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原 著

農薬によるヒト末梢血培養リンパ球での姉妹染色分体交換の

誘発について

　　飯島純夫・延原弘章1）・竹下達也・日暮　眞2）
山梨医科大学保健学H教室，東京大学医学部母子保健学教室（現昭和大学医学部公衆衛生学教室D），

　　　　　　　　　　　　　東京大学医学部母子保健学教室2）

抄録：ヒト末梢血リンパ球を用い，近年発癌性と突然変異誘発性との関連で注目されている染色

体の姉妹染色分体交換（SCE）を指標として，　Parathion（PT），Mala出ion（MT），Dimethoa重e（DA），

Fenitrothion（FT），　Paraquat（PQ），　Glbberellin（GB）の6種類の農薬のSCE誘発能を検討した。

　その結果，GBを除く他の5種類の農薬でSC£の誘発が認められた。　PT，　MT，　DA，　PQにつ

いては他の細胞系を用いた従来の報告に類似しており，従来ほとんど報告がみられていないFTと

GBについては，ヒトリンパ球を用いた今回の検討では，　FTに強いSCE誘発能があることが，ま

たGBの場合には1000μg／mZという高い濃度でもSCEが誘発されないことが明かとなった。

キーワード　姉妹染色分体交換，，ヒトリンパ球，農薬

1，はじめに

　戦後のわがくにの農薬の使用量は急速に増加

し，農作物の大増産に大きく寄与してきたが，

一方では人の健康や自然環境に被害を与えるも

のがでてきた。

　農薬のうち，毒性が強いものと残留性が大き

いものについては，使用禁止を含む使用規制が

行われているが，発がん性，変異原性（突然変

異誘発性），催奇形性のいわゆる特殊毒性につ

いては，その影響が現われるまでに長期間を有

し，次世代への影響も考慮しなければならない。

そのため，近年発癌性・突然変異誘発性との関

連で，注目されている染色体の姉妹染色分体交

換（sister　chromatid　exchange；以下SCEと略

記）を指標として，ヒト末梢血リンパ球を用い
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てi鍛vitroでの検討を行なった。

　SCEとは，染色体のそれぞれの染色分体（姉

妹染色分体）が，一見，同一の部位で完全に入

れ替わる現象である。この現象は，はじめ

Taylorl）により，3H－thymidineで標識したオー

トラジオグラフィーにより観察され，その後，

Latt2）やPerry＆Wolff3）らの開発した，螢光ギ

ムザ（Fluorescence　plus　Giemsa；FPG）法によ

り極めて容易に観察できるようになった。

　SCEは，染色体DNAの損傷修復を反映す
る現象と考えられている4）が，種々の染色体傷

害物質によって，染色体構造異常がほとんど起

きない低濃度で，高頻度SCEを誘発すること
が報告されている5）6）。このため，SCEを指標

とした染色体DNA傷害の検討が数多くなさ

れ，現在では，遺伝毒性学上重要な指標として

の位置を確立しつつある7）。

　このようなSCEの鋭敏さに加えて方法の簡

便さ，定量性の良さ，判定の容易さ，短時間で

できることなどから，遺伝毒性，突然変異原性，

発がん性などのスクリーニング法として期待さ
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れている8）。

