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①エームス試験がより手軽になりました。

⑮S-9にコファクターミックスを加え無菌的に調整しました。

⑬解凍後、直ちにエームス試験にこ使用いただけます。

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

能です。

●包装単位： 1QmE X 8本、5mix4本
Salmonella typhimuriumTA-100, 

Benz゚〔a〕pyrene5μg/plate 

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l.05mQとコファクターミックスカ屯．45mll入っており、7プレート分の試験が
可能です。

●包装単位： 3.5m£ X 3本

カタログNo

S-9 

S-9 MIX 

S-9 MIXTS 

品 名

変異原性試験用凍結S-9

エームス試験用凍結S-9MIX 

染色体異常試験用凍結S-9MIX 

価格

¥36,000 

¥43,200 

¥12,000 

+S-9 Mix 

口 駈凹 家田繭易株式き社

包装

1.5m£ X 12本

1 Om£ X 8本

3.5m£ X 3本

-S-9 MIX 
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マウスの体温降下による小核の誘発

Hypothermia induces micronuclei in mice 

朝波省吾，下野和之

Shougo Asanami and Kazuyuki Shimono 

（株）大塚製薬工場 鳴門研究所 772徳島県鳴門市撫養町立岩字芥原 115

Otsuka Pharmaceutical Factory, Inc., Naruto Research Institute, 

115 Tateiwa, Muya-cho, Naruto, Tokushima 772, Japan 

（受付： 1997年 1月23日；受理 1997年2月20日）

Summary 
The effects of hypothermia on micronucleus induction were examined using ~he ~ouse ~~cron~cleus 

test. -G;o~~~-~-f mic~ ・were treated with reserpine, chlorpromazine, pentobar~ital sodiu~ o~-~ipopoly迩ac­
charide, cooled (1.0℃-8 h) and fasted to induce hypothermia. Those_ mi~e t~ea~ed with reserp1~~• 

chlorpromazine or lipopolysaccharide, and fasted showed micronuclei induction in bone marrow cells. 

Whenmiceadministeredreserpine orchlorpromazinewerewarmed, Keepingbody temperature within the 
normal range, the frequency of micronucleated erythrocytes did not increase. In the absence of such 
warming, the frequency ofmicronucleated erythrocytes did increase. In addition, approximately 50% of 
the induced micronuclei were relatively large (diameter of micronucleusこ1/4diameter of cytoplasm). 
These results suggest that hypothermia induces micronuclei in bone marrow, and that one possible 

mechanism is the disturbance of the mitotic apparatus. 

Keywords: mouse, micronucleus test, hypothermia, body temperature 

緒日

マウス小核試験は， 1973年 にSchmidとHeddieに

よって同時に開発されたinvivo染色体異常検出系であ

る(Heddie,1973; Schmid, 1973). この試験は，化学物質

等の染色体切断作用および紡錘体機能阻害作用によって

赤芽球中に生じた染色体断片もしくは染色体そのもの

を，脱核後の幼若赤血球中に残存する小核として観察

し，その出現頻度を陰性対照と比べることによってその

染色体異常誘発性を評価するものである．その結果は，

化学物質の生体に対する遺伝毒性の評価，さらにその発

癌性の予測に大きく影響する (Moritaet al., 1997). した

がって，その試験結果に影響を与える要因を把握するこ

とが重要である．

一般に， 実験動物の飼育環境，特に温度などの物理化

学的要因の変化が動物の反応に影響を及ぼすことは，す

でに報告されている （山内，1983,1995). 小核の誘発に

関しては，環境温度を上昇させてマウスの体温を上げる

と骨髄中の小核を有する多染性赤血球の出現頻度が上昇

することが報告されている (Chrismanand Baumgartner, 

1980; King and Wild, 1983; Asanami and Shimono, 1997). 

これらの報告は，体温上昇が小核を誘発することを示す

と同時に，体温の変化が小核の誘発に影響を及ぼすこと

を示唆するものである． しかしながら，体温降下に関し

ては報告されていないこれは，哺乳動物の有する恒常

性によるもので，単に環境温度を下げただけでは，一時

的かつ軽度の体温降下しか観察されず，長時間動物に低

体温状態を維持させるのは無理である． ところが，一部

の抗精神薬の投与により体温降下が生じることが報告さ

れており (Boschiet al., 1987; Masuo et al., 1995), また少

なくとも数十時間はマウスに低体温状態を維持させるこ

とが可能である． このことを利用して，体温降下の小核

誘発性への影響を検討することが可能となった．

本試験においては，抗精神薬も含め体温降下させる要

因を用いて，その小核誘発性を検討した．さらに，小核

の大きさから体温降下による小核誘発の機構についても

推論した．

実験材料および方法

1. 試験物質

マウスの体温を降下させるための化学物質として， re-

serpine (RES, CANRN.50-55-5,半井化学薬品）， chlor 

promazine hydrochloride (CPH, CANRN.69-09-0,和光
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純薬工業），pentobarbitalsodium (PEN, nembutal⑪injec-

tion,大日本製薬）およびlipopolysaccharideE. coli 0127 : 

B8 (LPS, DIFCO Laboratories)を使用したまた，小核

の大きさを比較する際の比較対照として，紡錘体機能の

阻害が知られている colchicine(COL,和光純薬工業）を

用いた．

2. 使用動物

4週齢の ddY系雄性マウス（Slc: ddY, SPF)を購入

し，検疫を含む予備飼育後，異常の認められなかった 8-

12週齢の動物を使用した．

3. 体温降下の要因と小核誘発性

マウスの体温を降下させるために， RES(1, 5, 10, 100, 

1000mg/kg), CPH (3.13, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 mg/kg), 

PEN (100mg/kg)および LPS(40mg/kg)を，マウスの

腹腔内に単回投与したまた，化学物質を使わずに体温

降下させる系として， 9日以上の完全絶食および動物を

1匹ずつ環境温度1.0℃の中に 8時間寒冷暴露させた．

以上の処置を施した動物を所定の時間に屠殺し，骨髄細

胞を採取したただし，完全絶食させた系では，瀕死状

態（自発運動の消失，腹臥位もしくは側臥位，反射の消

失および喘ぎ呼吸の観察される状態）の動物から骨髄細

胞を採取した．骨髄標本は，メタノールで固定後40μg/

mlのアクリジン・オレンジ水溶液で染色した (Hayashi

et al., 1983). 個体当たり 1000もしくは 2000個の多染性

赤血球 (PCE)を計測し，小核を有する多染性赤血球

(MNPCE)の出現頻度を算出した．統計処理は， Kasten-

baumとBowmanの表 (Kastenbaumand Bowman, 1970) 

を用いて，陰性対照との間で有意差検定を実施した． ま

た，体温測定は，各動物の直腸温をデジタル式マイクロ

プロープサーモメータ (BAT-12Physitemp Instrument 

Inc., USA)を用いて測定した．

4. 体温降下による小核誘発性の確認

RES (50, 100, 200 mg/kg)および CPH(25, 50, 100 

mg/kg)をマウスの腹腔内に単回投与し， 温熱暴露して

体温を正常域に保つ群と室温に放置して体温を降下させ

る群を設置した．温熱暴露は， RESの場合，投与 8時間

後から乾熱滅菌器 (LSC-120, タバイエスペック株式会

社）を用いて， 30℃で 40時間実施した． CPHは，投与

2時間後から 30℃で 46時間，同様に温熱暴露させた．

骨髄標本は，投与48時間後に採取し， 前述と同様に染色

し，観察したまた，投与 l日後の骨髄中の小核誘発を

評価するために，骨髄標本採取と同時に末梢血も採取

し，末梢血標本を作製した．末梢血標本は， 50μg/mlの

アクリジン・オレンジ水溶液で超生体染色した．個体当

たり 2000個の網赤血球 (RET)を計測し，小核を有する

網赤血球 (MNRET)の出現頻度を算出した．統計処理

は，小核誘発性に関しては，前述同様に Kastenbaumと

Bowmanの表を用いて有意差検定を実施した．また， 骨

髄増殖抑制の指標として，全赤血球中の PCE比の割合

も求め，陰性対照との間で Dunnettの多重比較を用いて

2 

有意差検定を実施した．

5. 体温降下による紡錘体機能の阻害

小核誘発機序を考察するために，山本らの基準に準じ

て小核の大きさを肉眼的に比較した (Yamamotoand 

Kikuchi, 1980).すなわち，上記試験で室温に放置した動

物の骨髄標本を用いて，誘発された小核 20個のうち正

常赤血球の細胞質の直径の1/4以上の小核を大きな小核

として，その出現頻度を算出した．有意差検定は，それ

ぞれの陰性対照との間でカイニ乗法を用いて実施した．

結果

1. 体温降下の要因と小核誘発性

それぞれの処置を施したマウスの体温変化を Fig.1お

よび 2に，そのときの小核試験の結果を Table1-3に示

す． RESの 10,100および 1000mg/kgを投与した動物

の体温は，投与約 8時間後より明らかな体温の降下が観

察され， 24時間後には平均体温 30℃以下にな った．そ

の後， 10 mg/kg投与群では，回復傾向にあったが， 100

および 1000mg/kg投与群では低体温の状態が継続した

(Fig. 1). CPHの 12.5mg/kg以上の投与群で顕著な体温

降下（投与 8時間後で約 28℃)が観察されたが， 100

mg/kg投与群を除いて 24時間後にはほぼ正常範囲まで

回復した (Fig.1). 40 mg/kgの LPSを投与した動物の体

温も投与後降下し，低体温（約 30℃)の状態が継続した

(Fig. 2). 100 mg/kgの PENを投与した動物も一時的な
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Fig. 1. The time course of rectal temperature in mice 
following i.p. administration of reserpine or chlorpro-
mazme. 

Chemical 

Table 1. The mouse bone marrow micronucleus test of reserpine. 

Chemical 

Olive oil 

(Control) 

Reserpine 

24h 
—•一••"'
2, 3, 4• 

1.5土0.5b(51.3)° 

1,5,4 2,4,2 1,2,3 

1.7士1.0(50.0) 1.3士0.6(56.1) 1.0士0.5(53.0) 

5,2,3 1,3,6 3,3,1 

1.7土0.8(56.5) 1.7士1.3(54.6) 1.2士0.6(53.6) 

3, 7, 8 12, 8, 8 14, 18, 4 

3.0±1.3 (53.9) 4.7士1.2**(56.4) 6.0士3.6**(53.5) 

2, 2, I 8, 6, 10 -, 9, 10 

0.8士0.3(54.6) 4．紐1.0**(53.7) 4.8土0.4**(52.7) 

5, 2, 5 13, 14, 7 13, 11, 15 

2.990.9 (52.9), 5.6士l.9**(53.4) 6.5士l.0**(48.7) 

**p<0.01 vs control by table of Kastenbaum and Bowman (1970); N.T., not tested 

"Individual data for MNPCE / 2000 PCE; bMean±SD of MNPCE (%0); °Mean of PCE (%); danimal died 

24 h 

一4. 3. 2・ 
1.5士0.5b(55.8)° 

1, 1, 3 

0.8士0.6(50.4) 

1, 7, I 

1.5土1.7(56.5) 

2,9,3 8,1,4 5,5,5 

2.3士1.9(52.3) 2.2士1.8(46.5) 2.5土0(54.2) 

1, 2, 10 6, 5, 3 6,10, 3 

2.2士2.5(49.5) 2.4士1.8(52.9) 3.2士l.8*(46. l) 

3, 7, 5 4, 5, 6 4, 7, 6 

2.5士1.0(54.7) 2.5士0.5(52.9) 2.9士0.8(52.6) 

7, 3, 6 10, 8, _d 9, 6, 7 

2.6土l.0(55.5) 4.5士0.7**(57.0) 3.7士0.8*(46.7) 

*p<0.05 and**, p<0.01 vs control by table of Kastenbaum and Bowman (1970); N.T., not tested 

"Individual data of MNPCE / 2000 PCE; bMean±SD of MNPCE (%0); cMean of PCE (%); danimal died 

Saline 
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Table 2. The mouse bone marrow micronucleus test of chlorpromazine. 

30h -
N.T. 

N.T. 

N.T. 

48 h 
ー・
N.T. 

sampling time 
72 h 
-●-

N.T. 

Sam辿皿time

36 h 
●-

N.T. 

N.T. 

N.T. 

h
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1, 1, 1 

0.5士0(50.0) 

4,4,2 

1.7士0.6(52.0) 

13, 3, _d 

4.o±3.5** (50.0) 

19, 6, 9 

5.7士3.4**(50.1) 
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12.3士8.1** ~旦』
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Table 3. 

4, 3, 3 

1.7士0.3(54.3) 

3, 3, 4 

1.7士0.3(60.0) 

4, 5, 7 

2.7士0.8(51.5) 

11, 7,11 

4.8士1.2**(54.6) 

18,18,13 

8.2士1.4**(54.2) 

11,11,7 

4.8士1.2**~ 

5, 6, 3 

2.3士0.8(53.6) 

4,3,2 

1.5士0.5(50.2) 

2, 5, l 

1.3士l.O(57.3) ． 

2, l, 4 

1.2士0.8(54.9) 

5, 7, 5 

2.8士0.6(51.9) 

9,11,10 

5紐 0.5＊＊四

The bone marrow micronucleus test using mice treated with cooled, fasted, LPS or PEN. 

Sampling Dose N % PCEs M曲 CE/lOOOPCE 

time (mg/kg) Mean±S.D. Individual data Mean±S.D. 

Non-treatment (Control) - 10 54.6士6.9 2,1,o,2,o,4,o,2,o,o 1.1士1.4

1.0℃ 8 h 24 h - 10 56紐 5.9 1, 0, 2, 1, 1, 3, 3, 4, 2, 1 1.8士1.2

1.0゚C-8h 48 h - 10 50. 7士5.9 2, 2, 3, 2, 1, 2, 1, 2, 0, 1 1.6士0.8

Fasted• day 9 or 10 - 3 20.5士6.2 10, 9, 10 4.8土1.3**

LPS・ 48h 40 3 34.1士9.2 7, 4, 4 5.0士1.7**

PEN 48 h 1()()2 54虹 9.2 2. 1 1.5土0.7

* *p< 0.01 vs control by table of Kastenbaum and Bowman (1970); •MNPCE / 2000 PCE 

Treatment 

体温降下（投与 2時間後 32.1℃)が観察されたが， 4時間

後には回復した (Fig.2). 完全絶食した動物も絶食開始

8日後までほぼ一定の低体温状態（約 34.0℃)が観察さ

れたが，動物が瀕死状態になるとほぽ 30℃ぐらいまで

さらに体温が降下した (Fig.2). 寒冷暴露 （1.0℃, 8時

間）においては，体温は平均 34.4℃まで降下したが，寒

冷暴露終了 1時間後には， 正常体温まで回復した (Fig.

2). 

小核誘発性に関しては， RES,CPH, LPS投与群および

完全絶食による瀕死動物に有意な小核の誘発が認められ

た (Table1-3).特に， RESとCPHに関しては，投与48

もしくは 30時間以降にそれぞれ用量依存性を伴わない

有意な小核の誘発が観察された (Table1および 2).

2. 体温降下による小核誘発の確認

RESもしくは CPHを投与し， かつ室温に放置した群

すべて有意な小核の誘発が認められた． これに対では，
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Fig. 2. The time course of rectal temperature in mice treated with LPS, PEN, fasted, or cooled. 
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Fig. 3. The time course of rectal temperature in mice following i.p. administration of reserpine or chlorpromazine with or without 
hyperthermia. 

し，温熱暴露した群においては，体温がほぼ正常域に保

たれ (Fig.3), しかも有意な小核の誘発は骨髄および末

梢血のいずれにおいても認められなかった (Table4). 

3. 体温降下による紡錘体機能の阻害

有意に小核の誘発が認められた群においては，細胞質

の直径の1/4以上の大きな小核が約 50％以上観察され，

COLと同様に，大きな小核の有意な出現頻度の上昇が

観察された (Table5). 

考 察

すでに，体温上昇による小核の誘発は報告されている

(Chrisman and Baumgartner, 1980; King and Wild, 1983; 

Asanami and Shimono, 1997)が，体温降下による影響は

報告されていない． これは，哺乳動物の有する恒常性に

よるものであり，環境温度を下げただけでは，長時間低

体温状態を保つことはできないからである (Fig.2). し

かし，一部の抗精神薬を投与することによって，マウス

を低体温状態に維持することが可能になり，その影響を

Table 4. The effect of hyperthermia on micronucleus induction in reserpine or chlorpromazine-treated mice. 

Chemical Heat- Dose N %PCEs MNPCEs I 2000 PCEs MNRETs I 2000 RETs 

treatment ｛m止＆｝ Mean±S.D. Individual data Mean±S.D. Individual data Mean±S.D. 

Reserpine Room Control• 5 54.6士3.2 3, 4, 3, 6, 3 1.9士0.7 3, 4, 3, 3, 2 1.5士0.4

temperature 50 5 52.1士6.3 20,13, 7,11,13 6.4士2.4** 3, 3, 1, 3, 3 1.3土0.4

(23土2°C) 100 5 50.5士5.2 14,12,14,12, 8 6.0±1.2** I, 2, 3, 2, 2 1.0士0.4

200 5 53.0士1.9 8,18, 6,10, 7 49士2.4** 2, 4, 2, 3, 1 1.2士0.6

30゚C-40 hb Control• 5 52.4士5.5 3, 2, 2, 0,1 0.8士0.6 3, 5, 3, 3, 0 1.4士0.9

50 5 55.7士2.5 3, 3, 3, 3, 1 I 3士0.4 2, 2, 2, 0, 1 0.7士0.4

100 5 54.4士4.7 1, 1, 3, 3, 0 1.0士0.5 2, 2, 1, 0, I 0.6士0.4

200 5 52.6士5.3 2, 4, 4, 2, I 1.3士0.7 2, 2, 2, l, 2 0.9±0.2 

Chrorpromazine Room Controlc 5 56.2士2.1 4, 3, 3, 3, 2 1.5士0.4 4, 3, 2, 2, 2 l.3士0.5

temperature 25 5 53.1士2.4 18,8,3,7,8 44士2.8** 2, 2, 3, 2, 3 1.2士0.3

(23土2°C) 50 5 52.3士2.7 15, 6,10, 5, 8 4.4士2.0** 3, 3, 2, 1, 4 1.3士0.6

100 5 46.2土6.8 8,12,13, 7,11 5.4士1.3** 3, 2, 3, 2, 5 l.5土0.7

3o•c -46 hb Controlc 5 53.8士3.0 5, 4, 2, 3,3 1.7士0.6 4, 2, 3, 3, 3 1.5士0.4

25 5 52.2士3.1 3, 2, 4, 3, 2 1.4土0.4 1, 0, 2, 1, 2 0.6士0.4

50 5 52.5士3.6 3, 3, 5, 2, 3 1.6土0.6 0,4,4,2, 2 l.2士0.9

100 3 46.2土4.2 _d 6 2 -3 1.9士1.1 -4 4 -1 1.5土0.9

* *p< 0.01 vs control by table of Kastenbaum and Bowman (1970). 

'Olive oil; bExposured temperature and treatment time; <Saline; danimal died. 

Table 5. Frequency of micronucleated erythrocytes containing relatively large micronuclei (d:?. D/4) in mice without hyperthermia. 

Chemical Dose N MNPCE Lar~eM畑CE/20MNPCE

｛m止＆｝ (%。l Individual data Mean±S.D. (%l 

Olive oil (control)" 5 1.9士0.7 3, 3, 1, 3, 5 15.0士7.1

Reserpine 50 mg/kg 5 6.4士2.4 10,11,11,8, 9 49.0士6.5**

100 mg/kg 5 6.0±1.2 10, 11, 7, 11, 11 50.0士8.7**

200m辿~ 5 4.9±2.4 8,10, 9,11,10 48.0士5.7**

Saline (control) 5 1.5士0.4 2, 2, 1, 1, 0 6.0士4.2

Chlorpromazine 25 mg/kg 5 4.4士4.8 11, 7,11,15,12 56.0士14.3**

50 mg/kg 5 4.4士2.0 14,11,12,11,10 58.0±7.6** 

100辛 5 5.4士1.3 13,10,11,11, 8 56.0士14.7**

Colchicineb 1.0 mg/kg 5 22.2士11.1 12,12,10,12.12 58.0±4.5** 

**p<0.01 vs control by x2 test.; D, d,The diameters of cytoplasm(D)and micronuclei (d) 

'Large M畑 CEI 10 PCE; bSingle i.p. dosing of 1.0 mg/kg and 24-h sampling 

検討できるようになった．当然本試験で用いた抗精神

薬は，現在のところ明らかな変異原性の報告されていな

いRESとCPHを用いた（石館， 1987;Gocke, 1996).そ

の結果， RESとCPHは，投与48および 30時間以降に，

明らかな体温降下に伴った小核の有意な誘発が観察され

た．通常，化学物質による小核誘発の経時変化は，投与

24から48時間目にピークが現われ， 72あるいは 96時

間目には見られない (Hayashiet al., 1984)が， RESと

CPHは， どちらも投与 24時間後に小核誘発は認められ

ず， RESでは投与 96時間後， CPHでは 72時間後まで

有意な小核誘発が観察された群があり，通常の化学物質

とは異なった小核誘発の経時変化を示した (Table1お

よび2).また，小核誘発の認められる用量においても，

用量と小核出現頻度との間に明らかな相関性は観察され

ず，かつ体温降下に伴って小核の誘発が観察されている

ので，本試験における小核の誘発は，化学物質によるも

のではなく，体温降下によるものと推測された．さらに，

このことを確認する目的で， RESもしくは CPHを投与

した動物を温熱暴露し，正常体温域に戻したときの小核

誘発の有無を検討した．その結果，小核を誘発する用量

を投与した動物でも，正常体温にすると骨髄においても

末梢血においても小核の誘発は認められなくなった

(Table 4). このことから， RESおよび CPHによる小核

の誘発は，直接的な遺伝毒性ではなく，体温降下による

二次的な作用と考えられた．

COL等の分裂阻害剤によって誘発される小核は， 1本

または数本の染色体によって形成されるので，その大き

さは染色体切断作用によって生じた小核よりも一般的に

大きいことが報告されている (Yamamotoand Kikuchi, 

1980; Tinwill and Ashby, 1991).本試験では，体温降下に

よって誘発された小核において，陰性対照に比し，大き

な小核の割合が COLと同様に有意に高かったので(p<

0.01),体温降下による小核の形成には，紡錘体機能の阻

害が関与している可能性が考えられた．

本試験では，上記の抗精神薬に加えて，他の体温降下

を示す要因も併せて検討した．その結果，すべての要因

はマウスに対し体温を降下させたが (Fig.2), LPSおよ

び完全絶食処理した動物だけに有意な小核誘発が認めら
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れた (Table3).一般に，絶食による体温降下については

知られており (Hartet al., 1996), また完全絶食による瀕

死動物の小核誘発については，すでに我々が報告してい

る(Asanamiet al., 1995). この結果は，小核誘発が，絶

食開始 5日後では観察されず， 7日以降の瀕死動物に観

察されたことから，栄養不良の状態よりも瀕死状態とい

う特別な状態が小核誘発に関与することを示唆した． し

かし，その小核誘発機構は不明であった．本試験結果よ

り，絶食によって低体温状態が続き，さらに瀕死状態に

なるとより体温が降下することから，瀕死状態のマウス

に観察された小核の誘発は，体温降下の影響も関与する

と思われた． しかし，体温降下が生じると，必ず小核が

誘発されるわけではなく，その体温降下の程度がまず問

題となる．すなわち，寒冷暴露では，軽度な体温降下し

か生じないので，小核誘発の可能性は低いと思われる．

ただし，本試験における寒冷暴露の条件は，予備試験

（結果は示していない）で死亡例が観察された条件であ

り，寒冷暴露による影響を評価するには十分な条件であ

る．また，体温変化の生体への影響には，その暴露時間

も関与する (Asanamiand Shimono, 1997).すなわち，明

らかな体温降下が生じても短時間であれば，その影響は

少ないと考えられる．本試験において， PENの 100mg/ 

kgおよび CPHの12.5mg/kg投与群で，明らかな体温

降下が観察されたにもかかわらず，小核誘発は認められ

なかった． これは，低体温状態の時間が短かったためと

思われ，体温降下による小核誘発は，体温降下の程度と

時間が影響するものと思われる．

以上，体温降下による小核誘発性を示し，その誘発機

構として紡錘体機能の阻害を考えた． これより，体温上

昇による小核の誘発も考えあわせると，もし，invitro染

色体異常試験陰性の物質が，invivo小核試験で陽性結果

を示す場合には，その物質による体温への影響を考慮す

ることも必要と思われる．
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（受付：1997年2月5日； 受理：1997年 3月3日）

Summary 
We studied the influence of a single amino-acid replacement in rat DNA polymerase {3, on the 

specificity of in vitro DNA synthesis error. Arg183, considered an important residue for primer 

recognition, was replaced by Gln (RQ183), and neighboring Argl82 by Gln (RQ182). Both E. coli 
MutS + and MutS―hosts were transfected with the M 13mp2 RF molecule, synthesized in vitro by 

wild-type /3. The proportions of lacZa―mutant transfectants were 1.7 X 10―3 and 8.2 X 10-3 for Muts+ 
and MutS―hosts, respectively. Such a five-fold difference suggests that~80% of in vitro errors can be 

corrected by the MutS mismatch repair system. Although the lacZa―proportion was not altered by using 

RQ182 or RQ183, characteristic changes in the error spectrum were observed with the Muts+ host. 
Addition of C-base in the run of SC (position 132-136) and 3C (166-168) was found in the spectrum for 

only mutant {3, RQ182 (3/41) and RQ183 (7/46). Such frequent addition of C was observed even with 
wild-type {3 when RF was synthesized at a reduced speed in a 10℃ reaction. This unique enhancement 

of C addition seems to be not specific to the single amino-acid replacement of {3, but rather due to the 

reduced speed of DNA synthesis. 

Keywords: mismatch repair, DNA synthesis error, lacZa―mutation, DNA polymerase /3, single amino-

acid replacement 

Introduction 

Base mispairing due to a misreplication or a misrepair of 

DNA damage may result in mutation, and is thought to be 

closely related to cancer induction and aging (Parsons et 

al., 1993). MutH, S, L mismatch repair is a key function to 

prevent the fixation of mainly transition type errors, AT to 

GC and GC to AT (Schaaper and Dunn, 1987). Similarly, 
MutM and MutY act in the prevention of transversion type 

GC to TA (Michaels et al., 1991; Au et al., 1989). Crude 

extracts from mammalian cells have also been shown to be 

capable of mismatch repair activity (Griffin et al., 1994) 

and recently human mismatch repair genes have been 

cloned (Fishel et al., 1993; Leach et al., 1993). 

DNA polymerase f3 is suggested to play an important role 
in the filling of small gaps during mismatch repair at, for 

example, apyrimidinic sites generated by the removal of a 

thymine in a G • T mispair through glycosylase activity in 

* To whom correspondence should be addressed. 
Tel. 81-48-462-1111 (ext 5201); Fax. 81-48-462-4636; 
E-Mail yatagai@postman.riken.go.jp 
t The present address is Department of Biochemistry, Ain 
Shams University, Cairo, Egypt 

nuclear extracts from HeLa cells (Wiebauer and Jiricny, 

1990). Recently, release of 5'-terminal deoxyribose phos-

phate residues from incised apurinic-apyrimidinic site was 

shown to be catalyzed by eukaryotic DNA polymerase /3 

(Matsumoto and Kim, 1995), and this requirement of /3 in 

base-excision repair was also reported in an in vivo study 

using an embryonic fibroblast cell line defective in /3 activity 

(Sobol et al., 1996). The gap filling function of polymerase 

/3 is similar to that of DNA polymerase I in Escherichia coli. 

and, moreover, polymerase f3 is not believed to possess a 3' 
to 51 exonuclease, and consequently no proof-reading activ-

ity (Linn, 1991). Therefore, we suggest that in vitro DNA 

synthesis by DNA polymerase /3 might be a useful system to 

obtain insight into the error specificity of nucleotide selec-

tion during the DNA repair. 

The active form of rat DNA polymerase f3 consists of 335 
amino acid residues (Matsukage et al., 1987) and a recom-

binant enzymatically active form of /3 has been produced in 

E. coli and purified to homogeneity in large quantities 

(Date et al., 1988; Abbotts et al., 1988). The purified 

enzyme allows the study of in vitro DNA synthesis errors as 

well as other protein characterizations. The region between 
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amino acids 179 and 184 of DNA polymerase /3, which 

contains the two Arg residues replaced here, is the most 

conserved with respect to human terminal deoxynucleotidyl 

transferase (Matsukage et al., 1987), suggesting that this 

region in /3 is important for DNA polymerizing activity. 

Indeed, the replacement of the Arg residue at position 182 

or 183 of the recombinant DNA polymerase /3 dramatically 

decreased enzyme activity, indicating that Arg-183 is in-

volved in recognition of the primer (Date et al., 1990). 

Arg-182 is thought to be involved in modulating the tem-

plate binding activity because a substitution here results in 

a much higher affinity for single-stranded DNA than that 

exhibited by the wild-type enzyme but retains almost iden-

tical Km values for primer and dTTP compared to the 

wild-type. 
The two /3 mutants, RQ182 and RQ183, are used here to 
elucidate the influence of single amino-acid replacements on 

the specificity of in vitro DNA synthesis errors. The ob-

served changes in the error spectrum are described as well 

as the influence of a reduced speed of DNA synthesis on the 

error spectrum. 

Materials and Methods 

Preparation of Rat DNA Polymerase /3 
The recombinant expression plasmid for rat DNA poly-

merase f3 (wild-type) has been previously described (Date 
et al., 1988). Polymerase f3 mutants RQ182 and RQ183 are 
shown in Fig. 1. Independently, Arg-182 and Arg-183 of 

wild-type f3 were replaced by Glu residues using anti-
oligonucleotide site-directed mutagenesis. Extraction and 

purification of the desired DNA polymerase /3 from recom-

binant E. coli has also been previously described (Date et 

al., 1990). 

Pol. f3 Replacement 

Wild-Type 

RQ182 Arg->Gln 

RQ183 

DNA Sequences 

181 182 183 
5'AGT TIC CGA AGA GGC 3' 

Phe Arg Arg 

C竿

Arg->Gln 
Fig. 1. Single amino-acid 
polymerase/3. 
The site-directed mutagenesis method to prepare these/3 
mutants has been described (Date et al., 1990). • 

replacements 

c_A 

in rat DNA 

Selection of Primer Oligonucleotide for DNA Synthesis 
The single-stranded DNA of hybrid bacteriophage Ml3 

mp2 (Messing et al., 1977) was used as a template for in 

vitro DNA synthesis. The 17-mer oligonucleotides, 5仁

CCATTCGCCA TTCAGGC-3', complementary to nucleo-
tides 199-215 of lacZ gene, was selected as a primer to copy 

the target region from lacO to nucleotide 163 of lacZ gene 

(a region). 

In vitro DNA Synthesis 

The 5'-end of the primer was phosphorylated by T4 

polynucleotide kinase (TAKARA) in the presence of 1 mM  

ATP at 37℃in a 60 min incubation. Following a Sephadex 

G-25 column chromatography purification, the phosphory-

lated primer was annealed to the ssDNA at 5 : 1 ratio in 

SSC buff er at 60℃for 20 min. Using this primed M 13 

ssDNA at concentration of 4.0 μg/ml except when other-

wise noted (8.0 μg/ml), the polymerase reaction was car-

ried out at 37℃in the following buffer: 20 mM  Tris-HCI 

(pH 7.8), 2 mM  2-mercaptoethanol, 10 mM  MgCh, 500 
μMeach of dNTP, 0.1 Ci/mmol [a-32P]dCTP (Amersham, 

3,000 Ci/mmol), and DNA polymerase (3 at a final concen-
tration, 1.9, 4.8, and 12.0 μg/ml of wild-type, RQ182 and 
RQ183, respectively. The relative concentration of poly-

merase to substrate ssDNA was confirmed to be in the 

linear range of so called 1/v vs. 1/s plot (data not shown). 

To reduce the speed of DNA synthesis by wild-type (3, 

the polymerase reaction was carried out at 10℃for 1 h. To 

complete replication of the molecules partially copied by 

mutant (3 or by wild-type (3 at 10℃,they were first purified 

by phenol extraction and then subjected to a second 

DNA-synthesis reaction with wild-type (3 for 2 h at 37℃. 

Analysis of DNA Synthesized Molecules 
To assess the completeness of DNA replication, the in 

vitro synthesized DNA molecules were subjected to aga-

rose-gel electrophoresis (0.8% of Seakem GTG). After an 

overnight run at 30 V in T AE buffer, the gel was stained 

with ethidium bromide (1 μg/ml), and then dried and 

exposed to X-ray Film (Fuji, RX). For the analysis of 

chain elongation, the 5'end of primer was labelled with 

[r-32P]ATP (Amersham, 5000 Ci/mmol) and purified by 

the method used for phosphorylated primer. The reaction 

condition for chain elongation was the same as that for in 

vitro DNA synthesis. An aliquot of reaction mixture was 

purified by phenol extraction and loaded onto an 8% poly-

acrylamide sequencing gel. The gel was run at 50 V /cm in 

TBE buff er for~1 h. 

Transfection of E. coli and Selection of lacZa Mutation 
The fully replicated molecules were ligated by T4 DNA 

ligase (Takara) and introduced into competent cells of E. 

coli strains S90C [ L1(pro-lac), recA5 6, ara, thi, str A] or 

BMH71-18 [A(pro-lac), thi, supE, mutS215; Tn 10 [(tetツ

F'(traD36, proAB, laqlqZL1M15)] at an approximate ratio 

of 10 : 1. The procedure followed to make competent cells 

and to introduce the replicated DNA into the cells is 

essentially that described by Kunkel (1985a). Together 

with indicator cells of E. coli CSH50 [ L1(pro-lac), ara, thi/ 

F'(traD36, proAB, laqlqZL1M15) ], the above transfected 

cells were resuspended in a 0.6% of M9G top agar contain-

ing 40 μg/ml of X-gal and 20 μg/ml of IPTG and then 

poured onto an M9G bottom plate. M13 phage carrying a 

lacZa―mutation were selected as colorless or faint-blue 

plaques on the plate after an overnight incubation at 3 7℃. 

As a reference for DNA synthesis errors, viral M13mp2 
DNA and the parental RF were also monitored in similar 

transf ections. 

Identification of lac乙 Mutation
Mutant phage were purified by single-plaque isolation 

using E. coli 9099 [ L1(pro-/ac), recA, ara, thi/F'(proAB, 
/aqlqZLJZM15)] as an indicator, and the DNA from amp-

lified phage was isolated by the alkaline-SDS method. Did-

eoxy sequencing was mainly performed with the previously 

mentioned 17-mer as a primer and, if necessary, 17-mer 

primer (M4, Takara), 5'-GTTTTCCCAGTCACGAC-3', 

complementary to position 79 to 95, was used for reading 

the upstream sequence. 

RESULTS 

In Vitro DNA Synthesis 
Fig. 2 shows the incorporation of [a-32P]dCMP by DNA 

polymerase /3 during the DNA synthesis reaction using 

primed M13 ssDNA as a template DNA. The incorpora-
tion of dCMP by wild-type /3 was found to be almost 
saturated after a 2 h incubation at 3 7℃.Compared to 

wild-type /3, both RQ182 and RQ183 exhibited much lower 
rates of incorporation, with the rate of latter mutant very 

much reduced. 

After the initial 2 h DNA synthesis reaction, DNA mol-

ecules replicated by wild-type f3 was recovered at the posi-
tion of Replicative Form II migration (RF II) on the 

agarose-gel electrophoresis pattern (Fig. 3), while the mol-

ecules copied by RQ182 or RQ183 mutant /3 were located 

between RF II and the primed ssDNA, representing a 

partial replication. Consistent with these results of nucleo-

tide incorporation and gel migration patterns, the poly-

nucleotides generated by elongation with mutant /3 in the 

initial 2 hours were much shorter than the full-length 

polynucleotides obtained with wild-type f3 (Fig. 4). The 
polynucleotides generated by RQ182 and RQ183 were, 
however, longer than 603 and 310 nucleotides, respectively, 

indicating that the target region for the error spectrum had 

been copied in the reactions. 

These partially replicated molecules were purified by 

phenol extraction and subjected to further in vitro DNA 

synthesis by wild-type /3. As can be seen in Fig. 3(b), this 

second reaction (2 h at 37゚C)resulted in complete replica-

tion of these molecules. 

Error Rate in the DNA Synthesis 

Table 1 presents the results of transfection of the in vitro 

a) 

replicated molecules into E. coli strains, S90C (MutS+) and 

BMH71-18 (MutS―).The transfection efficiency was ex-

pressed as plaque forming units (pfu) per ng of introduced 
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Fig. 2. Incorporation of dCMP during the in vitro DNA 
synthesis. 
The in vitro DNA synthesis reaction was carried out at 
37℃ with wild-type/3．（●）,RQ182（■）or RQ183 
（▲）,or at 10℃ with wild-type/3(0). The incorpora-
tion of dCMP nucleotides was determined at the 
indicated time-interval. The saturation level for the 
wild-type (37℃),72 pmol, was calculated based on the 
assumption that all of the available template mol-
ecules were fully copied. 
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Fig. 3. Analysis of in vitro synthesized DNA molecules by agarose-gel electrophoresis. 
The in vitro synthesized DNA molecules were run on a 0.8% agarose gel and analyzed by ethidium-bromide staining (a) and 
by autoradiography (b) (see text). 
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Table 2. Distribution of mutational class. 

t wild-type RQ182 
呈 ．S ．E
:ZE E E 
王omooooomoooooooooooooo  
乏← C¥IOO  ← C¥IOoog ← ~oo  og 

RQ183 b) 
(a) Muts+ Host 

Occurrence (MF° (X 10-4)) 

Class 

3

0

1

4

4

 

0

1

8

3

9

 

6

3

2

2

1

 

118 

72 

xeエぉ
w
.N
.w

wi ld~ type 
.§ (10・C) 
E 

omoooo  
← 0JOO  

Base-subst. 
Transition 
Transversion 
Frameshift 
Deletion• 
Unknownb 

W. T. /3 

30(9.1) 
16(4.9) 

14(4.3) 

10(3.0) 

12(3.6) 

4(1.2) 

RQ182 

22(7.5) 
15(5.1) 

7(2.4) 

12(4.1) 

5(1.7) 

2(0.7) 

RQ183 

23(7.5) 
14(4.6) 

9(2.9) 

16(5.2) 

4(1.3) 

3(1.0) 

W.T./3 
(10℃) 

21(7.6) 
15(5.4) 

6(2.2) 

7(2.5) 

16(5.8) 

3(1.1) 

Total" 56(17) 41(14) 46(15) 47(17) 

(b) Muts-Host 
Occurrence (MF (X 10-4)) 

Class 
Base-subst. 
Transition 
Trans version 
Frameshift 
Deletion• 
Unknownb 

W. T. /3 
10(15) 
6(9.1) 

4(6.1) 

29(44) 

10(15) 

5(8) 

RQ182 
10(20) 
5(10.0) 

5(10.0) 

26(52) 

7(14) 

5(10) 

RQ183 
9(17) 
4(7.6) 

5(9.5) 

18(34) 

6(11) 

4(8) 

Total 54(82) 48(96) 37(70) 

• The type deleting the primer sequence is involved. 
b This type was phenotypically detected but not identified by 
DNA sequencing. 
c Mutation Frequency 
mutants (see Table 1) 

Fig. 4. Reaction products of primer extension. 

An aliquot of the reaction mixture was taken out at the indicated time-interval and the reaction products were analyzed by the 
migration pattern on an 8% polyacrylamide sequencing gel (see text). Labelled X174 HaeIII fragments ([r-32P] ATP) were 
used as molecular size markers. 

Table 1. Comparison of mutation frequency (MF) among 
copied molecules. 

Host 
Copied 
Molecule 

TEe 

(pfu/ng) 
Mutants/ 
Transfectants 

MFr 

(X 10-4) 

Muts+ 

MutS― 

w. T. f3• 
RQ182" 
RQ183" 
(ssDNA)b 

(RFDNA)° 
(W. T. 10℃)d 

W.T．か
RQ182" 
RQ183" 
(ssDNA)b 

(RFDNA)° 

950 

680 

610 

1,200 

8,200 

340 

108 

88 

61 

290 

340 

208/122,061 

41/ 29,365 

46/ 30,642 

8/ 24,185 

0/165,580 

100/ 60,320 

81/ 9,901 

48/ 5,009 

37/ 5,265 

5/ 9,991 

0/ 9,907 

17 

14 

15 

3.3 

<0.06 

17 

82 

96 

70 

5 

<1 

・Thetarget region of ssDNA was copied by DNA polymer-
ase /3, wild-type (W. T), RQ182, or RQ183, respectively. 
b ssDNA substrate was introduced into the above host. 
0 RFDNA, extracted from the Ml3mp2 infected E. coli NR 
9099, was introduced into the above host. 
d DNA molecule was copied by wild-type (3 at 10℃ 
0 Transfection efficiency defined as plaque forming unit (pfu) 
per ng of introduced DNA 
r Mutation frequency defined as proportion of lacZ,,―mutants 

DNA. Transfection efficiency was similar among the mol-

ecules copied in vitro initially by the three different poly-

merases. The mismatch repair status of the strain did 

though influence transfection efficiency: the MutS + host 

exhibited approximately a 10-fold higher efficiency com-

pared to the MutS―host. The mutation frequency was 

defined as the proportion of colorless or light-blue plaques 

(lacZa―mutants) among the total transfectants. 

Interestingly, the mutation frequencies for molecules 
copied initially by mutant/3polymerase were not significan-

tly different from those copied by wild-type/3which was 
found to be 17 X 10-4 and 82 X 10-4 for the MutS + and 
MutS―hosts, respectively (Table l). This approximately 5-

fold difference in the mutation frequency between MutS + 

and MutS―hosts suggests that most (~80%) of the errors 

produced during in vitro DNA synthesis are correctable by 

the MutS mismatch repair system of E. coli. 

After introducing the template Ml3 single-stranded (ss) 

DNA into Muts+ and MutS―bacteria, the mutation fre-
quencies were found to be 3.3 X 10-4 and 5 X 10-4, respect-
ively. Similarly, the parental RF molecules extracted and 

purified from infected cells resulted in mutation frequencies 
of <0.06X 10―4 and < 1.0X 10-4, for Muts+ and MutS― 
host, respectively. As a consequence, the mutations recov-

ered following in vitro DNA synthesis should reflect mostly 
the errors introduced at this in vitro step. Additional errors 

that occurred in the E. coli host during the replication of 

defined as proportion of lacZa -

the in vitro synthesized molecule are not likely to be reflec-

ted in the observed mutations. 

The lacZa region of mutant transfectants was analyzed 
by dideoxy sequencing methodology. Since the size of the 

wild-type/3mutant collection was 2-to 4-fold larger than 
the mutant polymerase collections, a random selection of 

the mutants was made only for the sequence analysis of 

wild-type/3generated errors. The identified mutations 

include base-substitution, frameshift, deletion, and un-
known mutational classes (Table 2). In the Muts+ host, 
base-substitutions accounted for approximately half of the 
total mutations. Transitions were recovered more frequent-

ly than transversions in the mutant/3collections, while 

transition and transversion were almost equally distributed 

in the wild-type/3collection (37℃ synthesis). Frameshift 

induction by mutant polymerase was estimated to be 40-

70% higher than the level found for wild-type/3.The 

occurrence of deletion events by the mutant/3was approx-

imately two-fold lower than the observed wild-type/3level. 
Comparison of mutational classes between wild-type and 

mutant/3observed in the MutS―host did not reveal any 

particular differences (Table 2). Frameshifts dominated 

the mutational classes and reached approximately 50% for 

all three polymerase collections. Comparison with the 

Muts+ collections suggests that frameshift occurrence can 
be reduced by the mismatch repair by a factor of 15-, 13-, 

and 7-fold for wild-type, RQ182 and RQ183 generated 
errors, respectively. 

Mutation Spectrum in the Target Region 

Figure 5 and Table 3 show the mutation-distribution 

profiles for wild-type and mutant f3 polymerases. As sum-

marized in Table 4, the characteristic differences between 

wild-type and mutant/3were observed in the MutS + collec-

tions. The C to T transition at position 75 was a base-

substitution hotspot in all the three different/3profiles and 

accounted for 15-18% of the total mutations in each 
profile. The G to T transversion at positions 82 and 149 

was produced by wild-type/3at relatively high rate, 3/56 

and 4/56 occurrences, respectively. However, the G to T 

event at position 82 was recovered only once out of 46 

mutations in the RQ 183 collection and not at all in the RQ 
182 collection, and no events were observed at position 149 

with either mutant/3. 

No occurrences of the C-base addition at C runs (posi-

tions 132-136 and 166-168) were observed in the wild-type 

/3profile, while the RQ182 profile revealed 2 events at 
position 132-136 and 1 event at 166-168. Intriguingly, 

seven + C events were recovered at position 132-136 fol-

lowing in vitro DNA synthesis by RQ183. Such a charac-
teristic difference was not detected in single-base deletion 

recovery in spite of the relatively high number of occur-

rences at runs of identical bases throughout the whole 

target lacZa region. 

Wild-type and mutant/3polymerases all produced very 

similar base-substitution and frameshift profiles in the 
MutS―background (Fig. 5). For example, the single-base 

deletion -T at position 70 to 73 was identified as a hotspot 

event in all these three profiles and an approximately 20% 

of the total mutations was accounted for by this specific 

mutation. The -C framesfift at position 95 to 97 was 

recovered three times in each profile although the total 

number of events involved in each profile is slightly differ-

ent. 

One deletion event, the loss of 317 bp from position (-) 

14 7 to (+) 170, predominated and was multiply recovered 

in all collections except in the case of RQ182 in Muts+ 
background in which it was only rercovered once (Table 

3). Other deletion events that were common to more than 

a single profile include deletions of 56 bp from (-)33 to 

(+)23, and of 78 bp from 106 to 183. For all these events 

direct repeats of 5-7 bases are found at deletion endpoints. 
This finding supports other studies that direct repeats are a 

characteristic of frequently occurrring deletion-endpoints. 

For some mutants, deletion endpoints could not be deter-

mined by sequencing (classified as'Others'in Table 3) and 

included 1/3 and 1/2 of the deletion events in the wild-type 

/3profiles in the Muts+ and MutS―background, respective-
ly. 

E.ffect of Reduced-Speed of Chain Elongation 
The incorporation rate of dCMP by wild-type/3during 

the synthesis reaction at 10℃ was at a similar low level as 
that exhibited by RQ 183 in a 3 7℃ synthesis reaction (Fig. 
2). The polynucleotides synthesized after a one-hour in-

cubation at 10℃were found to be longer than the reference 
310 nucleotide marker (Fig. 4) and, after a further two-

hour reaction with fresh wild-type/3at 37℃,full-length 
molecules were obtained (data not shown). From the 

primer extension experiments shown in Fig. 4, the speed of 

chain elongation by wild-type/3in 10゚Creaction was es-
timated to be less than that by RQ183 in a 37゚Creaction. 
The start of elongation in the 10゚Creaction also appears to 
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a) Wild-type/RQ182 (Huts+ Host) 

ACGCA ATTA.A TGTGA GTTAG CTCAC TCATT AGGCA CCCCA 
A -40 

T 
GGCTT TACAC TTTAT GCTTC CGGCT CGTAT GTTGT GTGGA 
T G +1 

G 

G 
ATTGT GAGCG GATA.A CAATT TCACA CAGGA AACAG CTATG 

T +40 

TTTTT 
△△ TTT 

G △ △ T 
ACC ATG ATT ACG MT  TCA CTG GCC GTC GTT TTA CAA 

△ T △ T 
T △△ TT 

TTT 
T 
T A G 
TT T A A G A 

CGT CGT GAC TGG GAA AAC CCI'GGC GTT ACC CAA CTT 
+80 T A T T 

A T 
A T 
T T 

△ △ T T TT 
AAT CGC CTT GCA ・ GCA CAT CCC CCT TTC GCC AGC TGG 
+120 +c△  C 

+c△△  

T T 
CGT AAT AGC GAA GAG GCC CGC ACC GAT CGC CCT TCC 

+160 T T+cT 
A T 

C) Wild-type/RQ182 (Muts-Host) 

△ △ 
ACGCA ATTAA TGTGA GTTAG CTCAC TCATT AGGCA CCCCA 

△ △ -40 
△ 

+T 
+T △ 

GGCTT. TACAC TTTAT GCTTC CGGCT CGTAT GTTGT GTGGA 
△ c △ +1 

△ 

G 
ATTGT GAGCG GATAA CAATT TCACA CAGGA AACAG CTATG 

+40 
-TT -TT 
AAAAAA 
△ T 

△ △ △ T 
ACC ATG ATT ACG AAT TCA CTG GCC GTC GTT-TTA CAA 

G △+T 
△ 
AAAAAAA 
-TT 

be slower than that in the 37℃reaction with RQ183. This 
reduced speed and slower start of chain elongation are 

consistent with the above results concerning both the rate 

of nucleotide incorporation and the size of the synthesized 
molecules. 

The full-length molecules were introduced into the 

Muts+ host to determine the error specificity of polymerase 

/3during synthesis at 10℃.The observed frequency of 
lacZa―mutation at 10℃,17 X 10-4 was the same as that by 
wild-type/3at 37℃ (Table 1) and the distribution by 

mutational class was also similar to that seen at 37℃ (Table 

b) Wild-type/RQ183 (Huts+ Host) 

ACGCA ATTAA TGTqA GTTAG CTCAC TCATT AGGCA CCCCA ： △ -40 
T 

GGC!T !ACAC TTTAT GCTTC CGGCT CGTAT GTTGT GTGGA 
c c +1 
C 

G 
ATTGT GAGCG GATAA CAATT TCACA CAGGA AACAG CTATG 

T +40 
T 

TTTTT 
G △ △△ TTT 

△ T 
ACC ATG ATT ACG AAT TCA CTG GCC GTC GTT-TTA CAA 

△ T 
△ TTT 
TTTTT 
-TT T 

T △ G 
TT T △ △ G △ 

CGT CGT GAC TGG GAA AAC CO GGC GTT ACC CAA CTT 
+80 TT A T △ G 

T 

T 
A T 
T T 

△ △ T T TT 
AAT CG~-~T GCA GCA CAT CCC CCT TTC GCC AGC TGG 
+120 T +c△  T 

+c+C+c T 
+c+c+c 

T T 

CGT AAT AGC_~~ GAG_GCC CGC ACC GAT CGC CCT TCC 
+160 △ 

d) Wild-type/RQ183 (Muts-Host) 

△ △ 
ACGCA ATTAA TGTGA GTTAG CTCAC TCATT AGGCA CCCCA 

△-40 
△ 

+T 
+T △ 

GGS~T TA~AC TTTAT GCTTC CGGCT CGTAT GTTGT GTGGA 
TG T 
T +1 

G 
ATTGT GAGCG GATAA CAATT TCACA CAGGA AACAG CTATG 

+40 
-TT -TT 
AAAAAA 
△ T 

△ △ △ T 
ACC ATG ATT ACG ~T TCA CTG GCC GTC GTT-T771. CAA 

G G △ 
△ 
AAAAAA 

T △ 繁 G△
C~! ~GT GAC TGG GAA AAC CCI'GGC GTT ACC CAA CTT 
+80 T G TT △ △ G △ 

△ G 
△ 

△△ 
A △ △ T T G 

AAT CGC?_C?I'T GCA GCA CAT CCC CCT TTC GCC AGC TGG 
+120 T+c△ A 

G △ 
CGT AAT AGC GM GAG GCC CGC 

+160 

Fig. 5. The comparison of lacZa―mutation distributions between Wild-type and mutant DNA polymerase /3. 
The base sequences shown in this figure are those of promoter and a-region of lacZ. The base substitutions and frameshifts 
~~oduced during in vitro DNA synthesis by wild-type or mutant /3, are shown above and below the gene sequence, respectively. 
T~e- comparison after transfection into the Muts+ host is between wild-type and RQ182 distributions (a) and-betwe~n 

wild-type and and RQ183 distributions (b). The corresponding comparisons after transfection into the MutS―are shown in 
(c) and (d). Symbol L1 represents a single-base deletion. 

T △ 笠⇔
宝CGTGAC百GGGAA AACICI' GG: GTT ACC CAA CTT 

△ 

△△ 

A △ △ T T G 
MT CGC. CTf GCA GCA CAT CCC CCT TTC GCC AGC TGG 

△ △ T 
+120 

G △ 
C 

<:GT MT AGC GM  GAG GCC-CGC 
G +160 

2). The mutation distribution are shown in Fig. 6 and 

Table 3. As can be seen in Table 4, two features, recovery 
of the C base addition at 132-136 (2/47) and low-

frequency occurrences of G to T transversions at positions 
82 and 149, were similar to that observed with mutant /3. 

The induction of the deletion hotspot, from (-) 147 to (+) 

170, was about two-fold higher than that observed with 

synthesis at 37℃ and contrasted with the relatively low 

frequency for this event in the mutant f3 profiles. 

Table 3. Deletions. 

Occurrence 

Size 

(bp) 
Position 

Muts+ MutS― 

WT/3 

(37℃) 
182 183 

WT/3 

(10℃) 

WT(3 

(37℃) 
182 183 

338 

317 

83 

78 

67 

56 

49 

38 

27 

Others 

Total 

( - 302 ~ 36) 

( - 147 ~ 170) 

[CCCGC] 
( - 134 ~ ー 53)

(106 ~ 183) 

[CCCAAC] 
( - 122 ~ ー 56)

( - 33 ~ 23) 

[TTTCACA] 

( - 23 ~ 26) 

( - 14~ 24) 

( - 5~ 22) 

6
 

12 4
 

4
 

3
 

4 

12 

1

5

 

0

4

 

2 

16 

5
 
10 

2

1

7

 

1

6

 

[ ] represents direct-repeat sequence at deletion end. 
WT/3, 182, and 183 represents DNA polymersase/3wild-type, RQ182, and RQ183, respectively. 
(10℃)and (37℃)means the temperature at the 1st reaction with DNA polymersase/3wild-type. 

ACGCA ATTAA TGTGA GTTAG CTCAC TCATT AGGCA CCCCA 
-40 

T 
GGCTT TACAC TTTAT GCTTC CGGCT CGTAT GTTGT GTGGA 

T +l 
T 

G 
ATTGT GAGCG GATAA CAATT TCACA CAGGA AACAG CTATG 

C +40 

TTTTT 
△△ TTT 

G △ △ T 
ACC ATG ATT ACG AAT TCA CTG GCC GTC GTT TTA CAA 
A A T 

TTT 
TTT 

T 
T △ G 
TT T △ △ G △ 

CGT CGT GAC TGG GM MC  CCI'GGC GTT ACC CAA CTT 
+80 TT T △ △ 

T 
A T 
T T 

△ △ T T TT 
AAT CGC CTT GCA GCA CAT CCC CCI'TTC GCC AGC TGG 
+12O T C +c ; 

-(CA) +c 
-(CCC) 

T T 
CGT AAT AGC GAA GAG GCC CGC ACC GAT CGC CCT TCC 
T +160 
T 
G 

Fig. 6. The influence of reduced speed of DNA synthesis 
on the observed lacZa―mutation spectrum. 
The base-substitutions and frameshifts observed after 
transfection into the MutS + host are shown above and 
below the gene sequence for in vitro DNA synthesis by 
wild-type/3at 37℃ and 10℃,respectively. The base 
sequences and symbols are same as Fig. 5. 

