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た、Sah加 neita

異原性試験が広 く用いられている。

化学物質が動物の体内にいずれかの経路で入ると、

どの臓器に運ばれ、どの細胞に吸収され、代謝活

（変異原による環境汚染）

都市大気浮遊粉じんの変異原性の経日変動バク ーン―

大気モニクリング方法の検討を中心として

松下

大気およびデ ィーゼル排ガス中ニト ロア レンの変異原性

常盤

給油所排水中の 1ーニトロ ピレン

大西

脇坂

輿

克成 ・木内

和見 ・田原

貴美子 ・中西

武美 ・真鍋

功 ・秋本

秀鶴

寛

芳樹

茂

ステンレス鋼溶接作業者の末梢血液リ ンバ球の染色体について

良文 ・八上 享司

4 6 

5 0 

5 4 

5 9 

日本環境変異原学会会則 6 3 

編集後記 6 4 

東京大学医科学研究所

typんimur砂 m を用いる変

しかしながら、

性化され、解毒され、排泄されるかなど、多くの

要素が絡んでくる。それ故、細菌で変異原性が陽

性となった物質が、動物で必ずしも陽性とは限ら

なtヽ。 また陽性の場合にも臓器特異性が生ずる。

そこでわたくし達は、動物を用いるin vivoの

試験法として、胃と大腸について、 修復DNA合

成を指標とする方法を開発したので紹介したい。

2. 修復DNA合成の検出法

(Furiha taとMatsushima,1982) 

1群 5頭のF344/DuCrj 6~8週令雄ラッ

トにがん原物質をDMSOまたはH20に溶かし

て胃チュ ープで投与した。大腸の一部の実験では

注腸した。対照群では溶媒のみを投与した。投与

2~4時間後に、個別に、胃または大腸を取り出

し、はさみで粘膜を切り取り、メスでさらに細か

く刻んで、L字管に入れ、L-15培地、10μci/1lt[

［咀］ チミ、ジン、士lOmMヒドロキヽ ンウレア(HU、

複製DNA合成の阻害剤） 、100μg／笏［ストレプ

トマ イシン、100単位／1lt[ペニシ リン中で 37°C

2~3時間振盪培養した。組織からのDNA分画

をSchmidt、 Thanhauser、Schneider

(1 9 5 7)の方法で抽出 し、一部を液体ジンチ

レージョンカウンクーで放射能を測定し、一部を

3,5ジアミ ノ安息香酸法 （KissaneとRobins、

1 9 5 8)でDNAを定量 した。
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3. 

図1は腺胃にがんを誘発するNーメチJレーN'-

ニトローNーニトロソグアニジン(MNNG、lOOmc;/kg 

体重）の腺胃粘膜への作用の時間経過である。-HU
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MNNG投与後の 時間

16 

MNNGによる腺胃粘膜中の修復DNA
合成と総DNA合成。 • ：ラッ ト1頭、
ー： 平均値、O :5頭の平均値、C：対照。

の図は総DNA合成、＋HUの図はHUで複製DNA

合成を90 -9 5％阻害 した時のDNA合成であ

+HUの図で、投与後2および4時間の値か

ら対照（C)値を差し引いた値が修復DNA合成

7および16時間後では、総DNA合成

が7~11倍上昇する。それ故HUで阻害しても、

阻害されずに残るbackgroundの複製DNA合成

が上昇するので、7および16時間後の修復DNA

合成の真の量は明 らかでない。腺胃にがんを誘発

する、NーエチJレーN'ーニトロ ーNーニ トロソグ

アニ ジン (ENNG)、NープロピJレーN'ーニト

-1-



ローNーニトロソグアニジン (PNNG)、4-

ニトロキノリ ン lーオキサイド (4NQ 0)と

NーニトロソーNーメチルウレクン (NMUT)

も同様の時間経過を示し、投与後 2および4時間

で修復DNA合成が検出でき、 16時間後に総DN

A合成の顕著な上昇があった。図 2はMNNG投

与 2時間後に屠殺した結果で、投与量ー反応を示
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図2MNNGによる腺胃粘膜中の修復DNA
合成。記号は図 1を参照のこと。

した。 ENNG、PNNG、4NQOとNMUT

も表 1の投与量で投与量ー反応を示した。

表 l 腺胃における修復DNA合成

がん原物質
投与量

叩／k9体重

腺胃での

修復DNA合成

腺胃での

がん原性

MNNG  

ENNG  

PNNG  

4NQO 

NMUT  

MNU  

AA  

2AAF  

DMN  

Trp-P-1 

Trp-P-2 

50 - 200 

100- 500 

250-1000 

10- 30 

23- 90 

30- 120 

100- 400 

400 - 600 

11- 21 

85- 254 

27 - 104 

＋

＋

＋

＋

＋

 

+
+
+
+
+
 

略号は本文参照のこと。

図3は前胃にがんを誘発し、腺胃にはがんを誘

発しない 1ーメチルー 1-1ーニトロソウレア（M
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図5

NU、90叩／kg体重）の腺胃粘膜への作用の時

間経過である。修復DNA合成も総DNA合成の

上昇もなかった。前胃がん原物質Aristolochic 

acid (AA)でも修復DNA合成はなかった。

肝がん原物質2ーアセチ）レアミノフロレン (2A 

AF)、
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MNU投与後の時間

16 

MNUによる腺胃粘膜中のDNA合成。
記号は図 1を参照のこと。

ミノー1ーメチルー5Hービリド

3ーアミノー1,4ージメチルー5Hーヒ°リド

〔4,3-b〕インドール（トリフ0-P-l)、3ーア

〔4,3-b〕インド

ール（トリ プ-P-2)、

大腸がん原物質

ジメチルニ トロサ ミン

(DMN)も腺胃粘膜に修復DNA合成を誘起し

なかった。

以上の結果から、がん原物質投与 2~4時間後

が修復DNA合成検出に適していることが明らか

になった。がん原物質の臓器特異性と修復DNA

合成の誘起とはよく一致した。

後の総DNA合成の上昇も腺胃がん原物質に例外

なく見られた。

図4は大腸にがんを誘発するメチJレアゾキ、ンメ

クノール酢酸（MAMAc、

また投与後16時間

129 m<;/ kg体重、経

口投与）の大腸粘膜への作用の時間経過である。
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数日連続投与して、
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MAM  Ac投 与後の 時間

-HUの図は総DNA合成、

修復DNA合成が検出された。

大腸における修復DNA合成

+ HU 

16 

MAMAcによる大腸粘膜中の修復DN

A合成と総DNA合成。記号は図 1を参

照のこと。

+HUの図HUで複

製DNA合成を95％以上阻害した時のDNA合成

+HUの図で、投与後 2および4時間で

7時間後の値は、

MAMAcによる総DNA合成の顕著な阻害を反

映している。このように大腸では、胃と違って、

がん原物質による総DNA合成の増加がないので、

2~4時間後に屠殺すると、

修復DNA合成は増加して検出し易くなる。 MA

MAcと、注腸により大腸にがんを誘発するMN

NGとMNUとは表 2の投与量で投与量ー反応を

がん原物質 投与法
投 与

叩／k9体重

MAMAc 

MNNG 

MNU 

DMN 

口

腸

腸

腸

口

経

注

注

経

63 -198 

62 -124 

IO - 25 

9 - 90 

6.5- 26 

示した。 しかしながら大腸にがんを誘発しないジ

メチJレニトロサミン (DMN)は修復DNA合成

を誘起しなかった。大腸でもがん原物質の臓器特

異性と修復DNA合成の誘起は一致した。

5. おわりに

以上述べたように、がん原物質投与2~4時間

後に、修復DNA合成をinvitroで測定するこ

とにより、胃がん原物質は 2日で、大腸がん原物

質は 2~4日で検索できることが明らかになった。

この方法ではがん原物質のイニジェージョン作用

を測定しているので、さらに胃と大腸粘膜でのプ

ロモージョ ン作用を短期間に測定する方法も開発

して行きたい。
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染色体異常誘発試験におけ

る代謝活性化法について

国立衛生試験所・変異原性部 祖父尼俊雄・松岡

1. はじめに

哺乳動物培養細胞による染色体異常誘発試験

には 19 7 5年頃より代謝活性化法が導入され

るようになったが、 その方法は微生物などの試

験に適用されているものと基本的には変らない。

代表的なものがラッ トなどの肝ミクロゾーム分

厚子

b. 

を播き、3日後に検体およびS9Mixで処理

静置法 2 X l 04/ジャーレの細胞

する。処理時間は 6時間で、処理終了後新し

い培養液と交換し、さらに18時間培養して

画 (S9)を用いる方法であり、

代謝酵素を比較的よく保持している細胞をフィー

ダ一層として用いる細胞経由法や、

乳動物個体を利用する宿主経由法が用いられる

こともある。 S9を用いる方法も研究者によっ

て微細な点で異っており、 これらの方法につい

て逐次紹介することは紙面の都合上できないた

め、他の成書（乾と西、

たtヽ 。

方法（静置法）

しヽ ており、

ら， 1 9 7 9)。

これに加えて、

さらには哺

1 9 8 2)を参照され

ここでは当研究室においてこれまで行っ

てきたS9を用いる代謝活性化法について簡単

に紹介する。

S 9を用いる代謝活性化法は大別すると、剥

離した浮遊細胞を検体およびS9Mixとともに

振盪する方法（振盪法）（BimboesとGreim,

1 9 7 6 ; Natarajanら，

生育している細胞を検体と S9Mixで処理する

(StichとLaishes,1975; 

Weinsteinら， 1977)とに分けられる。前者に

1 9 7 6)と単層で

ついては当研究室において少し改良を加えて用

ジアルキJレニ トロサ ミン系の化合物

について良好な結果が得られている Uvlatsuoka

しかし、多環芳香族炭化水素

については必ずしも適切とはいえず、また本来

単層で生育する細胞を剥離して浮遊状態で振盪

させるため、細胞毒性が強く現われる傾向があ

る。後者の静置法はより穏やかに処理すること

ができ、当研究室においても検討を加えてきた

ので、両法を比較しながら以下にその結果を述

べる。

2．材料と方法

(1) 

線維芽細胞株 (CHL)。

を含むEagleのMEM培地（GIBCO410-

1100)を用い、5%CO2、飽湿37℃で培

養。倍加時間は約15時間。

(2) 

京化成工業椋）、・ベンゾ (a)ビレン(B(a) P)、

純薬工業晩）、 7、12ージメチル（a)ア

ントラセン (DMBA)、3'ーメチルー 4-

ジメチJレアミノアゾベンゼン (3'-MeDAB)、

フェナセチン（厚生省がん研究助成金による

研究班）

(3) 

(4) 

(5) 

細胞 ：チャイニーズ ・ハムスクー肺由来の

検体 ：ジメチ）レニ トロ サミン (DMN）（東

3ーメ チルコラン トレン（ 3-MC)

S 9 : PCB 5 O Om<;/ kg l回投与したラ

ット雄7週令より摘出した肝蔵をホモジナイ

ズし、

1 0％の子牛血清

（和光

9 0 0 0 X'i 2 0分間遠心した上清。

S 9Mix組成： S93ml、20rnMHE-

PES 

KCl 

2ml、50mMMg Ch lm 1、330mM

1ml、40mMNADP 

G-6-P 

処理方法

a. 

種後、

1ml、蒸留水

振盪法

作製する。

1ml、50rrM

1ml 

培養して 3日目の細胞を集め

て1x 1 07/1fttの細胞懸濁液を調製する。試

験管に細胞液0.2 mt、 S9Mix 14および検

体溶液0.2 mtを加えて、 37℃恒混槽中で約

3 5゚の傾きで固定し3時間振盪させる。その

後、遠心して細胞だけを集め‘ンャーレに再播

さらに21時間培養して染色体標本を

(6) 

3. 

染色体標本を作製する。

染色体標本作製：標本作製2時間前にコル

セミド (0.2 μ ~/”[)を加え、

(1) 

シンで細胞を剥離し、

結果及び考察

回復時間の検討

a. 

~
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図1

振盪法

達 した。

0. 2％トリプ

0.075M KCl溶液で

低張処理後、酢酸：メクノール＝1: 3の固

定液で固定し、空気乾燥法で染色体標本を作

製する。

DMN 2. O呵／4で3時間処

理後、新しい培養液で再播種し経時的に染色

体観察を行った結果を図 1に示す。 2 4時間

D洲 2.0叩／ml

wtthOut S9 mix 
介—--介-- -0....—介=-→1

2り 30 36 42 48 

回復時間(h)

DMNによる染色体異常頻度と回復時
間（振盪法、 3時間処理）

の回復時間をおいた時に染色体異常出現頻度

が最高となった。

b. 

(a) P (0.02叩／”[）で 6時間処理後、新しい

静置法 DMN(1. O叩／鸞t)およびB

培養液と交換し経時的に染色体標本を作製し

た（図2)。DMNでは約18時間の回復時

間をおいた時に染色体異常出現頻度が最高に

B (a) pは12時間で最高を示 した

が、約18時間でも同程度の出現頻度を保っ

ていた。以下は 18時間を回復時間として実

異

常

細

胞

数

（
％
）
 

50 .. 
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30 .. 

20 .. 

．． 
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12 

函2

験を行った。

(2) S 9濃度の検討

B Ca) P 0.02叩／4で、S9の濃度を変え

て染色体異常出現頻度を比較した。図 3に示

されているようにS9濃度 5％で異常頻度が

50 
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刃
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最高となった。 DMNについても、 S9濃度

5％から明らかな異常頻度の上昇がみられた

（図 4)。以下の実験は 5％のS9濃度で行

った。

(3) 振盪法と静置法の比較

6種の化合物について両法を用いて比較し

た結果を表 1に示す。すべての化合物におい

て、静置法の方が振盪法に比べて明らかに低

表 l 染色体異常誘発試験における代謝活性

化一一振盪法と静置法の比較＿

振盪法 1) 静置法 2)

化合物濃度異常細胞濃 度異常細胞

（呵／1fl,[） （%) (mc;/mt) (%) 

DMN 1.0 4 0.0 0.2 5 5.3 
2.0 5 4.7 0.5 1 3.0 
4.0 7 7.3 1.0 7 3.3 

B (a) P 0.1 3 6.0 0.01 2 2.3 
0.2 6 8.0 0.0 2 4 8.0 
0.51 2 2.0 0.0 4 4 7.6 

3-MC 0.5 1.0 0.0 2 10.3 
1.0 I 1.0 0.0 4 1 2.0 
2.0 3.0 0.0 8 1 2.3 

DMBA 0.125 8.0 0.0 5 5 2.3 
0.2 5 1 6.0 0.1 6 0.6 
0.5 2 5.0 0.2 3 8.3 

31-MeD.AB 2.0 4.0 0.0 2 5 2.6 
4.0 7.0 0.0 5 2 5.6 
8.0 1 0.0 

Phenacetin 0.8 9.0 0.4 1 9.0 
1.6 18.0 0.8 2 3.3 
3.2 5 1.0 1.6 2 6.0 

1) 3時間処理

2) 6時間処理

い濃度で染色体異常が出現した。この差異は

静置法において処理時の細胞数が10倍程度

少ないこと、また処理時間が2倍になったこ

となどに起因していると考えられる。以上の

結果から、現在静置法を用いて、処理時間 6

時間、回復時間 18時間、S9濃度 5％の条

件を標準として代謝活性化法を行っているが、

細胞の損失も少なく、実験操作も簡便で、良

好な結果を得ている。

染色体異常試験における代謝活性化に関す

る報告もこれまでかなりの数にのぽっている。

しかし、と くに染色体異常に直接関与する代

謝産物の検出やその生成量と染色体異常の定

量的関係などについてはいまだ十分に検討さ

れているとはいえない。実験操作が簡便でか

つ効果的な方法を用いて、今後これらの面に

ついても巾広 く検討していく必要があろう。

文献

B江如s,D., and Gre血， H.:Human 

l匹h::>cytesas target in a metalx:>lizing 

test sys註m invitro for detecting 

rotential mutagens: :r-如tationRes., 
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ショウジョウバェにおける

Base法と付着 X 法の比較

1．はじめに

突然変異の検出をジョウジョウバエで行う場

合、通常は遺伝学的手法の確立しているキイロ

ジョウ 、ジ ョウ バエを用いる。染色体構成は 2本

の性染色体と 3対の常染色体である。突然変異

の圧倒的部分が劣性遺伝子によるものであるこ

とと、それが雄で検出可能なことからX染色体

が最もよく取り扱われる。 Y染色体には雄の妊

性に関与したもの以外はほとんど遺伝子が見あ

たらない。また処理によって生殖不能になりに

くい点、および誘発率の比較的高い点から成熟

精子に突然変異処理を施す場合が多い。歴史的

方法としてClB法やBase法が知られている。

これらはX染色体に誘発された劣性致死遺伝子

(lethal)を検出するもので、処理した染色体

数や lethalを起こした染色体数を直接検出でき

る。 ctB染色体の実験操作上の欠点 (1ethal 

であるためホモ接合では生存不可になる）を改

良したのがBase(MviieT-5)法で、Base染

色体は 2種類の逆位をもつ他に、優性のBar遺

伝子と劣性のw加teapricot遺伝子などをも

っ。また、 lethalでないためホモ接合個体も生

存可能で、しかもヘテロ接合個体と容易に区別で

きる。しかしこれらの方法は対照区を加えて大規

模な実験となる。付着X法はX染色体に誘発さ

れた致死遺伝子の効果の総和を性比の歪みで検

出する方法である。ここではBase法と付着X法

をエチルメクンサルフォネート (EMS)で誘発される

突然変異の検出において比較しt.:oまば鵡鉛勺に修

復欠損系統の突然変異率を付着x法でしらべt.:o

2. 材料と方法

野性型純型 Oregon-Rの1~2日の成虫雄

国立遺伝学研究所 井上 寛

をLewisとBacher(1 9 6 8) の方法によ

って 1昼夜、EMS処理 (2.5Xl0―4M、

2. s x 1 0-3 M、2. 5 X 1 0―2M)を施した後、

下記の 2法で分析した。

(1) Base法

図1にBase法による交配図を示した。ッ
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図1 Base法による交配図

ョウジョウバエでは、雌に限り染色体の長さ

に比例して組換えが起こる。 しかしBaseの

ように複雑な逆位があると、雌でもその染色

体は全長にわたって交叉が抑制され、相手方

の染色体はそのまま次代へ伝えられる。処理

された雄をBaseの雌ど2日間交配した。 F 1

で1匹のヘテロ (Base/+)'の雌を選びBase

雄に交配する。その結果、凡では雄のX染

色体がBaseのものと、・処理された染色体の

ものとが同数ずつ羽化してくる。もし処理さ

れた染色体に劣性致死突然変異があると、 F2

の正常型の雄が出てこない。 F2の交配の時、

雌 1匹ずつの交配を多くつくることによって、

致死遺伝子をもつ染色体の頻度が求められる。
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(2) 付着X法

付着x染色体とは通常棒状であるX染色体
の動原体付近で 2本のX染色体が付着 しV字

＾ 型になったものでxx・と表記する。この染色
体は通常、ある 1本のX染色体を雄個体を通

じて毎世代残していくときに用いられる染色
へ／―｀‘

体である。 XXYは9となりXXXは発生途

中で死亡する。 YYの個体も生存不可のため

＾ XXY~ と正常 8 を交配すると 、 次世代以後
/ 

は常にXXY~ と XYo のみが生じる。図 2

p
 

付着X呆統
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｀ 
／成虫処理

X ~ニニぶ！

l | 

二 、

F' 一`―
、 マ 9

致死

9
A
-

0
+'
 

