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人工甘味料サッカリンの突然変異性に関しては，バク

テリア，酵母，キイロショウジョウパエ，植物細胞， P甫

乳動物の培養細胞や，ゲッ歯類の生体細胞等において，

試験が行われ，数多くの報告があるが，結果はまちまち

で統一的見解を得るまでには至っていない1，2)

一方，サッカリンのラットを用いた発癌性試験におい

て，サッカリン 5%含有した飼料を与えた群に勝脱腫揚

が発生することが報告されている3) 当毒性部での発癌

性試験においても，サッカリンナトリウムを処理した雄

ラットに勝脱腫療が認められたり.

今回，我々は，ヒト胎児由来株化細胞， RSa5)，を用

いて，サッカリンナトリウムの突然変異原性試験を行っ

た結果， RSa細胞に高率に突然変異が生じることを明ら

かにしたので報告する.

実験材料および方法

細胞および培養 ヒト胎児由来株化細胞， RSa5)，を

用いた.細胞は，牛胎児血清 (GIBCO)10%および抗性

物質としてペニシリン(100u /mZ)とストレプトマイ

シン (100μg/mZ)を含む， Eagles' minimum essential 

medium (MEMと略， GIBCO)を用い， 37"C， 5 % CO2 

条件下で培養した.突然変異原性の測定の場合は，培養

液中の血清濃度を15%にした.

試料サッカリンナトリウム(大東化学工業株式会

社)， ouabain (Sigma) を用いた.サ 7カリンナトリウ

ムは，使用直前に MEMで調製した.ウアパインは，

PBSに溶解した後，血清の入った培養液にて調製した.

紫外線 (uv)照射を陽性対照とした.
突然変異原性試験 6 X105個の RSa細胞を10mZの正

常培地の入って培養瓶 (45cn!)に播種した. 24時間培養

後，培地を除いて，サッカリンナトリウムを所定の濃度

に添加し， 37"C炭酸ガス培養器中で22時間処理した.

uv照射は，通常の殺菌灯 (15W)をセットした暗箱を
用いて行った.変異原処理後，正常培養液中で48時間培

養した後， 0.25%トリプシンを用いて細胞を培養面より

剥離して，生存率と突然変異原性の測定のため，再播種

した.生存率の検出のためには， 1 X 103個の細胞を

lOmZの正常培地の入ったlOcm径シャーレに播種した.

14日間培養した後， 0.2%(W/V)メチレンブルーを

含んだ30%メタノール溶液で固定，染色し，コロニーを

数えた.この場合， 1群3枚のシャーレを用いた.突然

変異細胞検出のためには， 5 X 104個の細胞を10mZの

10一7Mウアパイン含有培地の入った10cm径シャーレに

再婚種し，選択培養を行った. 7日後に培養液を交換し，

14日後にコロニーを固定，染色し，ウアパイン耐性細胞

のコロニー数を数えた.この場合 1群 6枚のシャーレ

を用いた.生存率および突然変異率は次式により求めた.

正常培養液でのコロニー数
生存率=

播種した細胞数

選択培養液でのコロニー数
突然変異率= ÷生存率

播種した細胞数

結果および考察

Table 1に示すようにサッカリンナトリウムを処理し

たRSa細胞の生存率は，サッカリンナトリウムの量の

増加にともなって低下したが，突然変異率は，無処理群

に比べ有意に増加し，サッカリンナトリウムの量の増加
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Table 1. Mntagenicity of Sodinm Saccharin in RSa 

cells 

Treatment 

。
Sodium 

15.0 
Saccharin 

(mg/ml) 17.5 

20.0 

uv 
5 

(J 1m') 

Survivorsa Resistantsb Mutation freq.' 

