

D
 

TA98 TA100 

200 

100 

0.3 0.6 

3000 

1500 

0.3 0.6 

200 

100 

0.3 0.6 

3000 

1500 

0.3 0.6 

200 

100 

0.3 0.6 

3000 

1500 

0.3 0.6 

200 

100 

0.3 0.6 

3000 

1500 

0.3 0.6 

litter/plate 
Fig. 2._ M~utagenic activity of swimming pool water from 4 sites; with (-0-)or without(―■―)S9mix 
using TA98 and TAlOO. 

Table 4. Mutagenic activity of water samples from 
swimming pool. (rev.//) 

Pool TA98-S9 TA98+S9 TA100-S9 TAI()()+S9 

A

B

C

D

 

1000 
3200 
1200 
1800 

亀

520 
160 

280 

24000 

79000 
24000 

44000 

4000 
6500 
1000 

3500 

• Negative. 

たりの変異原活性値を求め， Table5に示した． 7

物質の内，変異原性が認められたのは， MX,

DCAA, DBAA及び DCANの4物質であった．

MCAA及び TCAAは，菌に対する生育阻害 （kill-

ing)は示したが，変異原性は示さなかった．

MXは， TA98及びTAl()()を用いた 一S9で変

異原性が認められた．他の消毒副生成物に比較し

て最も高い変異原活性値が得られ， TA98では 5

X 10行ev./mgを示し， TAl()()では 6X10万ev./mg

を示した．しかし，両菌株共に，十S9では変異原

性を示さなかった．

DCAAは， TA100-S9でのみ変異原性が認め

られた． DBAAは， TAl()()を用いた場合，変異原

性が認められた． DCANは， TA98を用いた場

合， ーS9で変異原性が認められたが， 十S9では

変異原性を示さなかった． TAl()()を用いた場合

は，十S9及びーS9で変異原性が認められた．
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Table 5. Mutagenic activity of reference chlorine-containing substances. 
(rev./mg) 

TA98 TAlOO 

Substance 

MX 
MCAA 
DCAA 
TCAA 
DBAA 
DCAN 
CH 

-S9 

5 X 106 (0.027 μg/p)・

110 (313μg/p) 

+S9 

_b  

-S9 

6 X 107 (0.005 μg/p) 

140 (2560 μg/p) 

440 (640μg/p) 
1300 (156μg/p) 

+S9 

330 (640 μg/p) 
1400 (313μg/p) 

• Minimum positive concentration. 
b Negative. 

考察

1. 屋内プール水の変異原性の特徴

Whong et al. (1983)はS.typh.のSV50を用いて

プール水の変異原性について報告しており， ーS9

では変異原性を認めた．また， Honeret al. (1980) 

は， TAlOOを用いてプール水の変異原性を報告し

ている．彼等は，濃縮に XAD-2樹脂を用い，試料

を酸性条件下で吸着させ， etherあるいは acetone

で溶離している． acetone溶離試料の場合，変異原

活性値は一S9で 18000rev./1, + S9では 7400rev.// 

であった． この結果は， 筆者らの結果とほぼ一致

している．

一方， これまでプール水の TA98に対する変異

原性の報告はないが，中室ら (1992)は，水道水に

ついて， XAD-2に吸着後， dichloromethane溶離

試料で， TA98の十及びーS9においても変異原性

が示されたと述べている．プール水についての

TA98を用いた我々の結果は新しい知見であり，

同様に塩素処理を行っている水道水についての上

記の報告と矛盾しない．

プール水の変異原性と水質測定結果を比較する

と， 4施設のプール水の中で， KMn04C,TOC及

びTOXで示される有機物， また， 消毒副生成物

の MX,DCAA, TCAA及び CHの高かった B及

びD施設において，プール水の変異原性も高

かった． このことは，プール水の変異原性は有機

物質や消毒副生成物の濃度と係わりの強いことを

示唆していると考えられる．

また，プール水の変異原性は，塩碁対置換型直

接変異原性を有意に示すが， フレームシフト型直

接変異原性も示す特徴がある．

2. 消毒副生成物の変異原性試験

1) MXについて， Meieret al. (1987a; 1987b) 

の報告では， TA98-S9における重量当たりの変

異原活性値は 9X10行ev./mgであり， TAlOO-S9

では 6X 107 rev./mg及び 6.4X 107 rev./mgであっ

た． しかし， Backlundet al. (1989), Ishiguro et al. 

(1988), Kronberg eta/. (1988)の報告では， TAlOO

-S9で， それぞれ 2.9X10牙ev./mg,2.6 X 10行ev./

mg, 2.6X 10行ev./mgと Meieret al.の値の約半分

程度であった． 筆者らの結果は Meieret al.の値

とよく 一致していた． Meieret al. (1987b)はMX

の変異原試験を Bio-HisトップアガーのpHを変

化させて行った結果，pH 7では 6.3X 10牙ev./mg

となり，pH8においては， 2.6X10牙ev./mgであっ

たと報告している．このことは， TAlOO-S9にお

ける変異原性は， Bio-HisトップアガーのpHに

よって変化すると考えられる．我々の用いたト ッ

プアガーは，pH7.4であった．

我々の実験においては， TA98及びTAlOOの

+S9の条件下で MXは変異原性陰性であった．

Tikkanen et al. (1990)もTA98の十S9で変異原性

を認めていない．他方， Meieret al. (1987b)及び

lshiguro et al. (1988)はTA98については陰性で

はあるが， TAlOOについては変異原活性を認めて

いる． この点については今後実験条件を変えるな

どして追及していきたい．

2) クロロ酢酸の内， MCAAについては，

Mc Cann et al. (197 5)が， TA98及び TAl()()に対

する一S9及び＋S9の全てにおいて変異原性陰性

と報告しており，筆者等のデータと一致してい

る．また，我々の行った全ての条件において，菌

に対する作用濃度の公比を小さくしても，変異原

性陽性になることなく，生育阻害を起こした． こ

れは， MCAAに蛋白変性作用があるためと考え

られる．

DCAAについては，鵜川ら (1988)が， TA98及

びTAl()()を用いた一S9及び十S9の全てにおいて

変異原性陰性と報告している．これらは TAl()()

-S9の場合を除いて，筆者等のデータと一致し

た．我々の実験結果では， TAl()()-S9の条件では

変異原性陽性であったが，変異原活性値は 140

rev./mgと低かったまた， TA98-S9,+S9及び

TAlOO+S9において変異原性が陰性となったの

は， MCAAと同様蛋白変性作用による影響が現

れているためと考えられる． TCAAについては，

Waskell (1978)及び鵜川ら (1988)は， TA98及び

TAl()()を用いた一S9及び十S9において，筆者ら

の結果報告と同様に全て変異原性陰性と報告して

いる．また，これらの結果は， MCAAと同様に，

蛋白変性作用による影響が現れていると考えるこ

とができる．

以上のように， クロロ酢酸の場合，蛋白変性作

用による影響が強く現れ，変異原性は陰性を示す

結果となった．

3) DBAAについては，他に報告例はなく，新

しい知見と考えられる．我々の結果では， TAlOO

-S9及び十S9に変異原性が認められたが変異原

活性値は低<, -S9で 440rev./mg,+S9で 330

rev./mgであった． このことは， DBAAは代謝の

有無に関係なく塩基対置換型の弱い変異原性を有

していると解釈される．

4) DCANについては， Meieret al. (1985)の

報告があり， TA98-S9及びTAl()()+S9において

変異原性陽性で変異原活性値はそれぞれ， 26rev./

mg, 850 rev./mgであった．これは筆者等の結果，

TA98-S9の 110rev./mg及びTAl()(}-S9の 1400

rev. /mgよりも低い値である． Simmonet al. 

(1977) も， TAlOO-S9において変異原性陽性と

報告している． 一方， TA98及びTAl()()の十S9に

ついては，調べた限りでは報告はなかった．

5) CHについて Waskell(1978)は， TA98-S9

及び十S9においては，変異原性陰性と報告して

おり，筆者等の結果と一致した． しかし，彼等の

報告では， TAlOOの一S9及び十S9においては変

異原性陽性となっている． しかし，その判定法は

溶媒対照を超えたプレートのコロニー数から判断

するものであり，筆者らの判定方法とは異なって

いる．そこで，実際のデータを筆者らの判定方法

によって判定すると，変異原性陰性となった．

3. プール水の変異原性に対する消毒副生成物

の寄与

屋内プール水の変異原性試験結果に与える，消

毒副生成物の寄与率を次式により求めた結果を

Table 6に示した．

寄与率（％）＝L(CぷSA;)X 100/PA 

但し， C正試料中消毒副生成物濃度 (mg//)

SA丘消毒副生成物の重量当たりの変異原

活性値（rev./mg)

PA: プール水の試験水量当たりの変異原

活性値（rev.//)

Table 6より， 屋内プール水の TA98-S9に対

する変異原性では 9.4-17.2%の範囲でプール水

の変異原性に消毒副生成物が寄与していることが

明らかになった．一方， TA98+S9では，今回対象

とした消毒副生成物7物質の変異原性が屋内プー

ル水の変異原性に寄与していないことから， これ

ら以外の物質によって変異原性がもたらされてい

ると考えられる．また，最も高い変異原活性値を

示した TAlOO-S9では，寄与率は 4.7-10.3%で

あった． TAlOO+S9では，消毒副生成物の寄与率

が0.5--0.7%と他の場合に比べて低い値であっ

た．

以上の結果から，屋内プール水の変異原性に占

Table 6. Attributable rate of the chlorinated prod-
ucts in total mutagenic activity of swimming 
pool water. (%) 

Pool TA98-S9 TA98+S9 TA100-S9 TA100+S9 

A

B

C

D

 

13.2 

11.2 

17.2 
9.4 

0

0

0

 

6.8 
5.5 
10.3 
4.7 

0.8 
0.5 
0.7 
0.7 
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める塩素消毒副生成物の寄与率は，およそ 10%

程度であった．今後，調査物質の種類を増やし，

プール水の変異原性に占める寄与率の高い物質を

追及していきたい．

結 五ロ
―――
-II 

今回測定した 7物質では，屋内プール水の変異

原性に対する寄与を十分に解明するには至らな

かった． しかし， プール水の変異原性を，消毒副

生成物という視点から総合的に評価するための足

掛かりが出来たと考える．

今後は， プール水中に存在する， これら今回対

象とした消毒副生成物以外の塩素消毒による副生

成物あるいは消毒副生成物以外の化学物質の

プール水の変異原性に対する寄与について検討し

ていきたい． また， プール水の変異原性がプール

水質，特に有機物質による汚濁との関係が示唆さ

れたことから，試料数を増やし，これらの関係を

明らかにして，水質管理のための一助としていき

たし‘•
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「ヒトし尿の生物処理水中に存在する Trp-P-2の同定と評価」

Detection and evaluation of Trp-P-2 in biologically treated 
human feces and urine 

Summary 

小野芳朗＼毛利紫乃＼ 宗宮 功＼小田美光2

Y oshiro Ono 1, Shina Mohri 1, Isao Somiya I and Y oshimitsu Oda 

1京都大学工学部衛生工学教室

606-01京都市左京区吉田本町

2大阪府立公衆衛生研究所

537大阪市東成区中道一丁目 3-69

1 Dept. Environmental & Sanitary Engineering, Kyoto University, 

Yoshida-Honmachi, Sakyo-ku, Kyoto 606--01, Japan 
2 Osaka Pref ectural Institute of Public Health, 

3-69, Nakamichi 1, Higashinari-ku, Osaka 537, Japan 

（受付： 1995年7月3日；受理： 1995年9月20日）

A bacterial assay, named the umu-test, which can detect DNA damage, and HPLC fractionation 

followed by GC-MS analysis, to identify genotoxic substances, were used to test samples from a night 

soil treatment plant. By using the umu-test system, which is highly sensitive to aromatic amines, 

genotoxicity related to aromatic amines was detected in effluents from each treatment process. Coagu-

lation followed by ultra filtration partially removed toxic substances from the solution, and activated 

carbon adsorption almost completely removed the substances. Trp-P-2, which is a mutagenic and 

carcinogenic heterocyclic amine, was detected in the effluent from the ultra filter after bioreaction. 

These results show that human feces and urine include genotoxic substances, such as Trp-P-2, which 

remain after biological treatment. It is suggested that advanced treatment, such as ozonation, is 

necessary if waste water is recycled. 

Keywords: genotoxicity, night soil, ozonation, Trp-P-2, umu-test 

緒 言

近年，都市域で，渇水や災害の際の水の備蓄，

あるいは修景用水として，下水処理水の再利用が

検討され始めている． このような場合，処理水中

に残存する微量有機物の，人体や生態に与える影

響が評価されねばならない．生活排水， し尿ある

いは工場排水を含む都市下水は通常，活性汚泥を

用いた生物処理で有機物を無機化あるいは生物塊

化するが，その沈殿上澄水，すなわち処理水には，

in vitroにおいて DNA損傷を誘発する物質が存在

することを筆者らは示してきた (Onoet al., 

1992).処理水に検出される遺伝毒性が，どのよう

な物質に由来し，その起源は確定可能なのか．筆

者らのし尿処理場の調査により，それらの遺伝毒

性物質が人間の食生活由来の物質の可能性がある

こと，そして生物学的に分解されにくいことが示

されてきた第 1に， し尿処理場の流入水，すな

わちヒト糞便を中心とした有機物中には，バクテ

リアアッセイで高い遺伝毒性が示され，それは，

c日本環境変異原学会

窒素除去を含む生物処理工程では除去しきれてい

ない (Onoet al., 1995). 第 2に， この遺伝毒性は

芳香族アミン，ニトロアレーンに高感受性を有す
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るバク テ リアアッ セイで陽性を示した (Onoet 

al., in press).一方，ヒト糞便中において，食品の

加熱タ ンパクに含まれているヘテ ロサイクリック

アミン類が同定されている (Hatyatsuet al., 

1985).本研究では下水の終末処理場，あるいはし

尿処理場の処理水の再利用の観点から，処理水中

の遺伝毒性物質の抽出，検出に加え，同定を試み

た．また， 都市下水処理の立場から，有効な毒性

物質の除去法としてオゾン酸化の効果についても

検討した．

実験材料および方法

1. 試薬

ヘテ ロサイクリックアミンの 2-amino-3-methyl-

imidazo[ 4,5:f]quinoline (IQ, CAS No. 76180-96-

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

(MeIQ, 77094-11-2), 2-amino-3,8-dimetylimidazo-

[ 4,5:f] quinoxaline (MeIQx, 77500-04-0), 3-amino-

1,4-dimethyl-5H-pyrido [ 4,3-b] indole (Trp-P-1, 

75104-43-7), 3-amino-1-methyl-5H-pyrido[ 4,3-b ]-

indole (Trp-P-2, 72254-58-1), 2-amino-3-methyl-

9H-pyrido[2,3-b ]indole (MeAaC, 68006-83-7)は和

光純薬工業製 2-amino-6-methyl-dipiyrido[ 1,2-a : 

3',2'-d]imidazole (Glu-P-1, 67730-11-4)はフナコ

シ製を用いた．S9，並びに S9mix調整用 cofactor

群はオリ エンタル酵母工業製のものを用いた． し

尿処理場の処理水中の有機物は，弱疎水性物質を

広範囲に吸着する Sep-pakplus C18 Env.カート

リッジ (MilliporeCo., Waters Div.)と， 3環以上

の多環芳香族を選択的に吸着するブルーレーヨン

（フナコシ製）を用いて回収，濃縮した．

2. 試料

試料は，処理水量 10(kL/day)の，硝化 ・脱窒

システムを備えた生物処理施設と，固液分離に限

外濾過、ン ステムを適用している A し尿処理場で

採取した． 流入したし尿は，沈砂池， ドラムスク

リーンを経て，活性汚泥法を用いた生物処理によ

り，有機物とアンモニア性窒素が除去される．こ

の活性汚泥は限外濾過され，色度除去のため，凝

集の後再度限外濾過されている．この濾過水は活

性炭処理後，塩素消毒されて海洋に放流されてい
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る．試料採取点は， （a）生物処理後の膜濾過水；

UFl, (b)凝集後の膜濾過水； UF2,(c)活性炭処理

水； ACとした．

3. 抽出

遺伝毒性の処理効果を検討するために， Sep-

pak C1sカートリッジを適用し， 有機物質を回収

した．試料20Lを流速 20(mL/min)で Sep-pak

C18カート リッジに通水した．吸着物質はメタ

ノール溶出し，溶出液はロ ータリ ーエバポレー

ターで減圧蒸発乾固ののち，メタ ノール lOmLに

溶解させた．

ヘテロサイクリックアミンの分析には，多環芳

香族を選択的に吸着するプルーレーヨンを適用し

た．ガラス管 (6mm</> X 200 mm)に l.Ogのプルー

レーヨンを充填し，メタノール ／25% アンモニア

水 （50/1,v/v),超純水による前処理の後，マイク

ロチュープポンプ に゚より流速 10mL/minで，試

料 20Lを5LIカラム本で通水した．超純水で通

水洗浄した後， メタノール／25% アンモニア水

(50/ 1, v /v) 100 mLを通過させ溶出した． これを

ロータ リーエバポレーターで減圧蒸発乾固し，メ

タノール lmLに溶解させた．

4. ヘテロサイクリックアミンの HPLC分析

高速液体ク ロマ トグラフィー用分取カラム

PREP-ODS column (20 μm particle, 20 mm</> X 250 

mm, Shimadzu)を使用し， 逆相 HPLC分析を

行った．メ タノール ／lOmM酢酸アンモニウム

(6/4, v/v), 流速 5mL/minで溶出，265nmのUV

吸光度においてモニターした．遺伝毒性試験のた

め，画分を 2分ごと，lOmLずつ分取した．また，

画分2本ずつを減圧蒸発乾固し，メタノール 20

μLに溶解させ GC-MS分析に供した．

5. ガスクロマトグラフ質量分析 (GC-MS)に

よる同定

使用カラムfusedsilica capillary column HP-5 

(0.32 mm</> X 30 m, Hewlett-packard)のガスク ロマ

トグラフ分析を行った．GC条件は， オープン温

度は 190°C3min,昇温35°C/minで235°Cとし

た．MS条件は ionizingcurrent 0.3 mA,ionizing 

voltage 70 e Vとした．

6. 遺伝毒性試験

(1) 試験株

化学物質による DNA損傷の誤りがちの修復を

行う umuDC遺伝子の発現を測定する umu-test

株Salmonellatyphimurium TA1535/pSK1()()2 (Oda 

et al., 1985)と，同様の原理で更に芳香族アミン，

ニ トロ アレーンに高感受性を持つ菌株である s.
typhimurium NM2009と，それに対して感受性が

低い株 NM2000用いた (Odaet al., 1993). 芳香

族アミンはラット肝S9画分 (S9)中の P450酵素

により活性化され，アリールヒド ロアミン中間体

に変換される．0-アセチル転移酵素高産生株であ

る S. typhimurium NM2009 (TA1535/pSK1002/ 

pNM12)は，これらの誘導体をさらに 0グセチ

ル転移酵素によって活性化し，最終反応の求電

子体ニ トレニウ ムイオンを形成する．一方，

NM2000 (TA1535/1,8-DNP/pSK1()()2)株は0グ

セチル転移酵素活性を持たない． したがって， S9

を添加した NM2009とNM2000株の組み合わせ

は，試料中の芳香族アミン由来の遺伝毒性活性の

違いによって特異的に検出することができる

(Oda et al., 1995). 

(2) 試験手順

LB培地 (1% Bactotrypton, 0.5% NaCl, 0.5% 

yeast extract, 20 mg/L ampicillin, 10 mg/L chloram-

phenicol), TGA培地 (1% Bactotrypton, 0. 5 % 

NaCl, 0.2%, 20mg/L ampicillin)で2段階培養さ

れた菌株を，試験管に 2.4mLずつ分注し， O.lmL

の被検物質を投与した．この時，それぞれの試験

管にリン酸ナトリウム緩衝液 (pH7.4) 0.5 mLを

添加した代謝活性化なしの系を 一S9mix,代謝活

性化後の影響を見るために 50μLのS9画分と補

酵素，助酵素群を含む 0.5mLのS9mixを添加 し

た系を 一S9mixとした． 37°C,145 rpmで4時間

振とう培養した後， /3-galactosidase活性を測定し

た． DNA損傷により誘発される SOS反応に応答

する umuC遺伝子は，/3-galactosidase活性をコ ー

ドする lacZ遺伝子と融合されている．酵素活性

の測定法，単位の計算式は， Miller(1972)によっ

た．

本論中では，検体を投与した/3-galactosidase活

性値 (A)より溶媒対象の活性値 (B)を引いた値

(A-B)を遺伝毒性の指標とし，判定は (A-B)/B

>1を陽性とした．

7. オゾン処理実験

オゾン処理の毒性低減効果を調べるために，処

理水にオゾン処理を行ったのち遺伝毒性試験に供

した． オゾン処理方法は，容量 3Lのガラス製セ

パラプル型反応槽中で，下部よりオゾンガスを送

入し，マグネティックスターラ ーで攪拌した．試

水 2L,送入オゾンガス濃度20mg/L-gas, 反応時

間 10,20,30分， ガス流量 1,3, SL/minとした．

反応後，直ちに試水に亜硫酸ナトリウムを投入

し，溶存オゾンを消費したのち，Sep-pakC1sカー

トリッジにて濃縮した．オゾン消費量に対する遺

伝毒性試験結果の判定結果を示した．

結果

1. Sep-pak C1sで濃縮された排水流出水中の遺

伝毒性の検出

Fig. 1は，それぞれH し尿処理場の (a)生物処

理後の膜濾過水 (b)凝集後の膜濾過水 (c)活性炭

処理後の流出水試料より得られた NM2009株と

NM2000株による umuテストの結果を示す． Sep-

pak-メタノール濃縮により得られた乾燥物重量

(dryweight; DW)はそれぞれ，濃縮前の試料中，

すなわち図中の倍率 1において 18.75mgDW/L, 

8.25 mgDW/L, 2.88 mgDW/Lである．図中の横軸

はumuテストの反応液中における試料の濃縮倍

率である．これらの図では，芳香族アミン由来

の遺伝毒性であると判断される NM2009株と

NM2000株の[3-galactosidase活性値の差 を示し

た．生物処理後の膜処理水は，芳香族がNY由来の

遺伝毒性を示し， これらは生物学的硝化脱窒処理

後も除去され得ないものであっ た． この毒性は，

凝集処理過程においても変化をみせなかったが，

活性炭処理により低減する．当 し尿処理場におい

ては，実際の水環境中に排出される時点での遺伝

毒性は低減しているが，生物処理のみでは除去さ

れ得ないことが明らかとなった．
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Fig. 1. Dose-response curves for genotoxicity of Sep-pak C18 extracts of samples from nightsoil treatment 
plant. The genotoxicity was assayed by umu-test using S. typhimrium NM2009 and NM2000 strains in 

the presence of S9mix described as in the text. Each point（■）represents difference in /3-galactosidase 
activity between NM2009 strain and NM2000 strain regarded as umuC gene induction by aromatic 

amines. Legend: UFl, effluent from filtration after biological treatment; UF2, effluent from coagulation-
filtration; AC, effluent of activated carbon adsorption. 

