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水 質 検 査』

代表研 究者 千葉大学 医学 研 究院・ 環 境影響 生 化学 教室

喜 多和子

１ ． 要約

本研 究で は 、 多摩川水 系 飲用水 の ヒ ト へ の 生 物 作用を 解 析し た 。 そ の た め に 、 ま ず 、 環 境化学

物 質 に 対 し て 感 度よ く 応 答す る 培 養ヒ ト 細胞 AS を 樹 立 し た 。 水 質 検 査の 対 象と し た の は 、 多摩川水

系 水 道水 ３ 種、 利根 川荒 川水 系 水 道水 ３ 種、 多摩川河川水 、 千葉市 都 川 河川水 で あ る 。 こ れ ら の 水 サ ン

プ ル 中の 有機 化合 物 を Oasis HLB カ ラ ム で 濃縮し 、 AS細胞を 用い て 試験 管 内細胞増殖阻害と 遺伝子

毒 性作用を 調べ た 。 そ の 結果、 都 川河川水 に 強い 増殖阻害作用、 拝 島 桜 堤付近 の 多摩川河川水 に 遺伝

子 変 異誘導 作用が 認め ら れ た 。 水 道水 濃縮サ ン プ ル に は 、 顕著な 細胞増殖阻害作用は 観 察 さ れ な か っ た 。

遺伝子 毒 性作用に つ い て は 、利根 川荒 川水 系 水 道水 の 方 が 多摩川水 系 水 道水 に 比 べ や や 強い 変 異誘導 性が

認め ら れ た 。多摩川水 系 飲用水 を 摂 取 し て い る 八王 子 在 住の ボ ラ ン テ ィ ア 血 清 に 遺伝子 変 異誘導 作用は 観

察 さ れ な か っ た 。 ま た 、 リ ン パ 球 を 用い た 解 析で は 、 化学 物 質 処 理 に よ る 細胞表面 の 活性化マ ー カ ー の 発

現 量の 増大と プ ロ テ ア ー ゼ 誘発 作用が 示 さ れ た 。

２ ． 背景と 目 的

近 年、 環 境化学 物 質 な ど に よ る 河川汚染の ヒ ト へ の 影響 が 憂慮さ れ て い る 。 ま た 、 汚染の

強い 河川の 水 を 飲用水 と し て 使用す る た め の 高 度の 化学 処 理 に も 問 題が あ り 、 そ の 処 理 に よ

り 生 じ る 種々 の 有機 塩素化合 物 の ヒ ト の 健康へ の 影響 も 懸 念 さ れ る 。 こ の 問 題は 、 代表的都

市 河川で あ る 多摩川も 例外で は な い 。 多摩川水 の 飲用水 と し て の 活用が 、 急増し て い る 癌 や

各 種の 生 活習慣病、 ア レ ル ギ ー 疾患 に ど の よ う な 因 果関 係を も つ か を 解 明 す る こ と は 、 重要

な 課題で あ る 。

そ こ で 、 本研 究で は 、 多摩川水 系 飲用水 の ヒ ト へ の 生 物 作用を 、 ヒ ト 細胞に 対 す る 細胞毒 性

と 遺伝子 毒 性、 お よ び 免疫機 能 を 担 う ヒ ト リ ン パ 球 系 細胞の 活性を 指 標と し て 調べ る 。 試験 管

内細胞レ ベ ル で の 解 析と 共に 、 ヒ ト 個体レ ベ ル で の 解 析を 同 時に 行 う 。 試験 管 内細胞レ ベ ル で

の 解 析で は 、 紫外線 や 環 境化学 物 質 の 高 感 受 性の 培 養ヒ ト 細胞を 樹 立 し 、 そ の 細胞を 用い て 飲

用水 の 細胞増殖阻害作用や 遺伝子 毒 性を 調査す る 。 ま た 、 個体レ ベ ル で の 解 析と は 、 申請者ら

が こ れ ま で 明 ら か に し て き た 生 理 機 能 を 利用し た も の で あ る 。 こ の 機 能 は 、 ヒ ト 個体に お い て 、

