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小核試験自動計測装置 I 

R E・ILSTA
2000 
2000A 

マウス末梢血による小核試験を自動で行い、客観的なテータを
計測することができます。

E置3
1．標本（スライドグラス）自動供給装置を備えて

おり、30枚までの標本を連続計測できます。

2標本名を入力するだけで、後は機械が自動的

に計測を行います。

3当社のオリジナル技術を駆使した画像処理に

より、網赤血球 (RET)と小核を有する網赤血

球 (MNRET)を精度良く認識し、個数を計測

します。

4専用のアクリジンオレンジ塗布済みスライドグ

ラスを用いることにより、簡単に安定したデー

タが得られます。

※REAL STAR2000Aは、 REALSTAR2000に
連続計測機能を付加したものです。

A.0.COATED_ 
（アクリジンオレンジ塗布済スライドグラス）

こ
E置ヨ
1．スライドグラスに既にアクリジンオレン

ジが塗布されています。

2専用の塗布装置を用いているため、均
ーな塗布が施されています。

3グリッドありタイプ（末梢血滴下位置及

びカバーグラス貼合わせ位置を印刷）

とグリッドなしタイプがこざいます。
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茶カテキン類の抗変異原性および抗発がん性(II)

黒田 行昭1,2' 原 征彦l

1国立遺伝学研究所 〒411-8540静岡県三島市谷田 1111
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Antimutagenic and anticarcinogenic activity of tea polyphenols (II) 

Yukiaki Kuroda1・2 and Yukihiko Hara2 

1National Institute of Genetics, 1111 yata, Mishima, Shizuoka 411-8540, Japan 
2Food Research Institute, Mitsui Norin Co., Ltd, 223-1 Miyahara, Fujieda, Shizuoka 426-0133, Japan 

Recently, the antimutagenic and anticarcinogenic activities of green tea and black tea are 
extensively examined. The active chemical components of green and black tea are polyphenols, 
which include EC, ECG, EGC, EGCG and TFs. In the previous paper of the present review, the 
epidemiological and experimental studies on the antimutagenicity of tea extracts and tea poly-
phenols have been described (Kuroda and Hara, 1999b). 
In the present article, the experimental studies on the anticarcinogenicity of tea extracts and tea 
polyphenols are described. The anticarcinogenic activity of tea polyphenols has been shown in 
experimental animals such as rats and mice, and against lung cancers, skin tumors, leukemia, 
tumor promotion and metastasis. The mechanisms of antimutagenesis and anticarcinogenesis of 
tea polyphenols suggest that the inhibition of tumors may be due to both extracellular and 
intracellular mechanisms including the modulation of carcinogen metabolism, of DNA replication 
and repair, and of tumor promotion, the inhibition of metastasis, and the induction of novel 
mechanisms. 
This article is a Japanese edition of the review article published in Mutation Research, (Kuroda 
and Hara, 1998) with the permission of Elsevier Science Publishers B. V. 
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（荼ポリフェノール類）

C ; (+) catechin 
EC ; (-)-epicatechin 
ECG ; (-)-epicatechin-3-gallate 
EGC ; (-)-epigallocatechin gallate 
EGCG ; (-)-epigallocatechin-3-gallate 
GC ; (+) -gallocatechin 
GTC ; green tea catechins 
TF ; theaflavin 
TFDG ; theaflavin digallate 
（変異原 •発がん物質）

2AA ; 2-aminoanthracene 
9AA ; 9-aminoacridine 

Summary 

tea polyphenols, antimutagenesis, an ticarcinogenesis 

AFB1 ; aflatoxin B1 
2AF ; 2-aminofluorene 
AOM; azoxymethane 
B[a]P; benzo[a]pyrene 
B [a] P diol expoxide ; 7/3,8a-dihydroxy-9a, 
IO a-epoxy-7,8, 9, 10-tetra-hydrobenzo [a] 
pyrene 
BBN ; N-butyl-N-(4-hydroxybutyl) 
nitrosoamine 
DEN ; N-diethyl-nitrosamine 
DHPN ; 2,2'-dihydroxy-di-n-propyl-

nitrosamine 
DMBA ; 7,12-dimethyl benzanthracene 
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DMH ; 1,2-dimethyl hydrazine 
EMS ; ethyl methanesulfonate 
ENNG ; N-ethyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine 
Glu-P-1; 2-amino-6-methyl dipyrido[l,2-a : 3', 
2'-d] imidazole 
IQ ; 2-amino-3-methylimidazo-[4,5-fJ 
quinoline 
MNNG; N-methyl-N'-nitro-N-
nitrosoguanidine 
MNU ; N-methyl nitrosourea 
DEA ; N-nitrosodiethylamine 

緒戸

最近，荼カテキン類の抗変異原性 ・抗発がん性につい

てはかなり広範な研究が行われている．本総説の第 I報

（環境変異原研究第 21巻 1号掲載）において，緑茶および

紅茶の成分であるカテキン， EC,ECG, EGC, EGCG, 

TFsなどの化学組成や抗発がん性の疫学的研究，抗変異

原性の実験的研究，抗発がん性の中で移植性腫瘍や消化

器官，乳腺，肝などのがんに対する抗発がん作用につい

て述べた．本第II報においては，これら茶カテキン類の

抗発がん性の中で肺，皮慮，多臓器などのがんや臼血病，

プロモーション，転移などに対する抗がん作用について

述べ， さらに抗変異原性や抗発がん性の機構，さらにカ

テキン顆の将来展望などについて述べる．

l.抗発がん性

1)肺がん

肺がんに関しては， Katiyaret al. (1993 a, 1993 b)が

A/JマウスでNDEAやB[a] Pで誘発される肺がんに

対して，緑茶が抑制作用をもつことを見出した．Komori

et al. (1993)も緑茶のポリフェノールが肺がんの誘発を

抑制することを報告している．

2)皮膚がん

皮盾がんについては，マウスに荼を加えた飲み水を与

えることによってがんを抑制することが，いくつかの研

究によって示されている．UVB（紫外線B)の 10日間の

照射でイニシエーションを起させ， TPAを25週間与え

てプロモーションを起させたマウスや， DMBAでイニ

シエーションを起させ， TPAまたは紫外線Bでプロモ

ーションを起させたマウスの皮府がんが，緑茶の水抽出

物によって抑制されたことが報告されている (Wang et 

al., 1992, 1994). DMBAでイニシエーションを受け，

UVBでプロモーションされたマウスの皮府がんに対し

ては，紅茶も緑茶と同様に抑制作用のあることが示され

ている (Wanget al., 1994). 

マウスに UVB照射後 13週間の間に牛じる良性のが

ん（ケラトカルシノーマ）および扁平上皮がんが，紅茶を

11週間飲ませることによ って抑制された．この実験で
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NOMA; N-nitrosodimethylamine 
4NQO ; 4-nitroquinoline I-oxide 
P AH ; polycyclic aromatic hydrocarbon 
PB : phenobabital 
PhIP: 2-amino-l-methyl-6-phenyl imidazo[4, 
5-p] pyridine 
TPA : 12-0-tetradecanolyl phorbol-13-
acetate 
（その他）

MMPS ; metalloproteinase 
6TG ; 6-thioguanine 

は，紅荼によってこれらのがんの増殖が抑えられ，良性

および悪性の皮府がんのアポトーシスを誘導し，がんの

数と容積が減少した(Luet al., 1997). カフェインを除

いた紅茶と緑茶もまた， DMBAでイニシェーションを

し， UVBでプロモーションして誘発したマウスの皮）肖

がんに対して，著しい抑制作用を示した(Wanget al., 

1994). 

3)多臓器発がん

Hirose et al. (1993)は多臓器発がんモデル(Itoet al., 

1988)を用いて，餌として与えた GTCやポリフェノール

の効果をしらべている．F344系統の雄ラットに DEN

または MNUの腹腔内投与，または DMHの皮下注射

と，飲み水として BBNまたは DHPNを与え，このラッ

トに餌として1.0％または 0.1％の GTCを与えた．

5つの発がん剤を単独に与えたラットは，小腸，大腸，

肺臓，肝臓，腎臓などの多臓器に腺腫，がん腫，過形成

などを誘発した．ラット 1頭あたりの小腸のがん（腺腫お

よびがん腫）の数は 1%GTCを与えることによ って有

意に滅少した．他方において肝発がんの指標としてのグ

ルタチオン S —トランスフェラーゼ（胎盤型陽性肝フォー

カスの平方糎当たりの数は 1%GTCまたは 0.1% 

GTCによ って少しではあるが有意に増加した．

4) 白血病

発がん抑制物質の投与が，がん細胞のアポトーシスに

よる細胞死を引起すという報告がいくつかある(Jiang

et al., 1995 ; Piazza et al., 1995). Hibasami et al. 

(1996)はヒトのリンパ性白血病 Molt4 B細胞を

GTC, EGC, EGCGおよび柿抽出物(PS)で処理すると，

細胞増殖の阻害とアポトーシスの誘導を起すことを見出

した．アポトーシスを誘導された細胞は， DNAがオリゴ

ヌクレオソームの大きさの断片に分解される特徴があ

り，この現象はカテキンや PSの濃度および処理時間に

依存して起る．

5)がんのプロモーション

正常細胞が悪性のがん細胞に変化する発がんの過程に

は，イニシェーション，プロモーション，およびプログ

レッションを含む多段階がある．Yoshizawaet al. 

(1987)は，この多段階発がん過程で，テレオシジンによ

るプロモーションが， EGCGによって抑制されることを

見出した． Fujitaet al. (1989)はENNGによるマウスの

十二指腸の発がんのモデル系を使って，胃 ・腸管におけ

る発がんプロモーションが， EGCGによって捐）制される

ことを見出している．

AOMまたは MNNGによ って誘発される小腸や腺

胃，胃，腸管系のがんが， EGCGや緑茶ポリフェノール

によって抑制されることが報告されている (Yamaneet 

al., 1991 ; 1995 ; 1996). AOM投与後，飲み水中に 0.01

％または 0.1％の緑荼ポリフェノール分画を含む水を与

えたラットではがんの出現率やがんの 1頭あたりの平均

数が，それぞれ38.1%と 47.6%,および0.6と0.7で

あり， AOMのみを与えた対照のラットでの 77.3％およ

び1.5に比べて著しく低かった． したがって，緑茶のポ

リフェノールは， AOM誘発の大腸がんのプロモーショ

ンの段階を抑制したものと思われる．

背中の皮粛に DMBAを投与した CD-1系統のメスの

マウスに， 1週間後からプロモーター作用のあるテレオ

シジンを繰返し与えた場合には， 53％のマウスにがんが

誘発された．このテレオシジン処理の前に，皮膚の同じ

場所に， EGCGを処埋した場合には，がんの出現率は 13

％であった． EGCGの処理により，マウス 1頭当りのが

んの平均数は 2.1から 0.1に減少した(Fujikiet al., 

1990). 

6)がんの転移

悪性がん細胞の特徴は，無限の増殖性と正常組織中へ

の浸潤，体内の遠く離れた場所の他の組織や臓器への転

移活性などがある．がん細胞の転移は， もとの場所から

のがん細胞の離脱，血流に乗って標的組織や臓器への移

動，標的組織や臓器への浸潤，そこでのがん細胞の増殖

などを含むいくつかの段階を経て起る．

もとの場所からのがん細胞の離脱は，恐らくがん細胞

から分泌されると考え られるウ ロキナーゼやコラーゲナ

ーゼのようないくつかのタンパク分解酵索によって行わ

れる．がん細胞が標的組織や臓器に浸潤する段階では，

いくつかのタンパク質分解酵索が作用するものと思われ

る．Sazukaet al. (1997)は紅茶の成分である TFや

TFDGが，マウスの LewisHr~がん細胞 LL2-Lu 3のin

vitro浸潤アッセイ系で， 化学走性チャンバーフ ィルター

を使用して，細胞の浸潤を抑制することを見出した．が

ん細胞が，その浸澗や転移の際に関与すると考えられる

MMP-2(66キロダルトンのゲラチナーゼA)および

MMP-9(92キロダルトンのゲラチナーゼB)を含むマト

リックス，メタロプロティナーゼ(MMPs)を分泌するこ

とがゼラチンサイモグラフによって示された．TFや

TFDG, EGCGは， LL2-Lu 3がん細胞の培養液から得

られた MMPs(IV型コラーゲナーゼ）を阻害した．これら

のことから TF,TFDGおよびEGCGは， LL2-Lu 3細

胞のIV型コラーゲナーゼ活性を抑制することによって，

がん細胞の浸潤を抑えることが示唆された．

LL 2-Lu 3細胞を皮下に移植すると， 3週間後には肺

に多くの結節が生ずる．緑荼を経口投与すると，この結

節の数が有意に減少したOsemuraet al., 1997).マトリ

ゲルの化学走性細胞チャンバー ・フィルターのついた人

工的に作成した基質膜を用いて，がん細胞の通過をしら

べた．緑茶の煎じた液およびその成分である ECG,

EGCG, TFDGおよびテトラガロイル・グルコースのよ

うなカテキン類は，細胞の通過を抑制した．親和性クロ

マトグラフによ って，活性のあるコラーゲナーゼやゲラ

チナーゼが，セファローズ4B上に固定された EGCGに

よって結合されていることがわかった．

ヒト のかんもまた細胞が浸潤し，転移を起すためには

タンパク分解酵素を必要とする．これらの酵索の 1つか

ウロキナーゼ(uPA)である．uPAの抑制はまたマウス

でがんの大きさを減少させ，がんの完全な哀退をも惹起

する(Jankun et al., 1997 a). EGCGはuPAに結合し

て， uPAの触媒三分子のヒスチジン 57とセリン 195を

ブロックし， uPAのド易に帯電したループからアルギニン

35の方に伸長する(Jankun et al., 1997 b). EGCGのこ

のような位置づけは， uPAの基質を認識し，酵索活性を

抑制することでuPAの活性を抑制するのであろう ．荼

一杯は 50mg EGCGを含み，お茶好きのヒトは毎日 10

杯のお茶を飲むという．

t．抗変異原性および抗発かん性の機構

1)抗変異原性

発がん過程にはすでに述べたように“多段階説”と呼

ばれるいくつかの段階がある． Fig.lは正常細胞が悪性

細胞になりがんを形成する過程を模式的に示したもので

ある．発がんの第一段階は DNAや染色体に突然変異が

生ずることで “イニシエーション”と呼ばれる．第二段

階は“プロモーション”と呼ばれ，細胞膜や細胞質にお

ける酵索活性や代謝の変化が生じ，異常な細胞増殖が起

る．第三の段階は “プログレ ッション”と呼ばれ，悪性

化した細胞が増殖し，周囲の正常組織や臓器の中に浸潤

してゆく ．抗発がん作用をもつ化学物質はその特別な作

用によって，この発がんのそれぞれ特別な段階に作用す

る．

Wattenberg (1983)は抗発がん物質を，その発がん過

程での作用機構によって次の 3つのカテゴリーに分類し

(1)前駆体物質から変異原や発がん物質が形成さ

れるのを抑制する物質

(2)発がん物質が特別な細胞に到達するのを抑制

したり，特別な物質と反応するのを抑制したり

する物質（遮断因子と呼ぶ）．

(3)発がん物質にさらされた細胞の中で，悪性の性

質を発現するのを抑制する物質（抑制物質とい
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う）．

Ram el et al., (1986)は，遺伝毒性の阻害物質がその阻

害作用を現す時期を基本にして，次のように分類するこ

とを提唱した．

(1)変異原物質を不活性化したり，遺伝毒性のある

化合物に形成されるのを防ぐ物質

(2)遮断因子．ラジカル除去物質

(3) DNA修復に作用する因子．抑制物質

突然変異や発がんの抑制物質は突然変異やがんに向か

って進行する連続した段階の中のいくつかの過程を阻害

したり，変化させたりする作用をもつ．このような考え

方に基づいて， DeFloraand Ramel (1988)は抗変異原物

質や抗発がん物質の抑制機構について，現在の知見をも

とに暫定的な分類を行っている．

茶のポリフェノールは突然変異や発がん過程の多くの

段階や，がん細胞の浸潤や転移などの種々の過程を阻害，

抑制する作用をも っている． Table1は茶ポリフェノー

ルが消変異原(desmutagen)として細胞外で作用すると

同時に，生物的抗変異原（bioantimutagen)として細胞

内で作用し，またイニシエーションを受けた細胞のプロ

モーションやがん細胞の転移を抑制する機構を示してい

る．

a．細胞外の抑制作用（消変異原作用）

Jain et al. (1989)は，緑茶および紅茶の抽出物が大腸

菌 WP2系統で， MNNGの変異原性を消変異原的な作

用で抑制することを示した．茶の抽出物は MNNG誘発

の突然変異を緑茶の前処理または同時処理によ って抑制

したが，後処理によ っては抑制作用を示さなかった．こ

のことは茶抽出物は MNNGまたはその活性体に直接作

用することを示唆する．茶のカテキンがこのような消変

異原として作用し，生物的抗変巽原としては作用しない

ことを示した数少ない報告である．カテキン類のこのよ

うな作用の特性は，使用した変異原物質やその検出系の

特徴に基づくものであろう ．

b.細胞内抑制作用（生物的抗変異原作用）

(1)代謝の修飾

B[a]Pや AFBi, 2 AF, コールタールのメタノール抽

出物によ って誘発されるサルモネラ TA100および

TA98のラ ット肝ミクロソーム活性化系存在下での復

帰突然変巽に対して， GTCは抑制作用を示した (Wang

et al., 1988). PAHや AFB1のような前がん原物質が，

その変異原活性や発がん作用を現すには，チトクローム

P-450に依存性の酵素による代謝活性化を必要とする．

高い反応性をもつ電子親和性のある代謝産物は，その変

異原性や発がん性を発揮するために，標的組織の中でタ

ンパク質や DNAのような高分子物質と結合することが

知られている．この実験では GTCは肝臓および表皮の

ミクロソーム中のアリル・カーボンヒドロキシラーゼ

(AHH)活性を阻害することがわかった．さ らにGTCは

『H]B[a]Pがこれら組織酵素を介して DNAと結合す

るのを阻害した．これらの結果は GTCの抗変異原活性

の一部は， PAHのチトクローム P-450依存性の代謝活

性化の阻害に関係しており， GTCがPAH-DNA結合を

阻害するものと考えられる．

カテキンは NADPH-チトクローム C還元酵索の競合

的阻害物質である (Steeleet al., 1985). Apostolides et 

al. (1996)によ って示されたように， S9分画を含むサル

モネラの TA98検出系で，紅荼および緑茶の抽出物やポ

リフェノールによる PhIPの変異原性の抑制は， Steek

et al. (1985)によ って報告された変異原性の抑制と類似

している． というのは紅茶も緑荼もカテキン類やカテキ

ン化合物を含んでいて，緑茶から精製した化合物 S9酵

素を阻害することが示されたからである．緑茶の水抽出

物は， ヒトが茶を飲む際と同じ方法で調整される．すな

わち，緑茶の葉（10g)に熱湯(400ml)を加え 10分間放置

して，濾過して 2.5%(w/v)の煎じ物が得られる．これは

サルモネラの TA98で， S9活性化したヘテロサイクリ

ックアミンや IQ,Glu-P-1の変異原性を著し く，また濃

度に依存して減少する (Bu-Abbaset al., 1994). また，

緑茶抽出物は S9活性化PAHや B[a]P, DMBAの変

異原性に対しても抑制作用がある．ニトロソピペリジン

およびニトロソピロリジンという 2つのニトロソアミン

の変異原性も S9分画を加えた活性化系で，茶の水抽出

Table 1 Mechanisms of antimutagenesis and anticarcinogenesis by tea polyphenols 

Classification Tea polyphenols 
Mechanisms of 
carcinogenesis 

References 

1. Inhibition of mutagens and Tea extract 
carcinogens acting extracellularly 
(Desmutagenesis) 

2. Inhibitions of mutagens and 
carcinogens acting intracellularly 
(Bio-antimutagenesis) 

2.1. Modulation of metabolism GTP 
2.1.1. Inhibition of the 
activation of 
promutagens 

Cytochrome P 
Ca tech ins 

Green tea 
extract 

2.1.2 Induction of the Tea 
detoxifying mechanism 

EC, EGC 
ECG,EGCG 

2.1.3 Detoxification by Tea 
alteration of metabolic 
enzymes 

2.2. Blocking or suppression 
2.2」.Blockingof reactive ECG, EGCG 
molecules 

2.2.2. Scavenging of C, EC., ECG, 
reactive oxygen EGCG 
species 

Theaflavins 

Green tea 
and black 
tea po]yphenols 
EC, EGC, ECG, 
EGCG 

2.3. Modulation of DNA 
replication or repair 

2.3.1. Increasing of the EGCG 
fidelty of DNA 
replication 

2.3.1. Favoring of the ECG, EGC, 
epair of EGCG 
DNA damage 

3. Inhibition by acting on EGCG 
initiated or neoplastic 
cells 

4. Inhibition of invasion and Catechins 
metastasis and TF 

Green tea 
infusion 

EGCG 

5. Induction of apoptosis EGC, EGCG 

Interaction Jain et al. (1989) 
with MNNG 

Inhibition of Wang et al. (1988) 
cytochrome P-
450-dependent 
metabolic activation 

Inhibition of Steele et al. (1985) 
the S9 enzymes 
Interaction Bu-Abbas et. al. (1994) 
with promutagens 
Induction of Prestera et al. (1993) 
glutathione 
Induction Matsumoto et al. (1996) 
of phase II 
enzymes 
Reduction of W eisburger et al. (1997) 
cytochrome 
P-450 and 
increase m 
phase II 
enzymes 

Blocking or Kuroda (1996) 
suppression 
Reduction of Ebata et al. (1998) 
hydroxyl 
radicals 
Inhibition Shiraki et al. (1994) 
of DNA 
cleavage 
Antioxidant Ya mane et al. (1996) 
activities 

Inhibition Matsumoto et al. (1996) 
of catalytic 
cytohrome 
P450 

Interction Kada et al. (1985) 
with DNA 
polymerase III 
Influence on Shimoi et al. (1986) 
the excision-
repair system 
Inhibition Yoshizawa et al. (1987) 
of tumor Fujita et al. (1989) 
promotion Fujiki et al. (1990) 
Inhibition Sazuka et al. (1997) 
of matrix 
enzymes 
Inhibition lsemura et al. (1997) 
of matrix 
enzymes 
Inhibition J ankun et al. (1997b) 
of urokinase 
Induction Hibasami et al. (1996) 
of DNA 
fragmentation 
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物によって著しく抑制される．また， 2AFや 2AAのよ

うな前変異康物質は荼の抽出物によってその変異性は抑

制される．直接作用する変異原物質 9AAや MNNGの

変異原性も，また緑荼抽出物によって抑制されるが，そ

の作用は間接作用の変異原に比べると作用は弱い．

Bu-Abbas et al. (1994)は，緑茶抽出物がメトキシレゾ

ルフィンやエトキシレゾルフィン，ペイントキシレゾル

フィンの〇脱アルキル化に著しい濃度依存性の減少を

起させることを見出した． NADPH依存性のチトクロー

ムCの減少に対する固様な抑制作用も報告している．彼

らは緑茶の水抽出物は，種々の重要な食品や環境中の変

異原に対して強い抗変異原性をもっていることを結論づ

けた．そして 2つの機構が，これに関与することを示唆

した．第一の機構は種々の前変異原物質の反応性遺伝毒

性物質と茶の水抽出物中に存在する親核性物質との間の

直接の相互作用である．第二のさらに重要な機構として

は，前変巽原物質のチトクローム P-450依存性生物活性

化の阻害作用である．チトクローム P-450活性の阻害は

少なくとも一部は，NADPHからチトクロームヘの電子

の流れの損耗によるかも知れない．

茶の飲用はラット肝の有害物質代謝酵素の活性を上昇

させる．位相 Iおよび位相IIの両方の酵素は，紅荼また

は緑茶の煎じた液を 6週間ラットに与えることによって

誘導される (Sohnet al., 1994).茶を飲むことによって

グルタチオンのレベルを上昇させ(Presteraet al., 

1993），発がん物質の反応活性物質の解毒を効果的に起さ

せる．荼の抗がん作用については，他の生物化学的な機

構も考えられていて，たとえばDNA修復の誘導や活性

化された発がん物質との結合などである (Steeleet al., 

1985 ; Hayatsu et al., 1992 ; Yang and Wang, 1993). 

普通の荼の摂取(1日に 5杯または約 11gの茶の抽出物

摂取）は容易であり，ある種のヒトのがんの危険性を減少

させる有効な方法である (Apostolideset al., 1996). 

ラットの肝がんに対するカテキンや緑茶抽出物，ウー

ロン荼抽出物の抑制作用について， EC,EGC, ECG, 

EGCGや他の荼抽出物(0.05%または 0.1%)の抑制作

用については，肝臓の前悪性腫瘍のグルタチオンS転移

酵素の胎盤型(GSTP)陽性フォーカスの数や大きさを有

意に減少させることが示されている (Matsumotoet al., 

1996).この研究では，いくつかの抑制機構が提出されて

いる．第一はラット肝臓では 8ーヒトロキシグアニンの形

成と GSTP陽性フォーカスとの間に相関関係があるこ

と(Katoet al., 1996), 茶のカテキンは強い抗酸化作用

があること (Matsuzakiand Hara, 1985 ; Nanjo et al., 

1993).したがって，荼のカテキン類の抑制作用はその抗

酸化作用に関連があることである．第二は緑茶のカテキ

ン類はラット肝臓でGlu-P-1によって誘発される

GSTP陽性フォーカスを減少させるが， NDMAで誘導

されるフォーカスの形成には影響かないことが報告され
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ている． したがって荼の抑制作用は位相 IおよびIIの酵

素の修復か関連していて，茶カテキン顆が直接GSTP陽

性フォーカスの成長を抑制するものでないと考えてい

る．茶のカテキン類はチトクローム P-450の浴媒作用を

阻害し（Wanget al., 1988),位相IIの解毒酵素を誘導す

る(Kahanet al., 1992).このようにして DENや PBに

よって誘導される肝臓の前悪性腫瘍の傷害はカテキン類

による代謝酵素の修飾に関係していると考えられる．

DMBAやAOMのようなある種の発がん物質は，生

化学的な活性化を必要とする．茶は乳腺がんの誘発を抑

制し， DMBAやAOMによ って誘発された大腸の嬰常

クリプトのフォーカス形成を抑制する (Weisburger et 

al., 1997). AOMでの実験は茶の溶液が発がん物質投与

の間与えられた．長期間にわたる荼の飲用は，ある代謝

酵素を変化させ， とくにチトクローム P-450のlAlや

1 A 2, 2 B 1を誘導するが，他のチトクローム P-450アイ

ソザイムには影響を与えない(Katiyarand Mukutar, 

1996 ; Sohn et al., 1994). DMBAの反応性のある親電

子体かチトクローム P-450の lAlによ って一部生成さ

れるが，これらはグルクロニル転移酵素によって解毒さ

れる． したがって，荼の効果はこのような肝臓酵素の変

化によって説明される．

(2)遮断(blocking)と抑制(suppression)

哺乳類細胞の培養系では， ECGおよびEGCGはチャ

イニーズハムスターの V79細胞で4NQOによ って誘

発される 6TG抵抗性の突然変異を抑制した．このカテ

キン類による抗変異原性はカテキン類を 4NQOを作用

させた後に処理した場合にのみ示され， 4NQOとカテキ

ン類を同時処理した場合には抑制作用が示されなかった

(Kuroda, 1996). 

このことは，カテキン類の抗変異原性が細胞内で生物

学的抗変異原性をもつ遮断因子または抑制因子と して働

いていることを示唆している．これらのカテキン頚は

EMSによって誘発される突然変異に対しては生物的抗

変異原活性を示さない． 4NQOは紫外線に類似する物質

として知られており，この結果は大腸菌 B/rWP2で紫

外線誘発の突然変異に対して ECGおよびEGCGが抗

変異原性をもつという結果と一致している．

CやGC,EC, ECG, EGCGなどの緑荼のカテキン類

は， S9を加えたサルモネラ TA100を用いて， NDMA

誘発の突然変異を抑制した(Ebataet al., 1998). カテコ

ール型およびガレート型のカテキン類による NDMA誘

発の突然変巽の抑制は約 30％および 100％であった．

550 mV以下の酸化される電位におけるこれらカ テキン

類の転移される電子の数は，カテコール型のカテキン類

では約 2個程度であり，ガレート型のカテキン類につい

ては 5個程度である．これらの結果から NDMA誘発の

突然変異に対するカテキン頷の抑制作用は，カテキン顆

によって生じた水酸化ラジカルの還元によって惹起され

ることを示している．

紅荼のカテキンである TF類については，これらが過

酸化水素によって誘発される DNA単鎮切断や突然変巽

の生成を抑制することが示されている (Shirakiet al., 

1994). TF類は，赤血球膜ゴーストとミクロソーム系に

おいて，試験管内脂質の過酸化を抑制する．植物のカテ

キン類は Cu2十の存在下で，DNA鎖切断を誘導する

(Yamada et al., 1985).生き た細胞中の金属イオンの盟

を考えると，ヘモタンパク質中の Fe2十のようなタンパク

結合型の金属イオンは， H202からの活性種の形成に対

して，触媒作用があると考えられる．最近H心 2とチトク

ロームCの組合わせで，脂質の過酸化や DNA類の切断

が誘発されることが見出されている (Radiet al., 1991, 

Nakayama et al., 1993 a). TF類はチトクロームCの

存在下で H202によって誘発される DNA切断を抑制す

るので， TF類が細胞内で抗酸化物質として働いている

ことが期待される．

TF顆の中で， TFDGは2個のガレート基をもち，赤

血球ゴーストの系で強い抗酸化作用を示す． TFはガリ

ック酸をもたないで， ミクロソーム系や H202によって

生じる DNA切断に弱い抑制作用しかもたない．これら

の結果から，ガレート基は TF類が抗酸化作用や抗変巽

原作用を発現するのに重要なものであって，ラジカルの

除去に働いているものと考えられる．

多くの研究室での研究で，緑荼および紅荼のカテキン

類が種々のがんに対して抑制作用をもつことが示され

た． Fisherラットにおけるアゾキシメタンによ って誘発

された大腸がんの発生に関して，発かん物質の皮下投与

1週間後に， 0.01％または 0.1％の緑荼を飲み水に加え

て10週間与えた場合に，がんの発 生を 抑制した

(Yamane et al., 1991). しかし，他の研究では 1％緑荼

ポリフェノールの投与で，ラ ットの大腸がんの発生を抑

制しなかったOtoet el., 1992). 胃に緑荼浸出液を与え
ると C57BLのマウスの大腸クリプト細胞で， DMH(20

μg/kg)による小核やアポト ーシスの形成に対して顕著

な抑制効果があった(Zaoet al., 1992). 胃の環流によ っ

て緑茶のカテキン類を与えたマウスでは， DMHによる

がんの数や大きさは著しく減少した(Pingzhanget al., 

1994）．緑茶のカテキン類を与えたマウスの過酸化酵素デ

スミュターゼ(SOD)の活性は， DMHで処理したマウス

よりもずっと高い．これらの結果は，マウスにおける緑

茶のカテキンによる発がんの抑制は，緑茶のカテキンの

抗酸化作用によるものであることを示している．緑茶の

抗酸化作用をもつ成分は細胞の遊離第 2鉄および第 1鉄

イオンのレベルを減少させ，反応性のある酵素ラジカル

の発生を抑え，過酸化陰イオンラジカルや水酸化ラジカ

ルを除去し，脂質の過酸化連鎖反応を阻止する（Liuand 

Castonguay, 1991 ; Bhiman and Frenkel, 1991), さ

らに緑茶のカテキン類はニトロサミン反応に対しても抑

制作用があり (Bhimanand Frenkel, 1991）， 最終発が

ん物質を補足し(Knanet al., 1988),細胞増殖に関連す

る諸活性を抑制する (Ruchet al., 1989). 

(3) DNAの修飾

種々の抗変巽原や抗発がん物質の中で，変異原物質が

標的細胞の表面に達する前に作用する物質がある．この

ような化学物質は変異原に対して細胞外で作用する物質

として Kadaet al. (1982)によ って “Desmu tagen"（消

変異原）と名付けられた．これに対して細胞内で作用する

その他の化学物質は “Bioantim u tagen"（生物的抗変異

原）と呼ばれる．野菜類に含まれる Lアスコルビン酸（ビ

タミンC）や a-トコフェロール（ビタミンE），植物繊維

などは消変異原作用がある．これまでに発表された論文

に記載された荼のカテキン類の多くの抗変巽原活性や抗

発がん作用は，生物的抗変異原作用が多い．

枯草菌 methis mut-1のNIG1125系統で， EGCGに

よって自然突然変巽が減少するが，これは変化した

DNA合成酵素IIIなどエラーをもつ DNA複製機能が

EGCGによ って 抑制されることによるものである

(Kada et al., 1985). EGCGはDNA複製の忠実度に関

する経路に作用すると考えられる．カテキン類はタンパ

ク質と親和性をも っているので， EGCGがDNA合成酵

素IIIと特別に相互作用して， DNA複製の忠実度の改善

に作用していることも考えられ興味深い．

Shimoi et al. (1986)の実験では，大腸菌 B/rWP2で

ガリ ック酸や，ECG,EGCおよびEGCGか紫外線C

(254 nm)誘発の突然変異を減少させた．ピロガロール基

をもつこれらの化合物は紫外線AB(295-400 nm)誘発

の突然変奥に対しても有効であるが， MNNG誘発の突

然変異に対してはほとんど効果がない．この生物的抗変

異原性は， DNA切り出し修復欠損系統WP2sおよび

ZA 159系統ではみられない．これらの結果から，ピロガ

ロール基をもつカテキン類は大腸菌 B/rの切り出し修

復系に作用していると思われる．

SKH-1マウスに緑茶を飲ませると， UVBで誘発され

る皮盾かんの誘発頻度とがん容積か有意に減少する

(Liu et al., 1998). この UVBで誘発された皮膚がん細

胞を集めて，がん抑制遺伝了p53に生じた突然変異をし

らべるために， PCRによって増幅したp53遺伝子のエ

クソン 5-8について，単鎖構造の多型および直接の塩

基配列がしらべられている．この結果UVBを照射して

緑荼を飲ませたマウスに生じたがんは， UVB照射だけ

のマウスのがんと比較して，p53の遺伝子について異な

ったエクソン内の突然変異分布をしていることがわかっ

た．緑荼カテキンと紅荼TFは，肺がん LL2-Lu 3細胞

の浸潤を抑制する (Sazukaet al., 1997). LL 2-Lu 3細

胞は，基質メタロタンパク分解酵素(MMPs)を生産す

る．これは MMP-2およびMMP-9を含み，がん細胞の

浸潤や転移に関与すると考えられる．これらの基質メタ
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I 

ロタンパク分解酵素のIV型コラゲナーゼ活性は，茶カテ

キン類の EGCGやTFによ って抑制されるが， （＋）ーカ

テキンによ っては抑制されなかった．このことはこのよ

うながん細胞の浸潤と コラーゲナーゼの阻害とは，関連

していることを示唆している．

C．転移の抑制

ガレート基のない TFによる細胞浸潤やコラーゲナー

ゼ活性の抑制は興味深い．おそら <, EGCGおよびTF

はフェノール水酸基と同様な立体構造をも っていると考

えられる．

マウスの肺がん LL2-Lu 3細胞の invitro浸潤およ

び invivoの転移に対して，緑茶の煎じたものは自然転

移系において，がん細胞の肺コロニーの数を減少させた

Osemura et al., 1997).この研究では，抑制効果は緑荼

の煎じたものや，ガレー ト基を含むカテキン顆でのみ示

され，活性と抑制作用との関係を示唆する．TFDGやテ

トラガロイルグルコースのようなガレート基を含む他の

化合物もまた LL2-Lu 3細胞の浸潤に対する阻害作用

を示した．フェノールアルコールの集合によ ってできた

立体構造が，この抑制作用に関与するのかも知れない．

これらの化合物は LL2-Lu 3細胞のコラーゲナーゼに

対して抑制作用を示すので， 浸潤の抑制はこれらコラー

ゲナーゼの阻害の結果生ずるのかも知れない．親和性ク

ロマト グラフの結果， EGCGとコラーゲナーゼとの直接

結合が，この酵素の不活性化を惹起する ことを示唆して

いる．EGCGによるがん細胞の浸潤の阻害についての同

様な機構が考えられる(Jankunet al., 1997 a).がん細

胞の侵潤を誘導し，転移を起すように働くタンパク質分

解酵素の 1つはウロキナーゼであ った(Jankun et al., 

1997 b). 

d.新しい機能の誘発

新しい作用機構をもつ抗発がん性物質として，がん細

胞のアポ トーシス死を誘導するいくつかの抗がん物質が

報告されている．イソフラポン(Yanagiharaet al., 

1993)や， エ ーテル結合グリセ ロフォスホリピド

(Piomede et al., 1994),エネディン抗がん抗生物質C

1027 (Jiang et al., 1995), スリ ・ダックサルファイドや

サルフォン(Piazzaet al., 1995)のような抗がん性物質

の投与が，がん細胞のアポ トーシスによる死を惹起する．

Hibasami et al. (1996)は，EGCおよび EGCGが0.1

mMおよび0.3mMの濃度で， ヒトのリンパ性白血病

Molt 4 B細胞の増殖を完全に抑制 し， ECおよびECG

はこの細胞の増殖を抑制するのにはより高濃度が必要で

あることを報告している．アポ トーシスによ って生じた

DNAの断片化は， EGCおよびEGCGによ って誘導さ

れるが， ECおよび ECGによ っては誘導されなかった．

これらの研究で健康で正常な細胞に変化を起すことな

く，がん細胞にアポトーシスを誘導するという戦略が，

新しい治療技術の将米の発展に向かっての主なゴールで
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あることを示唆している．

3.茶カテキン類の将来展望

緑茶およびその成分であるカテキン類は強力な抗酸化

作用があり，これが過酸化物や水酸化ラジカルを減少さ

せる．茶のカテキン顆の抗変異原性や抗発がん作用は大

部分はその抗酸化性によるものであり，これが細胞外で

活性のある発がん物質を不活性化 し，活性のない発がん

物質の活性化を抑制（i肖変異原性），細胞内ではある酵索

の活性を上昇させ，チ トクローム P-450を誘発し，結果

として発がん物質の活性を抑制する．

荼カテキン顆が原変異原物質の活性化を抑制したり，

変異原や発がん物質を不活性化 したり，反応性分子を遮

断したり，除去 したり， DNAの複製や修復を修飾した

り，プロモーションを阻害 したり ，がん細胞の浸潤や転

移を阻害 したりする機構については次第に明らかになり

つつある． しかしこのような機構の多くのものはまだ示

唆または推測の段階のものも多い．茶カテキン類の作用

機構についての直接因果関係の証拠が明らかになること

が望まれる．

実験動物を使った茶のポリフェノール類の抗変異原性

についての実験で，茶のカテキンの摂取が種々の臓器や

組織におけるがんの発生を抑制した． しかし，種々の臓

器や組織におけるカテキンの分布や，その移動，排泄な

どについてはまだ明らかでない．

Hackett et al. (1983)は， 3人のボランテアの人達に 2

gの（＋） ［14c]カテキンを摂取させ，その血液および尿

中の代謝的変化をしらべた．標識したカテキンの約 55% 

は，摂取後2時間以内に尿中に排泄された．尿中の代謝

産物は（＋）ーカテ キンと 3'-0ーメチル（＋）ーカテキンのグ

ルク ロン酸および硫酸抱合体であった．これらの代謝産

物は摂取したカテキンの約 3/4であった．

Matsumoto et al. (1991)は，ラ ットを使って胃や小

腸，大腸のような消化管の中のカテキンの動向をし らペ

るために，臓器や組織に吸収された茶カテキンの量をし

らべた．経日摂取した EGCGは胃から小腸へは数時間で

移動し，大腸へは8時間後に移った．糞便中のカテキン

蘭は次第に増加 した．カテキンのある部分は腸内細菌に

よって代謝され，カテキンの約 20％は消化器官によ って

吸収されると思われる．動物や人間での生体内の種々の

臓器や組織中の荼のカテキンの変化についてのこのよう

な研究は非常に重要である．

茶カテキン類の抗変巽原性および抗発がん性に関する

多くの情報が，緑茶カテキンの疫学的調査や実験的な研

究から得られている． しかし，欧米諸国では紅荼が茶の

主な摂取形態である．紅茶の成分の化学や生物学的活性

はまだ十分に理解されていない．紅茶の TFについての

いくつかの結果は，本論文でも一部取り上げている．将

米， もっと紅茶のカテキン類の作用について）ム範な研究

-

が必要であろう ．

荼カテキン類の有益な作用についてのさらに確実で決

定的な解答が，人間の集団を用いた研究か ら得られるべ

きである．茶のカテキン類による抗変異原性と抗発がん

性の機構は， 異なったがんや，異なった集団などによ っ

て相違するので，茶の摂取が選定された状態においての

み，発がんに対する影郭を評価することが重要と思われ

る． したがって，イヌや哺乳動物を使った実験や，限ら

れた人間の集団についての臨床実験が，正確な定量的，

定性的技術を使って将米必要であろうと思われる．

この総説では， 主として茶のポリフェノールの抗変異

原性および抗発がん性について述べたが，荼のカテキン

粗抽出物は，その他ヒト の健康に有益な多くの機能をも

っている．たとえば，血圧上昇の抑制（谷口 ら，1988),

血糖値の降下（田中・ 岡村，1989), コレステ ロール値や

脂質の上昇抑制(Muramatsuet al., 1986 ;福与 ら，

1986)などである．またヒ トの高血圧のモデル動物である

本態性高血圧ラ ット(SHR)で茶の粗カテキンを飲ませ

ると，アンギオテンシン I転換酵素を阻害することによ

って，血圧の上昇を抑制した（原ら，1987;岩田ら，1987).

また，粗カテキンは SHRラットで脳溢血による死亡を

抑制した（原 ・外岡，1990). カテキンの粗抽出物は，澱

粉や庶糖を与えてブドウ糖値を上昇させた雄の Wistar

ラットの血圧上昇を抑制した．カテキンによるこのブド

ウ糖やインスリン値の降下は，消化管における a — アミ

ラーゼやシュクラーゼの阻害によるものである (Matsu-

moto et al., 1993). 

茶カテキンは食中毒細菌や植物病原性細菌（原 • 石上，

1980 ; Fukai et al., 1991),虫歯菌(Hattoriet al., 1990) 

などに対して抗雨性があり ，EGCGや TFなどのカテキ

ン類は，インフルエンザウイルスの細胞への吸着を阻止

して感染を防ぐ (Nakayamaet al., 1990, 1993).このこ

とは茶がインフルエンザウイルスの細胞への吸着の有用

な予防効果をもつことを示している．緑荼のカテキン，

ECG, EGCG, TF, TFA, TFB, TFDGは， ヒト免疫

不全ウイルス (HIV)に対して，細胞の DNA,RNA合成

酵索には影響 しないでウイルスの逆転写活性を強く 抑制

することが示されている (Nakaneet al., 1993). 

茶のカテキン類は水によく溶け，その粗抽出物は種々

の食品や飲料に組込むことができる．荼のカテキン類を

含む種々の食品や飲料は， 人間の健康にと って，がんへ

の危険度を低下させ，種々の正常機能を保持し，健全な

生理状態を維持するのに有用であると思われる．
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Excision-repair activity of green tea extracts in 4NQO-
induced mutations of cultured Chinese hamster V79 cells 
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Summary 

Hot-water extracts of green tea (Camellia sinensis) were examind for their 
antimutagenic actions on 6-thioguanin (6TG)-resistant mutations (HGPRT-) induced by 

4-nitroquinoline 1-oxide (4NQO) and ethyl methanesulfonate (EMS) in cultured Chinese 
hamster V79 cells. Green tea extracts (Polyphenons) reduced 4NQO-induced 6TG-resistant 

mutations to about one third or a half, when cells were post-treated with the green tea 

extracts after 4NQO treatment in the mutation expression time. 

On the other hand, the extracts were not effective in reducing EMS-induced mutations. 

Further studies were carried out to examine the effect of green tea extracts on 4NQ。
induced DNA strand breaks in the excision repair process by using the fluorometric 

analysis of DNA unwinding (FADU) methods. The amount of DNA strand breaks in V79 

cells, increased by treatment with 4NQO in incubation of cells in arabinofuranosyl cytosin 

and hydroxyurea (araC-HU) medium. The repair of DNA strand breaks was found when 
cells were incubated in araC-HU medium containing green tea extract after 4NQO expo-

sure. These results indicate that the green tea extracts (possibly catechins) stimulated the 

repair process of nucleotide excision by removing the DNA adducts produced by 4NQO, 
and reduced the frequency of 6TG-resistant mutations in V79 cells. 

Keywords : excision-repair activity, antimutagenicity, green tea extracts, Chinese 

hamster V79 cells 

Introduction 

It has been found by way of various test systems 
that many chemicals present in our environment 

have mutagenic activity. On the other hand, it has 

been shown that many plants contain some compo-

nents with strong antimutagenic and anticar-

cinogenic activity. The first demonstration of the 
antimutagenic activity of vegetables was made by 

Kada et al. (1978) by using the histidine reversion 

test with Ame's strain of Salmonella typhimurium 

TA98 strain with metabolic activation of liver 

homogenate (S9) obtained from polychlorinated 

biphenyl (PCB)-treated rats. They found that some 
vegetables reduced markedly the frequency of 

reverse mutations induced by tryptophan pyrolysate 

(Trp-P). 
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Most of the antimutagenicity studies on tea poly-

phenols have been carried out by microbial test 

systems using S. typhimurium, Bacillus subtilis and 

Escherichia coli. Recently, the antimutagenic activ-

ity of tea polyphenols against 4NQO was reported in 

cultured Chinese hamster cells (Kuroda, 1996). The 
antimutagenic and anticarcinogenic activity of tea 

polyphenols has been extensively investigated in 

epidemiological studies, short-term mutagenicity 

tests, and experimental animals (Reviews : Yang 

and Wang, 1993 ; Katiyar and Mukhtar, 1996 ; Kur-

oda and Hara, 1999). The cultured mammalian cell 
systems may be more useful and advantageous for 
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Table 1 Components of hot-water extracts of green tea (polyphenons) 

Percentage of components (%) 
Components 

Polyphenon G Polyphenon 30 Polyphenon 60 

(-)-epigallocatechin (EGC) 
(-)-epicatechin (EC) 
(-)-epigallocatechin gallate (EGCg) 
(-)-epicatechin gallate (ECg) 
Total Polyphenols 
Caffeine 

the evaluation of carcinogenicity of chemicals which 

are non-mutagenic in microbial systems, since the 

mutagenicities of some carcinogens, which are not 

detected by microbial systems can be detected by 

cultured mammalian cell systems. Furthermore 

treatment times with mutagens and antimutagens 

may be strictly controlled, providing some useful 

informations for understanding the mechanisms of 

an tim u tagenesis. 

In the present study, the antimutagenic activity of 

the hot-water extracts of green tea on 6TG-resistant 

mutations induced by 4NQO, a chemical producing 

DNA-adducts, and EMS, an alkylating agent, was 

examined using cultured Chinese hamster V79 cells. 

Further studies also were carried out to elucidate 

the mechanisms of antimutagenesis of hot-water 

extracts of green tea by using the fluorometric analy-

sis of DNA unwinding (FADU) method (Birnboim 

and Jevcak, 1981 ; Matsuda et al., 1993) to deter-

mine 4NQO-induced DNA strand breaks. 

Materials and Methods 

1. Cells and culture 

The cells were cloned from a single cell colony of 

the original V79 strain and maintained in Eagle's 

minimum essential medium (MEM : Nissui Seiyaku 

Co., Tokyo) supplemented with 10% fetal bovine 

serum (CSL Limited, Australia) in 60-mm petri 

dishes (Sumilon MS-11600, Sumitomo Bakelite Co., 

Tokyo) under a controlled atomosphere of 5% CO2 

and 95% air at 38℃.The cells were mycoplasma 

free, gave a colony-forming ability of more than 80% 

under the above culture conditions. 

The cells are grown in a large mass, distributed in 

many small ampules, and frozen at -80℃.Before 

use, cells are thawed to 38℃,suspended in fresh 

medium and cultured in HAT medium (10―4M 

hypoxanthine, 4 x 10-1 M amethopterine and 1.6 x 

l炉 M thymidine) at 38℃for 24 h, to remove the 

pre-existing hypoxanthine-guanine-

phosphorybosyl-transferase (HGPRT) deficient 

(6TG-resistant) cells in the population. The cells at 

exponential growth phase in monolayer were dis-
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sociated by treatment with 0.25% trypsin (Difeo, 

Detroit, MI, 1 : 250) solution, and centrifuged at 

1,500 rpm for 2 min. The cells were resuspended in 

the culture medium and used for experiments. 

2. Chemicals 
The chemicals used for inducing mutations were 

4NQO and EMS (Wako Pure Chem. Ind., Osaka). 

The extracts of green tea were pruduced in Food 

Research Inst. Mitsui Norin Co., Shizuoka, and used 
to examine the inhibitory effect on mutations in-

duced by above two chemicals. Polyphenon G, 

Polyphenon 30, and Polyphenon 60, which are dif-

ferent extracts by hot-water, filtration, and conden-

sation, respectively, of green tea. Therefore, Poly-

phenon G contains the similar components of boil-

ing water in which green tea leaves are decocted and 

used for usual drinking, Polyphenon 30 is a filtrate 

of Polyphenon G, and Polyphenon 60 is condensed 

to contain more than 60% of total polyphenols. 

Table 1 shows the amounts of each polyphenols, 
(-)-epigallocatechin (EGC), (-) -epicatechin (EC), 

(-)-epigallocatechin gallate (EGCg) and (-)-

epicatechin gallate (ECg) contained in these Poly-

phenons. 6TG (Wako Pure Chem. Ind., Osaka) was 

used for selecting 6TG-resistant mutant colonies. 

The solutions dossolving these chemicals were steril-

ized by filtration through a millipore filter with 0.45 

μm pore size, diluted, and used for treatments of 

cells at various concentrations. 

The amount of single-strand breaks in DNA 

produced by 4NQO was determined using the 

FADU method, in which cells were exposed to 

4NQO, followed by incubation in araC-HU medium, 

MEM medium containing 10% serum, 10 x 10―6M 

arabinofuranosyl cytosin (AraC ; Wako Pure Chem. 

Ind., Osaka) and 2 x 10―3 M hydroxyurea (HU ; 

Sigma Chem. Co., USA) (Dunn and Regan, 1979 ; 

Snyder et al., 1981). 

Compositions of solutions used for the FADU 

method were as follows (Matsuda et al., 1993). 

Solution A : 9 M urea (Nacalai Tesque, Inc., 
Kyoto), 10―2 M NaOH, 2.5 X 10―3 M 

cyclohexanediamine-tetraacetate, and 0.1% SDS. 

Solution B : diluent of solution A in 0.2 N NaOH at 

the ratio of volume 8.5 : 11.5. Solution C : 1 M glu-

cose, 14 x 10―4 M mercaptoethanol (these chemicals 

were purchased from Wako Pure Chem. Ind., 

Osaka). Solution D : 2 μg/ml ethidium bromide 

(Sigma Chem. Co., USA) and 13 x 1忙 M NaOH. 

3. Cytotoxicity assay 
The cytotoxicity effect of chemicals was examined 

by determining the colony-forming ability of cells, as 

described previously (Kuroda et al., 1985). 

The inocula of 3 x 102 cells in 5 ml of normal 

medium in three 60-mm petri dishes were incubated 

at 38℃for 24 h. The cells were rinsed 2 times with 

Hanks'salt solution (Nissui Seiyaku Co., Tokyo) 

and treated with mutagens (4NQO or EMS) at 

various concentrations at 38℃for 3 h in the presence 

or absence of green tea extracts (Polyphenons). The 

cells were then rinsed 2 times with Hanks'salt 

solution, and incubated in normal medium. In addi-

tional experiments, cells were incubated for 24 h in 

normal medium, rinsed 2 times with Hanks'salt 

solution, treated with mutagens for 3 h and incubat-

ed in normal medium with Polyphenons at 38℃for 

6 days. 
The colonies formed were fixed in absolute meth-

yl alcohol and stained with May-Grunwald Giemsa 

and Giemsa (Merck, Darmstadt). The number of 
colonies containing more than 50 cells was scored 

under a binocular microscope. And the colony-

forming ability was calculated from the average 

number of colonies formed as a percentage of the 
number of cells initially inoculated. The effects of 

chemicals on cell survival are expressed as surviving 

fractions of the colony-forming ability of untreated 

control cultures. 

4. Mutagenicity assay 
The activities of mutagens (4NQO or EMS) and 

antimutagens (green tea extracts) were determined 

by the replating method (Chu and Malling, 1968 ; 

Fox, 1975 ; Kuroda et al., 1985). 

The inocula of 2 x 105 cells in 10 ml of normal 

medium in 90-mm petri dishes (Sumilon MS-13900, 

umitomo Bakelite Co., Ltd) were incubated at 38℃ 

for 24 h, rinsed 2 times with Hanks'salt solution, 

and treated with mutagens with or without Poly-

Phenons. The cells are again rinsed 2 times with 

Hanks'salt solution and incubated in normal 

medium or medium with Polyphenons at 38℃for an 

expression time of 6 days. Then the cells were 

dissociated by treatment with 0.25% trypsin solu-

tion, centrifuged, and 2 x 105 cells were rep lated each 

in five 90-mm petri dishes in medium containing 1 

μg/ml 6TG and incubated at 38℃ for 10 days. 

In parallel experiments, inocula of 3 x 102 cells 

each in three 60-mm dishes were incubated in nor-

mal medium. After incubation for 6 days, the col-

onies formed were fixed, stained and scored. The 

observed numbers of 6TG-resistant mutant colonies 

were corrected for the decrease in the colony-

forming ability of replated cells in normal medium. 

The number of induced mutants was calculated by 

subtracting the number of colonies in untreated 

control cultures from those in treated cultures. The 

induced mutation frequency was expressed as the 

number of induced mutants per 105 colony-forming 

cells. 

5. Fluorometric analysis of DNA unwinding 
(FADU) 

The fluorescent dye, ethidium bromide, binds 

selectively to double-stranded DNA in the presence 

of single-stranded DNA, when short duplex region 

in "single-stranded" DNA molecules are destabilized 

by alkali (Morgan et al., 1975). The FADU method 

used under this condition may be applicable to 

crude extracts of mammalian cells. Under this con-

dition, the dye would show fluorescent enhance-

ment preferentially with double-stranded DNA with 

little interference by RNA and other cell compo-
nents or single-stranded DNA. 

The inocula of 1.1 x 106 cells in 10 ml of normal 

medium in 90-mm petri dishes were incubated at 

38℃ for 24 h, rinsed 2 times with Hanks'salt solu-

tion, and treated with mutagens. The procedure 

was the same as described in the cytotoxicity assay. 

After treatment with mutagen, the cells were again 

rinsed 2 times with Hanks'salt solution and in-

cubated for 3 h in araC-HU medium with or without 

tea extract. The accumulation of DNA single-strand 

breaks produced by 4NQO were detected by using 

this method followed by incubation in araC-HU 

medium (Dunn and Regan, 1979 ; Snyder et al., 

1981). Then the cells were dissociated by treatment 

with 0.25% trypsin solution, centrifuged, and 

suspended in 1.5 ml of Dulbecco's phosphate buffer-

ed saline (PBS, Nissui Seiyaku Co., Tokyo). Ali-

quots of the cell suspension (0.2 ml) were distribut-

ed to disposable tubes (Corning, NY), designated T, 

P, or B containing 2 tubes in each group. 

To each tube 0.2 ml of solution A was added, and 

the tubes were holded at 0℃to allow the reaction to 

proceed for 10 min. During this time, cell lysis and 

chromatin disruption occurs. To tubes P and B, 0.2 

ml of solution B was added very gently without 

mixing, especially in tubes P. During the subsequent 
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Table 2 Effect of Polyphenon G on survival of V79 cells Table3 Effect of 4NQO on 6TG-resistant mutations in V79 cells 

Concentrations 
of Polyphenon G1 

No. of cells 
inoculated 

No. of colonies 
formed 

Aver. no. of 
colonies 

Colony-forming 
activity (%) 

Surviving 
fraction 

0
1
5
8
9
1
0
1
2
1
5
 

300 

300 

300 

300 

300 

300 

300 

300 

257,264,256 

262,267,250 

266,251,242 

110,107,109 

108,103,106 

25,34,29 

18,28,17 

0,0,0 

259 

260 

253 

109 

106 

29 

23 

゜

86.3 

86.6 

84.3 

36.2 

35.2 

9.8 

7.7 

゜

1.00 

1.00 

0.98 

0.42 

0.41 

0.11 

0.09 

゜1 Cells were treated with Polyphenon G for 6 days 
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Concentration of Polyphenons (μg/ml) 
15 

Effects of Polyphenons on survival of V79 cells.● • 
Continuous treatment with Plyphenon G for 6 days. 
□ :Continuous treatment with Polyphenon 30 for 6 
days. △ ：Continuous treatment with Polyphenon 
60 for 6 days 

incubation at 0℃for 30 min, alkali solution diffused 
into the viscous lysate to give a final pH of approxi-
mately 12.8 (measured at 23℃).In the tubes B the 

cell extract was first sonicated lightly and then 
treated with alkali solution under conditions 

producing complete unwinding of low-molecular-

weight double-stranded DNA at 50℃for 60 min. 

Denaturation was stopped by addition of 0.4 ml 

solution C. This lowered pH in the mixture to about 

11.0 (measured at 23℃).The tubes T differ from 

tubes P in the way in which solution C for neutrali-
zation was added before the alkaline solution B. 
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Concentration of 4NQO (M) 

Effect of Polyphenon G on survival of V79 cells 
treated with 4NQO. ● ：Single treatment with 
4NQO for 3 h.口：Simultaneoustreatment with 
4NQO and Polyphenon G (5μg/ml) for 3 h.△ 
Treatment with 4NQO for 3 h and post-incubation 
with Polyphenon G (5μg/ml) for 6 days 

Therefore the DNA was never exposed to denatur-

ing pH conditions. Also the lysates in tubes T and P 

were sonicated briefly to render them homogeneous 

and they in all tubes were diluted with 1.5 ml of 

solution D. Their fluorescence was read at room 

temperature by a spectrofluorometer (Model EP-

770, Japan Spectroscopic Co., Ltd., Tokyo) under 

the conditions of exciter wavelength 537 nm and 

emission wavelength 593 nm. 