生物処理後の膜濾過水 (UFl試料）中の遺

伝毒性物質の同定

(1)プルーレーヨン濃縮された UFl試料中の

遺伝毒性の検出

ブルーレーヨン濃縮により得られた， UFl試料

中の乾燥物重量は，l.33mgDW/Lであった． Fig.

2 は， NM2009株と NM2000株のそれぞれの/3-

galactosidase活性値を示す． UFl試料のブルー

レーヨン濃縮により得られた抽出物は芳香族アミ

ン由来の強い遺伝毒性を示すことが図よりわか

る．これらの結果はブルーレーヨンに吸着され

る，すなわち多環芳香族の構造を持つ物質が生物

処理後も残存し，それらは NMシリーズを使用

した umuテストによって，芳香族アミンを含む

ことが示唆された．
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(2) UFl試料中のヘテロサイクリックアミン

のHPLC分析と遺伝毒性の検出

ヘテロサイクリックアミン標準試料とブルー

レーヨン濃縮試料の， HPLCクロマトグラムを

Fig. 3(a), (b)にそれぞれ示す． Fig.4は， HPLC

分析により分画された lOmLずつの画分の NM

シリーズにより検出された，芳香族アミン由来

の遺伝毒性であると判断される NM2009株と

NM2000株の仕galactosidase活性値の差を示す．
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これらの図より，比較的高い遺伝毒性を示し，か

つヘテロサイクリックアミン標準試料のピークに

相当するとみられる Fig.3(b)ブルーレーヨン濃

縮試料HPLCクロマトグラム中の 4つのエリア

を斜線で示す． それぞれ， Fig. 3(a) 標準試料

HPLCクロマトグラムの MeIQx+ IQ, Glu-P-1, 
Trp-P-2, MeAaC相当のピークと一致した． すな

わち，処理水中に検出される遺伝毒性が標準物質

で同定されるヘテロサイクリックアミン由来であ
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る可能性が強く示唆された．

(3) 遺伝毒性画分中の Trp-P-2の同定

もっとも明白に遺伝毒性を示した画分は No.

14であり， これは Trp-P-2のピークに相当した．

Fig. 5(a)は標準物質Trp-P-2の分子量 197におけ

るGC-MSクロマトグラムを示す． 同条件下で，

No. 13, 14の濃縮試料の GC-MSクロマトグラム

がFig.5(b)である．これらより，生物処理後の膜

濾過水中に， Trp-P-2が濃度 1μg/Lオーダーで存
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在することが確認された．

3. オゾン処理の遺伝毒性の低減に対する効果

下水またはし尿中に検出された遺伝毒性は，生

物処理によっては完全には除去されないことが示

されてきた．処理水の遺伝毒性を減少させるため

に，オゾン酸化を適用した． Fig.6は，溶液中の有

機炭素当たりの消費オゾン量と遺伝毒性減少の関

係を示す．オゾン消費量0.5から 1.0mg03/mgC 

Regu I ar 

15 

Ti me (min.) 

Fig. 5. GC-MS chromatograms of authentic Trp-P-2 (a) and isolated Trp-P-2 from blue-rayon extract of 
UFl sample in the HPLC fractions (No. 13, 14) (b) using an Fused Silica Capillary Column HP-5. 
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で， Sep-pak-メタノール抽出液中の遺伝毒性を陰

性レベルまで減少させることが可能であった． こ

の効果はおそらくはオゾンによる有機物質の酸化

分解によると推定される．

考察

加熱された食肉中に，変異原性，発癌性を有す

るヘテロサイクリックアミンが存在することは知

られている (Sugimuraet al., 1983; Yamaizumi et 

al., 1980; Sugimura, 1983). これら摂取されたヘテ

ロサイクリ ックアミンは尿および糞便中に一部は

代謝物として，またそのままの形で排出されるこ

とが報告されている (Hayatsuet al., 1987). Ha-

yatsuらは焼き肉を摂取することで糞便中の変異

原性が増加すること，それがタンパク質とアミノ

酸の熱生成物に由来することを指摘した (Ha-

yatsu et al., 1985). 通常食の摂取の場合にも，

MeIQ, PhlP, Trp-P-1, Trp-P-2等のヘテロサイク

リックアミンが，尿中に 24時間尿当たり，各

11~47 ng, 0.12~1.97 ng, 0.04~1.43, 0.03~0.68 ng 

検出されることが報告されている (Ushiyamaet 

al., 1992). また，大気中粒子物質や雨水中にも微

量ながら Trp-P-1,Trp-P-2が検出されるなど環境

中でかなり広範囲にヒトが曝露されている発がん

物質群であることが推測されている (Manabeet 

al., 1989). 

一方，都市下水処理場の放流口で，比較的高い

変異原性が検出されたという報告がある (Saka-

moto et al., 1990). これらの物質の一部は芳香族

アミンらしいと指摘されてはいるものの，生活排

水， し尿，工場排水等多くの物質を含む下水中の

変異原の同定は困難を究める．下水中の変異原性

物質としては，都市下水処理場の流入水中に

Trp-P-2が2~94.8ng/Lの濃度で確認され，これ

が活性汚泥にある程度吸着されることが示された

(Segawaeta/., 1993; 1994).大気中粒子状物質中，

雨水中の Trp-P-2の報告による濃度はそれぞれ

10- • ng/m3 air, 10-1~10-2 ng/Lオーダーであり

(Manabe et al., 1989), これらのみが都市下水中の

Trp-P-2の主要な由来とは考えがた＜，他の可能

性を考察せねばならない．筆者らは，多くの物質

の混入する下水中の変異原性物質がヒト由来であ

ると仮定し， ヒト尿，糞便の流入のみであるし尿

処理場を対象とした調査をしてきた (Onoet al., 

1995). そこで検出された遺伝毒性は umuテスト

用 NM2009株及び NM2000株によって芳香族ア

ミン由来であることが示された (Onoet al., in 

press). これらのことから， 微量の水環境試料中

の芳香族アミンによる遺伝毒性検出において新し

く開発された umuテスト用菌株の NM2009株及

びNM2000株が有用であることが示され， し尿

中のおそらくは食品由来と考えられる芳香族アミ

ンの存在とその生物学的処理における難分解性が

推察された．本論中では， このような遺伝毒性物

質群の一つとして加熱食品中に存在するとされる

Trp-P-2を同定し， し尿処理場で観察された遺伝

毒性の中に明らかにヒトの食品由来の物質が存在

することを示した．また今回 GC-MS分析に

よっては Trp-P-2のみが同定される結果となった

が． HPLC-UV分析では他のヘテロサイクリック

アミン類の存在も強く示唆されている．他のヘテ

ロサイクリ ックアミン類が同定されなかった原因

として，央雑物の影響による検出限界や GC分析

そのものの問題が考えられ，分析方法の改善に

よって他のヘテロサイクリックアミン類も同定検

出される可能性が高いと考えている．この結果

は，様々な物質を受け入れ処理している都市下水

処理場で検出された遺伝毒性物質の中に， ヒトの

食品由来の毒性物質群が存在することを傍証する

ものと考える．

し尿の生物処理水中の Trp-P-2濃度は 1μg/L 

オーダーであったが，今回対象としたヘテロサイ

クリックアミン類中最高と推定される． Trp-P-2

の食品中の濃度は 0.15~13.1ng/gであることが報

告されている (Wakabayashi,1994; Yamaizumi et 

al., 1980)ことから， ヒトの加熱食肉由来の Trp-

P-2摂取量はおおよそ 0.03~2.62μg/day • person 

と概算される． もし， ヒトが 1μg/Lという処理

水中の濃度を直接摂取するのならば，飲料水量

2 L/day • personとして， 2 μg/day • personと決して

小さな値とは言えない． もちろん， Fig.1に示し

たように，実際のし尿処理場の放流水中には凝

集，活性炭濾過の高度処理を経て，ほとんど水環

境中には流出してはいないことがわかる． ところ
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で，都市下水処理場においては生物処理水は塩素

消毒されたのち放流されることがある．下流域で

再び上水源として取水する場合も，中途水域中で

希釈され，浄水工程で処理されるため飲料水を通

した曝露は考えがたい． しかしながら，処理水の

再利用の需要の高まりの観点から，処理水中の毒

性の検出，物質の同定，さらにはその除去法の確

立は必須である．前述したように処理水の遺伝毒

性除去のために必要なオゾン消費量 は0.5~1

mg03/mgCである． この値は，下水処理水中の全

有機炭素量TOCが 10~20mgC/Lとすれば（Ono

et al., 1992),処理水の脱色に要するオゾン消費量

(Ono et al., 1995)とほぼ同じ値となり， 実用可能

な除去法といえる．

謝辞

本研究は文部省科学研究費一般研究 (B)

07458131の援助によって行った．

参考文献

Hayatsu, Y., T. Hayatsu, Y. Wataya and F. H. Mower 
(1985) Fecal mutagenicity arising from ingestion of 
fried ground beef in the human, Mutat. Res., 143, 207-

211. 
Hayatsu, Y., H. Kasai, S. Yokoyama, T. Miyazawa, Z. 
Yamaizumi, S. Sato, S. Nishimura, S. Arimoto, T. Ha-
yatsu and Y. Ohara (1987) Mutagenic metabolites 
in urine and feces of rats fed with 2-amino-3,8-

dimetylimidazo[ 4,Sf]quinolxaine, a carcinogenic muta-
gen present in cooked meat, Cancer Research, 47, 791-

794. 
Oda, Y., S. Nakamura, I. Oki, T. Kato and H. Shinagawa 
(1985) Evaluation of the new system (umu-test) for the 
detection of environmental mutagens and carcinogens, 

Mutat. Res, 147, 219-229. 
Oda, Y., H. Yamazaki, M. Watanabe, T. Nohmi and T. 
Shimada (1993) Highly sensitive umu test system for 
the detection of mutagenic nitroarenes in Salmonella 

typhimurium NM3009 having high 0-acetyltransferase 

and nitroreductase activities, Environ. Mol. Mutagen., 

21, 357-364. 

Oda, Y., H. Yamazaki, M. Watanabe, T. Nohmi and T. 
Shimada (1995) Development of high sensitive umu test 
system: rapid detection of genotoxicity of promutagenic 
aromatic amines by Salmonella typhimurium strain NM 
2009 possessing high 0-acetyltransferase activity, Mutat. 

Res., 334, 145-156. 
Ono, Y., I. Somiya, M. Kawamura and K. Uenishi (1992) 

Genotoxicity of organic substances in municipal sewage 
and its ozonated products, Wat. Sci. Tech., 25, 285-291. 

小野芳朗， 宗宮功 (1992)下水処理水中難分解性有機物

の遺伝毒性に関する研究下水道協会誌論文集， 30

(357), 92-99. 
Ono, Y., I. Somiya and T. Kawaguchi (1995) Evaluation 

of genotoxic potency on substances contained in night-

soil and its reduction performance by ozonation, Ozone 

Science & Engineering, 17, 195-203. 
Ono, Y., I. Somiya and T. Kawaguchi (in press) Genotox-

icity of substances in the nightsoil and its biologically 

treated water, Water Res. 
Manabe, S., E. Ueno and 0. Wada (1989) Carcinogenic 

tryptophan pyrolysis products in airborn particles and 

rain water, Mutat. Res., 226, 215-221. 
Miller, J. H. (1972) Experiments in Molecular Genetics, 

Cold Spring Harvour Laboratry, pp. 352-355. 
Sakamoto, H. and H. Hayatsu (1990) A simple method 
for monitoring mutagenicity of river water. Mutagens in 

Yodo river system, Kyoto--Osaka, Bull. Environ. 

Contam. Toxicol., 44, 521-528. 
Segawa, T., H. Ueno, K. Nakamuro and Y. Sayato (1993) 
Behavior of Trp-P-2 during activated sludge process, 
Jap. J. Toxicol. Environ. Health, 39(2), 132-138. 

Segawa, T., K. Nakamuro and Y. Sayato (1994) Biode-
gradation of Trp-P-2 by bacteria in activated slude, Jap. 

J. Toxicol. Environ. Health, 40(1), 71-77. 
Sugimura, T. and S. Sato (1983) Mutagens-carcinogens m 
foods, Cancer Res. (Suppl.), 43, 2415s-242ls. 
Ushiyama, H., K. Wakabayashi, M. Hirose, H. Itoh, T. 
Sugimura and M.Nagao (1991) Presence of carcino-

genic heterocyclic amines in urine of healthy volunteers 
eating normal diet, but not of inpatients receiving paren-

teral alimentation, Carcinogenesis, 12, 1417-1422. 

若林敬二 (1994)ガン原性ヘテロサイクリ ックアミ ン化

合物の ヒト曝露量水環境学会誌 17,217-222. 

Yamaizumi, Z., T. Shimoi, H. Kasai, S. Nishimura, Y. 

Takahashi, M. Nagao and T. Sugimura (1980) Detec-

tion of potent mutagens, Trp-P-1 and Trp-P-2, in broiled 

fish, Cancer Lett., 9, 75-83. 

Environ. Mut. Res. Commun., 17: 187-190 (1995) 短 報

5-Diazouracilおよび 4-(hydroxymethyl)benzenediazonium塩のマウス

末梢血における小核誘発作用の vitaminE欠乏による増強

Enhancement of 5-Diazouracil-and 4-(Hydroxymethyl)benzenediazonium 
Salt-Induced Micronuclei of Mice Peripheral Reticulocytes 

by Vitamin E-Deficiency 

加藤哲太，日景しをり，菊川清見

Tetsuta Kato, Shiwori Hikage and Kiyomi 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： 1995年5月 11日； 受理：1995年8月 15日）

Summary 
The effects of pre-feeding with vitamin £-deficient diet on the induction of micronucleated 

peripheral reticulocytes (MNRETs) by 5-diazouracil and 4-(hydroxymethyl)benzenediazonium salt 
(HMBD) was investigated in male ICR mice. The vitamin E level in the blood of mice fed vitamin 

£-deficient diet for a week was significantly lower than that in mice fed a diet adequate in vitamin E. The 
frequency of MNRETs induced by 5-diazouracil (5.0mg/kg) in mice fed vitamin £-deficient diet was 

1.69士0.45%,and was significantly enhanced in comparison with that of mice receiving a diet with 
adequate vitamin E (0.88土0.29%)(pく0.01).The induction of micronuclei by HMBD (90 mg/kg) was 

also enhanced significantly(pく0.05)by feeding vitamin £-deficient diet. It is suggested that vitamin E 
deficiency leads to a reduction in protective ability against 5-diazouracil-and HMBD-induced chromo-

somal damage. The chromosomal damage, ascribable to the carbon-centered radicals generated from 
these diazo and diazonium compounds, was effectively prevented by vitamin E in vivo. 

Keywords: micronuclei test, 5-diazouracil, 4-(hydroxymethyl)benzenediazonium salt, carbon-centered 

radical, vitamin £-deficiency 
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フェノールと亜硝酸の反応によって生じる di-

azoquinone類 (Katoet al., 1992), 薬品の 5-

diazouracil (Hiramoto et al., 1994b), benzenedi-

azonium塩 (Griffithsand Murphy, 1992), 西洋キ

ノコの発がん物質 4-(hydroxymethyl)benzenedi-

azonium塩 (HMBD)(Hiramoto et al., 1995)およ

び2-aminofuluoreneと亜硝酸の反応によって生成

するfluorene-2-diazoni um塩 (Hiramotoet al., 

1994a)は生理的条件下で DNA鎖を切断し，この

作用は窒素分子を脱離して生成した炭素ラジカル

c日本環境変異原学会

に起因すると考えられている (Fig.1). 一方，di-

azoquinone類 (Kikugawaet al., 1988)や 5-di-

azouracil (Hiramoto et al., 1994b)および HMBD

(Hiramoto et al., 1995) は， 微生物を用いたin

vitroおよびマウスを用いたinvivoの変異原性試

験において陽性であることが確認されており，in

vivoでの小核発現にも DNA鎖切断作用を持つ炭

素ラジカルが関与している可能性が考えられる．

著者らは，炭素ラジカルが関与する場合， ラジカ

ルスカベンジャーである vitaminEの欠乏がラジ

カルに起因する小核の発現を増強すると考え，今
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回， 5-diazouracilおよび HMBDについて一連の

小核試験を行った．その結果，vitaminE欠乏マウ

スにおいて，小核の発現に有意な上昇が認められ

たので報告する．

実験材料および方法

1. 試薬

5-diazouracil [2435-76-9] (1水和物）は Sigma

Chemical Company製の市販品を， 陽性対照の

Mitomycin C [50-07-7]は和光純薬 （株）製の市販

品を用いた．

2. 4-(Hydroxymethyl)benzenediazonium塩

[78246-53-4] (HMBD)の調製

HMBDはRossら(1982)の方法により調製し，

その同定は融点，紫外部吸収スペクトル，核磁気

共鳴スペクトルおよび高速液体ク ロマトグラ

フィー (HPLC)により行った (Hiramotoet al., 

1995). 

3. マウス

6週齢の ICR系雄マウス （日本クレア（株）） を

用いた．マウスを 2群に分け， コントロール群に

は普通食（4.4%大豆油， 7.3mg% vitamin E)（日

本配合飼料（株））， vitaminE欠乏マウス群には

vitamin E欠乏食（6％豚脂， Omg%vitamin E)を

1週間与えた後， 血液中の vitaminEの測定およ

び小核試験に供した．

4. 血液中の vitaminEの定量

マウス血液中の vitaminE濃度は Lehmannと

Martin (1982)の方法によりけん化した後， HPLC

により定量した (Kikugawaet al., 1994). 

5. 小核試験

コントロール群および vitaminE欠乏群のマウ

スについて，各種濃度の 5-diazouracilまたは

HMBDを含むリン酸緩衝液を腹腔内投与し， 24, 

48および 72時間後の末梢血網状赤血球中に発現

する小核 (MNRETs)をHayashiら (1990)の方

法に基づき測定した． 末梢血網状赤血球中の小核

の頻度は，マウス末梢血中の網状赤血球 1000個

当りに発現する小核数を計測して求めた． コント

ロール群および vitaminE欠乏群のマウスに生理

食塩水を投与し た場合， MNRETsは両群とも

0.2% 以下であっ たまたコントロール群に 1

mg/kgの mitomycinC を投与した場合の 48時間

後の MNRETsは1.9%であった．

結果および考察

Vitamin E欠乏食（6％豚脂，0mg% vitamin E) 

で 1週間飼育したマウス血液中の vitaminE濃度

をHPLCで測定した結果は1.12土0.13μg/mlで，

普通食（4.4％大豆油，7.3mg% vitamin E)で飼育

したコントロール群の血液中濃度(1.95土0.28

μg/ml）に比べて有意 (p<0.01)に減少したので，

このマウスを vitaminE欠乏マウスとして小核試

験に用いた．

5-Diazouracilの vitaminE欠乏マウスを用いた

小核試験の結果を， コントロールマウスと比較し

てFig.2に示した． 5-Diazouracilを2.5および 5.0

mg/kg投与した場合， 24,48および 72時間のいず

れにおいても， MNRETsはvitaminE欠乏マウス

で高い値を示した． 5-Diazouracilを2.5mg/kg投

与した24時間後においては， コントロール群の

MNRETsが0.79土0.42% であったのに対し，vi-

tamin E欠乏群で 1.32土0.68%と約1.7倍の値を

示し，有意差 (p<0.05)が認め られたまた 5-

diazouracilを5.0mg/kg投与した48時間後におい

ても，コントロール群の MNRETsが 0.88士

0.29％に対し， vitaminE欠乏群では 1.69土0.45%
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Fig. 2. Frequencies of MNRETs from peripheral 
blood of mice fed vitamin £-deficient diet (0) 
and vitamin £-adequate diet（●） after a single 
intraperitoneal administration to 12 mice at 2.5 
mg/kg (A) and 5.0mg/kg (B) 5-diazouracil for 
each. 
** and *: Significantly different from corre-
sponding vitamin £-adequate diet group, p < 
0.01 and p < 0.05, respectively. 
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Fig. 3. Frequencies of MNRETs from peripheral 
blood of mice fed vitamin £-deficient diet (0) 
and vitamin £-adequate diet（●） after a single 
intraperitoneal administration to 10 mice at 30 
mg/kg (A) and 90mg/kg (B) HMBD for each. 
*: Significantly different from corresponding 
vitamin £-adequate diet group, p < 0.05. 

