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生物学実習テーマ としての化学物質の変異原性試験

金 谷 信 宏

1 は じめ に

 近年，医薬品，農薬，食品添加物，化粧品など様 々な化学物質が大量に開発され，市場に出

回っている。これ らの登録 ・申請のために，急性毒性，慢性毒性，生殖毒性，発がん性，変異

原性などを調べる毒性試験が行われている。最近，がんへの関心が高まっていることから，特

に発がん性の有無が注 目されている。発がん性試験には通常 ラットとマウスが用いられる(白

須，1991)。 雌雄各群50匹 以上，期間 も1年 半か ら2年 半 と長期間にわた るので，実験の設備

だけでな く，動物の管理にも莫大な費用を要す る。 ところが，McCannら(1975)に よ り発

がん性物質の90%は 突然変異をおこす変異原性物質でもあると指摘されてから，発がん性試験

の前の予備的な試験 として変異原性試験が位置付けられるようになった(石 館，1988)。 変異

原性試験にはサルモネラ菌での突然変異を検 出す る復帰変異試験(エ ームス試験 ；Ames et

al.，1975)，哺乳動物培養細胞や植物細胞 を用い，遺伝子が凝縮 された構造体である染色体の

形や数が異常なものに変わることを調べる染色体異常試験(Evans，1976； 菊池1988；Kanaya

et al.，1994)や ，そのよ うな染色体異常 に起因す る小核の誘発を調べる小核試験(Schmid，

1976；De Marco et al.，1988； 林，1991)な どがある。 この ような変異原性試験は簡単な設備

で短期間に， しかも低 コス トで行な うことができるとい う利点がある。 この試験で陽性 となっ

た化学物質についてさらに発がん性が調べ られるのである。

 著者が慶應義塾大学で担当している生物科学や生物学の講義テーマのひとつは突然変異であ

る。突然変異は遺伝子に生じた傷が修復されずに残ったことにより，また，傷が間違って修復

されたことにより引き起 こされる。遺伝子の傷は自然に生じる場合があるし，放射線や紫外線，

そ して発がん性物質を含む種 々の化学物質などの，環境因子によってつけられる場合 もある。

このような遺伝子の傷は突然変異だけではなく，細胞分裂の時に観察 される染色体の構造異常

(染色体異常 ；図1B)の 原因にもなる。染色体異常 により生 じた切断片は次の分裂 の時に小

核 とい う小さい異常な核になる(図1B)。 放射線や紫外線の照射量が多いほ ど， また化学物

質の濃度が高いほど遺伝子の傷は増 え，その結果突然変異，染色体異常および小核は増 えてい

慶 應 義 塾 大 学 生 物 学 教 室(〒223-8521横 浜 市 港 北 区 日吉4-1-1)：Mutagenicity Test of Chemi-

Gals in Laboratory of Biology for Students， by Nobuhiro KANAYA(Dept. of Biology， Keio

University， Hiyoshi， Kohoku-ku， Yokohama 223-8521， Japan)
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図1 変異原処理による染色体異常および小核の誘発。Aは 変異原処理されていない細胞で分裂