図2 付着x法による交配図

｀ 
↑
 

— . x, <—- :Y, 二＝ー ：付沿x染色1本

は付着x法の交配図である。処理された雄を
2日間、付着Xの雌と交配する。雄個体のも

っx染色体が無傷なら、 F1で生じる雌：雄
の比は 1: 1になる。もしx染色体に致死突
然変異があれば必ずF1 の雄個体は死ぬので、

凡では雄の比率が減少する。個体数が対照

区 (~ : o = a:d) 、 実験区 ( ~:o= c:d)

であった場合、致死相当量は Ccx¾-d)/
(C X ¾) =1-a~知となる。効果のない

場合のindexはゼロ、 8がまったく出ない

場合は 1となり、値が大きいほど突然変異性

の強いことを表わす。

また2.5 X 10―4MのEMS濃度でOregon-R、

y (yettow) w (white)、wme i-41 n5 

&yf：＝およびymei一伊＆yf:=系統の雄

を処理 した後、付着X系統の雄と交配した。

検出を試みた。 mei-41 °5とmei-gaは、各々

クイプの異なる修復欠損の遺伝子である。

3.結果と考察

対照区と 3段階のEMS濃度で誘発された突

然変異を両方法で分析した。結果を表1に示す。

表1 付着X法とBasc法の対比、（灼の数
値は各々、 しらべられた個体数、もし

くは染色体数である。

EMS濃度
(M) 

付着x法による
index 

Base法による致死
染色体頻度

対照区

2.5 X 10-4 

2.5 X 10-3 

0 (2 20 6) 

0.0 6 8 (2 0 4 1) 

0.4 4 9 (1 3 2 1) 

2.5x10-2 0.781 (275) 

0.0 0 1 3 (1 4 9 5) 

0.0 2 6 2 (5 3 4) 

0.1 5 4 2 (2 14) 

EMS濃度が0から 2.5 X 10―3Mまで増すにつ

れて付着x法では0から 0.4 4 9へ、 Basc法
では0.0 0 1 3から 0.15 4 2へ突然変異率が

上昇した。 61 7, 7 6 9染色体をBasc法で分

析したCrowとTemin (1 9 6 4)の対照区

の結果では、 0.0 0 1 0~0. 0 0 7 3の範囲で

乎均が0.00 2 6であった。またEMS2. 5 x 

1f31v1での渡辺（ 19 8 0)のBasc法の結果

は0.101 9となり本実験の0.1 5 4 2とさほ

ど離れていない。 2.5 X 10ー2MにおけるBasc

法の結果はサンプル数が少なくて出せなかった

がKaplanら (19 7 0)の0.2 8-3 7、渡辺

(1 9 8 0)の0.2 4 0 0という値が報告され

ている。この値を今回のデークに加えて両方法

の相関をしらべると有意な正相関が見られた

Cr= o. 9 9 9、P<0. o 1、d.f. =2)。

付着x法の、Basc法に対する一次回帰系数は
0.3 6となり、Basc法で10％の頻度増加は

付着x法のindexで3.6の上昇に相当する。
表2は野生系統と修復欠損系統を用いて、E

2日ごとのBroodを5回設け、 突然変異の MS  (2. 5 X 1 0―4M)処理後の突然変異を付

対照区 Brood: I +2+3 Brood ◄ +5 
系 絞

~ li Index ， i5 Index 
Oregon-R 768 769 616 583 0055 153 160 0 

y“ 1080 1308 704 895 0 158 258 0 

u mヽt-4J09 647 718 756 736 0123 253 252 OJ 02 

y mヽ 9-9 
a 
706 730 I 028 979 OD79 165 144 OJ56 

付着x法で分析した結果である。付着X系統で Lewis, E. B. and Bacher, F. : Methods of 

feeding ethyl methansulfonate （巴的to

Drosop加tama.les. D.I.S., 43: 193 (1968) 

Smith, p. D., Dusenbery, R. L., Cooper, 

s. F. and Baurnen, C. F. : Examining the 
mechanism of mutagenesis in DNA repair-

deficient strains of Drosophila 

metanogaster. in: T. Sugimura et at. 

(Eds.), Environmental Mutagens and 

Carcinogens, Univ. Tokyo Press, Tokyo 

and Alan R. Liss, New York, pp: 147-

表2 付着x法で しらべたEMS2.5Xl0-M 
による突然変異。

は通常雄が雌の数を上回る。若い時期の材料が

少なくなり比較は難しいが、全体的に修復欠損

系統は修復系統に比べて突然変異が高く出るこ

と、そしてこの違いは若い時期でより顕著にな

ることを示唆している。これらの結果はBase

法を用いたSmithら (19 8 2)の結果と同じ

傾向を示す。

155 (1982) 

渡辺隆夫 ：化学変異原のジョウジョウバエによる

検出実験。フジテクノシステム刊「変異原と毒性」

第 1l集： 74-82(1980)

4. おわりに

このように付着x法はBasc法の結果と有意
な相関を示すうえに実験的規模が少さくてすむ。

しかしBasc法はF3で再テストが可能な点も加

えて、その精密性において付着X法にまさる。

また高い投与量の場合、付着x法のindex に
は優性致死が含まれてく ることも考慮に入れね

ばならない。
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ートロフラン剤の変異原性

静岡薬科大学 富田 勲・中村好志

1．はじめに

ニトロフラン剤といえば、今もわれわれの記

憶に新しいのはAF-2 : (2ー（ 2-フリル）一

3ー（ 5-ニトロー2ーフリル）アクリルアミドで

ある。周知の通り、 AF-2は過去食品添加

物保存料として用いられたが、その変異原性

(1973年） 、がん原性（1974年）が明らかにな

って使用禁止となっt:a以来、とくに医薬品とし

て用いられていた数々のニトロフラン剤は、再評価

によって削除され、現在ヒト対象の医薬品とし

てはニトロフラントインを残すのみとなっている。

ここでとり上げるニトロフラン剤は主に畜水

産動物の疾病の治療や予防に用いられて（きた）

表1 ニトロフラン剤の名称と構造

いるもので（高畠、 19 8 1 ;江草、 19 8 3 

の総説参照）抗苗スペクトルが広く 、抗菌力が

強く 、また耐性菌も生じ難い等数々の特徴を有

し、優れた薬物として用いられてきた（いる）。

たまたま、著者らはニフルピリノーJレ（以下

NPと省略ーわが国で主に薬浴剤として使用さ

れてきたが、昨年春以来使用が中止されている）

について、その変異原性をs.typ加murz.um

TAlOOで検討したところ、AF-2に比べ約

3 0倍というきわめて強い変異活性を示すこと

を認めた (Nakamuraら，（ 1982）。 （表 1)

その後、他のニトロフラン剤についても同様な

研究を行ったところ、いずれもかなり強い変

略称 名 称

化学構造

R= 02NQ-(  )内は妍揖

F Z 
フラゾリドン
N・F-180 

p z 

パナゾン

ジフラゾン

ニトロビン

NS  

N-(5-ni t ro-2-furfurylidine)-3-

amino-2-oxa zolidin -2-one 

1, 5-bis (5-ni tro-2-furyl) -1, 4-

pentadiene-3-one amidino-

hydrazone hydrochloride 

ニフルスチレン酸 Sodium 4-[2-(5-nitro-2-furyl) 

ナトリウム viny J benzoate 

NP  プルヒ°リノール 6-hydroxymethyl-2-[ 2-(5-nitro 
ニフルヒ°リノール 2-furyl) vinyl J pyridine 

5-NP 5ーニフルヒ リ゚ノール 5 -hyd roxymethyl-2-[2-(5-ni tro-

2-furyl) vinyl J pyridine 

NT  ニフルチモックス

3~eth yl-4[ (5-ni tro-furfuride ne) 

amino J tetrahydro-4H-1, 4-

thiagine -1, 1-dioxide 

R-CH=~r□］ 
0 ff (225.15) 

R-CH=CH-9'-CH=CH』]-N02
N NH ° 
I_ IJ ____ + 
HN-CNH:ll― 

(396.75) 

R-CH=CHOCOONa 

(281.19) 

R-CHeCH(,＼。H
(246.22) 

R-CH•C.q:::0:2) 

R-CH二［］く
3 

(273.28) 

-10-

異活性を示すことが明らかとなり、衛生学上の

観点から早急な検討が必要と思われた。すなわ

ち、これら化合物は、それが飼料添加剤または

動物用医薬品として用いられた時、動物体内あ

るいは環境（土壌、水）で代謝、分解されると

思われるが、条件によっては動物体内での残留

（例えば魚でのFZの残留、永田ら、 1982),

環境での蓄積が起こることが考えられるからで

ある。著者らはとりあえず、これらニトロフラ

剤についてその変異原性を指標に、 S9や光（自

然光）分解に基づくと思われる活性の変化ある

いは、魚における活性の減少を検討した。

本稿ではこれらの結果について総合して述べ

る。

2． ニトロフラン剤の変異活性

ニトロフラン剤 6種について、それらのS.

typんimurium TA  1 0 0、TA98および

TA9 7に対する変異活性をAmes変法（プレ

インキュベージョン法）で検討したところ、い

ずれのニトロフラン剤もTAlOO、TA97 

に対しかなりの変異活性を示したが、 TA98 

に対しては、ほとんど活性を示さなかった。

TA1 0 0およびTA9 7に対し、殺菌作用を

ほとんど示さない濃度を選び、用量と活性を両

対数グラフにプロットすると、いずれのニトロ

フラン剤でも両者の間には直線関係が得られた

（図 1参照、TA97での図は省略）。 これよ

り各ニトロフラン剤 1閲当りの変異活性（His+

コロニー数）を求めると、 TAlOOおよび TA

97に対しそれぞれFZ:3.66Xl04. 7.67Xl0¥ 

PZ: 1.99 Xl 03. 4.77 Xl O; NS: 1.0 7 X 1 05、

9.35 X 102、NP : 1. 2 5 X 1 0 ¥ 6. 9 8 x 1 0 ¥ 5-

NP、3.65X 104、3.05x 10¥ NT: 8.80 x101、

5.50 X 101となり、化学構造のわずかな違いが

変異活性にかなり大きな違いをもたらすことが

わかった。ここでF2,PZのTA1 O Oに対す

る活性は、文献値とほぼ一致していた。これら

6種のニトロフラン剤の中ではNPとNSがと

くにその活性が大きく 、TAlO 0 に対しては

AF-2 (4.1 9 X 1 04 His+ rev．／叫）のそれぞ

れ約 30倍、 2.6倍の活性であった（表2参照）。

3。 S9Mix，太陽光による変異活性の変化

NPをS9Mi xで処理すると、その活性は処

理しないものに比べ 1%以下に、また 5-NP

では 6.3 %に減少したが、同じ条件で PZ

(2 3. 5 %)、 FZ(so%)、NS(67.8%)

の順に低下は小さくなり、 NTでは 13 8, 4 % 

と逆にS9Mix により活性化された（表 2参

照）。一方、光に対しては、FZ、PZ、NS、

NPはいずれも著しく敏感で、太陽光下室湿に

-L 

ー

A
．
ぶ
＼
，
森
1
1
1
ロ

n
眺
叙
lO 

0.1 0. 3 

-NS 
+NS 

-;;: ~ +Ff +NP 

図1 ニトロフラン剤のS. typんげ四riumTA  100に対する変異活性

+NT-E 

+5NP-E 
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表2 ニトロフラン剤のs.typん汀辺四vm
TAiOOに対する変異活性とラットS9

あるいは光による変化。

変異 活性 (His+ revertants / μV) 
ニトロ フラン剤

-S9 Mix +S9 Mix +S9/-S9 (，，，) 

FFZ Z-E ※ 
36,600 18,300 50,0 

33 6 l 8.2 

FZー区FZ(，，，) 0.09 0.0 3 

PZ 1.990 465 2 3.5 

PZ-E 31 20 65 

PZ-E/PZ(，，，) I 5 4.3 

NS 107,000 72,600 67.8 

NS-E 800 739 9 2.7 

NS-E/NS(，，，） 0.7 5 I 0 

NP 1.250,000 6,600 0.53 

NP-E 1,920 20 I 

NP-E/NP (，，，) 0.1 5 0.3 

5-NP 36,500 2,312 6.3 

5-NP-E 13,300 49 0.4 

5-NP-E/5-NP(伍 3 6.4 21 

NT 86 11 9 I 38.4 

NT-E 66 82 12 4.2 

NT-E/NT ('!J) 7 6.7 68.9 

※E: 4時間太陽光下、室温に放置。

4時間放置することによって変異活性は大きく

低下し、放置前の数％以下となった。 NPは、

光に対し不安定であることが知られており

(Shimizuら、 1 9 6 7)これは当然の結果

と思われるが、異性体である 5-NPやNTで

ば活性の低下は他の4化合物ほど大きくはなく、

ここでも化学構造のわずかな違いによりかなり

の差が認められた。

4. 薬浴した魚体の変異活性の減衰

和金（体長 5cm、20土1℃で飼育）をFZ

とNPで薬浴 (10 μ ~ /開[、 3 O分） した後、

正常水に戻して一定時間後にサンプリングし、

魚体全体を等量のDMSOと、 3倍量のリン酸

緩衝液 (PH6. o)でホモジナイズし、遠心分

離後、その上清を使って変異活性をTAlOO

で調べた。 FZ、NPともに2段階の減衰を示

し（図 2参照）、薬浴後 3時間までに活性は急

速に低下（それぞれ薬浴直後の18%、2.2%)

したが、その後の変化は緩慢で、その直線部分

から、変異活性がほぼ消失する (10. OH  is+ 

変異／g組織）に要する時間はFZで6.2日、

は 106 
1 
g 
当
り 105 
の
his+ 

喜 104 
責
体
10ス

数

0 3 6 24 

薬浴後の時間

図2 ニトロフラン剤で薬浴した和金における

変異活性の減衰。

和金をNP、FZlOμ'l/寛t含有容器で薬
浴（ 30分）し以後蒸留水に移 した。魚体の

変異活性の変化はTA100で検討。

NPで2.4日であった。この結果はS9M ix 

による活性の減少と対応しており、少くとも金

魚ではNPに比べFZの方が残留性が強いとい

えそうである。

5・おわりに

FZおよびPZは現在わが国のみならず、世

界的に広く用いられている飼料添加剤で、 FZ

については、変異原性(E.coti (+)、 s.
typ加皿ri um TA  1 0 0 (+)、 N.crassa 

（＋）〕、染色体異常（ヒトリンパ球（一） 〕、

不定期DNA合成（ヒトリンパ球（一）〕および、

発がん性（ラット（＋）、マウス（＋）〕が、ま

たPZについては変異原性(5.typんimurium

TAlOO（十）〕、発がん性（ラット（一）〕が

知られている。 (Bryanら、 19 7 8)。NS

は、現在わが国で飼料添加物として用いられま

た5-NPおよびNTはそれぞれ緑膿菌、ジャ
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ガス病に著効を示すことが福島ら、 Vanden 

Bossche (197 8) により報告されているが、

わが国ではまだ実用に供されていない。

NPはすでに述べたように、現在使用されて

第41回総会（大阪）記事、 P43 （116.25)

(1982). 

永田知子、宮本文夫、佐伯政信：高速液体クロマ

トグラフィによる養殖魚中のニトロフラン誘導体の

いないがきわめて強い変異活性を示し、魚やマ 定量．食衛誌、 23:27 8-282 (1982) 

ウスに対しても発がん作用をもつことが木村ら Nakamura, Y., Fukushima, H., Tani ta, I., 

(1 9 8 1、1 9 8 2)によって明らかにされ、

Squire (1 9 8 1)の分類に従えば、ランク I

に位置付けされるがん原性物質である。しかし、

光やS9による不活性化がきわめて大きいので

魚体あるいは環境での残留は低いものと思われ

る。

ニトロフラン剤の構造の違いによる、変異活

性の大きな差や発がんに見られる臓器特異性等

興味ある問題が多々あるが、今回はペー、ン数の

関係ですべて割愛した。

終りに本研究に際し献身的な協力を惜しまれ

なかった院生、福島春生、学部学生、倉田幸子、

交告伸弥の諸氏に感謝する。
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キイロショウジョウバ工における窒素

酸化物とその反応生成物の遺伝的影響

- N 02を中心として一

長崎大学医学部 ・原爆後障害 大：嶋加代子 ・綾木 歳一
医療研究施設 ・遺伝学部門 吉川 勲 ・塩見 敏男

1．はじめに 2. 実験材料

石油および石炭をエネルギー源とする産業活 （1) キイロショウジョウバエの使用系統

動は必然的に窒素酸化物 (NOx)を大気中に Canton-S: 野生型、この系統のx-
放出する。これら窒素酸化物には種々の化学組 染色体上に誘発される劣性致死突然変異の検

成の物質が存在する。生成されるものとしては 出を行う。

大部分一酸化窒素 (NO)で、一部二酸化窒素 0-1: y scS' Jn49 sc8;hw; 

(NOりが含まれる。このうち、NOは放出

された後大気中で光化学反応等によりN02に

変化する。 N年は反応性が高く 、それ自身に

も突然変異原性があると同時に、変異原である

亜硝酸 (HNOりや硝酸 (HNOりの前駆物

質でもあり、さらに大気中の種々の汚染物質と

反応し、その反応生成物が変異原性を示すこと

が明らかにされている (Tokiwaら， 19 8 1)。

これらの化学物質のヒトヘの遺伝的影響評価

に際しては、少なくとも高等動物の生殖細胞に

生じた突然変異が対象とされなければならない。

Inoueら (19 8 1)はキイロジョウジョウ

バエ（Drosopんita metanogaster) 

の生殖細胞系を用い、 N02とエチルウレア

(EU)との反応生成物の変異原性を検討し、

st pP,伴性劣性致死突然変異の検出を行

うための標識遺伝子群をもった系統。

(2) 伴性劣性致死突然変異の検出

羽化後 2....,,,._4時間のCanton -S雄に処

理し、0-1の処女雌に 2日毎に雌を替えて

1 0日間交配を続けた。 F1雌を個々に 0-1

雄と交配し、応でのyellow雄の有無に

より突然変異を検出した。詳細は塩見(1980)

を参照されたい。飼育には全実験を通して標

準飼料を用いた。

3. Canton-S系統の伴性劣性致死突然変異

の自然発生率(Historical control) 

われわれの研究室における過去 8年間の伴性

劣性致死突然変異の自然発生率は 0.1 3 0 2 % 

反応生成物エチルニトロソウレア（ ENU)に (6 5 / 4 9 g・ 3 4)である。本実験において

よる高変異原性を報告している。 は個々の処理に対して対照群を設定しているが、

さらに、われわれはNOxのうちN02の変 処理群との突然変異率の比較はこの Histori-

異原性をN02単独の変異原性、 N02と他の化 cal control との間で行った。

学物質 (EU)との間で生じる反応生成物の変

異原性を曝露および投与条件を変え、詳細に検 4． 変異原処理の方法とその結果

討した。 N02の曝露は内径 271fl1fl、高さ l20mの
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アクリル製容器内に 18 0 ppmのN年標準ガス

