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パネル

Amesテストの技術をめぐる諸問題



環境変異原研究・ 3(1981)1~2

は じ め に

松 島 泰次郎＊ （東京大学・医科学研究所）

我々の生活環境中に存在する変異 ・癌原性物

質の第一次スクリーニング法としてサルモ ネラ

菌を用いる変異原性テストが広く一般に用いら

れている。最近の 3年間の環境変異原学会での

発表のう ちでサルモネラ菌を用いだ研究の数は

年々増加している。研究発表の総数も年々増加

しているがそのうちの約50％がサルモネラ菌を

用いている（表 1)。

表 1. サルモネラテストを用いた研究発表

1 9 7 8 1 9 7 9 1 9 8 0 

変異原学会
26 
39% 3.9 49% 54 51 % 

66 80 106 

EMS 43 24% 58 27% 
178 211 

EEMS 
13 
19% 42 劣 47 28% 

68 16 5 25 167 

下段の数字は研究発表総数，上段の数
はサルモネラ苗を用いた研究発表総数

アメリカの変異原学会 (EMS)やヨーロッパの

変異原学会 (EEMS)ではその割合はやヽ低いが

約20~30％がサルモネラ菌を用いている。この

サルモネラ菌変異原性テストは世界中で広く利

用されていることがわかる。

この方法が広く利用されているのは，この方

法の操作が簡単であること，特別の装置を必要

としないこと，短期間で多数の試料をスクリー

ニング出来ること，動物実験に比べると費用が

はるかに廉価であること，等の利点があるため

である。更に既知の発癌物質をこのテスト法で

調べると大部分のものが変異原性を示したこと

から，逆に変異原性を示した物質には高い確率

*〒108 東京都港区白金台 4- 6 - 1 
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で癌原性を予測出来るとされたことにもよる。

サルモネラ変異原性テストは 100％完全な方

法ではないが現在用 いられている短期検索法の

なかでは再現性も良く信頼性の高いスクリーニ

ング法として優れている方法である。誰にでも

簡単に出来るがこの方法の適用限界を知って簡

便性を生かして用いる必要がある。細胞毒性の

強い物質には適していない。この様な場合には

従来の方法でテスト苗株をテスト物質で処理し

たあと遠沈でテスト物質を困株から除き，突然

変異誘発と生存菌数を調べることによって変異

原性を調べると良い。このサルモネラ苗プレー

ト法の簡便性を生かして再現性良くテストを実

施する為には結果をばらつかせる原因を知って

技術的に克服しておく必要がある。

この様な結果をふれさせる要因について実例

をあげて説明して頂くが，テスト困株の保存方

法，テスト蓉株の前培養の条件，方法と培養時

間，培地の組成と量，培地の滅苗方法などが考

えられる。最近アミノ酷やアミン類と糖類が共

存すると褐変反応で変異原物質が生成する場合

があり，その反応が湿度によって促進されること

が明らかになって来た。滅菌の条件を一定に保つ

ことが重要である。また蛋白質，アミノ酸糖質

の加熱分解で変異原物質が生じ， beef extra-

ctsのなかに変異原物質が含れている ことが報

告されている。肉エキスの作製方法によ って変

異原物質が含れているので lot毎 の品質管理

が購入に当って重要になってくることなどもほ

んの一例に過ぎない。テスト方法の基本的条件

を常に一定に保つ努力が結果の再現性のために



重要である。方法が簡便だからと云 って安易に を示しその変異原性が強い場合には要注意物質

テストを実施することはさけたい。

サルモ ネラ困に変異原性を示したことは， S9

mixで代謝を受けた中間物質を含めて DNAに

損傷を与える生物活性物質であることには間違

いはない。 然しサルモネラ困の変異原物質が総

て哺乳動物の変異原物質あるいは癌原性物質と

は限らない。 一般に化学物質は動物に摂取され

たときに， その物質の吸収，代謝，活性化， 不

活性化，解毒，排泄等の生体内での物質の動態

を考える必要がある。サルモ ネラ菊に変異原性

としで慎重に取扱う必要がある。サルモネラ菊

が一番早 く簡単に化学物質の毒性を調べること

が出来るので， その結果が間違いのないもので

ある様にテスト方法の精度を保つ努力が必要で

ある。

テストの結果を左右するものに代謝活性化系

S 9 mixが重要であるが，これだけでも 充分な

時間が必要であり， 前にも一度とり あげられて

いるので今回はこの問題にはふれない。
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Amesテスト用培地作成における問題点

清 水 英 佑＊ （慈恵医大・公衆衛生学教室）

労働安全衛生法で新規化学物質の届出に際し

て， Ames testが義務ずけられたことによ

り多くの研究室や研究機関で当試験が実施され

るようになった。化学物質の発癌性を Ames 

testでpres c r eeningすることは，簡便，迅

速，再現性の良さ，低廉でしかも信頼性がある

という多くの利点があるからである。

しかし簡便とはいえ，実際にテストを行ってい

ると結果の判定に影響を及ぼすいくつかの技術

上の問題点の存在することがわかる。今回特に

技術上の諸問題がテーマとしてとり上げられた

ことから，培地作成にあたっての問題点をとり

上げてみた。

S. typhimurium TA98 

C方法〕
1. 用いた苗株ー S.typhimurium 

TA98,TA100, E.coli WP2uvrA 

（東大医科研・松島教授より分与）

2. 培地作成

1) A~ar, Glucose, Vogel - Bonner最少

培地 E (1 o倍濃度） （VB-E)の 3成分の混合

方法の違いによる培地作成（最少寒天平板培地

1.e作成の場合）

,..① Agar(15g/700ml H心）

R Glucose (20g/100ml H心）

③ VB-E(lO倍原液 10 Oml+lOOm-1 H20) 

表 1．培地の影響

II II I IV ＞
 

Autoclaved Agar ＋ ＋ ＋ 

with Glucose ＋ ＋ ＋ 

Vogel-Bonner-E ＋ ＋ ＋ 

-S-9 Mix DMSO K 28 K K 23 

AF-2 0. 05;ig K 147 K K 196 

+ S-9 Mix DMSO 91 46 34 67 28 

B(a)P 5 _μg 556 835 792 171 755 

S. typhimurium lAlOO 
I I DMSO -S-9 Mix 470 239 149 K 144 

AF-2 0. 01μg 641 371 295 K 327 

+ S-9 Mix I [1'1S0 518 216 186 223 167 

[ B(a)P 5 μg 1145 1340 751 271 905 

E.coli WP2 uvrA 

I I DMSO 44 32 28 -S-9 Mix 25 39 

AF-2 O.Olμg 86 152 110 78 112 

+ S-9 Mix I DMSO 46 43 37 40 47 

I 2AA 5 μg 755 505 580 357 464 

*〒105 東京都港区西新橋 3-25-8
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通常①②③の各成分を別々に三角フラスコに

とり高圧蒸気圧滅菌した後6.0℃程度まで冷却後，

混合するが，表 1上段に示すように I~Vの組

合せ方法で混合し，高圧蒸気滅苗後シャーレに

30鵞［ずつ分注しテストに用いた。 2成分混合の場

合，他の 1成分は別に滅菌しておいて後で加えた。

Agar, Glucose, VB -Eの3成分を同

時に高圧蒸気滅困し， その 2.4. 6, 1 o. 2 o. 3 0鵞l

を通常の方法で作成した培地と等量置喚した際

2) 

の士 S-9mixでのHis十数を数えた。

①②③の 3成分別々に高圧蒸気滅菊した

後，滅菌直後の約 100℃，更に 80℃及び通常の

60℃まで下げて混合したプレートを各々作成し，

このプレートを用いて陽性対照物質である

3) 

Benzo.(a) pyrene(BP),AF-2, 2-Amino-
＋ 

anthracene (2AA)についてHisを数えた。

図1. 高圧蒸気滅菌の影響

TAlOO 

800 

600 

3) 

1) 
ン に基ずきプレート法にて行った。

〔結

Mutation test一労働省のガイドライ

果〕

Agar, Glucose, VB-Eの3成分を種々組

合わせて高圧蒸気滅菌して作成したプレートを

用いて S.typhimurium TA9 8, TA l O 0, 

E. c o I i WP 2 u v r A の 3菌株で溶媒対照及び

陽性対照について士 S-9mixで調ぺた結果を

表 1に示した。

T A9 8, -S -9 m ixでは， I, ill, Nでkill-

ingが生じたが， AgarとGlucoseの混合では

変化がない。一方， 1の溶

媒対照である DMSOで増加と， BPの若干の減

少がみられる。特に IVでBPの減少が著明であ

る。

+ S-9 mixでは，

a:i
e
t

d
 
/
 
s
:i
u
e:i.A
a
>
a」

一

二゜口------------..---

----

TAIOO, -S-9 mixでは，

2ともに増加がみられるがNで

IのDMSO,AF-

なっている。＋S-9mixでは，

BPも増加している。増加し，

と同様にBPの著減がみられる。

ki I Ii ng 

育阻止はいずれにも認められていない。

上凸逗且では，

加， Nで若干の減少がみられた。

と

IのDMSOが

NはTA98の時

しかし菌の発

Iの十S-9 mixで 2Mの増

しかし溶媒対

受けるかをみたものである。 TA98では高い温

度で混合して作成したプレートでHis十の減少

がみられる。 AF-2は22%,BPは13%の減少

を示した。 TA100でも AF-2は約 13％減， BP

は17％の減少を示した。

察〕（考

Ames testを実施するにあたって準備する

最少寒天平板培地は， Agar,Glucose, Vogel -

(VB-E) を高圧蒸気滅菊して作

3成分を混合して滅菊すると着色し

Bonner E 

成するが，

好ましくないといわれる。
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照値は土S-9 mixで著変がない。

次に 30”［の最少寒天平板培地を作成する際

に，その一部分を， Agar,Glucose, VB-E 

の 3成分混合滅菌したもの，即ち表 1のIの培

地を通常の方法で作成した培地と等量だけ置

喚して作成した培地に softagarを播き，

のHis+をみた。 これは高圧蒸気滅困して生成

された物質に量反応関係があるかどうかをみた

もので図 1に結果を示した。 TA98では一S-9

mixで 2昂［をヒ°ークに4”［ではすでにkilling

が認められた。

+S-9 mixでは加える量が多 くなるにつれて

His十も増加し20mlでヒ°ークとなる。

では土 S-9mixとも同じ位に増加がみられる。

図 2は100℃,80℃及び通常の 60℃で 3成分

を混合した際， BP, AF-2はどのように影
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培地成分混合の湿度の影響
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しかし変異原性テス

トヘの影響は明確でなかった。 今回の結果から

3成分同時に混合し高圧蒸気滅菌すると kill-

ingや溶媒対照値の増加がみられたり，或いは

別々に滅困した場合， ．温度が高い状態で混合す

ると陽性対照値が低くなることがわかった。両

者の違いは， 121℃,20分の高圧滅菌と約100

℃での混合による反応の違いによるものと思わ

れる。従って 3成分別々に滅菌後60℃まで冷却

してから混合することが重要である。又， 最近

自動培地滅菌器が市販されているが，

にあたっては 3成分の混合方法

等に十分注意する必要がある。

近年，動物性食品2)や植物性食品3,4)等の加

熱分解物に，突然変異原性物質が生ずることが

報告されているが，今回の結果はグルコースの

加熱分解によるものと思われる。特にVB-Eと

の混合物は， 高圧蒸気滅苗状態でアルカリ側に

なるため反応が強く進むものと考えられる。一

般的にゲル・コースを加熱分解ずるとフルフラー

その使用

時期， 温度

ル誘導体が生成され着色（カラメル化）するが，

黄色化は 5-hydroxymethylfurfralである

さらに分解物として oxymethy1 -という。

furfural, dioxyacetone, methylglyoxal, 

levulinic acid, gluconic acid, glucuronic 

5) 
acid, lactic acid, formic acidなどがある。

Fur fural及び 5-hydro x ym e thy 1 fur f u ra 1 
- 4 - -5-



ともにTA98, TAIOOで変異原性は認められ

なかったが， Weinsteinら6)はfurfuralがTA

100で陽性になると報告している。しかし両物

質以外に変異原性に関与する物質があるように

考えられ，現在液休クロマトゲラフィーを用い

て原因物質を追求中である。
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Amesテストにおける指示菌の培養条件に関する検討

大川秀郎＊，鈴木裕

岸田文雄，宮本純之（任友化学 ・農薬研究部 ）

1. はじめに す影響について検討した。

A.mesテストに関しては，既に， 多 くの詳細

な試験法の解説が発表されており，また，これ 2. 方 法

までに問題となった試験条件に関するいくつか

の改良提案もなされている。しかし，それにも

かかわらず，定められた試験法に従って行った

試験結果に大きな偏差が認められ，再現性に問

題があり，研究所間での変異体出現数にも大き

1~3) 
な変動が認められている。 このような事柄

は， Amesテストの結果の判定を曖昧にし，定

量化をきわめて困難にしている。 Amesテスト

の再現性に関係する要因としては，指示菊の調製

・保存， S-9．s-9 mixの調製，試料・試

薬 ・溶媒の調製， さらに，プレートに加える試

薬 ・溶媒の量，プレート作製などにおける僅か

な相違などが考えられる。この内，指示菊の調

製条件のちがいはきわめて重要な要因であると

考えられる。指示南の培養条件については，

Arnes4)らの原法で， 37℃振盪培養（最大16時

間）した菌を用いることを提唱しており，その

後，deSerresとShelby5) は振盪培養で生菊

数が 1~2X 109/ 111[ に達した条件を，長尾ら6)

