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　We 　have　improved　a　fluctuation　Ames 　test（FAr ）using 　a

384−well 　microplate ，　and 　the　improved　FAT 　is　more 　sensitive

than　the　conventional 　method （Sui　et 　a1 ．，　Genes　and 　Environ ．，
31，47−55，20   9）．High 　correlation （i．e．，　negative 　specificity ；

100％，sensitivity ； 71 ．4 ％ and 　 concordance ： 80 ．0％ ）was

observed 　between　the　resu ］ts　Qf　the　improved　FAT　and 　the

Ames 　test　using 　40　National 　Toxicology 　Program （NTP ）

compounds 　 with 　TAlOO 　and 　TA98 ．　In　 the 　39th　and 　41st
meetings ，　we 　reported 　that　the　higher　sensitivity 　was 　observed

w 辻hout　Sg　mix （AF
−2　and 　4NQO ）by　using 　one −tenth　of

the　conventional 　bacterial　cell　number ，　and 　the　number 　Qf

revertants 　increased　by　main −incubation　after 　pre−incubation，
respectively ．　Based　on 　these　results ，　we 　focused　on 　the

bacterial　cell　number 　and 　main −incubation，　and 　evaluated 　the

test　condition 　ofthe 　improved　FAT 　by　using 　mutagens （AF −2，
B ［a ］P，2AA ，　CP 　etc．）and 　the　NTP 　compounds 　which 　showed

positive　response 　in　the　Arnes　test，　but　negative 　response 　in　the
improved　FAT．　W6 　will　report 　these　results 　in　the　meeting ．

　我 々 は、384 ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ
ー

ト を 用 い る

Fluctuatlon　Ames 　Test （FAT ） に 改 良 を加 え て、感 受

性 を 向 上 さ せ て き た （改 良 法 FAZ 　Sui　et 　a1．，　Genes
and 　Environ．，31，47−55，2009）。　ま た、40 種 の National
Toxicology　Program （NTP ）選定化合物 を用い 、　TAIOO お

よ び TA98 を用 い た 改 良法 FAr と Ames 試 験 の 結果 に、
高 い 相 関性 （特 異 性 1100 °

／o、感 受 性 ：71．4％、予 測 性 ；

8 ．0％ ） が 認 め られ る こ と を明 らか に した。そ の 後、従

来 の 1／10量 の 菌数 を 用 い る こ と に よ り、S9　mix 非 存 在

ド （AF −2 お よ び 4−Nitroquinoline−1−oxide ＞ で は 陽 性 反 応

の 向上 が 認 め られ た こ と、プ レ イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 後の

本培養 に よ り、復帰変異菌数が 増加す る こ と を JEMS39

回お よ び 41 回大会に お い て 報告 した 。 こ れ らの 結果 を

踏まえ、菌数お よ び 本培養 に 着 目し、変異原物質 （AF −

2 、Benzo ［a ］pyrene 、2−Aminoanthracene 、　Cyclophosphamide
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 。
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　Methyleugen   1（ME ）and 　various 　other 　alkeny ］benzenes
are　known 　to　 exhibit 　genotox玉city　via 　metabolic 　activation

by　hydroxylatien　fbllowed　by　sulfation ．　Meanwhile 　they　are

reported 　generally　negative 　in　Ames 　test　due　to　weak 　activity　of

sulfetransferase （SULT ）in　Sgmix．　Therefbre，　it　is　important　to
evaluate 　the　potential　ofthern 　in　a　simple 　and 　proper　manner ．
　 It　is　reported 　that　Ames 　test　using 　strains　expressing 　human
SULTs　 enabled 　to　give　 a　positive　 respQnse 　with 　hydroxylated

ME ，　prhmary　activated 　forrn　ofME ．　However，　no 　cases 　are   own

about 　direct　detection　ofthe 　potential　of 　ME 　itself　in　Ames　test，

　We 　tried　to　 establish 　the　test　conditions 　using 　TA100 −

hSULTIC2 　 strain 　applicable 　for　evaluation 　of 　ME 　 related

compounds ．　Optirnizing　various 　factors　including　metabohc
activation 　conditien ，　incubation　time，　and 　etc．，　gave　positive

response 　of 　ME 、　This　modified 　test　is　 considered 　useful 　fbr

evaluation 　ofgenetoxicity 　on 　ME 　related 　cempounds ．
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　メ チ ル オ イ ゲ ノ
ー

ル （ME ）等 の ア ル ケ ニ ル 基をもつ

芳香族 化 合 物 の
一

部 は、  水酸化 と  硫酸化の 二 段階 の

代謝活性化 に よ っ て 遺伝毒性を示す と考え られ て い る

が、通 常 の Ames 試験 で は 陰性結果 が 得 ら れ る こ とが 報

告 さ れ て い る。そ の ため、関 連物質の 遺伝毒性を簡便 か

つ 適正 に評 価す る こ とは 重要 な課 題 で ある 。 こ れ まで に、
一

段 階 目の 代謝活性化 に よ り生成する ME 水酸化体 に つ

い て は、ヒ ト硫酸抱合酵素 （SULr ） を発現す る 菌株 を

用 い た Ames 試験 を 実施す る こ と に よ り、陽性 と して 検

出で きる こ とが 報告され て い る 。 しか しなが ら ME の 遺

伝子突然変異誘発 能 を、Ames 試 験 で 直接 的 に検 出 した

事例 は知 られ て い な い 。 そこ で 我 々 は ME 関連 物質 の 簡

便 な評価系 の 構築 を 目指 し、サ ル モ ネ ラ 菌の Tへ100株 に

SULT を発 現 させ た TAIOO −hSULTIC2株を用 い て Ames

試験条件 を検討 した 。 そ の 結果、代謝活性化条件、イ ン

キ ュ ベ ー
シ ョ ン 時間等を最適化する こ とで 、こ れ ま で 評

価 で きなか っ た ME を陽［生と して 正 し く評価す る こ とが

で きた。本系 は ME 関連 物質 の 遺 伝 毒 性 評 価 に 有 用 と考

え られ る 。
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