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論 文 内 容 要 旨

序 A
円
一言
口

生 体機 構 の極 微 弱 発 光 は 生 物 学 的 に 興 味 あ る現 象 と して 古 くか ら多 くの科 学 者 を 魅

了 して きた 。 そ れ らの 現 象 は 広 範 に 見 られ 、 様 々な 組 織 の 脂 質 成 分 の過 酸 化 、 免 疫 細

胞 の 活性 化 、細 胞 分裂 、 そ れ に酸 化 剤 と生 休 成分 の 接 触 等 報 告 は 様 々で あ る。 これ ら

は、 星 命 活 動の 本質 的 な 現 象 で あ り、 また いず れ も ラジ カ ル 等 の 化学 的 ボ デン シ ャ リ

テ ィーの 高 い活 性種 が 関 与 して い る現 象 で あ る。

発 癌 の 過 程 に お い て 、 化 学 物 質 の 代 謝 活 性 化 に と も な い 発生 す る究 極 変 異 原 物 質 や、

酸 素 ラヅ カ ル が 主 要原 因 で あ る こ と は 周 知 の 事 実 で あ る 。 こ れ らの生 成 物 は 、 い ずれ

も化学 的 ボ テ ン シ ャ リ デ ィ ーが 高 い と考 え られ 、 こ れ らの 物質 か らの 極 微 弱発 光 の検

出 は可 能 で あ ろ う と考 え られ る。

ミク ロソ㌧ ム 系 を 用 い て変 異 原 物 質 の 極 微 弱発 光 の報 告 は 幾 つ か あ り、ベ ン ツ ビ レ

ンに関 し て はか な り詳 しい 観 察 が 成 され て い る。 しか し他 の 変 異 原 物 質 で も極 微 弱 発

光 は検 出 され るの か、 そ の 発 光 強 度 と変 異 原 性 の問 に は 相 関 関 係 が あ る の か 、 発 光 の

機 作 は ど う な っ て い る の が 、 等 の 疑 問 に 対 す る答 は 来 だ 明 らか で はな い 。

近年 、環 墳 汚 染 の 問 題 が 深 刻 に な る一 方 、変 異原 物 質 の 測 定 法 も種 々考 案 さ れ て い

る。生 物 学 的 検 出 法 の 代 表 は'Ames七estに 代 裏 され る細 菌 に よ る突 然 変 異 試験 、お

よびinvivoの 染 色 体 異 常 試 験 で あ る小 核 試 験 な どが あ る。Amestestは 適 応 範 囲

の 広 さ お よび 特 異 性 の 点 で は 優 れ て い る が 、 菌 体 の 保 存 、 手 法 の 繁 雑 さ 、.お よび 高 等

動 物 へ の結 果の 外 挿 の 困 難 さ な どの 難 点 が あ る。 小 核 試 験 はinviv◎ の 変 異原 性 試

験 と して は短 期 間 で簡 便 に で き る方 法 で あ るが 、 結 果 の 判 別 に少 な くと も48時 間

程 度 は か か り、薬 物 の 種 類 に よ って 小 核 形 成 に か か る時 間 が様 々で あ り、 正 確 な判 定

を 損 ね る可 能 性 も あ る 。 一 方 、感 度 の 高 さ 、 お よび 判 定 の 迅 速 さ で はGC/器 や 蛍光

を用 い た 即 しCな ど に よ る1ヒ学 的 測 定 法 が 優 れ て い る、 し か しこ れ らの 方 法 の 最大 の

欠 点 は 、生 物 学 的方 法 の 様 に夫 知 の 変 異 原 物 質 を 検 出 す る こ と が で きな い こ と で あ る。

極 微 弱 発光 測 定 系 は 生 物 学 的 検 出 法 と化 学 的 検 出 法 の 中 間 に 位 置 す る方 法 で あ り、

双 方 の利 点 を兼 供 え た 検 出 法 とな るば か りで な く、 代 謝 活 性 化 に とも な う諸 現 象 を明

らか にす る こ とが で き る可 能 性 を 秘 め て い る。 本 研 究 で は 、 こ れ らの 可 能 性 を 探 求 す

る と共 に 、発 光 機作 を 明 ら か に す る 目的 で 以 下 の 実 験 を行 な っ た 。
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第一章 変 異原物質 の極 微弱発光の 検出。

