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【はじめに】

電磁場や電磁波は生体に何らかの悪影響を及ぼしている可能性があるという疫学調査が

報告され,社 会的関心が高まっている.そ のきっかけは1979年Werthe血ierら が高圧送

電線下居住者のうち19歳 以下の癌死亡例で白血病のオツズ比が有意に高いと疫学調査結

果を報告したことに始まる.し かし,そ の結果を裏付けるために世界中で行われた動物等

を用いた実験ではnegativedata,positivedataと もに露められ,は っきりと安全性や

有害性の証明は行われていないのが現状である.

一方,画 像診断領域では高定常磁場,電 磁波(パ ルスラジオ波)を 用い,核 磁気共鳴現

象を利用したMRI装 置が開発され、現在では広く一般病院に普及しつつある.し かし,

電磁場,電 磁波の安全が完全に保証されていないがために,3カ 月未満の妊婦は検査の際,

十分な注意を要するなどの警告があり,催 奇形性を含めた催変異作用の有無に関しても,

今後,確 立しなくてはならない課題の一つである.

こう言った,背 景をふまえて,本 研究は、MRI装 置の安全性を確認する事を目的とし

た.MRI装 置で用いられる高定常磁場およびパルスラジオ波環境を近似的に作成し,高

定常磁場単独,高 定常磁場にパルスラジオ波が加えられた環境は細菌に変異を生じるさせ

ることができるか否かを検討することが目的である.

なお,実 験中に高定常磁場,パ ルスラジオ波環境では変異原性を有する化学物質は細菌

に対して催変異作用が修飾される可能性が考えられたので,併 せて,そ の事象についても

検討を行った.



【実験方法】

高定常磁場単独およびMRI近 似 環境(高 定常磁場+パ ルス ラ ジオ波)を 作成 し,同 環

境下で細菌がPiontmutation,frameshifttypemutation,SOS反 応 が生 じるかの検討

を行 った.以 下 に各 実験方法 について具体 的に示す.

1.磁 場 および電磁 波環境作成

本研究 に用 いられたすべての電磁場および電磁波(パ ル ス ラジオ 波)環 境 はすべ て以下

の通 りに設定 され,実 験 に使われ た環境 は 同一条件 である.

使用 された機 器 はパルス フー リエ変換NMR装 置(日 本 電子製GX-270FT-NMR)で あ

り、磁場 強度 は6.3T(定 常磁場)で あ る.MRI装 置でT2強 調像作 成の 際 に使 われ るパル

ス ラジオ波を想定するために,90度 パルス と180度 パル スのpulsesequenceを 作成

した.6.3Tの 定常磁場 にお ける水素の ラーモ ア周波数(270MHz)で90度 パルス は375

μsec,180度 パ ルス は750μsecの パル ス ラ ジオ波 暴露 によ り近 似 的に設定する事が

でき,90度 パル ス終了後,50msec後 に180度 パル スが暴露 され 、その後1950msec

の間を置 いて90度 パルスが再度繰 り返 され るpulsesequenceが 決 定 され た(Figure1)・

使用 したNMR装 置は実際のMRI装 置 と異な り磁場の強度 は6.3Tで あるが,MRI装 置

では暴露 部位 の磁場が十分 に均一になる条件設定は難 しく,暴 露検 体 に対 して定常 磁場,

パル ス ラ ジオ 波 暴露 が 均 一 にな る 事を考慮 したた めである.ま た,今 回選 ん だpulse

sequenceは 実際のス ピンエ コー法 のT2強 調 撮像の 際 と類似 して作 成 され たが・T2強 調

像の撮像 はTR時 間が 長 くT1強 調 像 を得る 時間よ り,定 常 磁場,パ ル ス ラジオ 波 に暴露

される時間が長いことよ り選択された.な お,同 定常磁場 単独,定 常磁 場+パ ル ス ラジオ



波の1時 間暴露での水温上昇は認められず,温 度による変化は無視できると考えられた.
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Figurel.pulsesequence(6.3T270MHz)

2.Paintmutation,frameshifttypemutation,SOS反 応 の 検 出 の 原 理

2-1}Pointmutation,frameshifttypemutation

Paintmutationとframeshifttypemutationの 検 出 に使 用 した 細 菌 はAMES

法 で用 い られ るSalmonellatyphimurium変 異 株 で あ る.

