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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＾

変異原性試験用凍結S-9 _
 年甲胃霞尋 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。

ヽ -8.-8は活性の高い酵素系よりなっておりますので、一80℃で保存して下さい。まれに解凍後分離すること
がありますが活性には異常がありませんので、よく攪拌して御使用下さい。

●包装単位 ：1.5m£ X 12本詰 ●特注品、S-9に関して詰容量は4.5m£までお受けいたします。

●活性テータ

ロット毎に下記の生化学的活性データを添付致します。

分 画 測定データ

タンパワ質含量

S-9 
チトワロームP-450含量
DMN脱メチル酵素活性

(9.00Qxg分画）
アニリン水酸化酵素活性

ベンソ〔a〕ピレン水酸化酵素活性

ミクロソーム タンパワ質含量
(105.0QQxg分画） チトワロムP-450含量

ロット毎に下記の変異原活性データ（突然変異株数）を添付致します。

薬 物 菌 株＊

ベンソ〔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

※Salmonella typh1munum 

I エームス試麟用凍結S-SMIXl 
0 ①エームス試験がより手軽になりました。

⑮S-8にコファクターミックスを加え無菌的に調整しました。

⑬解凍後、直ちにエームス試験にこ使用いただけます。

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

●包装単位 ：1Om£ X 8本、 Sm£ X 4本

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

⑫S-8にコファクターミックスを加え無菌的に調整しました。

⑬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1.05mllとコファクターミックスが2.45mll入っており、7プレード分の試験が
可能です。

●包装単位 ：35m£ 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 Sm£ X 3本 ¥12,000 

Salmonella typhimuriumTA-100, 

Benz゚〔a〕pyrene5μg/plate 

-S-9 Mix 

+S-9 Mix 

0：曲家田繭男株式会社
東京 ：〒113東京都文京区本郷3-14-16EKビル
TEL.03 (3816) 2861 FAX.03 (3814) 5347 

大阪： 〒564大阪府吹田市南金田 1-14-5

TEL.06 (338)1518 FAX.06 (338)5626 
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o-Dianisidineのinvitroおよびinvivoにおける染色体異常誘発能

Clastogenicity of o-dianisidine in vitro and in vivo 

畑中 豊，豊田佳子，北川義徳，諏訪芳秀

Yutaka Hatanaka, Yoshiko Toyoda, Yoshinori Kitagawa and Yoshihide Suwa 

サントリー株式会社 ・基礎研究所
618大阪府三島郡島本町若山台 1-1-1

Institute for Fundamental Research, Suntory Ltd., 
1-1-1, Wakayamadai, Shimamoto-cho, Mishima-gun, Osaka 618 Japan 

（受付： 1995年6月15日；受理：1995年 10月16日）

Summary 
o-Dianisidine (3,3'-dimethoxybenzidine), a benzidine analogues, is reported to be mutagenic in 

bacteria and in mammalian cells. This study evaluated the clastogenicity of o-dianisidine using the 
chromosome aberration test and the sister-chromatid exchange (SCE) test with Chinese hamster lung 
(CHL) cells in vitro, and with male CD-1 mice in vivo. 
In these tests, we examined the in vitro clastogenicity with or without metabolic activation 
(treatment with S9: 6h; recovery time: 18 h). In the in vivo chromosome aberration test and in the in 
vivo SCE test, o-dianisidine was administered orally by gavage to CD-1 mice, at a maximum dose of 600 
mg/kg. 
Induction of structural chromosome aberration and SCE, increased dose-dependently(p<0.01) m 

both in vitro tests with and without metabolic activation by rat S-9. Although no chromosome 
aberration was detected in the in vivo SCE test, the maximum SCE induction response occurred(p< 
0.01) at the highest dose level (600mg/kg, p.o.). 
These results show that o-dianisidine is not only mutagenic at DNA level but also clastogenic at 

chromosome levels, both in vitro and in vivo. 

Keywords : o-dianisidine, chromosome aberration, sister-chromatid exchange 

緒 戸

o-Dianisidineはbenzidine含有色素の工業用生

産において， o-toluidine,3,3'-dichlorobenzidineな

どと共に広く利用されている．その代表的な色素

および染料として DirectBlue 218, 1, 15および

25, Pigment Orange 16などが挙げられ， これら

は， 主にゴム，プラスチック，繊維などの原料と

して使用されている．

ていくつかの疫学的な報告1)-3)がなされている

が，発癌性を証明するには至っていない． 一方，

変異原性に関しては，細菌や哺乳動物培養細胞を

用いた数多くの報告4)-10)がされているが，invitro 

この化合物に関する発癌性は， ラットやハムス

ターを用いた実験系ではすでに証明1)されてい

る． しかし， ヒトでは膀脱癌罹患との関係につい

c日本環境変異原学会

の遺伝子レベルの突然変異のみに限定されてい

る．

そこで今回， 我々はo-dianisidineの染色体レベ

ルでの構造異常誘発能および姉妹染色分体交換

(SCE)誘発能について，invitroおよびinvivoの

試験系を用いて検討した．
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実験材料および方法

1. 被験物質および供試動物・細胞

o-dianisidine (CAS No. 119-90-4, Fig. 1) は

Sigma Chemical Co.より購入し， invitroの試験系

では DMSOに，またinvivoの試験系では oliveoil 

にそれぞれ溶解後，試験に供した． 5-bromo-2'-

deoxyuridine (BrdU, CAS No. 59-14-3)は Sigma

Chemical Co.より，また同試薬の錠剤型 (50mg/

Tablet)は BoehringerMannheim GmbH.より購入

した． 5週齢 CD-1雄性マウスは，（株）日本

チャールスリバーより入手した．チャイニーズ・

ハムスター肺線維芽 (CHL)細胞は国立衛生試験

所より入手し， 10％牛胎仔血清（三光純薬）を含

むEagle'sMEM培地 (GIBCO)を用いて 5%CO2, 

37°C 下で培養した． ラット肝ホモジネートミク

ロソーム画分 (S9)はphenobarbitalおよび 5,6-

benzoftavoneで誘導したラットの肝臓より調製し

たものをオリエンタル酵母（株）より購入した．

ニ：］《：口2
Fig. 1. Chemical structure of o-dianisidine. 

2. in vitro試験系

l) 染色体異常試験

CHL細胞を用い， lshidateら11)の方法に従い，

代謝活性化によらない長時間処理法（直接法）お

よび代謝活性化による短時間処理法（代謝活性化

法）について実施した．直接法においては 24,48 

時間後に，また代謝活性化法においては 6時間処

理し，さらに回復時間として 18時間培養後にそ

れぞれ標本を作製した．処理濃度は細胞増殖抑制

試験の結果で得られた 50％抑制濃度を最高濃度

とし，公比2で3用量設定（直接法； 0.025--0.2

mg/ml,代謝活性化法； 0.25-1.0mg/ml)した．観

察は 1用量につき 200個の分裂中期細胞について

行った．

2) SCE試験

CHL細胞を用いて代謝活性化についてのみ行

なった． 15時間 BrdU（最終濃度 lOμM)を細胞

に取り込ませた後，検体およびS9で3時間処理

を行ない，さらに培養を続けて 15時間 BrdUを

取り込ませ，標本を作製した．染色は Fluorescent

Plus Giemsa (FPG)法12)により行なった．処理濃

度は染色体異常試験と同濃度で実施した．観察は

1用量につき 30個の分裂中期細胞について行い

染色体数と SCE数についてカウントした．

3. in vivo試験系

1) 染色体異常試験

5週齢の CD-1雄性マウスに単回で経口投与

し，投与後 22時間目にコルセミド処理 (4mg/kg)

を行い， 24時間目に大腿骨を摘出し，骨髄細胞の

染色体標本を作製した．染色は Giemsa染色法に

より観察した投与量は簡易急性毒性試験

(Lorke法）13)における LDso値（1400mg/kgp.o.) 

の約40％の量 (600mg/kg)を最高用量とし，公比

2で2用量の投与群(1群4匹）を設けた．標本観

察は 1匹あたり 50個の分裂中期細胞について行

なった．

2) SCE試験

予め，上背部の皮下に1.5錠の BrdU含有錠剤

を植え込んだ 5週齢の CD-1雄性マウスに 0-

dianisidineを単回経口投与したり投与22時間後

にコルセミド処理 (4mg/kg)を行い，さらに 2時

間後に大腿骨を摘出し，骨髄細胞の染色体標本を

作製した．染色は Giemsa染色液と 4Na-EDTAに

よる姉妹染色分体分染法15)により行った投与量

は染色体異常試験と同様に 600mg/kgを最高用量

とし，公比2で3用量の投与群(1群4匹）を設け

た．標本観察は 1匹あたり 20個の分裂中期細胞

について行なった．

4. 統計学的処理

in vitroおよびinvivoの試験系で得られた値は

Cochran-Armitageの傾向検定16)-18)により有意性

を検討した．

1. in vitro試験系

1) 染色体異常試験

直接法では 24時間処理で 0.2mg/mlの濃度に

おいてのみ染色体異常出現頻度が 14%と，有意

(pく0.05)に増加した． 一方， 48時間処理では各

用量において有意な増加はみられなかった

(Table 1). 

代謝活性化法における染色体異常出現頻度は

0.25-1.0 mg/mlの用量域で有意 (p<0.01)に増加

し， l.Omg/m/の用量では 18% と陽性となった．

観察された染色体異常は染色分体交換（cte)が

もっとも多くついで染色分体切断（ctb)も見ら

れ， これら染色分体型の構造異常が大部分を占め

た．

Table 1. 

結 果
2) SCE試験

代謝活性化法において，分裂中期細胞および染

色体あたりの SCE出現頻度は 0.05-0.2mg/mlの

用量域で用量依存的に増加し，最高用量（0.2

mg/ml）ではそれぞれ 18.8,0.76と陰性対照群

(6.9, 0.28)に比較し約 2.5倍に増加し， 有意差

(p<0.01)が認め られた (Table2). 

2. in vivo試験系

1) 染色体異常試験

高用量（600mg/kg)投与群における染色体異常

出現頻度は 4%と増加傾向は見られるものの，有

意な差はみられなかった (Table3). 

2) SCE試験

分裂中期細胞および染色体あたりの SCE出現

頻度は 150-600mg/kgの用量域で用量依存的に増

加し， 最高用量 (600mg/kg)ではそれぞれ 8.3,

Results of in vitro chromosomal aberration test treated with o-dianisidine in CHL cells. 

Chemicals 
Dose 

(mg/ml) 

Metablic Treat. -recov." Metaphase 

activation time (hr) observed 

Structural chromosome aberrations(%) 

ctg b ctbc cte d frg e csbf cse8 Total 
Judgeh 

DMSO 

Q-dianisidine 

MMC 

DMSO 

stdianisidine 

MMC 

DMSO 

Q:dianisidine 

B(a)P 
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0.00005 
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Significant dose-response relations were demonstrated by Cochran-Annitage's test(* : p<0.05, ** : p<O.O l) 
a, Treatment-recovery time 

b, chromatid gap c, chromatid break d, chromatid exchange 
e, fragmentation f, chromosome break g, chromosome exchange 
h,ー： negative(<5%) 土； suspiciouspositive(< 10%) +; positive(>= 10%) 
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Table 2. Results of in vitro sister chromatid exchange test treated with o-dianisidine in CHL cells. 

Chemicals 
Dose Metablic Metaphase No. of chromosome SCEs per SCEs per 

(mg/ml) activation observed per Metaphase Meta phase Chromosome 

DMSO +S9 30 24.9土1.0 6.9土2.8l 0.28土0.11l 
Q-dianisidine 0.25 30 24.9土0.8 10 1士 3.8

＊＊ 
0.40士0.15

＊＊ 

0.5 30 24.8士1.0 13.0土4.7」 0.52士0.19」
1.0 30 24.9土0.6 18.8土 8.0 0.76土0.33

B(a)P 0.02 30 24.8士0.8 26.8土10.3 1.08土0.42

Each value represents mean土 S.D.of 30 metaphases observed 

Significant dose-response relations were demonstrated by Cochran-Annitage's test(* : p<0.05, ** : p<O.O I) 

Table 3. Results of in vivo chromosomal aberration test administered orally with o-dianisidine 
in mouse bone marrow cells. 

Chemicals 
Dose Meta phase Structural chromosome aberrations(%) Judge8 
(mg/kg) observed ctg • ctb b cte c frg d csbe cse r Total 

olive oil 200 l 

゜
1 

゜
1 

゜
2 

o-dianisidine 300 200 1 1 

゜゚
1 

゜
2 

600 200 

゜
2 1 

゜
1 

゜
4 

MMC 200 2 5 6 1 

゜
11 ＋ 

Each value derived from 4 mice in each group, 50 cells in each mouse. 

a, chromatid gap b, chromatid break c, chromatid exchange 

d, fragmentation e, chromosome break f, chromosome exchange 

g, -; negative(<5%) 土； suspiciouspositive(<10%) +; positive(>=l0%) 

Table 4. Results of in vivo sister chromatid exchange test administered orally with o-dianisidine in 
mouse bone marrow cells. 

Chemicals 
Dose Meta phase No. of chromosome SCEs per SCEs per 

(mg/kg) observed per Metaphase Meta phase Chromosome 

olive oil 80 39.3士1.8 5.0土3.ol 0.13士0.017 
Q-dianisidine 150 80 39.6士1.7 5.1士3.2 0.13士0.08

＊＊ ＊＊ 

300 80 39.4士 2.0 5.6士3.8J 0.14土0.10
600 80 39.5土1.9 8.3土4.2 0.21士0.11」

MMC 80 38.9土2.1 11.9土5.9 0.31土0.15

Each value represents mean士S.D.and derived from 4 mice in each group, 20 cells in each mouse. 

Significant dose-response relations were demonstrated by Cochran-Annitage's test(* : p<0.05, ** : p<0.01) 

0.21と陰性対照群（5.0,0.13)に比較し約1.7倍に

増加し，これらの結果は有意差(p<0.01)が認め

られた (Table4). 

考 察

異原性について検討を行った．その結果，invitro 

の実験では， ラット肝ミクロソーム非存在下およ

び存在下で染色体異常誘発能および SCE誘発能

がそれぞれ認められた．また，invivoの試験では，

マウス骨髄細胞で SCEの誘発頻度の有意な増加

今回我々は o-dianisidineの染色体レベルでの変 が認められた．
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o-dianisidineの癌原性についてはinvitro4)-10), in 

vivo I>, 19),20)において様々な実験がデザインされ数

多くの報告がなされており，動物を用いた発癌実

験ではその発癌性は明らかにされている． しかし

ながら， ヒトにおいては可能性を指摘するにとど

まっている．

in vitro試験系の結果から， o-dianisidineが細胞

内の染色体 DNAに対し，直接的にあるいは代謝

酵素を介して作用し，染色体レベルの突然変異を

誘発することが明らかとなったまた，invivo試

験系の結果では LDso値の約40%の用量以下で

染色体突然変異は誘発しなかったものの， SCEの

有意な増加が認められた． SCEは染色体 DNAの

複製時に DNA鎖の切断・再結合による組み換え

現象によって起こるもので，発癌の直接要因には

ならないが既知の発癌物質や変異原物質の多くが

この SCEを高頻度に誘発することが知られてお

り21), これらのことから o-dianisidineが生体に対

しても発癌性を示す可能性が高いことが示唆され

た．

o-dianisidineをはじめとする芳香族アミンの代

謝経路に関してはこれまでの研究19),20), 22), 23)によ

り動物種間で大きく変動することが知られてお

り，発癌の標的臓器も異なることが明らかとなっ

ている．マウスやラットのような肝臓中の ace-

tyltransferase活性の比較的高い種では，芳香族

アミンは Nグセチル化体を経て反応性に富む硫

酸抱合体を生成するため肝臓が標的朦器とな

る19),20）．逆に，イヌなどの acetyltransf erase活性

の低い種では生成される Nーアセチル化体は低レ

ベルであり肝臓が標的臓器とはならなず，他の代

謝系であるprostaglandinH synthase系で産生さ

れる酸素ラジカルにより修飾を受け反応性の高い

中間体を生じ， DNAに作用する24),25)_ このpro-

staglandin H synthase系の活性が高い臓器・器官

として膀腕 Zymbal腺乳腺および骨髄がよく知

られており 26), 実際にイヌでは芳香族ァミンの投

与によって膀脱癌が発生することが確認されてい

る． ヒトでの疫学調査ではすでに膀脱癌のリスク

寄与の可能性が指摘されており，また薬物代謝に

おいても肝臓中の acetyltransferase活性が低いこ

とから， ヒトでの発癌性もイヌと同様の機序であ

ると推察される． またinvitro 実験系において

prostaglandin H synthase系によって生成した o-

dianisidineの代謝中間体が DNAに架橋すること

がすでに報告されている”).DNAcross-linking 

activityは benzidineと比べ，そのジメトキシ化体

である o-dianisidineの方が弱いことから， benzi-

dineについての SCE誘発能を比較検討すること

により， SCE誘発とこの DNAに対する cross-

linking activityとの相関性についての知見が得ら

れると考えられる．

本実験ではマウス経口投与によって SCEの誘

発頻度の増加が認められたが， どの代謝経路が関

与しているかについては，prostaglandinH syn-

thase系のinhibitorである aspirinを同時投与する

ことにより検討が可能と考えられる． また肝臓の

ような標的臓器となりやすい他臓器において誘発

するかどうかについても今後さらに検討を要す

る．
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O-アセチル転移酵素高産生株を用いた高感度umuテストによる

河川水の遺伝毒性モニタリング

Monitoring of genotoxicity of river water in high sensitive umu test 
system using Salmonella typhimurium NM2009 having 

Summary 

high 0-acetyltransferase activity 

大江 武

Takeshi Ohe 

京都女子大学家政学部

605京都市東山区今熊野北日吉町35

Department of Food and Nutrition Science, Kyoto Women's University, 

Kitahiyoshi-cho 35, Imakumano, Higashiyama-ku, Kyoto 605, Japan 

（受付： 1995年 11月11日；受理：1995年 12月28日）

Genotoxicity of organic chemicals in river water was investigated using a highly sensitive umu test 

with an 0-acetyltransferase-overproducing strain Salmonella typhimurium NM2009. River water was 

sampled by the XAD-2 resin column and blue rayon hanging methods. Locations downstream from 
wastewater treatment plants showed high SOS-inducing activity in both the absence and the presence of 

a metabolic activation system, suggesting the occurrence of direct-acting nitroarenes and indirect-acting 

aminoarenes. XAD-2 resin column extracts showed higher SOS induction than those from the blue 

rayon hanging method throughout a one year period. No clear seasonal change in genotoxicity was 

observed but a significant correlation between genotoxicity and COD was observed. The present results 

demonstrate that a high sensitive umu test using an 0-acetyltransferase-overproducing strain is a useful 

bioassay system for the detection of trace amounts of nitroarenes and aminoarenes in the water 

environment. 

Keywords: genotoxicity, umu test, Salmonella typhimurium NM2009, XAD-2 resin, blue rayon, COD 

緒 三

異臭味の発生，発癌性が指摘されているtri-

halomethaneの浄水過程における生成， ドライク

リーニングや先端技術産業での洗浄剤，脱脂剤等

に用い られるtrichloroethylene, tetrachloroethyl-

eneなどの有機塩素系溶剤， 環境汚染物質として

知られているphthalate,polynuclea aromatic hy-

drocarbons (PAHs),ゴルフ場や田畑等で使用され

る各種の農薬の検出などで明らかなように， ヒト

が生きてい く上で必須である飲料水には，種々の

微量化学物質が混入しており， ヒトの健康を脅

かす状況となっていることが懸念されている

(Meier, 1988; IARC, 1991; Onodera, 1991). また，

湖沼やダム湖の富栄養化に伴って大発生するらん

藻類が生産する強力な肝臓毒であり，発癌プロ

モーターである microcystinが水道水に混入する

ことの可能性も危惧されている （原田ら， 1994).

わが国でも大都市域での水道水中の chloroform

をはじめとするtrihalomethane,3-chloro-4-dichlo-
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romethyl-5-hydroxy-2(5H)-furanone (MX)などの

濃度が地方都市に比較し高いことが報告されてい

る(Kinaeet al., 1992). このような状況のなかで，

水域環境における水質を保全する目的で， 工場排

水のみならず河川や湖｝召等の水中変異原物質の存

在がバイオアッセイによって評価され，水道水源

水中に変異原物質の存在することが明らかにされ

てきた (Meier,1988; Houk, 1992). これらの事実

は，大都市域の水道水源となっている河川水で，

BOD, COD等の従来測定されている水質汚濁指

標では明らかにされない汚濁が進行していること

を物語っている．

阪神地域住民の水道水源である淀川水系河川水

には， Amesテストにより，frameshift型の直接お

よび間接変異原物質の存在が従来より報告されて

いる (Maruokaand Yamanaka, 1982; Maruoka et 

al., 1985; Sakamoto and Hayatsu, 1990; Sayato et 

al., 1990;佐谷戸ら， 1991;1992; Nakamuro et al., 

1992). 淀川の源である琵琶湖を水道源としてい

る京都市の水道水と比較して，淀川下流域の河川

を水道源としている大阪府下の水道水は， Rec-

assayやヒト細胞での DNA切断能が明らかに高

いとの報告もある (Matuiet al., 1992; Matuda et 

al., 1995). このような状況に対して水道水源の安

全性を確保する目的で，広範囲での河川水の変異

原性／遺伝毒性モニタリングを継続して実施する

ことが必要であると思われる．

ところで， Odaet al.により開発された umuテ

ストは， Salmonellatyphimurium TA1535/pSK1002 

困株の SOS反応誘導能を測定する方法で， 1つの

菌株でframeshift型およびbasechange型の変異

原物質に対応できる， histidineを含む試料にも対

応できる，アッセイの所要時間が 5~7時間で迅

速なスクリ ーニングが可能である，培養時間が短

く完全な無菌操作が必ずしも必要でないなどの

Amesテストにはない利点を有する (Odaet al., 

1985; Nakamura et al., 1987). umuテストの持つ

これらの利点は，水道水源としての河川水の変異

原性／遺伝毒性の評価に適した簡便なモニタリン

グ法の一つであるといえる． さらに， Oda et al. 

は， 0-アセチル転移酵素 (0-ATase)遺伝子を導入

した困株を用いた高感度 umuテストを用いて

238 

nitroareneおよび aromaticamine類の高感度検出

が可能であることを報告している (Odaet al., 

1993, 1995). しかしながら，環境試料への適用例

としては， し尿処理場および下水処理場での各種

の段階における処理水に関する報告（Onoet al., 

in press；小野ら， 1995)があるのみで，水源となる

河川水や水道水等に適用した報告はない．そこ

で，本研究では0-ATase遺伝子を導入した菌株を

用いた高感度umuテストによる河川水中微量の

nitroareneおよびaminoareneの存在を知る遺伝

毒性モニタリング法としての有効性を明らかにす

る目的で，水道水源として利用されている淀川水

系河川水の遺伝毒性を 1年間にわたって検討した

結果について報告する．

実験方法

1. 試薬類

トリプトン，酵母工キスは， Difeo社製を， am-

picillin, anhydrousはナカライテスク社製， chlor-

amphenicol, 2 -nitrophenyl-:/3-D-galactopyranoside 

(ONPG)および/3-mercaptoethanolは， 和光純薬

工業製を使用した．標準変異原物質には， 1-nitro-

pyrene, 2-(2-furyl)-3-(5-nitro-2-furyl) acrylamide 

(AF-2), 2-aminoanthracene, 2-acetylaminofluorene 

（以上は和光純薬工業製）， benzo[a]pyrene（ナカ

ライテスク製）， 4-nitroquinoline-N-oxide (Sigma 

Chemical Co.製）， 2-nitrofluorene(Aldrich chem-

ical Co.製）および 3-nitrofluoranthene (H. W. 

Sands Co．製）を用いた．その他の試薬類は特級ま

たは生化学用を用いた．

2. 試料の採取

Fig. 1に示す淀川水系河川水の4地点 (B,D,G,

H) において， 1994年 3月から 1995年2月まで

の1年間，毎月 1回XAD-2樹脂カラム吸着法

(XAD-2法）およびプルーレーヨン懸垂法 (BR

法）による試料の採取を行ったなお， B地点は

下水処理場の上流に位置し， D,GおよびH地点

はいずれも放流水が流入している下流に位置して

いる．また， I,J, Kおよび Lの4地点では， 1994

年4月および9月に BR法による試料の採取を

行った．

Kyoto 

Kuoa Bridoe ゴゞワ／ kamo RIVer 
Yodo River 

Hazukashi Bn 

Osaka Bay 
I丸MiyamaeBndge 

Fig. 1. Map of sampling locations. 

3. 河川水中変異原物質の回収および抽出法

1) XAD-2法；河川水40LをHCIでpH3に

調整した後，Junket al. (1972)の方法に従って，

前もってmethanol,acetonitrileおよびdiethylether 

で洗浄した XAD-2樹脂（オルガノ製 15X 150 

mm)に通水した．ついで， diethylether 300 mlに

より吸着された化学物質を溶出し， sodiumsul-

fate, anhydrousを加えて脱水した． ロータリーエ

バポレーターを用いて水浴上40°C以下で減圧濃

縮して， dimethylsulfoxide (DMSO)に溶解，被験

物質溶液として，冷蔵保存した．

2) BR法； Sakamotoand Hayatsu (1990)の方

法に準拠して行った．ブルーレーヨン (BR, フナ

コシ薬品製） 5gをナイロン製ネットに入れ，錘を

付けて採取地点に懸垂した． Fig.1に示した B,D,

GおよびH地点では， XAD-2法での河川水採水

時に懸垂を始めた． 24時間懸垂後，ネットを河川

から引き上げBRを取り出し，蒸留水で洗浄後，

水気を十分に除去した．吸着された化学物質は，

methanol : cone. ammonia (50 : 1)混液200mlづつ

で3回振とう抽出を行った． この抽出液はロータ

リーエバポレーターを用いて水浴上40°C以下で

減圧濃縮して， DMSOに溶解し，被験物質溶液と

して，冷蔵保存した．

4. 試験菌株

0-ATase高産生株である Salmonellatyphimu-

rium NM2009および0-ATase欠損株である NM

2000を用いた．これらの菌株は小田義光博士 （大

阪府立公衆衛生研究所）より供与された．

5. umuテスト

umuテストは， Odaet al. (1985; 1993)の方法に

従って行った． NM2009株は， ampicillin（終濃度

25 μg/ml)および chloramphenicol（終濃度 10

μg/ml)を， NM2000株は， ampicillin（終濃度25

μg/ml)を含むLB培地で 37°Cで一夜培養後，

TGA培地に 1/25量植菌し， 37°cでさらに振とう

培養した．困株が対数増殖期 (0D600が0.25~0.3)

に達したとき一定量の試験菌液1.96mlを試験管

に取り， 被験物質40μ1および 0.1M phosphate 

buffer (pH 7.4) 0.4 mlを加える． S9mix存在下で

は， 0.1M phosphate bufferの代わりに 0.4mlのS9

mixを加える． 37°cでさらに 120分振とう培養

した後，菌液の一部で菌体内に産生された/3-

galactosidase活性を測定し，残りの菌液の濁度

(0D600)を測定する．/3-galactosidase活性は，

Miller (1972)の方法に従って求めた． また， S9 

は，phenobarbitalおよび 5,6-bennzoflavoneにより

酵素誘導した後，調整したもの（オリエンタル酵

母社製）を使用し， S9量は S9mix 1 ml当たり 100

μIとした．試験はすべて 2連で行いその平均値を

測定値とした． また，試料の/3-galactosidase活性

値とコントロールの/3-galactosidase活性値の差を

正味の SOS反応誘導能とした．

6. pHおよび化学的酸素要求量(COD)

pHおよびCODの測定は衛生試験法・注解
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1990の水質試験法の項に準拠して行った．

1) -S9 mix 結 果
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XAD-2法による SOS反応誘導能の用量＿反

応関係

Fig. 1に示した淀川水系河川の 4地点 (B,D,G

およびH) において， 1994年 3月から 1995年 2

月までの 1年間，毎月 1回XAD-2法により得た

試料の S9 mix 存在下および非存在下における

umu テストの用量—反応関係の結果を Fig. 2に示

す．誘導された(3-galactosidase値は，河川水量と

して， 0～1Lの濃度範囲で示した． Fig.2からも

明らかなように，河川水量 lLの濃度では， 多く

の試料で(3-galactosidase値が， S9mixの有無に関

わらず低下する傾向が認められた．明らかな用

量ー反応関係が認められ， しかもコントロール値

の2倍以上の(3-galactosidase値を示した場合を

sos反応誘導能陽性とした． S9mix非存在下で陽
性を示したのは， B地点では 5,6, 8, 9, 11月， D

地点では 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 1, 2月， G地点で

は3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 1, 2月， H地点では

4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 1月(3月は実施せず）

で，陽性率は，それぞれ 42,83, 1()()および 91%

であった．一方， S9mix存在下で陽性を示したの

は， B地点では 4,6, 7, 8月， D地点で 3,4, 5, 6, 7, 

8, 9, 10, 11, 12, 1月， G地点では 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 

10, 11, 12, 1, 2月， H地点では 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 

11, 12, 1月 (3月は実施せず）で，陽性率はそれぞ

れ 33,92, 1()()および 91%であった．陽性率から

判断すると， S9mixの有無に関わらず， B地点に

1. 

比べて，下水処理場放流水の流入している D,G, 

H地点では明らかに高い傾向であることが認め

られた．特に， G地点では測定した全ての月で陽

性と判断され， また 12月の S9mix存在下での

/3-galactosidase値が河川水 125mlで約 2500units 

と著しく高い値を示した．

2. BR法による SOS反応誘導能の用量ー反応関

係

Fig. 3は， XAD-2法と同時に実施した BR法で

得た試料の S9mix非存在下および存在下におけ

るumuテストの用量ー反応関係の結果を示す．誘

導された仕galactosidase値は， BR相当量として

0~0.2gの範囲で示した． これ以上の濃度では/3-

galactosidase値は低下する傾向が認められた．

XAD-2法と同様に， 明らかな用量ー反応関係が認

められ， しかもコントロール値の 2倍以上の仕

galactosidase値を示した場合を SOS反応誘導能

陽性とした．その結果， S9mix非存在下で陽性を

示したのは B地点では 6,12月（陽性率 17%),D 

地点では 3,4, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 1月 （陽性率

75%), G地点では 3,4, 6, 9, 11, 12, 1月（陽性率

58%), H地点では 4,6, 8, 9, 11, 12, 1月 (3月は

実施せず，陽性率 64%)であった．一方， S9mix 

存在下で陽性を示したのは， B地点では 6月（陽

性率 8%), D地点では 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 

1, 2月 （陽性率 100%),G地点では 3,4, 5, 6, 7, 8, 

9, 10, 11, 12, 2月（陽性率 92%),H地点では 4,5, 

6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 1月 (3月は実施せず，陽性率

91%)であった．陽性率から判断すると， XAD-2

0.5 

゜
0.5 1 0 0.5 1 0 0.5 1 0 

Dose (River water L) 

Fig. 2. 

0 5 

゜
0.5 
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Fig. 2. Dose-response effects of SOS-inducing activity by XAD-2-ether extracts in NM2009. 
Assays were performed as described in Methods, with two duplicate determinations per point. The value of 
/3-galactosidase activity in chemical free-controls (n = 12) in two strains was as follows: 62土7(NM2000, 
-S9 mix), 337土20(NM2009, -S9 mix), 66土6(NM2000, +S9 mix) and 319土17(NM2009, +S9 
mix), and their values were subtracted from that in each sample. The values of positive standards 
without S9 mix (n = 12) were: 1-nitropyrene (0.01 μg/ml); 8土4for NM2000, 851士35for NM2009; 4-
NQO (1 μg/ml); 700土48for NM2000, 1184士58for NM2009; AF-2 (0.03 μg/ml); 736土50for NM2000, 
1184土58for NM2009; 2-nitrofluorene (0.1 μg/ml); 2土1for NM2000, 901土45for NM2009; 3-nitro-
fluoranthene (0.003 μg/ml) 11士6for NM  2000, 931土38for NM2009. Those of positive standards with 
S9 mix were: benz[a]pyrene (2μg/ml); 86土7for NM2000, 528士21for NM2009; 2-aminoanthracene (1 
μg/ml); 41士8for NM2000, 864士134for NM2009; 2-acetylaminofluorene (3 μg/ml); 17士4for NM2000, 

1226土50for NM209. 
—•—,Location B; -0-, Location D; —■―,Location G; —•— ,Location H. 
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Fig. 3. Dose-response effects of SOS-inducing activity by blue rayon extracts in NM2009. 
—•—,Location B; -0-, Location D; —■―,Location G; —•— ,Location H. 

法と同様に S9mixの有無に関わらず， B地点に 反応誘導能は， XAD-2法で得た試料に比べて年

比べて， D,G,H地点で高い傾向を示すことが認 間を通じて低い傾向にあることが観察された．

められたが， B地点での陽性率は XAD-2法に比

べて低かった． D,G,H地点の S9mix非存在下で

の陽性率も XAD-2法に比べて低い傾向を示し

た． しかし， S9mix存在下での陽性率には，差は

認められなかった． Fig.2および 3の用量―反応関

係からも明らかなように BR法で得た試料の SOS

3. sos反応誘導能の月別変動
Fig. 2および3の用量ー反応関係が直線性を示

す部分での最小二乗法により求めた直線回帰式か

ら一定濃度における/3-galactosidase値の月別変動

を算出し， Table1および 2に示した． XAD-2法

Table 1. Monthly changes of SOS-inducing acivity of XAD-2-diethyl ether extracts (corresponding to 500 ml 
of river water) in NM2009 and NM2000. 

B D G H 
Location 

-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 

March 1994 （一） ー（一） ー（一） 702 (57) 867 (113) 1064 (105) nd nd 

April (-) 639 (105) ー（一） 857(178) 1032 (-) 975 (181) 1157 (-) 781 (58) 
May 1121 （一） ー（一） 934 (-) 421 (132) 2372 （一） 1672 (-) 1143 (-) 1088 (-) 
June 467 (-) 277 (-) 1384 (-) 1792 (-) 1939 (40) 2163 (-) 1278 (-) 1718 (-) 
July (-) 1172 (168) 1370 (-) 1027 (143) 1062(113) 1429(138) 901 (113) 1261 (-) 

August 794 (116) 260 (74) 1970 (-) 885 (64) 1748 (-) 1571 (72) 1809 (-) 1136（一）
0 1 02 0 01 02 0 01 02 0 01 02 O 01 02 September 323 (-) (-) 868 (-) 789 (50) 750 (-) 641 (-) 740 (-) 584（一）

Dose (Blue rayon g) October (-) (-) 628 (-) 304 (-) 1090 (-) 299 (-) 684 (-) 803 (-) 

November 573 (-) (--) 1102 (-) 544 （一） 714 （一） 1079 （一） 666 (-) 842 (-) 

December (-) （一） 902 (-) 721 （一） 1119 (136) 10171 (56) 2978 (64) 938 (-) 

June Julv Auqust January 1995 （一） （一） 482 (-) 386 (-) 1069 (56) 1014 (62) 619 (-) 507（一）
February (-) (-) 612 (-) (-) 918 (61) 282 (137) (-) - (-) 

Parentheses show activities in NM2000. 
nd; not done. 
— ;negative response. 

Table 2. Monthly changes of SOS-inducing acivity of blue rayon extracts (0.1 g blue rayon equivalent) in 
NM2009 and NM2000. 