第 一 節OX-71に よ る多 環 芳 香 族 炭 化水 素 の極 微 弱 発 光 の 検 出

OX・71は40011mに 最 大 感 度 波 長 を も つ 極 微 弱 発 光 測定 装 置 で あ る。 本 実 験 で は こ

の 測定 装 置 を用 い て10種 類 の 多 環 芳 香 族 炭化 水 素(Fig。1)に つ い て そ の 極 微 弱 発

光 を検 出 した。 極 微 弱 発 光 測 定 系 と して はs9而x系 を用 い 、 レ シチ ン コ レス テ ロ ー

ル ベ シ ク ル に変 異原 物 質 を 組 込 み 、暗 所 で 混 合 し極 微弱 発 光 を検 出 した 。

Fig.2に 代 表 的変 異 原 物 質 で あ るbel120(a)pyrelle(BP)と3・methylchoralltl、rene

ひIC)の 極 微 弱 発 光 の 経 時 的変 化 を示 す 。BPで は 、12分 後 に 最 大 発 光 を 示 し た が 、

目Cで は25-30分 後 に 最 大 発 光 を示 ・した 。 発 光 積 算 値 のdosedepel、denceはFig.3

に示 す。 い ずれ も10011nlol付 近 でp;atoeauと な っ々 。10種 類 の 芳 香 族 炭 化 水素

の 極 微 弱 発 光積 算 値 をFig,4に 示 す。Amestest等 で変 異 原 性 の 存 在 が 明 らか な も

の に お い ての み 強 い発 光 値 を 示 した 。

第 二 節SPCに よ る多 環 芳 香 族 炭 化 水 素 の極 微 弱 発 光 の 検 出

SPCは 最 大 感 度 波 長 が600-700nmで あ り、赤 色 光 の 検 出 に適 して い る。 こ の 領

域 は二 分 子 の 一 重 項 酸 素 に よ る発 光 を検 出 し う る領 域 で あ り、 砥 一71の 観 察 と 合 わ

せ て極 微 弱発 光 の 全 体 像 の 観 察 が 期 待 で き る。

BPのSPCに よ る極 微 弱 発 光 の 経 時 的 変 化 をFig.5に 示 す 。 〔}×一71の 場 合 と違

い 、 反応 開始 後5分 後 に は 最 大 発 光 を示 しそ の 後 速 や か に減 衰 し た。 こ の現 象 は 他

の 多環 芳 香 族 炭 化 水 素 に お い て も見 られ た(Fig.6Fig.7)。 発 光 積 算 値 をTable1.

に 示 した 。 こ の 結 果 、SPCに お い て も 極 微 弱 発 光 は 観 察 され た が 、 変 異 原 性 の 弱 い

も の で は ほ とん ど検 出 さ れ な い こ とが 明 らか に な っ た。

第三 節 ア フラ トキ シ ン 類 で の 極 微 弱 発 光 の検 出

ア フ ラ トキ シ ン(AF)B1、B2、G1、G2、 に つ い て 極 微 弱発 光 の測 定 を行 な うた 。 添 加 濃

度 とOX-71に よ る極 微 弱 発 光 強 度 の 関 係 をFig.8に 示 す 。AFB1、AFGRこ お い て 強 い

発 光 が 示 され た 。特 に へFB1は そ の 発 光 が 強烈 で 、2QOnmo1の 添 加 に お い て も 尚 発光
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は 上 昇 し た 。 しか し 、SPCに お い て は 極 微 弱 発 光 は ほ とん ど1見 られ な か っ た

(Fig.9),

第 四 節 ニ トロ ア レ ン の極 微 弱発 光 の 検 出

ニ トロ ア レン は 大 気 汚 染 物 質 の 主 要 成 分 で あ る。 本 節 で は 二 種類 の ニ トロ ア レン(円g.

10)を 取 り上 げ 極 微 弱 発 光 測 定 系 に よ り検 出 し得 る か 否 か を検 討 し た噸。OX・71に お

け る測 定 結 果 を 臼g.11に 示 す 。 陽 性 対 照 のBPで は 顕 著 な 極微 弱 発 光 が検 出 され た

が 、 ヅ ニ トロ ビ レン(NP)3一 ニ トロ フル オ ラ ン テ ン(3NF)と も に 発 光 は ほ とん ど観 察

され な か っ た。 一 方SPCに よ る測 定 で はNP,3NFと もに 顕 著 な 発 光 が 観 察 さ れ だ.「、

(Fig.12)a

第 五 節 そ の他 の変 異 原 物 質 の 極 微 弱 発 光 の 検 出

芳 香 族 ア ミン で あ る フル オ レニ ル ア セ トア ミ ド(FAA)ヘ テ ロ サ イ ク リ ・ソク ア ミン

の 代 表 的 変 異原 物 質 で あ る トリ ッブ ーP-1(TP1),さ らに アゾ 化 合 物 の 一 種 で あ る3'

一メ チ ル ージ メ チ ル ア ミノ アゾ ベ ンゼ ン(DAB) ,等 今 まで に実 験 に供 して い な い芳 香

族 化合 物 につ い て 極 微 弱 発 光 を 試 み た 。 さ らに有 機 過 酸化 物 、脂 肪 族 化 合 物 の 一種 で

あ るジ メ チル ニ トロソ ア ミン(D梱),に つ い て も 合 わ せ て検 討 した。 それ らの発 光 積

算 値 の デ ー タ ー をTable2に 示 す 。 この 結 果 、DAB以 外 の 芳 香族 化 台 物 で は有 意 に 高

い極 微 弱 発 光 が 検 出 さ れ 、極 微 弱 発 光 は 芳 香 族 化 合 物 に 広 範 に見 られ る こ と が 明 か と

な った 。 一 方 、 有 機 過 酸 化 物 で も極 微 弱 発 光 は 観 察 され た が 、 発 光 の 検 出 に は 他 の 化

合 物 群 に 比 べ 、50倍 もの 多 量 の試 料 を必 要 と し た 。 また 脂 肪族 化 合 物 の 代 表 的 変 異

原 物 質 で あ るD闇 は そ の 変 異 原 性 の 強 さ に もか か わ らず 、 極微 弱 発 光 は 検 出 さ れ な

か った 。

第六 節 総 括

変異原 物質 の極微弱発光 はアゾ 色素以外 の芳香族 化合物 で広範 に検出 された。それ

らの極微 弱発光 は化合物の種類 に よ り様 々なパ ターンを示 した。 この性質 を利用 すれ

ば未知の 変異原物 質の定性分析 と しても応 用 できる可能性 がある。一 方、-有機 過酸化

物で も発 光は見 られた ものの 、脂 肪族化 合物の代裏 的変異 原物質 であ るDNNで 発光

が検 出されなか ったことか ら、本測定系 は脂肪族化 合物 の変異原 物質測定 には有効で
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ない こと が示 唆 され た 。

