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Summary

The 　cytokinesis −block　method 　using 　cytochalasin 　B　that　was 　developed　by　Fenech　and 　Morley　for　micronu −

cleus 　assay 　using 　human　lymphocytes　was 　applied 　to　the　rodent 　CHL 　cell　line．　 Consistent　doseresponse
relationships 　were 　obtained 　in　cultures 　treated　with 　clastogens 　and 　an 　aneugen ．　 Comparison　with 　the　chro −

mosome 　aberration 丘equencies 　indicated　that　approximately 　30％ of 　acentric 　chromosomes 　are 　expressed

as 　micronuclei 　in　the　cells 　treated　with 　mitomycin 　C　and 　caffelne ．
’
lhe　size　distribution　of 　the　micronuclei

suggested 　that　the　baseline廿equency 　of　micronuclei 　is　mainly 　a　refiection 　of　mito 廿c　dysflnctions　rather

than　chromosome 　structural 　aberra髄ons ．
Conditions　for　route 　and 　frequency　of　administration 　in　the　mouse 　micronucleustest 　were 　evaluated ．　Both

intraperitoneal　injection　and 　oral 　gavage　were 　acceptable 　as　routes 　of　administration 　in　this　test．　 Double

dosing，　with 　a　24　h　interval　and 　sampling 　24　h　after 　the　second 　dosing，　was 　the　most 　sensitive 　protocol　com −

pared 　to　single ，　t巾 le，　or 　quadruple　dosing　protocols．1］be　micronucieus 　test　using 　bone　marrow 　and 　periph−

eral 　blood　from　exposed 　rats 　was 　evaluated ．　 It　was 　concluded 　that　the　rat　micronucleus 　test，　using 　either

bone　ma π ow 　or 　peripheral　blood，　can 　be　used 　as　an 　altemative 　to　the　mouse 　micronucleus 　test．
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緒 言

　遺伝毒性評価 に お い て 染色 体異常誘発性 は 重 要 な 指標

の
一

つ で あ る ．小核 は 染色体 の 構造異常 や 分裂異常 の 結

果 生 じる もの で （Heddle　and 　Carrane，1977）， そ の 分析

が 比 較 的簡単 な こ とか ら ， 小 核試験 と し て染色体異 常の

検 出に in　vivo の 試験 （Schmid，1975），特 に マ ウ ス の 骨

髄細胞を用 い て 広 く実施 され て い る （Mavournin 　et　al，，

1990）．しか し，小核形 成 に は 細胞分裂 が 必要 で t 培養
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細胞 に お い て は その 分裂を経過 した 細胞 が 不 明 で あ る こ

とか ら，培養細胞 を用 い る 小核試験 は定量性に 欠 け る こ

とが 問題 と な っ て い た （Pincu　et 　a1．
，
1984 ；Brock 　et　al．，

1985）．そ こ で ，近年 ヒ トリ ン パ 球 を 用 い て 開発 さ れ た

cytochalasin 　B に よ り分裂細胞 を特定す る 方法 （Fenech

and 　Morley，1985）を ， 哺乳 類 培養細 胞 で の 染色 体異常

試験 に 繁用 され て い る チ ャ イ ニ
ーズ ハ ム ス ター

の 樹立 細

胞株 （CHL ） に 応用 し，染色体異常試験 に 代 わ りうる 培

養細胞 で の 定量性 の 高い 小核試験法 の 検討を行 い ，その

試験法 を用 い 小核 生 成 の 機構 の 解 明 を行 っ た．

　また，動物個体 を用 い る マ ウス 小核試験 の 標準試験方

法 の 確立 を日的 と し，種 々 の 処理方法 に おけ る至適条件

本稿は 日 本環境変異原学会第 30 回 大会に お い て 発表 さ れ た 2001 年度研究 奨励賞 受賞講演 で あ る ．
This　paper　is　the　lecture　of 　the　JEMS　Achievement　Award （2001） presented　at　the　3〔lth　JEMS　annual 　meeting ，2001
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Fig．1　Schematic　diagram 　of　the　pr正ncipal 　mechanism 　of

