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Summary

　The 　Chromosomal 　Aberration　Test　using 　cuitured 　 mamnlalian 　 cells ，　 was 　proposed 　 as 　 an

alternative 　screening 　too 璽to　bacterial　 nlutation 　assays （Alnes　test），for　the　detection　of 　environ −

mental 　mutagens 　and ！or 　carcinogens ．　The 　Micronucleus 　Test　in　mice 　was 　also 　proposed 　as 　an

additional 　 in　 vive 　 test　 for　 evaluating 　the　genotoxic 　 potential 　 of 　those　 chemicals 　 which 　 were

positive　in　the 加 vitプo　systems ．

　Mutagenic 　potency 　in　the　Ames 　test　was 　estimated 　fmm 　the　number 　of　revertant 　colonies

induced　per 　umt 　dose（mg 〆plate）and 　in　the　Chromosomal　AbelTation　Test　was 　calculated 　from

the　millimum 　dose（mg ／n 、〜＞lnducing　at 　least　20％ aberrantcells （D2，　value ）．It　was 　found　from
these　assays 　that　there 　were 　some 　lO6　fold　differences　in　their　mutagenic ！c里astogenicpotencies 　and

出 at　only 　potent 　chemicals 　may 　give　positive 　respQnses 　in　the 　in吻 o　Micronuc】eus 　Test．【t　was

also 　found 　that，　in　the　Chromosome 　Aherration　Test
，
　the　incidence　of 　exchange

−type 　rather 　than

break−type 　 aberrations 　is　 more 　 important　 in　predicting 吐he　 carcinogenic 　 risk 　of　exposure 　 to

clastogens ．
　In　 this　 review ，　 the　 significance 　 of 　 a　 battery　 system 　 comprising 　 at　 least　 three　 different
mutagenicity 　tests　is　discussed　together　with 　the　importance　of　quan 縫tative　rather 　than　qualita ・

tive　 evaluation 　 in　the 　genotoxicity　 of 　chemicals ．　 In　 addition ，　 recent 　 analytical 　studies 　 on 　 the

mechanisms 　of 　induced　chromosomal 　aberrations 　in　cultured 　 cells ，　using 　the　Fluorescence　ln　Situ
Hybridization （FISH ）technique 　a 冂 d　Laser　Scan 　Cytometry （LSC ）are　presented．

〔This　paper ，　chaired 　by 　Toshio 　Sofuni ，　is　the　lecture　of　The 　JEMSAward 〔1997）presented 　at 　the　26th

annual 　 meeting 　of　the　Environmental　Mutagen 　Society　of　Japan ，　he藍d　 at　the　Hadano 　Culture　Ha 田 n

Hadano ，　Japan，　Decelllber　3．．5，1997．〕

Keywords ：chromosomal 　 aberration ，　 a　 battery　system 　for　mutagenicity 　 testing，　 D20　 value ，
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1．はじめ に

今 回，本学 会 の 名 誉 あ る学術 賞 を 受 け る に あ た リ，著

受イ・t1： 1998 年 3 月　9　凵

受理．：1998 年 3 月 29 「1

◎ 日本 環 ま竟変異 原 学 会

者 が 本学会 に どの 程度 の 貢献 を して き た の か，改め て 反

省 させ られ た．一
昨年の 本学会第 25 周年 に ，清水英佑会

長 が 過 去 25 年間 に 発 表 さ れ た会員 の 演題 の リ ス トを作

成 されたの で，その 中か ら，著者 の 関連 した 演題 を拾 っ

て み た が ， 合計約 100題 で あ っ た．こ れ らの ほ か に ，癌

学会や組織培養学会 そ の 他の 国 内 外 で の 発表 を 加 え な け
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Table 　1Screening 　tests　on 　paired　comp （⊃unds ，　carcinogenic 　and 　norcarcinogenic 　or

chemically 　related 　substances ．

Pairg．　 of 　c   mpounds ［CAS 　No．！
　 　 　 　 　 Chromosome 　test
Alnes　test
　 　 　 　 　 　 　 加 z鹿 厂o

4−Nitroquin  line一1國oxide 　［56−57−5」
4−Aminoquinohne −1−oxide ［25D8

−86−3］

A 「−Methyl −A1’−nitro −N −nitro ．or〕guanidine ［70−25−

7］

A 厂一Methyl一ノV ’−nitrosoguanidine 　［4245−76−5］

ハ」
−Methy ］

．Aflnitrosourethane　［615−53−2〕
ハ1−Methylurethane 　［105

−40−8〕

AI−Methyl−∫V−ni亡rosourea ｛MNU ） ［684−93−5〕
1》−Methylurea　［598−5〔｝−5］

Dimethylnitrosamine〔DMN ｝ 162−75．91
Dimethylamine ｛124−40−3j

Butylbuta月 olnitrosamine （BBN ） ［3817−11−6］
Butylbutanolamine［4543−95−7｝

Benzo（a ）pyrene （B 〔a ）P） ［50−32・8］
Pyrene ［129

−OO−0］

Furylfuramide（AF −2｝　［3688−53−7〕
Nirofurantoin　（Furadantin）　［67−2〔レー9］

Maleic　anhydride （2，5−Furandlone）　［108−31−6］
Succinic　anhydride 　［108・30−5」

7、12．Dimethylbenz（a ）anthracene 　［57−97　r6］
Anthracene ［120

一
ユ2−7］

Phenacetin 　［62−44−2］
Acetaminophen （ParacetamoD　

一
103．902i

Thiourea ｛Thiocarbamide） ［62
−56−6］

Urea （Carbamide）［57−13−6｝

4Dimethylamino −31−methylazobenzene
4〒Dimethylamino−2−nleth コ

’lazobenzene

St）Tene 　oxide （Epoxyethy 】benzene）　［96−09．．3］
Styrene （Vinylbenzene） ［100−42−5〕

Tris−dibromopropylphosphate ［126−72−71
Tris−dich｝  r‘，propylphosphate ［78−43−31

Progesterone［57−83−0］
17−Ethinylestradio1［57−63−6ユ
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SIT十

