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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

徳島大学医学部細菌学教室 大西克成

1 はじめに

10年前に，サルモネラ菌TA98株とTA100株

が出現し (McCannら， 1975），細菌による突然

変異試験としてAmes法が確立して以来，大気中

の浮遊粒子状物質，さらにその原因物質としての

自動車排ガスの変異原性を測定し始めた(Ohnishi

ら， 1980)。そして，文部省の特定研究「排気浄

化」の班（1976-1978)に入れていただき，そ

の後の著者らの研究が進展した（大西， 1980 ; 

大西と常盤， 1979)。

1978年にPittsらは，大気中の多環芳香族炭化

水素 （PAH)が大気中の二酸化窒素によってニト

ロ化され，ラット肝臓抽出液 (S9)による代謝

活性化を必要としない直接変異原に変換する可能

性があることをScienceに発表した。このニトロ

PAHは，変異原性が非常に強いこと，さらに，

人体内で代謝され不活化される前に活仕化されて，

細胞DNAに作用する場合が考えられることなど

から，重要であると考えた。いろいろなニトロ化

合物の変異原性を測定したところ，dinitropyrene

(diNP)の変異原性が非常に強いことが明らかに

なった (Tokiwaら， 1981)。その頃，すでに

Loffrothら(1980)やRosenkranzら (1980)は，

ゼロックスコピーやそのトナー中に高変異原性の

mtropyrene (NP)やdiNPの三異性体を検出同

定し，それらの変異原性の強さを明らかにしてい

た。

その後，環境中のNP類を検出，定量し始めた

が，その一部および細菌による代謝については詳

しく昨年の本誌に記述した（木内と大西， 1984 

b;大西ら， 1984)ので，これらについてはでき

るだけ重複しないように述べ．さらに， 1-NPの

生体内代謝について述べる。

2 1-N Pと1,6-di NPの定量方法の確立

環境中の混合物中の 1-NPとdiNPとを定量す

る場合に，高速液体クロマトグラフィー(HPLC)

を使っても， 1-NPに相当する画分には幾多の化

合物が含まれており，正確に定量することは非常

に困難であった。それでGibsonら (1981)は，

HPLCで溶出してくる 1-NP相当画分を化学的

に還元して蛍光性の 1-aminopyrene (1-A P)に

変換し，再度HPLCにかけて， 1-APを定量する

方法を開発した。著者らは， 1-NPの還元には，

なお一層特異性のある酵素を使用した。

細菌の中では，嫌気性の腸管内常在細菌である

Bacteroidesの 1-NPnitroreductase (NR ase)活

性が最も強く (Kinouchiら，1982;大西ら，1981),

ラット肝臓のNRaseより比活性が高いことを明ら

かにした（木内と大西， 1984b)。さらにBacteroides

fragilisから四種のNRaseを精製し(Kinouchiと
Ohnishi, 1983；木内と大西 1983），碁質特異

性を調べた。その結果， NRaseIは1-NPに，

NRase illはdiNPsに特異的に作用した(Kinou-

chiとOhnishi, 1983 ;木内と大西， 1984aとb)

ので， 1-NPを定量する時には NRase Iを使

用し， 1-NP相当画分を還元して 1-APに変換し，

また， 1, 6-di NPを定量する場合には， 1，6-

di NP相当画分を分取してNRase illを作用させ，

1, 6 -diAPに変換し，共に，再度HPLCで分析

することによって定量した。両者の検出感度は，

それぞれ1.1 X 10-2と1.3X10―2pmol であった

(Manabeら， 1984と1985)。

3 環境中のニトロピレン類の定量

上記の方法などで定量した気圏，水圏および食

物中に広く存在しているNP類の定量値を表 1に

示した。
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表 1 各種試料の変異原性と nitropyrene類含有量およびその全変異原性に占める割合

試 料

ディーゼルトラック排ガス

1-nitropyrene 

1, 6 dinitropyrene 

1 ~nitro -3-acetoxypyrene 
1-nitro -3-hydroxypyrene 

ディーゼル小型エンジン排ガス

1-nitropyrene 

1, 6 dinitropyrene 

ディーゼルエンジン内燃焼ガス

（クランク角15゚の時）

1-nitropyrene 

石油ストーブ燃焼中の室内空気

（点火時より 8時間連続）

1-nitropyrene 

1, 6 dinitropyrene 

給油所排水

1-nitropyrene 

使用済エンジンオイル

変異原性 TA98株 (-)S9
含有量

TA98株，（一）S9 での全変異原性
+ ng 
His ／プ圧卜 に占める割合

％ 

2,720（抽出物1mg当り）

69,700（排ガス 1rrr当り）

3,240（抽出物1mg当り）

135,000（排ガス 1吋当り）

612（抽出物1mg当り）

35（室内空気 1吋当り）

53~8.75X 106 （排水1£当り）

62 （抽出物1mg当り）

0.81 (II)  

6.3 (II)  

70 (II)  

(II)  

71 

1.03 ( 

50 

3.6 

8.0 

12.0 

9.0 

3.7 

8.9 

15.0 

0.147（室内空気1n:r当り） 0.71 

0.025 (//)  20.1 

4.2~25,600（排水1f当り） 0.3~58.5 

55,800（オイル1ml当り）(1)ガソリン乗用車（3200km走行）

1-ni tropyrene 138 （オイ ル1ml当り） 0.45（中出画分の）

1, 6 dinitropyrene 

(2)ディーゼル乗用車（4600km走行）

1-nitropyrene 

1, 6 dinitropyrene 

焼鳥

73,700 ( 

(1)たれ付 7分焼いた時 5,610（焼鳥 1，当り）

1-nitropyrene 3分”

5分／I

7分”

(2)たれなし 7分 ” 
1-nitropyrene 7分／I

(1)エンジン排ガス

2,280 ( 

ディーゼルトラック（排気量5,785ml)排出

粒子状物質中の 1-NPおよび1,6-di NPの定

量値は表 1に示すとおりだが， 1, 3-di NPと

1, 8-di NPも1,6-di NPと同量含有されている

ものと仮定すると，これら四種の化合物の総量
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2.0 ( ） 2.7 ( II ） 

349 0.9 ( ‘’ ） 

31 12 （ II ） 

3.8 （焼鳥1g当り） 3.0 

19 （ ） 27 

43 （ 1.3 

1.4 ( 0.1 

が示す変異原性は，排ガス中粒子状物質の粗抽

出液が示すサルモネラ菌TA98株，（ー）S9で測

定した全変異原性の約28％であった。従って，

変異原性が強い他のものがまだ含有されている

ものと考えた。粗抽出液をdiethylether溶性中

性，酸性，および塩基性画分に三分画して変異

‘I 

原性をAmes法で測定すると，それぞれ，全変

異原性の59,27, 0.3％を示した。中性画分を

HPLCで分画し，各画分の変異原性を測定す

ると， 1-NPやdiNPs相当画分より極性の画

分に強い変異原があり，この高変異原性物質は

1-nitro -3-acetoxypyreneであった（図 1)。

この定量はmassfragmentographyで行なった

が，その含量は，全変異原性の12％を占めた

(Manabeら， 1985)。1-nitro-6I 8-acetoxypy-

reneも存在していたが，分子量が同じである

m troacetoxyfl uorantheneと区別がつかず，正

確な定量ができなかった。酸性画分の変異原に

ついてはほとんど報告がないが，表 1に示すよ

うに 1-nitro-3-hydroxypyreneが含有されて

おり，全変異原性の9％を占めていた (Manabe

ら， 1985)。

発電機用の小型ディーゼルエンジン（排気量

269 ml)排ガス (Ohnishiら， 1982)中にも

同程度の 1-NPと1,6-di NPとが含有されてい

た（大西と木内， 1983)。また，ディーゼルエ

ンジン内燃焼ガス (Hayanoら， 1985)にも 1-

NPは検出された（大西と木内， 1983)。

(2)石油ストーブ燃焼中の室内空気

石油ストーブ点火時には， diNPの排出が特

に多くなるので，室内排気型の石油ストーブの

点火直後の換気が重要であることを指摘した

（大西ら， 1984; Ohnishiら， 1985)。

(3)給油所排水

自動車整備も行なっている給油所からの排水

は，時々，強い変異原性を示し，中に 1-NP

を含んでいることが明らかになり，本誌にも発

表した (Manabeら， 1984; Ohnishiら， 1983,

大西ら， 1983)。給油所の排水は油水分離槽に

蓄えられて，油分は一般下水道へは排出されな

いことになっているが，給油所により，また，

時によっては排出されているので，監視が必要

であろう。

(4)使用済エンジンオイル

保持時間 （分）

゜
5 10 15 

I 

0.32 

ヽ1 (/) ゚

梱米沓 1 0 0 0 苫墨ト

， l l -
500 

10 20 30 40 50 ゜
分画番号

゜
B 

喜
I D 

| II l C >
Q ゃ 0.16 

C［ ］ヽ
0.00□¥ 

5 10 15 

保持時間（分）

図1 ディーゼルトラック排出粒子状物質を

benzene-ethanol (4 : 1)で抽出後，分

画した diethy1 ether溶性中性画分の

HPLC分析。 ZorbexODSカラム(4.6

mm  i.d. x 250mm)を使用し，移動相

として85%methanolを用いて1.0ml/ 

分で溶出した。上図は試料を，下図は標

準物質を溶出したもので， Aは1-nitro-

6 / 8-acetoxypyrene, Bは1-nitro-3-

acetoxypyrene, Cは1,6-dinitropy-

rene, Dは1,8-dinitropyrene, Eは

1-nitropyreneである。

表1に示すように非常に強い変異原性を示し，

特にディーゼルエンジンオイルは， diNPを沢
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山含んでいた (Manabeら， 1984)。給油所排水

の汚染源と考えられるが，通常は蓄えられて公

衆浴場の燃料として使用されている。

(5)焼鳥

不完全燃焼で生じたPAHと．都市ガスの燃

焼によって生じた二酸化窒素とが反応して，ニ

トロ化したPAHが生じる可能性がある。串剌

しの鶏肉に市販のたれを付けて，都市ガスの直

火で焼くと，たれを付けない時に比べてdiethyl

ether溶性の中性画分の変異原性が上昇し，こ

の画分に 1-NPが含まれていた（大西， 1985 

a; Ohnishiら， 1985)（表 1)。最近，紅茶の

葉にも1-NPが含まれていることがあると報告

された (Dennisら， 1984)。今後， PAHを沢

山含んでいる食物について，ニトロ PAHが生

成されていないのかどうか調べる必要があると

考えている。

4 1-N Pのラット生体内代謝

in vitroにおけるラット肝臓での 1-NPの代謝

についてはかなりよく研究されており (Beland

ら， 1985参照），ニトロ基の還元反応とヒ°レン環

の水酸化反応とが起こることが報告されている。

しかし，反応条件によっては代謝産物の傾向が異

なっており，窒素やアルゴン存在下では，ニトロ

碁還元反応が主たるものとなる。実際にinvivo 

で，ラット肝臓でニトロ還元反応が起こっている

のかどうかは，無菌ラットを使用して調べてみれ

ばわかる。また，無菌ラットを使用することに

よって腸内常在細菌の役割も明らかになる。

30 μ,mol (7. 4 mg)の〔旧〕 1-NP(3.3rriCi/m 

mol)を無菌および通常Wistar雄ラットの胃内に

投与し，経時的に糞便と尿とを採取し，また，各

臓器の放射能を測定した (Kinouchiら， 1985)。

通常ラットでは吸収・排泄が早く，各臓器の放射

能は投与後12時間で最高になったが，無菌ラッ、ト

では24時間後に最高値を示した。両ラットとも，

肝臓，腎臓，脂肪組織および消化管壁で高い放射

能を示した。24時間後に通常ラットでは，糞便に

投与量の 52.4 9lる，尿に 18.1%,計70.5 %,無菌

ラットでは，糞便に 8.9%,尿に 4.0%,計 12.9 

％が排泄された。

各臓器の高分子物質へ共有結合した放射能を調

べると，肝臓と腎臓とでは通常ラットの方が無菌

ラットより有意に大であり（肝ではP< 0.01, 

腎ではP<0.05),腸管壁では無菌ラットの方が

有意に大であった (P< 0. 01)。肝臓と腸管壁の

NRase活性は高いが，腎臓では高くないので， 高

分子物質への共有結合度は，NRase活性に依存し

ていないようであった。また，無菌ラット腸管壁

での共有結合度が大であるのは， 〔3H〕じ NPの

腸管内通過時間が長いためと，代謝産物の違いに

よるものと思われる。両ラット間で代謝産物が異

なっているのは，糞便の変異原性が，無菌ラット

ではTA98株，曰S9で，通常ラットではTA98

株， （＋）S9で高いことからも明らかであった。つ

まり，代謝産物の違いは腸管内細菌の存在によ っ

て生じていることがわかる。

通常動物の糞便は，中のグルクロン酸および硫

酸抱合体が腸管内で既に脱抱合されているので，

酵素処理はせず，他の試料についてはp-glucur-

onidaseまたはary1 sul fatase処理を行なった後に，

代謝産物をHPLCで分析し，その保持時間，可

視・紫外線吸収スペクトル，質量スペクトルにつ

いて標準物質と比較して同定した。

無菌ラットの 1-NP投与後48時間の糞便には，

多い順に l-nitro-3-hydroxypyrene （投与量の

5.7 %)> 1-NP（素通りで，抱合体でない）＞1-

nitro-4, 5-dihydro-4, 5-dihydroxypyrene(4. 5-

dihydrodioD >I-nitro-6-hydroxypyrene> 1 -

ni tro-8-hydroxypyreneのグルクロン酸抱合体が

検出された（表 2)。尿も 1-NPを除く同様の成

分であったが， 4, 5-dihydrodiolの抱合体が多か

った。このように無菌ラットでは， 1-APや 1-

acety 1 am i nopyreneのようなニトロ還元体のグル

クロン酸抱合体は検出されなかったので，invivo 
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表2 〔旧〕 1-nitropyrene胃内投与無菌ラットの糞便と尿中に排泄された代謝産物の分析

投与量の百分率
((i-glucuronidase処理後のdiethy I ether抽出液中の百分率）

0-12 時間 0-48 時間

代謝産物 糞便 尿 合計 糞便 尿 合計

1-ni tro-4, 5-d i hydro-
0.25 Cl 7.8) 0.10 (36.7) 0.35 3.12 (19.0) 0.45 (38.3) 3.57 

4. 5-d ihyd roxypyrene 

1-nitro —臼hydroxypyrene 0.09 (6.4) 0.02 (4.5) 0.11 1.17 (7.1) 0.04 (3.6) 1.21 

1-ni tro-8-hyd roxypyrene 0.06 (4.1) 0.01 (2.4) 0.07 0.61 (3.7) 0.02 (1.8) 0.68 

1-nitro...,3-hyd roxypyrene 0.44 (30.2) 0.04 (7.9) 0.48 5.66 (34.5) 0.07 (6.3) 5.73 

1-nitropyrene 0 47 (32.6) 0.01 0.47 4.20 (25.6) 0.03 4.20 

合 計 1.31 (91.1) 0.17 (51.5) 1.48 14.76 (89.9) 0.61 (50.0) 15.37 

ではinvitroとは違って，肝臓ではニトロ還元反

応は起こらず，腸管内常在細菌によって行なわれ

るものと考えられる。

droxypyrene検出された（表 3)。また， 12時間

糞便には投与量の 1％以下だが， 1 -amino-3 -

または一 6 —または一 8 -hydroxypyreneも含まれ
ていた。糞便抽出液の間接変異原性は，主として通常ラットの48時間糞便には，素通りの 1-NP

（投与量の 22.5%)の他に， I-AP (8.3 %) > 

1-acetylamino -8 -hydroxypyrene> 1-acetyla-

l -acetylamino-6-hydroxypyreneによるもので

あった。 48時間尿には， l -acetylamino-6ーまた

mino-6-hydroxypyrene> 1-acetylamino-3-hy- はー8-hydroxypyreneのグルクロン酸抱合体が検

表3 びH〕1一nitrop汀虚胃内投与通常ラツトの糞便と尿中に排泄された代謝産物の分析

投与量の百分率
(/3-glucuronidase処理後のdiethylether抽出液中の百分率）

0 -12 時間 0-48 時間

代謝産物 糞便 尿 合計 糞便 尿 合計

1-acety I am 1 no 
0.13 (0.89) 0.77 (25.5) 0.90 4.56 (8.6) 2.95 (57.9) 7.51 

令 hydroxypyrene 

1-amino-6-hydroxypyrene 0.04 (0.27) 0.01 0.04 0.41 0.08 0.49 

1-acetylamino 
0.75 (4.99) 0.56 (18.7) 1.31 6.39 (12.1) 0.88 (17.4) 7.27 

-8-hydroxypyrene 

1-amino-8-hydroxypyrene 0.15 (1.02) 0.01 0.15 0.48 0.05 0.53 

1-acetylamino 
0 09 (0.63) 0.01 0.09 0.98 (1.9) 0.02 0.98 

-3-hyd roxypyrene 

I-amino -3-hydroxypyrene 0.03 (0.20) 0.01 0.03 0.26 5. 0.01 0.27 

1-am inopyrene 0.86 (5.70) 0.01 0.86 8.34 (15.8) 0.01 8.34 

1-nitropyrene 11.12 (74.1) 0.01 11.12 22.54 (42. 7) 0.01 22.54 

合 計 13.17 (81.8) 1.33 (44.2) 14.50 42.81 (81.1) 3.83 (70.8) 46.64 
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mo-8-hydroxypyrene> 1-acetylamino-6-hyd-

- roxypyrene> 1-amino-8-hydroxypyrene> 1 -

0.03赳
..;.. amino-6-hydroxypyrene> 1-acetylamino-3 -

栄 hydroxypyrene>1-amino-3-hydroxypyreneで

0.02 9あった（表 4)。0-6, 6-l2, 12-24および24-
8 48時間胆汁中の nitrohydroxypyreneのグルク
亙ロン酸抱合体は，それぞれ71.2, 54. 8, 4 7. 2, 

0.01 N 

22.1％であり，初期胆汁に多く． aminohydro-

xypyrenesとacetylam inohydroxypyrenesのグル

クロン酸抱合体は 5.1, 10. 6, 16. 7, 

あり，還元体は後期胆汁に多かった。

グルクロン酸抱合体以外に，量は少ないが硫酸

抱合体も形成されており，両ラットとも酔素処理

ー 後の成分はグルクロン酸抱合体の場合と大体似て
I 

0.03._:.. いた。ただ通常ラット胆汁中には， nitrohydrox-
述栄ypyrenes4種と 1-acetylamino-6ーまたは一8-hy-

憂gCH3謬。CHH3NH2 1002, td:rooxypyreneとて計 6種の硫酸抱合体か検出され
豆］ 墨。．01喜 以上の結果から 1-NPのラット生体内代謝経路

h を推定すると図 3に示すようになる。通常ラット

では，腸肝循環が起こっており，上部腸管から吸

収された 1-NPは，門脈を通って肝臓に行き，そ

こでヒ°レン環の水酸化反応， グルク ロン酸および

硫酸抱合反応が起こり，胆汁中に排泄される。さ

らに，下部腸管でニトロ還元反応と脱抱合反応と

が起こり，一部は糞便中に排泄されるが，大部分

は再吸収され，肝臓でNーアセチル化反応と抱合

反応とが起こる。そして，尿中に排泄されるか，

再度胆汁中に排泄される。腸管内でaminohydro-

xypyreneがNーアセチル化反応を受ける可能性は

十分にあるが，糞便中に 1-APは検出されるの

36 40 O 

図2 〔3印じm恥的哀畑投与通常ラッ卜
の0-6時間胆汁を/J-glucuronidase 

処理し，その抽出試料のHPLC分析。a

図ではZorbaxODSカラムを使用し，

移動相は70%methanolで， 1ml／分の

速度で溶出した。 a図の保持時間2-5分

の画分を再クロマトしたのが b図であ

り，移動相として50%methanolを使用

した。

出された。

通常ラットの胆汁中には，図 2に示したものと

同様に，投与後6時間から12時間の間にも10種類

のグルク ロン酸抱合体が排泄されており，多い順

に 1-nitro-3-hydroxypyrene>1-nitro-6/8 -

hydroxypyrene> 4, 5-dihydrodiol > 1-acetylam-

に， acetyI am i nopyreneは検出されないで， N-

アセチル化反応は主として肝臓で行なわれている

ものと考えられる。一方，腸管に入った 1-NP

は，下部腸管でニトロ還元反応を受け，

なり，そのまま糞便中に排泄されるが，一部は吸

収されて肝臓でNーアセチル化反応と抱合反応と

が起こり，尿中や胆汁中に排泄されるものと考え

1-APと

表 4 [3H〕1~ ni trnpyrene胃内投与通常ラットの胆汁中に排泄された代謝産物の分析

代 謝 産 物 0-6時間

(/3-glucuronidase処理後の
diethyl ether抽出液中の百分率）

6 -12時間 12-24時間 24-48時間

1マacetylamino-6-hydroxypyrene

1-amino-6-hydroxypyrene 

1-acetylamino-8-hydroxypyrene 

1-amino-8-hydroxypyrene 

1-acety Jami no-3-hyd roxypyrene 

1-amino-3-hydroxypyrene 

l-nitro-4, 5-dihydro-4, 5-dihydroxypyrene 

1-acety I ami nap y rene 

1-ami nap yrene 

1-nitro-6ーまたは―8-hydroxypyrene

1-nitro-3-hydroxypyrene 

1-nitropyrene 

1-nitrosopyrene 

1. 68 

0. 86 

0. 54 

0. 61 

0. 92 

0. 50 

21. 70 

1. 2 5 

1. 31 

14. 86 

34. 68 

0. 58 

0. 50 

2. 81 

0. 93 

4. 19 

2. 08 

0. 38 

0. 23 

14. 26 

0. 66 

1. 35 

1 7. 02 

23. 49 

0. 21 

0. 14 

2. 87 

1. 06 

5. 06 

4. 54 

1. 66 

1. 48 

12. 4 7 

1. 25 

1. 16 

18. 40 

16. 3 7 

0. 34 

0. 15 

4. 03 

1. 7 4 

2. 14 

7. 86 

0. 67 

0. 75 

11. 54 

1. 28 

1. 7 5 

5. 78 

4. 73 

0. 99 

0. 85 

2
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OH I OH '-- OH, 下部腸管

d便
（無菌ラット ）

糞便

（通常ラット ）

尿

（無菌ラット ）

図3 1-nitropyrene経口投与ラットにおける代謝経路。ニトロ還元反応は主として下部腸管で腸
管内常在細菌によって， ピレン環の水酸化反応は主として肝臓で行なわれる。 0-Gは0-glu-

curonidaseを示し，腸管内細菌の/3-glucuronidaseによって脱抱合され，再吸収されて，肝臓
でNーアセチ）レ化される。硫酸抱合体については，胆汁中に aminohydroxypyrene抱合体が検
出されていないが，ほぼ同様の代謝経路である。実線は通常ラット，点線は無菌ラットの代謝経

