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「環境変異原研究」も 6年目になりました。原

著でもないし，総説でもない，第一線の研究紹介

的な論文集のような形に落ち着いてきたような感

じがしています。しかし，子細に検討しますと ，

毎年少しずつ，その年の編集者の考えで内容が異

なっているように思われます。第12回大会の準備

委員長ということで，第 6巻の編集をしなければ

ならないという話をうかがい，是非とも利用価値

が高いもの，つまり ，出来るだけ多くの人から読

まれるようなものにしたいと思いました。そのた

めにはある程度論文数を殖やす必要があると考え

ました。

米国微生物学協会 (ASM)が毎年発行してい

ます本に“Microbiology-1984 "という，その年

の年号がついたものがあります。その年に行われ

たいろいろな、ンンポジウムから数個を選び， 一つ

のシンポジウムに数篇から 10数篇の論文をまとめ

たもので， 一論文の長さが 3~10頁からなってい

ます。大学院に入って研究を始めようという人が，

ある分野の研究内容と，現在何が問頗になってい

るのかを知るのによい本だということで，もう 10

年以上続いており，よく利用されているようです。

多くの学会が赤字経営で悩まされているのに，

ASMが黒字である理由の一つでもあるようです。

このような利用度が高い本を作ることは，学会の

低辺を広げる意味でも重要ではないかと思いまし

た。

日本環境変異原学会の目的は会則にありますよ

うに， 「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 」ですが，学会は境界領域の学問

を取り扱っており，基礎的研究者は勿論，製薬，

食品，化粧品，労働など，化学物質と関係がある

いろいろな分野から関心がもたれており，会員数

700人程度の学会にしては，社会的影響が大きな

学会であります。また，実際に早津教授のヘミン

の研究が，直ちに低毒性タバコとして利用されま

したように，ベンチャービジネスからも注目され

ています。日本環境変異原学会は，ただいくつか

の学会が合同したものではなく，いろいろな学会

の研究者が参加することによって， 新しい ものを

生み出し，新たな研究分野が開拓されなければな

らないと思います。 既に12年間の学会活動で，そ

れなりの実りはありましたし，これからも発展す

るものと思います。それにはまず，現状の把握が

第一であり，それなくして将来の発展は考えられ

なしヽ と思tヽ ます。

以上のようなわけで「日本における環境変異原

研究の動向」がわかるようなものにしたいと考え

ました。そういいましても，全く新しいことは出

来ませんので，第12回大会に演題を出された方々

を中心に，原稿をお願いしました。変異原性が非

常に強いものとして加熱食品中の物質があります

が，その発見の学会奨励賞受賞論文を，また，自

動車排ガスなどに含まれる高変異原物質ニトロア

レーンについてのシンポジウム関連論文を取りあ

げました。さらに，変異原の試験法，検出，作用

機構，修飾，環境汚染物質などの代表的論文をお

願いして，日本における研究の動向がわかるよう

に心掛けました。特別寄稿としては，名誉会員の

田島先生にしきい値のシンポジウムについて，清

水憲二博士に発癌遺伝子についてのレビュー，さ

らに，日本だけでなく世界の研究の動向を知るこ

とは最も重要なことでありますので ，その点につ

いて松島教授にお願いしました。皆様大変お忙し

い中，御協力下さいましたことを深く感謝申しあ

げます。

大西克成

(S. 5 9. 7. 2 5) 
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化学変異原の突然変異作用にしきい値はあるか
-—日産ヽンンポジウムから

蚕品種研究所 田島弥太郎

1. はじめに

化学物質の生物毒性については，ある用量以

下の低量ではその効果が認められない，いわゆ

る無作用量域（その最高限度がしきい値）が存

在することが知られている。突然変異性や発が

ん性に関してもしきい値があるかどうかは古く

から関心の深い問題であったが，放射線などの

例から類推してしきい値は無いという考えが定

説化しているように思われる。果してそうだろ

うか。

考えてみると放射線は体内の深部まで容易に

透過進入して生物作用をあらわしうるのに対し，

化学物質は食物や空気から体内に浸入してから

標的器官（細胞）に到達するまでに代謝，分解，

吸着，透過阻止，排泄など，さまざまな生物過

程に遭遇する。したがって用量が低い場合には

効果が認められなくなる可能性は十分考えられ

る。

それゆえこれらの物質についてしきい値の

有無を検討することは環境問題の中でも重要課

題の一つである。日産科学振興財団では創立以

来一貫してこの分野の研究助成を行ってきたが，

既に10数課題が補助を受け，一応の成果が得ら

れたので，これらの成果を評価し，今後進むべ

き方向を検討するためシンポジウムを開催しよ

うということになり ，その世話役を筆者にゆだ

ねられた。もともとこの課題には私自身深い関

心を持っていたのでこれをどのような形で組立

ようかといろいろ構想をねった。幸い近藤宗平，

加藤隆一，黒田行昭の 3氏にも加わっていただ

いて組織委員会を作り話題とスピーカ ーの選考

に着手した。

構想としては助成研究でよい仕事をしてくれ
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た方達のデータ検討から入って，しきい値が存

在するものとすれば，その原因として考えられ

る生体内代謝， DNA傷害の回復，細胞集団間

に働く選択効果等がそれにどうからんで居るだ

ろうかを考察して見ることにした。

これまで化学変異原の突然変異作用について用

量ー効果関係を調べたものは決して少なくな い

が，それはかなり高い用量範囲について行った

ものが多く ，しきい値の有無が問題になるよう

な用量域について数個の用量を設定して詳しく

調べたものは極めて少ない。したがってしきい

値がないというのは調査不充分のためであろう

という態度で検討を進めて見ることを計画しt.:.,

いわば従来の考え方に挑戦しようというわけで

ある。

こんな構想のもとに海外からも専門家を招い

て討論することを考えた。また討論のためには

互いに相反する立場をとるであろう人達にも参

加してもらうこととした。こうして小規模なが

ら計画ができ上がり，本年 5月 7日～ 9日の 3

日間にわたり経団連会館を会場として，開催さ

れることになった。このシンポジウムは討論参

加者を40名程度に限定する閉鎖方式をとった。

ところでしきい値を論ずる場合には，いろい

ろな点に注意しなければならない。第 1は用量

の基準を何にするかという問題で，投与量その

ものを基準にする場合と ，標的器官 （細胞 ）到

達量を基準にする場合とが考えられる。前者の

場合のしきい値は見かけのしきい値 (apparent

threshold),後者の場合は真のしきい値(ge-

nuine threshold)として区別する ことを筆

者はさ きに提唱した。また同じしきい値でも用

量ゼロからある用量範囲の間，反応曲線の傾斜



が全く変化しない場合と，自然突然変異率と

統計的に有意差は認められないが，平均値があ

る傾斜をもって徐々に上昇傾向をたどる場合と

がある筈である。厳密には前者をほんもののし

きい値(Authenticthreshold),後者を偽

似しきい値 (Spurious,threshold)と呼ん

で区別することを筆者はこのシンポジウムの冒

頭で提唱した。見かけのしきい値にして も，偽

似の しきい値にしてもその存在を確認すること

は，危険度評価の上か らは意義のあることであ

る。

PROGRAM 

SESSION I ANALYSIS OF DOSE-RESPONSE RELATIONSHIP 

Chairman W.L. Russell (Oak Ridge National Laboratory, USA) 

1) Introductory remarks 

Y. Tazima (Chairman of the Organizing Committee) 

2) Chemically-induced dose-mutation frequency relations obtained in the silkworm. 

A. Murakami (National Inst. Genetics, Mishima, Japan) 

3) Dose-effect relationships of germcell mutations in mice. 

U.H. Ehling (Institute fiir Genetik, Neuherberg, FRG) 

4) Quantitative studies on mutagenesis, carcinogenesis, and teratogenesis in mice. 
T. Nomura (Osaka University, Osaka, Japan) 

5) Analysis of dose-mutation frequency relations after transplacental treatment. 

N. Inui (Japan Tobaco and Salt Public Cooporation, Hatano, Japan) 

6) Dose responses in the induction of somatic mutations by genotoxic chemicals in the Trades-

cantia stamen. 

H. Yamaguchi and S. Tano (University of Tokyo, Tokyo, Japan) 

SESSION II MODULATION BY METABOLIC ACTIVATION 

Chairman: U.H. Ehling (Institut fur Genetik, Neuherberg, FRG) 

7) Metabolism of aromatichydrocarbons and their toxicity. 

N. Nemoto and S. Takayama (Cancer Institute, Tokyo, Japan) 

8) Metabolism of aflatoxins and their toxicity. 

Y. Ueno and F. Tashiro (Tokyo University of Science, Tokyo, Japan) 

9) Roles of comutagens, antimutagens and desmutagens in the modification of dose-mutation re-

lationship. 

T. Kada (National Institute of Genetics, Mishima, Japan) 

10) Modulation of dose-response curve due to metabolic changes of chemical substances. 

R. Kato (Keio University, Tokyo, Japan) 

SESSION III EFFECTS OF REPAIR PHENOMENA 

Chairman: M.M. Elkind (Colorado State University, Fort Collins, USA) 

11) Comparison of dose-response curves for ENU-induced recessive lethal mutations between sper-

matogonia and spermatozoa in Drosophila. 
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I. Yoshikawa, T. Ayaki and K. Oshima (Nagasaki Univ., Nagasaki, Japan) 

12) Dose-rate effects of chemicals on mutation induction in mammalian cells in culture. 

Y. Kuroda (National Institute of Genetcs, Mishima, Japan) 

13) Thresholds, "single-hit" kinetics, and repair in dose-effect relationships. 

M.M. Elkind (Colorado State University, Fort Collins, USA) 

14) Population dynamics of damaged DNA--Consideration of threshold problem based on a model 
system. 

Y. Husimi (Saitama University, Urawa, Japan) 

15) The threshold effect in mutagenicity by radiation and chemicals in relation to DNA repair 

and cell replacement. 

S. Kondo (Osaka University, Osaka, Japan) 

SESSION IV THRESHOLD PROBLEMS AND RISK EVALUATION 

Chairman: F.H. Sobels (University of Leiden, The Netherlands) 

16) Consideration of threshold problems based on dose-response curves in Drosophila. 

F.E. Wurgler (University of Ziinch, Switzerland) 

17) Dose response, repair, and the threshold problem in mammaliam germ-cell mutagenesis. 
W.L. Russell (Oak Ridge National Laboratory, Oak Ridge, USA) 

18) Risk evaluation for chemical mutagens by ICPEMC. 

F.H. Sobels (University of Leiden, The Netherlands) 

GENERAL DISCUSSION 

Chairman: S. Kondo (Osaka University, Osaka, Japan) 

2. プログラム

プログラムの詳細を上に示 した。このうち

Wurgler教授は突然の病気のために出席でき

なくな り，原稿だけがとどいたので，藤川和男

氏に一晩勉強してもらい， 翌日要点だけを紹介

して もら った。

3. 議論の要旨

1) 第 I• N部会

両部会で行われた議論の要点を便宜上一つ

にまとめて述べる。

化学変異原はサルモネラ菌や培養細胞では

かなり低い用量まで変異性が検出され，しか

もその効果にしきい値がないように見受けら

れる。しかし，高等生物の生殖細胞突然変異

を対象にすると様子が大変違う。大数観察の
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容易なカイコの卵色突然変異を標識とした特

定座位法を用いて調べると，変異原性の弱い

Ch lo rod iazepoxi deなどでは lOOμg/g

以下の用量では自然突然変異の変動範囲内に

入ってしまって有意な突然変異効果は認めら

れない（村上）。これがマウスになると 一層

顕著になり， Russell が精原細胞を対象と

して特定座位法を用いてテストしたところで

は，変異原性のよく知られているHycanthone

（住血吸虫駆除剤）についてもまったく突然

変異が検出できなかった。そればかりか，他

の実験生物で変異原性のよく知られた発がん

剤などのデータを合算しても合計28万匹のマ

ウスについて有意な突然変異の発生を検出で

きなかったという。ではマウスの精原細胞系

は突然変異検出の目的からはまった＜役立た



ずかというとそうではなく ，ENUでは強烈

な変異原性が認められるという。しかも興味

あることには，用量ー効果曲線が低投与量域

で明らかに見かけのしきい値の存在を示すこ

とである。

ここで新な問題が出てきた。 Ehlingはし

きい値があるかないかを判断する方法として

分割投与法を用いて，その突然変異率を比較

した。すなわちMMS 15mg/kgを 1回注射で

与えた場合と 3mg/kgずつ24時間置きに 5回

注射した場合とでは，生ずる俊性致死突然変

異率に差が見られなかったという 。（ 交配後

4日ごとのbroodをとって調査したが同順の

brood間で差が認められなかった）。Ehling

はMMSの用量や回数，投与間隔 (24時間と

48時間）等を変えて何回も実験したが，分割

投与によって突然変異率が 1回投与のそれよ

りも低下することはなかった。これはこの間

隔時間の範囲では前突然変異損傷の回復が起

らないことを示す。このことからEhlingは

しきい値は存在しないと結論した。

これに対しRussellの特定座位法によるデー

タは対照的である。 RussellはENU100 

mg/kg 1回投与（皮下注射）の場合とlOmg/

kgに分けて 1週間に 1度ずつ10回投与した場

合とを比較した。後者の場合は生ずる突然変

異率が前者の15％程度に下ってしまった。こ

れは明に前突然変異損傷に回復が起るため，

これによって変異率が下り lOOmg/kg以上の

用量域でえられた用量ー効果関係の直線の延

長よりも有意に低くなっているものと考えら

れる。 Russellは注意深くこの結果からしき

い値があるとは言わなかったが，見かけ上の

しきい値の存在を示唆するものである。この

問題の決着が投与間隔の問題だけですむかど

うかは今後に残された問題である。

このほかこのシンポジウムで明にされた

事実としてメチル化合物の用量ー効果関係に

-6-

しきい値が存在するらしいことがあげられる。

その最も顕著な例は山口らがムラサキツユク

サについて報告したもので， MNUCN-me-

thyl -N-ni trosourea)ではlOng／醤以下

で， DMNCN -nitroso-dimethy !amine) 

では90~lOOng／薯以下で用量ー変異率曲線が

ほとんど横這いになった。これに対して

MethylをEthylで置換したENU,DEN 

では曲線が険しい立上りを示した。

同様な関係は乾によっても全く別の系を用

いてえられている。彼は妊娠中の Sylian

hamsterに薬剤を皮下注射または経口投与

で与え子宮内の胎児に対する影響を，その胎

児を切り出して，細胞培養系に移し， 8 -

azaguanine抵抗性突然変異の発生率を調べ

る方法をとって研究した。 X線では線量ー効

果関係は直線を示したが， DMNの場合には

投与量の高い処では直線関係を示すが， 12.5 

~25mg/kg辺では自然突然変異レベルとなり，

しきい値の存在を示す結果を得た。

以上の結果からメチル化合物の中にはしき

い値（少なくとも見かけ上の）が存在する場

合があることが確実になってきた。これは最

近Lindahlにより報告された60-Met G-

DNA methyl transferaseのようなも

のがあってMethyl基は除去してしまうが，

Ethyl基には作用できないためではないかと

近藤は考えている。筆者はカイコについてD

MNの変異原性を検討する実験を永年行った

が，どうしても変異性を検出で きなかった。

このこともカイコの卵細胞にこの酵素が強力

に存在するとすれば納得できる。

細胞置換によりしきい値が生ずる機構につ

いて近藤は興味ある議論を展開した。マウス

やカイコの精原細胞で顕著に認められる放射

線の線量率効果はDNAに損傷を受けた細胞

が殺されると正常細胞がこれに置き換えられ

る機構がその一原因ではないかと彼は考えたっ

そしてこの考えを支持するための証拠をうる

実験を次のように進めた。ショウジョウバエ

の幼虫の生殖原基(genitaldisc)にX線

を照射し，これを切り出して別の若い幼虫や

成熟した幼虫の体内に移殖する。すると若い

幼虫に入れた方が成熟幼虫に入れた場合より

も生殖外器の形成が正常化してくることを観

察することができた。これは彼が予想した通

りの細胞置換による傷害排除のしくみがそな

わっている証拠だと彼は考えている。

一方，伏見は損傷を受けたDNAが細胞

集団レベルでどのような動態をとるかに

ついてモデルシステムについて考察を行った。

2) 第 1I部会

第 1I部会では代謝の過程で変異原の用量＿

効果関係がどう変化を受けるかを論じた。根

本は benzo(a) pyrene (BP)の代謝過程に

おける内的，外的各種要因による変更の問題

を扱った。話の前段ではNADPH依存性P-

450によるBPの活性化を問題にして解毒酵

素，血清およびヘミンの効果などを，後段で

はアラキドン酸を中心としたProstaglandin 

合成との関連におけるBPの共酸化による活

性化を扱い，種々の補助的ならびに抑制的要

因が存在することを示した。 BPに代表され

るがん原物質の活性化にはさまざまの内的，

外的要因が関係するので， しきい値はこれら

によって大いに影響を受けることが考えられ

る。

上野はAflatoxinの代謝過程でサイトクロ

ームP-450等がどう働くかについて報告し

た。特にAFB1が水酸化されてAFM1お

よびAFQ1になる過程にはP-448型が介

在してP-450型により促進を受ける。

賀田は抗変異原や反変異原等の存在が用最

ー効果関係の変更にどう働くかの問題を扱っ

た。野菜内のdesmutagenの要因について，

またヒト胎盤は antimu tagen作用を持つが，

-7 -

これは組織内のCoイオンの量と平行関係を

示しこれによって説明できることなどを述べ

た後， antimutagenの存在する場合でも，

一般にしきい値の存在は認められないことを

述べた。

最後に加藤はしきい値の存在を考える場合

に，代謝活性と下毒とのバランスを考慮する

必要があること，この両者はさまざまな要因

で変化を受けるが，中でも実験生物の種によ

り，系統により相違が大きいこと ，これ らの

要因は用量ー効果曲線に影響を与えるので，

化学物質の種類次第では，見かけ上， もしく

は実際上のしきい値の原因になることがあり

うるとしめくくった。

3) 第皿部会

ここではDNA損傷の回復現象が用量ー効

果関係にどう影響するかを問頗にした。回復

が起れば当然線量率効果が認められるはずで

ある。ところがどうした事かDrosophilaで

はMullerの実験以来放射線の線量率効果は

認められていない。吉川はENUを種々の濃

度に砂糖水にとかし，これを飲みこませる方

法で体内に取込ませて発生する致死突然変異

率を調べた：完成精子ではENUの取込量に

対し直線関係を示したが，精子細胞では低用

量域で高用量域でえられた直線の外挿よりも

低い変異率が得られ，明に凹型の曲線となっ

た。しかもこの場合伴性致死突然変異よりも

第二染色体致死突然変異の方が顕著であっt~

これはX染色体の致死遺伝子はgerminal

selectionを受けるが第二染色体の方はこの

影響を受けにくいと考えれば当然期待される

ところである。吉川の発見は高く評価される。

黒田はヒトの培養細胞を用い細胞致死と突然

変異の発生に対するTap-P-1の濃度効果を

明にした。

この部会のテ ーマに真正面から取組んだの

はElkindの報告であった。彼はチャイニー



ズ ハムスターの培養細胞についてsuble-

thal damageの回復効果を明に した仕事で

有名であるが，今回はX線照射したV79細胞

を塩の高調液 C0.5M NaCl)で後処理した場

合にpotential damageの回復が妨げられる

現象（内海との協同研究）を手がかりとして，

DNA傷害の回復が用量ー効果関係曲線にど

う影響するかを調べた。このpotentialle-

thal damageは正常細胞の場合正常培養液

の中では 1時間以内に回復する。しかしAT

細胞ではこれが起らない。そこでこの条件下

で放射線量と，致死効果の関係を調べて，

DNA損傷の回復は線量ー効果関係について

効果の大きさは変えるけれども直線性を何等

変化させるものでないと結論した。つまり放

射線では回復は起ってもしきい値は存在しな

いという考え方であった。この考えは化学変

異原にも適用できるであろう。

このほかショウジョウバ工でもしきい値が

存在すると見られるデータは今までに得られ

ておらず，とくに修復能の欠除した系統では

極めて高い感度で変異原性を検出できるとい

う(WUrgler)。

このようなことから， しきい値の有無は物

質ごとに実験的に確めなければならない問題

であること がわかる。しかも，少なくとも生

きた哺乳動物を用いなければならないから，

厄介である。 ICPEMCでも，このための

特別作業グループを設けて検討したが，ケー

ス・バイ・ケースで確かめなければならない

と結論せざるを得なかった。

4. むすび

いずれにせよ，従来化学物質についてはしき

い値の存在は認められないと盲信して，確かめ

ようともしない（研究そのものが大変な労力を

要するので）で放置されていた問題を明るみに

出し，代謝変性， DNA修復，細胞置換な．どの

可能性を考えながらしきい値問題の解明にせま

ることができた点でこのシンポジウムの意義は

大きかったと思う。

＊ （注） ENUの摂取量は由でラベルした砂糖を

用いる区を別に作りハ工に取りこまれた放射活性

から推定した。
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環境変異原研究6:9- 14(1984)

ヒト癌遺伝子と突然変異

九州大学理学部生物学教室 ‘清水 憲二

1. はじめに

第12回本学会大会において，我々のデータを

中心として標記の題で講演させていただいた。

ヒト癌遺伝子についての研究はその後もめ ざま

しく進展し，米国だけでなく英，仏などのヨー

ロッパ諸国や日本でも研究の裾野が広がりつつ

ある。

このような状況から，ここでは特に突然変異

に重点を置いて，癌遺伝子研究のその後の発展

を含めて紹介し，筆者なりの私見を併せて述べ

たしヽ。

2. 癌遺伝子の活性化機構

(1) ウイルスによる活性化

a 形質導入

癌遺伝子として初めて認知された srcを

はじめ，約20種類に及ぶレ トロウイ ルス性癌

遺伝子の全ては ，宿主細胞に存在するそれ

ぞれのプロ トオンコ ジーンがその転写産物を中

間体としてレトロウイルスに取りこまれたもの

であることは良く知られている。取りこまれた

v-oncは元来の c-oncと異なる構造を持つ

ことが多い。また全ての v-oncはレトロウ

イルスのLTR(末端重複配列）に含まれ

るフ゜ロモーターやエンハンサーなどの機能

によって著しい発現の促進があるとされて

いる。

b プロモーター挿入

レトロウイルスのゲノム が細胞のプロト

ォンコジーンの近傍に組みこまれたため，

眠っていた c-oncの発現がウイルス LTR

による転写促進を受けて活性化するという

ものである。実証さ れた例としては，ニワ

トリリンバ腫における c-mycの活性化が知
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られている (Haywardら， 1981 )。

(2) ウイルスによらない活性化

a 転座

ヒトバーキットリンパ腫の多くで c-myc

が本来の第 8染色体から転座し，第14, 2, 

22染色体上の免疫グ ロプリン重鎖や軽鎖の

遺伝子近傍に移った結果，その発現が高く

なる こと が知られている。これにはB細胞

で特に発現される エンハンサーの効果を受

ける例や，転座の結果，抑制的に作用する

制御領域を失ったため，転写や翻訳が昴進

したと思われる例など，いくつかの異なっ

た活性化機構が存在するらしい。 c-mycの

他第9染色体に位置する c-ablも，ある種の

ヒト白血病（ CML)に特徴的な第22染色

体との転座（フィラデルフィア染色体）に

よって活性化されることが知られている

(de Kleinら， 1 9 8 2)。相互転座以外

の転位，欠失なども c-oncの活性化に関与

するものがあると考えられているが，分子

レベルでの証明がまだ不充分である。

b 増幅

c-oncのコヒ°ー数が増加する結果，その

遺伝子の発現が昴進することも知られてい

る。ヒトでは白血病 (APL),結腸癌，

肺癌などの細胞で見出された c-myc,白血

病(CML)における c-abl,結腸癌や白

血病(AML)における c-myb，および神

経芽細胞腫や網膜芽細胞腫の多数例に見られ

るN-mycの増幅（数倍～数百倍）が確認

されている。その他ヒトや動物の腫瘍細胞

のうちにKi-rasゃN-rasのコピー数が増

えている例も知られている。また染色体自

体が数を増していることもある種の癌で見



c
 

出さ れる こと がある。例えば ヒト肺癌では

第 12染色体 (Ki-rasが存在 ）の トリソミ

ーがかな りの頻度で見 られるという。

突然変異

これまでに述べた活性化の例はレトロウ

イルスの v-oncをフ゜ロープ（標識鎖 ）と し

て検出されること が多い。これに対し，癌

細胞のDNAをマウス胎児由来のNIH3T3

細胞などにト ランスフェクションして，癌

遺伝子を直接検出する試みが 19 7 9年頃か

ら始まり，ヒト癌細胞から活性化された幾

つかの癌遺伝子が発見された。我々のグル

ープはヒト膀脱癌，神経芽細胞腫，肺癌の

各細胞株から計 3種の癌遺伝子をいずれも

他に先がけてクローニングした。講演で詳

述したこれらの経過は別に解説したので

（清水， 19 8 4), ここでは他のグループ

による成果もあわせて要約のみを簡単に述

のN末端から 12番 目か61番 目のアミノ 酸

が置換するような点突然変異によって蛋

白自体が活性化 されて いる こと が判明し

た。

IV) 実験動物に発癌剤を投与したり ，放射

線を照射する ことによって生 じた腫瘍か

らも 3種の ras遺伝子のいずれかが活性

化 されたものが高頻度に検出 された。そ

のうちのある ものはヒト ras遺伝子で見 ら

れたと全 く同 じような点突然変異によっ

て活性化 されていることが確認されてい

る。

このように， ras遺伝子族においては

点突然変異による活性化がかな り一般的

に見 られることが判った。 B-lym 遺伝

子に関してはその活性化機構がまだ判明

していないので， ra sについてのみ次に

章を改めて述べる。

べることとする。

ヒト癌や癌細胞株のうち 5~20％のも

のがそのDNA中にNIH3T3細胞をト

I) 

ランスフォームさせる優性に作用する遺

伝子を持っている。

II) クローニングや Southernプロットに

よる分析から，そのような遺伝子の殆ん

どは ras遺伝子族であり，残りの少数例

はB-lym 遺伝子であることが判った。

ras遺伝子には 3種あり，げっ歯類のレ

トロウイルスが持っ Ha-rasとKi-ras

に対応する 2種のほか，まだレトロウイ

ルスで見出されていないN-ras遺伝子

も見出された。

II|) ヒトを含む全ての動物に上記 3種の活

性 ras遺伝子それぞれに対応する正常

ras遺伝子が存在する。優性に働くヒト

活性 ras遺伝子を正常なヒトの c-ras遺

伝子と比較すると， N-,Ha-, Ki—各

rasとも，調べた全ての例で， ras蛋白

3
 (1) 

ras遺伝子の点突然変異による活性化

活性 ras遺伝子の検出

当初活性 ras遺伝子は樹立されたヒト癌細

胞株から見出されたので，これは細胞株化に

伴う二次的効果である可能性があった。

し間もなく Pulc ianiら（ 19 8 2)の実験を

始めとして，実際に患者由来の固型癌や骨髄

から活性 ras遺伝子が次々に検出されはじめ

たので， ras遺伝子はin Vi VOでもヒト癌の

いずれかの段階に関与しているという可能性

が強くなってきた。

これまでに明らかになった活性 ras遺伝子

に関する情報を，未発表のものも含めて表 1

に示す。 3種の ras遺伝子が実に様々な腫揚

において活性化されていること，造血系腫瘍

においてはN-ras の活性化がより高頻度に

見られることなどがわかる。動物実験でも興

味ある事実が判明している。即ち，放射線や

3ーメチルコランスレンによる実験腫瘍では

しか
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Ki-ras (Eva & Aaronson, 1983; 

Guerreroら， 1984), NMUによるマウ

スのTーリンパ腫ではN-ras (Guerrero 

ら，1984), DMBAとTPAによるマウ

ス皮膚癌 (Balmain& Pragnell, 1983) 

ゃNMUによるラット乳癌では Ha-ras 

(Sukumarら 1 9 8 3) というように

用いた変異原や標的組織と，活性化を受ける

r as遺伝子の種類との間に明らかな相関があ

るように見えるのである。 NMUによるラッ

卜乳癌の活性Ha-ras遺伝子では， 12番目の

アミノ酸をコードする暗号にG→A トランジ

ションが確認されており， NMUのグアニン

への特異性と合致する。しかしHa-ras遺伝

子への特異性までは説明できない，発癌剤の

作用と細胞分化 ホルモン プロモーション

との関係など，より高次のレベルにおける解

析が進めば，このような実験系を用いて癌の

イニシエーションやフ゜ログレッションの機構

癌遺伝子の活性化の機構と実際の発癌におけ

る役割などがより明確になるであろう。

(2) 点突然変異の分布

これまでに判明した18例の活性 ras遺伝子

全てにおいて， ras遺伝子産物の1凋拝iか61

番目のア ミノ酸置換を起こす点突然変異が活

性化の原因になって いることが明らかになっ

た（表 l)。これらの中には，実際に患者の

腫瘍組織に由来する知見が 5例含まれている。

今年になって，活性 ras遺伝子が検出された

患者の健常組織では同じ ras遺伝子が正常の

ままであること，即ち活性化に関与する変異

が体細胞突然変異であるということが確かめ

られた(Gambkeら， 1984; Santosら， 1984 ; 

Feigら， 19 8 4; Fuji taら， 1984)。このことに

関し，以前これとは異なる結果を報告した

Muschelら(19 8 3)の論文はその後撤回され

たことを念のためつけ加えておきたい

(3) In Vitro Mutagenesis 

Wiglerのグループは，正常なヒ トc-Ha-

ras遺伝子を次亜硫酸で処理し，それによっ

て生じる活性化を探っている。 (Fasanoら，

1 9 8 4)。それによると， N末端から12,13, 

59, 63番目の各アミノ酸を置換するような変

異がこの遺伝子を活性化できることがわかっ

た。この場合， 61番目の領域は次亜硫酸によ

る変異が中立変異かナンセンス変異のみを生

じるので検出され得ない。このように ras遺

伝子は12-13と59-63番目のアミノ酸に対応

する 2つの領域での変異が優性変異として振

舞うことが判ったが，これらの領域は ras蛋

白がGTPゃGDPと相互作用する領域であ

ると考えられている。但し， 13,59, 63番目

のアミノ酸単独の置換変異は12番目単独の場

合より活性化の程度が弱いように見える（表

2)。これまで実際の癌細胞からこれらの部

表 2. ヒト正常Ha-ras遺伝子の人為的変異によ

る活性化 CFasanoら，1 9 8 4) 

変異部位
（形の相質活対転値換性） プラスミド

1 2 1 3 59 63 

pP3 gly gly ala glu < 0.0 0 0 1 
pT2 4 val gly ala glu LO 

EMSH3 arg gly ala glu 0.6 

BS S 1 7 6 asp gly ala glu 0.5 

BSS194 ser gly ala glu 0.4 

BS S 1 8 o gly asp ala glu 0.2 
BSS 1 9 7 gly se r ala glu 0.0 0 1 

TP02 4 gly gly ala lys 0.1 

TT02 4 val gly ala lys 0.0 5 

TP08 7 gly gly thr glu 0.2 

TT08 7 val gly t hr glu 0.8 

THR09 gly gly thr glu 0.6 

PT24はヒ ト膀脱癌T24株由来の活性Ha-ras,
pP3は ヒト正常胎盤由来の正常Ha-ras遺伝子を
含むクローン。 BSS 176以下は正常な遺伝子を
次亜硫酸で処理して得られた活性Ha-rasを含む
クローン。下線部が生じたアミノ酸置換を示す。
EMSH3は12番目付近をHarvey-v-rasのも
のと入れ替えたキメラ遺伝子。活性化はNIH3
T3細胞でのフォーカス定量で測定している。
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分の変異した活性 ras遺伝子が検出されてい

ないのは，これらがinvivoでは優性の活性

を示さないとか， NIH3T3を用いた検出

系では明確なフォーカスを作らないなどの可

能性が考えられる。想像をたくましくすると，

このような程度の弱い活性化遺伝子は発現増

強の変異と重なった場合や，正常遺伝子が失

われた（例えばホモ接合体形成や欠失）場合に

のみ，その作用が表われるのかも知れない。劣

性変異のHomogenizationによる発癌は，

網膜芽細胞腫や Wilm's腫瘍などでほぽ確

証されつつある。 DNAトラ ンスフェクショ

ンで陽性にならない大多数のヒト癌の中には

このようなものも含まれている可能性が考え

られる。

(4) 突然変異診断

Feinbergら (19 8 3)は，ヒトHa-ras 

の12番目アミノ酸領域に変異があれば制限酵

素HpallとMspIによるパタ ーンが変わるこ

とを利用して29例のヒト癌を調べたが検出で

きなかった。 Santosら (19 8 4)もヒトKi-

rasの12番目のアミノ酸コドンを同様に調べ

ている。 8例のヒト肺癌からこうして見出さ

れたのが表 1のLC10で，この癌のDNAは

トランスフォーム活性も陽性であった。この

ような試みは rasについてだけでも 3種存在

する遺伝子それぞれに少なくとも 2カ所の活

性化領域があることを考えると余り効率の良

い方法とは思えない。筆者としてはオリゴヌ

クレオチドフ゜ロープを用いるConnerら(1983)

の方法が利用価値が高いと考えている。また

4. おわりに

点突然変異による癌遺伝子の生成は極めて多

様な癌遺伝子活性化の 1例にすぎない。突然変

異で優性形質を示すような癌遺伝子は種顆が限

られており， しかもその変異も極めて特異的な

部位におこった時にのみ活性化されるという事

に留意する必要がある。また癌の悪性化は，

Initiationから Progressionまで数多くの段

階を経ることは周知の事実である。実験的にも

全くの正常細胞を癌化させるには少なくとも 2

つ以上の異なる癌遺伝子が活性化される必要が

あるというデータがある (Landら， 1 9 8 3 ; 

Ruley, 1983)。癌遺伝子だけでなく，特に

ヒトの場合は，癌の発症に免疫能やその他の生

理的要因が大きく関わっていると考えられてい

る。発癌物質の標的が癌遺伝子となりうる C -

oneそのものだけであるとは決して言えないの

で，我々は虚心に事実を追求してゆかねばなら

ないと考えている。

最後に，色々と御助言を賜わった近藤宗平教

授，遠藤英也教授，並びに大会で御世話いただ

いた大西克成教授に心から感謝の意を捧げたい。

また未発表のデータを提供して下さった湯浅保

仁博士， M.Wigler, M. Peruchoに感謝する。
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環境変異原研究6:15-17(1984)

日本と世界の環境変異原研究の比較

東京大学医科学研究所 松島 泰次郎

「世界における環境変異原研究の動向」につい

て書くように依頼を受けたが，アメリカ，ヨーロ

ッパの幅広い研究をまとめることは無理であるの

で，それぞれの学会の年会のabstractsを用いて，

研究発表の分類項目と研究に用いた試験系を比較

してみた。

日本環境変異原学会が実施している演題の分類

項目をそのまま用いて，アメ リカ，ヨー ロッパの

変異原学会の年会での発表を分類し集計したもの

を表 1に示す。日本環境変異原学会の1983年度，

のを用いた。 14項目に分顆されているものを ，日

本の分頚項目に合うように変更して集計した。ア

メリカ変異原学会 (EMS)は1984年 2月19~23日

にカナダのMontrealで行われた年会のabstracts

がEnvironmentalMutagenesis誌 6巻377~481頁

(1984)に出ているのを用いた。これは分類され

ていないので 日本の分頷項目に合うように分類し

た。従ってEEMSの発表は客観的に分類したが，

EMSの研究発表はTitleおよびその内容から主観

的に分穎したので，多少の誤りが入って来ている

ことを許して頂きたい。 EEMSは東欧圏と西欧圏

表 l 環境変異原学会年会での項目別研究発表数 の諸国が連合して学会を構成 しているので ，年会

とその割合（％） は西欧圏と東欧圏で交互に開催されている。東欧

学会名 日本環境変異原学会 EEMS EMS 

年 度 1983 1984 1983 1984 

：数 122 11 2 193 227 

試験法 20(16) 24(21) 32(17) 60(26) 

検 出 59(48) 48(43) 53(28) 77(34) 

機 構 22(18) 18(16) 8 0(4 2) 64(28) 

修 飾 6(5) 14(13) 9(5) 3(1) 

代 謝 14(1 2) 6(5) 19(10) 18(8) 

情 報 1 (0.8) 2(2) 5(2) 

1984年度の研究発表を，Abstractsに出ている項

目分類で集計した。但し1983年度にば情報の項が

無いが， 研究発表にはそれに相当するものが 1願

あるので補正を行っ た。 ヨーロッパの変異原学会

(EEMS)は1983年 9月 5~ 9日にフラン スの

Monpellierで行われた年会のabstractsがMutation

Research誌130巻 165~263頁 (1984)に出ている

諸国の年会への参加は，年会が西欧圏で開催され

るときには非常に少ない。 1983年度の年会がフ ラ

ンスで開催さ れているので，USSRからの参加が

なく，東欧諸国からは 1題ずつである。またフラ

ンスからの参加が多いので少し片寄った集計にな

っている。 1984年度の年会がMoscowで開催され

たので， 2年間の経過をみればこの片寄りを補正

することができるかも知れない。 1982年度の年会

はFinlandで開催されている。 1983年度のEEMS

の年会への研究発表の国別集計を参考までに表 2

に示した。

日本をヨ ーロ ッパ，アメリカ と比較してみ ると，

日本では「検出」に分類されるものが第 1位で約

半数を占めているのに比べて ，ヨーロ ッパで第 1

位は「 機構 」の研究で全体の約40％を占めており，

「検出」は第 2位で全体の28％と 日本よりは少な

い。アメリカでは 日本と同様に 「検出 」に分類さ

れるものが第 1位であるが， 全発表数に占める割

合は34％で 日本よりも低く，日 本と ヨーロ ッパの

中間である。第 2位は「機構 」の研究で28％を占

めており， 日本よりも多い。
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表 2 第13回ヨー ロッパ変異原学会 (EEMS)年会 (1983)への国別発表数

国 名 発表数 国 名 発表 数 国 名

France 50 Switzer land 5 Yugoslavia 

Great Britain 25 Norway 4 Bulgaria 

Italy 2 2 Austria 3 Hungary 

FRG 1 9 Denmark 2 Czechoslovakia 

The Netherland 1 9 Spain 2 Poland 

Belgium 1 0 Portugal 2 DDR 

Sweden 8 Greece 1 Brazil 

Finland 6 Israel 1 Japan 

表 3 研究に用いた試験系の数とその割合Plo)

こ：—-三
日本環境変異原学会 EEMS 

1 9 8 3 1 9 8 4 1 9 8 3 

DNA, Phage, Virus 4 (3) 4 (3) 20(8) 

Salmonella typhirnuriurn 56(42) 49(41) 51(20) 

E. coli 1 2 ( 9) 8 ( 7) 26(10) 

B. subtilis 5 (4) 6 (5) 1 (0. 4) 

Neurospora 

Yeast 1 (0. 1) 1 (0. 8) 1 7 ( 7) 

Other lower organism 5 (2) 

Insect 8(6) 6 (5) 8 (3) 

Plant 1 (0. 7) 1 (o. 8) 

In vitro mammalian culture cell 24(18) 18(15) 76(30) 

Mutation 5(4) 8 (7) 1 7 (7) 

Chromosome aberration 5(4) 4 (3) 1 0 (4) 

SCE 5(4) 4(3) 1 9 (8) 

Micronucleus 2 ( 1. 4) 

゜
2 (0. 8) 

UDS 2( 1. 4) 1 (0. 8) 4( 1. 6) 

Transformation 

゜
1 ( 0. 8) 8(3) 

In vivo mammalian cell 23(17) 27(23) 47(19) 

Mutation (Sp. Pocus test; Spot test) 3(2.2) 2 ( l. 7) 1 0 (4) 

Cytogenetics (Bone marrow; sperm) 5 (4) 5 (4) 1 1 (4) 

SCE 2 ( 1. 4) 3 (2.5) 6 (2. 4) 

Micronucleus 7 (5) 8 (7) 1 0 (4) 

Dominant lethal 

゜
1 (0. 8) 2 (0. 8) 

UDS 1 ( 0. 7) 1 ( 0. 8) 

゜Sperm abnornality 

゜
2( 1. 7) 3( 1.2) 

総 数 1 3 4 1 2 0 2 5 1 
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発表数

7 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

EMS 

1 9 8 4 

5( 1.8) 

53(20) 

1 3 (5) 

3( 1.1) 

1 4 (5) 

3 (l. 1) 

6(2.2) 

7 (2.6) 

108(40) 

3 9 (1 4) 

2 0 ( 7) 

2 0 ( 7) 

3( 1.1) 

9 (3.3) 

5 ( 1.8) 

57(21) 

3 ( l. 1) 

1 3 ( 5) 

1 1 (4) 

7 (2.6) 

3 ( 1. 1) 

5 ( 1.8) 

5 ( 1.8) 

2 6 9 

研究に用いられた試験方法の生物系と指標を用

いて分類し比較した結果を表 3に示す。 1つの研

究でいくつかの試験系を用いているので，試験系

の総数は研究発表数よりも多くな っている。日本

ではSalmonellaを用いた研究が全体の40％近く占

めていることが特色で，ヨー ロッパおよびアメリ

カの2倍である。それに比べてヨーロッパ，アメ

リカではmammalianculture cellを用いた研究

が多いのが特徴的である。 Invivoの系では大き

な差は認められていない。また Yeastを用いた研

究が日本では少ない。

簡便で迅速な Salmonella変異原性試験法を活

用して，環境変異原の検出が精力的に進められて，

新しい変異原が見つけられたのが日本の特色であ

ったが，これと同時に見出された新しい変異原物

質の人への影響を評価する invitroおよびinvivo 

のmammaliancellを用いた研究の発展が重要で

ある。
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日本における環境変異原研究の動向

1. 昭和58年度学会奨励賞受賞者論文



環境変異原研究6:21 -25 (1984) 

加熱食品中の強力な変異原イミダゾキノリン
及びイミダゾキノキサリンの発見

国立がんセンター研究所生物学部 葛；西 宏

1. はじめに

人がんの原因はそのほとんどが環境中の発が

ん物質によるものであり，特に食品のしめる比

重が大きいと言われている (WynderとGori,

1 9 7 7)。従ってがん予防という目的を達成す

るためには，環境中に存在している発がん物質

を見つけ，どんな物質であるかを知る事が極め

て重要である。Nagaoら(1977)は焼魚中にサ

ルモネラ菌TA98に対する変異原物質が存在す

る事を初めて報告した。その後アミノ酸やタン

パク質の加熱分解により変異原物質が生じる事

が判明し，それらの構造が次々と決定された

(Sugimuraら， 1977ほか）。 Trp-P-1,

Trp -P-2, Glu-P-1, Glu-P-2, Phe -

P-1, L ys -P -1, A a C, Me A a C等が
その例である。これらの新規ヘテロサイクリッ

クアミンのほとんどが実際の調理食品からも検

出され，また動物実験により発がん性も証明さ

れた。しかし加熱調理食品中の主要変異原物質

がこれらの物質と同一かどうかは不明であった。

筆者らは焼魚の塩基性分画の高速液体クロマト

グラフィーを行ったところ 主要変異原物質の

溶出位置は上記既知ヘテロサイクリックアミン

3
 
H
 

2

c

 

H

-

N

N

 メ
3

/

z
 // 

のいずれとも一致せず，新規変異原物質の存在

が明らかとなった。 (Kasaiら， 197 9)。そ

こで当研究所生化学部と共同でその変異原物質

の単離，構造決定を試みた。また加熱調理した

牛肉についても変異原物質の同定を行った。本

稿ではまず筆者らの行った研究の概略を述べ，

次にこれらの化合物に関する国内外の研究グル

ープによる最近の知見について説明したい。

2. 焼魚および焼肉に含まれる主要変異原物質の

単離，構造決定

丸干しイワシ10kgを通常の調理法で焼き，メ

タノール抽出物から， HP-20樹脂吸着，クロ

ロホルムーメタノールー水ー分配，種々のカラ

ムクロマトグラフィーおよび高速液体クロマト

グラフィーにより， TA98 C + S 9)を用いた

Ames assayを手掛かりに変異原物質を精製

した。最終的に 2種類の純粋な変異原物質が各

々20 0 μgずつ得られ，それぞれの構造を質量

分析， NMR,化学合成等により 2ーアミノー

3ーメチルイミダゾ〔 4,5-f〕キノリ．ン(IQ) 

および 2ーアミノー3,4ージメチルイミダゾ

〔4,5-f〕キノリン (MeIQ)と決定した

NH2 NH2 

N=〈
N-cH3 

CH3 

10 Me IQ MelQx 
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+HH2：ご〕NH二→内c()口］NH2て｀ct:0N□言こt]口］NHTS
N=<NH2 NO2 j田SOム

言NN□天 CH3彗ご□三口〔：三兄2
MeIQxの合成経路

(Kasaiら， 1980c, 1980a, 1980b, 1981b, 

KasaiとNishimura,1982)。焼肉につい

ても同様の方法で主要変異原物質の分離，精製

を行い約 50μgの純粋な変異原物質を単離しt.::o

機器分析および合成品との比較によりこの物質

の構造を 2ーアミノー 3,8ージメチルイミダゾ

〔4,5-/〕キノキサリン（ MeIQx)と決定した

(Kasaiら， 1981c, 1981a)。化学合成は

1, 2, 4ートリアミノベンゼンとメチルグリオキ

サールとの縮合から出発して図示した経路で達

成出来た。これら3種の変異原物質， IQ,MeIQ, 

MeIQxはすべて新規化合物であった。このよ

うにマイクログラムスケールの微量試量で未知

変異原物質の構造を決定出来たのは高速液体ク

ロマトグラフィーによる分離精製技術の進歩お

よび分析機器の進歩のお陰である。これらの物

質の構造決定で特に苦労した点は MeIQ およ

びMeIQxにおける Cーメチル基の位置につい

てである。 Me IQの場合にはC-4位または

C -5位， MeIQxの場合にはC-7位または

C -8位のいずれにメチル基が結合しているか

という問題はNMRスペクトル等から推定する

のは難しく，種々の化学合成品との比較により

初めて確定する事が出来た。これらの化合物の

T A98 C + S 9)に対する変異原性は今までに

知られているヘテロサイクリックアミンの中で

最も強いものであった CIQ, 443,000; Mel Q, 

661,000; MeIQx, 145,000revertants/ 

μg) (Kasaiら， 19 8 Oa, 1 9 8 0 b, 1 9 8 1 a)。

3. IQ関連化合物に関するその後の研究

変異原性のメカニズムに関してはDNAへの

物理的結合の強さがMeIQ>IQ>MeIQxの

順になっており変異原性の強さの順と一致する

事が明らかとなった。 (Watanabeら， 19821

またNーメチル基の存在が IQの関連化合物の

変異原性発現のために必須であることが示され

た(Nagaoら， 19 8 1)。 IQの代謝，活性化

については，まずproximate form の N —水

酸化体となり (Okamotoら， 19 81; Y amazoe 

ら， 1 9 8 3), さらにultimateformである

硫酸エステルを経てDNAと反応すると予想さ

れる (Nagaoら， 19 8 3)。 IQ関連化合物の

うち市販されている食料用 beefextractから

は IQおよび MeIQxが，またバクテリアの培

地として用いられるDifeobeet extractか

らは IQ,MeIQおよ びMeIQxが検出され

ている (HargravesとPariza, 1983)。Felton

ら(19 8 4)は焼牛肉中の主要変異原物質は

MeIQxである事を認め， さらにIQタイプの

未同定変異原物質の存在を報告した。 IQの発

がん性については当研究所生化学部により研究

され，マウスに経口投与する事により肝臓，前

胃，肺に腫瘍の発生する事が明らかとなった

C Ohgakiら， 1 9 8 4)。 IQ関連化合物の生

成のメカニズムについても研究が進められモデ

｝レ反応としてクレアチニン，グリシンおよびグ

ルコースの混合物を加熱する事により低収率で

はあるが主要変異原物質としてMeIQxが生成

する事が確かめられた(Jagerstadら， 1984)。
生牛肉には 0.4％のクレアチン（加熱によりク

レアチニンヘ変換）， 0. 1~0. 3％の遊離アミ

ノ酸， 0.1％のグルコースが含まれている事か

ら牛肉を加熱する事によりこれらの成分が

Maillard反応を起し最終的に MeIQxが生

じると推定された。牛肉中の脂肪含量が多い程，

加熱調理により生じる変異原活性が高いという

報告 (Spingarnら， 1 9 8 1)や，加熱調理の

際に大豆タンパクや酸化防止剤であるBHAを

共存させると変異原の生成が抑制されるという

報告 (Wangら，1982)から牛肉の種類，調

理条件を選ぶ事によりこれらのヘテロサイクリ

ックアミンの生成は防ぎ得ると考えられる。

4. おわりに

化学発がん研究の歴史をたどってみると有機

化学的研究がその後の進歩のための大きなステ

ッフ゜となっている場合が多い。そのよい例がタ

ール中のベンツ ヒ° レンの発見であろう。 Ames

法の普及により我々が毎日のように食べている

物の中から変異原物質を探し出す事が可能とな

った。このような研究を続けるうちにいつか環

境中の発がん物質の大半が明らかになりがん予

防が実現する日が来る事を願っている。

昭和58年本学会総会において名誉ある本学会

奨励賞をいただき大変光栄に思う。受賞の機会

を与えて下さった学会の諸先生方に感謝の意を

表する。本研究は多くの人達との共同研究によ

り初めて実を結んだものであり，このテーマに

興味を起こさせて下さった当研究所の杉村所長，

西村生物学部長をはじめ，生化学部の若林博士，

生物学部の山泉博士らの共同研究者各位に深謝

したし ‘o
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2. シンポジウム「ニトロアレーンの

検出，代謝，変異原性，発癌性」

．
 



環境変異原研究6:29 -37 (1984) 

ニトロアレーンの重要性

徳島大学医学部細菌学教室 大西克成・木内武美 ・真鍋 芳樹

筒井英士

1. はじめに

areneとは，単環および多環芳香族炭化水素

の一般名である。このareneのニトロ化合物で

あるnitroareneの研究が，人類の健康にと って

重要である第一の理由は， nitroareneの中には，

dini tropyreneのように変異原性が非常に強い

ものが含まれていることである。第 2の理由は，

nitroareneが環境中に広く分布していることで

あり，しかも，これらのnitroareneが，増加し

つつある肺癌など，日本人の死因の第一位であ

る癌の原因の可能性があるためである。

nitroareneは昔から環境中に存在し，産業界

でも使われていたものであるが， 1978年に，

Pittsらが，大気中の多環芳香族炭化水素 (PAH)

が， N02によってニトロ化を受けて，変異原

性が強いdirect-actingmutagenになることを

指摘して以来注目をあび，研究されるようにな

った。同じ年の 1978年に，J函gerは大気中に，

また， Fitchらはcarbonblack中にnitroarene

の存在を明らかにした。さらに， 1980年にな

ると， Lofrothらや， Rosenkranzらが，photo-

copyの中にnitropyrene (NP)やdinitropyrene 

(diNP)があることを示し，特に， 1,6-diNP

表 1 ディーゼルトラック排出粒子状物質の変異原性

および 1,8-diNPの変異原性が非常に強い こ

とを明らかにした。従って， 変異原性 NP類の

研究が盛んにな ったのは，最近数年間のことで

ある。

それでは， どういうところに変異原性が強い

nitroareneが存在しているのか，主として NP

類について，筆者らの研究室で同定，定量 した

3例を記した後，それらの NP類が生体内に摂

取される量を推定して人体に与える影響の評価

を試み， nitroareneの重要性を論じてみたい。

2. ディーゼルエンジン排出ガス中のNP類

chassis dynamometer上で， 10モードで運

転中（平均車速は 17.7km/h)の 1982型ディー

ゼルトラック（排気量 5,785cc)の排出粒子状

物質のうちAndersenサンプラーで直径1.1μm 

以下の粒子を，テフロンフィルター(Pallflex型

式T60A 20)上に捕集した。これらのフィルタ

ーから，変異原成分を benzene-ethanol(4 : 1) 

で超音波抽出して，preincuba tion法を用いた

Ames法(MaronとAmes,1983)で変異原性を

測定した（表 1)。 Salmonellatyphimurium 

TA 98株， 89無添加で最も変異原性が高かっ

重量

試 料

mg(%) 

His+ /mg粗抽出物（％）

TA 98 TA 100 TA98NR TA98/l,8-DNPG 

（一）S9 (+)S9 (-)S9 (+)S9 1-)S 9 (-)S 9 

粗抽 出 物 200(100) 2,860(100) 800 2,580 875 970 385 

中性画分 80 (40.0) 1, 6 8 0 (5 8. 8) 7 4 6 2, 1 1 0 594 220 85 

酸性画分 20.4(10.2) 765 (26.8) 161 306 95 1 7 0 4 1 

塩基性画分 3.0 (1.5) 7.2 (0.3) 2.6 7.8 6 1 2.3 6.9 

分画画分の合計 103.4(51.7) 2,452.2(85.9) 
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`> “ 夏pyrene 1-nitropyrene 1,6-dinitropyrene 

しし。CH3
OCOCH3 

1-nitro-3-acetoxypyrene 1-nitro-6-acetoxypyrene 1-nitro-8-acetoxypyrene 

~OH ~2 H0~2 

OH 

1-nitro-3-hydrox ypyrene 1-nitro-6-hydroxypyrene 1-nitro-8-hydrox ypyrene 

図 l 分析した化学物質の構造式

た。さらに，この粗抽出液をdiethyletherを用

いて，中性，酸性，塩基性画分に分画した

(Manabeら，1984)。中性画分では， TA98 

NR株およびTA98/1,8-DN凡株での変異原

性が低いことから，この画分には，1-NPおよ

びdiNPが含まれていることが示唆された。 TA

98株，（一）S9での変異原性では，中性画分が

59 %,酸性画分が 27％を占めており，これら

の画分の変異原性がどのような化学物質による

ものかが，重要な課題とな ってくる。分析した

幾つかの化学物質の構造式を図 lに示す。

中性画分をZorbaxODSカラムを用いた高速

液体クロマトグラフィー(HPLC)で分画し，各

画分の変異原性を測定すると， 1-NPや diNP

が溶出してくるはずの画分以外に，もっと早く
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溶出してく る極性画分にも強い変異原活性が出

現した。ま ず，1-NPと1,6-diNPに相当する

画分をそれぞれ分取し， Bacteroidesfragi-

lisから精製したnitroreductase (NRase) Iと

III (Kinouchiと Ohnishi,198 3)とを作用させ

て，invitroで還元して， 1-aminopyreneと

1, 6-diaminopy reneとに転換させ， それら の

反応液から有効成分を抽出して，再度HPLC

のODSカラムにかけ，蛍光性物質に転換した

これらのアミノ体を分析することによって，

もとの中性画分に含まれている 1-NPと1,6-

diNPとを定量 した (Manabeら， 1984;大西

と木内， 19 83 ; Ohnishiら，,1983, 1984) 

（表 2)。それらの定量値が示すはずの変異原

性は，それぞれ粗抽出液のTA98株，曰S9に

表 2 ディーゼル排出ガス中のニトロアレーン

化 学 物 質

中性画分

変異原性

His+/ng 

1-ni tropyrene 1.6 9 
1,6-dinitropyrene 2 8 1 

’他の dinitropyrenes 
1 -nitro-3-acetoxypyrene 5 4.8 
l -nitro-6/8-acetoxypyrene 1.1 0 

酸性画分

1-ni tro-3-hydroxypyrene 3. 7 7 
l -nitro-6/8-hydroxypyrene 0.3 7 
合計

おける全変 異原性の 3.6と8.0％であった。 l,

3-diNPと1,8-diNPも， 1, 6-diNPと同じ濃度

であると仮定すると，全diNPの変異原性は約

24％を占めることになる。

次に，極性画分にある強い変異原物質として，

ni troacetoxypyreneを推定し，まず標準物質を

合成して，変異原性を測定した (Manabeら，

投稿準備中）。 1-ni tro-3-acetoxypyreneの

変異原性は， TA98株，曰S9で 16,700Hisワ
plate/nmolという高い値を示した。 1-nitro-

6 / 8 -ace toxypyreneでは 33 6 His+ /plate/ 

nmolであった。ディーゼル排出ガス中性画分

のHPLC分画で，これらのnitroacetoxypyrene 

が溶出されてくる画分を分取し， Dexsil400カラ

ムを用いた massfragmentographyで定量した

ところ，含まれている1-nitro-3-acetoxypyrene 

は， 7.45ng/mgで，全変異原性の 14. 3％を占

めた。以上のNP類とnitroacetoxypyrene全体

で，合計 42.5％の変異原性を説明することが

できた（表 2)。

ディーゼル排出ガスの酸性画分に含まれる変

異原については，ほとんどよくわかっていない。

酸性画分をZorbaxODSカラムを用いてHPLC

で分画し，変異原性を測定すると，非常に強い

活性を示す画分がある。 nitrohydroxypyreneを

粗抽出物中の濃度

ng/mg 

6 1.5 

0.8 1 

7.4 5 
1 6.6 

7 8.9 
1 2 7 

TA 9 8株(-)S9での
全変異原性に占める割合

％ 

3.6 
8.0 
1 6.0 (推定）
1 4.3 
0.6 

1 0.4 
1.6 

5 4.5 

推定して，標準物質を合成し，変異原性を測定

した (Manabeら，投稿準備中）。 1-ni tro-

3 -hydroxypyreneの変異原性は， TA98株，

曰S9で99 2 His+ /plate/nmolであり， 1-NP

の 2倍の強さ であった。 1-nitro-6/8-hy-

droxypyrene (1-ni tro -6-hydroxypyreneと1-

ni tro -8-hydr oxypyreneの含有比は約 1: 1 

であった）の変異原性は 96. 4 His+ /plate/ 

nmolであった。酸性画分のHPLC分画で，

1-ni tro-3-hydroxypyreneが溶出されるはず

の画分を分取し． massfragmentographyで定

量したところ，含有量は 78.9 ng/mgであり，

全変異原性に占める割合は 10.4％であった（表

2)。表 2に示すように，定量 した化学物質全

体の変異原性は 54.5 %にな ったが，残り 45

％がどのような化学物質によるものかは不明で

ある。 3分画した時の変異原性のrecoveryが

8 5.9 % (表 1)であるので，少なくとも残り

30％の変異原についての化学分析が将来なさ

れなければならない。

3. 石油ストープ燃焼中の室内空気の変異原性と

NP類

普通の人は， 1日の 80％以上は室内で生活

している。しかも，日本の冬には，室内で灯油
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表 3 石油ストープから排出される室内粒子状物質の変異原性とニトロヒ°レン濃度

試 料 a His +;rn 3室内空気 ng/m3 
TA 98株(-)S9での全変

異原性に占める割合 ％ 

TA 98/ 

TA 98 TA 98NR I, 8-DNPG 1-NP 1, 6-diNP 1-NP 1, 6-diNP 

ACストープなし） 1. 7 1.2 1.1 n.d. 
b 
n.d. n.d. n.d. 

