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論文内容の要旨

[目的]

エンドスルファン (endosulfan) は世界的によく使われる有機塩素系農薬であり、内分泌撹乱物質であることが

よく知られているo この内分泌撹乱物質の遺伝毒性に関する報告は少数見られるが、異性体である α ーエンドスルファ

ン (α-endosulfan) と β-エンドスルファン (β-endosulf an) のそれぞれの遺伝毒性については、これまで報

告は見られな L、。この二つの異性体の遺伝毒性の違い、あるいは endosulfan 分子の立体構造と遺伝毒性の関連の有

無についてまだ不明な点が多く残っている。これを解明するため、本研究はヒト肝癌細胞である HepG2細胞を用い、

in vitro で 1 XI0・12 M--1 xlO-3 Mまでの濃度範囲で α-endosulfan と β-endosulfan のそれぞれの遺伝毒性を SCE，

MN 及び SCG 法を指標として検討した。

[方法]

1.姉妹染色分体交換 (sister chromatid exchange, SCE) 

HepG2細胞を継代後、 48時間培養により安定化して、様々な濃度の α-endosulfan と β-endosulfan を添加後、 37

。C、 48時間培養し、 colcemid により細胞分裂をM期にて停止させ、 Fluorescence-plus-Giemsa (FPG) 法にてM期

細胞の染色体を分染して、姉妹染色分体交換頻度 (SCE 数/染色体)を顕微鏡下で測定した。

2. 小核 (micronucleus ， MN) : 

HepG2細胞を継代後、 48時間培養により安定化して、様々な濃度の α-endosulfan と β-endosulfan を添加後、 37

OC、 48時間培養し、カルノア液で固定した後、 acridine orange にて染色し、間期細胞の中の小核を有する細胞の頻

度 (MN を有する細胞数/2000観察細胞数)を測定した。

3. SCG (single cell gel electrophoresis ;或L 、は Comet assay) 法:

HepG2細胞を継代後、 48時間培養により安定化して、様々な濃度の α-endosulfan と β-endosulfan を添加後、 37

℃、 1時間培養した。電気泳動用低ゲル化温度アガロースにて細胞をスライドグラスの上に固定した後、アルカリ液

にて細胞を溶解し、 DNA を変性させて、電気泳動を行った。切断型損傷により生じた DNA 断片はその長さに応じ

た距離だけ移動する。従って、 ethidium bromide 染色後、 Comet tail 様の像として検出される。この tail の長さ

(tail length) は DNA 損傷程度と相関するため、本実験では細胞の tail length (μm) により DNA 損傷程度を表

した。
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[結果]

β-Endosulfan を48時間で HepG2細胞に負荷した後、 SCE (1 x 10-7 M --1 x 10・5 M) 及び MN (5 x 10-5 M--1 

X 10-3 M) の頻度は有意に増加した。しかし、同様の実験条件にて、 α-endosulfan は SCE 頻度に影響を与えなかっ

た。 α-endosulfan は MN の頻度を上昇させたが、有意差は見られなかった。二つの異性体を HepG2細胞にそれぞ

れ 1 時間負荷した後、 SCG 法にて DNA 損傷を測定した結果、 β-endosulfan は 1 x 1O- 3M の濃度で有意に DNA

損傷を誘発したが、 α-endosulfan はそれよりも低い濃度 (2 X 10-4 M) にて有意に DNA 損傷を誘発した。

[総括]

1. HepG2細胞において、 β-endosulfan は SCE 頻度を有意に増加させ、 α-endosulfan は SCE 頻度に有意な影響

を与えないことを初めて明らかにした。

2. HepG2細胞において、 β-endosulfan は MN 頻度を有意に増加させ、 α-endosulfan は MN 頻度に有意な影響

を与えないことを初めて明らかにした。

3. α-endosulf an 及び β-endosulfan は HepG2細胞において切断型 DNA 損傷を有意に増加させることを初めて明

らかにした。このアッセイ系においては α-endosulfan のほうが β-endosulfan よりも毒性が強いことを示唆されま

した。

4. 以上の結果から見ると、 α-endosulfan 及び β-endosulfan は HepG2細胞に対する遺伝毒性を有しているが、遺

伝毒性の特徴及び作用濃度は異なることが判った。 β-endosulfan は比較的低濃度(孟 5 X 10-5 M) でヒト細胞の

SCE や MN の頻度を上昇させていることから、特にヒトへの健康影響に対する注意が必要と考えられる。

論文審査の結果の要旨

内分泌撹乱物質の健康影響は、重要な研究課題になっているが、その遺伝子 DNA への影響(遺伝毒性)について

は、ほとんど知見が得られていな L、。本研究では、最も多く使用されている内分泌撹乱作用を有する有機塩素系農薬

である endosulfan の遺伝毒性について、異性体構造との関連性を含め詳細な検討を行った。エストロジェンレセプ

ターを発現しているヒト肝癌由来細胞 (HepG2細胞)を用い、異性体 α-endosulfan 及び β-endosulfan のそれぞれ

の遺伝毒性について、姉妹染色分体交換 (SCE) 頻度、小核 (MN) 形成及び単細胞 DNA 電気泳動度 (SCG) を指

標にして定量的に解析した。その結果、異性体 β-endosulfan は 1 X 10-7 M の低濃度でそれぞれ SCE 誘発および小

核形成に有意な影響を及ぼしたが、 α-endosulfan は高濃度でもこれらの毒性を示さなかった。 SCG 法でみた DNA

鎖切断の誘発では、逆に、 α-endosulfan が β-endosulfan よりも 5 分の l 低濃度で有意な影響をもつことが明らか

となった。これらの結果は、これまでほとんど知られていない内分泌撹乱物質の遺伝毒性についての重要な社会医学

上の知見であり、学位授与に値すると考えられるo
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