路を示す。
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られる。以上のことから，肝臓ではピレン環の水

酸化反応． N-アセチル化反応，および抱合反応

が起こり，腸管内常在細菌ではニトロ還元反応と

脱抱合反応とが起こっている ことがわかる。

これまでに同定された物質は，無菌ラットの糞

便に排泄された放射能の49%,尿で10%,通常ラ

ット の糞便で69%,尿で19%,胆汁で33％であり，

残りが何であるかは不明であるので，今後， グル

タチオン抱合体について検索する予定である。

5 おわりに

環境中のNP類の検出と， 1-NPの生体内代謝

について述べた。

di NPの変異原性が強く，しかも150J.J,gの1,6-

di NPで肺癌を誘発することが明らかになった

(Maedaら， 1985)ので，環境中の， diNP含有

物質を減少させ，また暴露されないようにする必

要がある。一人の人で， 20年間にdiNPを最高約

lOJ.J,g摂取するものと推定した （大西ら， 1984) 

が，まだこれらのnitroareneが存在している物質

や，それらの濃度についての情報が不足しており，

従って，暴露量も不正確であるので，今後の調査

研究が要求されている。 ， 

in vitroでNRaseによって生成されるDNA付

加物はN-(deoxyguanosin-8 -yl) -1-APである

(Howardら， 1983)が， 1-NP投与ラット肝臓

のDNA付加物を， 32pポストラベル法(Guptaら，

1982)で調べたところ，上記付加物は生成され

ておらず，別の付加物が生じていた（大西と木内，

1985)。これは，肝臓でニトロ還元反応はinviけ0

では起こらないという結論と矛盾しない結果であ

る。

1-NPの生体代謝産物は，胆汁中だけでもグ）レ

クロン酸抱合体が10種類，硫酸抱合体が6種類も

存在していた。 1-NPは発癌性がないと結論し

た （大西と木内， 1983; Ohnishiら， 1985;To-

kiwaら， 1984)が，あるという報告もあり (Hi-

roseら， 1984;大西， 1985b参照），今後，代謝

産物のどれが生体影響に最も重要であるかを明ら

かにしなければならない。

今回の学会奨励賞受賞は， 多くの方々の御協力

によるも のであり，「文献」に引用してある論文

の共同研究者の方々に感謝申しあげます。また，

歴代の日本環境変異原学会長の田島先生，杉村先

生，賀田先生はじめ評議員の先生方，さ らに多く

の学会員の方々に御助言，御指導いただきました。

また，文部省， 厚生省，および財団法人日産科学

振興財団から多くの研究費の援助を受け，研究を

推進させる ことができました。ここに記して感謝

の意を表します。
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ヘテロサイクリックアミンの変異原性

国立がんセンター研究所発癌抑制研究室 長 尾 美奈子

1 緒言

変異原 ・癌原物質としてのヘテロサイクリック

アミンの研究は，焼魚および焼肉に変異原性の発

見から出発して，先ず1976年 “Originof Human 

Cancer"というテーマで行なわれた ColdSpnng 

Harbor Symposiumで発表された (Sugimura

ら， 1976)。McCannら (1975)によりTA100お

よびTA98のテスト株が開発され，癌原物質検出

のための Amesらの assay法が確立されてから

(Amesら， 1975; SugimuraとNagao,1980), 

食品の粗抽出液に応用されたはじへての例である。

魚や肉の構成成分のうち蛋白質やアミ ノ酸を加

熱分解すると，TA98に十89mixで強い変異原性

が生ずることがわかり，アミノ酸や蛋白質の加熱

分解物中から変異原物質が精製され構造決定され

た。表ー 1に示すようにそれらはすべてヘテロサ

ィクリックアミンであった。これら多数の変異原

物質の構造決定が行われたことを振り返ってみる

と，Ames法が簡単で，再現性のある優れた方法で

あると同時に，構造決定に関する機器の進歩およ

び分析，合成技術の進展を痛感せずにはおれない。

食品中に存在する強い変異原に，はたして癌原

性があるか，人体に対してどのような影響を与え

るかは，きわめて重要な問題であり，国の内外で精

力的に研究が進められ，現在も尚，新しい変異原物

質が焼肉などから精製されている(Feltonet al, 

1984)。

表ー1 加熱分解物より得られた変異原物質

Chemical name 

3-Amino-1,4-dimethyl-
5!!-pyrido[ 4, 3-b] indole 

3-Amino-1-methyl-SH-
pyrido[4,3-b]indole 

2-Amino-6-methyldipyrido-
[ 1, 2-a: 3', 2'-d] imidazole 

2-Aminodipyrido[ 1 _. 2-a: 
3', 2'-d] imidazole 

Source of 
Abbreviation Structure isolation 

CH3 

Trp-P-1□NH,雷悶芯
H CH3 
CH3 

Trp-P-2 0こ亡NH2累ば悶
H 

Glu-P-1 (]、:〔]NH2G1utamicacid
t.H3 "..._,... pyrolysate 

Glu-P-2 CL--:J：了2Glutamic acid 
pyrolysate 

3,4-Cyclopentenopyrido- Lys-P-1 1ヽ) Lysine 
[ 3, 2-a]carbazole ,,::;,, pyrolysate 

4-Amino-6-methyl-lH- Orn-P-1 Ornithine 
2,5,10,lOb-tetraaza-
fluoranthene 

2 pyrolysate 
/J  

N 
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2-Amino-5-phenyl-
pyridine 

2-Amino-9H-pyrido-
(2,3-b]indole 

2-Amino-3-methyl-
9H-pyrido[2,3-b]indole 

2-Amino-3-rnethylirnidazo-
[ 4, 5-f]quinol ine 

2-Arnino-3,4-dirnethyl-
irnidazo[ 4, 5-f]quinoline 

2-Amino-3,8-dimethyl-
imidazc [ 4, 5-f ]quinoxaline 

Phe-P-1 0-0出：関：芦：ine

AetC 

MeAaC 

。出Soyb~an globulin 
i-i •• pyrolysate 

こ： soybeanglobulin 
pyrolysate 

IQ Broiled sardine 

MeIQ Broiled sardine 

N弓
MelQx 出c〔：［口N•CH] Fried beef 

表ー 2 加熱分解物より得られた変異原および典型的な発癌物質の変異活性

Pyrolysis-product 

!'-ieIQ 
IQ 
MeIQx 
Trp-P-2 

a 
Orn-P-1 
Glu-P-1 
Trp-P-1 
Glu-p-2 
AaC 
MeAaC 
Lys-P-1 
Phe-P-1 

Typical carcinogen 

AF-2 
AFB1 

4NQO 
B［叫P
DEN 

DMN 

変異活性は至適量のS9を用いた。

a: S 9 150 μf /plate 

Mut勺genicactivity(revertants/μg) 
TA98 TAlOO 

661,000 
433,000 
145,000 
104,200 
56,800 
49,000 
39,000 
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1,900 
300 
200 
86 
41 

6,500 
6,000 
970 
320 
0.02 
o.oo 

30,000 
7,000 
14,000 
1,800 

3,200 
1,700 
1,200 
20 
120 
99 
23 

42,000 
28,000 
9,900 
660 
0. 15 
0.23 

2 バクテリアにおける変異原性

ヘテロサイクリ ックアミンは典型的な変異原 ・

癌原物質と比較してみても極めて強い変異原性を

示すことが表ー 2から容易にわかる。いずれもS9

mixを必要とする。サルモネラ菌TA98に対して比

活性の比較的弱い Glu-P-2,AaC, Lys-P-1お

よび Phe-P-1をのぞいては，すべて塩基置換型

の TAlOOに対する変異原性の10倍以上の活性を

フレームシフト型のTA98に示す。

IQについて変異活性におよぼすpKMlOlの効

果を調べたところ， TA98とisogenicであるが，

pKMlOlを持たない TA1538では約80％の活性を

示すが，TAlOOのpKMlOlを持たない株 TA1535

では変異原性は全く認められなかった。大腸菌

表ー3 3ーアミ ノ＿ r -カルボリンの

アルキル誘導体の変異活性
s.typhimurium TA98 

cm如 nd R釘m血／nmole

茫愈NHiGlu-P-1 (6珈 Glu・P・2l 3,680 

0コアセ Glu-P-2 189 

0よ之＇ 3-Me-Gl呼 2 1.4 

e心Nfi2 4-Me-Glu-P-2 2,550 
CH1 

咄C;ONH2 7-Me-Glu-P-2 538 

一℃~Mセ 8-Me-Glu-P-2 7 I 5 
CH  

b~NH2 9-Me-Glu-P-2 267 

WP 2 uvrA pKM101 (トリフ ト゚ファン要求性の 表ー4 2ーアミノジピリドイミダゾールの

塩基置換型）はサルモネラ菌 TAlOOに比べて約1 メチル異性体の変異活性

/5の感受性しか示さなかったが，pKMlOlプラス

ミドを入れてない株でもpkMi01を持つ株の約

半分の活性を示した。サルモネラ困 TA1535株は．

誤りがち修復能を全く欠いた変異株であるのに対

し，大腸菌の WP2株は，誤りがち修復能を持つ

ため．この様な差が現れたものと考えられる。

大腸菌の溶原ファージ入の誘導能を Moreau

らのインダクテスト Ill(1977)で調べたところ Trp

-P→,Trp-P-2, Glu-P-1, Glu＿圧2,MeAaC, 
AaC, IQおよび MeIQに十89mixで活性が認め

られた (Nagaoet al, 1983)。

3 構造と変異活性との相関

ヘテロサイクリ ックアミンの主なものは， a,

f)およびrーカルボリン，ジヒ°リドイミダゾー）レ，

イミダゾキノリンおよびイミダゾキノキサリン類

に1級アミンがついたものである。これらの基本

構造にメチ）レ基が 1~3コついた誘導体が得られ

ている。種々の誘導体が東大薬学の首藤教授や国

立がんセンター葛西研究員らにより合成され，そ

れらの変異活性を調べたところ，メチル基の有無

および位置の変異活性におよぼす影響がきわめて

疇叫
H R2 

S.”が匹四 TA98

主tution
R, R, 

Q-13 H Trp-P-2 
H H 
C2H& H 
C3比 H

O H 
〇心""2H 

CH3 CH3 Trp-P-1 
CH3 らHs
H CH3 
H C2Hs 

Rい尺rtarts/nmol

26,800 
19,200 
3,840 
3,040 
224 

32 

10,200 
2,390 
I, 050 
214 

大きいことがわかった。表ー 3に3ーアミノー r

ーカルボリンのアルキ｝レ誘導体の変異活性を示す

(Nagaoら，1980)。表ー 4に2ーアミノジヒ°リド

イミダゾール (Glu-P-2)のメチル異性体の変

異活性を示す。 6位にメチル基のある Glu-P-1に

比べてメチル基のない Glu-P-2の変異活性は著

しく弱い。また， 3位にメチル基を導入したもの

では， Glu-P-2の1/100以下に減少する(Takeda

ら，1980)。
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表ー 5に示すようにIQの誘導体では， 1位ま

たは 3位にメチル基があることが変異活性発現の

ためにきわめて重要で，いずれにもメチル基のな

いものの変異活性は 1/1000以下になる。 4位の

メチル基はわずかながら活性を上昇させ，5位の

メチル基は低下させる傾向がある (Nagaoら，

1981)。

MeIQxのメチル異性体やメチ）レ基がさらに 1

コ導入された誘導体の変異原性を表ー 6に示す。

MeIQxは表ー 1に示したように焼肉から単離構

造決定されたものであるが，その前駆体の研究を

行なっているうちに，クレアチニン，グルコースお

よびアミノ酸の加熱生成物より 7,8 -DiMeIQx 

および 4, 8 -DiMeIQxが変異原として単離構

造決定された。現在得られている MeIQxおよび

DiMeIQxでメチ）レ碁の位置の異なる異性体では，

各々ほぼ同じ変異活性を示した。各々 MeIQの1

/4および1/3の活性を示した (Negishiら， 1984;

Negishiら，1985;Kasaiら， 1981)。

次にアミ ノヒ°リドインドール誘導体において，

ピリジン環のNの位置の効果を比較検討してみた。

いずれもヒ°リジン環のNに隣接した位置にアミノ

基を持つもので，メチル基を 1つ持つものおよび

メチ）レ基を持たないもので比較すると表ー7に示

すように， a' /3およびrーカルボリンで変異原

性が著しく異なることがわかる。この様に活性に

著しい差が現われる理由については，現在わかっ

ていない。

4 トランスアセチラーゼ欠損株に対する変異

原性

ヘテロサイクリックアミンの代謝活性化にはチ

トクローム P448が関与していることがわかって

きている (Mitaら，1981)。Trp-P-2の N-OH

体の活性化にはラット肝ではプロリン—tRNA

合成酵素が関与しているので， N-0-Proryl-Trp

-P-2が最終活性体であることが示唆されている． 
(Yamazoe ら， 1985)。 トランスアセチラーゼ

表ー5 2ーアミノイミダゾキノリンの

メチ）レ誘導体の変異活性

s.杷Imtr/umTA98 
cmむ如 ＿ 珈ertonts/nmole Comp<江1dRevertants/nmole 

NJ!Hz ro.~ 55 
Nよ巾

Me10 140,000 n勺:_ 79 

30, I 00 err・.. 6 

159,000 

98,100 
e山

表ー6 MeIQxのメチ｝レ誘導体の変異活性

Styphimri1111 TA98 

な RIMll'lanls/nmol ~ R I』II●/rvnol

N~出2 N_j庄

ベ0こ 心 31,000 ペ 亡こ、 Di珈IQx 42,000 

N炉

、エど3

Nや

:x:oN-0:~8 -DiMelOx 37,000 

31,000 巫

゜
4
 Q

 
心

f
 

ゃ
こ

z

-Bz 

表ー7 アミノ ーa,-B, -r -
カルボリン化合物の変異活性

TA98, +S9 mix 
Ccrboline Stnぷ：↑ure (reverta'lts/M血mmcnitymoO 

r-Carboline 

琴
19,200 3-Amino-r-carbotine 

3r-Amino-4-carboline -methyl- 1,050 

8-Corboline 

亨亨＂ 匹
0.1 3-Aminonorharman 

3-Aminohormon 

゜a-Corboline 
屈 C

0` ... 

55 

MeAac 39 

に欠損のあるサルモネラ菌 TA98/1,・8-DNP6

(McCoy et al, 1983)に対する変異原性を調べ

たところ， Trp-P→および Trp_E2では TA98

に対する変異原性の50~60％がみとめられたが，

Glu-P-1, IQ, MeIQxの変異原性は，TA98/1,8 

-DNP6では全く認められなかった。すなわち，

Glu-P-1, IQ, MeIQxでは最終活性型はアセチ
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｝レエステルであることが示唆された (Nagaoら．

1983)。

5 動物培養細胞に対する作用

チャイニーズハムスター肺培養細胞を用いて，

ジフテリア毒素に対する抵抗性変異をマーカーに

用いて活性を調べた。表ー8に示す様に調べたも

のにはいずれも変異活性がみとめられた。この変

異は蛋白合成の際必要な EF-2因子に関連した

遺伝子におこったものをみているのであるが．標

的遺伝子は未だ明らかでない (Nakayasu ら，

1983)。

シリアンゴールデンハムスター胎児細胞のpri-

mary cultureで Trp-P-1,Trp-P-2, Glu-P-1 

にトランスホーミング活性がみとめられている

(Takayama ら， 1979, 1977)。IQは Balb3T3 

細胞クローン A31-1-1をトランスホームする活

性を示 した (Cortesiand Dolara, 1983)。

染色体異常．姉妹染色分体交換活性，小核試験

等試みられている。

表ー 8 ヘテロサイ クリックアミンの CHL細胞に対

する ジフテリア毒素抵抗性変異活発能

Chemical DTr cells/μg • 

IQ 40 

MeIQ 38 
MeJQx 5.7 

Glu-P-1 1.2 
Glu-P-2 0.3 

Trp-P-1 33 
Trp-P-2 160 

AaC 20 

S 9 mix存在下に， 106細胞をケミカルで3h処理し

た。同じ条件でベンゾ〔a〕ピレンおよびジメチルニ
トロサミンは90および40であった。
6 昆虫の突然変異

ショウジョウバエ翅毛スポットテストでは Trp-

P-1, Trp_P-2, Glu-P-1, Glu-P_2, Aac, 

MeAaC, IQ, MeIQおよびMeIQxに遺伝子変異

および体細胞組換が誘発された (Yooら， 1985)。

Yooらはその遺伝子変異活性の強さは動物に対

する発癌性の強さに，サルモネラ菌 TA98より相

関性があると述べている。

7 おわりに

ヘテロサイクリックアミンの，主に微生物に対

する変異原性について述べたが， Trp_P-1,Trp-

P-2については， IARC出版のオレンジブック

vol. 31に遺漏なくデーターが報告されているの

で参考にされたい。またその他のヘテロサイクリッ

クアミンについても現在編簗中であり，間もなく

出版されることであろう。

ヘテロサイクリックアミン類は，後に高山らが

述べるように，マウスおよびラットの種々の臓器

に腫瘍を誘発する。IQで誘発された肝癌 5例に

ついて，どのようながん遺伝子が活性化されてい

るかを調べたところ， 1例では Ha-rasが

(Ishikawaら， 1985a), 1例では rajCishika w a 

ら， 1985b)が活性化されていた。どのような DNA

変化によりこれらがん遺伝子が活性化されている

かについては，まだ解析が済んでいない。 しかし

少くとも Ha-ras の活性化には，これまでの多

くのデータから考えて塩基置換が起っているもの

と考えられる。

また Glu-P_2で誘発された小腸および大腸が

んのがん遺伝子を調べたところ， 1例で N-ras

が活性化されていた。N-ras の活性化にも塩基

置換型の変異が関与していると考えられる。IQ

で誘発された肝がんでは， ras,raj, new以外の

未同定のがん遺伝子が少くとも 1つ活性化されて

いる。ヘテロサイクリックアミンによる変異誘発

には， errorprone repairが関与しているであろ

うし，また，人がんの原因物質たり得ることから

考えて，どのようながん遺伝子に作用し，どのよ

うな DNA変化で活性化されるのかを明らかにす

ることは，今後の課頗として重要であり，また大

変興味深い問題である。

環境中には未だ，サルモネラ菌など一次スクリー

ニングに用いられている系では変異原性は弱いが，

その割に発癌性の強い物質の存在の可能性もある。
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それらをどのように検出していくかは今後に残さ

れた重要な問頗である。
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環境変異原研究 7: 19-25(1985) 

人排せつ物中の変異原と食事との関係

1. はじめに

人間の排せつ物，すなわち，糞便ならびに尿の

変異原物質については，最近研究が盛んである

(Uenitt, 1982;根岸と早津， 1983)。糞便につい

ては，腸管内の変異原物質が大腸がんの原因物質

であるという可能性が考えられ，研究が行なわれ

ている。最近fecapentaenesという物質がサルモ

ネラ困TA100に対して代謝性化なしに強い変異

原性を示す物質として人間の糞便から単離された

(Hiraiら， 1982 ; Guptaら， 1983)。このfee-

apentaenesは腸内細菌の産生する物質であるが，

多勢の人々についてfecapentaenesの糞便中含量

を調べた結果，大腸がんとの関連性はみつからな

かった (Baptistaら， 1984)。 さらに大腸がん

の原因は食物にあるのではないかと考えられてい

るけれども (Committeeon Diet,Nutrition and 

Cancer, National Research Council, 1982), 特

定の食べ物を糞便中の変異原物質の原因として明

らかにした報告はなく，ただ菜食主義者の糞便中

の変異原性が非菜食主義者のそれに比べて統計的

に低いという研究が報告されているだけである

(Kuhnleinら， 1981)。

一方，尿については，喫煙者の尿の変異原性が

高いことはよく知られているが (YamasakiとA-

mes, 1977 ; Kobayashiと Hayatsu,1984), 食

べ物と尿中変異との関係についてはわずかにBak-

erらの報告，すなわち飢餓状態においた 1人の人

間が焼いたベーコンあるいは焼いた豚肉を食べる

ことによって尿中の変異原性が上昇するという報

告があるのみである (Bakerら， 1982)。

肉を焼くと変異原物質が生じ，その際強い変異

原物質2種類が生ずることが明らかにされてきて

いる (Kasaiら， 1981a ; Spingarnら， 1980;Su-

gimuraら， 1981; Sugim uraとSato,1983; Fel -

岡山大学薬学部 早津彦哉

tonら， 1984; HargravesとPariza,1983 ; Haya 

tsuら， 1983a)。すなわち，主要なものとしてM

eIQx (2 -amino-3, 8-di methy limidaz゚〔4,5-

ハquinoxaline)(Kasaiら， 1981a)ならびにIQ

(2-amino-3-methylimidaz゚〔4,5-f〕quinol

ine) (Kasaiら， 1981b)の2種類が分離同定さ

れている。これらの強い変異原物質を含有してい

る焼いた肉を摂取すれば，排せつ物中の変異原性

がこれらに由来して上昇するものと期待される。

われわれは，最近，ブルーコットン (Hayatsuら，

1983 b)およびcarboxymethyl celluloseカラム

クロマトグラフィーを組合せた方法により，焼肉

中のこれら変異原物質を簡単に分離定量する方法

を確立した (Hayatsuら， 1983a)。今回この方

法を用いて人排せつ物，人糞便ならびに尿中の変

異原性を調べたところ焼いた牛挽肉を摂取するこ

とによってこれら変異原性が上昇することがわか

った。また， この変異原物質はいずれも焼肉中の

主要変異原である MeIQxは高速液体ク ロマトグ

ラフィーでの溶出位置が異なっているので，代謝

によって変化を受けた物質であるということも明

らかになった (Hayatsuら， 1985a: Hayatsuら，

1985 b)。

2. 実験方法

(1) 糞便からの変巽原の抽出

新鮮な糞便 100g~200gを水350mlと混ぜ，ブ

レンダーの中で5分間ホモジナイズした。この後

にこれを遠心分離（9000回転， 20°C, 30分）を

行った。傾斜して得られるスラリーをブルーコッ

トン処理した。プルーコットンは， 1 g次いで0.

