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細胞数の測定:Coulter Counter，あるいは Thoma血

球計算盤により測定した.

生存率の測定 :D. discoidevmをbacteriaとともに寒天

培地に播種し， 22'Cで培養，寒天培地の表面を覆った

bacteriaを粘菌アメーパが捕食したプラーク状のコロ

ニーを数えて生存率を測定した.

サイクロヘキシミド抵抗性突然変異の測定:増殖中の

Ax-3株アメーパ細胞を紫外線照射し axemc培養液

で培養の後， 350μg/mlのサイクロヘキシミドを含む

寒天培地に bacteriaとともに播種し， 15-20日間培養，

プラークを数えた. bacteriaはこの濃度のサイクロヘキ

シミドを含む寒天培地で増殖可能である.

Y線照射東京都立アイソトーフ。総合研究所の60CO

線源により照射.照射時間は 1時間とし，線i原からの距

離により線量を変えた.

紫外線照射 :HEPES bufferで培地を洗浄，再懸濁し，

殺菌灯(254nm)で、照射した.

結果と考察

カフェイン感受性回復に対するアクチノマイシンDの

影響

図 1は， NC-4株を液体培地で bacteriaと共に培養

した場合で，実線は増殖中の細胞に2.1X103GyのY線

を照射し，細胞数の変化を調べたものである. 9時間の

分裂遅延の後，増殖を再開し，その後非照射細胞の増殖

速度とほぼ同じ速度で細胞は増殖した.この y線照射細

胞を，寒天培地に bacteriaとともに播種した時の生存率

は約85%であった.

細胞を照射直後に0.75mMのカフェイン含有寒天培
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図 1 y線照射した NC-4株のカフェイン感受性回復

におけるアクチノマイシン Dの効果

地に播種した場合の細胞致死は増感され，生存率は約

10%であった.照射後そのままカフェインを含まない液

体培地で細胞を培養し，経時的に0.75mMのカフェイ

ンを含む寒天培地に播種して，生存率を求めたものを黒

丸の曲線で示した. 4時間の比較的短時間の聞に生存率

が上昇した.これから D.discoideumにカフェインに

よって阻害される修復能力があることが分かる.すなわ

ち照射直後にはカフェインによって生存率が減少した.

しかし，カフェインを含まない液体培地での一時的培養

で，損傷の一部が修復され，更にその後のカフェイン培

地への播種で，残存損傷の修復が阻害された結果として

生存率が徐々に上昇する曲線が得られた.これがカフェ

イン感受性回復過程に対応すると考えられる.

この修復の結果においても，カフェインを含まない寒

天培地に播種した時と生存率は等しくならず，修復が十

分完了したわけではなかった.その後の修復過程は図 1

に示したように，一時プラトーになった後，細胞数が増

加し始めた10時間後より後で更に生存率が上昇し，修復

が進行した.そしてカフェインを含む寒天培地に播種し

た時の生存細胞数は，最終的にカフェインを含まない寒

天培地に橋種した時の生存細胞数と一致した.

前報5)でこのカフェイン感受性回復の前半の過程を Ic

の回復，後半の過程を IIcの回復と名付けたが今回も同

じ結果が獲られた.

今回我々はさらにこのカフェイン感受性 kの回復と，

IIcの回復とに対するアクチノマイシン Dの影響につい

て調べた. Y線照射後液体培地で培養中に10μ g/ml

のアクチノマイシン Dを添加し，経時的に細胞数を数え，

0.75 mMのカフェインを含む寒天培地，あるいは含ま

ない寒天培地に播種した.この濃度のアクチノマイシン

Dは，非照射細胞の増殖を完全に阻害する最小濃度であ

る.細胞数は23時間後まで殆ど変化しないが幾分減少す

る傾向があった(図 1破線).この細胞液を希釈し，カ

フェインを含まない寒天培地に播種した場合，図 1に三

角印で示したように，照射後10時間後から生存細胞数は

徐々に減少した.アクチノマイシン Dは希釈により細胞

の生存率には影響を与えない.アクチノマイシン Dによ

りRNA合成が行えず，死に至る損傷が徐々に形成され，

アクチノマイシンDを除去しでも細胞は死ぬものと考え

られる.

カフェインを含む培地に播種した場合は，図 1に白丸

で示したように，アクチノマイシン Dが無いときと同様

に4時間の Ic回復過程及びその後のプラトーを示した.

しかし IIcの回復過程は示さず，逆に生存細胞数は急激
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に減少した.

アクチノマイシン DはIc回復過程には何ら影響を与

えないが， IIc回復過程を阻害する.Y線による損傷を

保持する細胞はアクチノマイシン Dによってこの時期に

カフェインに増感せしめられる様な損傷を形成し，細胞

を致死させるものと考えられる.

Ic回復の温度感受性について

Ic回復の温度感受性について調べるために，上記の

実験と同様に y線照射後，液体培地で種々の温度で培養

し，経時的にカフェインを含む寒天培地に播種し，生存

細胞数を求めた.黒丸は細胞数，白丸は生存細胞数であ

る.図 2Aはl1'Cで培養したときで， Icの回復は不明

確であり，ほとんど Ic回復を示さなかった.16'C (図

2 B)および26'C(図 2D)は約10時間の Ic回復がみられ，

大幅に回復時間が延長した.そして D.discoideumの増

殖の至適温度である21'C (図 2C)では，最も短時間の

4時間で Ic回復が完了した この実験から Ic回復は温

度依存性の酵素的な反応であろうと考えられる.