化学 物 質 に よ り 遺伝子 の 変 異が 誘導 さ れ る 際に 、 血 清 中の サ イ ト カ イ ン 様因 子 に よ り そ の 誘導

の 程 度が 調節 さ れ る (1)と い う も の で る 。 食生 活習慣、 特 に 、 飲料水 は 、 こ の 機 能 を 左右 す る

可 能 性が あ る 。 最 近 の 急激な 水 質 環 境の 変 化と 都 市 生 活と い う ス ト レ ス 環 境の 複 合 作用に 対 し

て 、 こ の 生 理 機 能 が 遺伝子 情 報の 安 定 化に ど の よ う に 対 応 し て い る の か を 調査す る 。
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３ ． 材料と 方 法

1) 試験 管 内細胞レ ベ ル の 解 析

1)-1 水 サ ン プ ル 採 取 ： 下記 の 場所で 採 取 し た 水 道水 、 お よ び そ の 比 較 と し て 河川 水 を 使用し た 。

多摩川水 系 水 道水 ：

八王 子 市 打越 町下田公園 （ サ ン プ ル 名 、 TS1）、 八王 子 市 元本郷 町元本郷 公園 （ サ ン プ ル

名 、 TS2）、 八王 子 川町よ し の 沢公園 （ サ ン プ ル 名 、 TS3）。

利根 川・ 荒 川水 系 水 道水 ：

板橋 区赤 塚（ 利根 川＋ 荒 川、 サ ン プ ル 名 、 ARS）、 千葉市 花見川（ 利根 川＋ 印旛 沼、 サ ン

プ ル 名 、 KS） 千葉市 亥鼻（ 利根 川＋ 千葉県 内ダ ム 、 サ ン プ ル 名 、 CUS）。

河川水 ：

多摩川河川水 （ 多摩川拝 島 桜 堤付近 、 サ ン プ ル 名 、 TG）、

都 川河川水 （ 千葉市 都 川大和橋 付近 、 サ ン プ ル 名 、 MG）。

1)-2 水 サ ン プ ル の 前処 理

①濃縮し な い サ ン プ ル 未濃縮の 各 水 サ ン プ ル に 細胞培 養用の 粉 末培 地 を 溶か し て 、 そ の

溶解 液を 無 菌濾 過し た も の を 細胞培 養液と し て 使用し た 。

②濃縮サ ン プ ル の 調製 水 サ ン プ ル 中の 有機 化合 物 を 下記 の 方 法で 、 Oasis HLB カ ラ ム

（ Water 社 ） に 吸着 さ せ て 約 1700 4000倍に 濃縮し た 。 水 サ ン プ ル （ 250ml） を Oasis HLB カ ラ

ム 3ml に 流し 、 有機 化合 物 を 吸着 さ せ た 。 こ の カ ラ ム を 5%メ タ ノ ー ル 2.0 ml で 洗浄後、 吸着 成

分 を 100％ メ タ ノ ー ル 2.0 ml で 溶出 し 、 デ シ ケ ー タ ー で 減 圧 乾燥 後ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド

(DMSO)150 63 l に 溶解 し た も の を 濃縮サ ン プ ル と し て 使用し た 。 Oasis HLB カ ラ ム は 、 合 成 ポ

リ マ ー を 基 剤と し 、極性、非 極性有機 化合 物 を 共に 結合 す る こ と か ら 、こ の カ ラ ム の 使用に よ り 、

水 中の 有機 化合 物 を 幅広く 濃縮で き る と 考え ら れ る 。

1)-3 細胞

RS細胞株 は 、 ヒ ト 胎児線 維 芽細胞に Simian virus 40 と Rous sarcoma virus を 同 時に 感 染さ せ 、

不死化し 樹 立 し た も の で あ る 。 こ の 細胞で は 、 紫外線 照 射 や 環 境中の 化学 物 質 暴露 後、 致 死高 感 受 性

お よ び 高 頻度変 異誘導 性が み ら れ る （ 2-4）。 ま た 、 環 境化学 物 質 に よ り 高 感 度に 応 答す る 細胞を 開 発 す る