Discussion 

To get some insight into the specificity of DNA  synthesis 

errors, the nature of the mutations generated when DNA  

polymerase/3was used to elongate a primed M13 ssDNA in 
an in vitro reaction was studied. The observed errors may 

be thought to reflect the primary distribution of those 

produced during DNA  synthesis due to the lack of an 

associated 3'to 5'exonuclease activity of polymerase/3,the 

so called proof-reading function (Linn, 1991). From the 

Table 4. Characteristic 
Muts+ host. 

differences in transfection of 

Mutation 

Occurrences 

W. T. /3 

(37℃) 
RQ182 RQ183 

W.T./3 

(10℃) 

L1317bp (-147-170) 
C::?:T (75) 

+c (132-136) 
+c (166-168) 
G::?:T (82) 

G ::?:T (149) 

6

0

0

0

3

4

 

ー

1

2

1

0

0

ー

3

0

7

0

1

0

 

ー

2

7

2

0

1

1

 

ー

Collection size 56 41 46 47 

viewpoint of reconstituting an in vitro system to reflect the 

in vivo repair process, a small gapped molecule may seem to 

be a better substrate compared to the primed M13 ssDNA 

approach used in this study. However, one advantage of 

the large target over the small gap approach is that various 

types of errors can be identified as lacZa―mutations and the 

resulting errors can be compared with similar data on 

polymerase fidelity, especially that reported by Kunkel and 

coworkers (Kunkel, 1985a, b). 

To detect the primary mispairing errors produced in vitro 

by the expression of a mutant target gene after transfection, 

a mismatch repair-deficient strain should be the pref erred 

host. The two single amino-acid replacements in DNA  

polymerase fi studied here, RG182 and RG183 did not 
produce any significant changes to the error specificity seen 

for wild-type polymerase fi observed in a MutS― host. 
However, characteristic differences were observed in the 

two mutant polymerase mutational distributions compared 

to the wild-type fi distribution after transfection in a MutS + 
host, and included the frequent recovery of the + C event at 
C runs (positions 132-136 and 166-168) and the reduction 

of the G to T transversion at positions 82 and 149 (Table 

4). These differences may be attributed to the in vitro DNA  

12 
13 
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synthesis reaction by the three polymerases (wild-type, RQ 
182 and RQ183), since the observed lacZa―mutation fre-
quencies were on the order of 14-17 X 10-4 and therefore 

much higher than the frequencies produced by the intro-

duction of ssDNA and RF DNA into the same Muts+ host, 
which were 3.3 X 10-4 and < 0.06 X 10―4, respectively. 
It is important to determine whether such observed spe-

cificity differences are unique to the RG182 and RG183 

single amino-acid replacements. A lower rate of nucleo-

tide-incorporation was observed with mutant/3(Fig. 2), 

and therfore it was of interest to determine the chain 

elongation speed. As expected, the speed of chain elonga-

tion by mutant/3was much slower than that by wild-type/3 

(Fig. 4). To realize such a reduced speed of chain elonga-

tion for wild-type/3,the polymerase reaction step was 

carried out at 10℃instead of at 37℃.By this method the 

speed for wild-type/3at 10℃ was now reduced to a level 

less than that of mutant /3 RQ183 (Fig. 4). 
As summarized in Table 4, an enhancement of the +C 

addition event and a reduction of G to T transversion, 

similar to those observed with mutant/3,were also seen in 

the profile of mutations recovered from the wild-type/3 

10℃ reduced-speed DNA synthesis reaction. The 317 bp 

deletion ((-) 147 to (+) 170) was found in 10℃profile at 

about a two-fold higher frequency compared to that in the 

37℃profile. This feature seems to be the only difference 

from the mutant/3profiles (Table 4). These results suggest 

that the common error characteristics concerning the + C 

frameshift and the G to T transversion are not unique to the 

single amino-acid replaced polymerases but are instead an 

effect of the reduced speed of chain elongation, which is a 

common characteristic of the RQ182 and RQ183 poly-
merases and the wild-type polymerase at 10℃.One model 

to account for this + C event at C runs would be for the 

strand undergoing elongation to slip back by a single base 

with respect to the template and then to continue the 

incorporation of nucleotides. The reduced speed of chain 

elongation in the RQ 182 and RQ 183 polymerases and the 
wild-type polymerase at 10℃ might be related to the en-

hancement of such strand misalignments. 

The C to T hotspot transition at position 75 was observed 

in the Muts+ background with all the different/3poly-
merases studied here. The frequency of occurrence for this 
transition event was~5-fold or less reduced in the corre-

sponding MutS―background, representing little change in 

error rate since the overall mutation frequencies in the 

MutS―background were about 5-fold increased over those 

observed in the MutS + background. This type of error 

might not be subject to MutS mismatch repair. One expla-
nation for this hotspot may be if the targeted C-base is 

frequently methylated (5-meC) in the prepared substrate-

molecules, but we have not yet directly addressed this 

possibility. The observed hotspot in the MutS―background 

was a -T frameshift at position 70-73. Including this 

hotspot, our error distribution spectrum observed in the 

mismatch-repair deficient condition is not essentially differ-

ent from Kunkel's results using DNA polymerase/3in a 

gapped molecule substrate of M13mp2 (Kunkel, 1985a). 

In contrast to the C to T hotspot at 75, the frequency of 

occurrence for this frameshift event was reduced in Muts+ 
spectrum, an indication that this type of error is subject to 
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MutS mismatch repair. 

The G to T transversion at position 149 was frequently 

observed in Kunkel's experiments that studied not only rat 

DNA polymerase/3associated synthesis-errors (Kunkel, 
1985a) but also the fidelity of DNA polymerase a, r, and E 
(Kunkel, 1985b, Thomas et al., 1991). In our Muts+ 
spectra, this transversion event was also frequently recov-

ered by wild-type/3synthesis (4/56), but was not observed 

after mutant/3synthesis and was observed only once after 

wild-type/3synthesis at 10℃.In our MutS―spectra, this 

transversion event was found only once, after wild-type/3 

synthesis at 10℃ and after RQ 183 synthesis, and was not 
found after wild-type/3synthesis at 37℃ nor after RQ182 
synthesis. Interestingly, after transfection of E. coli with a 

depurinated M13mp2 ssDNA molecule, this G-base at posi-

tion 149 was not a hotspot for such transversion events 

(Kunkel, 1985a). Therefore, this G to T event appers not 

to be induced through depurination of G-base but instead 

possibly by a misincorporation of an A-base opposite the 

G-base at position 149, producing the G: A mismatch that 

may not be subject to efficient correction by MutS mis-
match repair. 

It is important to point out random priming may occur 

during in vitro DNA synthesis by DNA polymerase/3. 

Even if we exclude the primer from the DNA synthesis 

reaction with wild-type/3at 37℃,nucleotide incorporation 

still reached to about 60-100% of the level observed in the 

complete reaction that included the primed molecule. For 

mutant/3and wild-type/3at 10℃,the relative incorporation 

in the no-primer reaction were about 20-30% of the normal 

incorporation level in the complete reaction. The actual 

influence of random priming on chain elongation from the 

desired primer can not be exactly estimated from these 

measurements. However, the relatively lower incorpora-

tion of nucleotide by random priming with mutant/3sug-

gests that the differences in the MutS + background between 

wild-type and mutant/3are not largely influenced by such 

random priming. 

The sequence Gly-Asp-Met-Asp, spanning positions 

189-192 of rat DNA polymerase/3,is similar to the se-

quence motif Gly-Asp-Thr-Asp that is highly conserved in 

a number of replicative DNA plymerases from eukaryotic 

cells, viruses, and phages. Both Aspl90 and Asp192 have 

been suggested to be located in the active site of polymerase 

/3and to be involved in the interaction of the polymerase 

with primer (Date et al. 1991). However, when mutant/3 

polymerases were generated with single amino-acid replace-

ments at these two Asp positions, DE190 (Asp→Glu) and 

DE192 (Asp→Glu), it was found that neither altered poly-

merase could provide enough polymerizing activity for this 

kind of in vitro DNA synthesis assay (data not shown). 

Since RQ182 (Arg→Gln) and RQ183 (Arg→Gln) replace-
ments are thought to interfere with positions related to 

template binding and primer recognition, respectively, it 

requires further study to show that the error specificity of 

DNA polymerase/3can be directly influenced by alteration 

of any of the above functions. 
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On the basis of test results in the past decennia it would 

appear that genotoxicity is almost an universal property of 

environmental agents. Since exposure of human popula-
tions to genotoxic agents usually occurs only at relatively 

low levels (except in case of accidents), it is crucial to learn 

about the causes underlying the differential sensitivity of 

cells and tissues to genotoxic agents and to identify those 
action principles that lead to adverse biological effects such 

as tumor formation and induced genetic diseases. 

Essential approaches to understand the mechanism of 

action of genotoxic agents are (i) studies on the induction 

and repair of DNA damage, (ii) studies on the relationship 
between chemical structure and biological activity and be-

tween biological endpoints and target dose in cells and 

organs of interest, (iii) the development of biological mon-

itoring of exposed human populations, and (iv) the devel-
opment of conceptual frame works and models for genetic 

and carcinogenic risk assessment for both radiation and 

chemical mutagens of concern. 
In recent years we have demonstrated that DNA repair is 

heterogeneous in cells of different organs and organisms 
and a function of the chromosome structure and nuclear 

organization. Furthermore, it has been shown that the 

process of transcription of active genes is closely associated 

with nucleotide excision repair and evidence is obtained 

that differences in the organization of DNA repair may 

have a profound influence on mutation induction and trans-
formation of cells from various species, organs and tissues. 

Evidence of the involvement of DNA repair in the etiology 
of cancer is obtained via the isolation of defected human 

repair genes from patients with genetic disorders such 
as xeroderma pigmentosum, ataxia telangiectasia and 

cockayne's syndrome. Detailed information about the 
relation between repair functions and tumor formation is 

expected to be obtained from the recent generation of 

"knockout" transgenic mice lacking the rodent homologues 
of known human repair genes. 
The large number of genotoxic substances with potential 

c日本環境変異原学会

effects for human health and the environment necessitates 

the development of concepts which would enable hazard 

evaluation and risk assessment not only for individual 
substances but, even more important, for classes of structur-

ally-related chemicals (§tructure-~ctivity ~elationships— 
SAR). For example, for alkylating carcinogens we found 
that a high carcinogenic potency (low TD50 in rodents) is 

correlated either with the capability of agents to alkylate 
oxygens in the pyrimidine bases or with the formation of 

crosslinks in DNA. 

Once the interaction of agents with DNA or its mu-

tagenic potential is recognized, the technology to measure 
biological endpoints in man allows its application for bio-

monitoring purposes. We have tested various endpoints 
such as chromosomal aberrations, SCE's, micronuclei and 

the induction of hprt mutations in blood cells in humans 

exposed to chemicals and ionizing radiation. In decreasing 

order the sensitivity of these biomarkers for practical use 

turned out to be: chromosomal aberrations > SCE's > 
micronuclei > hprt mutations. Cytogenetic techniques have 
been very successfully applied in victims accidently exposed 
to ionizing radiation. In these studies we have been able to 

estimate absorbed radiation dose in different situations such 
as, for instance, partial body exposure and acute vs chronic 

exposures. 
Finally, the concept that, in principle, all electrophilic 
agents can react with DNA in cells assigns those agents to 

potential carcinogens and make current strategies for 
hazard and risk assessment an extremely difficult task. It is 

estimated that humans in average daily life are challenged 
with at least a million different electrophiles, be it in vast 

different exposure levels. So far regulatory measures are 
primarily based on ad hoc risk assessment of individual 
genotoxic agents without taken into account the prevalence 

of carcinogens in our environment. An attempt will be 
made to suggest new models that will allow the prioritizing 

and ranking of potentially genotoxic agents for practical 

purposes. 
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環境中の変異原の検出とその抑制因子に関する研究
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Summary 

On the basis of an observation that hemin can make complexes with mutagens having polycyclic 
planar structures, we invented in 1983 an adsorbent selective for such polycyclics: copper phthalo-
cyanine trisulfonate linked covalently to cellulose. This material, blue cotton, and its improved 

version, blue rayon, have since been used extensively for isolating heterocyclic amines and other poly-
cyclic mutagens from mixtures such as food and urine. The most recent version of this adsorbent is 
blue chitin in columnar form. In relation to this finding, we have shown that chlorophyllin and chloro-
phyll are effective antimutagens that can trap these polycyclic mutagens through the complex-forming 
ability of their porphyrin-like structures. 

Keywords: blue cotton, blue rayon, blue chitin, Trp-P-2, chlorophyllin, chlorophyll 

1. ヘミン，クロロフィルによる変異原性抑制

変異原物質の多くは発がん物質であることがわかって

きた 1970年代後半に，私は生理的小分子のうちで変異

原抑制性のものを見つけようと計画した． これは将来発

がん抑制因子となりうることを期待したアプローチで

あった．そして血色素ヘミンがTrp-P-1の Amestestで

の活性を強く阻害することを見いだした． さらに種々の

ヘテロサイクリックアミンやベンゾ(a)ピレン等の多環

芳香族に対してヘミンが有効なこと， MNNGなどの非

環状の物質には無効であることを見いだし，推定メカニ

ズムとしてポルフィリン環と多環性変異原分子との複合

体形成を考えた．緑色素クロロフィリンについてもヘミ

ンと同時にその変異原性作用を報告した． これは現在世

界的に活発に研究されているクロロフィリンの抗変異原

性，抗がん性の研究へとつながっている．われわれはク

ロロフィルをほうれん草から抽出して調製し，その抗変

異原活性について， ショウジョウバ工を用いて明らかに

することにも成功した．さらに，クロロフィリンをセ

ファロースに共有結合させたものを作成し，それを用い

c日本環境変異原学会

て多環性変異原との複合体形成を定性的ならびに定量的

に証明した．最近ではキトサンにクロロフィリンを付け

た不溶性複合体を作り利用している．

2. プルーコットン，プルーレーヨン，プルーキチン

私は日頃教壇でチョークの粉に接しているので，

チョークの変異原性を調べようと思い立った．そこで

チョーク粉のメタノール抽出液について Amestestした

ところ，陽性であった．次に各色のチョークについて調

べた．その結果，青チョークに変異原性があり青色素中

の不純物にその原因があることがわかった． この研究に

あたって，青色素，銅フタロシアニンの化学構造がヘミ

ンと類似している上，さらに大きな平面構造を持つこと

に気付き，銅フタロシアニンを共有結合で結びつけた

「プルーコットン」を作成した ところ，それは期待した

通り多環性変異原物質を強く，かつ選択的に吸着する性

質を持つことがわかった．さらに，いったん吸着した変

異原物質を回収するのはメタノールーアンモニア水 (50:

l)で溶出し，溶出液を蒸発乾固すればよいことを見出
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表 1 作製した各種担体中の銅フタロシアニントリスルホ

ン酸含量．

担 体 形 状
銅フタロシアニントリスルホン酸

含量(μmol/g)

キチン
キチン

レーヨン
セルロース

粉末

フレーク
せんい

粉末

44 
24 
24 
12 

し，かくしてプルーコットンの使用法を確立した．この

手法によって変異原物質が，焼いた牛挽肉や，河川水か

ら容易に濃縮分離することができることを示し，焼いた

牛肉中の IQ,MeIQxの定量を発表することができた．

さらに，かつおぶし中に MeIQxを検出，定量 した．食

品以外についてもプルーコットンの利用が可能で，人間

の尿の変異原性が喫煙やハンバーグ食で上昇すること

や，人間の糞便の変異原性もハンバーグ食で上昇するこ

とを明らかにした．また，河川水や海水の変異原性も，

プルーコットンを袋に詰めて懸垂するという簡単な方法

表2

で，半定量的に測定できることを示した．大気中の浮遊

粉塵の変異原性測定にもブルーコットンが有用であるこ

とも報告した．次に青色素の担体を工夫し， プルーコッ

トンの性能をさらに上昇させたブルーレーヨンを作るこ

とができたさらに最近，キチン粉末からプルーキチン

を作成し，これを小さなカラムとして用いると，定量

的，かつ迅速に河川水などの変異原物質を濃縮できるこ

とがわかった（図 1). 表 1にプルーレーヨン，プルー

キチンなどの色素含量を示した．キチンにはブルーレー

ヨンの約2倍の吸着能力がある．表2に種々 の化合物の

吸着実験を示してある．銅フタロシアニンにこのような

吸着能があることは，ひるがえってポルフィリン全般に

多環性変異原との親和性があることを示唆している．

3. その他の変異原抑制因子

食物や糞便のような脂肪含有粗材料の変異原性を調べ

るとき，その活性がマスクされてしまう場合があること

に気付き，その原因物質を追求した結果， 意外にもオレ

イン酸やリノール酸のような不飽和脂肪酸であることを

見出した． これらの物質は，変異原をミセルでくるんで

しまい，その活性を抑えることもわかった． また，緑茶

成分のタンニン類が各種変異原を抑制することを 1984

年に見出したが， これは今日の緑茶ポリフェノールの抗

変異，抗がんの研究のいとぐち的な成果であった．

4. おわりに

これらすべての研究には，岡山大学の研究協力者の人

達が多数かかわっている．私の受賞も， これら協力者の

おかげであると思い深く感謝する．

ブルーキチンカラム法による化合物の吸着と回収．

化合物名
濃度
(X 10-s M) 

環の数
吸着率

（％） 

総回収率

（％） 

プルーレーヨンヘの

吸着率（％）

変異原物質

Aflatoxin B1 
Glu-P-2 

IQ 
MeIQx 
8-Methoxypsoralen 
N-Nitrosomorpholine 
4-Nitroqinoline-1-oxide 
PhIP 

Trp-P-2 

0.1 
2.5 

1.5 

2.5 

. 0.1 
10 

8 

5 

1 

5

3

3

3

3

1

2

3

3

 

85 

95 

98 
100 
94 

゜7 100 
100 

85 

93 

86 
85 

84 

7 

100 
100 

82 
45 

79 

83 

60 

6 

69 
93 

非変異原物質

2-Deoxyribonucleoside (dAdo/ dGuo/ dThd/ dCyd) 
L-Histidine 
Norharman 
p-Nitrophenol 
Riboflavin 

5

0

2

2

7

 

ー

1

1

3

1

3

 

／
 
2
 

0

0

0

0

8

 

0

9

 

ー 100 

0

8

2

7

 
8

6
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Summary 

Epidemiological studies have shown that the ingestion of vegetables is a preventative against the in-
cidence of cancer in humans. Plant cells contain green and yellow pigments, the former being chloro-
phylls and the latter carotenoids and xanthophylls. The level of chlorophylls in green vegetables is 
high: spinach contains as much as 1 % chlorophylls on a dry-weight basis. Chlorophyllin is a man-

made green pigment produced by the hydrolysis of chlorophyll. Many polyphenolic compounds are 
also present in plants. (-) Epigallocatechin gallate is the main polyphenolic compound found in green 
tea. We have investigated the suppressive effect of these foodstuffs on the mutagenic activity of vari-

ous compounds. Two Drosophila systems have been used to examine the effects. As Drosophila 

larvae ingest selected compounds, they offer a suitable model system to study the effects of foodstuffs. 
In this paper, the results obtained in our studies of the past 10 years are summarized. Chlorophylls 

and chlorophyllin inhibit the genotoxicities of many heterocyclic amines and polyaromatic hydrocar-
bons. Also, chlorophyllin suppressed the MeIQx-DNA adduct formation in the larvae. (-)Epigalocate-
chin gallate (EGCG) suppressed the genotoxic activities of N-nitrosodimethylamine, N-nitrosomorphorine, 
4NQO and Trp-P-1 in Drosophila. On the other hand, EGCG enhanced the mutagenicities of DMBA 
and aflatoxin B1. In this paper, mechanisms of these inhibitions are discussed. 

Drosophila, somatic mutation, mutagen, chlorophyll, EGCG 

緒言

環境物質による変異原性の修飾は，生体に誘発される

突然変異の頻度を左右する重要な問題である．特に抑制

作用は発がんや遺伝病といった突然変異の蓄積により発

症するといわれている疾患を防御する意味からも，その

作用機構の研究は，抑制因子の検索と合わせて，意義深

いと考える．

我々の研究室では 1979年に Ames試験を用いて，焼

け焦げ変異原Trp-P-2の変異原性の SH化合物による増

強効果を (Negishiand Hayatsu, 1979), 1980年にポル

フィリン関連色素による抑制を発表 (Arimotoet al., 

1980) して以来，食品成分•生体成分を中心に変異原性

の修飾因子の検索とその作用機構について研究を進めて

きた (Hayatsuet al., 1988, 1993). 

1983年スイスの Wurglerらによりショウジョウバエ

を用いた体細胞突然変異の検出法 (Grafet al., 1984)が

発表され，細菌よりヒトに近く，簡便に取り扱える多細

胞真核生物による変異原性検出系としてこれを導入し，

突然変異修飾因子の研究及び突然変異誘発機構の研究に

用いることにした．さらに Nguyenら(1979)の開発し

たショウジョウバエの rec-assayと言われるinvivo 

DNA repair testが，現在近畿大学原子力研究所の藤川

によって改良され (Fujikawa,1988), 簡単に体細胞

DNA傷害が検出できるようになった．これにより

genotoxicityの検出スペクトルが広がり，変異原研究に

おけるショウジョウバエの有用性が増したとくにショ

ウジョウバエ幼虫は環境物質を経口的に摂取することか

ら，食品中の変異原物質および，変異原性修飾物質の研

c日本環境変異原学会 21 
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Fig. 1. 

究に適した実験系と言える．

本稿ではこの 2種の実験系を用いて行った変異原性修

飾因子の研究についてまとめる．

1. 

Growth of Drosophila melanogaster. 

ショウジョウバエ体細胞突然変異検出系（翅毛ス

ポットテスト）

Fig. 1にショウジョウバ工の生活史を簡単に示した．

ショウジョウバエは卵，幼虫，蛹，成虫と約 10日間で

完全変態する昆虫である．細胞分裂は幼虫期の 4日間，

成虫原基（imarginaldisc)でしか行われない． したがっ

て突然変異を検出できるのはこの時期に幼虫を変異原物

質で処理したときに限られる．翅毛スポ ットテスト

(wing spot test)の概略を Fig.2に示した．雄(fl戸／

TM3, Ser)と処女雌 (mwhjv spaP01)を交配させて得た，

3齢幼虫を被験体として用い，成虫になったときの羽翅

毛に現れる形態の変化を指標として調べる方法である．

この系では遺伝子突然変異のみでなく，組換え，端部決

失，不分離など，真核生物特有な染色体レベルでの変化

も翅毛の形態変化という突然変異として検出することが

できる．

mei-9 mei-41 
---0 

^
O
 

X

Y

 

ーてフ0

ーマ
(XV) 

「
mel•9mei-41 
----0 

x
_
 
I
 二― -っフ0

(VY) (XV) 

i ↓厄盃盃両s
t 
death 3rd instar larvae 

~dultLs(a) 

The in vivo DNA repair test. 

Wing spot test 
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＼ 

Mutag的 ＼
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Mutant spot (twin spot) 

一-(XXV) l 3rd instar larvae 

↓ 
Adult tiies (~) 

Fig. 2. The wing spot test. 

2. ショウジョウバエ DNA傷害修復試験

この試験系に用いる株 （scz1 w<+TE) mei-9a mei-4JD5 I 

C(l)DX,yf)は， Fig.3に示したように，常に雄は除去

修復欠損 (mei-9），複製後修復欠損 (mei-41:最近， cell

cycle arrest deficientであることが示された (Hariet. al., 

1995)) となるように工夫されている． したがって，雄

がその体細胞 DNAに何らかの損傷を受けた場合，修復

~ X ::::::==-o 
Y -（双Y)

I
 二

mel-9mel-41 
ー-0
... -... 
(XXX) 

deith 

Adult flies 

ができずに生存率が減少する．それに反して雌は正常に

損傷を修復できるので生存数に変化は見られない．そこ

で成虫になったときの雌雄の性比を求めることによっ

て， DNA損傷の程度を測ることができる．以後，本稿

ではこの雄の致死性で見たgenotoxicityを DNA傷害性

と表わす． この実験系に使用する個体は体色と眼色に

よって容易に雌雄を識別することができるように工夫さ

れている．翅毛スポットテストによる変異原性の計数に

比べて，迅速・簡便に結果が得られること，翅毛スポッ

トテストにおいて変異原性の弱いヘテロサイクリ ックア

ミン類の活性も強く検出されること，などから各種変異

原物質に対する抑制効果を検索するのに有用である．

クロロフィル，クロロフィリンによる抑制効果

クロロフィル，クロロフィリンの各種変異原物質

の活性に対する作用

ポルフィリン関連化合物のうち，緑黄色野菜の中に含

まれるクロロフィルは，水に不溶性の色素である． これ

をショウジョウバエの培地に混合することにより，変異

原物質の活性に対する影響を調べた． Fig.4に示したよ

うにヘテロサイクリックアミンの Trp-P-2の体細胞突然

変異誘発を強く阻害 した (Negishiet al., 1989a, 1990). 

この活性は，加水分解によ り水溶性にしたクロロフィリ

3. 

1) 

Table 1. 
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Fig. 4. Inhibition of Trp-P-2 mutagenicity by chlorophyll. 
The doses of reagents were, 2.5 mg Trp-P-2 (10 μmol), 
and 0, 50, 100, 200 mg chlorophylls per bottle, 
respectively. 
Drosophila larvae were kept on the medium containing 
Trp-P-2 and chlorophylls, until adult flies came out. 
Mutant colonies (spots) observed on their wings were 
classified to the small single spots（口），thelarge single 
spots（圏）andthe twin spots（朧）．

2
 

ンにおいても同様に見られた． さらに，変異原性の検出

されにくい物質についてはinvivo DNA repair testを用

Effect of Cu-chlorophyllin on the DNA-damaging activities of various carcinogens. 

Mutagen 
Amount of mutagen 
(μmol/bottle) 

Sex ratios (male/female) 

-chlorophyllin + chlorophyllin 

Fig. 3. 

Solvent (Tween/ethanol) 

Water 

Trp-P-1 
MeIQx 
Glu-P-1 

2-Aminofluorene 
2-Aminoanthracene 
9-Aminoacridine 
1-Aminopyrene 
Dimethylbenz[a ]anthracene 
Benzo[ a ]pyrene 

4-Nitroquinoline N-oxide 
Trp-P-2 
Glu-P-2 

Aflatoxin B1 
2-Nitrofluorene 
AaC 

MeAaC 

IQ 
N-nitrosodimethylamine 
N-nitrosodiethylamine 
N-nitrosomorpholine 
N-nitrosopiperidine 

8
 。
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1.12土0.24

1.27士0.16

0.07土0.05

0.04土0.03

0.01 

0.12土0.09

0.04土0.05

0.35土0.11

0.06 

0.08土0.03

0.17土0.07

0.04土0.02

0.14土0.13

0.18土0.12

0.04土0.01

0.32土0.23

0.45 

0.43 

0.03士0.04

0.06士0.04

0.05土0.04

0.09土0.04

0.03土0.004

1.02土0.27

1.21土0.29

0.62土0.15

0.64土0.30

0.14 

0.88士0.22

1.05土0.04

1.10土0.06

0.41 

0.67土0.25

0.82土0.13

0.59土0.07

0.45 

0.51土0.29

0.11土0.08

0.46 

0.26 

0.24 

0.06土0.05

0.18土0.09

0.14土0.06

0.30土0.16

0.11土0.01

The S.D. values were obtained from results from three-to five experiments. A value without S.D. represents a mean value of two 
experiments. Cu-chlorophyllin was added at 200 mg per bottle for every experiment. 
Abbreviations; Trp-P-1: 3-amino-1,4-dimethyl-5H-pyrido[ 4,3-b ]indole, Trp-P-2: 3-amino-1-methyl-5H-pyrido[ 4,3-b ]indole, Glu-P-1: 2-
amino-6-methyldipyrido [ 1,2-a :3',2'-d]imidazole, Glu-P-2: 2-aminodipyrido[ 1,2-a :3',2'-d]imidazole, AaC: 2-amino-9H-pyrido[2,3-b]-
indole, MeAaC: 2-amino-3-methyl-9H-pyrido[2,3-b ]indole, IQ: 2-amino-3-methylimidazo [ 4,5:f]quinoline, MeIQx: 2-amino-3,8-dime-

thylimidazo [ 4,5:f] quinoxaline. 
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Fig. 5. Effects of Cu-chlorophyllin on the genotoxicities of 

MeIQx and IQ. The chlorophyllin dose was 200 mg in 

the medium. 
The mean values and S.D. were calculated from 3 to 5 

independent experiments. 

いて種々の変異原物質に対する効果を観察したところ

Table 1のような結果を得た（根岸 etal., 1989b; T. Ne-

gishi et al., 1994). ここでクロロフィリンの抑制効果の

強かったものをゴシック体で，効果の見られたものを太

字で表わしてある． これらの結果の多くは，クロロフィ

リン類と変異原物質との複合体形成による活性阻害で説

明できるものであった．我々の研究室においてはすでに

in vitroの実験でポルフィリン化合物と 3環以上の平面

構造を有する化合物との間で複合体を形成することを明

らかにしている (Arimotoet al., 1993). 興味深い結果と

して， Fig.5に見られるように非常に構造の類似した

MeIQxとIQで全く違う結果を示したことである．ま

た， クロロフィリンに対して吸着活性のほとんど見られ

ない， 4-nitroquinoline1-oxide (4NQO)に対してもクロ

ロフィル及びクロロフィリンは強い抑制効果を示し，複

合体形成だけでは説明できない阻害作用の存在も示唆し

ている (Negishiet al., 1997a, b). 

Table 2. 

2) クロロフィリン・セファロースの効果

クロロフィルは生体内で吸収されず，消化管を素通り

して排泄されると言われているので， ショウジョウバエ

の体内でもクロロフィルは消化管内で作用していると予

想される．そこで水溶性のクロロフィリンをセファロー

スと共有結合させ，消化管内での吸収を抑えたクロロ

フィリン・セファロースを作成し， ショウジョウバエの

飼料に混合してその変異原性阻害活性を調べた．その結

果は Trp-P-2の変異原性に対してクロロフィリン単独の

場合と同様の阻害活性を示した (Table2, Negishi et al., 

1994). したがってクロロフィル類はハエの消化管内で

も変異原物質を捕捉し，それらの変異原活性の発現を抑

えているものと考えられる．

3) DNA付加体形成に対する作用

細胞内でヘテロサイクリックアミンなどの変異原物質

が変異原性を発現するための第一歩と考えられる DNA

付加体形成に対するクロロフィリンの効果を調べた．

ショウジョウバエ幼虫をクロロフィリン存在あるいは非

存在下に MeIQxで処理し，一部は成虫まで飼育し

DNA傷害性を観察し，残りの幼虫から DNAを抽出し

て 32p_ポストラベル法により，付加体の生成量を測定し

た．その結果 Fig.6, Aのように，付加体量の減少とと

もに， DNA傷害量の回復が見られた (Sugiyamaet al., 

1995). 一方 Fig.6, Bのように IQの付加体形成に対し

てはクロロフィリンの添加効果が顕著に見られず， この

結果はさきの変異原性あるいは DNA傷害性に対する結

果と一致するものであった． したがってクロロフィリ

ン類は MeIQxがDNAに対して傷害を示す前の段階で

作用していることが明らかになった．またその段階で阻

害の見られない IQに対しては抑制効果を示さないと考

えられる．

4. エピガロカテキンガレート (EGCG)による変異原性

修飾作用

緑茶にはポリフェノールがたくさん含まれている．そ

のなかでも多いのがエビガロテテキンガレート

Inhibition of Trp-P-2 mutagenicity by chlorophyllin-SepharoseaJ_ 

Reagent 
Number of 
wings Small single 

Trp-P-2 + Chlorophyllin-Sepharose 

Trp-P-2 + AH-Sepharose 
Trp-P-2 + Chlorophyllin 

Trp-P-2 
Chlorophyllin-Sepharose 

AH-Sepharose 

114 

103 

170 

162 

96 

109 

Spots/wing 

0.54** 

1.20 

0.45 
1.20 

0.29 

0.33 

Large single 

0.05** 

0.16 

0.17 

0.30 

0.03 

0.01 

Twin 

0.03 

0.05 

0.02 

0.07 

0.01 

0.01 

a) The Sepharose-containing medium was prepared as follows. 2 g of chlorophyllin-Sepharose (equivalent to 14 mmol of 
chlorophyllin) or aminohexyl (AH)-Sepharose was mixed with 1.5 g Drosophila instant powder medium by use of an agate mortar. 
This mixture was made into a slurry by addition of a 2 ml Trp-P-2 (5 mM) solution, and the resulting mixture was placed in a 

single vial as the feed. 
** P<0.01: significant difference from the mutation frequency induced by'Trp-P-2+AH-Sepharose'. 
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Inhibitory effect of Chlorophyllin and EGCG on the genotoxicity of various carcinogens. 

Carcinogen 
Chlorophyllin EGCG 

Mutagenicity DNA damage Mutagenicity DNA damage 

Trp-P-1 

Trp-P-2 

MeIQx 

IQ 
Glu-P-1 

Glu-P-2 

B(a)P 

DMBA 

Aflatoxin B1 
2-Aminofluorene 

2-Aminoanthracene 
9-Aminoacridine 

1-Aminopyrene 

4-NQO 
NDMA 

NDEA 

NMOR 

NPIP 

MMS 

廿

廿

廿

十

廿

什 ＋
 

＋ 

＋
 

廿

土

廿

廿

一

士

＋

廿

＋

廿

廿

＋

廿

廿

廿

廿

廿

土

土

＋

＋

士

廿

廿

廿

廿

-tt,inhibition;土，inconclusiveresults; -, no effect or enhancement. 

(EGCG)である．これは抗腫瘍性，抗変異原性，抗ウ

イルス活性などを有することが明らかにされている物質

である． ショウジョウバエ体細胞突然変異においてもそ

の抑制作用が見られるか検討した (Negishiet al., 1992; 

Hayatsu et al., 1992)ところ，変異原物質によってその

効果に違いがみられた．ここで注目されるのはクロロ

フィル類によって抑制効果の見られなかった直鎖状ニト

ロソアミン類にたいしても抑制効果が見られたことであ

る．一方，多環性平面構造物質である芳香族炭化水素類

の中でも， dimethylbenz[a] anthraceneはむしろその変異

原性を増強されるという結果を得た．また IQに対して

はほとんど効果を示さなかったが， 4NQOに対しては

クロロフィル類と同様に強い抑制効果を示した．

最近， MeIQxのDNA付加体形成に対する効果を調

ベ，クロロフィリン同様に付加体形成を抑えていること

を明らかにしている (unpublisheddata). 

結語

食品成分であるクロロフィル類，およびエピガロカテ

キンガレートの変異原物質に対する修飾効果について

ショウジョウバエを用いて検索した．その結果を合わせ

たものを Table3に示す．変異原物質と修飾物質の組み

合わせにより，その効果は異なっていることが明らかで

ある． クロロフィル類についてはその阻害効果が変異原

物質との複合体形成によって一部は説明されるが，作用

機構が不明の物質も多い．多細胞生物の生体内では変異

原物質も修飾物質も複雑な代謝経路を取ると考えられ

る．すなわち，消化管からの吸収，細胞内取り込み，代
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謝，高分子との反応，解毒反応，排泄など両者の相互作

用すべき場面も多くある． したがって作用機構を明らか

にするのは非常に困難なことである． しかしながら，簡

便な多細胞生物系によって，毒性の見られない突然変異

抑制因子を検索することは，がんの化学予防の研究の碁

礎となるデータを提供する重要な意義を持っていると考

える．さらに先に述べたように，突然変異誘発の各段階

（ここではまず DNA付加体形成を見ること）において

修飾因子の作用を調べていくことにより作用機構が少し

ずつ解明されていくと期待される．

厚生省から提案されている「がんを防ぐための 12カ

条」において“バランスのとれた食事”をとることが指

摘されている． Table3の結果からも，ある一種の食品

成分に万能な効果を期待することは不可能であろう．各

種の変異原性抑制因子が共同作用することによって全体

として突然変異の頻度を下げることができると考える．

反対に相乗効果により突然変異頻度の上昇を誘発する可

能性もある． したがって今後，変異原物質同志の相互作

用を調べると同時に，修飾因子が複数混在している場合

の効果についても検討していくことが重要である．
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(Induction of aberrations under non-physiological 
pH conditions) 
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Summary 

Cytogenetic examination of somatic cells has been widely used to investigate the induction of 

chromosomal damage in vitro. This technique is internationally recognized as a valid system for detecting 

clastogens or possible carcinogens. However, the use of high concentrations of agents may lead to 

non-physiological treatment conditions in this assay procedure. The effects of the pH of the medium were 

investigated using several extreme culture conditions. The following findings were obtained: (1) 

non-physiological pH produced chromosomal aberrations in several types of cultured cells (CHO, CHL, 

lymphocytes, etc.); (2) neutralisation of the medium or enhancement of the buffering capacity reduced 

the clastogenic activity induced by non-physiological pH; (3) the clastogenic activity of compounds 

depended on its stability in the medium; (4) low pH led also to sister-chromatid exchanges; (5) 

clastogenicty of low pH was S-dependent; and (6) a severe delay in the cell cycle was observed in the S 
phase. These results indicate that a non-physiological pH might give false-positive responses, the pH of 

the medium must be carefully monitored when selecting the maximum concentration of test material, and 

the induction of chromosomal aberrations by low pH might result from interference with S phase 

activities, such as DNA synthesis or repair. In genotoxicity tests using cultured mammalian cells, 

especially the chromosomal aberration test, it is important to maintain the physiological condition of the 

culture (e.g., pH, osmolarity, etc.). 

Keywords: chromosomal aberration, non-physiological condition, pH, false-positive, mechanisms 

緒日

In vitro遺伝毒性試験は新規化学物質の遺伝毒性的特

性を評価する方法として重要な位置を占めている．その

理由には実験操作が簡便であること，再現性の高いデー

タが得られること，作用機構の解明に適していることな

どが挙げられる． しかしながら，特に哺乳動物培養細胞

を用いるinvitro試験では癌原性物質を陽性とする感受

性は高いが，非癌原性物質を陰性とする特異性は低い，

すなわち偽陽性の多い点が問題となっている (Ashby

and Tennant, 1991;森田・矢嶋 1993;Zeiger et al., 

1990). この原因の 1つに，invivoでは起こり得ない培養

環境下でinvitroの培養細胞を用いる試験が実施された

ことが考えられる．非生理的な培養環境に起因する陽性

反応は，化学物質が本来もつ性質に基づくものではない

ために，遺伝毒性の正しい評価の妨げとなっている．化

学物質の安全性評価は常にヒトを対象としたものでなけ

ればならず， そのためinvitro試験系においても培養環

境を制御し，生体内の環境に類似させることが必要であ
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ionic imbalance 
osmolarity 
H etc. 

DNAchange8 
• alkylation 
• intercalation 
• strand breakage 

• cross link etc. 

Non-DNAchanges 
• enzyme inhibition 
• inhibition of 
protein synthesis 

• nuclease release 
from lysosomes 

• Energy depletion 
• imbalance of 
DNA precursors 

• lipid peroxidation 
etc. 

in vitro 
in the medium 

Chromosome aberrations 

まない酸性PBS(phosphate buffered saline)を用いた 3時

間処理により染色体異常誘発性を検討した (Table1). 

pH 5.2あるいはpH4.8のPBSへの曝露で染色体異常が

認められ，低pH環境で観察された染色体異常は低pH

自身に起因していることが示唆されたまた，通常の細

胞培養で用いる炭酸ガスー炭酸水素ナトリウム緩衝系で

は，塩酸や硫酸を添加した培養液のpHは時間とともに
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 Fig. 1. Putative mechanisms of the induction of chromosomal aberrations by chemicals. 

20 

る． Invitro染色体異常試験もその例外ではない．化学物

質は種々の作用メカニズムにより培養細胞に染色体異常

を誘発させる (Fig.1). 化学物質が直接DNAに作用し

てDNA変化が生じた結果染色体異常が誘発される． こ

れには， DNA塩基のアルキル化， インターカレーショ

ン，クロスリンク，鎖切断などがある．また， DNA以外

の部分に作用して間接的に DNA変化が生じた結果染色

体異常が誘発することが知られている (Scottet al., 

1991). 作用箇所として， DNA合成あるいは修復酵素，

核タンパク，リソゾーム，エネルギー代謝， DNA前駆体

や膜などが挙げられる． DNA変化あるいは非DNA変

化は細胞毒性を誘発し， DNA分解に至ることが推察さ

れる． この過程においても染色体異常を誘発する可能性

がある． これら化学物質のもつ直接あるいは間接的な染

色体異常誘発性に加え，近年，化学物質の添加により細

胞の培養環境が変化した結果，染色体異常が誘発する可

能性が明らかとなってきた．例えば培養液の浸透圧の変

化ついて検討がなされ，非生理的な低浸透圧 (Kalweitet 

al., 1990; Nowak, 1989)や高浸透圧 (Ishidateet al., 1984; 

Galloway et al., 1987; Nowak, 1990)は，染色体異常を誘

発することが報告された．化学物質を高濃度に添加して

生じる高浸透圧に起因する陽性結果（偽陽性）を防ぐた

め，現在では lOmM以上の濃度での実験結果は評価し

ないこととなっている (Gallowayet al., 1994). また，イ

オンバランスの変化 (Ashbyand Ishidate, 1986)や著しい

細胞毒性状況 (Kirkland,1992; Seeberg et al., 1988)も染

色体異常を誘発し得る．本稿では培養環境要因として培

養液のpHに着目し，非生理的な培養液pHの染色体異

常誘発作用およびその作用機作について述べる．

1. 非生理的な培養液pHによる染色体異常の誘発

以下に記すように， 非生理的pH環境は染色体異常を

誘発することを明らかとし， 非生理的pHに起因する陽

性反応，すなわち偽陽性を生ずる危険性があることを指

摘した (Moritaet al., 1989). 

1) 低pH環境の影響

低pH培養液の影響を検討するために， チャイニーズ

ハムスター培養細胞（CHO-Kl細胞）を用いて無機強酸

の塩酸および硫酸の染色体異常試験を実施した (Fig.

2). S9非存在下では塩酸は 14mMによるpH5.5で，硫

酸は 8mMによるpH 4.5で， S9存在下では塩酸は 8

mMによるpH6.0で， 硫酸は 4mMによるpH6.2で染

色体異常の誘発が認められた． これらの結果から，塩酸

および硫酸はinvitroにおいて培養細胞に染色体異常を

誘発し， しかも S9存在下でより強く異常が発現するこ

とが明らかとなった． この染色体異常の誘発は， 低pH

のため培養液成分や血清の変化によって生成した活性物

質に起因する可能性があるため，培養液に変え血清を含
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Fig. 3. pH changes of F12 medium during incubation in 
5% CO2 atmosphere. 
The pH was measured O h (closed circle), 1 h (double 
open circle) and 24 h (open circle) after the addition of 
HCl or NaOH in the absence of S9 mix. 

中性域に近づくため (Fig.3), 異常を誘発するpHを特

定することが困難であった． そこで，培養液pHを安定

に保っために有機緩衝剤の Bis-Trisおよび MESを用い

た．前者は塩酸で，後者は水酸化ナトリウムでpHを調

整する．培養液pHは24時間後においてもほぽ安定に

保たれ，いずれの緩衝剤を用いた場合でもpH6.4でわ

ずかながら異常の誘発傾向が見られ，pH6.2以下では明

らかに染色体異常を誘発した (Table1). これらの結果

から CHO-Kl細胞をpH6.4以下の培養液に 24時間暴

露することは，染色体異常を誘発することが明らかと

なった．

2) 高pH環境の影響

高pH培養液の影響を検討するために，水酸化ナトリ

ウムおよび水酸化カリウムの染色体異常試験を実施した

(Fig. 4). S9非存在下では，水酸化ナトリウムおよび水

酸化カリウムとも 16mMによる約pH11まで異常の誘

発は認められなかった．一方， S9存在下では，水酸化ナ
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Fig. 4. Induction of chromosomal aberrations by NaOH or 
KOH in CHO-Kl cells. 

Cells were treated with NaOH or KOH for 24 h in the 
absence of S9 mix, and for 6 h in the presence of S9 
mlX. 
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Induction of chromosomal aberrations in CHO-Kl cells treated with acidic PBS or F12 medium. 

Treatment medium 

(pH adjuster) 
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Fig. 2. Induction of chromosomal aberrations by HCl or 
凡S04in CHO-Kl cells. 

Cells were treated with HCl or H2S04 for 24 h in the 
absence of S9 mix, and for 6 h in the presence of S9 
mlX. 
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Fig. 5. Clastogenicity of the combination of high pH 
medium and S9 fraction after incubation of CHO-Kl 
cells for 6 h. 

トリウムは 16mMによるpH 10.8で，水酸化カリウム

は12mMによるpH 10.4において染色体異常が認めら

れた．高pHの場合は S9存在下においてのみ異常が見

られたため， S9存在下において 12mMの水酸化カリウ

ムおよび 16mMの水酸化ナトリウムを処理した場合の

S9量と異常頻度の関連を検討した (Fig.5). いずれのア

ルカリを用いた場合も S9濃度が増すにつれ異常頻度が

上昇し，高pHで処理した S9は染色体異常誘発活性を

有する可能性が明らかとなった．
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—-Acetic acid (pKa=4.74) 14mM 

2． 有機酸による染色体異常の誘発とその対策

一般に，染色体異常試験に供する医薬品候補化合物は

有機化合物である．無機強酸は lOmM以下の処理濃度

で染色体異常を誘発したが，有機酸も同様であろうか．

そこで動物体内で認められ変異原性をもたないとされる

有機酸の蟻酸酢酸，乳酸の染色体異常誘発性を検討し

た (Moritaet al., 1990). いずれの有機酸においても S9

非存在下では 14mM以上で， S9存在下では lOmM以

上の濃度で染色体異常の誘発が認められた (Fig.6). S9 

非存在下において異常を誘発した培養液の初期pHは蟻

酸で 6.1,乳酸で 6.0, 酢酸で 5.9とpKa値が小さいほど

異常誘発の初期pHはより中性に近い値を示した．ま

た，いずれの有機酸も無機酸（塩酸および硫酸）の場合

と同様 S9存在下でより強く異常が発現した．これらの

結果は，酸性有機化合物は lOmM以下の濃度において

も染色体異常を誘発する可能性があることを示唆してい

る． このような非生理的低pHに起因する染色体異常を

回避あるいはその異常誘発性を正しく評価する方法を検

討した (Table2). 各有機酸で培養液pHを5.8あるいは

6.0に調整し， これを水酸化ナトリウムでpH6.4および

pH7.2に中和したところ，pH6.4へのわずかな中和で異
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Fig. 6. Chromosomal aberrations in CHO-Kl cells induced by organic acids. 
Cells were exposed for 24 h in the absence of S9 mix (a), and for 6 h in the presence of S9 mix (b). 

Table 2. Effects of neutralization and enhancement of the buffering ability of the medium on chromosomal aberrations in CHO-
Kl cells induced by organic acids in the presence of S9 mix. 

Neutralization of the medium 

Organic acids initial pH 

Enhancement of the buffering ability (x2 NaHCQ3) 

6.0 

Formic acid 6.4 

7.2 

5.8 

Lactic acid 6.4 

7.2 ． 

6.0 

Acetic acid 6.4 

7.2 

pH after Aberrant Concentration initial pH after Aberrant 

24 h cells % m H 24 h cells %) 

6.8 11.0 20 6.1 7.3 0.5 

7.2 4.0 25 5.8 7.1 0.5 

7.3 

゜
27.5 5.7 6.7 10.5 

6.8 13.0 25 6.0 7.4 

゜7.3 

゜
30 5.8 7.2 0.3 

7.4 

゜
32.5 5.7 6.7 8.5 

6.9 31.0 20 6.1 7.4 0.5 

7.4 

゜
25 5.9 7.2 1.0 

7.4 2.0 30 5.6 6.8 9.0 

In neutralization study, media were first acidified(pH 5.8 or 6.0) with each organic acid and then neutralized 

to pH 6.4 or 7.2 with IM Na OH in the absence of S9 mix. 

In enhancement study, cells were treated for 24 h in F12 medium containing 34 mM  NaHCOa in the absence of S9 mix. 
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Fig. 7. Effects of pH of the medium on the clastogenicity of various clastogens in CHO-Kl cells in the absence of S9 mix. HCl 
and NaOH were used as pH-adjusting agents. 

常の発現が押さえられた． しかし，中和は化学物質の安 100 

定性や溶解性に影響を与え，その結果本来持つ性質を

マスクしてしまう可能性がある．そこで，緩衝系の増強

について検討した．通常濃度（17mM)の2倍の炭酸水

素ナトリウムを含む培養液をpH7.4に調整して用いた

ところ， 有機酸添加による培養液pHの低下が押さえら

れ，各有機酸は 25mMまで異常の誘発を認めなかった．

この濃度は，通常の処理で異常を誘発した濃度の約2倍

である．緩衝能を超える 30mM前後の濃度では，異常の

誘発は避けられなかった． この結果は，誘発された染色

体異常が濃度依存的なものではな<,pH依存的である

ことを示唆している．緩衝系の増強は，非生理的pHに

起因する陽性反応を回避あるいは考察する有効な手段と

いえる．

3. 染色体異常誘発物質の異常誘発率と安定性に及ぼす

培養液pHの影響

直接作用型染色体異常誘発物質の N-ethyl-N'-nitro-N-

nitrosoguanidine (ENNG), mitomycin C (MMC), 4-nitro-

quinoline-1-oxide (4NQO)の示す染色体異常誘発率が，

培養液のpH変化によってどのような影響を受けるか検

討した (Moritaet al., 1991). 培養液pHは，塩酸あるい

は水酸化ナトリウムを添加して調整した． Fig.7に示す

ように ENNGによる異常頻度は高pHでは極端な低下

を示し，逆に低pHでは上昇した．また， MMCおよび4

NQOによる異常頻度は，pH 10.6でわずかながら低下

し，pH5.5では塩酸に起因する低pH自身による異常頻

度を上乗せされらものとなった． そこで種々のpHの培

養液中における各物質の安定性を HPLCを用いて測定

した． ここでは ENNGの場合を示すが， ENNGの安定
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Fig. 8. Stability of ENNG (50 μg/ml) in F12 medium at 
various pH values at 37℃in the absence of S9 mix. 

性は低pHで高く，高pHで低いことが判明し，染色体

異常の発現と一致していた (Fig.8). MMCおよび4

NQOによる異常頻度の高pHにおける低下もpH11で

の安定性の低下を反映したものであった．一方，間接型

染色体異常誘発物質の benzo[a] pyrene, dimethylbenz [a] 

anthraceneおよびdimethylnitrosamineの安定性は培養

液pHの影響を受けなかったが，異常誘発率はpH 10.8 

およびpH5.8では，対照の塩酸あるいは水酸化ナトリ

ウムによる異常頻度と同程度まで低下した (Moritaet 

al., 1991). これは，培養液pHがS9の代謝活性化能に影

響を与えたものと推察された．化学物質の培養液中での

安定性と染色体異常誘発頻度の間には高い相関性のある

ことが明らかとなり，染色体異常誘発性の評価において

は，培養液pHとそのpHにおける化学物質の安定性を

充分考慮する必要がある．
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4. 低pHによる染色体異常誘発機構

1) 細胞特異性

上記データはいずれも CHO-Kl細胞を用いて得られ

たものである． 低pHによる染色体異常の誘発が用いた

細胞に特異的なものであれば，染色体異常試験における

その細胞の使用を制限する必要がある．そこで，数種の

培養細胞（チャイニーズハムスター由来培養細胞：

CHO-Kl, CHL, Don, V79 379Aおよびヒト由来培養細

胞： HeLa, 末梢血リンパ球）を用いて低pH による染色

体異常誘発の普遍性を検討した (Moritaet al., 1992). 

pHの影響を明確なものとするために，低pH処理は有

機緩衝剤の MESを用いてpH を調整した培養液に各細

胞を 24時間暴露させた． CHLはpH 6.5以下で異常の

誘発が認められ， CHO-Klに比べ若干低pH に対する感

受性が高いことが判明した (Fig.9a). V79 379Aとヒト

リンパ球 (HL)は低pH に対し CHO-Klや CHLほど明

確な染色体異常を示さず，生存率が 20%以下の細胞毒

性状況においてわずかな異常頻度の上昇が認められた

(Fig. 9b).また， DonとHeLaは，明らかなpH依存性は

認められなかったが， CHO-Kl• CHLとV79・ヒトリ

ンパ球の中間の反応を示し， 低pHによる異常の誘発が

認められた (Fig.9c). ここで注目すべきは，観察された

異常のタイプはいずれの細胞においても連続処理では染

色分体切断のみで，パルス処理ではこれに染色分体交換

が加わったことである． これらの結果から，低pHによ

る染色体異常誘発の普遍性が確認され，その頻度および

異常を誘発するpHには細胞特異性があること， また誘

発される異常の種類には共通性があることが明らかと

なった．染色体異常試験で汎用されている CHOとCHL
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Fig. 9. Clastogenicity and cytotoxicity of low pH in 
CHO-K 1 and CHL cells (a), V 79 379 A cells and 

human lymphocytes (HL) (b) and Don and HeLa cells 
(c). 

Cells were treated by low pH medium containing MES 
as an organic buffer for 24 h. 

がともに低pHに対し感受性が高いことは注意を要す

る．染色体異常試験データベースのほとんどがこれらの

細胞種を用いて得られたものであるため，そこで試験さ

れた酸性物質の染色体異常誘発性評価は慎重に行う必要

がある．

2) 染色体異常と細胞毒性

低pH による異常頻度と細胞毒性との関係を， CHO-

KlとCHLについて示す (Fig.10). 明らかに 50%以下

の生存率で異常の誘発が顕著となっている． 低pH環境

において細胞毒性が 50%以下での陽性反応は，慎重な

評価が必要なことが示唆された．

3) 姉妹染色分体交換の誘発

染色体を観察対照としながら，姉妹染色分体交換

(SCE)については，pH の影響が検討されていない． そ

こで低pHに対し感度よく染色体異常を誘発する

CHO-Klと異常誘発頻度が低い V79379Aを用いて，

SCE誘発性に及ぼす低pH の影響を検討した (Morita,

1995). Fig. 1 laにCHO-Klを低pH培養液で 3時間処

14令 へ、 al 100 (") 10 100 (") 
-------△ b 

13ト ヽ 只 ~ 80 

l : -e-SCE 

i 
12 

- nuC9  I OUV9,、,.I
60 

);l ~ 8 7f 
--Aberration (") 

_,._M2/(Ml+M2) (%) 
—• Cell no (" of NC) 

11 40 ／ ¥ ¥ ~ 40 

10 20 

6「三—ー□ ＼： ， 
゜

5 
NC(72) 72 6.0 5.8 5.6 5.4 NC(72) 72 6.0 58 56 

pH of the medium pH of the medium 

Fig. 11. SCE induction by low pH in CHO-Kl cells (a) and V79 379A cells (b). 
Cells were exposed for 3 h to the low pH medium. NC is the negative control. 