は，対数増殖期後期で菊数 1~2X 10'111lの条

件を各々提唱している。また，その他に植えか

え培養した対数増殖期の指示菌を用いている場

合もある 2)。我国の労働安全衛生法に基づく有

変異原 としては，次の 5種の化合物を用いた

; 1,1,1-trichoropropylene -2, 3-oxide 

(TCPO），色―propi ol ac tone (I!_ PL), N-

(tr i chlor o me thy lthi o)-4-cyclohexene -

1,2-dicarboximide(Captan), ~-n i tro-

fluorene (NF), methyl methanesulfon,ate 

(MMS)。指示蓉としては，ミtyphimurium

TAlOO株を用い， 37℃で振盪培養（140往復／分）し，

7時間目から 16時間目までの困液を 0.1/If.t用い

て，プレインキュベーション法7)により変異原

性試験を行った。生菌数の測定は菊液を稀釈後，

ヒスチジンを含む最少栄養培地プレートにまき，

コロニー出現数から計数した。また，テスト化

合物の安定性は，各化合物を o.5 Mリン酸緩衡

液， pH 7.4, に加えて 37℃でインキュベート

したのち，指示菌TAlOOを加えて， 変異体出

現数を測定する ことにより求めた。

5．結果

3-1.指示菊培養時間と変異体出現数

TAIOO株を 37℃で培養すると， 困数は 9時

間まで対数的増加 （対数増殖期 ）を示し， 9-

16時間では一定値を示した（定常期）。 なお，

害性調査のための変異原性試験ガイ ドブックで 菊数は 9時間目で 1.5X 1 09/111£ に達した。この

は，静止期初期で菌数 1~2X 109/111£ の条件を提 ような条件下で 7-16時間培養した指示菌を用

示している。このよう|ら指示菌の培養条件に いて， 5種の化合物の変異原性試験を行った。

は，研究所間で幾分相違があるように思われる。 結果を図 1に示す。 TCPO, /}_PL, Captanに

そこで，指示菊の培養条件のテスト結果に及ぼ よる変異体出現数は， 7 - 9時間の対数増殖期

*〒665宝塚市高司 4-2-1 任友化学工業卸 ．生物科学研究所
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12 

図 1． 指示菌TA100の培養時間と‘とに変異体出現数を測定した。

対照値； 139~149変異体出現数／プレート

では菌数の増加と共に増大し， 9-10時間で最

大値に達し，その後は，培養時間が長くなるに

つれて減少した。これらの化合物では，指示菌

の培養時間 7-16時間で変異体出現数に 4-10

倍の変動が認められ，困数が 1X 109/,昂［以上で

ある培養 8-16時間でも 2-4倍の変動幅が見ら

れた。一方， NF,MMSによる変異体出現数は

指示菌の培養時間にかかわらず，ほゞ一定であ

った。このように， TCPO,且PL,Captanは，

NF, MMSと異なり指示菌の培養条件により変

異体出現数に著しい変動を示すことが明らかと

なり，再現性あるデーターを得るためには，最

適条件の選定が必要であることを示唆している。

3-2. 生閑数と変異体出現数

14 16 

あるが，プレインキュベーション後の生菊数に

比例して，変異体出現数が増加し， 9＿10時間

培養菌で最大値を示した。それに対して， NF 

は， MMSも同様であるが， 生菌数にかかわり

なく一定の変異体出現数を示した。プレインキ

ュベーション後の生菊数はいずれの場合におい

ても，対数増殖期には培養時間とともに増加す

るが，定常期においては培養時間が長くなるに

つれ減少が見られた。定常期における生菌数の

減少は，恐らく，培養時間の長くなるのにとも

ない菌の生活力が低下し， プレインキュベーシ

ョン中に供試化合物の殺困効果が強く発現する

ことによると考えられる。これらのことから，

TCPOなどでは変異体出現数が指示菊の生理状

態や菊数のわずかな相違により著しく変動する

上記の 5種の化合物を用いて，指示閑の培養 ことが明らかとなった。

時間C‘とに，プレインキュベーション後の生困

数と変異体出現数を測定した。その結果を図 2

に示す。 TCPOは， f!__ PLゃCaptanも同様で

- 8 -
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図 2． 指示菌TAIOOの培養時間C‘ とにプレインキュベーション後の生菌数と

変異体出現数を測定した。

（図中の数字は指示困の培養時間を示す。）

3-3. 化合物の安定性

5種の化合物のプレインキュベーション条件

下での安定性をテストした（図 3)。lPL, 
Capt an, TCPOはいずれも不安定で短時間内

に不活性化され，半減期は各々， 20,~22,66分

であった。これに比べて， MMS,NFは比較

的安定であり，半減期は各々，～5,~13時間で

ぁった。このことから，且PL,Captan, TCPO 

はプレインキュベーション期間に指示園に作用

するが，その間に大部分が分解されてしまうた

めに， プレート上での指示菌への作用は僅かで

あると考えられる。このため， これら不安定な

化合物の変異体出現数はプレインキュベーショ

ン後の生菌数に依存していると推測される。そ

れに対して， MMS,NFは比較的安定であり，

プレインキュベーション中，プレート中共に指

示閑に作用すると考えられる。 Amesテストに

用いるプレート培地は半栄養培地であり，プレ

- 9 -
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図 3． 各化合物の安定性をTA100を用いた
プレインキュベーション法による変
異体出現数を指標として経時的に測

定した。
(0.5 M リン酸緩衝液，pH7.4,37℃) 
() ; μ<j/フ レ゚ート



ートで培養中に指示菌の一定数の分裂を可能に

している§)従って，安定な化合物では加えた困

数に比例せず， プレート中での南の一定分裂数

に比例して変異体出現数を与えるものと考えら

れる。 定量的に評価するためには化合物の安定性，指

示菌の生理状態，使用する菊数などを考慮し，

至適条件下でテストする必要がある。
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以上のように， TCPO, /3PL, Captanなど

の化合物は指示菌の増殖期や菌数に依存して変

異体出現数が著しく変動することが判明した。

Amesテストでの結果を正しく判定し，従って，
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実験に影響する要因とその対策

Amesテストは 2つの大きな特徴をもってい

る。その第 1は， 閑株の改良， S-9 mixの使

用などによる試験系としての検出感度のよさで

あり，第 2は方法の簡便さである。これまで微

生物を扱ったことのない人でも，短期間の訓練

で容易に試験できるようになり，化学変異原の

検出に大きく貢献した。 しかし，本法が広く普

及するとともに，実験者や実験室により方法が

少しずつ相異するため実験結果が異なることも

生じるようになった。

そこで，ルーチン試験を対象に，実験毎のデ

ータのふれを小さくするためにはどうしたらよ

いかについて，微生物を扱う上でのさく基本的

な問題に限定して話題を提供する。

菌株に関して

入手先，保存方法，定期的な特性検査につい

て十分考慮することが必要である。保存菌株の

性状が定期的なチェックで文献記載の性状と合

1. 

坂 本

わなくなれば，新たに ori g i na 1 s t r a i n s (TA 

シリーズのネズミチフス菊なら Dr.Amesから）

をもらい直すべきである。

保存方法としては， nutrientbroth 

下NBと略す）に8％のDMSOを添加した培

（以

地で，ー 80℃以下に凍結保存するのが，菊の死

滅も特性の変化も少ない。我々の実験室では，

新鮮な種菊菌液を 1回の実験使用量ずつ数十本

の小管に分注して凍結保存している。保存性だ

長期保存には Lー乾燥 (NBに1.5 けに限れば，

の変化に気をつけねばならない。

なお，前培養時の種苗植菌量が少ないと，

back groundが上昇する可能性もあるので，

辺の NBに対し 2~5X 107の生菌を植苗する

とよい。

2. 培地に関して

菌の前培養に用いる NBにどのような組成の

ものを使うか，

を用いるかにより，

ー数は変動することがある。 Fig.1~Fig. 4に

我々の実験室でのデータを示した。図の横軸に

は前培養に用いる NBの違いを示した。

Fig 1 

豊＊（武田薬品・中央研究所）

％のグルタミン酸‘ノーダを添加した培地で凍結

させずに真空乾燥する）や短期には stab に穿

剌培養後密栓して保存する方法もあるが，特性

*〒 532 大阪市淀川区十三本町 2-17-85 
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Fig 2 Fig 3 

Difeoの粉末培地を使用した場合と，大五栄養

製のボリペプトンと酵母エキスとを自家調合し

TA  98 

2000 
DAVIS  VOGEL-BONNER 

si
u
e
p
a
>
a
u
 

1000 

゜

/ ヘ
コNEU —-—•_W 

Difeo Dai go 
NB for pre-culture 

5000 

TA1537 

DAVIS 

Fig 4 

WP・ 2 her― 
2000 

s
=
u
e
p
a
>
a
u
 

1000 

゜

DAVIS 

ENNG 

~`F  

言 u

仁--—→•
叩co Daigow 

VOGEL-BONNER 

: 

夏
2
 

A

-

o

u

e

 

A

P

,

F

,

N

Q

^̂
NEnu_-
go
ur 

.al

lt 

D

u

 
c
 
e
 
r
 
p
 
r
 ゚

c

o

 

f

f

 

•I 
D

B

 
z
 

s
4
u
e
p
a
>
a
u
 

3000 

2000 

1000 

゜

D：竺______.
w •— Difeo Dai go 

NB for pre-cultu『e

VOGEL-BONNER 

← 
DAPA 

← - ---

w ．・□ 
Difeo Daigo 

図1～図 4の説明

菌の前培養に用いる nutrientbroth (NB) 

および最小寒天平板培地の違いによる復帰変

異コロニー数の変化（詳細は本文参照 ）。

用いた変異原の名称と平板当りの濃度は以下

の通りである。

9AA: 9-Aminoacridine hydrochloride (10 ¥Jg) 

AF-2: Furylfuramide (0.02 ¥Jg) 

DAPA: Sodium p-dimethylaminobenzene diazosulfonate 

EMS : Ethylmethanesulfonate (1000 ¥J9) 

ENNG: N-Ethyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (2 ¥J9) 

MMS : Methylmethanesul fonate (200 ¥J9) 

NEU : Nitrosoethylurea (90¥Jg) 

2NF : 2-Nitrofluorene (5 ¥J9) 

NMU: Nitrosomethylurea (20¥Jg) 

4NQO: 4-Nitroquinoline-l-oxide (0.2 ¥J9) 

(25 μg) 

たNB(Table 1参照 ）を使用した場合に， 変異

原により誘発された復帰変異コロニー数が，

のNBが高いものDifeoのNBより Daigo

Tab I e 1 Ingredients of Nutrient Broth 

D IFCO 

Bacto• Peptone 

Bacto-Beef ext. 

NaCl 

Water 

を示し，

次に，

いては，

g

g

g

 

5

3

5

 

100 0 ml 

pH 7. 2 

NaCl 

Water 

DAIGO 

Polypeptone 

Yeast extract 

10g 

2g 

2g 

1000 ml 

pH 7. 2 

(DAPAやNMUなど），逆にDaigoの方力祗

くなるもの (9AAなど）があった。 また， 同

じ変異原でも菌株によって異なる結果を示す場

合がある。例えば，DaigoのNBでTAIOO株を

前培養した場合にはメチル化剤がより強い作用

WP 2 her―株を同じ培地で前培養した

ときには，逆にエチル化剤がより高い値を示し

た。

各図の左右は，最小寒天平板培地を変

法Davis培地（標準処方からクエン酸を抜き，

食塩を ICJ/f,添加したもの）と Vogel-Bonner

培地（以下VB培地と略す）とで復帰変異コロ

ニー数を比較したものである。両者の間に大き

な差は見られない場合も多いが，

量を変化させたり，半栄養条件としてアミノ酸

の単独添加か， 2.5％のNB添加かによっても平

板上のコロニー数や形態が変動することを経験

S-9 mix添

指示困とした場合に，

9AAの作用は Davis培地の方がVかわらず，

B培地より強かった。 また，

TAI 537株を

前培養NBのいかんにか

WP 2 her―株にお

DifeoのNBとVB培地の組合せで

Dai goのNBとDavis

培地との組合せでは DAPAの作用が強くあら

ENNGの作用が強く，

している。また，培地の違いは，

加の有無によっても TA98株など一部の菌株の

場合に大きな影

従って，ルーチン試験では，培地の組成や調

製方法は標準方法に従い，常に一定になるよう

に心掛けて，他の実験室のデータと比較しうる

ようにすることが重要である。標準方法として

は労安法のガイドプック (1980年10月）が参考

になろう。

検体，陽性対照溶液の調製に関して

化合物によっては紫外線や白色光により変化

する可能性があり，これの防止には黄色螢光灯

照明下での作業が好ましい。

陽性対照は試験毎に設定することが望ましい

3. 

