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第6罰衛生工学シンポジウム
1998.11北海道大学学術交流会館

廃窯物処理分野12.おけるバイオ7フッむイ手法の週間足ついで
ー第2報:各種褒異原粧献験j告の趨問粧の臓部

山田正人(国立公衆衛生腕)，井上雄三(盟立公衆衛生続)，大迫政浩(国立公策癒生院)， 

木苗直芳(静碍県立大学)，小野芳朗(岡山大学)， .吉野港高(神奈)11県斑境制学センター)， 

市川嘉 (国立公衆衛生説)，留中勝(国立公衆衛生院)

1 .はじめ!こ

現在、有害化学物質の環境中への漏洩等、廃棄物処理施設!こ対する不信感がい尼ずら!こ矯ら

れ、施設の設撞や適正な麗棄物の管理iこ支障をき位している。この問題を解決する!こは、法規

制されている物算定けではなく、未知かっ未規制なものを含め控化学物損のリスクを総合的!こ

同定・評価して、社会的iこ許容されるレベルまで制御する厳重芯ソスク管理を、廃棄物処理・

処分システム|之おいて行うl必要がある。

我々は、擁護物処理・処分過程|こ由来する化学物賓の人の健康や生態系lこ対するリスクを迅

速かつ総合的!こ評価する手法として、変異原性試験|之蕃自し、その廃棄物処理分野への適用を

検討している1)。舎Eは、廃棄物処理・処分過程!こおいて特徴的と考えられる化学物質や、

都市ごみ焼却施設の焼却灰および埋立処分場の浸出水!こついて、複数の変異原性試験法を問時

!こ行い、各手法の適用性を検討したさ。

2.万法

2.1モデル物讃

国内外iこおける法規制の有無、農業物iこ台育ま左は焼却で生成すること、まだ変異震性や発

ガンi性i情報の軍事無等を考慮して、 13種の金罵および有機化合物(主|こ単環・多蹟芳香族)を

モヂjレ物質として選定し、標準品を入手したさ。

2.2試料

4ケ所のごみ焼却施設(表けから、焼却底灰と飛灰を採取し足。ま左 2ケ所の最終処分場

(表2)から浸出水の原水、消毒菌の処理水、および消議後の版流水を採取し左。

表 1 試料を採取したごみ競却施設の擁悪

Code A 日 C p 

combustibles and combustibles， direct 
Waste combustiむles sludge from night houlings， and combustibles 

soil treatment plants treatment residues 

Type" 
semi-continuous continuous mechanical continuous 
feed/stoker feed/stoker batch/stoker feed/stoker 

Capacity (ton/day) 
80/2 15012 4612 800/4 

INumber of furnaces 
Establishment 1984 1985 1991 1995 
Dust collector electric precipitator electric precipitator electric担recipitator bug filter 

spraying of slaked 

Exhaust treatment 
spraying of slaked lime (semi-dry) and spraying of slaked spraying of slaked 
lime noncatalytic lime (dry) lime (dry) 

reduction of NOx 
'; operation of these type of plants are defined as continuous feed=24hr/day; semi-continuous feed=16hr/day; 
呂ndmechanical batch=8hr/dav 
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表2 試料を採取した最終処分場の槻要

Code 
Site location 
Waste 

εstablishment 
Closure (plan) 
Area (m') 
Volume (m3) 
Filied volume (m3) 
Type 
Liner 
Leachate treatment plant 
Capacity (ton/day) 
Processes 

plain 
incinerator residue， 
pulverization residue， 
and night soil treatment 
residue 
1991 
1995 

9，150 
9，150 
semi-aerobic 
equipped 

A 

30 

plain 

incinerator residue and 
pUlverization residue 

1995 
2000 
6，650 
32，600 
4，402 
semi-aerobic 
equipped 

Ca reduction， biological dinitrification， advanced 
treatment (coagulation + rapid sand filtrarion + AC 

absorption)， and sterilization 

2.3 焼却灰からの化学物質の描出・濃縮

8 
mountain 

bulky waste， pulverization waste， and 
combustibles 

1990 

22，500 
217，370 
17，931 
semi-aerobic 
equipped 

70 
Ca reduction， biological dinitirification， 
advanced treatment (coagulation + ra伊id
sand filtration +AC absorption + 
c:helatel. and sterilization 