と約1.9倍の値を示し，有意差 (p<0.01)が認め

られた．

Fig. 3には HMBDの小核誘発に及ばす vitamin

Eの影響について検討した結果を示した． 30およ

び90mg/kgの HMBDを投与した場合，小核の発

現頻度はいずれの測定時間においても， vitaminE 

欠乏マウスにおいてコントロール群のマウスより
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高い傾向が認められた． 90mg/kg HMBDを投与

した場合，コントロール群の 24時間後の

MNRETsは 0.35土0.13%, 72時間後は 0.35士

0.15%であったのに対し，vitaminE欠乏マウ ス

では， 24時間後は 0.80士0.25%,72時間後は 0.68

土0.27% を示し，いずれも有意差 (p<0.05)が認

められた．

Hiramoto らは，5-diazouracil (1994b)および

HMBD (1995)はDNA鎖切断活性を持ち， その

作用には各々から生成した炭素ラジカルが深く関

与していることを ESRスペク トルおよびラ ジカ

ルトラップ剤を用いた実験により示している

(Fig. 1).またこれらの化合物は，微生物を用いた

Ames試験およびマ ウスを用いた小核試験におい

ても陽性であることを報告している．

今回， 5-diazouracilおよび HMBDの生体内に

おける小核の発現に， vitamin Eが関与するかど

うか検討したが，vitamin E は生体内に存在する

抗酸化剤で，生体の酸化的傷害を防御し (Witting,

1980; Chow, 1991), また紫外線照射や化学物質に

よる発ガンや変異原性の発現に対して，抗ガン，

抗変異原作用をもつと考えられている (Prasad

and Edwards-Prasad, 1992; Bostick et al., 1993; 

Fenech and Rinaldi, 1994). Sarmaと Kesavan

(1993) はr-線照射によるマウスの骨髄細胞にお
ける小核と染色体異常の発現が vitaminEによ っ

て顕著に抑制されたと報告している．また Oda-

giriら(1992)はX線および 6-mercaptopurineに

よる骨髄細胞の小核発現に対する vitaminEの影

響について検討し， フリーラ ジカルを経由しない

で作用すると言われている 6-mercaptopurineでは

vitamin E の影響が認められなかったのに対し，

活性酸素ラジカルが作用の発現に関与していると

考えられる X線照射による小核の発現が vitamin

E欠乏マウスで有意に上昇したと報告している．

今回の実験において， vitamin E欠乏食で 1週間

飼育することにより， マウス血液中の vitaminE 

濃度はコントロール群の 57%にまで減少した．

この vitaminE欠乏マウスにおいては， 5-diazo-

uracilおよびHMBDによ り誘発さ れた MNRETs

はコントロールマウスに比べて有意に高い値を示

した． これらの結果は， vitaminEの欠乏が， 5-

189 



diazouracilや HMBDによる染色体損傷に対する

防御能を低下させたことを示唆しており， vitamin

Eが 5-diazouracilおよび HMBDなどの薬物の小

核誘発性に対しても，抑制的に作用することが示

された．
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Summary 
There were served studies on mutagenicity of exhaust gas from municipal waste incinerators. The 

conventional sampling methods collected particuler materials by filter, but many gaseous mutagenic 

compounds were found in the exhaust gas. Further, the mutagenic levels, the mutagenic compounds, 

their formation conditions and their decreasing methods had not been cleared. 

We developed a sampling method for mutagenic substances in exhaust gas from municipal waste 

incinerators. The mutagenic substances could be collected with apparatus which comprised a condenser 

and a silica wool column as shown in Fig. 2, and all the mutagenic substances could be extracted 

completely with ethylacetate (Yoshino and Urano, 1994). 

By using the above sampling method, mutagenicity of exhaust gas of 16 incinerators were 

bioassayed by the Ames test TA98 and TAlOO Salmonella typhimurium strains, with or without the S9 

mixture. 

It had been found that exhaust gas of the several incinerators were highly mutagenic (Yoshino and 

Urano, 1995a). The exhaust gas from fluidized bed type incinerators showed higher mutagenicity than 

that from stoker-type incinerators, and exhaust gas from old plants also showed higher mutagenicity. 

Since many mutagenic substances were formed under conditions of incomplete combustion, the 

mutagenicity levels could be decreased by secondary combustion and a sufficient supply of air. 

The ethylacetate extract of the above sampling method was fractionated by high performance liquid 

chromatography, and mutagenic compounds in the each fraction were analysed by gaschromatography 

mass spectrometry (Yoshino and Urano, 1995a). Sixty two compounds were identified, and 28 of which 

showed mutagenicity. The compounds identified as mutagenic were polycyclic aromatic hydrocarbons 

and the their chlorinated derivatives. But it was expected that there were many other mutagenic 

compounds in the exhaust gas of municipal waste incinerator. We should study more about the 

mutagenic compounds, their formation condition and their decreasing methods for improving safety of 

the waste incineration. 

Keywords : ames test, municipal waste incineration, exahust gas, sampling method, mutagenic com-

pounds 
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1. はじめに

人間は，暖房や照明，調理などのために燃焼の

熱や光を利用してきた．一般に，炭素や水素，酸

素を主成分として構成される有機物は，完全燃焼

すれば二酸化炭素と水にまで分解されるが，実際

の燃焼時には必ず不完全燃焼の部分が生じ，熱化

学反応によって多種類の化学物質が生成する． こ

のため，様々なものの燃焼によって変異原性物質

が生成されることが報告 (Linaket al., 1989; De 

Marini, 1994；吉野，浦野， 1995c)されている．最

近では自動車の普及に伴って自動車排ガス，とく

にディーゼルエンジン排ガスに含まれる変異原性

物質 (Rannug,1983; Pederson et al., 1981;山田ら，

1991)が問題となっている．自動車のディーゼル

エンジン用の軽油の全国での年間消費量は約

3300万トンであり，ガソリンエンジン用ガソリン

の消費量は約 3500万トンである．

一方， 多量に排出される都市ごみの約4分の 3

は焼却され大量の灰や排ガスが排出されている．

すなわち，都市ごみの年間焼却量は約 3800万ト

ンであり， さらに，産業廃棄物として年間約 1億

5000万トンが焼却されている．これらのことか

ら，廃棄物の焼却による環境へのインパクトは自

動車排ガスのインパクトより大きい可能性があ

る．

たとえば，都市ごみ焼却灰の変異原性につ

いて， Shane ら (1993), Nogueria ら (1989),

Silkowskiら (1992), 吉野と浦野（1993,1994a)の

報告がある． これらの報告では，灰に吸着してい

る変異原性物質の抽出方法や炉底から排出される

残灰と集塵器で捕集される飛灰の変異原性の比較

などが行われている．抽出方法としては，ジメチ

ルスルホキシド (DMSO)を用いる簡便で抽出率

も高いこと（吉野，浦野， 1993),残灰より飛灰の

変異原性が高く，不完全燃焼によって変異原性が

高くなることなどがわかっている（吉野，浦野，

1994a). しかし，飛灰の変異原性は排ガス全体の

変異原性に比べて寄与率が低いと考えられ

(Kamiya and Ose, 1987a),飛灰の変異原性はガス

体の変異原性物質の一部が付着したためのものと

考えられている (Yoshinoand Urano, 1995a). な

お，都市ごみ焼却に伴って生成する塩素化ダイオ
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キシン類についても変異原性の場合と同様に飛灰

に比べてガス体に多く含まれていることが報告さ

れている（蒲ら， 1989). また，都市ごみ焼却施設

の洗煙水などにも変異原性を示すものもあること

が報告 (Kamiyaand Ose, 1989)されている．

さらに，都市ごみ焼却作業員と他の作業員との

尿の変異原性を比較したところ，前者が明かに高

くなっているとの報告 (Scarlettet al., 1990; Ma et 

al., 1992)もある．なお，焼却施設からのばいじん

と周辺の大気中浮遊粉じんの変異原性との間に相

関があるという報告 (Panietal.,1983; Watts et al., 

1989a)もある．しかし，都市ごみ等の廃棄物の焼

却生成物の変異原性の詳細な報告は少ない．

著者らは，サルモネラ変異菌TA98株， TAlOO

株を用いた Ames変異原性試験によって，都市ご

み焼却に伴って排出される排ガスの変異原性試験

のための採取・調製方法及び変異原性の実態と特

性および変異原性物質について検討してきたの

で，それらの結果を中心に，都市ごみ焼却排ガス

の変異原性に関する研究の現状をまとめて紹介す

る．

2. 変異原性試験のための排ガス試料の採取・調

製方法

都市ごみ焼却排ガスの変異原性については，

KamiyaとOse(1987a)は， 10~15m3の排ガスの

ばいじんを円筒濾紙で捕集し，次に高沸点物質を

ガス冷却瓶で，低沸点物質を活性炭カラムで捕集

している．捕集後，円筒濾紙， ガス冷却瓶，活性

炭は， いずれもベンゼン：エタノール＝1: 1の有

機溶媒で抽出し， ロータリーエバポレータで濃縮

して，変異原性試験や変異原性物質の分析を行っ

ている． Victorinら(1988)は， 3,..__,30m3の排ガス

からばいじんをガラスファイバーフィルターで捕

集し，次に高沸点物質をガス冷却装置で，低沸点

物質を XAD-2で捕集している．捕集後，ガラス

ファイバーフィルターと XAD-2はアセトンで

ソックスレー抽出を行い，ガス冷却装置は塩化メ

チレンで抽出し，両者を混合して有機溶媒を蒸発

させた後， 2～3mlのDMSOに再溶解して変異原

性試験を行っている．

また， Driverら(1989)は，医療系廃棄物の焼却

排ガスについてハイボリウムサンプラーを用いて

ガラスファイバーフィルターにばいじんを捕集

し，塩化メチレンで抽出して変異原性試験を行っ

ている． この場合，ばいじん捕集前で排ガスを冷

却しているので高沸点物質もフィルターに付着す

るとしている． Wattsら(1989b)も都市ごみ焼却

炉やロータリーキルン式産業廃棄物焼却炉からの

排ガスの変異原性物質の捕集にガラスファイバイ

フィルターを用いている．以上の方法は，いずれ

の場合も排ガス中の化学物質検索のために開発さ

れた方法を参考にして排ガス中の変異原性物質を

捕集しているものである．

後藤ら (1981) は，排ガスではないが大気中浮

遊粉塵をガラスファイバーフィルターに捕集して

アセトニトリルやベンゼン，ヘキサン，ベンゼン

／エタノール混合溶媒などを用いて抽出し，変異

原性の比活性から最適抽出溶媒を検討している．

また，対象物質に Benzo(a)pyreneやQuinolineな

どを用いてソックスレー抽出時の化学物質の安定

性について検討を加え，ベンゼン：エタノール＝

4: 1 (v/v)の混合溶媒が変異原性物質の抽出溶媒

としては最も優れていると報告している． しか

し，都市ごみ焼却排ガスではガラスファイバー

フィルター等で捕集できる粒子状物質だけでな

く，ガス状物質にも変異原性物質が多いと考えら

れる．また，従来の方法では排ガス中の変異原性

物質の捕集には，排ガス吸引量も大量で捕集時間

も長い．

そこで，著者らは，排ガスの Ames変異原性試

験のためのサンプリング方法を開発した（吉野，

浦野， 1994b). とくに，廃棄物焼却排ガスを採取

する場合，採取位置は高所であることが多く，足

場は必ずしもよいわけではないので，なるべく簡

易な採取装置で，捕集物の抽出も容易にできる方

法を検討した．

排ガス中の変異原性物質の捕集には， 50mlの

水を入れた 250mlガス冷却・洗浄瓶， 5mlの石

英ゥールを充填したガラスカラム，吸着樹脂PS2

（日本ミリポア製） 1ml及び孔径0.2μmテフロン

フィルターの順に構成した装置を用いた．変異原

性物質の抽出には，極性の異なるヘキサン， ジク

ロロメタン，酢酸エチル，アセトン，メタノール

の5種類を用いて最適な抽出溶媒を選定した．す

なわち，ガス冷却・洗浄瓶の捕集された凝縮水の

抽出には，ヘキサン，塩化メチレン，酢酸エチル

の3種類を用い，同一試料について，まず， 一種

類づつの溶媒で抽出操作を行い， さらに溶媒を変

えて抽出するという操作を繰り返して抽出溶媒を

選定した．各溶媒での抽出液の変異原性を調べた

ところ，ヘキサンでは抽出できないものが酢酸エ

チルで抽出でき，さらに極性の高いメタノールで

抽出した部分には変異原性が認められなかったこ

とから，酢酸エチルが変異原性物質の抽出に最も

適していることがわかった．ガス冷却・洗浄瓶の

付着物のリンスや石英ウールカラムに析出したも

のについても，同様の検討を行ったところ，ヘキ

サンでは抽出できないものが酢酸エチルで抽出で

き，アセトンやジクロロメタン，メタノールで抽

出した部分には変異原性は認められなかった． こ

れらの結果から，捕集された変異原性物質の抽出

には酢酸エチルが最も適していることがわかっ

た．次に，酢酸エチルによる抽出時間や抽出回数

などを検討したところ，凝縮水の約4分の 1量の

酢酸エチルで 5分間， 1回抽出するだけで凝縮水

中の変異原性物質を抽出することができた．石英

ウールカラムについては，カラム上部から 20ml

の酢酸エチルを注入し，自然流下速度で通液する

ことで変異原性物質を抽出することができた．な

お，吸着樹脂及びテフロンフィルターに捕集され

たものはいずれの溶媒抽出によっても全く変異原

性が認められなかった．また， 0.2μmフィルター

で捕集されたばいじんについても変異原性は認め

られなかった．すなわち，排ガス中の大部分の変

異原性物質は高沸点物質で冷却瓶及び石英ウール

のみで，ほぼ完全に捕集されることが確認され

た．

排ガスの吸引速度については， 2施設において

11/min~4//minで検討したところ， Fig.1に示し

たように 41/minでは冷却瓶での水分凝縮が不十

分になるため，石英ウール上に水分が凝縮し，変

異原性物質が漏出してしまうため，吸引速度は約

2 //minで 1~2時間吸引するのがよいことが分

かった．また，石英ウールカラムを 2本，直列に

つないで付着物の変異原性を測定したところ，変
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異原性が非常に高い場合でも 2本目のカラムには

変異原性が認められなかったことから， 1本のカ

ラムで十分であることが確認されたなお，高沸

点物質の析出によって黄褐色に着色する範囲が拡

大し，カラムの半分を占めるまでは変異原性物質

は破過しないことも確認された．以上の結果から

Fig. 2に示した方法で排ガスを採取することによ

り，変異原性物質が捕集できることが確認され

た．

捕集された変異原性物質の抽出は，まず，凝縮

水を分液ロートにとり，約4分の 1量の酢酸エチ

ルで 5分間抽出する．次に，ガス冷却・洗浄瓶に

ガラスウールカラムを接続し， 20mlの酢酸エチ

ルをガラスウールカラム瓶に自然流下させた後，

カラムを取り外し，冷却瓶内壁をリンスする．洗

浄後， 冷却瓶に約20mlの酢酸エチルを加えて，

十分に内壁の変異原性物質を抽出した後， この酢

酸エチル溶液を分液ロート中の酢酸エチル溶液に

合わせ約 5gの硫酸ナトリウムで脱水する． ロー

タリーエバポレータで濃縮後，酢酸エチルを完全

に蒸発させて 5mlのDMSOに再溶解したものを

Ames変異原性試験に用いればよい．化学分析が

必要な場合には，酢酸エチル濃縮試料液を用いれ

ばよい．なお，現在，厚生省が推奨している都市

ごみ焼却排ガスからの塩素化ダイオキシン類の捕

集方法（廃棄物研究財団， 1991) と本法との関係

を検討している．

3. 都市ごみ焼却排ガスの変異原性の実態及び特

性

都市ごみ焼却によって排ガスに変異原性が認め

られることは， 1987年に KamiyaとOse(1987a) 

が報告し，その中で排ガスの変異原性がごみ焼却

の不完全燃焼と関係があることや飛灰によりガス

体に変異原性が高いことを示した．また，不完全

燃焼によって多環芳香族炭化水素類 (PAHs)が生

Heater 

.. 
Probe 

Exhaust gas duct 

Fig. 2. 

150℃ 

Ice jar I'50ml Distilled water 

250ml Condensing bottle 

Diaphragm punp Wet gas flow meter 

Developed sampling method of exhaust gas (Yoshino and Urano, 1994b). 

成しやすいこと，その後の研究 (Kamiyaand Ose, 

1987b)で排ガス と洗煙水との変異原性の分配比

が9:1であるこ とを示している． また， Victorin 

ら(1988)は，排ガスの変異原性がごみ焼却の不

完全燃焼と強い係わりがあり， PAHsの濃度とも

相関があることを示している． Wattsら(1989b)

も都市ごみ焼却排ガス中のばいじんを大量に捕集

して， ジクロロメタンで抽出した試料を用いて変

異原性試験を行っている．その結果，変異原性物

質は不完全燃焼によって生成されるとしている．

また， Wattsら(1992)は，ディーゼルやガソリン

エンジン排ガス，発電のための石炭燃焼や木材ボ

イラーなどの変異原性と比較して，都市ごみ焼却

の排ガスの方が著しく高いことを示している．

著者らは，都市ごみ焼却排ガスの変異原性の実

態や特性を調べて報告した (Yoshinoand Urano, 

1995a). 16カ所の都市ごみ焼却施設の排ガスの変

異原性試験を行ったところ， Table1に示したよ

うに全く変異原性が認められなかった 2施設を除

いた 14の施設でなんらかの変異原性が認められ

た．また，集塵器で捕集される飛灰の変異原性

（吉野，浦野， 1994a)に比べて排ガスの変異原性

がかなり高いことが明らかにされた．排ガスの変

異原性は塩碁置換型とフレームシフト型の両方に

認められるが，特に代謝活性化した場合のフレー

ムシフト型の変異活性が高くなる傾向が示され

た．都市ごみ焼却で使われる焼却炉は， 主にス

トーカ式焼却炉と流動床式焼却炉であるが，ス

トーカ式焼却炉より流動床式焼却炉の場合に変異

原性が高く，また古い焼却炉ほど高い傾向が認め

られた． しかし，焼却炉の規模や焼却温度による

差は認められなかった．

また，排ガスの変異原性は， Fig.3に示したよ

うに，排ガスのco濃度が高くなるとともに高く
なる傾向が認められた．したがって， Table2に示

した例に見られるように， 二次燃焼空気を増加さ

せて酸素濃度を高くすることにより co濃度を低
くでき，変異原性も低くできることがわかった．

以上の結果から，不完全燃焼により変異原性物

質が生成されやすくなるので，焼却炉の改造や燃

焼管理により co濃度を 500ppm以下に保てば，
変異原性が著しく高くなることはないことがわ

かったなお，塩素化ダイオキシン類の生成抑制

のためには， co濃度を新設 50ppm, 既設 l()()
ppm以下にすることが望ましいとされている（廃

棄物研究財団， 1991)ので， このレベルで変異原

性を測定するため，現在，変異原性試験の一層の

高感度化を検討している．
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Table 1. Relative mutagenicity of exhaust gas samples (Yoshino and Urano, 1995a). 

TA98 TAlOO 

Table 2. Influence of air volume into secondary combustion on mutagenicity of exhaust gas (Yoshino and 

Urano, 1995b). 

Plant -S9 

(μgas 4NQO/m3N) 
+S9 

(μg as 2AA/m3N) 

-S9 

(μg as 4NQO/m3N) 
+S9 

(μg as 2AA/m3N) 

A

B

C

H
ー

M

N

O

P

R

S

T

V

X

Y

Z

N.D. 
11 
14 
82 
13 
6 
741 
36 
344 
4 
410 
758 
311 
710 

191 
N.D. 

N.D. 
16 
N.D. 
71 
16 
16 
764 

50 
738 
N.D. 
1060 
1980 
613 
5120 
467 
N.D. 

N.D. 

N.D. 
N.D. 
7 

N.D. 
N.D. 
91 
2 

29 
N.D. 
38 
82 
18 
110 

13 
N.D. 

N.D. 

63 
N.D. 
58 
N.D. 
N.D. 

1020 
l()() 

540 
N.D. 
1020 
1290 
367 
2710 

279 
N.D. 

Plant 

Air 
volume 
(m3N/h) 

Incinerator 
temperature 
(OC) 

CO concentration 
in exhaust gas 
(ppm) 

TA98 TAl()() 

-S9 +S9 
(net rev./m3N) (net rev./m3N) 

-S9 +S9 
(net rev./m3N) (net rev./m3N) 

N 13000 
11000 
9000 
7000 

895 
895 
900 
870 

300 
670 
1000 
2000 

15 X 103 
32 X 103 
54X 103 
169 X 103 

22 X 103 

31 X 103 
36 X 103 
147 X 103 

15 X 103 
50x 103 
70X 103 
211Xl03 

51 X 103 
43 X 103 
94X 103 
533 X 103 

T
 

2400 

4200 

820 
850 

2500 

600 

276 X 103 
114Xl03 

352 X 103 

111Xl03 
214X 103 
69 X 103 

366 X 103 
93 X 103 

m3N: Gas volume at 0°C and I atm. 

面N:Gas volume at 0°C and 1 atm. 
N.D.: MR values are under 1.5. 
All of the values are converted to the concentration of positive standard compounds 4 Nitroquinoline-1-oxide 
(4NQO) and 2-Aminoanthracene (2AA) per unit volume of gas. 
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Fig. 3. Relation between CO conceatration 

mutagenicity in exhaust gas (Yoshino 

Urano, 1995a). 
(m3N: Gas volume at 0°C and 1 atm). 

and 

and 

4. 都市ごみ焼却排ガス中の変異原性物質

燃焼に伴って生成される変異原性物質の中で今

までに明らかにされている物質は，主に PAHsで

あり， PAHsにメチル基などのアルキル基

(Harris and Remsen, 1987)やニトロ基 (Holmberg

and Ahlbor, 1983)が付加した変異原性の高い物
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質， PAHsのケトン体 (Ramdahl,1985)なども報

告されている． Kamiya と Ose(Kamiya et al., 

1987a; 1988)は，都市ごみ排ガス試料をシリカゲ

ルを充填したカラムクロマトグラフィーにより最

初にイ‘ノオクタンを用いて分離し，次にイソオク

タン：ベンゼン＝1: 1, ベンゼン：メタノール＝

1 : 1の順に溶媒を変えて分離する方法を採用して

いる．各分離液は濃縮してガスクロマトグラ

フィー質量分析計 (GC/MS)を使って分析し， 1-

methylnaphthalene, Methylfluorene, Methylphen-

anthrene, Fluoranthene, Benzo-fluorene, Benzoan-

thracene, Chrysene, Triphenylene, Benzo(a)pyrene, 

Perylene, Benzo(ghi)peryleneおよびニトロピレ ン

などの変異原性物質を検出している．

著者らは，酢酸エチル抽出液として得られた変

異原性試験用試料を HPLC分画した後， GC/MS

分析などで物質の同定を行った (Yoshinoand 

Urano, 1995b). 同定できた各物質は， Ames変異

原性試験により変異原性を調べた． HPLCには，

分取用のシリカゲルカラムを用い，移動相には

5％酢酸エチル／ヘキサン溶液を用い， 分画は，

Fig. 4のクロマトグラムのフラクション 1から 6

UV Detector 

Florescence Detector 
9 9 9 9 ' 

10 

Fig. 4. 

Table 3. 

5 

Fraction number 

15 20 25 30 35 40 45 50 55 

Retention time(min) 

Chromatograms and fractions by HPLC (Yoshino and Urano, 1995b). 

Mutagenicity of each fraction by HPLC (Yoshino and Urano, 1995b). 

