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生活関連化学物質に関する変異原性試験の現状とその評価

石館　基・吉川邦衛・祖父尼俊雄

Recent　Aspects　of　Mutagenlcity　Tests　on　Chemicals　in　our　Environment

Motoi　IsHmATE，　Jr．，　Kunie　YosHIKAwA　and　Toshio　SoFuNI

　Abattery　of　mutagenicity　tests　is　a　re11able　and　use血1　tool　Qf　the　short－term　toxicity　tests　fbr　chemicals

in　our　environment．　Almost　all　carcinogens　exalnined　so飽r　have　been　fbund　to　be　positive　in　mutagen・

icity　tests　with　microbial　syste皿s　and　in　chromosome　aberration　tests　with　manlmalian　ce11s　fπ誼ro．　Com・

bining　with　rat皿icrosome　f｝action（S9），　these　tests　have　beeR　more　ef艶ctive長）r　detectlon　of　mutagenic…ty

in　potential　carcinogens　requiring　metabolic　activation．

　Nearly　400　chemicals　have　been　tested　R）r　their　mutagenidty　in　our　laboratory負）r　past　5　years．　They

consist　ofmedical　drugs，　fbod　additives，　pesticides，　cosmetic　ingredients　and　otller　chemicals　using　in　indus・

tries　or　laboratories．　About　1400ut　of　them　were　R）und　to　be　positive　in　the　chromosQme　test　with　Chinese

hamster　cells∫η読ro，　and　abQut　90　in　the　Ames　test．

　The　chemicals　w｝ゴch　were　positive　in　such　primary　tests，　however，　were　not　always　positive　in　whole

animal　tests　on　carcinogenicity．　ThereR）re，　the　establishment　of　quantitative　estimation　ratheでthan

qualitative　one　in　mutagenicity　tests　seems　to　be　necessary　fbr　the　predictive　evalutaion　of　carcinogenicity

and　also　genetic　hazard　of　chemicals　to　man．

は　じ　め　に

　最近の米国における調査によると，現在CASに登

録されている化合物の数は400万余に達し，その数は

一週間に平均6000箇も増加しているというD，われ

われが日常接している化合物は約48000種類であるが，

そのうち5000種のものは年間生産量：が500トソを越

しているともいわれる．ちなみに，食品に加えられて

いるものは5500，医薬品類は4000，家庭用品関係で

は少なくとも！200種もの化合物が使用されている2）．

近代工業国に生きるわれわれは，これらの種々化学物

質を避けて通るわけにはいかない。幸い，これらの物

質の多くは，人体に対してそれほど有害ではないが，

そのうちのあるものは極めて有害であり，そのために

われわれの健康がおびやかされている．．アスベスト，

砒素，あるいはビスクロロメチルエーテルなどによっ

て誘発される肺癌の問題，ビニールクロライドによる

血管肉腫の問題，アスベストによる中皮腫の問題，あ

るいは，ケポソや，ジブロモクロロプロパソなどによ

って起る男性不妊の問題，更：に，ケポソ，メチル水銀，

鉛，あるいは，メチルブチルケトンによる神経障害な

どは，特に労働衛生上の重要な問題である．

　1975年，米国の環境変異原学会の特別委員会は，

Science誌上で環境中に存在する種々化学物質の危険

性を勧告し，特に遺伝形質に影響を及ぼす物質に対す

る監視機構の重要性を力説した3，．ウイルスからヒト

の細胞に至るまで，遺伝物質DNAの基本構造と機能

は共通しており，もしもDNA障害がわれわれの生体

を構成する体細胞に及べば癌の発生要因となり，また，

生殖細胞に及べば子孫に影響を及ぼしうる遺伝的要因

となる．そのためには微生物その他を用いる短期スク

リーニング法の開発が極めて重要であることを指摘し

ている．

　本邦においては既に昭和47年に環境変異原学会が発

足した，昭和50年度第80回通常国会において，労働安

全衛生法の一部が改正され，新たに化学物質の有害性

　　　　　　　　　　　の調査制度が設けられた．その一環として新規化学物質

の有害性の調査に関する規定が定められ，昭和54年6

月に施行された．これによって，新規化学物質を製造

し，または輸入しようとする事業者は，原則として，

微生物を用いる変異原性試験（Amesテスト）を行う

義務が課せられたことになる，現在，大半の企業では，

既に，これらの規制に対処するため，技術の修得ある

いは試験設備の拡張を急いでいる，
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　変異原性試験には次のような特性がある．第1に，

時間と経費がかからず，短期間に多くの物質を対象と

することができる．第2に，生活関連物質のうちから，

発悟性あるいは遺伝毒性を疑わしめる物質を選別しう

る．第3に，より安全性の高い代替品の開発に役立つ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ第4に，化学構造と遺伝物質との反応機構の解析，並