を流すことにより行った。 1 ％ショ糖あるいは

EU溶液は、ガラス繊維ろ紙を入れたアクリル

製カップ（高さ l2m)を同容器内に置き注入

した。注入後の溶液のpHはすべて酸性域であ

る。

(1) N02単独曝露の変異原性

1 %、ンョ糖溶液を与えながら（ ウェッ ト条

件 ）N02ガスに 16 _...,... 2 4時間曝露したと

ころ得られた突然変異率は 0.2 1 % (1％水

準で有意， KastenbaumとBowmanの

方法による）で、自然突然変異率の1.7倍で

あった。 N02はショ糖溶液中のH心 と反

応し、キイロショウジョウバエに対して変異

原性を示すHN02及びHN03を生成する

ため、ショ糖溶液を与えない条件（ドライ条

件）でハ工を 16時間N02ガスに曝露しね

得られた突然変異率は 0.1 3％で自然発生率

とほぼ同じである。気体として取り込まれた

N02ガスには変異原性は認められなかっt:o

N02が水に溶け、その結果生じた反応生成

物が変異原性をもつと考え、あらかじめN02

ガスを 24時間曝露したシ ョ糖溶液をハエに

2 4時間経口投与したところ、突然変異率は

1. 2 3％であり 、自然発生率の 9.47倍であ

った（表 1)。

表1: キイロジョウジョウバエにおける

His tori cal ControlとNむ曝露による
伴性劣性致死突然変異率

（処理条件の詳細は本文参照）

処 理 調色査体数染 靡 変突異然率％
Historical Control 49,934 65 0.1302 

N02泌時間曝露（ウェット条件） 19,647 43 0 2189 

N02 16時間曝露（ウェット条件） 5,142 10 0.1945 

（小計） 24,789 53 0.2138 

N02 16時間曝露（ドライ条件） 5,313 7 0.1318 

(NO叶比0)→投与 4,461 55 0.2329 
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(2) N02とエチJレウレア牡井用投与による変異原性

N02 と他の化学物質との反応生成物によ

る変異原性の検討を目的としてエチルウレア

(EU)を取りあげ、種々の条件下で実験を

行った。エチルウレアそれ自体には変異原性

はほとんど認められなかった （表 2)。

EU 

表2: キイロジョウジョウバエにおける

N02とEUの併用投与によ る伴性劣性致
致突然変異率（処理条件の詳細は本文参照）

処 理
調査染 劣性 突然
色体数 致死 変異率％

7,293 16 0.2194 

EU+NO戸投与 6,332 1,132 17.8774 

EU投与→N02曝露（ウェット条件） 4,621 132 2 8565 

EU投与→NO澤露（ドライ条件） 3,641 304 8 3494 

EU投与→(NOけ比0)投与 2,665 234 8 7805 

最初の実験として、N02ガスに 24時間

曝露したEU溶液（lOOmM)を24時間

経口投与したところ、 17. 8 8％の高突然変

異率が得られt:.o第 2の実験として、この高い

誘発率をもたらす反応生成物がin vivo 

においても生じているかどうかを確かめるた

め、 EU溶液を 24時間与えたのち、 ドライ

及びウェット条件下でN02ガスに 24時間

曝露した。それぞれ 8.3 5％と 2.86％の突

然変異率が得られた。（ 表 2)これらの結果

はin vivoおよびin vit;oのいずれ

でもEUとN02の反応によりニトロソ化合

物が生成され変異原性をもつことを示唆する。

N02 が水に溶けた場合N02— ぉょびNo;­

が生じると考えられる（織田ら， 1980)。

No2―と EUとの反応にはEUlOOmM溶

液に亜硝酸ナトリウム (5mM)を加え、ま

た、 NO3―との反応には硝酸ナトリウム (5

mM)を加え、pHを酸性に調整した後、ハ

工に 24時間経口投与した。 EU+NOi―の



突然変異率は 14.0 6％であるのに対して、

EU + NO3―ではo.2 5 %にすぎなかった
（表 3)。

表3: キイロジョウジョウバエにおける

N02―, No3―とEUの併用投与による伴
性劣性致死突然変異率

（処理条件の詳細は本文参照）

処 理
調査染
魏
突然

色体数 変異率％

N02 4,644 3 0.0646 

N03 3,796 3 0.0790 

EU+NO；→投与 2,426 341 14 0561 

EU+NO；→投与 3,185 8 0.2512 

EU+(N02+NO;)→投与 2,621 581 22 1671 

NO2―とEUの反応により強力な変異原物

質であるエチルニトロソウレア (ENU)が

生成される (Nirvish,1971)。本実験

でもこの反応生成物ENUが変異原として作

用している と考えられる。つぎに、EUを24

時間投与した後、 N02に曝露したショ糖溶

液を 24時間与えたところ、 8.7 8％の突然

変異率を得た（表 2)。このことは in 

V l, tr 0 でのENU生成反応が in vivo 

においても同様に行われることを示唆してい

る。

5.考察

Inoueら (19 8 1)はキイロショウジョ

ウバエでのN02単独の変異率は 自然の 2-----3 

倍であると報告している。本実験のウェット条

件においてもN02は同程度の誘発率を示しt.:o

曝露条件によって誘発率が異なり、呼吸系を通

して取り込まれる場合は変異原性を示さない力＼

水に曝露した場合、反応生成物が生じそれを経

もののうちHN年は微生物で変異原性をもっ

ている (BaranowskaとPutrarnent,

1 9 7 9)。したがって、キイロショウジョウ

バエに対してもHN02が変異原性をもつこと

が推論される。以上のことは、あらかじめN02

に曝露した水を与えた場合、有意な突然変異率

の上昇が認められたことから推定される。しかい

われわれの実験ではNo2―及びNO3―のみでは、

変異原性が認められなかった（表 3)。したが

って、他の反応生成物の関与も考えられる。

NO心よびEU単独では変異原性が認められ

ないか、あるいは微弱である。しか し、 N02

に曝露したEU溶液を投与、あるいは、 EUを

投与した後N02に曝露することにより、顕著

な突然変異率の上昇が見られた。これらの結果

はInoueら (19 8 1) と一致する。

N02が水に溶けた場合、主としてN02―およ

びN03ーが生成される。 EUとNO；及びNOs

との反応生成物による突然変異誘発ではN02

で有意に高い値を得た。これは、 EUがN02

によりニトロソ化されENUが形成されること

によると推定される。この反応は、 EUを投与

した後、 N02に曝露した水溶液を与えても高

い突然変異率が得られることから、生体内でも

同様であると考えられる。

6. まとめ

(1) N02は気体として直接取り込まれる場合

よりも水に溶けた状態で取り込まれる場合の

方が高い変異原性を示した。

(2) EUとN02併用投与時の変異原性は、単

独投与の場合よりもはるかに強い。

(3) in vitroでみられるニトロソ化反応はtn

V l, V 0でも同様に起こっていると考えられる。
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亜硝酸処理により生成するし ょう油の変異原性

国立がんセンクー研究所生化学部 若林 敬二

1．はじめに

日本人の死因の第一位はがんである。なかで

も胃がんによる死亡率が最も高い。胃がんによ

る死亡率と硝酸塩の摂取量との間には相関関係

があると報告されている(Hartman,1983)。

日本人の 1日当りの硝酸塩の平均摂取量は 296

mgであ り、米国人のそれに比べ約 3倍多い

(Kawabataら， 19 7 9)。硝酸塩は口腔内

の細菌等により亜硝酸に変換する。亜硝酸は生

理的酸性条件下で二級アミンおよびアミド化合

物と反応し、変異原 ・がん原物質を生成する。

そこで、筆者等は日常食品中より胃がんの原因

物質を探索する目的で、各種日常食品に亜硝酸

を添加しその変異原性をしらべた。

2. 各種食品の亜硝酸処理により生成する変異原

性

食品をpH 3.0で亜硝酸と 37℃, 1時間，

遮光下で反応し、スルファミン酸アンモニウム

で反応を停止した後、その変異原性をサルモネ

ラ菌TA1 O O を用いて— S 9mixでしらべt:=o

試験した食品の内、しょう油が最も強い変異原

性を示し、 1叫当り 25, 0 0 0個の復帰コロニ

ーを誘導した。さらに、豆みそ，フ ィッシュリ

ースおよびそら豆にも変異原性が認められた。

しかし、 しょう油および豆みその原料である大

豆には変異原性は認められなかった。

つぎに、各種しょう油の亜硝酸処理により発現

する変異原性を比較した。その結果を表 lに示

した。日本で製造されたしょう油は、Gを除き、

強い変異原性を示した。一方、米国で製造され

たしょう油の変異原性は、 Mを除いて、日本の

ものにくらべ弱かった。ハワイで製造された合

し
よ

成しょう油 Jは変異原性を示さなかった

(Wakabayashiら， 19 8 3)。

表 l 各種しょう油の亜硝酸処理により生成す

る変異原性およびMTCAとチラミン含量

変異原前駆体含盤
復コロ帰：ど：製造場所 μgクl)

油ぅ
MTCA チラミン

A日本，千葉県 2 5,2 0 0 668 1,040 

B日本，千葉県 18,300 6 7 8 9 3 0 

C日本，千葉県 24,300 3 7 8 960 

D日本，三重県 9,600 9 5 1 8 

E日本，千葉県 2 2,2 0 0 604 1,100 

F日本，千葉県 2 4,9 0 0 5 2 1 2,250 

G日本，愛知県 2,700 82 1 7 

H日本，三重県 17,300 2 7 5 660 

I米国，ハワイ 4,100 5 5 1 4 

J米国，ハワイ

゜
<4 く2

K米国，ハワイ 2,300 34 く2

L米国，オハイオ州 6,100 <4 く2

M米国，のスコンシン州 2 6,6 0 0 7 1 1 1,180 

変異原性は 89 mi X 非存在下で TA100を

用いてしらべた。

3． しょう油中の変異原前駆体の分離および構造

しょう油中の亜硝酸処理により生ずる変異原

物質は不安定である可能性がある。そこで、亜

硝酸処理により変異原となる化合物、すなわち

変異原前駆体の精製を行った。

しょう油 801fttを水で 17倍に希釈し、活性

炭カラムにかけると変異原前駆物質はすべて吸

着した。変異原前駆物質をメタノール，メタノ

ール： 5N酢酸（ 8: 2，%)およびメタノー

ルで順次溶出した。これら三つの溶出分画を集

め、濃縮した後、水に溶かしXAD-7カラム

にかけた。 XAD-7カラムを水で洗い、メタ
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ノールで溶出すると変異原前駆物質は両分画に

認められた。しょう油からの変異原前駆体の回

収率は、各々 14および 31％であった。

XAD-7カラムのメタノール溶出分画から

LS-1 1 OスチレンカラムおよびLS-410 

ODSカラムを用いた高速液体クロマトグラフ

ィー (HPLC )により 、二つの変異原前駆体

を単離した。これら化合物の量は、しょう油 80

'1lt［より 19. 4叩（化合物 I)および 4.2叩（化

合物II)であった。

さらにXAD-7カラムの水分画からも、CM

ーセファデックスおよびセファデックスG-10

カラムクロマトグラフィー、さらにLS-4 1 o 

ODSカラムを用いたHPLCによりもう一つ

の変異原前駆体（化合物III)を単離した。化合

物IIIの量は、し ょう油 80前［より 47. 4叩であ

った。

化合物 I,JIおよびmの構造を各種スペクト
ルを用いて解析した。その結果、化合物 Iの構

造は、(-)-(1 _§_, 3 _§_) -1ーメチJレー1,2, 3,4-

テトラヒドロー¢ーカルボリン一3ーカルボキ、ンル酸

((-)-(1旦， 3_§_)-MTCA〕であり、化合

物1Iは化合物 Iの立体異性体である(-)-(1 _R, 

3_§_)-MTCAと決定した。化合物mはチラミ
ンであっt.:oこれら化合物の構造を図1に示した。

CH2C出NH2

こ［HCOOHこ：望゚ OHQ 
I II III 

図 1 しょう油より分離された変異原前駆体の構造

4. 亜硝酸処理した(-)-(1 S, 3S) -MT CA, 

(-)-(1 R, 3 S)-MT CA およびチラミン

の変異原性

(-)-(1旦， 3旦)-MTCA,(-)-(l_R翌~)-MTCA

およびチラミンの合成標品をpH3.0 で 1時間

亜硝酸処理し、発現する変異原性をTA1 o o 

およびTA98を用いて検討した。変異原前駆

体 l叩当りに認められた変異活性を表 2に示し

た。

表2 変異原性前駆体と亜硝酸により生成する

変異原性

復帰コロニー数八町の変異原前駆体

変異原前駆体 TAlOO TA98 

-89 mi X+s9rnix-S9rnix+s9rn1x 

(-)-(1.S、3§)-MTCA 17,400 3,600 1,400 590 

(-)-(1.E,,3§)-MTCA 13,000 1,400 2,400 230 

チラミン 3,900 2,300 2,500 3,100 

(-)-(1 §_'廷)-MTCA(4.3mM),(-)-(1且，

3且）ーMTCA (4.3 mM)およびチラミン (11.5mM) 

ぱ、各々亜硝酸（50mM) とpH3. 0で1時間反応

させた後、変異原性をしらべた。

(-)-(1 _s, 3 ~)-MTCA および(-)- (lB, 

3 S ) -MTCAの変異原性は、— S 9mi X で

TAlOOに対して最も強く認められた。また、

これら化合物の変異原性は、S9mi X の添加
1 1 

により一～ーに減少した。
2 10 

一方、チラミンは、ー S9mixで TAl00 

およびTA98に対してほぼ同様な変異活性を

示した。しかし、 S9mixを添加してもMTCA

の場合とは異なり、変異原性は減少しなかっtY)

5. 各種しょう油中の (-)-(1,§,3§)-MT 

CA, (-)-(1 B, 3 §)噸TCAおよびチラミ

ンの定量

(-)-(1旦竺i)-MTCAおよび(-)-(lR,3_§_)

-MTCAの定羅は、しょう油をシリカゲル薄

層クロマ トグラフィーで展開し、Rf値 0.2 5 

------o. 7 5の部分を集め、さらにLS-410

ODSカラムを用いたHPLCにより行った。

しょう油より検出された(-)-(1 _s, 3_5) 
-MTCAと(-)-(lE, 3旦)-MTCA 

の存在比は全て約 4: 1であった。各種しょう

油中の(-)- ( 1 旦， •3 劉—MTCA および

(-)-(l_E, 3_§)-MTCAの総含量を表 l
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に示した。亜硝酸処理により生成する変異原性

が強いしょう油A-F,HおよびMは、 MTCA

を 1”［当り 95 -7 1 1 μg含んでいた。一方、

亜硝酸処理により生成する変異原性が弱いしょ

う油G,IおよびKのMTCA含量は低かった。

亜硝酸処理しても変異原性が認められないしょ

う油JにはMTCAは検出されなかった。また、

亜硝酸処理により変異原性が発現する中国製の

しょう油 L にはMTCAは検出されt~かった。

亜硝酸処理したMTCAにより説明できる変異

原性は、日本のしょう油で 16 -6 1％であり、

米国のしょう油で 22 -4 4％であった。

チラミンの含量は、しょう油を水で 10 0倍

に希釈し、 CM—セファデック スにかけ o. 5 N 

アンモニア水で溶出する分画をLS-410

ODSカラムを用いたHPLCで分離し、測定

した。表 1に示すように、しょう油A-C.,E, 

F,HおよびMには 1”［当り 66 0 -2, 2 5 0 

μgと多量のチラミンが存在していた。D,G

および Iではチラミンが少量検出され、 J-L 

では検出されなかった。亜硝酸処理したチラ ミ

ンにより説明できる変異原性は、日本のしょう

油で 1..,...3 4％であり、米国のしょう油で 1..,...

l 7％であった。

6. (-) -(1 S, 3 S) -MT CAおよびチラ

ミンの亜硝酸処理により生成する変異原

4.3mMの(-)-(l旦， 3旦)-MTCA

と5OmMの亜硝酸をpH3.0で 1時間反応さ

せた後、反応溶液を酢酸エチルで抽出し、 LS

-3 l 0、ンリカゲルカラムを用いたHPLCで

分離した。この反応の生成物の大部分は (-)-

(1旦， 3.§_)-MTCAの2位の窒素にニト

ロソ基が結合した(-)-(1旦， 3.§_)-1ーメチ

Jレー2ーニトロソー1,2, 3, 4 ーテトロヒドロー¢—

カルボリン一3ーカルボキ、ンル酸〔（一）ー (1旦，

3_§)-MNTCA〕であ った。しかし、こ

の化合物には全 く変異原性は認められなか

った。変異活性は LS-310 、ンリカゲル

カラムで(-)-(1 S, 3 S) -MNTCAよ

りも前に溶出されるUV吸収の検出されないフ

ラクションに認められた。このことより、 (-) 

-(1 S, 3 S) -MTCAと亜硝酸より生成

される変異原の比活性は非常に強いものといえ

る。

5mMのチラミンと 50mMの亜硝酸をpH

1.0で 1時間反応させ、反応溶液をLS-410

ODSカラムを用いたHPLCで分離するとニ

つの主生成物が認められた。変異活性はチ ラミ

ンよりも前に溶出される生成物に認められた。

この化合物の生成率は約 30％であった。現在、

この変異原物質の構造解析を行っている。

7. おわりに

しょう油の年間総生産量より計算すると、日

本人のしょう油の年間消費量は 1人当り約 10 

£である。したがって、われわれは 1日当り、

しょう油より (-) -(1旦， 3旦)-MTCAお

よび(-)-c 1 _g, 3旦)-MTCAを約2-18
哨，チラミンを 0.5 -6 2叩摂取しているこ

とになる。(-)-(1旦， 3旦)-MTCAおよ

び(-)-C 1 R, 3 劉—MTCA は しょう油の

製造過程でLートリプト ファンとアセ トアルデ

ヒドの縮合反応により、また、チラミンはチロ

シン脱炭酸酵素によりチロジンより生成された

ものと考えられる。

さんまのひらきを亜硝酸処理し、反応液をゾ

ンデでラッ トの胃に投与すると、胃に腫揚が誘

発されることが報告されている(Weisburger 

ら，19 8 0)。最近、 Piacek-Llanes と

Tannenbaum (1 9 8 2)はコ ロンビアの胃

がんの多い地方の主用食品である ソラ豆を亜硝

酸処理すると変異原性が出現することを報告し

ている。しかし、さんまのひらきおよびソラ豆

中の変異原前駆体および亜硝酸処理により生成

する変異原の構造は明らかにされていない。
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日本人の胃がんによる死亡率は近年減少傾向

にあるものの、依然、がん死亡の主要因になっ

ている 。 したがって、亜硝酸存在下における

しょう油、(-)-(1旦， 3~) -MTCA,(-)-

(1 E, 3 §) -MTCAおよびチラミンの発が

ん性、とくに胃がん誘発の有無を確かめること

は非常に重要である。現在、ラットを用いてこ

れらの発がん実験を行っている。
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調理食品の変異原性について

ー青綿法による変異原活性の測定一—

シャレー当りのHis十変異体 (TA 9 8, +S-9) 

※ 
山陽学園短期大学家政学科食物栄養 村『岡知子 ・汰：下市子

※現在、大下学園短期大学家政学科

1．はじめに

食品構成成分または食品の加熱によって生成

される変異原物質の研究は急速に進行され、す

でに総説等に示されているように、数多くの報

告がなされている。（長尾 1982,若林 1982)