TA98 (net rev./m3N) TAIOO (net rev./m3N) 

-S9 +S9 -S9 +S9 

NO 1 
N02 

NO 3 
N04 

NO 5 
N06 

N.D. (0) 
7000 (3.5) 
18000 (9.0) 
25000 (12.5) 
36000 (18.0) 
13000 (6.5) 

N.D. (0) 
19000 (8.3) 
55000 (24.2) 
43000 (18.3) 
19000 (8.3) 
N.D. (0) 

N.D. (0) 
N.D. (0) 
N.D. (0) 
N.D. (0) 
66000 (23.4) 
62000 (21.9) 

N.D. (0) 
5900 (14.2) 
82000 (19. 7) 
88000 (21.1) 
N.D. (0) 
N.D. (0) 

m3N: Gas volume at 0°C and 1 atm. 
N.D.: MR values are under 1.5. 

(): Recovery ratio of each fraction (%). 
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MW  

220 

192 

212 

190 

202 

236 

270 

270 

216 

226 

260 

294 

228 

228 

228 

252 

286 

320 

252 

286 

320 

252 

286 

320 

252 

286 

320 

276 

198 

Table 4. Identified mutagenic compounds by GC/MS (Yoshino and Urano, 1995b). 

Compounds name 

Dichloroacenaphtylene 

9-Methylanthracene 

Monochloro anthracene 

4,5-Methylenephenanthrene 

Fluoranthene 

Monochlorofl uoran thene 

Dichlorofluoranthene 

Dichloropyrene 

2,3-Benzofluorene 

Benzo(ghi)fluoranthene 

Monochlorobenzo(ghi)fluoranthene 

Dichlorobenzo(ghi)fluoranthene 

Triphenylene 

Chrysene 

2,3-Benzanthracene 

Benzo(b)fluoranthene 

Monochloro benzo(b)fluoranthene 

Dichloro benzo(b)fluoranthene 

Benzo (e) pyrene 

Monochloro benzo (e) pyrene 

Dichloro benzo(e)pyrene 

Benzo(a)pyrene 

Monochloro benzo(a)pyrene 

Dichloro benzo(a)pyrene 

Perylene 

Monochloroperylene 

Dichloroperylene 

Benzo(ghi)perylene 

Mol formula 

C12Hぶl2

C1sH12 

C14H9Cl 

C1sH10 

C16H10 

C16H9Cl 

C16比Cl2

C16比Cl2

C11H12 

C1sH10 

C18比Cl

C18H8Cl2 

C1sH12 

C1sH12 

C1sH12 

C20H12 

C20H11Cl 

C10H10Cli 

心H12

C20恥 Cl

C20H10Ch 

C20H12 

C20比 Cl

C20凡oCl2

C20H12 

C20H11Cl 

C20H10Ch 

C22H12 

Constitutional 

l̀: 
1こ lCし

三：` 

゜

を分取した．各フラクションを濃縮して， GC/MS

などの化学分析を行い，また溶媒を DMSOに変

換して， Ames変異原性試験を行った．Table3に

示したように， フラクション 1には変異原性は全

く認められなかったが， フラクション 2~6には

変異原性が認められた． TA98(-S9)では，フラ

クション 2~6に変異原性が認められ， TA98

(+S9)ではフ ラクション 2~5に変異原性が認め

られた．TAIOO(-S9)では，フラクショ ン5,6に

変異原性が認められ，フラクション 2~4には認

められなかったが， TAIOO(+S9)では， フラク

ション 2~4に変異原性が認められ， TAIOOでは，

直接変異原性物質と間接変異原性物質とが分画で

きた．

各フラクションの同定できた化学物質は 62物

質であっ たが， 変異原性が認められたのは Table

4に示 した PAHsとPAHsの 1~2塩素化物 28物

質であった． PyreneやFluorantheneの 1~3塩素

化物の変異原性については，水の塩素処理におい

て森ら (1987)や高橋ら (1984)が報告しており，

Chrysene, fluoranthene, Pyreneの塩素化物の変異

原性については， Bhatiaら(1987)の報告がある

が， これらの都市ごみ焼却排ガスとの関連につい

ての報告は少ない．また， 変異原性が確認された

これらの物質の排ガス全体の変異原性に対する

寄与率は高くない． さらに， TA98 (-S9)及び

TAIOO (-S9)の直接変異原性物質についてはほ

とんど同定されていない． したがって，今後は同

定できていない PAHsの多塩素化物類をはじめ

とする変異原性物質の分離定量と生成抑制に関す

る研究が必要と思われる．

5. おわりに

都市ごみ焼却施設からの排ガスの安全性につい

ては様々な指摘や研究があり，変異原性について

もいくつかの研究が行われてきた． しかし，都市

ごみ焼却排ガスからの変異原性物質の捕集方法，

排ガスの変異原性レベル，変異原性物質の分離定

量施設の改善対策などの詳細については不明な

点が多い． ここでは， これらについての研究の現

状を紹介し，今後の課題を論じた．

都市ごみ焼却排ガスや大気の変異原性について

は，従来， フィルターによって粒子状物質を捕集

して試験されている例が多い． しかし，ガス状物

質にも高い変異原性が認められている．そこで著

者らは，冷却トラップと石英ウールカラムで変異

原性物質を捕集し，酢酸エチルで効率よく抽出す

る方法を開発し， 16カ所の施設の変異原性レベル

をAmes法で調査するとともに，変異原性物質の

分離定量を試みた．

今までの研究によると，多くの都市ごみ焼却施

設の排ガスからかなり高い変異原性が認められ，

飛灰の変異原性よりガス体の変異原性の方がはる

かに高いこと，ストーカ炉に比べて流動床炉の方

が変異原性が高い場合が多いこと，古い施設で変

異原性が高い場合が多いこと， co濃度が 500
ppm以上になると変異原性が高くなること， 二次

燃焼室の改善などで変異原性を低減できることな

どが明らかになっている．

また，都市ごみ焼却排ガス中の変異原性物質と

しては，自動車排ガスなどでも検出されている多

環芳香族炭化水素 (PAHs)の他に，水の塩素処理

などでも検出されている PAHsの 1~3塩素化物

が検出されている． しかも， これらの排ガス全体

の変異原性に対する寄与率は低く， PAHsの4以

上の塩素化物をはじめとする未同定の変異原性物

質が多数存在すると考えられる．

今後は，さらに変異原性物質の分離定量を進め

るとともに，変異原性物質の捕集と変異原性試験

の一層の簡易化や高感度化方法の検討，焼却物や

焼却施設の種頬あるいは焼却条件や排ガス処理方

法などと変異原性との関係のより詳細な検討，塩

素化ダイオキシン類の生成条件との関連の明確

化，具体的な削減対策の検討などを進める必要が

ある．関係者の協力によって， これらの研究が進

められ，都市ごみ焼却排ガスの安全性が一層改善

されることを期待したい．本稿が，そのために多

少とも役立てば幸である．
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エリスロポエチンによる小核赤血球の誘発

Induction of micro-nucleated erythrocytes by erythropoietin 
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（受付：1995年7月6日；受理：1995年9月25日）

Summary 
Erythropoietin (EPO) stimulates red blood cell production by promoting both the growth of late 

erythroid precursor cells and their maturation into proerythroblasts. EPO is a small peptide (166 

amino acids) with no obvious potential to react with DNA. It reacts with specific receptors on erythroid 
precursor cells to increase numbers of erythrocytes when oxygen tension is low. A recombinant human 

EPO (rhEPO) was administered once i.p. to CD-1 male mice. At 48, 72, and 96 hour-sampling times, 

rhEPO at 4~50,000 IU/kg induced a significant increase in the frequency of micro-nucleated reticulo-
cytes (MNRET) in peripheral blood in a clear positive dose-response relationship. In bone marrow, the 
12,5仮 50,000IU/kg treatments induced only a marginally significant increase in micro-nucleated 
polychromatic erythrocytes (MNPCE). Conversely, chromosomal aberrations were not detected in the 

bone marrow cells of mice dosed with rhEPO, even at 1(){),000 IU/kg. Comparative studies on rhEPO 
and urinary human EPO (uhEPO) showed that both produced similar chromosomal effects. When mice 

were dosed with 50,000 IU/kg rhEPO or uhEPO once each day for six days and micro-nucleus 
preparations were made 24 hours after the last dosing, micro-nucleus induction in the bone marrow was 

not clearly demonstrated. As before, MNRETs in these mice were significantly induced in both cases. 
Consequently, it was concluded that errors in the process of erythrocyte enucleation or differentiation 
should be considered as possible mechanisms for the induction of MNPCE and MNRET together with 

DNA damage or error in the DNA repair process. 

Keywords: erythropoietin (EPO); micro-nucleated polychromatic erythrocyte (MNPCE); micro-

nucleated reticulocyte (MNRET); chromosomal aberration 

1. はじめに

1.1 赤血球分化とエリスロポエチン

骨髄や牌臓などの造血組織において，幹細胞

(Stem Cell) に対して様々な増殖因子や分化誘導

因子が作用し， 各種の血球細胞が成熟 ・分化する

ことが知られている (Fig.1). エリスロ ボエチ ン

(Erythropoietin, EPO) は， Erythrocytecolony-

forming unit (CFU-E)と呼ばれる後期赤芽球前駆

* To whom correspondence should be addressed. 

細胞に作用し， 赤芽球細胞（erythroblast)への分

化・ 増殖を促進する． EPOは低酸素条件下で

CFU-E上の特異的受容体と反応し， 赤血球数を

増加させ，また極度の貧血条件下では高 レベル

にな り幼若な赤血球を増加させる (Goldwasser,

1975; Fisher et al., 1983; Sytkowski et al., 1984). 

EPOと赤芽球前駆細胞と の反応は受容体を介 し

た特異的反応であり，赤芽球の増殖と成熟の過程

c 日本環境変異原学会 203 



BFU-E ~ CFU-E ~ erythroblast ~ reticulocyte ~ erythrocyte 

ACFBUPA：ロニニg:ur:y:egeStem Cell 

CFU-Mega..megakaryocyte..platelet 

lymphocyte 

Fig. 1. Erythropoiesis and Differentiation of Blood Cells. 
Abbreviation: BFU-E, erythrocyte burst-forming unit; CFU-E, erythrocyte colony-forming unit; CFU-G, 
granulocyte-macrophage colony-forming unit; CFU-Mega, megakaryocyte colony-forming unit; BPA, 
burst promoting activator; EPO, erythropoietin; GM-CSF, granulocyte-macrophage colony stimulating 
factor; G-CSP, granulocyte colony stimulating factor; M-CSF, macrophage colony stimulating factor; 

Mega-CSF, megakaryocyte colony stimulating factor. 

における EPOの作用点は特異的である．

1.2 EPOの生産

EPOは腎臓で生産され， 166個のアミノ酸から

なる糖蛋白質で，従来は，単クローナル抗体を用

いて貧血患者の尿より精製したもの (Yanagawa

et al., 1984; Sasaki et al., 1987)が実験室レベルで

使用されていた．現在では，遺伝子組換え技術に

よって，クローニングされたヒトの EPO遺伝子

を哺乳類の培養細胞に導入し，大量の遺伝子組換

え型ヒトエリスロポエチン (rhEPO)が生産でき

るようになり(Jacobset al., 1985; Lin et al., 1985; 

Gotoetal., 1988)臨床の場での使用が可能になっ

た．

1.3 EPOの変異原性

受容体を介して生物学活性を示す物質の変異原

性を調べる際に，変異原性試験として普及してい

るAmes試験（Ameset al., 1975; Maron and Ames 

1983)やinvitroの培養細胞を用いた染色体異常

試験（lshidateand Odashima, 1977)といった試験

では，使用する細胞がその物質に対する特異的受

容体を持たないため，細胞は無反応であり，遺伝

毒性に関して意味のある情報を提供し得ないと思

われた．

実際に，著者らの行った細困を用いた復帰変

異試験では， 188-6,000JU/plateの rhEPOはs.
typhimuriumのTAlOO,TA98, TA1535, TA1537株

あるいは E.coliの WP2uvrA―に対して S9mixの
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有無に係わらず非栄養要求株への変異を誘発しな

かった．同様に，invitroにおいて 750-6,000IU/m/ 

の rhEPOは CHLやヒトのリンパ球に対して，

染色体異常誘発能も示さなかった (Yajimaet al., 

1993a). 

この様に，高濃度処理によって復帰変異や染色

体異常が誘発されなかったことから，不純物も含

め，著者らが用いた rhEPOは， DNAと直接反応

を示さないと思われた．

1.4 EPOの小核誘発能に関する既知の報告

複数の研究者によって，貧血患者の尿由来の

EPO (uhEPO)あるいは rhEPOが持つ，小核多染

性赤血球 (MNPCE)の誘発能について，invitro 

及びinvivoの実験系を用いて検討されている．

Nitoら(1986)は， uhEPOがマウスの骨髄由来の

初代培養細胞に対してinvitroでMNPCEを誘発

すると報告し， Suzukiら (1989a)は， uhEPOで前

処理したマウスでは，造血冗進によって変異原性

物質に対する感受性が増し，小核出現頻度が増加

すると報告している． さらに， Suzukiら (1989b)

はuhEPOがinvivoでマウス骨髄に小核正染性赤

血球 (MNNCE)を誘発すると報告している．一

方， 須藤ら (1988)と井上ら (1990)はそれぞれ，

rhEPOは50,000IU/kgあるいは 2,500μg/kgとい

う高濃度においてもマウス骨髄に小核多染性赤血

球 (MNPCE)を誘発しないと報告している．

一見，統一の取れないこれらの報告について議

論を始める前に，小核試験の機構について少し論

peripher(ll bloo(/ 
reticulocytes erythrocytes 

clastogen/spindle poison 

＾ 

?b1竺》込9→e5
bo.'fle marrow polychromahc 

erythrocytes 
normochromatic 
erythrocytes 

Fig. 2. Micronucleus formation by clastogen and/or spindle poison. 

じたし‘•

1.5 小核試験の変異検出機構

マウスの骨髄を用いた小核試験はinvivoの短

期試験法として Heddle(1973)や Schmid(1975) 

によって提唱され，染色体異常誘発物質や紡錘糸

の形成阻害剤の検出に広く応用されている． Fig.

2には Hayashiら (1984)の小核形成に関する摸

式図を引用した．染色体異常誘発物質や紡錘糸の

形成阻害剤によって前赤芽球に染色体の断片や不

分離が生じると，その結果として多染性赤血球に

小核として DNA断片が残る．即ち，小核試験で

は，脱核後の幼若な赤血球に生じた小核の有無か

ら，前赤芽球の遺伝物質に誘発された傷害の有無

を推測することができる．また，近年， Hayashiら

(1990)によって，アクリジン・オレンジ (A.O.)

を塗布したスライド上のマウスの末梢血網赤血球

を用いた小核試験が新しく開発された． この方法

を用いると，骨髄ばかりでなく，牌臓など他の造

血臓器で前赤芽球に起こった遺伝子傷害も小核と

して検出できる可能性が生まれた．

2. EPOによって誘発される骨髄中の小核多染

性赤血球 (MNPCE)

rhEPOおよび uhEPOによって誘発される小核

について著者らの実験結果を中心に述べる．実験

方法やデータ解析法の詳細は著者らの原著

(Yajima et al., 1993a, b, c)を参考にされたい．

2.1 被験物質として用いた EPO

rhEPOはヒト EPO遺伝子を導入， 発現させた

仔ハムスター腎由来 BHK-21を大量培養後その

上澄より， uhEPOは貧血患者の尿より，免疫親和

性クロマトグラフィーを用いてそれぞれ精製した

(Yanagawa et al., 1984; Sasaki et al., 1987; Goto et 

al., 1988). rhEPOおよび uhEPOの蛋白純度は

RP-HPLCによる面積百分率法でそれぞれ 99%

および95%以上であった． rhEPOおよび uhEPO

は，それぞれ，ヒト血清アルプミン (HSA)を局方

生理食塩液で希釈した 0.25%RSA-Salineおよび

PBSを用いて希釈した．被験物質および対照物質

溶液は用時調製した 投与経路は腹腔内(i.p.)と

した．

2.2 使用動物

日本チャールス・リバー株式会社から 7週齢の

CD-1系雄マウス (SPF)を購入し， 1週間の検

疫・馴化後試験に供した．各群 6匹を使用し，飼

料は CRF-1（オリエンタル酵母工業株式会社），

飲料水は自家水をフィルター（孔径0.45μm)濾

過したものをそれぞれ自由に摂取させた．

2.3 骨髄塗抹標本の作製

EPOのマウスにおける最大耐量を求めること

が出来なかったので，推定臨床用量（SOIU/kg)の

1,000倍に相当する 50,000IU/kgを最高濃度とし，

さらに 25,000及び 12,5()()IU/kgの 2用量を設定

した．陽性対照には， マイトマイシン C(MMC) 
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を用いた．骨髄の塗抹標本は Schmid(197 5)法に

従ってマウスに単回投与後 24,48及び 72時間に

作製した．骨髄塗抹後の固定標本は Hayashiら

(1983)の方法に従って A.O.染色を行った．

2.4 単回投与後の骨髄における MNPCE

既に述べたように，公表された複数の論文から

はEPO単独投与による MNPCE誘発に関する結

論は統一性を欠いているように思われたので，先

ず，再現性を確認する意味から， 2つの製造ロッ

トG-002Aおよび G-009Aについて実験を行っ

た．

結果を Table1に示した． rhEPO投与による死

亡例は観察されなかった． 24時間後の MNPCE

出現率は， 12,5()()と50,000IU /kgの G-009A投与

Table 1. 

Chemical 

群では，それぞれ， 0.28%(pく0.05)および 0.27%

(pく0.05),48時間後の MNPCE出現率は， 50,000

IU/kgの G-002A投与群では 0.43%(pく0.01),

12,500, 25,000 および 50,000IU/kgの G-009A投

与群では， それぞれ， 0.32% (pく0.05),0.35% 

(pく0.01)および 0.42%(p<0.01)と有意に増加

した． PCE比は両ロットとも投与後 24,48およ

び72時間で増減はなかった．

次に，遺伝子組換え型の rhEPOと天然型であ

るヒト尿由来の uhEPOについて比較実験を行っ

た． rhEPOおよび uhEPO投与による死亡例は蜆

察されなかった． Table2に示したように， rhEPO

および uhEPOによる，統計学的に有意ではある

が散発的な MNPCE出現率の増加が，全ての標

本採集時間で一つ以上の群に観察された． 50,000 

Micronucleus test in bone marrow cells of mice treated singly with rhEPO. 

Time• Concentration (IU/kg) 
Number of 
animals 

MNPCE/PCE (%)b PCE/NCE+PCE (%? 

rhEPO 
G-002A 

24 

G-009A 

MMC 

0.00" 

12,500 
25,000 

50,000 
12,500 
25,000 
50,000 
2.00 (mg/kg) 

6

6

6

6

6

6

6

6

 

0.10士0.09
0.22士0.15
0.12土0.13
0.20土0.13
0.28土0.29*d

0.22土0.20
0.27士0.22況
4.37士1.11＊紐

55.9士 1.3
51.3士 9.1
47.6士 4.9
47.8士12.1
43.9土 8.6
51.7土 6.6
48.6士 8.5
35.2士 6.s++c

rhEPO 
G-002A 

48 

G-009A 

MMC 

0.()()" 

12,500 
25,000 
50,000 
12,500 
25,000 
50,000 
2.00 (mg/kg) 

6

6

6

6

6

6

6

6

 

0.12士0.12
0.23士0.08
0.22士0.21
0.43土0.30**d
0.32土0.23辺
0.35士0.26＊紐
0.42土0.25＊粒
4.10土1.15＊況

57.2士 4.2
51.2土13.1
55.5土11.1
52.5土 9.7
56.9土 8.0
45.6土 9.1
57.7士 7.5
14.4土 7.o++c

rhEPO 
G-002A 

72 

G-009A 

MMC 

0.00" 
12,500 
25,000 
50,000 
12,500 
25,000 
50,000 
2.00 (mg/kg) 

6

6

6

6

6

6

6

6

 

0.18土0.15
0.23士0.16
0.27土0.19
0.20土0.19
0.28士0.18
0.23土0.08
0.27土0.21
0.25士0.19

51.5土10.0
54.0土 8.7
55.0士 9.8
60.0土 4.9
54.9士 9.6
61.4土 7.5
51.0土 5.3
21.9士15.s++e

• Sampling times after administration. 
b Mean土S.D.
c 0.25%HSA-Saline, referred to the manuscript. 
d Si;~ifi~;~~ly. diffe;ent from control by the ~ethod of binomial based Kastenbaum and Bowman (1970) (*; P < 0.05, 

**; p < 0.01). 
• -Significantly different from control by Dunnett's t-test (1964) (+ +; p < 0.01). 
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Table 2. Micronucleus test in bone marrow cells of mice treated singly with rhEPO and uhEPO. 

Chemical Timea Concentration (IU/kg) 
Number of 
animals 

MNPCE/PCE (%/ PCE/NCE+PCE (%/ 

rhEPO 

uhEPO 

MMC 

24 

24 

0.00" 
12,500 
25,000 
50,000 
o.()(yl 

12,500 
25,000 
50,000 

0.50 (mg/kg) 

6

6

6

6

6

6

6

6

6

 

0.13士0.12
0.30土0.20*・
0.13士0.08
0.20士0.14
0.12士0.24
0.20土0.24
0.32土0.19*・
0.13土0.14
1.17士0.48＊和

53.4土7.3
44.1土5.2
51.8土5.7

54.8士5.3
51.4士8.5
50.6士4.7
49.5土8.1
49.2土3.0
50.6土7.0

rhEPO 

uhEPO 

MMC 

48 

48 

0.00" 
12,500 
25,000 
50,000 
o.ood 

12,500 
25,000 
50,000 

0.50 (mg/kg) 

6

6

6

6

6

6

6

6

6

 

0.07土0.05
0.23土0.20*・
0.32土0.21＊和

0.18土0.15
0.08士0.12
0.33士0.19**・
0.28士0.19**・
0.28士0.21**・
0.32士0.18**・

49.8士4.8
49.1土7.9
47.9士5.1
47.4士6.4
52.4土3.5
45.8土2.5
47.5士5.8
39.8土5.8++f

48.8土3.4

rhEPO 

uhEPO 

MMC 

72 

72 

o.ooc 

12,500 
25,000 
50,000 
o.ood 

12,500 
25,000 
50,000 

0.50 (mg/kg) 

6

6

6

6

6

6

6

6

6

 

0.08土0.12
0.20土0.11
0.22士0.13*・
0.27士0.15*0

0.07士0.08
0.13土0.10
0.18士0.17
0.25土0.10**e
0.20土0.09*・

54.3士3.8
56.4士4.9
54.3士5.9
54.4土6.1
52.6土6.6
56.3土1.8
55.9土4.5
54.5士3.7
52.2士3.9

1H: See footnotes to Table 1. 
d Phosphate buffered saline. 
• Significantly different from control by the method of binomial based Kastenbaum and Bowman (1970) (*; p < 0.05, 
**; p < 0.01). 
r Significantly different from control by Dunnett's t-test (1964) (+¥p<0.01). 