5gを用い各30分間振りまぜた。ブルーコットン

を集め，水で洗い次いでメタノールーアンモニア

(50 : 1, 130 ml X 2)で溶出を行なった。溶
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(2) 

出液を減圧下で濃縮乾固し，残漬をdimethylsu-

lfoxide (0.6 ml)に溶かし水50ml と混ぜた。こ

の溶液に対し再びプルーコットン 0.1g X 2で変

異原物質を吸着した。プルーコットンをメタノー

ル・アンモニア混液（30mlx 2)で抽出し，抽

出液を蒸発した後に，残留物をcarboxymethy1-

celluloseカラムクロマトグラフィーにかけた。

尿からの変異原物質の抽出

尿 11当りにしてブルーコットンを 3g用いて

抽出を行なった。ブルーコットンは 2g及び lg

の2回に分けて操作をした。ブルーコットンから

吸着物質をメタノール・アンモニア混液により溶

出し，プルーコットン再吸着操作を糞便の場合と

同様に行なった。再吸着には， 11当り 0.2gの

ブルーコットンを2回用いて行なった。こうして

得られたブルーコットン吸着物をcarboxymethy1 

celluloseカラムクロマトグラフィーにかけた。

このカラムクロマトグラフィーについての詳細

は原報にあるが (Haya.tsuら， 1983a) 簡単に述

べると，先ずうすい酸溶液pH3によって溶出を

行ない次いで水で洗い，さらに50％メタノールで

溶出した。最後に50%メタ ノール・アンモニア混

液pHllで溶出を行なった。各フラクションは3ml

づつ集め，エイムステストをサルモネラ菌TA

98+s 9で行なった。 この論文では，バックグラ

ウンドのリバータント数すなわち， ／プレート当

り28土5の値を観察されたリバータント数から引

いた値を記載した。

牛肉ハンバーガーの調製と変異原物質の抽出

牛の挽肉 (1kg)を細切した玉ねぎ (330g), 

卵 1コ (50g),パン粉（30g),塩（ 5g)と混

ぜ少量のコショウとナツメグを加えて味付をした

ものを用意した。これをよく混ぜハンバーガーを

20個作製した。それぞれが約 1cmの厚みにした。

そしてこれらのハンバーガーを鉄のフライパンで

ガスレンジの上で焼いた。サーモカップルにより

加熱の温度を調べた。ハンバーガーの加熱に当っ

1分間ごとにひっくり返り， 8分間かけて

(3) 

ては，

ウエルダンの状態になるよう調理した。フライパ

ンと肉との接触点返くの温度は最初の 5分間で80

~gooであった。また，次の 3分間では90~110° 

であった。生のハンバーガーが65gであったもの

がこの調理の後には39gになった。このハンバー

ガーを食事に供した。また，このハンバーガーか

ら変異原を既報に従って抽出した (Hayatsuら，

1983a)。

3. 

(1) 

-20 -

結果と考察

糞便中の変異原物質

健康な日本婦人 (Aと名付ける： 45オ）が加熱

復帰コロニー数
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50 °l. 50・1.
→水←メタノ ー）レ→→ーメタノール→

アンモニア

図1 焼いた牛肉を摂取した後の糞便中の変

異原物質（下図），および焼肉中の変異

原物質（上図）。カルボキシメチルセル

ロースカラムクロマトグラフィーによる

分離。オレイン酸は標品サンプルについ

て行なった結果を示してある。変異原性

はサルモネラ菌TA98, +S9で検出し

た。

した肉や魚を含まない食事を3日間摂取した。第

4日目の夕食に生肉 150gに当る牛挽肉ハンバー

グを食べた。その後，第8日目まで再び調理タン

パク欠損食を摂取した。第 3日目から第8日目ま

での全糞便を集め，それぞれ分析した。図 1には．

牛肉食の摂取前および摂取後の糞便からの抽出物

をcarboxymethylcelluloseカラムによって分画

した結果を示してある。フラクション 2. および

3が食前には変異原活性がなかったのに対し，食

後の便では変異原活性が非常に高くなっているこ

とがわかる。また，牛ハンバーガーからの抽出物

をこのカラムにかけると，フラクション「 2,3」

にその変異原の主要部分があらわれており，それ

はMeIQxによるものであるということがすでに

わかっている (Hayatsuら， 1983a)。

変異原活性の妨害物質であるオ レイン酸（Ha-
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図2 糞便中の変異原性に対する焼牛肉摂食

の影響。経時変化を示してある。

A, 日本女性； B, 日本男性； C,

リカ白人男性。

8
 

アメ

yatsuら， 1985a) はこのカラムクロマトグラフ

ィーでフラクション 4にあらわれており，変異原

物質から分離されていることがわかる。

図2の曲線A1はこのフラクション「 2,3」の経

時変化を示したものである。第3日および第4日

の糞便の変異原性のレベルはほとんどゼロである

が，第 5日目および第6日目で高くなっているこ

とが観察される。そして，徐々に下っていき，第

8日目において，元の低いレベルにまでもどるこ

とが明らかである。この結果は同一の人に対して

よい再現性があることがわかった。（曲線A2)他

の2人の人間に対して行なった実験からほぼ同様

の結果が得られた（曲線B, C)。Bは日本人男

性49オであり， Cはアメリカ白人男性， 55オであ

る。フラクション 8はIQに対するフラクションで

あるがこれも牛肉ハンバーガー摂取によって上昇

がみられた。しかしながら，この上昇はフラクシ

ョン「 2,3」に対してさほど大きくなかった。

この変異原物質について，本体を調べるために

糞便サンプルを多数， AおよびBのドナーから集

めた。そしてそれぞれの糞便サンプルから，フラ

クション「 2,3」を調製した。こうして得られた

フラクション「 2,3」を集めたものについて，ま

ず，その変異原性の性質について調べた。すなわ

ち，サルモネラ菌TA98およびTA100でS9存

在および非存在下での変異原活性を調べた。フラ

クション「2,3」はTA98+8 9の条件でのみ活

性を示した。 TA98, -S 9あるいはTAIOO, + 

もしくは一S9ではいずれも変異原活性は認めら

れなかった。フラクション「2,3」を高速液体ク

ロマトグラフィーにかけて分析を行なった。逆層

のカラムを用いたものである。図3に示すように，

変異原活性を示すフラクションはMeIQxの標品

とは一致しなかった。少くとも 2つの変異原活性

物質が含まれていることがわかる。すなわちMeI

Qxよりも早く溶出するフラクション（おそらく

は， MeIQxよりも極性の高い物質）ならびに他の

1つのフラクション，すなわち 100%メタノール
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一

復帰コロニー数

（→-） 

糞便
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100,→ 
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-•100 

゜゚
10 20 30 

保持時間！（min)

復帰コロニー数の人達に 2日間にわたり，加熱タンパクを含まな

い食事をとってもらったのち， 130 g生肉にあた

図3 焼牛肉摂食により糞便中に現れた変異

原の高速液体クロマトグラフィーによる

分画。カラムは， NucleosilC 1s，溶出

液は， 10rn M, arnmoniun formate, 

pH 6.45, 33%メタノー）レ液で洗浄した。

溶出速度は， 1 ml/ minである。

洗液中に溶出してくる，おそらくはMeIQxよりも

より脂溶性の化合物である。摂取した牛肉ハンバ

ーグそのものを分析すると，活性の約50％がMe-

IQxに対応するヒ°ークを与え，そして一部分Mel

Qxよりも早く溶出する位置に変異原活性がある

ことがわかる。しかしながら，これは糞から得ら

れた変異原物質とは一致しなかった。この糞便か

ら得られた変異原物質の本体についてはさらに研

究が必要である。

摂取した焼肉中の変異原活性と糞便から回収さ

れた変異原活性との比較をしてみると，次のこと

がわかる。すなわち曲線んの実験では，摂取した

変異原物質の活性が 17,070のリバータント数に

当るが，回収された変異原活性は 856すなわち5.

5％であった。また曲線A2の場合には，摂取した

変異原活性が7028His十復帰コロニー数に当る

のに対し，回収した変異原性は 413すなわち 5.9

％の回収率であった。

(2) 牛肉ハンバーガーの摂取による尿中変異原性

の上昇

尿の実験は 3名の日本人成人について行なった。

D （男， 50オ）， E （女， 46オ）およびF （男，

35オ）の 3名はいずれも非喫煙者である。 これら

る牛肉ハンバーガーを摂取してもらい，次いで自

然排尿した尿中の変異原性の時間経過を追った。

各全尿を集め，各々につき変異原活性を調べた。

食事は，一度牛肉食をとったのちは再び調理タン

パク欠損食に戻した以外何の制約も加えていない。

図4に示すように，牛肉ハンバーグを食べる前の

フラクション「 2,3」は，糞便の場合と同様，ほ

とんど変異原性はなかった。このフランクション

復帰コロニー数
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゜123  4 5 6 7 89  
Fraction No. 

図4 尿の変異原性に対する焼牛肉摂食の影

響。カルボキ、ンメチルセルロースカラム

クロマトグラフィーを図 1と同様に行な

ったもの。ドナー D,図5の第2点の

データである。

の変異原性は牛肉ハンバーガーを食べた後， 1.5 

時間後に採取した尿で非常に上昇していることが

観察される。図 5には，尿提供者， DとFが昼食

に牛肉ハンバーガーを摂取した時の変異原活性の

時間的経過を示している。また，図 6はDとEが

牛肉ハンバーガーを夕食に食べた後の時間経過を

示している。図5と6の各データの点は，尿採取

したその時までに前採取時から膀脱内にたま った 昼に牛焼肉を摂取しているが，深夜には低いレベ

変異原性を表わしていると考えてよい。これらの

図からわかるように， この変異原性は牛肉ハンバ

ーガー摂取により急速に上昇し，次いで徐々に下

降していくが， 12時間後には，ほとんどもとの低

いレベルに戻ることがわかる。たとえば図 5では
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図5 尿変異原性の経時変化。昼食に焼牛肉

を摂取した場合。
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図6 尿変異原性の経時変化。夕食に摂取し

た場合。

ルになっている。また，夕食に摂取した場合には，

翌朝までにほとんど排せつが完了していることが

わかる。これらの牛肉中の変異原性が尿中にどの

位出てきているか，変異原活性の比較をしてみる

と，図 5の曲線 1では，摂取した量の28%. 曲線

2では14％，また，図 6の曲線 1では 8％，図 6

の曲線2では15％に対応していた。ここで注目す

べきことは，同一人についてそれぞれの実験で，

変異原性の尿中排せつ率が変化していることであ

る（図 5の曲線 1と図 6の曲線 1)。

一方， 別の実験で ドナー DとEからフラクショ

ン「 2,3」を集めて， これを高速液体クロマトグ

ラフィーにかけた。高速液体クロマトグラフィー

は糞便の場合のものと同一の条件である。図7に

示すように，主要な変異原性部分は， MeIQxの標

準品よりも早く溶出する部分にあらわれることが

わかった。 MeIQx自身はほとんど存在していな

復帰コロニー数
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図7 焼牛肉摂取により尿中に現れた変異原

物質の高速液体クロマトグラフィー。実

験条件は図3と同様である。

● 尿からの変異原物質。

〇 尿変異原物質と標品 MeIQxとの混

合物（尿変異原と MeIQxが異なるこ

とを確認するための実験。この実験は

また， フラクション10-12に変異原物

質が溶出することを再現している。）
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いようにみえた。このMeIQxより前に溶出して

いる物質が糞便の場合に認められた物質と同一で

あるかは今後の課題であるが，その溶出位置が非

常に似ているのでおそらくは同一のものと推定さ

れる。以上の結果から，通常の食事の間に牛肉ハ

ンバーガーを食べると尿中の変異原性が顧著に増

大することが明らかになった。

4. おわりに

糞便ならびに尿の変異原性は，牛肉ハンバーガ

一摂取によって額著に増加することが明らかにな

った。興味あることは，その時間経過が糞便では

比較的ゆるやかであり牛肉ハンバーガー摂取後3

日目の糞便にもまだ有意に高い変異原性が認めら

れるのに対し，尿では排せつが早く起り， 12時間

後には，ほぼ排せつが終了するようにみえること

である。この事実は，牛肉ハンバーガー由来の変

異原性の貯留時間が腸内においては膀腕内におい

てより長いのではないかということを示唆してい

て興味が深い。今回のわれわれの実験結果から，

この変異原物質が大腸がんの原因であるという可

能性についてさらに研究していく必要性が明らか

になったと考える。
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ヘテロサイクリックアミンの発がん実験

国立がんセンター研究所 高山 昭三 ・大垣比呂子 ・佐藤茂秋

1. はじめに

各種のアミノ酸．蛋白質の加熱分解物や焼魚，

加熱調理した牛肉などから，細菌に対する変異原

性を指標として，種々のヘテロサイクリックアミ

ンが分離．同定され．化学的に合成もされている
(2-4, 6, 10, 11, 17, 18) 

。加熱食品中から見出された変異

原物質の動物での発がん性を調べることは．人が
(1) 

ん発生要因の約35％が食物に起因しているという

ことからしても意義は大きい。現在までにトリプト

ファンの加熱分解物から3-amino-1,4-dimethy1-

5H-pyrido[ 4,3-b]indole(Trp-P-1)と3-amino-
(IO) 

1-methyl-5H-pyrido[ 4,3-b] indole(Trp-P-2) 

が，グルタミン酸の加熱分解物から 2-amino-6-

methyldipyrido[l,2-a: 3',2'-d]imidazole(Glu-

P-1)と2-aminodipyrido[l,2-a:3',2'-d]imid-
(17) 

azole(Glu-P-2)が，大豆グロブリンの加熱分解

物から2-amino-3-methyl-9H-pyrido[2,3-b]

indole(MeA a C)と2-amino-9H-pyrido[2,3-b]
(18) 

indole (AaC).また焼いた丸干 いわしから 2-
(2) 

amino-3-methy 1 imidazo[ 4, 5-fJ q uinoline(IQ) 

や 2-amino-3,4-dimethylimidazo[ 4,5-fJquin-
(4) 

oline(MeIQ)が，加熱調理した牛肉から2-amino-
(3) 

3,8.-dimethy limidazo[ 4, 5-fJquinoline(MeIQx) 

などが同定され．化学的に合成されている。ここ

では化学的に合成されたヘテロサイクリックアミ

ンを用い．ラット，マウスに経口投与した実験を

中心に報告する。

2. 実験材料及び方法の概略

実験にはナード研究所（大阪）において合成さ

れた Trp-P→acetate,Trp-P-2 acetate, MeA 
ac acetate, AaC acetate, IQ及び MeIQ,桂化

学（東京）にて合成された Glu-P-1 •HCl と

Glu-P-2•HCl を使用した 。 夫々の化合物は表 1

に示すような濃度で碁礎飼料 (CE-2,CLEA東京）

にまぜ経口投与 した。

動物は CDF1マウス〔（BALBIc AnN x DBA/ 

2N)F1,チャールスリバー，厚木〕及び同じく

チャールスリバーより購入した F-344ラットを

使用した。マウスは生後6~ 7週から，ラットは
8週目から実験飼料の経口投与を開始した。この

実験に使用したラット，マウスの例数，投与 した

ヘテロサイクリックアミンの用量及び各実験の実

験期間は表 1に示した。

3. マウスの発がん実験
(5) 

(1) Trp-P-1及び Trp-P-2の成績

表2に示したように， Trp-P-1, Trp-P-2を

経□投与したマウスでは，肝腫瘍が高率に発生 し
た。肝腫瘍は雌群に高頻度にみとめられた。組織

学的には肝細胞がんが大部分で，肺転移もみ られ

た。また， Trp-P-2により誘発された肝細胞が

んを同系マウスに移植したところ継代移植が可能

であった。その他，肺，胸腺にも少数例の腫瘍が

発生したが，対照群に比して差を認めなかった。
(9) 

(2) Glu-P-1及び Glu-P-2の成績

Glu-P-1及び Glu-P-2を投与したマウスに

は，肝腫瘍の他に肩甲骨間の皮下褐色脂肪組織由

来の血管内皮腫が形成された。血管内皮腫の70~

90％が肩甲骨間に発生し，胸腔，腹腔内，腋下な

どにも少数例みとめられた。肝腫瘍は肝細胞がん

又は肝腺腫と形態学的に診断され， Trp-P-1,

Trp-P-2投与群と同様雌群に高頻度であ った。

Glu-P-1投与群と Glu-P-2群の肝腫瘍発生

までの期間を比較してみると，Glu-P-1群が雌

雄とも10~20週早かった。この事実はGlu-P-1

の発がん性は Glu-P-2より強いことを示唆して

いる。その他の臓器に発生 した少数の腫瘍は対照
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表1 実験に用いた化合物，濃度．実験期間の一覧表

CDF1マウス F344 ラ ツ 卜

化合物 動物数 ・性 濃 度 実験期間 動物数 ・性 濃 度 実験期間

40 も
Trp-P-1 ， 

40 
200ppm 

40 8 
Trp-P-2 ， 

40 

40 8 
Glu-P-1 ， 

40 
500ppm 

40 8 
Glu-P-2 ， 

40 

40 内
A a C 

40 
， 

800ppm 
40 8 

MeAa.C 
40 
， 

40 芯
IQ ， 300ppm 

40 

に比して有意な差をみとめなかった。
(3) 

(3) MeAaC及びAaCの成績

本実験群も Glu-P-1及び Glu-P-2投与群と

同様に肝腫瘍と血管内皮腫の形成がみとめられた。

肝腫瘍は．肝細胞がん又は肝腺腫で雌にやや高率

にみとめられた。

MeAaC投与群における血管内皮腫は，肩甲骨

間皮下にみられたが． AaC投与群では約40%が

腹腔内に発生し，雄が有意に高かった。血管内皮

腫の発生までの期間を MeAaCとAaCの両群に

ついて比較してみると，雌雄とも MeAaC投与

群の方が約20週早く ．MeAaCの発がん性は AaC

よりやや強いことが示唆された。
(8) 

(4lIQの成績

マウスに0.03形IQ含有食を経□投与したとこ

621 

402 

475 

588 

580 

685 

685 

516 

588 

675 

40 8 ！ | 150pprn ， 40 200ppm 341 

J I 
l 40 芯， 200ppl!I 717 

40 

42 8 ！ ， 472 
42 

500ppm l 
42 8 ， 717 
42 

20 8 
800ppm 

20 
， 

20 8 
500ppm 

20 
， 

40 8 ， 300ppm 510 
40 

MeAaC, AaCなどを投与した群と同様肝細胞

がんおよび肝腺腫がみとめられ，雌に高率であっ

た。その他特徴的なことは前胃及び肺にも腫瘍が

みとめられたことである。前胃の腫瘍は組織学的

にはパヒ°ローマヌは扁平上皮がんと診断され，う

ち一例は肝や肺に転移を形成した。肺腫瘍は腺腫

及び腺がんで，腺がん例は細気管支への浸潤発育

していた。 CDF1マウスの自然発生腫瘍は約10~

20%であるので，本実験で誘発された肺腫瘍は IQ

の投与によるものと考えられた。
(7) 

15) MeIQの成績

MeIQの実験は目下進行中である。 IQと同様

に肝細胞がんの他に前胃の扁平上皮がんを83週ま

でに剖検した38例中の21例にみとめ，うち10例は

肝へ転移を形成した。又，この他肝腫瘍，小腸，

ろ，Trp-P-1,Trp-P_2, Glu-P-1, Glu-P-2， 大腸腫瘍も認められている。

―-28 -

表2 ヘテロサイクリックア ミン投与によるCDF1マウス発がん実験成績

有効 腫瘍をもつ動物数 （％） 

匹数 肝腫瘍 血管腫瘍 前胃腫瘍 肺腫瘍

Trp-P-1 8 24 5(21) 

゜ ゜
3(13) ， 

26 16(62) 

゜ ゜
1(4) 

Trp-P-2 8 25 4(16) 0 

゜
11(44) ， 24 22(92) 

゜ ゜
4(17) 

Glu-P-1 8 34 4(12) 30(88) 

゜
6(18) ， 

38 37(97) 31(82) 

゜
4(11) 

Glu-P-2 6 37 10(27) 27(73) 1(3) 8(22) ， 
36 36(100) 20(56) 

゜
1(3) 

MeAaC 8 37 21(57) 35(95) 

゜
5(14) ， 

33 28(85) 28(85) 

゜
2(6) 

A a. C ＄ 38 15(39) 20(53) 

゜
4(11) ， 

34 33(97) 6(18) 

゜
4(12) 