日常食品のもつ変異原活性は、材料の組み合

せ、調理条件によって大きく影響を受けるので

はないかと考えられる。より安全な食生活を守

るためには、調理に際し、どのような配慮がの

ぞましいかを知る手がかりとして、成人女子昼

食用に集団給食室で調製された調理食品 10食・

3 0品目および一般調理食品 3品目について、

早津ら (19 8 3)によっ て考案された銅フ

タロシアニ ンを固着した綿（青綿 ）に吸着され

るフレームシフ ト型変異原活性を、食品 l食分

毎に測定し、タンパク性材料を主体とし、高温

調理された食品が、他の食品に比べてより高い

活性を示している結果を得たので報告する。

2. 実験方法

(1) 材料

成人女子昼食用に本学集団給食室で調製さ

れた食品 10食分 ，主食4種，スープ穎6種 ，

副食 11種 ，デザー ト8種に、一般調理の副

食 3種 ，計 34種を用いた。

青綿は、岡山大学薬学部 ・早津彦哉教授よ

り分与していただいた。

(2) 変異原物質の抽出および測定

調理食品 1食分の試料l重量に対して、

純水 2容を加え、ジューサーで均質液を作り、

この液 l叫に対して、1叩の青綿を加える。

2 0℃で振とうしつつ吸着させる。 24時間

後に同量の青綿を入れかえて、 さらに 3時間

振とう吸着させる。吸着青綿は、乾燥青綿 l

叩に対して 5罰［以内の純水で洗浄し、乾燥青

綿 10 0町に対して 104のメクノーJ]..,-：濃

アンモニア（ 50 : 1)の抽出溶剤で、 30 

分振とう抽出を、 2回繰り返し、抽出液を減

圧乾涸する。 10 0節［のジメチルサルフォキ

、ンドに溶解して変異原活性を測定する。

測定には、SalmoneUatyphimurium TA 

9 8を用い、Ames法 (19 7 5) の矢作ら

による変法、前保温法 (19 7 7)を用いた。

この際フ ェノ バービタ ールと 5.6．ベンゾフラ

ボンを用いてラッ、卜肝に誘導した S-9..50 

μ¢を使用した。

3. 実験結果

調理食品中の活性物質の回収率を知る目やす

として、主食のコッペパン 50 9に標準 トリフ゜

-p-1を、0.0 2, 0. 1, 0. 5収 混合して、

青綿に吸着させ活性を測定したところ、平均し

て、 3 1％のトリフ゜ ーP-1の回収率が示され

た。また、 トリプ色....P-1を加えたコッペパン

ホモジネ ー ドを遠心分離した上清での青綿吸着

物の回収率は、加えたトリプーP-1の 11 % 

であったが、ホモジネー・ト中での回収率は、_59

％であったので、ホモジネート中に青綿を加え、

振とう吸着させる方法をとることにした。純水

中のトリフ0-P-lの回収率は約 71％であっ

た。

調理食品の変異原活性は、図 lに示すように、

倉品名 100 200 300 

A

B
C
 

ンヽヽ

ちらしずし
胚芽米Cすび
スパゲティ

グリンピーススーブ
白菜と肉タンコのスープ
中董凰スープ
えびダンゴのすまし汁
コンソメスープ
けんちん沖

牛乳軍

ゼリー A 
B 

ミルクフルーツゼリー
プラマン・；；ュ
イチコ．．；；ュース
字冶ミルク
レモンヨーグJI.,トソーダ

主食

スープ

デザート

図1 主食 ・スープ・ デザー トの 1食分の変異

原活性

主食 9種 ，スープ 6種 ，デザート 8種について

の測定結果では、ほとんどの食品が His＋の復帰

突然変異閑数が、 1食当り 10 0個以下で、自

然突然変異数の 2倍------3倍以内で、有意の活性

を示すものは認められなかった。副食では 、図

2に示すように、八宝菜（炒め物） ，鶏肉のカ

レー煮（炒め煮），とりひき肉ダンゴの串し焼

き（焼物 ・揚物） ，コロッケ ，魚のたった揚げ

（揚物）などで、比較的高い活性が示された。

これらの食品は、前出の主食 ，スープ ，デザー

ト等の食品に比べて、炒める，焼＜，揚げる，

という高湿調理操作をとったものであり、いず

れも動物性タンパク質を主材料とした食品であ

る。とりひき肉ダンゴの串し焼きでは、同じ材

料を、オープンで焼いたものと 、揚げたものを

比較して、焼く方がより高い変異原活性を測定

した。

集団給食食品は作業の手順や工程の複雑さか

シャレー当りのHis十変異体 (TA98,+S-9)

貪品名 100 200 

サラ 9 A 
B メンテマ9シュポテト

じ0がいものクリーム薫
ff稟とはるさめのコ’マ酢あえ
八宝稟
鵡肉のカレー鴛
肉ダンコ’の犀讀き 筑く

揚げる
コ0 .,ケ
廉のたった鳩げ

さわら帽燎

ぁしのIJI燎

燒 9 ンヽパーグ（冷凜貪品）

300 500 600 
(I I I 

副 食

1,  

図2 副食 l食分中の変異原活性

突然変異数で、焼け方によって大差の出ること

が示された。あじの塩焼きでは、可食部 50 g 

当り 、 l9 6個， 17 1個， 14 3個の復帰突

然変異数で、3回ともに大差のない測定値がみ

られた。これらの活性は濃度依存性を示すもの

であった。

われわれは 、すでに、幼児用集団給食食品 l

食分の変異原活性を Commoner法（1978)

にしたがって塩基性分画について測定してきた

(1 9 8 2)。 あじの塩焼き ，さわらの照焼き

について、Commoner法と青綿法の 2法を用

いて、同量の材料について測定した結果は、表

1 に示す通り 、 青綿法での測定値が 2~ 5 倍高

いことが認められた。

表 l 焼き魚の変異原活性・抽出法による比較

サルモネラ困TA-9 8, S -9 Mixの変異原テ

ストの結果、データーは 2回の平均値

His十復帰 コロ ニー数／培地

方 法 ，

あ じの塩焼き さわら照焼き

(I O O g) (JOO 9) 

粁 綿 法 2 8 8 I O O 3 

Commoner 法 1) I I 3 2 0 3 

ら、 ＂焼く” という調理はまれになる。 そこで、 L) pH 2ーホモッネート： （NH4) 2 S04 :塩基性分画

日本人の食卓に欠かせない副食 ，焼き魚を調製

して、その活性を測定すると、さわらの照り焼き 4．おわ りに

l切約 50 gにつき 14 9個， 52 2個の復帰 今回の測定結果は、調理食品の 1食分中の変
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異原活性は、タンパク性材料を主とする食品が、

とくに焼く ，揚げる，炒める等の水分量の少な

い高温調理を受けるときに、他の食品に比べて

より高い、フレームシフト型の変異原活性を示

すことを示唆している。

青綿を用いる抽出方法は、材料が複雑で、灰

雑物の多い調理食品の、とくにフレーム、ンフト

型変異原活性に注目して、スクリーニングする

に当っては、効率のよい方法であると考えられ

る。いくつかの食品を測定してみて、混在する

中性脂肪の処理、繊維質の多い食品での処理な

ど、さらに検討の必要があるが、さらに回収率

を高める抽出方法を検討して、よ り多くの食品

についてのスクリーニングを続けて行きたいと

考えている。

この研究を進めるために、 トリプーp-lを

ご分与くださいました国立ガンセンター長尾美

奈子室長、青綿を提供してくださ り、数々のご

指導とご助言を くださった岡 山大学薬学部 ・

早津彦哉教授に感謝いたします。集団給食食品

は本学大橋良子教授より提供されたことを感謝

いたします。
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油脂の酸化と変異原活性について

1. はじめに

油脂は蛋白質・炭水化物とともに食品の 3要

素の一つであり、とくにエネルギー源としての

役割が大きいことはいうまでもない。また油脂

は、調理，加工の材料としても非常に大きな役

割をもっており、広く使用されている。

この、油脂とくに栄養評価の高い不飽和脂肪

酸を多く含むものは空気中の酸素との接触で酸

化がおこり、まず不快な酸敗臭を生ずるが、さ

らに進行したものは下痢などの急性毒性を示す

のみでなく 、遺伝障害や発がん、 さらに生体系

における老化という複雑な生命現象との関連な

ども明らかにされつつある。高度不飽和脂肪酸

を含有する魚油は、以前有害であるとの説もあ

ったが、その後これは有毒酸化生成物によるも

のであることが確認され（金田， 1957、金田

と石井， 1953)、一方近年の研究では、魚油中

のエイコサペンタエン酸 (EPA)のような高

度不飽和脂肪酸に血栓症などへの効果が認めら

れており (Dyerbergら， 19 7 8)、油脂に

関連する問題は古くて新しい話題である。

さて、食品系においては、過酸化脂質やその

分解物を摂取する可能性もあるので、それらの

変異原性をしらべることは安全性の上からも、

また生体での細胞膜などの脂質酸化物の生物活

性への影響をみる上でも重要であると考えられ

る。

2。油脂の酸化機構

油脂の劣化反応は、常温で進行する自動酸化

と、熱媒体として油を用いた場合の重合や分解

反応をともなった熱酸化との二つに大別される

椙山女学園大学家政学部 並木 和子

が、ここでは、主に自動酸化の影響について述

べる。油脂の自動酸化機構は、油脂を構成して

いる脂肪酸、とくに高度不飽和のものが酸素に

より酸化されるものであり、誘導期があるが、

一度始まると速やかに進行する反応であり 、こ

の機構は連鎖反応である。この反応は、リポキ

シゲナーゼの存在によ って非常に早く進行し、

また光と色素存在下では活性酸素による光酸化

機構が重要になる。

冗ゞ'

。くよ0,

ツ＼W

fダ亨
9-00H n-OOH 

リノー凡•tO•••化

｝へ

1:-
全＾1四幻
ク／ぶ応

9•OOH I..OOH IZ-0011 l>-OOH 

1,ノ-9メチルの免鴫．．化0..  

図1 油脂の自動酸化機構

3. 酸化油脂の急性毒性

油脂の自動酸化生成物の毒性については、こ

れまでの見解 として ヒドロペルオキシド (HPO)

が主な原因物質であると考えられ（衣巻，1970、

松尾， 1954,1957)、 その毒性症状はネズミ

を用いた実験でつぎのようなものとされていた

（太田， I9 7 7)。

(1) 粗毛→脱毛，体重の減少→死

(2) 酵素の不活性化

(3) ビタミン類の破壊

(4) タンパク質 ・アミノ酸の不溶化

しかし、酸化油脂の急性毒性については上記

のヒドロペルオキ、ンド説以外にもヒドロキシ化

合物，カルボニル化合物など諸説が出されてお

り、Poling(l 9 6 2)はシロネズミを用い

た実験で、酸化程度とエネルギー利用率および
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肝臓肥大への影響の関連を図 2のように示して

いるが、こ の場合過酸化物価が減少をする段階

においても、肝肥大率は増加傾向を示している。

また、金田らもリノール酸メチルの酸化による

POV, CoVの経時変化を示し、POVが減

少した栃．8の段階でネズミヘの毒性最大を認め

ている（吉岡と金田， 19 7 2)（図 3)。こ
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゜
油脂の酸化におけるエネルギー利用率と

肝肥大率との関係

のようなことから酸化油の急性毒性については、

POVが増加する初期段階のHPOは有毒であ

るが、さらに酸化が進行してHPO分解のころ

に生ずる二次酸化物の不飽和アルデヒド類も有

毒であり 、有毒成分の本体は酸化の進行程度に

よって異なると考えられている。
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酸化油肥の変異原活性

はじめにも述べたように、近年の研究では生

体内での酸素の働きによる過酸化脂質の生成が、

老化や発がんなどとも関連することが明らかに

されつつあり、著者らも遺伝毒性という観点か

ら酸化油脂の変異原性について検討しているの

で、モデル系における実験結果について 2,3紹

介する（亀田と並木， 19 8 2)。

油脂の自動酸化と変異原性の関係を リノール

酸メチル (LM)およびトリリノレイン (TL)

を37℃，暗所で自動酸化させ、経時的に

および Amesassay (TA 9 8, 

TA 1 O O)によって変異原性をしらべたとこ

assay 

ろ、LM,TLの自動酸化生成物の変異原性は、

いずれの方法においてもPOVの増加傾向とほ

ぼ一致することが認められた（図 4)。
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゜
リノール酸メチJレ (LM)とトリリノレイン
(TL)の37℃暗所における自動酸化

POVの増加とともに変異原活性を示す物質

は過酸化物であろうと考えられたが、さらにで

きるだけ単一のHPOによ って効果を確認する

ために、 Aoshima(1 9 7 7)の方法により

リノール酸をリポ、ンゲナーゼを用いて酵素的に

酸化、 TLC精製により、 13-HPOを得てそ

の変異原活性をしらべた。酵素酸化によって得

られた 13-HP 0は、
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シャーレ当 り忙加えた資料（叫）

リノール酸のリポキンヽゲナーゼによ る酸

化生成物のTLC分画と変異原性

Rec assay およびTA98,TA100の

両菌を用いたAmesassayで陽性を示したが、

マロンアルデヒドに特異的な菌であるTA1978

菌では活性を示さなかった（図 5)。さらにリ

ノール酸の自動酸化生成物と、酵素酸化による

1 3-HPOをHPLCを用いて分画したとこ

ろ、その保持時間から自動酸化による生成物に

1 3-HP 0の存在を認めた。

5. 酸化油脂の変異原性失活の条件

酸化油脂中の過酸化物に変異原性を認めたの

で、 2,3の処理条件による活性変化をしらべた。

すなわち、 1)ノール酸を酵素酸化して得た 13 

-HPOを40℃で 24時間と 48時間通気酸

化したのち変異原性をしらべたところ、このよ

リノール佐

： ／  

I I I I 
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Rt (min.) 

図6
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リノール酸 酸化生成物のHPLC
カラム： Lichrosorb RP-1 8, 
溶離液： CH3CN-THF-CH2C£2
(8:1:1) 

検出器 ：RI' 

うな過剰の酸化で活性は低下した。また同じく

1 3-HPOを12 0℃で 20分間加熱後変異

原性の変化をしらべたところ、活性は認められ

なくなった（表1)。一方、1 3-HP 0およ

びt-Bu-HPOをNaB町で室温還を行い、

還元物について変異原性をしらべたところ、還
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元によっても失活することが認められた（表2)。

表 1 I 3-HPOの過剰酸化および加熱処理

による変異原性への影響

： ミ
Ames assay 

Rec assay 
TA98 TA 100 

mm Revertant colonies /plate 

13-HPO 3,0 4 0 0 6 0 0 

過剰酸化 4がC 2 4 h 0,5 7 3 2 5 3 

生成物 4がC 4 8 h 0.5 6 2 2 5 4 

加熱 I 2 0 ． C 
゜

5 6 

生成物 20min 

表2 過酸化物の還元処理による変異原性への

影響

： Ames assay 
POV Rec assay TA98 TA 100 

meq/Kg mm Revertant colonies lpl●te 

I 3 -11 PO 4 9 0 0 3.0 6 6 0 9 0 0 

13-HPO I I O 0 

゜
I O 0 1 9 0 

遍元生成物

t-Bu-HPO 4 5 0 0 I I 0 4 0 0 

t-Bu-HPO 3 9 0 4 0 I 8 0 

遍元生成物

6. おわりに

酸化した油脂の毒性については、従来急性毒

性は酸化初期のHPOと、さらに酸化分解生成

物としての不飽和アルデヒド類などが関連する

ものと されていた。著者らが Recassayお

よび.Arresassay を用いて行った変異原性

の試験では、酸化の比較的初期段階のみに活性

が認められ、これは主にHPOによるものと考

えられた。また、この変異原性は過剰な酸化，

加熱および還元等の処理で不活性化されること

が示された。これらのことから、油脂食品にお

いて、たとえ酸化がおき変異原性が生じたとし

ても、加工処理や調理によって分解不活性化す

ることも考えられ、また変異原物質の生成や分

解に対するアスコルビン酸や抗酸化剤等の共存

物質の影響も当然考えられるので、実際の食品

における問題は総合的に検討し判断する必要が

ある。

また、最近 Ames法の創始者である カリフォ

ルニア大学の Ames教授は、 この試験に用い

る菌として酸化的変異原に特異的に作用するTA

1 0 2という菌を提案している。このような菌

の使用によって、今後この方面の研究にさらに

新しい展開がみられるものと期待される。
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加熱食品中変異原 IQの代謝的活性化

慶応義塾大学医学部薬理学教室 加藤 隆一・山添 康

1．はじめに

杉村らにより種々のアミ ノ酸加熱分解物中に

トリプーp-2を始め強力な変異原が存在する

ことが明らかにされ、引 きつづき加熱されたイ

ワシの表面に存在する 変異原が2ーアミノー3

ーメチJレイミダゾーJレ〔 4,5 -f〕キノリンと

いう構造を持つこ とが明 らかにされ、 IQと命

名された (Sugimuraら， 19 8 l、若林，

1 9 8 1, Kasaiら， 19 8 1)。さらに IQ

は焼肉中にも存在することが明らかにされた。

これら加熱食品中の変異原はすべてヘテロサ

イクリックアミンであり、それ自身はサルモネ

ラ菌に対して変異作用を持たない前変異原物質

であり、肝などのミクロゾームに存在するチト

クロムp-4 5 0,とくにp-4 4 8型によ り

代謝的に活性化されることが明らかにされた

(Yamazoeら， 198 0、Ishiiら， l9 8 1、

Niwaら， 1982、 Katoら， 1983)。

本稿においては IQの代謝的活性化の実体に

つき述べる。

2. IQの肝ミクロゾームにおける代謝的活性化

Okamotoら (19 8 1)はIQをPCB投

与ラットの肝ミクロゾームと保温し、 Nー水酸

化体が生成され、このものはDNAと中性の pH

下で反応することを明らかにした。

ラット肝における IQの代謝的活性化はミク

ロゾーム分画のみに存在し、上清には活性がほ

とんど認められない (Yamazoe,印刷中）。

ミクロゾームによる代謝的活性化にはNADPH

を必要として、 NADHはその一部分を代替す
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ることしかできず、ATPは必要ではない。

表1 フエノバービクール(pB) ,メチルコ

ラントレン (MC)またはPCB投与ラ

ットの肝 ミクロゾー ムによる IQの代謝
的活性化 (Yamazoeら、19 8 3) 

投与 変異活性 Nー水酸化活性

薬物咳異裕ig蛋臼PmolYmg蛋印分1) 吸光度2)

なし 50士 8 5 7.4土7.9 0.11士0.03 

PB 52土16 6 5.8士5.4 0.1 7士0.07 

MC 119土10 153.4士9.1 0.3 7士0.11

PCB 595士70 541.2士151.6 1.18士0.30

1) HPLCによる定

2)鉄イオンによる比色定量

表 1に示すよ うに肝ミクロゾームの代謝的活

性化能はフェノバービタール投与によってはほ

とんど増加せず、 3ーメチJレコラントレ ン投与

により 2倍以上増加し、 PCB投与により約10

倍も増加する (Yamazoe,印刷中）。一方、

活性代謝物と考えられるNー水酸化体の生成を

高速液体クロマトグラフィーにより測定すると、

変異原活性の上昇と相関してその生成が上昇し、

Nー水酸化体が変異原活性の本態であることが

強く示唆された。

さらに、 PCB投与ラットからの肝ミクロゾ

ームの IQNー水酸化活性は一酸化炭素，ベン

ゾ(a)ヒ°レン， 7,8 -ベンゾフラボン，ェリプテ

ィシン ，イソサフロールなどにより阻害された

が、SKF525-Aには阻害されず、 トリフ゜

-p -2やグルーp-1と同様にP-4 4 8型



のチトクロム P-4 5 0により代謝されるもの

と考えられた。

3. I QのチトクロムP-450による代謝的活

性化

PCB投与ラ ットの肝より精製したチトクロ

ムP-450(P-448II-a)は NADPH

ーチトグロムp-4 5 0還元酵素，燐脂質，

NADPHの添加（再構成系 ）により IQをN

ー水酸化し、変異原活性が発現される。燐脂質

を除去するとその活性は約 3分の 1に減少する。

表2 精製チトクロムp-4 5 0による加熱食

品中の変異原性ヘテロサイクリックアミ

ンの代謝的活性化 (Katoら、1983)

チトクロムP-450
代謝活性化

（変異体x10―%nmoleP-450) 

ラット PBP-450 

M; P-448 

PCB P-450 I -c 

PCB P-450 I -c 

PCB P-448Il-a 

PCB P-448Il-d 

ウサギ PBP-448 

Trp-P-2 

128 

7,208 

207 

188 

7,018 

2,826 

1,494 

屁u-P-1

44 

2,030 

52 

45 

7,068 

96 

2,534 

IQ 

69 

1,030 

4 1 

30 

2,410 

202 

5,003 

表 2に示すようにPCB投与ラットから精製

した、チトクロ ムp-4 5 0のうち高スビン型

のP-44811-aは11-d型（低スビン型 ）

にくらべて約 22倍も代謝的活性化能が高い。

興味深いことには従来知られていた高スビン型

のチトクロムp-4 5 0には代謝能がほとんど

認められておらず、事実われわれの分離精製し

たP-44811-aのベンゾ(a)ピ レ ン水酸化

活性は低スビン型 (P-44811-d)の約60

分の 1に過ぎない。一方、表 2に示すようにP

-44811-aはトリフo_ p -2やグルーp-

2の代謝的活性化（ N-水酸化）に対してもP

-4481ldよりもそれぞれ3倍， 74倍も強

い作用を持つ（Katoら， 19 8 3)。

5. 