た め 、 RS細胞を 遺伝子 改 変 し た 。 標的遺伝子 は 、 ス ト レ ス タ ン パ ク 質 78-kDa glucose-regulated protein 

(GRP78)遺伝子 と し た 。最 近 我 々 は 、 GRP78 が 遺伝子 変 異に 対 し て 防御的に 作用し て い る と の 示 唆 を 得て お り（ 5）、

ま た 、 他の 研 究者か ら 、 細胞毒 性の あ る 有機 化合 物 に 曝 露 さ れ た 細胞に お い て 、 ス ト レ ス タ ン パ ク 質 の う ち

GRP78の 発 現 が 上昇 す る と 報告さ れ て い る か ら で あ る （ 6）。 そ こ で 、 ス ト レ ス タ ン パ ク 質 78-kDa 

glucose-regulated protein (GRP78)の cDNA を ア ン チ セ ン ス 方 向に ベ ク タ ー pcDNA3.1 に 組み 入れ た 発 現 プ ラ ス

ミ ド を 構築 し 、 RS 細胞に 導 入し た 。 遺伝子 導 入細胞の GRP78 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 、 抗体を 用い た

Western 解 析で 調べ 、 発 現 抑制細胞AS2、 AS3を 選択し た 。
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1)-4 MTT法に よ る 細胞増殖阻害作用の 解 析

96穴プ レ ー ト に 植 え た 細胞を 、 各 濃度の 水 濃縮サ ン プ ル を 添 加し た 培 養液（ 5％ 血 清 含有） で ３ 日 間 培

養し た 後、 細胞生 存 率 を 、 MTT[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide]を 基

質 と し て ミ ト コ ン ド リ ア 酵素活性を 測 定 す る こ と に よ り 解 析し た （ 7）。

1)-5 細胞を 用い た 遺伝子 毒 性の 解 析

① K-ras コ ド ン 12 変 異誘導 の 検 出

RS細胞を 、 水 濃縮サ ン プ ル を 1/100量添 加し た 培 養液（ 血 清 無 添 加） で ５ 時間 処 理 し た 後、 5%

血 清 添 加培 地 で ４ 日 間 培 養し た 。 こ の 細胞か ら DNA を 抽 出 し 、 既 報に 従い K-ras遺伝子 の 変 異を

調べ た （ 8）。 サ ン プ ル DNA の K-ras コ ド ン 12周辺の 目 的配 列 を 5 -GACTGAATATAAACTTGTGG -3 と

3 -GCTTATACTAGGTTGTTATC-5 の プ ラ イ マ ー を 用い た PCR に て 増幅し た 。 電 気 泳 動に よ り 増幅産 物

を 確認後、 ナ イ ロ ン 膜上に ド ッ ト ブ ロ ッ ト し た 。 そ の ナ イ ロ ン 膜を プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

後、 ア イ ソ ト ー プ ラ ベ ル さ れ た 次の よ う な プ ロ ー ブ と 共に ハ イ ブ リ ダ イ ザ ー シ ョ ン し た 。 K-ras

コ ド ン 12 の 突然 変 異プ ロ ー ブ は 、 6種

（ 5 -GTTGGAGCTAGTGGCGTAGG -3 ,5 -GTTGGAGCTCGTGGCGTAGG -3 ,5 -GTTGGAGCTTGTGGCGTAGG -3 ,5

-GTTGGAGCTGATGGCGTAGG-3 ,5 -GTTGGAGCTGCTGGCGTAGG-3 ,5 -GTTGGAGCTGTTGGCGTAGG-3 ） を 等

量混 合 し た も の で あ る 。 結合 シ グ ナ ル を オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー で 可 視化し 、 黒 い ド ッ ト と し て