びに，この反応を通じて逆に遺伝子本体の解明に役立

つ，第5に，発癌過孤の分子レベルでの解析，並びに，

その促進物質，あるいは，抑制物質の究明に役立つ．

　現在，変異原性物質のデータはかなり蓄磧されつつ

ある4）．またその試験法も多種であり，目的に応じて

どのようなシステムを採用すべきかについては，本邦

はもとより，諸外国においても，独自に検討が進めら

れている5）．また，WHO，　OECDなどにおいては試

験法の国際的統一化の試みがなされている．

　本誌においては，変異原試験の概略，並びにその動

向についてふれ，特に，過去数年間に渡り，当研究室

で取扱った生活関連化合物に関する実験成績を中心と

して紹介する．

変異原性試験法の種類

　変異原性試験法は，指標の選択によって次の3つに

大別される6），

1．遺伝子突然変異

　DNAの構造単位であるヌクレオチドの一対に変化

を生じる場合を特に点突然変異（point　mutation）と

呼ぶ．損傷を受けたDNAの修復型によって，更に，

塩基交換型及びフレームシフト型に区別されている．

Amesテスト7，で使用されているサルモネラ菌のうち

TA　1535，　TA　100などは前者によって変異を生じ，

TA　1536，　TA　l　537，　TA　1538，及びTA　98などは後

者によって変異を生じる．いずれも，ヒスチジン要求

性から非要求性（野性型）への復帰突然変異を指標と

しているため，一定量以上のヒスチジンを含む検体の

揚州には検索が困難となる．そのため，ストレプトマ

イシン（SM）依存性から非依存性への変異を指標と

する方法もある8）．また，トリプトファン要求性を指
　　　　　　　　　　　の
標として大腸菌WP　2株に薬剤耐性プラスミド（R甲

子）pKM　101を導入した菌を用いることも可能であ

る9．本邦の労安法ではサルモネラ菌5種と大腸菌1

種合計6種の菌についていずれも復帰変異を対象とし

ているが，欠失型そのほかの変異をすべて捕えるため

には，更に前進変異を指標とする必要性も指摘されて

いる1ω．上記の徴生物試験のいずれの場合にも代謝活

性化のために，ラットその他の動物のマイクロゾーム

分画（S9）を併用する必要がある．

　哺乳動物の培養細胞を材料として突然変異を検索す

る方法は一般に体細胞突然変異法と呼ばれている1D．

これには，遺伝的な月下がかなり知られており，材料

として使い易いという点からチャイニーズ・ハムスタ

ー培養系細胞（CHOあるいはV79）をはじめ，マウ

スの白血病細胞（L5178，　L　1210，　P　388）やハムスタ

ー腎細胞（BHK　21／13）などが好んで用いられている．

変異の指標としては，栄養要求性，桑剤耐性，あるい

は温度惑受性などが挙げられるが，一般に8一アザグ

アニン，6一チオグアニソ及びウワパインに対する抵抗

性の発現を指標とする場合が多い．微生物の場合と同

様，肝細胞から得られたS9分画を併用したり，また，

肝細胞そのほかと同時に培養する方法によって代謝活

性化を促進する工夫がなされている．発癌性物質につ

いてはかなりのデータが蓄積しているが，多くの物質

についてスクリーニングする上にはなお色々な問題が

残され，ている．

　動物個体を用いる方法として，ショウジョウバエを

用いる伴性致死突然変異，カイコあるいはマウスを用

いる特定座位試験法が知られている．特に後者の場合

には，親動物に検体を投与し，交配後生まれた仔のな

かから，親と異なった形質を持つ仔の出現率を求める．

本試験で陽性となった場合は，狭義の遺伝毒性の証拠

となりうるが，特にマウスを用いる場合にはかなりの

動物数を必要とするため，あまり実用的ではない．こ

のほか，遺伝子突然変異を指漂とする方法には，細菌

の代わりにバクテリオファージを用いる変異誘発法，

竹原菌を用いるプロファージ誘発法，あるいはコリシ

ン誘発法などがある．更に，真核細胞であることから，

ヵビや，イーストを用いる検索法も開発されている．

これらの手法の詳細については別書に譲りたい12）．

2．　染色体異常試験

　染色体異常を指標とする検索には通常哺乳動物細胞

が用いられるが，植物の根端細胞などを用いる方法19

も知られている．哺乳動物細胞の場合は，培養細胞を

用いるf2ぼ’如法即と骨髄細胞あるいは生殖細胞（特

に精原，精母細胞）などを用いる∫πo加法15）とに分

けられる。また，経胎盤法＝6，あるいは末梢血を用いる

方法1ηの如く，検体を生体に投与した後，胎児細胞あ

るいはリンパ球を改めて培獲して検索するぼπ漉。一門

〃f’ro法なども用いられている．培養細胞を用いる検索

は最も簡便な方法であるが，微生物細胞と同様，検体

の代謝活性化のためにSg　mixなどを併用する必要が

ある18）．使用する細胞の種類は問わないが，染色体数
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　　　　　図1、主な染色体異常の種類（高木：胎児毒性と遺伝毒性，1975より）