ればならない が，い ず れ に せ よ，これ らの 研 究 は，著 者

の 実績と い う よ り も，著者の 属す る研究室の 協 力者 の 実

績 で あ り，ま た，研究室以 外の 諸先 輩 の 援 助 に よ っ て 初

め て 得 られ た もの で あ る こ と を痛 感 して い る，

　著者 が，財団法 人癌研究所 か ら 前国立衛生試験所 に 入

所 した の は，昭 和 47年 （1972）で あ っ た．当初 は 病 理 部

の 室 長 の
一

人 と して ，故 小 出 島成 和 部 長 の 許 で ，種 々 の

ア ル キ ル ＝ トロ ソ 尿素 に よ っ て ラ ッ トに 誘発 さ れ た 白血

病 細 胞 の 染色体 分析な ど を手 掛 け て い た．ち ょ うど その

頃 ， 米国の Ames らに よ っ て 開発 され た サル モ ネ ラ復帰

突然変異試験 （Ames 試験〉が 注 目 を浴 び て い た．食 品 添

加物の
一

つ と して 使 用 さ れ て き た AF −2 に 強 い 変異原性

が 認 め られ，その 後，国立 衛試の 実験 （故池 田 良雄 部 長

ら） に よ っ て ，発が ん 性 が 実 証 され ， そ の 使 用 が 禁 止 さ

れ る とい う事件が 起 こ っ た の もこ の 頃で あ る．発が ん性

を実証 す る た め に は，莫 大 な 経 費 と試 験 期 間を要す る．

厚 生 省 で は，食 品 化学課 が 中心 とな り，生 活環境 中の 発

が ん 性物質を早期 に 予測 し得 る よ うな短 期 ス ク リーニ ン

グ法の 開 発の 重 要性 を考慮 し， 国内 に お け る研究班 を組

織 した．行政 的需要 か ら昭和 53 年 （1978）に は 国立衛 試

（現 在の 国 立 衛 研 ）に 変 異 原性 部 （現 在 の 変 異 遺 伝 部 ）が

新 設 され る こ とに な っ た．

　 2．発かん性物質の短期スクリ
ー

ニ ング

　厚生 省の 研究班 は 大 きく 2 つ の グル
ー

プ に分 か れ た．

第 1は，微 生 物 あ るい は ほ 乳 類 培 養 細 胞 を 用 い る試 験法

に よ っ て 年間 約 25 種 類 の 化学物質 を検 索す る グ ル ープ

（河内 卓班 〉 で あ り，主 に 細胞学あ る い は遺 伝学分 野 の
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Fig．1　Correlation　among 　clastogens （positive　in　CHLcelis），n 川 tagens （positive　in　the 　Ames 　test）

　　　 and 　carcinogens ．　The 　chemicals 　ou しside 　of 　the　carcinogen
−
circle ，　have　not 　been　tested　for