確認さ れ た 場合 、 変 異あ り と 判 定 し た 。

② ウ ワ バ イ ン 耐性テ ス ト

各 水 濃縮サ ン プ ル を 添 加し た 培 養液（ 血 清 無 添 加） で 16 時間 処 理 し た 後、 5%血 清 添 加培

地 で 4 日 間 培 養し た 。 こ の 細胞を 再播種し 、 4 x10-8 M ウ ワ バ イ ン 存 在 下で ２ 週 間 培 養し た 後、

生 き 残っ た 細胞コ ロ ニ ー を 数え た 。 こ の コ ロ ニ ー 数を 、 同 時に ウ ワ バ イ ン 非 存 在 下で 培 養し た 細

胞コ ロ ニ ー 数で 割り 、 ウ ワ バ イ ン 耐性細胞の 出 現 頻度を 計 算 し 、 変 異誘導 頻度と し た （ 4）。 こ の

方 法原理 は 、 Na+,K+ATPase遺伝子 に 変 異を 持 つ 細胞が 、 Na+,K+ATPase の 阻害剤ウ ワ バ イ ン に 耐性

に な る こ と を 利用し て い る 。

1)-6 ヒ ト リ ン パ 球 を 用い た 解 析

① プ ロ テ ア ー ゼ 活性

リ ン パ 球 標品を 125I フ ィ ブ リ ン 結合 チ ュ ー ブ に 加え 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 存 在 下に 、 37oC、 20

分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後、 上清 を 回 収 し 、 遊離さ れ て き た フ ィ ブ リ

ン の 放 射 能 を γ カ ウ ン タ ー に て 測 定 し た (9)。 こ の 反 応 の 原理 は 、 ア ク チ ベ ー タ ー 様カ ス ケ ー ド

反 応 を 利用し た も の で あ る 。

② 活性化分 子 マ ー カ ー

免疫機 能 の １ つ の 指 標と し て 、 既 報に 従い リ ン パ 球 細胞表面 活性化マ ー カ ー CD69 の 発 現 量を 調べ た

(10)。 リ ン パ 球 標品を 各 濃度の ダ イ オ キ シ ン で 処 理 し た 後、 抗体を 用い た FACS 解 析に よ り 発 現 量の

変 化を 調査し た 。
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2) ヒ ト 個体レ ベ ル の 解 析

2)-1 ヒ ト 血 清 に よ る 変 異誘導 調節 作用

RS細胞を 、 ボ ラ ン テ ィ ア 血 清 を 1/100量添 加し た 培 養液（ 10%牛血 清 含有） で 24時間 培 養し た 後

紫外線 照 射 (10J/m2)し 、 そ の 後通 常の 血 清 添 加培 地 で 4日 間 培 養し た 。 こ の 細胞の K-ras コ ド ン 12

遺伝子 の 変 異を differential dot -blot hybridization 法に よ り 調べ た 。

４ ． 結果

1) 親 株 RS細胞を 用い た 水 濃縮サ ン プ ル の 遺伝子 毒 性

未濃縮サ ン プ ル で は 、細胞に 対 す る 遺伝子 毒 性、生 育阻害と も に 観 察 さ れ な か っ た（ 結果省 略）。

濃縮サ ン プ ル で 処 理 さ れ た RS細胞を 、 differential dot-blot hybridization 法に よ る K-ras遺伝子

