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第7聞衛生工学シンポジウム
1999.11 北海道大学学術交流会館

1-6 際蕪物処理分野(2おけるパイオ?νむイ事j告の週間(2ついて
一第8報:遺伝子審柱部験の際準化の験割

山田正人(国立公衆衛生院)，井上雄三(罷立公衆衛生院)， 

木苗直秀(静関県立大学)，小野芳朗(悶山大学)，吉野秀吉(神奈川県環境科学センター)， 

市川勇，田中勝(国立公衆衛生説)

1.はじめに

我々は、廃棄物処理・処分過程に由来する化学物質の人の健康や生態系に対するリスクを、低

濃度長期曝露型の毒性を視野に入れて迅速かつ総合的に評価する手法として、遺伝子毒性試験の

廃棄物処理分野への適用を検討している1)。本稿では、 ModifiedRec Lux (恥低L)試験と魚類小

核試験について、標準物質ならびに最終処分場浸出水を用いた試験を行い、魔棄物処理施設にお

けるリスク検知に用いるための手法上の問題点について検討した。

2.方法

2. 1 試料
廃棄物試験用のリファレンス(陽性対照)物質として、ごみの焼却により生成されると予想さ

れる直接変異原である 1，8心initiropyrene. (Aldrich)ならびに間接変異原である Benzo[a]pyrene(和

光特級)、さらに架橋型の直接変異擦物質である b位omycinC (和光生化学用)を選んで試験に

用いた。また、その他に(多環)芳香族炭化水素類である 1，6心ini柱。pyrene(Aldrich)、1，3欄 Dinitropyrene

(Aldrich)、Fluoranthene(和光一級)、 Benzo[a]anthracene(Aldrich)、Benzo[b]f1uoranthene (和

光)、 T中縄P-2(和光生化学用)、 Pentachlorophenol(和光残留農薬試験用)、 2，4，6嗣Tric温orophenol

(和光一級)、 2，4-Dichlorophenol(和光化学用)の標準品を比較のために試験に用いた。

3ヵ所の最終処分場おいて潰出水処理施設の計量槽と消毒前の処理槽より浸出水を採取した。各

処理工程の滞留時間を考慮し数日に渡ってサンプリングを行い、短期的な水質の変動を平均化す

るため、 1工程につき 30分間隔で誌の採水を 3屈繰り返し、とれを分析室内で等量混合し l検

体とした。試料を採取した施設の擁要を表1に示す。これら浸出水試料を遺伝子毒性試験のため

以下のように調製した。

Ambedite XAD -2000樹脂 (Sigma) を、購入後、アセトン、アセトニトリル、メタノールの

順でそれぞ、れ 12時間づっソックスレー抽出器で洗浄し、使用までメタノール中で保存した。 2L

のガラスピンにろ過した浸出水試料を2L入れ、水で完全に置換したXAD-2000樹脂を容積で20mL
分を加えた。容器内をスターラーを用い 500中m で 2'持関撹枠し、試料と樹脂を接触させた。そ

の後、樹脂を吸引ろ過にて由収し、蜜素パージにより完全に水分を除去した後に、酢酸エチルを、

表1 混出水を採取した最終処分場の概要

Code K し M 
Waste uncombustibles， uncombustibles， incierator residue 

incierator residue incierator residue 
Time of reclamation (yr.) 4 2 7 
Leachate treatment plant 
Ca担acity(ton/day) 85 70 70 
Process measuring tank，持H measuring tank， measuring tank， 1 st 

adjustment， biological tiological coagulation， 
dinitirifica!ion， dinitirification， biological 
reaeration， coagulation，陥pid dinitirifica!ion， 2nd 
coaguraltion， rapid sand filtration， AC coagulation，泊担id
sand filtration， and absorption; and sand filtration， AC 
sterilization sterilization absorption， and 

sterilization 
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60mL加え、 15分間撹枠した後吸引ろ過にて溶媒と樹脂を分離した。無水硫酸ナトリウムを加え

