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サ ル モ ネラ
ー 肝細胞シ ス テ ム を用 い て の芳香族アミ ン の

D N A 傷害性と変異原性 の検討

金沢大学医学部薬理学講座 く主任 二正 印 達教授1

林 暁

く平成 1 年1 2 月1 6 日 受付I

芳香族 ア ミ ン で ある 2 － a m i n o
．3 ． m et h yli m id a z o

一仁4 ，5 －fコq ui n o li n e くIQン お よ び 3
－

a m i n o －1 － m e th y
－

1 － 5 H －

p y ri d oE 4 ，3 － bコi n d o l e くT r p
－ P － 21 の 代謝 活性化系路 は主 に ， 肝 ミ ク ロ ゾ

ー ム や 肝 ホ モ ジ ェ ネ ー ト の

S ．9 分画を代謝活性化系 と す るサ ル モ ネ ラ 法 くA m e s 酎 に よ り研究 さ れ て き た ． 著 者 は IQ ま た は

T r p
－ P ． 2 が 同時に受 け る ， 活性化 と不活性化 の 2 方 向の 代謝の影響 の総合的 な結果 を調

べ る た め に
，
サ

ル モ ネラ
ー 肝細胞 シ ス テム こくS al m o n ell al h e p a t o c y t e s y s t e m ， S I H シ ス テ ムI を用 い た 一 S ノH シ ス テム

で は
，
サ ル モ ネ ラ菌 と単離 し た肝細胞 を

一

緒 にイ ン キ エ ペ
ー

卜 して ，
バ ク テ リ ア に お け る変異原性 と ，

単離肝細胞 に対 す る D N A 損 傷性 を同時 に検出する こ と が 出来 る ． 肝細 胞は ，
C y t O Ch r o m e P

－4 5 0 誘導

物質 に 感受性の強い a r yl h y d r o
－

C a r b o n 応答性の C 57 B L 16 N マ ウス か ら単離 した ■ 正 常単離肝細胞 を用

い た実験で は ， IQ お よび T r p － P －2 は と も に明 らか な Sbl m o n elh l b4，h i m u ri u m st r ai n T A 9 8 くT A 9 81 の

変異原性 を示 した の に 対 して ，
そ の D N A 損傷 はわ ずか で あ っ た ． C yt o c h r o m e P

．4 4 8 の強 力な誘導物

質 で ある 2 ，3 ，7 ，8 ，－t et r a Ch l o r o d ib e n z o －

P
－d i o x i n くT C D D l 前処置 に よ り ，

IQ お よ び T r p － P － 2 の変 異原性

は著 しく増加 し ， ま た ，
T C D D 投与 マ ウ ス か ら の単離肝細胞 に対 し て ，

両者 と も強 い D N A 傷 害作用 を

示 し た ． IQ お よ び T r p － P
－2 の 変 異 原性 は cy t o ch r o m e P

－4 4 8 の 特 異 的 な 阻害剤 で あ る a －

N a p h th o fl a v o n e くA N Fl に よ り強く抑制さ れ た － こ れ ら の結果か ら ， SJ H シ ス テ ム に お い て も A m e s

法と 同様 ，
IQ お よ び T r p － P － 2 の 活性化代謝 は c y t o c h r o m e P

－4 4 8 依存性の N ．h y d r o x yl a ti o n が 第
一

ス

テ ッ プで ある こ と ， そ し て ，
こ れ ら IQ お よ び T r p － P －2 の 生体 内で の毒性 や発癌性 が cy t o c h r o m e

P ．4 5 0 系 の 代 謝活性酵 素 の 活性 や 組成 を変 え る 薬物 に よ り ， 大 き な 影響 を受 け る こ と が 示 唆

さ れ た ．

瓦e y
l

町 O rd s サ ル モ ネラ
ー

肝細胞シ ス テ ム ，
ア ル カリ溶 出法 ， 単離肝細胞 ，

変

異原性 ，
D N A 損傷

環境中 に 存在 す る種々 の発癌性 な い し変異原性物質

を
，
短期間か つ 安 価 に ス ク リ

ー ニ ン グ す る 方法 と し

て
，
助 血 緋 矧 勉 わが前 職 血 相 や 且s cゐe rf cゐブ戊 C O gブの 変

異株 を用い て そ の 変異原性 を検出す る微生物 を用 い た

突然変異テ ス トが あ る ． こ れ ら の 検出法 の う ち 特 に

A m e s ら
112 1
に よ り 開 発 さ れ た hi s tid i n e 要 求 性 の

Sbl m o n ell a W hi m u Yi u m st r ai n T A 9 8 や Sb l m o n ell a

W h i m u ri u m s t r ai n T A l O O の 復帰突然変異 を検出す

る A m e s 接が
一

般的な 方法 で ある ． 多く の発癌物質は

動物細胞 の ミ ク ロ ゾ
ー

ム 分画の酵素 に よ り代謝活性化

を受 け て ，
D N A と反応 す る最終発癌物質に なる が ，

バ ク テ リ ア に は 発癌物質を代謝活性化す る酵素が多く

の場合存在 して い な い ． こ の た め
， 肝ミ ク ロ ゾ

ー ム や

肝 ホ モ ジー エ ネ
ー

トの S －9 分画 を代謝活性化系と して ，

A b b r e v i a ti o n こ A N F
，
a

－ N a p h t h ofl a v o n e ニI Q ， 2
－ a m in o －3 － m e th y l

－i m id a z －E 4 ，5 －fコq ui n oli n e ニ

S I H シ ス テ ム ，
S al m o n ell a l h e p a t o c y t e s y st e 町 T A 9 8 ， S d l m o n elhl b4，h i m u ri u m

st r ai n

T A 9 8 ニ T C D D ， 2 ，3 ，7 ，8 ，
－ t e t r a C hl o r o d ib e n z o － P

L di o x in 三 T r p
－ P － 2 ， 3 － a m in o

－1 － m e t y l
－ 5 H ．

p y rid oE4 ，
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変異原性物質 お よ び バ ク テ リ アと イ ン キ エ ペ ー

卜す る

こと に よ り変異原性 を検出 して い る ． しか しな が ら
，

これ ら の発癌 ． 変異原性物質は ， 生体 内に お い て ， 活

性化と不活性化の 2 方向 に 代謝 され る こ と
，
ま た清性

化代謝物の
一

部は体 内の標的分子く主 に D N A J と反応

し発癌の引き金と な り ， 一 方
， 活性代謝物のう ち蛋白

質な どの 非標的高分子 と結合 し たも の は解毒さ れ る こ

と が知ら れ て い る ． 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム や肝 ホモ ジ ェ ネ ー

トの S ． 9 分画 を用い た 従来の A m e s 法で は
， 発癌物質

の活性化代謝系路の み 強調さ れ て
， 実際に生体内で惹

起さ れ て い る と考 え られ る 不清性化代謝系路 を含 め た

解毒代謝機構くd e t o x ifi c a ti o nJ が多 く の 場合反 映 され

てい な い 欠点が ある ． こ の 欠点 を補う た め に ， 肝 ミ ク

ロ ゾ ー ム や 肝ホ モ ジ ュ ネ ー

トの S －9 分画 の 代わ り に
，

活性化代謝お よ び 不活性化代謝の両者 を備 えて い る 正

常単離肝細胞 を用 い た A m e s の変法 が お こ な わ れ て

い る ■ 本論 文 で は ，
こ の A m e s の 変 法 に 加 え て

，

E o b n らに よ り 開発 さ れ た ア ル カ リ溶 出法 を併 用 し

て
，
変異原性と同時に ， 単離肝細胞 の D N A 損傷 を検

出す る こ と の 出来 る サ ル モ ネ ラ ー

肝 細 胞 シ ス テ ム こ

S al m o n ell aノh e p a t o c y t e s y s t e m くSI H シ ス テ ムI を用

い て
糾，
芳香族ア ミ ン の D N A 傷害性

，
変異原性 につ き

検討す る こ と を目的と した ． S 佃 シ ス テ ム と は図 1

に概説 した が
， 単離肝細胞 を ホ ス ト細胞 ，

バ ク テ リ ア

を標的細胞 と し て
，
バ ク テ リア に対 す る 変異原性と同

時 に 単離肝細胞 の D N A 損 傷 を ア ル カ リ 溶 出法
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くa lk a li n e el u ti o nJ に よ り検出す る方法で ある ． 更 に ，