　　　 micronucleated 　cells　forrnatien　by　a　clastogen 　with 　and

　 　 　 without 　cytochalasin 　B （Cyt−B ）．

の 検討を行っ た．さらに ，医薬品等 の げ っ 歯類 を用 い る

毒性 試験 で は 主 に ラ ッ トが 用 い ら れ て い る た め，ラ ッ ト

が 小核試験 に マ ウ ス と同様に 用 い る こ とが で きれ ば 他 の

毒性 試験 の 結 果 と 関連 させ る こ とが で き大変有用 で ある

こ とか ら ， ラ ッ トを 用 い た 小核試験 の 検討を行 っ た．

1．哺乳類培養細胞を用 い る in　vitro 小核試験

　　　の検討お よび小核生成機構 の 解析

　 日 本 に お い て in　vitro 染 色体 異 常 試 験 で 汎 用 さ れ て い

る チ ャ イ ニ ーズ ハ ム ス ター
肺由来株化細胞 で あ る CHL

細 胞 を 用 い た ．分裂細 胞 を識別す る ため に 用 い ら れ る

cytochalasin 　B （cyt −B） は microfilament の 合成 阻 害物質

（Carter，1967） で ，細胞質 の 分裂 を阻 害す る が 核 の 分 裂

は 阻害 しな い （Wright 　and 　Hayflick，1972）の で cyt −B を含

む培養液 で 細胞 を 培養 して い る と 1回 分裂期 を経 た 細胞

は 2核細 胞 と な る．こ の こ と か ら，cyt −B で 処理 し た 場

合 ，変異原等 で 小核 を誘発 され た細胞 は小核 を持 っ た 1
つ の 二 核 の 細胞 と して 観察 され る．一

方 ， cyt −B で 処理

しな い 場合 は
，

1核 の 小核 を持 つ 細胞 と小核を持た な い

2 つ の 細胞 とな る （Fig．1）．こ の よ うに cyt −B で 処理す る

こ とに よ り分 裂 細胞 を二 核細 胞 と して 容易 に 識別 で きそ

の 細 胞 で 小 核 を観察す る こ と で よ り定量的な小核誘発性

の 評 価 が 可 能 に な る （Fenech ，
2000）．

　1） Cytocharasin　B （cyt −B ）処 理条件 の 検討

　まず最初 に cyt −B の 処 理 濃度 の 検討 を行 っ た．　 Cyt−B の

処 理 濃度を変化 さ せ た と きの 出 現 す る 1，2，3 お よ び 4 核

細 胞 の 頻 度 を Fig．2a に 示す．

　Cyt−B の 処理濃度 を 高 くす る に 従 い 2核細 胞 （以 下 CB

細胞 と 呼ぶ ） の 割合 が 高 くな り， そ れ に従 っ て 単核細胞

の 割合 が 低 下 し た．しか し ， cyt −B 　3μg／ml 以 上 の 濃度で

は CB 細 胞 の 割合 が 増 えず，む し ろ 減少 し た．　 CB 細胞
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Fig．2 　Effects　of　cytochalasin 　B　on 出e　frequency　of　CB 　cells　and

　 　　 micronuclei ．　The　cells　were 　grown　for　24hr　in　the　pres−

　 　　 ence 　of 　cytochalasin 　B ．（a）Frequency　of　cells　with 　one

　 　　 （open 　circle ），　two　（closed 　circle ），　three　（closed 　trian−

　　　gle），and 　four　（open 　tdangle）　nuclei ．（b）Frequency 　of

　 　 　 micronudei 　in　CB 　cells．
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Fig．3　Relationship　between　the　frequency　of　CB　cells　and 　cul一
ture　time　in　the 　presence 　ef 　3μg／ml 　Cytochalasin　B．　Cells
with 　one 　（open 　circle ＞，　 two 　（closed 　circle ），　 three

（closed 　triangle）．　four　（Qpen 　triangle＞，　five　（closed

square ）　and 　siX　（open 　square ＞　nuclei ．
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Fig．4　Doseresponse　relationship 　of　the　frequencies　of　micronuclei　and 　chremosome 　aberrations ．

　　 　（a） mitomycin 　C，（b） caffeine ，（c ） colcemid ．　C査osed 　circ 】e ； micronuclei ，　open 　circle ：

　 　 　 chromosome 　aberrations ，　open 　tdangle：number 　of　chromosome 　aberrations 廿om 　which 　a