も少なく，形も大きく，観察しやすいという点で，チ

ャイニーズ・ハムスター細胞を用いるのが便利であ

る19）．一般に，ヒトの細胞はチャイニーズ・ハムスタ

ー細胞に比較して感受性が低い傾向にある，

　染色体異常は数の変化と形の変化に下げられる．放

射線の場合には染色体型（chromosomc　type）及び染

色分体型（chromatid　type）の構造異常が誘発される

が，化学物質の場合には一般に染色分体型を生じる2。）．

数の異常では，モノソミー，トリソミーなどの異数体

（aneuploid）が出現する場合と，染色体数が倍化する

ことによって倍数体（polyploid）が出現する場合とが

ある．形態的（構造的）異常では，ギャップ，切断，

交換，環状あるいは断片化などを中期分裂像で観察す

る（図1），架橋あるいは多極分裂の形で後期分裂像で

観察する方法もある21，．

　染色体異常を直接観察する代わりに，間接的にその

結果を指漂とする方法としてマウスの骨髄細胞を用い

る小核試験がある22）．この場合には，赤芽球の分化の

過程で染色体異常を起こすと，脱核後の多染性赤血球

内に小核が残存する．マウスあるいはラットを用いる

優性致死試験もまた染色体異常に恋着するものであ

る23・24，．この場合には，雄に検体を投与し，正常の雌

と交配し，妊娠10－12日目に開腹して，胎児数及び着

床後死亡した受箔卵（脱落模腫）との比率から優性致

死率を求める，ショウジョウバエを用いる伴性劣性致

死試験もかなり広く使用されているが，一般に芳香族

アミン類や多重炭化水素などの発癌物質にはかかりに

くいといわれている25）．

　哺乳類の細胞は細菌の約1000倍のDNAを持ち，

ヒトの遺伝子の数は約3－10万の間と推定されている．

大腸菌の遺伝子数は約3000であるから，DNA量の

増大と遺伝子の数は必ずしも平行していないが，染色

体の切断あるいは融合は，直接DNAの切断，融合に

関係する．

3．DNA損傷試験

　DNAの損傷は細胞自らの酵素によって修復される．

修復機構の違いによって障害除去型（exci3二〇n）と組み

換え（recombination）に分かれる26，．枯草菌を用いる

Rec　assay27，は，組み換え欠損株を用いて，　DNA傷害

性物質を選別するための有効な手段である．最近では，

胞子を用いる改良法によって，代謝活性化，あるい

は，ガス状物質に対する検索が可能となった28）．哺乳

動物培養細胞を用いる方法として不定期DNA合成法

（UDS）29｝あるいは，中期染色体上で観察する姉妹染

色分体交換法（SCE）30）などがあげられる．前者は細

胞を3H一サイミジンで標識し，静止核上に出現してく

る修復DNA合成能をオートラジオグラフで観察する

ものであり，後者は，染色体を構成する二本の染色分

体間相互で起こった交換頻度を観察するものである．

最近では，fπぬ。で臓器別に観察することも可能とな

った3D．いずれにせよ，　DNA損傷試験は，突然変異



4 衛生試験所報告 第98号（1980）

表1，　「食品添加物などの遺伝的安定性評価基

　　　準」として食品衛生調査会でまとめた試

　　　験項目の概略33）

表2．米国TSCAによる変異原性試験項目35）

工．第1次スクリーニング

　　微生物を用いる諸試験

∬．第2次スクリーニング

　1）哺乳動物培養細胞を用いる染色体異當

　2）　ショウジョウバエを用いる伴性劣性致死

　　　カイコの特定座位

皿．哺乳動物を用いるゴηぬ。試験

1）　代謝活性化，宿主経由法

2）生体内染色体異常

3）優性致死法

4）特定座位法

5）生体内運命

現象を直：接とらえるものではないが，DNA修復機構

を指標としてDNAに特異的に損傷を及ぼす物質を簡

便に選別していくために有用な手段である．

　方法論の比較及び結果の評価については，最近Ho一．

1ktdn及びMcCannがMutation　Res．に総説を書