IU/kgの uhEPO投与群の 48時間後においての

み，同時陰性対照 (52.4%)と比較して有意な

(39.8%, p<0.01) PCE比の減少を示した (Table

2). 

以上のように，遺伝子組換え型の rhEPOも天

然型であるヒト尿由来の uhEPOも骨髄における

MNPCE誘発能は僅かであり，投与後 48時間に

有意差が付くことが多かった． しかし，出現率や

出現時間などを考慮したとき，陽性対照として用

いた MMCが，投与後 24時間にシャープな最大

値を示す明確な MNPCE誘発推移を描いたの対

して， EPOによる MNPCE誘発推移は不明確で

あり再現性の乏しいものであった．さらに，造血

因子であるにも係わらず， EPOの投与によって

PCE比の有意な増加は認め られなかった．

3. EPOによって誘発される末梢血の小核網赤

血球 (MNRET)

被験物質動物，投与経路は骨髄における小核

試験と同一条件で行った．

3.1 末梢血網赤血球 (RET)標本の作製

マウス RETにおける小核試験は Hayashiら

(1990)の方法に従った． 即ち， 400--50,000 IU /kg 

のrhEPOを単回投与後， 0,24, 48, 72, 96および

120時間に腹側の尾の付け根にある末梢血管より
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5-10μ/の末梢血液を採取し， 予め A.O.コートを

施したスライドガラス上に滴下し，カバーガラス

を乗せた． このスライドガラスを冷暗所で一夜放

置後，翌日，蛍光顆微鏡下で解析した．

3.2 単回投与後の末梢血における MNRET

rhEPO投与による死亡例は観察されなかった．

結果を Fig.3に示した．各投与群における投与開

始時 (0時間）の MNRET出現頻度の平均値は

0.12--0.18%であった． 400,2,000および 10,000

IU/kgの rhEPOによって誘発された MNRET出

現頻度は投与後48時間に最大値に達し，それぞ

れ， 0.48(pく0.05),0.72(pく0.01)および 0.68%

(pく0.01)となった． 50,000 IU/kgでは投与後 72

時間に最大値に達し， 0.95%(pく0.01)を示した．

投与後 120時間では全 rhEPO投与群の MNRET
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Fig. 3. Frequency of micronuclated reticulocyte, 
MNRET (a) and ratio of reticulocyte to 1,000 
of all the erythrocytes, RET ratio (b), in 
peripheral blood of mice administered with 

rhEPO. 
CD-1 male mice were i.p. administered once 

with O (0), 400（▲）， 2,000（■）， 10,000（◆） 
and 50,000（▼）IU/kg rhEPO at Oh. Every 24 
h after the administration, the preparations 
were performed at Oto 120h. Each point is the 

mean from 6 mice. 

出現頻度はバックグランドレベルまで低下した

(Fig. 3a). 

Fig. 3bに示した様に，各群の RET比の投与時

の平均値は 3.3-4.8%であった． 400,2,000, 10,000 

および 50,000IU/kg rhEPO投与群の RET比はそ

れぞれ，投与後 48,72, 96および 96時間で最大

値 8.4,10.4, 12.3(p<0.01)および 18.2%(pく

0.01)を示した． 400---50,000IU /kg rhEPO投与群

のRET比は投与後 48(p<0.01),72(pく0.01),96 

(pく0.01)および 120(pく0.01)時間で，有意な用

量依存性を示した．これらの RET比は投与後

120時間ではバックグランドレベルまで戻らな

かった．

Fig. 4には， rhEPO単回投与後 72時間に観察

された末血の A.O．染色による蛍光顧微鏡写真を

示した．対照群 (Fig.4a)で， 一様に多数存在する

黒い顆粒は成熟赤血球である．50,000IU /kg 

rhEPO投与後 72時間 (Fig.4b)では，脱核直後の

RETがA.O.によって染色され， オレンジ色の蛍

光を発色 (RNAとA.O.の反応による）してい

る． Fig. 4aと Fig.4bとの定性的比較からも，

RET比の増加が容易に観察できる．同じ写真で

黄色の蛍光を発色 (DNAとA.O.の反応による）

しているのは有核細胞の核である． Fig.5には，

50,000 IU/kg rhEPO投与後 72時間に観察された

小核（矢印）を示した．写真から出現した小核の

大きさが不均ーであることがわかる．

次に， EPOによる MNRETの出現率や出現時

間などを考慮した MNRET誘発推移に関する再

現性を確認する目的，ならびに， uhEPO が

rhEPOと同様に MNRETを誘発するかどうかを

調べるために，マウス腹腔内に 50,000IU/kgの

rhEPOあるいは uhEPOを単回投与し，両者の比

較実験を行った．

rhEPOおよび uhEPO投与による死亡例は観察

されなかった．結果を Fig.6に示した．各群の投

与開始時の MNRET出現頻度は 0.13--0.33%の範

囲であった． rhEPOおよびuhEPO投与群の最大

MNRET出現頻度は共に 48時間後に観察され，

各々，1.02および0.87%を示した．これらの値

は， 同時対照である 0.25%RSA-salineの同一標

本採取時間（48時間）における MNRET出現頻

． ． 
I. 
． ． ． 
． ． ． 

● ． 
． l ” ：： 湯

● ． ． ． • ． ． 
鼻 、 ． ． ． . I.曹 ． ． ． 

Fig. 4. Supervital staining of peripheral blood of the CD-I mouse administered with rhEPO. 

Peripheral blood of CD-I male mouse was obtained by piercing a tail blood vessel at 72 h after a single 
i.p. administration of 0.00 (a) or 50,000IU/kg rhEPO (b). Five or IOμ! of peripheral blood was placed 
on an acridine orange-coated slide and covered with a cover slip. 
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Fig. 5. • MNRET in peripheral blood of the CD-1 mouse administered with rhEPO. 
Various sizies of micronuclei were observed in reticulocytes at 72 h after a single i.p. administration of 
50,()(X)IU/kg rhEPO. 
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Fig. 6. Frequencies of MNRET (a) and RET 
ratio (b) in peripheral blood of mice treated 

with rhEPO or uhEPO. 

CD-1 male mice were dosed once, i.p., with 

50,000 IU/kg rhEPO （▲） or uhEPO （■）． 
Negative control (0) and positive control, 0.50 

mg/kg MMC（◆）， are also indicated. Pre-
parations were made at 24 h intervals between 0 

and 120h. Each point is the mean from 6 
mice. 

度 (0.18%)な らびに，各群の投与開始時の

MNRET出現頻度（それ ぞれ， 0.19% および

0.33%)と比較して， 有意な(p<0.01)高値であっ

た．投 与後 120時間では全 hEPO投 与群の

MNRET出現頻度は 0.18% とバックグランドレ

ベルまで低下した投与後 24時間における 0.50

mg/kgの MMC投 与群の MNRET出現率は

1.43% (pく0.01) を示し， 明らかな陽性結果で

あった． Fig.6bに示した様に，各群の投与開始時

のRET比は 4.1-6.5%の範囲であった． rhEPO

および uhEPOの投与群の最大 RET比はそれぞ

れ， 72および 96時間後に観察され，各々， 15.7お

よび 14.3%を示した．これらの値は，同時対照で

ある 0.25%HSA-salineの各標本採取時間におけ

るRET比と，また，各群の投与開始時の RET比

とも比較して， 有意な(p<0.01)高値であった．

これ ら投与群の RET比は投与後 120時間では

バックグランドレベルまで戻ら なか った． 0.50

mg/kg MMC投与群の RET比は僅かに減少した

ものの，対照と比較して有意差はなかった．

以上のように， rhEPOもuhEPOも末梢血にお

ける MNRET誘発能には再現性があり，両者と

も同程度の活性を示した． しかも，投与後 48-72

時間に最大値を示し，明確で再現性のある

MNRET誘発推移を描いた．さ らに， RET比の増

加か らrhEPOもuhEPOも強い造血因子である

ことが示唆された． RET比の増加を示す推移も

再現性が示された．
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Fig. 7. a: Frequency of MNPCE (open symbols) 
in bone marrow and MNRET (closed symbols), 
b: PCE (open symbols) in bone marrow and 
RET (closed symbols) ratio in peripheral blood 
of mice given EPO at 50,000 JU/kg once each 

day for 6 days. 
CD-1 male mice were dosed i.p. once each day 
for 6 days with 50,000 JU/kg rhEPO or uhEPO, 
and micronucleus preparations from bone 

marrow and peripheral blood were made 24 h 

after the last administration. Each point is the 

mean from 6 mice. *p<0.05, **p<0.01, when 

compared with control group treated with 

saline by the method of binomial based 
Kastenbaum and Bowman (1970). ++ p<0.01, 
when compared with control group treated with 

saline by Dunnett's t-test (1964). 

連続投与後の骨髄および末梢血における

小核

上記と同様の実験条件下で， CD-1マウスに 1

日1回， 50,000IU/kgの rhEPOまたは uhEPOを

6日間連続投与し，最終投与から 24時間後に骨髄

塗抹標本および末梢血標本を作製した．

骨髄における MNPCEおよび PCE比ならび

に末梢血における MNRETおよび RET比の頻度

を Fig.7に示した． いずれの EPO投与群におい

ても有意な MNPCEとMNRETの誘発が認めら

れたが， MNPCEの誘発頻度の増加が僅かであっ

たのに比べ， MNRETの誘発頻度の増加は顧著で

3.3 

あった．

ここで示された MNPCE出現頻度は，著者ら

の研究室における背景データより僅かに高い程度

であった． 検定結果で EPO投与群の MNPCEに

認められた有意差は，同時対照（Saline)が背景

データと比較して低過ぎたことに原因があった．

さらに，この試験では， EPO投与群のマウスの

RET比が明らかに増加したが，同じマウスの

PCE比は EPO投与の影響を受けていなかった．

Table 3. 

4. 骨髄細胞における染色体異常試験

骨髄における MNPCEの増加率は少なかった

ものの，末梢血における MNRETの誘発頻度の

増加が明瞭だったので， EPO—受容体がある骨髄

細胞における染色体異常を調べた．

4.1 骨髄細胞を用いた染色体標本の作製

染色体異常試験では，小核試験に用いた 50,000

IU/kgの 2倍である 100,000IU/kgを最高濃度と

し， 50,000および 25,000IU/kgの rhEPOを単回

投与後 12,24および48時間にマウスの骨髄細胞

を摘出した．この骨髄細胞を，最終濃度0.2μg/ml

のColcemid(G IBCO)を含む細胞培養液 [Eagle's

MEMに20%(v/v)の牛胎仔血清を加えたもの］

とともに， 37°c,20分間培養した．Colcemid処理

後の細胞に低張処理を行い，酢酸ーメタノール固

定後，通常の空気乾燥法により染色体標本を作製

した．

4.2 骨髄細胞の染色体異常

最高濃度である 100,000IU/kgにおいても死亡

例は観察されなかった．マウス骨髄細胞における

Chromosomal aberration test in bone marrow cells of mice administered with rhEPO. 

Time• 
(hr) 
Concentration 

(IU/kg) 

Number 
of 
animals 

Number 
of cells 
analyzed 

Incidence of chromosomal aberrations (%? 

g
 

Chromatid 

ctb cte 

Chromosome Total Poly (%)° 
Others 

csb cse +g -g 

12 o.ood 
25,000 
50,000 
l()(),000 

6

6

6

6

 

300 
300 
300 
300 

3.7 
3.3 
4.3 
3.0 

1.3 
1.3 
1.3 
0.7 

0.3 
0.0 
0.3 
0.0 

1.0 
0.7 
0.7 
0.7 

0.0 
0.0 
0.0 
0.0 

0.0 
0.0 
0.0 
0.0 

5.7 
4.7 
6.3 
4.0 

2.7 
2.0 
2.3 
1.3 

0.0 
0.0 
1.0 
0.7 

24 o.ood 
25,000 
50,000 
100,000 

6

6

6

6

 

300 
300 
300 
300 

2.7 
4.0 
2.7 
2.3 

0.3 
1.3 
2.7 
0.3 

0.0 
0.0 
0.0 
0.3 

1.0 
0.3 
0.7 
1.0 

0.0 
0.0 
0.0 
0.0 

0.0 
0.0 
0.0 
0.0 

3.3 
5.7 
5.3 
4.0 

3

7

3

7

 

．
．
．
．
 

ー

1

3

1

0.7 

0.3 
0.7 
1.7 

48 0．ぼ
25,000 
50,000 
100,000 

6

6

6

6

 

300 
300 
300 
300 

3.3 
2.0 
1.0 
0.7 

0.7 
1.3 
1.0 
0.0 

0.0 
0.0 
0.0 
0.0 

0.3 
0.0 
0.7 
1.3 

0.0 
0.0 
0.0 
0.0 

0.0 
0.0 
0.0 
0.0 

4.3 
3.0 
2.7 
2.0 

1.0 
1.3 
1.7 
1.3 

0.3 
0.3 
0.3 
1.3 

• Sampling times after administration. 
b g; gap, ctb and cte; chromatid break and exchange, csb and cse; chromosome break and exchange (dicentric, ring 

formation etc), others; (fragmentation, endoreduplication etc) Total; frequency of total aberrations, +g; including 
gaps, -g; excluding gaps. 
c Incidence of polypoid cells. 
d 0.25% HSA-Saline. 
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染色体異常試験の結果を Table3に示した．

25,000-100,000 IU/kgの rhEPOはマウス骨髄細胞

に対して構造的染色体異常も数的染色体異常も誘

発しなかった． PCEにおける小核はproerythro-

blasts に起こった染色体異常の結果である

(Heddie, 1973; Hayashi et al., 1984)ことが広く受

け入れられているが， EPOー受容体があるはずの

骨髄で高用量の rhEPO投与に係わらず染色体異

常は検出できなかった．

5.考察

増殖因子はその特異的受容体を介した反応を示

すので， EPO受容体を欠く復帰突然変異試験な

らびに CHL細胞やヒトのリンパ球を用いた染色

体異常試験では rhEPOの遺伝毒性を検出出来な

いことが予測された．既に述べたように，著者ら

の結果でも， Ames試験やinvitroの染色体異常試

験では陰性の結果であった (Yajimaet al., 1993a). 

しかし， rhEPOおよびuhEPOはinvivoで小核赤

血球を誘発した．

また， rhEPOと uhEPOによる MNPCEや

MNRETの誘発に関する比較試験の結果から，赤

血球における小核誘発は，天然型や遺伝子組換え

型に係わらず質的にも量的にも EPOに共通した

性質であると結論できた．

しかし，本報文で示した EPOによる小核の誘

発結果には， 4つの矛盾が生じた．第 1は， PCE

における小核はproerythroblastsに起こった染色

体異常の結果である (Heddie,1973; Hayashi et al., 

1984) ことが広く受け入れられているが， EPO—受

容体があるはずの骨髄で，高用量の EPO投与に

係わらず染色体異常が検出できなかったこと．第

2は， EPOはMNPCEより明確な用量依存性の

ある MNRETを誘発したこと． 第 3は， EPOが

造血ホルモンであるにも係わらず， EPOで処理

されたマウスでは，末梢血の RET比だけが増加

し， 骨髄の PCE比は増加しなかったこと． 第 4

は， MNRETのピークがRETのピークより約24

時間先行したことである．

染色体異常誘発物質で処理した哺乳動物の骨髄

細胞においては，小核は myeloblastsや myelo-

cytes, erythroblastsなど種々の細胞種で観察され
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(Schmid, 1975）， 染色体異常も同様に赤血球以外

の細胞でも観察される．一方， Hayashiら (1984)

は骨髄中の PCEに小核が生じるためには化学物

質による染色体異常が起こることが必須であるこ

とを主張している．しかし， EPOはその受容体の

有無に係わらず骨髄中の細胞に染色体異常を誘発

しなかった．

Suzukiら (1989a)は， EPOによる造血は DNA

修復効率を低下させ，変異原による MNPCE誘

発の機会を増加させると考察している． Kirkland 

(1991)は， EPO投与によって造血冗進が起こる

と，未処理動物と比較して細胞周期が速く回転

し，赤芽球の最後の分裂や脱核時において，自然

状態でおこる DNA傷害に対する修復の機会が減

少し，小核誘発頻度が増加すると説明している．

従って， EPO処理による小核の増加は直接的な

遺伝毒性によるものではないように思われた．

もし， rhEPOで処理した動物に起こった

MNPCEやMNRETの原因が骨髄で起こった染

色体異常であれば，染色体異常を起こした細胞の

いくつかは死に， PCE比と RET比はそれらの動

物では抑制されるはずである． しかし，変異原性

物質で処理した動物の骨髄で観察されるような

PCE比の抑制はなく， 著者らは EPOによって誘

発された小核は骨髄での染色体異常に起因するも

のではないと結論した．

他の矛盾についてはただその可能性を推論する

のみである．一般に， RET比の増加は髄外造血を

連想させ， rhEPOの標的としては骨髄中の赤血球

前駆細胞だけではなく，牌臓のような他の造血臓

器中の赤血球前駆細胞も考慮しなければならな

い． rhEPOで処理した動物の RETが骨髄ではな

＜牌臓の赤血球前駆細胞から分化した可能性があ

る．髄外造血が起こると，骨髄中の造血より多く

の自然誘発小核が生じる可能性はないのであろう

か． もし， MNRETと髄外造血が関与しているの

であれば，著者らが観察した MNPCEの増加や

Suzukiら (1989a)が観察した MNNCEは，骨髄

以外の造血臓器に由来する末梢血中の MNRET

が骨髄中へ逆流したためとも考えられる．

髄外造血を示唆する結果として， EPOを6日

間連続投与したマウスの牌臓の絶対及び相対重量

Table 4. Absolute and relative spleen weights for mice dosed repeatedly with rhEPO and uhEPO. 

Chemical 
Concentration Number of Number of Absolute spleen weight Relative spleen weight 
(IU/kg) administration animals (g)a (%。)b

Saline 

゜
6 6 0.13士0.06 3.58土1.55

rhEPO 50,000 6 6 0.52士0.09＊柘 14.27土2.78＊和
uhEPO 50,000 6 6 0.59士0.06**c 16.04士1.94*柏

• Mean士S.D.
b [Spleen weight (g)/body weight (g)] X 1,000, Mean士S.D.
c Significantly different from group of saline by Student's t-test (**; p < 0.01). 

が，生理食塩液投与群の約5倍に増加した (Table

4)ことが挙げられる．さらに，著者らは， ヒトの

EPO遺伝子を組換え技術によって導入したハム

スターの細胞をヌードマウスに移植し， rhEPOの

連続的暴露を試みた．その結果，牌臓重量の増加

や牌臓における顕著な髄外造血像を病理組織学的

にも認めた．しかし，牌臓における MNPCEの出

現頻度は骨髄における MNPCEの出現頻度と同

程度であり，染色体異常も検出することはできな

かった (Yajimaet al., 1993b). 

牌臓での髄外造血と染色体異常が直接結び付か

なかったので，末梢血中の MNRETが骨髄細胞

に由来する可能性を再度考えた． この可能性を再

検討しなければならない根拠としては，マウス骨

髄由来の初代培養細胞にinvitroでMNPCEを誘

発することができた報告(Nitoet al., 1986)と，外

来の EPOによって刺激され，成熟した赤芽球は

骨髄中に留まる時間が短縮し，分裂回数も 1-2回

は削減（skippeddivision)したとする報告 (Hira-

shima and Takaku, 1964)を挙げることができる．
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MNRETのピークがRETのピークより 24時間

先行したことに対する適当な説明として，この

skipped divisionを挙げることができる． EPOは赤

芽球の成熟や増殖を促し，骨髄中での貯留時間を

短縮(Papayannopoulouand Finch, 1975)し， RET

の骨髄からの放出を促進（Chamberlainet al., 

1975)するとされ，後期赤芽球の一部が分裂なし

に成熟し，脱核し，時間短縮した骨髄貯留の後，

MNRETとして末梢血中へ放出される可能性が

考えられた．あるいは，赤芽球に対して骨髄から

の放出促進が極端に強まった場合には，骨髄中で

脱核せずに，末梢血中で脱核することを予測でき

ないであろうか． EPOによって骨髄中で刺激さ

れた残りの赤芽球は，分裂し，脱核し，末梢血中

へ放出され， 24時間遅れて出現する小核を持たな

いRETとして説明できる． EPOによる MNRET

誘発機構に関する推論仮説を Fig.2に準えて図示

したものが Fig.8である．

以上のような理由から rhEPOは明確な用量依

存性のある MNPCEを誘発しなかった可能性が

polychromatic 
erythrocytes 

normochromatic 
erythrocytes 

Fgi. 8. Micronucleus formation by erythropoietin. 
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ある． MNPCE誘発に関する須藤ら (1988)や井

上 ら(1990)の陰性結果と著者らの陽性結果の違

いを正確に解釈するのは難しいが，著者ら の

MNPCE誘発に関する陽性結果はギリギリの陽

性結果である． MNPCEやMNRETの誘発原因

としては最後の分裂や脱核時において自然状態で

おこる DNA傷害に対する修復の機会の減少

(Kirkland, 1991)ばかりでなく，脱核や分化の過

程でエラーが起こる可能性も考慮すべきである．

仮に，髄外造血で細胞が速く分裂していたとして

も，脱核や分化で起こるエラーは， 骨髄での造血

と同じように小核生成機構の可能性として関与す

るはずである．そこで， MNPCEやMNRET頻度

の増加は遺伝学的修復過程ばかりでな く，脱核や

分化の過程で起こったエラーの結果と推論した．

6. おわりに

EPOがCFU-E上の特異的受容体と反応し，幼

若な赤血球数を増加させることを前提として，

EPOによる小核の誘発を論 じて来たが，近年，血

管内皮細胞（Anagnostouet al., 1994)や神経細胞

上 (Masudaet al., 1993)にも EPO受容体の存在

が報告されている．また，がん抑制遺伝子として

知られている retinoblastoma遺伝子 (Rb)をgene-

target法で破壊し，ホモ欠損にしたマウス胎児は

14-15日齢で死亡し， 中枢神経系の形成傷害と造

血系に傷害を起こしていた．そして，この Rb

ノックアウトマウスでは有核の赤血球が増加して

しヽた (Clarketa/., 1992; Jacks eta/., 1992; Lee eta/., 

1992). さらに， Rbは成人の造血や赤血球分化に

も機能しているという報告も ある (Condorellet 

al., 1995). これらの研究と著者らの研究がどの様

に関連するのかは今後の課題であるが， これらの

研究から， ヒトの末梢血を循環する血球のなかに

は， CFU-GEMM (erythroid, granulomonocytic, 

and megakaryocytic colony froming unit), BFU-E 

(erythroid burst froming unit)や CFU-GM(granu-

lomonocyticcolony froming unit)に相当する未熟

な細胞が存在 し，これ らの細胞は EPOによる成

熟／分化／分裂刺激を受けて赤血球としての分化

過程を辿り得ることが証明された (Udomsakdiet 

al., 1992; Pesche et al., 1993). 
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小核の動原体染色法について

Immunohistochemical detection of kinetochore in micronuclei 
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Summary 
A full method of immunohistochemical staining of the kinetochore in micronuclei in human 
lymphocytes is described. The anti-kinetochore sera were collected from scleroderma patients and were 
previously screened and shown to contain specific antigenicity against kinetochore. An im-
munoperoxidase method was used for the preparation of a permanent slide. This method allows 
discrimination between kinetochore-positive and -negative micronuclei and thus between micronuclei 
which arise from whole choromosome loss and those which arise from chromosome breaks. 

