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1　序　論

　化学工業を含む産業の急速な発達・普及に伴って、環

境は多種多様な化学物質に汚染されっっあり、『ヒトや動

物14）への危険性が指摘されてきている。これらの汚染

には有害化学物質の工場等からの漏洩あるいは排出によ

るものばかりではなく、廃棄物の処理過程、焼却過程お

よび環境中での化学反応によって生成される新たな有害

化学物質による．ものも加わっている．これち有害化学物

質の中で、今後ますます問題化してくると思われるもの

に変異原物質がある。この変異原物質は、細胞の突然変

異を誘発する物質であり、人体には遺伝毒性や発癌性と

して関係し、また、環境中の諸種の生物に対しては突然

変異の出現などに関係する物質であると考えちれている。

これちは化石燃料の燃焼などによって発生するものも多

く、現在のような大：量エネルギ…消費の時代にはその発

生が大きな問題である。よって、正確な実態調査やそれ

に基づく発生源の追求、さちに規制等の防止対策が強く

望まれている。

　我々はこれちの環境中の変異原物質を食物、飲料水、

呼吸をとおして絶えず三内に摂取している。ヒトにとっ

て食物、水、空気の摂取は生存の必須条件であり、食物

および水の1日の必要：量はそれぞれ1～2kg／日、　1～

31／　日とされている。両者は滅菌処理や加工などによ

り、より安全なものとすることや、安．全性に問題がある

と考えちれた場合は廃棄することができる。しかし空気．

の必要量は7～20寧3／日であり、しかもその体内取込み
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を1～2分間以上停止することができないため、我々は

好むと好まざるとにかかわちず、自分の置かれた環境の

空気を呼吸し続けなければなちないエ5）　。このため、環

境空気は大きくヒトの健康に関わってくる可能性がある
43）’67） @。特に1日の大部分く80～90％）23｝・54）　を過ごす

室内26，’50）は近年、建築技術の向上によりその密閉度

が高くなった。そのため冬期では外気の汚染と無関係な

室内汚染状況が出現しやすい。よって、これらの中に変

異原物質がどの．程度存在し、日常生活を通じてこれちを

どれだけ取り込んでいるかを知ることは、近年、急増し

つつある肺癌対策の一環としても重要であるD’67）．室

内空気は喫煙、暖房等の汚染源の有無やその使用頻度、

室内での活動状況および換気によ一る外気の流入の影響を

うけ、その汚染状態は経時的に変化すると考えちれる．

さらにヒトは同一の室内に24時間とどまることは少なく

時間帯によって家庭、職場または学校と移動を繰り返し

て生活することも考慮すると、室内空気の変異原性の検

討は24時間連続採取試料の評価だけでは不十分であり、

在室時間や勤務時聞ごとの曝露評価、すなわち、室内の

変異原物質の動態による汚染実態を短時聞単位で調べる

ことが重要である。しかし、これに関する報告は現在ま

でみあたらない。

　一方、個々人に対する変異原物質曝露量は地域性や個

人の行動の多様化により変化すると推測される。これは

環境中の変異原物質の発生の原因とされる産業構造や社

会構造が地域によって異なることや、同一地域でも個々

の人の生活様式は様々であり、しかもそれちは経年的に
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変化するためと考えられている。よって、個人曝露量を

直接測定して正確な健康影響評価も行うべきであり、そ

のため環境汚染物質の人体曝露量の高精度測定法の開発

が強く望まれている。現在では環境空気中の数種類の発

癌物質への個人曝露量の測定法として、携帯可能な個人

サンプラーによる採取試料を用いた化学分析法48）’49）’

68） @が開発されつつあるが、汚染物質全体の生物学的評

価に、より適した変異原性試験法に関する研究．はまださ

れていない。

　変異原物質（変異原性）を検出する試験法は現在まで

数多く開発66）されているが、これちのうち、微生物を

用いる方法は動物細胞などを用いる方法と較べて、その

容易さや経済性から広く用いちれている。この微生物に

よる変異原性試験法は現在2っに大別されている、　」つ

は、いわゆるrec－assay　と呼ばれるもので変異原物質な

どで細菌のDNAに誘起した損傷を野生株とDNA修復欠損

株との致死感受性の差として調べる方法であり、もう一

つはSalmonella　sp．やEscherichia　coli等の栄養要求株

を用い、化学物質などの変異原性を復帰変異で調べる方

法である。後者のうちSalmonella　typhimuriumを用いる

Ames法4）・73）は特に広く用いられ、その基礎的研究もか

なりなされている．この方法は手間や費用ではrec－

assayに劣るものの、1）変異原性の定量の面では優れて

いる、2）変異の型まで分かる、3）発癌性と相関が高い、

4）短期間に多数の物質を取り扱うことが可能である、な

どの利点がある。しかし、Ames法はヒスチジン要求株（

his一）からヒスチジン非要求株（his＋：野生株が持って
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いる性質）への復帰突然変異（reverse　mutaしion）を利

用する試験系であり、使用する菌株は遺伝子内の】カ所

の特定部位に変異原物質が作用した時に限って突然変異

の検出が可能であることかち、変異原物質の種類に対す

る検出幅が狭いという欠点も有している．これちの欠点

を補うため、TA100株（塩基対置換型）やTA98株（フレ

ームシフト型）など多種の菌が開発されており、通常の

試験には、　TA100、TA98株のほかTA1535、　TA1537およ

びTA1538の5菌株の併用が必要とされている6）。

　Ames法をはじめとする微生物を用いた試験法はその普
及にともなって、環境中の変異原物質’ ﾌ存在の実態を徐

々に明ちかにしているが、化学分析法に較べて検出感度

が低くく、比較的多：量に得られる大気などの試科や強い

変異原物質が含まれる試料に対しては変異原性評価9）’

10）’16）’33）’34）’36～38）・53）・56）・69）・71）は可能である

ものの、室内空気試料や個人曝露試料等、環境中のごく

微量にしか存在しない試料や微量にしか採取できない試

料については検出不可能になる方法が多く、その安全性

のチェックは十分されないままになっていた。

　一方、微生物を用いる変異原性試験法の中でAmes法な

どの復帰変異をみる系の他に、前進突然変異を感知する

試験系がある。この前進突然変異は、通常の生物種に認

めちれる一般的突然変異であり、ほ乳動物細胞を用いた

変異原性試験の場合、その多くは前進突然変異を感知す

るものである．この試験系は復帰突然変異と較べてその

種類や標的遺伝子が多く、Ames法が塩基対置換型やフレ

ームシフト型のみを検出するのに対し、前記2型だけで
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なく欠失型等、あちゆる種類の変異原物質に対して検出

が可能であり、その検出幅が広い点に特徴がある57）　。

しかし、この前進突然変異による検出系は、薬剤耐性獲

得の有無などにより変異原性をみるため、突然変異を起

こした菌株を起こしていない菌株と選別するための薬剤

（genetic　11Larker）などを必要とする。このため薬剤の

種類、薬剤濃度およびその添加の時期などに関して、手

法的煩雑さを伴うのが欠点であった。

　1978年頃から、この前進突然変異の検出系にAmesちの

作成したSah堕⊥皇」⊥皇sp．矛ll費する方法が開発され、比較

的良好な検出能を有していることが報告された58～6P’
63）・64） @。すなわち、米国MITのSkopeckおよび
Thillyちのグループはカリフォルニア大学のAmes博士ち

によって開発された菌株かち8一アザグアニン抵抗性検出

に優れているSahonella　typhiml」rium↑卜1677株を開発し

て報告した64）　．同論文でSkopeckちは開発されたTB5

およびT卜1677の両菌株とAmes法の5種の菌株（TA100、

TA98、TA1535、　TA1537　およびTA1538）とを用いて塩i基

対置換型の変異を誘起する変異原物質6種、フレームシ

フト型の変異を誘起する変異原物質6種および両者の性

質を持つ変異原物質4種の合計16種の代表的変異原物質

に対する変異原性試験検出能を比較し、捌35株および

丁曇1677株が、両菌株共に塩基対置換型とフレームシフト

型の変異原物質を検出可能であることやrM677株はAmes

法の上記5菌株と同等の検出感度を有していると報告し

ている。すなわち、Sahonella　typhimuri〔1m　T卜1677株を

用いる前進突然変異検出系は、Ames法と同等の検出感度
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を有しているうえ、複数の菌株を必要としないことから

被験試料の必要量が少なく、相対的に高感度であるとい

える39）　。また、Skopeck　ちの方法は生菌数も同時に測

定するため（A1　es法は測定せず）、試験の際の各試験管

またはバイアルに投与する菌液中の生菌数や試料の毒性

等の影響も同時に判定できる利点も合わせて有する。近

年、Lewtasちは、このSk◎peckちの方法を改良し、検出

能を相対的に約10倍高感度化したmicro　forward－

lnutation法を開発し、室内空気（約100m3）　の変異原性

測定への適用を報告した1D－2）　。しかし、この方法の

検出感度では室内空気の経時変動や個人曝露試料等の変

異原性測定が不可能である。このため、さちに微量試料

に対応しうる高感度変異原性試験法の開発は汚染実態の

より詳細な把握に必要不可欠である。

　著者はこの研究が環境衛生学上非常に重要であり、今

後の環境汚染の実態把握に大きく貢献するものと考え、

短時閻に採取した微量試料に対応でき、変異原性の時間

変動等、室内汚染の詳細な実態の追求や再入曝露試料等

の測定を可能にする試験法を検討した。すなわち、本研

究でLewtasちのmicro　f。rward一照」tath）n法を改良し、さ

ちに高感度化した試験法の開発を行い、その検出感度、

再現性および様々な微量空気試料への適用を検討した。
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H　実験方法