を示す。

が，毎回調製すると秤量の誤差や取扱い上の危

険性も増すと考えられる。陽性対照化合物の溶

試験必要量ずつ小管に分液はまとめて調製し，

注して凍結保存してお くと便利である。なお，

溶媒としては， dime thy 1 ni tr o soami ne類以

外には，

結果が得られる。

検体溶液の識別にはラベルを使用して

とくに変異原（癌原）性物質に

また，

は，

なるべく DMSOを使用する方がよい

混同を防ぐが，

我々の研究室ではFig.5のようなラベルを

Fig 5 

試薬名

濃度 x 
保存条件

使用期限

調製日

われた。

この他にも， 最小寒天平板培地のグルコース

-12- - 1 3 -



用いている。黄色地に赤褐色のマーク（染色体

の切断を示す）を印刷し， 目立つようにしたも

のである。

4. 培養条件に関して

フラン器内の温度は平板の出し入れ毎に変動

面に記号を記入すると，フタがはずれた場合に

も混同を防げる。また，陽性対照や溶媒対照平

板でのコロニー数を継続的に記録しゲラフ化す

ることも， 実験中に気づかなかったミスの発見

ゃ，使用試薬の変化など実験条件の変化を発見

する。我々の研究室で使用している大型フラン するのに役立つ利点もある。

器（容積 500£,ヒーター 800W, ファンなし）

について湿度を測定した結果は次の通りである。

約 150枚の平板を庫内に入れた直後には34℃と

3℃も低下し， 36. 5℃まで回復するのに約10時

間かかり， 2日間の培養中には扉の開閉をしな

かったのに 37℃まで戻 らなかった。 また，小

型のフラン器では平板収納後の温度の低下のみ

ならず，庫内上部が 38℃以上にオーバーヒー

トし，復帰変異コロニー数の増加原因となった

経験もある．従って， フラン器は温度制御の優

れた， ファン付のものが望ましい。平板の出し

入れも， まとめてカゴに入れて行うなど，扉の

開閉を可能なかぎり少なく，かつ短時間にして，

庫内温度を常に 37℃に保つ工夫が必要になる。

なお， 変異原の中には気化しやすいものもあ

り，他の平板あるいは実験者への影響も無視で

きない場合も考えられる。その対策としてデシ

ケータに入れて培養したり，換気装置付フラン

器の使用を考慮すべきであろう。

5. 実験手順書の整備

ヒトはとりちがえ，思いちがい，転記 ミス，

計算ミスなど， 意外にミスを犯しやすい。その

対策として，他研究室と比較可能な標準的実験

方法の実施を基本にすることは当然であるが，

さらに①作業に関する適切なマニュアルや実験

毎のプロトコールの作成とその確実な実施， ま

た，②準備を含む実験中のすべての記録をその

場で書き込める複数のワークシートの使用や，

本人以外による二重チェックなどのシステムを

作ることが効果的である。その他， ミス防止対

策の 1つとして，平板の識別のためには皿の側

- 1 4 -
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Amesテストの問題点

長 尾 美奈子＊ （国立がんセンター研究所）

Amesテストを， 発癌物質検出のための短期

テスト法として実用化できるか否かを，我々の

研究室で検討を加えはじめてからすでに 8年の

歳月が流れた。しかし我々が現在なお遭遇して

いる困難な多くの問題は，恐らく多くの他の研

究室でも当然問題になっていることであろうと

思われる。それらのうち，特にテストの結果の

評価についての問題提起をしてみよう。

環境中の未知癌原物質を検出するのには

Amesテストはきわめて優れた方法であるとい

うことには異存は無いであろう。低廉性，再現

性，簡便性などの点で多くの利点のある方法で

ある。事実我々の研究室でもこれまでにアミノ

酸の加熱分解物や焼魚から，新らしい変異原物

質を分離精製し，構造決定を行った。また大量

にそれら変異原物質を合成し，動物実験により

あるものは癌原性を確認している。またジーゼ

ルエンジンの排気ガスやゼロックス用カーボン

には強い変異原物質が存在し，そのうちのある

ものはニトロヒ°レンであることも Amesテスト

によって推定あるいは固定されたものである。

1 ＿ニトロヒ°レンは皮下注射により肉腫を作る

ことも証明された。しかし植物界に広く存在す

るフラボノール類はAmesテストで中等度の変

異原物質であるばかりでなく，培養哺乳動物細

胞の姉妹染色分体交換 1），突然変異 2), トラン

スホーメーション 3)を起す。しかしかなり組

織的に，いろいろな動物， いろいろな投与量を

用いて発癌実験を行ったが，少くとも日本の研

究結果では癌原性は現在のところ認められてい

ない。

*〒 104 東京都中央区築地 5-1-1

このような事実をふまえて， Amesテストの有

用性とその限界を明らかにして置く必要がある。

労働安全規準法でサルモネラテストが採用さ

れると，化学薬品がサルモネラテストで（＋）か（一）

かという事が当然問題となって来る。何をもっ

て（＋）とするかは， dose-responseの有無と

自然突然変異の何倍以上の突然変異コロニーが

誘導されたかということが判定規準になる。

dose-responseについては問題ないが，何倍

以上を（＋）とするかについては議論の多いとこ

ろである。

「第二回欧州バクテリアのinvitro突然変

異テストの会議』で，理論的根拠はないが 2倍

とするのが経験的に良さそうだということにな

っている。しかしこれは何ら mutagenic とか

non.mutagen i cの境界を意味するものではな

いと記載されている。4)田および曰の境界をどこ

に置くかという事は世界的に問題になっている

ことでもあるので，論文を国際雑誌に投稿した

時に，例えば境界を 2倍にしたとすると， “そ

の根拠は何か”という commentがついて来る

ことを経験された人も多いと思う。また突然変

異誘発率が 2倍以上で， dose-responseがみ

られるものを（＋）としたとしても，テスト毎に（＋）

と（一）の間をさまよう様な物質も当然あるはず

である。

次に Amesテストが（＋）であることの意味につ

いて考えてみよう。 Amesテストの結果と癌原

性との相関関係は 85~90%であることを Mc-

Cannら5),杉村ら6)および Purchaseら7)がこ

れまでに述べて来ている。筆者もこれまでいか

-15-



に相関関係が良いかを述べて来たが，こヽでも

う少しこの相関関係の意味するものを解析して

みよう。

相関関係と一言で云ってもその意味するもの

は複雑である。 sensitivity (変異原物質／

癌原物質）， specificity （変異原物質／非

癌原物質）， accuracy（変異原性を示す癌原

物質＋変異原性を示さない非癌原物質／癌原物

質＋非癌原物質）で表わすと相関性の内容がは

っきり理解できる~ 8)また short-termテス

トの目的から云って重要なのは， short-term 

テストで（十）に出るものヽうち，癌原物質と予測

されるものヽ占める割合，すなわちpredictive

valueである。 Predictive valueは， sen-

sitivityおよび specificityによってきま

る値であると同時に，テストサンプル中にどの

位癌原物質があるかによって変動する値である。

85~95％の sensitivityを示すMcCannら，

杉村ら，およびPurchase らのテストはサンプ

ル中の癌原物質の占める割合が 50~65%の範

囲内で行なわれている。これらのテストでの

predictive valueは86~93％である。 した

がってサルモネラテスト（＋）のものはほゞ癌原性

ありとみて良いと云える。

しかし我々の環境中には一体どの位の癌原物

質が存在しているのであろうか。仮に癌原物質

の占める割合を 5％と仮定してみよう。

Specificityおよび sensitivityが 90％で

あるとしてそのpredictivevalue を計算し

てみると 32%ということになる。 したがって

サルモネラテストが陽性という結果をみて，直

ぐ癌原物質であると考えるのがいかに早計であ

ることが容易に理解されよう。環境中の癌原物

質の占める割合が多ければ， predictive 

valueも高くなる。図ー 1にsensitivityお

よび specificityが 90％の時，サンプル中の

癌原物質の占める割合とpredictive valueと

（

芯

）

a
n
1
0
>
a
>
l

←
~
,
p
a
.』d

Sensi↑ivity 90 % 
Specificity 90 % 

20 40 60 80 100 

Carcinogens in sample (%) 
Purchase et al 7> 

図1. Amesテストによる癌原性予測

的中率

の関係を示す。したがってサルモネラテストの

有効性は環境中にどの位癌原物質が存在するか

に依存していることになる。例えば化学工業の

中間産物は反応性に豊んでいるであろうし，

DNAーアルキル化剤も多く含まれていること

であろうと考えられる。それらの中には癌原物

質も多 く含まれているであろうと推定されるが，

その場合にはAmesテストで癌原性を予測する

ことはかなり有効な手段と考 えられる。

ところでサルモネラテストの sensitivity

および specificityは各々 50~200位の癌原

性のわかっている化合物について調べた結果で

あるが，テストに選ばれた化合物がどういう性

質をもったものがどの位含まれているかによっ

てもかなり異なった値を与える。例えばハロゲ

ン化合物のようなものを多く含んでいる場合は

その sensitivityは低くなるであろうし， ア

ルキル化剤など芳香族炭化素を多く含んでいれ

ば高くなるであろう~)米国 Nati onal Insti-
tute of Ervironmental Health Sciences, 
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イギリス Medical Research Counsi 1, およ

びイギリス ImperialChemical Industry 

主催で 1977年～ 1979年に亘って行われた42

の化合物に関するブラインドテストの結果，ぉ

よびわが国の厚生省の大型プロジェクトで 5年

間に亘って 186の検体をテストした結果はいず

れも sensitivity67%および 66%という低

い成績であった。 specificityも低く 83%お

よび 70％であった！゚ ）以上の事は，各研究室で

物質を選ぶ場合，比較的性質のはっきりしたも

の，即ちニトロソ化合物，芳香族炭化水素，芳

香族アミンやアルキル化剤が選ばれる。一方テ

ストする人と化学物質を選ぶ人が異なると，比

較的性質の余りはっきりしないものとか，癌原

性があるにもかヽわらずサルモネラテスト（一）の

ため問題になっている物質が選ばれる傾向があ

る。その結果生じた差であろうと思われる。

食品中の癌原物質がヒトの癌の主な原因と考

えられているが，その食品中の癌原物質は一体

どの様なタイプのものが多いのであろうか。ア

ルキル化剤が多ければ sensiti vi ty, speci -

ficityは100％近くなるであろうし，有機ハ

ロゲン化合物やホルモン様物質やサフロールの

ような物質が多いとすれば sensiti vi tyはき

わめて低いものになるであろう。どういうタイ

プの癌原物質が食品中に多いのかを知るには動

な Amesテストばかりでなく， sh1Jr t-term 

テストの過大評価は，その過小評価と共に差し

ひかえるべきである。
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る。日常食品例えば焼魚，ハンバーゲ，野菜，

緑茶，コーヒー，アルコール飲料等に変異原物

質が含まれているのは事実であるが， これらが

はたして癌原物質であるか否かは，動物実験の

結果を待つより他はない。

サルモネラテストは，未知変異原物質の検出，

分離，それらの代謝，変異原性を増加ぁるいは

阻止する物質の発見等基礎的研究にはきわめて

秀れた手法であることは間違いないが，テスト

の結果からすぐに癌原性を予測するというよう
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お わ り に

松 島 泰次郎＊ （東京大学・医科学研究所）

サルモネラ菌によるスクリーニングで化学物

質の安全性を判定する一助にするためには，一

定の基礎条件を保って再現性の良い条件下でテ

ストが実施されている必要がある。また一般に

化学物質をスクリーニングした場合には大部分

の物質は陰性で極くわずかの物質が変異原性を

示すに過ぎない。大部分の物質が少くともサル

モネラ菊の陰性であると判定出来るためには，

テスト菌株の特性を保持したサルモネラ菌を用

いて適当な濃度範囲濃度限界，濃度間隙で充

分なテストが実施されている必要がある。

また潜在性癌原物質が極くわづかな割合でし

か存在しないときには，短期検索法で癌原性を

予測するためにはテス ト方法の精度を高める必

要があるので，苗株の改良や S9mixの改善を

含めてテスト方法の精度を向上させる努力を常

に進めて行く必要がある。

*〒 10 8 東京都港区白金台 4-6-1
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特別講演
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発癌性物質代謝活性化能の動物種差，

細胞腫差および個人差

—組織培養法によるアフ゜ローチ

黒木登志夫＊

（東京大学・医科学研究所・癌細胞学研究部）

!ARCモノグラフについて

本来， この特別講演はWHO国際癌研究機関

(IARC)のMontesano博士によって行なわれる

予定であった。しかし，同博士が都合によって

来日できなかったため，私がヒ°ンチヒッターと

して友情出演することになったのである。

Montesano博士にお願いしたテーマは， 「化

学物質のヒトの発癌に対するリスク評価」とい

う大きな， しかも今回のもっとも重要な問題で

あった。

IARCでは 19 7 2年以来， 「IARC mono-

graphs on the evaluation of the carci -

nogenic risk of chemicals to humans」と

いうシリーズを年三回発行し，現在 22巻に達

した。 1 9 7 9年までに発行された 20巻のモノ

グラフに記載された 44 2の化学物質の検索の

結果が， 最近まとめられたが，1）それにーよると，

1 8の化学物質がヒトに対して明らかに発癌性

をもつと判定された。 Montesano博士は， この

プログラムに最初から参加し， To mat is博士と

ともに， それを推進した人である。彼は， もし

来日できれば， IARCではどのような観点から，

またどのようにしてヒトに対する発癌性を検索

しているのか， そのためにはどのようなデータ

が評価されるべきか， さらにヒトの発癌におけ

る化学物質の意義などについて講演するはずで

あった。私は， 1 9 7 5年から 78年までの三年

間このプログラムに関係し，特に突然変異のデ

ータについて評価を担当していた。 しかし，

*〒 10 8 東京都港区白金台 4-6-1
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IARCモノグラフについては，その概略を紹介

することはできても， その評価，意義などは私

の荷に重すぎる。そのため，現在私たちの研究

室ですすめられている表記のテーマについて講

演することにした訳である。

ヒトの細胞における発癌剤代謝活性化

発癌性物質の代謝活性化は，化学発癌の最初

の， しかもその結果を支配する重要なステップ

である。発癌性化学物質にさらされた細胞ある

いは動物が発癌するか否かは， この代謝活性化

によって最初決定される。活性化がおこらない

か， あるいは，活性化／不活化のバランスが傾

けば癌化は起らないであろう。化学物質による

発癌に標的臓器があり， ある臓器に癌を作って

も，他にはできない事実， さらに， ある種の動

物に癌ができやすいことなども代謝活性化の差

からかなりの程度説明できる。特に重要なのは，

ヒトと動物の間のちがいである。動物実験で得

られた成績をそのままヒトにあてはめてもよい

のか， あるいは両者の間に深いギャップがある

のであろうか。この問に答えるための基礎的デ

ータはまだ得られていないのが現状である。

このためには、 ヒトの材料を用いた綿密な研究

があらゆる角度から行はればならない。組織培

養法はヒトの材料を扱うための優れた方法であ

る。ヒトの各臓器から細胞を分離培養し， それ

によって得られたデータを，動物のそれと比較

することにより，両者の間のギャップは少しづ



つ埋められていくことであろう。

現在までに， いくつかのヒトの細胞によって，

発癌性物質の代謝活性化が調べられている。表

1に示したように，血球などの間質系細胞ある

いは組織片が多く，分離培養された上皮細胞と

ここに報告する表皮角化細胞のみであ

る。いずれの細胞も，

活性化能をもつ。

癌性物質として benzoCaJ pyrene (BP)が用

しては，

程度の差こそあれ，

これらのほとんどの実験で発

いられているが，

代謝

それはBPが環境発癌物質と

して重要な位置を占めていること，

代謝経路の詳細が明らかにされており，

およびその

それら

を化学的に解析する手段が確立しているためで

ある。

Cell type References 

Epithelial cells 
Epidermal keratinocytes* 
Mesenchymal cells 
Dermal fibroblasts 
Embryonal fibroblasts 
Amnion eel Is 
Blood eel Is and macrophages 
Peripheral lymphocytes* 
Peripheral monocytes* 
Alveolar macrophages 
Tissues or mixture of eel Is 
Embryo cultures 
Colon* 

Lung* 

Bronchus* 

Tumor cells 

Hepatoma 
Kidney tumor 

3

5

 

'

,

 

2

4

6

7

 

8, 9 

10 

11 

12 

13 
14 
15 

16, 17 
18 

* Individual difference of metabolic activity 
was observed. 