説水して、酢酸ヱチノレによる抽出液を得た。樹脂を窒素パージして酢酸エチルを完全に除去した

後、メタノールを、 60mL加え、 15分間撹枠した後吸引ろ過にて溶媒と樹指を分離し、メタノー

ルによる抽出液を得た。これら抽出液は、ロータリーエパポレーターを用いて溶媒を蒸発留去さ

せ、杯最した後に lmLのジメチルスjレホキシド (DM80，和光純薬)に展開させて用いた。

2. 2 遺伝子毒性試験
お偲L試験 2)の菌株として、大腸菌 (Escherichiαcoli)に膜透過性に関与すると舟C遺伝子と除

去修復遺伝子 uvrBを欠損し、 recA遺伝子にレポータとして発光遺伝子 L叫 ABを連結した融合遺

伝子を染色体上に内在する h品196株を用いた。操作の概要は以下の通りである。

1)まず 80
0

Cで凍結保存しておいた菌の表面をエーゼ、でかきとり平板培地に塗布し、 370Cで

2日程度培養して復元した。

2)次に滅菌した試験管に 5mlの減額済みの LB前培養培地を分注し、保存培地に形成された

菌を植菌した後37
0

Cで1晩(16時間)振とう培養した。

3)培養後の前培養液lmlを、 LB培地 100mlに植萄し、 3時間、 370C、200中m で振とう培

養した。

4)試験物質をクリーンベンチ内で、滅菌した試験管にDM80で数段階に希釈し、全液量を 100

μIになるように分注した。この時、 DM80の溶媒のみの陰性対照系も同時に作成した。

5)試験物質を分注した試験管について、 89m訟を lmL添加した系としない系を用意し、培

養液を加えて全液量を 5mlとし、更に 37
0

C、200中mで2時間振とう培養を続けた。

6)培養終了後、培養液 200μlにエタノールで 10倍希釈した n-decyla1dehydeを20μl添加し

て発光を開始させ、 5秒後、 10秒間の発光量積分僅 (LU)を、生物化学発光量測定装置

(UPD 8000、明電舎)を用いて測定した。また、測定後即座に吸光光度計を用いて培養液

のOD600を測定し、菌濃度を求めた。

なお、 89無添加の試験系における陽性対照物質にはMitomycinC (1¥品1C)、1，8心initropyrene

(1，8欄DNP)を、 89添加の試験系には Benzo[a]pyrene(B同p)、1，8・DNPを用いた。陰性対照は
89添加、無添加によらずDM80の溶媒のみを用いた。

小核試験 3)には金魚 (Carassius仰 ratus)の一種であるコメットを用いた。体重約lOg、体長約
10cm、生後 l年以内の個体を購入し、 12日以上実験室内で飼育した偲体を試験に用いた。飼育

水には再構成水 (CaC12・2H200.294gIL、 Mg804・7H200.1233glL、 NaHC030.0647g札、 KCl
0.0058glL)を用いた。また、飼育条件として光は 9hr/dayで照射し、温度は 20