P -4 5 0型はいずれもかなり弱い代謝的活

性化能しか示さない。一方、フェ ノバービター

ル投与ウサギ肝から精製したp-4 4 8はきわ

めて高いIQの代謝活性化能を示す。

4. I Qの代謝的活性化体の同定

IQの肝ミクロゾームと保温すると高速液体

クロマトグラフィー上変異原活性を示す一つの

ピークが得られる。このピークは酸化するとニ

トロソ体を与え、還元するとアミン体を生成す

る点からNー水酸化体と推定されたが、このも

のはきわめて不安定で分離、同定され難いので、

Q—ニトロ ソトルエンを加えて誘導体として 、

GC-MSにより同定した（図 l)。
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おわりに

以上IQの代謝的活性化につき述べたが、

IQはミクロゾームのp-4 4 8型のチトクロ

ムP-450により Nー水酸化されることが、

その代謝的活性化の本態であることが確立され

たといえよう。

しかし、N一水酸化体そのものが化学的にD

NAと反応する以外に、エステル化などにより

バクテリアの菌体内または哺乳動物の細胞内で

の活性化経路が存在するか否かは今後の検討課

題であろう。
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P-4 5 0ーサルフォトランスフェラーゼ
による 7,1 2ージメチルベンツ（ a〕
アントラセン (DMBA)の活性化

東京薬科大学・第二衛生化学 渡

1. はじめに

発がん性多環状芳香族炭化水素のうち、ベン

ツ〔a〕ーアントラセン (BA)の7, 12ー位は、

この位置にメチル基が"L—領域”とよばれ、

置換すると、元来微弱な発がん性しかもたない

12ーメチルーBA、

DMBAのように強大な発がん性を示すように

BAが、

s. 

7ーメチルーBA,

部 烈

100 
4. HMBA硫酸塩と肝タンバク質との共有結

なる (Dipp 1 e, 1 9 7 6)。

エボキッドまたはジオールエポキ、ンドが、こ

れらの活性体であろうと推察され、これを立証

するために、数多くの研究が行われてきたが、

「 BAの L—領域にメチル基が置換すると、なぜ

発がん性が著しく増強されるか？」という古く

から多くのがん研究者達の興味の対象となって

きたこの疑問に対しては何ら答を与えることが

できなかった。

2. 活性代謝物としてのヒドロキシメチル硫酸エ

ステル抱合体

DMBAのラット肝における主代謝物はL-

領域メチJレ基がP-450によって酸化されてア

ルコールになった 7-HMBAおよび12-HM

BAであるが、これらはいずれも強い発がん物

質である (Dipp 1 e, 1 9 7 6)。

typんimuri um 

100のHi討復帰変異を指標として、 DMB

TA9 8またはTA

Aおよび両HMBAから未処置ラット肝S9に

よって生成する活性代謝物の性状を検討すると、

NADPH産生系共存下、すなわちp-450作

動下では、 DMBAおよび両HMBAともに弱

い変異原性しか示さなかった。 しかし、 これら

の系にPAPS産生系を添加すると、いずれの

発がん物質も強い変異原性を示し、両HMBA

の場合は、 NADPH産生系不在下で強い変異

原性が認められた。両HMBA変異原性は、 S

9をS10 5 (可溶性画分：サルフォトランスフェ

ラーゼの存在部位）に置き換えても発現し、

サルファクーゼを添加すると消失した。

活性代謝物として、

硫酸エステル（硫酸塩）がこれら反応系から単

離され、構造決定され、合成標品と同定された

(Watabeら、

7ーおよび12-HMBA

1 9 8 2 a)。他のヒドロキジ

メチル置換芳香族炭化水素の硫酸エステル合成

品についても、 TA98に対して直接変異原性

が認められ、活性は環の数が少なくなるととも

に減少し、ベンジルエステルでは、むしろTA

100に対してより強い変異原性を示した（図

1)。メチJレ，エチJレ，

＋
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塩は両菌株に対して変異原性を示さなかった。
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Salmone/,1,a typんimurium TA 9 8 
およびTA1 O Oに対する各種アリール
メクノール硫酸エステル (Na塩）の変

異原性。

3. グルタチオンによるHMBA硫酸塩の不活性

化

ラット肝に存在する濃度のグルクチオン (G

4 mM)を上記の代謝活性化系に添加し

ておくと、 7-HMBA,12-HMBAともに

変異原性を発現しなかった。また、両者の硫酸

エステルの直接変異原性も、S105と4mM 

のGSHによって消失した。これらの系から、

硫酸エステル残基がGSHによって置換された

不活性なGSH抱合体が単離され、構造決定さ

れ、合成標品と同定された(Watabeら、

1 9 8 2 b)。

著者らは、 HMBAのアルコール基が硫酸抱

合を受け、ついで直ちにGSH抱合を受けるこ

の新しい抱合代謝様式を“交叉抱合反応

C trans-conjugation reaction)”と命

名した。

合

7-HMBAは、 PAPS産生系共存下S105

クンバク質と共有結合する。この系からクンバ

ク質を単離し、酸加水分解すると、

Aの7ー位メチレン基を介して、

SH,メチオニンのSCH3,

e-NH2 

翠され、合成標品と同定された。付加体の生

成比は、ジステイン〉メチオニン〉リジンであ

った (Watabeら， 1 9 8 3 a)。.

同様の結果が、PAPS産生系不在下で、7-

HMBA硫酸塩とS1 0 5の間でも認められ

た。当然のごとく、

上記の場合よりはるかに大きかった。また 12-

HMBAおよび12-HMBA

それぞれ、

アミノ酸との結合部位は、

いた (Watabeら，

められた。

7-HMB 

ン`ステイ ンの

およびリジンの

が結合した付加体が単離され、構造

この場合の共有結合量は、

硫酸塩も同様に、

PAPS産生系存在下および不在下

でS1 0 5クンバク質と共有結合したが、構成

7-HMBAの場合

と同様であった。この場合、共有結合は 12-

HMBAの12一位メチレン基を介して行われて

1 9 8 3 a)。

5. HMBA硫酸塩と DNAとの共有結合

7ーおよび12-HMBAは、 PAPS産生系

およびS1 0 5共存下、仔ウシ胸腺DNAと共

有結合した。この共有結合は、共存するS105 

クンパク質に対するよりも高率に起こり、同様

な傾向がDNAと各HMBA硫酸塩の場合も認

1 2-HMBA硫酸塩は、 7-HMB 

A硫酸塩よりもやや結合し易く 、最大28塩基

対に対して1分子の割合でDNAに共有結合し

た。

S 105とPAPS産生系共存下における 7-

HMBAのDNAに対する修飾は、その7ー位

メチレン基を介して、 76％がアデニンのN6

およびグアニンの炉に対して起っていること

が明らかとなった。両プリン塩基付加体は、約
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4 : 6の比で単離され、構造決定され、合成標

品と同定された。7-HMBA硫酸塩とDNA

の直接反応の結果も、塩基に対する修飾部位と

比は同じであった (Watabe,1983 b)。

以上述べた結果を要約図示する。ただし、図

を単純化するため、 7-HMBAのみの経路を

示し、12-HMBAの経路は省略した （図2)。
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図2 7-HMBAを経由するDMBAの代
謝的活性化，不活性化，ならびに活性

代謝物 7-HMBA硫酸塩による生体

高分子の修飾。GSH:グルクチオン

6. むすび

DMBAおよびその発がん性主代謝物である

HMBAは、細菌の変異を指標としてその活性

化機構を検討した限りにおいては、硫酸エステ

ル抱合体形成の方がエボキ、ンドの形成よりも重

要な役割を演じていることが明らかとな った。

この事実によ って、BAの “L一領域”メチル

基置換によるがん原性の増強を説明できる可能

性が生じてきた。

また、DMBAおよび両HMBAが肝を発が

ん標的臓器としないことも、肝における十分な

濃度のGSHの存在と強いGSH Sートラン

スフェラ ーゼ活性の存在全説明ができそうであ

る。

DMBAおよび両HMBAは、よく知られた

副腎組織の壊死剤 （大量投与のと‘き）である

(Boylandら、19 6 5)。 本研究結果は、

この急性腎毒性の機構も予言しているように思

われる。すなわち、副腎中には各種ステロ イド

の硫酸エステルを産生する強力なサルフォトラ

ンスフェラーゼ活性が存在する (Payneと

Singer, 1 9 7 9)。 したがって、この臓器

にたどり着いたHMBAから生成する活性硫酸

エステルは、組織ク ンパク質と結合して、組織

の壊死を惹起すると考えられないであろうか。

硫酸エステルが発がん物質の活性代謝物とし

て生成する可能性は、N-OH-FAA,N-

OH-MAB,および1'ーヒドロキ 、ンサフロ ー

ルなどで仮説として提唱されているが(Miller

とMiller,1975),これらいずれの場合も直接

的な証明はまだなされていない。著者らは、過去

12年間にわたるエポキッドに関する研究の途上で、

DMBAの活性化はエポキ、ンド生成では説明が

つかないことに気付き、硫酸エステルが活性体

である ことを証明することができた (Watabe

ら， 1982a)。 この活性体と発がんの関係

は、著者らが解決すべき問題と考えている。

終りに臨み、本誌への発表の機会を与えて下

さった黒田行昭氏（国立遺伝研形質遺伝部）に

深謝いたします。なお、本研究の一部は文部省

がん特別研究費によって行われた。
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aーピロンおよびポリアミン共存系の変異原性について
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-1 0 0の系で変異原活性を示す直接変異原で

ある。前保渦の際にスペルミンやスペルミジン

などのようなボリアミンを共存させると、表 1'

表1 ットレオピリジン，ポリアミン，
両者の等モル混合物の変異原性

4
 

3にシトレオピリジンに対し若干のモル比段階

” 
1. はじめに

環境変異原の活性を抑制ないしは失活させる

方法に関する研究は、最近若干の方向に体系化

されてきた。

Kadaら (1978,1981)は 抗変異

原 (anti-mutagen),や変異原不活化因子

(des mutagen)および代謝的不活化などに

ついての概念を明らかにし、協同研究者らと多

くの例を示している (Kadaら， 1978,1981. 

KadaとKanematsu,19 7 8.賀田， 1980,

1981)。Arimotoら(1980), Hay at suら

(1981)はヘミンあるいはその類似物質がN

ーヘテロ縮合多環性変異原、たとえばトリプー

P-1などの変異原性を抑制すること、およびオ

Vイン酸やリノール酸などの不飽和脂肪酸が同

じくトリプーP-1やア フラトキジンB1など

の変異原性を抑制することを報告している（早津，

1981. Hayatsuら、 1980a,1980b, 1981 a, 

198lb.)。西岡 (1981)はだ液が発がん生

物質を失活させることを報告し、大西ら(1981)

は腸内細菌により 1ーニトロビレン変異原性が低

下することを報告している。

筆者らは変異原の化学構造の中にー 0―ふ―

とくにa-部分をもつものの多いのに着目し、

ピロン類に関心を持つようになった。分子内の

環状エステル部分は、その分子に強い極性を与

えるばかりでなく、 ,,.c=o…H-N 

素結合を形成する性質を持つと思われるから、

核酸やクンパク質に存在するアミノ基や生体内

型の水

に普遍的に存在しているポリア ミンなどと相互

作用するであろうことを予想して、スペルミン

やスペル ミジンとaーピロンの中の直接変異原

であるジトレオビリジンとの共存系について変

異原性を検討することとした。

スペルミン 険性対照

2. 

3. 

変異原性試験における抑制効果または増強効

果の検出

物質Aと物質Bの変異原性試験の測定値を合

計して、A,B混合系における変異原性試験の

値を推定しようとすると、対照値を 2回数えて

いることになるので、物質Aの変異原性試験の

計数値と物質Bの変異原性試験の計数値の和よ

り対照の値を差引いた値をもって、 A,B混合

系の変異原性試験の抑制も増強もない推定値と

する。この推定値と実測値を比較して抑制ある

いは増強の効果を知るのであるが、変異原活性

の有無や大小の比較には 2倍法によらず、実測

値が t分布に従うとして、 対照の 95％信頼区

間と比較することにより、多少は定羅的な議論

に近づくことができると考える。この信頼区間

法はChuら(1981)が推奨している。

・ントレオ

ピリ ・シン
スベルミ
・ノン

シトレオピリジンとスベルミンまたはスベル

ミジンとの共存系の変異原性

H q-'CH, 

HH,0ば、へへへ立。
図l 、ントレオピリジン

ットレオピリジンは図 1に示す化学構造をも

つ黄変米の色素であり、前保温法により、 s-
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図2に示すようなHiぶの復帰変異コロニー数

の減少を認める結果を得t4' なおこの実験にお

けるポリアミンの濃度範囲内において、生菌数

は対比との間に有意差を認めなかった。

1叫

対照の95％信頼区間
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ポリアミンによるジトレオピリジンの阻害百分率

でポリアミンを共存させた場合の変異原性抑制

率を示したが、モル比 1: 1附近で 50~60

％の抑制を示している。

4. シトレオピリジンとポリアミン間の水素結合

について
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示こ
9

,
 4
 
図
ヽろこ

g

と

、1ー
・1

i
ii"り

こ

g

]
・
ベ
ー
＞

ナ

、、

11.

、

.l

/
.

し

｀

‘

l

i
¥
.ll
ii
H
Ii.11
"ー
．f

、_l
[

1

.1
・

・1
・

1

5.

‘.‘.1• 

定

―

l
i

f

.

o

測

c
m

m

6

9

5

6

8

5

1

1

 

三：
l

』：二
1

、1

吸

3

R
 

a

5

1

3

-

g
8
』

l

図4

ev -sm{ l l) 
----- SIJII 
ー ・ー •- Cv

1n CHCl 1 

シトレオビリジン，スペルミンおよびCv-Spm

(1 : 1) 2成分混合系の1Rスペク トル

す結果を得た。スペルミンのNH伸縮振動（3370

cm―1, 328Qcm・l, 3200cm―l)はジトレ

また図

ォビリジン共存下で幅広い吸収となり、一方、ン

トレオ ピリジンの ‘c=o伸縮振動（ 1695
／ 

cm -I)はスペルミン共存下に 1685cm-1へと
ヽ／

lOcm-1低波数側ヘッフトし、 NH…0=C 
/ ‘  

型の水素結合の存在を示している。
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5。 NMRスペクトルによる水素結合の証明

r,-Spm 

r v.. _.. r,(̀  l = 2 66 +2 72 X I O―’X 9● 0 96 

各製数の計.,こ，鰻少ニ
剰法による。

600 800 ~pp m• , + b x( , : ,nM o l ●『 )

債 ぽ(mM ;n COCI) 

図5 、ントレオビリジン，スペルミンおよび
Cv-Spm (1: 1モル） 2成分混合系に
おける 、H-N,H-0プロトンのケミ
カルジフト値。

図 5に示すようにスペルミン (0.O 5 mM) 

のoCDCらは L4 6 ppm (6 H, S, NH) 

で、 0.O 5 mMのジトレオピリジン共存下では

2. 3 ppmへと低微場ヽンフトが観察され、この

測定条件下で、ジトレオヒ゜リジンとスペルミン

の間に水素結合の存在を支持している。図 5'

図6は水素結合による相互作用を支持するもの

である。
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図6 、ントレオピリジン ，スペルミン系の各種