145::1:: 7 2.7::1::0.3 3.7 

134土 4 6.0土1.7

115::1::11 8.7::1::0.3 

108::1:: 1 11.0土2.9

100::1:: 8 5.3土0.3

9.0 

15.1 

20.4 

10.6 

aNumber of surviving colonies per dish (2X103 cells)， 

mean土 S.E.

bNumber of ouabain resistant colonies per dish (5 X 

104 cells) ，m巴an土 S.E

'Mutation frequencies per 104 surviving cells 

にともなって増加した.サ 7カリンナトリウム20mg/

mlの処理では，突然変異頻度は，無処理群の約 6倍に

増加した.

陽性対照として用いた UV(5 J /ば)を照射した

RSa細胞での突然変異率は， 10.6であった.この場合の

生存率とほとんど同じ生存率を示すサッカリンナトリウ

ムの量 (20mg/ml)を処理した場合の突然変異率と比

較すると，サッカリンナトリウム処理群は， 20.4で，

UV処理群の約 2倍の突然変異を誘発した.以上の結果

は，サッカリンナトリウムは UVより強い突然変異原物

質であることを示唆する.

これまで，サッカリンの invi的での変異原性試験に

関する報告は，数多くあるが，その多くは陰性の結果で

ある2，6) 一方， Batzingerらは，サッカリンを経口投与

したマウスから尿をとり，サルモネラテストを行った結

果，変異原性が認められたことを報告した7)

又，越智と外村8)により，ヒトリンパ球培養細胞の

サッカリンナトリウム低波動処理で不定期 DNA合成が

観察されている.これは DNA障害を受けたことを示す

ものである.

今回，ヒト胎児由来化細胞 RSa，を用いサッカリン

ナトリウムの変異原性試験を行った結果，陽性の結果を

得たことは，サッカリンナトリウムが DNAに損傷を与

えていることを示唆する.よってさらにサッカリンナト

リウムの DNAへの作用を検討する必要があろう.
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我々はこれまでヒトならびにウサギの血液を用いて，

より簡便で、，使用血液が少なく，さらに即時的かつ直接

的に溶血を測定できる lightscattering (光散乱)法によ

る溶血試験法についての基礎的検討を行い，十分実用に

耐え得るものを確立した1.2) この間得られた結果を検

討したところ， PBS (リン酸緩衝液加生理食塩液，

pH7.4)中における 1% Hct赤血球液の経時的安定性に

おいてヒトとウサギの聞に著しい差があり，また無機水

銀 (Hg2十)に対する溶血感受性にほぼ10倍の差があっ

fこ.

そこで今回，ヒトとウサギの新鮮血液より調製した赤

血球液について，それらの経時的安定性における差異を

明らかにする目的で無機水銀 (Hl+)を添加し，経時
的安定性に差が認められた日における溶血の状況を形態

学的に検討したところ若干の知見を得たので報告する。

実験材料ならびに方法

1.赤血球の調製法

健康な成人男子および、ウサギ(北山ラベス KK生産の

SPF， KBL: JW系，雄)より得た新鮮な静脈血(へパリ

ン加)を冷却下に遠心 (2000rpm，10min) し赤血球を

分離する.遠心分離により得た赤血球を 2-3倍のヒト，

ウサギそれぞれ用の PBS(PBS (ヒト)1)， PBS-Rbt (ウ

サギ)2.3)にて 3回洗浄した後， PBS， PBS-Rbtを用いて

1 %ヘマトクリット (Hct)赤血球液を調製し， 4
0

Cで

保存し，使用時に PBS，PBS-Rbtで0.03%Hctに希釈し

て実験に供した.

2.溶血の測定方法ならびに50%溶血時間 (t1/2)の

求め方

市川ら1)の方法に準じて行った.すなわち，実験方法

1で得た 1% Hct赤血球液90μl，無機水銀 (HgC12を

PBS， PBS-Rbtに溶解)を最終濃度ヒト0.4ppm，ウサギ

0.04ppmをテフロン栓付吸光度測定用キュベットにと

り，さらにPBS，PBS-Rbtを加えて全量3.0mlとし，

3TCでincubateしながら経時的に分光光度計(Cary17) 

を用いて700nmにおける吸光度を経時的に測定し，溶

血曲線を得る.グラフ上にて吸光度の最高値と最低値よ

り50%溶血値を求め，その点における経過時間を求め

50%溶血時間(t 1/2， min)とする.