IQ も 39 16(41) 

゜
16(41) 27(69) ， 

36 27(75) 

゜
11(31) 15(42) 

Control も 97 4(4) 

゜
2(2) 22(23) ， 

102 3(3) 

゜ ゜
13(13) 

ControlはTrp-P-1, Trp-P-2の実験のcontrol,Glu-P-1, Glu-P-2, MeAaC 

およびAaCの実験のcontrol,IQの実験のcontrolを加えたもの
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(1) 

4. ラットの発がん実験
(12) 

Trp-P-1及びTrp-P-2の成績

予備実験の結果から，F-344ラット雄は Trp-

P-1に感受性が強く， 3カ月で体重減少を来し

たため，雄には Trp-P-1 150ppm含有食，雌に

はTrp-P-1200ppm含有食を投与した。その結

果，肝細胞がんが雄40例中30例，雌40例中37例に

認められた。その他雄 2例の大腸，雄雌 1例ずつ

小腸にそれぞれ腺がんの発生をみた。 Trp-P-2

を投与した実験群は，投与開始後50~70週で肺炎

による死亡例が雄群で40形に達したため再実験を

行う予定である。
(13) 

(2) Glu-P-1及び Glu-P-2の成績

Glu-P-1及び Glu-P-2の500ppm含有食を

経口投与した実験では ，肝，小腸， 大腸，

Zymbal腺，外陰核腺など多臓器に腫瘍が誘発さ

れた。

肝細胞がんは Glu-P-1投与群では雌42例中24

例，雄42例中35例に発生し，数例は肺に転移を形

成した。また小腸腫瘍は雌42例中10例，雄42例中

26例にみとめられ，部位は回腸末端部に多発した。

大腸腫瘍は雌に 7例，雄に19例みとめられ， 大部

分が下部直腸に発生し，何れも人に認められるも

のと同じ形態の腺がんであった。外陰核腺の腫瘍

は扁平上皮がんと診断された。

Glu-P-2もGlu-P-1同様多臓器発がん性を

示したが．500ppm含有食で比較する限り Glu-

P-1の腫瘍の発生率は Glu-P-2より高かった。

また Glu-P→.Glu-P-2共少数例ではあったが
脳腫瘍の形成をみとめた。 Glu-P-1で形成され

た回腸末端部の腺がんを同系幼若ラット 4例の皮

下に移植したところ， 2～3ヶ月で拇指頭大に発

育し．移植可能であった。組織学的には粘液産生

の額著な腺がんで原発腫瘍に類似していた。
(15) 

MeAaC及び AaCの成績

マウスに肝腫瘍や血管内皮腫を形成した MeA

acゃ AaCを．ラットに経口投与した実験は，

AaC投与群のみ終了した。 MeAaCを投与した

(3) 

ラットでは，唾液腺（舌下腺及び顎下腺）に著明

な萎縮または消失がみられ，再実験を行っている。

実験には F-344ラット雌20,雄20,計40例を

用い A幻 800ppm含有食及び MeAaCの800ppm

含有食をそれぞれ経口投与した。

AaC 800ppm含有食を経口投与した群は途中

の死亡例も少なく，実験 2年で生存ラットを剖検

した。しかし，この高濃度にも拘らず肝及び腎に

少数の腫瘍発生が認められたにすぎなかった。

MeAaC 800ppm含有食を投与した群では，唾

液腺（特に舌下腺並びに顎下腺）の萎縮が顕著で

衰弱が著しく， 37週で生存ラッ トを剖検した。そ

の結果，雌20例中11例，雄19例中8例の唾液腺は

完全に萎縮し，肉眼的にみとめられなかった。ま

た形態学的に強度な唾液腺の萎縮は，雌 4例，雄

5例に夫々みられた。また同時に膵臓の萎縮が雌

20例中12例に，雄19例中9例にみとめられた。現

在 MeAaCの 700ppm及び 500ppm含有食で追

加実験を行っているが，これらの群にも唾液腺や

膵臓の萎縮がみとめられている。

唾液腺の萎縮ないし消失，膵臓の萎縮は，マウ

スではみられず，ラットに特徴的な所見であった。

(4) 

この原因については今後検討を加える。
(14) 

IQの成績

300ppm IQ含有飼料を F-344ラットに投与す

ると， Glu-P-1.Glu-P-2同様肝臓大腸，小

腸，口腔内，皮膚に腫瘍を誘発した。 Zymbal腺

腫瘍は，雄40例中36例，雌40例中27例と高率に発

生し，組織学的には扁平上皮がんであった。肝腫

瘍は雄27例，雌18例に発生し，組織学的には分化

型の肝細胞がんであった。大腸腫瘍は，雄25例，

雌9例に，小腸の腫瘍は雄12例，雌 1例に発生し

た。これらの腫瘍は肉眼的に多中心性で，形態は

ポリープまたは皿状で腺がんと診断された。その

他，皮膚，口腔内，及び外陰核腺に扁平上皮がん

が発生した。また，実験終了時に剖検した 1例の

雌ラット前胃に扁平上皮がんがみとめられた。
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(5) 5種類のヘテロサイクリックアミンの同時投
(16) 

与実験：

複数のヘテロサイクリックアミンを同時に動物

に与えた場合の発がん性を調べるために，加熱食

品中に存在が確認されている 5種類のヘテロサイ

クリックアミンを基礎食に混じ． F-344ラットに

投与する実験を行っている。実験に用いた各化合

物の濃度は，各化合物単独で投与した化合物のそ

れぞれ1/5量ずつ (Trp-P-1 30ppm, Trp-P-2 

40ppm, IQ 60ppm, AaC 160 ppm, Glu-P-2 

lOOppm)をえらび，これらを一緒にして碁礎食

に混ぜた。実験には．F-344ラット 8週令の雌雄

夫々 50例を使用した。実験開始14カ月までに，雄

9例，雌6例を培検した。腫瘍は，肝臓，大腸，

小腸， Zymbal腺及び陰核腺などに発生した。肝

臓の腫瘍は現在雄3例，雌 1例にみとめられてい

る。何れも肝細胞がんと診断された。大腸腫瘍は

雄2例．雌2例，小腸腫瘍は雌2例に発生し，大

腸腫瘍のうち 1例は大腸全長にわたり多発性の腫

瘍形成をみとめた。

5. おわりに

今回用いた 7種のヘテロサイクリックアミンは

ラットにおける MeAaC,AaCの実験を除き，

CDF1マウス． F-344ラットの何れにも発がん性

を示した。すべての実験群に共通してみとめられ

たのは肝腫瘍で．マウスでは特に雌における発生

率が雄より高かった。また． Glu-P-1,Glu-P-2, 

MeAaC, AaCはマウスでは肝腫瘍の他に背部肩

甲骨間の褐色脂肪組織に血管内皮腫を，また IQ

投与で肝腫瘍．肺腫瘍と前胃の扁平上皮がんの発

生をみた。 MeIQもやはり前胃の扁平上皮がんを

誘発し，肝転移が高率にみられた。 Trp-P-1,

Glu-P-1, Glu-P-2, IQをラットに経口投与し

たところ．肝細胞がんのみならず小腸，大腸．

Zymbal腺．外陰核腺及び皮膚など多臓器に悪性

腫瘍が誘発された。同じ化合物でもマウスとラッ

トで標的臓器が異なる点は興味あることである。

ヘテロサイクリックアミンは加熱食品中やタバ

コタールからも証明されており，実際に人が日常

摂取している。それ故種々な加熱食品中に含まれ

ているヘテロサイクリックアミンの量を正確に測

定し，人に対する危険度を評価することが重要で

ある。また人と実験動物の代謝の違いを明らかに

する事もその危険度を評価する際必要であろう。

各々のヘテロサイクリックアミンの発がん性の

強さを TD5。値を算出して示す方法がある。この

値は飼料にまぜて実験動物の生涯を通じ連続的に

与えた場合， 50%の動物に腫瘍を発生させる発が

ん物質の量を， 1日，体重 kg当りで表したもの

である。計算の結果，今回実験に用いたヘテロサ

ィクリックアミンの TD5。値の平均値は，マウス，

ラット共に約 8mg/kg／日で，この値はアフラト

キシン氏の 8000倍，ジメチルニトロサミンの30

倍である。

これまでに得られた情報から，人が毎日摂って

いるヘテロサイクリックアミンの総量は最大1.5

μg/kg位と計算される。若し，ヘテロサイクリッ

クアミンの動物実験における用量ー反応曲線が0

を通る直線であると仮定すると， VSD,(Virtually

safe dose,実質安全濃度）は約15ng/kg／日とな

る。この実質安全濃度というのは，人が生涯を通

じ，その濃度の物質を連続して摂取した場合，そ

れによる発がん頻度の上昇が100万人に一人であ

ることを示すものである。人が実際に摂取してい

るヘテロサイクリックアミンの推定量は約1.5

μg/kg／日であるから，この量は実質安全濃度の

約100倍である。このように比較多量の物質を人

間が摂取していた例は，これまであまり認識され

ていない。

今後は新しく合成される発がん性ヘテロサイク

リックアミンの単体の発がん実験に加えて，でき

れば複数投与による実験が望まれる。

更に，ヘテロサイクリックアミン投与の後に種々

の環境プロモーターを投与してその結果を調べる

こともヒトヘの危険度を考える際重要である。
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加熱食品中のヘテロサイクリックアミンの定量

国立がんセンター研究所生化学部 若林敬 二

1. はじめに

肉や魚を加熱調理すると変異原物質が生成する。

ガスコンロ上で焼いた丸干 しイワ、ンから 2-

amino-3-methylimidazo[ 4,5-/Jquinoline(IQ)及

び2-amino-3,4-dimethylimidazo[4,5-/Jquinoline 

(MeIQ)が，電熱式ホットプレート上で焼いた牛

肉から 2-amino-3,8-dimethylimidazo [ 4,5-/J 

quinoxaline(MeIQx)が変異原物質として単離さ

れた (Kasaiら， 1980,1981a,b)。又，アミノ酸

及び蛋白質の加熱分解物中より変異原物質として

単離された一連のヘテロサイクリックアミンも各

種の加熱食品中に存在していることが報告されて

いる (Yamaguchiら， 1980a,b; Y amaizumiら

1980; Matsumotoら1981; Hargravesら1983;

Feltonら1984)。

加熱食品中に存在する変異原物質であるヘテロ

サイクリックアミンの発癌実験はマウス及びラッ

トを用いて行なわれた。その結果，現在までに 8

種類のヘテロサイクリックアミンに発癌性が証明

されている (Matsukuraら1981;Ohgakiら1984a,

b,1985;Takayamaら1984a,b)したがって，加熱食

品の人体に対する影響を知る上で，加熱食品中の

変異原 ・癌原物質であるヘテロサイクリックアミ

ンの含量を測定することは非常に重要である。し

かし，現在までに報告されている加熱食品中のヘ

テロサイクリックアミンの量は，部分精製段階で

の回収率で補正せずに，実測値で表示されている。

又，その測定方法は煩雑である。さらに，加熱食品

中の主要な変異原 ・癌原物質であるamino-

imidazoq uinoline及びaminoimidazoquinoxaline 

化合物を高感度に検出する方法も知られていない。

そこで，我々は加熱食品中に含まれているヘテロ

サイクリックアミンを簡単にかつ精度高い方法で

定量することを検討した。

2．部分精製

加熱食品中のヘテロサイクリックアミンの含量

は微量である。したがって，ヘテロサイクリックア

ミンを正確に定量するために，対象となる試料中

のヘテロサイクリックアミンを部分精製する必要

がある。

Bacto牛肉エキス(Difeo, Lot 0126-01)及び食

用牛肉エキスの各々25gの試料は1000mlの水に溶

解した。ガスコンロ上で焼いた牛肉及び鶏肉，及

び電熱式ホットプレート上で焼いた牛肉の各々25

gの試料は250mlの0.1 N塩酸で3回抽出し， 5%

のトリクロル酢酸で除蛋白した。6N水酸化ナト

リウムを用いて抽出液のpHを6-7にした後，水

を加えて1000mlにした。

次に，早津ら Cl983a,b)が開発したブルーコッ

トンを用いて精製した。1000mlの抽出液にブルー

コットン 2gを加え， 1時間振盪した後，ブルー

コットンを取り除いた。新たにブルーコットン 2

gを抽出液に加え，上記と同様な操作を 2度くり

返した。コットンに吸着した化合物をメタノール

：アンモニア水 (50:1, v/v)で抽出し，減圧乾

固した。この試料を250mlの水にとかし，再度ブ

ルーコットン 1gで 2度処理しヘテロサイクリッ

クアミンを精製した。次に，ジクロルメタン O.lN

塩酸で液々分配し，酸性及び中性化合物を取り除

いた。得られた塩酸層を45℃で減圧乾固した。残

演を0.25%のアンモニア水を含むメタノー）レ

クロロホルム (3: 7, v/v) 5 mlに溶かし，

SEP-PAKシリカカートリッジにかけた。カート

リッジを再度同じ溶媒 5mlで洗浄し，溶出液を

減圧乾固した (Takahashiら1985b)。

Bacto牛肉エキス及び食用牛肉エキスから得ら

れた各分離段階での試料の重量を表1に示す。IQ
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表 1 牛肉エキスの各部分精製段階での重量と14c標織化合物の回収率 ODS-120A Column SP-2SW Column 

Bacto牛肉エキス

重量 回収率形

14 C-IQ 14 C-MeIQx 

食用牛肉エキス

重量 回収率劣

14 C-MeIQx 

A
 

B
 

mg mg 

第 1回目プルーコットン処理

第2回目ブルーコ ットン処理

0. 1NHC1-CH6団分配
SEP-PAKシリカカートリッジ
による分離

25000 

13.2 

3.0 

2.6 

1. 6 

100 

83 

67 

65 

63 

100 

83 

68 

67 

63 

25000 

23. 1 

2.5 

2.4 

2.2 

100 

85 

71 

70 

67 

a
s
u
o
d
s
aJ
 
J

oi
:::>ai
a
a
 

｀゚
＿

l
 

及びMeIQxの各分離段階での回収率は．実測値

と同量のi4 C-IQ及び14 C-MeIQxを牛肉エキスに

添加し調べた。 4段階の部分精製で25gの牛肉エ

キスは1.6-2. 2mgに濃縮され．添加したt4C-IQ 

及び口c..,MeIQxの回収率は63-67％となり．効率

良く IQ及びMeIQxが分離精製できた（表 1)。

3. 電気化学検出器を用いた高速液体クロマトグ

ラフィーによるヘテロサイクリックアミンの

分析

Aminoimidazoq uinoline及び aminoimidazo-

quinoxaline化合物は強い蛍光を持たない。又，

これら化合物はガスクロマトグラフィーのカラム

に強く吸着するため，ガスクロマトグラフィー／

マススペクトロメトリー (GCMS)での検出感度

は低い。 一方，電気化学検出器を備えた高速液体

クロマトグラフィー (LCEC:Liquidchromato-

graphy with ・electrochemical detection) を用

いた場合， IQ, MeIQ, MeIQx, 2-amino-

3,4,8-trimethylimidazo[ 4,5-fjquinoxaline(4,8-

OiMeIQx),2-amino-3, 7,8-trimethylimidazo-

[ 4,5-fjquinoxaline(7,8-DiMeIQx)の検出限界量

は各々0.lngであり，高感度に検出できた。そこ

で， LCECを用い，部分精製した試料中に含ま

れるaminoimi dazo-q uin o line及びaminoimidazo-

quinoxaline化合物の分析を行なった。

SEP-PAKシリカカートリッジで分離した試料

c14C-IQ及び 14C-MeIQxを添加していない試料）

をまずODSカラムを用いたLCECで分析した。

標品のヘテロサイクリックアミンの保持時間に一

致するヒ°ークフラクションを分取し，そのフラク

ションを陽イオン交換カラムを用いたLCECで

再度分析し， 二重の測定をした。ODSカラムを

用いたLCECの条件を以下に示す。

ODS-120A(4.6x 250mm 

I
Q
'
 

v
u
a
・o
 
_1-

カラム：TSKgel

Soda) 

IQ及びMeIQの溶離液：3.8％アセトニトリルー25

mMリン酸緩衝液(pH2.0)

MeIQxの溶離液：10％アセトニトリ）レ ー25mMリ

ン酸緩衝液(pH2.0)

4,8-DiMeIQx及び7,8-DiMeIQxの溶離液：12％ア

セトニトリルー25mMリン酸緩衝液(pH2.0)

a
s
u
o
d
s
a.
』

」

o:i
::>ai
a
a

I
Q
'
 

Toyo 

流速：lml/min

検出器：YanacoVMD-501(Yanagimoto), 

+ lOOOmV 

温度：室温

陽イオン交換カラムを用いたLCECの条件は

以下の様であった。

カラム： TSKgelSP-2SW (4.6 x 300mm, Toyo 

Soda) 

IQ及びMeIQの溶離液：50%アセトニトリルー100

mMリン酸緩衝液(pH3.0)

MeIQxの溶離液：30%アセトニトリルーlOOmMリ

ン酸緩衝液(pH3.0)

4,8-DiMeIQx及び7,8-DiMeIQxの溶離液：20%ア

セトニトリルーlOOmMリン酸緩衝液(pH3.0)

o- 10 20 

Retention time (niin) 

30 

図 1.ODSカラム (A)及びSP-2SWカラム (Bを用いた LCECによる Bacto牛肉エキス中

のIQの分析。矢印は，標品のIQの保持時間を示す。

流速：0.8ml/min 

検出器：YanacoVMD-501,+lOOOmV 

温度：室温

Bacto牛肉エキスの部分精製した試料を， OD

Sカラムを用いた LCECで分析したところIQ

の保持時間（13分）に一致するビークが認められ

た（図 1A)。このフラクションを分取し，陽イ

オン交換カラムであるSP-2SWを用いたLCEC

で分析した。図 1Bに示す如く，保持時間20.5分

にIQに相当するヒ°ークが認められた。 ヒ°ーク面

積より計算されたIQの量はODS及びSP-2SWヵ

ラムの系でほぼ同じであり， Bacto牛肉エキス lg

当り26.2ngであった。この結果は， ODSカラ

ムからのIQの回収率はほば100％であることを示

している。尚，標品のIQ及びMeIQx各 1ngを用

いた実験でも， ODSカラムからのこれら化合物

の回収率はほほ100％であることが確認された。

Bacto牛肉エキス中には， IQのみならず，

MeIQx,及びクレアチニン，グルコース及びス

レオニン混合物の加熱により生ずる変異原である

4,8-DiMeIQx(Negishi, 1985)も存在していること

がわかった。MeIQx及び4,8-DiMeIQxの測定値

゜
10 20 30 

Retention time (min) 

は． Bacto牛肉エキス lg当り，各々 37.0ng及び

7.0ngであった。尚．4,8-DiMeIQxの部分精製段階

での回収率は． LCECにより測定された値と同

量の4,8-DiMeIQxを牛肉エキスに添加し調べた。

その結果．その回収率は70％であることがわかっ

た(Takahashiら， 1985a)。

食用牛肉エキスの部分精製した試料をODSカ

ラムを用いたLCECで分析したところ．保持時

間20分にMeIQxに相当するヒ°ークが認められた

（図 2A)。しかし．このピークは他の化合物の

ピークと重なり合っていた。そこで保持時間18-

21分のフラクションを分取し， SP-2SWカラムを

用いたL'CECで分析した。図 2Bに示す如く．

MeIQxの保持時間である16分に単一のピークが

認められた。ヒ°ーク面積より計算されたMeIQx

の測定値は．食用牛肉エキス lg当り2.Ingであっ

た。

Bacto及び食用牛肉エキス中から検出されたIQ,

MeIQx及び 4,8-DiMeIQxの絶対含量を表 2に示

す。これらの値は， 3つのヘテロサイクリックア

ミンの実測値を各化合物の部分精製過程の回収

率で補正したものである。又．牛肉エキス中に
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図 ODSカラム（A)及びSP-2SWカラム (B)を用いた LCECによる食用牛肉エキス中の
MeIQxの分析。矢印は，標品の MeIQxの保持時間を示す。

表2 牛肉エキス中のヘテロサイクリックアミン含量

MelOx 

易

B
 

IQ MeIQ 
含量（ng/g)

MeIQx 4,8-DiMeIQx 7,8-DiMeIQx 

Bacto牛肉エキス41.6a 

食用牛肉エキス く0.2

く1.6 58. 7a 

< 0. 2 3. la 
10.oa 

く0.3

く0.8

<0.3 

a実測値を部分精製過程の回収率で補正してある。

検出できなかったaminoimidazoquinoline及び

aminoimidazoq uinoxaline化合物の検出限界量も

あわせて表2に示した。

Bacto牛肉エキス及び食用牛肉エキスを水に溶

かし， XAD-2カラムで分離した試料の変異原性

をサルモネラ菌TA98を用いて＋S9mixで調べた。

その結果， Bacto牛肉エキス及び食用牛肉エキス

は 1g当り，各々24000及び1600の復帰コロニー

を誘導することがわかった。IQ,MeIQx及び4,8-

DiMeIQxが同じ突然変異試験の条件下で示す変

異活性より計算すると， Bacto牛肉エキス中のIQ,

MeIQx及び4,8-DiMeIQxで説明できる変異原性

の割合は，各々40%,27％及び9％であった。す

なわち，これら 3つのヘテロサイクリックアミン

でBacto牛肉エキスの全変異原性の76％を説明で

きることになる。食用牛肉エキス中のMeIQxの

場合は，全変異原性の21％を説明できた。

ODS及びSP-2SWカラムを用いたLCECに

よりガスコンロ上で焼いた牛肉及び鶏肉，及び電

熱式ホットプレー ト上で焼いた牛肉中からもMeIQx

が検出できた。各々の測定値は，焼いた肉 lg当

り0.5ng, 2. lng及び0.3ngであった。これら加熱

食品中からのMeIQxの回収率及び他のamino-

imidazoq uinoline及びaminoimidazoquinoxaline 

化合物の測定は現在行なわれている。

トリプトファン及び大豆グロブリンの加熱分

解物中より単離された変異原 ・癌原物質である

aminopyridoindole化合物 (Sugimuraら1977;

Yoshidaら1978)も，先述した部分精製法で効率

よく分離精製できることがわかった。さらに， 0

DS及びSP-2SWカラムを用いた高速液体クロマ

トグラフィーに蛍光検出器を備えることにより，

aminopyridoindole化合物を非常に高感度に検出

できた。現在，牛肉エキス及び加熱調理した牛肉

及び鶏肉中のaminopyridoindole化合物の分析も

あわせて行なっている。

4. おわりに

我々が開発した加熱食品中のヘテロサイクリッ

クアミンの定量方法は，これまでに報告された他

の方法に比べ，簡便かつ精度高いものである。こ

の方法により得られる成果は，加熱食品の人体に

対する影響を知る上に重要な資料になり得るもの

である。しかし，環境中には変異原 ・癌原物質で

あるヘテロサイクリックアミンの活性を修飾する

因子が数多く存在する。したがって，活性ヘテロ

サイクリックアミンの人体に対する実際の暴露量

を知る為には，ヘテロサイクリックアミンと蛋白

質又はDNA等との結合物に対するモノクロナー

ル抗体による測定法の開発も必要である。
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NEW VIEWS IN CHEMICAL CARCINOGENESIS: DISTINCT EFFECTS OF 
GENOTOXIC AND NON-GENOTOXIC CARCINOGENS. 