　　　 their　carchlogenic 　potential 　qshidate，『 1．，　Jr．，　et　aL ，19日1）．

研究者 が 担 当した．第 2 の グ ル
ープ は，第 1の グル ープ

で 陽性 と な っ た化合物 に つ い て，実 際 に動 物 を 用 い て 発

が ん 性試験を実 施 す る グ ル ープ （小 田 島成 和 班 ）で あ り，

主 に 実験 病 理 学者が 担当 した．本研究班 は，そ の 後 も約

10 年以上継続 した が，こ の よ う に 全 国 的 な 協力体制 の も

と に 同 じ 目標 に 取 り組 ん だ 例 は 他 に は な く，諸外国 で も

注 Liさ れ る と こ ろ と な っ た　（Kawachi 　et 　al ．
，
1980）．

　1980 年頃 か らス タートした 米 国 の 毒 性 計 画 〔NTP ）も

そ の 刺激 を受けた 結果 と も考 えられ る．厚生 省の 研 究班

と平行 し て，科学技術庁 で も短期 ス ク リーニ ン グ法 の 開

発 グル
ー

プ （故賀田 恒 夫班 ） が 発足 して い るが ，こ の 機

会 に，わ が 国 に お け るが ん の 研 究 者 と遺 伝 学 者 との 今 ま

で に ない 協 力体 制 が 確 立 した と い っ て も過言 で は あ る ま

い

　 3．既知発かん性物質 と変異原性との比較

　上 記 の 研 究班 で は ，ま ず，既 知 発 が ん 性 物 質 と そ れ ら

に 構造 が 似 て い る が ，発 が ん 性 の な い 物 質 と の 比較 が な

さ れ た．そ の 結 果，両者の 間 に は か な り良 い 相関が 得 ら

れ た （Table　1）．既知発が ん 物質 54種 類 と Ames 試験

で 陽性 となっ た化合物 85種類，さ ら に 染色体異常試験

〔CHL ／1U 継 胞 ） で 陽性 と な っ た化合物 136種 類 と を定

性的に 比較 し て み た 結 果 を Fig．1 に 示 す．発 が ん 性物質

の 輪 は lt記 2 試験 の 大 きな輪 の 中 に 重な っ て くる．す な

わ ち，発 が ん性物質 の 大部分 は，ど ち らか 一一方 の 試 験 で

陽性 と な リ，しか も，両 者 で 同時 に 陽性 とな る場合 の 多

い こ とが わ か っ た．た だ し，あ る 発 が ん 性物質 は，上 記

の 2 つ の 輪 か らは ず れ て くる．そ の 数 は 少 な い が，こ の

中 に は Tween 　6（1，　 progesterone ．　 thiourea あ る い は

thioacetamide な ど が 含 まれ て い る．　 Phenanthrene や

4−o −tolylazo−o −toluidine な どは，　 Ames 試 験 で か か っ

て も，染色 体 試 験 で は か か り に くい が ，逆 に ，urethan ，

barbitaL　 ethionamide あ る い は ethylstilbestro1

（DES ）な ど は ， 前者で は か か りに くく，後者で は陽性 と

な る （lshidate　et　al．，1977）．

　後 に，試験結果 を定量的 に 評 価す る 必 要性を 論 じ るが ，

上記 の 研 究班 で 得 られ た Ames 試験 の 活性値 （mg 当 た

l！の 復儲 コ ロ ニ ー数） と ，染色体 の 異 常誘発性 の 強 さ

（D2。 値 ）と を比較 した 場合 を Fig．2 に示す．こ れ に よる

と， 指標の 異な る試験法 で も，活性 の 強弱 は か な ワ平 行

す る 可能性 が あ る こ と が わ か る．

　 4．染色体異常試験 に 関す る 国際協力

　 ／983 年 か ら ユ988年 に か け て 発が ん 性物質 の 短期 ス ク

リーニ ン グ 法 の 評価 に 関 す る 国際 協 力事 業 で あ る

WHO の 企画 に よる IPCS （国際 化学物質安 全 性計画）事

業 に参加 した．英国の Dr．　J．　Ashby ，米国の Dr．　F．　J．

de　Serresや Dr，　 M ，　Shelby ら が 中心 と な っ て 行 わ れ

た．こ こ で は ， Ames 試 験 で は検出 さ れ な い か，あ る い は，

検出 しに くい 化合物 8種類 （Table　2）に つ い て ，種 々 の

指標をもつ 変異原性試験 が 実施 され た．著者 は，CHL ／

IU を用 い る 染色体 異 常 試 験 を 分 担 した．結 果 は 単行本
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Fig．2　Quantitative　 comparisoD 　 of 　the　cl日stogenic 　and 　 muta
．
genic　potential　of 　cheini −

　 　 　 cals 　tested　ln　the　chronlQsomal 　al 〕erration 　tes口 n 　CHL ！IU　cells　ar】d　in　the　Ames

　 　 　 test，　 respecdvely ．

Table　2　Eight　 carcinogens 　which 　were 　tested　ln 　the

　 　 　 　 CSSTT 〆IPCS 〈 YHO 　collaborative 　study ，
8％

】2％

Ca「ctnogens ．　 tested AT 二
　　CA ；

　　MN ；

1） Hexalnethylphosphoramide
　 （HMPA ）

2｝ σ
．To 亘uidine

3｝ Benzene
4）　Sa「role

5） Acrylonitrile
6｝ Diethylhexylphathalate （DEHP ＞

7｝Diethylstilbestrol（DES ｝

8｝　Phenobarbital

十

．
†

十

十

十

十

↑
＋

十

十

十

十

十

十

AT コ
：Ames 　test，　CA

：
：Chτomosome 　tes巨 〃 τザ吻 ，　MNt ：

Micmnucleus 　test　in．

249c

Japanese　Protocx）1

56 ％

S2％

＿　 CHO

十 w

　 　 　 4％
U、SA ．　Protm ］

（Sofi」niet ロ1．，1986）

44 ％

Fig．3　Comparison 　of 　the 　resu ］tS　in　the　chronlosomai

　 　 　 aberTation 　tests　car τied　eut 　with 　CHO 　cells ｛in

　　　 藍he　NTP 　protocol ｝　and 　CHL 　cells 　〔in　the

　 　 　 Japanese　protocol ）．

（グ リーン ブ ッ ク） に ま とめ られ て い る （Ashby 　et　 al．，
1985）．全体 を通 して ，ほ 乳類 培 養 細 胞 を用 い る 染色体 異

