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哺乳類培養細胞を用 い た遺伝子突然変異の 検出 と抑制に 関する研究

黒 田 行 昭　 （国立遺伝学研究 所）

1 ．培養細胞 を用 い た 遺伝子突然変異検 出系の 確立

高等動物の 体内で起 こ っ て い る 変化 を知 る た め に ，組織や細胞 を体外 に 取 出 し，人 為 的

環境条件 の 下 で 培 養 しよ うとす る 試 みは ，前世紀か ら の 科学者の 夢で あ っ た 。 1950 年ま

で の 体外培養の 研究は ，血球や リ ン パ 球な ど単細胞以外で は ，組織片を 中心 と した培養

が行わ れ，組織や 臓器 か ら細胞 を遊離 して ，個 々 の 細胞 を独立 し た生物 と して 扱 う細 胞

培養が行 わ れ る よ うに な っ た の は． 1950 年代に 入 っ て か ら合成培 養液 の 開発 と細胞 株 の

樹立が行 わ れた こ とに よ る 。安 定 な細胞株 をを合成培養 液で培養 す る こ とに よ っ て ，極

め て 再現性 と定量 性に す ぐれ た実験系が確立 さ れ た 。

　1960 年 代に な っ て ，ア メ リカ で は Puck が HeLa 細 胞 を用 い て 放射線の 影 響 を しらべ

て い た が ， わ が国 で は ，い ち早 く阪大 の 黒 田を 中 心 と した グル
ー

プ が こ の 手法を取入 れ

て ，化学物質マ イ トマ イ シ ン の 細胞増殖や DNA，　 RNA， タ ン パ ク合 成な どに 対す る影 響評

価を定量化 した （1）。 1970 年代 に な っ て ，環境 化学物 質 の ヒ トへ の 影響 が 問題 と され る

よ うに な り，三 島市 内 の 産院 の 協力 を得 て ，妊 娠中絶 した ヒ ト胎 児の 肺 由来 の 正 常二 倍

隊細胞を用 い て ，8AG 抵抗性 （HGPRT 欠損） を 指標と した遺伝子 突然変異の 検出系を確

立す る と と もに ，食品添加物 と して 使用 さ れて い た AF2 や 赤色 104 号 の ヒ ト細胞 に 対

す る突然変異誘発性 を検出す る こ と に 成功 した （2，3）。さ ら に ，チ ャ イ ニ
ーズ ・ハ ム ス タ

ーの V29 細胞を用 い て ，遺伝的 マ
ーカ ーの 選択や播種細胞数，前培養時聞，変異原 物質

処理時 間，突然変 異発現時 間，再播種法 の 採用 など の 詳細 な検 討 を行 い ，培 養細胞 を用

い た 遺伝子突然変 異検 出系 を用 い た変異原検 出系の
一

般 的利用 へ の 途 を開い た 。

　
一

般 に放射 線の 生体 に対 す る影響 は ，その 線 量率 と照 射時 間の 積 に 比 例す るが ，同
一

線量 の 放射線で も，線量 率 が高 い ほ ど効果 が大 き い （線量率効果 ） 。哺乳類 の 培養細胞

に対す る化学物質 の 作用 に おい て も，そ の 濃度 と処理 時間 に 関 して ．作 用量 が 同 じで も

濃度が 高い ほ ど効果が 大き い こ と を見 出 し，こ れ は細胞 の突然変 異修復作用 が 関与 し，

化学物質 の あ る濃度以下 で は無 作用量 が存在す る こ と を 明 らか に した （4，5）。

2 ．培養細胞 を用 い た非変異原 性発 がん物 質の 検出

　Ames の 系な ど微生物 の 系で は ，短 時間 に 効率 よ く化学物質 の 変異原性を 検出す る こ と

が で き る が ，1980 年 代中 頃に 微 生物 の 系で は 変 異原 性が 検出 で き な い 発が ん物質が 数多

く見 出 されて きた 。こ の よ うな問題 に 対処 す る た め に ，IPCS／WHO で は非変異原 性発 がん

物質の 短期検索法 に 関 する 国際協力研 究が 行わ れ ，主と して 哺乳類細胞を使用 し て い る