   が正常に進んでいる。Bは 変異原処理された細胞で，分裂中期に切断という染色体異常が

  現れている。このような染色体異常をもつ細胞の出現頻度を調べるのが，染色体異常試験

   である。切断片は後期を経て次の間期に小核として観察される。小核試験ではこの小核の

   出現数を数える。

く。

 生物科学や生物学の実習テーマ として，化学物質の変異原性を調べる染色体異常試験や小核

試験をとりいれた場合，学生は化学物質により遺伝子に傷がついたことを，染色体異常や小核

として視覚的に認識できるであろ う。 しかもそれ らの出現頻度が処理された化学物質の濃度に

依存す ること，すなわち，濃度が低いと頻度も低 く，濃度が高いと頻度 も高 くなることを実際

に確かめることにより，化学物質の変異原性は化学物質の種類だけでなく，その濃度 も重要で

あることを理解できるのではないか と考xた 。そこで，1993年4月 から2000年8月 まで，著者

の担当す る通学課程の生物科学，通信教育部の生物学実験，理工学部の生物学実験(教 職課程

科 目の生物学実験 も含む)の 実習テーマとして，化学物質による染色体異常試験や小核試験を

試みた。そして，学生が調べた値 とあらかじめ著者が調べておいた値を比較 した。その結果，

化学物質の濃度が高い場合，学生のだ した値の平均値 は著者の値 より低いことがわかった。 し

かし，ほとんどの学生は化学物質の濃度が高いほど異常頻度が高いことを観察 した ことから，

化学物質の変異原性を考える場合，濃度 も重要であることが理解 された と思われた。 また， こ

れらの変異原性試験 は初めて観察する人でも比較的簡単に行な うことができる，す ぐれた試験

法であることも示唆された。
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2 標本作製

 2-1 染 色 体 異 常 試 験

 材 料 は チ ャ イ ニ ー ズ ・ハ ム ス タ ー培 養 細 胞(CHO細 胞)で ， 培 養 は10%牛 胎 児 血 清 ， ペ ニ

シ リン ・ス トレ プ トマ イ シ ソ， 抗PPLO試 薬 を 含 む マ ッコ イ5A培 地(い ず れ もGIBCO製)