第二章 変異原物質 の極微 弱発 光の発光機作

第 一 節OX・71に よ り検 出 ざ れ る多 環 芳 香 族 炭 化 水 素 の 極 微 弱 発 光 の発 光 機 作1

多 環 芳 香 族 炭 化 水 素 の 極 微 弱 発 光 機 作 を 明 らか に す るた め に、 代 表 的 変 異 原 性 物 質

で あ るBPと トICに つ いて 発 光 機 作 を比 較 検 討 した 。 その 結 果 、 これ らの 極 微 弱発 光

は逆 相HPしCに よ り分 離 され た 中 問 代 謝物 の 生 成 に と もな っ て現 わ れ る もの で あ る こ

とが わか った(Fig.13-15)。 次 に発 光 代 謝 中 間 体 を 推 定 す る 目的 で エ ボ キ シ ド ヒ ドラ

ーゼ 阻害 剤 のTCPOを 用 い て 発 光 強 度 の 変 化 を検 討 した結 果 、 反 応 開 始 か ら20分 付

近 まで の 反応 初 期 に お い て 、 そ の 主 要 発光 種 は ジ オ ール 体 を介 して 生 成 さ れ る こ とが

明 か とな った(Fig.16)。BPと ト1Cの スベ ク トル 分析 の 結 果 をFig.17・ に 示 す 。 ど

ち らも500n旧 付 近 に 』1broadな ピ ー クを 持 つ類 似 したパ タ ーン を 示 した 。 こ の ピ ー1ク

は、 ジ オ ール ジ オ1キセ タ ン 体 の 解 裂 に伴 う発 光 と考 え られ る。 これ らの 結果 、OX・71

に よ り検 出 さ れ るBPと ト1Cの 極 微 弱 発 光 は、ジ オ ー・ル 体 の 生 成 に と も な う物 で 、 発

光 活 性 種 は ジ オ ール ジ オ キセ タジ 体 で あ る こ とが 示 唆 さ れ た 。 一 方 これ らの 発 光 に は

一 重 項酸 素 の 関 与 も示 唆 され た(Fig .18)。 この 事 実 は次 節 で 合 わ せ て 考察 す る。

第 二 節SPCに よ り検 出 さ れ る多 環 芳 香 族炭 化 水 素 の 極 微 弱 発 光 の 発 光 機 作1

多 環芳 香 族 炭 化 水 素 で は 、 代 謝 中 間 体 の 一 種 で あ るジ オ ール 体 の 生 成 に と も な って

極 微 弱 発 光 が 生 成 す る こ とが 明 ら か に な り、 また 一 重 項 酸 素 の 関 与 も示 唆 さ れ た 。 そ

こ で、SPCに よ り検 出 さ れ る発 光 が 一 重 項 酸 素 に よ る も の で あ る こ と を確 認 す る意,

味 で6鴨 重水 系 、 お よび 一 重 項 酸 素 の ク エ ン チ ャ ーに よ る発 光 強 度 の 変 化 を観 察 し

た。 その 結 果 、 重 水 系 で発 光 が 上 昇 し クエ ンチ ャ ー の投 与 で発 光 の 低 下 が見 られ 、本

実 験 で検 出 され た 極 微 弱発 光 は一 重 項 酸 素 に よ る も の で あ る こ と が示 され た(Fig.19,

20)。 この結 果 、 多 環 芳 香 族 炭 化 水 素 に お け る極 微 弱 発 光 は 、反 応 開 始 直 後 に検 出 さ

れ る一 重 項 酸 素 に よ る赤 色 の 極 微 弱 発 光 と 、 それ に 続 く代 謝 中 問 体 由 来 の 青 緑 色 の 極

微 弱発 光 の二 相 性 を呈 し、 発 光 に 関 与 す る 代謝 中 間 体 の 生 成 には 一 重 項 酸 素 が 関 与 し

て い る こ とが示 唆 さ れ た 。`以 上 の結 果 よ り推 定 され る極 微 弱 発 光 機 構 をFig.21
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に示 す 。

第 三 節 ニ トロ ア レン と ア フ ラ トキ シ ン の 極 微 弱 発 光 の発 光機 作

3・NFのSPCに よ り検 出 さ れ た極 微 弱発 光 の 性 質 を明 ら か にす るた め 、6携 重 水 系、

お よび 一 重 項 酸 素 の ク エ ンチ ャ ーに'よ る発 光 強 度 の変 化 を 観 察 した 。 そ の緕 果 、 この

発 光 は 一 重 項 酸 素 に 由 来 す る も の で あ る こ と が明 か とな っ た(Fig.22,23)。 次 にAFB1

の極 薇 弱 発 光 の スベ ク トル 分 析 、 お よび 一 重 項 酸 素 の ク エ ンチ ャ ーで あ る β 一 カ ロ チ

ンの 添 加 に よ る発 光 へ の 影 響 を検 討 し た。 そ の結 果 、AFBIに お い て は そ の 発 光 に一

重 項 酸 素 は関 与 しな い こ と が示 唆 さ れ た(Fig.24,25)。

第四節 総 括

変異原物質の極微弱発光 は一重項 酸素に 由来 するものと、代謝中間体 に由来 す るも

のの二種類に大別 され ることがわか った。多環芳香 族炭化水素は二相 性 を示 し、ニ ト

ロア レンは前者 、アフラ トキシンは後者の みが見 られ る単相性の極微弱発光 を示 した。

これ らの ことは変異原物質の種類 に よ り代 謝活性化 の機構や、それに とも.なう活性種

の種類や延 いて は発癌 機{乍の違 いを反映す るものと考え られ る。

第三章 極微弱発光強度 と変異原 性 との相関開 係について

第 一 節 多 環 芳 香 族 炭 化 水 素 の代 謝 中 間 体 由来 の極 微 弱 発 光 と変 異 原 性 と の相 関

OX-71に よ り検 出 した 極微 弱 発 光 測 定 値 とAmestes七(TA100)・ と小 核 試 験(マ ウ

ス)の 結 果 との 相 関 性 を示 す(Fig.26,27)。Amestes七 との 比 較 で はr=0.789と 有

意 な 正 の 相 関 が 得 られ た 。一 方 、小 核 試 験 と の 比較 で も相 関 す る傾 向 が 見 られ た 。 こ

れ ら'の結 果 よ り代 謝 中 間 体 の極 微 弱 発 光 強 度 は 変 異 原 性 と相 関 す る こ と が 明 か とな っ

た 。

第 二 節 多 環 芳 香 族 炭 化 水 素 の一 重 項 酸 素 生 成 に よ る極 微 弱 発 光 と変 異 原 性 との 相 関

SPCに よ り検 出 した極 微 弱発 光 測 定 値 とA隣estest(TA100)と 小 核 試 験(マ ウ

ス 〉 の 結 果 との 相 関 性 を示 す(Fig.28。29)。 その 結 果 、両 試験 系 との比 較・に お い て 有
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意 な 正 の 相 閏 が 見 られ た。