世界各 国の 100 名余 の 第一線 の 研究者 が参加 して ，Ames 陰性 の 発がん 物質 を含む共通

の 10 種類 の 化学 物質 に つ い て 培養細胞 の 染色 体異常 ，遺伝子 突 然変異 ，不 定期 DNA 合

成 ， トラ ン ス フ ォ
ーメ ーシ ョ ン ， DNA 単鎖切断，　 SCE，小核テ ス ト，代謝共 同な どを 指標

に変位原性 が調 べ られ ，黒 田 は こ の 協 力事 業 に 参加 して V79 細胞 の 遺伝子突然 変異検 出

系を使 用 して T
ベ ン ゼ ン ，サ フ ロ ール ， トル イ ジ ン ，ジ エ チ ル ス チ ベ ス テ ロ ール な ど に

つ い て ， い ずれ も変異原性 を検 出 した （6）。
こ の ほ か ，ア ニ リ ン ，ク ロ ロ ア ニ リ ン ，

ニ ト
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ロ ベ ン ゼ ン な ど多 くの 発がん性芳香族化合物 に つ い て も，微生物の 系で は 検出 されな い

変異原控 が培養細胞の 遺伝子突然変異検 出系 で検出された 。

　3 ．培養細胞を用 い た変異原物質 の 複合効果

　 われ わ れ の 人間環境で は ．単一
の 変 異原 が単独 で 作用 す る こ とは ない 。 2 種以上 の 多

　くの 変異原が 同時 に存在す る と き，変異原物 質の 間に 相乗 ・抑制 な どの相互作用が働 く。

こ の よ うな 2 種以 上 の 変異原物質の 複合効果を調 べ る の に，培養時 間を的確に 設定 で き

る培養細 胞の 系は適 して い る 。 EMS と MMS の よ うな作用点 の 類似 した ア ル キル 化剤 ど う
しや，変異原性の ある EMS と変異原性 の な い Ara　C との 組 合わ

一
せで ，そ の 複合効果 が

どの よ うに 現 れるか を調べ た 。 EMS とMMS の よ うに 作用点が類似 して い る と考え られ る

物質 どう し で も， 両物質 は競合抑制 す る こ と な く，む しろ増強作用の あ る こ とや （7），単
独で は 変異 原性 の ない Ara　C で も EMS と同時に作用 させ ると，　 EMS の 変異原性 を高め

る作 用の あ る こ とが分 っ た （8）。

4 ．培養細胞 を用 い た変異原抑制物 質の 研究

　 1985 年 ，遺伝研の 同僚 で あ っ た賀 田恒夫博士が ，微生物の 系を用い て ．野菜や 果物の

ジ ュ
ー

ス が ，変異原 を抑制す る こ とを発見 した 。 環境中 に は こ の ほか突然変 異や 発が ん

を抑制 す る物 質が 数多 く存在す る 。 チ ャ イ ニ ー
ズ ・ハ ム ス タ

ー
の V79 細胞 を用い て 変異

原 と抗 変異原 の 処理時間を 変え た り，両物質を あ らか じめ混合 した もの で 細胞 を処理 す

る こ と に よ っ て ，抗変異原 の 作用機序を調 べ る こ とが で きる 。 ビ タ ミ ン C お よび そ の 誘
導体 に つ い て ，EMS に対 す る抗変異 原性を調 べ る と，ビタ ミ ン C と EMS と を同時処理 し

た り，あ らか じめ混合 した もの で 処理 する と，最 も強 く変異原性を抑制す る こ とが 分 り，
ビタ ミ ン C は EMS に 直接 作用 す る消 変異原 （desmutagen ） で あ る こ とを 明 らか に した

（9）。ま た，緑茶 の 成分 カ テ キ ン で あ る ECG や EGCG が 4NQO に よ る遺伝子突然変異を

抑制 す るが ，こ の 場合 は， これ ら の カテ キ ン を 4NQO 処理 後に 作用 させ た場合 に の み 効
果が あ り，4NQO に よ る DNA 損傷 の 修復に 作用す る こ と が分か っ た （10）。
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