　　 　half　number 　of　exchange
−type　aberrations 　is　subtracted ．

の 出 現頻 度 の 最大値 は cyt−B 　3μg／m1 処 理 時 の 80．6％ で あ

っ た ．こ の 結 果 は ，
ヒ ト リ ン パ 球 で の 至 適 濃 度

（Fenech 　and 　Morley ，1985） と 同 じで あ っ た ．さらに

cyt −B の 濃度が高 くな る と単核細胞 の 割合 が 上 昇す る 傾

向 が 認 め られ た．こ の こ と よ り過剰濃度 の cyt −B は核の

分裂 を も 阻 害 す る こ とが わ か っ た．ま た，cyt −B の 濃度

が高 くなる と 3核以 上 の 細胞 の 出 現 が 認め られ た．しか

し ，
こ の ような細胞 は 用量依存 的 に は 増 えず ， 3核以 上

の 細胞をすべ て 合わせ て も最高 で 8 ％ 以 上 に は な ら な か

っ た．各濃度に お け る CB 細胞 1000個あた りの 小核 の 出

現頻度 を Fig．2b に 示 す．小核 の 自然出現頻度 は cyt −B の

濃度 に 関 わ りな く 10μg／m1 ま で ほ ぼ
一

定 の 値 を示 した ．

こ の こ と よ り ， cyt −B そ れ 自体 は 小核誘発性 （染 色 体 異

常誘発性 ）が な い こ とが 示 され た．以上 の 結果 よ り，

CHL 細胞 に 対 して の cyt −B の 至 適処理 濃度 は 2〜3pg／m1

で あ る こ とが わ か っ た ．こ れ よ り，以後の実験 で の cyt −

B の 濃 度 は 3μg／m1 と した ．

　次 に cyt −B 処 理 時 間 の 検討を行 っ た．細胞 を cyt −B と と

もに 培養 した 時間 と 1お よ び 2核さ ら に そ れ 以 上 の 核 を

持 つ 細胞 の 出現頻度 の 変化 を Fig．3 に示す．

　培養 時 間 とともに 2核細胞 の 出現頻度 が 上 昇 し，そ れ

に 伴 っ て 単核細胞 の 頻度 が 減少 した．最大 の 2核細胞 の

出現頻度が 得 られ た の は 24〜30時間で あ っ た．しか し，

30時 間 以 上培養 を続 け る と，2核 細 胞 の 頻 度 は培 養 時 間

の 延長 と ともに 減少 して い っ た ．ま た，単核 細 胞 は 培 養

時間 に 従 っ て 減少す る一方で あ っ た ．それ に 対 して ，培

養時間 と と もに 3核 以 上 の 細 胞 の 出現 頻度 が 上昇 し，48

時間培養後 で は 全細胞 の 約 50 ％ に ま で 達 し た．さ ら に ，

培養時 間 が 長 くな る と，さ ら に 多数 の 核 を持 つ 細 胞 が 観

察 さ れ る よ う に な り6核 の 細 胞まで 現 わ れ た ．こ の こ と

は ，cyt −B は 細 胞 分 裂時 に ， 細胞 が 2 つ に 分裂す る過 程

を阻害す る 薬物 で あ り，核の 分 裂 は 阻 害 し ない た め
， 核

は細胞周期 に 従 っ て 分裂 を 繰 り返 す た め だ と考え られ た

（Wakata　and 　Sasaki，1987）．以上 の 結果 よ り，2核細胞

の 出 現 ピーク は 24〜30時間培養後 で あ る こ と，cyt −B 処

理 を あ ま り長 い 時 間 行 うこ と は よ くな い こ とが わ か っ

た ．用 い た CHL 細胞 の 倍 加 時 間 が 約 12時 間 で あ る こ と

を考 え る と3核 以上 の 細胞 は 倍加時間の 約 3倍 の 36時 間

後 あ た りよ り顕 著 に増加 す る こ とが わ か っ た．以 上 の こ

と よ り，培養時 間 は 24時 間 と し た．

　2）染色体異常出現頻度 と 小核出現頻度と の 比較

　Fig，4a，　b，　c に そ れ ぞ れ mitornycin 　C （MMC ），　 caf −

feine，　 colcemid で 処 理 し た ときの
， 染色体異常 の 出現

頻度 と CB 細胞 中の 小核 の 出現頻度の 濃度相関性の 比較

を示す．染色体異常お よ び 小核 の 頻 度 は 1細胞あ た りの

数 と して 示 し た．染色体異常 に は 染色体 の 断片 を 生 成 し

な い と考 え ら れ て い る ギ ャ ッ プ は 含 め な か っ た．MMC

お よ び caffeine で 処 理 した 場 合 ，染 色 体 異 常 お よ び 小核

の 出現頻度は濃度依存 的増加 した （Fig．4a ，　b）．こ こ で ，

小核 の 自然発生頻度 は 0．024／cell で あ り，染色体異常 の

自然発 生 頻度 は 0．017／cell とあ まり変わ らな い に も関 わ

らず ，MMC や caffeine で 誘発 さ れ る 染色体異常 の 数 は

小 核 の 数 よ りもは る か に 多 くな る ．こ の こ と は ，1つ の

染色体断片 が 1つ の 小 核を作 る と は 限 ら な い （Evans 　et

al．
，
1959 ；Carrono　and 　Heddle，1973） こ と で 説明 で き る

し，1つ の 小核 が 複数 の 染 色 体断片を含 ん で い る とも考

え ら れ る．また，こ の 染色体異常 の 数 と小核の 数 との 差
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Size　of 　micronuclei 　 relative 　to　that　of　main 　nuclei

Fig．5　Distribution　of　size　of　micronuclei 　in　untreated 　control 　culture 　and 　cultures 　treated　with 　mitomycin 　C

　　　（MMC ），ca 丘eine 　and 　colcemid ．（a ）untreated 　culture ，（b）MMC 　O．01 μg／ml ，（c）MMC 　O．1 μg／m1 ，（d＞

　　　cokemid 　O．002 μg／ml ，（e）colcemid 　O．05 μg／ml ，（f）caffeine 　lmg ／ml ．　Diameters 　of 丘丘y　micronuclei 　were

　 　 　 measured 　in　each 　treatment，

は MMC の 方が caffeine よ り大 きくな っ て い る．こ れ は

MMC と caffeine の 誘 発 す る 異 常 の 型 が 違 うた め で ，
MMC は 交換 型 の 異 常 を多 く誘 発 しそ れ に 比 べ caffeine