第三 節 ニ トロ ア レン の極 微 弱発 光 と変 異 原 性 と の 相 関

NP,NF.を 用 い て そ れ らの変 異原 性 と極 微 弱発 光 強 度 に つ い て検 討 した 。 な お ニ トロ

ア レン の性 質 を 明 らか に す る意 味 で 、対 照 と して そ れぞ れ の ニ トロ 化 さ れ て い な い 化

合物 即 ち ピ レン と フル オ ラ ン デ ン を 同 時 に 実 験 に 供 した。 極 微 弱 発 光 の 積 算 値 、Ames

test(TA98)に よ る変 異原 性 の 強 度 お よび 小 核試 験 の 結 果 をそ れ ぞ れTable3.4,5に

示 す 。 い ず れ も ニ トロ ア レ ン群 に お いて 有 意 に高 い値 が 得 られ た 。 小 核 試験 に お い て

は統 計 的 に 有意 な 値 が 得 られ た が そ の 値 は 低 いも の で あ り、 この 化 合物 群 が生 体 に与

え る変 異 原 性 は む し ろ小 さ い もの で あ る こ とが 示 唆 され た 。

第 四 節 ア フ ラ トキシ ン類 の 極 微 弱 発 光 と変 異 原 性 との相 関

四種 類 の アフ ラ トキ シ ン へFB1,AFB2,AFGLAFG2.1こ つ い て極 微 弱 発 光積 算 値 、Ames

もest(TA100)さ らに 小核 試 験(ラ ッ ト)を 実 施 し 、極 微 弱発 光 積 算 値 と そ れぞ れ の

変 異 原 性 試験 と の 相 関 性 を検 討 し た 。 そ の 結 果 、 い ず れ の 場 合 も有 意 な 正 の相 関 関 係

が 明 らか に な った(Fig30.31)。 ら

第五節 総 括

変異原物 質の極 微弱発光は化合物 の種類に より発光 の性質 も違 うため単純に相互 比較

ずることは避け たが、同系列の化台 物間で はいず れ も他の変異原性検 出法との問 に正

の相関 が示 され た。 これ らの事実 よ り極微 弱発光測 定系はAmestestや 小核試 験 と

併用 しうる変異 原物質測定系 である ことが示 され た。

第四章 総 合的考察

変異原物質の極微弱発光 は芳香 族 化合物 に広 く見 られ、それ らの 代謝 にともな い一

重項 酸素 に由来 す る発光 と代謝 中間 体によ る発光 の二種類 が存在 す ることが分 か った。

また、化合物の種類 によ り極 微弱発光 のパ ターンが異 なる ことが明 かとなった。

これ らの事実 よ り各変異原物質 種 によ る代謝活性 化にともな う活性種の生成のバ タ
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一ンが明 らかにな り、多環芳 香族炭 化水 素、ニ トロアレン等では代謝活 性化の初期 に

一重項酸素が発生 する ことが 示 され た。これ らの極微弱発光強度 は、Amestes七 や小

核試験 により検 出ざれ る変異原 性の 強 さ と正の相関 があることが明 か とな り、極微 弱

発光測定系が変異原 性試験 と して応 用 が可 能で あることが示 唆された。

この試験法は、芳香 族化合 物以外 で は応 用が困難 であることや 、他の化学的検出法

に比べ感度はそ う高 くはな い ことな ど検 討の余地が残 され ているが、簡便で迅速 に結

果 を得ることがで きる方法で ある。 また、il、vi七roと はいえ、高等動物の生体成分

での反応 を直接検 出 して いる ことか ら、Ames七es七 の様 な細菌 を用いた突然変 異試験

と小核試験や培養 細胞 での突 然変異 試験 との中間的 な方法 として位置ず けられ ると考

え られ る。また化学的検 出法 と生物 学 的検出法 の中間 としても位置ず け られ、化学的

検出法の迅速性、 と簡便性 を持 ち、一 方生物学 的方 法に見 られ るような変異原 性の強

度の検出能や、未知の変異原 物質 の同定 能等 をかね供えた理想的な変異原物質 検出法

と して応用可能で あるこ とが明 か とな った。

一130一



Fl9ロ ●1

●

7

眠

7,

ク

も

5

,

Polyeromatlchydrocarbons

グ 、

1喀
o

戸y「・n●

1

/lo

}眠

●

i
■

黛

1∠

り

b●nヱ畠轟thr昌o●n●

グ
ー

ク 、 ク 、

Mph●"y』 儒

(

O
F
翼

響
1

・●
芒

コ
0
9

.嘱

黛

∠

.∠

崩

ク

＼

〃

聯鱒

ク」

㎞

"il

眠 し

ノづ1
●

■02

01

き

岡ω
器

芒

「
」
O

剛2
0
ト

O

ζ

置!二

、`ぺ くil
I(1⊃

∠,
ihi
腫3

απ樽ulylb●n」匹n9冒 ●o●r禰

lJ:)
Ol・ 駈

m竃 隠8e6n●

崩剛個80の㎞

7

1

眠

ク

眠

ク

ク

転

ク

＼

∠

、

∠

n●c●ロ㎞ロnロ切

・

80
「

ー

・
ク

"