B D G H 
Location 

-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 

March 1994 -(-) -(-) 405 (-) 394 (52) 894 (-) 417 (-) nd nd 

April -(-) ー（一） 271 (-) 602 (-) 572 (-) 813 (-) 406 (-) 796 （一）
May -(-) -(-) - (-) 173 （一） ー（一） 526 (-) - (-) 288 (-) 

June 590 (-) 276（一） 2347 (-) 982 (-) 837 (-) 617 (-) 573（一） 751 (135) 
July ー（一） - (-) 359 (-) 967 (55) - (-) 701 (-) -(-) 770 (-) 

August -(-) -(-) 298 (-) 641 （一） - (-) 340 (56) 329 (-) 1744 (-) 

September -(-) ー（一） 381（一） 607 (66) 284 (-) 405 (82) 399 (-) 610 （一）
October ー（一） ー （一） - (-) 783 (-) - (-) 471 (102) -(-) 685 (101) 

November ー（一） -(-) 315 (-) 881 (-) 348 (-) 748 （一） 320（一） 840 (-) 
December 731 (-) ー（一） 547 (-) 308 (-) 1706 (-) 952 (-) 1175(-) 458 （一）
January 1995 ー（一） - (-) 219 (-) 348 (-) 377 (-) - (-) 366 (-) 428 (-) 
February - (-) -(-) ー（一） 339(160) ー（一） 518(224) ー（一） （一）

Pamtheses show activities in NM2000. 
nd; not done. 
―;negative response. 
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では河川水量 500ml,BR法ではブルーレーヨン

0.1 g相当量が誘導する/3-galactosidase値で表 し

ている．また， 0-ATase欠損株である NM2000株

についても， NM2009株と同様に用量ー反応関係

より，同量での/3-galactosidase値を算出して（ ） 

内に示している． Table1および2からも明らか

なように， XAD-2法およびBR法で得た試料は

ともに S9mixの有無にかかわらず， 0-ATase欠

損株での値は低 <,NM2009株で誘導されるB-
galactosidase値の大部分は 0-ATaseの関与に

よって活性を増大させることが認められたま

た，用量ー反応関係からも明らかであったように，

XAD-2法およびBR法ともに， S9mixの有無に

かかわらずB地点に比べて D,G およびH地点

は年間を通じて高い傾向にあることが認められ

た．全試料のうち XAD-2法では G地点 12月の

河川水500mlが S9mix存在下 10,171 units, BR 

法では D地点6月の BR0.1 gが S9mix非存在下

2,347 unitsの/3-galactosidase活性最高値を示し

た． これらの値はコントロール値に対してそれぞ

れ約 32倍と 7倍であった．

4. 淀川支流の変異原性比較

Fig. 1に示す淀川の 3大支流である桂川（I),宇

治川（J)，木津川 (K)および合流後の淀川 (L)に

おいて， 4月および9月に BR法で試料の採取を

行った．これらの試料の濃度ー反応関係で，直線性

を示す部分での最小二乗法により求めた直線回帰

式から算出した BR0.1 g当たりの/3-galactosidase

値の比較を Fig.4に示した．この結果からも明ら

かなように桂川の活性値は，淀川に比べて S9mix

非存在下で 1~1.2倍， S9 mix存在下で 1.4~1.5

倍と高く，次いで宇治川の高いことが観察され

た．また，対照地点として大堰川（京都府京北町）

および天竜川（静岡県浜北市）で同様に実施した

試料では， SOS反応誘導能はみられなかった．

5. pHおよびCODの月別変動

試料採取地点で測定したpHおよびCODの月

別変動の結果を Fig.5に示す． G,DおよびH地

点での pHは， 6.5~7.9の範囲にあったが， B地

点での夏期に 8.5~8.8とアルカリ性を示す傾向
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が見られた．月別変動からみた B地点での COD

は， 1～6.8の範囲で常に最も低く， G地点では

7.5~13.5の範囲で常に最も高く， DおよびH地

点はそれらの間にあった．

6. sos反応誘導能活性と CODとの相間性
モニタリングを実施した B,D, G およびH地

点の試料を一括して SOS反応誘導能と CODと

の相関性を観察し Fig.6に示した． sos反応誘導
有旨は， コントロール値 (-S9mix; 337, +S9 mix; 

319)に対するそれぞれの試料の/3-galactosidase

値の比で示している．XAD-2法での SOS反応誘
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Fig. 6. 

導能と CODとの相関係数は， S9mix非存在下で

r=0.55, S9 mix存在下でr=0.44であ った．また，

BR懸垂法では，S9 mix非存在下で r=0.37,S9 

mix存在下ではr=0.53であった （いずれも n=

47). これらはいずれも 1％有意水準で相関性の

あることが認められた．

察

河川水中変異原物質の存在は，淀川水系河川水

のみならず， 信濃川， 相模川， 紀ノ川， 荒川，

Rhine river, Meuse river, Cai river, Chao Phraya 

riverなど多くの報告があるが，淀川水系河川水に

存在するframeshift型の直接および間接変異原

物質により誘発される変異原活性は， きわだって

高い状況にあることが Amesテストで得られた

結果から知られている (Van Kreijl et al., 1980; 

Maruoka and Yamanaka, 1982; Maruoka et al., 

1985;内海ら 1990;Sakamoto and Hayatsu, 1990; 

佐谷戸ら， 1991, 1992; Hashizume et al., 1992; 

Nakamura et al., 1992;田中ら， 1993;Vargas et al., 

1993; Kusamran et al., 1994).大都市域での水道水

の変異原活性が高いこと（中室・佐谷戸， 1993;

35 
2) XAD-2 : + S9 mix 

0 ^ 30」r=0.44.
二で
~ 5 25 
$ 5 ro _u 20 
で ＼
V) L 
0 五 15..., 
U E 
器窃 10
o -
l 

6. 5 

゜ 4 8 12 

COD (mg/ L) 

16 

x
 
m
 ，
 

s
 

＋
 
・・
 R
 
B
 
、̀
l4
 0

9

8

7

6

5

4

3

2

1

0

 

(-0」
1
u
o
u
¥
a1dEClls)

0
q
eu a
s
e
p
,soi
UCll-Cll9,
g
 

r=0.53 

． 

4 8 12 16 4 8 12 

COD (mg/ L) COD (mg/ L) 

Correlation between SOS-inducing activity and COD. 

16 

浦野ら， 1995),trihalomethane, MX濃度の高いこ

と(Kinaeet al., 1992)の理由として水道水源の汚

染が進んでいることに原因があると思われ，大都

市域での水道水源の悪化を防止する施策が必要と

なってきている．このためには，簡便なバイオ

アッセイ法の確立が望まれることから，本実験で

は河川水の遺伝毒性モニタリング法の一つとし

て高感度umuテストの有効性の検討を行った．

その結果，多くの Amesテスト (Maruokaand 

Yamanaka, 1985; Maruoka et al., 1985; Sakamoto 

and Hayatsu, 1990;佐谷戸ら， 1991,1992; Naka-

muro et al., 1992)或いは CHL細胞を用いた SCE

での結果 (Oheet al., 1993)から既に知られている

ように下水処理場放流水の関与の有無により，

sos反応誘導能にも明らかな差があることが認
められた．また， Fig.5で明らかにされたように，

淀川に対する遺伝毒性の寄与率は，淀川の三支流

のうち桂川が S9mixの存在下および非存在下と

もに高いことも， TA98株を用いた Amesテスト

の結果（佐谷戸ら， 1992) と一致することが観察

された． これらの結果から， 0-ATase高産生株を

用いる umuテストは，河川水中の変異原性／遺
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伝毒性を有する物質の存在の有無を知ることが可

能であり，モニタリング法として有効であるとい

える．

佐谷戸ら (1991)は，淀川水系河川水および

下水処理場放流水の XAD-2樹脂カラム法およ

びBR法によって得た試料が， S9mix非存在下

で， TA98株を親株とする nitroreductase欠損株

(TA98NR), 0-ATase欠損株（TA98/l,8-DNP6)で

は活性が認められず， nitroreductase高産生株

(YG1021)および0-ATase高産生株 (YG1024)で

は著しく上昇することから nitroareneの含有が示

唆されること， また S9mix存在下において， 0-

ATase高産生株 (YG1024)で高い活性を示すこと

から aminoareneを含有する可能性を示している．

今回の実験では， 0-ATase高産生株と 0-ATase

欠損株を用いた umuテストの結果から， nitro-

arene及び aminoareneが淀川水系河川水中に存在

することが示唆された． これらの事実は，淀川水

系河川水試料において, Amesテストでの結果と

umuテストでの結果が一致することを示してお

り， nitroarene及びaminoareneの存在がより強く

示唆されたと言える．しかしながら，佐谷戸ら

(1991)の報告では S9mix存在下での活性が非存

在下に比べて，淀川で 7倍，下水処理場放流水で

は約 15倍高い．今回行った umuテストの結果で

は， S9 mix存在下で著しく活性が高くなる傾向

は， XAD-2法での G地点の 12月においてのみ見

られたにすぎず， umuテストでは， S9mix添加に

よって著しく活性が上昇する傾向は特に観察され

なかった．この Amesテストと umuテストの違

いは，採取試料の違いによるのか，あるいは変異

原性／遺伝毒性を示す物質に対する感受性の違い

であるのかは，今後検討を要する．

きわだって高い変異原活性を有するにもかかわ

らず淀川水系河川水中に存在する間接変異原物質

としては chrysene,benzo [a] anthracene, benzo [ b ]-

fluorantheneなどの PAHsの報告があるのみであ

る(Sayatoet al., 1993).化石燃料の燃焼過程で生

成する PAHsは，工場排水や都市下水道の種々の

排水からも検出されている．山内ら (1989)は，神

崎川（大阪府），加古川（兵庫県）からのブルー

コットン抽出物中の PAHs量の検出結果を報告
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している． しかしながら，測定を行った PAHs量

では，抽出物の TA98での陽性の変異原活性の発

現は見られず，抽出物の変異原性は， PAHsの代

謝物或いはその誘導体に起因することを示唆して

いる．

勢川ら (1993)は，人排泄物に存在が認められ

ている heterocyclicamine (HCA)の一つである

Trp-P-2が都市下水中に存在することを認めてい

る． 一方， Onoet al. (1992, 1995), 小野ら (1992,

1995)は，都市下水処理水中には，生物処理によ

り低減しているものの難分解性有機物による遺

伝毒性がなお残存していることを， TA1535/pSK

1002および NM2009株を用いた umuテストで明

らかにし， 遺伝毒性を示す物質として HCAの関

与を報告している． これらのことは，高度処理の

行われていない下水処理場， し尿処理場で完全に

分解しきれなかった HCAが河川水等に混入して

くる可能性を示唆してはいるものの，河川水中に

おける HCAの存在を認めた報告はない． 0-

ATase高産生株を用いた Amesテストおよび

umuテストで淀川水系河川水中に aminoareneの

存在が強く示唆されたことから，変異原活性への

寄与が認められるか，検討する必要がある．一方，

直接変異原物質としては， Ohe and Nukaya (in 

press)は，淀川水系河川水中に 1-nitropyreneの存

在を確認しているものの，変異原活性に占める割

合は， 1%に過ぎない．今回，著者は河川水からの

化学物質の回収方法として， XAD-2樹脂法およ

びBR法を用いた． Fig.3および4での用量ー反応

関係からも明らかなように，両者の比較から

XAD-2法で得た試料の SOS反応誘導能が， BR

法に比べて高い傾向を示している． BRは， 芳香

環を 3つ以上縮合した化合物を選択的に効率よく

吸着するのに対して， XAD-2樹脂は，幅広く吸着

することから XAD-2法での SOS反応誘導を示す

物質としては， aminoarene,nitroarene類のうち，

2環以下の物質の関与が大きいことが推察され

る．いずれにせよ現段階では明らかにされていな

い変異原性／遺伝毒性を示す物質の本体の解明が

望まれる．

年間を通じての測定結果から，季節変動が認め

られるかどうかを明らかにすることも環境中にお

ける遺伝毒性物質の動態を知る上で必要である．

Table 1および 2に示した年間の結果を季節別

（春季 3~5月；夏季 6~8月；秋季9~11月；冬季

12~2月）の平均値でみたが， XAD-2法および

BR法ともに明瞭な季節変動は，認められなかっ

た．化学物質の分解の起こりやすい夏季の試料で

比較的高い傾向を示しているのは， 1994年のわが

国の異常渇水により，河川水量が著しく少なく

なったことにより，結果的に化学物質の濃縮がみ

られたのであろう．今回の結果から，試料間にお

ける遺伝毒性物質の質，量の変動の大きいことが

うかがわれたことから季節変動を明らかにするに

は，さらに試料採取頻度を多くした観察が必要で

あろう．

内海ら（1990)および Sakamotoand Hayatsu 

(1990)は，突然変異原活性と従来測定されている

水質汚濁指標との間には全く相関性が認められな

いと報告している．一方，田中ら（1993)は，信濃

川河川水の TAlOOによる S9mix非存在下におけ

る変異原性は， COD(Mn),アンモニア性窒素，全

リン， BODとの相関性が高いことを認めている．

今回相関性が認められたのは，定点地点での観察

結果によることが考えられるが， この様に相反す

る結果が認められることは，従来の水質汚濁指標

では，変異原性／遺伝毒性物質の存在が見過ごさ

れる危険性を示唆するものであり，今後水質汚濁

の総合指標の一つとして生物評価法を取り入れて

いくことは必要であろう．

米国 EPA（環境保護庁）の報告によると水道源

水中から 400種類以上の化学物質が同定され，そ

のうち 235種類の化学物質が水道水中に検出され

ている．一方，塩素消毒によって変異原性，発癌

性などを有する副生成物の生成，またその変異原

性強度は水質に依存することも周知の事実である

（中室•佐谷戸， 1993). 化学物質に対する安全性

の評価方法の国際的なコンセンサスが得られてき

た状況を踏まえてわが国の新水質基準が平成 5年

12月より施行されている （安藤， 1994).わが国の

水道の普及率，安全性は世界有数のレベルにある

一方，阪神間住民の重要な水道水源となっている

淀川水系の変異原性／遺伝毒性は， きわだってい

ることも事実である．水道水源としての水質の安

全性とともに，環境水域へ放出された化学物質に

よる生態毒性評価の重要性が，わが国でも注目さ

れてきつつある（斉藤ら， 1995).河川水中に存在

する化学物質による生態毒性評価の方法の一つと

して遺伝毒性試験法の確立も重要である．今回実

施した遺伝毒性試験法の一つである高感度 umu

テストは，貴重な飲料水源の汚染を守るために広

範囲にわたる河川水中微量nitroarene或いは ami-

noareneの存在を明らかにする変異原性／遺伝毒

性モニタリング法として，有用な方法であると思

われる．
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肝がん原物質のマウス肝細胞を用いるinvivo小核試験

An in vivo mouse liver micronucleus test of the hepatocarcinogens 
using mouse hepatocytes 

鈴木 洋，平野紀子，大島 隆樽本保男

Hiroshi Suzuki, Noriko Hirano, Takashi Ohshima and Yasuo Tarumoto 

大正製薬株式会社 開発研究所

330埼玉県大宮市吉野町 1-403

Pharmaceutical Research Laboratories, Taisho Pharmaceutical Co., Ltd., 

1-403 Yoshino-cho, Ohmiya, Saitama 330, Japan 

（受付： 1996年 1月25日； 受理： 1996年2月3日）

Summary 
The clastogenicity of six hepatocarcinogens in mouse hepatocytes was investigated using an in vivo 

mouse liver micronucleus test. It was found that four N-nitrosoamines, namely N-nitrosodiethylamine, 

N-nitrosomorpholine, N-nitrosodi-n-butylamine and N-nitrosopiperidine, showed clearly positive re-
sponses. On the other hand, peroxisome proliferators, namely clofibrate (CPIB) and di(2-ethylhexyl) 

phthalate (DEHP), showed negative responses. 

These results suggest that an in vivo mouse liver micronucleus test can be used for the evaluation 

of clastogenicity in vivo, with chemicals which produce mutagenicity through metabolic activation. It 

was considered that an additional test, by consecutive dosing, was needed for CPIB and DEHP. The 

relationship between the hepatocarcinogens and the micronucleus induction in hepatocytes seems to be 

important, not only for the results of the liver micronucleus test, but also for the evaluation by various 
mutagenicity tests using different indicators. 

Keywords: N-nitroso compounds, peroxisome proliferator, hepatocarcinogens, liver micronucleus test 

緒 言

骨髄細胞を用いる小核試験は，生体内での染色

体異常誘発性を評価する試験として繁用されてい

る．この試験で陽性となるげっ歯類発がん物質

は，代謝拮抗剤・抗生物質・植物成分製剤などの

制がん剤，アルキル化剤，エポキシ化合物などで

あり，代謝活性化を経て変異原性を示す芳香族ア

ミン，ニトロソアミン類またハロゲン化合物，ニ

トロ化合物， ホルモン類などの発がん物質は，陰

性となることが多い（若田ら， 1993).それはこの

試験の標的臓器が骨髄中の造血細胞 （赤芽球）で

あることと関連性が深いと考えられる．特に，代

謝活性化して変異原性を示す化合物は，肝での活

c日本環境変異原学会

性代謝物が骨髄に到達しなかったり，到達しても

十分な濃度で暴露がされない場合や不安定な活

性代謝物である場合には，骨髄を用いる小核試

験による変異原性の評価は適切とは言い難い

(Angelosanto, 1995). 

肝での染色体異常を指標とした試験の報告は，

in vivoの系 (Tateset al., 1980; Braithwaite and 

Ashby, 1988)や初代肝細胞の系 (Millleret al., 

1993; Hwang eta/., 1993)での報告がある．ラット

肝細胞での報告は数多くあるが，マウス肝細胞

を用いた報告は比較的少ない (Clietet al., 1989; 

Uryvaeva et al., 1995). マウスを用いる利点は，

ラットとの種差の検討，膨大なデータのあるマウ
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ス骨髄細胞を用いる小核試験やマウスがん原性試

験との比較に有用と思われる．

そこで，今回げっ歯類に肝がん原性を示す変異

がん原物質4化合物と非変異がん原物質2化合物

について，マウス肝細胞での小核誘発性の有無に

ついて検討した．

実験材料と方法

1. 試薬

N-nitrosodiethyl amine (DEN, CAS No. 55-18-

5)並びに Clofibrate(CPIB, CAS No. 637--07--0) 

は，和光純薬株式会社より購入した． N-nitroso-

morpholine (NMOR, CAS No. 59-89-2), N-nitro-

sodi-n-butylamine (DBN, CAS No. 924-16-3)及び

Di(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP, CAS No. 117-

81-7)は，東京化成工業株式会社より購入した．

N-nitrosopiperidine (NPIP, CAS No. 100-75-4) 

は， SigmaChemical Co.より購入した．

溶媒は， DENでは生理食塩水， NMOR並びに

NPIPでは蒸留水， DBN,CPIB及びDEHPでは，

オリプ油をそれぞれ用いた．

2. 使用動物

日本エスエルシー株式会社より購入した ddY

系雄マウスの 10~14週齢を用いた．飼育は温度

23土3°c, 湿度 50土20%の空調下の SPF動物室

で，固型飼料 (MF,オリエンタル酵母工業株式会

社）並びに水を自由に摂取させる条件で行った．

3. 簡易単回投与毒性試験

各化合物の LD刃値を求めるため Lorkeの方法

(1983)による単回経口投与毒性試験を行った．

すなわち， 10, 100及び 1000mg/kgを各用量当

たり 3匹投与し， 3日間の死亡状況を観察した．

その結果より，文献により指示される 4用量を各

1匹ずつに投与し， 3日間の死亡状況を観察した．

その死亡状況により，各検体の LD5o値を算出し

た．

4. 標本作製方法

各検体の LD叫直の 1/2,1/4及び 1/8量を経口投

与後，翌日肝の部分切除 (PH,partial hepatec-

Table 1. The composition of the perfusion solu-
tions (1000 ml). 

Reagents 
Pre-perfusion 
solution (g) 

Collagenase 
solution (g) 

KCI 
KH2P04 
NaCl 
NaHC03 
Na2HP04• 12比0
D-glucose 
HEPESa 

EGTA 
Collagenase 
Trypsin inhibitor 
CaCl2 

0.4 
0.06 
8.0 
0.35 
0.12 
1.0 
2.38 
0.19 

0.4 
0.06 
8.0 
0.35 
0.12 
1.0 
2.38 

0.5 
0.05 
0.56 

• N-2-Hydroxyethylpiperadine-N'-2-ethanesulfonic acid 

tomy)を行った．すなわちマウスをエーテル麻酔

下，肝の外側・内側左葉並びに内側右葉を切除

し， PH4日後に標本を作製した．まず，マウスを

エーテル麻酔下，前灌流液 (Table1)で2~3分間

肝臓内を灌流し，その後0.05% コラゲナーゼ溶

液 (Table1)で約 10分間再び灌流した．次に消化

され単離された肝細胞をリン酸緩衝液［phosphate

buffered saline, PBS(-)]中に浮遊させ，ガーゼ 3

枚でろ過後， 500rpm, 1分間遠心し上清を除去し

た．続いて，新しい PBS(-)を加えて再び遠心す

る操作を 3回繰り返した．上清を除去後ウシ胎児

血清を少量加えてピペットで攪拌し，その細胞浮

遊液の少量をスライドグラス上に取り，スメアー

して風乾した．

5. 標本染色方法

核酸のフォイルゲン反応を利用して標本を染色

した (Uryvaevaand Delone, 1995). まず， 10%中

性緩衝ホルマリン液(pH 7.4)で 10分間固定し

た．次いで， 4NHCIで37°C, 15分間加水分解を

行った． 蒸留水で洗浄後， Schiff試薬で 1時間染

色して標本を作製した．

6. 標本の観察評価法

標本スライドは，すべてコード化して観察し

た．単核・ 2核細胞を対象としてスライド上の 2

領域を各 500個観察した (600倍）．観察する肝細

胞は，正常な形態を示すもののみを対象とし，小

Table 2. The LDso values of test compounds. 

Compound LDso (mg/kg) 

核の碁準は，核と同じ色に染まっていること，球

形であること， 核の直径の 1/4以下であることな

どとした (Braithwaiteand Ashby, 1988; Cliet et al., 

1989). 

溶媒対照群と検体処理群間の有意性の検定は，

F検定により等分散の場合はtー検定， 不等分散の

場合は Welchの検定によったなお，有意水準は

5%並びに 1%とした．

結果

Lorkeの方法による各検体の LD5o値を Table2 

に示した． DEHPでは LD5o値が 5000mg/kg以上

であったため 2000mg/kgを高用量群とし，以下

1000並びに 500mg/kg群を設けた．各検体の

LD叫直の 1/2,1/4，及び 1/8量（高中，低用量）

を 1回経口投与後， PH4日後に標本作製を行い

その観察結果を Table3に示した．

各検体の試験ごとに同時溶媒対照群を設けた

が，全例 (30例）の平均小核出現率は 0.37土

0.32%であった． 最小0%, 最大1.3%でその出

現頻度の分布を Fig.1に示した．そのうち， 0.5%

以下の出現範囲のものが 73%を占め， 0.5~1%

のものが 23%を占めていた．また， Fig.2にフォ

イルゲン反応によって染色された正常な肝細胞像

を， Fig.3に小核を有する肝細胞像を示した．

各検体処理群のうち， DENでは溶媒対照の

3~4.5倍， NPIPでは 11~14倍の出現率を示し，

いずれの投与群においても有意な誘発が認められ

陽性と判定された．また，用量依存的な傾向も見

Table 3. Frequency of micronucleated hepatocytes 
in mice treated with hepatocarcinogens. 

DEN" 
NMORb 
DBNC 
NPJPd 
CPIBe 

DEHP' 

177 
290 
3800 
180 
1250 
>5000 

Compound 
Dose 

(mg/kg) 
No. of 
animals 

Frequency of 
micronucleated 
hepatocytes (%) 

Mean士S.D.

DEN 

• N-nitrosodiethyl amine. 
b N-nitrosomorpholine. 
c N-nitrosodi-n-buthylamine. 
d N-nitrosopiperidine. 
• Clofibrate. 
r Di(2-ethylhexyl)phthalate. 

NMOR 

DBN 

NPIP 

CPIB 

DEHP 

゜22.5 45.0 
90.0 

゜37.5 75.0 
150 

゜500 1000 
2000 

゜22.5 45.0 
90.0 

゜150 300 
600 

゜500 1000 
2000 

5

5

5

が

5

5

5

が

5

5

5

一5
5

5

が

5

5

5

5

5

5

5

5

0.70土0.44
2.34士1.59**
2.10土0.76**
3.15士0.55**
0.26士0.24
1.44土0.95*
1.10士0.59**
0.03土0.05
0.16土0.11
1.76土1.13*
1.28士0.90**

0.14土0.17
1.58土1.14*
1.60士0.99*
2.00士1.00*
0.42土0.31
0.40土0.23
0.28土0.08
0.30士0.30
0.54土0.18
0.54土0.40
0.52土0.15
0.62土0.29

a One mouse specimen was not observed for the de-
fective one. 
b One mouse was died. 
c All specimens were not observed for the defective 
ones. 
*:p < 0.05, **:p < 0.01. 

られた． NMOR• DBNでは，低・中用量群に有

意な誘発が認められ陽性と判定された． NMOR

では溶媒対照の 4.2~5.5倍， DBNでは 8~11倍

の出現率を示した． NMORの高用量群では，標本

作製時までに 1匹死亡し有意な小核の誘発は認め

られなかった． DBNの高用量群では， 全例肝細

胞が損傷しており標本観察ができなかった．

一方， CPIB並びに DEHPでは，いずれの投与

群でも有意な小核の誘発は認められず陰性と判定

された．

考察

げっ歯類で肝発がん性の知られている 6種の肝
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Table 4. Summary of mutagenicity test results for the hepatocarcinogens and non-hepatocarcmogens. 

Micronucleus Gene mutation 
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Fig. 1. 

O I O. 2 O. 3 0 4 O. 5 O. 6 O. 7 O. 8 O. 9 I. 0 I. I I. 2 

The frequencies of micronucleated hepatocytes (%) 

Distribution of micronucleated hepatocytes frequencies (%) in the concurrent solvent control groups. 

Fig. 2. The mouse mono-and bi-hepatocytes stain-
ed by the Feulgen reaction in solvent control 

group. 

がん原物質についてinvivoでの染色体異常誘発

性を肝細胞での小核誘発を指標に検討した．溶媒

対照群（蒸留水，生理食塩水，オリプ油） 30例の

平均小核出現率は 0.37土0.32%であった．他の報

告例では CDl/CRマウスの場合， 0.33~0.39%

(Cliet et al., 1989), CBA X C57BL/6マウスの場合，

0.66% (Uryvaeva and Delone, 1995)と報告されて

いる．溶媒対照群の小核出現率は，マウスの系統

や週齢 PH後の標本作製時期などにより変動す

るものと考えられており (Tateset al., 1983), 単

純な比較はできない． しかし，他の報告例と同等

かそれ以下の出現率であり，妥当な出現率である

ことが推測される． ただ， 1％以上の出現率のも

Fig. 3. The micronucleated hepatocytes stained by 
the Feulgen reaction in DEN 22.5 mg/kg treated 

group. 

のも少数例見られた．今後，試験の妥当性を評価

するためには，更に背景データとして蓄積してい

く必要があると思われる．

次に， 4種のNーニトロソアミン類では溶媒対照

群と比べて有意な小核の誘発が認められた． ラッ

卜肝細胞を用いる小核試験においても DEN・

NMORで有意な小核の誘発が報告されている

(Tates et al., 1980; Ashby and Lefevre, 1989). た

だ，明確な用量依存性が見られなかったり，高用

量群では細胞毒性が認められた．この結果は，

LD5。値を基に用量を設定したことと， PH後に標

本作製するまでの時間などと関連しているものと

考えられる． これら 4化合物の標的発がん部位は

Compound 
Bone marrow Hepatocyte 

UDS RDS 
Ames TM 

Hepatocarcinogenicity 

DEN 
NMOR 
DBN 
NPIP 
CPIB 
DEHP 
MMS 

-(+)a 

NT 

＋ ＋ 

‘,',
、̀',
‘,',
‘,'’
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9

9

9
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NT 
NT 
NT 
NT 

＋

＋
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十

一

+ (V)b 
＋ 

NT 
NT 
-(v)b 

＋ 

NT 
NT 
NT 
NT 
＋ 
＋ 

＋

＋

＋

＋

＋

＋

 

• Both results of positive and negative one are reported. 
b In vitro test, TM: Transgenic mouse mutation test, NT: Not tested. 
The reference quoted with Table 4, as follows., Ashby et al., 1989; Budroe et al., 1993; Butterworth et al., 1984; 
Goldworthy et al., 1994; Gunz et al., 1993; Heddie et al., 1983; Higashikuni et al., 1994; IARC vol 17 (1978), vol 24 
(1980) and vol 29 (1982); Mirsalis et al., 1993; Miyamae et al., 1994; Morrison et al., 1994; Suzuki et al., 1994; Tates 
et al., 1989; The collaborative study Group, 1986; Uno et al., 1994; Williams et al., 1989; Yoshikawa, 1995. 

肝・呼吸器・消化管などであり (IARC, 1978), 

肝細胞での染色体異常誘発作用との関連性が考え

られる． また 4化合物の各種変異原性試験の結果

は， Table 4に示すように Ames試験では代謝活

性化系 (S9mix)を加えた時に陽性となり，骨髄を

用いる小核試験では陰性のものが多い．肝発がん

性の知られている同じニトロソアミン類の N-

nitrosodiethanolamine, N-nitrosodi-n-propylamine 

でも陰性の結果が報告されている (Satakeet al., 

1994; Noguchi et al., 1994). 従って，invitroの変

異原性試験において代謝活性化した場合に陽性を

示す化合物では， 肝細胞を用いる小核試験はin

vivoでの染色体異常誘発性を評価する際に有効な

方法の一つとなり得るものと考えられる．そのた

めにはまず，多くの化合物を用いて適切な試験条

件を設定した上で評価して行くことが重要であ

る．

次に， CPIB並びに DEHPについて試験を行っ

た．両化合物はペルオキシゾーム増殖作用があり

（田村， 1995），げっ歯類において肝発がん性が知

られている (IARC,1980; IARC, 1982). このよう

な化合物は， Ames試験陰性の非変異発がん物質

と言われている (Budroeand Williams, 1993). そ

の発がんのメカニズムは， レセプターを介してペ

ルオキシゾームの増殖が起こり，それに伴う脂質

代謝により過剰の過酸化水素が産生され， DNA

損傷が誘発されるという説である．そのほかにも
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薬物代謝酵素の誘導やがん原遺伝子の活性化など

の関与も考えられている (Bentleyet al., 1993). In 

vitroの試験系では，シリアンハムスター培養細胞

にラット肝 S9mixを添加した時に DEHPで染色

体異常が見られたという報告もある (Tsutsuiet 

al., 1993). 

そこで，invivoでの DNA損傷の結果，肝細胞

に染色体異常が誘発されるか否かを小核を指標に

検討したが陰性の結果であった．多くのペルオキ

シゾーム増殖作用を有する化合物は， DNA合成

や細胞分裂促進作用を持っている (Bentleyet al., 

1993).陰性の結果は， CPIBやDEHPの単回投与

では染色体異常に至るような DNA損傷は誘発さ

れず，連続投与により細胞分裂・細胞増殖が持続

され DNAの変異が固定されなければ染色体異常

として検出できないことを反映している可能性も

考えられる（高沢ら， 1994;Melnick et al., 1993). 

従って，連続投与による肝細胞での小核誘発性

の検討も重要な評価方法と考えられる． DEHPで

は，単回， 14日及び 30日投与でのラット肝

in vivo/in vitro不定期 DNA合成 (UDS)並びに

アルカリ溶出法試験では陰性と報告されている

(Butterworth et al., 1984). 

肝細胞小核試験の結果と肝がんの関連性につい

ては， Table4に示すように N-ニトロソアミン類

のように相関の認められる場合，小核の誘発が認

められる methylmethanesulfonate (MMS)で肝発
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がん性がない場合，小核の誘発が認められない

CPIBや DEHPで肝発がんの認められる場合な

どいろいろなケースがある． MMSの場合には，

肝がんが誘発されない一因として肝細胞増殖性が

なく，そのため発がんに至る mutationに結びつ

かず結果として肝がんが誘発されないという仮説

が考えられている (Goldworthyet al., 1994). ま

た， CPIBや DEHPの場合には，肝細胞の増殖性

が肝がん誘発の重要な因子と考えられている （高

沢ら， 1994). よって，肝発がん性について予測す

る場合は， Table 4の各種変異原性試験の結果に

見るように肝細胞小核試験のみでなく，いろいろ

な指標を用いた多角的な検討が必要と考えられ

る．

以上述べてきたように，マウス肝細胞を用いる

小核試験は， ラット肝を用いる場合と同様に評価

が可能であることが示唆された．
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of a Woody Plant Growing under Various Traffic Conditions 
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Summary 
Benzo[a]pyrene (B[a]P) and 1-nitropyrene (1-NP) concentrations in leaves of a woody plant 
(azalea, Rhododendron oomurasaki) growing under various road traffic conditions, and the mutagenicity 
of ethyl acetate extracts from leaves, were determined (Salmonella typhimurium YG 1020, YG 1021 and 
YG 1024 without S9). The leaves of azaleas planted by the edge of an arterial road with heavy traffic 
retained significantly more mutagens, including B[a]P and 1-NP, than those planted in the center of a 
park, surrounded by trees in an urban area, and in the suburbs. The mutagen concentration in the leaves 
steeply decreased with distance from the arterial road, and that in a garden or a square 350 m away 
reached the level in trees in the suburbs. The mutagen concentration in the azalea leaves shielded from 
the road by bushes (Chinese juniper, Juniperus chinensis var. kaizuka) was about half that in azaleas 
planted on the border of the road. These results indicate that planting roadside trees effectively reduces 
the exposure levels of pedestrians to mutagenic compounds and also prevents the spread of air pollution 
caused by heavy traffic mutagen emissions. 

Keywords: plant leaves, benzo[a)pyrene, 1-nitropyrene, mutagen, car exhaust 

Introduction 

Ambient air contains mutagenic compounds such 

as polycyclic aromatic hydrocarbons (P AHs) and 

their nitro derivatives derived from combustion 

emission (Pitts et al., 1977; Wang et al., 1980; 
Tokiwa et al., 1983; Nakagawa et al., 1983; Morita 

et al., 1983). They may be an important factor in 

human lung cancer, especially in urban areas 
(Wynder and Hoffmann, 1965; Menck et al., 1974; 
Walker et al., 1982). Since vehicle exhaust appears 

to be one of the major generators of carcinogenic 

and mutagenic P AH in urban area, the ambient air 

near arterial roads with heavy traffic might be highly 

polluted with mutagenic PAH. Accordingly, in 

estimating the risk of exposure to mutagens for 

inhabitants, it is necessary to monitor air pollution 

in detail with mutagens in populated areas. 

Mutagenic compounds in the air are generally 

determined as particulate matter collected by high-

or low-volume air samplers. However, this takes 

c日本環境変異原学会

much time and care, and it is very difficult to collect 

samples at many points at the same time. 

On the other hand, vegetation absorbs atmospher-

ic P AHs and chlorinated hydrocarbons by spraying 

or deposition on leaves with subsequent partition 
into cuticles or by entering stomata (Thomas et al., 

1984, 1985; Edwards, 1986; Paterson et al., 1990). 

We showed that extracts from leaves of woody 

plants growing by the roadside exhibit mutagenicity, 

indicating that roadside trees retain mutagenic nit-

roarenes from automobile exhaust (Suzuki et al., 

1992). Additionally, the concentration of non-

volatile P AH in leaves is approximately proportional 

to that in suspended particulate matter in the atmo-

sphere (Nakajima et al., 1995). Accordingly, it 

should be possible to monitor the extent or the 

spread of air pollution with mutagens derived from 

car exhaust, by determining the concentration of 

mutagenic compounds in plant leaves. 
This paper describes the distribution of 1-
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nitropyrene (1-NP), benzo[a]pyrene (B[a]P) and 

mutagenicity toward Salmonella typhimurium YG 
strains of ethyl acetate extract from azalea leaves 

growing under various traffic conditions in Tokyo. 

Materials and Methods 
Chemicals 
1-NP and B[a]P were purchased from Tokyo 
Kasei Co., and sodium hydrosulfide from Katayama 
Chemical Co. All other chemicals were of high 

quality commercial grade. 

Sampling of plant leaves 
Leaves were collected 1 m above the ground 
surface from azaleas (Rhododendron oomurasaki) 

growing at seven urban and three suburban sites 

in Tokyo under various traffic conditions during 

November 1990 (Fig. 1). These consisted of the 

median strip (L7-MS) and the roadside (L7-RD) of 

Loop 7, an arterial road that runs through the 

Tokyo metropolitan area, at Koenji located about 10 

km west of the center of Tokyo (traffic volume, 

49,000cars/12hr in the daytime); two squares about 

70m and 750m away from Loop 7 (L7-Sl, L7-S2, 
respectively); a garden about 360m away from 
Loop 7 (L7-GD); the roadside of Sotobori street at 

Ichigaya (SB-RD) in the center of Tokyo (traffic 
volume, 30,000 cars/12 hr in the daytime); the center 

of Shinjuku Gyoen National Garden (SG-GD), 

which is a public park located in the center of 

Tokyo; the roadside of a mountain path in Takimoto 

(Ml-RD) located about 60km west of the center of 

Fig. 1. Sampling locations of azalea leaves. 