乾燥させ定試料|こついて、吉野と浦野 2)の方法!こし肢がって、酢酸エチjレで援護、超音波

!こよる摘出操作を行つだ。回収され疋:t83出液!こついて、溶螺をエパポレータでj威圧留去し、得

られ疋残j蜜を酢酸エチル摘出物とし足。

2.4 浸出水からの化学物質の拙出・濃縮

浸出水は、加圧ろ過して懸濁物を取り除い恕のち、 XAD-2000樹脂を充填したさガラス力うム

!こ通水して有機物を吸着させ陸。樹脂より吸着物を適震の酢強工チルで描出し、脱水およびj威

圧留去の後、得られ疋残濯を酢強エチjレ抽出物としたさ。ま定、続けて、樹脂より吸着物をメタ

ノールで抽出し、脱水および減EE留去の後、得られたさ残潰をメタノーん抽出物とし足。

2.5 変異原性試験

細繭を用いて invirtoで遺伝子突然変異を検知する Ames試験と DNA損傷を検知する umu

試験、まだ、魚類を用いて invivoで染色体異常を検知する小核試験と DNA損傷を検知するSCG

試験(コメツトアツセイ)を用い、モデル物費、焼却灰および浸出水の描出物の変異旗牲を調

べだ。 Ames試験 2)では、菌株!こ SalmonθIIatyphimurium T A98と TA100を用い、それぞれ

肝臓機能を模し定代謝活性化剤を加え定系 (+S9)と加えない系 (-S9)Iこついて、プしート

法で復帰変巽株のコロニー数を求め足。 umu試験 3)では、親株 SalmonθIIatyphimurium 

TA 1535/pSK1 002とアミノアレーン|こ高感受性を措つ繭株である NM2009と感受性ガ低い

NM2000 (十S9)、まだ、ニトロアレーン!こ高感受性を措つ株である NM3009と感受性がない

株 NM1000(-S9)を用い、菌{本あ足りのs.-galactosidase 活性を灘定し足。以上の細菌試験

では被験物農は DMSOIこ溶解させて用い足。小核試験 4)では、試験動物として金魚CCarass/Us

auratus)の和金およびコメツトを用い、被験物震は生理禽境7Jくまだは DMSOIこ溶解さ5せて、
腹腔内!こ投与し、 96および 144時間後位、末梢即まだは鯨を採取して細胞あ足りの小核誘発

頻度を調べ足。 SCG試験 5)では、被験動物として和金を用い、被験物質は工タノール!こ溶解

さぜて、鰻控内!こ投与し、 96時間後|こ末l梢血iを採取して、ア刀、口ースゲル上で核溶解および

DNA巻き震し後!こ電気泳動を行い、得られ尼核の形状とその出現頻度を調べ足。
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3.結果

3.1 モヂjレ物質!こ対する各試験法の搭答(表3)

8CG試験でleJ:d，開べ定化学物麓および用量 CTrp-P-2，PCPおよび Benzo[a]pyrene、1およ

び 5mg/kg)Iこおいて明確な応答が得られなかっ定。 Ames試験i呂、十89系で多環芳香族炭化

水素 (PAHs)およびヘテロサイクリックアミン!こJiI}答し、特!こ Dinitropyrene類で強い応答が

得られ位。 umu試験(親株)でも同様!こ Dinitropyrene類で強い応答が得られ、 -89系でわず

かながら重金罵!こも応答が毘られだ。 Fluoranthane類では応答は小さかったさ。魚類を吊い佐

小核試験では、 Benzo[a]pyrene、Trp平時2で明確にJiI}答し、この他!こ単環で塩素を有する PCP

!こもわずか!こ応答しだ。ま詑、 FluoranthaneI之対しては応答がなかっ色。

表3 モデル物質に対する各試験法の応答

Ames (net rev刈g・chemical)吋 umu (uniUunit・2 Micronucleus (relative 
freq.7 uency-si 

