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ABSTRACT

Following the previous paper, influences of fluorescent whitening agents (FWAs) on bacteria

were examined. An experimental study was described with following results.

(1) A paper disc spot method was performed on sensitivity test. Though Escherichia coli

Try" hcr+, if anything, presented sensitive compared with E. coli Try" her" to coumarin (COU)

and methylumbelliferone (MUM) containing paper discs (0.01-1.4 mg/disc), the significant

correlations between two mutant strains and sensitivity to FWAs was not recognized. Sensi-

tivity was hardly detected under diaminostilbene disulfonic acid (DDA).

No appearance of revertant colonies (Try" -* Try+) in E. coli on minimal medium plates

was considered, at least, FWAs used in this test were not mutagens of the type of base change

mutation.

(2) Mutagenicity test without S-9 Mix showed that DDA and MUM presented weak positive

histidine reverse mutation (His" -<-His+) in Salmonella typhimurium TA 98, and only DDA

presented positive in S. typhimurium TA 100. And according to active reversion induced in

S. typhimurium TA 98 under COU conditions seemed that COU was probably a chemical

substance of a frameshift mutagen.

序 論

近年環境中に存在する多種多様の化学物質ついてその突然変異原性・突然変異誘起

性の検索が進み,そのリストは膨大なものとなっている。たとえば,食品添加剤,医薬品,
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農薬などといった日常生活とかかわりの深い物質の中にも変異作用を現わす物質が多く認

められている。と同時に変異原物質の発癌作用や催奇作用あるいは遺伝毒性との相関性も

かなり強調されている。従って人体との1回の接触量がたとえ微量のものでも頻繁な

接触には重要視されねばならず,その毒性について充分な認識を持つ必要がある。生態的

環境を変質し,たとえば生体濃縮で,食物連鎖を通して,あるいは直接生体内へと作用し,

生物界,人間界へ最終的に跳ね返ってくるからである。

筆者は合成洗剤中に添加される蛍光増白剤の原体およびその誘導体が細菌に及ぼす影響

について調べているが,第1報6)にひき続き,今回はEscherichia coli 2株に与える致

死感受性試験とSalmonellatyphimurium 2株に与える突然変異誘起性試験を行い,知

見を得たので報告する。

材料および方法

1.使 用 菌 株

薬剤に対する致死感受性試験には紫外線によるDNA損傷の修復能力差のある菌株,す

なわち能力を有すE,coli RIMD 0509109 hcr+(ATCC 23231 Try UVr xr)一以下

E. coli Try- hcr+と記すー,能力を欠くE.coli RIMD 0509115 hcr-(ATCC 23233

Try- UVs Xr)一以下E,coliTry- her-と記すーを用いた。この両菌株については,

Try-→Try+への復帰変異の多くは塩基交換型(7)である。

薬剤による突然変異誘起性試験にはAmesらが開発し,化学物質の突然変異原性を迅速

にかつ感度よく点検できる菌株として非常に利用度が高いS。typhimurium TA 98および

S･ typhimuriumTA100を使用した。TA98はフレームシフト型の変異物質により, TA

100は塩基置換型の変異物質にそれぞれ復帰(His -→His +)されやすい性質7,8)を持って

ている。

2.使 用 薬 剤

本実験に使用した蛍光増白剤の原体,誘導体は前報と同じ物質のうち, 4, 4'-ジアミ

ノスチルベンー2, 2'-ジスルホン酸(DDA,和光純薬),クマリン(COU,片山化学)

4-メチルウンベリフェロン(MUM,片山化学)の3体である。DDAはVogeトBonne r

最小培地E (Table 1(b))で溶解し,COUとMUMはジメチルスルホオキシド(DMSO)

で溶解し,各試験濃度に調整したものを薬剤試料溶液とした。

3.培養および試験方法

剛 致死感受性試験

薬剤に対する感受性は和紙ディスク法9)に依った。2%グルコース含有Vogel-Bonner

最小寒天培地(Table 1(a))および感性ディスク用培地(変法Muller-Hinton培地,ニッ

スイ)のプレート上にニュートリェントブロスで前培養(37℃,18-22時間)したE.c�j

Try‾hcr+,E. coliTry‾hcr‾菌液を0.05�塗株し,その上に濃度20, 10. 4, 2,1,

0.2mg/mlの蛍光増白剤溶液をそれぞれ0.05,0.06,0.07�ずつ含有させた円形炉紙ディ

スク(東洋,径8 mm,厚1. 5mm)をスポットする。 37℃,20時間培養後出現した発育阻止

円径の長さを読み取る。

(2)突然変異誘起性試験

試験方法はAmesら川の方法を改良した矢作8)の方法に概ね基づいたが,ニュートリェ
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Table 1.Composition o