SノH シ ス テ ム で は
，
ホ ス ト細胞 を単離肝細胞 の み な

ら ず培養細胞等の 他の細胞 に 置き 換え る こ と も 出来る

し
， 酵素誘導物質や阻害剤くin h ib it o rJ に よ り ホ ス ト細

胞 に お け る発癌 ． 変異原怪物質く化学物 劉 の 代謝系

路 に 様々 な修飾を加 える こ と が 出来る利点がある ． こ

の よ う に して
，
S 佃 シ ス テ ム に お い て 得 ら れ た 結果

よ り下記の こ と を知 る こ とが で き る ． す な わ ち ， H

化学物質が ホ ス ト細胞内で代謝を う けた後 に 上 棟的細

胞に起 こ し た変異原性
，
2う 化学物質の ホ ス ト細胞内

で受 け る代謝 く洒性化代謝と不活性化代鮒 の バ ラ ン

ス
，
3 1 化学物質が代謝 を受 けた 後 に ホ ス ト細胞 に与

え る D N A 損傷 の程度 ， り 化学物質が ホス ト細胞で

代謝 を受 けて 生 じた 代謝産物 の安定性 ，
つ ま り ， くaI

代謝産物 が主に ホ ス ト細胞の D N A に 損傷を与 え るだ

けな の か
， くbl ホ ス ト細胞か ら遊出され て標的細胞の

D N A に 損傷 を与 える だ けの 十分な安定性を も っ て い

る か な どで ある ．

本論文 で は
， 発癌 ． 変異原物質 と して ， 最近注目さ

れ て い る 食 品中 に 含 ま れ て い る 発癌性 h e t e r o c y cli c

a m i n e s で あ る 2 － a m i n o ．3 － m e th yli mi d a z o
－E 4 ，5 －fコ

q ui n oli n e く王Qンと 3 －

a m i n o ．l － m e th y ト5 H
－

p y rid oE 4 ，3 －bj
i n d ol e くT r p － P － 21 を用い た ． 両者と も ， 私達の 日常， 身

近 に 接触 す る物質で あ り その 発癌機序の解明が急務 と

さ れ て い る物質 で あ る ． そ して
， 本論文で は ， 両者の

変異原性 お よ び D N A 損傷 の 程度 を SI H シ ス テ ム に

S aJ m o n ell a h e p a t o c y t e s y s t e m

F i g ． 1 ． S c h e m a ti c r e p r e s e n t a ti o n of S al m o n e ll aノh e p a t o c y t e s y s t e m ．

3 －bコi n d ol e i D M S O ， d i m et h y l s ulf o x id e ニ P B S ， P h o s p h a t e － b u ff e r ed s ali n e 三 F C S ， f et a l c alf
S e r u m ニ E D T A ， et h y l e n e d i a m i n e t et r a a c e ti c a cid ニS D S ， S O di u m l a u r y s alf a t e ニ W M E ， W illi a m
M e di u m E



1 2 5 0

H i st d i n e － d e p e n d e n t

T A 9 8

く2 X l O
9

p e r m り

U n d e r 9 5 ％ 0 2 5 ％ C O

3了
O

c

U

林

l Q o r T rp
－ ト2

i n D M S O U

しノ
ノ

2よ
i

k o la t e d h e p at o c y t e s

W it h o r w it h o u t

P r e t r e a t m e nt O f

c h e m i c a L s i n v i v o ．

R e a c ti v e m i x t u r e

V a r y I n g l n C u b a t
i o n ti m e

w it h g e n t l e s h a k i n g －

S t o p p 旦d o n i c e ， C e n t rif u g e d l r e S u S P e n d e d i n P B S 1

i

S u r vi v o r d iL u ti o n s e ri e s

S u r v i v o r s

M u t a n t s d il u ti o n s e ri e s くB a c k w a rd a s s a yl

l T o p a g a r w i t h

0 ． 5 m M H i sti d i n e

O ． 5 m M B i o ti n

M u t a ti o n f r e q u e n c y ニ

くH i s
R
ハ 0り

0 ． 1 m 1

2 ． 4 m l T o p a g a r w it h

5 0 m M H i s tid i n e

O ． 5 m M B i o ti n

H i s
R
r e v e rt a nt s

井 Hi s
R
x l O

7

ヰ S u r v i v o r s

くR こr e V e rt a n t SI

F i g ． 2 ． S ch e m a ti c r e p r e s e n t a ti o n o f m u t a g e ni cit y a s s a y i n th e S a
l m o n ell a l

h e p a t o c y t e s y st e m ． F o r m a ti o n a n d r el e a s e o f m u t a g e n i c i n t e r m e di a t e s f r o m I Q

o r T r p
－ P －2 i n t o th e i n c u b a ti o n m e d i a w e r e d e t e r m i n e d b y i n c u b a ti n g f r e s h l y

i s o l a t e d h e p a t o c yt e s a n d I Q o r T r p
－ P－2 i n t h e p r e s e n c e o f S a l m o n ell a

W hi m u ri u m st r a i n T A 9 8 ． H e p a t o c y t e s く1 X l Oりi n 5 m l o f ph o s ph a t e
－b u ff e r e d

s ali n e w e r e i n c u b a t e d w ith g e n tl e s h a k i n g w ith 5 0 JL g O f v a ri o u s c o n c e n t r a
－

ti o n s of IQ o r T r p p P － 2 a n d 2 x l O
9
T A 98 u n d e r a n a t o m o s ph e r e o f 9 5 ％ o x y g e n こ

5 ％ c a rb o n di o x i d e a t 3 7
0

C f o r u p t p 9 0 m i n ．
A ft e r i n c u b a ti o n h e p a t o c yt e s

w e r e r a pid l y c o o l e d d o w n t o O
旬 5

O

C a n d s p u n d o w n at 5 5 g f o r 5 m i n ． T
h e

s u p e r n a t a n t s w e r e th e n c e n t ri fu g e d a
t l O

，
0 0 0 g f o r 2 0 m i n a n d p ell e t s c o n t a i n e d

T A 9 8 w e r e s u s p e n d e d i n l O m l o f c ol d P B S くp H 7 ．21 ， a n d r e c e n t ri fu g e d a t

l O
，
0 0 0 g f o r 2 0 m i n ． T h e w a s h e d T A 9 8 p ell e t s w e r e th e n r e s u s p e n d e d

i n O ユ m l

P B S
，
a n d a li q u o t s w e r e pl a t e d i n t o p a g a r ． F oll o w i n g m u t a g e n e si s a s s a y w a s

c a r ri e d o u t a c c o r di n g t o A m e s et al
lI
w ith sli gh t m o d ifi c a ti o n s ．
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お い て 明ら か に して ，
そ の代謝系路 に 考察 を加 えた 結