2　、　　1　　　試　験　菌　株

　本研究ではSk（，peckらによって開発されたSahoollelh

sP．（1）召erovar　typhimurium　TM677株を用いた．すなわ

ち、Sk〔｝peckらはAπlesらによって開発された菌株で、塩

基置換型の変巽原物質を検出するTA1535株の自然復帰コ

ロニー（his＋）かち8一アザグアニン抵抗性検出に優れてい

る丁拒135株を選び出した。8一アザグアニン抵抗性は、ほ乳

類の培養細胞で変異原性を調べる際に指標としてよく用

いられている。

　Skopeckちは、さらに変異原物質に対する検出感度．を上

げるためTA2000株のH－facしorプラスミド（pKM101）を

1制35株に導入してTM677株を開発した。Sahonella　Sp．

を用いた試験系では次の原理で変異原性の有無を判定し

ている。すなわち、8一アザグアニンは細胞内に入ると、

酵素（キサンチンボスホリボシルトランスフェナーゼ）

により代謝され核酸に取り込まれるが、このことにより

細菌は死滅する5？）　。しかし、化学物質などにより突然

変異が起こると、この酵素活性は欠損し、代謝が行われ

なくなるため8一アザグアニンに対して抵抗性を有するよ

うになる。このためシャーレ内で抵抗性を有したものだ’

けがコロニーとなるからその数を計測することにより変

異原性を調べるこ’とができる。

　今回用いたTM677株は米国環境保護局（USεPA）より凍

結乾燥した菌を入手し、これを国立公衆衛生院（地域環
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境衛生学部）においてこ1ユートリエントアガー培地で培

養（37℃、48時間）した後、陽性対照として癌・変異原

物質を用いて、それに対する活性を確認した。そのコロ

ニ…をニュ…トリエントプロスで増菌培養（37℃、16時

間）した。この培養液とジメチルスルフォキシド（以下

DMSO）をそれぞれ800μ1　と70μ1ずつ滅菌チューブに

入れて瞬時凍結させ、これを一80℃のディープフリーザ

ー内に保存した。そして、この凍結菌を試験毎に取り出

し1本ずつ用いた。

2、2　Mi（：ro　f（，rward－muしation法の高感度化法

　（URramicro　forward－mutaしion法の概要）

　Skopeckらが報告した8一アザグアニン抵抗性の検出に優

れているSalmonellaしyphimurium↑m677株を用いて行う

前進突然変異検出系は、A皿es法と同等な検出感度を有し
ているうえ、被二二’ ｿが少なくてすむ。この系を利用し

てLewしasらが開発したmicro　forward－mutation法の検出

感度は、現在最も高感度とされているため、この方法を

改良して、さらに高感度化した変異原性試験法の開発を
行った。

　試験法の開発に際し考慮したのは以下の4点である。

　1＞試料が微量になるに従い、反応液量（試料および

菌液）も少量化するため、反応させる両液をできる限り

効果的に混合する必要がある．そこで、操作に用いるマ

イクロピペットのチップの大きさも考慮し、底部を内側

に少し盛り上げる工夫をした内容積100μ1のガラス二
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のバイアル（テフロン製キャップ付）を特注し作製した

（Fig．1）　。ここでガラスを用いたのはガラスがプラスチ

ックに較べて濡れ易く、反応液の混合がガラスを用いれ

ば十分行い得ると考えたかちである、また、内壁は常に

親水性に保つように洗剤だけでなく有機溶媒を併用して

洗浄を行った。これは反応液がユ0μ1　と微：量なため、親

水性でなければ表面張力により、内壁に点状に付着した

ままとなり回転培養の際、反応が円滑に行われないかち

である。またマイクロバイアルの蓋を長さ20ml11、直径5

皿夏mのテフロン製の栓に代えて気密性をよくするとともに

その操作を簡単にした．ここで蓋をテフロン製にレたの

は有機溶媒や高圧蒸気滅菌に耐えられるようにするため

である。

　なお、培養の際は傾けて回転培養し、反応液が回転と

同時に一点に集中してよく混合できるようにした。

　2）　微量：試料を扱う際、操作中の誤差が結果に大きく

影響するため、できる限り注意を払う必要がある．本法

は試料および菌液の総量を10μ1　にして試験に用いるた

め再現性の向上を：考慮しduplicateで行うようにした。

また、反応液が非常に微量であることかち前培養後、そ

の反応液10μ1　に滅菌ナトリウムリン酸緩衝液（以下

PBS）を90μ」．加えてよく混ぜ、液を増量し操作しやすい

ようにした。そして、そのうちの80μ1　を変異原性測定

用、10μユ　を生菌数測定用としてそれぞれ小試験管およ

びボトルに分注した。

　3）Skopeck　らの方法およびLewしasらの方法はその手

法の中で培地に反応液（変異原性測定用の場合は試料お
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よび菌液、生菌数測定用の場合は菌液のみ）を含むソフ

トアガー（軟寒天）をまく場合、マイクロピペットによ

る操作が主である。しかし、ソフトアガーが量的（

2、500μ1）に多く小試験管の使用が可能である場合、小

試験管に分注してまく方が操作が簡易であることや多人

数で行う場合、試験時間の短縮につながるため本法はで

きるだけ小試験管を用いた。

　4）生菌数の測定の際、SkOpeckやLewtasちの変異原

性試験法は菌の均一性を保つのが難しい粘性のあるソフ

トアガー中かち所定量を取り出すのに対し、本法は前培

養後、菌の均一性がより高いと考えられるPBS（水溶液

）から取り出すようにした。これを15mlのPBSの入った

ボトルで菌液を稀釈してから3本の試験管に分注して生

菌数を測定した．これにより移す際の誤差は少なくなる

と考えた。

　以下、開発した本法の手順をFig．2　に示す．まず

T卜1677株の凍結菌0．8mlを試験当日にディーププリ…ザ

ーから取り出し、37℃のウォー一望…バスで素早く溶かし

た。これをL字管に入れ、さちに培養液であるnin三斑al

Emedium（以下臨E．：11当りの組成は以下のとおり
glucose　209，MgSO471120　29，　citric　acid　208，　K2HPO4

1009，　NH4H2PO4　19．29，　NaOH　6．69，　biotin　12．2mg，

delonized　H2011000ml）を8ml加えて3時間振とう培養
した。次に、これをN．E．でさちに10倍希釈し、検体（0．2

μ1DHSO溶液）を入れた試料用マイクロバイアルにこの

菌液の所定量（Sgmix無添加系では10μ1，　Sgmix添加系

では菌液7．9μ1　とS9崩x　2．1μ1）を加えた。この試料
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入りマイク・バイアルを・㍗チーターを用い・37℃で2

時間傾けて回転させて前培養し、羊灸体と菌液を反応させ

た。培養後、この試料入りマイクロバイアルに90μユの

滅菌PBSを加えマイク・ピベ・トでよく混合したのち80

μ1　をアルミキャップ付滅菌済小試験管に移した。この

小試験管に8一アザグアニンを囲むソフトアガ…2・5曝を

入れ、ミキサーを用いてよく振り混ぜたのち、培地（ア

’ガープレート）上に重層し、これを変異原性測定用とし

た。

　…方、試料入りマイクロバイアルの残液かち10μ■を

抜き取り、これをPBS　15r曜の入・）た滅菌済ボトル（直径

2．5cm×高さ5。5Cln）に移した。そしてよく混ぜ合わせ

たのち、50μ1ずつ分取して3本のアルミキャップ付滅

菌済小試験管に入れ、8一アザグアニンを含まないソフト

アガーを2．5mlずつ入れてよく混ぜ合せ、それぞれのア

ガープレートに重層し、これを生菌数測定用どした。培

養には通常のインキュベー一夕一一を用い、37℃で44時間培

養を行ってかち出現したコロニーを計測35）　し、得ちれ

た変異コロニー数および生菌コロニー数かち次式を用い

て突然変異率（短utation　frequellcy）を算出した．

突然変異率＝変異コロニー数！（生菌コロニー数×2400）

2、3　試薬および器具

　栄養無機塩のSALT溶液の調製には国産化学二言の特級

の硫酸マグネ．シウム7水和物、クエン酸水素2カリウム
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リン酸水素アンモニウムナトリウム4水和物を用いた。