PointmutationはSalmonellatyphimuriumの ヒス チ ジ ンオ ペ ロ ンで 生 じ,細 菌 は

ヒス チ ジ ン要 求 性 とな る.こ れ らの 単 塩 基 の 置換 は ヒス チ ジ ン遺 伝 子 の 特 定 の 部 位 に生 じ

る こ とが わ か って お り ヒス チ ジ ンが 外 部 か ら供 給 され な い 限 り細 菌増 殖 は 生 じな い.変 異

原 に暴 露 され 復 帰 変 異 が 生 じれ ば,ヒ ス チ ジ ン非 依 存 性 に 菌 は 変 化 し,再 度,増 殖 能 を獲

得 す る こ と とな る.

Frameshifttypemutationは 遺 伝 子DNAへ の ヌ ク レオ チ ドの 欠 失,付 加 に よ り

遺 伝 暗 号 の 読 み と りに ミス が 生 じ ヒス チ ジ ン合 成 で きな くな っ て い る 変 異 パ タ ー ンで あ



る.化 学物質や放射線等 の変異原暴露 によ り復帰変異する ことが知 られている.

Pointmutationの 検討 にはSalmonellatyphimuriumTA7001-7006混 合 株(混

合株),frameshifttypemutationの 検 討 にはSalmonellatyphimuriumTA98

株(TA98)を 使 用 した.混 合株 は6種 の菌が等 ■ず つ含 まれて お り・ターゲ ッ トとなる

ヌクレオチ ドはいずれ も異な っている.菌 の詳細 はTable1に 示 した.

実際のAMES試 験 にはXenometrix社 製AMAXmanualsystemを 用 いた・ この

システムは使 用する菌の 自然復帰変異がきわめて少な く.ま た培地 に菌 を蒔 いて コロニ ー

をカ ウン トするのではなく,変 異原 に暴露 され た菌 を48wellsプ レー トに分 配 し,そ の

wellの 色調変化 で復帰変異数 を見る ことが特徴 となっている.

Tablel.GenotypesofMixedstrainandTA98Salmonellatyphimurium.

StrainMutationTypeTarget

Mixedstraincontain

TA7001hisG1??5pointmutationA:T>G:C

TA7002hisC9138pointmutationT:A>A:T

TA7003hisG9074pointmutationT:A>G:C

TA7004hisG9133pointmutationG:C>A:T

TA7005hisG9130pointmutationC:G>A:T

TA7006hisC9070pointmutationC:G>G:C

TA98hisD3052frameshiftGC
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2-2)SOS反 応

大腸 菌のDNAに 放 射線や化 学物質な どの変異原物質で傷害を与えると,細 胞分裂停 止,

プロフ ァー ジや コ リシン産 生能促進,DNA修 復 能促進,突 然 変異 能の 誘導 が生 じる.こ

れ らの現象 はDNAの 損傷 と いう緊急 事態 に対 して,分 裂 を一 時的 に停 止 し,DNAを 修

復 する酵素群 を作成 し,効 率 良 く傷 害 を修復 し生存 をはかる という応答機構と考え られて

いる.こ れ ら一連 の現象 はSOS反 応 と して定義 され て いるが,関 与 する遺伝子 群 は総称

してSOSレ ギュ ロンと呼 ばれ ている.SOSレ ギ ュ ロンの各遺伝子 は通常LexAレ プ レ

ッサーによ り発現が抑制 されているが,DNA損 傷状況 下で作成 され る単鎖DNAに よ りRec

Aタ ンパクの プロテ アーゼ活性 が活性化され,こ れ らがLexAレ プ レッサーを分解 するた

めにSOS遺 伝子群 が発現 する.

本研究で用 いた菌 はSOSレ ギ ュロンの一つ であるumuオ ペ ロンのumuC'遺 伝子 と

ラク トースオ ペ ロンの一 つであるIacZ'遺 伝 子 を結合 させたumuC'-IacZ'融 合遺

伝子 を持つ プラス ミ ドpSKIOO2をSalmonellatyphimuriumTA1535に 導 入 した

菌株 を用 いた.umuC'-lacZ'融 合遺伝子 はumuオ ペ ロ ンの プ ロモ ータ下 に調節 され

て いるために,SOS反 応 が生 じる と βガ ラク トシダ ーゼ活性を持つ雑種タンパクが作成

される.従 って,菌 液 の βガ ラク トシダ ーゼ活 性 を測定する ことによりSOS反 応 の発 現

の有無 を判定する ことが できる.実 際の 試験 には 日本抗体研 究所製 ウムラックキ ッ トを用

いた.