表I. 化学発癌物質の代謝活性能の証明さ

れたヒト細胞

ヒトおよびマウス皮膚細胞の BP代謝能

われわれは， ヒト皮膚より分離培養した表皮

角化細胞と真皮線維芽細胞のBP代謝能の検討

をすすめている~)ヒト皮聘は形成外科より皮膚
移植に用いた残りを入手した。喜多野 （阪大皮

膚科）の方法にしたがい，

後表皮と真皮をヒ°ンセットで剥離し，

ら角化細胞，後者から線維芽細胞の培養を得た。

BP代謝の指標としては， BPから 3-hydroxy-

BP産生測定による arylhydrocar hon hy d -

roxylase (AHH)活性，高速液体クロマト (H

PLC)による中間代謝体，

BPの分離，

特に 7,8-diol-

細胞経由法による共培養したV79

チャイニーズハムスター細胞の突然変異誘発を

用いた。 さらに， マウスからも同様の方法によ

って表皮角化細胞と真皮線維芽細胞を分離し，

両者の BP代謝能を測定，

次に述べるように，

細胞種差，動物

較を行なった。

BP代謝能に関して，

種差の存在することが明らかになった。

194と，

0
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図1.

その結果，

4 ℃トリプシン処理

前者か

ヒトのデータとの比

涸人差，

1. 個人差：ヒト表皮角化細胞のBP代謝

能は，培養によって大きく異なる。これは培養

の由来した個人個人の間の差によるものと思わ

れる。例えば， AHH活性値は，

合， ほとんどの人が 2-4 pmoles/mg protem 

/hourの値を示すが，

racene (BA)で24時間誘導した後の値は 8~

誘導しない場

同様に，

1 3 μ M be n z (a) ant h -

個人によって大きく異なる。 （図 1)
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AHH活性の個人差。各個人の性，年

令喫煙習慣の有無は下段に示した。

（未発表成績）

BPの総代謝

HPLCによる中間代謝体分析，

然変異誘発のいずれをとっても，

れらの値は大きく異なった。これに対して，真

皮線維芽細胞のAHH活性は，非誘導のときは

BAによって誘導したとは 4,7~  0. 9~1. 9' 

8. 4の範囲に入り個人間のバラッキは比較的少

なかった。今後さらに例数を増やして解析する

必要がある。

細胞種差： 表皮角化細胞と V 7 9細胞

をBPの存在下で共培養すると，

2. 

角化細胞によって代謝活性化されV7 9細胞は

突然変異 （ウアバイン耐性）する。突然変異率

はBPの濃度 (2~1oμM)とともに上昇した。

しかし，真皮線維芽細胞と V7 9細胞を同じ条

件下で共培養した楊合，

は起らなかった。（図2)

差に由来するものではない。 6例の症例から得

られた表皮角化細胞と真皮線維芽細胞のセット

例外なしにこの現象が認められた。このよ

BP代謝の

で，

(TLCによって測定），

V7 9細胞の突

個人個人でそ

BPは， 表皮

V 7 9細胞の突然変異

このような差は，個人

うな突然変異に関する細胞種差は，

うちで 9,1 0位オキシドの形成の差に由来する

ことがHPLC分析の結果示唆された。すなわ

ち，真皮線維芽細胞はBPを7,8ーダイオール

まで代謝することはできるが，

3. 

それをさらに究

極発癌体である 7,8ーダイオールー9,1 0オキシ

ドまで代謝できないため突然変異が起らないも

のと思われる。また，

胞にのみ限られた現象ではない。胎児肺より分

離された IMR  -9 o細胞も共培養している V

この現象は真皮線維芽細

7 9細胞にBPによる突然変異を誘発できなか

った。

動物種差： 上述のような細胞種差はマ

ウス皮膚より表皮角化細胞と真皮線維芽細胞の

間では認められなかった。すなわち，

ウス新生児より，表皮一真皮剥離法の後，

イコー）レ密度勾配法で分離した真皮線維芽細胞
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図 2

● Keratinocytes 

o Fibroblasts 

ロRatembryo cells 

5 

Concentration of BP  

10 

(μ M)  

ヒト表皮細胞（●)，真皮線維芽細胞(0),

ラット胎児細胞（口）を代謝細胞とした

ときのBPによる V79細胞の突然変

異（村および細胞毒性（上）の誘導。

突然変異は，生存細胞 10 5 あたりの

ウアバインlmM耐性出現を指標とし
f-2) 
~o 

Cell types Humans Rodents 

Epithelial cells 
Epidermal keratinocytes 
Bronchial epithelium 

Mesenchりmalcells 
Dermal fibroblasts 
Embryonal fibroblasts 

＋ 

十＊

+

N

 

＋

＋

 

+ or -: Presence or absence of induction of mutation in co-
cultured V"79 cells. 

N: No reports ore available. 
* : Hsu et al.、 PNAS,亙， 2003(1978). 

表 2 ヒトおよび喫歯動物由来上皮細胞お

よび線維芽細胞のBP代謝能の比較

は，細胞経由法によって共培養している V7 9 

細胞に BPによる突然変異を誘発した。その程

マウスあるいはヒト表皮角化細胞よりも度は，
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高い。真皮線維芽細胞のほか胎児より分離した

線維芽細胞によっても突然変異の誘発がみられ

た。これらの結果は表 2にまとめた。このよう

に，少くとも線維芽細胞の代謝能に関して， ヒ

トとマウスの間に明らかな動物種差が認められ

た。

個人差，細胞種差，動物種差のもつ意味

他の疾病と同じように，化学発癌にも個人差，

細胞種差，動物種差がある。発癌の最終結果す

なわち腫瘍の形成におけるこれらの差は，発癌

の各ステップの感受性の差およびその総合とし

て理解されよう。われわれは， これらの差の分

析にあたって，最初，化学発癌性物質の代謝活

性化の差をとりあげた。表 2に示した細胞のな

かで，個人差の観察されている細胞は，表皮角

化細胞，末梢リンパ球，末梢単球，大腸組織，

肺組織および気管支である。特に， Kellermann

らは正常人のリンパ球のBA誘導時のAHH活

性が三つのヒ°ークに分かれるのに対し，気管支

癌の患者から得たリンパ球の同活性が高い方に

偏っていることを見出した。9) 彼らは，リンパ球

のAHH値が肺癌のリスク評価に役立つと主張

した。しかし， この成績を再確認した報告は現

在まで出ていない。

このような個人差は，遺伝的なものか， あるい

は生活環境によって生じたものであろうか。

Nebertらの広範な研究は，遺伝的現象である

ことを明らかにした。その証拠はヒトおよび動

物実験から得られている。ヒトの場合，一卵性

双生児間ではAHH活性値にほとんど差がない

のに対し，二卵性双生児には差がみられた。遺

伝的な背景を示唆している。さらに， マウスで

は系統によってAHH活性が異なる。 Nebert

らは交配実験から， それがAh locusと呼ばれ

る遺伝子によって支配されていることを明らか

にした。しかし， AHH活性には，環境的因子

の関与しているのも確かである。例えば，喫煙
20) 

によってこの値は変動する。 このようにAHH,

特にその誘導活性が遺伝と環境の要因によって

支配されているとしても，その意味づけにぱ慎

重でなければならない。多くの症例の積み重ね

と，臨床側との緊密な連絡による共同研究が今

後すすめられねばならない。

細胞種間の差は，古くから標的臓器の差とし

て認められていた。標的臓器の問題は，最近に

なって代謝活性化， DNA修復から検討がすす

められている。例えば， アルキル化剤投与後の

アルキル化プリン， ヒ°リミジンの生成と消長を

標的，非標的臓器で比較する。その結果，グア

ニンの 6位の酸素の9万レキル化が標的臓器で多

く作られ， また修復されにくいため長 く残るこ

とが明らかにされつつある。このような臓器間

の差を細胞種間の差として解析するためには，

まず上皮細胞と間質系細胞の分離培養の技術が

確立されねばならないが，現在，皮膚と一部の

臓器に限られている。そのような研究がすすめ

ば，発癌，特にヒトの発癌における上皮性細胞

の重要性が浮びあがってくるであろう。

動物種間の差の解析は，動物実験の成績を評

価する上で重要である。ヒトの実験は，特に発

癌のような実験では，培養細胞を用いた実験以

外， ほとんど不可能である。したがって， ここ

に報告したような技術，すなわち， ヒトとマウ

スより同種の細胞を分離し， それらを比較する

方法は，動物実験の成績をヒトに外挿するとき

の基礎的な資料を提供するであろう。ここでみ

られたマウスとヒトの線維芽細胞の間の差は，

あるいは，両者の間の癌の分布の差を反映して

いるのかも知れない。すなわらヒトの癌の90

％は上皮性の腫瘍（癌腫）であるのに対し，動

物ではその比率は低い。従来の研究特に培養

細胞を用いた研究の大部分は マウス，ハムス

ターなどの間質系細胞を用いてすすめられてき
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たが， その成績をただちにヒトにあてはめるこ

とはできないであろう。

皮膚の細胞は，個人差細胞種差，動物種差

を解析するためのよい材料である。マウスの皮

膚を用いて，化学発癌の基礎的知識が確立して

いることと， ヒトからの材料が得やすいことに

よる。われわれは，現在，代謝活性化のメカニ

ズムについて解析をすすめているが，今後， さ

らにDNA修復プロモーションのレベルでも，

個人差，細胞種差，動物種差の研究をすすめた

しヽ。

この研究は，根本信雄 （癌研，実験病理部）

喜多野征夫 （阪大皮膚科） ，鬼塚卓弥，寺内雅

美（昭和大形成外科） ，細見次郎，宗像君江，

井島幸子（東大歯科研）との共同研究によって

行なわれた。記して感謝する。
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受賞者のことば

昭和 5 5年度の日本環境変異原学会奨励賞は，次の二会員の研究に対して贈られましたので

受賞者の感想を寄せていただきました。

石館 基氏（国立衛生試験所）

「環境変異原および癌原物質の染色体異常によるスクリーニング」

常盤 寛氏（福岡県衛生公害センター）

「大気中の変異原性汚染物質の実態の調査と研究」

昭和 55年学会奨励賞を受賞して

国立衛生試験所

安全性生物試験研究センター

変異原性部部長石館

この度，本学会奨励賞をいただき，誠に光栄

に存じます。

「研究は自分のためにやるものではない。あ

る時期が来たら，それを社会に還元して行くこ

とを考えなければならない。」これは私の恩師，

今は亡き吉田富三先生のお言葉です。 7年程前

に，私が財団法人癌研究所から現在の国立衛生

試験所に移る際に先生はこう言って私を励まし

て下さったことを思い出します。

われわれの生活環境中に存在ずる種々の化学

物質の安全性について，どのような方法で検索

し，また，その結果をどのように評価して行く

べきかという問題は，現代社会の大きな関心事

＊
 基

でもあります。大部分の発癌性物質に，細菌あ

るいは哺乳動物細胞に対する変異原性が認めら

れることは事実ですが，その逆は必ずしも真で

はない。そのギャップを埋めて行く必要があり

ます。また，発癌性がなくても，子孫に危害を

及ぼすような所謂遺伝毒性の有無についても考

慮して行かねばなりません。

今回の受賞を機に・われわれ研究室員一同は，

新たな気概のもとに，上記諸問題を解決すべく，

今後も一層奮励努力する所存です。

有難う C‘ざいました。

*〒 158 東京都世田谷区上用賀 1-18-1
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日本環境変異原学会奨励賞受賞のことば

福岡県衛生公害センター

常盤 寛＊

昭和 55年本学会総会におきまして，権威あ これを機会に，変異原物質の大気中への汚染

る本学会奨励賞を受賞いたしました。誠に光栄 又は生成機構について鋭意研究を進めていきた

に存じます。

大気中変異原物質の検索に関しての研究はま

だ緒についたばかりでありますが，簡易変異原

検出法の研究発展によって大気中に存在する変

異原性化学物質の実体が明らかにできることを

期待しています。

いと考えています。

受賞に際して御指導いただいた本学会会長・

杉村隆博士を初め学会会員の方々に対し厚く御

礼申し上げます。． 

*〒818-01 福岡県筑紫郡太宰府町大字向佐野字迎田 39
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変異原活性を抑制する因子



環境変異原研究・ 3(1981)29~32

変異原活性を抑制する因子

1. AF 2 

変異原の不活化を試みた最初は， AF2につ

いてであった。その変異原性を検出した際食

品とともにこれを摂取する以前に，不活化する

簡易な方法はないかと種々試みた。そこで，加

熱（沸とう水中で 100℃で 1時間処理），加圧

加熱（オートクレーヴで 120℃,30分）， ガン

マー線照射 (137Cs照射線源を用い， 40KR)