本研究で用いた農薬は，Parathio貧，

Malathion，　Dimethoate，　Fenitrothion　（以上

有機リン系殺虫剤），Paraquat（除草剤），　Gib－

berellin（生長調節剤）である。これらは，　Pa－

rathionを除き，すべて現在日本で使用されて

いる農薬である。

　Parathion，　Malathion，　Dimethoate，および

Paraqu裁tの4種類については，すでに他の細

胞系において，SCE誘発能が検討されている

が，ヒト末梢リンパ球では行われていない。

Fenitro　tho簸についてはin　v旋。での報告はみ

られず．Gibbere11玉澱については，まったく報

告はなされていない。

∬．材料および方法

　健康な成人3名（男2名，女1名）の全血を

用いて．ヒト末梢リンパ球培養法により72時間

培養を行った。薬物の添加は，培養開始時に行

い，72時間添加した。培養後，低張・固定処理

をほどこし染色体標本を作成し，数日後，

FPG法で分染を行った。これを光学顕微鏡で

観察し．細胞あたりのSCE頻度を数えた。

A．培養液

　培養液は，RPMI　1640（GIBCO）を使用し，

15％fetal　bovine　serum　（GIBCO），　1％peni，

cillin－streptomycin　solution（GIBCO）を混和

して用いた。これに5－brorno－2’deoxyuridine

（SIGMA）を終末濃度が40μMとなるように，

さらに1）hytohemagglutin恥　（GIBCO）を3％

加えた。

B．培養の方法

A．でイ漉した培養液をプラスチック製培養

用tubeに5m！ずつ分注し，濃度調節した農薬

を添加した。そこへ，通常のヘパリン採血を行っ

た被検者の血液を約0．3m∠加え，37℃のCO2

インキ．ユベーターにて，遮光して72時間培養し

た。培養終了の4時間前に，colcemid（GBCO）

を終末濃度が0．2μMとなるように加え，分裂

を停止させた。

C．低張

　培養終了後，直ちに1500rpmで5分間遠沈

して集めた細胞に，低張液（0．075M　KCI）を

加えて，約10m♂とし，15分間低張処理を行った。

D．固定

　低張処理を行った後，固定液（酢酸1：エタ

ノール3）を少しずつ加え，ゆるやかに固定を

行い，1500rpmで5分間遠沈した。上澄を捨

てて，同じ操作を2度繰り返した。

E．標本の作成

　最後に遠沈したあと，細胞浮遊液を0．2～

0．3m♂残して上澄を捨てた。これをあらかじめ

60％酢酸につけておいたスライドグラス上に数

滴滴下し，90℃のホットプレート（平沢製作所）

上で乾燥させた。

F．自己

　姉妹染色分体の油染はGotoら9）の方法に

よった。

G．検鏡

　作成した各標本について，光学顕微鏡下（1000

倍）で観察し，染色体岡志の重なりのない，よ

く染色された，第2回分裂期にある分裂像につ

いて，SCE数をかぞえた。分析細胞数は，各

系列25個とした。

H．使用農薬とその調節

　使用した農薬は，ParathiOR（PT），
Malathion（MT），　Dimethoate（DA），　Fenit－

rothion（FT），Paraquat（PQ），Gibberellin（GB）

の6種類（いずれも和光純薬工業）である。PT，

MT，　DA，　FTは，水にほとんど不溶であるた

め，エタノール（EtOH）を溶媒として用いた。

濃度系列は，GBが，30，100，300，
1000μg／mZで，それ以外の農薬は，原則とし

て3，10，30，100μg／m♂とした。MTのみ，

これ以外に200μg／m♂の濃度でも行った。

　EtOHを溶媒としたとき，培養液中のEtOH

は1％以下となるようにし，EtOHを溶媒とし

たものについては，EtOH1％を添加したもの

を対照として用いた。



Xl{i1 FrequenciesofSCEsinducedbyagriculturalchemicals

Parathion Malathion Dimethoate Fenitrothion Paraquat Gibberellin

untreatment 7.64 ± O.42

7.60 ± O.71

7.56 ± O.56

EtOH l% 8.32 ± O.69

s.oo ± e.6s

7.84 ± O.64

31Lcg/ml

10ptg/ml

3pag/ml

10eptg/ml

8.96 ± O.56

7.92 ± O.47

7.68±O.50

10.32±O.49*
8.96 ± O.54

11.40±O.76***

11.76 ± O.60 * * *

11.96 ± O.64 * * *

l1.60 ± O.67 * * *

P.G
P.G.