J.H. Weis burger and G.M. Williams 
American Health Foundation, Valhalla, N.Y. 
10595-1599, U.S.A. 

Research in carcin(XJenesis has document函thatneoplastic conversion 
involves a ~rmanent genetic mange． Olemical carcin勺 enscan damage the 
normal cellular genetic apparatus arrl through subsequent cc:oplex 100lecular 
匹chanisms,involvi内translocationof ccxlons such as oncogenes, yield a 
tl.lOOr cell. ~hemicals 呻y actas alkylati内agentsattackingDNAdirectly, 
or蕊procarcinogensrequirirg oost-mediat函匹tabolic activation to 
reactive electrophiles that interact with nucleophilic DNA. Sudl reactive 
genotoxic electrophiles are rrutagenic in procaryotic arrl eucaryotic 
organisms, or induce DNA repair in mamnalian cells, arrl can thus be 
detect函．
In・ addition, there are chemicals that participate in the carcinogenic 

process by controlli江thegrowth, devel屯:ment,arrl differentiation of 
transformerl cells. Sudl chemicals do not react covalently with DNA, but 
exert their effects through epigenetic庇 chanisms. '1hiscategory of dlemi-
cal ~nclud~s pronoters. 印igeneti<?agents may be. i.Jrl??r t~~ in ~ overall 
carcinogenic process蕊rl, in江meinstances, exert a decisive role as to 
whether or not malignant cancer occurs. 
We have classified chemical carci四ensinto two major types: (1) 

DNA-reactive genotoxic carcinogens arrl (2) agents operatirg by epigenetic 
mechanisms (Table 1). We propose a Systematic "decision J:X)int写proach"
(Table 2) for the detection of genotoxic carcinCXJens that involves (1) 
structure-activity relationships, (2) tests for江rluctionof DNA repair in 
eukaryotes, (J) mutagenicity assays in prokaryotes, (4) mutagenicity assays 
in eukaryotes, (5) chrarosane tests (6) cell transformation. Not all of 
these have equal sensitivity, specificity, arrl reliability. In addition, 
now叩 erdevelopt記ntare tests for praroters, based on their effects en 
cell to cell comnunication. This_!!!写sequencepermits preliminary 
decision making. Further, 訊~ propose limited, relatively rapid, i!! ~ 
assays involving: (1) i心uctionof early lesions in rodent liver; (2) skin 
t四r 血 uctionin mice; (3) lung tunor i心uctionin mice; (4) breast cancer 
induction in rats.'lllese rapid tests can be design函todetect pranoters for 
specific target organs by utilizing suitable low dosages of an写propriate
genotoxic carcinogen as initiator. '!he data obtain函throughthis set of 
tests are cnnsidered for decision making四 healthrisk analysis. A 
trooitional chronic bioassay may re need函 onlyfor extremely important 
environmental prcrlucts in ¥ti'lich case the test soould re cxxnucted with a 
n口わerof dose levels, includirg the maximally-tolerat函 dosearrl an 
equivalent of the highest expected human exposure level. 
Current concepts indicate that individual carci江巧ensrequire a 
specific四itative叩 3quantitative healthrisk analysis区causeofthe 
differences in basic mechanisms四 otherparam~t ers such as absorption, 
瞑tabolism,etc. Genotoxic carciJ103ens at very low dosages may have 
practical threshold, no-effect levels, but, nevertheless, because of their 
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一

mechanism of'action they are regarded as a qualitative_ haz~r"?~ In oontrast, 
the actioo of epigenetic agents of the pr叩terclass is highly 
dose-depeooentarrl reversible,arrlthus, a distinctly different health risk 
analysis is required for these agents to take account of their 
quantitatively -lesser hazard. Prrnヰ ersstx?ul~ re st u~i ed at 4-6 do~e 
levels, following a short course of an initiating carcinogen，s::> as to 
pinix>int a μ:>ssible threshold effect. 
The cx:mbined results fran. the S'jStematic arrl eronanic battery of坦

vitro arrl in vivo tests constitute a sourrl basis for effective rational 
health risk analysis. 
血 systems-approadl如 areproposing to detect _ th<>se agents tha~ c~ 

be praroters, in cnntrast to genotoxic carcinogens, is虹ゃrtant. IOOeed, 
there is evidence now showing that a number of widely used agricultural. 
dlernicals arrl fooo a::rnponents that were found to re carcinogenic are epigen-
etic agents of the prcimter class. This i nclude~ ch~ori na~ed hydrocarbo!1s 
sudl as oor, chlordane, aldr in, heptachlor. It involves al so句entssuch as 
the artificial sweetener saccharin, the hormones estradiol arrl 
diethylstilbestrol,叩:ithe antioxidants田T_arrlBHA. '?f匂engreater 
relevance, in relation to the etiology of major types of cancer_ cu~ren_tl~ 
afflicting man, is the fact that pr叩ting句entsplay a key r-<?le ~n their 
occurrence. For example, the adverse effect of tobacoo_srroke involves 
pronoting elements found in the acidic μ:>rtion, acCC?unti~ fo~. the 
progressively lower ri或 ofl llll3 cancer -upon cessa~i<>!1 of ~ki~ d~ to the 
reversibility of prarotion. Furthenrore, cancer of the colon, ~re~st, 
prostate, CNary, arrl e心anetril11¥relateto the dietary fat level through 
pr叩tingelements that are also reversible. 咋is_reversib~lity_ j ust~fies 
the reoomnendations for public heal th action arrl intervention through 
cessation of函king叩fthe institution of nutritional practices lower in 
fat叩 higherin cereal fiber. '.l'hus, conceptual advance~ in the 
mechanisms-of carcinogenesis叩:i・their practlcal application to the public, 
when successfully江ipiemented,should leoo to a lower incidence. of ~es~ 
major types of cancers. In Japan, efforts sh:>uld re madE: to_ ma~n~~i~ !he 
custanacy lCM fat diets (anittlng, however, highly sal t~. arrl pickled foods) 
to印oid-increasing the risk for cancers呵rlalso heart disease,s::> c::onm::>n 
to the western'WOrld. 

Reddy, B.S., Cbhen, 
ship to cancer. 

L.A. 
Mv. 
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Table 2. DECISION POINT APPROACH TO CARCINOGEN TESTING 

Stage A. Structure of chemical 

Stage B. Short-term tests in vitro 

1. Mammalian Cell DNA repair 

2. Bacterial mutagenesis 

3. Mammalian mutagenesis 

4. • Chromosome tests 

5. Cell transformation 

Decision point 1: Evaluation of all tests conducted 

in stages A and B 

Stage C. Tests for promoters 

1. In vitro 

2. In vivo 

Decision point 2: Evaluation of results from stages 

A through C 

Stage D. Limited in vivo bioassays 

1. Altered foci induction in rodent liver 

2. Skin neoplasm induction in mice 

3. Pulmonary neoplasm induction in mice 

4. Breast cancer induction in female 

Sprague-Dawley rats 

Decision point 3: Evaluation of results from 

stages A, B, and C and the appropriate tests 

in stage D 

Stage E. Long-term bioassay 

Decision Point 4: Final evaluation of all the results 

and application to heal th risk analysis. Th is 
evaluation must include data from stages A, B, C 

to provide basis for mechanistic considerations 

l03ic叩 chanisrnsin the causation of gastrointestinal cancers. Cancer 
50: 11-19, 1982. 

Weisburger, J.H., Williams, G.M.: Bioass司 ofcarcinogens: In vitro arrl in 
vivo tests. ACSぬnogr.173 "Chemical Carcinogens," 2心函．， C.E.
Searle, ed., in press, 1984. 
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環境変異原研究7: 4 7 -56 (1985) 公開シンポジウム 変`異原性試験に関連する規制と諸問題”

変異原性試験法の適用に関する 国内外の動向

国立衛生試験所 ・安全性生物試験研究センター ・変異原性部 石 館 基

1. はじめに

環境中に存在する種々の化学物質のなかには，

がんの発生や遺伝的障害の原因となり得るものが

含まれている。そこで，疑わしい物質をなるべく

早く検出するために，従来の長期動物実験に代り

得る，短期試験法の開発が重要なテーマとなって

きた。微生物その他を材料とする変異原性試験は，

そのための有用な手段であり，近年，諸外国にお

いては，発がん性物質のスクリーニングに広く起

用されているばかりではなく，薬品，食品添加物

その他の生活関連物質の安全性を評価する上でも，

重要な役割を果してきた。

変異原性試験は指標の違いによって，遺伝子レ

ベルの変化，染色体レベルの変化並びに， DNA

傷害などに大別される。（表 1参照）このうちの

どれか一種類の試験で陽性の結果が得られた場合

には，一般に変異原性があると判断される場合が

多い。しかしながら，そこにはまだ問題が残され

ている。例えば、細菌に対して突然変異が誘発さ

れたとしても，哺乳類の細胞に対して同じような

変化が起こるとは限らない。逆に，哺乳類細胞に

対して染色体異常を誘発したとしても微生物に対

して遺伝子突然変異を誘発するとは限らない。さ

らにinvitro系試験で陽性となったとしても，in

vivo系試験で陰性に終る化合物も多く知られて

いる。まして，短期試験法で陽性となったからと

いって，長期動物実験で同じような障害が現われ

るとは限らない。

従来までに得られた実験によれば，ある特定な

化合物の変異原性の有無を判定するためには，少

くとも，指標の異なる 2つ以上の試験系を組み合

せる必要がありそうである。さらに， ヒトヘの危

害を予測するためにはin vitro試験系のみなら

ず，in vivo試験系で得られた結果を考慮に加え
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表 1 変異原性試験の種類

1. 遺伝子突然変異誘発性を指標とする試験

(1) 微生物を用いる遺伝子突然変異試験

(2) 哺乳類の培養細胞を用いる遺伝子突然

変異試験

(3) ショウジョウバ工を用いる試験

(4) マウスを用いるスポット試験

(5) マウスを用いる特定座位試験

2. 染色体異常誘発性を指標とする試験

(1) 哺乳類の培養細胞を用いる染色体異常

試験

(2) げっ歯類の骨髄細胞を用いる染色体異

常試験

(3) げっ歯類を用いる小核試験

(4) げっ歯類の生殖細胞を用いる染色体異

常試験

(5) げっ歯類を用いる優性致死試験

(6) マウスを用いる相互転座試験

3. DNA損傷性を指標とする試験

(1) 細菌を用いるファージ誘発試験

(2) 細菌を用いる DNA修復試験

(3) 哺乳類の細胞を用いる不定期 DNA合

成 (UDS)試験

(4) 哺乳類の細胞を用いる姉妹染色分体交

換 (SCE)試験

4.その他の試験

(1) 酵母を用いる体細胞組換え及び遺伝子

変換試験

(2) マウスを用いる精子形態異常試験



る必要がある。生体内における複雑な代謝機構の

全てがin vitro系で反映できるとは限らないか

らである。

現在，本邦の労働安全衛生法（労衛法）には，

新規化学物質（中間体を含む）の登録に際して，

微生物を用いる復帰変異試験が義務付けられてい

る。どのような試験をどのような目的に起用し，

その結果をどのように行政に反映して行くべきか

という問題は極めて重要である。現在，労働省の

みならず，厚生省，通産省，農林水産省において

も，独自な立場でその適用について検討中である。

特に， OECD（経済開発機構）によって，各種毒

性試験法のガイドラインが作製されて以来，国際

間の非関税障壁にからむ問題として，諸外国にお

いても，その対応に頭を痛めているのが現状であ

る。

本項では，本邦をはじめ，諸外国で検討されて

いる変異原性試験法ガイドラインを参考とし，そ

こに示されている基本的な考え方について解説を

加える。

2. OECDのガイドライン

OECDの遺伝毒性に関する試験法ガイドライン

は，数年前より専門家グ）レープの手で準備されて

きた。1979年のオタワ会議以来，遺伝毒性（遺

伝学的障害性）に関する試験の重要性が指摘され．

その背景となる文書（BackgroundDocument on 

Genetic Toxicology)がまとめられた。1980年

の東京会議では，変異原性および発がん性を評価
(1) 

するための基本的な考え方が公表された 。それ

によると，まず第 1に，変異原性試験は遺伝毒性

並びに発がん性の有無を予測するために極めて重

要な手法であること，第 2に，本試験で得られた

結果は，他の毒性試験，例えば，代謝，吸収，排

泄などの薬理学的所見あるいは，動物による一般

毒性試験，さらに，その物質の化学構造に関する

情報を考え合せた上で，総合的に評価されるべき

であること，などが強調されている。後者の問題

は， ヒトヘの安全性を評価する際に重要であり，

ともすると変異原性試験の結果が，他の毒性試験

と無関係に一人歩きする危険性に対する警告とも

受けとめられる。同時に，基本的な考え方のなか

には，変異原性試験は固定されたものではなく．

この分野の研究の発展によって，将来さらに改善

される可能性のあることも付記されている。変異

原性試験で得られた結果は，あくまでも可能性を

示唆するものであり．従って，結果によっては，

さらに，必要な試験を追加すべきであるという考

え方は注目に値する。

現在．国内外で起用されている変異原性試験の

種類は多い。このうちで，どの様な種類の試験を

選択し．ガイドラインに掲載するかは重要な問題

である， OECDでは，まず，最初に着手すべき査

定(Initial assessment)として，なるべく操作

が簡単であり．再現性に富み．種々の化学物質に

対して感受性があり，安価で， しかも，過去に豊

富なデータのある試験法であることを条件として

しヽる。

変異原性試験の第一段階（Preliminaryassess-

ment)としては，まず． 2つの指標，すなわち，

遺伝子突然変異(genemutation)と染色体異常

(chromosomal aberration)に関する情報を得

る必要があるという。前者では原核細胞（pro-

karyotic cells)を用いる手法，例えば，サルモ

ネラ困（ネズミチフス菌， Salmonellatyphimu-

rium)を用いる方法 (Amestest)及び，大腸菌

(E. coli)を用いる手法をあげている。後者では，

哺乳類培養細胞を用いる染色体異常試験が好まし

いが，生体内骨髄細胞を用いる染色体試験（bone

marrow cytogenetics)あるいは小核試験 (mi-

cronucleus test)などでも受け入れられるとして

いる。上記の指標の異なる 2種類の試験から 1種

類ずつ行う必要があるという。

以上の第一段階で得られた結果は．さらに次の

ような試験で確認することができる。すなわち，

遺伝子突然変異に関しては，真核微生物 (eu-

karyotic microorganisms,例えば酵母菌など）
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を用いる試験，哺乳類の培養細胞を用いる試験

（体細胞突然変異試験とも呼ばれる），ショウジョ

ウバエを用いる伴性劣性致死試験（sex-linkedre-

cessive lethal test),およびマウスを用いるスポッ

ト・テスト (spot test)などをあけている。一

方，染色体異常に関しては，骨髄細胞を用いる生

体内染色体試験（invivo cytogenetics)あるい

は小核試験などの体細胞（somatic cells)を用い

るもあ，または生殖細胞(germcells)を用いる

染色体試験，および，げっ歯類を用いる優性致死

試験 (dominantlethal test)をあげている。こ

れらの試験はいずれも，従来からのデータがかな

り蓄積されており，変異原性試験法として良く知

られたものである。

被検物質に本来の意味での遺伝毒性，すなわち，

子孫に遺伝的障害を与えるかどうかについては，

上記試験では必ずしも断言することはできない。

さらに，遺伝子レベルでは，マウスを用いる特定

座位試験（mousespecific locus test),染色体レ

ベルでは，遺伝性転座試験（heritabletransloca-

tion test)を行う必要がある。特に前者は，発が

んに関していわば長期の発がん実験に相当するも

のであり，かなりの動物数と経費を要する。

DNA損傷に関する試験 (DNA修復を含む），

姉妹染色分体交換 (SCE),精子形態異常（sperm

abnormality test),あるいは，酵母を用いる体

細胞組換えおよび遺伝子交換試験（mitotic re-

combination and gene conversion in yeast)な

どは，追加指示試験（indicator test)として掲

載されている。これには，枯草菌（胞子を含む）

を用いる rec-assayや，哺乳類培養細胞，特に，

ラットの肝細胞を用いる不定期 DNA合成CUDS)

など，極めて重要な試験法も含まれている。これ

らの試験はいずれも，他の変異原性試験の補足的

役割を果すと同時に，機構の解明に役立つ。

遺伝毒性とは別に，発がん性物質のスクリーニ

ングの目的には，従来の実績から，細菌を用いる

遺伝子突然変異試験が最も有用と考えられるが，

他の変異原性試験を併用することによってその検

出能力はもっと高まる。特に，発がん性と直接関

連を持っているin vitro 細胞形質転換法（cell

transformation test)は，極めて有効な手段で

あるが，残念ながら現在ではまだ技術的に問頗が

残されており確立された手法とはいい難い。

以上の基本的考え方は．あくまでも原則的なも

のであり，特別な理由のある限り．他の試験法で

置き代え得るという柔軟性も考慮に入れられてい
(2) 

る。 1984年 3月までに OECDの理事会を通過し

た試験法ガイドラインは次に示す 8種類である。

（活弧内の番号は毒性ガイドラインの通し番号に

相当する）。

(1)サルモネラ菌を用いる復帰変異試験（471)

(2)大腸菌を用いる復帰変異試験（472)

(3)培養細胞を用いる染色体異常試験（473)

(4)げっ歯類を用いる小核試験（474)

(5)骨髄細胞染色体異常試験（475)

(6)培養細胞を用いる遺伝子突然変異試験（476)

(7)ショウジョウバ工を用いる伴性劣性致死試験

(477) 

(8)げっ歯類を用いる優性致死試験（478)

3. 英国環境変異原学会ガイドライン

1982年英国では環境変異原学会に属する専門

家メンバーによって特別小委員会が設けられた。

ここでは， GLPのガイドラインに沿って行われ

るべき変異原性試験の最少項目並びに，それぞれ

の試験結果の評価に関する学問的基準について検

討が行われた。これは 1981年に既に，英国の社

会保健局 (DHSS)で作製した化学物質の変異原

性試験ガイドライン (Guidelinesfor the Testing 

of Chemicals for mutagenicity)の見直しにあ

たる。

本ガイドラインでは，試験法の基本的組み合わ

せ （basic package)として以下の 4種類をあげ
(2) 

ている。

1)細菌を用いる遺伝子（点）突然変異試験
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2)培養細胞を用いる染色体異常試験

3)培養細胞を用いる遺伝子突然変異試験．ま

たは，ショウジョウバ工を用いる優性致死試験

4)骨髄細胞を用いる生体内染色体異常試験，

小核試験のいずれか，または，げっ歯類を用

いる優性致死試験

これらの4つの試験法には特に順位があるわけ

ではない。いずれも指標が異なり，しかもinvitro 

法とinvivo法の両者をとり入れ，全体として総

合的に評価しようとするものである。当然のこと

ながら．invitro法では適切な代謝活性化法を併

用するよう指示されている。

1)の所謂 Amesテストでは，試験菌として

TA 1535, TA 1537, TA 1538, TA98および TA

100, さらに大腸菌の WP2 uvr Aを補足株とし

て加えている。従って．本邦における労衛法の考

え方に近い。 OECDのガイドラインでは TA153 

8が削除されているが（新しい労衛法でも削除さ

れた），当委員会の意見では． TA98よりも使い易

い利点を持っているという。食品成分などにはヒ

スチジンを含む場合があるため栄養要求性を指標

とする試験系では検出しにくい場合がある。表2

に変異原性を検出するために有用な指標菌の例を

示す。本ガイドラインによれば．データの統計処

理のため少くとも用量当 り3枚のプレートを使用

すべきだという。

2)のin vitro染色体異常試験では． ヒトの

リンパ球あるいはチャイニーズ・ハムスター由来

の線維芽細胞（CHOなど）などを材料とする。

各用量当り， 3枚のプレートを使用し．プレート

当り 100ケの分裂中期像を観察する。ここでは

細胞当りの異常（ギャップを除く）を記録するよ

うに指示されているが，ギャップを含め異常を持

つ細胞の出現頻度を記録する方が合理的かと思わ

れる。invitroの試験系では．invivoの試験系

よりもかなり高用量の被検物質を加え得るという

利点を持っている。染色体異常は一般に，細胞致

死濃度に近い用量で発現する場合が多いので．in

vitro系で陽性となっても必ずしもin vivo系試

験で陽性となるとは限らない。逆に，invitro系

で陰性であり，in vivo系ではじめて陽性となる

場合は極めて稀であるという。

3)に関する詳細については割愛する。

4)のうち，小核試験の概略は OECDガイド

ラインと大差はないが，多少説明を加えておこう。

本試験法では， Schmid(1975)の原法が必ずし

も適切なものではなく， 1回投与後，時間を追っ

て標本を作製する必要性を指摘している。被検物

質の最高用量は，動物が投与4日以降に死亡する

用量の50%から80%の間とするべきであるという。

公比2で2段階以上の用量を用いる。動物数は同

じ性の場合は 1群5匹以上，両性の場合は各々 4

匹以上が必要である。 1個体につき， 500ケの多

染性赤血球を観察するが，未処理動物で小核が，

0.4%以上出現しない動物系を選ぶべきであると

している。また，正染性赤血球に対する多染性赤

血球の比は大略 0.4~1.0を正常範囲とするとい

う。 1回投与の場合は投与後， 24及び48時間目に

標本を作製するが，場合によっては連続投与も必

要かも知れない。

小核試験は骨髄細胞の染色体異常試験の様に，

コルヒチン処理の操作が不要であるばかりではな

く，細胞遺伝学的基礎知識を持たない技術者でも

扱えるという利点を持っている。

以上4種の試験は被検物質の変異原性の有無を

定量的というよりは，むしろ定性的に把握するた

めの最少項目ということができる。OECDの場

合と同様本ガイドラインにも上記の第一段階で

得られた試験結果をさらに確認するための補足的

実験法が記載されている。これらについては将来

改めてガイドラインが作製される可能性もある。

本ガイドラインで興味あることは，試験結果の

評価を如何にすべきかという点に触れていること

である。4種の最少要求試験項目で得られた結果

をまとめると次のようになる。

1)全試験項目で陽性となった場合
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表 2 変異原性を検出するための指標菌例 (UKEMS ガイドラインより）

