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Alexander Hollaender 逝く

Alexander Hollaender 

(1898-1986) 

環境変異原学会 (EnvironmentalMutagen Society)の設立の指導者であり，国際環境変異原学

会連合（InternationalAssociation of Environmental Mutagen Societies)を組織し，自らその

初代会長を務め，東京で開催された第 3回国際環境変異原会議の名誉会長でもあった Alexander

Hollaender博士は，1986年12月6日ワシントン， D.C.でなくなられた。あと13日で，満88オの誕生

日を迎えられるところであった。

博士はドイツ生まれで第一次大戦後， 23オのとき渡米したが移民のハンディキャップのため大学

に入学するのがおくれ， ウィスコンシン大学の物理化学の博士課程を卒業したのは， 33オになってから

である。しかし，学生のときから研究論文を発表しており，卒業後間もなく， 1935年には，紫外線障害

に対する回復現象を発見している。Hollaender博士の研究で有名なのは， 1941年の ColdSpring 

Harbor Symposiumでの発表で，突然変異に対する紫外線の作用スペクトルから，遺伝物質は核酸

である実験的証拠を初めて示した。 Hollaender博士は40数年も前に， DNA修復や変異原による人体

影響という現在の研究課題の大部分を予測していた。1957年に博士は米国学士院会員に選出された。



Hollaender博士の名を世界的に有名にしたのは，オークリ ッジの BiologyDivisionのディレク

ターになってからである。オークリ ッジに原子力平和利用の国立研究所が設立されることになったと

き，博士は放射線影響を研究する生物部門の新設の重要さを力説し，提案し，それが認められ， 1946年

にその初代ディレクターとなり， 1966年停年退官するまでの間に世界一流の基礎生物研究所に発展させ

た。

オークリ ッジ研究所をやめてから， Hollaender博士の眼は，広い分野にうつった。こうして，彼

は，放射線よりも，環境化学物質の危険の方がさしせま った問題であると考えた。この危険を防ぐため

には研究者の国際的協力が不可欠であると力説した。なぜなら，各国には巨大資本の化学会社，薬品会

社があって，その力が強大であるため， 1国内の研究者の力だけではたち打ちできないからである。こ

の国際的組織化にはそれまでにすでに国際協力がすすんでいた放射線影響研究者の協力をえて，これ

に化学関係の研究者を加えることでうまくいった。こうして， 1973年に，米国の Asilomarではじめ

て第 1回の国際環境変異原会議が開催され，同時に国際変異原学会連合が結成された。

1971年に， Hollaender博士のすすめと応援によって，田島弥太郎先生を中心に日本環境変異原学

会が組織されたときには，今日の隆盛になるとは， 日本の研究者には予想できなかった。最近の

Hollaender博士は， DNA操作やバイオ新技術に関するシンポジウムの開催とその成果を出版するの

に情熱をもやしていた。その若々しい頭脳にはほんとうに頭がさがる。最近年には，先進国の最大の課

題“老化＂に興味をもっていた。老化の分子生物学のシンポジウムを開催し，立派な本にして一昨年出

版した。ひきつづき昨年もプルックヘプンで老化のシンポジウムが開かれたがHollaender博士は出席

できなかった。さぞ残念であったろう。

癌の問題も，老化の問題が解けないと究極的解明はできないだろうとも言われている。放射線，環境

変異原老化と並べてみると Hollaender博士は社会の大問題が何であるかをいち早く見抜いて，その

研究のため基礎生物学を推進するのに抜群の能力をもった偉大な指導者であった。

オークリッジ時代の Hollaender博士は，日曜日にはかかさず裏山に登り，化石を採集し，近代美術

を愛し，彼の小さな家は絵であふれていた。 ドイツなまりのつよい英語で，独特のユーモアをもって人

生を語り，何よりも若い人を愛した。そうして，彼の頭脳は，死の直前まで若々しかった。偉大な国際

的指導者をなくした。しかし， Hollaender博士の精神は，彼に接した世界各国の研究者によって受け

継がれて，人類の福祉のための研究は永遠につづけられるであろう。

近藤宗平
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昭和61年度学会奨励賞受賞者論文

In vivo小核試験法の基礎と応用に関する研究

はじめに

ここでは紙面の都合もあり上記タイトルのうち

小核試験の基礎研究の部分，すなわち，マウス骨

髄における小核の生成機構ー一染色体異常と小核

の相関性11)に限定して述べる。応用面の研究に

関しては文献8~I0. I 2. I 3. I 7)を参照して頂きた

い。

小核試験は化学物質の染色体異常誘発性を推定

するinvivo試験系として一般的に用いられるよ

うになってきたが，染色体異常と小核誘発の関係

に関する基礎的な研究はほとんどなされていな

かった。小核の出現が染色体異常を反映している

という根拠は、染色体異常誘発能を持つ化学物質

で処理すると小核が誘発されてくる， といった現

象の比較検討の結果が主なものである 5,20. 29)。

小核と染色体異常との関係については Evans

ら4)がソラマメの根端に放射線を照射し，染色体

断片の約60％が小核を形成するとの報告と， Hed-

dleとCarrano14>によるマウスに 7一線を照射

して誘発した小核の DNA量が，小核が染色体

＇異常に起因すると仮定した時の値と一致すると

いった 2, 3の報告があるのみである。

1 染色体異常と小核出現の経時変化

1群当り 4匹の ddYマウス（静動協）にモデ

ル化合物を投与し，経時的に動物をと殺して骨髄

中における染色体異常と小核の出現頻度を求め

た。モデル化合物としては、動物に投与後小核の

出現頻度が最高になるまでの時間に差のあること

が知られている化合物， mitomycinC (MM 

C), 6-mercaptopurine (6-MP),および 1-

/3 -o-arabinofuranosylcytosine (Ara-C) 

国立衛生試験所変異原性部林 真

を用いた。経時的に大腿骨より骨髄細胞を取り出

し，半量を小核試験用の塗抹に用い，残り半量を

in vitroでコルセミド処理後染色体標本を作製し

た。小核試験の結果は多染性赤血球（脱核直後の

幼若な赤血球 PCE)中に出現する小核を持つ

血球 (MNPCE)の出現頻度および全赤血球に

対する PCEの割合で示した。また染色体異常は

固体当り50分裂中期像を観察して染色体異常を有

する細胞の出現率で示した。なお今回は，切断端

が本来の軸からずれていなければ非染色部分の長

さにかかわりなくギャップと分類した。

染色体異常および小核の出現頻度の経時変化を

図l~3に示す。

MMCでは投与4時間後に染色体異常が出現し

始め， 12時間後に最高値を示した。その後異常細

胞は減少し， 24時間後に小さなピークを示し36時

間後にはほぼコントロール値に戻っている。一

方， MNPCEは投与12時間後に増加し始め， 24

時間後に最高値を示した。さらに36時間までほぼ

同じ値を示した後減少し72時間後に正常値に戻っ

た （図l)。

6-MPでは（図2),染色体異常を有する細胞

は投与12時間後から増加し始め， 36時間後に最高

値を示し，その後急速に減少した。 MNPCEは

投与24時間後頃から増加し始め48時間後に最高値

を示した。PCEの全赤血球に占める割合は投与

後30時間から減少し始め60時間後に最低値を示し

た。

Ara-Cは MMCおよび6-MPと比較して

かなり異なった経時変化を示した（図3)。投与

2時間後に染色体異常を持つ細胞の出現頻度は最

高値を示した。その後異常細胞は急速に減少し，
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 図 1 MMC 1. Omg/kgを腹腔内投与後の染色体異常を有する細胞及びMNPCE出現頻度の経時変化。

inc. ctg:ギャップを異常に含めた場合。

exclud. ctg :ギャップ以外の異常を有するもの。

cte :交換型異常を有するもの。

Micronucleated PCE :小核を有する多染性赤血球 (MNPCE)。

PCE:全赤血球に対する PCEの割合。

各点はそれぞれマウス4匹の平均値で示してある。
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図 lの脚注参照。
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4時間後に約半分に，さらに12時間後にほぼコ ン

トロール値にまで減少している。一方 MNPCE

の出現頻度は投与12時間後から28時間にかけてゆ

るやかに増加し， 28時間後に最高値を示した後急

速に減少し48時間後には正常値に戻った。

各化学物質によって誘発された染色体異常の型

を比較してみると， Ara-Cでは染色分体型 （同

位型を含む）のギャ ップおよび切断が主で， MM

Cや6-MPはギャ ップや切断の他に多くの交換

型の異常を誘発した。それぞれの化合物によって

誘発された代表的な染色体異常を図4に示す。な

お染色体型の異常は全試験期間を通じ，派生型と

思われるものをも含めて観察できなかった。

3
 :
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図3 Ara-C 25mg/kgを腹腔内投与後の染色体異常を有する細胞及びMNPCE出現頻度の経時変化。

図1の脚注参照。
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小核生成のモデルとシミュレーションによる

解析

骨髄中の PCEに観察される小核は，赤血球成

熟系の最終分裂において誘発された染色体断片，

あるいは分裂装置に損傷を受けたために，分裂後

期にいずれの極にも移動できず赤道板附近に取り

残された染色体に，終期に主核と独立して核膜が

でき小核が形成されると考えられている。さらに

この小核は，赤血球の成熟過程で主核が脱核する

時に細胞質中に取り残されー機構は不明ーMNP

CEが生成する （図5)。
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図4 MMC, 6-MPおよびAra-Cにより誘発された代表的な染色体異常。
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ここで， MNPCEの出現頻度の経時変化を説

明するために次の 3つのバラメータを設定する

（図5参照）。

k:染色体異常を持った中期の細胞が分裂した

場合に出現する MNPCEの平均数。Kは

0 (1つも MNPCEが形成されない）か

ら2（娘細胞の両方にそれぞれ lつ以上の

小核が形成され2つの MNPCEが生成し

J
‘
 、’

た）の間の値を取る。

T1：赤血球成熟系の最終分裂の中期から脱核

が完了するまでの時間。

T 2：脱核後PCEとして骨髄中に存在する時

間。すなわち，脱核後成熟して正染性赤

血球 (NCE)になるか，またはPCEの

まま末梢血中に移行するまでの時間。
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図6 染色体異常を有する細胞から小核を有するPCE
ができ，それらが蓄積されてゆ く様子を示す模式

図。

白丸印は正常な細胞を，黒丸印は染色体異常ま

たは小核を有する細胞を示す。

次に，新しく生成した小核が MNPCEとして

骨髄の PCE集団中に蓄積するようすを図6に示

す。この図ではあるステージから次のステージ

に移行するのに要する時間がT1に相当し，

テージの移行に要する時間が T2に相当するもの

として表現してある。 Metaの欄の0印は 1つの

正常分裂細胞を示し．黒マル印は染色体異常を持

つ分裂細胞を示している。PCE,NCEの欄のO

印はそれぞれが正常な赤血球 2細胞を示してお

り，黒マル印は小核を有する赤血球2細胞を表し

ている。すなわちこの場合はk=2であり，染色

体異常をもつ 1つの細胞が分裂すれば必ず2つの

小核赤血球を形成する場合を示している。またス

テージ（以後S)_1は被験物質の影響が現れて

いない投与直後の状態を示す。S-2で分裂像に

染色体異常が出現してくるがPCE,NCEはその

ままである。S-3になると分裂像における染色

体異常は増加する。また， S-2で染色体異常を

持った細胞は T1時間経過したので脱核まで完了

し， MNPCEとなり PCEの集団に移行してく

る。 S-3の異常分裂細胞はS-4で，またS-

4の異常分裂細胞はS-5でそれぞれMNPCE

となり，小核を持つ赤血球がPCE集団中に蓄積

4ス

されていくことになる。S-3から T2時間後，

すなわちS-7で小核がNCE中に観察されるよ

うになる。この小核赤血球はS-3~6でMNP

CEとして観察されるもの，すなわちS-2での

染色体異常を有する分裂細胞に由来している。

8(t) _.. ---・ー・・、‘・ •、;(t)

．．．． ／量こ，•’,•‘ ‘̀̀̀ 
t-T1 -T2 t-T1 t 

Time after administration 

図7 染色体異常を有ずる細胞と小核を有する PCE
の出現頻度の関係を示すモデル。

図6では，被験物質による骨髄細胞の増殖阻害

の効果が考慮されていないので．その点を考えに

入れ． さらに一般化したものを図7に示す。この

グラフの横軸は時間を，縦軸は被験物質の効果量

（任意の単位）を示している。染色体異常出現頻

度を時間の関数としてCRAB(t).時刻tに脱

核して PCEとなる数 （骨髄中一定体積当り）を

X (t)とすれば．被験物質投与t時間後の M

NPCEは次式で示される。

MNPCE(t)%=旦見It-T1 ..!...X(t)・CHAB(t)• k •dt 
PCE,J t-T1 -T2 2 

ここで100/PCEは MNPCEの出現頻度を100

分率表示するための係数で， PCEは単位容積当

りの PCEの数を示す。またぎ ・X (t)は一定

体積当りの赤血球生成系の最終分裂細胞数であ

り，本来分裂指数より求めるべきものであるが，

分裂中期像を観察して，その細胞の種類（赤芽球

かどうか）を同定するのは不可能なので、次のよ

うにX (t)を推定した。骨髄一定体積中の全赤

血球数を EBM（常に一定値を示すと仮定した）

とし，被験物質投与後t時間の PCEの全赤血球

6 -
7
 



に対する割合を PCE(t), tより△時間前のそ

れを PCE(t—•), t—△よりtまでの△時間

に新しくできた PCEの数をX (t), t -T 2― 

△よりt-T 2の間に新しくできたPCEの数を

X (t-T2)とすれば次式

EBM • PCE(t)=EBM • PCE ( t— •) 

+X(t)-X(t -T2) 

が成立する。よってX(t)は一種の漸化式として

X (t) = EBM [PCE (t) -PCE ( t —•)] 

+X(t-T2) 

と表現できる。なおXの初期値 （被験物質投与以

前の値）X (0)は

X(0)=EBM • PCE(0) • • / T 2 

で示される。ここに PCE(0)は投与時におけ

るPCEの全赤血球に対する割合であり，△はシ

ミュレーションの間隔である。

次に実際に MNPCE出現頻度の経時変化を計

算するに用いた漸化式を示す。

(a) 

MNPCE(t)= { [EBM • PCE ( t—•) 

・志MNPCE(t—•)] 

(b) 

疇•X( t -T, )

•CHAB ( t -T, ) •k ) 

(C) 

叶•X ( t - T,-T 2)

• CHAB(t -T 1 -T 2) • k) } 

1 
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図8A~C Ara-Cについてk,T,,四を変化さ

せた時のグラフの動き。A:T,=8時間， T2=
24時間と固定し， Kの値を0.7から0.1きざみで
1. 2まで変化させた時。 B:kを0.90, T 2=24時
間とし， T,を4時間から 2時間間隔で12時間ま
で変化させた時， C:kを0.90, T, = 8時間と
し， T2を18時間から 2時間間隔で28時間まで変
化させた時のグラフの動きを示す。黒丸印：観察

値，実線：推定値。

ここで

MNPCE (t):被験物質投与t時間後の MN

PCE出現頻度 （％）。初期値は当研究室の背景

データである 0.2%7)とした。

CRAB (t):時刻tにおける染色体異常を有

する細胞の出現率 （観測値及び隣接2点間の補間

値）。

Tぃ T2, k, EBM, 

については既述。

上式の （a)は△時間前の MNPCEの数

(b)は△時間の間に新しくできた MNPCEの

数であり （C)はその間になくなったMNPCE

の数をそれぞれ示している。

それぞれの化合物について， k, TI, T2を変

化させて 2時間毎の MNPCEの推定出現頻度

を染色体異常と PCEの全赤血球に対する割合

の観察値を基に計算し， MNPCEの観察値と最

もよく 一致する時のTI, T2およびKの値を求め

た。各パラメタを変化させた時にグラフがどのよ

うに移動するかを Ara-Cについて 1例を図8

に示す。推定値と観察値の一致度は，両者の差の

2乗の合計値 （例として Ara-Cについてk=

0. 90とした時のものを図9に示す），グラフの立

ち上がりの時間最高値を示す時間 MNPCE

の最高値等を考慮して総合的に判断した。Ara-

CではTl=8時間 T2=22時間 k =O. 90の時

に推定値と観察値が最もよく一致した（図10)。M

MCではTl=6時間， T2=22時間 k =O. 45で

あり， 6 -MPに関してはTl=8時間、 T2=l8

時間 k =O. 35であった （図11)。

文献から推定されるTI, T2に相当する時間を

PCE (t), x
 

(t) 

まとめたものを図12に示す。今回のシミュレー

ションの結果はそれらと矛盾しないものであ っ

た。これらの値は小核生成の速度論を理解するの

に重要な意味を持つばかりでなく，赤血球の分

化成熟を論ずる場合にも重要な要素となる。

小核出現の経時変化のパターンは用いた 3化合

物の間で異なっている。このばらつきはTI, T2 

が異なっているためではなく，先行する細胞分裂

時における染色体異常出現の経時変化を反映して

いると考えられる。その染色体異常の出現は被験

物質の吸収分布，代謝排泄等の薬物動態学的

な影響，また細胞に対する作用機構の違いによる

影響を受ける。また今回用いたモデルからもわか

るように，小核出現のバターンは染色体異常出現

のパターンを T1時間だけ平行移動したものでは

なく，蓄積効果があるためかなり異なった様相を

示す。
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図9 Ara-Cについてk=O. 90とし， T,を6~12 
時間， T2を18~26時間まで変化させた時の小核
を有する PCEの観察値と推定値の差の2乗。
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図10 Ara-Cについてのシミュレーション結果。

黒丸 ：観察値 実線：推定値
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黒丸 ：観察値実線 ：推定値
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Jenssen and Ramel (1978)18) 

Cole et al. (1979) 
2) 

← 6-8 h ~ 18-22 h→ 

Hart and Hartley-Asp (1 983) 7) 

Schmid (1975) is) 

Tarbutt and Blackett (1968)[rat] 27) 

次にもう 1つのパラメータ Kはこれまでに述べ

てきたTおよびT2と異なり，今回用いた 3化合

物間で Ara-Cは 0.90, MMCは 0.45そして

6-MPは0.35と大きなばらつきを示した。Ara-

Cのk=O. 90という値は，染色体異常を有する分

12 

2.2) Salamone and Heddle (1983) __, ~ 8 

図12 赤血球分化の最終段階の移行時間。

24)  

(1  0)(1  0)  

20 ~ 

(5)  

(2  4)  

←3.5-5 ~ 15-22→ 

裂細胞の90％に由来する娘細胞に小核が観察され

ることを意味している。MMCと6-MPについ

てはそれぞれ45％と35％の染色体異常細胞に由来

する娘細胞に小核が認められることを示してい

る。一方これらの化合物によって誘発される染色

体異常の型は Ara-C と他の 2種で大きく異

なっており （図4), k値との間に相関性のある

ことが示唆される。すなわち， Ara-Cによって

誘発される異常はギャ ップと切断であり， このよ

うな単純な切断が効率よく小核を形成する (kの

値が高くなる）ことを示している。一方， MMC

と6-MPはギャ ップ，切断の他に交換型の異常

を多く誘発している。交換型異常の場合対称形

で完全型の場合には断片は形成されない点，また

交換型を含み，細胞当り多くの異常を持つ場合に

はPCEにまで分化成熟できない I5)可能性がある

点等を考慮すると Kの値が小さくなることが充分

予想でき， シミュレーションの結果とも一致して

いる。

今回のシミュレーションの結果染色体異常の

うちで議論の多いギャ ップにも小核を形成するよ

うな染色体断片を伴うもののあることが示され

た。ギャ ップについては染色体切断との関係にお

いて判別の基準も確定していないのが現状であ

る19,21. 23. 24. 26)。今回用いた分類基準は染色

分体の軸からずれているかどうかで，非染色部分

の長さは考慮に入れなかった。またシミュレー

ションに用いた染色体異常のデータはギャ ップも

異常に含めたものを用いてある。そこでギャ ップ

の小核形成に対する関与度合を見るために， Ara

-Cについてギャ ップを異常から除いたデータ

（図3の細い実線）を用いてシミュレートした結

果 (kを変化させた 1例を図13に示す），k =2. 60, 

T1=8時間 T2=22時間を与えた時に推定値と

観察値が最も良く一致した。このk=2. 60という

値は平均して 1つの異常細胞から2.6個の小核を

持った細胞が形成されることを示しており，理論

的に考えられない値である。すなわち，ギャ ップ

のみを持つ細胞を異常細胞から除くと，染色体異

常を持つ lつの細胞が常に 2つの小核をもつ赤血

球を形成した (k=2. 0)としても，小核を有す

る赤血球のすべてを染色体異常で説明できなくな

る。このことは，今回ギャップと判定したものの

中に，小核の形成に関与する切断が含まれていた

たことを示すものである。
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Ara-Cについてギャ ップを異常か ら除いた

データを用い，Kを変化させた時のグラフの動き。

T]を8時間 T2を22時間に固定し， Kを1.0

から0.5きざみで3.0まで変化させてある。

黒丸：観察値実線：推定値

3 小核の相対DNA量と染色体断片の相対長と

の比較

小核の DNA量を測定した報告は， Heddle

and Carrano (1 977 ) ' • > が 7 -線を照射したマ

ウス骨髄細胞について行ったものがある。彼ら

は，小核の DNA量は顆粒球のそれに対して0.5 

~11. 0％であったとし，その値は種々の型の染色

体異常が確率的に起こり，その切断点を長腕の中

央と仮定した時の断片の相対長の平均値と一致し

たと述べている。

今回は， ddYマウスに Ara-Cを25mg/kg腹

腔内投与し， 24時間後に大腿骨の骨髄細胞の塗抹

標本を作製して DNA量測定のための標本とし

た。塗抹標本を DNAと特異的に結合する螢光

色素 Hoechst33258で染色し，オリンパス光学

の顧微螢光浪ll光機 (BH2-QRFL)で測定し

た。基準となる 2c（配偶子の有する DNA量

の2倍）の DNA量を持つ細胞核としては小核

を有する赤血球に近接するリンバ球を用いた。

-10 - - 11 -
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図14 Ara-C 25mg/kg,腹腔内投与24時間後にみ

られた小核の 2Cに対する相対 DNA量の分布

(a)と2時間後の分裂中期像にみられた染色体

断片の全染色体長に対する相対長の分布 Cb)。

染色体断片長の計測には， Ara-C, 25mg/kg 

を投与したマウスを 2時間後にと殺し，大腿骨の

骨髄細胞を用いて染色体標本を作製した。よく拡

がった分裂中期像を写真撮影し，写真上で断片の

長さと全染色体の長さを測定した。

小核のDNA量は2c量に対して0~3％の範

囲に分布し，モードは1.0~1.5％であった。一方

染色体断片の全染色体長に対する割合もまた 0~

3％の範囲に分布し，モードは1.0~1.5％と相対

DNA量の場合と同じであった（図14)。このこ

とは小核が染色体の断片に由来するものであるこ

とを強く示唆している。

今回の結果は HeddleとCarranoが得た値よ

り低い値を示しているが， これは 7一線と Ara

-Cの誘発する染色体異常の型の違いによるもの

と思われる。すなわち， 25mg/kgの Ara-C処

理で誘発される染色体異常のほとんどはギャップ

または切断であり，断片の長さはかなり短いもの

であることが容易に予想できる。他方， 7一線の

場合にはそれらに加え交換型の異常も多数誘発さ

れていることが推定でき，染色体断片も大きなも

のも形成されることが予想される。この差が小核

の相対DNA量の差として現れているものと考え

られる。

4 おわりに

以上の結果を総合的に考えると，染色体の構造

異常を誘発する化学物質の投与によって出現する

小核と，それに先行する染色体異常との間に密接

な関連のあることが明らかになった。このように

小核と染色体異常の関係が明らかになったことに

より，小核試験の持つ種々の利点を生かし，スク

リーニングのみならずinvivo細胞遺伝学の基礎

研究にも利用できるものと考えられる。

小核を誘発する化学物質は、染色体に構造異常

を起こすものばかりでなく数的異常を起こす紡錘

体阻害剤も含まれる1.20.21.26.28)。しかし，紡

錘体阻害剤による小核誘発の機構についての研究

はほとんどなされていない。小核生成機構の全体

像を把握するためにも今後この方面の研究が重要

であると思われる。

このたびの奨励賞授賞にあたり，種々御配慮い

ただきました本学会の諸先生方に深く感謝の意を

表します。また，本研究を進める上でいろいろ御

指導、御協力くださいました研究室の先生方はじ

め共同研究してくださった皆様に深く感謝いたし

ます。
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昭和61年度学会奨励賞受賞者論文

ヒト末梢リンパ球に於ける姉妹染色分体交換

(S CE)誘発に関する研究

1 はじめに

人間を主体として環境を眺めたとき，我々は環

境に積極的に働きかけていると同時に環境から

種々の影響を受けている。これらの環境影響を評

価する際 ヒト染色体は重要な情報を提供してく

れる。種々の環境要因による染色体の変化が招来

されることがよく知られているがこの染色体の

変化はそれ自体が直接的に観察が可能であり，か

つ定量的に評価する事が出来る遺伝物質そのもの

の変化であり．発癌老化或は次世代への遺伝

的影響と密接な関連のあることが知られている。

これら染色体の変化としては，染色体DNAの切

断とそれに続く修復等により染色体の形態が変化

する構造異常細胞中の染色体数が変化する数的

異常及び染色体を構成する二本の姉妹染色分体

間で交換が生じる姉妹染色分体交換 （Sister

Chromatid Exchanges ; SCEs)がある。特に

SCEは．近年染色体DNA傷害の鋭敏な指標と

して注目されているところである＇ ）。

我々は種々の環境変異原がいかにヒト染色体

に影響を及ぼすかについて末梢リ ンパ球培養法を

応用し，一連の研究を行ってきた。即ち，近年人

類遺伝学並びに免疫学的研究に多用されているヒ

卜末梢リンパ球培養法に注目し，その試験管内分

裂動態3-6)と染色体傷害1-9)の関係を詳細に分析

した。更にこのリンパ球培養法を用いて，invi-

troで，ベンゼン＇゚ ～ I2) • トリハロメタン I3) 

重金属＇ 4）等環境変異原物質として重要な物資

による SCEの誘発を検討すると共に，水銀とセ

レンの複合影響の定量的解析 '5)や．好発癌性遺

伝性疾患として著名な Ataxiatelangiectasia 

東京大学医学部公衆衛生学教室森本兼羹

(AT), Xeroderma pigmentosum (XP), 

Fanconi anemia (FA), Bloom症侯群 （BS)

或は Down症等のリンパ球について，その環境

変異原物資への感受性の度合を，遺伝素因との関

係から検討した '6-2 0)。更に末梢リンパ球培養S

CE法を用いて，種々の環境変異原に対する暴露

に関する humanmonitoringのシステムを開発

した。つまりここでは現在健康阻害要因として

注目されている喫煙の影響産業現場で問題とな

るmethylbromideとberyllium作業従業員の

モニタリング，或は発癌や循環器症患等の慢性症

と強い関連性を持つ種々のライフスタイルの健康

影響指標として， SCEを取り上げた I7. 2 I)。

2 培養ヒト末梢リンパ球における分裂動態と染

色体の観察3.0 

2 -1 

in vitroの細胞遺伝学研究中でも SCE研究

に関して広く用いられている哺乳類 ・ヒト培養細

胞株に比べ， リンパ球培養における細胞分裂動態

はかなり特殊なものと考えてよい。例えば図 lに

見られるように， PHA添加培養開始後64時間目

にある細胞集団をFPG分染をした後に観察して

みると，培養開始後第 1回目（Xふ第 2回目

（ふ ），及び第3回目以降 (X3+)の分裂期にあ

る細胞が共存している。即ち，第2回目の分裂期

にある細胞 CX2細胞）の相対頻度は培養56時間

目にピークに達するが （図2), それより短い，

或は長い培養時間においても常にX1細胞が混在

するのが一つの特徴と言える。

これらの heterogeneityの説明としては主
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としてPHAに対する反応時間の相異説と世代時

間相異説とがあった。現在までのところヒト末梢

リンパ球の分裂動態に関する研究は数十を数える

がそれらの研究のほとんどはかなり高濃度のト

リチウムサイミ ジン (3H-TdR)を添加した

au toradiographyによるものであった4)。とこ

ろが． 3H-TdRによるラベリングにより細胞分

裂の遅延が生ずることはよく知られている。そこ

で． FPG分染と autoradiographyの同時解析

法により．先ず細胞分裂動態の遅延が生じない程

度に3H-TdRでラベルするにはどのく らいの

濃度が適当であるかを検討し．更にリンバ球分裂

動態の解析を行った。

ヽ ．
 
i
 I
 

X3+ 2 -2 FPG分染とautoradiographyの同時

解析法3)

Bromodeoxyuridine (BUdR)を含んだ培養

液中での分裂回数は，図 lに示すようなFPG分

染により容易に識別可能である。又， ごく低濃度

の :IH-TdRでパルスラベルすることにより，

個々の細胞がいっDNA合成を行ったかを推定す

ることが可能である。この2つの方法を組み合わ

せることにより上記のような複雑なリンパ球の

分裂動態をも容易に識別可能となった （図3)。

しかし，ギムザ染色をしたスライドグラス上に直

接autoradiography用の乳剤をひいた場合，ギ

ムザ色素と乳剤との化学的反応により多くの銀粒

子が生ずる。従って従来の方法では，ギムザ染色

の後一旦アルコール等でギムザ色素を脱色した

後 autoradiography用乳剤をひくことにより

FPG分染と autoradiographyを行わざるを得

なかった。 しかし，我々らはギムザ色素による

FPG分染の後，高分子物質 Formvarの薄膜

を塗布し，その上に直接乳剤をひいてautoradio-

図1: brdUrd処理後FPG分染による 1回目 (Xふ
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図2：培養時間によるX,,

2回目 (X2)並びに 3回目以降 (X3十）のリ ンパ球分裂
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graphyを行う方法を開発した。 本 FPG•

autoradiography同時分染法の特徴は， 1) au-

toradiographyの銀粒子と分染された染色体像

が同時に観察できること，及び 2)十分な銀粒

子数を得るために長い露出が必要な場合にも，

autoradiographyとは関係なく FPG分染を行

えることから、質の良い分染が可能であること，

等である。

2 -3 3H-TdRによる細胞分裂動態の攪乱

現象3)