プレ…ト作成はBBL社の寒天およびトll三RCK社製d一ビオチ

ンを用いた。菌の前培養液の＞i．E．の調製には国産化学社

製の特級の試薬（本文参照）を用いた。変異原性（菌の

抵抗性）検出試薬としてはSi即a　Chemica】社製の8一・アザ

グアニンを用いた。変異原性試験の感度比較のための試

薬および陽性対照試薬としては、Koch　Li21ht社製のpしlre

gradeのベンゾ（a）　ピレン（以下BaP＞、4一ニトロキノリ

ンー1一 @オキシド〈以下4顧0）．および半井化学薬品社製の

特級の9アミノアクリジン（以下9AA）　を用いた。また

室内空気および個人サンプラーから採取した浮遊粒子中

の有機成分の抽出には、和光純薬工業社製の残留農薬試

験用のベンゼンとエタノールを用いた。溶液調製には和

光純薬工業社製の残留農薬試験用のジクロロメタンを用
いた。

　プレインキュベー・ションに用いる機器には大洋科学監

製の小型回転培養機（ロ…チータ…）を用いた。変異原

性試験に用いた約100μ1のガラス容器（試料用マイク

ロバイアル）は遠藤サイエンス社（株）に特注し加工し

た品を用いた。空気清浄器には市販品（松下電器産業株

式会社製MS－200）を用いた。また、空気浮遊拉子の採取

の装置にはダイレック社製（DL－20（1－20型）のものを用い

た。個人サンプリングの装置には紀本電子工業社製モデ

ルM｝㌧1および柴田科学器械工業社製のモデルきIP一・14CFを

用いた。

2、4　言式孝斗〃）壬采取
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　室内空気浮遊粒子の採取は47mmφのフィルターボルダ

…（ステンレス製〉に石英繊維フィルターをセットし、

室内空気を201／πdnの流量で24時間および1～2時間吸引

することにより行った。大気浮遊粒子の採取は20×25cm

の石英繊維フィルターを用い、ハイボリウムエアサンプ

ラー一で24時問吸引することにより行った。

　空気清浄器は、試料空気を約700（1▽の静電場に導いて

浮遊粒子を帯電させ、これを逆の電荷をもつ帯電フィル

ターに採取すると共に炭素繊維フィルターでさらに空気

申の汚染物を除去する方式のものであった。なお帯電お

よび炭素繊維フィルター一はテスト直前に新しいものと取

り換えた。試験は次の方法で行った。まず、国立公衆衛

生院の居室（気積：約67m3）のドアと窓を開放し、立型

扇風機を約］時聞作動させて室内空気を外気と置換させ

たのち、窓を密閉し、居室の入口に近い位置に設置した

2台の低騒音サンプラ…で室内浮遊粒子を各201

／頂nの流量で1時間吸引採取する。次に室の中央で2本

ずつ、合計10本のタバコを約50分間にわたって国際喫煙

モ・一ド22）’72）（1パフ：35m1、2秒間、すいがら長：30

π勲）　で機械喫煙させながら、立型扇風機で室内空気を混

合させつつ、浮遊粒子を喫煙開始かち1時間採取する。

この後直ちに空気清浄器を作動させながら、室内空気浮

遊粒子を1時閥ずつ4回採取することを繰り返した。ま

た、対照試験として空気清浄器を作動させない場合の浮

遊粒子も、上記と同様の操作で採取した。このようにし

て2台の低騒音サンプラ…から得られた各組2枚の浮遊
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’粒子試料を1つに合わせて超音波抽出し、それを用いて

変異原性と多理芳香族炭化水素（PAH）3種、ベンゾ（a＞ピ

レン　（Bal））　、ベンゾ（k）フルオランテン（以下BkF＞

ベンゾ（ghi）ペリレン（以下1塊hiP）の測定を行った。

　個人サンプラーによる空気浮遊粒子の採取には25ml吐φ

のフィルタ・一ホルダー（テフロン製）に石英繊維フィル

ターをセットし、環境空気を1～7日間、］．5～2．〔〕ユ／minの

流量で24時間吸引するこ一とにより行った。サンプラ…を

携帯する被験者は、冬期は相模原市および東京都の喫煙

者2名、非喫煙者2名の計4名および喫煙者3名、非喫
煙老’4名の計7名とし、夏期は同地域の喫煙者2名、非

喫煙者3名の計5名とした。サンプラr携帯時にはフィ

ルタ…ホルダー〈テフロン製〉を胸元付近に取付け、就

寝時にはフィルターホルダー一をベットと同じ高さの位置

の寝室に置いた。

　サンプリング後のフィルターは採取面を内側にして半

分に折り、アルミホイルで包み、チャック付きのポリ袋

に入れ有機溶媒による抽出操作を行うまで冷凍庫（・80℃

）　に保存した。

2、5　変異原性試験試料の調製

　石英繊維フィルターに採取した浮遊粒子中の有機成分

（タール状物質）の抽出は、ベンゼン…エタノール

（3：1；v／v）を用いる超音波抽出法8）で行った。すなわち

浮遊粒子を採取したフィルター一・を刻んで細片とし、これ

を栓付三角コルベン（100ml）に入れ、ベンゼンー・エタノ
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一ルをホーールピペットを用いて50ml正確に加えてよく振

り混ぜ、気泡を除いた後、20分間超音波抽出を行い、そ

の抽出液の451nlをボーールピペットで分取した．この抽出

液を、前もってベンゼンーエタノールで洗浄した東洋ろ

紙NQ　5　Cでろ過して粒子を除き、得ちれたろ液を32～35℃

で約3岨にまでロータリーエバボレーターで減圧濃縮し

た。このようにして得た濃縮液をスピッツ型共栓小試験

管に移し、溶媒を短時間で揮散させるため溶媒臭が無く

なるまで室温で窒素ガスを通して溶媒を留結したのち、

これを変異原性試験直前まで冷凍庫（一80℃）内に保存
した。

　本研究では種々検討した結果、次の方法で試料の調製

を行った．すなわち、調製には溶媒交換法を用い、その

溶媒としてジクロロメタンを用いた。これはベンゼンー

エタノールで抽出を行った場合、本来なら同じ溶媒で調

製を行うべきであるがエタノールが残留した場合、菌へ

の悪影響が懸念される．また、エタノールを用いずにベ

ンゼンだけで調製を行うとエタノール抽出成分が溶液状

にならないなどの問題が残るためである。これに対しジ

クロロメタンは、1）ベンゼンより揮発性がある、2）ベン

ゼ，ンーエタノール抽出成分を溶液状にできる、などの利

点をもつ。これにより溶媒交換法で稀釈系列を作る場合

その調製時間が短縮されることや窒素ガスを使用せずに

溶媒交換が行える。これはバイアルが100μ1　と微量で

あることを考慮すると、ガス圧による溶液の飛散の危険

性を押さえられるので、より正確な実験が行える利点も

有する。
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　試料調製は、まず冷凍庫かち出した被験試料を室温に

戻したのちこ氷上においたステンレス製ラックに立てて

並べた。これは溶液調製に用いるジクロロメタンが室温

ではすぐに揮散してしまうため、試験管の温度を下げて

おきジクロロメタンの揮散を押さえるためである。次に

それぞれの被験試料（試験管）に氷冷したジクロロメタ

ンを120μユずつ入れ、素早く混ぜて試料を溶解させ、

再度氷冷した。そして、前もってマイクロシリンジで

0．2μ■のDMSOを分注しておいた試料用マイクロバイア

ルに被験試料のジクロロメタン溶液（S9mix添加系には

20、10、　5、　2．5μユ　：毒性が強く現れやすいSgmix無

添加系には5、　2．5μ一1およびL25、　0．625μ1相当量

のジクロロメタン稀釈液）を正確にマイクロピペットで

分注した。このマイクロバイアルを30℃のホットプレー

ト上に並べジクロロメタンを完全に除去して得られたタ

ール状物質のD卜ISO溶液を本法に供した。

　大気浮遊粒子試料の有機成分の抽出は後藤ちの方法7）

8）に従って調製した、

2、6　変異原性試験

　変異原性試験はSalmonella　typhimurium　TM677株を用

いたultramicro　forward－n置utation法で行った。また、

検出感度比較を行うための試験法として、Lewtasちの

nlicro　forward－mutation法およびAmesちの変異原性試験

の変法であるpreinCubatlon法を用いた。使用菌株は、

Salmonella　typhimurium　T卜1677、TA100、TA98の3種で
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あった．本法およびLe，」tasちの方法ではS9の濃度は9．8銘

（インキュベーション時の濃度）、Ames法のそれは通常

の濃度すなわち、　10銘（preirlcubation時の濃度で7．1％〉

とした。なお、S9は3試験方法ともAmesちの方法3）に従

い、PCB（KC－500）　で酵素誘導したSprague－Dawley系雄ラ

ットの肝臓から調製したものを用いた。

2、7　多環芳香族炭化水素の分析法

　浮遊粒子試料中の多環芳香族炭化水素（PAH）　は、　2、5

にしるした超音波抽出液の一・部を液一一液分配法でclean－

upし、逆相型高速液体クロマトグラフ蛍光法で分離分析

した65）　．ここで測定した多環芳香族炭化水素（PAH）

は代表的発癌物質であるBaP　をはじめとしてBkF，Bghip

の3種であった。
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皿　結　果

3、1　卜iicm　forward－muしation法の高感度化の検詞

　Lev沌asちの試験法は市販の試料バイアルを用いて通常

行われている。しかし、これちを用いて微量：試料を扱う

試験を行うことが可能か否かが不明であるため、本研究

では市販されているバイアルを用いて菌液（Tト1677株）と

被験試料（9AA）の混合液の総量の少量化を検討した。す

なわち、混合液の量をLOOOμ1　、　100μユ　、10μ1、

1μ工　と少量化して変異原性試験を行った．その結果を

Fig．3　に示す。Fig．3から、総量100μ一しで行った結果

はLOOOμ1で行ったものと同等な試験結果が得ちれる
こと、10μ】では1〔10μ1で行った変異原性（突然変異

率）よりも低い値が得ちれること、　1μ一！では突然変異

率がほとんど認められないことなどが分かった。次に、

作製したマイクロバイアルを使用し、同様な試験を行っ

た。その結果をFig．4に示す。Fig．4から10μ1（マイク

ロバイアル使用〉で行った結果は100μ1（市販バイアル

使用）　で行った結果とほぼ同様となった。

3、2　Ultralllicr‘）forward・一mutation法の検出感度

　　　　の検討

　開発した本法を用いて微量試料の変異原性を測定する
にあたり、その実質的検出感度を把握する必要がある。

そこで、高感度検出法と報告されているLewtaSちの
mjcro　forward－mutaしi（，n法と本法を比較した。試料とし

てs9mlx添加系でBaP、　sgmix無添加系では4NQOをそれ
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それ用いた．その結果をFigs．5，6に示す。Figs　5、6より