Ic 回復におけるサイクロヘキシミド，アクチノマイシ

ンDの効果

サイクロヘキシミド，アクチノマイシン D等の効果を
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図2 カフェイン感受性 Ic回復の温度依存性
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調べるために， bacteriaを捕食しなくとも増殖しうる

Ax-3株を用いた. NC-4株では γ線による損傷がカ

フェインによって増感されると同様に， Ax-3株は紫

外線照射によって生じた損傷が，同様にカフェインに

よって増感された.

ax巴nic培地で増殖中の細胞を HEPESbuffer中で紫外

線照射し，照射後，再ぴ axenic培地で培養し，経時的

に0.75mMカフェインを含む寒天培地に bacteriaとと

もに播種した. 165J/m'の紫外線を照射した Ax-3株

は，Y線照射した NC-4株と同様に Ic回復を示した

(図 3A). 紫外線照射後 axenic培地の代わりに85.6

mM (l5.4mg/ ml )のグルコースを含む10mM HEPES 

bufferで培養し，同様に経時的にカフェイン寒天培地に

播種した場合は，少なくとも 10時間までは Ic回復を示

さず，その後幾分生存率は上昇した(図 3B). 次ぎに紫

外線照射後 axell1c培地に，正常の細胞増殖を阻害する

濃度， 100μ g/mlのサイクロヘキシミドを添加して培

養したときは12時間まで Ic回復を示さなかった(図 3
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図3 紫外線照射した Ax-3株のカフェイン感受性 Ic

回復における薬剤の効果
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クロヘキシミドが， Ax-3株のコロニー形成能を完全

に抑制する最低濃度であった.この濃度のサイクロヘキ

シミドは， bacteriaの増殖にほとんど影響を与えない.

それ故この濃度のサイクロヘキシミドを用いてAx-3 

株からサイクロヘキシミド抵抗性突然変異を分離した.

まず種々の濃度のサイクロヘキシミドを含有する ax-

enic培地に 1- 2 X 105個/mlの細胞を播種し，分離株

とAx-3株での増殖を比較した.図 4Aは Ax-3株

の場合で， 50μ g/mlの濃度で増殖は阻害された. 100 

μg/mlでは細胞数は全く増加せず，幾分減少してい

く傾向にあった.一方，分離したサイクロヘキシミド抵

抗性株はおおよそ 2種類に分類される.一つは Cyc一7

で代表されるもので図 4Bに示すように50μ g/ml，

100μ g/mlの濃度で Ax-3株に較べ明らかに抵抗性

であるが，その差はそれほど大きくない，他の一つは

Cyc-3で代表されるもので，図 4Cに示すように150

μ g/mlの濃度でも増殖し得る.

次に図の中の縦の線によって， controlの細胞が10倍

に増殖した時間にサイクロヘキシミドを添加した場合に，

細胞数がどの程度増殖したかを測定し，分離した 9種の

サイクロヘキシミド抵抗性株について比較した.図 5は

サイクロヘキシミドの濃度を横軸に取ってプロットした
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C ).同様に10μ g/mlのアクチノマイシン Dを添加し

て培養したときは正常な axenic培地で培養したときに

較べ幾分遅いが Ic回復を示した(図 3D). アクチノマ

イシン Dの効果は NC-4株を y線照射した場合(図 1) 

とほぼ同様な結果を示した.

すなわち，紫外線を照射した Ax-3株は，Y線照射

した NC-4株と同様に Ic回復を示し，この回復過程は

エネルギー源としてグルコースを添加した緩衝液だけで

はIc回復を示さない.更にタンパク質合成阻害剤であ

るサイクロヘキシミドは Ic回復を阻害し， RNA合成阻

害剤であるアクチノマイシン DはIc回復を阻害しない.

このことから Ic回復過程は， RNA合成を必要としな

いが，新たなタンパク質の合成が必要であると考えられ

る.

サイク口ヘキシミド抵抗性突然変異株について

D. discoideumの突然変異誘発率を測定するための方

法は確立されていない.我々はサイクロヘキシミド抵抗

性突然変異に関する方法を確立するために次の実験を

行った.

Ax-3株を，種々の濃度のサイクロヘキシミドを含

む寒天培地に bacteriaとともに播種してサイクロヘキシ

ミド抵抗性を調べたところ， 350μ g/mlの濃度のサイ
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もので，破線は Ax-3株であり，サイクロヘキシミド

抵抗性として分離し，テストした 9種の株は実線で示し

たが，全て Ax-3株よりも抵抗性であることが判る.

突然変異 expressiontimeの測定

DNAに生じた損傷が突然変異として発現されるまで

には，数回の細胞分裂が必要である (expressiontime). 

D. discoideu怖の expressiontimeを測定するために，紫

外線照射後 axenic培地で培養し，経時的に350μ g/ml

のサイクロヘキシミドを含む寒天培地に播種して，サイ

クロヘキシミド抵抗性突然変異の発生頻度を測定した.

図6に示すように紫外線照射直後は突然変異の頻度が

少ない.培養時間と共に急激に突然変異頻度は上昇し，

細胞数が3倍になったときに突然変異頻度はプラトーに

なった.このことから細胞数が 3倍になる時間を ex.

pression timeとして突然変異率を測定することが良い

と結論した.

紫外線誘発突然変異率の測定

紫外線照射後， expression timeの間， axenic培地で培

養し，その後サイクロヘキシミドの選択培地に播種した

場合の紫外線誘発突然変異率を，照射紫外線線量に対し

てプロットしたのが図 7である. Ax-3株の突然変異

誘発率は紫外線照射線量に対して対数的に上昇した.

以上の通りサイクロヘキシミド抵抗性として分離した

株は全て親株 Ax-3株よりサイクロヘキシミドに抵抗

性であった.突然変異の発現に expressiontimeが必要

であり，照射した紫外線に対して線量効果関係があった.

これらのことからサイクロヘキシミド抵抗性突然変異に

よる D.discoidev怖の突然変異率の測定が可能で、あると

図5
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考え，次の実験を行った.

カフェイン感受性回復と突然変異誘発

カフェイン感受性回復過程 IcとIIcにおける突然変異

誘発について調べた.実験によって細胞の増殖速度が異

なるため， expression timeは細胞数が 3倍になるまで

の時間とした. 7種類の実験を 2度行い，実験の過程と

結果を表 lに示した.表の中，実験Fは自然突然変異で

ある.実験Gは0.75mMカフェイン中での培養のみに

よる突然変異誘発率である.実験Eは紫外線照射直後に

サイクロヘキシミドの選択培地に播種した時の突然変異

誘発率である. expression timeを置かなかったために

突然変異誘発率は抵い.実験Fを1としたとき E，Gは

それぞれ0.77倍， 1.6倍で大きな差はない.