3.使 用 したキ ッ トの概要お よび方法

3-1)XenomerixAMAXmanualsysytemCpointmutation,frameshifttype

muitationの 検 出)

混合 株,TA98株 は専用液 体培地 内で37℃,12時 間撹 絆培 養 し一 回 に暴 露 を うけ

る菌数は約10'個 に調節 され た.1回 の分裂 が 可能 な濃 度 に調 整 され た ヒスチジンを含

む専用液体培地内に菌は移 され,室 温下 で高 定常磁場な らび に高 定常磁場+パ ル ス ラジオ

波 に暴露 され る ことになる.暴 露 時間は15,30,45,60分 であ るが,暴 露 時間以外 は

同 じ環境 を保 つ た め に室温下 に置かれた.そ の 後,90分,37℃ で撹 搾 培 養 され,PH

indicator(bromocresolpurple)を 加え,48wellplateに 分 配 した.分 配 された

菌液は48時 間,37℃ で静置培養 され,2日 後,色 調変化(青 → 黄)が あ ったwellを カ

ウン トし復 帰変異 数 を検討 した.

なお,陰 性対照群 と して非暴露群 を設定 し,陽 性対照群 と して は2-nitrofluorene(2-

NF=250ng/ml)と4-nitroquinolineN-oxide(4-NQO:62.Sng/ml)混 合 液の90分 暴露

を用 いた.

3-2)日 本抗 体研究所 ウム ラ ツク(SOS反 応 の検 出)

TA1535/pSK1002株 を専用液体 培地(TGA培 地)内 で37℃,3時 間静置培養 した.

菌液は100μ1毎 に室温下 で高定常磁場な らび に高定常磁場+パ ル ス ラジオ波 に暴露 され

た.暴 露 時間は各々,10分,20分,30分 である.そ の後,90分,37℃ で静 置培養 し・

発色液(O.22%X-gal溶 液)が 加 え られ,再 度60分,37。Cで 培養 された.60分 後 に反

応停止液(SDS/DMSO混 合溶液)を 加 え,色 調 の安定 を確認 し620nmで 吸光度 を測定



しβガ ラ ク トシダ ー ゼ 活 性 を 検 討 した.陰 性 対 照 群 と して 非 暴 露 群 を 設 定 し,陽 性 対 象群

と して はFurylfuramide(AF-2)0.033μ9/ml溶 液10μ1(最 終AF-2濃 度0・00303μ

g/ml)が 用 い られ た.

【結 果 】

統 計 解 析 に はone-wayanalysisofvariance(ANOVA),non-parametric

KruskaLWallinstestの 両 者 あ る い は 前 者 を 用 い た.Pointmutation,frameshift

typemutation,SOS反 応 の 発 現 に つ いて 以 下Table2.Table3・Table4・Table5・

に結 果 を示 した.

1.高 定常 磁 場 単独 暴 露 に よ るpointmutation,frameshifttypemutationの 検 出結 果 ・

混合 株 群 の 変 異well数 は48wellsあ た り15分 暴 露 群1.01±1.48well,30分 暴 露

群0.81±1.02welI,45分 暴 露 群0.72±1.04well,60分 暴 露 群1.09±0.97wellで

あ り,TA98群 は15分 暴 露 群0.89±1.28well,30分 暴 露 群0.81±1.19well,45分

暴露 群1.29±1.51well,60分 暴 露 群O.82±1.20wellで あ った.ま た,高 定 常磁 場 に

非 暴露 の 陰 性 対 照群 の 変 異weII数 は混 合 株 群1.22±1.32wellで あ り,TA98群1・29

±1.01wellで あ った.2-NF,4NQO混 合 液 を 用 いた 陽 性 対 照 群 の 変 異welt数 は 混 合 株

群22。21±2.87wellで あ り,TA98群 は33.80±6.57wellで あ った.暴 露 さ れ た 混 合

株 お よびTA98は 有 意 に復 帰 変 異 は生 じな か った.陽 性 対 照 群 と は い ず れ も有 意 の 差 が

認 め られ た.(P<0.001;ANOVA).結 果 はTable2・ に示 した ・



Tablet. NumberofrevertantmutationinSalmonellatyphimuriumexposedin

magneticfield.