既に述べたように， リンパ球分裂動態に関する

従来の研究は，ほとんどが 3H-TdRによる

au toradiographyを利用していた。そこでこ

れら 3H-TdRでラベルすることによる細胞分

裂動態への影響を検討したところ （図4),0. 2 

μ Ci/ml 3H-TdR以上の濃度で 8時間細胞を

ラベルした場合に，顕著な細胞分裂動態の遅延が

観察された。又，図＊に見られるように 3H-Td

Rの取り込みの強い細胞ほどその遅延効果は大き

かった。ちなみに 3Hの1崩壊当りおよそ 5mGy

の吸収線量を仮定して， autoradiographyにお

ける銀粒子の誘発効率をも考慮して吸収線量を推

定したところ，例えば0.5μCi/mlの 3H-TdR

処理の場合 1時間当りの吸収線量は 30mGyと

された。一方， 1回目， 2回目，及び3回目以降

の分裂期にある細胞の割合を対照群と比較して

0. 5μCi/ml 3H-TdR処理時の細胞周期の遅

延時間を推定したところ 4~6時間であった。通

常のリンパ球の場合，一世代時間は12~14時間で

あるが， 0.5μCi/ml 3H-TdRのラベリング

により 4~6時間の細胞分裂遅延が生じた場合，

約18時間の世代時間を示すものと考えられる。

従ってこの一世代時間内の吸収線量は30mGy/

h x 18h=540mGyとなり， 1 Gy当りの細胞分

裂遅延時間は約10時間と推定された。この遅延時

間は， PHAで賦活する前の (G。期にある）ヒ

卜末梢リンパ球について我々が観察した値 (1G 

y当り約 1時間或は1.3時間）6. I 8)に比し，か

なり強い遅延率を示している。この差の原因とし

「
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図4：種々の トリチウムサイミ ジンで処理した際に生

ずるヒトリ ンパ球分裂遅延作用

ては 3H-TdRによる照射が感受性の高い

cycling細胞に対してなされたこと，特にG2期

にblockされている間の照射が多くなっている

ことが主として考えられる。

リンパ球分裂動態

0. 1 μ Ci/mlの 3H-TdRによるラベリング

表 1:ヒトリ ンパ球のPHA添加培養後異なる時間にトリチウムサイ ミジンにpulselabelした後， 64時間培養し

た際に観察されるラベルされた細胞の割合。
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図 7:ヒトリ ンパ球分裂動態

を用いたFPG分染ーautoradiography同時分

析法により，例えば64時間培養後のリンパ球につ

いて， それを第 1回目 （X,), 第2回目 (X2),

或は第3回目以降 (X口 の分裂期にある細胞が

それぞれいつ最初のDNA合成を開始したかを検

討したところ，表 lに示すようにXJ十細胞はPH

A添加後早期に，一方， x，細胞はPHA添加後
比較的遅く最初のDNA合成を開始した細胞集団

であることが明らかとなった。これらの事実は既

に述べたごとく． リンパ球培養における heterog

e-neityが主としてPHA添加後DNA合成を開

始するまでの時間の違いに由来することを強く示

唆している。更に． PHA添加後24~32時間或

は32~40時間の間に最初のDNA合成を開始した

リンパ球についてx,~XJ十の細胞毎にそのラベ

リング指数から一世代時間を求めたところ，およ

そ12~14時間の世代時間が観察された （図5)。

即ちリ ンパ球は． PHA添加後早期に細胞分裂周

期にはいるものも，又，比較的遅く細胞周期には

いるものも同様に12~14時間の世代時間を持って

いるものと考えられる。更に， これを確認するた

めに72時間培養の固定前．異なる時間に BUdR

を添加した細胞についてx,~X3十細胞の割合を

観察したところ，約12時間の世代時間により細胞

が分裂を行っていることが明らかとな った （図

6)。即ち．PHA添加培養によるヒトリンパ球の

分裂動態は．図5に示すように． PHA添加後早

期にDNA合成を開始するものは24時間ごろか

ら，又， 遅い集団では数日後に最初のDNA合成

を開始するものとみられるが何れも一旦細胞周

期に入った後は． 12~14時間の一世代時間で何回

かの細胞分裂を繰り返すものと考えられる （図

7)。

PHA反応時間のheterogeneity1 8 > 

それではなぜこのようなPHAに対する反応

の相違が生ずるのであろうか。この機作として

は，大きく次のような 2つの説明が可能である。

l)リンバ球の平均寿命はおよそ 3年と考えられ

ている。 即ち，あるリンパ球は流血中に放出され

たばかりでありあるリンバ球は数年前より流血

中に存在することになる。ところが流血中にある

リンパ球はいわゆる休止期 (Go期）にあり， こ

の時間（流血中の年齢）が長くなればなるほど，

細胞としての全体的な活性度が低下するものと考

えられる。PHAを添加後のリンパ球について

は，様々な細胞活性の上昇が観察されるが，いわ

ゆる血液中での年齢の高い細胞では細胞分裂に必

要な細胞の活性を獲得するまでに，若い細胞に比

べより長い時間が必要である。つまり， PHA添

加培養後比較的早期にDNA合成を開始する細胞

は血液中での年齢が比較的若い細胞群であり，比

較的遅く DNA合成を開始する細胞群は年齢の高

い細胞群であると考えられる I8)。

2) PHAに反応するリンバ球は免疫学的にいく

つかのサプグループに分類される。たとえば，直

接的にPHAに対するレセプターを細胞膜に保有

しているのはTリンバ球（厳密にはTリンパ球中

にあるサプグループ）と考えられているが， これ

らのTリンパ球がPHAに反応して細胞周期に

入った後種々の lymphokineを合成し細胞外

に放出することが知られている。 これらの

lymphokine類のあるものは非Tリンバ球の分

裂を補助する作用もあることから，培養開始後か

なり時間がたって後にDNA合成を開始するリン

パ球中には非Tリンバ球等が含まれてくるものと

考えられる。このようにPHAに対し直接 ・間接

に反応し，免疫学的にいくつかのサプグループに

分かれるリンパ球についでその反応の機作を考

慮した場合，細胞分裂に入る時期がそれぞれ異な

ることが十分考えられる。

SCEの変動要因

培養法によるSCE頻度の相違として決定的な

ものは，いわゆる “micro"法か “macro"法

かの相違である。前者は，採決後赤血球等を含む

全血そのものを培養する方法であるが後者は，

一旦リンパ球のみを Ficol-Paque等で分離し

て培養する方法である。BUdRの濃度を一定に

したばあい， optimalな培養条件では “macro"

2 -6 baseline 
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図8:異なる BrdUrd処理をした際に生ずるリンパ球分裂の遅延と SCE baceline頻度の上昇

法のSCE頻度が “micro"法のそれと比し， 20

~30％高いことが知られており， cell-densityの

相違による BUdRの実行農度の違いなどが原因

として考えられているがあまり詳細な検討は行

われていない。

現在もっともよく用いられている培養液は，

RPMl1640, MEM, Ham's FlO, McCoy 5a, 

TC199 (109)などであるが， TC199(109)系を

除いては増殖の程度は殆ど同じであり，他の培養

条件を一定にした場合のSCE頻度にはさほど大

きな差は認められない （未発表資料）。しかし，

細胞内部での実効 BUdR農度は個々の細胞内部

でのthymidinepoolに大きく左右される。し

たがって，個々の培養液の持つ栄養条件が リン

パ球のpre-cursorspoolに対し，どの程度の影

響があるかを考慮する必要がある。また，予め

thymidineを添加した培養液を用いる場合には，

若干高めの BUdR濃度を採用する必要がある。

次に， リンパ球培養に最もよく用いられている

RPM11640 を用いて BUdRの濃度を変化させ，

それによる baselineS C E頻度と細胞分裂遅延

への影響を観察したところ（図 8),BUdR 50 

μM前後まではBUdRの濃度の上昇と共にSC

E頻度は徐々に上昇して行くが． BUdR50μM 

以上の農度では．かなり急激な頻度の上昇が観察

された。

リンパ球を賦活させる分裂促進剤としては，現

在． PHAが多用されているが， PHAは直接的

にはTリンバ球を賦活するものの，数日後にはT

リンパ球により合成されるある種の lymphokine

により， Bリンパ球系も徐々に賦活され分裂サイ

クルに入ってくるものとの報告がある。

ところで， PHA以外のレクチン顆を用いた際

に観察される baselineS C E頻度はかなり変動

する。この機作としては、例えば Santessenら

によって最初に示されたように．Bリンバ球系と

Tリンパ球系のみならず． Tリンバ球系の中でも

異なるTリンパ球賦活剤に反応するサプセットに

おける baselineS C E頻度の差異を反映してい

ると考えられる。また．例えば，分裂促進剤をP

HAと限った場合でも，その添加の濃度により S

CEが変動する可能性，或いは． メーカーの異な

るPHAを用いた場合に得られる baselineSC 

E頻度の変動の可能性などが報告されている。

一般に， PHA等の分裂促進剤を添加して培養

開始後リンパ球は24時間目以降順次最初のDN

A合成を開始するが， この間賦活化による細胞活

性の上昇と共にいく つかの修復酵素の活性も上昇

する。しかしながら，誘発された損傷がSCEと

して固定されるためには，その細胞がDNA合成

行う必要があり，培養開始から最初のDNA合成

までの間に新たに合成された修復酵素による修復

を受けた場合， SCE誘発傷害が減少することも

考えられる。培養開始後，ある細胞は24時間目 ご

ろから，また，ある細胞は数日後から最初のDN

A合成を始めることが知られているが， これら比

較的早期にDNA合成を始める細胞は，末梢血中

の 「年齢」が若い“fresh"な細胞であり，比較

的遅く DNA合成を開始するものは年齢の高い細

胞であると仮定すると，従来の知見がよく説明さ

れる場合が多い I8)。従って，培養時間を変える

ことは異なる細胞集団を samplingすること

になり，ほとんどの場合，培養時間を変えること

により baselineS C E頻度が20~30％変動す

る。また，誘発損害のある際には，この変動の幅

はかなり大きなものになる可能性もある。

3
 
培養リンパ球におけるSCEの誘発

ヒト末梢リンバ球を化学物質で処理することに

より SCEを誘発することが出来る。変異原物質

により処理された細胞には様々なタイプのDNA

損傷が誘発されるが，それらのうちのあるものは

SCE誘発要因として作用する一方， また，有る

ものは細胞分裂の遅延作用を誘発する。一般に，

SCEを誘発するような処理に対応して細胞分裂

遅延も同時に生ずるものと考えてよい。ここでは

これら細胞分裂の遅延が，観察されるSCE頻度

に及ぼす影響を含め，ヒト末梢リンパ球培養法を

用いた化学物質誘発SCEの検出法について検討

する。更に，invitroで誘発されたSCE頻度を

指標に，我々は種々の重要な環境変異原の影響評

価をおこなってきた。ここでは数少ないヒトに対

する発癌物質でありながらその染色体傷害並びに
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白血病誘発の詳細な機構が不明である benzene

ついて我々の研究成果を述べる。

化学物質処理とリンパ球分裂動態の遅延

既に述べたように， ヒト末梢リンパ球をPHA

等を添加して賦活化し培養した場合，培養24時間

目頃よりDNA合成を開始する細胞が現れる。以

後，経時的にDNA合成を始める細胞が現れるた

め，例えば72時間培養した際には 1回目， 2回

目，或は3回目以降の分裂期にある細胞が混在す

ることは既に述べた （図 l)。これら分裂回数の

子となる細胞の相対的割合の変化から細胞分裂遅

延の程度を定量的に測定することが出来る。そこ

でヒト末梢リンパ球を化学物質で処理した際生ず

る細胞分裂遅延について， SCE分染法を用い検

討した。
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ヒトリンパ球を72時間培養した際 Colcemid

添加 ・細胞固定前の異なる時間に BUdRを加

え，視察される 1回目 exふ 2回目 (X2), 或
は3回目以降 exぃ），の分裂期にある細胞の相
対頻度を見た場合，図6の破線のごとくである

が同様の培養に於いてPHA添加前にMMC

(3 X lいM, 1時間処理）で処理した際に生ず

る細胞分裂動態は，図6の実線のように観察され

る。即ち，無処理の場合にはX2の細胞のピーク

が24時間目の BUdR添加時に見られるのに対

し， MMC処理群ではふ細胞のピークが36時間

前後に観察される。即ち， 1回目のS期の開始

が無処理群では培養開始後48時間目に， MMC

処理群では36時間目にある細胞が72時間培養の場

合 samplingされている事を示している。更

これら化学物質処理による細胞分裂の遅延をに，

C. 
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図10:Downリンパ球（実線）並びに対照正常リ ンパ球（破線）のそれぞれにおける 7線及びbleomycin処理による

分裂遅延時間の測定
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定量的に扱うための手法についてのべる。正常児

と，放射線に対し高感受性を示すことが知られて

いる Down症 (Trisomy21)患児とから採血し

たリ ンバ球を培養し，経時的にX1~X:1十細胞の

相対頻度を観察すると図9のようになる。一方，

これらの66時間培養時においで放射線に類似し

てDNA鎖の切断を生ぜしめる化学物質であるプ

レオマイシン (BLM)を異なる濃度で添加し，

66時間目にみられるX1~x3十細胞の相対的な頻

度を見てみると図10のようになる。図10には，線

量に応じて細胞分裂遅延の生ずることがよく知ら

れている 7線のデータも同様に示してある。たと

えばこの7線のデータで 6Gy (600rads)照射

時 Down症患児細胞の場合， 25％のx,,59% 
のX2, 16％のx3十細胞が観察されるが， この相

対頻度は，非照射の Down細胞に於いて54時間

目にみられる頻度と合致する （図9)。また，同

様の7線照射は正常細胞に於いて33％のXI,55 

％のX2, 12％のXぃ細胞を生ぜしめ， この頻度

は非照射群において57時間目に観察されるものと

同一である。従って， 6Gyの7線照射はDown

症細胞においては12時間の，正常細胞においては

9時間のdelayを誘発するものと解釈される。

同様の方法でこれらプレオマイ シン及び7線の各

線量において遅延時間を測定したのが図10に示し

てある。これらの研究は， SCE観察用に用いら

れる姉妹染色分体分染法を利用して細胞分裂動態

を正確に測定することの出来る手法として新たに

注目されている。

分裂遅延のSCE頻度への影響

前述したように，通常化学物質処理により

SCEのみならず細胞分裂の遅延が生ずる。この

事実は， もし， 化学物質処理と培養時間を一定に

したばあい．処理量に応じ，細胞分裂の遅延が生

じることから．異なる subpopulationをsampl-

ingしていることを強く示唆している。そこで先

ず，培養開始後24時間目にMMCでpulse処理

し，その後， 44~88時間の培養を行い第2回目の

分裂期の細胞における SCE頻度を検討したとこ
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図11: Mitomycin処理後異なる培養時間におけるリ
ンパ球分裂動態と誘発SCE頻度の変化

ろ，図11に示すごとく， 68時間培養でもっとも高

いSCE頻度が得られ，その前後の培養時間では

かなり低い平均SCE頻度を示すsubpopulation

を samplingしている事が明かとなった。一般

に同一の処理を行った場合でも個々の細胞におけ

る傷害量は均ーではなく，何らかの分布を示すも

のと考えられる。又 MMCで誘発される様々な

傷害のうち， SCEに至る傷害と細胞分裂遅延に

至る傷害とはかなり共通していると考えられる

が，このことは，比較的に大きな傷害量を受け高

いSCE頻度を示す集団は，より長い細胞分裂遅

延を示すことからも理解される（図12)。従っ

て，培養時間を長く取れば取るほど高いSCE頻

度を持つ細胞集団が samplingされることとな

る。一方，培養時間を長くした際にはMMC処理

後より長い時間G。/G期にあり，傷害を修復す

る余裕を持つ細胞が第2回目の分裂期にある細胞

として観察され始めるために，上で示した実験で

は70時間前後にSCE頻度のピークが現れるもの

と考えられる。例えば， MMCや4NQOを異な
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モデル図

20 

゜
る濃度で培養開始後24時間目にpulse処理した

際に得られる dose-responsecurveは図13のよ

うであるが， この curveで特徴的なことは，か

なり高い濃度 （これらの濃度は同時に極めて長い

細胞分裂の遅延を生ぜしめる濃度）で処理した際

に誘発される頻度は正常な dose-response

curveよりもはずれ，むしろ．期待値よりも低く

なる傾向を示す。これらは，細胞処理から sampl-

ing迄の時間を固定したために極めて高い濃度の

化学物質処理によって生じる細胞分裂の遅延が長

過ぎるため，高いSCE頻度を持つ subpoplation

がこれらの培養手法では samplingしきれないた

「
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HOURS IN BrdUrd BEFORE FIXATION 

図14:ヒト リンパ球培養終了前，異なる時間BrdUrd

を処理した際に観察される SCE頻度の変化

(mitomycin-C処理）

めと考えられる。ちなみに我々はより高い濃度

(3 X 10―5M, 1時間処理）のMMCで処理した

際 S c'E頻度のピークは細胞分裂遅延がより強

く生じるために84時間目に現れることを確認して

いる。更にこれらの現象をより端的に観察するた

めに，同様のMMC処理を行った後72時間培養し

た細胞について細胞固定 (72時間）の前異なる時

間 BUdR処理を行ったところ図14の結果を得

た。この図は， l) 1世代時間の短い細胞ほどS

CE頻度が低い事を示すと共に， 2) MMC処理

後 BUdRを添加するまでの時間誘発傷害を修

復するための時間或いは細胞分裂によって誘

発傷害が diluteする時間が長い細胞が混入して

くるために， SCE頻度が低下する現象を現して

いる。つまり， リンバ球培養のみならず，多く用

いられている培養細胞において化学物質誘発SC

E頻度を見る際 BUdRの処理時間も，観察さ

れる SCE頻度に影響を及ぼす点に留意せねばな

らない。

3 -3 

り，

ベンゼン代謝物によるヒト末梢リンパ球

SCEの誘発と細胞分裂阻害作用

ベンゼンは，工業的に多用される重要物質であ

ガソリン中に含まれていることなどから又

- 26 - ―-27 -
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図15:Benzene及びその代表的な代謝物によるSCEの誘発

S-9 Mixによるベンゼン代謝とSCE, 

分裂遅延の誘起

培養開始後40時間のリンバ球をベンゼン及び

S-9 Mixで2時間処理し，全72時間培養後SCE

（図17)と分裂頻度 (X1, X2．ふ） （図18)を

求めた。これらの結果から． S-9Mix 10％添加

時に． これらの作用が最も強いことが明らかと

なった。また，ベンゼン十S-9(10%)にGSH

を加えた場合． 3 mM  GSHの添加でSCEは

まった＜誘発されなかった。

培養開始後異なる時間にベンゼン (5mM)と

S-9 Mix (10%)を2時間処理し， SCEを分析

した。その結果細胞がS期に入る直前に処理し

た場合SCEはもっとも高く，培養開始直前の処

理では全く上昇しなかった（図19)。この結果

は，ベンゼン代謝物によって誘起されたDNA傷

害は時間と共に修復される事を示唆している。

更に．ベンゼン代謝物と S-9Mixによる処理

を行った場合SCEをもっとも強く誘起する至適

のS-9Mix濃度はカテコールがもっとも低く．

o．曇ENZENヽ

0,--11--------~--— 
←― ‘`‘OX3+ 

" l l l I I 
b. PHfNOL 

←ー/J,.—---

§X2 

←→,------—→一→ーマー
:::--------―----と—一,, x1

c. CATECHOL 

X1 

X2 

10-1, 10―5 10-J 
5.0 

゜

←Iヘー―‘¥X2

…—／一―-ジぶ
i |て:1| 4贔I210 
10-0 10-5 10-4 

CONCENTRATION (M) 

10-3 

図16: Benzeneとその代謝物によるヒトリンパ球分裂の遅延作用。
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環境汚染物質の一つとしても注目されている。一

方，ベンゼンは染色体傷害を誘発し， ヒトについ

て発癌性のあることが知られているがその作用

機作については不明の点が多い。

本報告では．ラット肝ミクロゾーム (S-9Mix) 

処理によりinvitroでのベンゼン代謝を実現し

染色体DNA傷害を鋭敏に反映する姉妹染色分体

交換 （SCE)の頻度を指標として，ベンゼン代

謝と染色体DNA傷害との関連性について検討し

た。

ベンゼン或は主要なベンゼン代謝物 （フェノー

ル，ハイドロキノン，カテコール）で処理した

後 SCE頻度（図15)と第 1回目 （Xふ第2回

目 （Xか第 3回目 (X:,)の分裂期にある細胞

の相対頻度を求めた（図16)。又， この図のデー

タから細胞分裂遅延時間を評価した。これらの結

果から，ベンゼンそのものは全く SCEを誘発せ

ず，分裂遅延作用も弱いこと，代謝物の中ではカ

テコールとハイドロキノンが極めて強い毒性を持

つことが明らかとなった。
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図19: Benzene+S-9 mix (10%. 2時間パルス処

理）を異なる培養時間に行った際に生じる SCE

の誘発

ハイドロキノンがそれについだ。

これらの結果から，ベンゼンの代謝物のうちカ

テコールとハイドロキノンの代謝物（おそらくべ

ンゾ（セミ ）キノン類などのオキサイド）がDN

A傷害を誘起する直接の物質と考えられる。

b. 2 x 10-•M Benzene 

10 30 90 

守っている生活習慣数

1 -4 

5, 6 

7, 8 

リンパ球培養による humanmonitoring 

発癌や遺伝影響は染色体DNAの変化と極めて

関連性が深い。そこでライフスタイルと染色体D

NAの変化の関係を定量的に把握することは，集

団のレベルで遺伝的健康度を評価する良い科学的

指標となりうると考えられる。この様な染色体D

NAの変化としては，従来は染色体構造異常 （放

射線等の染色体DNA鎖を直接切断するタイプに

極めて感受性が高い），並びにSCE （染色体D

NAを直接切断せず，そこに付加体を結合挿入

する修飾作用に対して感受性が極めて高い）等が

近年よく用いられている。又前者染色体構造異

常の観察は 1個人当り200個以上の多数の細胞を

詳細に観察する必要があり，集団を対象としたス

クI}ーニング的な調査研究の指標として経済性の

点で問題があった。近年これら染色体構造異常と

数的異常の総合的な指標としてより簡便な小核法

が提案されている＇ 3)。この小核法はなんらかの

染色体変化を持った細胞が分裂する際に，切断や

表2 染色体の変異に関連する 8つの生活習慣と ライ

フスタイルの分類

8つの生活習慣を幾つ守っているかによ りライフスタ

イルの良否を分類した。

8つの健康習慣

1

2

3

4

5

6

7

8
 

喫煙

飲酒

朝食

睡眠時間

労働時間

身体運動スポーツ

栄養摂取のバランス

自覚的ストレス量

8つの健康習慣のうち，幾つ守っているかによる

ライ フスタイルの分類

4 -1 

ライフスタイル

不良

中庸

良好

不分離を起こした染色体を細胞質に残したまま次

の分裂サイクルに進行して行くため，核外に染色

性のDNA断片を観察することにより，間接的に

染色体の変化を評価する手法である。又，点突然

変異を末梢リ ンパ球培養法により評価する手法も

近年実証的なデータが数多く発表されてきた。

ライフスタイルの染色体のDNA(SCE) 

への影響

そこで我々は，プレスローの 7つの健康習慣に

自覚的なストレス量を加えた 8つの日常生活習慣

について調査し，葛飾区の区民健康診査を受診し

た人々の中から150人に協力を求め，そのリンパ

球を培養してライフスタイルと SCEの頻度との

関連性を調査した。ここでは8つの生活習慣のう

ちいく つ良い習慣を守っているかで表2のごとく

3つのグループに被験群を分穎した。各々の分

類 男女毎にbaselineS C E頻度と、発癌物質

に対する感受性を検討する目的からDNA傷害性

—1•:> 
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e
d
 1
3
:
>
S
 

,
t
鴫

図20:表 2のライフスタイルの分類による SCE

baseline頻度と mitomycin-C誘発頻度との関

連性
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図21：注目した 3つの健康習慣を行っているか否かに

よる bacelineS C E頻度の有意な変化。

物質である mitomycin-C(MMC)の一定量

(3 X 10―8M, 72時間処理）による誘発SCE頻

度を検討したところ，ライフスタイルの良好な群

ほど有意にSCE頻度が低いことが明かとなった
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（図20）。また， これら 8つの生活習慣のうち，

SCE頻度への寄与が大きい 3つの生活習慣，即

ち，喫煙飲酒，並びにストレスの量の 3つを

取って， 3つの生活習慣のうち幾つ守っているか

で4群に分けたところ，やはりライフスタイルの

良いものほどSCE頻度の低い傾向が見られた

（図21)。尚，これらの中では，喫煙が単独でも

その一日の喫煙本数に応じて抹消リンバ球のSC

E頻度を有為に上昇させる事実は既に報告したと

ころであるが2, I 4) •更に我々が，大学周辺の喫

茶店で働く非喫煙者の抹消リンバ球を職業上も日

常生活も殆どタバコ煙に暴露する事のない人たち

をコントロールとして調査した。これらの喫茶店

では客の喫煙のたばこ煙に殆ど恒常的に暴露して

いる環境での労働であり，かなり過醗な受動喫煙

の影響を評価することが可能である。それらの結

果受動喫煙者の平均値は， bacelineS C E頻

度では非喫煙者のそれに近かったが， MMCを一

定量負荷した際に生ずる SCE頻度は非喫煙者の

それよりも有意に高い事が明かとなった…。こ

れらの実験結果は，調査対象とした間接喫煙群の

抹消リンパ球では非喫煙者のそれに比べて， 1) 

有害な発癌性物質が細胞外に存在した際それら

が細胞内の染色体DNAに到達する割合が増加し

ている， 2）染色体DNAに生じた傷害は経時的

に修復されることは良く知られているが，それら

の修復能が低下している， 3)染色体DNA傷害

が存在した場合にそれらが姉妹染色分体交換に転

換される割合が増加している，等の可能性を示唆

している。

ライフスタイルと染色体修復阻害に対す

る感受性

次に染色体の構造異常を指標にしてライフスタ

イルの遺伝毒性的な影響を評価した。我々が取っ

た方法は放射線の一定線量 (2Gy)により一定

量の染色体DNAの切断を先ず生じさせる。これ

らの切断は各々のリンパ球中に存在する修復酵素

により通常数十分以内に殆どが再結合して修復す

ることが知られている。ところがこれらのうち
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図22:ライフスタイルによる放射線誘発染色体傷害の

ara-Cによる修復阻害に対する感受性の影響

ある切断端は元の通りに再結合せず，誤って他の

切断端と再結合した結果二動原体染色体や環状染

色体が生ずることが良く知られている。一方、こ

れらの染色体DNAの切断端の修復を阻害する物

質としてcytosinearabinoside (ara-C)が良く

知られている。そこで我々は一定線量でリンパ球

を照射しながら ara-Cで処理することにより，

修復阻害に対する個々人のリンパ球の感受性を観

察した。その結果修復阻害剤である ara-C処

理による染色体構造異常（二動原体染色体と環状

染色体）の上昇比は驚くべき事にライフスタイル

の悪い（表2に述べた健康習慣のうち，守ってい

る数の少ないもの）ほど ara-C処理による染色

体構造異常頻度の上昇比が大きい傾向を示した

（図22）。 現在までのところ30名についての分析

結果であり，サンプルサイズが小さいことから統

計的な有意性には至っていないが目下対象者を

増加して解析を継続しており，その結果が注目さ

れるところである。

以上述べてきたように，我々の最近の知見は，

胃癌や肺癌等と直接的な関わりの深い日常生活習

慣が発癌遺伝影響や加齢現象と極めて密接な関

連にある染色体の変化と も定量的な関連性を持つ

ことを示している。ただこれらは何れも集団の平

均値であり，その集団の個々人のバラッキや変化

はかなり大きく ，その個人間のバラッキの多くは

他のライフスタイル・環境要因と遺伝要因で説明

可能と考えられるがその実証的な研究はこれか

らの課題である。

遺伝的な有害因子への適応現象

前節で述べたように染色体DNAに生じた変化

は通常修復酵素によるほぼ完全に修復される。こ

れら修復酵素の量 （いわゆるpoolsize)は、通

常一定であるが，ごく微量の遺伝的有害因子に長

期間暴露し続けた細胞では，そうでない場合に比

べてこれら修復に関与する酵素群のpoolsizeが

増加しているのではないかと解釈できる研究が近

年盛んである。例えば California大学の Wolff

教授はごく徴量の放射線に長時間暴露した場合の

細胞では、次に高線量のX線により誘発される染

色体構造異常頻度が低線量事前暴露のない場合

に比べ有意に低い結果を報告して注目された。も

し， この報告があまねく事実であるならば，ごく

微量の有害因子に暴露し続けた人ほど有害因子に

対して抵抗性が増すことを意味している。ライフ

スタイルの影響の特徴の一つに， ごく低量（少

）かつ長期間の曇露が挙げられる。この事実か

ら，ライフスタイル （環境）と遺伝的健康度の関

連性を探る際，これらの適応現象をどのように評

価するかは重要な課題である。そこで我々は，

卜抹消リンパ球を用いてごく少量の発癌性物質

(Methyl-nitro nitrosoguanidine ; MN  NG) 

を長時間暴露させ，次に大量のMNNGにより多

量のDNA傷害を人為的に誘発してそれらによる
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図23:ごく低濃度のMNNG3日間連続処理による細

胞性適応型修復能の誘導

SCEの誘発頻度を比較した。その結果 血液提

供者として用いた 5人を集団としてみた際には明

らかにごく低濃度(lOng/ml)のMNNGの3

日間連続投与によりMNNG誘発SCEに対する

感受性の低下が観察されたが， これらの内の 4人

を個々にみてみた場合 （図23). lOng/mlの低

濃度長期暴露に対して適応を示す血液提供者と．

殆ど適応を示さないものとが存在する可能性が示

唆された。これらは，適応能においても遺伝的な

heterogeneityの存在を強く示唆しており，今後

より多くの集団に対してこれら適応能の分布を観

察する必要があろう。

次世代への影響を評価する際基礎的かつ包括的

な指標と考えられる染色体DNAの変化とライフ

スタイルの関連性について我々の最近の知見を中

心に解説した。とくに注目すべきは，いわゆる健

康習慣としてライフスタイルを見た場合に，ライ

フスタイルの良い集団ほど染色体の変化 (SCE 
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頻度並びに放射線誘発染色体DNA切断の修復