で は は る か に少 な い ．最 高濃度 で の 交換型異常 の 割合 は
，

MMC 処理 で 62．2 ％ ，　 caffeine で は 14．3％ で あっ た．染

色分体交換 型 異常 は ，対象型 の 異常 は 染色体断片 を生 成

し ない と され て い て ，その 割合 は 全染色 分体交換型異常

の 半 数 で あ る （Buckton 　et 　 a1 ，1978 ； Heddle ，1965 ；

Seabright，1978；Wolff，1961）た め ，染色分体交換型異常

の 半 数 を減 じた 異 常 の 数 を，生 成す る 染色体断片の 数 と

し て 図 に 示 し た （△ 〉． こ の 染色体 断片 の 生 成率 （△ ）

と小核誘発率 （●） を比べ て み る と MMC と caffeine の

差 は小 さくなっ た．こ の よ うに 化学物質に よ っ て
一

見染

色体異 常 と小核 の 出現 頻 度 の 差 が あ る よ う に み え る の

は，そ の 化学物質 に よ っ て 誘発 さ れ る 染色体異常 の 型 と

割合 に よ る こ とが 示唆 され た．また，こ こ に 示 し た 濃 度

範囲 で は 2 個 以 上 の 異常を持 っ た 細 胞 は ま れ で ，ほ と ん

どの 細胞 が 1 つ の 異常 し か 持 っ て い な か っ た た め，単純

に 染色体 断片 の 数 と小 核 の 数 を比 較 し て み る と，MMC
処 理 で は 約 30％ の 染色体断片 が 小核 を形成す る とい う

結 果 に な っ た ．しか し，Evans ら （Evans　et　a1．，1959）

お よ び Carrano と Heddle （Carrono　and 　Heddle，1973）

は 電離放射線 に よ る 染色体異常 の 誘発 率 と小 核 の 誘発率

と の 比較 の 結果 は そ れ ぞ れ 60％ と 70 ％ の 染色体断片が

小核 を形成す る と報告 して い て ，今 回の 結果 はこ の 報告

と大 きな差が あ る．こ れは，電離放射線 に よ る染色体断

片 は 染色体型 の もの が ほ とん どで ，化 学 物 質に よ る もの

は 染色分体型 の もの が ほ と ん ど で あ る た め，断片 の 大き

さ の 違 い に よ り小 核 を形 成 す る 割 合 が 異 な る こ とが 大き

な要 因 で あ る と考 え ら れ た．

　 Colcemidは 紡錘糸 の 形成 を阻害 し細胞分 裂 時 に 染色

体 の 不分離 を 起 こ す物質と して 知 られ て い る が，染色 体

の 構造異常 は ほ とん ど誘発 しな い ．し か し，in　vivo の 小

核 試験 で は小核 を誘発す る．今回 の 結果 も，染色体 の 構

造異常 は ほ と ん ど認 め られ な か っ た が ，小核 は 用 量依存

的 に 直線 的 に 増 加 した （Fig．4c）．こ の 結果 よ り染色体

の 構造異常 を起 こ す物質だけで は な く ， 染色体 の 不分離

を起 こ す物 質 も定量的 に 検 出 で き る こ と が わ か っ た ．

Fig．4 に 示 され て い る よ うに 染色体 の 構造異常誘発物質

および数的異常誘発物質で も小核誘発率 は 濃度 とともに

ほ ぼ 直線 的 な増 加 を示 し，高濃度 で もそ の 傾 きが 減 少 す

る こ と な く定量 性 が 高 い こ と が 示 さ れ た ．

　 また ，そ れ ぞ れ の 化学物質で の 無処 理 （濃度 0） で は

小核 の 出現頻度が 染色体の 出 現頻度 を上 回っ て い た．こ

の こ とは ， 染色体の 構造異常 を起 こ さず に 小核が生成 さ

れ て い る とい うこ と で，無処理 で の 小核 を形成す る もの

は 化学物質で 誘発 さ れ る よ うな 染色体 断 片 で は な く染 色

体 の 不分離 に よ り取 り残 され た 染 色 体 に よ る こ とが 大 き

い こ とが 示唆 さ れ た （Wakata 　and 　Sasaki，1987）．

　3）小核 の 大 きさ に 関する 解析

　無 処 理 ，MMC 　O，Ol μg／ml ，　 MMC 　O．1　yg／m1 ，　col −

cemid 　O．002 μg／m1 ，　 colcemid 　O．05 μg／mL 　 caffeine 　l

mg ／ml で 処 理 し た 時 に 出 現 し た 小 核 の 主 核 に 対す る 大
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きさ の 分布 をそ れ ぞ れ Fig，5a，　b，　c，　d，　e ，　fに 示 す．