The extent of DNA unwinding after a given time 

of exposure of cell extracts to alkali solution was 

calculated by the fluorescent values of tubes T, P, 

Concentrations 
of 4NQO (M)a 

No. of cells 
replatedb 

No. of 6TGr 
colonies 

Average no. of 
6TGr colonies 

Corrected 
no. of 6TGr 
coloniesc 

Induced mutation 
frequency per 105 
survivors 
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11,7,6,9,7 

3,7,3,3,5 

24,28,44,32,32 

74,85,71,70,74 

153,161,148,144,154 

° Cells were treated with 4NQO for 3h in Hanks'salt solution 
b Cells were replated after expression time of 6 days in normal medium 
c Number of 6TGr colonies were corrected by the colony-forming activity of replated cells in normal medium 
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Effect of different treatments with Polyphenon G on 
6 TG-resistant mutations induced by 4NQO in V79 
cells.口：Singletreatment with 4NQO for 3 h.■ 
Simultaneous treatment with 4NQO and Poly-
phenon G (5 μ g/ml) for 3 h.口： Treatmentwith 
4NQO for 3 h and post-incubatation with Polyphenon 
G (5 μ g/ml) for 6 days 

and B. Percent D was obtained by (P-B)-=-(T-

B) x 100 ; the use of 6 tubes permits estimation of 

percent D in a trilogy. The DNA strand breaks 

induced by 4NQO were determined by the amount 
of remaining double stranded DNA in control cells 

after subtraction of that in 4NQO-treated cells. The 
repair activity of Polyphenon was calculated from 
the amount of double stranded DNA in 4NQO-
treated cells after subtraction of those in 4NQO-and 
polyphenon-treated cells. 
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Effects of post-treatments with three Polyphenons 
G, 30 and 60 on 6TG-resistant mutations induced by 
4NQO in V79 cells．口：Singletreatment with 4NQO 
for 3 h.回： Treatmentwith 4NQO for 3 h and 
post-incubation with Polyphenon G (5 μ g/ml) for 6 
days.口： Tretmentwith 4NQO for 3 h and post-
incubation with Polyphenon 30 (5 μ g/ml) for 6 days. 
■ :Treatment with 4NQO for 3 h and post-
incubation with polyphenon 60 (2 μ g/ml) for 6 days 

Results 

The green tea extracts showed a relatively strong 

cytotoxicity at high concentrations in Chinese ham-

ster V79 cells, when cells were treated for 6 days 

continuously (Table 2). The extracts, however, did 

not induce 6TG-resistant mutations. As shown in 

Fig.I, green tea extracts, Polyphenons G, 30, and 60 

at concentrations of less than 5 μg/ml had no detect-

able effects on survival of V79 cells. In following 
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Table 4 4NQO-induced DNA strand breaks determined by Ethidium bromide binding 

Concentrations 
of 4NQO 
(M) ` 

Unwinding 
double stand 
DNA 
(tube P) 

゜7Xl0―8 10-7 
5 X 10-7 

8Xl0―7 

10―6 

0.101 

0.108 

0.115 

0.103 

0.107 

〇.105

0.070 

0.072 

〇.077

0.072 

0.075 

0.071 

0.111 

0.120 

0.130 

0.118 

0.125 

0.126 

75.6 

75.0 

71.7 

67.7 

64.0 

61.8 

0.6 

3.9 

7.9 

11.6 

13.8 

1 Rates of remaining double strand DNA 
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DNA 

5
 

10 15 20 

Fig. 5 

Concentration of Polyphenon G (μg/ml) 

Effects of Polyphenon G on the DNA strand breaks 
in V79 cells, when cells were treated with 8 x 10―8 M 
4NQO for 3 h, followed by incubation for 3 h in 
araC-HU medium with Polyphenon G 

experiments, 5 μg/ml Polyphenons G and 30, 2 μg/ 

ml Polyphenon 60 were used to examine their 

antimutagenicity against mutations induced by 

4NQO or EMS. 

The concentration of 6TG used for selecting 6TG-

resistant mutant colonies was determined by 

examining the effect of 6TG on survival of V79 cells. 

At a concentration of 1 μg/ml of 6TG, all inoculated 

cells died and did not survive. In the following 

mutagenicity assay, 1 μg/ml 6TG was used. Fig. 2 

shows the effects of Polyphenon G on 4NQO-
induced cytotoxicity in various treatments. The 50% 

lethal dose (LD叫 of4NQO was 2.4 x 10―8 M for 

single treatment with 4NQO, 3.4 x 10―8 M for simul-
taneous treatment with 4NQO and Polyphenon G. A 
little increase was observed in survival of cells post-

treated with Polyphenon G. 

As shown in Table 3 and Fig. 3, 4NQO markedly 
induced 6TG-resistant mutations in a dose-

dependent manner, Polyphenon G slightly reduced 

mutations induced by 4NQO in simultaneous treat-
ment, and markedly reduced 4NQO-induced muta-
tions in post-treatment. Induced mutation fre-

quencies in post-treatment with Polyphenon G 

reduced to about one third, compared with those in 

treatment with 4NQO alone. 

Fig. 4 shows the effects of three Polyphenons used 

in post-treatment on 4NQO-induced 6TG-resistant 

mutations. Polyphenons G and 60 reduced 4NQO-
induced mutations to about one third. Polyphenon 

30 reduced mutations to a half. The different inhibi-

tory action of Polyphenons may be due to the differ-

ence in concentrations of EGCg and ECg involved in 

each green tea extract, as shown in Table 1. On the 

other hand, these Polyphenons were not effective in 

reducing 6TG-resistant mutations induced by EMS 

(data not shown). 

The dose-dependent increase in DNA strand 

breaks in V79 cells, which were treated with 4NQO 

for 3 h, followed by incubation for 3 h in araC-HU 

medium, was shown in Table 4. The DNA strand 

breaks which are expressed as decrease in remain-

ing double strand DNA increased as the concentra-

tions of 4NQO increased. Fig 5 shows the repair 

activity of Polyphenon G for DNA strand breaks in 

V79 cells, which were treated with 8 x 10―8 M 4NQO 

for 3 h, followed by incubation for 3 h in araC-HU 

medium with Polyphenon G. The repair activity of 

Polyphenon G was calculated by the determination 

of increase in unwinding DNA to single strands. It 
was observed that Polyphenon G at concentrations 

of 5 μg/ml to 20 μg/ml increased the amount of 

unwinding DNA, indicating the repair of DNA 

damages by Polyphenon G. 

Discussion 

During past two decades, a number of reports 

have been made on carcinogenesis and mutagenesis 

induced by various environmental chemicals. On the 

other hand, it was also reported that the extracts of 

various vegetables and fruits had antimutagenic and 

anticarcinogenic activity in various organisms. 

It was shown by Kada et al. (1985) that the 
extracts of green tea had the high bio-antimutagenic 

activity in B. subtitles NIG 1125. They isolated four 

catechins such as EC, EGC, ECg, and EGCg and 

found that only EGCg reduced the frequency of 

spontaneous mutations due to altered DNA 

polymerase III in a mutator strain of B. subtitles 

NIG 1125. 
Shimoi et al. (1985) also screened green tea compo-

nents with bio-antimutagenic activity in E. coli Bir 
WP2, and found that gallic acid, ECg, EGC, and 

EGCg, reduced UV-induced mutations, but caffeic 

acid, chlorogenic acid and quercetin did not. These 
catechins had also little effect on mutations induced 

by N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG). 

This antimutagenic effect of catechins was not 

found in the DNA excision-repair-deficient strains, 

WP2s and ZA159. 

In the present study, the frequency of 6TG-

resistant mutations induced by chemicals was 

examined in the mammalian cultured cells. In 

mammalian cells, the 6TG-resistant mutations are 

usually produced by loss or reduction in HGPRT 

activity. It was reported by Lindahl (1982) and 
akatsuru et al. (1989) that mammalian cells have 

repair systems for alkylated DNA damages. The V79 

cells treated with N-methyl-N-nitrosourea eliminat-

ed 7-methylguanine and 3-methyladenine from their 

DNA by a repair process, but were unable to excise 
or repair 06-methylguanine or methyl phosphotries-

ters (Warren et al.; 1979). The DNA adduct forma-

tion was detected with the induction of mutations at 

two gene loci in Chinese hamster CHO cells after 

exposure to EMS (Fortini et al., 1993). The extent of 

ethylation at the N1 andびpositionsof guanine and 

at the N3 site of adenine was measured and the 

possible relations to 6TG-resistant and ouabain 

(OUA)-resistant mutations were examined. They 

found a good correlation between the level of meth-

ylations atびguanineand the mutation frequency 

at the HGPRT gene after treatment with ethylating 

agents. 

In the present study the green tea extracts had no 

significant effects in reducing EMS-induced muta-

tions in various treatments. The above reports sup-

port the results obtained in the present study that 

green tea extracts did not contribute the repair 

process for mutagenic damages such as ethylated 

DNA lesions induced by EMS. In comparison with 

the surviving fractions of cells treated with single 

exposures to EMS, simultaneous treatment with 

EMS and Polyphenon G were markedly increased 

cytotoxic activity of EMS (data not shown). This 

indicates that Polyphenon G may enhance the EMS-

induced sublethal damages. 

4NQO used as another mutagen was first reported 

by Nakahara et al. (1957). It induced cancers in 
various tissues, particularly in the lung, pancreas 

and stomach (Mori and Y asuno, 1961 : Hayashi and 

Hasegawa, 1971 ; Mori ; 1967). 4NQO also induces 
principally 3 stable adducts : two different guanine 

adducts and one adenine adduct (Tada and Tada, 

1976). They showed that 4NQO binds covalently to 
guanine and adenine residues in cellular DNA, 

producing two guanine adducts and one adenine 

adducts. Among these adducts, N-(guanine-8-yl)-

4AQO, 3-(guanine-N2-yl)-4AQO, and 3-(adenine-N見

yl)-4AQO have been identified. These 4NQO-purine 

adducts are excised in wild type E. coli and were not 
excised in excision-repair deficient strain (uvrA) or 

xeroderma pigmentosum cells, which can not excise 

pyrimidine dimers (lkenaga et al., 1975 ; 1977). 

From these UV-mimetic characteristics of 4NQO, it 

seems likely that 4NQO-induced DNA damages may 

be subjected to excision of damaged nucleotides, 

such as pyrimidine dimers. van Loon et al. (1991) 

reported that y-rays-induced 2.5 x 10―10 single strand 

breaks/Gy / dalton in human blood cells. This single 

strand breaks may correspond to 10―7 base pair 
breaks/Gy / dalton. UV produce 15 x 10―7 pyrimidine 

dimer/Jim汽 However, only 0.67 single strand 
breaks/J/m2 was detected in UV-irradiated human 

WI-38 VA13 cells (Matsuda et al., 1993). 
The amounts of DNA breaks induced by y-rays 

and chemical carcinogens may be estimated from 

those of corresponding DNA breaks induced by UV. 
4NQO induced 2.5 single strand breaks of y-ray 
equivalence, Gy, 3 h after treatment with 4NQO at a 

concentration of 0.2 mg/ l (= 10―6 M) in Wl-38 VA13 

cells. This indicates that UV-induced pyrimidine 

dimmers which are excision-repaired for 3 h after 

UV-irradiation, are 4.5% of total DNA damages 

produced. 

In the present study, although green tea extracts 

had no significant effects in reducing cytotoxic activ-

ity of 4NQO, they markedly reduced 4NQO-induced 
mutations in their post-treatment. Polyphenon G, 
showed a slight reduction in 4NQO-induced muta-
tions in simultaneous treatment with both chemi-
cals. These results support the findings by Shimoi et 
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al (1985) that green tea catechins were effective only 

in reducing UV-induced mutations in E. coli Bir 
WP2, but not effective in DNA excision repair defi-

cient strains, WP2s and ZA159. 
The results obtained in the present study suggest 

that the green tea extracts may stimulate the repair 

process of the DNA damages induced by 4NQO. 
Further experiment was carried out by the F ADU 

method for elucidating the repair activity of green 
tea extracts to 4NQO-induced damages. It was 
found that the activity to induce the strand breaks 
as one of the repair process increased by incubation 

of cells in araC-HU medium with Polyphenon G 

after exposure to 4NQO. This indicated that green 
tea extracts may contribute some repair process of 
4NQO-induced DNA damages in Chinese hamster 

V79 cells. 
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Suppression of genotoxicity of X-rays in somatic cells 
of Drosophila melanogaster by (-)-epigallocatechin 
gallate, (-)-epigallocatechin, and theaflavin digallate 

Kazuaki Kawai1, Kazuo Fujikawa2 and Hideyuki Furukawa1 

1Faculty of Pharmaceutical Sciences, Meijo University, Nagoya 468-8503, Japan 
2Atomic Energy Research Institute, Kinki University, Higashiosaka 577-8502, Japan 

Summary 

Larval Drosophila melanogaster heterozygous for the somatic cell marker mutation 
mwh were fed on medium containing green tea catechins (-)-epigallocatechin gallate 
(EGCg, (-)-epigallocatechin (EGC), or theaflavin digallate (Tdg) or on catechin-free 

medium and irradiated with X-rays ; after emergence as adult flies, the wings were 
inspected for mutant clones expressing the phenotype of the marker. The EGCg-, EGC-, 
and Tdg-treated groups all showed a clear reduction in the yields of X-ray-induced mutant 

clones compared with the untreated groups. Since the size distributions of mutant clones 
were not affected by the presence of the catechins, we conclude that EGCg, EGC, and Tdg 

have a radioprotective effect at the chromosomal level in somatic cells of D. melanogaster 
under the conditions applied. 

Keywords : Drosophila melanogaster, X-rays, (-)-epigallocatechin gallate (EGCg), 
(-) -epigallocatechin (EGC), theaflavin digallate (Tdg) 

Introduction 

Since the pioneer work by Okuda et al. (1984), 
intensive studies have been conducted on the 

antigenotoxicity of catechins, major components of 
green tea (Kada et al., 1985 ; Shimoi et al., 1986 ; 
Wang et al., 1989 ; Jain et al., 1989; Hayatsu et al., 
1992 ; Yen and Chen, 1996 ; Aiza et al., 1996 ; Kur-

oda, 1996 ; Han, 1997 ; Apostolides et al., 1997). It is 
now well recognized that in vitro, (-) -
epigallocatechin gallate (EGCg) and other catechins 

have a high activity as suppressors of mutagenic and 

clastogenic effects of carcinogens. A suppressive 
effect of EGCg on X-ray-induced oncogenic transfor-
mation in a murine cell line has also been reported 

(Komatsu et al., 1997). However, our knowledge on 
the antigenotoxicity of catechins in whole-body sys-
terns is still limited. In vivo studies would be valu-

able, however, in view of a realistic evaluation of the 
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c Environmental Mutagen Society of Japan 

health effects of green tea ingestion in relation to a 
possible cancer prevention as was suggested by 
epidemiological studies (Oguni et al., 1989 ; Imai et 
al., 1997). 

Negishi et al. (1992) reported that, in Drosophila 
melanogaster somatic cells, the major catechin 
EGCg showed a clear suppressive effect on the 
genotoxicity of a wide spectrum of carcinogens. In 

the present study, we tested EGCg and two other 
catechins, namely, (-)-epigallocatechin (EGC) and 
theaflavin digallate (Tdg), for their antigenotoxic 

effects against X-ray damage using the Drosophila 

wing-spot test. With this test system, we analyze the 
yield and the size of mutant somatic clones resulting 
from mitotic recombination and other mutational 
events induced by X-rays in the cells of the wing 

discs of irradiated larvae (Ayaki et al., 1990). We 
define an agent as antigenotoxic if it decreases the 
yield without affecting the size distribution of 

mutant clones. Here, we report that all the catechins 
had an antigenotoxic effect against damage induc-
tion by X-rays in somatic cells of D. melanogaster. 
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Materials and Methods 

1. Catechins 
(-)-Epigallocatechin gallate (EGCg, > 98 %, CAS 
no. 989-51-5), (-)-epigallocatechin (EGC,>98 %, 
CAS no. 970-74-1) and theaflavin digallate (Tdg,>98 
%, CAS no. 33377-72-9) were kindly supplied by Dr. 
Y. Hara, Food Research Laboratories, Mitsui-Norin 
Co. Ltd., Shizuoka, Japan. Immediately before use, 

they were dissolved in distilled water. The concen-
trations of the solutions used were 44μmol/ l for 
EGCg, 345μmol/ l for EGC and 115μmol/ l for Tdg. 

2. Tester flies 
Four-day old virgin females of D. melanogaster 
with genotype mwh jv ; spaPot were mated to 3-4 

day old Oregon-R wild-type males and allowed to 

lay eggs for 4 hrs in vials containing standard 
Drosophila medium. F 1 progeny from this mating 
are heterozygous for the recessive wing-cell marker 
mutation multiple wing-hairs (mwh). The progeny 

were sampled as second instar larvae 48土2hrs after 
oviposition and used as testers for induction of 

somatic mutation and recombination. 

3. Treatments with catechins and X-rays 
The heterozygous larvae were transferred to 
30mm x 110mm polycarbonate vials containing 1.2g 
of Drosophila Instant Medium (Formula 4-24 ; Car-
olina Biological Supply Co., Burlington, NC, USA) 

hydrated with 4ml of EGCg, EGC, or Tdg solution 

or with 4ml of distilled water. Hereafter, presence 
or absence of catechins in the medium are shown by 
the symbols+or-, respectively. For example, EGCg 
(+) or catechin (-) designate the presence of EGCg 

in the medium or the absence of all kinds of cate-
chins, respectively. 

Two days after the onset of feeding with a cate-
chin, the larvae were transferred to 60mm x 15mm 
plastic dishes together with the medium and 
irradiated with X-rays. After irradiation, they were 
washed and transferred to vials containing fresh 
catechin (+) or catechin (-) medium, in which they 

were allowed to develop to adulthood. 
For X-irradiation, a Hitachi X-ray generator was 

operated at 140 kV and 4 mA with 0.5mm Al filtra-
tion ; the dose rate was 0.64 Gy /min as determined 
with a Victoreen ionisation dosimeter. The doses 
administered were 9 Gy or lower, because in a 
preliminary experiment, X-irradiation of larvae with 

doses below 10 Gy did not significantly reduce the 
survival to adulthood (data not shown). 

4. Wing spot test 

Hatched adult flies were preserved in 70 % eth-
anol. For screening, their wings were first rinsed in 
water for 5-10 min, and then mounted on glass 
slides using Faure's solution (Graf et al., 1984). The 

permanent wing preparations were microscopically 
examined at 400 x magnification. Spots on the wing 
blade were detected as mutant clones expressing the 
phenotype of the mwh allele. They arise from 

mitotic recombination and other genetic events 
generated in wing disc cells during larval develop-
ment. Mutant spots detected were classified into 
clone size classes of 1, 2, 3-4, 5-8, 9-16 cells, and so on, 
according to the number of mutant cells they compr-
ized. 

Results 

Table 1 summarizes the frequencies and clone size 
distributions of mutant spots recovered after X-
irradiation of larvae heterozygous for the wing cell 

marker mwh that were raised in the presence or 
absence of a catechin. The size of the mutant spots 
in the irradiated series, either catechin (+) or (-), 

varied widely, e.g., from size class 1 to the class of 
33-64 cells in the 3 Gy irradiation series of experi-

ment # 1. Two-sided contingencyがtestsat P = 0.05 
indicated that none of the size distributions in the 
catechin (+) series, except the Tdg (+) series 

irradiated with 6 Gy, differed significantly from that 
of the corresponding catechin (-) series. The signif-
icant result may be due to unknown fluctuations of 

the experimental conditions or may be due to a 
statistical type I error, as the distributions in the 
Tdg (+) series after irradiation at 3 and 9 Gy did 
not differ significantly from those in the catechin (-) 
series. Therefore, we relied on the totals of spots 

produced to evaluate the effects of the catechins. 
As shown in Table 1, all the catechins tested 
reduced the yields of mutant spots induced by 
X-rays. Statistical assessment of the reductions by 
means ofがtestscarried out on the observed num-
bers of wing spots was significant for EGCg at all 
dose levels, at the 3 Gy and 9 Gy levels for EGC, and 
at the highest dose level of 9 Gy for Tdg, although a 

trend for reduction was always seen for all three 
catechins at each dose level. 
The percentages of suppression by each of the 
catechins were calculated as 
S (%) = (1-f,/f2) X 100, (1) 
where f I is the frequency of spots induced by X-rays 

in the catechin (+) series and f2 the frequency in 
the catechin (-) series. As shown in Table 2, the S 
values at the three dose levels were about 30-40 %, 
35-65 % and 30-35 % for EGCg, EGC and Tdg, 
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respectively. Regression analyses showed that the 

overall reductions were in the range of 30-40 % and 
rather similar for the three catechins tested (Fig. 1 
a-c, Table 2). 

4 ］ o Catechin (-) 1a 
`『``~ 3 ▲ EGCg (+) 
↓U届)― 2 

>1

゜゚3 6 ， 
1_5 o Catechin (-) b 
竺＞ ◆ EGC (+) ゜
→‘ CJ) 届--‘ 1 

翌且0 • 5 

。／三 l l 

3 6 ， 
1.5 1 o Catechin (-) I C 

屋`O'l｀` •Tdg (+) 0 

↓ の届 1 

] ° 5 | T / • 

3 6 9 
X-ray dose (Gy) 

Fig. 1 a-c : X-ray induction of multiple wing 

hairs (mwh) mutant spots in wing disc 

cells of Drosophila larvae raised in the 

presence or absence of catechins in the 

food. Linear regression analyses (no・

intercept model) of the spot frequency 

reductions resulting from radioprotection 

by catechins taken up by the irradiated 

larvae : (a) EGCg experiment # 1, (b,c) 
EGC and Tdg experiment# 2 

Discussion 

Oral administration of the green tea catechins 
EGCg, EGC, or Tdg to larval D. melanogaster heter-

ozygous for the wing-cell marker mutation mwh 
caused a clear reduction in the yields of mwh spots 
induced by X-rays (Table 2). The size distributions 

of mutant spots did not show a difference that could 
be ascribed to the presence or absence of catechins 
in the X-ray experiments, suggesting that none of 
the catechins tested affected normal development of 

the wing discs in the larvae. The results support the 

conclusion that EGCg, EGC and Tdg antagonize the 

genetically damaging effects of X-rays under the 
present experimental conditions. 

We may interpret the antagonistic effect of cate-
chins as evidence for a radical scavenging activity of 
the catechins, as X-ray damage to cellular DNA is 

caused mainly by hydroxyl radicals and other radi-

cals generated through radiolysis of intracellular 

water (see Kondo, 1972). In fact, biochemical 
studies have shown that EGCg and green tea 

extracts are highly active antioxidants (Matsuzaki 

and Hara, 1985 ; Wang et al., 1994 ; Yoshino et al., 
1994 ; Shiraki et al., 1994 ; Yen and Chen, 1995). 
Furthermore, 5,5-dimethyl-l-pyrroline-N-oxide 

(DMPO), as an effective scavenger of hydroxyl 
radicals, markedly reduced the induction of mutant 

wing spots by X-rays in mwh heterozygous flies 

(Kimura et al., 1998). Alternatively, although not 
exclusively, the observed effects may result from an 
enhanced repair capacity for X-ray induced 
chromosomal damage in the presence of a catechin. 
The finding, that EGCg can suppress genotoxicity of 
a wide variety of carcinogens in the wing-spot test 
system (Negishi et al., 1992), suggests that mecha-

nism (s) other than antioxidant activity could be 

involved. Further experiments are needed to sub-

stantiate the idea of a radical scavenging mechanism 

Table 2 Suppressive effects of catechins on X-ray genotoxicity in wing disc cells of Drosophila melanogaster 

Linear regression lines forced through the originb 

Catechins 

EGCg(44μmol/ l) 

EGC (345μ mo!/ l) 

Tdg (115μ mo!/ l) 

Percent of suppressiona at 

3Gy 6Gy 9Gy 

33 

65 

31 

40 

37 

35 

29 

37 

32 

Induced spots per wing/Gy Suppression (S) c 

Ca tech in (+) Ca tech in (-) ％ 土SE
slope b1土Sb1 slope bz土Sb2

0.241土0.012 0.359士0.024 33土6

0.087土0.009 0.144土0.013 40土8

0.096土0.010 0.144土0.013 33土9

a Percentages calculated according to equation (1) in the text. 

b Computed with program StatView, version 4.02, implemented on a Power Macintosh 7200/90 (see also Figs. la-c). 

c Calculus of error propagation for standard errors (SE) of ratios b1/かisbased on the respective standard errors sぃand

Sb2 of the slopes b1 and b2, i.e., S %（土SE)=100 x [ 1 —麿士 、 2 ✓加s厨＋犀S加］，follow ing Fenner (1931, quoted by 
Sachs, 1982) 

106 

explaining the effects of catechins in X-irradiated 
somatic cells of Drosophila. Anyway, the present 
study has shown that green tea catechins can be 

radioprotective at the chromosome level in somatic 

cells in vivo. 
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ラット骨髄および末梢血における MNUの誘発小核について
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Comparison of MNU-induced micronuclei between bone marrow 
and peripheral blood in the male rat 

Shoji Asakura, Tadakazu Sugihara, Shigeki Sawada, Hirohiko Daimon 

Tsukuba Drug Safety Research, Drug Safety Research Laboratories, Eisai Co., Ltd. 
1-3, Tokodai 5-chome, Tsukuba-shi, lbaraki 300-2635, Japan 

Kawashima Drug Safety Research Department, Drug Safety Research Laboratories, Eisai Co, Ltd. 
1 Takehaya, Kawashima-cho, Hashima-gun, Gifu 501-6195, Japan 

Summary 

The present study was performed as part of the 9th collaborative trials of the CSGMT (Collabor-
ative Study Group for the Micronucleus Test) to evaluate the performance of the rat micronucleus 
test in detection of chromosomal damage. Rats were treated orally with a single dose of N-methyl-
N-nitrosourea (MNU) at 6.25, 12.5, 25, 50 and 100 mg/kg body wt. Femur bone marrow was 
obtained from the rats 24 and 48 hours after administration. Peripheral blood was collected from 
the tail of rats just before administration or 24, 48 and 72 hours after administration. In the assay 
using bone marrow, all animals treated with MNU showed statistically significant increases in 
micronucleated polychromatic erythrocytes (MNPE) at both time points examined, and the 
frequencies of MNPE at 48 hours were higher than those at 24 hours. In the assay using peripheral 
blood, statistically significant increases in MNPE were observed at 48 and 72 hours, and the 
frequencies of MNPE at 48 hours were higher than those at 72 hours. Higher frequencies of MNPE 
in bone marrow were observed as compared with those of MNPE in peripheral blood at the same 
dose. We concluded that it is possible to use both bone marrow and peripheral blood in the rat 
micronucleus test. However, because of the relatively low number of MNPE found in rat periph-
eral blood, it is suggested that the use of the bone marrow or the examination of a large number 
of erythrocytes in peripheral blood may be necessary for standard test and for clear detection of 
weak chromosomal damage. 

Keywords: rat, bone marrow, peripheral blood, micronucleus test, N-methyl-N-
nitrosourea 

緒戸

小核試験は，最も簡便で感度の良い invivo変異原性

試験であり， 医薬品において invivoの変異原性評価の

第ー選択試験となる（医薬審第 554号，「遺伝毒性試験：

受付 ：1999年3月13U 

受理 ：1999年4月6II 

c日本環境変異原学会

医薬品の遺伝毒性試験の標準的組合せ」について， 1998).

一般に小核試験にはマウスが用いられてきたが，多くの

安全性評価（単回投与毒性試験，反復投与毒性試験，生殖

発生毒性試験，薬物動態試験等）はラ ットを用いて行われ

ることから，ラ ットで小核試験を実施した方が総合的な

安全性評価を効率的に尖施することができる（薬審第

444号，医薬品のための遺伝毒性試験の特定項目に関す

るガイダンスについて， 1996).しかし，ラ ットの末梢血

を用いた小核試験の報告は多くなく，変異原性評価にお
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いてラットの骨髄と同様の感受性があるかどうか明らか

でなかった．これらの状況から，環境変異原学会の分科

会の一つである哺乳動物変異原性試験研究分科会

(MMS研究会）では，共同研究 「ラッ トを用いる小核試

験」を企画し，小核試験にラットを用いることが有用か

どうかを検討することとした (Wakataet al., 1998). 

今回われわれは上記の共同研究に参加し，すでにマウ

スで小核誘発作用が確認されている発癌物質(Moritaet 

al., 1997)で，ラ ットにおける小核誘発の報告がない N・

methyl-N-nitrosoureaについて，ラットにおける小核

誘発作用を検討した．また，骨髄とともに末梢血を用い

る小核試験も行い，その結果を比較した．

実験材料および方法

1.化合物

N-methyl-N-nitrosourea (MNU, CAS No. 684-93-5, 

片山化学工業）は，注射用水に浴解した．陽性対照物質は

cyclophosphamide (CP, CAS No. 6055-19-2, Sigma) 

を用い，注射用水に溶解した．

2.動物および投与

H本チャールス・リバー（株）より F344/Du Crj雄ラ

ットを導入し， 2週間馴化した後， 一群 4-5匹ずつラ

ンダムに分け， 8週齢で使用した．飼料および水は自由

に摂取させた．骨髄を用いる小核試験ならびに末梢血を

用いる小核試験はそれぞれ別の動物を用いた．

投与量を決めるため， MNUの経口投与の LDso(180 

mg/kg) (US Department of Health, Education Wel-

face, 1975)を参考に 25,50, 75, 100, 150および 200mg/ 

kgを単回経口投与し，致死屋の把握試験を実施した結

果， 200mg/kgで投与 2日後に 1/3例の死亡が認められ

た．150mg/kgでは投与 2R後に 1/3例がチアノーゼ状

態で尻尾からの末梢血の採取ができなかった． したがっ

て，最高用量を 100mg/kgとし，以下公比 2で4用量設

定し小核試験に用いた．陰性対照は媒体（注射用水）を用

い，陽性対照 CPの投与星は 20mg/kgに設定した．投与

容量は 1mL/100 gとした．

3.小核試験

陰性対照および MNUを投与した動物の標本採取時

期は，骨髄を用いる場合は投与 24,48時間後に設定した．

末梢血を用いる場合は投与直前(Pre),投与 24,48およ

び72時間後に設定した．CPば骨髄が投与 24時間後，末

梢血が投与直前および投与 48時間後に設定した．

骨髄を用いる場合は動物を頸椎脱臼で屠殺し，大腿骨

を摘出した後，骨髄細胞の塗抹標本を作製した．末梢血

を用いる場合は動物の尻尾から末梢血を採取し，塗抹標

本を作製した．いずれの標本もメタノール同定し， 0.007

％アクリジンオレンジ液で染色した．
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観察は蛍光顕微鏡（倍率： 1000倍）を用い，塗抹標本の

赤血球細胞を観察した．骨髄標本では，幼若赤血球を 1

個体当り 2000個観察し，その際の小核を持つ細胞数を調

べた．幼若赤血球比を求めるために成熟赤血球数も同時

に調べた．末梢血標本ではすべての RNA陽性赤血球を

幼若赤血球として 1個体当り 2000個観察し，その際の小

核を持つ細胞数を調べた．さらに，赤血球細胞を 1000個

観察し，その際の幼若赤血球数も調べた．

4.統計処理

各群間の有意差は，統計処理により示した．骨髄を用

いる場合の検定の対照は溶媒を，末梢血を用いる場合の

検定の対照は投与直前（Pre)とした．小核を持つ幼若赤

血球の出現頻度はFisher直接確率検定を，幼若赤血球

比は Steel検定を行った．なお，陽性対照の幼若赤血球比

について Wilcoxon検定を行った．有意水準は両側検定

で5％および 1％で行った．

結 果

Table 1に骨髄の観察結果を示した．小核を持つ幼若

赤血球の出現頻度は，投与 24時間後から最低用量の

6.25 mg/kg以上で有意な増加か認められた．48時間後

では小核を持つ幼若赤血球の出現頻度がさらに増加し

た．幼若赤血球比は，投与 24時間後で陰性対照群の 52.7

％に対し，MNU25 mg/kg以上で有意な減少が認めら

れた．投与 48時間後で陰性対照群の 48.9％であったの

に対し，最低用景の 6.25mg/kg以上で有意な減少が認

められた．

Table 2に末梢血の観察結果を示した．MNUの 100

mg/kg投与群の 1例で死亡が認められた．陰性対照群に

おける幼若赤血球 2000個当りの小核を持つ細胞数は各

個体当たり 0- 3個で各時間の頻度は 0.04-0.07％で

あった．陰性対照群の幼若赤血球比は， 3.60-3. 98％で

時間による有意差は認められなかった．小核を持つ幼若

赤血球の出現頻度は，投与直前(Pre)に対し，投与 24時

間後ではいずれの用羅においても有意な増加は認められ

なかったが，投与 48時間後では最低用羅の 6.25mg/kg 

以上で有意差か認められた．投与 72時間後では， 25mg/ 

kg以上において有意な小核の誘発が認められたが， 48

時間後と比較すると明らかに低下した．MNU100 mg/ 

kg投与群の投与 72時間後における標本では，幼若赤血

球の頻度が著しく低かったため，小核を持つ幼若赤血球

の観察を行わなかった．幼若赤血球比の低下は， 12.5

mg/kg以上で有意に認められ，経時的に低下する傾向が

認められた．

陽性対照の CPは骨髄，末梢血いずれも有意な小核誘

発を示した．

Table 1 Micronucleus induction in bone marrow of rats treated with MNU 

Compound Dose 

(mg/kg) 
Number 

of rats 

MNPE per 2000 PE %MNPE %PE 

Individual animal data Mean士SD Mean士SD

24 hours sampling time 

Water(Negative control) 

MNU 6.25 

12.5 

25 

50 

100 

CP 20 

48 hours sampling time 

Water (Negative control) 

MNU 6.25 

12.5 

25 

50 

100 

5

5

5

5

5

5

5

 

5

5

5

5

5

5

 

7,2,4,1,5 

12,12,9,7,12 

9,10,7,10,14 

22,18,13,16,17 

23,20,21,27,24 

18,21,14,10,11 

27,23,25,28,24 

1,0,1,1,3 

12,8,11,19,20 

10,19,16,23,13 

18,28,38,25,36 

25,34,58,61,43 

80,72,95,87,92 

0.19土0.12

0.52土0.12** 

0.50土0.13**

0.86土0.16**

1.15士0.14**

0.74土0.23**

1.27上0.10** 

0.06士0.05

0.70土0.26**

0.81土0.25** 

1.45土0.41** 

2.21土0.77**

4.26土0.47** 

52.7土5.1

35.6土8.1

36.0土9.0

33.6土3.8ご

25.1土7.4ti 

16.7土2.5ニ

36.9土5.7§ 

48.9土5.1

35.3土7.0ご

28.8土6.2ご

22.8土2.8ニ

22.2土2.3"

5.1土2.4= 

MNPE : micronucleated polychromatic erythrocytes, PE : polychromatic erythrocytes 

** : Significant difference compared to the water group, p < 0.01 Fisher's exact test 

= : Significant difference compared to the water group, 0.01 < p < 0.05 Steel's test 

§ • Significant difference compared to the water group, 0.01 < p < 0.05 Wilcoxon's rank sum test 

Table 2 Micronucleus induction in peripheral blood of rats treated with MNU 

Compound Dose 

(mg/kg) 

Sampling 

time 

Number 

of rats 

MNPE per 2000 PE %MNPE %PE 

Individual animal data Mean土SD Mean土SD

Water(Negative control) 

M 

CP 

u
 

6.25 

12.5 

25 

50 

100 

20 

Pre 

24 

48 

72 

Pre 

24 

48 

72 

Pre 

24 

48 

72 

Pre 

24 

48 

72 

Pre 

24 

48 

72 

Pre 

24 

48 

72 

Pre 

48 

5
 

5
 

5
 

5
 

5
 

4
 

5
 

1,2,0,2,1 

3,0,1,2,1 

1,0,1,1,1 

2,1,0,0,1 

1,0,2,1,1 

0,0,2,2,1 

4,7,5,10,6 

1,1,1,2,5 

0,0,1,2,3 

2,1,2,1,2 

13,8,8,11,7 

2,4,2,3,2 

2,0,2,1,1 

3,2,1,2,0 

16,10,11,7,12 

6,3,4,3,3 

1,0,0,0,1 

1,1,0,0,1 

18,13,7,11,16 

5,5,9,9,8 

0,1,1,2 

0,0,1,0 
29,7,4,-a 
_b  _b  _b  _a  

'''  
2,1,1,1,2 

12, 7,13,13,12 

0.06士0.04

0.07土0.06

0.04士0.02

0.04土0.04

0.05士0.04

0.05土0.05

0.32土0.12** 

0.10士0.09

0.06土0.07

0.08士0.03

0.47土0.13**

0.13士0.04

0.06土0.04

0.08土0.06

0.56土0.16**

0.19土0.07*

0.02土0.03

0.03土0.03

0.65士0.22** 

0.36土0.10** 

0.05土0.04

0.01土0.03

0.67士0.68** 

0.07土0.03

0.57土0.13**

3.88土1.16

3.98土0.81

3.60士0.84

3.68土0.36

4.14土0.65

3.86土0.69

2.94土0.43

2.94土1.14

3.84土0.41

3.06土0.30ニ

2.62士0.25"

1.80土0.38ニ

4.10士1.38

3.32士0.61

2.16土0.34ニ

1.18土0.44ご

4.38土0.74

2.90土0.73ニ

1.18士0.16ご

0.62土0.16:i 

3.60土0.55

3.35土0.44

0.37土0.12

4.18土0.75

1.26士0.35§ 

" : dead, b : not observed because of cytotoxicity 

MNPE : micronucleated polychromatic erythrocytes, PE : polychromatic erythrocytes 

* : Significant difference compared to the Pre group, 0.01 < p < 0.05 Fisher's exact test 

** : Significant difference compared to the Pre group, p < 0.01 Fisher's exact test 

= • Significant difference compared to the Pre group, 0.01 < p <0.05 Steel's test 

Significant difference compared to the Pre group, 0.01 <p <0.05 Wilcoxon's rank sum test 
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考 察

第6回 CSG MT/ JEMS • MMS共同研究において，

MNUはマウスにおいて小核誘発作用があることを報告

している (Moritaet al., 1997).今回の報告で， MNUは

ラットにおいても陰性対照群と比較して用菫依存的に有

意な小核誘発を示していることから，ラットもマウスと

同様小核の評価は可能であると考えられる．

MNUによる骨髄と末梢血の小核誘発は，それぞれの

陰性対照に比べ有意に高かったが，幼若赤血球2000個当

たりの小核を持つ細胞数は骨髄が明らかに高かった． ま

た，骨髄の小核誘発が時間依存的に増加したのに対し，

末梢血は投与48時間をピークとする一過性の小核誘発

を示した．これらの原因は，ラットでは牌臓による異常

赤血球の除去があるためと考えられる (Wakataet al., 

1998). 

MNUの発癌性試験は， 90mg/kgの単回経口ならび

に腹腔内投与，および 100ならびに 200ppmの連続飲水

投与(20-42週間）で行われた報告がある (Leaveret al., 

1969 ; Maekawa et al., 1985). Maekawaら(1985)に

よって報告された飲水投与による発癌性試験の投与量

は，ラ ットが1日約 40mL/kg飲水すると仮定すると，

約 4ならびに 8mg/kg/dayとなり，これらの用量で発

癌性が認められている．今回われわれの実施した小核試

験では最低用量の 6.25mg/kgでも小核誘発が認められ

ており，この用量は発癌性試験の用量とほぼ同様である．

したがって， MNUでは発癌性が認められる用菫におい

て，小核誘発作用，すなわちinvivoの変異原性が認めら

れることが示された．

今回の結果から，単回投与におけるラットの小核は，

骨髄と末梢血いずれにおいても検出可能と考えられる．

しかし，末梢血において小核を持つ幼若赤血球の出現頻

度が骨髄より低く，その理由として，牌臓による小核細

胞の除去があること，すべての RNA陽性赤血球を幼若

赤血球として観察したことが考えられる．弱い変異原物

質の検出において明確な判定をするため，また未知の化

合物のスクリーニングを行うためには，骨髄を用いるか，

末梢血を用いる場合観察細胞数を増やしたり，超生体染

色による幼若度を分離して観察する (Hayashiet al., 

1990)などの対応が必要と考えられた．
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This paper, in a session chaired by Yasutomo Kikuchi, was presented to the special 
lecture "Reproductive biology", organized by Yasutomo Kikuchi, at the 27th annual 
meeting of the Environmental Mutagen Society of Japan, and held at the Mielpar-
que Osaka in Osaka, Japan, on November 24-26, 1998. 

Fertilization and the initiation of development in 
orthodox and unorthodox ways 

Ryuzo Y anagirnachi 

Department of Anatomy and Reproductive Biology, University of Hawaii Medical School 

Honolulu, Hawaii 96822, USA 

1. Germ cells and somatic cells 

Male and female germ cells (sperm and ova) are 
the bridge between one generation to the next. 

Without germ cells our own species, like others, will 

not continue to exist on the surface of the earth. 
"The child does not inherit its characters from 
parent body, but from the germ cells. As far as the 
heredity is concerned, the body is merely a carrier of 

germ-cells (Nussbaum-Weismann-Wilson)." 

2. Mammalian reproduction in the 
orthodox way 

The youngest germ cells (primordial germ cells) 

in mammals begin to appear at the top of the yolk 

sac of the developing embryo. They travel through 

the tissue by active amoebic movement to reach the 

presumptive gonads where they multiply and 

become oogonia in the female embryo and sper-
matogonia in the male embryo. 
The number of the oogonia reaches the maximum 
during the fetal stage and declines sharply there-

after. In most mammals, oogonia stop multiplica-

tion and enter meiosis before fetuses reach term. All 
surviving oocytes remain at the prophase of the first 
meiotic division until shortly before ovulation. In 

other words, the oocytes released from the ovaries of 
a 35 years old woman, for example, were in the 
Prophase of the first meiotic division for 35 years. A 
harp decline in the fertility of women over 35 years 

old could be due to the gradual degradation of 

cytoplasmic components of the oocyte by metabolic 

by-products such as radical oxygen species. 
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Spermatogonia in the testis enter meiosis after 

puberty. Although spermatogonia keep multiplying 

throughout man's life, spermatogenic activity may 

decline with the advancement of man's age. 

Fully grown female germ cells or the mature 
oocytes become fertilization-competent at the meta-

phase of the second meiotic division. In contrast, 

male germ cells become competent to fertilize only 

after they have completed meiosis, transformed into 
spermatozoa, and undergone epididymal matura-

tion and capacitation within the female genital 

tract. Only capacitated spermatozoa are able to 

interact with oocyte's vestments and fuse with the 

oocytes only after the acrosome reaction. The 

processes and mechanisms by which spermatozoa 
become fertilization-competent have been studied 

extensively during the past three decades, but are 

not yet fully understood. Embryos reaching the 

blastocyst stage implant to uteri and continue to 

grow. Male and fem ale germ cells as well as develop-
ing embryos are protected from mutagens. Reactive 
oxygen species which are constantly generated by 

normal oxidation metabolism must be scavenged, or 

they will harm cellular components (including 
DNAs) of germ cells and developing embryos. P-
protein, a plasma membrane-bound multi-toxin 

transport protein, is very rich in the placenta and 

fetus. This protein may prevent drugs/mutagens 

from entering cells or extrude these substances from 
cells, thus protecting developing embryos and 

fetuses from undesirable environmental mutagens. 
These must be other yet-to-be discovered substances 

and mechanisms which protect germ cells and devel-
oping embryos/fetuses from initial and external 
mutagens. 
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3. Development initiation in 
unorthodox ways 

Under normal conditions, the fertilizing spermat-

ozoon passes through the oocyte's vestments then 

fuses with the oocyte itself. Fertilization can be 
achieved by injecting a spermatozoon directly into 

an oocyte. This procedure, commonly called 

intracytoplasmic sperm injection or ICSI, has been 

used widely in human infertility clinics to overcome 

severe male infertility factors. The incidence of 

congenital malformation in newborns following 
ICSI is reported to be about the same as that follow-
ing the conventional in vitro fertilization (IVF) or 

natural conception. Perhaps, ICSI embryos have 

higher incidences of genetic (chromosomal) abnor-

malities, but most of them must be aborted before 
or after implantation and do not reach term. Our 

study using BALE/ c strain mouse revealed that the 

spermatozoa with grossly misshaped heads are not 

necessarily genetically abnormal (Burruel, V. et al. 

1996). Human spermatozoa with grossly abnormal 

heads are not necessarily chromosomally abnormal 

(Lee, J.D. et al. 1996). We found that spermatozoa 

need not be motile and alive to fertilize oocytes by 

ICSI. Spermatozoa frozen without any cryoprotec-

tion and those freeze-dried are all dead in the con-

ventional sense, but they can produce normal off-

spring by ICSI (Wakayama, T. et al. 1998, Wa-
kayama, T. and R. Yanagimach 1998a). 
Testicular spermatozoa and round spermatids are 

normally unable to fertilize oocytes either in vivo or 

in vitro. When injected into oocytes, however, nu-

clei of these cells are able to participate in normal 

embryonic development (Ogura, A. et al. 1994, 
Kimura, Y. and R. Yanagimachi, 1995a). Even the 

nuclei of the primary and secondary spermatocytes 

are able to participate in embryonic development if 

they are allowed to complete their meiosis within 

maturing or mature oocytes (Kimura, Y. and R. 

Yanagimachi 1995b, Ogura, A. et al. 1998, ~imura, 
Y. et al. 1997). Under normal conditions, polar 

bodies are destined to degenerate. We found that as 
long as the polar bodies are "alive" (their plasma 

membranes are intact) they can be rescued from 

degeneration. Theoretically, four offspring can be 

produced using tetrad chromosomes in one primary 

oocyte (Wakayama, T. and R. Y anagimachi, 

1998b). 

Cloning is the production of genomically identical 

offspring using embryonic or adult somatic cells. As 

of today, cloning requires the cytoplasm of the 

oocyte or egg. First, a mature oocyte, a zygote or a 
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blastomere of an early (e.g. 2-cell) embryo is enu-

cleated, then fused or injected with a donor cell 

(nucleus). It was not until very recent years that 

viable offspring were obtained using adult somatic 

cells ; a sheep using a mammary gland cell (Wil-

mut, I. et al. 1998), mice using cumulus cells 

(Wakayama, T. et al. 1998) and cows using muscle 

cells (Vignon, X. et al. 1998). Whether donor cells 

must be at GO phase of the cell cycle during fusion 

or injection is still the subject of debate. At present 

only a very small portion of reconstructed oocytes 

(less than 1 %) reach term. The reasons for this 
must be clarified quickly. 
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哺乳類培養細胞を用いた遺伝子突然変異の検出と

抑制に関する研究

黒田行昭

国立遺伝学研究所 〒411-8540静岡県三島市谷田 1111

Studies on detection and inhibition of gene mutations 
in cultured mammalian cells 

Yukiaki Kuroda 

National Institute of Genetics, 1111 Yata, Mishima, Shizuoka 411-8540, Japan 

Summary 

The procedure for monitoring the accumulation of gene mutations in human embryonic lung 
was developed in 1970s. A detection procedure of chemical mutagen-induced gene mutation by 
using cultured mammalian cells was established by the author in Japan in 1974. The mutagenicity 
of AF2 (furylfuramide) and red dye 104 (phloxine) was detected as 8-azaguanine (8AG)-resistant 
mutations (HGPRT) in human diploid cells. Furthermore, the use of cultured Chinese hamster 
V79 cells was found to be more useful for efficiently detecting the mutagenicity of "non-
mutagenic" carcinogens such as benzene, safrole, acrylonitrile, etc., quantitatively and reproduci-
bly. The mutagenicity of 8 "non-mutagenic" carcinogens was tested for the International Program 
on Chemical Safety (IPCS) in the Evaluation of Short-term Tests for Carcinogenes directed by 
WHO in 1983. -
Human beings are usually exposed to more than two mutagens and/or carcinogens simultane-
ously in their environment. The combined effects of two chemicals, two alkylating agents such as 
EMS and MMS, and a mutagen and a non-mutagen such as EMS and cytosine arabinoside (Ara 
C) on induction of 6-thioguanine (6TG)-resistant mutations were examined by using V79 cells. A 
synergistic effect of EMS and MMS on mutation induction and an enhancing effect of Ara Con 
EMS-induced mutation were detected. 
The antimutagenicity of vitamin C and its derivatives, dehydro-vitamin C and iso-vitamin Con 
EMS-induced mutation in V79 cells was examined. Vitamin C was more effective than the two 
vitamin derivatives and the inhibition of EMS-induced mutation by vitamin C was detected when 
cells were treated with EMS and vitamin C simultaneously or treated with a mixture of EMS and 
vitamin C incubated without cells. The antimutagenicity of green tea polyphenols, EGCG and 
ECG, was also detected for 4NQO-induced gene mutations by post treatment with polyphenols. 

(This paper, in a session chaired by Yoshinari Ohnishi, is the lecture of The JEMS Award (1998) 
presented at the 27th annual meeting of the Environmental Mutagen Society of Japan, held at the 
Mielparque Osaka in Osaka, Japan, on November 24-26, 1998.) 

Keywords: gene mutations, mammalian cells, non-mutagenic carcinogens, HGPRT― 
antimutagenicity 
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緒 戸

ダイオキシン，環境ホルモンなど人間が作り出した

環境化学物質が，今日ほど人間の生存や健康に深い関わ

りをもってきたことはない．1985年以来，「がん」が脳卒

中や心疾患を追い抜いて， 日本人の死因の第一位を占め

るようになったが，そのがんの原因の 70-80％は環境中

の化学物質や放射線によることが示されている．

著者は 1950年大学卒業後，大阪大学助手に採用された

頃から，生物の体の中の細胞を人為的環境の中で培養し，

生体内で起る多くの現象を，細胞のレベルで解析するこ

とに興味をもって研究を行ってきた．最初はショウジョ

ウバエ細胞の体外培養技法の確立とそれを用いた発生分

化や遺伝子発現の研究を行い， 1960年頃より，ヒト，ハ

ムスター，ニワトリなど高等動物の細胞を用いて，細胞

の増殖や分化，がん化のメカニズムを細胞レベルで解析

してきた． 1970年代になって，環境化学物質の人間に対

する影響が社会的問題として大きくクローズアップさ

れ，AF2や赤色 104号などの食品添加物の発がん性が注

目され，ヒト，ハムスターなどの培養細胞を用いて

HGPRT酵素欠損を指標とする遺伝子突然変異検出系

を，わが国で初めて確立した．

1980年代には，この哺乳類培養細胞を用いた遺伝子突

然変異検出系は， Amesの系などで変異原性が検出され

ない発がん物質の変異原性を検出することができ，また

処理時間を厳密に制御できることから， 2種以上の化学

物質や変異原物質の複合効果を検出することができた．

1990年頃より，この培養細胞の検出系を用いて，ビタミ

ンCや緑茶のポリフェノール，魚油の DHAなどが遺伝

子突然変異を抑制することを見出し，そのメカニズムの

解明を行った．今回，はからずも本学会の学術賞を受賞

することになったので，これまで著者の行ってきた培養

后い
Human 
embryos 

細胞系を用いた遺伝子突然変異の研究の経過と，その特

性，変巽原物質の複合効果，抑制物質の研究などについ

て述べる．

l. 培養細胞を用いた遺伝子突然変異検出系の

確立

品等動物の体内で起っている現象や変化を知るため

に，組織や細胞を体外に取り出し，人為的環境条件の下

で培養しようとする試みは，前世紀からの科学者の夢で

あった．1950年までの体外培養の研究は，血球やリンパ

球などの単細胞以外では，組織片を中心とした培蓑が行

われ，組織や臓器から細胞を遊離して，個々の細胞を独

立した生物として扱う細胞培養が行われるようになった

のは， 1950年代に入ってからで，合成培養液の開発と細

胞株の樹立が行われたことによる．安定な細胞株を合成

培養液で培養することによって， きわめて再現性と定量

性にすぐれた実験系が確立された．

1960年代にな って，アメリカでは PuckとMarcus

(1955)がヒト子宮がん由来の HeLa細胞を用いて，コロ

ニー形成法によ って細胞の生存率を定量的に取り扱う手

法を考案し， ElkindとSutton(1960)がチャイニーズ・

ハムスター V79細胞でこの方法を用いてX線の影響を

しらべていた．

わが国では，このようなアメリカを中心とした研究の

流れに対応して，いち早く阪大の著者を中心とした研究

グループがこの細胞培養の手法を取入れて， HeLa細胞

やマウスのL細胞を用いて発がん性化学物質マイトマイ

シンCの細胞増殖や DNA,RNA, タンパク合成などに

対する影響を定量的に解析した(Kuroda and Fur-

uyama, 1963). 

1970年代になって，環境化学物質の ヒトヘの影響が問

題とされるようになり，三島市内の産院の協力を得て，

⇒/)⇒／硬
Incubation Treatment with 
in CMF for I% trypsin for 
15 min at 38°C 15 min at 38°C 
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Counting of 
the number of 
colonies 

Fig. I Procedure to determine the frequency of SAG-resistant mutations in clonal 

cultures of dissociated single cells of human embryonic organs 

妊娠中絶したヒト胎児由米の正常二倍体細胞を用いて，

8アザグアニン(8AG)抵抗性(HGPRT欠損）の突然変

巽の検出により，環境化学物質のモニタリングヘの利用

を試みた．この技法は Fig.1に示したようにヒ ト胎児よ

り摘出した肺組織から細胞を解離し，これを 8AGを含

む培養液で培養して，単一細胞から生じた 8AG抵抗性

細胞のコロニー形成率を測定し，胎児の肺組織内に存在
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する突然変異細胞の頻度をしらべるものである．

果，胎児の週齢の増加とともに 8AG抵抗性細胞の出現

頻度が直線的に上昇し(Fig.2), 一次関数で表したとき

の係数が，その地域における環境汚染度の指標になるこ

とを明らかにした．

このヒト胎児肺由米の正常二倍体細胞を用いて， 8AG

抵抗性を指標とした遺伝子突然変晃の検出系を確立する

とともに(Kuroda,197 4 a, b),その頃 トウフなどの防腐

剤として靡生省で許可されていた食品添加物の AF2（フ

リルフラマイド）やこれも着色料として用いられていた

タール系の赤色 104号（フロキシン）などのヒト細胞に対

する突然変異誘発性をしらべた結果，いずれもこれらの

濃度に比例して突然変晃を誘発することがわかった

(Kuroda, 1975 a, b) (fig. 3). 

さらに，安定した増殖性と染色体数が2n=22という

ように， ヒトの正常二倍体細胞にくらべて突然変異の検

出系としてはすぐれたチャイニーズ・ハムスターの V79 

細胞を用いて， 8AG,6ーチオグアニン(6TG), ウワバ

イン抵抗性などの遺伝的マーカーの特性とその選択，前

培養時間や変異原処理時間，突然変異発現時間などの検

討，代謝共同(metaboliccooperation)の現象を避ける

ための再播種法の採用など，突然変異の検出に影響を与

える諸要因について詳細な検討を行い，培養細胞を用い

た遺伝子突然変異検出による変異原検出系の一般利用へ

の道を開いた．

一般に放射線の生体に対する影響は，
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Concentration (μg/ml) x Exposure time (hr) 

Dose-rate effects of Trp-P-1 exposed at the same 

effective dose (concentration x exposure time) on 

induction of SAG-resistant mutations in human 

diploid cells 

射時間との積に比例する． しかし，同一線量の放射線を

照射しても，高い線量率で短時間照射した方が，低い線

量率で長時間照射するよりも効果が大きい（線量率効果

といわれる）．哺乳類の培養細胞に対する化学物質の作用

においても，その濃度と処理時間に関して，作用最が同

じでも高い濃度で短時間処理した方か，低い濃度で長時

間処理するよりも効果が大きいことを， ヒトの正常二倍

体細胞やチャイニーズ ・ハムスター細胞の生存率や突然

変異の誘発などで明らかにした (Sugiuraet al., 1978 ; 

Kuroda, 1985) (Fig. 4).これは細胞の突然変異修復作用

と変異原物質の培養液中での安定性が関与すると考えら

れ，化学物質のある濃度以下では無作用星が存在するこ

とがわかった(Fig.5). 

も培養細胞を用いた非変異原性発がん物質の

検出

Amesの系など微生物の系では，短時間に効率よく化

学物質の変異原性を検出することができるので，その利

用の範囲が広がったが， 1980年代中頃に，微生物の系で

は変異原性が検出されない発がん物質が数多く存在する

ことがわかってきた．たとえば， BHCやDDTのような

塩化物や， ジメチルヒドラジンのような生体内の腸内細

菌によ って代謝活性化を必要とする化学物質，さらにジ

エチルステ ィブステロールやエチオエストラ ジオールの

ようなホルモン類，発がんのイニシェーターというより

はプロモーター作用をもつチオウレアやチオアセトアマ

イドなどである．また，エチオニンのように細蘭によっ

て生産されるもの，サフロールやウレタンなど肝ミクロ

ソーム以外による活性化が必要と思われる物質もAmes
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Relation of between concentration and exposure 

time of Trp-P-2 giving surviving fraction of LDso in 

human diploid cells 

の系では変巽原性が検出されなかった．

このような問題に対処するために， 1983年WHOの

「化学物質の遺伝毒性とがん原性の短期試験による安定

性の国際プログラム(IPCS)」では，微生物の系では変異

原性が疑わしいか，検出されない 8種の発がん物質につ

いて，陰性対照の 2種の非発がん物質を加えて，世界各

国の 113名の研究者に委嘱して酵母，ショウジョウバエ，

培養細胞など真核生物を使った遺伝子突然変異，染色体

異常， トランスフォーメーション，不定期 DNA合成，

DNA単鎖切断， SCE,小核テスト，代謝協同などを指標

として，その変巽原性がしらべられた．

著者はこの国際協力事業に参加してチャイ ニーズ・ハ

ムスター V79細胞の遺伝子突然変異検出系を使用し

て，ベンゼン，サフロール， トルイジ ン，ジエチルスチ

ベステ ロール，フ ェノバービタール，アクリルニトリル，

ヘキサメチルホスホラミドなどについて，いずれも変異

原性を見出した(Kuroda,1985) (Table 1). このほかア

ニリン，クロロアニリン，ニトロベンゼンなど微生物の

系では変異原性が検出されない多くの発がん性芳香族化

合物についても，培養細胞の遺伝子突然変異検出系では

その変巽原性が検出された (Kuroda,1986) (Table 2). 

培養細胞を用いた変異原物質の複合効果

われわれ地球上に生息するすべての生物は，大気や水，

土壌など周囲の生活環境からさまざまな影響を受ける

Results of WHO international programme on evaluation of short-term tests 
for chemical carcinogens 

Chemicals Bacteria Fungi Insects Cultured mammalian cells 

Gene Chromosome 

mutations aberrations 
DNA 

damages 

Trans-

formations 

Carcinogens 
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Table 2 

IO so 
Comparison of SAG-resistant mutations induced by chemicals 
in Chinese hamster V79 cells 

Chemicals 
S-9 LDso 

Mix (μM.hr/ml) 

Induced mutation frequency (X 10―5) 

(μM.hr/m/) (μg.hr/m) 

Aniline 

o-Chloroaniline 

m-Chloroaniline 

p-chloroaniline 

Nitrobenzene 

Hexachlorobenzene 

EMS 

MNNG 

Trp-P-1 

＋
 

Trp-P-2 

111 

66 

20 

16 

16 

21 

1.7 

80 
4X10―7 

0.05 

0.4 

0.3 
＋
 

0.65 

0.19 

0.12 

0.26 

0.26 

0.12 

0.14 

0.25 

80 

46 

36 

9.9 

373 

0.007 

0.002 

0.001 

0.002 

0.002 

〇.001

0.004 

0.002 

0.54 

0.22 

0.22 

0.06 

2.27 

し，と くにわれわれ人間は，食物や飲物，化粧品，医薬

品など周囲を取り巻くあらゆる工業製品から多くの影響

を受けている．これまで変異原 • 発がん物質などの影響
をしらべる多くの研究は，その中の単一物質を取り上げ，

その影響がしらべられてきた．これらの物質が2種また

はそれ以上同時に存在するときには， どのような影響を

受けるのであろうか．このような 2種以上の変異原物質

の複合効果をしらべるのに，培養時間や処理時間を的確

に設定できる培養細胞系は適している．

エチルメタンスルホン酸(EMS)とメチルメタンスル

ホン酸(MMS)というようないずれも作用点の類似した

アルキル化剤同士や， 単独で変異原性のある EMSと単

独では変異原性のないシトシンアラビノシド (AraC)の

ような組合せで，その複合効果がどのように現れるかを

チャイニーズ・ハムスター V79細胞を用いてしらべた．

EMSとMMSのような作用点が類似していると考えら

れる物質は，同一の作用点に対する両物質の競合による

相殺効果が予測されたが，実際は，両物質は競合抑制す

ることなく，むしろ相乗的に変嬰原性を増大することが

わかった(Kojimaet al., 1992 b) (Fig. 6). 

また， AraCとEMSとの組合わせでは単独では変異

原性のない AraCがEMSと同時作用させると， EMS

の変異原性を高めることがわかった(Tachi-Shinkawa,

et al., 1987). 

4．培養細胞を用いた変異原抑制物質の研究

1978年，国立遺伝学研究所の同僚であった故賀田恒夫

博士が研究所近辺の八百屋で買い集めた野菜や果物を片

端からジュースにし， Amesの TA98系統のヒスチジン

要求性の復帰突然変異検出系を用いて，このジュースが

トリプトフ ァンの加水分解物の トリプ-P-1の変異原性

を抑制することを見出した(Kada,et al., 1978).とくに，

118 
119 
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Combined effects of EMS and MMS on 6TG-

resistant mutation induction in Chinese ham-
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Concentration of EMS (μg/ml) 

Effects of vitamin C treated with different 

procedures on EMS-induced 6TG-resistant 

mutations in Chinese hamster V79 cells. V. 