実験Aでは，紫外線照射後 expressiontimeの問を正

常液体培地で培養してから選択培地に播種した.誘発突

然変異率は自然突然変異(実験F)の28倍であった.実験

Bでは紫外線照射後 expressiontimeの間0.75mMのカ

フェインを含む液体培地で培養し，その選択培地に播種

したもので，自然突然変異の101倍の誘発突然変異率で

あった.実験Cは紫外線照射後 expressiontimeの始め

の6時間正常な液体培地で培養し，その後0.75mMの

カフェインを含む液体培地で培養し，選択培地に播種し

た場合で， 226倍の誘発突然変異率を示した.実験Dは

紫外線照射後 expressiontimeの始めの 6時間， 0.75 

mMのカフェインを含む液体培地で培養し，その後正常

な液体培地で培養し，選択培地に播種した場合で， 48倍

の誘発突然変異率を示した.

図8に実験結果を要約した.カフェイン感受性回復過

程 Icならびに IIcと突然変異誘発との関係について，次

のように考察した.

実験Aは図 8の実線の経路で示され，カフェインを添

加していないため expressiontimeの聞に IcとIIc回復

過程を経過して突然変異を誘起した.実験Cは紫外線照

射後 expressiontimeの初めの 6時間カフェイン無しで

培養し，その後カフェインを添加した.即ち Ic回復を

経た後 IIc回復を祖害した場合で，突然変異の誘発は激

表1.紫外線照射後の expressiontimeにおけるカフェインの添加と突然変異

mcthod mutation frcquency / 10‘survivn1 
rate for 

expression timc se 1cction cxp.1 cxp.2 av. exp.F 

A !!y.. .cnf. cyc.p1nte 11. 6 20.6 16.1 28 

B ，.JiY.. +caf. I cyc.p1atc 54. s 61. 2 58 101 

c UV. .caf. +caf. l cyc.p1ate 112.2 147.1 130 226 ~11r 

D ・caf I cyc.p1atc 15.2 39.5 27 48 6hr 

E ~ cyc.platc 0.41 0.48 0.44 0.77 

F .caf I cyc.plnte 0.67 0.48 0.57 

G 
+caf t CYF・£主主主i 0.78 1. 08 0.93 1.6 

j 
6hr 

mutation 
exp. rate 
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図8 カフェイン感受性 Icならびに IIc回復の突然変異誘発
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増した.

この結果から Ic回復は errorprone修復であり， DNA' 

の初期損傷から突然変異を誘起させる.そして IIc回復

はerrorが少ないだけではなく，突然変異性の損傷を減

少させるような proofreadingすると仮定することができ

る.

実験Cでは， Ic回復によって DNAの初期損傷から突

然変異性損傷に変換され， IIc回復をカフェインによっ

て阻害した結果，突然変異が激増した.実験Aでは， Ic 

回復による突然変異性損傷が形成された後， IIc回復の

proofreadingによって突然変異性の損傷を正常な DNA

に修復したため突然変異誘発が比較的少なかったと説明

することが出来る.

実験Dは， 6時間カフェイン添加培地で培養した後，

カフェインを除いて更に培養した場合で，誘発突然変異

はAの場合より幾分多いだけであった. 6時間の培養で

Ic回復は阻害されたが，その問， lc回復以外のカフェ

イン非感受性の未知の回復機構が作用していたのかも知

れない. 6時間以降カフェインを除去することによって，

Ic回復が，更にその後 IIc回復が作用した可能性がある.

上の仮定で突然変異頻度が少なかったことを説明できる.

実験Bでは，紫外線照射直後から全 expressiontime 

にカフェインが存在していたので， Icからびに IIc回復

は起きなかったと考えられる.その関カフェインに非感

受性の errorprone修復が行われた可能性もある.
全土 告4
耶ロ 員岡

カフェインは修復過程を阻害し，紫外線の致死作用を

増加させることが知られており，また種々のアルキル化

剤の作用も増感する.カフェイン自身の変異原性を初め

として，このような他の変異原とカフェインの競合効果

については Kihlmanl1)によってまとめられている. しか

しカフェインの生物に対する効果には，その多様な発現

性から不明な点が多い.

我々は細胞性粘菌を用いて実験し，y線，紫外線，

MNNGによる致死作用をカフェインが増感し，それら

がカフェインによる修復過程の阻害による結果であり，

カフェインに感受性を示す回復 Icならびに IIcの二つの

過程が存在することを明らかにした.

Ic回復過程には新たなタンパク質の合成が必要であ

り， RNA合成は必要ではないが， IIc回復過程は RNA

合成と関連があると考えられる.更に lc回復過程は

error prone repairであり，突然変異を増加させる.一

方， IIc回復過程は errorfreeであると共にむしろ突然

変異を起こす可能性のある損傷を減少させるように作用

するものと考えられる.

Changらは12)Chinese hamsterの細胞を用いて， DNA 

修復と突然変異の固定の時期にカフェインを作用させた

ときにのみ紫外線誘発突然変異が増加し，修復後或は選

択期には減少すると報告している.これは恒常的に発現

されている errorfreeな複製後修復過程がカフェインに

より阻害され， error prone DNA修復過程に入るためと

説明している.我々の結果もこの仮設により説明するこ

とが出来る.
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ラット肝初代培養細胞に対する

アセトアミノフェンとその異性体の毒性効果

藤谷和正*，市川久次*，佐々木美枝子*

Toxic Effects of Acetaminophen and its Isomers 

on Primary Cultured Rat Hepatocytes 

Kazumasa Fujitani *， Hisatsugu Ichikawa * 

and Mieko Sasaki * 

Abstract 

Hepatocytes， prepared from a male F344/DuCrj (Fischer) rat weighing 254 g (71 days old) using a col. 

lagenase perfusion technique and cultured 24 hours on type-1-collagen coated dishes， were treated with Ace-

taminophen， 0-Acetamidophenol or m-Acetamidophenol (t-， 0-or刑 -AAP，0.668-8.02mg/ ml) for 24 hours. The 

amounts of protein in the cells， ALP， GOT， GPT， GTP and LDH activities in the cells and leakages of the en-

zymes to the medium were determined. Total GTP in cells and medium increased in parallel with the concen-

tration of p-AAP or o-AAP. Leakages of GOT increased in parallel with the concentration of p-， 0-or m-AAP. 