　 こ れ は ， そ れ ぞ れ の 処理 で 出現 した 小核 50個 を 計測

しそ の 大 き さの 分布 を 示 した もの で あ る．無処理 で 観察

され た 小核 の 大 きさの 分布 （Fig．5a） は あ る程度 の 広 さ

を も っ て 分 布 して い たが ，MMC 　O．01 あ る い は 0．1

pg／m1 処 理 で の も の は無 処 理 の もの に 比 べ て 小 さ い もの

が 多 く 分 布 の 範 囲 も 狭 か っ た （Fig ．5b
，
　c ）．こ れ は

MMC 処理 に よ っ て 生ず る 小核 は染色分体 の 断片 に 由来

す る もの で あ るが ， 無処理の もの は こ の よ うな染色体 の

構 造 異常 に よ っ て 生 じた 染色体断片 と は異 な る もの が 小

核 の も と と な っ て い る と 考 え られ た ．また ，低濃度 の

colcemid で 処理 （0．002　pg／ml ） した場合 は 出現 した 小

核の サ イ ズ の 分布 は
， 小 さ い サ イ ズ の 小核の 頻 度 が や や

減少して い た もの の 無 処 理 の も の と 同様に 広 い もの で あ

っ た （Fig．5d）．サ イ ズ が 大 き くて 様 々 な大 きさの 小核

が出現す る の は，colcemid に よ る 紡錘体 の 異常 で 生 じた

取 り残 され た染色体が小核 を形成す る た め だ と考え られ

て い る　（Yamamoto 　and 　Kikuchi，1980 ；Hogsted　and

Karlsson，1985）．こ の こ と よ り自 然 発 生 の 小 核 は紡 錘 体

の 機能不全 に よ る 染色体不分離 に よ る こ と が多 い こ と が

示唆 された ．また高濃度 の colcemid 処理 （0．05 μg／ml ）

で は さらに 大 きなサ イズ の 小核 が 大半 を占め る よ うに な

る （Fig，5e）．こ の よ うに，ほ と ん ど 主核と変わ ら な い

大 き さの もの が 出 現す る こ と か ら，こ れ らは 核 の 異常分

裂 に よ る もの だ と 考え られ た （Wakata 　and 　Sasaki，1987）．

また
，

caffeine で は MMC と 同 様 に サ イズ の 小 さ な小核

が多く （Fig．5f）染色体構造異常 に よ る 小核 で あ る こ と

が 示唆さ れ た．

　 In　vitro 小核試験 は 近年注 目度 が 高 くな り，国際的な

検討が な さ れ て い る （Krsch −Volders　et　al．，2000）．

2．げ っ 歯類個体を用い る小核試 験法の検討

　 1）マ ウス 小核試験におけ る投与経路 に よる 小核誘発

　　 率 の 差 の 検討

　制癌剤 で あ り小核試験 に お い て 陽性対照物質 として 広

く用 い ら れ て い る Cyclophosphamide （CP ） をマ ウ ス に

腹 腔 内 投与 （ip） あ る い は経 口 投 与 （po） した と き誘 発

さ れ た小核を持 つ 多染性赤血 球の 頻度 を Table　1に 示す．

　 CP 投与後 24時間 に 骨髄細胞標本 を作製 し小核 を持 つ

多染性赤 血 球 を計数 し た．腹腔内投与 で は 50mg ／kg で

1．78 ％ の 小 核出現 頻 度 で あ っ た の に 対 し，po の 50

mg ／kg で は 0．59 ％ で あ り100　mg ／kg で は 1．89％ と，同

じ投与量 で は ipの 方が 小核誘発率 が 高 い 結果 と な っ た．

しか し ， 骨髄細胞 に 対す る 影響 の 指標 で あ る
，

PCE 比

は 同 様 な小核誘発率 が 観察 さ れ た，ipの 50　mg ／kg投与

で は 28．2％ で あ り，po の 100　mg ／kg 投与 で は 20．8％ と

同様 な値 を 示 した ．こ の 結果 よ り，ip投与 の 方 が 少な い

投与量 で 小核誘発が観察 される こ とがわか っ た．しか し，

CP は 骨髄 細 胞 に 強 く毒性 を示 す こ とが 知 られ て い る 物

質で あ る．こ の よ うな 物質の 場合毒性 が 強 く出 る ip投

与 で は小核 の 観察可能な用量範囲が 狭 くなる こ と が わ か

っ た ．そ れ に 対 し，po 投与 で は 低用量 で あ ま り小核誘

発が観察 されない が，ip投与 と同 じ程度 に骨髄 に 影響を

与え る 量投 与す る とip投与 と同程度 の 小核 が 観察 さ れ

る こ と が わ か っ た が，そ の た め に は 大 量 の 投与が 必 要 で

あ っ た （Wakata 　et　al．
，
1989）．

　 こ の 研究は 34機関 の 共同研究 として 17化合物 を用 い

て 行わ れ た 1つ で あ る が ， 全化合物 に つ い て の そ れ ぞ れ

の 投与経 路 で の 小核誘 発 率を 比 較 し た 結果 を Table　2 に

示す．

　 Benzeneを除 くすべ て の 化合物 で ，同用量 を投与 し た

場合 に は po よ りipの 方 が 小 核誘発率が 高 い か あ る い は

同程度 で あ っ た が ， 投与 量 を そ れ ぞ れ の 投与経路 で の

LD50値 に 対す る 比 に 換算 した 同投与量 （例え ば ，　 po の

LD5
。が 200　mg ／kg で ipの LD50が 100mg ／kg で あ っ た場

合 ， po で の 100　mg ／  とipで の 50   ノ  1まともに そ の

投 与 経 路 の LD50の 1／2量 で あ る の で ，　 LDso値 に 対 す る

比 と し て は 同 投 与量 と考 え る ） で は，7化 合 物 で po し た

場 合 の 方が高 い 小核誘発率が え られ る こ と が わ か っ た

（Hayashi　et　al．， 1989）．こ の こ と よ り，in　vivo 小核 試験

に 関 し て は投与経路 は あまり大 きな影響 が な く，毒性を

指標と した 適切 な投与量 が 設 定され て い る 場 合 は，投与

経 路 の い か ん に か か わ らず，同程度 の 感度で 小核誘発率

が 測定 で きる こ と が わ か っ た．し か し，ipで は 検体量 が

少 な くて 済 む こ と
， po よ り小核誘発率 は 低 くな る 化合

物 が ほ とん どな く， 高 くな る化合物 が多い こ と， 手技 が

po に 比 べ 簡単 で あ る こ と よ り ， ど ち らか と い え ば ipを

選 ん だ 方 が よ い と考え ら れ た．

　 2） マ ウ ス 小核試験 に お け る 投与 回数 に 閲す る 検討

　Methotrexate（MTX ） を 1，2お よ び 4 回腹腔内投 与後，

6，24，48 お よび 72時間後 に 骨髄塗抹標本 を作製 し （1回

投与 で は 24 時間後 か ら），小核 の 誘発を観察 した．その

結果を Fig．6に 示す．

　1 回 投 与 で は 16mg ／kg 投与 48 時 間 後 に 最大 値 の

0．50 ％ の 有 意 な 小 核 誘 発 性 が 認 め ら れ た．2 回 投 与 で は

明 ら か に 1 回投与 よ り高 い 小核誘発率が 得 られ た．ま た，

4回 投与 で は ，低投与量か ら高 い 小核誘発率が得 られた

が ， 最大誘発率 は 2回 投与 とあ まり変 わ らず ， 高用量 に

な る と骨髄毒性 が 強 く出 て 観察不 可 能に な り，小核の 誘

発 が 逆 に 減少 し た．以 上 の 結果 よ り，MTX は 投与 回 数

を多 くす れ ば す る ほ ど よ り低用量 で 小核 を 効率 よ く誘発

す る こ と が わ か っ た が ， 骨髄抑制 も強く現 わ れ ， 最大 の

小 核誘発率 に 大 き な 増加 は 認 め ら れ な か っ た ．ま た ，

Schmid が 1J・核試験 の プ ロ トコ ー
ル と して 最初 に 提案 し

た 方法 （Schmid，1975） は，2 回投与後 の 6 時間後 に 観

察する方法 で あるが，今 回の 結果 よ り，2 回投与後 の 24

時 間 後 に 観察 す る 方 が よ り感度 が 良 い こ と が わ か っ た．
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Table　1Results 　of　micronudeus 　test　with 　cyclophosphamide 　administered 　by　ip　and 　po　to　CD ・1　nlice