3.形態学的検討

実験方法2で示した方法により溶血を検討した被検赤

血球液について，ヒトにおいては 0，120min，ウサギ

においては 0，180min (採血後O日において，それぞ

れ確実に0.4ppm(ヒト)， 0.04ppm (ウサギ)の無機水

銀 (Hg2+)により溶血が完了する時間)の反応時間に

おける被検赤血球の一部少量を取り，検鏡し写真撮影

(ツアイス社製，フォトマイクロスコープ(皿)使用)

を行った.

4.試薬

溶血毒として用いた無機水銀 (Hg2+，塩化第二水銀)

は和光純薬製(試薬特級LotNo.町1110)を使用し，抗

凝固剤としてはヘパリンナトリウムを使用した.その他

の試薬はすべてJIS試薬特級を使用した.
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実験結果 Table 1. Effect of Days Elasped on Times for 50 % 

1. 1 %Hct赤血球保存液の経時的安定性 Hemolysis ( t 1/2) by O.4ppm Hg2
十
in0.03% 

ヒトならびにウサギより得た 1% Hct赤血球液の 4'C Hematocrits (Human red blood cells) 

における経時的安定性を採血後0日目においでほぼ同一

の t1/2を示す濃度(ヒト赤血球の場合0.4ppm，62min; 

ウサギ赤血球の場合0.04ppm，73min) の無機水銀

(Hg2+)を用いて検討を加えたところ， Table 1， 2に

示した如く，ヒトにおいては採血後4日までは安定であ

るのに対し，ウサギにおいては採血後1日目においてす

でに有意なる(pく0.001) t山の延長が認められ， 2 

日目ではさらに延長された，この結果を赤血球膜の溶血

抵抗性という観点よりみればウサギにおいてはむしろ溶

血しにくくなった，すなわち無機水銀による溶血に対し

強くなったと言える結果が得られた.

2.形態学的検討結果

ヒトならびにウサギの 1% Hct赤血球液の無機水銀

(Hg2+)を用いた場合の経時的安定性(t 1/2に対する)

の差異についてより詳しく検討する目的で，採血後0日

目， 2日目の赤血球液を用いて，無機水銀O.4ppm(ヒ

ト)0.04ppm (ウサギ)を添加反応させ， ヒトにおいて

は0，120min，ウサギにおいては 0，180minにおける

被検反応液の一部少量をとり検鏡写真撮影した結果を

Fig. 1， 2に示した.すなわち，採血後O日においては

無機水銀添加前(0 min) と溶血終了時(ヒト120min，

ウサギ180min)において，ヒトとウサギの聞に著しい

差異はなく，双方共溶血終了時においては完全に赤血球

膜が微細破片となり破片の痕跡がとらえられたにすぎな

かった. しかしながら採血後2日目において，ヒトの場

合には採血後0日目とほとんど変わらないのに対し，ウ

サギの180minにおいては crenationを起こし，赤血球膜

が微細破片とならず，萎縮固化して行くのが認められた.