モル比における、 H-N,H-0プロト
ンのケミカJレジフト値。

6. むすび

ジトレオビリジンの直接変異原性はポリアミン

共存で抑制されることおよび両成分間に水素結

合形成のような相互作用の存在することは判明

したが、変異原性の抑制される分子的過程はま

だ分らない。

筆者らはアフラトキジン B1 とアフラトキ ンヽン

Cに対するスペルミンの影響についても多少の

知見をもっているが、アフラトキジン 圧に対し

ては変異原性の抑制はなく、アフラトキジンG1

に対しては抑制が観察されることを附記してお

く。
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アプリシアトキシンおよびその

誘導体のプロモーション活性

国立がんセンクー研究所集団検診研究部 藤 木 博 太

1。はじめに

人がんの原因の 80％以上が環境因子による

と報告されている。がんがイニジェークーとプ

ロモークーの 2つの異なる因子によって生じる

とすれば、プロモークーも環境中に広 く存在す

ると考えられる。環境中のプロモークーを検索

する試みは、人がんの原因を追求する上でぜひ

必要な研究である。私どもは、まず皮膚プロモー

クーに注目し、これらを検索する検索法を確立

した。この方法によって、これまでにフォJ嘴ー

ルエステルと化学構造が異なる 2つの新しいク

ラスのプロモークーとしてインドールアルカロ

イドおよびポリアセテートを見い出している。編

集者のご希望によりボリアセテート について記

述する。

2. 2つのポリアセテート：アプリシアトキシン

とデプロモアプリシアトキシンの生物活性

1 9 8 0年ハワイ 、オアフ島カイウラ海岸で

海水浴をした 40 0人以上の人が急性の水泡性

皮膚炎にかかった。ハワイでは度々このような

"swimmer's itch"が生じることが知ら

れている。リングビアトキジンAの時と同じよ

うにハワイ大学化学教室 Moore教授は、カ

イウラ海岸に生育する海草を集め、原因物質の

検索を試みた。その結果、彼は2種類のポリア

セテート ，アプリ 、ンアトキシンとデプロモアプ

リジアトキシン (Br原子を欠損したもの）で

あることを突き止めた。興味あることに、こ の

2つの化合物はすでに 19 7 4年ハワイ大学加

藤博士、 Scheuer教授らによって報告され

ていた。すなわち、彼らは、アメフラジ、正式

にはStytocんeitus tongicauda 日本名ク

ロス、ジアメフラジの消化管の中から分離し、構

造を決定していた。また沖縄でも、具志川で皮

膚炎が起こ ることが報告されているが、この附

近に生育する海草の中にアプリジアトキジン，

デプロモアプリジアトキ ジンが含まれることを、

琉球大学山里教授のご協力によって私どもは見

出した。これら 2つのポリアセテー トが誘導す

る種々の生物活性を、TPA,テレオ ンヽジン ，

リングピアトキシンAのそれらと比較し、表 1

に示した。

私どもの開発した短期検索法のマウス耳の発

赤テスト、ODC（オルニチン脱炭酸酵素）の

誘導テストでは、アプリ ジアトキジン，デプロ

モアプリシアトキシンはともにTPAと同程度

の強い活性を示 した。しかし、もう 1つのHL

表 1 プロモークーの生物活性

TPA テレオ ン`ジン
リングピアト アプリ・ンアト デプロモアプ リ
キ・ンン キシン ツア トキンン

刺戟テス ト ID翡nmoles/ear 0016 0. 0 08 0 0 1 1 0. 00 5 0. 00 5 

ODCの誘導 nmoles C02/5.0μ9 compound 1 4 5 1. 8 9 2. 0 5 2. 1 5 2. 0 5 

HL-60の接着 ED50 ng/ml 1 5 4. 0 7. 0 2. 0 180 

HL-60の喰作用 ED30 ng/mJ 2.5 3. 6 2. 5 1 7 100 

NL-3の細胞凝集 ED50ng/ml l l 5 3. 1 2. 4 2. l 180 

フレンド赤白血病細胞の分化の阻害 E恥ong/ml l 0 2. 0 0. 4 150 

3 H-PDBuの特異的結合の阻害 E恥ong/mJ 3.0 5 0 8.0 4. 0 52. 0 

30週以内の腫絹発生率 （％） 100 1 00 80. 0 93. 0 5 3. 0 
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-6 0細胞の接着テストでは、 アプ リジア トキ

ジンがTPAと同等に強い活性を示したのに対

し、デプロモアプリジアトキシンの活性は比

較的弱いという結果を得た。すなわち、デプロ

モアプリジアトキジンがTPAあるいはアプリ

ジアトキ 、ンンと同じ効果を得るには約 10 0倍

の量を必要とした。この結果から、アプリジア

トキジンとデプロモアプリツアトキシンのプロ

モージョン活性に 2つの可能性が考えられる。

①発赤テスト 、ODC誘導がプロモーション活

性を反映するとすれば、アプリシアトキジンと

デプロモアプリジア トキ 、ンンはTPAと同様に

強力なプロモークーであるだろう。②HL-60

細胞の接着が反映するとすれば、アプリツアト

キジンはTPAと同様に強力なプロモークーで

あり、デプロモアプ リジアトキ 、ンンは弱いプロ

モークーであるだろうと予測された。単に 1個

のBr原子の有無で生物活性が異なるこのよう

な化合物は、構造，生物活性，プロモーション

活性，等の相関性を研究する上で最適の化合物

であった。

3． アプリシアトキシンおよびデプロモアプリシア

トキシンの発がん実験

CD-1雌マウス、8週令の皮膚に lOOμf}

のDMBAを塗布、その1週間後から、0.25 

μ9のアプリジアトキジンとデプロモアプリジ

アトキジンを週2回塗布した。 0.2 5 μ<jのア

プリ 、ンアトキジンとデプロモアプリジアトキ、ン

ンの量はマウス皮膚で約1.0nmoles CO/m<; 

protein/3 Ominを誘導した量である。 8

週までの経過観察から、何ら腫瘍の発生が見

られなかったので、 9週から 1.2 5 μgに両

物質共増量し、 30週で実験を終了した。30週

における腫瘍の発生頻度はDMBA＋アプリ

、ンアトキシン群 93%、DMBA十デプロモア

プリシアト キジン群 53％であっ た。その他、

DMBA単独， アプ リジアトキジン単独，デプ
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ロモアプリジアトキ、ンン単独群はともに腫瘍の

発生は見られなかった。この実験結果は、アプ

リジアトキ、ンンはTPA,テレオヽンジンと同等

に強力なプロモークーであり、 Brー原子欠損

したデプロモ了プリジアトキジンはやや弱いプ

ロモーク ーであることを証明した。アプリ、ンア

トキ ジンとデプロモアプリシア トキジンの腫瘍

発生頻度は、 93％に対し 53％と差があるだけ

でなく、腫瘍平均個数においても5.0に対し1.5

と差を認めた。現在、発生した腫瘍について、

すべて病理組織学的に診断し、良性腫瘍と悪性

腫瘍に分類を進めている。

以上の結果か ら前述の可能性を考えると、H

L-6 o細胞のテスト結果がプロモーション活

性の強弱をより強く反映したと思われる。

4. プロモーターの作用機構

プロモーク ーは細胞膜に存在する レセプクー

に結合することが知られている。表1に示した

ように、ラット胎児織維芽細胞を用いナヨH-

PDBuの結合はアプリジアトキジンがデプロ

モアプリジアトキジンよりも 5倍から 10倍強

＜阻害した。この事実から、私どもはアプリジ

アトキ 、ンンが強いプロモーク ーであり 、デプロ

モアプリシアトキジンがやや弱いプロモークー

であることとよく一致すると解釈した。最近、

冷酢酸で洗うことによって、 TPAの非特異的

吸着を除くことができるようになり 、直接 3H

-TPAのレセプクーヘの結合が、マウスの表

皮のparticulatefractionを用いて測定

できるようになった。アプリジア トキ ジンとデ

プロモアプリシアトキ 、ンンによる 3H-TPA

の結合阻害を測定すると、興味あることに、今

回は全く同等に 3H-TPAのレセプク ーヘの

結合を阻害した。アプリジアトキジンとデプロ

モアプリジアトキ 、ンンのレセプク ーヘの結合が

同等に強いとすると、プロモージョ ン活性の強

弱は何を意味するのであろうか ？ レセプクー



結合以後に生じる生物活性の差がプロモージョ

ン活性の強さを決めるのであろうか？

この問題に直面したので、私どもはふたたび

発がん二段階実験を行った。今回はDMBAで

イニジェートした後、両物質共4nmolesを

週に 2回塗布した。 4nmolesはアプリツア

トキジンで 2.69μ9、デプロモアプリジアトキ

ジンで2.3 7収 である。 30週の実験結果では、

ともに 73.3 %, 71.4％と尚い腫瘍発生頻度を

示し、この 2回目の実験結果は 3H-TPAの

結合阻害の値を強く支持した。考えてみると、

プロモージョンには最適な濃度が存在する。こ

の微妙な差が、両物質のプロモージョン活性に

強弱を生じたり、或いは同等であったりするの

かも知れない。

5. まとめ

アプリジアトキジンとデプロモアプリツアト

キジンで見られたBrー原子の違いによるいろ

いろな生物活性の強さの違いの意味を明らかに

するために、種々の誘導体を用いてさらに研究

を進めている。自然界には、 Brを2個含むプ

ロモアプ リジア トキジン、メチル基を欠くオンヽ

ラト キジンが存在する。さらにプロモパオキジ

ダーゼを用いてデプロモアプリジアトキシンに

3個の Brを入れることができ、ジプロモアプ

リジアトキ、ンンを酵素学的に合成することも可

能である。プロモークーの構造と活性の相関を

研究する上で、海草に含まれるポリアセテート

の誘導体は、新しい 1つの代表的なクラスとな

る。
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現境変異原一ーカイコの研究から見た一見解

1。歩んだ道

環境に存在する化学物質の遺伝的危険度は、

放射線によるそれよりも遥かに大きいものであ

ろうという放射線生物学者の認識に碁づいて、

これに対処するため、はじめてアメリカに環境

変異原学会が設立されたのは 19 6 9年のこと

であった。越えて翌年 19 7 0年には欧州各国

を連合したヨーロッパ変異原学会がスクートし

た。日本ではさらに遅れて 19 7 2年ようやく

設立をみた。日本学会の設立をまって翌 1973 

年米国アジロマアで国際学会創立総会をやっt.:o

この当時私には今日の日本学会の盛況ぶりは想

像もつかないことであった。

さて、この問題に取り組むに当って先ず解決

が必要と考えられたのは、感度の商い突然変異

検出法の開発とリスク評価の方法論の確立とで

あった。さまざまな生物系を使ってさまざまな

検出方法が開発されたが、中でも簡便なのはサ

ルモネラ菌を使ったAmesの方法、 大腸菌や

枯草菌を用いた recassay法（以下これらを

短期検定法とよぶ）などで、これにより多数の

変異原物質がつぎつぎに発見された。一方リス

ク推定法の方は、かねてから十分研究の行われ

てきた放射線のそれと対比した rec(radia-

tion equivalent chemical)で簡単に解

決できると思われたが、生殖細胞の発育段階

によって放射線感受性や化学物質に対する感受

性が大変異なることなどから、予想外にむずか

しい問題として ICPEMC(International 

Commission for Protection against 

Environmental Mutagens and 

Carcinogens)の作業にまつこととした。

さて短期検定法の開発により、かねてからが

ん学者の間に予想されていた突然変異原物質は

-43-

国立遺伝学研究所 田 島 弥太郎

がん原物質なりという考え方が裏付けられ、が

ん学者が突然変異原の研究に大きな関心を持つ

ようになった。短期検出法によって、発がん性

や突然変異性を持つ物質が、われわれの生活環

境の中に充涸しているということが明らかにな

ったが、この発見は、われわれの心騰を寒くす

るものであった。しかし、発がんにはイニンエー

ジョン過程のほかにプロモージョンの過程が必

要であることが実証され、がん研究に一段の進

歩を見た。一方突然変異の方は如何であろうか。

サルモネラのデークをヒトに外挿することは可

能かどうか。

以下カイコの研究を通じて見た私見をのべて

見よう。

2. がん原物質検出方法についての協力研究

環境に存在する変異原の研究の重要性にかん

がみ、各国でその研究が開始されたが、わが国

では厚生省の補助のもとに、故小田島成和氏を

代表者とする大きな共同研究班が組織された。

この組織は 2班からなり、一つは変異原性を標

識として変異原物質をスクリ ーニングするグルー

プ、他はこの結果に華づいてがん原物質をスク

リーニングするグループである。変異原性をス

クリ ーニングする前者では、サルモネラ菌を用

いたAmes法、枯草茜を用いた recassay 

法、ハムスク ー培養細胞を用いたin vitro 細

胞遺伝法、ラットの骨髄細胞を用いたinvivo 

細胞遺伝法のほかにカイコの生殖細胞を用いて

次代に伝達される突然変異を検索する特定座位

法など各種の方法を用いることとし、同一検体

に対して検出特性を比較する方法がとられた。

この研究によって得られた結果は、発がん性と

突然変異性との関係および体細胞突然変異と生



表 1 協力研究の結果

1 - 1 

調査した化学 サJ臼珠ラ(TA100)

物質の総数 に対する変異原性

＋ 

1 5 4 
＋ 

1-2 

調査した化学 ハムスクーに対するtn、

物質の総数 匹tro染色体切断

＋ 

1 2 9 
＋ 

1 -3 

調査した化学 ラットに対するin

物質の総数 vivo 染色体切断

＋ 

1 1 3 
＋ 

殖細胞突然変異との関係を考察する上で極めて

重要な資料を提供する。その結果を表 1に示す。

生殖細胞系の検出感度は細菌の突然変異系や

，，ヽ ムスクーのin vitro 細胞遺伝系はもちろ

ん、ラットのin Vi V 0細胞遺伝系にくらべて

も劣る。これは生物の相違が原因をなしている

とも思われるが、本質的には、 (1)in vitro 

系と研四 VO系の違い、 (2)体細胞と生殖細胞

の違いの 2点が主要な原因をなしていると見る

べきであろう。

(1)については、高等生物の体内に侵入した異

物を排除するためのさまざまな機構の存在がす

でに明らかにされている。すなわちスカベンジ
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カイコに対する 該当する化学物

変 異 原 性 質の数（割合）

＋ 11 ( 7.2 %) 

＋ 3 ( 2.0 %) 

3 6 (2 3.4 %) 

104 (6 7.5 %) 

カイコに対する 該当する化学物

変 異 原 性 質の数（割合）

＋ 10 ( 7.8 %) 

＋ 4 ( 3.1 %) 

5 0 (3 8.8 %) 

6 5 (5 0.4 %) 

カイコに対する 該当する化学物

変 異 原 性 質の数（割合）

＋ 5 ( 3.9 %) 

＋ 6 ( 5.8 %) 

11 ( 9.7 %) 

91 (8 4.5 %) 

ャーとしてのヘミン、代謝作用による活性化や

解毒分解等が知られている。

カイコについて、われわれが、まず遭遇した

例はカイコがニトロフラン類に反応することで

あった。ところがAmesのTA1835系は陰

性でここにカイコの代謝特性の例がまず見出さ

れた。つぎにDMNAに対しジョウジョウバエで

は陽性の結果がえられているのにカイコは陰性、

また 4NQOに対しカイコはどんな方法でテス

トしても陰性であった。化学物質の生体内代謝

の機構は思いのほか複雑のようである。

カイコで気のついた第2の例は、フラ ボン類

の変異原性をこの虫が解毒してしまうことであ

った。杉村博士らによりフラボン類にかなり強

力な変異原性を持つものがあることが報告され

たが、カイコは緑の桑葉のみを食餌としている。

桑葉の中にはケルセチンをはじめとして少くも

5種のフラボン類が含まれていることが知られ

ている。したがってカイコには当然これを解毒

する機構をそなえていなければならない。林屋

博士はこの推定の正しいことを明らかにした。

糖がつくと無毒になる。糖が外れると変異原性

を持ってくる。グリコ、ンスによる解毒機構はフ

ラポノイドだけでなく、かなり一般に見られる

現象のようである。

次は(2)の体細胞と生殖細胞との間の違いで、

最も大きな相違が考えられるのは突然変異を起

したDNA（染色体）放出の機構であろう。生

殖細胞は放射線に対し著しく感受的で容易に殺

され、または異常を起す。その結果不妊，流死

産，新生児死亡等が起り、突然変異は排除され

て、これが次代に伝達されるのを防除する仕組

みが備わっている。化学変異原による生殖細胞

致死作用については、まだ十分な研究はないが、

生殖細胞系では細胞分裂の回数や、受精後の個

体発生過程における細胞分裂回数が非常に多い

ことを考えると、おそらく体細胞と生殖細胞と

の間に突然変異の検出される機会に大きな相違

が起るものと考えられる。従って他の体細胞を

用いた実験系にくらべて、カイコの生殖細胞系

の検出度の低かったのは当然で、これは生殖細

胞一般の特性と見てよいであろう。

3.閾値の問題

最後にカイコの化学突然変異原に関する研究

で最も注目に値するのは投与量ー効果関係が、

ジグモイド型を示すことが見られることである

（村上）。このことは変異原性の弱い変異原、

たとえばクロルジアゼポキ、ンドで明瞭に認めら

れるばかりでなく、変異原性の高いAFTBの

ようなものでもジグモイド関係を認めることが
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できた。このことから筆者は化学変異原の作用

には原則的に閾値の存在を考えてよいものだと

思っている。

このようなことからカイコの特定座位系は生

殖細胞系における突然変異性の検出や、実験に

はえがたい貴重な実験系であることを理解でき

ると思う。



都市大気浮遊じんの変異原性の経日変動パクーン

ー大気モニタリング方法の検討を中心として一

国立公衆衛生研究所地城環境衛生学部 松下 秀鶴

l. はじめに

人がんの発生に環境がん（変異）原物質が大

きく寄与していることは衆知の事実である。ゎ

れわれはこれらのがん（変異）原物質を空気の

吸入や水・食品などの摂取を通じて体内に取り

込んでいるが、空気の場合、水や食品などの場

合と趣を異にする。

涯にわたってたえず空気を吸いっゞけなければ

ならず、

なぜなら、 われわれは一生

たとえその場の空気が極度に汚染され

ていても、その空気を吸わなければならないか

らである。 しかも空気の一日吸入量は約 20 nt、

重量にして約 20 kgと比較的大きい。 このため、

空気に含まれるがん（変異）原物質をたえずモ

ニクリングし、これらを定量的に評価すること

は、空気汚染と肺がん等との関連を究明する上

にも、がん予防対策策定の上にも重要である。

空気中のがん（変異）原物質のモニクリング

は化学計測に基づくものと、変異原性試験など

の生物学的計測に基づくものとがある。前者は

個々の発がん物質等を定量的に評価するのに適

しているが、汚染物全体の影響を評価するのに

問題がある。後者は汚染物全体の影響を知る上

で極めて有益であるが、定量性に問題が残され

ている。

われわれは変異原性を指標とする大気のモニ

クリングに関して、 これを簡易かつ精度よく行

う方法の検討を行ってきている。 そしてたとえ

ば大気試料の調製法として、従来のソックスレー

抽出法を含む方法の代りに、 ベンゼンーエクノー

ル (3: 1、1/y)混合液を用いる超音波抽出・

試料調製法を用いれば試料調製時間が著しく短

縮するばかりでなく、試料調製に伴う人為的変

異原生成も防止することができることなどを見

出している（後藤ら、

ここではモニクリング方法検討の延長線上にあ

る2つの研究成果の概要をのべてみたいと思う。

• 2. 復帰変異コロニー計数法の検討

大気試料等の変異原性モニクリングにおいて

は、数多くの測定点で定期的に長時間にわたっ

て採取された試料の変異原性をたえず測定する

必要がある。このためのテストとしては簡易で

迅速であることが望まれる。

数法の簡易化の検討を行いつぎの結果を得た

（松下ら、

1 9 8 1、

1 9 8 2)。

1 9 8 2)。

そこでコロニー計

すなわち、市販の自動コロニーカ ウンターは

復帰変異コロニーの計数に便利であるが、この

装置による計数値は目視による計数値と一般に

異なり、両計数値の差はコロニー数が多くなる

ほど多くなることが知られている。そこでこの

原因について解析した結果、自動コロニーカウ

ンクーでは、互いに接触したコロニーを識別す

ることができないことと、コロニーが小さくな

りその吸光度がある値以下になるとカウントし

なくなることによると考えられた。

そこで、前者の原因の解決に対しては、モン
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テカルロ法によるコンヒニークッュミレージョ

ンにより、一定面積内に所定のコロニーを分散

させた時に単独に存在するコロニーの数と 2個、

3 個、•… ••n 個互いに接触して存在するコロ

ニーの数を算出し、これらの値から補正式を求め

る方法を検討した。なお、この計算においてコロ

ニー数とその粒径との関係は実験により求めた。

その結果、自動コロニーカウンクーの計数値

(x)からの真のコロニー数（1;/)を求める補

正式として

Y= 3184.7-1000 /心-6.466XIO下 (X=1~455) 

Y = 6017.0- 634 j五ー3.158X10月：は＝455~1583)

こ〉で k:視野率

を得た。この式は一見複雑にみえるが通常の

小型プログラム電卓にXとKを入れれば簡単に

yを求めることができる。

一方、後者の原因、すなわちコロニーカウン

クーの検出力の問題は通常、コロニー数 1000

個附近で感度を切りかえることにより解決でき

ることを認めた。
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図1にその検討結果の1例を示す。図 1(a)は