いているので参考にされたい32〕．

試験法の国際動向

A，変異原性（突然変異性）試験一次のうちの3

　　項目が必要

　1）バクテリア検出法一代謝活性化及び非活性

　　　化

　ii）有糸菌類検出法一代謝活性化及び非活性化

　逝）昆虫検出法

　iv）哺乳動物の培養細胞試験一代謝活性化及び

　　　非活性化

　v）マウスを用いる特定座位試験法

B．染色体異常性試験一次のうちの3項目が必要

　i）哺乳動物の細胞の染色体異常試験（魏〃躍0）

　ii）昆虫の染色体異常試験

　出）けっ歯類を用いた優性致死法試験

　iv）けっ歯類の遺伝子の転座（位）試験

C．DNA損傷試験一次のうちの2項目が必要

　i）バクテリアのDNA修復試験一代謝活性化

　　　及び非活性化

　il）哺乳動物細胞のDNA修復試験

　道）酵母の遺伝子組み換え及び塩基対置換

　iv）哺乳動物細胞の染色体対の転換試験

　本邦ではAF－2問題を契機として，食品衛生調査会，

毒性，食品添加物合同部会の手で，表1に示すような，

「食品添加物の遺伝的安全性評価の暫定基準」が作成

された39．この試験項目には，遺伝毒性を予測しうる

重要な試験項目が含まれている．その基本的な考え方

には，既に英国のBridgesらによって提唱されている

段階システム34〕が取上げられている，ここでは第一次

スクリーニングとして微生物を用いる検索，第二次ス

クリーニングとして哺乳動物培養細胞による染色体異

常，及び昆虫による遺伝子突然変異試験を行い，更に

次の段階として，哺乳動物個体を用いる3種のfπ吻。

検索法を行うよう提案されている．最後に，マウスに

よる特定座位：法，薬物の生体内運命に関する検索も加

えられている．変異原性試験の究極の目的は，ヒトへ

の影響である．したがって，まず，テストの対象とな

る検体が社会的にどの程度必要なものであるか，その

用途及び代替品の有無を考慮した上で試験法の種類を

増していくという姿勢は重要である．米国EPAの毒

物規制法（TSCA）35）はわが国の「化審法」及び「労

安法」を合わせた性格を持つものであるが，そこには

生物学的試験として表2に示すような12種類の変異原

性試験があげられており，そのうち8項目が要求され

ている．その後，発表された農薬に関する規制（FIF一

RA）36）にも同じ項目が採用されている．しかし，実際

には，これらの項目すべてを満足すべきデータを企業

側に要求することには多少無理があるとの反論もある．

OECDでは既に1971年より化学物質の規制問題につ

いて討議が進められているが，特に，ヒトあるいは環

境に対する汚染を未然に防ぐため，各種毒性試験のガ

イドラインを作製中である．変異原性試験法について

は，今年の10月頃までにある程度の結論が出るようで

あるが，カナダ政府から出された基本的な考え方（英

国の考え方に似ている）は次のようなものである37）．

すなわち，変異原性の有無は単独な試験法で結論は得

られないこと．試験項目は，大略，遺伝子突然変異，

染色体異常，及び，DNA損傷試験を基本とするもの

であるが，特に前二者の項目を必須試験項目に取上げ

ている．ヒトが接触し亘るすべての化学物質について，

必ず変異原性のデータを要求する，まず第1に，微生

物を用いる突然変異試験には，サルモネラ菌及び大腸

菌を用いる検索を行う．染色体試験としては，哺乳動

物培養細胞，あるいは，小核試験のような生体内の試

験を行う．これらの2項目両者は同時に必要であり，

その結果，社会的重要性を加味した上で，より高次の

動物実験を行う．このためには，TSCAにうたわれて

いるような他の試験項目が上げられている，上記のシ

ステムは，主に遺伝毒性に焦点が向けられているが，

発癌性を対象とする場合には，上記簡易試験のほか，
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表3．食品添加物等の安全性評価指標としての
　　　変異原性試験（案）ゆ