Tester

strains Exposuretime Control

15min30min 45min 60minNegativePositive

Mixedstrains1.01±1.48

(per48wells)

(48wellsxn)(6)

TA980.83±1.28

(per48wells)

(48wellsxn)(6)

0.81±1.02

(6)

0.81±1.19

(6)

0.72±1.041.03±0.97

(6)(6)

1.29±1.510.82±1.20

(6)(6)

1.22±1.3222.21±2.87

(6){6)

1.29±1.0133.8±6.5?*

(6)(6)

*P<0 .001 ANOVA

2.高 定常 磁 場 お よ び パ ル ス ラ ジ オ 波 混 合 環 境 下 に お け るpointmutation,frameshift

typemutationの 検 出結 果.

混 合 株 群 の 変 異well数 は48wellsあ た り,15分 暴 露 群0.44±0.53well,30分 暴

露 群1.00±0.71well,45分 暴 露 群1.33±1.87well,60分 暴 露 群0.78±0.97well

で あ り,TA98群 は15分 暴露 群1.67±2.12wel!,30分 暴露 群1.11±1.05well,45

分 暴露 群0.89±1.05well,60分 暴 露 群0.56±0.53wellで あ った.ま た,高 定 常 磁 場

とパル ス ラ ジオ 波 曝露 の 無 い陰 性 対 照群 の 変 異well数 は 混 合 株 群0.89±0.90wellで あ

り,TA98群0.94±1.10wellで あ った.2-NF,4NQO混 合 液 を 用 い た 陽 性 対 照群 の

変異well数 は 混合 株 群16.67±6.47wellで あ り,TA98群 は12.51±4.37wellで あ

った.暴 露 され た混 合 株(P=0.496;ANOVA,0.7<P<0.8;Kruskal-Wallins)お よ びTA98

(P=0.258;ANOVA,0.5<P<0.7;KruskaLWaliins)は 有 意 に 復 帰 変 異 は 生 じな か っ た.



陽性 対 照群 とは い ず れ も有 意 の差 が 認 め られ た.(P<0.001;ANOVA,0.005>P>0.001;

Kruska1‐Wallins).結 果 はTable3.に 示 した.

Table3.NumberofrevertantmutationinSalmonellatyphimuriumexposedin

magneticfieldandRFradiation.

Tester

strains Exposuretime Control

15min30min 45min 60minNegativePositive

MixedstrainsO.44±0.531.00±0.711.33±1.870.78±0.970.89±0.9016.67±6.47*

(per48wells)

(48wellsxn)(9)(9)(9)(9)(18)(9)

TA981.67±2.121.11±1.050.89±1.050.56±0.530.94±1.1012.51±4.37*

(per48wells)

(48wellsxn)(9)(9)(9)(9)(18)(9)

*P<0 .001ANOVA
*0 .005<P<0.001Kruskal-Wallins

3.高 定常磁場 単独暴露 におけるSOS反 応 の有無.

高定常磁場 単独暴露群の 吸光度は10分 暴露 群0.342±0.025(n=36),20分 暴

露群0.328±0.041(n=36),30分 暴露群O.339±0.031(n=36)で あ った.陰 性対照

群 である非暴露群 は0.335±0.049(n=18)で あ り,AF2を 用 いた 陽性対象群 は0.878

±O.068(n=36)で あ った.高 定常磁場 非暴 露群 と暴露群 との間に統計学的有意差は指

摘できなかった.AF2を 使用 した陽性対照群 とはP<0.OO1の 有 意水準 で統 計 学的有 意

差が認め られた.結 果 はTable4.に 示 した.



Table4.AbsorbanceofSalmonellatyphirnuriumsolutionexposedinmagneticfield.

TA1535/pSK1002 Exposuretime Control

10min 11 30min Negative Positive

0.342±0.0250.328±0.0410.339±0.0310.335±0.0490.878±0.068*

{36)(36)(36)(18}(36)

P<0.001ANOVA

4.高 定 常 磁 場 お よ び パ ル ス ラ ジオ 波 混 合 環 境 下 にお けるSOS反 応 の 有 無.