常試験 が Ames 試験 を 補 足 し得 る 試 験 法 と して ，最 も良

い 成 績 を示 した，

　上 記 の 国際 協 力事業 は
，

さ ら に 日米問 に お け る協力研

究 に 発 展 した．米国で は ， 1980年以来，NTP （毒性計画）

事業を開始 して い るが ，そ こ で は，年聞 い くつ か の 選 ば

れた化学物質 に つ い て，変 異 原性試験 お よび齧歯類 に よ

る発 が ん性 試 験 が 実施 さ れ て い る．著者 らは ，特 に，培

養細胞 を用 い る 染色体異常試験の 結果 に 注 目 した が ， 同

じ化合物 で も， NTP とわ が 国 で の 結果 との 間 に か な り

の 隔 た りの あ る こ と に 気づ い た，そ こ で，米国 か ら同 じ

ロ ッ トの 化合物 25 種類を取 り寄せ ，日本の ガ イ ドラ イ ン

に 沿 っ て 試験 を実施 し た，NTP で は，チ ャ イ ＝ 一ズ ・
ハ

ム ス ター
山来の CHO 系細胞 を用 い ，わ が 国 で は，　CHL ／

IU 細 胞が 用 い られ．て い る．細 胞 も違 うが，試 験 法 プ ロ ト

コ ール も違 う．細 胞 とプ ロ トコ
ール を入 れ 換えて 実験 を

繰 り返 した とこ ろ，わが 国の プ ロ トコ
ー

ル で 陽性率 が か

な り向．L し，その 原 因 は，細 胞 の 違 い と い うよ り も，試

験 条件の 違 い に よ る もの で あ る こ とが わ か っ た （Fig．3）

（Sofuni　et　al．，1986）．近 年，　 OECD あ るい は ICH な ど

に よ っ て，毒性試験法 ガ イ ドライ ン の 見直 しが 行われ，

プ ロ トコ
ール に 関す る国際間で の 調和が 叫 ば れ る ように

な っ たの も．上 記 の よ うな共 同 研 究 の
一

つ の 産 物 で あ る

とい っ て もよ い か も知 れ ない ．
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Tablc 　3　Chromosomal 　aberration 　test　 ill　 vitro 　combined 　 with 　 Sgmix，

Carcinogenic　compounds
Cet’serspenlsiOtt　 methoda

】

　 　 Afonola，ier
　me 〃20db掴

Dose （mg ／mt ）％　Aberrants　 Dose（rllg／m ’冫％　Aberrants

Benzo （a ）pyrene 〔B 〔a）P〕

3”Methylchelanthrene 　〔3　MC ）

Dimethylnitro．gamine （DMN ）

7，ユ2−Dimethylbenz（a ＞a ：ithrarene （DMBA ｝

3
’−Methyl −4−dimethylaminoazebenzene

　 （3’Me −
【）AB ）

Phe 冂 acelin

0，52
．04
．00
．58
，0

3．2

22．03
．077
．325
．GlO
．0

5ユ、0

0、040
．081
．00
．lO
．05

D．8

47．612
、3

？3360
．625
．6

23．3

a ＞ Cu］tures　were 　treaIed　for　3　hou 【s　with 　r盆 Sg　mix 　in　a　cell　suspension ，　shaking 　gently，
b＞ Cuhures 　were 　treated　for　6　hours 　with 　rat 　Sg　mix 　directly　on 　the　monolayer ，