TA98 TA100 TA1535/pSK1002 P.E:6'7 Gilr6 

Dose o ug/mL 3 ug/mL o ug/mL 3 ug/mL 5mgl主g 5mg/kg 
-S9 +S9 -S9 +S9 幽S9・3 +S9・4

Pb2+ N.D. N.D N.D. N.D 0.31 。目41 0.15 0.14 N.E. N.E. 
Sb3+ N.D N.D. N.D. N.D 0.31 0.35 0.15 0.15 N.E. N.芭
Cd2+ N.D N.D. N.D. N.D 0.31 0.29 0.15 0.17 N.E. N.E 
Benzo[a]pyrene N.D 60 N.D. 220 0.58 0.60 0.33 1.5 0.67 0.73 
1，6-Dinitropyrene 200000 2000000 140000 980000 0.58 7.2 0.33 4.9 N.E. N.E. 
1，8-Dinitropyrene 1000000 900000 500000 260000 0.58 5.6 0.33 3.3 N.E N.E 
1，3-Dinitropyrene 140000 300000 110000 280000 0.58 6.6 0.33 5.1 N.E. N.E. 
τrp-P-2 N.D 4000 N.D目 240 N.E. N.E. N.E N.E. 0.67 0.34 
Pentachlorophenol N目D. N.D. N.D目 N.D. N.E. N.E. N.E. N.E. 0.17 0.13 
2，4，6-Trichloro担henol N.D N.D. N.D. N.D目 N.E. N.E. N.E. N.E N.E. N.E. 
2，4嶋Dichlorophenol N.D. N.D. N.D. N.D. N.E. N.E. N.巳 N.韮. N.E. N.巳

FBleunozroanIbtlhfalunoe ranthane 
N.D. N.D. N.D. 24 0.58 0.68 0.33 0.35 0.00 -0.10 
N.D. N.D. N.D. 53 0.58 0.60 0.33 0.31 N.E. N.E. 

N.D. = not detected. N.E. = not evaluated 

": obtained from dose-response slope 屯:calculated as chemicallpositive control of s-galactosidase unit 
": used 4NQO 1 mg/L as positive control ・':used 2・AA1 mg/L as positive control 
千calculatedas [(chemical)-(negative control)]/[(positive control)ー(negativecontrol)] of micronucleus frequency 

'6: used mitomycin C 4mg/kg as positive control ・7:Peripheral Erythrocytes 
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表4 焼却訳酢酸ヱチル抽出物の変異原性

umu Micronucleus 
Wakin Comet 

Dose 0.02-0.56. g-ash/mL 94四 3700g-ash/kg 100-400 g-ash/kg 
NM2009/2000 I NM3009/1000 P.E. GiII P.E. Gill 

A-flyash + 土 + 土 + + 
A“boltom ash 土 + 十 + + 
8・flyash + + N.E. N.E. + 士

B-boltom ash + + イト 4附ト + + 
CイIyash N.E N.E. N.E. N.E. 4ト 十

。醐flyash 土 士 N.巳 N.E. イト + 
。幽boltomash 士 士 N.巳 N.E. + + 

"-": 0<x<1.5; ":1:": 1.5sx<2; "+": 2sx， x=sample I negative control 
N.E.: not evaluated 

3.3 浸出水の酢酸エチルおよびメタノーん抽出物iこ対する各試験法の応答(表5)

Ames試験では、 A施設の原水および放流水!こおいて-89系で、応答があっ足。特iこB交流水の

メタノール抽出物|こは強い変異震活性が認められだ。 umu試験では A施設摂水のメタノーん
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表5 潰出水抽出物の遺伝子毒性

Ames umu Micronucleus 
TA98 TA100 NM3009/1000 Wakin 

Dose 0.04-1.17 L-Ieachate/plate 0.38-2.6 L-leachate/mL 1叩 5L-Ieachate/body 
-89 +89 ー89 +89 P巳 GiII 

A-raw water EtAc + 4ト + 
MeOH + N.E. N.E 

A“treated water EtAc + + + 
MeOH 士 N.E N.ε. 