B (8時間連続） 3 4. 9 2 3. 7 7.0 0.1 4 7 0.0 2 5 0.7 1 2 0.1 

C (点火時） 2 3 7 1 3 3 1 7.8 1.6 2 0.1 4 9 1.1 6 1 7.6 

D（安定燃焼中） 8.9 5.7 4.0 0.0 4 4 0.0 0 1 0.8 4 4.4 

a. 試料Aは，石油ストープを点火していない部屋で集めた浮遊粒子状物質。

試料Bは，石油ストープ点火後 8時間，連続燃焼中の部屋で集めたもので，フィルターは 20分毎

に交換した。

試料Cは，点火後 20分間に採取したもので，消火後 20分間換気をして， 21回点火時の試料を集

めた。

試料Dは，点火後 1時間そのまま換気をした後，安定に燃焼中のものを 7時間連続採取した。

b. n.d.は測定しなかった。

を燃料として石油ストープを使用することが多

いので，石油ストープ燃焼排出ガスで汚染され

た室内空気中の粒子状物質について分析した（表

3)。

試料Aは，ストープを燃焼しない場合で，室

内空気 1面当り TA98株，（一）S9でi.7 His+/ 

表 4 焼鳥の変異原性

焼鳥 試料

TA 98,曰S9

たれ付 粗抽出物 5,610 

中性画分 3,100 

酸性画分 89 

塩基性画分 7 9 5 

たれなし 粗抽出物 2,280 

中性画分 600 

酸性画分 1 9 5 

塩基性画分 6 2 9 

plateであった。ストープ点火後 20分間に

ハイボリュームサンプラーで集めた室内粒

子状物質の benzene-ethanol抽出物である試

料 Cでは 23 7 Hisゾplate/m3と強い変異原

性を示した。安定に燃焼中の試料 Dでは8.9

His 1/pla te／面で，試料Cの3.8％であり，

His十／プレート／g焼鳥

TA 98/ 

TA 98, (+)S 9 TA98NR 1,8-DNPG 

3,260 3,480 2,820 

650 9 1 6 798 

3 2 5 1 5 1 

2,1 7 0 596 464 

10,900 1,260 1,230 

252 323 568 

45 85 2 1 

6,880 539 449 
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1-NPも1,6-diNPも非常に減少していた。

点火してから 8時間の試料Bの変異原性は 34.9

Hisワplate／面で， 1-NPは 0.1 4 7 ng/m3, 1, 

6-diNPは 0.0 2 5ng／面であった。これらのNP

類は，それぞれ全変異原性の 0.71, 20.1％を

占めており，変異原性におけるdiNPの重要性

がわかる (Ohnishiら， 19 84)。

4. 焼鳥の変異原性とNP生成

市販の串刺しの鵡肉を．そのま、ま，または．

市販のたれをつけて都市ガスの直火で焼き．

benzene-ethanolで超音波抽出して，変異原性

を測定した（表 4)。さらに，それらの粗抽出

液をdiethy 1 etherで 3分画した。表 4に示すよ

うに，たれをつけない時の塩埜性画分が， TA

98株．（＋）S9で強い変異原性を示しているが，

これは， Trp-P-1, Trp-P-2, IQ, MeIQな

どによるものと考えられる。ところがたれをつ

けると，この画分の変異原性が低下し．かわ

って．中性画分の変異原性がTA98株，（一）S9 

で増加していた。この中に 1-NPが含まれて

いるのではないかと考え，HPLCを用いて， 1-

NP相当の画分を分取し， NRaseIで還元し

て，生成した 1-aminopyreneを定量 した。た

れをつけない時は，少し焼き過ぎの 7分後でも．

焼鳥 1g当り1.34 ngの 1-NPしか生成されな

かったが．たれをつけると 3, 5, 7分間で，

それぞれ 3.8, 1 9, 4 3 ngの 1-NPが生成さ

れた (Ohnishiら， 1984)。勿論，電気レン

ジで焼いた時には． 1-NPは検出されなかっ

た。市販の他の 2種類のたれを用いた時には，

7分間焼いても， 1-NPはそれぞれ1.2または

2.7 ngしか生成されなかった。従って，tこれの

種類．すなわち，たれの成分によって 1-NP

生成程度が異なるものと思われる。

5. NP類の人体摂取量の推定と人体影響

以上，大気汚染源の代表としてディーゼル排
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出粒子状物質， 室内空気汚染の代表として石油

ストープ燃焼中の室内空気中の粒子状物質，

ni troareneを含む食物の代表として焼鳥をとり

あげ，それらの変異原性とnitroareneの定量を

行った。これらのものが，実際にどの程度人体

に影響を与えるのかを論ずるためには，まず，

人体に摂取される量を明らかにしなければなら

なし ‘o

ディーゼルトラ ック排出ガス］ 3.65面からの

抽出重量は34 9 mgであったので，排出ガス 1

面に， 1-NPは1.57 μg, 1, 6-diNPは 20. 7 

ng含まれていた計算になる。大気中の粒子状

物質の変異原性は TA 98株曰S9で大気 l

面 当り1~1 oo Hisワplateであり (Tokiwaら，
1983),ディーゼル排出ガスだと排出ガス 1面当

り10に団 His+/plateになる（大西と木内，

l 983 ; Ohnishiら， 1984)。実際に測定され

た大気中の I-NP濃度は，上記のディーゼル

排出ガス中の1.6μg／面の I0―4~ 10-5倍である

(Gibson, 1981; Tokiwaら， 1983)。以上

のことから，大気中のNP類がすべてディーゼ

ル排出ガスによると仮定すると，大気中の NP

頬の濃度は，ディーゼル排出ガス中の濃度の

大体 10-3~10-5倍の濃度であると推定される。

従って，通常 1日 10面の空気を呼吸している

と仮定すると， 20年間に 10面 X 365日X 20 

年＝ 7.3X 104面になり， 1人の人が 20年間に

1-NPを約1.2~1 2 o μg, 1, 6-diNPを 15 
ng~1.5 μg吸入することになる（表 5)。1,

3-diNPや 1,8-diNPも同量混入していると

仮定すると， diNPは45ng~4.5 μg吸入する

ことになる。同様の計算によって， 1-nitro-

3-acetoxypyreneは 0.1 6~1 6 μg, 1-nitro-

3-hydroxypyreneは1.7~1 7 0 μg吸入する

ことになる（表 5)。

石油ストープ点火後，燃焼中の部屋で 1日 8

時間， 1年間に 3か月間生活すると仮定すると，

1人の人が 20年間で， 1-NPを0.147ng／面



表 5 ニトロアレーンの人体摂取推定量

化学物質 人体摂取推定量 μg／人／ 20年間

屋外空気 室内空気 焼 鳥

1 -nitropyrene 1. 2~1 2 0 0.8 9 3 0~500 

1, 6-dini tropyrene 

dini tropyrenes 

0.0 1 5~1. 5 0.1 5 

0.0 4 5~4.5 0.4 5 0.3~ 5 

1-ni tro-3-acetoxypyrene 0.1 6~1  6 

1-nitro-6/8-acetoxypyrene 

1-ni tro -3-hydroxypyrene 

0.3 5~35 

1. 7~l 7 0 

1-ni tro -6/8-hydroxypyrene 2.7~270 

XlOm以 8/24X 91日X20年＝892ng吸入

することになる。 1,6-diNPだと0.02 5 ng/ m3 

XlOm双 8I 2 4 x 9 1 x 2 0 = 1 5 2 ng吸入す る
ことになり， diNPだと 456ngになる（表 5)。

変異原性も， NP類の濃度も，点火時が最大で

あり，安定に燃焼中は少ないので，石油ストー

プ点火後， しばらく換気することは，健康上非

常に重要である。

焼鳥を 4週間に 1回 100g食べるとすると ，

年 13回， 20年間で 1人の人が焼鳥から摂取す

る 1-NPの量は， 0.019μg/g X lOOgx 13X 

20 = 494 μgであり，たれの種類をかえて， 1-

NPの生成量が少ない焼鳥を食べ た時には，

0. 0 0 1 2 ng/ g X 1 0 0 g X l 3 X 2 0 = 3 1. 2 μg Iこ

なり，大体 30~500μgになる。 diNPが，1-

NPのり100の濃度と仮定すると， 0.3~5μg 

のdiNPを 20年間で経口摂取することになる

（表 5)。

以上， 1-NPとdiNPとを， outdoorairか

らそれぞれ最高 120μgと 4.5 μg, indoor air 

から 0.9μgと 0.5μg,焼鳥から 500μgと 5μg 

摂取する可能性があるものと推定した。これら

が，人の発癌の原因になり得るだろうか。

1-NPの発癌性については，発癌性ありと

いう報告 (Hiroseら， 198 4 ;Ohgakiら， 1982)
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もあるが， 2 mgの皮下投与（大西と木内， 1983

; Ohnishiら，1984; Tokiwaら，1984),40 

mgの皮下投与（大垣，私信）， 1.5 mgの肺内投

与（前田ら，未発表）でも発癌性がなく ，陰性

の報告 (El-Bayoumy, 1 9 8 2)の方が多い。

Ohgakiら (1982)の実験では，diNPが混入

していたために陽性に出たのではないかといわ

れている (Ohgakiら， 1984)。従って， 1-

NPが人の発癌にどの程度関与してい る可能性

があるのかは，現在のところ明らかでない。

常盤らとの共同研究の結果， 2mgの 1,6 -

diNPの皮下注射でBALB/cマウスの 50％に悪

性線維性組織球腫を発生した（大西と木内，

1983 ; Ohnishiら，1984;Tokiwaら， 1984)。

高山ら（私信）は，10 mgの 1,6-diNPをハムス

ターの気管内に注入して，扁平上皮化生を伴

った腺癌を発生させている。 Ohgakiら(1984)

の実験では， 4mgの 1,3-diNPまたは， 1,8-

diNPの皮下注射で， 100％のF344ラッ ト

に肉腫が発生している。さらに， 1,8-diNP 

400 μg,または， 40 μgの皮下注射でもF344 

ラットに発癌性があるという（大垣，私信）。

筆者らは，大塚教授との共同研究で，大気中

の粒子状物質が吸入されて，肺に留まって作用

する時のモデルとして， 150μgの 1,6-diNP 

をbeeswaxに混ぜてペレ ットしてFischer3 44 

ラットの肺に注入した（前田ら，未発表）。ま

だ実験途中であるが， 28匹中 12匹のラ ット肺

に扁平上皮癌が発生した。このペレ ット注入法

によって，少なくとも今までより 1桁少ない投

与量で発癌することが明らかにな った。

上記の仮定で，人は最高 5μgのdiNPを肺か

ら吸入する可能性があるが，肺発癌実験で陽性

に出た 150μgのり30の量であり，喫煙しない

日本人の女性の肺癌死亡率が 10万人に 18人で

ある（平山，私信 ）ことを考えると，全＜ diNP

が関係がないとはいいきれないと思われる。さ

らに，新しく 発見された変異原性が強い 1-

ni tro-3-acetoxypyreneを最高 16 μg, 1-ni tro-

3-hydroxypyreneを 17 0 μgも 同時に吸入す

るわけで，これらの物質の発癌性はまだ不明で

あるが， benzo〔心pyreneなどのPAHと共に複

合的に作用して発癌に関与している可能性は十

分にあると考え られる。特に，交通が激しい場

所・地区で職業上排出ガスにさらされる人にと

っては重要な因子になるものと思われる。

6. おわりに

nitroareneの代表としてNP類について，存

在している場所・物質について例をあげ，それ

らの濃度を測定し，人体摂取量を推定した。日

本における肺癌死亡数は 1983年1年間で 25,647

人であり，年々増加している。肺癌の原因とし

て喫煙以外のものとしては， outdoorおよび

indoor air中のNP類の可能性は否定出来な

い。中性の高変異原性物質として 1-nitro-3-

acetoxypyreneが新たに見つかったが， 1 -

ni tro-3-hydroxypyreneと共に早急に発癌性を

明らかにしなければならない。特に， nitro-

hydroxypyreneは， 1-NPを生体に投与 した

時の代謝産物の 1つでもある (Bal]ら， 1984; 

El-Bayoumyら， 1983 ;木内ら，未発表）。

都市ガス燃焼時に排出される N02の濃度はか
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なり高いものになるので，都市ガス使用中の家

庭での換気が悪いと，相当高濃度のN02(250 

ppb)を吸入することになる（大西ら，未発表）。

N02自体による影響も重要であるが，それ以外

に，吸入されたN02が，肺内にひっかかって

いる粒子状物質に吸着しているpyreneなどの

PAHを，肺内のその場でニトロ化する可能性

があり，女性の肺癌の原因の 1つになっている

可能性がある。食物中にもNP類があることが

わかったが，経口摂取されたNP類は，当然腸

管内常在細菌によって代謝を受けた後に吸収さ

れるし，また，肺などから吸収されたものも，

肝臓を経て，腸肝循環をするので，腸管内常在

細菌によるものも含めて，生体内代謝を明らか

にすることは，これからの重要な研究課題であ

ろう。

本論文の研究の一部は，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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環境変異原研究6:39 -47 (1984) 

ニトロアレーン系変異原の現境分布は

何故広いと推定されるのか

国立公衆衛生院

1.はじめに

環境がん（変異）原研究の立場から，近年，

ニトロアレーンは強い関心をあつめているが，

その主な理由としては次のような事柄を挙げる

ことが出来る。

i)ニトロアレーンに属する化合物には変異

原性を示すものが多く，しかもジニトロヒ°

レンなど極めて変異原性の強いものが種々

含まれている。

1|)近年，発がん性を示すニトロアレーンの

種類が急激にふえつつある。

|||)二小ロアレーンは環境中に広く分布し，

日常生活を通じて，発がん性や変異原性を

示すニトロアレーンを体内に取り込んでい

る可能性が高い。

このほか，ニトロアレーンは注目されはじめ

てから日が浅いため，その発がん性，変異原性，

環境分布やその検出方法などに関して解明すべ

き多くの問題を残していることも，研究者の関

心と意欲をあおっている理由の一つとなってい

るように思われる。

前述の如く，ニトロアレーンの環境分布は極

めて広いと考えられている。しかしながら，ニ

トロアレーンの環境分布に関する報告はそれ程

多くなく，分析方法をも含めてその実態把握に

は多くの問題を残している，このような状況下

で，何故ニトロアレーンの環境分布は広いと考

えるべきなのであろうか？以下，この問題につい

て，我々のデータを中心に私見を述べることにする。

2 ニトロカノーンの環境分布が広いと推定される理由

ニトロアレーンの環境分布を極めて広いとす

松下秀鶴・河合昭宏・後藤純雄

久松由東

る理由は次のように要約することが出来るよう

に思われる。

i)ニトロアレーンは物質の不完全燃焼によ

って生成するばかりでなく，大気中での多

環芳香族炭化水素と N02等との不均一反応

によっても生ずる。

||)産業，特に化学工業等において，多種顆

のニトロアレーン顆が大量に使用されてい

る。

Ill) 自然界での窒素循環過程でニトロアレー

ン等が生成される可能性がある。

従来，ニトロアレーンの環境分布の広さに言

及する場合，主にi)の理由が述べられてきた。

これは， a)Pittsら(1978)がbenzo(a)pyrene

又はperyleneに，痕跡量の硝酸を含む 1ppm (又

は0.25ppm)のN02を暴露させると，directrn u ta.gen 

であるnitro-benzo(a)pyreneや nitro-pery lene 

が生ずることを示して以来，多くの研究者によ

り多環芳香族炭化水素とN02との不均一反応に

ついて多くの研究がなされ，この反応により，

殆んどの場合，directmutagenが生じることが

確認されたこと。 b)多環芳香族炭化水素やN02

は化石燃料を含む有機物質の不完全燃焼によっ

て生ずるため，燃焼行為のなされているまわり

の空気には必ず多環芳香族炭化水素やN02など

が存在すること。 C)現代社会はエネルギーの大

量消費すなわち化石燃料の大量消費の上に成

立しており，燃焼行為は社会の種々の場所で絶

えず行われていること。 d)化石燃料等の不完全

燃焼によって直接的にニトロアレーンが生成し

たとする研究報告例は極めて少ないが，ディー

ゼルエンジンのシリンダー内の燃焼ガスから 1
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ーニトロビレンが検出されている（大西ら，1983

a;Duら， 1984)。したがって，少なくともディ

ーゼルエンジンのように，酸素過剰の条件下で

の燃焼ではニトロアレーンが生成されると推定

されること。 e)トナー (Rosenkrantzら，1980),

カーボンプラック (Rosenkrantzら， 1980;Ram-

dahlら， 1982)ディーゼル排ガス (Pedersonら，

1981; Tejadaら，1982;Xuら， 1982;Schuetzleら，

1982 ; N ewtorら， 1982;Pittsら， 1982,Salmeen

ら， 1982; Hendersonら， 1983;Schuetzle, 1983, 

Campbellら， 1984,Tomkinsら， 1984), 自動車

専用トンネル内の浮遊粉じん (Gorse~ Jr．ら，1983),

大気浮遊粉じん(Jager,1978；森田ら，1982;Niel-

sen, 1983;松下ら， 1983a),使用済みエンジンオ

イルとヤキトリ（大西，1983b)灯油燃焼物（常盤，

1983)などの環境試料から 1ーニトロビレンを中

心とするニトロアレーンが検出，又は定量されて

いること，などの事実に基づいている。

表 1はこれらの事実の 1例として，多環芳香

族炭化水素をlOppmのN02又は(NO叶 S02)に 24

時間暴露させたもののサルモネラ菌TA98株に

対する directmutagenとしての活性の有無を示

したものである。（松下ら，1981,1982, 1983b)。表 1

から，多環芳香族炭化水素はN02のみにさらさ

れた場合より，N02とS02の混合ガスにさらされ

た場合の方がdirectmu tag enに変化しやすいこ

とや，後者の場合，縮合環数 2から 10までの29種

の多環芳香族炭化水素のうち28種類にdirectmu-

tagenの生成が認められることなどが判る。これら

の事実は，不完全燃焼によって大気中に放出され

た殆んどすべての多環芳香族炭化水素は，大気中

に共存するN02やS02と反応してニトロアレーン

を含むdirectmutagenに変化する事を示唆してい

る。このほか，このニトロアレーっンヘの不均一反応

は，多環芳香族炭化水素をフィルター上に塗布

した場合よりも大気浮遊粉じんやディ ・ーゼル車排

出粒子上に塗布した方がはるかに進行しやすいこ

と（松下ら1982;河合ら，1983),当該反応は光照

表 l 多環芳香族炭化水素(PAH)とN02又は

C NO戸 S02)との反応生成物の変異原性

(TA98, -S9mix) 

PAH 合

数
縮

閃

反応牛成物の変'J/:.1点性

Bi phenyl 
Naphthalene 
6-Naphthol 
Fluorene 
2-Bromofl uorene 
p-Terphenyl 
Anthracene 
Acenaphthene 
Acenaphthylene 
1-Methyl fl uorene 
Phenanthrene 
2-Methyl fl uorene 
9-Methvlanthracene 
Benz(a1anthracene 
9,10-Benzophenathrene 
Chrysene 
Fluoranthene 
1-Methylpyrene 
Pyrene 
Benzo(j)fl uoranthene 
Benzo(a)pyrene 
Benzo(e)pyrene 
Dibenzo(a,h)anthracene 
9,10-Diphenylanthracene 
Perylene 
Benzo(ghi)perylene 
Pyranthrene 
Rubrene 
Ovalene 

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

——+———++++—+-

—++++—+++ 

N02 N02+S02 
Oppm) (l Oppm, each 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

＋ 

士

＋ 

＋
＋
 

射条件下で酸素雰囲気下の方が窒素雰囲気下よ

りも進行しやすいこと（松下ら， 1984),フリー

ラジカル反応のほか，ラジカルカチオンの関与

や硝酸や亜硝酸の触媒作用，浮遊粒子表面の状

態や含水率等が関与することなどが明らかにさ

れている (Nielsenら，1983;Pitts, 1983)。空気

は地球のあらゆる場所を蔽っていることや，多

環芳香族炭化水素は現境中の殆んどすべてのも

のに含まれていると考えられていることなども

考えあわせると，ニ トロアレーンも環境中の殆

んどすべての試料中に，多かれ少なかれ，含ま

れている可能性が高いといっても過言ではない

と思われる。

3
 
化学工業等で使用されるニトロアレーン類の

変異原性

Howardら(1976)は米国におけるニ トロアレ

ーン類の使用状況を調査し，約 25 0~300種類

が化学工業等において使用され，そのうち約40

種頻は年間50万ポンド以上， 50~10 0種類は10

~50万ポンド消費されていると報告している。

これらのニトロアレーン類は縮合環数 lないし

2の芳香族ニトロ化合物が大部分であり，主に，

染料中間体，農薬，殺菌剤，ゴム老化防止剤，

ガソリン添加物，医薬品中間体，爆薬，各種化

学製品の中間体や溶剤として使用されている。

したがって，これらのニトロアレーンを製造し

たり，使用したりする労働者はこれらに比較的

高濃度に被暴する可能性があり，場合によって

は工場周辺の空気はこれらニトロアレーン類に

よって汚染される可能性がある。

表2は世界主要国における労働環境でのニト

ロアレーンの規制状況を示したものである。(ILO,

1980)。主要18ケ国で規制されているニ トロア

レーン類の種類は41種類とそれ程多くなく，

た我が国ではわずかに 4種類（nitro benzene, 4 

-nitrobiphenyl, parathioneおよび 2,4, 6 -

表 2

ま

労働環境で規制されているニトロアレーン

類の種類

国 名
ニトロアレーン

類の種類

日

米

本

国

ソ 連

スイス

西独

18ケ国＋ 2機関＊

(OSHA) 

(ACGIH) 

4

4

6

9

4

2

1

 

1

1

2

1

1

4

 

＊
 
オーストラリア，ベルギー，プルガリア，チ

ェコスロバキア，フィンランド，西独，東独，

ハンガリー，イタリー，日本，オランダ，ポ

ーランド ルーマニア スウェーデン スイ

ス，ソ連，米国 (OSHA;ACGIH），ユーゴスラ

ビア ヨーロッパ協議会

＊＊規制されている脂肪族ニ トロ化合物…20種類

trini troto buene)が規制されているにすぎない

ことなどが判る。規制41物質のうち，発がんと

の関連で規制されているのは 4-nitrobiphenyl 

1種類のみである。

このように規制されているニ トロアレーン類

の種顆が比較的少ないのは，ニトロアレーン類

の多くは最終製品としてよりは中間体として製

造および使用されているため，これらの職場で

はニトロアレーン頻のほかに，例えば芳香族ア

ミノ化合物などのように，より最終製品に近い

ものが共存していることにもよるのではないか

と推測される。これまで，発がん性に関する研

究も芳香族アミノ化合物の方がニトロアレーン

類よりはるかによく行われてきたのも上記理由

が一部関与しているように思われる。

ながら，ニトロアレーンは体内でそれに対応す

る芳香族アミンやヒドロキシルアミンに変化し

うること，芳香族アミンには発がん性を示すも

のが多種知られていること，さらには近年，発

がん性ニトロアレーンの種頚がふえつつあるこ

となどを考えに入れると，産業界等で使用され

ているニトロアレーン類も発がん性や変異原性

の観点から検討する必要があるように思われる。

このような考えのもとに，我々は産業界で使

用されていたり，法的な規制のあるニトロアレ

ーン類を中心に，それらの変異原性をpre-incu-

bation法で検索しつづけている。

表 3にこれらの検討結果を示す（松下 1983)。

脂肪族ニトロ化合物 6種類を含む89物質のうち，

サルモネラ菌TA100かTA98のいずれかに変異

原性を示したものは62種類（うち疑陽性 8種類

を含む）であり，その変異原性の陽性率や強さ

は，ベンゼン環数 lケのものより 2ケ以上のも

のが，またモノニトロ体よりもジニトロ体の方

が高いことを認めた。

また，検索した法的規制物質45種類のうち，

サルモネラ菌TA1 o oまたはTA98のいずれか

に変異原性を示したものは30種類（うち疑陽性

-40-
-41 -
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表 3 化学工業等において製造および使用されて

いるニトロアレーン類とその関連化合物の

変異原性

変異原性

TAlOO TA98 

+S9 -S9 +S9 -S9 

物質 名

変異原性

TAlOO TA98 

+S9 -S9 +S9 -S9 

Nitromethane 

Nitroethane 

1-Ni tropropane 

2-Nitropropane 

1-Ni trobu t ane 

2--Nitrobutane 

＋ ＋ ＋ ー

（サ ー （サ 田

Nitro benzene 

o-Dinitrohenzene 

m-Dini trobenzene 

＋ ＋ 

＋ （サ ＋ ＋ 

+ + + + p-Dini tmbenz ene 

o-Ni tme thy l benzene 

p-Nitroethyl benzene 

o-Ch loroni trobenzene 

m-Ch l oronitrobenzene 

p-Chloron itrobenzene 

2,5-Di ch lo ron i trobenze ne 

3,4-Di ch l oron i trobenzene 

2,4-Dinitroch l orobenzene 

PCNB (Pentachloronitro-
benzene) 

o-Ni trophenol 

m-Ni tropheno l 

p-Ni trophenol 

2,4-Dinitropheno l 

2,5-Dinitropheno l 

2,6-Dini tropheno l 

2, 4,6-Trinitrophenol 

o-Nitroanisol 

p-Ni troan isol 

o-Nitroaniline 

m-Ni troan i line 

p-Nitroaniline 

2-Chloro-4-nitroaniline - - + + 

2,6-Di chl oro-4-n i troaniline ーー（サ＋

―

―
 

田

田

+ + 

+ + 

＋ ＋ ＋ ＋ 

＋ ＋ 田 ＋ 

田 (+) 

＋ ＋ ＋ ＋ 

＋ ＋ ＋ ＋ 

＋ ＋ 

＋ ＋ 田

＋ ＋ ＋ ＋ 

物 質名

2,4-Dinitroani line + + + + 

2-Bromo-4,6-dinitroaniline + + + + 

m-Nitrobenzoi c acid + + 

2,4-Dinitrobenzoic acid ー （サ

3,5-Dinitrobenzoi c acid 

p-Ni trotoluene 

2,3-Dini trotoluene 

2,4-Dini trotoluene 

2,6-Dini trotoluene 

3,4-Dinitrotoluene 

4-Chloro-2-ni trotoluene 

+ + + + 

m-Nitrobenzene sulfonic acid -

2,4-Dinitrophenyl thiocyanate + + + + 

3,5-Dini trobenzoy l chloride 十＋ （サ ＋

o -Ni troto I uene 

m-Ni trotoluene 

田(+) -

＋ （サ ー十

+ + 

+ + + + 

＋十 ー （サ

a,a,a-Trifluoro-m-nitro 
toluene 

3,5-Dini tro-o-c reso I 

2-Ni tro-p-tol uid i ne 

3-Ni tro-o-xy 1 ene 

4-Nitro-o -xylene 

2-Nitro-m-xyl ene 

4-Ni tro-m-xy 1 ene 

5-Nitro-m-xylene 

2-Nitro-p-xyl ene 

2,4-Dini tro -m-x y 1 ene 

4,6-Dini tro-m-xy I ene 

EPN(Ethyl p-nitrophenyl 
thionobenzenephosphate) 

Parathion + + 

(+) -

（サ ー

十 一

＋ （サ ー

＋十 一

Nitramine + + + + 

3-N i trob i phenyl ＋ ＋ 

4-Ni trob i phenyl ＋ ＋ ＋ ＋ 

4,4'-Dini trob iphenyl ＋ ＋ ＋ ＋ 

2,2', 4,4'-Tetranitrobiphe-
＋ ＋ ＋ ＋ 

nyl 

1-Ni tronaph thalene ＋ ＋ ＋ ＋ 

1,3-Dinitronaph thalene ＋ ＋ ＋ ＋ 

1,5-Dini tronaph thalene ＋ ＋ ＋ ＋ 
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物質名

1,8-Dini tronaph t halene 

J -Nitro-2-naphthol 

2,4 -Dini tr ona ph t hol 

1-Ni tro-2-naph t hylam ine 

変異 原性

TAIOO TA98 

+S9 -S9 +S9 -S9 

＋ ＋ ＋ ＋ 

+ + 
(+) - + -

+ + + + 

4-Nitro-1-naphthylamine + 

I-Nitro-2-methylnaph thalene（サ

6-Nitroquinoline + + + + 

9-Ni troanthr acene 

5-Nitroacenaphthene 

4-Nitro-p-terphenyl 

2-Nitrofluorene 

2,5-Dinitrofluorene 

2,7-Dinitrofluorene 

1-Ni troan thr aqu i none 

1-Ni tropyrene 

Dinitropyrenes (mixture) 

6-Nitrochrysene 

+
+
+
+
+
+
+
+
+

+

 

+

+

+

+

+
+

+

+

+

+

 

＋

＋

サ

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

,
1
,
 

+

+
+

+

+

+
+
+

+

+
 

7種類を含む ）であり ，化学工業等で使用され

ていること の明 らかな物質の場合， 30種類中20

種類（疑陽性 4種を含む）が変異原性を示した。

なお，検索 した法的規制物質の数の方が世界主

要国での規制物質数より多いのは，後者の場合，

異性体をま とめて 1物質とする場合が多いため

である。

規制物質のうち，比較的強い変異原性を与え

たものは 2,4 -dinitrophenylthiocyanate (TA 

98,+S9, 63,000 rev/mg), nitramine(TA 

100, +S 9, 3 0, 000 rev/mg), 4 -nitrobiphenyl 

(TA 100, -S 9, 25, OOOrev/mg)で，これらの化

合物，特に前 2者に対する詳細な検討は今後の

課題の一つかと思われる。いずれにせよ，ニト

ロアレーン類が産業界で多種類， 多量に製造，

使用され，これらに暴露する可能性のある労働

者数も多いと推定され，かつ，これらには変異

原性を示すものが多種含まれているという事実

はニ トロアレーン類の研究の重要性を強く支持

するように思われる。

4. 自然界での窒素循環過程でのニトロアレーン

類生成の可能性

窒素は生体の重要な構成元素の一つであるば

かりでな く，生物圏，気圏，水圏，地圏を含む

自然界を循環している ことはよ く知られている。

この循躁過程で窒素はさまざまな化学形態をと

る。図 1はこ の過程で起る主な反応を示 したも

のであるが，大気中の窒素が窒素固定反応によ

りアンモニウム（ またはアミノ，アミド窒素 ）

となるこ とや，アンモニウムが酸化されて亜硝

酸や硝酸に変化したり，硝酸が有機物と反応し

て窒素，アンモニア，ニトロ化物を生ずる こ

とな どが理解出来るであろう。

これらの諸反応のうち， ニ トロアレーン類の

生成と関係のあるものはフミン酸を含む自然界

の芳香族化合物の硝酸（又は亜硝酸）によるニ

トロ化反応であろう。このような反応によるニ

トロアレーン類の生成の可能性を探るために，

我々はフミン酸を硝酸処理して得た市販のニト

ロフミン酸の変異原性を調べてみた。

図 2はその 1例として， ニ トロフミン酸のベ

ンゼン・エタノール (3:1,1/v )抽出物の

サルモネラ菌に対する変異原性試験結果を示し

たものである。代謝活性化を行わない条件下で

TA 100およびTA98両菌株に対して比較的に強

い変異原性を示すが， TAlOONRに対してはそ

れ程強くないことから，変異原活性にニトロア

レーン類が関与することがうかがわれた。

そこで，上記抽出物を一連の液・液分配処理

して中性成分を取り出し，その減圧濃縮物を分

取型の高速液体クロマトグラフィー（固定相：

Nucleosil，移動相： n-ヘキサン→ベンゼン；

ステップグラジェント）により，主としてモノ

ニトロアレーン（フラクション 1), ジニトロ

アレーン（フラクション 2)及びそれらの酸化
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物等（フラクション 3)に大別し，各フラクシ

ョンの減圧濃縮物をN-PFIDを検出器とするキ

ッピラリーガスクロマ トグラフィ ーで分離分析

した。図 3はその 1例を示したものである。モ

ノニトロアレーン及び、ジニトロアレーンに対応

するフラクションに数多くのヒ°ークの出現が認

められている。そして，標準物質の保持時間と

の対比から， 1 -ni tropyrene, 1, 3 -, 1, 6 -

1, 8-dinitropyrenes, 2 -nitrofluorene, 5 -

ni troacena ph theneなどを含む多くのニ トロアレ

ーンの存在が示唆された。現在，質量分析方法

や還元 ・高速液体クロマトグラフ法を含む種々

の方法で分析を繰り返えし， ニトロアレーンの

同定をより正確なものとすることにつとめてい

るが，上記の実験事実等からみてニトロフミン

酸にはニトロアレーン類が含まれているといっ

図゚ 3

5
 

10 20 
保持時間

30 
（分）

40 

ニトロフミン酸から得たニトロアレーン画

分のガスクロマトグラフィー

示すものが多く，また最近，発がん性を示すも

のの種類も増大しつつある。しかしながら，我

々をとりまく環境にはおびただしい種類にのぽ

るニトロアレーン類が存在するが，これらのう

ち，その変異原性等が検索されたものは極少数

にとどまっている。したがって，環境中にはど

のような変異原性（又は発がん性）ニトロアレ

ーン類が存在し，日常生活を通じて我々はそれ

らをどの程度体内に取り入れているのか，また

それらニトロアレーン頬の主な発生源は何であ

るかなどを明らかにすることは，発がんに対す

るニトロアレーン類の寄与を明らかにする上に

おいても，またがん予防対策策定の上において

も重要かと思われる。

1) 
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躁境変異原研究6:49 -56 (1984) 

燃焼生成物中ニトロアレーンの変異原性と
1, 6ージニトロピレンの発がん性

福岡県衛生公害センター

徳島大学医学部

1. はじめに

有機物の燃焼過程で生成された種々の芳香族

炭化水素（ PAH)はN02,S02.硝酸等の存

在下でニトロ化反応がおこり，種々のニトロ誘

導体（ニトロアレーン）に変換される。これら

のニトロアレーンは一般に石油系燃料が不完全

燃焼する際の副産物であるが，本物質はサルモ

ネラ菌による変異原テストで高い変異原性を示

し， しかも燃焼生成物中における主要な構成成

分であろうと考えられる。

ディーゼル車から排出される粒子状物質は大

気汚染の一因と考えられているが，この粒子状

物質中には約 10 0種以上のニトロアレーンが確

認されている (Paputa -peckら， 1983)。こ

れらのニトロアレーンを分析同定していくと，

変異原性を有する主成分はニトロヒ°レン及びニ

トロフルオランテン誘導体であることが示唆さ

れた (Nakagawaら， 1983;Salmeenら， 1984)。

またディーゼル排ガスの著しい大気汚染につい

ても，ほぽ同様の結果がえられている Tokiwa

ら， 19 8 3)。

一方暖房用灯油ストープあるいはガス燃焼器

具はN02.S02.ホルムアルデヒド，粒子状

物質の排出源であり，主たる室内汚染源として

注目されている (Wadeら， 1975)。この汚染

物質中にも変異原物質が存在していることが予

測される。

更に検出同定された変異原物質が動物に発が

ん性を示すか否かも明らかにされねばならない。

本報では燃焼生成物中の主要な変異原物質 l —ニ

トロビレン， 1, 6 -ジニトロヒ°レン， 2, 7 -ジ

黒本三男・中川礼子・堀川和美

乙藤武志・常盤 寛

大塚 久・大西克成

ニトロフ｝レオレン及び対照として 4ーニトロキ

ノリン— N ーオキシドについて，マウスの皮下

接種実験を行い．発がん性を検討した。

2. 灯油不完全燃焼物の変異原性

広く家庭で使用されている灯油ストープ（開

放式石油ストープ）の燃焼生成物について変異

原物質の同定を試みた。生成物の採取方法は図

1に示した。即ち，燃焼生成物（粒子状物質）

は冷却装置をとおして， XAD-2樹脂に吸着

捕集した。このXAD-2樹脂は 2時間間隔で

交換を行うことによって，樹脂中でのニトロ化

合物の生成を最小限にとどめた。捕集した粒子

状物質はベンゼンーメタノールC1: 1, V/ 

V)を混合溶媒として，超音波抽出を 3回繰り

返し実施した。

図 1 灯油燃焼生成物の捕集方法

図 2は粗抽出物のSalmonellatyphimuriu m 

TA 9 8. TA 1 o o, TA 9 7. T Al 5 3 8 および
Escherichia coliWP2uvrA(pKM101)とTA

9 8/NR, TA 9 8/ 1, 8 DN  P6株に対する S9 

mix存在下．非存在下における変異原性の成績

である。
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図 2 粗抽出物の変異原性

WP2 :E.coliWP2uvrA/pKM101,-S9 

S 9 mix非存在下に おける変異原性はTA98,

TA9 7株に対して有意に高く ． またニ トロレダ

クターゼ欠損株TA98NR株 に対しても突然変

異を誘起したが． ジニ トロヒ° レン耐性変異株T

A 9 8/1, 8DN凡 株に対して著しく減少して い

ることがわかった。この成績か ら，粗抽出物中

にはニ トロ アレー ン，殊 に． ジニ トロヒ°レン誘

導体の存在が示唆された。 TA97株に対する 1

μgあたりの復帰変異 コロニーは12.1,TA98株

に対しては 5.3の特異活性が認められ， この活

性値はすでに報告 したディ ーゼル排ガス抽出物

の変異原性に相当している。

一方ニトロヒ°レン各誘導体はDNA塩基対間に

挿入することによって．フレームシフト 型の突

然変異 を誘発 することが示唆されている

(Merme.lsteipら，1981)oしかもTA97株はフレー

ムシフト型の変異原を検出する変異株である（

Levinら． 1980)。そこでニトロビ レン各 6種の

異性体について． TA98,TA97株に対する変異

原性を比較すると． 1 -ニトロヒ°レンを除いて他

の異性体はTA98株よりむしろTA97株に対して

変異原性が強いことがわかった（表 l)。

3. 変異原物質の同定

(1) 粗抽出物のカラムクロマ トグラフィ ー

粗抽出物中の変異原を精製していくために，

濃縮試料 (19mg)はイソフ゜ロパノールを溶媒

として，セファディクスLH2。カラム(1.5 X 

40cm)で分画した。図 3に示したとおり ，各

画分はTA98株 (-S 9 mix)で変異原テス

トを行 った結果， 100~110 meの溶出画分に

最も高い変異原性がえられた。この活性画分

をフ゜ールし，ガスク ロマトグラフィ ー (FT

D)で分析すると，最低14種のニ トロ アレー

ンを確認することができた（図 4)。即ち，

検出されたニ トロア レーンは 2,4 -. 2, 6 -, 

3, 4ージニ トロト ルエン，m-ニ トロビフェ

ニール， 1, 5 -ジニ トロナフタ レン， 5 -ニ

トロアセナ フテン， 2 -ニ トロ フルオレン，

1, 8ージニ トロナ フタレン， 9 -ニトロ アン

トラ セン， 4, 41 ジニ トロ ビフ ェニール， 2, 

7ージニ トロフルオ レン， 1, 3 -, 1, 6 -

1, 8ージニトロビ レンであ った。

S・typhimuriumTA98, TA97株に対するニトロヒ°レンの変異原性
210 

表 l 2.X》

復帰変異数／ ng nコ II I ~ 

1-NP 1,3-DNP 1,6-DNP 1,8-DNP Tri-NP Tetra-NP 

.: :::l l I II 10.0‘ 

TA98 3.7 436.8 229.6 997.5 683.2 34. 1 眺 100叶 1\• I I 
I 3[ 

TA97 4.2 1383.3 760.8 2288.3 2430.7 348.0 

1-NP, 1ーニトロビレン

1,3-DNP, 1,3ー ジニトロヒ°レン

1,6-DNP, 1, 6ージニトロヒ゜レン

1,8-DNP, 1, 8ージ ニ トロビレン

Tri-NP, トリニトロヒ°レン

Tetra-NP,テトラニトロヒ°レン

20““80 100120 140 190 180 200 220”) 2IO 
溶出液 (m¢)

図3 粗抽出物のセファデ ィクス LH20カラムク

ロマトグラム

10 lO 30 

保持時間 （分）

40 

図 4 セフ ァディクス LH20活性部分のガスクロ

マト グラム (FTD)

a: mージニトロ ベ ンゼン

b: 2, 6ージ ニトロトルエン

C: 2, 4ージニトロトルエン

d: 1 — ニトロナフタレン

e: 3, 4ージニトロトルエン

f: 0 —ニトロビフェニール

g :m — ニトロビフェニー ）レ

h: 1, 5ージニトロナフタレン

i : 5 —ニトロアセナフテン

j: 2 — ニトロフルオレン

k: 1, 8ージニトロナフタレン

1: 9 -ニトロアントラセン

m: 4, 41ージニトロビフェニール

n: 3 —ニトロフルオランテン

o: 1 — ニトロヒ°レン

p: 2, 7 -ジニトロフルオレン

q: 1, 3 -ジニトロヒ°レン

r: 1, 6ージニトロヒ°レン

s: 1, 8ージニトロヒ°レン
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(2) 

一方粗抽出物中の主なPAHを、ンリカゲル

薄層クロマトグラフィー．蛍光分光法によっ

て定量すると．抽出物中にベンゾ(a)ヒ°レン含

は0.31, ベンゾ(b)フルオランテンは0.74, 

ベンゾ(k)フルオランテンは 0.46 μg/ gが測定

された。

カラムクロマトグラフィーからえられた活

性画分の高速液体クロマトグラフィー

セファディクスカラムゲル炉過によってえ

られた活性画分は部分濃縮後， ZorbaxODS

カラムによる高速液体クロマトグラフィー（

HPLC)分析を試みた。溶出液はフラクショ

ンコレクター（ファルマシアRAC-100)を使

用して， 30秒間隔で分画し， 50分間1.6mgの試

料を分画した。ついで各画分はTA98株でS

9 mix非存在下で変異原テストを行った（図

5)。活性の大部分は保持時間11~14分の画

分に溶出した。この画分はジニトロビレン溶

出画分に相当している。そこで， この活性画

分中の変異原をガスクロマトグラフィー (E

CD)で分析すると， ジニトロビレンの 3種

異性体（ 1,3 -, 1, 6 -, 1, 8 -異性体）が

検出された（図 6)。

レン，

しかし．

3ーニトロフ）レオランテンは検出され

l —ニトロビ

なかった。

ガスクロマトグラフィー． HPLCの分析結

1, 8ージニトロヒ°レン混合果から． 1, 6 -, 

物は粗抽出物あたり， 2.1PIJD, 1, 3 -ジニトロヒ°

レンは 0.11p国であった。

表 1の特異活性から，粗抽出物のTA97.

TA98株に対する変異原活性への，含有され

るジニトロヒ°レンの寄与率を計算すると次の

とおりである。

即ち，検出された 1,6 -, 1, 8ージニトロ

ヒ°レン混合物は2.lng/mg（抽出物）である。

両物質が 1: 1で混合していると仮定した場

合．混合物のTA98株に対する特異活性は

6 1 3.6 rev/ngとなる。したがって定量値2.1

(
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C ECD) 

ng/mgを変異原活性で示すと， l,288rev/

咤となる。この活性値は前述の粗抽出物TA98

株に対する変異原活性 5,3 O O rev/mgの24%

に相当していることになる。またTA97株に

ついて同様の計算を試みると． 1, 6 -, 1, 8 -

ジニトロヒ°レンの2.lng/mg量は粗抽出物TA

97株に対する変異原活性 12,100rev/mgの26

％を寄与していることになる。

一方 1,3ージニトロヒ°レン含有量は 0.1lng 

/mgである。 TA98株に対する 1,3ージニト

ロビレンの特異活性は 43 6.8rev/ng, 1, 3-

ジニトロヒ°レン含有量の活性値は 48rev/ mg 

であり．粗抽出物の変異原活性は 5,300rev/ 

mgであるので．寄与率は0.9％にすぎない。さ

らにTA97株について計算すると，1.3％の寄

与率となった。

これらの成績から，検出されたジニトロビ

レン変異原性は粗抽出物の活性値の約25~27

％を寄与していることになる。

4. 1ーニトロピレン， 1, 6 -ジニトロピレ

ン， 2,7-ジニトロフルオレン及び 4 —ニト

ロキノリン— N ーオキシドの BALB/cマウ

ス皮下接種実験

lーニトロヒ°レン， 1, 6ージニトロヒ°レン

はRis tagnoとShine(1 9 7 1)及びVoll-

mannら(19 3 7)の方法によってヒ°レンか

ら合成した。合成標品はベンゼンで再結晶化

を行い．ついで． トルエン—ヘキサン (5 : 

1, V/V)を溶媒として、ンリカゲル薄層

プレート上で展開した。

レン相当部分のスポットはかきとり (1,

6 -. 1, 8ージニトロヒ°レン混合物）．トルエ

ンに再浮遊した後ZorbaxC Nカラム (0.46 

cm i.d. X25cm)による分画精製を行った。

lーニトロヒ°レン，

質量分析計，

ついでニトロヒ°

1, 6ージニトロヒ°レンは

NMRによって確認同定し，

その純度は99％以上であった。

また 2,7ージニトロフルオレン，

ロキノリンー N-• オキシド C 4 NQO)は

2, 7ージニトロフ

4ーニト

Aldrich社製を使用したが，

)レオレンについてはZorbaxODSカラムを

用いHPLCで不純物を除去精製し． 高純度標

5
 

品とした。

各ニトロ化合物は50 0 μg／叫の割でジメチ

）レスルホオキシド CDMSO)に溶解し．

0.2叫を週 1回，合計20回BALB/c雄マウス

(4週令）の背部皮下に接種した。各ニトロ

化合物の接種群は20匹とし．一匹ずつマウス

ケージに移し．毎週 1回体重測定を行った。

観察期間は60週間とした。

1, 6 -ジニトロヒ°レンは接種開始後 11 2日

目に最初の腫瘍が接種局所に観察された。表

2に示したとおり， 20匹中10匹 (50%)のマ

ウスに発がん性が認められ，一方4NQOは接種開始

105日目に最初の腫瘍）i観察され， 60週間で18匹中

17匹 (94.4 %)に発がん性が認められた。腫

瘍発生の週別経過は図 7に示した。接種開始

20~40週後に高頻度で腫瘍の発生が認められ，

発生頻度は 1,6ージニトロヒ°レンのそれよ

その

りやや強いことがわかる。 1,6ージニトロヒ°

レン及び 4NQO接種群から発生したマウス

の腫瘍の組織学的所見はpleomorphic 

s triforme pattern力特徴的（図 8)であり，

悪性線維性組織球腫に一致するものであった。

一方， 4NQO接種群の組織所見については

現在検討中である。なお， 1 —ニトロヒ°レン，

2, 7ージニトロフルオレンについては腫揚の

発生は認められていない。

おわりに

灯油の不完全燃焼物中の変異原物質をカラム

クロマトグラフィー． HPLCで精製していく

と．変異原性を有する主要成分はジニトロヒ°レ

ンであることが示唆された。抽出物中には 1,6 -. 
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表 2 BALB/Cマウスに対するニトロ化合物の腫瘍発生

実験． 化学物質名
総投与枇

(mg/mouse) 

有効マウス数
皮下睫瘍

腫揚発生マウス数

(%) 

発 生 日
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実験開始後 の 週

腫瘍発生の週別経過

図 8 1, 6ージニトロヒ°レン接種マウスに発生し

た腫瘍の組織像（ HE染色． X 1 2 0) 

1, 8ージニトロヒ°レン混合物が2.lng／咤 1,3-

ジニトロヒ°レンが 0.11ng/mgであった。 しかし．

種々の灯油燃焼器具から排出される粒子状物質

は 1時間あたり 0.2~0.3mgにすぎない。したがっ

て．有機物の抽出量を30％に見積もると．

らジニトロビレンの 1時間あたりの排出員は約

これ

0.2 ng以下の微量となる。

一方家庭や事業所に供給されているガス燃焼

物について も変異原物質の同定を行った。不完

全燃焼によってえられた粒子状物質はサルモネ

ラTA97株に対して高い変異原性を示し，精製

同定の結果．灯油燃焼物と類似の結果がえられた。

すでに報告したとおり（常盤， 1983), ニト

ロア レーンは，芳香環にN02の置換する位置に

よって， 変異原性が異っている。むしろ極性の

高いジニトロ誘導体は高い変異原性を示す傾向

にある。したがって，ニトロアレーンの変異原

性を調べると，縮合環数とは無関係に 10-2~lCf 

の強度差の拡がりがあり ，これら誘導体の中で

ジニトロビレ ンは最も高い変異原性を示している。

1ーニトロヒ°レンの発がん性については一部

報告されているが (Hiroseら，1984; Ohgaki 

ら． 1982), 現在では明確ではない。しかし，

1, 3 -, 1, 6 -, 1, 8ージニトロヒ°レンにつし‘

ては比較的高い発がん性が予測されている

(Ohgakiら1984)。即ち l，飢 1, 8..異性体については

Ohgakiら（1984)がF344ラットを使って皮下接種

実験を実施した。両物質とも総投与量 4mgで，

使用した10匹のラットすべてに著明な腫瘍が発

生した。組織学的には線維肉腫であった。

一方，今回の 1,6ージニトロビレンのマウス

(BALB/ c)皮下投与実験では．総量 2mg 

を皮下接師したとき50％のマウスに腫瘍が発生

した。組織像は悪性線維性組織球腫に一致する

ものであった。

以上の成績から， 1, 6 -ジニトロビレンの発

がん性は 4NQOのそれに比較して，

が，強力な環境化学発がん物質の一つと考えら

れる。
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トロピレンの腸管内嫌気性菌による代謝
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徳島大学医学部細菌学教室

はじめに

ヒト の癌の 80~90％は，環境中の因子によ

って発生すると考えられている。環境汚染物質

としてその変異原性の強さから最近nitropyre-

ne (NP)顆が注目されており，発癌性も証明

されている (Hiroseら， 1 9 8 4 ; Ohgakiら，

1 g 8 2, 1 9 8 4 ; Ohnishiら， 1984; Tokiwa 

ら， 19 8 4)。

NPは環境中に広く分布し，自動車排ガス，

ゼロ ックスコビーやトナー，給油所排水，使用

済エンジンオイル，石油ズトープ燃焼室内空気，

焼鳥などのなかに存在していることが明らかに

なった（ Lofrothら， 19 8 O ; Mana beら，

1 9 8 4 ; Ohnishiら， 19 8 3, 1 9 8 4 ; Peder-

sonとSiak,1 9 8 1 ; Rosenkranzら， 19 8 0 ; 

Schuetzleら， 1981)。食物中からも検出さ

れた NPは消化管へ入り，腸管内常在細菌叢に

より一次的に代謝される場合も考えられる。

人の腸管内には，内容物 1g当り 1011個もの

非常に多くの細菌がおり，その 99. 9 %以上は

偏性嫌気性菌が占めている。 1人当りでは約

1氾個， 100種以上の腸管内細菌がいると言

われている。また種々の酵素活性を有し，発癌

物質も含めて生体外異物の代謝（活性化および

不活化）に重要な役割を果している (Goldm-

an, 1 9 7 8 ; Scheline, • 1 9 7 3)。

本稿では，環境変異原物質1-NPが腸管内の主要

構成菌の偏性嫌気性菌により容易に 1-aminopyre-

ne (1-AP)へ還元されること，またBacteroides

Jragilisよりnitrored uctase (NRase)を精製し，

その性状とNP類の代謝活性化にはNRaseが必要

なこと．さらに無菌動物と通常動物とを用いて

in vivoでの 1-NPの代謝に腸内細菌叢がいかに

関与しているかについて述べる。

木内

2
 

図 1

武美・大西 克成

1-NPの腸管内細酷による代謝

まず，健康人の糞便と 1-NPとを混合し， 35℃,

4日間，嫌気チャンバー内に保温したところ，

1-NPの変異原性は 6.1％に減少した。次に腸内

の常在細菌である Bacteroidesthetaiotaomic-

ron, B. fragilis, Escherichia coliそれぞれと
1-NPとを混合すると，嫌気性病の前 2者では

変異原性は減少したが．好気性菌の E.coliと

の保温ではそれほど減少しなかった。

B. fragilisの 1-NP NRase活性は，菌体超
音波破壊液の 10 0, 0 0 0 X g, 2時間遠心上清

(S-100)画分にあった。

1-NPとB.fragilisのS-100画分との反応
後の代謝産物を薄層クロマトグラフィー，蛍

光スペクトル，高速液体クロマトグラフィー

(HPLC)およびマススペクトルによって同定

した結果， 1-NPの主要代謝産物は 1-APであ

ることがわかった（図 1)。
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1-nitropyrene (a,d)と1-aminopyrene(b, 

e)の標準物質と 1-ni tropyreneとB.fragi-
lisのS-100画分との反応生成物(c,f)の高

速液体クロマトグラフィー (a-c)とマスス

ペクトル (d-f)。
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次に常在細菌叢を形成している嫌気性菌およ

び好気性菌の粗抽出液（ 9,000X g, 1 0分間

遠心上清 ）を用いて NRase活性を測定した。

その結果．比活性の高いのは ，B.fragilis, B. 

thetaiotaomicron, B. vulgatus, Fusobac-

terium  mortiferum, F. nucleatum, Clostrir 

dium  perfringens, C. sporogenes, Bifido-

bacterium  adolescentis, B. bifidum, Eubac-

terium  lentum, E. limosum, Peptostrepto-

coccus anaerobius等の嫌気性菌であり ，一般

的に好気性菌は低い活性を示した(Kinouchiら．

1 9 8 2)。 これらの菌は人の腸管内の最優勢菌

芳香族ニ トロ化合物のニ トロ基還元反応は ．

一般的によくあらわれる代謝経路である。 しか

し，この還元反応によって 1-NPは， 1-NP→ 

1 -ni trosopyrene→ N-hydroxy-1 -AP→ 1 -

APと代謝されるが．こ の過程において見られ

るN-hydroxy-1 -APが変異原性，癌原性の代

謝活性体と考えられている (Hawardら． 1983)。

そこで 1-NPの活性化に関与していると思われ

るNRase活性の臓器分布を Sprague-Dawleyラ

ットを用いて測定した（ 表 l)。各朦器のホモ

ジネートの 9,000X g, 1 0分間遠心上清を用い

て窒素ガス存在下で嫌気的に酵素活性を測定し

た。空気中で測定すると細菌の場合を除いて活

性は著しく低下した。諸朦器の中では，肝臓，

小腸および大腸の比活性が高く ，大気中の 1-NP

に暴露されるであろう呼吸器系の臓器（肺，肺

であり， 1-NPは容易に腸管内で 1-APへ還元

されることを示 している。

3. 動物体内での NRase活性の分布

表 l ラット諸臓器，消化管内容物および腸管内常在細菌の nitroreductase活性

臓器または菌種 酵素活性 （ 生成 1-AP nmol/h/mgタンパク質） NADPH/NADH 
NADPH NADH 

脳 <0.01 (<0.002) <o.o 1 (<o.o o 4) 

肺朦 0.1 I土0.03(0.025) 0.1 6士0.0I (0.0 5 6) 0.6 9 

心朦 0.2 2土0.02 (0.051) 0.1 0士0.00 4 (0.0 3 5) 2.2 0 

肝臓 4.3 5士0.26(1.000) 2.8 5土0.36 (1.000) 1.5 3 
牌臓 0.1 0士0.01 (0.023) 0.2 2士0.02 (0.077) 0.4 6 

辟臓 0.1 0士0.01 (0.023) 0.1 5士0.0I (0.053) 0.6 7 

腎臓 0.4 2士0.03 (0.097) 0.2 8士0.02 (0.0 9 8) 1.5 0 
副腎 0.8 5土0.02(0.195) 0. 7 3士0.02 (0.256) 1. I 6 
精巣 0.0 9土0.01 (0.021) 0.0 7士0.00 4 (0.0 2 5) 1. 2 9 
筋肉 0.0 4士0.01 (0.009) 0.0 5士0.00 5 (0.0 I 8) 0.8 0 

胃 0. 7 5士0.07 (0.1 7 2) 0.3 9士0.01 (0.137) 1. 9 2 
小腸 2.3 8士0.21(0.547) 1.1 8士0.18 (0.414) 2.0 2 

盲腸 0.8 0土0.18(0.184) 0.1 0士0.01 (0.246) 1.1 4 
大腸 1.3 8士0.06 (0.3 I 7) 1. 3 7士0.02 (0.481) 1.0 1 
血液 く0.01 (<o.o o 2) く0.01 (<o.o o 4) 

血清 <O.O I (<o.o o 2) く0.01 (<o.o o 4) 

肺胞マクロファージ <O.O 3 (<o.o o 7) <o.o 3 (<O.O 1 1) 

胃内容物 く0.02 (<o.o o s) く0.02 (<o.o o 1) 

小腸内容物 1.1 6士0.16(0.267) 1.0 6士0.10 (0.372) 1.0 9 
盲腸内容物 4. 7 9士0.34 (1.1 0 ) 4.3 2士0.28 (1.5 1 6) I.I I 
大腸内容物 4.2 4士0.23 (0.975) 3.5 2士0.20 (l.235) 1. 2 I 
Bacteroides Jragilis 7.6 2土0.27(1.752) 6.0 9士0.20 (2.137) 1.2 6 
B. thetaiotaomicron 7.6 2土0.07 (1.752) 7.3 0士0.18 (2.5 6 1) 1.0 4 
Eubacterium limosum 6.0 I士0.33(1.382) 5.4 5士0.59 (1.912) I. I 0 

Bifidobacterium adolescentis 7.0 3士0.15(1.616) 6.9 0士0.23 (2.421) 1.0 2 
Escherichia coli 0. 7 3士0.14(0.168) 0.6 0土0.05 { 0.2 I I) 1. 2 2 
Aroclor処理肝朦 7.0 0士0.17 (1.6 0 9) 3.6 4士0.23 (1.277) 1.9 2 
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胞マクロ ファージ ）の活性は低かった。消化管

内容物（特に盲腸および大腸）にも高い活性が

みられたが，これは腸内常在細菌によるものと

思われた。（無菌動物の消化管内容物には NR-

ase活性は検出されなかった。）実際に腸内に

常在している嫌気性困である Bacteroides, Eu-

bacterium, Bifidobacterium等の比活性は，

肝臓に比べ約 1.5倍であ った。また，腸管内に

は0.1％以下しかいない好気性菌の E.coliの比

活性は嫌気性菌の約合 であった。このように

生体内代謝においても 1-NPの還元に腸管内常

在細菌が重要な役割を果していることが示唆さ

れる。

4. Bacteroides fragilisの NRaseの精製

NP類が消化管へ入る可能性が高く ， NRase 

活性が腸管内常在嫌気性菌で高いことから ，B.

fragilisを用いて NRaseの精製を試みた。酵

素精製の目的は， ① NP類の代謝活性化反応を

調べるため，② NRaseの性状，特に基質特異

性について調べる ため， ③ NRaseを用いて環

境中の混合物に含まれる NP類の定量を行うた

め等である。 サルモネラ菌TA98株でのnitro-

表 2 Bacteroides fragilisのnitrored uctaseの精製

精製段階
溶は 総活性

(ml) (Uり

粗抽出液 200 13,020 

I O 0,0 0 0 X g遠心上清 200 I 2,504 

40~60彩 硫安塩折 I 2 0 I 0.8 6 4 

DEAE-cellulose 
吸看画分（ I+皿） 25 1,988 

非吸行画分（ II+ IV) 6 5 5,535 

Sephadex G-2 0 0 
(I) I 0 1,2 4 4 

(ID) 402 

Hydroxylapatite (I) 4. 5 1,052 

Chromatofocusing(I) 3.5 8 8 I 

Sepharose 2 B (Il十IV)fraction 2 5 3,840 

Sepharose 6 B 
(ll) 1 0 2,2 I 9 

(rv) 4 9 4 

Sepharose 68 (Il) 1,2 5 7 

fran耐性菌では 1-NPで突然変異が起こりに

くくなり， 1, 8-diNP耐性菌では．1-NPでの

変異は親株に比べて約 40％は起こるが， 1, 8-

diNPでは 2,3 %しか起こらずNRaseの特異性

が予想された (Rosenkranzら，19 8 1 ; Rosen-

kranzとMermelstein, 1 9 8 3)。

筆者らは．B.fragilisのS-100画分を出発

材料として硫安塩折後， DEAE-cellulose カラ

ムクロマトグラフ ィーを行った。その結果，

吸着画分と非吸着画分の両方に 2つの酵素活性

があらわれた。吸着画分はさらに SephadexG 

-2 0 0ゲルろ過によ って 2つのヒ°ーク (NRase I 

および NRaseIII)に分かれた。 NRaseIは

さらに hydroxyapatiteカラムクロマトグラフ

ィーおよび chromatof ocusingを行い比活性

4 1 6倍まで精製した。非吸着画分は， Sepha-

rose 2Bと Sepharose6 Bのゲルろ過を行い 2

つの活性 ヒ°ーク (NRaseIlおよび NRaseN)を

得た。 NRaseIlは Sepharose6 Bで再クロマ

トグラフ ィーを行い比活性 17 8倍ま で精製し

た（ 表 2)。

これら4種の NRaseの基質特異性を変異原

性ニトロ化合物の変異原性に与える影響で調べ

タンパク質 (U比/活咤性of 回収率 精製

（咤／ml) タンパク質）
（%) （倍）

4 5.3 6 1.4 IO 0 I 0 
3 0.5 1 2.1 9 6.0 1.4 

2 2.0 8 4. l 8 3.4 2.9 

4.8 2 1 6.5 I 5.3 1 1.5 

8.1 3 I 0.5 4 2.5 7. 3 

I 9 I 4 3.4 9.6 3.0.2 

2.3 9 3 3.6 3.1 2 3.4 b 

0.6 9 3 3 8.8 8.1 2 3 5.3 

0.4 2 5 9 9.0 6.8 4 I 6.0 b 

2.9 2 5 2.6 2 9.5 3 6.5 

1.5 0 I 4 7. 9 I 7.0 IO 2.7 

I 2 6 7 8.3 3.8 5 4.5 b 

0.9 8 2 5 6.4 9. 7 l 7 8.1 b 

a. 1単位は， 1-NPから1時間に 1nmolの 1-APを産生する活性。

b. これらの試料を実験に使用した。
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表 3 Bacteroides fragilisの nitrored uctaseの基質特異性

化学物質（mg／プレート）
残存変異原性(%)(復帰変異集落数）a

(-)酵 素 S-100 NRase I NRase II NRase ffi NRase N 

1-NP (0.25) 100士1.1(427士4.6) 29.3士1.9 18.3士0.4 31.4士1.1 71.7士0.7 63.0士2.1

1, 3-diNP (0.002) 100士4.7(477土22.5) 25.4士1.6 61.4士3.0 35.2士1.8 29.1士2.1 51.6士2.5

1, 6-diNP (0.002) 100士0.9(584土5.3) 25.9士0.4 98.8士0.6 51.9士0.9 36.3士1.1 99.5土1.0

1, 8-diNP (0.002) 100土1.8(706士12.9) 24. 9士0.7 90.5士1.5 49.6士3.2 22.1士1.2 92.4士7.8

1, 3, 6-triNP (0.004) 100士2.5(382士9.6) 30.1土2.3 83.0士1.2 78.5土1.6 52.4士2.1 91.4士2.6

1, 3, 6, 8-tetraNP (0.025) 100士0.7 (526士3.7) 51.3士1.0 78. 7士1.5 81.6士4.1 81.8士1.5 92.4士2.2

2-Nitrofluorene(5) 100士4.2(635士26.7) 47.2士3.4 73.5士0.7 64.3士2.5 64.6士1.4 78.3士3.3

2-Nitronaphthaleneb(20) 100土1.9(186士3.6) 48.4士5.1 144.1土3.3 118.8士6.2 107.5士6.0 97.9士1.8

牛NQO(0.20) 100士2.3(678士15.4) 10.8士0.5 71.2土2.3 49.4士4.8 97.6士2.1 9. 7士1.1

Nitrofurantoin b (0.5) 100土5.0(440士22.1) 24.8士3.0 97.5士2.3 99.3士5.6 103.6士1.8 103.0士3.4
Benzo(a)pyrenec (20) 100士3.5(546士19.2) 84.4士1.7 99.1士5.4 98.2士5.0 97.8士4.4 100.0士3.9

1-AP双10) 100士2.5(466士11.6) 95.9士3.9 92.3土2.3 90.8士3.8 99.6士5.0 101.5士1.5

a. TA 98株(-)S9. b. TA 100株(-)S9. 