阻害作用に対する感受性）が低い傾向が明かと

なった。これらライフスタイルが発癌を初めとし

た健康破綻と定量的な関係を持ち，かつ染色体D

NAの変化も発癌加齢或は遺伝影響と密接な

関連性のあることを考え合わせると， これらの知

見はライフスタイルが遺伝的な健康に対して極め

て重要な役割を果たしているものと解釈できる。

本論文に紹介した研究は，文部省科学研究費

（一般研究B) 「生活様態が染色体傷害並びに

Quality of Lifeに及ぼす影響に関する公衆衛生

学的研究」，日産財団奨励賞研究費 「有害環境因

子の複合影響の定量的解析と機構に関する研

究」，及び厚生省癌研究費 「がん一次予防に関す

る疫学的研究」，の援助を得て行った。
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Summary not adapted to pick up this kind of genetic 

The concept of evolution and species forma- changes. Other problems in short-term test-

tion has largely been founded on rare muta- ing for carcinogenicity concern the joint action 

tional events in combination with selection of different endpoints in multistage carcino・

forces causing a gradual shift in gene genicity and synergistic effects involving for 

frequencies. The mutations usually consi- instance free radical formation and effects on 

dered in this and many other biological con- the protection mechanisms against radicals. 

texts include point mutations, chromosomal It is emphasized that future testing strategies 

aberrations and numerical deviations of have to take these facts into consideration, 

chromosomes that is, "conventional" muta- but also that the accumulated experience from 

tions. However the development of molecular short-term testing has to be used more effi-

genetics during the last decade casts some ciently by means of computer systems. 

doubts whether this picture of evolutionary 

processes is suficient. The recognition of 

various non coding DNA sequences and 

"parasitic" DNA, as well as a high degree of 

instability of certain sequences of DNA point 

to more dynamic properties of the genetic 

material than previously visualized. These 

properties also apply to tissues and cells dur・

ing the process of tumour formation. The 

genetic alterations encountered in carcino・

genicity indicate a genetic instability and a 

cascade of effects. Changes at the DNA level 

do not only comprise "conventional" point mu・

tations and chromosomal aberrations but also 

othe『 alterations such as gene amplification, 

transposition, genetic recombination and DNA 

methylation. Standard short-term assays are 

Introduction 

The use of short term mutagenicity assays to 

detect carcinogenic chemicals is based on the 

correlation between mutagenicity and car-

cinogenicity. That there is a connection be-

tween cancer and somatic mutations has been 

suspected since several decades ago and 

gradually stronger and stronger support for 

that notion has been acquired through the 

years. It is, however, not until the last few 

years that a causal correlation between 

carcinogenicity and mutagenicity has been dem-

onstrated primarily through the analyses of 

viral and cellular oncogenes. Although the 

theoretical foundation for the use of short-

term mutagenicity tests should have been 
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strengthened by these results, the actual situa- But also at the genetic level the question is 

tion is by no means that simple. It is some- to what extent the standard short-term assays 

what of a paradox that the application and can reflect what actually occurs during cancer 

interpretation of short-term mutagenicity tests induction and tumour development. I will 

in fact seem to be more confused than ever briefly express some concern in that respect. 

in spite of the overwhelming demonstrations But I will start by giving some very general 

that definable mutations constitute critical background of the problem. 

events in tumour development. Ten years 

ago studies of carcinogenic chemicals with Current concept of speciation and evolution 

Ames test showed a remarkable correlation Up to about 1970 the conception of the 

between mutagenicity and carcinogenicity and biological world centered around the stability 

they fed the hope that carcinogenic chemicals of the genetic material. The stability of DNA 

in the environment could be identified and was the consequence of the semiconservative 

even quantitatively evaluated by simple in replication. The necessary instability of the 

vitro bacterial tests. Extending the data base system was provided by mutations as rare 
to various groups of chemicals evidently has stochastic events and by recombination, 

changed the picture and we now know that through which the existing genetic variability 

both false negative and false positive results was reshuffled between the generations. This 

are produced in bacterial and other short- emphasis on the genetic stability has also 

term tests by certain categories of chemicals. become the foundation for our present concept 

This has been shown by Shelby and of evolution as a slow and gradual process 

Stasiewicz (1984) and Zeiger and Tennant with a high stability of species and popula-

(1986) using recent data sets from animal tions. The basis for the.concept of evolution 

cancer tests, comprising more random selec- in population biology has been the Hardy-

tion of chemicals than in many previous in- Weinberg's law, which describes the frequen-

vestigations. Presumably the selection of test cy of different genotypes in a population. A 

chemicals in the beginning of the use of deviation from the expected frequencies in-

short-term tests was directed towards agents dicates the selection against some phenotype. 

with the most clear cut and obvious carcino- In the extension of the Hardy-Weinberg law 

genic effects and with a pronounced ability to is the concept of species formation. The pro-

perform all the steps necessary to transfer cess of speciation in animals and plants has 

normal cells to tumour cells, that is to func- been dealt with by a long series of outstand-

tion as complete carcinogens. However, ing biologists and geneticists. Fisher (1930), 

considering the complex sequence of events Haldane (1932) and Huxley (1943) provided 

leading to tumou,rs it is hardly unexpected the theoretical groundwork and their ideas 

that carcinogenic chemicals may act at other lead to syntheses of speciation processes, from 

levels than mutations and also the reverse a genetic point of view by Dobshansky 

that mutagenic effects in short-term tests do (1937), in animals by Mayr (1942), in plants 

not always reflect what happens in vivo dur- by Stebbins (1950) and in paleantology by 

ing carcinogenesis. Simpson (1944). They all came to the 
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ion that the formation of new species truth and to what extent it reflects what conclusion 

requires a first step, the formation of isolated happens at the level of somatic tissues as 

populations. In these isolated populations the well, which is of more immediate interest in 

genetic selection and adaptation will cause a the present context. I will elaborate some・

gradual genetic separation over subspecies to what on that theme. 

new species. The normal way for a separa・

tion of populations and speciation is through I should emphasize that the present concept 

geographical barriers -a so called allopatric of speciation has been preceded by many 

speciation. The opposite possibility of a controversial discussions. For instance 

speciation within the same geographic ares, Goldschmidt (1940) in United States maintain-

sympatric.speciation, has been considered at ed at an early stage that a new species can 

most as rare exceptions for instance through be formed in one step through drastic muta・

the formation of polyploids in plants. lions, acting early in the development of the 

organism. One obvious problem with that 

The fundament of evolution as the result of idea was the fact that the chance for two 

these kinds of conventional and rare muta- such mutations to occur at the same time in 

tions is reflected in all kinds of biological order to be propagated was minimal and 

connections. In fact it is also evident in our Goldschmidt's idea was more or less shelfed 

interpretation of carcinogenicity and our use as the hypothesis of "lonely monsters". At a 

of short-term assays. We base the testing more subtle level the concept of random es・

procedure on what we could call conventional tablishment of mutations through genetic drift 

mutations that is point mutations (base sub- in small populations and the importance of 

stitutions, shifts), chromosome aberrations this in evolution (the "Sewall Wright effect") 

(translocations, inversions, deletions) and was worked out by Sewall Wright (1931) in 

numerical chromosome changes. the United States. These ideas were vig-

All these mutagenic changes have empirically orously opposed by R. A. Fisher and E. B. 

well defined frequencies -apart from occa- Ford in England, who maintained that genetic 

sional hot and cold spots. Under normal selection is far too strong to a allow any 

circumstances they all are rare events both genetic drift to have any real importance in 

spontaneously and induced. evolution. These controversial issues have 

again received a considerable current interest 

New trends in the concept of evolution 

The general picture of evolution, which has 

emerged since the 1930ies and 1940ies is thus 

based on the occurrence of rare mutations 

as a consequence of new findings in genetics 

and molecular biology and in particular the 

instability of DNA. 

and a gradual change in gene frequencies by Instability of DNA 

means of appropriate selection forces. In the As I mentioned, up to around 1970 the 

light of recent development in molecular genetic research had largely focused on the 

genetics it is however quite doubtful whether stability of the genetic material. At that time 

this concept of evolution gives the entire the interest was rather dramatically shifted to 
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the instability of the genetic material less DNA and then selection stops the 

instead. The reason for that was the fact development. It seems that more and more 

that many new discoveries indicated that evidence suggest that middle repetitive DNA 

DNA in fact was far more instable than one behaves like this. This kind of DNA se-

had thought. quences have been named "Junk-DNA" or 

"Parasite-DNA". Against this concept of 

Crick's "central dogma" (Crick 1958) that junk or parasite DNA it has been argued that 

DNA was the obligatory origin of the genetic these processes cost energy without any im-

information turned out to be wrong. Through mediate profit. But as Jain in England has 

reverse transcriptase RNA could be transcrib- put it "Energy consumption has never been a 

ed into DNA. To begin with that system big problem in evolution". 

was only found in prokaryotes, but today it 

seems clear that reverse transcriptase occurs Now after this long introduction - what has 

throughout the organism world. Another all this to do with mutagenicity testing ? I 

crucial discovery was the restriction enzymes, think there are many indications that genetic 

which cut up DNA at specific sites. Finally changes involved in carcinogenicity do not 

~he system of transpositions and insertions of always fit the ordinary and traditional muta-

DNA element within species and perhaps to tions that we are dealing with in mutational 

some extent also between species has been testing. 

found in all kinds of organisms. 

Activation of oncogenes 

The dynamic nature of DNA has been During the last few years our knowledge of 

indicated by various observations, which have the sequence of events leading to cancer has 

lead to interesting questions, for instance : gone through a dramatic development. 

Why have amphibians such as salamanders 20 Specific viral and cellular oncogenes, which 

times more DNA than man ? are involved in the transformation of normal 

Why are large pieces of mRNA spliced away cells to malignant cells have been recognized. 

without any use ? This has opened up an entirely new approach 

Why does Man have hundreds of thousands of to the study of the mechanism of tumour 

copies of the Alu DNA sequences ? formation. It has been possible to link the 

formation of tumours to specific mutagenic 

In the last few years the instability of DNA events in oncogene・s. The study of the gene 

has been brought up by Crick and others products of oncogenes have revealed connec-

from an evolutionaly point of view. They tions with growth factors or their receptors 

have suggested that natural selection does notヽandthey have also indicated their mode of 

only operate between populations, species and action through kinase activity and specific 

individuals, but also within the microcosm of amino acid phosphorylations. 
the cell. Some DNA sequences replicate out 

of step and they get a selective advantage The activation of oncogenes therefore con-

until the cell suffers from an addition of use- stitutes somewhat of a key issue in the 
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discussions of the relationships between can- between 10 and 30 per cent of human 

cer and mutations. I will not have any time tumours contain mutations in one of the ras-

to dig into the complicated and fascinating genes (Bos et al. 1985). They all imply a 

story of oncogene activation, but I would like change in the protein p21 through base sub-

10 focus the attention to some points of stitutions in one of three amino acids, no 12, 

special relevance. 13, or 61. In in vitro experiments mutations 

in amino acids 59 and 63 also cause trans-

The mutagenic changes of oncogenes, which formation (Fasano et al. 1984). These muta-

are involved in cancer induction have been tions have never been observed in normal 

shown to occur spontaneously, by viral in- tissues. Zarble et al. (1985) reported that in 

sertion mechanism and by chemical and physi- 36 of 48 mammary tumours induced by MNU 

cal mutagens. There are two mechanisms for (N-methyl-N-nitrosourea) the same base sub-

oncogene activation through mutational stitution of G to A in codon 12 of Ha-ras 

changes. One mechanism implies an altered was found. Bos et al. (1985) have presented 

gene product as illustrated by point mutations another interesting example of specificity of 

in the ras oncogenes. The other mechanism the ras oncogenes. Five out of six myeloid 

implies a change of transcription and expres- leukaemic tumours in humans had a N-ras 

sion of oncogenes, as exemplifies by the myc oncogene, which had a base substitution in 

oncogenes. The ras and the myc oncogenes codon 13 resulting in a change from glycine to 

evidently fulfil different functions in tu- either valine or aspartic acid. 

morigenesis. Activated ras can be charac-

terized as a transforming oncogene providing Another remarkable case of specificity in 

an altered growth control and myc as an im-

mortalizing oncogene causing a continuous 

propagation of the cells. Each of the ras and 

myc oncogenes are insufficient to transform 

normal diploid cells, but it has been shown 

by Weinbergs'group (Land et al. 1983) that 

the combination of activated ras and myc 

gives rise to transformation of primary cell 

cultures in transfection assays. Dealing with 

transformation of diploid cells the ras function 

could be substituted by chemical carcinogen 

treatment (Newbold and Overell 1983) and 

the myc function by large T antigen from 

DNA virus (Ruley 1983). 

The activation of oncogenes involves puzzling 

specificities. This is particularly evident with 

oncogene activation has been provided by 

Guerrera et al. (1984a and b). They showed 

that in mouse lymphomas induced by MNU 

and 600 rad of gamma radiation different ras 

oncogenes were activated by the two treat-

ments. MNU caused activation of N-ras and 

the radiation activation of Ki-ras. In three 

independent tumours induced by gamma 

radiation all had a base substitution from G 

to A in codon 12. This observation brings 

up the problem of mutation frequency of 

genes involved in carcinogenesis. Trans-

formation to neoplastic cells seems to require 

at least two mutagenic events. With a does 

of 600 rad a specific base substitution is sta-

tistically possible among the 107-10'3 lym-

phocytes available in a mouse, but there is 

the ras oncogenes. It has been estimated that hardly any reasonable statistical chance for a 
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ordinary mutation frequencies and processes. oxidative burst through lipid peroxidation. 

I think that the induction of tumours by two Oxygen radicals are generated and a 

or even more mutagenic events will meet clastogenic factor is formed, which causes 

statistical difficulties in many other cases. chromosome aberrations. It has furthermore 

been shown by Hennings et a/.(1983). That 

Genetic alterations at later stages of conversion of benign papillomas to malignant 

tumorigenicity carcinomas, which is a late event, is increas-

The development of tumours is a multistep ed by mutagens but not by promoters. 

process and the relationship between mutagen-

icity and carcinogenicity is complicated by the Also progression of tumours involves various 

fact that alterations of the genetic material chromosomal and ploidy changes, which prob-

during tumour formation is probably not re- ably are important for the development of 

stricted to the initiation step of cancer. In malignancy. 

most cases it can be assumed that activated 

oncogenes act at an early stage of tumour de-

velopment corresponding to initiation and this 

is also supported by experimental evidence.. 

The role of oncogene activation at the initia-

tion step in combination with promotion has 

been studied in two step mouse skin 

carcinogenicity by Balmain's group. Activated 

ras was introduced into the skin cells either 

by treatment with chemical mutagen (DMBA) 

or by exposure to retrovirus containing v-

ras. Both treatments in combination with the 

It appears as if the development of tumours 

involves a series of mutational changes, which 

may point to some kind of a cascade effect, 

which is triggered by an initial mutation, 

which controls further genetic alterations. 

Concerning the actual mutations involved in 

carcinogenesis, oncogene activation has been 

connected with a wide spectrum of mutational 

changes -base substitutions, translocations, 

deletion, insertions of viral DNA and gene 

amplifications. We can add to that the 

promoting agent TPA gave rise to papillomas mechanism of making recessive genes homo-

zygous, which is involved in certain types of this whole spectrum of mutations. But the 

tumours such as retinoblastoma, which can be mutations that one usually considers in short-

brought about by chromosome loss, deletions, term testing are anyway of more or less con-

nondisjunction, mitotic recombination, gene ventional types with reasonably predictable 

conversion or inactivation through transloca- frequencies. We therefore have some idea of 

tion to an inactive X-chromosome (Murphree how to deal with them experimentally and 

and Benedict 1984). Yuasa et al. (1986) that is what we try to do in our mutagenicity 

have presented some interesting observations assay systems. But every now and then you 

on colon carcinoma which may be of rele- come across both carcinogenic and other 

vance in this connection. They found that biological processes, which deviate from the 

the tumour had an activated ras oncogene, standard pattern of mutations, particularly re-

but beside that a homozygous mutation in an- suiting in peculiar mutation frequencies. I 

other oncogene, myb. The normal tissue was have already mentioned the suspiciously high 

heterozygous for the myb mutation and pre- specificity and rate of oncogene mutations that 

sumably the induction of the tumour was one can anticipate in some experiments, 

caused by ras mutation and some process, which points to some kind of instability of 

probably a recombination event, which made the genetic material. 

myb homozygous. One of the interesting con-

clusions, which can be drawn from that ex- 1. Immunoglobulin genes and poly ADP-

periment is the fact that mechanisms to make ribosylation. A well know example of a 

genes homozygous, particularly recombination natural but remarkable instability of DNA are 

and gene conversion may play a much more immunoglobulin genes, where the DNA goes 

important role in carcinogenesis than we have through spontaneous rearrangements to pro-

thought. The findings by Kinsella and vide the necessary variability of the immune 

Radman (1978) and Fahrig (1984) of a system. The immunoglobulin system is 

correlation between somatic recombination and involved in the activation of some oncogenes, 

promotion points in the same direction. This particularly the myc oncogenes in cancers of 

is a parameter, which therefore has to be the blood. The expression of myc is altered 

taken into consideration in short-term test-

ing. In general, it can be concluded at this 

stage that no genetic alterations can be con-

sidered irrelevant in carcinogenesis, which of 

course has to be taken into account in short-

term testing for carcinogenicity. 

"Unconventional" genetic alterations 

This large variation of mutations, which can 

be involved in carcinogenicity of course 

makes the mutagenicity testing procedure 

in these tumours through translocations to im-

munoglobulin genes. Tsujimoto et al. (1985) 

have indicated that a translocation in 8-lym-

phocytes was brought about by a mistake in 

the rejoining of DNA in one immunoglobulin 

gene, so segments from different chromosomes 

were put together. The frequent involvment 

of immunoglobulin genes in translocations pre-

sumably is not by chance. 

There is an interesting parallell between the 

difficult as no one assay system can pick up formation of antibodies through immuno-
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globulin genes and differentiation. Data indi- These changes of DNA are not comparable to 

cate that both are dependent on poly ADP- ordinary mutations, and Holliday has sug-

ribosylation (Johnstone and Williams 1982), gested a special name for them - epimuta-

which may lead to the speculation that tions. 

differentiation also involves rearrangements of 

DNA. Furthermore inhibitors of poly ADP- 3. Transpositions. I think it is important to 

ribosylation has been reported to also inhibit realize that the formation of cancer very often 

neoplastic transformation - in contrast to 

mutations, which tend to be increased by the 

same inhibitors of poly ADP-ribosylation 

(Kun et al. 1983, Borek et al. 1984). This 

suggests that neoplastic transformation is a 

process separate from ordinary mutations. 

This would explain the extremely high trans-

formation frequencies sometimes reported, 

which do not seem to fit any mutation fre-

quency. It might also explain the fact that 

htJman and rodent cells have fairly similar 

mutation rates, but only rodent cells exhibit 

any spontaneous neoplastic transformation, 

never human cells. 

2. Methylation. Much data indicate that 

methylation of cytosine residues in DNA is 

involved in expression of genes and in differ-

entiation. Differentiated and non dividing 

cells thus have a lower methylation of cytosin transpositions or jumping genes almost 40 

than dividing cells. It has also been shown 

that transformed cells are hypomethylated. 

Holliday has presented a model of differ-

entiation, which implies that cell divisions are 

"counted" by methylation of cytosine in 

repeated sequences of DNA (Holliday and 

Pugh 1975). He has extended this model to 

cancer induction (Holliday 1979), suggesting 

that cancer is induced through loss of 

methylation of cytosine in DNA. Holliday has 

crucial in ageing and he has worked out a 

tentative model for that (Holliday 1985). 

implies a series of different genetic alt-

erations. It looks as if a sudden general 

genetic instability was introduced and caused 

a self generating sequence of mutational 

events. 

Such cascades of genetic alterations may lead 

the thought to the work by McClintock on 

maize. She maintained already 40 years ago 

that a genetic instability could be created by 

what she called genomic stress (for a review 

see McClintock 1984). Similar stress reac-

tions have been observed in other organ-

isms. Cullin observed for instance a large 

genetic variation in the offspring through 

stress situations in the plant Flax (Marx 

1984). McClintock's observation of genetic 

instability induced by stress was particularly 

manifested by her remarkable recognition of 

years ago. 

I remember that Hermann Muller, when he 

visited our laboratory 1956, said he really did 

not understand what McClintock's reports on 

jumping genes was all about, but he added 

that he would not have bothered about it, if 

it had been somebody else than McClintock 

who had reported it. If McClintock had ob-

served these strange jumping genes it must 

also maintained that this methylation may be be correct -and indeed it was correct. 

Transpositions are widespread phenomena 

probably occurring in all organisms, but the 
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 out not to be a mutation but an insertion of 

such a sequence. Several virus like insertion 

sequences have been recognized - the best 

studied is copia. These insertion DNA 

pieces can be responsible for the transposi-

tions of larger segments of DNA. This was 

the case for a transposing segment, which 

was found by Dr. Gunnar Ising in Lund and 

myself twenty years ago, the so called 

transposing element, TE (reviewed by Ising 

and Ramel 1976). It is a large segment com-

prising at least two genes in the X 

chromosome, white and the neighboring gene 

roughest. Ising has collected about 200 sites 

all over the genome where this transposing 

element has landed. It can take another gene 

with it when it jumps and thus transfer it to 

another place in the genome. Walter Gehring 

and coworkers (Gehring and Paro 1980, Paro 

analyses of this transposing element and they 

have found that it is coupled to copia. In the 
． 

present connection it is of interest that we 

have not been able to increase the transposi-
． 
tions of this element with any mutagens or 
． 
carcinogens. The only slight indication of an 

induction of transpositions we got recently 

was with 3-aminobenzamide, which is an in-

hibitor of poly ADP-ribosylation (Magnusson 

and Ramel unpublished). 

particularly dramatic finding concerning 

transpositions in higher organisms is the p-

frequencies of mutation. Around 50% muta-

tions of the gene singed has been recorded. 

The p-factor can be used experimentally to 

insert any DNA sequence in the germ line of 

Drosophila. It seems to cause a fairly 

random insertion in the genome. Up to re-

cently the p-factor only acted on germ line 

cells - never on somatic cells. Rubin h~s, 

however, recently found that the elimination 

of an introne in the p-factor makes it work 

also in somatic cells (Laski et al. 1986, Rio 

et al. 1986). To my knowledge nobody had 

reported any attempts to use this newly con-

structed p-factor for somatic cells in other 

organisms than Drosophila. The exposure of 

organisms to foreign nucleic acids can lead to 

extremely high mutation frequencies in 

specific genes. This was found by 

Gershenson (1986) in U. S. S. R. He injected 

et al. 1983) has made a series of interesting various DNA and RNA viruses in Drosophila 

and recorded an extreme increase in re-

cessive lethal mutations in some loci. Thus 

DNA from a virus in crane flies, Tipula, 

caused an increase of mutations 10, 000 times 

over the spontaneous rate. What all this may 

imply from other viewpoints such as cancer 

induction is of course too early to say. 

4. Amplifications. The significance of trans-

positions and insertion elements in carcino-

genicity is so far not known. However, it is 

not too daring to speculate that they probably 

are of importance. There is a connection be-
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tween transpositions and another genetic phe-

nomenon very much involved in at least onco-

gene activation and that is amplification of 

DNA. Amplification is one widespread cause 

of increased expression of oncogenes and it 

particularly is connected with activation of the 

group of oncogenes to which the myc genes 

belongs. However, it is very possible that 

amplification is a manifestation of a dynamic 

equilibrium of DNA. Amplification would be 

a much more efficient way to meet the im-

mediate need of a high expression of certain 

genes than through "ordinary" mutations. It 

has been known since a long time that certain 

drugs, such as the cytostatic drug 

metothrexate, cause amplifications of DNA, 

observed as homogenously stained regions or 

as free DNA episome-like pieces, double 

minutes (for a review see Hamlin et al. 

1984). The exposure to metals such as Hg 

or Cd likewise causes amplification of the 

gene for metallothionein (for a review see 

Hamer 1986). In Drosophila it is a well 

known fact that the heterochromatic genes for 

r-RNA go through spontaneous amplifica-

tions. Repeated gene sequencies seem to be 

involved in the regulation of gene expression 

in many cases. Flavell has stated that : "The 

combination of repeated sequences and all of 

the enzymes capable of responding to them 

are biological dynamite" (Marx 1984). Wahl 

et al. (1984) have studied the course of 

amplifications in cell cultures. They used the 

resistance to the drug PALA, which requires 

the amplification of the gene CAD, which is 

involved in the uridine biosynthesis. They 

transfacted CAD into CHO cells, which are 

deficient for CAD. The CAD was incor-

porated in different places of the genome. 

and found that the CAD went through 

amplification but there was a large variation 

between different transfectants, apparently de-

pendend on the chromatin structure, where 

the CAD sequence had been incorporated. In 

some cases there was an amplification in situ 

but in other cases the gene was amplified by 

transpositions to other places. 

5. Polygenes. It is tempting to speculate 

that amplifications may be involved in some 

genetic alterations, which are not in accord-

ance with usual mutation frequencies such as 

activation of some oncogenes. Perhaps this 

may also be the case with mutations in po・

lygenes. Polygenic inheritance is responsible 

for quantitative characters such as viability, 

life length, fecundity, developmental time and 

probably also traits like intelligence and reac・

tion speed that is, properties, which are of 

central importance in our lives. Such po-

lygene mutations may in fact be far more 

important than mutations in the major genes, 

which we devote all our short-term testing to 

(Ramel 1983). Few organisms are suitable to 

study mutations in quantitative characters. 

Drosophila is one such organism and it has 

been found both by Mukai in Japan (see 

Mukai 1979) and by Crow in United States 

(see Simmons and Crow 1977) that polygenes 

do exhibit rather specific properties, which 

separate them from ordinary genes. They 

have about 25 times higher spontaneous muta・

tion frequency than major genes, they often 

exhibit an overdominance as heterozygotes 

and they seem to have other unusual relations 

between expressions in homozygous and het-

erozygous form. 

They then selected for resistance to PALA There are some interesting observations on 
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cancer induction through mutations in the 

germ line, which may be related to polygenic 

mutations. I am thinking particularly of Dr. 

omura's work. He reported 1982 and 1986 

from large scale experiments that treatment of 

male mice with X rays and urethane gave an 

increased cancer incidence in the F2 and F3 

offspring of such a high frequency that it can 

only be explained by one of three possibil-

ities : a very large number of genetic sites 

being involved, a remarkably high mutation 

frequency or a mechanism other than conven-

tional major mutations. It is tempting to 

compare this data with polygene mutations in 

Drosophila. If such polygenic systems in fact 

are involved in carcinogenesis our present 

one of the most important protective agents 

against oxygen damage. Evidently TMTD 

acts in an indirect way by interfering with 

the protection against oxygen radicals. This 

hypothesis was supported by the fact that 

TMTD showed a strong synergistic effect in 

Salmonella with menadion, which is a radical 

generating compound (Rannug and Rannug 

1984). Later on in vivo tests on Drosophila 

also indicated a similar synergistic effect of 

TMTD. 

Another indirect mutagenic effect involving 

oxygen radicals may occur with chemicals, 

which cause a proliferation of peroxisomes 

(for a review see Reddy and Lalwai 1983). 

battery of short-term test systems are not These chemicals are notoriously negative in 

suitable to detect them. short-term tests but some may cause up to 

Radical generation and synergistic effects. 

The most fatal carcinogen in our environment 

may well be oxygen. All aerobic organisms 

are exposed to reactive oxygen radicals and 

nature has developed a number of protection 

mechanisms against this. There is, however, 

always the risk that a depletion of such 

mechanisms may occur and that the protection 

becomes insufficient. I may mention one 

example of this. Dr. Agneta Rannug at our 

laboratory was investigating the mutagenicity 

in Salmonella of chemicals used in the rubber 

industry. One of the more potent ones 

turned out to be tetramethylthiuram disulfide 

(TMTD). Two observations were of interest 

in that connection. TMTD does not bind to 

DNA and the mutagenicity turned out to be 

dependent on the oxygen pressure. Now 

TMTD and similar compounds have a chelat-

100% liver cancer in experimental animals. 

Peroxisomes are organelles involved in lipid 

metabolism and they are induced to prolif-

erate by certain chemicals, such as di-(2-

ethylhexyl)phtalate and c血pounds used as 

hypolipidemic drugs, for instance clofibrate. 

This proliferation causes lipid peroxidation 

and the generation of radicals in liver cells 

and it is possible that the carcinogenic effect 

is connected with that. 

The occurrence of indirect effects and com-

bined effects like the examples with radical 

generating systems, implies a crucial problem 

in testing for mutagenicity and carcinogenici-

ty. An obvious illustration of these problems 

refers to the fact tumour formation implies 

several steps and in many cases a combina-

tion of initiating and promoting agents is re-

quired to elicit a carcinogenic response. But 

ing property and apparently inactivates there are also other examples of combined 

particularly superoxide dismutase, which is effects not easily foreseen and detected in 
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rout in screening for mutagenicity and 

carcinogenicity. This applies for instance to 

the combined effects of virus and chemicals 

as mentioned. Another area, which may be 

of importance in that respect is the conse-

quence of an imbalance of the nucleotide 

pool. Dr. Dag Jenssen at our laboratory 

studied the effect of hydroxyurea on mutations 

in the HPRT locus in V79 hamster cells 

(Jenssen 1986). Hydroxyurea acts as an in-

hibitor of the ribonucleotide reductase and 

causes an imbalance of the nucleotide pool. 

There was a pronounced syn~rgistic effect 

with mutagenic agents and posttreatment with 

hydroxyurea. The imbalance of the 

nucleotide pool evidently causes an error in 

the incorporation of bases at DNA repair. A 

similar increase of mutations as with 

hydroxyurea was also obtained by cotreatment 

with thymidine. This kind of induced imbal-

ance. of the nucleotide pool may in fact be 

used in order to increase the sensitivity of 

mutagenicity tests with cell cultures. 

Concluding remarks 

In conclusion I would like to stress the fol-

lowing points : 

1. Mutational changes are critical events 

in carcinogenicity. 

2. All chemicals increasing cancer inci-

dence do not necessarily have to act by 

an induced instability of the genome, 

related to genomic stress as described 

by McClintock. 

4. DNA changes involved in carcinogenici-

ty may not only comprise point muta・

tions, chromosomal aberrations and nu・

merical chromosomal changes, but also 

other genetic alterations and interac・

tions, not easily detected in short-term 

tests : 

a) Recombinogenic events. 

b) Secondary effects of spontaneous 

DNA rearrangements in immuno・

globulin and possibly also other 

genes during differentiation. 

c) DNA methylation. 

d) Transpositions. 

e) Amplifications. 

f) Polygene mutations. 

g) Radical generation and depletion of 

antioxidants. 

h) Combined effects of initiating and 

promoting agents. 

i) Combined effects of chemicals and 

virus. 