の 変 異検 出 法を 用い て 解 析し た 結果、 多摩川系 水 道水 の TS3（ 八王 子 川町よ し の 沢公園 ） と 、 多摩川河

川水 TG（ 多摩川拝 島 桜 堤付近 ） に 弱い 変 異原性の あ る 可 能 性が 示 唆 さ れ た （ 図 1）。 し か し な が

ら 、 こ の 作用は 弱く 、 さ ら に よ り 高 感 度の 細胞を 用い て 検 討 を 行 っ た 。

2) ス ト レ ス タ ン パ ク GRP78 発 現 抑制細胞を 用い た 水 濃縮サ ン プ ル の 細胞増殖阻害作用

今回 、 樹 立 し た AS2、 AS3細胞（ ス ト レ ス タ ン パ ク 質 GRP78 の 発 現 抑制細胞） は 、 べ ク タ ー の み を 導 入

し た コ ン ト ロ ー ル 細胞 V2 に 比 べ 、 紫外線 に よ る 増殖阻害（ 図 2A） お よ び 変 異誘導 性（ 図 2B） に 対 し て よ

り 高 い 感 受 性を 示 し た （ AS2細胞に 関 し て は 結果省 略）。 ま た 、 こ の AS3細胞は コ ン ト ロ ー ル 細胞 V2に 比

べ 、 都 川河川水 MG濃縮サ ン プ ル の 増殖阻害に 対 し て 、 よ り 高 い 感 受 性を 示 し た （ 図 3A, B）。 そ こ で 、 AS3

細胞を 用い て 、 各 水 4000倍濃縮サ ン プ ル の 各 濃度で の 細胞増殖阻害作用を MTT法で 調査し た 。 都 川河川

水 MG を 培 養液100 l に 3 l添 加し た 場合 (1/30量添 加)し た 場合 、 最 も 強い 増殖阻害作用が 観 察 さ れ た

（ 図 4）。 ま た 、 同 濃度の 多摩川系 水 道水 TS3で も 弱い 増殖阻害作用が 観 察 さ れ た （ 図 4）。 さ ら に 、 2003

年度７ 月に 採 取 し た 各 水 濃縮サ ン プ ル の 細胞増殖阻害作用を 、 2002年10月に 同 地 点で 採 取 し た 各 水 濃縮

サ ン プ ル の 阻害作用と 比 較 し た 。 両年共に 、 都 川河川水 MG に 強い 阻害作用、 多摩川系 水 道水 TS3に 弱い

阻害作用が 認め ら れ た （ 図 ５ A, B）。

3） ス ト レ ス タ ン パ ク GRP78 発 現 抑制細胞を 用い た 水 濃縮サ ン プ ル の 遺伝子 毒 性

ま ず 、 GRP78 発 現 抑制細胞AS2, AS3が 紫外線 だ け で な く 、 環 境中の 化学 物 質 の 遺伝子 毒 性に 対 し て も 高

い 感 受 性を 有し て い る か を 調べ た 。 化学 物 質 と し て 、 近 年、 健康被害が 懸 念 さ れ て い る 環 境汚染物 質

bisphenol A を 選択し た 。 bisphenol A の 変 異原性に つ い て は 、 salmonella菌や chinese hamster

細胞で Ames試験 や 6-thioguanine 耐性試験 な ど の 形質 変 異検 出 法を 用い て 調べ ら れ て き た が 、

変 異原性が 検 出 さ れ て い な い こ と か ら 、 従来、 変 異原性を 持 た な い 化学 物 質 と 報告さ れ て き た 。

し か し 、 最 近 我 々 は 、 RS細胞を ウ ワ バ イ ン 耐性試験 と K-ras codon 12 の 遺伝子 変 異検 出 系 を 用

い て 解 析し 、 bisphenol A に 変 異誘導 作用が あ る こ と を 見出 し て い る (11)。 AS2, AS3 細胞に お け

る bisphenol A の 変 異誘導 作用を ウ ワ バ イ ン 耐性試験 を 用い て 調べ た 結果、 10-8 10-9 Ｍ 濃度で 検 出 さ

れ た （ 図 6）。 こ の 検 出 限界濃度は 、 コ ン ト ロ ー ル 細胞 V2 で の 検 出 限界濃度 10-5 M（ 図 6） に 比

べ 、 非 常に 低濃度で あ っ た 。 従っ て 、 AS2, AS3細胞は 、 環 境化学 物 質 に よ る 変 異誘導 作用に 対 し て も
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感 度よ く 応 答す る 可 能 性が 示 唆 さ れ た 。