た。 NRaseIは 1-NPを還元して変異原性を

著明に減少させた。 1, 3-diNPには少し影響を

与えたが， 1, 6-diNPおよび 1,8-diNPにはほ

とんど影響しなかった。 NRase皿はdiNPの変

異原性を非常に減少した。 NRaseNは4-nitro-

quinoline 1 -oxideに特異的であった。

NRase IIは幅広い基質特異性を示した（表 3)。

4種のNRase活性は，補酵素（NADPH,NA-

しかし

5
 

NP類の NRaseによる DNAとの結合

Hawardら(1983)は，哺乳動物の NRase

である xanthineoxidaseを使用して，ヒポキサ

ンチン存在下で[3H] 1-NPをDNAに結合さ

せた。さらに，そのDNAを酵素的に分解し，

生成産物はN-(deoxyguanosin-8-y 1)-1-APで

あることを示し， 1-NPの活性体はN-hydroxy-

1-APであることを明らかにした。

筆者らは， 1-NPに作用する NRaseIとdiNP

に作用する NRaseillを使用して補酵素存在下

でinvitroで [3HJ 1-NPおよび [3HJ 1, 6-di-

NPとDNAとの結合物を生成した。両化合物

とも DNAへ の結合は 3時間までは直線的で

c. TA 100株（サS9. d. TA 98株（廿S9, 

DH)を必須とし，flavinmononucleotideの添

加で活性が上昇した。温度感受性，至適温度，

至適pH等においては， 4種のNRase活性に相

違がみられたが，阻害剤に対する動向はよく似

ていた。すなわち，すべての酵素は， Cu++'

p-chloromercuribenzoic acid (PCMB), o-

iodosobenzoic acid, sodium azaid等により著

しく阻害された (Kinouchiと Ohnishi,198 3)。

あり， 5時間付近からプラトーに達した。 1-NP

と1,6-diNPの結合度を比べると， 1-NPは2本

鎮DNAよりも 1本鎮DNAによく結合したが，

1, 6-diNPは 1本鎮． 2本鎮による結合度の違

いはみられなかった。また大腸菌のtRNAへの

結合も観察された。この結合は酵素の阻害剤で

ある PCMB添加で抑制された。もちろんNRase

および補酵素なしでは共にDNAに結合しなか

った。このことは， NP類の代謝活性化には

NRaseによるニトロ甚の還元が必要であること

がわかる。

次に反応させる酵素を交換して．すなわち 1-

1,6-diNPとNRaseIを反応NPとNRaseIII, 

させると 1-NPで結合度は 46. 2％に， 1,6-di-

NPでは 8.9％に減少した。この結果は 1-NP 

と1,6-diNPを活性化する酵素には特異性が存

在することを示唆している（表 4)。

どの塩碁に結合するのかを homopolynucle-

osideを使 って調べたのが表 5である。その結

1-NPはpoly(G)およびpoly(dG)に，果．

表4

1, 6-diNPはpoly(G), poly (X)およびpo-

ly (dG)によく結合した。つまり， NP類の還

元活性体は特異的に核酸 (DNAおよびRNA)

のguanineに結合するものと考えられる。

この 1-NP-DNA結合物を酵素的にmononu-

cleosideまで分解し， SephadexLH -2 oカラム
クロマトグラフィーを行った後． HPLCでの分

種々の条件下での[3 H J 1-ni tropyreneおよび[3 H] 1, 6-dinitropyreneの大腸菌DNAへの結合

反 応 条 件

完全系a

（一）酵素

（一）NADPH

（サPCMB

2本鎮DNAと下記のものを交換する：

熱変性 (1本鎖）

旦坐tRNA
酵素を交換する：

NRase I 
NRase Ill 

結合度 (μmol/molPヌクレオチド） （％） 

1-nitropyrene 1,6-dinitropyrene 

7 1. 2士8.8(100)

2. 0士1.3(2.8)

1. 9士0.6 (2.  7) 

1 9. 8士1.4 (2  7. 8) 

1 2 3. 6士7.5 (1 7 3. 6) 

5 6. 6士4.6 (7  9. 5) 

3 2. 9土4.6 ( 4 6. 2) 
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a.反応液には， ［3 H ] 1-ni tropyreneまたは [3HJ 1,6-dinitropyrene 4 o μM, NADPH 4 mM, 
glucose-6-phosphate (G-6-P) 5 mM, G-6-P dehydrogenase 1単位／ml, リン酸緩衝液

(pH 6.8) 1 0 O mM,大腸菌DNA(2本鎖） 1o mMP,およびBacteroidesfragilisのnitrore-
2 1 μg/mlまたはnitroreductaseill 2 3 9 μg /mlを含む。

表5

ductase I 

[ 3 H J 1-ni tropyreneおよび [3H]1,6-dinitropyreneの活性化酵素反応によるホモポリマーおよ

びコポリマーヘの結合

ポリヌクレオチド

poly (A) 
poly CG) 
poly (U) 
poly (C) 
poly (X) 
poly (I) 

poly (dA) 
poly (dG) 
poly (dC) 
poly (dG -dC) 
poly (dG -dC) • poly (dG -dC) 
poly (dG) • poly (dC) 

結合度 (μmol/molP ヌ
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a. 反応系は表 4に示した。
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析結果を示したのが図 2である。 DNAと1-NP
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8.3 1および 12.71分に 3本のヒ°ークが観察され

た。同様に処理したpoly(dG)-1-NP結合物

およびpoly(dA)-1-NP結合物のHPLCパタ

ーンとの比較から前 2つのヒ°ークはpoly(dG)-

1-NP結合物に現われ，後ろの小さなヒ°ークは

poly (dA)-1-NP結合物に出現した。すなわ

ち． 7.25分および 8.31分のヒ°ークはguanosi-

ne結合物であり， 1 2. 7 1分にみられた小さなヒ°

ークはadenosine由来の結合物であると推察さ

れる。また， 8.3 1分にみ られたメインピークは，

N-(deoxyguanosin-8-yl)-l-APの溶出位置と一

致した。

このようにNP頬は NRaseによ って還元代

謝をうけた中間代謝産物ヒドロキシアミノ体が

DNAに結合し，変異原性および発癌性をひき

起こすものと考えられる。しかし，このような

ヒドロキシアミノ体が直接 DNAと結合する場

合の他に，もう一段階ヒドロキシアミノ体が他

の酵素により代謝され，他の活性体へ変換され

る場合も考えられる。最近， Salmonella typ-

himurium TA 9 8 / 1,8-DNP6株で変異原性を

発現しないのは，究極活性体へ変換するための

esterification enzymeが欠損しているのが原因

であるという報告もある (McCoyら， 19 8 3)。

またSaitoら(19 8 3)は， S.typhimurium TA 

98株中のアセチル転移酵素がこの究極活性体

への変換に瀾与することを示した。

したがって， NP類においても，直接ヒドロ

キシアミノ体が DNAと結合する場合と，ヒド

ロキシアミノ体の代謝産物が DNAに結合する

場合が考えられ，どのように 2つの反応がかか

わりあって！ヽるのかを調べることは大切なこと

だと思われる。

1-NPの生体内代謝への腸内細菌叢の関与

生体内で実際に腸内細菌叢が 1-NP代謝に果

す役割を検討するために，無菌動物と通常動物

に[3HJ 1-NPを経口投与し．放射能活性の生

体内分布および代謝産物について検討した。

経口投与後，経時的に断頭屠殺し各臓器の放

射能活性を測定すると，通常ラットでは各臓器

とも 12時間後に最高値を示した後減少してい

った。無菌ラットでは胃 (12時間後）を除い

て 24時間後に最高値を示した。臓器別に比較

すると．両ラットともに肝臓，腎朦および消化

管が高い活性を示した。また，消化管内容物，

糞便および尿中の放射能活性を調べると，通常

ラットでは 12時間後に 1-NPはすでに結腸，

直腸まで移動し， 24時間後に大部分が糞便中

に排泄された。無菌ラットでは， 1 2時間後に

胃， 2 4時間後に盲腸内容物に高い活性がみら

れた。 48時間後の糞便および尿中への放射能

活性の排泄は．通常ラットでは投与

が検出されたが無菌ラットでは約 50%しかみ

られず，特に尿中への排泄に大きな差（通常ラ

ットで 22%,無菌ラットで 8%)がみられた。

このことは．腸内細菌設が 1-NPの吸収および

排泄に関与し・しいることを示唆している。

糞便をbenzene-ethanol(4 : 1)で超音波抽

出し． Ames法を用いて変異原性を測定した。

その結果，通常ラットではTA98株，（＋）S9で活

性が高く，無菌ラットではTA98株，（一）S9で高

い活性を示した。また両ラットともTA1 o o株
には高い値を示さなかった。

この抽出物をHPLCで分析すると共に分画し，

変異原性の分布を調べた。通常ラットでは． 1-

APと1-NPのヒ°ークが観察された。変異原性

は， 1-APより保持時間の早い場所(4分付近）

に(+)S9で活性化されるものと．

クと重なって曰S9で活性のあるものとがみら

の 85% 

1-NPのヒ°―

れた。無菌ラットでは， 1-APのヒ°ークが認め

られず．逆に保持時間 6~ 9分付近にnitrohy-
droxypyrene類のヒ°ークが観察され，（一）S9で

の高い活性を示した（図 3)。

このように，通常ラットでみられた 1-APが

無菌ラットで検出されず，逆に無菌ラットでみ
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られたnitrohydroxypyrene類が通常ラ ットで

検出されなかったことは， 1-NPは消化管内で

腸内細菌叢によって直ちに 1-APへ還元されて

おり，生体内へ入 った 1-NPはおそらく肝臓で

nitrohydroxypyrene類へ変換されるものと考

えられる。

肝臓での代謝産物については． El-Bayoumy

とHecht(198 3)がnitrohydroxypyrene頚ヘ

の変換を報告し．これらの変異原性は 1-NPよ

りも強いこ とを示している。

おわりに

以上のように腸内細菌叢は直接的には，NP類

のニトロ基の還元作用により代謝活性体への変

換を行っている。また， 1-NPの代謝産物の

胆汁中へ排泄される抱合体については，脱抱合

作用によ って変異原性が上昇する （諸富ら，

1 9 8 4)。我々の無菌動物を使用した結果より，

経口的に消化管へ入 った場合の 1-NPの代謝

は，一次的に腸内細菌叢が関与していることを

示した。従って，両ラットにおける糞便および

尿中の代謝産物を同定することにより，生体内

代謝への腸内細菌叢の役割がは っきりするもの

と思われる。 一方，腸内細菌叢の 1-NPの発癌

性を含む毒性の発現への関与を知るために，代

謝産物の変異原性および発癌性を明らかにする

ことも重要な問題である。

この研究の一部は，文部省科学研究費補助金，

厚生省がん研究助成金ならびに財団法人日産科

学振興財団の援助を受けた。

また，無菌動物を用いた研究は，諸富正己．

務台方彦両博士との共同研究の一部である。
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化学発癌物質の生体内代謝への腸内細菌叢の関与

ヤクルト本社中央研究所菌叢生態研究室 諸富 正己 ・渡辺 次男

桜井稔三 ・務台方彦

1. はじめに

無菌動物と通常の動物とでは，自然発生腫瘍

や化学発癌における発癌率や病理組織像に違い

があることから，腸内細菌叢の発癌への関与が

指摘されている。しかしその作用機作について

はcycasinの場合 (Laqueur,1 9 6 4)を除いて

はほとんどが不明である。

ヒト の腸内には 10 0兆を超える細菌が住み

ついておりその重さは 1kgにも及ぶ(Mooreら，

1 9 7 8)。糞便においてはその固形分の 50% 

以上は腸内細菌が占めている(StephenとCum-

mings, 1979)。腸内細菌叢は多種多様の代

謝活性を有しており，生体内で物質代謝を行う

ことにより，宿主の生理機能に様々な影響を与

えている。内因性の物質のみならず医薬品やそ

の他の外因性の化学物質などに対する代謝能を

も同時に有しており，腸内細菌による代謝によ

ってその物質の薬効や毒性が大きく変化する例

が数多くある。これらの具体例や腸内細菌叢の

存在様式などについては最近の解説 （諸富と渡

辺， 1 9 8 4)を参照していただきたい。

糖体の変異原性を検出するための glucosidase

としてAmesらのグループによって開発された

ものである (Tamuraら， 1 9 8 0)。腸内細菌

はglucosidaseのみならず様 々な代謝活性を有

している。今回のような方法でAmes試験に糞

便抽出液を導入することは，生体内での化学物

質代謝へ腸内細菌がどのように関与しているか

を研究する上での有用な lつの手段であると考

えたからである。

この方法での試験の結果，ある種の発癌物質

では，これを投与したラ ットの胆汁は糞便抽出

液の添加によってはじめて変異原性を示すよう

になった。また一方では，糞便抽出液によって

変異原性が失われる場合もみられた。最近環境

発癌物質として注目されている 1-ni tropyrene 

(1 -NP)の場合は， 投与ラッ ト胆汁の変異

原性は糞便抽出液の添加によって著しく高まっ

た。ここでは 1-NPの場合を中心に，化学発

癌物質の生体内代謝に腸内細菌叢がどのように

関与しているかを述べることとする。

今回我々は腸内細菌叢研究の一環として，腸

内細菌による燦境発癌物質の代謝についての検

討を行った。特に， 吸収さ れ肝で代謝された後

胆汁とともに再び腸管に排泄される発癌物質の

代謝産物に対 して， 腸内細菌がどのよ うに作用

しているのかに注目して実験を行った。すなわ

ち種々の環境発癌物質をラッ トに経口投与した

後胆汁を採取 しその胆汁の変異原性をAmes試

験を用いて調べた。そして蕊便，および腸内細

菌菌体抽出液を反応系に添加 した場合この変異

原性がどう変化するかを調べる ことで腸内細菌

叢の作用をとらえた。 ヒト 糞便抽出液は植物配

2. 材料と方法
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(1) 胆汁の採取 ： F 3 4 4ラット，雄，体重 200

~2 5 0 gのものに 1-NPの4~5 Omg/kgを

0.5 mlのオリ ープオ イルに懸濁して胃内投与

した。 対照動物にはオ リープオイルだけを投

与した。投与は 1日1回，3日間行い，最後

の投与の直後にネン プタ ール麻酔下で胆管ろ

うを設置し氷中の試験管内に胆汁を採取 した。

胆汁は濾過滅菌した後ー20℃で保存した。

(2) 糞便抽出液の調製 ： 3人の健康成人(HT,

TK,MM)の排便直後の糞便を 9倍量の0.1 

M リン酸バ ッファー (pH6.0)でホモジナイ



ズした。これを超音波処理した後遠心し，そ

の上澄を濾過滅菌し 一 80℃で保存した。

各種腸内細菌の培養菌体についても同様にし

(3) 

てそのcell-free extractを調製した。

変異原性試験： Yahagiら (19 7 7)の

preincu ba tion法による Ames試験（ Ames

ら， 1 9 7 5)を用いた。胆汁 0.1mlを 0.5mlの

嫌気的に調製した 0.1M リン酸バッファー(pH

7.2), および 0.1mlの糞便抽出液または菌

体抽出液と混合し，嫌気的に 12 0分間 37℃ 

でincubateした。これに試験菌である Sal-

monella typhimurium TA 9 8またはTA100 

を加え，さらに 20分間incubateした後通常

の方法に従い平板にまいた。 48時間培養後

のHis十コロニー数を計測した。

結果

1-NP-胆汁の変異原性： 用いた実験条

件下では，糞便抽出液はそれ自身では変異原

性を示さなかった。また対照動物の胆汁も奨

便抽出液の有無に拘わらず変異原性を示さな

かった。これに対し 1-NP投与ラ ッ トの胆

汁は胆汁単独でも変異原性を示したが，これ

は糞便抽出液の添加によって著しく高まった

（表 l)。糞便抽出液を 10 0℃, 1 0分加熱

するとこの作用は失われた。図 1は， 1-NP 

表 1 1 -Ni tropyrene投与ラットの胆汁の変異原性に対するヒト糞便抽出液の作用

糞便抽出液の

ラットの番号 なし試 験 条 件

3
 

(4) 

(1) 

1-NPは市販のものを精製し

て実験に用いた。その他の詳細は原著（ Mo-

rotomiら MutationRes．，投稿中）を参照

その他：

していただきたい。

添 加

TK HT MM  

菌のみ 30a 3 0 3 1 33 

1-Nitropyrene投与ラット胆汁の変異原性。

1-NP投与 (5o mg/kg／日， 3日間）ラ ット

胆汁のS.typhimurium TA 9 8,およびTAlOO

に対する変異原性を胆汁単独の場合と糞便抽出

液を添加した場合とで示した。

コントロール胆汁 1

2

 

0

7

 

3

3
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6

 

3

3

 

2

3

 

3

3

 

1

3

 

3

3

 

したがary1 sulfa tase添加による影響は全く

みられなかった。

糞便抽出液のft-glucuronidase活性：

こで用いた糞便抽出液のft-glucuronidase 

活性と arylsulfatase活性を測定した（表 2)。

1-Nitropyr~ne ー胆汁
(50mg/kg／日）
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a) S. typhimurium TA 9 8のHis十コロニー数。その他は図ー 1の脚注を参照。

図 1

＋糞便抽出液

1-Nitropyreneのラットヘの投与量と，

胆汁の変異原性との関係。
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1群 2匹のラットに 1-NPを 0,4, 8, 2 0, 4 0, mg 

/kg／日， 3日間投与し胆汁を採取した。胆汁

0.1 mlのS.typhimurium TA 9 8に対する変異

原性を胆汁単独，および糞便抽出液添加で調べ

た。
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0『'48 2. 0 40 
I-Ni tropyreneの投与旦 （叩／kg／日． 3日間）

の動物への投与量と，その動物の胆汁の変異

原性との関係を示したものである。この範囲

の投与量では，投与量と胆汁の変異原性に直

線関係がみられる。図 2は 1-NPー胆汁の

図 2

表 2

a. 
b. 

量を変化させ，胆汁単独の場合と 糞便抽出液

添加の場合とでそれぞれS.typhimurium TA 

98とTA1 o oに対しての反応をみたもので
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糞便抽出液

0.005 0.01 

胆汁のlit (ml／ プレート）

0.05 0.1 

(2) 

(3) 

ある。糞便抽出液存在下で特にTA98に対し

強い変異原性を示し， 0.001mlから 0.05 ml/ 

plateの範囲では胆汁量と変異原性との間に

直線関係がみられた。

/i -Glucuronidase処理の影響：

胆汁は糞便抽出液によって変異原性が高まっ

たが同時に，糞便抽出液とのincubationによ

ってその変異原性が酢酸エチル抽出分画に移

行するようになった。作用機作として抱合体

の脱抱合ということが考えられた。そこで糞

便抽出液の代りに，市販酵素標品である/i-

gl ucuronidaseとarylsulfataseをそれぞれ

反応系に添加して 1-NPー胆汁の変異原性へ

の影響を調べた。大腸菌由来の/i-glucuro-

nidase標品の添加によって 1-NP-胆汁の変

異原性が糞便抽出液添加の場合と同様に上昇

糞便抽出液の/i-glucuronidaseおよびarylsulfatase活性。

/i -Glucuronidase Aryl sulf atase 
phenol - p-ni tro - phenol - p-ni tro -
phthalein- phenyl- phthalein- phenyl-
glucuronide glucuronide sulfate sulfate 

K
T
M
 

T
H
M
 

1.9 7 a 

3.4 7 
1.1 7 

2.4 8 

7. 7 1 
1.6 0 

_b 

μ mol/ml /hr. 
検出限界以下

(4) 

いずれの検体においても/i-glucuronidase 

活性が検出されたがarylsulfatase活性は検

出されなかった。

腸内細菌菌体抽出液の影響：

汁の変異原性上昇に対してどのような菌が関

1 3属 25種の腸与しているかを調べるため，

1-NPー胆

1 -NP-

内細菌から菌体抽出液を調製し，糞便抽出液

の代りにこれを添加して変異原性への影響を

調べた。 Bacteroidesfragilis ATCC 1 2 O 4 4, 
B. uulgatus ATCC 8 4 8 2, B。thetaiotao加

icron ATCC 1 2 2 9 0, Bacteroides sp. strain 

Eubacterium eligens VPI C 1 5 -4 8. 5 2 1, 

そ
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Peptostreptococcus sp. strain 2 0 4,および

Escherichia coli A -5 -1 8の菌体抽出液に 1

-NP—胆汁の変異原性を上昇させる作用が

みられた（表 3)。

表 3 1 -Nitropyrene投与ラ ット胆汁の変異原性に対する，腸内細菌菌体抽出液添加の影孵， および

これらの菌体抽出液の/J-glucuronidase活性。

/J-glucuronidase b 

菌 株
1 -NP胆汁の
変異原性a phenolphthalein - p -nitrophenyl-

glucuronide glucuronide 

無添加 1 9 
-一---------— ,-— , ·-------一， 9，——-------- - ---

Bacteroides f ragilis ATCC 12044 171* 4 1 1 8 

B。distasonis VPI 4243 2 3 C 

B. vulgatus ATCC 8482 56* 1 8 

B. thetaiotaomicron ATCC 12290 213* 3 3 7 

Bacteroides sp。 strain 5 21 165* 8 4 0 1 

Eubacterium eligens VPI C 15 -48 140* 5 3 2 552 

E。aero/aciens VPI 1003 20 

Peptostreptococcus sp. strain 2 0 4 398* 2095 5580 

Bifidobacterium breve YIT 4010 3 1 

B。adlescentis E 194a 29 

B. bifidum YIT 4007 23 

Clostridium difficile T-2 -1 23 

C. perfringens PB6 K 1 7 
Fusobacterium varium ATCC 8501 1 8 
Lactobacillus acidophilus W 7 7 8 1 9 

L. fermentum YIT 0159 2 0 

Streptococcus Jaecalis ATCC 19433 2 5 

S. faecium ATCC 19434 2 7 

S. bovis ATCC 9809 1 1 

S. saliuarius ATCC 9578 1 9 

Staphylococcus aureus K-4 2 -2 24 

Escherichia coli A-5-8 119* 3 3 7 7 

Enterobacter cloacae A-5-3 23 

Klebsiella pneumoniae C-5-8 24 

Citrobacter freundii B-5-1 2 4 

a. 1-NP投与 (5o mg/kg／日， 3日間）ラ ットの胆汁 0.0025mlのS.typhimurium TA 9 8に
対する変異原性をHis十コロニー数で示した。自然復帰コロニー数は差し引いてある。 ＊印は

菌体抽出液添加による変異原性の有意な上昇。

b。 μmol/ml/hr

c. 検出限界以下

(5) 菌体抽出液のft-glucuronidase活性： 上

記の実験に用いた菌体抽出液のf]-glucuron-

idase活性をphenolphthaleinー， およびp-

nitrophenyl -glucuronideを基質として測定

した。 変異原性上昇作用のみ られた菌はすべ

て， 一方の基質，あるいは両方の基質に対し

ての/i-glucuronidase活性を有していた

（表 3)。変異原性上昇作用のなか った菌は

いずれも/i-glucuronidase活性はなかった。

4. 考察

1-NPの生成，分布，変異原性，発癌性等

については最近の総説（大西と木内， 1983 ; 

松下， 1 9 8 3 ;常盤， 1 9 8 3)を参照していた

だきたtヽ 。

腸内細菌による 1-NPの直接的代謝につい

てはニトロ甚が還元され 1-aminopyreneが生

成されることが報告されている (Kinouchiら，

1 9 8 2 ; Howardら，1983 a)。この反応を

担う酵素として, Bacteroides Jragilisから 1-

ni tropyrene ni trored uctaseが分離精製され，

1-NPとDNAとの結合はこの酵素の存在によ

って行われることが報告されている(Kinouchi

とOhnishi,1 9 8 3)。

1-NPの生体内代謝については， Howardら

(1983b)によれば，肝で 3-, 6ー，および

8-hydroxy -1 -nitropyrene,および 4,5 -di-

hydroxy -4, 5 -dihydro -1 -nitropyreneに代

謝され，これらはグルクロン酸抱合体として胆

汁に排泄される。上記の hydroxynitropyrene

はいずれも 1-NPよりも変異原性が強いと報

告されている (El-Bayoumyと Hecht,1983)。

これらの報告と今回の我々の実験結果を考え

合わせると，糞便抽出液による 1-NPー胆汁の

変異原性上昇作用は，腸内細菌の/i-glucuron-

idaseによる抱合体からのhydroxynitropyrene 

の遊離によるものと考えられる。データは示さ

なかったが， 1-NPー胆汁を糞便抽出液，ま

たは大腸菌由来の/i-glucuronidase標品で処

理した後のエーテル抽出区分をODSカラムで

分画すると，前記のhydroxynitropyreneの標

品と elutiontimeが一致するビークに強い直接

変異原性がみ られている。

1-NPー胆汁の変異原性を上昇させた菌は，

調べた 25株のうちの 7株で，それらはBacte-

roides (4株）， Eubacterium (1株）， Pe-

ptostreptococcus (1株）， およびEscheri-

chia (1株）であ った。これらの菌はphenol-

phthalein -glucuronideやp-nitrophenyl-gl -

ucuronideのような合成グルクロン酸抱合体に

対する脱抱合能を有していた。これらの菌によ

る 1-NP-胆汁 の変異原性上昇作用もやはり

ft -glucuronidaseによる抱合体からのhydro-

xyni tropyreneの遊離によるものと考え られる。

1-NPに対する直接代謝能 (1-aminopyrene 

への還元）は，調べた菌のほとんどにその活性

がみられている (Kinouchiら， 1982 ; Howa-

rdら， 19 8 3)のに対し， 1-NP代謝産物の

抱合体に対する脱抱合能（ft-glucuronidase活

性）は，これらの菌種に限られているようであ

る。

1-NPをラ ットに投与した場合，無菌動物

では糞便中にhydroxynitropyreneが抱合体と

して検出されるのに対し，通常の動物ではhy-

droxyni tropyreneは遊離体としても検出され

ていない (El-Bayoumyら， 1 9 8 3)。データ

は示さなかったが， hydroxynitropyreneをラッ

卜糞便とincubationすると対応する hydroxy-

aminopyreneが生成された。また肝のS9によ

るhydroxynitropyreneの代謝もみられた。 1-

NP代謝産物は，生体内では脱抱合を受けた後

に腸内細菌によってさらに変換されたり，また

は吸収されて肝での代謝を受けるものと思われる。

る。

5. おわりに

以上のように腸内細菌叢は体内に入った 1-

NPに対して，直接的には還元作用により，ま

た胆汁中に排泄される抱合体に対しては脱抱合

作用によりその生体内代謝に関与している。腸

内細菌によるこのような代謝が 1-NPの発癌性
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に対して総合的にはどのような意味を持つかの

判断は今後の研究を待たねばならない。

腸内細菌は我々の腸管内に住みついた単なる

寄生体ではなく，生体内での物質代謝への関与

を考えると，むしろ朦器の 1つであるかのよう

な役割をなす場合もある。 1 -NPの問題に限ら

ず，日常の我々の生活，例えば食事や医薬品の

使用などが，腸内細菌叢の作用を通してヒトの

健康にいかに影響しているかさらに研究を続け

る必要があろう。
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変異原性芳香族ニトロ化合物の哺乳動物における還元的代謝機構

慶応義塾大学医学部薬理学教室 ~ 利)*・カロ~ ~ 

1. はじめに れる代謝経路である。ニトロ碁は，図 1に示す

芳香族ニトロ化合物のニトロ甚還元反応は， ように，合計 6電子によ って最終的にアミノ基

in vitroおよびinvivoにおいて一般的に見ら に還元される。この還元的代謝は，同時に芳香

flavoprotein (NADPH-cytochrome c reduc tase) ► Cytoch 『omeP- 450

:。『二三：R二aこ戸;:竺[;a:］nニロニロ『こ:~•:m,"•
• 一
02 02 

ピ三l

flavoproteins (aldehyde oxidase. xanthine oxidase, OT diaphorase (NADH or NAD(P)H dehydrogenase(quinone)I) 

図 l 哺乳動物細胞における芳香族ニトロ化合物の還元。

族ニトロ化合物の毒性発現機構でもある。すな

わち，ほとんどの場合，中間体である芳香族ヒ

ドロキシルアミンが，変異原性・癌原性芳香族

ニトロ化合物の代謝活性体と考えられている。

このようなニトロ基の還元的代謝に関与する哺

乳動物細胞内の酵素がいくつか存在することが

知られている(Jakobyら， 1 9 8 O ; Hewick, 

1 9 8 2)。近年，環境変異原として芳香族ニト

ロ化合物の一種であるニトロアレーン類が注目

をあつめており，本化合物の代謝的活性化機構

は極めて重要な問頗と思われる。

本稿では， 1 -ニトロビレン (1-NP)を含

めた変異原性芳香族ニトロ化合物の還元的代謝

機構について筆者らの研究を中心に解説する。

2. Trp -P-2のニトロ誘導体について

Endoplasmic reticulum 

筆者らは，強力な変異原物質Trp-P-2および

Glu-P-1のアミノ基をそれぞれヒドロキシアミ

ノ基，ニトロソ基，ニトロ基に変換した誘導体

を合成し，それらのSalmonellatyphimurium 

TA 98およびニトロ還元酵素欠損株である TA

98 NRに対する直接変異原性を調べた（図 2

Saitoら， 1983a)。その結果． Trp-P-2, 

Glu-P-1の代謝活性体であることが証明されて

いる (Yamazoeら， 19 8 0)ヒドロキシアミ

ノ体（以下， N-OH-Trp-P-2, N-OH-Glu-P-

1と略）およびニトロソ体（NO-Trp-P-2, NO-

Glu-P 1)は両株に対して同程度の直接変異原

性を有するが，ニトロ体(NOa-Trp-P-2, N02-

Glu-P-1)のTA9 8 NR株に対する直接変異

原性は非常に弱いことがわかった。従って， N02 -

Trp-P-2, N02-Glu-P-lはサルモネラ菌体内

-72- -73 -



(A) (B) (C) 

(

N

I

O

I

X

)

i

ー

4
。L
＼
迭
｀
咄
恕
五
H

12 

10 

8
 

6
 

4
 

2
 

゜0 10 

N-OH-Trp-P-2 

(pmol) 

20 

図 2

12 

10 

8
 

6
 

4
 

2
 

10 20 

NO-T,,.p-P-2 

(pmol) 

S. typhimurium TA 9 8（● ）と S.typhimurium TA 9 8 NR (0)に対する直接変異原

性。（ Saitoら， 1983a) 

のニトロ還元酵素によってヒドロキシアミン体

に還元され変異原性を発現すると考えられる。

また，ニトロソ体はグルタチオンなどの細胞内

の遊離SH甚によって容易にヒドロキシアミノ

体に還元されることが示されており (Saitoら，

1983b), この場合もやはりヒドロキシルア

ミノ体が近接活性代謝物と考えられる。そこで，

代謝的活性化反応としてのニトロ還元反応を哺

乳動物の酵素について実験した。

哺乳動物肝細胞中の芳香族ニトロ還元酵素は，

主にミクロゾーム画分と可溶性画分（ 105,000

g上清画分）に存在する。また，これらの酵素

活性は一般にNADPHまたはNADHを要求し，

酸素によって阻害され，フラビンによって促進

される (Katoら， 1969 ; Katoら， 19 7 8)。

そこで， N02-Trp-P-2を韮質として無処置

ラット肝 9,0 0 0 g上清画分（S峨画分）を酵素

源として用い．窒素気流下に反応をおこなった

(Saitoら，未発表）。その結果，図 3に示す
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N02-Trp-P-2と還元生成物の高速液体クロマ

トグラフィーによる分離。 (Saitoら，未発表）

ように， N-OH-Trp-P-2とTrp-P-2が還元生

成物として得られた。 N02-Trp-P-2, N-OH-

Trp-P-2, Trp-P-2の量的な時間変化（図 4)
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。三：
から， N-OH-Trp-P-2が還元の中間体として

単離可能な程度存在し，最終的にTrp-P-2に還

元されていることがわかる。芳香族ニトロ化合

物を酵素的に還元したとき，p-ニトロ安息香酸

(Katoら， 1 9 6 9),ニトロベンゼン(Harada

とOmura. 1 9 8 O). 4ーニトロキノリン-N-

オキ、ンド (Katoら， 19 7 0)の場合のように

予想されるヒドロキシルアミンが検出される化

合物と， 1 -ニトロナフタレン， 2-ニトロナフタレ

ン， 4-ニトロビフェニル(PoirierとWeisburger,

1974)の場合のように検出されにくい化合物

がある。 N02-Trp-P-2は，そのヒドロキシア

ミノ体が検出可能な基質である。次に，各種阻

害実験，薬物代謝酵素誘導実験，再構成実験等

により， N02-Trp-P-2還元酵素活性の諸性質

を明らかにした。その結果，この還元反応に関

わっている酵素活性は，主にミクロゾーム画分

に存在する NADPH-チトクローム P-450還元

酵素と可溶性画分に存在するいわゆるニトロ還

元酵素によって説明される。また，ヒドロキシ

アミノ体からアミノ体までの還元反応にはチト

クローム P-450が関与しているらしい。 この

3
 

第 2段階の還元反応は，チトクローム cの添加

によっても強く促進されることが見い出された。

フェニルヒドロキシルアミンからアニリンの還

元反応もチトクローム P-450によって触媒さ

れるという報告 (HaradaとOmura,1 9 8 O)と

も一致している。

1 -NPの還元的代謝

1 -NPを含めたニトロアレーン類の毒性発

現過程においても，ニトロ甚還元反応が重要な

代謝的活性化反応であることが示唆されている。

そこで，哺乳動物の酵素による 1-NPの還元的

代謝について酵素学的な性質を検討した (Sai-

toら， 1984a)。

1 -NPをラット肝 S-9画分と NADPH,

FMNと共に嫌気的にインキュベートしたとこ

ろ，生成物として 1ーアミノヒ°レン (1-AP) 

のみが得られ，予想される中間体である N-

していなかった。 これは，

ヒ

ドロキシ— l ーアミノヒ°レンおよび l ーニトロソ

ヒ°レンは検出されなかった（図 5)。ラットの

腸内細菌による代謝でも同様の結果が得られて

いる (Kinouchiら， 1982; Howardら， 1983)。

従って， 1-NPは 1ーニトロナフタレン等の場

合と同様に中間体として N —水酸化体が蓄積せ

ず，さらに還元反応の進んでしまう基質と考え

られる。また，芳香族ニトロ化合物を化学的に

パラジウムー炭素とヒドラジンで低温で還元し

た時，通常の基質であるとヒドロキシルアミン

の段階で反応を制御できるが (Entwistleら，

1 9 7 8 ; Saitoら， 19 8 3 a), 1 -NPの場合，

Nーヒドロキシアミノヒ°レンと 1-APが同時に

生成する。一般に化合物の芳香族性が増加する

と酸化還元ポテンシャルが減少することが知ら

れており，この場合もヒドロキシルアミンから

アミンヘの還元がニトロ基還元よりも速くおき

るためと考えられる。また， 1 -APの生成量は

1-NPの減少量より少なく，化学量論的に一致

1-NPの代謝物が反
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応液中のタンパクおよびコファクター等に結合

したためと考えられる。

次に，この還元反応を触媒する酵素の細胞内

分布を調べた（表 1)。活性はミクロゾーム画

分，可溶性画分の両方に見られた。可溶性画分

の活性は，アルデヒド酸化酵素およびその他の

酵素活性によるものと考えられる。

ミクロゾーム中の 1-NP還元酵素の性質につ

いてくわしく調べた （表 2)。酸素の存在によ

って反応は阻害され，この時 1-NPのフェノー

ル体と考えられるヒ°ークが得られた。多くの芳

香族ニトロ化合物のミクロゾームによる還元に

おいて見られたように， FMNが反応を促進し

た。 一酸化炭素および，チトクローム P-4 5 o 

図 5

表 l

I I I I I 

0 4 8 1216 
時間 （分）

1-NPとその還元生成物 1-APの高速液体

クロマトグラフィーによる分離。 (Saito

，
 

らヽ 1984 a) 

のII型阻害剤である DPEA,

ン等が阻害効果を示し， I型阻害剤である SKF-

5 2 5 Aはわずかに反応を促進した。これらの事

実は ，チトクローム P-4 5 o関与のニトロ還元

反応に特徴的である(SasameとGillette,1969)。

1-NP還元活性のラ ット肝細胞内分布と阻害 （Saitoら， 1 9 8 4 a) 

nーオクチルアミ

画 分
1 -AP 生成

NADPH NADH 

量 (pmol/mg タンパク／min)
Hypoxanthine Acetaldehyde 

9,000 X g上清

ミクロゾーム

105,000 X g上清

＋阻害剤

132 

477 

90 

90 

362 

122(100 %) 

106(87 %) a 

0.56 (100 %) 

0.09 (16 %)b 

23.1(100%) 
く0.01(0 %)C 

a -C dicoumarol (0.1 mM) (a), allopurinol (0. 2 mM) (b), menadione (0.1 mM) (c) 

を加えた。

表 2 ラット肝ミクロゾームにおける 1-NP還元

活性（ Saitoら， 1984a) 

反応系 1-AP生成員
(pmol/4ig タンパク／min) （%) 

完全系

+02 
+co 
-FMN 
+ SKF s 2 s A (1 mM) 
+DPEA(O.lmM) 
+ n-Octylamine(1 mM) 

477 

28 

154 

31 

540 

300 

317 

100 

5.9 

21.0 
6.6 

113 

62.9 

66.5 

次にラ ットを 3ーメチルコラントレン，フェ

ポリ塩化ビフェニルなどのチノバルビタール，

トクローム P-4 5 oの誘導剤で前処置して得た

ミクロゾームによる 1-NPの還元活性を測定し

た（図 6)。 3種の誘導剤とも 1-NP還元活性

を増加し，この増加の大きさはチトクローム

P -4 5 0のそれとよく一致していた（相関係数

0.9 9 5)。従っ て 1-NPの還元酵素はチ トクロ

ーム P-4 5 oであることが示唆される。 3種の

誘導剤によってそれぞれ異なった分子種のチト

クローム P-4 5 oの誘導されることが知られて

いるが，こ れらのアイソザイムはそれぞれ同程

度の 1-NP還元活性をもっていると考えられる。

チトクロ ーム P-4 5 oの関与をより明らかに
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2.5 

各種チトクローム P-450誘導剤前処置に

よる 1-NP還元酵素の誘導。

3ーメチルコラントレン； PB, 

フェノバルビタール； PCB,ポリ塩化ビフ

ェニル。［ニコ， 1-AP生成量 ；にこ],

チトクロ ーム P-4 5 o含量（ Saitoら，
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゜

するために， NADPH —チトクローム P -4 5 0 

還元酵素と PCB前処置ラ ットより精製した 4種

の P-4 5 O (Kamatakiら， 1 9 8 2)による再

構成実験をおこなった。その結果，表 3に示し

たように， NADPHーチトクローム P-4 5 0還

元酵素だけでは反応は非常にわずかしか進行し

ないが， P-4 5 oの添加により反応は強く促進
された。また，チトクロームcの添加ではま っ

た＜促進されなかった。 P-4 5 oの分子種によ
る活性の差は酸化反応の場合ほど顕著ではなか

った。 しかし， 4種の P-450のうち P-448Ild

の 1-NP還元活性が最も高く， このアイソザイ

表 3 精製チトクローム P-4 5 oにより再構成し

た系による 1-NPの還元 (Saito ら，

1984a)。

反応系 1-AP生成量
(pmole/min/ml) 

NADPH —チトクローム

P-450還元酵素(0.5unit)

＋チトクロームP-450 Ic* 
＋チトクロームP-4 5 o Id 
＋チトクロームP-450 Ila 

＋チトクロームP-4 50 Ild 

＋チトクローム C

5
 

5

1

6

4

5

 

8

0

0

6

 

l

l

l

 

＊それぞれのヘムタンパクは 0.2nmole/ml 

濃度で反応系に加えた。

の

ムは多環芳香族炭化水素の水酸化活性も最も高

い分子種であり，本酵素の基質結合部位の親和

性が多環芳香族炭化水素誘導体に対して高いの

かもしれない。

次に，各種哺乳動物肝ミクロゾームを用いて，

1-NP還元活性の種差を検討した（表 4)。そ

の結果，モルモットの活性が最も強く，ウサギ，

ハムスター，マウス，ラットの順であり，これ

は，肝ミクロゾーム中のチトクローム P-4 5 o 

の含量とよく相関していた（相関係数 0.92 8)。

Kitamuraら(1983)もウサギ肝ミクロゾー

ム還元酵素におけるチトクローム P-4 5 0の関

与を示唆している。また，ヒトのミクロゾーム

を用いて 1-NP還元活性を調べたところ，実験

動物の活性よりも低いが，活性を検出できた。

In vivoにおけるチトクローム P-4 5 0によ

る 1-NPの還元的代謝を評価することは，酸素

阻害などの問題がありむずかしい。しかし，

チトクローム P-4 5 oアイソザイムの 1-NP

還元活性の特異性は少ないので，ある程度in

vivoにおいて普遍的に還元されているのではと

考えられる。また，代謝活性体と考えられる
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表 4 ミクロゾーム中の 1-NP還元酵素の種差 （Saitoら，未発表 ）

動物種 1 -AP生成 量 cytochrome P-4 5 O 
含量（nmol/mg)(pmol/ mg/ min) 

ラット （オス，n= 5) 3 3 8土 18 
ウサギ （オス，n= 3) 1,280士23 0 

0.5 5士0.03 

2.2 5土0.06 

1. 7 2士0.08 

0. 7 9土0.03 

1.0 1士0.07 

0.9 1土0.04 

0.4 6土0.02 

0.4 9土0.07 

モルモ ット （オス，n= 5) 1,348土 74

ハムスタ ー （オス，n= 4) 
マウ スCDF1 （オス， n= 6) 

（メ ス，n= 6) 
C 57 BL/6N (オス，n= 3) 
DBA/2N （オス， n= 3) 

Nーヒドロキ シ-1ーアミノヒ°レンは非常に反

応性に富んでおり (Howardら， 1983 ; Sa-

itoら，未発表 ）， わずかに生成 しても有効に

生体成分を修飾 し毒性を発現すると推測される。

4. ニトロピレン類および関連化合物による DNA

一本鎖切断

In vivoの系 によ り近い実験系として，哺乳

動物の培養細胞であるチャイニーズハムスタ ー

V 7 9を用いニトロピレン類による DNA一本鎖

切断活性を検討 した (Saitoら，198 4 b)。

その結果，細菌および培養細胞に対する変異原

性が 1-NPよりも強力な 1,6ージニトロビレン，

1, 8ージニトロヒ°レンの方がDNA切断活性は

1-NPより弱かった。これはマウス単離肝細胞

を使 った実験とも一致している(M¢llerとTh-

orgeirsson, °1 9 8 4)。また 1-NPの代謝活性

体と考え られる N-ヒドロキシ＿ 1-アミノヒ°レ

ンに至る中間体の 1ーニトロソビレンも 1-NP

より DNA切断活性が低か った。 これは， 1-

ニトロソヒ°レンはグルタチオンのような SH化

合物と容易に付加体を生成し 1ーアミノヒ°レン

に還元されることがinvitroの実験により示さ

れ，このことが細胞内においても解毒機構とし

て働いたためと思われる。

8 1 7士13 9 

593士 97 

670士 53
3 9 9士 64

383士 47

5. おわりに

1-NPをはじめとする芳香族ニ トロ化合物

は，チトクロ ームP-4 5 oをはじめとするニ

トロ 還元酵素によ って還元的代謝をう け．ヒ

ドロキシアミノ体とな って毒性を発現するもの

と考えられる。しか し，この ヒドロキシア ミノ

体もさ らに他の酵素，特に抱合酵素によって代

謝活性化され， より反応性に富んだ化学種とな

って生体成分を修飾する可能性がある。著者ら

は， S.typhimurium TA 9 8の可溶性画分に存

在する アセチル転移酵素がある種の芳香族ヒド

ロキシルアミンを究極活性体に代謝的活性化 し

ており ，この酵素がこれらの化合物の変異原性

発現に直接関わっていることを明ら かに した

(Saitoら，1983c)。最近本酵素の部分精

製にも成功している。また，哺乳動物肝可溶性

画分にも同様の活性が存在する ことを見い出し

ており (Shinoharaら，1984),本酵素の諸

性質についても検討している（ 図 7)。これら

の，いわば第2段階の代謝活性化系が 1-NPな

どのニトロアレーン類の毒性発現にどのように

関わっているか， きわめて興味深い問題であ り，

今後検討されなければな らないと考えられる。
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培養チャイニーズハムスター肺細胞におけるジフテリア毒素

抵抗性細胞出現を指標とした変異原物質，発がん物質の検索

国立がんセンター研究所血清部 寺旧］ 雅渭召

1. はじめに

物質の変異原性の有無と発がん性の有無の間

には高い相関関係があり，発がん物質の短期検

策法としてはサルモネラ菌を用いた変異原性テ

ストが広く用いられている (McCannet al., 

1975 ; Sugimura et al., 1976, Purchase et al., 

1976 ; Magao et al., 1978)。 しかし，哺乳動

物細胞は細菌とはクロモゾームの構造， DNA損

傷修復，代謝，輸送などの点でことなっている。

我々は培養チャイニーズハムスター肺 (CHL)

細胞におけるジフテリア毒素抵抗性 (DTr)細

胞出現を指標とする哺乳動物細胞を用いた変異

原物質，発がん物質の検索法を確立し，この系

を用いて種々の環境中の変異原，発がん物質の

検索を行って来た。 (Nakayasuet al., 1982 ; 

Nakayasu et al., 1983a Nakayasu et al., 1983b; 

Terada et al., 1983 ; N akasa to et al., l 984)。

本稿ではこの系を紹介すると共に現在までこの

系で得られた結果についてまとめて述べる。

ジフテリア毒素は分子量 62,000の蛋白質であ

りAとBのフラグメントよりなる。ジフテリア

毒素は毒素感受性のある細胞の細胞膜レセプター

を介し，細胞内に入り， elongationfactor 2 

(EF-2)をADPーリボシール化する。 ADPーリ

ボ、ンール化されたEF-2はその活性を失い，そ

の結果蛋白合成は停止し，細胞に致死効果を与

える (Pappenheimer,1977; Van Ness et al., 

1980)。

2 変異原性の測定法

エチールメタンサルホネイト (EMS),メチー

ルメタンサルホネイン (MMS),メチールニト

ロソウレア (MNU), N-メチル-N' ー ニトロ—•N-
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nitrosoguanidine (MNNG)などアルキール化

剤とCHL細胞を 3時間培養した後，細胞を変異

原を含まない培養液で 7日間培養する。その後，

細胞をジフテリア毒素を O.lLf／叫の濃度で含む

培養液で更に 7日間培養し，ジフテリア毒素存

在下でもコロニーを形成するDTr細胞のコロニー

数を測定するとアルキール化剤の濃度に依存し

て， DTr細胞数の増加を認めた。ジフテリア毒

素はo.o1 Lf／叫の濃度でCHL細胞に致死効果を

示すことが予備実験でわかっており，通常 0.1Lf/ 

叫の濃度のジフテリア毒素を用いることにして

いる (Nakayasu et al., 1982)。ベンツヒ°レン

(BP) ジメチールニトロソアミンが変異原性

をもっためにはS9 mixによる代謝活性化が必

要である。また， S9の濃度も物質によりその至

適濃度が異なるため， 夫々の物質に関して，至

適濃度を予め求める必要がある。至適濃度のS9

mixの存在下ではBPもDMNAもその濃度に依

存してDTr細胞 の数が増加する（ Nakayasuet 

al., 1983a)。
CHL細胞がDTr細胞になるには大別して細

胞膜のレセフ゜ターの変化とEF-2そのものの変

化によるものとの 2つ の形式が考えられる。

変異原物質と培養することにより，得られたDTr

細胞がこのいずれによるものかを明らかにす

るためにEMS処理により得 られたDTr細胞よ

りEF-2を含む細胞分画をとり，試験管内でジ

フテリア毒素によるEF-2のADPーリボシール化

反応を行った。その結果，もとのCHL細胞の

EF-2はジフテリア毒素により ADPーリボシール

化されるのにこの系で得られたDTr細胞のEF-

2はジフテリア毒素によりADPーリボヽ ンール化さ

れないことが明らかとなった (Nakayasuet al., 



1982)。この結果は我々が用いている測定系で

得られたDTr細胞の少くとも大部分は細胞膜の

ジフテリア毒素に対するレセフ゜ターの変化によ

るものではな <,EF-2そのもの変化によるも

のであることを示している。

培養哺乳動物細胞を用いた変異原物質検索法

としては従来チオグアニン抵抗性細胞，ウァバ

イン抵抗性細胞出現を指標とする方法が用い ら

れる。そこでDTr細胞出現を指標とする方法と

これらの方法とを比較した。 CHL細胞を種々の

濃度のEMSに 3時間曝露したのち， DTr細胞，

チオグアニン抵抗性細胞，ウァバイン抵抗性細

胞の数を測定した。同じ濃度のEMSで出現する

DTr細胞はチオグアニン抵抗性細胞に比較して

3 ~ 5倍，ウァバイン抵抗性細胞に比較して20
~30倍多く，このDTr細胞出現を指標とする方

法が秀れていることが明らかとなった。また

DTr細胞出現を指標とする方法では特殊な培養

液を必要とせず，またジフテリア毒素も安く入

手可能であるという利点もある。

上述の如 <,CHL細胞のDTr細胞出現を指標

とする変異原物質検索法を確立した後，環境中

に存在する種々の未知，既知の変異原物質，発

がん物質の変異原性を測定した。

3. ニトロピレンの変異原性

ニトロヒ°レンはジーゼルエンジン，火力発電

などにより産生され，我々の環境中には広く存

在していると考えられる。ジニトロヒ°レンのサ

ルモネラ菌TA98に対する変異原性は特に強く，

S9による活性化を必要としない変異原物質の

中では1.8—ジニトロビレンはもっとも強い変異

原性を有する (Rosenkranzet al., 1980)。種

々のニトロヒ°レンをS9 mixなしの条件下でCHL

細胞と培養し， DTr細胞の出現を測定した。そ

の結果， 1, 6-ジニトロヒ°レンの変異原性がも

っとも強く，つづいて， 1, 8-ジニトロビレン，

1, 3-、ジニトロヒ°レン， 1, 3, 6-トリニトロヒ°

レンの順で変異原活性が弱くなることがわかっ

た。サルモネラ菌の系とことなり， l-ニトロビ

レン， 1, 3, 6, 8-テトラニトロヒ°レンの変異原

性はこの系では検出できなかった。 Lニトロビ

レンに関しては，種々の濃度のS9を加えてそ

の変異原性の有無を検討したが，変異原性は検

出できなかった。尚， 3種のジニ トロビレン及

び トリニトロヒ°レンのμgあたりの変異原性の

強さはほぼ 4NQOの強さに匹敵し，MMS,MNU

などより強いことが明らかとなった(Nakayasu

et al., 1982)。ニ トロヒ°レン のニ トロ 基がサル

モネラ菌内に存在する還元酵素により還元され

て活性化され，サルモネラ困に対して変異原性

をもつと考えられている。ジニトロヒ°レン， ト

リニトロビレンがCHL細胞に対して，強い変異

原性を示すことは， CHL細胞の中にニトロ基を

還元する酵素が存在することを強く示唆してい

る。

4. アミノ酸，蛋白質加熱分解物質及び加熱食品

中に含まれる変異原，発がん物質の変異原性

アミノ酸，蛋白質加熱分解物質及び加熱食品

中より多くのヘテロサイクリックアミンの構造

をもった変異原物質，発がん物質が分離同定さ

れている (Sugirnura, 1982)。 3ーアミノ＿ 1,4 -

ジメチル-5Hービリド〔4,3-b〕インドール(Trp-

P-1), 3ーアミノ＿l-メチー）レ-5Hーピリドー〔4,3-b〕

インドール (Trp-P-2), 2ゴミノ＿6-メチルジヒ°

リド〔1,2-a: 3', 2'-d〕イミダゾールCGlu-P-1), 

2 ーアミノ 9H—ヒ°リド〔 2, 3-b〕インドール(AaC),

2ーアミノ＿3-メチールイミダゾ〔 4,5-f〕キノリン

(IQ),・2-アミノ＿ 3,4-ジメチールイミダゾ〔4'