C. + EMS, pretreatment with vitamin C : 

EMS, single treatment with EMS ; EMS, VC, 

simulatneous treatment with both agaents ; 
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Concentration of 4NQO (M) 

一 ＋ECG

Effects of ECG or EGCG(post-treatment) on 

4NQO-induced 6TG-resistant mutations in 

Chinese hamster V79 cells 

キャベッ，ダイコン，ショウガなどのジュースに変異原

抑制作用が見出され，また，ブロ ッコリー，緑コショウ，

ナス， リンゴ， ゴボウ，ワケギ，ショウガ，パイナップ

ル，ハッカの葉などにも強い変異原抑制作用があること

がわかった(Morita,et al. 1978). 

さらに，われわれが日常摂取する食物や飲物の中にも，

突然変異や発がんを抑制する物質が数多く見出されるよ

うになってきた．このような変異原抑制物質による抑制

のメカニズムを明らかにするために，チャイニーズ・ハ

ムスター V79細胞を用いて，変異原物質と抑制物質と

の処理時間を変えたり，両物質をあらかじめ混合したも

ので細胞を処理したりすることによって，変異原抑制物

質の作用機序をしらべた．

ビタミンCは緑荼やイチゴ，パイナップル， ミカンな

どの果実や，キャベッ，ホウレンソウ， ピーマンなどの

緑色野菜に多量に含まれ，壊血病に有効なビタミンとし

て知られている． しかし，それまで微生物でニトロソ化

合物の抗変異原性や実験動物で発がん物質の作用を阻害

するなどわずかな報告しかなかった．そこで著者らはチ

ャイニーズ ・ハムスター V79細胞を用いて， EMSによ

って誘発される突然変異がビタミンCおよびその誘導体

であるデヒドロ ・ピタミンC, イソ ・ピタミンCなどに

よってどのような影響を受けるかをしらべた．この結果，

ビタミン Cは変異原物質である EMSと同時処理した

り，あらかじめ EMSと混合しておいたもので処理する

と， EMSの変異原性を強く抑制することがわかり，ビタ

ミン CはEMSに直接作用する消変異原(desmutagen)

であることがわかった (Kuroda, 1986, 1990 ; Kojima, 

et al., 1992 a) (Fig. 7.).テヒドロ ・ビタミン Cやイソ ・

ビタミンCもビタミンCと同様に変異原抑制作用を示し

たが，その効果はビタミンCより弱かった．

緑茶にはサルモネラ，大腸菌，枯草菌などで抗変異原

性を示す物質が含まれ，その有効物質として(-)エピガロ

カテキン ・ガレート (EGCG)など 4種類のポリフェノー

ルが検出されている．これらの緑茶に含まれるポリフェ

ノールとして EGCGおよび(-)エピカテキンガレート

(ECG)について，チャイニーズ・ハムスター V79細胞を

用いて変異原抑制作用をしらべた．変異原物質として 4

QOを用いた場合には，緑茶のポリフェノールは 4

NQOの後処理の場合にのみ抑制作用を示し，これらの

ポリフェノールは 4NQOによる DNAの損傷の修復に

作用することがわかった(Kuroda,1996) (Fig. 8). EMS 

のようなアルキル化剤の変巽原性に対しては，緑茶ポリ

フェノールは抑制効果がみ られなかった．

緑茶ポリフェノールにはこのような変異原抑制作川の

ほか， 最近はラッ トやマウスなど実験動物を使った発が

ん実験においても発がん抑制作用が報告され，食道や胃，

大腸などの消化器のがんや乳腺，肝臓，肺臓，皮府など

のがんの発生を抑制し，さ らにがんの転移も抑制するこ

と，人間を対象とした疫学的調査などでも緑茶ががん抑

制に有効なことが報告されている．これらについては総

説(Kurodaand Hara, 1999 a；黒田 ・原， 1999b)に述

べたのでご参照を願いたい．

おわりに

哺乳類の培養細胞を用いた変異原物質の検出系は，微

生物や昆虫，植物などの検出系と異なって，高等動物の

もつ特性の一部を保持し， しかも定量性と再現性にすぐ

れた検出系といえるかも知れない．組織や臓器から単離

した細胞は， 1個， 1個が独立した生物として扱える利

点はあるが， 生体内の組織や臓器はこのような細胞の単

なる集合体ではな く，細胞それぞれに高度に分化した機

能をもち，細胞相互の情報交換や物質交換を通じて生体

としての高次構造を形作っている．

細胞レベルでの解析は，単純化された系として物質と

生体との単純な反応を補足し，解析する手段としてはす

ぐれた系であるが，複雑な生体内の現象をすべて解明す

るためには，これからさ らに多くの段階を昇らなければ

ならない．生体内と同じ分化機能をもつ細胞系や細胞の

組織の相互作用を考慮に入れた実験系なども考える必要

があると思われる．

検出する変異原物質の方も， 2つ以土の変異原物質の

複合効果として相加的なも の，相乗的なもの，相殺抑制

的なものなど，そのメカニズムからの複合効果を主な変

異原についてい くつかのクラスに分頚する ことができれ

ば，未知の変異原の複合効果を類推するうえで有効であ

ろう ．また弱い変異原に長時間暴露されたときの慢性的

影響や，変異原の発生毒性（催奇形性）などについても解

明の糸口を探りたい．
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遺伝子工学的手法を用いた

アルキル化剤高感受性サルモネラ試験菌株の作製とその応用

山田雅巳

国立医薬品食品衛生研究所変異迫伝部 〒158-8501東京都世田谷区上用賀 1-18-1

New genetically engineered Salmonella typhimurium 

tester strains with super-sensitivity to 

mutagenic alkylating agents 

Masami Yamada 

National Institute of Health Sciences 

1-18-1 Kamiyoga, Setagaya-ku, Tokyo 158-8501, Japan 

Summary 

Of the DNA lesions generated by methylating agents, a minor alkylation product 0見

methylguanine is responsible for most of the mutations induced. To counteract such mutagenic 

effects, most organisms possess 06-methylguanine DNA methyltransferases (MT). This enzyme 

is ubiquitous in various organisms and has already been cloned from human, mouse, rat, and 

other species. It is reported that many cultured human cell lines are sensitive to alkylating agents 
compared to normal cells and in many cases such cell lines do not exhibit MT  activity. Thus, the 

study of the role of MT  may be important for cancer prevention. In this study, MT-deficient tester 
strains of Salmonella typhimurium were constructed using a newly developed preligation method. 

Since the new strains are highly sensitive only to alkylating agents, they will be useful to detect 
associated mutagenicity with high efficiency and to study the mechanism of mutagenesis induced 

by environmental alkylating agents. 

(This paper, in a session chaired by Yoshinari Ohnishi, is the lecture of The JEMS Achievement Award 
(1998) presented at the 27'h annual meeting of the Environmental Mutagen Society of Japan, held at the 
Mierparque in Osaka, Japan, November 24-26, 1998.) 

Keywords : 06-methylguanine DNA methyltransferase, Ames test, alkylating agents, gene 

disruption, mutagenicity 
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緒 戸

環境変異原の研究では，化学物質のヒト DNAに対す

る作用を調べるために，バクテリア，哺乳類細胞，マウ

スなど，いろいろな生物が用いられてきている．その中

で，エームス試験のように，微生物を用いる変異原性試

験は，化学物質の安全性有害性の評価だけでなく，環境

汚染物質のモニタリングにも用いられてきた．私は，こ

うした微生物変異原性試験法の特色をより高めることを

目的に，遺伝子工学的にバクテリアの持つ修復酵素を破

壊する手法で，それぞれの化学物質特異的に感受性を高

めたサルモネラ・テスター株を作製してきている．アル

キル化剤は，メチル基やエチル基などがDNAの塩基を

直接修飾することにより，突然変異や DNA複製阻害に

よる致死を引き起こすとして広く知られている．代表的

なものを Fig.1に示す．細胞はそのような傷害を抑制す

るための防御手段として 06ーメチルグアニン DNAメ

チル転移酵索(MT)を持つ．この酵索は多くの生物種に

存在し，ヒト，ラット，マウスなどからもすでにク ロー

ニングされている (Hayakawaet al., 1990 ; Rahden-

Staron et al., 1991 ; Shiraishi et al., 1992). ヒト癌由

来細胞株の多くは，正常細胞に比べてアルキル化剤に対

し感受性が高く，しかもほとんど MT活性のないことが

報告されている (Sekiguchiet al., 1996 ; Becker et al., 

1997 ; Mattern et al., 1998). 本研究では， まず特定の

NO NH NO NH 
I II ,H I II )-I 

CH3-N-C-N、 C2Hs-N-C-N
N02 、N02

MNNG ENNG 

＼゚
CH3 -N -CONH2 

MNU 

CH3 

‘‘ N -NO 
／ 

CH3 

DMN 

~o 
C2比ーN-CONH2

ENU 

C2H5 

‘̀ N-NO 
／ヽ

C2H5 

DEN 

Fig. I Structure of methylating and eth-

ylating agents. The name of each 

chemical is under its structure 

Table 1 

遺伝子欠損株を作製するための手法を開発し，続いてエ

ームス試験に用いられるサルモネラ株において MTを

欠損した株を作製した．この MT欠損株は，突然変異を

引き起こすアルキル化剤を効率よく検出するため，試験

菌株として有用であるのはもちろんのこと，バクテリア

におけるアルキル化DNA損傷の修復機構の解明にも役

立っている．

l. アルキル化剤高感受性サルモネラ試験菌株の作製

1) ogな遺伝子のクローニング

S. typhimuriumは，大腸菌と同様に MTを2種類持

っている．Table1に性質をまとめた．どち らも，構成ア

ミノ酸の中の，特定のシスティンが，メチル基の受容体

となっているが， Adaにはこのシスティンが2個あり，

c末端側のシスティンで突然変巽を誘発する DNA付加
体である 06-MeG,04-MeTから，また， N末端側のシ

スティンでメチルホスホトリエステルから，それぞれメ

チル基を取ることにより多復を行っている．この反応は

不可逆的であるため，酵索は 1分子で 1個の付加体しか

修復できないといういささか効率の悪いシステムであ

る． N末端側のシスティンがメチル化されることにより，

AdaはAda自身を含む一連の蛋白質の発現を誘導する

能力が高くなり，蛋白贔は誘導前の数百倍になる．効率

の悪さを数で補っていることになろう ．一方， Ogtは，

AdaのC末端側半分とホモロジーがあり，メチルホスホ

トリエステルの修復が行えず，その発現が誘導されない

点でAdaと性質を異にする．エームス試験に用いられて

いるサルモネラ菌にも， adaや ogtに相当する遺伝子が

存在するものと予想されていたが，その実態は不明であ

った． しかし， AdasT（注： STはSalmonellatyphimur-

iumの頭文字を取ったもの）をコードする遺伝子がHa-

kuraらによりクローニングされ，その塩基配列から推

定分子械 39kDaの，大腸菌の adaと遺伝子レベルで 70

％の相同性を示すものであることが明らかにされた

(Hakura et al., 1991).本研究においては，まず， Rebeck

ら(1989)によりその存在が示唆されていた S.

typhimuriumのもう一つの MTをコードする遺伝子を

クローニングし，塩基配列を決定した(Yamadaet al., 

1995).クローニ ングは， adaおよびogtをともに欠損し

Comparison of characteristics for two types of 

06-methylguanine-DNA methyltransferases 

E. coli Ada Ogt 

39 kDa 

inducible 
06-methylguanine 

04-methyllhymine 

methylphosphotriester 
---------------------------------------------------------------------------------------------------

S. typhimurium Adas1 Ogts-r (?) 

Molecular Weight 

Expression 

Repaired adducts 

19 kDa 

constitutive 
06-methylguanine 

04-methylthymine 

た大腸菌KT233株(Takanoet al., 1991)を宿主にし

て，S.typhimuriumの遺伝子ライブラリー(Watanabe

et al., 1987)を導入し，メチル化剤である MNNGを1.5 

μg/mLの濃度で含む最少培地にまいて，出てきた耐性

コロニーを調べることにより行った．耐性コロニーから

プラスミドを抽出し， とれてきた候補の遺伝子の制限酵

索地図がadasTと同じものを除き，サザンハイブリダイ

ゼーション (Southern,1975)を行った結果， adasT遺伝

子のプローブとハイブリしたクローンと，大腸菌の ogt

遺伝子のプローブとハイブリしたクローンの 2種類に分

かれた．後者のうち最も短い断片を持つプラスミドを使

って塩基配列の決定を行った結果(GenBankaccession 

number : U 23465), DNAレベルで大腸菌の ogt追伝

子と 77％の相同性がある，推定アミノ酸 171個，分子星

19 kDaの蛋白質を コードする ORFがとれた． 35sラベ

ルしたメチオニンを用いたl¥tlaxicells法(Sancaret al., 

1979)によりこの ORFのコードする蛋白質の分子量が

大腸菌の Ogtとはほ同じ 19kDaであることを確認し

(data not shown), また， 3Hの取り込み実験により，

この蛋白が大腸菌の Ogtとほぽ同 じ分子星を示す，メチ

ル基を自身に取り込む活性のある蛋白 (=MT)であるこ

とを確認した(Fig.2). 3Hラベルしたメチル基を取り込

んだOgtsTはわずかに大腸菌の Ogtよりも移動度か遅

<, Maxicellsの結果と一致した．

Ada→ 

＋
＋
 

-
+
 

＋
＋
 

-
+
 亨

Fig. 2 

＋
 
ada 
ogt 

一E. coli S. typhim町ium
Fluorography of crude cell extracts (lOOμg of 

protein) following incubation with 3H-MNU-

treated DNA. The existence of ada and ogt 

genes in the crude extracts is indicated above 

each lane with+ and -. The position for Ada 

and Ogt/OgtsT is indicated by an arrow. The 

detail of the procedure for sample preparation 

is described in the paper (Yamada et al., 

1995) 

2)プレライゲーション法

大腸菌などのバクテリアにおいて染色体上で特定の遺

伝子の欠損株を得ようとするときには，プラスミド上で

薬剤耐性マーカーと置き換え，それを線状にしてエキソ

ヌクレアーゼ活性を欠損した菌株に導入すると，線状

DNAは分解されずに細胞質に存在して，染色体と相同
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Effects of deletions of the adasT or ada gene on the 

cell killing and mutagenesis induced by MNNG in 

S. typhimurium (A) and E. coli (B), respectively. 

Symbols:●，TA1535 (adasT+) ; 0, YG7100 

(adasTー）； ▲，AB1157 (ada+) ;△，GW7101 (ada―) 

的組換えを起すものが出てくる．その結果，染色体上の

遺伝子が薬剤耐性マーカーを置き換わった形になるとい

う手法を用いる．通常は，そのようにしてできた欠損株

を供与南にして，ファージを用いた形質導入で必要な遺

伝的背景の菌株に（マーカーを指標に）欠失部分を含む染

色体を移す手順が取られる．エームス試験に用いられる

菌株は，化学物質の透過性を高めるために，外膜が削れ

て薄くなったものを用いているため，ファージが吸着で

きず，形質導入の方法が使えない．そこで，エームス試

験菌株で直接欠失株を作製する方法として考案されたの

が，フ レ゚ライゲーション法である． この方法の原理は，

プラスミドトで欠失させたい遺伝子を薬剤耐性マーカー

と置き換えるところまでは同じだが，それを線状にして

エームス試験菌株に導入すれば， DNAはたちまちエキ

ソヌクレアーゼによって分解されてしまうため，プラス

ミドの複製起点をのぞいて線状にし，ライゲーションし

てからエームス試験菌株に直接導入する方法を採ってい

る．複製起点を除いているのでライゲーション後に

DNAが環状になっても， エキソヌクレアーゼに分解さ

れなくなりプラスミドとして増幅することはない．また，

ライゲーションでは線状にいくつもの断片がつながる可

能性もあるが，その場合，分解に時間がかかるので，組
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Southern hybridization analyses of 

chromosomal DNAs of S. typhimurium 

T A1535, YG7104 and YG7108. Bacterial DNAs 

were digested with EcoRI or EcoRV and run 

on a 0.8 % agarose gel. A 1.5-kb Hindlll-

Hindlll DNA fragment containing the oglsT 

coding region was labeld with [a叉P]dCTP 

and used as a probe. Lanes 1 and 4, T A1535 ; 

lanes 2 and 5, YG7104 ; lanes 3 and 6, YG7108 

↓
 れ菌株の性質が報告されている．

＇ ligation with T4 DNA ligase 

＇ introducing into a host strain 

＇ Cmr colonies 
＇ Southern blot analysis 
＇ candidates of deletion strains 

＇ characterization/confirmation 

Scheme for ogtsT gene disruption in S. 

tyhpimurium. The details are written in the 

text. Symbols : Ap", ampicillin resistance 

gene ; ori, ; plasmid replication origin ; Cm", 

chloramphenicol resistance gene. The meshed 

pattern indicates the fragment containing 

ogtsT gene, which is replaced with Cmr gene. 

The hatched pattern indicates the replaced 

fragment containing Cmr gene. The black box 

indicates Apr gene 

Fig. 4 

換えがそれまでに起これば欠失株はできる．この方法は

大腸菌にも応用できる．OgtsTの欠損株を例に具体的な

手法をあとで述べるが，同じ手法で，誘発突然変異に関

わる遺伝子 umuDCsT/ samABの欠損株(Nohmiet al., 

1992), 酸化的 DNA損傷修復に関わる遺伝子 mutM の

欠損株(Suzukiet al., 1997), ニトロ還元酵素欠損株

(Yamada et al., 1998), 0ーアセチル転位酵素欠損株

(Espinosa-Aguirre et al., 1999)などを作製し，それぞ

3) adasT欠損サルモネラ試験菌株の作製

大腸菌の場合， adaを欠損させた株が致死感受性，誘

発突然変異率ともに野生株よりも高くなる(Jeggo,

1979, Fig. 3 (B)).そこで，アルキル化剤に特巽的に高感

受性になる株を作製するために， Hakuraらによりク ロ

ーニングされた adasTを用い， S. typhimurium 

TA 1535株の染色体上でプレライゲーション法により

カナマイシン耐性遺伝子と置き換えて adasT欠損株を

作製した(Yamadaet al., 1993). YG 7100株と命名し

たこの株の MNNGに対する感受性を親株の TA1535 

と比較するため，対数増殖期にある培養液 lmLを数段

階の濃度の MNNGで37℃, 5分間処理した後，菌体を

生理食塩水で 2度洗って，10分の 1量を最小培地に，希

釈した液を LB培地に塗布し，生成コロニーを計数した．

その結果，致死感受性は高くなっているが生存菌数当た

りの誘発復帰株数の割合（＝誘発突然変異率）にはほとん

ど変化がないことかわかった(Fig.3 (A)).このことは，

サルモネラにおいては， adasTを欠損させてもまだメチ

ル化剤による DNA損傷を修復する系が働いていること

を示唆する．つまり，大腸菌では Adaが主たる MTとし

てアルキル化DNA損傷の修復にあたっているが，サル

モネラ菌では AdasTは致死にいたる DNA付加体の修

復には働いても，突然変異に関係する DNA付加体の修

復には大きな役割を示していないということである．こ

のことは， AdasTが大腸菌の Adaと違い，3倍程度しか

誘導がかからない (Hakuraet al., 1991)こととも符合す

る．サルモネラ菌において，突然変異に関係する DNA付

Fig. 6 
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加体の修復を主として行っている酵素の候補としては，

先にクローニングした OgtsTが考えられたので，次に

ogtsTを欠損した株を作製することにした．

4) ogtsT欠損サルモネラ試験菌株の作製

もう一方のMTである OgtsTをコードする 遺伝子

(ogtsT)を，クロラムフェニコール耐性遺伝子(Cmりに置

き換えたプラスミドpYG620を作製した(Fig.4).制限

酵素(ApaLI)処理で複製起点をのぞいた直線状の二本

鎖DNA断片をアガロースゲル電気泳動により精製し，

T4DNAリガーゼで処理後，宿主である TA1535株お

よび， YG7100株にエレクトロポレーション法により導

入した(Fig.4).それぞれのクロラムフェニ コール耐性

コロニーを分離し，サザンブロットにより ogtsT遺伝子

の欠損を確認した．TA1535株 の ogtsT欠損株を

YG 7104株， adasrogtsT二重欠損株を YG7108株と命

名した．Fig.5には，親株と欠損株のパターンを示す．

C面の遺伝子と置き換える前の ogtsTを含む DNA断片

には， EcoRIとEcoRVの切断部位が 1ヵ所ずつ存在す

るが，置き換えた Cmrの遺伝子にはどちらもないため，

親株のレーン (Fig.5, Lanes 1,4)では切断された 2本の

バンドが検出されたのに対して，欠損株のレーン (Fig.5, 

Lanes 2,3,5,6)では 1本のバンドだけが検出されてい

る．欠損株において， MTの活性が消失している ことは

3Hラベルしたメチル基の取り込み実験で確認された

(Fig. 2). 

t． アルキル化剤高感受性サルモネラ試験菌株の性質

1) MT欠損株のアルキル化剤に対する感受性

代表的なメチル化剤である MNNGに対する感受性

を，親株TA1535と， MT欠損株(YG7100, YG 7104, 

YG7108)の計4株について検討した．方法は前出(1.-3))
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10 

Sensitivity of ogfsrdeletion mutants to the lethal (A) and mutagenic (B) effects of 
MNNG. Symbols: 0, TA1535(adasT+, ogfsT十）； ●，YG7100（△adasT) ;□，YG7104 
（△ogfsT) ;■，YG7108（△adasT△ogfsT) 

の通りである．adasT欠損株はアルキル化剤の致死作用

に対しては高い感受性を示したが，野生株と同程度の突

然変異誘発性しか示さなかった(Fig.3 (A), Fig. 6). 

YG 7104株は，致死感受性に関しては親株と同程度であ

ったが， MNNGが親株に突然変異を起こさない用量で

強い突然変巽誘発性を示した(Fig.6).以上のことより，

ogtsT欠損株が低い用量で閾値を示さなくなっ たことか

ら， S. typhimuriumでは王として ogtsTのコー ドする

MTがメチル化剤による突然変嬰の誘発を抑制してい

ることが示唆された．

Table 2には作製した株の各種アルキル化剤に対する

感受性を比較するため，単位量当たりの誘発復帰コロニ

ー数を示した．エチル基以上に長くなると， YG7104と

YG 7108の間で差がほとんどなくなるが，メチル化剤の

場合は， YG7108の方が感受性が高い結果になっている

(Yamada et al., 1997). このことは，メチル基の修復に

はAdasTも関与していることを示唆していると考えら

れる．

2)非アルキル化剤に対する感受性

TA 1535にpKM101プラスミドを 導 入した株

TA 100は，化学物質全般に対する感受性があがってい

る．YG7104や YG7108がそのように特異性を持たずさ

まざまな化合物に対して感受性の上がっている株ではな

いことを証明するために，代表的な変異原物質である，

4-NQOとAF-2についてエームス試験を行った(Fig.

7). この場合，親株は TA100であり， YG7104と

YG 7108にそれぞれ pKM101を導入した株，YG7112, 

YG 7113を用いている．いずれの株においても，化合物

の変異原性は検出されているが，親株と欠損株のグラフ

が重なり，その感受性に差がないことが示された．この

ことから，作製した株は，アルキル化剤に特異的に感受
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Table 2 Mutagenicity of various alkylating agents in strains lacking different MTs 

Chemicals Induced His+ revertants per nmol or μmol 

TA1535 

wild type 

MNNG 

ENNG 

PNNG 

BNNG 

MNU 

ENU* 

MMS* 

EMS* 

61 (1.0) 

0.1 (1.0) 

87 (1.0) 

62(1.0) 

2(1.0) 

321 (1.0) 

ND 

ND 

YG7100 

△adasT 

146 (2.4) 

5 (2.5) 

ND 

ND 

YG7104 

• ogts•r 

717 (12) 

953(9530) 

4704(54) 

1504(24) 

17 (8.5) 

9017 (28) 

936 

9439 

YG7108 

△adasT△oglsT 

3839(63) 

1030 (10300) 

3808(44) 

1319(21) 

34 (17) 

9227(29) 

7619 

11178 

The mutagenicity test was performed with 5-9 doses. Chemicals were assayed 

with four strains in parallel. The number of induced His+ revertants per nmol or 

μmol was calculated at every dose where the actual numbers of His+ revertants 

per plate were more than twice as many as those of spontaneous His+ revertants 

per plate ; the highest value for each chemical and strain is indicated. The 

numbers in parentheses represent the relative values when the number of 

His+-induced revertants per nmol or μmol of TA1535 is assigned as 1.0. In case the 

numbers of His+ revertants per plate at any dose did not exceed twice numbers 

of spontaneous revertants, ND is shown in place of the values. 

* The number of His+ revertants per μmol instead of nmol is indicated. 

The molecular weights of the chemicals are: N-methyl-N'-nitro-N-

nitrosoguanidine, 147.09; N-ethyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine, 161.12; N-propyl-

'-nitro-N-nitrosoguanidine, 175; N-butyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine, 189 ; 

methylnitrosourea, 103.1 ; ethylnitrosourea, 117.1 ; methyl methanesulfonate, 

110.1 ; ethyl methanesulfonate, 124.2 
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性が高くなっていることが示唆される．
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3) 自然復帰突然変異頻度

欠損株において自然復帰突然変異頻度が野生株と比較

してどの程度変化しているのかを調べるため，fluctua-

tion testを行 った(Fig.8). 野生株TA1535よりも

YG 7104株で1.5倍， YG7108株で2倍程度高い値を示

した．また， YG7100株と TA1535株の間に差がないの

に対して， YG7108株はYG7104株よりも高い値を示し

ていた．このことは，菌体内に潜在的なアルキル化剤，

0.04 0.05 

The mutagenic response of S. typhimurium tester strains lacking different MTs 

against non-alkylating agents, 4-NQO (A) and AF-2 (B). Symbols : 0, TAlOO :▲， 
YG7112:口，YG7113.

特にメチル化剤による DNA損傷があり， MTがそのよ

うな損傷に対応しているためと考えられる．

4) MT欠損株の応用例

ニトロソアミンは，食品中に存在することが知られて

いる変異原で， S9 mixにより代謝活性化を受けて変異

原性を示す(Raoet al., 1979). YG 7104株， YG7108株

ともに DMN,DENに対しても 高い感受性を示し，

pKM 101導入株TA100に突然変異を起こさない用量

(0.1-10 mg/plate)でも明らかな突然変異誘発性を示
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Fig.8 

0.25 0.5 0.75 

mg/plate 

The mutagenic response of S. typhimuガum

tester strains lacking different MTs against 

DMN (A) and DEN (B) Symbols : 0, 

TA1535;△，YG7104;▲， YG7108 

した(Fig.9).従米，プレインキュベーションを行わず直

接平板にまくプレート法では検出できないとされていた

が(Privalet al., 1979), 作製した株を用いた場合変異原

性が検出できた（未発表データ）．従来のエームス試験菌

株では用量を上げなければ，変異原性を検出できず，食

品中に混入している微鼠を検出することは非常に困難で

あった．この高感受性菌を使えば，従来よりも少量のサ

ンプルで検出可能になるものと思われる．このほか，作

製した株の特異性を利用した村上ら(1994)のアルキルニ

トロソ尿素の作用機構に関する報告もある．できるだけ

多くの研究者の研究に役立てていただけたらと思う．
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10 
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Spontaneous mutation rates. The proportion of culture generating 

more than N revertants per plate versus the number of revertants per 

plate (N) was plotted. Symbols : 0, T A1535 (adasT +, ogtsT +) ;●， 

YG7100（△adasけ； □，YG7104（△ogtsT) ;■，YG7108（△adasT△ogtsT) 

(B) DEN 

5 10 15 20 25 

μg/plate 

バクテリアにおける特定遺伝子の欠損株を作製する手

法を開発し，応用としてアルキル化剤に特異的に高感受

性を示す試験菌株を作製した． TA1535株の ogtsT欠損

100 

株である YG7104株， adasrogtsT二重欠損株である

YG 7108株はともに，各種アルキル化剤に対して特異的

に高感度であるとともに，アルキル化DNA損傷の修復

機構の解明に有用であることが示された．
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コメットアッセイを用いたマウス多臓器DNA損傷の検出

佐々木有

Detection of mouse organ-specific genotoxicity by the comet assay 

Yu F. Sasaki 

Laboratory of Genotoxicity, Faculty of Chemical and Biological Engineering, Hachinohe National 

College of Technology, Tamonoki Uwanotai 16-1, Hachinohe Aomori 039-1104, Japan 

Summary 

The genotoxicity of 206 chemicals selected from IARC groups 1, 2A, 2B, 3, and 4 and/ or from 
the U.S. NTP carcinogenicity database was evaluated using the comet assay in mouse organs. 

Groups of four mice were treated once orally or intraperitoneally at the MTD and stomach, colon, 

liver, kidney, bladder, lung, brain, and bone marrow were sampled 3, 8, and/or 24 h after each 
treatment. 

Out of 206 studied chemicals, 115 are Ames test-positive rodent carcinogens, 43 are Ames 

test-negative rodent carcinogens, and 30 are rodent non-carcinogens. High positive response ratio 

(107 /115) for rodent genotoxic carcinogens and a high negative response ratio (24/29) for rodent 
non-carcinogens are shown in comet assay. For Ames test-negative carcinogens, the positive ratio 

is below 50 %. The organs exhibiting increased levels of DNA damage were not necessarily the 
target organs for carcinogenicity. It was rare, in contrast, for the target organs not to show DNA 
damage. Organ-specific genotoxicity, therefore, is necessary but not sufficient for the prediction of 
organ-specific carcinogenicity. 

In the safety evaluation of chemicals, it is important to demonstrate whether or not Ames 

test-positive agents are genotoxic in vivo. Chemical carcinogens can be classified as genotoxic 

(Ames test-positive) or putative non-genotoxic (Ames test negative) carcinogens. The comet 

assay, which detects DNA lesions, is not suitable for identifying non-genotoxic carcinogens. The 
present study revealed a high positive response ratio for rodent genotoxic carcinogens and a high 
negative response ratio for rodent genotoxic non-carcinogens. These results suggest that the comet 

assay can be used to evaluate the in vivo genotoxicity of in vitro genotoxic chemicals. 

(This paper, in a session chaired by yoshinari Ohnishi, is the lector of The JEMS Achievement 

Award (1998) presented at the 27th annual meeting of the Environmental Mutagen Society of 

Japan, held at the Mielparque Osaka in Osaka, Japan, November 24-26, 1998.) 

Keywords : genotoxicity, mouse multiple organs, comet assay, IARC monographs, U.S. 
NTP carcinogenicity database 
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cn本環境変異原学会

遺伝青性試験は化学物質等による DNA損傷を検出す

ることを目的とし，癌原性の予測試験 としての側面をも

つ．現在，微生物を用いる Ames試験と哺乳類培養細胞

を用いる染色体異常試験がも っとも汎用されているin

130 131 



Positive 

Table 1 Positive and negative chemicals in the in vivo comet assay 

Negative 

Alkylating agents 

2-Methylaziridine, Mitomycin C, Thiotepa, Diepoxybutane, 

Epichlorohydrin, Propylene oxide, Styrene-7,8-oxide, 

(3-Butyrolactone,(3-Propiolactone, 1,3-Propane sultone, 

Chlorambucil, Cyclophosphamide, Melphalan, ENU, 

MNNG, N-Nitrosodi-n-butylamine, N-Nitrosodiethylamine, 

N-Nitrosodimethylamine, N-Nitrosodi-n-propylamine, 

N-Nitrosoethylmethylamine, N-Nitrosomorpholine, 

N-Nitrosopiperidine, N-Nitrosopyrrolidine, EMS, MMS, 

Busulfan, Diethylsulfate 

Amides (including thioamide and carbamate) 

Acetoamide, Acrylamide, Dimethylformamide, 

Ethylene thiourea, Thioacetamide, Urethane 

Aromatic amines 

Benzidine, N,N'-Diacetylbenzidine, Dianisidine, 

3,3'-Dichlorobenzidine, Tolidine, IQ, MeIQ, MeIQx, 

PhIP, Trp-P-1, Trp-P-2, 2AAF, Aniline, o-Anisidine, 

Auramine, p-Chloroaniline, p-Chloro-o-phenylenediamine, 

p-Chloro-o-toluidine, CI Basic Red 9, p-Cresidine, 

2,4-Diaminoanisole, 4,4'-Diaminodiphenyl ether, 

2,4-Diaminotoluene, 2,4-Dimethylaniline, MOCA, 

4,4'-Methylenedianiline, 1-Naphthylamine, 2-Naphthylamine, 

Phenacetin, 4,4'-Thiodianiline, o-Toluidine 

Azo compounds 

Amaranth, p-Aminoazobenzene, o-Aminoazotoluene, 

Azobenzene, CI Direct Blue 15, CI Pigment Red 3, 

Dacarbazine, p-Dimethylaminoazobenzene, Direct Black 38, 

Direcy Blue 6, Disperse Yellow 3, Orange I, Phenazopyridine, 

Ponceau SX, Ponceau 3R, Sudan I, Sudan III 

Cyclic nitro compounds 

AF2, Metronidazole, 4NQO, Dinitoropyrenes, 

5-Nitroacenaphthen, Nitrofen, 2-Nitrofluorene, 1-Nitropyrene 

Halides 

Captafol, Chlorodibromomrthane, Dichlorvos, 

Chloromethyl methyl ether, 1,3-Dibromo-3-chloropropane, 

1,2-Dibromoethane, 1,2-Dichloroethane, Dichloromethane, 

1,3-Dichloropropene, MX, p-Dichlorobenzene, 

2,4-Dichlorophenol, 2,4,6-Trichlorophenol, 

Vinyl bromide 

Holmones 

Hydrazine 
1,1-Dimethylhydrazine, 1,2-Dimethylhydrazine, Hydrazine, 

Procarbazine 

Metalic compounds 

Cisplatin, Potassium chromate (VI), 

Sodium arsenite(III) 

132 

Dimethylsulfate 

8-Methylthiouracil 

p-Chloro-1,4-phenylenediamine, 

3-Chloro-p-toluidine, 2,5-Diaminotoluene, 

2,6-Diaminotoluene, 2,4-Dimethoxyaniline, 

Disperse Blue 1, Fast Green FCF, Magenta, 

4-Nitroanthranilic acid, 4-Nitro-1,2-phenylenediamine, 

1,4-Pheny lenediamine, N-Phenyl-1,4-phen ylenediamine 

CI Acid Red 114, Evans Blue, Oil Orange SS, 

Orange G, Sudan II, Sudan Red 7B, Trypan Blue 

Chloramphenicol 

Aldirin, Carbon tetrachloride, Chlordene, Chloroform, 

2-Chloroethanol, Dieldrin, Heptachlor, 

Hexachlorocyclohexane, Hexachloroethane 

Pentachloroethane, 1,1,1,2-Tetrachloroethane 

1,1,2,2-Tetrachloroethane, Tetrachloroethylene, 

Trichloroacetic acid, Trichloroethylene, 

p,p'-DDE, p,p'-DDT, o-Dichlorobenzene, 

Hexachlorobenzene, Pentachlorophenol, PCBs 

Diethylstilbestrol, Hexoestrol, 17 /3-0estradiol, 

Teststeron 

Beryllium sulfate, Cadmium chloride, 

Lead acetate, Nickel chloride 

Polycyclic hydrocarbons 

Benz [a] anthracene, Benzo [b] fluoranthene, Benzo [a] pyrene, 2,3-Benzofuran 

Benzo [e] pyrene, Dibenz [a,h] anthracene, DMBA, 

Pyrene, Thiabendazole 

Other aliphatic compounds 

Acetaldehyde, Acrylonitrile, Ethyl acrylate, Dimethoate, 

2-Nitropropane 

Other aromatic compounds 

Benzene, Benzyl acetate, Benzyl alcohol, Biphenyl, 

BHA, BHT, Daunomycin, Phenol, o-Phenylphenol 

Other heterocyclic compounds 

Aflatoxin Bl, Bleomycins, Fulfural, Phenobarbital sodium 

Others 
Potassium bromate, Tobacco smoke 

vitroの試験系であり，マウスを用いる小核試験によ って

in vivoでの遺伝毒性評価が一般的に行われている．小核

試験は実験方法が比較的簡便な短期試験として確立され

ており，背景データが豊富なことから有用性の高い試験

系である． しかしなから，小核試験は染色体製常の誘発

を指標とするものであり，それゆえに観察対象は骨髄造

血組織のような分裂性組織に限定される．そのため，in

vitroでは陽性であるが小核試験で陰性である場合，被験

物質が高い組織特哭性を有し，観察対象である骨髄組織

に到達していないために追伝毒性が検出されないという

ことも考えられる．このように，invivoでの追伝毒性評

価においては毒性発現組織と観察対象組織の乖離は大き

な問題であり，そのために骨髄造血組織以外の多臓器に

おける遺伝毒性の検出が求められていた．

コメ ットア ッセイは， DNA鎖切断またはアルカリ感

受性部位のような DNA損傷をもつ DNAが強アルカリ

下で変性・低分子化することを利用し， DNA損傷を

DNAの低分子化としてミクロゲル電気泳動で検出する

方法であり，その像が彗星のようにみえることからこの

ように呼ばれている (Singhet al. 1988). この方法では

DNA損傷を DNA複製による固定を経ずに検出するこ

とができるため，培養細胞のみならず非分裂性組織を含

むあらゆる動物組織の DNA損傷を検出できるものと期

待されてきた (Fairbairnet al., 1995). しかしながら，

コメットアッセイは培養細胞や血球細胞のような単細胞

のDNA損傷を検出する方法であるため，適切な動物組

織の分散法が必須であった．

動物組織の DNA損傷をコメ ットア ッセイで検出する

ためには，従来，酵素処理などによる組織分散か試みら

れてきた(Schmezer,et al., 1994 ; Monteith and Van-

stone, 1995). しかし，トリプシンやコラゲナーゼによる

一般的な酵索分散法では，無処理の動物の組織において

L-Ascorbic acid, DMSO, EDTA trisodium, 

Geranyl acetate, Lithocholic acid, DL-Menthol 

Benzoin, Di (2-ethylhexyl) phthalate, Toluene 

Caploractam, araC, 1,4-Dioxan, 5FU, 

8-Hydroquinoline, L-Tryptophan 

もほとんどすべての細胞で DNAが泳動されることで対

照値が上昇し，必ずしもコメ ットア ッセイには適したも

のではなかった．われわれは緩やかにホモジナイズして

分離した核を用いることを試み，冷却・遮光下の核溶解

と電気泳動の条件を工夫することによって，マウス， ラ

ットの主要臓器で陰性対照の泳動長をはほ零に，アルキ

ル化剤投与の場合には十分に長い泳動長を得ることに成

功した(Sasakiet al., 1997 a).この方法によ って， IARC

モノグラフおよびNTP留歯類癌原性データベース

(Ashby and Tennant, 1991)に記載されている化合物

を中心とする 206種の迫伝群性をマウス主要 8臓器（繊

胃粘膜，結腸粘膜，肝，腎，膀脱粘膜，肺，脳，骨髄）で

杉樟寸してきた (Sasakiet al., 1997 a-g, 1998 a-d, 1999 ; 

Tsuda et al., 1998 a, b). ここでは，コメ ットア ッセイ

で検出できるinvivoの遺伝毒性によ って何がわかるの

か， ということを考察する．

l.遺伝毒性・癌原性の標的臓器

各群 4匹の 7-10週齢の ICRまたは ddY系雄マウ

スを用い，単回の腹腔内または強制経口投与の 3, 8, 

24時間後に屠殺し，標本を作成した．核溶解を経て強ア

ルカリ(pH>13)に10分曝して DNAを変性させ，同じ

強アルカリ電気泳動液中で 15分間電気泳動(25V, 250 

-300 mA)した．核溶解から電気泳動の終了までの間を

0℃に近い温度と遮光下で行うことが安定した結果を1、

るためには特に重要であった．また，アルカリ変性およ

び電気泳動の時間を長くすることで検出感度を上げるこ

とも報告されているが(Vijayalaxmiet al., 1992), その

ような長時間のアルカリ処理では対照値か安定しないだ

けでなく，粘膜組織では核が拡散してしま ったような像

となることが多かった．

対象とした化合物は，その化学構造から 14群に大別さ
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Table 2 Comparison of genotoxicity targeting organs and carcinogenicity targeting organs in mice 

Chemical structure N8 Results of the comet assayb 

戸 S C L K Ub Lu Br BM 

11 (8) 

1 (1) 

10 (7) 

3 (1) 

Alkylating agents 29 28(23) 26(6) 26(3) 20(7) 16(4) 23(1) 22(13) 9(1) 

N-Nitrosoamines, dialkyl type 9 9(9) 9(3) 9(1) 9(5) 7(2) 8(1) 9(6) 4(0) 

Alkylating agents excluding dialkyl nitrosoamines 

Aziridines 

Epoxides 

Lactones 

Mustards 

20 19(17) 17(3) 

3 3(2) 2(0) 

4 4(4) 4(1) 

3 3 (3) 3 (0) 

3 3(3) 3(0) 

17 (2) 11 (2) 9 (2) 15 (0) 13 (7) 5 (1) 

3(0) 1(0) 1(0) 3(1) 3(0) 1(0) 

3(0) 1(1) 2(0) 2(1) 3(0) 1(0) 

2(0) 2(0) 2(0) 2(0) 2(0) 1(0) 

3(0) 2(1) 0(0) 3(2) 0(0) 0(0) 

3 (0) 

1 (1) 

0 (3) 

N-Nitroso compounds, monoalkyl type 2 2 (2) 2 (2) 2 (2) 2 (0) 2 (1) 2 (0) 2 (1) 0 (1) 1 (1) 

Sulfates 2 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 0 (0) 1 (0) 1 (0) 0 (0) 1 (0) 

Sulfonates 3 3(3) 2(0) 3(0) 2(0) 2(1) 2(0) 2(2) 2(0) 1(1) 

Amides 7 6(6) 6(0) 6(0) 4(3) 3(0) 5(0) 5(2) 1(0) 3(2) 

Aromatic amines 43 31(26) 17(2) 11(0) 27(21) 14(0) 18(2) 22(3) 23(0) 6(4) 

Aromaticaminesexcludingheterocyclicamines 37 25(20) 12(0) 5(0) 21(16) 9(0) 18(2) 17(1) 17(0) 6(2) 

Benzidine derivatives 

Heterocyclic amines 

5 5(3) 5(0) 3(0) 5(2) 4(0) 5(0) 5(0) 5(0) 5(1) 

6 6(6) 5(2) 6(0) 6(5) 5(0) 0(0) 5(2) 6(0) 0(2) 

Azo con pounds 24 17 (12) 11 (0) 

Cyclic nitro compounds 9 7 (7) 7 (1) 

Hetcrocyclic nitro compounds 3 3 (3) 3 (1) 

Other nitro compounds 6 4 (4) 4 (0) 

Halides 35 14 (29) 11 (6) 

Aliphatic halides 26 11 (23) 8 (6) 

Aromatic halidesd 9 3 (6) 3 (0) 

Genotoxic (Ames test-positive) halidesd 12 11 (9) 8 (6) 

Non-genotoxic (Ames test-negative) halidesd 22 3 (19) 3 (0) 

Hormones 4 0(3) O(O) 

H ydrazines 4 4 (4) 3 (0) 

Metal compounds 7 3 (7) 0 (0) 

Polycyclic hydrocarbons 9 8 (7) 8 (2) 

Polycyclic aromatic hydrocarbons 7 7 (6) 7 (1) 

Polycyclic heterocyclic hydrocarbons 2 1 (1) 1 (1) 

Other aliphatic compounds 11 5 (1) 5 (1) 

Other aromatic compounds 12 9 (6) 9 (4) 

Othre heterocyclic compounds 10 4 (4) 3 (0) 

Others 2 2 (2) 1 (0) 

14(1) 12(8) 2(1) 7(4) 6(2) 5(0) 4(2) 

7(0) 3(3) 3(0) 6(0) 3(3) 3(0) 1(2) 

4 (0) 

12(1) 

10 (1) 

2 (0) 

10(1) 

2 (0) 

0 (0) 

4 (0) 

1(0) 

8 (0) 

7 (0) 

1(0) 

5 (0) 

7 (0) 

3 (0) 

0 (0) 

0) 2(0) 3(0) 3(2) 2(0) 10) 2( 

1(3) 

12 (24) 

10(18) 

2 (6) 

10(4) 

2(19) 

0 (0) 

4 (2) 

1(0) 

3 (2) 

2 (1) 

1(1) 

3 (0) 

5 (2) 

3 (4) 

2 (0) 

1(0) 3(0) 00) 1(0) 0(0) 

10 (1) 

9 (1) 

1 (0) 

9 (0) 

1 (1) 
0 (0) 

2 (0) 

O(l) 

2 (0) 

l(O) 

1 (0) 

1(0) 

2 (0) 

l(O) 

1(0) 

9 (1) 11 (6) 9 (0) 5 (4) 

7 (1) 10 (5) 7 (0) 4 (3) 

2(0) 10) 2(0) 10) 

7 (1) 

2 (0) 

0 (0) 

3 (0) 

0 (0) 

8 (1) 

7 (1) 

1 (0) 

4 (0) 

5 (0) 

3 (0) 

0 (0) 

10 (4) 7 (0) 

1(2) 2(0) 

0 (0) 

3 (3) 

2 (4) 

8 (2) 

7 (1) 

l (1) 

4 (0) 

4 (2) 

3 (2) 

1 (0) 

0 (0) 

2 (1) 
I (0) 

2 (0) 

I (0) 

1 (0) 

3 (0) 

5 (0) 

1 (0) 

0 (0) 

4 (2) 

1 (2) 

0 (0) 

2 (2) 

0 (0) 

2 (0) 

1 (0) 

1 (0) 

2 (O) 

2 (1) 

2 (0) 

0 (0) 

Other 

(14) 

(2) 

(12) 

(1) 

(3) 

(3) 

(2) 

(1) 

(0) 

(2) 

(1) 

(9) 

(9) 

(0) 

(0) 

(4) 

(4) 

(1) 

(3) 

(6) 

(5) 

(1) 

(5) 

(1) 

(0) 

(4) 

(1) 

(6) 

(6) 

(0) 

(0) 

(2) 

(0) 

(0) 

Total 206 138 (134) 108 (22) 105 (5) 99 (76) 57 (7) 91 (9) 94 (42) 64 (2) 40 (25) (54) 

8Number of chemicals studied in this study 

bNumber of chemicals that were positive in each organ. Numbers in parentheses represent the number of carcinogens that 

targeted each organ. S : stomach, C : colon, L: liver, K : kidney, Ub : urinary bladder, Lu : lung, Br: brain, RM : bone 

marrow 

cNumber of chemicals that were positive in at least one organ : Numbers in parentheses represent the number of mouse 

carcmogens 

dp,p'-DDE is not included in genotoxic and non-genot9xic halides, because its Ames test-data are not cited in the references 

れ，それぞれについてコメットアッセイ陽性および陰性

の化合物を Table1に示した（少なくとも一つの臓器で

陽性となったときに，その化合物はコメットアッセイ賜

性とした）．また，各臓器における陽性化合物数，マウス

の当該臓器を標的とする化合物数を Table2に示す．ア

ルキル化剤については， 29種中 dimethylsulfateを除く

28種が 8臓器中少なくとも 1臓器でコメットア ッセイ

陽性であ った．陽性率が 50％以上の臓器は，胃 (26/28),

結腸（26/28), 肝（20/28），腎（16/28), 膀脱(23/28），肺

(22/28)であった．ここで対象としたアルキル化剤は化学

構造から 8群に細分されるが，ジアルキル型 N-
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nitrosoamineには遺伝毒性陽性臓器に際だった特徴か

認められた．すなわち，ジアルキル型 N-nitrosoamine 

9種とそれを除く 19種の陽性率は，それぞれ肝で 9/9と

11/19,肺で 9/9と13/19,骨髄で 1/9と10/18であった．

ここに示されたジアルキル型 N-nitrosoamineの肝と

肺における高い陽性率は，それぞれに対する高い発癌率

（マウス肝で 5/6,肺で 6/6)に一致する．他方，ジアルキ

ル型 N-nitrosoamineを除くアルキル化剤のマウス）廿

における発癌率は 2/17に過ぎず，比較的発癌率が高い臓

器は肺(7/17), 造血系(7/17), その他（12/17)であった．

芳香族アミンは肝で高い遺伝青性陽性率(27/31)を示

し，これは芳香族アミンの主要な発癌標的臓器は肝であ

ること (21/26)と一致する．肝の他にコメットア ッセイで

比較的高い陽性率を示した臓器は胃 (17/31), 結腸（14/

31), 腎（11/31),膀脱（18/31),肺（22/31),脳（23/31)で

ある． しかし，これらのマウス臓器における発癌率は胃

(2/26),結腸(0/26), 腎（0/26),膀脱(2/26),肺（3/26),

脳 (0/26)に過ぎなかった． 一方，癌原性標的臓器である

にも拘わらず，遺伝毒性陰性とな った臓器は，p-

cresidineの肝， PhIP, 4, 4'-methylenedianiline, 

2, 4-diaminotolueneの骨帥のみであった．

アゾ化合物は主に胃(11/17),結腸（14/17），肝（12/17)

で遺伝蔀性を示した．アゾ基の還元はアゾ化合物の遺伝

毒性発現に必須であり，そのため，アゾ化合物のinvitro 

遺伝毒‘I生はアゾ還元系の存在の有無に大きく左右され

る．動物体内では，肝における NADPH依存性アゾ遠元

酵索，および腸内細菌によ ってアゾ基は還元される．そ

のため，アゾ化合物の主な遺伝毒性発現臓器（消化管， ll「)

は，それらが還元代謝される臓器に一致する． しかしな

がら，発癌率は肝では 8/12と高いのに対し，消化管系で

は1/12に過ぎない．

ハライド 35種には，変嬰(Ames試験陽性）醤歯類癌原

物質 11種，非変異(Ames試験陰性）留歯類癌原物質 19

種が合まれる．変異悩歯類癌原物質はcaptafol, chlor-

odibromomethane, chloromethyl methyl ether, 

1, 2-dibromo-3 chloropropane, 1, 2-dibromoethane, 

1, 2-dichloroethane, dichloromethane, 1, 3-dichloro-

propene, dichlorvos, MX, vinyl bromideであり，い

ずれもコメットアッセイで陽性を示した．これらの各臓

器での陽性率は胃 (8/11), 結腸（10/11), 肝（10/11），腎

(9/11),膀脱(7/11),肺（10/11)であり，これら 6臓器の

間に大きな相違は認められない．これらの主な癌原性標

的臓器は胃，肝，肺であり，その発癌率は胃（6/9),肝(4/

9),肺（4/9)である． 一方，非変異癌原性ハライドは肝を

特異的に癌原性標的臓器とするにも拘わらず(20/20），肝

でコメットアッセイ陽性であったものは，p-

dichlorobenzeneと2,4, 6-trichlorophenolの 2種に過

ぎなか った．なお，留歯顆非癌原物質である 2,4-

dichloropheno]は胃と結腸で陽性であ った．

対象とした 206種について，少なくとも 1つの臓器で

コメットアッセイ陽性となったものは 138種であった．

206種のうち，マウスで癌原性か報告されているものは

134種，マウスあるいはラットの少なくとも一方で癌原

性か示されているもの（留歯類癌原物質）は 163種であ

る．なお， anilineはラットで癌原性であるにも拘わらず

マウスでは非癌原性とされ(Ashbyand Tennant, 

1991), 28種についてはマウスで十分な癌原性データが

報告されていない．コメットア ッセイ隔性率が 50％以上

の臓器は，胃（108/138), 結腸（105/138), 肝（99/138),

膀脱(91/138), 肺（94/138)であり，骨髄ではも っとも低

い(40/138). しかし，癌原性陽性率が 50％を越える臓器

は肝（76/134)だけであり，肺で比較的高い陽性率(42/

134)が認め られたに過ぎない．結腸，膀脱ではコメ ット

アッセイ陽I牛率が高いにも拘わらず，癌原性陽性率は5/
134, 9/134ときわめて低い．そのため，コメットア ッセ

イで検出され得る各臓器における遺伝毒性は癌原性に必

ずしも一致せず，遺伝毒性は癌原性の必要条件であった

としても十分条件ではないことが示唆される（すなわち，

遺伝毒性発現臓器は必ずしも癌原性標的臓器ではない）．

DNA損傷が修復されるか，あるいは固定されるかと

いうことは，癌原性物質によ って損傷をうけた臓器の運

命を左右する一因である． また，標的臓器における癌の

発生は， DNA損傷の初期値と修復のみならず，癌原物質

の代謝，体内分配によ っても左右される．コメ ットア ッ

セイは DNAの初期捐傷を検出するものであり，ここで

示された通り本法で検出され得るinvivo遺伝毒性によ

って癌原性標的臓器を特定することは困難である．

？．構造相関性

アルキル化剤，アミド，芳香族アミン，アゾ化合物，

芳香族ニトロ，ヒドラジン，縮合多環芳香族炭化水索は，

それぞれ 28/29, 6/7, 31/43, 17/24, 7/9, 4/4, 8/9と

高い陽性率を示した(Table2). しかし，ハライド，ホル

モン，金属化合物では 14/35,0/ 4, 3/7と陽性率は低い．

陽性率の高い化合物群は，その化合物あるいは代謝物が

化学構造的に DNAとの反応性を示す官能某を有してい

る．陽性率が低いハライドに属する化合物であっても，

コメットア ッセイで陽性となったものには，活性ハロゲ

ンやエポキシ化され得る炭素間二重結合のような直接あ

るいは間接に DNAとの反応性を示す官能基の存在が認

められる．このことから，コメットアッセイの陽性結果

と化合物（およびその代謝物）の DNAとの反応性の間の

高い相関性が示唆される．

コメットアッセイでは DNAのアルカリ変性を阻害す

るDNA架橋損傷は検出し難く，半切除後の不完全な修

復後であれば検出されると予測される．培養細胞におい

て， mitomycinC処理直後にはコメットアッセイ陰性で

あるが，回復時間経過後には陽性であり， bleomycin処

理による陽性反応の抑制が示されている (Miyamae et 

al., 1997 a, b). これらの結果は，以上の予測がinvitro 

では正当であることを示している．本研究では DNA架

橋形成剤 10種のinvivo遺伝毒性をマウス 8臓器で検

討し， DNA架橋形成剤を除くアルキル化剤と比較した．

アルキル化剤は胃（20/21),結腸（19/21),肝（18/21),膀

脱（17/21),肺（19/21)でほほ均等に高い陽性率を示した．

しかし， DNA架橋形成剤は消化管粘膜で高い陽性率を

示すものの（胃で 8/10，結腸で 10/10), 肝と肺ではそれ

ぞれ 3/10,4/10に過ぎなかった．いすれの DNA架橋形

成剤も腹腔内投与であるにも拘わらず，消化管枯膜に特
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Table 3 Results of the comet assay for IARC Group 1, 2A, 2B, 3, 4, and other chemicals 

Chemical structure 

Alkylating agents 

N-Nitrosoamines, dialkyl type 

Alkylating agents excluding dialkyl nitrosoamines 

Aziridines 

Epoxides 

Lactones 

Mustards 

N-Nitroso compounds, monoalkyl type 

Sulfates 

Sulfonates 

Amides 

Aromatic amines 

Aromatic amines excluding heterocyclic amines 

Benzidine derivatives 

Heterocyclic amines 

Azo conpounds 

Cyclic nitro compounds 

Heterocyclic nitro compounds 

Other nitro compounds 

Halides 
Aliphatic halides 

Aromatic halides 

Hormones 

Hydrazines 

Metal compounds 

Polycyclic hydrocarbons 

Polycyclic aromatic hydrocarbons 

Polycyclic heterocyclic hydrocarbons 

Other aliphatic compounds 

Other aromatic compounds 

Othre heterocyclic compounds 

Others 

Total 

Totaド IARCclassificationa 

1 2A 2B 3 

28/29 5/5 7/8 16/16 0/0 

9/9 0/0 2/2 7/7 0/0 

19/20 5/5 5/6 9/9 0/0 

3/3 1/1 0/0 2/2 0/0 

4/4 0/0 2/2 2/2 0/0 

3/3 0/0 0/0 3/3 0/0 

3/3 3/3 0/0 0/0 0/0 

2/2 0/0 2/2 0/0 0/0 

1/2 0/0 1/2 0/0 0/0 

3/3 1/1 0/0 2/2 0/0 

6/7 0/0 1/1 5/6 0/0 

31/43 2/2 4/4 22/24 2/4 

25/37 2/2 3/3 17/19 2/4 

5/5 1/1 0/0 4/4 0/0 

6/6 0/0 1/1 5/5 0/0 

17/24 0/0 2/2 7/10 8/12 
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11/26 1/1 3/ 4 5/14 1/5 
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0/4 0/3 0/1 0/0 0/0 

4/4 0/0 1/1 3/3 0/0 
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138/206 13/19 23/27 76/101 18/31 0/1 3/20 4/6 

aNumbers of comet assay-positive chemicals/Numbers of chemicals assaied 

bChemicals not cited in the IARC Monographs 

cchemicals reported not to be carcinogic to rodents 

異的に高い陽性率を示すことは注目すべき特徴であると

考えられる．

3．コメットアッセイのinvivo遺伝毒性の検
出力

本研究で対象とした化合物は主に IARCモノグラフ

およびNTPデータベースに記載された癌原物質であ

る．Table3にヒトに対する癌原性との関連を示した．コ

メットアッセイの陽性率は， Group1のhumancarcin-

ogenで13/19, Group 2 Aのprobablehuman carcin-

ogenで23/27, Group 2 Bのpossiblehuman carcino-

genで76/101, Group 3のunclassified as human 

carcinogenで 18/31, Group 4の human non-

carcinogenで0/1であり，ヒトに対する発癌性の危険性

が高いとされるグループほど高い陽性率を示した．同様

の傾向はマウス小核試験でも報告されているものである

(Morita et al., 1997). 