A唱 ffluent EtAc + + + + 7 

MeOH +，ト+ ++ + N.E N.ε. 
B-raw water εtAc + N.E. N.E. 

MeOH ++ N.巳 N.E. 
B-treated waterεtAc イト N.E. N.E. 

MeOH - イト N.E. N.E. 
B-effluent ε仏c + N.E. N.忘.

MeOH 4ト N.E N.ε. 

"-": 0<x<1.5; "士"・ 1.5話x<2;11+11・2豆X<20;"++11 20話x<200;同++";200話x，x=sample/negative control 

N.E.: not evaluated 

抽出物以外で搭答があり、 8施設原水のメタノーjレ抽出物iこ特区大きな DNA損傷性が認めら

れ.ニト口化合物の寄在が示され定。小核試験では、試験し恕全ての酢酸エチjレ抽出物で小核

誘発能が克られだ。なお、これら試料!こついて SCG試験は行ってい芯い。

4.警察

4.1 変異原性試験の応答特性

環境試料の変異標柱の評備では Ames試験が単体で用いられている慨が多いの 6)7)。合器

用い控試験法では、 PAHsで代表的な発がん性物質 Benzo[a]pyreneに対して有意な応答ガ、あ

り、 Dinitropyrene類iこ大きな遺伝子毒性活性が見られ起点が共通している。ま芝、!一般!こ、

変異原性試験(特iこよく用いられている Ames試験)は含塩素化合物lこ対する応答が得られ

ないことガ、大き芯欠点、とされているが、舎自の結果で、魚類IJ¥核試験|こおいて弱いながらも応

答が得られていることは注自すべき事項である。焼却灰および浸出水試料の溶媒抽出物を用い

定試験lët、ある試験で検出されなかっ定変巽原'11•生物質が他の試験で、捉えられていること、まだ、

試験法で検知している物質種まだは感度が異なることを示している。

4.2 変異原性試験の焼却灰、浸出水への適用性

本研究で用い定試料の酪思理法および変異原性試験法は、焼却灰および潰出水iこ含まれる遺

{云予聾i性を検出しており、一連の手法が廃棄物分野lこ適用可能であることが確かめられ疋。し

かし、今思用い定試料の抱出・濃縮法は、宵審物質として燃焼由来の高沸点非趨性の有機化合

物を想定し定ものであり、これ以外の性震をもったさ物質応対しては、加の前処理法を考える必

要がある。ま疋、合田試験iこ用い疋用量範屈が、焼却伎や浸出水の評価!こ匹く用いることがで

きるか、リスクの所在の有無を判定するの!こ妥当であるかどうかは、より多くの試料!こついて

含有される有害化学物質の濃度との対応を把握し、試料そのものの発癌性等を晴乳動物|こよる

試験で確認するなどして、検討する必要がある。

4.3 焼却灰および浸出水iこ含まれる変異原'11•生物費

焼却灰および浸出水では、大部分で umu試験および小核試験において明確なな応答が認め

られ定。試料の変異原性の部価で用い左 umu試験菌株はアミノ化合物およびニト口化合物を

高感度iこ検出する系であり、fiD.答がおっ詑試料!こは変異原性をもっこれらの物質が含まれるこ
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とか示峻される。なお、モデjレ物質の中で極めて強い変異原性活性を示し12Dinitropyrene類

はこト己記合物である。これらアミノおよびニト口化合物は主!こ燃焼iこよって生ずることが知

られており 3)8)、焼却を経曲する鹿棄物処理システムなおいて、重要な有害物質である可能

性がある。またさ、浸出水の処理過程で活性を出較すると、 A施設では塩素滅菌iこより変異原'1'生

(Ames試験〉物賓が生成する様子、 8施設では処理の過程でニトロアレーンiこよる DNA損

傷性 (umu試験)物質が賂去される様子が鵠確立現れている。すなわち、変異顕牲試験を利

用して、有害物質の消長!こ関して処理プロセスの部価を行うことが者えられる。
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Action Level (1) 