5-f〕キノリン (MeIQ)及びかアミノ＿3,8-ジメ

チルイミダゾ〔 4,5-f〕キノキサリン(MeIQx)

についてCHL細胞に対する変異原性を至適濃度

のS9 mix存在下で測定した。μgあたりの変異

原性はTrp-P-2がもっとも強く，次いで， IQ,

MeIQ, Trp-P-1, AaC, MeIQx, Glu-P-1,Glu-
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P-2の順に弱かった。この変異原性の強さの順

序はこれらの物質のサルモネラ菌に対する変異

原性の強さは順序とことな っていた。 Trp-P-2 

の変異原性の強さ はBPの変異原性の強さよりも

大きく，また，サルモネラ菌に対する変異原性と

ことなり， IQやMeIQxよりも強かった(Nakayasu

et al., 1983a)。

9 H—ヒ°リド〔 3, 4-b〕インドール（ノルハル

マン）及び lーメチー）レ-9Hービリド〔 3,4-b〕イ

ンドール（ハルマン）はトリフ ト゚ファン加熱分

解物，蛋白質の加熱分解物，タバコのタールに

含まれている。ノルハルマンとハルマンはそれ

自体，サルモネラ菌に対して変異原性をもって

いない。このノルハルマンまたはハルマンを変

異原性をしめさないある種の物質，例えばアニ

リン， 0-トルイジンに加えると変異原性を示す

ようになる。すなわち，ノルハルマン，ハルマ

ンは“co-rn u tagenic”の作用があり， 注目をあび

ている。このノルハルマンまたはハルマンの

CHL細胞に対する変異原性を測定したところ，

S 9 mixなしでCHL細胞に対して変異原性を示

すことがわかり，サルモネラ菌の系での結果と

はことなった結果を得た。また，このCHL細胞

に対する変異原性はS9 mixを加えるこ とにより

消失した (Nakayasuet al., 1983 b)。

5. その他の物質の変異原性

ケルセチンは広く植物界に存在し，我々の日

常食品中に含まれている。ケルセチンはサルモ

ネラ菌に対して変異原性を示すにもかかわらず，

我国で精力的に行われた発がん実験の結果では

発がん性はしめされなかった。ケルセチンの

CHL細胞に対する変異原性をDTr細胞出現を指

標として，検討した結果， CHL細胞に対しても

S 9 mixなしで変異原性を存していることがわか

った。コーヒーはサルモネラ菌に対して変異原

性を示すが， CHL細胞に対しても変異原性を示

す。すなわち，市販インスタントコーヒーと

CHL細胞を培養して，その後， DTr細胞の出現

を測定すると，インスタントコーヒーの濃度に

依存して， DTr細胞の数が増加することを見出

した。尚，このインスタントコーヒーの変異原

性の大部分はコーヒー中に存在することが知ら

れているメチ ールグリオキサ ールによるもの

ではないことを明らかにしている。このように，

インスタントコーヒーのような混合物でもこの

系ではその変異原性が測定できる。 (Nakasato

et al., 1984)。

6.むすび

CHL細胞におけるDTr細胞出現を指標とした

哺乳動物細胞に対する変異原性測定法を確立し，

環境中に存在する種々の変異原物質•発がん物

質の変異原性を測定した。この測定法は哺乳動

物細胞を用いた変異原物質検索法として操作が

容易であり，再現性もたかく，感受性もよい。

CHL細胞に対する変異原性の比活性を物質 lμg

を細胞に噛露した際， lい個の生存細胞数あた

りに生じるDTrの細胞数であらわすと， Glu-P-

2の 0.3からMNNGの 4000まで約104倍の比

活性の差があった。測定した変異原物質の比活

10' 

: 10  [ノイ：マス・三 ：NコA Mヒ冗：~：／U4:.:0?;:6::i::86Q詈Y
目
0 10-2 

に― |l 1];PY l ！し6．8;NPY
10-2 10- • 10° 101 102 103 10• 105 106 107 

サルモネラ菌に対する変異原性

図 1 CHL細胞に対する変異原性とサルモネラ菌
に対する変異原性の比較。CHL細胞に対す
る変異原性は夫々の物質を lμg／叫で 3時
間細胞と培養した際生じるDTr細胞数をl(j 
個の生存細胞数あたりで計算してあらわし
た。サルモネラ菌に対する変異原性は夫々

の物質 lμgでえられる復帰細胞数であらわ
した。 NPY;ニトロビレン。
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性はこの問の値いをしめす。物質のCHL細胞に

対する変異原性の強さは必ずしもサルモネラ閑

に対する変異原性の強さとは相関関係をしめさ

ない。また，ノルハルマン，ハルマンのように

サルモネラ菌に対しては変異原性を示さないの

にもかかわらずCHL細胞には変異原性を示す物

質があり，逆に， l-ニトロヒ°レン， 1,3, 6, 8-テ

トラニ トロヒ°レンのようにサルモネラ菌には変

異原性を示すが， CHL細胞には変異原性を示さ

ない物質もあった（図 1)。今後CHL細胞に対

する変異原性の強さと発がん性の強さの問に相

関関係があるか検討していく必要がある。
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3. 変異原の試験法



損境変異原研究 6:87-92(1984)

umu-lac融合遺伝子を利用した環境変異原の短期
検索法 (umuーテスト）について

大阪府立公衆衛生研究所

大阪大学微生物病研究所

1. はじめに

我々の生活環境中には，多くのがん原物質が

存在する。これらの大部分は， DNAに作用し

突然変異を起こすことから，細胞のがん化は遺

伝子の機能変化 ・発現調節の異常等，遺伝子

(DNA)レベルの反応が関与していると考え

られている。

最近，我々は， DNAの損傷によって誘導さ

れる SOS反応を利用した環境変異原の短期検

索法 (umuーテスト）を開発した。ここに，

umuーテストの概略と umuーテス トで得ら

れた結果を招介する。

2 試験菌株の作成

大腸菌では， DNAの損傷によってSOS反応

と呼ばれる一連の反応が誘発されることが知ら

れている (Witkin,1976; LittleとMount,1982)。

品川ら (1983)は， SOS反応のひとつであり，

突然変異誘発に直接関与している umuオペロン

のumuC'遺伝子とラクトースオペロンのひと

つである lacZ'遺伝子を結合させたumuC'-

lacZ'融合遺伝子を持つプラスミドpSK1002を

作成した（図 1)。このフ゜ラスミドでは，umuC'

PSK1002 
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図 1 フ゜ラスミドpSK1002の構造
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とlacZ'の継ぎ目のフレームを調節した結果，

UmuC'蛋白とLacz'蛋白の融合した Bーガラ

クトシダーゼ活性を持つ雑種蛋白が作られる。

したがって， umuC'-lacZ'融合遺伝子の発現

は， lacオペロンのプロモーターではなく，

umuオペロンのプロモーターの調節下に行わ

れることになり，融合遺伝子にコードされてい

るBーガラクトシダーゼの活性を測定すること

により， umuオペロンの発現，すなわち，突

然変異誘発に直接関与するオペロンの発現が検

出されることになる。我々は，このプラスミド

を形質転換法により導入した大腸菌を利用した

DNA損傷の検出系を開発した。しかし，この

検出系は，代謝活性化を必要とする化学物質に

対して充分な感度が得られなかった。これは，

宿主大腸菌の細胞膜の性質によるものと考えら

れた。そこで，さらに感度の良い試験菌株を作

成するため，化学物質の膜透過性が極めて良く，

除去修復能を欠き，ラクトース遺伝子群を持た

ないAmesのネズミチフス菌TA1535にフ ラ゚ス

ミドpSK1002を形質転換法によって導入した

菌株を作成した。

3. 試験方法

(1) 用いた菌株：ネズミチフス菌TA1535にフ゜

ラスミドpSK1002を導入したTA1535/pSK 

1002を使用した。

(2) 培養液および緩衝液：細菌の一夜培養には，

アンヒ°、ンリン (20μg／叫）を含むLB培地（バ

クトトリプトン 10g,塩化ナトリウム 5g, 

イーストエキス 5gを蒸留水 l¢に溶解，pH

7.0に調整）を用いた。 TGA培地は， T-プ
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ロス（バクトトリフ゜トン10g,塩化ナトリウ

ム 5gを蒸留水 1¢に溶解）にグルコース

（終濃度 0.2%)とアンビシリン（終濃度20

μg／叫）を加えて作成した。 zー緩衝液は，
0.04 M リン酸 1ナトリウム， 0.06Mリン酸

2ナトリウム， o.o1 M塩化カリウム，o.oo 1 M 

硫酸マグネシウムの組成で作成し， o.o5 M 2 

-Bーメルカフ゜トエタノールを使用直前に添

加した。 S9および補酵素は，オリエンタル

酵母製を使用した。

(3) 化学物質の処理：アンビシリンを含むLB

培地で一夜培養した閑液をTGA培地で 50倍

に稀釈し， 37℃でOD6ooが 0.25~0.3に達す

るまで培養した。この菌液2.9叫を試験管にと

り(S9 mixによる代謝活性化を必要とする

場合には，菌液 2.4叫に 50μf,のS9を含ん

だS9 mix 0.5叫を加える。），これに適当な

濃度の被験化学物質 0.1叫を加えて37℃で 2

時間振盪培養した。その後，菌液 0.2叫を B

ーガラクトシダーゼ活性の測定に，残りを菌

液の濁度 (OD6oo)の測定に使用した。

(4) B ＿ガラクトシダーゼ活性の測定： Miller

(1972)の方法を若干修正して行った。すな

わち， z-緩衝液1.8叫に前記の 2時間培養
の菌液 0.2叫を加えた。これにトルエンをパ

スツールビペットで 1滴加えて強く撹拌し，

37℃で40分間振盪してトルエンを蒸発させた。

28℃で 5分間静置し，温度が安定したところ

でBーガラクトシダーゼの基質として 4mg/ 

叫の 2ーニトロフェニールーB-Dーガラクトヒ°ラ

J、ンド (O.lMリン酸緩衝液，pH7.0に溶解）

0.2叫を加え，酵素反応を行わせた。反応が

進み，充分に黄色を呈した時（ 10~30分），

lM炭酸ナトリウム 1叫を加え，反応を停

止させた。分光々度計により ODuoおよび

OD55oを測定し次式により酵素活性を算出

した。

Bーガラクト、ンダーゼ活性 (unit)= 

1000 (0D420 -l. 7 5 ODs so) 

t. V. 0D600 

ただし，tは反応時間砂， vは反応液中の

菌液量の比率（この場合は 0.1)を示す。

(5) 化学物質：使用した化学物質は，以下の通

りである。 9ーアミノアクリジン (9-AA) 

; 2 -(2ーフリル）ー 3_ (5ーニトロー

2ーフリル）アクリルアミド (AF-2), 

ブレオマイシン (BLM);硫酸ジメチル (DMS)

，塩酸ドキ‘ノルビシン (DR) ;エチルメタ

ンスルフォネート (EMS); 5 -フルオロウ

ラシル (5-FU) ;ホルムアルデヒド (FA)

；過酸化水素（ H202) ; 2ーメソキシー 6-

クロロー 9-(2ークロロエチルアミノフ゜ロ

ビールアミン）アクリジン (ICR-191);重

クロム酸カリウム (K2Cr2 01) ;マイトマイ

シンC(MMC);メチルメタンスルフォネー

ト(MMS);Nーメチル＿N'＿ニトローN-

ニトロソグアニジン (MNNG);メチルニト

ロソ尿素 (MNU）；亜硝酸ナトリウム (Na

N02) ;ニトロソ、ンメチジン (NC); 4ーニ

トロキノリン 1＿オキサイド (4-NQO), 

Bープロヒ°オラクトン (B_PL） ；パラコー

ト(PQ);ストレフ゜トゾトシン (sz); 2 -

アミノアントラセン (2-AA);アフラトキ

シンB1(AFTB1) ;ベンツ (a)ヒ°レン (B

(a)P) ;ジエチルニトロサミン (DEN); 7, 

12ージメチルベンツ（ a)アントラセン

(DMBA); 3ーメチルコランスレン (3-

MC);クエルセチン(QC); 3ーアミノー 1'

4 ＿ジメチルー 5Hーヒ°リド〔 4, 3 -b〕

インドール (Trp-P -1) ; 3ーアミノーl-

メチル← 5H・＋ヒ°リド〔 4, 3 -b〕イン

ドール (Trp_p- 2） ；アクチノマイシン

D (AMD) ; 1, 1＿ジ（ 4-クロロフェニ

ル）ー 2, 2, 2ートリクロロエタン(DDT):

l, 2ージメチルヒドラジソ (1, 2 -D 

MH);窒化ナトリウム (NaN3) ;ポリ塩化
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ビフェニール KC-5 o O (PCB) ;サフロー

ル (SR);チオア セタミド (TA)の38種 類

であった。

4.試験結果

(1)化学物質による仕 ガラク トシダーゼ誘発

能の経時変化

被験化学物質添加後の培養時間を決める た

めBーガラクトシダーゼ産生のキネティクス

を調べた。図 2に示す如く，困体内のBーガ

ラクト、ンダーゼ活性は， AF-2(0.01μ影鉱）

の添加後，約 12 0分でほぼ平衝に達 した。ま

た， 2-AA(1 μg／叫 ）は，S9による代 謝

活性化によ ってBーガラクト、ンダーゼの産生

を誘発し，培養後 12 0分で最大値を示した。

B(a)PおよびAFTB1でも同様な結果が得られた。

これらの結果か ら，以後の実験では被験化学

物質と菌体との培養時間は，代謝活性化の有

無にかかわらず原則として 2時間で行 った。

(2) 化学物質のSOS誘発能における用量ー反応関係

umuーテストにおいて，化学物質が濃度に
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図 2 AF-2および 2-AAによる[3-ガラク

トシダーゼ誘発能の経時的変化

0-0: AF-2, o.o 3μg/叫,
•—• : 2 -AA, 1 μg／叫

依存してBーガラクト、ンダーゼを誘発するか

どうかを調べた。その結果，図 3に見られる

101 

0.01 

MNNG 

0.1 10 
化学物質 の 濃度 (μg/ml)

100 

240 300 

図 3 種々の化学物質の濃度と Bーガラクト、ンダーゼ活性との関係

0-0：代謝活性化を必要としない化学物質の場合， ●ー● ：代謝活性化を必要

とする化学物質の場合， B-ガラクトシダーゼ活性は，対照のレベルを差し引いてある。
-89 -



ように代謝活性化を必要としない物質，代謝

活性化を必要とする物質共に，一定の濃度範

囲内で濃度に依存した 仕 ガラクト、ンダーゼ

活性の上昇が見られた。

{3) 各種化学物質のSOS誘発能

種々の化学物質について，umuーテス トを

行い対照の 2倍のBーガラク ト、ンダーゼ活性

を示すのに必要な化学物質の菌液中の濃度を

求めた（最小検出濃度）。また，最小検出濃

度を示し得る物質をumuーテス ト陽性，示し

得ない物質を陰性とした。結果を表 lに示す。

テス トした 38種類の化学物質のうち， 2 2 

表 1 化学物質のumuーテス トとAmesテス トとの比較

物質が代謝活性化なしに陽性を示 し， 9物質

が代謝活性化により陽性となった。これに対

してアクチノマイシンD,DDT, 1, 2ージ

メチルヒドラジン，窒化ナ トリウム， PCB,

サフロール，およびチオアセタミドの 7種類

の化学物質は，代謝活性化の有無にかかわら

ず陰性であった。

(4) sos誘発能と変異原性およびがん原性の関
係

umuーテス トの結果をAmesテス トによる

変異原性試験の結果と比較した（表 l)。表

1に示す如<,Amesテス トで変異原性が認

化 学 物竹

9 -AA 
I) 

AF-2 
BLM 

［芦r:1) 
比 02
ICR-191 
応Cm071)

MMC 
MMS 
MNNG 
MNU 
NaN02 I) 
NC I) 

4 -NPD 
4 -NQO 
(3 -PL 
PQ ll 
sz 
2 -AA 
AFT BI 
B(a)P 
DEN Z) 

DMBA 
3 -MC 
QC 
Trp-P-1 
Trp-P-2 

S9 

+
+
+
+
+
+
+
+
+
 

AMD 士

DDT 士

I, 2 -DMH 士

NaN3 士

PCB 士

SR 
TA 士

最小嚢度(μg/ mt) 

， 
0.0 0 2 
0.0 7 
3 8 
0. 6 

2 3 0 0 
2 6 
I 8. 6 
4 5 
0. 2 2 
7 6 
0. 0 4 6 
2 7 
0.6 
I O 3 
2 2 0 0 
6 6 
4. 9 
0.0 8 
8. 3 

I O O 0 
0. I 3 
0. I 
0. 0 I 
0. 3 

5 I O 0 
0. 9 
0. 7 5 
I O 0 
0.0 I 
0. I 5 

・------
(0. I 6 -I 6)5) 

(10-100) 
(10-333) 
(1-100) 
(10-100) 
(10-100) 
(100-10000) 

umuーアス ト

+
+
+
 
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
 

Amesテス ト

4
 

+
-
+
+
+
 
4

4

 

———++—++++++++—++++++++++ 

＋、

がん原 性

?
+++++

?
++

?
++++++

?
+++

?
++++

+
++—++

—
+++

—
+++ 

1) 3 7℃で 5時間培養 ，

ーゼを誘発する濃度，

範囲を示す。

2) 3 7℃で 3時間培養 ， 3) 対照の 2倍以上のBーガラク トシダ

4) TA102で陽性 （Levinら， 1982), 5) ( )の中の数字は，濃度

められているにもかかわらず， umuーテスト

で反応が見 られなか ったのは，窒化ナトリウ

ムのみであった。これに対して， Amesテス

卜陰性でumuーテスト陽性の物質は，ブレオ

マイシン， 5 -フ）レオロウラシル，ホルムア

ルデヒド 過酸化水素 マイトマイシン Cお

よびパラコートの 6物質であった。このうち，

ブレオマイシン，ホルムアルデヒド，過酸化

水素およびマイトマイシンCについては，

Amesテストでも新しい菌株TA102により

変異原性が認められたことが報告されている

(Levinら，1982)。また， umuーテストお

よびAmesテス トで陽性を示したいくつかの

物質について，その感度を最小検出濃度より

比較したところ両者の感度は，ほぼ同程度で

あった。さらに SOS誘発能とがん原性との結

果を比較した（表 1)。テス トした 38種類

のうち， 3 1種類が動物実験によりがん原物

質とされていた。このうち ，2 5物質がumu

ーテスト陽性， 6物質がumuーテス ト陰性で

あった。

5. おわりに

umuーテストと同じSOS反応を利用した変異

原検索法としては，フ ロ゚ファージの誘導による

lnductest (Moreauら，19 7 6), J. -lacZ融合遺

伝子によるBiochemicalinduction assay 

(Elespuruら，1979)およびsfiA-lacZ融合遺

伝子によるSOSchromotest (Quillardetら，1982)

が報告されている。 これらのテス ト系は，umu

ーテスト と同様にひとつの菌株で種々のタイ プ

の物質をテス トできるうえ， Amesテストに く

らべて短時間でしかも ヒスチジンの影響を受け

ずにテス トできるという利点を持っ ている。こ

れらのSOS反応を利用したテス ト系の中で，

umuーテス トは， umuC遺伝子という突然変異

に直接関与している遺伝子の発現を見ていると

いう点で突然変異現象の本質により近づいた方

法であると考えられる。

今回，報告したumuーテストは，大腸菌の

sos反応を利用したものであり，塩基置換型，
フレームシフト型の変異原だけでなくクロスリ

ンキング剤にも反応する。また，酸化的変異原，

アルデヒド類，重金属，紫外線，ガス状物質，

その他，アミ ノ酸の加熱処理によって生じる物

質に対して有効であった。さらに， umuーテス

トは，（l）操作が簡単なうえ短時間 (5~7時間）

で結果が得られる，（2)Amesテス トとほぼ同程

度の感度を持つ，（3）ヒスチジンを含んだ物質で

もテス トできる等の利点を持った利用度の高い

変異原検索法であると考えられる。今後，umu

ーテストの応用面を広げると共に，多くのデー

ターを蓄積しより完成したテス ト系にしたい。

本研究の初期段階は，杉田一之（大阪警察病

院），牧野耕三（阪大 ・微研） ，加藤武司（阪

大 ・医）の諸先生との共同研究によって行われ

た。また，本研究に当初より多くの御助言を下

さった当研究所，国田信治所長に感謝いたしま

す。

本研究の一部は，大同生命厚生事業団医学助

成金の援助によるものである。

附記 ：umuーテス トで使用しているネズミチ

フス閑TA1 5 3 5/pSK 1 o o 2の分与を御希望の方
は，下記まで連絡下さい。
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sos反応を指標とした環境変異原の検出系

残留農薬研究所 太田 敏博・仲村 直子・ 森谷 正明

白須 泰彦

1. はじめに

我々 の環境中には数多くの変異原物質が存在

する。これら変異原物質の検出に Amesテスト

ゃ染色体異常試験などが有力な手段として利用

されているのは周知のことである。

最近，大腸菌の SOS反応 (DNA損傷に対す

る誘導的反応）を簡便に検出する系が国内外で

ほぽ同時期に開発された(Quillardetら， 1982;

品川ら， 1982)。いずれもSOS遺伝子の一つ

にlac遺伝子を連結させ， B-ガラクト 、ンダー

ゼの酵素活性を測定することにより変異原性を

検出しようとするものである。この方法は一菌

株を用いるだけで，しかも 4~ 5時間で結果が
得られるなどの特徴を有する。本稿ではQuillardet

ら(1982)によって開発されたSOSChromotest 

の系について当研究室での検討結果 (Ohtaら，

1984)をもとに紹介する。

2. sos反応と突然変異
大腸菌を放射線や変異原物質で処理してDNA

に損傷を与えたり DNA複製を阻害させると

種々のDNA修復能の活性化，フ ロ゚ファージ

の誘発，細胞分裂の阻害（フィラメント化），

突然変異の生成など多様な一連の反応が起

きる。この反応は SOS反応と呼ばれ， SOS

反応によって発現が誘導される遺伝子を SOS

遺伝子と言 う。現在，大腸菌の主染色体上の

recA, lexA, uvrA, uvrB, uvrD, sulA(sfiA), 

himA, dinA, dinB, dinD, dinF, umuC, umuD; 

ruvの 14個の遺伝子が，また，フ゜ラスミド

pKM 101上のmucA;,mucB遺伝子が SOS

遺伝子として知られている。これらの SOS遺

伝子群はlexA_遺伝子産物である LexAリプレッ

サーとフ゜ロテアーゼ活性を持つ RecA蛋白
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pKM101 

QucA,B 
uvrA 

sflA 

JF．常状態の細胞

成

）
生
復
の
修

Q‘
叩

DNA修復 l l DNA損傷

．． 
，
 

．（り．
 

SOS収応誘導状態の細胞

図 1 sos調節機構のモデル

(recA遺伝子産物）とによってその発現の調節

を受けている（図 1)。DNAに損傷が生じる

とRecAフ゜ロテアーゼが活性化されLex.A リプ

レッサーを切断する。その結果， SOS遺伝子

群の発現が起こる訳である。また，入ファージ

の溶原菌ではファージのCIリフ゜レッサーが同

様にRecAフ゜ロテアーゼで切断されるためにフ゜

ロファージの誘発が起こる。

ところで， SOS遺伝子群のなかでumuC,D 

遺伝子は大腸菌の SOS修復（このDNA修復系

は修復過程で誤りを生じやすく error-prone 

repairとも呼ばれる）に直接関与する遺伝子で
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あり，突然変異生成過程で重要な役割を果たし

ている。一方，フ゜ラスミドpKMlO]上に存在

する mucA,B遺伝子は上記の umuC,D遺伝子

機能を相補することができ，遺伝子産物の分子

量も同ーであることから両者は進化的に同一起

源であると考えられている。 Amesテストで用

いられているサルモネラ菌にプラスミドpKMlOl

を導入すると変異原物質に対する感度が高まる

のはこのためである。

SOS Chromotes tの原理は SOS遺伝子の発

現を酵素レベルで測定して DNA損傷の検出を

行うものである。 Aプロファージの誘発を指標

とするInductestの原理も基本的には同じであ

るが，RecAプロテアーゼによる 入リプレ ッサ

ーの分解反応は LexAリプレッサーの場合より

もはるかに遅いことが知られている。したが っ

て，原理的にも SOSChromotestの方がInduc-

testよ り感度が良いことになる。

3. 試験方法

(1) 使用菌株

大腸菌PQ37株を用いる。ラクトース・オ

ペロンの一部（構造遺伝子 lacZ,Y, A)とト

ランスポゾン Tn3由来のアンヒ°シリ ン耐性

遺伝子 (Apりをもつ特殊な Muファージ，

sfiA遺｛ェチ

ー ←一I Mu d (AI?, lacl ファー ノの揮入

Hu d (Ap, lac) 

sfiA 

一Le,三
r Mu DNA 

一
lacZ Y A Tn3 Mu l sfiA 

I I I I {.::.x - -
Apr C 

ぷ夕ノト

9
クf、ヵ8

 
E. coli P037 

thr, leu, his-4, pyre, thi, 

galE, galK(or galT), lac6Ul69、

srl-300 :: TnlO (Tcr), cvrA, rfa, 

r r 
rpoe (Rr-), rpsL (sm・), 

sfiA :: Hu d (Ap, lac lets、

trp :: Hu'PhoC 

mRNA 

図 2 大腸菌 PQ37株の説明図

Mu d(Ap, lac), が大腸菌の 主染色体上の

sulA (以前はsfiAと呼ばれていた）遺伝子

内に挿入された株である（図 2参照）。宿主

の大腸菌にはラクトース ・オペロンの欠損株

(lac 6. U169)を用いてい るため ． lacZ遺伝

子の発現は SOS遺伝子である sulA遺伝子の

発現に依存している。したがって，変異原物

質による DNA損傷により LexAリプレッサ

ーが不活性化され sulA遺伝子の発現が起き

ると，その量を lacZ遺伝子産物の Bーガラ

クトシダーゼの酵素活性を測定する ことによ

り容易に定量することが出来る。遺伝子の発

現過程の mRNA合成や蛋白質合成が阻害

を受けにく い様にRNAポリメラーゼのBサ

プユニット (rpoB)およびリボゾーム蛋白

(rpsL)に変異を入れ，各々リファンヒ°シン

耐性 (Rfr), ストレプトマイシン耐性 (Smり

となっている。さらに変異原物質に対する感度

を高めるために除去修復変異(uvrA),膜透過

性変異 (rfa)が導入されている。またtrp遺

伝子内にも野生型の Muファージが挿入され

ているが，これは Mud(Ap, lac)フ ァージの

リプレ ッサーが温度感受性（ts)であ るため

野生型ファージのリプレッサーで高湿でのプ

ロフ ァージ誘発を防ぐ意味で挿入さ れている。

その他， PQ3.7株ではアルカリホスファター

ゼの合成が誘導型から構成型になっている

(Phoc)。

菌の前培養には20μg／咸アンヒ°、ンリン含有

のLB培地（ 1% トリプトン， 0.5% 酵母エ

キス， 1 % Na Cl, pH 7.2)を用いる。

(2) 変異原処理

LB培地で培養した対数増殖期の菌液(0D6oo

= 0.3~0.4) 1叫を試験管に分注し，種々の
濃度で変異原物質 5~50μf,を加える。代謝

活性化を行う場合にはあらかじめ菌を遠心に

より 10倍濃縮しておき ，菌濃縮液 0.1叫に

S 9 mix 0.9叫を加える。 37℃で 1時間処理

した後，新しい培地で 10倍希釈し (0.2叫を

1.8叫 LB培地に加える），さらに 2時間培養

を続け lacZ遺伝子の発現を行わせる。菌濃

度 (0D6oo)の測定と仕ガラクトシダーゼ ，

およびアルカリホスファターゼの酵素活性の

測定を行う。

Quillardetらの原法では変異原処理を 2時

間行い直ちに酵素活性を測定しているが，上

記の希釈操作を加えた方が生育阻害作用の強

い物質の場合には適しており ，また，酵素活

性測定のためのクロロホルム処理の際に生じ

るS9蛋白の沈殿も少なくなるため遠心分離

の操作が省略できる。なお，色調の強い試験

薬剤の場合でも希釈操作を行うことにより実

際上ほとんど問願はないが，薬剤の色の影響

を完全に除きたければ処理後遠心，洗浄を行

゜
二

つ

(3) 酵素活性

a. {3ーガラ クト、ンダーゼ活性

菌液 0.1叫を 0.9叫の z-緩衝液（ 60mM
Na2HP04, 40mMNaH2P04, lOmM 

KCl, l mM  MgS04. pH 7.0)に加える。

0.1 % SDS 50μfとクロ ロホルム 50μgを

添加して直ちに強く撹拌し，菌の透過障壁

を破壊する。 28℃に 10分間放置した後02

叫の甚質ONPG(4mg／叫）を加えて反応

を開始する。 28℃で 5~60分間反応させ

た後 lMNa2 C03を l叫加えて反応を止

める。黄色に呈色した反応液の 0D420およ

びOD55。での吸光度を測定する。 OD55oは

菌の濁りによる 0D420の値への影響を補正

するためのものである。

b. アルカリホスファターゼ活性

Z一緩衝液の代りにトリス緩衝液（］ M 

Tris-HCl, pH 8.8)を用い PNPP(p -ni tro-

phenyl phosphate, 4 mg／叫）を基質とし

てBーガラクトシダーゼの場合と同様の操

作を行う。反応は 0.5叫の 2M HClを加え

て止める。酸性側では黄色の呈色が消える

ため 5分後に再度0.5叫の 2M Trizma base 

を添加する。

c. その他

SDS・クロロホルム処理法の代りにトル

エン処理法を用いることもできるが． トル

エンの蒸発操作（ 37℃, 40~60分）が

必要である。酵素量 (unit)は Millerの計

算式により算出する。

0D420 -1. 7 5 X ODsso 
unit.= 1000 ><. 

t. X v X OD6oo 

tは反応時間 (min.),vは反応に用いた

菌液量 （叫）

4. 変異原物質のSOS反応誘発活性

(1) Amesテストで陽性の変異原物質

Bleomycinでの結果を表 lに示す。 Bーガ

表 l BleomycinのSOS反応誘発活性

Bleomycin 菌濃度 B—ガラクトシダーゼ (B) アルカリホスファターゼ(p) SOS Induction 

にg／叫） OD6oo OD42。 OD55。Unit 0D420 OD550 Unit 
(/3)/(p) 

Factor 

゜
0.3 2 9 0.1 5 5 0.0 1 4 66 1.0 7 6 0.0 1 5 532 0.1 2 4 

0.2 0.2 0 7 0.4 3 6 0.0 0 9 338 0. 7 0 1 0.0 0 7 554 0.6 1 0 4.9 

0.5 0.1 5 3 0.5 9 8 0.0 0 9 634 0.4 3 7 0.0 0 4 468 l. 3 5 1 0.9 

0.0 9 4 0.9 6 3 0.011 1673 0.2 5 5 0.0 0 3 442 3. 7 8 3 0.5 

2 0.0 7 4 1.1 2 3 0.016 2466 0.1 7 2 0.0 0 5 368 6. 7 0 5 4.0 

Unit=~X 1000, t＝反応時間 (min),v＝反応に用いた菌液量（ 叫）
t X v X OD600’  

-94 - -95 -



ラクトシダーゼの単位菌体当りの酵素量

(unit)は Bleomycin濃度に比例して著し

く上昇するが，アルカリホスファターゼ量

は漸次減少している。アルカリホスファタ

ーゼの合成は PQ37株においては構成型

(constitutive)であるので本来は一定の

値を示すはずである。したがってアルカリ

ホスファターゼ量の減少は mRNAや蛋白

質合成の阻害を意味する訳で，当 然 {3-

ガラクトヽンダーゼの誘導合成にもこの阻害作

用の影響は現われていることになる。この

Bーガラクト、ンダーゼ量の過少評価を補正

するために両者の比 (B/p)を計算する。

対照群での値を 1とした時の処理群の値を

計算したものが SOSinduction factorと呼

ばれている値である。しかし，単なる変異

原物質のスクリーニング目的ならばこの値

まで求める必要はなく， B-ガラクトシダ

ーゼ量のみを測定するだけで充分である。

代謝活性化には Amesテストで用いる S9

mixと同じ組成のものでよいが， S9分画

10 
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S9分画 (J.11/ 1 ml S9mix) 

図 3 代謝活性化における S9分画量の影響

● ;50呟／叫 3-methylcholanthrene

0; 0.5 μg／叫 Trp-P-1
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の至適濃度が変異原物質によ って異なるの

はAmesテストの場合と同様である。図 3

にその一例を示す。しかし， Trp-P-1の

場合でも用量を高くすれば 10％のS9量で

も充分検出されるので，一般のスクリーニ

ングには S9分画 10％含有のS9 mixを用

いれば問題ないと思われる。

42種の変異原物質について調べた結果

39化合物にSOS反応誘発活性が認められ

た。この中にはアルキル化剤をはじめ ICR

-170, ICR-191のような代表的なフレ

ームシフト型変異原， MitomycinCのよう

なcross-1inking剤も含まれている。結果

の詳細については文献 (Ohtaら， 1984)

を参照されたい。このように一菌株で種々

のタイプの変異原を検出できることは注目

に値する。 Amesテストにおいては前述の

BleomycinはTA102株でしか変異原性が

検出されない。これはAmesテストでは個

個の突然変異の結果を指標としており， SOS

Chromotestでは大部分の突然変異の前提

となる SOS反応（SOS修復）を指標として

いるからである。

一方， 9-Aminoacridine, Ethidium 

bromide, 4-N i tro-o-phenylenediamine 

の3種の変異原物質については SOS反応誘

発活性が認められなかった。上記のフレー

ムシフト型変異原が陰性であったことは，

これらの変異原によって誘発される突然変

異がSOS修復の際の修復ミスによって生

じるのではなく，複製の際の塩基の対合ミ

スなどによって生じていることを強く示唆

している。

(2) Amesテストで陰性の変異原・ガン原物

質

Actinomycin D, Ethionine, Griseo-

fulvin, Methotrexate, Thioacetamide, 

および 5種の有機塩素系農薬について調ペ

表 2 種々の農薬における SOS反応誘発活性

薬剤

Captan 

Captafol 

Dexon (DAPA) 

l,2-Dibromo-3-
chloropropane 
(DBCP) 

1,2-Dibromoethane 
(EDB) 

2,4-Dinitrophenyl 
thiocyanate (NBT) 

Varnidothion 

Chlorobenzilate 

p,p'-DDT 

Dieldrin 

Griseofulvin 

Pentachloro-
nitrobenzene 
(PCNB) 

x
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たが全て陰性であった。農薬での結果の一

部を表 2に示した。

5. おわりに

以上， SOSChromotestについて当研究室で

の検討結果を中心に述べてきたが，この試験系

は単に変異原物質の検出系としてだけでなく抗

突然変異因子の検索，さらには突然変異誘発機

構の研究にも役立つと思われる。また，極めて

短時間に微量のサンプルで行える特徴を有する

ため，食品，天然物，環境汚染物質などの混合

物からの変異原物質の分離，精製においても有

力な手段となり得るであろう。
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ショウジョウバエの体細胞染色体の研究法

短期invivo染色体試験としての有用性

武田薬品工業株式会社中央研究所 菊池康基•藤川和男

木村 善昭・ーツ町晋也

劉美愛大阪大学医学部放射線基礎医学教室

1. はじめに

キイロショウジョウバエ（ Drosophilamela-

nog(lSter)の幼虫の体細胞染色体に対する，放射

線や化学物質の作用を検出する試みは．以前よ

り行われている (Gatti, 197 4; De Marcoと

Polani. 1983参照）。これらの研究においては

3令幼虫の神経節を用いて，古典的な押しつぶ

し法 (squashmethod)により染色体標本を

作製している。このため．良好な標本の作製に

は多大の経験を必要とする上，得られた分裂中

期の染色体像は必ずしも鮮明でなく，異常の解

析に問題を残す。また，標本は長期間保存でき

ず． さらに各種分染法の応用にも難点があるな

どの欠点があり．改良の余地が残されていた。

一方．ショウジョウバエ属の体細胞染色体の空

気乾燥法 （air-dryingmethod)による標本

の作製は，TonomuraとTobari(1978)によっ

て試みられ． SCE観察へ も応用されている（

TsujiとTobari, 1979)。

著者 らは．マウス受精卵や初期胚の染色体

研究に乳酸・酢酸混液処理によるair-dry法を

行っている（木村ら， 1983)。この方法をショ

ウジョウバエの体細胞にも応用したところ．良

好な成績を得た（木村ら． 1984)ので．その概

要を述べるとともに．放射線や二三の化学変異

原処理による染色体異常の誘発について紹介し．

短期invivo染色体試験としての有用性につい

て言及したい。

2 染色体標本の作製法

キイロショウジョウバエの 3令幼虫を使用し
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た。実験目的に応じ． OregonR、mei-9, あ

＾ るいは付着XC XX）．リングX, イソ染色体な

ど異常染色体維持系統を使用した。

標本の作製法は下記に示す。

(1) 孵化後48~96時間後の 3令幼虫の脳と神経

節を生理食塩水C0.9%NaCl)中で ヒ°ンセット

を用いて摘出する。

(2) 摘出組織は小型ヽン ャーレまたはホールグラ

スに移し． 2 μg／咸のcolchicineを含む生

理食塩水中に室温で90分間浸す。

(3) 低張液処理として，0.075M KCI水溶液に20

分間室温で浸す。

(4) Acetic acid-ethanol (1 : 3)で2~24

時間．前固定する。

(5) 50% lactic acidとaceticacidの1: 

4混合液に浸し．組織片がほぼ透明になるま

で処理 し． スライドグラ ス上へ移す。

(6) 実体顕微鏡の低倍で観察しながら．解剖針

を用いて組織をほぐし細胞を拡散させる。細

胞が十分に拡がったことを確認したらば． 自然

乾燥する。

(7) Acetic acid-ethanolを1滴滴下して再
固定する。

(8) 乾燥後． 3 %Giemsa (pH5.8)で30分間染

色し．水洗後乾燥する。

なお．本法により作製した標本から． Cバン

ド染色も容易に行える。染色法は Sumner(19・12)

のBSC法に準じればよい。上記(7)までの処理

を終えた標本を． 50℃の 5%Ba (OH)2水溶液

に5分間浸し水洗後． 60℃の 2倍濃度の SSC

(0.3M NaCl+ 0.03M sodium citrate)で



1時間処理し，流水で洗って， 3 %Giemsaで

2時間染色する。

3. 観察結果と考察

l) キイロ ショウジョウバエの染色体 ：3令幼

虫の神経節と脳では，細胞分裂の頻度がきわ

めて高く，良好に作製された標本では， 1個

体につき500以上の分裂中期像が観察された。

これまで，染色体の観察には神経節が多用さ

れているが，幼虫の脳組鏃も細胞分裂が活発

で，神経節と一緒に処理できるので，多数の

中期分裂像の観察が要求される実験には好適

である。

図 1, 2にキイ ロショウジョウバエの雄の

正常な染色体を示した。常染色体は 2対のメ

タセントリック (Nos.2, 3)と1対の点状染色

体 (No.4)からなり， X染色体はアクロセン

トリック， Y染色体はサブメタセントリ ック
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図 1~ 6 キイロショウジョウバエの体細胞染色体。1,Oregon_ Rの雄のGiemsaによる通常染色。 X

染色体はアクロセントリック， Yはサブメタセントリック，常染色体No.2とNo.3はメタセン

トリック， No.4 は点状染色体。 2 . 雄の C バン ド 。 X染色体は動原体を含む約½が， Y はほ

ぼ全長にわたり，濃染されている。濃染部はheterochromatinで，不活性な部分と考えら

れている。Nos.2・と3の常染色体では動原体の付近にそれぞれ特有のバンドが出現する。 3~ 

6 J異常染色体維持系統の染色体。 3と4. 付着XC 2個のX染色体の転座で．丈‘Xと表現

されている）を持つ系のGiemsa染色とCバンド。唾腺染色体の観察からすでに明らかにさ

＾ れていることではあるが，• CバンドのパターンからもXXが単純な転座ではな く，欠失や逆
位を伴っていることが推測される。 5と6. リングX(Xr)を持つ系。
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である。乳酸 ・酢酸混液を用いる air-dry

法では．個々の染色体が鮮明に染まり．核板

の乱れも少ないので詳しい観察が容易である。

今回紹介した方法に類似した乳酸・酢酸混液

を用いたair-dry法はTonomuraとTobari

(1 9 7 8)によって，すでにD.ps eudoan. -

a四 ssaeの核型分析に用いられているが． こ

こで述べた著者 らの方法は固定処理が確実で，

染色性もよく， また再現性も優れているもの

と考え られる。

図2はCバンド染色で， Y染色体はそのほ

ぼ全域 Xでは動原体に近い約秒の部分が濃

染されている。常染色体の動原体の部分にも

Cバンドが現れている。この濃染部は cen-

筆

7 ・` 一 ， ～、～、 ＂ ｀ 

8
 

檄
~ 1。、

tromeric heterochromatinであり，唾腺

染色体ではchromocenterを構成する。 Cバン

ドのパターンは個々の染色体に特有であり，
ヘ

附着XCXX),リングXC図 3~ 6), ある

いはイソ染色体などの同定や解析にも有用で

あることが判明した。

2) 変異原により誘発される染色体異常：Ore-

gonR系統の 3令幼虫にX線 500または1,000

Rを照射し， 1, 4および 7時間後に，上述の

方法に従って標本を作製し，染色体異常を観

察した（表 l）。同系統，同令の幼虫にmi-

tomycin Cを1または 2mM飼料に混ぜて与

え， 5時間後に標本を作製した場合を表 2に

示した。 X線による染色体異常は，照射直後

ヽ 12 蕊． 壕

,.
 

図7~12 X線 (1,0O OR)により誘発された染色体異常（矢印）．使用系統はOregonR。 7. ギャッ

プ（染色分体型）。 8. ギャップ（染色体型） 。 9.切断（染色分体型）。 10, 染色分体断

片， 11と12, 切断（染色体型）。
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が最も高率で．以後経時的に減少した。異常

としては染色分体（ chromatid)型よりも

染色体(isochromatid)型が多 く出現した。

1,0 o o R照射群では，染色体切断の増加と共

に．ダイセントリック． リングなどの交換型

異常が増加した。この結果は，Gattiら(1974) 

の押しつぶし標本の観察データとよく一致し

た。ただし．彼らはOregonRでは異常の誘

発に雌雄差があると報告しているが，今回の

観察では，性差は全く認められなかった。一

方， mitomycin C処理群では．観察された

異常のほとんど全てがギャッフ゜と切断であ っ

た。 X線誘発の染色体異常を図 7~16に例示

したが，変異原処理によるこれらの染色体異

常の観察は．本法によって極めて容易に実施

できることが判明した。

体型が多く， X線やmitomycin Cの結果と

相違がみられた。このようなDNA傷害の修

復能欠損株を使用して染色体異常を調べるこ

とができるのは哺乳動物の invivo試験では

表 l

3) DNA損傷修復能欠損株における染色体異

常 ：次に，除去修復能欠損株における染色体

異常の出現様相を調べるため， me i -9a幼虫

と正常な修復能をもっC(l)DX,yf幼虫を飼育

している培地表面にmethylmethanesul-

fonate (.MMS)の0.05あるいは0.2％水溶

液 lmlを滴下し． 5時間摂食させた後，標本

を作製した。修復能欠損の幼虫 (meし一、四）

では，正常な修復能を持つ幼虫に比べ，無処

理群でも染色体異常が多発しており， MMS

処理群では切断を主体とする異常が著しく増

表 3）。これら異常は染色分加した（図17,

X線照射を受けたキイロショウジョウバエ（ OregonR系幼虫）の体細胞における染色体観察

（実験群当たり 500個の分裂中期像を観察）
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誓

“ X線(1,oooR)により誘発された交換

型異常（矢印）。 13, 転座による異常

染色体。 14, リング染色体と断片。 15,

四方射状転座。 16, ダイセントリック

(2動原体染色体）と断片。 13, 14と

16は染色体型交換． 15は染色分体型交

換。
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真似のできない，

の特色といえよう。

ショウジョウバエならでは

おわりに

今回の実験における．

としては． Mitomycin CやMMSの処理をin

vivoで実施したことである。これまでの報告

では摘出した神経節を化学変異原の溶液につけ

in vitroで処理を行っていた。変異原を飼料

に混ぜ．幼虫に経口的に摂取させて．染色体異

常を検出できたことは． ショウジョウバエの体

細胞染色体試験がinvivoの変異原検出系と

して十分に成立することを示したものといえる。

もう 1つの大きな特色

キイロショウジョウバエは．環境変異原の検

出に世界的に広く用いられている．すでに，伴

性劣性致死法．相互転座法など，生殖細胞を対

象とした遺伝毒性の検出法が確立されている。

また最近になって．体細胞突然変異検出のため

の新法が開発されつつある (Fujikawaら， 1983;

藤川ら， 1984)。従って．体細胞を用いて染色体異常の

Mitomycin Cをinvivo投与されたキイロショウジョウバエ（ OregonR系幼虫）の体細胞に

おける染色体観察（実験群当たり 500個の分裂中期像を観察）
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表 3 Methyl me thanesul f ona te 

株 (mei -9り幼虫における染色体観察

をinvivo投与されたキイロショウジョウバエの除去修復能欠損

系 濃 染色体異常の型

度

統 (%) 

観

察

細

胞

数

。

染

色

体
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分
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図17 Methyl methanesulfonateの染色体異常

誘発作用 に対す る除去修復能欠損 mei-9a 

幼虫の反応

することによって．本法の有用性を追求するこ

とも重要である。今後，幼虫の処理方法（投与

方法） ，細胞周期，染色体異常の経時変化と至

適サンプリング時間，濃度依存性．系統の感受

性など，染色体試験を実施する上の基礎的問題

について解明してゆく予定である。
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撮境変異原研究6:107 - 113(1984) 

ハエの翅毛スポットテスト

近ごろ注目されている短期試験法

武田薬品工業株式会社中央研究所

大阪大学医学部放射線基礎医学教室

1. はじめに

最近，チューリッヒ大学の研究者達によって，

ショウジョウバ 工Drosophilamelanogaster（以

下ハエ）の体細胞突然変異検出系が新たに開発

された (Grafら， 1983)。これは翅毛スポット

テスト系と呼ばれており，今までのハ工の系に

は頻例が無い程使いやすい試験系である。この

翅毛スポットテスト系は，細菌を用いる変異原

性試験の結果を検証するinvivo系として有用

であるかもしれない。このような期待が昴じて

本稿を草した。

2. ハエの体細胞突然変異

まず，翅毛スポットテスト系を理解する上で

重要と思われる事がらについて述べておこう。

(1) 成虫原甚と体細胞突然変異

図 1に示しているように， 25℃の恒温条

件下では，ハエの受精卵はおよそ 10日後には

5 I 0日
, ' ~ ~ . 

25℃ 

ぃ—三ピ息息
翅原基の変化・一てg,殖—ーく）竺竺巴＜巴夢
図 1 ハエの発生と翅原基の変化

成虫になる。その間，外見が大きく変化する。

蛹から成虫への変化は特に顕著である。この

変化は幼虫の体の激しい形変わりのように見

えるかもしれない。しかし，幼虫の体を構成
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していた器官や組織の大部分は成虫が羽化す

る前に破壊されてなくなってしまうのである。

蛹の時期にホルモンの影響で大変態を起こし

て成虫の体を特徴づけるいろいろな器官をつ

くるのは成虫原基である。成虫原基とは，胚

期に将来成虫の体の一部になるべく運命づけ

られた未分化な細胞群の総称で，幼虫の体の

内部をよく調べてみると，そこかしこで見つ

けることができる。図 1には，成虫原基の 1

例として翅原基を取り上げ，その変化の様子

を示した。この例で代表されるように，成虫

原基の多くは幼虫期間中（一部は蛹化開始直

後），細胞分裂を繰り返して大きくなり，変

態に備える。幼虫は成虫原基の培養器で，成

虫の外見は成虫原基のなれの果てと言える。

成虫原碁の細胞も「成虫原基のなれの果て」

の細胞も典型的な体細胞である。しかし，「成

虫原基のなれの果て」では，もはや細胞分裂

は行われないので，いくら強い変異原を成虫

に投与しても，突然変異は生じない。体細胞

突然変異を誘発するには，適当な「成虫原甚

の培養器」に変異原を加えなければならない。

1個の細胞に生じた突然変異は，成虫体表面

で，異常形質の斑紋（スポット）として検出

される（図 2参照）。ちょうどAmesテスト

において，細菌 1個がHis十に変異し，その

菌が分裂増殖して大集落を形成したものを突

然変異として検出するのと同様である。

(2) 体細胞突然変卑検出系

図2には，現在よく使われているハ工の体

細胞突然変異検出系とそれらを用いて検出で
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図2 ハエの体細胞突然変異検出系

uz系の赤斑は体細胞遺伝子突然変異の
結果。 Wco/w系の白斑と濃紅色斑および

mwh/flr系の多翅毛斑と炎毛斑は，隣
接して出現しているので，体細胞染色体

組換えの結果（図 3参照）。

きるスポットの例を示した。各検出系の名称

は用いる幼虫の遺伝子型を指す。別の呼び方

をすれば， uz系やwco/w系は眼色スポット
テスト系， mwh/flr系は問題の翅毛スポッ

トテスト系である。これら 3つの系の中でuz
系は眼色の復帰変異を指標にする遺伝子突然

変異検出系でトランスポゾンを利用している

(Rasmusonら， 1978)。このuz系のように
遺伝子突然変異のみを検出する系は，ここ半

世紀の間に，ハ工の体細胞における遺伝的変

化を検出するために開発された多くの系の中

では例外的なものである。ハ工の体細胞突然

変異検出系といえば，通常は，体細胞染色体

組換えが検出できる系を意味する。図中の

wCO/w系やmwh/flr系はこのような系であ

る。

体細胞染色体組換えとは，成虫原基の細胞

で，図 3に示しているように，父方由来と母

方由来の相同な染色体の間で染色分体レベル

の交叉が生じ，両親にはみられない新しい組

合せの染色体ができることである。その検

出のための系では，父方由来の染色体と母方

，， n + 。

·• 
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母細胞のG，期 母細胞のGより 2つJJ娘細胞のG，期

図3 体細胞染色体組換え検出系の原理

直線と波線は相同な染色体。 aとbは各
々の染色体を標識する劣性遺伝子。遺伝

子型は母細胞が a/b, 2つの娘細胞の

一方が a/a,他方が b/b。

由来の染色体を異なるマーカーで標識し（図

3, aとb),両親の染色体をそのまま持っ

ている細胞のクローン（遺伝型， a/b)と，

新たな組合せの染色体を持つ細胞のクローン

（遺伝子型a/aあるいは b/b)が目で見て

区別できるような工夫がなされている。例え

ば， wco/w系ではwco/wが淡紅色， w／wが

白斑， WCツ研°が濃紅色斑のように，眼色の

発現のしかたによって遺伝子型がわかるよう

になっている (Becker, 1966, 図2-2）。

生物作用が未知な化学物質が細胞核内で遺伝

的に有害な効果をもたらすか否かを手っ取り

早く知るには，遺伝子突然変異のみを検出す

る系よりもこのような細工がほどこされてい

る系の方が便利である。変異マーカーで標識

された相同染色体を利用する系では，染色体

組換えのみならず，遺伝子突然変異，欠失，

染色体不分離なども検出できるか らである

（図 5参照）。

3. 翅毛スポットテスト系

さて，翅毛スポ ットテストは，他の系 とはど

のような点で異なり，実際には， どのように使

って，い ったい何がわかるのであろうか。以下，

具体的に述べる。

(1)特色

mwh/flr系もwco/w系も前述したように，

同じ原理を利用し，検出しうる遺伝的変化の

種顆も同じである。しかし，別の観点から，

翅毛スポ ットテスト系と wco/w系を比較する

と，次のような特色が明らかになる。

① 翅 1枚には30 0 0 0本の毛が密生してい

るので，変異形質の検出単位はハエ 1匹当

たり 60 0 0 0個となり， wcrw系（個眼数／ハ

エ＝16 0 0個）よりスポ ットの検出感度がは

るかに高い。これは比較的少数の個体を用

いて実験が行えることを意味する。事実，

発がん物質hexamethylphosphoramideの

変異原性を確認するのに要したハ工の数は，

weツw系を用いた場合では 5000(Vogel, 

1984), mwh/flr系ではわずか 100であ

った(Wurglerら， 1984)。

② 翅毛スポ ットテスト系で利用する標識遺

伝子mwh (multiple wing hair, 多翅毛）

は，その名の如<, 1個の細胞から複数の

毛を分化させ，flr(flare,炎毛）は毛の

形をロウソクの炎のように変える。これら

の変化はいずれも正常翅毛から容易に区別

することができる。変異形質が形の異常で

あることと，その異常が発現する組織（翅）

が平面構造体なので，観察に必要な翅の永

久フ レ゚パラートが簡単につくれる。すなわ

ち，実験結果の信頼性と客観性を保障する

ことができる。

(2) 実験手順

図4には翅毛スポ ットテストに必要な交配

を具体的に示した。図中の遺伝子型が一見複

雑なのは，株の維持や，目的とする mwh/flr

型の子孫の判別をスムーズにまちがいなく行

えるように細工がほどこされた結果である。

大切なことは， mwh遺伝子を持つ株 (mwh

株）とflr遺伝子を持つ株(flr株）を交配す

れば必要な幼虫が得られるということである。

実際には，正しい株を入手して，一目でわか

る体色のみを頼りに実験を行えばよい。以下，

図中の番号に従 って実験手順を概説する。

mwh株flr株

① 交6噂干→曇B

合（崎手子 伝（与）芦
雌あるいは雄 検体 雌あるいは雄

② 処理 4gg韮奎←ご―――~ ‘‘‘つ→＜近囲丑互＞
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このクイ プのハ 工か ら

翅を採取してお くと後
で役た立つ ことがある。

図4 翅毛スポットテストのための交配

A. X染色体上に体色を黄色にする劣性突

然変異遺伝子yellow(y)と第 3染色体

上にmwh遺伝子を同型接合でもって

いるので，黄体色・多翅毛を表現する。

B. この株もy遺伝子をもっているが，第

3染色体上にその対立遺伝子（優性）

y十が挿入されているため，黄体色は発

現せず正常な茶かっ色を呈す。 TMl

は複雑な逆位をもつ第 3染色体。 Me

(Moire)はそれを標識する優性突然変
異遺伝子で眼色の濃淡差による雲状紋

様眼を発現せしめる。flr遺伝子も TM

l染色体も同型接合(flグflr,TM  1 

/TMl)で個体致死なので常に冗flr

/TMl, Meの状態で維持される。

C. 正常体色なのでJlrを持 っている。

D.黄体色なのでflrを持っていない。 TM

1の確認は雲状紋様眼で行う。

① 交配：培地 10叫を入れた管びん (4.5C而

X 8 cm程度）中に， mwh株の処女バエ (A,

黄色いハエ）とflr株の雄バエ（ B, 正常

体色のハエ）を入れて交配・産卵させる。

lびん当たり各々のタイプのハ工を 10匹ず

つ入れて 24時間後それらをびんから出し，

さら に24時間経つと，培地上には十分な
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数(100匹以上 ）のmwh/flr型幼虫が生

育している。 1つの検体を 1つの濃度でテ

ス トするには，このようなびんを 2本用意

すればよい (1本は陰性対照用）。

② 検体を幼虫に投与する ：投与可能な期間

はふ化直後から蛹化直前までの 4日間であ

ふたごスポッ ト 正 常翅 毛

［＋」

“もヘ`ふ；｀は▲呻ぺ~·贔、”f~.,‘ ] 

//// 
//// 

母細胞の伍期 娘細胞の釦期 翅毛
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゜
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I 

゜
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る（図 l参照）。最も簡単でかなり効率が

いい投与法は，幼虫が生育している培地上

に検体を含む溶液を 1びん当たり 0.25叫ず

つ滴下する方法である。溶液にしにくい検

体は ，培地に混入すればよい。エサを喰わ

ない幼虫は成虫にはなれない。幼虫の成長

シングルスポッ ト

.ft↓ . ↓ ょ~`Wと̀,t4 ~ ［ fl r] 
あ ”.• る ヽヽ 9ヽ
し‘

4 は ...~-

‘‘‘・ 
母細胞の伍期 娘細胞の釦期 翅毛

シングルスポットbC遺伝子突然変異や小欠失）

rnw・ h ． 
誓

.~ →[+] 
i]E o 

• X • .. -・ 

f) r。 rowh 
t t I rf I 

→[  fl r J 
‘̀ fl Co 

シングルスボッ ト（端部欠失 ）

叩炉 ． ．． 
ー.J[mwh]

言h ． ・・-. 
。、一

h • ” “' • • ” “ 

・mwp ． 
→[+] 

.. ・ .. .. f] Co 

シング）レスボッ ト（ 染色体不分離 ）

m曲 ． 
言・・-. 