果を総括 し， 今後 も簡便 に し て汎用 性の 広 い S ノH シ

ス テム が 試験管内だ け で な く ，
生体内も 含 めた 他の 生

物資料な ら びに化学物質 の発癌
． 変異原性検出 に 応用

する こ と の 可能性 に つ い て報告す る ．

対象 お よ び方法

工 ． 実験動物

実験 に は ， 体重 20 旬 2 5 g の 純 系 C 57 B L 16 N 雄 マ ウ

ス くB 6 マ ウ ス ，
N a ti o n a l I n stit u t e s o f H e al th

A ni m al S u p pl y ， B e t h e s d a ， M d ．1 を 使 用 し封
，

2
，
3
，
7
，
8
，

一t e t r a C h l o r o dib e n z o サ d i o x i n くT C D D ， D o w

C h e m i c a l c o ． ， M id l a n d
，
M i cb ．J は コ ー ン オイ ル に 溶解

し実験開始 48h r 前 に 56 声 gノk g 腹 腔 内投与 し た ，

IQ お よ び T r p － P －2 は 実験 開始 4 h r 前 に di m e th yl

S ul f o x id e くD M S O ， F i s h e r S ci e n ti c C o ． ， P itt s u b e r g ，

P a ．J に 溶解 して 10 m g J
I
k g 腹腔内投与 した ．

II ． ミ ク ロ ゾ
ー

ム の 調 製

動物は 一

昼 夜絶食さ せ た後 ， 断頭屠殺 し ，
す み や か

に肝 を摘出 した ， 摘 出 し た肝 はた だ ちに 水冷 した 緩衝

液くp o t a si u m p h o s p h a t e K C ト綬衝液 p H 7 ． 4J に つ

け ，

ハ サ ミ で細切 し ， よ く洗 っ た後 に
， 肝 の 重 量の 3

倍量の緩衝液 を加 えて ホモ ジ ュ ナ イ ズ した ． 以 下の 操

作はす べ て 0 へ ノ 4
0

C で お こ な っ た ． ホ モ ジ ェ ナイ ズ し

た肝は9 ，0 0 0 g 2 0 分 間遠心後 ， そ の上 清 を105 ，0 0 0 g 6 0

分間超遠心 し
，
3 0 ％ Gl y c e r ol を加 えた0 ． 4 M s o di u m

p h o s ph a t e 緩衝液くp H 7 ． 3 51 で再浮遊 し－80
0

C で 保存

した． 蛋白質量 は L o w r y 法
61
で 定量 し た ． ミ ク ロ ゾ ー

ム の代謝活性化能の 確認 は
，
既知の 変異原性物質 で あ

る 2 － a C e t yl a m i n o
－ n u O r e n e くE a st m a n O r g a n i c

C h e m i c a l C o ．
，
R o ch e s t e r

，
N ． Y ．J に よ り ，

T A 98 を用

いた A m e s 法で そ の 変異原性の 発現 を測定 し
，
変異原

性陽性の も の を以 後 の 実験 に 用 い た
刀
．

Hl ． 肝 細胞 の 単離

肝細胞 の 単離 は Kl a u ni n g ら の 方法
8，9，
よ り

， 潜流液

と し て0 ． 0 5 ％ c o ll a g e n a s e くc o ll a g e n a s e T y p e II ，

W o r thi n gt o n B i o c h e mi c a l C o ．
，
F r e eh o ld

，
N ． J ．1 を添

加した W illi a m s M e d i u m E くW M E ， G r a n d I sl a n d

B i ol o gi c a l C o ．
，
G r a n d I sl a n d

，
N ． Y ．1 を用 い た ． 肝細

胞の 凝集 は0 ． 0 1 ％ D N A a s e くSi g m a C h e mi c al C o ．，

S t ． L o ui s
，
M o ．I によ り抑制 した ． 濯流 後 ， 肝細 胞 に

0 ．0 5 ％グ ル コ ー ス 添加 W M E を加 えて 500 r p m で 2

分間遠心 し
， さ ら に 同 じ操作 を く り か え し， 単離肝細

胞を得た 一 単離肝細胞 の 生存率 は t r y p a n b l u e で染色

し光学顕微鏡下で 算定 した ． 実験 に は生存率90 ％以上

を示 す単離肝細胞 を用 い て
， 肝細胞単離後 1 時間以内

に 実験 を開始 し た ．

I V ． 変異原 性検出法

1 ． A m e s 法

変異原性の検出 は A m e s ら の 方法
1さ
よ り

，
以下 の操

作 は す べ て 無 菌的 に お こ な っ た ． 0 ． 4 M s o di u m

ph o s ph a t e 緩 衝 液 くp H 7 ． 4 い こ ，
7 0 m M M g C1 2，

1 3 0 m M K C I
，
0 ． 5 m M bi o ti n

，
0 ．5 m M hi s ti di n e を加

えた 溶液を ， 完全に 溶解 し た T o p a g a r く0 ． 6 ％ Dif c o

a g a r ， 0 ． 5 ％ N a C ll に
，
9 こ 1 の 割合で よく 混合 して

45
0

C で保温 す る ． こ の T o p a g a r 2 ． 2 m l に
，
0 ． 1 m l

T A 9 8 く2 へ 3 x l O
9
b a c t e ri aJ m lJ ， 0 ． 1 m l の D M S O に

溶解 した IQ ま た は T r p － P －2
， 更に0 ． 1 m l ミク ロ ゾ

ー

ム と0 －1 m l N A D P H くSi g m a C h e mi c al C o ナ溶液 を加

えて混合 し ， 寒 天平板の 上 に 注ぎ， 手早 く広げて37
0

C

4 8 時間暗室 でイ キ ュ ベ ー

トす る ． T A 9 8 の ヒ ス チ ジ ン

要求性 が ヒ ス チ ジ ン 非要求性 くHi s
E

I と な る 復 帰突然

変異 の コ ロ ニ ー 数 は ， コ ロ ニ ー カ ウ ン タ
ー

くC o u n ト A ll

m o d e1 60
，
F i sh e r S ci e n ti c C o ．ンで 数え た ． 変異原性の

抑 制効果 は
，
5 0 J L l の a

－ N a p h th o fl a v o n e tA N F ，

F i g ． 3 ． S c h e m a ti c r e p r e s e n t a ti o n of a lk a li n e

el u ti o n ．



1 2 5 2

A l d ri c h C h e m i c a l C o m p a n y ． ， M il w a u k e e ， W i s ．1 を

T A 9 8 らと とも に T o p a g a r に 加 えて 混 合 し， 寒天 平

板 に 注 ぐ操作 を加 え る こ と に よ り 検出 し た ． な お
，

T A 9 8 は カリ フ オ ル ニ ア大学 バ ー ク レ ー 校 の A m e s 博

士 よ り ，
IQ お よ び T r p ． P － 2 は 国立ガ ン セ ン タ ー の 佐

藤茂秋博士 よ り分与 して頂 い た ．

2 ． SノH シ ス テ ム

実験 は T h o r g e i r s s o n ら の 方法
州
よ り行い ， そ の 概

略 を図2 に 示 し た ． 1 x l O
6

個 の 単離 し た肝細胞 を浮遊

さ せ た 5 m l の Ph o s p h a t e
－ b u f f e r e d s al i n e くP B S ，

p H 7 ． 2 いこ， 5 0 JL l の T A 9 8 く2 x l O
9
b a c t e ri aノm lJ と

50 JL l の IQ ま た は T r p
－ P － 2 D M S O 溶液 を加 え ， 9 5 ％

0 2 と 5 ％ C O 2 の 混 合 気下 で ，
ゆ っ く り と挿 す り な が

ら37
0

C で イ ン キ ュ ベ
ー

卜す る ． イ ン キ ュ ベ
ー

ト後 ，
た

0 0 ．5 1 ． 0

1 0 抽g ノpl a t eン

0 0 ． 25 0 ．5

だ ち に 0 へ 5
0

C に 冷却 し ， 5 5 g 5 分 間遠心 す る ． 肝細

胞 が 除去さ れ T A 9 8 だ けと な っ た 上 浦 を10
，
00 0 g 20 分

間遠心 して 出来た T A 9 8 の ペ レ ッ ト を 10 m l の P B S

くp E 7 ． 21 に か く は ん浮遊 し， 更 に10 ，0 0 0 g 2 0 分間遠心

した 後の ペ レ ッ ト に0 ． 1 m l の P B S くp H 7 ． 21 を加え

T A 9 8 浮遊液 を作 る ． 以 後の 操作 は A m e s 法と 同じで

ある が
， 図 2 に 示 し た よ う に M u t a ti o n f r e q u e n c y を

求 め る た め
，
生存 T A 9 8 細 胞 数 の 測定 に 0 ． 5 m M

，

H i s
R
T A 9 8 細胞数測定 に 50 m M ヒ ス チ ジ ン 濃度の

T o p a g a r をそ れ ぞ れ 用 い た ． 変異原性の抑制効果の

検出 は ， 以 下 の 操作 で 行 っ た ． 1 X l O
6

個の 単離 した肝

細胞 を浮遊 さ せ た 5 m l P B S くp H 7 ． 2 1 に 5 0 JL l の

A N F を加 え ， 9 5 ％ 0 2 と 5 ％ C O 2 の 混 合気下で ， 1 は

間ゆ っ く り と揺 す り な が ら37
0

C で プ レ イ ン キ ュ ベ ー

ト

0 0 ． 25 0 ．5 1 ．O

T rp
－ P － 2 くJL g l pla te l

0 0 ． 2 5 0 ．5

M G m i c r o s o m al pr o t ei n p e r pl a te M G m i c r o s o m al p r o t ei n p e r pl a t e

