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The　ztmze－test，　which　can　detect　genotoxic　activites　of　a　wide　variety　of　environmental　carcinogens　and

mutagenes，　was　carried　out　with　samples　from　several　sewage　treatment　processes．　We　applied　the　um2L－

test　to　raw　sewage　and　treated　effluent　from　two　points　of　view，　one　is　to　evaluate　a　treatment　process　and

the　other　is　to　identifY　the　genotoxic　substances．　The　original　strain　of　zLmze－test，　SatmoneLla　typhimzeri－

zem　TA1535／pSKIOO2　can　detect　nonspecj血。　genotoxicity，　on　the　other　hand，　by　using　3．　typhimzLrtzem

NM2009　of　the　zLmze－test　highly　sensitive　to　aromatic　amines，　genotoxicity　related　to　aromatie　arnines　is

measured．　The　result　showed　that　genotoxic　substances　whieh　have　the　polycyclic　aromatic　amino　struc－

tures　in　the　sewage　remained　after　biological　treatment．　Tow－step　HPLC　fractionation　followed　by　MS

analysis　to　identify　the　genoto）dc　substances　was　app互ed　to　samples　to　detect　mutagenic　and　carc血ogenic

heteroeyclic　amjnes．　The　concentration　of　Trp－P－1　and　Trp－P－2　deterrnined　in　the　effiuent　caluculated　from

HPLC－UV　analysis　were　on　the　order　of　10－5　mg／L．　Because　of　the　possibihty　of　the　reuse　of　wastewater血

urban　areas，　the　need　for　the　investigation　of　the　safety　of　the　treated　water　from　the　sewage　treatment

plants　was　suggested，　in　order　to　evaluate　strategies　for　advanced　treatment，　if　necessary．

1．はじめに～水環境管理における生物試験

　バイオアッセイ（生物評価法）とは，対象物質

の生物作用量を生物材料を用いてその生物応答か

ら評価する方法とされ’），医薬品，機能性食品など

の有用性評価と，例えば化審法における新規化学

物質のスクリーニング，環境管理や排水の毒性削

減を目的とする有害性評価がある。

　　さて，近年，水環境汚染の多様化，複雑化が指

摘されて久しいが，発がん物質に対する規制の始

まり，内分泌撹乱化学物質群に対する世論の高ま
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り等，事実上，個々の毒性物質をすべて評価，規