両法ともバイアル当りのllaP量、4NQ（1量と突然変異率と

の聞にdose－respollse関係が認めちれた。そして突然変

異率4）値がコントロ…ル（自然突然変異率）の2倍を得
るのに必要な試料量はBaPでは約0．02μg（本法）、約
0．20μg〈micro　forwar（1－lllutation法）　、4NQOでは約0．1

ng（本法）、約1ng（micr（⊃forward－mutation法〉であっ
た。

　次に環境空気0）実試料に対する検出感度を検討するた

め大気浮遊粒子溶媒抽出物、室内空気浮遊粒子溶媒抽出

物を用いてその変異原性を測定すると岡時にLewtasらの
micro　forward－mutation法でも同一雪叩を測定した。大

気浮遊粒子には、昭和61年11月に麻布大学（相模原市）

4階屋上で採取されたもの、米国ワシントン郊外の大気
浮遊粒子であるNati◎na】Bureau　of　Standard　（以下

NBS）のUrban　DUst、室内空気浮遊粒子は昭和63年12月

に麻布大学4階談話室（有喫煙）で採取されたものをそ

れぞれ用いた。その結果をFigs．7，8，9に示す。縦軸は突

然変異率を示し、横軸はバイアル当りの試料投与量を示

している。投与：量は別途に行った大気試料の試験結果を

もとに検討して求めた。Figs，7，8，9から大気浮遊粒子溶

媒抽出物、室内空気浮遊粒子溶媒抽出物は両法に対して

s9mix添加の有無にかかわらず変異原性を示し、米国大

気浮遊粒子溶媒抽出物はS9mix添加系のみで変異原性を

示した．また、バイアル当りの投与量と突然変異率との

間には良好なdose－response関係が認められた。今回は

それぞれ1例ずつであり採取日により変動があると考え

ちれるが、本法で測定した場合、大気試料でその突然変

異率がコントロール（自然突然変異率）の2倍を得るの
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に必要な溶媒抽出物量はS9mix添加系で約3μg　、
＄9mix無添加系で約2μg　、　NBSの大気試料では変異原

性がコントローールの2倍を得るのに必要な粒子量は

s9“1ix添加系で約。，11mgであった．また、室内空気では

同じく2倍を得るのに必要な吸引空気量はSgmix添加系
で約0．12m3、　Sgmlx無添加系では約0．01m3であった。こ

こで室内空気を吸引空気量で表したのは、室内空気かち

得ちれる粒子量やその溶媒抽出量が微量であり、秤量す

るとその際の誤差がデータに影響すると考えたかちであ

る。このように本法をLewtasちの方法と比較した場合、

同等の試験結果を得るのに必要な試料：量は、その約1／10

である。さちにAmes法も含めてコントローールの2倍の変

異原性の値を得るのに必要な溶媒抽出量を大気試料で比

較した結果をTable　3　に示す。Table　3から9、本法の；場

合3μg（→S91nix）、2μg←・Sgmix）　、　A∬les法の場合205

μg（↑A100＋S9mix＞，160μg（TA100－Sgmix）．169μg（TA98

4sglllix）．103μg（TA98－sgmix）　、　Lewしas法では31μg（

＋S9mix），18μg（一∬mix）　の量であり、本法はAmesらの約

1／1〔〕0、Lewtasちの1／10の量であることが分かった、

3、3　Ultranlicr‘）forward－mlltation法の再現性

　　　　の検討

　開発した本法の再現性を把握することは重要であり、

本法が生物学的測定法として適応し得るかどうか確認す

るため、BaP、4NQOを正確に5等分して試験に供し、そ
れらによる試験結果の再現性を調べた。その結果を

Table　1　、さちにその1例として4NQOの詳細なデータを

Table　2に示す。Table　1かち突然変異率の変動係数は
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BaPでは工3．1兇　、4N（即では10．9％の結果が得ちれた。ま

た、Table　24）4NOOの詳細なデー・タからmuしant

colonlesとsurvlval　coloniesに分けてみた場台、
mutant　coioniesで、その変動係数は9．7～14．2％、

survival　co1（，niesで5．0－6。0％とかなり良好な結果が得

ちれた。また、本法の再現性を環境空気試料で把握する

ため、大気浮遊粒子溶媒抽出物を正確に5等分して試験

に供して再現性を調べ、対照として採取日を異にする大
気試料を用いてL・湘tasらの方法でも行った。そ4）結果を

Tables　4、5に示す。Tabie　4　かち本法の大気浮遊粒子溶

媒抽出物に対する突然変異率の変動係数は、　Sgmix添加

系では13．9％無添加系で12．3器であり、Table　5かち

Lewtasちの方法ではSgmjx添加系で1L8累、無添加系で
は1」．3完であった、

3、4　室内空気の短時間採取試料への

　　　　ultramicro　forward－n川tatiOn法の適用

　東京都4室の室内空気にLewtaSちの方法を適用した結
果、20」／minの流量で24時間連続採取した試料　（総吸引

量28．81113）で多少の変動はあるものの、　dose－resp（♪nse

関係（Fig，10）がみちれ、変異原性検出の測定ができた。

よって、　3，2の結果を考癒：するとultramjcro　f〈）r射ard一

冊utatio11法は約1／ioの空気量で測定可能であり、201

／minの流量で約2時間採取（約3n置3相当）すれば測定に

適用できることが示唆された。そこで、実際に室内で2

時間採取した試料に本法を適用して、その実用性を調べ

た。すなわち、昭和62年11月に国立公衆衛生院談話室

（有喫煙〉にて室内空気浮遊粒子を201／minで2時間二
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取し、2．5の方法で処理して得られた溶媒抽出物の変異

原性を本法で測定した．結果をFig．11に示す。なお、こ

の図で横軸に吸引空気量を示してある。Fjg．11かち

S9mix無添加系の高濃度で毒性によるco1・onyの減少がみ

られたものの、S9mlx添加の有無にかかわらず、吸引空

気量と突然変異率との間には良好なdose－response関係

が認められた。また、同様の試験を香港の一般家庭の居

間で採取した室内空気試料を用いて行った結果をTable

6に示す。Table　6かち全ての家庭試料でdose－
response関係が得られ、空気量1m3当りの変異原性は平
均突然変異率10．82±10．39、8．72、5．62±3．83（x10－4＞

（S9mx添加系〉、　5．】1±5．61、4．60、　23．64±5．22（×

】0一4）（sgmixi無添加系）を示した。また川崎市の1家庭

の台所、居間、食堂（それぞれ7試料）、書斎（3試料）

およびその戸外（4試料）に適用した結果をTable　7に示

す。Table　7かち空気量1∬13当りの平均突然変異率は
7．84±4。35、　8．34±5．77、　4．86±2．9〔｝、　11．61±3．13、

2。24±0．71（×10“4）（Sgmlx添加系）、7．32±3．11、7．49

±3．24、9．47±6．73、10．57±2．97および9．37±4．63

（sgmix無添加系）を示した。

3、5　室内および室外空気の変異原物質の経時変動
　　　　（2時間毎〉

　室内空気の変異原物質の経時変動を調べるための試料

には、2．4　の方法で昭和62年12月頃国立公衆衛生院の談

話室（有喫煙）と同室に近い戸外にそれぞれサンプラー

をおき、同時に2時間毎に浮遊粒子を直径47m冊φの石英

繊維フィルターに採取（空気肝吸引照：2．4m3）したもの
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を用いた。採取試料は2．5の方法で抽出し、得ちれた溶

媒抽出物の変異原牲を測定した。結果をFig－2および13

に、また、各時間帯ごとの喫煙量、在室者数、換気扇の

状態も調査しTable　8に示してある。　sgmix添加系
（Fig．12）で室内空気の突然変異率は戸外のそれに較べて

ほぼ同程度であったのに対してsgmix無添加系（Fig．B）

では、日中の突然変異率が戸外空気に較べて有意に高い

ことが分かった．時醇風別では8－18時で外気よりも高く
特に9－11時では突然変異率が212．57×】0’』4／1113　を示し、

さちに15時以降でも高くなった。また、20同時では室内

および戸外ともS9煽x添加系、無添加系であまり差はみ
ちれなかった。

3、6　喫煙による室内汚染と空気清浄器の効果

　室内汚染の主要因の1つであるタバコ副流築によって

汚染された室内空気中の変異原物質が発生後どのような

経時変化をするのか、またそれちの除去に有効とされる

空気清浄器がどの程度有効かを調べた。Fig－4には室内

における空気清浄器、立型扇風機、低騒音サンプラ…、

機械喫煙装置の位澱を示してある。まず、喫煙による副

流言が室内空気の変異原性に対し、どのような影響を及

ぼしているかを同室でタバコ10木喫煙させて調べた。そ

の結果をTable　9　に示す．Table　9から、10本喫煙させ

ながら2時間採取した浮遊粒子の突然変異率は平均で
Blahk値に対し、　sgmix添加系で15．6倍、　s9鉦丑ix無添加

系で58．9倍であることが分かった．このように、Sgm｛x

無添加系では添加系の4倍もの突然変異率が検出された

ことから、釣mix無添加系の突然変異率を指標として
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2．4の方法に従い、喫煙による室内汚染の経時変動およ