Fi g ． 4 ． くAI M u t a g e n i c a c ti v a ti o n o f I Q o r T r p
－ P －2 i n A m e s a s s a y u si n g

m i c r o s o m e s f r o m li v e r s o f u n t r e a t e d C 57 B L J 6 N m i n くO l ， O r T C D D

t r e a t e d m i c e く中I ． T C D D く50 JL gl k g i pl w a s a d m i ni st e r e d 4 8 h r p ri o r t o

i s ol a ti o n o f h e p a t o c y t e s ． くBJ E f e c t o f a － N a p h th o fl a v o n e くA N Fl o n

m u t a g e n i ci t y o f I Q o r T r p
－ P －2 i n A m e s a s s a y u si n g li v e r m i c r o s o m e s

f r o m T C D D t r e a t e d m i c e ． D o s e o f A N F ニ 中
，
O JL M i ム ， 5 FL M ニ A ， 1 0 JL

M 三 甲， 1 0 0ノJ M ．
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芳香族 ア ミ ン の D N A 傷害性と 変異原性の検討

す る ． 肝 細 胞 は プ レ イ ン キ ュ ベ ー

ト 後 た だ ち に

500 r p m で 2 分間遠心沈殿 させ ，
5 m l P B S くp H 7 ． 21 に

浮遊させ ，
t r y p a n b l u e の 算定 で 生存率90 ％以上 を 示

す肝細胞 を用 い て ，
ひ きつ づ き ， 上 記の 変異原性検出

の実験 を行 っ た ，

V ． ア ル カ リ 溶出くAlk ali n e el11ti o n I

この 方法は E o h n ら に よ り 開発 され
11，均

，
本実験 で

は蛍光々度計 に よ り D N A 検 出を行う E ri c k s o n らの

方法 に よ っ た
周

一 概略 を 図 3 に 示 し た ． す な わ ち
，

1 ．2 X l O
6

個 の 単離 した 肝細胞 を浮遊 さ せ た 5 m l P B S

くp H 7 ■ 2I に ， 5 0 FE l の IQ ま た は T r p － P －2 D M S O 溶

液を加 え ， 9 5 ％ 0 2 と 5 ％ C O 2 の 混合気下 で ゆ っ く り

と挿す りな が ら3 アC で6 0 分間イ ン キ ュ ベ ー 卜 し た後 ，

0 旬 5
O

C に 冷却 した約 10 m l の 5 ％ f e t a l c a lf s e r u m

肝C S ， G r an d I sl a n d B i ol o gi c al C o ．J を含 む W M E を

12 5 3

加 え
，
4 分間 55 g で遠心 し た ． 沈殿 した 肝細胞 は ， 上

清 を 除去 し た 後 に
， 約 10 m l の 同 じ F C S 添 加

W M E で サ ス ペ ン ド し て
， 実 験開始 ま で 0 へ 5

O

C に

保 っ た ． 肝細胞浮遊液を
，
2 ． 0 メ m 細孔の ポ リ ク ロ ラ

イ ド フ ィ ル タ
ー

くM illi p o r e T y p e B S W P O 2 5 0 0 ，

M i11i p o r e C o r p － ， B e d f o r d
，
M a s s ．J に 静 か に 注い だ 後 ，

た だ ち に0 ， 0 2 M N a 2 e th yl e n e di a mi n et e t r a a c e ti c a cid

くE D T A l ， 0 － 1 0 M gl y ci n e を 含 ん だ 10 mi の 2 ％

S O di u m l a u r y s a lf a t e くS D SI 溶液 くp H l O ． OJ を フ ィ ル

タ ー に 注ぎろ過 さ せ た － こ の 操作 に よ り
， 肝細胞 は溶

解 して ，
D N A の 水 素結合が 切れ て 一 本鎖 と な っ た

D N A が フ ィ ル タ
ー

上 に 残 っ た ． 続い て ， 約 10 m l の

0 ． 2 M E D T A を含ん だ0 －0 4 M N a O H 溶液 くp H l O ． OI

を用 い て フ ィ ル タ
ー 上の 一

本鎖 D N A を洗い ろ過 し
，

更に
，
0 － 5 m gノm l p r o t ei n a s e K くE ． M ． L a b o r a t o r y ，

0 0 ．5 1 ．0

Tr p － ト 2 く小弟

5 ．0

Fi g ■ 5 ■ くAI M u t a g e ni cit y o f IQ o r T r p － P －2 i n th e S al m o n ell aJ h e p a t o c y t e
S y S t e m ． T A 9 8 w e r e i n c u b a t e d w i th th e c o m p o u n d a n d h e p at o c yt e s
く1 x 1 6

6
c ell s i n 5 m lJ f r o m u n tr e a t ed C 5 7 B Lノ6N mi c e くOJ ， O r T C D D

t r e a t ed mi c e く争1 ， くBI E ff e c t o f A N F p r e t r e a t m e n t o n th e m u t a g e n i cit y
Of I Q o r T r p － P － 2 i n th e S a l m o n ell a lh e p a t o c yt e s y st e m ． T h e h e p a t o c y t e s
W e r e i n c u b a t e d w i th A N F l O m i n p ri o r t o a d d iti o n o f IQ o r T r p － P －2

，
a n d

T A 9 8 ． D o s e o f A N F ニ 争， O JL M i ム ，
5 JL M ニ A ， 1 0 JL 町 飽 ， 1 0 0 JL M ．



1 25 4

E l m o sf o rd
，
N ． Y ．1 ， 0 ． 0 2 M E D T A ， 0 ． 1 0 M gl y ci n e を

含ん だ 2 ％ S D S 溶液 くp H l O ． 01 で ， 洗浄 し た ． こ の

フ ィ ル タ
ー

上 の
一 本鎖 D N A に ア ル カ リ 溶液 を連続的

に 流す こ と に よ り ， 工Q ま た は T r p － P －2 に よ り損傷 を

受 け た D N A の 部位は 切断さ れ る ．

一

本 鎖切断 を多く

含 む D N A は ， その 分子 量が 小さ い た め フ ィ ル タ
ー

を

通過 し易 く な る ． こ の た め
，
フ ィ ル タ

ー

上 の
一 本 鎖

D N A に t e t r a p r o p yl
－

a m m O n i u m h y d r o x id e くR S A

C o ．
，
A r d sl e y ， N ． Y ．1 に よ り p H 1 2 ． 1 に 調整 し た0 － 0 2

M E D T A を含 ん だ0 ． 1 ％ S D S 溶液 を連続的 に 2 m ll

人
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H o u r s o f e lut io n

1 0

3 6 9 12 15 3 6 9 1 2 15

H o u r s Qf el u tio n

F i g ． 6 ． D N A d a m a g e i n d u c e d b y I Q o r T r p
－ P －2

i n h e p a t o c y t e s f r o m C B 5 7 B L 1 6 N m i c e ． C ell s

w e r e i n c u b a t e d f o r 6 0 m i n i n th e p r e s e n c e o f

v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s o f I Q o r T r p － P － 2 ． D a t a