制することは不可能であり，従来の化学分析と異

なる，未知物質，変化体それらの複合作用を含め，

総合的に評価するシステムとして，生物試験が有

望視されている2）。この場合，ヒトへの健康影響を

指向したものと，生態系への影響を指標としたも

のに区別され，また，対象とする毒性から，致死，

急性毒性と慢性，特殊毒性などに分けられる。生

物材料から分類した一例として表1をあげる。

表1　生物材料と毒性指標の例

供試生物 毒性指標

げっ歯類
iラット，マウスなど）

生存率，臓器障害，奇形，

ｭがん，染色体異常，小核

詞ｱ
生
物
個
体
（魚類，ミジンコ，藻類な
ﾇ）

生存率，行動異常，代謝，

ｬ長，増殖，奇形，染色体
ﾙ常，小核試験

（大腸菌，サルモネラ菌な
ﾇ）

突然変異，遺伝子傷害，機

¥障害単
一
細
胞

酵母 生存率，機能障害

培養細胞 生存率，細胞機能障害，染
F体異常，小核試験

　最近では各系において遺伝子操作により，道具

としての側面を強化した様々な検出系が開発され

つつある。

　水環境管理における生物試験の具体的役割とし

て，（a）致死・急性毒性物質の汚染事故に対する警

告，（b）慢性毒性物質による毒性負荷評価，（c）処

理プロセスの有用性評価と改善対象の検索，（d）汚

染源の特定，（e）毒性物質の検索などが考えられ

る。

　さて本研究で生物試験として適用した遺伝毒性

試験は，発がんの第1段階である遺伝子損傷性の

第一次スクリーニング法として脚光を浴び始めた

試験法であるが，のみならず老化やある種の生活

習慣病との関わりから水環境への慢性毒性負荷評

価法としての広がりを見せている。

　本論では，処理プロセスの評価，物質分析と組．

み合わせた原因物質の探索の二つの観点より生活

排水に遺伝毒性試lvaumu試験を適用した結果を述

べる。

2．バクテリアを用いた遺伝子損傷検出法

　　～umu試験

2－1．原理と概要

　遺伝毒性の検：出法として短期バクテリアアッセ

イであるZLmze試験を適用した。これはAmes試験株

をもとに，遺伝子損傷と直接に関わりがあるとさ

れるSOS修復を行うumzeDC遺伝子の発現を測定で

きるよう開発された試験系である’2）。物質の膜透過

性が高く，遺伝毒性物質の検出感度が高いネズミ

チフス菌TAI535株に，遺伝子操作によりプラスミ

ドpSK1002を導入した試験菌株TA1535／pSK1002を

親株とする。プラスミドpSK1002はumZtC遺伝子

にラクトースオペロンの一つであるlacZ遺伝子を

融合させた窃蹴60’一’ZαoZ融合遺伝子を持つため，

β一9alactosidase活性を吸光度測定することにより，

遺伝子損傷により誘導される修復遺伝子を定量で

きる。導入する元の株により，種々の毒性作用機

序に基づく特定の物質群に対する高感度株が作製

されている。

　水環境管理におけるZtMZL試験は，遺伝毒性（変

異原性）検出法として上水試験方法1993，下水試

験方法1997，ドイツ排水令，ISOにも記載され，環

境試料において各種排水，処理水，河川水等の検

出結果が得られている4－8）。

2－2．試験方法

　　標準的なZLMU試験方法を図1に示す。

　凍結保存された菌株をLB培地（1・／，　Bactotrypton，

O．5％NaCl，0．5％yeast　extract，20　mg∠L　ampicj皿血）

に植菌し，一夜振とう培養する。TGA培地（196

Bactoti：ypton，　O．50／o　NaCl，　O．20／o，　20　mgA．　ampicillin）

で希釈し，約2時間前培養，対数増殖期に達した菌

液，緩衝液を試験管に分注し，濃縮試料を投与す
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1日目 　培地作成
hｳ蒸気滅菌

植菌操作

U㎞u試験株TA1535／pSK1002

mM2009
mM2000

37℃　145rpm　16hr　Over　night培養

■　聯　一　一　一　一　一　一　嘲　■　一　噂　顧　一　■　■　■　噌　一　一　一　騨　一

Q日目
昌　一　鴨　■　一　一　一　一　●　■　■　陶　o　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　．

TGA培地に抗生物質溶液をろ過滅菌添加Over　night菌液をTGA培地に1／30～1／50投入

37℃　145rpm約2hr前培養OD60（X菌体濃度）モニタリング

OD600；0．2前後

分注・試料投与操作
ﾛ体　S9mix　or緩衝液　山科

37℃　145rpm　2－4hr培養反応

OD600・β一Galactosidase測定

図1　Umu試験法の手順

る。さて，遺伝毒性物質の中には，芳香族アミン

をはじめとして，生体内の酵素代謝を経て初めて

強力な遺伝子損傷性を示すものがある。バクテリ

アにおいてその経路を再現するために，ラット肝

S9画分と補酵素，助酵素群（オリエンタル酵母工

業）を含むSgmixを添加する系も評価される。

37℃，145rpmで2時間振とう反応させた後，β一

galactosidase活性を測定した。酵素活性の測定法，

単位の計算式は，㎜eず〉によった。

　本論中では，検体を投与したβ一galactosidase活

性値（A）より溶媒対象の活性値（B）を引いた値

（A－B）を遺伝毒性の指標とした．

3．環境施設評価・排水モニタリング法と

　　　しての適用～排水処理プロセスの評価

3－1．試料と実験法

　A大学生活排水合併処理槽三カ所を対象とし，

2000年5月に生物処理前後の貯留槽より1しずつ採

水した。各排水の履歴は（a）一般厨房施設・合宿所

（b）教養部一般棟（c）薬・農学部一般・実験棟であ

る。前処理として減圧濾過後，35℃の湯浴中にて

ロータリーエバボレータで減圧濃縮を行い，ZLM2L

試験に供した。

3－2．試験結果と考察

　減圧濃縮試料の遺伝毒性試験結果を図2に示す。

横軸は反応菌液中での試料の濃縮倍率を示す。い

ずれの施設においても処理前に検出された毒性が

生物処理によって低減していた。また，試料の履

歴によって，処理前の毒性値に対比して，薬，農

学部の排水中の遺伝毒性物質は処理されにくいこ

とが示唆されている。今回，処理プロセスの遺伝

毒性負荷低減効果の評価を行ったが，今後この試

験系によって，その他排水処理施設，及び処理過

程試料においても定期的な調査を行い，季節，時
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　　　　　　　　　図2　大学合併処理施設試料の遺伝毒性とその消長

活性値は試料の値Aより陰性対照の値Bを引いたもの（A－B）とする。　●；処理前，0；処理後の各遺伝毒性八
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問の要素を含めた毒性値の変動を追うことにより，