びその汚染に対する空気清浄器の効果を調べた。測定結
果をTable　！0に示す。Tdble　10のA1～A6　は喫1煙丁｝莚（Blank）

喫煙時、喫煙後4時間（空気清浄器使用）までの室内空
気を1時間ずつ採取したものであり、A7～A12は喫煙前

（Blank）、喫煙時、喫煙後4時聞（空気清浄器未使用）

の室内空気を1時間ずつ採取したものである．Table　lO

かちタバコ10本喫煙させた時の変異原性および多環芳香

族炭化水素く以下PAH）濃度（Table】0のA2およびA8）

は、　Blank値（A1およびA7）に較べて著しい高値を示し

た．その後、突然変異率は経時的に減少した．また、

BaP、BkF，BghiPの3物質の分析結果も同様な傾向を示し
た。

　一方、変異原（突然変異率）物質の除去の度合いは空

気清浄器を使用した場合に多く、　3時闘でBlank値より

も低くなるのに対して未使用の場合、同時間が経過して

もBlallk値の6倍の突然変異率、　2－3倍のPAHと高い値

を有することが分かった。

3、7　個人曝露試料の変異原性

　本法の開発は約3m3の空気中に含まれる浮遊粒子の変
異原性測定を可能にした。そこで、個人サンプラーで採

取した環境空気浮遊粒子の変異原性を測定するため、

2，4の方法で個人曝露試料を採取し本法を用いてその測

定を行った。その結果をFigs．15，16（冬期の試料）およ

びFigs．17，18（夏期の試料）に示す．また、　dose－

responseの直線部分の一一次回帰式から単位空気量（m3）

当りの突然変異率を求めた結果を、Table玉1（冬期）と
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Table　12（夏期）に示す。なお、図の横軸は吸引空気量

で示してある。Figs．15、］6のA，Bは非喫煙者、　C（6木／

日），D（25木／　日）は喫煙者である．ドigs．15，16に示すよ

うに採取された冬期の試料はSgmix添加の有無にかかわ
ちず突然変異率と吸引空気量との聞にdOse－reSponse関

係が認められた。また、Table　11かち4試料とも全て

Sgmix無添加系が添加系よりも高く、喫煙者の試料は非

喫煙者のそれより高い突然変異率を示すことを認めた。
　一方、Figs．17、18のE，F，G　は非喫煙者、　Il（5本／　臼）

1（6本／　日）は喫煙者である。Figs．17」8に示すように

採取された夏期の試料は、喫煙老でS9而x添加の有無に
かかわちず、突然変異率と吸引空気量の間にdos併

response関係が認めちれるものの、非喫煙者ではSgmix
無添加系でdose－response関係‘7）あまりみちれない試料

があった。↑able　12かち冬期同様、喫煙者の試料が非喫

煙者のそれよりも高い変異原性を示した。

　また、昭和63年12月、東京都に在住する7人に個人サ
ンプラ・一を携帯させ、　1日毎に7日照採取しsgmix無添

加系で調べた。その結果をTable　13に示す．Table　13か

ち喫煙者の7El間の1m3当りの平均突然変異率は48．4～
81．1（×10－4）　であり、非li契煙霧のそれは5．84～1L2

（×10－4）　であった。
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Iv　考　察

4、1　附cr（》f‘）rward－mutatio11法の高感度化の検討

　本研究では微量試料にも適用できる高感度変異原性試

験法の開発のためLewtasらのmicro　forward－mutation法

の高感度化を試みた．まず、Lewtasらが用いている市販

のバイアルが、どこまで微量試料の試験に適用可能であ
るかを検討するため、市販のバイアル（4唄）　を用いて、

試料および菌液の総量の少量化の可能性を検討した．そ

の結果1，000μ1（Skopeck法）、100μ1（Lewtas法）で
は同等の変異原性試験結果を得たが、10μ1では低く，、

1μ1ではほとんど変異原性が認められなかった。すな
わち、1（1μ1　では水分の気化や菌と被験試料グ）反応（曝

露）時の両溶液の混合が不十分であったため、得ちれた
結果が低くなったものと考えられた。また、　1μ1　では

両溶液の混合が不完全であるうえ反応時間中に水分が気

化する割合が相対的に多く、試験結果に影響したものと

考えられた。しかし、10μ1の場合、形状をより工夫し

内容積も小さくしたバイアルの作製や試験法の手技的な

．1二夫により、これらの問題は解決できるものとし、さち

にピペット操作上の難易度も考慮すると菌液と被験試料
の混合液の最：低量は10μ1　であると考えられた。10μ1

の場合、前述の如く通常のバイアルでは培養（回転〉の

際水分の気化や不十分な混合のた潔）反応が円滑に行われ

ないなどの問題があり、バイアルの改良が必要となる．

そこでマイクロピペットのチップの大きさを考慮し、内

容積100μ1のマイクロバイアル〈Fig．1　）を特注して

作製し、このマイクロバイアルを用いて同様な試験を行
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つた。すなオ）ち、10μ1（マイクロバイアル使用）、　10〔｝

μ1（市販バイアル使用）　を比較した結果、ほぼ同様な結

果が得ちれた。よって、マイクロバイアルの作製は試料

および菌液め総量を10μ1にまで少量化でき、微量試料
の変異原性測定が可能である。そこで様々な手技的工夫

を行い、試験法の簡易化につとめ木法を開発した。

4、2　Ultra】uicro　forward－muしation法の検出感度

　　　　　の検討

　本法の実質的検出感度を検討すると同時にA1鳴s、

Lewtasちの方法と検出感度の比較をした。その結果、

Lewtasちの方法と本法を同一一試料で比較した場合、同等

の変異原性試験結果を得るのに必要な本法の試料量は、

S9∬lix添加の有無にかか躍りちずLewtaSちの方法の約10累

であった。このため本法はLewしasらの方法より、相対的

に約10倍高感度であることが示唆された。この結果をも

とに環境空気試料で同様な実験を行った結果、試料の変

異原性がコントロ…ルの2倍を得るのに必要な本法の溶

媒抽出物量は、Ames法の約1～2％、Lewtasらの方法の約10

兇の量であること、さらにドigs．7～9に示すように、この

試料量で十分良好なdQse－respOnse関係があり、Lewtas

らの方法とほぼ同等の変異原性試験結果を撃ちれること

が証明された。これちの事実はAmes法がその変異原性評

価に2～5菌株必要なことを考慮すると、試料量がより多
く要求されるため、本法は相対的にAl【les法の約100倍以

上、Lewtasらの方法の約10倍高感度であるといえる。こ

れにより大気試料の変異原性試験をAmes法で行う場合、

約400m3の空気量が必要であるとされているのに対し、
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本法はその1／】00以下の空気量、さらにLewしasらの1／10

の空気量で試験が可能になることを証明した。よって、

木法は試料が微量で他の方法が検出不可能なものでも、

その変異原性測定が十分可能なことが分かった。

4、3　 Ultramlicr｛〕forward－mutatioli法の

　　　　再現性の検討

　本法の再現性を検討した結果、化学物質ではSgmix添
加系で13，秘、　Sgmix無添加系でlo．9％と10箔台の変動

係数を示した。さちに本法の再現性を大気試料で検討し
た結果、　S9耐x添加系で13．9％　、　S9mlx無添加系で12．3

％　と10％台の変動係数を示した．また、Table　5に示す

ように大気試料を用いて行ったLewしasちの方法の再現性

も変動係数が約1〔甥程度であることかち、環境試料に対

する本法の再現性は、】0μ1　と微量しか扱わないにもか

かわちず、様々な手技的工夫により同等な結果を得ちれ

たことになる。なお、　sgmix添加系が無添加系に較べて

若干高い値となったのは、S9などの酵素の影響が疑われ

た。これは各バイアル内での酵素活性の差が試験結果に

も変動をもたちしたと考えられる．

　以上のことかち、開発した本法はAmes、Lewtasちの方
法よりも検出感度、再現性ともに生物学的測定法として

環境中の微量にしか得られない試料の変異原性検出に有

効であることが示唆された。そして、その開発は単に微

量試料の測定というだけでなく、今後試験に必要な試料

量が少なくてすむことからサンプリングの省力化やそれ

にかかる費用の節約ができる．また、残余試料で複数回

の試験や化学分析等の併用なども可能になることにより

一28一



データの信頼性の向上や同一試料での安：全性評価が多方

面からできる。

4、4　短時間採取した室内空気試料の変異原性

　米国の室内空気の変異原性はLewtasらの方法により約

100m3の空気試料に対し報告28）　されているが、本邦に

はその適用例がない．そこでLewtasちの方法を用いて東
京都の室内空気の変異原性を検討した結果、201／mi12の

流量で24時間連続で吸引して採取（約30m3）すれば室内

空気の変異原性が測定できることを証明した。よって、

Lewtas法に較べて相対的に10倍高感度な本法は約2時間
の採取空気量で変異原性を調べることが可能と考えちれ

た。事実、香港や川崎市で2時聞採取した一一般家庭室内

空気試料に本法を適用した結果、その実用性が認めちれ
た。

　本法が短時間採取試料に適用できることは、さちに次

の利点を有すると考えちれる．それは、同一一フィルター

上に24時間連続して試料を採取するLewtasちの方法では

フィルター一上での化学反応による試料の変性の危険性が

懸念されるのに対し、本法は2時間単位で試料を保存で

きることから、その時間帯の試料をかなり正確に保てる
ことにある。

4、5　室内および室外空気の変異原物質の経時変動
　　　　　（2時間毎）

　室内空気の浮遊粒子の濃度62）　は、喫煙量41）・51）・52
？o） @、在室者の人数および外気の流入等によって増加す
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ることが報告17）’桐）一2》　されており、室内空気浮遊粒