P.G

8.28±O.58
8.20 ± O.59

7.88 ± O.55

8.I6±O.36
8.12 ± O.58

7.72±O.43

8.12 ± O.57

8.04±O.43
8.96 ± O.72

9.32 ± O.65

9.52 ± O.76

IO.68 ± O.66 * *

8.68 ± O.55

8.92 ± O.66

8.72 ± O.56

8.12±O.47
9.40 ± O.58

8.04±O.58

l1.12 ± O.67 * *

ll.84 ± O.75 * * *

12.04 ± O.74 * * *

l7.92 ± O.71 * * *

16.68 ± O.71 * * *

18.08 ± O.95 * * *

8.88 ± O.49

7.96 ± e.60

9.04 ± O.63

il.12 ± O.77 * *

9.28 ± O.69

9.76+-O.58*

14.00±O.79***
12.52 ± O.53 * * *

l3.48 ± O.92 * * *

P.G.

P.G
P.G

7.65 nv+ O.56

7.60 ± O.52

8.76 ± O.59

s.oe ± o.62

8.16 ± O.55

8.36±O.61

9.08 ± O.66 *

9.04±O.51
9.36 ± O.6e *

10.88 ± O.83 * * "

IO.64 ± O.55 * * *

10.52 ± O.67 * * *

7.84 ± O.64

7.l6±O.51
8.48 ± O.68

7.44 ± O.47

8.28 ± O.60

7e96 ± O･69
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200pag/ml 23.24 ± l.12 * " *

   P.G
   P.G.