高定 常 磁 場 お よ び パ ル ス ラ ジオ 波 暴 露 群 の 吸 光 度 は10分 暴 露 群0.359±0.037

(n=36),20分 暴 露 群0.338±0.038(n=36),30分 暴 露 群0.352±0.027(n=36)

であ った.陰 性 対 照 群 で あ る 非 暴 露 群 は0.355±0.021(n=18)で あ り,AF2を 用 い た

陽 性 対象 群 は0.859±0.012(n=36)で あ った.高 定 常 磁 場 非 暴 露 群 と暴 露 群 との 間 に

統 計 学 的有 意 差 は 指摘 で き な か った.陽 性 対 照 群 とはP<0.001の 有 意 水 準 で統 計 学 的

有 意 差 が 認 め られ た.結 果 はTables.に 示 した.

Tables.AbsorbanceofSalmonellatyphimuriumsolutionexposedinmagneticfield

andradiofrequencyradiation.

TA1535/pSK1002 Exposuretime Control

10min 11 30min Negative Positive

0.359±0.0370.338±0.0380.352±0.0270.355±0.0210.859±0.012*

{36)(36){36)(18){36)

P<0.001ANOVA



5.結 果 の ま と め

高 定 常 磁 場 単 独,高 定 常 磁 場 に パ ル ス ラ ジ オ 波 を 加 え た 環 境 下 で は,Salmonella

typhimuriumTA7001-7006混 合 株 に 有 意 にpointmutationは 指 摘 で き ず ・

SalmonellatyphimuriumTA98株 に もframeshifttypemutationは 有 意 に生 じ

な い と考 え られ た.ま た,SalmonellatyphimuriumTA1535/pSK1002株 に お け る

SOS反 応 も有 意 に生 じな い と推 測 され た.

【追加報告】

1.追 加実験 を行 った経緯.

以上の実験 を施行 中に,陽 性 対照群 と して使 用 した変異原物質が,高 定常磁場 単独 ある

いは高定常磁場+パ ルス ラジオ波暴露環境 下で はその変異原誘発作用が修飾される可能性

が考えられたので,検 討 を行 った.な お,同 様 な変 異原物質の 磁場 による修飾作用が他施

設からも最近報告されている.

2.方 法

高定常磁場 およびパル スラ ジオ波環境は今までの設定通 りである.実 験 に使 用 した変異

原物質 はFurylfuramide(AF-2),4。nitroquinolineN-oxide(NQO)・Mitomicin-C

(MMC),Cisplatin(Cis)の4化 学物質 で ある.ま た,変 異原性 検 出方法 は前述 したSOS

反応検出用 の ウム ラックキ ッ トを使 用 した.

あ ら か じめ,予 備 実 験 を 行 い 高 定 常 磁 場 お よ び ラ ジオ パ ル ス 波 に暴 露 され る

TA1535/pSK1002菌 液100μ1に 加 え られ る各 変 異 原 物 質 濃 度 は ・AF-20・033μ



9/ml,101(最 終 濃 度0.00303μ9/ml),NQO3.125μ9/ml,10ｵ1(最 終 濃 度0.284

μg/ml),MMC10μg/ml,10μ1(最 終 濃 度0.91,ug/ml),Cis50μg/ml,10μ1

(最 終 濃 度4.55μg/ml)に 決 定 され た.

静地 培 養 し,調 節 され たTA1535/pSK1002菌 液 内 に 上 記 濃 度 の 変 異 原 物 質 を 混 入 し

た.そ の 後,菌 液 は30分37℃ で 培 養 し,高 定 常 磁 場 単 独 お よ び 高 定 常 磁 場+パ ル ス ラ

ジオ 波 環境 下 に各 々10分,20分,30分 間 暴 露 され た.暴 露 終 了後,再 度 菌 液 は37℃

で60分 間 培 養 し,発 色 液(0.22%X-ga1溶 液)が 加 え られ,再 度60分,37℃ で 培 養 さ

れ た.60分 後 に反 応 停 止 液(SDS/DMSO混 合 溶 液)を 加 え,色 調 の 安 定 を確 認 し620nm

で 吸 光度 を 測 定 し βガ ラ ク トシダ0ゼ 活 性 を検 討 した.陰 性 対 照 群 と して 非 暴 露 群 を 設 定

した.