で ，37℃ で 行 な った(Kanaya，1996)。 対 数 増 殖 期 に1時 間， 血 清 を含 ま な い培 地 で 溶 か した

マ イ トマ イ シ ソC(MMC； 協 和 発 酵)処 理 を 行 な い ， 洗 浄 後 通 常 の 培 地 で24時 間 培 養 した 。

MMCの 濃 度 は0.14μg/ml(0.4μM)と0.70μg/m1(2，uM)でMMC処 理 な し(0μg/ml)の

陰 性 対 照 も用 意 し た。 固 定 前3時 間 コル セ ミ ド(GIBCO)処 理 し て， 細 胞 分 裂 を 中 期 で とめ

た。 分 裂 中 期 の細 胞 を遠 心 分 離 に よ り集 め ，0.075Mの 塩 化 カ リウ ム溶 液 で低 張 処 理 し， メ タ

ノー ル ：酢 酸(3：1)混 合 液 で 固 定 した 。 細 胞 の 懸 濁 液 を ス ラ イ ドグ ラ ス上 に 落 と し， 空 気 乾

燥 後 に ギ ム ザ液 で 染 色 し， オ イ キ ッ トで 封 入 して 染 色 体 異 常 試 験 の 標 本 と した。

 2-2 小 核 試 験

 材 料 は ソ ラ マ メ(Vicia faba L. cv. Wase.； サ カ タの タ ネ)の 根 端 細 胞 で ， 処 理 や 標 本 作 製

はKanayaら(1994)の 方 法 を一 部 変 え， 次 の よ うに行 な っ た 。 種 子 を一 晩 水 に 漬 け て か ら

バ ー ミキ ュ ラ イ トに 蒔 き，20℃ に4日 間 お き発 芽 さ せ た 。 芽 生 え の 根 端 と芽 の 先 端 を 各5mm

切 り， バ ー ミキ ュ ラ イ トに戻 した 。3日 後 側 根 が1-2cmに 伸 び た 芽 生 えを ， 蒸 留 水 で溶 か し

たMMCや マ レ イ ン 酸 ヒ ド ラ ジ ド(MH； 和 光 純 薬)で3時 間 処 理 し た 。 MMCの 濃 度 は

0.33μg/ml(1μM)と1.65，ug/ml(5μM)で ， MHの 濃 度 は112μg/ml(1mM)と560μg/ml(5

mM)で あ った 。 化 学 物 質 処 理 な し(濃 度0μg/ml)の 陰 性 対 照 も用 意 した 。 処 理 後 水 道 水 で

洗 浄 し，20℃ で48時 間 回 復 さ せ ， エ タ ノ ール ：酢 酸(3二1)で 根 端 を 固 定 した 。 根 端 を 水 道

水 で洗 浄 し，1規 定 塩 酸 に置 き換 え，60℃ で8分 間 加 水 分 解 した 。 根 端 を 水 道 水 で 洗 浄 後 ，

シ ッ プ試 薬 で1時 間 染 色 した。MMC処 理 され た 根 端 と， 陰 性 対 照 の 根 端 を ス ラ イ ドグ ラ ス上

で 押 しつ ぶ し， ス ラ イ ドグ ラ ス を ドラ イ ア イ ス上 に 置 き， カバ ー グ ラ ス を剥 した 。 空 気 乾 燥 後 ，

オ イ キ ッ トで 封 入 し， 小 核 試 験 の 標 本 と した 。MH処 理 根 端 の 押 しつ ぶ し標 本 は学 生 自 らが

作 製 し観 察 に使 用 した 。

3 学生実習

 3-1 染色体異常試験

 学生 はまず，陰性対照(0μg/ml)の 標本を光学顕微鏡(オ リソパスCH型 ；600倍)で 観

察 し，正 常 なCHO細 胞 の中期 細胞(図2A)を ス ケッチす る。 CHO細 胞 の染色 体 数 は

19～23本 の場合が殆 どなので，その範囲内であることを確認 し，図2Aに 示 されているよう

に，染色体の長 さや動原体の位置の違 いに注意 してスケッチする。次 に0，0.14，0.70μg/m1
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のMMC処 理 された中期細胞をそれぞれ30個 調べ，図3に 示 されている染色分体切断，染色

体切断，染色分体交換，二動原体， リングなどの染色体異常をもつ中期細胞(図2B)が 見つ

かったらその細胞を1個 スケッチする。異常頻度は染色体異常をもつ細胞の出現頻度であらわ

す。すなわち，1つ でもそれ以上でも，とにかく異常があれぽ1つ の異常細胞 としてカウント

する。観察結果を表にまとめ，グラフにして提出す る。著者は提出された表をもとに，結果を

クラスごとに集計 し，異常頻度の平均値 を算出した。著者の平均値は任意に選んだ10枚 の標

本を同じ型の顕微鏡で同 じ倍率で観察 して得 られた。学生各 自のデータを分析 し，異常頻度が

MMCの 濃度が高いほど高かった，すなわち濃度依存性があったのか，低い濃度ほど頻度が高

くなった り，陰性対照 と同じだった り，それ よりも頻度が低かった りと濃度依存性がなかった

のかに分けて，それらの割合を算出した。

 3-2 小核試験

 実習で は，0.33μg/m1と1.65μg/mlの2つ の濃度のMMCを 調べた クラスと，高 い濃度

(1.65μ9/m1)のMMCとMHを 調べた クラスがあ る。 いずれ も，学生はそれ ぞれの処理 あ

た り間期細胞を500個 以上調べ，視野中に観察された小核の数を数え，500細 胞あた りの小核数

を算出，表にして提出す る。MMC処 理だけの場合はさらにその結果のグラフも提出す る。正

常な間期細胞(図4A)， 小核をもつ間期細胞(図4B)， そして分裂後に小核 になると思われ

る切断片をもつ後期細胞(図4D)も それぞれスケッチする。著者 の平均値 は10枚 の標本を観

察して得 られた。MMC処 理の濃度依存性の分析 は染色体異常試験同様，提出された表のデー

タを もとに行 ない，小核数 がMMC濃 度が高いほ ど多かった(濃 度依存的であった)も の，

高い濃度ほど小核が少なかった り，陰性対照の方が多かった りと，MMC濃 度に依存的でな

かったものに分けてそれらの割合を算出した。

 MH処 理された根端細胞を観察 したクラスでは，まず陰性対照 と，1.65μg/m1のMMC処

理根端細胞 を観察する。その後で，コー ド番号 をつけられ濃度が112μg/m1な のか560μg/ml

なのかわからないようにされたMH処 理根端を，各 自が押 しつぶし，その標本を観察する。

これはブライン ドテス トと呼ぽれる方法で，濃度が高い程頻度が高 くなるだろうとい う先入観

なしに観察できるメリットがある。 このケースではMMC処 理は陽性対照として使い， MMC

処理により誘発された小核数が陰性対照での小核数 より高いかどうかもチ ェックした。2種 類

の濃度のMH処 理根端は，それぞれ同 じくらいの人数が観察できるように配布 した。

4 結果 と考察

 4-1 染色体異常試験

 CHO細 胞での染色体異常試験における，すべてのクラスの平均値 と著者 の平均値は表1と

図5に 示 された。それぞれの濃度でクラスにより値のぼらつきは著 しかったが，すべてのクラ

スの平均値 はMMCの 濃度が高い程高 く，濃度依存性が確iかめられた。表1に 示 された よう
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図2 チ ャ イ ニーズ ・ハ ムス タ ー培 養 細 胞(CHO細 胞)の 中期