s h o w n a r e f r o m o n e r e p r e s e n t a ti v e e x p e ri
d

m e n t ． T C D D t r e a t m e n t w a s p e rf o r m e d a s

d e s c rid e d i n th e l e g e n d t o F i g ． 4 ． C o n c e n t r a
－

ti o n o f I Q o r T r p － P －2 こ 0
，
O FL M H ユ 1 FL M ニ

■
，
5 ノJ M i A ， 1 0メイ M 三 マ ， 2 5ノJ M 工 ゆ， 5 0 ノノ

M i ム ， 1 0 0ノJ M ．

h r の速 度で フ ィ ル タ
ー

を通過 さ せ
，
そ の 溶 出液 を 3

時間毎 に1 5 時間ま で 5 回経 時的に サ ン プ リ ン グした ．

1 5 時 間の 時点で フ ィ ル タ ー

も 回 収す る ． こ の よ う に し

て経時的に サ ン プリ ン グした 溶出液中の D N A の 量と

フ ィ ル タ
ー

上 に 残 っ た D N A の 量 を測定す る こ と によ

り ， 初 期損傷 を 示 す D N A 単鎖切断 を高感度 に 検出す

る こ と が 出来 る ． D N A の 量 は ，
F a r r a n d R a ti o ．2

fl u r o m e t e r くF O CI C o ．
，
V alh a 11 a

，
N ． Y ．1 を使用 して

，

E ri c k s o n らの 方法
1 31
に 従 い 測定 し た ．

成 績

工 ． 変異 原性

無処置お よ び T C D D 前処置 B 6 マ ウ ス の 肝ミク ロ

ゾ
ー ム を用 い た A m e s 法の 結果 を図 4 に 示 した ． IQ

，

T r y
－ P －2 と も に 明 ら か に 用量依存的 な変異原性を示

し
，
T C D D 前処置群 は無処置群 に比 べ て IQ で は約4

倍 ，
T r y

． P －2 で は 約 2 倍の 高い 変異原性 を示 した ． な

お
，
こ の 変異原性は C y t o c h r o m e P ． 4 4 8 に 特 異的な阻

害剤 で あ る a － N a ph th o fl a v o n e くA N Fl l O JL M で IQ

は約70 ％ ，
T r p

－ P－2 は約90 ％ の変異原性 は抑制さ れ，

1 0 0 月 M で はほ ぼ完全 に 抑制 され た ． 単離肝細胞を用

い た SノH シ ス テム に お い て も 肝 ミク ロ ゾ
ー

ム を用い

た A m e s 法 と同様 に 用量依存的 な変異原性 を示 し，
そ

の 変 異原性は T C D D 前処置 で 増強さ れ A N F に よ っ

て抑 制さ れ た く図5 I ．

H ． D N A 損傷

SノH シ ス テ ム の 肝 細胞 D N A を ア ル カ リ 溶出法に

よ り測定 し た く図6 1 ． 無 処置 マ ウ ス か ら の 肝細胞を用

い た時 は D N A 損傷 の 程度 は IQ ， T r y － P －2 と も に
，
わ

ず か で あ っ た が ，
T C D D 前処置 マ ウ ス か ら の 肝細胞

に お い て は両者と も ，
明 ら か な用 量依存的な D N A 損

傷 を認 め た ． な お
，
3 0

，
6 0

，
9 0 分の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ

ン 間に は ，
と も に 時 間と D N A 損傷 に つ い て有意の差

を認 め な か っ た げ
一

夕 は示 して い な い1 ． 更に IQ お

よ び T r y
－ P ．2 の 生体 内投与時の D N A 損傷を調 べ る

た め
，
肝細胞単離 4 時間前 に ，

IQ l O m gl k g ， T ry ． P ．2

1 0 m gノk g を未処置お よ び T C D D 前処置 マ ウ ス の 腹腔

内 に 投与 し た ． IQ お よ び T r y － P －2 投与 に より ， 両者

と も に ， 未処置 マ ウ ス で は軽度の D N A 損傷 が認めら

れ た が
，
T C D D 前処置 マ ウス に お い て は ，

D N A 損傷

の明 ら か な増強が認 め ら れ た く図 71 ．
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る割合 は大き い ． 最近 ， 食品 中に 含 まれ る発癌
． 変異

原性物質 と して 一 群 の h e t e r o c y cli c a m i n e が 注目さ

林
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れ て い る
14 H 6 J
こ れ ら h e t e r o c y cli c a m i n e は ア ミ ノ 酸

や蛋白質の 熱分解物で あ り ， 魚や 肉の 焼 け焦 げの 部分

か ら 分離 す る こ と が 出来 る ． こ れ ら h e t e r o c y cli c

a mi n e は ，
A m e s 法で 強 い 変異原 性 を示 し動物実験 に

お い て 主に 肝臓癌 を生 じ させ る ． IQ お よ び T r y － P －2

は h e t e r o c y cli c a m i n e で あ り
， 特 に IQ は ， 既知 の 変

異原物質 の 中で 単位重 畳 あた り の 変異原性情性の 最も

強い も の の
一

つ で あ る ． 事実 ，
T A 9 8 を使 う A m e s 法

で は
， 最強と 言わ れ る発癌物質で あ る afl a t o x i n B l よ

りも変異原性が さ ら に 強い
1ら，
工Q お よび T r p ． P －2 も 含

めた幾 つ か の h e t e r o c y cli c a mi n e は肝臓 の み な ら ず

種 々 の 臓 器 に 癌 を 生 じ さ せ る
町 側

． H et e r o c y cli c

a mi n e の 活性化代謝 の 第 一

ス テ ッ プ は
，
C y t O C h r o m e

P －4 4 8 依存 性 の N －h yd r o x y r a ti o n と 考 え ら れ て い

る
叫

． 著 者 は 単離肝 細 胞 を用 い て 工Q な ら び に

T r p
－P ． 2 の 変異原性お よ び D N A 損傷 に つ い て検索 し

た． な お ， 肝細胞は c yt o c h r o m e P － 4 5 0 誘導物質 に感

受性の 強い a r ylh yd r o c a r b o n 応答性の C 5 7 B L 1 6 N マ

L

む
l
一

芯

u

O

P

O

U

届
l

巴

V
Z
凸

－

O

U

O
芋
0

空
L

3 6 9 1 2 1 5

H o u r s o f e 山ti o n

1 2 5 5

ウ ス くB 6 マ ウ スン か ら単離 した ． 実験結果よ り IQ お

よ び T r p
－ P －2 の A m e s 法 に よ り 示 さ れ る 変異原性

と
，
S 佃 シ ス テ ム に よ り測定 さ れ る 変異原性 に は密

接な関連 が認 め ら れ た ． 特 に 工Q に 関 す る 肝 ミ ク ロ

ゾ ー ム を 用 い た 実験 で は
，
Y a m a z o e ら

21，
に よ っ て

C y t O C h r o m e P －4 4 8 II 8 くY a m a z o e ら の 分類の P ．4 4 8 II

の hi gh
－

S pi n 型いこ より IQ は 酒性化代謝を受 け て直接

の 変異原性物質で ある 2 － N －h y d r o x y I Q に 代謝さ せ る

こ とが 報告 され て い る ． 本実験 で も
，
C y t O C h r o m e

－ P －

4 4 8 の 強力 な誘導物質である T C D D に よ り A m e s 法

お よ び SノB シ ス テ ム の い ずれ の 方法で も IQ お よ び

T r p
－ P －2 の 変異 原性が増強さ れ ，

C y t O C h r o m e ． P 4 4 8 に

特異的な 阻害剤で あ る A N F に よ り変異原性が抑制さ

れ た こ と か ら
，
SI H シ ス テム に お い ても A m e s 法 と

同様 に IQ お よ び T r p － P － 2 の 活性化代謝 は c yt o c h r ．

O m e P －4 4 8 依存性の N － h yd r o x yl a ti o n が第
d

ス テ ッ

プ で あ る こ と が 示唆 され た ． 最近 ， 変異原性を検出す

る 実験系に お い て ， 代謝活性系と して用い ら れ る肝 ミ

3 6 9 1 2 1 5

H o u r s o f eJ uti o n

F i g ． 7 ． D N A d a m a g e i n d u c e d i n h e p a t o c yt e s f r o m C 5 7 B Lノ6 N m i c e i n ui u o b y I Q o r
T r p

