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　We 　have 　improved 　a 　fluctuation　Ames 　test （  ）

using 　a　384−well 　microplate ，　and 　the　improved　FAT 　is
more 　sensitive 　than　the　conventional 　method （Sui θt

al．，　 Genes　and 　Environ，， 31，
47−55， 2009＞，　 High

correlation （i．e．，　negative 　speci 五city ：100％，　sensitivity ：

71．4％ and 　concordance ：80．0％）was 　observed 　between
the 　 results 　 of 　the 　improved   and 　the 　Ames 　test

using 　40　Nationanbxicology 　Program　compounds 　with

TA100　 and 　TA98．　Then，　 we 　reported 　that　the　higher
sensitivity 　was 　observed 　in　the 　improved 　FAT 　witheut

S9　mix （AF −2　and 　4NQO ）by　using 　one
−tenth 　of 　the

conventional 　bacterial　cell 　number ，　and 　more 　than　one

revertant 　per　wel 　is　necessary 　for　yellow　discoloration
of 　the　mixture 　in　the　39th　 and 　40th　JEMS 　 annual

meeting ．　 Based　 on 　these　 results ，　 we 　fbcused　 on 　the

bacterial　cell 　number
，
　and 　evaluated 　the 　test　condition

of 　the 　improved 　FAT 　by　using 皿 utagens （ENNG ，2AB ，
2AAE 　CP 　etc ．）and 　the　NTP 　compounds 　which 　showed

positive 　in　the　Ames 　test，　but　negative 　in　the　improved
FAT ．　W6 　wiU 　report 　these　results 　in　the 　meeting ．

　This　study 　was 　partly　supported 　by　a 　Grant −in−Aid
丘）rResearch 　on 　Public・private　sector 　joint　research 　on

Publicly　Essential　 Drugs 　 fro皿 The 　Japan 　 Health
Sciences　Foundation．

ハ イ ・ス ル ープ ッ ト微生物遺伝毒性試験法の

検討8

須井 哉
1、川上 久美子

1、根岸 沙記
1、山田 雅巳 2

1
備 り飾 ヲ顯 按 歪 を ン タ ー薫嬲 究 殀

2bliE
？Ptn7k。7de

’

生研莞所

　我々 は、384ウェ ル マ イクロ プレ
ー

トを用い るFluctuation
Ames 　Test（FAT ）に改良を加えて 、感受性を向上 させ た

（改良法  ，Sui　et　al ，　Genes　and 　EnViron．，31，　47・55，
2009）。 また、40種 の National　7bxicology　Program選定

化合 物 を用 い 、TAIOO お よびTA98 を用 い た改良法FAT と

Ames 試験 の 結果に、高い 相 関性 （特異性 ：100％、感受

性 ： 71．4％、予 測 性 ：80．0％）が 認 め られ る こ とを明 らか

に した 。そ の 後、改良法FAT につ い て は 、従来 の 1110 量 の

菌数を用 い る こ と に よ り、Sg　mix 非存在下 （AF・2お よび

4NQO ）で は陽 性反 応 の 向上 が 認 め られ た こ と、黄変 ウ ェ

ル 出 現に は、1ウ ェ ル 当 た りの 復帰変異 菌が 複数必 要 で あ

る こ と を第39お よ び40回大会 に お い て 報告 した、こ れ ら

の 結 果 を 踏 ま え、菌 数 に 着 目 し、変異 原 物 質 （ENNG 、
2AB 、2AAF 、　 CP な ど）お よびAmes 試 験 で 陽性、改 良 法

で 陰性 を示 した NTP 選 定化合物を用 い て 改良法FAT の 試

験 条件を検討 した の で、そ れ らの 結 果 を報告 す る。

　本研究 は、ヒ ュ
ーマ ン サ イエ ン ス 振 興財 団に よ る政策

創薬マ ッ チ ン グ研 究事業の
一

環 と して 行 わ れ た。
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　 Aristolochic　acid （AA ）is　a　potent　nephrotoxin 　and

human 　 carcinogen ．　We 　investigated　 whether 　 APOH −

aristolactam 　 compounds （AAI −NOH 　 and 　AAII−NOH ），
which 　are 　produced 　by　nitroreduction 　of 　AA，　can 　cause

genotoxicity　through 　a 　sulfation 　pathway 　using 　human

sulfotransferase （SULT ）
−
expressing 　umu 　test　strains ．

AAI −NOH 　showed 　the 　increased　genotoXicity 　in　 umu

strains 　express 　human 　SULTIA1 　（NM7001 ） and

SULTIA2 （NM7002 ）compared 　to　the　parent　 strain ，
whereas 　AAII −NOH 　 showed 　enhanced 　genotoxicity　in

NM7002 ，　 The 　 specific 　 inhibitor，　 2，6−dichloro−4−

nitrophenol 　inhibited　umuO 　gene　 expression 　induced
by　 AA 互！II−NOH 　in　NM7002 ．　 Additionally，　 in　

32P ・

postlabelling　methods ，　these　compounds 丘）rmed 　DNA

adducts ．　These 　results 　suggest 　that 　the 　genotoxicity　of

ハr−OH −
aristolactam 　compounds 　is　highly　dependent 　on

sulfonylation 　catalyzed 　by　SULTs ．

umu 試験系を用 い た1V・OH ・ア リ ス トラ ク タ ム

類の 遺伝毒性活性化に お ける ヒ ト型硫酸転移
酵素 の 関与
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　 ア リ ス トロ キ ア 酸 （AA ）は、ア リ ス トロ キ ア 種 の チ ャ

イ ニ
ーズ ハ

ーブ に 含 まれ、腎 毒性お よ び ヒ トで 発 が ん性

を示す こ とが 知 られ て い る 。 本研究で は、AA が ニ トロ 還

元酵素 に よ りN 水酸化 へ 還元 され た AAI お よび AAII の

N 水酸化物 （AAI −NOH 、　 AAII −NOH ）が硫 酸 化の 経 路 を

介 して 遣伝毒性 を示すか どうか を 3種類 の ヒ ト型 ス ル フ ォ

トラ ン ス フ ェ ラ
ーゼ （SULT ）を 発 現す る umu 試 験系お よ

び in　vitro の
32P

ポ ス トラ ベ リ ン グ法 を用 い て 検討 した。
umu 試 験 にお い て、AAI−NOH は 親株 に比 べ て SULTIAI
お よび 1A2 発 現株、AAII・NOH は SULTIA2 発現 株 に お い

て 強 い 遺 伝 毒 性 を示 した。また、SULT の 特異 的 阻 害剤

で あ る2，6・dichloro・4・nitrophenol を用 い たSULTIA2 に

対す る阻害試験 を行 な っ た と こ ろ、両 化合物 の 遺伝毒性

は抑 制 され た。さ ら に、こ れ らの 化 合 物 はin ”

’
troの 32P

ポ ス トラ ベ リ ン グ法 で も有意 にDNA 付加体 を示 した。
以上 の 結果か ら、N 一ヒ ドロ キ シ ア リス トラ ク タ ム 化 合物

は 硫 酸 化 を 介 し て 遺 伝 毒 性 作 用 を 示 す こ と が 明 ら か に

な っ た。
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