  細胞 。Aは 正 常 細 胞 で 染 色 体 が21本 あ る。 染 色 体 の長 さ

   と くびれ(動 原 体)部 分 の位置 の違 い がわ か る。Bは マ イ

   トマ イ シ ンC処 理 され た 細 胞 で， 矢 印 は染 色 分 体 交換 の

  異常 。 ス ケール はいず れ も10μm。
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図3 実習で観察した染色体異常の種類。動原体部分は○で示している。
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   (表1参 照)が 示されている。全体の平均値は点線で，著者の平均値は実線で結ぼれている。
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表1 マ イ トマ イシ ンC(MMC)に よるチ ャイ ニー ズ … ムス ター培 養細 胞 での染 色体 異常 試験

MMC Oμ9/ml MMC O.14μ9/ml

年度 ク ラ ス 人数 平均値8 標準偏差 Min-Maxb 人数 平均値a 標準偏差 Min-Maxb

1995 月午前 48 4.3 4.7 0-20.0 48 20.2 8.6 6.7-43.0

1995 月午後 38 7.3 9.2 0-27.0 38 22.3 8.8 9.0-43.0

1995 水午前 52 8.2 7.7 0-30.0 52 24.8 11.4 3.0-46.0

1995 水午後 50 6.5 8.6 0-46.6 50 24.8 13.3 3.0-66.6

1995 理工教職 11 7.3 8.6 0-28.0 11 27.3 9.8 16.6-45.0

1995小 計 199 6.6 7.8 0-46.6 199 23.4 10.8 3.0-66.6

1996 月午前 37 8.0 9.7 0-33.0 37 24.4 11.9 3.3-50.0

1996 月午後 11 4.6 4.0 o-lo.o 111 15.9 4.0 6.7-20.0

1996 水午前 61 3.2 4.5 0-20.0 61 20.7 11.9 0-46.7

1996 水午後 48 6.2 9.2 0-37.0 48 25.0 12.0 6.0-57.0

1996 理工教職 22 5.0 7.8 0-34.0 22 18.9 11.2 3.3-40.0

1996小 計 179 5.3 7.7 0-37.0 179 22.1 9.7 0-57.0

1997 月午前 25 2.8 6.9 0-26.7 25 15.2 8.5 0-33.0

1997 火午前 26 2.9 3.2 o-lo.o 26 14.8 7.7 3.0-30.0

1997 水午前 45 3.3 4.5 0-13.3 45 18.8 8.2 3.0-43.3

1997 水午後 39 6.3 10.6 0-37.0 39 17.3 13.8 3.0-63.0

1997 理工教職 20 1.8 4.7 0-20.0 20 14.6 8.9 0-33.0

1997 通信午前 42 5.5 6.7 0-23.3 42 18.5 11.5 3.3-67.0

1997 通信午後 39 2.5 4.9 0-26.6 39 14.0 10.9 2.8-53.0

1997小 計 236 3.8 6.6 0-37.0 236 16.5 10.5 0-67.0

1998 月午前 27 0.7 1.8 0-7.0 27 11.3 10.7 0-47.0

1998 月午後 52 2.5 3.4 0-13.0 52 10.2 5.6 0-27.0

1998 水午前 51 1.6 2.5 o-lo.o 51 16.8 8.0 3.0-32.4

1998 水午後 47 2.7 3.2 0-16.6 47 13.7 8.1 3.3-43.3

1998 理工教職 16 9.0 4.6 3.3-19.4 16 20.4 6.3 13.3-34.0

1998 通信午前 43 3.1 5.1 0-23.3 43 13.5 10.8 0-43.3

1998 通信午後 44 4.9 8.9 0-40.0 44 20.5 13.3 3.0-60.0

1998小 計 280 3.0 5.1 0-40.0 280 14.8 9.9 0-60.0

1999 月午前 34 2.9 4.4 0-17.0 34 15.1 9.9 0-37.0