考察

light scattering (光散乱)法を用いて，ヒトとウサギ

の赤血球液の経時的安性について，採血後O日目におい

てほぽ同様な t1/2を与える無機水銀 (Hg2+)の濃度

(ヒト:0.4ppm， t 1/262min，ウサギ:0.04ppm; t 

1/273min)を添加し，経時的に t1/2の変化を検討したと

ころ，ヒトの場合は採血後4日固まではほぼ不変であっ

たのに対し，ウサギ?の場合は採血後1日ですでに有意に

t 1/2が延長しており，採血後2日目ではさらに延長し

ていた.通常 agingにより赤血球膜が弱くなり安定性が

より小さくなるとすれば， t 1/2は短縮して行くことが

容易に推察できる.事実ヒトの場合は採血後5日目より

有意なる t1/2の短縮がみられ，さらに時間の経過と共

Dayafter 50 % Hemolysis Time ( t 1/2，即日)

Collection D1 D2 

。 55.5:1:0.501)(3)2) 67.57:1:0.60(3) 

1 59.95土3.66(4) 67.17士0.76(3)

2 56.10土2.77(5) 67.50:1:0.50(3) 

3 52.66士1.61*(5) 65.33:1:0.76*(3) 

4 53.57土2.69(3) 64.83士3.25(3)

5 51.17:1:1.89*(3) 63.43:1: 3.86(3) 

6 47.67土0.29*(3) 64.33土0.29*(3)

7 44.33士0.76*(3) 61.00土0.87*(3)

10 43.07士0.60竹3) 58.43土0.51*(3) 

1) mean :1: SD 

2) No. of determinations 

* significantly different from 0 day's value at 
pく0.05Hemolysis was observed slightly in control 
samples. 

Table 2， Effect of Days Elasped on Times for 50% 
Hemolysis( t 1/2)by 0.04 ppm Hg2+ in 0.03% 

Hema 

Dayafter 

Collection 

。
50 % Hemolysis Time 

(t山， mim) 

72.6土14.711¥1ゲ)

141.5士24.13(8)** * 

2 177.6土83.95(5)***

1) mean士SD

2 ) No. of determinations 

significantly different from 0 day's value 

*** pく0.001

にさらに短縮されていくのが認められた.すなわち，赤

血球膜の不安定性が増したということが推察された. し

かしながら，ウサギの場合は逆に現象としては溶血抵抗

性が増したと解釈されるような結果が得られ， agingに

よりヒトは異なった変化が赤血球膜に生じ，無機水銀

(Hg2+ )が添加された時，赤血球膜が破壊され残存数

が減少するということでなく吸光度を減少させるような

変化(多分体積の減少)が生じたものと推定された.そ

こでこの変化を明らかにする目的で，ヒトとウサギの赤
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血球i夜(採血後0日目と 2日目)に無機水銀を添加し反 さらに電子顕微鏡による検索により明らかにされるもの

応させ，反応ominを対照として，また比較するために と考える.

採血後0日目において確実に溶血が完了している時間

(ヒト， 120min， 0.4ppm Hg2+ ;ウサギ， 180min， 

0.04ppm Hg2十)経過後の被検赤血球液の一部少量をと

り検鏡し写真撮影をしたところ，Fig. 1に示した知く，

採血O日目においてはヒト，ウサギ、において，それぞれ

120min， 180min後には赤血球膜の微細破片の痕跡しか

検出できなかったが，採血後2日目においては，ヒトに

おいては採血後0日目とほとんど変わらなかったのに対

し，ウサギにおいては(前述の如く， t 1/2の延長が起

こっており)ほぽ t1/2に近い反応時間180min(採血後

O日目においては溶血が完了している)において赤血球

のcrenationが起こっていることが認められた.このこ

とよりウサギの赤血球の agingによる変化はヒトと異な

り，結果として無機水銀 (Hg2+)と反応し crenationを

起こすような変化が推定された.この詳細については，

~土
}Iiロ

吾4
日岡

無機水銀 (Hg2+)添加によるヒトならびにウサギの

赤血球に対する作用を，赤血球液の経時的安定性という

面より検討したところ，とくに形態学的にヒトにおいて

はagingにより著しい変化はなかったが，ウサギにおい

ては agingにより結果として無機水銀 (Hg2+)と反応

し，赤血球がcrenationを起こすような変化を生じたこ

とが明らかとなった.
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