菌 株 遺伝子座 開発者

サルモネ ラTA

サルモネラ TA

サルモネラsv-3

大腸菌WP2系． 

大腸函K-12343/113 

大腸函K-12

枯草菌

肺炎棒函

サイトロバクター

霊菌

A 13; A 21 

his―→his+ 

Azgs→Azgr 

araS →ara r 

trp-=----, trp + 

多遺伝子座

lac operon 

多遺伝子座

s tr>→strr 

strs→strr 

his―→his+ 
- + leu —• leu 

Amesら (1975)

Skopekら(1978)

Ruiz-Vazquezら(1978)

Green,Muriel (19 7 6) 

Mohnら (1974)

Clarke, Wade (197 5) 

McGregor, Sacks (1976) 

Voogdら (1974)

Voogdら (1974)

Proppingら (1972)

本検体は間違いなく変異原性があると判断され，

ヒトに対する遺伝毒性あるいは発がん性を疑って

よい。従って，さらに他の変異原性試験を追加す

ることは必要ないと判断される。

2)少くとも 2種類のin vitro試験系で陽性で

あり，in vivo染色体異常あるいは優性致死試

験で陰性であった場合

この場合には，本検体には本来変異原性はある

が，その作用が生体内で同様に発現するかどうか

についてさらに検討する必要がある。検体が生体

内で分解，代謝され，無害となる場合もあろう。

また，試験系の標的臓器あるいは細胞に到達して

いない可能性もあろう。検体の代謝物の分布状態

あるいは，血清または尿中の変異原活性について

検索する必要がある。ただし，米国の食品安全審

議会 (FoodSafety Council)が， 1978年に発表

したところによれば，食品関連物質の場合たとえ

in vitro系試験でも，微生物のみならず，高等動

物細胞系で共に陽性となった場合には動物生体に
(3) 

対しても変異原性を疑うべきであるとしている。

3)単一のinvitro試験系だけで陽性となった場合

細菌に特異的に働く場合もあり，また，哺乳類

細胞に特異的に作用する場合もあろう。両者細胞

間では薬物代謝に関与する酵素の所在が異なって

いる可能性もある。細菌を用いる宿主経由試験

(host-mediated assay),哺乳類細胞を用いる

UDS法あるいは SCE法などを追加する必要があ

ろう。一般に，哺乳類培養細胞だけに遺伝子突然

変異を起す物質は少い。しかし，染色体異常を起

すが，細菌に突然変異を起さないものは多い。特

に，細胞分裂毒のように，染色体数を倍化（倍数

体の形成）させるような物質は細菌を用いる手法

では検出されにくい。この様な現象は遺伝毒性と

無関係ではあり得ないため，さらにinvivo試験

法によって再検討する必要があろう。生体に検体

を投与した後，適当な組織細胞を培養し染色体異

常その他の影響を観察する方法Cinvivo-in vitro 

法とも呼ばれる）を採用することもできる。また，

体細胞のみではなく生殖細胞に対する影響を調べ

ておく必要もあろう。いずれにせよ，in vivoの
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データなしにin vitroのデータだけでヒトヘの

安全性を評価することは避けなければならない。

in vitro試験で陰性であり，invivoではじめ

て陽性となるような物質は極めて稀である。例え

ば，ベンゼンは骨髄細胞に染色体異常を起すが，in

vitro系では細菌や培養細胞に対して遺伝子突然

変異を起しにくい。

以上，英国のガイドラインの大略を示したが，

まず，4種類の試験を並行して行った上で，改め

て必要に応じて他の試験を追加して行こうという

考え方である。学会に所属する委員会が作製した

ものであり，必ずしも行政的規制というわけでは

ないが，英国はもとより，欧州諸国での遺伝毒性

(genotoxicity)に関する基本的な考え方を代表

するものと思われる。

4. 試験法の開発に関する国際協力

発がん性物質の短期スクリーニング法の開発は，

国際間における共通した関心事でもある。まず，

その試験法は，既知発がん物質を洩れなく捕え得

るものでなければならない。 1978-1981年にかけ

米国と英国が中心となり，IPESTTC(Internation-

al Collaborative Program for Evaluation of 

Short-term Tests for Carcinogens)と呼ばれる

国際事業が発足した。ここでは，発がん性物質と

非発がん性物質を組合せて， 合計42種類の化合物

について，約62種類の短期試験法が実施された。

これらの結果の詳細については 1981年に出版さ
(4) 

れた単行本を参照されたい。ここではまず，サ

｝レモネラ菌を用いる Amesテス トの有用性が再

確認された。しかしながら，同時に，既知発がん

性物質のあるものは，Amesテス トでは検出され

ないか，あるいは，極めて検出されにくい事実も

浮き彫りにされた。従って，少くとも発がん性物

質を洩れなく拾い上げて行くためには，ある特定

な試験法だけでは，残念ながら，Amesテストを

充分に補足し得る他の試験法を見出すことはでき

なかった。

そこで， 1982年， WHO/IPCS（国際化学物質

安全性計画）の活動の一つとして，改めて CSSTT

(Collaborative Study on Short-Term Tests for 

Genotoxicity and Carcinogenicity)と呼ばれる
(5) 

事業が計画された。本事業は第 1部と第2部か

ら成り立っている。第 1部では，主に真核生物

(eukaryote)を用いるin vitro試験系を中心と

するものであるが．本邦を含め15ケ国から合計62-

名の研究分担者が参加している。試験法の種類は

大略表3の如くである。それぞれの試験項目につ

いて世話人（括弧内）を設け実験プロトコールの

調整にあたっている。各分担者は．下記に示す化

合物について 1年以内にデータを提出することに

なっている。

表3

.

.

.

 

2

3

4

 

．

．

．

．
 

5

6

7

8

 

CSSTT /I PCS/WHO計画による

Part 1グループの試験項目

試験項目 （世話人）

細胞形質転換 （J. Ashby.米国）

in vitro染色体異常 (B.J. Dean.英国）

in vitro体細胞突然変異 (C.Garner,英国）

ショウジョウバエ突然変異 (E.Vogel.オラ

ンダ）

in vitro代謝協同阻害

DNA損傷

酵母菌突然変異

Amesテスト（追加）

(C. Garner,英国）

(G. Williams,米国）

(J.M. Parry，英国）

(S. Venitt,英国）

1) 

2) 

3) 

4) 

5) 

6) 

7) 

8) 

9) 

10) 

検 体

Hexamethy lphosphoramide 

o-Toluidine 

Benzene 

Safrole 

Caprolactam 

Aery loni trile 

Diethylhexy lphthalate 

Benzom 

Diethylstilbestrol 

Phenobarbital 

略名

(HMPA) 

(TOL) 

(BEN) 

(SAF) 

(CAP) 

(ACN) 

(DEHP) 

(ZOIN) 

(DES) 

(PB) 

これらのうち， CAPおよび ZOINは，非発が

ん性物質であるが，その他の8種類のものは発が

ん性が知られているにもかかわらず， Amesテス

トで検出することが難しいものである。上記第 1

部の事業は既に終了しており，去る1983年10月

に米国においてその最終報告会が開催された。同

じ試験項目でも，材料や実験法の違いによって，

必ずしも同じような結果が得られているわけでは

ないが，大略の結果を要約すると表4のようにな

る。

すなわち，今回改めて Amesテストを追加し

たグループでは， TOL,ACNおよび PBに弱い

ながら変異活性があることが確められた。特に PB

は，肝がんのプロモーターとして知られている物

質であるが，従来，この物質には変異原性は認め

られていなかった。今回の実験では，さらに酵母

表 4

HMPA 

TOL 

BEN 

SAF 

ACN 

DEHP 

DES 

を用いる試験，あるいは哺乳類培養細胞を用いる

試験でも陽性となることがわかった。 BENは

Amesテストにはかからないが，酵母を用いる試

験並びに培養細胞を用いる DNA傷害あるいは染

色体異常試験で明らかに陽性となる。

既知発がん性物質のうち，どの位のものが陽性

となるか（感受性）について比較すると，培養細

胞を用いる染色体異常試験が最も高く (88%)次

いで体細胞変異 (75%),DNA傷害（63%)あ

るいは SCE(63%)の順となる。

もっとも，10種類に満たない検体について行っ

た結果から，にわかに結論を出すことは危険であ

る。しかしながら，今回の結果から，少くとも，

Amesテストで陰性であったものが，他の指標を

持つ試験系で陽性となり得ることは確かである。

従って，環境中の発がん性物質を短期スクリーニ

CSSTT/IPCS/WHO計画によるPart1グループの結果の要約

イースト
ショウジョ

ゥノ江

(4) (1) 

DNA 
損傷 UDS

(6) (6) 

染色体

異常

(?J 

SCE 

(2) 

体細胞

変異

(3) 

細胞形 代 謝
質較換 協同阻害
(1) (5) 

＋ 

＋ 

＋

＋

士

＋

＋

士

+

+

+

+

 

＋ 

＋

＋

＋

＋

＋

 

＋

＋

 

＋

＋

士

＋

＋

＋

＋

 ＋ 

＋ 士

＋ 士

＋ ＋ 

＋

＋

 ＋ 

＋ ＋

＋

 

＋

＋

 

＋

士

士

＋

＋

p
 
B
 

＋ ＋ ＋ 

CAP 

ZOIN 

＋ ＋ 

＋ 

＋

＋

 ＋ 士 士

感受せ【 1

正確ぜ2

38 

50 

50 

50 

38 

50 

63 

60 

25 

40 

88 

70 

63 

70 

75 

70 

50 

50 

3"8 

40 

* 1 
* 2 

陽性の数／発がん性物質（％）

偽陽性・偽陽性を考慮した場合（％）
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ング法で検索する際には， Amesテストのみなら

ず，それを補足し得る他の試験系を併用すべきこ

とが示唆される。本事業の実験結果の詳細につい
(6) 

ては，すでに単行本として出版されている 。

第2部の計画では，benzo(a)pyrene及びpyrene

あるいは 2-acetylaminofluorene及び4-acetyl-

aminofluorene合計 2対の化合物を対象とし，特

にinvivo系の変異原性試験を行う。その結果は

1985年の 5月にフランスで開催される最終報告

会で発表された。

本事業では， 17ケ国合計 120名近くの研究者

が参画した。その結果は，恐らく 1986年の初頭

に単行本として出版されることになろう。現在ま

でに報告されたデータを通覧すると，発がん性と

非発がん性を見分けるのに，マウスを用いる小核

試験がかなり良い成績を示している。従って，本

邦における医薬品，あるいは一般化学物質の変異

原性試験ガイドラインに本試験を採用しているこ

とは国際的に見ても妥当であるように思われる。

本事業は， Amesテストを補足するための有用

な試験法を見出すことを目的としている。有用な

試験法として以下に示すような諸条件を満足する

必要があるという。

1)試験法は特殊なものではなく，既に多くの実

験室で行われてきたものであり，従って文献が

容易に入手できるもの。

2)今回配布した 8種類の発がん性物質に対して

できるだけ陽性の結果が得られるもの。

さらに， 2種類の非発がん性物質 (CAP,ZO 

IN)に対して，できるだけ，陰性の結果が得

られるもの。

3)陽性結果は，疑いのないものであり，用量依

存性および再現性があること。

4)同じ試験項目を取り扱った研究室間である程

度の共通した結果が得られること。

5)短期スクリーニング法として簡便な方法であ

り，あまり特別な施設がなくても実施可能なも

の。

5. 本邦におけるガイドラインの動き

本邦においては，既に労衛法に Amesテスト

（大腸菌を含む）が採用されていることについて

は既に触れた。化学物質 1mg当り1000ケ以上

の復帰変異コロニーが出現した場合，一応，変異

活性の比較的高い物質として取り扱い注意を勧告

するように聞いている。単独な試験でかなり活性

が高い場合には，職業がん予防のため，適切な指

導を行う必要があろう。しかし，活性が比較的弱

い場合にはどのように取り扱うべきかについては

なお異論の多いところである。労働省としては，

今後， Amesテストの結果によっては，他の短期

試験項目を追加する方向の検討を進めている。

化審法にあっても，新規化学物質に対して変異

原性試験を要求することになっている。最近準備

されたガイドラインによると，その内容は医薬品

の場合と殆ど変りがなく，また， OECDの基本

的考え方がとり入れられている。

農林水産省にあっても，独自な立場で，農薬の

申請に必要な試験法ガイドラインを作製している。

農薬は食品中に残留する危険性があるため，食品

添加物の場合と同様，かなりきびしく試験項目を

要求すべきであろう。

医薬品に関しては， 1984年 2月に新しい毒性

試験法ガイドラインが発表された。

変異原性試験のデータはすべての新薬について

要求される。試験項目として次の 3種顆が採用さ

れている。

1) 細菌を用いる復帰突然変異試験

2) 哺乳類培養細胞を用いる染色体異常試験

3) げっ歯類を用いる小核試験

これらのうち， 1)は所謂 Amesテストに相

当するが，その内容は本邦における労衛法と大差

はない。 2)および3)は共に染色体レベルの変

化を指標とするものであり，いずれを選択しても

よいことになっているが，特別な理由のない限り，

2)の方法を優先するよう指示されている。これ
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は，前者がin vitro法であり，種々薬物の細胞

に対する直接的効果を見る上で重要であるばかり

でなく，後者invivo法に比較して感度が高い理

由によるものである。最も感受性が高いと思われ

る1)及び2)の試験で陰性の結果が得られた場

合には，同じ指標をもつ他の試験系でも陰性とな

る確率は極めて高い。 一方， 1)あるいは 2)の

試験のいずれかまたは両者の試験で陽性となった

場合には， 3)の試験を追加しなければならない。

実際に生体内で同様な効果が見られるかを確認す

るためである。医薬品である以上，生体内で副作

用を重視しなければならないことは当然である。

本ガイドラインにおいては，invitro試験のみで

陽性となったとしても，その結果を参考資料とす

るにとどまり，その時点で，医薬品の安全性を評

価することを避けている。従って3)の試験を追

加し，その結果によって総合的に評価しようとす

るものである。以上の試験系で変異原性が疑われ

た場合には，他の毒性情報あるいは薬理作用を加

味した上で，必要に応じてさらに別の変異原性試

験が追加要求される場合も予想される。

医薬品の開発に伴い， ヒトヘの安全性を保証す

ることは国側の責任であり，同時に生産者側の責

任でもある。本ガイドラインに示された試験項目

は最少項目であり，その安全性の評価にあたって

は，なるべく多くの信頼すべきデータが必要であ

ることはいうまでもない。なるべく指標の異なっ

た試験系を組み合せることによって，より多くの

データを提出するよう心がけるべきである。なお，

今後新しい試験法の開発によって，上記ガイドラ

インの内容は逐次改良されて行く可能性もあろう。

6. おわりに

変異原性試験は発がん物質の短期スクリーニン

グ法として利用されてきた。しかしながら，本来

の目的は， ヒトに対する遺伝的障害性を予測する

ところである。発がん性物質の殆んど全てのもの

に変異原性が認められているが，たとえ発がん性

がなくとも，子孫に悪影響を及ばすような遺伝苺

性物質も存在するかも知れない。米国の毒性計画

(NTP)では，莫大な予算のもとに，発がん性と

並行してこの遺伝毒性の問題に取り組んでいる。

本邦においても，発がん性に興味を持つ研究者

は多いが，遺伝毒性を真剣に取り上げている研究

者の数はごく限られている。がんの問穎は社会的

にも表面に現われ易いが，遺伝の問題はあまり目

立たないためであろう。

変異原性に関する研究の歴史はまだ浅い。幸い

なことに，いずれの試験法も従来の動物実験と比

較すれば，安価であり，操作も簡単である。しか

しながら，操作が簡単であればある程，そこで得

られた結果の評価ば慎重に行うべきであろう。当

初，変異原性があれば，発がん性があると誤解さ

れる向きもあった。また， ヒトにも遺伝的障害性

があると決めつける向きもあった。現在までに蓄

積されたデータによれば，これらの結論は必ずし

も妥当ではない。たとえ変異原性があったとして

も，発がん性を実証できるものはそのほんの一部

に過ぎない。また，変異原性があったとしても，

その影響が我々の生殖細胞に到達し，受精を介し

て悪い影響が受け継がれなければ，本来の遺伝毒

性は発現してこない。これらの機構の解折は，今

後に残された重要な研究課題である。将来，変異

原性に関するデータは増加して行くであろう。こ

れらのデータを行政にどのように反映して行くべ

きか。がん学者，遺伝学者が協力して考え直す時

期にきているように思われる。
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―医薬品における変異原性試験の現状

武田薬品工業株式会社中央研究所 菊池康基

1. はじめに

医薬品の安全性評価の一つとして，いかなる変

異原性試験を実施すべきかについて，日本製薬工

業協会（製薬協）では1976年に検討課題としてと

り上げた。しかし，当時は変異原性試験を実施し

ている企業は少なく，問頗提起にのみとどまった

（製薬協報告1977)。

その後の研究の進展とともに，欧米においては，

医薬品をはじめ種々の化学物質の安全性評価のた

めに，変異原性試験に関する各種ガイドラインが

提示されている。わが国においては， 1979年に

労働安全衛生法に碁づく新規化学物質の有害性調

査として，復帰変異試験が義務づけられたのが，

行政レベルでの規制の最初である。また最近では，

一般化学物質，食品添加物，農薬，畜産医薬品な

どについてもガイドラインが定められつつある。

医薬品については，「医薬品のための毒性試験

法ガイドライン」（厚生省薬審118号， 1984)に変

異原性試験が収載され，新医薬品について必須の

試験となった。 1982年夏にこのガイドラインの原

案が提示されたのに伴い，製薬協・医薬品評価委

員会にガイドライン検討のための特別小委員会が

設置され，変異原性試験についても分科会で討議

が重ねられた。この過程で，企業における安全性

研究として，変異原性試験を実施するには多くの

問頗があり，各企業の変異原性試験の現状と動向

を分析する必要にせまられた。

そこで， 1984年4~5月にかけて，製薬協 ・医

薬品評価委員会加盟会社88社，ならびに国内受託

研究機関44社を対象に変異原性試験に関するアン

ケー ト調査を実施した。この調査結果はすでに公

表（製薬協報告， 1985) したが，今回はその概略

について述べるとともに，いささかの私見を混じ

えて解説する。

なお，アンケートの回収率は製薬企業78%(69 

/88社），受託研究機関35%(14/40社）であった。

2. 変異原性試験の保有状況

(1) 製薬企業（回答数67社）

変異原性試験の実施経験を有する企業は60社

で，うち51社では何らかの試験を自社で実施し

ていた。

製薬企業における試験の保有状況を表 1にま

とめた。保有率の高い試験は，復帰変異試験が

76鍬小核試験と修復試験（rec-assay)がと

もに61%であり，申請用にも最も多く用いられ

ている。 Invitro染色体試験 (45形），優性致

死試験（31%),in vivo染色体試験（27%),

SCE試験（21%)の4種がこれに続いている。

また，変異原性試験の技術を修得中あるいは保

有予定の企業の多いことが表 1からうかがえる。

試験技術を全く保有しない企業は14社あり，

これらを除く 1社あたりの平均保有試験数は4

種となる。試験の組合せとしては，復帰変異試

験，修復試験および小核試験のセットが33社と

最も多く基本的な組合せといえる。今後の保有

計画から 3年後についてみると，保有試験数の

平均は 1社あたり 5種となった。試験の基本的

組合せとしては，復帰変異試験，小核試験およ

びinvitro染色体試験となり，ガイドライン

に対応するための計画が示されている。

(2) 受託研究機関（回答数11社）

10社が変異原性試験を実施しているが，受託

した全試験を自社で実施しているのは 6社で残

りの 2社は受託の一部を，また 2社は全てを提

携機関へ外注している。
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保有率の高い試験は．復帰変異試験，修復試