1999 月午後 19 4.5 4.9 0-13.0 19 13.0 8.9 0-30.0

1999 水午前 61 4.3 7.8 0-46.7 61 18.7 12.9 0-56.7

1999 水午後 49 3.3 5.8 0-27.o 49 19.7 11.4 3.3-50.0

1999 理工教職 10 8.7 9.2 0-33.0 10 32.5 9.6 16.7-47.0

1999小 計 173 4.0 6.5 0-46.7 173 18.4 12.0 0-56.7

2000 通信午前 39 4.7 6.5 0-23.3 39 18.0 12.1 0-46.6

2000 通信午後 41 2.7 3.9 0-13.3 41 13.8 9.0 0-36.6

2000小 計 80 3.7 5.4 0-23.3 80 15.8 10.8 0-46.6

総計 1147 4.4 6.7 0-46.7 1147 18.4 11.0 0-67.0

著者合計 10c 4.3 3.2 o-lo.o 10 12.3 4.5 6.7-20.0

a，異常を もつ細胞の出現頻度(%)=
異常を持つ細胞数      x100観察細胞数

b， 最 小 値 一最 大 値

c， 標 本 を10枚 観察
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化学物質の変異原性試験

結果

MMCO.70，ug/ml 濃度依存性有 り 濃度依存性無し

人数 平均値a 標準偏差 Min-Maxe 人数(%) 人数(%)

48 45.5 16.1 20.0-80.0 48(100.0) 0(0.0)

38 46.0 11.1 26.7-70.0 38(100.0) 0(0.0)

52 46.6 14.5 16.6-66.6 51(98.1) 1(1.9)

50 43.4 12.9 20.0-70.0 47(94.0) 3(6.0)

11 52.6 9.7 40.0-70.0 11(100.0) OCO.0)

199 45.7 13.9 16.6-80.0 195(98.0) 4(2.0)

37 46.8 20.6 13.3-90.0 36(97.3) 1C2.7)

11 39.1 8.3 26.7-53.3 11(100.0) oCo.o)

61 41.8 18.0 2.0-76.0 55(90.2) 6C9.8)

48 46.0 17.8 6.7-86.0 43(89.6) 5(10.4)

22 42.2 18.8 10.0-90.0 22(100.0) 0(o.o)

179 43.9 18.1 2.0-90.0 167(93.3) 12(6.7)

25 30.3 13.4 10.0-66.0 22(88.0) 3(12.0)

26 35.7 13.3 10.0-53.3 24(92.3) 2C7.7)

45 34.1 11.4 3.0-60.0 42(93.3) 3(6.7)

39 30.5 15.2 3.0-60.0 35(89.7) 4(10.3)

20 42.2 18.0 3.3-70.0 19(95.0) 1C5.0)
42 35.8 12.2 20.0-60.0 38(90.5) 4(9.5)

39 30.0 13.8 8.0-66.6 35(89.7) 4(10.3)

236 33.6 14.0 3.0-70.0 215(91.1) 21(8.9)

27 29.9 17.7 6.7-83.0 22(88.9) 3(11.1)

52 24.6 10.0 3.3-56.7 47(90.4) 5(9.6)

51 31.2 11.3 10.0-60.0 50(98.0) 1(2.0)

47 26.6 11.1 3.0-47.0 43(91.5) 4(8.5)

16 38.6 9.3 26.7-58.3 16(100.0) oco.o)

43 33.5 20.4 3.3-90.0 33(76.7) 10(23.3)

44 39.1 20.5 10.0-93.0 39(88.6) 5(11.4)

280 31.1 15.7 3.0-93.0 252(90.0) 28(10.0)

34 34.7 13.6 10.0-60.0 32(94.1) 2(5.9)
19 30.8 12.1 10.0-50.0 18(94.7) 1(5.3)

61 39.4 17.4 6.7-76.6 58(95.1) 3(4.9)