市販自動コロニーカウンクーの計数値に視野率

補正をほどこしたものと目視による計数値との

関係を示 したものである。 図1(b)は自動コロニー

カウンクーの計数値を本補正式で補正した値と

目視による値との関係を示したものである。図

1(a)と(b)の比較から本補正法の有効性が理解さ

れるであろう。また、

行わなかったが、

なお、
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補正式が有効であることは図 l(b)からうかゞえ

るであろう。

これらの計数に先立ってプレート 1個

1個を観察し、 Killingゃ汚染の有無等を調

べる必要があることはいうまでもない。
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目視によるコロニー計数値と自動コロニーカウンクーによる計数値との関係。

(a):自動コロニーカウンクー値を視野率補正した場合
(b):自動コロニーカウンクー値を本法により補正した場合

△ :Artek 880 (Sense 4. 8)、
それ以上はSlope2) 

3000 

O:CA-7A（コロニー数、約1000以下はSlope3、

大気浮遊粉じんの変異原性の長期経日変動パ

ターン（後藤ら、 1982 b、1982 C) 

大気浮遊粉じんに含まれる ベ ンソ~a) ヒ゜ レンな

どの発がん関係物質のモニタリングは、通常 1

カ月に 1回ないし 2回行われているにすぎない。

変異原性に関して定期的モニクリングが行われ
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ている例は極めて少ない。一方、大気中のペン

ソ~a) ピレン濃度や変異原活性は種々の原因によ

り大き く変動することが知られている。 したが

って、上述のモニクリング結果が何を表わして

いるのか必ずしも明らかでなく 、このような値

を用いて発がん性物質等の被曝量を求めると大

きな誤差が生じる可能性がある。そこでわれわ

れは1カ年間連日、大気浮遊粉じんを採取し、

その変異原性と若干の発がん関連物質を測定す

ることにした。

図2に測定結果の 1部を示す。この図から単

位空気量当りの変異原活性は春、夏期に低く 、

秋、冬期に混いことや、同一月内でも日によっ

て変異原活性は大きく変わることがわかる。また、

5

0

5
 

7

5

2

 

空
気
叫
当
り
の
復
帰
変
異
体

5

0

5
 

7

5

2

 

空
気
叫
当
り
の
復
帰
変
異
体

5

0

5

0
 

7

5

2

 

3
 

空
気

m当
り
の
復
帰
変
異
体

゜

5

0

S

 

7

5

2
 

3
 

空
気

m当
り
の
復
帰
変
異
体

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 day 

a 10 12 14 16 18 20 22 24 26 2a 30 day 
I 

Jul 

2 4 6 8 10 12 14 16 10 20 22 24 26 20 30 day 

図2 季節別にみた東京都の大気単位体積当り

の変異原活性の経日変動（昭和 55年）

正月や夏休みなど産業活動が低下した時は大気

中の変異原活性も低いことがうかゞえる。

図2は明らかに、 1カ月に 1~2回のデーク

からその月の変異原活性等を云々するのは危険

であることを示している。そこで、デー クが若

干欠落している時の月、または季節平均値を求

める方法を検討した結果、変異原活性やベンゾ

(a)ピレン等の多環芳香族炭化水素 (PHA)濃

度はすべて対数正規分布に従う ことから、デー

クは幾何平均値とその偏差で表現するのがよく 、

デークが欠落した場合に算術平均値を求める場

合には幾何平均値とその偏差から求める方がよ

いと判断された。

図3は大気浮遊粉じん1mg当りの変異原活性

の月別幾何平均値が年間を通じてどのよ うに変

化するかを示したものである。なお、図中の棒
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図3 東京都の大気浮遊粉じん単位重量当りの

変異原活性の月別幾何平均値の年間変動

（昭和 55年）

は偏差を示している。この図から も変異原活性

は一般に春 ・夏期に低く 、秋・冬期に高いことが

わかる。また12月を除いて直接変異原（direct

mutagen)としての活性の方が前変異原 (pro-

mutagen)としてのそれより高いこと、 前者

と後者の活性の比 (-89/+8，値）は春・ 夏期に

に著しく高いことがわかる。このことは変異原

生成に関して大気中での光化学反応が関与して

いる ことを強く示唆している。

4． モニタリングにおけるサンプリング方法の検討

モニクリングは長期間にわたって定期的に行

う必要があるため、そのための試料採取はせい

ぜい 1週間に 1回程度である。そこで、このよ

うなサンプリングで比較的信頼性の高い値を得

るには何曜日にサンプ リングすればよいかを検

討してみた。

表 1は季節平均値を出す場合の検討結果を示

したものである。表 1から各季節における全測

定値の平均を 10 0とすると、土、日、月曜日

に採取した場合は平均値を下まわることが多く、

表 l 季節別算術平均値におよぼす試料採取曜

日の影響

曙 日 平 均 値

季節曹株 S-9 全平始直

月 火 水 木 金 土 日

冬期 TAIOO + 68 115 100 145 113 76 84 100 
12月 TAIOO - 7 0 I 2 2 87 138 101 102 82 100 
I TA 98 + 7 9 I 13 96 142 112 86 71 100 
2月 TA98 - 7 7 116 89 138 102 96 85 100 

馨期 TAIOO + 88 117 117 104 121 95 81 100 
3月 TAIOO - l l 3 I 30 96 11 5 11 4 51 88 100 
I TA 98 + 83 116 113 121 10ヽ 66 83 100 
5月 TA98 - 96 115 112 119 107 75 77 100 

夏JUI TAIOO + 100 106 112 99 88 125 89 100 
6月 TAIOO - 1 00 I 2 5 96 7 3 112 7 7 I 00 100 
I TA 98 + 99 104 102 l 04 85 89 11 8 100 
8月 TA98 - 91 108 104 9 7 I I 8 81 IO 4 100 

秋問 TAIOO + 102 125 106 110 90 6 4 IO 5 100 
9月 TAIOO - 96 130 Ill 114 93 69 83 100 
I TA 98 + 98 130 105 110 99 5 9 I 00 100 
11月 TA98 - I 0(I  26 9 4 I 23 64 83 80 100 

逆に火、木曜日の場合は上廻ることが多いこと

が分る。そして、全測定値の平均に最も近い値

を与えるのは水曜日の採取試料の場合であり、

士15％以内で一致する ことを認めた。同様の

結果がベン ソ~a) ビレン等の PAHでも確認され

ている。 したがって、少なくとも東京都の大気

モニク リングにおいては水曜日に試料を採取す

ることが望ま しいと判断された。現在このよう

なことをより明確にするために、さらに試料を

採取しつづけ測定を続行 している。なお、試料

採取地点の地域代表性の検討も重要であること

はいうまでもない。

5. おわりに

以上、大気浮遊粉じんの変異原性のモニクリ

ングに関して、われわれの研究室での成果をの

べた。従来、変異原性試験は定性的または半定

量的評価に用いられる場合が多 く、 モニクリン

グのように長期間にわたる定量的評価はほとん

どなされていなかったため、試験方法に関 して

検討すべきことが多く残されているように思う。

変異原性試験に対しても化学計測に準じた定

量性が保証され、環境試料に対するモニク リン

グが化学的モニクリングとともに各地で行われ

るにつれて、日常生活を通じてどの程度のがん

（変異）原物質を体内に取り込んでいるかが明

らかとなり、がん予防対策策定の重要な基礎資

料となるものと考えられる。がん予防対策にと

って最も重要な基礎資料の一つは環境がん＼（変

異）原物質の定量的評価である。
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大気およびディーゼル排ガス中

ニトロアレンの変異原性

福岡県衛生公害センクー 常盤 寛

l．はじめに

大気中の汚染物質はヒトの肺がん増加と密接

な関係があり、他の環境因子とともに注目され

ている。われわれの調査によると、過去 10年

間の大気中汚染物質の変異原性は必ずしも減少

しているとはいい難く、むしわ従来とは異なっ

た変異原が検出されつつある (Tokiwaら，

1 9 8 3)。その要因の一つにディーゼル排ガ

ス汚染が指摘されている。

ニトロアレンは芳香族炭化水素（PAH) が

N02、s02、硝酸およびオゾンなどとのニト
ロ化反応によって生成されるため、種々の環境

材料に広く分布していると考えられる。さらに

本物質はサルモネラ系によるテストで高い変異

原性を示し (Tokiwaら，1981、Rosenkranz

とMerme1 stein、1983)、おそらく発がん性

を有すると推定される。そこで大気汚染物質や

ディーゼル排ガス中のニトロアレンの役割につ

いて生体影響を考察する必要がある。

2. ニトロアレンの変異原性

多くのニトロアレンはラット肝s-9画分に
よる代謝活性をうけないで突然変異を誘起する。

しかし、ニトロアレンは種々の腸内細菌、腸管

内常在嫌気性細困に存在するニトロレダクテー

スによって活性化されることがわかっている

•(Ohn i shiら、1983)。したがってニトロア

レンの変異原性、発がん性に関与している活性

体はこのニトロレダクテースによって還元され

る際に生じるヒドロキ、ンJレアミン中間体であろ

うと考えられている。この中間体はMNNGな

どにおいては比較的安定しているが、ニトロア

レンから生成される中間体は不安定なものであ

ろうと推定される (PoirierとWeisburger、

1974)。

サルモネラ菌を使ったニトロアレンの変異原

性はわれわれの研究を始め多数報告されている

が、各研究者の変異原性結果を相互に比較する

ことは困難である。これは発育増殖ステージの

異なった検定株を使うと、異なった成績がえら

れるからである。 Mermelsteinら (1981)

は対数増殖期より休止期の細胞を使用すると、

比較的安定した変異原性結果がえられると報告

している。この原因は細胞内のニトロレダクテー

ス産生性によるものか、あるいはニトロアレン

がこのレダクテースによって還元される際に生

じるヒドロキ、ンルアミン中間体の安定性に起因

しているものかも知れない。

一方ニトロアレンの変異原性の強度は化学物

質の構造に関係がある。図 1に示したように、

図 1 ニトロアレンの変異原性

NT,ニトロトルエン； DNT,ジニトロトルエン；

NA,ニトロアニソール； NB,ニトロビフェニール；

TNN,テトラニトロナフタレン； NN,ニトロナフタ

レン； DNN,ジニトロナフタレン ；NAn,ニトロア
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9 F,テトラニトロー 9ーフルオレノン； NFr,ニト

ロフルオランテン； NP,ニトロヒ°レン；DNP,ジニ

トロヒ°レン； TNP, トリニトロヒ°レン ；TTNP,テ

トラニトロヒ°レン； NC,ニトロクリセン； NBP,ニ

トロペンゾ(a)ヒ°レン；NBAn，ニトロペンゾ(a)アントラ

セン； AF2,フリルフラマイド； 4NQO, 4ーニト

ロキノリンーNーオキシド； MNNG,NーメチルーN’ー

ニトローNーニトロゾグアニジン； BaP,ベンゾ(a)ヒ°
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4 5 定型的変異原物質

環数

1 ~2員環をもつニトロアレンでは弱く 、これ

に反し3~4員環では非常に高い変異原性を示

す。またモノニトロよりジニトロ置換体は強い

変異原性を示す傾向がある。これをニトロピレ

ン誘導体についてみると、ジニトロヒ゜レンの変

異原性はニトロピレンのそれの 26 0~5 6 0 

倍の活性を保有している。 したがってサルモネ

ラ系による変異原性テストでは被検化合物の純

度が重要となってくる。

ニトロアレンの突然変異機構は必ずしも明ら

かでないが、ニトロピレン誘導体の変異原性に

ついてみると、変異原物質がDNAの塩基対間

に挿入することによって惹起したframe-

shift型の突然変異であろうと推定されている。

しかし、これには異論があり、 1,8 -、ジニトロ

ピレンはウアバイン耐性をマーカーとしたマウ

スリンバ細胞性腹水腫瘍に由来する L5178Y

細胞で塩基置換型の突然変異を示すようである

(Coleら， 19 8 2)。

5． ディーゼル排ガス中のニトロアレン

ディーゼル排ガスの変異原物質としては、間

接変異原より、むしろ直接変異原物質が重要で

あろうと考えられている。そして、こ の変異原

物質の主体は極性の高い物質 ・ニトロアレン類

が関与している。

Xuら (19 8 2)、Schuetzleら (19 8 3) 

は、デイーゼル排ガス中にニトロアレン 50~  

7 0種類を確認同定した。しかし非極性部分の

変異原性が弱いため、主要な変異原物質はやヽ

極性の高い画分に存在していると考えた。

Schuetzleはディーゼル排ガスの粒子状物質

における総変異原性の 60~8 0％はニトロピ

レン、ニトロフ）レオランテン、ジニトロピレン

の活性が反映していると報告している。

われわれもほぼ同様の結果を得ている。すな

わち、ディーゼル排ガスの粒子状物質からの中

性画分をセファデックス LH20カラムを使って、

活性部分を一部精製した。ついで主要な活性画

分はZorbaxODSカラムによる高速液体クロ

マトグラフィーで溶出し、 30秒間隔で分画し

た後、 TA98株に対する変異原性を測定した。

活性の大部分はニトロピレン、ジニトロピレン

およびニトロフ）レオランテンの溶出位置と一致し

た。この活性部分をガスクロマトグラフィー

(ECD)で同定および定量すると、粗抽出物あ

たり、 1ーニトロヒ°レンが 70. 5 ppm、 3ーニトロ

フ）レオランテンが1.2 ppm、1.6ーと1.8ージニト

ロピレンが 3.5および5.7 ppmで、この4種の二

トロアレンはディーゼ）レ排ガス中の主要な変異

原物質であろうと推定された。

4. 大気中のニトロアレン

一方大気中におけるニトロアレン生成につい

ては、 ベ ンソ~a) ピレンがN02、 0 3 、 PAN な

どとの反応によってニトロ ベ ンソ~a) ピレンが生

成されることが示唆されている CPit tsら、

1 9 7 8)。Gibson(l981)によると、

大気粒子状物質 l叩あたり、 1ーニトロヒ゜レン

は0.27~0. 5 6、 6ーニトロベンゾ（a)ピレン
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は0.9 1~2.4 8 n <Jであったと報告している。

われわれはディーゼル排ガス汚染の著しいチ

リ・サンチャゴ市で採取した大気粒子状物質に

ついてニトロアレンの検索を試みた (Tokiwa

ら、印刷中）。図 2示したように粗抽出物の中

10 
Time IminI 

,o 20 
Time fmonl 

図2

00400nm 
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TA98.-S9 

大気試料の高速液体クロマトグラフィー

と各画分の変異原性

チリ ・サンチャゴ市の大気試料 (a,b, 

c)と日本における大気試料 (d,e, f) 
の中性画分をZorbaxODS（溶媒、アセ
トニトリル／メクノー）レ、 80/20)で分

画した。

aとdはニトロビレンおよびニト ロフル
オランテンの標準物質。

bとeは試科の高速液体クロマトグラム。
cとfは各画分の変異原性。

性画分を上述の方法によってZorbax ODS 

カラムによる高速液体クロマトグラフィーで分

析した。溶出液は 30秒間隔で分画し、変異原

テストを行った（図 2C)。また日本で採取し

た大気試料について同様の実験を行った結果を

図 2d, fに示した。これらの結果から、

ジニトロピレン溶出相当画分に高い変異原性が

e, 

得られた。 したがって、大気中の直接変異原の

主体はジニトロピレンによる可能性が強いと考

えられる。

5・おわりに

ジニトロヒ゜レンの変異原性はサルモネラ菌に

特異的であるが、既知のニトロアレンの中では

最も高い変異原物質である。

がん性は明らかにされていない。

われわれの発がん実験によると、1,6-

ジニトロピレン 2mgをBALB/Cマウスの皮

最近、

下に接種すると、 5 0％のマウスが局所に著明

な腫瘍を形成し、組織学的には繊維性肉腫であ

ることを観察したが、同量の 1．ーニト ロビレン

接種マウスには発がん性が認められていない

（未発表）。
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給油所排水中の 1ーニトロ ピ レン

徳島大学医学部細菌学教室

1.はじめに

水圏の変異原検索のために、河川水，ノリ，

ワカメなどの海産物，魚貝類，フ゜ランクトンな

どをAmes法で調べたところ、TA1 O o株、

S-9無添加で変異原性が認められたが、含ま

れている変異原の同定のナ認めに分画していくと、

だんだんと変異原性が弱くなり、結局原因物質

の同定は困難であった。そこで、水圏を汚染す

る可能性があるものは何かを考えて、その発生源

を調べることにした。徳島市では、下水の一部

は汚水処理場に行くが、大部分は直接河川に放

出され、紀伊水道、太平洋へと流出する。給油

所の排水は直接下水道へ放出されることはなく、

各給油所に作られた油水分離槽に一時貯えられ、

油分はオイルパットで取り除かれ、水分だけが

下水道に出て行くことになっている。給油所で

は通常 1日50トンを越える水を使用していな

いので、厳しい排水基準値の適用は受けていな

ぃ。給油所によっては、時々変異原を排出して

いるのではないかと考え、 10カ所の給油所に

ついて、 2カ月ごとに 1年間、排水の変異原性

と変異原である 1ーニトロビレン (1-NP)

の定量を行った。

2.排水採取と定量方法

徳島市内の 5カ所の給油所と、市外の国道沿

いの 5カ所の給油所の油水分離槽の排水口から、

1回に 1~3.lの排水を採取し、ジエチ）レエー

テル可溶性の中性・酸性・塩基性画分に分画し

た。各画分について、 Salmonellat yp加ー

T邸 rium TA9 8株とTAIOO株とを試験

菌株として、37℃2 0分の前保温法を用いた

Ames試験を行い、 Aroe 1 or I 2 5 4処理し

大西克成 ・木内 武美 ・真鍋芳樹
脇坂和見 ・田原 功 ・秋本 茂

たラット肝のS-9画分 50節［を添加した場合と

無添加の場合とで変異原性を測定した。

1-NPの定量のためには、まずジエチ）レ ・

エーテル可溶性中性画分をZorhaxODSカラ

ムを用いた高速液体クロマトグラフ ィー (HP

LC)にかけ、移動相として 70％アセトニト

リルで溶出し、 1-NP溶出相当画分を分取し

た。その画分中の 1-NPを 1ーアミノヒ°レン

(1 -AP)に遠元するための反応液0.5咸と

して、 NADPH 2 μmal、グ）レコース 6一燐

酸2.5 μmol、グルコースー 6燐酸脱水素酵素

0. 5単位、燐酸緩衡液 (PH6. 8) 5 O μ mo l 

Bacteroides fragitisから精製したニト

ロレダクターゼI・(Ki nouch iと Ohnishi, 

1 9 8 3)、および 1-NP相当画分を、37℃

1 5時間保温した。エチル酢酸で抽出し、溶媒

を溜去した残漆を0.1咸のメタノールに溶解し、

再度HPLCに導入して、溶出した 1-APの

量を蛍光検出器で測定し、排水中の 1-NPを

定量した CKi nouch iら、 19 8 2)。

5．排水の変異原性と 1-NP含有量

市内では 19 8 1年 10月から 2カ月ごとに

6回、市外では 19 8 1年 12月から 2カ月ご

とに 5回排水を採取したが、一般に中性画分の

変異原性が高かった。中性画分の中では、1L 

の排水当りの変異原性が 1Q4 His十／プレート

以上の試料が、市内では全 30試料のうち 9試

料、市外では全25試料のうち 2試料であり、

給油所利用車台数が多いためか、市内の給油所

の排水の方が変異原による汚染の程度が大であ

った。試験菌株では、一般にTA98株の方が

高い変異原性を示し、しかもラット肝S-9無添
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加の時の方が高いことが多かった。これらのこ