0

C士2t、酸素は

空気飽和鑑の少なくとも 80%を保つようにした。

試験前の飼育には、砂利を敷いたガラス製水槽 (750X 400 X 450mm)にコメットを 20'"'"'30匹

入れ、市販の配合飼料(エンゼル，日本ベット株式会社)を一週間に 3圏、 5分間で食べきる最

だけ与えた。実験開始からフ日以上前に実験中用の 5Lビーカー (φ180X高さ 275mm)に 2匹

づっ移した。試験中は 5Lビーカー (φ180X高さ 275mm)に砂利は敷かずに同じ実験群のコメ

ットを 2部づついれて行い、餌は実験開始24時期前からは与えないようにした。

被験物質はおM80:生理食塩水(1:9)に溶解または均一に分散させ、鰻控内に注射器で溶媒量 100

ILLlI0g-BWになるように投与した。陰性対照には糠媒のみを、陽性対照には、お品fC4 mg/kg-BW 

を用いた。

被験物質投与後、 96時間、 144時間後に採血を行い、また 144時間後には鯨を採取した。採取

した末梢血は仔ウシ血清または生理金塩水で希釈し、鯨は 0.1%トリプシン BB8溶液で細胞を解

いた後に KCl溶液及び酢酸ーメタノール溶液で画定した。これら末梢血や臓器細胞はスライドグ

ラス上に塗布したアクリジンオレンジで蛍光染色した後、小核を落射式蛍光顕微鏡 (BX60IBX-

FLAJPM -20， OL YMPU8)下 (B励起)で計数して、スライドごとに細胞 1000傭あたりの出現

頻度を求めた。なお、試料毎にスライドは2枚作成した。

3.結果
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3. 1 リファレンス物質

表2 MRL試験 (MM96株)の標準品に対する応答

+89 -89 

Chemicals 
initial slope mlnimum initial slop母 minlmum 

detection dose detection dose 
LU/(umoI/5mL) umol/5mL LU/(umoI/5mL) umol/5mL 

Benzo[a)pyrene 27.8 312 
Benzo[a)anthracene 74.9 161 50.8 190 
Fluoranthene 48.4 206 20.5 383 
Benzo[b)Huoranthene 40.4 99.8 17.1 152 
Trp-P-2 186 36.5 53.9 82.3 
1，8・Dinitro担yrene 122 71.0 133 53.2 
1，6・Dinitropyrene 114 75.9 134 58.3 
1，3・Dlnltropyrene 60.4 157 71.8 99.3 
Pentachloro手henol 9.61 425 19.0 174 
2，4，6嗣Trichloro担henol 81.2 95.7 50.9 124 
2，4刷Dochlorophe丹01 16.6 376 41.4 145 
MitomycinC 1340000 0.00598 

12種の化学物質標準品に対す

る応答は MM96株の 89mix.添加

系 (+89) および未添加系(倒的)

で検討した。結果を表2に示す。

応答の大きさは、 o~ n 
100umo1/5mLの範囲で標準品を 鈴
投与して得た Dose-Response曲

線の直線部分の傾きを一次回帰

により(初期勾配)を求め、さ

らに陰性対照の 2倍の応答が得

られる濃度(最小検出濃度)と

して表した。関接変異原である

ことが知られている表中 PAHs、

8物質の中では+89系で T中"ト2
が最も強い応答を示し、 1，8
Di凶nit仕ro叩py戸re悶ne が続いた。 1，8幽
Dini仕opyrene は-89 系lでは最も強い応答を示した。また、Ames試験では応答が無い

Pentach1orophenol ~2，4・Dich1orophenol の 3 物質にも応答が見られた。ただし、この応答は用いた
標準品の純度が必ずしも高いわけではなく確定的できない。架橋裂の誼接変異原である b伯tomycin

Cは鵠べた全ての標準品の中でケタ違いの強い応答を示した。

これら標準品の中でリファレンス(陽性対照)物質に選んだ 3物質について、繰り返し試験の

結果を表 3および表4に示す。各物質に対する 10または 11聞の繰り返し試験における変動係

数 (CV) は初期勾配で 27~56%の範問、最小検出濃度で 26~43%の範囲にあった。

4種の化学物質標準品に対する魚類小核試験の結果を表 5に示す。これら PAHsの中では

Benzo[a]pyreneおよび Benzo同anthraceneは Dose-Responseがとれる明確な応答を示したのに対1し
て、 Ber回IZO[bδ.開uo町ra阻nth，恥1潟en悶1潟eは除性対照を越える応答は示したものの、 Dose-Responseは明確では無

かった。揚性対照として用いたb必tomycinCについては一貫して明確な応答が得られた。

陰性対照(溶媒のみ)と陽性対照(MitomycinC)について繰り返し試験の結果を表 6に示す。

陰性対照における小核誘発頻度の変動係数 (CV) は 0~200%の範囲に、また腸性対照(1\必tomycin
C) では 40~62%の範割にあった。

表3 リファレンス物質の繰遮し試験 (MM96)一初期勾配

+89 同89
1，8心NP
凶血盟盟旦註
11 
11.6 
6.50 

B[a)P 
LW島田間!!!!J.
10 
18.0 
4.83 

1，8・DNP
LU/I印mol/5mL)
10 
49.7 
23.1 

MMC 
L組問盟副
11 
1018308 
521817 

表4 リファレンス物質の繰返し試験 (MM96)結果ー最小検出濃度

νm 

n
u
n
u
'
 