や紫外線照射（殺菌灯による長時間処理）など

を試みたが不成功であった。一方，種々な食品

成分の作用を試みたところ， システインとの混

合加熱が有効であった。ちょうど，放射線の保

護剤として種々なSH剤を持っていたので調べ

たところ， システアミンがもっとも強い不活化

剤であった。しかし，一般にAF2は化学的に

極めて安全な化合物であって，実際的な不活化

には成功しなかった。

AF2に関しては，多くの実験によってラッ

卜肝細胞などに含まれる還元酵素によって，還

元的に不活化される。しかし，還元活性を欠失

したある種の大腸苗変異株においては， もっば

ら活性化だけが観察された。1) 一般に， AF2  

の還元的不活化は，一時的な活性態を経るもの

と思われる。

2. SH剤などによる変異原の不活化

システアミン， シスチン， グルタチオンなど

による変異原の旦立上旦ー失活に関しては，高

橋ら2)によって系統的に検索されている。一般

に，変異原はSH剤に対して失活を受けやすい

*〒 411 静岡県三島市谷田 1,111
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賀田恒夫＊

（国立遺伝学研究所・変異遺伝部）

との強い印象を持っている。その機構は明らか

ではないが， DNA塩基と SH剤との間には変

異原 susceptibilityに関して共通性があるも

のと思われる。農薬キャフ タ゚ンが強いl.!!立旦旦

変異原性があるのにかかわらず，発がんのデー

タに乏しいのは，やはり細胞内のSH因子など

で急速に不活化されるためと思われる。3)

3. ‘ノルピン酸と亜硝酸の反応物の食品成

分による不活化

広く利用されている食品添加物であるソルビ

ン酪と亜硝酸とが反応して，種々な変異原を生

成することを知ったとき，4～7)強いショックを

受けた。変異原を単純な方法でヒトから避ける

ことが困難であることを知った最初の例である。

そこでこれらの食品添加物が添加されている食

品類と同時に摂取する可能性のある食品類一

おもに野菜・果実などーについて広く不活化

因子の検索を行ない，多数の陽性試料を検出し

た（文献 8に一部を要約した）。最近， これらの

食品成分の一例として，ビタミンCが‘ノルビン酸

と亜硝酸の反応生成物の内， もっとも強い変異

原活性を示すY物質を還元的に不活化すること

が見出された。9)その化学的変化を図 1に示す。

一方， ‘ノルビン酸と亜硝酸との反応よりもジ

メチルニトロソアミンがより早く亜硝酸と反応

することが示されている。10)このことは複合系

における変異原の生成の抑制という面で， きわ

めて重要な現象である。変異原の間接的な抑制

の一例であろう。
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図 1. ‘ノルビン酸と亜硝酪との反応による変異原の生成と ビタミンCによ る失活 9)

精製過程 容量 活性単位 タンパク質 比 活 性
(mt) （叩／叫） （叩当たりの活性単位）

I. Dialyzed 9,000 xg sup 3,900 7.1 0 0 7 8 6 0 2 4 

II. DEAE - cellulose 5,000 10,600 4. 1 6 0 5 1 

皿． CM-cellulose (concentrated) 1. 4 2,300 3 3. 6 4 9. 5 

IV. Sephacry1S200 8 3 1,980 2. 2 4 1 0 6. 3 

V. D EAT-Se・phadex A 25 8 0 2,050 2. 0 8 1 2 3. 3 

VI. Second CM-cellulose 3. 6 1,522 3. 2 0 8 7. 0 

表 1. Trp-P2の変異原活性の抑制を指標としたキャベツ Desma tagenの精製，

サルモネラ TA-9 8株， PCB誘発ラッ トS9を使用 16)

6. 環境Antimutagens 

われわれは， ここ数年の間に下記のAnti -
18~22) 

mutagen因子の検出を行なった。 本稿は，

もっぱら Desmut agenに関して記した。

2価のコバルト， シイタケ成分，ユ リ科成分，

椿科成分（日本茶 ・紅茶など）， 哺乳動物の

Placenta 成分，その他。

4． アミノ酸・蛋白質の加熱燃焼物と野菜
因子

アミノ酸・蛋白質の加熱燃焼物のように食生

活に密着した問題 11)については，すべての人

が強い関心を有している。われわれは，キャベ

ツ， ブロッコリー， ゴボウなどが， これら変異

原の不活化・抑制作用を示すことを見出し，種

々報告してき た。12,13)そのうち，キ ャベツ因子

に関しては， これを精製純化しこれが一種のパ

ーオキシダーゼであることを 見出している。
14-16) 

パーオキシダーゼによる変異原の失活に関して

は， ミェローマ細胞の例 17)が報告されている。

一般に野菜果実類は，次のような作用を通

じて，変異原の活性抑制に働らいているものと

思われる。

(1) 変異原の酵素的直接不活化 ：上記のパー

オキシダーゼによる酸化的不活化が， その例で

ある。

(2) 変異原と反応性成分 ：ビタミン C, SH  

因子などは還元剤として働らき，変異原の活性

基と反応して不活化する。

(3) S 9の活性化の抑制：われわれがキャベ

ツから分離したパーオキシダーゼはTrp-P を

直接不活化する活性とともに， S 9による変異

原活性化に必要なNADPH-oxidase活性に抑

制的に働らく。15,16)それゆえ， S 9活性化を必

5. Antimutagen • Desmutagenなど

一般に突然変異 を抑制する活性因子は，

Anti mu ta genとよばれてきた。その多くは，

" Cellular Mu  tagenesis"における拮抗因子

であった。一方，上記のキャベツ因子のように旦ー

ユ旦2で変異原に働いて，これを修飾・分解

・不活化する因子については， ．米国のJ.Drake 

博士と相談の上， Desmutagenと命名した。そ

こで， An  timu tagen はもっばら細胞レベルて

働らくものとして， Desmutagenと区別するの

が適当であろう 。

それでは S9活性化の抑制因子は， どのよう

によばれるべきか？ー私案として Metabolic

Deactivator と云うべきであろう。

- 3 0 -

X X x
 本稿に関連した総説を御参照ありたい。

8,19~23) 
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だ液が発がん物質を失活する

環境発がん物質の検出技術が進歩するに従っ

て，我々は日常の食生活を通じて様々なタイ プ

の発がん物質を摂取していることを嫌応なしに

知ることになった。しかもそれらは，必ずしも

人工合成物質，例えば， 食品添加物や残留農薬

などばかりではなく，天然に生ずる物質，例え

ば調理の際に生ずる蛋白質の熱分解物や自然の

植物中に含まれるフラボン化合物など も含まれ

る仕末と相なった。環境から発がん物質を有効

に検出して，除去するこ とを目標にしてきた我

に々とって， この状況ははたと直面した困難な

段階ということになる。だが，現実にこれらの

Table 1 

西 岡
＊ 
ー （ 同志社大 • 生化）

物質が我々の体内にとり込まれた時，そこには

極めて複雑な様々な反応が行なわれるに違いな

ぃ。ある時は活性化され， またある時は不活性

化されることもあり得よう。

いずれにしても これら食べ物や飲み物中の

発がん物質は，通常経口的に体内にとり入れら

れる。最初の処理は，口腔内において，耳下腺，

顎下腺舌下腺などのだ液腺から分泌されるだ

液によって行われることになる。従って，だ液

がこれらの発がん物質に対してどのように作用

するかを知ることは興味あることである。

Samples for mutagenicity assay and their solvents 

Samples Solvents 

Chemicals-A 

AF-2 P.B. 

MMS P.B. 

MNNG DMSO 

4NQO DMSO 

Quercetin DMSO 

Chemicals-a 

Aflatoxin B1 DMSO 

B(a)P DMSO 

Trp-P-1 DMSO 

Pyrolysates 

Beef DMSO 

Salmon DMSO 

Sodium Glutamate DMSO 

Polypeptone DMSO 

Cigarette smoke 1ヽ ethanol
condensate 

Abbrevia t1.on 

Trp-P-1: Tryptophan pyrolysate-1 

AF-2: 2-(2-Furyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide 

B(a)P: Benz(a)pyren 

MNNG: N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanid1.ne 

4NQO: 4-Ni troquinoline 1-oxide 

D硲 0: Dimethyl sulfoxide 

P. B. : Phosphate buffer 

*〒602 京都市上京区烏丸通今出川
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実験は，表 1に示された各発がん物質または

発がん疑惑物質について， エームスのサルモネ

ラTA98とTAlOOに対する変異原性を指標と

して行われた。又実験法は多少の変更を伴な

ったが，エームス法に準じた。表の中でchem-

icals Aは，代謝活性を必要しないもの， chem-

icals Bは， S9 mix処理によって変異原性を

示すものであり，だ液処理のあと， S 9がソフ

トアガーに添加された。熱分解物およびタバコ

凝縮物はいずれも S9処理された。

Table 2 

だ液は， 2 2~2 3オの健康な日本男性 6~

7人が，梅干の香りを嗅ぎながらビーカー中に

吐きだした全だ液を用いた。各濃度の発がん物

質 o.2“は，だ液1.8“と5分間 37℃で処理

され， エームス法に従ってプレートされた。但

し， グルコース最少培地プレートでは， だ液中

に含まれる雑菌の増加を防ぐために， アンヒ°シ

リン (2oμg/m£)を添加した。この濃度のア

ンヒ°シリンは， サルモネラの生存率，変異原誘

発率に有意の変化を与えなかった。

Effect of salive-treatment for mutagenicity of samples 

Samples 

Control 

Chemicals-A 

AF-2 

MNNG 

MMS 

4NQO 

Quercetin 

Dose 

0.02 

0.04 

0.08 

0.02 

0.04 

0.08 

0.2 

0. 4 

0. 8 

100 

200 

400 

0.2 

0.4 

0.8 

0.2 

0. 4 

0.8 

100 

200 

400 

100 

200 

400 

Tester 
strain 

TA98 

TAlOO 

TA98 

TAlOO 

TAlOO 

TAlOO 

TA98 

TAlOO 

TA98 

TAlOO 

S9 mix 

＋ 

＋ 
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＋ 
His revertants/plate 

-Saliva +Salivd 

12 13 

16 14 

121 134 

119 127 

167 20 

208 21 

246 13 

517 119 

616 107 

596 112 

191 41 

581 147 

578 161 

269 283 

625 567 

878 963 

319 42 

362 30 

378 81 

888 104 

964 l42 

1260 266 

2 9 20 

49 36 

231 143 

97 91 

118 101 

218 114 

,;-h-emic・ als-8 

Aflatoxin B1 0.02 TA98 19 21 

0.04 22 13 

0.08 28 24 

0.02 TA98 ＋ 299 37 

0.04 457 16 

0.08 602 19 

0.02 TAlOO 95 92 

0.04 102 115 

0.08 94 90 

0.02 TAlOO ＋ 370 119 

0.04 513 96 

0.08 887 101 

D(a)P 10 TAlOO 125 94 

20 107 118 

40 161 131 

10 TAlOO ＋ 334 85 

20 700 161 

40 770 203 

Trp-P-1 0.1 TA98 16 15 

0.2 16 14 

0.4 19 19 

0.1 TA98 ＋ 158 32 

0.2 201 27 

0.4 534 40 

込rol't_sates

Beef TA98 2 2 25 

＋ 179 82 

Salmon TA98 19 11 

＋ 147 70 

Sodium glutamate TA98 15 29 

＋ 192 108 

Polypepton TA98 18 24 

＋ 1 70 176 

Cigarette smoke TA98 28 16 

condensate 
＋ 484 188 

Table 3 

Effect of temperature durュngsaliva-treatment on AF-2 (0.08pg/plate) 
mutagenicity 

Tester 
strain 

TA98 

TAlOO 

Temp. (°C) 

20 

37 

45 

20 

37 

45 

His＋ • revertants/Elate 

-Saliva +Saliva 

274 18 

241 26 

277 24 

2 81 24 

428 394 

549 147 

523 118 

663 408 
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だ液は， 各濃度の， AF 2, MNNG, 4 NQO, このことは， この失活は酵素が関 りあっている

ケルセチンに対し，サルモネラ TA9 8または 可能性を示唆する。また， 3 7℃で処理時間を

TA  1 o oの変異原活性を表 2のようにほぼ完

全に失活した。 但し，MMSに対しては殆ど効

果を示さなかった。だ液の効果は，代謝活性を

必要とする発がん物質， アフ ラトキシンB1,

Trp-P-1, B (a) P に対しても著しかっ た。 ま

た， 牛肉，鮭の熱分解物， グルタミ ン酸ナト リ

ウムの熱分解物，また， 紙巻タバコの水溶性凝

縮物に対しても ある程度の効果が認め られた。

ただし，ボリペプ トンに対しては， 有効性が認

められなかった。なお， S 9 mixの活性 はだ液

によって変化を受けなかった。

だ液の変異原性失活作用は， 湿度によく 依存

した。 （表 3)AF 2 (4 n g／叫）によって， 誘

導 された TA98とTA10 0の突然変異は， 37℃,

20℃で最 もよく消失し， 5 ℃， 4 5℃では， 殆

ど効果を示 さなかった。

Table 4 

1 5秒， 30秒， 1分 5分， 10分， 30分

と変える実験では， 3 0秒で失活化がほぼ 100

％進行し，それ以上の処理時間を必要 としなか

った。 （表 4)

吐きだされた直後のだ液をミリポアろ過し，

このろ液による実験では， AF  2はTA98で

変異コロニーは約 70％に下っ たが， TAlOO 

では 40％に下った。また， 4NQOは TA100

で 74%, Trp-P-1はTA98で， 1 5％程度に

まで変異コロニー数が減じた。 （表 5)

だ液の成分については既に幾つかの報告があ

る。これらをま とめる と表 7のようになる。

この表をみると， 多数の酵素群， ビタミン類が

まず目を引く 。そこでこれらの中から，ペルオ

キシダーゼとアスコルビン酸ナト リウムを選び，

失活化実験を行う ことにした。また別の実験で

適当濃度の過酸化水素にだ液を与えると急速に

分解が進むことを認めているので， カタラ ーゼ

についても同様に実験 した。（表 6)

Effect of period during saliva-treatment on AF-2 (O.OBμg/plate) 
rnutagenici ty 

Tester 
strain Period (min) 

＋ 
His・ revertantsLE_late 

-Saliva +Saliva 

TA98 O* 

0.25 

0.5 

1 

5 

30 

60 

279 256 

151 

34 

15 

12 

24 

10 

TAlOO O* 

0.25 

0.5 

1 

5 

30 

60 

510 490 

371 

123 

119 

125 

131 

128 

*At period 0, AF-2 and saliva were placed separately into soft 
agnr with bacterial strains. 