The solution of the present tendency of 

frustration in prediction of carcinogenic prop-

erties of chemicals is in my opinion by no 

means to get away from short-term tests. 

Instead we have to use the tools of modern 

means of genetic mechanisms, which molecular biology and genetics to better un-

can explain some discrepancies between 

mutagenicity and carcinogenicity data. 

3. Although oncogene activations occur by 

derstand the process of cancer induction and 

to use appropriate short-term tests in accord-

ance with these findings. It is also necessary 

definable mutagenic events, the process to make a better use of the enormous expe・ 

of tumour formation seems to involve a rience of testing by building up computerized 

series of mutational changes, the . systems for prediction of carcinogenesis on 

background of which is not clear. A the basis of that sort of data. An excellent 

cascade of effects may be triggered by example of that is provided by the two com・ 
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puter programs developed by Rosenkranz and Soc. Exp. Biol. 12 (1958) 138-163. 

Klopman in U.S. A., "Computer Automated 

Structure Evaluation" (CASE) and "Carcino- Dobzhansky, T. Genetics and the origin of 

genicity Prediction and Battery Selection" species. New York 1937. 

(CPBS) (Rosenkranz et al. 1985). These 

programs have already demonstrated their Fahrig, R. Genetic mode of action of 

efficiency in this connection. cocarcinogens and tumor promoters in yeast 

and mice. Mo!. Gen. Genet. 194 (1984) 7-14. 
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環境変異原研究 9: 53 (1987) 

日本環境変異原学会第15回大会シンポジウム

変異原のinvivo短期検索法ー一有用性と問題点ー―-

はじめに

司会近藤宗平（近畿大学原子力研究所）

松 島 泰次郎 （東京大学医科学研究所）

環境化学物質の変異原性の検索や癌原性の予測には，invitro短期検索法が開発されて用いられてき

ている。なかでもサルモネラ菌を用いる微生物変異原性試験法は有効で世界中で広く利用されてきた。

AF-2や加熱食品中のヘテロサイクリ ックアミン類やニトロピレン類など数多くの環境変異原物質が

見出された。癌原性があとから確認された例も増えている。一方そのなかには，例えばフラボン類のケ

ルセチンの様に種々のinvitro短期検索法で陽性であるがいくつかのinvivo短期検索法で陰性の物

質も見つかってきた。

この様に，invitro短期検索法で見出された変異原物質の生体への影響を評価するためには，数多く

の実験動物を用いる長期試験を実施する前に，invivo短期検索法で調べて評価する必要がある。種々

のinvivo短期検索法が開発されているが，いろいろな問題を含んでいる。生殖細胞を用いるinvivo 

短期検索法は遺伝毒性を評価するうえで重要であるが，今回は体細胞を用いるinvivo短期検索法に限

定して5種類の方法を選出して方法の紹介とともに，方法の有用性と問題点を明らかにし，invivo短

期検索法を利用する方の参考にすると同時にこれらの方法を改良開発するための基礎にしたいと考えて

表題のシンポジウムを企画した。
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環境変異原研究9: 55-65 (1987) 

ショウジョウバエのスポットテスト

大阪大学医学部放射線基礎医学教室梁 治子

はじめに

エームステストの開発でさまざまな変異原がス

クリーニングされてきた。これらの変異原のヒト

への危険度がどのくらいなのかに関心が高ま って

きた。ポス トエームス試験として，1つは哺乳動

物細胞を用いたinvitro試験がある。しかし，

ヒトが個体として存在する限り，動物をまるごと

変異原に暴露してのinvivo試験は不可欠であろ

う。現存開発されているポストエームス試験とし

ての，短期試験法で，ベストといえる系を知らな

い。それは微生物の試験にくらべると，複雑で，

時間もかかる為にまだ資料不足であるからと思わ

MUTAGEN 

ふ畠 摩ふ

塁＿こ：一

シンポジウム 「変異原のinvivo短期検索法― 有用性と問題点一 」
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れる。ハエのスポットテストは開発されて日が浅

く，まだこの系がどんな意義をもつのかわからな

い。ハエのグループからの結果をもとに，バクテ

リヤ系と，マウスの系の結果と比べてみた。この

シンポジウムを企画された松島先生から，将来，

短期試験法による結果をもとに，“多くの人のコ

ンセンサス”を得る事が， 1つの目標であると

伺った。

体細胞突然変異の検出

図 1で示すように．ハエの受精卵は約10日で成

虫になる。体の大きさが著増するのは幼虫期で．
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図l ハエの発生と，翅原基の変化，及び変異原投与の方法
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この間幼虫は絶えず摂食している。幼虫の体内で

は，未分化な“成虫原基”といわれる細胞集団が

さかんに分裂している。成虫原基とは，将来成虫

の体の組織になる細胞群で，翅になるのに“翅原

碁”，眼になるものは“眼原基＂という。原基細

胞は蛹期に入ると，変態ホルモンの影響で，いっ

せいに大変態をおこし，成虫器官にかわる。成虫

器官を作っている細胞は， もはや分裂はしない。

したがって体細胞突然変異を誘発させるのなら，

幼虫期に変異原を投与しなければならない。図l

に示す方法が一般的な方法である。エサ入り飼育

びんにハエの成虫を 1日入れておくと産卵する。

この受精卵が幼虫になった時変異原の水溶液を

滴下すると，幼虫はエサと共にたべる。水溶液に

なりにくい物質は，予めエサに変異原をまぜてお

けばよい。ガスならガスを飼育びんに送りこめ

ば，幼虫の呼吸と共に体内に入る。このように変

異原を暴露し，そのまま成虫になるまで飼育す

る。原基細胞の 1個に突然変異がおこっていれ

ば，成虫の体表面上に変異コロニー（スポットと

いう）として表われる。変異スポットを検出する

には，遺伝的工夫がされた系を用いなければなら

ない。

体細胞突然変異の検出系

現在、主に使っているハエのスポットテスト系

は、眼色を指標とする UZ系， W'系および翅毛

の形の指標とする mwh/flr系がある（図2)。

ー uz系 9i
 

wi系

卜ッボ

色

ス
5

麟□》卜

色

い
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：
 
3
 
mwh/ flr系

図2 ハエのスポットテスト系

1. white ivory (Wう系： （図2-2)4)

眼色復帰変異を検出する系で，象牙色（ivo-

ry)から赤色（野性型）への変化を指標とす

る。ハエには， white座とよばれる，眼の色

素量を調節する遺伝子座がある。ハエの野性型

眼色は赤眼であるが， white座に突然変異が

おこると，眼色に変化がおこる。 W'はそのう

ちのひとつで，象牙色を呈するのは， W座の 3

kbのイントロンの大部分と，第 2エクソンを

へて第 3エクソンの一部まで含む 2. 9kbの

DNAがタンデム重複した為である。復帰変異

(W’→Wりは，重複した一単位 (2.9kb)が

正確に除去されることによっておこる II. 14)0 

以上のように， W'系は，変異の分子機構が解

明されている特徴があるが体細胞変異の感度

はあまり高くない。検出感度を高めるために，

W遺伝子を 4個もつ〔（W‘)』ハエを作っ

た。 (Wi)4ハエは，予想したように，代表的

変異原 X線 ENU(ethylnitrosourea), 

EMS (etylmethanesulfonate), TEM (tri-

ethylenemelamine), DEB (diepoxybutan), 

に対してW'ハエより， 4倍前後の高感受性を

示した I0)。したがってW'系スポットテストに

は4重複変異株 (W.i)4を用いるとよい。

2. UZ (unstable zeste) 2 0)系：図2-1 

この系も，眼色が黄色 (zeste)から赤色へ

の復帰変異を指標とする。W座の上流約10kb

地点に小さなトランスポゾン (W+TEと称す）

が挿入したため（図 2), Z Iの（抑制遺伝子）

と組合わすと黄眼色になる。w+TEに変異がお

こると， zlの抑制がきかなくなり赤眼色にな

る20)。しかし詳細な分子レベルの解折はされ

ていない。 Wi, UZ系とも，体細胞に変異が

おこれば，黄又は象牙色眼色中に赤眼スポット

として検出される。

3. mwh/flr系：図2-3 7. 8. 24. 28) 

Wi, UZ系が眼色を指標とするのに対し，

mwh/flr系は翅毛の形を指標とする。第3染
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野性型 (W+), W i, UZの遺伝子構造

色体左腕の劣性突然変異 mwh(multiple 

wing hairs)とflr(flare)をトランスヘテ

ロ (mwh+/+flr）（図 4)にもつ幼虫を用い

る。この幼虫に変異原を暴露して成虫になった

ハエの翅毛を調べる。何もおきなかったら， m

whもflrも，相同染色体のそれぞれの遺伝子

に対立する正常（＋）な遺伝子をもっているか

ら表現型は，正常な形 (1細胞がそのまま 1本

のまっすぐな毛に分化（図 4))になる。突然

変異が生じると ①「mwh」（多翅毛： l細胞

から数本の毛が分化，図 4)型クローンと，

「flr」（炎毛：炎のような形の毛図 4)型ク

ローンが隣接しているもの（ふたごスポットと

いう，図5)。② mwh型又はflr型のクロー

ンが単独にでてくる（シングルスポット（図

4)という）ものが観察される。このうち「ふ

たごスポット」は，母細胞のG2期に，相同染

色体間で，染色分体同士が動原体とflr座の間

で，組換えをおこしたためである（図 4-

2)。一方， mwh型は又はflr型細胞からなる

「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，端部欠失，部分欠失，染

色体不分離からも生じる（図4-3~6)。こ

れらのうち，端部欠失や，染色体不分離は，異

数体細胞になるので生存力が弱く，せいぜい変

異細胞数が 1~ 2個からなる「小シングルス
ポット」しかなり得ない。

他方，染色体組換えや，突然変異は，細胞の

分裂能をそこなわないので，変異スポットが多

数の細胞からなる「大シングルスポット」とし

て現われる。体細胞の染色体組換えは，ハエで

大変よくおこる。「大シングルスポット」の大

部分は，染色体組換え（図4-2)によるもの

とみなされる 9)。uzゃW'系が遺伝子突然変異
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b．比較的小さなスボットとして出現

図4 翅毛スポットの分類と成因

を検出する系であるのに対し， mwh/flr系

は，染色体突然変異を検出する系といえる。

mwh/flr系は翅毛の形を指標にするので，観

察させるべき翅を永久プレパラートとして保存

できる利点がある。眼色の変化は標本にするこ

とができない。さらに， mwh/flr系は，原理

的に，遺伝子や染色体の変化をスポ ットとして

検出することができるので，検出される変異原

の種類も多い。例えば，紡垂体毒， vinblastine

や vinclistineのようなものは，染色体不分離

をおこすので mwh/flr系でのみ検出され

る9.2 5)。mwh/flr系は，真核生物特有の原

理 （体細胞の染色体組換え）を利用しているの

で， バクテリヤの系で検出できないものも検出

できる。

図5

表 l
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10 

X線を発生段階の異なる幼虫に照射した時

の翅毛スポ ットの頻度と大き さ<J

ハエスポッ トテス トの実験規模

自然突然変異率 ハエの数

翅毛スポッ ト系 10% （小シングル）
< 50匹

(mwh/flr系） 0. 1596（大シングル）

眼色スポ ット系

(W;) 4 0. 4 % < 500匹

uz 0. 1 96 く2,000匹

3種スポットテストの変異感度： 翅毛スポット

の検出単位は翅一枚あたり30000個 （翅毛数）で

あるのに対し，眼色スポットの単位は約800個

（個眼数）である。すなわち mwh/flr系の方

が，眼色系より検出感度が30倍以上高い。突然変

異の実験規模は，ふつうは自然突然変異頻度によ

る。表 lでは，経験的に得た 3種スポ ットテスト

の 1線量当りに要するハエの数を実験規模とし

た。mwh/flr系が，少ないハエの数で行なえ

る。

変異スポットの大きさ

翅や眼に生じた変異スポットは，その大きさを

測ることができる。翅毛スポ ットは，異常形質を

もつ翅毛の数を，眼色スポットなら赤色の個眼数

を大きさの “ものさし”とする。ハエの翅の毛の

総数は，翅あたり約30000本，眼の総個眼数は800

個と決ま っているので，変異原で誘発された変異

スポットの大きさを測れば翅毛なら， 30000/

変異クローンの翅毛数で， 突然変異がおこ った時

の標的細胞の数を知ることもできる。図5はX線

を発生段階の異なる幼虫に照射した時の翅毛ス

ポットの出現頻度と，スポットの大きさの関係を

表わしている。標的理論どおり，スポ ット出現頻

度は，発生後期の幼虫ほど高くなり，スポ ットの

大きさは逆比例している 1)。W'系でも翅毛系同

様の結果が得られたい 。しかし， UZ系は，幼

虫が若いほど，変異の感受性は高くなる （図6

)22)。この理由は， UZ変異はトランスポゾンが

関係しているためと解釈している。
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UZとW'系の幼虫のいろんな時期にX線

1KRを照射した時の赤色スポットの出現頻

度と照射時期の関係
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紫外線の線量(J/mり

除去修復欠損株 mus201/mus201（△）

と正常株 (O)における紫外線による眼色ス

ポット感受性。UZ系を使用。紫外線は 1令

幼虫に照射。

MNNG 

幼虫のDNA修復能：

常染色体の突然変異 mus201/mus201株は，

除去修復が全くない3> mus201/mus201幼虫

は，紫外線を微量照射されただけで，眼色突体変

異 (UZ系）が著増した。野性型（＋／＋）幼虫

は，紫外線による眼色スポットにほとんど誘発さ

れない（図 7)2 3)。つまり，ハエの幼虫初期に

は，紫外線損傷を完璧に近いまで修復する能力を

そなえている。紫外線以外の変異原 Benzo

(a) pyrene (BP) 2-acetylaminofluorene 

(2AAF)のUZ系における変異原性も、もうひ

とつの修復欠損株 mei9a2)では，陽性であった

が，野性型株では陰性 (2AAF)と偽陽性 (B

P)であった 6.8)。野性型株で変異原性がなくて

も，高修復のためかもしれないので，除去修復欠

損株で確かめてみる必要がある。
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より， UZ系は，文献5より。
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E. coliのは文献11
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C) 16, d) 27, e) 7, 

バクテリヤとハエにおける変異原性の強さの比較

変異原性の強さを自然突然変異頻度を最高何

倍まで上昇させるかで表わすと， MNNGと E

MSはバクテリヤで 50~100倍，ハ工 UZ系で

100~200倍， 自然変異コロニー数（スポット数）

を上昇させる（図8)。他方Trp-P-1,AF-2, 

N 4 - aminocytidineはバクテリヤの自然復帰コ

ロニー数を 50~100倍上昇させるが，ハエの翅

毛スポットは， 10~20倍しか上昇させない（図

9)。つまりTrp-P-1,AF-2, ACRは，バク

テリヤでは強い変異原性を示すが，ハエでは， さ

AF-2 

•5 

ug/ml 

100 

ppm 

N~arni no 

30叫
-Cytidine 

TA 100 

2000 

1000 

゜

25 50 

nmol/ plate 

f
 

50 

mM  

100 

図9 Trp-P -1, AF-2, N • -Aminocytidineによるバクテリヤとハエ (mwh/flr系）での変異

感受性

a) 25, f)根岸未発表

ほど強い変異原ではない。坂本25)は， 44種の抗

腫瘍性薬剤について微生物に対する変異原性と，

ハエに対する変異原性をしらべた（表2)。23種

は，両者に陽性， 11種はハエのみで陽性，のこり

10種は，両者とも陰性であった。少くとも， 44種

抗腫瘍性薬剤に関しては，変異原性検定の守備範

囲はバクテリヤよりハエの方が広かった。

体細胞レベルにおけるマウスとハエの比較

1. マウスとハエのスポットテストにおける変

異原性の相関
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表 2 44種抗腫瘍性薬剤のバクテリヤとハエでの変異原性を指標にした分類

MUTAGENICITY OF 44 ANTINEOPLASTICS 

44 BACTERIA I DROSOPHILA NAME 検体

MD10 

(rng/g) 
（ハエのスボッ

トテスト）

A
2
3
 
＋
 
＋ 

Carbazilquinone, cisplatin, nimustin, nitrogenmustard, 
nitrogen mustard況 oxide, triethylenemelamine 

Busulfan, cyclophosphamide, improsulfan tosylate 
mclphalan, mitobronitol, thio-TEPA、
Adriamycin, bleomycin, daunomycin, Streptozotocin 
neocarzinostatin, peplomycin Mitomycin C 

Cytosine arabinosidc, 6-mercaptopurine, 
thioinosine, Pipobroman 

B

1

 
十

Aclarubicin, actinomycin D, chromomycin A3 
Carmofur, 5-fluorouracil, mcthotrexate, procarbazine 

Tegafur 
Demecolcin, vinblastine, vincristinc 

C
1
0
 

Ancitabine, 8-azaguanine, hydroxyurea 
Dromostanolone propionate, fosfestrol, Mepitiostane 

Aceglatone, 
Picibanil 

5-bromodeoxyuridine, Krestin, 

20 

15 

(
。
-
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)
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U
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w
n
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)
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゜゚
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DOSE (mM) 
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5
 

図10 ハエ （Wへ 系及び （A)およびマウススポットテスト （B)における変異原の強さの順序。

Bは文献より ENUは1ツ町 （未発表）より回帰直線を引いた。変異原はハエヘは経口投与，

スヘは注射で投与。
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マウ

表3 ヘテロサイクリックアミンの変異原誘発力

（ハエスポ ットテス トとサルモネラテスト）

と発癌力 （マウス）の比較。

TD50 

(mg/g) 
（マウスの肝

堀 ）

RD1000 

(μg/mQ) 
（サルモネラ

のテスト）

Trp-P-1 

Trp-P-2 

IQ 

MelQ 

MelQx 

Glu-P-1 

Glu-P-2 

AaC 

MeAaC 

0.20 

0.18 

0.11 

0.06 

0.11 

0.26 

0.29 

0.31 

0.31 

0.25 

0.19 

0.30 

未定

未定

0.45 

0.39 

0.59 

0.56 

0.036 

0.014 

0.0032 

0.0097 

0.029 

0.7 

0.75 

4.7 

7.1 

図10は (Wi)4系スポ ットテストによる， EM

S, ENU, DEB, TEM, MMC, (mitomycine 

C), c is -platinum 1 0)の変異原性の強さを示

している。これを Russelら2I)のENU,EMS, 

TEM, MMCによるマウススポ ットテストにお

ける変異原性の強さ （図10-B)と比較すると，

驚くほど似ている。4種の化合物は， S-9によ

る代謝活性が不必要なものばかりであるためかも

しれない。S-9代謝活性化を必要とする化合物

によるマウスとハエの比較をしてみた。

2. ヘテロサイクリックアミンのハエでの変異

原の強さとマウスでの発がん性の強さ 24.27) 

ハエ mwh/flr系による 9種ヘテロサイク

リックアミンの変異原性の強さを，小シングルス

ポットを指標に， 自然突然変異率を10％上昇させ

る時の，エサ中の濃度 (MD10)で表わした （表

3)。マウスにおける発癌力の強さは，肝癌を50

％誘発させるエサ中の濃度 (TDso)とし，サル

モネラ菌における変異原の強さは， 1000個復帰コ

ロニーを誘発する時のプレインキュベーション中

の濃度 (RD1ooo)として概報より算出した （マ

ウス発癌力は文献15, 17, 18後者は26より）。 マ

ウスでの発癌力の強さ (1/TDso)とハエでの

変異原性の強さ(1/MD1o) 10倍の中におさ

まっているのに対し，サルモネラ菌での変異原性

の強さ(1/RD1000)は10000倍のもの広い範囲

に分散している。マウスでの発癌性の強さは，サ

ルモネラ困での変異原性の強さを指標とするよ

り，ハエでの変異原性の強さを指標とする方が

よりよい相関がえられた。この理由は， これらへ

テロサイクリ ックア ミンはすべて経□投与した
為 標的細胞へ達する代謝経路が似ているからで

あろう。

おわりに

ハエのスポットテストは，容易に，変異原によ

る突然変異の線量効果曲線を得る。つまり，変異

原の強さを定量することができる。定量化された

ハエ体細胞レベルでの変異原の強さを概報のバク

テリヤとマウスの系で調べられた変異原の強さ

（発癌力）と比較してみた。ハエはマウスと姿

形こそちがっているが，以外にもマウス系とのよ

い相関を示した。他方，ハエのDNA修復欠損株

において変異原がどのように作用するのかを知る

ことが，正常なハエでの変異原に対する修復能が

どれだけ効いたかも知る事ができる。上述のこと

は，ハエのまるごとレベルでの突然変異の研究

は，動物体内で変異原処理により，何がおこって

いるかを教えてくれることを期待してよさそう

だ。
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環境変異原研究9: 67-72 (1987) シンポジウム 「変異原の inv i vo 短期検索法＿有用性と 問題点ー~」

マウススポッ トテスト

武田薬品工業株式会社中央研究所 ーツ町晋也

1 はじめに

毛色を指標とするマウスのスポットテストは，

L. B. Russell と M.H. Majoいによ って既に

1957年に発表された体細胞突然変異の検出系で，

放射線研究の手法として確立されたものである。

近年，化学物質の遺伝毒性が問題視されると， こ

のテストが，体細胞ながらinvivoでマウスの遺

伝子突然変異を検出できるため注目されはじめ

た。化学物質の遺伝的影響 （即ち生殖細胞におけ

る突然変異）を検出する哺乳動物のinvivo系と

してはマウス特定座位法があるのみだが実験規

模が大きく screeningtestとしては現実的では 2 原理

ない。その点，スポットテストは規模が比較的小 スポットテストは通常，毛色を指標とするた

さく ，短時間で実施可能なため特定座位法のpre-

screeningとして着目されたわけである。しか

し，世界的にみても．いまだ普及しているとは言

い難い。我が国では， 日本環境変異原学会の

MMS (Mammalian Mutagenicity Study 

Group)分科会において共同研究が行われてい

る以外，独自で研究している機関は 1,2を数え

るのみである。共同研究は，土川 清（遺伝研）

を総括責任者とし，著者の研究室を含め11の研究

機関が参加して1984年より実施されている。

Table l. Recessive genes in mouse strains used in the spot test 

Locus 

C57BL KYG 

Non-agouti 
Brown 
Albino 
Dilute 
Pink eye 
Piebald 
Short ear 
Pallid 
Leaden 
Pearl 
Fuzzy 
Brachypody 

a a
 

(s) 

Strain 

PW T (PT) HT OBA NMRI PDB 

a a a a a a 
b b b b 
cch cch C 

d d d d 
p p p 

(s) 
(se) (se) 

pa 
ln 
pe 
(fz) 
(bp) 

( ) ; not detectable as the spot 

Crosses used in the spot test; C57BLxPW, KYGxPW, C57BLxT, TxHT 

NMRixDBA, NMRixPDB 

This table was modified one in reference No. 2. 

- 67 -



め，毛色に関して数個の劣性遺伝子をホモにもつ

テスターを使う。Table1に現在スポ ットテス

ト用として各国で使われているマウスの系統とそ

れらの標識遺伝子を示した。ここでは，我が国の

共同研究で使われている PWと C57BLマウス

の交配を例にとって説明したい。PWマウスは土

川3)によって確立された近交系のテスターであ

る。PWの毛色に関しては non-agouti（旦，黒

色），brown（し，褐色），pink-eyed dilution 

（旦，淡紅眼淡色），chinchilla(c ch, チン

チラ）および dilute (~.淡色）の 5 つの遺伝

子座が劣性ホモで， さらに shortear（竺，短

耳）を合せもつ。このため PWの表現型は毛色

が白，眼がピンクで短耳となる。通常， PWの雄

とC57BLの雌マウスを交配させる。C57BLは，

毛色に関して non-agoutiのみがホモで，PWに

Female, C57BL 

a 
a X 

対応する残りの 4遺伝子座は野生型の黒いマウス

であるため，この交配から得られる F1では，

Fig 1に示したように標識遺伝子に関して non-

agoutiだけがホモで，他の 4つは野生型とのヘ

テロとなる。従って，毛色の表現型は母親と同じ

黒となる。胎仔期に変異原の作用を受けたF1の

色素胞細において，母親由来の遺伝子のうち標識

遺伝子に関して野生型から劣性への突然変異が誘

起されると，変異細胞由来の細胞集団が周囲の黒

い毛色の中に変色斑即ち recessivespot (RS) 

として観察されることになる。RSは変異した遺

伝子により，褐色灰色および白色などいろいろ

の色相を呈するがその色相からいずれの遺伝子

における変異であるかを肉眼的に判定することは

不可能である。

色素細胞は神経節，間充織とともに神経冠から

Male, PW 

ab  pcch d 
百 E戸ch百

色と巴ch~ treatment with 
a+++ + mutagen in utero 

black coat 
dark eyes 

バgenetic alteration in a pigment cell 
/I¥¥¥ 
b cch E 胆 ch d 
△ ム △ A△ △ 

brown light gray to light gray blue 
brown light gray white gray 

Spot color 

Fig. 1. The principle of the spot test 

(modified the figure in reference No. 4) 
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分化する。14個5)とも， 34個6)存在するともいわ

れている始原色素細胞が妊娠8~12日の胎仔期に

細胞分裂を繰り返しながら腹側に向ってmigrate

する。最終的には，毛根において成熟した色素細

胞が色素顆粒を分泌して毛色を支配する。L.B.

Russelいは，妊娠 6~12日の胎仔を放射線で処

理した実験において， RSの出現頻度と大きさか

ら幼若色素細胞が migrateしている時期にあた

る妊娠LO日位に照射するのが最適だという結論を

出した。また， RSの体表に占める割合から計算

して，妊娠10日の胎仔ではスポットテストにおい

て標的となる色素細胞が150~200個あると推測し

ている。

スポットテストにおいて検出されるスポットの

種類と成因をTable2に示した。RSの成因と

しては，前述したように，標識遺伝子に関する母

親由来の遺伝子の野生型から劣性への変異がまず

あげられる。この場合，劣性遺伝子そのものでな

く，劣性と野生型の中間型であっても検出され得

る。また，質的なものでなくその部位の微小な染

色体欠失も考えられる。これら 3つの変異を検出

できるというのが，特定座位法とともに本テスト

の特徴である。その他，大きな染色体欠失とか染

色体 1本の消失という場合，特定座位法では個体

死に到るが，体細胞では細胞死に到らず生存可能

でRSを形成すると考えられている。また，体細

胞組換えが起ったとしても，検出するはずであ

る。さらに，標識以外の毛色に関する遺伝子に優

性変異が誘起されても RSとして判定されるであ

ろう。しかし，検出された RSがこれらの成因の

うちいずれに起因するかを確認することはできな

しヽ。

スポットテストではRSのほかに，腹側の正中

線部位に白斑が観察されwhitemidventral spot 

(WMVS)といわれている。これは体細胞の変

異ではなく，処理した化学物質の毒性のために細

胞死が起こり色素細胞が不足して出現すると考え

られている。また，正常でも乳首や外陰部周辺の

体毛は黄褐色を呈しているが， これらの近辺に同

じ色の斑紋が現われることがある。これも体細胞

変異ではなく，分化異常で misdifferentiation 

spot (MDS)と呼ばれている。

3 実験方法

まずテスターの PWの雄と C57BLの雌を交配

させ，翌朝以降に腟栓の確認された日を妊娠0日

とする。妊娠の 8~11日，通常9~10日に検体を

母体に投与する。 Screeningとしては胎仔が流

産したり，重篤な外形異常などのためいが離乳

までに死んだりしない範囲で，できるだけ大量を

投与する。投与経路は，検体が最も効率よく胎仔

に到達すると考えられる腹腔内とするのが一般的

Table 2. Appearance of spots having various causes 

． 
Cause Spot location Color 

Uncovering of recessive at marked loci (RS) Random Brown 

mutation of wild-type allele 
deficiency involving wild-type allele 
chromosomal loss (breakage or nondisjunction) 
homozygosity through somatic recombination 

Shades of 
tan or gray 
White 

Dominant mutation at other locus (RS) Random Various 

Pigment cell insufficiency (cytotoxicity, WMVS) 

Misdifferentiation 

This table was cited from reference No. 7. 