カ 〆Ac伽切vel問
機鐙麟欝麟鱗鶴広/

¥ 生態害毒性としての環境貨の評傍

若手性の高 施設管理の指襟
い物質君半、
麟雛麟灘議額

〆¥
性情報データベース 可

げ 発がん性鼠験

りスクレベf;の決定~
Aclion Level (1)。あらかじめ設定され主主将定基準
Aclion Level (2)パッククラウンドと他殺しだ覚電車以活性のi菌加

図1 変呉服性試験を用いたりスク検知システム

表6 試験j去に求められる要件

物質特異性感度 応答速度飲料 形式

周囲環焼モニタリング包括的 <þ~低中~低 全f霊 諸積裂(主主育主主物)

放出物モニタリング 忽話的 中 高耳 全盛 センサー型

一次スクリーニング 包録的 高~中高~中 会潔 分析キット型

二次スクリーニング 選択的 5高 中~低 分霞 分析器裂 (iii~受性株)
る。

搬入物の摂関検査を想定しだ

一次スクソ一二ングでは、オン

サイトで使えるような簡易分析キット型の試験系が想定される。例えば、 umu試験のよう!こ、

言毒性応答を発色や生物発光で測定する試験系が過している古ろう。ま芝、この時点では、語、性

毒性を訴すような高濃度での物賓の混入も予想されるので¥マイク訂トツクス試験等の怠'I'i毒

性試験も併用する必要がある。

モニタソングや一次スクリー二ングで得られ疋異常備の精査の定め行われるこ次スクリーニ

ング!呂、前処理!こよる物震の選別と変異原性試験手法を組み合わせて、特|こ変異原活性の高い

変異原物質群(例えば、 i量索、ニト口、アミノ化合物等〉とその鐙先JI廃位を推定し、次!こ続く

化学分析へl情報を唱え、その費用、時間および労力を軽減することを想定している。この擦iこ
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Iel:、合回用い左 umu試験iこおけるニト口、アミノ化合物!こ対する高感受性株等を組み合わせ

て用いることが者えられる。まだ、これらを補完するだめ|こ TO)くのような化学分析!こよる総

合指標も併用することも考えられる。

最終的iこは、試験で得られ定全体の毒性iこ対して重要な個別物襲の化学分析値を、動物個体

を用い定試験で得られ12.Dose-Responseから、Otlえば発刀、ンソスクポテンシヤルへと定量的

!こ変換し、規制等の対策iこ利用する。ま芝、変異旗性試験の結果自体も、施設の処理能力の改

善や監視の自安となる揺標として利用する。

以上のような変異原牲試験法のシステム化iこよる現場での運用を視野区いれると、手法の

動化、簡男化|こ関する研究も、舎後の璽喪な課題である。

5.まとめ

擁護物処理・処分過程!こおいて特徴的と者えられる化学物質や、都市ごみ焼却施設の焼却灰

および埋立処分場浸出水!こついて、複数の変異原性試験法を同時iこ用い、その適用性を検討し

定。本研究で用いだ試料の前処理法および変異原性試験法は、焼却灰および浸出水!こ舎訣れる

変異原性を検出しており、一連の手法が廃禁物分野|こ適用弓能であることが確かめられだ。ま

たさ、有害物質を包括的!こスクリーニングするという目的iこおいては、単一の試験だけではなく、

複数の試験法を同時iこ併用することが必須であると考えられだ。ま起、焼却を経由する鹿棄物

処理システム|こめいて、ニトロ化合物および?ミノ化合物が重要な変異顕である可能性が示唆

され足。

合後Iel:、前処理法、試験系配ついて、新危な手法を加えることを視野!こ入れて、より広範芯

物襲特異性、結果の精箆・再現性、化学分析との 1)ンクさせる方法、手法の簡易化・迅速化等

lこついて、引き続き検討を進めてゆく予定である。

本研究j話、平成 7'"'-'9年度|こかけて厚生省公衆議5生研究推進費iこより符われ疋ものである。

まだ、本原稿i誌、第 9回廃棄物学会研究発表会 (1998)Iこ発表しだ4ろのな、修正・加筆し定

ものである。
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