理した場合の結果を示す．pH 5.6でSCE頻度の上昇を

示し，低pH はSCEをも誘発することが明らかとなっ

た． SCEの誘発を認めたpH では染色体異常の誘発は見

られず，また，染色体異常を誘発したpHでは， 2回目の

分裂中期細胞 (M2)がなく SCEの観察は不可能であっ

た． このことから，低pHによる染色体異常は最初の分

裂中期細胞 (Ml)で発現していることが明らかとなっ

た． V79379Aにおいても CHO-Klと同様のパターンが

見られ，pH 5.8でSCE頻度が上昇した (Fig.llb). 染色

体異常試験のみならず SCE試験においても低pH によ

る偽陽性の可能性が示唆された．

4) 細胞周期に及ぼす影響

低pHによる染色体異常誘発機構を明らかにするため
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Fig. 10. Correlation between clastogenicity and cytotoxi-

city oflow pH in CHO-Kl and CHL cells. 

Continuous exposure 

Oh 

Ml: 2.0 
G1: 32 
S:53 
G2M: 15 

．
 
｀
 

．
 
，
 

・
 ．
 
．
 
｀
 
．
 

．
 
・
 ．
 
．
 
．．
 ．
 
」

ー

）

"

,

0

2

 

.

r

.

 

▲
i
t
7
 

.

o

n

H

 

"

c
Cp pH 6.4 

pH 6.2 

pH 6.0 

に， CHO-Klの細胞周期に及ばす低pH の影響をフロー

サイトメトリーを用いて検討した (Morita,1995). 有機

緩衝剤の MESを含む培養液をpH 6.0~7.2に調整し処

理前， 24時間後および 48時間後の相対 DNA量を測定

した． 低pHになるにつれ， S期にある細胞の割合が増

し，また分裂指数も低下した (Fig.12）．生細胞数の計数

の結果pH6.4以下では細胞数の増加も見られず，低pH

は細胞周期を S期において遅延させていることが明ら

かとなった．

5) 細胞周期と染色体異常誘発性

細胞周期のどこで低pHに暴露された細胞が染色体異

常を誘発するかを明らかにするために，pH5.4の培養液

で3時間処理したあと，異常頻度の経時的変化を検討し

24 h 
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Fig. 12. Cell cycle phase distribution and mitotic index (MI) in CHO-Kl cells after low pH treatment. 
Cells were exposed for 24 or 48 h to the low pH medium. Cell cycle analysis was performed with a flow cytometry. Numbers 
are percentages. 
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by low pH. 
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た(Morita,1995).その結果，直前の G2期および S期後

期にあったと推察される細胞では異常は認められず， S

期前期， Gl期および lつ前の G2M期にあった細胞で

異常の誘発が認められた (Fig.13). 低pHによる染色体

異常の誘発には S期を通過することが必要で， S期依存

的であることが示唆された． このように，低pHは細胞

周期を S期において遅延させ， S期依存的に染色体異常

を誘発すること，パルス処理では交換型の異常が発現す

ることから，低pHによる染色体異常誘発の機構は， S

期における DNA合成あるいは修復系への干渉によるこ

とが推察された．また，高pHでは S9存在下でのみ異常

が認められること，低pHにおいても S9存在下では異

常が強く発現することから， S9の変性などによる新た

な活性物質の生成も考えられた．

5. In vitro染色体異常試験における許容pH範囲

非生理的pH環境は染色体異常を誘発し，偽陽性の結

果をもたらす可能性がある．では， どれくらいのpH範

囲で試験を実施するのが妥当であろうか．通常，生理的

pHは6.8から 7.4ぐらいといえる． しかしながら，常に

このpH範囲を維持するのは， 化学物質の種類によって

は困難であろう．そこで，pH6.6以上ではいずれの細胞

種においても染色体異常の誘発がみられず，また生存率

も 50%以上あること， さらに高pH処理によっても 24

時間後のpHが7.8以下の場合には異常の誘発が認めら

れなかったことから，実際の処理においてはpH6.6か

ら7.8は問題ないであろう．培養液pH は通常 7.2程度

に調整される．試験物質の添加により培養液pHが0.6

単位以上変化する場合， すなわちこの実務的推奨pHを

はずれる場合には処理を避けるのが賢明である．場合に

よっては， 中和や緩衝系の増強を行い， pHの影響を抑

えることも必要であろう． また，非生理的pHで安定な

物質を試験する場合は， 培養液pHを化学物質の安定性

に基づき設定するのではなく，細胞の生理的環境下に設

定することが重要である．染色体異常試験の最高用量の

決定要因には，細胞毒性や浸透圧に碁づく lOmMがあ

るが， これに加え培養液pHも最高用量を規定する要因

の1つとする必要がある．

6. 非生理的培養環境による染色体異常誘発機構

種々の非生理的培養環境による染色体異常誘発機構を

Table 3にまとめる． 低浸透圧ならびに高細胞毒性はリ

ソゾームからのヌクレアーゼ放出，高浸透圧はイオン不

均衡， S9 mixは活性酸素によるものと推察されている

が，いずれも明確な証明はなされていない．さらに，本

研究から低pH は酵素阻害，高pH とS9の組合せは新た

な染色体異常誘発物質の生成による可能性が示唆され

た．

結 五ロ―――ーロ

本研究が契機となり，染色体異常試験に関する各ガイ

ドラインは， 培養液のpHに注意を払うよう記載するよ

うになった (Table4). 医薬品を始めとする新規化学物

質の開発において，偽陽性による開発の遅れや中止は，

開発企業のみならず人類にとっても損失となることがあ

Table 3. Indirect mechanisms of chromosome aberration induced by non-physiological culture environment. 

Possible mechanisms Cellular target Non-physiological 

environment 

Nuclease release from lysosomes Lysosomes 

Ionic imbalance Chromatin? Enzymes 

Hypotonicity 

Highlevel ofcytotoxicity 

Hypertonicity 

Production of active oxygen 

species 

Production of new clastogens 

Oxygen and superoxide 

radicals 

DNA 

S9 mlX 

High/low pH and S9 mix 

Enzyme inhibition Enzymes of DNA synthesis 

or repair 

Low pH 

Kirkland et al., 1989; Morita, 1995; Scott et al., 1991 

Table 4. Guidelines on non-physiological culture conditions in vitro chromosomal aberrations test. 

Recommendation Source 

In recent years, attention has also become focused on changes in pH or the ionic Guideline manual 

balance of culture medium. Conducting the test under conditions 

unphysiological to indicator cells should be avoided. 

Reference 

MHW, 1990 

It is also important to determine the effect of the material on the pH of the UK EMS recommended 

culture medium,since extremes of pH can be clastrogenic(Morita et al., 1989). procedures 

Scott et al., 

1990 

Since extremes of pH are known to induce chromosome breakage (e.g., Morita Melbourne workshop Galloway et al., 

et al., 1992),the pH of the culture medium should also be kept in the recommendation 1994 

physiological range. 

Can the effect be attributed to extreme culture conditions that do not occur in 

in vivo situations, e.g., extremes of pH; osmolality; • • • • • • • • • • 

I CH guidance ICH, 1995 

Care should be taken to avoid conditions which would lead to positive results 

which do not reflect intrinsic mutagenicity and may arise from changes in pH, 

osmolalit~. 

る． したがって，化学物質の安全性評価においては，そ

れぞれの試験系の限界を正しく理解し，結果の解釈には

充分慎重である必要があろう．
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大気中の変異原・がん原物質

Mutagens and carcinogens in atmospheric environment 

渡辺徹志，平山晃久

Tetsushi Watanabe and Teruhisa Hirayama 

京都薬科大学 607京都市山科区御陵中内町5

Kyoto Pharmaceutical University, 5 Nakauchicho Misasagi, Yamashina-ku, 

Kyoto 607, Japan 

（受理：1997年 3月12日）

Summary 

Mutagens and carcinogens in the atmosphere are classified as gas-phase or particule-phase com-

pounds. The extracts of ambient air particles collected for 18 years (1974-1992) in Sapporo were 

significantly mutagenic in S. typhimurium TAlOO and TA98 with and without S9 mix. This indicates 

that the potential health risks from the particles have not decreased during the 18 year period. The 

mutagenicity of ambient air particles has been more thoroughly investigated in Japan, there being 

fewer reports on the mutagenicity of gas-phase samples. However the contribution of gas-phase 

samples to the total mutagenicity of ambient air was not negligible, and was especially high in 

summer. Therefore we should pay more attention to the mutagenicity of gas-phase compounds in the 

ambient air. Combining air sampling using polyurethane foam cartridges equipped with filter 

cartridge assembly drawn by a mini pump and using the microsuspension assay technique with S. typhi-

murium YG 1021 and YG 1024 was a promising method for monitoring the mutagenicity of indoor air. 

The particle-phase samples collected in smoking rooms and the gas-phase samples from ambient air 

collected in summer were clearly mutagenic in both strains without the S9 mix. Recently, several new nit-

roarenes, which are extremely mutagenic in the TA98 strain in the Ames assay and/or the microsuspen-

sion assay, were detected and quantified in ambient air samples. 2-and 4-nitro-6H-dibenzo[b,d]pyran-

6-ones were identified from the gas-phase OH radical-initiated reaction of phenanthrene. The 2-nitro 

isomer accounted for~20% of the mutagenicity of the ambient. particle extract. 1-and 3-nitro-

6-azabenzo [a] pyrenes and their oxides were detected in the semi-volatile phase originating from the 

airborne particulate matter in diesel and gasoline vehicle exhausts. 3-Nitrobenzanthrone was also detec-

ted in ambient air particle extracts and was not only mutagenic in bacteria, but was also clastogenic in 

mouse peripheral blood reticulocytes in vivo. 

Keywords: atmospheric environment, ni trodibenzopyranone, nitro-azabenzo [a] pyrene, ni trobenzan th-

rone 

緒 戸

我々を取り巻く大気環境中には工場，燃焼炉，自動車

などから多種多様な化学物質が排出されており，その排

出量は年々増加している．また， 室内空気環境も都市ガ

ス，灯油の不完全燃焼，喫煙などにより汚染される可能

性がある．それら空気環境を汚染する物質の中には数多

くの変異原・がん原物質が含まれており，我々は日常生

活を送るうえでそれらに暴露することを避けることがで

きない． このため， 空気中の変異原物質への暴露評価は

リスクアセスメントの一環として極めて重要であると考

えられる．従来，我が国では空気環境中の変異原・がん

原物質に関する研究は主に大気浮遊粒子状物質あるいは

発生源として自動車排ガス中の粒子状物質を対象とし

て，それらの中に存在する新しい変異原・がん原物質の

検索，既知変異原・がん原物質の検出・定量，及び

Ames試験を用いた汚染実態の把握等を目的として行わ
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れてきた．その結果，多種多様な変異原物質が検出・定

量され，それらによる汚染の実態も明らかになりつつあ

る．

本稿では， これまでに大気中より検出された変異原・

がん原物質とサンプリング法について述べたのち，大気

浮遊粒子状物質の変異原性を指標とした長期汚染実態調

査の結果並びに大気環境中のガス・蒸気状物質及び室内

空気の変異原性をスクリーニングする試みを紹介する．

また近年，空気環境中から新しい強変異原性ニトロ多環

芳香族炭化水素類が検出されていることから，それらの

変異原性等についても報告する．

1. 大気中の変異原・がん原物質

これまでに大気中から多種多様な変異原・がん原物質

が見いだされており（松下， 1989), それらの多くは社

会経済活動の発展に伴って人為的に生産，排出された物

質である．大気中の変異原・がん原物質は大気中での存

在形態によりガス・蒸気状物質と粒子状物質に分類され

る． Table1に代表的な大気中の変異原・がん原物質を

示す． ガス・蒸気状物質中には近年，特に有害大気汚染

物質として注目されているformaldehyde,benzene, tri-

chloroethylene, tetrachloroethylene, vinyl chlorideなどが

含まれている．ガス・蒸気状物質の捕集法としては溶液

吸収法，真空ビン法，常温吸着法などがあるがAmes試

験等バクテリアを用いた変異原性試験用試料の捕集には

主にポリウレタンフォームや XAD樹脂などを用いた常

温吸着法が用いられている．

粒子状物質として，重金属類など無機物から多環芳香

族炭化水素類など有機化合物まで様々な物質が検出され

ており，それらの中には大気中の変異原・がん原物質と

してモニタリングされている benzo[a]pyreneやサルモ

ネラ菌TA98株に対して極めて強い変異原性を示す di-

nitropyrene類などが含まれている．これら浮遊粒子中

の変異原・がん原物質は主に燃焼や産業活動を起源とす

るものと大気中での反応により二次的に生成するもので

あり，大気中に存在するニトロ芳香族炭化水素類は主に

二次的生成物であるという報告もある (Areyet al., 

1989). 粒子状物質はハイボリウムエアーサンプラー等

により石英あるいはガラス繊維製ろ紙上に捕集される．

また粒径別の捕集にはアンダーセンサンプラーが用いら

れる．粒子状物質の捕集の際にはろ紙上での二次的な変

異原物質の生成を抑えるため捕集時間等捕集条件に注意

を払う必要性がある．一方，大気中にはガス・蒸気状と

粒子状の両方の存在形態をとりうる 4-nitrobiphenylや

2-nitrofluoreneなどのような物質も存在し，それらがど

ちらの物質として捕集されるかは気温等の自然条件と捕

集方法に依存する．

捕集された変異原・がん原物質の分析には蛍光検出あ

るいは化学発光検出高速液体クロマトグラフィーやガス

クロマトグラフィー／質量分析法あるいは電子捕獲型検

出器付ガスクロマトグラフィーやフレームサーミオニッ

クディテクタ付ガスクロマトグラフィーなどが用いられ

る．また変異原性試験法として Ames試験 (Maronand 

Ames, 1986)や microsuspension法 (Kadoet al., 1983; 

DeMarini et al., 1989)あるいは microforward-mutation 

法 (Lewtaset al., 1987)や ultramicroforward-mutation 

Table 1. Representative mutagens and carcinogens in atmospheric environment. 

Phase Category Compound 

gas aldehyde 

aromatic hydrocarbon 

halogenated organic compound 

particle 

ni tro compound 

nitroso compound 

heavy metal 

mineral 

aromatic epox ide 

aza-heterocyclic aromatic 

hydrocarbon 

halogenated organic compound 

heterocyclic amine 

nitrated polycyclic aromatic 

hydrocarbon 

nitrosamine 

polycyclic aromatic 

hydrocarbon 

fromaldehyde 

benzene 

carbon tetrachloride, trichloroethylene, tetrachloroethylene, 

vinyl chloride 

2-nitropropane, 4-nitrobiphenyl, 2-nitrofluorene 

N-nitrosodiethylamine, N-nitrosodimethylamine 

arsenic, cadmium, chromium, nickel 

asbestos 

benzo[a]pyrene 4,5-epoxide 

benz[c]acridine, carbazole, dibenz[a,h]acridine, 

dibenz[a, j]acridine 

chlorinated dibenzofuran, 

Trp-P-1, Trp-P-2 

2,7-dinitrofluorene, 1,3-, 1,6-, 1,8-dinitropyrene, 

4-ni trobiphenyl, 2-ni trof luorene, 1-ni tropyrene 

N-ni trosomorphol ine, N-ni trosopiperidine 

benz [a] an thr acene, benzo [a] pyrene, benzo [b] f I uor an thene, 

chrysene, methylchrysene 

DDT, PCB, 2,3, 7,8-tetrachlorodioxin 

法（高木ら， 1989)などが行われている．

大気浮遊粒子状物質並びにガス・蒸気状物質の変異

原性

Matsumotoら(1997)は札幌市内の住居地域において

1974年から 1992年の 18年間に渡って捕集された大気

浮遊粉じんから得た抽出物の変異原性を Ames試験によ

り調べた． S9mix添加時の TA98株及びTAlOO株に対

する変異原活性は 1974年から 1992年にかけて穏やかな

減少傾向を示したが， S9mix非添加時では両菌株とも

にほぼ横這いの状態であった．我が国の大気汚染の状況

は二酸化硫黄については 1970年前後と比較して現在ま

でにかなり改善され，その大気中における濃度は約1/4

程度にまで低下している． しかしながら，変異原活性の

面から見ると大気浮遊粉じんの健康に対する潜在的な危

険性は減少しているとは言えない．また浮遊粉じん抽出

物の TA98株及び TAlOO株に対する変異原活性は S9

mix添加の有無にかかわらず夏 (6~8月）に低く，秋

(9~11月）から冬 (12~2月，ただし 12月は前年）に

かけて気温が低下するにつれて上昇し，春 (3~5月）

から夏にかけて再び減弱するという季節的変動を繰り返

していた (Matsumotoet al., 1997). 

一方，神谷（1994)は名古屋市内で夏期 (7月）と冬

期 (2~3月）に石英繊維製ろ紙の後部にポリウレタン

フォームを装着したハイボリウムエアーサンプラーを用

いて浮遊粒子状物質とガス状物質を捕集し，それらの

TA98株に対する変異原性を Ames試験により調べた．

その結果，ガス状物質の変異原性は冬期より夏期におい

て強く，大気の全変異原性に対するガス状変異原の割合

は夏期ではいずれの試験日においても， S9mix添加の有

無にかかわらず約 20~60%と高かった． このことは大

気の変異原性をモニタリングする場合，粒子状物質ばか

2. 
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りでなくガス状物質についても注目すべきであり，特に

夏期にはガス状物質の変異原性を無視することができな

いということを示唆している．

パーソナルサンプラーによる大気及び室内空気の捕

集と変異原性試験

我々は平均一日のうち 80%以上の時間を室内で過ご

していると言われており，室内空気汚染に対する社会的

関心は年々高まりつつある．一方，室内空気試料を捕集

する際には大気試料の場合より捕集時の騒音防止など多

数の制約が伴う． このため，採集可能な試料が極めて微

量となり，より高感度な変異原性試験法が必要とされ

る． Fig.1にパーソナルサンプラーを用いて捕集した粒

子状物質とガス・蒸気状物質について microsuspension

法で試験した際の変異原性試験の結果を示した．室内空

気試料は喫煙者のいる部屋といない部屋において 1996

年 8月 30~31日 (24時間）に捕集した．喫煙者のいる

部屋の空気は石英繊維製ろ紙に捕集される粒子状の変異

原物質によって汚染されており，それらの変異原性はサ

ルモネラ菌YG1021株及びYG1024株によって感度良

く検出された．大気試料も両 YG株に対して変異原性

を示し， 8月に捕集した試料ではガス状物質， 11月の試

料では粒子状物質の変異原活性が高かった．今回用いた

サンプラーは騒音のほとんど無い，携帯可能なミニポン

プ (1~5//min)で吸引することから，変異原物質に対

する個人暴露量のモニタリングにも応用可能であると考

えられる．

3. 

4. 大気中より検出された新しい変異原物質

近年，大気浮遊粒子状物質あるいはガス・蒸気状物質

として Ames試験あるいは microsuspension法により極

めて強い変異原性を示すニトロ多環芳香族炭化水素類が
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Matsushita (1989). 

Fig. 1. Mutagenicity of air samples collected by filter and polyurethane foam (PUF) plug in S. typhimurium TA98, YG1021 
and YG 1024 without S9 mix. 

-0-, Filter T A98; ・…△・…,Filter YG1021; ー・ー・―□-• ー ・ —, Filter, YG1024; —•—,PUF plug T A98;…・▲・・・・, PUF plug 
YG1021; ー・ー•―■―・ー・―,PUF plug YG1024. 
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新たに検出・定量された．

1) Nitrodibenzopyranone類

大気浮遊粒子状物質の S9mix非存在下での変異原性

に対する nitroff uoran thene類， mononitropyrene類及び

dini tropyrene類の寄与率はそれぞれ 0.1~5%程度であ

り，それらでは大気浮遊粒子状物質の変異原性の 10~

15%程度しか説明されない (Areyet al., 1988; Haya-

kawa et al., 1995). また大気浮遊粒子状物質の変異原性

の大部分は mononitropyrene類や dinitropyrene類よりや

や極性の高い微極性画分に存在すると報告されている

(Lewtas et al., 1990; Arey et al., 1992）・ 2-及び 4-nitro-

dibenzopyranone (nitro-6 H-dibenzo [b, d] pyran-6-one; 

NDBP) (Fig. 2)はこの微極性画分より検出された化合

物である (Areyet al., 1992）・ 2-及び4-NDBPの変異原

活性は microsuspension法で試験した場合， TA98株に

対してそれぞれ 104000rev./μg及び 15300rev./μgで

あった (Watanabeet al., 1995）・ 2-及び 4-NDBPは主

に大気浮遊粒子状物質として捕集され大気中の濃度は

240~410 pg/m3及び 180~240pg/m3であり (Helmiget 

al., 1992a), 大気浮遊粒子状物質の変異原性のおよそ

20%が2-NDBPにより説明されると報告されている

(Helmig et al., 1992b). ニトロ多環芳香族炭化水素類は

尋2-ni trodi benzopyranone 
(2-NDBP) 

` 2  

1-ni tro-6-azabenzo[ a] pyrene 
(1-N-6-ABP) 

亭1-nitro-6-azabenzo[a]pyrene-N-oxide 
(1-N-6-ABPO) 

尋゚2

3-ni trobenzanthrone 
(3-NBzA) 

`NO2  

4-NDBP 

`]NO2  

3-N-6-ABP 

三゚`3-N-6-ABPO 

Fig. 2. Structure of nitrodibenzopyranone (NDBP), nitro-
6-azabenzo [a] pyrene (N-6-ABP), nitro-6-azabenzo [a] 

pyrene-N-oxide (N-6-ABPO) and nitrobenzanthrone 

(NBzA). 

40 

燃焼炉やディーゼルエンジンなどの燃焼機関から大気中

に排出されるばかりではなく，大気中において多環芳香

族炭化水素類と窒素酸化物との反応により生成すること

が示唆されている (Areyet al., 1989). 大気中の NDBP

類は自動車排ガスとして排出される (Lewtaset al., 

1997)とともに気相反応系においてphenanthrene,OH 

ラジカル及び窒素酸化物との反応により主生成物として

生成すると報告されている (Areyet al., 1992). 

2) Nitroazabenzo[a ]pyrene類

1ー及び 3-nitro-6-azabenzo[a] pyrene (N-6-ABP)とそ

のオキシド類 (N-6-ABPO)(Fig. 2)はテフロンコート

したろ紙の後部に XAD樹脂カラムを装着したハイボリ

ウムエアーサンプラーで捕集することにより，主に

XAD樹脂に捕捉される半揮発性変異原物質である

(Sera et al., 1994). それらの変異原性は極めて強く，

TA98株に対して S9mix非存在下で 1-N-6-ABPは 352

rev.Ing, 3-N-6-ABPは 348rev.Ing, l-N-6-ABPOは 115

rev.Ing, 3-N-6-ABPOは 1260rev./ ngであった (Seraet 

al., 1992). N-6-ABP類及び N-6-ABPO顆の XAD樹脂

抽出物 1g当たりの濃度は 0.3~1.2ngであり， XAD

樹脂抽出物の変異原性の約 35%がこれらの化合物で説

明されうる．また， これらのニトロ化合物はディーゼル

車やガソリン車の排ガス中からも検出されており，主な

発生源はディーゼルエンジンであろうと報告されている

(Sera et al., 1994). 

3) 3-Nitrobenzanthrone 

3-Nitrobenzanthrone (3-nitro-7H-benz [d,e] anthracene-

7-one; 3-NBzA) (Fig. 2)は1994年に初めて大気浮遊粒

子状物質中並びにディーゼル排気微粒子中より検出・定

量された新しい変異原物質である (Hisamatsuet al., 

1996). 3-NBzAのTA98株に対する変異原活性は Ames

試験において約 208000rev./nmolであり，既知化合物

中最強の変異原物質である 1,8-dinitropyreneの変異原活

性とほぼ同程度であった．さらに 3-NBzAは 25mg/kg 

以上の腹腔内投与によりマウス末梢血に対して小核を用

量依存的に誘発した．このように 3-NBzAは微生物に

対して強い変異原性を示すばかりでな<invivoにおい

ても染色体異常誘発性を示すことから発がん性を有する

のではないかと疑われる．

5. 今後の課題

これまでに大気浮遊粒子状物質あるいは自動車排出ガ

ス中の粒子状物質から多種多様な変異原・がん原物質が

検出・定量され，それらによる汚染実態も明らかにされ

つつある． しかし，大気中のガス ・蒸気状変異原・がん

原物質あるいはそれらによる汚染状況に関する報告は極

めて少ない． また，変異原・がん原物質による室内空気

の汚染と日常生活あるいは生活習慣との関係については

喫煙による影響を除きほとんど明らかにされていない．

これらは試料の捕集法に関する碁礎的なデータが少なく

捕集法が確立されていないこと，また採集可能な試料が

極めて微量であるため高感度な変異原性試験法が必要で

あることなどに起因している．今後，大気中のガス・蒸

気状物質及び室内空気汚染物質の捕集法並びに変異原性

試験法を確立し，それらによる汚染状況を把握する必要

性がある．また新たに検出された変異原物質の迅速かつ

簡便な定量法を開発し，汚染状況を調査するとともに発

生源を究明し対策を講じなければならない．一方，従来

より研究されている浮遊粒子状物質の変異原性に関して

もその原因物質が不明である部分が大きい． このことか

ら大気・室内空気中に存在する新しい変異原物質の検索

も必要である． また近年，ディーゼル排気微粒子と発が

ん物質を全く含まないカーボンプラックや二酸化チタン

に対する長期暴露で肺がん発生率に殆ど差がないという

結果が発表された (Gallagheret al., 1994). これまでの

ところ発がん物質を含まない微粒子による肺がん発生の

メカニズムは解明されていないが大気浮遊粒子状物質の

吸入に伴う肺胞でのマクロフ ァージによる活性酸素種等

の生成が予想されることから，それらによる DNA損傷

の発生についても究明する必要性がある．
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放射線・紫外線の変異原性，発癌性：

太陽光紫外線のバイオドシメトリー

Mutagenic and carcinogenic activity of environmental radiations: 
biodosimetry of solar UV radiation 

宗像信生

Nobuo Munakata 

国立がんセンター研究所放射線研究部 104東京都中央区築地5-1-1

Radiobiology Division, National Cancer Center Research Institute, 

5-1-1, Tsukiji, Chuo-ku, Tokyo 104, Japan 

（受理 1997年3月7日）

Summary 

Various kinds of radiation are detected and measured by physical, chemical and biological methods, 

dependent primarily on the nature of the detectors. In the case of solar UV radiation, the most ubiquitous 

mutagen on earth, physical spectroscopy and biological dosimetry seem relevant and informative in 

monitoring biologically-effective doses. The concept of effectiveness spectra derived from multiplication 

of irradiance and action spectra is crucial for relating these two methods, but the experimental validation 

was lacking. The spore dosimetry developed and employed since 1980 is a convenient and accurate 

biodosimeter, and a detailed inactivation action spectrum was obtained. The irradiance spectra at four 

Japanese sites routinely measured by Brewer spectrophotometers have been available since 1990. 

Comparative side-by-side experiments have been carried out at Tsukuba, Naha and Sapporo ob-

servatories. The results indicate that biologically-effective doses, calculated from the effectiveness 

spectrum, were in close agreement with the observed doses, the mean ratios of the observed and calculated 

values being 1.2-1.5. Comparative experiments were also performed at Bukk National Park in Hungary 

and agreement with the spectrophotometry in Europe has been reported. The application of spore 
dosimetry for monitoring personal exposure to solar UV is discussed. 

Keywords: solar UV radiation, Bacillus subtilis, spore dosimeter, personal exposure monitoring 

緒 三

本学会の研究は，おもに環境中の化学物質について，

生物を用いて検出，定量することで，物理的な変異原の

研究は主柱ではないかもしれないが， 21世紀にむけての

地球環境バイオスフェアの問題として，太陽光紫外線

は喫緊であるとともに根源的な要素である．太陽光紫外

線は現存する多くの生物にとって強力なストレスである

と同時に，進化史上の重要な事件， DNA修復能，組換え

機構染色体の倍数化，減数分裂，多細胞化，陸上への

生態系の拡大などは，生物と太陽光紫外線との危険で切

り離せない関係から生じたと見ることができる．過去の

生物がどれだけ紫外線に浴びてきたかを調べることは困

難だが，少なくとも現存する生物がどれだけ太陽光紫外

線に曝されているかを測ることは可能であると考えられ

る．各種放射線の測定には，検出系の種類によって，物

理的，化学的，生物的な方法がありうるが，環境中の太

陽光紫外線の場合には，特に生物的方法（バイオドシメ

c日本環境変異原学会

トリー）が，スペクトル強度の測定とともに必要かつ不

可欠であることを述べたい．

1. 太陽光紫外線強度スペクトルと生物効果

地上の水平面で受ける日射には，約0.3-3μmの入射

スペクトル成分が含まれている．波長400nm以下の紫

外線は全天日射量の最短波長部であって，われわれの問
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題とする突然変異誘発や細胞致死効果はすべてこれに起

因する．このうち短波長側に急激に減衰していく 320

nm以下の成分は UVB領域といわれているが，この波長

域で波長が短くなるにしたがって， DNA損傷性の強さ

は急激に増加していく．ある特定の波長帯域で受光され

たエネルギー量による紫外線量（例えば， UVB量など）

の表現は，生物効果の観点からはあまり意味がないこ

と，物理的測定として有用なのは，紫外部全域にわたる

高い精度の絶対スペクトルであることがわかる．

一方，生物効果の測定系としては，いくつかの微生物

の有用性が主張されてきたが，野外実験での便宜や，曝

露量モニタリングで身に付けうることなどを考えると，

乾燥した試料が実用的である．長期間の乾燥に耐える微

生物としては，細菌胞子が代表である．筆者は，枯草菌

胞子の紫外線高感受性突然変異株を分離し，胞子光生成

物の修復機構を追究しているうちに， この突然変異株胞

子が太陽光紫外線の生物効果線量測定にもっとも適して

いるのではないか， という考えが浮かび，胞子ドシメト

リーの開発と応用に努力してきた (Munakata,1981, 

1989, 1993, 1995).この二種類の太陽光紫外線量測定，す

なわち強度スペクトルと胞子ドシメトリーがどのような

関係を切り結んでいるのかが本稿の主題である．

フレオンによるオゾン層破壊の可能性が指摘された

1974年 (Molinaand Rowland, 1974)に， R.Setlowに

よって，太陽光紫外線の生物効果の定式化がなされた

(Setlow, 1974).紫外部の波長全域について，太陽光紫外

線スペクトル強度と生物効果の作用スペクトルとの積を

求め，これを実効スペクトル (EffectivenessSpectrum)と

呼ぶこの実効スペクトルの積分が生物効果の理論的予

測値となる． この前提は，問題にしている生物効果につ

いて，波長間の相互作用（synergism,antagonism, protec-

tion, adaptation etc.)が存在しないか，無視できることで

ある．オゾン層の減少による皮膚発癌予測などのモデル

計算は，ほとんどがこの定式にしたがって進められてき

た． しかし，十分な精度の絶対線量に基づく強度スペク

トルと作用スペクトルが得られなかったことから，実験

的検証は不可能であった

2. 太陽光紫外線スペクトル強度の測定

気象庁は， 1990年からブリュワー分光器による国内 4

箇所の気象台（札幌，筑波，鹿児島那覇）での定期的

なスペクトル強度の観測を開始した(Itoetal.,1991).そ

の後， 1994年からは南極での定常観測もおこなわれてい

る． この観測は，毎日， 日の出から日没まで，各正時に

290-325 nmの波長範囲を 0.5nm間隔で走査して，各波

長における絶対強度の測定をおこなうもので，大量のき

わめて貴重なデータが蓄積されている．内部光源での較

正のほか，定期的に標準光源での補正をおこなってデー

タの信頼性を高めているほか，最近では米国，カナダの

測定器との野外比較実験に参加したものを準器として，
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Fig. 1. Spectral irradiance of solar-UV radiation. 
Data of Brewer spectrophotometers obtained at Naha 
(circle), Sapporo (triangle), and Bukk National Park in 
Hungary (X) at similar solar elevations as shown 

below. 

これを巡回させて測器ごとの偏差をなくす努力もなされ

ている． しかし，生物効果を議論する見地からは，いく

つかの問題点が残されている．一つは，長波長側の測定

範囲で， 325nmまででは生物効果を完全にカバーしき

れない点である． もう一つは，短波長側の問題で， 300 

nm以下において測定器内部での迷光の寄与が大きく，

経験的な補正が必要になることである．

これらの欠陥を克服した新型のプリュワー分光器がで

ており， ヨーロッパ共同体の環境プロジェクトで活躍し

ている． Fig.1に胞子ドシメトリーとの同時比較実験時

にえられたブリュワー分光器による強度スペクトルを示

す．那覇札幌およびハンガリー北部のビュック国立公

園 (obtainedby Dr. A. Bais, Aristotle University of Thes-

saloniki)においてほぼ天頂角が等しい時のデータをえら

んだ札幌が低めなのは曇天の為と考えられるが，大局

的には似たようなスペクトルがえられていることがわか

る．よくみるとかなり鋸歯状の凹凸のあるスペクトルで

あるが， 日本とハンガリーでのプロファイルが似ている

ことは， このギザギザがグローバルな大気中の吸収物質

を反映していることを示唆する．

3. 胞子ドシメトリーの致死効果作用スペクトル

胞子ドシメトリーの試料は，枯草菌紫外線高感受性株

(TKJ6312)の精製した胞子をメンブランフィルター上

に滴下して，乾燥させたものである．近年，大量の試料

をとり扱う必要に迫られ，再懸濁のプロセスを簡便にす

るため，低融点アガロースを用い，メンプランフィル

ター上に薄いフィルム状にスポットする方法を開発した

(Fig. 2). この方法で作られた試料（スポット当たり約

lび個の胞子をふくむ）は，紫外線曝露後，試料部分を切

Sample and Badge of Spore Dosimetry 
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り取って小試験管にとり， 1mlの水を加えたのち， 75

度，20分の熱処理のみで水溶液中に完全に回収される．

1枚のフィルター上に 4個の試料を摘下できるので， こ

のうち 2個を黒い紙で覆って，対照とする． フィルター

は35ミリスライドにマウントされるので，スライド用

のホルダーおよびケースが利用でき，照射，輸送，保存

に便利である．試料は，光に当てない限り， 1年以上変化

せず安定である．また曝露後も遮光すれば長期（少なく

とも数ヵ月）にわたって保存可能である． もっとも重要

な点は， この胞子の紫外線感受性が， どのような状況に

おいても一定であり，その死がある絶対値を表現するこ

とである．紫外線量の基準となる物理的測定系が存在し

ないため， この絶対的な証明は困難であるが，すくなく

とも過去十数年の経験から， これを否定する事実はえら

れていない．例えば，十年前に調製され，その後4度に

保存されていた胞子と，新たに調製された胞子の紫外線

感受性はまったく同一である．

照射後，それぞれの試料スポットを水に懸濁させて，

その一部をカザミノ酸添加した最小寒天培地に撒く． 37

度一晩培養後に集落数を数える．照射されたものと，対

照の比から生残率がでるが， この生残率の自然対数の絶

対値（標的理論のヒット数に当たる）を失活線量 (Inact-

ivation Dose= ID) と呼ぶ この胞子の紫外線生残曲線

は，対数的で肩は無く，ほとんどの場合縦軸と 1で交わ

るので，生残率が 37%のとき ID=1.0となる．すなわ

ち，この ID値が，絶対線量の尺度となる．このように，

唯一の尺度で線量を表現できるところが，スペクトルと

比べてバイオドシメトリーが有利な点の一つである．

さて，実効スペクトルをえるためには， この試料につ

いての正確な作用スペクトルが必要である．碁礎生物学

研究所（岡崎市）大型スペクトログラフは，生物効果の

作用スペクトルをえるためには，現在世界中でもっとも

□四ミ
Fig. 2. Sample and badge of spore dosimetry. Upper left: four spots of spores on a membrane filter. 
Lower left: a membrane filter carrying four spore spots fitted into a slide mount with a UV-coloring label. Lower right: a 
monitoring badge incorporating two spore spots and UV-coloring labels covered with filters and cardboard in a plastic case to 
be worn on an upper arm or on a bosom. 

Inactivation Action Spectra of B. subtilis Spores 
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Fig. 3. Inactivation action spectra of B. subtilis spores. 
Samples of TKJ 6312 spores spotted on a membrane 
filter were used for the exposure to monochromatic 
radiations with Okazaki Large Spectrograph. From the 
survival curves, the inactivation rate constants are 
obtained. 

強力で充実した施設である． この施設の数年度にわたる

共同利用により，おそらく今までえられた生物効果の作

用スペクトルとして， もっとも広範囲で詳細にわたるス

ペクトルをえることができた． 254-400nmの範囲の 9

波長において，それぞれ生残曲線を求め，対数回帰をお

こなって，この失活定数(1ヒット与える線量の逆数）を

えた (Fig.3). 270 nmのピークから， 400nmまで，実に

7桁におよぶすなわち，短波長域においては，シャッ

ターを使って数分の一秒の照射であるが，長波長域では

集光レンズを使っても丸一日の照射でやっと測定可能な

失活が見られる．特に問題となる 290-330nmの領域は，

10 nm波長が短くなるごとに 1桁ずつ致死効果が強ま

り， もっとも変動の大きい波長域である．
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Correlation between observed and calculated ID rate 
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Effective Spectra for Spore Killing 
At Naha (Aug 9, 1995) 

Fig. 4. Effective spectra for spore killing at Naha on 

August 9, 1995. 
Solar spectral irradiance at 13 : 00 (line) and 16 : 00 

(dotted line), the inactivation action spectrum (X), 

and the effectiveness spectra at 13 : 00 (circle) and 16: 

00 (triangle). 

4. 強度スペクトルと胞子ドシメトリーの同時測定

太陽光紫外線強度と胞子致死作用の二つのスペクトル

を，絶対線量に依拠して求めることができたことから，

上にのべた実効スペクトルを手にすることができる． こ

の実効スペクトルを太陽光紫外線の全波長範囲について

積分することによって，胞子致死効果の予測値を計算で

きる．強度スペクトルの測定と同時に胞子ドシメトリー

を行うことによって，ついに， この予測値と実測値を比

較することができる．

気象庁オゾン層解析室および高層気象台の協力をえ

て， 1993年度より，数回にわたって，筑波高層気象台，

沖縄気象台，および札幌気象台においてバイオドシメト

リーとスペクトログラフィーの同時比較実験を実施する

ことができた (Munakataet al., 1996). プリュワー分光

器による測定は正時を中心として前後数分かけて往復波

長走査がおこなわれているので，これに合わせるため

に，正時を中心にして 10--30分間づつ胞子試料への照射

をおこなった時間が一定でないのは，胞子ドシメト

リーの感受性の範囲内に収める必要からで， 30分かけて

も十分な失活がえられない場合（曇天時や，朝，夕の太

陽高度が低い時など）は除外した．

国内ではもっとも強烈な太陽光紫外線のスペクトルと

して， 1995年夏に那覇でおこなわれた実験時 (8月9日

13時と 16時）のスペクトルを Fig.4にしめす．スペク

トル強度は Fig.1と同じく， 1nm幅での照射エネル

ギー量 (W/m2)であるが，前述したように 325nmまで

しかデータがとられていないので，それより長波長域に

ついては， NewZealandのMcKenzieらのデータ (Seek-

meyer and McKenzie, 1992)によって参照スペクトルを

作って延長させた．胞子致死効果の作用スペクトルは，

lヒットを与える線量の逆数（m2/J)であるから，それぞ

れ 1nm幅毎にこの二つのスペクトルを掛け合わせると
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Spectral Effectiveness for Sporocidal Activity 
~ (August 9, 1995 at Naha) 
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Fig. 5. Spectral effectiveness for sporocidal activity on 

August 9, 1995 at Naha. 
The effectiveness spectra are integrated for each 10-nm 

wavelength band. 

290-299nm 

300-309nm 

310-319nm 

320-329nm 

330-339nm 

340-349nm 

350-400nm 

実効スペクトル(1/s)となりこれは各波長幅での失活の

速度 (1ヒット与える曝露時間の逆数）を表わすことが

わかる．すなわち，実効スペクトルは，ある場所，ある

時刻において，太陽光紫外線を構成するそれぞれの波長

成分が， どれだけの生物効果を生じうるかという予測値

である．

実効スペクトルは，ほぼ Setlowの予想と一致して，

310nm付近にピークをもち，短波長側には急激に，長波

長側にはやや緩やかに下がっていく． 16時には，長波長

側に向かってピークがつぶれていくことがわかる． この

実効スペクトルを， 10nmの波長幅毎にスライスして積

算すると各波長帯の致死効果への寄与を予測できる． こ

れを，同じ日について示したのが， Fig.5である．一見し

て， 300--309nmが最も大きな寄与を示し， 310--319nm 

がこれについでおりこの二者でほぼ 80%を占める． 300

nm以下と 320nm以上はそれぞれほぼ 10%づつ寄与し

ている．朝早くと夕方遅くには，長波長成分の相対的な

寄与が大きくなる． この図の棒の全長は，実効スペクト

ルの全波長域についての積分値であり，すなわち胞子致

死効果の予測値である． この日の 12,13, 14時の実測値

は，それぞれ， 0.53,0.70, 0.58 (ID/min)であり，おおま

かに一致しているが，予測値よりかなり大きい． この予

測値と実測値の比較について国内 3地点でえられたデー

タをまとめたのが， Fig.6である．この図で，もし両者が

完全に一致すれば，原点から 45度の線上に乗るべきで

あり，実際のデータはかなりバラッキが大きいが，実測

値がやや大きい傾向は共通している． この両者の比の平

均値は，札幌，筑波，那覇でそれぞれ，1.25,1.23, 1.41と

なった．さらに 1996年夏にハンガリーで行われたバイ

オドシメトリーの国際比較実験においても， この両者の

比の平均値は，1.28であり， 日本国内での結果と良く一

致した．

これらの結果，両者の比がほぼ lであることは，スペ

クトル強度と作用スペクトルの依拠する絶対線量にそれ

♦ ♦ ..、．． 
s o.4 --—• • ••• ?• 9.. 令
S I oI J•••• 

9。.31--t—+ tと;•べ1~~:- t◆ 

l:::~ ］一
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 

ID/min(observed) 
- 0--TSUIDIm(cal) ---y = -0. 0052722 + 0. 85041x R= 0. 97229 
ー…一っSapIDIm(Cal) y = 0. 017277 + 0. 67086x R= 0. 89736 
........-NahlD/m(cal) ··••·••·• Y = O. 039577 + 0. 59795x R= O. 90587 

Fig. 6. Correlation between observed and calculated ID 

rate. 
The results of side-by-side comparisons between Brewer 

spectroscopy and spore dosimetry performed at 

Tsukuba (circle), Sapporo (triangle), and Naha 
(diamond) observatories. 

Solar Angle Dependence of ID Rate 
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胞子ドシメトリーによる紫外線量率（ID/min)の分布を

太陽高度を横軸にしてしめしたもので，各地での線量が

概観できるであろう．ある太陽高度の時の最大線量率を

比較すると，那覇は筑波および札幌より高いが， これは

主としてオゾン量の違いに依存しているものと推察され

る．

10 20 30 40 so 60 70 
Solar Zenith Angle (degree) 

Fig. 7. Solar angle dependence of ID rate. 

The values of inactivation dose rate (ID/min) obtained 

in side-by-side comparison experiments of the spore 

dosimetry and Brewer spectrophotometry are plotted 

against the solar zenith angle. 

80 

ぞれ 5%程度の誤差が見込まれていることを考慮する

と，予想以上に良い一致である． Setlowの提示した実効

スペクトルの概念がはじめて実験的に検証されたものと

考えてよいだろう． このことから，胞子ドシメトリーに

おいて波長間の相互作用はほぼ無視できること，およ

び， 日本およびヨーロッパで稼働しているブリュワー分

光器と岡崎大型スペクトログラフの絶対線量測定には大

きな食い違いが含まれていないことが結論でき，スペク

トル強度の測定と胞子ドシメトリー相互の信頼性が高

まった．他方， この比の平均値が，常に 1より大きいこ

とは，どこかにシステマチックな誤差があることを示唆

している．この解明のために， 290-330nm付近の作用ス

ペクトルをより精細に調べること，分光スペクトルの凹

凸の理由を解析すること，および測定中の天気の変化を

取り込むァルゴリズムを樹立すること，などが今後の課

題として残されている．

Fig. 7にしめすのは， これらの比較実験でえられた，

5. 胞子ドシメトリーの応用と今後の展望

分光スペクトルと胞子ドシメトリーは，実効スペクト

ルの概念を通じて相互に関連づけられ，定量的にも良く

一致することを述べた． この二つのドシメトリーは，多

くの状況において補いあうものである．胞子ドシメト

リーは，太陽光紫外線の DNA損傷作用を良く反映する

が， いわば裸の DNAに対する効果をみている． ヒト皮

膚の紅斑形成などの場合は，皮膚の表層による吸収のた

めに，実際に効果をもたらす波長は長波長側にずれる．

さらにヒト皮膚発癌の場合にどのような波長が効果的で

あるかは正確にはわからない． このような効果の解析と

予測には，分光スペクトルが必要である．

一方，胞子ドシメトリーは，極めて簡便であるので，

ヒトの曝露量のモニタリングなどへの応用が可能であ

る．筆者らは，胞子ドシメトリーを組み込んだバッジを

製作し，札幌から那覇までの 5地点での学童の紫外線曝

露量のモニタリングを行い， さらに各種職業人の調査を

進行中である．

オゾン層破壊は，人類が 20世紀に犯した多くの愚行，

蛮行，無知のうちでも特筆されるべきものであり， 21世

紀に持ち越されるこの難題に取り組むため，環境生物研

究の果たすべき役割は大きい．
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磁場の変異原性・癌原性

Mutagenicity and carcinogenicity of magnetic field 

鈴木勇司，清水英佑

Yuji Suzuki and Hidesuke Shimizu 

東京慈恵会医科大学環境保健医学教室 105港区西新橋 3-25-8

Department of Public Health and Environmental Medicine, The Jikei University School of Medicine, 3-25-8 

Nishishinbashi, Minato-ku, Tokyo 105, Japan 

（受理： 1997年 3月24日）

Summary 

Several epidemiological studies support a weak to moderate association between exposure to 

magnetic fields in residential or occupational environments and the incidence of cancer. Recently, public 

concern about magnetic fields has been increasing, but it is impossible to imagine life today without 

electricity. We reviewed some studies on the mutagenic and carcinogenic effects of magnetic fields. The 

studies can be summarized as follows: 
1) It is possible to estimate the mutagenic activity of magnetic fields by useing some short-term 

assays such as the Ames test, the micronucleus test, etc. 

2) No studies clearly demonstrated the mutagenic activity of magnetic fields. Some reports showed 

positive effects, but others, negative. 

3) Several reports showed that magnetic fields modified the mutagenic activity of the chemicals 

themselves. 

4) The reported evidence did not demonstrate that magnetic fields act as a cancer initiator. 

However, they might act as a promotor or in tumor progression. 

Further laboratory experiments and epidemiological studies are needed to assess the mutagenicity 

and cancer risk from magnetic fields. 

Keywords: magnetic fields, mutagenicity, carcinogenicity 

緒戸

磁場の生体影響を論じる場合には，磁場の種類を考慮

する必要がある．一つは，静磁場，定常磁場または直流

磁場と呼ばれるもので， NMR,ESR,リニアモーター

カーなど超伝導磁石，直流発電器から発生する． もう一

つは，電磁場変動磁場または交流磁場とよばれるもの

で，発電器高圧送電線家庭用電気製品から発生する．

黒色腫アストロサイトーマが有意に発生することが疑

われている．また，高電流送電用低圧線や変電所近くの

居住者にも白血病罹患率が高いという報告もある．一

方，直流磁場の発癌に関する報告として，アルミニウム

工場で白血病の発症率が高いという．

疫学調査によれば， 静磁場のヒトヘの影響を Table1 

(WHO, 1987;清水， 1992)に，電磁場のヒトヘの影響を

Table 2 (Wertheimer and Leeper, 1979; WHO, 1987;清

水， 1992;Verkasalo et al., 1996)に示した．これらの報告

によると，電磁場曝露作業者（アルミニウムプラント従

事者，電気設備組立工，電信・ラジオ・レーダー従事者，

電線・電話線保線夫，水力発電従事者）に白血病，悪性

c日本環境変異原学会

最近リニアモーターカーや医療用の MRIの開発にと

もない， ヒトが高静磁場に曝露する機会が増加してい

る．一般家庭や職場においてもテレビ，パーソナルコン

ピューター， 自動車など電磁場を発生する機器が増加し

ている． このような状況で，磁場の染色体に与える影響

を検討することは重要であると考えられる．そこで磁場

が遺伝子や染色体に異常を誘起したことを検出するた

め，変異原性試験はどこまで有効か，さらに発癌性への

関与について考えてみたい．
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Table 1. Studies of workers exposed to static magnetic fields 

Work environments Intensity of magnetic fields Reported effects Reference 

Workers in magnet 2 ~5 m T (hands) Subjective and minor Vyalov (1974) 
production 0.3~0.5 m T (chest and physiological effects 

head) (645 exposure-138 control) 

Contact welders 0.1~0.2-s pulsed magnetic Increased nervous system, Abramovich-

1. fields of 25~125mT, cardiac, and blood disorders Poliakov et al (1979) 

8 h/day (211 exposure -113control) 

Workers in aluminium No fields reported Increase risk of leukemia Milham (1979, 1982, 
plants (death records of 438,000males, 1985) 

but few cases) 
Industries using Average, 7.6mT Minor haematological Marsh (1987) 
electrolytic cells Maximum14.6mT alterations, but no major 

health effects 
(320 exposure-186 control) 

Workers in aluminium No fields reported Small excess of leukemia Rockette et al. (1983) 
plant mortality; non-significant 

risk of other cancer 
High energy accelerator Fields up to 2 T No increased prevalence of 19 Budinger et al (1984) 
laboratory common diseases including 

cancer 
(792 exposure -792con trol) 

Electrolytic production Fields 4-29mT No increased incidence of Barregars et al. (1985) 
of chlorine cancer over 25-vear period 

WHO (1987), Shimizu (1992). 

Table 2. Cancer incidence and occupational exposure to power frequency electromagnetic fields. 

Subject I Cancer risk I References 

Telecommunication workers I No cancer risk I Wiklumd (1981) 
Electrical occupations I Increased leukemia I Milham (1982, 1985) 
11 I " I Wright et al. (1982) 
" I II I McDowall (1983) 
" I " I Coleman et al. (1983) 
" I No leukemia risk I Vogero& Olim (1983) 
" I Increased eye melanoma I Swerdlow (1983) 

II I Increased leukemia I Pearce et al. (1985) 
" I Increased brain tumors I Lin et al. (1985) 

Amateur radio operators I Increased leukemia I Milham (1985) 
Males in underground mines I " I Gilman et al. (1985) 
Electrical occupations I No leukemia risk; increased I Vagero et al. (1985) 

urinary cancer; increased 
malignant melanoma 

II I No leukemia risk I Calle & Savitz (1985) 
" I Increased malignant melanoma I Olin et al. (1985) 

Electrician and welders I Increased leukemia I Stern et al. (1986) 
Electric power industry I No leukemia risk; I Tornqvist et al. (1986) 

no brain tumor risk 

Electrical occupation I Increased astrocytoma I Mack et al. (1991) 
Persons living near high I Increased leukemia; increased I Wertheimer & Leeper (1979) 
voltage line I lymphoma 
" I No cancer risk I Verkasalo et al. (1996) 

WHO (1987), Shimizu (1992). 

1. 我々の研究室で得られた結果 が，磁場そのものに変異原性は認められなかった（廣田

ら， 1987;清水ら， 1988).磁場の変異原性作用を変異原性試験で評価するため，

我々の研究室で得られた変異原性試験の結果の一部を紹

介する．実験に用いた磁場は，すべて静磁場である．

1). Ames testの結果

サルモネラ困株TA98およびTAlOOに0.15T（テス

ラ， lT= 10,000ガウス）から 11.75Tの磁場を曝露した

50 

次に，変異原物質と磁場曝露を併用した時に変異原物

質単独で示す変異原性の強さに磁場が与える影響を検討

した．

5-Nitroacenaphthene (5N A)を用いた場合， TA98菌株

では 5NA単独曝露時と比べて 5NAと磁場を複合曝露

Table 3. Types of genotoxicity experiments, by exposure category. 

Assay type ELF 

electric 

Microbial system 

゜Plants 

゜Dorosophila 1 

In vitro chromosome 6 

In vivo chromosome 6 

In vitro DNA repair 3 

In vivo DNA repair 

゜Dominant lethal assay 2 

Total 18 

ELF: extremely low frequency. 
McCann (1993)に追加

した場合のコロニー数の比が高かった．磁場強度を上げ

ると変異原性が強くなる傾向も認められた （清水ら，

1988). 

7, 12-Dimethylbenz (a) anthracene (DMBA)について

は， TA98紫株で磁場曝露により変異原性は抑制された

（関ら， 1989).

2). CHL細胞を用いたinvitro小核試験の結果

CHL細胞に 4.7から11.75Tの磁場を曝露したが，磁

場単独曝露では小核の誘発は認められなかった．

次に，変異原物質の変異原性の強さに磁場が与える影

響を検討した．

1-Ethyl-1-nitrosourea (ENU), 1 -methyl-1 -nitrosourea 

(MNU), l-butyl-1-nitrosourea (BNU), 3-methylcho-

lanthrene(MC), urethane, DMBAは，動物に白血病を誘

発することが知られている． ENU,BNU, MC, urethane 

は， 磁場を複合曝露（11.75T) してもそれぞれの化学物

質単独曝露時と比較して，小核誘発頻度は変わらなかっ

た． MNUは，磁場との複合曝露により， MNU単独曝露

時より小核誘発頻度が上昇した． また DMBAは，磁場

を複合曝露することにより小核誘発頻度は抑制された

（清水ら， 1990).

3) In vivo小核試験

BALB/cマウスに 4.7Tの磁場を 6時間から 3日間曝

露したところ，曝露 l日以降は，磁場単独曝露で有意

(P<0.05)に小核が誘発された（鈴木ら， 1992).

次に，変異原物質の変異原性の強さに磁場が与える影

響を検討した．

アルミニウムプラントの精錬過程で電磁場が発生して

いると共にフッ素化合物が副産物としてできる．最近，

磁場やフッ素の発癌性および変異原性が論議されている

ことから， sodiumfluoride (NaF)と静磁場を複合曝露し

たときの小核誘発頻度への影響を検討した． NaF自身に

も弱いながら小核が誘発されたが，さらに磁場を曝露す

ると，小核誘発頻度が高くなった（鈴木ら， 1992).動物

ELF Static Static 

ma netic electric ma netic 

4 

1 

3 

12 

3 

3 

1 

2 

29 

2 6 

゜
2 

3 7 

゜
7 

4 1 

゜ ゜゜ ゜゜ ゜， 23 

に白血病を引き起こすことが知られている 1-diethyl-1-

nitrosoureaは，磁場曝露によりその小核誘発頻度が高く

なった（鈴木ら， 1992). また， DMBAは，磁場曝露によ

り， DMBA自身の小核誘発は抑制された（鈴木ら， 1992,

1993). 