－ P－2 ． A n i m a l s w e r e gi v e n a n i p in j e c ti o n 4 h r b ef o r e i s ol a ti n g h e p a t o c y t e s o f l Q
く1 0 m gl k g b o d y w ei g h tJ o r T r p － P －2 く10 m gノk g b o d y w ei gh tl ． T C D D t r e a t m e n t w a s
p e rf o r m e d a s d e s c ri b e d in th e l e g e n d t o F i g ． 4 一 二 A

，
C O n t r Ol ニ 0 ， t e St C O m P O u n d o nl y

くIQ o r T r p － P －2 H 砂， T C D D ＋ t e s t c o m p o u n d s くIQ o r T r p － P － 2I ．



1 2 5 6

ク ロ ゾ ー ム や肝 ホモ ジ ュ ネ ー トお よ び単離肝細胞の 量

が 重要な因子 で ある こ と が報告さ れ て い る
刀卜 瑚

－ し か

し
，
無処置お よ び T C D D 前処 置 マ ウス か ら単離肝細

胞 を0 ． 5 X l O
6
へ 1 ．5 X lO

6

細胞の 範囲で 量 を変 えて 試み

た が
，
IQ お よ び T r y － P －2 の 変異原性 に 対 し て は何 ら

の影響 も認 め られ な か っ た ． そ の た め
，
本実験系 で は

1 ． 2 X l O
6

個 の 単 離肝細胞 を使 用 し た ■ 1Q お よ び

T r p
－ P － 2 は試験管内で単離肝細胞 の D N A を損傷 し，

その D N A の損傷 は T C D D 前処 置 マ ウ ス か ら の 単離

肝細胞 を用い る と明 らか に 増強 した ． 更 に IQ お よ び

T r p
－ P － 2 の 生体内で の D N A 損傷 も T C D D 前 処 置 マ

ウ ス が ， 未処置 マ ウ ス に 比 べ て 高値 を示 し た ■ A N F

に よ る損傷の 抑制効果 を検出す る実験 は ，
A N F 自 身

が 単離肝細胞の D N A 損傷 を誘起する た め行 う こ と が

出来な か っ たが ， す く なく と も 生体内お よび 生体外 の

両者 に お い て C y t O C h r o m e P
－4 4 8 依存性 の N ．h y d r o

．

x yl a ti o n が IQ お よび T r p
－ P ．2 に よ る D N A 損傷 を

誘起 させ る重要な経路 で あ る こ と を示 唆 して い る ． 更

に ， IQ お よ び T r p － P －2 の D N A 損傷作 用 を検出す る

た め に は
，
そ れ らの 変異原性 を検出する た め に 必要な

量 に比 べ て ， お よ そ10 倍以上の 畳 を必要と した ■ こ の

こ と は
，
h e t e r o c y cli c a m i n e s は 強 い 変異原性 を示 す

が
，
発癌性は そ の変異原性の強 さか ら 当初予期 され た

よ り はる か に 小さ か っ た こ と に 関連 して い る も の と思

わ れ る
15，

． Y a m a z o e ら
21， は

，
2 － N －h y d r o x y

－I Q が

P B C くp o l y ch l o ri n a t e d b i ph e n yll 前処置ラ ッ トよ り得

た ミ ク ロ ゾ ー ム に よ り さら に 非変異原性物質 へ と 不活

性化さ れ て ゆ く可能性 を報告 して い る － 単離肝細胞内

に 生成さ れ た 1Q の活性代謝物が更 に 代謝 され て解毒

され る のか ，
D N A 損傷 を与 え る前 に 他 の生体高分子

と結合 して し まう の か ， あ る い は ，
そ れ 以外 の 機序に

ょ っ て 不活性 され るの か に つ い て は 今後の 検索が必要

であ ろう ．

結 論

SノH シ ス テ ム は ， 生体内条件 に 近 い 正 常単離肝細

胞 を用い て ， 発癌 ． 変 異原物質 の 変異原性 と同時 に

D N A 損傷 を検出す る 簡便 に し て 汎 用 な 実験系で あ

る ． 本論文で は SノH シ ス テ ム を 用 い 日常身近 に 接触

す る発癌性物質 と して注目を集 め ， その 発癌機序の解

明が 急が れ て い る IQ な ら び に T r y
－ P －2 の h e t e r o c

－

y cli c a m i n e s につ き 実験 し そ の代謝経路 に 考察 を加 え

た ． そ の結果

1 ． 単離肝細胞 を用心ユて 行 っ た 変異原性試験くSノH

シ ス テ ム1 に お い て ， l C D D 前処置 に よ り変異原性 は

著 しく 増加 した ．
こ の変異原性 は C y t O C h r o m e P T 4 4 8

の 特異的 な阻害剤 であ る A N F に よ り 強 く 抑制 さ れ

た ．

2 ．
こ れ ら の 結果 は ， ミ ク ロ ゾ

ー ム 系 を 用 い た

A m e s 変異原性試験 の結果 と
一 致 し た ，

3 ． I Q お よ び T r p － P ． 2 は正 常単離肝細胞 に 対して

軽度な D N A 傷害作用 しか 示 さ な か っ た が ，
T C D D 投

与 マ ウ ス か ら の単離肝細胞 に 対 して は強 い 傷害作用を

示 し た ． 同様 な結果は マ ウ ス に 投与 した と き に も認め

られ た ．

以 上 の 結果か ら ， IQ お よ び T r p ． P － 2 は 肝細胞内で

cy t o c h r o m e P
－4 4 8 に よ り N ．h y d r o x yl ati o n を受け ，

D N A を損傷す る と共 に ，
一

部 は細胞外 に遊出 し ， サ

ル モ ネ ラ菌 に 変異 を引 き起 こ すも の と考 え られ た ． こ

の よう に ，
SノH シ ス テ ム は より 生体 に近 い 環境下 で

の 変異原 ． 発癌性 を考慮 した場合 に は有用な手段で あ

り ， 今後 の発展が期待さ れ る も の と い え よう ，

謝 辞

稿 を終 える に あた り． 御指 乳 御校閲 を賜 りまし た正印連

教授 に深甚 なる謝意 を表 します ． また
，
始終 ， 御 指 乳 御教示

を頂 きま した川尻博男先生 に心 か ら感謝 い たします一

文 献

り A m e s ， B ． N り M a c a m ，
J ． 鹿 Y a m a s a k i ， E － こ

M e th o d f o r d e t e c ti n g c a r ci n o g e n s a n d m u t a g e n s

w ith S al m o n ell al m a m m a li a n m i c r o s o m e m u t a g e n
－

i cit y t e s t ． M u t a t ． R e s ． ， 3
1
，
3 4 7 －3 64 く19 7 5l 一

円 ． M a c a n n ， J ．
，
C h o i ． E －

，
Y a m a s a k i

，
E

．
鹿

A m e s
，
B ． N ． 二 D e t e c ti o n of c a r ci n o g e n s a s m u t a

．

g e n s i n th e s a l m o n e ll a m i c r o s o m e t e
s t ． A s s a y of

3 0 0 c h e m i c a l s ． P r o c ． N a lt ． A c a d ． S c i ． U S A ．
，
7 2

，

5 1 3 5 － 5 1 3 9 く19 7 51 ．

3 J G r e e n ， M ． H ． I J ．
，
B ri d g e s ， B ． A ．

，
R o g e r s ，

A ．
M ．

，
H o r s p o ol ， G ．I M u ri e l ， W ． J ． 1 B ri d g e s ， J ．

W ．
鹿 F r y ， J ． R ■ ニ M u t a g e n s c r e e n i n g b y

a

si m p rifi e d b a c t e ri a
l f r a c t a ti o n t e st ． U s e o f mi c r o

－

s o m al p r e p a r a ti o n a n d w h ol e li v e r c ell s f o r

m e t a b o li c a c ti v a ti o n ． M u t a t ． R e s ．
，
4 8 I 28 7

．2 94

く19 7 71 ．

4 I S t a i a n o ， N ．
，
E ri c k s o n ， L ． C ． 鹿 T h o r g ei r s s o rL ，

S ． S ．
こ B a c t e ri a l m u t a g e n i ci ty a n d h o st c el

l D N A

d a m a g e b y c h e m i c a l c a
r ci n o g e n s i n th e S a

l m o n el ．

1 a l h e p a t o c yt e s y s t e m ． B i o c h e m ． B i o p h y s ． R e s
－

C o m m u n ．
，
94 ， 8 3 7

－8 4 2 く19 8 01 ．

5 ナ T h o r g ei r s s o rL ， S ． S ．， F el t o n ， J ． S ． 盈 N e b e r t，

D ． W ． こ G e n e ti c d iff e r e n c e s in th e a r o m
a ti c



芳香族ア ミ ン の D N A 傷 害性 と変異原性 の検討

h yd r o c a rb o n