Tokyo; the river bank in Mitake ravine (M2-RV), 

which is a mountain resort, located a few km east of 

Takimoto; and the roadside of Route 411 at Shin-

meibashi (M3-RD) located about 55 km west of the 

center of Tokyo. Unless otherwise noted, all the 

roadside azaleas were not shielded from roadway by 
other trees. 

Determination of mutagenic compounds in leaves 
B[a]P and 1-NP in leaves and the mutagenicity of 

the ethyl acetate extract from leaves were deter-

mined as described previously (Suzuki et al., 1992; 

Nakajima et al., 1994, 1995). Fresh leaves (7.5 g) 

were first ultrasonically extracted with ethyl acetate 

(10 ml/g) for 20 min without washing and drying. 

Leaves and other insoluble materials were removed 

by decantation and filtration through a membrane 

(PTFE, pore size 0.2 μm, Advantec Toyo Co.). The 
filtrate was evaporated to about 20 ml, to which 1 g 

of silica gel (Merck Kieselgel 60) was added, and 

the suspension was evaporated to dryness under 

reduced pressure below 45°C. The silica gel/extract 
mixture was placed at the top of an aluminum 

foil-covered silica gel-packed column (2 cm i.d. X 25 

cm) and eluted with the following solvents. 

To determine the B[a]P concentration and to 

assay mutagenicity, the compounds on the silica gel 
column were eluted with 250 ml of benzene. The 

eluate was concentrated under reduced pressure, 

dried under a nitrogen stream, then dissolved in 1 ml 

of methanol for HPLC or in dimethyl sulfoxide 

(DMSO) for the mutation assay. 
To determine the 1-NP concentration, the com-

pounds were eluted with 100 ml of cyclohexane/ben-

zene (1/2, v/v). The eluate was evaporated to a few 

ml, placed in a small centrifuge tube and dried under 

a nitrogen stream. Ethanol (0.5 ml) was added and 

the eluate was dissolved by ultrasonication. Sodium 

hydrosulfide (10%, 0.5 ml) was added to the solu-
tion and 1-NP was reduced to 1-aminopyrene (1-

AP) by refluxing for 90min at 90°C (Tanabe et al., 
1986). After termination of the reaction, 2 ml of 

NaOH (0.15 N) was added and 1-AP was extracted 

three times with 1 ml of benzene. The extracts were 

combined, evaporated to dryness and dissolved in 1 

ml of methanol for HPLC. 

HPLC 
The HPLC system was a Shimadzu LC-9A 
equipped with a fluorescence detector (Shimadzu 

RF-550). A 10 ml aliquot of the sample solution 

was injected on a MERCK Lichrospher 100 RP-18 
column (4.0 mm i.d. X 250 mm). The solvent system 
used to determine 1-NP and B[a]P levels was 

acetonitrile/50mM-pH 6.5 Tris-HCI buffer (65/35) 

at a flow rate of 1 ml/min. The eluate was monitored 

by fluoroscopy for 1-NP and B[a]P with excitation 

and emission at 281 and 427nm, and at 376 and 405 

run, respectively. 

Mutation assay 
Mutagenicity was assayed according to the Ames' 

method with preincubation of the test samples (0.1 

ml of test materials in DMSO and 0.5 ml of 0.1 M 

sodium phosphate buffer, pH 7.4) with the test 

strain (0.1 ml overnight cultured solution) for 20 

min at 37°C (Maron and Ames, 1983). The test 

strains were Salmonella typhimurium YG 1020 

(TA98 containing pBR322-Ap5), YG 1021 (TA98 
containing pYG216, a nitroreductase-overproduc-

ing strain) and YG 1024 (TA98 containing pYG 

219, an 0-acetyltransferase-overproducing strain) 

without rat liver S9. Ampicillin (25 μg/ml) and 

tetracycline (6.25 μg/ml) were added to the over-

night culture medium. Each sample was assayed in 

triplicate. 

Results and Discussion 
The mutagenicity of the ethyl acetate extract and 

the concentration of B[a]P and 1-NP in azalea 

leaves growing under various traffic conditions are 

shown in Fig. 2. The mutagenesis data show that 

the extracts from leaves of azalea, especially collect-

ed in urban areas, were significantly more mutagenic 

toward S. typhimurium YG 1021 and YG 1024 

strains than YG 1020. YG 1021 and YG 1024 are 

specifically sensitive to some nitroarenes in the 

absence of S9, particularly to 1-NP and to dinitro-

pyrenes respectively (Watanabe et al., 1989, 1990; 

Einistoet al., 1991). Accordingly, the results in Fig. 
2(A) imply that the leaf extracts contained muta-

genic nitroarenes. However, these data did not 

always correlate with the concentration of 1-NP, a 

representative atmospheric nitroarene, in the leaves. 

This suggested that the contribution of 1-NP to the 

mutagenicity of the leaf extracts was not so large. 

The leaves collected from the median strip of 

Loop 7 which has the largest traffic volume, had the 

highest concentrations of B[a]P and 1-NP and high 

mutagenicity. The mutagenic contents of the leaves 

by the roadside of Loop 7 was comparable to those 

in the median strip. The leaves from the roadside of 
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Fig. 2. Distribution of mutagenic compounds re-
tained in azalea leaves growing under various 
traffic conditions. (A) Mutagenicity of ethyl 
acetate extracts from azalea leaves assayed 
using S. typhimurium in the absence of S9;（口）
YG 1020,（Q2) YG 1021,（■）YG 1024. (B) 
B[a]P concentration in azalea leaves. (C) 1-
NP concentration in azalea leaves. L7-MS, the 
median strip of Loop 7; L7-RD, the side of 
Loop 7; L7-Sl, a square 70m distant from 
Loop 7; L7-GD, a garden 360m distant from 
Loop 7; L7-S2, a square 750m distant from 
Loop 7; SB-RD, the side of Sotobori street; 
SG-GD, Shinjuku Gyoen National Garden; Ml-
RD, the side of a mountain path in Takimoto; 
M2-RV, river bank at Mitake ravine (a moun-
tain resort); M3-RD, the side of Route 411 at 
Shinmeibashi. 

Sotobori street in the center of Tokyo had also 

significantly high values, reflecting the traffic volume 

at this site. 

The leaves in suburban area tended to have low 

values. Among the leaves collected in suburban 
areas, however, those of the roadside of a mountain 
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Fig. 3. The concentrations of mutagenic com-
pounds in roadside azaleas with and without 

shielding by a bush (Chinese juniper) from the 

roadway (see upper figure). 1-NP (open col-
umn), B[a]P (closed column), and mutagen-

icity to S. typhimurium YG 1024 (shaded col-

umn). Values represent the means士SDof data 
for three samples. 

path (Ml-RD) were quite mutagenic towards YG 
1024 strain and had a high concentration of 1-NP. 

This may be because the sampling site was a slope. 

The L7-Sl, L7-GD and L7-S2 are azalea leaves 

collected from sites various distances away from 

Loop 7 to understand the extent of diffusion of 

mutagenic compounds emitted from car exhaust in 

heavy traffic. Loop 7 had the most traffic among the 

sampling sites. The leaves in the square 70 m away 
from the road (L7-Sl) exhibited relatively high 

values, particularly in mutagenicity, indicating that 

some mutagenic compounds derived from car ex-
haust are transported to sites at least 70 m away. 

However, in the garden 360m away and the square 
750m away, the contents decreased to a level com-

parable with those in the suburban area. This sug-

gested that most of the B[a]P and nitroarenes 

emitted from car exhaust were not transported far. 

The leaves collected in Shinjuku Gyoen National 

Garden (SG-GD) showed also low mutagenicity 

and B[a]P and 1-NP concentrations, although the 

garden is situated in the center of Tokyo and adja-

cent to an arterial road, the Koshu Road, with much 

traffic. The garden is about 1 km across (about 58 

hectare in area) and has many trees and the sam-

pling site was about the center of the garden. Ac-

cordingly, the results suggested that the mutagenic 

compounds derived from car exhaust were captured 
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and removed by leaves of peripheral trees in the 

garden. This seems to be because B[a]P and 1-NP 
are non-volatile and are adsorbed to suspended par-

ticulate matter. 

To understand the shielding effect of a roadside 

tree on mutagenic compounds derived from car 
exhaust, azalea leaves were collected from the neigh-

boring two stubs planted at the Koenji site of Loop 

7 (in September 1991), one of which was planted 

in the roadside abutting the roadway and the other 

was shielded from the roadway by a roadside bush 
(Chinese juniper, Juniperus chinensis var. kaizuka) 

of about 2 m height and 0. 7 m width. Fig. 3 shows 
the mutagenicity of leaf extract and the concentra-

tions of B[a]P and 1-NP in the two azalea stubs. 

The amounts of mutagenic compounds in the azalea 

without shield were about half those of that 

shielded. These results indicated that the leaves of 

the Chinese juniper shielded a significant amount of 

mutagenic compounds released from car exhaust. 
This seemed to be owing to the highly dense leaves 

of the Chinese juniper which is an acicular tree. 

This shielding effect of roadside trees against muta-

genic compounds must play a very important role in 

reducing the exposure level of pedestrians. 

These experimental results demonstrated that the 

leaves of roadside trees are highly polluted with 

mutagenic compounds derived from car exhaust. 
We also found that roadside trees effectively shield 

mutagenic compounds. Planting roadside trees 

seems to be very effective for reducing the exposure 

levels of pedestrians to mutagenic compounds and to 

prevent the spread of air pollution with mutagenic 

compounds. However, further studies are required 
to define the shielding efficacy of various plants. 
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マウス腸上皮細胞を用いる小核試験法

An in vivo micronucleus test using colonic epithelial cells of mice 

大山ワカ子，徳光 崇

Wakako Ohyama and Takashi Tokumitsu 

（株）ヤクルト本社中央研究所

186東京都国立市谷保 1796

Yakult Central Institute for Microbiological Research, 1796 Yaho, Kunitachi-shi, Tokyo 186, Japan 

（受付：1995年6月29日； 受理：1995年 12月28日）

Summary 
An in vivo micronucleus assay system was developed using mouse colonic epithelial cells. 
The epithelial cells of colon, isolated by EDTA treatment, were fixed in methanol containing 0.5% 
acetic acid and dropped onto slides. Micronuclei were easily recognized with acridine orange staining. 
Dose-dependent induction of micronuclei was observed in the colonic epithelial cells of mice treated 
with a single intraperitoneal injection of 1,2-dimethylhydrazine or mitomycin C. Thus, the colonic 
micronucleus assay can detect colon mutagens/carcinogens. 

Keywords: micronucleus, colon, epithelial cells, 1,2-dimethylhydrazine, mitomycin C 

緒戸

腸は活発な細胞分裂が上皮細胞の窪みであるク

リプト （陰寓）内に認められる臓器であり，細胞

動態が詳しく報告されている (Cameron,1971). 

また，腸のうち，大腸は上皮細胞由来の癌の多発

する部位である．

大腸の上皮細胞を利用する変異原性試験は，単

離細胞を用いた染色体観察法 (Tokumitsu, 1976) 

のほか，姉妹染色分体交換 (Blakey,1985; Couch 

et al., 1987), 組織標本での核異常の検出法

(Wargovich et al., 1983)の報告がある．核異常に

ついては，細胞分裂と無関係に発現するものであ

るとの報告もある (Duncanet al., 1985). 

我々は大腸を標的とする変異原物質の検出を目

的として，腸上皮の単離細胞を用いた染色体異常

試験の開発を試みてきた (Ohyamaet al., 1991, 

1992, 1993). さらに，染色体試験に比べて，異常

の識別が容易で，短時間の観察で実施可能な小核

試験法の開発を試みた．今回，既知変異原物質で

c 日本環境変異原学会

ある 1,2-dimethylhydrazine, あるいは mitomycin

Cをマウスに投与した結果，結腸上皮の単離細胞

を用いる小核試験が実施可能と判断したので報告

する．

実験材料および方法

1. 使用動物

ICR (CD-1) マウス， 雄 （日本エスエルシー

（株））の 8週令 (6匹／群）を用いた．飼料は MF

（オリエンタル酵母（株）製），飲料水は水道水を用

い，それぞれ自由摂取させた．

2. 試験物質

1,2-Dimethylhydrazine dihydrochloride [306-37-

6] (DMH)は東京化成工業（株）製を， mitomycin

C [50----07-7] (MMC)は協和発酵（株）製（マイト

マイシン協和 S,2mg力価／瓶）を用いた．
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3. 試験物質の調製および投与

DMHはlmMEDTAに溶解した後， NaOHで

pH 6.5に調整し， 0,10, 20, 30, 40mg/kg b.w.の用

量で腹腔内に 1 回投与した．

MMCは0.4mg/mlの濃度に局方注射用蒸留水

で溶解した後，局方注射用生理食塩液で希釈し，

0, 0.5, 1, 2, 4mg/kg b.w. （以下， b.w.は省略）の用

量で腹腔内に 1 回投与した．

4. 結腸上皮の単離細胞の小核標本作製

小核標本は， DMH投与の 3日および4日後，

MMC投与の 3日後に作製した．

マウスの結腸下部を摘出し，内容物を PBSA

(pH 6.8)で除去した後， 腸管をガラス棒（直径

4~5mm,長さ 12~13cm)に裏返した．ガラス棒

の他端に、ンリコン栓を付け，そのシリコン栓を，

マイクロプレートミキサーに取り付けた板の穴に

入れ，裏返した腸管が試験管中の EDTA溶液に

浸るようにした (Tokumitsu,1976）．腸管を， 30°C

の lmMEDTA溶液中に 15分間静置した後， 3 

分間振動させ，クリプトを採取した． さらに， ピ

ペッティングにより，細胞解離を打った．

遠心後， 細胞を集め， 2～3mlのPBSAに懸濁

し， ピペッティング後，氷冷したメタノールに酢

酸を 0.5%の割合で混合した液で固定した． 固定

液を 2度交換し，少量の固定液に細胞を再浮遊さ

せ， airdry標本を作製した．

7. 小核標本観察

アクリジンオレンジ (40μg/ml)による簡易染

色法（林， 1991)で結腸上皮細胞を観察した．マ

ウス 1個体あたり 2000個程度の細胞を観察し，

小核細胞の頻度を算定した．

観察対象とする細胞の観察碁準は，下記の 4 項

目とした．①細胞質を保持しており，②楕円形か

ら長方形である，③主核の核膜が明瞭である，④

細胞が重なっていない．また，小核の判定碁準は，

①主核と同じ黄色い蛍光を発している， ②直径が

主核の 1/2以下である， ③主核と接しているもの

やピンホールほど極小のものは小核に数えない，

とした．

8. 「クリプト標本」の作製，観察

小核標本作製時に採取したクリプトの一部を

Fig. 1. Micronuclei induced in the colon epithelial cells of mice. 
(a): A micronucleus induced by DMH (30mg/kg b.w.) 4 days after a single ip injection. (b): A micro-

nucleus induced by MMC (4mg/kg b.w.) 3 days after a single ip injection. 

45％酢酸で 30分固定し， 1％アセトオルセイン

で染色してクリプトの標本（クリプト標本）を作

製した． 1 個体あたり 100個前後のクリプトを観

察し，クリプトあたりの分裂細胞数を算定するこ

とにより，小核標本作製時の結腸上皮細胞の分裂

活動の状態を観察した．

結果

1. 小核標本作製時の固定液の酢酸濃度の検討

固定液の酢酸濃度は，細胞質の形態保持に影響

することが報告されている (Matsuokaet al., 

1993). これをもとに， 通常用いる酢酸濃度 25%

から徐々に濃度を下げ，細胞への影響を検討し

た．

酢酸濃度が 25~5%の場合，細胞質の消失また

は著しい膨潤が認められた．酢酸2~1%の場合，

細胞により，膨潤の程度が異なり，安定した標本

が得られなかった．酢酸濃度を 0.5%にした場

合，細胞の膨潤は少なく，上皮細胞の形態が保持

された細胞標本が得られた．メタノールのみで

は，細胞塊となった．以上の結果から，酢酸濃度

0.5%の固定液を標本作製に用いた．
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Fig. 2. Effect of a single dose of DMH, 3 days 
after treatment, on the percentage of MN in the 
epithelium (a) and the number of mitotic cells 
per colonic crypt (b). 
Vertical bars, S.D. *p<0.05, **p<O.Ol 

2. DMH投与による小核頻度の用量依存性

小核細胞頻度は投与の 3日， 4日後共に， 0～30

m g/kgで用量依存性が認められた (Figs. 2,  3).  
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Fig. 3. Effect of a single dose of DMH, 4 days 
after treatment, on the percentage of MN in the 
epithelium (a) and the number of mitotic cells 
per colonic crypt (b). 
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投与 3日後には 20,30mg/kg投与群が， 4日後

にはさらに 40mg/kg投与群も，対照群に対して有

意に高い値を示した． しかし， 40mg/kg投与群の

小核頻度は， 30mg/kg投与群より低かった．

また， クリプト標本の観察から，投与3日後の

40mg/kg投与群における，クリプト当たりの平均

分裂細胞数は， 30mg/kg投与群に比べ，有意に低

かった (Fig.2). 

3. MMC投与による小核頻度の用量依存性

MMC投与では， 4mg/kg投与群の小核頻度が，

対照群に対して有意に高い値を示し，用量依存性

が認められた (Fig.4). 

クリプト内の分裂細胞数から，各群共に細胞分

裂の抑制は認められなかった (Fig.4). 

考察

小核は細胞分裂の際に形成されるため，小核試

験では試験物質の影響を受けた後に分裂を終えた

細胞を観察対象とする．

腸上皮細胞の分裂は，上皮細胞の「窪み」である

クリプト（陰高）の底部にある増殖帯のみで認め

られ，分裂後の細胞はクリプト内を上部（管腔側）

に向かってエスカレーター式に押し上げられる

（幹細胞は底部に留まる）．マウス大腸の上皮細胞

の場合，一部の細胞を除き，分裂後約 3日でクリ

プト上端に到達し，管腔内に脱落する (Cameron,

1971). 

従って，マウスを変異原物質で処理すると，細

胞分裂の抑制がない場合は，処理3日後の大腸上

皮細胞は，ほとんどが投与後に分裂したもの，す

なわち観察対象となる細胞であるといえる． しか

し，小核標本を作製する場合，細胞分裂の抑制に

よる小核誘発の遅延を考慮する必要があることか

ら，我々は処理後3日あるいは4日後に標本を作

製するのが妥当と考えた．

この考えに基づき，今回 DMHとMMC投与の

3日あるいは4日後に結腸上皮細胞を観察した結

果，小核の誘発が検出され，その頻度の用量依存

性が確認された．

DMH, および MMC投与により， マウス結腸

上皮細胞に染色体異常が誘発されることは既に確
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認している．すなわち， DMH投与後， 30時間で

結腸の染色体異常頻度のピークおよび用量依存性

(0~30mg/kg,最高頻度 12%)を認め， MMC投

与では， 20時間後に異常頻度のピークおよび用量

依存性（0,...,2 mg/kg,最高頻度 15%)を認めた

(Ohyama et al., 1992, 1993). 染色体異常と小核は

検出される時期は異なるが，染色体異常試験の結

果は，今回の小核試験の結果を支持するものとい

える．

また，小核頻度は細胞分裂活動の程度に影響さ

れる．すなわち， DMH投与 3日後の 40mg/kg投

与群では，分裂細胞数の減少が見られ，小核頻度

も30mg/kg投与群に比べて低かったが，これは細

胞分裂の抑制が原因で小核の誘発が遅延したため

といえる．また，投与 4日後の 40mg/kg投与群の

分裂細胞数はコントロールレベルに近づいてお

り，小核頻度は 3日後に比べると増加している．

しかし依然として 30mg/kg投与群よりは低い．こ

れは細胞の分裂活動は回復したが，分裂後の細胞

はまだ増加していないことを示すと推測される．

大腸発癌物質である DMHでは，結腸の染色体

異常試験と同時に実施した骨髄の小核試験で陰性

の結果を得ている (Ohyamaet al., 1993)ことも考

え合わせると，結腸を標的とする変異原物質の検

出に，マウス結腸の単離細胞を用いる小核試験法

が利用可能であるといえる．
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遺伝子多型と発癌リスク

Genetic polymorphism and human cancer risk 
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A close association of smoking-associated lung cancer incidence with the Msp I and Ile-Val 

polymorphisms of CYPJAJ gene was found in a Japanese population in terms of genotype frequency 
comparison and cigarette dose response. A synergistic increase in susceptibility to lung cancer was 

observed when the susceptible genotypes of CYPJAJ were combined with a deficient GSTMJ genotype. 

Individual difference in expression levels of Ahr and Arnt mRNAs was observed, and the expression 

levels of CYP 1 A 1 appeared to associate with those of transcriptional factors. The Ahr protein has two 

different structures, ascribed to one amino acid replacement at codon 554 of Arg by Lys. However, this 

germ line polymorphism did not show a significant association with AHH inducibility nor lung cancer 
incidence. The p53 gene alterations in lung cancer tissues were more frequently observed among the 
patients with a susceptible allele of CYPJAJ gene. 

Keywords: CYPlAl, genetic polymorphism, lung cancer, cancer susceptibility, p53 mutations 

1. はじめに

化学発癌物質の代謝は PhaseIの薬物代謝酵素

である P450による活性化反応と PhaseIIのさま

ざまな転移酵素による解毒化反応により構成され

ており， この代謝バランスが発癌感受性の個人差

に重要な役割をはたしていると指摘されている

(Emstereta/., 1991). P450は還元型で一酸化炭素

と結合し， 450nm に吸収極大を示す一群のヘム

タンパク質の総称であり，多くの分子種が存在

し，外来性の化学物質の代謝だけでなく，内因性

のステロイドホルモンや胆汁酸などの重要な生理

活性物質の生合成，代謝に関与している (Omura

et al., 1993). ヒトの P450については現在までの

ところ 13種のファミリーが同定されているがこ

れらのうちで CYPlA,CYP2, CYP3などに属する

特定の P450分子種がさまざまな化学発癌物質の

活性化代謝に関与していることが知られている

(Kawajiri et al., 1991). 

c 日本環境変異原学会

最も典型的な化学発癌と考えられる肺癌はその

罹患へのリスク要因として喫煙があるが，最近の

分子疫学的な研究の結果，肺癌発症においてはタ

バコ煙中に含まれている発癌物質を代謝する酵素

の遺伝的な個人差と喫煙量との相互作用の結果と

して発癌へのリスクが規定されているものと考え

られている． タバコ煙中にはさまざまな発癌物質

が含まれており活性化に関与する P450も異な
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る． ここでは主に筆者らが行っている芳香族炭化

水素（ベンゾピレンなど）の活性化に関与してい

るCYPlAlを中心として喫煙との相互作用の視

点より肺癌への遺伝的感受性を論じたい． Fig. 1 

にはベンゾピレン代謝の細胞内での概略を示して

ある．

2. 薬物代謝酵素の遺伝子多型と肺癌感受性

(a) CYPJAJ遺伝子多型と肺癌感受性

芳香族炭化水素は古くより研究が行われている

代表的な化学発癌物質でありタバコ煙中に含まれ

ているベンゾピレンは重要な肺癌誘発物質の一つ

である． CYPlAlはヒトをふくめ多くの動物種に

存在しており， ヒトにおいては extrahepaticに発

現している． ヒトの肺で発現している CYPlAl

はベンゾピレン代謝において主に中間代謝体であ

る7,8-‘ジヒドロキシー7,8ージヒドロベンゾピレン

からgenotoxicな代謝体の形成に関与している

(Shimada et al., 1992). ヒト CYPJAJ遺伝子は 7

個のエクソンの 512のアミノ酸から構成されてい

る(Jaiswalet al., 1985; Kawajiri et al., 1886). この

遺伝子のpolyA付加シグナルより約250塩基下

流に T から Cへの突然変異があり (Hayashi et 

al., 1991)その結果，制限酵素Msplでの多型が出

現する．また， P450のヘムが配位するのに必要な

Cysのごく近傍にアミノ酸がイソロイシン (Ile)

からバリン (Val)に置換する多型が存在し， この

二つの多型は遺伝的に強く associateしている

(Hayashi et al., 1991). これらの多型に基づく遺伝

子型は PCRを使うことにより容易に同定でき

る．

健常者集団における CYPJAJ遺伝子型の分布

と肺癌患者中の遺伝子型の分布を比較した (Ka-

wajiri et al., 1990, 1993). 一般住民コホートの約

2500名の健常者の白血球より単離した DNAよ

り無作為に選んだ 375名の DNAについて遺伝子

型の判別を行い， MspI多型での A型 (ml/ml),

B型（ml/m2),C型 (m2/m2)の分布を調べたとこ

ろそれぞれ 166,169, 40名であった． これから計

算された ml,m2の遺伝子頻度はそれぞれ 0.67,

0.33であり Hardy-Weinbergの法則を満たしてい

る．尚， mlはMspI siteをもたない alleleであり，

m2はsiteの存在する alleleである．同様に Ile_

Val多型についても解析したところ 358名中， Ile/

Ile型 233名， Ile/Val型 108名， Val/Val型 17名で

あり， Ile-Val型の遺伝子頻度はそれぞれ 0.80,

0.20であ った (Hayashiet al., 1992). 健常者での

分布を碁本にして各種癌患者における遺伝子型の

分布を調べたところ C型 Val/Val型が肺癌 (327

名）でのみ有意に高い分布を示していることが明

らかになった．また，肺癌ではその組織型により

喫煙との因果関係が異なると考えられているので

組織型別による CYPJAJの遺伝子型分布を検討

したところ喫煙と最も関連する扁平上皮癌におい

て高感受性の遺伝子型が有意に健常者集団の分布

に比べ高いことが示された．

(b) CYPJAJ, GSTMl遺伝子多型の組み合わせ

による肺癌感受性

CYPlAl により生じたベンゾピレンの活性

代謝体は Mu 型グルタチオン＿S-転移酵素

(GSTMl)によりその一部は解毒されるが，この

遺伝子にも欠損 （変異） による多型が存在し，両

方の alleleが欠損しているヒトの酵素活性は非

常に弱いことも知られている (Seidegardet al., 

1988). PCRをもちいての遺伝子型判定の結果，

健常者においては少なくても 一方は正常 な

GSTMJ遺伝子を持つ GSTMJ(+)のヒトは

53.4%, GSTMJ(-)は 46.6%であった． 一方， 肺

癌全体では GSTMJ(-)は 55.6%, 扁平上皮癌で

は65.7%を占め，ともに健常者の遺伝子型分布

とは異なることが示された．

CYPlAlとGSTMlの代謝反応は細胞内では

連続した酵素反応であるので二つの遺伝子の多型

を組み合わせて発癌へのリスクを検討した (Fig. 

2). 健常者における GSTMJ多型の分布状態は

CYPJA]の遺伝子型別でみてもほぼ等しいこと

が示されたのでこの二つの遺伝子の多型は完全

に独立した現象である． しかしながら喫煙由来の

Kreyberg I型特に扁平上皮癌においては

CYPJA]の C型 Val/Val型においては GSTMJ

多型の分布状態が大きく変動していることが明ら

かになった． すなわち， GSTMJ(-)の方が（＋）

に比べ 5倍以上も多い分布を示した．健常者では

2.2% しかみられない Val/ValでGSTMJ(-)の遺

伝子型は扁平上皮癌では 10.6%をしめた． Ile/Ile

で GSTMJ(+)に比べ Val/ValでGSTMJ(-)の

組み合わせの遺伝子型を持つヒトは約7倍ほど

オッズ比で高い発癌リスクをもつことが明らかに

なった．組み合わせによるリスクの増加はそれぞ

れの遺伝子型単独における場合よりも synergistic

に作用していることは明らかであり， これら二つ

の遺伝的肺癌危険因子がetiologicalに関連しあっ

ていることを示唆している (Hayashiet al., 1992). 

Val型の CYPlAlの方がIle型よりも高いベンゾ

ピレン活性化能を持つことを考慮すると (Kawa-

jiri et al., 1993), synergisticなリスクの増加は，発

癌物質代謝の活性化と解毒化のバランスが遺伝的

にアンバランスであることに起因することを示唆

している．

(c) 転写因子Ahr遺伝子多型の肺癌感受性へ

の影響

Fig. 1に示したように細胞内にベンゾピレンな

どの芳香族炭化水素がとりこまれると細胞質に

hsp90と結合して存在している arylhydrocarbon 

receptor (Ahr)にリガンドが結合する． その際に

hsp90はAhrより解離し， リガンドが結合した

Ahr は核に移行し， aryl hydrocarbon receptor 

nuclear translocator (Arnt) と呼ばれる因子と

heterodimerを形成し CYPJAJ遺伝子の XRE領

域 (XenobioticResponsive Element)に結合して

CYPlAlの誘導的発現に関与すると考えられて

いる (Swansonet al., 1993). 従って， もし転写因

子Ahrの発現量が個人間で大きな差があ ったり，

リガンドとの affinityが異なるような Ahrがヒト

集団中に遺伝子多型として存在しているならば重

要な肺癌感受性に関与する遺伝的素因である．単

離したヒト Ahr,Arnt遺伝子の遺伝情報によりRT-

PCR法を利用して mRNAの組織内分布，及び発

現量の個人差を検討した (Hayashiet al., 1994). 

Ahr, Arntは肺，腎臓肝臓血液など様々な組織

で発現しており，特に肺で顧著であった．また，

発現量の個人差を見るために，健常人の末梢血よ

りRNAを単離し GAPDHをinternalcontrolと

して比較したところ， Ahr,Arntはすべてのヒト
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の末梢血で発現しており約 5倍の発現量の個人差

が見られた． Ahr,Amt，及び CYPlAlとの発現量

の関連性は AhrとArntとの間で最も強く， 相互

にheterodimerとして機能する事と関係するもの

と考えられる．また，転写因子の発現量の多いヒ

トほど CYPlAlの発現量も多いこと，喫煙によ

りAhr,Arntの発現量が影響を受けることも明ら

かになった．以上の結果は転写因子 Ahr,Amtの

発現量も肺癌感受性のリスク要因として関与して

いることを示唆している．

一方， TCDDやベンゾピレンなどに応答しやす
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い系統 (C57BLなど）のマウスの Ahrは応答しに

くい系統 (DBAなど）の Ahrに比べてアミノ酸

が43残基少なく，さらに 375残基目の ValがAla

に置換されている． これらの相違がリガンドに対

する親和性を高め CYPlAlの誘導能などに影響

を与えていると考えられている (Emaet al., 

1994). 改変したヒト AhrcDNAを用いての発現

タンパクと TCDDとの affinityにおいても同様な

結果が示されている．報告されているヒト Ahrの

アミノ酸残基数は DBAと同様に 848であり 375

残碁目の Valに相当する 381残甚目のアミノ酸は

Valである．そこで PCR-SSCP法を用いてこの領

域の遺伝子多型を検討した結果，少なくとも日本

人の集団中にはマウスの系統差で観察された部位

での多型は存在しないことが明らかになった

(Kawajiri et al., 1995). 

PCR-SSCPでの多型の全 codingregionに及ぶ

解析の結果，新たに 554残基目の Argが Lysに置

換している多型が見いだされた．健常者 DNAIi-

braryを用いて遺伝子型の分布を調べたところ

Arg/Arg, Arg/Lys, Lys/Lys型はそれぞれ 34,46, 

20%をしめ， Hardy-Weinbergの法則を満たして

いる． しかしながら約 320名の肺癌患者の遺伝子

型の分布を調べたところ統計的に有意な差は健常

者との間で見られなかった． また， CYPJA]の遺

伝子型とも無関係であることが明らかになった．

これらの結果は Ahrの遺伝子型と AHH活性の

誘導能との間にも相関性はないことからも裏づけ

られた．従って，ヒト Ahr遺伝子においてはリガ

ンドとの affinityに影響を与えるような遺伝子型

多型はないものと考えられる．

3. 喫煙量と遺伝子型の相互作用からみた肺癌感

受性

(a) 発症までの喫煙量と遺伝子型との関係

タバコ煙中に含まれる発癌物質の代謝的活性化

に関係する CYPlAlのある特定の遺伝子型が肺

癌発生に高い感受性を示すということから，遺伝

子型により肺癌発症までの喫煙量に差があること

が考えられる． この点を明らかにするために，喫

煙との因果関係が最も強い肺扁平上皮癌の患者に

ついて遺伝子型と生涯喫煙本数との関係を調べた

(Nakachi et al., 1991, 1993). その結果， 85名の患

者の CYPJAJの MspI多型の遺伝子型は A型 33

名， B型 33名， C型 19名であり，遺伝子型ごと

の発症年齢はほぼ等しかったにもかかわらず平均

生涯喫煙本数はそれぞれ44,41,32万本であった．

すなわち，感受性の高い C型は統計的にも有意に

少ない喫煙量で発症しており，患者の分布も喫煙

量が少ない方に、ンフトしていた．同様なことが

Ile-Val多型でも観察された．以上の結果は

CYPlAlで代謝されるベンゾピレンの代謝産物

の質的，量的相違が遺伝子型によってあることを

示唆している．

次に CYPJA]とGSTMJの二つの遺伝子の多型

を組み合わせて喫煙量との関係を解析した．その

結果， A型で GSTMJ(+)の遺伝子型の患者 (12

名，平均年齢65オ）は 48万本で発癌しているの

に対し， C型で GSTMJ(-)の場合は (12名，平

均年齢67オ） 32万本であった． これらの遺伝子

型の組み合わせと喫煙量との関係は患者数が十分

ではないにしても，明らかなgrading,すなわち発

癌高感受性の遺伝子型の組み合わせほど少ない喫

煙量で発症しており，薬物代謝酵素の遺伝的に規

定された代謝バランスと喫煙との相互作用が発癌

感受性の個人差を決めている重要な因子であるこ

とを示している．

(b) 遺伝子型と喫煙量の相互作用からみた肺癌

リスク

遺伝子型による肺癌への相対危険を定量的に評

価するためにケース・コントロール研究を行い喫

煙量を考慮して解析した．すなわち肺扁平上皮癌

患者 1名につき，性・年齢を一致させた健常者を

前述した 2500名のコホート集団より選んで 170

名の対照群を設定し，遺伝子型及び生涯喫煙本数

を比較した．対照群では当然のことながら遺伝子

型による喫煙量の差はなく平均生涯喫煙量は 22

万本であったまた，遺伝子型分布は Hardy-

Weinbergの法則を満たしており集団遺伝学的に

も対照群が適切に設定されていることを示してい

る． C型の発症までの平均生涯喫煙量である 32

万本を喫煙量の区切り値とし，それ以下および以

上の喫煙レベルでのリスクをオッズ比で求めた．

32万本以下の喫煙量における A型で GSTMJ

（＋）の人の発癌リスクを基準にすると C型で

GSTMJ(-) という遺伝子型の組み合わせを持つ

人は 16倍もの高いリスクを示したにも関わらず，

高い喫煙レベルでは 2.2倍であった． 同様な結果

が Ile-Val多型と GSTMJ多型との組み合わせ

においても明らかになった．これらの結果より

CYPJA]やGSTMJの遺伝子型による肺癌の感受

性は低い喫煙量で顧著であり，ヘビースモーカー

においては遺伝的差異は少なくなり，むしろ環境

要因としての喫煙の影響が支配的になることが示
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された．遺伝子型と喫煙量との相互作用について

はFig.3に模式的に示した．

4. 喫煙とp53遺伝子の突然変異

ヒトの肺癌においてもその発生，進展に複数の

癌抑制遺伝子の不活性化，癌遺伝子の活性化が必

要であることが明らかにされている．癌抑制遺伝

子の不活性化としてはクロモソーム 3p,13q (RB 

遺伝子）， 17p(p53遺伝子）の欠失や突然変異が，

癌遺伝子としては Ki-Ras,c-myc遺伝子などの突

然変異や異常発現が知られている．そのような肺

癌の標的遺伝子の中でp53遺伝子変異は最も高頻

度に見られる遺伝子変化のひとつであり，扁平上

皮癌で 50%, 腺癌で 30％程度の患者で観察され

ている (Takahashiet al., 1989). p53遺伝子は細胞

周期に関連する遺伝子の発現を調節する転写因子

として知られており，p53遺伝子異常の肺癌にお

ける重要性は他の遺伝子異常を持つ肺癌の細胞株

に正常なp53を加えると細胞の増殖が押さえられ

ることよりも示唆されている．

現在までのところ喫煙由来の肺癌発生のメカニ

ズムは以下のようである．正常気管支，肺胞にお

いて committedstem cellは分化，増殖をして正常

な気管支上皮や肺胞上皮を構築している．喫煙中

のベンゾピレンのような様々な環境発癌物質にさ

らされることにより癌抑制遺伝子に突然変異が誘

発され機能不活性化が生じる． このような初期の

遺伝子変化が引き金となりクローン増殖をもたら

し，さらに多くの遺伝子に変異が誘発されるよう

になる．その結果，細胞は次第に悪性度を増し転

移能をもった肺癌を形成するものと考えられる．

しかしながら，肺癌への遺伝的感受性と標的遺伝

子の変異との関係については未だ不明の点が多

い．おそら <CYPJAJや GSTMJ多型などの発癌

のinitiationに関与する遺伝的素因は初期に生じ

る標的遺伝子の突然変異の発生頻度に影響を与え

ている可能性があると考えられる．現在までのと

ころ，p53遺伝子の変異は肺癌の前癌病変と考え

られている dysplasiaの段階でも観察されており，

肺癌発生の初期に生じる遺伝子変化の一つと思わ

れる (Sozziet al., 1992). また，肺癌におけるp53

遺伝子変化は生涯喫煙量と正の相関性が見られる

と報告されており (Suzukiet al., 1992), G: T 

transversion型の変異が高頻度に見られるのが特

徴である． これらの結果は喫煙中のベンゾピレン

がp53遺伝子に作用する発癌物質であることを示

唆している．従って，肺癌組織のp53遺伝子の突

然変異の発生頻度に CYPJAJや GSTMJ多型など

の遺伝的素因が関連しているかどうかを調べるこ

とは，肺癌の発生機構を理解する上で重要と思わ

れる (Kawajiriet al., 1996). 