Table 5 

Effect of filtrate of saliva through millipore filter (0.45μ.m) on 

mutagenicity of AF-2, Trp-P-1 and 4NQO 

Sample 
Dose Tester 
(μg/plate) strain 

＋ 
His revertants/plate 

-Saliva +Saliva-filtrate % activity 

AF-2 

8

8

 

0

0

 

.

.
 

0

0

0

0

 

TA98 

46 

TAlOO 

35 

257 

91 

568 

26 

119 

80 

227 40 

Trp-P-1 0 
(+S9 mix) 。.4 

TA98 28 

561 

32 

54 10 

4NQO 

2
 ．
 

0

0

 

TAlOO 108 

844 

98 

280 33 

Table 6 

Effect of catalase (0.2mg/ml), peroxidase (0.2mg/ml) and sodium 

ascorbate (0.2mg/ml) on mutagenicity of AF-2, 4NQO and Trp-P-1 

Samples Dose 
(Jlg/pl ate) 

Tester 
strain 

S9 mix 
＋ 

His revertants/plate 

non catalase perodixase sodium 

Control 

Trp-P-1 0.1 

0.2 

0.4 

TA98 

＋ 

TAlOO 

＋
 

AF-2 

4NQO 

0.02 

0.04 

0.08 

0.02 

0.04 

0.08 

0.2 

0.4 

0.8 

TA98 

TAlOO 

TA98 

TA98 十・

17 

22 

122 

141 

148 

229 

230 

643 

617 

547 

135 

226 

239 

49 

252 

443 

15 

24 

118 

128 

192 

200 

189 

529 

376 

415 

133 

218 

238 

46 

257 

446 

13 

18 

120 

101 

155 

202 

134 

323 

361 

310 

121 

108 

144 

14 

22 

27 

19 

10 

99 

135 

138 

166 

158 

399 

422 

389 

135 

140 

105 

55 

264 

394 
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表 7 混合唾液の成分（ヒト） （M士SD) 

単位 無剌激 刺 激

pH 
Na 

K 
Ca 

Mg 
Cl 

リン酸

SCN(喫煙者）
// (非喫煙者）

I 
F 
Cu 
Co 

mmol/L 

” 
” 

mmol/L 

” 
” 
” 
” 

μmo 1/ l 
II 

” 
” 

5. 0~8 0. I 6. 2~7. 6 

6. 2士0.4 6 (S EM) j 2 6. 4士II. 8(S EM) 
2 I. 6士0.2 0 " I I 9. 7土3.9 II 
I. 5 6士o.0 6 11 I I. 4 8士0.04 II 
0. 2 I士o.0 I(SEM)I 0.15士O.04(SEM 
I 7. 4 0土1.4 o " I 2 9. o士8.8 
6. 14士0.6 I 11 
1..3 

0. 3 5 

0.8 

1.5士0.6 8 
5. 03土

o. 5 6士0.2 5 
4. 1 

0. 41 

この実験で用いられた，各成分の濃度 (o.2叩

パ）は， いづれも実際にだ液に含まれる量を

はかるに上まわるので，だ液の活性と直接比較

することはできないが， Trp-P-1は，ペルオキ

シダーゼでほぼ完全に失活されるが， 4NQO 

は， アルコルビン酸によってある程度失活され

ること， AF2は， カタラーゼとペルオキシダ

ーゼによって，有意に失活作用を受けることが

わかった。

だ液処理によってこれらの発がん物質がどの

ように変化を受けたかを知ることは興味あるこ

とである。だ液処理前後のAF2, Trp-P-1, 

事実であり，食物とだ液をよく混和すること，

つまり「咀P爵」が発がん物質の作用を未然に防

ぐ可能性につながることは明らかであろう。

古くからいわれた， 「よく噛め」は単に通常

の健康法のみならず，がん予防法につながるの

ではないだろうか。現在は， 「早めし，早00

も芸の内」などと， とかく噛むことがなおざり

にされているようであるが，こんな所にも重要

なポイントがあるとすれば，大変興味のあるこ

とである。

現在さらに， だ液活性の個人差や，年令，性

別，人種による差 または，がん患者などにつ

タンパク質

アミラーゼ

リゾチーム

酸ホスファターゼ

アルカリホスファターゼ

a-Lーフコシダーゼ

/3-NーアセチルーDーグルコサミニダーゼ
GOT 
GPT 
カルボニックアンヒドラーゼ

リパーゼ

スルファターゼ

ペルオキシダーゼ

カリクレイン

グルコース

乳酸

クエン酸

アンモニア

尿素

尿酸

g/l 

” 
IU/l 
mg/ l 
U/l 

” 
” 
” 
” 
” 
k/l 

U/l 
II 

1.4~6. 4 I 1. 8~4.2 

0. 3 8士o.OB(SEM) 
352xto6 

11 I 1. 8 2士1.07

” 
mmo 1 / L I 0. 0 5 5 

” II 
” 

2

9

 

2

0

 

3
0
5
 

I
I
I
I
 

3. 7~625 

5~1 5 C 

0. 2 5~11. 1 

520士220 
9,580士3,100
27,500士20.2 0 0 
1 2,500士9,900
2,100 

11.8士5.7 5 
1. 91士1.06

2. 7 9土1.16 

777X103 

0. 0 5 6 

0.01へ0.0 6 

0. 0 0 4 

4 

2.1 7 

0. 18 

アスコルビン酸

チアミン

コリン

リボフラビン

ニコチン酸

ビタミン B12

パントテン酸

ビオチン

ビタミン B12 
ビタミンK

μmol/L I I0.4士4.3
μg/L | 7 
II 1 6 

0

0

0

0

8

 

5

3

0

8

0

 

6
 

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
 

5

6

8

 

1

8

 

ー

” 

4
 

3.3 

11 I 1 5 

パロチン

プチアリン

μg 12. 9 

II 6 

1 0~20 

8. 1 
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グルタミン酸ナトリウムの熱分解物， タバコ水 いて研究を行っている。

溶性凝縮物の蛍光分析では，蛍光ヒ°ークの波長

および，相対強度には有意の変化がなかったこ

とから，少なくともこれらの物質の蛍光部分で

は変化が生じていないことを示唆した。

以上の実験によって，だ液が様々なタイプの

発がん性物質を失活する作用は意外に強いこと

が明らかになった。但し，全ての発がん物質に

ついて効果があるのではなく，例えば， MMS

やボリペプトンの熱分解物に対・しては無効であ

った。また，だ液の処理が変異原性を誘発した

り，増加するような好ましからざることは，本

実験に限っては見当らなかった。

だ液の失活作用は， カタラーゼ， ペルオキシ

ダーゼ， アスコルビン酸だけで説明できないこ

とは明らかである。また，だ液の活性は，確か

にミリボア炉液にも存在するが，全活性を説明

できるものではない。これらの点から，だ液の

効果は，比較的低分子の酵素群， ビタミン類に

よる失活作用の他，高分子の蛋白質やウィルス，

バクテリア細胞，気道や食道からの剥離組織や

鼻汁などへの吸着や包含の作用によって行われ

るものであろうと推定される。

その機構が何にせよ，だ液処理によって多数

の発がん物質が変異原性を示さなくなることは

-39-
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腸管内細菌による 1-nitropyrene

の変異原性の低下

大西克成＊，木内武美，脇坂和見

（徳島大学・医学部）

1 -Ni tropyrene (I -NP)は，大気， 自動車

排ガス，ゼロックスコピー中に多量に含まれて

おり，I-3)その変異原性はAmes法 (-)S9で，
十

TA98株に対して 30 5 0 his/plat e/nmolと
4) 

いう高い値を示し， benzo (a)pyrene (B(a)P) 

の 12 I 5) と，また実験室内でよく使う N-

me thy 1-N'-ni t ro -N-nit rosoguanidineの

13755)と比較しても，環境変異原としては無

視することができないものである。気圏の I-

NPは呼吸器系に入ることが考えられるが，痰

として飲み込む場合もあるし， また石油等の燃

焼によってたやすく生じる多環芳香族炭化水素

(PAH)の 1つであるpyreneが，調理場の都

市ガス中のN02で容易にニトロ化してI-NPが

生じることも考えられ，人体特に消化器系に入

った場合の影響をも考えて， I-NPの代謝を調

べることは重要である。この論文では， I-NP

が腸管内の嫌気性困によって， 1-aminopy r ene 

(I -AP)に代謝され， その変異原性が低下す

ることを明らかにした。

材料と方法

1-NPと1-APとはAldrichChemical社

から購入した。

各種細菌は， 当教室保存株の他，本学川田十

三夫教授，岐阜大学上野一恵教授，烏取大学高

木篤教授，上田益己教授， ヤクルト中央研究所

務台方彦博士，諸富正己博士から分与されたも

のである。嫌気性菌は， GAM培地を用いて，

*〒770 徳島市蔵本町 3-18-15

3種混合ガス (N280%, H2 10%, CO2 10%) 

の嫌気チャンバー内で培養した。

変異原性は， Salmonella typhimuriumTA 

9 8, TA 1 o o株によって，preinc u bat iqn を

用いてAmes法で行い， （＋）S9ではAroclor

1254処理ラット肝の S9画分を 50 μf;/plate 

使用した。

無細胞系での反応液は， 1-NP 100 nmol, 

グルコースー 6一燐酸 5μmol, NADP+ 4μmol, 

KCl 33μmol, MgCL2 8 μmol, Naー燐酸緩衝

液(pH7. 4) 10 0 μmolおよび酵素画分からなる。

37℃で 3または 15時間反応後に酢酸エチル

で抽出し，一部は蛍光分光光度計で1-APを定

量し，一部は濃縮後，変異原性を測定した。

結果

1-NPが経口摂取されて腸管に達した場

合を仮定して， 1-NPと糞便とを混合して嫌

気的に 4日間 35℃で保温後，抽出して変異原

性をTA98株 (-)S9で測定すると， 6.1%に

減少した。同様に I-NPと腸内常在菌である

Bact eroides thetaiotao面 cron, B. f rag -

上， Escherichia卓とを 37, 0 1 5時間保

温すると，それぞれ変異原性は 7.1, 6.0, 77.8 

％に減少した。つまり偏性嫌気性苗の前 2株の

方が， 1 -NPの不活化能が大であった。この

時の反応生成物を薄層クロマトグラフィーで，

benzene-cyclohexane (2 : 1)の溶媒で展開

すると， 1-NPとB.thetaiotaomicron や

-41-



B. fragilisとの反応液では， 1-APに相当

する Rf値 0.38の位置に， 1-NPと上王旦上と

の反応液では， 1-NPに相当する Rf値 0.66

の位置に，主な spotが生じた。 1-NPのspot

は黄色であり， 1-APの spotは紫外線照射に

よって蛍光を発した。 1-AP相当部分を抽出

して蛍光スペクトルをとると，励起波長 363

nmでは蛍光波長 420nmにヒ°ークをもち， 1 -

APの標準物質と同じであった。

B. fragilisの一夜培養液と 1-NPとを 37~ 

3時間反応させ，残存変異原性が 15. 1％の時

に，その培養上清と 1-NPとを反応させると，

87. 7％であったので， 1-NPを不活化する活

性は細菌細胞にあることがわかった。さらに，

細菊を音波処理で壊して， 9 0 0 0 X g, 1 U分間

遠心して， その上清と沈澱画分とに分けて， 1-

NP不活化能を比較したところ，上清 (S9画

分）では残存変異原性は 4.1％であるのに，沈

澱画分では 77.6％であり，いわゆる S9画分

に活性があった。

腸管内の細菌の 99.9％は嫌気性菌（偏性嫌

気性菌 ）であるので，常在する嫌気性菌の主な

もの， および代表的な好気性菌 （偏性好気性菊

と通性嫌気性菊）の粗抽出液 S-9画分につい

て， l-NP lOOnmolからの 1-AP生成量

その比活性， および 3時間反応後の変異原性に

いて， 1-AP生成比活性が低かった。以上を

総括すると， 1-NPからの 1-AP生成は，腸

管内の主たる嫌気性菊によって行われている

ものと考えられる。また，表 1から 1-AP生

成比活性が高い菌種では，反応後の抽出物の残

存変異原性が減少している傾向がわかるが， B.

fragilisのS-100画分を使用して，経時的に

1-AP生成量と変異原性減少とを調べると図

1に示すように その量的関係が明らかである。

つまり， 1-NPから 1-APが生成されるに

つれて，変異原性が減少している。

1-NP不活化能に関して，同一困種のなか

で菌株による差があるかどうかを，臨床分離株

をも含めて 5株のB.fragilisについて調べた

ところ，比活性は 2.17~2. 51であり， その平

均値は 2.36士0.14 n mol/h/mg proteinで，

菊株による差はなかった。

この 1-NP還元酵素は， 3 0, 0 0 0 X g, 3 0分

遠心上清，さらに 100,000xg, 2時間遠心上清

(S-1 o o)画分に存在しており， s-100画分

で調べた限りでは，至適pHは6.8であり，補酵

素と してはNADHより NADPH の方が活性が

高く， KC I, MgCl 2 は不要であった。現在，

反応系を改めて， B．fragilisの1-NP還元酵

素を精製中である。

ついて測定した結果を表 1に示した。 1 -AP 考 察

生成比活性が高い菊種は，嫌気性菌のB.fr-aー 大気，自動車排ガス，小型エンジン排ガス，

gilis, B.thetaiotaomicron, B. vulgatus， トンネル内大気中などの粒子状物質を捕集し，

Fus,bacterium mortiform, F. nucleatum， ェーテル溶性中性，酪性，、塩基性画分に分画し
Clostridium perfringens, C. sporogenes， て，各画分の変異原性をAmes法で調べたとこ

Bifidobacterium adolescentis B. bifidu叫 ろ，中性画分の活性が強く， （一） S9でも変異

~_tum, _f:. limosum, Peptoー 原性が高いことから，中性画分には， B(a)P

streptococcus anaerobiusであり，嫌気性 を代表とする PAHの他に direct-acting

菌でも，比活性が低い菊種が存在していた。そ mu t a gens が含 まれていることが予想された~,7)
れに対して， 好気性困では， Klebsiella これらの direct-actingmutagensとしては

pneumonia eを除いて，ほとんど全ての困種にお PAHのニトロ化合物が考えら九実際にこれ

-4 2 -

100 

t L¥ / 
J t 
• ＾ ` 一0 ゚
こ

． ． ほi 

10 20 30 

Time (hour) 

Fig. 1. Kinetics of 1-aminopyrene production from 

1-ni tropyrene treated with crude extract of 

Baateroides fragi Zis and decrease of the 

mutagenic activity. 