一般に，癌原物質は変異癌原物質(Ames試験陽性）と

非変異癌原物質(Ames試験陰性）に大別される．本研究

で対象とした 206化合物のうち， 115種は変異留歯類癌

原物質（マウスに対する癌原性が報告されているものは

90種）， 43種は非変異留歯類癌原物質， 30種は留歯類非

癌原物質である．変異癌原物質のコメットアッセイ賜性

率は 107/115である (Table4). 陰性であ ったものは，

dimethyl sulfate, Fast Green FCF, Disperse Blue 1, 

CI Acid Red 114, Evans Blue, Oil Orange SS, Trypan 

Blue, 1-nitropyreneである．留歯頷非癌原物質は IARC

モノグラフに記載された 9種(2,5-diaminotoluene, 

Sudan Red 7 B, a-dichlorobenzene, 2,4-

dichlorophenol, pentachlorophenol, phenol, caplor-

actam, 5-fluorouracil, 8-hydroquinoline)を含めた 29

種であり，そのうち，陽性であったものは 2,4-

Table 4 Results of the comet assay for genotoxic and non-genotoxic carcinogens and non-carcinogens 

Chemical structure Totala Ames+ Ames+ Ames-
Ma.b Roa.c Roa.ct 

Ames+/-
Ro Nca・e 

Alkylating agents 

N-Nitrosoamines, dialkyl type 

Alkylating agents excluding dialkyl nitrosoamines 

Aziridines 

Epoxides 

Lactones 

Mustards 

N-Nitroso compounds, monoalkyl type 

Sulfates 

Sulfonatcs 

Amides 

Aromatic amines 

Aromatic amines excluding heterocyclic amines 

Benzidine derivatives 

Heterocyclic amines 

Azo conpounds 

Cyclic nitro compounds 

Heterocyclic nitro compounds 

Other nitro compounds 

Halides 

Aliphatic halides 

Aromatic halides 

Hormones 

Hydrazines 

Metal compounds 

Polycyclic hydrocarbons 

Polycyclic aromatic hydrocarbons 

Polycyclic heterocyclic hydrocarbons 

Other aliphatic compounds 

Other aromatic compounds 

Othre heterocyclic compounds 

Others 

Total 

28/29 

9/9 

19/20 

3/3 

4/4 

3/3 

3/3 

2/2 

1/2 

3/3 

6/7 

31/43 

25/37 

5/5 

6/6 

17/24 

7/9 

3/3 

4/6 

14/35 

11/26 

3/9 

0/4 

4/4 

3/7 

8/9 

7/7 

1/2 

5/11 

9/12 

4/10 

2/2 

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
4
l
l
o
o
1
0
0
0
F
`
1
1
5
3
1
5
1
0
1
1
6
1
0
 

/
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
 

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

3

1

1

0

0

1

0

0

0

2

0

2

0

1

1

0

0

0

1

5

0

0

 

9

0

1

5

4

1

1

 

2

2

3

2

1

1

1

 

/

9
/

3

4

3

3

2

2

3

4

/

/

5

6

/

8

3

5

/

/

0

0

3

2

6

6

0

3

1

3

2

 

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

2

3

1

7

2

6

2

0

 

/

6
/

2

4

3

3

2

0

3

2

/

/

3

6

9

7

3

4

9

9

0

0

3

2

6

6

0

0

1

2

0

 

3
/
7
/
I
I
I
I
I
I
/
2519
/
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
 

2

6

1

2

4

3

3

2

0

3

3

3

6

8

6

3

3

9

9

0

0

3

2

6

6

0

0

1

2

0

 

0/0 

0/0 

0/0 

0/0 

0/0 

0/0 

0/0 

0/0 

0/0 

0/0 

0/0 

0/9 

0/9 

0/0 

0/0 

0/1 

0/0 

0/0 

0/0 

1/4 

0/1 

1/3 

0/0 

0/0 

0/0 

1/1 

0/0 

1/1 

1/6 

2/4 

0/4 

0/0 

138/206 87/90 107/115 15/43 5/29 

aNumbers of comet assay-positive chemicals/Numbers of chemicals assaied 

bAmes test-positive chemicals reported to be carcinogenic to mice 

cAmes test-positive chemicals reported to be carcinogenic to mice and/or rats 

ctAmes test-negative chemicals reported to be carcinogenic to mice and/or rats 

echemicals reported not to be carcinogenic to mice and rats 

dichlorophenol, thiabendazole, dimethoate, benzyl 

alcohol, phenolの 5種に過ぎない．なお，thiabend-

azole, dimethoateにはすでにinvivoでDNA損傷性

が報告されている (Mundryde Pargament et al., 

1987 ; Mavournin et al., 1990). 今回の結果から，コメ

ットア ッセイによ って検出されるinvivo遺伝毒性は，

変異癌原物質に対しては高い陽性率，非癌原物質に対し

ては Ames試験の結果に拘わらず高い陰性率が示唆さ

れる．非癌原物質は， Ames試験陽性であっても，吸収，

代謝，体内分配などのさまざまな要因によ ってinvivo 

では遺伝毒性を示さない可能性が考えられ， コメットア

ッセイの結果はそのことを比較的正確に反映していると

考えられる． 一方，癌原物質であるにも拘わらず本法で

陰性となるものは，非変異癌原物質を中心に多数にのぽ

った．このことから，本法は Ames試験陽性の化合物の

癌原性をinvivo遺伝毒性として予測することに有効で

あることが示唆される．

細胞増殖の充進が発癌の大きな要因の一つであること

が多くの研究によ って示されている．そのため，遺伝毒

性のみに基づいて正確に癌原性の予測することは不可能

である (Ameset al., 1993). 非変異癌原物質には，細胞

内における酸索ラジカルの発生を通して作用するもの，

核のレセプターヘの作用や細胞周期の制御，動態の攪乱

によ って作用するものが考えられている (Tennantand 

Zeiger, 1993). コメットアッセイは DNA初期損傷を検

出するものであるから，このような非変異の機構による

癌原性の評価には適さないことは明らかである．非変異

癌原物質 43種のうち，陽性であったものは 14種
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Table 5 

Chemical structure 

Comparison of genotoxicity in the bone marrow detected by the comet assay and micronucleus test 

Comet BM +c Comet BM +d 

MN- MN+ 

Na Comet BM+b Comet BM-e 

MN+ MN+r 

Alkylating agents 

N-Nitrosoamines, dialkyl type 

Alkylating agents excluding dialkyl nitrosoamines 

Aziridines 

Epoxides 

Lactones 

Mustards 
N-Nitroso compounds, monoalkyl type 

Sulfates 

Sulfonates 

Amides 

Aromatic amines 

Aromatic amines excluding heterocyclic amines 

Benzidine derivatives 

Heterocyclic amines 

Azo conpounds 

Cyclic nitro compounds 

Heterocyclic nitro compound 

Other nitro compounds 

Halides 

Aliphatic halides 

Aromatic halides 

Hormones 

Hydrazines 

Metal compounds 

Polycyclic hydrocarbons 

Polycyclic aromatic hydrocarbons 

Polycyclic heterocyclic hydrocarbons 

Other aliphatic compounds 

Other aromatic compounds 

Othre heterocyclic compounds 

Others 

28/29 

9/9 

19/20 

3/3 

4/4 

3/3 

3/3 

2/2 

1/2 

3/3 

6/7 

31/43 

25/31 

5/5 

6/6 

17/24 

7/9 

3/3 

4/6 

14/35 

11/26 

3/9 

0/4 

4/4 

3/7 

8/9 

7/7 

1/2 

5/11 

9/12 

4/10 

2/2 
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19/20 

2/9 

17/20 

3/3 

2/4 

2/3 

3/3 

2/2 

2/2 

3/3 

2/7 

13/28 

11/23 

5/5 

3/5 

5/9 

2/6 

2/3 

0/3 

2/16 

2/13 

0/3 

1/4 

4/4 

3/7 

4/6 

3/5 

1/1 

2/7 

2/4 

4/7 

1/2 

Total 138/206 40 8
 

25 39 64/136 

"Numbers of chemicals positive in at least one organ in the comet assay/Numbers of chemicals assaied 
bNumbers of chemicals positive in the bone marrow in the comet assay 

cNumbers of chemicals positive in the bone marrow in the comet assay but negative in the micronucleus test 

dNumbers of chemicals positive in the bone marrow in the comet assay and in the micronucleus test 

eNumbers of chemicals negative in the bone marrow in the comet assay and positive in the micronucleus test 

rNumbers of chemicals positive in the mouse micronucleus test/Numbers of chemicals with micronucleus data 

(acetamide, acrylamide, thioacetamide, aniline, CI 

P i g m e n t 3, p -d i c h l o r o b e n z e n e, 2, 4, 6-

trichlorophenol, procarbazine, ethyl acrylate, ben-

zene, benzyl acetate, BHA, BHT, o-phenylphenol)  

である．このうち，thioacetamide, aniline, procarb-

azine, benzeneの 4種はマウス小核試験において陽性

が(Mavourninet al., 1990 ; l¥1orita et al., 1997), BHT 

とo-phenylphenolはin vivoでDNA付加物を形成す

ることが報告されている (IARC, 1986 ; Pathak and 

Roy, 1993). 

4．他のinvivo遺伝毒性試験との比較

マウス骨髄における遺伝毒性は小核試験によって広範

に検討され，豊富なテ‘‘ータが得られている．そこで，骨

髄における遺伝毒性をコメッ トア ッセイと小核試験の間

で比較した(Table5). 本研究で対象とした 206化合物

について， 小核試験の賜性率は 64/136であ るのに対し，

コメッ トア ッセイ の骨髄にお ける陽性率は 40/206と大

幅に下阿る．そのため，骨髄という単一の組織に限れば，

小核試験の方が検出力は高く ，コ メッ トア ッセイが広範

な化合物の遺伝毒性を検出し得るとしても，骨髄という

単一の臓器を対象としている限りはその特徴を十分に発

揮できないといえる．小核試験陽性 ・コ メッ トア ッセイ

骨髄陰性の化合物が39種である一方， 小核試験陰性・コ

メッ トアッセイ骨髄陽性も 8種あることから，両試験法

では検出し得るものが必ずしも一致していないことが示

唆される．

コメ ットア ッセイは DNA初期損傷を検出するも ので

あり，損傷を受けた細胞が癌化するためには本法では検

出できない DNA損傷の固定，細胞増殖のプじ進などの多

くの過程か必要である．固定された DNA損傷はトラン

スジェニックモデルで検出可能であり ．細胞増殖の充進

はDNA複製の充進として RDS法で検出可能である．

MeIQはコメットア ッセイとトランスジェニ ック マウ

ス突然変異試験の両者で結腸に強い陽性を示すにも拘わ

らず(Suzukiet al., 1996 a ; Sasaki et al., 1998 a), マ

ウス結腸は MeIQの癌原性標 的臓器 ではない

(Sugimura et al, 1990). N-nitrosodimethylamineは

コメソトアッセイ， トランスジェニックマウス突然変嬰

試験， RDS法の 3試験で癌原性標的臓器の一つである肺

において闊性である (Suzukiet al., 1996 b). コメット

アッセイの陽性は，マウス個体の DNAに「故初の何か」

が起こ っていることを示唆する．小核試験， トランスジ

ェニ ックマウス突然変奥試験， RDS法など， DNA初期

損傷に起因する「その後」を検出するinvivoの系の結果

と併せて評価することで， より正確な癌原性の予知が可

能になる可能性が考えられる．

結 五ロ＝―-ロ

従来の in vivo追伝毒性試験は，骨髄小核試験法や肝

UDS試験法のように，ある特定の臓器における遺伝毒性

を検出するものであ った．そのため，化学物質のリスク

評価をする場合に，退伝毒性試験での観察対象臓器と齊

性発現の標的臓器との不一致が常に問題とされ，小核試

験法については皮府，肝，消化管など，従来対象として

こなかった臓器を用いた検出系の間発が試みられてきて

いる．コメットア ッセイで闊性の臓器は必ずしも発癌の

標的臓器とはなり得ないことは事実であるが，変畏癌原

物質では発癌標的臓器であるにも拘わらずコメ ットア ッ

セイで陰性となることはまれであった． したがって，こ

こで述べた多臓器コメ ットア ッセイは，癌原物質の検出

系としては感受性の高い試験系であると期待される．

小核試験やトラ ンスジェニックマウス突然変異試験で

はDNA損傷が染色体異常または遺伝子突然変異として

固定されたものを検出しているのに対し，コメットアッ

セイは DNA初期損傷を検出するものである． DNA損

傷のほとんどは修復されるか，あるいは細胞の死として

取り除かれると考え られ，遺伝子突然変異として トラン

スジェニックマウスの系で検出されるも のは DNA初期

損傷の一部分である．臓器特炭的な遺伝毒性の有効なリ

スク評価のためにも多くの化合物で両試験系の結果の比

較が待たれるところである．
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大気環境中におけるニトロアレーンの生成とその変異原性
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Formation of nitroarene in the atmosphere and its mutagenicity 

Yoshiharu Hisamatsu 
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Summary 

Combustion-generated particles are released into urban atmosphere containing gaseous co-

pollutants such as N02, S02, HN03, etc., and concurrently exposed to sunlight. In regard to 

nitroarene formation by reaction of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) with N02, signifi-

cant progress has been made in laboratory studies of the reaction rate, the products of the reaction 

of N02 with PAHs deposited on particles and their mutagenicity, and the effects of light in a 

simulated polluted atmosphere. These studies were briefly reviewed. 

(This paper, in a session chaired by Teruhisa Hirayama and Keiji Wakabayashi, was presented to the 
symposium "Mutagenicity of environmental pollutants", organized by Teruhisa Hirayama, at the 2r 
annual meeting of the Environmental Mutagen Society of Japan, and held at the Mielparque Osaka in 

Osaka, Japan, November, 24-26, 1998.) 

Keywords : polycyclic aromatic hydrocarbon, aromatic ketone, nitroarene, nitrogen dioxide 

緒 戸

気浮遊粒了・に存在する発がん物質である多環芳香族

炭化水素は化石燃料，木材，プラスチック類などはとん

どの有機物の燃焼過程で生成し，野焼きの煤煙や魚など

食品の焼け焦げにも含まれている．大気環境から多環芳

香族炭化水素が検出されたのは 1952年にロンドンの大

気からであり ，それ以米分析が進められ世界主要都市の

大気等あらゆる場所の大気に合まれている事が明らかに

されてきた．多環芳香族炭化水素は低蒸気圧のものが多

く，種々の発生源内部で，または発生源から高温のガス

状で排出された後，共存する浮遊粒子上に凝縮する．こ

受付： 1999年4月5II 

受理： 1999年4Jl 20 n 
cII本環境変艇lti学会

のような過程を経て多環芳香族炭化水素は粒子に付着

し，大気中に拡散していくと考えられている．多環芳香

族炭化水素については，癌研究の初期から発癌や代謝機

構などに取り組まれているばかりでなく，分析方法，環

境存在量，動態や反応性などについても研究が行われて

きた．これらの研究から，多環芳香族炭化水素に関連す

る多くの知兄が得られており ，それらの中で大気科学的

に重要なことの一つは，大気中に排出され， 気相および

浮遊粒子に含まれる多環芳香族炭化水素が窒素酸化物と

反応し，変異（癌）原物質を含む二次生成物質を生成する

ことである．

1978年にカリフォルニア大学の Pittsらは benzo[a] 

pyreneやperyleneを塗布したフィルターに痕踪量の

HN03を含む 1ppm または 0.25ppm のN02を暴露

させた反応生成物はサルモ ネラ菌株TA98(-S 9 mix) 

に対し強い変異原性を示し，ニトロ 基を有する
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nitrobenzo (a) pyrene等か生成することを見 出した

(Pitts et al, 1978). この生成したニトロ化合物は変異原

性が強く，大気反応により生成することが示唆された．

それ以来，環境変鉗原物質としてニトロ化合物に対する

関じが高まり，環境試料に対する芳香族ニトロ化合物（ニ

トロアレーン）の研究が活発に進め られている．

大気環境中におけるニトロアレーンの生成

初期の研究では，ガラス繊維製フィルターに塗布した

benzo [a] pyreneに痕跡量の HN03と0.25ppm の

N02を含む空気を 8時間暴露させると，約 20％の

benzo [a] pyreneが6-nitrobenzo[a] pyreneと少量

の 1-nitrobenzo[a] pyreneおよび3-nitrobenzo[a] 

pyreneに変換した．この反応では究極変晃原物質であ

るbenzo[a] pyreneか`，究極変訳）泉物質である 6-

nitrobenzo [a] pyreneと直接変異原物質である 1-

nitrobenzo [a] pyreneおよび 3-nitrobenzo[a] pyrene 

に変換したことになる．Pyreneとlppm のN02の24

時間の暗反応では，痕跡鼠の硝酸が存在するとニトロ化

反応の収率か 0.02％から 2.85％に増加した．同様に大

気汚染物質である二酸化硫黄が共存すると，ニトロ化反

応が促進されることが認められた．しかし，ガス状

HN03が共存したときほどではなく，このガス状 HN03

ゃS02がどのように作用するのか，明らかにされていな
し、

このような実験室レベルでのニトロ化反応が大気浮遊

粒子の移流，拡散中に実際の大気環境中で起きるか，否

かについても検討された．たとえば，米国大陸の Del-

awareから大西洋， Bermuda島への大気浮遊粒子の流 め， OHラジカル種と N02の共存下（存在する化学秤は

跡線解析と Bermuda島内の局所発生源の影響の有無 011, NO, N02, HN03, HONOである），pyreneおよ

や，微小粒子中に共存する元素状炭索， PbやSeを燃焼 びfluoranthenとの気相光反応を検討した結果，pyrene

による排出の指標物質（トレーサー）と仮定して， トレー との反応では 2-nitropyreneと極徴最の 1-nitropyrene

サーに対する多環芳香族炭化水素と芳香族ニトロ化合物

の比を比べることにより移流，拡散等以外による濃度変

化，すなわち移流中の反応による生成を解析するために

芳香族基質誘禅体の濃度変化を調べた．その結果， 1-

nitropyreneとhydroxypyreneの比は他の物質の比よ

り高く，これは明らかに移流中の二次生成によるものと

した (Gibsonet al., 1986). 一方，ディーゼルエンジン

排出粒子や都市郊外で捕集した大気浮遊粒子の dichlor-

omethane抽，＇廿物か ら分取型高速液体クロマトグラフィ

ーで芳香族ニトロ化合物を分離，分取し，キャピラリー

カラムを用いて GC/MSで分析し，多く の芳香族ニ ト

ロ化合物が検出された．ディーゼルエンジン排出粒＋か

ら検出され，比較的多く含まれる nitrofluorene,nitro-

fluorantheneおよび nitropyreneについて Table1に

示す．また，大気浮遊粒子抽出物からも nitronaphth-

alene, nitrobiphenyl, nitrofluorene, nitropyreneや

nitrofluorantheneなど数種の芳香族ニトロ化合物が検

Table 1 Some nitroarencs identified in vehicle exhaus『

2-nitrofluorene 

2, 5-Dinitrofluorene 

2, 7-Dinitrofluorene 

1-Nitropyrene 

1,3-Dinitropyrene 

1, 6-Dinitropyrene 

" • IARC monographs, 46, 43 (1989), より 一部抜粋

1,8-Dinitropyrene 

1-Nitrofluoranthene 

3-Nitrofluoranthene 

7-Nitrofluoranthene 

8-Nitrofluoranthene 

出されている．Nitrofluorene, nitropyreneおよび

ni trofl u oran theneの変異原性については，Table2に

ホすように，変異原性の強いものが多く，特にジニトロ

体は強い．そこでニトロ化合物の生成反応について詳細

な検討が加えられている．例えば，都市郊外で経時的に

捕集した大気浮遊粒子の dichloromethane抽出物か ら

検 llしされた Lおよび 2-nitropyreneと2および 3-

nitrofluorantheneについて Table3に示す．Table3 

からわかるように， 1-nitropyreneと2-nitrofluoran-

theneは日中および夜間に捕集された人気浮遊粒子に含

まれているのに対し， 2-nitropyreneは日中に捕集され

た粒子のみから検出されている (Pittset al., 1985). 

方， Table1に示すように， 2-nitropyreneと2-

nitrofluorantheneはディ ーゼルエンジン等自動車排廿i

粒＋抽出物から検出されていなく，他の燃焼由来の排出

粒子抽出物からも検出されていない．また，前記したよ

うに HN03を含む N02とpyreneやfluorantheneと

の暗反応でも検出されなかった．

そこで，大気中での速いニトロ化反応が推測されたた

が生成し，fluorantheneとの反応では 2-nitrofluoran-

theneと少星の 7-および8-nitrofluorantheneが生成し

た．これらの実験結果から，次のような反応機構(Fig.1) 

が提案された(Pittset al., 1985, Arey et al., 1986). 

すなわち，気相において，pyreneやfluorantheneに

OHラジカルが攻撃し，この反応は速いも のと考えられ，

ついで N02の付加反応による 2・ニトロ誘導体が生成

し，浮遊粒子表面に凝縮する．このpyreneやfluoranth-

eneのOH体に対する N02の付加反応は，大気中の 02

やN02濃度に依存した競争反応である．

テフロンチャンバーを用いた実験では，上記の OHラ

ジカルによる開始反応で， 2-, 7-および8-nitrofluoran-

theneが3%,1%,0.3％の収率で，また 2-nitropyrene

が0.5％の収率で生成した．

一方，木材の燃焼煙に N02,03や(NOげ 03)混合物を

添加し暗反応を行うと，その反応生成物の変異原性は

(N02+0り混合物を添加した系において直接変異原性

6 5 

Table 2 Mutagenicity of nitroarene for Salmonella typhimunum 

strainTA98, TAlOO, YG1021 and YG1024 

Revertant/nmol (-S9mix) 

Nitroarenes TA98 TAlOO YG1021 YG1024 

2-Nitrofluorene 39 12 2,045 3,181 

2, 7-Dinitrofluorene 2,282 64 

1-Nitrofluoranthene 74 124 

2-Nitrofluoranthene 930 781 

3-Nitrofluoranthene 4,668 2,156 4,670 57,000 

7-Ni trofluoranthcne 544 989 

8-Nitrofluoranthene 16,381 1,501 

3, 4-Dinitrofluoranthene 4,117 3,270 8,200 52,000 

3, 7-Dinitrofluoranthene 123,224 24,820 157,000 6,600,000 

3, 9-Dinitrofluoranthene 103,660 20.790 104,000 1,190,000 

1-Nilropyrene 467 119 470 2,870 

2-Nitropyrene 2,225 742 

1, 3-Dinitropyrene 85,850 30,048 22,700 1. 190,000 

1, 6-Dinitropyrene 126,000 12,159 116,000 4,120,000 

1, 8-Dinitropyrene 257,000 55,420 131,000 4,780,000 

3-N i tro benzan throne 208,000 29,700 129,000 6,290,000 

9-Nitrobenzanthrone 84,000 3,270 26,100 490,000 

11-Nitrobenzanthrone 6 6 10 46 

3, 9-Dinitrobenzanthrone 46,000 4,300 25,100 223,000 

3, 11-Dini trobenzanthrone 3,000 360 3,110 12,200 

Table 3 Concentration of nitro-PAH in ambient POM* 

Collection Recovery of Concentration (ngm―3) 

time l-N02-PY・d9
(h) （％） l-N02-PY 2-N02-PY 2-N02-FL1 

9/18/84 1200-1800 94 0.02 0.003 0.07 

9/18/84 1800-2400 85 0.03 0.2 

9/19/84 0000-0600 98 0.008 0.01 0.3 

9/19/84 0600-1200 77 0.03 0.02 0.2 

"TX40HI20WW, T60A20, and Quartz CH2 Cb filter extracts combined 

1Using response factor measured for 3-N02-FL 

1 None detected 

H
 H
:
l
 

OH-

:NOニ
H OH 

Fig. 1 Reaction mechanism of 2-nitropyrene 

H 

N02 

が最も高く，特に極性フラクションにおいて高い．この

ように直接変異原性が高くなっていることは，坪中に存

在しているpyrene, fluorantheneや他の多環芳香族炭

化水索と N205の反応によりニトロ誘導体が生成したた

めと報告している (Kamenset al., 1984). 

多環芳香族炭化水索と N02の暗反応では反応が非常

に遅く，また反応性も低い．そこで，下記に示すように，

夜間に N02と〇3の反応によ って生成する N03ラジカ

ルやN心との反応について検討された．

N0+03 

NO叶 03

NOげ 02

NOげ 02

NOa+NO ー→ 2N02

NOけ N02こ＝2N心

N03ラジカルは次のように光分解反応が速いので，日中

の濃度は低い．
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NO叶 hv□叫 ＋0（平）
N0+02 

この N20s-N03-N02系における fluorantheneの気相

反応では 2-nitrofluorantheneが生成し，フィルター上

に塗布した fluoran theneとの気一固相不均一反応では

lー， 3-,7-および8-nitrofluorantheneが生成した．同様

にpyreneとの反応では 1-nitropyreneと少 最 の 4・

nitropyreneが生成することが報佑されている (Zielins-

ka et al., 1986). このチャンバー実験では 2-nitrofluo-

rantheneが24％の高収率で生成している．この系にお

ける反応機構については N03付加体を経る過程が提案

されているが，十分な検討かなされていない．

このように大気浮遊粒子の有機溶媒抽出物がサルモネ

ラ菌株TA98(-S 9 mix)に対して話い変異原性をホす

のは，多環芳香族炭化水素によるのでなく，多種類の強

変巽原性を示す物質を多く含むニトロアレー ンによるこ

とか認められる．また，大気浮遊粒＋に含まれるニトロ

アレーンは化石燃料等の種々の燃焼過程に伴って（一次）

生成されるものと，大気中における二次生成物によるも

のであることかわかる．

一方，著者らはpyrene,fluorantheneや carbazoleな

ど数種の多環芳香族炭化水素顕と N02の反応について

種々の条件下で検討してきた(Hisamatsuet al., 1986). 

それらの中で，大気浮遊粒子の dichloromethane等の

有機溶媒抽出物を分取型 HPLCで分離，分取した画分の

変異原性は極性のより強い物質を含有する画分の変巽原

性も高いことから，芳香族ケトン類の中で大気浮遊粒子

に多く含まれる数種について N02との光反応およびN2

05-NO3-NO涼 の暗反応について検討した．その結果，

benzanthrone (7 H-benz [d,e] anthracene-7-one)と

N02の光反応およびN20s-N03-N02系の暗反応の反応

生成物の変巽原性は著しく強く，主牛成物は 3-nitroben-

zanthrone (3-nitro-7 H-benz [d,e] anthracene-7-one) 

であることを見出した(Enyaet al., 1997). 合成した数

種の nitrobenzanthroneの変異原性を Table2に示し

た． 3-nitrobenzan throneの変異原性は Table2に示す

ように，今までに報告されている変異原物質の中で 1,8-

dinitropyreneと同様に著しく強く， モノニトロ体では

最も強い．ま た9-nitrobenzanthroneおよび3,9-dini-

trobenzanthroneもともに強い． BenzanthroneとN02

の光反応および凡Os-N03-N02系との暗反応の反応生

成物の変異原性は暗反応生成物の変異原性の方が約 15

倍高い．光反応では Fig.2に示すように，2-および3-

nitrobenzanthroneが生成するのに対し暗反応では 3-

nitrobenzanthroneのみ生成する．また光反応では S02

を添加すると， 2-および3-nitrobenzanthroneの牛成が

促進され，特に 2-nitrobenzanthroneの生成反応に大き

く関与していることが認められる (Fig.2). 本院屋上で

抽集した大気浮遊粒子に含まれる 3-nitrobenzanthrone
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Formation of 2-and 3-nitrobenzanthrone by 

photo-reaction of benzanthrone with nitrogen 

dioxide in the presence of sulfur dioxide 

nitrobenzanthrone : NBA, benzanthrone : BA 

の量は夜間に捕集した粒子の方が昼間の粒子より多いこ

と等を含め，大気浮遊粒子に存在する nitrobenzanth-

roneは前述した nitropyreneやnitrofluorantheneと

同様に，化石燃料の燃洗過程で（一次）生成したものと，

大気環境中で（二次）生成したものによるものと考えられ

る．

さらに，大気浮遊粒子上での芳香族基質と窒素酸化物

との反応には粒子に含まれる種々の金属酸化物が反応生

成物の異性体分布に影響することは十分考慮しなければ

ならない．また， 金属酸化物粒子に途布した fluoranth-

eneとN02の気一固不均一光反応では 2-nitrofluoran-

theneが生成することや，ニ トロ体の生成祉，異性体分布

およびfluorantheneの減少速度か金属酸化物粒子の種

類に大きく依存することが見出されている (Inazu

al., 1997). 
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発癌性／変異原性NPAHsの高感度検出法と大気内動態

早川和一

金沢大学薬学部 〒920-0934石川県金沢市宝町 13-1

Carcinogenic/mutagenic nitroarenes : A sensitive determination 

method and atmospheric behaviors 

Kazuichi Hayakawa 

Faculty of Pharmaceutical Sciences, Kanazawa University 
13-1 Takara-machi, Kanazawa 920-0934, Japan 

Summary 

A sensitive determination method of carcinogenic/mutagenic nitroarenes using a high-
performance liquid chromatograph (HPLC) equipped with a chemiluminescence detector 
(nitroarene analyzer) has been developed. After chemical reduction of nitroarenes to their corre-
sponding aminoarenes by sodium hydrosulfide, this analyzer determined nitroarenes. The sensi-
tivity was higher than that of HPLC with a fluorescence detector and GC/MS by a factor of about 
one hundred. By using this method, concentrations of nitroarenes in airborne and diesel exhaust 
particulates could be determined. Concentrations of 1,3-, 1,6-and 1,8-dinitropyrenes and 1-
nitropyrene in urban air showed two peaks, in the morning and evening, in parallel with traffic 
volume. The comparison of the four nitroarenes in diesel-and gasoline-engine and airborne 
particulates suggested that the main contributor was diesel-engine vehicles. When airborne 
particulates were collected with an Andersen air sampler, more than 2/3 of the total amount of the 
four nitroarenes was observed in the finest particulate fraction (smaller than 1.1 μm). When 
benzene-ethanol extract from diesel exhaust particulates was separated into five fractions by 
silica-gel column chromatography, direct-acting mutagenicity was mainly observed in two frac-
tions eluted with dichloromethane and ethanol, respectively, and nitroarenes were mainly in the 
former fraction. In this fraction, calculated mutagenic contributions of the nitroarenes, 1,3-, 1,6-
and 1,8-dinitropyrenes and 1-nitropyrene, were over 50 %. 

(This paper, in a session chaired by Teruhisa Hirayama and Keiji Wakabayashi, was presented to the 
symposium "Mutagenicity of environmental pollutants", organized by Teruhisa Hirayama, at the 27th 
annual meeting of the Environmental Mutagen Society of Japan, and held at the Mielparque Osaka in 
Osaka, Japan, November, 24-26, 1998.) 

Keywords : nitroarene, HPLC, chemiluminescence detection, airborne particulate, diesel-
exhaust particulate, mutagenicity 

緒 戸

受付： 1999年3月18日
受理 ：1999年4月8ll 
cFI本環境変異原学会

都市域で肺癌が増加している．このため，肺癌の原因

として，喫煙に加えて大気質の悪化との関連 も指摘され

てい る．大気中に存在する発癌性／変異原性物質として

は，以前からベンゾ[a]ピレン(BaP)などの多環芳香族

147 



1. Reduction 

W202N□2reマ
1-nitropyrene dinitropyrene 
(1-NP) (DNP) 

三：aニロ2flu？言hore

2. Chemiluminescence reaction (proposed) 

ClqO-口＿□＿。p-CI＋出O2→[Cl:][]+Cl:IOH 
Cl Cl 

bis(2,4,6-trichlorophenyl)-
oxalate(TCPO) 

［三□!]+ 
FL* -9  

Fig. l 

FL 

Cl 

~ c1-Q-0H 
Cl 

FL + h u : chemiluminescence 

Reduction and chemiluminescence reaction mechanisms of nitroarene 

炭化水素(PAHs)が知られているか，さらにニトロ多環

芳香族炭化水索（ニトロアレーン， NPAHs)の存在も明

らかにされた(Rosenkranzand Mermelstein, 1983 ; 

常盤 1992).NPAHsの中でも，特に 1,3ージニトロピレン

(1, 3-DNP), 1, 6-DNP, 1, 8-DNPや 1ーニトロピレン(1-

NP)などは， S.typhimurium TA 98株やYG1024株を

用いた Ames試験で強い直接変異原性を示す．これまで

に報告されている NPAHsの分析法の中では， GC/MS

と蛍光検出 HPLCか最も高感度であり (Xuet al., 

1981 ;田辺ら， 1986),環境試料への適用例も報告されて

いる． しかし，上述の DNP類や 1-NPの大気中濃度は

BaPに比較するとはるかに低<,NPAHsの大気内挙動

を詳細に追跡するためには，いずれの方法も感度小足で

あった．

NPAHsのニトロ基を還元すると対応するアミノアレ

ーン (APAHs)を生成し，さらに APAHsは過シュウ酸

エステル化学発光検出法に高い感受性を有する (Fig.

1).最近著者らは，これを高速液体クロマトグラフ

(HPLC)の検出に導入し NPAHsの高感度分析法を開

発した．ついで，本法を都市大気粉じんに応用した結果，

種々の NPAHsについて発生源や大気内挙動，変巽原性

への寄与などが次第に明らかになってきた．

＋ 2C02 ＋ FL* 

and Imai, 1980),カテコールアミンや種々の医薬品など

の分析に応用された．この方法を用いると， APAHsは蛍

光検出法より高感度化が可能である (Sigvardsonet al., 

1984). そこで著者らは， APAHsの分離が良好な ODS

カラム（分析カラム）の直後に，比較的安定で安価なビス

(2, 4, 6-トリクロロフェニル）オキザレートと過酸化水素

を導入して化学発光を検出する HPLCシステムを試作

した．

後述するように， NPAHsから APAHsへの還元には

いくつかの方法が知られている．このうち，すでに蛍光

検出 HPLC法の前処理として NPAHsに水硫化ナトリ

ウムを加える方法が報告されており（田辺ら， 1986),著

者らも同法を利用することとした．ついで，粉じんから

NPAHsを抽出・精製する方法を検討した結果，ベンゼ

ン／エタノールを加えて超音波を施すことにより短時間

で効率よく抽出され，これを水酸化ナトリウム水溶液，

硫酸水溶液，水で順次洗浄することにより精製されるこ

とがわかった．そこで，粉じんのベンゼン／エタノール

抽出液を減圧乾固後メタノールに再溶解し，これに水硫

化ナトリウム溶液を加えて還流還元し，その反応液の一

部を HPLCシステムに注入したが， 1,3-, 1, 6-, 1, 8-ジア

ミノピレンや 1-アミノピレンのピークは検出されない

かきわめて小さく， NPAHsの検出感度は期待値よりは

るかに悪か った．その原因を検索したところ，まず

APAHsは光に対してきわめて不安定で，蛍光灯を使用

した実験室内の操作でもすみやかに化学変化をきたし

た．さらに金属に対しても不安定で， HPLCシステムの

接液部の金属やガラス器具の材質中に含まれる金属によ

Fig. 2 
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Typical chromatogram of 1,3-, 1,6-, 1,8-DNPs and 1-NP in airborne particulates 

l. NPAH分析法

上述のように NPAHsは還元すると APAHsに変換

され，その蛍光特性は HPLCの検出に利用されてきた．

一方，蛍光物質の超高惑度分析法として，過シュウ酸エ

ステル化学発光検出 HPLC法が開発され(Kobayashi
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っても容易に化学変化することがわかった．そこで，す

べての装悩や器具をアルミ箔で覆い，かつ実験室の蛍光

灯を黄色灯に切り替えて前処理操作を行い，さらに還元

処理後の試料溶液に安定化剤としてアスコルビン酸を添

加した結果，上記APAHsのピーク強度は著しく増強し

た．いずれの検出下限もサブfmolレベルに達し，従来の

蛍光検出 HPLCやGC/MSより約 2桁高感度になった

(Hayakawa et al., 1991, 1992). 

上述の方法を用いると，わずか数ミリグラムの市街地

大気粉じんからこれら 4化合物の検出ク ロマト グラムを

得ることができ，いずれも 2ーフルオロ＿7-ニトロフルオ レ

ンを内標準物質として定量可能になった(Hayakawaet 

al., 1995 a). さらに，ク ロマト グラム上には，これら以

外にも NPAHsと推定される多くのピークが出現して

おり，これまでに 2ーニトロフルオランテンや 2ーニトロピ

レン， 4-ニトロピレン， 6-ニトロクリセン， 6-ニトロベン

[a]ゾピレン， 3-ニトロ ペリレンなどを同定した(Fig.

2). 
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Diurnal variations of 1,3-, 1,6-, 1,8-DNPs and 1-NP in urban air 

また， NPAHsは電気化学的，あるいは亜鉛やカドミウ

ム，白金／ロジウムなどの金属を充填した長さ 1cm程

度のミニカラムでも定星的な還元が可能である．これら

の導入により，水硫化ナトリウムによ る還元操作を省略

することができた(Imaizumiet al., 1990 ; Hayakawa 

et al., 1993). 

ところで，上述のベンゼン／エタノ ールを用いた

NPAHs抽出法では，粉じんから BaPなどの PAHsも

一緒に抽出される．PAHsはAPAHsよりODSカラム

に対する保持が強いので，この違いを利用して両者を同

時分析するシステムの構築を企てた．すなわち， PAHs

分析用の蛍光検出 HPLCシステムをミニ ODSカラム

と高圧流路切り替えバルブを介して，上述した APAHs

分析用の HPLCシステムに接続すると，両者の同時分析

が可能になった（村橋ら， 1994).

大気内動態と発生源

一般に大気粉じんは，ハイポリュームエアーサンプラ
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Concentration in exhaust 
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Fig. 4 A comparison of gasoline and diesel engine exhausts 

ーを用いて大気を0.5-1. 5 m3min-1の速度で吸引する

ことにより，石英製などのフィルター上に捕集される．

Fig. 3には，金沢市の市街地幹線道路脇にハイボリュー

ムエアーサンプラーを設置し， 2hごとにフィルタ ーを

交換しながら連続捕集した大気粉じんに本法を適用して

NPAHsを分析した例を示した．1,3-, 1, 6-, 1, 8-DNPお

よび 1-NPの大気中濃度には，いずれも朝から晩に高く

深夜に低い H内変動が観察された．これらの濃度推移が，

交通量と強く相関したことか ら，DNP類や 1-NPの主要

んは最も細かな粒子(1.1μm以下）分画と最も大きな粒

子(7μm以上）分画とに大きく 2極分布したが， DNP

類， 1-NPおよび直接変異原性はいずれも 2/3以上が前

者に集中していた(Hayakawaet. al., 1995 b).ディー

ゼル車排ガス粉じんは， 主に1.1μm以下の徴細粒子で

あることを考え合わせると，これらの結果は，ディーゼ

ル車から排出された NPAHsは大気中で生体に影響を

及ぼしやすい存在様態にある ことを示している．

さらに著者らは，ディーゼル粉じん抽出物をシ リカゲ
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排出源が自動車であることか明 らかにな った(Haya- ルカラムク ロマ トグラフィ ー（溶出溶媒 ：n-ヘキサン，n-

kawa et al., 1995 a). 

次に，ディーゼル車とガソリン車の排ガス粉じん中の

NPAHsを分析すると，両者の DNP頚の濃度には大差

ないか， 1-NPの濃度はディーゼル車排ガス粉じん中の

方が著しく高かった．ディ ーゼル車はガソ リン車に比較

して粉じんの排出最がきわめて多いので，これを掛け合

わせると，排気中ではいずれの化合物の濃度もディ ーゼ

ル車の方が 1桁から 3桁以上高い(Fig.4) (Hayakawa 

et al., 1994).この組成の違いに某づいて上記地点におけ

る大気中の NPAHs類の発生源を推定すると，自動車以

外の発生源がないと仮定 した場合，1,3-, 1, 6-, 1, 8-DNP 

の 80-90%, 1-NPの 99％以上はディーゼル車と試算

され， NPAI--Isの都市大気汚染におけるディ ーゼル車の

寄与はきわめて大きいことが明らかになった(Muraha-

shi et al., 1995). 

また，2-ニ トロ フルオランテンや 2ーニトロ ピレンが大

気粉じんから検出されるかディーゼル粉じんからは検出

されないことから，これらの大気中二次生成が示唆され

た(Murahashiand Hayakawa, 1997). 

3.変異原性への寄与

微細粉じんほど肺への沈積率が高 くなることから，変

巽原物骰が存在する粉じんの大きさは肺癌との関連で重

要である．著者らは，ア ンダーセンハイボリュームエア

ーサンプラーで大気粉じんを粒径別に5分画に分けて捕

集し，本法と Ames試験法を適用した．その結果，粉じ

ヘキサン／ジク ロロメタン，ジク ロロメタン，メタノ ール）

を用いて分画し，それぞれについて NPAHsの定量 と

Ames試験を行った(Fig.5）．その結果， YG1024株を用

いた場合の直接変異原性はジクロロ メタン分画に 60% 

あまり ，メタノ ール分画に約 35％と，はとんどがこの 2

分画に存在していた．このうちジクロロメタン分画につ

いては，直接変異原性の 50％以上を 1,3-, 1, 6-, 1, 8-DNP 

と1-NPの 4化合物のみで占めることが明らかになった

(Hayakawa et al., 1997).これらの NPAHs以外にも，

最近強い直接変異原性を示す 3ーニトロ アン トロ ンが大

気中に存在することか報告された(Enyaet al., 1997). 

今後，NPAHsの同定・定量が進むにつれ，いぜん明らか

になっていない他の分画に含まれる大気変異原性の本体

が解明されるはずである．

結 五ロ―
――
-a 

以上の事実は，従来から研究されてきた BaPなどの

多環芳香族炭化水索に加えて， NPAHsについても，大気

環境の広域かつ詳細な実態調査と排出源対策が必要なこ

とを示している．さらに，最近著者らは，いくつかの

PAHsの水酸化体が環境ホルモンと同じ作用を有する

ことを見出したが（早川ら， 1998), その ヒト暴露量は少

なくないと推定される．NPAHsとPAHsの生成や分

解，大気内挙動は密接に関連しており ，環境ホルモン作

用発現の観点から，両者の新たな研究が必要と考えられ

る．

゜
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Summary 

Water samples from the Nishitakase River in Kyoto, especially taken at sites below sewage 

plants, show significantly high mutagenicity in the Ames test. Two mutagenic compounds (I and 

II) were isolated by Sephadex LH-20 column chromatography and HPLC on ODS column from 
material adsorbed to 27 kg of blue cotton. Based on the UV, mass and 1H-NMR spectra of both 
(I) and (II), and X-ray crystallography data of a debrominated derivative of (I), the structures 
of (I) and (II) were determined to be 2-[2-(acetylamino)-4-[bis (2-methoxyethyl) amino] -5-

methoxyphenyl]-5-amino-7-bromo-4-chloro-2H-benzotriazole (PBTA-1) and 2-[2-(acetylamino)-4-

[N-(2-cyanoethyl) ethylamino] -5-methoxyphenyl] -5-amino-7-bromo-4-chloro-2H-benzotriazole 

(PBTA-2), respectively. PBTA-1 and -2 were synthesized from azo dyes that had the correspond-

ing substitutional groups by reduction and chlorination. Since all of the spectra of PBTA-1 and -2 
coincided with those of (I) and (II), (I) and (II) were concluded to be PET A-1 and -2, respective-

ly. PBTA-1 and -2 were newly identified potent mutagens, which induced 3,000,000 and 3,200,000 
revertants of Salmonella typhimurium YG1024 per microgram, respectively, in the presence of S9 
mix. They may be produced from azo dyes during industrial processes in dyeing factories and 
treatment at sewage plants. 

(This paper, in a session chaired by Teruhisa Hirayama and Keiji Wakabayashi, was presented to the 
symposium "Mutagenicity of environmental pollutants", organized by Teruhisa Hirayama, at the 27th 
annual meeting of the Environmental Mutagen Society of Japan, and held at the Mielparque Osaka in 
Osaka, Japan, November, 24-26, 1998.) 
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緒 芦

河川水の汚染は世界各国に共通した問題であり，特

に遺伝齊性物質による汚染実態は十分に調査されていな

いのが現状である．我々は，簡便なブルーレーヨ ン法

(Sakamoto and Hayatsu, 1990)を用いて， 3環以上の

縮合芳香環を有する遺伝毒性物質を各地の河川水より採

集し， サルモネラ菌に対する変異原性を調べた．その結

果，すでに報告されているように(Maruokaet al., 

1982 ; Nakamuro et al., 1989 ; Sakamoto et al., 

1990 ; Sayato et al., 1993 : Ohe et al., 1996), 京都の桂

川 と西高瀬川の河川水か他の河川水に比べ，サルモネラ

菌YG1024に対して S9 mix存在下に際立って高い変

巽原性を示すことがわかった．西高瀬川および桂川は淀

川の支流であり ，大阪市周辺住民の生活用水は，この淀

川よ り取水されていることより ，西高瀬川および淀川に

含まれる変異原物質の解明は重要であると考えられる．

また，この変異原物質の発牛源の特定，ある いは生物へ

の影響， さらにその除去などについて検討していくため

にも，原因物質の解明か不可欠である．そこで， 西高瀬

川河川水中の変異原物質の単離と構造解析を行った．

l. 河川水中の変異原物質の分離

変巽原物質の分離の指標となる変奥原性試験として

は，S9 mix存在下サルモネラ菌 YG1024株を用いた

Ames試験を採用した(Watanabeet al., 1990). まず，

予備的な分離を行った．高い変晃原性を示す西高瀬川の

下水処理場下流地点において (Fig.1),ブルーレーヨ ン

Fig. I Site of water sampling and location of sewage 
plants in the Nishitakase River 

を用いて試料を採集し，HPLCを組み合わせた分離を行

い， HPLC上単一のピークを示す 5種の変奥原物質（ I

-v)を単離した．これらの変嬰原性の回収率はブルー レ

ーヨ ン抽出物全体の 67％であり ，特に変異原物質(I)お

よび（II)は，それぞれ21％および 17％を占める物質で

あった．しかし，ここで得られた（ I)および(II)はきわ

めて微贔であリ ，UVスペク トルの測定ができたのみで

あった．そこで，構造解析に I・分な量を得るべく大量抽

出を行った．

変異原物質は河川水中に希薄な状態で溶解しているの

で，これを効率よく濃縮する方法としてブルーコ ットン

法を採用した．次に，ブルーコ ットン吸着物を種々の分

離剤のカラムにかけ， その分離効率を変異原性の同収率

で検討した．その結果，SephadexLH-20と逆相の吸着

剤である ODSかこの変奨原物質の分離に効果的である

ことがわかった．そこで，これらを組み合わせて，分離・

精製を行う ことにした．

変巽原物質の河川水からの分離法の概略を Fig.2に

示した．3kgのブルーコ ットンを河川水中に懸垂し， 24

時間後に回収した．吸着部をメタノ ールー濃アンモニア

水(50: 1)の混液で抽出し，抽出物のメタノ ール可溶部を

Sephadex LH-20カラムで分離した．Fig.3に溶出重量

曲線を折れ線グラフで表わし，横柚は Kd値で表示した．

また，Kd=O.lで分画した各フラクションの変児原性を

破線で表わした．Kd=l以前に全重量の90％に近い，変

異原性のない成分が浴出し，変界原性は Kd=l以降に，

大きく 3つの画分に分かれて観察された．先に述べた

(I)および(II)はHPLC分析の結果，高い変巽原性を示

した Kd=l.0-1.6の画分に溶出し，（ I)はKd=l.0-

1.3に，（II)はKd=l.3-1.6に分布していた．これらの

画分各々を，容量の少ない SephadexLH-20カラムで再

度精製した結果，（ I)はKd= 1. 24-1. 30に，また，（II)
はKd=1.44-1. 50に濃縮された．これらの画分につい

て，HPLC(ODS)による分取を行い，HPLC上単一のピ

ークを示す（I)および(II)を，ブルーコットン3kgよ

り，それぞれ約 100μgと約 150μg得た．以上の操作を

9回繰り返し，最終的にそれぞれ 1.1mgおよび 1.2mg 

得ることができた(Nukayaet al., 1997 ; Oguri et al., 

1998). 

？． スペクトルによる変異原物質(I)およひ
(II)の構造解析

(I)および(II)のUVスペク トルを Fig.4に示した

が，それぞれ384nmおよび388nmと長波長側に極大

吸収があり， 3環以上の共役した構造が予想された．Fig.

5に質量分析と 1H-NMRの測定結果を示した．高分解能

Blue cotton(3kg) | ==:eriverfor24hr 
eluted with MeOH:NH、OH(50:1v/v)
(18L X 1, 12L X 3) 

Blue cotton adsorbate(6.5g) 
dissolved in 30ml of MeOH M~霊寄g)

Kd=<l-1.0 
(3102mg) 

Fig. 2 

Kd:1.0-1.3 
(307mg) 

I !雷霊盆添0ml)
eluted with MeOH 
Kd=1.24-1.30 
I preperative HPLC 
Mutagen I 
(100μg) 
(obtained 1.1 mg 
from Blue cotton 3 kg X 9) 

Isolation procedure of mutagens from river water 

Fig. 4 

Kd=1.3-1.6 
(154mg) 

I Kd:1.44-1.50 
l 
Mutagen II 
(150pg) 
(obtained 1.2mg 
from Blue cotton 3 kg X 9) 
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UV absorption spectra of Mutagen I 
and II in methanol 

Kd=1.6-
(141mg) 

質量分析より ，（I）の分子式は C21H26N60ぷrCl,(II)は

C20H21N70ぷrClであった．また，（I)はメ トキ シメチル

基が切れたフラグメント (M-45)十か，（II)はシアノメチ

ル基が切れたフラグメン ト(M-40)十がベースピークと

して観測された．1H-NMRより ，両者にはアセチルアミ

ドのNH基，3つの芳香族プロト ン，アミノ基，0-メチ

ル基アセチルアミドのアセチル基のシグナルが共通し

て観察された．加えて，（ l）の3.34ppm(6 H, s)と3.5

ppm(8 H, A心 ）のシグナルから 2つの 2ーメ トキシエチ

ル甚が帰属され，（II)の3.57ppm と2.61ppmのシグ

ナルはシアノ エチル基，さらに， 3.33ppm と1.20ppm 

の積分比が2対 3のシグナルはエチル基に帰属された．

これらは質量分析のフラグメン トピークと合わせ，3級

アミンのアルキル碁と予想された．

また，（I）および（II)を分離する過程で，カラムク ロ

マト にはさまざまな色のバンドが観察された．そこで，

これらの構造についての情報を得るために，染料中の色

索顆の構造について調べると，アミノ基とク ロルを除い

て， （I)および（II)と同じ置換基を持ち，さらにニトロ
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2
 

3
 Kd value 

Sephadex LH-20 chromatogram of blue cotton ad-
sorbate and mutagcnicity of each fraction (Kd val-
ue=O.l) 

基を持つアゾ色素が存在することを見出した．ニ トロ

基は還元されてアミノ基になり ，オル ト位にニ トロ基を

持つアゾベンゼンは，還元条件で環化 して benzotri-

azole環を形成する ことが報告されている (Hegarty,

1975 ; Boyer, 1981).以上より，（ I）の構造を 2-[2-

(acetylamino) -4-bis [ (2-methoxyethyl) amino]-5-

methoxyphenyl]-5-amino-7-bromo-4-chloro-2H-

benzotriazole (PBT A-1と命名）と推定し，（II)の構造を

2-[2-(acetylamino)-4-[N-(2-cyanoethyl) ethylamino]-

5-methoxyphenyl]-5-amino-7-bromo-4-chloro-2 H-

benzotriazole (PBTA-2)と推定した(Fig.6).一方，

(I)および(II)の結晶化を試みたが，X線結晶解析に適

した結晶を得ることができなかった． しかし， （I)を還

元し，脱ブロム化 した化合物についてX線結晶解析する

ことに成功 し，これらの推定構造の正しいことが裏付け

られた(Nukayaet al., 1997 : Oguri et al., 1998). 

3.変異原物質(I)および(II)の合成による

構造証明

PBTA-1は， PBTA-1と同じ 4種の置換基 [CH30,

Br, AcNH, (CH3QCH2CH山N]および2位と 4位に

N02基を持つアゾ染料(AZODYE-1)からの生成が予測

された．また，染料工場では， sodiumhydrosulfiteな

どによる還元上程もある． したかって，色索が染色工程

で還冗され，環化 して 2-phenylbenzotriazoleを形成し，

さらに，下水処理場で次亜塩索酸処理などにより塩索か

導入されたと予想される (DeRose, 1975).事実，Fig.7 

に示したように，このアゾ染料(AZO DYE-1)を

sodium hydrosulfiteで還元し，ついでsodiumhypo-

chloriteを用いて塩索化を行ったところ，生成物の各種

スペクトルデータは PBTA-1の構造を支持 し， 同時に，

(I)のそれらと完全に 一致した(Shiozawaet al., 

1998). また， PBTA-2も相当する置換基 [CH30, Br, 

AcNH, CH3CH2 (NCCH2CH2) N]および2位と 4位に

NO墨を持つアゾ染料(AZODYE-2)を同様に還元し，
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MS(m/z) 
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C21H2心 O.BrCI C20H21N心 BrCI
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group 
ふ,(number of proton, multiplicity) 

-CH2CH3 
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Fig. 5 Mass and 1H-NMR data of Mutagen I and II 
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Fig. 7 Synthses of PBTA-1 and -2 from azo dyes through reduction by hydrosul-

fite and chlorination by hypochlorite 

ついで塩素化することにより生成し，そのスペクトルデ

ータは(II)と完全に一致した(Oguriet al., 1998). 以上

の合成証明により，（ I）および（II)の構造が，それぞれ

PBTA-1および PBTA-2であることが決定された．

：`芯H;:CCHH22cここ：
Br ocH3 

Mutagen I (PBTA-1) 
2ー[2-{acetylamlno)-4-[bls(2-methoxyethyl)一
aml no ]-5-metoxyphenyl]-5-amlno-
7-bromo-4--chloro-2H-benzotrlazole 

：`巧H;:CCHH22cCHH23CN
Br ocH3 

Mutagen II (PBTA-2) 
2-[2-(acetylamlno)-4-[N-(2-cyanoethyl)-
N-ethylamino]ふ metoxyphenyl]ふ amino-
7-bromo-牛chloro-2H-benzotrlazole

Fig. 6 Structures of Mutagen I and 11 

NHCOCH3 

Hが〔：9‘N{]-N<RR12

Br OCH3 
non-CIPBTA 

4. PBTA-1およびPBTA-2とその関連
化合物の変異原性

PBTA-1および2, さらに原因物質と考えられるアゾ

染料と生成中間体である non-ClPBTAの変晃原性を

Table 1に示した． PBTA-1のサルモネラ菌 TA98に対

する変巽原性は， S9mix存在下で， 88,000 revertan ts/ 

μg, YG 1024に対しては 3,000,000revertants/ μgとか

なり強い活性を示した．PBTA-2の変異原性は， TA98

およびYG1024に対し S9mix存在下で， lμg当たリ

各々93,000および 3,200,000revertants/ μgであり，

PBTA-1のそれらとはは同じであった．また，アゾ染料

にも弱い変巽原性が認められ，これが環化して benzotri-

azole骨格となったnon-ClPBTAは大幅に活性が増加

し，塩素化によ って一層変異原性が増強された．これら

は 0-acetyI transf etase活性を高めた南株で高い活性を

示した．

Table 1 Mutagenicity of PBTA-1 and -2, non-CIPBTA-1 

and -2, and AZO DYE-1 and -2 in four Salmonella 

strains with S9 mix 

Revertants/ μg 
Compound 

TA98 TAlOO YG1024 YG1029 

AZO DYE-1 150 16 1,800 200 

non-CIPBT A-1 22,000 350 870,000 20,000 

PBTA-1 88,000 630 3,000,000 36,000 

AZO DYE-2 1,000 60 3,400 1,100 

non-CIPBTA-2 37,000 510 1,200,000 36,000 

PBTA-2 93,000 520 3,200,000 390,000 

DYE-1および -2のように， 2,4-dinitrophenylazo骨格

を有するアゾ染料は世界各地で用いられている． したが

って，染色工場付近の河川水は， PBTAタイプの変異原

物質で汚染されている可能性があり，本研究の成果は，

これら変異原物質のヒトおよび環境に及ほす影響，さら

には PBTAタイ プの変異原物質の生成の低減化方法を

検討するうえに有益な基礎的研究資料になるものと考え

られる．
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結 五ロ
―――ーロ

PBTA-1および -2は，染料として使用されている

AZO DYE-1および -2か染色 工 場での sodium

hydrosulfite等による還元処理を受けて benzotriazole

環に変換し，続いて下水処理場での sodiumhypochlo-

riteを用いた塩素処理を受ける過程で塩素化されて生成

し，河川水に流入している可能性が示唆された．AZO
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水環境中変異原物質の運命

中室克彦

摂南大学薬学部 〒573-0101大阪府枚方市長尾峠町 45-1

Fate of mutagens in a water environment 

Katsuhiko Nakamuro 

Faculty of Pharmaceutical Sciences, Setsunan University 
45-1 Nagaotoge-cho, Hirakata 573-0101, Japan 

Summary 

In order to clarify the fate of mutagens in a water environment, mutagenic characteristics of 
water from a river basin of the Biwa Lake-Yodo river as a typical river was investigated. Potential 
pollutant-sources were sought for municipal stream waters, e, g., effluents of nightsoil and sewage 

treatment plants, road runoff and rain fall. XAD-2 resin and blue rayon were used to recover 
mutagens from the Yodo river. The Ames Salmonella/microsome assay with T A98, T AlOO and 
YG strain series was used to test XAD-2 resin and blue rayon concentrates recovered from the river 
water : this revealed indirect mutagenicity loward TA98. Frameshift mutagens among directly 

mutagenic nitroarenes and indirectly mutagenic aminoarenes and heterocyclic amines may derive 
from potential pollutant-sources described above. The possible fate of mutagens in a water 
environment was discussed. 

(This paper, in a session chaired by Teruhisa Hirayama and Keiji Wakabayashi, was presented to the 
symposium "Mutagenicity of environmental pollutants", organized by Teruhisa Hirayama, at the 27th 
annual meeting of the Environmental Mutagen Society of Japan, and held at the Mielparque Osaka in 
Osaka, Japan, November, 24-26, 1998.) 

Keywords : water environment, mutagen, Ames assay, river water, nitroarenes, aminoar-

enes, heterocyclic amines 

緒戸

近年，水域環境には複雑多岐にわたる微批有機汚染物

質か含有し，これらの中には発癌性や変異I原性を有する

ものも多く存在し，河川水や湖沼水等の水中に変異原物

質の存在することが多く報告されるようになった(Ma・

ruoka et al., 1982 ;富田ら， 1980;浦野ら， 1987;内海

ら， 1985;佐谷戸ら，1993). しかし，生物にと って必要

受付： 1999年 3月17II 
受狸： 1999年4月8II 

cII本環境変巽原学会

な元素である窒素やリンなどの生物圏における物質循環

についてはよく知られているが，個々の化学物質をはじ

め環境変巽原物質に関する環境中挙動についてはほとん

ど明らかにされていない．そこで，環境変異原物質の水

域環境中における運命を明 らかにする目的で一連の研究

を実施している．すなわち，典型的な都市河川である琵

琶湖一淀川水系をモデル河川として，これら河川水の変

異原特性およびこれら変異原性原因物質の解明，変異原

性に寄与する汚染源として考え られる都市小河川， し尿

や下水処理場放流水，道路排水および雨水などの変異屎

性，および淀川水系河川水の流―卜〖に伴う変異原性の消長

に関して検討するとともに環境変異原物質の難分解性の
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Mutagenicity to TA98（土S9mix)of XAD-2 resin column concentrates of river water from Yodo River basin 

特性について追求し，水域環境中変児原物質の運命に関

する基礎的研究を行った結果を総説する．

1.淀川水系河川水の変異原性の特徴

淀川水系河川水の変異原性の特徴を把捏するため， 3
 回の巽なった時期に 13ヵ所の地点で採水した河川水を

XAD-2樹脂カラム｛農縮法によ って得られたCH2Cl2と

CH30H画分について， TA98（土S9 mix), TA 100（土

S 9 mix)およびYG株などを用いた AmesSalmonella/ 

microsome assayを行った．これら 3阿にわたる調査結

果から，淀川水系河川水はフレームシフト型の直接およ

び間接変巽原性を示すとともに，淀川の流下過程におい

て自浄作用を受け難いことを認めた．またこれら変異原

性には比較的疎水性の有機物質が寄与する可能性を示し

た．これらの典型的な結果を Fig.lに示す．これらの事

実は，淀川水系 6地点の河川水のXAD-2樹脂カラム濃

縮法(Nakamuro et al., 1989 ; Nakamuro et al., 

1992 ;佐谷戸ら； 1992)やブルーレイヨン懸垂法によっ

て得られた濃縮物の変巽原特性が同様の結果（佐谷戸ら，

1991 ; Sakamoto et al., 1990)を示していることからも

支持される．

河川水の XAD-2樹脂カラム濃縮物の変異原性強度比
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Comparison of the mutagenic activities of blue 

cotton concentrate and subfractions I and II 

separated by Sephadex G-25 to T A98NR, T A98/ 
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concentrate and subtractions I and II separated 

by Sephadex G-25 to TA98NR, T A98/1,8-DNP6, 

YG1021 and YG1024 with S9 mix.● ：TA98,▲ ．． 
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were subtracted. The mutagenicity in YG1024 

without S9 mix（◇） is also shown in each column 

はFig.2に示すごとく，ライン川， ミューズ川，マイン

川やわが国の相模川および淀川水系河川水において，い

ずれもフレームシフト型の変異原性が検出されているこ
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とは興味深い．

このように淀川水系河川水中に特徴的なフレームシフ

ト型変異原物質が存在する可能性のあることから，これ

ら変異原物質の性状把握を行った．ブルーレイヨンに選

択的に多環芳香族炭化水素やヘテロサイクリックアミン

などが吸着することから，これら物質がフレームシフ ト

型変異原性に寄与する可能性が考えられた(Sayato

al., 1990 ; Sayato et al., 1993). 