(a) p53遺伝子変異と喫煙

原発性非小細胞肺癌患者 187名（扁平上皮癌 75

Table 1. Mutations of the p53 gene related to 
smoking dose 

Smoking status 
p53 gene 

Normal Mutated 
(OR) 

Never smokers 

Smokers• 
B.I. ~ 500 
soo<B.I.:S; 1000 

B.I. ~ 1000 

7

2

8

2

2

 

2

9

5

3

 

7

6

2

3

1

 

5

2

3

 

(1.0) 
(2.35) 
(0.96) 
(1.71) 
(3.74? 

• Current or ex-smokers. 
b P<0.01; 95%CI, 1.46-9.56. 

名，腺癌 112名）の肺癌組織中のp53遺伝子変異

を SSCP(single-strand conformational polymor-

phism) 法で 5-9エクソン領域をスクリーニング

したところ， 63名の患者で変異が同定された．

Table 1はp53変異と喫煙との関係を示している．

喫煙者は非喫煙者に比べて高いp53変異頻度が見

られたが有意ではなかったので，喫煙者を喫煙量

で分類して比較した．その結果，突然変異頻度は

喫煙量に依存し，ヘビースモーカーは非喫煙者に

比べ 3.7倍高い割合で変異型p53遺伝子を持って

いることが明らかになった (P< 0.01; 95% CI, 
1.46-9.56).従って，肺癌におけるp53遺伝子変化

は喫煙量に依存することが確認された．

(b) p53遺伝子変異と薬物代謝酵素の遺伝子多

型との関係

CYPJAJ多型の肺癌感受性との関係は主に喫煙

由来の肺癌に顧著であったので，喫煙歴のある

148名の患者についてp53の突然変異と薬物代謝

酵素遺伝子の多型との関連性を解析したところ変

異型のp53遺伝子を持つ患者は 56名で 38％をし

めた． MspI多型の視点よりp53の変異分布を求

めてみると A,B,C型でそれぞれ 28,38, 64%を

しめ，遺伝子型によって有意に異なっていること

が明らかになった．すなわち，遺伝子型の C型を

持つ人は変異型のp53遺伝子を持つ確率がオッズ

比で約 4.5倍A型の遺伝子型をもつ人よりも高

いことが示された．同様な結果は組織型分類や

Ile-Val多型においても観察された．すなわち

CYPJA]の肺癌高感受性型の遺伝子型ほど高い頻

度で喫煙者の肺癌組織中のp53遺伝子が変異を起

Table 2. Aberrations of the p53 gene in combined 
genotyping of the CYPJAJ and the GSTMJ 
polymorphisms 

Combined genotypes 

CYPJAJ GSTMJ 

p53 

Normal Mutated 
(OR) 

I) Mspl polymorphism 
A (+) 

(-) 

（＋） 
(-) 

（＋） 
(-) 

B
 

c
 

2
1
2
0
1
7
2
0
3
5
 

5 (19.2)1 

11 (35.5) 
14 (37.8) 
12 (37.5) 
3 (50.0) 
11 (68.8) 

1.0 
2.31 
3.46b 

2.52 
4.20 
9.24c 

II) Ile-Val polymorphism 
Ile/Ile (+) 28 

(-) 29 

(+) 18 
(-) 14 

(+) 1 
(-) 2 

Ile/Val 

Val/Val 

12 (30.0) 
19 (39.6) 
8 (30.8) 

8 (36.4) 
2 (66.7) 
7 (77.8) 

1.0 
1.53 
1.04 
1.33 
4.67 
8.17d 

• Numbers in parentheses, percentage. 
b P<0.05; 95%CI, 1.07-11.21. 
c P<0.005; 95%CI, 2.38-35.93. 
d P<0.01; 95%CI, 1.74-38.47. 

こしていた．

次にp53遺伝子の変異を CYPJAJと GSTMJ多

型の組み合わせの視点より解析してみると最も低

感受性型の A型で GSTMJ(+)では 19%(5/26) 

に対し高感受性型の C型で GSTMJ(-)の組み合

わせの人の場合は 69%(11/16)であった．これを

オッズ比であらわすと約9倍の差があることにな

る．同様な結果がIle-Val多型と GSTMJの組み合

わせでも見られた (Table2). すなわち， CYPJAJ

で観察された肺癌組織でのp53遺伝子の遺伝子型

ごとの突然変異頻度が解毒酵素の多型と組み合わ

せることにより変異の頻度の差が増幅された．

PCR-SSCP法の実験結果を確認すると同時に代

謝酵素の遺伝子型により突然変異のパターンに差

があるかどうかを調べる目的でp53の変異部位を

PCR direct sequencingで確認した． その結果，

trans version型は 57%,transition型は 43%であり

trans version型の中でも Gから Tへの変異が

major (23%)であり，肺癌でみられていた従来か

らの特徴が確認された． この変異を遺伝子型ごと

に分類したところ有意な差は見られなかった．
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5. おわりに

肺癌の多くは喫煙と密接に関連しておりタバコ

煙中に含まれているベン ゾピレンが誘発物質の一

つであると考えられている．ベンゾピレンを代謝

的に活性化，解毒化する CYPJAJ,GSTMJの遺伝

子多型を指標として肺癌感受性を遺伝子型分布の

比較，及び喫煙量との関係の視点より明らかにし

た．また，化学発癌のinitiationに関与する遺伝的

素因である代謝酵素の多型の視点より肺癌組織で

のp53遺伝子の突然変異との関係を検討 したとこ

ろ発癌高感受性の遺伝子型を持つ患者ほど高い頻

度で変異が観察された．遺伝的肺癌感受性に関与

する CYPJAJを中心とする代謝酵素の遺伝子多

型が肺癌標的遺伝子の突然変異の発生頻度に影響

を与えるという我々の研究結果は肺癌発生のメカ

ニズムが遺伝的バックグランドで異なるという可

能性を示唆するとともに予後との関連性を詳細に

検討することの重要性を示していると思われる．

引用文献

Ema, M., N. Ohe, M. Suzuki, J. Mimura, K. Sogawa, S. 
Ikawa and Y. Fujii Kuriyama (1994) Dioxine-binding 
activities of polymorphic forms of mouse and human Ah 
receptors. J. Biol. Chem., 269, 27337-27343. 
Ernster, L., H. Esumi, Y. Fujii-Kuriyama, H. V. Gelboin, 
R. Kato and T. Sugimura (eds.) (1991) Xenobiotics 
and cancer, Japan Scientific Societies Press, Tokyo, pp. 

1-368. 
Hayashi, S.-1., J. Watanabe and K. Kawajiri (1992) High 
susceptibility to lung cancer analyzed in terms of com-
bined genotypes of P450IA1 and Mu-class glutathione 
S-transferase genes. Jpn. J. Cancer Res., 83, 866-870. 
Hayashi, S.-1., J. Watanabe, K. Nakachi, H. Eguchi, 0. 
Gotoh and K. Kawajiri (1994) Interindividual differ-
ences in expression of human Ah receptor and related P 
450 genes. Carcinogenesis, 15, 801-806. 
Hayashi, S.-1., J. Watanabe, K. Nakachi and K. Kawajiri 
(1991) Genetic linkage of lung cancer-associated Msp I 
polymorphisms with amino acid replacement in the 
heme binding region of the human cytochrome P450IA 

1 gene. J. Biochem., 110, 407-411. 
Jaiswal, A. K., F. J. Gonzalez and D. W. Nebert (1985) 
Human P1-450 gene structure and correlation of mRNA 
with genetic differences in benzo(a)pyrene metabolism. 
Nucleic Acids Res., 13, 4503-4520. 
Kawajiri, K., H. Eguchi, K. Nakachi, T. Sekiya and M. 
Yamamoto (1996) Association of CYPlAl germ line 
polymorphisms with mutations of the p53 gene in lung 

cancer. Cancer Res., in press. 
Kawajiri, K, and Y. Fujii-Kuriyama (1991) P450 and 

278 

cancer. Jpn. J. Cancer Res., 82, 1325-1335. 

Kawajiri, K., K. Nakachi, K. Imai, J. Watanabe and S.-1. 
Hayashi (1993) The CYPlAl gene and cancer suscep-
tibility. Crit. Rev. Oncol. Hematol., 14, 77-87. 
Kawajiri, K., K. Nakachi, K. Imai, A. Yoshii, N. Shinoda 
and J. Watanabe (1990) Identification of genetically 
high risk individuals to lung cancer by DNA polymor-
phisms of the cytochrome P4501Al gene. FEBS Letter, 

263, 131-133. 
Kawajiri, K., J. Watanabe, H. Eguchi, K. Nakachi, C. 
Kiyohara and S. Hayashi (1995) Polymorphisms of 
human Ah receptor gene are not involved in lung cancer. 

Pharamacogenetics, 5, 151-158. 
Kawajiri, K., J. Watanabe, 0. Gotoh, Y. Tagashira, K. 
Sogawa and Y. Fujii-Kuriyama (1986) Structure and 
drug inducibility of the human cytochrome P450c gene. 
Eur. J. Biochem., 159, 219-225. 
Nakachi, K., K. Imai, S.-1. Hayashi and K. Kawajiri 
(1993) Polymorphisms of the CYP 1 A 1 and glutathione 

S-transf erase genes associated with susceptibility to lung 
cancer in relation to cigarette dose in a Japanese popula-

tion. Cancer Res., 53, 2994-2999. 
Nakachi, K., K. Imai, S.-1. Hayashi, J. Watanabe and K. 
Kawajiri (1991) Genetic susceptibility to squamous cell 
carcinoma of the lung in relation to cigarette smoking 
dose. Cancer Res., 51, 5177-5180. 
Omura, T., Y. Ishimura and Y. Fujii-Kuriyama (eds.) 
(1993) Cytochrome P450, Kodansha, Tokyo, Japan, 

pp. 1-292. 
Seidegard, J., W. R. Vorachek, R. W. Pero and W. R. 
Pearson (1988) Hereditary differences in the expression 
of the human glutathione transf erase active on trans-
stilbene oxide are due to a gene deletion. Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA., 85, 7293-7297. 
Shimada, T., C.-H. Yun, H. Yamazaki, J.C. Gautier, P.H. 
Beaune and F. P. Guengerich (1992) Characterization 
of human lung microsomal cytochrome P-450 lAl and 
its role in the oxidatoin of chemical carcinogens. Mol. 

Pharmacol., 41, 856-86. 
Sozzi, G., M. Miozzo, R. Donghi, S. Pillotti, C. T. Cariani, 
U. Pastorino, G. P. Porta and M. A. Pierotti (1992) 
Deletion of 17p and p53 mutations in preneoplastic 
lesions of the lung. Cancer Res., 52, 6079-6082. 
Suzuki, H., T. Takahashi, T. Kuroishi, M. Suyama, Y. 
Ariyoshi, T. Takahashi and R. Ueda (1992) p53 Muta-
tions in non-small cell lung cancer in Japan: Association 
between mutations and smoking. Cancer Res., 52, 734-

736. 
Swanson, H. I. and A. Bradfield (1993) The AH-receptor: 
geneics, structure and function. Pharmacogenetics, 3, 

213-230. 
Takahashi, T., M. M. Nau, I. Chiba, M. J. Birrer, R. K. 
Rosenberg, M. Vinocour, M. Levitt, H. Pass, A. F. 
Gazdar and J. D. Minna (1989) p53: A frequent target 
for genetic abnormalities in lung cancer. Science, 1989, 

246, 491-494. 

Environ. Mut. Res. Commun., 17: 279-283 (1996) 特別 企 画

日本放射線影響学会・日本環境変異原学会 合同シンポジ ウム

「生体リス ク評価の現状と未来： 動物モデルから人へ」

食事由来のフィトエストロゲンとがん予防

Phytoestrogens and cancer prevention 
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Summary 
Occurrence of hormone-related cancers are also influenced by the exogeneous hormones. Phyto-
estrogens are groups of chemicals which originate from plant and more than 50 substances are extracted 
and confirmed their estrogen like activities. Correlation analyses between standardized mortality ratio 
by prefecture and various food consumption by prefecture in Japan revealed that the colon, breast and 

ovary cancer was inversely related with consumption of tofu (soy bean card) and tofu products 
(Watanabe and Koessel, 1993). Analyses of urinary, feces and serum phytoestrogens were performed 
with the nutritional survey in Nagano prefecture. Total amount of phytoestrogens excreted in the 24 hr 

urine was 3.7 μmole equol, 1.1 μmole 0-desmethylangolensin, 1.6 μmole enterolactone. Daizdein and 

genistein were 11 and 6 nmole, respectively. Serum concentration of daizein and genistein showed a 
good correlation with urinary excretion. Tofu and natto (typical soybean products) intake attributed to 

the amount of isoflavonoid. Concentration of isoflavonoids among Japanese were 8 times higher than 
those of Finnish men, and these difference may explain the different cancer incidence between two 

countries. 

Keywords : diet and cancer, phytoestrogens, isoflavonoid, lignan, epidemiology 
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緑黄色野菜の摂取が多い人はがんの危険性が少

ないということは多くの疫学研究の一致するとこ

ろであったが， Shekellら(1981)による肺がん予

防効果を示唆する論文によってベータカロチンが

予防効果をもつとみなされたがん予防というと

夢のような話であった時代から，発がん抑制物質

をとることによって積極的にがん予防をできる道

筋が見えてきたからである．現在がん予防の可能

c 日本環境変異原学会

性のある化合物は 600以上もあるが，少なくとも

その内数 10種が検討対象になっている．数年前

に始まった米国のデザイナーフードプログラムに

より植物性食品中のがん予防効果のあるものの研

究が大規模に進められ，ニンニク，甘草，柑橘類，

セリ科やウリ科の野菜や果実，大豆やお茶が集中

的に調べられた．現在，発がん予防作用のあるも

のを大別すると，カロテン類，テルペン類，ポリ

フェノール類， フラボン類， 含硫化合物などに分
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けうる (Huanet al., 1994). 我々は大腸がんの地

域差を研究しているうちに豆腐など大豆食品の摂

取量が多いほど大腸がんや乳がん，卵巣がんの死

亡率が低いことを発見し，大豆中のgenisteinや

daidzeinのようなisoflavonoidががん抑制効果を

もつと考えるに到った．本論文は長野県の食事調

査とともに行った食品摂取状況と各種phyto-

estrogenの血中，尿中，糞便中の濃度について報

告し，代謝状態について考察した．

方法

長野県県民栄養調査の一環として，大腸がんの

頻度の異なる中野保健所，上田保健所，小諸保健

所，伊那保健所管内の 30世帯程度の集落をラン

ダムに選び， 全世帯の栄養調査をおこなった．食

事調査は 3日間の秤量法により個人単位で摂取量

を記録し栄養士が面接により確認した．食品は日

本食品標準成分表 (4訂）により 1624品目に分

け，栄養素を計算した．多変量解析に際しては似

通った食品をほぼ似た重量になるように集計し

90項目にまとめた．各世帯メンバーは 2日目， ま

たは 3日目に朝第2尿から早朝第 1尿までの 24

時間の蓄尿を行ったが，蓄尿ボトルにはビタミン

C 1 gと防腐剤として 1%アザイドを 1ml加え

た．各世帯の男性は尿を持参する際に当日朝の大

便も採取し，持参した．便は重量測定後，ただち

にドライアイスで凍結した． 検診時に 20mlの血

液を採取し， 一般生化学検査とともに血中phyto-

estrogen測定に供した．phytoestrogenはマススペ

クトロメトリー法によりヘルシンキ大学で測定し

た (Adlercreutzet al., 1994). 各種データ解析は

SPSSプログラムパッ ケージを用いておこな った．

結果

本研究への参加者と参加率，年齢分布を表 1に

示すが，各地域共 80%以上の参加率であった

(Table 1). 24時間尿中のphytoestrogenはiso-

flavonoid として daidzein,genistein, equol, 0-

desmethyl angolensin (0-DMA)の4種 lignanと

して enterolactone,enterodiol, matairesinolを測定

した (Table2). 尿中濃度は最終代謝産物の equol

がもっとも多く 3.7μmoleであった． lignanでは
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Table 1. Number of the participants and age distri-
bution. 

n 
Participation 

Age n 
rates (%) 

Komoro 27 90.0 20-29 5 
Ueda 26 86.7 30-39 23 
Ina 26 86.7 40-49 17 
Nakano 25 83.3 50-59 18 

Total 104 60-69 28 
70-79 10 

Total 100 

Table 2. Excreted amount of phytoestrogens in the 
24hr urine. 

Average士SD Min~max 

Isoflavonoids (nmole) 
Daidzein 11.52土9.08 0.45~47.13 
Genistein 5.88士5.51 0.15~38.39 
Equal 3748.98士5145.04 0.0~25124.01 
0-DMA 1091.15土1384.01 0.0~7364.30 

Lignans (nmole) 
Enterolacton 
Enterodiol 
matairesinol 

1639.15士3380.55
240.80士381.76
60.51士49.96

0.0~28021.61 
0.0~3114.57 
7.65~367.10 

Table 3. Principal components analysis of phyto-
estrogens. 

Factor 1 Factor 2 Factor 3 

Daidzein .89712 -.38934 -.03449 

Genistein .82297 -.37221 -.29337 

Equol .31317 .60465 -.33048 

0-DMA .49028 .01865 .57037 

Enterolacton .35166 .68177 .06014 

Enterodiol .29123 .70462 -.05839 

Matairesinol .12943 .09375 .71155 

Initial statistics in principal component analysis 
showed that cumulative percent of daidzein, equol and 
enterodiol was 67.2%. 

enterolactoneが多く平均1.7μmoleであった (Fig.

1). 4地域間の差よりも個人間の差の方が大きく，

以後の分析は全例をまとめておこなった．

各phytoestrogen間の関係を主成分分析でみる

と， daidzein とgenistein は第 1主成分に， en-

terodiolとenterolactone,equolは第2主成分に，

matairesinolと 0-DMAは第 3主成分になった

(Table 3). これら尿中排泄量と，摂取された食品

の関係をみると daidzeinは豆腐，納豆，にんに
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Table 4. Regression analyses for food items which 
related to the urinary phytoestrogen. 

R spuare p 

Daidzein: .33779 bean curd .0023 

fermented soy bean .0020 
garlic .0285 

Genistein: .3378 mushroom .0000 
bean curd .0002 
fermented soy bean .0045 

Equol: .2689 mutton .0028 

yogurt .0001 

salmon .0275 

0-DMA .4398 garlic .0055 

leek .0000 
white gourd-melon .0007 
red beans .0012 
spinach, etc. .0151 

yogurt .0186 

Enterolacton 1310 devil's tongue .0034 

yogurt .0414 

Enterodiol .1766 milk, cream .0115 
blue skin fishes, like 

.0085 
sardin, mackerel 
red bean .0616 

Matairesinol.1788 green-yellow vegitable.0030 
milk, cream .004 7 
spinach shungiku .0461 

58 58 58 58 58 

females 
58 58 

SEX 

Fig. 1. Urinary excretion of phytoestrogens per day. Each column represents daidzein, enterolacton, 
enterodiol, equol, genistein, matairesinol, and o-desmethylangolensin from the left to right. Samples are 
101 males and 58 female spouses. SPSS box-plot graph. 

Table 5. Relationship between urinary phytoestro-
gens and serum phytoestrogens. 

Urine ¥serum Free-sulph Glucuronide 

Daidzein .6812** .7361** 
Genistein .5174 .6695** 
Equol .3963 .5395* 
0-DMA .3278 .8673** 
Enterolacton .0367 .2753 
Enterodiol -.0889 .0414 
Matairesinol -.2526 .9143** 

Pearson's association coefficient. 
*p<0.05, **p<0.01. 

<, genisteinはきのこ， 豆腐，納豆，0-DMAはに
んにく，ねぎ，小豆，ほうれん草等の緑色野菜，

ヨーグルトなどと， enterolactoneやenterodiolは

こんにゃくやさばや鮭，乳製品などと有意な関係

を示した (Table4). equolは羊肉， ヨーグルトや

鮭による寄与を示した．

尿中排泄量と血中濃度の比較をすると，活性型

の遊離，あるいは硫酸抱合型と有意な相関を示し

たのは daidzeinのみであったが，グルクロン酸抱
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Fig. 2. Correlation between urinary and fecal daidzein excretion (nmole/day). 

合型は enterolactone,enterodiolを除くすべての

phytoestrogenで有意な関係を示した (Table5). 

糞便中の排泄量との関係をみると lignanの関係

は有意な相関を示さないが，isoflavonoidは直線

回帰を示し， 0.5％程度が吸収されているという

可能性を示した (Fig.2). 

結合を阻害し，乳癌，大腸癌の発生を抑えると考

えられる (Adlercreutzet al., 1995). phytoestrogen 

は構造が女性ホルモンである estrogenに似てい

るため， estrogenreceptorと結合して，競合的に

estrogen作用を抑制すると考えられている．genis-

teinにはその後proteintyrosine kinaseという発が

んに関係の深い酵素の阻害作用や血管新生を抑え

る作用も発見されているので，単純にホルモンレ

セプターを介する作用のみではなく，複合的な薬

理作用が働いていると思われる．

日本食に多い野菜などの食物線維中の lignan

という物質の代謝産物である diphenolなども同

様に estrogenレセプターと結合する． lignanの生

理作用は濃度により異なることが知られていて，

10万分の 1から百万分の 1モル濃度では抗estro-

gen作用を現すが， 10万分の 1モル濃度以上では

逆に弱い estrogen作用を現す． estrogen作用以外

にも百万分の 1モル濃度で androgenから estro-

genに変える aromataseという酵素を阻害する

し， 1000分の 1から 1万分の 1モル濃度では細胞

分裂をとめたり，さまざまな酵素作用を障害する

ことによって細胞死をおこす．多くの植物中のが

ん抑制化学物質のように，細胞や身体にとってか

ならずしも良い影響ばかりとはいえず，適正濃度

についての研究が今後必要であろう．

また，isoflavonoidについていえば，食品中では

配糖体の形で存在し，消化管内のグルコシダーゼ

により糖の部分が切れて吸収されることになる．

吸収された大部分はグロクロン酸抱合されて尿中

に排泄されるが，胆汁中へ排泄され，腸内細困に

よって抱合部が切断され，また再吸収されている

可能性もある． フリーの形や硫酸エステル化され

た形が活性型であるが，硫酸抱合も腸内細困の酵

素によって行われている可能性がある．

調理後の状態，摂取されたものの消化管内での

動態吸収状態吸収された後の代謝状態や生体

の高分子との相互作用，排泄の状態などが，総合

的に明らかにされねばならない．

考案

大豆製品摂取と大腸がん，乳がん，卵巣がん等，

estrogenが関与するとおもわれるがんの県別死亡

率が有意な相関を示したことから，大豆中のiso-

flavonoidがこれらがんの発生に抑制的に働いて

いると思われる (Watanabeand Koessel, 1993).日

本人とフィンランド人の前立腺ガン，乳ガン，卵

巣ガンの死亡率は， フィンランド人のほうが日本

人の二倍，あるいは，それ以上に高い．phyto-

estrogenの尿中排泄量をみると日本人の尿中iso-

flavonoid濃度は，フィンランド人の約四十倍も高

い値を示した．血中濃度も日本人の方が数 10倍

高かった (Adlercreutzet al., 1993).大豆に豊富に

含まれるisoflavonoidである daidzeinやgenistein

が estrogenreceptorと結合する為，性ホルモンの

282 

謝辞

本論文の要旨は原爆被爆 50周年，日本放射線

学会・環境変異原学会合同シンポジウムで講演し

た．世話人の秋山寛利博士および関係各位に深謝

する．

参考文献

Adlercreutz, H., H. Markkanen and S. Watanabe (1993) 

Plasma concentrations of phyto-oestrogens in Japanese 
men. Lancet, 342, 1209-1210. 
Adlercreutz, H., T. Fotsis, S. Watanabe, J. Lampe, K. 
Wahala T. Makela and T. Hase (1994) Determination 
of lignans and Isoflavonoids in plasma by isotope dilu-
tion gas chromatography-mass spectrometry. Cancer 
Detect. Prevent., 18, 259-271. 
Adlercreutz, H., B. R. Goldin, S. L. Gorbach, K. A. V. 
Hockerstedt, S. Watanabe, E. K. Hamalainen, M. H. 
Markkanen, T. H. Makela, K. T. Wahara, T. A. Hase 
and T. Fotis (1995) Soybean phytoestrogen intake and 
cancer risk. J. Nutr. 125, 757s-770s. 

Huan, M-T., T. Ferraro and C-T. Ho (1994) Cancer 
chemoprevention by phytochemicals in fruits and vege-
tables. In: M. T. Huan, T. Osawa, C. T. Ho and R. T. 
Rosen (Eds.) Food Phytochemicals for Cancer preven-
tion, I. Fruit and Vegetables. ACS Symposium Series 
546, Amer. Chemical Soc., Washington DC, pp. 2-16. 
Shekell, R. B., M. Lepper, S. Lin et al. (1981) Dietary 
vitamin A and risk of cancer in the western electric 
study. Lancet, 2, 1185-1189. 
Watanabe, S. and Y. Kobayashi (1993) Exogeneous hor-
mones and cancer. Jpn. J. Clin. Oncol., 23, 1-13. 
Watanabe, S. and S. Koessel (1993) Colon cancer: ap-
proach from molecular epidemiology. J. Epidemiol., 3, 
47-61. 

283 



Environ. Mut. Res. Commun., 17: 285-288 (1996) 特別企画

第24回大会ミニシンポジウムー4

「環境変異原と生殖細胞の変異」

ショウジョウバエ卵母細胞のガス環境と染色体不分離

Gaseous micro-environment of oocytes and chromosomal 
non-disjunction in Drosophila melanogaster 

Summary 
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Exposure of D. melanogaster females to pure CO2 could lead to enhanced incidence of non-
disjunctional mutants in the progeny, when oocytes were treated as metaphase I cells. On the other 
hand, treatment of metaphase I oocytes with X-rays was virtually ineffective in producing non-
disjunctional mutants. The former finding supports Gaulden's (1989) idea that an oxygen deficit and a 
concomitant increase of CO2 tension in the microenvironment of metaphase I oocytes is a major cause 
of trisomy 21 in the newborn human. The negative X-ray effect confirms the empirical rule that 
chromosome damage induced in metaphase I oocytes can hardly alter segregation patterns of chromos-
mes. Possible causes of the significant increase of trisomy 21 in West Berlin, nine months after the 
Chernobyl reactor accident (Sperling et al., 1994), are discussed in the light of these results and other 
data. 

Keywords : Drosophila, CO2, non-disjunction, X-rays, oocyte 

1. はじめに

ヒトの遺伝的障害の中で最も高頻度で出現する

のは，第 21染色体を過剰に有するダウン症で，そ

の出現頻度は 13歳以降の母体年齢の増加に対し

てJ字型をなす (Erickson,1978). DNA多型マー

カーを利用した最近の研究 (Chakravartiet al., 

1992; Buraczynska et al., 1992) tま， トリソミー 21

の過剰染色体の大部分は母親の卵母細胞の第 1還

元分裂における染色体不分離によることを明らか

にしている． しかし，染色体不分離の成因それ自

体は未だに分かっていない．いろいろな仮説が提

唱されて盛んに論議されているのが現状である

(Hassold and Epstein, 1992参照）．

c日本環境変異原学会

いろいろな仮説の中で，私は，卵母細胞の環境

を重視しているという点で， Gaulden(1989)の

「毛細血管形成不全」説（compromised micro-

circulation hyptothesis)に興味をもった．この仮説

はヒト卵母細胞における染色体不分離は次のよう

な一連の過程を経て起きると唱えている： ①ホル

モンのアンバランス→②濾胞毛細血管の形成不全

→③卵母細胞への酸素供給量の低下と④細胞外ニ

酸化炭素の増加→⑤細胞内pHの低下→⑥紡錘体
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障害→⑦染色体不分離私は，ゴールデン説の根

幹部分ー 「酸欠・炭酸ガス環境の第 1還元分裂中

期細胞への影響」ーが本当にあるかどうかをショ

ウジョウバ工を用いて調べた．その結果は問頗の

部分に実験遺伝学的根拠を与えるものであった．

本稿ではこのような私の実験結果を紹介した

後，チェルノプイリ原発事故の 9ヶ月後 （1987年

1月）西ベルリンで多発したトリソミー 21(Sper-

ling et al., 1994)の原因について私見を述べる．

2. 炭酸ガス・酸欠環境の異数変異誘発効果

1) 効果は第 1還元分裂中期細胞に特異的

劣性変異yellow(yー，黄体色）と white-ivory(w', 

象牙色眼）で標識された X染色体をもつキイロ

ショウジョウバエ Drosophilamelanogaster（以下，

ハエ）の羽化後 4日目の未交配雌 [X(y―w1)|

x(y―w‘)]を99.999%のCO2ガスに 120分暴露し
た後， 野生型X染色体をもつ羽化後 3~4日目の

雌 [Xげ炉）／Y］と一緒にして， 6日間自由交

配・自由産卵の状態においた．最初の 1日の産卵

で処理時に成熟卵母細胞（第 1還元分裂中期細

胞）であった細胞を， 2日目以降の産卵で処理時

ー
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Fig. 1. Frequencies of X-chromosomal aneuploid 
mutants among F 1 adults of D. melanogaster 
females exposed to pure carbon dioxide for 120 
min in relation to the sampling time of eggs. 
Symbols O and□show the data from treated 
series and those from the control series, 
respectively. Eggs sampled in day-1 brood 
represent mature primary oocytes (metaphase I 
cells) and those in day-2 and latter broods 
immature primary oocytes (prophase I cells) at 
the time of the treatment. 

2
 
3
 

に未熟卵母細胞 （第 1還元分裂前期細胞）であっ

た細胞を，受精卵として順次採取した．各産卵群

の受精卵が成虫になるのを待って，［X(y―wi)/

x(y―wj)/Y]雌と [Xげ炉）／0］雌を異数変異体と
して検出した．

Fig. 1に示しているように， CO2ガス処理後 l

日以内の産卵群からの成虫において，異数変異体

の頻度が対照頻度以上に著増したが， 2日目以降

の産卵群からの成虫においては，変異体頻度は対

照レベルであった． これらの結果は，炭酸ガス・

酸欠環境は第 1還元分裂中期にあった卵母細胞に

限って影響を与え， X染色体の数的異常を誘発し

たことを示す．

2) 効果の大部分は染色体の不分離事象による

処理後の交配・ 産卵期間を最初の 1日に限定し

て， CO2ガスの処理（15~120分）実験を繰り返し

行い， 総数66956個体の成虫を観察して XXY型

変異体を 88個体， XO型変異体を 117個体得た．

無処理対照群では 87650個体の成虫を観察して，

4個体の XXY型変異体と 17個体の XO型変異

体を得た．対照群における頻度で補正すると，

CO2ガス処理によって誘発された XXY型変異体

は85個体， XO変異体は 104個体となる． XXY 

型は染色体不分離が起きた証拠である．染色体不

分離が起きると XO型も同頻度で生ずるので，第

1還元分裂中期にある卵母細胞を炭酸ガス・酸欠

環境においた結果，誘発された異数変異体のなか

で，染色体の不分離事象による変異体が占める割

合は 90%(= 85 X 2/189)と推定する．

Table 1. Types and frequencies of X-chromosomal 
aneuploid mutants detected after treatment of 
mature oocytes of D. melanogaster with X-rays 
and CO2. 

Treatment 
No. of F1 
progeny 

No. (freq., X 10-3) of 
aneuploid mutants 

XXY XO 

Control 
CO2 (15 min) 
X-rays (4Gy) 

87650 
34673 
7530 

4 (0.05) 

38 (1.1)* 
1 (0.1) 

17 (0.19) 
46 (1.3)* 
73 (9.7)* 

*, p S:0.01. 

CO2 MILIEU 

詞 my

Fig. 2. A model that explanes chromosomal non-disjunction in D. melanogaster oocytes treated at metaphase 
I with pure carbon dioxide. Mark X represents spindle damage. 

3) 染色体不分離は紡錘体障害の結果

X線を成熟卵母細胞に 4Gy照射すると，次世

代で約 1%(=74/7530)の高頻度で異数変異体が

出現した． Table1に示しているように，検出され

た異数変異体の中で， XXY型はわずか 1個体で

他はすべて XO型であった． XXY型変異体の誘

発に関して得られた陰性結果は，過去の研究で導

かれた結論 「第 1還元分裂中期にある卵母細胞に

対する放射線照射は染色体不分離を誘発しない」

(Parker and Williamson, 1976)を確認したもので

ある． この結論は，第 1還元分裂中期に生じた染

色体損傷は相同染色体の正常分離に影響しないこ

とを意味する． XXY型の増加を伴わないで XO

型変異体が多発したのは， X線の染色体損傷効果

による染色体欠損が多発した証拠である． Table1 

には， 比較のため CO2ガスの 15分間処理群で得

られたデータも示しているが，炭酸ガス・酸欠環

境の卵母細胞に対する効果は XXY型を誘発する

という点で， X線の効果と決定的に異なる． これ

は，炭酸ガス・酸欠環境下で障害を受けた細胞内

構造は染色体以外の構造であることを示す．

培養細胞を用いた研究から，高分圧の炭酸ガス

は紡錘体障害を起こし， 同様な障害が低pH培地

中でも生ずることが知られている (Gaulden,

1992).これらの知見も勘案して，炭酸ガス・酸欠

環境におかれた卵母細胞における染色体不分離の

機構に関して， Fig.2に示しているような細胞内

pH低下による紡錘体障害説を提唱する．

チェルノプイリ原発事故と旧西ベルリンにお

けるトリソミー 21の大量発生

かつて， 医療放射線や高レベル自然放射線の

被曝がダウン症の発生に関係しているという報告

が相次いだ （例えば， Uchida and Curtis, 1961; 

Kochupillai et al., 1976). しかし，再検討の結果，

いずれのケースも， ヒト卵母細胞における微量放

射線の不分離誘発効果を証明するものでなはな

かった (UNSCAER,1977; Committee on the Bio-

logical Effects of Ionizing Radiation, 1980). マウス

の成熟卵母細胞の X線照射実験でも，ハエの場

合と同様に，染色体欠損が多発したにも関わら

ず，不分離変異体の誘発は認められていない

(Cattanach et al., 1984).不分離変異は継代遺伝性

の染色体突然変異のなかで最も誘発しにくいタイ

プの一つである．

ところが，驚いたことに，チェルノブイリ原発

事故の 9ヶ月後(1987年 1月），西ベルリンで

トリソミー 21が同月の例年並以上に多発した

(Sperling et al., 1994). これを報告した研究者達

は， この増加は原発事故で放出され，風に乗って

西ベルリンに達した放射性核種からの放射線に成

熟期卵母細胞が体内被曝した結果だと言ってい

る．上で述べた事情から，私はそうは思わない．

報告によれば，問顕のトリソミー 21の過剰染

色体のほとんどすべてが卵母細胞の第 1還元分裂

後期における染色体不分離の結果である． ヒト卵

母細胞は排卵時に第 1還元分裂を完了し，輸卵管

内で （第2還元分裂中期の状態で）受精する． し

3. 