とは、排水中にはフレームシフト型の突然変異

を起こす直接変異原が多いことを示唆している

ので、つぎには、多環芳香族炭化水素のニトロ

化合物の代表として 1-NPの定量を行った。

中性画分をHPLCカラムに注入し、 1-N 

P相当画分を、ガスクロマトグラフィー ・質量

分析法で分析して、 1-NPが含まれているこ

とを証明した (Ohnishiら、19 8 3)が、

1-NP以外の物質も含まれているため簡単に

は定量できなかった。したがって、前述のよう

に 1:--APに還元して、再度HPLCに導入し、

1-AP のヒ°ーク面積から 1-NPを定量した。

表 1 給油所排水中性画分の変異原性。 l-NP含有量およびTA98株による中性画分

全変異原性に占める割合

中性画分の変異原性
1-NP 

1-NPの中性

給油所 試料採取日 (His十／フ レ゚ート／£排水） (ng/i1非水） 画分全変異原性
TA9 8株日S-9 に占める割合像沢

市内
1 9 8 1. 1 o. 2 5 1 3,1 0 0 9 26 1 2.9 
1 2. 2 0 455,000 25,570 102 

A 198 2. 2. 7 41,300 2,020 8.9 
4. 2 5 8,750,000 12,600 0.3 
6. 6 3,000 33 2.0 
8. 22 519 < o.5 1 (0.2 

198 1. 1 0. 2 5 649 < 0.6 3 く0,17 
1 2. 2 0. 1,320 42 0.6 

B 1982. 2. 7. 4 87 28 10.5 
4. 25. 253 53 3 7.8 
6. 6. 2,820 244 8.2 
8. 22. 400 < 0.4 0 < o.2 

1 9 8 1. 1 o. 2 5. 567 5 2.8 1 6.9 
12. 2 0. 297 〈 0.50 < o. 3 

C 198 2. 2. 7. 1 6 1 く1.1 く1.2
4. 25. 66,600 560 1.5 
6. 6. 6,470 533 1 5.0 
8. 2 2. 11 0 < o. 3 4 < 0.6 

1 9 8 1. 1 0. 2 5. 22,700 433 3.5 
1 2. 2 o. 7,680 1,586 3 7.6 

D 198 2. 2. 7. 7,790 286 6.7 
4. 2 5. 200 10.2 9.5 
6. 6. 8,860 583 1 2.0 
8. 2 2. 180 < 0.3 6 (0.4 

1 9 8 l. 1 0. 2 5. 2 2,7 0 0 178 1.4 
12. 2 0. 357 く 3.0 く 1.5

E 1982 2. 7. 2,230 9 3 7.6 
4. 2 5. 182 く 1.7 く1.7
6. 6. 10,50 0 4 4 7 7.8 
8. 2 2. 8 90 く 0.4 (0.1 
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中性画分の変異原性 1 1-NPの中性

給油所 試料採取日 (His十／プレート／£排水） (g/-LN排P水） 画分全裟異原性
TA9 8株日S-9 n に占める割令紗a

市外
1 9 8 1. 1 2. 2 0 4,6 3 0 3 6 1 1 4.2 
1 9 8 2 2. 7 2,1 7 0 4 6 4 3 8.9 

F 4. 2 5 2,4 5 o 2 9 3 2 1 8 
6. 6. 3, 3 5 0 2 4 8 1 3 5 
8. 2 2. 1 9 5 (0.2 5 (0.2 

1 9 8 1. 1 2. 2 0 1,5 3 0 3 4.3 4.1 
1 9 8 2. 2. 7. 7 3 ( 1.0 (2.5 

G 4. 2 5 1 9 3 2 4.0 2 2.8 
6. 6 3,9 1 0 3 0 1 1 4.0 
8. 2 2 1,230 ( 0.4 4 (0.1 

1 9 81. 1 2. 2 0 3 7 4 ( 0.4 3 (0.2 1 
1 9 8 2. 2. 7 5 3 1 6.8 5 8.5 

H 4. 2 5 6 O 2 < 2 4.3 〈 7.3
6. 6 1,070 116 19.7 
8. 2 2 1 9 0 < 0.3 8 (0.4 

1 9 8 1. 1 2. 2 0 3 9,8 0 0 1 6 5 0.8 
1982.2.7 1,790 162 16.5 

I 4. 2 5 2 3 4 < 1 0.2 < 7.9 
6. 6 1,140 98.0 15.6 
8. 2 2 1 6 0 (0. 3 8 (0.4 

1 9 81. 1 2. 2 0 9 9,2 0 0 3 2 3 0.6 
1982. 2. 7 1,360 43.0 5.7 

J 4. 2 5 2,6 0 0 6 6 1 4 6.3 
6. 6 8 3 9 7 6 1 6.4 
8. 2 2 1,9 6 2 ( 0.3 6 (0.0 3 

a 1-NPn<JはTA9 8株、 (-)S-9で18 2 His十復帰変異集落数／プ レート を生 じるもの
と仮定して計算した。

（表 l) 1-NP含有量は、検出される試料で

は4.2...,.... 2 5, 5 7 O n~ / f,と幅広く、 1-NP 

が検出された市内の 20試料の平均が 2,31 2 

ng/¢、市外の l6試料の平均が 2l 1 nf / f, 

で、やはり 1-NP も市内の排水の方が多かっ

た。 TA98株、(-)s-9 による中性画分全変
異原性に占める 1-NPの寄与率は、計算上0.3

％から 58. 5％であった。 53試料のTA98 

株S-9無添加での変異原性と 1-NP含有量と

の間には正の相関が観察された (r=0.386、

P<  0. O 1)。

排水中の変異原物質としては、車に付着した

排ガス成分が洗車の際に出てきたものもあるが、

給油所によってばらつきがあることから、使用

済のエンジンオイルが油水分離槽に混入したも

のと考えられた。実際に、肉眼的にオイルが観

察された試料では変異原性と 1-NPの量が大

であった。

4.使用済エンジンオイルの変異原性と 1-NP 

含有量

使用済のエンジンオイルとしては、ガソリン

乗用車のエンジンオイルを 3,200担走った後

に採取し、その 30誠をソックスレーで 8時間
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メタノール抽出し、ジエチルエーテルで中性、

酸性、塩基性画分に分けた。中性画分は、逆相

のMerckRP_l 8カラムを用いたHPLCで

分画分取し、同様に変異原性と 1-NPとを定

(TA 1 o O株S-9添加）に も未知の変異原

が含まれており、将来これらについても化学的

に明らかにされなければならない。

表2 使用済エンジンオイル中性画分のHPLC分画後の変異原性

His十復帰変異集落数／フ レ゚ート ／中性画分o.5叩相当

HPLC分画
TA98株

（→S-9 缶S-9

TAlOO株 TA98N碑 TA98/1SDNP6株

(-)S-9 缶 S-9 （→ S-9 （—)S-9

1.溶媒画分 296 (15.0) 32 (7 2) 161 (13.l) 37 (11.9) 3 31 (21.1) 281 (24.8) 

2. 極性画分 531 (26.9) 150 (336) 4 26 (34.9) 59 (189) 509 (324) 43 7 (38.6) 

3. diN噸分 886 (448) 82 (18.4) 370 (30.3) 60 (192) 5 92 (37.7) 215 (19.0) 

4 1-N噴分 215 (10.9) 11 2 (2 5.1) 213 (17.4) 42 (135) 98 (62) 154 (136) 

5. 非極性画分 4 7 (24) 70 (15.7) 5 2 (4.3) 114 (3 65) 41 (2.6) 45 (4D) 

総計(%) 1,975 (100吟 446 (100%) 1 2 2 2 Q. 00%) 312(loo吟 1,571 o.o⑳ 1132d0()%) 

量した（表 2)。分取は、溶媒画分、極性画分

di NP画分、 1-NP画分、 非極性画分に分

画して行った。

5.ぉわりに

まずジエチルエーテル可溶性中性、酸性、塩

基性画分の変異性を測定したが、排水の場合と

同じように、中性画分の変異原性が高く、 TA

9 8株、 S-9無添加の時は、 5.6 x 104His+ 

／フ レ゚ート／冠（オイル） という最高の値を示

した。

使用済エンジンオイルの中性画分をHPLC

で5分画したが、 1.:...NP相当画分のTA98 

NR株、(-)S-9での変異原性はTA98株、

(-) S-9の45. 6 %であり、 diNP 相当画分

のTA98/1.SDNP準、(-)S-9での変異

原性はTA98株、(-)S-9の24. 3 %であり、

それぞれ、 1-NP、diNPを含有している

ことが示唆された。実際に、 1-NP相当画分

は、もとのオイル 1戎当たり 138n1の1-NP

を含んでおり、 TA98株、←） S-9での中性

画分の全変異原性の0.45 %を占めていた。表

2からわかるように、極性画分、非極性画分
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排水中の 1-NPが環境中の細菌によって変

異原性が弱い 1-APに還元される可能性があ

る。油水分離槽には1.1 X 1 04~1. 3 X 1 0° / 

咸（平均2.5 X 105／叫）の細菌がいたが、す

べて好気性菌であり、 そのニトロレダクターゼ

活性は嫌気性菌に比べて低かった。実際に油水

分離槽の排水から 1-NPは検出されなかった

ので、排水中の細南によって 1-NPが 1-A

Pに還元されているとは考えられなかった。し

たがって、下水道に出た排水中の 1-NPが、

河川に出てどのように変化するのかは現在のと

ころまったく不明である。

エンジンオイルのHPLC di NP 画分の変

異原性の割合が高いことから考えて、発がん物

質である diNP の環境での変化、影響も重要

である（大西と木内、 19 8 3)。

以上の研究の一部は、文部省科学研究費補助

金、厚生省がん研究助成金、財団法人日産科学

振興財団の援助による ものである。
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ステンレス鋼溶接作業者の末梢

血液リンパ球の染色体について

労働省産業医学総合研究所 輿 貴美子 ・中西 良文
昭和大学医学部第二内科 八上 享司

1.はじめに

ステ ンレス鋼溶接作業では、ヒューム オゾ

ン等の有害物質および紫外線を発生する。ステン

レス鋼溶接作業により発生するヒュームは、Cr

Ni, Mn等の諸種の重金属を含んでおり、この

ヒュームが試験管内でハムスター肺由来のDon

株細胞の姉妹染色分体交換（SCE)頻度の増

加や強い染色体異常をひきおこすことが認めら

れている。 cKosh i, 1 9 7 9)一方、ステ

ンレス鋼溶接作業者には、咽頭がんが多発する

という報告 (Hedenst ed tら，1 9 7 7)や、

肺がんの発生が期待値の約 3倍であるという報

告 (Sjogren,1 9 8 0)もある。発がん作

用の認められているペンゼン， （Forniら，

1 9 7 1)や塩化ビニール (Heath ら，1977)

等に曝露している作業者、サイクロフォスファ

ミドなどの制がん剤に曝露している看護婦では

末梢血液 リンパ球の染色体異常頻度が高かった

り、 SCE頻度が増加することが認められてい

る。 (Norppa, 1 9 8 O)そこで、ステンレ

ス鋼溶接作業者の末梢血液 リンパ球の染色体に

異常があるかどうかを検討した。

2.対象および方法

(1) 被検者： 作業者44名は、常時ステンレス

鋼溶接作業（被覆アーク溶接および不活性ガス

シール ド溶接）を行っており 、時にはア）レミ

溶接も行っている。経験年数 5~20年、平

均 12. 1年、年齢は 25~4 7歳、平均33.5 

歳の男子である。対照者は 15名で、内7名

は同じ工場の事務系職員で年齢 30~4 0歳、

平均 35. 1歳の男子であり、残りの 8名は医

学部学生で年齢23~2 5歳、平均 23.8歳
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の男子である。なお、薬剤服用中のものは除

いた。 薬剤服用中のものは除いた。

(2) 作業環境； 溶接作業場は 19 7 4年に作業

環境が改善され、換気は局所排気および天井

ファンにより充分ぉこなわれているが、個人サ

ンプラーによって測定された曝露濃度は 5~

1 7 4叩／而と個人の間で大きな変動を示し

ており、作業による曝露量の変動も大きく 、

平均曝露量を測定することは困難である。作

業者は全員が防じんマスクを装用しており、

03に対しても活性炭フ ィルターを使用して

いるので、ヒュームの吸入は少いと考えられ

るが、個人曝露濃度に大きな差があるので、

マスクの漏洩などにより ヒュ ームの吸入を想

定できる状況である。

(3) 染色体分析法； 染色体の分析は被検者名を

伏せすべて番号で行った。 被検者の肘静脈か

ら採血した全血をフィトヘマグルチニンを含

む 10 %牛胎児血清添加MEM(minimal 

essential meduim )で72時間培養後、

増殖したリンパ球をギムザ染色し、染色体の

中期分裂像の構造を観察し、異常所見のある

ものおよび異常所見がなくても最低 8枚の写真

撮影を行った。染色体数は写真から算定した。

さらにSCE観察のためには、同上の培養液

2 0直 ／叫の 5-Brduを加え同様に培養

後、染色体をGotoら（ 19 7 8)の方法で

分染し、各人について 25個の中期分裂像を

写真撮影し、交換数を算定した。

(4) 臨床血液検査； 赤白血球、ヘモグロビン量

ヘマトクリット値，血液像， GOT,GPT, 

LDH, r -GTPは常法にしたがって検査

した。



3.結 果

SCE頻度の分析結果を図 1に示す。 作業者

15 

10 

x
x
x
x
x
x
炉
t
苫
点

．
 

器
要
＼
3
3
S 5
 

x
xロ

・＊・_.t

8.48士1.85 7.41士1.11 

゜ 図l

作業者

SCE頻度

表 l

対照者

群のSCE頻度の分散は、対照者群のそれに比

べて有意に大きい。平均値は作業者でわずかに

高いので、作業者群のみにSCE頻度が10を
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染色体切断、 染色分体交換の出現頻度に有意な

差が認められる。 作業者中に観察された分裂像

の70%以上が47本の染色体をもつものが2

名いた。これらの作業者の染色体数の分布を、

表2に示す。 47本の染色体の核型は図 2に示

すようで、また、頬部口腔粘膜細胞の約8%に

xークロマチンを認めた。 船．2の作業者では、
4 7本以上の染色体をもつ中期分裂像も若干み

られたが、過剰な染色体は核型からXによ るも

のと考えられた。
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モグロビン量，ヘマトクリ ット値 ，血液像 ，

GOT, GPT, LDH, r -GTPにとくに

異常所見をもつものはなかっ た。
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ステンレス鋼溶接作業者の末梢血液リンパ球

の染色体について検討を行い、対照者と若干差

のある結果を認めた。

作業環境は 19 7 4年に改善され、作業者は

個人保護具を使用しているので、現在では集団

としての曝露量は少いと考えられるが、被検者

中には改善以前から作業しているものもあり、

また、呼吸保護具の効果は個人の装用状態によ

って著しく異なることがあるので、曝露量，ヒ

ュームの蓄積量は個人差があると考えられる。

試験管内実験の結果 (Kosh i, 1 9 7 9) 

からヒ ューム中の重金属中で最も染色体異常誘

被覆アーク溶

接から発生するヒュ ームでは易溶性であるが、

不活性ガスシールド溶接から発生するヒューム

ヒューム

の曝露による蓄積と体内での緩徐な可溶化によ

る長期にわたる影響も考慮する必要があると考

える。 Husgafvel-Pursiainenら(19 8 2) 

は、ステンレス鋼被覆アーク溶接作業者の末梢

血 リンパ球の染色体を調査し、作業者群と対照

者群の間に有意な差がなかったと報告 している。

前述したように本調査の作業者とは作業内容

が異なるので曝露したヒ ュームにも相異がある

ものと考えられる。

作業者群と対照者群について、 1日の喫煙本

数と SCE頻度との関係を検討したが、作業者

群における高いSCE頻度を喫煙量から説明す

ることはできなかった。

5.む す び

試験管内でハムスターの培養細胞 (Don)に

強い染色体異常やSCE頻度の増加をひきおこ

すステンレス鋼溶接ヒューム等に曝露している

ステンレス鋼溶接作業者の末梢血リンパ球の染

色体に異常があるかど うかについて検討を行っ

た。今回の調査では、対照者群の内容が必ずし

も十分とはいえないが、作業者群と対照者群の

間に染色体の構造異常出現頻度およびSCE頻

度に若干の差のあることが示唆された。また、作

業者中に46・ XY / 4 7,XXYの染色体所見を

示すものが 2名いた。なお、今後継続して調査

を行う予定である。

（謝辞 ；本研究に御協力頂きました産医研、鈴木

薫氏に深謝いたします。）
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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 (TheEnviron-

mental Mutagen Society of Japan i 

と称する。

第 2条本会は人間環境における突然変異原、とく

に公衆の健康に重大な関係を有する突然変

異原の研究を推進することを目的とする。

第3条 本会の会員は、正会員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、 1名以上の

評議員の」雅せん書とともに所定の申込書に

記入の上、本会事務所に申込むものとする。

第5条 会と』は毎年会貨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.焚励賞を設け、環境変異原の分野です

ぐれた研究を行い、 将来の成果が期待さ

れる研究者 （原則として会員）に授与す

る。

3. Mutation Research誌の特別巻を特

価で購入配布する。

4.国際顔境変異原学会連合に加入し、国

際協力に必要な活動を行う。

5.その他本会の目的を達成するために必

要な活動を行う。

第7条本会に次のとおり役員および評議員を置く 。

会 長 1名 庶務幹事 1名

会計幹事 1名 国際交流幹事 1名

会計監査 2名、 および評議員若丁名。

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諾を得て、評議員

に加えることができる。

役員および評議員の任期は2年とする。

役員が同じ任務に引続いて就任する場合に

は2期をもって限度とする。

第 8条評議員会は会員を代表し、事業計画、経費

の収支、予算決算およびその他の重要填項

について審議する。

第 9条本会は年1回総会を開く。

唸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3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条本会の事務は磨年による。

第12条 本会に名誉会員をおく 。

附記
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1.本会則は昭和57年10月3日より施行する。

2.本会は事務所を

静岡県三島市谷田1,111番地に凶く。

3.正会員および賛助会員の会費はそれぞれ年

領3,000円および 1口20.000円とする。

ただし、 MutationResearch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。



一編集後記ー一

昭和 57年 10月29日， 30日の 2日間にわたって修善寺町総

合会館で開催されました日本環境変異原学会第 11回大会の特集号

として 、 奨励賞受賞者のことば ・ シンポジウム • 特別講演につきま

しては「日本環境変異原研究」第 5巻第 1号に収録いたしました。

本号は上記大会の一般演題 10 3題の中から、 17題を収録させ

ていただきました。本号に掲載されました演題の選択につきまして

は、大会準備委員の方々の助言を参考にしながら、多分に編集者の

独断によるものであり 、その責は編集者にあることをお断りしてお

きます。他にも収録いたしたい演題が多数ありましたが、紙数の関

係で割愛させていただきました。ご執筆をお願いした方々には、ご

多用中の ところを本号のために原稿をお寄せいただき 、大変充実し

た内容になりましたことを厚くお礼申しあげます。

（黒田行昭）
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