〃

眞

,

」

黛

∠

ク

転壁

,ク

i
巳ミト

8

mo亀hy紀 オ冨}bn塞hr●o●

、9・

∠

Il'
ミ』 ・

6

4

2

0

一望
罵

曙
内
♂

50
炉
口

噂
ρ巳
3
0
0
一
だ

望
」
●
■
8

d

○

●

9・ r

Fig.2

.ph●闇aロ 冒●n● Fig.1

F置9.3

0.IO1505

T5m●`臨1の},

Chomlluml闇8c●nc●5●88yo「BPln即Sgmはgy810m

BP

MC

3

2

1

殉…

。o
、も
p
・
ヨ

呂
9

ど
馨

三

d

曜 ・

・.●

o

oo
・ 鴎

0100 .200

Concen匙ra電lonof・mu量agen81nmol1S-9mlx8ystem}

cOhco轟t冒oヒ 乱on6●P●nd●oooo醒 二nヒ●9τ 昌乳cLe鱈 且■■且oo

τ。【120崩 閥 ヒ麿oピro昌m二 監旦・ヒ」on飛 ・O.oε1● 、8P畠n4{◆1月C

」"轟n6・9ロ1■87暁 ●軌7h6c』r● ●¢亀塾o見 冒●■ 二n`u● と自d● ヒ コ7℃
.

a

τ1胃圃lml刷1,.

Ch●m聴umln●gc●no● 昌●o■yofMCl鷹8n89耐 胃 ●y●bm

3;4噂巳P

DMBA

3-MC

D6A

BA

叩

隔

駕2-8P

胴

聡 灘 繍 騰締議製灘糞耀 簿灘鰐 懸奮嘉磯爆睾',(耀.
」
,̀

伽

・邑

瓦

臨

7

`

巳

・塵

邑
孟

戸凄

`

㈱抑
盤礪

巨
紹
.b

7
`

.

・實,.
も

.

;
患

鷲
■̀

.、」

窟

「

咋
雪
裡
襟
甲,
「
.

同
爆
養

一

緻凶
謂

`

翼
隔

砂
L

.,

墜

♂.

～、
亨

,

鳶

弱
`
」

・¶
寮

・

'
臥
9
脇
'
"
,

∩6
9

An量h

圃
奮

諏
舞
ゆ

圃
鰐
,

'O

づ

舘 α℃9欄t8gen輝 姦灘

WOoko「no「nutagon・:.聖 ・.…

一
0 10

・「otaIcount80fC【
.x{δ 弓

zo

FIg.4Comparlsonwithtotalchemilumlnescenceemlsslon

fromPolyaromatlchydrocarbons.

一131一



Cbし嗣駄●'305●0

60000

●I
nto9τ ●1CL止nt6n8二 電γ 二nB"S-9躍 £麗 薗y5竃 ●爲

「abに1

弩

だ
一
」
O

Ftg.5

O

d

一
ie

Timeiminl

30

C㎝pound● 藍200㎜ ユ}

B`亀,P

鴫

Dほ自義.

DBA

Pγ蜜

Pie

BA

8101P

Anセ

Tr二

Cont

S PC

X75336

200697

ziss十i

221823

179990

ユ卵899

126756

205978

ユ33856

15工770

二59567

OX-T]

161870

57424

63300

2`7肌

10661

1004二

iosa.

7465

2906

1330

1000

CLfntensltyfromBP(nanS-9mtxsystem

countedwithSPC

5V■rycO■pound● 」r●r■OO七1n工 ●C皇th二n-choλ ●5tOfO二 》08⊥Cユ.昌 「雌

隅ム瓦●dto8-9繭 二翼.5PC二 亀50駒8二tlv●toセh●r●dユ ニ9h七 〇round

600n鳳ondO翼 印711880n● ⊥t⊥votOセh●b工u◎ 一gr■onユ ニ9htoround

XOO-500na.IncaseofSPC,thseedatererea.Dreeeadtatei

c。・醐b・e㎎ ・・5幽f・ ㎝ 」・4t二・ゆ 與 ρ。縦8an『 。髭一7ユ 曾酪

bet廿o㎝20風 ま"・_一.

oou冑 回30● ●G
こOOOO

ハ

霧の
6.15。o

茎

a

MC

ノ
ノ

剛

ノ
!

!

'

1

'
'

'

'
'

◎ou闘』'30駒O
コ コ ロ ヨリ

,一 ・,▼

,"5隠 ●
(〒

×
9
d

玉

ロ

OO,

OOO

ooa

(O
軋
の
一
」
O

ロ
o

O

go面 国309●G

00000

れm●lmh}

DMBA/

n醐!!

!!
1

の 　 ロ
,一 一 、 、 、
'日L鱒

30

00刷30● ●coa
、

can4/90..a

90000

ハ

競の
d15。 ・。

「
o

isoaa

!

!
ノ

B(e)P

制

a

!
!

_一 一唱 鴨

oou』!30鯛 鴎

晦

一 一一一 一 一 一一 噛

aO

oou剛30● ●◎

OW

言
豪
O

aooo

soon

(}
h
ー
×
O
一」
O

Ω
3
口

Timemin)

a

・。ゆ'3。 謬

2
」石

3000

soon

a s

Time(minl

JO

〔O
窃

30000

こio,500

冨

DBA

A.e

'
'

'
'
'

'一
一

,一 一一 一

蹴
轄 一 一 噂

9000

像ooo

旺19・7

含
ト
ー
×
0
こ
」
一U

●
コ
一〇

Flg.6

C指旧ngρofC亀Ir喰 の偲 盈Vπ 鯉w総hSPCarDdOX帽71asafunctionoftlme
.S?ClaaensklvetotheredIlgMaround600nm

assfunetlonoftlme.SPCissensttivetotheredTightaround600nmandOX 噛7113・e㎎lt短 ・b廿 鴇 國u・甲gr㎝ ロght晒Und40。 一500n而
.