水系に対する，もしくは施設内での毒性負荷源と

なる経路を検索することができる。また，処理効

率を含めた改善策の検討にも適用できるであろう。

4．毒性物質の検索手法としての適用～食

　　品由来の発がん性芳香族アミンに着目

　　　して

4－1．発がん性ヘテロサイクリックアミン

　ヘテロサイクリックアミンは加熱食品中に同定

されている強力な発がん性・遺伝毒性物質群であ

り，環境中での挙動が注目されている10）。さて，

試験的研究で河川水や各種処理水に遺伝毒性が検

出されているが，その原因物質の同定は難航して

いる。ここでは，生活排水中に，ヒト食生活由来

のヘテロサイクリックアミン群の存在を推定し，

物質の構造に特異的な濃縮（精製）法と，毒性作

用機序に着目した高感度株を組み合わせることに

よって，毒性物質群定性，定量を目的とした生物

試験の適用法の一例を述べる。

4－2．試験方法

4－2－1．試料と分析手順

　都市下水処理場試料は，合流式のB下水処理場

で採取した。同処理場では流入した生下水（流入

水）と，場内返送水とを混合し，原水とする。沈

砂池，最初沈殿池を経て，活性汚泥法を用いた生

物処理後，最終沈殿池流出水は塩素消毒されて河

川に放流されている。試料として，原水，および

処理水として最終沈殿池の塩素消毒前の流出水を

1995年5月，12月に採取した。毒性物質同定の試験

手順の流れを図3に示す。ブルーレーヨン濃縮11），

ネズミチフス菌NM　2009株12）の適用によりSgmixを

添加した系で耳環芳香族アミンの遺伝毒性を特異

的に検出し濃縮率一応答曲線を得た。つぎに濃縮試

料の高速液体クロマトグラフィー（HPLC）分画一

UV分析を行った。分取した画分をロータリーエバ

ボレータによる10倍の減圧濃縮を行ってから遺伝

毒性試験に供した。毒性画分中のヘテロサイクリ

ックアミン標準物質に対応するピークを減圧蒸発

乾固ののち，さらなるHPLC－UV分析により発がん性

ヘテロサイクリックアミンの定量を行い，MS分析

に供し，存在を確認した。

4－2－2．ブルーレーヨン濃縮

　　　　　　　　　試料採水
　　　　　　　吸引ろ過（5Aろ紙）

濃縮

ブルーレーヨン濃縮

減圧乾固・メタノール溶解

遺伝毒性試験

HPLC（PREP－ODSカラム）分取
　　　　UV分析

減圧乾固・メタノール溶解

継ii塁

團
遺伝毒性試験　　一一一一一一一一

　　　　　　　毒性　検出　陽性画分

　　　　　　減圧乾固・メタノール溶解
毒性検出

HPLC（ES－5α～Cカラム）分取

　　　　UV分析

減圧乾固・メタノール溶解

歴製と姻

同定．定量　　　MS分析團

　　図3　遺伝毒性検出と毒性物質同定の流れ

　ヘテロサイクリックアミンの精製のため，3環以

上の構造を持つ丁丁芳香族を選択的に吸着するブ

ルーレーヨンを適用した．ガラス管（6mmφ×

200㎜）に1，0gのブルーレーヨンを充填し，メタノ

ール／25％アンモニア水（50／1，v／v），超純水による前

処理の後，流速10rnL／minでろ白白の試料50Lを通水

した．超純水で洗浄した後，メタノール／25％アンモ

ニア水（50／1，v／v）100mLを通過させ溶出した．これ

をロータリーエバボレータで減圧蒸発乾固し，メタ

ノールに溶解させた．

4－2－3．物質分析法

　　本実験で使用した発がん性ヘテロサイクリッ

クアミン標準試料の略称，名称を表2に示す。
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表2本実験で使用したヘテロサイクリックアミン