らが存在しており， さらに， PAHが大気中や

排ガス中のN02によって容易にニトロ化するこ
1) 

とを明らかにした。 また， このことは Pitts

らによっても明らかにされている。8) この論文

では， これらニトロ化合物の代表として，1-NP

の人体への影響を想定して実験を行った。現在，

1-NPの発癌性が明らかにされつつあり（河

内卓，私信；常盤寛，北森成治，松尾和美，大

塚久，大西克成，未発表），その変異原性の強

さからも考え， 1-NPが， 変異原性 1/30の

1-APに，腸管内細菌によって代謝されるこ

とは，人体にとって有意義であると思われる。

しかし， 1-AP自体がindirect-acting

mutagen であり， （一） S9でも低いながら活

性があるので， 1 -APの発癌性の有無を明ら

かにすることも重要である。 1-NPから 1-

APへの中間代謝産物と考えられる 1-hydr-

oxylaminopy reneの意義や， DNAへ直接作

用する物質が何であるのかなど，作用機作まで

明らかにする必要がある。
5.. + 

1,6 -Dinitropyreneが1.9x 10 ° his'/plate/ 
4) 

nmolという最強の変異原性を示す ことか

ら， PAHのニトロ化合物による肺癌発生も考

え，新しい吸入装置（田中勇武，私信）ができ

次第，吸入発癌実験を行いたいと考えている。

Table 1. Production of 1-aminopyrene from 1-nitropyrene treated vith crude extracts of 

intestinal bacteria for 3 hours and decrease of the mutagenic activity. 

Bacterial strain 

None 

Anaerobes 

Bacteroides fragiUs 

B. melaninogeniaus ss. inte2"171edius 

B. meねninogen衣9U8 SS. meねninogeniaus

B. oraUs 

B. thetaiotaomiaron 

B. V辺.gat衣:.t8

Fusobacteriwn mortifo2"771 

F. nualeatum 

F. varium 

1-Aminopyrene produced Mutagenic activity 

Total Specific activity 

(n mol) (n mol/h/mg protein) (%) 

4゚4.2 

5.6 

8.5 

6.4 

69.0 

54.3 

41.0 

37.8 

17. 5 

-4 3 -

2゚.27 

0.27 

o.63 

o.47 

2.59 

2,35 

2.11 

1.99 

0.93 

100 

33.8 

74.1 

66.2 

73.3 

16.6 

28.5 

37.3 

27. 2 

45.5 



ctosかidiwnperfri哨ens 41.0 1.89 33.8 

C. sporogenes 35.0 1.83 31.8 

Bifidobacteriwn adotescentis 14.0 1.68 54.6 

B. bifidwn 30.4 2.08 28.5 

B. b1'eVe 4.6 o.42 75.1 

B. infantus < o.4 < 0.08 93. 3 

Eu.bacterium lent血 27.6 1.59 45.9 

E. limoswn 19.8 1.02 46.1 

LactrobaciZZus brevis < o.4 < 0.04 80.7 

L. aasei ss. aasei 1.65 0.12 81.3 

和 opionib匹te:riumacnes < o.4 < 0.04 80.7 

Vei'l'lone'lね ateate8eens 4.8 o.84 73. 2 

Peptococ四 smagnus < o.4 < 0.04 76.0 

Peptos切 eptooooousanaerobius 36.8 2.73 3 4. 7 

Streptococcus intermedius < o.4 < 0.04 77.0 

Aerobes 

Enterobaater aerogenes 15.7 o.84 54.6 

Escherichia coli 7.2 0. 38 74,6 

K'lebsieUa pnewnoniae 21.2 1.09 56.2 

Proteus morganii 10.6 0.71 60.7 

Sa玩one紅a typh初皿•iwn 3.0 0.19 72.0 

Pseudomonas ae匹gino0a 3.6 0.2.. 7 75,1 

Micrococcus iuteus 7. 3 o.44 75.3 

staphytoeoecu8 aureus 2.3 0.17 7 4. 6 

S. epidermidis 10.4 o. 58 68.3 

Sかeptococ四 sfaecaUs 5.3 0.35 74.6 

はじめに
現在，変異原物質をスクリーニングするため

のAmesテストは広く普及し，環境中の変異原

を見つけるのに役立っている。ーところで，この

テストで陽性にでる物質も，テスト系にある種

の共存物質があると陰性の結果を与える場合が

ある。見方を変えると，このような妨害物質は，

人間に対する変異原の脅威を軽減するために役

立つかもしれないので， この現象を解析するこ

とは重要である。

以下，われわれが見出したヘ ミンとその誘導

体の場合，およびオレイン酸などの不飽和脂肪

酸の場合について，その阻害作用についてのベ

てみたい。
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変異原物質のAmesテストでの陽性を陰性に変

える 2,3の因子

ーーヘミンおよび不飽和脂肪酸の場合一―-

ヘミンの種々の変異原に対する阻害作用 1,2)

われわれは，生体を構成する低分子物質のう

ちで，変異原の活性を阻害するものはないかと

さがしていたところ，たまたまヘミンがTrp-

p-1の活性を阻害することを見出した。 Trp-

p-1の変異原活性を， Salmonella typhi-

murium TA 98を用い， プレインキューベー

ション法によって調べる際，ヘミンを共存させ

ておいた。その結果，図 1で示したようにTrp-

`::::CoHo2HO互NH2
Hem in Trp-P-1 

*〒 700 岡山市津島中 1- 1 - 1 

早津 彦哉＊ （岡山大学 ・薬学部）

p-1 1.8 nmoleに対してヘミ ン3 nmole 添

加によって His―から His十に復帰したコロニ

ー数は50％減少した。さらに， 100nmoleへ

ミン添加によってコロニー数はバックグラウン

ドと等しくなった。この阻害実験に当っては，

菌のコロニー形成能の失活 (ki11 ing)が起っ

ていないことを確認した。このことは，コロニ

ー数の減少が単なる殺菌作用の結果ではないこ

とを示している。この阻害実験は 5回くり返し

行なっていずれも大差ない結果を得た。

図 1. Trp-P-1の変異原に対するヘミンの阻害
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これと同様の実験を行なって，種々の変異原

に対するヘミンの阻害作用の有無を調べた。阻

害作用のある場合は， 50%阻害および95%以上

の阻害に必要なヘミン量（ I5。および I95)を

求めた。また，ヘミンと類縁の構造を持つヒ°ロ

ール色素であるプロトポルフィリン，ビリベル

ディン，ビリルビンおよびクロロフィリンにつ

いても同様の実験を行なった。これらの結果を

表 1と表 2に示す。表 1は「焼けこげの変異原」
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表1. ヘミンおよびヒ ロ゚ール色素によるアミノ酸加熱分解変異原の活性阻害

変 異
変異原の量

原
Cnmole/plate) 

Trp-P-1 

Trp-P-2 

Glu-P-1 

Glu-P-2 

アミノー a-
カルボリン

アミノメチルーa-
カルボiン

表 2

変 異

1.8 

0.1 

1.7 

9. 1 

8 0 

2 5 0 

原

ヘミン
I 5。I95 
3 75 

20 

75 

40 

30 

25 

50 

阻害に要する量（ nrrn1 e / p 1 ate)(TA 9 8, + S 9) 

クロロフィリン ビリベルディンプロトポルフィリン
I 5。 I,5 I 5。 I,5 I 5。 I,B
1 o __ o 2 o o. 2 o o 7 5 o s o 3 o o 

200 300 

200 

100 

100 

1 0 0 

変異原の量 S9 

(nmole/plate) (μ' 

1 0 0 

1 5 0 

150 

200 

300 

300 

300 

500 

多環構造を持つ発がん物質の変異原性に対するヘミンの阻害効果

阻害に要する量
(nmole／叫紅e)

I 9 5 I 5 o・ 

500 

300 

200 

500 

500 

2,000 

1,000 

750 

2,000 

2,000 

1 0 0 

(-) 

(-) 

(-) 

50 

薗

300 

(-) 

(-) 

(-) 

500 

株

ベンゾ（a)ヒ°レン

ベンゾ（a)ピ レン

3ーメチルコラントレン

7, 10ージメチルー
ベンツ (a)アントラセン

リセンク

2ーアセチルアミノフルオレン

2ーアセチルアミノフルオレン

2ーニトロフルオレン

2ーニトロフルオレン

アフラトキシンB1

アフラトキシンB1

8 

30 

50 

1 0 0 

120 

100 

300 

100 

50 

5 

0.5 

25 

25 

50 

50 

50 

50 

50 

10 

1 0 

1 0 

1 0 

100 

3 0-100 

100 

100-200 

200 

200 

100 

1 0 

5 0-70 

50 

1 5 0 

300 

300-500 

300 

500 

500 

1,000 

750 

500 

300-500 

TA98 

TA  1 ・o o 

TA100 

TA100 

TA100 

TA98 

TA100 

TA98 

TA100 

TA98 

TA100 

に対する効果をまとめたものであり，表 2には

多環芳香族炭化水素を中心にした発がん物質に

対する効果をまとめた。

ヘミンは，焼けこげの変異原のいずれをも強

＜阻害した。また，調べた多環式構造の発がん

物質のすべてを阻害しだ。この中にはベンゾ(a)

ヒ°レン， アフラトキシン B1を含んでいる。プロ

ビリベルディン，ビリ）レビン

およびクロロフィリンはヘミンよりも阻害力が

トポルフィリン，

弱く，またヘミンのようにスペクトルは広くな

いが，多くのものに対して阻害を示した。

一方，ヘミンが活性を阻害しない変異原には

次のものがあった。 AF2 (TA 100, -S9), 

4ーニトロキノリン一 1ーオキサイド (TA100, 

+S9およびーs9) l ナイトロミン (TA100, 
-S9),Nーメチルー Nーニトロソウレア

(TA 1 oo, -S 9), NーメチルーN1ーニトロ

-Nーニトロソグアニジン (TAIOO,-S9),

Nーニトロソジブチルアミン (TA1 o o, + S 9), 

キノキサリン一1.4ージオキサイド (TA100, 

+S9および一 S 9), 

100, -s 9)。
カルバドックス (TA

以上のように，ヘミンが阻害する変異原物質

はいずれも多環式化合物であり，平面構造を持

っている。これに対し，阻害のかからないもの

は，いずれも 2環以下あるいは線状構造である。

従って，ヘミンは多環平面構造を持つ変異原一

般に対する阻害剤である可能性が大きいと考え

られる。上記の実験結果の出た後でテストした

新変異原 IQ(3環構造）に対するヘミンの効

果も，予想されるように阻害作用プラスであっ

た。構造未知の変異原に対してヘミンが阻害作

用を示した場合，その構造は多環性平面構造で

あると推測してもよいかもしれない。

次にヘミンの Trp-P-1およびTrp-P-2

に対する阻害の機構について研究した。まず，

ヘミンは Trp-P-I, Trp-P-2いずれとも

複合体を作ることがわかった。 Trp-P化合物

とヘミンのそれぞれの紫外，可視光吸収スペク

トルを測定しておき，次いで Trp-P化合物と

ヘミンとを I: Iのモル比で混合したものの吸

収スペクトルを測定したところ，両者単独のス

ペクトルを加算したものとは異ることがわかっ

た。また， Trp-P-1とヘミンの濃い水溶液を

混ぜ合わせると直ちに沈でんを生じた。この沈

でんは水に難溶であるが， ジメチルスルホキサ

イドに溶ける。ジメチ）レスルホキサイド溶液を

シリカゲルの薄層クロマトグラフィーにのせ，

メタノールで展開したところ， Trp-P-1.と

ヘミンの各スボットを与え，複合体としてのス

ポットは検出できなかった。これらの事実から，

ヘミンは Trp-P化合物と可逆的に複合体を作

ることが示唆された。

Trp-P-1あるいはTrp-P-2をS9で処理

したのち，有機溶媒でS9タンパクを沈でんさ

せた。遠心分離したのちに上澄を減圧下蒸発乾

-S9で TA98に対し変異原性固したところ，

て，

を示した。こうして得られる直接変異原に対し

ヘミンは阻害効果を持つことがわかった。

また， Trp-P-2 

(Trp-P-2*)を高速液体クロマ．トグラフィー

によって単離できた。単離した Trp-P-2＊は

と同様にヘミンと複合体を形成すTrp-P-2 

ることがわかった。

以上のことから，ヘミンは Trp-P化合物と

複合体を作って Trp-Pが変異を誘発するのを

妨げていると推定される。そこで次に， Trp-

Pが代謝活性化されるステップをヘミンが阻害

するか，また活性化された Trp-PがDNAを

攻撃するのをヘミンが妨害するかを調べた。そ

の結果，ヘミンはこの両段階ともに阻害するこ

とがわかった（データは示さない。）

ヘミンはTrp-P化合物の変異

性を 2つのステップで阻害していると結論され

図 2のように，

る。

Trp-P-2 ~ Trp-Pー？→DNA
會會．
Hem in Hemin 

不飽和脂肪酸の阻害作用 3.4)

健康人の糞便をジエチルエーテルで抽出し，

エーテル層を蒸発して得られる油状物質はTrp-

p-1の変異原活性を阻害する作用があった。

Trp-P-1 l.5nmoleに対し，糞便 0.5'l当量

の抽出物を添加すると完全な阻害が見られた。

この際，用いた菌TA98への殺菌作用は認められ

ないので，

図 2.