GPT in cells increased in pararell with p-or畑一 AAP.

Keywords:アセトアミノフェン acetaminophen，アセトアミドフェノール acetamidophenol，ラット rat，初代培

養 primaryculture，肝細胞 hepatocyte，毒性 toxicity

緒 日

医薬品・食品添加物等の毒性を検討する場合一般的に

は動物を用いた投与実験を行うが，最近，少しの動物の

生命，わずかな飼育スペースと小量の試薬で目的を達す

ることができる初代培養細胞が，動物愛護と省資源化の

観点より広く使用されつつある.また，初代培養細胞は

株化細胞に比べて強い組織特異性を残している点で有用

である.

アセトアミノフェンは鎮痛解熱剤として現在広く用い

られているが，肝毒性が知られており，培養細胞および

実験動物に染色体異常を誘発しI)，アセトアミノフェン

とその oおよびm異性体は， N-methyl-N'-nitro司N-nitro-

so-guanidineの培養細胞に対する変異原性を増強する作

用がある2)

我々はラットの肝臓より取り出した初代培養肝細胞を

用いてアセトアミノフェン (p-Acetamidophennol)とその

oおよび、m異性体の毒性について検討したので報告する.

材料と方法

ラットは日本チヤールスリバー(株)の F344/Du-

Crj(Fischer)の雄 4週令を購入飼育し， 71日令 254gで

使用した.

試薬は 0，叩およびt-Acetamidophenol (以下 0-，問ーおよ

びρ-AAPと略す_ Aldrich Chemical Company， Milwauk-

ee，USA A700-0 ，A720-5，A730-2) Dimethylsulfoxide(以

下 DMSOと略す.同仁化学研究所 Luminasol)，Insulin 

(Sigma Chemical Company， 1 1882 Bovine Pancreas由

来)， Dexamethasone (Sigma D 8893， Cell Culture 

Grade)， Epidermal Growth Factor(以下 EGFと略す Col-

laborative Research Co.， 40001 CuIture Grade， Mouse 

submaxillary glands由来)， Williams' E Medium (Sigma 

W 4125， Cell Culture Grade)， Hepes(Sigma H 9136， Cell 

Culture Grade)， Gentamicin Sulfate(Sigma G 0889， 10mg 

/ ml， Cell Culture Grade)， Serva Blue G (Coomassie 

Brilliant Blue G日250の高純度品， Serva Feinbiochemica， 

*東京都立衛生研究所毒性部 169 東京都新宿区百人町3-24-1

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunfin-cho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo 169， Japan 
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H巴Idelberg，Research Grade 35050)， Trypan Blu巴 Stain

0.4% (Sigma T 9520， Cell Culture Grade)， Fetal Bovine 

Serum (以下 FBS と略す JRScientific Inc.， Woodland， 

USA)，コラゲナーゼ(和光純薬工業細胞分散用)，

Trypsin Inhibitor(Sigma T 6522， Type l-S Soybean， Cell 

Culture Grade)， [Ethyle即 bis(oxyethyl巴悶

r悶aa沢cet出ti代cacid (以下 EGTAと目略各す SigmaE4378剖)， Albu-

min(Sigma A4919， Bovine， Fraction V)，自動分析試薬は

第一化学薬品工業(株)より購入，その他は和光純薬工業

(株)または関東化学(株)の特級試薬を用いた.

水は Mili-Q(日本ミリポア・ミリテッド)で用時精製し

た18MDのものを用いた.培地は Williams'E粉末を水

に溶かし Hepesと 1N-NaOHで pH7.2に調整して保存

し， Dexamethasoneはエタノール， Insulinは 1mM HCI， 

EGFは1mg/mlの Albuminを含む水にそれぞれ10-4M，

10-4M， 10μg /mlに溶かし，用時10%(v/v)FBS【 10-7

M Dexamethsone-1O-7M Insulin-20 ng/ml EGFとなるよ

うに培地に混ぜ，基準培地とした.潅流液の Stock

Solutionすなわち 80g /1 NaCI-4 g /1 KCト0.78g /1 

NaHzP04・2HzO-1.51 g /1 NazHP04・ 12HzO-23.8g /1 

Hepes-0.06 g /1 Phenol Redの100mlに GlucoseO.9g，

NaHC03 0.35 g， EGTA 0.19 gを力日え 1 N-NaOHで

pH7.5，全量 11にしたものを前潅流液， Stock Solution 

100mlに CaClz0.555 g ， Trypsin Inhibitor 0.05 g ， 

N aHC03 0.35 g， Collagenase 0.5 gを加え pH7.5，全量

11にしたものをコラゲナーゼ潅流液とした.各 AAPは

用時 DMSOに溶かし，mとt-AAPは40-480mg/ml，。司

AAP は40-300mg/mlとした. DMSOあるいはエタノー

ル溶液以外は0.22μmの Sterivex-GVBell (日本ミリポ

アリミテッド)で加圧鴻過した.

濯流用ポンプは PeristaPump SJ-1220(アトー(株))の

2段のチューブを並列につなぎ流量を増して使用した.

ディッシュは Collagen-Type1を塗布してある 60mm併

のポリスチレン製 Collagen-CoatedDish (岩城硝子(株)

CORNING 25010 COL 1 )を使用した.

ポンプのチューブ，肝臓・肝細胞に直接触れる器具な

どは滅菌したものを用い，肝臓切取り後の操作は無菌的

に行った.

肝細胞の分離と培養は中村・ら 3)のCollagenase加 situ

潅流法に準拠し一部改変して実施した.