f medium

ントブロスでの前培養(37℃, 18-22時間)は静置培養であり, S-9ミックス代謝活性

化は併用していない。薬剤の添加量は,30ml寒天プレート・2mlソフトアガー当り0.1ml

であり,その含有濃度は, 2000, 1000, 200, 100, 20, 10, 2, 1, 0.2μg/0.1mlである。

また接種菌量は0.1ml(約108 cells/ml)ある。なお溶媒であるDMSOは変異原性に影響

を与えない。

結果および考察

環境変異原検索の手段として細菌や細胞による第一次スクリーニング試験が広く活用さ

れている7~9,11,12)。 本実験は非常に利用度の高い2種4菌種を用いて行われた。

まず,ディスクに4,4-ジアミノスチルベンー2, 2-ジスルホン酸(DDA),

クマリン(COU),4-メチルウンベリフェロン(MUM),を接種し,大腸菌Escherichia

coli RIMD 0509109 hcr+(ATCC 23231 Try UVr Xr)とE.coli RIMD 0509115

hcr-(ATCC 23233 Try- UVs Xr)に対して感受性試験を行った結果,両菌株がそ

れぞれ示した発育阻止円径の長さ(mm)をTable 2.に示す。薬種別ではMUMに対して

阻止円が大きく,次いでCOUとなり,DDAにはほとんど感受性を示さなかった(E,coli

Try‾hcr+,1.4mg/discを除く。 COUまたはMUM存在下では栄養条件の良い感性デ

ィスク用培地の方に阻止円がやや大きく形成されたが,薬剤に対する感受性は両菌株間に

差はなく,E.coli Try-hcr+の方がE.coli Try- her-より僅かに感受性が強く現わ

れた。しかし両菌株の遺伝的性質の違いと薬剤効力との間に有意な相関を認める程ではな

かった。
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Table 2、Sensitivity in Escherichia coli mutants by paper disc spot method

*milimeter; the data are the diameter of inhibition ring on minimal agar plates and nutrient

disc agar plates (italic).

更に最小寒天培地上での被検菌の復帰変異(Try-→Try+を観察したが,出現コロニ

ー数は極めて少なく(O-3個/プレート),変異誘起性を示さなかったことから,使用薬

剤が塩基交換型の突然変異原物質ではないと判断されたが,勿論このことは後述の実験結

果と合せて吟味されねばならない。

本実験は自然採光下室内で行われたが,E. coli hcr変異株,蛍光増白剤ともに紫外線

と関連ある性質を有しており,今後これらの検討が進められることにより一層興味のある

結果が得られると期待される。

次いで,サルモネラ(ネズミチフス)菌を用いて突然変異誘起性試験を行った。 DDA,

COU, MUMによるSalmonella typhimurium TA 98, TA 100の復帰変異コロニー

(His-→His+)数をそれぞれFigure 1, Figure 2, Figure 3に示す。自然復帰は,

TA 98で12-35個/プレート(平均25個),TA 100で129-211個/プレート(平均181個)

であった。

DDAはTA 98,TA 100に対して復帰変異を誘起(陽性)せしめたが,その程度は弱

くより高濃度域の試験が必要である。 MUMはTA 98に対して弱陽性, TA 100に対して

陰性を示したが,培養状態をみると変異原性よりも致死作用が強く影響していた。 cou

はTA 100に対して陰性であったが, TA 98に対しては突然変異誘起性を示した。このこ

とはCOUがフームシフト型の変異原物質である可能性を示唆している。また高濃度域で
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Fig.1. Mutagenicity of DDA in Salmonella

typhimurium mutants. The average of

the number of histidine revertants (his"

-* his*) per plate is figured as S. typh-

imurium TA 98 (o) and TA 100 (･),

recpectively. And control indicates

spontaneous revertant colonies.

Fig.2. Mutagenicity of COU in Salmonella

typhimurium mutants. Figured the

same as fig.l.

Fig.3. Mutagenicityof MUM in Salmonella

typhimurium mutants. Figured the

same asfig.l.
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はMUMと同様致死作用が強かった。

S･typhimurium TA 98およびTA 100はそれぞれS.typhimurium TA 1538 , TA

1535にR因子を組み込んだ高感度改良株切であるが, S-9ミックス代謝活性化を付加

することでより一層明確に変異原物質を把握できる。従って本実験(S-9ミックス併用

せず)で陰性となった結果についてもS-9ミックス併用による再検討は必要である。ま

た今回利用しなかったその他のS. typhimurium TA系菌株,たとえばTA 1535, TA

1536, TA 1537, TA 1538などを被検材料とした広範なスクリーニングによる検討も必

要と考える。

結 論

前報にひき続き,蛍光増白剤の原体,誘導体の3体4, 4'-ジアミノスチルベンー2, 2'-

ジスルホン酸(DDA),クマリン(COU),4-メチルウンベリフェロン(MUM)によ

る細菌に及ぼす影響を検討した結果,次のような結論を得た。

1)薬剤感受性和紙ディスク法(0.01-1.4mg/disc)を行った。被検菌はDDAについて全

く感受性を示さず,COUまたはMUM条件下で,DNA損傷修復能力を有すE,coli

Try- hcr+ の方が修復能力を欠くE,coli Try- her- よりやや感受性を示したが,菌

株と薬効との間に強い相関関係は認められなかった。

また, Try-→Try+への復帰変異が観察されなかったことは,3薬剤の塩基交換型の

変異原性については陰性と判断された。

2) S.typhimurium TA98とS. typhimurium TA 100に対するHis-→His+への突然

変異誘起性試験(S-9ミックス併用せず)の結果,COU条件下でTA 98に陽性を

示した。これはCOUがフレームシフト型の突然変異誘起作用を有す変異原物質である

可能性を指摘している。

しかしこれらの物質の性質についてより一層明確にするためには,S-9ミックス併

用による代謝活性化試験,更にはその他のS.typhimuriumTA系菌株による広範な検

討も必要である。

本実験の遂行にあたりEscherichia coli RIMD 0509109とRIMD 0509115の2菌株

については大阪大学微生物病研究所菌株保存室より分譲いただき,またSalmonella

typhimnrium TA 98とTA100の2菌株については同研究所化学療法部門大学院生泉谷

氏より快く分譲いただきかつ有益な御助言をいただきました。ここに感謝の意を表します。

(昭和54年8月30日受理)
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