表5．厚生省がん研究班で行われてきたスクリ

　　　ーニング試験項目＊

1．

2．

3．

4．

5，

細菌による遺伝子突然変異の検出

　　　ロ　　　　ササルモ不フ困

大腸菌

細菌のDNA修復試験（Rec　assay）

枯草菌（胞子）

培養細胞による染色体異常試験

チャイニーズ・ハムスターその他

生体内小鼠試験

マウスその他の哺乳動物

優性致死試験

マウスあるいはラット

表4．厚生省がん研究「スクリーニング班」

　　　で配布された検体の種類及び数（1973

　　　－1978年）

1　微生物を用いる検索法

　1．　微生物による修復試験

　　i）枯草菌胞子（rec＋，　rec“）（代謝活性化を含

　　　む）

　　ii）大腸菌（WP　lOO，　WP－2）（液体法，固形

　　　法）

2．微生物による突然変異試験・

　　i）サルモネラ菌

　　　TA　100，　TA　98，　TA　1537（代謝活性化

　　　を含む）

皿　哺乳動物細胞を用いる検索法

　1．　培養細胞による染色体異常試験

　　　チャイニーズ・ハムスター（CHL，　DON）

　　　（代謝活性化を含む）

　　　ヒト2倍体細胞（HE　2144）

a）日米で協力して行うもの・………・………・…26

b）医薬品及びその関連化合物…・……・………・73

c）食品添加物及びその関連化合物……………51

d）化粧品材料……………………………………37

e）農薬及びその関連化合物…………・……・・…38

f）工場・実験室内で使用されるもの・………・・62

2．

3．

4．

培養細胞によるSCE試験（DON，　HE　2144）

培養細胞による小追試験

ラット骨髄細胞による染色体異常試験

皿　昆虫を用いる変異原性試験

1，　カイコによる特定座位試験

2．　ショウジョウバエによる検索（M－5法）

検体別合計＊………………………・……・・…182

＊年度によって実験方法あるいは材料が変わる場

　合もある

＊a）～f）にわたって共通しているものを除いた

　総検体数

培養細胞を用いる形質転換（cell　transGDrmadon）法38，，

あるいは体細胞突然変異法11・39）を用いる。形質転換法

は特に腫瘍の発生に直接つながる方法として有効なも

のである．

　わが国の厚生省がん研究班では，食品化学課の依頼

によって，食品添加物などの安全性を評価するため試

験法の基準4ωを作製中であるが，その一環として変異

原性試験の最低基準を検討中である．米国TSCAの

試験項目から，わが国で実際に実施可能なもの，及び，

実験結果がかなり多く蓄積しているものを取上げると

表3の如くなる．これらの項目を段階的に行うべきか，

また，並列的に行うべぎかについてはまだ結論が得ら

れていない．しかしながらOECDにおける基本方針

に準ずるとすれば，‘1），2）の項目を第一段階とし，そ

の結果，他の項目に進む考え方が妥当のように思われ

る．試験項目の必要性は，検体の用途によっても異っ

てくるであろう．また，たとえ簡便法で陰性の結果が

出ても，生産量が多く，社会的に必要性の高いものに

ついては，動物個体を用いる高次の試験を行う必要が

あろう．

　わが国の厚生省がん研究班41）では，1973年以来，発

癌性物質の短期スクリーニング法の開発が行われてき

た，既知発癌性物質及びその関連化合物，あるいは，

社会的に重要と思われる生活関連諸物質を年間約30種

類選び，それらを同時に全国の大学あるいは研究機関

の班員に配布する仕組みになっている．検体の選別，

純度の測定，配布に当たって特に当試験所スタッフの

貢献は大きい．1973－1978年の間に配布された検体の

種類及び検体数を表4に示す．また，1975年以降にス

クリーニング班（河内班）で行われた試験項目を表5に

示す．これらの試験いずれかで陽性となったもの，及

び，社会的に重要と思われるものについて1同位をつけ，

翌年に第二のグループの発癌性テスト班（小田嶋班）

に回される仕組となっている．ここでは，WHO42）及

び，米国のNCI43）手法に準じたシステム44）で年間約

7検体についての発癌実験が開始される．発癌試験は，

マウス及びラットで行われ，いずれかで陽性の場合に

は，発癌性ありと判定されるが，明確な結論を得るた

めには3年間を要する．したがって，現在，上記検体

の一部だけが終了している段階である（後述）．

　米国のNTP（Nationa1　Toxicology　Program）45》で

は，国際環境変異原学会（IEMS）の協力を得て，変異
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原性試験が発癌性を予測できるかという問題について

国際的共同研究を行っている46）．近くそれらの調査結

果が公表される予定である．一方，EPAではTSCA

の規制に基づき，遺伝毒性に関するデータを評価す

るため，新しくGene・Tox（Evaluatioa　of　Current

Status　Bioユssay　in　Gene｝ic　Toxicology）計画を発足し

た（1979）47）．ここでは，米国のOak　Ridgc口立研究

所にある環境変異原情報センター（EMIC）に集録さ

れた突験データ4・48）の体系的評価を行っている．この

活動によって，化合物の構造と変異原性，必要な試験

項口の組合せ，あるいは，遺伝毒性と発癌性試験との

三関性がより明確になってくるであろう．

　同様な調査は，1977年に発足した国際変異原・がん

原物質防護委員会（International　Commission飴r　dle

Protection　against　Envlronmental　Mutagens　and

Carcinogens，　ICPEMC）49）でも行われている．このグ

ループは環境化学物質の規制に対する勧告を日的とす

るものであるが，オランダのF．H．　Sobelsが代表とな

り，技術的開発を含める6つの小委員会から成ってい

る，わが国からは杉村がんセンター所長が中央委員と

して加わっておられ，各小委員会には，田島弥太郎，

近藤宗平，賀田恒夫，松島泰次郎の諸先生が参加して

おられる．このグループは環境化学物質の規制に対す

る勧告を目的とするものだけに，Gene－Tox計画とは

対照的に，どちらかといえば化合物の方に焦点がおか

れている．いずれにせよ，今後，環境化学物質の法的

規制をどのように行っていくべぎか，そのためにどの

試験項目を採用すべきか，そして，得られた結果をど

のようにヒトに外挿していくかなどの諸問題について

国際的コンセンサスを得なければならない時期にきて

いる．

表6．変異原性と発癌性との定性的比較5ω

　　　　Ames発癌性　　　　　　　M⊃CannらPurchaseら杉村ら　　　　テスト

十

十

2

P

十

十

十

157

18

94

14

変異原性と発癌性

53

5

58

4

136

24

60

21

178

207

　ベンツピレンをはじめ発癌性物質の多くは代謝活性

化を受けて生物活性を生ずる．fπぬ。による変異原

性試験に，ラット肝マイクロゾーム分画（S9）を併用

することによって発癌性物質の大部分のものがAmcs

テスト陽性となったことは大きな発展であった．発癌

性の知られているもの，発癌性がないといわれている

もの，及び，発癌性がまだ不明であるものについて，

それぞれ別々の研究者によって行われたAmesテスト

の結果を定性的に比較すると表6の如くになる50）．こ

れによると，発話性物質のうちAmesテストで腸性と

なったものはMcCannらで89．7％，　Purchaseらで

91％，杉村らで85％となる．ただし，これらの比率は，

実験者がどういう極頬の発癌剤をテストしたかで多少

染色体異’翫

　〔136）

　　　51

37

Amesテスト
　t85）

5’

