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マ ウ ス を用 い た再生肝小核試験による肝癌原

物質 の 遣伝毒性の検出
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In　vivo コ メ ッ トア ッ セイ に よ っ て DNA 損傷

発現臓器が必ず しも癌原性標 的臓器 とはなら

な い こ とを明 らか にして きた。コ メ ッ トア ッ

セイ は DNA 初期損傷 を アル カ リ脆弱部位と

して 検出するため 、初期損傷の 運命を 明 ら か

に す る こ とは で きな い 。そ こ で、マ ウス の 再

生肝 を用 い た小核試験に よ っ て肝癌原物質の

in・vivo 遺伝毒性 を検討 し、初期損傷の染色体

異常 へ の 固定に つ い て調 べ た。対象と したも

の は マ ウス 肝癌原物質（2，4−diaminotoluene，
styrene −7，8−oxide ，

　benzidineなど）とマ ウス肝非

癌原物質（2，6−diaminotOluene，
　MNNG ，

　B［a］P な

ど）で あ る。

雄 マ ウス に 1／2　x 　LD50 を上 限 と し て 投与、そ

の 翌 日 に肝部分切 除術 に よ っ て肝 の 213 を切

除 した。そ の 4 日後に再生肝を摘出、コ ラゲ

ナ
ー

ゼ灌流によ っ て肝細胞を単離し、ホル マ

リ ン で 固定、アク リジ ン オ レンジ染色 によ っ

て観察した。同時 に結腸粘膜 における小核の

誘発につ い て も検討 した。

多くの肝癌原物質で は コ メ ッ トア ッ セイだけ

で な く小核試験 に お い て も肝で 陽性に な る傾

向にあ っ た。こ れ らは癌原性標的臓器 で は な

い 結腸 で は コ メ ッ トア ッ セ イ陽性に かかわ ら

ず小 核試験 で は陰性に な る傾向に あっ た。こ

の こ とか ら、肝癌 原物質で は肝の DNA 初期

損傷が染色体異常 として固定されて い るが 、

非標 的臓器で は 固定 さ れ 難い傾向に あ る も の

と考 え られ た 。
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【目的】本試験法 は ， 本学会 で 肝細胞 を用 い る 遺

伝毒性試験法 と して 評価可能 な試験法 で あ る こ と

が報告さ れ た。そ こ で，げっ 歯類 の 肝が ん原物質

5種類と非肝がん原物質 1 種類を用 い て 本試験 の

有用性を検討 した。さ らに，末 梢血小核試験 を同

時に実施する こ とに よ り，造血 系臓器 へ の 評価 に

つ い て も検 討 した。

【被験物質】4，4’−methylenedianiline （MDA＞， o
−

toluidine ，QuinoIine，4−chloro − o −phenylcne
diamine（CPDA），dimethylnitrosamine（DMN），
methylmethanesulfonate （MMS）
【方法】動物は 4 週齢 （剖検時〉の 雄性 ラ ッ トを 用

いた。被験物質 の 1／2LD；，o，　1／4LDso相当量 を 1 回経

口 ある い は腹腔内投与し た。投与後 3，4及び 5 日

目 に コ ラゲナ
ーゼ灌流法に よ り肝細胞を回収 し，

2 重蛍光染色（AO／DAPI）標本を作製 した。観察 は，
1個体あた り 2000個の肝細胞中の 小核出現率 を求

めた 。 末梢血小核試験は，被験物質投与後 2 日目に

標本を作製し た 。網赤血球 2000個 中の 小核出現

率を求め た 。

【結果】末梢血 で は検出し に く い DMN，Quinolineは
肝臓で 陽性とな っ た。

一
方，MDA，　CPDAは い ずれ も

陰性，非肝が ん 原物質 MMSでは肝臓で陰1生とな り，

末梢血 で は陽性と な っ た 。

　 以上 よ り，肝発が ん の 強い もの は陽性，弱 い もの

は陰性の 結果と な っ た 。

一104一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