V
T
V
 

R
A
s
e
 

+89 
1，8・DNP
umol/5mL 
11 
454 
193.9 
42.7 

umol/5mL 
11 
0.0072 
0.00287 
40.0 

-89 
1，8・DNP
umol/5mL 
10 
154 
56.2 
36.5 

B[a)P 
umol/5mL 
10 
336 
86.2 
25.7 

MMC 

3. 2 浸出水
最終処分場浸出水の酢酸エチルおよびメタノール抽出物に対する込侃L試験結果を表 7に示し

た。なお、抽出物投与量 1uLは元の試料水 1mLに相当する。一般的に原水よりも処理水の方が

活性が小さいが、処理水の方が活性が大きい抽出物および代謝活性の組み合わせがいくつかあっ
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魚類小棋試験の標準品に対する小核出現頻度 (0/00)
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表5た。

L施設およびM施設の原
水に対する魚類小核試験の

結果を表 8に示した。 L施
設の酔酸エチル抽出物では

陰性対照より大きい小核の

誘発が見られたが Dose・・・
Responseは明確で、はなかっ

た。同メタノール抽出物で

は商用量で個体が死亡した。

M施設の酢酸エチル抽出物

では明確な応答が得られた

が、メタノール抽出物では

芯答は得られなかった。

陰性対照および陽性対照の繰り返し試験の結果

(小核出現螺度 [0/00]) 

会

•• 
表64.考察

Positive Con脳会
EX担osureTime (hr) 

Peripheri~1 GiII 
ervthrocYIe 
96144合 144*
0.25 0.75 1.75 
0.50 1.00 1.75 
0.50 0.50 1.25 
0.25 0.25 0.75 
0.00 0.25 2.75 
0.30 0.6ゆ 1.65
0.19 0.30 0.66 
62.4 53.0 40.2 

Nellative Conい百l
Exposure Time (hr) 
P百ripおerial GiII 
ervthroc悦e
B6 144 144 
0.00 0.00 6.50 

2 0.00 0.00 4.75 
3 0.00 0.25 5.75 
4 0.00 0.00 4.25 
50.00 0.00 2.25 

AVG 0.00 0.05 4.70 
STD 0.00 0.10 1.45 
cV (%) 200.0 30.9 
Mitomycin C (4mg/kg-BW) 

•• Values are corrected by subtracting those of negative∞悦Irol.

4
・n
t
司
u
a
a

・R
U

No. 

AVG 
STD 

QL(盟

No. 

今国用いた h侭L 試験お

よび魚類小核試験は開発中

の手法であり、現段階では

試料の毒性によるリスクを

評価するまでには歪らない。

したがって、ここでは手法

を廃棄物試験に適用するた

めの手法上の問題点につい

て考察する。

最終処分場浸出水のMRし試験結果表7

-S9 
MeOH Extract AcOEt長xt悶ct
LU/(世υ'5mL) LUI(uU5mL) 
N.E. 86.1 
109 54.0 
LU/(詰mol/5mL) LU/(umol応mL)
39.9 29.6 

669000 478000 
LU時uυ5mL) LUI(uU5mL) 
39.6 89.2 
31.6 217 
LUI(umolβmL) LUI(umol応mL)
33.1 68.6 

561000 1030000 
LU/(uU5mL) LUI(u凶mL)
83.8 48.5 
62.7 48.9 
LUI(umoI/5mL) LUI(umol/5mυ 
63.7 41.1 