我々の実験から，invitroの実験系では磁場の変異原性

は認められなかったが，invivo小核試験では磁場単独曝

露により変異原性が認められた． また磁場と変異原物質

を複合曝露すると変異原性修飾作用があることがin

vitroおよびinvivoの実験で明らかとなった．今後は，得

られた結果のメカニズムを解明していくことが重要であ

ると考えている．

2. 磁場と変異原性に関する文献レビュー

1997年 1月までの文献検索により磁場の変異原性

について調べたところ， 全数で 80件ほどで， 試験系も

in vitroからinvivoまで多種多様であった (Table3)（鈴

木ら， 1992:McCann et al., 1993; Zwingelberg et al., 1993; 

Nordersson et al., 1994; Kowalczuk et al., 1995; Koana et 

al., 1995; Ikehata et al., 1995; Okonogi et al., 1996; Mo-

randi et al., 1996). 実験には電磁場や静磁場を用いたも

のまで様々あり，磁場強度も μTから Tまでかなりの幅

で報告がなされていた．

Table 4 に電磁場および静磁場の変異原性試験結果を

示したが，陽性結果を得たものと陰性結果を得たものが

それぞれ半数ずつに分かれている． これは実験設備（発

熱を考慮した培養装置を作製しなければならず，通常の

変異原性試験プロトコールに準じて実験を行えないなど

の制約がある）や実験条件（磁場強度，曝露時の温度，

曝露時間，対照群の設定方法などが報告者により異な

る）の差異によるところが大きいと考えられる．

磁場の種類別に各種変異原性試験で得られた結果を

Table 5にまとめた．細菌を用いた変異原性試験，培養細

胞による染色体異常試験などのinvitro試験では，磁場
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Table 4. Experiments reported by authors as positive or negative, by exposure category. 

os1tive 

ELF electric 7 1 1 

ELF magnetic 8 22 

Static electric 6 3 

Static magnetic 8 15 

ELF: extremely low frequency. 
Mccann (1993)に追加

Table 5. Distribution of test results. 

ELF ELF Static Static 

electric magnetic electric magnetic 

Microbial NA ？ ？ 

Drosophila SLRL ？ ？ ？ ？ 

In vitro chromosome ？ NA 

In vitro repair NA NA 

In vivo chromosome ？ ？ ？ ？ 

ELF: extremely low frequency. 
NA: No genotoxicity testresults were identified. 
?: Test results were mixed. 

-: Test results were negative. 

McCann (1993)に追加
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Weeks after the first DMBA application 
Fig. 1. Number of rats with tumors as a function of time 
after first 7, 12-dimethylbenz (a) anthracene (DMBA) 
application. Per group, 99 animals were used. 

自身の変異原性が陰性となる場合が多いが， ショウジョ

ウバ工を用いた試験系，invivo染色体異常試験などのin

vivo試験では陰性と陽性の両方の結果がある．現在得ら

れている知見からは，磁場自身に変異原性があるかどう

かの結論を得ることは難しい．今後の研究成果が待たれ

る．

我々 は， 日常および労働環境中で種々の物質や要因に

曝露している．例えば，医薬品，農薬，食品添加物，化

粧品工業化学物質，喫煙大気汚染水質汚染，加熱

調理品紫外線，磁場などである．これらの中には， ヒ

トに発癌させる物質も存在することが知られている．一

般に，職業性曝露や医薬品の摂取などを除けば， ヒトへ

の曝露は個々の物質についてみると微量であることが多

い．それにもかかわらず，大気汚染や喫煙と肺癌の発生

との因果関係が疫学調査により証明されていることは，

発癌物質への曝露とそれ以外の種々の要因が絡み合って

初めて発癌に至るものと考えられる．そこで，磁場と変

異原物質の複合曝露時の変異原性の強さへの影響も検討

し，磁場の変異原性修飾作用を明らかにしていくことも

今後の課題となる．

3. 磁場の発癌修飾作用について

発癌物質を投与してさらに磁場を曝露したとき，腫

瘍発生数が多くなるかどうかを調べた実験を紹介する

(Loscher et al., 1993). DMBAを 5mg/kg投与したラッ

トに 50Hz, lOOμTの電磁場を曝露したときの腫瘍発生

数を示した．電磁場を曝露した群の方が明らかに発生数

が多い (Fig.1). 

現在考えられている超低周波電磁場の発癌メカニズム

を示す (Fig.2)(Goldberg and Creasay, 1991). DMBAに

電磁場を曝露した場合には，電磁場は主にプロモーター

的役割を演じていると考えられている（清水ら， 1995).

4. アメリカ科学アカデミーによる磁場の発癌性に関す

る見解

1996年 10月にアメリカ科学アカデミーは， 17年間の

疫学調査として，電磁場が癌など健康障害に結びつく因

果関係は確認できなかったことを報告した． この報告に

対して， もっと慎重に結論をだすべきであるという意見

Effect of EMF 

！ 
I ------------- tum可f!TOwth

and 
metastasis 

doeroasod 
levels of 
melatonin 

-------------------------------! I 
: Relatively strong experimental evidence at least in a limited number of experimental cases. 

------・ ; Some experimental evidence: relevance to human physiolgy may be questioned 

. .•.••••••••• ; Weak experimental evidence, lack of experimental infonnation. or contradictory results 

(Goldberg & Creassay, 1991l 

Fig. 2. Three hypothetical mechanisms to explanation an association between extremely low frequency (ELF) electromagnetic 
fields (EMF) exposure and increased cancer incidence. 
The strength of experimental evidence supporting the links between each step is the thickness of the connecting lines. 

が出されている．我が国においても，国家の支援の碁に

磁場の生体影響に関する研究が開始されている．

5.要約

1) 磁場自身の変異原性を， Amestestや小核試験な

どの変異原性試験法で明らかにすることができる可能性

がある．

2) これまでの報告からは，磁場自身の変異原性の有

無を評価するためには，さらに検討を要する．

3) 磁場は，変異原性物質の変異原性の強さに影響を

与えることが示唆された．

4) 磁場が発癌に関係があるという疫学報告がある

が，その因果関係は，未だ明らかでない．
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Summary 

Only half of the potential human carcinogens in medicinal and agricultural chemicals (IARC group 
1, 2A, 2B) were detected as mutagens when using the microbial mutagenicity test. For detect well known 

medicinal and agricultural chemicals in the environment, chemical analysis methods such as GC/MS are 

more sensitive than the mutagenicity test. However, the microbial mutagenicity test is useful for the 

detection and identification of the unknown mutagens in the environment, and also for quantitative 
monitoring of the total mutagenic burden of environmental pollution. It is essential when monitoring 
environmental pollution using microbial mutagenicity test that consideration be given to test procedures 
such as metabolic activation, treating method (plate, preincubation or gas exposure), tester strains, and 

inter-and intra-variation of test data. 

The detectability of carcinogenic chemicals using microbial mutagenicity tests are demonstrated and 

then the availability of mutagenicity testing for the monitoring of agricultural and medicinal chemicals as 

environmental pollution is discussed. 

Keywords: Salmonella mutagenicity test, monitoring, medicinal chemical, agricultural chemical, test 

method 

緒 言 突然変異原性試験を例に試験実施上の問題点から考えて

環境中の変異原性物質を検索するのに変異原性試験は みたい．

有効な方法として用いられ，加熱食品中からヘテロサイ

クリックアミン (Sugimura,1986; Wakabayashi et al., 

1992)大気中から芳香族ニトロ化合物など (Tokiwaand 

Ohnishi, 1986)多くの変異原性物質が分離同定されてい

る． また変異原性試験は大気 (Tokiwaet al., 1983)や河

川水（Sakamotoand Hayatsu, 1990)の環境汚染物質をモ

ニタリングする方法として用いられている． ここでは，

癌原性のある農薬や医薬品による環境汚染をモニタリン

グするのに変異原性試験が手法として有効であるかを，

現在モニタリングに汎用されている微生物を用いる復帰

c日本環境変異原学会

1. 農薬や医薬品の癌原性と変異原性試験

癌原性のある農薬，医薬品のうちどれくらいの数の物

質を変異原性試験でモニタリングできるのだろうか． In-

ternational Agency for Resarch on Cancer (IARC)で癌原

性と変異原性が評価された化学物質 (IARC,1987, 1989-

1994)のうち農薬としての使用記述のある 39物質（グ

ループ 1;2物質， 2A;8物質， 2B;29物質）と，医薬品

として使用記述のある 102物質（グループ 1;37物質，

2A; 15物質， 2B;50物質）のほ乳動物を用いる骨髄小核
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Agricultural chemicals (n=39) 
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Medicinal chemicals (n=102) 
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Fig. 1. Proportion of positive, negative and equivocal 
results of various mutagenicity test in IARC evaluated 
group 1, 2A and 2B chemicals. 
Thirty nine agricultural and 102 medicinal chemicals 

were classified with the test results of in vivo micro-
nucleus test (M), in vitro chromosomal aberration test 
(C), DNA repair test (D) and reverse mutagenicity 
test in bacteria (G). 
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□Negative 
口 Equivocal

T 

25 
I 

50 

試験（M)，培養細胞を用いる染色体異常試験（C), 微生

物を用いる DNA損傷性試験 (D)と突然変異原性試験

(G)の結果をそれぞれ比較した (Fig.1). 農薬における

それぞれの試験系での陽性率は M で20物質のうち 8物

質で 40%, Cで26物質のうち 14物質で 54%, Dで22

物質のうち 7物質で 32%, Gで30物質のうち 16物質

で53％であった．医薬品におけるそれぞれの試験系で

の陽性率は M で68%,Cで77%,Dで63%,Gで57%

であった．農薬として区分された化学物質においては，

染色体異常試験と突然変異原性試験が比較的検出率が良

く， ほ乳動物を用いる骨髄小核試験と DNA損傷性試験

はあまり良くなかった．医薬品として区分された化学物

質においては，染色体異常試験が最も検出率が良く，ほ

乳動物を用いる骨髄小核試験， DNA損傷性試験，突然

変異原性試験の順であった．微生物を用いる突然変異原

性試験は，医薬品では，核酸の誘導体，ホルモン剤，抗

菌性物質に対して感受性が悪く，農薬では，ハロゲン化

芳香族化合物に対して感受性が悪い． この様に試験系に

よって検出しにくい化学構造グループが知られている

(Zeiger, 1987; Ashby et al., 1991・）．ほ乳動物を用いる骨髄

小核試験では農薬，医薬品で検出率に大きな差が認めら

れたが微生物を用いる突然変異原性試験は農薬，医薬品

で差がなくほぼ 50%の検出率であった． 医薬品と農薬

での検出率の差は，農薬，医薬品のグループにどの様な

化学構造の物質が多く分類されたかに依存している．い

ずれにしても変異原性試験を癌原性のある農薬や医薬品

のモニタリングに用いる場合は，限られた農薬や医薬品

にしか適用することができない．

2. 変異原性試験の定量下限濃度

医療現場において抗腫瘍剤を取り扱う薬剤師，看護婦

等の医療従事者への曝露が化学分析や変異原性試験によ

り明らかとされた．抗腫瘍剤による作業環境空気の汚染

(Kleinberg and Quinn, 1981; Neal et al., 1983),作業従事

者の尿からの抗腫瘍剤の検出 (Falket al., 1979; Anderson 

et al., 1982),作業従事者のリンパ細胞の変異 (Norppaet 

al., 1980; Waksvik et al., 1981)が明らかとされ，医療従

事者への曝露を防止するために抗腫瘍剤の取り扱いガイ

ドラインが制定された (OSHA,1986). これは，変異原

性試験を用いた作業環境のモニタリングと作業者に実施

されたバイオモニタリングの成果としてとらえることも

できるが，変異原性物質を扱っていながら事前に作業手

順と保護具の着用等，適切な取り扱い碁準を定めていな

かったために変異原性試験でバイオモニタリングできる

ほど作業者に対して高濃度の曝露が生じてしまったとい

う教訓でもある．ガイドライン制定後の cyclophospha-

mide取り扱い医療現場の化学分析を用いた環境調査

(Sessink et al., 1994)によると，調剤室の気中濃度は定点

測定で約0.003--0.03μg/m3,個人サンプラーによる作業

者口元の気中濃度は約0.04--0.5μg/m3, 作業手袋の汚染

は約0.08-9.6μg／手袋，作業者の尿中量は 0.2-19.4μg／日

であったと報告している． Cyclophosphamideの変異原

性試験での検出下限濃度を論文の上から推定すると， S.

typhimurium TAlOO (+S9)突然変異試験での検出下限

濃度は 500μg/plate(Nagao and Takahashi, 1981), L5178 

Y (+S9) TK突然変異試験での検出下限濃度は 1μg/m/ 

(Myhr and Caspary, 1988), CHO (+S9)染色体異常試験

での検出下限濃度は 50μg/ml (Allen et al., 1983)とな

る． GC/MSによる機器分析は定量限界が 0.1--0.5μg 

(Sessink et al., 1993)と報告されているので，変異原性試

験の検出感度を GC/MSによる機器分析と比較すると，

微生物を用いる場合 1000倍以上，染色体異常試験を用

いる場合 100倍以上， L5178Y突然変異試験を用いる場

合で 2倍以上感度が悪い．前述した cyclophosphamide

による低濃度の汚染を微生物変異原性試験でモニタリン

グする為には，調剤室の場合 10000m3以上，個人サンプ

ラーの場合 1000m3以上の空気を捕集する必要があり，

実際のサンプリングは不可能である． この様に生活環境

に比べて比較的高濃度の汚染が生ずると考えられる作業

環境でも変異原性試験の定量限界を考慮するとサンプリ

ング方法と濃縮方法が問題となる．変異原性試験は

GC/MS分析のように特定の物質だけを定量することが

でず，機器分析の手法が確立している癌原性のある農薬

や医薬品のモニタリングには，変異原性試験よりも機器

分析のほうが一般的に優れている．

3. 変異原性試験の役割

変異原性試験は農薬，医薬品のうち限られた物質しか

モニタリングできず，物質の定量感度は機器分析のほう

が変異原性試験よりも優れている事を述べた．では，変

異原性試験は環境モニタリングを含めた化学物質の管理

にどのように位置付けられ， どの様に用いられているの

だろうか．

化学物質のヒトヘの健康障害を防止する管理手順とし

て(1)変異原性試験を実施する事により変異原性物質を

特定する（農薬，医薬品は安全性評価の為の一連の試験

の一部として変異原性試験，発癌性試験により変異原

性，発癌性が特定されている）．（2）変異原性，癌原性の

ある化学物質は製造，使用，廃棄方法を管理し，環境中

に放出される量を制限する．（3）大気，水， 土壌中の残留

量を化学分析により定量的にモニタリングし変異原性，

癌原性のある化学物質の製造，使用，廃棄方法の管理手

法が適切に機能しているかを確認する．（4)バイオモニ

タリングをヒトで行い，変異原性のある化学物質の保護

具の有効性を含めた取り扱い方法が適切であるかを確認

するといった手順が考えられる（変異原性試験によるヒ

トでのバイオモニタリングについてはここで述べない）．

この手順いおいて変異原性試験は多くの化学物質の中か

ら遺伝子損傷性物質をスクリーニングするという重要な

役割を担っている．前項でのべた cyclophosphamideで

の問題解決手法をこの手順にかさねあわせると，抗腫瘍

剤の取り扱いガイドラインは (2)に，化学分析による環

境測定は (3)に，バイオモニタリングは (4)に相当す

る．これらの管理手順の一部は法令化され農薬，医薬品

の規制事項となっている． これは，癌原性のある農薬，

医薬品を高濃度で生活環境中に放出しないという基本概

念である．

これとは別に，生活環境と密接に関連する大気，河川

水に工場等からどの様な変異原物質がどのくらい放出さ

れているかを変異原性試験を用いて第三者的に検証し ヒ

トヘの健康障害を防止する管理手順として (1)変異原性

試験により大気，水，土壌中の変異原性物質を経時的に

定量的に検出する．（2）機器分析との併用により変異原

物質を分離同定する．（3）汚染源を特定する．（4）汚染を

引き起こした物質の製造，使用，廃棄方法を制限する，

もしくは見直しをするといった手順が考えられる． この

手順において変異原性試験は大気水，土壌中の変異原

性物質の経時的，定量的な検出と分離同定における分離

物質のスクリーニングという重要な役割を担っている．

変異原性試験の結果から河川水， 土壌大気を汚染して

いる変異原物質の総量を規制し管理する方法は現在のと

ころ我が国では法令化されていない．

環境モニタリングを含めた化学物質の管理で (1)変異

原性の有無の確認と (2)大気，水，土壌中の変異原物質

の経時的，定量的な検出が重要である事を述べた．では

微生物変異原性試験を用いて環境モニタリングを含めた

化学物質の管理を実施するのに，どの様な問題点がある

のだろうか．

4. 変異原性試験を実施する上での問題点

4-1) 代謝活性化

解熱沈痛剤であるphenacetinの変異原性はラットの

肝 S9を用いる代謝活性化法では検出できないが，ハム

スターの肝 S9を用いる事により検出できる事が報告さ

れている (Nohmiet al., 1983). Phenacetinの変異原性を

ラットの肝 S9とハムスターの肝 S9を用いて調べた結

果を示した (Fig.2).ハムスターの肝 S9はニトロソアミ

ン等の変異原性を検出するのにラットの肝 S9よりも優

れている事が知られ (Privaland Michell, 1981; Araki et 

al., 1984), National Toxicology Program (NTP)における

微生物変異原性試験は代謝活性化にラットの肝S9とハ

ムスターの肝S9を用いて実施されている (Haworthet 

al., 1983; Mortelmans et al., 1986; Zeiger et al., 1987, 1988, 

1992). NTPで試験された 1386物質のうち 467物質が

陽性であり， 247物質が代謝活性化を必要とする変異原

性物質であった． この代謝活性化で陽性を示した物質に

ついてラットの肝S9とハムスターの肝 S9の結果を比
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Fig. 2. Mutagenicity of phenacetin with rat S 9 on S. 

typhimurium YG 1042 (0) and TA 100（口）inthe 
preincubation assay, and with hamster S 9 on S. 
typhimurium YG 1042（●） and TA 100（■）in the 
preincubation assay. 
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較した (Fig.3). 247物質のうち 7物質 (2.8%)がラット

の肝 S9を用いた場合にのみ陽性であり， 33物質

(13.4%)がハムスターの肝 S9を用いた場合にのみ陽性

を示した．代謝活性化にラットの肝 S9のみを用いてい

る場合は変異原性のある物質を見逃している事になる．

また， Ponceau3Rなどのアゾ化合物の変異原性は S9

Mixにリボフラビン等を加えてアゾ還元酵素の活性を上

げ，アゾ結合を切る事により変異原性を検出する事がで

きる (Matsushimaet al., 1980; Prival et al., 1984). 化学物

質の変異原性をきちんと調べるには代謝活性化を充分に

考慮する必要がある．

4-2) 試験手法

N-Nitrosodimethylamineの変異原性は S.typhimurium 

TAlOOを用いた場合，プレート法では検出できないがプ

レインキュベーション法を用いると検出できる事が知ら

れている (Yahagiet al., 1977; Araki et al., 1984). N-

Nitrosodimethy lamineの変異原性をプレート法とプレイ

ンキュベーション法で調べた結果を示した (Fig.4). プ

レインキュベーション法の検出感度を調べるために化学
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Fig. 4. Mutagenicity of N-nitrosodimethylamine with rat S 

9 on S. typhimurium TAlOO (0) and E. coli WP2uvrA/ 

pKMlOl（●）in the preincubation and plate method. 
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Fig. 5. Comparison of preincubation and plate method for 

mutagenicity test data of 61 chemicals. 

Chemical was only mutagenic in preincubation method 

(Pr+ Pl-), more strongly mutagenic in preincubation 

method (Pr> Pl), equally mutagenic in both method 
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物質の変異原性をプレート法とプレインキュベーション

法で同時に実施した報告を文献的に調査しその結果を比

較した (Fig.5). 検索できた 61物質のうち 19物質

(20.4%)がプレインキュベーション法のみで陽性を示

し，プレート法のみで陽性を示した物質は 4物質

(4.3%)であった．このプレート法のみで陽性を示した 4

物質はプレインキュベーション法で陽性の結果が別に報

告されている．現在のところプレインキュベーション法

がプレート法よりも変異原性物質の検出に優れていると

言える． また， プレインキュベーションによる検出感度

の向上は代謝活性化を必要とする物質のみならず代謝活

性化を必要としない直接変異原物質においても認められ

ている．

四塩化炭素の変異原性（荒木， 1996) は通常のプレイ

ンキュベーション法では検出できないが，ガス曝露法を

用いると E.coli WP2/pKM  101で変異原性を検出する事

ができる (Fig.6). Dichloromethaneの変異原性はプレー
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method for mutagenicity test data of 21 chemicals. 
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(Ga-/Pr-) in both gas exposure and preincubation 

method, more clearly mutagenic in gas exposure 

method (Ga+> Pr+), only mutagenic in gas exposure 
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ト法，プレインキュベーション法では検出できないが，

プレインキュベーションする試験管を密閉し，培養時に

プレートをシールして被験物質が飛散しないようにする

と（改良プレインキュベーション法）検出できる（佐々

木，1995）．揮発性の化学物質で水への溶解性の悪い物質

は通常のプレート法，プレインキュベーション法では試

験系からはじき出されてしまうのでガス曝露法を用いな

いと正確に変異原性を調べる事ができない (Arakiet al., 

1994).ガス曝露法の検出感度を調べるために，ガス曝露

法とプレインキュベーション法で変異原性がしらべられ

ている物質を文献的に調査しその結果を比較した (Fig.

7).検索できた 21物質のうち 8物質（38.1%)がガス曝

露法でのみ陽性を示した． この事は，化学物質の変異原

性を調べるのに試験する物質の水への溶解性や沸点など

の性質を考慮して試験方法を選択する必要がある事を示

している．

4-3) 試験菌株

Phenacetinの変異原性は S.typhimurium TAlOOより

も芳香族アミン，芳香族ニトロ化合物に対して感度の良

ぃS.typhimurium YG  1042 (Hagiwara 1993)を用いる事

で変異原性を数十倍も強く検出することができる (Fig.

2). N-Nitrosodimethylamineの変異原性は S.typhimu-

rium TAlOOよりもニトロソ化合物に対して感度の良い

E. coli WP2uvrA/pKM101を用いることで強く検出する

ことができる (Fig.4). また，四塩化炭素の変異原性は

E. coli WP2uvrA/pKM101では検出できないが， DNAに

架橋する変異原物質の検出に感度の良い E.coli WP2/ 

pKMlOlを用いる事で検出できる (Fig.6). この様に変

異原性を調べる化学物質に応じて適切な菌株を選択しな

いと変異原性を見落とす事になる．

5. 変異原性を定量的に検出する上での問題点

5-1) 機関間変動

それぞれ独立した機関において同一の化学物質につい

て同一の実験計画で試験を実施しても得られる結果がこ

となることが知られている． NTPで試験された化学物

質のうち 186物質は 3機関のうちいずれか 2機関で試験

が実施されている (Haworthet al., 1983; Montelmans et 

al., 1986; Zeiger et al., 1987, 1988, 1992). これら 186物質

の試験の結果を比較した (Fig.8). 2機関，共に陽性もし

くは陰性を示した物質は 186物質のうち 40物質

(21.5%)と97物質 (52.2%)で合計 137物質 (73.7%),

試験結果が評価できなかった物質は合計 28物質

(15.1%), 2機関の試験結果が異なった物質は 21物質

(11.3%)であった． NTPの結果を見る限り 10物質のう

ち1物質は試験結果が試験を実施した機関で異り，場合

によっては変異原性を正しく評価していない事になる．

試験機関が異なれば結果が異なる事は不可避なことな

のであろうか，また日本国内においてもこのような差は

あるのだろうか．労働省は精度管理を目的として標準の
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Fig. 9. Inter-laboratory variation for mutagenic potency of 

quercetin tested on S. typhimurium TA 100 without S9 

in the plate method. 

サンプル(quercetine)を試験機関に配布して試験結果の

変動を調査し，報告した（労働省， 1992-1995). 1991年

から 1994年に実施された試験結果を示した (Fig.9).調

査を開始した 1991年にはquercetineの変異原性を強く

検出できる機関は少なく 5機関に 1機関 (20%)が陰性

の結果を報告した．その後，年度をおうごとに強く検出

できる機関が多くなり 1994年には陰性の結果を報告し

た機関は新規に精度管理試験に参加した 1機関だけで

あった． これは，試験を実施した機関が毎年の試験結果

をフィードバックして試験実施上の問題点を改良したこ

とにより検出感度が上がり陰性の結果を出さなくなった

為と考えられた． この事は，微生物変異原性試験を定性

的に変異原性が陽性か陰性かを判定する試験として使用

する場合でも，試験を実施する技術者の精度管理への取

り組みは不可避である事を示している． また，微生物変
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Fig. 10. Intra-laboratory variation for mutagenicity of 

benzo(a)pyrene tested on S. typhimurium TAlOO with 

S9 in the preincubation method. 

Data plotted average number of revertant colonies and 

their standard deviation of each laboratory. 

異原性試験を定量的に用いて環境中の変異原性物質をモ

ニタリングし，異なった機関ごとのデータを比較するに

は場所を越えた，再現性のある試験の実施が必要であ

る．

5-2) 機関内変動

労働省の精度管理事業で報告された （労働省， 1996) 

それぞれの試験実施機関の陽性対照値の平均と標準偏差

を示した (Fig.10). Benzo(a)pyrene 5 μg/plateあたりの

復帰変異コロニー数の平均は低い機関で 500程度，高い

機関で 1500程度で試験機関間の差は約 3倍であ った．

試験機関内の変動はほとんど変動のない機関か ら大きく

変動している機関まで様々で，試験の実施数とは関連し

ていなかった．試験機関内での実験間の差は試験機関内

の変動が小さい機関があることから少なくできる要因と

考えられる．微生物変異原性試験を定量的に用いて環境

中の変異原性物質をモニタリングし，経時的にデータを

比較するには時間を越えた，再現性のある試験の実施が

必要である．

結 五ロ――――ロ

癌原性のある農薬や医薬品による環境汚染をモニタリ

ングするのに変異原性試験が手法とじて有効であるかを

考えた場合，変異原性試験は癌原性のある農薬や医薬品

の一部しかモニタリングできず，また検出限界が機器分

析よりも悪いので単独で用いても有効な手段とは考えに

くい事を述べた．農薬や医薬品は生活環境で使用される

前に変異原性を含めた安全性のデータがそろっているの

で有害なものは制限して取り扱い，環境の汚染を未然に

防止するのが基本である． しかし，取り扱い方法を誤れ

ば抗腫瘍剤で生じたような環境汚染を生じる事になる．

生活環境の中には使用，廃棄などの取り扱い方法が適切

でない為に様々な変異原物質によって環境汚染が生じて

いると考えられる． これらを変異原性試験でモニタリン

グし環境汚染防止に役立てる事は重要である．微生物を

用いた復帰突然変異原性試験を用いて，環境汚染物質を

モニタリングするにはモニタリングする物質に応じた適

切な代謝活性化系，試験手法，試験菌株を用いて実施す

る必要がある．また，時間と場所を越えた再現性の良い

精度の高い試験と，低濃度の汚染物質をサンプリングし

濃縮できる簡便な手法の開発が今後の課題と考えられ

る．
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水中の変異原・発がん物質
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Summary 

Treated municipal sewage water has been used recently in urban areas. Risk evaluation of chemi-
cals in this water is studied. The evaluation of chemicals in the effluent water effluent depends on 

the method of concentration of the chemicals, because the level of them is usually very low not to be 

detected by the bioassay. The method of concentration decides the chemicals which can be screened. 

Bioassay, such as the Ames method (YG strain), can detect specific chemicals related to nitroarenes 

and amino compounds. Detection of these chemicals depends on the choice of resin and bioassay. 

This short report describes the determination of the compounds in the water environment. 

Keywords: water environment, concentration, resin, bioassay, sewage 

緒 -n 

日本の大都市近辺の流域では，飲料水源に都市下水処

理場の放流水が流入していることは珍しくなくなってき

た．飲料水源の汚染とともに，従来の総括的な水質指標

から，最近の飲料水，排水，環境基準に見られるように

微量化学物質の混入が問題視されてきている．

なかでも chloroformをはじめとするtrihalomethane

類は 1970年代にその塩素消毒による飲料水中の存在

が知られてから，既に碁準値が示されている．これは，

chloroformが肝臓腎臓甲状腺にがんを発生させる

ことが示されているためである． このように化学物質の

同定・定量が為された物に関しては発ガンの dose

responseにより， リスクアセスメントが実施されてい

る．水中の化学物質で問題となるのは，スクリーニング

としての変異原性試験を実施しようとするとき，多くは

希釈され，低濃度なるが故に濃縮・抽出という操作が必

要であることである．塩素処理水に関しては，多くの研

究者が， XADカラムと,Ames法をあわせて変異原性

の検出を試みている． しかし，測定された変異原性がど

の物質によるものかは分析を待たなければならない．

c日本環境変異原学会

MXの存在も，変異原性の大きさに関与しているらし

い．一方のtrihalomethane類はbromoformを除けば，

変異原性が大きいというデータは少ない．塩素の代替消

毒法として普及しつつある ozoneは，その副生成物であ

るcarbonyl化合物の発ガン性，変異原性が指摘される

ことがある．事実，formaldehyde,metylglyoxalなどは，

その変異原性が調べられてきた． この物質群も，実際の

処理の現場では，親水性であるが故に濃縮方法が塩素消

毒の場合とは異なり，さらに生物分解性，抗変異原性を

考えていく必要もあると考える．

また近年，下水を処理した後，再利用していくという

観点から，処理水の安全性のために変異原性，発がん性

が検討されている．また実際，雨水，生活雑排水， し尿

さらに工場排水の流入する処理場の放流水域で変異原性

を比較的高く示すことが報告されてきた．以下， このよ

うな問題点をどのように考えていくか，例を処理水中の

変異原性にとりながら考えていく．

1. 問題の提起

水中の変異原•発癌物質の検出に関する問題点として
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Table 1. The review of mutagenesis of the concentrated samples of different water, the method of concentration, test assays. 

著 者 試験方法 対象試水 濃縮法 抽出溶媒

亀井・ 丹保ら Amesテスト 泥炭池有機着色水の塩素， XAD2 メタノール

(1985) オゾン処理水 減圧濃縮 アセトニトリル

逆浸透膜 ジクロロメタン

奥山・丹保ら Rec-assay 泥炭池底泥などの塩素処理 減圧濃縮 アルカリ抽出

(1987) 水

奥山・丹保ら Amesテスト 泥炭池着色水， 2次処理水の 減圧濃縮 ジクロロメタン

(1987) 遊離塩素，クロラミン， ニ

酸化塩素処理水

浦野ら (1988) Amesテスト 腐葉土抽出水の塩素処理水 CSP800 DMSO 

CHPA20 4N NaN03 

富田•浜田ら Amesテスト 河川水とその塩素処理水 減圧濃縮＋凍結乾燥

(1980) 

内海・浜田ら Amesテスト 河川水 プルーコ ットン 0.5%アンモニア ＋メ

(1990) タノール

佐谷戸・中室ら Amesテスト 河川水とその塩素 ・オゾン XAD2 ジクロロメタン

(1992) 処理水 メタノール

布柴•西岡 ら DNA修復試験 水道水 （東京，名古屋，京 XAD2 ジエチルエーテル

(1983) 都，大阪）

松井ら (1985) Rec-assay 都市下水 液液抽出 ジクロロメタン

2次処理水 XAD2 エーテル

ブルーコ ットン メタノ ール

中室•佐谷戸 ら Amesテスト 芳香族アミノ酸の塩素化処

(1992) YG株 理

上野・中室•佐谷 Amesテスト フミン酸オ ゾン処理 グリオキザール， メ

戸ら(1992) ラット肝DNA損傷 チルグリオキザール

を試水に同定

近藤・石黒ら Amesテスト 殺虫剤，殺菌剤，除草剤

(1992) YG株

染谷・鯉川 ら Amesテスト 廃棄物埋立地侵出水 液液抽出 ジクロロメタン

(1992) 

木苗・山下ら 海水ナマズ パルプ工場廃水 直接接触

(1990) 

Coleman et al. Amesテスト フミン酸の塩素処理 液液抽出 ジクロロメタン

(1984) ジエチルエーテル

Kringstad et al. Amesテスト パルプ漂白水 モデルにベンゾフェ

(1984) ノン， ナフタレン，

アントラセン

Hopke et al. Amesテスト 都市下水処理場汚泥 液液抽出 アセトン

(1984) ヘキサン

Lippincott et al. Amesテスト 水道水 連続液液抽出 ジクロロメタン

(1990) 

Langevin et al. SOSクロモテスト 河川底泥 液液抽出 ジクロロメタン

(1992) 

中村・鵜川 (1992) umuテスト アミノ酸の塩素処理生成物

山吉ら(1989) umuテスト 環境水 減圧濃縮 ジクロロメタン

XAD2 メタノール

Hartemann et al. Amesテスト オゾンを導入した浄水場 XAD4/8 メタノール，アセトン

(1987) V79/HGPRT DMSO 

Kool et al. (1986) Amesテスト 浄水場の塩素 ・オゾン処理 XAD4/8 DMSO 

水 アセトン
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Table 1. Continued. 

著者 試験方法 対象試水 濃縮法 抽出溶媒

Delara et al. Amesテスト 浄水場の塩素・オゾン XAD2 ジクロロメタン

(1987) 処理水 クロロホルム

Cognet et al. Amesテスト 浄水場の塩素 ・・オ ゾン XAD2/8 ジクロロメタン

(1986) 処理水 メタノール

Boubigot et al. V79/HGPRT 浄水場の塩素・オゾン XAD2/7 メタノール

(1986) SOSクロモテスト 処理水

Vartiairen et al. Amesテスト 塩素消毒した飲料水 XAD4/8 ジクロロメタン

(1987) DMSO 

Monarca et al. Amesテスト 塩素消毒した飲料水 Sep-pak DMSO 

(198S) XAD2 

Fielding et al. Amesテスト 塩素処理生成物 XAD2 

(1987) (MX) 

Holmbom et al. Amesテスト MX XAD4/8 

(1984) 

Kronberg et al. Amesテスト MX XAD4/8 ジエチルエーテル

(1988) 

Huck et al. Amesテスト酵母 塩素 ・オゾン処理水 XAD2 アセトン／ヘキサン

(1989) 

Coleman et al. Amesテスト フミン質の塩素処理水 液々抽出 ジクロロメタン

(1984) ジエチルエーテル

Holmbom et al. Amesテスト バルプ漂白水 XAD4 メタノール

(1987) 

Ringbard et al. Amesテスト 浄水場の塩素処理水 XAD2/8 メタノール

(1987) アセトン

Meier et al. Amesテスト フミン質の塩素処理水 液々抽出 ジエチルエーテル

(1985) 

Meier at al. Amesテスト MX  

(1987) 

以下の 3点をあげたい． 1)変異原性を示す化学物質は，

多 くの場合環境中では微量な濃度であり， これを濃縮・

抽出する必要がある． この濃縮法の選択でターゲットと

する物質群がほぼ絞られてくる．たとえば，樹脂吸着法

は，その担体と化学物質との結合度で吸着する物質を選

択できる．岡山大学の早津教授等の開発したプルーコッ

トン， プルーレーヨン， ブルーキチンなどは 3環以上の

芳香族化合物を選択的に吸着できる．また， ミリポアの

Sep-pak c18などは疎水性の物質を比較的選択的に吸着

できる． しかしながら水環境の試料で求められること

に， しばしばその水全体の毒性を評価できないか， とい

う要求がある． このことは物質が微量であり，現行の感

度でのバイオアッセイに適用する際，濃縮操作をしなけ

ればならない限り不可能に近い． この場合，対象とする

水塊で水生生物を培蓑し，その反応を評価する生態毒性

学的な手法が考えられる． この方法も，感度が高いこと

と，反応が早いことが評価する際の要件になってくる．

2)適用したバイオアッセイの変異原発現のメカニズム

がどのようなものであるのかを明確にしないと，混合試

料である水環境の何を評価しているのか不明になる．変

エーテル

XAD2/8 アセトン

異原性試験は食品添加物や薬品を評価するために開発さ

れてきた．それは対象とする化学物質が分かっているか

ら評価は単純であったその変異原性を誘発する濃度，

あるいは発癌性を示す濃度はそのままリスクアセスメン

トに使用できた． しかし水環境の試料を濃縮し，それを

Amesで評価したとしても，そのデータを多く蓄積した

ところで，規制の値にはなり得るであろうか．その水試

料に変異原性が認められたとしても，何を規制してよい

のか，対象とする化学物質が分からないのである．それ

は単に SomethingMutagenicでしかありえない． 3) ま

た，物質を同定・定量することは，その対応策を決めて

いく上で重要な情報となる．それが有機塩素化合物であ

るのか，含窒素芳香族であるのかによって，適用する水

処理の方法が異なってくる．

Table 1には様々な研究者による水環境試料の濃縮法

と，バイオアッセイの一覧を筆者がまとめたものを転載

して示した（小野， 1993). 対象が有機塩素化合物であ

るのか，また別のものかによってその濃縮方法が異な

る．見方を変えていえば，濃縮法は 1次スクリーニング

といってもよいのである．濃縮法に何を採用するか， と
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Fig. 1. Induction of umuC gene by formaldehyde. The chemical was introduced at the time _o. 
Then, growth of cells, OD600 was inhibited and umuC gene was induced to repair the damaging DNA. 

which shows the activity of respiration was also inhibited. 

いうことでその研究者は先験的に対象とする物質を仮定

しているのである．

たとえば，オゾン処理の副生成物とされるformalde-

hydeは， Fig.1のように umu-testで陽性を示し，反応

時間とともにその umuDC発現鼠を変化させる． しかし

ながら実際の水処理の試料からパイオアッセイに適用す

るために aldehydeのような親水性の物質を抽出するこ

とは困難なことである．また変異原やら発癌やらその物

質の存在を指摘するのはよいが，一方でその物質の生物

分解性も評価すべきである．あるいは紫外線などによる

による分解，粒子への吸着性をもあわせて評価しなけれ

ばならない．それらの情報は，水環境の中での当該物質

の運命予測のために必要であるからである．なぜなら変

異原性試験や発癌試験が人間を対象としている試験では

あるが，水環境中の当該物質が人間の標的臓器に水環境

から到達するのには様々な経路が想定できるからであ

る．
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2. 水環境中の発癌物質の例

例として heterocyclicaminesを考えてみる．その物質

群はすでに加熱食品中に発癌物質として同定されてい

る．一方，多くの研究者が都市の終末処理場の放流水中

に何か変異原性物質のあることを報告してきた（たとえ

ば Sakamotoet al., 1990). そこで，一つのシナリオを

想定する．人間の食品中の発癌物質は一部，体内にそし

て大部分は体外へ排泄されている．それならば， この物

函 e-『ayonExt『action-l

Dehydrogenase 

言：亙：Co:

“ら鰤匹雙rof紬
Fig. 2. The structure of resin of blue rayon. 
We used the resin to adsorb the poly aromatic 

hydrocarbons in the water. The resin was packed in a 
glass column, and the water sample is introduced into 

the column in 20 mL/min. 
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幽
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Fig. 3. The sample from the treatment plant of human 
waste was applied to the concentration method and 
bioassay, umu-test. 
The filtered water by ultra filter after activated sludge 
treatment of human waste was introduced to the blue 
rayon resin. The genotoxicity by umu-test shows high 
positive activity which show the treated water has some 

kinds of genotoxic aromatic amines. 

350 

質群，つまり heterocyclicaminesは， し尿と共に，終末

処理場に流れ込み，そこで処理を受けるはずである．現

行の処理方式である活性汚泥法は生物の好気的酸化を利

用しているが， これで分解されない場合，処理水中に残

存してくる可能性がある． このシナリオにしたがって，

数多くあるであろう変異原性物質のうち， heterocyclic

aminesにターゲットを絞り，この同定に向かってスク

リーニング方法を選別していった(Onoetal.,1994-1996). 

水試料の吸着法には，プルーレーヨンを適用した

(Fig. 2). これは heterocyclicaminesを選別的に吸着す

る方法としては最適である． この物質の構造を利用して

選択的な濃縮・吸着する方法が，環境試料の毒性研究に

極めて有効となるのである．

さらにバイオアッセイとしては，近年開発された 0-

acetyl transferaseを多量に産出できるアッセイを適用し

た (Oda,1993). この umu-testNM  seriesや， Amestest 

のYGseries (Watanabe, 1987, 1990)は， aminesの他

nitroredactase産出株により， nitroarenesの検出も可能

となってきている．様々な物質が存在し，そこから目的

の物質に選択的に高感度であることから，物質のスク

リーニング法として使用できる．このようにブルーレー

ヨンのような濃縮法と， NM株のようなアッセイを併

用することで， シナリオに設定した物質に近づくことが

可能となる．

さて，排水中の変異原性物質は冒頭で述べたように水

環境と人間生活をつなぐ接点として管理されなければな
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Fig. 4. The water sample was collected in a municipal 
sewage treatment plant. 
Influent, and effluent of the plant have high genotoxic 

potential related to the aromatic amines. 

らない．その意味で，微量化学物質の生体影響のデータ

の蓄積が急がれるところである．まず，最初に我々はし

尿処理場へ出かけ採水した． ここは基本的に人間の排泄

物を処理しているところであるから， ここで同定できれ

ば，終末処理場の変異原性の一部の原因も分かってく

る．この処理場の生物処理した後の水から， 3環以上の

多環化合物で，アミン類による高い遺伝毒性が検出でき

た (Fig.3). 

また同様に雨水，生活雑排水，屎尿，

入れている都市下水処理場でも処理水（塩素消毒前）中

に同様に遺伝毒性が検出できた (Fig.4). そして， これ

らの物質は， 3段階の HPLCによる分画，分析を続け，

最後に MS分析により， heterocyclicaminesのひとつで

ある Trp-P-2であることが確認できた (Fig.5). 

さらに都市下水処理場の放流地先である河川水中に

も，同様の Trp-P-2が同定できた (Fig.6). こうした類

似の方法により，佐々木や，大江等も河川水中に

Trp-P-2を同定しているが，いずれも濃縮法と，バイオ

アッセイの適用がこれら物質群のスクリーニングに適し

Identification of T『p-P-2
in secondary effluent 
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Ion Mode:EI+ 
Authentic 

＂昂3 120 "B ISO 

m/z 

180 

""’ 

197 

2“' 2“' 

A
3
l
sm

u

I

 

[Mass Spectrum] 
Ion Mode:EI+ 

extract 

"8 1SII 

m/z 

180 

""’ 

197 

2四 2zo 

g
-

水(1)

流水

工場排水を受け

Fig. 5. Mass spectra of Trp-P-2. 
The concentrated water sample by blue rayon resin was eluted by ammonia/methanol. And the elute was fractionated by 
HPLC by third times with different ODS columns, and finally injected to Mass analysis. The spec of Trp-P-2 (197 MW) 
can be obtained 
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Fig. 7. Risk assessment on Trp-P-2 shows in this figure. 

The risk is almost same order in the human waste to 

human diet, because Trp-P-2 in the diet will be 

exhausted to the waste. The risk in the municipal 

sewage treatment plant is about 1 % of the human 

waste. And the river water show more 10% risk of the 

effluent. 

たものであったからである（大江， 1995;佐々木ら，

1996). 彼らも指摘している河川水中の Trp-P-2は， 筆

者の調査により，人間の排泄物，さらにいえば食品由来

であることが示唆された．
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Fig. 8. Trp-P-2 can be decomposed about 40% by ultra 

violet irradiation in the day light. 
However, when it is cloudy, the UV irradiation will be 

reduced, the decomposition was stopped. 

はたして， これがどれくらい危険であるかというリス

クアセスメントが物質が同定されると可能になる．

Trp-P-2の場合は，発癌のデータがあり，これを閾値の

ないモデルで簡便にリスクを評価すると， Fig.7に示す

ようにし尿の処理水中では，食品と同じくらいの危険率

が得られるが，都市下水処理場ではその 100分の 1, さ

らに河川水ではオーダーが下がってくる．河川水に含ま

れているくらいの濃度ではほとんど問題にならないこと

がわかる． しかしながら生態系の水生生物に対する影響

は未知である．また，食品由来である限り，発生源対策

は肉食を禁止しない限り不可能である．そのため， もし

規制を考えると，終末処理場での集中処理での対応も考

えなくてはならない．

3.展望

このリスクの評価により，ただちに人間の健康に問題

になるとは考えにくいが水環境中の heterocyclicamines 

は自然水系中で消えるだろうか．直射日光のもとで

Trp-P-2は確かに減衰していく (Fig.8). しかし， 曇っ

て紫外線量が減ると，分解は止まるようだ．また実際の

河川水のような懸濁性物質を含む混合試料では，紫外線

は妨害され，分解は進まないようだ．オゾンや光酸化触
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Fig. 9. The trace of Trp-P-2 was detected in the sludge 

treatment plant in the municipal sewage treatment 

plant. 
There were two furnace plants in the treatment, where 

the dried excess activated sludge which is bacterial 

protein are burned in the multiple-hearth and step 

grade stoker furnace. 

媒を用いると比較的簡単に処理水中の Trp-P-2は分解す

ることが分かってきている．

その発生源を巡って，筆者は食品だけではないのでは

ないか， という仮定をもっている．それというのも，処

理場により処理水中に変異原性が高いところと低いとこ

ろがあるからである．そこで，燃焼工程に着目した．処

理場は汚泥を処理する工程を有する場合がある．汚泥は

微生物蛋白である．そして，濃縮脱水後に，乾燥，焼却

される．この焼却の過程で加熱タンパク質の生成物であ

るheterocyclicaminesが生成している可能性がある．事

実焼却炉の煙の温度を下げるために吹き掛けられる洗浄

水を同じような操作で調べてみると，芳香族アミンによ

る遺伝毒性の活性は認められた (Fig.9). 

さらに一般廃棄物の焼却炉の洗浄水も同様に調べてみ

ると，その痕跡が示唆された（未発表）．つまり，水環

境には燃焼工程から出てくる含窒素有機物の副生成物

で，発癌性をもっていることが存在することがわかって

きた．筆者は現在ニトロ化合物の存在についても調査を

すすめている．それは大気汚染の物質として知られてい

るが，燃焼工程から水環境への接点がいくつかあり，そ

こから水環境中に漏出している可能性があるからであ

る．
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水中変異原と生物影響

Effects of environmental mutagens and carcinogens 
on aquatic animals 

木苗直秀

N aohide Kinae 

静岡県立大学食品栄養科学部 422静岡市谷田 52-1

School of Food and Nutritional Sciences, University of Shizuoka, 52-1 Yada 422, Japan 

（受理： 1997年 3月14日）

Summary 
Many kinds of chemicals used on the land drain ultmately into aquatic environments such 

as rivers, lakes and the seashore. Among them, mutagenic and/or carcinogenic compounds have 

tumorigenic and teratogenic on aquatic organisms. Certain mutagenicity tests, including the Ames 
test, the micronucleus test and the comet assay, may be useful in examining the biological quality of 
water and in determing DNA damage in aquatic animals. 
Therefore, we recomend the use of these mutagenicity tests in addition to physico-chemical 

analysis for evaluation of the aquatic environment. 

Keywords: water environment, mutagen, carcinogen, Ames test, micronucleus test, comet assay, fish 

tumor, risk assessment 

諸 E 

わが国では第2次世界大戦以降，産業の高度成長に伴

い，多くの化学物質が合成され，使用されたことにより

物質的に豊かで，文化的な生活が営まれるようになっ

た現在までに CASナンバーは 1100万を超え，さらに

毎年数十万種の化学物質が追加されている．我々の生活

環境中には，およそ 8万種の化学物質が存在すると言わ

れており，それらの多くが下水処理場で分解，除去され

るが，一部は河川，湖沼，沿岸水域に移動する．その移

動過程で化学物質が植物性プランクトン，動物性プラン

クトン，小型魚類，大型魚類へと食物連鎖を通して生体

濃縮されることが明かにされている．また，いくつかの

化学物質は直接的，間接的に大気，水，土壌，食品に混

入すると考えられる．昭和40年以降，特に DDT,

HCH (BHC), PCB, ダイオキシンなどの有機塩素系化

合物とともにトリプチル錫化合物，有機ヒ素化合物など

による食品汚染が問題となった．それ以前からの水俣病

やイタイイタイ病の原因とされる水銀やカドミウムの人

体汚染は余りにも大きな社会問題であった．

c日本環境変異原学会

現在，水汚染のモニタリングに化学的酸素要求量

(COD),生物化学的酸素要求量 (BOD), 全有機炭素量

(TOC)を測定する方法が一般的である．また，当該汚

染物質を試験水より抽出し，定量する化学分析法も繁用

されている． しかし， これらの手法は微量ながら混在し

ている化学物質の毒性を総合的に評価するものではな

く，分解性や総量，特定の化学物質による汚染を把握で

きるが，汚染を生物的に評価することは困難である．最

近，細菌や培養細胞，生物個体を用いる各種バイオアッ

セイ法の利用が試みられている．特に 1980年以降，わ

が国や米国の淡水域と海水域で悪性腫賜いわゆる“癌”

の魚類が捕獲されており，原因となる発がん物質や変異

原物質を検索することが極めて重要な作業になってき

た．

そこで，筆者らは 10数年前より，わが国の沿岸に棲

息する魚類について，腫瘍に関する疫学調査とともに，

同水域より変異原性がん原性物質の分離を試みてい

る．

本稿では，既に報告した変異原性試験を用いて魚類腫
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瘍の発生原因を追究した研究事例と水中に存在する変異

原物質を検索する手段として水生生物を利用する事例に

ついて筆者らの研究成果を含めて記述する．

1. 魚類腫瘍に関連する変異原物質の検索

魚類の腫痕発生原因としては哺乳動物と同様に，化学

的要因（変異原物質発がん物質など），生物学的要因

（ウイルス，遺伝因子など），物理的要因（浸透圧，機械

的剌激，放射線など）が考えられる．化学物質と魚類腫

瘍とのかかわりについて歴史的に見ると 1941年，米国

のLuckeらがナマズの可移植性口辺上皮種を報告した

のが最初であり，その後主として多環芳香族炭化水素類

(PAH)と有機塩素系化合物により誘発したと推定され

る事例がいくつか報告されている．それらの代表的なも

のを Table1に示した（木村ら， 1986;木苗， 1988).

特にベンズ(a)ピレンを含む PAHや塩素処理工程で生

成する有機塩素化合物で汚染された水域に棲息する魚類

の中で，欧米では brownbullheadや catfish,English 

sole, white croakerなど，日本では，ハゼ，ゴンズイ，

二べなどの底棲魚に高率で皮膚がんや肝がんが見いださ

れている最近， Baumanらはコークスプラントを閉鎖

した水域で底質と魚類中の PAH濃度が減少し，魚類の

肝がん誘発頻度が低下することを見いだしている

(Bauman and Harshbarger, 1995). 筆者らは木村らとの

協同研究で疫学的調査と実験室内での研究成果から，ニ

べの腫瘍発生に有機塩素系化合物が深い関わりをもつも

のと推定している （木苗， 1993a). すなわち，日本列島

の太平洋岸に棲息するニベ (Nibeamitsukurii)やゴンズ

イ (Plotosusanguilaris)が紀伊半島において局地的に皮

膚黒色腫瘍を多発することを疫学調査で見いだした（木

村， 1991）．科学技術庁支援のプロジェクトチームが編

成され， ウイルス，遺伝因子，寄生虫，特定化学物質な

Table 1. Fish tumors which may correlate with environmental contaminants. 

fish species country tumor (incidence %) supposed chemicals researcher 

h(Magyfxisinh e glutinosa) 
USA hepatocellular carcinoma (5) PCBs、DDT Falker (1977) 

Atlantic tomcod USA hepatocellular carcinoma (25) PCBs Sumith (1979) 
(Microgadus tomcod) 

nibe JPN skin chromatophoroma (47) 
(Nibea mitsukuri1) 

waste water Kimura&Kinae (1984) 

E(Pnagrolisph hsryos le vetulus) USA hepatoma,cholangio carcinoma (32) 
PAHs Black (1983) 

black bullhead USA lip papilloma (73) 
chlorinated 

(/ctalurus me/as) waste water 
Grizzle (1984) 

nibe 
(Nibea mitsukuril) 

JPN skin chromatophoroma (27) ？ Kinae (1996) 

A Sea water 
D : Effluent (Before final treatment) 

2 1 3 4 5 了
KL 

KL I 

I I I l l I 

゜
100 200 300 400 500 600 

゜
50 100 

B : f=liver water (Domestic sewage) 

こ
Pulp mill 

E : Effluent (After final treatment) 

C : River water (Natural water) 

： TA100, Net His芥evs/250μ.g 

Fig. 1. Mutagenic activity of ether extracts from water samples on S. typhimurium TAlOO without S9mix. 

● A 

゜Pacific Ocean 

1 00 200 300 400 500 600 

TA100, Net His芹evs/250μ.g 

KL: killing effect 
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Table 2. Induction of tumors in fish by exposure of effluents. 

Species Effluent E(hxrpX o sure No.of 晶 N 9it_h .otf ufm is h Inc（％ide） nce 
(time) exam w or* 

Plotosus D 12X7 7 7 100 
anguil/aris 

E 12X7 20 24 70 
(Gonzui) 

NP (1 ppm) 2X7 23 21 91 

control 10 1 10 

-----------·•——--- • 
D 48X 1,8X6 13 

゜ ゜Nibea 
mitsukurii E 48X 1,8X6 4 1 25 

(Nibe) NP (1 ppm) 1 X 14 23 20 87 

control 39 

゜ ゜NP : 6-hydroxymethyl-2-[2-(5-nitro-2-furyl)vin 認yridine 
* : melanosis (Gonzui), melanophoroma (N 

Table 3. Contribution ratio of mutagenic activity of identified compounds to the total mutagenic activity of ether 
extract from each effluent. 
C-stage means the effluent on bleaching stage with chlorine. 

Compounds 
Mutagenicity_ {net,rev/1} Contribution ratio (%} 

C-stage D E C-stage D E 

1,3-dichloroacetone 3240 87 

゜
0.49 2.14 

゜1, 1,3-trichloroacetone 18300 496 

゜
2.74 12.2 

゜1, 1,3,3-tetrachloroacetone 35100 215 

゜
5.27 5.28 

゜pentachloroacetone 4320 4 

゜
0.65 0.1 

゜methylglyoxal 1570 140 51 0.24 3.44 9.3 

diacetyl 1 

゜
1 

゜ ゜
0.2 

Sum of identified compounds 63300 943 55 9.5 23.2 9.51 

Total activity of ether ext. 667000 4070 580 (100) (100) (100) 

どとの関連が詳細に検討された (Kimuraet al., 1989). 