ラットをネンブタールで麻酔し開腹，門脈よりカ

ニューレを入れ，37'Cの前潅流液をペリスタポンプで

30ml/minの速さで流し，右心房下の下大静脈を切開し

て肝臓の血液を除いた後，コラゲナーゼ液に切り替え，

とろけたところで肝臓を切取りシャーレに移した.ク

リーンベンチに移し， CMF Hanks 液約10meを入れメス

で細切して細胞を分散，ガーゼでj慮、過，遠心(50Xg， 1 

min)の後，上清を除いた.さらに Hanks液を加えて遠

心して上清を除くことを 3回繰り返し，下層に基準培地

を加えて細胞を分散させた.その一部を取り Trypan

Blueで染色し細胞数と生存率を調べた後，基準培地で

5 X 105cells/mlに希釈し， 4 mlづっディッシュにまき，

37'C 5 % COz同 30%Ozインキューベーターで培養を開始

し， 3時間後培地を交換し死細胞を除いた.

培養開始からおよそ 1日後，基準培地に 0，mまたは

t-AAPの DMSO溶液を加えた培地 (mまたは pは

0.668-8.02mg/ml medium，o 'iO. 668-5. 01mg/ml medium) 

に2min/dishの速さで培地交換して投与開始とした.

基準培地あるいは基準培地に DMSOを添加したものに

培地交換した群を設け，後者をコントロール群とした.

基準培地に交換した群の 4枚はすぐ¥他は24時間後に各

群 4枚ずつ培地を回収，細胞は燐酸緩衝液 2mlを加え

掻き取り， -80'Cで保存した。各群 2枚のディッシュを

生存率計数と写真撮影用とした.

掻き取り細胞には 1mlの燐酸緩衝液を加え，回収培

地はそのまま，ポッターエレページョンホモジナイザー

でモジナイズし，細胞については Bradford法z)を改変

した Read&Northcoteの方法5)で添加法により蛋白を定

量の後， 12000 Xg， 30 minで遠心し上清を採った.

上清は日立705型自動分析装置で ALP(ベッセイ・

ローリ一法)， GOT(カルメン法)， GPT(カルメン法)，

GTP(Yグルタミル CPA基質・発色法)LDH活性(ロプ

レスキー・ラ・デュ一法)について，管理血清セロノル

ム添加で回収率をチェックして，測定した.

結果と考察

分離直後の細胞の生存率は80%以上だった. 3時間後

の培地交換後に認められた細胞膜の損傷は 1日でほぼ消

失した. AAP投与開始直後の基準培地の群の細胞の様

子をFig目1に示す.o-AAP の5.01および~2.67皿g/ml では基

準培地に DMSO溶液を添加した時に結晶が析出した.

トリパンブルー染色試験の結果， 5 mg/ml以上の各

AAP 濃度で24時間後に生きている細胞は無かった

(Fig目2-A). CHO-K 1細胞(チャイニーズハムスター卵巣

由来株化細胞)を用いた 7日間投与実験の結果z)と比べ

て LD50の{直は3四 30倍で、ある. Farberら7)のρAAPの20

mM(3.0mg/ml)， 4 hours処理で 5%以下の死亡率とい

う結果との比較では，今回の実験は24hoursという長時

間処理であるので矛盾しないと考える.細胞中の蛋白質
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FIG. 1 Hepatocytes in primary cultures ovserved L4 

hours after plating under phase contrast 

microscopy. X350 

量は AAP濃度が増すと減少したが(Fig.2-B)，これは細

胞膜の損傷による漏出を示すと考えられる.ディッシュ

の collagenは蛋白定量に影響しない. Fig_ 2 -C 1から

G 2で言う TOTALとはディッシュ 1枚;の細胞について

の測定値と培地についての値(添加されている血清に起

因する投与開始時の値を差しヲ|いた値，すなわち細胞外

漏出量)を合計した値であり， LEAK%とは漏出量が

TOTALに占める割合である. 100-(LDHのLEAK%)は

細胞の生存率と同等に用いることができると言われてい

るが613)，本実験ではごく低濃度でのみ生存率と比例

する結果となった(Fig目2-G2)_ これは処理時間が24時間

という長時間であるため高濃度 AAPでは LDHが失活

することに起因すると考えられる. Chaoら8)の 6hours 

実験の15mM (2.27皿g/ml)でLDHLEAK 35%， 5 mM 

で47%という結果と似ている. LDH TOTALとAAP濃

度は良く負に相関している(危険率0.1%，Fig.2-G 1 ). 

GTPは肝癌の初期に上昇すると言われているが，本実

験でも oとpの全ての AAP濃度において上昇し， GTP 

のほとんどは漏出した(Fig.2-F1，-F2). GOT LEAKと

o-AAPを除く GPTLEAKがほぼ AAPの投与濃度に比例

している (GOTのpとmが0.1%，。が 1%， GPTのp

とm が0.1%の危険率で有意に相関 Fig目2-D2，-E2).

ALPは投与による変化が少ない (Fig目2C-1，一C2). 

以上のことより細胞膜の損傷と酵素の漏出の聞には濃

度依存関係が見られ， GOTとGPTの漏出を指標として

本実験条件下で検討を行えば，細胞膜損傷のスクリーニ

ング法として使用できる可能性が大きいと考える.なお

より低濃度の AAPを投与すれば直線的 DoseResponce 

が得られるかもしれないが，細胞毒性を見るには今回の

濃度で適当と考える.
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FIG.2 Eftects of Acetaminophen and isomers for rats hepatocytes cultured. 

Hepatocytes prepared from a 71-days old 254g F344/DuCrj (Fischer) male rat by collagenase perfusion 

technique were treated with t-AAP(口一)， o-AAP(O一初rm-AAP(X一)for 24 hours目 Cells'viabilites were 

determined by trypan blue exculusion(A). For another dishes， medium and scraped cells were frozen at -80.C. 