さらに，淀川水系河川水の変奥原性に寄与する化合物

を追求した．河川水の XAD-2樹脂カラム濃縮物につい

et 
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Mutagenicity of XAD-2 resin column concentrates of 

effluent from municipal sewage treatment plant 

てニトロアレ ンやアミノアレン検出菌株を用いて検討し

た結果，Fig.3およびFig.4に示すごとくニトロアレン

やアミノアレンの寄与する可能性か示された．またこれ

ら濃縮画分の ODS-C18カラムを用いた HPLC分取画

分の GC-MC分析による検索において，アズレン化合物，

キノリン化合物，クリセン，ベンズ(a)アントラセン，シ

クロペンタ (cd)ピレン，ベンズ(b)フルオランテンおよ

びアントラキノンなどが検出されていることからも明ら

かである (Sayatoet al., 1993).また，淀川水系河川水

には著者らをはじめとする研究者によ って，分析化学的

に多環芳香族炭化水索（フルオランテン， ピレンなど）や

ヘテロサイ クリックアミン(Trp-P-1,Trp-P-2, PETA-

1など）などが ng/L-μg/Lのオーダーで存在すること

が報告されている（大江， 1995;長井ら， 1998;加納ら，

1998 ; Nukaya et al., 1997). そのため，河川水の変奥

原性には多環芳香族炭化水素やヘテロサイクリックアミ

ンが一部寄与することが明らかになった．

？．淀川水系河川水中変異原物質の汚染源

淀川水系河川水は特徴的なフレームシフ ト型の直接お

よび間接変異原性を示すことから，これら変晃原性の汚

染源と考えられる都市小河川， し尿および下水処理場放

流水，道路排水および雨水などの変巽原性について検討

を行った．

ポイン ト汚染源としての淀川水系河川水に流入ずるし

尿および下水処理場放流水ならびに家庭雑排水や工場排

水の占める割合の高い都市小河川が考えられる．そのた

め 5つの淀川へ流入する枚方市内の都市型小河川水の

XAD-2樹脂カラム濃縮物について検討した結果， CH2

Cl2およびCH30H画分のいずれかに TA98土S9 mix 

に対して変異原性が認められた (Fig.5). し尿処理施設

の放流水の XAD-2樹脂カラム濃縮法で得た CHぶしお

よびCH30H画分の変異原性は，いずれも TA98(-S 9 

mix)に対する高いフレームシフ ト型の直接変巽原性が

有意であった(Fig.6).また，下水処理場放流水の同様の

検討では，フレームシフト型間接変異原性が有意に認め
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Fig. 8 Mutagenicity of XAD-2 resin column concentrates and 

Blue rayon column concentrates of road runoff 

られた(Fig.7). 

また，ノンポイント汚染源と考えられる道路排水や雨

水について XAD-2樹脂カラム濃縮法およびブルーレイ

ヨンカラム法で得られた濃縮物の変異原性試験を実施し

た．これらいずれの濃縮物も TA98に対してフレームシ

フト型変異原性を示し，とくに道路排水に強いことから，

これら変異原性には多環芳香族炭化水素やヘテロサイク

リックアミンが寄与する可能性が考えられた (Fig.8). 

このように梵琶湖一淀川水系河川水の考えられる汚染源

の変異原性はいずれもフレームシフト型の変異原性を有

することか明 らかとなった．

3. 

TA98 
15000 

10000 

5000 

TA100 

゜e今O'Y Cタ
咬ン oo 忽翌シ
心 今グマ0今 ／

グ

XAD-2 resin Blue rayon 
column method colu~n method 

河川水中変異原物質の難生物分解性

河川水中の変異原物質は，淀川の流下過程において自

浄作用を受け難いことを認めたことから，環境水中に存

在する変巽源物質は生物分解され難いことか考えられ

た．そのため，都市域において汚染源として重要なート水

処理場における下水処理水中の変異原物質の活性汚泥細

菌による好気的分解挙動について検討した．すなわち，

下水処理場の流入水，活性汚泥処理水，放流水などの処

理過程水に関する XAD-2樹脂カラム濃縮画分の

TA 98+S 9 mixに対する変異原性強度(netrever-

tan ts/ mg TOC)とBOD/TOC比の相関図の解析を行

った結果(Fig.9)から，流入水→活性汚泥処理→放流水

と下水処理が進行するに従って BOD/TOC比が小さく

なるのに対して変異原性強度が増大する傾向を示した．

そのため，下水処理場放流水中の変異原物質は難分解性

であることが考えられた．さらに，下水処理過程水中の

変異原物質の HPLC/GC-MS分析による検索の結果，ニ

トロアレンやアミノアレンなどの芳香族化合物が検出さ

れることから，これら変異原性には多環芳香族炭化水素

類やヘテ ロサイ クリックアミンなどの寄与することが考

えられた．

そこで，下水中に含有する難分解性であると考えられ

るヘテ ロサイ クリ ックアミンの生分解性に関する検討を

行った．すなわち，典型的なヘテロサイクリックアミン

である Trp-P-2の活性汚泥細菌のうちで代表的な

Zoogloea ramigera (Zoogloeaと略す）に対する増殖に

与える影響を把捏したところ，馴化しないと Trp-P-2を

生分解しないことが明らかになったことから， Trp-P-2

馴化Zoogloeaの作製を行った．約 2ヵ月間の馴化操作

で得られた Trp-P-2馴化Zoogloeaを用いて行った

Trp-P-2の生物分解の挙動に関する検討結果(Fig.10) 

から，難生分解性の性質をもち強変異原性を有する Trp-

P-2は馴化した活性汚泥細菌である Zoogloeaを用いな

ければ生分解されないことが判明した（勢川 ら， 1994).

このように強変異原性で難生物分解性を示す多環芳香

族炭化水素やヘテロサイクリックアミンは，下水処理場

において完全に処理されずに水域環境に排出されること
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となる．こ れら変異原物質は，疎水性で環境中において

は浮遊物質に吸着しやすいことなどの性質を有するた

め，さらに水域環境の底質に蓄積することが考えられる．

4.環境水中変異原物質の運命

環境中変異原物質の運命としての環境内動態を Fig.

11に示す．環境中変異原物質の重要な汚染源は，生活環

境における ヒト の生活や産業活動に伴って排出される家

庭雑排水，工場排水およびし尿や下水処理場放流水など

があり，これら汚染源中には多環芳香族炭化水索やヘテ

ロサイクリックアミンなどの変異原物質の含有すること

が考えられる．一方，大気に排出される自動車排ガス由

来の多環芳香族炭化水索は道路排水や雨水などを通じて

水域環境に移動し，環境水の変異原性に寄与する．さら

に，河川に流入したこれら変異原物質は生物分解を受け

難く， しかもこれらの疎水性の理化学的性状から流下過

程において河川底質および河川河日底質に蓄積すること

が考えられる．

環境水中の変奥原物質のうち構造式の判明している化

合物は，多環芳香族炭化水素やヘテロサイクリックアミ

ンなどでその数は少ない． しかし，本研究結果から変異

原物質の大部分のものはブルーレイヨンに吸着する性質

を持つ多環芳香族炭化水索やヘテロサイ クリックアミン

などの化学物質であることが明らかになった．これらの

変異原性を示す化合物のさらなる固定が待たれる．また，

水域環境中変巽原物質の多くは疎水性で，難分解性の性

状を有するため大部分は浮遊物質に吸着し，沈殿して底

質に蓄積されることが考えられる．そのため，今後環境

変異原物質の底質における挙動および生態系における変

25 

(Bl 

結 語

Incubation time (h) 

Trp-P-2 contents in the medium (A) and the bacteria (B) 

0 : Zoogloea,● ：Zoogloea acclimated by Trp-P-2 
Concentration of Trp-P-2 : 5mg/ l 

Values are means士S.D.(n=3) 

Trp-P-2 content in the medium without the bacteria was constant during 

the 24 h-incubation 

12 16 20 24 
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of nightsoil treatment plant 
of sewage treatment plant 
se胄age

Mutagen derived from nightsoi I 
Heterocyclic amine 

(Pyrolysate of amino acids) 
Source from industrial sewage 
llutagenic synthetic chemicals 

Fig. 11 Fate of mutagen in environment 

異原物質の食物連鎖への移行を包括的にと らえる研究が

期待される．

参考文献

加納芳直，長井 章，船坂鏡三，中室克彦(1998)キャピラ リーゾー

ン電気泳動に よる水中ヘテ ロサイ クリックアミンの分析， H本環

境変異原学会第 26回大会要旨集CDec.1997) p. 120. 

Maruoka, S. and S. Yamanaka (1982) Mutagenicity in Sal-

monella typhimuガumtester strains of XAD-2-ether extract, 

recovered from Katsura river water in Kyoto City, and its 
fr., Mutation Res., 102, 13-26. 

長井 章，加納芳直，船坂鏡三，中室克彦（1998)水中多環芳香族炭

化水索類のプルーキチ ンカラムによる沿縮法の検討，f1本環境変

巽原学会第 26回大会要旨集CDec.1997)p. 120. 

akamuro, K., Ueno, H. and Sayato, Y. (1989) Mutagenic 

activity of organic concentrates from municipal river water 

and sewage effluent after chlorination or ozonation, Wat. 
Sci. Tech., 21 (12), 1895-1898. 

Nakamura, K., Ueno, H. and Sayato, Y. (1992) Evaluation of 

mutagenicity of municipal river water concentrated using 

XAD resin column method, Wat. Sci. Tech., 25(11), 293-
299. 

Nukaya, H., J. Yamashita, K. Tsuji, Y. Terao, T. Ohe, H. 

Sawanishi, T. Katsuhara, K. Kiyokawa, M. Tezuka, A. 

Oguri, T. Sugimura and K. Wakabayashi (1977) Isolation 

and chemical-structural determination of a novel aromatic 

amine mutagen in water from the Nishitakase River in 

Kyoto. Chem. Res. Toxicol., 10, 1061-1066. 

大江 武(1995)0・アセチ ル転移酵素高生産株を用いた高感度

umuテス トによる河川水の追伝毒性モニタリング，環境変晃原

164 

研究，l7, 237-246. 

Sakamoto, H. and H. Hayatsu (1990) A simple method for 

monitoring mutagenicity of water,Mutagen in Yodo river 

system, Kyoto-Osaka. Bull. Environ. Contam. Toxicol., 44, 
521-528. 

Sayato, Y., Nakamura, K., Ueno, H. and Goto, R. (1990) 

Mutagenicity of adsorbates to a copper-phthalocyanine 

derivatives recovered from municipal river water, Mutation 
Res., 242, 313-317. 

佐谷戸安好，中室克彦，上野 仁，丈逹泰史，後藤里花， 長谷川達

也， 早津彦哉，阪本 博(1991)水中変巽原物質のプルーレイ ヨン

及びXAD-2樹脂に よる前処理濃縮法の比較検討及び濃縮物の

変巽原特性，衛生化学，37(3), 197-204. 

佐谷戸安好，中室克彦， 1-野 仁(1992)都市河川水とその塩索およ

びオゾン処理水の変嬰原性に関する研究，変晃原性試験，1(1)' 
18-27. 

Sayato, Y., Nakamura, K., Ueno, H. and Goto, R. (1993) 

Identification of polycyclic aromatic hydrocarbons in 

mutagenic adsorbates to copper-phthalocyanine derivative 

recovered from municipal river water, Mutation Res., 300, 
207-213. 

佐谷戸安好，中室克彦，上野 仁(1993)Ames試験による水質評価，
用水と廃水， 35(4),311-319. 

富田基郎，真鍋仁，浜田 昭（1980)河川水およびその塩索処理水

の変異原物質について一直接混縮法による変奥原物質濃縮の限

界一，水質汚濁研究，3,187-192. 

内海英雄，浜田 昭， 早津彦哉(1985)河川水中の変異原活性の流域

および季節変動， 第19回水質汚濁学会講演集，201-202.

浦野紘平，篠目打大(1987)多摩川河川水の変異原性，第 21同水質汚

濁学会講濱躾，249-250.

Environ. Mutagen Res., 21 : 165 -169(1999) シンポジウム I

本松は 1998年 11月24-26Fl,メルパルク大阪で1lfl催された II本塚境変異原学会第 27回大

会のシンポジウム「環境汚染変哭原」（企画 ：和 lI光久）で発表された（座長：‘|勺11兄久，若

林敬二）．

表層土壌の変異原性の実態

渡辺徹志，平山晃久

京都薬科大学 〒607-8414京都市山科区御陵中内町 5

Mutagenic activity of surface soil 

Tetsushi Watanabe and Teruhisa Hirayama 

Kyoto Pharmaceutical University 

5 Nakauticho Misasagi, Yamasina-ku, Kyoto 607-8414, Japan 

Summary 

Twenty surface soil samples were collected at parks in Keihanshin area including Shiga, Kyoto, 
Nara, Osaka and Hyogo Prefectures, and organic extracts of the soil were examined by Ames test 

using Salmonella typhimurium strains T A98 and TAIOO. Most of the soil extracts showed 

mutagenicity toward T A98 with and without S9 mix, and several samples were mutagenic toward 

both TA98 and TAIOO. Organic extracts of soil from Sumiyoshi-ku and Minato-ku, Osaka City, 

and Higashinada-ku, Kobe City, showed strong mutagenicity in TA98 (12000-21000 revertants/g 

of soil) without S9 mix, and this activity was 10 times or more greater than that observed in the 

other soil samples. These results indicate that some sites are heavily contaminated with mutagens 

and that major mutagenic compounds contaminating surface soil might vary from site to site. In 
order to identify major mutagenic compounds in soil, 4.4 kg of surface soil was collected from the 
ground of a park in Sumiyoshi-ku, Osaka city. By Soxhlet extraction and repetitive separation 

using normal-phase and reversed-phase column chromatography, two mutagenic compounds (I 

and II) were isolated from the soil. These two compounds were identified as 1,6-and 1,8-

dinitropyrene (DNP) isomers by comparing the mass and UV spectra and retention times of these 

compounds with those of authentic chemicals. In order to investigate the distribution of 1,3-, 1, 
6-and 1,8-DNP isomers in surface soil, we developed an efficient clean-up procedure and a sensitive 
quantification method using fluorescence detection. DNP isomers were detected in all soil samples 
from five parks in Osaka and neighboring cities and the amounts of DNP isomers in the soil 

samples were as follows : 1,3-DNP 0.04-2.65 ng/g, 1,6-DNP 0.07-3.07 ng/g, 1,8-DNP 0.45-3.66 

ng/g. These results suggest that soils in Keihanshin area are largely contaminated with DNP 

isomers. 

(This paper, in a session chaired by Teruhisa I-Iirayama and Keiji Wakabayashi, was presented to the 
symposium "Mutagenicity of environmental pollutants", organized by Teruhisa Hirayama, at the 27th 
annual meeting of the Environmental Mutagen Society of Japan, and held at the Mielparque Osaka in 
Osaka, Japan, November, 24-26, 1998.) 

Keywords : surface soil, dinitropyrene, mutagenic activity 
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cR本環境変巽）J化学会

大気中にはポイラー， 焼却炉，自動車などからガス状

物質あるいは粒子状物質として多種多様な化学物質が放
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94 

360 
71 

ND 
l 20 
140 
ND 
l70 
130 
370 

14,000 
12,000 
250 
ND 
120 
1,700 
430 
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Fig. 1 Sampling sites of surface soil in Keihanshin area and mutagenicity of organic 
extracts of soil in S.typhimurium TA98 without S9 mix 

IおよびIIは質址分析の結果(Fig.2)か ら，dinitro-

pyrene(DNP)顆であると考えられ，フォトダイオード

アレイ検出器を川いた高速液体クロマトグラフィー

(HPLC)の結果，保持時間な らびに UVスペク トル(Fig.

3)の一致によりそれぞれ 1,8-DNPおよび 1,6-DNPと

同定された(Fig.4). 

Table 1に強い変巽原性を示した大阪市住吉区，港区，

西宮市，神戸市東灘区より採取した表層土壌抽出物の

TA98誘導体株に対する変哭原性試験の結果を示す．各
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出されており，それらの中には多環芳香族炭化水索類や

盾金属類のような変異原 ・がん原物賓も数多く合まれて

いる．これら大気中に存在する浮遊粒子状物質などはや

がて地表等に落下することから大気汚染の激しい地域で

は表層土壌の汚染度は高いと予想される． また浮遊粒子

状物質の捕集に比べて表層土壌の採取が容易である こと

から，表層土壌の変巽原性を調査することは変晃原 ・が

ん原物質による環境汚染をモニタリングするうえで有効

な手段であると考えられる． しかしこれまで土壌の変典

原性に関しては，農薬などの使用や自動車排ガスによる

汚染との関係から農耕地(Goggleman et al., 1982, ; 

Smith 1982 ; Brown et al., 1985)や幹線道絡の道路端

の七壌（西村ら 1984;玉 川ら 1985; Lim-Sylianco 

1988;荒谷ら 1992), あるいは工場関連施設や産業廃葉

物処理場など高度に特定の化学物質に よって汚染されて

いる土壌(Brownet al., 1986 ; Donnelly et al., 1987 ; 

Jones et al., 1989 ; Donnelly et al., 1991 ; DeMarini 

et al., 1992 ; McDaniels et al., 1993)などについてそれ

ぞれ数報の論文がある程度であり，公園などいわゆる一

般住居地域の土壌(Knizeet al., 1987)の変巽原性に関す

る報告はほとんどなかった．著者らは変異原物質による

環境汚染の実態を明らかにするため， 1996年より京阪神

地域を中心とした近畿地方の表層土壌の変異原性につい

て調査してきた．その研究成果を含め表層土壌の変異原

物質による汚染の実態について概説する．

l. 近畿地方の表層土壌の変異原性

表層土壌は 1996年 11月から 1997年 2月にかけて滋

賀県，京都府，奈良県，大阪府および兵庫県の公園等 20

ヵ所から採取し，それらのメタノール超音波抽出物につ

いてサルモネラ菌 TA98株およびTAlOO株に対する

変異原性を試験した． TA98株に対してほぱすべての土

壌抽出物がS9 mix存在下あるいは非存在下で変艇原性

を示したのに対し， TA100株に対する活性はほとんど

の抽出物で TA98株より弱く，約 3/4の試料がS9 mix 

存在下でのみ明確な活性を示した．Fig.1に表層土壌を

採取した京阪神地域 20ヵ所の採取地点とそれら土壌抽

出物の TA98株に対する S9 mix非存在下での変巽原

活性を示した．表層土壌抽出物の変巽原活性は試料の採

取地域により大きな差がみられ，大阪市住吉区，港区，

神戸市東灘区で採取した土壌抽出物では土砂 lg当た り

12000-21000 revertantsと他の地域の平均値と比較し

て10-100倍以上の高い活性を示した．

e．土壌中の変異原物質の検索
土壌中に存在する変異原物質の構造を明らかにするた

め，変異原物質の単離を試みた(Watanabeet al., 

1998）．試料は強い変異原性を示した大阪住吉区内の公園

より採取し，土壌4.4kgか らアセトンを用いたソ ックス

レー抽出により抽出物 3.4 g (YG 1024 120 revertants/ 

μg)を得た．抽出物をシリカゲルを用いたカラムクロマ

トグラフ ィーで分画することにより ，主変巽原血分 21

mg(YG 1024 9120 revertants/ μg)を得た．この主変艇原

画分について ODSカラムおよびシリカゲルカラムを用

いた HPLC分取を繰り返すことにより主変異原物質 I

およびIIをlμgおよび600ng単離した． 主変晃）点物質
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and compound II (B) 
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Compound I 
(1,8-DNP) 

Fig.4 

N02 

Compound II 
(1,6-DNP) 

Structures of compound I (1,8-DNP) and 

compound II (1,6-DNP) 

Yields and mutagenic characterization of organic extracts of soil from Osaka, 

Nishinomiya, and Kobe Cities 

420 

Sampling site Sampling date 
Yield" 

(mg) 

His+ reveretants/g soilb 

TA98 TA98NR TA98/1,8-DNP6 YG1021 YG1024 

Osaka city 

Sumiyoshi-ku 

Minato-ku 

Nishinomiya city 

Kobe city 

Higashinada-ku 

December 16, 1996 

January 

January 

January 

30, 1997 

30, 1997 

10000 

(1.0) 

8The organic extracts were ~b ta ined from 15 g of soil (< 250 μ m) with an ultrasonic extractor 
bThe slope of the dose-response curve(revertants per gram of soil) was calculated by least-squares linear 

regression from the first linear portion of the dose-response curve 

cThe values in the parentheses show the ratio of mutagenicity in each strain and TA98 

ctND means not detected 
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650 

(0.1) 

NDd 
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700 
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20000 
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18000 

(3.1) 

3300 

(2.1) 

20000 

(2.0) 

153000 

(22.7) 

246000 

(41.3) 

38000 

(24.6) 

345000 

(33.9) 
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抽出物の TA98NR株， TA98/1, 8-DNP6株， YG1021 

株およびYG1024株に対する変異原活性がTA98株に

対する活性の 0.7-0.8, 0.1, 2-3および約 20-40倍

と類似した比活性であったことから，大阪市住吉区以外

の土壌も DNP類を主変異原物質として含んでいると考

えられた．

3．土壌中の口NP類の定量

大阪市住吉区の土壌についてさらに検討した結果，

1, 6-, 1, 8-DNP以外に 1,3-DNPも含まれていることが

わかった．そこで DNP類の土壌における分布と土壌の

変異原性に対する寄与について明 らかにするため，京阪

l,6-DNP 

A ↓ B 
1,6-DNP 

1,8-DNP 

↓ ↓1,3-DNP 
↓ 

゜
20 30 0 IO 

Time (min) 

Fig. 5 HPLC profiles of DNP standards (A) and a pur-

ified fraction of soil extract (B). The extract was 

obtained from soil collected from the ground at 

Sumiyoshi-ku in Osaka City on April 19, 1997. The 

eluate was monitored by the fluorescence with 

excitation and emission wavelengths of 375 nm 

and 450 nm, respectively. The peak fractions cor-

responding to the retention times of catalyst 

reduced 1,3-, 1,6-and 1,8-DNP standards are in-

10 20 30 

dicated by arrows 
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z
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神地域などから採取した表層土壌について 1,3ー， 1,6-お

よび 1,8-DNPの定贔を試みた(Watanabe et al., in 

press）．環境中の DNP類の定菫法としては大気粉塵や

自動車排出ガスについてすでにいくつかの方法が開発さ

れていたが，土壌抽出物はこれらの試料と比較してより

複雑な混合物で妨害物質が多くそれらの定鼠法をそのま

ま適用することはできなかった．そのため以下のような

方法で定量 した．すなわち土壌抽出物をシリカゲルカラ

ムを用いて clean-upして得た DNP画分をさらにポリ

メリックタイプならびにモノメリ ックタイプ2種頚の

ODSカラムを用いた HPLC分取によ ってクリーンア ッ

プし，最終的に ODSカラムと還元（臼金／ロジウム）カ

ラムを連結した HPLCに注入することにより DNP類

をdiamino体として蛍光を測定することとした． Fig.5 

に示すように DNP類は良好に分離し，土砂抽出物につ

いてもほとんど妨害なく定量することが可能であった．

なお，土壌からの抽出過程を含めたクリーンアップ時の

DNP類の回収率は 94-97％ときわめて良好であ った．

上壌中の DNP類の定鼠結果を Table2に示す．強い

変異原性を示した大阪市住吉区の土壌中の DNP類の濃

度は約 2.5-3.5ng/gであり，最も少ない松原市の土壌

中からも 0.04-0. 45 ng/gの濃度で DNP類が検出され

た．またこれら DNP頚の土壌抽出物の TA98株におけ

る変異原性に対する寄与率はいずれの十壌でもおよそ

20-50％程度であった．以上の結果から表層土壌が広く

DNP類によ って汚染されており， DNP類は土壌中の主

な変奥原物質の一つであると考えられた．

4.今後の課題

土壌中に高濃度で存在する DNP類の発生源が何であ

るのか究明するとともに DNP類の環境中での動態につ

いて調森する必要がある． 一方， 土壌抽出物の変異原性

のすべてがDNP類で説明できる訳ではないことから，

土壌中に存在する未知の変異原物質の検索も行わなけれ

ばならない． またこれまでの調査で表層土壌の変異原性

が強い地域の存在が明らかになりつつあり，それらの汚

染がそこで生活するヒトの健康や生態系に対してどのよ

Table 2 Concentration of 1,3-, 1,6-and 1,8-DNP isomers in soil 

Concentration (ng/g soil)a 
Sampling site Sampling date 

1,3-DNP 1,6-DNP 1,8-DNP 

Osaka ci ty-1 January 30, 1997 0.72土0.02 0.94士0.02 0.99士0.06

(Kita-ku) 

Osaka city-2 April 19, 1997 2.65士0.13 3.07士0.16 3.66土0.17

(Sumiyosi-ku) 

Matsubara city April 19, 1997 0.04土0.01 0.07土0.01 0.45土0.04

Uji city February 4, 1998 1.32土0.06 2.05土0.12 2.64土0.18

8The organic extracts were obtained from 15 g of soil (<250 μm) by ultra-

sonic extractor. Values were corrected for recoveries during the clean-up 

process and represented as the mean土 SD.(n=3) 

うな影響を与えているか調査する必要があ る．

謝辞

本研究は環境庁委託研究費によ って行われました．こ

こに記して感謝します．

参考文献

嵐谷奎ー，染谷 や占川正博，児Iミ泰（1992)道路堆積土砂中の

多環芳香族炭化水索濃度と 変異原泊性， 大気沿染学会誌，27,190-

197. 
Brown, K.W., K.C. Donnelly, J.C. Thomas, P. Davol and B. 

R. Scott (1985) Mutagenicity of three agricultural soils, Sci, 

Total Environ., 41, 173-186. 
Brown, K.W., K.C. Donnelly, J.C. Thomas, P. Davol and B. 

R. Scott (1986) Mutagenic activity of soils amended with 

two refinery wastes, Water, Air, Soil Pollut., 29, 1-13. 

Donnelly, K.C., P. Davol, K.W. Brown, M. Estiri and J.C. 

Thomas (1987) Mutagenic activity of two soils amended 

with a wood-preserving waste, Environ. Sci. Technol., 21, 

57-64. 
Donnelly, K.C., K.W. Brown, C.S. Anderson and J.C. 

Thomas (1991) Bacterial mutagenicity and acute toxicity of 

solvent and aqueous extracts of soil samples from an aban-

doned chemical manufacturing site, Environ. Toxicol. 

Chem., 10, 1123-1131. 
Goggleman, W. and P. Spitzauer (1982) Mutagenic activity in 

agricultural soils, In : H. Stich (Ed.), Carcinogens and 

Mutagens in the Environment Vol. 3, CRC Press, Orlando, 

FL, pp. 178-183. 

Jones, K.C. and R.A. Page (1989) Short-term mutagenicity 

bioassays applied to evaluating contaminated land, 

Chemosphere, 18, 2423-2432. 

Knize, M.G., B.T. Takemoto, P.R. Lewis and J.S. Felton 

(1987) The characterization of the mutagenic activity of 

soil, Mutat. Res., 192, 23-30. 

Lim-Sylianco, C.Y. (1988) Genotoxic studies of street soils in 

Quezon City, Philippines, Proc. ICMR Semin., 389-393. 

McDaniels, A.E., A.L. Reyes, L.J. Wymer, C.C. Rankin and 

G.N. Stelma, Jr. (1993) Genotoxic activity detected in soils 

from a hazardous waste site by the Ames test and an SOS 

colorimetric test, Environ. Mol. Mutagen., 22, 115-122. 

西村折治， 後藤純雄，加藤辛彦，奥買JE芙，松下秀鶴(1984)東が、都

の上砂中の変巽原性と BaP含址，人気汚染学会誌， 19,228-238. 

Smith, J.W. (1982) Mutagenicity of extracts from agricultural 

soil in the Salmonella microsome test, Environ. Mutagen., 

4, 369-370. 
玉川勝又，高橋肋 J’・， 三島蛸子，関 敏彦， 角11-1 行(1985)仙台Ih

における道路堆梢上砂の変異原性とベンゾ〔a〕ピレン含有拭，

衛牛化学、31,329-333. 

Watanabe T., S. Ishida, H. Minami, T. Kasai, S. Ogawa, K. 

Wakabayashi and T. Hirayama (1998) Identification of 1, 

6-and 1,8-dinitropyrene isomers as major mutagens in 

organic extracts of soil from Osaka, Japan, Chem. Res. 

Toxicol., 11, 1501-1507. 
Watanabe T., S. Ishida, M. Kishiji, Y. Takahashi, A. Furuta, 

T. Kasai, K. Wakabayashi and T. Hirayama (1999) HPLC/ 

Fluorescence determination of dinitropyrenes in soil after 

column chromatographic clean-up and on-line reduction, J. 

Chromatogr., in press. 

168 
169 



Environ. Mutagen Res., 21 : 171 (1999) シンポジウムII

ダイオキシンの生体影聾

序論

野村大成

大阪大学大学院医学系研究科逍伝医学講座 ・放射線基礎医学 〒565-0871大阪府吹田市山田丘 2-2

Introductory remarks on the in vivo effects of dioxins 

Taisei Nomura 

Department of Radiation Biology and Medical Genetics, 
Graduate School of Medicine, Osaka University 
2-2 Yamada-oka, Suita, Osaka 565-0871, Japan 

文明科学の進歩は，人類に多大の便宜と生活の向上を

もたらし，正に我々はその栄華をはしいままにしている．

しかし，この人いなる欲望の見返りに，母なる地球に多

くの負担をかけることとなり ，その創造力と消化力にも

限界があることを知ることになった．一方，この大地に

生まれ育ったすべての生命体は，これまでにさらされた

ことのない新しい環境や人工放射能，太陽紫外線，そし

てダイオキシン等の新人為起源有害物質に曝露されるこ

とになり，その影響は，現在地球に住む我々自身のみな

らず，生殖細胞を通じて我々の子孫に伝達されることも

懸念されている．

これら新人為起源有害物質のうちダイオキシンを中心

にして，平成 5年度より，文部省科学研究費重点領域研

究 「人閣地球系」の計画研究 「新人恥起源有害物質」を

発足させ， 地球レベルでの情報収集と，最新の科学技術

を用いて，放射線および人為起源有害物質の人体影響に

ついて総合的研究を行い， また平成9年度よりは，末来

開拓研究推進事業「環境有害化学物質の人体影響評価技

術の開発」により， SCIDマウスの改良によるヒト臓器・

組織を用いた新たな実験法の開発，ダイオキシン類等の

超徴量迅速分析法の開発，微量有害汚染物質の影響評価

と予防原則の経済学的分析を開始した．

本シンポジウムでは， 「ダイオキシンの生体影響」につ

いてオーガナイズするように求められているが，ダイオ

キシンの生体作用は，従米の環境変異原研究および，遺

受付： 1999年5月6日

受理： 1999年5月6日

c日本環境変奥原学会

伝学的研究とば性格を畏にする部分が多く ，明解な解答

が得られていない．

今回は，この 5年間に上記プロジェク トで得られた成

果の中から特筆すべきものをいくつか選び出した．最初

に，ダイ オキシン類の迅速超微量検出法を開発し，人体

の末梢血液 20mlから微量のダイオキシン測定を可能に

した摂南大学薬学部の宮田秀明教授に 「ダイオキシン類

の人体汚染の現状」について，続いて，ダイオキシンの

生体作用には不明な点が多いが， 比較的明確になってき

た免疫細胞への作用の分子機構を東北大学加齢医学研究

所の菊池英明助教授にお願いした．また，幸いなことに，

国際癌研究機構J.M. Rice博士がダイオキシン類の発

がん性についてのモノグラフを昨年(1997年）編集して

いるので，そのレ ビューをして項くため，急遠招聘した．

そして， ヒトにおいても最近問題となっている胎児毒性

については，マウスを用いた永年の研究成果を 「ダイ オ

キシン顆の発生毒性とその機序」と題して，広島大学朕

学部の安田峯生教授にお願いした．最後に，「ダイオキシ

ンの遺伝的影響の問題点」については，旭川医科大学の

上日勇次郎教授と大阪大学の石井裕助教授に ヒト精子へ

の作用，金沢医科大学総合医学研究所の井上雅雄講師に

マウス精子への作用について講演して項き，私がダイ オ

キシンの継世代的影響についてこれまでの研究の経緯と

問題点をまとめることにした．
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ダイオキシン類の人体汚染の現状

宮田秀明

摂南大学薬学部 〒573-0101大阪府枚方市長尾峠町 45-1

Real situation of human exposure to dioxin analogues 

Hideaki Miyata 

Faculty of Pharmaceutical Sciences, Setsunan University 
45-1 N agaotoge-cho, Hirakara, Osaka 573-0101 

Summary 

All dioxin analogues composed of polychlorinated dibenzo-p-dioxins (PCDDs), polychlorinated 
dibenzofurans (PCDFs) and coplanar PCBs (Co-PCBs) are extremely toxic. Even at the environ-
mental pollution level, there is evidence that they cause hormonal disturbance in women. It has 
also been pointed out that they can lead to immunosuppression and can alter gonadal functions 
in humans. Therefore, in recent years, various countries including Japan, U.S.A., Canada and 
European countries have actively taken measures to decrease environmental pollution levels of 
these chemicals. 
Taking the above circumstances into consideration, and from a review of relevant articles 
published in Japan and elsewhere, this paper outlines the key biological and toxicological issues 
of this important area. The reports from this laboratory are also included in this review. In 
addition, risk assessment on recent human exposure to environmental dioxin analogues was 
carried out using a tolerable daily intake (TDI) approach. This paper also examines the rational 
for establishing the TD Is in Japan and in other countries. 

(This paper, in a session chaired by Taisei Nomura and Kazuo Hujikawa, was presented to the sympo-
sium "Biological effects of dioxins", organized by Taisei Nomura, at the 2r annual meeting of the 
Environmental Mutagen Society of Japan, and held at the Mielparque Osaka in Osaka, Japan, Novem-
ber, 24-26, 1998.) 

Keywords : dioxin analogues, pollution, tolerable daily intake, risk assessment 

緒 戸

昨今，「ダイオキシン」あるいは「ダイオキシン類」と

いう 言葉がマスコミ紙上を賑わせている．しかし，「ダイ

オキシン類」が正式な表現である．ダイオキシン類とは

ダイオキシン（ポリ塩化ジベンゾ＿p-ジオキシン，

PCDDs),ポリ塩化ジベンゾフラン(PCDFs)およびコフ゜

受付： 1999年4月20日
受理 ：1999年 5月2H 
cl1本環境変巽原学会

ラナー PCB(Co-PCBs)を含めた 3種の化合物群の総称

名である (Fig.1参照）．ただし，行政的には PCDDと

PCDFをダイオキシン類と称して規制している．これら

の化合物はいずれも塩索の置換位置や数の相違により多

数の異性体が存在するが，現在， PCDDで7種， PCDF

で 10種およびCo-PCBで 12種の強毒性の異性体を対

象として毒性評価が行われている． しかし，評価対象と

なる異性体間の毒性が最大 10万倍も相違するため，最強

毒性の 2,3,7,8四塩化ダイオキシン (2,3,7,8-TCDD)に

換算した 2,3,7,8-TCDD毒性等価量(TEQ)を用いて影

響評価が行われている．
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Fig. 1 Structures and numbering system of polych-

lorinated dibenzo-p-dioxins (PCDDs), poly-

chlorinated dibenzofurans(PCDFs) and co-

planar PCBs (Co-PCBs) 

ダイオキシン類はいずれも強毒性であり，現在の環境

レベルの汚染で人体に生殖障害や免疫抑制などの影響を

及はす可能性があるために，わが国はじめ欧米諸国にお

いて汚染軽減対策か進められている塩素系環境汚染物質

である．これらの化合物は，一般環境中できわめて安定

であり，土壌中で半量に分解される期間は約 1年といわ

れている．発生源としては，ごみ，産業廃棄物および病

院廃棄物の焼却施設，製鉄工場，非鉄工場，製紙工場，

セラミ ック工場，セメント工場，自動車，塩化フェノー

ル・塩化フェノールを中間原料とする化学工場，クリー

ニング工場，野焼きなど，実にさまざまなものか諸外国

の調査 ・研究で明らかにされている．

l.耐容1日摂取量

ダイオキシン類は実にさまざまな障害を動物にもたら

す．その障害は動物の種類によって異なるが，肝機能障

害，腎臓機能障害，造血機能障害などの一般毒性，免疫

機能障害，生殖機能障害，およびがんなどは共通して起

こる． しかし，クロルアクネ，水腫，歯茎や爪のメラニ

ン色索沈着，眼の脂湖などは， ヒトとサルで起こるが，

ラットやマウスなどの留歯顆では認められない． したが

って，サルはヒトに近い症状が起こる動物といえる．

これまでラ ットやマウスなどの留歯類については実に

多くの毒性研究が行われている．これらが総合的に考察

された結果，悩歯類に対して上記の障害を起こさない

2,3,7,8-TCDDの投与星（無毒性量）は， 1000pg/kg／日

(pg: 10-12g)の超微羅と 判断されている．この無毒性量

に某づいて， 1996年 6月，厚生省は PCDDとPCDFを

対象とした耐容 1B摂取量(Tolerable Daily Intake, 

TDI)を10pgTEQ/kg/ nに設定した(Table1).すなわ
ち，悩歯類の面性データをヒトに適用するための小確実

係数（安全係数）を 100とし，無粛性星を この不確実係数

で割ることにより TDIの基準値が設定された．安全係

数の見積もり方は各国で異なり， 100-1000の範囲にあ

る． したがって，それに伴って TDIの悲準値も 1-10

pgTEQ/kg／日と相違している．

174 

Table 1 Standard values of tolerable daily 

intake(TDT) or Virtual safety dose 

(VSD) in various countries 

Country or Organization 
TDI or VSD 

(pgTEQ/kg/day) 

Japan 10 
Canada 10 

WHO Europe office 1-4* 

~e therlands 1 

Sweden 5** 

Germany 10 
England 10 
Italy 1 
USA EPA 0.01 * * * 

USA California 0.007* * * 

USA FDA 0.06 * * * 

* : Including Co-PCB 

* * : Actual 35 pgTEQ/kg/week 
*** • VOS 

しかし，最近になり， ヒトに近縁種であるアカゲザル

は留歯類よりもダイオキシン類に対してはるかに敏感で

あることが重要視されてきた．不妊，流産などの生殖毒

性は約 10倍(Bowmanet al., 1989),子宮内膜症は約 20

倍も障害を受けやすい (Rieret al., 1993). したがって，

オランダはアカゲザルのデータを全面的に採用し， 1998

年， TDIを10pg/kg／日から 1pg/kg／日に変更した

(Table 1).一方， WHOもわが国と同様に留歯類のデー

タに基づいて TDIを10pg/kg／日としていたか， 1998

年 5月，アカゲザルのデータ，ホルモン攪乱作用および

その後の免疫抑制データなどを考慮して， TDIを1-4

pg/kg/ 1::1に変更した．また， Co-PCBも規制対象物質と

してダイオキシン類に含めることを決定した．これを受

けて，現在，わが国の厚生省お よび環境庁はダイオキシ

ン類のリスク評価を再検討している．おそらく WHOに

準じて TDIの基準値が変更される公算が強いものと思

われる．

1996年，環境庁は環境行政を行うための指針値とし

て，健康リスク評価指針値を 5pgTEQ/kg／日に設定し

た．さらに，この値を指針値として， 1997年，ダイオキ

シン類による健康影響を未然防止することを目的とした

大気環境濃度の指針値を年平均 0.8 pgTEQ/m3に決定

している． 一方，1977年，大気汚染防止法の政省令が一

部改正され， TDIに基づいて廃棄物焼却施設や精鋼用電

気炉における当面の排ガス基準値か設定された．

上記したように，現在， TDIの基準値の見直しが検討

されているが，この中でTDIと健康リスク評価指針値

は一本化されることになっている．したがって， TDIの

基準値が変更された場合，上記した当面の排ガス拮準値

および大気環境濃度の指針値は，当然のことなから変更

されることになる．

Table 2 Daily intake of dioxin analogues by adult at urban area in 1996 

Daily intake (pgTEQ/kg/day) 
Ratio(%) Route 

PCDD+PCDF 

Food (Kan to) 0.75 

(Kansai) 0.70 

(Kyusyu) 0.44 

Air 0.195 

Water 0.00013 

Soil 0.0448 

Tokal (kanto) 0.99 

(Kansai) 〇.94

(Kyusyu) 0.68 

米国の諸機関はダイオキシン類が遺伝毒性物質であ

り，その作用に「閾値なし」の立場をとり，多段階モデ

ルを使用して 10―6の発癌危険率の摂取量を実質安全娯

(VSD)とし， 0.007-0. 01 pg/kg／日の値を設定しており

(Table 1),上記の TDIの値より 100倍以上も低い．米

国環境保護庁はこの VSDの値は提案値であるとしてお

り，現在，発がん性以外に，非発がん性影響（生殖毒性，

免疫抑制，ホルモン的作用など）も考慮し， 最終的な基準

値を設定するとしている．

2. l日摂取量

1977-1990年当時，大都市在住者における食事，大

気，飲料水および土壌を経由する PCDDとPCDFの 1

日摂取量は，体重 1kg当たり 3.72 pgTEQであり，この

量は TDIの 37％にすぎず，安全な範囲にある（宮田，

1997). しかし，コプラナー PCBを含めた摂取量は 12.4

pgTEQ となり， TDIを超過するものであった．しか し，

1996年になると，食事経由のダイオキシン類摂取量が急

減しており，コプラナー PCBsを合わせても約 2

pgTEQにすぎない (Table2)（宮田， 1999).このような

食串経由の極端な減少は，わが国の環境汚染が軽減した

ために起こったことではない．琵琶湖や大阪湾の底質コ

アにおける汚染濃度は 1980年代に最高値を示し，そのま

ま横ばいイ項向で現在まで続いている (Sakaiet al., 

1998). 1977-1990年に較べて 1996年ではダイオキシン

類摂取量が大きく減少している食事群は，魚介類，乳 ・

乳製品，有色野菜，野菜•海草，果実である．これらの

食事群を構成している食品の多くは，近年輸人食品が多

くなっている（宮田， 1999).一方，国産品を中体とする

食事群の減少率は低い．このような結果から，ダイオキ

シン類の摂取最の減少は，輸入食品の増加が大きく関与

していることが考えられる．近年，食料輸入率が増加し

ており，最近では輸入率か60％を越える状態が続いてい

る．食事経由の主要なものは魚介類である．このような

食料品の輸入率の増加とともに，魚介顆についても汚染

度の低いイカ，マグロ，エビなどの摂取割合が多くなっ

Co-PCB Sum 

1.05 1.80 87.8 

1.19 1.89 88.4 

0.66 1.10 81.5 

0.0078 〇.200 9.5-15.0 

0.0013 0.0014 0.07-1.0 

Unknown 0.0448 2.1-3.3 

1.06 2.05 100.0 

1.20 2.14 100.0 

0.67 1.35 100.0 

てきた． また，その他の食品についても，汚染度の低い

開発途上国や，先進諸国であっても 人日密度が低く，汚

染度の軽度な国からの輸入量が増えており，従米よりも

低濃度のも のが多くなっている ことが想定される．これ

らのことが食事経由の摂取量を大きく減少させる結果と

なっているものと判断される．

しかし，現在，急速な人日増（8000万人／年），経済発展

による発展途上国の食生活の変化（栽頚食主体から肉食

へ移行：穀物エネルギー換算で数倍に増加），土壌の流損

失，食糧生産の頭打ちなどが世界規模で起こっており（ブ

ラウン， 1998),近い将来に地球規模で食糧枯渇の起こる

ことが想定されている． したかって，わが国も食料輸入

が困難になることば必須であり，結果的には自国の食料

を多く摂取しなければならないことになる．1977-1990

年の摂取量と較べた 1996年の摂取菫の急減とは，まさに

逆の方向をたどることになる．こういう観点から，わが

国の環境汚染軽減対策を可能な限り早急に進めること

は，将来に向けての人体汚染を低減化するための必須の

条件となる．

ドイツ，オランダなどの西欧諸国の経済発展に伴う大

気汚染の影響は，北欧のスウェーデンのような遠隔地ま

で及び，湖沼が酸性化被害を受けていることは有名な事

実である．同様なことは，今後，中国の急速な経済発展

や工業発展に伴ってもたらされる可能性はきわめて高

い．この場合，酸性雨だけではなく，ダイオキシン類の

汚染被害も十分可能性がある． したがって，ダイオキシ

ン類汚染の解決は今や一国の対策だけでは難しく，固際

的な協力の下に汚染軽減対策を図る必要がある．そのた

めに，中国に対してわが国の先進的な排ガス処理装置や

技術を援助することや， また，環境汚染低滅化の国際的

意識を喚起することが，今後のダイオキシン類の汚染低

滅化にきわめて重要である．

3.人体汚染

1)一般者における汚染

ダイオキシン顆は代謝されにくいために，人体内の牛
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Fig. 2 Time trend of concentrations of PCDDs, PCDFs and Co-PCBs 

in breast milk 

Table 3 Concentration of dioxin analogues in breast milk from various locations and 

daily intake by baby via breast milk 

Concentration in breast milk Daily intake by baby 

(pgTEQ/g fat) (pgTEQ/kg/ day) 
Location Number 

PCDD+PCDF Co-PCB SUM PCDD+PCDF PCDD+PCDF 

Akita 7 10.9 

Sendai 7 11.4 

Niigata 3 18.3 

Hamamatsu 6 28.1 

Yokohama 3 18.3 

Fukuoka 15 15.0 

Saitama 100 14.7 

物学的半減期はきわめて長く，血液中で 4.1-11.3年，

脂肪組織中で 2.9-9. 7年にもなる（宮田， 1997). したが

って，人体内蓄積濃度は加齢とともに増加する．しか し，

女性においては出産後，体内蓄積のダイオキシン類は授

乳により容易に排出される． 1年間の授乳で体内蓄積量

の約 60％が乳児に移行することになる．同様なことは

PCBでも明らかにされている．実例として，ドイツで血

中(PCDD+PCDF)濃度が近似している 2人の母親につ

いて，母乳保育と人工乳保育における乳児の蓄積濃度が

明らかに相違することが報告されている (Abraham et 

al., 1994). したがって，汚染影響上，最も問題視される

のが母乳経由による乳児の汚染である．

「1日摂取量」の項で述べたように，食事経由によるダ
イオキシン顆の摂取鼠は輸入食品の増加により急減して

いる．それを反映して，大阪府在住初産者の母乳中ダイ

オキシン類濃度は 1973年から 1996年にかけて経年的に

減少している (Fig.2)（堀， 1998).PCDDsとPCDFsの

合計濃度は， 1970年代で最も高く，脂肪 lg当たり約 30

pgTEQである．1996年では約 15pgTEQ と半減してい

る．Co-PCBsはPCDDsや PCDFsに較べて，減少率が

かなり大きい． 1973年の 31pgTEQに対して， 1996年で

は8pgTEQと約 4分の 1にすぎない．このような汚染
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14.9 49.1 67.1 

16.6 51.3 74.7 

24.5 82.4 110.3 

33.1 126.5 149.0 

24.5 82.4 110.3 

33.0 67.5 148.5 

22.1 66.2 99.5 

推移は食事事情以外の環境要囚もかかわるものと考えら

れる．日本をはじめ世界の多くの国は 1970年代の初期に

PCBsの生産，使用を中止した．その結果，環境庁の調査

では，大阪湾，東京湾のスズキに残留する PCBsは， 1970

年代半ば以降80年代にかけて急滅し，その後は横ばい状

態で推移している（環境庁， 1991).Co-PCBsはPCBsの

一部の異性体であり，かつて使用された PCBs製品中に

約0.3-1％含まれている．したがって，このような環境

中の PCBs濃度の低下が， Co-PCBsの主な人体汚染源で

ある魚介類における汚染の低減化を加速したことも，｝＼

体汚染が急減した理由の一つであると思われる．

しかし，上記のような状況にもかかわらず，最近にお

ける全国各地の母乳中 (PCDDs+PCDFs)濃度（脂肪ベ

ース）は 14.9-33.1pgTEQ/kg／日と高い (Table3)（宮

田， 1997).この濃度を基に算出した母乳保育による乳児

の 1日摂取量は，出産 1-2ヵ月間では 49.1-126.5

pgTEQ/kg／日となり， TDIの 5-13倍に相当する．

Co-PCBを含めると TDIの 7-15倍にもなる．ま た，

TDIがWHOの基準値に準じて改正されると，超過率

は17-37倍に達する．

このような摂取量は，各地の平均母乳濃度を基準にし

たものである．しかし，最品母乳濃度を基準にすると，

Table 4 PCDDs, PCDFs and Co-PCBs in human blood from various countries 

(pgTEQ/g fat) 

Country Japan* Japan* Japan Japan Japan Germany 

Location Ibaraki Ibaraki Fukuoka Fukuoka Fukuoka Duisuburg 

Simmerath 

Year 1996 1996 1996 1993 1991-92 1996 

Number 22 11 4 60 3 61 

Sex Man Woman Man Woman Unknow Woman 

Age 47 (23-66) 54 (30-72) 40-46 20 (18-29) Adult 31 (25-35) 

PCDDs 51 (20-174) 81 (6.5-440) 15 10(4.8-19) 14 (11-15) 12 (3.5-28) 

PCDFs 17(1.4-46) 10(1.0-11) 14 7.1 (2.9-12) 11 (8-12) 11 (5.0-24) 

PCDDs+ PCDFs 81 (34-200) 149 (22-463) 29 17(7.7-32) 24 (20-27) 23 (8.6-53) 

Country Germany USA USA Russia Vietnam Vietnam 

Location Guam St. Petersburug North South 

Year 1994 1996 1991-92 1980-91 1980-91 1980-91 

Number 134 100** 10 60** 82 383 

Sex Unknown Unknown Unknown Unknown Unknown Unknown 

Age 40(22-69) Adult >40 >40 >40 >40 

PCDDs 11 (2.6-279) 20.1 21 11 7 26 

PCDFs 8.5 (11-26) 7.5 7 6 8 10 

PCD Ds + PCD Fs 19 (14-53) 27.6 28 17 15 36 

Figures in the parenthesis show minimum to maximum 

* : redidentds close to municipal solid waste incinerator * • : pooled sample 

福岡県と埼玉県の乳児の摂取量は， 225と360pgTEQ/ 

kg／日ときわめて高い． 一方，人工乳保育児に較べて母乳

保育児はアトピー性疾患の発症率が高いと 15,800人の

思いだし調査報告もある（厚生省， 1995). このように母

乳汚染は深刻な状態であるが，一方では，母体からの有

用な栄養索 • 免疫抗体の補給やスキンシップによる精神

的発育の促進など利点もあり，母乳保育が推奨されてい

る． しかし，その根拠となる科学的な研究成果はきわめ

て少ない．したがって，丹乳と人工乳保育児について疫

学調査を早急に実施し，それに基づいて母乳の安全性を

科学的に判断する必要がある．甲状腺ホルモンのチロキ

シンは胎児の成長や脳細胞の発育に不可欠である． しか

し， 1996年，福岡県下に在住する一般者において，ダイ

オキシン類濃度が高い母親の新生児ほど，血中チロキシ

ン濃度か低い傾向になること，および免疫細胞の構成比

率がア トピー性皮膚疾患型のものに近づくことが報告さ

れた (Nagayamaet al., 1996). また，環境汚染レベル

のダイオキシン添加飼料を投与することにより，アカゲ

ザルに顕著な生殖障害や子宮内膜症が起こる (Bowman

et al., 1989). したがって，米国では 500万人以上の女性

の不妊症者がおり，その 30-40％が子宮内膜症に起因し

ていることから，その発症因子としてダイオキシン類の

可能性か強く指摘されている．

2)茨城県新利根村城取清掃工場の周辺地域における

汚染

茨城県新利根村には焼却能力が 15トン／日のバッチ式

焼却炉を 4基有する城取清掃工場があり， 1973年以来稼

働している．しかし， 1980年半ば以降の 10年間は処理能

力を超過したごみを処理するため，重油等の補助燃料が

使用され強制的に焼却し，異臭を伴う黒煙を排出する燃

焼不完全な焼却状態が続いていた．このような特殊な焼

却処理により清掃工場周辺の住民は，高濃度のダイオキ

シン顆汚染を受けていることが明らかとなった（宮田ら，

1998). 

Table 4は，城取清掃工場周辺の住民（男性 22人，女性

11人）および世界各国の住民(Matsueda et al., 1996, 

Nagayama et al., 1995, Masuda et al., 1996, Dolgner 

et al., 1996, Papke et al., 1994, Shector et al., 1996, 

Shector et al., 1992)における血中の PCDDsとPCDFs

濃度を示したものである．周辺住民における男性と女性

の血清脂肪 lg当たりの PCDDs濃度は，それぞれ 20-

174および6.5-440 pgTEQであり，個人的にはかなり

相違している．その平均値は， 51および 81pgTEQであ

る．加齢とともに PCDDs濃度は増加することが指摘さ

れているため， Table4に示す福岡の青年女子（平均 20

歳）のデータを除外すると，先進諸国における一般成人の

濃度は 11-21pgTEQと判断される．この濃度と比較す

ると，周辺住民は男性で 2.4-4.6倍，女性で 3.9-7.4倍

も重度に汚染されている． しかし，周辺住民の平均

PCDFs濃度は男性で 17pgTEQおよび女性で 10

pgTEQであり，先進諸国の 7.1-14pgTEQに較べて，

男性で若干高く，女性でほほ同程度である．したがって，

周辺住民は PCDDsに顕著な汚染を受けている．
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一方， PCDDsとPCDFsの合計濃度の平均値は周辺

住民の男性で 81pgTEと女性 149pgTEQとなる． 先進

諸国における一般者の濃度は 19-28pgTEQ,ロ シアや

北ベトナムは 15-18pgTEQであ る(Table4)ことか

ら，周辺住民の男性と女性の汚染濃度は，先進諸国の約

3-4倍および約 5-8倍，また，ロシアや北ベトナム

の約 5倍および 9倍にもなる (Table4). Table 4に示す

結果から，先進諸国における一般者の最嵩汚染濃度は約

50 pgTEQ と判断される．今回調査した 33人の中，一般

者の最島濃度である 50pgTEQ以下の人数は 14人，そ

れを超過する人数は 19人にもなる (Fig.3). このよう

な，こと裔率の超過頻度からも周辺住民は高濃度の汚染

を受けていたことか強調される．

70-90 90-110 >110 

(pgTEQ/g, fat) 

Fig. 4に示すように，福岡の一般者の汚染パターンは

PCDDsとPCDFsがほは同じ濃度である．このような

傾向はドイツ，ロシア (Baikalsk),北ベトナムでも認め

られる． しかし，アメリカや南ベトナムでは明らかに相

違し， PCDDsがPCDFsよりも圧倒的に多い．これらの

国においては， PCDDsは総 TEQ濃度の 70-75％およ

び 72％を占める．アメリカでは大量の枯葉剤の 2,4,5-T

の製造に伴って，高濃度の 2,3, 7,8-TCDDを含む製造磨

液か埋め立て処分された．その処分地はアメリカ全土で

1万ヵ所にも及ぶ．また，木材防腐剤として，高塩素化

PCDDsを副成物として高濃度に含む 5塩化フェノール

も大量に使用されてきた．このような状況を考慮すると，

アメリカ人における汚染パターンは， 2,4,5-Tや 5塩化

フェノールに由来する PCDDsの氾染が人きく関与して

いるものと推測される．同様なことは，大菫に2,4, 5-T 

が散布された南ベトナム人の汚染パターンについても言

及できる．

Fig. 4に示すように，周辺住民の汚染パターンは

PCDFsに較べて圧倒的に PCDDsが多く，アメリカや

南ベトナムに類似したものである．この結果は， 1985年

以降の約 10年間における特殊な焼却燃焼条件下におい

てPCDFsより PCDDsが圧倒的に多く発生していた可

能性が強く示唆する．

上記の周辺住民における高濃度かつ特殊な汚染パター

ンを考慮すると，特殊なごみ燃焼に伴って発生したダイ

オキシン類による高濃度汚染の大気や周辺地域の葉菜類

などの摂取か汚染原因であると推測される．
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ダイオキシンの生体作用の分子機構

菊池英明

東北大学加齢医学研究所遺伝子機能研究分野 〒980-8575仙台市青葉区星陵町 4-1

Molecular mechanism of dioxin toxicity 

Hideaki Kikuchi 

Tohoku University, Institute of Development, Aging and Cancer, Department of Molecular 
Genetics, 4-1 Seiryou-machi, aoba-ku, Sendai 980-8575 

Summary 

TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) is a prototype halogenated aromatic hydrocarbon, 
and it is considered to be one of the most potent toxicants ever studied. The adverse biological 
effects of TCDD seen in experimental animals include immune, reproductive, and developmental 
toxicity, carcinogenicity, wasting syndrome, chloracne, and lethality. In order to clarify the 
immunotoxicity of TCDD, we developed a cell culture system derived from human T cell leuke-
mia, that provides unique advantages for studying the toxic responses and the molecular mecha-
nisms underlying the action of TCDD. We proposed a hypothetical model to explain the multi-
aspects of toxicity of TCDD. A ligand-independent Ah receptor-activation pathway may play an 
important role in some developmental stages. Therefore, exogenous ligands for Ah receptor such 
as TCDD may mimic the physiological signal transductions. The toxicity of TCDD may be caused 
by indacing abnormal signaling. 

(This paper, in a session chaired by Taisei Nomura and Kazuo Fujikawa, was presented to the sympo-
sium "Biological effects of dioxins", organized by Taisei Nomura, at the 27th annual meeting of the 
Environmental Mutagen Society of Japan, and held at the Mielparque Osaka in Osaka, Japan, Novem-
ber, 24-26, 1998.) 