世8ndOX-71i8gen6剛vot◎the目uo-gro●Ollghta剛rd400-500nm.

Oo30

Time(minl

Chang60fC亀1r嘘oo3髄Ym6a5uredw就hSPCar瑠OX-71

一132一



80

40

20

寮

だ
コ
O
羅

0

層AFB1

●

AFO1

ogoozao

Concentrationofnxttagens

.(nmd1S-9mlx8y5t㎝)・

gFB2

創FG2

F(g.8

㎝ 巳●配ro竃 菖㎝6●"M● 葡 ●o`inヒ ㎎r● 墨 ごL一 意o・呂σのfゆ 「20

・`hリ ヒ・・r【 願 幽吋 唱`鵬 且`㎞ ■電●髄o`Arb魯o■ 亀n● ε疇 餌 馳5.輔 」

町 帆 一.憎 鴇o』 零騨 帆 臨儲 鴨 ■ しRしu・ 艦q・ 曼=7℃

」
=
㎝
貿
o
"=
陶
」
O

CainU/]Oaac

50000

xsoaa

0

030

Fig.9 1ime(min)

Oし!ntensityfromaflatqxinBIcounted

60

withSPC

`C幽 竃・～305●09

eoooa

Fig.10

暮

一
J
Q

aoooa

a

D{nltropyrsna.and3-Nltrotluoranthena

匪

NP
も

1

・・,6蓼 ・・、

く6,

O

OO3

歴

O

Ftg.12

ieas

Tims(minl
CLintensity'fromnitroarenes

measuredbySPC

奮

葦

」Q

{Co鵬 い'30● ●C,

魯ooo.

6000

BP

ザー}岬

τ出e2 工nt◎q『 己工c【 ・」Ln璽●n`工 ℃y止nonsの9員 孟翼8Y●to国

COφ0關nd

TP]

『猷

Dハ8

..くtbg.

`印

・DH罰

Cont

SPC

236894

205989

11305
『

『

130163

二25980.

OX-71

2306

12618

1569

二6680,

弱13η

3201

37　

0

=1g .11ｰ'ｰ'ｰ
Tlm.fminl

砿1・t㎝ ・己ty歪・㎝ ・i簡。・・㎝・8… 騨 ・d切 。X儒71

罵Vo=Y¢o繭pound● 剛■r●.ロ ニ翼od.200㎜ ユ.or10
.μ昂o工{1hP8r●nth鯛19}

二n6n59・ 塞實 ・spc二 …n8二 七二》・t。th・ 虻。d工 二σht・r。und

660n義oハ6..o鍾 ・7竃.⊥● 魯●n6象 ヒi》●to.th● ⇔1u● 一gr●onugh電oround

`oo・500簡4"..c・ 開 。f眈,th● ・●.6邑 七己 剛 ・ 餓Pτ ・.9●6七 。tal

countob● 竃u●●n5昌 二n∫ro■ ロ 塞nlt40tユonpo二nt● ◎ndO翼 騨71u● ■

b●t貿●●n20■ 二晦9

一133一



巨
⊆
嫁
頃
創
O
O

竃
3
5

」
2

貿

口

o

一一

三
二

も

＼
「

㍉

.
、

、

雪、管一dd

軌凶

7,8-6剣

ら蝕 」

剛
3■く罰

鱒 置● 謁
Y」闇柳幽の

㎞ 罰d曽 鱒●岨1d胃 購曲o駒願●

隔●㎞d脚h
8●剛・噌夢闘剛騨 軸一●一 隔膨b

醐

BP

1

0 10 20 30

Fl9・13・
eve呼ph墨2糊 、。h_,。9,、ms

ofBPanditsmetabolitesafter20min

ofincubation

帥 αlP側題w6r● ●8蜘旧図b》 伽rn● 削"1朔 髄鳳

∈
目
マ
頃
創

O
O

9

`

1

5
星
ー

噂`

晒

●
●

.

巴

h

C

己

●

●

・.■2■3■
rr

脚dr魍 ロ鱈闘d鵬 鱈霞願 罰ご幽 岬
蘭曜嘆 ■饒の隅 脚■幽■圃h鵬

MC

Fl9.14.0102030
Tlme(minl

ReversephaseliquidchromatogramsofMC

anditsmetabolitesafter30minofincubation

za

01

{E
2

三
9
濯

莞
帥
店

a

A

.'

脚'

.'
v

.'
'

!
「

ノ

ノ
P

.・6

'

'

J

'
'

'

cし

,ρ.一 ■・ 一 一 一4,ノ'

図8」gb661■■

隅G

id sa コo

3

z

1

」召

}
冒8の
旧凹
4
M
働ど

30

a

8

TI吊 ●`mh9

β 卸 一 ・ 、 、 恥
,、
,

'

、 隔 ・
耀.,CL 胃●

■ ●●

〆:こ二ご

e

4

2

0

一U竃

評
旧r=

葛

8
二

渥

・三

d

Flg.15

∩り
3
。
門
鴨

冒

誓
5
8
二

一旧馨

三

d

コ

Z

1

2
.ε
再
、隔曾
鳳
書

置
9
ξ
…

量
ご

A ・.

L幡 ●「口 噂,●

■,、

・5

,

●. 凶唱'

OOlO20304050。

Tlm.(minl.