300ptg/ml 7.44 ± O.61

7.92 ± e.66

8.00 ± O.57

1000izeg/ml 8.12 ± O.53

7.80 ± O.50

7.88±O.56

Mean±S.D.; *P<O.05 ** P<O.Ol **" P<O.OOI; P.G.=:Poor Growth
E)El

F-L
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皿．実験成績 v，考察

　3名・の被検者より得られた染色体標本によ

り，各々の1細胞あたりのSCE頻度の検討を

行った。1回の実験は，前述の3名のうちひと

りの末梢血液ですべて行い，それを3回繰り返

し実施するかたちで行った。結果を表1に示し

た。

　PTは10μg／m♂では，被検者間にばらつきが

みられた。しかし，30μg／m1では，いずれの

被検者においても，有意な増加（P〈0．00！）

をみせ．対照群の1．5倍近くにまでなった。また，

100μg／m♂では，いずれの被検者においても分

裂像が得られなかった。

　MTにおいても，被検者間のばらつきがみら

れた。30μg／配では，いずれの被検者におい

ても，有意な増加は認められなかった。
！00μg／m♂では，1例が；有意な増加（（P〈0．01）

をみせ．他は，増加の傾向はみせたものの，有

意な差は得られなかった。200μg／m♂では，1

例が対照群の3倍近くまで増加したが，他では，

分析に十分な分裂像が得られなかった。

DAでは30μg／m♂で，いずれも被検者におい

ても有：意な増加をみせ，100μg／m♂では，いず

れも2・倍以上に増加した。

FTの場合10μg／m♂では，有意差のあるもの

とないものの両方があったが，いずれも増加の

傾向にあった。30μg／m∠では，いずれも対照

群に比較して1．5倍以上に増加し，有意義（P

〈0．001）も認められた。なお100μg／m♂では，

いずれの被検者においても，分裂像はほとんど

得られなかった。

　PQは30μ9／m1で増加の傾向をみせ，
100μg／lm♂では，いずれの被検者においても，

有意な増加をみせた。

　GBは，いずれの被検者においても，どの濃

度でも．SCE頻度に変化をもたらさなかった。

　今回のPHA幼若化ヒトリンパ球を用いた，

SCE誘発能に関する実験ではPT，　MT，　DA，

FT，　PQでは，　SCEの有意な増加が認められ

たが，GBについては，差が認められなかった。

　Sobtiら10）は，ヒトリンパ芽球様細胞をもち

いて，SCE誘発能の検討を行い，　DA　2μg／mZ，

PTO．2μg／m4　MTO．2μg／m♂で有意な増加（い

ずれもP＜o．01）を認めた。Nishioら11）は，

CHO細胞をもちいて，　SCE誘発能の検討を

行った。それによれば，PTO．3mM（≒87μg／mの，

MTO．3mM（≒99μg／m♂）で有意な増加（いず

れもP〈0．01）を示した。また，彼らはPT，

MTの代謝産物であるパラオクソン，およびマ

ラオクソンについても，同じ実験を行い，パラ

オクソン0．1mM（≒29μg／m∠），マラオクソン

0．1mM（≒33μg／m　1）で，有意な増加が認め

られ，代謝産物がより大きなSCE誘発能をも

つことを示している。Chenら12＞は，チャイニー

ズハムスターV79をもちいて，　SCE誘発能の

検討を行った。それによれば，MT40μg／m♂で

し5倍以上，　DA40μg／m∠で2倍近くにまで増

加した。Nicholasら13）は，ヒト胎児線維芽細

胞をもちいて，MTのSCE誘発能を検討した。

培養開始4時間後1回投与と，4，24時問後2

回投与とを行い，いずれも20μg／m♂で有意な

増加（P＜0．OO1）をみせた。また，1回投与

と2回投与とを比較して，2回投与のほうが
SCEが上昇することを示した。　Nicoteraら14）

は，チャイニーズハムスター線維芽細胞を用い

て，PQのSCE誘発能をみたところ，　O．1mM

（≒26μg／m♂）で有意な増加（P＜0．01）を認

めた。また，Wangら15）はrat　tracheal　epithe－

lial　cellではSCEの有意な増加を認めたもの

の，CHO細胞では有意な増加は認められな
かったと報告している。

　以上の結果は，いずれも今回の実験による結

果と合致するものである。しかし，MTについ

ては，他の細胞系では，PTやDA程度のSCE
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誘発能をみせているが，本実験では，PTや

DAに比べ，　SCE誘発能はかなり弱い。また，

Sobtiらの報告10）ではPTがDAよりも強い

SCE誘発能を持つようにみえるが，本実験で

は30μg／m♂では大差なかった。

　他の報告が，チャイニーズハムスター由来の

細胞あるいは，Bリンパ球由来の継代培養株を

用いたのに対して，本実験では，PHA幼若化

ヒトリンパ球を使用している。このため，使用

した細胞の感受性の差が，このような違いをも

たらした1つの要因と考えられる。

　また，これまでin　vitroでSCE誘発能が調

べられていなかったFTとGBについては，本

実験の結果，FTにSCE誘発能があることが，

はじめて確認された。FTは，他の有機リン系

殺虫剤に比べ，急性毒性が比較的弱いためよく

使われるが，今回の実験では，30μg／mZでみ

るとSCE誘発能は，6種類の農薬の中では最

も強いという結果がでた。一方，i捻vivoでFT

に曝露した菜園作業者の末梢リンパ球を用いた

報告16）ではSCEの有意な上昇を認めている。

GBは，他の10倍の濃度で実験を行ったが，

SCE頻度は，どの濃度でも変化はなかった。

SCEは，一般に染色体構造異常などよりも鋭

敏なDNA損傷の検出系であり，また，簡単で，

定量性が良く，判定が容易である。さらに

SCEの長所をあげるとすれば，　in　vivoでも，

in　vitroでも，哺乳動物を用いて行うこともで

き，対象が限定されないということがあげられ

る。また，直接作用原だけでなく，代謝活性化

を必要とする間接作用原も検出できる。さらに

は，SCE分析法は，ヒト集団のモニタリング

にも応用できる。とくに，ヒト集団のモニタリ

ングについては，将来有望視されているところ

である。農薬散布者について行われた調査では，

じゅうぶんな防護をしていない人に，高頻度の

SCEがみられたという報告17）もある。

　なお，本研究の一部は文部省科学研究費補助

金（一般研究C）によって行われた。
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     Induction of Sister Chromatid Exchages in Human Lymphocytes by Agricultural Chemicals in vitro

             Sumio Iljima, Hiroaki Nobuharai), Tatsuya Takeshita, and Makoto Higurashi2}
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  ]Ege"requencies of sister chromatid exchanges (SCEs) in humaR Iymphocytes by six agricultural chemicals, i.e. pa-

rathion, malathioR, dimethoate, fenitrothion, paraquat and gibbere}lin were observed. Relatively high SCE in-

duttions were observed in human lymphocytes by these chemicals except gibberellin, Gibbrerllin did not appear

to induce SCEs up to leeOptgfml.
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