子の変異原性もこれち室内の条件により変動することが

考えられる。本研究では、室内空気浮遊粒子の変異原性

を2時間毎に24時聞（12回）測定すると同時に、隣接す
る外気の変異原物質の経時変動の測定も行った。また、

各時間帯ごとの喫煙量、在室者の人数、換気扇の状態も

調査した。室内空気の突然変異率が特にSgn！ix無添加系

で高値を示すのはヒトの活動時間帯であり、9－11時にお
いて喫煙量（6本）　、室への出入りの人数（i3入）　が他の

時間帯に比べて多く、これちによる影響と考えられた．

また、室内空気の突然変異率の上、昇が2峰性を示すこと

からもヒトの活動がその主な原因であるとうかがえた。

さらに13時以降室内の突然変異率が急に．L昇したのは外

気の影響や室内での活動のほか、それまで稼動していた

換気扇を止めたことによると考えちれる。また、20～6時

までの時間帯でS9耐x添加系と無添加系を比較した場合

大きな差がみられなかった、

　今回の測定でヒトの活動時間帯ではS9mix無添加系が
かなり高い。その主な原因として喫煙の影響が推測され

る。その理由として、　】）喫煙により発生した副流煙中

にはニトロ化合物が多く含まれる、2）ニトロ化合物の多

くはs9耐x無添加系で変異原牲を現わす、3）本研究で行
った結果（3．6参照）でも室内空気の変異原性に喫煙は

S9mix無添加系に対して強く影響する、が考えられる。

　室内空気の変異原性はこのように時間帯によりs9煽x
添加系の有無で変動がある．今回の測定は1日であり、

個々の変異原物質の発生源がいかに室内空気に影響する

かをしるには、今後様々な条件下での測定および検討を

要すると思われる。
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4、6　喫煙による室内空気汚染と空気清浄器の効果

　最近、わが国に於いても室内汚染2〔，｝’21，謡4）’25）．29

3ω’3D－5～47）への関心が高まりつつあり、その汚染の

浄化2）・55）の一手法として空気清浄器13）　が市販、普及

しつつある。室内汚染の主要因のユつは喫煙であり、室

内の粒子状物質濃度にかなり関与していることは数多く
報告されている27）・44）・5D・52＞・62）・？〔1）　。Table　9に

示すように室内空気試料の変異原性にも特にS9耐x無添

加系で寄与率が高かった。

　一一方、喫煙に供なって室内に発散された変異原：物質が

その後どのような経時的変化をするのか、また、これに

対する空気清浄器の汚染物除去効果が経時的にどのよう

に現れるのかを化学分析も併用して、変異原性試験で初

めて検討した。前述の如くTable　10に示すA2とA，の試料

採取は機械喫煙を行いながらのものであった、したがっ

て、喫煙による室内汚染はA2とA1、またはAεとA？の測定

値の差の約2倍に相当するものと推定される。このよう
な考えのもとに室内空気の汚染に対する喫煙の寄与を発

癌性の強いBaP32》　を例に算出すると、A2、A1の測定値

かちは

（9．49 －0．75＞　×　2×67＝1．170（ng／10本）

A8、A7の測定値からは
（9．05一一〇．21）×2×67摺L180（ng／10本〉となり、タ

バコ副流陣中のBaP含量（ハイライトLO70ng／10本ジ
ャストL400』g／10本）36ノ　と値はほぼ一一致した。そこ

で、このような方法で喫煙の室内汚染に対する寄与を推

算すると、突然変異率に対しては11、900と10，7（10（平均

11，300）×10－4／本、　BkF濃度に，対しては28と36（平均
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32）11g／本、　BaP濃度に対しては117と118（平均118
）1岨／／本、　BglliP濃度に対しては130と144（平均137

＞ng／本となり、喫煙は室内汚染にかなり大きな影響を

及ぼすことが示唆された。

　…方、A7～A12グ）実験結果からタバコ副流煙に汚染さ

れた室内空気中の変異原物質は、空気清浄器を作動させ

ない場合でも1時間にほぼ50％前後の割合で減少した。

この原因の主なものとしては、タバコ副断煙粒子の沈降

吸着による除去があげられる。しかし、喫煙終了後、

4時間経った時点でもBlank値よりPAHで2～3倍、変異
原性で6倍も高い値を保っていることは注目に値する。
これに対して空気清浄器を作動させた場合は、　1時間に

60～80％の割合で変異原物質が除去され、当該装置を3時

間作動させると、すべての値がBlank値より低くなるこ

とが分かった。これちの結果は空気清浄器は室内浄化の

一手法として有効であることを強く示唆している。今後

さちに喫煙以外の発生源の影響、自然換気率の計測18）

や換気の室内汚染に及ぼす影響等を調べ、室内浄化に有
効な手法を明ちかにしたいと考えている、

4、7　個人曝露試料の変異原性

　本法により、夏期および冬期にかかわちず、個人サン

プラーで採取された試料の変異原性が測定できることを

実証した。喫煙者の試料は非理半者のそれに較べて高い
突然変異率を示すことや受動喫煙（passive　SI湖oking　）

者（B＞　の突然変異率でも非喫煙者のそれに比べてその影

響をかなり受けていることが示唆された．また、非喫煙

者の場合、冬期の試料は1例ではあるが夏期の試料に較
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べて高い突然変異率を示した。これは大気の変異原性が

Ames法によっても同様な結果9）を示すことかち外気の汚

染度との関係が考えちれ、今後さらに検討する必要があ
る。

　また、東京都在住の7人にサンプラーを携帯させ、

1日毎に1週間採取した試料では、喫煙者の平均突然変
異率が非喫煙者のそれの約8倍高率であった、

　一方、同一被験者でも採取日により、その曝露量は最
高で40倍も異なり、かなり変動することも認めちれた。

　変異原物質の個人曝露量は生活様式、地域差、行動範

囲などによって大きく異なると考えちれており、国際間

で調査することを考慮すれば、この量や汚染質の差はさ

らに大きくなることが推測される．現在WH〔1（世界保健

機構）においてもHEAL（llUma11、Bxporsure　A∬essIl豆ent

Location）計画の実施が検討40）　されており、個人曝露

の実態調査の重要性は今後ますます指摘されていくと考

えられる。本法はその調査を可能にし、個々入の正確な

曝露鮮魚を立ちかにする手法としてその価値は非常に高
い。

　本研究では本法の個人曝露試料への適用の可能性を明

ちかにしたに過ぎないが、現在外数を増やしてサンプリ

ングを実施しており、個々の曝露実態をさらに究明して
いきたいと考えている。また今後、粒子状だけでなくガ

ス状物質にも変異原性5）・19）があることかち、その検討

の必要もあると考えている。
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V　総括および結論

　室内空気の変異原性は、我々が日常生活の大部分を家

庭、職場または学校などの室内やそれに準ずる空間で過

ごしていることかち、人体の健康に何らかの影響を及ぼ

していると考えちれる。そのため室内空気の変異原性を

指標とした汚染実態の検討は重要である。

　室内空気は喫煙、暖房等の影響を受けるばかりでなく

換気による外気の流入や人の活動によっても影響される

と考えられる。すなわち、1）室内の変異原物質の量はそ

の室にある発生源の有無、使用頻度および外気の影響に

よって異なる、2）発散された変異原物質は沈降、拡散、

吸着、外気による稀釈によりその量は経時的に変化する

などである。さちにヒトの勤務時間や在室時間は一般に

様々であり、これらを考慮すると短時間に採取された空

気試料の変異原性測定および変異原物質の経時変動の調

査が重要となってくる。

　一方、変異原物質の個人曝露量は地域性や個々の行動

の多様化により異なるため直接測定する必要がある。こ

れちの測定に対し、現存の変異原性試験法では検出感度

の低さかちその調査が不可能であった。

　本研究では、短時間に採取された室内空気浮遊粒子や

個人曝露試料などの微量試料の変異原性測定に適用しう

る高感度変異原性試験法の開発を行うため、しewtasちの

micro　forward－mutation法を改良し高感度化を試みた。

　Forward阻ltation法はAlnes法などの復帰変異（reverse

酬tation＞と異なり遺伝子内のどの塩基に対しても起っ

た突然変異を感知できるため、その変異原物質に対する
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検出幅が広い点に特徴がある。また、使用する菌株が1