- 69 -

Midventral White 

Associated with Agouti-like 
non-black areas or yellowish 
or mid-forehead 



である。

処理した雌を個別に飼育してF1を出産させ

る。出産後できるだけ早く，生死別産仔数，性比

および外形異常（特に後肢の趾と尾）について観

察する。その後毛が均ーに生え揃う生後11~14

日に仔の数性比およびスポットを RS,WMV 

S, MDS別に観察する。また，外形異常（特に

水頭症）についても観察する。さらに，離乳時に

これらの観察を繰り返して最終判定とし，それぞ

れの出現頻度を求める。最終判定時に観察した

Fが 1群当り200個体位になるように妊娠雌を揃

える。検体投与時の色素細胞が200個とすると 4

万の標的細胞で screeningしたことになる。し

かし，色素細胞の数はあくまでも概算なので， こ

の系では正確な変異率を求めることはできない。

研究の成果

Table 1に示したように，スポットテストで

は交配に用いる系統によって，スポット形成に関

与する遺伝子が3~7と異る。しかし，特定座位

法の結果から判るように遺伝子にも変異を受け易

いものと受けにくいものがありハー概に標識遺

伝子が多いほど感受性が高いとは言えないようで

ある。感受性に関して，土川 9)は， C57BLxPW

と KYGxPWとの交配を比較して， ENUに対

しては後者の方がはるかに感受性が高いことから

スポット形成に関与する遺伝子が同じであって

も，用いる雌マウスの系統により感受性に差のあ

ることを報告している。MMS分科会の共同研究

において， C57BL/6および C57BL/10とその

congenic line 3系統の雌と PW雄マウスとの交

配でENUに対する感受性を調べたが系統差はみ

られなかった。この時得られたデータに研究室間

で大きなばらつきはなく，スポットテストは再現

性のよいことが実証された。

Fig_ 2に共同研究の一環として著者の研究室で

行った ENUのスポットテストの結果を Fig.3 

にW.L. Russell 1 °)による ENUのマウス精原幹

細胞に対する特定座位法の結果を示した。スポッ

トテストにおいて外形異常および WMVSには見

4
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ポットテストでは特定座位法では検出できないよ

うな変異でも検出可能だと考えられている。従っ

て，スポットテストは特定座位法より感度がよい

ことになる。事実成熟分裂以後の生殖細胞も含
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Stylesと Penman1IJの報告を参考にして，

Table 3にスポットテストと発癌性試験の相関

性を示した。彼らは約60の化合物を reviewして

いるが，そのうち abstractpaperだけの報告と

マウスあるいはラットでのinvivoの発癌性試験

が実施されていない物質を除いた約50種について

まとめた。スポットテストと発癌性試験の結果が

一致しない10種のうち，スポットテストが陽性で

発癌性は陰性の化合物は 2-aminopurineのみで 、

ある。このことから，スポットテストで陽性とな

れば高い確率で発癌性も陽性といえるのではない

かと考えられる。逆に，スポットが陰性で発癌性

は陽性という化合物に関しては，代謝を含めた生

体内動態を考慮する必要がある。この範疇に入れ

られる 9化合物のうちには，ラットでの発癌性試

験では陽性であるが，スポットテストと同じ種で

あるマウスでは陰性結果となっているものや，

ポットテストでも発癌性試験でも陽性を示す化合

物の基本骨格に置換基が付くとスポットテストの

みで陰性となるものが含まれている。これらはそ

れぞれ代謝に種特異性があったり，活性代謝産物

が胎児に到達しなかったと考えることができる。

スポットテストで陰性となり， しかも外形異常や

WMVSが観察されなかった場合には，検体ある

いはその代謝産物が胎盤を通過できなかったこと

も考えられる。

終りに

スポットテストと発癌性試験における結果の一

致率は現在約80％となっている。しかし，このよ

うな比較をするには，まだまだスポットテストの

データが不足しているので， この試験系を 1つで

も多くの研究機関で開始されることを願って稿を

5
 

Comparison of results from the spot test with those from cancer and bacterial 
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環境変異原研究9: 73-86 (1987) シンポジウム「変異原のinv i vo 短期検索法―有用性と問題点—」

マウス小核試験

ーその特徴と評価一

はじめに 小核試験の歴史―

変異原のinvivo短期検索法の 1つとしてマウ

スの骨髄を用いる小核試験が広く用いられてい

る。哺乳類を用いる小核試験の発展を歴史的にみ

てみると， 1890年と1905年に HowellとJollyが

それぞれネコとラ ットの血液中に見い出した小体

に始まる1)。これは Howell-Jolly小体と呼ば

れ，悪性貧血の患者の末梢の赤血球中等で観察さ

れ，今日小核試験において観察されるものと同一

物である。

1959年に Evansら2)がソラマメの根端細胞に電

離放射線を照射して小核が誘発されてくるのを観

察し，これによって染色体異常の誘発を推定しよ

うとした。これが小核の出現頻度により染色体異

常の出現を推定しようとした最初の報告のよう

で， さらに彼らは染色体切断の約60％が小核の形

成に関与していると報告している。

1970年に Bollerと Schmidがtrenimonを

チャイニーズハムスターに投与し，骨髄と末梢の

血液細胞中に出現する小核を観察し，本来無核の

赤血球中に残存する小核の出現頻度を計測する試

験法を提唱した3)。Mikrokern-Test(micronu-

cleus test)と言う名称もこの論文で提唱されて

いる。その後1973年頃までに Schmidのグルー

プおよびHeddleによって今日の小核試験の基礎

がつくられたい）。

1976年には Countrymanと Heddleにより

ヒトの末梢リンパ球培養を実験材料とする小核試

験法が報告8)され，その後方法に改良も加えら

れ，現在でもヒトの細胞を材料とする最も一般的

な方法として用いられている 9)0 

1979年に ColeらI0)および Kingと Wild1I) 

国立衛生試験所変異原性部林 真

により被験物質を妊娠雌動物に投与し，胎盤を経

由して胎仔に作用させ，出産直前の胎仔の肝臓

（この時期には造血能がある）または末梢血中に

出現する小核が観察されている。この方法によっ

て被験物質の胎盤通過性が調べられる他に MNN

G12)や DEN13)のように代謝活性化体の寿命

の非常に短いものも効率良く検出できるとされて

いる。

1980年に MacGregorらによりマウスの末梢

血に出現する小核を観察する方法が報告され

たI4)。ヒトやラットでは小核を有する赤血球は

牌臓で破壊されるので実験材料として適切ではな

いが，マウスでは小核を有する赤血球の末梢血中

への蓄積がみられる I5~I 7)。これによって小核試

験による化学物質の慢性的な作用を検討すること

が可能になりつつある。

1981-1983年には LahdetieらI8. I 9)および

Tatesら20)により精巣を用いる小核試験が報告

され，体細胞ばかりでなく生殖細胞における染色

体異常誘発性も小核試験で検討できることが報告

された。

1983年には米国EPAのGeneTox Program 

の小核委員会のレビューが完成し Mutation

Research誌に掲載されたい。このレビューは

当時までの小核試験全般について非常によくまと

められており，小核試験に関係する人の必読書で

あろう。

1984年からはJEMS• MMS分科会の小核試

験研究グループによる共同研究が始まっている。

これまでに 「小核試験における性差について」

(20機関参加）および「小核試験における系統差

について」(25機関参加）の共同研究が終了して
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おり，性差に関しては MutationResearch誌

に発表ずみである 22)。現在は第 3回の共同研究

が約40機関の参加者を得て「小核試験における投

与経路の差について」のテーマで進められてい

る。

以上のように小核試験を歴史的にみてみると，

Bollerと Schmidによる論文 3)が発表されて以

来15年以上の年月が経過し，基礎的な研究はほゞ

終了し今はたゞデータを出すのみとの感もある。

しかし GeneTox Programのレビューを見て

もわかるように多くの相矛盾するデータの報告も

あり，正当な評価を受け得るデータ（特に陰性

データ）を出すには慎重でなければならないと同

時にまだまだ工夫をこらす必要のあることが痛感

させられる。小核試験の結果を化学物質の変異原

性の検索やがん原性の予測に用いるには，その

データ自身が評価に耐え得るものでなければなら

ない。そのためには小核試験の特徴を充分理解し

た上で最適な条件下での試験が必要である。

以下に小核試験の特徴（有用性と問題点）を骨

髄を用いる染色体異常試験や姉妹染色分体交換

(SCE)試験と対比しながら述べ，今後この試験

を改良発展させていくための基礎としたい。

また小核試験自体の評価をinvivo染色体異常

試験の結果，およびがん原性のデータと比較する

ことにより考えてみたい。

小核試験の特徴

表 lに小核試験の特徴をまとめて示す。

表 l 小核試験の特徴

．

．

．

．

．

．

．

．

 

1

2

3

4

5

6

7

8

 

実験材料は核型による制約をうけない

正確な判定（ギャップの問題がない）

検出可能時間が長い（蓄積効果）

紡錘体阻害剤の検出が可能

安定したバックグランド

Coicemidゃ BUdR処理は不用
染色体異常の種穎は判定不可

アーティファクトの影響の可能性

1. 実験材料は核型による制約をうけない。

染色体異常試験や SCE試験においては分裂

中期の染色体を直接観察するので染色体の大きさ

や本数により試験の精度や効率が大きく異なり，

実験材料を選択する時にはその核型を充分考慮す

る必要がある。しかし，小核試験においては染色

体を直接観察するのではなく，分裂間期の細胞に

おける小核の有無を観察するので，実験材料の核

型にとらわれることなく研究実験の目的に合っ

たものを選択することができる。

これまでに報告された種として植物ではソラマ

メやタマネギの根端細胞を用いたもの23.24, 25)' 

ムラサキッュクサやソラマメの花粉母細胞の減数

分裂の時に生ずる小核を観察したもの26~29)など

がある。動物ではげっ歯類を用いた報告がほとん

どであるが他に魚類を用いたもの 30), 両性

類3I, 3 2），さらに霊長類のサル4. 3 3) からヒ

ト34~4 2)に至るまで多くの種を用いた小核試験の

報告がある。

2. 正確な判定ができる。

小核試験における異常の表現形は小さな核が存

在するか否かであり，特にげっ歯類の骨髄細胞を

用いる小核試験では本来核の無い赤血球の中に小

さな核があるか無いかといった単純なものであ

る。よって染色体異常試験でよく問題となる

ギャップとブレイクの問題もなくい），個々の異

常の判定は正確かつ客観的に行うことができる。

また観察の対象となるのが赤血球であり，染色体

異常試験や SCE試験での分裂中期像に比べて観

察細胞数を多くすることが可能であり，全体とし

てデータのばらつきも小さくなり観察結果の精度

を高めることができる。

異常の表現形が単純であるという利点を生か

しく標本観察の機械化がイメージアナライザやフ

ローサイトメータを用いて試みられている 43~4 6) 0 

3. 検出可能時間が長い。

増殖している細胞を染色体異常を誘発するよう

な化学物質で処理すると，分裂のサイクルが遅延
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することは一般的に知られている。遅延の度合い

は用いた化学物質の種頚や処理量によって異なる

ので，細胞遺伝学的な試験においては被験物質で

処理してから動物をと殺し，標本を作製するまで

の時間が結果に大きく影響する。小核試験におい

ても化学物質の種類によって投与してから小核赤

血球の出現頻度が最高になるまでの時間が異なる

ことが報告されている 21. 47. 48)。

小核試験の方が染色体異常試験に比べて検出可

能時間が長いことを示す例を図 lに示す49)。こ

れは 1-f3 -D -arabinofuranosylcytosineを

腹腔内に25mg/kg投与し，投与後経時的にマウス

をと殺し，骨髄細胞を大腿骨より回収し半量で小

核試験用の塗抹標本を残りの細胞をinvitroで

20分間コルセミド処理を施した後染色体観察用の

エアードライ標本を作製した。図の各点は 1群4

匹の平均値で示してある。この図からも明らかな

ように異常の検出可能時間は小核の方が染色体異

常よりも長いことがわかる。一般に小核試験では

骨髄中の多染性赤血球（脱核直後の幼若な赤血

球）中の小核を観察するが脱核後多染性赤血球

として骨髄中に存在する時間は約20時間49)であ

り，その間小核を有する多染性赤血球は蓄積され

ている。一方マウス骨髄細胞のM期は約10分

（
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間50)であり， コルセミド等分裂阻害剤で 2時間

分裂細胞を蓄積したとしても多染性赤血球の存在

時間の約 1/10にしかならない。このように小核

赤血球の蓄積効果（詳細は本誌別稿参照）によっ

て異常の検出可能時間が長くなる。

4. 紡錘体阻害剤の検出が可能。

小核試験によって，染色体の構造異常を誘発す

る化学物質のみならず紡錘体阻害剤をも検出でき

ることはよく知られている 5I -5 7)。また紡錘体阻

害剤によって誘発された小核は，構造異常を起す

ものによって誘発されたものより大きいことがマ

ウスの骨髄細胞（表 2)5 5)およびヒトの培養リン

パ球57)において示されている。紡錘体阻害剤に

よる小核の生成機構は未だに明確に示されていな

いが，染色体の断片ではなく， 1本または数本の

染色体によって 1つの小核が形成されている可能

性があり，そのために大きな小核が作られるよう

である。しかしながら，マウスでpolyploidや

aneuploid を誘発する diethylstilbaestrol-

dipropionate5 8)や酵母でaneuploidを誘発する
有機溶媒59) (acetone, methyl ethyl ketone, 

ethyl acetate, 2-methoxy ethyl acetate)は

マウスとチャイニーズハムスターを用いた小核試
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Ara -C 25mg /kg投与後の経時変化

各点はマウス 4匹の平均値
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表2 化学物質による小核の大きさの違い 0.3 

Chemical Dose 

(mg/kg) 

MNE(%) Type of MNE 

d<D/4 d ~D/4 （％） 

TEM 

MMC 

Ara-C 

6-MP 

VCR 

COL 

COLC 

ANSA 

Untreated 

0.3 

3 

50 

100 

0.125 

0.625 

10 

0.33 

1.81 

1.89 

2.67 

3.00 

3.07 

0.47 

0.57 

0.74 

0.14 

98 

195 

99 

98 

26 

46 

56 

47 

98 

2
5
1
2
7
4
5
4
4
4
5
3
2
 

(2.0) 

(2.5) 

(1.0) 

(2.0) 
ヽ

(74.0) 

(64.0) 

(44.0) 

(53.0) 

(2.0) 

分献 （55)のTable1よりその一部を引用

d ：小核の直径， D:赤血球の直径

TEM: triethylenemelamine, MMC: mitomycin C, 

Ara-C: 1-/3-n-arabinofuranosy lcytosine, 

6-MP: 6-mercaptopurine, VCR: vincristine, 

COL : colchicine, COLC : colcemid, ANSA : ansamitosin 

験で共に陰性の結果を示しており，紡錘体阻害剤

による小核生成機構ならびに小核形成と aneu-

ploid形成の関係等の解明が今後に残された大き

な課題である。

図2に示す。破線はp=O. 002, n = 1000の2項

分布を示しており，実際の観察値が理論値とよく

一致していることがわかる。このことは小核試験

の結果を統計学的に評価する上で非常に有利であ

り，既知母集団からの資料と考えて処理すること

が可能となり，実際にそのような判定方法も考え

られている 63)。

(

x

)

 

d
 

0.2 

o. 1 

安定したバックグランド

一般にマウスまたはラットの骨髄を用いる小核

試験では1000個の多染性赤血球を観察し，その中

に出現してくる小核を有する多染性赤血球の頻度

を求めている。染色体異常試験や SCE試験では

50核前後の分裂像を観察して結果を出しているこ

とからすれば小核試験では観察細胞数が充分多い

ことがわかる。このように観察集団が大きいので

陰性対照群における小核赤血球の出現頻度のばら

つきも小さく，またその出現度数は2項分布 （ポ

アソン分布でもほぼ同じ）でよく近似できること

が示されている 60~63)。著者の研究室で得られた

陰性対照群における小核を有する多染性赤血球

(MNPCE)の背景データのヒストグラム 63)を

u
 

6. Colcemidや BUdR処理は不要

染色体異常試験や SCE試験では細胞分裂を中

期で止めるためのコルヒチン，コルセミドのよう

な分裂阻害剤の処理，又 SCE試験ではさらに姉

妹染色分体を分染するための BUdR処理が必要

であるが，小核試験では一切不要である。そのた

め被験化学物質の作用のみを検討することが可能

である。

以上小核試験が染色体異常試験や SCE試験と

比較して勝っている点について述べてきた。次に

小核試験において問題となる点にもふれてみた

゜
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図゚2

ー

Frequency 
2
 
3
 of MNPCE 

染色体異常の判定は不可

染色体の構造異常の内，交換型の異常をよく誘

発する化学物質の方が単純なギャ ップや切断を主

に誘発するものより癌原性物質である可能性が高

いとする考えもある 64.65)。この考えに碁づけ

ば，染色体異常試験では誘発された構造異常の種

類を結果の判定に含めることにより被験化学物質

の癌原性予測に重要な情報をもたらすことが期待

できるが，小核試験においてはこの種の情報を得

ることは不可能である。小核の形態より得ること

のできる情報としては，その大きさより紡錘体阻

4
 
こ7 8 5
 
6
 ，
 

1 0 

(MNPCE/ 1 OOOPCE) 

陰性対象群における MNPCEの出現頻度

破線：二項分布 (p=O. 002, n = 1000) 

害剤であるかどうかの予測かできる程度であ

る55.57)0

8. アーティファクトの影響の可能性

小核試験の結果に影響をおよぼすアーティファ

クトとしては，ラットの骨髄標本でよくみられる

肥満細胞の顆粒をギムザ液で染色したものが最も

一般的なものである 66~6 9)。マウスではほとんど

観察されないが，ラット，特に Fisher344では

骨髄中に肥満細胞が多く 69)通常の染色法では本

来の小核との識別が困難であり，観察に支障をき

たす。アーティファクトとしてはこれの他に球

菌，染色色素のかたまり等が考えられる。
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アーティファクトではないが通常の染色法で

本来の小核と区別がつきにくい顆粒が赤血球中に

出現する場合がある。例としては，quinacrine

• 2HC1や acranilのような化学物質をマウス

に投与した時に赤血球中に出現する RNA性の

顆粒67.68, 70, 71)や，経胎盤小核試験で胎仔の赤

血球中に出現する好塩基性斑点68)等があげられ

る。

この小核同定の問題を解決する方法としていく

つかの染色法が用いられている。そのいずれもが

DNAを特異的に染色しようとするものであり，

Feulgen反応70)' メチルグリーン・ピロニンY染

色7I)' アクリジン・オレンジ螢光染色法67. 6 8)' 

ヘキスト33258を用いる螢光染色法72)等が用いら

れている。

以上小核試験の特徴について述べてきたが， こ

れらの他にも標本の観察に要する時間が短い点は

よく指摘される 6, 7, 53, 73)。さらにもう lつの特

徴として，染色体異常は分裂中期という非常に限

られた時期の細胞集団を観察しており，それらの

細胞のその後の動態は不明であるが，小核試験で

は染色体異常を持つ細胞が分裂を完了し，特に骨

髄中の赤血球を対象とした系では脱核という分化

の過程を経た細胞集団を観察対象としている点を

掲げることができる。このことは生体内に生き残

る可能性のある異常細胞を検出していることであ

り，細胞遺伝毒性を考える上で興味深い点である。

小核試験はあくまで染色体異常試験の簡便法で

ある 74)との考えが強いようであるが， ここまで

ならない。ここでは染色体異常試験との比較は，

小核試験と染色体異常試験を同一条件下で同時に

行っている23文献35.37. 38. 7 I. 75~9 3)の結果を比

較検討の対象とした。一方がん原性との比較検討

のためのデータベースとしては Gene-ToxPro-

gramのレビュー 2I)およびIARCのモノグラフ

第1巻から第36巻までを用いた。

1. In vivo染色体異常試験結果との相関

小核試験とinvivo染色体異常試験を同時に

行った報文より ＋／一の結果を切り出し，まとめ

たものを表3に示す。合計で33種の化学物質につ

いてのデータがあり，その内17種については共に

十であり， 11種については共に一の結果を示し計

28種 （85%)の化学物質については両試験系で同

じ結果が得られている。小核試験が＋であり染色

体異常試験の結果が一のものが2物質，すなわち

Acranilとquinacrin• 2HCl7 °)であり共に R

NA性の顆粒を小核とみなしたために生じた偽陽

性の結果であった。他方，小核試験がーで染色体

異常試験で＋となったものは atrazine,epichlo-

rohydrine8 6)および ethylenedi bromide 9 2)の

3化合物であった。これらの結果には再検討の必

要があり，特に ethylenedi bromideについて

は1点のみで統計的に有意であるが用量依存性も

認められず， もし染色体異常誘発性があったとし

ても非常に弱いものであると思われる。

表3 1j核誤験とinvivo 染色体異常試験結果の比較

みてきた小核試験の特徴を総合すると，単なる簡 小核染色体異常化合物数

便法ではなく充分な特性を持った細胞遺伝学的試

験法であると言うことができる。

小核試験結果の評価

小核試験の結果を評価するためにinvivo染色

体異常試験の結果およびがん原性のデータとの比

較について述べる。＋／ーの結果を比較検討する

時に重要なことは，どのデータベースの情報を用

いるかであり，データの出典が明らかでなければ

＋ ＋ 17 

11 

＋ 2 (acranil, quinacrine) 

+ 3 (atrazine) 

(epichlorohydrine) 

(ethylene dibromide) 

小核試験と染色体異常試験を同時に行ったデータに限

定
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以上を総合的にみると，小核試験と染色体異常

試験の定性的な結果は予想通りほゞ同じと考えら

れる。しかし同一条件下で両実験を行っている

データは少なく，最終的な評価を下すには更に

データの蓄積が必要である。

2. がん原性データとの相関

データベースを Gene-ToxProgramとIAR

Cモノグラフに限ったため，小核試験と実験動物

に対するがん原性のデータがそろっている化学物

質の数は74であった。実験動物に対するがん原性

をがん原性ありとするのに充分なデータがある

(sufficient),そのデータが量，質共に限られ

ている(limited），データはあるが評価するの

に充分でない (inadequate)および評価に耐え

るデータが複数あり，その範囲内ではがん原性な

し (noevidence)の4種に分類し小核試験結果

との比較を表4に示した。この表からもわかるよ

うに sufficientの化学物質の内小核＋のものは

19種あり，一方小核ーのものも20種もある。この

数だけから判断すると小核試験でがん原性物質を

検出する効率は悪い印象を受ける。Gene-Tox

表4 動物への発がん性と小核誘発性との比較

IARC Micronucleus 

animal data Positive Negative 

Sufficient ＊ 19 20 

Limited 8 6 _ 

Inadequate 5 11 

No evidence 

゜
5 

I AR  C Monographs vol. 1~36 Gene Tox 

Program, Mutat. Res. (1983) 

＊ ：本文参照

Programの集計でもがん原性物質の検出感度は

50％となっているい。しかしながらこのような

結果は用いたデータベースに依存するところが大

き<,Gene-Tox Programの評価で小核試験

ーの結果が確定しているものはこの20化合物の内

Metronidazoleたゞ lつであり，他の陰性結果

は検討の余地を残している。

次に小核試験の結果と IARCによるヒトヘの

発がん性の評価との相関をみたのが表5である。

表5 ヒトヘの発がん性と小核誘発性との比較

IARC Micronucleus test 

GROUP Positive Negative 

1 5 

2A 4 

2B 4 

3 4 (1-naphthy lamine) 

(5-FU) (6-MP) (MTX) 

IARC Monograph Supplement 4 (1982) 

Gene Tox Program, Mutat, Res. (1983) 

1 (4-aminobiphenyl) 

1 (o-toluidine) ， 
6 

Group-I :ヒトに発がん性があると断定できるもの

Group-2A :多分発がん性があると思われる（疑いの強いもの）

Group-2B :多分発がん性があると思われる（疑いが比較的弱い）

Group-3 :ヒトヘの発がん性に対する評価が下せないもの
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両者のデータがそろっている化学物質は全体で34

しかなく， これだけのデータからは詳しい相関は

求められないが， 4-aminobipheny1, とo-tolui-

dineのような例外はあるものの，おおむね期待

通りと考えることもできよう。

以上のように小核試験のデータをがん原性の予

測に用いようとすると，その検出感度は決して高

くない。その原因の主なものとして実験条件が不

備なために偽陰性の結果を出していることが考え

られる。これは実際に小核試験を行っている者の

責任であり，実験条件を充分検討して充分評価に

耐え得るデータを出すことが最も重要なことであ

ると思われる。小核試験に対する正当な評価を下

すためにも信頼性の高いデータを集めたデータ

ベースの構築が急がれなければならない。
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環境変異原研究9: 87 -96 (1987) シンポジウム「変異原のinv i vo 短期検索法――ー有用性と問題点ー~」

32 pーポストラベル法

国立がんセンター研究所生化学部山下克美

1. はじめに

環境中の種々の化学物質が生体に取り込まれ突

然変異原性を示す際には， DNA塩基の修飾や鎖

切断などの DNAの傷害を伴う。その後，修復

がおこり，修復されなかった傷害や誤って修復さ

れたものが突然変異として固定され，がんをは

じめとした種々の疾患の原因となる。これら一連

の過程における最初の事象である DNAの修飾

に着目して，付加体形成の強さから発がん性を推

定したり， ヒトの化学物質への暴露量を測定する

ことが行なわれている I,2)。テスト化合物を3H

ゃ14cでラベルし，その放射活性を測定する方法
や，紫外吸収やマススペクトルを測定する方法が

代表的なものである。また最近では，化学物質一

DNA付加体に対し，特異的なモノクローナル抗

体を用いて検出する事も行なわれている。

我々は，近年Rander a thらによって開発され

た32 pーポストラベル法を利用して，化学物質に

よる DNA修飾を検出する事を試みている3,4)。

この方法は，ラベルした化学物質を用いる事な

く，比較的短時間で，極めて高感度に化学物質に

よる DNA修飾を検出する方法である。これま

での実験で我々が得た結果をもとに， この方法に

ついて述べてみたい。

2. 3 2 pーポストラベル法の原理

この方法は，原理的には以下の4つの連続した

過程から成る （図l)。

l) 修飾を受けた DNAを2つの核酸分解酵

素によって， 3'-mononucleotidesに分解す

る。

2) 3'-mononucleotidesへT4 polynucleo-

tide kinaseの酵素反応により， r -32P-ATP 
から 32Pを5'-0Hの位置へ転移し， 5仁 32P-

deoxyribonucleoside 3', 5'-di phosphates 

を得る。

3) 正常ヌクレオチドを除去する。

4) 薄層クロマトグラフィー (TLC)により

付加体を二次元展開し，オートラジオグラ

フィーにより検出する。

図2に示されている様に， 3)と4)のステッ

プは，実際には 1枚のシート上で行う。ここで

は，弱塩基性イオン交換体であるポリエチレンイ

ミン (PEI)セルロースの薄層シートを用いる。

試料をスポ ットした後1.IM LiClで図2のDI

方向へ展開すると正常nucleotidesのみを移動さ

せ，付加体を origin(OR)にとどめる事が可能

である。展開後破線の部分で切り放し， 2.5M

ギ酸アンモニウム(pH3.5)で展開し，同様に破

線の位置で切り放し， ORを含むシートの小片を

得る。このシートを，尿素を含むギ酸リチウム

(pH3. 5)で展開し (D3)その後，尿素を含む

Tris-HCl-LiCl (pH8. 0)で前回に対して直角の

方向に展開し (D4), 二次元展開を行う。現在

は， D1の展開を 1M sodium phosphate (pH 

6.8)で行うことで正常ヌクレオチドを除去し，

D2は行なわない 5)。また， D4展開後， IMsodium 

phosphateで同一方向に展開し， シート上の

バックグランドのカウントを除く操作を行う。

付加体形成レベルの定量は，検出された各ス

ポットに相当するシートを切りとり，シンチレー

ションカウンターで測定することにより行う。こ

の実験で用いた全nucleotidesの数は，次のよう

にして求める。ラベルのときの反応液に ATPase
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chromatO(Taphy (PEI-cellulose TLC) 
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図1. 32 pーボス トラベル法の原理 （文献 3より改写）

4-0irectlonal PEI-cellulose TLC 

一

4

-

D

-

03

上一2 D-一 DI 

DI, 02 : Removal of normal 
nucleo↑ides 

03,04 : Resolution of 
adducted nucleotides 

----Cut after development 

図2.PEIセルロース TLCを用いた， 正常ヌクレオチドの除去及び，付加体の展開 （文献3より改写）

を加え，未反応の r-32P-ATPを分解後 PEI

セルロース TLCにより，ラベルされた nucleoti-

desと32Piを分離し， nucleotidesにのみとり

こまれたカウントを測定する。このようにして得

られた値から，ラベルされた付加体の相対比 (re-

lative adduct labeling)を以下の式により求め

る。

Relative adduct labeling (RAL) 

付加体のカウント

全 uncleotidesのカウント

付加体形成の強さは，一般的には1『nucleotides

当りの付加体の数で表わされる場合が多いので，

RALの値を1が倍して求める。また， 107nucleo-

tides当りの付加体数を0.3倍すると， mgDNA 

当りの付加体のfmol数が簡単に求まる。また，

付加体の検出限界は，101~l08nucleotides当り

1個程度である。

この一連の操作により検出できる付加体は，芳

香性かつ多環性の化合物に限られる。メチル化や

エチル化などを受けた nucleotidesは，正常の

nucleotidesとほとんど変わらない挙動をするた

めに， Dl展開でシートから除かれてしまう。ま

た，一環性や二環性の化合物による付加体も，

シートとの親和力が弱いため，同様にDl展開で

移動して解析できない。

3. 3 2 pーボストラベル法の改良

今まで述べてきたのは，開発された当初の方法

であるが，その後いくつかの改良がなされた。主

な改良点は， 1)検出感度の上昇， 2)低分子量の

化学物質による付加体の検出という二点である。

l) 検出感度の上昇

従来の方法を用いた場合，107~108 nucleotides 

当り 1個の付加体を検出でき，Randerathら

は 20以上の化学物質について， これまで発がん

性が証明されているもの全てに付加体を認め

た6)。 しかし，それ以下のレベルの付加体の検

出，特に， ヒトの化学物質への暴露量の測定とい

う応用面を考えた場合，一般には，上記の検出限

界以下の付加体を検出する必要がある。従って，

この点に関する改良は大きな意味をもつ。さてそ

の改良は，原理的には付加体を選択的に濃縮し，

正常 nucleotidesがほとんど存在しない条件で，

付加体のみを32 Pでラベルする事により可能とな

る。これには， 1-butanolで付加体を抽出する方

法”と， nucleasePlの酵素作用を利用する方

法8)がある。いずれの場合とも，これらの処理

は， DNAを核酸分解酵素処理により，3'-mono-

nucleotidesに分解した後で行なう。この改良に

より10I 0~lQI Iのnucleotides当り 1個の付加体

を検出する事が可能となった。また，ラベルの際

に，3'-mononucleotidesの濃度より， 7-32P -

ATPの濃度が低いと， T4polynucleotide kin-

aseの酵素反応の特異性により，付加体が選択的

にラベルされる (ATPdeficient condition)。

Randerathらは， この性質を利用して検出感度

の上昇を計った変法も開発している9)0 

図3に， 1-butanol法で解析した例を示した。

用いた化合物は heterocyclicamineの一種であ

る， 2-amino-3-methyl-a -carboline (MeA a C) 

である。これは，吉田らによってダイズグロプリ

ンの加熱産物中より変異原物質として同定された

もので，各種の加熱食品中や， タバコのタール中

にも含まれている IO. I I. I 2. I 3)。マウスにおいて

は，肝及び，血管内皮細胞の腫瘍を誘発するが，

ラットでは，長期間投与により，唾液腺及び，膵

に萎縮を引きおこす I4. I 5)。我々は，ラ ットにお

いて， これらの臓器の DNAにMeAaCによる

付加体が形成されることを証明した I6)。F344

ラットにlOOmg/kgb. w.のMeAaCを1回経

口的に投与し， 24時間後に肝において形成された

付加体は，少なくとも 8種類認められた。それぞ

れの付加体のレベルを表 1に表わした。この実験

の場合，全nucleotidesにとりこまれたカウント

が約 6X 101 0cpm,付加体 lへは約 4X l05cpm 

とりこまれた。さらに，非常に弱いスポ ットとし

て認められる付加体 2と5へは，それぞれ 200

cpm, lOOcpm とりこまれた。従って， 109nucle

otidesに数個という非常に低いレベルの付加体

も有意に検出できた。このように， レベルの高い

ー

1『
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tide kinaseの基質にならなくな ってしまう。付 ある＇ R. I D)。F344ラットにlOOmg/kgb. w.のl• 