The medium and the cells were homogenated. After protein determination of the cells， the homogenates were 

centrifuged at 12000 X g for 30 minutes and ALP， GOT， GPT， GTP and LDH activities of the supernatants 

were determined b¥)' HIT ACHI 705 Automatic Analyzer. Results， except A， are the mean::!:: SD on 4 separate 

cultures“ENZYME TOTAL" means (ENZYME in medium/dish-ENZYME in medium/dish at 0 hour + EN-
ZYME in cellsl dish)，“ENZYME LEAK %" means (EMZYME in mediuml dish)/" EMZYME TOT AL" X 100 
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巌 小傑，藤川 浩，五十嵐英夫，多国隅卓史，加

藤秀人，小幡文弥，柏木 登，獅子英俊:ブド

ウ球菌外毒素 Toxicshock syndrome toxin-1のリン

パ組織上の結合分子の解析， TSST-1はMHCクラス

E分子に結合して T細胞を活性化する，第34回ブドウ球

菌研究会(1989，9). 

五十嵐英夫，杉浦 膝，藤川 浩，大国寿士，

留目優子，渡部潤之助，奥住捷子，十字猛夫:健

康者の Toxicshock syndrome toxin-1に対する抗体

保有調査，第34回ブドウ球菌研究会 (1989，9). 

五十嵐英夫，西田潤子，杉浦 陸，藤川 浩，

大国寿士，留目優子:Toxic shock syndrome toxin 

-1およびエンテ口トキシンC産生黄色ブドウ球菌が原因

と考えられる Toxicshock syndrome様患者のこれら

毒素に対する抗体の変動，第34回ブドウ球菌研究会

(1989， 9). 

湖国 弘，藤川 浩，五十嵐英夫，工藤泰雄:

食品衛生における大腸菌に関する研究一複合調理済食品

からの大腸菌検査における EC試験法と BGLB培養法

の比較検討一，食品衛生微生物研究会第10回学術講演会

(1989， 10). 

横溝祐一，五十嵐英夫，森 康行，西森 敬，

新井啓五，河津信一郎，稲毛幹雄，柚木弘之:ブ

ドウ球菌エンテロトキシン A，B， CおよびTSST-l

に対する牛，豚のリンパ球のマイトジ‘ェン反応，第108

回日本獣医学会総会(1989，10). 
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吉田 勲，甲斐明美，松下 秀，西山春代， Bαcillus subtilisのフラクタル様成長，形の科学会第16

太田建爾，工藤泰雄，大橋 誠集団食中毒およ 回シンポジウム(1989，11). 

び散発下痢症由来腸炎ビブリオの産生溶血毒について，

第23回腸炎ピブリオシンポジウム(1989，10). 

巌 小傑，内山竹彦，今西健一，荒明美奈子，

斎藤慎二，五十嵐英夫:TSST-lにより活性化され

山田澄夫，松下 秀，吉崎千恵，工藤泰雄， たマウス T細胞のハイブリドーマの確立とその性状の解

大橋 誠:Aeromonαsの病原性について，第23回腸 析，第四回日本免疫学会総会・学術集会 (1989，11). 

炎ピブリオシンポジウム(1989，10). 

斎藤慎二，内山竹彦，荒明美奈子，今西健一，

津野正朗，倉科周介，大橋 誠:感染症サーベ 巌 小傑，獅子英俊，五十嵐英夫:ヒトリンパ球上

イランス領域における検査室由来情報処理について，研

究・技術計画学会第4回年次学術大会 (1989，10). 

倉科、周介，津野正朗，大橋 誠:国勢調査学試

論，研究・技術計画学会第 4四年次学術大会 (1989，

10). 

に表現される Staphylococcalenterotoxin A結合構造

の解析，第四回日本免疫学会総会・学術集会 (1989，

11). 

今西健一，内山竹彦，荒明美奈子，斎藤慎二，

巌 小傑，藤川 浩，五十嵐英夫:Toxic shock 

syndrome toxin-1はアクセサリー細胞上の HLAクラ

スE分子に結合して T細胞を活性化する，第四回日本免

大橋 誠，津野正朗，倉科周介:地方衛生研究 疫学会総会・学術集会 (1989，11). 

所における公衆衛生情報システムの意義と将来性，第48

回日本公衆衛生学会総会(1989，10). 

倉科周介，津野正朗，大橋 誠:公衆衛生情報

データベースの構築と利用，第48回日本公衆衛生学会総

会 (1989，10). 

津野正朗，倉科周介，大橋 誠:検査室由来情

報処理に関する考察/コンビュータ導入の問題点，第48

回日本公衆衛生学会総会 (1989，10). 

Kudoh， Y.， Yamada， S.， Matsushita， S. and Ohashi， M. : 

Studies on Enteropathogenicity of Aeromonα:s Iso・

lates Associated with Diarrheal Disease， The 25th 

内山竹彦，多国隅卓史，今西健一，荒明美奈子，

斎藤慎二，巌 小傑，藤川 浩，五十嵐英夫，山

浦 昇:マウスのアクセサリー細胞に表現される

Toxic shock syndrome toxin四 1結合分子は MHCクラ

スE分子である，第四回日本免疫学会総会・学術集会

(1989， 11). 

横溝祐一，森 康行，五十嵐英夫，西森 敬:

種々の晴乳類，鳥類，両生類，魚類のリンパ球に対する

ブドウ球菌エンテ口トキシン (SE)及びTSST-lのマ

イトジェン活性，第四回日本免疫学会総会・学術集会

(1989， 11). 

Joint Conference， U. S.-Japan Cooperative Medical Scien. 工藤 泰雄:細菌性食中毒・下痢症の診断技術の進歩

ce Program， Cholera Panel (1989， 11). とその問題点一大腸菌による腸管感染症を中心にして

(サテライトシンポジウム，臨床細菌研究会「感染症の

診断技術の進歩とその問題点J)，第63回日本細菌学会総

藤川 浩，松下 貢:寒天平板上における 会(1990，3). 
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斎藤慎二，荒明美奈子，五十嵐英夫，内山竹彦:

ブドウ球菌エンテ口卜キシンAによる T細胞活性化機構

の解析，第63回日本細菌学会総会 (1990，3). 