菌株と少ないことかち試験に用いる試料量が少なくてす

む利点を有している。本研究ではマイクロバイアルを作

製し、手技的にも種々の工夫を行って微量試料に適用し

うるようにした。そして本法の実質的検出感度、再現性

を検討した結果、1）本法はAines法やLewtas法に較べ、1～

10％程度の試料量でほぼ同等の変異原性試験結果が得ら

れた。2）本法の再現性は変動係数ユ0％台であり、生物学

的試験法として十分適用できることを実証した。三法は

その検出感度から約3m3の空気量で変異原性試験が可能

であり、実際に20－U】nln流量で2時間吸引した一般家庭

の室内空気試料に本法を適用した結果、dose－response

関係が得ちれ、変異原性測定が可能であることが分かっ

た。そこで、1日の変異原物質の経時的な実態解明のた

め、　1日（24時間）を2時間毎に12回に分けて室内空気
と隣接する戸外から試科を採取し変異原性を測定した。

その結果、室内空気試料の変異原性はS9雨x添加系では
戸外とほぼ同等であるのに対し、S9η1ix無添加系では戸

外よりも高く、特にヒトの活動に影響されることを認め

た。また、夜間ではS9mlx添加系の有無で差はみちれな

かった。次に本法を用いて室内空気の変異原性に大きく

係わっているとされる喫煙に注目し、発散された変異原

物質の経時的な影響やその浄化に有効とされる空気清浄

器の効果を生物学的評価としての変異原性で初めて検討

し、明ちかにした。その結果、1時間喫煙（10本）する

とその変異原性は時間の経過とともに沈降、拡散、吸着

等によりかなり低下するものの、長くその汚染状態が続

くのに対し空気清浄器を3時閲稼動させるとその影響を

完全に除去できることが分かった。このように本法は、
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個々の発生源かちの汚染物の影響を経時的に評価でき、

今後室内の汚染実態を解明する上で大きく貢献するもの

と考えられる。また、本法の検出感度とヒトの呼吸量と

の関係かち、変異原物質の個人曝露量の調査が可能とな

ったため首都圏在住の16人（冬期11人、夏期5人）の協
力を得て個人サンプラーを用い、流量1．5～2，0－1／111hで

24時間の試料採取を1～7日間行い、それぞれの変異原性

を測定した。その結果、喫煙者、非喫煙者にかかわちず

吸引空気量と突然変異率の間にdose－response関係が得

られたことかち、木法は個入曝露試料の変異原性測定に
十分適用しうることが認めちれた．また、喫煙者の試料

は非喫煙者のそれより平均で約8倍高いことや同一被験

者でも採取日によりその曝露量は最高で40倍異なること

が分かった。

　本法は、高速液体クロマトグラフで分画された試料や
尿などの生体試料への適用が考えられる他、今まで試料

量の問題かち従来の試験方法では］．回の測定値しか得ち

れなかったものが、本法により複数回の試験が行えるよ

うになった。そのため再現性の確認ができ、デ…タの信

頼性がさちに得ちれるものと考えちれる。

　一方、多量のサンプリングが必要でなくなるためサン

プリングの省力化や経費の節減ができる．さらに少：量の

試料でも、従来の変異原性試験法では不可能であった化

学分析等の併用もでき、その安全性評価により大きな助

けとなるなど、その有用性はかなり広い。
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結　論

　Lewtasちのmicro・forward－mutation法を改良して
Ultramicr（，　forward－mtltation法を開発し、微量室内空

気試料の変異原性を調べ、以下の結果を得た。

1）　Ultramicro　forward－mutation法は、Lewtas法の約

1／10、Ames法やSkopeck法の約】／100の試料量で変異原

性の測定が可能であり、また、その再現性も変動係数が

10％台と良好であった。

2）本法は2時間採取の微量室内空気浮遊粒子（2．4m3）

の変異原性の測定が可能であり、一般家庭試料に適用し

た結果、居間や書斎で高い値が勝ちれた。

3）室内および隣接する戸外かちの空気試料について変

異原物質の経時変動を調べた結果、室内はs9mix添加系
で戸外とほぼ同様であったのに対し、　s9mix無添加系で

は戸外よりかなり高く、ヒトの活動時問と密接な関係の

あることが認めちれた。

4）　喫煙による室内汚染と空気清浄器の効果を生物学的

評価としての微生物を用いた変異原性測定によって初め

て検討した結果、喫煙は室内の変異原物質濃度に大きな

影響を及ぼすことや空気清浄器は変異原物質の除去に有
効であることが認められた。

5）　個人曝露試料の変異原性を測定した結果、喫煙者は

非喫煙者よりも、また冬期には夏期よりも高い曝露量を

示した。さらに曝露量は採取日により大きく変動するこ

とが認めちれた。

ヒトは長時間、室内で生活しており、室内汚染は健康
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と大きな係わり合いをもち、室内空気浮遊粒子の変異原

性調査は今後ますます重要な課題になると考えられる・

本研究において開発したuRra皿icro　f‘）rward－mutation

法は室内空気浮遊粒子のような微量にしか採取すること

ができない試料の変異原性の評価が可能であり、環境衛

生学上有用であると考えちれる。
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A Study on High Sensitization of Micro Forward-rnutation
As'
say

.Yukihiko Takagi

    Recently the frequency of lung cancer has increased and air

pollution is noticed as one of the causes. Many kinds of rnutagens and

caricinogens are present in the natural environrnent. Mutagens are not

                   '

only correlated with caricinogens but also are participants in

hereditary virulence. Mutation assays using bacteria have been

ernployed to examine these mutagens, because they have the following

                                                        tt
merits:

  1) lt is easy to judge the test results.

                                    '
  2) The cost of the assay is cheaper than that of other tests such

      as anirnal tests･

                  '
  3) Since Iarge instruments are not needed in the assay, the evalu-

      ation of the mutagenicity can easily be rnade in any locations.

                              -- 1 --



The Arnes assay is widely used as a representative of the rnutation

assays using bacteria.

     Hurnan exposure to rnutagens and caricinogens in indoor air is a

rnatter of concern, since we spend approxirnately 80% of our tirne

indoors, either in our homes, workplaces or in schools. Indoor air

pollution, however, is influenced not only by the influx of outside

air but also by characteristic indoor sources such as smoking, cooking,

heating, etc. Concentration of rnutagens indoors fluctuates largely

with many factors. It is very important to measure the mutagenicity

of indoor airborne particulates, especially it's hourly variation and

                    '
to monitor the personal exposure to airhorne mutagens. The size of

indoor air samples collected for a short time is very srnall. It is,

therefore, irnpossible to assay the indoor air samples with the stand-

ard Ames assay, as the Ames assay requires a relatively large sample

size such as outdoor air sarnples collected frorn a large volume of air.

      Sensitivity of the forward rnutation assay ( Skopeck assay ) to

                       '
8'azaguanine resistance is nearly the same as that of the Ames assay.

                                            -

                              -2 --



Lewtas(1987) developed a sensitive rnicro forward-mutation assay using'

St.a]-g!.g-gejmLaa mone1la sp･(1) serovar typhimuriurn strain TM677 by the modification

of the original assay by Skopeck and showed it's usefulness for the

mutagenicity survey of indoor environment. She confirrned that this

assay is applicable to the measurement of rnutagenicity of indoor air

particulates collected at a flow rate of 20 l/min for 24hr･ This

assay is presently considered to be the rnost sensitive developed so

far of Lhe mutation assays using bacteria. However, no assays have

been established for detecting muiagenicity of such a srnall sarnple

size as indoor air samples collected for a short tirne under 24hr･

Therefore, it is necessary to develop a rnore sensitive rnutation assay

in order to survey rnutagenicity of air particulates indoors in more

detail and also to measure personal exposure to airborne mutagens.

     The present study was carried out to irnprove the rnicro forward-

rnutation assay (Lewtas assay) for evaluation of rnutagenicity of indoor

airborne particulates which were collected in a short tirne and air-

borne particulates which were collected by personal air samplers.

          '   '



The results obtained are summarized as follows.

     A highly sensitive ultramicro forward-rnutation assay using

Salmonella typhimurium strain TM677 was' developed by the modification

                                       '
of the preincubation step of the micro forward-mutation assay. That

is, the volurne of solution in the preincubation step was reduced to

10,u !, 1/10 of that of the micro forward mutation assay. The diffi-

culty due to this volurne reduction was overcorne by the use of

dichloromethane in solvent exchange for a test sarnple preparation and

a 100"! of newly reduced test vial with a teflon stopper in the pre-

             '

incubation step･

     A validity test of the ultramicro forward-rnutation assay was

carried out using BaP, 4NQO, benzene-ethanol extract from an outdoor

airborne particulates ( collected in Sagamihara city and in Washinton

D.C. ) and indoor airborne particulates ( collected at Azabu Universi-

ty in Sagamihara ). Particulates in air indoors and outdoors were

collected on a quartz fiber filter using low and high volurne air
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samplers with an air flow rate of 20 and 1000 .I-lmin for 24hr. Organ-

ic components were extracted from the particulates by an ultrasonic

extraction method using benzene-ethanol ( 3:1 vlv ) and dried up under

a reduced pressure･ The organic components were stored at -800C until

use. On the day of the mutagenicity test, the extracts were redis-

solved in dichlorornethane, and subjected to mutagenicity assays after

a solvent exchange to dimethylsulfoxide. The ultramicro forward-

rnutation assay gave 10 tirnes higher sensitivity than that of the

Lewtas assay ( micro forward rnutation assay ) and about 100 times

higher than that of the Arnes ( preincubation ) assay.. Repeatability

             '
of this assay was nearly the sarne as that of the micro forward-

                                             '
mutation assay, that is, the coefficient of variation of the mutation

frequency for BaP and 4NQO and airborne particulate extracts were

about 10% in the test condition of both the presence and absence of

     '
S9mix.