49 43.1 14.8 10.0-70.0 47(95.9) 2(4.1)

10 50.3 8.8 30.0-60.0 10(100.0) 0(0.0)

173 39.2 15.8 6.7-76.6 165(95.4) 8(4.6)

39 33.3 17.3 4.5-90.0 34(87.2) 5(12.9)

41 28.6 16.3 2.7-63.3 33(80.5) 8(19.5)

80 30.9 16.9 2.7-90.0 67(83.8) 13(16.2)

1147 37.4 16.5 2.0-90.0 1061(92.5) 86(7.5)

10 47.7 9.2 33.3-66.7

(金谷信宏)
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に ， 全 体1147名 中1061名 と，92.5%の 学 生 は濃 度 依 存 的 な 結 果 を示 した 。 結 果 が 濃 度 依 存 的 で

なか っ た 人 は86名(7.5%)と 少 な か った 。 全 体 の 平 均 値 と著 者 の結 果 と を比 較 して み る と，0

μg/mlで は そ れ ぞ れ4.4%と4.3%と ， ほ ぼ 同 じ 値 で あ った が ，0.14μg/mlで は18.4%と

12.3%と 学 生 の方 が 高 い 値 を 示 し，0.70μg/m1で は37.4%と47.7%と ， 学 生 の 平 均 値 の 方 が

逆 に 低 い 値 に な った 。0.14μg/mlで 学 生 の 平 均 値 が 高 く な っ た の は， 低 い 濃 度 と は い え，

MMCで 処 理 して い る か ら異 常 は起 こ る はず だ とい う先 入観 を も っ て し ま い， 例xぽ 染 色 体 が

重 な っ て い るだ け の もの を染 色 分 体 交 換 に した り， 動 原 体 が 端 に あ る染 色 体 を 染 色 体 切 断 に し

た こ と に よ る の で は な い か と推 測 され た。0.70μg/mlで は学 生 の 平 均 値 の 方 が 低 か った が，

これ は染 色 分 体 交 換 の よ うな は っ き り とわ か る異 常 は 見 逃 さ な か った が ， 染 色 体 の短 い部 分 の

表2 マイ トマ イシ ンC(MMC)に よる ソ ラマ メ根端 細胞 で の小核 試験 結果

MMC O，ug/ml MMC O.33μ9/m1

年度 ク ラ ス 人数 平均値a 標準偏差 Min-Maxb 人数 平均値a 標準偏差 Min-Maxb

1993

1994

1994

1994

月火土c

理工教職

通信午前

通信午後

22

21

39

42

2.6

1.1

4.8

2.3

3.8

1.9

8.6

2.8

0-14

0-z

O-30

0-12

22

21

39

42

14.5

13.2

12.7

7.3

8.6

7.3

27.6

6.0

4-27

6-35

0-175

1-23

1994小 計 102 3.0 5.6 0-30 102 10.6 17.7 0-175

  総計

著者合計

124

10d

3.0

1.9

5.5

1.4

0-30

0-4

124

10

11.3

14.6

16.6

8.0

0-175

7-32

a， 小核数/500細 胞

b， 最 小値 一最 大値

c， 各 クラス の人数 が少 な か った ので デ ー タを合 わ せた

d， 標 本 を10枚 観察

表3 マ レイ ン酸 ヒ ドラ ジ ド(MH)に よる ソラマ メ根端 細胞 で の小核 試験 結果

MH O，ug/ml MH 112，ug/ml

年度 ク ラ ス 人数 平均値a 標準偏差 Min-Maxb 人数 平均値a 標準偏差 Min-Maxb

1995

1995

1995

1995

月午前

月午後

水午前

水午後

54

36

42

23

3.6

3.4

3.7

3.2

3.6

5.0

4.8

6.4

0-21

0-Zo

O-19

0-22

26

16

20

16

9.2

11.9

12.1

8.9

11.2

9.7

9.5

8.5

1-52

0-37

1-39

2-33

1995小 計 155 3.5 4.7 0-22 78 10.4 9.9 0-52

1997

1997

1997

1997

月午前

火午前

水午前

水午後

22

24

44

40

1.6

1.5

2.2

4.4

1.7

1.9

4.3

4.9

0-5

0-8

0-is

O-29

8

12

19

20

7.5

7.3

8.8

15.0

7.g

3.9

10.1

16.1

0-19

0-15

0-36

0-58

1997小 計 130 2.6 4.0 0-29 59 10.4 11.7 0-58

  総計

著者合計

285

10c

3.1

1.9

4.4

1.4

0-29

0-4

137

 6

10.4

18.9

10.7

6.1

0-58

10-30

a， 小核数/500細 胞

b， 最：小値 一最大値

c， 標 本 を10枚 観 察
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化学物質の変異原性試験 (金谷信宏)