加体は，本酵素の基質になりにくいので，正常 nitrosoindole-3-acetonitrileを経口的に与え，

DNA Modification in the Liver by MeAaC 

Gavage 
(IOOmQ/kg b叫

疇
＇

•崖

COntrol 

図3.MeAaCにより形成された付加体。lOμgの DNAを解析に用いた。D,: [M sodium phosphate (pH 

6. 8). D3 : 4. 2Mギ酸ーリチウム．7.5M尿素 (pH3. 5). D4 : 0. SM塩化リチウム． 0.5M Tris -HCI. 7. 5M 

尿素(pH8.0) 

表 1.MeAaCにより形成された付加体のレベル

Adduct No. Adducts/107 nucleotides 

1

2

3

4

5

6

7

8

 

67.44 

0.04 

0.34 

0.24 

0.02 

0.84 

0.10 

0.16 

Total 69.18 

付加体が 1つと，その他いくつかのレベルの低い

付加体が認められるというバターンは，その他の

heterocyclic amineによる付加体に一般的にみ

られる傾向である（未発表）。

NucleasePl法は最近開発された方法であ

る8)。本酵素は， 3'-phosphorylase活性をもつ

ため， 3'-mononucleotidesは， nucleosidesに

分解され，次のステップで用いるT4polynucleo-

nucleotidesのみが選択的に分解され．付加体が

農縮されるというのが原理である。しかし．化合

物によっては基質になる付加体もあり， hetero-

cyclic amineについて調べたところ，いくつかの

ものでは検出されない付加体があった（未発表）。

2) 低分子化合物による付加体の検出

PEIーセルロースシートを用いた TLCでは，

D展開により正常 nucleotidesを除くが，低分

子化合物による付加体も同様に ORから移動し

てしまう。この問題は．低分子化合物に対してよ

り親和力の強い ODSシートを用いた TLCをD1

展開で行うことにより解決された 17)。我々 は．

この方法を用い， 1-nitrosoindole-3-acetonitrile

による DNA付加体の検出を試みた。この化合

物は．若林らによって同定されたもので，白菜中

の変異原前駆物質indole-3-acetonitrileを亜

硝酸処理する事によ って生じる直接変異原物質で

DNA Modification in Rat Stomach by 
1-Nitrosolndole-3-acetonitrile 

Forestomach 

Glandular 
Stomach 

2時間後に，前胃 ・腺胃の DNAに形成された

付加体を解析した。図4に示される様に，前胃 ・

腺胃の場合とも明らかに， l-nitrosoindole-3-

acetonitrileによる付加体が認められた。この実

験では，検出感度を上げるために， ATPdefici-

ent conditionを用いているので正確な付加体レ

ベルの定量はできないが全体として10'nucle-

otidesに1個程度の付加体が形成されていた。

Randerathらは， この ODS-TLC法により一

環性の化合物である safrole及びその誘導体によ

る付加体を検出している＇ 7)。従って， この方法

を用いれば，環境中に数多く存在する一環性及び，

ニ環性化合物による付加体も検出が可能である。

4. 32 pーポストラベル法を用いた化学物質複合

体による付加体の検出

これまでは，方法を中心に単一化合物による付

H瀾rosoindote-
3-ocefonit"le 

會：

Control 

← 

図4.1-Nitrosoindole-3-acetonitrileによる DNA付加体， D,:0.4Mギ酸ーアンモニウム (pH 6. 0) (ODS 
シートを使用）D3:2. 5Mギ酸ーリチウム， 4.5M尿素 (pH3. 5), D4 : 0. 4M塩化リチウム， O.4M Tris-

HCl, 5M尿素 (pH8. 0) 
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加体の検出について述べてきた。 しかし， 32p _ 

ポストラベル法によれば，単一化合物のみなら

ず，食品や大気等からの粗抽出物についても敏感

に同様の解析ができる。Randerathらは，タバ

コのタールからの粗抽出物による付加体を検出し

ている 20)。また，Jeffreyらは，ディーゼル排

ガスを長期間暴露させたラットの肺から付加体を

検出しているい。さらに， この方法を用いて，

ヒトの試料から付加体を検出することも行なわれ

ており，Randerathらは喫煙者の胎盤や気管 ・

肺の DNAから喫煙に関連した付加体を検出し

ている ” .22)。

5. ハルマンによる付加体の検出

我々 は， 32pーポストラベル法を用いてハルマ

ンによる DNA付加体の検出を行った。ハルマ

ンは，サルモネラ菌の系では，それ自身は突然変

異原性を示さないがアニリン等との共存により

co -mutagenとして作用する”)。 一方，哺乳

動物の培養細胞系においては，単独で変異原性を

NA修飾をおこすか否かを検討した。0.5％のハ

ルマンを含む飼料を CDF1マウスに一週間与え

たところ，図 5に示される様に，肝の DNAに

明らかな付加体が， 1がnucleotidesに3個の頻

度で形成された。このように変異原性の疑わし

い化合物について，invivoでの DNA修飾を明

らかにすることも， この方法により可能である。

6. 発がんの臓器特異性の予測

化学物質の発がん性及び，その臓器特異性を短

期で予測するために，我々は，化学物質の種々

の臓器での DNA付加体形成のレベルという

面からのアプローチを試みた。用いた化合物は

MeIQx25)で，マウスにおいては，肝，肺及び，

血液系に腫瘍を引きおこし 26), ラットに対して

は，肝， Zymbal腺陰核腺及び，皮虜に腫瘍を

誘発する”)。 F344ラットに 50mg/kgb. w.の

MeIQxを一回，経口または腹腔内投与すると， 2

4時間後の肝のDNAに図 6の様に，少なくとも

2種類の付加体を形成する。このときの付加体形

示す24)。そこで我々は，invivoでハルマンがD 成のレベルを肝，腎及び，精巣について測定し

DNA Modification In Mouse Liver by Harman 

0.5鵞InDiet 
for1W•elc 

Control 

図5.ハルマンによる DNA付加体の検出。 lOμgのDNAを解析した。 D,: lM sodium phosphate (pH 6. 8), 

D3: 4. 2Mギ酸ーリチウム， 7.5M尿素 (pH3. 5). D4: lM塩化リチウム， 0.5M Tris -HCI, 7. 5M尿素
(pH 8. 0) 
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Administration 
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Control i.p. OW叩

図6.Me!QxによるDNA付加体。lOμgのDNAを解析した。D,: !M sodium phosphate (pH 6. 8). D3: 4. 2 

Mギ酸ーリチウム．7M尿素 (pH3. 5). D4 : 0. BM塩化リチウム．0.5M Tris-HCI. 7. 5M尿素 (pH8. 0) 

表2.Me!Qxの1回投与によるラ ットの各臓器での付加体のレベル

Route Adduct 
7 

Adducts/10 nucleotides 
No. Liver Kidney Testis 

1 0.86 0.31 0.041 
Intraperitoneal 

2 0.071 

1 1.03 0.87 0.054 
Gavage 

2 0.080 0.073 

たものを表2に示した。発がんの標的臓器である 経時的に種々の臓器での付加体形成を測定したと

肝においては，付加体は， 1O 7 nucleotidesに約 ころ，図7の様に，全ての臓器で程度の差はある

1個の程度で検出された。ところが，腫瘍発生の ものの，付加体が検出され，また投与期間ととも

みられない腎においても肝よりやや弱い程度で付

加体が検出され，また精巣においても 109nucleo-

tidesに数個というレベルで付加体が形成される

ことがわかった。さらに発がん実験と同一条

件，即ち， 0.04％のMeIQxを含む飼料を与え，

に付加体レベルの上昇がみられた。従って，化学

物質の付加体形成のレベルのみから発がんの臓器

特異性を予測する事は困難と思われる。しかしな

がら．化学発がん過程におけるinitiation活性

の強さはこの方法により測定できる。
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DNA Adduct Levels In Various Organs of 
Rats Fed 0.04% MeIQx 

20 

sap1,oa1:>nu L
o
 11 s,:>npp¥f 

10 .. 

2 

Time of feeding (weeks) 
4
 

図7.MeIQxの連続投与によるラットの各臓器での付加体のレベルの経時的変化

7. おわりに

3 2 pーポストラベル法は，化学物質による DN

A付加体を比較的短期間で，極めて高感度に検

出できる有用な方法である。この方法を用いるこ

とにより，環境化学物質が生体にとりこまれ，活

性化や不活性化等の代謝を受けた後どれくらい

の割合が変異原性等の生物活性を示す可能性のあ

る形に変化しているのかを定量的に求める事が可

能である。また，付加体の検出感度が高い事か

ら， ヒトの化学物質への暴露量の測定に応用する

事も可能と思われる。しかしながら， これまでの

方法では，メチル化やエチル化などのアルキル化

を受けた付加体は検出できない。また， ヒトの化

学物質への暴露量の測定へ応用する場合，付加体

の検出感度をさらに上昇させる必要があるばかり

でなく，少量の試料から効率よく付加体を検出で

きる様にしなければならない。今後は種々の化

学物質について，invivoでの潜在的変異原性を

測定するばかりでなく，上記の様な点について改

良をしていかなければならない。
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環境変異原研究9: 97-108 (1987) シンポジウム「変異原のinv i vo 短期検索法-有用性と問題点—-J

不定期DNA合成 (UDS)法

東京大学医科学研究所癌生物学研究部降旗千恵

1. はじめに

この方法で指標にしている不定期DNA合成

(unscheduled DNA synthesis,UDS)とは，

DNA損傷の切除修復 （excisionrepair)による

修復DNA合成をさす。すなわち，突然変異原性

物質，化学癌原性物質あるいはその代謝活性化

物放射線がDNAを修飾して，それが切除修復

で修復される場合には， トリチウムで標識したチ ＇

ミジン びHTdR)を共存させると， 1ヶ所の傷

に対して，多数の 3HTdRが取込まれて，高感度

でDNA}員傷を検出することが出来る。

動物の発癌は，動物の体細胞の突然変異に起因

すると考えられている。微生物に対する変異原性

物質が必ずしも動物で，変異原性物質あるいは癌

原性物質とならないがそれは， 1）化学物質の摂

取経路と体内への分布， 2）標的臓器あるいは細胞

での吸収 3)代謝活性化解毒排泄， 4）標的臓

器での細胞の増殖性などの要素が絡んでくるため

と考えられる。このように動物で標的臓器と呼

ばれる特定の臓器に癌を誘発する現象を発癌の朦

器特異性と呼ぶ。標的臓器の細胞のDNAには損

傷が起っているはずなので，それをUDSを指標

として検出できるのではないかという考えで， こ

のinvivo検索法が考えられた。

修復 DNA合成の発見は古く， 1964年に Ras-

mussenとPainterによって， UV照射された細

胞にS期以外の DNA合成が誘起されることが見

出された 1)。“unscheduledsynthesis"という

言葉は， DjordjevicとTolmachによって最初

に用いられ旦現在も， “repairDNA synthesis" 

と “unscheduledDNA synthesis"の両方の言

葉が使われている。この UDSをinvivo短期検

索法として使うという考えは，StichとKieser

によって提案された 3)。彼らはマウスに癌原性物

質を投与してinvivoで作用させた後標的臓器

を取り出して，invitroで3HTdR存在下にDNA

合成を行わせて， UDSを測定する方法を示唆し

た。彼らは組織切片または組織を押し潰した標本

のオートラジオグラフィーの測定を行った 4)。し

かしこの方法は，短期検索法のルーチン ・ワーク

としては煩雑すぎたようで，その後の発展は無

かった。実用的な方法を開発して，invivo検索

法として使いだしたのは， 1980年代に入ってから

で MirsalisとButterworthは，癌原性物質を

投与したラットから肝細胞のprimaryculture 

を調整して， UDSをオートラジオグラフィーで

観察する方法を開発した叫 この方法は検索に 2

週間あまりかかる。彼らのグループは同様の方法

を，腎臓6)' 膵臓”，上部呼吸器系8)について開

発した。現在この方法はアメリカを中心に20人ほ

どの研究者が用いている。私達は，ラットに癌原

性物質を投与してinvivoで作用させた後

3HTdRおよびヒドロキシウレア（複製DNA合

成の阻害剤： HU)存在下で腺胃粘膜の器官培養

を行って UDSを測定する迅速な方法を開発し

た9. I 0)。私達は 3HTdRのDNAへの取り組み

を液体シンチレーションカウンターで測定してい

る。この方法だとわずか2日間で測定できる。私

達は同様な方法を前胃 11)と大腸 I2)について開発

した。この方法は私達の他では，外国で数人始め

るところである。

また発癌のイニシエーション作用を検索するの

みでなく，癌原性物質のプロモーション作用も，

培養液から HUを除いて同様の方法で細胞の複

- 97 -



製に伴う総DNA合成 (TDS)またはS期細胞の

増加を観察することによって検索できそうである。

2. 実験法

化学物質をラ ット（マウス）に，胃チュープ，

腹腔内注射，注腸などで投与してinvivoで作用

させた後目的とする臓器を取り出して，invitro 

で 3HTdR存在下に器官培養または細胞培養を

行って， UDSを測定する。

DNAへの 3HTdRの取り込みを測定するのに，

液体シンチレーションカウンターを使う方法9. I 0) 

とオートラジオグラフィーを使う方法5)とがあ

る。オートラジオグラフィーの方が，時間がかか

るが複製DNA合成と UDSを正確に区別する

ことができる。液体シンチレーションカウンター

法でも， TDSとUDSを同時に測定すれば概略

は推定できる。

私達は液体シンチレーションカウンターを使っ

Unscheduled DNA Synthesis 
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図 1 UDS法

Chemicals 

In vitro DNA synthesis 

([3H]thymidine 

Hyd『oxyurea

ているので主としてその方法 （図l)について

述べる 9.I 0 ) 。 検索はまず LD50の約½の用量で

試料を投与後0,2,~16時間の間に数点を取って

時間経過を観察し，陽性の出た物質について最適

の時間で用量反応性を測定する。

l)腺胃

l群5頭の Fischer(F344, チャールス・リ

バー）7~8週令雄ラ ットを個別ケージに入れ

て，ラ ットの体重200g当り 4gの固型飼料をタ

方投与し，翌朝胃袋がほぼ空になったところへ試

料を注入する。投与16時間後の測定をする時に

は，朝から絶食させて夕方試料を投与し，翌朝屠

殺して測定する。投与は注射筒で，注射針の先に

ポリエチレンチュープを付けるか，胃ゾンデ用針

を付けて行う。試料は蒸留水かジメチルスルホキ

シド(DMSO)に溶解し，0.3~1.Om£投与する。

in vivoで試料を作用させた後，屠殺して胃袋

を取り出し，大彗側で切り開き，o.9％食塩水お
よび L-15medium (Gibco)で洗った後幽

門腺部粘膜 （図2)を1mmの幅で，粘膜筋板や漿

膜を含まないように薄く細長く，眼科用ハサミで

切り取り，コルク板にアルミ箔を被せた台の上に，

粘膜が干からびないように一滴垂らした L-15

medium上に置いて，メスの刃で約1mm幅に切り

刻む。L字管 （図3)に50叫の L-15medium 

をあらかじめ入れたところへ，細切した粘膜20mg

を入れ， l群 5頭分たまったところで， HUを添

加 CUDS用）または HUを無添加 (TDS用）

の 3HTdRを含む L-15 medium 3 m£を入れ，

37℃で2時間おだやかに振盪してインキュベート

する。2時間後に L-15mediumで一度洗った

後放射能で標識していない 1mM  TdRを含む

L-15 mediumを3m£加えて37℃30分さらにイ

ンキュベートする。PBSで洗った後ドライアイ

ス上で凍結する。組織から DNA分画を以下の

方法で抽出し，放射能と DNA濃度を測定す

る。なおラ ットを解剖する時から，放射能で標識

していない 1mM  TdRを含む L-15medium 

でインキュベートする時まで使用する器具と溶

液は滅菌しておく 。

図2 ラットの胃を大碍側で切開した図

前胃 (forestomach），胃底腺部 (fundus),

幽門腺部 (pylorus)で構成される。

図3
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L字管

内掻
16mm 
（ ） 

ステリスト ッパー

115mm 

スピッツ遠心管型ホモジナイザー外筒管 （図4)

に氷冷した10%トリクロロ酢酸 (TCA)Im£を

取り， この中に凍結した組織をミクロスパーテル

で移し，ただちに2分間ホモジナイズする。同じ

容器のまま 4℃で3000rpm15分間遠心して沈澱

（タンパク質と DNAとRNAとを含む）を取

り， もう一度10%TCA 1 m£でホモジナイズして

遠心して沈澱を取る。INのKOH1. lm£を加え

てホモジナイズし， 37℃一夜インキュベートして

RNAを加水分解する。翌朝不溶物が遠心管の

底に沈澱しているので3000rpm 15分間遠心し

て，上清1.Om£を他のスピッツ遠心管型ホモジナ

イザー外筒管に移し， 5Nの HCl200叫で中和

し， 70%TCA 63叫加えて最終 5%TCAとす

る。10分間氷冷後，遠心して沈澱を取る。この時

管壁に残る水滴は，細く切ったろ紙で拭き取る。

図4
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沈澱に 5% TCA650叫を加えてホモジナイズし

た後， 80℃ 30分間加温して DNAを加水分解

する。この時タンバク質は変性して沈澱するの

で，水冷後遠心して上清を DNA分画として使

う。500叫をシンチレーター ACSil(Amersham 

Corp.)に溶かし込んで，液体シンチレーション

カウンターでDNAに取り込まれた3HTdRの量

を測定する。

DNA濃度の定量は， DNA分画20叫に 2M

3,5ージアミノ安息香酸・ 2塩酸塩 (DABA)

（東京化成）40叫を加え， 37℃で30分間インキュ

ベートした後 0.6N過塩素酸 （PCA)300叫を

加え， ミクロセルを用いて励起光436nm, 蛍光

520 nmで蛍光を測定する。標準試料として，仔

牛胸腺DNA75μg/m£を5%TCAで加水分解し

て用いる。DABAは空試験値の低いロ ットを選

んで使う。溶かしてすぐ使うと空試験値が低い。

2)前胃

腺胃での方法と異る点は，以下の通りである。

前胃は漿膜ごと切り取りまるごとL字管に入れ

てイ ンキュベートする。インキュベートを終わっ

て凍結した前胃を24mMEDTA • 75mM NaCl 

(pH 7. 5)で洗い，前胄上皮を片刃のカミソリ

で削り取り，スピッツ遠心管型ホモジナイザー外

筒管に入れ， 300mMNaCl• 30mM EDTA • 

0. 5% SDS (pH 10. 2)溶液 1m£を加え， 37℃5 

分間インキュベートした後軽くホモジナイズし，

- 98 - - 99 -



70% TCA 150 μ£を加えて混合し．室温で10分間

静置した後室温で3000rpm 15分間遠心して沈

澱を取る（氷冷すると SDSも沈澱してしまう）。

3)大腸

試料は経口投与か．滅菌した0.9%NaCl 0. 5m£ 

に溶かして注腸する。大腸では．腺胃や前胃と異

なり癌原性物質を投与しても総 DNA合成が著

しく増加することがないので， 1日1回3日連続

して投与後測定することも可能である。

Butterworthおよび Mirsalisらのオートラジ

オグラフィー法を肝臓の例で簡単に説明すると．

経口投与あるいは腹腔内注射で化学物質をラ ット

に投与したあと．肝臓をコラゲナーゼ液で環流し

で初代培養肝細胞を調製し， 3HTdR存在下に

DNA合成を行わせ．オートラジオグラフィ ーで

核での3HTdRの取り込みからくる銀粒子数を数

える 5,I 3)。

3. 結果の解析

① HUによる複製 DNA合成の阻害

消化管上皮では，常に細胞の交代があり，増殖

帯では複製の DNA合成が観察される。それゆ

え， DNAへの 3HTdRの取り込みで UDSを測

定するためには， この複製の DNA合成を阻害

する必要がある。図5に正常未処置ラットから取

り出した胃の幽門腺部粘膜をinvitro器官培養

した時のHUによる DNA合成の阻害を示す… 。

HUによって複製 DNA合成を100％阻害するこ

表 l
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図 5 HUによるラット腺胃粘膜中のDNA合成阻
害 10)

とは出来ず， lOmMHUで約93％阻害する。阻

害されずに残る DNA合成は，各実験での対照

値となる。

② 液体シンチレーションカウンター法とオート

ラジオグラフィー法の比較

表 lはNーメチル ーN'ーニトローNーニトロ

ソグアニジン (MNNG)によるラット胃の幽門

腺部粘膜中の UDS誘起を液体シンチレーション

カウンター法とオートラジオグラフィー法とで同

時に測定した結果である。ここではオートラジオ

グラフィ ーは組織切片で行った。上記の二つの方

液体シンチレーションカウンター法とオートラジオグラフィ ー法の比較

10 15 

グループ

No. 

MNNG 
mg I kg 
体重

HU 

mM  

液体シンチレーション

カウンターi去
3HTdR dpm / μg DNA* 

オートラジオグラフィー法

銀粒子／核＊＊
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8.47土6.79 

•平均値土標準偏差。 1群5頭。グループ4は2に対して統計学的に有意に異る。

拿•平均値土標準偏差。 S 期以外の細胞の核の銀粒子を数えた。 グループ 3 は 1 に対して ，

に対して各々統計学的に有意に異る。
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グループ4は2

法による結果はよく合っている。またオートラジ

オグラフィーの結果から， HUそれ自身が UDS

を阻害も促進しないことも明らかになった 10)。

③ UDS測定

図6に胃の幽門腺部粘膜での典型的な実験結果

を示す。既知の腺胃癌原物質 MNNGをラット

に体重 1kg当り100mg投与すると， 2~4時間後

のHU存在下での DNA合成の上昇として UDS

が検出できた。また16時間後には細胞の増殖に伴

う複製 DNA合成も約10倍上昇した。他方，肝

臓，腎臓に腫瘍を誘発するが，腺胃粘膜には癌を

誘発しないジメチルニトロソアミン (DMN)で

は， HU存在下で DNA合成の増加がまったくな

<, Hu非存在下では複製 DNA合成が多少阻
害された。すなわち UDSも複製のDNA合成も

誘導されなかった。

このように十HUと同時にーHUでの DNA合

成を測定しておくと，細胞増殖の促進を示す場合

には総 DNA合成の増加が，毒性を示す場合に

は総 DNA合成の減少が観察されるので同時
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に測定しておくとよい。

表2に5種類の腺胃癌原物質の胃の幽門腺部粘

膜での UDS誘起の用量反応性を示す。腺胃以外

に標的臓器を持つ癌原物質では，腺胃では用量を

上げても UDSを誘起しなかった I0)。

④ UDS誘起の臓器特異性

表3に私達の方法で14種類の既知癌原物質およ

び変異原物質について，前胃腺胃大腸で調べ

た結果を示す。各臓器別に UDS誘起の有無とそ

の臓器での癌原性の有無を示してある。癌原性既

知の化学物質では， UDSの誘起と標的臓器での

発癌性とはかなりよく一致した I2) 0 

表 4に Butterworthおよび Mirsalisらの

オートラジオグラフィー法によって33種頚の既知

癌原物質およびその類似体による UDS誘起を肝

臓腎臓，膵臓および上部呼吸器系（鼻～気管）

で調べた結果を示すか 8),I 4~2 0)。UDSの誘起

と標的臓器での癌原性はかなりよく一致してい

る。ここでは化学物質の投与経路による UDSの

誘起および癌原性の違いを厳密に調べて示してあ
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図6 ラット腺胃粘膜におけるUDSと総DNA合成の誘導
MNNG (100mg/kg体重），十HUの2,4. 7, 16時間とも平均値は 0時間と統計学的に有意に異る I0) 0 

DMN (16mg/kg体重），＋HUの2.4, 16時間とも平均値は 0時間と有意の差がない。
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表2 ラット胃粘膜における腺胃癌原物質によるUDS誘渫の用量反応性

投与量 UDS Student's 
癌原物質 mg I kg 

3HTdR dpm / μg DNA* t検定体重

MNNG 

゜
72土 16

50 260土 70 P<0.001 
100 337土140 P <0. 01 
200 317土132 P <0. 01 

ENNG 

゜
108士 35

100 269士 83 P <O. 01 
500 329土 57 P <O. 001 
800 309土102 P <O. 01 

PNNG 

゜
37土 13

400 148士 40 P <O. 01 
800 166士 87 P <O. 05 
1200 187土104 P <O. 05 

4-NQO 

゜
93土 35

10 289士101 P <0. 01 
20 352士 91 P <O. 01 
30 499士114 P <0. 01 

NMUT 

゜
66士 15

23 158士 28 P<0.001 
45 164士 59 P <O. 05 
90 200士 44 P <O. 01 

•平均値士標準偏差， l 群 5 頭。 MNNG と 4-NQO は投与 2 時間後， ENNG , PNNG, NMUTは投与
4時間後の結果である。

表3 UDS誘起の臓器特異性 （液体シンチレーションカウンター法）

前胃 腺胃

(UDS ／癌原性）
化学物質

MNNG 
ENNG 
PNNG 
4-NQO 
NMUT 
MNU 
MAMAc 
2-AAF 
DMN 
Trp-P-1 
Trp-P-2 
B[a]P 
4-AAF 

ピレン

＋ ／ ＋ ＋
＋
＋
＋
＋
＋
 

/

/

/

/

/

/

 

＋
＋
＋
＋
＋
士

大腸

+ I+• 

ー／一

＋ ／ ＋ 

＋ ／ ＋ 

ー／一 ー／一

ー／一

ー／・― 
ー／一

+I+* 
＋ ／ ＋ 

ー／ー

十
一
―

/

/

/

 

土

―

―

文末の略語表を参照。・注腸法による投与，他は経口投与。
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表4 UDS誘起の臓器特異性（オートラジオグラフィー法）

肝臓 腎臓
化学物質

膵臓 上部呼吸器系

(UDS／癌原性）

2-AAF 
AFB, 

ベンジジン

6-BT 

2, 4-DAT 

DEN 
DMN 
2, 6-DNT 

+
+
+
+
+
+
+
+
 

／

／

／

／

／

／

／

／

 

+
+
+
+
+
+
+
+
 サフロール ー／ ＋ 

CCl4 ー／ ＋ （非遺伝毒性）

DEHP ー／ ＋ （非遺伝毒性）

B[a]P -/ -
CH3Cl -/ -

シクロフォスファミド ー／一

DMBA -/ -
MNNG -/ -

l,6-DNP -/ ? 
2,6-DNP -/ -

ニトロベンゼン ー／一

アザセリン ＋ ／ ？ 
MMS +I? 

アゾキシメタン ＋ ／一

L 2-DMH + / -
2-NT + / ? 
3-NT -/ ? 
4-NT -/ ? 

MA6-BT +I? 
CNEt6-BT + I ? 
6-PT -/ ? 

MNU -/? 