細mセ。　くwoPor　501リblo）

Thimm
おdb冊　o㎏階h町図，●

Im言P悶m言no－HCI

V「潤γ1ideno　じhIorid●

臨enonrhron◎
4－o－blソ1α7昌一〇一，o」脚dm．

τwoen　60

PrDge5曾epno
τh匹Oureo

了卜1◎ロ⊂　憺omIdo

Ur創卜ono
』】rbho1

ε曾Mo戸qmldo

C9「「ehO

Db卜hy！5セil加5rrol

施10ic　onhy士ide
3一トydfoxyGnrトm扇llc　oci♂

図2．発癌性とAmesテスト及び染色体異常誘
　　　発性との相関（定性的）

異なるはずである．われわれの研究室で行ったチャイ

ニーズ・ハムスター培養細胞による染色体異常の成績

によると発癌性物質54のうち陽性となったものは48

（89％）であり，Amesテストでは43：（80％）であっ

た．両者の試験成績を合わせると93％という高い値と

なる．われわれは現在までに約400種類の化合物をス

クリーニングしてきた．そのうち，染色体異常を誘発

したものは136種類，Amesテストで陽性であったも

のは85種類であった．両者が共に陽性であったものは

78種頬であった．染色体試験のみが陽性でAmesテス

トは陰性のものもかなり多いが，そのうちには7種類

の発癌性物質が含まれていた．発癌性物質とされなが

ら，両試験でともに陰性となったものも4種類存在し

た．以上の定性的な結果を模式的に示すと図2の如く

なる．

　発癌性物質のスクリーニングを目的とする場合に

は，その試験法でどの位の発癌性物質を逃すか（飴lse

negative）が問題となる，染色体試験の揚合にはAmes

テストよりも多くの物質を拾う傾向（hlse　positive）に

あるが，発癌性物質を逃していないという点，すなわ

ち，図2の中で発癌性物質の輪を含んでいるという点

で，両者ともにスクリーニング法として満足すべきも

のと思われる．

　従来，変異原性試験のいずれかの項目で陽性となり，
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表7．変異原性が知られ，その後発癌性が確認された化合物5D

化 合 物 変異原性試験実験者（年号） 発癌性試験実験者　（年号）

MNNG
AF－2

Methylnitrosocyanamide

Captan

Phenacetin

Barbita互

Hydralazine

Nitroquinoline

Tris．BP（TDBPP）

Trp・P－1

Hydrogen　peroxide

Mande1

外　村　ほ　か＊

遠

Bridges

石

石

藤

野

館

矢作ほか＊
長　　　　尾
Rosenkranz

杉　　　　村

石　　　　館

（1960）

（1973）

（1973）

（1972）

（1974）

（1975）

（1976）

（1977）

（1977）

（1977）

（1976）

杉

二

丁

NIH
井

松

Toth

高

村

田

藤

坂

山

斗

Van　Duureれ

高

伊

山

藤

（1966）

（1974）

（1974）

（1977）

（1978）

（1978）

（1978）

（1978）

（1978）

（1978）

（1980）

＊他の研究室でも同時に同様な結果が得られた．

その後，長期動物実験で発癌性が実証されたものを上

げると表7の如くなる51）．西中，AF－2は最初1973年

に東京医科歯科大学の外村教授のもとでヒトの細胞に

対して染色体異常を誘発する事実が報告され52》，その

後，1974年に本試験所で当時毒性部長をされていた池

田博士によってマウスによる発癌性が実証されたもの

である53）．AF－2に関しては，その後，厚生省のがん

研究班で追試され，変異原性はもとより，ラットにも

癌原性のあることが実証された．また，医薬品である

phenacetin及び，　barb三talあるいは，最近発癌性が問

題となったhydrogen　peroxideは，われわれの実験室

で染色体異常誘発性が確認されたものである．しかし

ながら，変異原性が認められながら実際に発癌実験で

陰性に終わっている物質もいくつか知られている．前

述した如く，厚生省がん研究班でスクリーニング班か

ら発癌テスト班に回された化合物について変異原性の

結果，及び，既に終了している発癌性試験の結果を表

8に示す．壷中？印のものはまだ不明である．現在ま

でsod五um　benzoate，　sodium　nitrite，　sodium　nitrate，

erythros五ne，　aspirin，　sodium　sorbate，　potassium

metab1sul且te，　acid　redについては，変異原性試験の

いずれかが陽性であるのにかかわらず，マウス，ラッ

トにおける発癌性は認められていない．

　現在，わが国あるいは米国で行われたAmesテスト

の結果，発癌性があるにもかかわらず陰性に終わって

いる化合物（nQn－mutagenic　carcinogens）及び，逆に

発癌性がないのにかかわらず陽性となった化合物

（non－carcinogen1c　mutagens）をまとめて表9－1，一2に

示す54・59．両国の問で共通している物質もあるが，＊

印の化合物は，チャイニーズ・ハムスター培養細胞に

よる染色体試験で陽性となったものである．

　哺乳動物配賦細胞の形質転換（実験管内発癌を含む）

を指標とする検索は，発癌性物質のスクリーニングと

してより直接的であり，有効な手段と思われる56，．特

に，米国のPientaらによって開発された方法は38），

約10日間で判定が可能である点から，かなり多くの物

質についてのデータがある．彼らによると発癌性物質

の90．8％が陽性になるという．しかしながら判定基準，

血清材料の選択，再現性，濃度依存性など技術的な面

でなお問題点があり，本法に批判的な学期も多い．

　後で触れるように，変異原性並びに癌原性は単に定

性的に有無の差で論ずることは危険である．Amesら

は，1952－1977年の問に世界中で報告された発癌実験

の報告計825篇を調査し，その中から信頼すべき実験

307篇を選び，実験動物の50％に腫瘍を生じる検体の

濃度（TDso）を算出した．彼らは，この値とAmesテ

ストで1000箇の復帰変異コロニーを生じる検体濃度

とを比較した57）．その両者，すなわち発癌性の強さと

変異原性の強さとの問にほぼ直線関係があるという．

しかしながら，検体によっては必ずしもこの線上に乗

らないものがあることも事実である．例えば，AF－2

はAmesテストではかなり強い値を示す（mg当たり

4．7×107箇の復帰コロニー数）が，発癌性はさほど強

い方ではない，Amesらによれば，本物質の代謝機溝

が微生物と哺乳動物細胞では大分異なるためであろう

という．これに対し，Ashbyらの如く，　Amesテスト

結果と発癌性の強さとの間には必ずしも比例関係があ

るとはいえないと反論する学者もいる58，．発癌性の有

無，及びその程度は，検体の純度，投与方法，あるい

は動物鍾によってかなり変動するものである．AF－2

の場合も，マウスの系統によって陰性に終わった実験

も知られている．陽性であるという実証は比較的簡単
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表8．厚生省がん研究・スクリーニング班から発癌性テスト班に回された検体と