切断を見逃 した ことによるのではないかと推測された。しかし，顕微鏡で染色体異常を見るの

はこの日がはじめてであることを考慮す ると， この値の違いは重要ではないと思われる。課題

である染色体異常のスケッチを見ると全員が染色体異常を観察できていたこと，および92.5%

の学生は濃度依存性を確認できたこと(表1)は 有意義であった。従って，化学物質のもつ変

異原性の強さは，その濃度に依存することを視覚的に認識す るという， この実習の目的は十分

に達成された と思われる。

4-2 小核試験

ソラマメを使 ったMMCに よる小核試験の結果は表2と 図6に 示されている。

MMCI.65，ug/ml 濃度依存性有り 濃度依存性無し

人数 平均値8 標準偏差 Min-Maxb 人数(%) 人数(%)

9
臼 

  

-⊥

 0

ゾ 

9
自9臼   9自 り0 4

60.8

29.1

51.0

35.9

24.5

14.3

33.5

17.6

26-107

--一73

13-182

10-92

22(100.0)

21(100.0)

35(89.7)

39(92.9)

oCo.o)

o<o.o)

4(10.3)

3(7.1)

102 40.2 24.2 10-182 95(93.1) 7C6.9)

124

10

43.9

62.7

26.6

24.4

10-182

36-114

117(94.4) 7(5.6)

MH560，ug/ml MMC 1.65μ9/ml

人数 平均値a 標準偏差 Min-Max6 人数 平均値a 標準偏差 Min-Maxb
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1-31

0-21

54

36

42

23

28.8

28.1

44.3

30.9

9.4

15.1
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5-54

8-79
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46.0

44.9
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13.6

24.0

13.7

12-54

14-60

10-128

27-81

71 5.3 6.2 0-32 130 40.9 18.5 10-128

148

 6

6.4

5.5

6.0

2.8

0-32
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62.7

17.8

24.4

5-128
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 染 色 体 異 常 試 験 と同様 に，MMC各 濃 度 で ， ク ラス に よ る値 の ぼ らつ きは 大 きか った が ， ク

ラ ス ご と の 平 均 小 核 数 はMMCの 濃 度 が 高 い 程 高 く， 濃 度 依 存 性 が 確 か め られ た 。 表2に 示

され た よ うに ， 全 体124名 中117名 と，94.4%の 学 生 の 結 果 は 濃 度 依 存 的 で ， そ うで な か っ た の

は わ ず か7名(5.6%)で あ った 。 全 体 の 平 均 値 と著 者 の 平 均 値 を 比 較 し て み る と，0μg/mlで

は ，3.0と1.9で あ り，0.33μg/mlで は ，11.3と14.6と ， ど ち ら も ほ ぼ 同 じ 値 で あ った が ，

1.65，ug/mlで は43.9と62.7と 学 生 の方 が 低 い 値 を 示 し た。 表2に 示 さ れ た よ うに 著 者 の1.65

μg/mlの 最 小 値 一最 大 値 は36-114と ， 染 色 体 異 常 試 験 のMMCの 結 果(33.3-66.7%； 表1)