しかし，いずれも明確な結論は得られなかったそこ

で，筆者らは化学物質による腫瘍誘発を想定してさらに

実験を進めた．両魚類が棲息する水域に流入していた 2

種の製紙工場排水（最終処理前の D排水，および最終

処理後の E排水）について，それぞれエーテル抽出物

を調製したのち． Ames法 (Ameset al., 1975)により変

異原性試験を行った．その結果，特に最終処理前の D

排水がS.typhimurium TAIOO, -S9mixで強い変異原性

を示した (Fig.1). 両排水をゴンズイに暴露して腫瘍誘

発実験を試みたところ， D排水は 100%, E排水は

70%の個体に皮膚過形成（メラノーシス）を誘発した

(Table 2）．なお，二ベに対しても低率ながら自然界と

同様な黒色腫瘍を誘発した． D,E排水のエーテル抽出

物に GC-MS法を適用して変異原性物質を検索したとこ

ろ， Table3に示すように， 1,3-dichloroacetoneを含む 5

種のクロロアセトン類， メチルグリオキサール， ジアセ

チルを分離同定した． しかし， これら有機化合物の各排

水の総変異活性に対する寄与率は D排水が 23.2%, E 

排水が 9.5%と低値であった． 1,3-dichloroacetoneをヒ

メダカ (Oriziaslatipes)に暴露すると消化管およびえら

に上皮過形成が誘発されたこと，およびメチルグリオキ

サールやジアセチルがイニシエーター活性とプロモー

ター活性を有することから，同定したこれら化学物質が

二べやゴンズイの腫揚発生に関与しているものと考えて

いる (Kinaeand Yamashita, 1990). 1992年の同海域に
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おける腫瘍二べの疫学調査においても 20％程度の腫瘍

誘発がみられたなお， 1996年には数百キロ離れた静

岡県太平洋沿岸でも二べに 27%の割合で皮膚黒色腫賜

が発生していることが判明した．先の腫瘍多発水域と地

理的条件が異なることから， Table3に掲げた化学物質

とは異なる変異・がん原物質が関与している可能性が考

えられたので，現在，疫学調査と原因究明のための実験

を開始したところである．

2. パイオアッセイ法を用いる水中変異原のモニタリン

グ

染色体異常を間接的に検定するために小核試験が用い

られるようになった (MacGregor,1980). 本法は細胞分

裂時に染色体が二つの染色分体に分かれて両極に移動す

る際染色体異常誘発物質に暴露されると染色体の一部

が切断され，それが小核となって赤道面上にとり残され

たものをアクリジンオレンジで染色したのち，蛍光顕微

鏡で測定するものである（林， 1991,1996; 木苗ら，

1993b). 筆者らは，操作法が比較的簡単で，短時間で

結果が得られる本法を水環境汚染のモニタリング法とし

て活用出来るか否かを検討している． 1994年度に，静

岡県の太平洋沿岸に位置する清水港，用宗港大井川港

を定点として海水を採取した理化学試験を行ったの

Mutagenicity (TA100,-S9mix) Net His+revs/100ml 

Sampling 
0 0 200 150 00-I 

ー 50 

Fig. 2. 

2
 

Micronuclei in erythrocytes (o/oo) 

1 

Fig. 3. 

ち，試験水の一部をアンバーライト XAD-2000樹脂に

通した．吸着物をエーテル抽出し， Salmonellatyphimu-

rium TAlOOを用いて 一S9mixでAmes法 (Ameset al., 

1975)により変異原性を検定したまた，各水域よりヒ

イラギ (Leiognathusnuchalis)を含む沿岸魚を釣りで捕

獲し，末梢血およびえらを採取したのち，細胞 1000個

当りの小核誘発頻度を調べた．その結果， 3地点の中，

用宗港の海水が最も高い変異原性を示し，魚類の中で

は， ヒイラギのえらにおいて小核出現頻度が高いことが

示された（木苗ら， 1995;Hayashi et al., in press). そこ

で， 1995年から 1996年にかけて，用宗港で海水とヒイ

ラギを定期的にサンプリングし， 年内変動を調ぺた．そ

の結果，海水の変異原性は 10月に 150revs/ 100 ml海水

と最商値を示したが，冬季から春季は低値であった

(Fig. 2). しかし， COD値には明確な季節変動がみられ

なかった． ヒイラギの小核出現頻度は 7-8月に末梢血で

1.4-1.6%, えらで 8.0-8.2%と高値を示した (Fig.3). 

えらの小核誘発頻度は末梢血の小核誘発頻度および海水

のエーテル抽出物量 との間にそれぞれ r=0.821,r= 

0.798と高い相関性を示した (Fig.4). しかし，海水の

変異原性は CODやえらの小核誘発頻度との間に相関は

みられなかった．化学物質による汚染が推測された淡水

域および海水域の水生生物について小核試験が行われた
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Micronuclei frequencies of aquatic organisms. 

aquatic organism sampling point or 
exposed chemical Micronuclei Frequency (o/oo) researcher 

fresh water 

lctalurus nebulosus 
(brown bullhead) 

Carassius auratus 
(gold fish) 

sea water 
Mytilus galloprovincialis 

(mussel) 

Mytilus edulis 

(mussel) 

Genyonemus lineathus 
(white croaker) 

Paralabrax clathratus 
(kelp bass) 

The Great lakes 

MX 

D.R.Ext 

MMC 

Tuscan coast 
Coast of Jutland 

Coast of S.California 

＂ 

0.50~0.66 

2.0~3.0 

5.0~12.0 

2.2~1 0 

2.2~9.5 

1.35~2.87 

0.8~3.4 

0.6~6.8 

Leiognathus.nuchalis 
(hiiragi) 

MMC : mitomycin C MX: 3-chloro-4-(dichloromethyl)-5-hydroxy-2(5H)-furanone 

D.R.Ext : drinking water extract 

Suruga bay 

事例を Table4に示した．魚類とともに貝類が試験生物

として使用できるものと思われる．変異原性を示した用

宗港海水の抽出物を金魚（Carassiusauratus)の腹腔内に

投与したところ， 72-96時間後に末梢血とえらの小核が

有意に上昇することを確認した (Hayashiet al, in 

press). 高井らは河川水の水質について上流域と中流域

のオイカワ (Zaccoplatypus)を捕獲してえらの小核誘発

頻度を比較し，中流域の魚類が高値を示すことを報告し

Smith et al., 1990 

Kinae et al., 1992 

II 

Majone et al., 1987 
Scarpato et al., 1990 
Wrisberg et al., 1991 

Hose et al., 1987 

II 

0.5~3.0 Kinae et al., 1996 
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ている (Hayashiet al., in press). 近年，単一細胞を用

いて DNA損傷性（一本鎖切断およびアルカリ易溶出部

位）を高感度に検出できる方法として Singlecell gel elec-

trophoresis (SCG)アッセイが注目されている (Singhet 

al., 1988). 本法は単離した細胞をアルカリで溶解し，

DNAの巻戻し (unwinding)を行ったのち，電気泳動を

行ない，染色後に蛍光顕微鏡で観察するもので， DNA

損傷があると流星状の挙動がみられることからコメット
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(480mg/kg) 
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(160mg/kg) 
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(11 mg/kg) 
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(4mg/kg) 
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0 100 200 

No.of comets/500cells 
Fig. 5. Induction of DNA damage in goldfish erythrocytes by administration of ether extract of coastal water. 

MMC: mitomycin C. 

control 

アッセイとも呼ばれる (Mckelvey-Martinet al., 1993). 

本法は細胞数が少ない場合でも数時間で結果を得ること

が出来るので， DNA損傷を検定する変異原性試験とし

て今後さらに用いられるものと思われる．先に分離した

用宗港海水の抽出物を金魚の腹腔内に投与し， 3時間後

にコメットアッセイを行ったところ，投与量に比例し

て， DNA損傷が増大すること（タイプ 2-5の比率が増

加）を確認した (Fig.5). 

最近，佐々木らはホタテ貝 (Patunopectenyessoensis) 

やアサリ (Tapesjaponica)を用いて大阪湾や東京湾など

の汚染海水に一定時間暴露したのち， コメットアッセイ

を適用したところ，対照水域の海水と比べてえらにおけ

るDNA損傷が有意に惹起されることを報告している

（祖父尼ら， 1996;西館ら， 1996).

これらの実験より，沿岸海水や河川水中には染色体異

常や DNA損傷をもたらす物質が存在すること，また，

実際に棲息する魚類がそれらの化学物質の影響を受けて

いる可能性が強く示唆された．

結 語

今後，指標となる水生生物を厳選し，えらや末梢血等

を用いて小核試験やコメットアッセイを行い，従来から

実施されている理化学的手法と併せて評価するならば，

水環境汚染のモニタリングがより精度の高いものになる

ものと思う．
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「ヒトと動物の発癌を変異原性試検はどこまで予測できるか」(S2-1)

変異原性試験による癌原性物質の検出状況

Current status and prospects of the detection of carcinogens 
by genotoxicity tests 
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Summary 

Genotoxicity tests, which can be performed in vitro and in vivo, are designed to detect compounds 

which induce genetic damage, directly or indirectly, by various mechanisms. Compounds positive in these 

tests have the potential to be both human carcinogens and/or mutagens. Over the last two decades, the 

tests have become well established in routine testing schemes for carcinogen identification. Analysis of 

the results from tests performed with rodent carcinogens and non-carcinogens have demonstrated the 

over-sensitivity of in vitro assays, the insensitivity of in vivo assays, and a concordance value of 

approximately 60% for each assay type in predicting carcinogenic activity. The advantages, limitations 

and possible improvements of genotoxicity tests are discussed in this review. The recent revolution in 

molecular biology and genetic analysis has contributed to the development of new assays and technologies 

for carcinogen identification. Such new approaches will be even more useful and effective for the 

detection of carcinogens and for risk assessment. 

Keywords: genotoxicity tests, detection of carcinogens, prediction of carcinogenicity, new approaches 

緒戸

遺伝毒性試験の目的は種々の遺伝子機能のメカニズム

を利用して，化学物質により直接あるいは間接的に生じ

たDNA変異・損傷や遺伝的障害を検出することにあ

る． この試験において陽性を示した化学物質は， ヒトに

対して癌原性や遺伝的疾患を誘発する可能性があるとさ

れる． これまでに主要な遺伝毒性試験については醤歯類

における癌原性との相関性が検討されてきた (Tennant

et al., 1987; Zeiger et al., 1990; Mavournin et al., 1990). そ

1993).さらに分子生物学や遺伝的解析の進展により，遺

伝毒性関連分野においても種々の新しい技術や方法が

次々と紹介されている．本稿では，癌原性物質の予測に

おける現状と問題点を明らかにし，今後の歩むべき展望

を述べたい．

して癌原性物質の約2割は non-genotoxiccarcinogenで

あること，またgenotoxicnon-carcinogenの存在も明ら

かとなった．一方で，発癌のメカニズムに関する分子レ

ベルの研究は急速な進展をみせ，癌遺伝子の活性化，癌

抑制遺伝子の不活化に代表される複数の遺伝子変異や，

細胞増殖制御に関わる機能の崩壊が発癌において重要な

役割を担っていることが明らかとなってきた (Barrett,

c 日本環境変異原学会

1. 遺伝毒性と癌原性の相関性

遺伝毒性試験には多種多様な方法があるが， ここでは

現在最も汎用され，かつデータベースの充実している試

験として Ames試験，invitro染色体異常試験（以下，染

色体異常試験）， マウスリンフォーマtk試験（以下，

MLA)および骨髄・末梢血小核試験（以下，小核試験）

を取り挙げる． Table 1に各試験の癌原性物質を陽性と

検出する感受性と非癌原性物質を陰性と検出する特異

性，ならびに遺伝毒性と癌原性の一致性すなわち総合検

出力を示す． これらの値は引用したデータベースにより
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Table 1. Correlation of genotoxicity tests with carcinogenicity. 

1D ． VI． VO 
in vitro assay 1) assay勾

Correlation Ames CA MLA Total MN 

{in vitro~ 

Sensitivity (%) 48 52 72 79 57 

Specificity (%) 91 72 40 32 50 

Concordance (%) 66 61 59 60 56 

1) Zeiger et al., 1990 (114 chemicals). 
2) Ma~ournin et al., 1990 (103 chemicals). 
Abb~~viati~ns: Ame~: Ames. test, CA: in vi・tro chromosomal aberration test, 

MLA: mouse lymphoma tk locus assay, 
MN: rodent b~ne -marrow or peripheral blood micronucleus test. 

Table 2. Sensitivity of genotoxicity tests to IARC human carcmogens. 

!ARC Number of chemicals 

Assays 1) Group positive (%) inconclusive negative (%) 
total (%) 

（％） 

1 29 (72.5) 0 (0) 11 (27.5) 40 (100) 

Ames 
2A 33 (84.6) 0 (0) 6 (15.4) 39 (100) 

2B 125 (74.4) 1 (0.6) 42 (25.0) 168 (100) 

1+2A+2B 187 (75.7) 1 (0.4) 59 (23.9) 247 (100) 

1 22 (91.7) 0 (0) 2 (8.3) 24 (100) 

CA 2A 27 (84.4) 1 (3. 1) 4 (12.5) 32 (100) 

2B 72 (68.6) 1 (0.9) 32 (30.5) 105 (100) 

1+2A+2B 121 (75.2) I (1.2) 38 (23.6) 161 (100) 

1 10 (83.3) I (8.3) 1 (8.3) 12 (100) 

MLA 
2A 22 (95.6) 0 (0) 1 (4.4) 23 (100) 

2B 50 (76.9) 3 (4.6) 12 (18.5) 65 (100) 

1+2A+2B 82 (82.0) 4 (4.0) 14 (14.0) 100 (100) 

1 24 (68.6) 3 (8.6) 8 (22.9) 35 (100) 

MN  
2A 18 (54.5) 3 (9.1) 12 (36.4) 33 (100) 

2B 47 (45.6) 16 (15.5) 40 (38.8) 103 (100) 

1+2A+2B 89 (52.0) 22 (12.9) 60 (35.1) 171 (100) 

1) Abbreviations: See Table 1. Data from Morita et al., 1997. 

異なるが， ここではアメリカ NTPデータベースを選択

した (Mavourninet al., 1990; Zeiger et al., 1990). In vitro 

試験の感受性は, Ames試験で 48%, 染色体異常試験で

52%, MLAで72%, これら 3試験の組合せでは 79%と

なる．この 79%の感受性から，癌原性物質の約20%は，

通常の遺伝毒性試験では検出できない non-genotoxic

carcinogenであることが示唆されている特異性は，

Ames試験で 91%と優れているが，invitroの3試験の

組合せでは極端に低くなり 32%である． Invivo試験の

小核試験では，感受性は 57%とMLAに次いで高い値

を示すが，特異性は 50%と低くなっている．いずれの試

験も感受性と特異性を加味した総合検出力は約 60％で，

最も高い Ames試験で 66%である．

2. 遺伝毒性試験のヒト癌原性物質に対する感受性

Table 1において評価に用いた癌原性物質は主に臨歯

80 

類癌原物質である．一方， ヒトにおける癌原性との関連

はどうであろうか． IARC(International Agency for Re-

search on Cancer)で評価されたヒト癌原性物質の遺伝毒

性試験による検出性（感受性）は，醤歯類癌原性物質に

比べ高いことが報告されている (Kurokiand Matsushi-

ma, 1987; Shelby and Zeiger, 1990). JEMS・MMS研究会

では小核試験によるヒト癌原性物質の検出性を総合的に

評価するための共同研究を実施した (Moritaet al., 

1997). ここで評価したヒト癌原性物質は， 1995年前期

の時点において IARCが評価した化合物群から工業過

程や職業暴露などを除いたもので，グループ 1のhuman

carcinogenで43種グループ2Aのprobablehuman car-

cinogenで40種およびグループ2Bのpossiblehuman 

carcinogenで 197種の計280種類である．なお，共同研

究ではグループ 1から 13種 2Aから 23種および2Bか

ら67種の計 103種類のヒト癌原性物質を選択し，小核

・一

Table 3. Sensitive chemical classes in rodent micronucleus assays* 

Sensitive chemical classes 
Positive ratio 
(No. of chemicals) 

Aminobiphenyl 
and 

benzidine derivatives 
（出N-)@--《:〉-NH2 100% (7/7) 

Bis(2-chloroethyl) compounds 

Sulfonate and 
sulfates 

.N-nitroso compounds 
(acyl-type) 

-N(C出CHやI)2 

S03 

S04 

RCO-N-NO 
l 

100% (6/6) 

100% (6/6) 

100% (5/5) 

Hydrazines -NH-N,CH3 

CH3 
100% (4/4) 

Aziridines じNH 100% (3/3) 

Azo compounds -N=N- 88% (7/8) 

Morita et al., 1997 
* Chromosomal aberration tests with bone marrow are also included. 

Table 4. Insensitive chemical classes in rodent micronucleus assays*. 

Insensitive chemical classes 
Positive ratio 
(No. of chemicals) 

Halogenated compounds -CH2-CI 
27% (4/15) 

Steroids and 
other hormones 

Hexestrol, 17/3 -Estradiol, 

T eststerone, etc. 
29% (2/7) 

Silica and metals and 
their compounds 
N-nitroso compounds 
(dialkyl we) 

Aromatic amines 

Be, Cd, Co, Si 

CH3-N-NO 

CH3 / 

c-NH2  

33% (3/9) 

36% (4/11) 

36% (4/11) 

Morita et al., 1997 
* Chromosomal aberration tests with bone marrow are also included. 

試験を実施した． Table 2に小核試験共同研究の結果な

らびに各種文献から引用した各種遺伝毒性試験によるヒ

卜癌原性物質の検出性を示す．小核試験における陽性率

は，グループ 1で69%,2Aで55%,2Bで46%と， ヒト

に対する発癌性の証拠の強いグループほど高い陽性率を

示した同様の傾向は染色体異常試験でも認められた

が， Ames試験および MLAではグループ2Aが最も高

い陽性率を示したグループ 1から 2Bまでを合計した

各試験の陽性率は小核試験で 52%,Ames試験で 76%,

染色体異常試験で 75%,MLAで 82%であった．

3. IARCヒト癌原性物質の検出における小核試験の評

価

以下は，JEMS・MMS研究会の小核試験共同研究で得

られた結果である (Moritaet al., 1997). 

1) 化学構造と小核誘発性

ヒト癌原性物質に対する感受性はinvitro試験の 8割

前後に比べ小核試験は 5割と低いが，その検出は極めて

化学構造に依存していた．小核試験に感受性を示した化

合物群には，アミノビフェニル類およびベンチジン誘導

体，ビス（2-クロロエチル）化合物，サルフォネートおよ

びサルフェート類， アシルタイプのN-ニトロソ化合物，

ヒドラジン類，アジリジン類およびアゾ化合物類が挙げ

られ，アゾ化合物を除き，いずれも 100%の陽性率を示

した (Table3).一方，ハロゲン化合物類，合成ステロイ

ド類およびホルモン類，金属化合物類， ジアルキルタイ

プのN-ニトロソ化合物および芳香族アミン類の陽性率

は低く，約 30%であった (Table4). これら非感受性を

示す化合物を除いてヒト癌原性物質の小核試験陽性率を

評価するとグループ 1で69%から 91%に， 2Aで 55%

から 65%に， 2Bで46%から 60%に， 1から 2Bの合計
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Fig. l. Proportion of target tissues for micronucleus assay-positive and -negative chemicals (Morita et al., 1997). 
Total numbers of target tissues are 143 or 91 in MN-positive or -negative chemicals, respectively. Abbreviations: E: esophagus, 

HS: bematopoietic system, K: kidney, L: liver, Lu: lung, MG: mammary gland, NC: nasal cavity, 0: ovary, S: stomach, SK: 

skin, TG: thyroid gland, U: uterus, UB: urinary bladder, VS: vascular system. 
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では 52%から 67%に上昇する．このことから，非感受

性に分類される化合物は，小核試験が陰性であってもそ

の安全性評価ば慎重に行う必要があることが示唆され

る．

2) マウスにおける発癌部位と小核誘発性

先に示したヒト癌原性物質の小核誘発性は，そのほと

んどがマウスを用いて評価されたものである． IARCヒ

卜癌原性物質の小核誘発性とマウスに対する発癌部位の

延べ数に占める各臓器の割合を Fig.1に示す．小核陽性

化合物 (n=89)は肺，肝，造血系組織を標的臓器に持つ

ものが多く，例えば，造血系組織では標的臓器総数 143

のうち 21（約 15%)を占めた．小核陰性化合物 (n=60)

では肝，肺，胄を標的臓器に持つものが多く認められた．

また，造血系組織を標的臓器にもちながら小核を誘発し

ないものはわずかしかなく，骨髄細胞あるいは末梢血を

指標とする小核試験の特徴が現れている．小核誘発性に

negative 

inconclusive 
positive 

■positive 
□inconclusive 
■negative 

inconclusive 

Fig. 2. Relationship between number of target tissues and response in the mouse micronucleus test (Morita et al., 1997). Numbers 

of chemicals are 45, 41 and 35 in 1-, 2-and 3 or more-target tissues, respectively. 

かかわらず肝と肺の割合が高いのは，複数の標的臓器を

もつ化合物の多くが肝や肺にも発癌性を示すことに起因

している．

3) 発癌標的臓器数と小核誘発性

IARCヒト癌原性物質のマ ウスにおける発癌標的臓器

数と小核試験の結果を Fig.2に示す． 標的臓器数が 1

（化合物数n=45), 2(n=41), 3以上（n=35)と増すにつ

れ，小核陽性となる化合物の割合もそれぞれ42%,49%, 

63%と増え，多数の臓器に癌原性を誘発する化合物ほど

小核試験において陽性となる率が高いことが示された．

4) ヒトにおける癌原性と小核誘発強度

小核を誘発したヒト癌原性物質のうち，強い小核誘発

性を認めた化合物の割合を Fig.3に示す． MMS研究会

が試験して陽性となった化合物について便宜上， 100

mg/kg以下の用量で 1%以上の小核誘発率を示したも

ので線引きを行った． グループ 1,2A, 2Bとヒトヘの発

Dose of chemicals (mg/kg) 

Fig. 3. Maximum frequency of micronucleated immature erythrocytes induced by IARC carcinogens (Morita et al., 1997). The 
dose levels are given mg/kg body weight per treatment without respect to treatment times. 

Table 5. Refinement of Ames test protocol: Combination use of plate and preincubation methods. 

No. of drug candidates 

S9 Methods Plate method 

＋ Total 

＋ 3 2 5 

Absence 
Preincuba tion 

゜
55 55 

method 
Total 3 57 60 

Preincubation 
＋ 26 ， 35 

Presence 
method 

22 200 222 

Total 48 209 257 

癌の証拠が少なくなるにつれ，強い小核誘発性を示す化

合物の割合もそれぞれ 60%,43%, 21 %と減少し，逆に

小核誘発性の弱い化合物の割合が0%,14%, 29%と増え

た． このことは，小核誘発能の強さとヒトにおける癌原

性の証拠の強さには相関性のあることを示しており，

100mg/kg以下の用量で 1%を超える小核誘発率を示す

化合物は， ヒトにおいても発癌性を示す危険性が裔いと

いえる．従って化学物質の発癌性の予測においては，単

に陽性か陰性かをもとに考察するだけでなく，その反応

の強さをも考慮する必要があろう．

4. 遺伝毒性試験の癌原性物質予測における問顆点と対

応

遺伝毒性試験による癌原性物質の検出状況から明らか

となった癌原性の予測における問題点とその対応につい

て事例を挙げながら考える．

1) 低い総合検出力

約 60%という低い総合検出力を改善するためには，

洗練したプロトコールによる試験の実施や新試験の導入

を行って感受性を増加させるとともに，結果の評価に際

しては統計学的評価のみならず生物学的意義を考慮して

偽陽性を減少させる必要がある特にプロトコールの洗

練は，現在実施している試験において容易に感受性を改

善させることができ，有効な方法といえる． Table5に医

Gatehouse et al., 1994 

薬品候補化合物をプレート法とプレインキュベーション

法を併用した Ames試験の結果を示す (Gatehouseet al., 

1994). S9非存在下の試験において 60の化合物のうち 2

つがプレインキュベーション法でのみ陽性となり， 97%

(58/60)の一致性を示した． S9存在下においては 257の

化合物のうち 13がプレート法でのみ陽性となり， 88%

(226/257)の一致性であった また，揮発性の物質は通

常の処理方法に替え，テドラーバックを用いる気相暴露

がその変異原性検出に有効であることも報告されている

（荒木， 1996). 染色体異常試験においては倍数体の観察

が有効な方法である．特にアメリカ NTPのプロトコー

ルは， 日本（厚生省および労働省）のプロトコールと異

なり倍数体の計数が含まれていないため，構造異常のみ

の観察となる． Table6にNTPデータベースで MLA

unique positive（染色体異常試験ならびに Ames試験では

陰性だが MLAのみ陽性）とされた化合物の厚生省プロ

トコールによる試験結果を示す (Matsuokaet al., 1996). 

NTPでは chlorodibromomethane,pen tachloroetheやtet-

rachloroethaneを陰性と評価しているが，倍数体の観察

を含めた厚生省プロトコールで試験をすると， これらは

いずれも陽性となった． Bromodichloromethane,chloren-

die acid, isophoroneは構造異常を示したが， これは処理

時間や細胞の違いに起因しているものと考えられてい

る．また，染色体異常試験など哺乳動物培養細胞を用い
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Table 6. Refinement of chromosomal aberration test protocol: Observation of polyploid. 

Carcinogens 

NTP 
protocol 

MHW protocol 
structural polyploid 
aberration 

Chlorodibromomethane 
Pentachloroethane 
1, 1, 1,2-Tetrachloroethane 
Bromodichloromethane 
Chlorendic acid 
Isophorone 
Benzylacetate 

Cinnamyl anthranilate 
Trichloroethy lene 

Matsuoka et al., 1996 

Table 7. Comparison of the responses of in vitro genotoxins in two in vivo genotoxicity tests. 

In vitro genotoxin 
(Positive in Ames test or in vitro 
chromosomal aberration test) 

Cyclophosphamide 
Hexamethy lp hosp horamide 
7, 12-Dimethylbenzanthracene 
2-Nitropropane 
2,4-Dinitrotoluene 

3-Methyl diaminobenzanthracene 
2-Chloroethanol 
8-Hydroxyq uinoline 
2,6-Toluene diamine 
Epichlorohydrin 
o-Anisidine 

+
+
+
 

+
+
+
 

Bone marrow 
micro nucleus 
test 

＋ 

＋ 

＋ 

た試験においては，非生理的な培蓑環境に起因する陽性

反応（偽陽性）に注意することも重要である．

2) In vitro活性とinvivo活性の相違

一般にinvitro遺伝毒性試験はinvivo試験に比べ感度

が高いため，前者では陽性だが後者では陰性という現象

が起こり得る．特にinvitro染色体異常試験と小核試験

の間ではよく認められる． このような場合には，その物

質の癌原性予測には注意を要する．化学物質の構造，血

中濃度，移行性，代謝などを考慮して第2のinvivo試験

の実施が必要となる可能性がある．骨髄以外の組織や臓

器を用いた試験，例えば肝UDS試験や肝小核試験など

による評価やトキシコカイネティクスの導入が有効と思

われる． Table 7にAmes試験あるいは染色体異常試験

で陽性を示した癌原性物質および非癌原性物質の小核試

験および肝UDS試験の結果を示す (Tweats,1994). 小

核試験あるいは肝UDS試験のいずれかで陽性を示せば

癌原性を有する可能性が高く，例外はあるものの両方で

陰性を示せば癌原性を持たない可能性が高いといえる．

特に 2-nitropropane,2,4-dinitrotolueneや 3-methyldiami-

nobenzan thraceneなど肝に癌原性を示す化合物は，小核

試験は陰性でも肝UDS試験で陽性となる可能性が高

い また，直接作用型の化合物は胃 UDS試験も有効と

考えられる (Furihataand Matsushima, 1995). このよう
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Liver 
UDS 
test 

+
+
+
 

Carcinogenicity 
(Liver 

carcinogenicity) 
+ (-) 

+ (-) 

+ (-) 

＋ （＋） 

＋ （＋） 

＋ （＋） 

+ (-) 
+ (-) 

Tweats, 1994 

にUDS試験は小核試験で検出できない癌原性物質を検

出するため相補的に用いることができる．さらに小核試

験とともに陰性を示すことで，invivoでの活性の欠如を

推測することが可能である．

3) Non-genotoxic carcinogen 

癌原性物質の約2割を占める non-genotoxiccarcino-

genの存在も癌原性予測における大きな問題である．

Non-genotoxic carcinogenによる発癌のメカニズムには，

酸素ラジカルの細胞内産生，細胞増殖の誘発，細胞周期

調節機能の崩壊などいくつかあると考えられている

・(Tennant, 1993; Tennant and Zeiger, 1993).肝RDS試験

は，発癌において重要な役割を占める細胞増殖作用を検

出する系である． Ames試験および染色体異常試験で陰

性の non-genotoxichepatocarcinogenの小核試験および

肝RDS試験の結果を Table8に示す (Unoet al., 1994; 

Miyagawa et al., 1995). Carbontetrachloride, benzyl ac-

atateなど通常のinvitro遺伝毒性試験では検出されにく

いこれらの化合物は，小核試験でも陰性だが，肝RDS

試験では陽性を示す． 11-Aminoundecanoic acid, tris(2-

ethylhexyl) phosphateなどいくつかの例外も認められる

が， 肝RDS試験はハロゲン化合物， ペルオキシゾーム

増生剤，合成ステロイドホルモン類などレセプターを介

して細胞の増殖関連 、ングナルに影響を与える non-

Table 8. Comparison of the responses of non-genotoxic hepatocarcinogens in two in vivo genotoxicity tests. 

Non-genotoxic carcinogen 
(Negative in Ames test and in vitro 
chromosomal aberration test) 

Carbon tetrachloride 
Benzyl acetate 

Di(2-ethy lhexy l)phthala te 

a -Hexachlorocyclohexane 
11-Aminoundecanoic acid 
Tris(2-ethy lhexy l)p hosp hate 

Micronucleus 
test 1) 

Liver RDS 
test 2) 

+
+
+
+
 

Hepato-
carcinogenicity 

+
+
+
+
+
+
 

n’a‘
 

Data from Morita et al., 1997 and Shelby et al., 1993. 
Data from Uno et al., 1994 and Miyagawa et al., 1995. 

Table 9. Use of new cell lines with human metabolising potential. 

Table 10. 

Chemicals 

1, 2-Dichloroethane 

Carbon tetrachloride 
Dichloromethane 
Tetrachloroethylene 

in vitro micronucvleus test 

AHH-1 MCL-5 
cells cells 

＋
 

＋
 

+
+
+
+
 

in VJ・tro 
chromosomal 
aberration 
test 

＋ 

Carcinogenicity 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

Doherty et al., 1996 

＋ 

In vivo genotoxicity of o-anisidine: Detection of genotoxic activity by transgenic mouse system. 

Carcinogenicity in vitro genotoxicity I) in vivo genotoxicity 

Mice 

Rats 

+ (bladder) 

+ (bladder) 

Ames 

CA 

MLA 

+

+

+

 

I) Abbreviations: See Table 1. 

genotoxic hepatocarcino genのみな らず，Ames試験ある

いは小核試験陽性の non-genotoxichepatocarcinogenの

検出にも有効であるとの報告がある (Yoshikawa,1996). 

4) ヒト薬物代謝酵素系

S9に代表されるinvitro代謝系とヒトでの代謝の違い

も癌原性予測の障壁となっている． ヒトにおける薬物代

謝は，化学物質の遺伝毒性ならびに癌原性を評価する上

で重要である．近年開発されたヒト薬物代謝酵素を導入

した細胞を用いた遺伝毒性試験は， ラット肝S9による

細胞外代謝と異なり，細胞内でヒト酵素による代謝を行

Bone marrow 
micronucleus in mice 
Liver UDS in rats 

Liver micronucleus in rats 

DNA strand breaks in rats 

DNA binding with 14C 
labeled material in mice 

32P-post labeling in mice 

Big Blue lac I system 

- (bladder, 
liver etc.) 

- (bladder, 
liver) 

- (liver) 

Big Blue lac I system +(bladder) 
Ashby et al., 1994 

うことが可能となる利点がある． MCL-5細胞は， CYPl-

Alを発現している humanlymphoblastoid細胞株AHH-

l細胞に，ヒト CYP1A2,CYP2A6, CYP3A4, CYP2Elお

よび microsomalepoxide hyrolaseの5種類の代謝酵素遺

伝子 (cDNA)を組み込んだ細胞である．数種のハロゲ

ン化合物について， この細胞を用いたinvitro小核試験

を実施したところ，invitro染色体異常試験で陰性を示す

carbon tetrachloride, tetrachloroethyleneは陽性の結果を

示した (Dohertyet al., 1996, Table 9). また MCL-5細胞

は染色体損傷の検出だけでなく，tk遺伝子座における遺
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Table 11. Carcinogenicity of methyl clofenapate by non-genotoxic mechantsms. 

Carcinogenicity ~ genotoxicity 1) in vivo genotoxicity 

Mice + (liver) Ames - Bone marrow 
micronucleus in mice 

Rats +(liver) CA (human - Liver UDS in rats 
lymphocytes) 

CA (CHO cells) 

1) Abbreviations: See Table 1. 

伝子突然変異も検出可能である (Busbyet al., 1994). 

5) トランスジェニックマウスによる評価

従来は 2,3のinvitro試験と臨歯類小核試験の結果か

ら，癌原性を推測してきた．大部分の癌原性物質はこれ

らの試験で十分検出可能だが，その結果や化学物質の種

類によってはより幅広く検討を加える必要があろう． ト

ランスジェニックマウスは，その目的のためにも今後

益々利用されるものと思われる． o-Anisidineはマウスお

よびラットに膀脱癌を誘発する癌原性物質だが，invitro 

遺伝毒性試験の Ames試験， 染色体異常試験， MLAで

はいずれも陽性を示すものの，通常のinvivo試験すなわ

ちマウス骨髄小核試験， ラット肝UDS試験ではその活

性は検出されず， さらにラット肝臓小核試験， DNA鎖

切断や32pポストラベルによる検討においても陰性で

あった (Table10). しかしながら， Big Blue トランス

ジェニックマウスを用いたinvivo遺伝子突然変異試験

においてのみ膀脱で陽性を示し，初めてinvivoでの活性

が示された (Ashbyet al., 1994). これは，invitroでの活

性をトランスジェニックモデルを用いてinvivoで確認

した例である．また， Methylclophenipateは，マウスお

よびラットの肝癌原性物質で，ペルオキ、ンゾーム増殖作

用を有している．この化合物は， Ames試験，ヒトリンパ

球およびCHO細胞を用いた染色体異常試験では陰性を

示し，またinvivoにおいてもマウス骨髄小核試験および

ラット肝UDS試験で陰性であった (Table11). Muta 

Mouseと BigBlueの2種類のトランスジェニックマウ ・

スを用いたinvivo遺伝子突然変異を検討したが，結果は

いずれも陰性であった (Lefevreet al., 1994).このことか

ら， methyl clophenipateの肝癌原性はgenotoxicな作用

ではなく， non-genotoxicな作用による可能性が示唆され

たこのようにトランスジェニックモデルは，現在のと

ころ癌原性物質の検出よりも評価に主眼をおいたものと

なっている．

5. 遺伝毒性試験の展望

いかなる遺伝毒性試験の組合せも癌原性試験の完全な

代替とはならない．従って遺伝毒性試験はすべての動物

発癌物質を検出できないということは， これまでの膨大
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Muta Mouse (lac勾ー(liver)

Big Blue (lac l) -----=(1iver) 

Ashby et al., 1994 

な研究から明らかである． しかしながら，個々の化合物

については遺伝毒性試験の結果等をもとにその癌原性を

予測しなければならないことが多くある． これは非常に

複雑で困難な作業である． しかしながら，現代の科学技

術の進歩ならびに知識の集積は，徐々にそれを可能にし

つつある． ここでは，新たに提案された癌原性物質の検

出あるいは癌原性の予測に関するいくつかの方法を紹介

したい．

1) 構造活性相関

これまでに蓄積されたデータを基に，化学物質の分子

構造などからその毒性あるいは癌原性を予測するシステ

ムが開発されている．たとえば MULTI-CASE(Klop-

man and Rosenkranz, 1994), TOPKAT (Enslein et al., 

1994), COMPACT (Lewis et al., 1994), DEREK (Sande-

rson and Earnshaw, 1991)などである． これらのシステ

ムは化合物の開発初期におけるスクリーニングやその構

造の修飾などに有効であろう．

2) Non-genotoxic carcinogenの検出

化学物質による発癌には， レセプターを介在した機構

が重要な役割を担っていることが明らかとなってきた

(Purchase et al., 1995). N on-genotoxic carcinogenはgeno-

toxic carcinogenに比べ，レセフ タ゚ー介在機構への依存度

が高いのかもしれない． このような non-genotoxiccar-

cinogenを検出するには， 細胞トランスフォーメーショ

ン，ペルオキシソーム増殖，細胞増殖，過形成，細胞間

コミュニケーションの変化あるいは紡錘体機能崩壊など

の現象を検出する短期試験の組合せを開発する必要があ

ろう (Combes,1995). 

3) 新しい細胞遺伝学的試験

ヒトリンパ球を用いる染色体異常試験はヒト細胞の利

用という長所の反面試験ごとの採血や血液提供者によ

る反応性の違いなどの問題点を有している． この問題を

解決するためにヒト Tリンパ球の長期培養系の利用が

提案されている (O'Donovanet al., 1995). また， FISH

(fluorescent in situ hybridization)を用いた chromosome

painting (Savage and Simpson, 1994)や間期細胞の分析

(Rupa et al., 1995), ならびにキネトコア染色を用いたin

vitro小核試験 (Natarajan,1993)は，異数体誘発物質や

染色体構造異常誘発物質の検出に有効であろう．

4) 代謝能を有する細胞系

チトクローム P450アイソザイムを発現する MCL-5

細胞（Crespiet al., 1991)やE.coli (Shimada et al., 1994) 

などが開発され，遺伝毒性試験への適用が試みられてい

る．

5) In vivo試験の発展

従来のinvivo試験は，骨髄小核試験や肝UDS試験に

代表されるように，ある限られた臓器における作用の検

出・評価であった．従って，化学物質の標的臓器への移

行性や毒性発現（例えば発癌）の臓器特異性などが常に

問題とされた． これへの対応として最近では，例えば小

核試験において皮膚，肝臓，腸管，精巣などの多臓器を

用いた検出が試みられている (MMS研究会共同研究な

ど）．また singlecell gel electrophoresis assay (comet 

assay)は， どの臓器における DNA損傷の検出も可能と

され，その応用範囲は広い (Mckelvey-Martinet al., 

1993). 

6) 醤歯類トランスジェニック動物

トランスジェニックモデルを用いたinvivo遺伝子突

然変異検出系は，組織特異的な発癌機構の解析（CSG-

TMMA, 1996; Suzuki et al., 1996)のみならず，他の遺伝

毎性試験で認められた作用のフォローアップとしても有

用である (Gorelickand Mirsalis, 1996; Tennant et al., 

1994).最近，アメリカ環境変異原学会誌においてトラン

スジェニ ック動物の特集がなされたが (Environ.Mol. 

Mutagen., 28, 295-489, 1996), Muta MouseやBigBlueの

システムの利用は，急速にその裾野を広げている．

7) 新しい遺伝毒性学的指標

DNA損傷により誘導される遺伝子の発現を指標とす

る試験としては， SOS反応を利用した umutestが知られ

ているが，最近chloramphenicolacetyl transferase (CAT) 

遺伝子を用いた CATassayが開発された (MacGregoret 

al., 1995). このような reportergeneを利用した DNA損

傷検出系の発展が期待される (Elespuru,1996). DNA付

加体，細胞内酸素ラジカルおよび組み換えの検出系も興

味深い． また， ERCC(exision repair cross complement-

ing)や XRCC(X-ray repair cross complementing)など

DNA修復関連遺伝子の発現を測定する方法も新たな展

開であろう (Sullivanet al., 1993).近年，シトシンの C-5

位のメチル化が遺伝子の発現調節に重要な役割を果たし

ていることが明らかとなり，発癌への関与が注目されて

いる (Barrett,1993;大隅ら， 1996). メチル化の不均衡

を検出するシステムが開発されることを期待したい発

癌物質の検出やそのリスク評価について，新しい方法の

特集が MutationResearch誌にてなされたので参照され

たい(Jacobson-Kramand Dellarco, 1996). 

8) 生殖細胞への影響

遺伝毒性試験はともすれば癌原性にのみ焦点を当てが

ちになるが，生殖細胞に対する変異も忘れてはならない

対象である．化学物質の生殖細胞に対する突然変異誘発

性を予測・評価するためのフローチャートは参考になろ

う(Ashbyet al., 1996). 現在のところ，通常の遺伝毒性

試験の組合せで検出されない生殖細胞変異原物質は報告

されていない (Shelby,1996). しかしながら， acrylamide

のように体細胞より生殖細胞に対する影響が強く発現す

ることが疑われている化合物も存在し，注意を要する．

9) 遺伝毒性のリスク評価法

欧米では，遺伝毒性のリスク評価法の構築への積極的

な取り組みが行われている (Brusick,1994). しかし，日

本では癌原性のリスク評価に比べ，大きな動きとなるに

は至っていない．学会，大学，国公立の研究機関ならび

に企業を含め， この分野への積極的な取り組みが望まれ

る．

結語

企業における遺伝毒性試験は転換期を迎えている．試

験方法やガイドラインの国際的な調和が進み， 1つの試

験結果が世界的に利用できる状況になりつつある． この

ことは，一方で科学的に信頼性の高いデータが要求され

ていることを意味する．製薬企業においては場合によ

り，発癌の作用機構の理解を助けるための追加試験も考

慮される (ICH,1996）．新しい方法が遺伝毒性試験の中

で確立したものとなるには，まだまだデータの蓄積・評

価が必要であろう．我々企業における遺伝毒性試験従事

者は，試験の実施のみならず遺伝毒性に関する幅広い考

察を求められている．既存の試験法にのみとらわれず，

柔軟な思考で対応していきたいものである．
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「ヒトと動物の発癌を変異原性試験はどこ まで予測できるか」 (S2-2)

中期ならびに長期動物発がん性試験と変異原性試験

Medium and long-term in vivo carcinogenesis bioassays 
and mutagenicity testing 

立松正衛

Masae Tatematsu 
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Summary 

To bridge the gap between long-term carcinogenicity tests and short-term screening assays, medium-

term bioassay systems based on generation of glutathione S-transferase placental form (GST-P) 
positive liver cell foci in rats have been developed. There are two basic test systems, one for detection 
of promoting activities and the other for demonstration of initiating potential. In tests for promoting ac-
tivity of chemicals, almost all mutagenic and non-mutagenic hepato-carcinogens and hepato-promoters 
can be detected. In contrast, tests for initiating activity allow almost all mutagenic carcinogens includ-

ing non-hepatocarcinogens to be identified but not non-mutagenic carcinogens including those target-
ing the liver. By employing mutagenicity tests and medium term in vivo bioassays for initiating and 

promoting activities of chemicals in combination, chemicals have been classified into (1) genotoxic 
hepatocarcinogens, (2) genotoxic non-hepatocarcinogens, (3) genotoxic non-carcinogens, (4) non-
genotoxic hepatocarcinogens and hepatopromoters, and (5) others. 

Keywords: medium-term in vivo carcinogenesis bioassays, long-term in vivo carcinogenesis bioassays, 

mutagenicity testing, glutathione S-transferase placental form (GST-P) positive liver cell foci, 
multi step carcinogenesis 
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化学物質の発がん性の評価に最も重要な情報を提供し

ているのは， ラットやマウス等の小動物を用いた長期発

がん性試験である． しかし，用量設定のための亜急性毒

性試験，全臓器の標本作成，評価などを含めた準備期間

を入れると約 3年間の検索期間が必要とされ， これを実

施できる施設は設備・費用ならびに人材の面より限られ

ている．また微鼠でのみ入手可能な検索物質の場合は，

自ずとその実施には制約がある．こうした問頗に対応す

る巨的で，変異原性試験を中心とした発がん性予知のた

めの短期スクリーニング法が開発されてきた．短期間で

経済的に多数の物質のスク ーリーニングが可能であるこ

とより，ひろく検索が実施され，変異原性非発がん物質

と非変異原性発がん物質の存在が明らかとなった．その

c 日本環境変異原学会

シンポジウム

結果，変異原性試験と長期発がん性試験のデータは，化

学物質の発がん性の判定において，当初予想されたほど

には一致しないことが明らかと成ってきた．

このため，長期と短期発がん性試験の欠点を補う目的

で，動物を用い，検索期間の短縮とfalsepositiveや

false negativeを減少させるため，発がんの多段階 (2段

階）説を基礎とし，初期病変（前がん病変）をマーカー

とした中期発がん性試験が開発されてきた．全ての発が

ん性未知の物質に対し長期発がん性検索の実施の不可能

なことは，明確な事実である変異原性試験の情報を基

礎として，中期発がん性試験を行えば，その前がん病変

の出現程度により，明確に発癌性が指摘出来る場合があ

る．長期ならびに中期発がん性試験結果と変異原性試験

結果を対比しながら，各検索法の持つ利点と限界につい
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て検討する．

1. 突然変異原性と発がん性

肝臓のミクロソーム酵素による前駆発がん物質の活性

化とサルモネラ菌の突然変異検出を組み合わせたエーム

ス法 (Ameset al., 1975)により，多くの発がん物質は

同時に変異原性を示す事が明らかとなってきた．また，

エームス法以外にも種々の優れた変異原性検索法が開発

されてきた． しかし，検索が進行するに従い，種々の方

法で変異原性が明らかとなった物質が必ずしも発がん性

を示さず，また変異原性が明らかとなっても発がん性試

験のなされていない物質が，無限に蓄積されている． こ

れらの物質の発がん性の検討は急務であるが，未だその

良い解決策は無いのが現状である．

2. 中期発がん性試験

変異原性試験は， プラックボックスではあるがヽンステ

ムとしての動物個体における未知の促進・抑制要因が関

与しておらず，また発がん過程のイニシエーション・プ

ロモーション・プログレッションの各ステップの内，そ

の成果はイニシェーションに関与している要因の検索に

集中しているため，長期発がん性試験結果と一致しない

場合があると考えられる．そこで，長期と短期発がん性

試験の欠点を補う目的で，動物を用い，検索期間の短縮

とfalsepositiveやfalsenegativeを減少させるため，発

がんの多段階 (2段階）説を基礎とし，初期病変 （前が

ん病変）や腫瘍性病変をマーカーとした中期発がん性試

験が開発されてきた． 二段階法の多くは，まず目的の臓

器に発がん物質によりイニシェーションを行い，その

後，検索化学物質をプロモーションの段階で投与する．

多くの発がん物質は，イニシェーション作用とプロモー

ション作用を併せ持っており， このプロモーション作用

を利用して，イニシェーション単独の対照と比較し，前

癌または腫瘍性変化の出現の高率化より，検索物質の発

がん性を検索する．現在，肝，肺，胃大腸腎臓膀

脱，皮膚等多数の臓器で二段階法が，考案されてい

る． プロモーションの段階で検索物質を投与する二段階

法では，発がん物質のみならずプロモーターやインヒビ

ターも検索可能である． プロモーション作用には強い臓

器選択 （標的）性があり，発がん性未知の物質の検索に

際し，何種類の二段階法を用いるかが，問題となる．

IARCより報告されているヒト発がんに関連する物質の

50%以上が肝臓に標的性を示しており，肝の二段階法

(Ito et al., 1988; Ito et al., 1997)が最も重要と考えられ

る．

一方，検索物質を，最初に投与し，イニシェーション

活性を検索する中期発がん性試験も，肝を中心に検索が

進められている．また， 1個体 l臓器検索の二段階法の

限界を打破する目的で考案されたのが，多臓器発癌試験

法 (Hiroseet al., 1993)で，複数の臓器にイニシェー

92 

ション処置を施し， 1個体で同時に複数臓器に対する発

癌性を検定するもので，現在検索が進められている．

1) プロモーション作用に基ずいた肝における中期発

がん性試験（伊東法）

肝における 8週間の中期発がん性試験（伊東モデル）

(Ito et al., 1988; Ito et al., 1997)では，前癌病変である

胎盤型glutathioneS-transferase (GST-P)陽性巣を指標

とし， 260以上の化学物質が検索されている．方法は

Fig. 1に示してあるごと <,diethylnitrosamine(DEN) 

でイニシエーションの後， 2週間おいて，検索物質を 6

週間投与し，さらに検索物質投与開始 1週後に，細胞増

殖を促進させ， GST-P陽性巣の形成を促進させるため，

肝の 3分の 2部分切除を行う． 8週後に肝に形成された

GST-P陽性巣の単位面積あたりの数と面積を定量し，

対照群と比較して有意差検定を行う． Fig.2には 269の

化合物の検索結果（名市大データ）である．肝発がん物

質については変異原性陽性物質は 97%, 変異原性陰性

物質でも 84%の高率で陽性所が得られている．ただ肝

発がん物質で変異原性陰性物質で本試験陰性の物質の殆

どはperoxisomeproliferatorであり， GST-P陰性の肝腫

揚を形成する物質群で， これらの特殊な物質を除けば，

非変異原性肝発がん物質でも陽性率は 95%以上にな

る．一方，非肝発がん物質では変異原性陽性ならびに陰

性物質とも 20~30%の検出率にとどまっている． これ

はプロモーション作用には明確な腺器特異性が存在する

ため，肝を標的としない検索物質の陽性率が低下したも

゜
2 3 8 Wks 

Group f 

sz. 

t : DEN, 200 mg/kg b.w．會 IP
V : Saline,ip 
▽ :Partial hepatectomy 

Fig. 1. Medium-term liver bioassay system for detection of 
liver carcinogens and modifiers of hepatocarcinogenesis 

Mutagenicity No.of chemicals 
Carcinogenicity (Ames) O 

Test chemical 

50 100 % 

＋ 31 
Hepatocarclnogens 31 

＋ 25 
Non-hepatocarcinogens _ 14 

2 

＋ 6 
Non-carcinogens 37 

2 

＋ 13 
Unknown 79 

28 

Fig. 2. Positive rates in the medium-term liver bioassay for 
269 chemicals. 

のと考えられる．一方，非発がん物質は変異原性，非変

異原性含め， 45物質のうち 2例にのみ陽性所見が認め

られ，falsepositiveが 5%に抑えられていることは，特

筆すべきと考えられる．おそらく Fig.2に表示してあ

る伊東法で検索された 100以上の発がん性未知物質の

内，本検索法で陽性をしめした物質のなかから，多くの

新たな肝発がん物質が見い出されると思われる．

2) イニシエーション作用に基ずいた肝における中期

発がん性試験

GST-P陽性巣を指標としたinvivoイニシエーション

活性中期検索法では， Fig.3で示す如く，肝部分切除後

(12時間）の肝細胞増殖期にイニシエーターとして最初
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Fig. 5. Medium-term liver bioassay for detection of 
initiating activities of carcinogens. 

8-NQ: 8-Nitroquinoline, p-PDDC: p-Phenylenediamine 
dihydrochloride, 2-CE: 2-Chloroethanol. 
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Fig. 4. Immunohistochemical demonstration of GST-P 
positive liver cell foci. 
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experiment. 

に検索物質が一回投与される． 2週後，強力な前癌病変

形成促進として， acetylaminofluorene(AAF)の投与を

2週間行いその間，細胞増殖を刺激する目的で四塩化炭

素 (CCl4)を投与する．イニシエーションが成立してお

れば， 5週間で驚くべき早さで GST-P陽性巣が形成さ

れる (Fig.4). 前癌病変の形成を促進させる機構として

1. differential inhibitionと2.differential stimulationが考

えられている．本検索法における強力な GST-P陽性巣

の形成は differentialinhibitionによる． AAFは強力な

肝発がん物質で同時に強力な肝細胞増殖阻止作用を有し

ている．正常肝細胞は CCLi投与後，本来ならば肝部分

切除後と同様壊死した肝細胞の再生のため，高い肝細

胞増殖が誘導されるが， AAF投与中は正常肝細胞の増

殖は殆どゼロに抑えれれる． この間， AAFの細胞増殖

抑制に抵抗性のある GST-P陽性巣のみが増殖抑制され

ず発育を続ける．肝細胞増殖の選択的抑制が， GST-P

陽性巣の形成を促進するような機構を differentialinhibi-

tionと呼んでいる (Tatematsuet al., 1988). Fig. 5は，

本検索法により検索した物質の一覧であり， しろぬきの

物質が陽性所見を示したすなわち，変異原性陽性物質

のうち，肝に標的性を持つ持たないにかかわらず発がん

性の認められた物質のみが，陽性所見を示したまた発
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がん性のある物質でも，突然変異原性の無い物質では，

たとえ肝発がん物質でも陰性を示した．

このことは，イニシエーション作用に碁ずいた肝にお

ける中期発がん性試験の場合は，発癌物質の持つ臓器標

的性の壁が破られ，肝を標的としない物質の検索が可能

である事を示し．変異原性物質であれば，発がん性変

異物質と非発がん性変異物質との識別が可能である

(Tatematsu et al., 1983). しかし，肝における検索にも

関わらず非変異原性肝発がん物質はこの検索期間では検

出できない．

3) DNA付加体形成とイニシェーション

通常の単独投与法において肝に標的性を示さない化学

物質がinvivoイニシエーション活性中期検索法におい

て，陽性所見を示す発生機序の一つとして Fig.6に示

すごとく，肝部分切除直後， 6,12, 18, 24時間後に

4 -nitroquinoline 1-oxide (4-NQO) と benzo[a] pyrene 

(B[a]P)を投与し， DNA付加体形成の程度 (Figs.7 

and 8)とGST-P陽性巣の形成 (Fig.9)を検討したそ

の結果，肝部分切除後，両物質の付加体は肝より肺に多

く形成され，付加体形成の多寡のみでイニシェーション

が成立するわけではなく，付加体形成とそれに伴う細胞

分裂の重要性が明らかとなった (Tezukaet al., 1995). 
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3. 化学発がん物質の変異原性試験と発がん二段階法

（イニシェーション活性とプロモーション活性検索）

のハーモナイゼーション

化学発がん物質は，肝発がん物質，腎発がん物質等，

in vivoにおいて臓器標的性が存在する．invivoイニシ

エーション活性中期検索法においては，変異原性を有す

る化学発がん物質はそれ自身の持つ臓器特異性の枠を脱

し，陽性所見を示す (Tatematsuet al., 1983; Tezuka et 

al., 1995). 一方，伊東モデルのデータ（Itoet al., 1988; 

Ito et al., 1997)を碁にすると，プロモーション活性検

索系では検索物質の変異原性の有無にかかわらず肝発が

ん物質が陽性所見を示す． こうした事実を総合的に解釈

すると Fig.10の如くの相関が考えられる．化学物質を

変異原性陽性と陰性，肝の GST-P陽性巣を endpoint 

とした中期発がん性試験のイニシェーション活性の有

無プロモーション活性の有無の組み合わせで，geno-

toxic hepatocarcinogen, genotoxic non-hepatocarcinogen, 

genotoxic non-carcinogen, non-genotoxic hepatocarcino-

gen, hepatopromoter, non-genotoxic, non-hepatocarcino-

gen, non-hepatopromoterおよびothersに分類される．

Othersには理論的に肝以外を標的とするプロモーター
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すべてが含まれ今回の方法では検索不能である． ここに

含まれる物質の検索には，中期多臓器発がん試験法が有

効と考えられる． こうして，ある物質の特性が各々の検

索法により，変異原性，発がんまたはプロモーター作用

の臓器標的性が明らかとなれば，データの信頼性はます

ます向上する． しかし，変異原性試験ならびに中期発が

ん性試験は，あくまで発がん性検索において，短期間で

経済的に可能な限り正確なデータを得ることを目的とし

ており，多種類の検索法全てを行うことは，本来の趣旨

から外れることになる．各検索法の長所を取り入れ，膨

大に蓄積されつつある未検索の化学物質の，より効率化

された検索系の確立が急務と思われる．
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「ヒトと動物の発癌を変異原性試験はどこまで予測できるか」 (S2-4)

発がん研究における動物種間，実験系間のギャップ

Gaps between experimental systems and animal species used 
in carcinogenesis studies 

黒木登志夫

Toshio Kuroki 

昭和大学腫瘍分子生物学研究所 142品川区旗の台 1-5-8

Iustitute of Molecular Oncology, Showa University, 

1-5-8 Hatanodai Shinagawa-ku Tokyo 142, Japan 

（受理： 1997年4月4日）

Summary 

In studies of carcinogenesis, there are a number of gaps between experimental systems using various 

species of animals. These include gaps between prokaryotes and eukaryotes, between cell-free systems 

and intact cell systems, between mutation assays and assays of DNA-repair chromosome changes or 

transformation, between rodent cells and human cells, between short-term tests and animal experiments, 

between human carcinogenesis and experimental models, and between epidemiology and clinical research. 