Dose

（mg ／  ）

P PO

MNPCE （％ ） PCE （％ 〉 MNPCE （％ ） PCE （％ ）

Saline25501002004000，03 士 0．05　（4）
0．42 ± 0．13　（4）
1．78 圭 1．44　（4）
　 4．46 （1）

　 　 na

　 　 nt

49．5 ± 0．735
，8 ± 5，628
．2 ± 2，38
，8 ± 2．12
．8 ± 2．5

　 nt

0．05± 0，06　（4）
　 　 ntO

．59± 0．03　（4）

1．89 ± 0、88　（4）
2，09 ± 0．17　（3）

1．33 ± 0．81　（3）

46ユ ± 3，2
　 nt

’

39．6 ± 8．8
20．4 ± 4，2
10．7 ± 2．28
．7 ± 5．2

0 ：number 　of　an   als　analyzed ，　nt ：not 　tested，　na ：not 　analyeed 　because　of　too　low　frequenCy 　of　PCE ，
PCE ：polychromatic　erythrecyte ，　MNPCE ：micronucleated 　polychromatic　erythrecyte

Table　2Comparative 　sensitiVity 　of　administration 　routes ，　intraperitoneal
injection　and 　orai　gavage ，　at 　same 　dosage

Compounds
Sensitivity

Dose （  ／1  〉 Dose 　（％ of　LDm ）

Nucteic　acid 　ana ’ogs

　 Ara・C
　 5MP

ρ0｛y（ツ‘lic　hydrecathons
　 B （a）P
　 DMBAAro

〃 tatic 　a 〃 lines

　 2AAF

　 Phenacet  

Alkylating　agents

　Cyclophosphamide

　 EMS

　 ENU
　 MMSCrossgin

i々ng　agents
　 MMCSpind

’e　PoiSons
　 Colchicine

　 VincrisUne
Inorgani‘ 6加 泌 o αどs

　KBrO3

　K2CrO4
MiScellaneOUS

　 Benzene
　 Procarbazine

ip＞ POip
＝po

ip＞ POip

＞ po

ip＞ POip
＝

po

ip＝poip
＝
po

孟P
＝

poip

＞ PO

ip＞ po

ip＞ POip
＞ po

Ip ＝POip
＞ po

ip〈 poip

＞ PO

ip＞ poip

＜ PO

ip＞ poip
＜ PO

ip＞ poip
＝

PO

ipく POip
＝poip
＝POip

〈 po

ip＜ PO

ip＞ poip

＞ PO

ip〈 poip

＞ PO

ip〈 POip
＝

po

Dose （mg ／  ）：absolte 　dosage

Dose　（％ of 　LD50）：relative　dosage　to　LD50　in　each 　administration 　route ．
Ara−C ：1一住arabinofUranosylcytosine ，6MP ：6mercaptopurine ，　B（a）P：benzo［α ］

pyrene．　DMBA ： 7，12−d   ethylbenz ［a ］anthracene ，2AAF ：2−ace 重ylarninofiu（ト
rene ，．EMS ： ethyl 　methanesulfonate ，　ENU ：丿V−ethy1 −N −nitrosourea ，　MMS ：

methyl 　me 山anesu 廿onate ，　MMC ：mitomycin 　C

MTX に つ い て は，以 上 の 結果 よ り，1 回 投与 で は 小 核 の

誘発 が 弱い もの で も2 回投与す る こ とに よ り，明 ら か な

小 核 の 誘発 が 認 め られ る こ と が わ か っ た ．

　 こ の 研 究 は 33機関 に よ る 共 同 研 究で 11化合物 に つ い

て 投与 回 数 を検討 し た うち の 1つ で あ る．その 11化合

物 の そ れ ぞ れ の 投与 回 数 で 得 られ た小核 誘発率 の 最高値

を Table　3 に 示す．また
， そ れ ぞ れ の 化合物 で 得 ら れ た

小 核誘発率 の 最高値を太字 下 線 で 示 し，2番 目の 値 を太

字 で 示 した．

　その 結 果 ， 2回 投 与 で 最高値あ る い は 2番 目に 高 い 小

核誘発率を示す化合物 が 1番 多 く，1回 投与 と4 回投与

で は ほ ぼ 同数 で あ っ た ．ま た ， 4回 投 与 で は 2 回投与 よ
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Fig．6　Mean　lnduction　of　micronucleated 　polychromatic　erythr ｝

　 　 　 cytes 　treated　With　methotrexate ．　MNPCEs 　were 　counted

　　　in　1000　PCE 　in　the　bone　marrow 　cells　of　mice 　treated　by

　　　 single ，　double　or　quadruple　dosing．

Tab 且e　3　Effect　of 　frequency　of　administration 　on 　micronucleus

　 　 　 　 induc口on

MNPCE （％ ）

Compounds Frequency　ofadministration
1　 　　　　　 2　　 　　　　 4

5FU6MPAra

−CDMBA2AAFPhenacetin

ENUEMSK2CrO4BenzeneMTX

3．135
．745
．122
．541
．16L233

．13

墨

螂

1．080
．50

蝦

8．454
．18

壇

1．63
躑

4．721
，480
．S51
．40

蟹

L60

塑

豐

2．080
．630
．95

螂

L630

，80

幽

0．83

MaXimum （bold　underlined ） and 　Second （bold）value 　in　earh
chemicaIsFU

：5fluorouracil，6−MP ：6mercaptopurine，Ara−C ：1一β一arabino 馳一
ranosylcytosine ，　DMBA 　7，12−dimethylbenz〔a］anthracene ，2AAF ：