験，小核試験，invivoおよびinvitro染色体

試験である。今後の保有計画においてもこの傾

向に変りはなく，invitro突然変異試験と優性

致死試験が追加される程度である。

試験を実施している 8社の平均保有数は7.6, 

3年後の計画では 9種の試験となる。

表 1 製薬企業67社における変異原性試験の保有

状況（ここに掲げた17社の試験は医薬品の

毒性試験法ガイドラ インに準じた）

各試験における技術の保有状況
試験の種類

？てい： I品；器荏I!;品で 1 未定
1. ii伝子突然変異誘発性を指標とする試験法

1)復帰変異試験 51 (76  1) | 5(75) | 3(45) | 8(11.9) 

こ］1［口：；三
1) In vitro染色体試駿 30(44.8) 16(239) 3(45) 18(26  9) 

2)骨髄染色体試験 18(269) 9(134) 6(90) 34(507) 

3)小核試験 41 (61.2) 10(!4.9) 4(60) 12(179) 

4)生殖識詑染色体試験 5(75) 4(6.0) 13(19.4) 45(671) 

5)優性致死試験 21 (313) 3(4.5) 13(194) 30(448) 

6)相互転巴試験 ! (15) 1 (1 5) 21 (31.3) j 44(65  7) 
7)その笹

゜ ゜
4(60) 63(94.0) 

3. DNA損傷性を指標と する試験法

竺竺；；誘発試験I4三］：口I：口)I:□::
' 

4) SCE試験

5)その他

4. その他の試験

1)酵母を用いる試験

2)精子形虹異常試験

3)その他

a) umuテスト

1~ 

言:)b)1 :(60) |：：：口讐□
b) ハムスタ ー肺細胞を用いた metabolic

cooperation阻害試験

（ ）内は％を表わす。

3. ガイドラインヘの対応

ガイドラインで指定された 3種の試験，復帰変

異試験，invitro染色体試験および小核試験につ

いての対応について調査した。

(1) 製薬企業（回答数67社）

復帰変異試験医薬品と小核試験については，

自社実施がそれぞれ31社と32社で，これに委託

表2 受託研究機関11社における変異原性試験の

保有状況

各試顧における技術の保有状況

試験の種類 1 ？てい?|品蒜類・む立 1未定
1.遺伝子突然変異誘発性を指欄とする試験法

1)復帰変異試験 8 (72.n 1 (9.1) 2 (18.2) 

゜2) In vitro突然変異試験 4 (36.4) 2 (18.2) 2 (18.2) 1 (9 1) 

3)ショウジョウパ工を用いる試験

゜
2 (18.2) 3 （力．3) 4 (36 4) 

4)マウススポットテスト 1 (9.1) 2 (18.2) 2 (18.2) 4 (36 4) 

5)特定座位試験

゜
1 (9.1) 3 （刀．3) 4 (36 4) 

6)その他 JO)(9.1) 1b)(9 1) 1 (9 1) 1 (9 1) 

2 染色体異常誘発性を指橿とする試験法

1) In vitro染色体試験 6 (54 5) 2 (18 2) 2 (18 2) 1 (9 1) 

2)骨髄染色体試験 6 (54.5) 1 (9 ll 2 (18 2) , (9 1) 

3)小核試験 7 (63.6) 1 (9 1) 2 (18.2) l (9 1) 

4)生殖細胞染色体試験

゜
3 （刀．3) 2 (18 2) 5 (45 5) 

5)優性致死試験 3 (33 3) 2 (18.2) 2 (18 2) 3 (27 3) 

6)相互転座試験

゜
1 (9.1) 4 （お 4) 4 (36.4) 

）その他

゜ ゜
1 (9 1) 1 (9 1) 

DNA損傷性を指標とする試験法

1)細薗を用いるファージ誘発試験 3 （力．3) 1 (9 1) 4 (36 4) 1 (9 1) 

2)細菖を用いる修復試験 8 (72_.7) 

゜
2 (18 2) 

゜3) UDS試験

゜
1 (9.1) 3 (27.3) 5 (45 5) 

4) SCE試験 2 (18 2) 2 (18 2) 2 (18.2) 3 (27.3) 

5)その他

゜ ゜
1 (9.1) 1 (9.1) 

4.その他の試験

1)酬母を用いる試験

゜
1 (9.1) 5 (45.5) 4 (36 4) 

2)精子形懇鼻常試顧

゜ ゜
3 (27.3) 6 (54 5) 

3)その他

゜ ゜
1 (9.1) 1 (9 1) 

a) 宿主経由試験 b)線虫を用いる試験

（ ）内は％を表わす。

との併用で対処するとの答を併せると52社およ

び48社となり， 70％を超える。一方，invitro 

染色体試験は自社実施23社， 委託との併用が16

社に対し，全て委託に廻す社が20社，未定が10

社であった。

3種の試験をガイドラインに従って実施する

場合，30~44％の社では種々の問題をかかえて

いる。これらの試験に共通した問頗としては，

まずGL P (Good Laboratory Practice)への

対応がある。とくにinvitro系の 2試験で G

LP対応が十分でない傾向がみられる。次に試

験に従事する要員が十分に確保されていないこ

とがある。遺伝あるいは染色体の基礎を候得し

た技術者の不足が大きなネックとなっているこ

とがうかがえる。専門技術者の確保あるいは教

育がこれからの問題といえる。

個々の試験では，invitro染色体試験に問題

点が多い。 GLP,要員以外にも，技術的ある

いは設備面に関する遅れも目立っている。おそ
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らく，これまで実施経験の少ないことが原因で

あろう。

(2) 受託研究機関 (8社）

製薬企業における本調査結果から，変異原性

試験を委託に廻すウエイトがかなり高いことが

うかがえた。しかし，今回の調査では， 3種の

試験について，ガイドラインヘの対応が整って

いる受託研究機関は復帰変異試験6社，invitro 

染色体試験5社，小核試験5社であり，今後の

新規参入も少ないようである。ガイドラインの

施行に伴って委託試験の需要増加が予想される

が，国内における受託能力の伸展はあまり期待

されない。

4. ガイドラインに対する意見

製薬企業，受託研究機関を問わず，多くの意見

が寄せられたので，全体の傾向を把握するため，

下記の項目に従って大まかに整理した。ここでは

製薬企業の意見を中心に紹介する。

(1) 医薬品の安全性評価の見地から

意見を寄せた43社中35社は，変異原性試験の

重要性を認め，ガイドラインについても妥当と

している。ただし，試験の組合せや評価などに

関する付帯意見が23社からだされた。一方，残

り8社は否定的意見であり，スクリーニングと

しての重要性と安全性評価資料としての重要性

とは本質的に異なること，生殖試験が実施され

るのであれば変異原性試験は不用であること，

がその理由としてあげられている。

(2) 試験実施上の問題点

45社より95の意見が寄せられた。表3にまと

めたように，総論的問題としては，試験の組合

せ (22社），評価（17社），研究者の育成と技術

的対応 (5社）などであり，個々の試験に関し

ては，復帰変異試験（13社）とinvitro染色

体試験（13社），に集中している。主な項目に

ついて解説する。

表3 変異原性試験（医薬品の毒性試験法ガイド

ラインに基づく）の実施上の問頗点

製薬企業 受託研究機関

回答数 45 7 

意見総数 95 14 

1 試験の組合せについて 22 (49%) 3 (43%) 

組合せの選択と基準を明讀に 7 

゜復帰変異試験と小核試験との組合せがよい 8 1 

他の試験による代行等，柔軟な対応を望む 4 

゜追加試験を必蔓とする判断基準は ？ 3 l 

3試験を同峙に

゜
1 

2 評価について 1 7 (38%) 2 (29%) 

評価基準を明確に 8 2 

試験結果の判定基準を明確に 5 

゜癌原性，遺伝竃性との1111係 4 

゜3 解駁書による試験の具体的解説 5 (11%) 

゜4 検体 （含陽性対照）の取扱い 5 (11 ¾ ) 2 (29%) 

5 研究者の育成と技術的対応 5 (11%) 

゜6 新しぃ検出系について 4 (9%) 1 (14%) 

7 復帰変異試験について 13 (29%) 2 (29%) 

抗薗性薬剤の試験法 6 

゜園株の選択と帷持 4 2 

その他 3 

゜8 In vitro染色体試験について 13 (29%) 2 (29%) 

細胞株の選択と雑持 5 2 

染色体異常の判定基準 2 

゜対応策に苦慮 3 

゜その他 3 

゜9 小核試験について 1 (2%) 

゜方法の改良 1 

10その他 4 (9%) 2 (29%) 

Rec-assayの評価 1 

゜外部への依託 1 

゜その他 2 2 

11 問題点なし 6 (13%) 

゜

a 試験の組合せ

最も多い意見は①試験の選択と組合せに対

する疑問である。基準が明確でないこと，試

験が画ー的で医薬品の個々の特性に配慮がな

い，とする意見が代表的である。安全性評

価の観点から，②復帰変異試験とin v1VO 

cytogenetic testとして小核試験または骨髄

染色体試験の組合せがより有用．との意見も

多く ，invitro系試験のみでは十分な評価は

下せない，とする考えも表明された。また．

⑧3種の試験にこだわらず．他の試験も実施

して総合的に評価すべき との考えも寄せられ

ている。

b 試験結果の評価

この問題については，①評価基準の明確化，

②試験結果の判定基準の明確化，についての

要望が多い。また，R癌原性や遺伝毒性との
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関係をどのように考えたらよいか，との質問

も寄せられた。例えば陽性（または陰性）結

果を碁に癌原性試験を必要（または不必要）

とする考え方は妥当か，培養細胞系試験の評

価限界についての疑問，などが代表的な意見

である。

c 個々の試験について

講習会の希望として，より具体的な多くの

意見が寄せられているので，次章にまとめて

解説する。

5. 変異原性試験の講習会について

変異原性試験の講習会について，製薬企業59社

および受託研究機関10社から，さまざまな具体的

内容の希望が寄せられた。試験ごとに整理すると

表4のごとくとなる。

表4 変異原性試験の講習会について。希望する

試験法と講習内容

製薬企業
受託

試験技術
計
保有 ●褐中又は懺

研究憬関

復帰変異試験 1回 答徴 36 30 6 6 

1意見総数 58 50 8 6 

1 具体的手法 ， 7 2 1 

2 菌株（選択，保存） 7 5 2 

゜3,検体（陽性対照含む） 10 10 

゜
2 

4 結果の判定と評価 18 15 3 2 

5 抗菌性薬剤の試験法 11 11 

゜
1 

6 その他 3 2 1 

゜In vitro 1回答 数 48 23 25 6 

染色体試験 1意見総数 76 35 41 7 

1 具体的手法 16 3 13 2 

2 細胞株（選択，取扱い，保存） 12 4 8 

゜3 検 体 12 8 4 

゜4 代馴活性化 6 s 1 

゜5 染色体異常の分類と定義 20 11 ， 4 
6 結果の判定と評価 ， 3 6 1 

7 試験法の意義 1 1 

゜゜1)1 核試験 1回答数 32 22 10 3 

1意見総数 42 29 13 3 

1 具体的手法 13 4 ， 
゜2動物（系統，性差など） 5 5 

゜゜3 検体と投与量など 10 10 

゜゜4 標本作成と観察 7 7 

゜゜5 結果の判定と評価 7 3 4 3 

(1) 復帰変異試験（36社）

試験を実施している企業からの希望が大半を

占めている。このことはルーチン試験の担当者

からの切実な要求と考えられる。要望の多い順

に並べると，①結果の判定と評価，②抗菌性薬

剤の試験法，⑧検体の取扱い，④具体的手法，

⑥菌株の選択と維持，などである。

①については前章でも紹介したが，その他に

も，用量効果相関について， ヒトに対する毒性

評価の問頗など，安全性評価の考え方について

の解説を希望する声が多い。②に関しては，手

法の講習と共に，ガイドラインでいう抗菌性薬

剤の定義，突然変異誘発頻度を求めることの必

要性と妥当性についての解説希望がある。また，

試験方法が未だ確立されていないことから，検

討会による手法の確立をすべきとの意見も寄せ

られた（製薬協内でアドホックなグループによ

る検討をすでに開始した）。⑧については変異

原性試験の全てに共通する問願であり，ここで

一括して述べる。検討自体の毒性が未知であり，

また，陽性対照に変異原，癌原物質を用いるこ

とから， bio-,chemicalhazardの対策について，

溶液の廃棄（処理）法，陽性対照の選択碁準と

用量設定などについての解説希望が多い。④と

⑥については， GLPに則した具体的な手法の

解説や実技の指導を求めている。

(2) In vitro染色体試験（48社）

他の 2試験に比べ，未経験の企業が多く，基

礎的な事項についての希望も多く寄せられた。

講習テーマとして最も多い希望は①染色体異

常の分類と定義，についてである。化学物質に

より誘発される染色体異常については，早急に

標準化を図る必要があろう。②具体的手法につ

いては，細胞培養の技法も含め，技術を持たな

い企業からの希望が多い。⑧細胞株の選択，取

扱い，保存法など，④代謝活性化に関する解説

希望も寄せられている。⑥検体および⑥結果の

判定と評価については，復帰変異試験の項で紹

介した内容とほほ同じである。

(3) 小核試験（32社）

上記2種の試験に比べると問頗の少ない方法

といえよう。①具体的手法についての希望は技

術を持たない企業から多く出されている。②検

体に関すること，⑧標本の作製法．④使用動物

の3項目は全て技術を保有する企業からであり，

具体的な内容を含んでいた。

6. 総括

今回の調査対象とした製薬企業は，製薬協加盟

会社であり．変異原性試験の普及度は比較的高い

集団と予測していた。試験の実施経験や技術の保

有状況などの週沓結果は，この予測を裏付けるも

のといえよう。

安全性評価の見地から，医薬品について変異原

性試験を実施することに異存はないにしても．い

かなる試験を適用すべきかについては，さまざま

な意見がある。例えば．復帰変異試験．invitro 

染色体試験をヒトでの安全性評価の観点からどの

ように位置づけるのか？ in vivo系とinvitro 

系とでは評価のウエイトが同じか異なるのか？

変異原性そのものを重視するのか．それとも癌原

性や遺伝毒性のスクリーニングとみなすのか？

スクリーニングであるとした場合．癌原性と遺伝

毒性のいずれに比重をかけるのか？ 生殖細胞に

対する影響を調べる必要は？ などについて質問

すれば，研究の専問分野あるいは置かれた立場に

よって，おそらく十人十色の答えが返ってくるこ

とと思われる。ガイドライン検討の過程でも，こ

れらの点についてつっ込んだ討議が行われた。今

回のアンケートでも，ガイドラインに対する意見

として，試験の組合せと評価の 2項目に多くのコ

メントが寄せられたことは，その現れといえよう。

ガイドラインに試験方法が記載された 3種の試

験については，講習会の希望が極めて多かった。

講習の希望項目も多岐にわたっているが．これは

同時に．これらの試験における問願の提起として

もとらえることができる。企業研究所における試

験従事者は，必ずしも専問研究者とはかぎらず，

また経験の度合いもさまざまである。各分野の専

門家からみれば．初歩的で幼稚な内容と思われる

ことでも．切実な問題としで悩んでいるものも多

いことを理解していただきたい。また．これらの

疑問に答え，指導・教育を施してレベルアップを

はかることも重要なことと考える。その意味から

も，講習会の開催については．学会にもご協力を

お願いしたいと考えている。

今回の変異原性試験に関するアンケート調査は，

日本製薬工業協会・医薬品評価委員会に設けられ

た毒性試験法検討特別小委員会・変異原性試験分

科会（分科会長，菊池）によって実施された。こ

こに分科会委員の氏名を記し．感謝の意を表しま

す。

有沢幹雄（日本ロシュ）．土居卓治（ミドリ十

字），藤井登志之（藤沢薬品）．服部幸男（興和），

近藤専治（エーザイ）．小野隆昭（田辺製薬）．大

島稔彦（山之内製薬），佐藤忠夫（中外製薬），島

田弘康（第一製薬）．白取治（塩野義製薬）。
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微生物試験について

国立遺伝学研究所 賀田恒夫

微生物を用いた変異原性試験もかなり定着して，

その評価も正常なところに落着きはじめているよ

うに思える。ヒトにおける化学物質の発がん性や

遺伝毒性についての予知に関してより高い完全性

を求める一方，その基本的側面であるDNAに対

する作用性，反応性を高い感度で知ることが可

能となった。これに並行して，哺乳動物系のin

vitro, in vivo試験の結果が集積し，それらとの

対比によって個々の化学物質の活性が発現したり

修復されたりする様相が少しづつ明らかになって

いる。このような知識の蓄積は，化学変異原の毒

性評価をより正しいものに導きつつある。

さて，微生物試験一ーとくにエームス試験その

周辺―においては，依然として未解決の問題が

いくつか存在する。したがって，それらの点を考

慮しつつ試験の実施を進める必要がある。また，

本質的な解決にはまだかなりの時間がかかる面も

あり，このような限界点の‘‘認識”も必要でもあ

る。

一方，既に知られた知識 ・方法でも理解が不充

分であったり，何らかの理由で活用されていない

ものもいくつかある。これらの点をこの機会にで

きるだけ指摘してみたい。本稿でつくせない点も

あろうが現時点における‘'メモ”として残したい。

1〕菌株

エームス試験においては菌株の遺伝的性質とし

て菌膜の透過性を高め，損傷の DNA修復を防止

し感度を高めている。一方，誘発性の修復エラー

系をプラズミドと共に導入している。この結果，

復帰変異試験の運命である変異遺伝子座位の特異

性の限界をかなり広めた。しかしながら，まだ，

特異性の枠にはいらない変異原も存在しているよ

うに思われる。 Ames博士は， TA97とか TA102

のような新しい特異性を有する菌株も新たに調整

してその利用をすすめている。

事実，これらの株の利用によって国立衛生試験

所における食品添加物の試験では，乳酸鉄やリボ

フラビンリン酸エステルナトリウムのようなもの

の変異原性が検出され，この性質は哺乳動物細胞

における染色体異常誘発との関連性を示した例も

鱈。）

従来， TA1535,TA1537, TA1538, TA98, TA 

100などに加えて WP2系統も利用されている。

そこで日常いかなる株を利用したらよいかよくた

ずねられるが，これば悩みの種である。理論的に

云えば，何種顆の株で陰性であっても他の株で陽

性を得る可能性は常に存在する。ただ実際には，

多くの機関がすすめているように TA1535,TA98, 

TAlOO, WP2 her位で検出される変異原が圧倒的

に多く，これに他の株を用いて変異原性が検出さ

れるチャンスは少ない。法的な形式をととのえる

こととは別に，実験的にはエームス株数株による

試験以外に枯草菌による rec-assayとか，哺乳動

物培養細胞による染色体異常試験のような全く

‘'原理”の異なった検出系を併用することが見逃

しを少なくするために必要である。

一般に陰性であることを100％結論することは

理論的にはありえない。安全性チェックのため限

られた労力と時間をどのように配分するかが常に

困難な点である。

2〕よい菌株の選択と保存

エームス試験のように広く実施されている微生

物遺伝的手法において，その結果における変動の

主な要因の一つは菌株そのものにある。異常な結

果が出た場合は，他所から菌株の再配布を受けて

行うのも一方法である。しかし，移し替えや研究
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室間における諸条件の相違によって，果して菌の

本来の性質が再現されるか否かの問題は常に存在

する。そこで， 筆者の行っている古典的微生物遺

伝学における選択・保存法をここに記す（図 1)。

譲渡されたスラントや保存中の菌体の一部を滅

菌した燐酸緩衝液（以下PBと略す）にやや濃い

めに浮遊する。これをPBで10倍， 100倍に薄めた

ものをつくる。そのごく 一部 (0.01~0.05mlほ

ど）を，表面の乾燥したブロス寒天の一部にのせ，

水分がほぼ吸収された頃を見はからってガラスの

スプレッダーで寒天表面の全体に拡げる。要する

に，最初にのせた部分は菌が密集 して生える可能

性が高いが後で拡げた部分に多数の単ーコロニー

が生じるようにする。

このようなプレートを37℃で一定時間培養する。

生じたコロニーはようやく目で見える程度の小さ

い方がよい。なぜなら，その方が spontaneous

なHiぶ細胞の率の低いものが分離される可能性

が高いからである。コロニーが充分に大きくなる

と，それぞれのコロニ ーの中の Hiぶの細胞の存

在率は平均化されてしまう。朝まで培養したプレー

トを夕方に使用するときは 4℃に保存する。

液体ブロスを 3mlあて培養用試験管（たとえ

ば10本）に分注する。各コロニーの一つ一つから

白金線で各試験管に菌のごく少量を植えつける。

この際大きい見え易いコロニーばかりから取る

ということは正当でない。隣接しているコロニー

からもランダムに分離することが必要である。っ

まり人為的な選択をさけなければならない。

各試験管に37℃で一夜好気的に培養したものを

つくり，翌朝，氷水中に潰ける。各試験管に50%

グリセリンの 1mlを加える。全体の 4mlのうち，

3 mlをねじぶた附きのスト ック管に分注して一

80℃で保存する。

残りの 1mlから0.1mlを採り，規定濃度のビオ

チン，ヒスチジンを含んだSoftagar (2~3 ml) 
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図1 試験菌の保存と撰択