一..7お ●・60rr■L● 蝿0易 ρf`L10駕 ●n5蹄7●n490【 ロ■t」O臨O`

色h艦●r顎 禰65●t6● ■ヒ●bo隔t● ●o`飼c●n40P£ 鴨 ●n609爲`雛 ●79監."・

`A}L`ムlp●6セ 翫●止Ohヒo己 ヒoい 墨 髄 じ轟bO鵠 い ●08目C・`●L

F■ ●健.佃`帥 艦o`飼c.`鷹 置 貫●`●o`サ ●c』`"``06`㊤r8ro爾 矧=・

{5,`▲}P● ●亀h● 直ghヒo`.to巳 畠匙 ロ●t●boL二 い ●o`3P・1●,

P◎ 蝋h●50h艦o`n,.`闘}農 ■1`uり ●CL二 〇ヒ●r櫓 捷7曜 【o輪 ◎,・

8

4

2

0

雷
.3
2
の,
=
竃
諺
"
;

葦
.葺

d

B

8

O

,

ao

腸爾● 画繭 脚鯛Lr

●・

8脚回 ●

r

0

● ●

o一 一}一
71繭●`卿 繭 馳.,

,匿 〃e88●fπpo9・Cu擁to馬 嚇色t7rf● ・ ほ1圓6・ 轟`

1勧 闘.1ロ1軋 胴 協1鮪rr鱒"し1▲h韻 τO冊 副'`'

{0,CLd"5鰻 ∫'脚,臥1ムD5醐 τC門 ・46・`・

Flg.16

一134一



鱒

」σ

』◎

あ
ε
の己
9
三

」O

o
》
3
翌
o匡

"

邸

ξ

誓
2
三
」
Q

o
…
』
畠

A

.8・6● ● ■●o喝 ●●,島 ● ●8●5..h.馳 ●・ 隆・・

Wavelengthlnml

B

■.●

梱●・ ・●■ 亀篭・ 嶋o脇 亀 唖鱒 ■●蔓9● ● 辱 ・●■.・ 墨

Fl9・17
。_。.畿le熔:喫__.、 風

創臨5幽9馳 匹躍 曜γ唇t創 ■・ τ馳●po　 UO"o``YロbO`8【 巳pr● ●㊤nt・ ヒh●

o己ρ£「8」t「 の"5● 乙8耀40需 」「8uの 工e㎎ ヒ880'ヒ わG`π とo「`8「o轟CG`亀 ユヒo『

・n6ヒhot「 、P「L`Aヒ の ロ6轟"09ヒh■ 【噂L5uワoCLΣ 屍ヒ巴n」5ヒ7
.邑n4

ヒ勧● 》●【ヒニo量ld二 馳nヒ ニon「2P「eoq晶 ヒ躍tめos,9.

璽
蝶

諮

日

菌

喀

距

e

,

コ

ア

如

H ozor.vi
H↑P.{,。

7,8-epoxlde

SOOnm

… 一d・・,。・函 。↑

HyoN.OO
→HoO(⊃
代H明

域 →634.・ ・3m

A.

○Ol
QOO,隷 。

3,4-BP

Fig.21

◎。
◎ΩQ

82

H

臣℃6

BP

r十a,ae.a

G●t崩●●

500

6rC亀r酬●m

C傭d

H餌 ●ω●d

嚇,

ヌ・塾諺'蟻 翻 、.

0

職 』灘

㎞C餉 σfC亀x而4

10

C㎝ 重ゴ305●O

aoooa

惹

昌
2
ε

」
O

a

0.0

H亀0

C■bL岡

soo

Ogcα"● のo

剛

Fig.18

MC

01530

Fig.19
買m●`m回

EffectofDeuteriumoxidetoCLintensityfromBP'

Co壇e齪30● ●0

70000

舞
冨
三

J
O

DABCO 岬 幅

a

Flg,20ｰ

α一 了06ノ 曳卜c脚

Effectofquenchersandscavengersontotal

chemliuminescenceemissionfromBPendMC.

Ton.(mlrJ
鳩

εff魔 。flqscave轟 ㈱ ～。Cロ ㎡ensl雛 αη8P

一135一



O

.

.

0

0

0

0

0

..

0

0

.

O

ヨ

コ

(o
$

8

、だ
3

9

診

ω
器
芒
=

Q

Fig.22

。1
。闘b。,1。。.U認.(mi。}30

EffectofDeuteriumoxideto

Cしln把nsltyfrom3-NF

Co凶 鳩'30鱒o

600001

堂

寮

髭
コ

0

0
32

ロ9ほF

鮒

α 印」「06

βr皆

1

OInc罵 」bat㎞U「n●`「nln}.コo

Effectot'0
2scavengerstoCLIntensityfrom3-NF

to

Fig.25

。
5G

h
舘
謹
6
ピ

岬.
●
≧
一鱈
で
¢

EffectofB-caroteneontotal

chemlluminescenceemissionfromAFB1

Nσ電亀ddgd

tOOnm

i50nm

Fl9,240個 ゆ.備 ・・。40。網 ⑭。・9。800・"5・。

W8鴨k㎎th`n而

Emisslonspectraofchemliuminescence

fromatratoxin81inanS-9mlx

TotalcountsofCCx10

200000

》
=
。,
§

三

」
o

互

。
ト

O

層

r曽.0.789

簡,P鼻A捌.D畔A.「
A醜 ●らoσ 、2嚇Bρ

、4→ 炉●

!温6A 図c・

oiooa

F置gの26.R。vo「1an巳a`了A1ρo轟

CorrelationofmutagenlcityandCLyield

ofpolyaromatichydrocarbons

200000

.蜜

d
謬

a

r繍0.55

巳ADa
亀
印

亀.