2−acetylaminefiuorene ，　ENU ：1＞Lethyl −N 」nitrosourea ，　EMS ； ethyl

methanesulfonate ，　MTX ： methotrexate

り高い 小核誘発率を示 すもの も あ っ た が，逆 に小核誘発

率 が 低下 す る もの ， 骨髄抑制の た め 観察が 不可能 に なる

もの が あ っ た （CSGMT ，1990）．投与回数 を増す こ とは

操作 も煩雑 に な り，また 毒性 の あ る 物質で は 投与 量 の 設

定も容易 で は な く，あま り実 用 的 で は な い こ と が わ か っ

た ．ま た
，

MTX の よ うな 1回 投与 で は 小核誘発性が弱

く適切 な標本作製時期 （投与 48 時間後） を設定 しなけ

れ ば ， 陽性結果 を 得 ら れ ない 化合物 で あ っ て も，2回投

与 の 24時間後 に は 有意 な小核 誘発性が観察 され る こ と

が わ か っ た．こ れ らをま とめ る と，ス ク リーニ ン グ 的 に

あ る 物質 の 小核誘発性 を 知 る た め の 試 験 と し て は ，24

時 間 間 隔 の 2回 投 与 後，24 時 間 目に 骨髄標本 を 作製 して

観察す れ ば よ い こ とが わ か っ た．

　 3） ラ ッ トを用 い る小核試験 の 検討

　 医薬品等 の げ っ 歯類を用 い る毒性試験 に お い て マ ウ ス

は あまり用 い られ ず，ラ ッ トが 用 い られ る こ とが ほ とん

ど で あ る．そ こ で ，小 核試験 に お い て もラ ッ トが 用 い ら

れ な い か を検討 した．試験化合物 と して
，

マ ウ ス 小核試

験 陽性 で ラ ッ トに 発癌性 が 認 め ら れ て い る 28 化 合 物 ，

マ ウ ス 小核試験陽性 で ラ ッ トで の 発癌性は 不明の 6化合

物 ，
マ ウ ス 小核試験陰性で ラ ッ トに 発癌性 が 認 め られ て

い る 2化合 物お よ び マ ウ ス と ラ ッ トで 小核試験 に お い て

相違 が 報告 さ れ て い る 3 化合物 （George　et　al，，1990；

Westmoreland 　 and 　 Gatehouse ，1991； Meli　 and

Seeberg
，
1990） を選 ん だ （Table　4）．

　 こ れ ら の 化合物 に つ い て ラ ッ トを 用 い 骨髄細胞 と末梢

血液 で小核誘発性を調べ た．まず，ラ ッ トの 骨髄細胞 お
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Table 　4　List　of 　chemicals 　tested 　in　therat　micronucleus 　assay

Mouse 　MN 十 ve 　rat 　carcinogens

　Acetaldehyde

　2−Acetylaminofiuorene

bAminonzebenzene
　 gAminoazotoluene

　 Arsenic　acid　solu 丘on

　 Benzene

　 Benzidine

　4−Chloro−o−phenylenediamine
　Daunomycin

　N，1VしDiacetylbenzidine

　1，2−Dibromo −3・chloropropane
　Diepoxybutane

　 Diethyl　sulfate

　Ethy　methanesulfonate

　 N −Ethyl−N −nitrosourea

　Hydrazine

　Nitrogen　mustard

　2−Methylnziridine

　Methyl　methanesulfonate

　N−Methyl−1いnitrosourea

　押 LMethyl −1＞」nitr ひ 〃   nitrosogua 皿idine

　N−NitrosomorPholine

Oil　ora 皿ge 　SS
Phenacedn

1，3Propane　sultone
Propylene　oxide

Triethylenemelam血 e

Urethane

Mouse 　MN ＋ve 　chemicals

　Azathiopr血 e

　 Colchicine
　 5−Fluorouracil

　 6Mercaptopurine
　 Methotrexate

　 Vncristine

Mouse 　MN 　−ve 　carcinogens

　Acrylonitrile

　4，4
’−Methylene 　bis （2thloroaniline）

Species　difference　reported 　chemicals

　Azobenzene

　1，2−Dimethylhydrazine
　Solvent　ye1low　14

50一

§
40

　
台 308

⊃ 　 20crgL

　10

　　　　　　　　 Mean ± SD （％）
　 　 　 　 ■ Rat　　　o．123 ± 0，099
　 　 　 　 　 　 　 　 0203 ± 0．213　 　 　 　 ロ Mouse