ー,4mwh]

-mwh ． 
月[g -.. 

ー→［＋］
` • 

図 5 翅毛スポットの分類と成因 a. 比較的小さなスポ ットとして出現。 b. mwhの正常な対立

遺伝子に生じた場合には多翅毛のシングルスポ ットになる。
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に伴って気管系が発達してくるので ，3令

幼虫をガス状検体で処理することもできる。

呼吸を拒否した幼虫も成虫にはなれないの

でこれもごく自然な投与法である。

③ 翅の採取：幼虫期にはmwh/flr型個体は

判別できないが，成虫になるとそのような

個体Cは正常体色を呈すので問顆はない。

成虫が得られるとすぐに翅をむしって標本

にしてもよいが，暇がなければ，mwh/flr

型(C)とかmwh/TMI型(D)とかにこだわら

ずまとめて ，70％アルコール中に保存して

おけばよい。本当に必要なのは黒っぽい翅

であるがmwh/TMl型の黄色い翅も役に

立つことがある。

なお，実験手順の詳細に関してはGraf

ら(1984)を参照されたい。

(3) スポットの分顆と成因

正常体色のハエ (mwh/flr型）からとった

翅の標本ができあがると，顕微鏡 (X400) 

でスポ ットを探す。図 5に示しているように，

検出されるスポットは炎毛の集落 〔flr〕と多

翅毛の集落 〔mwh〕が隣接して出現する「ふ

たごスポ ット」と多翅毛あるいは炎毛のみか

らなる「シングルスポッ ト」に分類できる。

前者のスポ ットは染色体組換えが生じた証拠

とみなすことができる（図 5,2)。 一方，

「シングルスポット」は 染色体組換えのみ

ならず，遺伝子突然変異や小欠失，端部欠失，

および染色体不分離からも生ずる（図 5,3-6)。

これらの遺伝的変化のうち，端部欠失や染色

体不分離による異数体は，細胞の分裂能を著

減させたり細胞死の原因となる。それ故，そ

のような変化を持 った細胞の多くは，たとえ

生き残れたとしても，異常毛 l~ 2本からな
る「小さな ンヽングルスポ ット」として出現す

る しかない。換言すれば，異常毛 3本以上か

らなる「大きなシングルスポ ット」の主な成

因は染色体組換えと遺伝子突然変異や小欠失

である。

調べた検体が遺伝子突然変異や小欠失を誘

発する効果をもっているかどうかをはっきり

させる必要が生じた場合には，同じ処理実験

で得られた黄色いハエ（図 4D, mwh/TM1 

型）の翅も観察すればよい。複雑な逆位を持

つTMl染色体と逆位を持たないmwh染色体

の間で染色体組換えが生じても ，致死性ある

いは細胞分裂能を著減させるような組換え体

しかできない。黄色翅の表面には，染色体組

換えに起因する大きな多翅毛集落は出現しな

いのである。従って ，そこで「 大きなシング

｝レスポッ ト」 が検出できれば ，その大部分は

遺伝子突然変異や小欠失の結果とみなすこと

ができる。

4. 翅毛スポットテストの意義

前章で紹介した翅毛スポッ トテス ト系を用い

てすでに 100種近くの化学物質の変異原性が確

認されている (Wurglerら，1984;Grafら，

1984 ; Wurgler, 私信）。 その中には， サル

モネラ茜株のTA、ンリーズや大腸雨のWP2系統

の株のいずれにおいても復帰変異を誘発しない

ものも含まれている（坂本 1984,坂本，私信）。

主な物質名を列挙する。

Benzene, Caprolac tam, Hexame thylpho-

sphoramide, Methotrexate (MTX), Pro-

carbazine (PCZ), Safrole, o-Tolu idine, 

V inblas tine 

これらの内，MTXとPCZ以外は，枯草菌を用

いる DNA損傷性試験（生存困計数Rec-assay)

においても，何ら生物学的効果が検出できない

（坂本，私信）。図 6に，同様な例として 5-

FUのマスク化合物tegafurに関して得られた

結果をまとめている。この物質は細胞内で代謝

されて，チミジル酸合成阻害剤として作用する。

イーストにおいて，チミジル酸欠乏は，遺伝子

突然変異は誘発しないが，染色体組換え頻度を
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サル モ？ラ 困による
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図6 細困とハェにおけるtegafurの変異原
性効果 1)坂本（1984)より。 2)対照
群における翅 l枚当たりのスポット数を

lとする。 3)培地中の濃度。

著増させる (Haynesら， 1982)。tegafurに

よる翅毛スポットの誘発は，もしかしたら，イ

ーストの場合と同様な機構によるものかもしれ

ない。この点は今後の研究で明らかにしたい。
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図7 細菌を用いる復帰変異試験で強い効果

を示す化学物質の翅毛スポ ット誘起能

1)対照群における翅 1枚当たりのスポ ッ

ト数を 1とする。 2)根岸友恵（岡山大）

との共同研究より。 NLamino -cyt idine 
は3令幼虫が生育している培地上に，こ

の溶液を滴下して処理。他の検体は培地

中に混入，●大きなシングルスポ ット， ● 

小さなシングルスポット， 〇ふたごスポット

ただ，翅毛スポットテスト系が，染色体組換え

を利用しているので，真核生物の細胞に対して

しか生物学的作用を示さない物質が，この系で

検出できることは期待してもよい。

しかし，現実問穎として，簡便なinvivoテ

スト系に求められるのは，細困の試験において

みつかった変異原が，高等真核生物においては

どのような効果を示すかの検証である。図 7に

は，サルモネラ菌あるいは大腸困に対して，き

わめて強い遺伝子突然変異誘起作用をもつAF

-2 (KondoとIchikawa-Ryo, 197::l), トリ

プトファン加熱分解物Trp-P-1,Trp-P-2, 

(Nagaoら， 1977)およびN4-aminocyt idine 

(Negishiら， 19 83)に関して得られた翅毛ス

ポットテストの結果をまとめている。この図よ

り，これらはいずれもハエ翅原基細胞において

も，変異原性効果を示すことがわかる。しかし，

super mutagenとはみなせない。 原核生物に

おける変異原性の強弱の概念は，真核生物多細

胞系においてはそのまま通用しないのである。

ハエの翅毛スポットテスト系は，バクテリア

を用いる復帰変異試験の疑陰性結果を補い，さ

らに陽性結果の過大評価をチェックする上です

ぐれた短期invivo試験系として期待してもよ

さそうだ。

A., and Sobels, F.H., eds.) Elsevier North 

Holland, 259-264 (1977). 

7) Negishi, K., Harada, C., Ohara, Y., Oohara, 

K., Nitta, N., and Hayatsu, H.: N4-Arnino-

cytidine, a nucleoside analog that has an 

exceptionally high rnutagenic activity. Nude-

ic Acid Res., 11 : 5223-5229 (1983). 

5． おわりに

ハエの翅毛スポ ットテストのことをチューリ

ッヒ大学の研究者達はSMARTと称している。

Somatic Mutation And Recombination 

Testの略である。このテスト系を用いるとわ

れわれ自身がスマートになるような気がするか

ら不思議だ。バクテリアの試験で得られた結果

だけで一喜一憂する時代は過ぎつつある。

文献

1) Becker, H. J.: Genetic and variegation mo-

saics in the eye of Drosophila. Curr. Topics 

Develop. Biol., 1 : 155-171 (1966). 

2) Graf, U., Juon, H., Katz, A. J., Frei, H.J., 

and Wurgler, F.E.: A pilot study on a new 

Drosophila spot test. Mutation Res., 120: 

233-239 (1983). 

3) Graf, U., Wurgler, F.E., Katz, A. J., Frei, 

H., Juon, H., Hall, C.B., and Kale, P.G.: 

Somatic mutation and recombination test 

in Drosophila melonogaster. Environ. Muta-

gen., 6: 153-188 (1984). 

4) Hayne~. R.H., Little, J.G., Kunz, B.A., and 

Barclay, B.J.: Non-DNA primary target 

for the induction of genetic change. In, En-

vironmental Mutagens and Carcinogens 

(Sugimura, T., Kondo, S., and Takebe, H. 

eds.) Univ. of Tokyo Press, 121-128 (1982). 

5) Kondo, S., and lchikawa-Ryo, H.: Testing 

and classification of mutagenicity of 

furylfuramide in Escherichia coli. Jpn. J. 

Genet., 48: 295-300 (1973). 

6) Nagao, M., Yahagi, T., Kawachi, T., Seino, 

Y., Honda, M., Matsukura, M., Sugimura, 

T., Wakabayashi, K., Tsuji, K., and Kosuge, 

T.: Mutagens in foods, and especially py-

rolysis products of protein. In, Progress in 

Genetic Toxicology (Scott, D., Bridges, B. 

8) Rasmuson, B., Svahlin, H., Rasmuson, A., 

Montell, I., and Olofsson, H.: The use of 

a mutationally unstable X-chromosome in 

Drosophila melanogaster for mutagenicity 

testing. Mutation Res., 54: 33-38 (1978). 

9) 坂本豊：抗腫揚性薬物の変異原性複合試験系

の検討．大阪大学医学部博士論文（1984).

10) Wurgler, F.E., Graf, U., and Frei, H.: 

Somatic mutation and recombination test 

in wings of Drosophila melanogaster. In, 

Colla bora ti ve Study of Short-Term Test for 

Carcinogens (Ashby, J., de Serres, F.J., 

Draper, M., Ishidate, M. Jr., Margolin, B., 

Matter, B., and Shelby, M.D., eds.) Elsevier 

North Holland (in press). 

11) Vogel, E.W.: Activity of 10 compounds in 

the Drosophila somatic recombination and 

mutation (SRM) using the wーv.f0system. 

Ibid. (in press). 

-112 - -113 -



4. 変異原の検出と環境汚染



環境変異原研究6:117 - 124 (1984) 

青綿を用いる現境変異原の検出法

岡山大学薬学部

一． はじめに

ブルーコッ トン（青綿，あおわた）は，脱脂

綿を青色素，銅フタロシアニン誘導体，で染め

たものであり ，多環式有機化合物を特異的に強

く吸着する性質があるため環境中の変異原物質

の分離検索に用いられる。どのような経過でこ

の新吸着剤が開発されるに至ったか，どのよう

な利用ができるか，などを以下のべたい。

2
 

チョークの中の変異原性

私は大学に勤務しているので，講義をする義

務がある。講義は，黒板に字を書いては消し，

書いては消し，の作業である。いつもその際に

気にかかっていたことは，チョ ークの粉末を吸

い込むことである。そこである時，黒板のチョ

ーク受けに貯った粉を集めて実験室へ持ち帰り，

その変異原活性を調べることにした。講義室か

ら持ち帰ったチョ ークの粉をメタノ ールで抽出

し，抽出液についてサルモネ ラ菌TA98, +S 9, 

によって変異原性を調べたところ，陽性の結果

を得た。この粉はいろいろな色のチっ ークの混

りである。そこで，どの色のチョ ークがこの変

異原性の原因となっているかを次に調べた。す

ると青チョ ークが，原因であることがわかった。

白チョークが陰性なので，青チョ ーク中の青色

色素に変異原が存在することはすぐ想像された。

色々なブランドの青チョ ークを買い集めてテス

トしたところ，全部ではないが大部分のものが

変異原性を示した。結局，これら陽性を示した

チョーク製造に用いられた青色色素に問題があ

ることがわかり，製造元の工場の人と対策を協

議することとなった。この色素は銅フタ ロシア

ニンであるが，純品の銅フタ ロシア ニンには変

異原性はないこともわかった。従って，色素の

3
 

早津 彦哉

製造過程で混入してくる不純物が原因であろう

ということになった。実際，この色素をメタノ

ールで抽出すると，無色の物質が得られ，強い

変異原性が認められた。この変異原物質の正体

は何かということも興味ある問題であり，すで

に解決しているが，ここではふれない(Hayatsu

ら， 1984)。この物質は銅フタ ロシアニン製

造の際の副産物として微量に出来て くるもので

あり ，製造工程を変えることによって，生成を

防げることがわかった。こうして，現在では青

チョ ークには変異原性はなくなった (Hayatsu

ら， 1983a)。

この一連の経過の中で，染料や色素について

勉強する必要が生じ，銅フタ ロシアニンの構造

式 （図 1)を眺めることとなった。そこでふと

気がついたことは，この化学構造がポルフィ リ

ン化合物，ヘミン（図 l)とよく似ている こと

である。私達は，次にのべるような理由でヘミ

ンの性質に興味を抱いていた。
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ヘミンは多環性変異原と複合体を作ることに

よって変異原活性の発現を妨害する

5年程以前にさかのぼるが，私達は，変異原

が生体内のいろいろな分子との相互作用によっ

てその活性が変る様子を知りたいと思い，

テス トを行う時に生体構成成分を添加してみる

ことにした。対象とする変異原としては，

Ames 

タン
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パク質を焼いたときに生ずる強い変異原物質で

あるTrp-P-1,発がん物質の代表のように思

われているベンゾ（a)ヒ°レン ，その他いくつ

かのものを選んだ。また添加する修飾剤として

は生体内低分子物質をとりあげスクリー ニング

していった。すると血色素由来のヘミンが変異

原性の抑制作用があることがわかった (Ari-

motoら， 198Oa; Arimotoら， 1980b)。

この抑制作用は， Trp-P-1,ベンゾ（a)ヒ°

レンそのほかの三環以上の縮合多環化合物に対

して強く起る。しかし 4NQO,AF 2, ニトロ

ソジメチルアミンなど，二環以下の物質の活性

には影響しなかった。ヘミンは広い平板状の構

造であり，他の多環平板状の化合物と板の積み

重なったような形をした複合体を作るのではな

いかと想像された。 ヘミン とTrp-P-1, 9 

ーア ミノアクリジン， 2 -ア ミノアントラセン

などを混ぜると ，ヘミンの吸収スペク トルに大

きな変化が生ずるところから，水溶液中でヘミ

ンとこれら多環物質が相互作用していることは

明らかである。このことからヘミンが多環性変

異原物質と複合体を作ることによって変異原の

働きを妨害するものと考えるとよいことがわ

かった。ところでAmesテストでは， これらの

変異原の活性はTA98菌で S9存在下で検出す

る。すると， S 9の働きに対する妨害かも知れ

ないという可能性がある。そこでTrp-P-2

の活性型として知られるN-OH-Trp-P-2に対

するヘミンの作用を調べたところ， Trp-P-2

に対する と同等に強い阻害がかかった。ヘミン

とN-OH-Trp-P-2の混合物のスペクトルか

らも両者が相互作用していることは明らかであ

った。これらの実験事実から ヘミン分子は，

多環化合物とくっつく性質があり，多環物質が

もし変異原ならば，その活性を妨げると考えら

れた。

4. 銅フタロシアニン誘導体も多環性変異原と複

合体を作る

銅フタロシアニンの構造がヘミンに似ていて，

なおかつその構造の平面部分が広いところから，

これも多環化合物とくっつくのではないかと想

像された。銅フタロシアニンそのものは水に全

く溶けないので，水中に溶けている変異原物質

との相互作用を見ようとするのに都合が悪い。

フタロシアニン骨格にスルホン酸基を入れて，

水に溶けるようにした誘導体があるので，これ

を用いてヘミンの場合と同様に吸収スペクト ル

変化で検討したところ，期待したように，多環

化合物とだけ相互作用が起ることがわかった。

5. 銅フタロシアニンースルホン酸誘導体を固着

したセルロースは多環性化合物を強く吸着する

このように，ヘミンや銅フタロシアニンは多

環性化合物と特異的にくっつく性質があること

がわか ったので，この性質を利用すれば，多環

性変異原物質の吸着剤を作ることができるだろ

うと考えた。幸い銅フタロシアニンスルホン酸

誘導体は，いろいろと知られており，これを適

当な支持体の上に共有結合で付けることは容易

に行い得ると思われた。支持体として何を選ぶ

かが大きな問頗であるが，セルロ ース，それも

脱脂綿を選んだ。脱脂綿は止血に用いることは

誰でも知っているが，これは表面積が大きいこ

とによる。脱脂綿を水につけると大きく膨潤す

るので水中の試料を吸着しようとする場合には

接触効率がよいと考えられる。また，試料液か

らとり出すのも簡単なので，バッチ方式で操作

が出来るなどの利点もある。

脱脂綿にReactive blue 21を働かせると，

図2に示す反応が起って，セルロースの水酸基

が銅フタロシアニンと結合した。この結合はエ

ーテル結合なので，容易には切断されない安定

なものである。また，綿という固体上での反応

は再現性にとぼしい恐れがあったが，幸い反応

-l18 -

条件を一定にすると再現性よく 1gの綿当り約

lOμmolの銅フタロシアニン残基が結合したも

のが得られた。

N aO,S~N臼°3Na

: C̀ so3Na 

S伍NH-0-S02C比 CH20S03Na
Reactive Blue 21 

＋ 

Cellulose-OH 

縮合(fuse)した形の化合物はよく吸着 し， そ

れが 2つ以下になると，急激に吸着率は悪くな

る。また白綿にもある程度吸着は起るが，その

率は青綿に比べて格段に低い。白綿を弱アルカ

リ処理しても元の白綿と変らない結果を与えた。

このことは吸着が青色素依存的に起っているこ

とを示している。表にはないが，このほか数十

種類の化合物をテス トした結果， 3環以上の化

合物で，平面性構造を持つものは殆んどすべて

強く吸着された。この中にはアフラ トキ シンB1

のように，一部分 alicycl icな構造を持ち，

完全に平面的な構造というわけではないものも

含まれている (Hayatsuら， 1983 b ;早津，

1 9 8 3)。

↓ Amesテストはヒスチジン非要求性への復帰

Na03S〔斤N→] -SO3Na 変異を観察する実験系なので，菌を生育させる

｀ ：蜀Na □□土詈言言：so2NH-0-瓢 CH疇 0-Cellulose性 5員環が一個あるが，青綿への吸着度は低い
と予想される。これを放射性ヒスチジンを利用

Blue cotton 

図 2 青綿の製造法

こうして得られた青色の綿は，期待通り多環

性の平面構造を持つ化合物を非常によく吸着し

た。変異原物質を中心として多数の化合物につ

いて吸着度を調べた。また，対照実験としては，

単なる脱脂綿（白綿），および青綿製造の過程

で弱アルカリ処理を行うので，そのような処理

を（色素なしで）ほどこした脱脂綿を用いて吸

着を行った。吸着した化合物を青綿から脱着し

て溶かし出すのは，いろいろ試みた結果，メタ

ノールにアンモニア水を少量加えた液を用いる

のがよいことがわかり，それによって行った。

表 1にいくつかの代表的な例を示してある。

これでみるとわかるように，芳香環が 3つ以上

して調べてみると， 0.1％以下の吸着度であり，

殆んど問題とならない程度であるとわかった

(KobayashiとHayatsu, 19 8 4)。

6. 青綿を用いて環境変異原を簡単に検出できる

上にのべた吸着は，多環性変異原が希薄に溶

解している水溶液中で起る。 Trp-P-1につ

いて液性の変化，塩濃度の影響，吸着の起る速

度など調べると， pH 4-9で変化しないこと ，

食塩の濃度は変えても影響はないこと，吸着は

1分間以内に急速に起ることなど，都合のよい

点が明らかとなった。

環境中の変異原物質の多くはご く微量にしか

存在しないため，それらを分離，検出するのは

容易でない場合が多い。さらに共存物質によ っ

て変異原活性がマスクされてしまう場合もある。
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表 1 代表的な変異原物質の青綿と白綿（脱脂綿）への吸着

濃 度
化 ＾ ロ 物

（生(理μ食M塩)水）

CH3 

こ NH,

0. 2 

Trp -P-2 

。ごごOCこH, 1 0 0 

メトキシソラレン

〔
N o N尼-CH3 4 

CH3 

N 

Mel Q x 

｀ 4NQO 

5 0 

(CH3)NNO 0. 1 
ニトロソジメチルアミン

多環構造を持つ変異原は多数あり，知られてい

る変異原全種類のうち約¼を占めている。とく

に，食べ物の加熱調理で生成する変異原は人間

が摂取するため関心が持たれているが，一連の

構造既知のものは殆んどすべて三つの縮合環を

持っていて，青綿への吸着が強く起る。従って

青綿を用いて，食べ物など環境のサンプル中の

変異原の有無，その強さを容易にモニターでき

ると考えられる。図 3に，混合物中からの多環

性変異原の分離の原理を示してある。

青綿への 白綿への 青綿から抽出

吸
して得られる

着 率 吸 着 率 総回収率

％ ％ ％ 

9 3 3 3 9 3 

9 8 8 9 8 

9 2 6 8 9 

1 1 

゜

゜

7. 染毛剤の変異原性

青綿を用いると有効な一例をあげよう。染毛

剤には変異原物質が入」ていることが以前から

知られている。市販の染毛剤をス ーパーマ・ーケ

ットで買ってきて調べてみた。色素液と酸化液

に分れているタイプのものであったが，色素液

そのものを 1滴（50瓜） あるいはその珈とって

Amesテスト (TA98, + S 9)しても陰性で

あった。しかしこれを水でうすめてから青綿を

少量使って吸着し，メタノー）レーアンモニアで． 
抽出したところ， 1滴分でHiぶ復帰コロニー

数が 3,400 出た。またその½oでも 3 2 0コロニ ー

-120 -
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が出現し，強い陽性を示した。もとの液で陰性

なのは，共存している化合物による妨害と考え

られる。この実験では，操作中の光酸化の可能

性を除くため，暗所で操作を行っている。この

青綿処理は，操作が簡単で，時間もご く短かく

て済む。ほんのわずかの手間で，変異原性が検

出できるようになった例である。

8. 喫煙者の尿の変異原性

タバコを吸う人の尿には変異原性があること

が知られている。 Amesら(19 7 4)および

Commonerら(19 7 4)は，別の目的で尿そ

のものをサルモネラ悲とまぜてテストしていた

が，喫煙者の尿では変異原性が低いためその方

法では検出できない。そこでYamasakiと

Ames (1 9 7 7)はAmber1 i te XAD-2樹

脂（スチレンージビニJレベンゼン共重合体）を

カラムにつめて，尿を通し，非極性化合物（変

異原を含む）を吸着させ，カラムを水洗したの

ちアセトンで溶出する方法を案出した。この方

法によって喫煙と尿中変異原性との因果関係を

明らかにしたのである。

その後，多くの研究者が尿の変異原性を調べ

るようになった（根岸と早津， 1 9 8 3)。喫煙

以外の要因として例えば薬剤曝露との関係

(Falckら， 1979;Nguyenら， 1982),

食事との関係 (Bakerら， 1982), なども

研究対象となっている。しかしながら，変異原

性テストのための前処理が時間と労力を要する

ため，多数のサンプルを調べることは容易では

ない。また一 日分の尿を集めて処理するような

場合， カラムを通過させる時間も長くかかる。

喫煙開始と尿中変異原出現との経時的追跡のよ

↓ メタノール／アンモニア
うな場合，多数のサンプルを短時間で処理する

必要があるため，研究遂行が困難となる。青綿

を用いればこの「前処理」はごく簡単になるの

で，このような目的の研究が行える。図 4は私

達が行った経時的追跡の結果の一つである。こ

▲ ▲ ▲ ▲・ 

図 3 青綿への変異原の吸着と脱着
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のように尿中の変異原性は，喫煙に対する急性

の応答であることがわかった。長い年月喫煙し

ていた人が禁煙して，半年以上経過した場合の

尿をいくつか調べたが，いずれも陰性であった

ことも上の結果と矛盾しない。 XAD法との感

度の比較も行ったが， 6例中 5例について青綿

法の方が高感度であった（表 2)。なお， Sep-

Pak法も比較してみた が，これは感度が非常

に低かった (KobayashiとHayatsu,

1 9 8 4)。

青綿法は， XAD-2法とちがって，予じめ

カラムを作る手間が不要である。大容量の尿の

多数のサンプルを処理するのに適している。例

えば， 1 0 0叫以上の尿 5サンプルを，実験者 1

人で前処理して変異原性テストの段階までもっ

His+ 

300 

＾ 
゜゚
2
 

廿
西
俎
ヽ

巴1¥ 
ロ100
n 
踪 ［上（ タバコ本数）
総 control

＼ ｝ 
I I 

2 3 2 3 3 
1 9 9 1 1 1 

゜10 12 14 16 18 20 22 24 時刻

図 4 喫煙と尿中の変異原性出現との時間的関係
(22歳男子が禁煙 2日後に実験）

表 2 喫煙者の尿の変異原性。青綿法とXAD-2樹脂法の比較

尿10 0叫によるHiぶ復帰コロニ ー数
（サルモネラ態 TA98, +S 9) 

サンプル A-1 A-2 A-3 B
 
c
 

D
 

青 綿

X AD  - 2 

1 9 0 

3 0 

6

5

 

1

7

 

2

1

 

4

1

 

7

9

 

2

4

 

4 8 0 

3 8 6 

3 9 2 

1 5 8 

6 7 4 

4 9 7 

A-Dの喫煙者の午後 3時頃の尿。各 200叫を 2等分して青綿法あるいはXAD-2法で処理した。

ていくのに， 4時間以内で完了することができ

る。

9. 食品の変異原性の検索

焼いた牛肉中の変異原性を調べたり，変異原

物質を抽出濃縮するのに青綿は役に立つ。牛の

ひき肉をフライパンでこげ目がつくまで焼き，

お湯で煮出す。こ の煮出し液に青綿を入れて吸

着を行うと ，生肉 2.5g当り 3O O - 4 OOH is+ 

復帰コロニーが得られた。この抽出で得られる

油状物質は，再び水にとかし直して青綿吸着す

る操作をくり返すことによって，変異原性をあ

まりロスしないで精製することができる。この

ような青綿処理サイクルを 3回行うと， 2 0 0 g 

生肉から 1mg以下の抽出物が得られ，変異原の

回収率は初めの青綿処理後のものの約50％であ

った (Hayatsuら， 1 9 8 3 C)。

食品の変異原性をスクリ ーニングしたい時，

大量の共存物質の影響で検出困難なことが多い。

青綿は簡便な方法なのでこのような目的に用い

るのに好適であると思われる。固型物が混って

いたり，かゆ状のものであっても，青綿を水透

過性の袋（ティ ーバッグのようなもの）に入れ

て使えば，あまり能率を落さないで吸着ができ

る。

国立がんセンタ ーの佐藤茂秋，杉村隆両博士

らは，最近アミノ酸，糖およびクレアチニンの

混合物を焼いて得た「こげ」から，新しい構造

の変異原物質dimethylIQxを単離するこ と

に成功したが，この実験で青綿が役立っている

(Negishiら， 1984;Jagerstadら，
1 9 8 4)。

10.環境の水域の変異原性

河川の水質の被検項目の一つとして，変異原

性がしばしば取り上げられる。今後，工場の排

水，フ ー゚ル水，海水なども調査対象となること

が多くなると思われる。青綿はこ のような目的

にも応用できる。対象とする水をくみ上げて調

べる場合にも利用できるであろうが，もっと簡

単な使い方は，直接その水域に青綿を浸す方法

である。例えば，岡山市を流れる旭川について

上流から河口近くまで多くの地点に青綿各 1g 

をつるし， 24時間後集めて調べたところ， TA

98, +s gでのHis十復帰コロニー数が市域へ

入る少し上流で 40,市域に入ると 40 o,河口付
近の工場地域で 1,0 0 0 -2, 0 0 0という値を示 し

た(Hayatsuら， 1983b)。このように，環

境水域の変異原性を簡単にモニタ ーできる。高

い汚染水域を見つけたいような場合，最適の方

法であろう。

11.綿以外の担体

セルロ ースパウダーにも，綿の場合と同様に

この色素が固着できる。これをカラムにつめて

クロマトグラフィ ーを行うと，銅フタロシアニ

ンに対するアフィニティの強さの差によって，

変異原相互の分離が可能である（石津ら，

1 9 8 3)。 この技術は，現在さらに開発中であ

る。

またシリカゲルに銅フタロシアニンを固着す

ることもできるので，高速液体クロマトグラフ

ィーのカラムとすることもできる。これを用い

た変異原相互の分離が可能と考え られ，すでに

かなりの成果をあげることができた（小林ら，

1984)。

12. おわりに

青綿は思わざる経緯で，たまたま発見された

新しい素材である。その利用は，これから先い

ろいろと収穫をもたらす可能性を持っている。

実際，青綿を利用することによ って，いろいろ

なところに変異原性が見つかりはじめている。

一方，青綿は万能ではなく，変異原全体の一部

しかつかまえられない。ニトロソアルキルアミ

ンなど，青綿で捕捉できないものを目標にして

研究を進めることも大切である。
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調理食品の変異原性について
—一青綿法による変異原活性の測定 1I__  

山陽学園短期大学家政学科食物栄養 村岡知子・大下市子※

安田公子

1． はじめに

発がんと食生活の関連性が疫学的な研究から

も強く 示唆されている現在 （富永 1984)実際に

即した一般食品のもつ変異原性の測定を通して

危険度の高い食品の，ま たは，調理方法の洗い

出しの必要性が，高ま って来た。これら多くの

調理食品の変異原活性測定結果を蓄積すること

によ って，より安全な食生活を守るため，安全

な食卓の調達のためにどのような配慮が望まし

いかを考える指標を見出すことが可能になるは

ずである。

食品構成成分や，食品材料，調理食品などに

存在する変異原物質の研究は，モデル実験など

を通して多くの研究者によって進められ，報告

されている。（長尾 19 8 2, 若林 19 8 2, 全米

科学アカデミー 19 8 2)しかし，多種多様な食

品材料の組み合せや調理方法の変化によ って特

徴づけ られている調理食品の変異原性について

の研究は今だ数少ない。それ故に，我々は実際

の食品の変異原活性について測定して来た。

食品中の変異原活性を微生物を用いて測定す

るに当って，我々が直面する事は，混在する脂

質と繊維質の処理方怯である。幸いHayatsu

(1 9 8 3)らによって，考案された青綿法は，

フレームシフト型変異原物質の回収に有効で，

これらの混在物の障害が軽減さ れ，再現性高く

測定出来るので，この方法により，調理食品中

のフレームシフト型の変異原活性を昨年に続い

て測定し，調理方法の相違により活性値の変動

が示されることを調べたので報告する。

※現在，大下学園短期大学家政学科

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 15食分，主食 6種，スーフ゜頚 7

種，副食 14種，デザート 2種。

家庭調理の手法に従って調製した， 27種の

調理食品を用いた。

(2) 変異原物質の抽出および測定

調理食品 1食分について，早津らの青綿吸

着法 (19 8 2)を調理食品用に一部変更した

抽出法（村岡 19 8 2)を用い，抽出物を 100

M のジメチ）レスルホォキ、ンドに溶解して試

料とした。

変異原活性の測定には， Salmonella typ-

himurium TA 9 8を用い， Ames法(1975)

の矢作らによる変法，前保温法 (19 7 7)を

用いた。 S-9は，ラット肝にフェノバルビタ

ールと， 5. 6.ベンゾフラボン処理したラット

肝から調製し 50 μf,を使用した。

3. 集団給食食品の変異原活性

成人女子昼食用に調製された大量調理食品30

種の変異原活性を表 lに示す。

TA 9 8 S-9 mix存在下でのHiぎの復帰突

然変異菌数は，ほとんど食品で 1食当り， 100 

個以下で，自然突然変異数の 2~3倍以内であ

り，副食食品中に，メルルーサのたった揚げ，

スコ ッチエ ッグ，チキンチーズフライの 3品の

みが 10 0個以上の変異原活性を示していたにす

ぎなかった。これらの結果は，前年の測定値に

比べて，著しい相違はみられず，有意の活性を

示すものは認められなかった。
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表 1 成人女子昼食用集団給食食品の変異原活性 これらの比較的高い変異原活性を示した食品

は，昨年同様タンパク質を主材料とするもので

調理方法は，揚げ物であった。
食品名 His+ rev 

(TA98 +S-9) 

主食雑煮 2 6 

カレーライス 3 8 
焼そば 6 2 

スパゲティミートソース 3 8 
マカロニグラタン 4 0 

サンドイ ソチ（ 玉子 ・ハム ・レタス） 2 1 

スーフ゜

中華風スーフ゜ 93 

さやいんげんとウィンナーのスープ 3 4 

ポタージュ 3 6 

コーンスープ 3 7 

ほうれん草のスープ 48 

あさりのチャウダー 4 2 

にんじん入りスーフ゜ 5 7 

副食

サラダ 3 8 
マカロニサラダ 3 8 
ツナポテトサラダ 3 8 
変わりハンバーグ（豆腐） 3 2 

メルルーサのたった揚げ 1 1 7 

メルルーサのホイル焼き 2 9 

ポークビーンズ 4 2 

レバーの しょうが焼き 4 2 

スコ ッチエ ッグ 1 8 2 

肉 （合びき） ダンゴ串焼き 4 5 

チキンチーズフライ 1 3 7 
ピーフストロガノフ 3 8 

肉そぼろ（韓国風冷めん用） 82 

とり肉のクリームコロ ッケ 7 2 

デザート

ミルクゼリ ー 4 2 

カスタードフ゜リン 3 3 

表 2 調理方法による比較

4. 調理方法による変異原活性の比較

一般家庭調理では，材料の性質によって ，加

熱調理方法が選択され，同じ材料でも多種の調

理食品となって供される。この家庭料理の手法

を用いて，我々の研究室で調製した食品につい

て測定した変異原活性を表 2に示す。

一般に焼いた食品と ，煮た食品とでは．その

活性には，加熱温度の影響が明らかに示されて

tヽた。

煮魚に比較して， 焼いた魚の活性は， 2～10 

倍のひらきがあり ，焼き方によっても，活性物

質の生成量に差が示された。直に素焼きにする

場合に比べて，照り焼きにした場合に活性が低

下する食品と ，むしろ高く示される食品の 2通

りの結果が得られた。材料タンパク質とたれの

成分により生成される変異原活性物質の多様性

が示された。

突然変異コロニー数／ 1食 (TA98+S-9) 

食品名 重量 g 焼 ＜ 煮 る

塩焼き 照り焼き ム ニエ ル み そ しょう油

うなぎ 6 8.5 4 2 7 
3 6 9 

ぶり 8 7.8 1 8 5 9 9 
1 3 1 6 1 

56 2 2 2 
さわら 5 0 284 

5 5 1 9 4 
4 6.5 780 

ささばんま 7 7 1 1 4 
6 4.3 600 294 

4 6 6 3 2 0 
6 0 68 

86 
6 8.4 6 9 44 

6 0 60 
かれい 68 5 4 

6 1 
舌びらめ 1 2 5 1 1 4 

1 3 1 
豚肉 55 183 5 

1 0 5 （ソテー） 1 2 3 3 
（しょう油ステーキ）
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塩焼きとムニエルでは ，ムニエルの活性が明

らかに低く，調理方法の違いが，活性物質生成

に大きく影響を及ぼすことを示唆している。ム

ニエルにおいては，材料表面を小麦粉で被い油

を用いて天板上で加熱調理するので，材料の受

ける加熱温度は，直網焼きに比べて低温になる。

その上，小麦粉による材料表面の被膜が水分蒸

散を防ぎ，熱伝導を妨げるために，活性物質の

生成量が，低下するものと考えられる。また，

小麦粉糖質の役割りも同時に考えられる。

5. 付け合せ食品による変異原活性の変動

主菜に添えられる食品が，主たるタンパク性

表3 添え物による影響

食品のもつ活性に与える影響をみるために，両

食品を一括物質液として活性測定 した結果を表

3に示す。

焼いた魚に添える大根オ ロシは，焼き魚の活

性を抑制する効果を示した。しかし，この抑制

効果は，一定ではなく ，ここでも調理食品中に

生成する活性物質の多様性が示唆された。

一方，集団給食で， 1人分として配膳さ れた

食品を一括して総活性を測定した場合，一般に

単品でみられた，その変異原活性が．そこに存

在する食品相互作用によって抑制されているこ

とが観察されたが，逆に調理食品相互での活性

増強は示されなかった。

重量g
突然変異 コロ ニー数／ 1食

添え 物
対 照

豚 肉 ソテー 1 0 5 1, 8 3 5 

トンカッ 1 5 7 8 1 

5 2 

マグ ロ水煮 5 0 7 6 

（マヨネーズ ） 5 9 

塩焼き

あじ 7 3. 9 5 2 9 

4 2. 4 3 3 4 

いとより 4 6 4 2 7 

さけ 4 0 3 9 1 

さんま 7 7 1 1 4 

さば 9 1 2 6 8 

たし‘ 6 0 1, 5 2 0 

照り焼き

ぶり 5 6 2 2 0 

焼きなす 7 0 6 0 

6. おわりに

以上，実際に自分達が食した食品を，一方で

処理してそのフレーム、ンフト型変異原活性を測

定した結果を記したが，各食品中に生成する変
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添え物付

1 4 3 大根

4 8 キ ャベ ッ

3 8 

5 0 玉 ネギ

4 6 

3 5 2 大根

1 8 2 

2 6 5 ” 
2 6 6 

7 2 9 ‘’ 
4 2 3 II 

4 9 ’’ 
1 1 7 ‘’ 
2 8 2 ／／ 

8 5 1 ’’ 
1 0 6 肉入りみそ

異原物質は，特に動物性タンパク食品の高温加

熱時に顕著に生成され，同じ材料でも ，調理条

件 ・組み合せる他の食品材料などによって，活

性に変動が示されることが実証され，調理食品



中の変異原物質の本体が，かなり多種多様であ

ることを示唆していた。

本年度の発表の中に，食品成分として，常に

存在するクレアチン，グルコース，グリシンを

原料として，加熱によりMeIQx,diMeIQxの生

成すること（根岸 I9 8 3)また，クレアチン，

プロリンによりIQが，生成すること（吉田 I9 8 3) 

が示されたが，これらの結果は，加熱食品中に

生成するフレーム、ンフト型変異原物質の多様性

を裏付けるものであり，賀田ら (I9 8 3)によ

って示された． Trp-p-1などの活性物質が野菜

類の繊維を強く吸着して活性を除去すること，

しかも一度吸着した活性は，容易に遊離されな

いというモデル実験は，我々の焼き魚や，焼き

肉で見られる活性の大根オロシによる低下の現

象や食卓上に整えられた食品相互の活性の変動

と一致することが示された。

今後，より広範囲の食品材料や調理方法の組

み合せによって，実際に即した活性値のスクリ

ーニングを続けていく一方で，単に現象を追う

だけでなく ，比較的高い活性を示した調理食品

中の原因物質の化学的性質を究明する必要性を

強く考えている。

この研究を進めるために，青綿を提供して下

さり，数々 の御指導と御助言を頂いた岡山大学

薬学部 ・早津彦哉教授に感謝いたします。

また，材料としての集団給食食品を提供して

下さり，調理食品調製に当って，助言指導を下

さった本学大橋良子教授に感謝いたします。
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クレアチニン，グルコース，アミノ酸混合物の加熱

による MeIQx及び新しい変異原 DiMeIQxの生成

国立がんセンター研究所 根岸 千恵・若林 敬ニ・津田 充宥

斉藤 肇 •前田満和•佐藤茂秋

杉村 隆

）レンド大学 Margaretha J函gerstad

東京大学医科学研究所 村中公めぐみ•松島泰次郎

1.はじめに モデル混合物を加熱したときに，実際これらの

ヘテロサイクリックアミンが生成されるかを検

討した。

各種アミノ酸や蛋白質の加熱物，又は焼魚や

焼肉か ら分離されたヘテ ロサイクリ ックアミン

は，サルモネラ 菌や培養哺乳動物細胞に対し著

明な変異原性を有している。（ Nagaoら， 1983;

SugirnuraとSato,1983a,b)更に，マウスにお

いてテ ス トされた 7種のヘテロサイクリックア

ミンのすべてに，発癌性が証明され，（Matsu-

Kuraら， 1981; Ohgakiら， 1984a,b)ラットに

2. 材料及び方法

おいても，そのいくつかに発癌性が証明されつ

つある。 (Takayamaら， 1984a,b)これらのヘ

テロサイクリックアミンのうち， IQ,MeIQ, 

MeIQxは イミダゾキノリン又は イミダゾキ

ノキサリン骨格をもち，亜硝酸処理により，変

異活性が失活しない等 (Tsudaら， 1982)他の

ヘテロサイクリックアミンとはやや異る性質を

示す。この 3種の強力な変異原は，最初，焼肉

や焼魚より単離され，（Kasaiら， 1980a,b,1981)

更に牛肉エキス等にもそれらの存在が確認され

ている。 (Feltonら， 1984;Hargravesら，1983

; Hayatsuら，1983a;Tureskyら， 1983)その前

駆体については，共通の骨格であるイミダゾー

ル環は，魚や肉に含まれるクレアチニン，更に

キノリン，又はキノキサリン環は，アミノ酸と

糖との加熱時のMaillard反応の生成物であるヒ°

リジン，又はヒ°ラジンであることが推察された。

(Jagerstadら，， 1983; Matsushimaら， 1982)
そこで，クレアチニン，グルコース及びアミノ

酸（グリシン，スレオニン，アラニン）を含む
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(1) モデル混合物及び加熱条件

クレアチニン，グルコース，グリシン又は

スレオニンは，モル比として，1.0: 0.5 : 1.0の

割合で14％の水を含むジエチレングリコール

中で， 12 8℃ 2時間加熱した。アラニン混合

物の場合は， 17％の水を含むジエチレングリ

コール中で 12 5℃, 3時間加熱した。

(2) 変異原の精製

グリシン及びスレオニン混合物の場合は，

加熱混合物を水で10倍に稀釈し， XAD-2カ

ラムに変異原を吸着させ，アセトンで溶出し

た。アセトン画分を，酸塩甚分配して，塩甚

性画分をとり，セファデックス LH-20カラ

ムクロマトグラフィーで分画後，活性部分を

青綿（銅フタロシアニン系色素結合綿，

Hayatsuら， 1983b)に吸着させ，その吸着

物質を，メタノール・アンモニア水混合液で

溶出し， HPLCでさらに精製した。 HPLCは，

LS-410 ODS カラムを用い， 10rnMリン酸

緩衝液 ：メタノール (55:45)で溶出した。

アラニンの場合は， LH-20カラムク ロマ トグ

ラフィーの後，シ リカゲルカラムクロマ トグ

ラフィー及び， MicroPakMCH-10カラムを

用いたHPLCで精製した。



クレアチニン グルコース，グリシン混合

物の加熱により生ずる変異原

この加熱混合物は，クレアチニン含有量70

m moleのとき， 3.7Xl07revの変異活性を

示した。またXAD-2カラムから溶出した変

異活性の大部分は，亜硝酸抵抗性であり，次

亜塩素酸処理により失活した。 青綿による精

製までで，変異原の比活性は 7600倍に上昇し，

回収率33％であった。 HPLCでの溶出パター

ンを図 lに示す。変異活性は，大きく 2つに
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クレアチニン グルコース，グリシン混合

物の加熱により生ずる変異原のHPLCパタ

ーン

分れ， （ヒ°ー ク I及び II),その比は， 10: 

1であ った。 ヒ°ーク Iは， UV吸収ヒ°ークと

よく 一致し，またその溶出位置は MeIQxと

一致した。紫外吸収ス ペクトルも MeIQxと

一致し，最大吸収は， 214,274，及び340nm 

に認められた。質量スペク トル及びNMRス

ペク トルを，図 2及び図 3に示す。両スペク

トルとも ，MeIQxと一致した。なお， NMR

スペク トル上の高磁場側の大きなヒ°ーク， そ

の他のヒ°ークは， HPLCのカラムよりの溶出

物や溶媒によるものと考えられる。これらの

結果より，ヒ°ーク Iは， MeIQxと同定した。

図 2
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C Jagerstadら，1984)この物質の回収率は，
1 7. 7 gの混合物当り，約60μgであり，サルモ

ネラ困TA98に対する変異比活性は， 1.3X 1 05 

rev/ μgと，標品のそれに近いものであった。

ピーク IIの溶出位置は， IQ及び MeIQの

それには一致しなか った。この段階では，精

製が十分でなか ったので，ビーク Iの同定の

場合の50倍量の混合物より始め， 3回のHP

LCにより約40μgの精製物質を得た。この物

質の変異活性は，亜硝酸抵抗性で，次亜塩素

酸処理により失活することによりイミダゾキノ

リン又は，イミダゾキ ノキサ リン骨格を有す

る新変異原と推察された。質量分析の結果，

分子量は 227であった。 NMRスペク トルで

Peak II 

145 

227 

は
，
 

MeIQxのものより，メチル基のシグナル

が 1つ増え，低磁場側のシングレッ トが消え，

ダブレッ トが保存されていた。これらの結果

より， MeIQxの7位にメチル化が起 った構造

が考えられた。そこで ，MeIQxに硫酸及び硫

酸第一鉄存在下で， t-butylhydroperoxideを

用いて ，選択的ラジカルメチル化を行い，標

品の 2-amino-3, 7, 8-trimethylimidazo-

[ 4, 5 -/] quinoxaline (7, 8-DiMeIQx)を合

成した。紫外吸収スペク トルは， MeIQxによ

く似ていたが，最大吸収は， 217,273,及び340

nmにあり ，精製物質と標品でよく 一致してい

た。質量分析（図 4),NMR C図 5）の結果

もよく 一致し，ヒ°ーク IIを， 7,8 -DiMeIQx 

2
 ゜

グリシン混合物のヒ°ーク lとMeIQxのNM

Rスペク トル
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のNMRスペク トル

グリシン混合物のヒ°ーク 11と7,8-DiMeIQx 

の質量スペクトル
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と同定した。 (Negishiら， 1984)この物質の

サルモネラ菌TA98に対する変異比活性は，

l. 6 3 x 1 0 5 rev/μ gであった。すなわち ，グ

リシン混合物からは， MeIQx(図 6, I)と

新変異原 7,8 -DiMeIQx (図 6, Il)が分離，

同定されたわけである。

NH1 NH2 
N=(N=(  

H 疋̀ゲ℃Ha ご〔NN疋ゲ‘CHI

ー Il 
図 6 グリシン混合物より生成した変異原の構造

I. MeIQx II. 7, 8 -DiMeIQx 

(2) クレアチニン グルコース，スレオニン混

合物の加熱により生ずる変異原

この加熱物は，クレアチニン含有羅 70Ill 

moleのとき， 2.08 x 1 0 8 revの変異活性を示し

た。 HPLCの前までで，約 3370倍の比活性の

上昇がみられた。 HPLCでの溶出パターンを，

図 7 に示す。変異活性は，大きく 2 つのヒ°—
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図 7 クレアチニン グルコース，スレオニン混

合物の加熱により生ずる変異原のHPLCパ

ターン

クに分れ，その比は，約 1: 3であった。 ヒ°

ーク 1の溶出位置は， MeIQxと一致し，ヒ°―

ク1Iは，グリシンの場合得られた 7,8-DiMe 

IQxと一致した。 ヒ°ーク I,II共に亜硝酸抵

抗性で，次亜塩素酸により失活した。ヒ°ーク

Iは，その紫外吸収，質量分析，NMRスペ

クトルより， MeIQxと同定した。混合物 22.5g

より，約 50μgが回収された。

ヒ°ーク 1Iの紫外吸収スペクトルは， 7,8 -

DiMeIQxによく似ていたが， 最大吸収は 2~ 
5 nm長波長 側に移動していた 質量分析よ

り分子量は 227であった。（図 8,上段）ヒ°

ーク 1Iと， 7,8 -DiMeIQxの違いは， NMR

スペクトルで明確に現われた。（図 9,上段）

7, 8 -DiMeIQxでみられた 4位と 5位のプロ

トンに対応するダプレッ トが消え，低磁場側

にシングレッ トが 2つ現われた。高磁場側に

は，メチル基に対応する 2つのシグナルが存

在した。これらの結果より ，MeIQxの 4位ま

たは 5位のメチル化体の構造が推定された。

3位のメチル基を照射した時， 2つのメチル

基に対応するヽングナルのうち ，高磁場側のも

のに， NOE(nuclear Over ha user effect)が

観察されたことにより， 4位メチル化の可能

性が強くなった。更に，標品としての 2-

amino-3, 4, 8-trimethylimidazo-[4,5-f]-

quinoxaline (4, 8 -DiMeIQx)が合成され，

各種スペクトルが，これと完全に一致する事

により，（図 8,9)ヒ°ーク 1Iを4,8~ DiMeIQx 

（図10)と同定した。

(3) クレアチニン ，グルコース，アラニン混合

物の加熱により生ずる主な変異原

精製の最終段階であるHPLC上， 5つの変

異活性を有するヒ°ークが認められ， 2番目の

ヒ°ークは， MeIQxと同定した。 4番目の主た

るヒ°ークは，そのUV吸収，質量分析（図8,

中段），及びNMR(図 9, 中段）の結果から，

やはり 4,8 -DiMeIQxと同定した。
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図8 スレオニン混合物のヒ°ーク II, アラニン混

合物の主変異原と， 4,8 -DiMeIQxの質量

スペクトル

図10

4. おわりに

クレアチニン，グルコース及びアミノ酸（．グ

リシン，スレオニン又はアラニン）を，通常の

調理温度に近い湿度で加熱すると， MeIQx及び

8
 

Ala Major peak 

CHCI, I e 
4,8-DiMelQx 

f 
NH, 

a N=< 

H,cでむ凡c:'
b....N~CH, 

c d 

6 4 

o (ppm) 

d
 

2
 

TMS 

゜
図 9 スレオニン混合物のヒ°ーク II, アラニン混

合物の主変異原と， 4,8-DiMeIQxのNMR

スペクトル

NH2 

前者より 7,8 -DiMeIQx,後者 2つより 4,8 -

DiMeIQxと，少なくとも 3種顆のイミダゾキノ

キサリン構造をもつ変異原が生成した。この内，

7, 8 -DiMeIQxと4,8 -DiMeIQxは，新変異原
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である。以前，焼肉中より， MeIQxを分離，同

定した際， HPLC上，DiMeIQxに相当する溶出

位置に変異活性が認められており，最近，調理

した牛肉中にも分子量227の変異原があること

が報告さ れている。 (Feltonら， 1984)なお，

スレオニンは，このモデル系で最も高い変異活

性を示 したアミノ酸であり，グリシン，アラニ

ンがそれに次 ぐ。（Jagerstadら，1983)また，

この条件下では，混合物のどの成分を除いても

変異活性を示さないので，これら3種の物質す

べてが，前駆体として関与 していると考え られ

る。肉や魚中には，種々のアミノ酸，糖及びク

レアチンが存在する。(Jones,1958 ; Laser 

Reuteswardら，1981; Sulser, 1978)クレアチン

は，保存又は加熱によりクレアチニンに変化する

ので，これらの物質が前駆体とな って， 実際の

調理時にMeIQxやDiMeIQxが生成 されている

可能性が強いと思われる。今後，新しい変異原

性ヘテロサイクリ ックアミンであるDiMeIQx

の発癌性等の生物活性を追求していく 予定であ

る。
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クレアチンと糖，脂肪酸，アミノ酸等との混合物の加熱に

よる変異原物質の生成

日本専売公社中央研究所 吉田 大輔

1． はじめに

アミノ 酸，たん白質の加熱によって強い変異

原性が発現することをわれわれは明らかにした

が(Matsumotoら， 19 7 7 ; Matsumotoら；

1978, Yoshidaら，1978)この場合，加熱温

度400℃から変異原性が検出され，50 0~6 0 0 

℃に最 も高い活性が得られた。食品の調理を考

えた場合，加熱方法や材料によ って温度はまち

まちである。直火で魚や肉を焼いたときには表

面はかなり高温になるが，一方フライパンの上

で焼いたときや油であげたときなど200℃程度

かそれ以下のことが多く，そのような条件の調

理中に も変異原性があらわれることがわかって

おり (Commonerら； 1978,Spingarnら．

1979, Rapapportら． 1979)アミノ酸，たん

白質以外の物質の加熱によって生成する変異原

物質， あるいは食品成分相互の反応によって生

成す る変異原物質が食品の調理中に生成する可

能性も考えられた。

魚や肉の中にはクレアチンが比較的多く含ま

れているが (Sakaguchiら， 198 2), クレア

チンと魚や肉の中の他の成分との加熱中の反応

によ って変異原性物質が生成することを明らか

にしたのでその概要を紹介する。

2. クレアチンと糖の加熱による変異原物質の生成

魚や肉の中に含まれる各種窒素成分と糖との

混合物の加熱による変異原物質の生成について

調べた結果を表 1に示した。 (Yoshida ら．

198 o a)アルブミンやアデニンとグ）レコースの

混合物の加熱物は変異原性を示さなかったが，

アミノ 酸混合物とグルコースの加熱物とクレア

チンと グルコースの混合物の加熱物は変異原性

を示した。とくにクレアチンとグルコースの混

合物からはかなり高い変異原性が検出された。

その変異原性はSalmonellatyphimurium TA  

100と比べTA9 8により 高い感受性を示し．

検出のためには S-9 mixによる代謝活性化が

必要であった。（表 1)

表 1 各種窒素化合物とグルコースとの混合物を

150℃, 1 h加熱した場合の変異原性

反応構成

変異コロニー数＊

（窒素化合物 Ig当たり）

TA98 TAIOO 

アルプミン＋グルコース

アデニン＋グルコース

アミノ酸混合物＋グルコース 1 3, 0 1 

クレアチン＋グルコース 144,320 

アルプミン

アデニン

アミノ酸混合物

クレアチン

I, 3 3 2 

0

0

 
6
 
3
 
＆
 

* +S9mixの値，ー S9mixでは変異原性は検
出されない。

クレアチンとグルコースの混合物は 100~125

℃ 1 h加熱では変異原性を示さず， 150℃で最

高の変異原性を示し， 200℃を越すと変異原性

は低下した。このような温度範囲は食品の調理

中に認められるものであり， クレアチンが魚や

肉の調理中の変異原物質の生成の基質になる可

能性が考えられた。

肉汁は変異原性を示すが， 肉汁調製時のよう

に長時間煮沸状態でもクレアチンとグ）レコース

の共存状態で変異原物質が生成する。各アミノ
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酸及びクレア チンと グルコースの混合物の水溶

液を10時間，還流冷却器をつけて煮沸した場合，

クレアチンとグ）レコース及びアルギニンとグル

コースの混合物の煮沸試料から変異原物質の生

成が認められた。 (Yoshidaら． 198ob)アル

ギニンとクレアチンはともにグアニジン基をも

つ物質であり，グアニジン由来の変異原物質が

魚や肉の調理中に生成している可能性が大きい。

なお加熱食品中の変異原物質を測定する際に

は抽出物全量を用いてサルモネラ困による検定

を行うことは困難であるので．一般に塩基性フ

ラクションを用いることが多い。本報ではすべ

てモデル反応物の塩基性フラクションを検定試

料としている。

3. クレアチンと脂肪酸の加熱による変異原物質

の生成

魚や肉の主要成分の 1つの脂肪酸とクレアチ

ンとの混合物を調理温度の範囲で加熱したとき

の変異原物質の生成について調べた結果を表 2

に示した。 (Yoshidaら， 1980c)

表 2 クレアチンとオレイン酸との混合物加熱物

の変異原性

加熱温度

（℃） 

1 0 0 

1 2 5 

1 5 0 

1 7 5 

2 0 0 

2 2 5 

2 5 0 

変異コロニー数＊

（クレアチン 1g当たり）

TA  9 8 TA  1 o o 

0. 0 7 X 1 0 4 

゜0. 3 3 ” ゜0. 9 5 ” ゜1. 7 5 ” ゜8. 0 ” 0. 2 1 X 1 0 4 

1 6. 9 ” 0. 2 4 ” 
3 5. 2 ” l. 9 3 ” 