そ こ で 、 AS2、 AS3細胞を 用い て 、 2003年７ 月お よ び 2002年10月に 採 取 し た 各 水 の 濃度サ ン プ ル の 変

異誘導 性を ウ ワ バ イ ン 耐性試験 法に よ り 調べ た 。 両年共に 、 拝 島 桜 堤付近 で 採 取 し た 多摩川河川水 TG

濃縮サ ン プ ル に 変 異誘導 性が 、 ま た 、 利根 川荒 川水 系 水 道水 ARS濃縮サ ン プ ル 、 都 川河川水 MG サ ン プ ル

に 弱い 変 異誘導 性が 観 察 さ れ た （ 図 ７ ）。

4) ヒ ト 個体レ ベ ル の 解 析

八王 子 在 住の 都 立 大学 学 生 ボ ラ ン テ ィ ア ９ 名 の 血 清 の 変 異誘導 調節 作用を differential dot-blot 

hybridization 法に よ る K-ras遺伝子 の 変 異検 出 法を 用い て 解 析し た 結果、 ９ 名 共、 血 清 そ の も の に 変 異誘導

性は 観 察 さ れ な か っ た （ 図 ８ ）。 ま た 、 紫外線 に よ る 変 異誘導 作用が 血 清 前処 理 に よ り 促進 さ れ る 現 象も 認め

ら れ な か っ た （ 図 ８ ）。

5) ヒ ト リ ン パ 球 を 用い た 解 析

ヒ ト リ ン パ 球 細胞表面 の 活性化マ ー カ ー の 発 現 量の 変 化に 関 し て は 、 低濃度ダ イ オ キ シ ン 処 理 後 CD69

の 発 現 量が 増加す る こ と が 観 察 さ れ た （ 図 9）。 ま た 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活性の 変 化に 関 し て は 、 環 境中の 種々

の 化学 物 質 の う ち 変 異原性を 有す る 化合 物 が 極め て 低濃度で プ ロ テ ア ー ゼ 誘発 能 を 示 す こ と が 判 明 し た

（ 表１ ）。

５ ． 考察

AS細胞は 、 紫外線 だ け で な く 水 濃縮サ ン プ ル 中の 有害物 質 に よ る 増殖阻害作 用お よ び 変 異誘導 性に も 、

高 い 感 受 性を 有す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 従っ て 、 生 物 毒 性作用か ら 見た 水 質 を 調べ る 上で 、 非 常に 有

用な 細胞で あ る と 考え ら れ る 。 こ の 細胞を 用い た 2002年度お よ び 2003年度の 解 析か ら 、 河川水 の 濃縮サ

ン プ ル に は 、 細胞の 増殖阻害お よ び 変 異誘導 作用が あ る こ と が 示 さ れ た 。 千葉市 の 都 川河川水 MG の 濃縮

サ ン プ ル に は 両年と も に 強い 増殖阻害が 見ら れ た 。一 方 、多摩川河川水 TG濃縮サ ン プ ル に は 、両年共に 、

変 異誘導 作用が 認め ら れ た 。 MG濃縮サ ン プ ル の 変 異誘導 作用が TG濃縮サ ン プ ル よ り 弱い の は 、 使用し た

負荷 量で は 細胞の 生 育阻害が 強す ぎ る 可 能 性も 考え ら れ る 。 あ る い は 、 こ れ ら の 生 物 作用の 差に 両河川水

中の 汚染物 質 の 差が 関 わ る 可 能 性が 考え ら れ る 。 サ ン プ ル 中の 有機 化合 物 成 分 の 分 析を 平行 し て 行 い 、 成