Keywords : dioxin, Ah receptor, omeprazole, apoptosis, human T cell leukemia 
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ダイオキシン類化合物の生体毒性は多様な側面を持っ

ている．一般毒性としては，体重減少（消耗性症候群），

胸腺萎縮，肝臓代謝障害，心筋障害，性ホルモンや甲状

腺ホルモン代謝ならびにコレステロール等脂質代謝への

影響皮膚症状としての塩索ざ癒（クロロアクネ），中枢

神経症状などである (Huffet al., 1994). また，これら

受付 ：1999年 3月18日
受理： 1999年4月9n 
c 日本環境変奥原学会

の一般毒性をさ らに分類すると， 口蓋裂や水腎症などの

催奇形性，発癌性，生殖毒性，免疫毒性などに分けられ

る(Table1). したがって，全体の作用機構の解明には，

多くのことが明らかにされなければならない．ここでは，

発癌の研究から進んできたダイオキシンの作用機構と，

免疫毒性の作用機構に関して， 主に我々の研究データを

中心に解説する．

l.発癌におけるダイオキシンの役割

ベンゾ[a]ピレンなどのアリルハイドロカーボンによ

る発癌の過程は，第一相反応と第二相反応過程に分けら

れる．第一相反応過程では，チトクローム P-450(CYP)に
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Table 1 Toxicity of dioxin compounds 

1. General toxicity, Wasting syndrome, Thymic atrophy, 

Affected functions of metabolism in liver, Cardiotoxicity, 

Effect on steroid hormone, thyroid hormone and lipid 

metabolism, Chloracne, Neurotoxicity 

2. Teratogenecity 

Cleft palate, Hyrdonephrosis 

3. Carcinogenicity 

Hyperplasia of hepatocytes, Hepatoma, Lung squamous 

cell carcinoma in rat 

4. Reproductive toxicity 

Endocrine disruption, Decreased fertility, Endometriosis 

5. Immunotoxicity 
Thymic atrophy, Impaired cellular immune response 

against infection of virus, bacteria, and parasite 

<< First phase reaction >> << Second phase reaction >> 

Cytochrome P-450 enzymes Conjugation enzymes 

Inactive metabolites 

Inactive carcinogens Conjugated metabolites 

Active carcinogens 

Introduction of mutation 
(Initiation of carcinogenesis) 

Progression of cancer 

Fig. 1 Role of drug metabolizing enzymes in chemical carcinogenesis 

より，化合物が水酸化反応を受け，第二相反応では硫酸 xenobiotics responsible element-I (XRE-1)と結合す

抱合やグルクロン酸抱合反応により親水性の化合物にな ることによ ってCYP1 A 1の転写を活性化する．ダイオ

って排泄されるという解蒋機構である（Fig.1). この第 キシン類化合物のなかでも， 2.3, 7, 8-tetrachloro-

ー相反応におけるチトクローム P-450の分子種のうち特

にCYP1 A 1は広い基質を認識し，NADPHからの電子

伝達系を介して酸素分子を化合物に付加する重要な役割

dibenzo-p-dioxine (TCDD)が最も強力な， CYP1 A 1 

の誘導物質であり Ahレセプターに対する親和性が高い

物質として知られている．このことが，発癌の初期過程

を担っている．この CYP1 A 1は，多くの組織で発現か におけるダイオキシン類化合物の役割として明らかにさ

誘導されるが，通常ははとんど発現していない(Nebert れている前要な部分である．

and Gonzalez, 1987). CYP 1 A 1の誘導発現に関して ところが 1992年以米， Ahレセプターとは結合しない

は，多くの研究者によって Ahレセプター（ダイオキシン がCYP1 A 1を誘導発現する，ベンズイミダゾール構造

受容体）を介した機構が明らかにされてきた (Fig.2) を持つ化合物(Fig.3)が報告されるようにな ってきた

(Okey et al., 1994, Swanson and Bradfield, 1993).体

外から取り込まれたアリルハイドロカーボンは，細胞質

で90kDa heat shock protein (HSP 90)と結合して不

活性化されている Ahレセプターと結合することにより

活I生化され，核へ移行して Ahreceptor nuclear trans-

locator (ARNT)とヘテロダイマーを形成する．この活

性型転写因子は， CYP1 A 1逍伝子の調節領域にある
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(Daujat et al., 1992). さらに，これらの化合物による

CYP 1 A 1の誘導は，ヒトの培養細胞に誘導発現するが，

マウス培養細胞では誘導されないことを我々は見出した

(Kikuchi et al., 1995). Fig. 4に示すように， ヒト肝癌

細胞(HepG2),ヒト大腸癌細胞(Caco-2),ヒト乳癌細胞

(MCF-7)には omeprazoleによ ってCYP1 A 1か誘導

されるが，マウス肝癌細胞(Hepa-1),マウス肝細胞由来

Ah receptor 
＇ 

A、lh竺平ご｛］〕
HSP90 

゜.OH 0-- .・・, ` Translation 

Fig. 2 Hypothetical model of CYPlAl induction by Ah receptor 

H ? H 

比C゚〔〕：N入s-CH2―:]→H3
出C OCH3 

比COD］ ーCH2{]-CH3

H3C OC出CF3

CYP1A1 

→ 
2.6 kb 

Omeprazole Lansoprazole 

？ 
ご0]}—NH-CO-OCH3 ごご〔~NH-CO-OCH3

H 
Fenbendazole 

H 

Oxfendazole 

H 

出co~N
じいごs
Thiabendazole 

Fig. 3 Structures of benzimidazole compounds 

MCF-7 Caco-2 
OP TCDD Cont OPTCDD Cont 

日“

“̀ 

HepG2 
OPTCDD Cont 

CYP1A1 

一2.6 kb 

Hepa-1 
OPTCDD Cont 

~-actin W llf -, ~-actin 

TLR-2 

OP_TCDD Con! 

．．＂ 
Fig. 4 Induction of CYPlAl by omeprazole in human cells but not in mouse cells. Total RNA was isolated from MCF-7, 

Caco-2, HepG2, Hepa-I and TLR-2, treated for 24 h with 2 nM of TCDD (TD) or 50 μM omeprazole (OP), or 
remained untreated in controls (Cont) 
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HepG2 

Cont TCDD TCDD OP 
- 1h 1h 1h 

Comp - + 

Fig.5 Gel shift assay of omeprazole treated human and mouse cells. 

Nuclear extracts were prepared from HepG2 cells or Hepa-1 cells 

grown without inducer (Cont), or with 2 nM TCDD for 1 h 
(TCDD), or with 100 μM omeprazole (OP) for the various times 

indicated in the figure 

pRSVCAT Cont 

TD 

OP 

pSVOCA T Cont 

TD 

OP 

p-1646CAT Cont 

TD 

OP 
-I  
0 2 4 6 8 

Arbitrary units of CAT/~•galactosidase 
10 12 

Fig. 6 

OP 
12h 

Expression of CAT activity in HepG2 cells transfect-

ed with mouse CypJAJ -CAT fusion gene. HepG2 

cells (1 x 10りweretransfected with 5 μg of test 

plasmid and 1 μg of pCAGGS-lacZ. The cells were 

treated for 24 h with 2 nM TCDD (TD), 50 μM 

omeprazole (OP) or remained untreated in controls 

(Cont). CAT activity was normalized by/J-

galactosidase activity 

培養細胞(TLR-2)では誘導されなかった．この omepr-

azoleによる CYP1 A 1の誘導が， Ahレセプターの活

性化を介して XRE・1と複合体を形成するかどうかを

32P標識した XRE-1を用いて，ゲルシフト・アッセイ法

で検討すると Fig.5に示すように，ヒトの細胞でのみ複

合体形成を認めた．そこで， Ahレセプターの生体におけ

る生理的意義を明らかにし，ダイオキシンの生物毒性の

作用機構を明らかにするため，種による誘導性の違いを

利用して，その誘尊機構を解明することを試みてきた．

マウスとヒトにおける omeprazoleによる CYP1 A 1 

の誘導性の違いとしてまず想定される理由は， 1)

CYP 1 A 1の調節領域の配列の違い， 2) Ahレセプタ

ーの構造上の違い， 3) ヒトとマウスの細胞における

omeprazoleの代謝佳物が異なり ，ヒト細胞における代

OP 
24h 

Hepa-1 

Cont TCDD TCDD OP 
- 1h 1h 1h 
. +.  

OP 
12h 

謝産物がAhレセプターのリガンドとなる， という可能

性が考えられた． 1) の可能性を検証するため， ヒト

HepG2細胞にマウスの調節領域を， chloramphenicol

acetyltransferase (CAT)遺伝子につないだものをレポ

ターとしてトランスフェクトした．Fig.6に示されるよ

うに，マウスの調節領域の配列は，ヒ トHepG2のなか

で働くことが明らかになった．また，ヒト Ahレセプター

遺伝子を，マウス Hepa-1細胞の Ahレセプターを欠損

した変異細胞 Cl-19に導入し発現させたところ， TCDD

による処理にのみ反応して CYP1 A 1を誘導したこと

から， 2) の可能性も否定された．さらに，ヒト HepG2

細胞の培地に omeprazoleを加え， 24時間培養した con-

ditioned mediumを，マウス Hepa-1細胞の培地に加え

た実験ではマウス Hepa-1細胞には CYP1 A 1が誘導

されなかった(Kikuchiet al., 1996). これらのことから

前述の可能性は否定され， omeprazoleからの何らかの

シグナルがAhレセプターを活性化していることが考え

られた．

Omeprazoleは， H+/K+ -ATPaseの阻害剤であるこ

とから， omeprazoleによって作動される因子は，膜結合

性のレセプター様蛋白質である可能性が考えられた．も

しそのような分子からシグナルが伝達されて Ahレセプ

ターが活性化されるならば，多くのレセプターからのシ

グナルを伝達する系に，チロシンキナーゼが関与してい

ることが知られているので，チロシンキナーゼ阻害剤を

用いると CYP1 A 1の誘導がブロックされる可能性が

考えられた．そこでチロシンキナーゼ ・イ ンヒビターの

効果を，ヒト HepG2細胞を用いて， omeprazoleによる

誘導と TCDDによる CYP1 A 1誘導の性質を比較した

(Kikuchi et al., 1998). チロシンキナーゼの阻害剤とし

てherbimycinを用いた実験では， omeprazoleによる

CYP 1 A 1の誘導は完全にブロックされたが，TCDDに

C OP TD 
0 0 0.4 2 10 0 0.4 2 10 Herb1mycinA 
- - - - - - - - - -(IIM) 

Fig. 7 

TCDD 

CYP1A1 

← 

Effect of herbimycin-A on the induction 

of CYPlAl. Total RNA was isolated from 

HepG2 cells (approximately 1 x 106 cells) 

that had been treated for 2 h with 

herbimycin-A and then either treated for 

a further 24 h with 2 nM TCDD (TD) or 

200 μM omeprazole (OP) or left untreat-

ed as controls (Cont) 
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omeprazole 

Cont 

Effect of 3'-methoxy-4'-aminoflavone 
(MAF) on CYPlAl induction in HepG2 

cells. Total RNA was isolated from 

HepG2 cells that had been treated for 2 h 

with 1 μM MAF, and then either treated 

for a further 24 h with 200 μM omepr-

azole (OP) or 4 nM TCDD (TD) or left 

untreated as controls (Cont) 
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よる誘導はほとんどブロックされていないことが示され

た(Fig.7). 

Ahレセプターのリガンドの構造誘導体の中に， Ahレ

セプターに結合するが，その後の活性化を阻害し，CYPl

Alの転写活性を誘導できなくする化合物，いわゆるア

ンタゴニストがある． もし，オメプラゾールによる

CYP 1 A 1の誘導がリガンド非依存性であるなら，アン

タゴニストによる阻害を受けないと思われる．そこで，

Safeらによ って 開発された 3'-methoxy-4'-

aminoflavone (MAF) (Lu et al., 1995)を処理したヒ ト

HepG2細胞を用いて， omeprazoleによる CYP1 A 1 

の誘導と， TCDDによる誘導を比較した(Fig.8). Orne-

prazoleによる CYP1 A 1の誘導は，ほとんど影響を受

けていないことが明らかとなった．これらのことから，

TCDDによる活性化の経路とリガンド非依存性のオメ

プラゾールによる活性化の経路が存在することが示唆さ

れた(Fig.9). 

このようなオメプラゾールによる活性化経路の，生物

学的な意味が何であるかはいまだ不明であるが， Ahレ

セプターは転写因子であり， bHLHとPASドメインの

構造を持つ一群の転写因子ファミ リーの一つである．こ

れらの因子の中で， リガンドの結合によって活性化され

ることが示されているのは， Ahレセプターしか知られ

ていない． したがって，本来の活性化経路はリガンド非

依存性の経格であると考えることもできる．

このようなことから，オメ プラゾールからのシグナル

伝達系およびAhレセプターの活性化， そして標的遺伝

子CYP1 A 1の発現は，未知の生理機能を持っているこ

とが推察される．ダイオキシン類化合物は，この伝逹経

路を非特異的に活性化することによってさまざまな生物

蔀性を示すことか考えられる．

？．ダイオキシンの免疫毒性

ダイオキシン類化合物の免疫毒性として注Hされるよ

うになったのは，ヨーロッパ北海の海棲哺乳動物の大星

死がきっかけとなった．こ の直接的原因は， Phocine

Distemper Virusの大規模感染であり，海洋汚染してい

るダイオキシン類化合物の摂取による免疫機能の低下が

その誘因であろうと推定された．実際，バルティック海

の汚染ニシンを摂取したラッ トの免疫機能の低下が報告

された(Rosset al., 1996). アザラシに関しても同様な

報告がなされている (DeSwart et al., 1995). 

また，前述したように，ダイオキシンの一般毒性とし

て胸腺萎縮が観察されている．これは，胸腺において成

熟段階にある幼若T細胞のアポトーシスが，免疫機能障

害の原因となっている可能性が考え られる．また，

McConkeyらにより，ラット胸腺からの初代リンパ球細

胞培養系で，ダイオキシンによるアポトーシスを報告し

ている (McConkeyet al., 1988）．さらに平蜂らは，マ

Jurkat Molt-4F L-MAT 
でもでl
の o の o の o
乏(.)乏Q乏(.)
。I- 0 ← °卜 M

Fig. 10 Induction of apoptosis in response to 

TCDD. Apoptosis-associated DNA frag-

mentation in L-MAT, Jurkat, Molt-4 cells 

treated with 20 nM TCDD or with an 

equal volume of solvent DMSO (dimeth-
ylsulfoxide) 

ウスを用いた実験により，成熟過程の CD4+/CD 8十のダ

ブルポジティブT細胞が，ダイオキシンに感受性が高く

なっていることを報告している (Hiramineet al., 

1992).しかしながら，ダイオキシンの毒性効果は種特異

性が大きく，種間の急性毒性には 3桁もの違いがあるこ

とが報告されているので，動物実験の結果をヒトヘ外挿

することはなかなか困難であると思われる．さらに，初

代培養ではヒトの場合には胸腺組織の入手にも限界かあ

る．これらの問題を解決するために，ヒト白血病T細胞

株をモデル系として用いることを試みた．ヒト白血病T

細胞株は表面抗原マーカーの検査から，成熟過程のさま

ざまな段階で癌化してきていることが予想されている．

そこで，数多くのヒト白血病T細胞をダイオキシンに対

する感受性で調べれば，ダイオキシン処理によってアポ

トーシスを起こしやすい細胞株が見出される可能性があ

ると考えられた．

我々の研究所・発達病態分野で樹立されたものも含め，

TCDDに対して感受性の高い ヒト白血病 T細胞株を検

索した(Hossainet al., 1998).その結果，Jurkat, Molt-

4, L-1¥1:AT (1¥1:inegishi et al., 1995)の 3つの細胞株が

TCDDに対して感受性を示した．この細胞死か典型的な

アポトーシスであるかどうかを調べるため，アポトーシ

スの指標の一つであるヌクレオソーム単位での DNA断

片化を，細胞から抽出した DNAのアガロースケル電気

泳動を行って調べると， どの細胞もヌクレオソーム単位

での DNA断片化を認めた(Fig.10）．最も TCDDに感

受性が高い細胞は， L-MAT細胞であ ったので，これ以降

Fig. 11 Electron microscopic analysis of L-MA T cells. 

L-MA T cells were treated with 20 nM TCDD for 

1 h (magnification 5000 x) 
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Fig. 12 Dose dependent increase of TCDD in-

duced apoptosis in L・MA T cells. Cells 
were treated for 8 h. (A) Cells viability 

was associated by the trypan-blue exclu-

sion method. (B) Kinetics of 20 nM 

TCDD induced apoptosis in L-MAT cells 

はL-MAT細胞を用いて解析を行った．アポトーシスの

もう一つの指標である形態学的な観察を， Hoech-

st 33258による核の染色で行うと TCDD処理による核

の断片が顕著にみられた．さらに， paraformaldehyde

で固定後の，電子顕微鏡による観察でも典型的なアポト

ーシス初期の像，クロマチンか核辺縁部に凝集して核が

くびれ始めている像を観察した(Fig.11).TCDD処理に

よるアポトーシスは， 20nM程度でほぼ90％の細胞で

起こり，処理後6時間以内に 80％以上の細胞が死んでい

くかなり速いアポトーシスであることがわかった(Fig.

CYP1A1 
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Fig. 13 Specificity of action of TCDD. L-MAT 

cells were treated for 4 h with TCDD (20 
nM), TCDF (20 nM),/3-NF (2 μM), and 

DMSO (0.1%) 
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三
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Fig. 14 RT-PCR analysis of mRNA from TCDD treat-

ed L-MAT, Molt-4, Jurkat and HepG2 cells 

with oligonucleotide primers specific for 
CYPlAl, Ah receptor (AHR), and GAPDH 

was used to optimize the PCR reactions. Cells 

were cultured in the presence or absence of 2 
nM TCDD for 16 h. HepG2 cells were used as 

a control. T denotes TCDD and D denotes 

DMSO 

12). 

L-MAT細胞の TCDD処理によるアポトーシスの性

質を調べるために， Ahレセプターのリガンドとしてよ

く用いられる/J-naphthoflavone (/JNF)と2,3, 7, 8-

tetrachlorodibenzofuran (TCDF)を培地に加えてその

効果をみると，細胞はアポトーシスを起こさず DNAの

断片化も観察されなかった(Fig.13). この結果は，

TCDD処理による L-MAT細胞のアポトーシスが， Ah

レセプターを介して起こっている現象ではない可能性を

示していた．そこで， Ahレセプターが発現しているかど

うかを RT-PCR (reverse transcriptase-polymerase 

chain reaction)法によ って調べた．Fig.14に示される

ように， Jurkat,Molt-4, L-MAT細胞のいずれにも Ah

レセプターの発現も， CYP1 A 1の誘導も認められない

が，ポジティブコントロールとして用いた HepG2細胞

では Ahレセプターも発現し，TCDD処理により CYP1 

186 187 



0 2 4 6 8 hours 

- ---

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

ー

q
]
只
;
}
p

II8:>
J

O
%
 

WT DMSO 

亨：四WTTCDD 

喜ii目］：：11::::: TCDD O 
、、、,,, 、、、,,, 
‘‘‘ ‘‘’ 、、、,,, 、、、,,, 、、、
9 9 9 、、、
9,、、、、
9 9 9 、、、
9 9 9 、、、
9 9 9 、、、
9 9 9 、、、
9 9 9 、、、

Fig. 15 Down regulation of Be卜2protein level by 

the treatment of TCDD in L-MAT cells. 

Cells were treated with 20 nM TCDD with 

different time as indicated. In each lane 100 

μg of protein was loaded. Bcl-2 was detect-

ed using anti-Bcl-2 antibody 

T
 
血L
 

ー

2
5
5
2
5
1
5
5
ー

2

7

2

2

 

2

l

l

 

(
1

日
n

5

1

五
m
)
U
O
!
l
E
>
n
:
m

)I
N
f

.._ Bcl-2 

0 20 40 60 80 100 120 

Time (min.) 

Fig. 16 JNK activation by TCDD in L-MAT cells. 

Cells were treated with 20 nM TCDD for 

different time period and collected for 

cell Jysate preparation. JNK activities 

were measured by affinity purified the 

JNK using GST-cJun (1-79 aa) bound 

glutathione Sepharose beads. Kinase 

activities were measured in the presence 
of [ y-32P] ATP 

Alが誘導されていた．Ahレセプターがネガテイプであ

ったサンプルも，全体の反応工程がうまくい っていたこ

とは，glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH)の PCR反応がすべてのサンプルで同じよう

にシグナルが出ていることから保証されている．したか

って，ダイオキシン処理によるヒト T細胞白血病細胞

L-MATのアポトーシスは， Ahレセプターを介さない

細胞死であると考えられる．

それでは，ヒト白血病 T細胞 L-MATのアポトーシス

はどのような経路でアポトーシスにいたるのであろう

か．多くのアポトーシスにおいて，caspase(interleukin-

1 fJ converting enzym (ICE) or ICE-related 

proteases)の活性化が観察されているので(Nicholson

et al., 1995), TCDD処理による L-MAT細胞における

アポトーシスに caspaseが関与しているかどうかを，特

巽的阻害剤， carbobenzoxy-a-[ (2, 6-dichlorobenzoyl) 

Fig. 17 Inhibition of TCDD-mediated cell death 

by dominant-negative mutant of JNKl. 

L-MA T cells were transfected with either 

/3-galactosidase expressing vector, 

pCAGGS-lacZ or with pCAGGS-/acZ and 

dominant negative mutant of JNKl 

containing vector, pcDNA3-Flag-JNK1 

(APF) as indicated. After 48 h of trans-

fection, cells were treated with 20 nM 

TCDD or DMSO (0.1%). Cells were 

stained with/3-galactosidase antibody 

and Hoechst 33258 dye. /3-galactosidase 

expressing cells (green) were checked for 

the nuclear degradation. WT : pCAG-

lacZ vector only ; JNK (APF) : pCAGGS-

lacZ and pcDNA3-Flag-JNK1 (APF) 

oxy] methane (Z-Asp-CH 2-DCB) (Mashima et al., 

1995)を用いてその効果を， DNAの断片化をみる力法で

検討するとアポトーシスが阻害されていることが明らか

になった．また，アポトーシスを抑制している分子とし

て同定された Bcl-2蛋白質は， ミトコンドリアに存在し

て物質の輸送に関与している膜蛋白質であるとされてい

る．Bcl-2の作用は，カスパーゼの活性化に関与している

ことが明らかにされているチトクローム Cを(Yang et 

al., 1997), ミトコンドリアの外に放出しないように維持

していると考えられている (Cheng et al., 1997, 

Kroemer, 1997).アポト ーシスの過程で，多くの細胞系

の Bcl-2が減少することが報告されているので， TCDD

による L-MAT細胞のアポトーシスの場合における

Bcl-2の存在量をウエスタン法で定量すると， Fig.15に

示すように TCDD処理の 4-6時間後に滅少している

ことが明らかになった．

神経細胞や造血細胞のモテル系においては，ストレス

によるアポトーシスは，持続する JNK (cJun-N-

terminal kinase, or SAPK ; stress activated protein 

kinase)の活性の上昇を伴うことが報告されていたので

(Verheij et al., 1996, Xia et al., 1995), TCDD処理に

よる L-MAT細胞のアポトーシスに関しても JNK活性

を測定した．GST-cJun (glutathione-S-transferase 

cJun (1-79 amino acids)-fusion protein)を基質として

検討すると， TCDD処理後90分までには JNK活性の

最大の上昇が認められた(Fig.16). このJNKの活性土

Exogenous 
Physiological signal 

SIgnai / }言三゚；eunds)

(JNK1,+., Bcl-2t) 

＇ Caspase,+. 三――丁
王 DNA1egradation
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Target genes 
(CYP1A1) 
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Activation of Metabolism of 
Carcinogens Endogenous substrates 

Fig. 18 Hypothetical model of CYPIAl induction by 

omeprazole and T cell apoptosis by TCDD 

昇が，アポトーシスにいたるシグナル伝逹系に関与して

いることを確認するために， ドミナントネガティブに作

用する JNK,pcDNA 3-Flag-JNK 1 (APF) (Chen et 

al., 1996),をトランスフェクトしてその効果を調べた．

Fig.17に示されるように， ドミナントネガテ イプJNK

の導入発現により，アポトーシスか有意に抑制されてい

ることから， TCDDによる JNKの活性増大が，アポト

ーシスヘのシグナル伝達系に関与していることを示唆し

ている．

以上のことから， TCDDによる L-MAT細胞のアポ

トーシスには， Ahレセプター以外の分子が関与してお

り，そこからのシグナルがJNKを活性化し，あるいはミ

トコンドリアの Bcl-2蛋白質の減少をもたらし，カスパ

ーゼの活性化を引き起こすという一連の事象が含まれて

いると考えられる．

3.ダイオキシンの生体作用の分子機構

ダイオキシン類化合物の生体毒性を， Ahレセプター

の関与する経路と，関与しない経路という観点からまと

めると Fig.18に示したようになると考えられる．ベン

ズイミダゾール化合物によ って活性化される Ahレセプ

ターの経路には内在性のシグナルが本米あって，発生の

途上で何らかの役割を担っている可能性があり，外来性

のダイオキシン類化合物は Ahレセプターのリガンド依

存「生活性化を引き起こすために生理的シグナルを乱して

しまい， 口蓋裂や水腎症などの奇形を生じさせるのかも

しれない．また， T細胞の成熟過程にある胸腺では，ネ

ガティブセレクションが起こり得る CD4+ /CD宮のダ

プルポジティブ細胞があり，ダイオキシン類化合物は

Ahレセプター以外の分子に作用して，過剰なアポトー

シスを起こしてしまうことが免疫毒性の原因と考えられ

る． しかしながら，内在性のシグナルとその作用を伝達

する分子，Ahレセプターの活性化にいたるシグナル伝

達系，あるいはダイオキシン顆化合物が作用する T細胞

における分子の同定など，ダイオキシン顆化合物の生体

毒性の全貌を解明するためには，多くの事が明らかにさ

れなければならない．
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Summary 

Of the 75 possible mono-and polychlorinated dioxins, only one has been well studied for 
carcinogenicity in experimental animals. The nonchlorinated parent compound, dibenzo-
para-dioxin, has been thoroughly tested in both rats and mice, and is not carcinogenic in 
those species. The most toxic member of the polychlorinated dibenzo-para-dioxin (PCDD) 

family, 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-para-dioxin (TCDD), has been extensively studied for 
carcinogenic activity in rodents and has been shown to be a nongenotoxic tumor promoter 
and carcinogen for multiple epithelial tissues in mice and rats, and also to induce 

mesenchymal tumors in mice. The tumor spectrum seen depends on the genetic back-
ground of the test animals and varies greatly from one species to another and from one 
inbred strain to another within a species. Because of its prolonged biological half-life (7.1 
years in humans) and the equilibrium between serum levels and concentrations in body 
fat, accurate measurements of current serum levels of TCDD in workers can be extrapolat-

ed backwards in time to the levels that occurred soon after industrial and civil accidents 
that involved human exposure to large quantities of TCDD. Individuals can thus be 
accurately stratified into low, medium and high levels of exposure. Studies of four cohorts 
of workers involved in chlorophenoxy herbicide manufacture, three of which involved 

accidents that released large quantities of TCDD, have been most informative regarding 
cancer risk. All have shown a small but consistent dose-dependent increase in risk for all 

cancers combined. TCDD has been classified by the !ARC Monographs as carcinogenic to 
humans (Group 1). On the basis of current data, all other PCDDs are not classifiable as 

to carcinogenicity to humans (Group 3). 

Keywords : dioxins, TCDD, tumors, Ah receptor 

Introduction 

The polychlorinated dibenzo-para-dioxins 
(PCDDs) are formed as byproducts in the industrial 
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synthesis of chlorophenoxyacetic acid herbicides 
and some other chlorinated organic compounds, in 

certain other industrial processes, and during in-
complete combustion of organic compounds in the 
presence of chlorine, including the incineration of 
municipal waste. Besides these human activities, 
PCDDs are also produced by uncontrollable natural 
biochemical processes (e.g., in sewage) and by 
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volcanic activity and forest fires. As a result of their 

continuing formation and their great thermal and 

chemical stability they are widely distributed in 

nature. 

PCDDs have been reviewed three times by the 

IARC Monographs on the Evaluation of Carcino-

genie Risks to Humans (IARC 1977, 1987, 1997). In 

1977, bioassays for carcinogenicity in animals were 

still incomplete, and there were no data on cancer in 

humans exposed to PCDDs ; no evaluation was 

possible (IARC, 1977). In 1987, there were still no 

adequate data on humans, but sufficient data for 

carcinogenicity of TCDD to animals had accumulat-

ed, and TCDD was classified as possibly carcinogen-
ic to humans (Group 2B). There were inadequate 

data in animals for PCDDs other than TCDD, and 

all PCDDs other than TCDD were judged not etas-
sifiable as to carcinogenicity to humans (Group 3) at 

that time (IARC, 1987). Most recently, in 1997, 

studies of workers exposed to TCDD in several 

industrial accidents decades before had progressed 

to the stage where there were limited data for excess 

cancer risk in these individuals, and TCDD was 

re-evaluated as carcinogenic to humans (Group 1) 

on the basis of limited data in humans, sufficient 

data in animals, and other relevant data supporting 

the role of the Ah receptor in the mechanism of 

carcinogenic action of this substance (IARC, 1997). 

All other PCDDs remained not classifiable as to 

carcinogenicity to humans (Group 3), as before, 

together with the non-chlorinated parent com-

pound, dibenzo-para-dioxin, for which negative 

bioassays in rats and mice supplied data suggesting 

lack of carcinogenicity in experimental animals. 

This paper summarizes the most important data 

considered by the 1997 IARC working group in 

reaching their evaluation of TCDD. These include 

bioassays for carcinogenicity to experimental ani-

mals ; epidemiological data on cancer risk in 

exposed human populations ; and other relevant 

data concerning mechanisms of carcinogenesis. 

1. Long-term carcinogenicity bioassays 
of TCDD in experimental animals 

Four long-term carcinogenicity studies, two in rats 

and two in mice, form the basis for the conclusion 

that there is sufficient evidence for carcinogenicity 

of TCDD to experimental animals. Results are sum-

marized in Table 1 for rats and Table 2 for mice. 

Sprague-Dawley rats were fed O (control), 0.001, 

0.01, or 0.1 μg TCDD/kg body weight mixed in diet, 

daily for two years. Females developed a significant 

increased incidence of hepatocellular adenomas and 

carcinomas at the highest dose, and squamous cell 
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carcinomas of palate, nasal turbinates, and lung, 

also significant at the highest dose. A few squamous 

cell carcinomas of the tongue were also observed. 

Males had no increase in hepatocellular neoplasms, 

but did have significant incidences of squamous 

carcinomas of palate, nasal turbinates, and tongue 

at the highest dose, and one squamous cell car-

cinoma of the lung, also at the highest dose (Kociba 

et al., 1978). 

The U.S. National Toxicology Program (NTP) 

conducted a study in Osborne-Mendel rats at slight-

ly higher doses than those used in the Dow Chemical 

Company study : 0 (controls), 0.01, 0.05, or 0.5 μg/ 

kg body weight was given by gavage twice weekly 

for 104 weeks. Females developed a significantly 

increased incidence of hepatocellular adenomas at 

the highest dose, and an increasing incidence of 

thyroid follicular cell adenomas that was statisti-

cally significant for a trend toward increasing inci-

dence with increasing dose. Males similarly devel-

oped a trend toward significantly increasing inci-

dences of hepatocellular adenomas and thyroid fol-
licular cell adenomas with increasing dose. Males 

had a significantly increased incidence of thyroid 

adenomas at the highest dose (United States 

National Toxicology Program, 1982a). No squamous 

tumors of the oropharynx and respiratory tract like 

those observed in the previous study in Sprague-

Dawley rats were observed in this study. 

The NTP also conducted a study in which TCDD 

dissolved in acetone was painted on the skin of 

Swiss-Webster mice at a dose of 0.001 μg per mouse 

per application, three times weekly for 104 weeks. 

Fibrosarcomas of the subcutaneous connective tis-

sues developed in mice of both sexes painted with 

acetone (solvent controls) and with TCDD dissolved 

in acetone, and were more frequent in TCDD-

treated mice of both sexes than in solvent controls, 

significantly so in females (United States National 

Toxicology Program, 1982b). No squamous tumors 

of the skin developed, although such neoplasms 
would be expected in this kind of protocol. 

Finally, the NTP conducted a gavage study of 

TCDD in B6C3Fl mice. Males were given O (con-

trol), 0.01, 0.05, or 0.5 μg/kg body weight orally, 

twice weekly for 104 weeks. Hepatocellular car-

cinomas were significantly increased at the highest 

dose. Alveolar carcinomas of the lung also occurred 
and there was a significant trend toward increasing 

incidence with increasing dose. Females were given 

higher doses : 0 (control), 0.04, 0.2, or 2.0 μg/kg 

body weight twice weekly for 104 weeks, and like-

wise developed hepatocellular carcinomas that 

showed a significant trend toward increasing inci-

Table 1 Results of major long-term carcinogenicity studies of TCDD in rats. Statis-
tically significant increases in tumor incidence and the dose causing them 
are underlined 

Sprague-Dawley ~ 
0 (control), 0.001, 0.01，叫μg/kgb.w. in diet, daily, two years 

Males : Hepatocellular neoplasms, no increase 
Squamous cell carcinoma : palate or nasal turbinates, 0, 0, 0, 4/50 

lung, 0, 0, 0, 1/50 
tongue, 0, 0, 0,翌堕

Females : Hepatocellualr adenomas : 8/86, 3/50, 18/50, ~ 
Hepatocellular carcinomas : 1/86, 0/50, 2/50, !!ill 

Special features : affects both squamous epithelium and hepatocytes 

Osborne-Mendel Rats (United States National Toxi~ 
0 (control), 0.01, 0.05 ， 四~μg/kg b.w. by gavage, twice weekly, 104 weeks 

Males: Thyroid follicular adenomas: 1/69, 5/48, 6/50, ~ (trend, p= 
0.006) 
Hepatocellular adenomas: 0/74, 0/50, 0/50, 3/50 (trend, p=0.005) 

Females: Thyroid follicular adenomas: 3/73, 2/45, 1/49, 6/47 (trend, p=0.022) 
Hepatocellular adenomas: 5/75, 1/49, 3/50,旦但

Table 2 Results of major long-term carcinogenicity studies of TCDD in mice. Statisti-
cally significant increases in tumor incidence and the dose causing them are 
underlined 

Swiss-Webster Mice (United States National Toxicolo~982b) 
Males : 0 (control), 0 (acetone), 0.001 μg/mouse in acetone on skin, 

three times weekly, 99 weeks 
Fibrosarcomas at site of application : 0, 3/ 42, 6/28 

Females : 0 (control), 0 (acetone),四胆μg/mousein acetone on skin, 
three times weekly, 104 weeks 
Fibrosarcomas at site of application : 0, 2/ 41，翌翌

Special f ea tu res : produces mesenchymal rather than squamous epithelial tumors 

B6C3Fl Mice (United States National Toxicolo~ 
Males : 0 (control), 0.01, 0.05，四μg/kgb.w. by gavage, twice weekly, 104 

weeks 
Hepatocellular carcinomas: 8/73, 9/49, 8/49, l.li§Q (trend, p=0.002) 
Pulmonary alveolar adenomas/carcinomas: 10/71, 2/48, 4/48, 13/50 
(trend, p = 0.04) 

Females : 0 (control), 0.04, 0.2,型2μg/kg b.w. by gavage, twice weekly, 104 
weeks 
Hepatocellular carcinomas : 1/73, 2/50, 2/ 48, 6/ 47 (trend, p = 0.008) 
Thyroid follicular adenomas: 0/69, 3/50, 1/47,包怪（trend,p=0.016) 
Lymphomas: 18/74, 11/50, 13/48,塑直
Subcutaneous fibrosarcomas : 1/74, 1/50, 1/48, §L旦
Special f ea tu res : affects both epithelial and mesenchymal tissues 

dence with increasing dose. In addition, females had 

significantly increased incidences of thyroid fol-

licular adenomas, lymphomas and subcutaneous 

fibrosarcomas at the highest dose (United States 

National Toxicology Program, 1982a). 

An important feature of these studies is the re-

producibility of the results with respect to organ 

sites affected. Hepatocellular tumors were consis-

tently seen in both rats and mice fed TCDD, and 

thyroid follicular cell tumors were seen in Osborne-

Mendel rats of both sexes and in female B6C3Fl 

mice. Soft tissue sarcomas occurred in two strains of 

mice, after feeding in one case and skin painting in 

the other. In addition, other tumor sites were obser-

ved specifically in Sprague-Dawley rats and in 

B6C3Fl mice. These findings emphasize the impor-

tance of the genotype of the test animals as determi-

nants of the tumor response observed. 
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Table 3 Standardized mortality ratios (SMR) for all cancers combined among 
workers exposed to TCDD in the BASF trichlorophenol manufacturing 
accident, Ludwigshafen, Germany, 1953 

TCDD, μg/kg body weight Sub- Deaths SMR (95 % Confidence interval) 
jects 

<0.1 108 8 0.8 (0.4-1.6) 
0.1-0.99 66 8 1.2 (0.5-2.3) 
1.0-1.99 47 8 1.4 (0.6-2.7) 
>2.0 22 7 2.0 (0.8-4.0) 

Test for linear trend, p = 0.05 

In addition to these bioassays, other less extensive 

long-term studies of carcinogenicity of TCDD in 

mice and one in hamsters have been published 

(summarized in IARC, 1997, Table 40). 

2. Initiation/promotion studies 
with TCDD as promoter 

A very extensive literature has developed on the 

activities of TCDD as a tumor promoter, which is 

summarized in IARC Monographs, Volume 69 

(IARC, 1997). None of this information is essential 

to the weight of evidence for carcinogenicity of 

TCDD in experimental animals, but it does extend 

the catalog of tissues affected by TCDD and gives 

clues to its mechanism of carcinogenic action. 

TCDD was tested for promoting activity in mouse 

skin initiated with N-methyl-N-nitroso-N'-

nitroguanidine (MNNG) using strain HRS/ J hair-

less mice as test animals and the classical skin tumor 

promoter 12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate 

(TPA) as a positive control (Poland et al., 1982). In 

these mice, but not in CD-1 or Swiss-Webster mice, 

TCDD effectively promoted development of 

cutaneous squamous papillomas initiated by a single 

cutaneous dose of 5 μmol MNNG given in acetone. 

No tumors developed in mice given TCDD alone. 

TCDD given as 30 ng in acetone twice weekly for 20 

weeks was as effective a tumor promoter as 3 μg 

TP A given by the same protocol, eliciting tumor 

development in 15/19 mice with an average multi-

plicity of 1.6 papillomas per surviving mouse. In 

contrast to the NTP study in Swiss-Webster mice 

described above, no mesenchymal tumors were 

observed. 

Numerous studies have demonstrated that in addi-

tion to its promoting effect on mouse epidermal 
squamous epithelium, TCDD is an effective pro-

moter for hepatocellular neoplasms in several 

strains of both rats and mice initiated by any of a 
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large number of genotoxic carcinogens (summary in 

IARC, 1997, Table 41). 

3. Epidemiologic evidence for increased 
risk of cancer in humans exposed 
to TCDD 

Human beings are principally exposed to PCDDs 

including TCDD through the food chain, but occu-

pations involving herbicide manufacture and appli-

cation, especially in the past, have entailed much 

greater risk of exposure to large quantities of 

PCDDs, and industrial accidents have resulted in 

dramatic exposures of workers and residents of 

neighboring areas. Exposures to PCDDs have also 

occurred as a result of military use of contaminated 

herbicide preparations, notably in Vietnam. The 

most important studies for evaluation of the car-

cinogenicity of TCDD have involved four industrial 

cohorts (one each in the United States and the 

Netherlands, two in Germany) and one cohort of 

residents in a contaminated area at Seveso, Italy. 

Four of these cohorts have involved industrial acci-
dents, in the United States (1949), Germany (1953), 

the Netherlands (1963), and Italy (1976). These five 

cohorts involve the highest exposures and the Ion-

gest periods of observation of all epidemiological 

studies. In most of them, sub-cohorts with different 

levels of exposure and/ or elapse of time since first 

exposure are identified and analyzed. 

An increased risk for all cancers combined, on the 

order of 1.4, is identified in these studies, with a 

trend toward higher risk with increasing levels of 

exposure (IARC, 1997). An example is provided by 

the experience of workers exposed to TCDD in the 

trichlorophenol manufacturing accident in Germany 

in 1953 (Table 3). In this study it is the trend toward 

higher risk with increasing body burden of TCDD 

that is statistically significant. The small number of 

deaths within any sub-cohort and the small magni-

tude of the apparent increased risk for any sub-

cohort precludes statistical significance of any one 

standardized mortality ratio by itself. Also, it is very 

unusual for all cancers combined, rather than one or 

a few target sites, to be associated with any expo-

sure. This is the principal reason that the IARC 

working group considered the human date to be 

limited, rather than sufficient, evidence for a carci-

nogenic effect of TCDD in humans. 

4. Other relevant data concerning 
mechanism (s) of carcinogenic action 
of TCDD 

TCDD is not genotoxic. It is non-mutagenic to 

Salmonella typhimurium with or without metabolic 

activation. No DNA adducts are formed in mam-

malian cells exposed to TCDD, and there is no 
induction of unscheduled DNA synthesis (IARC, 

1997). The mechanism of carcinogenic action of 

TCDD therefore must involve a mechanism other 

than genotoxici ty. 
TCDD binds avidly to the high-affinity form of the 

Ah (aryl hydrocarbon) receptor, which is widely 

distributed in body tissues. Transcription of many 

genes is induced via this receptor mechanism. It is 

not clear at this time which of these many genes is 
involved in the mechanism (s) of carcinogenesis by 

TCDD, or whether different patterns of abnormal 

gene expression are involved in tumor development 

in different tissues. Discussion of the biology and 

biochemistry of the Ah receptor is beyond the scope 

of this review, but the 1997 IARC working group 

considered the following arguments sufficiently 

persuasive to justify a higher classification of carci-

nogenic hazard to TCDD than would be justified 

solely on the bases of the available human and 

experimental animal evidence : 
(1) TCDD is a multisite carcinogen in experimen-

tal animals that has been shown by several lines of 

evidence to act through a mechanism involving the 

Ah receptor ; 
(2) this receptor is highly conserved in an evolu-

tionary sense and functions the same way in 

humans as in experimental animals ; 
(3) tissue concentrations are similar both in heav-

ily exposed human populations in which an in-

creased overall cancer risk was observed and in rats 

exposed to carcinogenic dosage regimens in bioas-

says. 

Discussion 

TCDD (and, by inference, other PCDDs) is 

unique among non-genotoxic carcinogens in its wide 

range of carcinogenic effects in many different 

epithelial and mesenchymal tissues in rats and mice. 

This broad range of target tissues is consistent with 

the postulated role of the Ah receptor, which is 

widely distributed throughout the body, and is also 

consistent with the unusual association of TCDD 

exposure with increased human risk for all cancers 

combined, rather than one or a few specific target 

sites. 
Background levels of TCDD in human tissues 

today are on the order of 2-3 ng/kg body fat, and 

have decreased by a factor of 3 to 5 since the late 

1970s as a result of efforts to reduce controllable 

(man-made) production of PCDDs and their release 

into the environment. This is in sharp contrast to 

the extraordinarily high tissue levels measured in 

individuals who were involved in industrial acci-

dents that released large quantities of TCDD into 

their immediate vicinity. Children in Seveso, Italy, 

who were aged 2-8 years at the time of the accident 

there in 1976 had recorded blood levels as high as 

16,000-56,000 ng TCDD/kg blood lipid in samples 

taken in 1976 (Mocarelli et al., 1990). 
In May, 1998, the World Health Organization 

recommended reducing human exposures to the 

lowest possible levels, and established a tolerable 

daily intake level of 1-4 pg/kg body weight, down 

from the previous level of 10 pg/kg body weight/ day 

established in 1990. 
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Summary 

DNA damage induced in male germ cells by 2,3,7,8-tetrachloro dibenzo-p-dioxin (TCDD) and its 
repair were measured in C3H/HeN mice. Although about 1/25 of TCDD in the liver was found in 

the testis after the intraperitoneal injection, unscheduled DNA synthesis (UDS) and single-strand 
breaks were not detected at all stages of male germ cells. Chromosome aberrations in the Ml stage 

of spermatocytes were also not detected. After the direct injection of TCDD into the testis, 
amounts of TCDD bound to the sperm head were maximum at the 7th day after the injection, and 
minor UDS were detected at stages of spermatogonia, spermatocytes and early spermatids. 
In contrast to the negligible DNA damage to the male germ cells, degeneration of endoplasmic 
reticulum and condensation of nuclei were commonly observed in the Sertoli cells (nursing cells 
of male germ cells) of TCDD-treated mice. Degeneration of Sertoli cells becomes more serious with 
the time elapsed after exposure, resulting in the indirect killing of male germ cells. 

(This paper, in a session chaired by Taisei Nomura and Kazuo Hujikawa, was presented to the sympo-
sium "Biological effects of dioxins", organized by Taisei Nomura, at the 27th annual meeting of the 
Environmental Mutagen Society of Japan, and held at the Mielparque Osaka in Osaka, Japan, Novem-
ber, 24-26, 1998.) 

Keywords : dioxin, DNA damage in mouse germ cells, degeneration of Sertoli cells 

緒＝
じ，さらに，その汚染は地球規模に及んでいることから

深刻な問題となっている．

ダイオキシンは今まで経験したことのない，人類が作

り出した最も有害な化学物質といわれ，発癌，免疫抑制，

胎児死亡，催奇形， 生殖毒性などのさまざまな影響を生

受付： 1999年3月18H 
受理 ：1999年4月25日

cH本環境変異原学会

ベトナム戦争中にダイオキシンを含む枯れ葉剤散布地

域に従軍 した北ベトナム兵士の子供に奇形や流産が多発

している事実(Nomura, 1994), また，ダイオキシン

(TCDD)を雄マウスの腹腔に処理し，無処理の雌マウス

と交配して生まれた仔マウスに奇形や流産が生 じている

（梁ら， 1996)ことなどか ら，ダイオキシンは生殖細胞を

介して子孫に影響（継世代的影響）を及ぽす可能性がある
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Table 1 Various germ cell responses to TCDD in male mice 

Assays 
ESG LSG 

Germ cell stages" 
ESC LSC EST LST sz 

Binding to spermb 
UDSc 

SSB remaining in sperm DNAct 
Chromosome aberrations in germ cellsc 

＋ ＋ 

ND 

＋＋ 

ND ND 

"ESG, early spermatogonia : LSG, late spermatogonia : ESC, early spermtocyte : LSC, late sper-
matocyte: EST, early spermatid ; LST, late spermatid : SZ, sprmatozoa 
bResults of a testicular injection of TCDD of 0.02 μg 
cResults of an i. p. injection of TCDD of 100-300 μg/kg 
ctResults of an i. p. injection of TCDD of 100 μg/kg. ND, not detected 
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Fig. 1. Sensitivities of Sertoli cells to TCDD in male mice 
A : effects of dose response, B : effects of post treatment 

ことが指摘されている． ところが，生殖細胞についての

研究は，その形態学的変化や精子数の検索などが行われ

たにすぎず， DNA損傷とその修復や染色体分析に関す

る知見は乏しい．周知のごとく，ダイオキシン顆はその

汚染が地球的規模で広範洲に及んでいる現実と，さらに，

継世代的影響は次世代にとどまらず以後の世代まで及ぶ

ことから，われわれの子孫への影響が懸念されている．

そこで，ダイオキシンは生殖細胞の遺伝子や染色体に損

傷を与えるか否か，その損傷は修復されるか否かに的を

絞り，以下の実験を試みた．

この実験に用いたマウスは C3H/Heの雄10-16週齢

で，ダイオキシン顆の中で最も毒性が強いといわれてい

る2,3, 7, 8-Tetrachloro dibenzo-p-dioxin (TCDD)を

トウモロコシ油に溶解して用いた．

l.精巣への到達と精子への結合

放射性TCDDを雄マウスの腹腔に投与し，投与 12時

間後，肝臓，肺，精巣の一部を摘出した後，それぞれの

臓器の単位重量当たりの放射活性を測定した． TCDDは

肝臓へ最も到達し，到達景は腹腔投与置に依存して増加

した．精巣には肝組織の約 4％しか到逹しなかった．こ

の結果は，以前経験 した遺伝毒性物質メチルニトロソウ

レア(MNU)の68％と比較すると， TCDDは精巣に到

達しにくい物質であることを示唆する．Blood-testis

barrier (Russell, 1990)か関係しているかも知れない．

放射性TCDDを精巣に投与した後，経時的に精了を

捕集し，精子頭部の放射活性を測定した． Table1 (Bind-

ing to sperm)に示すように， TCDDの精子への結合は

処理時後期精子細胞(LST)に最も結合した．この結果

は，強力な逍伝毒性物質 MNUの4倍であった．すなわ

ち， TCDDはアルキル化物質以上に生殖細胞に結合する

ことを意味する．精子への結合パターンは典型的な遺伝

苺性物質メチルメタンスルホネ ート (MMS)に近い

(Sega et al., 1983). すなわち， TCDDの充分量が精子

に結合すると Eに影響が生じることが予想される．

2. DNA損傷とその修復および染色体異常

精巣に放射性チミジンを投与し，投与時S期のすべて

の精原細胞の DNAを放射能標識とした．放射性チミジ

ンを投与後， 5日間隔で 1-50日までTCDDの100μg/ 

kgを腹腔に投与し，副睾丸から標識精子を採取 した．精

子頭部を SDSーメルカプ トエタノールで溶解し， 5-20% 

アルカリ庶糖密度勾配浴液中で速心分離後， 35フラクシ

ョンに分けた．各フラクションの放射活性を測定し，

DNA分＋量のマーカーに用いた T4ファ ージ DNAか

ら精子DNAの切断数を求めた．MMSの結果（Inoueet 

al., 1993)と異なり ，処理後採取したいずれの時期の精子

においても DNA切断はほとんど誘発されなかった

(Table I : SSE remaining in sperm DNA).すなわち，

100 μg/kg腹腔投与では精子に DNA鎖切断は残存しな

いことを意味する．ただし， 100μg/kgの TCDDの腹腔

投与で 1ヵ月間でマウスの約 1/3が死亡した．

TCDD (50-200 μg/kg)を雄マウスの腹腔に投与した

後，経時的に放射性チミジンをそれぞれの精巣に投与し

た．精巣から生殖細胞を捕集し，固定後，その塗抹オー

トラジオグラフ ィー椋本を作製し，細胞核内の銀粒子を

計数した．投与後 24時間までのいずれの時間において

も，いずれの分化段階の生殖細胞においても不定期

DNA合成(UDS)は誘発されなか った(Table1 : 

UDS). この結果は， TCDDによる精子の DNA切断が

生じなかったことと一致する．すなわち，アルキル化遺

伝毒性物質と異なり Onoueet al., 1993 :井上ら， 1996),

TCDDでは DNA損傷が牛じていないため，その修復も

生じなかったことを示唆している．

マウス腹腔に TCDDを投与し， 12時間後，コルヒチン

を投与した後，生殖細胞を採取し，低張，固定後，生殖

細胞の染色体標本を作製した． TableIに示すように，

TCDDの300μg/kgの処理においても検索したいずれ

の分裂期の細胞にも染色体巽常は検出できなかった．さ

らに， TCDD(100, 200, 300 μg/kg)投与後， 3日， 8 

日のいずれの時期においても染色体巽常は検出できなか

った．この結果は， DNA損傷や DNA修復の検索結果と

一致する．

3. 

TCDDを雄マウスの腹腔に投与した後， 24時間後に

肝臓および精巣を摘出した．摘出臓器をグルタールアル

デヒドで固定した後，酸化オスミウムで再固定し，脱水

後，エポキシ樹脂に包埋した． lμ の超薄切片を作製後，

一部をウラニウム染色し，電子顕徴鏡用標本を作製し，

電子顕徴鏡像から細胞内徴細構造の変化を検索した．他

方の切片を 1%トルイジンブルーで染色し，光学顕微鏡

標本を作製した． TCDD投与群において，肝細胞は細胞

内脂肪滴の増加や小胞体および核膜周囲腔の膨張などの

顕著な細胞障害が認められた．生殖系細胞においては，

小胞体の退化とその集合体と思われる像がセルトリ細胞

に認められたが，生殖細胞には障害が認められなかった．

Fig. lに障害を受けたセルトリ細胞を定星化した結果を

示す．細胞障害を受けたセルトリ細胞数は TCDD量と

処理後の時間に依存した．生殖細胞はセルトリ細胞の障

害後，徐々に障害を受け，数週間後には細胞の欠いた精

細管が出現した．セルトリ細胞は生励細胞の支持細胞で，

栄養補給やホルモン伝達などを行い，生殖細胞の生存に

は必須な細胞である (Fritz, 1990). この支持細胞が

TCDDで障害を受けるため生殖細胞の減少が生じたと

思われる．

考

細胞障害

察

放射線や発癌物質は動物の生殖細胞に作用し，突然変

異や奇形•発癌など，さまざまな悪影響を子孫に及ほす

ことが知られている．この機構は，生殖細胞の DNAに損

傷ができ，その結果，突然変異が生じ，分化後，この突

然変晃を有した配偶子が受精することによるものと考え

られている．事実，DNA損傷やその修復は生殖細胞で検

出され，遺伝矛突然変異も Eで検出されている（井上

ら， 1996).この根拠に基づいて，マウスを用いて TCDD

処理による生殖細胞の DNA損傷とその修復を検索した

が，それらを検出できなかった，しかし，用いた TCDD

量が限られたことや， DNA損傷の検出にはアルカリ庶

糖密度勾配遠心法を用いたことなどから，さらに，

TCDD最を変えたり ，DNA切断には感度の良いといわ

れているアルカリ溶出法や Comet法を用いると，陽性

の結果が得られるかも知れない． TCDDはきわめて毒件．

が強い物質であるにも拘わらず，細胞 DNAに付加体

(DNA損傷）を形成するという報告はない．しかし，体細

胞の結果であるが，酸索ラジカルを誘導し，その結果，

DNA損傷の 一種である 8-oxoguanine (Park et al., 

1996)や DNA切断(Wahbaet al., 1988)を誘発するこ

とが報告されている．また， TCDDによって染色体内組

み換えが生じることも報告され(Schiestlet al., 1997), 

生殖細胞の DNA損傷→生殖細胞の突然変異→異常配偶

子という ，TCDDによる継世代的影響の機構を検出でき

る可能性は残されている．

精巣への直接投与ではあるが， TCDDは精子に結合す

る．この結合度は強力な遺伝毒性物質 MNUより高い．

TCDDは生殖細胞の DNAに損傷を与えなくても，精子

に結合して卵まで運ばれ，受精卵中でその影響を発揮し，

巽常子孫が生まれる可能性がある．

ラットでの結果であるが，本報告と同様に， TCDDに

よってセルトリ細胞や生殖細胞の障害が生じることが報

告されている (Runeet al., 1991). さらに， TCDDは，

精巣中の間質に存在し，精細管中の生殖細胞やセルトリ

細胞と必須物質の伝達を行うライディヒ細胞にも作用

し，生殖系全体に影響を及ぼすことが示唆されている

(Johnson et al, 1994).最近，セルトリ細胞にアポト ー

シスに関連する因子Fasリガンド，生殖細胞に，このレ

セフ タ゚ー Fasか検出され(Leeet al., 1999), これが， セ

ルトリ細胞の損傷→生殖細胞数の減少に関連している可

能性がある．これらの生殖系障害がいかなる機構で継祉

代的影響を及ほすかは定かでない． しかし，生殖細胞の

減少は精子の数の減少である．特に， TCDDを妊娠ラッ

トに処理すると， きわめて低濃度で，その仔ラットの雄
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の生殖系が障害を受け， さらに，母乳を通じても新生児

ラットに同様な障害を受ける (Bjerkeand Peterson, 

1994).精子数の減少は不妊と直結する．ダイオキシ ンの

生殖系への影響はきわめて深刻な問題である．
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ダイオキシンの遺伝的影響：ヒト精子染色体に及ほす影響の

観点から
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Genetic effects of dioxin : from a viewpoint of the effects on human 
sperm chromosomes 

Yujiroh Kamiguchi1 and Yutaka Ishii2 

1Department of Biological Sciences, Asahikawa Medical College 
4-5-3-11 Nishikagura, Asahikawa 078-8510, Japan 

2Department of Radiation Biology, Faculty of Medicine, Osaka University 
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Summary 

Using our interspecies in vitro fertilization system between human spermatozoa and zona-free 
hamster oocytes, we studied the cytogenetic effects of dioxin (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin, 

TCDD) on human spermatozoa. TCDD was dissolved in DMSO (dimethyl sulfoxide) and diluted 
with BWW medium at the concentrations of 1.0-5.0 μg/ml. Spermatozoa were treated in vitro 

with TCDD for 1-2 hours. Total numbers of 748,994 and 268 sperm-derived chromosome comple-
rnents were karyotyped in the TCDD-treated, control I (non-treated) and control II (DMSO-

treated) groups, respectively. 

In spite of the treatment with extremely high doses of TCDD, no difference was found in the 

incidence of spermatozoa with structural chromosome aberrations between TCDD-treated, con-

trol I and control II groups. Types of structural chromosome aberrations and their incidences 

also showed no difference among the three experimental groups. These results indicate that in 

vitro TCDD exposure does not induce structural chromosome aberrations in mature human 

spermatozoa. However, a possibility that in vivo exposure to dioxin may indirectly induce genetic 

damage in sperm-derived genome is still remained. This possibility was discussed. 

(This paper, in a session chaired by Taisei ~omura and Kazuo Hujikawa, was presented to the sympo-
sium "Biological effects of dioxins", organized by Taisei Nomura, at the 27th annual meeting of the 
Environmental Mutagen Society of Japan, and held at the Mielparque Osaka in Osaka, Japan, Novem-
ber, 24-26, 1998.) 

Keywords : dioxin, genetic effect, human spermatozoa, fertility, chromosome aberration 
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ダイオキシンの毒性は，催奇形性， 発癌性，免疫障害，

皮間 ・内臓障害な ど多様かつ強力であり，数多くの研究

がなされてい る．しかし，その遺伝毒性（継世代的遺伝影
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響）に関してはほとんど研究が進んでいない．最近，実験

動物（ラット，マウス，ハムスター）を用いた研究から，

胎仔期 ・授乳期に TCDD(2, 3, 7, 8-tetrachlorodibenzo-

p-dioxin)被曝した雄個体における精巣・副精巣の重羅減

少，副精巣内精子数および射精精子数の減少が報告され

ているか(Mablyet al., 1992 ; Bjerke and Peterson, 

1994 ; Sommer et al., 1996 ; Theobald and Peterson, 

1997 : Gray et al., 1997), 生き残って受精に関与した精

子に遺伝障害が増加しているか否かに関してはいまだわ

かっていない．

一方，枯葉剤によってダイオキシン被曝した旧北ベト

ナム兵士（父親）が非被曝女性と結婚して生まれた子供に

奇形児が有意に増加しているという疫学報告がベ トナム

から出されている (Nomura,1994を参照）．また， TCDD

を投与した雄マウスと正常雌の交配実験で，梁ら(1996)

は着床胚の有意な低下や死亡胎仔 ・奇形胎仔の増加傾向

を認めている．これらの結果は， TCDDが雄の生殖細胞

に遺伝的影響を及ほすという可能性のあることを示唆し

ている．

そこで，われわれは染色体巽常誘発率を指標にして

TCDDの遺伝的影響をヒト精子で直接調査した．本研究

で用いられた実験系（ハムスター卵への巽種間体外受精

を応用した ヒト精子染色体分析法）が環境変異原（放射線

や化学物質）の追伝的影響評価に有用であることはすで

に報告している (Kamiguchiet al., 1990, 1995). 

l.ヒト精子の受精能に及ほすTC□□の影響
TCDDによる精子染色体奥常誘発率を調査するため

の予備実験として，まずヒト精子の受精能に及ぱす影響

を調査した．このデータをもとにして，受精能を損なわ

ない範囲で最も高い TCDD濃度を決め，その濃度で染

色体異常誘発の有無を定性的に調査しようという訳であ

る．

射精された ヒト 精液から運動能の良好な精子を回収

し， 1,2, 5 μg/mlの濃度の TCDD(DMSO, dimethyl 

sulfoxide, に溶解後，精子培養用の BWW液で希釈）で

60分間処理した．それらの精子を透明帯除去ハムスター

卵へ媒精し，2-3時間後に卵を固定してスライドグラス

ヘ貼り付け，受精した精子の数を調べた(Fig.I). 