と比 べ る と， か な りぼ らつ き が あ った 。 小 核 を 有 す る細 胞 が 局 在 して い る傾 向 が あ っ た こ とか

ら， 学 生 が 標 本 の どの部 分 を見 た か に よ りデ ー タが 大 き く振 れ た の だ と考 え られ た 。

 MHの 結 果 は 表3と 図7に 示 され て い る。 陽 性 対 照 で あ る1.65μg/mlのMMC処 理 に よ り

出 現 した 平 均 小 核 数 は36.7で ， 表2のMMCだ け の 場 合 の43.9よ り少 し低 い値 で あ った が ，

全 員0μg/m1の 陰 性 対 照 で の小 核 数 よ り高 い 値 で あ った 。 ま た ， 間 違 い な く小 核 を 持 つ 細 胞 を

ス ケ ッチ して い た こ とか ら， 学 生 は きち ん と小核 を 認 識 して い る と判 断 され た。 表3と 図7に

示 さ れ た よ うに ，112μg/mlのMH処 理 の 方 が ， そ の5倍 の 濃 度(560μg/ml)のMH処 理 の

もの よ りも小 核 数 が 高 か っ た。112，ug/mlで は全 体 の 平 均 が10.4に 対 し， 著 者 の値 が18.9と 著

者 の 値 の方 が 少 し高 め で あ った が ，560，ug/mlで は そ れ ぞ れ ，6.4と5.5と ほ ぼ 同 じで あ っ た 。

ブ ラ イ ソ ドテ ス トに よ る実験 な の で学 生 は濃 度 の 先 入 観 な しで 観 察 した の で あ るが ， 濃 度 に よ

る小 核 頻 度 の 増 減 は両 者 と も 同 じ傾 向 を 示 した こ とか ら， 学 生 の観 察 は か な り信 頼 で き る もの

で あ っ た と考 え られ た 。560μg/mlのMH処 理 の 標 本 で は ， 分 裂 期 の 細 胞 は 殆 ど見 られ ず ，

大 部 分 間 期 細 胞 で あ った 。 こ の こ とか ら，560，ug/ml MH処 理 で は 細 胞 分 裂 が 著 し く阻害 され ，

遺 伝 子 に傷 を つ け られ た 細 胞 が次 の 分 裂 に進 め な くな った た め ， 小 核 と して観 察 され な くな り，

そ の 結 果 濃 度 依 存 的 に な らず ， 高 濃 度 のMH処 理 に よ り出現 し た 小 核 数 が 低 濃 度 のMH処 理

の もの よ り少 な くな っ た の で あ ろ うと考 え られ た 。

5 おわ りに

 以上の実習から，大部分の学生は初めて観察 したにもかかわ らず，MMCに よる染色体異常

や小核の出現頻度が，MMCの 濃度に依存す ることを確 かめ ることがで きた。また， MHの

ように濃度が高いと分裂が阻害され，むしろ頻度が下が るという特殊 なケースも正 しく観察で

きたと言える。このことから，変異原性試験の うちの染色体異常試験や小核試験 は誰でも比較

的簡単に行な うことができる試験法であることが示唆された。発がん性物質の予備的検出に使

われる試験法が，難 しいものでは普及 しにくいので， この点で もこれらはす ぐれた試験法だと

思われる。

 MMCは 抗がん剤 として，がんの治療に使われている薬剤であるが，それ自身発がん性物質

でもある。MHは 除草剤として使われてお り，特に植物細胞に染色体異常 を起 こす ことが知
                              

られ て い て， 動 物 で の発 が ん 性 も疑 わ れ て い る(Swietlifiska and Zuk，1978)。 我 々 の 身 の ま
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わ りにはこの他にも，発がん性物質や発がん性が疑われている化学物質が多 く存在す る。 それ

らのものを環境か ら完全に排除す ることが最良であるが，それは不可能なので，できるだけ摂

取する量を少な くする，すなわち体内の細胞がさらされる化学物質の濃度を低 く抑xる ことが

重要であると考xら れ る。 これ らの化学物質により遺伝子に生 じた傷は，細胞内の修復機構で

大部分修復されるので，傷の量を可能な限 り少な くすることが発がんを防 ぐためには重要 なの

である。同様なことは発がん因子である，紫外線や放射線についてもいえる。 どちらも完全に

排除することはできないが，できるだけ浴びないようにすることは可能なのである。ただし，

どの くらいなら安全なのかの評価が難 しいので，化学物質 もあわせて発がんの危険性が少ない

量はどれ くらいかという，安全基準を決めることが今後の課題であると思われる。
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