分 と 生 物 作用の 関 連 研 究へ と 展 開 で き る 。

多摩川水 系 水 道水 と 利根 川荒 川水 系 の 水 道水 濃縮サ ン プ ル に は 、 両年共に 、 顕著な 細胞増殖阻害作用は

観 察 さ れ な か っ た 。 遺伝子 毒 性作用に つ い て は 、 2002年度の 1700倍濃縮サ ン プ ル で は 多摩川水 系 水 道水

と 利根 川水 系 の 水 道水 に 顕著な 差は 認め ら れ な か っ た が 、 2003年度の 4000倍濃縮サ ン プ ル で は 利根 川荒

川水 系 の 水 道水 の 方 が 多摩川水 系 水 道水 に 比 べ 、 や や 強い 変 異誘導 性が 認め ら れ た 。

多摩川水 系 飲用水 を 摂 取 し て い る と 考え ら れ る 八王 子 在 住の 学 生 ボ ラ ン テ ィ ア の 血 清 に つ い て 、

dot-blot hybridization 法に よ る 簡 便法を 用い て 行 っ た ヒ ト 個体レ ベ ル で の 解 析で は 、 血 清 に 変 異誘導

作用も 変 異誘導 調節 作用も 観 察 さ れ な か っ た 。 比 較 実 験 と し て 、 千葉大学 の 学 生 ボ ラ ン テ ィ ア の 血 清 に つ

い て も 同 様の 解 析を 行 っ た が 、 こ れ ら の 血 清 に も 変 異誘導 作用は 観 察 さ れ て い な い （ 結果省 略）。 ま た 、

リ ン パ 球 を 用い た 解 析で は 、ダ イ オ キ シ ン 処 理 に よ り 細胞表面 の 活性化マ ー カ ー CD69 の 発 現 量が 増大す る
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こ と 、変 異原性を 有す る 低濃度の 化学 物 質 が 、 fibrin 分 解 プ ロ テ ア ー ゼ 誘発 作用を 有す る こ と が 示 さ れ た 。

こ の プ ロ テ ア ー ゼ 誘発 は 、 こ れ ま で の 我 々 の 研 究か ら 、 化合 物 に よ る 細胞増殖阻害や 遺伝子 毒 性作用と 密

接 に 関 連 す る と 考え ら れ る こ と か ら 、 環 境中の 化学 物 質 の 遺伝子 毒 性作用の ス ク リ ー ニ ン グ に 使用で き る

可 能 性が 示 唆 さ れ る 。 予備実 験 と し て 、 水 濃縮サ ン プ ル で 処 理 し た リ ン パ 球 系 細胞の 活性化マ ー カ ー と プ

ロ テ ア ー ゼ 活性の 変 化の 解 析を 行 っ た が 、 濃縮サ ン プ ル 溶解 液 DMSO に よ る 影響 の た め か 、 明 ら か な 解 析

結果が 得ら れ な か っ た 。 今後、 よ り 詳細な 検 等が 必要と 考え ら れ る 。

今後、 AS細胞を 用い て 、 採 取 回 数や 採 取 地 点を 増や す な ど よ り 詳細な 水 質 比 較 検 査の 実 施 、多摩川を 含

む 都 市 河川水 由来飲料水 と 農山村部な ど を 含め た 地 域で の 飲料水 な ど の 比 較 解 析に よ り 、 水 の 生 物 作用を

総 合 的に 評価で き る 。 ま た 、 個体レ ベ ル の 解 析を 同 時に 行 う こ と で 、 ヒ ト の 健康へ の 影響 を も 考慮に い れ

た 評価が 可 能 で あ る 。



7

6. 参考文献

1. N. Suzuki, M. Ishibashi , K. Kita, Y. Wu, J. Nom ura, Y. Takakubo, K. Hiroshima, K. 

Genga, H. Ohwada and Y. Hayashi, Detection of serum factors enhancing cell 

mutability from lung cancer patients by application of hypermutable human RS cells.