Keywords : micronucleus, kinetochore, chromosome loss, chromosome break 

戸

小核が染色体の切断 (breakage)によって生じ

る紡錘糸着糸点をもたない無動原体断片

(acentric fragment)や紡錘装置の障害の結果生じ

た遅滞染色体（laggingchromosome)に由来する

ことはよく知られている． コルヒチンやビンクリ

スチンなどの分裂阻害剤によって誘発された小核

の多くは遅滞染色体に由来し，染色体断片に由来

する小核に比較して大型であることから，誘発さ

れた小核の大きさの違いを利用した分裂阻害作用

の検出が試みられた (Yamamotoand Kikuchi, 

1980). 

ローブを利用したinsitu hybridizationによる動原

体の検出が可能となった．動原体の存在はその小

核が一本以上の完全な染色体や動原体部分を含む

不完全な染色体に由来することを示唆しており，

そうした小核を有する細胞の存在は異数性 (an-

euploidy)の原因となることが推察される． 近年，

このような考えに基づいて，異数性誘発作用の検

出を目的とした小核中の動原体の検出がおこなわ

れるようになった (Thomson and Perry, 1988; 

Degrassi and Tanzarella, 1988; Eastomond and 

Tucker, 1989a; 1989b; Hayashi et al., 1994). 

著者らの研究室では強皮症患者の血清を使用し

てヒトの末梢血リンパ球中の小核を対象とした免

疫組織化学染色による動原体の検出をおこなって

きた (Odagiriet al., 1990; 1994;小田切ら， 1992).

しかし，強皮症患者の血清を使用する場合，すべ

近年，強皮症（scleroderma)患者の血清中に含

まれている抗動原体抗体や血清自体を利用して小

核中の動原体を免疫組織化学的に検出する方法や

動原体のマイクロサテライト DNAに対するプ
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ての患者血清が動原体の検出に十分な抗体活性を

有するとは限らないため，あらかじめ免疫組織化

学染色に使用可能な血清を選別しておく必要があ

る． この選別法やペルオキ 、ンダーゼ標識抗体を二

次抗体に使用した場合の永久標本の作製手技に関

した問い合わせが多いので本稿の紙面をかりて紹

介したい．

2. 強皮症患者血清の入手

血清は強皮症患者の血清であることから医療機

関以外より入手することは困難であるとおもわれ

るが， 米国 AntibodiesIncorporated社 (Davis,

CA)より販売されている診断用キットのパーツ

(Antinuclear Antibody Test, Positive Control Se-

rum (Centromere))を利用することもできる． こ

の血清は以下に述べる選別操作をしなくても使用

可能であるが，生産供給態勢が不安定なためかし

ばしば入手困難である．強皮症は医療機関におい

て皮膚科領域として扱われることが一般的である

が，内科（膠原病）が担当している場合もある．

小核試験での利用は非臨床目的の使用であるが，

患者血清であることから，患者の同意を得た上で

入手しなければならない．著者らは強皮症と診断

された患者のうち研究目的の使用に同意が得られ

た血清の一部を入手している．

採血後ただちに遠心分離された血清は一80°C

で保存され，採血後 1年以内のものを入手して次

に述べる方法で動原体染色に適する血清を選別し

ている．

また， ヒト血清の取り扱いにはゴム手袋を着用

するなど感染防止に注意することはいうまでもな

し‘•

3. 血清のスクリーニング方法

血清の選別のためにあらかじめヒト末梢血リン

パ球の中期染色体スライド標本を常法に従い用意

しておく．一例として末梢血よりファイコールを

使用して分離したリンパ球を 10%牛胎児血清を

含む RPMI1640培地に浮遊させ，フィトヘマグル

チニン (PHA)を添加して 70時間培養し，コルセ

ミド (0.05μg/ml)を添加してさらに 2時間培養し

て標本を作製する． リンパ球浮遊液はハンクス液
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で 1回洗い，スピッツ半量の 0.075M KClを加

え，軽く攪袢し 20分間放置する．次にカルノア液

（氷酢酸：メタノールを 1:3に混合）を重層して

攪袢，遠心して上清を捨て，カルノア液に置き換

えてこの操作を 3回繰り返す．最後に数滴のカル

ノア液に浮遊させて脱脂したスライドグラス上に

滴下して自然乾燥させる．位相差顧微鏡で染色体

の広がり具合を確認する．以上のような操作に

よって作成したスライド標本を用いて選別をおこ

なう．

血清の選別には Tris-HCl緩衝液(pH7.6)で40

倍に希釈してミリポアフィルター（ポアサイズ

0.45μm)でろ過した血清を先に作製しておいた

染色体標本のスライドグラスの表面全体に十分な

量を広げて載せる． スライドはあらかじめ湿度を

高く保てるよう humidchamberなどにいれてお

きスライド表面からの血清の蒸発を防いで一夜

（約 16時間） 室温で静置する．翌日，スライドを

Tris-HCl緩衝液で 3回洗浄し， FITCで標識した

抗ヒト IgG抗体を Tris-HCl緩衝液で 100倍に希

釈したものを載せて 3時間室温で静置する．

HCl-Tris緩衝液で 3回洗い， 0.01%Evans Blue液

で30秒間染色し， Tris-HCl緩衝液で洗う．封入

剤（組成： 10%PBS/Phenylenediamine, 90% glyc-

erol)を用いて封入し，蛍光顧微鏡下で観察

(FITC励起： B2フィルター使用， バリアーフィ

ルター： 520nm) して染色体の動原体部分が特異

的にかつ強度に染色されている血清を選び出す．

その際静止核においても明瞭な点状の染色像の

あることを確認する． このようにして選別された

血清はセラムチュープなどに分注して使用までの

間ー80°Cで保存する．

4. 小核標本の免疫組織化学染色

小核標本の動原体染色は上述した血清の選別法

と同様に FITC標識した抗ヒト lgG抗体を二次

抗体として使用した染色も行われるが，ペルオキ

シダーゼ (HRP)標識抗体を使用し， DAB（ジア

ミノベンジジン）で発色すると永久標本の作成が

可能であり，観察に追われることがない．

動原体染色をおこなう小核標本はサイトスピン

もしくは相当品を用いると良好な標本を安定して

作成することができる．著者らは Schandon社製

のCytospin3を使用しているがトミー精工製の細

胞収集バケット (SC-2)も代用できる．

リンパ球は通常PHA添加して培養開始から 72

時間後に未固定のままサイトスピンで標本作成

し， ドライヤーを利用して冷風ですばやく乾燥す

る．メタノールで4分間固定してから再度ドライ

ヤーで乾燥させ，細胞表面が直接空気にふれない

ようにアルミホイルに包んで液体窒素の気中に保

存する．著者らはこの状態で4カ月間の保存が可

能であること，また窒素で置換することなく

-80°C下に保存しても 3カ月間は染色性に変化

のないことを確認している． しかしながら，動原

体染色に際してスライドを室温条件に戻す時にド

ライヤーで送風してスライド表面に霜がつかない

ようにすることが肝要である． ここで室温に戻し

たスライドは細胞付着部分を免疫組織化学用ペン

(DAIDO SANGYO社製パップペン）でふちどり

して反応面積を小さくしておくとその後の操作が

簡単になり，また血清や二次抗体の節約になる．

Tris-HCI緩衝液(pH7.6)に 10秒間浸した後， 一

次抗体である血清を載せる．血清は Tris-HCl緩

衝液で 30-40倍に希釈してミリポアフィルター

(0.45μm)でろ過して使用する．

血清との反応は約 16時間室温下で humid

chamber内でインキュベートしておこなうが， 室

温が高い時は冷蔵庫内（5°C)に置くほうが好ま

しい（この条件でも 16時間の反応時間で十分で

ある）．次に， Tris-HCI緩衝液で 3回洗浄した後，

二次抗体として HRP標識抗ヒト lgG抗体（和光

純薬）と 3時間室温でインキュベートする．その

後， Tris-HCI緩衝液で 3回洗い DAB反応液（組

察にはこの組成を用いた変法が良い．また DAB

反応液は使用直前に作製し遮光しておく． DAB

発色は Tris-HCl緩衝液中で反応を止め，発色の

状態を顕微鏡下でチェックしながら適当なところ

で止める．発色時間は通常40-90秒程度である

が，長すぎると点状の染色部分が拡大してぼや

け，観察には不適当となる．対比染色にはメチル

グリーンやニュートラルレッドなどの核染色剤が

使用できるが，ヘマトキシリンは核質を強く染め

てしまい動原体の観察が難しくなるので薦められ

ない．著者らはフェノールで 2-3回洗ったメチル

グリーン 5％液で 10分間染色している．染色後

は軽く水洗してドライヤーですばやく乾燥させ

る．長時間の水洗やいつまでも標本上に水滴が

残っていると脱色したり，染色むらが生じて観察

しにくくなる．乾燥させたスライドはブチルアル

コールに数秒浸して分染し，適当な封入剤で封入

する．著者らはオイキット （高橋技研硝子が輸入

販売）を利用している．封入の際，キシロールに

浸したり，パップペンのマーキングを無理に取ろ

うとしない方がよいなお， DABには発がん性が

あることから手袋を着用するなど取り扱いには十

分な注意が必要である．

5. 観察の方法

標本の観察には油浸対物レンズを使用し， 1000

倍で観察する．動原体は黒灰色のドット状 （点状）

に染色される．動原体のサイズは 0.3--0.8μmで光

学顕微鏡の分解能以内であり，理論的には一つの

核内に 46個のドットが期待される． しかし著者

らが 52細胞を対象として計数したドットの平均

値（標準偏差）は 29.9(9.1)であり複数の動原体

成は Table1)中で発色させる．この DAB反応液 が重なりあっているためと考えられる．著者らは

はイミダゾールと塩化ニッケルを含み通常の発色

（茶色）よりも黒みを帯びた発色となり，動原体観

Table 1. Reagent mixture for DAB reaction with 
imidazole NiCli modification 

Tris-HCl buffer (pH 7.6) 4 ml 
Diaminobenzidine (DAB) 1 mg 
NiCh (8% in Tris-HCl buffer) 25 μI 
0. 1 M Imidazole 40 μI 
30% 比〇2 10μ/ 

小核中の動原体を確認する際， Fenechand Morley 

(1990)に従ってその小核が属している細胞の主

核に 20個以上のドットを認めるものに観察対象

を限定しているが，通常の染色で問題となること

は少ない．小核中の動原体の有無は顧微鏡の

フォーカスを微妙に上下させて気泡やゴミでない

ことを確認しながら慎重な観察をおこなう．
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Fig. 1. Cytokinesis-blocked lymphocytes stained 

with antikinetochore sera from patients with 

scleroderma. Multiple kinetochores (usually 

more than 20) are visible in the main nucleus. 

The arrow indicates a kinetochore-positive 

micronucleus. 

6. その他

Fenech and Morley (1990)は HRP標識抗体を

使用した小核の動原体染色法を既に報告している

が， この論文の中で彼らは正常ヒト血清を一次抗

体とした場合の対照標本を同時に作成して非特異

反応によるバックグラウンド値を求め， この値か

ら小核の動原体陽性率を補正する必要性について

述べている．彼らの報告したバックグランド値

（対照標本での小核の動原体陽性率）は理由は不

明であるが， 14%と高く，補正の必要があると考

えられるが，著者らのバックグランド値の平均値

は2.14%にすぎず，必ずしも正常血清を使用し

た対照標本をおく必要がないと考えている．

7. おわりに

ヒトの末梢血リンパ球を用いた小核試験は環境

変異原の遺伝的リスクを簡便にモニタリングする

方法として有用である（森本ら， 1994）．動原体染

色法を併用してばく露された変異原の異数性誘発

作用を同時に評価することは小核試験の有用性を

さらに高めることになる．また，動原体染色法は

マウス骨髄小核試験に対しても適用することが可

能であり， これについては既にいくつかの報告も

あるので参照されたい (Gudiet al., 1990; Miller 

and Adler, 1990). 
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小核中の動原体の検出は小核誘発を指標とした

種々の遺伝毒性試験において同時に染色体の切断

型異常と消失型異常の識別を可能とし，異数性誘

発作用物質の検出系としての道を開くものであ

る． しかし， ここで紹介した抗血清による動原体

検出法はセントロメア DNA結合タンパクである

CEMP-A, CEMP-B, CEMP-Cを反応性抗原とす

るために (Earnshawand Rothfield, 1985; Muro 

et al., 1990) これらのセントロメアタンパク質そ

のものが障害を受けた場合や不適切な標本作製や

保存によって抗原活性が低下した場合には動原体

陽性小核として検出することができないなど，試

験法の限界があることも知らなければならない．
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「InVitro染色体異常試験」検討会

1. 検討会の開催にあたって

石館基（オリンパス光学 ・CRC)

「invitro染色体異常試験」は，医薬品その他の

生活関連物質の安全性を評価するための変異原性

試験の一つとして，国内外でも，かなり定着され

てきてはいるが，実際に試験を実施して見ると，

まだまだ解決すべき問題が残されている．また，

試験法プロトコールに関しても，最近，新たに国

際間における調整が必要となり， OECDや ICH

などの組織を通して，現在，内容の見直しが行わ

れようとしている．

平成6年 10月24-25日，第23回日本環境変異

原学会が静岡県立大学で開催されたが，第一日目

の終了後，木苗大会長のお許しを得て，表記の検

討会を開催することになった．染色体異常試験に

関する検討会は，既に，本学会の MMS分科会の

活動の一部として，過去十数回に渡って開催され

てきたが，少数のグループによる共同研究の内容

とそこで得られた結果については，必ずしも学会

員一同がよく把握しているわけではない．従っ

て，今回は， この機会を借りて，その報告を兼ね

て，日頃，染色体異常試験に携わっておられる

方々を中心に，試験手法の具体的問題点につい

て，自由に討論することを目的とした．

話題の提供者は，従来の共同実験で活動されて

きた数人の方々にお願いした．約 100名が参加し

たが，夜遅くまで熱心な討議がなされた． この誌

上を借りて，その内容の一部を紹介したい．

2. In Vitro染色体異常試験検討会の経緯

林 真（国立衛試 ・変異遺伝部）

第一回の検討会は， 1990年 9月6日に国立衛生

試験所において「Invitro染色体異常試験結果の

統計学的解析法について考える会」として開催さ

れた．その時のプログラムは次のようなもので

あった．

c 日本環境変異原学会

1) 国立衛試の判定基準（10％法）について一統

計学的判定の面から（東京大学医学部 ・橘本

修二先生）

2) 各研究機関のデータと判定方法の紹介

3) 今後の検討方針

即ち，本検討会の当初の目的は，染色体異常試

験で得られた結果の統計学的判定法を定式化する

ことにあった．そこで，染色体異常試験の背景

データを豊富に持ち合わせ，また，上記問頗に関

心の深い約 10名の研究者が集まり，橋本先生の

指導のもとに，共同研究を開始した． 一年に 2回

のペースで検討会を行い，約6年間続いてきた．

その間，本検討会は， JEMSの分科会である MMS

研究会の活動の一つとして，その結果は MMS会

員に報告してきた．

本検討会の共同研究では，各研究機関で得られ

た背景データを碁に，染色体異常試験のデータが

どのような性質を持つものであるかを解析し，統

計学的判定法の確立を図った．また，染色体異常

試験の結果を左右する可能性のある要因について

検討した．特に，その要因の一つとして，顆微鏡

下における異常の判定法が，個々の観察者によっ

て異なる可能性に注目し，標準的な標本を作製し

た上，共同研究者に配布し，データのばらつきの

程度を比較検討した．

更に，最近では，米国の EPAなどによって，推

奨されているマウス ・リンフォーマ L5178Yを用

いる突然変異試験 (MLA)と染色体異常試験との

比較を行うため， MLAのみで陽性となった化合

物（米国NTPによる試験成績）を用いて，

CHL/IU細胞に対する染色体異常（構造異常およ

び倍数体）誘発性の有無を検討した．その結果，

MLAで陽性となる化合物の大半が染色体異常試

験でも陽性となることが分かった（後述の森田先

生の報告を参照）．
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3. In vitro染色体異常試験結果の評価一統計学

的立場から

笠原義典（帝人（株）医薬開発研）

本検討会は，当初，invitro染色体異常試験結果

の評価に用いる検定法にどのような方法を適用す

べきかという問題を中心に発足した．以下に，統

計学的に検討した結果の概要について紹介する．

1) バックグランドデータ，プロトコールの比較

(a) 各研究機関のバックグランドデータは，

陰性対照群においては，大きな差異はなかっ

たが，陽性対照群では，使用物質，濃度など

が異なっているため，研究施設間での統計学

的解析は不可能であった．

(b) プロトコールについては，各機関で大き

な差は見られなかったものの，被験物質処理

前の前培養時間と播種細胞数には，微妙な差

が認められており，血清や S9mixなどと共に

試験結果の変動要因となりうると考えられ

た．

2) 判定方法の整理と検出力の比較

各研究機関のプロトコールを碁に，判定方法を

整理すると， a）試験の成立を判定するものと， b)

異常を判定するものとに分けられる．前者につい

ては，無処理群，溶媒対照群，陽性対照群などの

データを背景データと比較する方法（管理図法な

ど）が考えられ，後者では，i）処理群が一つの場

合，ii)処理群が三つ以上の場合，および，iii)多重

比較とプロトコールの問題とに分けて考えること

ができる．

染色体異常試験データの大きな特徴としては，

陰性対照のデータがきれいな二項分布またはポア

ソン分布に従うこと (Fig.1), および背景データ

が利用できることを挙げることができる． このこ

とから，処理群が一つの場合についての判定方式

は「当該試験の陰性対照群との比較」および「背

景データとの比較」の二つの方策が考えられる．

前者では，「Fischerの正確確率検定法」，「ガ検定

法（補正付）」，「条件付二項検定法」などがあり，

後者では，「二項検定法」がある．また，「石館法

(10％法）のように， ある定数と比較する方法も

ある．

以上の各種検定法について検出力を比較して見
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Fig. 1． 陰性対照群の異常細胞の分布
溶媒対照群， 100細胞の観察， 代謝活性化法：
ー，処理回復時間： 48-0h,□棒グラフ：実験
の割合 (577実験）， 折れ線グラフ：あてはめ
た2項分布の確率（n= 100, p=0.0110). 

たところ，背景データとの比較が最も検出力が高

かった． しかし， この方法は，逆に，試験全体の

偏りの影響を受け易く，第一種の過誤の確率を高

めていることが分かった．では，従来から適用さ

れている「10％法」はどうかというと，この方法

は，得られたデータの解析という概念ではなく，

真の状態で， 10％以上の異常細胞の出現率が陽性

という仮説によって検定しているわけである． こ

の方法では，以上に述べた殆どの検定法によって

陽性と判断される 10%の異常出現率を指標とし

ているため，極めて偽陰性の確率の低い評価法で

あると言えよう．

次に，処理群が三つ以上の場合では，用量作用

関係を導入した「Cochran-Armitageの傾向性検

定と，処理群が一つの場合の検定を群数だけ繰り

返す方法との比較になる． この場合は，多重性の

問題が生ずるので，個々の検定水準を「有意水準

／検定回数」 と設定しておく必要がある． これら

の検出力を前述と同様にして比較して見たとこ

ろ，やはり，「背景データとの比較」が最も検出力

が高く，次に，「傾向性検定」が続いた (Fig.2). 

以上の検討結果から，林らは一つのサンプル検定
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Fig. 2． 判定方法間の検出力の比較

設定条件：対照群と 3処理群（低 ・中・ 高用
量）， 各群とも異常細胞数は 2項分布 （n= 
200),対照群の真の異常細胞出現率は 0.015,

対照群・低・中・高用量群の真の異常細胞出
現率は， この順に差が一定．

法（検定フロー）を提唱している． I)

最後に，多重比較と試験プロトコールの問題で

ある．染色体異常試験では，通常，直接法の 24時

間および48時間処理と， S9法の (-S9)および

(+S9)など，同じような 4つの試験系から成り

立っている．その場合に，最終的な判定がいずれ

かのセット（あるいはいずれかの処理群）で有意

差を生じた場合，「染色体異常誘発性を有する」と

コールするのであれば，個々の検定確率を試験全

体の検定回数で割っておくような処置を施すべき

と考えられる．

以上の検討結果から，本検討会では，「用量ー作

用関係を導入すること」と「背景データを利用す

ること」をミックスした検定法（検定フロー）に

すべきではないかと考えているが，さらに，ある

セットに関する再試験を行った場合の処置などに

ついては，今後検討すべき問題として残されてい

る．

3) 共同研究

以上までの検討では，有意水準をどのレベルに

設定すれば現実に（生物学的に）則しているかは

分からない． これは，統計学者と生物学者が，そ

の現象の意味するところを真剣に討議しながら決
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Fig. 3. 異常細胞出現率の観察者間の相違

横軸：観察者，縦軸：異常細胞出現率， MMC
low doseでの出現率の低い順に左から並べた
もの．異常頻度が高くなるにつれ観察者間の
差が大きくなっている．

めて行かなければならない． しかし，そのために

は，共通な土俵の上で議論できるデータを採取す

ることから初めなければならない．そのような観

点から，同一の標本を複数の観察者によって観察

し，そのデータを比較する共同研究が実施され

た．その結果，観察者内の変動は極めて少なく，

観察者間の変動が比較的大きいことが明らかと

なった (Fig.3). この要因は，観察対象とする分

裂中期像の選択碁準に差があるのではないかと考

えられている．

参考文献

l) 林 真（1992) 染色体異常試験データの統計学
的処理変異原性試験， 1(4),255-261. 