These gaps are a priori associated with basic mechanisms of respective experimental systems. Considering 

involvement of multiple factors, multiple genes and multiple stages in carcinogenesis, these gaps are 

essentially unavoidable. Of practical importance is to accept these limitations rather than to pay vain 

efforts for filling out the gaps. 

Keywords: carcinogenesis, mutagenesis, human cells, animal models, transformation 

緒 言

正常細胞ががん細胞に変わっていくメカニズムはがん

研究のメインテーマの一つである．古くは 1915年の山

極勝三郎市川厚ーによるタールがんの成功以来，今日

のがん遺伝子，がん抑制遺伝子にいたるまで，広い範囲

の研究材料と研究手段が用いられてきた．マウス， ラッ

トが中心的な実験モデルであったが，必要に応じてサル

モネラ菌のような原核細胞，さらにショウジョウバエ，

動物の培養細胞にいたるまで広く用いられている．正常

細胞からがん細胞にいたる全経過を見るのが本来の発が

ん研究であるが，その長いプロセスの一つ一つを解析す

るために，短期テストなど様々な実験系が開発された．

これらのシステムとモデルは発がんのある一面を反映し

ているにしても，そこには実験系のもつ様々なレベルの

制限が潜んでいる．発がんの研究におけるギャ ップとし

ては次のようなものが考えられる．

•原核細胞 vs. 真核細胞

・無細胞系 vs. 無傷細胞系

c 日本環境変異原学会

・突然変異 vs. DNA修復

・突然変異 vs. 染色体変異

・突然変異 vs. トランスフォーメーション

•動物細胞 vs. ヒト細胞

・短期テスト vs. 動物実験

・短期テスト vs. ヒト発がん

•動物実験 vs. ヒト発がん

・個体下レベルvs. 個体レベル

・個々の患者 vs. 疫学

著者はこの 10年間，発がん研究に興味を持ち続けて

はいたものの，実際には細胞分化のシグナル伝達を中心

に研究を進めてきた． このため特に短期テストをめぐる

最近の情報が不足しているかもしれない． しかしあえて

発がん研究における様々なギャップについてこの小論に

まとめてみた． ご批判いただければ幸いである．

1. 原核細胞と真核細胞間のギャップ

細菌のような原核細胞は酵母など真核かつ単細胞生物
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を経て，多細胞生物へと進化していった． この何億年と

いう進化の過程でよく保存されていたシステムは，すべ

ての生命に必須の重要なメカニズムであるにちがいな

ぃ．例えばDNA複製と修復の基本メカニズムは大腸菌

からヒトにいたるまでよく保存されている．そのような

基本的なメカニズムの一つであるミスマッチ修復が，が

んに関係していることが 1994年から 1995年にかけて明

らかになった突然変異のメカニズムは何億年も距てて

原核細胞と真核細胞の間で共通しているのである． この

ような碁本メカニズムを研究対象とし，あるいはマー

カーとして用いている限り， 真核細胞と原核細胞の間の

ギャップは少ない．サルモネラ菌を用いる突然変異検出

系 (Amestest)が広く用いられている理由の一つはここ

にある．

原核細胞から真核細胞，そして単細胞生物から多細胞

生物に進化するに伴い，多くの形質が獲得された．その

ようなメカニズムを対象とする研究では，原核細胞を研

究に用いることはできない例えば，細胞増殖と分化の

シグナル伝達に働くがん遺伝子，細胞周期と細胞社会で

その機能を発揮するがん抑制遺伝子は，真核細胞を用い

ねばならない． この点に原核細胞の限界がある．

2. 無細胞系・無傷細胞系間のギャップ

細胞という小宇宙の中で，様々な化学反応は微妙なバ

ランスとホメオスタシスのもとに進行している． リン酸

化反応を例にとると，キナーゼ系とフォスフ ァターゼ系

のバランスで蛋白のリン酸化が制御されている．その

上， リン酸化の基質は細胞内の局在部位が重要な因子と

なる． しかし，無傷細胞系を用いキナーゼと蛋白を試験

管内で反応させると，細胞内のホメオスタシスやバラン

スに関係なく，基質となるべきアミノ酸配列があればす

べてリン酸化されてしまう．同じことは薬物代謝につい

てもいえる． ラット肝の S9分画は変異原性テストの代

謝活性化系として広く用いられているが，ホモジェネー

トの中では活性化のバランスはくずれているため，細胞

内の薬物代謝を必ずしも正しく反映しているとはいえな

し‘•
突然変異率も試験内と細胞内では大きく異なる．鋳型

となる配列と DNAポリメラーゼを加えた試験管内の反

応系では，分裂あたり 1塩基あたりの突然変異（ミス

マッチ）は 10-4である．ところが生きた細胞の中では，

突然変異は 10-l° でしか起きない．細胞内は試験管内よ

りも 100万倍も安全である． これはミスマッチ修復酵素

など DNA複製を正確にコントロールする酵素が試験管

内の反応系に含まれていないためである．

3. 発がんと短期テスト間のギャップ

発がん性の短期テストには，突然変異性をみる方法，

DNA傷害とその修復をみる方法，染色体の傷害をみる

方法，試験管内のがん化すなわちトランスフォーメー
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ションをみる方法，など様々な実験系がある．用いられ

る生物系にしても，細菌からヒト細胞までの広い範囲に

及んでいる． これらの短期テストに共通しているのは発

がんのある一面のみをみていることである．その意味で

短期テストはそれ自身では不十分であり，それぞれに特

徴をもったテストの組み合わせ (battery)が必要という

ことになる．

サルモネラ菌のような原核細胞を用いた突然変異原性

のテストは，突然変異という遺伝子の碁本現象を対象と

するが故に，制限はあるにせよ発がん性にまで外挿でき

る． しかし，染色体レベルの変化をみるためには動物細

胞を用いなければならない．染色体の形態学的観察，姉

妹染色質交換，小核テストなどは，いずれも突然変異原

性テストを補完するものとして広く用いられている．

トランスフォーメーション系は発がんにもっとも近

く，短期テストとしてはより適していると一般に考えら

れているようだ． そのなかでも， Balb3T3細胞のトラン

スフォーメーション系はアッセイ条件が標準化されてい

る． しかし， トランスフォーメーション系はその評価の

ためのデータがまだ不足している．特に非発がん性物質

を用いたネガティプな面からの検討が不足しているよう

に思われる．メカニズムから考えた場合，それぞれのト

ランスフォーメーションにおける遺伝子変異の検討，例

えば発がん物質に特異的ながん遺伝子活性化，がん抑制

遺伝子不活性化の分析がまだ必要である．

試験管内ではヒト細胞が利用できる． しかし， ヒト細

胞を用いればそれだけヒトの発がんに近づけるとは必ず

しも限らない．それは培養ヒト細胞の多くが線維芽細胞

など培養の容易な細胞であることによる． ヒト発がんの

最大の標的である上皮細胞系の利用はまだ一般的でな

い．表面的に考えればヒト細胞のトランスフォーメー

ションはもっともヒト発がんに近いことになる． しか

し， ヒト細胞はマウス，ハムスターなどの臨歯類動物と

比べるとはるかにトランスフォーメーションを起こしに

くい．その理由としてヒト細胞が不死化しにくいことが

ある． 1960年代初めの Hayflickらはヒト線維芽細胞が

限られた期間しか培養できない (limitedlife span)こと

を報告したが，培養技術の発達した今日でもヒト細胞の

培養期間は依然として 10ヶ月である． このような細胞

寿命は，テロメア／テロメラーゼ系，がん抑制遺伝子など

が関与しているのであろう． ヒト細胞のトランスフォー

メーションの困難な理由の解明は発がん性の短期テスト

への応用という面からだけでなく，生命科学としても最

も興味あるところである．

4. 動物実験とヒト間のギャップ

動物実験のデータがどこまでヒトにあてはまるかは，

発がん研究に限らず医学研究にとっては永遠の問題とい

えよう．動物種間の差は様々な面で明らかにされつつあ

るにしても，動物とヒトの間のギャップを埋めるにはほ

ど遠い．サルのような霊長類はマウス， ラットなど醤歯

類とヒトの間と橋渡しすると一般的に考えられている．

しかし， この考えには理論的に根拠がなく，表面的な理

解にすぎない．高価な霊長類を用いたとしても， ヒトと

マウスの間の橋渡しになるとは限らない． しかし， この

ような考えは発がん性研究に限らず，広く行き渡ってい

るようだ．例えば遺伝子治療用のベクター開発に際し

て，安全性テストにサルを用いねばならないとする考え

が一般的であるが， もう一度考え直す必要があるのでは

なかろうか．

動物とヒトの間のギャップを考えると，動物実験で築

かれた概念をヒトにあてはめるのも慎重にならざるを得

ない．その一つの例として発がんプロモーションがあ

る． 1940年代に行われたマウス皮膚の 2段階発がん実験

は，発がんにイニシェーションとプロモーションの二つ

のステージのあることを見事に証明したそれ以来イニ

シエーションとプロ モーションの概念は広くうけいられ

るようになった 二段階発がんにはメカニズムに加え

て，イニシエター，プロモーターという物質の両面から

のアプローチがある．

PCR法などにより， ヒト発がんのプロセスが詳細に

分析できるようになった今， ヒト発がんに二段階発がん

の概念をあえて当てはめる必要はないであろう．物質面

からの分析にしても，胃がんの食塩，大腸がんの胆汁酸

などは実際のヒトのがんにおいて， プロモーターとして

働いている可能性は高いが，そのメカニズムはマウス皮

周におけるホルボールエステルとは異なるであろう．今

必要なのはイニシエーション，プロモーションという概

念にとらわれることなく，多段階発がんの立場でヒト発

がんを考え直すことではなかろうか．

5. ヒト発がん分析にみられるギャップ

PCRに代表されるような技術の進歩により， ヒトが

んを詳細に分析することが可能になった．今われわれは

ヒトのがんを直接研究できるようになったのである． ヒ

トのがんを分析できないときにあっては，動物実験には

かなりの意義があったが，その相対的重要性が低くなり

つつあるのは事実である．現在のところ多段階発がんが

遺伝子レベルで明らかになっているのは大腸がんなど一

部のがんに過ぎないが，近い将来ほとんどすべてのがん

について遺伝子の変化が明らかになり，診断治療に応用

されるであろう．

ヒトの発がん要因の探索はまだ不十分である． IARC

のヒト発がん性評価，いわゆる IARCモノグラフ、ンリー

ズは貴重な資料であるが，物質に関する情報を重視する

が故に，その発がん要因は職業がん，医療原性がんに片

寄っている．「普通のおじさん，おばさん」のがんは単独

物質に帰らせれるものではなく，長い間の生活習慣のち

く積の結果によると考えられる． しかし生活習慣の分析

は喫煙，食生活などに常識的なものに限られている．今

後の疫学分析によって，発がん要因となるような明瞭な

生活習慣の分析から一次予防につながることを期待した

し‘•

以上発がん研究をめぐる様々なギャップについて，私

の個人的な感想を述べた．がんという multi-factors,mul-

ti-genes, multi-stagesの疾病を対象とする限り，これらの

ギャップの存在は避けられないであろう．ギャップを無

理に越えようとするのではなく，その存在で認め，実験

系の長所を生かすことが大事であると思う．
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Summary 

Comparative Genomic Hybridization (CGH) is a powerful new method which allows genome-

wide mapping of regions with DNA sequence copy number changes, both increases and decreases, in a 
single hybridization without previous knowledge of the regions of abnormality. CGH is based on in 

situ hybridization of differentially labeled tumor DNA and normal DNA to normal human metaphase 

chromosomes. After hybridization, copy number variations among the sequences in the tumor DNA 
are detected by measuring the tumor/normal fluorescence intensity ratio for each locus on the target 

chromosomes. Many previously unknown chromosomal regions with relative copy number changes 

have been detected in various tumors by CGH. Some changes have been identified as genetic markers 

associatd with biological and clinico-pathological characteristics (i.e., histopathological grade and 

clinical outcome). We report briefly on current progress in CGH analysis to ovarian and uterine cervi-

cal cancer in our laboratory. 

Keywords: CGH; ovarian cancer; cervical cancer; genetic diagnosis; drug resistance 

緒戸

悪性腫瘍は，種々の遺伝学的変化の蓄積によ り発生す

ることが知られている． これらの変化には，染色体レベ

ルの大きな変化 （染色体の欠失や増加など）や遺伝子配

列レベルの小さな変化 （遺伝子配列の欠失や増幅，点突

然変異など）が含まれる．

染色体レベルの大きな変化の検出には，従来より培養

後得た分裂中期染色体の核型分析が用い られているが，
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固形腫瘍の場合，複雑な染色体異常を示すことが多く解

析が非常に困難である．また，遺伝子配列レベルの小さ

な変化を検出する方法としては， Southernblotting, 

RFLP法， PCR-SSCP法などが知られているが，検索

できる遺伝子あるいは染色体領域が限定されてしまい，

それ以外の領域は検索不可能であるという弱点がある．

1992年 Kallioniemiらによって開発された Compara-

tive Genomic Hybridization (CGH)と呼ばれる分子細胞

遺伝学的手法は，腫瘍DNA中の遺伝子コピー数の増加

ないし減少を， 1回のハイブリダイゼーションで同時に

検出し， しかもそれらの領域を正常染色体上にマッピン

グできる優れた方法である (Kallioniemiet al., 1992). 

著者らは， CGH法を日本ではじめて導入し，婦人科癌

の新しい遺伝子診断法の開発を試みている（坂本ら，

1994;坂本ら； 1996).

I. CGH法の原理

CGH法では，被検 DNA（腫瘍DNA)を緑色蛍光

(FITC), 正常組織由来DNAを赤色蛍光 (TexasRed) 

でそれぞれ標識し，これら 2種類の DNAプロープを等

量混合したものを blockingDNA (Cot-1 DNA)の存在

下で， ヒト正常分裂中期染色体に対し競合的にハイブリ

ダイズさせる (Fig1). 染色体の各部位における，被検

DNAプロープと正常DNAプロープ間の競合的ハイプ

Comparative Genomic Hybridization (CGH) 

戸 Cot-1DNA 

I --/ __, ---
/ ------塁塁塁塁頂喜翠忍忍塁言う
↑ ↑ ↑ 

正常コピー数 遺伝子増幅 欠失
（黄色蛍光） （緑色蛍光） （赤色蛍光）

蛍光強度 、Jl, 

：：こ：こ。0[-』1—
0.0 

Fig. 1. Principle of CGH. 
CGH is based on in situ hybridization of differen-
tially labeled total genomic tumor DNA and normal 
DNA to normal human metaphase chromosomes. 

After hybridization, copy number variations among the 
sequences in the tumor DNA are detected by measuring 
the tumor/normal fluorescence intensity ratio for each 

locus on the target chromosomes. 

リダイズにより，被検 DNAに遺伝子コピー数の増加が

存在すれば， CGHを施行した正常染色体上で，その遺

伝子座位に対応する染色体領域に緑色蛍光のバンドが観

察される．一方，被検DNAに遺伝子コビー数の減少が

存在すれば，対応する領域に赤色蛍光のバンドが観察さ

れる．染色体の対比染色として DAPI（青色蛍光）を用

いる．染色体由来のマルチカラーの蛍光は，デジタル蛍

光顕微鏡、ンステムならびに画像取り込みソフトにより取

り込まれデジタル信号に変換される．蛍光強度解析ソフ

トにより，それぞれの染色体の長軸にそって，緑色なら

びに赤色蛍光の蛍光強度曲線が作製され，引き続き，緑

色の赤色蛍光に対する比が決定され，正常 DNAに対す

る被検 DNA中の遺伝子コピー数の相対的な増減を，セ

ントロメアおよびテロメア近傍を除く全ての染色体領域

において検出することができる．

II. CGH法の利点と欠点

CGH法の利点としては， 1)すべての染色体におい

て，ユニークシーケンスのコピー数の増加ならびに減少

を同時に検出できる．碁本的に 1回のハイプリダイゼー

ションですべての染色体の異常をスクリーニングできる

ので， 1回の実験で単一の座位をターゲットとする従来

の遺伝子異常の検索法よりも明らかに有利である．

2) コピー数の変化が正常染色体上にマ ッピングされる

ため，特別なプローブを必要とせずに，未知の塩基配列

のコピー数の変化を検出できる．

CGH法の欠点としては， 1)転座，逆位， 真の倍数

体が検出できない．ただし， unbalancedtranslocationの

ように，転座に伴い小さな欠失が般察され，その欠失領

域に重要な腫瘍抑制遺伝子が存在している可能性もあ

る． したがって，従来の細胞遺伝学的手法では，転座し

か認められないような疾患でも，転座に伴う小さな欠失

として， CGHにより検出できる可能性がある． 2)感

度に難点がある． CGHによるコビー数の増加の検出感

度は，増幅単位（amplicon)と増幅レベルという 二つの

パラメータにより規定される．増幅単位が 5Mb以上で

あれば， 2倍の増幅レベルでも検出可能であるが，増幅

単位が約 300kbの場合は， 5～10倍以上の増幅レベル

で検出可能となる．一方，コピー数の減少の検出感度

は，増加の検出感度よりも低く， 5Mb以上の欠失がな

いと検出できない．ただし，腫瘍抑制遺伝子が不活化す

る際，一方の対立遺伝子は，点突然変異や微小欠失とし

てミクロの変化を示すことが多いが， もう一方の対立遺

伝子は，染色体上で 5Mb以上のマクロの欠失を示すこ

とが多く， このようなマクロの欠失を CGHによって検

出できる可能性は高い．また，臨床材料では，正常細胞

の混入により検出感度が低くなるが，精度の高い CGH

分析を施行すれば，正常細胞が 50%も混入しているよ

うな臨床材料でも十分評価可能であることが示唆されて

いる． 3) セントロメア近傍ならびにヘテロクロマチン

Invasive cancer of the uterine cervix (kyo-19) 
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領域では，個体間の反復配列のコピー数の差異により緑

色／赤色蛍光の比が不安定となり， CGHで評価ができ

ない場合がある．また，テロメア近傍でも蛍光強度の減

少によって，緑色／赤色蛍光の比が不安定となる場合が

あり，得られた結果を評価する場合には注意を要する．

4) Microsatellite instability (MIN)を有する癌では

CGHで殆ど異常を認めない可能性がある． Schlege]ら

が，大腸癌において MINを有する癌では殆ど CGHで

異常を認めないが， MINを有しない癌では， CGHで高

頻度に異常を認め， 7,13, 20qのgainと 9p, 17, 18の

lossなどがみられたと報告している (Schlegelet al., 

1995). このことは， MINの有無と CGHで検出される

染色体コピー数の異常とが逆相関をすることを意味し，

言
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Fig. 2. An example of CGH profile of uterine cervical cancer. 
The green/red fluorescence intensity ratio is displayed as mean (central trace)土S.D.(flanking traces) obtained from 

the analysis of chromosomes from several metaphase images of CGH. Chromosomal regions of relative DNA sequence 
copy number loss are depicted as thin lines, and regions with relative DNA sequence copy number gain are depicted as 
thick lines below tracing. The ratio profile was obtained from the CGH analysis to cancer cells derived from a case with 
invasive uterine cervical cancer, showing copy number loss on 3p, 4p, 4q, 1 lp, 16p and 18p; and copy number increase on 

lg, 3q, 5p, 5q, 1 lq and 19q. 

発癌過程が異なることを示している．したがって，

CGH法により共通増幅領域ならびに共通欠失領域を同

定するためには， MINを有しない腫瘍を CGH分析す

ることが必要であると思われる．

III. CGH法の応用

CGH法により， 1)腫瘍 DNAの共通増幅領域ならび

に共通欠失領域を同定し，その腫瘍の癌遺伝子および癌

抑制遺伝子の染色体上の存在部位を推定できる．上記領

域と病理組織学的グレードや臨床予後との相関を検討

し，癌の遺伝学的悪性度を規定できる． 2)抗癌剤耐性

に関与する遺伝学的変化も検索できる． 3) 発癌過程に

おける遺伝学的変化を明らかにできる．
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1) CGH法による卵巣癌の遺伝学的悪性度診断

我々は卵巣癌の共通増幅領域および共通欠失領域を同

定した (Iwabuchiet al., 1995;岩渕ら， 1997). 卵巣癌

の臨床検体 (44例）において 30％以上の高頻度にみら

れる変化として， 3q25-26および 8q24のコピー数の増 的変化である可能性が示唆された． lq41-qter,5p14-pter, 

加， 16qおよび 17pter-q21のコピー数の減少が認められ

たコピー数異常を示した領域 (CNA;Copy Number 

Abnormality)の総数は，良性腫瘍（12例）ではゼロで

あったが，卵巣癌の病理組織学的グレードが進むにつれ

て，有意に増加した高グレード特異的な変化も認めら

れた．また，臨床予後との相関を検討した結果，単独

の変化としては，染色体 16番長腕のコピー数の減少

(-16q)を示した症例が予後不良の傾向を示した．上

記 4つの共通変化領域のいずれか一つ以上の変化を有す

る卵巣癌（ClassI tumor)は，それ以外の卵巣癌 (Class

II tumor)と比較し，予後不良の傾向を示した．

2) CGH法による卵巣癌の抗癌剤耐性遺伝子マー

カーの検索

さらに，卵巣癌の抗癌剤耐性に関与する遺伝子マー

カーを見い出すため，臨床的に CAP療法に対する感受

性が極めて異なる症例に対し CGH分析を施行し，比

較検討した（坂本ら， 1995;坂本ら， 1996). CAP療法

に抵抗性を示した症例のみに認められた CNAは，

+ lq21, -3p24-p22, + 3q26-q27, + 5q32-qter, + 7ql 1.2, 

+ lOp, + 14q31-qter, + 15q22-qter, +20ql3であり，抵

抗性症例でより高度にみられたものは＋1lq13であっ

た．碁礎的検討として，シスプラチン感受性培養細胞

KFとそれより誘導された耐性細胞KFrに対して CGH

分析を施行したところ，耐性獲得後に出現した CNA

は，ーSp, +8q, -8q, -9p, +9q, + llq (+ llql3), 

+14q, +Xqであった．上記の基礎的および臨床的検討

により， llql3および 14qを含むいくつかの染色体領域

に， シスプラチン耐性に関わる遺伝子が存在する可能性

が示唆された．

3) CGH法による子宮頸部発癌・浸潤過程の遺伝学

的解析

また，子宮頸部発癌・浸潤過程における遺伝学的変化

を解明するため，各段階に相当する細胞株（16例）お

よび臨床検体（40例）に対して CGH分析を施行した

（坂本ら， 1995;杉下・坂本， 1996;杉下・坂本， 1997,

印刷中）．コビー数異常を示した領域の総数は，癌化過

程ではコビー数減少領域が有意に増加し，浸潤過程では

コピー数増加領域が有意に増加した． 35例の子宮頸癌

において 25％以上の頻度でみられる共通の遺伝子コ

ピー数変化領域 (CommonCNAs)を25箇所認めた．

3p24-pter, 6q25-qter, 10p13-pter, Xq26-qterの4つの領域

のコピー数減少は子宮頚部の発癌に関わる早期の遺伝学

5q31-qter, 8q24, 17q23-qter, 19ql3, 20ql3, 22q13の8つ

の領域のコピー数の増加および 16q12-q22のコピー数の

減少は子宮頚癌の浸潤に関わる後期の遺伝学的変化であ

る可能性が示唆された．

以上のように， CGH法は，固形腫瘍の遺伝子コピー

数の増減を同時に，かつ，ゲノム全体について検索でき

る大変優れた遺伝子解析法である． CGH法により卵巣

癌の遺伝学的悪性度診断や子宮頸癌の発癌過程の遺伝学

的解析が可能になりつつあり，今後あらゆる腫瘍の遺伝

子解析や診断に応用されることであろう．
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染色体変化の全ゲノム領域にわたる検索
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シンポジウム

Summary 

Genome scanning is a technique which can rapidly identify the differences between genomic DNA 

samples. Several genome scanning methods have been developed to detect DNA alternation in cancer tis-

sues. We have developed Restriction Landmark genome Scanning (RLGS) method for screening thou-

sands of loci throughout the genome in a single two-dimensional gel electrophoretic pattern. Several 

cancer DNAs were analyzed with this method and DNA alternation including deletion, amplification 

and change of methylation status in cancer DNAs were found. Furthermore, using polymorphic 

spots, which were mapped to a certain chromosome, we could estimate the chromosomal location of 

loss of heterozygosity (LOH) and also methylation changes in the cancer tissue. Thus, RLGS provides 

us an important tool for the genomic analyses of cancer DNA alteration. 

Keywords: RLGS (Restriction Landmark Genome Scanning), genetic map, polymorphism, loss of 

heterozygosity (LOH), DNA methylation 
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癌は生体内において秩序だった分裂，分化の制御を受

けている正常細胞の DNAに変異が生じ，無秩序に増殖

をおこすようになった状態といえる． この視点から，癌

遺伝子，癌抑制遺伝子といった癌の発症，増殖，転移に

関連する遺伝子の探索には癌組織DNAにおける変異の

検出から染色体の増幅，欠失，転座部位の解析，更には

ヘテロ接合性の欠失 (LOH)等の解析により進められて

きた．多数の癌組織および株化された癌細胞において頻

c日本環境変異原学会

発するこれらのゲノム上の変化領域を同定し，その領域

内に存在する転写単位の解析を進めることで， これまで

にc-ablなどの癌遺伝子や Rb,Apeといった癌抑制遺伝

子など，多くの癌関連遺伝子が同定されてきた (Friend

et al., 1986; Nishisho et al., 1991; Walker et al., 1987). 

また近年，遺伝子発現の制御の一つとして DNAのメチ

ル化による制御について詳しく調べられており，染色体

上の塩基配列自体には異常がなくても，そのメチル化が

変化することによって遺伝子の発現に異常が生じている
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例が報告されている (Gregeret al., 1989; Herman et al., 

1994; Merlo et al., 1995; Rideout et al., 1990). 

これらの癌における DNAの変異解析にはこれまで染

色体の顕微鏡観察による欠失，増幅，転座領域の解析や

サザン法あるいは PCRを用いた解析といった分子生物

学的解析が行なわれてきた． このとき， 全染色体上に存

在する DNA変異を検出しようとした場合，いかに多 く

の染色体上の座位について解析できるかというスクリー

ニング能が非常に重要である．

我々は「制限酵素ランドマーク」という新しい概念を

創出し，それに基づき，制限酵素ランドマークを二次元

電気泳動上のスポットとして視覚化する restrictionland-

mark genome scanning (RLGS)法を開発した (Hatada

et al., 1991; Hayashizaki et al., 1993; Okazaki et al., 

1995). 本法は，ゲノム上の制限酵素 ランドマークの有

無とそのコピー数を決定するために考案された方法であ

り， 一試技において 2,000点以上の制限酵素ランドマー

クを一度に解析することのできる，高速スキャンニング

法である．今回この RLGS法を各種癌組織における

DNA変化の検索に用いた例について述べる．

ゲノムスキャンニング

「ゲノムスキャンニング」とは，ゲノム上に散らばっ

た各座位の有無とコピー数を高速に検索する方法の総称

である．サザン法や PCR法を用いたゲノムスキャンニ

ング法が開発されたことから，プロープやプライマーを

用いてゲノム DNA上の各ランドマーク （その各座位に

一対一対応のシグナルとして視覚化され得るゲノム上の

座標として定義される）を定量的及び定性的に視覚化で

きるようになった． これらのシステムでは，プロープや

プライマーの DNA-DNAハイプリダイゼーションによ

る特異的認識を利用して各々の座位に特徴的な、ングナル

が検出される．

癌関連遺伝子探索においてゲノムスキャンニングの功

績は大きい．それまで癌ウィルスに取り込まれた癌遺伝

子の探索から進められていた研究は癌細胞における染色

体異常（増幅，欠失および転座など）の領域の解析へと

変わっていった． この染色体異常領域の解析を DNAレ

ベルで行なうことを可能にしたのがサザン法や PCRを

用いたゲノムスキャンニングである特に最近では

PCR法を使ったマイクロサテライトマーカーを利用し

て癌組織のゲノムにおける欠失や増幅を解析し，癌関連

遺伝子を染色体上にマップするという方法がよく使われ

ている (Dietrichet al., 1994). 

我々が開発してきた RLGS法はランドマークが二次

元電気泳動上で 2,000点ものスポットとして視覚化され

る方法である (Hatadaet al., 1991; Hayashizaki et al., 

1993). つまり PCR法などでは 2,000反応を行なわなけ

ればならないほどのランドマークを一試技にて検索でき

るのである． この高速ゲノムスキャンニング法について
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その特徴と癌解析に応用した例を挙げる．

RLGS法の癌解析への応用

RLGS法の概説と RLGSパターンの例を Fig.1に示

す．

RLGS法は組織DNAを直接ランドマークとなる制限

酵素で切断し，その末端に直接 32pにて標識しこれを検

出する為最終的に得られる RLGSパ ターン上のス

ポットの強度は実際の DNA量に比例する．そのため少

量の正常組織DNAの混入であれば多少スポット強度が

強くなるが欠失等によるスポット強度の減少は検出可能

である． これに対し， PCRを用いた解析法では反応過

程における正常組織 DNAからの増幅により欠失等の検

出が困難である．またランドマーク酵素を NotI等のメ

チル化感受性酵素を用いることにより DNAメチル化の

状態も解析可能である． この DNAメチル化と癌との関

連は最近研究が進められてきており (Lairdand Jaeni-

sch, 1994; Holliday and Grigg, 1993), 癌抑制遺伝子の

メチル化による発現の減少が癌組織で検出される例が報

告されている (Hermanet al., 1994; Merlo et al., 1995; 

Ohtani-Fujita et al., 1993; Zhan et al., 1995). このメチ

ル化の解析は PCR法では解析できず，一般的には既知

の遺伝子のプロープを用いてサザン法によって調べられ

ている．これに対し RLGS解析ではゲノム全体にわた

るランドマーク部位のメチル化を解析可能である為，メ

チル化の解析か ら未知遺伝子を単離同定する事も可能で

ある． この RLGS法による解析にはほかにも， 1) ラン

ドマーク制限酵素やその後の DNA切断に用いる制限酵

素を変える事により，多くの異なった座位を検出する事

が可能である， 2)サザン法のようにハイプリッド形成

を指標としていない為これまで未知の塩碁配列であ っ

た領域についても解析をする事ができる，ひいてはいか

なる生物種についても同様の方法で解析を行なう事が可

能である， 3)種によって異なるスポット(polymorphic

spot)を用いて遺伝解析によってpolymorphicspotを遺

伝地図上にマップすることができ， このマップされたス

ポットを解析することで癌DNAにおいて強度の変化し

たスポットの染色体上の位置情報を知ることができる，

といった利点がある (Hayashizakiet al., 1993). 

これまで RLGS法を用いてマウスあるいはヒトの

癌組織について解析を行なった例が報告されている．

Hirotsuneらはヒト乳癌組織，繊維芽細胞種等の組織に

おいて RLGS解析を行ない，強度の増大が見られるス

ポットを確認した (Hirotsuneet al., 1992). これはすな

わち癌においてこの座位を含むDNA断片が増幅してい

ることを意味している．その後の解析でこの増幅してい

る座位は癌遺伝子int-2であることが証明された．また

Miwaらは同様の方法でヒト膵臓癌を解析し，増幅して

いるスポットを単離した．その後の解析の結果， この増

幅している座位は卵巣癌に関与すると考えられている癌

A
 Restriction landma『K

2nd rest『iction I 3『d『est『iction
enzymesite | enzymesite 

Genomic 
DNA 

●;32P label 

！ 
l l • • l l 
f 2nd restriction enzyme digestion 
I • • I f 1-0 agarose gel electrophoresis 

: 

Blocking (with analogues of nucleotide) 

1st restriction enzyme digestion (landmark cleavage) 

Labeling (at restriction landmark) 

3rd『estrictionen可medigestion (in gel digetion) 

2-0 polyacrylamide gel electrophoresis 

遺伝子AKT2であることが明らかとなった (Miwaet al., 

1996). Nagaiらも同様の方法でヒト肝臓癌の解析を行

ない，強度の増大および減少の生じているスポットを確

認した (Nagaiet al., 1995). スポット強度の減少は恐ら

＜片方のアレルが欠失している lossof heterozygosity 

(LOH)を意味するものと考えられ，現在癌抑制遺伝子

探索の際の指標として用いられている LOHがRLGS法

でも検出可能であることが示されたさ らにMiwaらは

ヒト悪性黒色腫細胞株を対象として RLGS解析を行

なったところ強度が非常に増大しているスポットを確認

した (Miwaet al., 1995). このスポットに相当する

DNA断片をクローニングしてサザン法にて解析したと

ころこのスポ ットの増強は DNAの増幅によるものでは

なく反復配列上のNot!部位のメチル化の解除によるも

のであることが判明した．すなわち正常細胞ではメチル

化を受けている反復配列が癌細胞特異的に脱メチル化が

生じ，そのため反復配列上の Not!部位が酵素による切

断を受けるようになったものと予想された． このことは

RLGS解析によって癌組織DNAのメチル化の変化も解

析できることを示している．
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Fig. 1. Principle of RLGS and an example of RLGS profile 

A, Flowchart of RLGS analysis. Genomic DNA is treated with DNA polymerase I in the presence of nucleotide 

analogues to prevent incorporation of radioisotope into nick site of sample DNA in the following step (blocking). After 
digestion with landmark enzyme such as Not I (1st restriction enzyme digestion), the sample DNA is labeled at its 

restriction enzyme sites with radioisotope 32P (labeling). To reduce the average length, the sample DNA is digested with 

another enzyme, which can cleave sample DNA more frequently than landmark enzyme, such as EcoRV (2nd enzyme 
digestion), then it is subjected to 1-D agarose tube gel electrophoresis (1-D electrophoresis). After electrophoresis, this 

agarose tube gel is soaked with enzyme mixture which contains the other restriction enzyme such as MboI (3rd enzyme 

digestion). Then the tube gel is subjected to 2-D polyacrylamide gel electrophoresis (2-D electrophoresis). Finally, the 
polyacrylamide gel is dried and subjected to autoradiography; B, An example of RLGS pattern. RLGS profile of mouse 
genomic DNA using enzyme combination of Natl, EcoRV, MboI is shown. Molecular size marker is shown on the 

periphery. 

染色体の位置情報を利用した RLGSゲノムスキャンニ

ング

我々もマウスの肝臓癌を試料として RLGS解析によ

るDNA変化を検索した (Fig.2). 但し，このとき解析

の対象としてマウスの種間雑種に生 じた癌を用い，解析

する RLGSスポットとして種間に存在する多型に起因

するスポット(polymorphicspot)を調べた (Ohsumiet 

al., 1995). この解析法には次のような利点がある．ま

ず第一に，polymorphicspotは一方のアレルからのみに

起因するため， LOHの解析が容易である．つまり，

LOHの場合一方のアレルのみが欠失するため，双方の

アレルから起因する non-polymorphicspotはそのスポ ッ

ト強度が半分に減少するだけであるが，polymorphic

spotは一方のアレルのみか ら起因するためスボットは

消失することになる．このとき，試料となる癌組織

DNAに正常DNAが混人すると non-polymorphicspot 

の場合スポット強度の変化は非常に困難となるがpoly-

morphic spotの場合は強度の変化が大きいので影響を受

けにくい．この点でpolymorphicspotの解析は有利と

いえる．第二点として，どち らの親由来のアレルが変化

したかを知ることが可能である． これは癌において変異

を起こしやすいアレル (allelicimbalance)を解析できる
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C57BU6 Musspretus 

p且且

F1 

Normal tissue 

Fig. 2. Principle of RLGS-based genome-wide search for 
detection of LOH in cancer tissue using polymorphic 
spots/loci. 
C57BL/6- and Mus spretus- specific spots/loci are 
indicated as closed and hatched ellipse, respectively. 

Paternal-and maternal-specific spots are transmitted to 
F1 progeny by Mendelian rule, and those spots in the F1 
pattern are detected as half in their intensity. In RLGS 
pattern of cancer tissue, the spots located on LOH 
region are deleted or at least decreased in their spot 
intensity. 
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という点で興味深い情報を得ることが可能である．そし

て第三に，polymorphicspotは遺伝子型を反映している

ので (Fig.3A），戻し交配家系にて連鎖解析することに

より，遺伝地図上にマップすることができる (Fig.3B). 

これはすなわちそのスポットと染色体上の位置とを対応

させることができ，強度の変化したスポットが染色体上

のどの位置にあるものか知ることができる． この情報は

癌における DNA変化を解析する上で有用な情報とな

る．我々はこの情報を，強度の減少したスポットが

LOHによるものなのかメチル化に起因するものなのか

を推定するのに利用した (Ohsumiet al., 1995). つま

り， DNAにお ける変化としては LOHはDNAメチル

化よりもより広範囲に生じるものと予想される為，一方

のアレルのみについてスポット強度の減少が連続的に生

じている領域は LOHが生じているもの，単独で強度が

減少しているスポットはメチル化によるものと推定し

た．われわれはすでに雌の C57BL/6(B6)種と雄の

Mus spretus (spretus)種との雑種に spretusを掛け合わ

せた戻し交配家系 ([B6Xspretus]F1Xspretus;BSS back-
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Fig. 3. Mouse genetic map using RLGS spots/loci. 
A, Principle of linkage analysis using polymorphic spots on RLGS profiles. BSS backcross ((CS7BL/6(B6) XMus spretus 
(Sp)] X Mus spretus(Sp)) were used for genetic linkage analysis. Parts of RLGS profile of each progeny are magnified 
and shown in this figure. These spots that are present only on B6 profile (e.g.; B158 indicated by the arrow) but absent 
on Sp profile are defined as B6-specific spots. On F1 profile, the intensity of spot B158 becomes half by following the 
Mendelian rule. In profiles of backcross progenies, spot B158 is seen in BSS883 and BSS885 but not in BSS889 and BSS 
900. Thus, each genotype of the locus corresponding to spot B158 in BSS883, BSS885, BSS889 and BSS900 is identified 

as B6/Sp, B6/Sp, Sp/Sp and Sp/Sp, respectively; B, Mouse genetic map composed of 575 RLGS spots/loci using BSS 
backcross. 

cross)を用いて 575個のpolymorphicspotを染色体上に

マップしている． このマップされたスポットについて解

析を行なった．

実験動物として B6にSV40T抗原を導入した トラン

スジェニックマウスと spretusとの Flを用いた． この

Flマウスには高頻度で肝臓癌が生じるのでこの DNA

をサンプルとして RLGS解析を行なった． 一例として

癌組織において強度の減少したスポットを図に示す

(Fig. 4A). 

我々はpolymorphicspotの強度変化とその位置情報

とからそれぞれの癌試料における LOHを遺伝地図上に

マップした．そして 30種の肝臓癌試料について同様の

マップを作製し，全体として LOHの頻度の高い領域を

染色体上の第 1,4, 5, 7, 13番染色体上に検出した

(Ohsumi et al., 1995). 第 13番染色体上の LOHの頻度

の高い領域に存在するスポットをクローニングし，サザ

ン法による解析を行なったところ実際に DNAの欠失が

確認され，かつその欠失の状態は RLGSにて検出され

たスポット強度の変化と一致していた (Fig.4B). 以上

のことは RLGSによる DNA変化の解析は実際の DNA
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変化を反映しており，癌組織など， DNAの変化を解析

する手法として非常に有用であることが示された． これ

とは別に前述した予測に則ってメチル化を受けているス

ポットの同定も行なった．その結果 30検体中で 75%

以上の検体でメチル化によると思われる強度の減少を示

したスポットは 14個あり，そのうちの一つは肝臓癌に

おいてアレル特異的なメチル化を生じ，また正常組織に

おいても種特異的なメチル化を生じるという興味深いも

のであった (Fig.4C). このように RLGS法は PCR法

によるゲノムスキャンニング法では成し得ないメチル化

の変化をも検索することが可能であり，癌発症及び進展

にかかわる後生的な変化として注目されているメチル化

の解析にも有効であるものと考えられた．

結語

正常細胞の癌化には多種多様な状況が考えられるが，

全ては DNAの変異が蓄積し，そのうちの一つが引き金

となって発症，またさらなる変異の蓄積が癌の増殖，浸

潤といった悪性化へと進行する． このなかのどの DNA

変異が引き金となって次のステップヘと進むのか．その

答えは癌 DNAに蓄積された変異の中にあるはずであ

る． RLGS解析を用いたゲノムスキャンニング法はこの

膨大な変異の山の中から回答となる遺伝子を同定するに

至るための非常に有用な手法であると考える．

謝辞

本稿を執筆するに当たり，奥泉久人博士，赤間公美，

Fig. 4. Application of RLGS method to the search for the 
LOH in cancer. 

A, A part of RLGS profile of normal (a) and tumor 
DNA (b). Five spots indicated by the arrowhead 
decreased in their intensity on the profile of liver 
tumor; B, Comparison of Southern blot and RLGS spot 
analysis. Dl3Ncvsl0 (corresponds to spot B416; C57 
BL/6-specific spot) is shown as a representative. This 

spot/Iocus is located on a region showing sequential 
RLGS spot loss in common with 30 analyzed tumors. 
Sample IDs are shown on the top of Southern profile. 
The samples marked with asterisk(*) are those of 
tumor tissues and others are those of normal ones. 2, 1, 
0 and w represent diploid genome spot intensity, 
haploid spot intensity, loss of spot and reduced spot 
intensity (weak), respectively. We can see a good 
correspondence between RLGS spot intensity and that 
of B6-allele bands; C, Southern blot analysis showing 
strain specific methylation. The probe used here (spot 
B330; D15Ncvsl) is deleted as being methylated in 
tumor DNAs. C57BL/6 (B6), Mus spretus (spretus), 
[B6Xspretus] F1 (BSF1) liver DNAs and liver tumor 
DNAs were digested with PvuII and Not I (Notl +), or 
PvuII only (Notl-). In B6 DNA, this site is methylated 
partially (lane 2), while the site is not methylated but 
the other normal DNA in spretus and BSFl (lane 4 
and 6). In tumor tissues, only B6 allele is methylated 
in BSF1 tumor DNAs (lane 7-9) suggesting that allele 
specific methylation occurs in cancer tissues at this 
locus. 

108 109 



海老根るみ子両氏のご協力を得ましたことを深く感謝致

します．

参考文献

Dietrich, W. F., E. H. Radany, J. S. Smith, J. M. Bishop, D. Hana-

han and E. S. Lander (1994) Genome-wide search for loss of 

heterozygosity in transgenic mouse tumors reveals candidate 

tumor suppressor genes on chromosomes 9 and 16, Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA., 91, 9451-9455. 

Friend, S. H., R. Bernards, S. Rogelj, R. A. Weinberg, J.M. Ra-
paport, D. M. Albert and T. P. Dryja (1986) A human DNA 

segment with properties of the gene that predisposes to retino-

blastoma and osteosarcoma, Nature, 323, 643-646. 

Greger, V., E. Passarge, W. Hopping, E. Messmer and B. Hors-

themke (1989) Epigenetic changes may contribute to the for-

mation and spontaneous regression of retinoblastoma, Hum 

Genet., 83, 155-158. 
Hatada, I., Y. Hayashizak.i, S. Hirotsune, H. Komatsubara and 

T. Mukai (1991) A genomic scanning method for higher organ-

isms using restriction sites as landmarks, Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA., 88, 9523-9527. 
Hayasbizaki, Y., S. Hirotsune, Y. Okazaki, I. Hatada, H. Sb1-

bata, J. Kawai, K. Hirose, S. Watanabe, S. Fushiki, S. Wada 

et al. (1993) Restriction landmark genomic scanning method 

and its various applications, Electrophoresis, 14, 251-258. 

Herman, J. G., F. Latif, Y. Weng, M. I. Lerman, B. Zbar, S. 

Liu, D. Samid, D. S. Duan, J. R. Gnarra, W. M. Linehan et 

al. (1994) Silencing of the VHL tumor-suppressor gene by 
DNA methylation in renal carcinoma, Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA., 91, 9700-9704. 
Hirotsune, S., I. Hatada, H. Komatsubara, H. Nagai, K. Kuma, 

K. Kobayakawa, T. Kawara, A. Nakagawara, K. Fujii, T. 

Mukai et al. (1992) New approach for detection of amplific-

ation in cancer DNA using restriction landmark genomic 

scanning, Cancer Res., 52, 3642-3647. 

Holliday, R. and G. W. Grigg (1993) DNA methylation and 

mutation, Mutat. Res., 285, 61-67. 
Laird, P. W. and R. Jaenisch (1994) DNA methylation and 

cancer, Hum. Mol. Genet., 3, 1487-1495. 

Merlo, A., J. G. Herman, L. Mao, D. J. Lee, E. Gabrielson, P. 

C. Burger, S. B. Baylin and D. Sidransky (1995) 5'CpG 
island methylation is associated with transcriptional silencing 

110 

of the tumour suppressor pl6/CDKN2/MTS1 in human can-

cers, Nat. Med., 1, 686-692. 

Miwa, W., K. Yashima, T. Sekine and T. Sekiya (1995) Demethy-

lation of a repetitive DNA sequence in human cancers, Electro-
phoresis, 16, 227-232. 

Miwa, W., J. Yasuda, Y. Murakami, K. Yashima, K. Sugano, T. 

Sekine, A. Kono, S. Egawa, K. Yamaguchi, Y. Hayashizaki 

and T. Sekiya (1996) Isolation of DNA Sequences Amplified 

at Chromosome 19ql3.1-ql3.2 Including the AKT2 Locus in 
Human Pancreatic Cancer, Biochem. Biophys. Res. Commun., 

225, 968-974. 

Nagai, H., H. Tsumura, M. Ponglikitmongkol, Y. S. Kim and K. 

Matsubara (1995) Genomic aberrations in human hepatoblasto-

mas detected by 2 -dimensional gel analysis, Cancer Res., 55, 
4549-4551. 

Nishisho, I., Y. Nakamura, Y. Miyoshi, Y. Miki, H. Ando, A. 

Horii, K. Koyama, J. Utsunomiya, S. Baba and P. Hedge 

(1991) Mutations of chromosome 5q21 genes in FAP and 

colorectal cancer patients, Science, 253, 665-669. 

Ohsumi, T., Y. Okazaki, H. Okuizumi, K. Shibata, T. Hanami, 

Y. Mizuno, T. Takahara, N. Sasaki, M. Ueda, M. Muramatsu 

et al. (1995) Loss of heterozygosity in chromosomes 1, 5, 7 

and 13 in mouse hepatoma detected by systematic genome-

wide scanning using RLGS genetic map, Biochem. Biophys. 

Res. Commun., 212, 632-639. 

Ohtani-Fujita, N., T. Fujita, A. Aoike, N. E. Osifchin, P. D. Rob-

bins and T. Sakai (1993) CpG methylation inactivates the pro-

moter activity of the human retinoblastoma tumor-suppressor 

gene, Oncogene, 8, 1063-1067. 
Okazaki, Y., H. Okuizumi, N. Sasaki, T. Ohsumi, J. Kuromitsu, 

N. Hirota, M. Muramatsu and Y. Hayashizaki (1995) An ex-

panded system of restriction landmark genomic scanning 

(RLGS Ver. 1.8), Electrophoresis, 16, 197-202. 

Rideout, W. M. d◆,G. A. Coetzee, A. F. Olumi and P.A. Jones 

(1990) 5-Methylcytosine as an endogenous mutagen in the 

human LDL receptor and p53 genes, Science, 249, 1288-1290. 

Walker, L. C., T. S. Ganesan, S. Dhut, B. Gibbons, T. A. Lister, 

J. Rothbard and B. D. Young (1987) Novel chimaeric protein 

expressed in Philadelphia positive acute lymphoblastic leukae-

mia, Nature, 329, 851-853. 

Zhan, S., D. N. Shapiro and L. J. Helman (1995) Loss of imprint-

ing of IGF2 in Ewing's sarcoma, Oncogene, 11, 2503-2507. 

Environ. Mutagen Res., 19: 111-115 (1997) シンポジウム

シンポジ ウム 「21世紀に向けての環境変異原研究の目指すもの」

「レギュラトリサイエ ンスにおける変異原性試験」(S4)

レギュラトリサイエンスにおける変異原性試験

Regulatory science and genotoxicology 

林 真＼渡部烈2，島田弘康3

Makoto Hayashi1, Tadashi Watabe凡andHiroyasu Shimada 3 

1国立衛生試験所変異遺伝部 158東京都世田谷区 1-18-1

2東京薬科大学 192---03東京都八王子市堀之内 1432-1

3第一製薬安全性研究所 134東京都江戸川区北莫西 1-16-13

1 Division of Genetics and Mutagenesis, National Institute of Health Sciences 

1-18-1 Kamiyoga Setagaya-ku Tokyo 158, Japan 

2 School of Pharmacy, Tokyo University of Pharmacy and Life Science 

(Formerly Tokyo College of Pharmacy), 

1432-1 Horinouchi, Hachioji, Tokyo 192-03, Japan 

3 Daiichi Pharmaceutical Co., Ltd., 16-13, Kitakasai 1-Chome, Edogawa-ku, Tokyo 134, Japan 

（受理：1997年 3月3日）

Summary 

This is a report of the Symposium entitled "Regulatory Science and Genotoxicology" which was held 

at the 25th Annual Meeting of the Environmental Mutagen Society of Japan on November 22, 1996 in 

Tokyo. The idea of "Regulatory Science" was introduced by Dr. M. Uchiyama. Three speakers from the 

regulatory (Dr. Tsuda), academic (Professor Hayatsu), and industrial (Dr. Shimada) field presented 

their opinions, and discussed, on regulatory science foom their particulan viewpoint. Finally, Dr. Sofuni 
summarized and indicated problems facing regulatory science and genotoxicology as we approach the 

21st Century. 