－i n d u ci bl e N －h yd r o x yl a ti o n 2

－

a C e ty ト

a m i n o fl u o r eりe a n d a c e t a m i n o p h e n p r o d u c e d

h e p a t o t o x i cit y i n m i c e ． M ol ． P h a r m a c o l ．
，
1 1

，

1 5 9 －1 65 く19 7 5I ．

6 I L o w r y ， 0 ． 臥
，
R o s e b r o 11 gll ， N ． J

り
F a r r

，
A ．

L ． 鹿 R a n d all
，
R ． J ． ニ P r o t ei n m e a s u r e m e n t wi th

th e f oli n ph e n ol r e a g e n t ． J ， B i ol ． C h e m ．
，
1 9 3

，

26 5 －2 7 5 く19 5り ．

り S a k ai ， 乱 ， R ei n h ol d ， 臥 R ．
，
W i r t b

，
P

． J ． 及

T h o r g e l r S S O n － ニ M e c h a n i s m o f i n vi t r o m u t a g e n i c

a cti v a ti o n a n d c o v a l e n t b i n di n g o f N
－h y d r o x y

－ 2 －

a c e t yl a mi n o fl u o r e n e i n 王s o l a t ed li v e r c ell n u cl ei

f r o m r a t a n d m o u s e ． C a n c e r R e s ．
，
3 8

，
2 0 5 8 －2 0 6 7

く19 7 81 ．

8 I K l a n れi 叩 ，
J ． E ．

，
G ol d b l a tt

，
P ． W ．

，
H i n t o n

，

D － E ．
，
Li p s k y ， M ． M

．
，
C h a c k o

，
J ． 及 T ru m p ， B ．

F ． ニ M o u s e li v e r c ell c u lt u r e － l ． H e p a t o c y t e

i s ol a ti o n ． I n vi t r o
，
1 7

，
91 3 － 9 2 5 く1 9 81J ．

9 J S e gl e n ， P ． 0 ． ニ P r e p a r a ti o n o f r a t li v e r c ell s ．

III E n z y m a ti c R e q u i r e m e n t f o r ti s s u e d i s p e r si o n ．

E x p ． c ell ． R e s ． ， 8 2 ， 3 9 1
－3 9 8 く1 97 3l ．

101 S a ti a n o ， N ．
，
E ri c k s o n

，
L ， C ．

，
S m i t h

，
C ． L ．

，

M a r sd e n
，
E ． 鹿 T h o r g ei r s s o n ， S ． S ． ニ M u t a g e n i ci t y

a n d D N A d a m a g e i n d u c ed b y a r yl a mi n e s i n th e

S al m o n ell aノh e p a t o c y t e s y s t e m ． C a r ci n o g e n e si s ， 4 ，

1 6 1 －1 6 7 く19 8 31 ．

1 1J K o h n ， K ． W ．
，
E ri c k s o n

，
L ． C

． ， E w i n g ， R ．

A ． G ． 鹿 F ri e d m a n
，
C ． A ． ニ F r a c ti o n of D N A f r o m

m a m m a li a n c ell s b y al k ali n e el u ti o n ． B i o －

C h e m i st r y ， 1 5 ， 4 6 2 9 －4 6 3 7 く1 9 7 6J ．

1 2I K o h n ， K ． W ．
，
E w i n g ， R ． A ． G ．

，
E ri c k s o n

，

L ． C
． 鹿 G w elli n g ， L ． A ． ニ M e a s u r e m e n t o f s t r a n d

b r e a k s a n d c r o s s ，1i n k s b y a lk ali n e el u ti o n ． I n E ．

C ， F ri e d b e r g 8 t P ． C ． H an a W a lt くe d s ．1 ， D N A

r e p ai r 二 A L a b o r a t o r y M a n u al o f R e c e n t P r o c e －

d u r e s
，
1 s t －

， p 3 7 9
－ 4 0 1

，
M a c e r D e k k e r

，
N e w Y o r k

，

1 9 81 ．

131 E ri c k s o n ， L ． E ．
， O si e k a

，
R ．

，
S h a r k e y ， N ． A ．

鹿 K h o n
，
K － W ． ニ M e a s u r e m e n t o f D N A d a m a g e i n

u nl a b el e d m a m m a li a n c ell s a n a l y z e d b y a lk a li n e

el uti o n a n d fl u o r o m e t ri c a s s a y ． A n al ． B i o c h e m ．
，

1 0 6
，
1 6 7 － 17 4 く19 8 01 ．

1 41 S u gi m u r a ， T ． こ M u t a g e n s ， C a r Ci n o g e n s ， a n d

t u m o r p r o m o t o r s i n o u r d a il y f o o d － C a n c e r
，
4 9

，

1 97 0 －1 9 8 4 く19 8 2ン．

1 51 S u gi m u r a ， T ． ニ T h e E r n s t W ． B e rt n e r m e ．

1 2 5 7

m o ri al a w a r d l e c t u r e ． T u m o r i n iti a ti o n a n d p r o m o －

t o r s a s s o c i a t ed wi th o r d i n a r y f o o d s ． I n M ． A ．

A rn O tt
， J ． r a n E y s ， 8 t Y ． W ． W a n g ， くe d s ．1 ， M o －

1 e c ul a r I n t e r a c ti o n s o f N u tri ti o n a n d C a n c e r
，
1 s t ．

，

p 3
－ 24

，
R a v e n p r e s s ， N e w Y o r k ， 1 9 8 2

岬 S 喝i m u r a ， T ．
，
N a g a o ， M ． 及 W a k a b a y a s bi ，

H
．
ニ M u t a g e ni c h et e r o c y cli c a mi n e s i n c o o k e d

f o o d ． I n H ． E a g a n ， L ． F i s h b ei n M － C a s t e g n a o ， l ．

K ． 0
，

N eil
，
H ． B a rt s c h

，
8 t W

．
D a i v i s くe d s ．1 ， E n －

Vi r o n m e n t a l C a r ci n o g e n s
－S el e c te d M e th o d a n d

A n al y si s ， 1 st ， ， p 2 51
－2 6 7

，
I A R C S ci ． P u b l ．

，
L y o n ， N o

4 0
，
1 9 81 ．

叩 M a t s u k u T a ， N ．

，
E a w

．

a c h i
，
T ．
，
M o ri n o

，
E
リ

O b g a ki ， m ，
S ロg i m u r a ， T － ぬ T 孔k a y a m a ， S ． 二

C a r ci n o g e n i c it y i n m i c e o f m u t a g e n i c c o m p o u rl d s

f r o m a t r y p t o p h a n p y r ol y s a t e ． S ci e n c e
，
2 1 3

，

3 4 6 － 34 7 く19 8 り．

1 8I S u gi rrL u r a ， T ． こ D i e t a n d c a n c e r ． R e c e n t

a d v a n c e i n c a n c e r c o n t r ol ． I n S ． Y a m a g a t a ， T ．

H i r a y a m a 及 S － H i s a m i c h i くe d s ．1 ， E x c e r p t a

M e d i c a
，
1 st ．

， p 6 3
－ 72

，
A m st e r d a m － O x f o r d ． P ri n c e to n

，

19 8 3 ．

岬 T a k a y a m a ， S リ M 乱 S u d a ， 軋 ，
M o g

．

a m i
，
M ．

，

O h g a k i ， H ．
，
S a t o

，
S ． 皮 S ll gi m u r a ， T ． こ I n d u cti o n

O f c a n c e r i n th e i n t e s ti n e ， 1i v e r
，
a n d v a ri o u s o th e r