今西健一，五十嵐英夫，内山竹彦 :A群レンサ球

菌発熱性毒素によるマウス T細胞の活性化機序の解析，

第63回日本細菌学会総会(1990，3). 

内山竹彦，斎藤慎二，今西健一，巌 小傑，

荒明美奈子，五十嵐英夫 :HLAクラスnDR， DQ， DP 

分子はすべて Toxicshock syndrome toxin-1を結合

し， T細胞活性化のアクセサリ一分子となりうる，第63

回日本細菌学会総会 (1990，3). 

巌 小傑，今西健一，斎藤慎二，五十嵐英夫，

内山 竹彦:TSST-l応答性Tハイブリドーマを用い

たT細胞活性化の機構の解明，第63回日本細菌学会総会

(1990， 3). 

五十嵐英夫，杉浦 陸，藤川 浩，大国寿一，

留目優子，西田潤子，渡部潤之助，池田幹雄，奥

住捷子 ， 十字猛夫:Toxic shock syndrome toxin-

1に対する抗体の簡易・迅速測定法とその応用，第63回

日本細菌学会総会 (1990，3). 

工藤泰雄，大橋 誠，伊藤 武，平田一郎:

Cαmpylobacter mustelaeが産生するウレアーゼの精製

およびその免疫学的特異性，第63回日本細菌学会総会

(1990， 3). 

松下 秀，山田澄夫，工藤泰雄，大橋 誠:

新型抗原を持つと考えられる Shigellaflexneriについ

て，第63回日本細菌学会総会 (1990，3). 

村田以和夫，安田一郎:安中散抽出液および

Anethole液 3時間処理Anisakis1型幼虫のラットに

対する感染抑制効果，第49回日本寄生虫学会東日本大会

(1989， 10). 

関根大正，大貫奈穂美，三木 隆:HIV-l抗体

検査における判定保留例の二次元電気泳動による検討，

平成元年度第 1回HIV感染者発症予防・治療に関する

研究班会議 (1989，7). 

関根整治，安東民衛，林 志直，村尾美代子，

薮内 清，三木 隆，大橋 誠，岡田正次郎:免

疫電顕法による Smallroundstructured virusesの抗原

解析，第37回日本ウイルス学会総会 (1989，11). 

大貫奈穂美，関根大正，貞升健志，薮内 清，

横溝祐一，稲毛幹雄，五十嵐英夫，森 康行， 三木 隆:HIV-l抗原標本の二次元電気泳動による

西森 敬:TSST-1友ぴ工ンテ口トキシン C陽性 解析，第37回日本ウイルス学会総会 (1989，11). 

Staphylococcusαureusのウシ乳房炎からの分離，第63

回日本細菌学会総会(1990，3). 

甲斐明美，高橋正樹，新垣正夫，柳川義勢，

斎藤香彦，伊藤 武，太田建爾，工藤泰雄，大

橋 誠:カタラーゼ陽性 Campylobacter属菌の菌体

脂肪酸組成の分析と分類への応用，第63回日本細菌学会

総会 (1990，3). 

新垣正夫，高橋正樹，柳川義勢，太田建爾，

奥本千代美，高橋利恵子，岩崎由美子，秋山 和幸:

めっき廃液中のシアン分析における pH制御・微量拡散

法の応用，第26回全国衛生化学技術協議会年会(1989，

9 ). 

浜野朋子，安田一郎，瀬戸隆子，高野伊知郎，

高橋奈穂子:無承認無許可医薬品中の生薬カッコンの試

験法について，第26回全国衛生化学技術協議会年会

(1989， 9). 
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萩原輝 彦，秋山和幸，道口正雄:固相抽出-

HPLC法によるジゴキシン錠の溶出試験，第26回全国

衛生化学技術協議会年会(1989， 9). 

浅水哲也，秋山和幸，安田一郎:オウギ毛状根

の Y-aminobutyric acid (GABA)の生産， 日本生薬

学会第36回年会(1989，10). 

上 原真一，安田一 郎 ， 竹 谷 孝 一 ， 糸 川 秀 治 :

インドネシア産生薬 TemuLawakの研究 (V)ービサ

ボラン型セスキテルペノイドー，日本生薬学会第36四年

会 (1989，10). 

糸川秀治，代田 修，森田博史，竹谷孝一，

安田 一郎:南米産生薬 Cangorosaの細胞毒性画分よ

り得られる卜リテルペノイドについて，日本生薬学会第

36回年会 (1989，10). 

安田 一郎，村回以和夫:寄生虫症に有効な和漢薬の

研究(第3幸&)生薬及び香辛料のアニサキス I型幼虫に

対する運動抑制効果，日本生薬学会第36四年会(1989，

10 ). 

上原真一，安田一郎，竹谷孝一，糸川秀治，

陳統享:Curcuma属生薬の品質とその生物活性一

市場品生薬について，日本生薬学会第36回年会(1989，

10). 

瀬戸隆子，安田一郎，浜野朋子，高野伊知郎，

高橋奈穂子，秋山和幸，福田 達男:営実の品質につ

いて(その 2)ノイバラとテリハノイバラの成分及び寝

下活性の比較， 日本生薬学会第36回年会(1989，10). 

植田 忠彦，五十嵐官背:HPLCによる生体試料中

のビタミン E定量法，第 1回ビタミン E研究会(1989， 

9 ). 

植田 忠彦，五十嵐惰:d-α ー卜コフエロール過剰

投与時の臓器内分布と臓器の蓄積特異性，第 l回ビタミ

ンE研究会 (1989，9). 

観 照雄，森謙一郎，金子正美，中村義昭，

渡辺四男也:ぬれティッシュ類に使用されている防腐殺

菌成分の調査結果，第26回全国衛生化学技術協議会年会

(1989， 9). 

雨宮 敬，鈴木助治，渡辺四男也:ケイ光X線分

析法による酸化チタン中の鉛友びヒ素の同時定量，第26

回全国衛生化学技術協議会年会 (1989， 9). 

竹内正博，水石和子，山野辺秀夫，渡辺四男也，

道口 正雄:海水中 pptレベルの卜リブチルスズ及びト

リフェニルスズ化合物の定量，第38年会日本分析化学会

(1989， 10). 