695000 613心。。

Mitial Slope of Dose-Response Curve 

AcOE! Ex!rac! 
LU/(uυ5mL) 
28.2 
143 
LUI(umol応mL)
7.57 
25.4 

LUI(uU5mL) 
18.8 
21.2 
LU!(umoI/5mL) 
9.53 
14.2 

LU/(uυ'5mL) 
18.8 
10.1 
LUI(umoI/5mL) 
19.3 
3.97 

+S9 
MeOH Extract 
LU!(uU5mL) 
N.E. 
17.7 
LU/(umol.βmL) 
4.88 
14.9 

LU/(uυ5mL) 
17.8 
30.9 
LUI(umoI/5mL) 
9.37 
17.6 

LU/(uυ'5mL) 
56.9 
3.67 
LUI(umoI/5mL) 
18.5 
13.8 

Sample 

K 
Rawwa!er 
Trealed water 
向s焔問白川ゆ1
1，8-DNP 
B[ajP 
MMC 
L 
Rawwater 
Treated waler 
l司'ositiveC冶ntrol
1，8.・DNP
B[ajP 
MMC 
M 
Rawwater 
Treated waler 
Positive ConlroJ 
1，8.・DNP
B[ajP 
MMC 
N.E.: Not Evaluated 
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4. 1 繰り返し精度
試験の結果を施設排出物の安全性に関する

判断に用いるためには、得られた応答に倍頼

性が必要である。 BODや TOC等の生物・化

学的総合指標では誤Ij定値が真値の 20'""-'120%変

動する 4)。乙れと比較すると標準品に対する

勘偲L試験の評催値の 30'""-'60%という変動係数

(表 3，4)は指標として許容される範留に
ある。

魚類小核試験(表 8)では、込!1itomycinC に

対する評価値の変動係数は 40'""-'60%程度であ

るが、末構赤血球では低頻度で自然発生する

小核のため、陰性対照で変動係数が 200%とな

っている。一方、えらを用いた評価では自然
発生する小核の頻度が高いため、陰性対照の

変動係数は平均化され 30%程度である。試験

の簡便さでは細胞が元々分離している末梢旅

血球の方が勝っており、変動をより平均化す

るため細砲の観察数をできるだけ増やす必要

がある。

4. 2 リファレンス物質

し

表8 浸出水の魚類小核試験結果

(小核誘発頻度 [0/00]) 

Dose 
(mL as water/kg-BW) 

Exposure Time (hr) 
Peripherial erythrocy!.e GIII 

96 144 '144 

EtOAc Ex!ract 
31 0.25 0.25 4.00 
62 0.25 0.25 3.75 

MeOH Ex!ract 
31 0.25 0.00 2.75 
62 0.25 death death 

N.C.* 0.00 0.00 2，.25 
P.C.柑 0.00 0.25 5.00 
M 
EtOAc韮xtract

31 0.25 0.50 6.25 
62 0.75 1.25 9.50 

MeOH Ex!ract 
31 0.00 0.25 4.50 
620.00 0.00 2.75 

N.C.*O.OO  0.00 4.25 
P.C.柚 0.25 0.25 5.50 

Negative Con!rol: Solvent (DMSο: Saline=1:9) Only 
** Positlve Con加1:Mitomycln C (4mg!kg-BW) 

生物試験では、試験前の生物の履歴や遺伝形質または試験の操作条件の違いで応答が変動する。

したがって、結果を比較するためには、試験問ごとにブランク(陰性対照)とスパン(陽性対照)

をとる必要がある。また、揚性対照には対象とする試料に合まれる物質を用いるほうが、結果の

相互評鋸のために都合が長い。このため、今回は都市ごみ焼却に由来するリファレンス物質とし

て、 PAHsである Benzo[a]pyrene、1，8心initropyreneを検討したo MRL試験(表 3，4)では、
ある程度の大きさの応答と繰り返し精度が得られており、リファレンス物質として妥当であると

考えられる。小核試験に関しては、繰り涯し精度は未検討であるが、 Benzo[a]pyreneは比較的明

陳な Dose柵Responseを示しており(表 5)リファレンス物質として有望である。廃棄物試料に含
まれる芳香族系の炭化水素としてはこの他に温素基を有するものがあり、今後加えるべきリファ