* + S 9 mixの値，ー S9 mixでは変異原性は
検出されない。

クレアチンとオレイン酸混合物の加熱物では

100℃から変異原性が検出され，温度の上昇と

ともに著しく変異原性が上昇した。表 lのクレ

アチンとグ）レコースの混合物の場合の 150℃の

ときの変異原性と表 2のクレアチンとオレ ィ

ン酸の混合物の場合の 225℃のときの変異原性

とがほぽ同程度の値となっている。オレイン酸

の場合もクレアチンとグ）レコース混合物加熱物

の変異原性と同様， TA98に感受性高く ．s -
9 mixによる代謝活性化が必要である。リノ ー

）レ酸．オレイン酸など不飽和脂肪酸とクレアチ

ンとの混合物加熱物の方が．ステアリン酸， パ

）レミチン酸など飽和脂肪酸とクレアチンとの混

合物加熱物よりも変異原性は高かった。

アミノ酸混合物とオレイン酸との混合物の加

熱物も変異原性を示したが，クレアチンの場合

よりは低かった。たん白質とオレイン酸の混合

物の加熱では変異原性は検出されなかった。

フライによる調理の場合．油の温度は 180℃

程度になるが．脂肪酸とクレアチンの反応によ

る変異原物質生成の可能性がある。

4. クレアチンとアミノ酸の加熱による変異原物

質の生成

魚や肉の中には遊離のアミノ酸も含まれてい

るのでクレアチンとアミ ノ酸との混合物を 200

℃ 1 h加熱したものの変異原性を測定した結果

を表 3に示した。 (Yoshidaら， 19 8 2)ほと

んどのアミノ酸についてクレアチンと共に加熱

したときに変異原性が検出されたが， クレアチ

ン当たりの生成した変異原性の強さで比較する

と， シスチンとクレアチンの混合物加熱物の変

異原性は，グ）レコースとクレアチン混合物の場

合と比べ約10倍も変異原性が高く，スレオニン，

フェニJレアラニン，メチオニン， トリプ トファ

ン， バリン， フ゜ロリンなどとの場合はグルコース

とクレアチンの混合物の場合とほぼ匹敵する変

異原性を示した。

-138 -

表 3 クレアチンとア ミノ 酸混合物の加熱物

(2 00℃, 1 h)の変異原性

変異コロニー数＊

反応構成 I アミノ酸lmmol
当 た り

ッスチン ＋ クレアチン 6 5. 5 X 1 o 4 
スレオニン ” 1 3. 5 ” 
フエニルアラニン ” 1 1. 2 ” 
メチオニン ff 1 0. 7 ” 
トリプ トフ ァン ” 9. 5 ” 
バリ ン ” 4. 9 ” 
プロリ ン ” 4. 7 ” 
セリ ン＇ ” 2. 1 " 
リジン ” 0. 7 7 II 

グルタミン酸 ” 0. 5 2 ” 
アラニン ” 0. 3 4 ” 
アルギニン ” 0. 1 2 ” 
アスパラギン酸 ” 0. 1 1 ” 
グリ シン ” 0. 1 0 ” 
ヒスチジン ” 0. 1 0 ” 
ロイ シン ” 0. 0 8 ” 
チロシン ” 0. 0 8 ” 

* TA9 8, +S9mixによる。

5. クレアチン，糖，アミノ酸混合物の加熱物中か

らIQなどの検出

クレアチンから生成する変異原物質はク

レアチンが環化した形のイミダゾール化合物で

ある可能性が 高 い。葛西らが焼き魚や焼き

肉の中から分離し変異原物質として報告してい

るIQ, MelQ, MeIQxなどはすべてイミダ

ゾール化合物である。 (Kasaiら，1980,Ka-

saiら， 1981)われわれがクレアチンと糖の混

合系の加熱による変異原性の発現について報告し

てから 2年後に，Jagerstadらはクレアチニン，

成功しなかった。(J~gers tad tら， 19 8 3)わ

れわれもクレアチンと糖，あるいは脂肪酸， ク

レアチン，グリシン， グルコースの 3種混合物

の加熱物中の IQの分離を試みたが検出するこ

とはできなかった。これらの加熱物には IQ以

外の変異原物質が含まれているものと思われる。

クレアチンとアミノ酸の混合物も表 3に示し

たように加熱により変異原性を示したので，お

のおのの加熱物中の IQの分離を行ったところ，

クレアチンとフ゜ロリンの混合物の加熱により I

Qが生成されることを見出した。 (Yoshidaら，

1 9 8 4) 

NH2,NH2  

HN＝天 N＝=(
HOOCツ N‘CH□。よジ‘N‘CH3

(ldi、HC□
(III) 

□‘COOH 
H 

(IV) 

クレアチン（I), クレアチニン(Il). I Q(III), プロ

リン(N)の構造

プロリンは魚や肉の中に含まれているので，

(Penetら，1983)このような形での IQの生

成が調理中に起こっている可能性がある。一方

クレアチニン，グリシン，グルコース 3種混合

物のりD熱物中からMeIQxが最近検出されてい

る。（ J恥gerstadら． 1984)

糖，アミノ酸の混合物の加熱により IQ化合物 6. おわりに

が生成する経路を提唱し， これらの加熱物から 魚や肉の調理中に生成する変異原物質は，魚

変異原物質として IQ化合物の分離を試みたが， や肉の中に含まれるクレアチンに由 来 し，共存
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する糖，脂肪酸，アミノ酸などを加熱中に反応

して生成する可能性について指摘したが，実際

の食品の場合には成分の種額，量ともにまちま

ちであり，また加熱方法もかなり幅があるので，

変異原物質の生成状況は複雑であると思われる。
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疑変異原性発がん物質の培養細胞に対する
変異原性について

国立遺伝学研究所

個体遺伝研究系形質遺伝研究部門 黒』］ 行・昭

分子遺伝研究系変異遺伝研究部門 横井山晶子，賀田 恒夫

1. はじめに

最近 10年間ばかりの間に，サルモネラなど

の微生物の系に，動物肝ミクロソーム分画を加

えた系で環境中に存在する種々の変異原物質が

効率よく， また鋭敏に検出されるようになった。

しかし，一方では微生物の系で変異原性が検出

された物質でも実験動物に対しては発がん性が

みられなかったり，逆に実験動物で発がん性が

見出された物質が微生物では変異原性が検出さ

れない場合もかなり存在する。

われわれは，哺乳動物の培養細胞系を用いて，

これまで多くの化学物質の突然変異誘発作用に

ついてしらべてきたが (Kuroda,1975a, b; Su -

giuraら， 1978), とくに微生物では変異原

性の検出されない発がん物質の中で， aniI ine 

やいくつかの芳香族化合物について，その変異

原性を検出した（黒田と浅倉， 19 8 2)。本研究

では， さらに世界保健機構(WHO)の「化学

物質の安全性に関する国際フ゜ログラム」 CI P 

CS)でも取上げられた微生物では変異原性の

検出されない発がん物質のいくつかについて，

チャイニーズ・ハムスターV79細胞のHGPRT

C 6 -thioguanine抵抗性）を指標として， そ

の変異原性をしらべ， これらの発がん物質が哺

乳動物細胞に与える影響を明らかにし，発がん

物質検定のための哺乳動物細胞の突然変異原性

検出法の有用性を検索した。

むEagleのMEM培養液を用いて大量に増殖さ

せ，多数のアンプルに分注して凍結し，各アン

プルの細胞を融解後， HAT培養液で培養し，細

胞集団中に存在するHGPRT欠損細胞を除去し，

正常培養液中で増殖させ， 4週間以内の細胞を

用いた。

調べた化学物質は， hexamethylphosphora-

mide (HMPA), o-toludine, benzene, 

safrole, phenobarbitalの5種の発がん物質

とcaprolac tam, benzoi nの2種の非発がん物

質である。これらの化学構造は図 1に示した。
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チャイニーズ・ハムスターV79細胞のクロー 図 1 本研究に用いた 5種の発がん物質および 2

ン系を用いた。この細胞を 10％牛胎児血清を含 種の非発がん物質の化学構造
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化学物質の細胞生存率に対する影響は 60 mm 

のフ゜ラスチックシ ャーレに 1肛個の細胞をまき，

正常培養液中で 20時間培養後，種々の濃度の

化学物質で 3時間細胞を処理し，正常培養液に

戻して 6日間培養し，形成されたコロニー数を

算定し，非処理の対照のコ ロニー数と比較して，

細胞生存率を算定した。

化学物質の突然変異誘発作用は， 2 X 1 05個の

細胞を 100mmのシ ャーレにまき，正常培養液中

で20時間培養後，化学物質で細胞を 3時間処理

し，正常培養液中で 6日間の突然変異発現時間

培養する。細胞を解離して新しいシ ャー レに 2

X 1 05個ずつの細胞をまいて， 5μg／叫の6-

th i oguan i ne (6 T G)を含む培養液中で 2週間

培養し，形成された 6TG抵抗性 (HGPRT

欠損 ）の細胞コロニーを算定 した。細胞再播種

の際， 6 0 mmのシ ャー レに 10 2個の細胞をまき，

正常培養液中で 7日間培養して コロ ニー形成率

を測定し， 1 05生存細胞当たりの突然変異率を

算定した。これから非処理の対照の突然変異率

を除いて誘発突然変異率を算定 した。

代謝活性化のためにラット肝s-9分画（オ
リエンタル酵母工業 ）にMgCii,KCI,gluco-

se-6一燐酸，NADPH, NADHおよび燐酸

ナト リウムを添加した S-9 Mixを用いた。

3. 細胞生存率に対する作用

チャイニーズ ・ハムスターV79細胞の細胞生

存率に対する検定 した化学物質の作用は図 2に

示した。発がん物質であるHMPAやo-tolui-

dine.benzeneおよび非発がん物質である ca-

prolactamは使用した 50 Qμg／叫 の濃度まで

はほとんど細胞生存率に対する影響はみられな

かった。 これに対して，発がん物質である sa-

froleと非発がん物質である benzoinはかなり

強い細胞毒性を示し，それぞれ 300μg／叫およ

び 500μg／叫の濃度で生存コロ ニーは見出され

なかった。phenobarbita Iは3011-g／叫 で細胞

1.0 

細 0.1
抱

'I'. 

{f. 

4{ 

0.01 
100 300 400 500 

iT.'I J¥r (JJ g •I ) 

BENZENE 
CAPROLACTAM 
HMPA 

図 2 各化学物質のチ ャイニー ズ ・ハムスターV

79細胞の生存率に対する作用

生存率を怜に低下させるが，それより高い濃度

においてもほとんど同じ程度の細胞毒性を示し，

それ以上細胞生存率の低下はみられなかった。

4. 突然変異誘発作用

チャイニー ズ・ ハムスタ ーV79細胞の 6TG

抵抗性突然変異誘発に対する検定した発がん物

質の作用は図 3(HMPA),図4(o -tolu-

id ine),図5(benzene),図6(safrole), 

図7( phenobarb ital ) に示しt~ また，非発が

ん物質の作用は図 8(caprolactam)および図

9 (benzoin)に示した。

HMPAは 500μg／叫の高劇度で弱いながらも，

突然変異誘発作用が認められた。 o -to 1 u id i ne 

は今回使用した発がん物質の中では最も強い突

然変異誘発作用が認められ，500μg／叫 の濃度

で 5.5 X 10・5の誘発突然変異率を示した。それよ

り高い濃度ではかえって突然変異率が低下した。

S -9 Mixの添加により ， o -toluidineの突

然変異誘発作用は消失した。

benzeneはS-9 Mixを添加 しない場合に50

μg/m¢および 10 0,t.tg／叫でごく低い誘発突然変

異が検出されたが，対照とほとんど有意差はな

(, S -9 Mixを添加 しても突然変異率の上昇

はみられなかった。 safroleは2QQμg／戒の濃

度でやや高い突然変異率が見出され， phenoba-

rbi talは50Qμg／叫の濃度まで， ほぼ濃度に依

存 して突然変異の上昇が観察された。
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図3 チャイニーズ ・ハムスターV79細胞におけ

るHMPAの突然変異誘発作用
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図4 チャ イニ ーズ ・ハムスターV79細胞におけ

るo-toluidine の突然変異誘発作用

以上のように 5種の発がん物質の中でben-

zeneを除いて他の 4種はいずれもチャイ＝ーズ・

ハムスターV79細胞の突然変異誘発作用が見出

された。

非発がん物質としてしらべた 2種の中で ca-

prolactamは 1,000μg／叫の濃度でもS-9Mix

の有無にかかわらず突然変異はま った＜誘発さ

れなかった。これに対して同じく非発がん物質

である benzoinはS-9 Mixなしでは突然変異

誘発作用が認められないが， S -9 Mix存在下

では濃度依存性の突然変異率の上昇が見られた。
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図 5 チャイニーズ ・ハムスタ ーV79細胞におけ

るbenzeneの突然変異誘発作用
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図 6 チャイ ニー ズ ・ハムスタ ーV79細胞におけ

るsafroleの突然変異誘発作用
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5.考察

本研究において使用された 5種の発がん物質

はいずれも実験動物で発がん性が認められ．ま

たDNAとの反応性が知られているにもかかわ

らず，微生物の系では変異原性が検出されない

か，結果が疑わしいものである。これらの発が

ん物質はチャイニーズ・ハムスターV79細胞の

系では上に述べたようにbenzeneの場合を除い

ていずれも S-9 Mixの添加なしに 6TG抵抗

性突然変異の誘発作用が認められた。

著者らはすでにチャイニーズ・ハムスターV

79細胞の 8-azaguanine抵抗性を指標に，芳

香族化合物として微生物の系では変異原性が検

出されないaniI ineとその誘導体である o-,

m-, p-chloroaniline, nitrobenzene, 

hexachlorobenzeneなどの変異原性を検出し

ており（黒田と浅倉， 1982), とくに aniline

はラットで牌臓や下垂体，副腎に腫瘍を形成す

ることが報告されている (Carei nogenes is 

Testing Program, 1978)。

これらのaniIi ne系化合物は．チャイニーズ・

ハムスターV79細胞で ouabain(OUA)抵抗

性突然変異はほとんど誘発されなかった。

6TG抵抗性や 8AG抵抗性突然変異は．

105 
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図8 チャイニーズ・ハムスターV79細胞におけ

るcaprolactamの突然変異誘発作用
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図9 チャイニーズ・ハムスターV79細胞におけ

るbenzoinの突然変異誘発作用

主として種々の程度の欠失を含むものが多いの

に対して， 0UA抵抗性突然変異は，塩基置換

型や塩基枠移動型の点突然変異によって起こる

とされている。 Amesの系をはじめ微生物の系

で検出されない多くの発がん物質はこのような

塩基置換型や塩基枠移動型以外の変異によると

考えられ，本実験でチャイニーズ・ハムスター

V 79の細胞で変異原性が検出された発がん物質

もおそらく， HGPRT遺伝子のDNAの種々

の部分の欠失を生じさせる作用をもつものと考

えられ， これらの発がん物質がS-9 Mixの添

加なしに突然変異誘発作用を示し，また 2種の

非発がん物質はいずれも S-9 Mixの添加なし

に突然変異誘発作用が認められなか ったことは，

この系を用いた発がん物質の検索がきわめて有

用であることを示すものと考えられる。
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痕境変異原研究6:149 -154 (1984) 

1, 1-Dichloroethyleneの染色体異常誘発性について

国立衛生試験所・変異原性部 、沢田 稔・祖父尼俊雄

基

1. はじめに

1. 1 -dichloroethy lene (別名 vinylidene

chloride,以下 1,1-DCEと略す）は，環境汚染

との関連で注目されている物質の一つであり，

またその重合体はプラスチ ックの材料として広

く用いられている。 1, 1-DCEの変異原性につ

いては，大腸菌K1 2株に対し，マウスのミク

ロソーム共存下で陽性結果を示すことが報告さ

れている (Greim ら， 1 9 7 5)。また， 気体状

で暴露した場合， Salmonella typhimurium 

TA1530, TA1535及びTA1 O oにおいて，

マウスあるいはラ ットのS9mix共存下で変異

原性を示すことが知られている (Bartschら．

1 9 7 5 ; Simmonら． 19 7 7 ; JonesとHath-

way, 1 9 7 8 a)。さらにイ ースト Saccharomy-

ces cereuisiaeにおいても マウスS9 mix共存

下で．geneconversion及びpointmutationを

誘発する (Bronzettiら， 1 9 8 1)。一方，哺

乳類細胞のinvitro系では，チャイニーズ・ハ

ムスターV7 9細胞を用いる 8ーアザグアニン

耐性及びウアバイン耐性誘発試験で，ラ ット肝

S 1 Smix共存下で致死作用を示すが，ラ ット肝

S15あるいはマウス肝S15のいずれを添加し

ても陰性と報告されている (DrevonとKuroki,

1 9 7 9)。

本稿では， 1, 1-DCEとその異性体であるcis-

並びにtrans-l, 2 -DCEにつ いて．チャイニー

ズ・ハムスター培養細胞に対する染色体異常及

び姉妹染色分体交換(SCE)の誘発性について検

討した結果について述べる。さらに，マウスを

用いる小核試験の結果についても併せて報告

する。
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2. 染色体異常及びSCEの誘発性

(1) 実験方法

チャイニーズ・ハムスター肺由来の線維芽

細胞CHL株を用いた。この細胞は，10％の

仔牛血清を含むEagles'MEM中で単屑に増

殖し，倍加時間は約 15時間である。 25 C而の

ガラス製培養びんに約 1沢個の細胞を播種

し， 2日後に培養液で希釈したS9mixととも

に被験物質を 6時間作用させた。被験物質は

DMSOで希釈したが，揮発性のため，処理

時間中は、ンリコンゴム栓で培養びんを密閉し

た。 S9はPCBを投与 したFischerラ ットの

肝朦から調製し， S9 mixの組織はNatarajan

ら(19 7 6)に従 った。処理後PBSで洗い，

さらに 18時間培養して染色体標本を作製し

た。

SCEの場合は，被験物質で 6時間処理(S9 

mix併用を含む）した後， PBSで洗い， さ

らに 24時間培養した。 BUdRは最終濃度 7

μMで 30時間作用させた。分染は Sakani-

shiと Takayama(1 9 7 7)に従い， 7 5℃の

Na2HPOバlM)で 2分間処理した後ギム

ザ液で染色し，各点につき 50個の細胞を観

察した。

(2) 実験結果

1, 1-DCEはS9 mix非共存下では高濃度

まで加えても顕著な致死作用を示さず，また，

染色体異常の誘発も認め られなか った。 S9

mix共存下では， 1,1-DCEの濃度に依存

して細胞致死作用が明らかとなり，染色体異

常を有意に増加させた。その際，添加するS9

の濃度に依存して異常を持つ細胞の頻度が上

昇し，比較的高濃度のS9共存下で明瞭な陽



表 1

性結果を示したため，以後の実験ではすべて

S9濃度を 15％とした。本条件下では 1,1 -

DCE 0, 2 5 mg/mlの濃度で陽性となり， 1C5 

mg/mlで約 50％の細胞に異常が観察された

（表 l)。誘発された異常の大部分は染色分

CHL細胞における染色体異常誘発性
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ctg :染色分体ギャップ
cte :染色分体交換

ctb :染色分体切断

die : 2動Jが体

体型で，ギャップや切断に加えて交換型も高

頻度に出現した。これに対し， cis—並びに

trans-l, 2 -DCEについては， 最高 2mg/ml 

まで加えても， S9mixの有無に拘らず染色

体異常の誘発は認められなかった。なお，今

回用いた 1,1-DCE (Aldrich, 9 9 %)には

安定剤として 20 0 ppmのp-methoxyphenolが

含有されているが，この化合物は S9mix共

存下で 20 μg/ml加えても陰性であった。ま

3
 

た，先に挙げたAmes試験の論文では，気化

させた 1,1-DCEをデ、ン ケーターな どの 中

で暴露することによって陽性の結果が得られ

ているが，我々の実験系においても，培養び

んを密閉せずに処理した場合やヽンャーレで実

験を行った場合は陰性の結果に終わった。こ

れは 1,1-DCEの沸点が低い（約 32℃ )こと

に起因すると考えられる。

次にSCE誘発能についてみると，図 lにホ

すように， S9 mix共存下で 1,1-DCEの濃

度に依存して細胞当たりのSCE数が有意に

増加した。しかし，分染可能な最高濃度(0.1

i]:。ロニ
図1

tran8-1、2-DCE

• +S9 mix 

o -sg mix 

CHL細胞における SCE誘発性

rng/ml)で対照群の値 (10.0／細胞）の約1.8

倍であり，その活性は比較的弱いと考えられ

る。 cis—並 びにtrans-1, 2-DCEでは 2mg/ml 

においても観察可能であったが， S9mixの

有無に拘らずSCEの有意な増加は見られな

か っ た。 cis—あるいはtrans』 , 2- DCE に関

する変異原性試験の報告は少ないが，先に

挙げたGreim ら(19 7 5)の論文では，大

腸困K1 2株に対して陰性と報告されている。

代謝活性化との関係

1, 1-DCEの生体内での代謝・解毒につい

て，JonesとHathway(1 9 7 8 b)は，マウス

及びラットを用いる実験から図 2に示すような

経路を提唱し， 1, 1-DCEか ら生成すると考

えられるエポキ、ンド (1,1-DCE oxide), あ

図2
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C1CH2COOH 

.... 

·~ 
chloroacetic acid 

+GSH 

+GSH 

1, 1-DCEの代謝経路 (JonesとHathw-

ay, 1 9 7 8 bより）

るいはさらに非酵素的に生ずる chloroacetyl

chlorideが，毒性を発揮するうえで重要な中間

代謝物であると指摘している。ま た．invitro 

の変異原性試験系においても， ミクロソーム中

の酵素によ ってvinylchlorideが生成する可能

性も指摘されているが (Bartschら， 1975), 

一般的には，チトクローム P-4 5 oによ って生

成される1,1 -DCE oxideが変異原性を示す本

体であろうと想定されている (Bartschら．

及び 19 7 9 ; Renschler, 1 9 8 0)。但し， 1,1 

-DCE oxideそのものは，極めて寿命が短いと

考えられており，マウス肝S9を組み込んだ捕

集装置においても検出されていない (Bartsch

ら， 1 9 7 9)。 また合成されていないため ，直

接その変異原活性を調べた報告は見当ら ない。

そこで我々は．チ トクロ ーム P-4 5 o阻害物

質の 1つである metyrapone, あるいは生体内

1975 

でエポキ、ンドの解毒に重要な役割を果している

グルタチオン (GSH)を添加することによっ

て，CHL細胞に対する染色体異常の誘発性がど

のように変化するかについて検討した。 S9mix 

とともに種々の濃度の metyraponeあるいは

GSHを添加し，次に1.5mg/mlの 1,1-DCEを

加えて 6時間作用させ，細胞を洗って 18時間

後に標本を作製した。図 3に示すように，染色

体異常を有する細胞の頻度は， metyr a poneの

濃度に依存して顕著に減少し． lmMでは 10%

以下のレベルにまで抑えられた。 GSHを加えた場

合も同様に著しい抑制効果が認められた。次に，

：卜/、
異40 to 

常 30.. 

細 20 to 

胞 10.. 
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o
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図 3

0.01 0.1 
Metyrapone <mM) 

1.0 

1』1-DCE: 1. 5 mg/ml 

‘ 0,01 0,1 

G S H (mM) 

1, 0 

1, 1-DCEによる染色体異常誘発に及ぼす

rnetyrapone並びにGSHの添加効果

生体内での中間代謝物と考えられる （図 2)
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chloroacetyl chlorideとchloroaceticacidにつ

いて，染色体異常及びSCEの誘発能を検討した

ところ，いずれにも細胞致死作用が認められた

が，結果は陰性であった。以上の結果は， S9

mix共存下で出現する 1,1-DCEの変異原活

性が 1,1-DCE oxideに起因するものであろう

とする仮説を支持するものと考える。

4. 小核試験

生体内での 1,1-DCEによる細胞遺伝学的

効果を検討するために，マウスを用いる小核試

験を行った。骨髄を用いる通常の方法に加えて，

胎仔を用いる試験も試みた。後者は，近年 Cole

らの手で開発され，化学物質の種類によっては

前者よりも感度が高い場合のあることが報告さ

れている (Coleら， 1 9 8 0)。

(1) 実験方法

骨髄を用いる試験については， 1群 6匹の

8週令雄ddYマウス（体重 27~3 0 g)に，

オリーブ油に溶かした 1,1-DCEをゾンデを

用いて経口投与し， 24時間後に大腿骨の骨

髄から標本を作製した。用量と標本作製時期

は予備実験によって決定した。小核の観察は，

ギムザ染色標本から， l匹当たり 1,000個の

多染性赤血球について行った。さらに連投の

効果についても検討するために， 1, 1-DCE 

を 24時間間隔で 4回経口投与し，最終投与

から 24時間後に標本を作製した。この場合

1983), 蛍光顕微鏡下で，末梢血と肝臓の

各々につき胎仔 1個体当たり 1,000個の多染

性赤血球（この場合は赤色蛍光を発する）に

について観察した。

(2) 実験結果

骨髄を用いる小核試験の結果は表 2に示す。

1回投与の場合，最高用量 20 0 mg/kgで 6匹

中 3匹が死亡したが，小核を有する多染性赤

表 2 マウス骨髄を用いる 1,1-DCEの小核試験

用 f,t 死亡 MNPCE (%) MNNCE (0o) PCEの割合（％）
（咤八gx回数）個体数 ‘V・均士 S.D. 、ド均 士S.D. ‘i’均 士S.D.

0 X 1 0 0. 22±0.12 55.4士4.4
25 X l O O. 15±0.16 52.7土 3.2
50 X l O 0. 22士0.10 51.3±6.7 
100 X l O 0. 17士0.10 57.l士5.2
200Xl 3 0.23±0.06 42.6士10.9

0 X 4 0 0.22士0.10 0.10士0.11 50.6土 3.2
25 X 4 0 0.03士0.05 0.08土 0.08 53.0士5.6
50 X 4 0 0.17土0.12 0.10±0.13 56.7土6.9
100 X 4 l O.12士0.08 0.12士0.08 46.4士7.9

MNPCE:小核を打する多染竹亦1r11球． MNNCE:小核を打する［「染件赤Ifll球

血球の頻度は，いずれの用量においても対照

群 (0.22 %)との間に有意な差は認められ

なかった。同様に， 4連投の場合も，最高用

量 100mg/kg X 4回の群で 6匹中 1匹が死

亡したが，多染性，正染性いずれの赤血球に

おいても小核の誘発は見られなかった。また，

赤血球全体に占める多染性赤血球の割合にも

大きな変化は観察されなかった。

胎仔を用いる小核試験においても，表 3に

示すように， 25, 50, lOOmg/kgのいずれ

には， 1,000個の多染性赤血球のほかに， 表 3 マウス胎仔を用いる 1,1-DCEの小核試験

1,000個の正染性赤血球についても観察した。

胎仔を用いる場合には， l群 2,3匹の妊

娠 18日目のICRマウスに，オリープ油に溶

かした 1,1-DCEを腹腔内投与した。 24時

間後に胎仔を取り出し，頸部を切断して末梢

血から標本を作製するとともに，切り出した

胎仔の肝臓に牛胎仔血清を少量加えてヒ°ペ ッ

ティングした後に標本を作製した。標本はア

クリジ・ン・オレンジで染色し (Hayashiら，

-152 -

用 l,t 観察 MNPCE(0o) PCEの割合（％）

（咤／kg) 胎仔数 平均士 sD. 平均＋sD. 

゜
4 肝 0.28士0.15 74.3±3.9 

末梢血 0.13士0.13 69.9士 7.1

25 肝 0.35士0.13 75.0土 6.2
末梢血 0.23士0.10 68.3士6.4

50 肝 0.27士0.12 75.7土 6.3
末梢血 0.22土 0.10 72.2士 3.9

100 肝 0.25土 0.12 78.7士 2.8
末梢血 0.22士0.15 74.2土 5.5

MNPCE: 小核を有する多染性赤血球

の用量でも対照群の値（肝臓中で 0.28 %,末

梢血中で 0.13%)と比べて有意な増加は認

められなかった。

5. おわりに

今回の実験結果から． 1, 1-DCEはCHL細

胞に対してS9mix共存下で染色体異常を誘発

すること，またその活性がmetyraponeやGSH

の添加によって抑えられることが示された。こ

れらの結果は， Ames試験などで報告されてい

る結果と対応すると考えられるが，他方V7 9細

胞において， 8 -アザグアニン耐性及びウアバ

イン耐性誘発試験で陰性という報告があり，こ

の化合物の培養細胞に対する活性についてはさ

らに検討すべき点があると考えられる。また，

Ames試験ではラットのS9に比べてマウスの

S9を用いた方が，より効果的であるとされて

いるが (Bartschら， 1 9 7 5 ; JonesとHath-

way, 1 9 7 8 a),培養細胞系でもこれらの種

差についての検討が必要であろう。 一方，生体

内での効果を検討するために行った小核試験の

結果は，いずれも陰性であ った。これは恐らく

生物活性を示す代謝産物の寿命が短いためか，

あるいは生体内での解毒作用が大きく関係して

いるものと考えられる。

（本研究は，厚生省環境衛生局・水道環境部・

水質管理強化対策費の援助による）
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マウス生殖細胞における変異原物質による染色
体異常の誘発とその遺伝的影響の分析

食品薬品安全センター

1. はじめに

痕境変異研究の目的の 1つにヒトにおける

次世代へ と伝達される各種の遺伝的障害の事

前評価がある。遺伝的障害の事前評価におい

て，生殖細胞を対象にしたマウスの invivoの

遺伝的障害に関する研究は示唆に富むと考えら

れる。

遺伝的障害は遺伝子と染色体レベルの 2種類

の障害に大別できる。マウス生殖細胞の遺伝子

突然変異の検出系としては主に特定座位試験が

あり，染色体異常の検出系としては精原細胞や

精母細胞を用いた染色体，優性致死，転座試験

などが知られている。しかし，雄生殖細胞にお

ける各種の変異原物質の処理により，特に減数

分裂を終了した細胞のDNAに障害が誘発され，

かつそれらが受精に授かった場合，どのような

染色体異常として検出されうるのか未だ明らかで

ない。さいわいマウスの 1細胞期胚においては雄

由来と雌由来の染色体が区別できる利点がある。

本論では X線を碁準に，各種の化学物質を

雄マウスに処理し，精子形成過程に誘発され

た障害を 1細胞期胚の雄由来の染色体の分析で

検出し，その結果を併せて他の遺伝的障害との

関係について検討し，その結果， 2・3の知見を

得たのでここに紹介する。

2. 材料と方法

(1) 動物：本実験に用いたマウスは静岡県実験

動物農業協同組合から購入した Slc-BDF1 

(C 5 7 BL/ 6 x DBA/2)を用いた。変異

原物質は 9週齢の雄に処理し，また交配には

9週齢の雌を用いた。

(2) 変異原物質 ：Procarbazine hydrochloride 

加藤基恵・岩原繁雄

(Procarbazine) (日本ロシュ00).Mito-

mycin C (MC)（協和 醗酵工業00).Me-

thyl methanesulfonate (MMS) (Eastman 

Kodak Co。),Cyclophosphamide(CPA) 

(Shigma Chemical Co.). Trimethylpho-

sphate (TMP)（和氾沌薬工業00),Nitrogen 

mustard -N -oxide hydrochloride (Musta-

rd)（吉富製薬00).isoPropyl methanesulf-

onate (iPMS) (Eastman Kodak Co.). 

Fosfestrol (aふDiethyl-4, 4-stilbene-
diol diphosphoric acid ester ; DSDP) (杏

林薬品OO)。それぞれの化学物質の投与量は

最大耐量に近い濃度を用いた。 X線の照射は

診療用の装置 (NECCo。Japan)を用い線

源から 80 cmの距離 (2O O rad/min)で500

rad照射した。

(3) 1細胞期胚の染色体標本作製方法と優性致

死試験 ：l細胞期胚の染色体標本作製はKa-

tohとTanaka(1 9 8 0)の方法に従った。交

配に用いるマウスは交配開始前の 3週間，短

い暗時間 (10 : 0 0~1 8 : 0 0)の照明条件下で

飼育し，雌マウスにおける排卵時刻 (18:00 

前後）を一定にした。それぞれの物質は雄マ

ウスの腹腔内に 1回投与し，投与直後より雌

マウスと交配させた。投与後の交配期間は各

々の変異原物質により 3週間 (Mustard).

5週間 (CPA, iPMS, DSDP). 6週間

(Procarbazine, MC, MMS, TMP, X線）

おこなった。交配方法は毎週 l匹の雄マウス

に対し 2匹の雌マウスを同居させ，毎日暗時

間終了後に腔栓を確認した。この実験群を 2

群に分けて実験を行った。 1細胞期胚の染色

体標本作製は暗時間終了後 15時間後に腔栓
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の確認された雌マウスの腹腔内にコルヒチン

4 mg/kgを投 し，投与後 3~ 7時間後に屠
殺し，卵管膨大部より卵を回収し，それらの

卵は低張処理後固定し，スライドグラス上で

染色体を広げ，染色し，観察に供した。 1細

胞期胚の染色体分析は雄由来の染色体につい

てのみおこなった。第 2減数分裂中期で停止

した卵は不受精卵と判定した。優性致死試験

では腔栓確認後 13日目頃に雌マウスを剖検

し，生存胎児数と着床後の死胚数を観察した。

優性致死率は次式により算出した。

優性致死率（％）＝（1-処理群の腔栓の確認され
対照群の腔栓の確認され

た雌当りの生存胎児数

た雌当りの生存胎児数） x 

不定期DNA合成 CUDS)の検出：精子形

成過程のUDSの検出はSega(1 9 7 4)の方

法を多少修正し行った。雄マウスの腹腔内に

物質 (MMS,Procar bazineおよびMC)を

投与し，同時に 1睾丸当り 3o μCi（比活性：

40~6 0 Ci/m mole)のThymidine-meth-

yl -H 3 ([ 3H] dT, New England Nuclear 

Co.)を睾丸内に投与した。 MMSおよびMC

投与群においては投与後 l~40日， Procar-

bazine投与群においては投与後 12~2  4日

の間， 4日ごとに 3匹ずつ解剖し，精管内の

精子を回収した。回収した精子は生理食塩液

で 4回洗い，スライドグラス上に塗抹して乾

燥させ，オートラジオグラフを作製し，精子

頭部上の銀粒子数を観察し， UDSの有無を判

定した。

各種の変異原物質と染色体異常との関係

染色体に対する放射線と化学物質の作用の違

いは，放射線は細胞周期と無関係に染色体異常

を誘発するのに対し，化学物質はどの細胞周期

に処理しても染色体異常を誘発するには処理し

た細胞が DNA合成期を経過する必要があり，

そこに誘発される異常は染色分体型であると言

われてきた。しかし，著者らは化学物質を雄マ

ウスの精子細胞あるいは精子に処理し，受精後

1回目のDNA合成を経過した 1細胞期胚の染

色体分析をおこなった結果，体細胞の場合とは

かなり異なることを報告してきた (KatohとTa-

naka, 19 8 0 ; Katohら， 19 81 ; Katohら，

1 9 8 2 a ; Katohら， 19 8 2 b ; Katohら，

1 9 8 3 a ; KatohとIwahara, 1983 b ;加

藤と岩原， 1 9 8 3 C)。第 1図に各種の変異原

物質を精原細胞，精母細胞，精子細胞および精

子に処理し， l細胞期胚の染色体分析で検出さ

れた染色体異常の頻度（染色体異常を有した卵

の頻度）を図示した。

また第 1表にそれらの変異原物質を精子細胞

と精子に処理し， l細胞期胚の染色体分析で検

出された染色体の構造異常をタイフ゜別に要約し

た。

その結果，第 1図にみられるようにDSDP以

外の物質は精子細胞あるいは精子に対し顕著な

染色体異常を誘発し，その染色体異常誘発頻度

（感受性）は生殖細胞の発育に伴 って顕著に左

右し，物質によって感受性が変動することが分

かる。 X線の精子細胞に対する感受性は精子の

それに比較して高い。 MCの作用は前期精子細

胞から後期精子細胞にかけて感受性が減少し，

精子に至って殆んど感受性がみられなくなる。

Procar bazineの感受性はMCと類似するが精子

に対して感受性が認められた。 MMS,CPAお

よびTMPは類似した感受性の傾向がみられ，

前期精子細胞から後期精子細胞にかけて感受性

は増加し，後期精子細胞から精子にかけて最大

に達する。 Mustardによる感受性は他の変異原

物質と比較して後期精子細胞から精子にかけて

極端に増加し，投与直後の精管内の精子に対し

て最も感受性が高くなる特徴が観察された。

iPMSの精子細胞と精子に対する感受性は低く，

生殖細胞の発育に伴って顕著な変動を示さなか
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った。

減数分裂前の精原細胞あるいは精母細胞に変

異原物質を処理し， 1細胞期胚の染色体分析を

おこな った結果， 2通りの事象が観察された。

その 1つはMMS,CPAおよび TMPを精原細

胞あるいは精母細胞に処理した場合，顕著な染

色体異常は検出されないことと，第 2はX線，

Procarbazine, MC,およびiPMSを精原細胞

あるいは精母細胞に処理した場合，不受精卵が

高頻度に検出されたことである。前者の事象は．

精原細胞や精母細胞のDNAに傷害を受けた時，

修復機構（例えばUDS)により効率よく修復さ

れ，減数分裂の過程で選択・淘汰されず受精に

あずかるものと説明される。 一方，後者は修復

不可能な染色体レベルの大きな障害を受けた大

部分の精母細胞が減数分裂の過程で選択．淘汰

されることと，あるいは精原細胞期の有糸分裂

が阻害されること により精子減少症や無精子症

をひきおこし，その結果不受精卵が検出された

ものと推察された。しかし遺伝子レベルのよう

な微小な異常や安定型の相互転座などを有した

細胞は減数分裂を通過できるものと考えられた。

以上記述したように，処理された変異原物質

により生殖細胞の発育過程において感受性の差

異が観察されたのは精子形成過程の細胞あるい

は染色体DNAが形態的，生理生化学的変化を

伴うことや，各々の変異原物の DNAに対する

作用機序とその傷害に対する修復機構が異なるこ

となどの要因やさらに生体内の解毒，排泄機構

などの差異も重要な要因となっているものと考

察される。

次に染色体異常の構造異常のタイプについて

述べてみたい（表 l)。Procarbazineおよび MC

は染色分体型異常を主に誘発し， 一方，MMS,

TMP, CPA, Mustard, i PMSおよび X線は

染色体型異常を誘発する。なお，各々の物質に

より誘発された染色体異常のタイプは生殖細胞

の発育に伴っての変動は認められなか った。な

お，著者らが用いた変異原物質の他に． Trie-

thy lenemelamineを精子細胞や精子に処理し，

1細胞期胚の染色体分析をおこなった結果，染

色体型異常が主に検出されたという報告（Bur-

kiと Sheridan,1 9 7 8)がある。上述してきた

ように化学物質を精子細胞あるいは精子に処理

し，染色体異常を検出した場合， X線処理の場

合と同じように染色体型異常を主に誘発する化

学物質が多数あることが明らかになった(Katoh

とTanaka, 1 9 8 O ; Katohら， 1981;加藤

ら， 19 8 2 a ; Katohら， 19 8 2 b ; Katoh 

ら， 1983a ; Katohとlwahara, 1 9 8 3 b; 

加藤と岩原， l 9 8 3 C)。しかし最終的な結論

を引き出すにはデータは不充分であるが，これ

まで得られた実験結果から．体細胞の場合と異な

り，精子細胞や精子の処理で染色分体型異常を

誘発する化学物質は稀であることが示唆された。

Generosoら(19 8. 2)は化学物質を精子細胞

や精子に処理した場合，誘発される染色体型異

常はヒトリンパ球細胞やショウジョウバエの精

子などで観察されているように貯蔵効果（ sto-

rage effect)によるものと推論している。もし

貯蔵効果が減数分裂後の精子形成過程に存在し，

その結果初期DNA傷害がDNAの二重鎖切断ヘ

と変化すると仮定するならば．すべての変異原

物質による染色体異常の誘発頻度は投与後の日

数とともに成熟精子より精子細胞にかけて直線

的に増加するものと考えられる。また構造異常

のタイフ゜も投与後の日数とともに徐々に染色分

体型異常から染色体型異常へと変化することが

推察される。しかし，iPMSは投与後の日数と

ともに染色体異常の誘発頻度は増加せず，また

投与後の日数とともに染色体異常の誘発頻度の

増加を示すProcarbazineおよびMCは染色分体

型異常を誘発し，また MMS, CPAおよび

TMPも投与後の日数とともに構造異常のタイ

プの変動は認められず染色体型異常を誘発する。

ことにMustardの染色体異常の誘発頻度は投与
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後の日数に伴って増加せず，逆に極端に減少す

る傾向がみられた。以上の考察から，化学物質

を精子細胞や精子に処理した場合，染色体型異

常の誘発は貯蔵効果によるとする見解とは異な

り，染色体型異常の誘発と貯蔵効・果との関係に

ついては今後さらに検討する計画である。

4. UDSの誘発と染色体異常との関係

変異原物質を雄マウスの精母細胞，精子細胞，

精子に処理した場合， UDSの誘発は精母細胞お

よび精子細胞において観察され，ところが精子

においては誘発されないことが知られている

(Sega, 1 9 7 4 ; Segaら， 19 7 6 ; Segaら，

1 9 7 8 ; Sotomayorら， 19 7 8 ; Katohら，

1 9 7 8 ; KatohとTanaka, 1 9 8 0 ;加藤と

岩原， 1983 b)。このUDSの誘発と染色体

異常の結果とを比較検討した。 Procarbazine, 

MMS, CPA, Mustard, iPMSおよびX線を

精母細胞と精子細胞，精子に処理した場合，

UDSは精母細胞と精子細胞に誘発されるが，

MC処理の場合には誘発されない。 MMS, CPA 

およびMustardを精子細胞および精子に処理し

た場合， UDSを誘発する精子細胞よりも UDS

を誘発しない精子において染色体異常の誘発頻

度が高か った。この結果からみると UDSと染

色体異常の誘発時期には逆相関関係のあること

が示唆される。 ProcarbazineおよびX線を処理

した場合， UDSを誘発しない精子よりも UDS

を誘発する精子細胞において，染色体異常の誘

発頻度が高い傾向がみられた。またMCを処理

した場合，精子細胞と精子にUDSの誘発は観察

されないが，精子細胞に対してのみ染色体異常

が誘発された。この点に関してSega(1 9 7 9) 

も論じているように，精子形成過程における遺

伝的障害の減少と UDSの誘発とは直接関係の

ないことが推察された。またUDSの誘発と染

色体異常の誘発との差異は検出される遺伝的障

害の差異によるものと考えられる。いずれにせ

よ染色体異常と UDSとの関係は明らかでなく

今後詳細に検討する必要性が痛感された。

5. 優性致死と染色体異常との関係

精原細胞および精母細胞に Procarbazine, 

MC, iPMSおよびX線を処理し， 1細胞期胚

の染色体分析および優性致死試験をおこなった

結果，不受精卵と優性致死の出現頻度が一致し，

両生殖細胞におよぽす優性致死効果はおもに不

受精卵によるものであることが分かる（図 l)。

不受精卵の出現に関しては前述したように修復

不可能な染色体レペルの大きな障害を受けた大

部分の精母細胞が減数分裂の過程で選択．淘汰

されること，あるいは精原細胞期での有糸分裂

が阻害されることにより精子減少症や無精子症

をひきおこし，その結果不受精卵が出現するも

のと推察される。一方， Procarbazine,MC, 

MMS, CPA, TMPおよびMustardを精子細

胞および精子に処理した場合，それぞれの変異

原物質による染色体異常の誘発頻度は優性致死

率と大部分一致し（図 l），精子細胞および精

子におよぽす優性致死は明らかに 1細胞期胚の

雄由来の染色体において検出された染色体異常

に起因するものと考えられ，染色体異常は優性

致死の主な原因であることが改めて確認された。

しかし，iPMS(KatohとIwahara,198 3 a) 

とDSDP(加藤ら， 1 9 8 0)にみられるように

例外があるので以下の節で改めて論じたい。

(1) 1細胞期胚の雄由来の染色体異常と無関係

な優性致死突然変異：iPMSを精子細胞およ

び精子に処理し，染色体分析と優性致死試験

をおこなった結果，優性致死突然変異誘発率

は65.3％で，一方，染色体異常の誘発頻度

は 7.6％と低く，優性致死突然変異と染色体

異常とは一致しないことが分かった。この

iPMSによる優性致死事象の特徴は，他の変

異原物質と異なり着床後の胚死亡が主であっ

た。これらの事象から，iPMSの高頻度の優

-160 -

性致死突然変異，特に着床後の胚死亡は 1細

胞期胚の雄由来の染色体異常に起因するもの

ではなく，光学顕微鏡下では検出できない微

小な染色体の構造的異常に起因していると考

察される。このような微小な染色体の構造的

異常は数回またはそれ以上のDNA合成サイ

クルを経た胚にはじめて染色体異常として検

出されうる可能性（菊池ら， 1 9 8 2)が考え

られる。

(2) 染色体異常を伴わない胚の致死事象 ：雄マ

ウスにDiethylstil boestrolの誘導体である

DSDPを腹腔内に 1回投与し，無処理の雌マ

ウスと交配させ，優性致死試験， l細胞期胚

の染色体分析，排卵 72時間後の卵割状態の

観察や卵の回収部位，射出精液からホルモン

物質の検出などをおこな った。その結果，優

性致死試験では投与後 0~8日において未着

床胚が高頻度誘発されたが， 1細胞期胚の染

色体分析では染色体異常が検出されなかった

（表 1' 図 l)。なお，排卵 18時間後の剖

検では子宮が溶媒投与群と異なり膨満し帯白

色の液が貯留し発情前期の子宮の状態であっ

た。排卵 72時間後の卵は通常子宮から回収

されるはずであるが，本薬剤の処理の場合，

卵管膨大部や卵管下部より回収された。なお，

回収された卵において顕著な分割遅延事象は

観察されなかった。またDSDPを精子細胞お

よび精子に処理し，処理後経時的に精管より

精子を回収した場合，精子の形態異常は検出

されなかった。さらに射出精液を卵巣摘出雌

マウスの腔内に注入した結果，エストロゲン

作用が検出された。また交尾直後の雌マウス

に低濃度のDSDPを投与し優性致死試験をお

こなった場合も未着床胚が高頻度に検出され

た。以上のよ うな現象はDSDPを雄マウスに

投与した場合，投与したDSDPが何らかの形

で射出精液を介して雌マウスに持ちこまれた

後，母体に作用し，その結果，胚の着床阻害

が誘発されたものと推察された。 化学物質，

特にホルモン作用のある薬剤の優性致死試験

の結果の評価においては，精液を介した薬剤

の雌マウスヘの持ちこみという現象をも考慮

する必要がある。なお，上述の現象はこれま

で私の知る限り報告がないことを付記する。

6. 転座ヘテロ個体の誘発と染色体異常との関係

変異原物質を精原細胞および精母細胞に処理

した場合，検出された大部分の大きな染色体異

常は減数分裂の過程で選択．淘汰されてしまう

可能性はよく知られた事実で，それらの細胞に

処理した場合，的において検出される転座へ

テロ個体の出現頻度は非常に低いと考えられる。

一方，精子細胞や精子に処理し，障害を受けた

それらの細胞由来の雄配偶子は染色体異常を保

有したまま受精に授かるので転座を保有したF1

の転座ヘテロ個体が出産されやすいことが予測

される。そこで変異原物質を精子細胞あるいは

精子に処理し，染色体分析において主に検出さ

れた染色体異常のタイプと出産したいの雄マ

ウスにおいて検出された転座ヘテロ個体の出現

頻度との関係を比較検討し，その結果を第 2表

に要約した。第 2表から明らかなように Pro-

carbazineおよび MCは染色分体型異常が主に

誘発されるが，転座ヘテロ個体の誘発頻度が低

い傾向にある。一方，染色体型異常を主に誘発

する MMS,CPA, TMP, MustardおよびX

線は出産したF1において高頻度に転座ヘテロ

個体を誘発する。第 1表に示したように Pro-

carbazineおよびMCによって誘発された染色

体異常の中で転座ヘテロ個体の誘発と関連する

交換型異常はほとんど染色分体型でそれらは染

色分体型の相称性の交換型異常より派生したも

のと思われた。ただ，この相称性の交換型異常

を有した 1細胞期胚が卵割様式により 50%の

確率で生存可能な染色体構成を有する 2細胞期

胚（正常な染色体構成を有する細胞と相互転座
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染色体を構成する細胞）に卵割し， F1

出産した場合，この凡はモザイクになると推

察される。一方，転座ヘテロ個体を高頻度誘発

する MMS,CPA, TMP, Mustardおよびx
線により誘発された染色分体型の非相称性ある

いは相称性の交換型異常は第 1表に示したよう

にProcarbazineやMCに比べ非常に低く， F1

においての高頻度の転座ヘテロ個体の誘発は染

色分体型の相称性の交換型異常より派生してい

るとは考えにくく，むしろ l細胞期胚に染色体

型の異常が高頻度観察されることより（表 1)'

1細胞期胚においてすでに効率よく相互転座染

色体が形成される可能性があるため，凡におい

て転座ヘテロ個体が高頻度に出産してくるもの

と推察される。ところでiPMSは染色体型異常

を誘発するにもかかわらず転座ヘテロ個体の誘

発頻度は低い。この事実はiPMSが染色体異常

を誘発しにくく（表 1), 1細胞期胚で生存可

能な転座染色体を形成する機会が少ないものと

考察される。

以上の結果から，一般に化学物質を精子細胞

や精子に処理した場合， X線と同様に染色体型

異常を誘発しやすく，その結果，凡において転

座ヘテロ個体が高頻度に誘発されうることが示

唆された。したがって， l細胞期胚の染色体分

析で検出される染色体異常のタイプによ ってF1

の転座ヘテロ個体の誘発頻度はある程度予測で

きうるものと考えられる。なお，このような転

座染色体の形成は 1細胞期胚に至るいかなる時

期に形成されるかについて，現在のところ明ら

かではない。転座染色体の形成が修復の結果

と考えるならば，精子細胞や精子の傷害が受

精後の卵内において修復される報告（Generoso

ら， 1 9 7 9)があり，転座染色体の形成も受精

後の 1細胞期胚の卵内において生起されると想

像される。

おわりに

として 染色体はDNAを梱包するタンパク質からな

りたっているので，染色体の構造異常には当然

のことながら DNA分子に何らかの変化が生起

していることを意味している。すなわち精子細

胞や精子のDNA分子に誘発された何らかの障

害は受精後の 1回のDNA合成期を経過した 1

細胞期胚において染色体異常へと拡大され，さ

らに転座ヘテロ個体あるいは優性致死突然変異

として検出されうることを示唆している。

ところで体細胞および生殖細胞のいずれにお

いてもinvitroの染色体試験の結果からでは，

次世代への伝達される遺伝的障害の危険性を

十分に事前評価することは困難とされてきた。

しかし，本報に記述した観察・分析結果から

も明らかなように，マウスの生殖細胞を用い

たinvivoの染色体異常あるいは優性致死事

象の研究は，ヒトヘの遺伝的障害の事前評価

に大きく寄与されることが期待される。

本稿の執筆に当り，ご校閲をいただいた国立

遺伝学研究所村上昭雄博士に深く感謝いたしま

す。

この研究は厚生科学研究費補助研究事業によ

って行われた。

文 献

1) 

3) 

Adler, I. 

Mutagenicity 

carcinogenic and mutagenic agents. 

Modification of the heritable translocation 

-D.: New 

studies lil 

approaches 

animals 

to 

for 

1. 

2) 

~q 
.

d

 

．
 

test, Teratogenesis, Carcinogenesis, and 

Mutagenesis, 1 : 75-86 (1980). 

Burki, K., and Sheridan, W.: Expression of 

TEM-induced damage to postrneiotic stages 

of sperrnatogenesis of the mouse during 

early ernbryogenesis, Mutation Res., 52: 

107-115 (1978). 

Generoso, W.M., Cain, K.T., Krishina, M., 

-162 - -163 -



and Huff, W.: Genetic lesions induced by 10) 加藤基恵，田中憲穂，岩原繁雄：生殖細胞で

chemicals in spermatozoa and spermatids 

of mice are repaired in the egg, Proc. Natl. 

Acad. Sci. (USA), 76: 435-437 (1979). 

4) Generoso, W.M., Huff, S.W., and Cain, 

K. T.: Relative rates at which dominant-

lethal mutations and heritable trans-

locations are induced by alkylating chemicals 

in postmeiotic male germ cells of mice, 

Genetics, 93: 163-171 (1979). 

5) Generoso, W.M., Cain, K.T., Cornett, C.V., 

Russell, E.W., Hellwing, C.S., and Horton, 

C. Y.: Difference in the ratio of dominant-

lethal mutations to heritable translocations 

produced in mouse spermatids and fully 

の染色体異常形成ー Nitrogen rnustard-N-

oxide hydrochlorideによ る染色体型異常誘発

ー，日本環境変異原学会第11回大会講演要旨

集， 8(1982 a). 

11) Katoh, M., Tanaka, N., and Iwahara, S.: 

Formation of chromosome-type aberration 

after treatment with cyclophosphamide in 

postmeiotic stages of male mice, Jpn. J. 

Genet., 57: 676-677 (1982 b). 

12) Katoh, M., and lwahara, S.: Relationship 

between chromosome aberrations at the 

first cleavage metaphases and postimplan-

tation loss in dominant lethal mutations 

induced by isopropyl methanesulfonate, Jpn. 

mature sperm after treatment with J. Genet., 58 345-351 (1983 a). 

triethylenemelamine(TEM), Genetics, 100: 13) Katoh, M., Tanaka, N., and Iwahara, S: 

633-640 (1982). X-ray-induced chromosome aberrations in 

6) Katoh, M., Shibuya, T., Tanaka, N., postmeiotic stages of mice, Jpn. J. Genet., 

Murota, T., and Iwahara, S.: Detection of 

chemically damaged DNA in the germ cells 

of male mice exposed in vivo to MMS and 

MC, Mutation Res., 54: 241 (1978). 

7) Katoh, M., and Tanaka, N.: Relationship 

between chromosome aberrations in the 

first cleavage metaphases and unscheduled 

DNA synthesis following paternal MMS 

treatment, Jpn. J. Geneし， 55: 55-65 

(1980). 

8) 加藤基恵，田中憲穂，岩原繁雄，川上静夫，

紫野正雄，大地隆温： Fosfestrol投与雄マウ

スの受精結果について， 家畜繁殖学雑誌，

26: 51 (1980). 

58: 337-344 (1983 b). 

14) 加藤基恵，岩原繁雄 ：塩酸フ ロ゚カルバジンに

よる雄マウス生殖細胞での染色分体型異常の

誘発，日本環境変異原学会第12回大会講演要

旨集， 48(1983 c). 

15) 菊池康基，木村善昭 ，山本好ー，ーツ町晋也：

6-Mercaptopurineの優性致死作用な らびに

染色体異常の発現機構について，日本環境変

異原学会第11回大会講演要旨集，27(1982). 

16) Lang, R., and Adler, I. -D.: Heritable 

translocation test and dominant-lethal 

assay in male mice with methyl methane-

sulfonate, Mutation Res., 48: 75-88 

(1977). 

9) Katoh, M., Tanaka, N., and lwahara, S.: 17) Leonard, A., and Deknudt, GH.: The 

Chromosome aberrations induced by sensitivity of various germ-cell stages of 

mitomycin C treatment in early spermatids the male mouse to radiation induced 

of male mice, Jpn. J. Genet., 56: 357-363 translocations, Can. J. Gente. Cytol., 10: 

(1981). 495-507 (1968). 

18) 佐々木有，手塚英夫，井上円，内田敦子，森

谷正明，白須泰彦 ：Trimethy 1 phosphateに

関する遺伝性相互転座試験，日本環境変異原

学会第12回大会講演要旨集，111(1983). 

19) Sega, G.A.: Unscheduled DNA synthesis in 

the germ cells of male mice exposed in vivo 

to the chemical mutagen ethyl methane-

sulfonate, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 

71: 4955-4959 {1974). 

20) Sega, G.A., Owens, J.G., and Cumming, 

R.B.: Studies on DNA repair in early 

spermatid stages of male mice after in vivo 

treatment with methyl, ethyl, propyl, and 

isopropyl methanesulfonate, Mutation Res., 

36: 193-212 (1976). 

21) Sega, G.A., Sotomayor, R.E. and Owens, 

J.G.: A study of unscheduled DNA 

synthesis induced by X-rays in the germ 

cells of male mice, Mutation Res., 49: 

239-257 (1978). 

22) Sega, G.A.: Unscheduled DNA synthesis 

(DNA repair) in the germ cells of male mice 

its role in the study of mammalian 

mutagenesis, Genetics, 92: s49-s58 (1979). 

23) Sotomayor, R.E., and Cumming, R.B.: 

Induction of translocations by cyclo-

phosphamide in different germ cell stages 

of male mice: Cytological characterization 

and transmission, Mutation Res., 27 : 

375-388 (1975). 

24) Sotomayor, R.E., Sega, G.A., and Cumming, 

R.B.: Unscheduled DNA synthesis in 

spermatogenic cells of mice treated in vivo 

with the indirect alkylating agents 

cyclophosphamide and mitomen, Mutation 

Res.; 50: 229-240 (1978). 