水石和子，竹内正博，山野辺秀夫，渡辺四男也，

道口 正雄:魚介類中のトリブチルスズ友びトリフェニ

ルスズ化合物の定量，第38年会日本分析化学会(1989，

10). 

金子誠二，小久保禰太郎，丸山 務，福島 博:

ヒ卜および各種動物から分離された Yersiniapseudo-

tuberculosis血清型4bに保有されるプラスミドの性状，

第108回日本獣医学会(1989，10). 

神保勝彦，門間千枝，竹葉和江，丸山 務，

松本 昌雄:バイオアッセイによるはちみつ中の残留テ

トラサイクリン系抗生物質およびサルファ剤の検査法，

日本食品衛生学会第58回学術講演会(1989，10). 

竹葉和江，村上文子，丸山 務，松本昌雄，

中沢裕之:高速液体ク口マトグラフィーによる牛乳中

の残留ぺニシリン系抗生物質の同時分析法， 日本食品衛

生学会第58回学術講演会(1989，10). 
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宮崎奉之，橋本常生，丸山 務，松本昌雄，

中津裕之:ECD-HPLCによるホルモン剤の分析法，

日本食品衛生学会第58回学術講演会 (1989，10). 

水谷浩志，福田 豊，金谷和明，佐藤博行，

小川智徳，花j幸孝悌，飯田 孝，神崎政子，丸

山 務:と畜場に搬入された牛・豚におけるリステリ

ア菌の保菌実態調査，第83回東京都衛生局学会 (1989，

10). 

小久保禰太郎，飯田 孝，金子誠二，丸山 務:

各種食肉におけるリステリア菌の汚染状況，食品衛生微

生物研究会第10回学術講演会 (1989，11). 

Kokubo， Y.， Iida， K.， Kaneko， S. and Maruyama， T 

The Occurrence of Listeria in Raw Meat in Japan 

UJNR 24th Toxic Microorganisms (1989， 11). 

丸山 務:リステリア菌の自然界における分布と検

査法，平成元年度日本獣医公衆衛生学会総会(1990，

2 ). 

Kaneko， S.， Maruyama， T. and Fukushima， H. : 

Comparison of Plasmid DNA among Different 

Serogroups of Yersinia enterocoliticαand Yersiniα 

pseudotuberculosis， UCLA SYMPOSIA ON MOLECU回

LAR & CELLULAR BIOLOGY， Molecular Biology of Yer 

siniae : A Model for Gram N egative Pathogenesis (1990， 

2 ). 

Fukushima， H. and Kaneko， S. Restriction En-

donuclease Analysis of Plasmid DNA in Epidemiolo-

gical Survey of Yersinia pseudotuberculosis Infec-

tion， UCLA SYMPOSIA ON MOLECULAR & CELLU-

LAR BIOLOGY， Molecular Biology of Yersiniae : A Mod-

el for Gram N巴gativePathogenesis (1990， 2). 

安田和男，牛山博文，只野敬子，二島太一郎:

健康食品の衛生学的評価，第26回全国衛生化学技術協議

会年会 (1989，9). 

牛山博文，若林敬二，長尾美奈子，杉村 隆:

ヒ卜尿中のヘテロサイクリックアミンの定量，第48回癌

学会総会 (1989，10). 

永山敏庚，真木俊夫，川合由華，観 公子，

飯田 真美，二島太一郎:ク口ルプ口ファムの輸入冷凍

ポテト中残留実態と調理加工時における消長，日本食品

衛生学会第58回学術講演会(1989，10). 

上村 尚，田端節子，二島太一郎，中野雅行:

鶏におけるアフラトキシン投与の生体に浸ぼす影響，日

本食品衛生学会第58回学術講演会 (1989，10). 

牛山博文，若林敬二，長尾美奈子，杉村 隆:

ヘテロサイクリックアミンのヒ卜に対する曝露量:ヒト

尿中の定量値， 日本環境変異原学会第四回大会(1989，

11). 

永山敏康，真木俊夫，川合由華，観 公子，

飯田 真美，二島太一郎:輸入農産物における農薬の残

留実態，第83回東京都衛生局学会 (1989，11). 

上村 尚:インドネシアにおけるアフラ卜キシンの

汚染の実態と摂取量，マイコトキシン研究会第30回学術

講演会 (1990， 1). 

中島和雄，風間成孔，内海英雄， i賓田 昭:

卜コフエロールによるリボソーム膜の構造変化，第 1回

ビタミン E研究会 (1989，8). 

中島和雄，風間成孔，内海英雄，演田 昭:

卜コフェロールによるリボソーム膜のヘキサゴナル相誘
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導能の構造活性相関とコレステロールの効果，第62回日

本生化学会大会(1989，11). 

船山恵市，牛尾房雄，川島満春美，笠原利英，

坂牧成恵，友松俊夫，服部富子，椎野 功，登

坂三紀夫:日常食の栄養素摂取量について，第83回東京

都衛生局学会(1989，11). 

佐々木憲二，木下真男，大沢誠喜，鈴木孝人:

ディーゼル排ガス暴露の肺拡散能力値への影響，第26回

日本臨床生理学会 (1989，10). 

吉川 翠，垣 鍔直:超高層住宅の住戸内環境と

ダニについて，第48回日本公衆衛生学会総会(1989，

10). 

鈴木孝人，加納嘉子:ディーゼル排ガス暴露によ

るビタミン 86含量の減少，第30回大気汚染学会 (1989，

11) 

瀬戸 博，大久保智子，鈴木孝人，大沢誠喜，

古畑勝則，小池和子:飲料用タンク水から高頻度

に検出された Protomonαsextorquensの塩素抵抗性に

ついて，第48回日本公衆衛生学会総会 (1989，10). 

古畑勝則，小池和子:水環境および空気環境から

のProtomonasextorquensの検出状況，第 5回日本微

生物生態学会 (1989，10). 

渡辺真利代，原田健一，松浦憲司，鈴木真言:藍
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