臨＿
0　　0．1　 0．2　 0．3　 0．4　 0．5　 0．6 　 0．7

　 　 　 　 　 　 　 　 　 MNPCE ％

Fig．7　Distribution　 of 　MNPCE 　frequencies　in　the　solvent 　control

　 　 　 rats （the　present　study ） and 　mice （CSGMT ，1986；1990 ；

　　　 1992 ；Hayashi 　et　aL，1989a ；　Morita　et　al．，1997），

　 　60

ま
50

蚕ll「
820
亡
　 　 10

　 　 00
　　0，1　 0、2　 0．3

　　　　 Mean ± SD （％）
■ Rat　　 O．064 ± 0．065
ロ Mouse　O．145 ± 0．i24

o− −eO

．4 　0．5　0．6　0．7

MNRET ％

Fig，8　Distribution　of 　MNRET 　frequencies 　in　untreated 　rats

　　　 （the 　present　study ） and 　mice （CSGMT ，1992；Morita　et
　　　 a1，，1997）．

よ び 末梢 血 に お け る 自然発生 の 小核を持 つ 幼若赤血球 の

頻度 を 調 べ た．それ らをマ ウ ス と比較 した結果 を Fig．7

お よ び Fig．8に 示 す ．

　骨髄細胞 に お け る小 核 を持 つ 幼 弱 赤 血 球 の 頻 度 は，ラ

ッ トで 0．123 ％，マ ウ ス で 0．203 ％，末梢血 に お い て は ，

ラ ッ トで 0．064 ％，マ ウ ス で 0．145 ％ と い ず れ の 場合 も

ラ ッ トが マ ウ ス の 約 1／2 と低か っ た．今 回 試験 し た化合

物 に つ い て は，マ ウ ス 骨髄細胞 に お い て 検出 さ れ な か っ

た の は 5化合物 で あ る の に 対 し，ラ ッ ト骨髄細 胞 で は 4

化 合 物 と ほ と ん ど変 わ りな く，骨髄細胞 を用 い る 場合 は

マ ウ ス と ラ ッ トで 検出力 に 差 は な く， 全 く同 等 で あ る こ

とが 示 さ れ た （Table　5）．

　また こ れ ま で ， 末梢 血 を用 い た 場合 は，小核誘発性 を

検 出 で きなか っ た 化合物 が 4 化合物 と マ ウ ス の 1化合物

に 比べ 少 し多か っ た が，マ ウ ス で は 試 験 さ れ て い な い 化

合 物 も 多 く，従来 ラ ッ トで は 脾臓 に お い て 小核 を持 つ 赤

血 球が 除去 さ れ る た め そ の 能力の ない マ ウ ス に 比 べ 検 出

力が落ち る と思 われ て い る ほ ど大 き な検出力 の 差 は な

く， ラ ッ トの 末梢 血 で も 十 分小 核誘発性 の 評価 が 可能な

こ と を示 した ．ま た ，小核誘発率 を比較 して み る と，小

核 誘発率 の 絶対値 で 比 較す る とマ ウ ス が 高 く，すべ て の

化合物 に お い て ラ ッ トと 同 じか 高 か っ た．しか し，先 に

示 した よ うに ラ ッ トで は小 核を持 つ 幼若赤血 球 の 自然発

生 頻 度 が低い の で，コ ン トロ ール と比 較 し て の 誘発率 に

換 算す る と，マ ウ ス よ り高 く小核 を誘発す る 化合部があ

る こ と が わ か っ た （Table 　6）．
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Tab且e　5　Rat　and 　rnouse 　rnicronucleus 　assay 　39　chemicals 　With　peripheral　bloed　and 　bone　marrew

Mouse Rat

PB BM PB BM

＋　ND ＋　ND 一
＋　INC ＋　ND

No．　ofChemicals24 　　 14　　 1　　 286 　　　　5　　　31　　　3　　　　4　　　34　　　 1　　　　4

PB ：peripheral　blood，　BM ；bone　marrow ，＋ ，pesitive，　ND ；no 　data，　INC；Iinconclusive，一；negative

Table 　6　Comparative 　sensitiVity 　of 　rat 　and 　mouse 　micronucleus 　assay

Bone　marrow Peripheral　blood

Chemicals
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Dose
Species　　　　Route
　　　　　　　　　　　　　　　　　　（mg ／  ）

MNPCE 　 Dose

（mg ／kg）

MNRET

（％ 〉 （Fold）

　　inc．
（％） （Fold）

　　　inc．

pAminoazobenzene

orAm 孟noazotoluene

Benzene

Diepoxybutane

Ethyl　methanesulfonate

N−Ethyl−N−nitrosourea

5−Fluorouracil

Hydrazine

卜Mercaptopurine

MNNG

Nitrogen　mustard

1，3Propane 　sultone

Propylene　oxide
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Hght 　shadow ：frequency 　in　m 童ce 　was 　more 　than 　tWice 　that　in　rats

Dark　shadow ：庁equency 　in　rats 　was 　more 　than　Mce 　that 　in　mice
撃
MS ／Ae 　strain　mice

　　この こ とに よ り， 他 の
一

般毒性試験 の 動物 を用 い て 小

核の 評価が行え る 可能性が 示唆 さ れ た （Wakata 　et 　al．，

1998）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結　　　語

　　小核は 染色体異常を観察す る簡便で感度 の 高 い 検出法

で あ る が，培養細胞 で は 分裂細 胞 の 特定と い う技術的な

問題点 が あ りそ の 定 量 性 が 確保 で き な か っ た が，今回検

討 した 方法 に よ り培養細胞 で もin　vivo で の 骨髄細胞 と

同 様 に 定量的 に 小核誘発性 を評価す る こ とが で きる よ う
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に な っ た．こ の こ と に よ り，培養細胞 を用 い る 小核試験

が 染色体異 常 試験 の 代 わ り と な る 可 能性 が あ る こ とが 示

さ れ た．また，小核試験 に ラ ッ トを用 い る こ とが で きる

と 示 され た こ と に よ り，他 の 毒性試験 との 関連 もとれ小

核試験 に ラ ッ トを用 い る 有用性 を示 した．
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