4. 染色体異常試験のテータに及ぼす種々の要

因

浅倉潰澄，杉山淑江，松島泰次郎

（日本バイオアッセイ研究センター）

培養細胞を用いる染色体異常試験で得られた結

果を評価する際に，試験条件如何によって，検出

感度が変わり得ることを考慮する必要がある．

データに影響を与える要因として，以下のような

項目が挙げられる．

(1) 血清の影響（細胞の増殖性，細胞の特性，

非動化の有無，変異原の吸着，代謝活性化の

阻止など）
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(2) 代謝活性化 (S9のロ ット， S9の保存期間，

処理時の培地への添加の有無，処理後の洗浄

の有無 S9量，補酵素の組成など）

(3) 細胞（細胞の起源， 培養条件， 継代数な

ど）

(4) 被験物質の処理条件（溶媒の選択，処理の

方法，浸透圧，pHの影響，蛍光灯（黄色灯）

の影響）

(5) 染色体異常の観察（標本の出来具合，観察

不能の細胞の削除の基準，異常の判定碁準，

スライド上の観察範囲による誤差など）

(6) その他（被験物質の調整細胞数の計測，

培養液あるいは培養容器の選択，室温放置時

間など）

これらの条件の中，今回は， CHL/IU細胞を用

いて，血清の影響と代謝活性化の条件について検

討した結果を報告する．

1) 血清の影響

ロットの異なる種々の血清を用いて比較したと

ころ，細胞の倍加時間は， 12-21時間の範囲でか

なりばらつくことが分かった (Fig.1). また，マ

イトマイシン C(MMC)およびベンゾ (a)ピレン

(BP)の効果を比較したところ，染色体異常の出

現率は血清のロットの違いによって大きな差を生

じた．その原因の一つに，被験物質処理時の細胞
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Fig. 2． 染色体異常誘発におよぼす血清ロットの影響

数の問題が挙げられる．細胞の倍加時間が数時間

異なれば，当然処理時の細胞数は大きく異なっ

てくる．細胞数を変えて試験を実施したが，少な

くとも， MMCおよび BPを用いた場合には，殆

ど影響が現れなかった． しかし，被験物質の種類

によっては，差が現れてくる可能性がある．今回

用いた血清のロット間では，染色体異常誘発率と

細胞の増殖率には相関性はなく，また，両化合物

による染色体異常誘発率にも相関性はあまり見ら

れなかった (Fig.2). 

BPを用いて，前培養，被験物質処理回復時間

などについて，血清によるロット間の比較を行っ

たが， ロット差の生ずる要因は複数あることが示

唆された．

我々の実験室では，試験を行う前に，ロットの

チェック（細胞増殖性，染色体異常誘発性， コロ

ニー形成率など）を行い，その値が，過去のデー

タ（バックグランドデータ）に近い値を示すロッ

トを使用するようにしている．今までの経験によ

ると， コウシ血清よりも新生コウシ血清の方が，

ロット差は少ないようである．

2) 代謝活性化の影響

代謝活性化法に用いられるシクロホスファミド

(CP)は， S9の保存期間 (6カ月以内）が長くなる

と，染色体異常誘発率が高くなる傾向にある． 一

方， BPはS9の保存期間にあまり左右されない

血清 10% 血清 0%  

Fig. 3． 代謝活性化における血清の有無の影響

が，異常の出現率が，比較的狭い濃度範囲で急に

上昇する場合があるため，データがばらつく傾向

にある．

ジメチルニトロサミンなどは， S9mixの添加量

を増すと，異常の出現率が上昇する．被験物質に

よっては，例え S9の濃度は一定であっても，添加

量の増減によって異常の出現率が変わってくる場

合も経験している．

S9mixの補酵素の組成を， 従来Amesテストに

用いられている組成に変えて試験を行ってみる

と，異常の誘発率が低下する傾向にあった．

S9処理時に血清を添加した培養液を用いた場

合と血清を除いた場合とを比較すると， BPおよ

びCP処理群では，前者の方で異常の出現率が若

干低下する傾向にあった (Fig.3). また，通常，

S9mix処理後に細胞を洗浄するが，洗浄しない場

合に比べて，やや異常率は低下する．洗浄によっ

て M期にある細胞も同時に除外される可能性は

避けられない．

5. 染色体異常試験に用いる溶媒の検討

山影康次（食薬センタ ー・ 秦野研究所）

我が国のガイドラインおよびその解説書による

と，染色体異常試験に用いられる被験物質の最高

用量は，「細胞増殖または細胞分裂を 50％以上抑

制する濃度とする．細胞毒性が認められない場合

は，最高濃度を 5mg/ml（または lOmM相当の濃

度とする）」と記載されている．

未知の被験物質について，試験を実施する場合

には，先ず，被験物質の調製に必要な溶媒の選択

から始まる．一般に，水溶性の場合は生理食塩液

（または蒸留水）を，水に不溶の場合は DMSOが

よく用いられている．これらの溶媒にも溶けにく

い場合には， CMCナトリウムを媒体として懸濁

させる．生理食塩液や CMCナトリウムの場合

は，培養液に対して 10%(v/v)),また， DMSOの

場合は 1%(v/v)を上限として加える．しかし，実

際に，被験物質が脂溶性の場合には，最高用量を

得るために，かなり高濃度の被験物質溶液を調製

することが必要となり， 従って， CMCナトリウ

ムの懸濁を用いるケースは少なくない．

一方， OECDのガイドラインなどでは， 「比較

的溶けにくい被験物質は，その溶解限界まで試験

する」と記載されており， CMCナトリウムなど

による懸濁状態で試験を行うようには書かれてい

ない．ただし，最近の国際会議では，我が国の

データを参考として， もし，沈澱物が生じない濃

度範囲で細胞毒性が見られない場合には，沈澱物

を生じる濃度範囲を含む方向で検討されている．

そこで，同じ被験物質を， 一方では溶解限界

他方では懸濁状態で試験を実施した場合に，試験
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Fig. 2. Induction of chromosome aberrations treated with 2-acethylaminofluorene (AAF) and 7, 12-di-

methylbebz(a)anthracene (DMBA) dissolved or suspended in various vechicles at same doses. 
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結果にどのように影響するかを把握しておくこと

が重要である．

以下，溶媒を変えた幾つかの実験例について紹

介する．

1) マイトマイシン C(MMC)の場合

CHL/IU細胞に， 同じ濃度の MMCを種々の溶

媒に溶解もしくは懸濁して， 24時間処理した場

合，染色体異常の出現率に差は認められなかった

(Fig. 1).水溶性であるため，当然のことながら，

培養液中で溶解した結果と思われる．

2) 2-アセチルアミノフローレン (AAF)および

7,12-ジメチルベンツ (a)アントラセン

(DMBA)の場合

MMC場合と同様に， CHL/IU細胞を用いて，

同じ濃度の AAFを48時間連続処理した場合，蒸

留水 (DW)あるいは CMCナトリウムに懸濁し

た場合と， DMSOあるいはエタノールに溶解し

た場合とを比較すると，後者の場合の方が，より

高い染色体異常誘発率を示した．代謝活性化 (S9)

を併用した DMBAの場合 (6時間処理後， 18時

間培養）もまた同様の傾向を示した (Fig.2). 

しかしながら，被験物質の 50%の増殖抑制濃

度を基に用量設定して試験を行うと， DWあるい

はCMCナトリウムに懸濁した場合でも，染色体

異常の誘発率は明らかに増加した (Fig.3). 
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DMBA, treated for 6 hr with S9 mix 
100 

80 

60 

40 

20 

-<。.5%CMCNa (10%, sonic) 
ー。．5%CMCNa (10%, mortar) 
-..... EtOH (0.5%) 

—,6.... DMSO (0.5%) 

■DW (10%), 0.2 mg/ml 
図 0.5%CMCNa (10%), ICSO; 0.2 mg/ml 
日EtOH(0.5%), ICSO; 0.06 mg/ml 
図凶SO(0.5%), ICSO; 0.06 mg/ml 

Control 

浚濶鴫笏 9 ・ 芯 』

IC so /4 IC 50 /2 IC 50 

Standardized dosage 

DMBA, treated for 6 hr with S9 mix 

a (10%, sonic),10 mM 

(10%, mortar), ICSO; 0.62 

ICSO; 0.059 mg/ml 

IC50l8 ICso/4 

Standardized dosage 

Fig. 3. Induction of chromosome aberrations in 

CHL/IU cells treated with 2-acetylamino-

fluorene (AAF) and 7,12-dimethylbenz(a)-
anthracene (DMBA) dissolved or suspended in 

various vechicles at 50% growth inhibition 
dose. 

Control ICso 

以上の実験例からも分かるように，使用した溶

媒（媒体）による被験物質の細胞毒性（50％増殖

抑制）を基にして試験を実施すれば，程度に多少

の差はあるとしても，似かよった結果が得られる

と判断される．

被験物質によっては，溶媒中では溶解している

が，培養液に添加した際に結晶（沈澱物）が析出

することをしばしば経験する．培養液中で沈澱物

が析出する場合は，始めから懸濁状態で処理する

場合と同じような条件になると考えられる．白石

ら(1992)は， CHL/IU細胞が，アスベストのよう

な固形の微粒子をその貪食能によって細胞内に取

り込むことを報告している．また，浅倉ら (1994)

は，結晶が析出した状態でも，染色体異常は用量

依存性をもって増加することを示した．

In vitro試験に用いる最高用量の設定問題， 沈

澱を生ずる程の量が果たして生体内でどの様な影

響を及ばすのかという疑問ともあいまって，最近

の国際間におけるガイドラインのハーモナイゼー

ション化の重要な論点となっている．今後さら

に，より多くの被験物質を用いてデータを蓄積

し，最も実際的な手法および考え方を見出して行

くことが重要と思われる．

参考文献

米国 NTP化合物による共同研究

森田 健（日本グラクソ（株）筑波研究所）

染色体異常試験では，用いられた試験法プロト

コールによって異なった結果が得られる場合のあ

ることが指摘された (Sofuniet al., 1990). 

米国 NTPで試験された化合物の中， Ames試験

および CHO細胞を用いる染色体異常試験で陰性

となり，マウス・リンフォーマを用いる遺伝子突

然変異試験 (MLA)のみで陽性となった化合物

(MLA-unique positive chemicals, Zeiger et al., 

1990)を Table1に示す （但し， この中には SCE

試験で陽性となったものも含まれている）．

我々 は， これらの化合物に注目し，同じ化合物

について， 日本のプロトコールによる染色体異常

試験を実施し， NTPによる試験結果と比較する

ための共同実験を行った．参加した共同研究機関

は以下の通りである．

l) オリンパス光学工業（株）・染色体研究セン
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山田英樹山影康次，田中憲穂（1992)日本環境変

異原学会，要旨， p.87. 

白石不二雄，彼谷邦光，祖父尼俊雄 (1992)日本環

境変異原学会，要旨p.128. 

浅倉真澄，野口忠，杉山淑江，佐武博，井上み

ゆき，松島泰次郎 (1994)日本環境変異原学会，要
旨 p.91. 
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国立衛生試験所・変異遺伝部

食品薬品安全センター・細胞遺伝

住友化学工業（株） •安全性研究所

第一製薬（株）・開発研究所

帝人（株）・医薬開発研究所

日本グラクソ・筑波研究所

日本バイオアッセイ研究センター・変異原性

試験部

MLA unique positive chemicals by NTP# 

Chemicals 

Chromosomal 
aberration 

Structure 

Carcinogenicity Note 

Poliploid 

MLA 
-S9/+S9 

Benzyl acetate* 
Bromodichloromethane* 
Chlorendic acid* 
Chlorodibromomethane* 
Cinnamyl anthranilate* 
Isophorone* 
Malonaldehyde Na salt 
Pentachloroethane* 
I, I, 1,2-Tetrachloroethane 
Trichloroethylene* 

＋ 

十 一

— + 
(under testing) 
十 一

(unavailable) 
＋ ＋ 

— + 

+ (M) 
+ (M&R) 
+ (M&R) 

+ (FM only) 
+ (M&R) 
+ (MR only) 
+ (R) 
+ (M) 
+ (M) 
+ (M) 

+! 
-/+ 
+! 
+! 
-/+ 
+! 
+! 
+! 
+!+ 
-/+ 

Gavage: + (1986), Feed: -(1993) 

SCE: + 
SCE: + 

SCE: + 
SCE: + 
SCE: + 
SCE: + 
SCE: + 

M: mice, FM: femal mice, R: rats, MR: male rats. 

#: 114 chemicals were evaluated by 4 in vitro tests (Ames, CA, SCE and MLA). 
*: Chemicals used in MHW/PMA MLA collaborative study. 
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染色体異常試験の手法は，碁本的には， 2年前

のメルボルンのワークショップの報告 (Galloway

et al., 1994)に準ずるものである．

Table 1に示す 10種類の化合物の中， 8化合物

について試験を行った結果， 6化合物に，構造異

常あるいは倍数体誘発性が認められ，総合的に陽

性と判定された．構造異常を誘発については，低

pHあるいは高細胞毒性に起因する可能性も考え

られるが， 一方，数的な異常（倍数体）の誘発に

ついては，プロトコ ールの違いによって始めて検

出された現象と言えよう．

ICH (International Conference on Harmonisa-

tion of Technical Requirement for Registration of 

Pharmaceuticals for Human Use)においても，哺

乳頬細胞を用いる遺伝子突然変異試験 (MCGM)

を遺伝毒性試験のコア・バッテリーに含めるべき

かについて検討中である．今回行われた共同研究

の結果によれば，マウス ・リンフォーマ試験で陽

性を示す化合物の多くは，適切な試験法プロト

230 

コールを採用する限り，染色体異常試験でも陽性

となる可能性は極めて高い．従って，マウス ・リ

ンフォーマに独特な陽性化合物というものはさほ

ど多くはないものと推測される．

なお，現在，厚生省／ 日本製薬協の要請によっ

て，さらに別の化合物についても，マウス ・リン

フォーマ試験の結果と染色体異常試験の結果とを

比較するための共同研究が進められている．

参考文献

Galloway, S. M. et al. (1994) Report from working group 
on in vitro tests for chromosome aberrations, Mutat. 

Res., 312, 241-261. 

Sofuni, T. et al. (1990) A comparison of chromosome 

aberration induction by 25 compounds tested by two 
Chinese hamster cell (CHL and CHO) systems in cul-
ture, Mutat. Res., 241, 175-254. 

Zeiger, E. et al. (1990) Evaluation of four in vitro genetic 

toxicity tests for predicting rodent carcinogenicity: Con-
firmation of earlier results with 41 additional chemicals, 

Environ. Mol. Mutagen., 16, Suppl. 18, 1-14. 

日本学術会議だより Ko.38 

公開講演会「産業空洞化問題を考える」開催さる

平成 7年9月 日本学術会議広報委員会

今回の日本学術会議だよりでは， 7月に開催された日本学術会議主催公開講演会「産業空洞化問題を考え

る」の概要について紹介します。

日本学術会議は、学術の成果を市民に直接還元する

ための活動として、日本学術会議会員が講師となって、

市民を対象に年2回、日本学術会議主催の公開講演会

を開催しています。

日本学術会議のグローパリーゼーションと社会構造

の変化特別委員会は、いわゆるグローパリゼーション

の進展によって我が国の経済 ・社会が受ける諸種の影

響と、それに伴う様々な問題点を吟味し、今後、我が

国がとるぺきそれらへの対応策の在り方を検討するこ

とをその任務とし、特に、現在の我が国にとっての最

も重大な危機的事態とも言うぺき「産業空洞化」の問

題の分析に最重点を置いて、審議を進めつつあります。

今回の公開講演会では、この特別委員会によるその

ような分析・審議の成果を跨まえて、 3人の講演者に

よって、まず、(1)我が国の経済を全体として見てマク

ロ的に考察するという経済学的な視点からは、現在の

長期不況と異常な「円高」に伴って余儀なくされつつ

ある我が国産業の「空洞化」という事態をどう捉え、

また、それに対応するぺき経済政策はどうあるぺきか、

そして、次に、 (2)技術工学的な観点からすれば、この

ような現在の状況はどのように把握され、また、それ

について、どのような問題点が指摘されるべきか、そ

して、さらに、 (3)企業経営の面から見た場合、このよ

うなグローパリゼーションのインパクトはどのような

意味を持ち、我が国の企業はどのようにそれに対応し

つつあるのか、という 3つの視角からの分析が行われ

ました。

この講演会は、平成 7年7月14日（金）の午後 1時

20分から、日本学術会議講堂において約200名の聴講者

を集め開催されましたので、その概要をお知らせいた

します。

◇次 第

〇司会

1 開会の辞

2 挨拶

問題提起

3 講演

吉田 民人（第 1部会員）

利谷 信義（日本学術会議副会長）

吉田 民人（第 1部会員）

(1) 日本経済再生の方途

丹羽春喜（第 3部会員）

(2) 技術移転と空洞化

冨浦 梓（第 5部会貝）

(3) グローパリゼーションと日本企業の多国籍化

岡本康雄（第 3部副部長）

4 質疑応答

5 閉会の辞 西島安則（日本学術会議副会長）

◇問題提起

吉田 民人（第 1部会貝、中央大学文学部教授）

空洞化という言葉は、英語でフォローイングアウト

と言われ、これが最初に問題になったのは1960年代の

アメリカであり、当時ECにアメリカの自動車あるい

は竃機産業が出て、アメリカの労働組合が、ジョプ、

つまり仕事の輸出であるということでかなり反対した

といったようなところから始まって、日本でも、 1960

年代の後半には東南アジアに直接投査が開始されてい

た。もちろんこの種の問題は、経済のグローパリゼー

ションという、まさにグローパリーゼーションと社会

構造の変化特別委員会が担当しているテーマの一つで

あるが、その空洞化が特に最近、円高の状況の中で国

際競争力の著しい低下を招くということで、ますます

加速されるというふうにみられているわけで、この種

のテーマをグローバリゼーションと日本の社会構造の

変化の中でも最も緊急のテーマの一つとして取り上げ

ることになった。

空洞化といっても産業の空洞化、金融の空洞化、技

術の空洞化、あるいは産業の空洞化も生産の空洞化、

経営の空洞化あるいは雇用の空洞化といったさまざま

な側面があるわけで、主としてその辺の問題を「産業

の空洞化」という一言である意味でラフに総括させて

いただいた企画である。

中身は三つあり、(1)日本経済をマクロ的な角度から

見ての空洞化の原因とその対策について、 (2)技術の空

洞化に関して、 (3)ミクロ的な企業がグローパリゼーシ

ョンの中で国際化していく。まさにそういう意味で言

えばミクロ的であると同時にグローパルな、その意味



でマクロ的な観点から、それぞれ講演が行われる。 きあかし、日本経済再生の方途について、国民経済予

ここで出る問題は多岐にわたるが、基本的には空洞 算制度を現在の市場経済をペースにしている経済体制

化の原因の究明と、それに対する対応策という 二つの に組み込むぺし等の提言を行いました。

側面からの講演となるが、例えば大蔵省の立場あるい

は日銀の立場、あるいは地方公共団体の立場、あるい ◇技術移転と空洞化

は企業の立場、それぞれの立場によって微妙に特殊利 冨浦梓（第 5部会員、新日本製鐵鞠常任顧問）

益が反映せざるを得ないような問題構造になっている

が、研究者というのはそういう特定の、つまり職業的

な集団の利益から比較的解放されて、非常に客観的な

判断をすることができる職業集団に属しておることか

ら、できるだけ客観的に、一般的に特殊な利害にとら

われない角度からの検討をさせていただくことになっ

ているので、研究者としてはこういう見方をしている

んだということをぜひお聞きいただきたい。

◇日本経済再生の方途

～円高と産業空洞化問題をどう考えるべきか～

丹羽春喜

（第 3部会員、 グローパリーゼーションと

社会構造の変化特別委員会委員長 ） 
ケインズ対反ケインズ

経済学の50~100年の退歩

＿トナム後遺症的ニヒリズムー一—

政策の不合理性と長期経済停滞

三重の悪循環的ジレンマによる不況の永続化

「信賞必罰」システムのフロート制と「円高」の

責め苦、そして産業空洞化

「低成長→低税収→財政赤字→緊縮財政→不況

永続化」の悪循環

「リストラ不況」の危険性

20年以上もの超長期不況

結果としての「近隣窮乏化」政策（対外経済摩

擦の根本的原因）

「正常な」国際分業と「異常な」空洞化とを混同

するな

ミスリーディングな「成熟経済」パラダイム

厖大なデフレ・ギャップ

—それを直視しようとしない『経済白書』

の危険性—

「規制緩和」、「リストラ」、「行革」、「市場開放」、

等々の限界と欺隔性

「合成の誤謬」の問題をまじめに直視しようとし

ない風潮

朝野をあげての幼児化現象

必要な「最善のシステム」ビジョン（市場経済＋

国民経済予算）への回）倍

—むしろ、デフレ・ギャップこそ「真の財

源」一

震災復興と被災者支援の政策はどうあるぺきか

―国家の本質的な機能とは何か-——

混迷からの脱却ヘ

およそ、上記のような諸項目について、問題点を解

製造業は全て技術の発明と、その移転によって、拡

大、発展を成し遂げてきた。鉄鋼業における技術移転

の歴史を振り返ってみると、一般的に技術の個人依存

性が高いものはど移転が困難であり、技術の表象可能

性の高いものはど移転が容易である事に気がつく。

技術の完全な表象には多くの困難が存在し、それ故

に未だ経験に依存するところが多い。技術の表象可能

性を高めるには、製造に伴って生ずる現象を分析して、

基本過程を取り出し、それ等を統合して新たなシステ

ムを発現するという行為の繰返しが必要とされる。

このような経験の科学化を継続的に行われないとす

ると、技術の空洞化が生じやすくなる。

このような点について着目し、技術移転と空洞化に

ついて、生産技術としての工学から社会技術としての

工学へのシフト等の具体的提案としてまとめました。

◇グローパリゼーションと日本企業の多国籍化

岡本康雄（第 3部副部長、青山学院大学国際

政治経済学部教授）

日本の製造企業は、 1960年代後半東南アジアに生産

拠点を軸とした海外直接投資を始めた。そして70年代

に入ると、貿易摩擦回避がらみで米国向けの海外直接

投資が、電機・鼈子、さらに乗用車といった分野にお

いて大規模に行われるにいたった。 EUにも同じ様な

分野での生産拠点の形成が進められた。この間、日本

企業の競争優位資源の海外移転が果たしてどのように

行われうるか、が重要な課題であった。

他方、世界規模では、各国、特に先進国間の所得水

準の平準化と市場の同質化技術水準の均等化と革新の

同期化が進み、情報通信技術の急速な進歩とそれによ

る伝達コストの低下、各国制度の自由化がこれに加わ

って、 80年代国境なき経済—グローパリゼーション

が急速に進展し、グローパル規模での競争が重要な課

題であった。

そして80年代後半からは、アジアNIES、90年代

にはアセアンが台頭し、東アジア全体がグローパルな

注目を浴ぴるにいたっている。そして日本は、急速な

円高によりアセアンヘの生産移転を急テンポに進めざ

るをえなくなっている。それは、日本国内の空洞化を

誘発している。

これら三つは、今現在、同時解決を求められている

課題である。このトライアドについて考察しました。

※ なお、この講演会の模様については、前回の講演

会と同様、日学双書No.24「産業空洞化問題を考える」

として、帥日本学術協力財団より刊行予定です。

日本環境変異原学会会則

第 1条 本会は日本環境変異原学会 (TheEnvi-

ronmental Mutagen Society of Japan)と称する．

第2条 本会は人間環境における突然変異原，とくに公

衆の健康に重大な関係を有する突然変異原の

研究を推進することを目的とする．

第 3条 本会の会員は，正会員，学生会員，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，環境変異原の研究に必要な知識と経験を