O r g a n S O f r a t b y f e e d i n g m u t a g e n s f r o m gl u t a mi c

a cid p y r ol y s a t e ． G a n n ．
，
7 5

，
2 0 7 －2 1 3 く19 瑚 ．

2 0I K a t o ， R ．
，
E a m a t a k i

，
T ． 鹿 Y a m a 210 e

，
Y ． ニ

N － h y d r o x y r a ti o n of c a r ci n o g e n i c a n d m u t a g e ni c

a r o m a ti c a mi n e s ． E n v i r o n － H e a lth P e r s p e c t ．， 4 9 ，

2 ト2 5 く19 83I ．

2 11 Y a m a z o e ， Y －
，
S i m a d a

，
M

．
，
K a m a t a k i

，
T ．

及K a t o
，
R ． ニ M i c r o s o m al a c ti v a ti o n o f 2 ． a m i n o ．3

m e th yli mi d a z o く4 ．5 ．fI q ui n oli n e ， a p y r Ol y s a t e o f

S a rd i n e a n d b e e f e x tr a c t s
，
t O a m u t a g e ni c i n t e r－

m e di a t e ■ C a n c e r R e s ． ， 4 3
，
5 7 6 8 ．5 7 7 4 く19 831 ．

2 21 I s hii ， K ．
，
Y a m a z o e ， Y ．

，
K a m a t a k i

，
T ． 鹿

E a t o
，
R － ニ M e t a b o li c a cti v a ti o n o f m u t a g e n i ci ty

tr y p t o p h a n p y r ol y si s p r o d u c t s b y r a t li v e r m i c r o－
S O m e S ． C a n c e r R e s ．

，
4 0

，
2 5 9 6－26 0 0 く1 9 80J ．

23I G a y d a ， D ． P ． 鹿 P a ri z a
，
M ． W ． ニ A c ti v a ti o n

Of 2－a mi n o－3
－

m e th yli mi d a z o く4 ふfl q u i n oli n e a n d

2－a m i n o fl u o r e n e f o r b a c t e ri al m u t a g e n e si s b y

p rl m a r y m O n O l a y e r c ul t u r e s o f a d ul t r a t h e p a t o
－

C yt e S ． M u t a t ． R e s ． ， 1 1 8 ， 7 － 1 4 く19 8 3I ．

2 4I G a y d a ， D ． P ． 良 P a ri z a
，
M ． W

．
三 A c ti v a ti o n



1 2 5 8

o f afl a t o x i n B b y P ri m a r y c u lt u r e s o f a d ul t
r a t

h e p a t o c y t e s ． E ff e c t o f h e p
a t o c y t e d e n si t y ． C h e m ．

B i o l ． I n t e r a c ti o n s
，
3 5

，
2 5 5 －2 6 5 く19 8 1I ．

林

G 。n 。t 。X icit y a n d M u t a g e n i ci t y o f lI e t e r o c y cli c A mi n e 8 i n
t h e S al m o n ell al

H e p a t o c y t e S y 8t e m S a t o r u H a y a s h i ， D e p a r t m e n t o f P h a r m a c o l o g y ， S c h o o l of

M e d i ci n e ， K a n a z a w a U n i v e r sity ， K a n a z a w a 9 2 0
－

J ． J u z e n M e d ． S o c ． ， 98 ，1 2 4 8 － 1 2 5 8 t 1 9 8 9J

E e y w o r d s s al m o n ell aノh e p a t o c y t e s y st e m ， alk ali n e el u ti o n ， is ol a te d h e p a t o cy te ，

m u ta g e n icity ， D N A d a m a g e

A b 雨r a e t

T h e m a t a b 。Ii c a c tiv a ti o n o f 2
－

a m i n o － 3 －

m e th y li m i d a z o
－

亡4 ，5
－ り q u i n o li n e くIQl a n d

3 － a mi n o －

l
－

m e th yl
－ 5 H －

p y rid o E 4 ，3
－ bコ i n d o l e くT r p

－

P
－

21 h a v e m ai nl y b e e n st u d ie d i n th e

s al m o n ell a a s s a y くA m e s a s s a yI u si n g s u b c el u ll a r li v e r
f r a c ti o n － I n o r d e r t o st u d y th e n e t

eff e c t 。f a c ti v a ti 。n a n d d e t o x ifi c a ti o n p r o c es s es f o r I Q a n d T r p
－ P

－

2 ， I u s e d th e S al m o n ellaノ

h e p a t o c y t e s y s t e m くSノH s y s te m l ． T h i s s y s te m i s b a s e d u p o n c o i n
c u b a ti o n o f i s ol a te d

h e p a t o c y te s w ith a s al m o n ell a te s t st r ai n ， a n
d b o th th e m u ta ti o n fr e q u e n c y i n b a c te ri a a n d

th e D N A d a m a g e i n th e h e p a t o c y t e s c a n b e m e a s u r e d － H e p a t o c y t e s f r o m a r y lh y d r o c a rb o n

，e S p O n Si v e C 5 7 B Ll 6 N m ic e w e r e u se d f o r th i s s t u d y ． A l th o u g h I Q a n d T r p
－

P
－

2 s h o w e d

cle a r m u t a g e n ic a c ti v a ti o n i n th e s al m o n e11 a str ai n T A 98 ，
O n ly a l o w l e v el of D N A

d a m a g e w a s o b se r v ed ． I n vi v o p r e tr e a t m e n t of th e m ic e w ith t h e c y t o c h r o m
e P － 4 4 8

i n d u c e r 2 ， 3 ， 7 ， 8 ，
－ t e tr a

－

Ch l o r o c a rb o n －

P
－ di o xi n くT C D D l m a r k ed ly i n c re a s e d b o th

m u t a g e n ic eff e c t a n d th e D N A d a m a g e of IQ a n d T r p
－

P
－ 2 ． T h e m u t a g e n ic a c ti v a ti o n of IQ

a n d T r p
－ P － 2 w a s c o m p l e t ely b l o c k e d b y th e m i c r o s o m al m o n o o x y g e n as e i n h ibit o r

a － N a p h t h ofl a v o n e くA N Fl － T h e s e d a t a i n di c ate d th a t c y t o c h r o m e P
－ 4 4 8 d e p e n d e n t

N
－

h y d r o x y l a ti o n of IQ a n d T r p
－ P － 2 i s a n o b li g a t o r y st e p in m e t a b o li c a c ti v a ti o n i n b o

th

s 。b c e11 。I a r くA m e s a ss a yl a n d w h ol e c ell sy st e m くSノH sy s te m l ． I t w a s s u g g e st e d als o th a t

th e a g e n t s c a p a b l e o f m o d u l a ti n g th e a c ti vit y
a n d c o m p o siti o n of th e c y t o c h r o m e P

－ 4 5 0

s y s te m m a y g r e a tl y i n fl u
e n c e b o th t o xi city a n d c a r ci n o g e n i city o f IQ a n d T r p

N P － 2 i n v iv o ．