　　　今までに得られた成績（昭和55年5月現在）

年度 検 体 用　　途
変異原　性 発癌性

Ames＊1　Rec＊2　Ch。＊3 マウス　　ラット

1974　　　AF－2 十 十 十 十 十

1975　　SQdium　benzoate

　　　　Sodium　nitrate

　　　Sodium　nitrlte

　　　　Erythrosine（No。3）

　　　　CaHdne

　　　　Asplrin

　　　　Phenacet日

保　存

発　色

　　〃
着　色

医　薬

　　〃

　　〃

料

剤

料

品

川

十

十

十

十

一　　　　十

（＋）＊4　一

十

十

十

十

十

十

十

　　　±

～＊5　　十

1976　　　Potassium　sorbate

　　　Potassium　metablsul丘te

　　　Barbital

　　　π一Butylρ噂hydroxybenzoate

　　　　BHT
　　　　Acld　red（No．106）

　　　　f∫o．13utylρ鱒hydroxybenzoate

保　存　料

漂　白　剤

医　薬　品

保　存　料

酸化防止剤

着　色　料
保　存　料

十

十

十

十

十

十

十

？

十

P

？

197フ　　Potassium　bromate

　　　Hydrogen　peroxide

　　　Acetaminophen

　　　Thiram

　　　DDVP
　　　DIphenyI
　　　　Sodium　prop三〇nate

小麦粉改良剤

殺　菌　剤

医　薬　品
農　　　　薬

　　〃

防ばい剤
保　存　料

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

？

十

？

？

P

？

？

？

？

？

？

？

？

？

1978　　Nitro｛hrantoi員

　　　Sodium　hypochlorite

　　　　Caramel

　　　　Sulpyrin

　　　　Propyl　gallate

　　　　Sodium　erythorbate

　　　　BHA

医　薬　品

等　白　剤

着　色　料
医　薬　品

酸化防止剤

　　〃

　　〃

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

？

？

？

P

P

2

？

？

？

P

？

？

P

2

串1Amesテスト，＊2　Rec　assay，＊3染色体異常，＊4・・ム．スターS9を使用，＊5実験中

であるが，発癌性がないということを実証するための

実験はかなり慎垂を要する．

変異原性の定量的評価

　変異原性試験の開発により，われわれの生活環境中

には意外に多くの変異原性物質が存在することがわか

ってきた，そのうちには天然あるいは人工産物を含め，

われわれの日常生活にかなり密接な関連を持つ物質が

含まれている．これらの事実から，変異原性，発癌性

ともにその実験結果を定量的に整理し，各々の物質聞

での強さを比較する必要性が生じてきた．松島らは，

Amesテストの結果を図3の如く整理している51）．物

質名の下段は人工化合物であり，上段は天然物に関連

した化合物である．横軸に一定濃度当たりの復帰変異

コロニー数を示し，物質の数を縦軸に取っている．こ

れによると，Trp－P－2，　aHatoxin　B1などは，　AF－2あ

るいは強力な発癌性物質MNNGよりもむしろ高い変

異原性を示している．強いものと弱いものとの間には，

108倍の開きがあり，中間に属する物質の数が一番多

いことになる．

　Amesテスト及び培養細胞による染色体異常試験で

ともに陽性となったものについて，両者の強さを比較



石館ほか：生活関連化学物質に関する変異原性試験の現状とその評価 9

表．9－1，発癌性は知られているが微生物による突然変異性．が認められなかったもの

お が 国 （河内ら）55） 米‘ 国 （McCamら）54）

率Brilliant　Blue　FCF

＊Ethionamide

＊piethylstibestrol

D，L卿Etho面ne

Ethynylestradio1

串Fast　Greell　FCF

β・Hexachlorocyclohexane（β．BHC）

廓γ．Hexachlorocyclohexaロe．（γ．BHC）

3・Hyd写oxyanthranilic　acid

＊Iad…go　carm直ne

寧ムfaleic　anhydride

Polychlorinated　b五phenyls（KC　500）

Progesterone

Succhlic　anhydride

Testosterone　propionate

Thioaceta㎡de

Thiourea

索Ureth狐

、o－Toluidine

Auramine

Carbon　tetrachloride

2・Ghlorobutadiene（chloroprene）

Dieldri豆

Thiourea

＊Ethyl　carbamate（uretha夏）

Thioacetamide

Acetanlide

Ethioni皿e

Saf｝ble　　　　　　．　　　・

Cycas血

＊Phenobarbita1，　sodiμm

4－Alr血。」2，3。diτhethy1・1曽pheny1陶3●．

　　pyrazolhレ5－one（4－aminoa頭pyrene）

3－A皿ino－1H・1，2，4－triazole（amiα01e）

1，2－D㎞ethylhydrazine