NORMAL AIR 
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たがって，染色体不分離を起こした細胞内損傷

は，成熟濾胞内にあって排卵を待っている第 1還

元分裂中期の卵母細胞期の細胞で生じていたはず

である．不分離損傷の原因は成熟濾胞あるいは成

熟過程にある濾胞内で生じたにちがいない．

私は， 1987年 1月，西ベルリンにおけるトリソ

ミー 21の多発を，懐妊直前の女性が放射線恐怖

症に陥った結果ではないかと考えている．すでに

紹介したゴールデン説に則れば，過度の恐怖によ

る心理的ストレスが濾胞毛細血管の形成に関わる

ホルモンの分泌異常をきたし，第 1還元分裂中期

にある卵母細胞の環境を炭酸ガス・酸欠状態にし

たと推察できる．

4. おわりに

ゴールデン説に触発されてハエの炭酸ガス処理

実験を行った．その結果，メンデルの分離の法則

を保障する細胞機構に意外と脆い面があることを

知った． ダウン症の局所的な増加の原因を考える

場合， こうした脆さを無視すると，真の原因を覆

い隠すおそれがある．西ベルリンの事例に対する

私の解釈は， この点を指摘するために提唱した．
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特別企画

メダカ生殖細胞突然変異実験系からわかったこと

What we learned from the Medaka specific-locus test system 
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（受付：1996年 1月5日；受理 1996年 1月8日）

Summary 

Ten years'study on the Medaka germ-cell mutagenesis was briefly reviewed. 

Keywords: Medaka (Oryzias latipes), germ-cell mutagenesis, environmental mutagens 

1. これまでの経緯

快晴の 1989年 5月 19日（金），松島泰次郎先生

と祖父尼俊雄先生のお世話により東京大学医科学

研究所で日本環境変異原学会第 1回公開シンポ

ジュームが開かれた．当時，メダカ生殖細胞突然

変異実験系を手掛けて間も無く，そのうえ日本環

境変異原学会会員でもなかった私共に研究発表の

機会が与えられたことは，その後の私共の研究の

発展にとって大きな励ましとなった．改めて両先

生はじめ日本環境変異原学会関係各位に感謝した

し‘・

さて，その時の講演要旨は学会誌「環境変異原

研究」 11巻 13~17ページ (1989)に掲載させてい

ただいた．そこでは，「メダカで特定座位法が使え

るか否かの検討を 1986年 5月に開始した． 約 37

万個のメダカ胚を使った 3年間の研究の結果，メ

ダカ生殖細胞での劣性突然変異を検出するのに特

子座数にして 2,383,860遺伝子座を調べた． この

うち，対照群は 195,554胚であり， 10,901個が発

生途中で死亡した．また 19個の総突然変異を得

ているが，うち 2個のみが生存突然変異であっ

た．この研究を始めて以来足掛け 10年がたち，メ

ダカ生殖細胞突然変異実験系といってもよさそう

なものの碁盤が出来上がりつつあるように思われ

る．

2. メダカ生殖細胞突然変異実験系と今後の展望

メダカ生殖細胞突然変異実験系の概略を， Fig.

1に示す．手本になったのは， Russellにより開発

されたマウス特定座位法である (Russelland 

Kelly, 1982）．特定座位法の碁礎は，出来るだけ多

くの標識遺伝子座を持つテスター系統を，交配に

より樹立することである．

メダカでは富田英夫により約 70の自然突然変

定座位法が使える見通しがついた．」と述べた． 異が同定されていたので， これらの中から最終的

1995年 10月 3日までに， 902,340個の胚，遺伝 にはb,If, guという 3つの自然突然変異を標識遺
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|VM (viabIe mutations) | 
Fig. 1. Scheme for the Medaka specific-locus test system. 
In this scheme, detection and mechanistic analysis of mutations are shown for male germ cells. 

伝子座として選び， b/b;lf/lf; gu/guという遺伝子
型のテスターメダカを作ったちなみにマウスで

は， 7標識遺伝子座が使われた． このテスターメ

ダカで兄妹交配を繰り返し，現在は F24を得てい

る．マウスでの定義に則れば，近交系が出来上

がったことになる．この系統を AA2系統と名付

け，欧米からの分譲依頼にも応えられるように

なっている．一方，変異原で処理する野生型のメ

ダカとしては，研究開始時に選んだ Sakura系統

を今日までクローズド・コロニーとして繁殖維持

し使用してきた．

差し当たり，雄生殖細胞の突然変異を調べるた

めに，野生型雄メダカをr線，中性子， ENUで処
理し，処理翌日からテスター雌メダカと交配す

る．得られる受精卵の突然変異表現型をつぶさに

観察し，発生過程で識別される突然変異を総突然

変異（totalmutation)と呼ぶ孵化した突然変異

体が持つ生存突然変異 (viablemutation)を特徴付

けるために，適当な交配を繰り返し，新しい突然

変異を同定する． これらの誘発生存突然変異は，

特に発生過程に関わる遺伝子群を研究するのに絶

好の材料である． 一方優性致死突然変異（domi-

nant lethal) は，総突然変異と生存突然変異の中

間に位置付けられる (Shimaand Shimada, 1988; 

Shima and Shimada, 1991; Shima and Shimada, 

1994). 

表現型に碁づいた生殖細胞突然変異に関する

データが蓄積されるに従い，さらに mechanistic

な手段で生殖細胞突然変異の機構を解明する段階

ヘ歩を進めることが可能になった当面の課題は

1) AP-PCR (Welsh and McClleland, 1991)を使っ

て，優性致死胚と外見上正常な同胞胚のゲノム

DNAの出来るだけ広い範囲を走査し，生殖細胞

突然変異の分子機構を解明すること (Kubota et 

al., 1992; Kubota et al., 1995; Wada et al., 1995), 

2)胚発生過程における apoptosisとこれに関する

突然変異を調べること， 3）個々の胚から染色体

核板を調整しfluorescencein situ hybridization 

(FISH)法で染色体損傷を調べること，である．

参考文献

Kubota, Y., A. Shimada and A. Shima (1992) Detection 
ofr-ray-induced DNA damages in malformed dominant 
lethal embryos of the Japanese medaka (Oryzias latipes) 
using AP-PCR fingerprinting, Mutation Res., 283, 263-
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Chemical mutagenesis in mouse primordial germ cells 
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Summary 
Primordial germ cells (PGC) are the ancestors of both male and female gametes. The development 

of PGC in mouse and in human embryos is very similar. Therefore, studying the effect of various 

chemical mutagens on mouse PGC is important for the evaluation of their genetic effects in humans. 

A specific locus test (SLT) was carried out to examine whether N-ethyl-N-nitrosourea (ENU) 
induces recessive mutations in mouse PGC. Embryonic C3H/He mice were treated transplacentally with 

ENU on development days 8.5, 10.5 or 13.5 (G 8.5, G 10.5 or G 13.5). The males were mated with 

tester strain PW females. ENU induced recessive mutations in PGC at a relatively high rate and in a 

dose-dependent manner, at all three developmental stages. The most sensitive stage was G 10.5. Cluster 

mutations were more frequently induced in the earlier developmental stage. The induced mutation rate 
per unit dose of ENU was higher for PGC than for the spermatogonial stem cells. 
The induced mutant frequency in testis cells of male mice transplacentally treated with ENU was 
also assayed, using the MutaMouse positive selection system (MM/PS). Although the mutant frequency 
was about half to one-third of that obtained in the SLT, the same stage-specificity and dose-dependency 

was observed. The correlation between the mutation frequencies obtained from SL T and MM/PS is very 

high（r2=o.s95). 
It is necessary to investigate the induction of mutations in mouse PGC by various mutagens using 
a convenient test system such as the transgenic mouse test, because the results could predict the genetic 

effects of various mutagens on human PGC. 

Keywords: mouse primordial germ cells, N-ethyl-N-nitrosourea, recessive mutations, /acZ mutations, 

cell death 

1. はじめに

1979年に W.L. Russell らは特定座位試験に

よってN-ethyl-N-nitrosourea(ENU) がマウス精

祖細胞（spermatogonialstem cells, SG)に高頻度に

劣性突然変異を誘発することを発表した (Russell

et al., 1979).この発見を契機として， ENUを用い

て，マウス生殖細胞における突然変異誘発の研究

が行なわれ，多くの成果が上がっている (Shibuya

↑Facultad de Odontologia, Universidad de Chile, Santos Dumont 964 Casilla 1903 Santiago, Chile 
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Fig. l. Stages of germ cell development in mouse and human embryos. 

and Morimoto, 1993の総説）．しかし，これらのほ

とんどの研究は，マウス成体の生殖細胞に対し

て， ENUを作用させた結果であった．

マウスの生殖細胞は胎児期の 8日頃にすでに少

数の始原生殖細胞(primordialgerm cells; PGC)と

して，卵黄獲の背部に出現し，盛んに増殖を繰り

返しながら， 10日頃から生殖巣に向かって移動を

開始し， 13日にはその移動を完了する．その後の

発生過程は，雌雄間で大きく異なり，雌ではただ

ちに減数分裂前期に入るが，雄では休止期となる

(Mintz, 1960; Heath, 1978). PGCの発生過程の概

略については， Fig.1に示した．

このように， PGCは雌雄を問わず，すべての生

殖細胞の根幹に位置する細胞であるので， これら

に突然変異が誘発されれば，それに由来するすべ

ての生殖細胞にその突然変異が伝達され，その結

果子孫に大きな遺伝的影響を与える可能性があ

る．また， これらの生殖細胞の形成過程は， ヒト

とマウスではほとんど同様であるため (Monk

and McLaren, 1981; Vogel and Rathenberg, 1975), 

化学変異原物質のヒト PGCに与える遺伝的影響

について考慮するためには，マウスの PGCでの

実験結果が利用出来る可能性がある．

私達は， 経胎盤投与された ENUが用量依存的

にPGCに細胞死を誘発することを，マウスス

ポットテストにより見出した (Shibuyaet al., 

1982).そこで，まず， ENUのマウス PGCに対す

る突然変異誘発能を調べるために，胎児期の 8.5

日から 13.5日の PGCを経胎盤的に処理し，生ま

れた雄について特定座位試験 (SLT)によって調

べた．

しかし，多くの化学物質について， PGCにおけ

る誘発突然変異を調べるために， SLTによること

は実際には不可能である．そのため，より簡便な

試験系が望まれていた．近年，開発されたトラン

スジェニックマウス (TGM)を用いる突然変異検

出系は， どの臓器でも DNAが回収出来れば，突

然変異率が調べられる．また， TGMでPGCにお

ける突然変異を調べるには， SLTと異なり，経胎

盤投与された雄の生殖細胞そのもので調べること

が可能なので， SLTよりも簡便な試験法となる．

そこで， TGMを用いる試験系の中で最も簡便な，

MutaMouseのポジティブセレクション法 (MM/

PS)によって， SLTと同様の試験を実施した．そ

れらの結果を比較し，今後，マウス生殖細胞の突

然変異誘発の試験研究に TGM試験が使用出来る

かどうかについての検討を加えた．

2. 特定座位試験

1) 試験方法

この試験の方法はすでに澁谷ら (1989)に記載

したので， ここでは簡単に記述する．マウスは雌

雄 C3H/He(A/A, B/B, C P/C P, D Se/D Se)を用い

た．妊娠 8.5,10.5あるいは 13.5日目の雌に，種々

の用量の ENU(nakarai tesque)を腹腔内投与する

ことで，マウス胎児の PGCを経胎盤処理した．

ENUを複数回投与する場合には， PGCの細胞分

裂周期が 14-17時間である（橋本， 1989) ことが

知られているので，それに近い 18時間間隔で投

与した．

出産された雄マウスは，テスター系統の PW雌

マウス (Tutikawaet al., 1985; a/a, b/b, cch p/cch p, d 

se/d se) と交配した． 交配には 1匹の雄に 2匹の

雌を常時用いた．得られた Flの毛色および外耳

の形態によって， PGCにおける突然変異の有無

を調べた．突然変異が疑われる個体は，交配実験

により，変異遺伝子座を確定し，その 1部につい

てはホモ接合体での生存性を調べた．

ENUによる誘発突然変異率は，群ごとに，クラ

スター突然変異を含めた突然変異体の合計を，全

調査個体数で割り， さらに調査した遺伝子数の 6

で割った値を誘発突然変異率とした．同一雄から

同一遺伝子座の変異体が複数匹得られた場合，そ

れらは共通の変異した PGC由来の精子に由来し

たクラスター突然変異と判定した．

また， 比較のために用いた， 精祖細胞の ENU

による突然変異誘発については， Murotaand Shi-

buya (1983)のデータを使用した．

2) 結果

i) 妊性

ENUを経胎盤処理して得られた Fl雄につい

ての妊性を Fig2に示した． Fl雄の妊性は ENU

による， PGCの細胞死を反映するものと考えら

れる．出生後の精巣の重量および組織像からも，

妊性は ENUの同ー用量では， PGCの発生時期が

進むにつれて低下する傾向を示した．すなわち，

50mg/kgの用量では G 8.5および G 10.5胚の妊

性は無処理の場合と比較して，ほとんど低下して

いないが， G13.5では，約 60% にまで低下した．
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Fig. 2. Fertility of male mice with ENU. 

心‘、

しかし， G8.5および G10.5でも，投与総量が 75

mg/kgの場合には，それぞれ約 50%にまで低下

した． ENUの経胎盤投与による細胞死が時期特

異性を持って，用量依存的に起きていることはす

でに認められている (Shibuyaet al., 1989). 

ii) 誘発突然変異率

ENU投与による誘発突然変異率を PGCおよ

び精祖細胞については， Table1および Fig.3に

示した．無処理対照群については，これまでに

18881匹の Flについて調べたが，変異体は得ら

れていない． そのため， 自然突然変異率はo.ox
10-5（以下X10-5は省略）であり，各実験群の突

然変異率がそのまま誘発突然変異率となる． ENU

の25mg/kg (G 10.5および G13.5では 30mg/kg

での結果も含む）では， G10.5では 15.7,G 8.5で

は10.9, さらに G13.5では 4.4であった．一方，

ENU 50mg/kgでの誘発突然変異率は， G 10.5が

63.5で最も高く， G 8.5が36.0でこれに続き， G

13.5が 11.1で最も低く， G10.5とG13.5 PGCと

の間では約6倍の違いが認められた． このように

ENUによる誘発突然変異率には明らかな時期特

異性が認められた．

突然変異誘発率を精祖細胞と比較すると，精祖

細胞の 150mg/kgと G10.5のENU50mg/kgの誘

発突然変異率がほぽ同様の値となり， PGCが約 3

倍，精祖細胞より感受性であることになる．
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Table 1. Induced recessive mutation frequency in 
primordial germ cell of male mice with ENU. 

Dose of 
ENU 

(mg/kg) 

Developmental stage of PGC 
(day of development) 

G 8.5 G 10.5 G 13.5 

Non-treated 0/18,881 
control 0.0 
-----------------------------------------------

12.5 1(1)/3857" ND ND 
4.3b 

3(2)/4573 
10.9 
4(2)/2268 
29.4* 

31 (13)/13,906 
37.1** 

3(1)/742 
67.4** 

ND 

25/3Qd 

25X2 

50 

25X3 

75 

9(6)/9530 
15.7** 

11(8)/6279 
29.2** 
60(24)/15,491 
64.6** 

ND 

1(1)/478 
34.9** 

2(2)/7782 
4.2 
ND 

4(4)/6024 
11.1 

• Number of mutants obtained (number of inde-
pendent mutational events)/number of offspring observed. 
b Induced mutation rate X 10-5/Iocus. 
c Data are combined with the results from 25 and 30 
mg/kg ENU in G 10.5 and G 13.5 day. 
* or **: Significantly different from the non-treated 
control at 95 or 99% confidence limits, respectively. 
ND: not done. 
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Fig. 3. Dose-dependent induction of recessive muta-
tions with ENU in PGC and SG of male mice. 

また， G 8.5および G 10.5 PGCのいずれにお

いても， 25mg/kg ENU を反復投与することに

よって誘発突然変異率は二次関数的に上昇 した

が，その効果は G8.5 PGCにおいてよりいちじる
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Fig. 4. Cluster size of mutations induced with 
ENU in PGC and SG of male mice. 

iii) クラスター突然変異

ENUによ って誘発された突然変異のクラス

ターサイズを Fig.4に示した．いずれの用量にお

いても， クラスターサイズは，発生日齢に伴って

小さくなる傾向を示した．すなわち， 50mg/kg群

では， G8.5では 2.8, G 10.5では 2.5さらに G

13.5では1.0であった． しかし， 25mg/kg群では

発生日齢に伴う低下は顕著ではなかった． G8.5 

では， 25mg/kgの反復投与によって， クラスター

サイズの増加が認められたが， G10.5では明らか

でなかった．さらに， G 13.5では 30および 50

mg/kgのいずれの群においても， クラスター突然

変異は認められなかった．精祖細胞においても，

これまでにはクラスター突然変異は認められてい

なし‘・

G 8.5 PGCにおいては，誘発突然変異率とクラ

スター突然変異のサイズとの間には高い相関性が

認められたが， G 10.5 PGCではそれほど明らか

ではなかった．

iv) 突然変異体の特性

ENUによって誘発された突然変異の遺伝子座

について Fig.5に示した． 3つの発生日齢を集計

した結果では，突然変異はd遺伝子座に最も多発

し，次いで， b,pおよびc遺伝子座で多く認めら

30 
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Fig. 5. Distribution of recessive mutations among 
specific loci induced with ENU in PGC and SG 
of male mice. 

れた． しかし， aおよびse遺伝子座においては，

突然変異はほとんど認められなかった．

以上の結果から， PGCではその発生時期によ

る違いは認められないと考えられた．また，精祖

細胞における 150mg/kg ENU処理によって誘発

された突然変異については，変異体の総数が少な

いが，ほぼ同様の傾向が認め られた．

変異体のホモ接合体の生存性については， PGC

では， 28の変異体について調べたが， d遺伝子座

の 12例が共通の神経症状を示 し，離乳前に死亡

したので， これらを致死として分類した． これ以

外には，変異した遺伝子座に関わらず，すべての

変異体はホモ接合体が生存性であった．精祖細胞

における変異体については，調べた 9例のうち，

b遺伝子座の 1例以外はすべて， ホモ接合体が生

存性であった．このように， ENUによる突然変異

体の特性は，生殖細胞の発生時期が異なっていて

も，減数分裂前の生殖細胞では，異ならないこと

が認められた．

v) 06-methylguanineの前処理効果

誘発突然変異率の 06-methylguanine(MG)の前

処理の効果についての実験は， Peggら (1984)の

報告に従い， 1lOmg/kgの MG（東レリサーチセン

ター）を蒸留水に加え，加温して溶解したものを，

Table 2. Effect of 06-methylguanine pretreatment 
on the induction of recessive mutations with 25 
mg/kg ENU in G 8.5 day PGC. 

Group 
No. 
offspring 
observed 

No. 
mutants 
obtained" 

Mutation 
rateb 
(X 10-5) 

06-Meth ylguanine 
(110 mg/kg X 2) 
ENU(25mg/kg) 4303 6(3) 23.2 
MG+ ENU 3450 4 (3) 19.3 
--------------------------------------------------
ENU (Historical data) 8876 9 (5) 16.9 

3626 

゜
0.0 

a Number of mutants obtained (Number of mutational 
events). 

b Calculated from Number of mutants obtained/Num-
ber of offspring observed/6. 

ENU投与の 1および 2時間前に腹腔内投与した．

この用量はPeggら (1984)の報告によると雌マウ

ス肝の。6-methylguanine-DNAmethyltransferase 

(MGMT)活性を約 50%にまで低下させるもの

である． MG前処理が， 25mg/kgENUの8.5日

PGCの突然変異誘発に与える効果についての実

験結果を Table2に示 した． MG単独では 3626

匹の Flを調べたが，変異体は得られなかった．

ENUの25mg/kg単独群では 4303匹中に 6匹の

変異体が得られ，誘発突然変異率は 23.2X10-5で

あった． また， これまでの G 8.5 日PGCの25

mg/kg群を合計した誘発率は， 16.9 X 10-5であっ

た． 一方， MG前処理群では， 3450匹の Flに4

匹の突然変異体が得られ，誘発突然変異率は 19.3

X 10-5であった．これらの結果から， MG前処理

の効果は認められないと結論された．

3. ミュータマウスポジティプセレクション法

(MM/PS) 

日本医科動物を経由して購入した lambdaDNA 

(rambda gtlO)を導入された MutaMouse(strain 

40.6)を9から 10週齢で交配した．得られた妊娠

8.5, 10.5あるいは 13.5日目の雌に 25あるいは 50

mg/kgの用量の ENUを腹腔内投与し，胎児の

PGCを経胎盤処理した．得られた雄マウスは性

成熟に達した後，精巣を摘出し， ー84°Cで凍結保

存した．以下の実験方法は Deanand Myer (1994) 

に従い，ポジティプセレクション法によって突然
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Table 3. Induced mutant frequency in testis cells 
of MutaMouse with ENU. 

Stage 
(days) 

Dose of 
ENU 

(mg/kg) 

Non-treated 
G 8.5 

G 10.5 

G 13.5 

0
2
5
5
0
2
5
5
0
2
5
5
0
 

714,000 
314,000 
650,000 
2,766,000 
2,188,500 
462,000 
1,045,000 

No. 
plaques 
analysed 

No. 
mutants 
obtained 

Mutant 
frequency 
(X 10-s) 

17 
17 
56 
178 
629 
12 
55 

2.4 

5.4 

8.6 
6.4 
28.7 
2.6 
5.4 

変異率を求めた．すなわち， DNAをproteinaseK 

とphenol:ethanolを用いて抽出した後， Gunther

らの方法 (1993)によって自家作製したパッケー

ジングキットを用いて，invitroでラムダーファー

ジにパッケージングし後， E.coli C lac―ga/E―に

感染させた．これを P-galactoseを含む寒天平板

上にまき，一晩培養後変異プラークを得た．同時

に希釈した感染液を P-galactoseを含まない寒天

平板上にまきタイターを求めた．突然変異体と見

なしたプラークは回収し， X-galactoseとE.coliC 

lac―を含む寒天上で，真の変異体であることを判

定した．得られた変異プラーク数と希釈した P-

galactoseを含まないプレートで得られたタイ

ターから変異体率（mutantfrequency)を群ごとに

算定した．

2) 結果

MM/PS法による， ENUの突然変異率を Table

3に示す．無処理対照群における，変異体率は 2.4

X 10-5であった．実験では ENUの25あるいは

50mg/kgを用いたが，調べた 3つの発生時期のい

ずれにおいても，明らかな用量依存性が認められ

た． G10.5 PGCにおいては， 50mg/kg群での値

が， 25mg/kg群の 4倍以上に上昇した． この値は

無処理対照群の約 12倍であった． 50mg/kg群の

値は 3つの発生時期で比較すると， G10.5が最も

高く， G 8.5がこれに続き G13.5が最も低かっ

た．

4.考察

化学物質によるマウス生殖細胞の突然変異誘発

の研究は，そのほとんどが成体の生殖細胞を対象

としたものであった．私達は，マウスの胎生期に

出現し，出生後には，すべての生殖細胞の根幹細

胞となる始原生殖細胞（primordialgerm cells, 

PGC)に， N-ethyl-N-nitrosourea(ENU)を経胎盤

的に投与し，雄について SLTによって，突然変異

の誘発を調べた．その結果， Russell(1979)らが報

告している，精祖細胞での誘発突然変異率と比較

して． PGCでは同用量で約 3倍高く誘発される

ことを確認した．また，突然変異の誘発には明ら

かな時期特異性が認められた．すなわち，誘発突

然変異率は， G10.5日で最も高く， G8.5がこれ

に続き， G13.5日で最も低かった．

次に， ENUの用量依存性について， SLTに

よって検討を行なった．誘発突然変異率は用量に

依存して増加した． しかし， 8.5日および 10.5日

胚における誘発突然変異率の間には，大きな差が

認められた．これらの結果については， ENUの投

与時に PGCの絶対数が少なく，さらに ENUに

よる細胞死が加わるために，誘発突然変異率が複

雑に表現されることになったものと考えられる．

今後， これらの発生時期の PGCの細胞死を含め

た，細胞動態についての詳細な解析が必要であ

る．

また， ENUの25mg/kgの複数回投与による突

然変異の加算効果が明瞭に認められた． しかし，

PGCでは， SGの突然変異誘発のいき値とされ

る， 34-39mg/kg (Favor et al, 1990)よりも低い用

量の 25mg/kgで誘発突然変異率の加算効果が認

められた．このことは，すでに Russellら(1982a;

1982b)が， ENUの分割あるいは反復投与実験の

結果から指摘しているように，精祖細胞では，ア

ルキル化DNAに対する修復酵素の MGMTが充

分に存在するが， PGCでは多量には存在しない

ことを示唆するものである．

このことをさらに検討するために， MGMTの

弱い基質となり，それと結合することにより，存

在する MGMTを不活化することが知られている

06-methylguanine (MG)を前処理し，その後に 25

mg/kg ENUを投与して， MG前処理の誘発突然

変異率に与える影響について検討を行なったが，

MG前処理の効果は認められなかった．
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Fig. 6. Correlation of mutation frequency in male 
PGC induced with ENU by SL T and MM/PS. 
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しかし，今後このような分析的な実験におい

て，膨大な労力を要する SLTを実施することは

困難であるので， MM/PS法の導入を検討した．

この試験では， SLTのように， PGCを経胎盤処理

をして，出生した雄をさらにテスター系統の雌と

交配し，生まれた Flについて観察する必要はな

く，経胎盤処理後得られた雄の精巣そのものにつ

いて，試験をすることが可能であるので，実験に

要する時間と労力が大いに削減出来ることにな

る．

PGCのENUによる突然変異誘発率について，

SLTとMM/PSでの結果を比較した (Fig.6). そ

の結果， いずれの ENU処理群においても， SLT 

の方が2倍以上高い誘発率を示した． 2つの誘発

率はy= 2.364x +0.477の直線に近似し，その相関

係数は，戸＝0.895と高かった．突然変異率が，

SLTの方がMM/PSよりも 2倍以上高いことに関

しては，標的となる遺伝子の大きさがSLTの場

合の方が大きいことがまず考えられる (vanDleft 

et al., 1995).さらに SLTでは，本来マウスゲノム

に存在している遺伝子についての結果であるが，

MM/PSではtransgeneについての結果であるの

で，遺伝子のメチル化などの違いが関与している

ことが考えられる．その詳細は，得られた変異体

の塩基配列の分析等によって，今後解明されるべ

き問題である．

PGCでの ENU処理による誘発突然変異につ

いて， SLTとMM/PSの間に高い相関性が認めら

れた． SLTは生殖細胞における突然変異を次世代

の子孫で調べるすぐれた試験系であるが，その実

施には多大な時間と労力を要する．そのために，

多くの化学物質についての試験を実施することは

非常に困難である．

しかし， MM/PSがSLTでの結果を予測するこ

とが出来れば，その実用性は大きい．すでに，

ENUのSGにおける誘発突然変異については，

Oak Ridge国立研究所での SLTの結果とBigBlue

(/acl遺伝子）での結果の間に高い相関性が認め

られたことが報告されている (van Dleft et al, 

1995). このように，塩基置換を主に誘発する

ENUの様な化学物質の減数分裂前での生殖細胞

の誘発突然変異については，今後， MutaMouseや

BigBlueのような TGMによる試験結果が大きな

情報を提供することになるうる．

おわりに

マウス PGCの突然変異誘発についての実験

は， これまでにほとんど実施されていない． 1960

年から 1970年にかけて， Harwell（英国）の研究

者たちによる X線や中性子を用いた報告がある

が，その結果では，誘発突然変異率は精祖細胞に

比べて，かなり低いものであった．今回，直接工

チル化剤の ENUによって， 劣性突然変異が精祖

細胞よりも高い頻度で誘発されたという結果は，

これまでの，マウス PGCは変異原に対して抵抗

性であるという概念を覆すものであった．

ヒト PGCの発生はマウスとほとんど同一過程

をたどることが知られている．そのため，マウス

PGCでの結果は，そのままヒト PGCの結果に外

挿できる可能性が高い．今後，精祖細胞で突然変

異を誘発することが知られている，他の強力な変

異原物質を始めとして，多くの化学物質で，マウ

スPGCでの突然変異誘発能について， MM/PS法

によって，スクリーニングすることが必要であ

る． そして， これらの化学物質がヒト PGCに突

然変異を誘発する危険性についての充分な考察を

加え，長い世代にわたって存続するヒトの遺伝子

を突然変異から守ることが我々に与えられた使命

5. 
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であると考えられる．

今後，発生工学的手法によって，化学物質の生

体内での代謝過程や DNA修復に関して， ヒトの

正常および変異遺伝子を導入した TGMが種々作

製されるものと考えられる．そして， これらのマ

ウスを用いて，多くの化学物質についての実験が

実施されることが望まれる．それらの結果から，

ヒトの遺伝に与えるリスクの推定が，より正確に

実施されることがそれほど遠くない将来に可能と

なろう．
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特別企画

「環境変異原と生殖細胞の変異」

原爆被爆者の生殖細胞突然変異を DNAレベルで子供にモニターする

Monitoring of germ line mutations in A-bomb survivors by DNA-level 
examination of their children 

高橋規郎，佐藤千代子，浅川順一，小平美江子

Norio Takahashi, Chiyoko Satoh, Jun-ichi Asakawa and Mieko Kodaira 

Summary 

放射線影響研究所・遺伝学部

732広島市南区比治山公園5番2号

Department of Genetics, Radiation Effects Research Foundation, 

5-2 Hijiyama Park, Minami-ku, Hiroshima, 732, Japan 

（受付： 1996年 1月12日；受理 1996年 1月18日）

Fo~ 5~ years a~ter the atomic bombings, the genetic effects of radiation have been studied using 
various indicators of possible genetic damage. No statistically significant increase in the genetic effect; 

was observed in the children of A-bomb survivors compared to a control population. Thus, we have 

start~d studi~s to see if any effects can be detected at the DNA level. To ensure the availability of 
samples, we have obtained B lymphocytes from about 800 families consisting of trio of mother-father-
chi~d,_ and have pre~ared permanent cell lines. We have first conducted a pilot study to develop 
techniques necessary for the detection of mutation. In the pilot study, we examined DNA obtained fro~ 
50 exposed families and 50 control families, which are a subsample of the above 800 families. The mean 

d~se oft~~-exposed gametes was 1.9 sieverts. We examined six types of minisatellites and six types of 
microsatellites in the study, and observed 28 mutations in the former and 6 in the latter. There ~as no 
significant difference in the mutation rates of these repeat sequences between the exposed and non-

~xpos~d g_ametes. To detect deletion/insertion/rearrangement mutations in single copy genes, we 
intro~uced 1) two-dimensional electrophoresis (2-DE) approach and 2) quantitative anai;si; of bands 
on a Southern filter. We improved these techniques, and made them more suitable for our purpose. We 
are presently conducting examination on the above pilot study population using these techniques. 

Keywords: atomic bomb, DNA, germ line, mutation 

1. まえがき

放射線影響研究所 (RERF)は，その前身である

昭和 22年 (1947年）にアメリカ合衆国政府によ

り設立された，原子爆弾（原爆）傷害調査委員会

(ABCC)で行われてきた調査・研究事業を継承

するために，昭和 50年 (1975年）に日米両国政府

の合意により設立された財団法人である．

者の子供の，大きく分けて二つの集団について調

査が行われている．前者においては，疫学（寿命）

調査，成人健康調査，胎内被爆者調査などの放射

線の直接的影響に関する調査が，後者において

は，放射線の遺伝的影響の調査が行われている．

当研究所では，直接原爆に被爆した人及び被爆

c 日本環境変異原学会

これらの調査により得られた危険度は国際放射線

防護委員会 (ICRP)により決定され，世界各国で

放射線障害防止法により，原子炉の労働者，研究
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所や大学の研究者， X線技師などの放射線作業従

事者の被曝線量の限度として定められている．ま

た，国際機関［国連世界保健機関 (WHO),国際原

子力機関（IAEA)等］にも報告され，世界各地で

起った放射線事故の調査・研究に重要な情報及び

経験を提供している．

2. 線量推定

前項で述べた調査研究で最も重要なことは被爆

者個々人の浴びた線量の正確な推定である． この

線量推定には多くの困難が伴い，現在まで幾多の

改良が加えられてきた．現在は 1986年線量評価

体系 (DS86)が用いられている． この方法は， よ

り詳細に被曝線量を推定するために，放射線が

人体各臓器に到達するまでの複雑な過程を，物

理的因子ごとに分解し，その各々についてコン

ピュータ計算により推定する方式である (Roesch,

1989a, b). 被爆者一人一人の面接調査により得ら

れた被爆時に居た場所，姿勢，爆心に対する体の

方向などを基に， DS86を用いて個々人の線量を

推定している．従って，爆発時に遮蔽物の効率が

正確に推定できない人，例えば長崎の三菱兵器工

場に居た従業員等については調査集団より除かれ

た．一方，被爆者個々人についての体細胞突然変

異率及び染色体異常率を碁に，いわゆる生物学的

線量測定法の確立に向けて努力がなされている．

これら 2種の推定法により得られた線量に矛盾が

生じる場合があることも事実である． この問顕を

いかに解決するか，また推定システムをより良い

ものに変更する努力は，現在も続けられている．

3. 今まで行われた遺伝学調査

遺伝学調査とは，放射線によって被爆者の生殖

細胞に生じた変化（突然変異）をその子供を調べ

ることにより推定しようとするものである．放射

線照射により突然変異率が増加することがショウ

ジョウバエの実験において確認されて以来，多く

の生物において研究されてきた．特に Russellら

及びその他のグループのマウスについての大規模

な実験より，放射線により誘発される突然変異率

は2.5X 10-5／グレイ ／世代であると報告された

(Ehling 1984). 同様に， ヒトにおいても被爆者の

子供達に突然変異率の増加が考えられ，種々の調

査が行われてきた．

その調査及び結果は， Table1にまとめた． A)

まず最初に異常妊娠終結頻度調査が，広島・長崎

の妊娠登録被爆者 15,410名，対照者 55,870名に

ついて行われた．被爆した親の次の世代に相当す

る胎児の流早産や死産の増加の有無，乳児死亡の

増加の有無，及び胎児・新生児における奇形の増

加の有無，出生時性比が調べられたが，何れの項

目においても統計学的に有意な放射線の影響は認

められなかった． B）性比は 47,624名の広島・長

崎の被爆者の子供に対して再調査が実施された

が，同じ結果であった． C）原爆被爆者の子供につ

いて，染色体異常調査が広島9828名，長崎6470

名を対象として行われた．その構成は被曝群 8322

名，対照群 7976名であった．両親には認められな

い構造異常が被曝群に 1例，対照群に 1例認めら

れたが，その間に統計学的に有意な差は認められ

なかった．また，性染色体における数的構造異常，

常染色体の構造異常数においても，被曝群と対照

群の間に有意な差は認められなかった．染色体ト

リソミー (21トリソミー）の被爆者の子供におけ

る増加傾向は認められなかった． D),E)原爆投下

後の妊娠（胎内で被曝した児は直接被曝者なの

Table 1. Genetic studies of the children of A-bomb survivors. 

Study Period References 

A Frequency of untoward outcomes of pregnancya 1948-1954 Neeletal. (1990) 
B Sex ratio 1948-1962 Schull et al. (1966) 
C Chromosomal aberrations 1967-1984 Awa et al. (1987) 
D Malignant tumor frequency 1960 to date Yoshimoto et al. 
E Mortality rate 1960 to date Yoshimoto et al. 
F Gene mutation frequency at protein level 1977-1984 Neel et al. (1988) 

a abortions, stillbirths, deformities, infant mortality, and sex ratio. 
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Table 2. Mutations altering protein charge in chil-
dren of atomic bomb survivors. 