芯 v• ものは捨てる

と混ぜエームス最少寒天培地の表面に播き拡げる。

37℃で2日培養して spontaneousなHiぶコロニー

数を計数する。

この結果により，他の微生物で汚染しているス

トック試験管や， spontaneous Hiぶコロニー数

が著しく高いと思われるものは廃棄し，適当と思

われるストック試験管のみをそのまま ー80℃につ

づけて保存して，後の実験に使用する。

このようにして調整した各ストックは，‘＇検定

ずみ”であってエームス実験に当って各試験管の

3mlを使用すれば失敗することはない。普通ー80

℃から取り出して融解した後，遠心して上澄のグ

リセリンを含むブロスを除き，困を 3mlのPBで

再浮遊したものを 0℃に保ちつつ実験に用いる。

あるいは，各ストックからごく 一部を30mlの液

体ブロスに植えて，一夜培養して常法によって使

用する。

TAlOOは種々な変異原に敏感であり，エーム

スはその培養に Difeoブロスの替りに Oxoidプ

ロスの使用をすすめている。また，プラズミド

(pKMlOl)を保有する株に関しては，上記の

spontaneous Hiぶ数のチェックとともにアンピ

シリン耐性の試験をしてから各試験管を一80℃に

保存する。また，アンヒ°、ンリン (30μ g/ml)を

含む液体ブロス中で静置培養することにより，プ

ラズミド保有菌のみを集めることができる。

3〕試料の形態

多くの場合，検体は水あるいは DMSOに溶解

しうる液体あるいは固体である。不溶性のもの，

とくにポリマーのようなものはどうしたらよいか

と，よくたずねられる。変異原性はもともと細胞

の DNAに接近してこれに作用する性質であるの

で，検定系に溶けないことはこの性質がないわけ

である。従って，当然陰性の筈である。 しかし，

これから溶出される因子や菌の表層に可溶化され

るものもある場合がある。そこで目で見て溶ける

か否かはお構いなしに常法通りの操作を機械的に

行えばよいのではないか？

一方，気体の変異原の定量的方法は確立されて

いない。もちろん，特定の試料に関しては作用量

に比例した突然変異誘発が見られるが，その強度

を量的に比較することはまだ出来ない。この点は
(2) 

以前試案を記したことがある。ここでは，一定の

時間 ・ガス濃度でのプレートの曝露によって誘発

された Hiぶコロニー数を指標とした。その後い

ろいろ考えた結果， 一種のプレインキュベーショ

ン法を今後検討すべきと考える。つまり薬物処理

と培養とを別に行ない， S9は処理に際して短時

間加えればよい。ただし純粋なガスが得られてい

る場合はよいが，空気中に少量汚染したガス状物

質の変異原性の測定のような場合はいろいろ困難

な問頗がある。とくにS9が活性化するために，

長時間をかけるとS9そのものが失活してしまい

定量性が失われるからである。

4〕エームス試験結果の判定

通常，ソルベントのみによる対照区の His十コ

ロニー数の 2倍以上のコロニーが試料によ って誘

発され，これがしかも試料の量に比例して増大す

る場合にのみ陽性と判定される。TA1535やTA

1537の場合のように数が比較的少ない場合にはそ

のバラッキが多いので，プレート数を増やして平

均を確認する必要がある。また， 2倍を越す部分

が最初の試験で一点に過ぎぬ場合には，その前

後の試料の量において試験を繰り返し行い，誘発

His十コロニー数が量依存的であるか否かを確認

せねばならない。また試料の毒性のため菌の致死

が示されるまで量をふやして試みるのが普通であ

る。試料 1mg当りによって誘発される Hiぶコロ

ニー数をもって比活性を示す。種々な株のうち，

この比活性のもっとも高いものを求める。

5〕戊c-assay

枯草困を用いた rec-assay法に関してはその見
(3) 

直しを最近記したのでご覧いただきたい。最近の
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遺伝子工学的手法によって，従来使用している

M45 Rec―に欠失している DNA修復活性は，大

腸菌の recA遺伝子の導入によって完全に回復す
(4) 

ることが示されている。そこで従来行っていた枯

草菌 rec-assay試験では， recA蛋白質の関与す

るDNA組換機能による修復の対象となる DNA

損傷の有無を観察していたことになる。もう一つ

の面として， recAの関与している SOS DNA修

復を誘発させる DNA損傷の有無の検出も含まれ

る。この型の損傷は次に述べるクロモテストによっ

て直接検出されるが，枯草菌と大腸菌における薬

物透過性などの相違によって，検出スペクトルが

幾分異なることも予想される。

枯草菌 rec-assay法は， 4℃に安定に保存しう

る胞子の利用によって前培養を行う必要がなく便

利であるとともに，再現性のよい試験を行うこと

ができる点， S9による活性化がプレート上で可

能な点，寒天中を拡散しない化学試料の検定法が

確立している点，また電気的に増殖阻害を測定で

よ）

きるセンサー系が確立している点などの特徴があ

rec-assayをエームス法と組合わせることによ

り，発がん性を見逃す確率は0.5％以下という，

種々な試験法の組合わせのうち最も効率的である
(6) 

ことが示された。

6〕クロモテスト
(7) 

フランスの Hofnungらは SOSDNA修復を誘

発する化学物質一ーこの多くは変異原であり発が

ん物質でもある一一の簡易検出系を案出した。同
(8) 

様な系は品川らによっても作製された。その原

理とするところは以下の通りである。

紫外線による大腸菌における突然変異の誘発機

構に関して詳細に解析された結果によって次のこ

生成し，

とが知られている。紫外線あるいは多くの変異原

が DNAを損傷すると，ある種のシグナル分子が

これが recA蛋白を活性化し，その作用

によりレプレッサー蛋白質（lexAproduct)が不

活化される。その結果としてレプレッサーが抑制

していた DNA修復機構を発現させる。ここで新

たに発現して働く DNA修復はその途次エラーを

越こす頻度が比較的高い (Error-proneと称する）。

Hofnungらは，このようにして誘発される SOS

機能をもつ遺伝子の一つに人工的に lacZ遺伝子

をつないだ（図 2)。その結果として， SOS誘発

性の DNA損傷が生じると， lac Zのproductで

あるgalactosidaseが誘発合成されることになる。

この酵素活性を比色法で定量する。実験方法とし

ては，このように designされた菌を化学検体で

一定時間処理 した後，洗って化学検体を除き，培

養を行い培養液中に出現する/3-galactosidase活

性を測定すればよい。一方同時に， SOS誘発と

は関係のない alkaliphosphatase活性を測定して，

/3 -galactosidase活性の誘発が化学検体での処理

に特有であることを確認する。

品川らの系も，原理的に全く同じである。但し

lacZとつないだ InducibleなSOS遺伝子がある

こと，それがプラズミド上に存在することが異なっ

ている。

多くの変異原，発がん原に関してクロモテスト

を行った結果を表 1にまとめた。 ここで次の点が

明らかに示されている。

(a) エームス試験を与える試料のすべてが， ク

ロモテストで陽性を与えない。すなわち，エー

ムス陽性でクロモテスト陰性のものがいくつ

かある。 9ーアミノアクリジン，エチジウム

プロマイドなどがその例である。

その理由は明白である。 SOS、ングナルを

介することなく DNAレベルで生じた損傷が

直接に遺伝子の sequenceの改変の直接的原

因となっている場合である。

(b) また既知発がん物質のすべてがクロモテス

トに陽性を与えるわけではない。これはエー

ムス試験の場合と同様である。さて発がんが

何らかの遺伝子の DNAレベルにおける改変

あるいは非特異的不活化を含むならば， SOS
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表l

他のSOS誘発機能に
作用

SOSクロモテストの原理の概念図

発がん性化合物の DNA傷害テスト

(a) HOFNUNG法（太田ら， 1984)

(b) umn法（品川ら， 1983：小田ら， 1984)
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シグナルを生成する DNA損傷はその極く一

部に過ぎないことは明らかである。クロモテ

ストはきわめて簡易な方法であるので，これ

Suzuki, S.: Preliminary screening of 

mutagens with a microbial sensor, Anal. 

Chem. 53: 1024-1026, 1981. 

を補うに匹敵する簡易法としては枯草菌 rec- 6) Kada, T: The DNA-damaging activity of 

assay法がある。既知発がん物質のうち，ク

ロモテスト陰性のものの約85％がrec-assay

に陽性を与えた。このことは，クロモテスト

とrec-assayの両方を行うことにより検討を

行えば，既知発がん物質の全部の約93％が陽

性として検出されることになる。

以上，現時点で思いついた点を記した。「微生

物による変異原試験」という大きな地図の中の数

ケ所のみを拡大して説明を加えたような結果になっ

た。むしろ地図全体を正しく把握され，目的地に

間違なく到着することを望んで止まない。
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3)賀田恒夫
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哺乳動物変異原性試験研究会ニュース

国立衛生試験所・変異原性部 祖父尼俊雄

哺乳動物変異原性試験研究会 (MMS研究会）

が昭和59年10月の日本環境変異原学会総会におい

て．本学会の分科会として承認されましたので，

本紙上をお借りして． MMS研究会の生い立ちと

これまでの活動状況を簡単に紹介し．本研究会に

ついて御理解頂くと共に，多数の方々の御参加を

お願いする次第です。

MMS研究会は哺乳動物個体を用いる各種変異

原性試験について検討を行い．この分野の研究の

発展に努めると共に， ヒトヘの安全性評価に寄与

することを目的とする自主研究グループで．それ

まですでに活動していた優性致死セミナーおよび

小核研究会を発展的に統合した形で昭和57年に発

会した。

優性致死セミナーは昭和52年2月に土川 清
（国立遺伝学研究所）．菊池康基（武田薬品工業隊）．

渋谷徹（食品薬品安全センター）を世話人とし

て， 7研究機関からの参加により発足した。この

セミナーの名称は最初に取り上げたテーマが優性

致死試験であったことから名付けられたもので．

当時より．優性致死試験は有力なinvivo試験と

して提唱されており，基礎データの集積が望まれ

ていた。但し，発会の主旨は優性致死試験に限定

せず．哺乳動物を用いるinvivo試験について研

究者間の相互理解と情報交換を行いつつ．この分

野の発展に資することを目的とした。本セミナー

は昭和52年に環境変異原学会の分科会として承認

され．次に示すような活動を行った。

第 1回昭和52年 2月10日 運営方針．テーマ

の選択など

第2回昭和52年6月10日 優性致死試験の各

自データの検討；カイコの優性致死試

験；小核試験について

第3回昭和52年9月16日(JEMS第6回大

会小集会として） 優性致死試験につ

いて（内容は環境変異原研究 1' 

1978) 

第4回昭和53年5月30日 優性致死の生デー

タの検討

第5回昭和54年6月29日 優性致死試験に関

する討議；哺乳動物による小核試験

一方，小核研究会は昭和55年9月に石館 基（国

立衛生試験所），菊池康碁を世話人として発足し，

他のinvivo変異原性試験に比べてルーチン試験

として有用性が高いと考えられている小核試験法

の確立を目的とした。第 1回研究会は昭和55月9

月19日に国立衛生試験所で16名の参加者を集めて

開かれ，小核試験の現状と問題点（林真，国立衛

生試験所），小核試験における系統 ・性差（田中

憲穂，食品薬品安全センター）について話題提供

がなされた。第2回の研究会は昭和56年2月24日

に国立衛生試験所で開かれ， 15名の参加者の下に

小核試験のプロトコールについて検討がなされた。

また， ヒトの骨髄での小核試験の適用の可能性に

ついても検討された（話願提供者：阿部達生，京

都府立医大）。

両研究会において実際に精力的に研究を行って

いる研究者（機関）は重複し，かつ限られている

ことが問頗となり，我が国に哺乳動物個体を用い

る試験をもっと普及させるべきであるという意見

が関係者の間から出された。そのためには両研究

会を統合したより幅の広い研究会を作り，試験方

法の基礎的問題について共同研究が行えるような

場にすべきであるという機運が高まってきた。こ

のような状況下で第10回環境変異原学会（昭和56

年12月）の際に有志による会合で上記の主旨に対

し賛同が得られ，昭和57年2月13日に修善寺にお

いて「動物個体を用いる変異原性試験に関する研
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究会」の準備会が開かれた。参加者は土川 清，

菊池康基，渋谷 徹，祖父尼俊雄（国立衛試），

島田弘康（第一製薬），林 真，山本好ー（武田

薬品）の7名で長時間にわたる討論の末に次のよ

うな基本的な方針が打ち出された。

1. 会の名称

哺乳動物変異原性試験研究会

Mammalian Mutagenicity Study Group 

MMS研究会（略称）

2. 会の目的

哺乳動物個体を用いる各種変異原性試験につ

いて検討し，この分野の研究の発展に努めると

共に，ヒトヘの安全性評価に寄与する。

3. 会の活動

l) 定例研究会を一年に最低2回行う。 1回は

JEMS開催の時とし，会の形式は学会世話

人と協議する。他の 1回は 5-6月に行う。

2) 定例研究会

a) Original dataの発表および討議

b) 各種の情報交換

c) その他の協議事項

3) その他の活動

a) 特定テーマについての共同研究

b) 会員相互の研鑽のための研究会

C) 会員外対象の講習会

d) Standard Protocolの検討

4. 会員の対象

この研究会の目的に賛同する有志で現に研究

にたずさわっている人に限定し，時期をみて

それ以外の対象に拡大する（注 1)。

5. 会の運営

幹事数名（うち代表幹事 1名）および事務局

をおく（注 2)。

6. 会費

年会費2,00円とし，定例研究会にて徴収する。

注l) 会の活動が軌道にのった時点において

JEMSの分科会としての承認を求め，

承認された後に会員の対象をJEMS会

員に拡大する。その際「JEMSニュー

ス」に当研究会の記事を載せてもらう。

注2) 57年度は．代表幹事，土川清，幹事

菊池康基，祖父尼俊雄，渋谷徹，島田弘

康とする。事務局は国立衛生試験所 ・変

異原性部内におく 。

上記の基本方針を基に，早速第 1回の研究会が

昭和57年5月8日国立衛生試験所において開かれ

た。表 1にこれまで行われた研究会の内容を示す。

表 1の活動状況にも記されているように．MM

s研究会の中に共同研究分科会，プロト コール分
科会，ワークショップ分科会が設けられ，共同研

究の具体化，プロトコールの検討がなされた。共

同研究の成果については第13回環境変異原学会に

おいて「小核試験における性差について」として

発表され，現在同テーマについて 2回目の確認実

験が行われている。プロ トコール分科会では小核

試験についで慎重な検討がなされ，トキシコロジ一

フォーラム，7 : 564-568, 684-654に「小核試

験 ーガイドラインの比較検討と標準プロト コー

ルの提案ー」として報告された。目下，講習会，

ワークショップの開催についても具体案を検討中

である。

尚，共同研究分科会とプロ トコール分科会はそ

の後研究分科会及びスポッ トテス ト分科会に再編

されている。スポットテス ト分科会もこれまでに

4回の会合がもたれ，マウス毛色のスポッ ト判定

基準など共同研究のための基礎的検討がなされて

いる。今後，優性致死試験，SCE試験などにつ

いての分科会の設置が検討課題となっている。
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哺乳動物個体を用いる変異原性試験はinvitro 

の試験に比べてかなりの日数がかかるため，基本

的に重要なことでも一人（一つ）の研究者（所）

テーマについて共同研究を行い，基本的な問願点

を解決していくことがMMS研究会の大きな使命

と考えている。現在の会員数は38機関よりの56名

で充分に検討を加えることが困難なことが多い。 （昭和60年3月現在）で発足当時に比べて 3倍近

そのため，出来るだけ多くの研究者が集まり特定 くにも増えており，当研究会の活動がさらに一段

表1 MMS研究会活動状況

第1回研究会日時： 57年6月4日 （金） 13 : 00 - 17 : 00 
場所： 国立衛生試験所

［研究発表］
i) PW系を用いるマウススポットテストについて 土川清 （遺伝研）
ii)小核出現頻度の経時的変動と連続投与の効果について

山本好ー （武田薬品・中研）
iii)小核試験の最適条件設定のための予偏試験法 林真 （国立衛試）

第2回研究会日時： 57年10月28日（木） 16 : 00 - 21 : 00 
場所：修善寺町総合会館

［研究発表］
i)チャイニーズ・ハムスター細胞におけるSCEの自然発生頻度について

須藤鎮世 （野村総研•生科）
ii)マウス小核試験と系統差について 佐藤精一.. （専売公社・中研）
iii) WHO/I PCSのCSSTの活動について石館基 （国立衛試）
iv) 6-Hercaptopurineの染色体異常の発現機植 菊池康基 （武田薬品・中研）

第3回研究会日時： 58年6月4日（土） 13 : 00 - 17 : 00 
場所：オリンパス大阪センター

［研究発表］
i)特定座位試験におけるENU分割投与の効果 ーツ町 晋也 （武田薬品・中研）
ii)ショウジョウバエによる突然変異検出系について

（デモンストレーションを含む） 藤川 和男 （武田薬品・中研）
iii)これからの変異原性試験について 近藤 宗平 （阪大・ 医）

［分科会経過報告］
i)プロトコール分科会
ii)共同研究分科会

第4回研究会日時： 58年 10月27日（木） 18 : 00 - 21 : 00 
場所：徳島厚生年金会館

［報告および協議事項］
i)分科会等よりの報告
ii)スポットテスト研修会について
iii)渫墳変異原遺伝毒性研究会 (58年12月、大阪）の開催について
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と活発になることが期待されるが，さらに，共同

研究に積極的に参加出来る若い研究者の入会を希

望する。

哺乳動物変異原性試験研究会 (MMS研究会）

代表幹事土川 清

幹事 菊池 康基，祖父尼俊雄

渋谷徹，島田 弘康

［研究発表］
i)マウス受精卵におけるDNA修復

（文責 ：事務局

祖父尼俊雄）

井上 雅雄
ii)塩酸プロ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 加藤某恵

iii)変異原物質によるマウス小核誘発におよぽすH-2遺伝子
複合体 (H-2 complex)の影響について 仁藤新治
iv)マウス骨髄における小核の生成機構 林 真

国立衛生試験所 ・変異原性部

（金沢医大）

（食薬センター）

（田辺製薬•安全研）
（国立衛試）

第5回研究会 日時： 59年6月8日（金） 13 : 00 - 17 : 00 
場所：食品薬品安全センター・秦野研究所

［報告および協議事項］
）会計報告
）会則および幹事等について
iii)スポットテスト分科会よりの報告

［共同研究 (I)ー小核試験における性差一
）経過報告

小核分科会］

）データ収集および分析結果
iii)総合討論

ー第6回研究会日時： 59年10月11日（木）
場所：経団連会館

［報告および協議事項］
）小核研究分科会より報告
）スポットテスト分科会より報告

13 : 00 - 17 : 00 

iii)変異原性試験講習会について（製紫協アンケート結果より）
菊池康基 （武田薬品・中研）

［研究発表］
i)小核試験検出率に及ぽす加令および性差の影響 小泉 直子 （兵庫医大）
ii)哺乳動物組織中のDNA損傷 一 各種組織についての比較

蜂谷紀之 （秋田大・医）
iii) BDF 1マウス骨髄におけるcyclophosphamide誘発SCEの持続性の検討

竹下達也 （山梨医大）
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日本環境変異原学会会則
日本環境変異原学会昭和61~62年度評議員名簿

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，

編集幹事 1名，会計監査 2名，お

よび評議員若干名。

評議員は正会員の投票により選ぶ。

会長は評議員の互選によって定める。

庶務幹事，会計幹事，国際交流幹事，編

集幹事および会計監査は会長が委嘱する。

この他会長は必要な場合には会員の中よ

り若干名を指名し総会の承諾を得て，評

議員に加えることができる。

役員および評議員の任期は2年とする。

役員が同じ任務に引続いて就任する場合

には2期をもって限度とする。

第8条 評議員会は会員を代表し，事業計画，経

費の収支，予算決算およびその他の重要

事項について審議する。

第9条本会は年 1回総会を開く。

総会において会則の改廃制定，予算・決

算の承認その他評議員会において審議

した重要事項の承認を行う。

第10条 本会の事務執行機関は会長および4名の

幹事をもって構成する。

会長は執行機関の長となり，また本会を

代表する。

第11条本会の事務は暦年による。

第12条本会に名誉会員をおく 。

附記

1. 本会則は昭和61年 1月1日より施行する。

2. 本会は事務所を

静岡県三島市谷田 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口20,000円とする。

ただし， MutationResearch誌の特別巻

の配布を希望するものは，会費の他に別

途定める購読料を本会へ前納するものと

する。
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所 属

国立衛生試験所

日本たばこ産業（株）生物実験センター

徳島大学医学部

国立遺伝学研究所

慶応義塾大学医学部

武田薬品工業闊中央研究所

東京大学医科学研究所

国立遺伝学研究所

大阪大学医学部

国立遺伝学研究所

国立がんセンター研究所

残留農薬研究所

国立がんセンタ ー

国立衛生試験所

国立がんセンター研究所

京都大学医学部

国立遺伝学研究所

国立がんセンター研究所

同志社大学工学部

岡山大学薬学部

東京大学医科学研究所

三菱化成総合研究所安全性センター
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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

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。

日
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）

l.変異原 2. 検出系 3. 毒

6. 疫 学 7. 遺伝 8. が

16. 代 謝 17. 分子機構

18. その他（

ここに記入して下さい

性 4. 発生異常 5．汚 染

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

ヽ
ー
ノ

勤務先および職名（和）

（英）

〒

勤務先所在地 （和） 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）

＠ 

（英）

最終学校と卒業年次

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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一編集後記一

昭和59年10月12日， 13日の 2日間にわたって東京で開催されました日

本環境変異原学会第13回大会の特集号として，本号ではシンポジウム

「食品，蛋白質，アミノ酸の加熱により生ずるヘテロサイクリックアミ

ン」，特別講演「NewViews in Chemical Carcinogenesis」および学会

奨励賞受賞講演「環境中のニトロピレン類の検出および代謝に関する

研究」を収録させていただきました。また大会に先立って10月11日に開

催されました公開ヽンンポジウム「変異原性試験に関連する規制と諸問

頗」からも 3編を収録いたしました。

ご執筆をいただいた諸先生には，いずれもご多用中のところを本号の

ために貴重な原稿をお寄せいただきましたことを厚くお礼申し上げま

す。 （白須泰彦）

ji 

環境変異原研究第7巻第 1号 1985年

昭和60年12月2日

昭和60年12月10日

発行者

編集
責任者

印刷

発行

日本環境変異原学会

白須泰彦

残留農薬研究所

〒 187 東京都小平市鈴木町 2-772 

TEL 0423-83-7641 

印刷所 藤原印刷株式会社
〒 186 東京都国立市富士見台 3-6 -4 
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