実験の結果，TCDD処理群では未処理対照群と比較し

て受精率が濃度依存的に低―ドし， 2μg/mlの濃度では約

6割にまで低下した． しかし，それ以上の濃度では受精

率はあまり変化せず， 5μg/mlの濃度までよこばい状態

を示した．また， DMSO 単独処理群では受精率の低下は

みられなかった．これらの結果をもとに，本実験では 1お

よび 5μg/mlの濃度が用いられた．

もヒト精子染色体に及ほすTC□口の影響
上の予備実験と同様の方法で精＋の TCDD処理，媒
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Fig. 1 Fertilizing ability of human spermatozoa 

after in vitro exposure to TCDD 

● :treatment of sperm with TCDD dis-

solved in DMSO, 0 : treatment of sperm 
with DMSO alone 

精を行った．一部の精液試料については DM SO単独処

理群も設けた．その後，受精卵を第 1卵割中期まで培養

し，漸進固定 ・空気乾燥法（M ikamo and Kamiguchi, 

1983)で染色体標本作製を行い，精子由来ゲノムにおける

構造的染色体異常の出現率を調査した． ヒト精子染色体

異常自然発生率には個人差か認められるので(Kamigu-

chi et al., 1994), 実験ごとに精液試料を二分または三分

し，一つを TCDD処理群，残りを対照群（対照群 I,未

処理 ；対照群II, DM SO単独処理）とした．

5名の健常男性から得られた精液試料を用いて実験が

行われ， TCDD処理群 748精子，未処理群 994精子，

DM SO単独処理群 268精子が染色体分析された

(Table. 1). その結果，1μg/mlお よび 5μg/mlの

TCDDで 60分間処理した群， 1μg/mlの TCDDで 120

分間処理した群のいずれにおいても，構造的染色体異常

をもつ精子の出現率は対照群 I,IIとの間で有意な差を

示さなかった．また，観察された構造的染色体異常をタ

イプ別に分類し， 比較してみても，各実験群間で出現率

に有意差はみられなかった．すなわち，TCDDは放射線

やアルキル化剤などの場合とは異なり，成熟精子に対し

て急性の遺伝毒性（染色体異常誘発能）をもたないことが

明らかとなった．今回，われわれが用いた TCDDの濃度

(5 μg/ml)はヒト精子の受精能を約 60％にまで低下さ

せるという嵩濃度で，マウスにおける LD5。値の約 1000

倍に相当するものであるから，現実に人体から検出され

ているダイオキシン濃度(pgレベル）では遺伝的影響は

ないものと思われる．

井上(1996, 1998)は雄マウスヘの TCDD(100-300 

Table 1 Incidence of structural chromosome aberrations in human spermatozoa exposed to TCDD (2,3,7,8-

tetrachlorodibenzo-p-dioxin) in vitro 

Experiment Donor Dose Duration of Number of Number of sperm Number of chromosome aberrations (per spermatozoon) 
(μg/ml) exposure sperm with chromosome 

(min) analyzed aberrations(%) Breakage-type Exchange-type 
Total 

Cs" Ctdb Cs Ctd 

Control A 60 161 18 (11.2) 11 (0.068) 5 (0.031) 1 (0.006) 1 (0 006) 18 (0.112) 

TCDD A 1.0 60 242 2500.3) 23(0.095) 3(0 012) 1 (0.004) 2 (0 008) 29 (0.120) 

Control B 120 180 38 (21.l) 48<0.267) 8 (0.044) 6<0.033) 3 (0 017) 65 (0.361) 

TCDD B 1.0 120 176 37(21.0) 44 (0.250) 6(0 034) 4 (0.023) 9(0051) 63 (0.358) 

Control C 60 433 64 (14.8) 22(0.051) 6 (0.014) 1 (0.002) 24 (0 055) 53 (0.122) 

TCDD C 5.0 60 127 15(11.8) 6<0.047) 1 (0.008) 0<0.000) 2 (0 016) 9 (0.071) 

Control I D 60 77 9 (11.7) 4(0.052) 4 (0 052) 0(0.000) 1 (0 013) 9 W.117) 

Control II D 5%D:vlSOC 60 75 10 (]3.3) 8(0.107) 2(0.027) 1 (O.OL3) 0 (0 000) 11 (0.147) 

TCDD D 5.0 60 58 7 (12.1) 5<0.086) 3 (0 052) 0(0.000) 0(0 000) 8(0.137) 

Control I E 

゜
60 143 9(6.3) 7(0.049) 3 (0 021) 0(0.000) 2(0 014) 12 W.084) 

Control II E 5%DMSO 60 193 15(7.8) 11 (0.057) 2(0 010) 0(0.000) 2(0 010) 15 (0.078) 

TCDD E 5.0 60 145 10(6.9) 6(0.041) 3 (0.021) 0 (0.000) 1 (0 007) 10(0.069) 

a Cs, chromosome-type aberrations : "Ctd, chromatid-type aberrations :'DMSO, dimethyl sulfoxide 

inactive-type mutagens 

dysfunction of Sertoli cells 
(collapse of blood-testis barrier) 

penetration of some mutagens into I I induction of 
the lumen of seminiferous tubules I I cytochrome P450 

active-type mutagens 

DNA damage in male germ cells 

Chromosome aberrations and/or gene mutations 
in sperm-derived genome 

Fig. 2 A possibility of indirect action of dioxin in inducing genetic damage 

in sperm-derived genome (1) : dioxin may potentiate genetic effects 

of some other mutagens 

μg/kg)投与実験を行い， TCDDが精子 DNA切断を誘

発しないこと（アルカリ燕糖密度勾配遠心法による調査）

および第 1.第2精母細胞に染色体晃常を誘発しないこ

とを報告した．このマウス in vivo実験の結果とわれわ

れのヒ ト精子 in vitro実験の結果を考え合わせると，

TCDDには直接的な精子 DNA 損傷作用はないと結論

づけられる．

3.ダイオキシンの間接作用による遺伝障害
誘発の可能性

上に述べたように，TCDDの遺伝障害誘発作用に関し

ては否定的結論が得られた．一方，ベトナム兵士の子供

の疫学調査や TCDD投与雄マウスの Eの発生学的研

究からは遺伝障害誘発の可能性を示唆する結果も得られ

ている． もし，これらが事実だとすれば，ダイオキシン

は直接的な DNA損傷作用を持たないが，なんらかの間

接的経路によ って遺伝障害を与え得るということにな

る．以下にその間接作用の可能性について考察する．

1)ダイオキシンが他の変異原物質の遺伝的影響を増

強する可能性(Fig.2) 

ダイオキシンによる発癌機構の一つとして次のことか

考えられている．ダイオキシンが細胞（特に肝細胞）内に

入ると Ah受容体と結合する．この複合体は核内に入り，

特定の遺伝子を活性化させ，チトク ロームP450が誘導

される．この酵素は不活‘「生型の変異原（芳香族炭化水素の

いくつかのもの）を水酸化し，その代謝産物は活性化され

た変異原として DNA 損傷を与える．したがって，もし低

濃度のダイオキシンヘ慢性的に曝露されていれば，常に

酵索誘導のかかった状態になっており ，そこへ複合的に

不活性型の変異原が侵入すれば，DNA損傷（発癌）のリ

スクが高まることになる．この図式が精子にも当てはま
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reduced testosterone level 

reduced spermatogenesis and sperm transport 
(increase of immature and aged sperm) 

TCDD処理によ って生じた未熟精子や加齢精子のうち，

程度のひどいものは副精巣内に集まってきた白血球によ

って捕食されてしまうと考えられて いる (Sommer et 

al., 1996). この場合，白血球はフリーラジカルの強力な

発生源になっているので，近傍にある正常精子に DNA

障害が誘発されるという可能性か考えられる．

上に述べた可能性を拡大して考えれば， PCBやDDT

などの内分泌攪乱物質一般に遺伝障害を生む可能性があ

り得るということになる．

increase of leukocytes in epididymis 
(phagocytotic elimination of dead sperm) 

generation of oxygen radicals 

fertilization by immature I I sperm DNA damage 
or aged sperm 

delay in sperm head decondensation I I fertilization by damaged 
and male pronuclear formation I I sperm 

chromosome aberrations and/or gene mutations 
in sperm-derived genome 

Fig. 3 A possibility of indirect action of dioxin in inducing genetic 

damage in sperm-derived genome (2) : dioxin may exert its effects 

through endocrine disruption 

れば，複合汚染により間接的に遺伝的影響のリスクが蘭 栄養を与え，精子の成熟を促す働きを持つ）に障害を与え

まることになる．われわれはベンゾ（a)ピレン（不活性型

変異原の 1種）をinvitroでヒト精子に作用させ，薬品

そのものには精子染色体異常誘発能はないか，酵素誘導

をかけた肝細胞のミクロソーム分画を共存させると精子

染色体異常か有意に増加することを確かめた（トロ，

1998). したがって，複合汚染によ って精子染色体異常か

増加する可能性はあるものと思われる（現実にそのリス

クがどの程度かは不明であるが）．

ダイオキシンの間接作用にはもう一つの吋能性も考え

られる．ダイオキシンか精巣のセルトリ細胞に障害を与

え，高濃度の場合にはそれらの細胞を死滅させることが

マウスで報告されている（井上， 1996). セルトリ細胞ど

うしの間には密着結合(tightjunction)があリ，これは

血液一精巣関門（blood-testisbarrier)として作用し，一

部の変異原の精巣内部への侵入を阻止している． もし，

ダイオキシンの作用によりセルトリ細胞が障害を受ける

と，この関門が機能しなくなり，それまでブロ ックされ

ていた変異源が精巣内部へ侵入して精子(DNA損傷の

修復機構をもたない）に障害を与える可能性かある．

2) ダイオキシンが内分泌撹乱作用を通して遺伝障害

を生む可能性(Fig.3) 

ダイオキシンがセルトリ細胞（変態中の精子を保持し，

ること（井上， 1996), また，ライディヒ細胞（テストステ

ロンを分泌する）に障害を与えて血中ホルモン星を低下

させること(Johnsonet al., 1992 ; Bjerke and Peter-

son, 1994)が実験動物で明らかにされている．これらの

障害作用の結果，精子形成不全が起こり，未熟精子数が

増加する可能性がある．また，副精巣の機能不全や射精

頻度の減少などか起こり，加齢精子の数が増加する可能

性もある．もし，未熟精子や，加齢精子か受精した場合，

雌性前核形成の進行と雄性前核形成の進行が遅れ，それ

によって精子由来ゲノムに構造的染色体異常が生じ得

る．事実，精子をinvitroで加齢させると精子由来ゲノ

ムに染色体異常が増加するということがマウス精子やヒ

卜精子で報告されており，雄性前核の形成不全が原因と

考えられている (Estop et al., 1993 ; Munne and 

Estop, 1993). また，われわれは，ゴールデンハムスタ

一卵とチャイニーズハムスター精子の嬰種間体外受精実

験において，両配偶子間に前核形成進行のずれが起こり，

それが精子由来ゲノムの構造的染色体異常の原因になる

こと，および，このずれをノコダゾール（卵の付活抑制剤）

処理によ って補正 してやると染色体異常出現率が有意に

低下することを確かめている（立野・上日， 1998).

また，ダイオキシンの内分泌攪乱作用は別のルートで

精子DNA障害を生ぜしめる可能性もある．すなわち，

結 五ロ―
――
-a 

今回の研究から， TCDDがヒト精子DNAに直接作用

して染色体異常を誘発することはないという結論が得ら

れた． しかし，精子の形成・輸送や受精の周辺での研究

報告をいくつかつなぎ合わせて考えてみると，ダイオキ

シンは間接作用として精子由米ゲノムに染色体巽常や遺

伝子突然変異を起こし得る．この間接作用を裏付ける実

験的根拠はまだまだ薄く，今後一つ一つ検証して行かな

ければならない．

従来，変異原性試験として行われてきたエイムズ試験

や培養体細胞を用いた染色体検査 ・小核試験などは，テ

ストする物質またはその代謝産物がDNA損傷誘発能を

もつか否かということに目を向けてきた． しかし，生殖

細胞の老化や受精•前核形成のタイミングのずれなど，

発生学上の基本的問題が遺伝障害と関連しているという

可能性が次第に強まってきており，継世代的遺伝影響の

評価については一筋縄では行かない．
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本稿は 1998年 11月24-26日， メルパルク大阪で開催された 日本環境変異原学会第 27回大

会のシンポジウム「ダイ オキ シンの生体影響」（企画：野村大成）で発表された（座長 ：野村

大成，藤川和男）．

ダイオキシンの遺伝的影響の問題点
一継世代的影響について一

野村大成，中島裕夫，李利亜，福留優子， RajamanickamBaskar, 
梁治子，具在妍，森景子
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Concern for the hereditary effects of dioxins 

Taisei Nomura, Hiroo Nakajima, LiYa Li, Yuuko Fukudome, 
Rajamanickam Baskar, Haruko Ryo, JaeYeon Koo and Keiko Mori 

Department of Radiation Biology and Medical Genetics, 
Graduate School of Medicine, Osaka University 
2-2 Yamada-oka, Suita, Osaka 565-0871, Japan 

Summary 

Although a higher risk of congenital malformations has been reported in the children of fathers 
who had been exposed to dioxin-contaminated herbicides, genotoxicities of the dioxins are unclear 
in in vitro experimental systems using bacteria and culture cells, and also in the mouse and human 
germ cells. In the series of experiments co-ordinated by the "Man and Earth" project, however, 
indirect death of the mouse sperm by the damage to Sertoli cells and significant reduction of 
fertility and live births were observed. Furthermore, significant increase of functional defects like 
respiratory distress syndrome was observed in the F1 fetuses of TCDD-treated male mice of two 
different strains. Morphological anormalies were 5 to 8 folds higher than control, although 
differences were not significant because of small sample size. Increased incidence of molecular 
changes, i.e., length polymorphism of repetitive DNA sequences (pc-3) was also detected but it 
was not statistically significant at present. Large scale experiments are in progress. 

(This paper, in a session chaired by Taisei Nomura and Kazuo Hujikawa, was presented to the sympo-
sium "Biological effects of dioxins", organized by Taisei Nomura, at the 2th annual meeting of the 
Environmental Mutagen Society of Japan, and held at the Mielparque Osaka in Osaka, Japan, Novem-
ber, 24-26, 1998.) 

Keywords : transgenerational effects, dioxins, malformations, respiratory distress syn-
drome, mice 

緒戸

ダイオキシン類の遺伝毒性に関しては，最 も強力な 2,

3, 7, 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD)において

受付： 1999年5月6日

受理 ：1999年5月8日

c 日本環境変巽原学会

も， Rice博士の講演にあったよ うに， IARC(1997)の分

類では，バクテリア， 培養細胞等でも遺伝毒性（突然変異

等）は起こさないものとされている．しかし， TCDD投与

によりマウス精巣は著 しく萎縮し，精子数の減少がみら

れる．放射線照射や，変巽原投与によりよくみられる現

象であるが，前述のごとく井上らによると，マウス精子

への DNA損傷はほとんど認め られない． ヒト 精子につ

いても，上口，石井らによるハムスター卵への挿入実験
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Table 1 Congenital malformations in the children of fathers who had been 

exposed to herbicides before conception in Vietnam 

Authors Ton (1981) Can (1984) Dao (1988) 

Father's exposure (-) （＋） (-) （＋） (-) （＋） 

No. of newborns 

No. of congenital 
malformation 

（％） 

1438 

3 

(0.2) 

1496 

47 

(3.1) 

16570 

118 

(0.7) 

1801 

28 

(1.6) 

1207 

13 

(1.1) 

3329 

112 

(3.4) 

p
 

1::0.001 く0.001 < 0.001 
（＋） 

(-) 

children of the North Vietnam soldiers who fought in the sprayed area 

of the South Vietnam and married with the North Vietnam women 
after returning to their homes 

children of the North Vietnam soldiers who had never been fought in 

the sprayed area and married with the North Vietnam women after 
returning to their homes 

でも染色体損傷は誘発されなかった．しかし，井上らは，

ダイオキシン投与により精細胞の栄養細胞である Ser-

toli細胞に障害を与えることにより，精子形成か障害さ

れ， 二次的に（間接的に）精子数が減少する．すなわち，

ダイオキシンによる間接的精子損傷作用を発見した．こ

のような現象は，プラスチ ックの可塑剤である，フタル

酸エステルでもみられることを福岡らが報告している

(Fukuoka et al., 1993).最近話題になっているヒトで

の精子数の減少に，このような環境有害物質（内分泌攪乱

物質）の影響が考えられるが，動物実験とは量的に大きな

差かある．胎児期への作用をも考慮する必要がある．な

ぜなら，合成エストロゲン DESやウレタンがマウス胎

児に作用すると生後，精巣，卵巣の萎縮がみられ，精子，

卵子の著しい減少をきたすことが20年以上前からわか

っているからである (Nomura, 1976 ; Nomura and 

Kanzaki, 1977). マウス卵細胞には肝臓の約 50％が検

出されるが，精子同様DNA損傷を誘発しなかった（井上

ら，本誌）．

このように，ダイオキシン処理されたヒト精子には，

DNA損傷および，染色体異常等の遺伝的障害は誘発さ

れていないが，石井らによると， TCDD(2 μg/ml) 1時

問処理でヒト精子ハムスター卵への挿入がわずかである

か（約 1/2まで）減少する（石井， 1996). 合成洗剤の主剤

である LASや ASでは， 0.02％液で 1時間処理すると

完全に(0%)授精能力はなくなることに比べると，はる

かに授精障害は弱い (Nomuraet al., 1980, 1987 ; Ishii 

et al., 1990). しかしながら，ベトナム戦争において，枯

葉剤（ダイオキシン混入）散布地域で戦った北ベトナム兵

士の子供に，流死産，奇形発生が有怠に高いとの報告が

ある (Table1). 雄マウスに放射線照射や変嬰原を投与

した時のEでの障害(Nomura,1975, 1978, 1982, 1986, 

1988, 1994 ; Kirk and Lyon, 1984 ; Nagao and Fujik-

awa, 1990 ; Nomura et al., 1990)と同じようなことが
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起こ っており，継世代的に何らかの影響を及ほす可能性

が残されている．しかし，矛盾点も多いので， TCDDの

継世代的影響を調べている．

l. ヒトにおける次世代影響調査

Table 1にその概要を示した．北ベトナム兵士が枯葉

剤散布地域（山地，森林）で戦い，帰国後，南ベトナムに

行ったことのない正常婦人と結婚した場合，枯葉剤非散

布地域（平野，海浜）で戦った兵士の場合に比べ，高度に

有意に， 子供に先犬巽常が発生しているとの報告がある

(Ton, 1981 ; Can, 1984 ; Dao, 1988). いずれの場合も，

対照群（非被曝群）の奇形発生率かあまりにも低い（日本

人では約 5%)ことに大きな矛盾を感じるが，被曝群と同

じカテゴリーで分析されたものとして一応評価し，記載

しておく必要がある．

？． 継世代的発生異常検出

バイオケミカルハザード安全飼育装置内で雄C3H/ 
HeJマウス腹腔内に TCDD100もしくは 50ng/g体重

を単回投与し，同装置内で飼育した．精原細胞期に無処

置の雌C57 BL/6 Jマウスと交配した．対照群では溶媒

である コーンオイルのみを投与した雄C3 H/HeJマウ

スを雌 C57 BL/6 Jと交配した．ダイオキシン投与群お

よび対照群ともに妊娠 18日目に帝王切開を行い， Eで

の流死産（早期胎芽死亡，胎仔死亡），形態異常を検出し

た． また，胎仔を人工蘇生し，蘇生が可能かどうかを調

べた後，内部臓器の形態学的異常を調べた．胎仔臓器は

分子レベルでの巽常を調べるために凍結保存した．

Table 2は，ダイオキシン 100,50 ng/g体重単回投与

群と対照群の現在までの結果をまとめたものである（野

村， 1995;中島， 1997).

1) ダイオキシン投与群では，対照群に比べて有意か

つ用量依存的な着床率および帝切時の生存胎仔率の低下

Table 2 Incidence of preimplantation loss, embryonic deaths, respiratory distress syndrome, and malformations in the F1 

fetus of C57BL/6J and C3H/HeJ mice treated with TCDD (50 and 100 ng/g) 

TCDD 
dose 
(ng/g) 

No. of 
preg. 
mlCe 

Corpora 
lutea 
(CL) 
Implant" 

Early 
deathb 

Late 
deathb 

LivIng 
fetusb 

RDSC Malformed 
fetusc 

Details 

100 10 94 
(9.4) 

73* * 
(77. 7) 

20 
(27.4) 

6 
(8.2)d 

47* 
(64.4) 

， 
(19.2) 

5 
(10.6) 

2 ; Dwarf & Omphal-
cele, 
1 ; Agenesis of the 
testis 
1 ; Agna thy, Cleft 
palate, Kinky tail 
& PDA 
1 ; I-eyeball def. & 
General edema 

50 11 98 
(8.9) 

87 
(88.8) 

15 
(17.2) 

10 
(11.5) 

62 
(71.3) 

18** 
(29.3) 

5 
(8.1) 
5; Dwarf 

。
11 92 

(8.4) 
85 
(92.4) 

13 
(15.3) 

3 
(3.5) 

69 
(81.2) 

5 
(7.2) 

1 
(1.4) 
1: Dwarf 

• ; % of CL, b ; % of implant, c ; % of living fetus, 
Fisher's exact test ; *p < 0.05, * *p < 0.01 

1.6 kb 
1.5 kb 

Fig, 1 

d ; 1 gigantism 

已‘.:,r •• ;. • こ ●●： 
・”ヽ・・. ..・,・ 

ー...え、 S

ゃ~o 1 2 3 4 5 6 7 8 ~o «~やぶ° 2 3 4 5 6 7 8ぷ°ゃ

F1 

TCDD (1 OOng/g) 

Length alteration of paternal and maternal bands of pc-3 PCR products in F1 

fetuses of C57BL/6J female and TCDD treated and untreated C3H/HeJ male 

mice. Experimental procedures are given in the text. Fa : C3H/HeJ male, 

Mo : C57BL/6J female 

か認められた．着床率の減少は， TCDDによる精子数減

少によるものと考えている．

2) ダイオキシン投与群では，対照群に比べて統計学

的には有意性が認められないものの，用菫依存的な妊娠

早期胎芽死亡率および奇形胎仔率の増加が認められた．

3)帝切時において小人症か対照群で 1例，ダイオキ

シン 50ng/g投与群では， 5例に観察された． 100ng/g 

投与群では， 5例の生存胎仔に小人症，無顎症，日蓋裂，

膊ヘルニア，曲尾，浮腫，精巣発育不全など対照群や 50

ng/g投与群では認められないような重度の奇形が検出

された．また， 100ng/g投与群では，胎仔死亡例の中に

も1例の巨大胎仔が認められた．50ng/g投与群では仮

死(RespiratoryDistress Syndrome, RDS)の有意な増

加があ った．

以上の結果から， まだ個体数が少ないが， ダイオキシ

F1 

Control 

ン投与群において，早期胎芽死亡，いわゆる優性致死の

増加の傾向が用量依存的に認められる点，着床率や生存

胎仔数が有意に用菫依存的に減少している点，また自然

誘発されにくい重度形態異常などが増加している点，お

よび仮死が有意に増加している点から， TCDDのマウス

への遺伝的影響が示唆される．

以上の予価実験結果を確認するために，異なる系統の

マウスを用いた研究も行っている． 3ヵ月齢の雄C.B17 

マウス腹腔内に 100ng/g体重のTCDDを同様に投与

し，精原細胞期に止常無処置の雌C.B17マウスと交配し

た． TCDD投与群 13,対照群（コーンオイル） 7匹の妊娠

マウスを 18H目に帝王切開を行い， E胎仔を調べたと

ころ，排卵数に対する着床数は 76.4%と対照群(93.7 

％）に対し，有意な減少を示し(p<0.01),生存E胎仔で

の仮死の頻度も 37.3％と対照群(3.9%)に対し，有意な
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Table 3 Length alteration of maternal and 

paternal bands of pc-3 PCR products in 

F1 fetuses of C57BL/6J female and 

TCDD-treated C3H/HeJ male mice 

TCDD Incidence (%) 

(ng/g) Maternal Paternal 

゜
3/72 (4.2) 16/72 (22.2) 

50 5/62 (8.1) 11/62 (17.7) 

100 4/53 (7.5) 8/53 (15.1) 

Fig. 2 GeneScan profile of pc-3 PCR products in F1 fetuses of TCDD treated and untreated C.B17 

male mice. Experimental procedures are given in the text. An arrow indicates pc-3 PCR 

products of standard (upper) and untreated (lower) C.B17 fetuses. Other spectra are for 

length markers 

Table 4 Length polymorphism of pc-3 PCR products in F, fetuses of 

C.B17 male mice treated with TCDD 

TCDD 
No of F1 Mean SD 

No of F1 with 

(ng/g) abnormal length(%) 

100 75 585.01 0.66 4 (5.3) a 

゜
60 584.87 0.61 1 (1. 7) 

Standard 47 584.76 0.69 0 (0.0) 

a 2-tail t-test; p=0.194 

Two of 4 fetuses have congenital malformations 

増加(p<0.01)が認められている．

3.次世代での遺伝子変異検出の試み

前述のごとく，個体レベルでは，次世代に何らかの異

常を起こす可能性が示された．より細かな変化を検出す

るため，反復配列遺伝子 Pc-3を指標にして，E胎仔での

Length Polymorphismを調べた．前述の実験で，

TCDD投与雄マウスと非投与マウスを交配して得 られ

たE 胎仔の肝臓より DNAをQIAamp Tissue Kit 

(Qiagen社）により抽出した．抽出された DNAをテン

プレートにして， Pc-3特異的プライマー（高橋ら，未発

表）を用い PCR法にて増幅した．アガロー・スゲルにて電

気泳動を行い，サイバーグリーン(FMCBio Products 

社）にて染色し， Fluor Image 595 (Molecular 

Dynamics社）により解析を行った(Fig.1). Table 3に

B 6-C 3 F1胎仔での結果を示した． TCDD投与により母

マウス (C57 BL/6 J)由来のバンドのシフ トの増加と父

マウス (C3 H/HeJ)由来バンドのシフトの減少がみ ら

れるが有意ではない．

C.B 17マウスのPc-3迪伝子は反復数が少ない（短い）

ので， ABI PRISM 310 GeneScan (Perkin Elmer 

Applied Biosystems)を用いて E胎仔DNAの PCR

産物の解析を行った．Fig.2に示すごと <,Pc-3PCR産

物は約 585baseである．その平均値は，正常C.B17マ

ウス胎仔と TCDD無処置群E胎仔では全く同じであ

るのに対し， TCDD投与群ではやや長く，」下常C.B17マ

ウス胎仔での 99% CIを越える異常な長さの PCR産物

は，有意性はないがTCDD投与により増加傾向かみら

れた (Table4).この方法は，前述の電気泳動法によるバ

ンドの易動度の差を肉眼的に検出する方法に比べ，非常

に安定かつ客観的な実験結果が得られる．今後引き続き

研究を行う ．

士
口斎 五ロ＿＿―-ロ

とらわれず，柔軟かつ慎重に実験を続ける必要がある．

特に， TCDDに関しては，雌マウスの汚染による実験結

果の不明瞭性を避けるため，意図的に雄マウスヘの

TCDD投与直後の交配を避けてきたが，一部の例外を除

くと， より高い感受性を示す精子，精子細胞期への作用

をも検討せざるを得なくなった．
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Comet assay : radiation-induced DNA damage and repair 
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1 Fukakusa-Fujinomori-cho, Fushimi-ku, Kyoto 612-8522 

Summary 

The single cell gel electrophoresis, known as the comet assay, has been introduced as a simple 
method to measure DNA damage in individual cells. Other methods used to measure DNA 
damage, such as pulse-field gel electrophoresis, filter elution and sucrose gradiaent sedimentation, 
measure only the average response of a large number of cells. Because of its high sensitivity the 
comet assay has been used to evaluate the genotoxicity of a variety of physical and chemical 
agents. The use of the comet assay under neutral conditions has revealed that a major component 
of X-ray induced sublethal damage may be double-strand DNA breaks in cultured mammalian 
cells, and that the induction of a novel, efficient repair mechanism for chromosomal DNA breaks 
may be involved in the radioadaptive response. The ability to evaluate heterogeneity of response 
has potetial value in the study of tissue-to-tissue variations in cellular response to ionizing radia-
tion which plays a role in optimizing radiation therapy. Examining DNA damage in individual 
cells also allows the determination of apoptotic cells. Along with advancements in techniques 
based on single cell analysis, the comet assay is now expected to open a new research discipline 
such as single cell molecular biology. 

(This paper, in a session chaired by Yuu Sasaki and Takaji lkushima, was presented to the symposium 
"A view of Comet assay as a mutagenicity test system", organized by Yuu Sasaki and Takaji Ikushima, 
at the 2th annual meeting of the Environmental Mutagen Society of Japan, and held at the Mielparque 
Osaka in Osaka, Japan, November, 24-26, 1998) 
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緒 戸

在，その変異原性試験としての期待が急速に高まりつつ

ある．

DNA捐傷を個々の細胞単位で検出する簡便な手法と

して単一細胞ゲル電気泳動法(singlecell gel electro-

phoresis ; SCGE），通称，コメ ット・ア ッセイ (comet

assay),が開発されて以来すでに 10年以上にもなる現

受付： 1999年 3月151:1 
受理： 1999年4月8n 
c 日本環境変異原学会

SCGEは，他の著者によ って詳 しく紹介されている よ

うに多くの優れた特性を もつ．まず第一にあげるべき点

は， DNA損傷の検出感度がき わめて高いこ とである．さ

らに，この手法の最もユニークで優れたとこ ろは，細胞

集団の平均値ではな く，ヘテロな細胞集団内の個々の細

胞単位での解析が可能なこと にある．あ らゆる生物の構

造的・機能的基本単位は細胞であることか らして，この

点は特に重要な意味をもつ．その他， 多様な DNA損傷の
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検出が可能なこと，細胞か分裂する必要がないこと，小

核試験はどではないか簡便であり，経済的であること，

検出に長時間を要しないこと，少数の細胞があればよい

こと， 多くのサンプルを同時的に解析することができる

こと，などがあげられる．

これらの特性からみて， SCGEは原理的にinvitro, in 

vivoを問わず，あらゆる生物のどの細胞にも適用できる

手法である．それ故，変晃原性試験としてのみならず，

その応用の範囲は計り知れない．本稿では， コメット・

アッセ イを用いて行われた，放射線による DNA損傷お

よび，その修復に関する著者の研究を 1例として，コ メ

ット・アッセイの優秀性について概述し，さらに簡単に

将来展習を試みる．

l. DNA鎖切断の検出

DNAが電離放射線による細胞死の主要なターゲット

であると考え られている．電離放射線によって生 じる

DNAの損傷は，塩基の損傷塩基の遊離，鎖切断，架橋

形成など 100種頬以上もあり，きわめて多種多様である．

そのうちでも，細胞死と直接関連するものは，鎖切断，

特に 2本鎖切断である．1Gyの電離放射線は， 2倍体細

胞当たり約 1000の 1本鎖切断と 25-40の 2本鎖切断を

生成する．電離放射線による細胞死は， DNA鎖切断が修

復されなかったり，誤った修復がなされた結果として起

こると考えられている (Radford,1985). 

細胞内の多種多様な DNA損傷を定量的に解析するこ

とは， きわめて困難であ ったが，歴史的にまず注目され

たのは DNA切断であった．McGrathand Williams 

(1966)は，アルカリ蕪糖密度勾配遠心法を開発し，細胞

内の DNA損傷検出法の先鞭をつけた．この方法を用い

れば， DNAの鎖切断(1本鎖切断および2本鎖切断）と，

アルカリ不安定部位が検出される．その後，この方法が

悲礎となって，種々の改良が加えられ，中性条件で 2本

鎮切断の検出にも応用されてきた．この遠心法は，長い

間， DNA鎖切断研究に汎用されてきたが，特に感度の点

で問題があ った．アルカリ庶糖密度勾配遠心法では，

DNA鎖切断を検出するのに数十グレイの線量が必要で

あり，数グレイ程度の線羅域で研究される生物作用との

対応づけか困難であ った．それ以後今日まで，アルカリ

分離法，フィルタ ー溶出法，パルスフィ ール ド電気泳動

法などの技術が DNA切断の検出のために開発 ・応用さ

れてきており，検出感度も相当よくなってきている (Ilia-

kis et al., 1991 ; Kohn, 1991). しかし，これらの方法

は，いずれも細胞集団中の DNA損傷を平均したかたち

で調べるものである．これに対して，個々の細胞中での

DNA損傷量を測定する方法も考案されてきた．これに

は，蛍光色素のアクリジンオレンジが， 2本鎖 DNAに結

合した場合と 1本鎖 DNAに結合した場合とで，放出す

る蛍光の波長が異なる性質(2本鎖では緑， 1本鎖では
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赤）を利用したものがある．また，ター ミナルテオキシヌ

クレオチジル トランスフェラ ーゼを用いた細胞化学的検

出法もある．本稿で述べる コメット ・アッセイも，この

系列に属する優れた手法である (Ostling and Johan-

son, 1984 ; Sign et al., 1988 ; McKelvey-Martin et al., 

1993). 

コメット ・アッセイの種々ある優れた特性のなかで，

なによりも特箪すべきは，他のいずれの DNA損傷検出

法よりも高い検出感度を有することである．通常，哺乳

類細胞を用いた放射線の生物作用の研究は，数グレイ程

度の線贔域で行われている．一方，従来の DNA損傷検出

法では数十グレイ の線量が必要であった． ところが，ア

ルカリ SCGEでは， 5センチグレイ程度の低線量照射

(2倍体細胞当たり約 50の 1本鎮切断を生成する）によ

って牛じた DNA損傷でも検出が可能である．Fig.1は，

かなり古いデータである (H本での最初のデータであろ

う）が，著者が行ったコメット・アッセイによるガンマ線

誘発DNA損傷の解析結果である (Ikushima,1990). コ

メッ ト・ アッセ イの開発により，はじめて，放射線によ

るDNA損傷とその生物作用を直接的に対応づけること

が可能になったといえる．

2. X線による細胞死とDNA切断

細胞は放射線による障害から回復する能力を有する．

この国復は概念的に 2つに分けられる．一つは Elkind

and Suttonにより示された亜致死損傷(sublethal 

damage: SLD)の回復であり ，もう 一つは潜在性致死損

傷(potentially lethal damage : PLD)の回復である

(Elkind and Sutton, 1960). SLDは正常な環境下では

数時間のうちに修復される障害で，SLD修復は一定の放

射線線量を 2回に分け， 時間間隔をおいて照射したとき，

細胞生存率の上昇として認められる．この SLD修復の

分子機構は，今でもはとんどよくわかっていない．ここ
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では， X線の分割照射による細胞生存率の上昇，すなわ

ち， SLD修復に DNA2本鎖切断の修復が関与するかを

コメット・アッセイを川いて検討した小実験を紹介した

い（生島，未発表）．

チャイニーズハムスター V79細胞を用いて， 1石lじX

線分割昭射後の生存率と DNA2本鎖切断を，それぞれ，

コロニー形成法と中性条件下でのコメ ット・アッセイに

よって調べた．その結果，分割照射による細胞致死率の

減少と DNA2本鎖切断の修復率とのあいだによい相関

がみられた(Fig.2). また， DNA損傷の細胞間分布の変

化からみて，修復後に残存する DNA2本鎖切断は，どの

細胞にも均等に存在しており， DNA2本鎖切断の修復

率は，集団内のどの細胞でも均ーであると考えられる

(Fig. 3).これらの結果から， SLD修復には， DNA2本

鎖切断の修復が少なからず関与していることか示唆され

る．

最近， 真核細胞における DNA2本鎖切断の修復には，

相同組換え（homologousrecombination)修復系と非相

同DNA末端結合(nonhomologaous DNA end-

rejoining)修復系の少なくとも 2種類があること， しか

も， DNA複製時において，相同組換えは致死的な 2本鎖

切断を常時修復していることが明らかにな ってきた

(Takata et al., 1998). SLD修復に関わる DNA2本鎖

切断の修復にはどのような修復系が働いているのかも，

間もなく明らかになるものと思われる．

3.放射線適応応答の機構

最近，品等動物細胞には，あらかじめ極低線量の放射

線を照射しておくと，再度の放射線照射に耐性になる能

)Jがあることが明らかにされた．前もってベータ線やガ

ンマ線を哺乳類培養細胞に照射しておくと，後に照射す

る放射線が誘発する染色体奥常の頻度が激滅する．同様

の現象は放射線照射された細胞の生存率や突然変異率に

対してもみられる．この放射線による適応応答は，放射

線瞑射後ある一定時間後にみられ，その発現には 4, 5 

時間程度の時間間隔， denovoのタンパク合成が必要で

ある．また，p53を中心としたシグナルトラスダク．ショ

ンの関与が示されている．これらの現象的特性は，放射

線適応応答が低線旦放射線照射による DNA修復系の活

性化により，続く放射線による DNA損傷を効率よく修

復・軽減することにより起こるものであることを強く示

唆している．そこで，この仮説を検証する目的で，中性

条件下でのコメット ・ア ッセイにより，染色体異常の直

接的な生成要因である DNA2本鎖切断の修復動態を調

べた．

その結果，低線量放射線照射により適応化した細胞で

は，特に早期での修復速度が早くなっており，残存する

損傷最も滅少していることが明らかになった(Fig.4). 

初期損傷量にはなんらの差もないことから，低線量放射
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線昭射は，再度の放射線による DNA損傷の生成自身を

抑制するのではなく，生成した損傷の効率的な修復を促

進するような細胞内変化を誘導するといえる．放射線適

応応答が発現する期間に，このような照射後早期に作動

する DNA修復機構に関わる酵素 ・タンパク質の誘導合

成と蓄積が起こるのではないかと考えられる (Iku-

shim a et al., 1996). 

4.将来展望

遺伝毒性試験として必要な条件としては，いろいろな

タイプの細胞における多様な DNA損傷を検出できるこ

と，広い実験条件に適用できること，検出感度が高いこ

と，迅速であること，簡易で，安価であること等々があ

げられるが， コメット・アッセイはこれらすべての条件

を満たすものである．一個一個の細胞で， DNA損傷その

ものを検出することができる点は，他の既存の試験法に

はみられない特筆すべきものである．この特性は，癌の

放射線治療の成否を決定する主要因である固形腫瘍内の

低酸素細胞の検出に生かされている (Oliveet al., 

1998). 多くの優れた特性を内包するコメット・アッセイ

は， DNA損傷・修復に関わるあらゆる研究分野に応用が

可能であろう ．アポト ーシス (apoptosis)の検出はもち

ろんのこと，生殖細胞での遺伝毒性の検出系としても役

立つだろうし， 自然保護が重要な地球的課題になってい

る現在，野生動植物の環境モニタリングとしての利用も

考えられる (Oliveet al., 1993 : Gichner and Plewa, 

1998). さらに，生命科学の基礎的な面でも，免疫化学的

手法やFISHなどの他の単一細胞単位に基づく研究手

法と組み合わせることによって，単細胞分子生物学(Sin-

gle Cell Molecular Biology)ともいえる新しい分野の開

拓に発展する可能性も期待できる (Santoset al., 1997). 

コメ ット（彗星）という語は，その分野で急に注目され

だした有能な新人の喩えとして使われる．今や，その言

葉通りになりつつあるといっても過言ではないだろう．
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Summary 

Hexavalent chromium-induced DNA damage in vitro and in vivo was evaluated by the alkaline 
single cell gel assay (comet assay), the alkaline elution method and by the K-SDS precipitation 
method. The chromium-induced DNA damage in the primary culture of rat hepatucytes could 
readily be detected by each of these three methods and there was little fluctuation in the values 
obtained in the experiments. It was difficult, however, to detect the DNA damage caused by 
hexavalent chromium in the mouse liver using the alkaline elution method and the K-SDS 
precipitation method, because the values obtained with these two methods varied widely between 
each experiment and because the control values were higher than those in in vitro experiments. 
However, because the numerical values of DNA damage in the control group obtained by the 
comet assay were lower and much more stable than those in the chromium-treated groups, the 
DNA damage caused by hexavalent chromium in the mouse liver was detected without difficulty 
by this method. These results suggest that the comet assay might be a more suitable method for 
detecting DNA damage induced by some chemicals in vivo than the other two methods. 
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緒 戸

6価クロム化合物による DNA損傷は，細胞内におけ

る本物質の代謝過程で発生するハイドロキシルラジカル

と密接に関連している (Sugiyama,1994).すなわち，細

胞内に取り込まれた 6価クロムは，そこに存在するさま

ざまな細胞内還元物質によ って1電子還元を受け 5価ク

ロムとなる過程で過酸化水索を生成する (Shiet al., 

1992).さらに 5価クロムは細胞内の過酸化水索と反応し

てハイドロキシルラジカルを生成し，自身は 6価の酸価

状態となることから， 6価クロムは細胞内におけるハイ

ドロキシルラジカル生成反応において一種の触媒のよう

な働きをすると考えられている (Aiyaret al., 1990 ; Shi 

and Dalal, 1990).細胞内に生成された 5価クロムは細

胞の DNAと直接結合し(Sugiyamaet al., 1991), ここ

に過酸化水索が作用すると局所的なハイドロキシルラジ

カルの発生によ ってDNAか損傷されると推定される

(Kawanishi et al., 1986). この結果， 6価クロム化合

物は培養細胞や実験動物などを用いた実験でDNAに一

本鎖切断や DNAタンパク架橋などを引き起こすことが

証明されている (DeFloraand Wetterhahn, 1989). 

しかしながら，このような 6価クロムによる DNA損

傷機）字に関する研究のほとんどは，試験管内での化学反

応または培養細胞を用いて行われたもので，生体を用い

た研究報告は少なく，また，invitroとinvivoにおける

6価クロム化合物による DNA損傷を比較した報告もな

い．そこで我々は，invivoの実験系における 6価クロム

代謝と DNA損傷との関係を研究するための碁礎データ

を得ることを目的として，invitroおよびinvivoの実験

系で 6価クロムによ って誘起される DNA損傷を，アル

カリ 溶出法，カリウム-SDS沈殿法およびアルカリ単細

胞電気泳動法(Cometassay)によ って検出し，その成績

を比較 した．

材料および方法

In vitroの実験系として初代培養ラ ット肝細胞を用い

た． 定法で分離培養した肝細胞に Cr濃度 5μMとなる

よう 重クロム酸カリウムを添加し， 37℃, 1時間培養後，

PBSで洗浄して各実験に供した． また，invivoの実験

系には， 20mg Cr/kgの重クロム酸カリウムを腹腔内投

与して 15分後のマウス (ddY系，雄， 5週齢）の肝臓を用
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いた．肝臓を試料としてアルカリ溶出法を行う場合，定

法に従って核画分を精製，調整して用いた．また，カリ

ウム-SDS沈殿法およびCometassayを行う場合は，肝

臓に冷却したホモジナイズ緩衝液（75mM  NaCl, 24 

mM  EDTA-2 Na, pH 7, 5 ml)を加え，クリアランスの

緩いテフロン製ポッター型ホモジナイザーで緩やかにホ

モジナイズし， 700gで 10分間冷却遠心して沈殿した核

画分を同緩衝液に再懸濁した試料を用いた．

アルカリ溶出法は， Kohnand Grimek-Ewingの原法

(1973)を改良して行った(Sugiyamaet al., 1991).すな

わち，孔径5 μmのSMフィルター上に試料をのせ，

proteinase K (0. 5 mg/ml)を含んだLysis緩衝液(2% 

SDS, 25 mM  EDTA-2 Na, pH 10, 3 ml)を添加して 45

分間室温で反応後， 20mM  EDTA-2 Na溶液(pH10, 5 

ml)で洗浄した．ついで，アルカリ浴出液(20 mM  

EDTA-2 Na, pH 12.2, 24 ml)を加えて 0.4ml/minの

流速で溶出させた．溶出液を 3mlずつ分画し，各分画に

含有される DNA羅およびフ ィルター上に残存している

DNA量を測定した．

カリウムSDS沈殿法は， Zhitkovichand Costaの方

法（1992)で行った．試料 100μlに2% SDS含有 20mM

Tris-HCl緩衝液(1mM  PMSF含有，pH7. 5, 0. 5 m/) 

を加えて 65℃,10分間反応後， 200mM  KCl含有同緩

衝液(0.5ml)を添加して混和し， 5分間氷冷下で冷却し

た．遠心分離して得られた沈殿を 100mM  KCl含有同緩

衝液(1ml)に再懸濁して 65℃,10分間反応後 5分間冷

却して遠心分離した．この操作を 2回繰り返してタンパ

ク質結合性DNAの沈殿を得た．別に，対照および標準用

として BSA溶液(1mg/ml) 100 μ/を数本分注し，同様

に操作した．得られた沈殿を 100mM  KCl, 10 mM  

EDTA含有同緩衝液(0.9 ml)に懸濁し，標準用には既

知濃度の DNAを添加した．試料溶液にproteinaseK (2 

mg/ml, 0.1 ml)溶液を添加して 50℃, 3時間反応後，

BSA溶液(0.1ml)を添加，冷却して SDSを沈殿させ，

遠心分離後に得られた上澄中の DNA濃度を求め，総

DNA鼠に対するタンパク質結合DNA量の比率を算出

し， DNA-proteincroslimking coefficientとした．

Comet assayは Sasakiet al．の方法(1997)で行った．

全面フロストスライドグラス上に 1% Agarose GP-

42 (Nacalai)の薄層を作成し，試料懸濁液を等量の1%

Agarose-LGT（低融点アガーロース， Nacalai)と混和し
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The effect of chromate on DNA elution kinetics of 
the primary cultures in rat hepatocytes (in vitro) or 
mouse liver nuclei (in vivo) 
The cultured hepatocytes were treated with 5μM 

chromate for 1hr. The mice were injected with 
potassium dichromate (20 mg Cr/kg, ip) and killed 
after 15 min. 
Each value is mean士S.D.(n=4) 

* : p<0.05 compared with control group 
* * : p < 0.01 compared with control group 

て第 2層とした後， 1% Agarose GP-42で第 2層を覆っ

た．作成したゲルを細胞溶解液(2.5M NaCl, 0.1 M 

EDTA-4 Na, 10 mM  Tris, 1 % Sodium N-

dodecanylsarcosinate, 10 % DMSO, 1 % Triton X-

100, pH 10)に0℃で 1時間以上浸漬して核を溶解させ

た．ゲルをサブマリン型電気泳動槽に移し，氷冷アルカ

リ変性液(0.3 M NaOH, 1 mM  EDTA-2 Na, pH〉13)

で10分間核 DNAを解離後，電気泳動(1V /cm, 300 

mA, 15分）した．泳動後ゲルを 0.4 M Tris-HCl緩衝液

(pH 7.5)中で中和し，臭化エチジウム (20 μg/ml, 50 

μl)でゲルを染色して G励起系のフ ィルターを装着した

蛍光顕微鏡で 100個以上の核のイ象を観察した． DNA損

傷の程度は，核の長径から短径を減じた値を移動度

(Migration)として表し， Comet像を示した核の存在比

率も求めた．
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Detection of DNA-protein crosslinks in the 
primary cultures of rat hepatocytes (in 
vitro) or mouse liver nuclei (in vivo) 

The cultured hepatocytes were treated 
with 5μM chromate for 1hr. The mice were 
injected with potassium dichromate (20 mg 
Cr/kg, ip) and killed after 15 min 
Each value is mean土 S.D.(n=4)
* * : p < 0.01 compared with control group 

各実験から得られた値は， F検定によ って分散分析を

行った後，等分散の場合は Studentのt-test， 不等分散の

場合は Werchのt-testを用いて有意差検定を行った．

果

アルカリ溶出法を 6価クロムで処理した培養細胞およ

び肝臓試料に適用した場合を比較した．Fig.1に示した

ように， 6価クロムで処理しなかった培養肝細胞の対照

ではほとんど DNAがフィルターから溶出されなかった

のに対して， 6価クロム処理細胞では有意な DNA溶出

促進が観察された．肝臓を用いた場合は，対照とした 6

価クロム未処理群でもかなりの羅のDNAが溶出してし

まい，また， 実験ごとの値の変動が大きく， 6価クロム

処理試料との間の有意差を検出するのは困難であった．

カリウム-SDS沈殿法の結果は Fig.2に示した．培養

細胞に本方法を適用すると， 6価クロム処理を行わなか

った対照では総DNA量の 0.97土0.09％程度がタンパ

ク質と結合した形で検出されたが， 6価クロム処理細胞

では同 DNA量が1.66土0.26%と有意に増加した．これ

に対して，肝臓試料では 6価クロムを投与しなかった対

照群で総DNA量の 8.27土4.58％程度がタンパク質と

結合した形で検出され， 6価クロム処理群の肝臓でも

12.50士2.63％と両群間に統計学的な有意差は検出でき

なかった．

Comet assayの成績は Fig.3に示した．本方法では，

培養細胞における対照の移動度が0.478士0.089μmで，

Comet像を示す細胞も 4.5土1.6%と少なかったが， 6 

価クロム処理細胞では移動度が18.670士5.139 μm, 

Comet像を示す細胞も 27.9土6.2%と有意に増加した．

肝臓試料においても， 6価クロムを投与しなかった対照

群では移動度が 1.337土0.894 μ m, Comet像が観察され
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Fig. 3 Detection of DNA lesions in the primary cul-

tures of rat hepatocytes (in vitro) or mouse 

liver nuclei (in vivo) by alkaline single cell gel 

assay (comet assay) 

The cultured hepatocytes were treated with 

5μM chromate for 1hr. The mice were inject-

ed with potassium dichromate (20 mg Cr/kg, 

ip) and killed after 15 min 

Each value is mean士S.D.(n=4)

** : p < 0.01 compared with control group 

た核は 6.2士3.2％程度であったのに対して， 6価クロム

投与群では移動度が7.36土4.29 μm, Comet像が観察さ

れた核も 28.6土9.3％と有意に増加した．

考察

実験動物に 6価クロムを投与した場合の臓器における

DNA損傷を観察した報告は，アルカリ溶出法を用いた

Tsapakos et al．の報告(1981)とカリウム-SDS沈殿法を

用いた Zhitkovichand Costaの報告(1992)がその代表

的なものである．

まず， Tsapakoset al．の報古(1981)であるが，これは

ラットに 6価クロムを投与後採材した肝臓および腎臓か

ら核画分を精製してアルカリ溶出法を適用したものであ

る．彼らの成績も我々の成績と同様に 6価クロムを投与

しなかった対照群の臓器から調整された核幽分のフィル

ター上の最終的な残存率が最初に添加した DNA星の約

70 %, 6価クロム投与群でも約 65％程度と，両群の差が
小さいことからDNA溶出速度の差を明確にすることが

難しいと考えられる．我々の実験成績でも，アルカリ溶

出法を肝臓から精製した核画分に適用した場合，同様に

対照群と 6価クロム処理群の DNA溶出速度の差を明確

にできず，また，実験ごとの値の変動が大きかった．こ

れに対して培養細胞に本法を適用した場合，他の多くの
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報告と同様に 6価クロム未処理の対照細胞では DNAの

フィルターからの溶出がほとんど認められず， 6価クロ

ム処理細胞との DNA溶出速度の差が明瞭であリ， 実験

ごとに得られるテータも変動が少なかった．したがって，

本方法は培養細胞を用いた夷験では比較的安定した値が

得られるが， invivoの実験系に適用するにはさ らに実験

条件を検討する必要がある．

次に， Zhitkovichand Costaの報告(1992)であ るが，

これは 6価クロム処理した CHO細胞および 6価クロム

投与マウスから採材した白血球にカリウム-SDS沈殿法

を適用したものである．彼らの成績では， 全DNA羅に対

するタンパク質結合性DNA量の比率が6価クロム木処

理の対照 CHO細胞で約 1％であったのに対して， 6価

クロム処理 CHO細胞では 3-5％に上昇している．ま

た，invivoで6価クロムを投与したマウス白血球のタン

パク質結合性 DNA量も対照例の 2倍程度に上昇すると

報告されている．われわれの実験成績でも，培養肝細胞

を用いた実験では 6価クロム処理によるタンパク質結合

性 DNA最の有意な上昇が認められた．しかしながら，in

vivoで6価クロムを投与したマウス肝臓では，対照群に

比較して上昇傾向は示したが統計学的な有意差までは検

出できなかった．その原因として， 6価クロム未処理マ

ウスの肝臓試料のタンパク質結合性 DNA量が，培養肝

細胞における値と比較すると約 8％と 9倍程高く，値の

変動も大きいことがあげられる． したがって，本方法に

関してもin vivoの実験系に応用するにはさらに安定し

た値を得るための実験条件を検討する必要がある．

最後に cometassayの成績であるが，本方法は今回実

験した 3つの方法の中で唯一 invitroおよびinvivoの

実験系ともに 6価クロムによる DNA損傷を統計学的な

有意性を持って検出できる方法であ った．この方法で得

られた値は，培養肝細胞およびマウス肝臓を用いた場合

ともに対照値がきわめて低く ，かつ，実験ごとの値の変

動もほとんどなかった．さらに，移動度および comet像

を示す核の陽性率ともに， 6価クロム投与群か ら得られ

た値と対照群から得られた値との差が大きいことも，両

群間の有意差の検出が容易であった理由である．これら

の成績は，本方法が in vivoの実験系に用いた揚合も他

の2つの方法に比較してきわめて高感度であることを示

唆している． また， cometassayの試験手法が今回実験

した他の 2つの方法に比較して簡便，かつ，短時間で処

理し得たことも，本方法の利点であった．

以上のように，invitroおよびinvivoの実験系で 6価

クロムによ って誘起される DNA損傷をアルカリ溶出

法，カリウム-SDS沈殿法およびcometassayで評価し

た結果， cometassayはinvitroおよびinvivoともに

誘起された DNA損傷を最も高感度，かつ，簡便に検出で

きることが明らかとなった．今後，本方法を用いてさま

ざまな化学物質の生体内における代謝と DNA捐傷機序

との関係の究明が期待される．
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コメットアッセイを用いた DNA損傷の検出
—試験原理の検証

宮前陽一

藤沢薬品工業株式会社・安全性研究所 〒532-8514大阪市淀川区加島2-1-6

Detection of DNA damage using the comet assay: A verification of 
the test principles 

Y ouichi Miyamae 

Toxicology Research Laboratories, Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd. 
2-1-6 Kashima, 

Yodogawa-ku, Osaka 532-8514, Japan 

Summary 

The comet assay utilizes some of the chemical properties of DNA. DNA is denatured and 
unwound at pH generally above 12.0. Furthermore, at pH 12.6 or higher alkaline condition, alkali 
labile sites are quickly transformed to strand breaks. Thus DNA with strand breaks and alkali 
labile sites becomes shorter single strand DNA at about pH 12.0 and 12.6 or higher, respectively. 
Therefore the alkaline condition is an important factor for the comet assay to detect the genotoxic 
effects of chemicals. In order to verify the relationship between DNA migration and alkaline 
condition, the effect of model mutagens with different mode of action was evaluated with the 
comet assay under two different alkaline conditions (pH12.1 and 12.6). We also evaluated the 
relationship between the onset of DNA damage and the characteristics of mutagens. The results 
of these studies demonstrate that the comet assay will provide reliable data based on the test 
principles and biological response. 

(This paper, in a session chaired by Yuu Sasaki and Takaji Ikushima, was presented to the symposium 
"A view of Comet assay as a mutagenicity test system", organized by Yuu Sasaki and Takaji Ikushima, 
at the 27th annual meeting of the Environmental Mutagen Society of Japan, and held at the Mielparque 
Osaka in Osaka, Japan, November, 24-26, 1998.) 

Keywords : comet assay, DNA damage, single strand break, alkali labile site, cross linking 

緒 芦

コメ ットア ッセイは Singhら(1988)により開発さ れ

た個々の細胞の DNA損傷を検出する簡便で高感度な短

期変異原性試験である．Fig.Iに示したよう にDNAの

受付： 1999年3月 3日

受理： 1999年3月15日

cB本環境変異原学会

断片化の程度に応じて種々のほうき星（コメット）のよう

な像が観察されることから，この名称がつけられている．

その試験原理は，以下に示した DNAが持つ 3つの化学

的性質をうまく組み合わせたものである (Fairbairn et 

al., 1995 ; Kohn, 1991). 

1)二本鎖DNAをおよ そpH12.0以上の強アルカ

リに暴露すると一本鎖にほどける．

2) DNAをpH12.6以上の強アルカリに暴露すると

アルカリ感受性部位（例 ：アルキル化部位，付加体形成部
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Fig. I The comet images 

位）からの切断が促進される．

3) アガロースゲルなどに封入した DNAに電圧をか

けると，荷電と抵抗のバランスにより分子贔の小さい

DNA（断片化DNA)ほど陽極側に移動する．

したがって， コメットアッセイがその試験原理を忠実

に反映するならば，一本鎖切断，アルカリ感受性部位形

成あるいは架橋形成といった DNA捐傷タイプの違いを

反映した成績が得られるはずである．さらに，試験系と

して生きた細胞を用いれば， DNAの化学的性質とは別

に， DNA修復や細胞死といった生体側の反応も成績に

反映されるはずである．

本稿では，さまざまな種類の損傷を持つ DNAがコメ

ットア ッセイでどういった成績を示すことが期待される

かを試験原理や生体側の反応に基づいて解説し， 実際の

試験成績を用いて検証した(Miyamaeet al., 1997, 1998 

a). 

l.試験原理の検証

本章ではコメッ トア ッセイ の試験原理である DNAの

化学的性質に焦点を当てた．なお，紹介する試験成績は，

チャイニーズハムスター卯巣由来のCHOKl細胞に既

知変巽原物質を 1時間処理し，処理直後の細胞を

pH 12.1と12.6のアルカリ条件のコメットアッセイに

供して得られたものである．
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DNA damage detected at pH 12.1 and 12.6 in cul-

tured cells after treatment of single strand bleaker, 

bleomycin (BLM) 

1)一本鎖切断を持つ DNA

DNAはpH12.0以上のアルカリ条件下で二重鎖間の

水索結合が壊れるために開裂し， さらに一本鎖切断部位

から切れて断片化が起きる． したがって， pH12.0以上

のアルカリ条件でコメットアッセイを行えば，一本鎖切

断を持つ DNAは陽性反応を示すことか期待される．

そこで，一本鎖切断剤である bleomycin(ELM)で処

理した細胞の DNAを用い， pH12.1と12.6のアルカリ

条件でコメットアッセイを行った．その結果，いずれの

pH条件においても， BLMは処理濃度に依存した陽性

反応を示した(Fig.2).これらの結果は，一本鎖切断を持

つDNAがコメットアッセイの試験原理を反映した反応

を示すことを示唆している．
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DNA damage detected at pH 12.1 and 12.6 in cul-

tured cells after treatment of the alkylating agent, 

methyl nitrosourea (MNU) and the adduct inducer, 

4-nitroquinoline 1-oxide (4-NQO) 

2) アルカリ感受性部位を持つ DNA

ァルカリ感受性部位を持つ DNAは，pH12.1で一本

鎖に開裂するもののそれ以上の断片化は起こらない． し

かし， pH12.6ではアルカリ感受性部位からの切断が促

進されて断片化が起きる． したがって， コメットアッセ

イではアルカリ感受件部位を持つ DNAはpH12.1で

陰性，pH12.6で陽性結果を示すことが期待される．

アルカリ感受性部位の多くは，塩基のアルキル化ある

いは付加体形成などが原因で塩基の欠損した部位と考え

られている (Kohn,1991).つまり，アルカリ感受性部位

を持つ DNAは，アルキル化剤や付加体形成剤で処理す

ることにより調製が可能である．こ こでは，典型的なア

ルキル化剤である methylnitrosourea (MNU)と付加

体形成剤である 4-nitroquinoline1-oxide (4-NQO)を

用いた試験成績を紹介した． Fig.3に示したように，

MNUおよび 4-NQOをそれぞれ処理したところ，

pH 12.1では陰性，pH12.6では処理濃度に依存した賜

性の結果が得られており，アルカリ感受性部位に関して

も試験原理を反映した成績が得られると考えられた．

3)架橋形成が起きた DNA

架橋形成部位を持つ DNAは， DNA鎖間に形成され

た架橋により一本鎖の開裂が阻害されるため， pH12.1 

以上のアルカリ条件でも断片化は起こらない． したがっ

て， コメットアッセイでは架橋形成部位を持つ DNAは

pH 12.1および 12.6のいずれにおいても陰性の結果が

期待される．

Fig. 4に示したよ うに，架橋形成剤である mitomycin
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DNA damage detected at pH 12.1 and 12.6 in cul-

tured cells after treatment of the DNA cross linking 

agent, mitomycin C (MMC) 
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DNA damage detected at pH 12.1 and 12.6 in cul-

tured cells after treatment of the DNA intercalator, 

actinomycin D (AMO) 

C (MMC)を用いたコメットアッセイを行ったと ころ，

期待通りの成績か得られた．

なお，この成績を一見すると，コメットアッセイは架

橋形成部を検出し得ないと結論づけられる． しかし， 5)

項で述べるように， コメッ トア ッセイでは架橋形成を

DNA断片化の抑制反応として捉えることが可能であ

る．

4)化合物がインターカレートした DNA

1)-3)では，直接的な障害を持つ DNAが，試験原理に

基づいた反応を示すか否かについて述べてきた．一方で，

DNAに障害かなければアルカリ条件にかかわらず陰性

の結果が得られる こと，すなわち，偽陽性が起きないこ

とを検証しておくことも重要である．そこで，代表例と

して，化合物がインターカレートした DNAについて以

下に紹介した．

インターカレーターである actinomycinD (AMD) 

は最終的に DNAと結合するが，処理直後は DNAにイ

ンタ ーカレートしている．そこで， AMDを用いたコメッ

トア ッセイを行ったところ，いずれの pHにおいても陰

性の結果が得られた(Fig.5). 