No. of children examined 
Equivalent locus tests 
Mutations 

Mutation rate per locus 
per generation 

Exposed Control 

11,364 
544,779 
2 

0.37X 10-5 

12,297 
589,506 
4 

0.68X 10-5 

で，含まれない）により出生した子供について，

発癌率調査（対象者 72,216名）及び死亡率調査

（対象者 67,586名）が行われた．親の被曝線量の

増加に伴う致死的癌の増加やその他の疾患による

死亡率の有意の増加は認められていない． しか

し，調査対象となった子供は平均年齢が調査時点

で20歳未満と若いため，いわゆる癌年齢，成人病

年齢に達していない．今後の継続的追跡調査が最

終的結論を得るためには必要である． F)被爆者

（両親合計の生殖腺被曝線量が0.01シーベルト以

上）の子供及び対照群（両親の合計線量が0.01

シーベルト未満）の子供の，血漿及び溶赤血球液

中のタンパク質について，電気泳動法を用いて変

異タンパク質を検出し，親の生殖細胞突然変異の

結果生じたものか否かを調査した． Table 2に示

すように， 被曝群の 11,364名について約 54万遺

伝子座が，また対照群の 12,297名について約 59

万遺伝子座が調べられ，被曝群で2例，対照群で

4例の突然変異が検出された． この両群間の突然

変異率に有意差は認められなかった．赤血球中の

酵素活性を指標とした調査が，被曝群，対照群の

それぞれについて約6万遺伝子座について行われ

たが，両群間に差は認められなかった (Satohand 

Neel, 1988; Neel et al., 1988). 

4. DNAレベルでの研究

今日まで行われてきた調査に用いられた各種の

指標の突然変異率に関して，被曝群と対照群との

間に統計的有意差は認められず，原爆放射線の遺

伝的影響は検出されていない． しかし，これに

よって遺伝的影響が完全に否定されたわけではな

ぃ．近年における分子生物学の急激な発展は，遺

伝子を DNAもしくは RNAレベルで検索するこ

とにより，従来では検出できなかった突然変異を

極めて効率良く検出する可能性をもたらした．そ

こで，我々は遺伝的影響を DNAレベルで調資す

ることを試みている．

この調査を行うための試料として，父―母―子の

1組から成る 1000家族から B-リンパ球を得て，

Epstein-Barrウィルス処理によって細胞株を作製

することが計画された． その構成は，被曝群 500

家族，対照群 500家族である．現在までに約 800

家族の株化を終了した．

放射線に特別に感受性の高い DNA配列は知ら

れていない．また，我々が目的とする大規模な集

団調査に使用可能なほど効率の良い技法も知られ

ていない．そこで我々は，突然変異検出に必要な

技法を開発し，それらの技法の効率を検討すると

ともに，標的として使用可能な種々の DNA配列

を比較する目的で，試行調査を行っている．試行

調査においては，子供64人を含む被曝 50家族

と，子供 60人を含む対照 50家族の合計 100家族

から得た DNAを検査する．被喝群の子供 64人

のうち， 1人は両親被曝 63人は片親被曝であっ

た．従って， 64人の子供を検査することにより，

被曝配偶子 65個と非被曝配偶子 63個を検査する

ことになる．一方，対照群 60人の子供においては

120個の非被曝配偶子を検査することになる．

従って，両群で合計 183個の非被暖配偶子を検査

することになる．被曝配偶子の平均線量は1.9

シーベルトであった． この 100家族について，反

復配列（ミニサテライト及びマイクロサテライ

ト）を有する DNA領域を検査するとともに， シ

ングルコピー遺伝子の検査法を導入した．

a) 反復配列を有する DNA領域を標的とした

調査

ミニサテライトとは，数個から数十個のヌクレ

オチド反復配列単位が繰り返して，約 100塩墓対

から約 20キロ塩甚対の長さになった DNA領域

である．反復配列の外側で DNAを切断するよう

な制限酵素を用いて DNAを消化した後，通常の

アガロースゲル電気泳動を行い，次いで Southern

ブロット法を用いてミニサテライト領域のバンド

を検出することができる． ミニサテライト領域で

は，ヘテロ接合性が高いため，通常，子供に検出

された 2本のミニサテライトバンドが，各々両親
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Fig. 1. New-length mutation at CEB-1 locus. 

DNAs were digested with Hinfl and electro-
phoresed. Separated DNA fragments were 
analyzed by Southern hybridization. Arrow 

indicates mutant allele. The asterisk (*) 

indicates the exposed mother. 

のどちらに由来するものであるかを特定すること

が可能である． Fig.1には， CEB-1領域において

突然変異の検出された 1家族の実際の泳動像を示

した．娘 (DA)の2本のバンドは，同じ移動度の

バンドが父または母に存在するため，突然変異で

はない．一方，息子 (SO)の2本のバンドのうち l

本は，被爆者である母親より遺伝しているが，矢

印で示したバンドは両親の何れにも存在しないた

め，父親に生じた突然変異と考えられる． このよ

うに，子供と両親の泳動像を比べることにより突

然変異を同定した．今までに， Table3に示す 6種

のミニサテライトの検査を行った． このうちp入g

3,入MS-1,CEB-1の3領域においては突然変異が

観察された． CEB-1にみられた 15の突然変異は

全て父親由来であった． Pc-1領域は， Pc-1という

マウスのミニサテライト検出用プローブを用いた

時に検出されるヒトのミニサテライト領域であ

る．マウスのPc-1領域では，自然突然変異率が高

いだけでなく， spermatogoniaの時期に放射線の

照射を受けると突然変異が誘導されることが報告

されている (Sadamotoet al., 1994). しかし，試行

調査で検査したヒトの Pc-1領域では，自然突然

変異も，放射線誘導突然変異も検出されなかっ

た． ヒトとマウスの Pc-1領域の反復配列単位は

同一であるが，その近傍の塩基配列は異なってい

る．マウス Pc-1領域の不安定性にこの塩基配列

の違いが寄与しているのかもしれないが，詳細は

不明である． 6種の遺伝子座において，被曝配偶

子と非被曝配偶子の間で突然変異率に有意差は認

められなかった．

2-6bpの反復単位が 10-15回繰り返して生じる

短い反復配列であるマイクロサテライトについて

も検査した (Satohet al., 1995). X染色体上に存

在する 3種と，常染色体上の 3種の合計6種のマ

イクロサテライトについて調べた．被曝配偶子で

は合計 363個，非被曝配偶子では合計939個の対

立遺伝子を検査したことになるが，非被曝配偶子

にのみ 6個の突然変異が検出された． 6種のマイ

クロサテライトを平均すると，遺伝子座当り，配

偶子当りの突然変異率は被曝配偶子で0%, 非被

Table 3. Mutation rates at six minisatellite loci. 
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Locus 

Pc-1 
入TM-18
ChdTC-15 
p入g3
入MS-1
CEB-1 

Exposed parents 

0/65 (0%) 
0/65 (0%) 
0/65 (0%) 
1/65 (1.5%) 
1/65 (1.5%) 
4/65 (6.2%) 

Mutation rates 

Unexposed parents 

0/183 (0%) 
0/183 (0%) 
0/183 (0%) 
0/183 (0%) 
11/183 (6.0%) 
11/183 (6.0%) 

Total parents 

0/248 (0%) 
0/248 (0%) 
0/248 (0%) 
1/248 (0.4%) 
12/248 (4.8%) 
15/248 (6.0%) 

曝配偶子では 0.6％であり， 両群間で突然変異率

に有意差は認められなかった．

b) シングルコピー遺伝子を標的とした調査

シングルコピー遺伝子の欠失／挿入／再配列型

突然変異検出を目的として， 1)DNA断片の二次

元電気泳動法 (2-DE)(Asakawa et al., 1994, 1995; 

Kuick et al., 1995)と， 2)Southernブロ ット法で

検出されるバンドの定量法 (Takahashiet al., 

1995)を導入し，その有効性について検討した． 2-

DE法は， Hatadaら(1991)が報告した制限酵素

切断片をランドマークとするゲノム分析法を我々

の目的に応じて改良したものである． 2-DEゲル

上のスポット及びSouthernフィルター上のバン

ドは，常染色体上の DNA断片に由来するもので

あれば，通常は 2個の対立遺伝子の DNA断片か

ら成っている． しかし，一方の対立遺伝子に，欠

失／挿入／再配列型突然変異が生じて DNA断片

の長さが変化すると，本来の位置には正常対立遺

伝子に由来する DNA断片だけが残り，そのス

ポットまたはバンドの量は 1/2になる． 従って，

スポットまたはバンドの量が50%に減少したこ

とを正確に検出できる定量法が必要となる．

2-DE法では， DNAをNotIとEcoRVを用いて

消化した後， Natlサイトをラジオアイソトープ

(32P)で標識し，アガロースゲル中で一次元目の

電気泳動を行った．分子量に従って分離した

DNA断片を，ゲル中でHinflを用いて消化した

後，一次元ゲルをそのまま平板上のポリアクリル

アミドゲル上にのせて二次元目の泳動を行った．

1枚のゲルで約2000個の DNA断片を，プローブ

を使わずに検出できる． Not1の切断配列は CpG

アイランドに多く存在するため，検出される

DNA断片は CpGアイランドを含む場合が多い．

CpGアイランドは遺伝子と遺伝子発現に関与す

る領域に多いことが知られている．従って， 2-DE

で検出されるスポットの多くは，機能を持つ遺伝

子由来の DNA断片である可能性が高い． 3組の

父—母＿子の DNA について 2-DE を行った．得ら

れた泳動像の解析は， ミシガン大学で開発された

コンピュータプログラムを搭載した画像解析装置

を用いて行った．検出された 2000個以上の DNA

断片（スポット）のうち約 800個について定量を

行った．そのうち約 500個に関しては，スポット

量の50％減少を正確に再現性良く検出できた．

突然変異の生じた DNA断片の特性解明のため，

2-DEゲル上で検出される 2000個のスポットを

ほぼカバーするヒトゲノム DNAのNotl/EcoRV

断片のライブラリー化を行った． また， 2-DEゲ

ル上の特定のスポットを取り出して直接クローニ

ングする方法も確立した．近い将来， この方法を

用いて試行調査集団に対する調査を行う予定であ

る．

Southernフィルター上のバンドの定量法では，

非ラジオアイソトープ (non-RI)プロープとして

シゴキシゲニン標識プローブを用いてハイブリダ

イゼーションを行った後，化学発光で生じた光子

を高感度光子カメラを備えた画像解析装置で測定

する． この間の一連の反応について最適条件を決

定した．仕グロビンと， I型プロコラーゲン a-2鎖

をプローブとした予備実験によって， この方法は

欠失／挿入／再配列型突然変異がもたらすバンド

の量的変化を，正確に再現性良く検出できること

が判明した． 今後は， Russellら(1951)が放射線

誘導突然変異研究に用いた 7種のマウス特異遺伝

子座に相当するヒト遺伝子，またはその近傍に存

在する遺伝子に関し， この方法を用いて試行調査

を行う予定である．

5. あとがき

種々のマーカーを用いて，現在までに行われた

遺伝学調査において，原爆放射線が被爆者の子供

において，統計的に有意な遺伝的影響を示したと

いう事実はない． しかし，英国のセラフィールド

の核処理施設従業員の子供に見られた白血病群で

一時問題になったように (Neel, 1994; Tawn, 

1995), 放射線被曝のもた らす継世代的影響は重

大な科学的，社会的問題として注目を集めてい

る．我々は， DNAレベルの研究から得られる

データが，この問題に寄与できることを期待し

て，研究を行っている．
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第24回大会ミニシンポジウムー4

「環境変異原と生殖細胞の変異」

特別企画

ミニシンポジウム「環境変異原と生殖細胞の変異」のまとめ

ーツ町晋也 （武田薬品工業）

澁谷 徹（食品薬品安全センター）

「環境変異原と生殖細胞の変異」というテーマで 4名のスピーカーと指定討論者の 5名の先生に発表

いただいた． この顔ぶれは 1989年の第 1回の本学会の公開ミニシンポジウムとほとんど同じであった．

しかし，その発表内容には，約 5年間でのこの分野の研究の進歩が認められた．

藤川和男氏（近大原子力研）は， ヒトのダウン症の発生機序に関連して， ショウジョウバエの卵母細

胞の第一還元分裂 (lstM)中期に CO2を処理することにより， X染色体の不分離変異体が著しく増加す

ることを認めた．しかし， 4Gyの X線では不分離の増加は認められなかった．これらの結果は，卵母細

胞の lstM中期の細胞外酸素の低下と CO2の増加が，細胞内pHを低下させ，染色体の不分離体を誘発

するという， Gauldenの説を実験的に支持するものである． ショウジョウバ工を用いて， ヒトの遺伝の

大きな問題に明確な回答を示したことになる．さらに，チェルノプイリ原発事故後のダウン症の増加は，

妊婦の放射線恐怖によるホルモンバランスの乱れに起因するとの考えを述べた．

嶋 昭紘氏（東大理学部）は， 10年間にわたる，メダカを用いた生殖細胞突然変異の実験の膨大な成

果を発表した．まず，特定座位試験系を確立した． この系は胚発生の早期でも変異体を識別出来る．さ

らに，発生過程での優性致死も区別出来る利点がある．ガンマ線での急照射実験では，生存突然変異は，

マウスの実験結果とほぽ一致した．しかし， ENUを用いた実験結果では，マウスとは異なった知見も得

られた．また，分子遺伝学的な手法を導入することにも努力し， AR-PCR法や DD-RT-PCR法が可能と

なった．メダカは， 日本独自の実験系であり，今後の研究の発展が期待される．

澁谷 徹氏 （食品薬品安全センター）はマウスの発生中に出現し，すべての生殖細胞の根幹細胞とな

る，始原生殖細胞 (PGC)がENUによって，容易に突然変異が誘発されることを，特定座位試験で確認

した．突然変異の誘発には時期特異性と用量依存性が認められている． さらに， この結果は， トランス

ジェニックマウス試験でも確認された．これまで，マウス PGCは，放射線を用いた実験から，放射線に

対して感受性が低いとされている．今後，多くの変異原物質について実験し， ヒトの遺伝的影響に資す

ることが期待される．

高橋規郎氏（放影研）は，原爆被爆者の遺伝的影響の， DNAレベルでの調査の方法に関する発表をし

た． これまでに，放影研では多数の被爆家族について， タンパク質などの変異を電気泳動によって調査

したが，被爆によって突然変異が増加したとの結果は得られていない．そのため，さらに被爆の影響に

ついて， DNAレベルでミニサテライトなどでの突然変異を調査したが，現在までに，その影響は認めら

れていない．そこで，さらにシングルコピー遺伝子の欠失，挿入および再配列型突然変異の検出に着手

している．原爆被爆の影響については，世界的にも大きな問題であり， この結論を得るために，大変な

努力を続けておられることに敬意を表したい．

指定討論者の美甘和哉氏（旭川医大）はヒトの生殖が実験動物や家畜とは大きく異なっていることを，

豊富なデータを用いて指摘した．特に， ヒト精子は，染色体の構造異常の頻度が非常に高いという報告
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は， ヒトの遺伝的リスクを考える上で重要な点であろう．

生殖細胞を用いる変異原試験の最大の目的は， ヒト生殖細胞での突然変異のリスクを把握することに

ある．今回，原爆被爆者の子孫では， これまでに突然変異が誘発されていないという結果と，逆に， ヒ

卜精子の染色体には構造異常が多発しているとの報告があり， ヒトの生殖細胞が変異原物質に対して，

どのような感受性を持っているかについての議論があった．そのためには，実験生物を，化学物質の代

謝や DNA修復過程がよりヒトに近似したものになるように改良し，それらを用いた実験結果から， ヒ

トでの遺伝的リスクを正確に推定することが必要となるものと思われる．
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変異原性が認められた化学物質の取扱いについて

労働省労働者労働基準局では，従来から，労働

安全衛生法（安衛法）に基づき，新規および既存の

化学物質について，有害性の調査を行ってきた．

この度，労働省より， 日本化学工業品輸入協会

宛に下記通知があったため，参考資料として紹介

する．

基発第 348号の 2

平成7年 6月1日

労働者労働碁準局長

これまで，労働安全衛生法（以下「法」という． ）

第 57条の 2の規定に碁づき事業者が行う新規化

学物質の有害性調査の結果，強度の変異原性が認

められた合計 133の新規化学物質及び法第 57条

の4の規定に碁づき国が自ら実施する既存化学物

質の有害性調査の結果，強度の変異原性が認めら

れた合計69の既存化学物質については，これら

化学物質を製造し，又は取り扱う事業者が， 平成

5年 5月17日付け碁発第 312号の 2の別添 「変異

原性が認められた化学物質による健康障害を防止

するための指針」（以下「指針」という．）に定め

る措置を講ずるようその周知をお願いしていると

ころです．

別紙 1

変異原性が認められた新規化学物質

番号 名通称し公番号表 名名称称公公表表告年示月番号日

このたび，法第 57条の 2の規定に基づき有害

性の調査の結果が届け出られた別紙 lに掲げる

24の新規化学物質及び法第 57条の 4の規定に碁

づき国が有害性の調査を実施した別紙2に掲げる

7つの既存化学物質について， それぞれ有害性の

調査に関し，学識経験者から「変異原性の結果，

強度の変異原性が認められる」旨の意見を得まし

たので， これらの化学物質を指針に碁づく措置が

必要な化学物質とすることとし，別紙 lに掲げる

新規化学物質を届け出た事業者に対しては，指針

に基づく措置を講ずるよう要請したところです．

つきましては，貴会傘下会員に対し，別紙 lに

掲げる新規化学物質又は別紙2に掲げる既存化学

物質を製造し，又は取り扱う際には，指針に示さ

れた措置を講ずるよう周知指導方御配慮頂きます

ようお願いいたします．

なお，指針は，多くのがん原性物質（ヒト又は

動物に対してがんを生じさせることが確認されて

いる物質）が強度の変異原性が認められる化学物

質であることに鑑み，予防的な観点から必要な措

置を定めているものであることを念のため申し添

えます．

名 称

1 4578 平労成働省3年告示12第月8265号日
3,5- ‘ジク ロロ -4—メトキ 、ンニ トロベンゼン

2 5223 平労成働省5年告示3第月2251 号日 四-5-[ 翌）-1,4-‘ジオキサスビロ [4,5]デカン-2-イル］3,4-ジヒドシ-2 ヒドロフラン-2-オン

3 5632 
平労成働省5年告示12第月12248号日 N-ぃ-[3-[ (ンア2R］ゼカ,3Sチル)ジバ-3ニ-ミ[ (JR レメ)酸-1チ＝— （pルト・ リメチルシリ オル］オ4キ-ビシロ） エチル]-4-オソ-2- J カルボニルチ リジニル］

エチリデ ド ニトロベンジル

4 5633 平労成働省5年告示12第月12248号日
4ーニトロ-IH-インダゾール
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番号 通名称し公番表号 名名称称公公表表告年示月番号日 名 称

5 5637 
平労成働省5年告示12第月12248号日 包’6S 因リルオ！評キ31シ-ー[ピ）Nエ-ロ(pチリ— ニト ロベンジルオキシカルボニル）アセミ ジニル ＿7-オキソ-6-[ 1 — （トリメ

チルシリ ル］4-アチザオビ］シクロ [3.2.0]ヘ（Rプ)-タ ＿2- エン —
2—カルボン酸＝p- ニト ロ ベンジル

6 5640 
平労成働省5年告示12第月12248号日

2,5-ビス（ク ロロ メチル）-1,4-ジチアン

7 5727 
労平成働省6年告示3第月2285号日 3スプノ- (（ーロ22,-3ルパメ-エとントポキとキ3シー1（シ,-231-—プ-メメビロトチスキビル（2ルシ-エメ—オIト—トキメキキチシシ）シルメ--1エl,チ2—-メトルエキチ）ポ； 、キシプロノぐ,2ン-エとポ3キ-[ ビ-1 シメ

シル）トエ-1キ,2ト-シエキ］ シ／ぷ2-プロパ
良ロ ， ポ 、ンプロパ

ンの混物

8 5736 
労平成働省6年告示3第月2285号日

1ー（2-クロロベンジル）ふ（a,a-ジメチルベンジル）尿素

， 5737 
平労成働省6年告示3第月2285号日 [3-（クロロメチル）フェネチル］トリメトンキのシ混シ合ラ物ンと［4-（ク ロ

ロメチル）フェネチル］トリメ トキ シシラ

10 5761 
平労成働省6年告示3第月2285号日 3-[j一(2-ジメチルアミ トl ノオロエクフチタェ＿ル2ニ-）エ—ルIHンチ-＿21オ-,2カ,ア3ル,4ミ—ボテノン)ト酸-8ラ-ゾール＿5-イルチメビチシルク］ -7ー（4-ニ オキ‘ノ＿5-チア—

lーアザ ロ[4.2.0] 

11 5843 
平労成働省6年告示3第月2285号日

ジベンジル＝フェニルスルホニウム＝ヘキサフルオロアンチモ
ナート

12 5873 
平労成働省6年告示3第月2285号日

3ー（2-メトキシ＿l-メチルエトキ、ン）-1,2-エポキ、ンプロパン

13 5926 
平労成働省6年告示6第月2547号日 N-見↑ R）ー5-オキ‘ノ＿2-(2-チェニル）ペルヒド ロ＿1,4-チアゼピン-6-

イ カルバミド酸＝tertープチル

14 5942 
労平成働省6年告示6第月2547号日

2— ク ロ ロ＿2- (2- クロロフェニル）エタノール

15 5944 
平労成働省6年告示6第月2547号日

2— ク ロ ロ ふ（トリクロロメチル）ピリジン

16 5964 
平労働成省6年告示6第月2547号日

3,5-、ジニトロ安息香酸＝2-（メタクリロイルオキ、ン）エチル

17 5979 
平労成働省6年告示6第月2547号日

(R ) -2— 卜、ンルオキ、ンプロピオン酸メチル

18 6004 
平労成働省6年告示6第月2547号日 N-](-teLrーt-`ンプストキシカルボニル）-S-[2-ニト ロ-lー（2-チェニル） エチ

ル テイン

19 6045 
労平成働省6年告示9第月2963号日

アクリル酸ヒドロキ、ンプロピルと エチレンイミンの反応生成物

20 6097 
平労成働省6年告示9第月2963号日

（クロロメトキシ）エタン

21 6148 
平労成働省6年告示9第月9263号日

p—トルエンスルホン酸＝ 2, 3 - エ ポ キ 、ンプ ロ ピル

22 6149 
平労成働省6年告示9第月2963号日

5-ニト ロ-2-インドールカルボン酸エチル

23 6223 
平労成働省6年告示12第月12166号日 (ノ2Z）ア)-2ー（5-アミノ 」，2,4-チアジアゾールふイル）＿2-（メト キ、ンイミセチル＝クロリド

24 6295 
平労成働省6年告示12第月12166号日

lー（4-ニトロフェノキ、ン）＿2-プロパノン
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別紙 2

変異原性が認められた既存化学物質

番号 名称（別名） 官報公示整理番号 CAS番号

I 2 に（4- ク ロ ロ -3- ‘ンアノ＿5-ホルミル＿2-チェニルアゾ） —5仁ジエチル 8-(6)-145（労） 104366-25-8 
アミノアセ トアニリド

2 2仁（4-クロロ-3-‘ンアノ-5ーホルミル＿2-チェニルアゾ）ーダ＝ジエチル 8-(6)-146（労） 122371-93-1 
アミノ -2—メトキシアセトア ニ リド

3 N(N必-ニジトフロェソニジ） レニ トロソアミン 3-431（化） 86-30-6 
フェニルアミン）

4 5仁［ビス（2-アセ トキシエチル）アミノ]-2'ート（2—ブロ モ -4, 6- ジニト ロ 4-(13)-201（労） 3618-72-2 
フェ ニ ルアゾ）4I—メト キ シアセトアニリ

5 O— フェニレンジアミン 3-185*（化） 95-54-5 
(o-ジアミノベンゼン）

6 p(p—-フ‘ジェアニミレンジアミン 3-185*（化） 106-50-3 
ノベンゼン）

7 l — プ ロモ＿3- クロ ロ プ ロ パン 2-｛ 13 }― 64 ヒ＼労） 109-70-6 
9-24 （イ

注 l)名称は五十音順に配列してある．

注2)官報公示整理番号とは，労働安全衛生法第 57条の 2第 1項の規定に基づく同法施行令第 18条の 2第4号
に定める化学物質及び同法第57条の 2第3項の規定によりその名称が公表された化学物質について，官
報公示の際に付けられた番号である．

注3)官報公示整理番号の右肩に付した＊は， 当該番号が， 2種以上の異性体， 同族体等を含めたものとして付
けられていることを示すものである．

注4)官報公示整理番号の後に付した（労）は，当該番号が労働安全衛生法に甚づき官報公示された際に付けら

れたものであること， （化）は，当該番号が昭和 54年6月29日までに「化学物質の審査及び製造等の規
制に関する法律」に基づき官報公示された際に付けられたものであることを示すものである．

注5)CAS番号とは， 米国化学会のケミカル ・アプストラクト ・サービス (CAS)において化学物質検索を容易
にするために付けられた番号のことであり，国際的に文献調査等の際に広く利用されているものである．

（編集委員長記）
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講演要旨

原爆被爆 50 周年—

日本放射線影響学会・日本環境変異原学会 合同シンポジウム

生体リスク評価の現状と未来

動物モデルから人ヘ―

主 催：日本放射線影響学会， 日本環境変異原学会

後援：放射線影響協会

世話人：秋山賓利，伊藤千賀子，鎌田七男

開催： 1995年 5月29日広島国際会議場

ゲノム不安定性とがん

寺田雅昭

国立がんセンター研究所

資料 ・情報

基調講演

正常細胞が転移能，浸潤能のある臨床的に問題となるがんになるには多くの発がん段階が必要であ

る． この多段階の発がん過程においては夫々の臓器や組織型に特異的な複数の遺伝子変化がおきること

も明らかとなり，我々の研究室を含めて詳細な、ンナリオが個々のがんで追求されている．発がん過程で

変化する個々のがん遺伝子やがん抑制遺伝子の産物の機能及びその相互作用としてのシグナル伝達の機

構や細胞回転の制御機構が明らかになってきている．

発がん過程における遺伝子変化は全発がん過程において同じ確率でおきるのではなく，発がんの後期

にはいわゆるゲノムの不安定性がおき，より迅速に多くの遺伝子変化がおきると考えられる．臨床的に

問題となるがんになるために重要な役割をしているこのゲノムの不安定性の機構については， ミスマッ

チ DNA修復酵素の遺伝子の変異が原因の一つとして明らかにされているがその機構の全容については

不明である．我々は発がん過程の後期にゲノムの不安定性の結果おきると考えられる遺伝子増幅を中心

にゲノムの不安定性について研究を行ってきた．その結果，一つのがん細胞には頻々異なった染色体位

置に多くの増幅ユニットがあり， その個々の増幅ユニットは数百Kbにおよび，複数個の遺伝子が存在

することを明らかにしたまた，これらの増幅ユニット上に存在するがん関連遺伝子を数種類分離・同

定している．さらにこれらの増幅ユニットの研究の過程で ExonTrapping改良法， cDNAの直接ハイプ

リダイゼーション法など巨大DNA断片上の遺伝子の同定法， ゲノムサブトラクションによる未知増幅

ユニットの分離法，さらには遺伝子の機能の個体レベルにおける新しい解析法を開発した． ヒトがんに

おける複数遺伝子変化とゲノムの不安定性について我々の研究室の成果を中心に他の研究室からの成果

も加えてまとめて述べ， これらの研究成果のがん診療及び予防における意義について述べる．
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特別講演 l

Preferential repair of DNA damage in transcriptionally active DNA: human vs. rodent cells 

Steven A. Leadon 

Department of Radiation Oncology, University of North Carolina 

DNA is subject to damage produced by environmental agents, such as radiation and reactive chemicals, and 
by endogenous events occurring naturally in the cellular environment. Risk assessment for human carcino-

genesis requires determining effective levels of DNA damage for producing malignancy. These levels of 

damage will be modulated by the repair responses of the target tissue, and hence it is of obvious importance 

to understand the mechanisms available to normal human cells for repairing damage produced by different 

agents. The consequences of unrepaired DNA damage is illustrated by the extreme cancer-proneness of 
patients suffering from human genetic repair deficiency diseases, such as xeroderma pigmentosum, ataxia 

telangiectasia, and Fanconi's anemia. Since studies of experimental induction of carcinogenesis must of 

course be performed with animals, usually rodents, it is equally important to consider differences in DNA 

repair between rodent and human cells in order to permit effective extrapolation of carcinogenic potency data 

to humans. It is now clear that the organization of DNA into the complex structures of chromatin and 

functional domains affects the efficiency of excision repair. A large body of evidence has shown that damage 
produced by ultraviolet (UV) light or by some chemical carcinogens is repaired more rapidly in trans-

criptionally active DNA than in the genome as a whole and that this preferential repair is due to a faster repair 

of damage in the transcribed strand. Although the original demonstration of such strand-specific repair of UV 

damage was for mammalian cells, it has now also been demonstrated in Escherichia coli and Saccharomyces 

cerevisiae and hence appears to be a highly conserved pathway for excision repair. We have recently shown 

that preferential repair of UV damage in active genes is specifically defective in Cockayne syndrome cells, with 
a complete absence of selective repair on the transcribed strand of active genes. In addition, we have found 

that damage induced by ionizing radiation is also preferentially repaired in the transcribed strand of active 

genes in normal human cells. Perhaps significantly for carcinogensis, the functional application of cellular 

repair capacity to different regions of the genome appears to be quite different in rodents versus human cells. 

While the latter repair UV-induced pyrimidine dimers much faster in the transcribed strands, eventually the 

entire genome is repaired. In contrast, rodent cells perform essentially no repair of this damage in 
nontranscribed regions of the genome. Failure to repair nontranscribed DNA sequences such as develop-

mentally regulated proto-oncogenes could have consequences for carcinogenesis by mutational activation of 

these sequences. Our recent evidence suggests that such differences may be equally important considerations 

for ionizing radiation carcinogenesis. 

特別講演 2

Molecular cytogenetics and the assessment of cancer risk 

Joe Gray 

Division of Molecular Cytometry, Department of Laboratory Medicine, University of California, San Francisco 

Studies of exposed populations during several decades have demonstrated that the frequency of chromo-

some aberrations increases with increasing exposure to ionizing radiation as does the risk of developing 
cancer1>. As a result of these studies, aberration frequency analysis has become one of the most important 

tools for assessment of the effects of radiation exposure in populations and individuals. The power of 

aberration frequency analysis has been increased significantly by the development of fluorescence in situ 
hybridization (FISH), chromosome-specific probes and computer assisted microscopy. Aberrations may be 

made visible in metaphase spreads by FISH with whole chromosome probes (WPCs) specific for or one or a 

few chromosomes2>,3> or in interphase nuclei by FISH with probes to normally contiguous regions of repeated 

sequences4> and scored rapidly using semi-automated digital imaging techniques5>. These technologies allow 

practical analysis of large numbers of stable chromosome aberrations such as translocations so that analyses 

can be carried out at long times after exposure. Indeed, it now appears that these technologies will allow 
analysis of the tens of thousands of cells needed to detect and quantify the changes in aberration frequency 

produced by low radiation exposure (< 0. 3 Sv). This is a major step forward but is only of several steps 
required for accurate risk assessment (especially if this is to be attempted in individuals6>). Also necessary is 

detailed information about the impact on translocation frequency of (a) radiation exposure rate, (b) the 

biology of the hemopoietic system (assuming that translocation are measured in peripheral lymphocytes), and 

(c) individual variation in susceptibility to translocation frequency formation (possibly a function of the 
efficiency of DNA repair and/or in genetic damage surveillance). Cancer risk assessment also requires careful 

consideration of the incremental increase above background in translocation frequency and individual 

susceptibility to cancer induction. Molecular cytogenetic techniques are important tools for development of 

this information. One of the large uncertainties in cancer risk assessment derives from our poor understand-

ing of the genetics of cancer susceptibility. A few genes (e.g. p53, BRCAl, hMSH2) have been discovered 

that, when mutated, significantly increase cancer risk. However, it is likely that numerous other genes will be 

discovered that are equally important, especially for non hereditary cancers. Most such genes are likely to be 

of the tumor suppressor type and loss of one normal allele is an important step toward gene inactivation. 

Comparative genomic hybridization (CGH) is an important tool for identification of allelic loss through 

physical deletion 7>. This technique is particularly powerful since it can be applied to spontaneous tumors and 

requires no culture. Indeed it can be applied to material isolated from archived, paraffin embedded material. 