レンス物質である。この点で表 2に示した MRL試験における Chlorophenolsへの応答は重要で
ある。

4. 3 評価範囲
燃焼由来の有害物質として選んだ主に芳香族系炭化水素類に対する試験の応答は、込怨L試験

について表 2、魚類小核試験について表 5に示した。 MRL試験では調べた全ての物質について

応答が得られている。細蕗を用いた遺伝子毒性試験で応答が得られるものが少ないとされる塩素

系の化合物について応答が得られているところは、用いた標準品の純度に問題はあるが、注目さ

れるところである。一方、魚類小核試験では、 Benzo[a]pyreneおよび Benzo[a]閉めraceneでは明確

な応答が得られた。また、焼却灰および捜出水試料からの物質の抽出に用いた溶媒、特に酢酸エ

チルは芳香族系の炭化水素類の抽出をターゲ、ツトとしたものであり、表 7、表 8に示すように

間試験法はこれら抽出物に応答している。以上は、両試験法がごみ燃焼由来の副生成物、少なく

とも芳香族炭化水素類の評価に対しては適用可能であることを示している。

4. 4 実試料に対する応答
廃棄物関連試料にはたいてい既知また未知の化学物質が様々な濃度レベルで多数混在している。
これらのいくつかは試験生物を殺したり、酵素反応を組害して試験法を妨害する。また、遺伝子

毒性試験では低濃度長期曝露により発現する毒性を高用量の投与により鰹期的に評価しようとす

る。したがって、試料に対して含まれるターゲットとする化学物質を濃縮・抽出する必要がある。

h四L試験および魚類小核試験ともに今路用いた浸出水からの抽出物に応答があり、何らかの
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遺伝子毒性物質を検出している。しかし、表8に示したように魚類小核試験において儒体の死亡
が生じており、との原因を究明する必要がある。また、処理による毒性の増減は抽出溶媒および

代謝活性により異なっており、ターゲットとする物質群の抽出効率や検出割合を調べる必要があ

る。

4. 5 操作
MRL試験は、菌体の復元に 3臼程度、試験操作には菌体の前培穫を含めて6時間程度であり、

詑較的迅速に結果を得ることができる。ただし、発光量および菌濃度の測定には手作業の部分が

多いためやや煩雑なところがあり、マイクロプレート法等の適用でさらなる試験操作の簡易・迅

速化が鴎れるだろう。魚類小核試験は、生物の期11致に 20日程度、試料の投与から血液等の採取
まで 6日間、プレパラートの作成から評価まで、 1検体あたり半日程度を要する。曝露時間は長

いが、現在の捜控内への投与を排水中での曝露に変えれば、蓄積を考慮した長期監視に使えるだ

ろう。操作上の問題は検鏡による小核の計数の労力である。特に、えらを用いる場合には細胞の

分散性に劣り、検鏡時の労力は増大する。画像解析等を用いた検鏡操作の自動化が望まれる。

5.結論

h依L試験および、魚類小核試験を麗業物処理施設におけるリスク検知に用いるための手法上の

開題点について検討した。

1)為依L試験及び魚類小核試験の標準品に対する繰り返し精度は、他の生物化学的な総合指

標の範囲にあった。
2) MRL試験のリファレンス物質として、主に燃焼由来の PAHsをターゲ、ットとする場合、

現段階ではBenzo[a]pyrene、1，8・Dinitrop戸eneが妥当であると考えられた。

3)再試験法は芳香族炭化水素類の評価に対しては適用可能であるが、実試料に含まれる妨害

因子、また、ターゲ、ツトとする物質群の抽出効率、検出割合等をさらに検討する必要があ

る。
4)試験操作においては、マイクロプレート化、酒像解析などの簡易化および自動化を鴎る余

地がある。

本原稿は第10回廃業物学会研究発表会(1999)で発表したものを修正・加筆したものである。

乙の研究は厚生省厚生科学研究費補助金による劫成を受けた。また、 h思L菌株を提供いただ

いた柴田工業(株)技術開発センター水本正浩氏、卒業研究生として実験を行った橋本昌洋、首

我真理子両氏、および試料の入手に協力をいただいた関係者各位に深く誠意を表する。
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