ストレプトゾトシン

MAMAc 
l,1-DMH 

文末の略語表を参照

る。長期動物発癌実験で他の投与経路ではその臓

器に発癌するものまで含めると，肝臓ではさらに

アゾキシメタンと 1,2-DMHが皮下注射では癌

原性がある。

このように癌原性既知の化学物質では， UDS

誘起と標的臓器での癌原性がかなりよく 一致して

いることが明らかになったので実際にこの方法

を用いて環境中の変異原および癌原物質のin

＋ ／ ＋ ＋ ／ ＋ 

+I+ +I+ 
ー／一

ー／ ？ 

＋

十

一

？

・

／

／

／

／

 

+
+
+
-

vivo検索が始められた。

⑤ UDS法による癌原物質の予知

糖質を含む加熱食品および発酵食品中に存在す

るdirect-actingな変異原グリオキザール．

メチルグリオキザール． ジアセチルは，図7に示

すように，各々投与2~4時間後に胃の幽門腺部

粘膜で． HU存在下でのDNA合成が2.3~4.8倍

有意に上昇し． UDS誘起を示唆した。 HU非存
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在下でのDNA合成（主として複製DNA合成）

も同時に1.4~2.5倍と上昇するが． HU存在下で

の増加より低く， UDS誘起が示唆された。16時

間後には， HU非存在下での総DNA合成が21~

26倍上昇した 2I. 2 2)。この時のDNA合成は，組

織切片のオートラジオグラフ ィーで観察して．粘

膜増殖帯のS期細胞数の増加によることが確かめ

られた。これは発癌プロモーション作用の指標と

なる可能性がある。実際にMNNGをイニシェー

ターとするラットの二段階胃発癌系で．グリオキ

ザールは腺胃発癌を促進することが高橋らによっ

て明らかにされた 23) 0 

若林らによって白菜に前駆体の見出された

direct-actingなニトロソ化合物， l -ニトロ

ソインドールー 3ーアセトニトリルも 1kg体重当

り300~1000mg投与で4時間後に． HU存在下で

のDNA合成が4~6倍上昇し．見かけのUDS

7
 

16 

100001-C 

2001 

Hours after administration ゚
゜

凡C-C=O
I 

凡C-C=O

+HU(UDS) ． 

3
 
6
 

図7 ジカルボニル化合物によるラ ット腺胃粘膜におけるUDSと総DNA合成の誘辺
G (300mg/kg体重），＋HUの2時間の平均値は0時間と統計学的に有意に異る。

MG (300mg/kg体重），＋HUの2,4, 7.17時間の平均値は0時間と統計学的に有意に異る。
DA (1500mg/kg体重），＋HUの3,17時間の平均値は0時間と統計学的に有意に異る。

、

． 
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を誘起した。しかしながら， この時HU非存在

下でのDNA合成も実験により 2-3倍上昇し，

UDS誘起がはっきり示唆される場合と， HU存

在下でのDNA合成の上昇の倍率とあまり違わず

に， UDS誘起がはっきりしない場合とがあっ

て， UDS誘起の可能性は示唆されたがはっき

りと結論がつけられなかった。このように化学物

質の投与後， HU非存在下のDNA合成も同時に

上昇する場合には，さらに他の方法例えば組織

切片のオートラジオグラフィー，アルカリ溶出

法 DNAadductの解析でイニシェーション作

用を確認する必要がある。

他にUDS誘起が腺胃粘膜で陰性だった物質

に，丸干しいわしの焼けこげから抽出された2-

アミノ ー3ーメチルイミダゾ 〔4,5-f〕キノリ

ン(IQ)9)' 胃腸薬シメチジンをニトロソ化した

direct -actingな変異原ニトロソシメチジン 9)'

醤油に含まれるチラミンを亜硝酸処理した生成物

でdirect-actingな変異原4ー（2-アミノエチ

ル）一 6ージアゾー2,4ーシクロヘキサディエ

ノンがある。これらの物質では長期動物発癌実験

の結果でラ ット腺胃には癌は誘発されず，予知は

当っていた。その他に UDS誘起が腺胃で陰性

で，まだ長期動物発癌実験が行われていない物質

に，大豆グロプリンの熱分解物2ーアミノ ーa-

カルボリン (AaC)を亜硝酸処理した生成物で

direct-actingな変異原2ーヒドロキシー3ーニ

トロソー aーカルボリン 9)と， フランスの Bartch

博士から依頼されたアミノ糖のニトロソ化物N-

ニトロソーN-pーメチルーlーデオキシーD-

フラクトシルアミンおよびNーニトロソ ーN-P 

ーニトロフェニルーLーアラビノシルアミンがあ

る。

またある臓器を標的とする癌原性物質が発見さ

れた時に，その類似化合物の潜在性癌原性の検索

に本法は適していると考えられる。例えばBeije

らの研究によれば＇ 7). 6 -ジメチルアミノフェ

ニルアゾベンツチアゾール (6-BT)の類似化

合物6ーモノメチルアミノフェニルアゾベンツチ

アゾール (MA6 -BT). 6一〔 P-(N-/3 -シ

アノエチルーNーメチルアミノ）フェニルアゾ〕

ベンツチアゾール (CNEt6 -BT)および6-

〔4-N-ピペリジニルフェニル〕ーアゾベンゼ

ン (6-PT)によるラット肝臓でのUDS誘起の

強さは， MA-6BT> 6 - BT ~ CNE t 6 -BT 

で 6-PTでは陰性であった。Salmonella

typhimurium T A98でS9mix存在下での変異

原性の強さはCNEt6-BT~ MA6 -BT= 6 -

BT ~ 6 -PTで全部陽性であった。ここでも微

生物に対する変異原性と動物固体に対する変異原

性の違いが示されている。

おわりに

UDS誘起と癌原性物質の臓器特異性とがかな

りよく一致することが明らかになり， この方法で

潜在性癌原物質の検索が始まったところというの

が現状である。

この方法が最も有効なのは，肝臓なり胄なり，

ある特定の臓器を標的とする潜在性癌原性物質の

検索であろう。またある臓器を標的とする癌原性

物質が発見された時に，その類似化合物の潜在性

癌原性の検索には威力を発揮するであろう。

今後の問題としては，今まで前胃，腺胃大

腸肝臓腎臓膵臓について方法が揃ったの

でさらに肺，食道，膀脱子宮，乳腺などにつ

いても方法を開発していく必要がある。そうすれ

ばある化学物質についてすべての臓器でinvivo 

で短期検索を行うことができる。

他のDNA損傷測定法，たとえばアルカリ溶出

法やアルカリ性庶糖勾配遠心法などと比較する

と，一度に多数の動物 (20-30頭）について個別

に試験できる点が強みである。

今後この方法を用いてどれだけ多くの潜在性癌

原性物質の発見ができるかということが， この方

法に携っている研究者の課題である。

この方法は誰にでもできる方法を組み合わせた

だけなので，多くの方に是非試みていただきたい。
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略語表

2 -AAF, 2ーアセチルアミノフルオレン；

4 -AAF, 4ーアセチルアミノフルオレン；

AFB1,アフラトキシン B1;

B[a]P. ベンツ［a]ビレン；

6 -BT. 6ージメチルアミノフェニルアゾベン

ッチアゾール；

CNEt 6 -BT, 6 -[p-(N -/3ーシアノエチル

-Nーメチルアミノ）フェニルアゾ］ベンツチ

アゾール ；

DA. ジアセチル；

2.4-DAT. 2,4ージアミノトルエン；

2,6-DAT, 2,6ージアミノトルエン；

DEHP,ジ（2-エチルヘキシル）フタレート；

DEN.ジエチルニトロソアミン；

DABA,ジアミノ安息香酸；

DMBA.ジメチルベンツアン トラセン；

L 1-DMH, 1. 1ージメチルヒドラジン；

1. 2-DMH, 1. 2ージメチルヒドラジン；

DMN.ジメチルニトロ‘ノアミン；

DMSO,ジメチルスルフォキシド；

1.6-DNP. 1.6ージニトロピレン；

2, 6-DNT. 2, 6ージニトロトルエン；

EDTA，エチレンジアミン四酢酸ナトリウム；

ENNG, NーエチルーN'ーニトローNーニトロソ

グアニジン；

G,グリオキザール；

3HTdR, [3H]チミジン ；

HN aC, 2ーヒドロキシー 3ーニトロソー a-

カルボリン；

HU,ヒドロキシウレア；

IQ, 2ーアミノー 3ーメチルイミダゾ [4.5-f] 

キノリン；
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MA6 -BT, 6ーモノメチルアミノフェニルアゾ

ベンツチアゾール；

MAMAc,メチルアゾキシメタノ ールアセテー

卜；

MG,メチルグリオキザール；

MMS,メチルメタンスルホネート；

MNNG, NーメチルーN'ーニトロ ―Nーニトロ

ソグアニジン；

MNU, 1ーメチルーlーニトロソウレア；

NCM,ニトロソシメチジン；

NMUT, NーニトロソーNーメチルウレタン；

4 -NQO, 4ーニトロキノリン lーオキシド；

2 -NT, 2ーニトロトルエン；

3 -NT, 3ーニトロトルエン；

4 -NT, 4ーニトロトルエン；

PCA,過塩素酸；

PNNG,NープロピルーN'ーニトローNーニトロ

ソグアニジン；

6 -PT, 6 -[4 -Nーピペリジニルフエニル］

アゾベンゼン；

SDS, ドデシル硫酸ナトリウム；

TCA, トリクロロ酢酸；

TdR， チミジン；

TDS,総DNA合成；

Trp-P-l, 3ーアミノ ーl, 4ージメチルー

5Hービリド [4,3-b]インドール；

Trp-P-2, 3ーアミノー 1ーメチルー5H-

ピリド [4,3-b]インドール；

UDS,不定期DNA合成；
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環境変異原研究 9: 109-110 (1987) シンポジウム「変異原のinvivo短期検索法ー一有用性と問題点一 」

総合討論の印象記

最近になって， Amesテスト系などのinvitro 

変異原短期テスト法による変異原性の陽性とマウ

スやラットによる発癌性の陽性の相関は，かろう

じて正の関係をたもつものの，初期のころに発表

されたような80％以上も相関があるというような

ことはないといわれだした。これはRamel博士

の特別講演でものべられた通りである。このこと

は，環境変異原研究者にとって，大問題である。

これは，単純なinvitroテストの結果を，マウ

スやラットの発癌性という複雑なinvivo現象に

短絡してはいけないという警告であると思われ

る。本シンポジウムでは，両者の中間に位置する

in vivo短期検索法の長所をとり上げて，invitro 

短期検索法の欠点を補完する可能性をさぐってみ

た。

日ごろinvitro短期系を専門にしている方

が，本日のべられた 5種類のinvivo短期系のど

れか lつに興味をもってもらえればこのシンポ

ジウムを企画した目的の半分は達せられたことに

なる。この目的にそうため，演者には， 自分の仕

事を中心にしながらも，なるべく広い視野から，

話をしてもらうようにお願いしておいた。総合討

論のようすから，多くの参加者の興味をひくのに

成功したと，自賛している。以下少し内容に立ち

いって，検索法それぞれの印象をのべる。

「不定期DNA合成 CUDS)法」（降旗千恵） ： 

この方法では， 1日に20匹のラットをこなすこと

ができ，成績は2~3日後に得られるので，文字

通り短期検索法である。欠点として，検体の中に

は，定期DNA合成の上昇をおこすものがしばし

ばみつかる。ところが，定期DNA合成を起こし

た物質をよく調べてみると，その多くは癌化プロ

モーター活性をもつことが報告されているもの

だ， というのである。これは大変面白い。今後の

検討をのぞみたい。

「32 pポストラベル法」（山下克美） ： 2個以上の

環状構造をもつ化合物がDNAと付加体をつくる

と，その数が， 1010ヌクレオチド当り 1個という

微量でも，この方法で検出できる。この新しい方

法は，感度がいままでの方法よりけた違いによい

だけに，技術的に難しいという定評がある。それ

を克服して，マウスに経口投与した検体につい

て， DNA付加体が経時的に変化する様子が手に

とるように示され，多くの聴衆を魅了した。この

方法は， ヒトの環境汚染の暴露量の直接測定に適

用できる大きな可能性をもっている。

「小核試験」（林真）：広い視野に立って，小核

試験の長所，短所の位置づけを披露してもらっ

て，感銘をうけた。演者が強調したように，小核

試験は，invivoの短期試験法の 1つとして，従

来の染色体試験やSCEとは独立して発展するだ

ろう， という印象をうけた。これから， この方法

による陽性と発がん陽性の相関がどうなるか，楽

しい問題である。

「マウスのスポット試験」（ーツ町晋也） ：マウス

の体毛の色に関する劣性変異遺伝子をヘテロにも

つ接合体を用いた体細胞突然変異検出法の解説が

ていねいになされた。胎盤通過性物質について
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は， この系で陽性なものと発がん性の相関はひ

じょうに高い。しかし，胎盤を通過しないため，

発癌原性をもちながらこの系で陰性なものがあ

る。これさえ克服されれば，発癌性に関して最良

の短期検索法になる可能性がある。

「ハエのスポット試験」（梁 治子） ：ハエの個体

細胞において，染色体組換え突然変異または遺伝

子突然変異を検出する方法について紹介があ っ

た。ハエを用いる利点は，いままでのべられた方

法に比べると，格段に安価で，簡便なことであ

る。このことは， 10名を越す会員がハエを用いて

テストした初体験のデータが紹介されたことでも

わかる。この系のもう 1つの強みは，ショウジョ

ウバエの分子生物学が急速に進歩しているため，

DNA分子の変化まで下りて，変異の仕組みを論

じることができるようになりつつある点である。

実際，その一部が紹介された。

討論は大へん活発で，本学会に新しい波がもり

上ってきたことを感じさせた。この熱気が今後大

きな流れになるかどうかは，若手の会員の熱意に

かかっていると思う。最後に，佐藤茂秋氏より，

in vivo短期突然変異検索法は，欧米では， もう

ヒトについて行われているという発言があった。

日本でも巽秋山両氏によって試みられている

が，まだ少数派である。ヒトについて，体細胞変

異のinvivo検索とDNA付加体の検索が平行し

ておこなわれる日が近づいているようである。本

日のシンポジウムが日本環境変異原学会の新し

い発展に役立つことを願ってやまない。

（近藤宗平）
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日本学術会議だより ko.3 

第13期初めての勧告・要望出る
昭和61年11月 日本学術会議広報委員会

日本学術会議は．去る10月22日から24日まで第101回総会（第13期の4回目の総会）を開催しました。

今回の「日本学術会議だより」では．今総会で採択され．政府に勧告した「国立代用臓器開発研究センター（仮

称）の設立について」及び要望した「我が国における学術研究の推進について一大学院の充実等を中心として一」 を

中心として．同総会の議事内容をお知らせします。

また，来年 1月に開催を予定している本会議主催の公開講瀬会等についてお知らせします。

1総会報告 I

総会はその初日に，会長からの経過報告，各委且会報告に統

き．規則などの改正．勧告・要望の提案がなされ．午後の各部

会での審議の上． 2 H目午前中にこれらの採決が行われた。な

ぉ．前l:l,21 H午前に全員が出席する連合部会が開催され．こ

れらの案件の予偏的な説明・質疑が行われた。3日目は午前中，

常骰委J..l会，午後は特別委員会が開催された。

総会のH頭に先に逝去された，第 3部会貝高宮 晋氏（部

長）を追悼した後．新たに任命された野口 祐会員が紹介され

た。また．チェルノプイリの原子力発遣所事故について．原子

力工学研究連絡委且会委員長から 8回の会合における検討に基

づく ．この研連の見解「原子力の平和利用と安全性」が委貝長

の国際原子力横関での事故講査検討状況と共に報告された。

稔会で決定された事項は，すべて「日本学術会議月報」 11月

号に詳しく掲載されるので，主要な項目の説明にとどめる。ま

ず．第 1常四委員会で鋭意検討されてきた．会則の改正，規則

及ぴ内規等が次のように採択された。会則の改正は，「衛生学

研連」から「環境保健学研連」への名称変更である。規則の改

正は，昭和63年度の第14期会H推西手統きの手直しであって．
その第 1は．学術研究団体（学 ・協会）の登録に際し．従来の

方式に加えて会［」名簿などの滋付を要請すること．会Li推歴の
場となる「推囲研連」に登録する学 ・協会を確保する方策など

である。第2は，この登録された学・協会が会員候補者を届け

出る際の記載事項を追加して．推内人の判断；代科を充実させる

ことである。最後に推肘研連が熱工学研連から横械工学研連へ．

衛生学研連から環境保健学研連へと変更された。

内規の改正は， H本学術会議の活動の周知と学 ・協会との連

絡・協力を維持・強化するために．「連絡学・協会」の名の下

に多くの学・ 協会との緊密な連絡を保ってきたが，今回．これ

を「広報協力学術団体」と改称し．別項のように さらに広い範

囲の学・協会と連携を図るようにしたものである。

特別委il会のうち．国際協力事業特委は任務を終rしたので．
それに代わり ．人材養成などを含めて総合的・ 学際的・広域的

な地域の研究概関のあり方を検討するために．「地域の研究推

進特委」が設置され，直ちに委員を選出して活動を聞始した。

本総会では．第 7部提案の「国立代用臓器開発研究センター

（仮称）の設立について（勧告）」．第4常置提案の「我が国にお

ける学術研究の推進について一大学院の充実等を中心として一

（要望）」が採択され．直ちに内閣総理大臣始め関係諸複関等に

送付した。これらの詳細は別項及び月報所載のとおりである。

第2fl目午後．「高度情報社会の展望と課題」について自由

討議を行った。

国立代用臓器開発研究センター（仮称）

の設立について（勧告）

人体のある臓器が阻害を受け，従来の治療によ って は，もは

やその機能の回復が不可能になった楊合には，当然，死に至る

わけであるが，近代医学は，その臓器の機能を他のもので代替

することによって，未だ完全の状態と言えないまでも生命の維

持を可能にしている。その一つの手段が人．．［臓器であり， もう

一つが臓器移植である。両者は代替という1ii]じH様を持ちなが
ら，全く異なった研究アプローチで，それぞれ独立したテーマ

として発足し，今Hの進歩をみている。例えば，tl臓移植と人1―.

臓器との関係では，両者の技術は全く異なっている。しかし，

慢性腎不全の治根における両者の相補的効果は極めて高いもの

である。人工臓器と臓器移植とはあたかも車の両輪のような関

係にあるので，医税の場において両者を一体化した医税システ

ムが強く要求されている。

このような関係にある1山i者を合わせ，代用臓器と呼んでいる

が，この研究が今後飛躍的に進めば，臓器疾也に悩む患者の治

税に貢献することは間迫いない。一方これら研究の我が国の現

状をみると，個別的に極めて侵れた成果を挙げているものもあ

るが，全体的にはまだ十分の研究体制が整っているとはいえな

い。その理山を考えてみると，臓器移梢の面では，臓器取得に

関連して，我が国の脳死問題を含む死の判定等人の考え方の相

違に基づくと思われる問題が大きいことである。人工臓器の面

では，基礎材料の研究に始まり，エネルギー，エネルギー変換

機構，駆動機構や臓器機能の制御システムの開発などは，各分

野の専門家による有機的な組織のもとでの研究が必要であるに

もかかわらず，そのような研究体制が我が国にはなかったので

ある。

医学，没学，生物学，理学，工学，只学にわたる分野の研究

者が緊密な協）J研究を行い，臓器閥換を安全に，イi効に行うた

め生体生理概構を解明しつつ， システムとテクノロ ジー を確．V
することが緊急に必要と考えられる。ただ本研究は臓器償換と

いう生命の森戟に係わるl保の倫理問題が関係しているため，本
研究センターの運営には，人文社会科学系の方々の参加を求め，

また，本研究セ ンター内の活動に係わっては，研究者の倫理的

思考の行き過ぎを抑制し，社会の理解を深めるなど医の倫理を

検討する組織の設置を計画し，運営機構が一）iでは開発研究に

あた って独創的研究を積極的に推進し，臓器霞換という医療が

ここに飛躍的に進展するよう期待したい。

詳細は H本学術会議月報11月号を参照されたい。
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我が国における学術研究の推進について
ー大学院の充実等を中心として一（要望）

次の代を担う若い人達をどうしたら立派に育成することがで

きるかという問題は，その国の将来を決める上で重要である。

H本学術会議においても第13期活動計OOの中にこの種の問題の

重要性をうたっているが．これからは経済的のみならず学術的

にも大きく世界に貢献する立場に阻かれているだけに，独創的

な若い人達を脊成する必要が一段と強まっている。

学術研究推進のための一つの大きな柱として若い研究者の育

成．特に大学院の充実等を中心としてまとめる際．むずかしい

基本的な問題点は．学問分野によって事情が若しく異なるが．

今回の「要望」はおおむね各分野に共通する問題であり緊急性

の高いものにしぼってまとめた。その中では学問の急速な進歩

に対応し得るよう，長期的展望にたって大学院（必要な人員．

設偏．建物面積や経常代等）を抜本的に強化充実を図る必要性

を強潟し． さらに人学校における人材養成について基本的問題

を路まえて． K汗．が人学院の内容を自主的に検討し．改沿すべ
き．I9,Iは積極的かつ的確に実現していくことが必要である。

一方研究者の析をも っと1以くし．研究基盤を強化し．特に碁

礎的科汗：の分野の充実を図ることが急務である。研究者の交流

その他．種々の問題があるが． 一つの新しい建設的提甘として

地域的研究横構の設立がある。研究復器が年々性能が向上する

と共にその価格が高くなる情勢下において．効率よく使う仕組

みが要求されている今H. 1:1帰りで使える地理的範囲に先溢的
慣器を配情すると共に．その場を．その地域に特徴的なしかも

1仕昇的レペルの独創的研究を行成する場とし．研究者の日常的

交流 協}Jを．国内．国外．産官学の広い範囲にわた って図ろ

うとする ものである。その他年々加速度的に盛んになる国際交

流についても．特に｝．iい研究行達がH常的に国際的競争の場の

中で行成される条件を整えることが重要である。

この要望は大学院の允実という．考えようによっては当然の

’lt柄が．現在あまりにもィ＜十分である現実を前にして．国に対
して．また大学自身に対して出されたものである。

詐細は． H本学術会議月報II月号を参照されたい。

広報協力学術団体の申込について

本会議では．第IOI回総会で内規の一部改正が行われ．従来

の「連絡学・協会」は．名称を「広報協力学術団体」と改め．

；介格変件も火粒に緩和されました。「広報協力学術団体」とは

本会議活動の周知を図るとともに．各分野の学術研究団体との

緊密な連絡・協力関係を維持し．強化するため広報活動に協力

してもらうために指走する団体です。詳細は事務局にお問い合

わせ ください。

なお．登録学術研究団体．従来からの連絡学・協会は自動的

に指定されたものとみなします。

一
自由討謙一高度情報社会の展望と課題一

この自由討議は今期に設霞された，高度情報社会特別委R会
のメンパーが，個人の立場で，来るぺき高度情殺社会の展望と

課題についての迂見を発表したものである。第3部竹内啓

（可能性と展望），第5部平山 博（技術的展望と問題点），第

2部正田彬（人権），第4部坂井利之（人間），第 1部東洋

（教育）の各会員がそれぞれ付記したサプテーマについて問題

を提起した。これに続いて，第 7部梅垣洋一郎 （医学・医税），

第6部飯田 格（情報と図吝館）の各会貝からコメ ントが提出
された。

すべての部にまたがる広汎な分野からの発表であるから．そ

の対象・論旨は多様であったが，あえて要約すると以下のよう

である。

これまでの「人」と「物」の社会に，これらと独立して「情

報」が生まれた。情報の処理，通侶 （伝送），記憶の超高辿，

巨大化と認識・識別の高度の発展により，労働形態・教育・朕

叛も含めて社会を大き く変化 さ せるこ とが予想さ れる 一•面，人

権，人間疎外を始めとする影の部分にも十分に配慮する必要が

強調 された。

なお，この自由討議は別途刊行される予定である。

財団法人日本学術協力財団設立

H本学術会議と密接に連携しつつ．本会議の成果を国民に還

元するため出版事業や国際会議の計画策定などを行う園）日本学

術協力財団 (〒106 東京都港区西麻布 3-24-20 TEL 03(40 

3)2860)が10月17日，内閣総理大臣所管の公益法人として設立

されました。

この財団は事業の一つとして， H本学術会議総会時における

自由討講等を「R学双苔」として シリーズで発行 ・販光するこ

とにしており，当面，脳死をめぐる諸問題 (11月初旬発行），

21世紀の学術(12月中旬発行予定）及ぴ店度情報社会の展望と

課題 (2月中旬発行予定）が予定されています。

学術研究団体調査についてのお願い

日本学術会議事務局では，昭和61年7月IH現在で全国の学

術研究団体（いわゆる学・協会）の調査を実施しています。

この調査は，全国の学術研究団体の最近の活動状況を把握す

ることを目的としており，主要な項目については，「総覧」と

して刊行することを計画しております。

当事務局で承知している各学術研究団体には，既に潤査依栢

を行っておりますが，最近発足した学術研究団体などで潤査依

頼が未粁のところがありましたら．当事務局推店管理事務室あ

てに御連絡くださるようお顧いします。

0-()- 0- 0- 0- 0- 0- 0 

公開講演会開催のお知らせ

本会議は， 9月27日「21世紀の学術」をテーマとした公開講

演会を開催したが，第 2回目の公開講濱会を次のように企画し

ているので，多数の方々の御来場をお願いしたい。

＊ テーマ 学問の自由と科学者の買任

＊日時昭和62年 1月248（土）13時30分-17時

＊会場 8本学術会議講堂

＊ 演題及び演者

〇 科学研究の環境と科学者の打任（大木道則 第4部会員，

東京大学理学部教授）

〇学問の自由と教育の自由（大田 発第 1部会員．東京

大学名脊教授）

〇 生命科学の進歩と科学者の打任（渡辺 格第4部会貝，

北里大学衛生学部教授）

＊ 申込方法：往復はがき（住所，氏名を明記）

＊定 員： 300人（先着順）

＊ 申込締切 H：昭和62年 1月17H（土）

＊申込先： 〒106 東京都港区六本木7-22-34 

8本学術会議事務局庶務謀講i資会係

多数の学協会の御協力により，「H本学術会議だより」

を掲載していただくことができ，ありがとうございます。

なお，御意見•お問い合わせ等がありましたら下iC まで

お寄せください。

〒106 港区六本木 7-22-34 

H本学術会議広報委 H会
(A本学術会議事務局庶務諜）

電話 03 (403) 6291 
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日本学術会議だより Ko.4 
--

21世紀の学術とその動向調査
昭和62年 2月 日本学術会議広報委員会

日本学術会議は．昨年 9月27日(±),初めて日本学術会議主催公開講演会を開催しました。

今回の「日本学術会議だより」では．公開講演会「21世紀の学術」の講演内容と日本学術会議の国

際交流事業の一つである 二 国間学術交流及び来年度に開催される共同主催国際会議についてお知らせ

します。

また，昨年10月． 第101回総会で設囲された 「地域の研究推進特別委貝会」等について 内容を紹介

します。

公開講演会「21世紀の学術」

本会議は，学術の成果を国民に還元するという日本学術

会議法の趣旨に沿 うための活動の一環として， 9月27日，

本会議講堂において，公開講演会「21世紀の学術」を開催

した。

これは．第13期日本学術会議主催の初めての公開講演会

であったが．各界各層及ぴ一般市民から350人以上が聴講

し，成功裡のうちに終了した。

講演は， 3人の演者の講演とそれに関連する質疑応答が

行われた。

まず最初に，近藤次郎日本学術会議会長が「これからの

科学の望ましいあり方」について， 1855年王立研究所のフ

ァラデーの講演を示しながら，学術会議の講演会の意義を

述ぺるとともに． 21世紀の中期に焦点をあてて明暗の予測

として．人口増加， CO2の増加．森林喪失，砂漠化．核戦

争の影押．核の冬の問題等について，スライドを交えなが

ら意見を述ぺられた。そして．最後に科学技術の進歩が新

たな職業を労働者に提供するとともに．多くの失敗も相次

いで起こ っており．そこで科学を望ましい方向に向けるこ

との重要性を力説した。

次に，本明寛日本学術会議第 1部長 （早稲田大学教授）

が「創造性塁かな人材の育成」について．若者の創造性を

いかにして養成するかは，指導する側の態度・助言及ぴ自

己主張を表現できるムード ・環境作りが重要であるととも

に．若者の個性を伸ばすためには「見る ・聴 く」の教育か

ら「聴く・話させる」の教育へ移行させる必要性が述ぺら

れ， 21世紀に向けて，今．若者をいかにして「教える」か

ではなく，「育てる」かが重大であると力説した。

最後に，西川哲治日本学術会議第 4部会員 （高エネルギ

ー物理学研究所長）が「学術研究における国際性」につい

て，演者の専門分野である物理学特に原子核物理学の分野

を中心に演者の体験を踏まえて，高エネルギー物理学のみ

ならず基礎科学の研究には国際協力が不可欠であり ，国と

国とが独自の個体とな って対等にぶつかり合うことが重要

であると述ぺられた。そして，現在， 日本では言葉のカペ

が問題であるが，来訪者に対して特別扱いせず，発展途上

国からの研究者に対しても温かく見守るだけでな く， 自分

でやれるように仕向けることが必要であると力説した。

（なお，この講演会の輝演内容は， 日学双書第 2刊として，

側）日本学術協力財団から出版されます。 1月末日発行予定）

このような日本学術会議主催の公開講演会は，今後各年

度 2~ 3回を目標に開催していくこととしております。

二国問学術交流

本会議は．我が国が科学や技術面において諸外国と 交流

を深め．それによ＇）我が国の科学技術の整合的な発展に寄

与することを目的として．昭和58年度か ら毎年 2カ・国を選

んで代表団を派遺している。 58年度にはアメ リカ合衆国．

マレーシア．59年度にはドイツ連邦共和国．インドネシア

共和国． 60年度にはスウェーデン王国．タイ王国．そして

今年度は11月15日から24日ま でフランス共和国へ．また．

12月 8日か ら14日まで大韓民国へ会長．副会長以下 7名ず

つの会員を派遺した。

9 日本学術会議の第13期は、その活動計画にあるとおり．

「学術研究の国際性重視と国際的視野の確立」をその活動

の重要な柱の一つ としている。今回もその観点に立って訪

問国諸機関との間で熱心な協議が行われた。

今回の代表団は．派遺国において科学技術政策や教育を

担当する行政機関．研究所．大学等を訪問し．情報交換を

行い． さらに訪問先の関係者と両国の学術研究とその問題

点について討論を行った。

フランスでは．特に教育の問題について関心が高 く，こ

の問題について各地で関係者から種々の意見を聞 くととも

に情報の交換を行った。さ らに近藤会長がコレージュ・ド ・

フランス及ぴ国立科学研究セ ンターで「 日本の最近の科

学 ・技術政策について」講演を行っ たが．これに対し．最

近のフラ ンスの我が国科学技術政策への関心の高まりを反

映し．熱心な意見交換が行われた。

韓国では，最近の産業の発展と科学技術の役割の観点か

ら日本学術会議の役割と活動を含め．我が国の学術体制へ

の質問が多 く出されるとともに学術研究の面における協力

要請が各訪問先で出され，我が国に対する期待が高いこと

を深く痛感した。

今回の成果は．代表団の訪問時だけのものでなく，今後

の相手国との継続的な科学者の交流，情報，資料の緊密な

交換， 日本学術会議と相手国機関と相互理解の促進，関係

緊密化等の形で永続的に表れるものであり，加えて，これ

らの成果は，我が国の学術研究の国際交流・協力の基本姿

勢及びその抜本的充実方策を検討する場合の大きな資料と

して役立つものと期待される。
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昭和62年度共同主催国際会議

我か国の多数の科学者か世界各国を代表する関係科学者

と接し．最近の研究情報を交換し、我が国の科学の向上発

達を図り ．行政． 産業及び国民生活に科学を反映浸透させ

ることを目的 として，昭和28年以降毎年おおむね 4件の学

術関係国際会議を学 ・協会と共同主催している。近年，国

内外において日本開催の要印が強く ， また， H本開催国際

会議は窃い評価を得てい る。昭和62年度は次の 4国際会議

を開催する。

第 6回ケム ロー ン世界会議

閉催期日 昭和62年 5月17日～22日

開催場所 東京都 （都市センターホール）

参加者数国外 300人，国内 600人，計 900人

[36か国］

共催団体的日本化学会

※ この会議は，産業，経済の発展と密接な関係を持つ

材料問題と材料，宇宙開発の将来計画と材料，未来の

コンピュータと 材料等について研究発表と討論を行い，

材料工学の発展を図ることを目的としている。

第18回低温物理学国際会議

開催期日 昭和62年 8月19日～26日

開催場所 京都市（国立京都国際会館）

参加者数 国外 600人，国内 750人，計 1350人

[38か国］

共1雀団体 佃日本物理学会，叩応用物理学会
※ この会議は、量子液体，鑓子固体，超伝切．固体の

低温物性，低温技術及ぴ応用等を主要題目とし，研究

発表と討論を行い，低温物理学の発展を図ることを目

的としている。

法哲学・ 社会哲学国際学会連合第13回世界会議

開催期日 昭和62年 8月20日～26日

開催場所 神戸市 （神戸国際会議場）

参加者数国外 150人，国内 300人，計 450人

[22か国］

共催団体 日本法哲学会

※ この会議は，法， 文化．科学技術一異文化間の相互

理解を主要題目とし，科学技術の時代における法と倫

理，現代法哲学・現代法社会哲学の基本問題，東西法

文化の比較について研究発表と討論を行い，法哲学 ・

社会哲学の発展を図ることを目的としている。

第 6回国際会計教育会議

開催期日 昭和62年10月 7日～10日

開催場所 京都市 （国立京都国際会館）

参加者数国外 250人，国内 400人，計 650人

[56か国］

共催団体 日本会計研究学会，日本経済学会連合

※ この会議は，国際理解のための会計教育，会計研究

を主要題目とし，研究発表と討論を行い，会計研究の

発展を図ることを目的としている。

地域の研究推進特別委員会

日本学術会議は，昨年10月の第101回総会において，「臨

時（特別）委員会の設置について （申し合せ）」の一部を改

正し，新たに「地域の研究推進特別委員会」を設置するこ

ととした。

［目的］

基礎的研究を十分に発展させるためには，研究基盤が広

く整備され，各地で特色をも った研究が行われて，研究者

の交流，人事の流動なども活発に行われることが必要であ

る。

地域における学術の振興のための学術体制については，

その必要性に応じていろいろな方策が考えられているが，

当面，地域に個々の大学，研究機関及び産業界の研究者等

に広く 開かれた共同利用の総合的， 学際的研究機関を設置

するのが最も実際的で，かつ有効な方策であろうと思われ

る。このような研究機関は，地域の研究に関する中枢的機

能も果たすべきである。

学術研究動向に関するアンケート調査

についてのお願い

日本学術会議第 3常置委員会では，第13期における活動

の一環として学術研究動向の現状分析とその展望を行い，

今後の学術研究の発展に寄与するために「学術研究動向に

関する白書 （仮称）」の作成を主要目標としています。

この白書作成については，第99回総会 （昭和60年10月）

で決定した第13期活動計画において「学術研究の動向につ

いて総合的分析を加え，その長期的な研究計画を総合的レ

ピュ ーのためのいわゆる「学術白書」の作成の可能性を検

討する」と述ぺられており、次の第100回総会 （昭和61年 4

月）において，この白害を作成することが了解されました。

これらの総会の決定に基づき ， 白害の具体的内容，作成手

続等について検討を重ねてきた第 3常置委員会では，白書

作成のための資料を得る目的で，本会議の全会貝 ・研究連

絡委員会委員およぴ学術研究団体等に対する学術研究動向

に関するアンケー ト調査を実施することにしまし た。

今回作成予定の白害は，人文 ・社会及ぴ自然科学の全学

問分野の現状分析と動向の的確な把握，問題点の解明等を

行うことを目指していますが，これらのことを適切に行う

ためには，全会員の英知の結集等が不可欠なこと は言う ま

でもありませんが，更にそれに加えて， 現に日本学術会議

の存在の基盤 を成している全学問領域にわたる約830の学

術研究団体及ぴ各専門の学問領域や研究課題ごとに設置さ

れた180の研究連絡委貝会 （委貝数2370人）の御協力，御支

援が是非とも必要であると考えております。

以上のことを跨まえて，アンケー ト調査の具体的な手順

としては＇ 現在， 全会員 ・研究連絡委員会委貝にアンケー

ト調査票を発送済みであり，昭和62年 2月28日を締切期日

として回答願うこととしております。

また，学術研究団体等に対するア ンケー ト調査は， 3月

上旬に依頼することに し，回答締切は 4月末を予定してお

ります。

白書の内容は，各団体等の研究計画等を考える上で種々

活用し ていただけることと思いますので，アンケー ト調査

票がお手許に届きました学術研究団体等におかれましては，

年度末の御多用の折，御面倒をおかけしますが，御協力の

はどよろしくお願いいたします。

多数の学・協会の御協力により，「日本学術会議だよ

り」を掲載していただ くことができ，ありがとうござ

います。

なお，御意見•お問い合わせ等がありましたら下記
までお寄せ ください。

〒106 港区六本木7-22-34

日本学術会議広報委員会

（日本学術会議事務局庶務課）

電話 03 (403) 6291 
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日本学術会議だより .No.5 