Natulan（procarbazine）　　　　　　　　，

＊印のものはチャイニーズ・ハムスター培義細胞に対して染色体異常を誘発することが知られている．

表9－2．スクリーニングの結果　微生物による突然変異原性が認められたが発癌性がないもの、

わ が 国 （河内ら）55） 米 国 （McCa皿ら）54

4・AcetylaminoHuorene

ρ・Aminoben『〇五。　acid　ethyl　ester

串4・Am血oqu血oline　1・oxide・HCl

∠㎞thraceIle

＊Aユ1ethrilL

＊Carame1　　　．

＊Dichlorvos

Isoascorl）ic　acid　sodium　salt

＊Malathioロ

1・Naphthylamine

＊Niα〇五1rahto辻1

Phenan眈ene
＊Potassium　bromate　　　　　　　　・

Pyrene

＊Sodium　hypochlorite

＊Sodium　nitrite

4－Acetylam血oHuorene

＊α・Naphthylamine

2－Me止oxy・6－chloro－9一［3一（2－chloroethyl）

　　amhlopropy1・am血。］acridine・2HC1（ICR・191）

Folpet

Benz。（e）pyreロe

Dibenz（a，　h）anthracene　5，6．oxide

2，3．Epoxy曽1－propano1（glycidol）

　1，2－Epoxybutane

5－Nitro－2一蝕amidoxime

1・（5－Nitro薮U頑urylidene）・amino－hydantoin

5－N五tro－2一丘πoic　acid

＊Sod五Ulu　az丑de

＊SodiUm　nitrite

N。Hydroxy・4・a皿inoazobenzene

＊印のものはチャイニーズ・ハムスター培養細胞に対して染色体異常を誘発することが知られている

すると図4の如くなる。この場合染色体異常の強さは

細胞20％に何ら．かの異常を誘発する検体濃度（D20値）

で示してある，両者間にほぼ直線的相関があることが

わかる．最も弱いcaramelと最も強い4－n二troquhlo－

1ine　1弔xide（4－NqO）との間にはD20値で約106倍

の開きが認められる．

　発癌性物質のほとんどすべてのものは，チャイニー

．ズ・ハムスター培養細胞に対して，交換型の染色体

異常（環状形成も含める）を誘発する傾向にある．した

がってわれわれは，交換型異常を持つ細胞の出現率を
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検体濃度（mg／mりで割った値（TR値）を指標と．し

て，その強さを定量的に比較している．表10は，発癌

性が知られているものについてのTR値を大きい順に

並べたものである．4－N（～ρの値は，医薬品酌niazid

の約4300倍に相当することがわかる．発癌性物質あ

るいはニトロソ化合物類では，TR値は，前述した

D20値とかなり良い相関を示す．発癌性は知られてい

ないが，高濃度ではじめて染色体異常を誘発する物質，

例えば，食塩，砂糖，尿素，propyr㎝e　glycolなどで

三

　　蛍

艶菩量要

遜長1魏
嚢鋸馨ξ

’は，主に切断型の異常を示すためTR値は極めて低

い．

誓

私

£

§

号

5
留40
ぢ
已

岩

620

o　窪　一　　〇
＝　　旧　　　o　　　　目

コ　 @　ユ　　　　　　ロゆ
ロ　　　　　　の　　コ　　り

雛量蒼寵
瀬畿畿
　　　　暑

歪基董羨豫
肖

　　　　　　　o
　　　　　　』z
　　　　　二．＜z
ρ∩属〇二鵡6銘くΣ

窪

く

食品及び食品添加物類について

0

10申310辱210－110010↓10210310晶105

　　　Revertants／n　mol

図3．Amesテスト結果の定量的比較5D
　　　（上段の化合物は天然物由来）

　食品の汚染に関係する物質では，aHatoxin　B1が最

も強力な変異原として知られている59）．また同時に強

い発癌性物質でもある60⊃．Ster…gmatocystiRもまた同

様である6P．これらはいずれもS9による代謝活性化

を要する．特にaHatoコdn　B1は，微生物のみならずシ

ョウジョウバエの変異及び哺乳動物細胞に対して突然

変異62｝，形質転換38）あるいは染色体異常62》などを誘発

する．日本人の食するワラビは動物に膀胱癌を発生さ

せるが，その成分であるHavonoid（例えばkaemphe・

ro1など）類の変異原性が問題となっている63）．この

うちquercetinは最も強い変異原性を示すといわれ，

われわれも染色体異常試験でそれを確認している．タ

マネギの抽出物には変異原性が認められるが，Herr・

ma皿によると外皮kg当たり11～24　gものquercetin

が含まれているという64⊃．タバコやキノコに含まれる

hydrazhleには発癌性も知られている65，，茶やコーヒ

ーに含まれるca僑hleは古くから染色体異常誘発性が

知られており，最近米国ではcaHbineによる催奇性も

問題とされている67）．天然色素グルタミン4P，あるい

は，種々の調味料68》にも変異原性のあるものが知られ

ている．カラメル4D，あるいは，醤油などにも弱いな

がら変異原性が認められている．
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　図4．徴生物による突然変異誘発性（Amesテスト）と哺乳動物

　　　　培養細胞による染色体異常誘発性との相関