の場合， この直接変異原

従って，

Trp-P-2のヘミン

による阻害の機構

この阻害は菌の死滅による見かけ上の

ものということはない。糞便抽出物が阻害する

変異原としては，この他に調べたものでは，

Glu-P-1, Amino-<1,-carboline, IQ, 

ベンゾ(a)ピレンおょびアフラトキシン恥がある。

これらの変異原物質は，いずれも S9によって

活性化後にはじめて変異原性を示す，いわゆる

間接変異原であるが， Trp-P-1 をあらかじ
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めS9処理して得られる直接変異原に対しても

糞便抽出物は阻害をした。

次に，この糞便抽出物中⑪阻害物質の分離同定

を行なった。シリカゲルの薄層クロマトグラフィ

ーを用いて分離したところ，阻害活性部分はオ

レイン酸と同じ RF値を持っていることがわか

った。そこでオレイン酸が阻害活性を持つかを

調べたところ，図 3のように， Trp-P-1 の

活性を阻害した。

図3. オイレン酸による

Trp-P-1の活性阻害
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興味あることに，薄層クロマトグラム上でオレ

イン酸（18 : 1)と一緒に挙動し，そのため活

性部分に含まれてくるステアリン酸（18 : 0) 

は，阻害活性がなかった。また， リノール酸

(1 8 : 2)は阻害活性があるがパルミチン酸

(1 6 : 0)はない。従って，この阻害活性は不

飽和脂肪酸に特異的にあるものと思われた。元

々の糞便抽出物の Trp-P-1 活性阻害は，そ

れに含まれているオレイン酸とリノール酸によ

って阻害の強さがよく説明できることもわがっ

た。オレイン酸およびリノール酸は種々の変異

原に対して阻害活性を示した（表 3)。オレイ

ン酸は直接変異原Trp-P-1＊やTrp-P-2* 

に対しても阻害をするから，変異原との間に化

学的な相互作用をすることによって阻害してい

ると考えられる。この点についてはさらに今後

の研究を必要とする。

表 3 オレイン酸およびリノール酸の変異原阻害活性i)

考察
ヘミンや不飽和脂肪酸が共存すると，種々の

変異原のAmesテストの結果が陰性になること

がわかった。不飽和脂肪酸は広く脂肪層に分布

しているので， サンプル中に脂肪分が混って

いると変異原性テストが"false negative " 

となる恐れがあるといえよう。焼いた牛肉中の

変異原物質は「塩基性画分」に存在するが，

「酸性画分」—―ーここにはオレイン酸が入って

いる一ーを加えると，塩基性画分の変異原性は

完全に阻害されてしまった。
4) 

このようなAmesテストでの阻害作用を示す

物質が，実際に生体内で役立っているか，つま

り，変異原が及ぼす害作用から人間を守るか，

という点が最も重要である。この点を今後追求

してゆきたいと考えている。

文献

阻害に要する量（ mg/plate)  

変異原
変異原の量 S、

オレイン酸 リノール酸
Cnmole/plate) (μf) 

I 5 0 I 95 I 5o I 95 

Trp-P-1 1.5 1 0 0.0 2 0. 0 7 0.0 3 0.0 5 

活性化Trp-P-1 2 0.0 2 -h) 0.0 7 0.5 

Nーアセチルー Trp-P-1 1 0 1 0 0.0 3 0.0 5 nd-c) 

Glu-P-I 1 1 0 0.0 3 0. 0 8 0.0 2 0.0 5 

Glob-P-2 7 5 1 0 0.0 4 0. 1 0.0 3 0.0 6 

IQ 0.3 1 0 0.0 3 o.o 7 0.0 I 0.0 4 

ベンゾ（a)ヒ°レン 1 0 2 5 0.0 8 0. 3 8 o.o 3 0.91 : 7 

アフラトキシン B1 3 I 0 0.0 2 o. 1 2 0.0 2 o.o 4 

a) サルモネラ菌TA9 8を用いた。

b) オレイン酸 0.03訊gで 70%阻害，また 0.5 mgを加えたとき， 80 %阻害であった。

c) 未実験

l. Arimoto, S., Ohara, Y., Namba, T., Negishi, T. 

and Hayatsu, H. (1980) Inhibition of the 

mutageni city of amino acid pyrolysis products 

by hemin and other biological pyrrole pigments. 

B iochem. Bi ophys. Res. C。11111.,92, 662-668. 
2. Arimoto, S., Negishi, T. and Hayatsu, H. (1980) 

Inhibitory effect of hemin on the mutagenic 

activities of carcinogens. 

Cancer Letters, 11, 29-33. 

3. Hayatsu, H., Arimoto, S., Togawa, K. and 

Makita, M. (1981) Inhibitory effect of the 

ether extract of human feces on activities of 

mutagens. Inhibition by oleic and l inoleic 

acids. Mutation Res., 81, 287-293. 

4. Hayatsu, H., Inoue, K., Ohta, H., Namba, T., 

Togawa, K., Hayatsu, T., Makita, M. and 

Wataya, Y. (1981) Inhibition of the mutagenicity 

of cooked-beef basic fraction by its acidic 

fraction. Mutation Res., in press. 
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実験ノート

「せっかちAmes法」について

有元佐賀恵＊，根岸 和雄，早津 彦哉（岡山大学・薬学部）

Ames法では， 2晩のインキュベーション後

にHis十復帰コロニー数を数えるが，これを，

1晩のインキュベーションですまそうと考え，

一つの方法を案出した。これを第 9回研究発表

会で発表したが，その後，あちこちから実際の

やり方について問合せがあるので，以下に実験

法を簡単にのべる。原理は，プレート上の寒天

培地にヒスチジン以外のアミノ酸を加えておい

て， His十菌の生育を促進することによってい

る。この方法をわれわれは上記のようなラボ用

語で呼んでいる。

プレートの作成は，従来の培地 I¢当り，下

記 stock solution 40叫を加えて作成する。

すなわち， Vogel-Bonner 最少培地E,グル

コース，寒天を高圧蒸気滅菌後，混合する時，

同時にこの stocksolution を混合する。プ

レートは作成後，半月程の間に使用するとよい。

古くなると生育促進の効果が薄れる。

Stock solutionは， 15種類のアミノ酸

(Gly, Ala, Leu, Val, Ileu, Ser, Thr, Met, 

Pro, Lys, A rg, Glu, Asp, Phe, Trp)各々

300叩を混合して， 150鸞［の水に溶かし， ま

た，チロシン 300 叩を 40 鵞［の•IN HC 1に溶

かして，両者を混合して，水で 200鵞［にメスア

ップしたものである。高圧蒸気滅菌後室温で保

存できる。

Mutation assayを従来法と同様に行なっ

て， 24時間後に， His十菌数を countできる。

プレインキュベーション法でも，直接プレート

法でもいずれでもよい。現在までにTA98,100, 

*〒700 岡山市津島中 1- 1 - 1 

1 5 3 5, 1 5 3 7, 1 5 3 8 について，種々の変異原

を用いてS9存在下あるいは非存在下でテス，ト

を行ない，従来法とほぼ等しいHis十コロニー

数が24時間で観察できることを確かめてある。

大まかな結果は18時間の培養で判定できる場合

が多い。

本法は粗材料からの変異原物質の分離方法の

検討，あるいは変異原修飾物質の検索，分離の

ように，答えが出ないと次に進めない研究過程

において大変有効であり，われわれの研究室で

はそのような目的のため多用している。

文献

Arimoto, S., Negishi, K. and Hayatsu, H. (1981) 

A modification of the Ames test procedure: 
＋ 

Accelerated growth of the His・ revertants, 

Mutation Res., 91, 407-411. 
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お知らせ

第 3回国際環境変異原会議

―—京都サテライトシンポジウムの御案内一一—

本年 9月東京・三島で開かれます第 3回国際

環境変異原会議（3rdICEM)のサテライト

シンポジウムが京都で開かれます。この会議は

すでにサーキュラーなどで御存知のように東京

と合わせて登録いただいていますが，近畿地区

を中心に京都シンボジウムのみの参加の希望も

出ています。このため ICEM準備委員会のご

了承を得て，京都シンポジウムのみの参加を受

付けることになりました。シンポジウムの内容

は下記の予定です。 ICEMに参加申し込みさ

れなかった方，あるいは皆様の研究室などでこ

の分野にこ‘‘関心のある方に多数御参加下さいま

すよう御案内します。

一記

3rd ICEM京都サテライトシンボジウム

// Current Problems of Envi ronmen-

tal Mutagens & Carcinogens// 

日時： 1981年 9月 26日け:), 27日（日）

会場：京都市左京区京都会館第 2ホール

I シンボジウム

食物，大気，水，農薬，医薬品，化粧品など

環境中の変異原，がん原物質についての研究報

告 (4セッション）

II パネル討論

職業および産業に関連した変異原，がん原物

質の検定法や規制に関する討論 (3パネル）

西岡 一 （準備委員会委員長）

外国からの主な参加予定者

B. Ames（アメリカ）， H.F. Stich（カナダ）

D. Wild（西ドイツ）， J. Moutschen（ベル

ギー）， L.Fishbein (アメリカ），

A. Carere（イタリア）， W.Lij insky（アメリカ）

他演者約 20名．

参加希望者は下記へ御連絡下さい。折返し参

加申込書をお送りします。参加費は 15,000円

（プログラム，パーティ会費を含む），申込み

の締切は 8月 15日です。

なお一般からの講演申込みはお受けしないこ

とになっていますので御了承下さい。また，京

都シンポジウムの特色を打ち出す企画も追加し

たいと考えています。御意見，御希望をお寄せ

下さい。

〒 602 京都市上京区今出川通烏丸東入

同志社大学工学部生化学研究室

京都サテライトシンポジウム

準備委員会事務局

電話（075)251-3919 
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＿編集後記―--

昭和56年も半ばになってしまいましたが， 「環境変異原研究」を

お届けいたします。 9月の第 3回国際環境変異原会議を前に，皆様

お忙しい毎日と思います。本号は昭和55年11月28日， 29日に岡山市

の総合福祉会館で開催された日本環境変異原学会第 9回研究発表会

の特集号として編集いたしました。発表会での特別講演やパネル討

論は要旨集に内容が掲載されていないので，ここにまとめたのは大

いに意義があろうかと思います。

最近，変異原とがんとの関係が新たな観点から盛んに論議され，

会員各位も深い関心をもって見て居られると思います。 9月の国際

会議や， 12月 3日， 4日に予定されている日本環境変異原学会第10

回研究発表会でもこの問題が論じられることが期待されます。

われわれの身のまわりにはまだまだ調べればいろいろな変異原が

あり，スクリーニングを続けることは大切であると感じるこのごろ

です。皆様の御健闘を祈って居ります。 CH) 

- 5 4 -

日本環境変異原学会会則

第 1条 本会は日本環境変異原学会 (TheEn-

vironmental Mutagen Society 

of Japan) と称する。

第 2条 本会は人間環境における突然変異原，

特に公衆の健康に重大な関係を有する

突然変異原の研究を推進する ことを目

的とする。

第 3条 本会の会員は，正会員および賛助会員

とする。正会員は本会の趣旨に賛同し，

環境変異原の研究に必要な知識と経験

を有し，定められた会費を納入した者，

賛助会員はこの学会の事業を後援し，

定められた会費を納入した個人または

法人とする。

第 4条 本会に入会を希望するものは， 所定の

申込書に記入の上，本会事務所に申込

むものとする 。入会の可否は評議員会

において決定する。

第 5条 会員は毎年会費を納入しなければなら

ない。次年度の年会費の額は評議員会

において審議し総会において定める。

第 6条 本会はその目的を達成するために次の

事業を行う 。

1. 年 1回大会を開催し，学術上の研

究成果の発表および知識の交換を行

う。

2. Mutation Research誌の特別

巻を特価で購入販布する。

3. 国際環境変異原協会に加入し，国

際協力に必要な活動を行う 。

4 その他本会の目的を達成するため

に必要な活動を行う 。

第 7条 本会に次の通り役員および評議員を置

く。

会 長 1名， 庶務幹事 1名，

会計幹事 1名， 会計監査 2名お

よび評議員若干名。

評議員は全会員の投票により 選ぶ。

会長は評議員の互選によって定める。

庶務幹事，会計幹事および会計監査は

会長が委嘱する。

この他会長は必要な場合には会員の中

より若干名を指名 し総会の承認を得て，

評議員に加える ことができる。

役員および評議員の任期は 2年とする。

役員が同じ任務に引続いて就任する場

合には 2期をもって限度とする。

第 8条 評議員会は会員を代表し，事業計画，

経費の収支，予算決算およびその他の

重要事項について審議する。

第 9条本会は年 1回総会を開く 。

総会において会則の改廃制定，予算 ・

決算の承認，その他評議員会において

審議した重要事項の承認を行う 。

第10条 本会の事務執行機関は会長および 2名

の幹事をもって構成する。

会長は執行機関の長となり ，また本会

を代表する。

第11条 本会の事務は暦年による。

第12条本会に名誉会員を置く。

附記

1. 本会則は昭和53年 1月 1日より施行す

る。

2. 本会は事務所を

静岡県三島市谷田1111番地に置く。

3. 正会員および賛助会員の会費はそれぞ

れ年額 3,000円および l口20,000円とする。

ただし， Mutation Research 誌の

特別巻の配布を希望する ものは，会費の

他に別途定める購読料を本会へ前納する

ものとする。
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