-164 - I -165 -



撮境変異原研究6:167 -169 (1984) 

キイロショウジョウバェを用いたD-Dの伴性劣性致死試験

残留農薬研究所

1. はじめに

殺線虫剤D-Dは1,2-dichloropropaneと1'

3-dichloropropeneを成分としている。これら

2成分は我々が先に報告したDBCP(1,2-dibromo 

-3-chloropropane) (Inoueら， 1982)と同じ

ハロゲン化炭化水素であること，またD-Dは

サルモネラ困を用いたAmes試験で陽性の結果

を得ている (Moriyaら， 19 83)ことから，さら

に高等なショウジョウバ工の系を用いて変異原

性試験を行った。

2 試験材料および方法

(1) 供試薬剤： D-D（混合剤）

1, 2-dichloropropane 

1, 3-dichloropropene 

1, 2-dibromo-3 -chloropro-

pane 

(DBCP) 

(2) 供試系統： Samarkand野生型

Base系統

(3) 暴露方法：

原液 20瓜を濾紙に浸せ管びん中で輝発さ

せた後，ハ工を入れ，パラフィルムで封入し，

薬剤の気体を吸入させた。暴露時間は数分間

行って，ハ工を新しい飼育びんに取出し回復

させた。

(4) 伴性劣性致死試験

図 lに示した標準の交配様式に従って

(Wurglerら， 1984),各実験群の野生型雄

をBase処女雌と交配する（p-交配）。さら

に，得られたいの雌 1匹ずつを凡雄と交配

し(F1ー交配）。それぞれの凡雌より F2子

孫を得る。

井上達生・塚本令子・森谷正明

白須泰彦

Pー交配 ，乞炉言XC二 e
〔黄色 棒：二し二丸眼 J

（暴露 ）

F，ー交配 2 I号3ご忍亙フ x 心二忌5つここ3
「ー〔赤色 ：形眼 〕 I 〔黄色 1欅状眼 二

F2一子孫§：言0ミ写 ＄ミ5つミ`5
Base ＝ 2 =＝ ， マ＝ 3 子と二 3 

Base Base 

（黄色， 棒状眼 j 〔赤色， 腎形眼 ） 〔黄色，棒状眼 ） 〔赤色，丸眼 〕＊

図l 伴性劣性致死試験の交配計画。雌雄の

性染色体を遺伝子型で表わし， 〔・ 〕内
にその表現型：複眼の色と形態を示す。

もし雄の生殖細胞に自然発生あるいは誘

発によって致死突然変異がX染色体上に
少なくとも 1個生ずれば，応の雄に野

生型（赤色，丸眼） ＊は出現しない。

試験されたX一染色体が致死突然変異を持

つか否かの判定は単雌飼育によって応子孫が

少なくとも 20匹以上出現した飼育びんで行

い，野生型雄が存在しないかあるいは 1匹以

下のものを致死突然変異陽性と判定する。 F2

子孫が 20匹未満の飼育びんは応のヘテロ接

合体の雌を単雌飼育し再試験した。再試験に

おいて判定可能であった個体は計算に入れた

が，再度 20未満のものは除外した。

精子形成の各時期を勘案し，気体暴露した

野生型雄を順次新たなBase処女雌に交配し，

突然変異の誘発性を各時期ごとに検索するブ

ルード分析を行った。親の交配は雄 1匹に 5

匹の雌を与え， 3日間隔で 3回ないし 4回繰

り返した。

致死突然変異頻度の対照群と暴露群での比

較はKastenbaumとBowman(1970)の表に
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よって統計学的検定を行った。

3. 結果と考察

Base試験はD-Dの暴露試験 と各成分で

の単独暴露試験の 2回行 った。

D-DのBase試験の結果を表 1にまとめ

た。 D-Dの暴露時間は 3分， 5分行い， 陰

表 l D-D気体吸入 による伴性劣性致死突然
変異の頻度

Treatment Brood Fer ti Ii ty No of No of 
tin,e (days) of P-males chromosomes lethal %a 

（％） tested muta ti ans 

D D 
O min I (0-3) 9 3.3 2 7 9 o.o 

Il (3 6) I O 0.0 2 7 6 o. 0 
D (fi-9) 9 6. 7 2 7 5 0.0 

Total 830 0.0 

3 min I (0-3) 6 0.0 
3 24 68 5 

117 
Il (3← 6) 4 6. 7 0.3 8 

• Il(6-9) 4 I 4 2 I 9 0.4 2 

Total 8 3 2 o. 9 1 J 
5 min I (0-3) I 8.5 9 3 I O 0 

U (3-6) 2 8.6 I O 3 I 6 7 
D (6-9) 3 6.2 I 2 3 0. 7 I 

Total 3 I 9 100 i * 
DBCP 

5 min I (0-3) 9 6. 7 2 7 5 I O 3 
D (3-6) 9 3.3 276 o.o 
D (6-9) 9 0.0 2 6 I 189 

Total 8 I 2 0.9 4"' 

a:屯みなし平均

*,ギ.:危険率それぞれ p< 0.05, p < 0.0 Iで有意差あり。

性対照群および陽性対照群 (DBCPを暴露）

を設けた。 D-D暴露群では処理した雄成虫

の妊性に影響が認められ，凡雌を産んだ雄

親の割合を妊性率として表中に示した。 D-D

による妊性率の低下は暴露時間 5分の方が 3

分よりも顕著にみられた。致死突然変異の出

現頻度は両群で，陰性対照群よりも有意に増

加していた(p<0.01,p<0.05)。また陽性

対照のDBCP暴露群でも致死突然変異が認め

られた(p<0.05)。

D-Dは致死突然変異を誘発する と考え ら

れたので各成分での単独暴露試験を行った。

その結果を表 2にまと めた。 雄親の妊性 率

の低下は 1,2-dichloropropane 5分暴露 ，

表 2 D-Dの成分単独暴露による伴性劣性致死
突然変異の頻度

Treatment Brood Fertility No. of No of 

lime (days) of P-males chromosomes lethal ~.' 
(%) tested mutations 

Control 

0 min I (0-3) I O 0.0 I 3 4 0.0 
0 (3 6) IO 0.0 I 4 6 0.0 
U (6-9) 9 3.3 I 4 0 0. 0 
IV(9-!2) 9 2.3 111 o. 9 3 
Total 5 3 I 0. I 7 

I, 2-Dichloropropane 

3 min I (0~3) 9 6. 7 2 3 I 0.4 9 
D (3-6) 9 3. I 2 4 4 0.3 7 
D (6-9) 9 6.3 2 6 5 0.0 
IV(9-J2) 9 3. I 2 I 6 o.o 
Total 956 o. 2 2 

5 min I (0-3) 3 0. 0 I 3 7 0.0 
D (3-6) 6 6. 7 3 7 6 0. 0 
D (6-9) 6 2. I 3 2 I 0.0 
IV(9-!2) 7 3. 3 3 6 9 0. 0 

Total I 2 0 3 0.0 

I, 3-Dichloropropene 

1.5 min I (O 3) I O 0. 0 2 3 8 0.3 3 
D (3-6) 9 3.1 2 6 I 0.3 7 
0 (6-9) I O 0. 0 2 5 8 0.0 
IV(9 12) 9 6.2 2 2 0 0.0 

Total 9 7 7 o. 1 8 
3 min I (I-3) 3. 0 20 0. 0 

D (3-6) 2 5.8 I 5 4 I 8 8 
ff (6-9) 5 I 6 2 5 2 I 2 8 
IV(9-I2) 3 6. 7 I 7 8 0、9I 

Total 6 0 4 I 3 4 ** 

a : 直み：な危し険平率均そ
.'** れぞれ p< 0.0 5, p < 0.0 Iで打意差あり。

1, 3-dichloropropene 3分暴露の両実験群で認

められた。致死突然変異頻度 の有意な増加は

1, 3-dichloropropeneの3分暴露群で認められ

た(p<0.01)。

誘発突然変異 と生殖細胞（ 精子） の発生時期

との関係を調べるためにブルード分析を試みた。

誘発突然変異を検出したD-D暴露群と 1,3-

dichloropropene 3分暴露群において，誘発突

然変異のブルード別での出現傾向は一様ではな

く，また雄親の妊性が低下することから 明確な

結論は下せないもの と考えられた。

4. おわりに

気体の急性暴露試験において， D-Dはキイ

ロショウ ジョ ウバエ雄の生殖細胞に致死突然変

異を誘発し ，その作用性は成分の 1,3-dichloro-

propeneに起因すると考えられた。
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探境変異原研究6:171 -178(1984) 

ショウジョウバエ精子および精原細胞におけるエ

チ）レニトロソウレアの摂取量と突然変異量の関係

1. はじめに

長崎大学医学部原爆後障害
医療研究施設遺伝学部門

ショウジョウバエ (Drosophila melanogas-

ter)では生殖細胞に生じる遺伝的変化一染色体

異常・点突然変異ーを巧妙な交配実験によ って

正確に検出できる (Abrahamsonand Lewis, 

1971)。なかでも，劣性致死突然変異を検出す

る方法は高感度な点突然変異検出法としてよく

知られている (Leeら， 1983)。

ところで， ショウジョウバエ生殖細胞を用い，

化学物質の変異原性の検討を行う場合，化学物

質を経口投与する処理方法が広く用いられてい

る。しかし，この方法で得られる化学物質の投

与濃度 (mM,ppm)一突然変異量関係は，その

物質の突然変異誘発機構を考察するには，不明

確であることが多い (Lee,1979;吉川ら， 1984)。

そこで，餌溶液として与えられた化学物質，エ

チルニトロソウレア (N-ethyl-N-nitrosourea, 

ENU），の体内摂取量を測定し，同時に精子時

期における誘発伴性劣性致死突然変異量との関

係を調べた (Ayakiら， 1984 a)。

化学変異原の遺伝的影響評価の立場からみれ

ば，精母細胞から精子の間の時期で起こった突

然変異は一過性であり，それを持つ精子が受精

にあずからない限り，後代に対して何ら影響を

及ぼさない。これに対して精原幹細胞に生じた

突然変異は，その個体が生殖年令にある間，突

然変異を持った精子を排出しつづける。したが

って，精原幹細胞時期における化学物質摂取量

一突然変異量に関する資料が重要である（近藤，

1982)。そこでショウジョウバエ精原細胞の

ENUに対する反応をその摂取量をもとにし，

Xーおよび第 2染色体上に誘発される劣性致死

吉川 勲・綾木 歳ー・大嶋加代子

突然変異を指標として検討した (Yoshikawaら，

19 84)。

2. ENUの投与濃度と摂取量および誘発突然変

異量

一般に，化学物質を溶液としてハエに投与す

る場合，次の二通りの方法が用いられる。 1つ

は餌溶液として経口的に与える方法であり，他

の 1つは腹腔内に直接溶液を注入する方法であ

る。腹腔内注入法で得られる化学物質の投与量

一突然変異量関係は，経口投与法による投与濃

度一突然変異量関係に比較して，明瞭な直線性

が得られる。しかし，この方法は比較的高度な

技術を必要とし，大量の個体を処理することは

難しい。またハ工の体表組織の特性から注入し

た溶液の漏出が起こりやすく，再現性のある実

験結果を得ることが困難である。ハエの摂食行

動に頼る経口投与法は大量個体の処理が可能な

こと，また実験結果の再現性が比較的高いこと

などから広く用いられている。しかし，この方

法における投与濃度一突然変異量関係は明瞭で

ない。主な要因として投与濃度が体内に摂取さ

れた量を正確に反映していないことが考えられる。

そこで， 3Hで標識したショ糖をENUーショ

糖溶液に少量添加，成虫に経口投与した後，ハ

工体内に存在する 3Hを測定し，これにもとづ

き摂取ENUーショ糖溶液量を求め，経口的に取

り込まれたENU量を推定した。この摂取ENU

量と伴性劣性致死突然変異誘発量との関係を検

討した。

(1) 経口投与法による摂取ENU量の推定

a. 方法
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1%ショ糖を含むリン酸緩衝液(pH6.0)に

珀で標識したショ糖を少量添加し，ENU濃度

O, 0. O 3, 0. 3, 1. O m Mの溶液を調製し

た。図 l左側に示した方法により，摂取
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図 1 経口投与による ENUの体内摂取量の

推定と伴性劣性致死突然変異の検出

ENU量を推定した。各種濃度のENUーショ

糖溶液 8ccをキムワイプを敷いた牛乳ビン

に注入し，羽化後 2日の Canton-S(野生

型）系統雄 30頭に 25℃暗中で 24時間摂食

させた。なお，溶液の摂食を全個体にわた

り円滑に行わせるため，投与前 3時間絶飲

食させた。投与終了後直ちにハ工を蒸留水

で洗浄し， 20頭をランダムにサンフ゜｝レした。

それをガラス棒で細かく破砕，可溶化剤ハ

b. 

イアミン 1ccを加え， 37℃で 24時間溶解

させた。シンチレーターを加え，低温 （5

℃)下に一夜放置した後 3Hを測定した。

ENUの投与濃度と摂取量の関係

珀の測定値から各投与濃度における摂

取、ンョ糖溶液量を算出することができる。

図 2に投与濃度に対する溶液摂取量，およ

び図中の式にもとづいて推定された摂取

ENU量を示した。 ENUの投与濃度が高く

なるにしたがい溶液の摂取量が減少する。
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減少のパターンは投与濃度と摂取 ENU量

の間に，直線関係が存在しないことを示し

ている。投与濃度が 0.3mMからl.OmMと，

約 3倍になっても，摂取ENU量は 37％増

加するだけである。 ENU溶液に対するハ

工の拒食反応は，化学物質の投与濃度にも

とづく突然変異誘発頻度の表現が，適切で

ないことを示唆している。

摂取ENU量と誘発突然変異量の関係

突然変異の検出

前述した条件で ENUーショ糖溶液を

Canton-S系統雄に経口投与し，精子に誘

発される伴性劣性致死突然変異を調べた

（図 l右側）。 24時間の経口投与後，雄

は直ちに突然変異検出用系統(yscSI I nl/-9 

s⑱ ;bw; st炒，以下0ー／と記す）雌に 1

日間交配し，図 3に示した検出方法によっ

て， 2世代後に致死突然変異を検出した。

結果

摂取ENU量に対する致死突然変異頻度

を図 4に示した。摂取ENU量と突然変異

量の間には明瞭な直線関係が成り立ってい

る(x21inearity=1.29, p> 0.10)。

たがって，この方法によって推定される摂取

し
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伴性劣性致死突然変異の検出
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図 4 個体当りの ENU摂取量と伴性劣性致

死突然変異率

ENU量は ，ハエが実際に摂取した量に近

い値であると考えられる。

3
 
精原細胞の化学物質ー ENUーに対する反

応

精原細胞，特に精原幹細胞に対する化学変異

表 1

原の遺伝的影響をマウスとショウジョウバエで

比較することは，ヒ トヘの危険度評価の立場か

ら重要である (Russell, 1982)。そこで前述

した摂取 ENU量を基準に，伴性および常染色

体（ 第 2染色体）性劣性致死突然変異を指標と

し，精子および精原細胞の反応を検討 した。

(1) 伴性劣性致死突然変異を指標とした精子お

よび精原細胞の反応

a.方法

伴性劣性致死突然変異の検出は前章で述

べた方法による。精子時期に処理を受けた

精子における突然変異の検出は，投与後0

ー／系統雌と1日間の交配から， また精原

細胞時期に処理を受けた精子での検出は，

投与後 15日～ 18日目の交配から生じた子

供について行われた。

b
 
結

結果は表 1の 4~6欄と図 5に示した。

果

キイロショウジョウバエ雄生殖細胞における ENU誘発劣性致死突然変異

投与濃度

(mM) 

摂取 ENU量

(nmol/fly) 

処 理 を受け

た細胞時 期

X一染色体 第2染色体

調査

染色体数

致死

染色体数

（％ 士S.E.)

染色体当りの
注 J)

致死突然変異数

調査

染色体数

致死

染色体数

（％ 士S.E.)

染色体当りの
注 I)

致死突然変異数

0.0 0.0 精 子

精 原 細胞

0.0 3 0.0 6 4 精 子

精 原 細 胞

0.3 0.2 2 I 精 子

精 原 細 胞

1.0 0.3 0 2 精 子

精 原 細胞
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注 I) 銹発さ れた劣性致死突然変異遺伝子は染色体上にポアソン分布すると仮定して計算した。
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(2) 

摂取量一突然変異量関係における精子の反

応は先に述べたと同様，直線がよくあては

まる (x2linearity=l.38, P>0.10)。

かし，精原細胞の反応は直線関係から有意

に隔たっている (x2linearity=7.60,0.025

>P> 0.01)。しかも，突然変異率は精子の

それと比較してかなり低い。

第 2染色体上に生じる劣性致死突然変異を

指標とした精子および精原細胞の反応

精原細胞における伴性劣性致死の低い突然

変異率は，それを持つX一染色体の選択的な

し

世代

G1 

G2 

nn 負負
戸口言丁―̀ 3̀
nn n霞
戸言言ェ コ l含

nn nよ

□`三 1含

｀口覆 1含 ・ ［ 口 1含

--1 

’`含 ［口伍

E口： 塁塁
野生型翅のハエが出現しない時劣件致死追伝チが第 2染色体上に

存在していると判定する。

ー

臼
ガ
慰

n
Pm
u
 

ー
＇
自
チ

nu
npm
u
 

----― | | 

｀ 口含含

n負 貪貪
Cy-f- : -I--f-

u~ 鬱息
2 : I 

n
cy
unPrnunイ
．

u

優件の標識遺伝f,Cy,と全長にわた って逆位を持つ第 2染色体。

優性の標識遺伝f, Pm,を持つ第 2染色体。

野生印第 2染色体。 この 1こに銹発される劣性致死突然変涅を検出する。

図 6 第 2染色体上に生じる劣性致死突然変異の検出
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淘汰によると思われる。したがって，この可

能性を除去するため，第 2染色体上に生じる

劣性致死突然変異を指標とし，精原細胞の化

学物質ーENUーに対する反応を調べた。

a. 方法

第 2染色体上に誘発される劣性致死突然

変異の検出は， Cy法（Wallace, 1956)に

より行った。図 6に検出方法を示す。実験

に供する 1本の正常な Canton-S系統由来

の第 2染色体を抽出するため，同系統雄を

標識遺伝子系統， Cy/Pm, に交配した。

この標識遺伝子系統の第 2染色体はいずれ

も多重逆位染色体で，一方は優性遺伝子

Curly(Cy;曲翅），他方は同じく優性遺伝

子Plum(Pm;暗紫色の眼）によって標識

されている。次世代（Gりにおいて Pm/-f

の雄を 1頭抽出した。この雄を再びCy/Pm

雌に交配し，伍世代で多数の Pm／右雄

（約 250頭）を得た。これはG2世代で抽

出した-f染色体を多数複製したことになる

(-f染色体系統の確立）。抽出した-f染色

体上に劣性致死あるいは有害遺伝子のない

ことを確認するため， G3世代の同胞の中，

Cy/-fの雌雄を集めて交配し，次世代で-f

染色体をホモにもつ個体の生存力を調べた。

致死あるいは有害遺伝子を持たないことを

確認した後， G3世代のPm／右雄個体を

Cy/Pmに交配し， G4世代で各染色体系

統ごと処理群に相当する数のPm/-f雄を集

めた。染色体系統内雄のそれぞれに 0,

0.03, 0.3, l.OmMのENUーショ糖溶液を

前述の方法で経口投与した。

被処理雄は 1頭ずつ Cy/Pm雌と交配し

た。精子時期に処理された精子の抽出は処

理直後の 3日間の交配から，精原細胞期の

それは処理後 15~1 8日の交配から生じる

Pm/-f雄を各染色体系統ごとに 1頭だけ抽

出することによって行われた。雄は再度Cy/

Pm雌に交配した（伍世代）。 G6世代で

Cy／ナの処理雌及び雄を選び交配，次世代

における表現型の分離比（図 6のG7世代参

照）より第 2染色体上の劣性致死突然変異

の存在を確認した。

b. 結果

結果は表 1の 7~9欄および図 7に示し
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図7 第 2染色体上に誘発される劣性致死突

然変異を指標とした精子及び精原細胞の

ENUに対する反応

た。精子における摂取量一突然変異量関係

は伴性劣性致死突然変異のそれと同様直線

である (x2linearity=0.46,P>0.10)。と

ころが精原細胞における摂取量一突然変異

量関係は明確な S字型反応曲線を示してい

る(x2 1 i near it y = 1 2. 3 9, 0. 0 0 5 > P> 0.0 0 1)。

精子に比較した精原細胞の突然変異率はx-
染色体の場合ほど低くはない。

4. おわりに

AaronとLee(1978)はエチルメタンスルフ

ォネイト (ethylmethanesulfonate; EMS) 

をショウジョウバ工に経口投与し，精子のDNA

に生じたアルキレーションの量と誘発伴性劣性

致死突然変異の頻度との関係を調べ，アルキレ

ーションの量と突然変異頻度との間に直線関係

が存在することを報告している。しかし，経口

投与したEMS濃度と突然変異量の間には直線

的な関係の存在を述べることは難しい。多くの

化学変異原の投与濃度に対する誘発突然変異頻

度の反応曲線はまちまちである (cf. Vogel 

and Natarajan, 1979)。以上の事実は，摂食

行動にたよる経口投与法の場合，投与濃度とそ

れが生体内に取り込まれる量との間に直線的な

関係が成り立っていないことをうかがわせる。

我々はENU溶液に添加するショ糖の一部を

3Hで標識したショ糖で置きかえ，摂食後，体

内に存在する 3Hの量から摂取されたENU量を

推定した。この摂取ENU量と精子の誘発突然

変異量の関係が直線であることから，推定した

摂取量はショウジョウバエが実際に取り込んだ

量に近いものであると考えられる。さらにEMS

を用いて本報告と同様の実験を行ったところ，

摂取EMS量と突然変異量の間に明確な直線関

係が成り立 つことを再確認した (Ayakiら，

19 84 b)。

マウスに対する化学物質の投与方法は腹腔内

あるいは静脈への注入が一般的である。したが

って，化学物質の変異原性についてマウスとシ

ョウジョウバ工の実験結果を比較検討するため

には，ハ工の化学物質体内取り込み量を正確に

測定し，生殖細胞における突然変異誘発頻度と

の関係を明らかにする必要がある。

摂取ENU量と突然変異量の関係をXーおよ

び第 2染色体上の劣性致死突然変異を指標とし

て調べた結果，精子に比較して精原細胞の突然

変異率は低く，その傾向はXー染色体上の致死

遺伝子を指標にした場合，一層顕著である。 X

— 染色体上に致死遺伝子を持つ精原細胞は精子

形成過程において選択的な淘汰を受けることを

示唆している。一方， ENUはマウス精原細胞

において精子よりも高い突然変異誘発能を示す

(Russell, 1982)。ところがショウジョウバエ

では精子の方が精原細胞より高い。にもかかわ

らず， ENUの精原細胞における摂取量一突然

変異反応曲線は Russe11ら(1982)によ って報

告されているマウスのそれとよく類似している。

Russe 11らはマウスの結果について次のように

述べている。 ＂低線量域における直線関係から

期待されるよりも低い突然変異率は，精原細胞

が化学変異原による遺伝的な損傷修復の能力を

持っていることを示している。”

我々が得たショウジョウバエ精原細胞におけ

るENU誘発突然変異と摂取量の関係は，マウ

スの結果にもとづく Russellらの解釈によって

説明できると考えられる。すなわちショウジョ

ウバエ精原細胞もENU誘発DNA損傷を修復

することができるようである。
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一． 

大気浮遊粒子状物質の変異原性とマウス新生児試験

東京都公害研究所保健部

はじめに

近年，大気中癌原物質の短期検索法の一つと

してAmesらの開発したサルモネラと哺乳動物

の肝ミクロソーム系を組み合せる変異原性試験

が広く用いられ，我国においても種々の報告が

なされている (Teranishiら， 1978:Toki-

waら，1 9 8 O : Fuk i no, 1 9 8 2 :後藤ら，

1982)。 これらの検討結果から，特に，都市

域において大気中汚染物質に高い変異原性が検

出され，ヒトヘの影響が憂慮されている。

Ames法は癌原物質の最終判定法ではないが，

大気の変異原活性と肺癌死亡率との関連を示唆

する報告もあり (Walker, 1 982), 季節変

動・地域変動の大きい大気の状況を，少量の検

体採取によって容易に判定できる有用な方法と

言える。 しかしながら，大気中変異原物質が癌

原物質であるか否かを評価するためには，動物

実験が不可欠である。そこで，我々はAmes法

を用いて都市大気中の汚染物質の変異原性を検

討する一方，成熟期の動物に比較して感受性が

高く (Pietra, 1959), 検体量も少なくて済

む新生児の動物を用いて癌原性試験を行い，変

異原性と癌原性の結果の比較を試みたので報告

する。

2
 
大気中浮遊粒子状物質の変異原性

都公害研究所（東京都千代田区）屋上におい

て， 1 9 8 2年 6月ー19 8 3年 4月まで隔月に，

月間延 7日の割合でハイボリュ ームエアサンプ

ラーを用いて石英濾紙（ PallflexType 

2500)上に大気浮遊粒子状物質の捕集を行っ

た。捕集した浮遊粒子状物質はベンゼンーエタ

ノール混合液（ 4: 1, V/V)で超音波抽出

を行い，減圧下で溶媒を留去した。得られたタ

佐々木裕子・遠藤

ールおよびタールの一部を液々分配して得た中

性 ・酸性・塩基性画分のタールは， DMSOに

溶解し，濾過滅菌して検体とした。変異原性試

験は， Salmonellatyphimurium 

TA 9 8 (Amesら，

NR, 

1 9 8 3) の4株を用い，フ゜レインキュベーショ

ン法で行った。なお，代謝活性化には， PCB

(KC-soo)誘導のラ ット肝のS9を用いた。

その結果，大気面当りの変異原活性は，TA

100, TA98士S9で，夏期に比べ秋 ・冬期

に高いという季節変動が認められた （図 1)。
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特に，S9 mix非存在下での変異原活性の変動

幅は大きく ，最も高い活性を示した12月は， 8 

月に比べ両株共に約 7倍の変異原活性を示した。

測定月ごとのTAlOO, TA98士S9の各変

異原活性の比較では，菌株による違いはほとん

ど認められなかったが，代謝活性化の有無では

両株ともに年間を通じて直接変異原性の方がい

くらか高いという傾向がうかがえた。 S9 mix 

非存在下でのTA98株とTA98 NR, TA98 

/ 1.8 DN P6両株の変異原活性の比較では， T

A 98 NRとTA9 8 / 1.8 D N Pi忍用いた場合

に，年間を通じて，復帰コロニー数の減少が見

られた。採取時に濾紙上で産生したものも一部

ある (Risbyら， 1 9 8 3)とは考えられるが，

この結果は，本調査の高い直接変異原活性に二

トロアレン類が寄与していることを推測させた。

次に，浮遊粒子状物質mg当りの変異原活性も

TAlOO, TA98土S9で，夏期に低く ，秋冬

にかけて高いという結果が得られ（図 2)'大
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゜57.6 8 10 12 58.2 4 図 2 東京都における単位浮遊粒子状物質当りの
変異原活性の年間変動

気中浮遊粒子状物質の変異原性に関して，量だ

けでなく質の面でも季節変動があることが明ら

かとなった。また，mg当りの変異原活性では秋

から冬にかけてほとんど変動が認められず，こ

の時期の面当りの変異原活性は，浮遊粒子状物

質の量に依存することが示唆された。

図3に，中性 ・酸性 ・塩基性の各画分の四当

りの変異原活性を示した。 3画分のうち，中性

画分はタール量，変異原活性共に，年間を通し

て全浮遊粒子状物質抽出物の主体を占めた。更

に，中性画分は他の画分に比較して顕著な季節

変動を示し，年間の全変異原活性の変動が，こ

の画分の変動によるものであることが示唆され

た。一方，酸性 ・塩基性画分は，年間を通して

変異原性は検出されるものの，全変異原活性に

占める割合は少なく，活性の変動幅も小さかっ

た。
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図 3 東京都における単位空気量当りの
分画別変異原活性の年間変動

3. 大気中浮遊粒子状物質の新生児試験

同所において， 1 9 8 0年11月ー 19 8 1年 2月

まで，ハイボリュームエアサンプラ ーを用いて， 表 l 大気浮遊粒子状物質抽出物の変異原性

ガラス繊維濾紙（東洋濾紙， GBlOOR )上に

大気浮遊粒子状物質を連続捕集した。捕集した 復帰変異コロニー数ベクール復帰変異コロニー数／叫 空気

浮遊粒子状物質は，前述の方法で抽出および分

配操作を行い，タールとその中性 ・酸性 ・塩基

性画分を得，検体とした。

癌原性の検討には， SPFのマウス (ICR 

-JCL)238匹を 6群（タール，中性画分，

酸性画分，塩基性画分，溶媒単独，無処置）に

分け，用いた。無処置群のマウスを除き，出生

後24時間以内のマウスの頸背部皮下にオリ ーブ

油（局方）に懸濁した検体10mgを投与した。観

察は最長 1年間行い，定期的（ 3, 6, 12カ月）

に解剖を行った。また，投与直後のへい死（食

殺等）のマウスを除き，途中へい死のマウスも

検討の対象として用いた。対象臓器は， 気管（支），

肺，肝，腎，牌，心，膵，副腎，胸腺，乳腺，

皮膚（投与部）および各附属淋杷節とし，採材

後，ホルマリン固定，薄切，染色 (H・Eおよ

び必要に応じPAS, AZAN)を行い， 光学

顕微鏡により組織学的に観察した。

なお，各検体の一部は， TAlOO, TA98 

株を用いて前述の方法で変異原性試験を行った。

表 1に，タールおよびその 3画分の大気面当

りとタ ール咤当りの誘発変異コロニー数を示し

た。タールとその画分からは，いずれもTAlOO,

TA98両株で代謝活性化の有無にかかわりなく

変異原性が検出された。なかでも，中性画分の

タールは，前述の 1982-1983年の結果と同

様に，他の 2画分に比較して著しく高い変異原

活性を示した。また， 4種のタールの示した大

気面当りの変異原活性は，いずれも 1982 -

1 9 8 3年の変動幅内であった。

マウス新生児試験では，対照の 2群（溶媒単

独，無処置）を除き，投与後数日以内にかなり

のへい死が観察された。特に，酸性画分，塩甚

性画分群では，離乳までの死亡率が50％以上と

なった。今回の実験は，各群の検討対象動物数

* TA!OO TA98 TAIOO TA98 
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にバラツキが生じたため，今後は投与量・方法

を更に検討する予定である。

図 4に，雌雄別に 6実験群の平均体重推移を

示した。その結果，酸性画分群が雌雄共に最も

平均体重の増加が著しかった。また，タール，

中性画分，塩基性画分群も，対照の 2群に比較

して，平均体重の増加が認められた。この体重

増加と変異原物質（字癌原物質）との関連性に

ついては現在明らかではない。

組織学的な検討の結果は，表 2に見る通り，

酸性画分群を除き，全群に腫瘍の発生が認めら

れた。見出された腫賜の種顆は， リンパ性白血

病並びに上皮性の肺腫瘍で，検体投与部位には

何ら組織変化は認められなかった。このうち，

白血病の発生率は 0~18％で，非特異的に各群

に発生しており，タールまたはその画分の投与

の影響は認め難かった。一方，肺腫瘍の発生は，

発生率並びに組織像から，タ ールおよびその画

分の投与の影響が強く示唆された。 6実験群の

中で中性画分群が最も発生率が高く，マウス 25

例中 7例に有意（が検定： P< 0.0 1)に腺腫の
発生が見られた。うち 2例は形態学的に悪性で

あり，残り 5例も悪性化の傾向を示した。更に，

この群にのみ複数の肺腫瘍を持つマウス 2例が

見出された。他の画分に比較し極めて高い変異

原活性を示す中性画分を投与したマウスに，有

意に肺腫瘍の発生が見られたことは，変異原性

と癌原性の関連が，大気汚染物質でも高いこと
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図4 マウスの雌雄別・群別平均体重推移

表 2 腫瘍発生数

供試検討対象 肺腫 瘍 白血病 計
実験群

頭数頭数＊1 腫瘍発生数頭数発生率”頭数発生率＊2頭数発生率＊2.

ク ー ル 40 2 5 4 4 16 2 8 6 24 

中性画分 42 25 9(2)*3 7*4 28 3 12 10*4 40 

酸性画分 4 1 2 0 0 

塩基性画分 2 6 1 1 1 (1) 

溶媒単独 4 2 3 9 2 

無処置 47 4 7 3 
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*l 離乳前のへい死（食殺等 ）マ ウスを除 く。
*2 腫瘍発生頭数／検討対象頭数 （％）。
*3 ( )内は，腫瘍中形態学的に悪性化した腫瘍数。
*4 複数の肺瘍を持つマウス を含む。

を示唆している。タール群では， 25例中に 4

例の悪性化の傾向を示す腺腫の発生が認められ

た。なお，この群の中性画分群に比べての発生

率の低下は，タール中の中性画分の量に依存し

たと考えられる。塩基性画分群の場合は，多数

のへい死のため充分な検討が行えなかったが，

11例中に 1例形態学的に悪性化した腺腫の発

生が観察された。この群並びに今回腫瘍の発生

が見られなかった酸性画分群への投与検体は，

中性画分より弱いもののいずれも変異原性を示

し，癌原性を持つ可能性は否定できないため，

新めて検討する予定である。対照群では，溶媒

単独群 39例中 2例，無処置群 47例中 3例に

腺腫が観察されたが，いずれも悪性化の傾向は

認められなかった。

今回の結果を直ちにヒトに外挿するには，新

生児試験には問題点もあるが，大気中浮遊粒子

状物質抽出物の標的臓器が肺であったことは，

肺癌との関連を考える上で興味深い。

4. おわりに

肺癌による死亡率の増加の原因として，現在，

喫煙に加え大気汚染が問題にされている。その

ため， B(a)Pなど既知の癌原物質の検索に加え，

未知の癌原物質の検索，同定も進められている。

(Leoら， 1973 ; Pittsら， 1978 ; Daiseyら，

19 7 9 ; Ramdahlら， 1982)。更に，大気汚染物

質の癌原性を総合的に評価しようとする試みが，

Epsteinら（ 1966, 1979), Asahinaら(197 2) 

によって行われている。しかし，大気汚染物質

は量および質の変動が大きく，かつ大量採取が

困難など，むずかしい問題を含んでいる。

今回の実験から ：

(1) 大気中浮遊粒子状物質の変異原活性は，単

位空気量当り，単位重量当り，いずれも秋冬

期に高く，夏期に低く，春期にはその中間の

値を示した。

(2) 年間を通じ， TAlOO,TA98株共に直接変

異原性の方が，活性が高く，また変動幅も大

きかった。

(3) 年間を通じ， TAlOO,TA98士S9いずれ

の場合も，中性画分が，大気汚染物質の変異

原活性の主体であり，タールmg当りでも，他

の画分に比べ著しく高い変異原活性が認めら

れた。

(4) 新生児試験においても，中性画分投与で有

意に高い肺腫瘍の発生が観察された。

(3), (4)から， Ames法で得られた大気中変異

原物質に関する情報が，動物実験の結果と関連

することが推測された。そこで，今後とも動物

実験の結果との関連性の把握に努めつつ，大気

汚染の状況を， Ames法で検討してい く予定で

ある。
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東京および東南アジア 3都市における土砂の変異原活性

国立公衆衛生院・地域環境衛生学部 西村^ 哲汁:1,・加藤： 幸：彦

松下秀鶴

1. はじめに

自動車等の移動発生源や工場排煙等の固定発

生源から大気中に放出された粒子状物質は，や

がては地表に落下する。このため，大気汚染の

はげしい地区ほどその地表の土砂の汚染度は大

きいと考えられる。事実，環境中の代表的発が

ん物質である benzo(a)pyrene (以下BaPと略

す）については，この関係が示されている（松

下ら， 19 7 7, 1 9 8 0 ; Bl um erら， 19 7 7)。

従って，地表の土砂に含まれる変異（癌）原性

物質の量はその地区の大気の変異 （癌）原性物

質による汚染状況を反映する可能性が高い。ま

た，大気浮遊粉じんの採取に比べ土砂の採取は

極めて容易である。

変異原性試験は，サルモネラ菌 TAlOO,TA

98両菌株を用い (McCannら， 1 9 7 5), プ

レインキュベーション法 (Yahagiら， 1 9 7 7) 

に従い各試料溶液について 2回づつ行った。 S-

9 mixは， Amesらの方法 (Amesら， 197 3) 

に従って調製した。

なお，各土砂試料に対する変異原性試験は，

土砂約 0.62 gに対応する抽出物およびその 1/2,

l/4, 1/t 0量をそれぞれ変異原性試験に供す

ることにより行った。これらの抽出物に対する

量ー反応曲線を 2次回帰分析して土砂 0.37 5 g 

に対する復帰変異コロニー数を算出した。

BaP含量は，上記の方法を用いて超音波抽出

したタール状物質を用いて，松下らの方法

(1 9 7 7)により二層一次元薄層クロマトグラ

フィー・分光けい光光度法によ って求めた。

このような考えのもとに，東京，マニラ，チ

ェンマイ，バンコクの種々の地区から土砂を採

取し， 60メッシュ以下の試料についてBaP含

量と変異原性を調べた。 3. 土砂試料の変異原性の評価

2. 実験方法

土砂は， 1 9 8 2年および 19 8 3年の春 2回，

東京，マニラ，チェンマイ，バンコクの 4都市

の各地の道路近傍の表層から掃き集めて採取し，

6 0メ ッジュ のふる いにかけ土砂試料とした。

この土砂試料に含まれるタール状物質を， eth-

anol : benzene (1 : 3, v / v)を用いる超音波

抽出法（後藤ら， 1 9 8 2)によって抽出し，減

圧乾固した。この乾固物に ethanolを加えて滅

菌処理を行い，その後 ethanolを留去した。少

量の ethyletherで溶解し，さらに一定量のdi-

methyl sulfoxide (以下 DMSOと略す）を加

えて撹拌した。減圧下で ethyletherを留去して

DMSO溶液を得た（西村ら，1 9 8 4)。

-185 -

土砂試料の変異原性の 1例として，図 lに東

京都葛飾区から得た試料についての量ー反応曲

線を示した。 TAlOO, TA98両菌株について

S-9 mix添加の有無にかかわらず，フ゜レート

当りの土砂 DMSO抽出物量が増加するにつれ

て復帰変異コロニー数が増大することがわかる。

このような量ー反応関係を被験 24 0試料につ

いてそれぞれ求め， 量ー反応関係が認められ，

しかも復帰変異コロニー数が自然復帰コロニー

数の 2倍以上であ った場合を変異原陽性とし，

その他の場合を陰性とした。

陰性と判定された試料でも，そのほとんどす

べての試料で復帰コロニー数は量依存性を示し

た。また，本実験での最高投与量は土砂約0.62

gに対応する抽出物であ った事と考え合わせる
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と，最高投与旦をふやすと陽性と判定される試

料の数は増加する可能性がある。このような考

えのもとに，各試料の変異原比活性の算出は試

料の陽性・陰性にこだわらず量ー反応関係を与

えたすべての試料について行った。表示は土砂

1 g当りの復帰コロニー数として表わした。

4. 東京の土砂試料の変異原性

東京都で採取した土砂試料のうち 19 8 2年採

取の 51試料について工業，商業および住宅地

区の 3地区に区別して変異原性を調べた。表 l

に変異原性陽性と判定された土砂試料の出現頻

度を地区別にまとめて示す。 TA1 oo菌株では，
S-9 mix添加条件下で 51試料中 25試料が陽

性になったのに対して． S-9 mix無添加条件下

では陽性例は認められなかった。また， TA98 

菌株では， S-9 mix添加条件下で 51試料中46

試料． S-9 mix無添加条件下で 51試料中44試

料が陽性を示した。さらに， TA100. TA98両

表 1 東京の工業，商業および住宅地区の変異原

性陽性頻度

TAlOO TA98 

地 区 試料数 総合評価
+s-9 -s-9 +s-9 -S-9 

工業地区 17 9/17 0/17 16/17 15/17 17/17 

商業地区 9 6/9 0/9 8/9 9/9 9/9 

住宅地区 25 10/25 0/25 22/25 20/25 23/25 

全地区 51 25/51 0/51 46/51 44/51 49/51 

菌株のいずれかに陽性の変異原性を示したもの

は 51試料中 49試料であった。しかし，工業，

商業および住宅地区による変異原性の陽性頻度

には統計的な有意差はみられなかった。また，

変異原比活性を標準偏差を考えに入れて考察し

た場合も地区別の有意差は認められなかった。

これらの事実から，東京都内から採取したほと

んどすべての表層土砂試料に変異原物質が含ま

れていること，この中には少なくとも塩韮対交換

型の変異に対するpro-rnu tagensとフレームシ

フト型の変異に対する directrn utagensが含ま

れていることが示唆された。

図 2は，変異原活性の分布の 1例として，

TA 9 8菌株，S-9 mix無添加条件下における

●0-100 

● 100-150 

● 150-200 

● 200-250 

● 250-

ロニー数／g,土砂）

図 2 東京都から採取した土砂試料中の有機成分

の変異原比活性の分布

変異原比活性（土砂 1g当りの復帰変異コロニ

ー数）を 5段階にわけ，地図上にプロ ットした

ものである。図 2には主として幹線道路を図示

した。幹線道路付近や東京の中心部が高い変異

原活性を示す傾向が認められた。なお，これと

同様の傾向は， TA1 o o菌株や TA98菌株のS
-9 mix添加条件下の試験結果でも認められた。

5. 東京および東南アジア3都市の変異原性

表 2は，変異原性陽性と判定された土砂試料

の出現頻度を都市別にまとめて示したものであ

る。 TA1 o o菌株では， S-9 mix添加条件下で

表 2 東京，マニラ，チェンマイおよびバンコク

の変異原性陽性頻度

TA.100 TA.98 
屈市名 試料数

ゼ3-9 -S-9 +s-9 -S-9 
総合評価

東 京 107 62/107 0/107 98/107 93/107 104/107 

マニう 66 15/66 8/66 41/66 41/66 53/66 

チェンマイ 20 4/20 0/20 14/20 13/20 16/20 

バンコク 47 0/47 0/47 8/47 12/47 17/47 

東京では 10 7試料中 62試料，マニラでは 66試

料中 15試料，チェンマイでは 20試料中 4試料

が陽性を示したのに対して， S-9 mix無添加条

件下ではマニラの 8試料を除いて陽性例は認め

られなかった。また， TA98菌株では， S-9 mix 

の有無にかかわらず陽性頻度については同程度

の割合であった。すなわち，変異原性が陽性と

なる頻度はTA1 o o菌株よりもTA98菌株の方
が高いこと， TA1 o o菌株ではS-9 mix添加条

件下の方がS-9 mix無添加条件下より陽性とな

る頻度がはるかに高いのに対し， TA98菌株で

はほぼ同程度で陽性となる頻度が高いことがわ

かる。都市別の比較では，東京の土砂試料での

陽性頻度が最も高く マニラ チェンマイ バ

ンコクの順になっている。

図 3は， 4都市のTAlOO,TA98両菌株の

S-9 mix添加，無添加条件下の変異原比活性と

BaP含量の算術平均値を表示したものである。

変異原比活性は ，TA1 o o菌株のS-9 mix添加
条件下を除いて，東京，マニラ，チェンマイ，

バンコクの順であり， S-9 mix添加条件下の

TA 1 o o菌株の場合は，東京，マニラ，バンコ

ク，チェンマイの順であることが判る。なお，

算術平均値の順序は，変異原性陽性頻度の順序

と同じであった。

東京の試料の場合， S-9 mix添加条件下で変

異原性が陽性となる頻度が高かったのは，図 3

のBaP含量が高いことから推察されるように多

環芳香族炭化水素類の含量が多いためではない
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かと考え られる。マニ ラの試料の場合， BaP含

量は低か ったのに対し， TA98菌株のS-9 mix 

無添加条件下で高頻度の変異原性を認めた。こ

のことは，マニラでは陸上交通はもっぱら自動

車にたよっており， しかもディーゼル車（バス

及びジプニー）の比率が高いことにより，排出

される芳香族ニトロ化合物等が関与している可

能性が示唆される。

6
 
おわりに

表層土砂試料の多くに変異原性物質が含まれ

ていることがわか った。

東京の土砂試料について採取地区別に変異原

性を解析した結果，幹線道路付近や交通渋滞の

はげしい付近から採取した土砂は変異原活性が

高い傾向にあった。また，固定発生源の影署が

ほぽ同等であると考え られる近接地区で自動車

走行量の多い場所と少ない場所では，前者の方

が後者より高い傾向にあった。

更に，土砂中のBaPの含量，BaPは化 石燃

料等の不完全燃焼により発生すること（松下ら，

1 9 8 0),土砂中の多環芳香族炭化水素含量に

対して自動車が大きく影響すること（松下，

1 9 8 0)などを考えに入れると，土砂中の変異

原性物質は自動車排出物を含む不完全燃焼の所産

とこれら大気中ならびに土砂中での反応生成物

を主体とする可能性が高い。

この可能性の検証や土砂中の汚染物質の検索

は今後明らかにしていかなければならない問題

である。
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5. 変異発現の機構と修飾



環境変異原研究6:193 - 196 (1984) 

抗変異原物質の大腸菌RecA蛋白質に対する作用

国立遺伝学研究所 井上

1. はじめに

Ames法に代表される種々の突然変異原性検

出系により．我々をとりまく環境中には，極め

て多数の変異原性物質が存在することが明らか

になった。併し，同時に，突然変異生成を抑制

する因子も数多く見出されてきた。化学物質に

よる突然変異の抑制という現象は古くより観察

されていたが，近年， ある種の抗突然変異原物

質についてはその作用機構が明らかにされつつ

あり， また環境変異原の研究という側面からみ

ても，これら抗突然変異原物質の研究は重要な

意味を持つと考えられるようになった。

本稿では，我々の研究グループで見出された

いくつかの抗突然変異物質につき，その作用機

構をRecA蛋白との関連から推定した結果につ

き述べる。

2. 大腸菌RecA蛋白

大腸菌の recA遺伝子は，普遍的組換え，突

然変異誘発， DNA修復細胞分裂制御，プロファー

ジ誘導等の多くの重要な細胞機能に関与する遺

伝子であり，古くより，遺伝学的検討が加えら

れてきた。これらの多面的機能発現の機構の全

貌が，精製されたRecA蛋白のinvitroの性

質を検討することにより，近年明らかにされつ

つあり，いわゆる SOS修復に於けるRecA蛋白

の役割については，分子レベルの理解が完成し

たといってもよい段階にある。 (sos修復に
ついてはWarker(1 9 8 4)の総説を参照された

し、）。

RecA蛋白のinvitroの機能は，様々の活

性測定系を用いて，測定することができるが，

それらは以下の 3つに分類することができる。

(a)相同なDNA同志を対合させる活性。この活

正

性により，遺伝的組換え， あるいは組換え修復が

生ずると考えられる。 (b)種々のリフ゜レッサー蛋白

を分解不活化する蛋白分解酵素活性。 recA遺伝

子が極めて多面的な遺伝子発現をする理由は，

RecA蛋白が，多くのリフ゜レッサー蛋白を分解し

て，これらのリプレッサーにより制御されている

遺伝子群一ーそれらのうちの 1つに， error-

prone な修復を行う酵素の遺伝子もある一~を発

現させるからと考えられる。 (c)上の 2つの反応を

触媒する為に必要なエネルギーを供給するATP

分解活性。

これらの諸活性は，それぞれ独立に測定可能で

あり，特ばaぬ相同DNAの対合反応は，いくつ

かの部分反応に分けて，詳細な解析がなされてい

る。

3. 抗突然変異原物質と RecA蛋白

(1) 桂皮アルデヒドの場合

突然変異の誘発は，多くの細胞機能の有機

的発現によって完成するものであり， RecA 

蛋白は，その一部を担っているにすぎない。

(RecA蛋白が全く関与しないで，突然変異

が惹起される場合も， もちろんあろう）。よっ

て抗突然変異原の標的としてRecA蛋白を検

討の対象とするには，それなりのinvivoの

実験結果が必要である。我々が，その機能発

現にRecA蛋白が関連するのではないかと考

えた最初の抗突然変異原物質は桂皮アルデヒ

ドであった。桂皮アルデヒド (cinnami c 

aldehyde, C6Hs (CH)2CHO，以下CinA)

は香料肉桂の主要成分であり，独特の芳香を

発する油状物質である。 CinAの強い抗変異

原性は， Ohta等（ 19 8 3 a)によって，突

然変異剤で処理した大腸菌を用いて示された。
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種々の突然変異原を用いてCinAの効果を検

討すると， CinAは4NQO等のいわゆるUV

型の傷害を生ずる変異原に対して，強い抗変

異原性を示し， MNNG等のアルキル化剤に対

しては，あまり効果を示さなかった。さらに

UV型変異原による細胞致死がCinAの後処

理によって回復し， この効果は， rec A十の場

合にのみ現れ， SOS修復に関与するumcC

には依存しないことも示された COhtaら1983b)。

これらの実験結果から導き出されるCinAの

抗変異原性発現機構に関する最も簡単な作業

仮説は， CinAがrecAに依存する error-

freeな修復活性を上昇させるというもので

あろう。組換え修復は， recA遺伝子に依存

し，またerror-freeと考えられるので，我

々はRecA蛋白のDNA対合反応に対して

CinAがいかなる効果を有するかを検討する

こととした。

相同なDNAの対合反応の測定の為には，

いくつかの系が改発されている。最も簡単な

原理によるものは，熱処理等で変性したDNA

を基質として， これを再びもとの二重鎖に戻

す速度を測定するものである。あるいは，ニ

重鎖DNAと，そのどちらかの鎖と相同な塩基

配列をもつ一本鎖DNAを基質として，後者

が前者の一部と置きかわって，いわゆるDi-

sp lacement loop (D-1 oop)を形成する速

度を測定する方法もある。大腸菌RecA蛋白

によるD-loop形成反応の諸条件については，

この蛋白の精製に成功したShibata等(1983)

によって詳細な記述がなされているので，そ

れらに順じて行った。実際に用いた基質は一

本鎖DNAを有する大腸菌のファージ¢X174

やfdから調整したDNAとそれらの 2本鎖

複製型である閉環状二本鎖RFIDNAであ

る。測定の原理は以下による。即ち，高塩濃

度条件下では．二本鎖DNAはメンブランフィ

ルターに吸着しないが，一本鎖DNAはトラッ

フ゜される。よって，二本鎖DNAを屯等で

標識しておけば， D-loopを形成した二本

鎖DNAのみが，一本鎖部分を有するので． フィ

ルターにトラッフ゜される。このトラップされ

た放射能の量を測定することにより，D-loop

の形成量を測定できる。

D-loopの形成はMg2十濃度に依存し，ま

たRFIDNAを基質とした場合は， RecA 

蛋白によってD-loopの形成にひきつづいて，

その解離もおこる為，複雑なKineticsを示

すことが知られている (Ohtani等， 1982)。

そこで我々は，様々なMg2十濃度で， D-loop

の形成の初速度，あるいは，解離の速度を調

べたが，予想に反して．いかなる測定条件下

でも． CinAによるRecA蛋白の活性化を観

察することができなかった。併し， D-loop 

形成反応に於るMg2十至適濃度がCinAによ

り変化することが明らかになり， RecA蛋白

の活性がCinAにより修飾される可能性は依

然として残されている。

(2) 塩化コバルト (CoCl2)の場合

塩化コバルトの抗突然変異原性は， MNNG

処理をした大腸菌に対する効果として．最初

に見出された (KadaとKanematsu,1978)。

その後この金属化合物が，その他の種々の化

学突然変異原や放射線で処理した細胞に対し

て著明な抗変異原を示すことが明らかになり

また大腸菌のみならず枯草菌や培養動物細胞

に対しても効果を持つことが示された。コバ

ルトが， シアノコバラミンに含まれ，種々の

酵素反応に関与することはよく知られている。

また細胞中では， コバルトは色々な生体物質

と錯体を形成しやすく，ある種の生体反応に

於ては， Mg2十等の二価金属とも置換可能で

あり， このことはこの金属イオンが種々の生

理的効果をもちうることを示唆する。そこで

我々は，前述のRecA蛋白による D-loop

生成反応に対する塩化コバルトの影響につき
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調べてみた。

先にも述べたが，基質として， RFIDNA

を用いると， RecA蛋白は， D-loopの形成

とともに，その解離も触媒し， この 2つの反

応は，反応液中のRecA蛋白濃度を適当に選

択することにより区別することができる。極

めて低い濃度のRecA蛋白を存在させ， D-

loopの形成のみが起こり，解離が殆んど起

こらないような条件下に，種々の濃度の塩化

コバルトを加えたところ， コバルトの濃度に

依存して， D-loop形成速度の上昇がみられ，

l.5mMでは対照の3倍以上となることが観察

された。次に，過剰の RecA蛋白存在下に，

一度生成したD-loopが解離する過程に対す

るコバルトの効果をみたところ， この場合も，

コバルトは，効果を示し， D-loopの解離を

促進させた。以上のような実験を様々な条件

下で行った結果， D-loop形成／解離に対し

て， 1 ～ 2 mMのゴバルトが，RecA蛋白の

比活性を 2~ 3倍高めることが確認された。
ところで， RecA蛋白は，その機能を発現

する為のエネルギー源として， ATPを分解

するが，試験管内に於けるRecA蛋白による

ATPの分解は，一本鎖DNAに依存する条

件と， RFIDNAに依存する条件の 2つを

互いに独立に選択することができる。そこで，

これら 2つの条件下に於けるATP分解活性

に対するコバルトの影響を検討してみたとこ

ろ， RFIDNAに依存する活性はl.5mMの

コバルトにより 2倍程度上昇するのに反し，

一本鎖DNAに依存する活性は約 50％の阻

害を受けることが判った。

RecA蛋白によるD-loopの形成に関する

Shibata等のモデル (Shibataら，1984)に

よれば， RFIDNAに依存するATPの分解

は， RFIDNAのまきもどしと深く関連して

いるとされている。 RecA蛋白によりD-loop

が形成される際には， RFIDNAはまきもど

されねばならないので，上に述べた 2つの実

験結果，即ちコバルトによるD-loop の形

成／解離の促進と RFIDNA依存ATP分

解の促進は，互いに支持しあうと考えられる。

RecA蛋白の試験管内の性質に関する上記

の実験事実は， コバルトの抗変異原性が．Rec

A蛋白を活性化して， error-freeである組

換え修復機能を促進することにより発揮され

ているとの仮説を支持するが， もしそうなら

ば， （修復機能が促進しているのだから），

突然変異原による致死効果はコバルトにより

抑制されるはずである。実際に． 例えば．

突然変異誘発に用いられるよりずっと高い線

量の紫外線を照射した大腸菌の生存率が，コ

バルトの後処理によって有意に上昇すること

が確認され， この抗突然変異原の作用機構の

少なくとも一部は． RecA蛋白によるerror-

freeな修復機構の促進によることが強く示された。

上述のように，コバルトはRecA蛋白の機

能を修飾することは，おそらく間違いないが，

この両者が直接に関与しあっているか否かに

ついては未だ不明であり， コバルトは実は，

DNAと結合し．その結果， RecA蛋白の機

能が変化している可能性も否定できない。ま

た， この金属イオンが． RecA蛋白以外の突

然変異生成に関与する蛋白質にも同時に作用

している可能性ももちろんある。これらの疑

問に対しては，invivo, in vitroの両面か

らの， より深い検討が必要であろう。
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変異原物質に よる遊離ヌクレオチ ドプー）レの修飾

岡山大学薬学部 根岸 和雄

1. 変異原と細胞内遊離ヌクレオチドとの化学反

応

一般に変異原は，あるものは直接，あるもの

は代謝活性化を経てDNAを化学的に修飾する

と考えられている。例えば，メチル化剤である

メチルニトロソウレア (MNU) は，まず0~

メチルグアニンなどのメチル化塩基を始めとし

て， DNAの種々の部位をメチル化する。その

傷が最終的に突然変異を引起こすと考えられる。

ところで細胞内には， DNAの前駆体である遊

離ヌクレオチド，すなわちヌクレオチドフ゜ール

が存在している。これらも変異原物質と当然反

応していると考えられる。例えば， MNUが細

胞内に入れば， DNA中のグアニン塩甚と反応

するだけではなく，デオキ、ングアノシン 51ー ト

リリン酸 (dGTP)とも反応して06ーメチル d

GTPなど， DNA中グアニンと同様の反応生

成物を生ずるはずである。この06ーメチルdG

TPがDNA合成の際に取込まれれば， 06ーメ

チルグアニンを含むDNAが生ずることになり，

変異へと導かれる事が期待される。この興味深

い可能性は，最近，TopalとBaker(1 9 8 2) 

により指摘された。彼らは，マウス胚線維芽細

胞をMNUで処理し，遊離デオキシリボヌクレ

オチ ドを分析した。その結果， DNA中のヌク

レオチドよりも前駆体であるヌクレオチドフ゜ー

ルの方が 19 0~1 3, 0 0 0倍メチル化を受け易い

ことを見出した。 DNAに含まれるヌクレオチ

ドが前駆体として存在するものの 1,0 0 0倍ない

し2,0 0 0倍あることを計算に入れても遊離メチ

ル化ヌクレオチドの量はかなりのものである

（表 1)。なお，細胞内フ゜ールの大部分は トリ

リン酸であるので，ここでは， トリ リン酸とプ

ールとはほぼ同義としてよいと思われる。

表 1 MNUによ る前駆体フ ー゚）レ，あるいは，DNA中のヌクレオチ ドのメチル化
結合したメチル基（ l併Cells当りのpmol)

修飾塩基 プ ー ル
フ゜ールヌクレ

DNA  プ ール／DNA オチ ドの反応
し易さ

1 Me A d e o. o 6 g 0. 0 1 1 6. 3 1 3, 0 0 0 

3 Me A d e o. o 2 8 0. 0 5 6 0. 5 0 1, 0 0 0 
7 Me G u a 0. O 6 9 0. 5 0 2 0. 1 3 1 9 0 
びMe Gu a O. O 1 3 0. 0 4 7 0. 2 8 4 0 0 
その他＊ 0. 6 4 4 0. 1 4 6 4. 4 5, 0 0 0 

＊ 主にリン酸のメチ）レ化 (Topal and Baker 198 2) 

次の問題は，これらのメチル化されたトリリ

ン酸がDNA合成の際に取込まれるのか，さら

にはそれが突然変異の原因となるのかどうかとい

う問頗である。 Topalら（ 19 8 2)は， N-1, 

または，N-3がメチル化されたdATPの混
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合物が dATPの 10-2から10-3の頻度で取込ま

れることを示した。メチル化塩基のうち，最も

重要なものは06ーメチルグアニンと考えられて

いる。そこで， これがDNA中に取込まれるか

どうかは最も興味深い点である。Dodsonら



(1 9 8 2)はバクテリオファ ージT7のDNA

を用いて， これにinvitroで06ーメチル dG

TPを取込ませ突然変異頻度が上昇するかどう

かを測定した。彼らは，通常の 4種のトリリン

酸の存在下，その約 Y100の06ーメチル dGT

Pを存在させると新たに合成されたDNAの塩

基のうち約兄，000が06ーメチルグアニンとなる

ことを見出した。さらに，突然変異の頻度も上

昇した。また， Eadieら(19 8 4)はこの過程

を大腸菌フ゜ラスミッド上のアンヒ°、ンリン耐性遺

伝子を用いて，詳しく解析した。その結果，野

性株の大腸菌では，変異頻度の上昇は観察され

なかったがmismatchrepairを欠 <mutH株

では頻度の上昇が観察された。変異株の塩基

配列を 8例について決定したところ，いずれも

がA・T塩基対からG・C塩基対へのトランジ

ション変異が起きていた。このことから彼らは，

脱メチル酵素 DNA複製
06 me G • T ~ G • T ~ G • C 

という変異メカニズムを提唱している。しかし，

確かな証拠はない。一方，同じメチル化剤であ

るMNNGを大腸菌に作用させた場合，引起こ

される変異は主にG·C塩基対―➔ A•T塩基

対というものであり， AT-➔ GC の 10~20倍

の頻度で起る事が既に示されている (Coulondre

and Miller, 1977)。 それ故，前駆体の修

飾による突然変異の寄与は大きいとは言えない

と思われた。しかし，この報告は，比較的大量

のMNNGを与えた時のものであるのでMNN

G量が少ない場合には前駆体プールのメチル化

がより重要である可能性があると Eadieは考え

ている。一方， Hal1とSaffhill (1983) 

は合成デオキシヌクレオチドや仔牛胸腺DNA

を用いて06ーメチルdGTPの取込みを測定し

た。その結果， 06ーメチル dGTPはpoly

(dA-dT)や胸腺DNAの様に鋳型に"T"

を含む場合は取込まれるが，＂ T” を含まない

poly (dG-dC)には取り込まれにくいこ

とを示した。これは，前述の結果とよく一致し

ている。

メチル化ヒ°リミジンヌクレオチドとしては06

ーメチルグアニンと同様に水素結合に関与する

酸素原子が修飾されている 04ーメチルチミンが

重要と考えられている。この塩基がDNAのメ

チル化によって生成することは既に知られてい

るが，細胞内でO4ーメチ：レ dTTPができるか

どうかは未だ確かめられていない。一方， o"-

メチル dTTPのin vitroでの取込みに関し

てはすでに調べられている。しかし， Singer

ら(19 8 3)がpoly(d A-d T)に取込ま

れるとしているのに対してHallとSaffhill

(1 9 8 3)は'’G”の相手にのみ取込まれると報

告しており相反する結果が得られている。また，

04ーメチルチミジンについては，次の様な興味

深い知見が得られている。 V79細胞に対して培

地中に04ーメチルチミジンを添加するとDNA

へのO4ーメチルチミジンの取込みが観察された。

しかし，突然変異の誘発は認められなかった。

(Brennandら， 1982)。これは， この細胞

内でO4ーメチルチミジンはリン酸化され04ーメ

チル dTTPを生じ， DNA合成の基質となる

事を示している。しかし， 04ーメチル dTTP

がdCTPの替りに見込まれ，そのまま"C”と

して挙動するために突然変異に導かれないと考

えられる。なお，この場合， 02ーメチルチミジ

ンあるいは 3ーメチルチミジンは取込まれなか

った。

2. 修飾ヌクレオチド（塩基）の変異原性

変異原として最も古典的なものであるプロモ

ウラシルや 2ーアミノプリンは，細胞内でトリ

リン酸となってDNAに取込まれ変異を引起す

と考えられる。そこで，われわれは，種々の修

飾ヌクレオ、ンドの変異原性を検索した。この様

な変異原性試験は，細胞内プールの修飾を調べ

る事よりずっと簡単である。また，フ゜ール中に

a ヒドロキシルアミン NH20H 
（メトキシアミン） （NH心 CH3)

:
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b ヒドラジン NHぶ H2

HNOCH3 

：ロ
OHOH 

HNNH2 
アミノシチジン

OHOH 
c 亜硫酸水素ナトリウム NaHS03 

ウリジン亜硫酸付加体

H0:05  

OH OH 

修飾ヌクレオチドが検出されても，それがDN

Aに取込まれ変異を誘発するという証明にはな

らない。 しかし，そのヌクレオヽンドに変異原性

があればこの点は確かとなる。

ここで，どの様な変異原，すなわち，核酸修

飾剤がDNAより遊離ヌクレオチドと反応しや

すいか考えてみると，二本鎖DNAに対する親

和性を持たないもの， とりわけ一本鎖特異的な

化学物質である。これには，前述のメチル化剤

を始めとするアルキル化剤の他， ヒドロキシル

d クロルアセトア）レデヒド CfCH2CHO 
（プロムアセトア）万叱ド） （BrCH;CHO.) 