へ4=8P

DM巳A
晶

0

Fig.27
M噂 ℃E

30

CoπelatiQnofformationof.theMNPgE コ
andCLydldofpdyar6matlC.hydroCarb◎ns

一136一



5

㌔

r×
き
蔦
5
三

d

罵
ぢ
ト

f-0.65

BLIPP憎
P罪o

ou

!o胴

簡38A。

6哩■lpo

OopAeA

DBA

CM
o

a
ORevertanle(TA10011000

CorrelationofmutagenlcityandSPCdetected

CLyleldo「polyaromaヒlchydrocarbons

u
O
F
×

ξ

・●
己
2
且

」
O

罵
苔
ト

e r冒0.61

・D日AMCPh
o●
● ● ρr

而1陀/

魚 ●・9A

Flg.28

2研

DMOA

a

otoMNPCEto

Fl9・29蹄 ぎ昌t搬、事8・職 宕L謝 ・
yieldofpolyaromatlchydrocarbons

丁able3

.駄ut逼`eo`cityo「n凸tro置onogu3駈n曜S"lmlle巳1己 τA98

Tables

C田 甲o山 髄』1{Ilロul!レluし じlS・9al9[睡d S・9no巴01}Ileし1

.3 ・Hi匙roμuorl5睡Lhu儲0

0iniしroρyr"勘o

Pyr曜n6

.flUor謝 幽U階r田

Co鴎troI

ce

240

56

2

5

5

4

3

3751

1邑48

42

71

25

ht・ 。「●lc』 ●隔巳・・ 藍。・`・Q卿n且 ヒ…r
・m・ 開 鱒ur。d曽 虹ヒh8㎎

Co吊POu"do 70ヒ ●LOOunヒ ■!5●ln

3-H「

MP

Ilu

Pγr

Conヒ

574置41

35352匡

暑!7850

12326

80484

Table4
Evaluatimiofnilroarenesinthemicronucleuslust

lo且10響ioぱ 翫nしerporitiOl亀86injectiol亀io昌ic8

Tho...co開 凶 ロnd・ ロ00mol,賄r■ ●●ヒ 且
轟L・c》 。8且01.。nd

幽且貝。d膨 巳ヒh69繭1胃 ・CL韻 皇.・`oq貼 鴨h乳 監【帆
●d・ ヒ ⊃7℃.

』 。h。h・1u● 曽鱒 ・叩 τ・…dhγ 鱒 ●・
6・ 叩 ・ 褒nヒr且 ウL二c5ヒ.

む1,叩 ■川 辱11剖5"昭/k藍[1陰1:妊/門cεr巳 しlo

lNiU・of画uur"朗L「lu鴨uO,」3

1,i,騒iしrl塵Pがr巴lluO_32

Pyπ'蟹ll回

Fluorロ,1しhon6

c欄1闘Lfoi

0.50

0.5a

o.es

脳何Pl:巴

/.5'

/.6'

3

7

0

ユ

2

2

鱗NN【;〔NO.o「 国lco

2.5q

6,3●4

3

3

5

2

2

量

4

4
.
3

SignifiwuldifferencefrmcontrolnueberIp<0.051

40

溶
買

誓

口
U

'

20

コ
0
0
》喜

ω
己
①
芒
[
」
0

司
ぢ
↑

r-0.9B

G2

G1

団

Flg.30 MNPCE

30

4

20

(
9

×

眉
5
◎
O

噂
ー

》
意

の
信
2
ロ
旧
」
0

一四
b
ト
0

r口0。99

1G

`

/

82

B1.

1000 2000

Flg.31Revertants(TA1001

Correlationbetween

MNPCEandCL

yieldofaflatoxins

Correlationbetween

mutagenicityandCL

yieidofafiatoxins

一137一



審 査 結 果 の 要 旨

生体機構の極微弱発光は,生 物学的に興味ある現象として古 くか ら認められ てきた。細胞分

裂,免 疫細胞の活性化,脂 質成分の過酸化などの際にもそれは見られ,生 命活動にともなう現象

として,そ の生物的役割を追及する研究が多 くなされている。

いずれの場合も,こ の極微弱発光はラヂカルなどの化学的ポテンシャリティーの高いところに

発現 している。化学発癌の過程でも,あ る種の化学的ポテンシャリティーの高ま りがあることは

よく知られてお り,事 実ベンツピレソで発光が観察されている。

本研究は,変 異原物質の極微弱発光を検討 し,そ の発光の機作を検討す るとともに,こ れが変

異原物質のスクリーニングに応用出来るか否かについて研究したものである。

本論文は3部 からな り,第1部 では,変 異原物質の極微弱発光の検出について検討 している。

400nmに 最大感度波長をもつ検出器と600-700nmに 最大感度波長をもつ検出器を組合せて,多

環芳香族炭化水素,ア フラトキシン類,ニ トロアレソ,そ の他の変異原物質の極微弱発光を検討

した。その結果,変 異原物質の極微弱発光はアゾ色素以外の芳香族化合物で広範に検出され,そ

れらの極微弱発光は化合物の種類によりさまざまなパターンを示し,そ の定性に応用できる可能

性のあること,た だし,脂 肪族化合物の変異原物質測定には有効でないことなどが明らかにされ

た。第2部 は変異原物質の極微弱発光の発光機作について検討 したものである。すなわち代表的

変異原物質であるベンツピレンと3一 メチルコラン トレンを用い,そ の中間代謝物の分離精製を

試み,そ れらのスペクトルを検討することにより,変 異原物質の極微弱発光は一重項酸素に由来

するものと,代 謝中間体に由来するものの二種類に大別され,物 質により,そ れらの組合せのパ

ターンが異なることを明らかにした。 このことは変異原物質の代謝活性化機構あるいは活性種の

差,ひ いては発癌の機作の違いを反映 している可能性を示唆している。第3部 は極微弱発光 と変

異原性 との相関について検討したものである。その結果,同 系列の化合物の間ではAmesテ ス ト

や小核試験とよい相関が示され,変 異原物質のスクリーニングに応用出来 る可能性が示唆された。

本研究の成果は,生 体における極微弱発光の機作ならびにその変異原物質のスクリーニングへ

の応用に関する領域の研究に新知見を加えたものであり,著 者に農学博士の学位を授与するに値

すると判定 した。
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