CGH already has been applied to analysis of most common solid tumors and numerous regions of common 

deletion have been localized that may harbor genes that when mutated, increase genetic susceptibility to 
cancer. It now remains to identify the involved genes and to determine which are susceptibility genes (likely 
to be those that are found in early tumors) and which contribute to progression. 
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SCID-huマウスモデルを用いたヒト放射線 リスクの解析

京泉誠之

放射線影響研究所

S-1 

人体組織に対する放射線の影響を研究するためにヒトを実験的に放射線照射することは倫理的に認め

られない． しかし，もし ヒトの正常組織を動物に移植できれば放射線の影響を直接観察できるだろう．
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SCIDマウスは機能的な T及びBリンパ球をもたず， ヒト組織の移植効率はヌードマウスより優れてい

るため， この目的に適した動物である． ヒト正常組織を移植された SCIDマウス (SCID-huマウス）を

用いた放射線照射モデルは，原爆被爆者などヒトの調査で得られた知見と動物実験により得られた知見

との間を橋渡しするデータを提供することが期待される．

ヒトに対する放射線の影響は急性効果と晩発効果に分けられるが，現在までのところ SCID-huマウ

スを用いて少なくとも急性効果を再現できることが示されている． つまり， SCIDマウスにヒト皮膚や

骨髄組織を移植することによりヒトの代表的な急性症状である，脱毛と骨髄抑制が観察されその線量効

果や組織変化などを詳細に解析することが可能となった．また，急性症状の 1つである腸障害に関して

も小腸を移植することにより検討中である．本シンポジウムではこれら急性放射線障害を中心にお話し

したい．

放射線被曝はヒト体細胞に突然変異や染色体異常を誘導するが，それらのinvivoの Doseresponseや

メカニズムについては不明な点が多い． これらの問題にも SCID-huマウスモデルを用いたアプローチ

が有効と考えられ，その可能性について論じたい．

ところで，最も関心が持たれているのは晩発効果としてのヒト放射線発癌を SCID-huマウスモデル

を用いて再現することであろう． もし，それが可能になれば発癌プロセスの追跡や線量効果の検討が可

能となりその有用性は計り知れない．しかし，原爆被爆者の調査では固形癌の発症は潜伏期 10年以上を

経て初めて放射線の影響が確認されており，かなり長期の観察が必要となろう．そのためには放射線照

射したヒト組織を SCIDマウス間で何代も植継ぐことになるかもしれない． また腫瘍プロモーターや放

射線照射を工夫することにより発癌時期を早めることも可能かもしれない．本シンポジウムではこれら

SCID-huマウスを用いた発癌モデルの可能性についても言及する予定である．

トランスジェニックマウスを用いた新しい生体リスク評価ヽンステム

勝木元也

九州大学生体防御医学研究所

S-2 

がんは体細胞突然変異に起因する細胞の異常増殖である． したがって，発がんのリスク評価には，哺

乳動物の体細胞突然変異が，いつ，どの細胞で，どのような頻度で生じるかを測定することが評価の碁

礎となる． しかし，われわれのもつゲノム遺伝子数の莫大さと体細胞突然変異率の低さとから，哺乳動

物体細胞遺伝子に生じる突然変異を鋭敏かつ迅速に体系だって検出することは難しい． 一方，単細胞系

では，バクテリア細胞での突然変異誘発率を簡便に検定する方法がある (Amesら）．そこで，哺乳動物

細胞における突然変異を検出するために，原核細胞，真核細胞の両方での複製できるシャトルベクター

を哺乳動物細胞内に導入し，突然変異誘発の後，ベクターを回収し，バクテリア細胞に導入し突然変異

を検出するという方法が近年開発された． さらにこの方法が哺乳類個体内の各組織で生ずる突然変異を

鋭敏かつ迅速に分子レベルで解析する方法に適用された．それは， トランスジェニックマウスを用いる

方法である．哺乳動物個体内で生じた真の意味での「生体内」での突然変異を解析するには，大腸困な

どで簡単に突然変異の有無を検出できるシャトルベクターを導入したトランスジェニックマウスを用い

ればよいからである．
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われわれは， モニター遺伝子として大腸菌で Sm感受性／耐性を支配するリボゾームタンパク質小サ

ブユニット L(rpsL)の野性型遺伝子をもつプラスミッドpML4を組み込んだトランスジェニックマウ

ス (HITECマウス）を作成した．このマウスは，その体の全細胞にrpsL遺伝子をもち，他の内在性の遺

伝子と同様且つ同程度に頻度は低いけれども体細胞突然変異を生じるものと考えられる． rpsLに突然変

異が生じると， Sm感受性は，耐性に転換する．測定の結果，どの臓器でも自然変異率は約 10-5であり，

また，化学発がん剤の投与により，その率が 5倍以上にあがることが解り， この系の有効性が示唆され

た．

マウスミニサテライト配列における高頻度の生殖細胞突然変異とリスク評価

丹羽太貫

広島大学原爆放射能医学研究所

S-3 

放射線による遺伝的影響とそのリスク評価には，従来マウスにおける特定遺伝子座テストが用いられ

てきた．しかしこの系での突然変異率は lo-5レベルであり，放射線の遺伝的影響について統計的に有意

なデータを得るには数多くのマウスを用いなければならない． 一方，マウスやヒトで広く分布している

種々の反復配列には，自然突然変異率が高いものがあり，放射線の遺伝的影響の解析に有用であると思

われる．本研究ではマウスミニサテライト配列の Pc-1遺伝子座について，放射線誘発生殖細胞突然変異

を解析した．

Pc-1遺伝子座は GGGCA反復配列よりなり， C3Hマウスでは約 3kbの， C57BLマウスでは約 8kb 

のバンドとして検出される． C3H雄マウスにガンマ線を照射ののち， C57BL雌マウスと交配して，生ま

れた Flマウスについて Pc-1遺伝子座の解析を行った．交配は，精子期，精細胞期，精原細胞期に対す

る放射線の影響をみるため，照射直後， 2～3週後， 10~11週後にそれぞれ行った．生まれた一腹の Fl

のマウスについて両親マウスの DNAを比較して，異なる長さの Pc-1遺伝子座をもつものを突然変異

個体とした．

Pc-1遺伝子座は生殖細胞突然変異率が非常に高く，非照射群での突然変異頻度は 10% にもおよぶ．

照射雄マウスにより生まれた Flマウスにおいてこの突然変異頻度はさらに上昇する． Pc-1遺伝子座に

おける生殖細胞突然変異誘発で見た放射線感受性は，特定遺伝子座テストにおけるものと同様に，精子

期で低く，精細胞期で高く，精原細胞期で低いというパターンを示す．精細胞期照射については，比較

的少数の Flマウスの解析により統計的に有意な線量効果関係を得ることができ，直線的に上昇する突

然変異頻度は 2Gyで 28%にも達した．これは，倍加線量が約 lGyであることを示している．精子期お

よび精原細胞期の照射については統計的に有為なデーターを得ることはできなかったが，計算上の倍加

線量は両者ともに 6Gyであった．統計的には有意ではなかったものの，精子期の照射で生まれた Flマ

ウスでは，雄側の allele以外に，雌側の alleleの突然変異頻度の上昇が見られたのは興味深い．

本研究で見られた高い突然変異頻度は， Pc-1遺伝子座における突然変異が放射線による DNA損傷の

直接の結果では無く，放射線によりなんらかの誘導機構が働いた結果生じたことを示している．従来知

られていなかったこのような突然変異の誘発機構とそのリスク評価における意義は今後の課題である．
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マウスモデルにおける継世代的影響リスク

野村大成

大阪大学医学部

S-4 

人類において，遺伝性を疑わせる疾患は，約 10%(100万人中 105,900人）あるとされ，その中でも大

多数 (90,000人）を先天異常，晩年にあらわれる異常，体質的，退行性疾患などの遺伝性の低いとされ

る多因子性疾患が占めている (UNSCEAR,1982). この中にはがんは入っていない．

一方，マウスを用いた膨大な実験で，親マウスヘの放射線照射により， Eに致死 （いわゆる優性致死，

ヒト流・死産に相当），遺伝子欠失による突然変異（塩碁置換による血性蛋白の変異は誘発されない）が

明確に誘発される他， ヒトによくみられるがんと奇形が有意に増加し，次世代に伝わっていく可能性が

示された (Nature,1982).従って，放射線の継世代的（遺伝的）影響のリスク評価の中で多因子性疾患の

取り扱い（がんを含めてより広範囲の疾患が遺伝性を示すのでは？）が問題となり， 1986年以降の UNS-

CEAR等国際委員会の報告でもこの部分は未解決のまま残されている． 1982年来，マウスの継世代的発

がん実験について寄せられた問題点を列挙し，生体リスク論議の材料としたい．

1. 致死：減数分裂後の精細胞の被曝（被曝直後の授精）に高率に誘発．精原細胞期被曝（被曝後月日

がたったもの）では極小→ヒトには応用しにくい．

2. 奇形：優性骨格突然変異の 4~10倍．但し， 全ての異常を観察のため．多くの追試確認あり．精原

細胞期照射では低い→ヒトには応用しにくい．

3. がん：通常のマウス突然変異の 100倍以上の頻度．但し，自然発生率も同じように高い．倍加線量

等は決して低くない．

l) 良性腫瘍のみ誘発？ 否，殆どが悪性腫瘍．

2) マウス系統特有の普通の腫瘍が高発．系統差明白．ヒトにみられる小児癌はマウスにはない．

3) 追試確認は不十分．但し， ヒトでの観察が容易かつ重要．

体細胞突然変異の検出とリスク評価への応用

秋山賓利

放射線影響研究所

S-5 

癌の分子生物学的知見の蓄積に伴い，癌リスク評価の分野が注目を集めつつある．癌遺伝子や癌抑制

遺伝子の解析は遺伝子DNAの塩碁置換，欠失，組換え，増幅などの突然変異が発癌の引金になってい

ることを見事に示した．従って，invivoの体細胞突然変異のモニタリングは環境変異原曝露による癌リ

スクの評価のためのバイオマーカーとなりうるだろう．現在，体細胞突然変異アッセイ法としては赤血

球のグリコフォリン A(GPA)遺伝子及びTリンパ球の HPRT,HLA-A, TCRa/3各遺伝子について確立

されている． これらは発癌に直接関与している遺伝子の変異を検出・定量するものではないが，それら
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を間接的に反映していると思われる． このうち GPA法は主に長寿命の骨髄幹細胞に蓄積される突然変

異を検出しているために，生涯に渡る変異原曝露のバイオマーカーとして使えるだろう．本シンポジウ

ムでは原爆被爆者の GPA突然変異を例に癌リスク評価への応用の可能性を論じてみたい．

原爆被爆者集団はその被曝線量が比較的はっきりしており，癌リスクの Doseresponseもよく調べら

れているので，体細胞突然変異と癌リスクの関係を調べるには適した集団である．今回 1,226名の広島

と長崎の原爆被爆者について欠失型GPA突然変異体の解析を行った． GPA突然変異体頻度 (Mf)はわ

ずかではあるが有意に測定時年齢あるいは喫煙タバコ本数にともない上昇した． また， Mfは喫煙の影

響を補正後でも男性の方が女性よりも有意に高く，さらに広島の方が長崎よりも高かった． これらすべ

ての backgroundGPA Mfの特徴は以前の原爆被爆者の疫学的調査から得られた固型癌発症率の特徴と

一致した． Mfの線量効果に関する解析により倍加線量は約 l.20Svで， 一方， Mfの有意な上昇を検出で

きる最低線量は約0.24Svであることが分かった．線量効果についは性差，市間差及び被爆時年齢の有意

な影響は見い出されなかった．興味あることに， GPAMfの倍加線量は原爆被爆者の固型癌発症率のそ

れ(1.59Sv)と近い値であった．また，最低検出線量も固型癌発症率のデータ (0.20~0.49Sv群ではじめ

て有意なリスクの上昇が検出される）と矛盾しなかった． これらの知見は体細胞突然変異が放射線被曝

による癌の過剰リスクの主要な原因になっているという仮説と一致する．さらに，線量効果は測定前あ

るいは測定後に癌と診断された者の方が癌の既往歴のない者よりも有意に高かった． これは Mfが上昇

したために癌の発症が早まったか，あるいは癌グループでは放射線感受性が高いことを示唆しているの

かもしれないが，癌グループにおける線量推定の過小評価可の能性も考慮に入れなければならない．以

上の結果は GPAMfは放射線被曝者の癌リスク評価を行うための生物学的マーカーになりうることを

示唆している．

染色体異常からみた発癌リスクとその応用

田中公夫・鎌田七男

広島大学原爆放射能医学研究所

S-6 

放射線被曝によってヒト体細胞には安定型ならびに不安定型染色体異常が生じる．不安定型染色体異

常は細胞分裂を数代経るうちに消滅するが，安定型異常は 50年以上の長期にわたって存続する．本シン

ポジウムでは， この安定型染色体異常がどの程度発癌リスク評価になりうるかについて，原爆被爆者資

料をもとに討議したい．

染色体異常頻度からみたリスク評価：

原爆被爆者は被曝線量に相応して染色体異常を保有しており，これまでに Tリンパ球， Bリンパ球，

骨髄細胞，線維芽細胞でその異常性が証明されている．他の組織においても線量依存性に染色体異常が

存在することは間違いない． Tリンパ球に関しては， 染色体異常率＝3.0+9.lX被曝線量 (ABS93D)で

表すことができる．すなわち，染色体異常率を観察することにより各個人の被曝した線量が推定できる

（推定可能な下限値はO.lG).

被曝線量が lGy以上のグループでは白血病，乳癌，肺癌などの発生率が明らかに高くなっており，発

癌highrisk groupと言える． 一方，白血病細胞の染色体側からみた場合， lGy以上被曝した被爆者白血
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病では 100%に染色体異常が見出され， denovo白血病とは異なった種々の染色体異常を示す．すなわ

ち， 1Gy以上の被爆者白血病細胞は被曝当時直接に放射線損傷をうけた幹細胞由来であると考えられ

る． このように染色体異常頻度は当時の被曝線量の推定を可能にすると共に，ある程度のリスク評価に

役立つ．

染色体異常型からみたリスク評価：

原爆被爆者の Tリンパ球にみられる染色体異常は約60％が転座， 20％が欠失，残りが逆位，重複あ

るいはこれらを含む複雑異常である．骨髄細胞， TおよびB細胞リンパ球を詳細に観察したが，白血病

に特異的な転座型異常（たとえば 8;21, 15; 17転座など）はこれまで 1個も見出されていない． lGy以

上の被爆者白血病細胞には 5番， 7番の異常が有意に多い．

白血病化にはむしろ欠失型異常が強く関与している可能性がある．

染色体異常の経時的変化からみたリスク評価：

骨髄細胞染色体を経時的に観察した 10名の被爆者のうち 5名が癌／白血病で死亡した（胃癌 3.6Gy,

乳癌 3.9Gy,脳腫瘍3.6Gy,急性白血病2.6Gy,慢性骨髄性白血病2.4Gy).慢性骨髄性白血病発症前の

6~11年における経時的観察では骨髄細胞染色体異常クローンの交替現象がみられた． 急性白血病例で

は不応性貧血期にみられた異常クローンが増加の一途をたどった．固形癌症例では骨髄細胞に染色体異

常があるもののリスク評価にはなり得なかった．

染色体異常は放射線被曝線量の推定を通し，また骨髄細胞における経時的観察を通してある程度リス

ク評価に役立てると考える．
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遺伝子多型と発癌リスク

川尻要

埼玉県立がんセンター研究所

化学発癌のイニシエーションである発癌物質の活性化及び解毒化の代謝バランスは重要な発癌感受性

の遺伝的素因の一つであると考えられている．我々は， P450を中心とする薬物代謝酵素の遺伝子多型と

肺癌との関連性を環境因子との相互作用を含めて解析する事により個人の発癌へのリスクを評価するこ

とを研究目的としている． タバコ煙中の芳香族炭化水素（ベンズピレンなど）を活性化する CYPIAI及

び活性型代謝体を解毒化する CSTMIの遺伝子多型に注目し，健常者集団と肺癌患者群における遺伝子

型分布の比較，遺伝子型と喫煙量との関係を解析することにより喫煙由来の肺癌に遺伝的に高い感受性

を持つグループを明らかにした． 遺伝的に associateしている二つの CYPIAI多型 (MspI, Ile-Val)の

rare homozygote (C型 Val型）と CSTMIの欠損している GSTMI(-)の遺伝子型を同時に持つヒトは

predominant homozygoteである A型（Ile)でGSTMI(+)のヒトにくらべ約7倍ほどの肺扁平上皮癌ヘ

のリスクが高いこと， これらの遺伝子型の患者は少ない喫煙量で発癌しており，遺伝子型の影響は喫煙

量の少ない範囲で顕著であった．一方， CYPIAIの誘導的発現は転写因子Ahreceptor (Ahr)とAhrecep-

tor nuclear translocator (Amt)との相互作用で調整されている．細胞内にベンズピレンなどのリガンド

が取り込まれると Hsp90と結合していた Ahrにリガンドが結合し Arntと heterodimerを形成して

CYP囚の XRE(Xenobiotic responsive element)上で転写が促進されると考えられる．従って， Ahrの個
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人差を定量的 (mRNAの発現）及び定性的（遺伝子多型）に Arntと共に解析し，遺伝的素因の可能性を

検討した．その結果，肺での高発現と 5倍程度の発現量の個人差， CYPlAlとの発現量との相関性が見ら

れた．又， PCR-SSCP法を利用して Ahr遺伝子の多型を全てのエクソンについて検討したところマウス

で観察されたリガンドとの affinityに影響を与えるような多型はヒト集団中では見られなかった．

肺癌などの化学発癌においては，ベンズピレンなどの活性型代謝体と DNAとの adduct形成がイニ

シエーションとして必要であり， 一方，p53遺伝子などの突然変異が肺癌発生に本質的であると考えら

れている．そこで， CYPlAl,GSTMlの多型と肺癌の標的遺伝子と考えられているp53,Ki-Ras遺伝子の

突然変異との関連性を喫煙を考慮して解析した．喫煙経験のある扁平上皮癌 (72名）及び腺癌 (76名）

において CYPlAlの肺癌高感受性型である C型， Val型は A型 Ile型に比べそれぞれp53遺伝子で 2

倍， Ki-Ras遺伝子型で 3倍の突然変異が生じていることが明らかになった．これらの CYPlAl遺伝子型

ごとの標的遺伝子の変異は GSTMl多型との組合せで増輻された．

本シンポジウムでは GYPlAlとその発現を調節している転写因子を含めて肺癌感受性の遺伝的素因に

ついて論じたい．

食事由来の植物化学物質によるがん予防の可能性

渡邊 昌

国立がんセンター研究所

S-8 

長年の食事の影響ががんにおよばす影響はがん化のみならず，がん予防効果もあることが分かってき

たがんの 3分の 1は食事の影響を受けているとみなされる．一生のあいだに 20トン程の食べ物をたベ

るのであるから，その中の物質が影響をもつのは当然といえる．

栄養学は炭水化物，たんばく質，脂肪の 3大栄養素の時代から， ビタミンや微量元素の重要性が認識

された時代になり，更に最近はフラボノイドや含硫化合物など今までは栄養素とは無関係とおもわれて

いた物質の生体への作用が脚光をあびるようになった第3世代の栄養学といえる．

これらの植物由来の化学物質（フィトケミカル）のなかで，エストロゲン作用をもつ物質があり，フィ

トエストロゲンと総称される．イソフラボノイド， リグナンは女性ホルモンである 17/3エストラジオー

ルとの構造類似性から生体内でエストロゲン作用を持つと考えられていたが，その中でゲニスタインと

いう物質は発がんに関係するチロシンキナーゼの抑制や血管新生もおさえることが発見された．

日本人の尿や血清中のフィトエストロゲンレベルを調べると欧米白人に比ベイソフラボノイド由来の

ものが非常に高値であることが分かった． これが日本人の乳癌や前立腺癌を低くしている可能性があ

る．

食事（栄養）と健康が密接なものであるにも関わらず，摂取量ばかり重視する栄養学のみでは情報が

不足していることは自明の理である．消化・吸収におよぼす調理法の影響や食品中の化学物質の相互作

用，個人の代謝状態の差異や腸内細菌叢の構成など，総合的に考えねばならない． とくに食物繊維のよ

うに腸内細菌によって分解された後に初めて吸収されるような物質についてあてはまる． これはフィト

ケミカルのがん予防効果を考える際に必要な過程と思われる． このような観点から，私達の体験も加味

してがん予防を考えたい．
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環境化学物質の発癌リスク評価の現状と問題点

松下秀鶴

静岡県立大学
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近年，環境化学物質の発癌リスク評価に対して大きな社会的関心が寄せられつつある．これは， a）我

が国を含む世界主要国において癌死亡者数が増大しつつあり，癌対策は保健上の最重要課題の一つと

なっていること， b)疫学研究により人癌の発生に環境発癌因子の寄与は極めて大きいことが明らかにさ

れていること， C)現在，比較的大量に生産・消費されている化学物質の数は約 10万種にのぼり，これら

は生活の利便性の向上に役立つ反面，環境汚染にも強く関与しており， これらの中には発癌性の疑われ

ているものも種々存在していること，さらには， d)各種燃焼行為や光化学反応等の環境中での諸反応は

新たな環境汚染物質を生成させ，それらの中にも発癌性の疑われているものが多種含まれていること，

したがって， e）我々は日常生活を通じて発癌関連の環境化学物質を体内に取込んでおり，その曝露実態

の解明や発癌リスクの評価ならびに適切な抑制対策が，国内的にも国際的にも緊急を要する課題となっ

ていることなどに碁づいている．

化学物質の発癌リスク評価は，まず，取り上げるべき化学物質に関するプライオリティリストを作成

したのち，取り上げるべき各化学物質について， a)有害性の確認 (HazardIdentification), b)量 ・反応ア

セスメント (Dose-ResponseAssessment) c)曝露アセスメント (ExposureAssessment)に関する評価を行

い， これらを総合して， d)リスクの判定 (RiskCharacterization)を行うやり方で一般に行われている．

ここで HazardIdentificationの評価過程は定性的リスクアセスメントともいわれており， IARCや米

国EPAを中心にすでに数百種類の化学物質の評価がなされており，評価手法に関してもあまり問頗が

ないように思われる． しかしながら Dose-ResponseAssessmentや ExposureAssessmentに関しては解決

すべき問頗が種々残されている．特に，前者に関しては，高濃度投与動物実験結果から低濃度曝露のヒ

トヘの発癌リスクを推定するための数学モデルや，種差の影響評価等に関して多くの問題があり，後者

に関しては，潜伏期間の長さやライフスタイルの変化を考慮に入れて，問題とする地域環境での発癌関

連物質の環境濃度や日常生活を通じての曝露量を正確に評価する手法に多くの問題が残されている． ラ

イフスタイルとの関連において発癌関連物質への高濃度曝露集団を見出すこともリスク評価や癌予防対

策の一環として重要であり， このための個人曝露評価手法の確立も急がれている．

さらに，我々は日常生活を通じて数千～数万種類の物質を同時に体内に取り込んでいることを考える

と， このような複合物質に対するリスク評価手法を確立するための研究が必要である．

いうまでもなく， リスク評価は科学的事実に碁づく総合判断であるが，科学的知見は絶えず更新され

るため， リスク評価も時代と共に変化する． しかし， リスク評価は癌予防対策策定の一環としてなされ

るべきものであり，当該対策に関与する人々に正確な情報を科学的不確実性をも含めて提供し，時代時

代に適応した適切な癌予防対策が施行されるために役立つ必要がある． この意味でリスク評価は実践的

総合科学ということが出来るかと思う．
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宇宙放射線の遺伝的影響

池永満夫

京都大学放射線生物研究センター
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21世紀は宇宙の時代とも言われている．化石燃料への依存から脱却するための太陽発電衛星計画から

も伺えるように，今後人類が宇宙へ進出する機会は益々増えることが予想される． しかし， ここで避け

て通れないのが宇宙放射線の被曝である．放射線影響の立場から見た宇宙放射線の特徴は，高エネル

ギー重荷電粒子などの高LET（電離密度）放射線が多い，低線量率長期被曝，微小重力下での被曝，の

3点である．なぜこれらの特徴が問題となるのかは，講演の中で簡単に述べる．

さて， 宇宙放射線の遣伝的影響を実験的に調べるために， 我々は 1992年に毛利衛博士も塔乗したス

ペースシャトル・エンデバー号にショウジョウバ工を積み込んで，帰還後に突然変異を観察した．調べ

たのは，精子などの雄の生殖細胞に生じる伴性劣性致死突然変異と，翅の表面に生えている翅毛が変化

する体細胞突然変異の 2種類である．前者は，雄の生殖細胞の X染色体上に存在するハエの生育に重要

な遣伝子に起こる致死性の突然変異である．このために，野生株と放射線に高感受性の mei-41株の雄成

虫をそれぞれ 200匹塔載した．そして，地上に帰還した雄を交配し，孫の世代で黒っぽい体色の雄が生

まれてこない突然変異として検出した．一方，翅毛の体細胞突然変異を解析するためには，野生株と

mei-41株のそれぞれ約6,000匹の幼虫を塔載した．帰還後に羽化したハエの翅について，翅を構成する

細胞の表面に生えている直毛の数や形態の突然変異を検出した．

解析の結果，宇宙飛行群に生じた伴性劣性致死突然変異の頻度は，地上対照群よりも野性株では 2倍，

放射線高感受性の mei-41株では 3倍高いことが明らかになった．また， X染色体上の突然変異が起こっ

た位置は，地上対照群ではほぼランダムであったのに対して，飛行群では染色体の末端に集中していた．

このことは，宇宙飛行で生じた致死突然変異は，単に頻度だけではなく質的にも異なることを示唆する．

しかし， 8日間の飛行中にショウジョウバエが被曝した放射線は約2mSvとごく微量であった．従って，

宇宙飛行群で致死突然変異頻度が高かったのは，放射線が唯一の原因ではないことは明らかである．推

測ではあるが，微小重力のもとでは放射線の影響が著しく増強される可能性が考えられる．

これに対して，翅毛突然変異に関しては野性株およびmei-41株ともに，宇宙飛行群と地上対照群の間

にそれ程大きな頻度の差は認められなかった．

以上の結果は，宇宙放射線と微小重力という特殊なストレスが，これも特殊な細胞である「生殖細胞」

に対しては，より強く影響を及ぼす可能性を示唆するものとして興味深い．
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原爆被爆 50年における発ガン・リスク

馬淵清彦

放射線影響研究所
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広島・長崎の原爆被爆者よりなる放影研・寿命調査集団の追跡調査は， ヒトの放射線被曝による健康

影響の研究とリスク評価における最も貴重なものとされ，その疫学データは世界各国での放射線防護甚

準の設定に用いられてきた．これには，男女と広範な年齢層を含む 12万人の対象者からなる，大きな集

団，精度の高い個人線量体系 (0S86),長期にわたる信頼性の高い死亡およびガン罹患データ等が，その

理由となっている．国際放射線防護委員会(ICRP)は，原爆被爆者調査による最近の結果に基づき，

1990年勧告で， 1シーベルト (Sv)あたりのガン死亡生涯リスクを全年齢を対象とした場合， 5%として

いる． このようなリスク推定値は種々の不確定要素を伴い，固定したものではない．被爆者追跡調査が

進行中である現時点で， リスク値が未完了の追跡データにもとずいていることがもっとも大きな不確定

因子である．原爆投下数年後に白血病が出現しビークに達したが，その後固形ガンのリスクが増加し，

それは未だに下降の傾向をみせていない．原爆投下後，半世紀にいたる現在，寿命調査集団対象者の約

半数が生存している．特に，被爆時年齢が 30オ以下の若年被爆者の 85％が生存し，今やガン年齢に入

りつつあることは，今後のリスク評価に特に大きな影響を与える．原爆は，急性，高線量被爆を特徴と

するが，寿命調査集団は多数の遠距離被爆者も含み，そのデータは，他の被爆状況に見られる低線量リ

スクの推定に適用できることもわかっている．ガンのリスクは多くの要因に影響されるが，放射線リス

クを評価するに際して，放射線以外のガン要因を考慮にいれるための種々の手法が開発され，更にリス

ク評価が改善されつつある．さらに寿命調査研究においては，死因に加え，より精度の高いガン罹患

データの解析が近年可能となり，予後のよいガン病変も含み，広範なリスク評価が可能となった．放射

線影響の疫学的評価は， リスク評価の分野でその先駆を成し，そこでの発展は他の分野のそれにつなが

るものである．被爆後 50年，発ガン・リスク研究はより大きな飛躍が望まれる．
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Environ. Mut. Res. Commun., 17: 325-327 (1996) 資料・情報

MMS Communications掲載論文要旨

(Vol. 3, No. 1, 1995) 

In vivo and in vitro cytogenetic studies of four sex 

hormones (pp. 1-13) 

Sugiyama, C.1, H. Kobayashi', N. Asano2, A. 
Ohuchida3, Y. Kimura4 and S. Hitotsumachi4 
('Safety and Analytical Research Center, Shiseido 

Co., 2 Toxicological Research Division, Nitto Denko 
Corporation, 3 Drug Safety Research Laboratory, 

Taiho Pharmaceutical Co., 4 Drug Safety Research 

Laboratories, Takeda Chemical Industries) 

Four naturally occurring or synthetic sex 

hormones—hexestrol (HEX), 17仕estradiol(ES), 
testosterone (TE), and medroxyprogesterone ace-
tate (MPA)-which are well-known rodent carcino-

gens, were examined for clastogenic potential using 

the mouse micronucleus test and an in vitro chrom-

osomal aberration test. TE increased the frequency 
of Chinese hamster lung cells (CHL) with structural 

chromosome aberrations only at a high dose with S 

9 mix. HEX and ES were confirmed to induce 
polyploidy in CHL. None of the four chemicals 

tested, however, induced micronucleated reticulo-

cytes (MNRETs) in peripheral blood and/or micro-

nucleated polychromatic erythrocytes (MNPCEs) 
in bone marrow in ddY, CD-1, or BDFl mice. 

The in vivo mutagenic potential of hydrazine and its 

derivatives (pp. 15-23) 
Ohuchida, A.1, Y. Kouchi1, C. Sugiyama2, M. Mori2, 

H. Atai3 and Y. Hatakeyama3 ('Drug Safety Re-

search Laboratory, Taiho Pharmaceutical Co., 2 Shi-

seido Safety and Analytical Research Center, 3 Pre-

clinical Research Laboratories Inc.) 

As part of the 6th collaborative study of CSGMT/ 

JEMS.MMS, micronucleus tests of hydrazine mono-
hydrochloride (HZ・ HCl), 1, 1-dimethylhydrazine 

(UDMH), and 1,2-dimethylhydrazine dihydrochlo-

ride (SDMH • 2HC1) were carried out using mouse 
peripheral blood and acridine orange staining. Each 

compound was administered intraperitoneally with 

single dosing or quadruple dosing at 24 h intervals. 
The ranges ofHZ・HCl, UDMH, and SDMH・2HC1 

administered in the single dosing tests were 25-100 

mg/kg, 25-lOOmg/kg, and 5-20mg/kg, respectively, 

c日本環境変異原学会

and in the quadruple dosing tests they were 12.5-100 
mg/kg, 20-80mg/kg, and 2.5-lOmg/kg, respectively. 
In the single dosing tests, UDMH was negative 

while HZ・ HCI and SDMH • 2HCI were positive. 
With quadruple dosing, all three compounds were 
positive. These results suggest that the multiple 
dosing protocol can detect the mutagenic potential 

of HZs more effectively than the single dosing proto-

col. HZs, which are classified as possible human 

carcinogens, were confirmed to have in vivo mutag-
enic potential. 

The induction of micronuclei in mice by dimethyls-

ulfate and diethylsulfate (pp. 25-32) 

Miyamae, Y.1, 0. Hirai', H. Yamada2, M. 

Sakaguchi2, Y. F. Sasaki2, H. Kojima3, A. Sato3, N. 
Higashikuni4 and S. Sutou4 ('Toxicology Research 

Laboratories, Fujisawa Pharmaceutical Co., 2 Ha-

chinohe National College of Technology, 3 Biochem-
ical Research Institute, Nippon Menard Cosmetic 
Co., 4 ltoham Central Research Institute) 

The induction of micronuclei by dimethylsulfate 

(DMS) and diethylsulfate (DES) was evaluated 

using male BDFI, CD-I, and MS/Ae mice. Bone 
marrow (BM) and/or peripheral blood (PB) were 
sampled at 0, 24, 48, and 72 h after ip or po admin-

istration. Increased frequencies of micronucleated 
young erythrocytes (MNRETs) were observed in 
CD-I and BDFI mice treated twice with DMS, but 

not always with clear dose-response relationships 

and reproducibility. The MNRET frequency in-
creased in CD-I mice treated twice, but not once, 

with DMS. In MS/Ae mice, double doses of DMS 

increased the frequency of MNRETs significantly 
and dose-dependently. DES markedly increased the 
frequency of MNRETs in the BM and PB of BDFI 
mice given a single ip injection and increased the 
frequency of MNRETs in the PB of MS/Ae mice at 
low double doses. We concluded that both DMS 

and DES are in vivo clastogens, and that DES is 

more clastogenic. 
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Diethylnitrosamine is mutagenic in liver but not in 
bone marrow of lacZ transgenic mice (Muta™ 
Mouse) (pp. 33-39) 
Suzuki, T. 1, M. Hayashi 1, B. Myhr2 and T. Sofuni1 
(1 National Institute of Health Sciences, 2 Molecular 
and Cellular Toxicology, Hazleton Washington, 

Inc.) 

Diethylnitrosoamine (DEN) was tested con-
comitantly for micronucleus induction and mutag-
enicity in vivo using transgenic mice (Muta TM 

Mouse), in which eighty copies of a lambda phage 
vector containing an E. coli lacZ gene exist homo-
zygously. Mice were treated intraperitoneally with 
DEN once or subchronically. Induction of micro-
nucleated reticulocytes was analyzed with a small 
amount of peripheral blood using acridine orange 

supravital staining methods. After an appropriate 
expression period, mice were killed and their tissues 
were collected. Genomic DNA was isolated from 

liver and bone marrow for the analysis of mutations 
in the lacZ gene. The lambda phage vector was 
excised from genomic DNA and packaged into 

lambda phage by in vitro packaging. Packaged 
phages were allowed to infect E. coli C (lac―strain), 

and mutations on the lacZ gene were detected as 
colorless or pale blue plaques on agar plates contain-
ing X-gal. No micronucleus induction was observed 
following DEN treatments, which is in accordance 
with previous reports. Spontaneous lacZ mutant 
frequencies (MF) were 37 and 29 X 10-6 in bone 
marrow and liver, respectively. After DEN treat-
ment, 3-5 fold increases in MF (100--150 X 10-6) 

were detected in liver, whereas no significant in-
crease was observed in bone marrow. These results 

clearly show tissue-specific mutation induction by 
DEN, corresponding to its strong carcinogenicity in 
liver. The peripheral blood micronucleus assay, 
which failed to detect the clastogenicity of DEN, 
can be supplemented by the transgenic mouse muta-
tion assay. 

The enhancement of chemically-induced sister chro-
matid exchanges by three bio-anticlastogenic fatty 
acids, docosahexaenoic acid, docosapentaenoic acid, 
and eicosapentaenoic acid, in cultured Chinese ham-
ster cells (pp. 41-49) 
Sasaki, Y. F., A. Hosokawa and M. Sakaguchi 
(Hachinohe National College of Technology) 
The effects of the unsaturated fatty acids cis-
4,7, 10, 13, 16, 19-docosahexaenoic acid (DHA), cis-
7,10,13,16,19-docosapentaenoic acid (DPA), and 
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cis-5,8, 11, 14, 17-eicosapentaenoic acid (EPA) on 

chemically induced sister-chromatid exchanges 
(SCEs) were studied in cultured Chinese hamster 
cells. None of these three fatty acids showed any 
SCE-inducing activity by themselves. The induction 

of SCEs, however, by mitomycin C (MMC), cis-
platin (DDP), N-ethyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine 
(ENNG), methyl nitrosourea (MNU), ethyl nitro-
sourea (ENU), and ethyl methanesulfonate (EMS), 

but not by N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine 
(MNNG) and methyl methanesulfonate (MMS), 
was increased by post-treatment with DHA, DPA, 
and EPA. Considering that the three fatty acids 

have been demonstrated to suppress the induction of 
chromosome aberrations by MMC, DDP, ENNG, 
MNU, ENU, and EMS (but not by MNNG and 
MMS), the potentiation of clastogen-induced SCEs 

was accompanied by bio-anticlastogenesis. 

Alkaline elution of DNA from hairless mouse epi-
dermis treated with skin carcinogens (pp. 51-60) 
Kobayashi, H., M. Mori and C. Sugiyama (Shiseido 
Safety and Analytical Research Center) 

DNA damage in the epidermal cells of the dorsal 
skin of female HOS: HR-1 hairless mice was evalu-
ated by alkaline elution after topical application of 
skin carcinogens. N-Methyl-N'-nitro-N-nitroso-
guanidine at 25-100 μg per 113 mm2 revealed a 3-to 
7-fold increase in the elution rate constant 2 h after 

application. 4-Nitroquinoline 1-oxide at the same 
dose levels induced a 5-to 9-fold increase. 9, 10-
Dimethyl-1,2-benzanthracene at 62.5-250 μg in-

creased the elution rate up to 3-fold 24 h after treat-
ment. 12-0-Tetradecanoylphorbol 13-acetate, a 
promoter of skin carcinogenesis but not a skin car-
cinogen, at 0.0125-l.25μg revealed no DNA 
damage 16 h after treatment. These results suggest 
that the genotoxic potency of skin carcinogens in-
dexed as DNA single-strand breaks can be assessed 
by the alkaline elution assay using the hairless mouse 
epidermis. 

No micronucleus induction by phenobarbital-sodium 
as revealed in mouse bone marrow and peripheral 

blood tests (pp. 61-67) 
Shimada, Y.1, S. Ono1, S. Kobayashi1, X. Cui2 and S. 
Sutou2 (1 Central Research Laboratories, Hokko 
Chemical Industry Co., 2 Itoham Central Research 
Institute) 
Phenobarbital-sodium was examined in the mouse 
bone marrow and peripheral blood micronucleus 

tests. ICR mice given phenobarbital-sodium once or 
four times ip showed no increase of micronuclei. 
Neither CD-1 mice given phenobarbital-sodium ip 
twice nor MS/Ae mice given phenobarbital-sodium 
po twice showed dose-dependent increases of micro-
nuclei, indicating that phenobarbital-sodium was 
not a micronucleus inducer under the present exper-
imental conditions. 

Comparative study of micronucleus induction by 
nitrogen mustard in the peripheral blood and bone 
marrow of mice and rats (pp. 69-75) 

Cui, X., N. Higashikuni and S. Sutou (ltoham Cen-
tral Research Institute) 
Nitrogen mustard was given ip to CD-1 and 
MS/Ae mice once or twice and micronucleus fre-

quencies in the peripheral blood (PB) and bone 
marrow (BM) were examined. More micronuclei 

were induced in MS/Ae than in CD-1 mice in both 
assays, and double dosing induced more micronuclei 
than single dosing in both mouse strains. In MS/Ae 
mice, PB micronucleus frequencies were higher than 
BM micronucleus frequencies at the two lower 
doses, and lower at the highest dose. The most 
sensitive testing system for nitrogen mustard was 

MS/Ae mice treated twice and sampled 24 after the 
second treatment. Nitrogen mustard was also given 
ip twice to Wistar rats; PB and BM samples were 
collected from the same animals 24 h after the 
second dosing. The BM showed markedly higher 

micronucleus frequencies. These results with nitro-
gen mustard suggest that both PB and BM can be 
used in mice with similar results; MS/Ae mice and 
double-dosing provided the greatest sensitivity. For 

rats, however, the BM assay seemed more sensitive. 