地域型研究機関設立（勧告）・学術予算の

増額（要望）出される

昭和62年 5月日本学術会議広報委員会

日本学術会議は，去る 4月 22日から 24日まで第 102回総会（第 13期 の 5回目 の総会）を 開催し

ました。今回の「日本学術会議だより 」では， 今総会で採択された勧告， 要望等を中心として，同総

会の議事内容をお知らせします。

総会報告

総会ではその第 1日目に，会長からの経過報告，各委員

会報告に続き，規則などの改正，勧告・要望等の 6つの提

案がなされ，同日の午前中に提案 1件が， 午後に各部会で

審議した上，第 2日目の午前中に 3件が，第 3日目 の午前

等に送付された。 （これらの詳細は別項所載のとおりであ

る。）

また本総会では 「医療技術と人間の生命特別委員会」の

中間報告ーいわゆる脳死に関する見解ーを対外発表するこ

とに関する提案が行われた。これは同特別委貝会が60年

10月から審議を重ねてきたものであ って．基本的には脳

中に 1件の採決が行われた。なお，総会前日 の 21日午前 死を個体死とすぺきであるとの主旨であった。日本学術会

に連合部会が開催され，これらの案件の予備的な説明｀質 議の内規によれば，各委貝会等の報告を外部に発表するに

疑が行われ，第 2日目の午後には，「21世紀へ向けてのエ

ネルギー問題」についての自由討議が，第 3日目の午後に

はそれぞれの常置委貝会，特別委員会が開催された。

また総会の冒頭に，先に逝去された北川晴雄会員（第 7

部副部長）を追悼して黙躊を捧げた後，新たに任命された

鶴藤丞会員が紹介された。

は総会または運営審議会の承認を必要とすることにな って

おり、この件は対外発表の可否を問うものとして総会に提

案されたのであ った。しかし，ことの重要性にかんがみ憤

重論，時期尚早論の空気が強 く，対外発表の可否を問う提

案としては取り下げられ，総会でこの問題を討論すること

となり，第 2 • 3日目の両日にわたり活発な討論が行われ
第 1日目の午前中にまず現代の「高度技術化社会」にお た。

ける人間の役割と対応及ぴ「ここ ろ」の健康の回復，増進

の問題について総合的に検討するために「マン・システ
「地域型研究機関の設立について （勧告）」

ム ・インターフェース （人間と高度技術化社会）特別委員 我が国の基礎的学術研究の水準を一層高めるためには，

会」を設置することが決定された。今期は余すところ約 1 各地域の研究を高度化し，地域の特色に基づく 活発な国際

年間であり，この特別委員会は各部から委員を選出し て直 対応を可能にする条件を整備しなければならない。

ちに活動を開始した。第 2日目の午前には，まず，第 1常 そのためには，地域の大学や研究機関を活性化するとと

置委員会等で検討されてきた「日本学術会議の運営の細則 もに，地域の研究者並ぴに社会の要請に即した課題につい

に関する内規」の一部改正が採択された。改正の第ーは， て総合的なプロ ジェク トを実施し得る基盤を整備する必要

従来の地方区会議の名称を地区会議とし，広報委員会がこ である。

れを組織することとしたことであり，第二は日本学術会議 これを達成するためには，要所に地域型研究機関 （「地

が勧告等を出すに当た って整合性を考慮すぺき 過去に行っ 域センター」という。）を置く必要がある。この地域セン

た勧告等を 3期前から後のものに限ることにしたことであ ターは，地域の特性を活かした研究やその地域に深く関連

る。次に第 6常置委貝会が検討してきた日本学術会議の行 する研究の拠点としての機能とともに，既存の研究機関及

う国際学術交流事業の実施に関する内規の改正が採択され ぴ研究領域の枠を越えて研究者の交流を促進する機能を

た。これは，今まで国際学術交流事業については，「団体 もったものである。従って地域セ ンターには，相互に利用

加入」，「代表派遺」，「国際会議主催・後援」，及ぴ「二国間 し得る研究機器や研究姿料を備える必要がある。

学術交流」の基準があ ったが， これらを一つの内規にまと 地域セ ンターの規模・内容は，各地域の研究者の自主

めたものであり，本会議の行う国際学術交流事業の見直し 的・具体的要請によ って異なるが，次のいずれかまたはこ

を今後行い，必要な自己改革を図る原則を定め，予算，組 れ等を組み合わせた形態をもつ。

織等の基盤の拡充・強化に努めて，国際社会への学術的貢 A 地域研究 (areastudies) を主 とするもの

献を一層拡大してゆこうとする方針を確立したものであ B 大型共同利用機器を備えるもの

る。 C 中小型の研究機器及ぴその他の研究設備を
さらに本総会では，「地域型研究機関（仮称）の設立に 備えるもの

ついて」（勧告）と ，「大学等における学術予算の増額につ なお，設置形態は，国公私立大学等の研究者が，平等に

いて」（要望）の提案が，いずれも活発な質疑応答の後， 利用し得る国立の共同利用機関とし，官公庁，産業界にも

賛成多数で採択され，直ちに内閣総理大臣始め関係諸機関 自由に開かれたものを目指す。
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大学等における学術予算の増額について（要望）

「国が栄える時．そこには立派な大学がある」といわれ

る。大学において優れた人材が養成され．独創的かつ自主

的な研究活動を通して学術が振興し．高い文化が形作られ

新しい技術が生まれる。大学は，国際的にも学術交流の場

として．広く世界の協調と平和のために基本的に重要な役

割を果たしている。

しかし．現在．我が国における大学を中心とする学術研

究の財政的基盤は極めて髪慮すぺ き事態におかれて・いる。

これは一つには国の財政事情によ って．現行の概算要求の

枠組みが強い制約にな っているからであり．時代の進歩に

即応した学術予算を組むことが非常に困難な情勢にな って

いて， しかも ， このひずみは年毎に増幅されつつある。

文化国家としての実を挙げ．学術の振興を図るために

は．まず．大学等における学術予箕をこの際思いき って増

強することが絶対に必要である。そのためには学術予算を

組む上において． 一般の子算要求の シー リングの別枠とし

て．当面 5年間の増額計画を策定する措滋をとるよう強く

要望する。なお，科学研究費補助金及び日本学術振興会の

事業予算について．毎年少なくとも 15％増加させ． 5年

間で倍増し．国公私立の大学への国費の支出についても．

格段の増額を図るよう考應されたい。

自由討議ー21世紀へ向けてのエネルギー問題一

この自由討議は．今期設置された 「資源・エネルギーと

文化・ 経済・環境特別委貝会 （エネ特）」のメンパーが主と

なり．個人の立場で．来るぺき 21世紀へ向けてのエネル

ギー問題の展望と課姐について意見を発表したものであ

る。会長近藤次郎 （エネルギー問姐の基調講演）．第 5部，

エネ特委貝長上之園親佐（エネルギー問題の研究動向と将

来）．第 5部垣花秀武 （原子力の安全性．廃棄物処理並ぴ

に核拡散問題についての研究動向），第 3部．エネ特委員

則武保夫（経済の立場からみた資源く特に石油＞問題）の

各会貝がそれぞれ付記したサプテーマについて問題を提起

した。これに続いて．第 4部．エネ特委員澤田龍吉（環境

問題に関連して）．第 5部，エネ特委員山口梅太郎 （資源

問題に関連して）．第 7部，エネ特委員梅垣洋一郎（健康

問題に関連して），第 2部，エネ特委貝小山 昇（社会問

題に関連して）．第 4部大島康行 （グローパル・チェンジ ・

プログラム (!CSU)) の各会員からコメントが提出され

た。さらに．出席会員のうち第 2部及川 伸会貝．第 7部

曲直部壽夫会員．第 5部 山口梅太郎会員．第 4部西川 治

会員，第 2部関 寛治会員からコメントが提出された。

エネルギー問題は広い分野に関連しているが，文化とエ

ネルギーについてのコメントが得られなかったのは惜しい

ことであった。この度の提起 ・提出された対象・論旨は多

様であ ったが，あえて要約すると以下のよ うである。

人間は有史以来，指数関数的に人口が増加し，消費エネ

ルギーも増大した。その結果放射能や大気汚染からの障害

が問題となってきた。これら障害を絶無とすることは極め

て菫要である。熱エネルギーから電気エネルギーヘの有効

変換効率を高めて省エネルギー化をはかること，核燃料サ

イクルによって核燃料を有効に使用し，かつ廃棄物処理に

関する研究は重要であること ，石油資源は，現在す ぐにな

くなることはないが，地下探査法と掘削技術を開発して資

源評価を高めることが強調された。

社会福祉におけるケアワーカー（介護職員）の

専門性と資格制度について （意見）

社会福祉・社会保障研究連絡委貝会では．従来．我が国

では全く問題とされていなかったケアワーカーの問題につ

いて． 2月 25日耳生大臣に表記の意見惜を提出した。

意見書の中身の主要な点は．後期高齢者の増加に伴い．

“重介護＇を要するものが増えてきていることに対し．そ

の介護を受けるものの人間としての尊厳に立った介護を担

うケアワーカ＿ （寮母職．家庭奉仕貝及ぴ家事援助者など

のホーム ・ヘルパーに類する職種の担い手）の専門性を明

らかにし， その専門性に基づ 〈資格制度を造ることによ っ

て質を高め．さらに量的拡大を図る必要がある。資格は．

高校卒業後最低6か月の実習を含んだ 2年間の採用前訓

練を条件とし． またその職務にふさわしい待遇を確立する

ことなどである。

いずれも既に高齢化の進んでいる国々．例えばイギリ

ス．西ドイツ．スウェーデンなどでは実現していることで

あり．今後日本の高齢化社会の急速な進展を考えると

き、 当然のことといえよう。

ことに．高齢時におけるケアワーカーの問題はその需要

の広がりへのたんなる対応以上に大切である。それは．ぃ

わゆる“重介護＂を要する高齢時において．その介護の在

り方が．誰でもできるというものではないということであ

る。その人の心身にあう介護を．直接身体に触れながら．

多面的な要求にみあって．最後ま で人間らしさを損なわず

に行うことが．肝要である。そのためには．何よりもケア

ワーカーの倫理性．科学性．技能そしてそれらの統合され

た専門性が．欠くことのできないものである。

なお．以上の結論は．社会福祉・社会保障研連の委員会

（月 1回を原則）で．現場の実践を参考にし．約 2年間の

検討及ぴ昨年 12月 9日に行った公開シンポジウム「高齢

者問題と福祉サーピス」（参加者約 200名）の討論を基に

まとめたものである。

日本学術会議第14期会員の選出に係る
学術研究団体の登録について

日本学術会議会貝の選出に係わって．「会貝の候補者」

を選定し．その推暦に当たる「推鷹人」を詣名し．届け出

ることを希望する学術研究団体は．期ごとに日本学術会議

に「登録」をする必要があります。

（従って．第 13期における登録学術研究団体も．第 14

期会員の推鷹のための登録学術研究団体となるために

は．改めて第 14期の「登録」が必要です。）

第 14期会員の推鷹のための登録学術研究団体となるた

めには．所定の様式による「学術研究団体登録申請書」

を． 昭和 62年 6月 30日までに日本学術会議会員推薦管理

会に到達するように提出しなければなりません。

「学術研究団体登録申請書」は．所定の様式と用紙があ

りますので． 日本学術会議会員推薦管理会に請求してくだ

さい。無料で送付します。

多数の学術研究団体の御協力によ＇）． 「日本学術会

議だより」を掲載していただくことができ ．あ ＇）がと

うございます。

なお，御意見•お問い合わせ等がありましたら下記

までお寄せ ください。

〒106 港区六本木7-22-34

日本学術会議広報委員会

（日 本学術会議事務局庶務課）

電話 03 (403) 6291 

- 116 -

日本学術会議だより .No.6 
--—_—————_-- _—_-~-__—————_——— 

マン・システム・インターフェース（人間と

高度技術化社会）特別委員会設置さる
昭和62年 8月日本学術会議広報委員会

日本学術会議では，特別委員会が追加設濯され，活動を開始しました。また，現在第14期 （昭

和63年 7月22日より 3年間）会貝の選出手続きが進められています。今回の「日本学術会議だよ

り」では，これらの概要に加えて，来年度に開催される共同主催国際会議及び研究連絡委員会報

告等についてお知らせします。

マン ・システム・イ ンターフェース （人間と高

度技術化社会）特別委員会

日本学術会議は．昭和62年 4月の第102回総会において新

たに「マン ・システム ・イ ンターフェース（人間と高度技

術化社会）特別委員会」を設置した。

高度な技術革新とその急速な浸透により．現代の社会は

いわゆる「高度技術化社会」ということができる。すなわ

ち．今日社会の各分野で．化学プラントや原子力発電所等

に見られるごとく 「システムの巨大化」が進むとともに．

OA機器などのように「店度技術の大衆化」等も起こ ってき
ている。

「高度技術化社会」においては．機械システム又はソフ

トシステムに対する人間の役割が．従来のものと大幅に変

化しており．人間は新たに重要な役割を担うようにな って

きている。これらの人間の役割を軽滅したり代替するため

に各種のインターフェースが設計され．装備されている。

これらのインターフェースは．人間ーシステム系の信頼

性•安全性を高める上で極めて重要である。従 っ て「高度

技術化社会」を維持•発展させるためには．この方面の研

究．開発が今後ますます重点的に行われなければならない。

しかし．現実には「高度技術化社会」における「システ

ムの巨大化」や「高度技術の大衆化」に対して．人間は個

人としても．社会としても．必ずしも十分な対応 ・受容が

できているとは言えない。人間の能力を超えるシステムが

技術的に実現したことによ って．かえ って人間としての生

甲斐を喪失する人も一部に生じている。その結果．いわゆ

るテクノストレスの状態に陥ったり ．人問味の喪失による

不適応状況に悩む者が増加している。これはまた．人間一

システム系のヒューマン ・エラーによる大事故の一因とも

なっている。また「高度技術化社会」から取り残されたと

感じる人々の中には．種々の回避的ないし攻撃的な不適応

行動を呈する者もみられ．今後． ，大きな社会問題となるこ

とが予想される。

「高度技術化社会」では．以上のような諸問題に対する

対処策ないしは予防策のみでなく．人間性の回復・維持の

問題を含めて．十分な対応が謬ぜられる必要がある。

以上の観点に立って．こ のような問題を学際的かつ総合

的に検討するために特別委員会を設置することとした。

日本学術会議第13期は．その活動期間を 1年余残すのみ

にな っているが．この問題の重要性に鑑み．期の途中であ

るが箔手することとした。

-
日本学術会議会員選出制度

n本学術会議は，210人の会貝をも って組織されている
が，その会貝は次の手続きにより選出 （推庫） される。現

在第14期会貝 （任期：昭和63年 7月22日から 3年間） を選

出 （推成）するための手続きが進められているところである。

〔手続概略〕

1 会貝の候補者を選定し，及び推旗人 （会員の推店に 当

たる者） を指名することを希望する学術研究団体は． l] 

本学術会議に登録を申請する （昭和62年 6月30日締切り。

申請する場合には，その学術研究団体の目的とする学

術研究の領域と関連する研究連絡委只会を届け出なけれ

ばならない。届け出られた研究連絡委貝会が 「関連研究

連絡委員会」 (3参照）である。

関連研究連絡委貝会により区分された学術研究の領域

（以下「学術研究領域」という。）ごとに，会員の候補者

及び推鷹人を届け出ることになる。

2 日本学術会議会貝推薦管理会は，この申請を審査し，

その学術研究団体が所定の要件を満たすものであるとき

は，関連研究連絡委員会その他の事項を登録する。

登録された学術研究団体が「登録学術研究団体」である 。

3 登録学術研究団体が届け出た関連研究連絡委貝会が複

数あるときは， 日本学術会議会長は，登録学術研究団体

の意見を聴いて関連研究連絡委員会を限定 （指定）する

(11月30日までに指定）。

4 登録学術研究団体は，その構成貝である科学者のうち

から，会貝の候補者を「学術研究領域」ごとに選定し，

日本学術会議に届け出る （昭和63年 2月 1日締切り ）。

5 日本学術会議会貝推鷹管理会は，届げ出られた会員の

候補者が会貝の資格を有する者であるかどうか認定する。

6 登録学術研究団体は，その構成貝である科学者のうち

から，推鷹人を「学術研究領域」ごとに指名し， 日本学

術会議に届け出る (2月20日締切り）。

7 推腹人は，「学術研究領域」ごとに、 日本学術会議会員

推戟管理会が会貝となる資格を有すると認定した会貝の

候補者のうちから，会員として推鷹すぺき者及ぴ補欠の

会員として推鹿すぺき者を選考・決定する （5月中旬～ 6 
月上旬）。

8 推庫人は，会貝として推薦すぺき者及ぴ補欠の会貝と

して推旗すぺき者を， 日本学術会議を経由して，内閣総

理大臣に推薦する （6月中旬）。

9 内閣総理大臣は，その推鷹に基づいて，会員を任命す

る (7月22日）。
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昭和63年度共同主催国際会議

本会議は，昭和28年以降毎年おおむね 4件の学術関係国

際会議を関係学術研究団体と共同主催しているが，昭和63

年度は次の 4国際会議を我が国において開催することとし

た。（昭和62年 6月16日（灼閣議了解）

国際家族法学会第 6回世界会議

開催期間：昭和63年 4月 6日～12日

開催場所：日本大学会館（東京都）

Jt（罷団体：日本家族 く社会と法）学会

第 9回世界地震工学会議

開催期間：昭和63年 8月 2日～ 9日

開催場所：ホテルニューオオタニ （東京都），国立京

都国際会館（京都市）

共（偵団体：土木学会， 日本建築学会，土質工学会，

日本機械学会，地震学会，震災予防協会

第 8回国際内分泌学会議

開催期間 ：昭和63年 7月17日～23日

開（藷場所：国立京都国際会館 （京都市）

共催団体：日本内分泌学会

第 5回国際植物病理学会議

開催期間：昭和63年 8月20日～27日

開催場所：国立京都国際会館（京都市）

共催団体：日本植物病理学会，日本植物防疫協会

我が国の理科教育について （意見）

一 日本学術会議科学教育研究連絡委員会報告一

本研究連絡委貝会は．かねて我が国と世界各国との学校

における理科教育の実態について関心を持ち比較を行って

きたが．昨年教育課程審議会の発表した教育課程改定の大

綱に関する中間報告と各教科の時間数に関する試案は．我

が国の理科教育の世界の動向からの逸脱をはっきりさせた

ものとして．深い憂慮の念を示すものである。

意見 （要旨）

第2次大戦後科学技術立国は我が国の国是であった。

この方向に資するため．我が国は学校における理科教育の

振興に努め．大学における科学・技術の教官・研究にも多

人の力を注いできた。しかるに．現今の国の施策を見ると．

上述の方向とは逆行するものが増えていると言わねばなら

ない。今回の中間報告に見られる小学校低学年理科の廃止．

小学校から中学校まで 9年間の理科の時間数は昭和43年に

比ぺて 6~ 7時間の減．高等学校においては．昭和35年に
6単位 (4科目必修）が昭和53年に 4単位（理科 Iのみ必

修）となリ今回もそれが引き継がれようとしている。

学校教育における時問数の削滅は必ずしも他の教科にな

かった現象ではないが．理科においてその滅少が特に顕著

であ った。我々はこの点について強い危機感を抱くもので

あるがその理由は理科に関する教育は児童 • 生徒の心身

の発達に見合って．その内容を設定していく必要があるか

らで、時間数の削滅がその適期を逸する恐れが強くなった

からである。我々は．今後の理科教打において次の手当が

なされるぺきであると考える。

1 小学校においては．健全な自然観の育成を目標とし．

低学年の理科も存続させる。

2 中学校 ・高等学校においては．科学技術に生きる人間

としての能力を育成するため充分の時間を確保する。

地区会議活動について

日本学術会議は．全国を．北海ill.東北．関*・中部．

近畿中国・四国．九州・沖纏の 7プロ ックに分け．「地区

会議」を組織している。

これらの地区会議は．運営寄議会附置広報委貝会の下に

沼かれ．学術会議の各部 ・委員会等の活動状況を各地区内

の科学者等に周知し．また．学術会議に対する意見、要望

を汲み上げて．学術会議と科学者との意志疎通を図るとと

もに．地域社会の学術の振興に寄与することを目的として

しヽ る。

各地区会議は．原則として、当該地区に居住．あるいは

勤務している学術会議会貝の中から各部（第 1部～第 7部）

1人ずつ計7人をも って構成することとされているが，該

当する会貝全貝を構成員としている地区も 多い。また、部

によ っては．該当する会員のいない地区があり ．その場合

には研究連絡委且会委員を構成貝としている。

各地区会議は．構成貝である会貝の中から代表幹事 1人

（関東地区のみ 2人）を選び，その主宰者としている。

さらに、各地区会議には．その活動に関する平務を処理

するために．「地方連絡委員」を置いている。この地方連絡

委貝には．北海逍地区会議は北海道大学．東北地区会議は

束北大学．中部地区会議は名古屋大学．近畿地区会議は京

都大学．中国・四国地区会議は広島大学．九州・沖縄地区

会議は九州大学の事務局長以下 6~10人の職貝が委嘱され

ている。各地区会議は．これらの各大学事務局職貝の多大

な協力の下に運営されているのである。

各地区会議は，前述の目的を果たすために．科学者との

愁談会・学術講演会等の開催，地区会議ニュースの発行等

の事業を活発に行っている。先般，運営審譲会で決定され

た今年度の各地区会議事業計画によると，全国各地で，科

学者との懇駿会は12回，学術講演会は14回それぞれ開催さ

れる予定である。

日本学術会議主催公開講演会

本会議は．学術の成果を広く国民生活に反映浸透させる

という日本学術会議法の主旨に沿うため．公開講演会を主

催していますが．昭和62年度には、本会議会貝（演者）に

よる公開講演会を次のとおり 3回企画しています。

開催日・演者等詳細は決定次第新聞広告等でお知らせす

る予定ですが、多数の方々のご来場をお願いします。

テーマ 1: 「高度情報化社会」に関するも(1)

開催地東京

テーマ 2: 「科学の進歩と人問社会」に関するもの

開催地京都

テーマ 3 : 「マン ・システム ・イ ンターフェース」に関

するもの

開催地東京

多数の学術研究団体の御協力により ． 「日本学術会

譲だより 」を掲載していただ くことができ ．ありがと

うございます。

なお ． 御意見•お問い合わせ等がありましたら下記
までお寄せください。

〒106 港区六本木 7-22-34

日本学術会議広報委員会

（日本学術会議事務局庶務課）

電話 03 (403) 6291 
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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．正会員および竹助会員と

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人した者．笠助

会目はこの学会の事業を後援し，定めら

れた会伐を納人した個人または法人とす

る。

第 4条 本会に人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

占に記人の上．本会事務所に申込むもの

とする。

第5条 会員は毎年会貨を納人しなければならな

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弔

業を行う。

I. 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. 奨励宜を設け．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

価で購人配布する。

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 l名

会計幹事 l名．国際交流幹事 l名．

編集幹事 l名．会計監査 2名．ぉ

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。

役員か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

伐の収文．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 本会に名営会員をおく。

附記

I. 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 ］，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l口20,000円とする。

ただし． Mutation枷search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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日本環境変異原学会入会申込書 学 A 子 部 学部学校名 卒業年次 年

歴 大学院 課程学校名 修了年次 年

昭和 年 月 学 位 取得年 年

日本環境変異原学会長 殿
研究領域 （下記にあてはまる項の 2, 3を0で囲んでください）

貴学会に入会いたしたく評議会の推薦を添えて申し込みます。 1.変異原 2.検出系 3. 毒 性 4.発生異常 5.汚 染

6.疫 晃子 7.遺 伝 8. が ん 9.微生物 10.高等動物
フ リ ガナ

11.高等植物 12.食 品 13. 気体 ・粉じん 14.医薬品 15.農 薬
氏 名 R 

16.代 謝 17.分子機構 18. その他（ ） 
ローマ字つづり

生年月日，性別 年 月 日 I 男 女 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）

I 

（和）

所属機関

部局
（英）

職名

加入学会名 （本学会以外の）
〒 電話 内線

（和） I 
所属機関

所在地
（英）

推薦者 （日本環境変異原学会評議員）

氏名（署名） R 

〒 電話

自宅 （和） 入会申込者との関係（数行ご記入ください）

住所

（英）

会誌送付先 ① 所属機関 ②自 宅

7

1
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日本環境変異原学会奨励賞受賞者
’’ ll ,, 

日本環境変異原学会昭和61~62年度評議員名簿
第 1回昭和54年度

（五十音順）
■, 長尾美奈子 「食品の変異原因子に関する研究」

氏 名 所 属
■’ 
第 2回昭和55年度

石館 基 「環境変異原及び癌原物質の染色体異常によるスクリーニング」

石 館 基 国立衛生試験所 l 
,, 
’， ’ 常盤 寛 「大気中の変異原性汚染物質の実態の調査と研究」
i 

乾 直 道 日本たばこ産業（樹生物実験センター

大 西 克 成 徳島大学医学部

11 
第 3回昭和56年度

加 藤 隆 慶応義塾大学医学部 賀田 恒夫 「環境変異原検出に関する Rec-assayの開発とその応用」

菊 池 康 基 武田薬品工業（樹中央研究所

黒 木登志夫 東京大学医科学研究所 第 4回昭和57年度

黒 田 行 昭 国立遺伝学研究所 I I 松島泰次郎 「変異原性検出による化学物質の発癌性評価についての研究」

近 藤 宗 平 近畿大学原子力研究所 | ＇ 早津 彦哉 「環境中の変異原物質の作用気機作に関する化学的研究」

定 家 義 人 国立遺伝学研究所

佐 藤 茂 秋 国立がんセンター研究所 第 5回昭和58年度

白 須 泰 彦 残留農薬研究所 葛西 宏 「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

杉 村 隆 国立がんセンター キサリンの発見」

祖父尼 俊雄 国立衛生試験所

高 山 昭 国立がんセンター研究所 i 第6回昭和59年度
啓 京都大学医学部

大西 克成 「環境中のニトロピレン類の検出及び代謝に関する研究」
武 部

土 J I I 清 国立遺伝学研究所

I 
第7回昭和60年度

長 尾美奈子 国立がんセンター研究所
若林 敬二 「食品中の新しい変異原前駆物質の研究」

西 岡 同志社大学工学部

早 津 彦 哉 岡山大学薬学部
第 8回昭和61年度

松 島泰次郎 東京大学医科学研究所
林 真 「invivo小核試験法の基礎と応用に関する研究」

士

} " 邦 衛 三菱化成（樹総合研究所安全性センター
森本 兼嚢 「ヒト末梢リンパ球における姉妹染色分体交換 (SCE)誘発に関ロ

する研究」
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編集後記

昭和61年10月1~3日にわたって東京で開催された日本環境変異原学会15回大会の特集

号として，学会奨励賞受賞講演，特別講演， シンポジウム講演を収録させて頂きました。

特別講演にストックホルム大学の C.Ramel博士をお招きすることが出来たのは，財

団法人がん研究振興財団が日本小型自動車振興会の補助により行っている「対がん10カ年

総合戦略」の1事業であるレクチャーシップ事業の講師として招へいされた機会に，財団

の御好意により実現できたもので，改めてここにがん研究振興財団および中澤幸一専務理

事に対し感謝，御礼申し上げます。

名誉会員 AlexanderHollaender博士がなくなられたので，博士にもっとも身近かに

接してこられた近藤先生に追悼文をお願いしました。博士の写真も近藤先生の御好意でか

かげることが出来ましたので厚く御礼申し上げます。Hollaender博士の御冥福をお祈り

します。

ご執筆をいただいた諸先生には，御多用中のところを本号のために貴重な時間をさいて

原稿をお寄せいただいたことを厚くお礼申し上げます。

環境変異原研究
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昭和62年10月20日
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