　 5．染色体試験実験条件 の 吟昧

　 1＞ 最 高 濃 度 の 設 定

　 ∬nvitro の 試験は，生体 と異な り，い くらで
’
も濃度を

上 げ る こ とが で き る．しか し ， 著 者 らは ， 培 養液 中の 浸

透圧 の 影響を考慮 し，被験物質 が 水溶性 の 場合 は，最高

／01nM ま で と し，不 溶 の 場 合 で も，細 胞 毒 性 が 現 れ な い

場 合 に は，5　mg ／ml を 眼 度 とす るべ き こ と を提 唱 した，

砂糖 や 塩 で も ユOOmM も作用 さ せ る と染色体異 常 （主に

切 断 型 の 構造異常） を誘 発す る が，細 胞 に とっ て こ の よ

うな非生理 的な条件で 試験 を行 うこ と 自体 に 問題 が あろ

う （Fig．4）．こ の こ とは，国 際 的 に も受 け 入 れ られ る よ

うに な っ た （Scott　et　aL ，1990）．

　 2 ）代謝活性化法 の 吟味

　培 養 株細 胞 に は 多 少 の 薬 物 活 性 化 能 力 を維 持 し て い る

もの もあ る が ，CHL ／IU あるい は CHO 細胞 で は ，Ames

試 験 の 場 合 と 同 様 ，ラ ッ トS9 の 添 加 が 必 要 で
’
あ る

（Natarajan 　et 　al．
，
1976 ；Matsuoka 　et　al．

，
1979＞．著者

らは，Natarajanの 手法 を改良 し，細胞を単層培養 の ま

ま，約 5％の Sgmix を 6時 間作用 させ る方法 を提 唱 し

た，こ の 方法 に よる と，代謝活性化を要す る既知発 が ん

性物質の 多 くは，よ り低濃度で，よ り高 い 効果 を示 すこ

とが わ か っ た （Table 　3） （松 岡 ら，1982）．

　 3 ）染色体異常 の 判定

　染色体異常 は，構造的 異 常 と数的異 常に 大 別 され る．

化 学物 質は 多 くの 場合，DNA 合成 の 前 の 時期 に 作用 し

て ，染 色分 体 型 の 異 常を誘発 す る．本学 会 の MMS 分 科

会 で は，染 色 体 異 常 の 基 準 とな る ア トラ ス を編 集 し，異

常の 種類 と その 発生 機搆 に つ い て 解説を加 えた （MMS

分科会編，1985）．特 に，ギ ャ ッ プ の 定義 に つ い て は ， 必

ず し も，国際 的 な基準 に 沿 っ て い な い た め，近年 の 国際

的調和 の 要望 に 従 い ，将来 訂 正せ ざ る を得な い と思 わ れ

る。

　試験結果の 陽性 の 判定 に つ い て は，10 ％法 （石館法）

（石館 ら，1987｝を提 唱 した．背景 データ を基 に，10％以

上 の 異 常綱 胞 が 出 現 した 場合 を陽性 と し， 5 ％以 F を陰

性，そ の 間 を疑 陽 性 と し た ，観察細 胞 数 が 100〜200 個 で

あ り，培 養 条 件 に よ っ て 対 照 値 が 左 右 され る可 能 性 もあ

る た め ，統計学的な有意差 に よ っ て判 定 を 下 す よ り も，

経 験 を積 ん だ観 察 者 に よ る生 物学的 判 定 に よ る 方が jLし

い 場合 もあ ろ う．また，生 物 現象に は ，
つ ね に ， 疑 陽性

が 存在 す る．こ れ を無 理 に 陰 性，あ る い は 陽性 と決 め つ

け る こ とに も問題 が ある ように思、え る．

　 日．変異原性試験結果 の 定量的評価

　米国 で は ， 変 異 原性 の デ ータ を 定性的 に の み 評価 し定

量的に 取 り扱 うこ と に 抵抗 が あ るようで ある，その 理 由

は，試験法 の 違 い や担当者 に よっ て，か な リデ ータ が ば

らつ くた め で あ る と い う，しか しな が ら，わ が 国で は，

Ames 試 験 な ど，学会の 分科会を通 して 試験条件 の 精度

管理 が 行われ て お り，同 じ手 法 で ， 同 じ土俵の 上 で デー

タ を比較 し得 る体 制 に あ る．した が っ て 実際 に，労働省

の 調査会 で は，試験結果 に つ い て の 定量的な評価 を行 っ

て い る．

　著 者 らは ，染色体異常試験 の 結果を定量的 に 評価す る

た め ，D2c値お よび TR 値と い う概念 を提 唱 した．す な わ

ち ， 前者 は ， 中期 分裂像の 20％ に何 らか の 異常を誘発す

るに 要す る濃度 （mg ／ml ）で あ り，後者 は，特 に 交換型

の 異 常 の 相 対 的 な 出 現 頻 度 を 示 す．発 が ん 性 の あ る 4−

NQO の Dz。 値 は 0，0GO3 で あ 1），　 TR 値 は 30，000 で あ

る が，活性 の 弱 い Isoniatidで は，　 D20値 が 2．1 で，　 TR

値 は わ ず か の 4．3 で あ る．こ れ ち を と も に 陽 性 で あ る と

．一一一
　IXして 評価すべ きで は ない ように 思 わ れ る （石館 ら，

1987）．

　 こ れ ま で に 試験 を行 い ，腸 性 とな っ た 化 合 物 約 150種

類 に つ い て ，D ，。 値 の 分 布 を Fig．5 に 示す．グ ラ フ 上 の

線 は ， D2。 値に あ る 化合物 の 中で 発 が ん性物質 が どの 位

含 まれ て い るか を示 して お り，D2。 値 の 低 い ，すなわ ち，

活 性 の 高 い グ ル ープ に属 す る もの の 中 に は，発 が ん 性 が

疑 わ れ る もの が よ り 多 く含 まれ て い る こ とを 示 唆 して い

る．・一・
方，同 じ ように，TR 　fl直の 分布をみ る と，こ の 値 が

高い グル ープ に 発が ん性物質が よ り多 く合まれ て い る 傾

向に あ る （Fig．6）．
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　 7．染色体異常の生成機構

　化合物 の 種類 に よ っ て，染色体 の 切 断 を 多 く誘発す る

もの ，交換 型 を多 く誘発 す る もの ，お よび ，こ れ らの 構

造 異 常 を誘 発 しな い が ．倍数体な ど の 数 的 異 常 を 多 く誘

発す る もの が ある．もち ろ ん
，

こ れ らの もの が 同時 に 出

現 して くる場合 もあ る．た と えば，食品 加熱変異 原 と し

て 知 ら れ て い る Me −A α C の o．06　mg ／ml を CHL ／IU
細胞 に 48時間連続的 に 処 理する と，50％以 しの 倍数 体

が 出現 す る．しか し，ラ ッ ト Sgmix を併 用 し，短 時 間 処

理 す る と，0．125 以 L の 濃度 で ， 構造異常 が 出現 して く

る．代謝産物 の 作用機序が 全 く異なるこ と を示す良 い 例

で あ る．

　染色体の 構造異常の 生 成機構 の 詳 細 に つ い て は，な お

不明 な点が あ る が，著 者 らは，最 初 の 分裂期 に 切 断 あ る

い は交 換 型 を生 ず る場合 とが ある が ，第 2回 目の 分 裂 で ，
交 換 型 が 起 こ り，さ ら に

， 異常を伴 っ た倍数体 が 形成 さ

れ，生 き延 び た細胞 が ， 変異細胞 として，新 しい 細 胞 集

団 を形成 して くる とい う仮説を立 て て い る （Fig．7）．現

在，こ の 問題 に つ い て，FiSH （Fluorecence ∬n　 Sit”
Hybridization）を用 い る 染色体 ペ イ ン ト法 に よ る解析

を 試 み て い る （佐藤 ら ， 1996）．

　細胞 に紫外線を照射する と，典型的な交換 型 異 常が 多

発 す る．化学物質や X 線 の 場合 と は か な リ様相 が 異 な っ

て い るが ，染色体 の 融 合 あ るい は 相 互 転位 の 解析 に 良 い
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材 料 と思 わ れ る．