3.結 果

1)高 定常 磁 場 お よ び パ ル ス ラ ジオ 波 複 合 暴 露 に お け る変 異 原 性 物 質 に与 え る影 響

高定 常磁 場 お よ び パ ル ス ラ ジオ 波 暴 露 群 の 吸 光 度 はNQOで は 非 暴 露1.034±0.137,

10分 暴 露1.013±0.153,20分 暴 露0.983±0.159,30分 暴 露1.004±0.129

であ った.MMCは 非 暴 露1.124±O.050,10分 暴 露1.065±0.041,20分 暴 露1.056

±0.048,30分 暴 露1.054±0.050,AF2は 非 暴 露0.876±0.067,10分 暴 露

0.782±0.092s20分 暴 露0.809±0.085,30分 暴 露0.787±0.114で あ り,CISは

非 暴露0.668±0.034,10分 暴 露0.595±0.030,20分 暴 露0.594±0.028,30

分暴 露0.610±0.032で あ った.詳 細 はTable6.に 示 した.高 定 常 磁 場 お よ びパ ル ス

ラ ジオ 波 混 合 暴 露 環 境 下 で はMMC,AF2,Cisを 加 え た 群 は 非 暴 露 群 に比 して,吸 光 度



は有意に低下(P<0.001)し て お り,SOS反 応 発現 の程度 が減弱 して いる 可能性が示唆

された.

Table6.

Absorbance

Mutagen control lOmin 20min 30min mutagen(一)

NQO 1.03410.1371.01310.1530.98310.1591.00410.1290.391-0.108

(32)(32)(32)(32)(16)

98●o$95●1!き97・1堵

MMC 1.124±0.0501.065±0.0411●056士0.0481.054±0.0500.330±0.015

(32)(32)(32)(32)(16)

94.7$94.093.8

AF2 0●876士0●0670・782±0●0920●809±0・0850●787±0●1140●339±0●009

(32)(32)(32)(32)(16)

89.3$92.489.8

C工S 0.66810.0340.595fO.0300.594fO.0280.610fO.0320.301fO.016

(32)(32)(32)(32)(16)

89●2!き88・9!き91●3!き ★

*p<0 .001

2)高 定常磁場単独暴露 にお ける変異原性物質 に与える影響

高定常磁場およびパルスラジオ波暴露群ではMMC,AF-2,Cisを 加 えた 菌液 に吸光度

の差が認 め られ たため,AF-2,Cis2剤 について高 定常磁 場単独 での実験を次に行 った.

AF-2で は 非暴露0.762±0.042,10分 暴露0.692±0.041,20分 暴露0.698

±o.043,30分 暴露o.728±o.047で あ り,cisは 非暴露o.736±o.037,10分 暴



露0.649±0.029,20分 暴露0.658±0.029,30分 暴露0.685±0.026で あ った.

詳細 はTable7.に 示 した.高 定常磁場 単独 暴露 環境 下ではAF2とCisを 加 えた群 は とも

に非暴露群 に比 して,吸 光 度 は有意 に低 下(P<0.001)し てお り,SOS反 応発 現の程 度

が減弱 している可能性が示唆された.詳 細 はTable7.に 示 した.

Table7.

Absorbance

Mutagen control lOmin 20min 30min mutagen(一)

AF2 0.762fO.0420.692fO.0410.698fO.0430.728fO.0470.376fO.012

(32)(32){32}(32)(16)

90●8!き91.5'き95.4!き ★

C工S 0.736fO.0370.649tO.0290.658fO.0290.685fO.0260.423fO.012

(32)(32){32)(32)(16)

88。2暑89・4!き93・0亀 ★

*p<0 .001

3)結 果の まとめ

高 定 常 磁 場 お よ び パ ル ス ラ ジオ 波 混合 環 境 下 ではMMC(Mitomicin-C),AF-2

(Furylfuramide),Cis(Cisplatin)を 加 えた菌群 と もに吸光度が低 下する傾向(P<0.001)

を有 した.ま た,高 定常磁場 単独で もAF-2,cisは 吸光度が低 下 した(P<o.oo1).高

定常磁場単独およ びパル ス ラジオ波混合環境は化学物質の催変異作用を弱めることが推測

された.
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