5)一本鎖切断と架橋形成が起きた DNA

コメットアッセイにおいて，一本鎖切断を持つ DNA

からは陽性，架橋形成が起きた DNAからは陰性の結果

が得られることはすでに述べた．これらの結果は，一本
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Fig. 6 The effect of MMC and AMD on the positive 

response of ELM-treated cells 
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鎖切断かDNAの断片化を促進するのに対し，架橋形成

はこれを抑制することに起因すると考えられる．

Fig. 6に示したように，一本鎖切断剤である BLMを

前処理した DNAに架橋形成剤である MMCを処理す

ると， MMCの濃度に依存して，陽性反応の抑制が認め

られる．一方，DNAに作用しないために陰性結果を示す

AMDは， BLMの陽性反応を抑制しない．これらの成績

は，一本鎖切断を持つ DNAに新たに架橋が形成され，断

Fig. 7 
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DNA damage detected at pH ~ 12.6 and 

cytotoxicity in cultured cells at different 

sampling times (0,21 and 45h) after 3h treat-

ment of BLM 

片化していた DNAか架橋によりつなぎ合わされて高分

子化したことを反映していると考えられる．

以上，各種損傷DNAがコメ ットア ッセイの試験原理

を反映した成績を示すことを検証してきた．本章では，

各種損傷DNAを調製するための既知変異原物質とし

て，その代表例の成績を中心に解説したが，その他の変

異原物質を用いた場合の成績もあわせて Table1にま

とめた．

試験成績に及ぼす生体反応の影響

本章では細胞の反応，特に DNA修復と細胞死に焦点

を当て，これらが試験成績に反映されるか否かを検証し

た．本章で紹介する試験では，生体の反応を把握するた

め，コメットアッセイの成績に加えて死細胞出現率の成

績を経時的に測定した．すなわち，マウスリンホーマ

L 5178 Y細胞に既知変異原物質を 3時問処理し，処理直

後，処理 21および45時間後の細胞DNAを用いて

pH 12.6以上のアルカリ条件でコメ ットア ッセイを行

うと同時に死細胞数も測定した．
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DNA damage detected at pH ~ 12.6 and 

cytotoxicity in cultured cells at different 

sampling times (0,21 and 45h) after 3h treat-

menl of MNU 

1)一本鎖切断を持つ DNA

Fig. 7にBLMで処理した細胞を用いたコメットアッ

セイの成績を示した．BLMは処理直後に濃度依存的な

陽性反応を示したが，この陽性反応は処理後の時間経過

とともに低下した．

死細胞の DNAは自己消化により断片化されるため，

陽性反応を示すことが考えられる． しかし，死細胞は処

理直後から処理45時間後までほとんど認められていな

いため，本試験成績に死細胞の関与はないと考えられる．

したがって，この成績は，BLM処理によ って生じた一本

鎖切断が経時的に修復された結果を反映したものと考え

られる．

2)アルカリ感受性部位を持つ DNA

MNUを処理した細胞を用いたコメ ットア ッセイの成

績を Fig.8に示した．MNUの処理直後に認められた濃

度依存的な陽性反応は時間の経過とともに低下した．ま

た，いずれの細胞採取時間においても死細胞はほとんど

認められなかった．

これらの成績は，一本鎖切断と同様， MNU処理によ る

アルカリ感受性部位が経時的に修復されたことを示唆し

．
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DNA damage detected at pH ~ 12.6 and 

cytotoxicity in cultured cells at different 

sampling times (0,21 and 45h) after 3h treat-

ment of MMC 

ている．

3)架橋形成が起きた DNA

MMCを処理した細胞を用いたコメ ットア ッセイ の

成績を Fig.9に示した．MMCは処理直後に陽性反応を

示さなかったが，処理 21時間後より濃度依存的な陽性反

応を示した． 一方，いずれの細胞採取時期においても死

細胞はほとんど認められなかった．

前章で述べたように，架橋形成が起きた DNAは断片

化を阻害されるため， コメ ットア ッセイでは陰性の結果

が得られるはずである．この試験においても，処理直後

は陰性の成績を示しており，試験原理を反映していると

いえる．一方，時間経過とともに陽性反応が現れてきた

ことは，架橋形成を修復する過程で除去修復が行われた

結果を反映しているのかもしれない．

以上，代表的な DNA損傷誘発物質を用いた試験成績

からは，コメットアッセイの成績に DNA修復はよく反

映されるが，細胞死はあまり影響しないことが検証され

た．
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コメットアッセイにおいて，各種損傷DNAが試験原

理や生体反応を反映した試験成績を示すことを，既知の

DNA損傷誘発物質の成績を用いて検証した．これらの

結果は，コメットアッセイが変巽原研究の分野において，

少なくとも二通りの手段として活用できることを物語っ

ている．すなわち， DNA損傷誘発物質の検出と DNA損

傷機序の解明である．

DNA損傷誘発物質の検出に用いる試験は，当然のこ

とながら，偽陽性や偽陰性といった曖昧な試験成績を含

む可能性の低いほうが望ましい．コメットアッセイが試

験原理や牛体側の反応を反映した成績を導くということ

は，検出できる DNA損傷の種類が明確であるという点

で真の陽性あるいは陰性成績が得られることを示唆して

いる． また，架橋形成剤は陽性反応の抑制や処理後の経

時的変化を調べることで検出できることは，すでに紹介

した通りである．

DNA損傷機序の解明に関しては，対象となる未知の

化合物を今回紹介した試験方法で処理し，得られた成績

を試験原理にしたがって解析してやればよい．われわれ

は，この方法で 3-chloro-4-dichloromethyl-5-hydroxv-2

(5 H)-furanone (MX)が従来か らいわれていたアルカ

リ感受性部位形成作用だけでなく， 一本鎖切断作用のあ

ることを確認している (Miyamae,1997). 

近年では，さまざまな臓器を用いたinvivoのコメッ

トア ッセイも報告されており (Sasaki et al., 1997 ; 

Miyamae et al., 1998 b），牛体反応をより正確に反映し

た試験系として，コメ ットアッセイが，今後益々，変異

原研究の分野で貢献することが期待される．
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コメット法における泳動像の分類と評価
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Classification and evaluation of comets 
in single cell gel electrophoresis assay 

Hiroshi Kobayashi1 and Makoto Hayashi2 
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1050 Nippa-cho, Kohoku-ku, Yokohama 223-8553, Japan 
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Summary 

The comet assay detects DNA damage in individual cells. However, the methods of the comet 

assay are different according to the authors. We summarized the classification and evaluation 

methods of comets which had been reported by various authors, and compared the performance 
of computerized image analysis (CIA) with that of manual microscopic analysis (MMA). 

We treated human lymphoblastoid cell line TK6 cells with N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine, 

hydrogen peroxide and methyl methanesulfonate. We classified the comets into 5 types according 
to their appearance. They were undamaged cells without tail (Type 1), cells with a tiny tail (Type 
2), cells with a dim tail (Type 3), cells with a clear tail (Type 4) and only tail (Type 5).,v e 

analyzed the comets by use of a computerized image analyzer. The various CIA measurements 

provided the parameters of total length, tail length, percent of DNA in tail and tail moment. 

Our MMA was superior to the method distinguishing comets only by the presence of a tail, and 

it expressed dose-response more clearly. With the CIA, the percent of DNA in tail and tail moment 

were more sensitive indicators than total and tail length. The comet types in our MMA agreed 
with the values of percent of DNA in tail and tail moment obtained from the CIA. The comets 
could be classified more in detail by percent of DNA in tail and tail moment, however the CIA was 

more time-consuming than the MMA. 

It is concluded that our MMA is sufficiently useful for detecting DNA damaging effects of test 
chemicals in the comet assay. 

(This paper, in a session chaired by Yuu Sasaki and Takaji Ikushima, was presented to the symposium 
"A view of Comet assay as a mutagenicity test system", organized by Yuu Sasaki and Takaji Ikushima, 
at the 2Th annual meeting of the Environmental Mutagen Society of Japan, and held at the Mielparque 
Osaka in Osaka, Japan, November, 24-26, 1998.) 

Keywords : comet assay, DNA damage, image analysis, manual microscopic analysis, tail 

moment 
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Fig. 1 A shape of comet and 

names of each part 
三 ］
MNNG (μg/m[) 

Table I Tail frequencies per 200 cells 

Morphine dose(μ M) Damaged cells(%) 

゜0.005 0.01 
〇.05

0.1 

1.5 

4.5 

7.0 

8.0 

12.0 

緒 戸

現在，有核細胞の DNA損傷を調べる方法の一つとし

てコメット法が関心を集めている．コメット法は，個々

の細胞レベルにおける DNA損傷が検出できる高感度な

試験法として開発され，invivo, in vitroを問わず，い

ろいろな分野に応用されてきた．

この試験法には，方法にさまざまなバリエーションが

報告されており，それが研究者を悩ませる一つの要因と

なっている．しかし，スライドの作製 ・染色法，電気泳

動等の実験条件については，対象となる細胞や各研究室

の状況がそれぞれ異なっており， 自ら最適な条件をみつ

ける必要がある．

ここでは，泳動像の分類と評価法について述べるが，

どのような方法を取るべきかについては，研究者が自ら

の研究室の状況や実験の目的を考慮したうえで判断する

ことであり，本報告がその選択の一助となれば幸いであ

る．

コメットの解析法

コメット法の名称は，損傷により切断を起こした核の

DNA断片が電気泳動により［易極側に引っ張られ，その

核があたかも彗星のような形態に変化することに由来す

る．このとき，損傷が激しい，つまり DNA断片が小さく，

多いほど彗星の尾が長くなる．通常，核の部分は headと

呼ばれ，尾の部分はtailと呼ばれる (Fig.1). 

コメ ット法におけるコメ ットの解析法として，最も簡

単な方法は，コメ ット，つまり尾のある核の出現率を求

める方法である．データ例を Table1 (Shafer et al., 

1994)に示した．この例では処理群において用旦依存的に

コメ ットの出現頻度が増加しており，このように対照の

値が小さく，処理群においても出現頻度が大きくない場

合，この方法は特に有効である．この方法の長所として
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Fig.2 The box plots of total and tail 

length obtained by image analysis 

of TK6 cells treated with MNNG 

は，方法が簡単であること，観察細胞数を容易に増やせ

ること，短所としては，各核の損傷の程度が考慮されて

いないことがあげられる．

次に， よく用いられている解析法として， コメ ットの

長さの測定がある．コ メットの長さは，蛍光顕微鏡下で

接眼マイクロメーターを用いる方法，コメットの写真を

撮影し，その写真やネガ上の像を物差しで測る方法，画

像解析による測定方法などにより測定される．通常，コ

メット全体の長さが測定されることが多いが，画像解析

による場合，核を除いた尾の部分のみの長さや，尾と全

体の長さの比率なども測定することができる．ヒト Bリ

ンパ芽球細胞系の TK6細胞を N-methyl-N'-nitro-N-

nitrosoguanidine (MNNG, 70-25-7)で処理し，画像解析

によってコメットの全長と尾の部分のみの長さを求めた

時のデータ例を函ヒゲ図で Fig.2に示した (Kobayashi

et al., 1995).この例では用量依存的な長さの値の増加が

認められたが，対照と比較した場合の変化量はあまり大

きくなかった．これらの方法の長所としては，長さとい

うコメットの特徴を表す数値が得られること，実施例が

多いことがあげられ，短所としては，手作業による場合，

時間や手間がかかることがあげられる．また，これらの

方法を用いた場合， よく研究者が悩まされるのは「どこ

までを尾と見なすか？」ということである．コ メット中

のDNA断片は小さいものほど遠くまで泳動されるた

め，・尾の先端部分に近くなるはど，その蛍光か小さく弱

くなり， 「どこまでを尾と見なすか？ 」という判別が難し

くなる．画像解析を用いる場合，予め，その蛍光の強さ

や大きさを1娼値として定めておけるため， 「どこまでを尾

と見なすか？」という問題について，観察 ・測定者の主

観が入る余地をある程度除くことができるが，手作業に

よる場合，この問題はまさに観察 ・測定者の主観に依存

する．よってコメ ットの長さの測定を手作業で行う場合，

予め，「こ こまでを尾と見なす」という基準を明確に定め

ておき，その基準に基づいて測定が行われる必要がある．

最近では，技術の進歩により，蛍光顕徴鏡に取り付け

られる CCDカメラも以前と比較してより安価で高性能

になってきており，画像解析による測定が多く行われる

tail moment= %DNA in tail 
X 
tail distance 
(tail length) 
(total length) 

Fig. 3 

The ccmc, The ccntcc 
position or tail 
or lhc head gravity e. 
tail distance 

The calculation methods of % DNA in 

tail and tail moment 

ようになってきた．画像解析を用いた場合，前述の他，

尾に合まれる DNA鼠やtailmomentと呼ばれるパラ

メーターも求めることができる (Fig.3). コメ ットの尾

は，損傷を受けた DNA,つまリ DNAの断片で形成され

ているので，尾に含まれる DNA量が多いほど，損傷が大

きいことになり，画像解析によ って，この尾に含まれる

DNA鼠が求められる．通常，この値はコメットの全

DNA量を100とした割合，つまり，％で表される．また，

小さな DNA断片ほど元の核から遠くへ泳動，つまり，

DNA損傷の激しいものほど尾が長くなる．tailmoment 

は，この％の値と長さの積を求めたものである．ただし，

このtailmomentの求め方は，解析ソフトにより若干巽

なり，コメ ットの全長，尾の部分のみの長さ，重心間距

離を用いるものなどがある．これらはいずれを用いても

問題ないが，tailmomentを求めるのに何を用いたかは

明らかにする必要がある．テ‘‘ータ例として， TK6細胞を

hydrogen peroxide (H心2'7722-84-1)で処理し，画像

解析によってtailmomentと尾に含まれる DNA最を

求めたものを Fig.4に示した(Kobayashiet al., 1995). 

なお，この図のtailmomentでは重心間距離を用いてい

る．われわれがtailmomentの算出に重心間距離を用い

るのは，画像解析による場合であっても，コメットの令

長や尾の長さの測定には前述の不確定さの問題がつきま

とうためである．この例では用量依存的に値が増加して

いるが，処理群において値のバラッキが大きく，これは

コメ ッ ト法の特徴である個々の細胞レベルにおける

DNA損傷の大きさの違いを反映したものと考えられ

た．またこれらのパラメーターでは，用星依存性や対照

に対する変化量では前述の長さの値よりすぐれており，

これらの方がコメ ットの特徴をよりよく表していた．こ

の方法の長所としては， コメ ットの特徴をよく表す数値

が得られること，損傷が激しい場合でも比較的良い用量

相関性が得られることがあげられ，短所としては，以前

より安価になったとはいえ，画像解析装置，解析ソフト

が必要なことがあげられる．

これらの方法のほか，コメ ットをその損傷の程度によ

り，いくつかの段階に分類して計数するという方法も取

られている．Table2に今までに報告されたいくつかの

方法を示した．通常，無損傷の核を最下位，最も損傷の

激しいコメ ットを最上位と定め，その間をいくつかにク
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The box plots of tail moment and % 

DNA in tail obtained by image a叫y-

sis of TK6 cells treated with H心2

ラス分けする方法が取られる．これらの方法は，最下位

と最上位の間をクラス分けする際に着目する点に違いが

あり， aの方法では尾の長さ (Pool-Zobelet al., 1994), 

b-cの方法では写真で形を示し(b: Gedick et al., 1992, 

c : Collins et al., 1995), dの方法では尾の DNA醤で分

類している (Andersonet al., 1994). また， Cの論文で

は，画像解析を行い，尾の DNA量との相関性を検討して

おリ，よい相関性が認められている (Collinset al., 

1995).これらの方法の長所としては，画像解析や長さ測

定によらず，比較的良い用量相関性が得られること，観

察細胞数を増やせることがあげられ，短所としては，分

類に多少の慣れと時間が必要なことかあげられる．

われわれは，画像解析装置かないところでも，コメ ッ

ト法を実施できるようにと考え，コメ ットをその損傷の

程度により分類して計数する方法について，画像解析の

結果と比較検討した．

材料と方法

マサチューセ ッツ工科大学のWilliamG. Thilly博士

より分与されたヒト Bリンパ芽球細胞系の TK6細胞を

用いた．TK6細胞は，不活化した馬血清を 10％加えた

RPMl-1640培地を用い， 5％炭酸ガス存在ド， 37℃で培

養した．対数増殖期の細胞を 5x 105 cells/mLになるよ

うに培地に加え， MNNG,H心2の場合は 1時間， meth-

yl methanesulfonate (MMS, 66-27-3)の場合は 4時間

処理した．処理後の細胞は遠心して集め， 1-2x 106 cells/ 

mLになるように培地で調整した．
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Table 2 The various methods of manual microscopic analysis of comet 

Method 
cell 
number 

number of 
categories 

categories 

a
 

100 3
 

intact moderately severely 

(Total Length) く40mm 40-SOmm >80mm 

b
 

100 4
 

Stage 0 Stage 1 Stage 2 Stage 3 

intact slightly moderately severely 

c
 

100 5
 

class 0 class 1 class 2 class 3 class 4 

undamaged maximally 

d
 

100 5
 

None Low Medium High Total 

(%DNA in tail) く5% 5-20% 20-40% 40-95% >95% 

Pool-Zobel et al., 1994, b 

Type 1 

Gedick et al., 1992, c 

9 x x 

セ` ’

Type 2 

Fig. 5 

Collins et al., 1995, d : Anderson et al., 1994 
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The classification of comets by visual scoring method 

Table 3 The frequencies of each type comet observed microscopically in TK6 cells 

treated with MNNG, H心 andMMS 

Mutagen 

Concentration 

(μg/mL) 

Number of cells 

Typel Type2 Type3 Type4 Type5 

MNNG 

H心

MMS 

゜0.125 0.25 
0.5 

1.0 

゜0.425 0.85 
1.7 

3.4 

゜5 10 
20 

7

8

0

0

0

7

1

0

0

0

2

0

0

0

 

9

7

0

7

4

,

 

4

4

 

3

9

3

0

0

6

9

5

1

0

0

0

2

0

 

3

8

1

1

6

0

5

1

0

3

 2

1

2

1

 

゜32 374 
83 

1 

25 

192 

219 

131 

6 

201 

333 

177 

1 

゜1 13 
414 

379 
2 

26 

78 
292 

232 

5 

35 

318 

474 

0

0

0

3

0

0

2

8

6

2

2

2

3

1

5

、

2

6

6

 

1

2

 

スライドの調製法は， Singhらの方法によ った(Singh

et al., 1988).全面フ ロスト のスライドグラスを用い，等

張化リン酸緩衝液(PBS)に0.65％の濃度で溶かした

normal melting point agarose（ニ ッポンジーン(:t±))の溶

液で第 1層を作製し，第 2層として細胞懸濁液 10μLを

加えた 0.5 % low melting point agarose（ニ ッポンジ

ーン（初）の PBS溶液を重層し，第3層として 0.5% low 

meltingpoint agaroseのPBS溶液を重層した．スライ

ドは， 2. 5 M NaCl, 100 mM  EDT A, 10 mM  tris 

(hydroxymethyl) amino-methane (Tris), 1 % 

sodium N-lauroyl sarcosinate, 1 % Triton X-100, 10 

%DMSOを含むpH10の細胞溶解液に，遮光下， 4℃ 

で1時間浸けた．

細胞溶解後のスライドはサブマリン型の電気泳動槽に

入れ， 0-10℃に冷やした 300 mM  NaOH, 1 mM  

EDTAを含む泳動液を加え， 15分間放置後，25V, 300 

mAで20分間泳動した．泳動後のスライドは， pH 7.5 

の0.4M Tris緩衝液で中和後， 20μg/mL ethidium 

bromideで染色した．

観察は，スライドをコード化し，処理条件かわからな

いようにして行った．スライド 1枚につき 500個の核を

Fig. 5のようにその形態に着目して分類し，計数した．

Type 1は尾のない無損傷の核， Type2は小さな DNA

断片を伴う核， Type3は薄い尾を持つ核， Type4は明

234 

Table 4 The fold increase against negative control of each parameter obtained by 

image analysis of TK6 cells treated with MNNG, H心 andMMS 

Mutagen 

Concentration 

(μg/mL) 

Magnifications of median against the control 

total length tail length tail moment %DNA in tail 

MNNG 

H 20 2 

MMS 

゜0.125 0.25 
0.5 

1.0 

゜〇.4250.85 
l.7 

3.4 

゜5 10 
20 

1.00 

1.28 

1.68 

1.69 

3.08 

1.00 

2.58 

3.65 

4.80 

5.02 

1.00 

2.20 

2.31 

2.49 

1.00 

2.63 

4.94 

5.57 

14.3 

1.00 

10.8 

16.8 

24.0 

29.1 

1.00 

4.42 

4.65 

6.39 

1.00 

12.0 

65.9 

161 

712 

1.00 

209 

1493 

2717 

5191 

1.00 

61.2 

93.0 

186 

1.00 

3.62 

9.33 

14.5 

27.2 

1.00 

11.2 

26.9 

40.7 

58.1 

1.00 

5.61 

7.15 

11.0 

らかな濃い尾を持つ核および核の移動が認められる コメ

ット， Type5は無核のコメットである．

コメ ットの画像は，CCDカメラ (HCC-3600,フローベ

ル社，東京）で撮影し，光磁気(MO)ディスクレコ ーダー

(MV-200, TEAC社，東京）で MOディスクに一旦保存

した後，画像解析システム (NewVision System, ケイ

オー電子工業社，大阪， PC-9801RA, NEC社，東京）で

解析し， コメ ットの全長(totallength）， 尾の部分のみの

長さ(tail length), 尾に含まれる DNAの割合（％） （％ 

DNA in tail), tail momentを求めた． なお，このtail

momentは，核と尾の重心間距離と％DNAin tailの積

である．

結果および考察

Table 3に， TK6細胞を MNNG,H202, MMSで処

理後，各用量につき 500個の核を観察して各Typeに分

類して計数した結果を示した．試験した 3種の変異原す

べてで用量依存的により損傷の激しいコメットの出現数

が増加していた．仮に，ここで最初に紹介した核を尾の

有無のみで分類し，コメ ットの出現頻度のみを求める方

法，つまり， Type2から5をすべて同一のものと見なす

方法を取ったとすると， MNNG0.25-1.0, H202 1.7-

3.4, MMS 5-20 μg/mLはすべて 100％となり，この

方法では，この用量間の用量依存性を示すことはできな

い．また，実際には Table3に示したような損傷の程度

の違いがあるにもかかわらず，その違いを表すこともで

きない． よって， これらの点において， コメ ットをその

損傷の程度により分類して計数する方法は，コメ ットの

出現頻度のみを求める方法よりもすぐれた方法であると

考えられた．

Table 4に， Table3の各用量から無作為に選んだ 25

個について，画像解析によりtotallength, tail length, 
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Fig. 6 The correlation between visual score and the 

parameters obtained by image analysis for 

TK6 cells treated with H心
□ : Type 1，□：Type 2，□：Type 3,日：Type
4 ■:Type 5 

% DNA in tail tail moment 

tail moment, % DNA in tailを求め， その平均値か対

照と比較して何倍に増加したかを示した．各変異原にお

いて， 4つのパラメーターのうちtailmomentの用量依

存的な変化が最も大きく，ついで％ DNAin tail, tail 

length, total lengthの順であった．特に，totallength 

や tail lengthなどの 1次元的なパラメーターでは，

MMSにおいて用量依存性が悪かったが，tailmoment 

や％ DNAin tailなどの2次元的なパラメータ ーでは，

MMSにおいて も用量依存的な増加が認められており，
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画像解析においてはこれらのパラメーターがコメ ットの

損傷の程度を表すのに有用である と考えられた．

Fig. 6に，Table2のH心 の画像解析結果のうち％

DNA in tail, tail momentと，画像解析を行ったコメ

ットをType分けした結果を ヒス トグラムで示 した．

我々が行ったコメッ トの分頚法は画像解析結果の％

DNA in tail, tail momentとよく一致した．ただし，

我々の分類法ではコメ ットを 5種類に分類するが，画像

解析を行った場合，どちらのパラメ ーターを用いても コ

メットは10段階に分類でき た． ％ DNAin tailを用い

た場合，Type1: 2段階，Type2: 1段階， Type3: 

2段階，Type4: 4段階，Type5: 1段階に分類でき，

tail momentを用いた場合， Type1: 2段階，Type2: 

2段階，Type3: 2段階，Type4: 3段階，Type5: 

1段階に分類できた．よ って，両像解析は，特に損傷の

激しい Type4のコメッ トの解析に有用であると考えら

れた．

結 語

コメット法の報文や発表の数の増加には目を見張るも

のがあり ，また，その可能性に対する期待も大きく ，コ

メット法について一度検討してみたいと考えている研究

者は多い． しかし， さまざまな理由，特に方法の多様さ

から，実際にはどのように したらいいのかがわかりにく

く，手を出しそびれていた人も多いのではなかろうか．

ここ では，その中から特にコメ ットの解析法を取り上

げた．我々の方法は，画像解析の装置やソフ トも必要と

しない！），画像解析結果と相関性を持つ叫単にコメット

の出現率を求める方法よりもすぐれている見画像解析

装置やソフトを持たない研究者がコメット法を検討する

際に行う解析法と して適している 4），といえる．

われわれの方法では 500個の核を分類して計数した

が，このコメットを分類して計数するという方法の場合，

観察核数は 100個でも充分という考えもあり ，試験の目

的により ，あるいは，観察しなければならないスライド

数が多い等の場合には，この程度までであれば，観察核

数を減らすことも可能である．500個を分類して計数す

るのに要する時間は約 15分間であるので，100個であれ

ば約 3分間で計数できる．

また， この方法を取った場合の統計解析法については，

Type l=l, Type 2=2,...... Type 5=5のようなス コ

アを与えて，各ス ライドごとに DNA損傷の程度を数値

化してから行う方法が取られる． しかし，もし画像解析

を行える環境であるならば， 一度観察結果と画像解析結

果の対応を検討し，例えば，％ DNAin tailで， Type

l＝平均 2.5%, Type 2＝平均 10%,……Type 5＝平
均 90％の ような関係をそのまま スコアにあてはめる方

法も考えられる．

画像解析には，細かい分類ができる等のメ リットもあ

るが，細かい解析値の必要のない，被験物質の DNA損傷

性の有無を検討する ような目的の試験の場合には，我々

の提案した方法のメリ ットは大きいといえる．
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Teardrop assay : A detection method for individual apoptotic cells 
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Summary 

Apoptosis is a programmed cellular suicide, which plays an important role in many biological 

events, including removal of cells damaged by a variety of mutagen. DNA fragmentation into 
oligonucleosomal units is a hallmark of apoptosis. Single cell gel electrophoresis assay (comet 

assay) invented for measuring DNA strand breaks in individual cells has been utilized also for 
visualization of apoptotic DNA fragmentation. Examination of X-irradiated thymocytes by comet 
assay revealed that apoptotitc cells showed almost the same migration pattern with teardrop-

shaped fragmented DNA tail and a small non-migrated DNA core particle, whereas viable cells 
exhibited no DNA migration. The migration patterns were almost the same, independent of 

radiation dose and time after irradiation. These findings indicate that DNA cleavage in an 
apoptotic thymocyte is an "all-or-none" type event. The migration patterns differ from those of 
radiation-induced DNA strand breaks detected by a conventional comet assay. The term "tear-

drop assay" is then proposed in place of "comet assay" reflecting the shape of migration pattern 
of apoptotic DNA fragments on electrophoresis. 

(This paper, in a session chaired by Yuu Sasaki and Takaji lkushima, was presented to the symposium 
"A view of Comet assay as a mutagenicity test system", organized by Yuu Sasaki and Takaji lkushima, 
at the 27'h annual meeting of the Environmental Mutagen Society of Japan, and held at the Mielparque 
Osaka in Osaka, Japan, November, 24-26, 1998.) 

Keywords: apoptosis, comet assay, DNA fragmentation 
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はじめに

アポトーシスは， 遺伝子にプログラム された能動的な

細胞死である．1972年， Kerrらは，ネクローシスと異な

る特徴的形態変化に気づき，細胞の増殖分化と表裏一体
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DNA marker 
0 h 2 h 4 h 123bp-ladder 

Fig. 1 Apoptotic DNA fragmentation in the 

irradiated rat thymocytes 

DNA fragments were extracted from the 

cells 2 to 4 h after 10 Gy X-irradiation. 

Agarose gel electrophoresis of the DNA 

showed a typical "ladder pattern" of 

oligonucleosomal fragments 

となって多細胞生物の生命維持に必須の役割を果たして

いるアポトーシス (apoptosis)を発見し，その概念提起

を行った(Kerret al. 1972). 90年代に入り，多くのが

ん遺伝子やがん抑制遺伝子産物の関与か明らかにされる

とともに研究が進んだ．ここ数年，線虫細胞死遺伝子の

相同遺伝子の検索から，カスパーゼファミリーなどの細

胞死実行に関わるタンパク質が相次いで見出されるな

ど，研究が一段と加速している (Yamadaet al. 1998). 

アポトーシスは，発生過程での形態形成や，細胞交代

などの生理的な制御機構や，放射線を含む多くの変異康

により損傷を受けた細胞の除去機構として働いている

（大山，山田 1998a,b, Ohyama & Yamada 1998). し

たがって，その異常は，がん， AIDS, 自己免疫疾患，ア

ルツハイマー病など，多くの疾病と関連する．アポトー

シスは形態学的にほほ同様な過程を経て発現するが，分

子機構の面では，誘発要因や細胞の種類，細胞周期他に

より異なる，多様で複雑で精緻な制御を受けることもわ

かってきた(Yamadaet al. 1998,山田，大山 1994, 山

田 1998,大山，山田 1998 a,b）．なお，文献は最近の

主として総説を挙げた．

l.アポトーシスの生化学的な指標としての
□NA断片化

この細胞死の特徴的な生化学的な指標（biochemical

hallmark)とされているのが，クロマチン DNAのオリ

ゴヌクレオソーム単位の切断である．それを DNA断片

化(DNAfragmenttion)と呼び，通常， DNA試料をアガ

ロースゲル電気泳動で分離し， 180bp（塩基対）の整数倍

に切断された DNA断片の“ラダー”を検出する (Fig.

1).ただし， DNA断片化を伴わないアポト ーシスも報告

されている．また，アポトーシスでの DNA分解には，さ

らに高分子の 50-300kbpの切断もあり，パルスフィー

ルド電気泳動などで検出されている．

2. DNA断片化検出法としてのコメット法

アポトーシスの大きな特徴は，細胞集団の中で散発的

に発現し， 一旦始まると急速に進行する点にある． とこ

ろが，通常のアガロースゲル電気泳動法では，アポ トー

シスを起こした細胞集団平均の DNA断片化を検出して

いるに過ぎず，個々の細胞の DNA分解像は検出できな

い． DNA断片化を起こした個々の細胞の検出法として，

TUNEL法や，フ ローサイトメトリ ーで検出する方法な

ども開発されている． しかし，こうした方法では，個々

の細胞での DNA分解像は観察不能である．この点，単一

細胞ゲル電気泳動：通称，コメット法によ って，はじめ

て，個々のアポトーシス細胞での DNA断片化像が明ら

かにされた．しかし，通常の DNA損傷検出の場合の，彗

星のような “コメ ット＂像と 異なり，アポ トーシスでの

DNA断片化の場合は，少量の DNAが原点に残るだけ

ではとんどは涙滴状に泳動されることが明らかになった

(Olive et al. 1993, Fairbairn et al. 1995, Ohyama et al. 

1998). 

3.胸腺細胞の放射線誘発アポトーシス

胸腺細胞は多くの要因によりアポトーシスを起こし，

アポトーシスについての基礎的な多くの知見がこの細胞

の研究から得られている．胸腺細胞は もっとも放射線感

受性の高い細胞の一つで，照射後，短時間に間期死を起

こす．私たちは， X線照射したラ ット胸腺細胞の死細胞

をPercollで分離する方法を確立した．分離細胞の観察

から，生きている状態から，細胞サイズ縮小，細胞表面

微絨毛の消失や DNA断片化など，アポトーシスの特徴

的な変化を示す死の状態に急速に移行することを明らか

にした(Ohyama& Yamada 1998,大山，山田 1998 

b). 

4.アポトーシス細胞の単一細胞ゲル電気泳動

胸腺細胞の X線誘発アポトーシスでの DNA断片化

を， コメ ット法を改良し調べた(Ohyamaet al. 1998). 

すなわち， 180bpの整数倍の DNA断片のロスを減らす

ため，細胞を 4％の低融点アガロースに浮遊させる．薄

い単層のゲルをスライド上に形成，中性条件で細胞融解

と泳動を各4分間という短時間に終了， DAPIで蛍光染

色し DNAの泳動像を観察した．

その結果，照射胸腺細胞には， DNAが原点にほとんど

留まる細胞と，少贔が原点に残るだけで大部分の DNA

が涙滴状にほほ均ーな泳動像を示す細胞の 2群が検出さ

れた (Fig.2a).この涙滴状の泳動を示す細胞の割合は，

a
 

b
 Fig. 2 Photomicrograph of single cell gel electrophoresis of 10 Gy X-irradiated rat thymocytes 

The cells 4 h after irradiation consisted of two populations, one showing no DNA migration, and the 

other having the teardrop-shaped migration pattern (Fig. 2a). Apoptotic cell fraction separated from 

the irradiated cell population by Percoll density gradient centrifugation exhibited almost homogene-

ous "leardrop-shaped DNA migration" on lhe gel electrophoresis (Fig. 2b) 

Table 1 Comparison of characteristic features in apoptotic DNA fragmentation with 

those in DNA damage 

DNA damage apoptotic DNA fragmentation 

Induction passive enzymatic (endonucleases) 

Site of cleavage random linker region of chromatin 

DNA fragment size random oligonucleosomal fragments 

Repair 

Shape of DNA migration "comet" "teardrop" 
in comet assay depending on dose independ of dose 

Occurence all cells exclusively in apoptotic cells 

エリスロシン B分染法で検出したアポトーシス細胞の

割合と一致し，線最と照射後の時間依存性に増加した．

両者の中間段階の細胞はほとんど検出されなかった．さ

らに， Percollで分離した細胞について調べ，アポトーシ

ス細胞はほほ均ーな泳動距離や大きさをホす涙滴状の泳

動像を示し（Fig.2b),一方，生細胞の DNAは分解せず

に原点に留まることを確認できた．なお，この条件では，

X線昭射自体による DNA切断の，いわゆるコメット像

は検出されなかった．

Percollで分離したアポ トーシス細胞の中には，分離

の直前に死んだ細胞から，数時間前に死んだ細胞も混在

している． したがって，こうした知見は，アポトーシス

での DNA分解か｀一旦開始するとすみやかに進行し，か

つ急速に停止することを示している．なお，泳動像が均

ーになっているのは，胸腺細胞はほとんど G。期の細胞

であり DNA合量かはほ同じであること， Percoll分離は

照射後3時間目に行っている ことにもよる．より長時間

経ってからでは，分解が進み，涙滴部が小さくなった泳

動像も検出される．

なお，胸腺細胞から， DNA断片化に関与すると考えら

れる エンドヌクレアーゼ-DNase-yを，東京理科大学の

田沼先生のグループが精製し，クローニングを行ってい

る（田沼 1998).しかし，急速な DNA分解と停止の機構

など作用機構の詳細はいまだ明らかにはなっていない．

胸腺細胞以外のリンパ腫細胞などでも，同じような涙

滴状の泳動像が観察され，これまでの報告からも，アポ

トーシスにおける DNA断片化時の特徴的な泳動像と考

えられる．ただし，涙滴部の大きさや距離は細胞の DNA

含量が異なるため，泳動像は胸腺細胞の場合のように均

ーではない．

5. DNA損傷による切断とアポトーシスでの
□NA断片化の違い
Table 1に，放射線による DNA切断とアポトーシス

による DNA断片化の違いをまとめた．コメ ット法は，元

米，放射線による二木鎖あるいは一木鎖のランダムな切

断を検出するために考案された方法であり，名称通りの

“コメ ット＂様の泳動像を示す．照射されたすべての細胞

に線鼠依存性に切断が生じ，コメット像は，線星依存性

に変化する．また，切断は多様な修復機構により修復さ

れるため，照射後時間が経つと尾の部分が消えていく ．

それと比較して，アポトーシスにおけるDNA断片化

は，エンドヌクレアーゼにより，酵素的にヌクレオソー

ムのリンカ一部位が特異的に切断された産物であり，放

射線自体による DNA損傷と成因がまった＜巽なる．ま

た，アポト ーシス細胞にのみ起こり，線贔増加はアポト
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ーシス細胞の割合を増加させるが， DNA分解像には影

響せず，ミクロゲル電気泳動での泳動像は涙滴状となる．

いわゆるコメット法は DNA損傷自体の検出に使われ

ている例と，変異原誘発アポトーシスの検出に使われて

いる例とがある．“コメット”という名称を両者に使うの

は，紛らわしくもあり，上述のように現象としても泳動

像からも好ましくない．そこで，私たちはアポトーシス

のDNA断片化の検出の方法としてミクロゲル電気泳動

を用いたときは，（Teardropassay)と呼ぶほうが良いの

ではないかと考えている (Ohyamaet al. 1998). 

6.口NA断片化検出法としてのミクロゲル
電気泳動法の限界と留意点

なお，アポトーシスでは，多くの場合，細胞も断片化

してアポトーシス小体となり，貪食除去される．胸腺細

胞のアポトーシスも，細胞浮遊液のinvitro照射では細

胞縮小が起こるだけだが，全身照射した胸腺内ではアポ

トーシス小体となる．変異原を作用させた組織内でのア

ポトーシスでも，アポトーシス小体となっていることが

多いと考えられる．それらの検出には， ミクロゲル電気

泳動は適さない．さらに，アポトーシス小体は，すみや

かに貪食除去され消失してしまうため，その点からも検

出されにくい．

放射線誘発アポトーシスの例では，照射後に数時間で

照射された細胞自体が死ぬ“間期死型”と呼ばれるもの

と，照射後， 一回以上の分裂を繰り返し，場合によ って

は100時間にも及ぶ長時間にわたって生しる“増殖死型”

がある（大山，山田 1998b, Ohyama & Yamada 

1998）．胸腺細胞のような間期死型のアポ トーシスを示す

細胞は比較的少ない．また，増殖死型アポトーシスにつ

いても多くの細胞では研究されていない．

多くの変異原によるアポトーシスにも，放射線誘発ア

ポトーシスのように，間期死型と増殖死型があると考え

られる．増殖死型の場合には， 長時間にわたってアポ ト

ーシス細胞が出現するため， DNA断片化像も胸腺細胞

のように単純ではない．こうした点を留意して泳動像の

解析結果をみていく必要がある．

変異原を多量に作用させた場合，変異原自体による涙

滴状パターンの出現と，アポトーシスによる場合もあり

うるので注意を要する．

7.アポトーシスの機構と意義

アポトーシスの実行過程では，線虫の細胞死遺伝子の

ホモロジー検索から発見されたシステインプロテアーゼ

であるカスパーゼ群が必須の役割を果たしている．現在

までに多数のカスパーゼにより分解される多数の基質か｀

明らかにされているが，その中に，ポリ (ADPーリボース）

ポリメラーゼ， DNA依存性プロテインキナーゼの触媒

部位， Rad51などの DNA修復に関連する酵素が含まれ
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ている．これらのタンパク質分解は，おそらく，断片化

した DNAが修復され，再結合することを阻止し，損傷遺

伝子が再利用されるのを抑制する機構となっているので

あろう．

生体には多様な DNA修復機構が備わっているが，こ

うした分子レベルでの修復はミスを伴う．アポトーシス

の重要な意義の一端は， DNA損傷を起こした細胞を完

全に除去し，修復ミスを避け，発がんや奇形などのリス

クヘの防御機構として働くことにある．反面，アポトー

シスは，場合によっては，変異原による障害をもたらす．

形態形成期の照射では，奇形発生が多いことが知られて

いる．p53ノックアウトマウスを用いた実験で，形態形

成初期の照射では，正常に比較して流産が減り，奇形が

増加することが観察されている (Norimuraet al. 

1996).すなわち，p53誘発アポトーシスが異常胚を流産

させ，奇形を防ぐ役割を果たしている．ところが，私た

ちのグループでは，肢指形成期照射により，肢指原碁細

胞にアポトーシスが多発し，それが奇形の原因となるこ

とを明らかにした (Wanget al. 1999). 

DNA損傷要因などのス トレスによりp53レベルが

上昇し， G 停止やアポトーシスなどが起こる． DNA損

傷要因によるアポトーシスはp53依存性に起こること

が多いが，細胞によ っては，膜のセラミド生成を介する

ことも報告されている (Ohyama& Yamada 1998). 

結 五ロ
―――1
1

1

 

アポトーシスに伴う DNA断片化検出法として，単一

細胞電気泳動法は，他の方法では得られない情報をもた

らす． しかしながら，その利用には限界も存在する．変

異原によるアポ トーシスの検出と機構の研究は，変異原

の生体影響を解明するうえで益々重要性を持つと考えら

れる．そうしたアポトーシス研究法として， ミクロゲル

電気泳動法は，限界をわきまえながら利用すれば有用な

方法として役立つであろう ．逆に， DNA損傷の検出法と

してコメット法を使用する場合も，要因作用後時間が経

っている場合は，アポトーシスのことも念頭に入れる必

要があるであろう．
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環境変異原研究投稿規定

1.掲載論文

環境変異原研究に関する未発表の「総説」， 「一般論

文」，「短報」，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，変巽原に関する独創的研究の原著論

文で，それ自身独立して価値ある結論あるい

は事実を含むものとする．陰性データも受付

ける．

「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．陰性データも受付ける．

「論説」は，一つのテーマに関連する多くの研究論文

の総括，評価，解説などで，会員からの投稿

によるものとする．

「資料・情報」は，環境変異原に関する調査の結果な

どをまとめたもの，および公開シンポジウ

ム，研究会の要旨などとする．

(Letter to Editorも受付けます．）

2.投稿資格

共著者のうちの 1人は日本環境変異原学会会員でな

ければならない．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，懃煎烈雙し

筆規定に従い簡潔にわかりやすく 書 く．総説， 一般

論文，論説は，写真 ・図表を含めて刷り上がり 8頁

以内．短報は 4頁以内とする．頁数の超過分や多額

の経費を要する図表の実費は著者負担とする．

4.論文原稿の送り先

論文原稿は正 1部コピー 2部の計3部を， 日本環境

変異原学会誌編集係宛に（簡易） 書留便で送付する

こと．なお，最終稿では正 1部，コピー 1部ならび

にフロ ッピーディスク (3.5インチ，使用した機種と

ソフト名を明記して，テキストファイル形式で保存）

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

境変異原学会に帰属するものとする．従って，本会

が必要と認めた場合は転載し， また外部から引用の

申請があった場合には，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) 投稿料は無料とする．ただし規定の頁数を超え

ることが明らかな場合，頁数の削減を求めるこ

とがある．

2) カラー印刷等の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) 別刷りは招待寄稿の場合も含め，すべて著者負

担とする．別刷り希望者は著者校正時に添付す

る中し込み書に50部単位で申し込むこと．

論文原稿の送付先

〒170-0003

東京都豊島区駒込 1-43-9 駒込TSビル

インテルナ出版

日本環境変異原学会誌編集係

Tel. 03-3944-2591 

Fax. 03-394 7-8073 

最終稿の送付先，その他編集についての問い合わせ先

〒305-8566

茨城県つくば市東 1-1

生命工学工業技術研究所

日本環境変異原学会編集委員長

須藤鎮世

Tel. 0298-54-6502 

Fax. 0298-54-6095 

E-mail sutou@nibh.go.jp 



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．

H本文の原稿：

原稿はA4判用紙に 1行約40字， 1頁30~31行

で印字する（刷り上がりの約 1/2頁に相当する）．

ただし，要約は英文(300語以内）とする．また，別

に英文の題名，著者名（フルネーム），所属機関名

ならびに所在地を付ける．

英文の原稿：

原稿はA4判用紙にダブルスペースで印字する．

1頁25~27行を標準とする．原稿は著者の責任に

おいて英語の添削訂正を受けたものに限る．

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，固有名詞や遺伝子名などで

大文字の使用が必要な場合を除き，原則として小文

字表記とする），第 3頁以下，緒言(Introduction),

実験材料および方法(Materialsand Methods),結

果(Results），考察(Discussion)または結果および

考察，結語(Conclusion),謝辞（Acknowledg-

ments），参考文献(References),表，図の説明およ

び図の順序とする．ただし，総説の記述は，第 3頁

以下，緒言， 1. ...…, 2. …•・・，結語，謝辞，参

考文献，表，図の説明および図の順序とする．なお

図と表の説明文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とし，その他ま

ぎらわしい記号については原稿に適宜指示を与え

る．

5.化学物質名は原則として英語とし，一般名を用いる．

また，化学物質の CAS登録番号を記載する．文中に

用いる英語の単語あるいは句は固有名詞を除いて小

文字で書きはじめる（文頭の場合は大文字）．

6.数字は算用数字を用い，単位は英文の慣用による省

略記号を用いる．

7. 略字を使用するときは，論文中にはじめて使用する

ときに完全な語とその略字を括弧内に示す．

8. 句読点はカンマ（，）およびピリオド（．）とする．

9. 表，図（写真）は本文と別にし，それらの挿入箇所を

本文の右余白に明示する．グラフ，写真，線画等は

すべて図とし， 一連の番号 Fig.1, 2•• を付し，屎則と

して英文の説明文を別紙に添える．

10.図と写真は原図またはキャビネ大の光沢写真版と

し，裏面に Fig.1, 2• •• および上下を鉛筆書きし， A4

判の台紙に一枚づつ軽く糊付けする．台紙の下部に

Fig.（一連番号）を付す．

11.表は上部に一連の番号Table1, 2……と原則として

英文の説明を記入すること（文頭のみ大文字）．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．

13.参考文献は箪頭著者名のアルファベット順に配列

し，雑誌の省略名は ChemicalAbstractsの記載方

法に従う．記載順序は著者氏名，年号，題名，雑誌

名，巻，頁（単行本の一部引用の場合は著者氏名，年

号，題名，編者名， 書名，発行所，発行地，頁）の順

とする．単行本そのものを引用する場合は，編者名

あるいは著者名，年号， 書名，発行所，発行地の順

とする．文献の記載方法は下記の例に従う．
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Term Tests for Carcinogens, Elsevier, Am-

sterdam, pp. 117-174. 

Friedberg, E. C., G. C. Walker and W. Siede 

(1995) DNA Repair and Mutagenesis, ASM 

Press, Washington, D. C. 
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DNA Amount • 4 μg per reaction 

.J.VOH'available to research.ers using.1..il-luta・,、、Moz,se
with proof of Muta 1'1f ouse p11rchase. 

Big BlueR and TranspackR are registered tradem叫 sof Stratagene 
Muta™ Mouse is a tradcmarlc of HRP Inc. 
MutaPlax™ is a trademark of Epicentre Technologies Corp. 

←匹~:fipioneering the future of in vivo mutation research 

お問い合わせ先：

―加商株式会社
ライフサイエンスクループ

〒103-0024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 
E-mail : Tsumoru_Miyano@ kasho. co.jp 



変異原性試験キット

ヒスチジン含有物質でもテスト可能
Amesテストでは不可能なヒスチジンを含んだ物質でもテスト可能。食品尿、血液、
粗抽出液等の検体にも適用できます。

高感度でAmes法と相関
標準的変異原性物質AF-2で5ng/m1まで測定。Ames法と良く相関します。

単一試験菌株

Amesテストでは反廊機構の異なる変異原を検出するために数種以上の試験菌株を要
しますが、本テストでは一種類のみで同等以上の成果を期待できます。

簡便

菌、 S-9Mixが凍結乾燥してあるので、いつでも、無菌操作なとの特殊な設備を必要
とせすに簡便な操作が可能です。

多数迅速

マイクロプレート1枚／キットが添付されているので同時に多数の試料を約6時間でテ
スドできます。

代謝活性化

凍結乾燥したS-9Mixを添加することによりすべてのwellにおいて代謝活性化が可能で
す。

制癌剤のスクリーニング
多くの制癌剤はDNAに作用するので制癌剤開発過程で、多数の抗生物質や合成化合物
の中から制癌作用を毛つ物質のスクリーニングに有用です。

♦ sos誘発状態 (SOS調節機構のモデル） ♦ 

sos遺伝子群

↓↓↓ 
OS機能の発現

ヽ I IIIIIIIIIIIIIIIii||IIIIIIIIIIIIIlIII||iI|'1』輝- I 

変異原など

プロテアーゼ活性

J I MRO研究用試薬
コードNo.:655510 容量： 96テスト用 価格： 30,000円

製造•発売元株式会社日本抗体研究所 ホームページ http://www.iiinet.or.io/jimro/ 
〒370-0021群馬県高崎市西横手町351-1 TEL. 027-353-1411 FAX. 027-353-1770 

オリエンタルの変異原性試験用試薬

S-9／コファクタマト
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．／ 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-8と混合するだけで使用できます。

• S-8とコファクターは実用的な分注量比ですから、混合が容易です。

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

また、保存中にS-8とコファクターの未知の反応が起こりません。

• セット販売ですから、購入と在庫管理か便利です。

●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 9mi X 10本 を添付します

染色体異常試験用 S-9 2m£ X 3本 染色体異常試験でのデ

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

（保存は一80℃でお願い致します）

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

変異原性試験用 S-9 （無菌凍結品） 2m£ X 10本

gm£用粉末XlO本エームステスト用 コファクターI （凍結乾燥品）

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9エン”'”fllエ戴繹式会i1
飼料・バイオ事業部

〒174-8505 東京都板橋区小豆沢 3丁目 6番 10号

Tel. (03) 3968-1192 Fax. (03) 3968-4863 

販売元

〇和光純薬工業株式会社
本 社 〒540-8605大阪市中央区道修町三丁目1番2号

電話 (06)6203-37 41（代表）

東京支店 〒103-0023東京都中央区日本橋四丁目5番13号

電話 (03)3270-8571（代表）



異圃性試験圃像籐析支援システム
このS-9は、キッコーマン研究本部で調製されたものです。

各種変輿原性試験をサポートする画像解析システムをご翔意しておりまt

~-'Mii 痴戎晨
SCG試験に必要なデータを計測します。

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》

●Tail Length 
• Shape Factor 
• Nuclear Diameter 
●Tail Intensity 
• DNA Migration 
•Ratio 
• Tail Moment 

“l•l-渭’仙tr』寧え＇
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》 11ホストPC

PC-98シリーズ●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
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小核試験に必要なテータを計測します。

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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1特許出蘭中 I

［実績が保証します．＇］

画像処理装置

ホストPC

PC-98シリーズ

→ 
/1 疇量言感

専□エー 。

→ 
/1 疇冒蘊

TVモニタ

専::-~D TVモニタ

→ 二 謬 ：：リース

専用：：—＊□ TVモニタ

開発製造元

（（初日本システムハウス協会会員）

Image TechR 
履ケイオー電子工業株式会社
〒567-0828大阪府茨木市舟木町5番l2号 TEL. 0726-34-l 022 

FAX.0726-34-l 018 

●包装単位 ：1.Sm£X 12本詰 ●特注品、S-9に関して詰容量は4.Sm£までお受けいたします。

●活性テータ

ロッ ト毎に下記の生化学的活性テータを添付致します。

分 画 測定データ

タンパワ質含量

S-9 
チトワロームP-450含量

C9.00Qxg分画）
DMN脱メチ）し酵素活性
アニリン水酸化酵素活性

ベンゾ〔a〕ピレン水酸化酵素活性

ミワロソーム タンパワ質含量
(105,000xg分画） チドワロムP-450含量

I エームス試験用凍結S-SMIXl 
OE9 ①工ームス試験がより手軽になりました。

~S-8にコ ファクターミックスを加え無菌的に調整しました。

⑬解凍後、直ちにエ＿ムス試験にこ使用いただけます。

④S-8が1muとコファクターミックスが9mQ入っており、 20プレート分の試験が可
能です。

●包装単位： 1Om£ X 8本、Sm£ X 4本

染色体異常試譲用凍結S-SMIXl
0 

変異原性試譲用凍結S-9 _
 家田貿易のS-8は7週令のSOラットの雄に誘導剤としてフェノバルピタール及び5、6ーベンゾフラボン

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

相談に応じております。

S-8は活性の高い酵素系よりなっておりますので、一80℃で保存して下さい。まれに解凍後分離すること

がありますが活性には異常がありませんので、よく攪拌して御使用下さい。

ロット毎に下記の変異原活性データ（突然変異株数）を添付致します。

薬 物 菌 株＊

ベンゾ〔a〕ピレン TA-100、TA-98、TA-1537

2ーアミノアントラセン TA-100、TA-98、TA-1537

9、10ージメチ）レアントラセン TA-100、TA-98、丁A-1537

自然発生突然変異株数 TA-100、TA-98、TA-1537

①染色体異常試験がより簡単になりました。

⑫S-8にコファクターミックスを加え無菌的に調整しました。

⑲解凍後、 直ちに染色体異常試験にご使用いただけます。

④S-8がl.05mQとコファクターミックスが2.45mQ入っており、 7プレート分の試験が
可能です。

●包装単位 ：3.5m£ X 3本

カタログNo. 品 名 包装 価格

S-9 変異原性試験用凍結S-9 1 Sm£ X 12本 ¥36,000 

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

S-9 MIXTS 染色体異常試験用凍結S-9MIX 3.5m£ X 3本 ¥12,000 

※Salmonella typh1munum 

Salmonella typhimuriumTA-100, 

Benz゚（a〕pyrene5μg/plate 

-S-9 MIX 

+S-9 Mix 

°□IE凹家田繭男株式会社 東京 ：〒113-0033 束京都文京区本郷3-14-16EKビル
TEL.03(3816)2861 FAX.03(3814)5347 

大阪 ：〒564-0044 大阪府吹田市南金田 1-14-5
TEL.06(6338)1518 FAX.06(6338)5626 



ェー沼テストシステム CA-II•CA-7II•PCA-II]
〈微生物を用いる変異原性試験〉

I；星扇5雰茎芸拿雷謬旦 I
Fig. I Test Subslance:TEST 

(Colonies/Plate) Do  s e - r e s p on  s e 
300 

270 

c u r v e 
No.001 

(S 9 -) 

］st：口ロ塩：ーロ 8:/」/ 9̀：゚
9 ←9 疇亭：砂......,~~令，・ 、 30 

戸ロニ能」ロ―/-「•一゜ー：／卜/:iffi,g
臼／塁昌¢]-ー・ ．．．．．． ↓ ．..... .... 

五［［口ロ ：;;~覧竺讐口:‘t］；テム :~.」-] 顕微鏡システム
の ： ！ 15 ●スパイラル法コロニー計測 ―--—+ ---・ •--
ー［三数四丑□6二 k ―-?.'.- -'・ニ•-J嘉L223)l I CA-7M Ilグレイン計測システム

（備考）数値の右の＊印は、装の生育叫百が認められたものC孔

数値の右の＃印は、菌の沈澱が認められたものです。

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

製造発売元

匪システムサイエンス株式会社

CA-7Mil 

本社 ・工場／〒197-0011東京都福生市福生1253-16

TEL 0425 (52) 5956 (代 表）
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閉170 東京都豊島区駒込 1丁目 43-9
TEL (03) 3944-2591 FAX (03) 3947-8073 

見やすい大きな文字。

国試出題基準にも対応。

付録 ① 日常よく行う生化学的検査

② 処方箋での略語
③ 抗菌薬の略語

④ 単位

⑤ 放射線量の単位

⑥ カテーテルの大きさ（実寸）
⑦ 注射針の大きさ（実寸）

インテルナ出版

書籍、雑誌の編集・

うけたまわります。

制作

企画・編集のこ相談から、レイアウト→校正→

印刷ー製本→納品一発送まで、誠実に対応。

学会雑誌、記念誌、名簿、抄録集、論文集、

資料冊子、その他。

〒170-0003東京都豊島区駒込 1丁巨43-9

丁EL(03)3944-2591 FAX (03)394 7 -8073 ¢ プンデノル丑f‘’

一



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

クルムディーク・ティッシュスライサーは、生化学・

生理学・薬理学・毒物学なとの研究に応用でき、組

織培養のための無菌スライス作成用にテザイン

されています。

●薄い円形のスライスが、5~15圃直径の範囲

で作成できます。

●ボタンを押すだけで、？～3秒に一枚の割合

で（最高スピードの場合）作成でき、初心者

でも取扱いは簡単です。

•スライスは再現性良く 、 バラッキもなく 60

~lOOOμmの厚さで作成されます。

ラットの肝臓（倍率430X) ラットの腎臓（倍率lOOX)

右の写真はラットの肝臓のスライス（厚さ60μmおよび135μm)で、左の写真はラットの腎臓のスライス(135~2DOμm)です。
とちらも切片面の平行性と美しさ（タメージがない）に注目して下さい。

毯召□忍翌庄竺会社）EM TEL.(0564) 54-1231番 （代表）

FAX. (0564) 54-3207番

編集後記

本号は，総説1編，原著論文 1編，短報論文 2編に加えて 27回大会 （大阪）

の特集号から成っています．昨年の大会は 34の講洒か行われましたか，最終的

には 19の原稿が集まりました．特に廂稿をいただいていない本学会員の先生

は，至急送って下さいますよう重ねてお願い申し上げます． 日本の学会誌，特

に日本語表記の学術雑誌の存在意義が論議されている現状において，本誌の発

展には 1編の論文もおろそかには出米ません．一般論文の投稿も合わせてお願

いいたします． 担当編集委員鈴木勇司

降旗千恵 （1996-)

編集委員

須藤鎮棋 （委員長） （1998-) 

〒305-8566 茨城県つく ば市束 1-1

生命工学工業技術研究所

Tel : 0298-54-6502 Fax : 0298-54-6095 

E-mail : sutou@nibh.go.jp 

森田健 (1998-)

〒243-0123 神奈川県厚木市森の里青山 1-1

青山学院大学理工学部生物学

〒300-4247 茨城県つくば市和台 43

グラクソ ・ウエルカム株式会社・筑波研究所

Tel : 0298-64-5532 Fax : 0298-64-8558 

E-mail : tm284l7@glaxowellcome.co.uk 
松岡 厚子 (1999-)

Tel : 0462-48-1211 Fax : 0462-48-7 423 

E-mail : cfuri@cc.aoyama.ac.jp 

荒木明宏 （1997-)

〒257-0015 神奈川県秦野市平沢字大芝原 2445 〒158-8501 東京都世田谷区上用賀 1-18-1

国立医薬品食品衛生研究所・変児遺伝部日本バイオアッセイ研究センター・変晃原性試験部

Tel : 0463-82-3911 Fax : 0463-82-3860 Tel : 03-3700-1141 Fax : 03-3700-2348 

E-mail : matsuoka@nihs.go.jp E-mail : akiaraki@da2.so-net.ne.jp 

鈴木勇司 （1998-) 矢鴫信浩 （1999-)
〒105-8461 東京都港区西新橋3-25-8

東京慈恵会医科大学・環境保健医学教室

〒329-0512 栃木県下都質郡石栖町下石橋519

害印乳業株式会社 • 生物科学研究所

Tel : 03-3433-1111 Fax : 03-54 72-7526 

E-mail : suzuki@jikei.ac.jp 

Tel : 0285-52-1322 Fax : 0285-53-1314 

E-mail : n-yajima@snowbrand.co.jp 

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 けている下記の協会から許諾

を受けて下さい．著作物の転載 ・翻訳のような複写以外

の許諾は，直接日本環境変異原学会へご連絡下さい．

学術著作権協会

〒 107-0052東京都港区赤坂 9-6-41 乃木坂ビル

Tel : 03-3475-5618 Fax: 03-3475-5619 
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平成 11年 7月12日発行
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