　数 的 異 常 に つ い て は．異 数 体 が 種 々 の 遺伝病 に 関係 し

て い る事実 か ら，今後 も重要な課題 と思 わ れ る．しか し，

発 が ん 性 との 関 連性 に っ い て は い ま だ に 不 明 で あ る た

め，現行 の 試 験 法 ガ イ ドラ イ ン で は その 評価 を避け て い

る感 もあ る．お そ ら く，将来，異 数 性 を 日的 と す る別 の

試 験 法 が 作 成 され る と思 わ れ る．た だ し，著 者 らは，発

が ん 性 の 知 られ る 合 成 女 性 ホ ル モ ン 剤 diethy】stilbes・

trol （DES ＞が 0．Ol　mg ／ml の 低濃度 で ， 85 ％ の 細 胞 に

倍 数 性 を 誘 発 す る 性 質 が あ る こ と を 見 い 出 し た

（Sawada 　et　al．，1978）．

　 B．マ ウス小核試験の導入

　従来，変異原性試験 の う ち ， 生 体 内 に お け る 影響 を評

価す るため に は，主 に ，ラ ッ トの 骨髄 を用 い る染色体 異

常 試 験 が 起 用 され て きた，Schmid ら は，こ れ らの 代 り

に ，骨髄 中の 小 核 を持 つ 幼 若 赤 血 球 （PCE ）の 出現率を

求 め る小 核試験 を提 唱 した （Schmid 　et　 al．
，
1975＞．ま

た一方 ，
ス イ ス で は，環 境変 異 原 に 対 して 高 い 感 受 性 を

示す MS ／Ae マ ウ ス （CD −1系 由来）が 闥 発 され て い た ，

著者 らは，早速 こ の マ ウ ス を入 手 し， わ が 国 に お け る

SPF 化 をは か る と ともに ，小核試験 の 有用性 に つ い て 確

証 試 験 を 実 施 した 〔林 ら，1984＞．本 試 験 は，前 記 し た in

vitro の 試験系 で ，陽性 とな っ た 場合，生 体 内 で も同様 な

効 果が あ る か 否 か を吟 味す る うえで，きわめ て 重要な試

験 で あ る．小核 は，血 芽 球 の 分 化増殖 中に 生 じた染色体

の 切 断あ る い は 不分離 に よ っ て PCE 中 に 形 成 さ れ る．

結 果 が 陰 性 の 場 合 に は，被験物質が 骨髄 に 到達 して い る

こ と を実 証す る必 要 が あ る．諸 外 国 で は．肝 臓 そ の 他の

臓器 を用 い る試験法（た と え ば，不定期 DNA 合成 試 験な

ど） を 追加す る こ とを推奨 して い る．あるい は，肝 臓 を

用 い る小核試験 な ど も有効 か も知 れ な い ，

　本学会の 分 科会 MMS 研究会 で は，骨髄 あ る い は 末梢

血 を用 い る小核試 験 法 の プ ロ トコ ール に つ い て 精力的な

共同研究 を繰 り拡 げ て き た．こ れ らの 業績 は 国 際 的 に も

高 く評価 され，現 行の 試験法 ガ イ ドラ イ ン に も広 く反 映

さ れ て い る （Sutou　 et 　al ．
，
1997）．

　合計 119 種 の 化合物 に つ い て 小 核 試 験 を 行 っ た 結 果

と ， in　 vitro の 染色体 異 常試験 の 結果 と を比較す る と，

両者 で 陽性 と な る もの が 約 3工％ ，両者で ともに 陰性 とな

る もの が 約 20 ％．染色体異常試 験 だ け が 陽性 とな る もの

が 約 44 ％ で あ っ た．染色体 異 常試験 で 陰性 で あ り，小核

試 験 で 陽 性 と な る よ う な化 合物 は ほ と ん ど 見 受 け られ な

い の は，小核 の 生成 が 染色体 の 異常 に起 因 す る た め で あ

ろ う．こ れ らの 結果 を定量的 に 上ヒ較す る と，染 色体異常

誘発性 が 強 い 場 合，す な わ ち，D 、。 値 が 低 い ほ ど，本法 で

陽 性 と な る傾向 に あ る くTab ［e　4）．生 体 内 に お け る臓 器

特 異 性 あ る い は 代 謝 機構 の 多様 性 を 考 慮 す れ ば，in

vitro 系 で 陽性 で あ っ て も ，
　 in　vivo 系 で 陽 性 と な る と は

限 ら ない ．

　 9．試験法のバ ッ テ リーに よる結果の評価

　被 験 物質 に 変異原性 が あ る か 否 か は，まず，第
一

段階

と して ， 遺伝学的 に 指標 を異 に す る 2 種以 上 の in　 vitro

系の 試験 を行 う．こ こ で ，
い ずれ か の 試験 で 陽性 と な っ

た もの は，
“
in　vitro　mutagens

”
と 呼 ば れ る．

‘」
in　vitro

mutagens
”

は 必 ずしも
‘L
　in　vivo　tnutagens

”
と は 限 ら

な い た め ，少 な く と も 1 種 類 の 生 体 内の 試験 を追加 す る．
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Table 　4　Specific　ciastogenlc 　activity 加 卍ゴf厂o 〔D ，・o　Yalue 〕and 　the　micronucleus 　test　in　mice ，

Compounds 　tested

　 こCAS 　No，｝

Clastogenic　actiyi しy

　 　 D20　value

　 　 （mg ！1n1 ）

Micr｛〕nucleUS 　test　in　 mice

The　 minimum 　 effective 　dose

　 〔m9 ／kg，　single ．i．　P．｝

Mitom ｝
『
cin 　C 〔MMC ） ［50−07−7〕

4−Nitroquinoline −1−oxide 〔4−NQO ）［56’57』．5］
5．・Fluorouracil〔5−FU ） 〔51−21−8〕
」V −Methyl 一

ノ〉
’−

nit 「〔］
−A「

−
nitrosoguunidine

　（MNNG ） ［70−25−7］
Acetaldehyde 　 L75−07−O］
AF−Ethyl−A 厂

nitro ．gourea ［759−73−9］
Potassium 　bronlate　、−7758−01−2−
Sodium　nitrite ［7632−00−0］
FasI　Green　FCF ［2353−45−9」
Potassium　bromjde ［7758−02−3］
Propy 置ene 　glycol　 l　57−55−6］