327 



Author Index (Vol. 17) 

Adlcrcreutz, H. 17; 279 Matsui, S. 17; 161 Suzuki, S. 17; 259 

Akimoto, S. 17; 99 Matsumoto, H. 17; 99, 135 Suzuki, T. 17; 93 

Akiyama, M. 17; 151 Matsushima, T. 17; 47 

Araki, A. 17; 47 Miyamura, R. 17; 57 Tabata, M. 17;259 

Arimochi, H. 17; 99 Mohri, S. 17; 179 Takahashi, K. 17; 35 

Asakawa, J. 17; 301 Mori,H. 17; 127 Takahashi, N. 17; 301 

Monmoto, K. 17; 143 Takahashi, T. 17; 135,279 

Bailey, G.S. 17; 1 Takebe, H. 17; 161 

Nagaoka, N. 17; 169 Takeshita, T. 17; 143 

Fujikawa, K. 17; 285 Nakajuna, D. 17; 259 T叩 aka,T. 17; 127 

Nakamura, Y. 17; 107 Tarumoto, Y 17; 251 

Handa, H. 17; 203 Nakatani, H. 17; 135 Tじshima,T. 17; 259 

Hasegawa, R. 17; 83 Nishino, H. 17; 123 Tokumitsu, T. 17; 265 

Ha1ai1aka, Y 17; 231 Nozaki, K. 17; 47 Tomita, I 17; 107 

Hayashi, M. 17; 93 Toyoda, Y. 17; 231 

Higashimolo, M. 17; 99 Ochiai, M. 17; 259 

Hikage, S. 17; 187 Oda, Y. 17; 179 Ucluda, H. 17; 217 

Hiraku, Y 17; 75 Odagi1i, Y 17; 217 Um!.!ki,S 17; 15 l 

Hirano, N. 17; 251 Ohe, T. 17; 237 Urano, K. 17; 191 

Horiya, N. 17; 293 Ohuishi, Y. 17; 99 

Ohshima, T. 17;251 Vinilke1kumnue11, U. 17; 99 

lkawa, N. 17; 47 Ohta, T. 17; 23 

lsoda, S. 17; 169 Ohyama, W. 17; 265 Watauabe, S. 17; 279 

Ito, N. 17; 83 Oikawa, S. 17; 75 

Ono, Y. 17; 179 Yagi, T 17; 161 

Kanazawa, K. 17; 1 I 5 Oya, K. 17; JJ5 Yajima, N. 17; 203 

Kataoka, K. 17; 99 Yamane, T. 17; 135 

Kato, F. 17; 47 Punnlrapiban, J. 17; 9り Yosll1m1, N. 17; 127 

Kato,M. 17; 169 Yoshino, II 17; ]') J 

Kato, T. 17; 187 Saito, H. 17; 169 

Katoh, M. 17; 293 Sasaki, Y.F. 17; 65 Zhu, J.H. 17; 14.3 

Katoh, T. 17; 57 Saloh, C. 17; 301 

Kawajiri, K. 17; 271 Shaheduzzama11, S. M. 17; 99 

Kawanishi, M. 17; 161 Shibuya, T. 17; 293 

Kawanishi, S. 17; 75 Shima, A. 17; W9  

Kikugawa, K. 17; 187 Shimoi, K. 17; 57 

Kikuoka, N. 17; 135 Shirai, T. 17; 83 

Kinac, N. 17; 57, 65 Sofuni, T. 17; 93 

Kinouchi, T. 17; 99 Somiya, I. 17; 179 

Kitagawa, Y. 17; 231 Sug1e, S. 17; 127 

Kodaira, M. 17; 301 Sugimura, T. 17; 7 

Kyoizumi, S. 17; 151 Suwa, Y. 17; 231 

Suzuki, H. 17; 251 

Matsuda, T. 17; 161 Suzuki, J. 17; 259 

329 



Keyword Index (Vol. 17) 
Keyword Index (Vol. 17) 

aberrant crypt foci 17; 99 colon 17; 265 
kinetochore 17; 217 OZOIlalion 17; 179 

active oxygen species 17; 75 coinb111a11on effect 17; 93 

adaptive response 17; 35 CYPlAl 17; 271 
lacZ mutations 17; 293 p53 mutations 17; 271 

additivity 17; 93 
lignan 17; 279 Panax ginseng 17; 143 

aflatoxm Bl 17; 1 desmuLag皿 17; 115 
liver carcinogenesis 17; 83 peripheral blood 17; 47 

alkylating agents 17; 99 o-d1anis1d111e 17; 231 
liver micronucleus Lesl 17; 251 pcroxisomじprolifera tor 17; 251 

Ames test 17; 191 5-d1azourac1l 17; 187 
lung cai1cer 17; 271 phenols 17; 127 

anti-tumonge111c1ty 17;143 diet and cancer 17; 279 
phy1oestrogens 17; 279 

antimutagen(s) 17; 23, 107, 115 l,2-dimethylhydrazine 17; 265 
Medaka (Oryzias latipes) 17; 289 planl leaves 17; 259 

antimutagenesis 17; 23 DNA 17; 301 
mercunc 17; 35 

antimutagenic.: activity 17; 99 DNA damage 17; 75 
metal ions 17; 75 rals 17; li3 

anti promoters 17; 107 DNA cxc1s1on repatr 17; 57 
methyl bromide 17; 47 recessive mutations 17; 293 

atomic bomb 17; 301 DNA strand hrじaks 1 7; 161 
methyl iodide 17; 35 

Drosopl11la 17; 2S5 
S-mctl1yl methai1e thiosulfonatc 17; 107 S. lyphimurium NM2009 17; 237 

benzola]pyrene 17; 259 
06-methylguanine 17; 99 sampling method 17; 191 

biodos1metry 17; 151 EGCG 17; 135 
06-metl1ylguanine-DNA methyl- saponin 17; 143 

blue rayon 17; 237 ellVIIOIIII}じntalmutagens 17; 289 transferase 17; 35 sistcr-chromatid excha11gc 17; 231 
bone marrow 17; 47 ep1demiology 17; 279 micronucleated polychromatic soma1ic mu1a1io11 17; 151 

ep11hehal cells 17; 265 erythrocyte 17; 203 spl匹 17; 99 

cadmium 17; 35 erythropo1etm 17; 203 micronudeated reticulocyte 17; 203 sub-chronic inhalation test 17; 47 
cai1cer chemoprevention 17; 123 N-dhyl-N-111LJ・osourea 17; 293 micronucleus 17; 93,217,265 syllCI.glSIn 17;83, 93 
cancer prevention 17; 115 じxhaustgas 17; ]')] micronucleus test 17; 47, 187 

cancer suscep1ib1lity 17; 271 mitomycin C 17; 265 T-cell receptor gene 17; 151 
car exhaust 17; 259 ilaV()Il()Id 17; 115 molecular dosimetry 17; 1 tea aqueous nondialysates 17; 107 
cai・bon-centered radical 17; 187 11avonngs 17; 23 mouse primordial germ cells 17; 293 temporarily blocking enzyme 
carcinogen(s) 17; 7, 75 fucoxanthin 17; 1 :?3 multiple carcinogeti<..: steps 17; 7 sulll1yd1yl groups 17; 107 
a -carotene 17; 123 multiple genetic alterations 17; 7 trout 17; 1 
caroten01ds 17; 123 gas1roin1es1inal c出lじe1― 17; 135 municipal waste i11c111eratio11 17; 191 T1v-P-I 17; 57 
cell death 17; 293 genetic polymorphism 17; 271 mutagenic activity 17; 169 Trp-P-2 17; 115, 179 
cell proliferation 17; 127 gcnotoxiじily 17; 179,237 mulagenic compounds 17; 191 

chemical mix1ure 17; 83 germ line 17; 301 mu1agen(s) 17; 7,259 umu-1es1 17; 179,237 
chemoprevention 17; 1, 127, 135 germ-cell mutagenesis 17; 289 mutation 17; 301 

chlorina1ed by-producls 17; 169 gi11senoside 17; 143 MX  17; 169 vanillin 17; 23 
chlorinated organo compounds 17; 161 gl・じCIIIじaextract 17; 135 

vi1amin E-deficiency 17; 187 
chlorophyllin 17; 1 GST-P positive foci 17; 83 NADH 17; 75 

chromosomal aberrat10n 17; 203 night soil 17; I 79 water polluta.ills 17; 65 
chromosome aberration(s) 17; 65,231 halogenated compounds 17; 169 1-ni tropyrene 17; 259 

chromosome break 17; 217 hcpatocarcinogens 17; 251 N-nitroso compounds 17; 251 X-rays I 7; 2S5 
chromosome loss 17; 217 heterocydic a.inines 17; 7, 57, 83 non-disjunction I 7; 285 XAD-2 resin 17; 237 
cinnamaldeh yde 17; 23 human fibroblast cells 17; 161 

co-clastogenic effect 17; 65 4-(hydroxymcthyl)benzen叫iazo- oocyte 17; 285 

co-mutagenic 17; 57 lllurn sall 17; 187 

CO2 17; 285 

COD 17; 237 mdoor swimming pool water 17; 169 

intercalator 17; 57 organosulfur compounds 17; 127 

isoflavonoid 17; 279 organotin 17; 65 

orni1hi11c decarboxylase 17; 135 

330 331 



日本学術会議だより No. 3 9 

高度研究体制の早期確立についての要望か採択さる

平成 7年 11月 日本学術会議広報委員会

・aS>袋a的砕袋砕袋必切砂匂砂砂匂袋袋袋咬袋砕袋砕砕袋必袋少aシ必み心必3む％み必心必袋袋必沖袋ふ袋袋袋必匂知砂足炉

今回の日本学術会議だよりでは， 10月に開催された日本学術会議第122回総会の概要と、総会初日に採択された

「高度研究体制の早期確立について（要望）」の内容を紹介します。

がぷ袋砕み匂心＾冷毀心袋淡袋ぷ必乾心ふ必ふ冷毀↓砕必袋岱必炉袋芯没袋必ぷ必Jと必必的必玲岱砕必y必袋袋よ硲よやふが袋みよ

日本学術会議第 122回総会は、平成1年1()月25日

（水）から 3日間にわたって開催されました。

総会初日は、まず、報告が行われ、会長経過報告及

び科学技術会議報告に続き各運香附置委員会、各部、

複合領域研究連絡委員会運営協議会、各常置委員会及

び各特別委員会の報告がそれぞれの委員長・部長等か

ら行われました。

この中で、利谷広報委員会委員長から、①日本学術

会議月報の充実に伴い、会員各位からの原稿執箪の協

力要請、②平成8年度の公開講演会の企画の募集を 2

月連合部会時に行うので、会員各位への“前検討要請、

③日学選害の出版件数の拡大のための企画募集、④前

日に開催した広報委員と地区会議代表幹単との連絡会

議の議事から、地区会議の抱える問語点の紹介、の4

点について付言がありました。

また、第1常置委員会、学術と産業特別委員会及び

阪神・淡路大震災調査特別委員会からは、それぞれ、

総会報告に付して、①国際対応の目的や役割をまとめ、

それに対する日本学術会議内外からの意見を集約する

ことで、日本学術会議としての国際対応の立場の構築

をめざしてまとめられた「日本学術会議と国際対応

（仮題） J、②学術の新たに進むべき方向に指標を与

え、より高度な産業への貢献の方向を定めるのに必要

な価値判断の基準を与えることの第一歩を路み出すた

めの端緒となるべくまとめられた「歴史的転換期にお

ける学術と産業のかかわりについて」、③事態の緊急

性にかんがみ、意見のまとまったものから順次これを

報告したいとの趣旨から「強震観測網の充実と強震研

究体制の整備について」と 「災害医療体制の整備につ

いて」の2件についてをその第一段階として位僅付け

てまとめられた「阪神・淡路大震災調査特別委員会第

一次報告」が会員に配布されました。

この後、会員推鷹管理会報告及び各研究連絡委員会

報告に続いて、アジア学術会議実行委員長報告があり、

西島委員長から、明年3月に開催予定の第 3回アジア

学術会議を中心とした今後の進め方について発言があ

りました。

続いて、提案事項の説明 ・討論 ・採決に入り、 ［内

科系科学Jと 1外科系科学」に分かれている第7部の

専門を見直して統合すること及び第17期に向けて、研

究連絡委員会を見直し、改廃、統合、名称変更を行う

ことを内容とした①「日本学術会議法施行令」の一部

を改正する手続きを進めること、②「日本学術会議会

則」の別表の一部改正、③「日本学術会議の推鷹に（系

る研究連絡委員会の指定等に関する規則」の別表の一

部改正、 ④複数の研究連絡委員会にまたがる専門委員

会の設置を認めることを内容と した「日本学術会議の

運営の細則に関する内規」の一部改正、⑤会員推鷹酋

理会が学術研究団体の登録を審蛋するに際して、資料

を得る必要があると認められる場合には、日本学術会

議の意見を聴取できるようにするための「学術研究団

体の登録に関する規則」の一部改正、⑥今後における

日本学術会議の組繊、機能、施設等のあり方について、

中•長期的観点から検討することを任務とした「連宮

審議会附置将来計画委員会」の設置についてを、それ

ぞれ賛成多数で可決しました。

さらに、⑦21世紀を目前に控え、我が国の学術研究

の飛躍的発展を図る観点から、研究費、研究者及び研

究機構について抜本的な改善充実を図り、我が国の学

術研究体制を一挙に高度の水準に引き上げ、高度研究

体制の早期確立の実現を目指した「高度研究体制の早

期確立について（要望）」を賛成多数で採択しました。

引き続いて、⑧ f脳の科学とこころの問題」を脳科

学の視点からまとめた脳の科学とこころの問題特別委

員会の対外報告案について討議を行いました。会員か

ら活発な意見が出されたため、審議を2日目に持ち越

して検討した結果、運営審議会で一部修文を行うこと

を条件として、賛成多数で対外報告とすることを了承

しました。

2日目の最後に、前日配布された第 7常置委員会の

「日本学術会議と国際対応 （仮題）」に基づき会員の

間で自由討議が行われ、活発な意見交換がありま した。

伊藤会長か村山総理に要望書を手交

平成7年10月30日（月）の午後3時に伊i蔚会長及び

利谷、西島両副会長が内閣総理大臣官邸に村山総理大

臣を訪ね、総理府の担当大臣である野坂内閣官房長官

の立会いの下、平成7年10月251:::1（水）の第 122回日

本学術会議総会で採択された 1高度研究体制の早期確

立について」の要望書を手渡し、その趣旨等について

説明を交えながら、懇談を行いました。

村山総理は、 「要望の趣旨については、大変よく埋

角斧でさ、貨直なご意見を賜ったものと思・う。しかし、

例えは、研究費の倍増についての要望などは、 シ＇ーリ

ンクの枠しあ り、容易ではない。補正予算で配慮した

りして、政府もいろいろ努力はしている。今後とも期

待に心うよう努｝］する。」と語り、要望苔について理

解を示しました。

なお、吐望！｝の内容は以下のとおりですし

高度研究体制の早期確立について（要望）

学術研究が我が国はもちろん、世界全体にとってもそ

の将来を左右する重要な役割を担うという認識が政・

官 ・産を通じて最近とみに高まってきたことは喜ばし

いことである。しかしその一方、我が国の学術研究（本

制にはなお制度的、構造的な多く の問頗が顧在化して

いる。

日本学術会議では、平成元年4月20日付け 「大学等

における学術研究の推進について — 研究設備等の高度

化に関する緊急提言ー」の勧告を提出し、政府関係機

関においても、このような現状を路まえ、学術研究体

制の改善のための様々な施策が講じられている。しか

しなお、 21世紀を目前に控え、我が国の学術研究の飛

躍的発展を図る観点から、研究費、研究者及び研究機

構について抜本的な改善充実を図り、我が国の学術研

究体制を一挙に高度の水準に引き上げ、高度研究体制

を早期に確立することが不可欠である。科学者の代表

機関として、日本学術会議は以下の点を早急に実現す

ることを要望する。

1.研究費について

我が国の研究費の政府による負担割合、政府負担研

究費の対GNP比を欧米先進諸国並みに引き上げ、政

府の研究開発投資額を早期に倍増させることが必要で

ある。

その際、基礎研究、応用開発研究に加えて、将来に

おける応用の潜在力に注目した「戦略研究」のそれぞ

れについて助成を強化するとともに、国費による投資

的経費としての研究費の支出、民間の研究助成財団の

活動の促進などにより、多元的な研究資金源を確保す

ることが必要である。

2.研究者について

優秀な研究者を確保する観点から、研究費、研究施

設等について劣悪な状況にある研究環境を早急に改善

することが必要である。

よた、ボスト ドクトラルフ ェローシップの飛躍的拡

•Jじなと研究者の屈用形態の多様化を図るとともに、若

手研究占の支援施策の改善充実、 公正で多角的な評価

システムの確立、外国人研究者の任用も含めた研究者

の国際的な交流の促進などにより、研究者がその研究

能力を最大限に発揮する条件を整えることが必要であ

る。

3.研究機構について

大学、研究所（国公立試験研究摂関、民宮研究役関、

大学共同利用機関及び大学の附置研究所をいう。）、

企業の3セクターの調和のとれた発展、規模的に不十

分な研究所セクターの拡充を図るとともに、これらの

間の人的交流や研究協力を促進することか必要である。

また、急速に進展する学問の最前線に立って常に高

い研究活動を維持するため、研究紐繊に安定性と流動

性の二重性を導入するとともに、我が国の学術研究体

制の重大な問題となっている研究支援者の不足につい

て、所要の対策を講じる必要がある。

4.国際的連携について

世界に開かれた共同研究の拠点の整備、研究助成を

目的とする基金の設定など、研究者の国際交流、共同

研究等の促進のため、所要の措置を講じる必要がある。

その際、アジアの一員として、アジア地域に対しては

特段の配應が必要である。



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人した者とする．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 本会に入会を希望するものは， 1名以上の評議

員の推せん書とともに所定の申込書に記入の

上，本会事務所に申込むものとする．

第 5条 会員は毎年会費を納入しなこればならない．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

fTつ．

I. 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人し，国際協

J)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ft 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，困際交流幹1i，編集幹1i
および会計監査は会長が委嘱する．この他会長

は必要な場合には会員の中よりオ『「•名を指名

し総会の承諾を得て，評議員に加えることかで

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業計[lhj,経府の収
支，予算決算およびその他の用要1i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 ・決り：のポ

認その他評議員会において密議した渭嬰liui
の承認を行う

第10条本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，また本会を代人す

る．

第11条本会の事務は1付1ドによる

第12条本会に名誉会員をおく．

附記

I. 本会則は平成 6年 1月1日より施行する．

2. 本会の事務所を

東京都世田谷区上川賀 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， それぞれ年客月7,000円， 5,000円およ

び I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．
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オリンパス光学工業（株） ・染色体研究センター

東京薬科大学 ・生命科学部

徳島大学 ・医学部

産業医科大学 ・産業生態科学研究所
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（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 ・医学部

伊藤ハム（株） ・中央研究所

国立衛生試験所 ・変異遺伝部

（財）食品薬品安全センター ・秦野研究所

国立がんセンター研究所 ・発がん研究部

（株）三菱化学安全科学研究所 ・鹿島研究所

国立衛生試験所 ・変異遺伝部

国立衛生試験所 ・変異遺伝部

岡山大学 ・薬学部

日本バイオアッセイ研究センター

東北大学 ・薬学部

三菱化学（株） • 横浜総合研究所

国立がんセンター研究所 ・生化学部

東京薬科大学 ・薬学部



環境変異原研究投稿規定

1.掲載論文

環境変異原研究に関する未発表の「総説」，「一般論

文」，「短報」，「論説」，「資料・情報」などを掲載す

る．なお，投稿論文の採否は編集委員会の審査によ

り決定する．

「総説」は，一つのテーマに関連する多くの研究論

文の総括，評価，解説などである．原則と

して編集委員会より寄稿を依頼する．

「一般論文」は，変異原に関する独創的研究の原著

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，新しい技術の紹介や価値あるデータを

含む短い報告とする．

「論説」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，会員からの

投稿によるものとする．

「資料・情報」は，環境変異原に関する調査の結果

などをまとめたものおよび公開ヽンンポジウ

ム，分科会の要旨などとする．

2. 投稿資格

筆頭著者は日本環境変異原学会会員に限る．ただ

し，招待寄稿の場合にはこの限りではない．

3. 論文原稿の書き方

論文原稿の用語は日本語または英語とし，執筆規定

に従い簡潔にわかりやすく書く．総説， 一般論文，

論説は，写真・図表を含めて刷り上がり 8頁以内，

短報は 4頁以内とする． この制限頁の超過分や多額

の経費を要する図表の実費は著者負担とする．

4. 論文原稿の送り先

論文原稿は正 1部コピー 2部の計 3部を， 日本環境

変異原学会編集委員長宛に書留便で送付すること．

なお，最終稿では正 1部，コピー 1部ならびにフ

ロッピーディスク (3.5インチ，使用した機種とソフ

ト名を明記）を送付すること．

論文原稿の送付，その他編集についての問い合わ

せ先：

〒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

日本環境変異原学会編集委員長

石館基

TEL 0426-91-7115 

FAX 0426-91-7662 

5.著作権

本誌に掲載された記事，論文などの著作権は日本環

境変異原学会に帰属するものとする．従って，本会

が必要と認めた場合は転載し，また外部から引用の

申請の許可があった場合には，編集委員会において

検討の上許可することがある．ただし，著作者自身

が自分の記事，論文などの一部を複製，翻訳などの

形で利用することを妨げるものではない． しかし，

著作者自身であっても，全文を複製の形で他の著作

物に利用する場合には，事前に文書にて申し出を行

い，許諾を求めなければならない．

6. 校正

著者校正は原則として原稿に対する誤植の訂正に限

る．原稿にない加筆・変更はしないこと．

7. 著者負担金

1) 投稿論文（一般論文，短報，論説）は，組版代

の一部負担金として刷り上がり 1頁につき

2,000円を著者が負担する．また規定の頁数を

越えた場合，超過頁分についての実費は著者負

担とする．資料・情報については原則として無

料扱いとするが，頁数の削減を求めることもあ

る．

2) 

3) 

カラー印刷等特殊印刷のため付加的に発生する

費用は著者負担とする．

別刷りは招待寄稿の場合も含め，すべて著者負

担とする．別刷り希望者は著者校正時に添付す

る申し込み書に 50部単位で申し込むこと．

環境変異原研究執筆規定

1.用語は日本語または英語とする．

2. 原稿は原則としてワープロを用い，左横書きで作成

する．

日本文の場合：原稿は A4版用紙に 1行22字， 1頁

20行で印字する （刷り上がりの 1/4

頁に相当する）．ただし，要約は英文

(300語以内）とする．また，別長衷

文の題名，著者名（フルネーム），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．原稿は著者の責任において英語

の添削訂正を受けたものに限る．

なお，各頁は左3cm, 右5cm,上 3cm,下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 (Materialsand 

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

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

図の説明および図の順序とする．なお図点菱史嬰嬰

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．文史長月ど，

る英語の単語あるいは句は固有名詞を除いて小文字

ご豊主昼よど送パ文頭の場合は大文字）．また文中の

英語はすべてタイプするかまたは活字体で書く．

6. 数字は算用数字を用い，単位は英文の慣用による省

略記号を用いる．

7. 略字を使用するときは，論文中にはじめて使用する

ときに完全な語とその略字を括弧内に示す．

8. 句読点はカンマ(')およびビリオド（．）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.I, 2…および上下を鉛筆書きし， A4

版の台紙に一枚ずつ軽く糊付けする．台紙の下部に

Fig.（一連番号）を付す．

11.表は表の上部に Table （一連番号） と説明を記入す

ること表には縦罫を使用せず，また各語句の始め

は原則として大文字とする．脚注を要するときは表

示の語句の右肩に a,b,c…を付記し，表の下欄外に

それぞれの説明を記す．

12. 本文中の文献引用は著者名および年号をもってす

る．

13. 引用文献は筆頭著者名のアルファベット順に配列

し，雑誌の省略名は ChemicalAbstractsの記載方法

に従う．記載順序は著者氏名，年号，題名，雑誌名，

巻頁（単行本の場合は著者氏名，年号，題名，編

者名，書名，発行所，発行地，頁）の順とする．文

献の記載方法は下記の例に従う．

Ames, B. N., J. McCann and E. Yamasaki (1975) 

Methods for detecting carcinogens and mutagens 

with the Salmonella/mammalian-microsome mu-

tagenicity test, Mutat. Res., 31, 347-364. 

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

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

(1985) Overview and conclusion of the IPCS 

collaborative study on in vitro assay systems, In: 

J. Ashby, F. J. de Serres et al. (Eds.), Evaluation 

of Short-Term Tests for Carcinogens, Elsevier, 

Amsterdam, pp. 117-17 4. 

藤川和男梁治子，近藤宗平 (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.107-1 13. 



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 ⑲ 

ローマ字つづり

生年月日，性別 年 月 日 I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）

T 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 1 f・

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 変沢原 2.検出系 3. 毒 性 4. 発生異常 5. 汚 染

6. 疫 学 7. 遺 伝 8. 力ゞ 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. f ¥ 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） ⑲ 

入会申込者との関係（数行ご記入ください）

人会1|l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I祈変異遺伝部 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

T 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 宅

送付先： 〒105東京都港区新橋 5-23-7

三造写真工業株式会社内 学会’li務J、,}

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

株式会社化合物安全性研究所

株式会社ッムラ 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

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 研究開発統括部

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

株式会社三菱化学安全科学研究所 鹿島研究所

明冶製菓株式会社製品総合研究所
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Mutation Resea『ch
Fundamental and Molecular 
Mechanisms of Mutagenesis 

International journal on mutagenesis, chromosome breakage and 
related subjects 

Audience: 
Mutageneticists, General Toxicologists, Molecular Geneticists, Cancer Researchers, 
Rad iobiolog ists 

Set of Journals: 
●Mutation Research/DNAging 
●Mutation Research/DNA Repair 
●Mutation Research/Environmental Mutagenesis and Related Subjects 
●Mutation Research/Genetic Toxicology 
●Mutation Research/Reviews in Genetic Toxicology 
●Mutation Research Letters 

Abstracting/Indexing 
Biological Abstracts, Chem. Abstracts, Current Contents (Life Sciences), EMBASE, 
Index Medicus, PASCAL M, Reference Update 
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見本誌のこ請求、こ購読に関するお問い合わせは、

エルゼビアサイエンスジャパン
〒113 束京都文京区湯島3-20-12
フリーダイアル ：0120-383-608 ファックス ：03-3839-4344

E-mail : KYF04035@niftyserve.or.jp 



| e講談社の自然科学専門書 ーロ
抗変異原・抗発かん物質とその検索法

耀
制がん研究に注目される知識・方法の集大成。抗変異原・抗発がん物質の作用機序と数多

くの例を集積整理し、動物や各種の細胞を用いて新しい物質を検索する手法を示した。遺

伝学・分子生物学・創薬関係者必携の書。

主な内容：l第 I編 抗変異原・抗発がん物質とその作用機序| 1章抗変異原物質の作用機序 変異原と抗変異原物質
？章変異原不活化物質 変異原の化学的不活化／変異原の酵索的不活化／変異原の代謝活性化の抑制 3章 生物

的変異原作用 突然変異の誘起と抑制／SOS応答と突然変異の誘起／組換え修復活性の促進／除去修復活性の促進 4 

章 植物中の抗変異原物質 野菜 ・果物の抗変異原物質／香辛料の抗変異原物質／天然香料の抗変異原物贋／緑茶の

抗変異原物既／ピタミン類の抗変異原性／薬草の抗変異原物質／食物繊維の抗変異原性 5章 生体成分の抗変異原性

血液中の抗変異原物質／唾液中の抗変異原物贋 6章 抗発がん物質とその作用 抗過酸化物質／発がんプロモーショ

ンの抑制／がんの化学予防 I第II編 抗変異原・抗発がん物質の検索法17章 微生物による検出法 細菌を用いる方
法／酵母を用いる方法 B章 植物による検出法 染色体異常を検出する方法／突然変異を検出する方法 9章 毘虫に
よる検出法 ショウジョウバエを用いる方法／カイコを用いる方法 10章 培養細胞による検出法 迫伝子突然変異を検出す

る方法／染色体異常を検出する方法／姉妹染色体分体交換を検出する方法／小核を検出する方法／DNA鎖切断を検出する

方法／DNA修復の検出／不定期DNA合成を検出する方法／トランスフォーメーションを検出する方法 11章 実験動物によ

る検出法 染色体異常を検出する方法／小核を検出する方法／不定期DNA合成(UDS)を検出する方法／DNA変異を検出

する方法／迫伝子突然変異を検出する方法／発がん性を検出する方法／付表

黒田 行昭 編 A5 • 470頁 ・定価12,000円（税込）

東京都文京区音羽2- 12-21

振替 東京 8-3930 回圏園 編集部合03(3235)3701

販売部合03(5395)3624

DNA撰傷冒像解枡システム
《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。

（測定内容）

●Tail Length 
• Shape Factor 
●Nuclear Diameter 
●Tail Intensity 
• DNA Migration 
•Ratio 
●Tail Moment 
●統計テータ 置装里王処像画

虹

9
[
二

フルカラー画像鰯析装置
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
●脳細胞解析

●各種特徴値計測

ホストPC

→ 二
PC-98シリーズ

り

“鳳疇＼

→ 
専用ソフトウェア

TVモニタ

《NEWVISION COLOR》は、ホストコン

ピュータにPC-88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

（（社日本システムハウス協会会員）

Image TechR 
園〉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

OWako 

景
境
汚
染
物
質
P
A
H
Sの
分
析
に
最
適

HPLC用パックドカラム

_kosil-PAHs一
多環芳香族炭化水索分析専用カラム

環境中に広く存在する多環芳香族炭化水素(PAHs)には、発がん性や変異原性を

有する物が多く、すでに、各国においては規制が行われています。

Wakooak WS-PAHsは多環芳香族炭化水素分析に最適設計された専用カラ

ムです。

●多環芳香族炭化水素16成分を迅速分析
(EPA手法610規定物質）

●優れた再現性と卓越した選択性
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く分析条件）

Eluent : A:Methanol／比〇＝80/20(v/v) 
B:Acetonitrile 
0-4min. Scone. 10% 

4-7min. Scone. 10-100% 
7-25min. Bconc. 100% 

Flow rate: 1.0ml/min. at 30℃ 
Detector : UV254nm, 0.128AUFS 
Sample : 1) Naphthalene 

2) Acenaphthylene 
3) Acenaphthene 
4) Fluorene 

5) Phenanthrene 
6) Anthracene 
7) Fluoranthene 
8) Pyrene 
9) Benz〔司 anthracene
10) Chrysene 
11) Benz゚ 〔b〕fluoranthene
12) Benz゚ 〔k〕fluoranthene
13)Benz゚ 〔a〕pyrene
14) Dibe位 〔a,h〕anthracene

15) Benz゚ 〔ghi)perylene 
16) lnden゚ 〔1,2,3-⑳〕pyrene

10 

I 9111 

TEL 0726-34-1022 
FAX0726-34-1018 
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＊資料をこ濯青求下さい。

和光純薬工業株式会社
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）

西日本；本社

問い合わせ先
東日本；束京支店試薬部（営業）tel.03 (3270) 8121 fax. 03 (3242) 6501 

学術部 tel. 03 (3270) 8123 fax. 03 (3242) 6501 
試楽部（営業）tel.06 (203) 37 45 fax. 06 (201) 5964 
学術部 tel.06 (203) 1788 fax.06 (201) 5964 
E-mail address; KYM02031@niftyserve.or.jp 



I 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〉

二芦雰茎字盆霜謬昇。1
Fig. I Test Subslance:TEST 
(Colonies/Plate> Dose  - res p o nse  c urve  

No.001 
(S 9 -) 

23:: I OTAI OO 

f被1：ロ・竺竺］・ニニ復＝ロロ: 240 [ 9 ---口：日：A
1 ... -—..•••••一...... ••い・ • •――•一~ 210 ~ ... •• +TAl537 I化系の 破験物質濃度 塩基対置換型

／竺．ー□巴：レー□三三53～□三［口 ：：：
IS9Mix ~·皐 ー :~t••一一― l::
I (-)・食 75 ,2 1芦..•―• 60 

l o =-ー；℃ ct1 30 

| - :at.上ー：： べ：l+ー 。

CA-;「＝こ＝： 三・ロ―o_]皇．くこ茫四口——·― | 1 
し＿—● ●実績豊富なコロニーアナライサー 山 ； 1：: 123)| ;g:(238 | I ●サイズ、コントラストによる分離機能 •一・～ — -h）-2 -一I可一・---

●阻止円・正式法の力価計算 1 主．ー...........—: i竺二硲十翌0 こど．l|•-一

L 万戸言ーー）噂＇」翌 1!―-_l ][•:--—:23 □.'.1•一
i.--l竺．上；：二(i)・ビ ・巴'1旦．I＿ •土．叫08・ニり声三．：—―

1 93 i 1 09 259,  

い） 1.―-皇ロ・ニll 喜・il口—•+-'□直 lj奏＇．五」．一
'• 「―62上．ー一巴翌 2t8 { 235: I , 110 1 111i i 276'26?; | 

1 3o.  ••••一· •—-·· 

：：：口□:.，7-一塁ll:三: fll菌ご―竺孟誓まて口＂
I I を必要 ←•町．c-7竺 • 最高級で豊富な機能を備えたシステム 竺A--·—+ ・---] 
照，とする 1(μg／ブレ心l1，， ●接触したコロニーの自動分離計測 2. 0 : I 
I Iもの ←―---~i下 ●スパイラル法コロニー計測 ー ・--i----
、.--••ぼ三数四江．;;．二」‘- 三・.- ——・・ニ・ー」塁且芦二＿．＿＿」
（備考）数値の右の＊印は、苫の生育阻害が認められたものし＇す 。

数値の右の＃印は、菌の沈澱が認められたものです。

THE KRUMDIECK TISSUE SLICER 
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【H由に選べるラインナッフ；

顕微鏡システム
CA-7Milグレイン計測システム

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

CA-115 

CA-7MH 

製造発売元

匝システムサイエンス株式会社 本社・工場／〒 197東京都福生市福生 1253-16

T E L O 4 2 5 (52) 5 9 5 6（代表）

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テザイン

されています。

●薄い円形のスライスが、5~15圃直径の範囲

＇ 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1oox) 

右の写真はラットの肝臓のスライス（厚さ60μmおよび135μm)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。
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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、tnVIVO 
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。

友れた特性をBigBlueRat - このlacI geneはDNAから
及びRat2Ce! I 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。

及び近交系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 information 
and a list of licensed contract laboratories 
that can conduct the assay for you. 

◎匹ENE
continuing to pioneer the future 
of in vivo mutation research 

U S PaEn9 No 5 3a? 075 and Pa9●ms Pendmg 

お問合せ先：no匡目名K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03-3276-7676FAX.03-3276-7626 
ライフサイエンスグルーフ

編集後記

Vol. 17, No. 3をお届けします．次号の Vol.18, No. 1からは雑誌のサイズを A4版に

変えて，装いも新たにする予定です．会員の皆様からの一般論文の投稿をお願いします．

また，資料・情報の欄に本学会の公開シンポ ジウム，各種研究会の発表要旨を随時掲載い

たします．原稿とフロッピーディスクをお送りください．詳しくは，編集委員までお問い

合わせください．

委員長

委員

編集委員

石館 碁

鈴木潤三

澁谷 徹

太田敏博

下位香代子

西冨 保

降旗千恵

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
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1特徴I
■今までの恒温振とう水槽の機能をさらに充実させ、
新タイプで登場。

■テ‘ジタル設定・指示の温度調節機構は常温～70℃
までの温度範囲で正確に温度を管理。

■振とうスピ＿ドは20~120ストローク／分で調節可能。
■各種設定は簡単なタッチキ一方式。
■自己診断機能による槽内温度過昇防止・水位低下・
振とうモーター異常や振とう駆動部のトルクリミ

ッタ＿等、豊富な安全機能を装備。

■振とうラックは各種サンプルが自由に掛けられる、
スプリングネット式。

TRI-I 52  I ■試験礫境・設置スペースに合わせ、槽内容量の異
なる二機種を用意。

＿ 
臼 ”X心一

,1;!,'『En皿汗肛1|,IATシリース‘
1特徴I
●振とう培養機専用設計のマイコンにより温度・振

とう数・時間の集中制御。

■温度・振とう数は高精度のPIO制御方式。
■プログラム運転やオートストップ・オートスター
ト運転等4種類の運転モード。

■自己診断機能による安全装置や扉開放時のモータ
一停止等、十分な安全対策。

■各種設定は使い易いテンキー入力。確認は見易い
デジタル表示。

■レシプロ式・ロータリー式の二種類。サイズは各々
500ccフラスコl四本架と？4本架の2タイプ。
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