  Int. J. Cancer 78 (1998) 550 -555.

2 T. Kuwata, T. Oda, S. Sekiya and N. Morinaga, Characteristics of a human cell line 

successively transformed by Rous sarcoma virus and Simian virus 40, J. Natl. Cancer 

Inst. 56 (1976) 919 -926.

3. N. Suzuki and A. Fuse, A UV-sensitive human clonal cell l ine, RSa, which has low

 repair activity, Muta tion Res. 84 (1981) 133 -145.

4. H. Suzuki, N. Suzuki, M. Sasaki and K. Hiraga, Ortho-phenyl phenol mutagenicity in a 

human cell strain. Mutation Res. Mutation Res. 156 (1985) 123 -127.

5. K. Kita, J. Nomura, H. Yamamori, N. Nakajima and N. Suzuki, Involvement of Bip/GRP78 

in mutation enhancing activity by pancreatic cancer factors. (abstract in Japanese) Proc. 

Jpn. Cancer Assoc., 59 th Annu. Meet. 96 (2000) 317.

6. F. Croute, J. Poinsot, Y. Gaubin, B. Beau, V. Simon, J.C.  Murat and J.P. Soleilhavoup, Volatile 

organic compounds cytotoxicity and expression of HSP72, HSP90 and GRP78 stress protein in cultured 

human cells. Biochim. Biophys. Acta. 1591 (2002) 147.

7. T. Mosmann, Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to 

proliferation and cytotoxicity assays, J. Immunol. Methods 65 (1983) 55 -63.

8. H. Suzuki and N. Suzuki, Detection of K -ras codon 12 mutation by polymerase chain 

reaction and differential dot-blot hybridization in sodium saccharin-treated human RSa 

cell. Biochem. Biophys. Res. Comm.  196 (1993) 956-961.

9. S. Takahashi, X. Chi, J. Nomura, S. Sugaya, K. Kita and N. Suzuki, A novel method of 

analyzing environmental chemical mutagens in human cell systems. Water Science 

anTechnology, 42 (2000) 13 3-138.

10. J. Nomura, Y. Arase, T. Sugita, S. Sugaya, S. Takahashi, K. Kita, H. Yamamori, S. 

  Sekiya and N. Suzuki, Increased and decreased expression of CD69 and CD23, 

  respectively, in gravity -stressed lymphocytes. Activation, Space, and Environmental 

 Medicine, The Aerospace Medical Association, 72 (2001) 727 -732.

11. S. Takahashi, X. Chi, Y. Yamaguchi, H. Suzuki, S. Sugaya, K. Kita, K. Hiroshima,

   H. Yamamori, M. Ichinose and N. Suzuki,  Mutageni city of bisphenol A and its 

   suppression by interferon -  in human RSa cells. Mutat Res. 490 (2001) 199 -207.













 

 

 

「多摩
た ま

川
がわ

水系
すいけい

飲用
いんよう

水
すい

の生物
せいぶつ

作用
さ よ う

の調査
ちょうさ

― 

遺伝子
い で ん し

情報
じょうほう

の不安定化
ふ あ ん て い か

と免疫
めんえき

機能
き の う

 

の撹乱
かくらん

に関
かん

する水質検査―」 

（研究助成・学術研究 VOL.33-NO.247） 

 

著 者 喜多
き た

 和子
か ず こ

 

発行日 2005 年 3 月 31 日 

発行者 財団法人 とうきゅう環境浄化財団 

〒150-0002 

東京都渋谷区渋谷１－１６－１４（渋谷地下鉄ビル内） 

ＴＥＬ（０３）３４００－９１４２ 

ＦＡＸ（０３）３４００－９１４１ 

 

 

 

 

 

 

 