エテノアデノシン

z
¥
z
 

:Nex:[ 
゜
H
 

エテノシチジン

OHOH 

エテノグアノシン

゜

図 l 一本鎖核酸特異的修飾剤と反応生成物

OHOH 

アミン（メトキシアミン）， ヒドラジン，亜硫

酸塩，およびクロル（プロム）アセトアルデヒ

ドなどが考えられる。図 1にこれらの変異原と

そのヌクレオヽンドとの反応生成物を示す。これ

らの化学物質は一本鎖核酸に特異的に反応する

ので通常のDNA, すなわち，二本鎖DNAに

はほとんど反応しない。それ故，遊離ヌクレオ

チドの方がずっと反応しやすいことが予想され

る。図 lに示した修飾ヌクレオシドおよび大腸

菌WP2 uvrA株での変異原活性を表 2に示す。
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表 2 一本鎖選択的核酸修飾剤とその反応主成物の変異原性

サルモネラ茜
TA 1 oo 

MNU 
MNNG 
NH20H 
N4ーヒドロキシシチジン
N4ーヒドロキ、ンデオキ、ンシチジン

7 rev/nmole 
3 0 0 

゜゚
NHぶ H2
N4ーアミノシチジン
N4ーアミノデオキシシチジン 4

2

 

-

0

2

0

0

0

0

0

0

0

0

0

 

大腸菌WP2
uvrA 

0.1 
1 0 

0.5 

0゚.0 4 
1 6 0 
3.5 

亜硫酸塩
ウリジン
ウリジン付加体

rev/nmole 

が 2~ 3倍上昇した。 dGTPとdCTPはほ
とんど変化しなか った。そこで，ヌクレオチド

の量比は，正常とは異なる事になる 。

クロルアセトアルデヒド
ブロムアセトアルデヒド
エテノアデノシン
エテノデオキシアデノシン
エテノシチジン
エテノデオキ、ンシチジン

2
 
〇0
0
0
0
0
0
 

4
 

これらのヌクレオシド類のうち著しく活性が高

いものは最近，我々が見出したN4ーアミノシチ

ジンである (Negishiら， 1983)。

N4ーアミノデオキ、ンシチジン， N4ーヒドロキシ

続いて，

シチジンが強い活性を持っている。他には，変

異原活性は検出されなかった。エテノシチジン，

および，エテノデオキシシチジンは市販のもの，

あるいは常法に従って調製したものに変異原活

性が検出された。しかし，さらに詳しく検討し

たところ混在する不純物に活性があることが明

らかになった。

これらの事から，ヒドロキシルアミン，ある

いは， ヒドラジンで処理した細胞中に対応する

修飾ヌクレオチドが存在するかどうかは興味深

い問題である。エテノ化ヌクレオ、ンドや亜硫酸

付加体は変異原性を示さなかった。しかし，

リリン酸の状態では， DNAに取込まれる可能

性がある。これを知るには， in vitroで直接

DNAへの取込みを測定する必要がある。

メチル化ヌクレオチドに関しては前述の様に

卜

3
 

04ーメチルチミジンが取込まれるが変異原性を

示さないことが知られている。 06ーメチルグア

ニンは， V79細胞に対して変異原性を持つ事が

報告された (Kaina他， 1 9 8 3)。 しかし， 06

ーメチルグアニンはDNAに全く取込まれず，

さらに精製した06ーメチルグアニンを用いたと

ころ活性は検出されなかったので，前報は取消

された (Kainaand Aurich, 1984)。 N1_ 

メチルグアニン， N3ーメチルアデニンも同様に

V79細胞に対して変異原活性はない。

変異原によるヌクレオチドプールのアンバラ

ンス

DNAポリメラ ーゼによるDNA複製反応は

非常に誤りの少ない反応である。しかし， 4種

のトリリン酸の割合が不均衡になると，誤りの

頻度が上昇する。また，動物細胞ではヌクレオ

チドフ゜ールのバランスが異常となったためにミ

ューテーター変異株となっているものがいくつ

か単離されている。変異原は， DNA合成を止

めたり，その他のヌクレオチド代謝を混乱させ

たりすることが予想される。そこで，ヌクレオ

チドプ ールの不均衡が引起こされ，突然変異の

一因となっている可能性がある。実際，

化学変異原をCHO細胞（ Newman and 

Miller, 1983)やV79細胞 (Dasら1983)

に作用させると，ヌクレオチドプールの変化が

起った。 V79細胞をUVやMNNGなどの化学

変異原で処理すると dATPとdTTPレベル

UVゃ

おわりに

変異原物質が遊離ヌクレオチドフ ー゚ルに作用

して突然変異を引起こすことは変異原の主要な

作用メカニズムとはいえないとしても，前述の

ような場合には，実際，変異に関与している可

能性が高い。しかし，現在までのところはっき

り証明された例はない。この証明は今後の興味

深い問題ではないかと思われる。

1) 
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解熱鎮痛剤フェナセチン，ブセチンの代謝活性化機構

国立衛生試験所変異原性部

東京薬科大学第 2衛生化学教室

1. はじめに

Phenacetin(I)は 1930年代から世界的に使用

されてきた優れた解熱鎮痛剤であり，現在でも

市販されている風邪薬の多くは，phenacetin

の脱エチル化体である acetaminophen(VI)を主成

分に用いている。しかし，phenacetinに関して

は，使用当初から濫用者または後述する代謝異

常者の中に①腎毒性②メトヘモグロビン血症③

膀脱および腎臓に癌を発生する者の多いことが

報告されてきた。従って，phenacetinの薬理効

果および毒作用に関する論文は多く， 1950年

代以降現在までに，phenacetinに関連する論

文は 1000報以上にのぽっている。

Phenacetinが示す薬効や毒性のうち，その

作用機序がこのものの生体内での代謝との関連

で，最初に明確になったのは，その解熱鎮痛効

果であった。すなわちBrodieとAxelrod(1949)

は，phenacetin(I)のヒト生体内における主代

謝経路が脱エチル化であり，脱エチル化により

生じたacetaminophen(VI)がphenacetinの解熱

鎮痛作用の活性本体であることを明らかにした

（図 1)。Acetaminophen(VI)は高用量ではヒ

HOr;4COCH3 

HNCOCH3 HNCOCH3/‘` ¥  HO出 NO

◎こ◎ 0) 息一◎
OH 必 Hs‘‘` NH2 //‘Hs 凶 H5
(VI) (I) ◎(IV) (V) 

OC2屯

(m) 

図 l フェナセチンの主な代謝経路（図中の

黒太線矢印がハムスター肝ミクロソーム

中での代謝活性化経路）
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トおよび実験動物に肝毒性をおこすが，常用量

ではphenacetinに比ベメトヘモグロビン血症

をおこしにくいことから，現在phenacetinに

代って風邪薬の主成分として広く用いられてい

る。

解熱鎮痛作用と同様，phenacetinの示すメ

トヘモグロビン血症も，その代謝産物によって

引起される。メトヘモグロビン血症とは，ヘモ

グロビンに含まれる四つのヘム鉄が 2価から 3

価に酸化される（メトヘモグロビン生成）ため，

赤血球の酸素運搬機能が減少するとともに，そ

の際生成する活性酸素によって赤血球膜の破壊

がおこり，貧血や牌臓障害をおこす病気である。

Heymannら (1969)は ミクロソーム・アミダ

ーゼの阻害剤である bis-(p-ni trophenyl)-

phosphateをラットに投与しておくと，phena-

cetinによって起るメトヘモグロビン血症は顕

著に抑制されるが，phenetidine(ID)によって誘

発されるメトヘモグロビン血症は抑制されない

ことを示し，phenacetinによって起るメトへ

モグロビン血症はphenet idine(ill)を経て発現す

ることを示唆した。同年， ShahidiとHemaidan

(1969)は，常用量のphenacetinを投与した

だけで重いメトヘモグロビン血症を起す二人の

患者について調べ，脱エチル化活性が顕著に低

いことを見出した。この結果は， phenacetin 

の主代謝経路が図 1に示すように脱エチル化で

あることを考えると，これらの患者はphena-

cetinの脱エチル化活性が遺伝的に低下してい

るために，phenacetinが通常以上に脱アセチ

ル化 (I→m)とN-水酸化(ill→N+V)の

経路に回り（メタボリック ・スウィッチング），

正常よりも重いメトヘモグロビン血症を起すも



のと解釈された。最近では，phenacetinのメ

トヘモグロビン血症誘起本体は，phenetidine 

(III)より生成するN-hydroxyphenetidine(N)で

あることが，強く示唆されている。こうして，

phenacetinのメトヘモ グロビン血症と代謝

との関連も， 19 6 0年代後半に明確になっ

た。

これに対しphenacetinの発癌性と代謝との

関連は，有効な生物検定法が無かったために，

1970年代になっても明確にはならなかった。

こうした状況に一つの活路を開いたのが，各種

変異原試験法，特にSalmonella/ミクロソーム

変異原試験法（Amesら， 1975)の開発であっ

た。 1974年，我国の厚生省癌研究班は， Ame'S

試験あるいは哺乳動物細胞を用いる染色体異常

誘発試験など各種の試験法によって，phena-

cetinの変異原性を検索した。その結果，phena-

cetinはチャイニーズ・ハムスター培養細胞に

対しては染色体異常を誘発するが， Salmonella

に対しては変異原性を示さないことが結論され

た。しかし， 翌 1975年から開始された発癌試
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図 2 フェナセチン(Al,Nーヒドロキシフェ
ナセチン（B),プセチン(C)のSalmonella

typhimur ium TA 1 0 0に対する変異原性

NADPH産生系を加えると変異原活性
が減少するので，（B）は S9だけを燐酸緩

衝液に懸濁して試験を行った。

● ● PCBハムスター S9 

0---0 無処理ハムスター S 9 
■ ■ PCBラット S9 
0--0 無処理ラット S9 

験の結果，phenacetinはラットの鼻腔粘膜に

平扁上皮癌を発生させることが明らかになった

(Isakaら， 1979)。このため，当時phenacetin

は，発癌性はありながらAmes試験に陽性結果

を与えない物質の一つと考えられた。しかし，

Matsushimaら(1980)およびBartschら（1980)

は，通常のAmes試験に用いられるラ ットのS9

の代りにハムスターのS9を用いると， phena-

cetinはTA100株に変異原性を示し（図2A),

phenacetinの代謝活性化にはラットとハムス

ターの間で＂種差”があることを明らかにした。

2. フェナセチンの変異原性発現と S9の種差

「ラットとハムスターの変異原性発現能の差

は，phenacetinの代謝活性化経路のどの段階

に起因しているのであろうか」この問題を我々

は， HPLC分析とAmes試験を併用して検討

した (Nohmiら， 1 98 3, 1 9 84)~ 

最初にphenacetinの代謝産物の変異原性に

ついて Ames試験を用いて調べ，その変異原活

性を相互に比較した（表 1)。N-Hydroxy-

phenacetin (II)およびphenetidine(III)はS9の

共存下においてのみTA100に変異原性を示し，

その活性はそれぞれphenacetinの11倍および

2倍であった。そしてphenetidineのN一水酸

化体(N)とニトロソ体(V)は， S9による代謝活性

化なしに強い変異原性を示し，しかもその変異

原活性はphenacetinの70~110倍であった。

脱エチル化体である acetaminophen(VI)は， S9

の有無にかかわらず変異原性を示さなかった。

Acetaminophen(VI)については， N-水酸化体

(N -hyd roxyace taminophen)その脱水体(N

-ace tylbenzoqu inonirnine) についても変異

原性が調べられているが，いずれも S9の有無

にかかわらず ＂陰性”と報告されている (Shudo

ら，1978 ; Wirthら， 1980 ; Camusら， 1982)。

PhenacetinをPCBで処理したハムスターの

ミクロソームで代謝させ，その産物をHPLCで

表 l フェナセチン，ブセチンとその代謝産物の変異原性

番号 名 称 構 造 式 （ 誘t<m発o変Hle異i／s+原プi復活レ帰性ー株数ト） ／ 

-S 9mix +S9mixり

(I) Phenacetin 恥 o-@-~H COCH3 

゜
208 

(Il) N-Hydroxyphenacetin H心 0ぐ》N釘CiOCH3 
゜
2 3 Q Q b) 

(ill) Phenetidine 恥0ぐ~NH2
゜
430 

(N) N-Hydroxyphenetidine 
恥 0ぐ》 mOHH 1 5 4 0 0 1 7 4 0 

(V) p-Ni trosophenetole 恥 0ぐy-No 22300 1 5 2 0 

(V1) Acetaminophen Ho-@-~H cocH3 

゜ ゜
(VII) Bue et in 恥 0ぐ》NHCOCH2停OHHCH3 

゜
1 0 0 

(VIII) N -Hydroxybucetin 恥 0ぐ》ぃOHcoCH26CHH CH3 
゜
3 2 b) 

(IX) N -(S-Hydroxybutyryl) - HOぐ》mHCOCH2¢OHH CH3 
゜ ゜p-aminophenol 

a PCB処理したハムスターの S9を用いた

bNADPH産生系を加えると変異原活性が減少する ので， PCB処理ハムスター S9だけを燐酸緩
衝液に懸濁して試験に用いた

分析すると，表 1に示した化合物はいずれも実

際にphenacetinの代謝産物として生成していた。

直接変異原性を示すphenetidineのNー水酸化

体(N)とニトロソ体(V)は，phenetid ine (Ill)ばか

りでな <,N-hydroxyphenacetin(Il)の代謝

産物中か らも検出された。以上の結果に基づき，

phenacetinのハムスター肝ミクロソーム中にお

ける代謝活性化経路は，図 1に示すよ うにN-

hydroxyphena ce tin (Il)およびphenetidine (Ill) 

を経て直接作用性変異原 (NとV)に至るもの

と推定した。

つぎに， 無処理およびPCB処理したラ ッ ト

とハムスターの肝臓から 4種顆のミクロソーム

を調製し，それぞれがphenacetinの代謝活性

化経路の各ステ ップを どの程度触媒するかを調

べた。その結果， N-水酸化活性 (m→N+V,

I→ 1I)には大 きな種差は見られなかったが

（図 3B, D), 脱アセチル化活性には顆著

な種差が見られ， N-hydroxyphenacetinの脱

アセチル化 (II→N+V)で20倍，phenacetin

の脱アセチル化 (I→m)で 10倍ハムスターが

ラットよりも高い活性を示した（図 3A,C), 

実際N-hydroxyphenacetin(II)の変異原活性

は，ハムスターの S9を用いたときの方がラッ

トの S9を用いたときより 10倍高い（図2B)。

これらの結果から，変異原試験の際に見られる
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ラッ ト（無処理）

ラット (PC B) 

ハムスタ ー（無処理）

ハムスク ー(PCB) 

゜

A
 

B
 

ラッ ト（無処理）

ラット (PC B) 

ハムスクー （無処理）

ハムスクー(PCB) 

゜

5
 

10 

゜
c
 

ラッ ト（無処理）

10 

E
 ツーフ

゜
5
 

20 0 

10 

0.5 

亡コp-Nitrosophenetole

蕊 N-Hydraxyphenetidine

- Phenetidine 

四 N-Hydr凶yphenacetin

四 Acetaminophen

ラットとハムスターの変異原性発現能の差は，

両者の脱アセチル化能の差によるもの と結論し

た。

Ames試験とならんで汎用されている変異原

試験の一つに，哺乳動物培養細胞を用いる染色

体異常誘発試験がある。 Phenacetinはこの試

験系に対しても，＋ S9 mixの条件下で陽性の

結果を与えるが，染色体異常を指標にしたとき

には，ラ ット，ハムスターいずれのS9を用い

ても同程度の異常が現れる (Matsuokaら，1979),

これはphenacetinの脱エチル化体である aceta-

minophen (VI)が，phenacetinの染色体異常誘

発作用の活性本体であるためと思われる。Ace-

taminophen(VI)は，上述したように Salmone-

llaに対しては変異原性を示さないが，哺乳動

1.0 

D
 

0.5 1.0 

図 3 ラットとハムスター肝ミクロソーム のNーヒドロキシフェナセチン脱アセチル化活性（A),フ

ェネチジ ンNー水酸化活性（B),フェナセチン脱アセチル化活性（C)，フェナセチンNー水酸化活

性（D), フェナセチン脱エチル化活性(E)

活性の単位は nmole代謝産物／分／mgタンパク

物培養細胞に対しては S9なしに染色体異常を

起こ すことが知られている (Yoshidaら， 1980)。

そこでphenacetinの脱エチル化活性を 4種の

ミクロソームについて比較してみると，ラット

とハムスターの間に顕著な差は見られなかった

（図 3E)。従って，バクテリアの突然変異原

性を指標にしたときとは異なり，脱エチル化

(I→V1)が染色体異常誘発の律速段階になっ

ているため，この試験系を用いたときにはラ ッ

トとハムスターの間に＂種差”が現れなかった

ものと推察した。

3. プセチンの代謝活性化機構

「変異原試験の際に見られるラ ットとハムス

ター S9の種差は，phenacetinだけに特有な

現象なのであろうか 」この点を明かにするため，

我々は bucetin(W)の代謝活性化と変異原性につ

いて検討した。 Bucetin(W)はphenacetinと同

程度の解熱鎮痛作用を有しながら，毒性がphena-

cetinよりも低いため，現在phenacetinに代

って用いられている解熱鎮痛剤の一つである。

まずラ ットとハムスターのS9を用いてbuce-

tin(W)のTA100に対する変異原性を調べた （図

2 C)。Bucetin(W)はphenacetinと同様ハム

スターの S9を用いたときにのみ変異原性を示

し，その変異原活性はphenacetinの1/2であ

た（表 1)。

つぎに， PCBで処理したハムスターの肝ミ

クロソームで bucetin(W)を代謝させ， その代

謝産物をHPLCで分析し，代謝産物としてN

-({3-hydroxybutyryl) -p -aminophenol(DC), 

N -hydroxyphenetidine(N), phenetidine(ffi), 

p←ni trosophenetole(V)を検出した。 Bucetin

暉の脱エチル化体であるD(は， S9の有無にか

かわらずTAlOOに変異原性を示さなかったが，

m, N, Vはいずれもphenacetinの代謝産物
中からも検出された変異原性代謝産物である。

特にN-hydroxyphenetidine(N)とp-nitroso-

phenetole (V)は， S9による活性化なしに強い

変異原性を示し，その活性は bucetin(W)の 150

~220倍であった（表 l)。これらの結果から，

bucetin(W)のハムスター肝ミクロソーム中にお

ける代謝活性化は，phenetidine (ffi)を経てその

HONCOR 

◎ HNCOR HNCOR 4ピoc出51卜` HONH NO 

◎こ二◎ （渭） ◎ー◎
（：： 芯＼：2 ／‘腐店（腎2H5

Hs 

R:CH2~HCH3 
OH 

（置）

図 4 プセチンの主な代謝経路（図中の黒太

線矢印がハムスター肝ミクロソーム中で

の代謝活性化経路）

Nー水酸化体(N)とニトロソ体(V)に至るものと推

定した（図 4)。N-Hydroxybucet in瀾は代

謝産物中から検出されず，しかもその変異原活

性は母化合物である bucetin (VII)の1/3であるこ

とから， bucetin(VII)の代謝活性化はN-hydro-

xybucetin園を経ずに進むものと思われる。

変異原試験の際に見られるラ ットとハムスタ

ーの bucetin代謝活性化能の差の原因を明らか

にするため，無処理およびPCB処理したラッ

トとハムスターのミダロソーム計 4種を調製し，

それぞれの bucetin脱アシル化活性 (VII→III)

を測定した。その結果， bucetinの脱アシル化

には顕著な種差が存在し，その差を PCB処理群

同士で比較すると，ハムスターがラットよりも

180倍高い活性を持つことが明らかになった

（表 2)。PhenetidineのNー水酸化活性(III

→N+V)には種差が見られないことから（図

3 B), ラットとハムスターの bucetin代謝活

表 2 ラットとハムスター肝ミクロソームのプセ

チン脱アシル化活性

動物種 前処理 化ブセチン活脱アシ性ル

ラ ッ 卜 無処理 0. 0 2 

ラ ツ 卜 PCB 0. 0 2 

ハムスター 無処理 1. 9 5 

ハムスター PCB  3. 5 5 

単位： nmoleフェネチジン／分／rngタンパク

性化能の差は，phenacetinのときと同様，両

者の脱アシル化能の差によるものと結論した。

Phenacetinとbucetin(W)の構造ー活性相関

を明確にするため， N-butyrylphenetidine(X) 

を合成し 3者の脱ア 、ンル化速度を比較した。そ

の結果，脱アシル化速度はN-butyrylphenet i-

dine(X)> phenacetin(I)> bucetin渭）の順であ

った（図 5)。このことは，①bucetin(W)の脱

アシル化速度が低いのは，アシル基の末端から
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皇HNCO CH3 ラ ツ 卜
(I) 

ハムスク
H5 

18.6 

H皇NCO2 CH2CH2CH3 ラ ツ 卜
(X) 

ハムスク ー
H5 

27.1 

HNCOCH2O~HH CH3 

ラッ ト一皇 (VII) ハムスク — 3.55 
H5 

゜
10 20 30 

図5 フェナセチン(I),Nープチリルフェネチジン（X),ブセチン（洲）のPCB処理ラットおよび
ハムスター肝ミクロソームによる脱アシル化速度

二つ目の水酸基に原因があること②bucetin(VII) 

の変異原性がphenacetinに比べ低いのは，

phenetidine (ffi)の生成が抑えられるためである

ことを示唆している。

4. おわりに

以上，phenacetin,bucetinの代謝活性化

と変異原性について検討し，①ラットとハムス

ター S9の間に見られる種差が両者の脱アシル

化能の差によること②脱アシル化とNー水酸化

によって生ずるphenetidineのNー水酸化体と

ニトロソ体が，これら解熱鎮痛剤から生ずる直

接作用性の変異原であることを明らかにした。

Phenetidineのニトロソ体については， Uheleke

(1969)がphenetidineを投与したイヌの血中

からこれを単離している。このことは，少なく

ともphenetidineを経由する代謝活性化経路

（図 1, 4)が，invitroのみならず生体内

(in vivo)においても存在しうることを示唆

している。

変異原性を指標にして，phenacetinのよう

に発癌性が明白な物質の代謝活性化機構を検索

・確立することは，他の化学物質の発癌試験結

果をヒトヘ外挿する場合，また変異原試験系相

互の結果の異同を考察する際に有用であると思

われる。今後も，現境化学物質の代謝活性化と

突然変異誘発について研究を進め，これを安全

性評価の一助として行きたい。

（本研究の一部は，文部省奨励研究費，日米医

学協力研究費によって行った。）
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Vegetable desmutagnes, とくにゴボウにつし、て

国立遺伝学研究所 賀田 恒夫

鐘紡生化学研究所 森濯］ 和］良

1. 緒 日

野菜類が蛋白質，アミノ酸の加熱分解生成物

の変異原類を防除すること (Kadaら 19 7 8, 

Mori taら19 7 8)を見出して以来その活性因

子は何か，その作用機構は如何ということが興

味深い問題であった。この点，キャベツやプロ ッ

コリーに関しては， これからパーオキ、ンダーゼ

の活性を有する酵素が分離精製され（ Inoue

ら， 1 9 8 1 ; Mori taら， 19 8 2)これがTrp-

P-1などを酸化的に不活化することが分かった。

ところが，このような酵素因子で説明出来ない

例も多い。何よりも，酵素は蛋白質があるので，

加熱によっ て失活する筈である。そこで，生野

菜はよいが，野菜をいためたり，お汁の中に入

れて煮たものはDesmutagenとして効力がない

のではないかという質問をたびたび受けた。実

際に，われわれの分離 したキャベツのパーオキ

シダーゼはかなり熱に対して強いので，野菜を

多少いためてもなかなか失活しないと思われる

表 l 種々な変異原に対するゴボウ因子の影響5)

Mutagen S-9 Dose 
Mix 
(μg/Plate) 

4 -N02 -1, 2 -DAB 4 0 

4 -N02 -1, 2 -DAB ＋ 4 0 

2 -N02 -1, 4 -DAB 8 0 

2 -N02 -1, 4 -DAB ＋ 8 0 

AF-2 0. 2 

E thidi umbromi de ＋ 1 0 

2 -aminoanthracene ＋ 4 

Trp-P-1 ＋ o. 2 
Trp-P-2 ＋ 0. 2 

が，煮沸には耐えられないと思われる。

実験の示すところによると，かなりの野菜類

は耐熱性のDesmutagensを含んでいる。そこ

で，このような活性としてもっとも強いゴボウ

について追求を続けた。その結果，分子量が30

万以上の高分子物質が分離された。 さらに，ゴ

ボウの繊維は強い変異原吸着性を有することが

わかった。ゴボウのみならず，他の種々の野菜

繊維も多少の吸着性を有していた。

2. ゴポウの活性粗分画について

ゴボウをホモジェネ ー トして得たジュースを

9, 0 0 0 X gで 30分間遠心にかけて得られた上

澄について，種々な変異原に関する不活化作用

を調べた結果 (Moritaら，印刷中）を表 lに示

した。変異原のDMSOに溶液 20 μ f,とゴボウ

ジュース 500μ¢とを混合し， 3 7℃で 30分作用

させた後， 1 0 0℃で 10分加熱殺菌したものを，

Number of revertants/Plate 

-B-Factor +B-Factor 
Effects 

1, 4 8 7 5 8 4 ＋ 

9 0 9 3 9 2 十

2 7 2 4 9 ＋＋ 

6 1 4 4 6 ＋＋ 

3 4 9 4 0 2 

9 0 9 3 2 +++ 

2, 8 3 2 6 1 +++ 

1, 1 8 6 5 3 +++ 

1, 0 4 6 5 2 +++ 
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表 2 ゴボウ因子の熱耐性 5)

この

2 -N02 -1, 4-DAB Treatment His+ revertants 

per plate 

0

0

0

0

0

0

 

0

0

0

 

2

2

2

 

None 

None 

Burdock juice 

Burdock juice 

Boiled Burdock juice 

Boiled Burdock juice 

1

1

7

1

5

5

 

2

4

1

4

4

3

 

0

2

2

 

，
 

ー

通常のエームス試験にかけた。 AF2には無効

であるが， 4-N02―1, 2-DAB, Ethidi山n

bromide, 2-AA, Trp-P-1, Trp-P-2 な

どには著効を示している。この活性がジュース

を 10 0℃で 15分加熱しても全く不変であること

表 2に示す通りである。は．

3
 
粗抽出物の性質

この活性因子の精製のためには， 80％硫酸ア

ンモニアによる塩析， メンブランフィルタ—x-

300による限外濾過の繰返しによって，分子量

30万以下の物質は除去された。さらに活性因子

は， DEAE-Celluloseカラムに強く吸着

れるに対し．CM...CeJluloseには吸着されないこ

とが分かった。そこで，活性因子は強いアニオ

ン性の"polyel ec tro 1 yte "であることが示さ

れた。

上記の粗抽出物の種々な量を 2-N02 -1, 4 -

DABに作用させた後ガスクロマトグラフィー

にかけて変異原の消失を測定する一方．

ス試験を行うと， これに平行して変異原の低下

が起こることが示された（図 l)。このような

変異原の化学的消失は．Trp-P -2によっても

示された（図 2)。
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ゴボウ因子による Trp-P-2の不活化
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繊維による変異原吸着

ゴボウの有する Desmutagen活性が，

ような高分子物質であることは，・変異原に対す

る化学的不活化というよりも，吸着のような現

象であることが示唆された。そこで，精製され

た野菜繊維顆（ Takedaら， 19 7 9)に関して，

その吸着性の実験を行った。 Trp-P-1, Trp-

P-2, Glu-P-1などのpyrolysatemutagens 

の各々を含む水溶液の中に，各繊維を重量とし

て 1~5  ％程度秤量して加え， よく混合して室

温に放置した。混合物の一部を採取して遠心に

かけて，上澄の変異原活性を測定した (Kada

ら，印刷中） 。多数の試料のうちとくにキャベ

ツ，ゴボウ，ダイコン，ニンジン， ヒ°ーマン等

が強い活性を示した。その中でも，

性が著しく強かった；ゴボウ繊維によるTrp-P-

1, Trp-P-2, Glu-P-2, IQな どの変異原性

抑制の時間的経過を図 3に示した。
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゜
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ゴボウの活
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図゚ 3

2 3 4 
処理時間

野菜繊維による変異原の吸着

5
 
6
 

このような現象が繊維による変異原の吸着に

よるものではないかという推測は，処理後の繊

維を集めて，種々な溶媒での溶出による変異原

の回収の結果による。燐酸緩衝液ではほとんど

5
 

6
 

2) 

3) 

溶出されないが，特殊な有機溶媒による長時間

の処理によって部分的に回収された。

考察

高分子物質ー一繊維による吸着ということで，

野菜のDesmutagen作用の秘密の大部分が明ら

かになった。野菜繊維が他のどのような変異原

を吸着するのか，また，われわれの腸内ではど

のような働きをしているのかなどを知ることは，

極めて興味深い点であり， 研究をすすめている。
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ヒトだ液および血液の変異原不活化と
ペ｝レオキシダーゼ，カタラーゼ活性

同志社大学生化学研究室 西岡 一，布柴 達男

1. はじめに

環境変異原の遺伝毒性や発ガン性のより正確

な危険度評価は，極めて重要であるが，そのた

めには，生体内の各器官における修飾因子につ

いて十分な理解が必要である。

我々はすでに，だ液・血液による変異原の修

飾に関する研究を行い，その結果，多くの変異

原が不活化されることを報告している(Nishi-

okaら， 1981;Nishioka, 1981)。又， それ

らに含まれる不活化因子として，酵素， ビタミ

ンなどを個別に調べた結果， ぺ｝レオキ、ンダーゼ，

アスコルビン酸にその能力があり，特に，ペル

オキシダーゼにはその能力の高いことが判明し

てヽ いる（ Nishioka,1981)。 さらに， 現在ま

でに個人差．不活化機構などの研究を進め，い

くつかの知見が得られたのでここに報告する。

2. だ液および血液による変異原不活化

我々は，だ液がAF -2, MNN G, 4 N Q 0 

ケルセチンなどのサルモネラ菌TA98, TAlOO 

に対する変異原性を不活化すること，又，代謝

活性を必要とする変異原／発ガン物質，アフラ

トキシンB1. B (a) P. Trp -P -1に対しても，

同様の効果を示すことを報告した。今回は，新

たにTrp-P-1以外の加熱分解物である， Trp-

P -2, GI u -P -1, G 1 u -P -2, AaC, Me如 Cに

ついても検討した。変異原性の測定およびその

不活化の方法については，既に報告したCNi-

shiokaら，1981)。その結果，表 lに示すよう

に， Trp-P-2, AaC, Me如 Cは，30~50％の

不活化が認められたが， Glu-P-1,Glu-P-2 

に関しては，全くその効果はみられなかった。

次に，だ液の変異原不活化能の個人差を知る

ため， 40人のだ液の不活化能を比較した。図 1

は，AF -2 C o. o 4 μg /p 1 ate), 4 NQO C o. 2 
μg/plate)の変異原性に対するだ液の不活化能

と各提供者の年齢・性別の関係を示したもので

ある。これによると，各提供者について，だ液

表 1． ヒトだ液による蛋白質加熱分解物の変異原性不活化 (TA98+S9mix)

変異原試料
濃度 Hiぶ 復帰変異コロニー数／フ゜レート

不活化能f/o)a
(μ g /plate) 無処理 だ液処理

コントロー）レ 1 7 1 9 

Trp-P-1 0. 5 1, 1 0 6 2 0 7. 5 8 2. 7 
Trp-P-2 0. 5 1, 6 7 4 1, 1 3 3 3 2. 7 
Glu-P-1 0. 5 1, 9 3 9 1, 6 6 8 1 4. 2 
Glu-P-2 2. 0 5 2 7 5 3 9 
A心 1 0 4 5 5 2 6 5 4 3. 8 
MeAaC 1 0 5 3 7 3 3 8 3 8. 7 

a 不活化能は，以下のように計算された。
A-B 

不活化能{o/J=~ X 1 0 0 
A;無処理の場合の復帰変異コロニー数
B;だ液・血清などで処理した場合の復帰変更コ ロニー数
但し， A, Bは自然突然変異コロニー数をあらかじめ引いてある。
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表 2 ヒト血清による各種変異原試料の変異原性不活化

変異原試料
濃度

(μg/plate) 
菌株 S9mix His十復帰変異コロニー数／フ゜レート

無処理 血清処理
不活化能(%)

コントロール TA9 8 

TA  1 o o 

p592,図2)

40人の各だ液提供者の年齢および性別とA

F-2および 4NQOの変異原性に対する

明瞭な個人差が認められた。例

一般的に不活化能の低い提供

者の多くは，幼年 (10歳以下）あるいは，老年

(60歳以上）に見られる傾向がある。他の変異

原に対してもだ液の不活化能の個人差が判明し

ている。又，性別の差はないように思われた。

だ液同様，血液についても，その変異原不活

化能が見出された。血液は，各年齢の健康な提

供者および癌患者から個別に採取された。腕の

静脈から注射筒 (19号針）により採血し，30分

間静置，血餅除去後，25℃で30分間 3,000r.p. m. 

で遠心分離した。その上清を血清として実験に

用いた。変異原試料 0.2叫に対し，血清l.8叫

を加え，37℃で30分間処理し，変異原性試験に

かけた。不活化能は，だ液の場合同様，Ames

法における復帰変異コロ ニー数の減少を指標と

A F -2 (o. o 6 μ g / p I a t e), 

図 2
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4NQOおよびAF-2の変異原性に対す

る血清の処理時間の効果

4 N Q O (O. 1 μ g /p 1 ate)の変異原性に対す

る血清の処理時間の効果を示したものである。

これによると，どちらの変異原も10分間の血清

処理でほとんど不活化されることがわかる。そ

こで， この実験の処理時間を，充分な不活化の

時間を与えること，又，薬物が体内で比較的長

時間血液中に溶け込んでいることなどを考慮し，

30分と設定した。以上の方法により種々の変異

原の血清による不活化を調べ，表 2に示した。

これによると，血清はAF-2, 4NQO, B(a) 

Pの変異原性を著 しく不活化し，又，ケルセチ

ンやK2Cr201に対しても約 60％の不活化を示

すことが観察された。しかしながら．加熱分解

物に対してあまり不活化されず，むしろ，活性

化しているものもあ った。だ液がTrp-P-1の

AF-2 

4NQO 
Quercetin 

K2Cr2゚ 7
B(a)P 

Trp-P-1 
Trp-P-2 
Glu -P-1 

Glu-P-2 

AaC 
MeAaC 

0. 0 4 

0. 2 

2 0 0 

5 

2 0 

0. 5 

0. 5 

0. 5 

2. 0 

1 0 

1 0 

TA  1 o o 
TA  1 o o 
TA  1 o o 
TA  1 o o 
TA  1 o o 
TA  9 8 

TA  9 8 

TA  9 8 

TA  9 8 

TA  9 8 

TA  9 8 

+
-
+
 

2

7

7

2

 

l

l

o

l

 

l

l

 

3

6

0

6

 

ー

1

2

2

l

l

 
4

6

7

7

4

2

2

7

6

7

0

 

3

0

2

8

4

8

0

1

8

2

1

 

2

2

3

1

2

1

8

0

6

6

5

 

9

,

 

1

2

 

+
+
+
+
+
+
+
 

2

7

2

8

0

6

4

9

7

5

7

 

0

5

3

9

0

0

7

3

2

5

3

 

6

7

6

2

7

1

6

9

5

4

5

 

9

,

'

 

1

1

1

 

0

8

6

9

0

6

 

1

6
5
0
5
4
n
5
-
2
 

7

8

6

6

8

5

 

5. 0 

変異原性を著しく不活化し，その他の加熱分解

物についても不活化しているのに対し，血清は

わずかTrp-P-2についてのみ，50％の不活化

がみられるにすぎず，必ずしもその能力を持た

ないことは興味深い。これは，だ液と血清の不

活化のメカニズム，あるいは含有する成分の相

違によると考えられた。

図3に示すように， 8人の健康人 CH1~H8) 

および 9人の癌患者 CC1~c,)の血清により 4

NQO(0.2 μg/plate), AF  -2 C 0.04μg/ 

plate)の不活化の個人差を検討した。健康人

から得られた血清がいずれも， 4NQO, AF  -

2の変異原性を著しく不活化し，個人差がみら

れなかったのに対し．癌患者の血清は，

活化能に顕著な個人差がみられた。特に．c3お

よびら の血清の場合， 4NQOに対して異常に

低い不活化能を示すことは注目される。C，は，

AF-2についても低い不活化能であった。し

かしながら， これらの癌患者の血清の不活化能

が，生まれつきこのように低いのかどうかを知

ることは不可能であり，又，健康人提供者より

その不

3
 

高年齢であること，末期癌であるためあらゆる

生体機能が低下していること，制ガン剤など高

度の投薬処置が行われていることなどの影響も

考えられることより，不活化能の低い人が癌に

なりやすいというには， 更に検討が必要であ

る。

変異原不活化能とペルオキシダーゼ

変異原不活化の因子として，だ液や血清に含

有される酵素， ビタミンなどについて，

活化能を調べた。その結果，ぺ）レオキシダーゼ

（実験には，西洋ワサビペ）レオキシダーゼ ；H 

その不

RP25unit／叫を用いた ）は，AF-2, 

NQOの変異原性に対して約50％の不活化能を

有し，Trp-P-1に対しては，ほぼ完全に不活

化 したこと，又，アス コルビン酸（0.2mg／叫）

もそれぞれに対し，40~60％の不活化能をもつ

ことが明らかとなっている (Nishioka,1983)。

しかしながら，H2伍 を 比 0と02に分解する

という点でぺ｝レオキシダーゼに頚似のカタ ラー

ゼをはじめ，他の成分では有意な効果は認めら

4
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図 3 (トキシコロジーフォーラム p 596 図4)

健康人と癌患者の血液提供者から得た血清の

AF-2および 4NQOの変異原性に対する

不活化能の比較

れていない。表 3は， HRPとカタラーゼの加

熱分解物の変異原性不活化能を調べたものであ

る。これによると． HRPはいずれの加熱分解

物の変異原性を極めて顕著に不活化するのに対

し， カタラーゼは． MeAaCを60％不活化する

にすぎないことがわかる。このことは，すでに

述べた，だ液と血液の不活化能の差が含有成

分の相違に基づくという仮説を支持する。

ペ｝レオキ、ンダーゼは，一般に． H202または．

CH300H存在下で基質（水基供与体， AH2)

-218 -

の酸化を触媒する酵素で，

2AH叶 2H202匹roxid彎 A-A+4H20

というような反応をする。今回実験に用いたH

RPは， 200種以上の基質が知られている。

白血球に存在するミェロペ｝レオキ、ンダーゼは，

比〇濯在下で加熱分解物の変異原性を抑制す

るという報告がある (Yamadaら， 19 7 9)。例

えば， Glu-P-1は，比〇2存在下でミェロペ

ルオキシダーゼにより酸化され，次のような反

表 3 ペ｝レオキシダーゼ又は，カタラーゼによる蛋白質加熱分解物の変異原性不活化

C TA  9 8, + S 9 mix) 

変異原試料
濃度 Hiぶ復帰変異 コロニー数／プ レー ト 不活化能（％）
(μg/pla te) 無処理 ペ）レオキシダーゼ カタラーゼ ペルオキシダーゼ カタラーゼ

コントロール 1 7 1 1. 5 1 1 

Trp-P-1 0. 5 1, 1 0 6 5 7 1, 0 9 5 9 5. 8 0. 5 
Trp-P-2 0. 5 1, 6 7 4 3 7 1, 6 9 4 9 8. 5 
Glu-P-1 0. 5 1, 9 3 9 2 7 1, 9 9 0 9 9. 2 
Glu-P-2 2. 0 5 2 7 3 1 6 0 7 9 6. 2 
AaC 1 0 4 5 5 1 2 0 4 3 1 7 5. 2 4. 1 
MeAaC 1 0 5 3 7 2 3 2 1 9 9 7. 8 6 0. 0 

応が考えられた。

20エNH畑，o，立立〔こ;-;10N=Nご口□十4H,O
CH3 C比 C比

我々の実験系には， H202の存在する可能性が

少なく．すなわち， HRPによる各種加熱分解

物の変異原性不活化は．本来ぺ）レオキ、ンダーゼ

としてでなく，他の機構によることも考えられ

た。我々の用いたHRPは， 1分子中に 1個の

プロトヘムをもつヘムタンパク質であり，その

ヘムは，解離することが知られている。又，ヘ

ミンおよびその類縁化合物が加熱分解物の変異

原性を抑制するとの報告（ Arimotoら， 198 0) 

があり ，我々の結果は， これを支持するものと

考えられる。一方， だ液中に含まれるぺ）レオキ

、ンダーゼをはじめとし，動物性ペルオキ、ンダー

ゼは，ヘムの解離はないといわれており，だ液

による不活化は，極微量存在しうる過酸化物や

H心により酵素的に行われているものと考え

られる。

表 1と表 3からわかるだ液と HRPの変異原

不活化能の相違は，それぞれのペルオキ、ンダー

ゼの構造，存在状態，あるいは不活化機構の違

いなどによると思われる。又，用いたHRPは，

0. 2 mg／叫（ 25uni t,7叫）とだ液の含有量をは

るかに上まわっており，そのことも考慮する必

要がある。そこで実際にだ液中に含有するペル

オキシダーゼの活性を測定することを試みた。

だ液中のぺ｝レオキ、ンダーゼ活性の測定は， グ

アイヤコールを基質とし， H202存在下でのペル

オキシダーゼの働きにより生成されたテトラグ

アイヤコールを 47 0nmにおける吸収の増大を

Spectrophotometer (Hitachi Perkin E-

lmer UV-VIS Spectrophotomater Mo-

de I 13 9)で測定し，それよりペルオキシダー

ゼの活性を求める方法 (George, 1953)を採

用した。このときの反応を以下に示す。
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lOmM Na-P緩衝液(pH7. O) 2叫をCuvette

にとり， 20mMグアイヤコー）レ水溶液 1叫だ液

又はHRP0.1叫を加え， 25℃でSpectropho -

tometerにセットした。 2.omMH2020.1叫を撹

拌しながら注入し，同時に測定開始時間とした。

酵素反応速度は．基質濃度，酵素濃度，温度．

pHなどに依存しており，だ液に含有しうるペル

オキシダーゼ濃度を考慮し．グアイヤコール，
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図 4 グア イヤコールの酸化反応におけるHRP

の活性と 47 0nm波長の吸光度の関係

0: 2. O unit／叫 HRP

● :l. O unit／叫 HRP

□ :0. 5 unit／叫 HRP
▲ :O. 2 unit／叫 HRP

△ :0. 1 unit／叫 HRP

比02劇変を即老した。図 4は，数種の活性値の

HRP溶液を用い．反応時間を 47 0nmの吸収

の関係を示したものである。これに よると，い

ずれの活性値のHRPもある時間までは，一次

的に反応するが，それ以後は次第に遅れがみら

れる。これは，反応初期には，速度は時間のみ

に依存するが，反応の進行に伴い：基質濃度の

減少，生成物の増加などが関与してくるためと

思われる。従って，酵素活性のできる限り初期

すなわち．直線性の得られる範囲での単位時間

あたりの吸光度の変化を測定することにより求

める必要がある。図 5は，初速度 （△A/min)
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図5 HRP活性とグア イヤコール酸化反応の初

速度（△A/min)の関係

とHRP活性（ unit／叫） の関係を示したもの

である。これらは．ほぽ対応しており，個人の

だ液のぺ｝レオ キシダーゼ活性測定の検量線とし

た。個人のだ液のぺ｝レオキシダーゼ活性を測定

すると同時に，Trp-P -1の変異原性を不活化

する能力を調べ，その関係を検討したのが図 6

表 4である。図5に示されるように，サンプル

数は限られているが． ヒト だ液中のぺ｝レオキシ

ダーゼ活性は，HRP活性の0.2~0.5unit／叫に

相当し，中には．1.5unit／叫 という強い活性の

ものもあった。また．Trp-P-1不活化能とは，

概ね相関関係が得られた。このことは，ぺ｝レオ

キシダーゼがだ液に よる変異原不活化機構に大

きく関わっていること，又，不活化能の個人差

は．そのだ液のもつぺ｝レオキ、ンダーゼ活性に依

存することを示唆している。すべての変異原に

関して適応できるかどうかは，なお検討を要す

るが．個人のだ液中のぺ｝レオ キ、ンダーゼ活性を

測定することによ り，比較的多くの変異原に対

するそのだ液の不活化能を推定することができ

ると思われる。
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図 6 グアイ ヤコ ールの酸化反応におけるHRP

活性に対応する個人のだ液のペルオキ ンヽダー 1) 

ゼ活性とそのだ液のTrp-P-1の変異原性

に対する不活化能

表 4 個人のだ液のぺ｝レオキヽンダーゼ活性とTrp-

P-1の変異原性に対する不活化能の関係

2) 

提供者
ペ）レオキシダーゼ活性

変異原性不活化能％）
(unit／叫）

3) 

0. 6 6 NTa 

2 0. 4 0 1 3 

3 0. 3 4 NT  

4 0. 2 8 

゜0. 2 3 

゜
4) 

5 

6 0. 4 1 1 6 

7 0. 7 9 1 6 
5) 

8 0. 3 9 6 ， 1. 5 1 7 1 

10 0. 3 9 6 

6) 

a: NT Not tested 

4. おわりに

ペ｝レオキシダーゼ活性の低いだ液を分泌する

人は，ある種の発ガン物質を不活化していない

状態で胃腸などの消化器官に送り込む可能性が

高い。だからといって直ちに，この人が癌にか

かりやすい体質だと判定するためには，なお多

くの研究が必要である。また，最近，我々の研

究で，同一提供者でも，だ液採取時の体調，例

えば，極度に疲労したときなどで．ペルオキ、ン

ダーゼ活性が低下するという結果も得られてい

る。これらの結果から，食物をよく噛み，規則

正しい生活を送ることは．健康の維持のみなら

ず，癌の予防にもつながる可能性が示唆された。
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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)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

の評議員の推せん書とともに所定の申込

書に記入の上，本会事務所に申込むもの

とする。

第 5条 会員は毎年会費を納入しなければならな

い。次年度の年会費の額は評議員会にお

いて審議し総会において定める。

第 6条 本会はその目的を達成するために次の事

業を行う。

1. 年 1回大会を開催し，学術上の研究

成果の発表および知識の交換を行う。

2. 奨励賞を設け，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. 国際環境変異原学会連合に加入し，

国際協力に必要な活動を行う。

. 5． 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，および評議員若干名。

評議員は正会員の投票により選ぶ。

会長は評議員の互選によって定める。

庶務幹事，会計幹事および会計監査は会

長が委嘱する。

この他会長は必要な場合には会員の中よ

り若干名を指名し総会の承諾を得て，評

議員に加えることができる。

役員および評議員の任期は 2年とする。

役員が同じ任務に引続いて就任する場合

には 2期をもって限度とする。

第 8条 評議員会は会員を代表し，事業計画，経

費の収支，予算決算およびその他の重要

事項について審議する。

第 9条 本会は年 1回総会を開く。

総会において会則の改廃制定，予算 ・決

算の承認，その他評議員会において審議

した重要事項の承認を行う。

第10条 本会の事務執行機関は会長および 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 本会の事務は暦年による。

第12条 本会に名誉会員をお く。

附記

1. 本会則は昭和59年10月13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 1□20,000円とする。
ただし，MutationResearch誌の特別

巻を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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日本環境変異原学会歴代学会長 日本環境変異原学会昭和59~60年度評議員名簿

初代会長 田 島 弥太郎 （国立遺伝研） （五十音順）

昭和 47年～ 52年 氏 名 所 属

第 2代会長 杉 村 隆 （国立がんセンタ ー研）
石 館 基 国立衛生試験所

昭和 53年～ 56年
乾 直 道 日本専売公社生物実験センタ ー

岩 原 繁 雄 食品薬品安全センター

第 3代会長 賀 田 恒 夫 （国立遺伝研） 大 西 克 成 徳島大学医学部

昭和 57年～ 賀 田 恒 夫 国立遺伝学研究所

菊 地 康 基 武田薬品工業椋中央研究所

日本現境変異原学会（研究会）大会（研究発表会）
黒 木登志 夫 東京大学医科学研究所

黒 田 行 昭 国立遺伝学研究所

回 数 開 催場所 会 期 準備委員長 近 藤 宗 平 大阪大学医学部

第 1 回 国立教育会館（東京） 4 7. 8. 21 田 島 弥太郎
（講演会）

第 2 墨国立遺伝学研究所（三島） 48. 9. 22 田 島 弥太郎
（研究発表

杉 村 隆 国立がんセンター

佐 々 木正 夫 京都大学放射線生物研究センター

佐 藤 茂 秋 国立がんセンター研究所
第 3 回 東京医科歯科大学（東京） 4 9. 9. 28 外村 晶

白 須 泰 彦 残留農薬研究所

第 4 回 同志社大学（京都） 50. 9. 26~27 ＃ 目 原 努 祖父尼 俊 雄 国立衛生試験所

第 5 回 東大医科研（東京） 51. 10. 2 6 杉村 隆 武 部 啓 京都大学医学部

第 6 回 武田薬品研修所（大阪） 5 2. 9. 16~17 梶 原 彊
田 ノ 岡 宏 国立がんセンター研究所

第 7 昌国立遺伝学研究所（三島） 5 3. 10. 19~20 田 島 弥太郎
（学会に改

第 8 回 箱根観光会館（箱根） 5 4. 11. 2 7~28 岩原 繁雄

土 J 11 清 国立遺伝学研究所

長 尾美奈 子 国立がんセンター研究所

西 岡 同吉社大学工学部

第 ， 回 岡山県総合福祉会館（岡山） 5 5. 11. 2 8~29 早 津 彦 哉 早 津 彦 哉 岡山大学薬学部

第 10 回 東條会館（東京） 5 6. 12. 3~ 4 石館 基 松 島泰次 郎 東京大学医科学研究所

第 11 回 修善寺総合会館（修善寺） 5 7. 10. 2 9~30 黒 田 ，，，汀一 昭
（大会に改名）

第 12 回 徳島大学医学部（徳島） 5 8. 10. 2 8~29 大西 克成

村 上 昭 雄 国立遺伝学研究所

• Jr I 邦 衛 三菱化成総合研究所安全性センター仁コ

第 1 3 回 農協ビ）レ（東京） 5 9. 1 0. 12~13 白 須 泰彦
以上 23名
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日本環境変異原学会入会申込書

昭和 年 月

日本環境変異原学会長殿

フリガナ

氏名

ローマ字つづり

1. 変異原 2. 検出系 3. 毒 性 4. 発生異常 5. 汚 染

6. 疫 A 子 7. 遺 伝 8. が ん 9. 微生物 10. 高等動物

11. 高等植物 12. 食 品 13. 気体 ・粉 じん 14. 医薬品 16. 農 薬

＠ 16. 代 謝 17. 分子機構

18. その他（ ） 
ここに記入して下さい

生年月日 年 月 日

貴学会に入会いたしたく必要事項を書き添え，評議員の推薦

を添えて申し込みます。

研究領域（下記のあてはまる項の 2, 3を0で囲んでください）
日

勤務先および職名（和）

（英）

〒

勤務先所在地 （和）

（英）

最終学校と卒業年次

TEL ex 

推 薦 者（日本環境変異原学会評議員）

勤務先および職名

氏名（署名）

入会申込者との関係（数行ご記入ください）

＠ 

研 究 歴（現在行っている研究の動向や興味の点について数行記入のこと）

加入学会名（本学会以外の）
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日本環境変異原学会奨励賞受賞者

第 1回昭和 54年度

長尾美奈子

第 2回昭和 55年度

石館

常盤

基

寛

第 3回昭和 56年度

賀田 恒夫

第 4回昭和 57年度

松島泰次郎

早津 彦哉

第 5回昭和 58年度

葛西 宏

第 6回昭和 59年度

大西克成

「食品の変異原因子に関する研究」

「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」

「大気中の変異原性汚染物質の実体と調査の研究」

「環境変異原検出に関する Rec-assayの開発とその応用」

「変異原性検出による化学物質の発がん性評価について

の研究」

「環境中の変異原物質の作用機作に関する化学的研究」

「加熱食品中の強力な変異原イミダゾキノリンおよびイ

ミダゾキノキサリンの発見」

「環境中のニトロヒ°レン類の検出および代謝に関する研

究」

編集後記

昭和58年10月28日， 29日の 2日間にわた って徳島大学医学部で開催さ

れました日本環境変異原学会第12回大会の演題を中心に特別寄稿 3編，

「日本における環境変異原研究の動向」について28編を収録いたしまし

た。演題の選択につきましては，黒田庶務幹事の御助言を参考にしなが

ら選ばせていただきました。他にも収録したい内容のものもありました

が全て収録するわけにもいかず，割愛させていただきましたことをお許

し下さい。

若葉の頃より編集作業にとりかかり，約 7ケ月間紅葉の頃に一段落致

しました。編集作業不慣れのため発行までに手間どりましたことをお詫

び申し上げます。御執筆をお願いした先生方には，ご多用中のところ貴

重な原稿をお寄せいただきましたことを厚く御礼申し上げます。お陰様で

200ページを越す内容となりました。（木内 武美，大西 克成）

環境変異原研究第 6巻第 1 • 2号 1984年

昭和 59年 11月 20日 印刷

昭和 59年 11月 30日 発行

発行者

編集

責任者

日本環境変異原学会

大西克成

徳島大学医学部細菌学教室

〒 770 徳烏市蔵本町 3丁目 18-15 

TEL o 8 8 6 -3 1 -3 111内線 2260

印刷所 徳島印刷センター

〒 770 徳島市八万町内浜 174番地
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