有し，定められた会費を納入した者とする．学

生会員は，大学，または大学院に在籍し，毎年

祈定の手続を経て，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「環境変巽原研究」

の購読のみを行うものとする．

第 4条 本会に人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害に記入の

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人しなこればならない．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

1Tつ．

1. 年 1回大会を開催し，学術上の研究成果の

発表および知識の交換を行う．

2. 学会賞を設け，環境変異原の分野ですぐれ

た研究を行った会員および将来の成果が期

待される会員（原則として個人）に授与す

る．

3. Mutation Research誌を特価で購入配付す

る．

4. 国際環境変異原学会連合に加入し，国際協

力に必要な活動を行う．

5. 学会誌「環境変異原研究」を発行する．

6. その他本会の目的を達成するために必要

な活動を行う．

第 7条 本会に次のとおり役員および評議員を置く．

会 長 1名庶務幹事 1名

会計幹事 1名 国際交流幹事 1名

編集幹事 1名会計監介 2名

および評議員若干名

評議員は正会員の投漿により選ぶ

会長は評議員の互選によって定める．

庶務幹事，会計幹事，国際交流幹市，編集幹’li

および会計監査は会長が委咄する．この他会長

は必要な場合には会員の中より杓 l •• 名を指名

し総会の承諾を得て，評議員に｝Jll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， 1i渫計l1hj,経費の収

支，予算決算およびその他の爪要事項について

審議する．

第 9条本会は年 1回総会を聞く．

総会において会則の改廃制定，予符・決n：のポ
認その他評議員会において密議した屯奨liIii

の承認を行う．

第10条 木会の市務執行機関は会長および4名の幹’li

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1I務はIP;年による．

第12条本会に名営会員をおく．

附記

I. 本会則は平成 6年 1月II」より施行する．

2. 本会の事務所を

東京都世田谷区上川賀 1-18-1

国立衛生試験所内に閥＜ ．

3. 正会員，学生会員，賛助会員および購読会員の

会費は， それぞれ年簡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， MutationResearch誌の配布を希叩す

るものは，会費の他に別途定める購読料を本会

ヘ前納するものとする．



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

（五十音順）
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島

苗

田

黒

武

須

清

松

木

島

俊

憲

編 集 委 員 石

菊

後

鈴

澁

太

下

中

西

林

藤

須

館

川

藤

木

谷

田

位

山

美

添

西

克

敬

茂

泰

行

雄

真

穂

成

秋

彦

昭

啓

世

佑

郎

秀

康

次

鎮
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世

雄

啓

穂
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憲
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島
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彦
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オリンパス工業（株）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

（財）食品薬品安全センター秦野研究所

第一製薬（株）開発研究所

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

（財）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（株）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



原著論文の募集

「環境変異原研究」に掲載する原著論文は随時受け付けています． 昨年から「環境変異原研

究」を原著論文掲載誌として刊行しておりますが，投稿論文が非常に少ない状況にあります．

「環境変異原研究」を会員のための機関誌として育てていくため， 会員の皆様の積極的な投稿

をお願いします．

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否により決定する．

「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．新しい巾実や価値あるデータを含む

短い報告とする．

「資料」は．環境変沢l原に関する調西の結果また

は統計などをまとめたものとする．

2. 投稿資格

頂頭著者は日本環境変異原学会会員に限る．ただ

し．招待奇稿の場合にはこの限りではない．

3. 報文の書き方

報文の川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・原著は．写真・

図表を含めて刷り上がり 8頁以内．短報・資料は 4

貞以内とする．この制限頁の超過分や多額の経費を

•投する図表の実翡は著者負担とする．

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

変児l炊i学会編集委員長宛に因留便で送付すること．

なお．妓終稿ではiF.l部コピー 1部ならびにフ

ロッピーディスク（｛史川した機種とソフト名を明

叫）を送付すること．

JEMS編集委員会

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 八王子市久保山町2-3

オリンパス光学工業（株）

染色体研究センター

石館基

TEL 0426-91-7115 

FAX 0426-91-7662 

本誌に掲載された記事，論文などの著作権は日本応

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lll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[l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杵作

物に利川する場合には，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い．

6. 校正

著者校正は原則として原稿に対する誤植の訂l［に

限る．原稿にない加筆・変更はしないこと．

7. 著者負担金

l) 投稿論文は，組版代の一部負担金として刷り 1 ••

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fi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化す

る債川は著者負担とする．

3) 別刷りは著者負担とする．別刷り希望者は著者

校i［時に添付する中し込み書に50部りt位で111

し込むこと．

環境変異原研究執筆規定

1. ln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．

英文の場合：原稿は A4版のタイプ用紙にダプ

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．原稿は著者て責任において

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6cm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 (In-

troduction）， 実験材料および方法 (Materials and 

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

(Acknowledgements),参考文献 (References),表・

図の説明および図の順序とする．なお図と表の説明

はすべて英文とする．

4. 学名，遺伝子記号などはイタリック（原稿に赤字で

アンダーライン表示）とし，その他まぎらわしい記

号については原稿に適宜指示を与える．

5. 化学物質名は原則として英語とし，一般名を用い

る．また， CAS番号を文中に表示する．文中に用い

る英語の単語あるいは句は固有名詞を除いて小文

字で書きはじめる（文頭の場合は大文字）． また文

中の英語はすべてタイプするかまたは活字体で書

＜． 
6. 数字は算用数字を用い，単位は英文の慣用による省

略記号を用いる．

7. 略字を使用するときは，論文中にはじめて使用する

ときに完全な語とその略字を括弧内に示す．

8. 句読点はカンマ（，）およびピリオド（．）とする．

9. 表，図（写真）は本文と別にし，それらの挿入箇所

を本文の右余白に明示する．グラフ，写真，線画等

はすべて図とし，一連の番号Fig.1, 2・・を付し，説

明文を別紙に添える．

10. 図と写真は原図またはキャビネ大の光沢写真版と

し，裏面に Fig.l, 2…および上下を鉛第書き し， A

4版の台紙に一枚ずつ軽く糊付けする．台紙のド部

にFig.（一連番号）を付す．

11. 表は表の上部に Table（一連番号）と説明を記人す

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. 引用文献は筆碩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 carcinogens and muta-

gens with the Salmonella/mammalian-micro-

some mutagenicity test, Mutat. Res., 31, 347-

364. 

Ashby, J., F. J. de Serres, M. Draper, M. Ishidate 

Jr., B. H. Margolin, B. Matter and M. D. 

Shelby (1985) Overbiew and conclusion of the 

IPCS collaborative study on in vitro assay sys-

terns, In: J. Ashby, F. J. de Serres et al. (Eds.), 

Evaluation of Short-Term Tests for Carcino-

gens, Elsevier, Amsterdam, pp. 117-174. 

藤川和男，梁 治子，近豚宗平 (1984)ハエの翅

毛スポ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 ＠ 

ローマ字つづり

生年月日，性別 年 月 日 l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

（和）

自宅

住所
（英）

会誌送付先 ① 所属機関 ②自 宅

四子• 
学部 学部学校名 卒業年次 年

歴
大学院 課程学校名 修了年次 年

学位 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 ~子• 7. 遺 伝 8. が 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. イし 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） ⑱
 

入会申込者との関係（数行ご記入ください）

入会IIi込内の送付先： 〒158東京都世田谷区上用賀 1-18-1

国立衛生試験1祈 変沢逍伝部 祖父尼俊雄



日本環境変異原学会

事務局御中

住所・所属等変更届

平成年月日

下記変更がありましたのでお届け致します． o

フ リ ガナ

氏 名 ⑲ 

旧 所 属

（和）

新

所属機関
（英）

部局

職名

〒 電話 内線（ ) FAX 

（和）

新

所属機関
（英）

所在地

〒 電話 内線（ ) FAX 

新
（和）

自宅

住所 （英）

会誌送付先 ① 所属機関 ②自 「毛」←.

送付先：〒105東点都港区新橋 5-23-7

三造写真工業株式会社内 学会1i務）、lj

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 ツムラ中央研究所

株式会社ナード研究所

株式会社ノエビア 滋賀中央研究所

キャノン株式会社化学安全部

三光純薬株式会社

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

日清製粉株式会社 ヘルスケア新事業室

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

明冶製菓株式会社製品総合研究所



「環境変異原研究」表紙デザイン再募集のお知らせ

一昨年，環境変異原研究誌の原著論文掲載を機に，会員相互のコミュニケー

ション誌にふさわしい表紙デザインを募集しましたが，応募作品が少なく決定す

るには至りませんでした．そこで，あらためて下記の要領で「環境変異原研究」

の表紙デザインを再募集しますので，奮ってご応募下さいなお採用の分には記

念品を贈呈します．

募集内容：「環境変異原研究」にふさわしい表紙デザイン．

体 栽：表裏見開き B4版．おもて表紙 (B5版）だけでも可．

大きさ：原寸大でお願いします．

色 彩：黒色及び白色（地色）を除いて 3色まで使用可．

必須記載事項： ［おもて表紙］

雑誌名 （環境変異原研究およびその英文 Environmental

Mutagen Research Communications), 発行年ならびに

通巻番号．

［背表紙］

雑誌名（環境変異原研究），発行年ならびに通巻番号

作品送付先： 〒193八王子市久保山町2-3

オリンパス光学工業（株）

染色体研究センター

石館碁（編集委員長）

TEL 0426-91-7115 FAX 0426-91-7662 

0Wako 

（細胞増殖・障害研究用試薬］

キット

I LDH・CytotoxicTest9ako II□CellCountino血
細胞毒性試験用

細胞膜に障害を受けた細胞から遊

離されるLOH活性を測定

死細胞だけでなく生細胞の測定も

可能．／

299-50601 960回用

株同仁化学研究所製

細胞増殖／毒性試験用

MTTアッセイの問題点を改良．／
（高水溶性テトラゾリウム塩

WST-1使用）
水溶性が高く、抽出操作不要．／

343-06464 

349-06461 

345-06463 

100回用

500回用

2500回用

関連試薬
alama『BlueTM I 
細胞増殖／毒性試験用

水溶性が高く、比色及び蛍光測定が可

能な色素

537-33452 25ml 

P『opidiumIodide I 
細胞毒性試験用

死細胞の蛍光染色に使用

164-16721 100mg 

和光純薬工業株式会社

細胞増殖／毒性試験用

MlT I 
345-01821 100mg 

341-01823 lg 

I X'TT I 513-17631 100mg 

WST-1 j 342-06451 25mg 

348-06453 100mg 

346-06454 500mg 

＊資料をご請求下さい。

本 社 大 阪市 中央区道修町三 丁目 1番 2号
〒541電話大阪 (06)203-3741（代表）

東京支店 東京都中央区 日本橋本町四丁 目5番13号
〒103電話東京 (03)3270-8571 （代表）

出張所 福岡・広島・名古屋・横浜・大宮・筑波・仙台・札幌



THE KRUMDIECK TISSUE SLICER 
生きた組織の無菌スライスができます。

クルムティーク・ティッシュスライサーは、生化学・

生理学・薬理学・毒物学なとの研究に応用でき、組

織培養のための無菌スライス作成用にデザイン

されています。

●薄い円形のスライスが、5~15閻直径の範囲 ， 

~' で作成できます。

●ボタンを押すだけで、？～3秒に一枚の割合

で（最高スピードの場合）作成でき、初心者

でも取扱いは簡単です。

●スライスは再現性良く、バラッキもなく60

~lOOOμmの厚さで作成されます。

ラットの肝臓（倍率430X) ラットの腎臓（倍率lOOX)

右の写真はラットの肝臓のスライス（厚さ60μmおよびl35μm)で、左の写真はラットの腎臓のスライス(135~200μm)です。

とちらも切片面の平行性と美しさ（ダメージがない）に注目して下さい。

無菌凍結品の変異原性試験用コファクターが、 S-9とセッドで販売になります。

より便利に．I より手頃な価格に．I...................................................... 
●エームステスト用と染色体異常試験用の2種類の試薬セットです。

•コファクターが無菌凍結品になり、解凍後S-9と混合するだけで使用できます。

•S-8とコファクターは実用的な分注量比ですから、混合が容易です。

•S-8とコファクターは未混合ですから、混合条件を変更しての試験が可能です。

また、保存中にS-8とコファクターの未知の反応が起こりません。

•セット販売ですから、購入と在庫管理が便利です。

●包装単位を少量化し、より手頃な価格に致しました。

製 品 名 包装単位 備 考

エームステスト用 S-9 1 m£ X 10本 エームステストでのデータ

S-9／コファクターAセット コファクターA 9m£ X 10本 を添付します

染色体異常試験用 S-9 2m£ X 3本 染色体異常試験でのデ

S-9／コファクターCセット コファクターC 4.7m£ X 3本 ータを添付します

（保存は一80℃でお願い致します）

●エームステスト用コファクターA（注文量lOOmQ以上）および染色体異常試験用コファクターC

（注文量3DmQ以上）の単品注文もお受け致します。

●従来品は引続き取扱いしております。

変異原性試験用 S-9 （無菌凍結品）

エームステスト用 コファクターI （凍結乾燥品）

2m£ X 10本

9mi用粉末X10本

誘導法の変更や、サル、イヌなとラット以外のS-8またはミクロソームの調製、

その他、技術的なお問合わせは、弊社バイオ部までお願い致します。
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製造元

＠ が9エン”’"鼠鐸工戴繹式会輯
バイオ部

〒103東京都中央区日本橋本町3丁目 8番3号
（日本橋東硝ビル）

Tel.(03)3663-8210 Fax.(03)3663-8230 

販売元

〇和光純薬工業株式会社
本 社〒541大阪市中央区道修町三丁目1番2号

電話 (06)203-3741（代表）

東京支店 〒103東京都中央区日本橋本町四丁目5番13号
電話 (03)3270-8571（代表）



全自動培地作成システム
FULLY AUTOMM'ED MEDIA PREPARATION SYSTEM 

新製品全自動培地作成システムは、自動培地分注装置APS450と
新型培地滅菌保温器S9000で構成され、いかなる要求にも充分に適
用できるシステムを初めて市場に出ました。

※従来のようにユニット別の機種もあります．”

！ヽ
，ー・-

マルチ試験管自動分注装置 ピペットボーイアキュ コロニーカウンタ MC-707P
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1 エームステストシステム CA-II•CA-7II•PCA-II | 
〈微生物を用いる変異原性試験〉

；記話雰盆盆芦；盆霜醤嘉記言。 1

270 

被験物費の名称： TEST
ー・・・ •O --- --- ------- ----- ---- --- -,...........  -— 2 4 0 

Fig. 1 Test Substance:TEST No.001 

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

oTA100 

• TA1 53 5 

□三□I ‘ ヽ •, 、す. •蘊 ［国 ．ー・―• 30 

⇔, 舌,.、だ・g 5斤・・ー 。
I ~ (~ ~ ~ -:· , 152) i u 0 78 156 

I 
←----

I S9M,x 

i い） ［二］［辻 20- 11a(111)1;t:] :fふ：トニ竺―::1[竺ニーまて計測

戸亨三塁言量：10
PCA-11S 

最高級で豊富な機能を備

接触したコロニーの自動分

スパイラル法コロニー計測
..... ~:....... _ 

（備考）数値の右の＊印は、諸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。

o WP2uvrA 

H A98 

+TA1537 

1250 2500 5000< μ g/Plate) 

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

製造発売元

匪システムサイエンス株式会社

顕微鏡システム
CA-7Milグレイン計測システム

CA-7Mll 

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）



ニ＝s-S
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 _
 辱尋 家田貿易のS-8は7週令のSDラットの雄に誘導剤としてフェノバルビタール及び5、6ーベンゾフラボン

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

相談に応じております。

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

●包装単位 ：1.5mlX 12本詰 ●特注品、S-9に関して詰容量は4.5ml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。 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。

分 画 測定データ

タンバク質含量

S-9 
チトワロームP-450含量

(9,0QQxg分画）
DMN脱メチル酵素活性
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
(105.0QQxg分画） チ1---ワロムP-450含量

※Salmonella typh1munum 

Iエームス試験用凍結S-SMIXl 
〇□9①エームス試験がより手軽になりました。

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、直ちにエームス試験にこ使用いただけます。

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

●包装単位 ：1Om£ X 8本、 5m0x4本

染色体異常試麟用凍結S-SMIXl
〇□9

薬 物 菌 株＊

ベンソ〔a〕ピレン TA-100、TA-98、TA-1537

2ーアミノアントラセン TA-100、TA-98、TA-1537

9、10ージメチルアントラセン TA-100、TA-98、TA-1537

自然発生突然変異株数 TA-100、TA-98、TA-1537

①染色体異常試験がより簡単になりました。

⑮S-8にコファクターミックスを加え無菌的に調整しました。

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

●包装単位： 3.5m£ X 3本

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 ¥36,000 

S-9 MIX エームス試験用凍結S-9MIX 1 Om£ X 8本 ¥43,200 

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

Salmonella typhimuriumTA-100, 

Benz゚〔a〕pyrene5μg/plate 

-S-9 MIX 

+s-9 Mix 

0：田家田繭易株式会社
東京： 〒113東京都文京区本郷3-14-16EKビル

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

大阪： 〒564大阪府吹田市南金田 1-14-5

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

BIOSCOOPR 
DNA撰傷冒像舅情システム
（測定内容）

●Tail Length 
• Shape Factor 
• Nuclear Diameter 
●Tail Intensity 
●DNA Migration 
• Ratio 
●Tail Moment 
●統計データ

（システム構成）

《画像解析装置》と《SCGASSAY専用ソフ

トウェア》により各種測定が同時に行えるシステ

ムです。
ホストPC

PC-98シリーズ

- - - |/1 三二ょ
高感度カメラ

蛍尤顕｀ ワ専用：ェー ロ TVモータ

＇込駅屯!,.
フルカラー國像舅析攘冒
四 •フルカラー対応

• ルックアップテー

ブル内蔵

•PLL回路内蔵

頂 •染色細胞解析 ＝—竿仝
●脳細胞解析 ―こ 1← ・ 

●各種特徴値計測

《NEWVISION COLOR》は、ホストコン

ピュータにPC-98シリーズを使用し、低価格

でカラー画像解析が行えます。

開発製造元

（（初日本システムハウス協会会員）

Image TechR 
層 ケイオー電子工業株式会社
〒567大阪府茨木市舟木町5番12号 TEL0726-34-1022 

FAX 0726-34-1018 



複写される方に

本誌（書）に掲載された著作物を複写したい方は，著作

権者から複写権の委託をうけている次の団体から許諾を

受けて下さい。

学協会著作権協議会

〒107東京都港区赤坂9-6-41

社団法人 日本工学会内

Phone: 03-3475-4621 

Fax: 03-3403-1738 
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ISSN 0910-0865 

Coden: KHKEEN 

MUTAGENESIS ASSAY 
Big Blue Mouseと同じ特性を有しています。

Big Blueの技術力

Big Blue Mouseは、 InVIVO 
突然変異分析の簡素化に貢献

してまいりました。

この度STRATAGENEは、こ

容易でかつ有効

全てのBigBlueシステムは、
Big Blue Shuttle Vector内
の1080-bplac I geneが主役
です。

□れた特性をBigBlueRat - このlacI geneはDNAから
及びRat2Cell Lineに組 容易に回収できます。

み込むことに成功しまし BIGBLUE RODENTS及び CELLLINE 突然変異の検出は大腸菌
た。

これら最先端の研究開発に対

する取り組みはSTRATAGENE

の一貫した技術アプローチの

表れであり、invivo突然変異

研究のパイオニアをお約束す

るものです。

BIG BLUE SHUTTLE VECTOR 

を使ったカラーセレクシ

・近交系C57BL/6、ハイブリッドB6C3F1 ョンで行います。

及ひ近交系Fisher344を使ったinvivo DNAシークエンス解析も容易

mutation assay system. にできます。

• Rat2胚繊維芽細胞によるinvitro muta-
tion assay system. 
•生殖細胞を含む全ての変異が同定可能。

• Sequence分析によって容易な変異解析。
・米国政府監督機関が評価を実施中。

・無料のワークショップ及び技術サポート。

Contact Stratagene for licensing informa/,on 
and a list of licensed contract laboratories 
that can conduct the assay for you. 

⑤血屠T年 NE
continuing to pioneer the future 
ofin vivo -mutation research 

u s p.9●n9心 93• 1 079 •心 P•向9s Pmdmg 

お問合せ先： no 匡目名〖ラし乏ミネi〒103 東京都中央区日本橋2丁目 14番 9号電話 03-3276-7676 FAX.03-3276-7626 
ライフサイエンスグループ