OLOOOOlO
．OOO30
．OOO40
、003

0．030
．σ60
．070
．32
、03
，720
、0

　 38010
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　 ユgo
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Fig ．8Abattery 　 scheme 　fQr　the　e 、
・
aluation 　 of 　genotoxic 　potency 　 of

　 　 　 chemica 【s．

こ れ らの 試験 は最少単位 の バ
ッ テ リー

で あ る が ，試験 の

数を増す方が，よ り確 実 な情報 が 得 られ る、もし も，こ

れ らの す べ て の 試験 で 陰性 に 終 わ っ た もの は ， 変異原性

が な く，また，発が ん 性 の 疑 い もき わ め て 低 い とい えよ

う．in　 vitro 系 で 陽性 とな っ た 場合 に は ，そ の 活性 値 を

比 較 し， さ らに in　vivo 試験 を追加す る，　 in　vivo 系 で も

陽性 とな っ た場合 に は，発が ん性 お よ び 遺伝毒性 を疑 う

必 要が あ ろ う．

　 しか しな が ら，変異 原性試験 は い ずれ も きわ め て短期

間 に 生ず る遺伝学的変化 で あ る た め ， 多 くの 要因 が 長期

間に わ た っ て 関与す る発 が ん 性試験 を代行す るわ け に は

行 か な い の は 当然 で ある．ヒ トへ の 安全性 を確認 す る た

め に は ，さ らに ．高 次 の 動 物 試 験 が 必 要で あ る （Fig，8）．
た だ し，最 近，発 が ん性 の 有無 あ る い は その 機構を解析

す る うえ で ，変異原性 試験の データ が 改 め て 重 要視 され

つ つ あ る．

　 10．変異原性データ集の作成

　現 在，化学 工業界で 使 用 され て い る化学物質 の 総 数 は

数万種 に 及 び，毎年，新 し く数千種類 の 物質が 市 場 に 登

場す る と い わ れ る．既存物質 の 変 異 原性 に つ い て は ，専

門 誌 に 報告 され て は い るが，そ れ を検索す る こ とは 必 ず

し も容 易 で は な い ，そ こ で ，著者 ら は ，故 賀 田 恒夫博士

ら と共 同 して ，「環境変異原デ ータ集」の 作成 を試 み た （賀

田 ・
石館監修，198D ．約 100  種類の 専門誌 か ら，1708

種 の 化合物の 変 異原性情報 を抽出 した．パ ソ コ ン の 普及

し て い な い 時代 で あ り，約 2 年間を要した た め，第 1 巻

で 終 rせ ざ る を得 なか っ た．

　同
一

の プ ロ トコ ール を用 い ，構造の 異 な っ た化合物 の

活 性 を比較するこ とはきわめ て 重要 と思 わ れ る．著者 ら

は，さ ら に，「染色体 異 常 試 験 の デ
ー

タ集」を編集 し，781

種 の 物質 に 関す る情報 を公開 した （石 館監修，1987）．ま

た，305 種 類の 化合物 に 関 す る 「微 生 物 を 用 い る 変 異 原性

試 験 デ
ー

タ 集」を 出 版 した （石 館 監修，1990）．特 に，後
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　battery 　 system．　 TD50 　 values 　were　 cited 　frorll 　the　 US！NTP 　 data 　of　 anima 童bioassays． 　TD5

　 P 　 means 　　　the　predictive 　TDso 　value 　c

cu 星 ated ． 者 の デ ー タ集 に は ， 能 美 お よ び渡

ら に よ っ て新しく開 発さ れた高 感 受 性 菌株（ YG 株 ）

用 い た データも 記 載さ れてい る ． YG 株は ，遺 伝子操

に よ って ， ＝ ト ロ 還 元酵 素 あ る
い

は アセ チ ル トラ ン

フェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 が組 み 込 ま れ ている た め に， 環 境