     The ultrarnicro forward-mutation assay was applied to the measure-

                                                       '
rnent of rnutagenic activity of indoor air samples collected for 2hr in
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general hornes in Hong-Kong, Tokyo and Kawasaki･-city. It was found

that this assay had the potentiality to rneasure rnutagenicity of air-

borne particulates collected frorn about 3m3 of air which correspond to

                                                                 -
the air volume of 2hr indoor air sampling'at a flow rate of 20 !1rnin.

This assay was also applied for the measurement of hourly variation

( every 2hr ) of mutagenic activity of airborne particulates indoors

and outdoors. The results revealed that mutagenic activities indoor

were nearly the sarne with those outdoors in the night tirne, but were

enhanced･largely in the day tirne and that the rnutagenic activity in-

                                    '
doors in the absence of S9mix was well correlated with human activity.

It was also found that indoor air pollution by carcinogens and mu-

tagens was largely affected by cigarette smoking and that an air

cleaner proved to be very effective in the reduction of the indoor air

pollution by mutagens frorn cigarette smoking. .

     A prelirninary survey on personal exposure to airborne mutagens

was perforrned in order to confirm the utility of the ultramicro for-

ward-rnutation assay･ Four subjects ( 2 non-srnokers and 2 smokers ) in
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winter and five subJects ( 3 non-skomers and 2 smokers ) in surnmer

each carried a personal sampler and collected airborne particulates at

a flow rate of 1.5 'v 2･O 11min for 24hr･ The results demonstrated

that. srnoking enhanced remarkably a perSonal level of exposure to air-

borne ' rnutagens. 7 subjects ( 4 non--srnokers and 3 smokers ) each

carried a personal sarnpler everyday for one week in winter. Mutagenic

activity within the same subject changed about 40 times, depending

upon the sampling of the day.
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Tab1e 1. Reproducibi1ity of

  and 4NQO(-S9mix)!ng

mutagenic activity

 by the ultramicro

of BaP(+S9mi×)1,ug

forward-rnutation assay.

S ecific mutation fre uenc ×10-3 *

Number of test

1 2 3 4 5 average s.d ･** c･v.(%)***

+S9mix

-S9rni×

2.39 2.24

1.10 O.89

2.

o.

45 3.08 2.40

84 1.00 O.90

2.51

O.95

o

o

.33

.10

13.1

10.5

  *: Specific rnutation frequency was calculated frorn the slope of

     linear portion of each dose-response by least squares 1inear

 **: Standard deviation

***: Coefficient of variation

the initial

regress1on method.
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Table 3. Comparison

    particulate

of sensitivity of three

 extracts in Sagamihara.

rnutagenicity assays fOl' airborne

Minimum detectable

U1trarnicro

forward-rnutation

    TM677

Micro

forward-mut,ation

    TM677

  Atnes ;nethod

pancubatl-Qn>

TAIOO TA98

+S9mix

-S9raix

3

2

31

18

205

160

169

103

*:Amount, of airborne particulate extract which gIves twice response of control



Table 4. Reproducibility of mutagenic

   extracts in Sagarnihara by the

activity of

 ultramicro

airborne particulate

forward-mutation assay.

S ecific rnutation fre uenc ×10-5 of extract *

Number of test

1 2 3 4 5 average s.d.** c.v .(%)***

+S9mix

-S9mix

1.43 1.20 1.12

6.02 6.60 5.73

1.00 1

5.25 4
.

.

33

77

1.22

5.67

o

o

.17

.70

13.9

12.3

*: Specific rnutation frequency was calculated from the slope of

     1inear portion of each dose-response by

 **: Standard deviation

***: Coefficjent of variation

east squares 1inear

the initial

regresslon method.



Table 5. Reproducibi1ity of tnutagenic

   extracts in Sagamihara by the

activity of airborne particu1ate

 micro forward-rnutation assay.

S ecific mutation fre uenc ×10-5 of extract *

Number of test

1 2 3 4 5 average s.d.** c.v.(%)***

+S9raix

-S9tnix'

10.3 10.8 8.72

14.1 17.9 15.9

11.7 9.

i7.4 14

54

.2

10.2

15.9

1

1

.2

.8

11.8

11.3

  *: Specific rnutation frequency was calculated from the slope of

     1inear portion of each dose-response by least squares linear

 **: Standard deviation

***: Coefficient of variation

the initial

regresslon rnethod.



Table 6 "fiftagel}icity of

roonis of 3 horaes
airborfie
 in llong

particulates
Kong.

obtained at livit}g

Hoitte Date Airvoi.(itt3)
Mutation fre uenc xlO-4 !m3
+S9mix -S9mix

A

B

C

IO-14 28.8
10-15 28.8
10-16 28.8

ie-17 28.8

IO-25 28.8
10-26 28.8
10-27 28.8
iO-28 28.8

 7.76
 2.30
22.40

 8.72

10.40
4.96
4.38
2.74

*
10.

*
5.

   ** 1.
82+10.39 2.
         11.

         4.

   ** 29.
62+3.32 17.
        25.
        21.

22
56
54

60

96
88
40
32

*
5.
  *･*
11+5.61

*
23.
   **
64+5.22

Alr vol.: Air volume, *: Average, **: Standard deviatiQn



Tab1e 7. Mutagenicity of indoor airborne particu1ates in Kawasaki･

Mutation fre uenc ×10-4 lm3
PIace Date Air vol ･(in3) +S9rni× -S9mi×

Kitchen 7-18
7-19
7-20
7-21
7-22
7-23
7-24

27.
27.
27.
27.
27.
28.
28.

94
94
92
92
82
28
05

10.66
15.40
 8.08
 7.34
 3.38
 7.48
 2.52

*
7
   **
.84+4.35

5

13
5
8
6
8
3

.06

.06

.50

.80

.64

.42

.76

* **7.32+3.11

Living root" 7-18
    7-19
    7-20
    7-21
    7-22
    7-23
    7-24

28.
28.
28.
28.
28.
29.
28.

80
76
80
80
78
oo
90

 6.90
18.42
 3.04
 3.90
 5.72
14.36
 6.02

*
8
   **
.34+5. 77

4

6
6
13

5
1
14

.90

.24

.90

.02

.64

.04

.70

* **7.49+3.24

Study rooHi 7-18
     7-19
     7-20

28.80
28.28
28.94

15.20
 9.42
1O.22

*
1
1

   **
.61+3.i3

13

8

9

.94

.34

.44

 * **1O.57+2.97

out door 7-21
7-22
7-23
7-24

29
29
29
29

.15

.19

.09

.03

2.46
1.18
2.54
2.76

* **2.24+O.71
9
12
12
4

.38

.oo

.08

.02

* **9.37+4.63

Ditiing room 7-27
    7-28
    7-29
    7-30
    7-31
    8- 1
    8- 2

28.43
28.54
28.82
28.50
28.80
28.20
28.95

 2.32
2.44
1O.56
 3.00
6.24
5.12
4.36

*
4
   **
.86+2. 90

3
1

3

10

16

19
1
1

.80

.88

.38

.20

.14

.24

.62

* **9.47+6.73

Air vol .: Air vo1unie, *: Average, **: Standard deviation
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Table 9. Mutagenicit,y of indoor airborne particulates in Tokyo.

Nutation fre uenc ×10-'4 lm3

Number

of test

   +S9mix

Blank 10cig.
   -S9mix

Blank 1Ocig.

  1

  2

Average

8.0

!6.4

11.7

183.1

180.9

182.0

9.7

13.6

11.7

618.4

760.0

689.2

1Ocig.: 10 cigarettes smoked
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↑able　11 門utagenicity　of　organic　extrac北s　from　particulates　collected

by　personal　air　samplers　in　Sagamihara　and　Tokyo　in　winter．

Sample

煙纏ta七10轟　fre　耀e轟C

÷Sgmix

X10－4）鯉

一sgmix

A
昌
8
C
h
り

1．4

7。2

13．3

33．9

　　6．7

20。8

60．6

105．7



Table il M{itagenicity of

by personal air

organlc

sarnp1ers

extracts from

 in Sagamihara

particelates

 and Tokyo in

coliected

 winter.

Mutation fre uenc

Sample +S9mi×

× 1O'4)ZgL3

-S9mi×

A 1.4 6.7

B 7.2 20.8

c 13.3 60.6

D 33.9 l05.7

2



Table 12. Mutagenicity

    by personal

 of

air

organlc

samplers

extracts frorn

 in Sagamihara

particulates

 and Tokyo in

col1ected

 surnmer.

Mutation

   +S9mi×

fre uenc

Satnp1e

paQz4 in3

-S9mi×

E

F

G

H

l

3.

1
.

2.

6.

14.

o

4

6

o

1

o

3

1

33

35

.5

.5

.4

.4

.6
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