Keywords: regulation, regulatory science, basic science, applied science, administration 

緒 口

日本環境変異原学会第 25回大会において，「レギュラ

トリサンエンスにおける変異原性試験」と題したシンポ

ジウムを開催した． 演題と演者は以下の通りである．

1. 「レギュラトリサイエンスとは何か」

前国立衛生試験所長内山充

2. 「行政が学会に求めるもの」

厚生省津田重城

3. 「甚礎科学と行政」

岡山大学 早津彦哉

4. 「企業における変異原性試験の現状」

第一製薬島田弘康

5. 「21世紀の行政における変異原性試験」

国立衛生試験所祖父尼俊雄

ここに，本シンポジウムの目的と各演者の講演要旨に

著者のコメントをまとめて記録とする．

本学会ではこれまでにも， 1992年の札幌大会， 1993年

の大阪大会においても「なぜ変異原性試験を行うのか」，

「変異原性試験の役割とその評価」と題するシンポジウ

ムが開催されており，熱い議論が交わされてきた． 日本

環境変異原学会は， academicpeople, industrial people, 

regulatory peopleが寄 り集まり一堂に会する組織であ

る．本学会の名営会員である近藤宗平先生は札幌大会

で，変異原研究の分野は，基礎と応用の両面での調和が

必要であることを指摘された． Academicの場で培われ

た知識情報をいかにかしこく応用面で生かせるかを考

えるのがレギュラトリサイエンスではないかと考える．

碁礎研究が内的知的要求を満たすための行為であるのに

対し， レギュラトリサイエンスは外的知的要求を満たす

ための行為である， との考え方もある．近藤宗平先生が

寺田寅彦先生の言葉を引用されて， 「恐がりすぎてもい

けない，恐がらなさすぎてもいけない，正しく恐がるこ
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とこそ大切である」と言った話をされたことがある． レ

ギュラトリサイエンスは， この「正しく恐がる方法を極

めるためのサイエンスである」と考えることができるの

ではないか．

本研究分野における碁礎と応用の融和は本学会におけ

る大きなテーマである．本シンポジウムは， このテーマ

をレギュレーションを軸に考える場とし，化学物質の安

全性評価等の行政における 21世紀のあり方を模索する

ため，行政側が何を学会に期待しているのか？ また，

大学を中心とする基礎科学研究者がどのように行政に関

与するのが理想的か？等の問題点を浮き彫りにすること

を目的とする．

1. レギュラトリ サイエンスとは

内山 充（日本薬剤師研修センター）

1) はじめに

厚生行政は，医療，医薬，化学物質，有害生物，食品

等にかかわるもろもろの事象が，人の生命と健康にどの

ような影響を与えどれが人にとってより望ましいかを正

しく判断し，処置 ・改善すべき所があればその対策を立

てる等の評価を行い，国民の健康と生活を向上させるの

が役目である．

このような 「評価」には，予測・比較・調整のための

サイエンスを必要とする． これを「レギュラトリサイエ

ンス」と呼ぶ既存の実証的サイエンスとは異なる独自

の目的と価値観を持つものであり，基礎研究の面は 「評

価科学」と表現され応用 ・実践の場は「行政科学」とい

える．

レギュラトリサイエンスは現在までのところ，行政に

責任を持つ科学者たちが，自らの業務の目的と価値観を

表現するための概念として認識されている． しかし本来

は，保健・衛生にかかわる全科学者が常時留意しておく

べき概念でもあると考える．

2) レギュレーションを支えるもの

行政（レギュレーション）措置は，学問的あるいは技

術的に得られた多くの基礎データに基づき立案される

そしてそれを支える試験研究の結論はすべて予測に碁づ

いて導き出される．すなわち， 「確認」 や 「立証」 はすべ

て，少数のサンプルあるいは実験群で得られたデータか

ら全母集団における現象や作用を予測し，動物や組織・

細胞の反応から人への影響を予測し，増幅した条件や投

与量の下で得られた結果を平常の条件や摂取量まで外挿

して予測することなどにより行われる．

したがって， レギュラトリサイエンスの試験・研究で

は，適切な行政措置を生み出すことを目的とし，現実に

立脚した予測・評価に役立つことに価値を認める．

このように，目的と価値観は独特ではあるが，新規性

や創造性を追及し技術水準を向上させる努力は他のサイ

エンスに携わる場合と同様に，いささかも怠るべきでは

ない．ハイテクノロジーは保健・衛生にも大いに利用す
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べきであるが，それらを実際の場に利用するには評価が

必要となり，そのような評価をするためにはそれより一

歩進んだ知識を必要とするからである．評価が無知で頑

なであることが原因で，優れた技術や産物が国民に広く

利用されないとすればその弊害は計り知れない．

3) 試験・研究におけるレギュラトリサイエンス

保健・衛生関連の研究者にとって，新しい現象の発

見，機構の解明，あるいは各種新技術の開発は，それ自

身立派な研究成果であろう． しかしそれだけでは直接国

民の保健・衛生に役立つとは限らない例えば，研究成

果にはpositiveの証明が多いが，行政は往々にして

negativeを保証する責任を負っており， この方がはるか

に困難である．また，研究結果に例外は付き物だが，行

政は例外のない結論を求められそれにより集団の生活を

左右され集団の中の個人が拘束されることも忘れてはな

らない．ある物質に新しい作用が見いだされた場合，発

現の機序だけでも学会報告にはなろうが，そのほかに，

他の類似物質との作用強度の定量的比較， 量一反応関

係無作用レベルの確認，体内動態などが付随していな

いと評価の役には立たず， どこかでそれらを再度繰り返

さなければならない．

優れた分析法や試験法が開発された場合，検出限界や

直線性のみならず，偽陽性・偽陰性の確率，各種共存物

質あるいはマトリックスの影響，陽性結果の意義と数値

化などに対する配慮も研究者の責任といえるのではなか

ろうか．

4) おわりに

保健・衛生の分野では行政，研究者，一般国民が互い

に密着 した関係にある．行政官は自らも科学者であると

認識し，研究者は行政を通じて国民の健康を守る責任を

自覚する必要がある．その意味でレギュラトリサイエン

スの概念が生かされることを期待するものである．

2. 行政が学会に求めるもの

津田重城（厚生省大臣官房国際課）

1) はじめに

毒性試験，その中でも変異原性試験は，今まで特に，

発がん性のスクリーニング試験として行政に認織されて

きた日常，特に企業から申請されるデータなどを扱っ

ていて具体的に感じるのは，以下の 2点である．

2) 欧米諸国との試験法のハーモナイゼーションの重

要性について

この問題は， OECD（経済協力開発機構）やICH（三

極新医薬品承認審否国際会議）での議論を通じて，従来

と比べると大幅な前進が見られているようであるが，今

後もさらなる前進が望まれる．ただし，化学物質の場合

には，医薬品と比べ，日・米・欧の法規制がかなり異

なっているため，試験法及びデータの評価のハーモナイ

ゼーションにやや困難な点が認められるかもしれない．

3) 遺伝毒性，遺伝子毒性 (GeneticToxicity, Genotox-

icity)などの用語について

これも専門家の間では，既に話題として取り上げられ

ていることと思われるが，先般， ジャーナリストと話し

た際遺伝毒性を，遺伝性の毒性，すなわち，子孫に伝

達される毒性であるとの誤解を受けた今後，ジャーナ

リストを通じた一般の人々へのリスクの伝達 (Risk

Communication)が益々重要になる中で， このような誤

解を与えない適切な表現の確立が望まれる．

われわれも，小さな一歩かもしれないが，インター

ネットなどを用いた，ある物質の評価結果などの情報

を，国民に提供することの重要性を認識しつつある．そ

して，評価結果は，定性的な情報のみでなく，定量的な

情報が望まれていると思われる．

4) 全般的な点としては，環境化学物質の安全性評価

など，非臨床分野における日本からの情報発信が，半導

体 ・自動車製造などの他の分野に比べて，乏しいことを

感じている人が多いと思われる最近， EPA（米国環境

保護庁）の出した発がん性リスク評価ガイドライン案に

引用された 200余りの論文中， 日本人が第一執筆者と思

われるものは 5編しかなかった． このような状況を改善

する方途を，専門家と共に模索することが菫要であると

思う．

そのためには，われわれは， もっと，本学会のような

専門家集団を知る必要があると思う．われわれが，専門

家に求めることといえば，当然，良質の研究と，それだ

けではなく，それらの持つ，社会における意味に関する

情報を発信してもらいたいということであろうか．その

専門家からの情報発信を助ける役割を，厚生省は，微カ

でも果たすべきであると考える．そのためにも，一般の

人々への化学物質のもつリスクの適切な伝逹（コミュニ

ケーション）が大切であり，それを通じて，毒性学に関

する健全な関心を呼び起こす一助になればと思う．

3. 基礎科学と行政

早津彦哉（岡山大学薬学部）

研究室にいて研究に考えを集中し，さらには毎週講義

をするという生活をしている私のような人間にとって，

行政への関与について考えよというのは，大変難しい問

題を突きつけられたことになる．普通，科学者は目の前

にある研究課題についてどのようにアタックし，結果を

得，どのように発表していくかで頭の中は大体一杯にな

る．次に身近なフィールドだけでなくその周りの広い科

学分野の知識を得ることに心がけるのだが，あふれか

えっている巨大な情報量をいかに消化し利用するかで，

もがいているわけである．行政について考えるのは，そ

のまた先のことであり，めったに考えをめぐらせること

はなし‘•

個人レベルのこうした気持ちとは別に，基礎科学が行

政に反映されるべきかどうかということで言えば，それ

は当然そうあってしかるべきであろう．変異原性の持つ

生物学的意義の解明が，変異原性試験の実用化とあい

まって，現実に我が国において行政的な措置となってき

ている．科学という抽象的，概念的なものが，行政とい

う対象に相互作用を持つか持たないかといえば，それは

持つし，そうあるべきであろう．

しかし，そこに人間，すなわち科学者と行政者，を含

めて考え出すと， これは各個人個人に行動を問うてくる

生々しい問題となってくるのである．私は， この演願の

中で，科学と行政，科学者と行政者， ということを分け

て考えてみたいと思う．

4． 企業における変異原性試験に関する考察

島田弘康（第一製薬（株）安全性研究所）

現在わが国では，新規化学物質の変異原性試験につい

て，薬事法，化審法，安衛法あるいは農薬，動物用医薬

品とそれぞれの対象物質に応じたガイドラインが出され

ている．各ガイドラインは施行後十余年を経過して相応

の実績を積んできてはいるが，現行のガイドラインがレ

ギュラトリーサイエンスとして，予測と評価のバランス

のとれた理想的なものとなっているかどうかは議論の分

かれるところである．ICHに関連して医薬品の変異原性

試験ガイドラインが見直されつつあるが， ICHガイドラ

インに特徴的なのは現行ガイドラインにはない評価に関

する指針が盛り込まれている点である．企業にとっても

変異原性は重大関心事でありながら，現行ガイドライン

では評価の点が曖昧にされているため，特に陽性反応が

得られた場合には，その対応に苦慮しているのが実状で

ある．

医薬品開発における変異原性と癌原性試験結果につい

てなされた調査では，変異原性が陽性でも発癌性に必ず

しも結びつかないことも多く， これが変異原性試験の立

場を微妙にしている一因でもある． レギュレーションと

して偽陰性を少なくする立場は，必然的に偽陽性を増や

す方向でもある．現在の変異原性試験ではinvitroでの

試験系が不可欠であるが，感受性の高すぎるinvitroで

の試験系は， ヒトに対するリスク評価の困難さを増幅さ

せる一因ともなっている．企業内の研究者として一番苦

しいのは，当該物質に変異原性が確認されたとき，確率

論的に発癌リスクの予測はできたとしても，実際に臨床

適用した場合の当該物質の生体内における変異原性／発

癌性の評価が極めて困難な点である変異原性試験がレ

ギュラトリーサイエンスとして，予測と評価を十分に考

慮したガイドラインとして成長するためにも，ガイドラ

インにヒトヘの外挿が十分にできるような評価方法を導

入すべきであると考えている．

ところで，産業界にあっては，対象とする物質あるい

はその開発時期により，変異原作用が少しでもあればダ

メとする立場から，変異原性はあってもそれは当該物質

の特性の 1つと考えて製品化していこうとする立場ま
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で，その対応については多様性に富んでいる．本シンポ

ジウムでは，企業にとって変異原性試験はどういう意味

を持つのかを再考し，社会的責任を負う企業として変異

原性試験の評価をどう考えていくのか，ガイドラインに

必須の試験とそれが陽性になったときにどう対処してい

くのか等について，いくつかの事例を紹介しながら考察

する．

5. 21世紀における安全性評価のための変異原性試験

祖父尼俊雄（国立衛試・変異遺伝）

化学物質の安全性の予測評価のための変異原性試験と

してみると， 1960年代の後半から 1970年代にかけては，

復帰突然変異試験の結果とヒトあるいは実験動物での発

がん性との相関性を基にして，その予測性の高いとの判

断から，過剰な期待感のもとに膨大なデータが蓄積され

たきた．多種多様な化合物に関するデータが蓄積される

に従ってその相関性も低下し，他の試験系による補足が

必要となってきた． しかしながら，短期試験から長期試

験結果の予測に明確な限界が存在することが知らされた

ことから， 1980年代の半ばでは一部から変異原性試験の

無用論まででる程の過剰な反応もあった．そのため，そ

の後今日まで予測性を高めるための努力がなされ，新技

法の導入やメカニズムの研究などを甚盤とした試験法の

改良および新しい試験法の開発が行われてきている． こ

れまでの努力の成果として，これから 21世紀に向けて

の変異原性試験はまさに新たな展開を迎えつつあると言

える．

変異原性試験における予測性の問題の 1つとしては，

in vitro試験からinvivo試験への外挿があげられる．

Initial hazard identificationとしてのinvitro試験の有用

性は明白であるが， ヒトヘの安全性評価のためには，吸

収，分布，代謝，排泄，さらには DNA障害の修復機構や

その他の生体の防御機構を反映する生体、ンステムでの評

価は欠かせない．そのため，同一の動物個体の複数臓器

について，複数の遺伝的指標を用いて検索することが予

測性を高める上で有効と考えられる．現在検討が行われ

ているトランスジェニックマウスの妥当性が確立されれ

ば，多臓器での遺伝子突然変異の検出に加えて，末梢血，

再生肝，腸での AO超生体染色法およびセントロメア染

色法による小核試験骨髄，末梢リンパ球あるいは生殖

細胞での染色体ペインティング法による染色体異常の解

析が可能となり， さらには DNA修復（不定期 DNA合

成）， DNA鎖切断（コメットアッセイ）， DNA付加体

(32Pポストラベリング），細胞増殖冗進（定期 DNA合

成）などを利用することも可能である．

現在，多種多様なトランスジェニックマウスが作製さ

れている．例えばp53ノックアウトマウスや DNA修復

酵素（アルキル化，酸化的障害， ミスマッチなどに対す

る）ノックアウトマウスあるいはヒト P450遺伝子導入

トランスジェニックマウスなどが作製されており，変異
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原性の誘発機構に関与する遺伝子を改変したマウスが今

後多数作製されることが予想される． これらのトランス

ジェニックマウスの交配により，複合遺伝子改変マウス

が作製されつつある． このようなマウスの利用が可能に

なれば，上述のinvivoマルチェンドボイントシステムの

構築が可能となり， ヒトヘの安全性評価の予測性がさら

に高まることが期待される．

まとめ

内山先生は講演の中で， regulationは「規制」ではなく

「調節」と呼ぶべきものであることを述べられたまた，

行政の役割である評価は日本人の苦手な点であり，価値

観の偏りを指摘された．評価は予測，比較，調整の科学

を駆使し，実証できないことを言わなければならない．

しかし，一方で「知らないままでは評価を担当する資格

がない」と考えられ，常に一歩進んだ知識が要求される．

「評価が無知で頑なであることが原因で，優れた技術や

産物が国民に広く利用されないとすればその弊害は計り

知れない」とされ， レギュラトリサイエンスを無知であ

ることの隠れ蓑に使ってはいけないことを述べられた．

最後に，行政官はレギュラトリサイエンスに包含される

サイエンティストであるべきであり，研究者は行政を通

じて国民の健康を守る責任を自覚する必要を強調され

た．

津田先生は， レギュラトリサイエンスにおける用語が

ほとんど外国語（例えば， GLP,Risk assessment, Hazard 

identification)であり，日本においてはこの分野が充分消

化されていないのではないかとの見解が述べられ，適切

な日本語の用語をもっと真剣に考えるべきとの考えを述

べられた．マンパワーと予算が必要であるが，情報の公

開の必要性，また，行政官，研究者， 一般人， ジャーナ

リスト等が会合する場に巷づく riskcommunicationの確

立が不可欠である．行政における科学的思考の重要性に

関する認識をさらに深めることの必要性を強調された．

ご意見， ご質問のある方は遠慮なく電子メイルで連絡し

て欲しいとのことである (ST-RXY@mhw.go.jp).

早津先生は，遺伝毒性の解釈に関して，全ての発がん

物質は変異原であるが，その逆は真ならず，とされた後，

AF2,間接喫煙 MX等の実例を挙げられた．また，瀬戸

内海日本海太平洋沿岸の土壌中の変異原性の強さに

ついて，また， シンガポールの山火事直後の雨水中に変

異原性を有するヘテロサイクリックアミンが検出された

ことを述べられた．本学会の目的は環境中の変異原を調

べることにあり，碁礎データの積み重ねが，自ずと評価

の判断碁準を変える， と結ばれた．

著者の一人である島田は日本製薬工業連絡協議会で行

われたアンケート結果を中心に発がん性と各種の遺伝毒

性試験結果の相関について紹介した．その後，構造活性

相関のためのデータベースの構築は非常に重要であるに

も関わらず，ほとんど国内ではなされていないのが現状

であり，行政の役割として整備すべきである点が強調し

たまた，労働衛生学的な見地も含めた環境問題として

の，産業廃棄物のフローについても述べた．座長のコメ

ントとして，化学物質の安全性データベースの構築計画

が行政レベルで進行中であることが述べられた．

最後の演者である祖父尼先生は，化学物質の initial

hazard identificationを概説され， ヒトヘの外挿をふまえ

た問題点をまとめられた． ヒトヘの外挿の効率を高める

ための手法に関して， multiple endpoint assay等の紹介

と，それらに基づく riskassessmentの必要性を強調され

た． さらには， リスク評価のためのコストパーフォマン

スにも言及され， 21世紀に向けての遺伝毒性に関する研

究評価の方向性についての考えを示された．

本シンポジウムでは総合討論は行われなかったが，い

ろいろな立場の演者より，いろいろな角度からの考えが

紹介され，問題点が浮き彫りにされた． このような難し

いテーマに対して，サイエンスを碁にした議論ができた

のは， 日本環境変異原学会ならではないか， との発言が

会場からあったことを記して，本文の終わりとする．
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Environ. Mutagen Res., 19: 117-126 (1997) 

Poster Presentations in the 1996 Annual Meeting, the 25th 
Anniversary Meeting of the Environmental 
Mutagen Society of Japan 

P-1: Positive selection for mutations in Big Blue transgemc 

rodents; Provost G. S., and D. L. Wyborski; Stratagene. 

P-2: Detection of chromosomal changes in transgenic mice 

using fluorescence in situ hybridization with lambda 

DNA and chromosome painting; Itoh T., T. Suzuki, M. 

Honma, A. Matsuoka, M. Hayashi*, T. Sofuni; Division 

of Genetics and Mutagenesis, National Institute of 

Health Sciences (*Fax: 03-3700-2348, e-mail: hayashi@ 
nihs.go.jp); Key words: Big Blue, Muta Mouse, trans-

gene, fluorescence in situ hybridization. 

P-3: The collaborative study on the transgenic mutation 

assay I. Overview of the collaboration and performance 

of Muta™Mouse positive selection assay; The collabora-
tive study group for the transgenic mouse mutation 

assay, Mammalian Mutagenesis Study group of the En-

vironmental Mutagen Society of Japan; Itoh S.1*, T. 

Suzuki2, N. Takemoto3, T. Itoh2, N. Horiya4, N. Yajima3, 

T. Hara4; 1Daiichi Pharmaceutical Co., Ltd., 2National 

Institute of Health Sciences, 3Snow Brand Milk Products 

CO., Ltd., 4Food and Drug Safety Center (*Fax: 03-

5696-8335); Key words: transgenic mice, lacZ, ethylni-
trosourea, Muta ™Mouse, positive selection. 
P-4: The collaborative study on the transgenic mutation 

assay II. Organ variation in the mutagenicity of ethylni-

trosourea in Muta ™Mouse; The collaborative study 
group for the transgenic mouse mutation assay, Mamma-

lian Mutagenesis Study group of the Environmental Mu-
tagen Society of Japan; organizer; Suzuki T.1*, S. Itoh2, 

N. Takemoto3, T. Itoh1, N. Horiya4, N. Yajima3, T. 
Hara4;'National Institute of Health Sciences, 2Daiichi 
Pharmaceutical CO., Ltd., 3Snow Brand Milk Products 

CO., Ltd., 4Food and Drug Safety Center (*Fax: 03-

3700--2348, e-mail: suzuki@nihs.go.jp); Key words: tra-

nsgenic mice, lacZ, ethylnitrosourea, organ specificity. 

P-5: In vitro mutation induced by oral administration of 

benzo [a] pyrene to the Muta ™Mouse: analysis in eleven 
different kinds of the carcinogenic target and non-target 

organs; Hakura A.*, Y. Tsutsui, J. Sonoda, J. Kai, Y. 
Sugihra, T. Mikami; Department of Drug Safety Re-

search, Eisai Co., Ltd. (*Fax: 0298-47-5956, e-mail: 

al-hakura@eisai.co.jp); Key words: in vivo mutation, 

benzo [a] pyrene, Muta ™Mouse, oral administration, in-
dividual difference. 

P-6: Induction of mutagenicity by diethylnitrosamine in 
Muta ™Mouse; Takemoto N., M. Kawabata, A. Honda, 
M. Wada, I. Masuko, N. Yajima*; Snow Brand Milk 
Products Co., Ltd., Research Institute of Life Science (* 

Fax: 0285-53-1314, e-mail: snows@tokyo.,infoweb.or. 
jp); Key words: dimethylnitrosamine, Muta™Mouse. 
P-7: Induction of mutation in embryonic cells of Muta 
Mouse by N-ethyl-N-nitrosourea; Shibuya T.1*, T. 

Kashima2, N. Horiyal, T. Haral; 1Food and Drug Safety 

c 日本環境変異原学会

Center, 2Azabu University (*Fax: 0463-82-4751); Key 

words: N-ethyl-N-nitrosourea, embryonic cells, Muta 

Mouse; lacZ mutation. 

P-8: The feature of new transgenic mouse gpt delta for the 

detection of gene mutation in vivo; Nohmi T.1*, M. 

Katoh2, H. Suzuki3, M. Matsui1, M. Yamada1, K. 

Masumura1, M. Watanabe4, M. Suzuki1, N. Horiya5, 0. 

Ueda3, T. Shibuya5, H. Ikeda6, T. Sofuni1; 1Division of 
Genetics and Mutagenesis, National Institute of Health 

Sciences, 2Division of Molecular Biology, University of 

Chile, 3Fujigotenba Research Labs., Chugai Pharmaceut-

ical Co., Ltd., 4 Biochem. Div., National Cancer Center 

Research Institute, 5Laboratory of Genetics, Food and 

Drug Safety Center, 6Inst. Med. Sci., Tokyo Univ. (*Fax: 

03-3707-6950, e-mail: nohmi@nihs.go.jp); Key words: 

transgenic mouse, gpt, Spi, point mutations, deletion 

mutations. 

P-9: A new transgenic mouse gpt△ for mutagenesis test 

system: Spectrum of ethylnitrosourea (ENU)-induced 

mutations in the gpt gene; Masumura K. 1, M. Matsui 1, 

M. Katoh2, N. Horiya3, M. Yamada1, T. Shibuya3, T. 

Nohmi1*, T. Sofuni1; 1Division of Genetics and Mutagen-

esis, National Institute of Health Sciences, 2Division of 

Molecular Biology, University of Chile, 3Laboratory of 

Genetics, Food and Drug Safety Center (*Fax: 03-3707-

6950, e-mail: nohmi@nihs.go.jp); Key words: transgenic 

mouse, gpt, 6-thioguanine, ethylnitrosourea. 

P-10: Detection of somatic mutations using HITEC mice; 

lshidate K. 1, M. Watanabe1, Y. Shioyama2, M. Katsuki3, 
T. Sugimura1, K. Wakabayashi1*; 1Biochem. Div. Natl. 

Can. Center Res. Inst., 2Dept. Radiol. Med., Kyushu-
Univ., 3lnst. Med. Sci., Tokyo-Univ. (*Fax: 03-3543-

9305, e-mail: kwakabay@gan2.ncc.go.jp); Key words: 

HITEC mouse, in vivo mutation assay, rpsL gene, pSSW 
shuttle vector plasmid, E. coli DHIOB. 
P-11: Simple method of in vivo single cell gel electrophoresis 

(Comet) assay with mouse to detect DNA lesions in 

liver, kidney, spleen, lung and bone marrow; Miyamae 

Y. 1, Y. F. Sasaki2, H. Kobayashi3, M. igarashi4, K. 

Shimori5, M. Hayashi6; 1Fujisawa Pharmaceutical CO., 

Ltd., 2Hachinohe National College of Technology, 3Shi-

seido Co., Ltd., 4Daiichi Pharmaceutical Co., Ltd., 

5University of Sizuoka, 6National Institute of Health 

Sciences (*Fax: 06-304-5716); Key words: single cell gel 
electrophoresis assay, Comet assay, DNA damage, hom-
ogenization, methylmethanesulfonate, diethylnitrosam-

me. 

P-12: Gene expression alterations determined by fluore-

scent differential display: Gene expressions in rat stom-

ach pyloric mucosa induced by N-methyl-N'-nitro-N-
nitrosoguanidine; Furihata C. 1*, M. Oka2, M. Ichinoe2, 

K. Miki2, T. Ito3, Y. Sakaki3; 1Department of Molecular 
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Oncology, 2First Internal Medicine, Faculty of Medicine, 

University of Tokyo, 3Human Genome Center, Institute 

of Medical Sciences (*Fax: 03-5449-5423, e-mail: furi@ 

ims. u-tokyo.ac.jp); Key words: fluorescent differential 

display, gene expression, N-methyl-N" -nitro-N-nitroso-

guanidine, rat stomach pyloric mucosa, li. 
P-13: The single cell gel electrophoresis assay (Comet 
assay): Detection of DNA damage in TK6 human lym-

phoblastoid cells treated with various mutagens; Koba-

yashi H.1*, M. Mori1, Y. Katsumura1, Y. Morikawa1, M. 

Hayashi2, T. Sofuni2; 1Shisedo Safety & Analytical Re-

search Center, 2Division of Genetics and Mutagenesis, 

National Institute of Health Sciences (*Fax: 045-545-

3340, e-mail: kobayashi_hiroshi@po.shiseido.co.jp); 

Key words: Comet assay, single cell gel electrophoresis, 
TK6, lymphoblastoid, DNA damage. 
P-14: A novelsupF mutation detection system; Obata F., T. 

Nunoshiba, K. Yamamoto*; Dept. of Molecular & Cellu-

lar Biology, Biological Institute, Graduate School of 

Science Tohoku University (*Fax: 022-263-9206, e-mail: 

yamamot@mail.cc.tohoku.ac.jp); Key words: mutation 

spectrum, gyrAam, strAam, positive double selection, 

suppressor. 
P-15: Induction of micronuclei by mutagens in human as-

trocytes in culture; Suzuki Y.1・ 2*, H. Shimizu2, S. U. 

Kimり1Divisionof Neurology, Department of Medicine, 
The University of British Colombia, 2Department of 

Public Health and Environmental Medicine, The Jikei 
University School of Medicine (*Fax: 03-5472-7526); 

Key words: astrocyte, Micronuclei. 1-nitroquinoline-N-
oxide. 
P-16: Induction of micronuclei in NSC19 motoneuron cell 

line by mutagenic agents; Suzuki Y.1・ 2*, H. Shimizu2, S. 

U. Kimり1Divisionof Neurology, Department of Medi-
cine, The University of British Colombia, 2Department 

of Public Health and Environmental Medicine, The Jikei 

University School of Medicine (*Fax: 03-5472-7526); 

Key words: NSC19, motoneuron, micronuclei, I-Nitro-

quinoline-N-oxide. 
P-17: Improvement on early spermatids micronucleus test 

of rats: Induction of micronuclei by mitomycine C, 

methyl methanesulfonate and ethylnitrosourea; Noguchi 

T.*, M. Suzuki, K. Noda, T. Matsushima; Japan Bioas-

say Research Center, Japan Industrial Safety and Health 

Association (*Fax: 0463-82-3860); Key words: micro-

nucleus test, spermatids, mitomycin C, methyl methane-

sulfonate, ethylnitrosourea. 
P-18; Studies of the in vivo micronucleus test using colonic 

epithelial cells of mice; The collaborative study group of 

JEMS, MMS for the in vivo micronucleus test with mice, 

colon sub-group (organizer chief: Tokumitsu T.; Yakult 

Central Institute for Microbiological Research (*Fax: 

0425-77-3020); Key words: micronucleous, colon, epi-

thelial cells, 1,2-dimethlhydrazine, N-methyl-N-nitroso-

urea. 

P-19: Evaluation of genotoxic effect in water pollution by 
the micronucleus test with the gill cell of fish; Takai A.1*, 
K. Ueno2, M. Hayashi3, T. Sofuni3; 10saka Shin-Ai Col-

lege, 2Faculty of Agriculture, Kinki University, 3Division 

of Genetics and Mutagenesis, National Institute of 

Health Sciences (*Fax: 06-931-0373, e-mail: akinori_ 
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takai@msn.com); Key words: micronucleus test, water 

pollution, fish, gill cells. 
P-20: International collaborative study of mouse lymph-

oma assay (MLA)(2nd report); The study group for the 

international collaborative study of mouse lymphoma 
assay; organizer; Sofuni T.1*, M. Honma1, M. Hayashi1, 

H. Shimada2, N. Tanaka3, S. Wakuri3, T. Awogi4, K. 
Yamamoto5, N. Ushio5, Y. Nishi6, M. Nakadate7; 1Divi-
sion of Genetics and Mutagenesis, National Institute of 

Health Sciences, 2Daiichi Parmaceutical Co., Ltd., 3Food 

and Drug Safety Center, 40tsuka Pharmaceutical Co. 

Ltd., 5Takeda Chemical Ind., Ltd., 6Japan Tabaco Inc., 

7Division of Risk Assessment, National Institute of 

Health Sciences (*Fax: 03-3700--2348, e-mail: sofuni@ 

nihs.go.jp); Key words: Mouse lymphoma assay, ICH, 

genotoxicity test, chromosome aberration. 

P-21: The usefulness of continuous treatment (24 h) in 

mouse lymphoma assay; Honma M.*, L. Zang, H. Saka-
moto, M. Ozaki, K. Takeshita, M. Hayashi, T. Sofuni; 

Division of Genetics and Mutagenesis, National Institute 

of Health Sciences (*Fax: 03-3700-2348, e-mail: honma 

@nish.go.jp); Key words: mouse lymphoma assay, chro-

mosome aberration, ICH, treatment time. 

P-22: Improvement of sensitivity in a micronucleus test by 

means of an intentionally induced erythropoiesis; Hagi-

wara T., A. Kawaguchi, K. Hirano*; Sankyo Co., Ltd., 
Laboratory of Animal Science & Toxicology Laborator-

ies (*Fax: 0538-42-4350, e-mail: hira@fuku.sankyo.co. 
jp); Key words: acetylphenylhydrazine, erythropoietin, 

erythropoiesis, micronucleus test, blood erythrocytes. 

P-23: An attempt to analyze chemically-induced micro-

nucleus in cultured cells using laser scanning cytometer 

(LSC); Miura, K. F.*, T, Satoh, C. Otsuka, M. Ishidate 

Jr.; Chromosome Research Center, Olympus Optical 

Co., Ltd. (*Fax: 0426-91-7209, e-mail: kn_miura@ot. 

olympus.co.jp); Key words: in vitro micronucleus, 

human diploid fibroblasts; laser scanning cytometer 

(LSC), mitomycin C, diethlystibestrol. 
P-24: Detection of aneuploidy in the in vitro cell culture 

system; Matsuoka A., M. Ozaki, K. Takeshita, H. Saka-
moto, M. Honma, H.-R. Glatt1, M. Hayashi, T. Sofuni*; 
Division of Genetics and Mutagenesis, National Institute 

of Health Sciences, 1German Institute of Human Nutri-

tion, Germany (*Fax: 03-3700-2348, e-mail: matsuoka 

@nihs.go.jp); Key words: aneuploidy, polyploidy, V79-

.MZ, benzo [a] pyrene, 7, 12-dimethy benz [a] anthracene. 

P-25: Production of catalase and SOD overproducing mut-

ants of Escherichia coli and their characteristics; Yama-

guchi T., Y. Yonezawa, N. Matsui, M. Kawakaki, H. 

Nishioka*; Department of Chemical Engineering and 

Materials Sciences, Doshisha University (*Fax: 0774-

65-6686, e-mail: hnishiok@doshisha.ac.jp); Key words: 

catalase hydroperoxidase I, Mn-superoxide dismutase, 

katG, sodA. 
P-26: Mutagenicity of p-aminophenol in E. coli wp2uvrA/ 

pKMlOl; Yoshida R., S. Oikawa, Y. Seki, H. Shimizu*; 

Department of Public Health and Environmental Medi-

cine, The Jikei University of Medicine (*Fax: 03-54 72-
7526); Key words: hydroxy radical, hydrogen peroxide, 

mutagenicity, p-aminophenol, E. coli. 
P-27: Fluorescence in situ hybridisation (FISH) with chro-

mosome-specific centromeric probes: a sensitive method 

to detect aneuploidy; Marshall R.R. 1, M. Murphy 1, D. J. 
Kirkland1, K. S. Bentley2; 1Corning Hazleton, 2E I 
Dupont de Nemours & Co. 
P-28: Comparisons on chemically-induced mutagenesis 

among four strains, Salmonella typhimurium TA102 and 

TA2638, and Escherichia coli WP2/pKM101 and WP2 

uvrA/pKMlOl: Collaborative study II; Sakamoto K. 1, K. 

Watanabe2*, T. Sasaki3, K. Kawakami1 and 34 investiga-
tors of 19 laboratories, JEMS • BMS; 1Hatano Research 
Institute, Food and Drug Safety Center, 2The Institute of 
Environmental Toxicology, 3Japan Bioassay Laboratory 

(*Fax: 0423-83-7640, e-mail: iet@mxh.meshnet.or.jp); 

Key words: oxidative agents, crosslinking agents, col-

laborative study, comparisons on mutagenicity, Salmo-

nella typhimurium and Escherichia coli. 
P-29: Mutagenic Activities of the repeatedly heated frying 

oils and the brown reaction products on fried prepara-

tions among some folk foods in Taiwan; Hong C.-L.1*, 

H. Shimizu2.; 1Department of Public Health, School of 

Medicine, Taipei Medical College, 2Department of 

Public Health and Environmental Medicine, School of 

Medicine, The Jikei University (*Fax: + 886-2-7384831, 
e-mail: hongcl@mail.tmc.edu.tw); Key words: mutag-

enic responses, Salmonella, brown reaction, frying oils, 

scorched foods. 

P-30: Formation of heterocyclic amine-like mutagens by 

heating a mixture of L-arginine, glycine and glucose; 

Nakazawa M.1*, A. Oguri1, N. Arakawa2, T. Sugimura1, 

K. Wakabayashi1; 1National Cancer Center Research 

Institute, Biochemistry Division, 2Food Science Faculty, 

Ochanomizu University (*Fax: 03-3543-9305, e-mail: 

mrnakaza@gan2.ncc.go.jp); Key words: hetrocyclic 

amine, L-arginine, Blue rayon, MelQx. 
P-31: Comparison of adsorbent resins of mutagens in beef 

hydrolysates; Ohkubo T.1., W. Shimizu1, S. Goto2*, 0. 
Endo2, T. Hayashi1, E. Watanabeり1TokyoUnversity of 
Fisheries, 2National Institute of Public Health (*Fax: 03-

3446-7165); Key words: sep-pak cartrige, Blue rayon, 
beef hydrolysates, mutagenicity. 

P-32: Genetoxicity and safety of organic compounds in 

drinking water; Nozaka T.*, S. Tadaki, H. Morita, A. 

Tanaka, T. Omura, M. Haga, K. Shibuya; Public Health 
Dept. Pharmaceutical Affairs Division, Saitama Prefec-

tural Government (*Fax: 048-840-1041); Key words: 
genotoxicity, organic compounds, drinking water, halo 

acetonitril, halo acetic acid. 
P-33: Determination of Trip-P-2 in the Yoda river; Ohe 

T*.; Department of Food and Nutrition Science, Kyoto 
Women's University (*Fax: 075-531-7155); Key words: 

Trp-P-2; Trp-P-1; river water, Blue rayon, HPLC. 
P-34: Relationship between mutagenecity of river water 

and heterocyclic amines; Sasaki Y*., H. Kise, M. Kiku-

chi; Basic Research Division, The Tokyo Metropolitan 
Research Institute for Environmental Protection (*Fax: 

03-3699-1345, e-mail: Sasaki. Yuko@tokyo-itc.metro. 

tokyo.jp); Key words: river water, Ames assay, Trp-P-1, 
Trp-P-2, blue chitin. 

P-35: Risk assessment of Trp-P-2 in the waste water and 
the environmental water; Mohri S. 1*, Y. Ono2, I. 

Somiya1; 1Dept. of Environmental Engg., Graduate 

School of Engineering Kyoto University, 2Dept. of En-

vironmental & Civil Engg. Inst. Environ. Sci & Tech., 

The University of Okayama (*Fax: 075-753-5784, 

e-mail: mohri@ water.env.kyoto-u.ac.jp); Key words: 

genotoxicity, risk assessment, Trp-P-2, umu test, waste 

water. 
P-36: Mutagenic Activities of exhaust gas and ash from 

sludge incineration after treatment night soil or sewage; 

Yoshino H.*, K. Urano; Kanagawa Envirnmental Re-

saerch Center (*Fax: 0463-24-3300); Key words: Sludg, 
Ames test, incineration, exhaust gas. 
P-37: Can the micronucleus test using fish monitor muta-

gens and/or carcinogens in coastal water?; Tanisho T. 1, 

M. Furugori1, K. Shimoi1, N. Imamura1, N. Kinae1*, M. 

Hayashi2, T. Sofuni2; 1School of Food and Nutritional 
Sciences, University of Shizuoka, 2Division of Genetics 

and Mutagenisis, National Institute of Health Sciences 

(*Fax: 254-264-5528, e-mail: kinae@fnsl.u-shizuoka-
ken.ac.jp); Key words: Ames test, micronucleus test, 

COD, coastal fish, mutagens. 

P-38: Detection of genotoxicity of polluted sea water using 

shelfish and the alkaline single cell gel electrophoresis 
(SCG) assay; Nishidate E., F. Izumiyama, Y. F. Sasaki丸

T. Sofuni1, H. Hayashi1; Laboratory of Genetoxicity, 

Faculty of Chemical and Biological Engineering, Hachi-
nohe National College of Technology, 1Division of Ge-

netics and Mutagenesis, National Institute Health Sci-

ences (*Fax: 0178-27-7296, e-mail: yfsasaki-c@bachino-

he-ct.ac.jp; Key words: genetoxic monitoring, sea water. 

alkaline single cell gel electrophoresis (SCG), shelfish. 

P-39: Evaluation by various different preconcentration 

method of mutagens in water environment; Nakamuro 

K.*, T. Okuno, T. Hasegawa, H. Ueno, Y. Sayato; 
Faculty of Pharmaceutical Sciences, Setsunan University 

(*Fax: 072(}-66-3122); Key words: Ames assay, en-
vironmental water, frameshift type mutagenicity, pre-

concentration method. 

P-40: Blue-chitin column concentration of mutagens from 

river waters; Sakamoto H. 1, T. Ohe2, T. Haytsu3, H. 
Hayatsu3*; 1Water Examination Laboratory, Okayama 

Municipal Water Bureau, 2Dept. of Hygiene, Kyoto 

Women's University, 3Faculty of Pharmaceutical Sci-

ences, Okayama University (*Fax: 086-254-2129, 

e-mail: hayatsu@ph2ewsl.okayama-u.ac.jp); Key words: 

blue chitin, river water mutagens, XAD-2. 

P-41: Comparison of mutagenicity of airborne particulate 

in Sapporo, Tokyo, Kanagawa; Matsumoto Y.1*, S. 
Sakai1, F. Kano2, H. Matsuda3, K. Hayakawa4; 1Hokka-
ido Res. Inst. For Environ. Sci., 2Tokyo Metropol. Res. 
Lab. Of Public Health, 3lshikawa Pref. Inst. Of Public 

Health, 4Kanazawa Univ. (*Fax: 011-747-3254); Key 
words: mutagenicity, Ames test, airborne particulate, 

YG strain, nitroarene. 

P-42: Distributions of nitropolycyclic aromatic hydrocar-

bons in diesel engine particulate extracts; Nakamura A., 

K. Hayakawa*; Faculty of Pharmaceutical Sciences, 

Kanagawa University (*Fax: 0762-34-4456, e-mail: haya-

kawa@dbs.p.kanazawa-u.ac.jp); Key words: nitroarene, 

diesel engine exhaust particulate, mutagenicity, column 

chromatography 
P-43: Mutagenicity of reaction products by the thermal 

119 



decomposition of poly (vinyl chloride) in N2 or air and 

formation of polycyclic aromatic hydrocarbons; Hisa-

matsu Y.1*, S. Takarada1, N. Haga2, H. Hidaka召
1National Institute of Public Health, 2Meisei University 

(*Fax: 03-3446-4314, e-mail: hisa@iph.go.jp); Key 

words: poly (vinyl chloride), thermal decomposition, 

mutagenicity, polycyclic aromatic hydrocarbon. 

P-44: Relationship between p53 gene, genotypes of cyto-

chrome p450 lAl and concentration of mutagens ac-

cumulated in human lung samples; Sera N1*., H. 
Tokiwa2, Y. Nakanishi3, N. Hara3, J. Lewtasだ1Fukuoka
Institute of Health and Environmental Sciences, 2Kyushu 

Women's University, 3Research Institute of Diseases of 

the Chest, Faculty of Medicine, Kyushu Univerity, 4US-

EPA (*Fax: 092-928-1203); Key words: 1-nitropyrene, 

benzo[a]pyrene, lung cancer. 
P-45: Genetic effects of lifestyle factors assessed by urinary 

mutagenicity and chromosome alterations Xl; Mure K., 

H. Ogura, T. Takeuchi, T. Takeshita, K. Morimoto*; 

Dept. of Hygiene and preventive Medicine, Faculty of 

Medicine,Osaka University (*Fax: 06-879-3929, e-mail: 

morimoto@envi.med.osaka-u.ac.jp); Key words: life-

style, smoking, green tea, urinary mutagenicity, chromo-

some alterations. 

P-46: Effect of personal exposure air on the mutagenicity of 

human urine; Endo 0. 1*, M. Koyano叫Y.Sekiya2, Y. 

Takagi3, Y. Seki2, K. Kohzaki3, S. Goto1; 1National Insti-

tute of Public Health, 2Kitasato University, 3Azabu Uni-

versity (*Fax :03-3446-7165,); Key words: human 

urine, personal exposure air, Salmonell mutagenicity, 

Nicotine and cotinine; polycyclic aromatic hydrocar-

bons. 

P-47: Induction of chromosome aberration and transfor-

mation by smoker's urine extract in cultured cells; Chiba 

A., A. Miura, Y. Hara, Y. F. Sasaki*; Faculty of Chem-

ical and Biological Engineering, Hachinohe National 

College of Technology (*Fax: 0178-27-7296, e-mail: yfs-

asaki-c@hachinohe-ct.ac.jp); Key words: urine, smok-
ing, chromosome aberration, transformation. 

P-48: Sister chromatid exchanges induced by electromag-

netic fields. -comparative study between in vitro and in 

vivo-; Iijima S., A. Asaka*; Department of Health Sci-

ences, Yamanashi Medical University (*Fax: 0552-73-

7882, e-mail: siijima@res.yamanashi-med.ac.jp); Key 
words: electromagnetic fields, sister chromatid exchange 

(SCE), in vitro, in vivo. 

P-49: Effect of 5T static magnetic field on mutagenicity of 

chemical mutagen; Ikehata M.*, T. Koana; Environme-
ntal Biotechnology Laboratory, Fundamental Research 

Division, Railway Technical Research Institute (*Fax: 

0425-73-7349, e-mail: ikehata@rtri.or.jp); Key words: 

static magnetic field; Ames assay; ENNG. 

P-50: Simple detection of in vivo genotoxicity of pyrimetha-

mine in rodents by the modified alkaline single cell gel 
electrophoresis assay; Izumiyama F., E. Nishidate, Y. U. 

Sasaki*, T. Ohta1, T. Ono召Laboratoryof Genotoxicity, 
Faculty of Chemical and Biological Engineering, Hachi-

nohe National College of Technology, 1School of Life 

Science, Tokyo University of Pharmacy and Life Science, 

2National Veterinary Assay Laboratory (*Fax: 0178-27-

7296, e-mail: yfsasaki-c@hachinohe-ct.ac.jp); Key 
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words: single cell gel electrophoresis (SCG) assay, genot-

oxicity, multiple organs of mouse, pyrimethamine. 

P-51: Simple detection of chemical mutagens by the alka-

line single cell gel electrophoresis (Comet) assay in mul-

tiple mouse organs (liver, lung, spleen, kidney, and bone 

marrow); Komaki Y., E. Nishidate, F. Izumiyama, Y. U. 

Sasaki*; Laboratory of Genotoxicity, Faculty of Chemi-

cal and Biological Engineering, Hachinohe National Col-

lege of Technology (*Fax: 0178-27-7296, e-mail: yfsas-

aki-c@hachinohe-ct.ac.jp); Key words: single cell gel 

electrophoresis (SCG) assay, genotoxicity, multiple 

organs of mouse, micronucleus-inducing mutagen. 

P-52: Detection of rodent liver carcinogen genotoxicity by 

the alkaline single cell gel electrophoresis (Comet) assay 

in multiple mouse organs (liver, lung, spleen, kidney, and 

bone marrow); Sasaki Y. U.*, E. Nishidate, F. Izumi-

yama; Laboratory of Genotoxicity, Faculty of Chemical 
and Biological Engineering, Hachinohe National College 

of Tecnology (*Fax: 0178-27-7296, e-mal: yfsasaki-c@ 

hachinohe-ct.ac.jp); Key words: single cell gel electro-
phoresis (SCG) assay, genotoxicity, multiple organs of 

mouse, rodent liver carcinogens. 
P-53: Mutagenicity of activated oxygen species-generating 

systems towards E. coli WP2 derivatives; Mochida H., Y. 

Tsutsui, A. Hakura*, S. Sawada, Y. Sugihara, T. 

Mikami; Department of Drug Safety Research, Eisai 

Co., Ltd. (*Fax: 0298-47-5956, e-mail: al-hakura@eisai. 

co.jp); Key words: mutagenicity, activated oxygen spe-

cies, WP-2uvrA/pKM101, WP2uvrA. 
P-54: Evaluation of DNA damage by organochlorine com-

pounds and nitroarenes related to active oxygen; Ono 
Y.1, U. Kobayashi2*, I. Somiya2; 1Dept. Environmental 

and Civil Engg., University of Okayama, 2Graduate 

School of Environmental Engg., Kyoto University 

(*Fax: 075-753-5784, e-mail: urara@water.env.kyoto-u. 
ac.jp); Key words: non-mutagenic carcinogen, active 

oxygen, Sox RS, organochlorine compound, nitroarene. 

P-55: Mutagen(s) formed from norharman with phenyl-

hydroxyamine; Totsuka Y.*, N. Hada, M. Watanabe, T. 
Sugimura, K. Wakabayashi; Biochem. Div., National 

Cancer Center Research Institute (*Fax: 03-3543-9305, 

e-mail: ytotsuka@gan2.ncc.go.jp); Key words: Norhar-

man, phenylhydroxylamine, aniline, comutagen. 

P-56: Induction of micronuclei and of DNA damage in the 

liver of rats by calcium antagonists; Igarashi M., and H. 

Shimada*; Drug Safety Research Laboratory, Daiichi 

Pharmaceutical Co., Ltd. (*Fax: 03-5696-8335); Key 

words: calcium antagonists; liver micronucleus test, 
single cell gel assay, rats, hypothermia. 

P-57: Validation study of mouse liver micronucleus test; 

Shimada H.*, JEMS・MMS collaboratory study group 
(*Fax: 03-5696-8335); Key words: liver micronucleus 
test, mice, auramine 0, acrylamide, styrene oxide. 

P-58: Quinoline (Q) did not induce micronuclei in rat bone 
marrow, but induced chromosome aberration (CA), 

sister chromatid exchanges (SCE) and replicative DNA 
synthesis (RDS) in rat liver; Sugihara T. 1, H. Daimon2, 

S. Asakura2*, H. Mochida2, S. Sawada2*; 1Kawashima 

Co., Ltd., Dept. of Drug Safety Research, 2Eisai Co., 

Ltd., Drug Safety Research Laboratories (*Fax: 0586-
89-5292, e-mail: sl-asakura@eisai.co.jp); Key words: 

quinoline, rat bone marrow/1iver, chromosome aberra-
tion, micronucleus, sister chromatid exchange, replica-

tive DNA synthesis. 

P-59: Species-specificity of pyrimethamine in the rodent 

bone marrow micronucleus test; Ogata T.1*, T. Sekiya1, 

Y. Takahashi1, T. Ohta2; 1National Veterinary Assay 

Laboratory, 2School of Life Science, Tokyo University of 

Pharmacy and life Science (*Fax: 0423-21-1769); Key 
words: pyrimethamine, clastogen, micronucleus test; rat 

bone marrow. 

P-60: Mutagenic activity and clastogenicity of nitrobenzan-
thrones; Enya T. 1, H. Suzuki1*, Y. Hisamatsu2, T. 
Watanabe3, T. Hirayama3; 1Department of Chemistry, 

Graduate School of Science, Kyoto University, 2Depart-

ment of Community Environmental Science, The Insti-

tute of Public Health, 3Department Public Health, Kyoto 

Pharmaceutical University (*Fax: 075-753-4000, e-mail: 

suzuki@kuchem.kyoto-u.ac.jp); Key words: nitrobenz-

anthrone, mutagenicity, clastogenicity. 

P-61: The effects of pH of S9 on a chromosomal aberration 

test; Asakura M.*, T. Sugiyama, H. Satake, M. Inoue, T. 

Matsushima; Japan Bioassay Research Center (*Fax: 

0463-82-3860); Key words: S9, pH, chromosomal aber-
ration, metabolic activation. 

P-62: Lifetime micronucleus frequencies in MS/ Ae mice 
treated with mitomycin C; Higashiyama N., S. Sutou*; 

Itoham Central Research Insitute (*Fax: 0297-45-6353, 

e-mail: sutou@fureai.or.jp); Ket words: aging, mitom-

ycin C, MS/ Ae mouse, life span, MNRET. 

P-63: The effect of dimethylarsinic acid on mouse bone 

marrow cells(in vivo); Kawashima E., K. Kurodta, G. 

Endo*; Department of preventive medicine & en-

vironmental Health, Osaka City University Medical 

School (*Fax: 06-646-0722); Key words: dimethylars-
inic acid, mitotic arrest, aneuploidy, mouse bone marrow 

cells. 
P-64: Mutagenicity of chlorinated organic compounds for 

Escherichia coli WP2 uvrA and WP2 uvrA/pKMlOl; 
Ando F.1, K. (miyo)Aramaki2, T. Ohkubo3, Y. Kato1, Y. 
Seki2, 0. Endo3, S. Goto3*; 1Canon Inc., 2Kitasato Uni-

versity, 3National Institute of Public Health (*Fax: 03-

3446-7165); Key words: Escherichia coli WP-2 uvrA, 
Escherichia coli WP-2 uvrA/pKMlOl, Chlorinated or-

ganic compounds. 
P-65: The mutagenicity of phenazopyridine hydrochloride 
(II); Ota E., M. Nakagawa, F. Mizuno, M. Miyagawa*, 

T. Shirotori, T. Nishitomi; Mitsubishi Chemical Safety 
Institute Ltd. (*Fax: 0479-46-287); Key words: hepato-

cyte micronucleus assay, Inhibition of metabolic cooper-

ation (IMC) test, mouse lymphoma assay (MLA), phe-

nazopyridine hydrochloride, replicative DNA synthesis 

(RDS) test. 

P-66: Mutagenicity test of epoxi-colors, poster colors and 

oil-inks usingS. typhimurium TA98 and TAlOO; Oda H., 

R. Ishida, A. Araki*, T. Matsushima; Japan Bioassay 

Research Center (*Fax: 0463-82-3860, e-mail: bioassay 
@po.iijnet.or.jp); Key words: Salmonella mutagenicity, 

color, ink. 
P-67: Expression of CYP1A2 responsible for the metabolic 
activation of heterocyclic amines in cynomalgus monkey; 

Sakuma T. 1, M. Hieda1, T. Igarashi1, S. Ogiya2, M. 

Isogai3, S. Ninomiya3, R. Nagata4, T. Kamataki1*; 1Div. 
Drug Metab. Fae. Pharm. Sci. Hokkaido Univ., 2Hokka-

ido National Industrial Research Institute, Agency of 

Industrial Science and Technol., 3Daiichi Pure Chemicals 

Co., 4Shinnippon Biochemical Lab., Ltd. (*Fax: 011-

706-4978, e-mail: kamataki@pharm.hokudai.ac.jp); Key 

words: metabolic activation, cynomalgus monkey, cyto-

chrome P450, CYP1A2, heterocyclic amine. 
P-68: Expression of mammalian cytochrome P450 in the 

genetically engineered yeast and their use in mutagenic 

assay - Species difference on the metabolic activation 

catalyzed by CYPlAl and CYP1A2 among the human, 
mouse, hamster and guinea pig; Ohgiya S.'*, T. Goda 1, T. 
Hosino1, T. Kamataki2, K. Ishizaki1;'Hokkaido National 

Industrial Research Institute, 2Faculty of Pharmaceutical 

Science, Hokkaido University (*Fax: 011-857-8992, 

e-mail: ohgiya@hniri.go.jp); Key words: cytochrome P 
450, aflatoxin B1, metabolic activation, mutagenic assay, 

yeast. 
P-69: Role of hydroxyl radical and metal ions in formation 

of direct acting mutagen from N-nitrosodialkylamines; 

Tsutsumi N., M. Mochizuki*; Kyoritsu College of Phar-

macy (*Fax: 03-5400-2695, e-mail: mochizuki-mt@kyo-

ritsu-ph.ac.jp); Key words: hydroxyl radical, N-nitroso-

dialkylamine, fenton reagent, nitric oxide. 

P-70: Investigation of implication of reactive oxygen spe-

cies and their generating stages in mutagenicities of aro-

matic amine and nitro allene in Escherichia coli; Matsui 

N., Y. Yonezawa, M. Kawakami, T. Yamaguchi, H. 
Nishioka*; Department of Chemical engineering and 

Materials Science, Doshisha University (*Fax: 0774-65-

6686, e-mail: hnishiok@doshisha.ac.jp); Key words: aro-

matic amin, nitro allene, NRase, OATase, N02 radical. 
P-71: The determination about toxicity mechanism of gen-

otoxic substances and those relationship with active oxy-

gens using antioxidant enzyme tranfected cells; Chung 

Y.1, K. Ichikawa1, Y. Seko2, N. Imura2, H. Utsumi'*; 

1Faculty of Pharmaceutical Sciences, Kyushu University, 

2Faculty of Pharmaceutical Sciences, Kitasato University 

(*Fax: 092-641-5281, e-mail: usami@pch.phar.kyushu-

u.ac.jp); Key words: active oxygens, antioxidant enzyme 
transfected cells, 2,4,6-trichlorophenol, micronucleus 

test, genotoxicity. 

P-72: Nitration of hydroxypyrene by activated macroph-

ages; Yamaguchi T., J. Suzuki*, K. Takeda; Faculty of 

Pharmaceutical Sciences, Science University of Tokyo 
(*Fax: 03-3268-3045, e-mail: suzuki@ps.kagu.sut.ac. 

jp); Key words: nitration; hydroxypyrene, hydroxynitro-

pyrene, macrophages, diesel-exhaust particles. 

P-73: Mutagenic activation of N-nitroso compounds by 
human pancreatic juice; Takahashi M.1, Y. Mori'*, T. 

Kamano2, Y. Konishi3; 1Laboratory of Radiochemistry, 

Gifu Pharmaceutical University, 2The 1st Department of 

Surgery, Juntendo University School of Medicine, 3De-

partment of Oncological Pathology, Nara Medical Uni-

versity (*Fax: 058-237-5979, e-mail: ymori@gifu-pu.ac. 

jp); Key words: mutagenic activation, pancreatic juice, 

pancreatic carcinogen, environmental N-nitrosamine, 

heterocyclic amine. 
P-74: Rat liver Theta-class glutathione S-tranferases Yrs-
Yrs and 5-5: Their functional and immuno-chemical 
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properties; Hiratsuka A., T. Nishijima, H. Okada, T. 

Watabe*; Dept. of Hygienic Chemistry, Tokyo College 

of Pharmacy (*Fax: 0426-76-4517, e-mail: watabet@ps. 

toyaku.ac.jp); Key words: glutathione S-transferase, 

Theta-class, arylmethyl sulfate, dichloromethane, metab-

olism. 

P-75: Detection of CYP1A2 inhibitors from grapefruit 

juice; Inoue K., K. Fukuda, M. Degawa, Y. Yamazoe*; 
Dept. Drug Metabolism and Molecular Toxicology, Fae-

ulty of Pharmaceutical Sciences, Tohoku University 

(*Fax: 022-217-6826, e-mail: j23344@cctu.cc.tohoku. 

ac.jp); Key words: grapefruit juice, CYP IA2 inhibitor, 

Glu-P-1, Ames test. 

P-76: Antimutagenic effect of beer and hop-extract; Takeu-

chi M., S. Kimura, N. Harada, H. Hayatsu*, S. Arimoto; 
Faculty of Pharmaceutical Sciences, Okayama Universi-

ty (*Fax: 086-254-2129, e-mail: hayatsu@ph2ewsl.oka-

yama-u.ac.jp); Key words: beer, hop, Trp-P-2(NHOH), 
MNNG. 

P-77: Inhibitory substances against the mutagenicity of 2-

chloro-4-methylthiobutanoic acid (CMBA); Kimura S., 

M. Takeuchi, N. Harada, H. Hayatsu*; Faculty of Pha-

nnaceutical Sciences, Okayama University (*Fax: 086-

254-2129, e-mail: hayatsu@ph2ews1.okayama-u.ac.jp); 

Key words: beer, 2-chloro-4-methylthiobutanoic acid, 

antimutagenesis. 