略式名称 正　式　名　称

IQ 2－Am血。－3－methyhmidazo［4，5調qu血ohne

MeIQ 2－Arntno－3，4－d㎞etyhmidazo14，5剥quinohne

MeIQx 2－Amino－3，8－dimetyhlnidazo［4，5＝ノ］qu血oxa㎞e

Trp－P－1 3－Amino－1，4一（㎞ethyl－5正∫一pyrido［4β一わltndole

Trp－P－2 3－Am血。－1－methyl－5H－pyrido［4，3一わ］indole

MeAαG 2－A皿ino－3－methyl－9H－pyrido［2，3一わ］indole

Glu．P．1 2－Ami皿o－6－methyl－dipyrido［1，2－a：3㍉2’一d］imidazole

高速液体クロマトグラフィー（HPLG）による分

画・分析条件ならびにガスクロマトグラフ質量分

析（GC－MS）条件は既報ユ3）に準じる。

4－2－4．遺伝毒性試験

　芳香族アミンは生体内での代謝活性化の後に毒

性を示すとされており，その代謝酵素0一アセチル

転移酵素高産生株であるネズミチフス菌NM2009

株と，酵素活性を持たないNM2000株を適用し，そ

の差を芳香族アミン由来の遺伝毒性とした。

4－3．実験結果

4－3－1．下水処理水試料中の芳香族アミン由来の遺

　　　伝毒性の検出

　図4に，芳香族アミン由来の遺伝毒性であると判

断されるNM2009株とNM2000株のβ一galactosidase

活性値の差を示した．下水処理水のブルーレーーヨン

濃縮により得られた抽出物は，芳香族アミン由来

　500
68
q　coo
ミ
薯
　i　300

湧
S一　200
2
・

否　100

霞

　　o
　　　O　100　200　300　400
　　反応陣中でのブルーレーヨン濃縮倍率（倍）

図4　都市下水処理場試料の芳香族アミン由来の

　　　遺伝毒性
活性値は試料の値Aより陰性対照の値Bを引いたもの（A－B）とする。

●；処理前，○：処理後（1995年5月）

▲；処理前，△；処理後（1995年11月）の各遺伝毒性値

の遺伝毒性を示すことが示唆された．下水原水の

芳香族アミン由来と見られる遺伝毒性活性値は，

一般的な生物処理によって低減していることが示

された。

4－3－2、試料中のヘテロサイクリックアミンの

　　　　HPLC分析と遺伝毒性画分の検出

　一例として，ヘテロサイクリックアミン標準試

料と5月の処理水のHPLC分析結果を図5に，分画

された画分の，芳香族アミン由来の遺伝毒性であ

ると判断されるNM2009株とNM2000株のβ一galac－

tosidase活性値の差を図6に示す．これらの図よ
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図5　都市下水処理水HPLC－UV分析結果
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図6　都市下水処理水HPLC画分の芳香族アミン由来の

　　遺伝毒性

り，比較的高い遺伝毒性を示し，かつ標準試料のピ

ークに相当するとみられる濃縮試料中の4つのエリ

アを斜線で示す（b）．それぞれ，（a）標準試料HPLC

クロマトグラムのMelQx＋IQ，Glu－P－1，TrP－P－2，　Ti　p－P－

1相当のピークと同保持時間であった．すなわち，

下水処理水中に検出される遺伝毒性が標準物質で

同定されるヘテロサイクリックアミン由来である

可能性が強く示唆された．

4－3－3．定量とMS分析

　　Trp－P－2，　Trp－P－1画分のES－502Cカラムを使用
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したHPLC－UV分析による定量結果を表3に示す。

表3　下水処理場試料中の定量結果（ng（L）

Trp－p－1 Trp－P2

下水原水 11 13

下水処理水 7．5 8．1

　　直接導入法によるMS分析の結果，　Trp－P－1，

Trp－P－2が同定された。

4－4．考察

　筆者らはこれまでにし尿処理場，浄水場，都市

河川水試料に対し同様の分析を行っているが，都

市下水処理場試料中のTrp－P－2の濃度はし尿処理場

と都市河川水の中間に位置し，処理場放流水が環

境への遺伝毒性負荷源の一つであることが示唆さ

れている。またTxp一・P－2の標準物質の濃度一反応関

係より，芳香族アミン由来の遺伝毒性に対する

Trp－P－2の寄与率を求めた。処理場試料において10

～30％であった寄与率は河川水試料において1～

9％と低減していたことから，環境においては稀釈

に加えて，その他の毒性をもつ芳香族アミン類の

混入が考えられる。

5．まとめ

　環境試料に対する遺伝毒性試，tlfuM7L試験の適用

法について検討した。一般的な生活排水処理プロ

セスの毒i生モニタリング法としては，減圧濃縮親

株の組合せによる簡易，包括的な検出方法が適し

ており，一例として大学生活系排水合併処理プロ

セスの評価では，一般的な生物処理によって毒性

が低減していることが示された。また，選択的な

濃縮法，株の組合せにより，発がん性芳香族アミ

ンが同定され，同様の手法でさらに毒性物質を検

索してゆくことにより，リスク評価や対策への情

報を得ることができるであろう。結果が試験生物

の特質に左右される生物試験の適用においては，

目的に適合した試験系を選択し，特徴を把握する

ことによって，結果を過大評価することのない，

適切な判断が必要とされる。手法の簡便化などの

改良によっては，将来，環境の分野においても，

生物試験が新たな規制概念として組み込まれる可

能性も大きいであろう。
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