に 微 量 に 存 在 す る ニ ト ロ ア レ ン 類 あ る い は ヘ テ ロ サ

ク リック ア ミ ン類 の 検出に き わ めて 有 用 で あリ ， 国内

で広く利用さ

ている（渡辺ら， 1987 ）． 　

． 変 異 原 活 性 に よる発 かん性 の 予 測 　 変 異 原 性 試験

， 当 初， 発 がん 性 物質 の短 期ス クリー ニ ン グ 法とし

の 役 割を 演 じ てき た，その た めに は ， 発 が ん 性 の 疑

し い物質を逃 さ ず拾い 上げ る こ と が肝要 で あ る ， 換言

れば ，偽陽 性は許 さtz て も 偽 陰 性 は 許 さ
れ

ない ，

か し なが ら ， ホ ル モ ン 類 や プロ モ ー タ の 範 疇に 入 る

の は
変異
原 性試 験では 検出でき ない．現在 ，いわ ゆる」 5norgenoto

c 　 carcinogenS ” とよ ばれ る 発が ん 性

質 は 現 行の変異原性 試験の 対 象 と は な り に く い ． 最

的に は遺 伝 物 質の損傷 に よっ て 細 胞 の 変異に つな が る

竭閧

v われるが ． その 機 構の 解明 は 今 後 の問題で あろ う．

　一 方， 変異原性 のあ る もの に つ い て，その活 性値か ら

発が ん性を予測できな いものであ ろう か ．最近 ， 著者

は ， （財） 日 本 化 学 品 協会 （ 通 産 省の依頼によ る

の研究
班

に 加 わリ． 上 記 問 題 に 取り組 んで い る． ま ず

米 国 NTP の デ ー タから， 適 切 な発 が ん性物 質 を選

， それら に つ い て． 複 数の 変 異原 性 試 験 で 得 ら k た 活性値の総

から 発 が ん性 の強さ（ TD5 。値 ） の 予 測値 を算 出 し た（

g ． 9 ）． こ れ に よると ， 実際 の動物試験による T

。 値 とf 測 値 と の問
に 予 想 以 上の柑 関 が み ら れ た ， 今後

化合 物の 種
類を 噌やし ，TD5 。の み な ら ず，

量の信頼限界を考慮

ｵ た LEDIQ との相 関性 もみ た いと考え てい る ．

12 ． そ の 他の 活 動 　上 記 の試 験法 および その 結 果

定 性的な らび に定 量 的 評価 に 関 す る 研究 の ほ か，

記 すべ き 研 究業績 を 下記に 示す， 誌 面の

合 上 ， その 詳 細 に つ い

は 割愛 す る ， 　1 ） ガ ス 状 物 質 の染 色体 異 常 試 験 法

開 発 　　　 （ 環 境 庁関連） 　 2 ）水 道

中 の有 機 化合 物 の 変 異 原 性（ 厚生省 関 連 ）

@3 ＞照射食 品成分の変 異 原 性 （ 厚 生 省 関 連） 　4 ｝

品 添加 物の 変 異 原 性 （厚生省関 連） 　5

In 　 vitro 小核

験 法の開発（労 働省 関 連 ） 　6 ） 細胞

ン クの 運営および細 胞品質管 理 　　 　 （厚生 省関連） 　7 ）

学会第10 回大 会 （ 東 京 ） の開催 　8 ）IARCIWHO ，

FAO ／WH
C 　IPCS ／ WHO ， 　　　 OEC

Cお

び日米
医
学協 力 ， 　 ICPEMC などの 国 　　　際 協 力 　
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Fig，10　Laser−Scan　Karyotypes ，　Left：Normal　pattern　of　karyotype　of 　CHO 　cells．
　　　　Right ：Abnormal 　pattem 　ditected　in　 a　CHO 、

’
ariant 　 subclone 　isolated

　　　　after 　treatment 　wlth 　benzo（a ）pyrene ．　P ：The 　Peak 　of 　DNA 　absorption ；

　　　　Del　P　7：Adeletion　ofthe 　Peak　No．7．　Itwas　comfirnied 　by　theQ
−bandi日g

　　　　technique 　that 　the　tong　arm 　 of　No ．2 （2　q） was 　translocated　to　one 　
of

　　　　 marker 　chromosomes ，　No．15，　A 　conversion 　between　Peak　N 〔》．1and 　No ．2

　　　　（the　largest　2　chrornosome ）was 　also 　noted 　in　this　Laser−Scan　Karyotype．

1Q）Mutation　Res，誌 Review の 編集

　13．染色体異常解析技術の 開発

　近年，染色体 の 異常の 検出 に は，従来の 形 態学 的 観 察

の 検 出 に 加 え，種 々 の 分 子 生物学的 手法 が 取 り入 れ ら れ

る よ う に な っ た．著者 らは，染色体 の FISH 法あ る い は，

その 応 用 で ある Comparative　Genomic 　Hybridization
（CGH ）法 を 導入 し，発が ん性物質 に よ っ て 誘 発 さ れ る 染

色体 あ る い は ゲ ノ ム の 異 常の 解析を行 っ て い る，現 在 ま

で の と こ ろ，化 学 物 質の 種 類 に よ っ て 特 異 的 な 異 常は 見

出 され て い な い が ，チ ャ イ ニ
ー

ズ ・ハ ム ス ター
の 株化細

胞 （CHO ，　 CHLIIU ，　 V 　79 な ど〉間で は，　 x 染色体 の 長

腕部が 共通 して 欠 損 して い る こ と を確認 して い る．

　また．Laser−Scaning　Cytometry （LSC ）を用 い ，細

胞 周期 の 解析 あ る い は Laser…Scan 　Karyotype （LSK 核

型 ）に よる染色体 異 常 の 検 出法 を確 立 した （Flg．10），後

者 で は ， 従来 の Flow　Cytometry と原理 は 同 じ で あ る

が，い わ ゆ る
“
Re’−call 　System

”
の 機能 に よ っ て，顕 微

鏡
．
ドで ，観察 した個 々 の 細 胞 を再度確認で き る とい う利

点が あ る （佐 藤 ら，1997）．

　 14．おわりに

　変 異 原 性試 験 は，単 に，発が ん 性 の
．
r測 ば か ワで は な

く ， わ れ わ れ の f・係 に 伝 わ る本来 の 遺伝毒性 を予測 し得

る もの で な けれ ば な ら な い ，今後，試験の 結 果 を 安 易 に

評価す る こ と な く，その 機構 に つ い て さ らに 解 明 して 行

く必 要が あ ろ う．

　本稿 は，本学会の 学術賞受賞講演 の 内容を紹 介 した も

の で あ る．過 去 約 25年閲の 研究業績 の 集約 で あ る た め ，

個 々 の 研究課題 に つ い て 詳細 に 触 れ る こ と は で き な か っ

た，こ の 点，共 同 研究者の 方 々 に お 詫 び しな け れ ば な ら

な い ．も し，著者 に 業績が あ っ た とすれば，そ れ らは 全

て 、研究協 力者 の 賜 物 で ある，前職場 の 国立衛生 試 験所

（現 在 の 国立 医薬品食品衛生 研 究所 ） 変 異遺伝部の 方 々 ，
お よ び，研究 の 指導 と鞭 撻 を仰 い だ 国 内外 の 研 究 者 の

方 々 に ，こ の 場 を借 りて 心 よ り 感謝 申 し上 げ る，
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