P-78: Antimutagenicity of Rhubarb extracts in in vitro and 

in vivo; Kishi M.1*, K. Ohmoril, T. Nakaoka1, M. 

Harada2; 1Kanagawa Prefectural Public Health Laborat-

ories, 2Kanagawa Cancer Research Institute (*Fax: 045-

363-1037); Key words: Rhubarb, emodin, physcion, anti-

mutagen; anticlastogen. 

P-79: Suppression of methyl methanesulfonate-induced 

chromosome aberrations in vivo after treatment with S-

methyl methane thiosulfonate; Ito Y.1*, Y. Nakamura2,, 

1Public Health Research Institute of Kobe City, 2School 

of Phanneceutical Sciences, University of Shizuoka 

(*Fax: 078-302---0894); Key words: methyl methanesulf-
onate, methyl methane thiosulfonate, chromosome aber-

ration; wister rat, vegetable. 

P-80: Mutagenicity in cooked foods: Modification effect of 

porphirin compounds; Murata N. *, M. Katsui, E. Miya-
moto; Department of Food Science and Nutrition, Sanyo 

Gakuen College (*Fax: 086-273-3226, e-mail: muraoka 
@sguc.ac.jp); Key words: mutagenicity, porphirin com-
pounds, green vegetable, Ames test, antimutagenicity. 

P-81: Antimutagenicity of Tochu tea (an aqueous extract 
of Eucommia ulmoides; leaves): 4. Suppressing effect of 

Tochu tea on the induction of transformation in Balb 

3T3 cells; Nakamura T.1, Y. Nakazawa1, S. Onizaka1, N. 

Yasugahira1, M. Sasaki2, Y. U. Sasaki2*; 1Biotechnology 

Engineering Division, Hitachi Zosen Cor., 2Laboratory 

of Genotoxicity, Faculty of Chemical and Biological 

Engineering, Hachininohe National College of Technolo-

gy (*Fax: 0178-27-7296, e-mail: yfsasaki-c@hachinohe-

ct.ac.jp); Key words: Tochu tea, Eucommia ulmoides, 
antimutagenicity, transformation, geniposidic acid 

P-82: Antimutagenicity of Tochu tea (an aqueous extract 
of Eucommia ulmoides leaves): 3. Suppressing effect of 

Tochu tea on the mutagenicity of smoker's urine; Naka-

zawa Y.1, T. Nakamura1, S. Onizuka1, Y. Hara2, F. 
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Izumiyama2, A. Miura2, M. Sasaki2, Y. U. Sasaki2*; 

1 Biotechnology Engineering Division, Hitachi Zosen 

Cor., 2Laboratory of Genotoxicity, Faculty of Chemical 

and Biological Engineering, Hachinohe National College 

of Technology (*Fax: 0178-27-7296, e-mail: yfsasaki-c 

@hachinohe-ct.ac.jp); Key words: Eucommia ulmoides, 

urine, antimutagenicity, smoking. 

P-83: Inhibitory effects of lemon grass extract on formation 

of azoxymethane-induced DNA adducts and aberrant 

crypt foci in the rat colon; Kinouchi T. 1, R. Suaeyum 1・ 2, 

H. Arimochi 1, U. Vimitketkumnuen2, Y. Ohnishi 1*; 

1Department of Bacteriology, School of Medicine, The 

University of Tokushima, 2Department of Biochemistry, 

Faculty of Medicine, Chiang Mai University (*Fax: 

0886-33-0771, e-mail: ohnishi@basic.med. tokushima-u. 

ac.jp); Key words: lemon grass, azoxymethane, aberrant 
crypt foci, DNA adducts, /3-glucuronidase. 

P-84: Suppression of SOS-inducing activity of furylfura-

mide by cinnamic acid derivatives from Scrophuralia 

ningpoensis; Miyazawa M.1*, Y. Okuno1, S. Nakamura2, 

H. Kameokaり1Facultyof Science and Engineering, 
Kinki University, 20saka Prefectural Institute of Public 

Health (*Fax: 06-727-4301, e-mail: miyazawa@cc. 

kindai.ac.jp); Key words: Scrophulariaceae, Scropbura-

lia ningpoensis, cinnamic acid derivatives, SOS response, 

umu-test. 

P-85: Antimutagenic component from Dendrobium nobile; 

Miyazawa M.1*, H. Shimamura1, S. Nakamura2, H. 

Kameokaり1Facultyof Science and Engineering, Kinki 
University, 20saka Prefectural Institute of Public Health 

(*Fax: 06-727-4301, e-mail: miyazawa@cc.kindai.ac. 

jp); Key words: Orchidaceae, Dendrobium nobile, gigan-

tol, antimutagenic activity, umu test. 

P-86: Antimutagenicity and redox potential of catechins; 
Eba ta J. 1, N. Fukagai2, H. Furukawa2・ 3*; 1 Jef Vegetable 
Research Institute, 2Faculty of Pharmaceutical Sciences, 

Meijo University, 3Research Institute of Meijo University 

(*Fax: 052-834-8780, e-mail: furujuki@meijo-u.ac.jp); 

Key words: antimutagenicity, epigallocatechin gallate, 

redox potential, cyclic voltemmetry, oxygen radicals. 

P-87: The effect of chlorophyllin and chlorophyllin-

chitosan on heterocyclic amine-DNA adduct formation; 

Chitose S. 1, T. Negishi2, K. Negishi3, K. Wakabayashi¥ 

H. Hayatsu2*; 1Graduate School of Natural Science and 

Technology, 2Faculty of Pharmaceutical Sciences, 3Gene 

Research Center, Okayama University, 4Biochemistry 

Division, National Cancer Research Institute (*Fax: 

086-254-2129, e-mail: hayatsu@ph2ewsl.okayama-u.ac. 
jp); Key words: chlorophyllin, chloropyllin-chitosan, het-

erocyclic amine, DNA adduct. 
P-88: Antimutagenic effects of benzalacetone and 2-hydro-

xybenzalacetone on UV-induced mutation in Escherichia 

coli; Ashihara Y.1, N. Motohashi1*, C. Yamagami1, Y. 

Saito召1KobePharmaceutical University, 2Faculty of 

Pharmaceutical Sciences, Okayama University (*Fax: 
078-441-7580, e-mail: motohashi@kobepharma-u.ac. 
jp); Key words: benzalacetone, 2-hydroxybenzalacetone, 

antimutagenic effect, UV-induced mutation, Escherichia 
coli. 

P-89: Inhibitory effects of intestinal bacterial cultures on 

formation of azoxymethane-induced aberrant crypt foci 

in the rat colon; Arimori H., T. Kinouchi, K. Kataoka, 

Y. Ohnishi*; Department of Bacteriology, School of 

Medicine, The university of Tokushima (*Fax: 0886-33-

7069, e-mail: ohnishi@basic.mes.tokushima-u.ac.jp); 

Key words: Lactobacillus acidophilus, Clostridium per-

fringens, culture supernatants, aberrant crypt foci, azox-
ymethane. 
P-90: Genetic and environmental factors determining levels 

of hemoglobin-associated acetaldehyde; Takeshita T., K. 

Morimoto*; Dept. of Hygienic and Preventive Medicine, 

Faculty of Medicine, Osaka University (*Fax: 06-879-

3929, e-mail: morimoto@envi.med. osaka-u.ac.jp); Key 
words: alcohol, acetaldehyde, aldehyde dehydrogenase, 

lifestyle, biomonitoring. 

P-91: Oxidative DNA damage in CHL cells with crocido-

lite fibers; Nakajima M., T. Takeuchi, K. Morimoto*; 

Dept. of Hygiene and Preventive Medicine, Osaka Uni-

versity, School of Medicine (*Fax: 06-879-3923); Key 

words: 8-hydroxydeoxyguanosine, crocidolite. 

P-92: Aromatic DNA adducts in white blood cells from 

coke oven workers; lchiba M.'*, T. Hanaoka2, G. Pan3, 
K. Hara2, Y. Yamano4, Y. Wang1;'Department of Com-
munity Health Science, Saga Medical School, 2lnstitute 

of Industrial Science of Labor, 3Liaoning Public Health 

and Anti-epidemic Station, 4Department of Hygiene and 

Public Health, Tokyo Women's Medical School (*Fax: 
0952-33-2518, e-mail: ichiba@smsnet.saga-med.ac.jp); 

Key words: coke, DNA adduct. 
P-93: Inhibition of 8-hydroxydeoxyguanosine formation by 

chlorogenic acid; Kasai H.1*, S. Fukada1, Z. Yama-

izumi2, S. Sugie3, H. Mori3;'University of Occupational 
and Envirnmental Health, 2National Cancer Center Re-

search Institute, 3Gifu University School of Medicine 

(*Fax: 093-601-2199, e-mail: h-kasai@med.uoeh-u.ac. 

jp); Key words: chlorogenic acid, 8-hydroxydeoxy-

guanosine, 4NQO. 
P-94: DNA modification by glyoxal and mutagenesis; Iwa-

moto N.1, S. Fukada1, N. Murata-Kamiya2, H. Kaji2, H. 
Kasai1*; 1Dept. of Environmental Oncology, 2Dept. of 

Health Policy and Management, University of Occupa-

tional and Environmental Health (*Fax: 093-601-2199, 

e-mail: h-kasai@med.uoeh-u.ac.jp); Key words: glyoxal, 
active oxgen, crosslink. 
P-95: Mechanism of DNA damage induced by isothiocyan-

ates; Murata M. 1, N. Yamashita 1, S. Kawanishi'*, S. 

Inoue召1Departmentof Hygiene, Mie University School 
of Medicine, 2Department of Public Health, Graduate 

School of Medicine, Kyoto University (*Fax: 059-231-

5011, e-mail: eisei@doc.medic.mie-u.ac.jp); Key words: 

isothiocyanates, oxidative DNA damage, SH group, 

copper. 
P-96: Oxidative DNA damage induced by vitamin E model 

compound trolox; Yamashita N', M. Murata1, S. 
Kawanishi'*, S. Inoue召1Departmentof Hygiene, Mie 
University School of Medicine, 2Department of Public 

Health, Graduate School of Medicine, Kyoto University 
(*Fax: 059-231-5011, e-mail: eisei@doc.medic.mie-u.ac. 

jp); Key words: vitamin E, oxidative DNA damage, 

pro-oxidant, copper. 
P-97: Cytotoxicity of heterocyclic amines in rat hepato-

cytes; Ueno H., A. Sunagawa, Y. Sayato, K. Nakamura*; 

Faculty of Pharmaceutical Science, Setsunan University 

(*Fax: 0720-66-3123); Key words: heterocyclic amine, 
Trp-P-2, cytotoxicity, hepatocyte, rat. 
P-98: A伍nityof heterocyclic amines to nucleic acids; 

Tanaka Y., T. Hayatsu, H. Hayatsu*; Faculty of Phann-

aceutical Sciences, Okayama University (*Fax: 086-254-

2129, e-mail: hayatsu@ph2ews1.okayama-u.ac.jp); Key 

words: heterocyclic amines, DNA-chitosan, affinity to 

polynucleotides. 
P-99: Relationship between mutation and DNA-adducts 

induced by N-nitrosodialkylamines in Drosophia melan-

ogaster; Goto Y., N. Huh, J. Thomale, M. F. Rajewsky, 
H. Hayatsu*, T. Negishi (*Fax: 086-254-2129, e-mail: 

hayatsu@ph2ewsl.okayama-u.ac.jp); key words: N-nit-

rosodimeth ylamine, N-nitrosodiethy }amine. 

P-100: Mutagenesis induced at natural abasic sites in Yeast 
deficient in AP-endonuclease; Hata Y. 1・ 2, Okuto H1・ 2, H. 

lde3, H. Hayatsu2*, K. Negishi; 1Gene Research Center, 
2Faculty of Pharmaceutical Sciences, Okayama Universi-

ty, 3Graduate Department of Gene Science, Faculty of 

Science, Hiroshima University (*Fax: 086-254-2129, 

e-mail: hayatsu@ph2ews1.okayama-u.ac.jp); Key words: 

abasic sites, AP-endonuclease, yeast. 

P-101: Photo-genotoxicity of Titanium dioxide particle; 

Nakagawa Y., S. Wakuri, K. Sakamoto, N. Tanaka*; 
Dep. Of Cellular and Genetic Toxicology, Hatano Re-

search Institute, Food and Drug Safety Center (*Fax: 

0463-82-9627, e-mail: QZD02746@niftyserve.or.jp); 
Key words: Titanium dioxide, photo-genotoxicity, 

Comet assay, chromosome aberration, gene mutation. 

P-102: Base selectivity in covalent binding of the intrinsic 

mutagen, 5-chloromethylchrysene, to calf thymus DNA; 

Okuda H. *, T. Watabe; Department of Drug Metabolism 

and Molecular Toxicology, School of Pharmacy, Tokyo 

University of Pharmacy and Life Science (*Fax: 0426-

76-4517, e-mail: okudah@ps.toyaku.ac.jp); Key words: 

modification, mutagenicity, 5-chloromethylchrysene, 

DNA, selectivity. 

P-103: Suppression on expression of aberrant crypt foci by 

spinach extract; Ebata J. 1, T. Eziri2, H. Furukawa2・ 3・ *; 

1 JEF Vegetable Research Institute, 2Laboratory of Bio-

logical Science, Faculty of Pharmaceutical Science, 

Meijo University, 3Research Institute of Meijo University 

(*Fax: 052-834-8780, e-mail* furujuki@meijo-u.ac.jp); 

Key words: spinach, aberrant crypt foci (ACF), azoxy-

methane (AOM), K-ras; nitrobluetetrazolium (NBT). 

P-104: Tea catechins towards inhibition and enhancement 

of nitrosamine formation from secondary amines and 

nitrite; Tanaka K.1, T. Hayatsu2, T. Negishi2, H. 

Hayatsu2*; 1Meiji College of Pharmacy, 2Faculty of Pha-

rmaceutical Sciences, Okayama University (*Fax: 086-

254-2129, e-mail: hayatsu@ph2ews1.okayama-u.ac.jp); 

Key words: nitrosation, green tea catechins, N-nitrosodi-

methylamine, N-nitrosomorpholine. 
P-105: Inhibitory effect of green tea on the mutagenicity of 
MeIQx in mice; Takemura H. 1, M. Furugori 1, K Shimoi 1, 
K. Wakabayashi2, N. Kinae1*; 1School of Food and 
Nutritional Sciences, University of Shizuoka, 2Biochemi-

cal Division, National Cencer Research Institute (*Fax: 

054-264-5528, e-mail: p5106@fns. l.u shizuoka ken. 
ac.jp); Key words: antimutagenicity, MeIQx, 8-hydroxy-
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2'-deoxyguanoshine, green tea extract, Ames test. 

P-106: Food-derived heterocyclic amines potentiate the 

mutagenicity of a drinking water mutagen 3-chloro-4-

(dichloromethyl)-5 -hydroxy-2 (5 H) -furanone (MX); 
Watanabe-Akanuma M.1*, K Shimoii2, N. Kinae2, T. 

Ohta3; 1lnsititute of Environmental Toxicology, 2School 
of Food and Nutritional Science, University of Shizuoka, 

3School of Life Science, Tokyo University of Pharmacy 

and Life Science (*Fax: 0423-83-7640); Key words: 

heterocyclic amine, Trp-P-1, MX, mutation potentiation, 
E. coli. 

P-107: Mechanism for the formation of the mutagenic het-

erocyclic amines through the unstable free radicals; Hir-

amoto K., T. Kato, K. Kikugawa*; School of Pharmacy, 
Tokyo University of Pharmacy and Life Science (*Fax: 

0426-76-4508, e-mail: kikugawa@ps.toyaku.ac.jp); Key 

words: heterocyclic amine, phenolic antioxidant, pyraz-

ine cation radical, carbon-centered radical, bonito. 

P-108: DNA strand breaking activity of nitrosobenzene 

derivatives in the presence of thiols; Ojima N., K. Hira-

moto, K. Kikugawa*; School of Pharmacy, Tokyo Un-
iversity of Pharmacy and Life Science (*Fax: 0426-76-

4508, e-mail: kikugawa@ps.toyaku.ac.jp); Key words: 

nitrosobenzene, thiol compound, nitroxide radical, 

DNA, active oxygen species. 

P-109: DNA strand breaking by 2,3-dihydro-3,5-dihydro-

xy-6-methyl-4H-pyran-4-one, a Maillard reaction prod-

uct; Hiramoto K., A. Nasuhara, K. Kikugawa*; School 
of Pharmacy, Tokyo University of Pharmacy and Life 

Science (*Fax: 0426-76-4508, e-mail: kikugawa@ps. 
toyaku.ac.jp); Key words: glucose, glycine, DNA, active 

oxygen species, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-4H-

pyran-4-one. 

P-110: Stimulation of homologous recombination in E. coli 

constitutive mutants of superoxide stress response soxRS; 

Nunoshiba T., K. Yamamoto*; Dept. of Molecular & 

Cellular Biology, Biological Institute, Graduate School 

of Science Tohoku University (*Fax: 022-263-9206, 

e-mail: yamamot@maiJ.cc.tohoku.ac.jp); Key words: ox-
idative stress, interplasmid homologous recombination, 
chromosomal homologous recombination, anti-
mutagenesis, transcriptional regulation. 

P-111: Implication of reactive oxygen species in lethal and 

mutagenic effects by photodynamic action in Escherichia 

coli; Kawakami M., N. Matsui, T. Yamaguchi, Y. Yone-

zawa, d H. Nishioka*; Department of Chemical Engi-

neering and Materials Science, Doshisha University 

(*Fax: 0774-65-6686, e-mail: hnishiok@doshisha.ac.jp); 

Key words: photodynamic action, free radical, phloxine 

B(R-104), kat-sod assay. 
P-112: The enhancing effect of L-histidine on the cytotoxic-

ity and apoptosis induced by H202; Oya-Ohta Y1*, M. 

Yamada2, T. Ochi3; 1Dept. Pathol., Kanagawa Pref. Coll. 

Of Nursing and Med. Tecnol., 2Dept. Biol., Yokohama 

City Univ., 3Dept. Environ. Toxicol., Teikyo Univ. 

(*Fax: 045-362-8785); Key words: hydrogen peroxide, 
L-histidine, cytotoxicity, apoptosis, active transport. 

P-113: Enhancement of the clastogenicity of N-nitrosodial-

kylamines plus near-ultraviolet irradiation by ethanol; 
Yamashita Y.1・ 2, H. Tamura 1, M. Watanabe1, N. Sumi 1, S 

Arimoto3, H. Hayatsu2・ 3*; 1Toxicology Laboratories, 
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Nippon Shinyaku Co., Ltd., 2Graduate School of Natural 

Science and Technology, 3Faculty of Pharmaceutical Sci-

ences, Okayama University (*Fax: 086-254-2129, 

e-mail: hayatsu@ph2ws l.okayama-u.ac.jp); Key words: 

ethanol, chromosome aberration, N-nitrosopyrrolidine, 

UVA. 

P-114: Reaction of w-chloroalkyl-a-acetoxy nitrosamines 

in relation to mechanism of their mutagenicity; Ishikawa 

S.*, A. Tamai, M. Mochizuki; Kyoritsu College of Phar-

macy (*Fax: 03-5400-2695, e-mail: ishikawa-st@kyori-

tsu-ph.ac.jp); Key words: w-chloroalkyl-a-acetoxy nitro-

samines, mutagenicity, cross-linking, reactivity. 

P-115: Relation of mutational fingerprint changes to in-
hibitory effect of acetate on mutagenicity of N-nitosoalk-

ylureas; Muramatsu Y., H. Murakami, M. Mochizuki*; 

Kyoritsu College of Pharmacy (*Fax: 03-5400-2695, 

e-mail: mochizuki-mt@kyoritsu-ph.ac.jp); Key words: 

acetate, 06-alkylguanine-DNA alkyltransferase, N-itros-

oalkylurea. 
P-116: Effect of metal ions on the mutagenicity of 

N4-aminocytidine; Mito E. 1・ 2, H. Hayatsu2*, K. Negishiり

1Gene Research Center, 2Faculty of Pharmaceutical Sci-

ences, Okayama University (*Fax: 086-254-2129, 

e-mail: hayatsu@ph2wsl.okayama-u.ac.jp); Key words: 

nickel ion, N4-aminocytidine, mutagenicity enhancement. 

P-117: Effect of Ni2+ on the incorporation of mutagenic 
p-nucleoside triphosphate into DNA template-primer; 
Moriyama K. 1, D. M. Williams2, D. M. Brown2, H. 

Hayatsu3*, K. Negishi1; 1Gene Research Center, Oka-

yama University, 2Laboratory of Molecular Biology, 

Medical Research Council, 3Faculty of Pharmaceutical 

Sciences, Okayama University (*Fax: 086-254-2129, 

e-mail: hayatsu@ph2ewsl.okayama-u.ac.jp); Key words: 

nucleoside analog P, incoporation into DNA, nickel ion. 

P-118: Enhancement of the DNA strand break activity of 

N-nitrosodimethylamine by phthalate ester; Kawai K.,; 

Faculty of Pharmaceutical Sciences, Meijo University 

(*Fax: 052-834-8780, e-mail: kkawai@meijo-u.ac.jp); 

Key words: di(2-ethyhexyl)phthalate (DEHP), N-nitro-

sodimethlamine (NDMA), Drosophia melanogaster, 

DNA repair test, DNA strand break. 

P-119: Structure-specificity relationship of nitrated poly-

cyclic aromatic hydrocarbons on the base-substitution 

mutations induced in S. typhimurium his genes; Wata-

nabe T., M. Takahashi, T. Kasai, T. Hirayama*; Kyoto 

Pharmaceutical University (*Fax: 075-595-4769, e-mail: 

hirayama@mb.kyoto-phu.ac.jp); Key words: nitropy-

rene; dinitropyrene, nitrophenanthrene, nitrofluoranth-

ene, base-substitution mutation. 

P-120: Photoactivation of [60]fullerene: induction of cyt-

otoxicity and transforming activity; Sakaki A.1*, Y. Naka-

jima Yamakoshi2, N. Miyata召1Div.Microbiol., and 
2Div. Org. Chem., Natl. Inst. Health Sci. (*Fax: 03-

3707-6950); Key words: [60]fullerene; cytotoxicity, cell 

transformation, photoactivation, BALB/3T3 cells. 

P-121: Base-substitution mutations induced by 2-and 3-

nitrodibenzopyranone isomers in E. coli lacZ gene; Hira-

yama T.*, M. Takashima, T. Kasai, T. Watanabe; Kyoto 
Pharmaceutical University (*Fax: 075-595-4769, e-mail: 

hirayama@mb.kyoto-phu.ac.jp); Key words: 2-nitrodi-

benzopyranone, 3-nitrodibenzopyranone, E. coli lacZ 

gene, base-substitution mutation. 

P-122: Specificity of spontaneous mutations mediated by 

dinP gene of Escherichia coli; Kim S. R. 1, H. Ohmori2, K. 
Matsui', M. Yamada1, T. sofuni1, T. Nohmi1*;'Division 

of Genetics and Mutagenesis, National Institute of 

Health Sciences, 2lnstitute for Virus Research, Kyoto 

University (*Fax: 03-3707-6950, e-mail: nohmi@nihs. 

go.jp); Key words: SOS regulon, dinP; CClOl-CCl l l, 
spntaneous frameshift mutation. 

P-123: Mutation spectrum of gpt gene of Escherichia coli 

induced by r-ray irradiation: effects of DNA repair; 

Matsui M., K. Masumura, S.-R. Kim, T. Nohmi*, T. 

Sofuni; Devision of Genetics and Mutagenesis, National 

Institute of Health Sciences (*Fax: 03-3707-6950, 

e-mail: nohmi@nihs.go.jp); Key words: 6-thioguanine, 

r-ray, gpt gene. 
P-124: Mutational spectra of dimethylnitrosamine in liver 

of Big Blue mice; Wang X.1*., T. Suzuki1, T. Itoh1, M. 

Honma1, A. Nishikawa2, F. Furukawa2, M. Takahashi2, 

M. Hayashi', T. Sofuni;'Division of Genetics and Mut-

agenesis, and 2Division of Pathology, National Institute 

of Health Sciences (*Fax: 03-3700-2348, e-mail: wang@ 

nihs.go.jp); Key words: dimethylnitrosamine, Big Blue 

mouse, lacl, mutational spectrum, deletion. 

P-125: The effect of 06-methyguanine pretreatment on 

ENU iduced mutations in the liver of MutaMouse; Hara 

T.1, T. Kashima2, N. Horiya1, T. Shibuya'*; 1Hatano 

Research Institute, Food and Drug Safety Center, 

2Azabu University (*Fax: 0463-82-9627); Key words: 

methyltransferase, 06-methylguanine, ethylnitrosourea, 

lacl, liver. 

P-126: Study of in vivo mutagenicity of o-Toluidine with 

Muta™Mouse; Nakai Y., K. Hirabayashi, M. Suga, Y. 
Miyauchi, Y. Kasahara*, Y. Izawa; Safety Research 

Department, Pharmaceuticals Development Research 

Laboratories, Teijin Ltd. (*Fax: 0425-87-5519, e-mail: 

ksh05249@tokenl.teijin.co.jp); Key words: o-toluidine, 

transgenic mouse, Muta Mouse, mutation, carcinogen. 

P-127: Studies on interindividual variations in micro-

nucleus frequency in human lymphocytes: Relationship 
between micronucleus level and antioxidative status of 

serum measured by electron spin resonance spectrome-

try; Odagiri Y. 1*, H. Uchida2, M. Takahashi2; 1Division 

of Human and Health Sciences, Yamanashi Prefectural 

College of Nursing, 2Dep. Public Health, Saitama Medi-

cal School (*Fax: 0552-53-7781, e-mail: BY104452@ 

niftyserve.or.jp); Key words: micronucleus, inter-

individual difference, x-ray, colchicine. 

P-128: Hypothermia induces micronuclei; Asanami S.*, K. 

Shimono; Otsuka Pharmaceutical Factory, Inc. Naruto 

Research Institute (*Fax: 0886-86-8176); Key words: 

micronuclei, body temperature, mouse, hypothermia, 

chlorpromazine. 
P-129: Human plasma level of flavonoids after ingestion of 

a meal and their effect on pexipheral blood cells; Shimoi 
K.1*, R. Mochizuki1, H. Okada1, M. Furugori1, M. 

Suzuki2, Y. Hara2, N. Kinae1; 1School of Food and 

Nutritional Sciences, University of Shizuoka, 2Food Re-

search Laboratories, Mitsui Norin Co. (*Fax: 054-264-

5528, e-mail: shimoi@fnsl.u-shizuoka-ken.ac.jp); Key 

words: flavonoid, quercetin, human plasma, Comet 

assay. 
P-130: Analysis of Mutations in the human HPRT gene 

induced by heavy-ion irradiation; Yatagaya F.1*, Y. 

Kagawa5, M. Hirano5, N. Inabe1, K. Eguchi-Kasai2, Y. 
Furusawa2, M. Suzuki2, M. Watanabe3, T. Kato4, F. 
Hanaokaり 1Riken,2NIRS, 3Nagasaki Univ., 40saka 

Univ., 5Toray Res. Center (*Fax: 048-462-4636, e-mail: 
yatagaya@postman.riken.go.jp); Key words: HPRT 

gene, heavy-ion irradiation, human lymphoblastoid cell 

line. 

P-131: Inhibition of intercellular communication by ciga-

rette smoke condensates; Machida R. 1, K. Machii2, S. 

Goto2*, 0. Endo2, F. Fukai3, Y. Takagi1, K. Kohzakiり
1Azabu University, 2National Institute of Public Health, 

3Science University of Tokyo (*Fax: 03-3446-7165); 

Key words: intercellular communication, cigarette 

smoke condensates, BALB/3T3, intercellular laser cyto-

meter. 

P-132: The mechanism of chromosome rearrangements in 
the G1 phase of human cells -Participation of the exci-

sion repair process to chromosome rearrangements—; 
Sekizawa K., K. Kishi*; Department of Cytogenetics, 

School of Health Sciences, Kyorin University (*Fax: 

0426-91-1094); Key words: chromosome rearrange-
ments, aphidicolin, 4-nitroquinoline-N-oxide, mitomycin 
C, ACNU. 

P-133: Recognition of acetaldehyde-1-formaldehyde-

induced DNA damage: by the recombinant XPA protein; 

Kawanishi M.1*, T. Matsuda', T. Yagi2, S. Matsui1, H. 

Asahina3, I. Kuraoka4, K. Tanaka4, H. Takebe2; 1Re-
search Center for Environmental Quality Control, 2Dept. 
of Radiation Genetics, 3Radiation Biology Center, Kyoto 

Univ. 4lnstitute for Molecular and Cellular Biology, 

Osaka Univ. (*Fax: 075-753-4419, e-mail: kawanisi@eq 
1.eqc. kyoto-u.ac.jp); Key words: acetaldehyde, formal-

dehyde, recombinant XPA protein. 
P-134: Molecular cytogenetic analysis of Chinese hamster 

cell lines, CHL, CHO, and V79 by comparative genomic 

hybridization; Sakamoto H. 1*, M. Sakamoto2, T. Satoh1, 

M. Ishidate, Jr.1; 1Chromosome Research Center, Olym-
pus Optical Co. Ltd., 2Sasaki Institute Kyoundo Hospital 

(*Fax: 0426-91-7209, e-mail: h_sakamoto@ot.olym-
pus.co.jp); Key words: CGH (comparative genomic hy-
bridization), Molecular cytogenetic analysis, CHL/IU, 

CHO-WBLT, V79. 

P-135: Analysis of stable chromosomal aberrations using 

chromosome painting combined with sister chromatid 

differential staining (SCDS) method; Satoh T.*, K. 

Yamamoto1, H. Sakamoto, K. F. Miura, M. Ishidate, Jr.; 

Chromosome Research Center, Olympus Optical Co., 

Ltd., 1Department of cell Biology, Tokyo Metropolitan 

Institute of Gerontology (*Fax: 0426-91-7209, e-mail: ta 

_sato@ot.olympus.co.jp); Key words: Chromosome 

painting, sister chromatid differential staining, stable 

chromosomal aberration, CHO-WBLT, mitomycin C. 

P-136: Measurement of RDS (replicative DNA synthesis) 

and gap junctional intercellular communication in rat 

liver after subacute treatment of D,L-menthol by feed-
ing; Takasawa, H.*, Y. Uno, T. Murata, K. Goto, J. 

Mochizuki, M. Mutai, K. Yoshikawa; Toxicology Labo-

ratory, Yokohama Research Center, Mitsubishi Chemi-
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cal Co. (*Fax: 045-963-3966, e-mail: 2000106@cc.m-
kagaku.co.jp); Key words: RDS (replicative DNA syn-

thesis), gap junctional intercellular communication, D,L-

menthol, rat; liver. 

P-137: Results of the first collaborative study on an in vivo 

replicative DNA synthsis (RDS) test in rat livers with 

carbon tetrachloride; Collaborative study on non-

mutagenic carcinogens (in vivo RDS/UDS assay group); 

organizer chief; Uno Y.*; Toxicology Laboratory, Yo-

kohama Research Center, Mitsubishi Chemical Co. 

(*Fax: 045-963-3966, e-mail: 1306005@cc.m-kagaku. 
co.jp); Key words: replicative DNA synthesis test, RDS 

test, carbon tetrachloride, liver, rat. 

P-138: In vivo replicative DNA synthsis (RDS) test on the 

chemicals inducing polyploidy (2); Asanoma K., Y. 

Ohsugi, A. Ohuchida*; Section of Immuno and Genotox-

icity, Drug Safety Laboratory, Taiho Pharmaceutical 
Co., Ltd. (*Fax: 0886-65-5692); Key words: replicative 

DNA synthesis, narcotine, thiabendazole, cholchicine. 

P-139: Analysis of PhIP-induced mutant frequency and 
mutational spectrum in the colon of the Big Blue rat; 

Okochi E.1, H. Okonogi1, T. Ushijima', G. Stuart2, B. W. 

Glickman2, T. Sugimura1, M. Nagaol*;'Carcinogenesis 

Division, National Cancer Center Research Institute, 

2Biology Department, Center for Environmental Health, 

University of Victoria (*Fax: 03-5565-1753 e-mail: 

mnagao@ncc.go.jp); Key words: heterocyclic amine, Big 

Blue rat, PhIP, lacl gene, mutational spectrum. 

P-140: The study of sampling time in vivo mouse liver 

micronucleus test; Suzuki H.*, N. Hirano, T. Hagiya, T. 

Ohshima, Y. Tarumoto; Taisho Pharmaceutical Co., 

Ltd. (*Fax: 048-654-6650, e-mail: s10602@ccm.taisho. 

co.jp); Key words: liver micronucleus test, liver carcino-

gen, sampling time, partial hepatectomy, 4-ac-

etylaminofluorene. 
P-141: Enhancede effect of rumAB plasmid on A: T→T:A 

transversion in E. coli; Watanabe-Akanuma M.1*, R. 

Woodgate2, T. Ohta3; 1lnstitute of Environmental Toxi-

cology, 2National Institute of Child Health and human 

Development, 3School of Life Science, Tokyo University 

of Pharmacy and Life Science (*Fax: 0423-83-7640); 
Key words: A: T→T: A transversion, mutational speci-

ficity, rumAB, E. coli. 

P-142: Investigation of intracellular generation of reactive 

oxygen species in Escherichia coli mutants irradiated to 

electro-magnetic wave; Yonezawa Y., N. Matsui, T. 

Yamaguchi, M. Kawakami, H. Nishioka*; Department 

of Chemical Engineering and Materials Science, Doshi-

sha University (*Fax: 0774-65-6686, e-mail: hnishiok@ 

doshisha.ac.jp); Key words: active oxygen, electro-

magnetic wave, X-ray, kat-sod assay. 

P-143: Mutagenicity of hexavalent chromium - Study on 

micro colonies; Funasaka K. 1, M. Kitano1, T. Mizuno2, 
K. Kuroda3*; 10saka City Institute of Public Health and 

Environmental Sciences, 2Faculty of Engineering, Mie 

University, 30saka City University Medical School) 

(*Fax: 06-772--0676); Key words: chromium trioxide, 

Ames assay, micro colony, filamentation, microscope. 

P-144: Rec-assay on methanol and water extracts of paper 
products; Kitano M.1*, T. Baba1, K. Kuroda2; 10saka 

City Institute of Public Health and Environmental Sci-

ences, 20saka city University Medical School (*Fax: 06-

772--0676); Key words: rec-assay, paper products, DNA 

damaging activity, methanol extracts. 

P-145: Comparative examination of some organic solvents 

with the Ames test; Banno F., S. Saito, T. Tsuchiya, Y. 

Hagiwara*; Safety Evaluation Center, Central Research 

Laboratory, Showa Denko K. K. (*Fax: 043-226-5222); 
Key words: Ames test, preincubation method, organic 

solvents, S. typhimurium, E. coli. 

P-146: New Development of Ames test colony counting 

method by computerized image process technique(I); 
Baba T.1*, I. Uematsu1, R. Ishida2, A. Araki2, T. 
Matsushima召1DENNOUCorp., 2Japan Bioassay Re-
search Center (*Fax: 81-44-788-9084, e-mail: dennou@ 

fa2.son―net.or.jp); Key words: Ames test, colony count-

er, colony vision, computerized image process, precision. 

P-147: New Development of Ames test colony counting 

method by computerized image process technique(2); 

Yabu M.1*, I. Uematsu2, T. Baba2, R. lshida3, A. Araki3, 

T. Matsushima3; 1Kanematsu Medical System Corp., 
2DENNOU Corp., 3Japan Biolassay Research Center 

(*Fax: 03-5645-5250, e-mail: yabu@kmc.co.jp); Key 
words: Ames test, colony counter, colony vision, com-

puterized image process, precision. 
P-148: Growth inhibition effects of some lots of Oxoid 

Nutrient Broth No.2 on the Salmonella tester strains in 

bacterial reversion test; Araki A. 1, Y. Kawaguchi2, Y. 
Sakamoto3*, M. Sekijima4, C. Takeda5, T. Nishitomi6; 
1 Japan Bioassay Research Center, 2Konica Corporation, 

Environment and Safety Dept., 3Takeda Chemical Ind., 

Drug Safety Research Labs., 4Mitsubishi Kagaku Bio-

Clinical Laboratories, Inc., 50lympus Optical Co., Ltd. 
Chromosome Research Center, 6Mitsubishi Chemical 

Safety Institute Ltd. (*Fax: 06-300-6916, e-mail: Sakam-

oto_yutaka@takeda.co.jp); Key words: Oxoid Nutrient 
Broth, data of questionnaire, viable cell counting, OD 

and pH of culture, abnormal growth curve. 

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 (TheEnvironmen-

tal Mutagen Society of Japan)と称する．

第 2条 本会は人間環境における突然変異原，とくに公

衆の健康に重大な関係を有する突然変異原の研

究を推進する ことを目的とする．

第 3条 本会の会員は，正会員，学生会員，賛助会員お

よび購読会員とする． 正会員は本会の趣旨に賛

同し，環境変異原の研究に必要な知識と経験を

有し， 定められた会費を納入した者とする．学

生会員は，大学，または大学院に在籍し， 毎年

所定の手続を経て，定められた会費を納入した

者とする．賛助会員は この学会の事業を後援

し，定められた会費を納入した個人または法人

とする．購読会員は学会誌「環境変異原研究」

の購読のみを行うものとする．

第4条 本会に入会を希望するものは， 1名以上の評議

員の推せん書ととも に所定の申込書に記入の

上，本会事務所に申込むものとする．

第5条 会員は毎年会費を納入しなければな らない． 次

年度の年会費の額は評議員会において審議し総

会において定める．

第6条 本会はその目的を達成するために次の事業を行

う．

1. 年 1回大会を開催し， 学術上の研究成果の

発表および知識の交換を行う．

2. 学会賞を設け， 環境変異原の分野ですぐれ

た研究を行った会員および将来の成果が期待

される会員（原則として個人）に授与する．

3. Mutation Research誌を特価で購入配付す

る．

4. 国際環境変異原学会連合に加入し， 国際協

力に必要な活動を行う．

5. 学会誌「環境変異原研究」を発行する．

6. その他本会の目的を達成するために必要な

活動を行う．

第 7条 本会に次のとお り役員および評議員を置く ．

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 会計監査 2名

および評議員若干名

評議員は正会員の投票により選ぶ

会長は評議員の互選によ って定める．

庶務幹事，会計幹事，国際交流幹事，編集幹事

および会計監査は会長が委嘱する．この他会長

は必要な場合には会員の中より若干名を指名し

総会の承諾を得て， 評議員に加えるこ とができ

る．

役員および評議員の任期は 2年とする．

役員が同じ任務に引続いて就任する場合には 2

期を もって限度とする．

第8条 評議員会は会員を代表し， 事業計画，経費の収

支，予算決算およびその他の重要事項について

審議する．

第9条本会は年 1回総会を開く ．

総会において会則の改廃制定，予算 ・決算の承

認その他評議員会において審議した重要事項

の承認を行う．

第10条 本会の事務執行機関は会長および4名の幹事を

もって構成する．

会長は執行機関の長とな り， また本会を代表す

る．

第11条本会の事務は暦年による．

第12条本会に名誉会員をお く．

附 記

1. 本会則は平成 6年 1月1日より施行する．

2. 本会の事務所を

東京都世田谷区上用賀 1-18-1

国立衛生試験所内に置く．

3. 正会員，学生会員，賛助会員および購読会員の

会費は，それぞれ年額7,000円，5,000円および

l □50,000円および年額 10,000円とする．た
だし， Mutation Research誌の配布を希望する

ものは， 会費の他に別途定める購読料を本会へ

前納する ものとする．

，
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役員名簿（平成9年度） 評議員名簿 （平成8~9年度）

（五十音順）

氏 名 所 属

会 長祖父尼俊雄 荒木明宏 日本バイオアッセイ研究センター

庶務幹事林 真 石館 基 オリンパス光学工業（株） ・染色体研究センター

会計幹事田中憲穂 太田敏博東京薬科大学 ・生命科学部

国際交流幹事大西克成 大西克成徳島大学 ・医学部

編集幹事若 林 敬 ― 葛西 宏 産業医科大学 ・産業生態科学研究所

会計監査佐藤茂秋 菊川清見東京薬科大学 ・薬学部

白須泰彦 木苗直秀静岡県立大学 ・食品栄養科学部

黒田行昭麻布大学 ・環境保健学部

賞等選考委員（委員長）松島泰次郎 坂本京子（株）ワンネス

木苗直秀 澁谷 徹 （財）食品薬品安全センター ・秦野研究所

島田弘康 島田弘康第一製薬（株） ・開発研究所

葛西 宏 清水英佑東京慈恵会医科大学 ・医学部

菊 川 清見 須藤鎮世伊藤ハム（株） ・中央研究所

長尾美奈子 祖父尼俊雄国立衛生試験所 ・変異遺伝部

後藤純雄 田 中憲穂 （財）食品薬品安全センタ ー・ 秦野研究所

長尾美奈子国立がんセンター研究所 ・発がん研究部

編集委員（委員長）石館 碁 西 冨 保 （株）三菱化学安全科学研究所

鈴木濶 三 能 美 健彦国立衛生試験所 ・変異遺伝部

澁谷 徹 林 真 国立衛生試験所 ・変異遺伝部

太田敏博 早津彦哉岡山大学 ・薬学部

下位香代子 松島泰次郎 日本バイオアッ セイ研究センター

西冨 保 山添 康東北大学 ・薬学部

降旗千恵 吉川邦衛三菱化学（株） ・横浜総合研究所

若林敬 ― 国立がんセンター研究所 ・生化学部

企画委員秋山賓 利 渡部 烈東京薬科大学 ・薬学部

能美健彦

森 秀樹

早津彦哉

日本環境変異原学会入会申込書

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署名を添えて申し込みます．

フリガナ：

氏 名： @ 

Name（ローマ字つづり）

生年月日（性別） 19 年 月 日 （男 ・女）

所属機関名：

住 所：〒

TEL: FAX: 

電子メイル：

Affiliation 

Address 

Belong 

自宅住所：

争弔 話：

Home address 

学会誌送付先： ①所属機関

呼子 位：

研究領域（複数可）

加人学会名：

の本学会への入会を推薦致します．

日本環境変異原学評議員

（署名）

日付

②自 宅

年取得

入会申込書の送付先：〒158東京都世田谷区上用賀 1-18-1

年月日

印

国立衛生試験所変異迫伝部 日本環境変異原学会事務局

TEL 03-370炉9872 FAX 03-3700-2348 



日本環境変異原学会学生会員申込書
[1年間（翌年の 3月31日まで）のみ有効です］

年月日

日本環境変異原学会長殿

貴学会に学生会員として入会いたした＜ 貴学会員である指導教官の署名および在学証名 E3

（裏面に添付） を添えて申し込みます．

フリガナ：

氏 名： ⑮ 

Name（ローマ字つづり）

生年月日（性別）

校名／学部：

住 所：〒

TEL: 

電子メイル：

Affiliation 

Address 

Belong 

自宅住所：

苧早 話：

Home address 

学会誌送付先：

研究領域 （複数可）

指導教官名：

連絡先：

19 年 月 日 （男 ・女）

FAX: 

①大学 ②自 宅

の本学会への学生会員と しての入会を推薦致します．

指導教官

（署名）

日付

印

入会申込書の送付先： 〒158東京都世田谷区上用賀 1-18-1

国立衛生試験所変異遺伝部 日本環境変異原学会事務局

TEL 03-370Cr9872 FAX 03-370か2348

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」， 「短期」，および 「特別企画（受賞講演）」，「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する結論あ

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沓の結果

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 ・図装を含めて刷り上がり 8頁以内

短報は 4頁以内とする． この制度頁の超過分や多額

の経費を要する図表の実費を著者負担とする．

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，コビー 1部ならびにフ

ロッビーディ スク (3.5インチ，使用した機極とソフ

ト名を明記）を編集委員長宛に送付すること．

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

境変異原学会に帰尚するものとする．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，論文などの一部の複製，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) カラー印刷発等特殊印刷のため付加的に発生す

る費用は著者負担とする．

3) 別刷りは別待寄稿の場合も含め，すべて著者負

担とする．別刷り尾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

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 ンパス光学工業株式会社

染色体研究センター (CRC)

日本環境変異原学会編集委員長

石館碁

TEL 0426-91-7115 

FAX 0426-91-7209 



環境変異原研究執筆規定

1.用語は日本語または英語とする．

2. 原稿は原則としてワープロを用い，左横書きで作成

する

日本文の場合：原稿は A4版用紙に 1行 22字， 1頁

20行で印字する（刷り上がりの 1/4

頁に相当する）．ただし，要約は英文

(300語以内）とする．また，別に袈

文の題名，著者名（フルネーム），所

属機験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．原稿の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-

trod uction), 実験材料および方法 (Marerialsand 

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

は「結果および考察」），結語，謝辞 (Acknowledge-

ments), 参考文献 (References), 表・図の説明およ

び図の順序とする．なお図と表の説明はすべて英文

とする．

4. 学名，遺伝子記号などはイタリック（原稿に赤字で

アンダーライン表示）とし，その他まぎらわしい記

号については原稿に適宣指示を与える．

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．文史長男ど・

る英語の単語あるいは句は固有名詞を除いて小文字

で書きはじめる（文頭の場合は大文字），また文中の

英語はすべてタイプするかまたは活字体で書く．

6. 数字は算用数字を用い，単位は英文の慣用による省

略記号を用いる．

7. 略字を使用するときは，輪文中にはじめて使用する

ときに完仝な語とその略字を括孤内に示す．

8. 句読点はカンマ（，）および（．）とする．

9.表図（写真）は本文と別にし，それらの押入筒所

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 たはキャピネ大の光沢写真版と

し，裏面に Fig.1, 2…および上下を鉛筆書きし，A4

版の台紙に一枚ずつ軽く糊付けする．台紙の下部に

Fig.（一速番号）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．脚注を要するときに表

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．

13.参考文献は筆頭著者名のアルファベッド順に配列

し，雑誌の省略名は ChemicalAbstractsの記載方法

に従う．記載順序は著名氏名，年号，願名，雑誌名，

挙，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を従う．

Ames, B. N,, J. MoCann and E. Yamasaki (1975) 

Methods for detccting earcinogens and mutagens 

with the Salmonella/mammalian-trincrosome mu-

tagenicity test, Mutat. Res., 31, 347-364. 

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

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

(1985) Overiview and conclusion of the IPCS 

collaborative study on in vitro assay systems, In: 

J. Ashby, F. J. de Serres et al. (Eds), Evaluation 

of Short-Term Tests for Carcinogens, Elsevier, 

Amsterdam, pp. 117-174. 

藤川和男梁治子，近藤宗平（1984) ハエの翅

毛スポットテストー近ごろ注目されている短期

試験法，環境変異研究， 6,107-113. 

佐々木正夫 (1983) 環境変異原と染色体異炭，染

色体異常（外村 晶編），朝倉書店， pp.107-113. 

オリエンタルの変異原性試験用試薬

S-9／コファクタてト
無菌凍結品の変異原性試験用コファクターが、 S-8とセットで販売になります。

， 

より便利に．I より手頃な価格に．I
••••••••••••••••••••• ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．． 

•エームステスト用と染色体異常試験用のビ種類の試薬セットです。

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

•S-9とコファクターは実用的な分注量比ですから、混合が容易です。

•S-9とコファクターは未混合ですから、混合条件を変更しての試験が可能です。

また、保存中にS-9とコファクターの未知の反応が起こりません。

•セット販売ですから、購入と在庫管理が便利です。

●包装単位を少量化し、より手頃な価格に致しました。

製 品 名 包 装 単位 備 考

エームステスト用 S-9 1m£X10本 エームステストでのデータ

S-9／コファクターAセット コファクターA 9m£x10本 を添付します

染色体異常試験用 S-9 2m£ X 3本 染色体異常試験でのデ

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

（保存は一80℃でお願い致します）

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

（注文量30mll以上）の単品注文もお受け致します。

●従来品は引続き取扱いしております。

変異原I‘生試験用 S-9 （無菌凍結品）

エームステスト用 コファクターI （凍結乾燥品）

2m2 X 10本

9m2用粉末X10本

誘導法の変更や、サル、イヌなとラット以外のS-8またはミクロソームの調製、

その他、技術的なお問合わせは、弊社バイオ部までお願い致します。

製造元

＠ がJエン”'”fllエ戴繹式会試
飼料・バイオ事業本部

〒103東京都中央区日本橋本町3丁目 8番3号
（日本橋東硝ビル）

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

販売元

〇和光純薬工業株式会社
本 社 〒541大阪市中央区道修町三丁目1番2号

電話 (06)203-3741（代表）

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



⑤竺99笠竺；Jinvivomutationresearch
お問合せ先：

加商株式会社〒103東京都中央区日本橋2丁目14番9号電話03-3276-7676 FAX. 03-3276-7626 
ライフサイエンスグループ ビmail:kskt-ea@mxu. meshnet. or. jp 

変異圃性試験画像籐析支援システム
各種変終原性試験をサポートする画像解析システムをこ町意しておりまt

佑1中料＇hti・戎晨
SCG試験に必要なテータを計測します。

高感度カメラの使用及び画像強調処理により細胞の不鮮明な箇所も計測が可能です。

《計測内容》 《システム構成》 ロ --] ホストPC

臼;C「Lee言：］。~eter 高感度カメラ → 、参→言 ノリース

i[:[:M言：：on 蛍允罪破鏡〖 画像： 理装置

●川•l-十紐は「』痺え層
UDS試験に必要なテータを計測します。

フィルタ処理により画像強調を行ない、核と細胞質の各エリア内グレイン数及び、 NETグレイン数の計測が行なえます。

《計測内容》 《システム構成》
9 9 

●核グレイン数(lエリア）

●細胞質グレイン数(3エリア）

•NETグレイン数

・旧I-ー油Mti叫え’’
小核試験に必要なデータを計測します。

フルカラー画像解析装置に取込まれた画面内の核を抽出し、小核、主核のカウントやサイズを解析できます。

《計測内容》 《システム構成》

●小核カウント

●小核サイズ

●主核カウント

●主核サイズ

、
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＊この他にも各種叫り像解析ソフトウェアならびに

特・注ソフトウェアもJKっております。

画像処理装置

専□ェー ロ TVモニタ

ストPC

C-98シリーズ

専：：一~□ TVモニタ

ホストPC
PC-98シリーズ

専用言ウェー ロ TVモニタ

開発製造元

（（社日本システムハウス協会会員）

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

FAX 0726-34-1018 



_ PCA-llD細麒測定システム 1 

穂々のシャーレはもとよ り6穴から96穴よでのプレート内の試料が計測でき ます。

細胞毒性試験 無培養の細胞 プラーク
、¥` ..

無培養の細胞数，生死細胞数，癌細胞・細胞コロニー数からプラーク数等を自動計測

プリントアウト例

〈細胞コロニー数〉

01 
.,..-
•i: ... .-.... -r 

P1 
： 贔

',-,.-,,-
l必： し

〈生死細胞数〉

ロ
二層寒天培地、メチルセルロース培地
による癌細胞コロニー数を計測

〈プラーク数〉

i31 126 ー・
・一
..
 
,. 

』 -

人に対する局所刺激性、急性毒性を
予測する細胞毒性試験

- -It 

主な測定対象試料

• 35~150mmシャーレ
6~96穴プレート

・顕微鏡用スライドグラス

・血球計算盤等

※依託試料の測定を行っております。お気軽にこ相談下さい。
(PCA-11 DSF SYSTEM) 

製造発売元

匪囲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

TEL 0425 (52) 5956（代表）

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

クルムティーク・ティッシュスライサーは、生化学・

生理学・薬理学・毒物学なとの研究に応用でき、組

織培養のための無菌スライス作成用にテザイン

されています。

●薄い円形のスライスが、5~15繭直径の範囲 ，

で作成できます。

●ボタンを押すだけで、 E~3秒に一枚の割合

で（最高スピードの場合）作成でき、初心者

でも取扱いは簡単です。

●スライスは再現性良く、バラッキもなく60

~lOOOμmの厚さで作成されます。

ラットの肝臓（倍率430X) ラットの腎臓（倍率lOOX)

右の写真はラットの肝臓のスライス（厚さ6Dμmおよび135μm)で、左の写真はラットの腎臓のスライス(135~2DOμm)です。

ど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。

翁
販売元

ショーシンEM株式会社
〒444-02愛知県岡崎市赤渋町蔵西1番地14（ショーシンビル）

TEL. (0564) 54 -1231番（代表）

FAX. (0564) 54 -3207番



全自薗堵地作咸システム
f ULLY AUTOMATED MEDIA PREPARATION SYSTEM 

MC707P 
コロニーカウンター

全自動培地作成システムは、自動培地分注装置APS450

と新型培地滅菌保温器S9000で構成され、いかなる要求

にも充分に適用できるシステムを初めて市場に出ました。

種火のいらない電子着火式ブンゼンバーナー

ガスフロフィー

•お手持ちのサインペンで使えます。

• X2のレンズにより、コロニーを容易に判別できます。

•カウント数は、見易いLED表示。

•プリンター接続可能（オプション）。

精巧な、多目的デイスペンサー

XY500 

•コンパクト・低価格。

●|Rセンサーによる電子着火。

●ガス配管不要（オプション装着）。

•タイマー／連続点火／フットスイ ッチ切替え付

XY500は、 2方向軸運動を行なうマイクロプロセッサー駆動の

アームがあります。とんな種類の容量分注器（シリンジ、ポンプ、

ペリスタルティックポンプ等）でも楽に使用することができる。

とんな液体サンプルもスピードと正確さで手をわすらわさす分

注することができる。

会商
店

ィ

1
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総
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＇：

ム〗
工
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京
土
東
一
、
ご
ヰ
社

フ
株
会

•Iii 
〒104 東京都中央区新川2-7-1

TEL (03) 3551-7873 

FAX (03) 3551-7318 

編集後記

本号は， 25周年記念大会（東京大会）の特集号ですが，ご講演の諸先生のご協力を得て

原稿が沢山集まりました．MutationResearchの再編によって大会の英文要旨を Mutation

Researchに出せなくなったため，本誌に titleおよびkeywordsのみを掲載することになり

ました．また，一般論文 2編の投稿もありました．

18巻は 1,2号を 1996年，3号は 1997年の発行となり ましたが，本号を 19巻の 1• 2号

の合本号として発行することにしました．秋には，今年 5月のシンポジウムを含む 3号を

発行する予定です（締切日 7月末日）．一般論文を奮ってご投稿ください．

担当編集委員降旗千恵

編集委員

委員長 石館 晶

委 員 鈴木 潤三

澁谷 徹

太田 敏博

下位香代子

降旗千恵

荒木明宏

複写される方に

本誌（書）に掲載された著作物を複写したい方は，著作

権者から複写権の委託をうけている次の団体から許諾を

受けて下さい。

学協会著作権協議会

〒107東京都港区赤坂9-6-41

社団法人 日本工学会内

Phone: 03-3475-4621 

Fax: 03-3403-1738 

環境変異原研究 第 19巻第 1• 2号 1997年

平成 9年 6月10日印刷

平成9年 6月 17日発行

発行者

発行責任者

印刷所

日本環境変異原学会

祖父尼俊雄

三造写真工業株式会社
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