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喫煙の尿変異原性に及ぼす影響に関する研究

第2報:受 動喫煙動物実験モデル

京都大学医学部泌尿器科学教室(主 任:吉 田 修教授)

金 岡 俊雄*、 宮 川美栄子**,吉 田 修

STUDY ON INFLUENCE OF CIGARETTE SMOKING 
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‡U

. ANIMAL EXPERIMENTAL MODEL OF PASSIVE SMOKING

Toshio Kanaoka, Mieko Miyakawa and Osamu Yoshida 

From the Department of Urology, Faculty of Medicine, Kyoto University

   We developed a convenient animal experimental model to study the effects of passive smoking 

on urinary mutagenicity. Rats were individually placed into metabolic cages, and were exposed 

to a side-stream of cigarette smoke under specific conditions. Then 24-hour urine collections 

were performed. Mutagenicity was investigated by the Ames test using the Salmonella typhimui-

um strains TA98 and TA100. 

   In strain TA98, the mutagenicity of urine was 5.4-fold and 5.3-fold increased with and without 

metabolic activation, respectively, by exposure to cigarette smoke, and that in strain TA100 was 
4.7-fold and 4.4-fold increased. Using this animal model, the effect of passive smoking on urinary 

mutagenicity can be investigated conveniently. This model can be applied to a variety of experi-

ments. 

                                               (Acta Urol. Jpn. 36: 395-399, 1990) 
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緒 言

受動的喫煙は環境中の空気の中に含まれるタバコの

煙への暴露と定義されている1)近 年大きな社会的問

題となってい るのは,非 喫煙者が喫煙者に長期間接

触することにより,循 環器2),呼 吸器機能3》,各 種発

癌4層7)等への影響が指摘されているからである.

受動的喫煙は尿変異原性にも影響を及ぼすものと考

れられるが,ヒ ト受動的喫煙者尿の変異原性について

の報告結果は一定しておらず8-10),そ れは受動的喫煙

の条件が異なることによると思われる.

一方
,受 動的喫煙の影響を検討するには暴露量の定

量的評価が必要であるが,暴 露量の指標の一つとして

尿変異原性の測定が有用 と考えられているIU

動物実験においても,受 動的喫煙により尿変異原性

の上昇がみられたとの報告はあるが12),い まだ小動物

を用いた簡便な方法は確立されていない.

*現3倉 敷中央病院泌尿器科

**現:島 田市民病院泌尿器科

われわれは独自に受動的喫煙の尿変異原活性への影

響を調ぺるための簡便な動物実験モデルを考案しその

有用性を明らかにしたのでその結果を ここに報告す

る.

方 法 と 材 料

(1)対 象

動物=雌Fisher344ラ ッ ト(目 本 クレア)を 実験

2日 前 より代謝 ケージにて1匹 ずつ,通 常飼育飼料,

水道水の自由飲水にて飼育。実験開始時の体重は120

～1509で あった.

(2)採 尿方法

1)代 謝 ケージ:ガ ラス製ヶ一ジで容積5560cm3,

天井面積283cm2,天 井には,面 積0.57cmzの 換気

孔が69個 ある.尿 は,飲 料水,便 等に汚染されること

なく採取可能である.代 謝ケージは換気のよい室内に

おかれ6連 器になってお り同時に6匹 の実験が可能で

ある(Fig。1).

2)副 煙流への暴露:タ バ コを15分 間自然燃焼させ
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Fig.1.Illustrationofanimalexperimental

model

Fig.1の 様 に し て 副 煙 流 を ケ ー ジ内に 導 き入 れ た.

タバ コ燃 焼 開 始時 か ら燃 焼 中 を含 め て30分 間 は換 気 を

最 少 とす る ため,3個 の換 気孔 の み と した.タ バ コは

マイ ル ドセ ブ ンを 用 い,副 煙 流へ の暴 露 は1時 間 毎 に

4回 行 った.

(3)実 験 群

ラ ッ トを3群 に 分 け,以 下 の ス ケ ジ ュー ルに て採 尿

した.

1)groupI(G1):ラ 艸 トを 副 煙流 に 暴 露 せず,

24時 間 尿 を集 め た もの(n=10).

2)group2(G2)=ラ ッ トを いれ ない 状 態 の代 謝

ケー ジを 副煙 流 に暴 露 し,そ の後 ラ ッ トを 入 れ24時 間

尿 を集 め た.こ の 群 は タバ コ煙の ケ ージ壁 へ の付 着 に

よる尿 の 汚 染 の有 無 を検 討 す るた め 設 け られ た(n=

10).

3)group3(G3):ラ ッ トを 副煙 流 に暴 露.暴 露

開 始 時 よ り24時 間 の 尿 を 集め た(n=io).

(4)実 験 ス ケ ジ3ル

6連 器 の代 謝 ケー ジに 各 グル ー プ2匹 ず つ 同時 に 前

記 の ス ケジ ュ ールに 従 って採 尿.5回 繰 り返 し(各 グ

ル ー プ10匹 ず つ)3グ ル ープの 比 較 を行 った.

(5)尿 検 体

ケ ージの 集 尿器 に 溜 った 尿 はNo.1filterpaper

(東 洋濾 紙 会 社)で 濾 過 し,ガ ラス 製 試 験 管 に 移 し

‐zo℃ の冷 凍 庫 に保 存 した .

(6)菌 種

カ リフ ォル 畠 ア大学BruceN,.Ames教 授 よ り京

都 大 学 放 射線 生 物 セ ン タ ー 武 部 啓 教 授 へ 送 ら れ た

SalmonellatyphimuriumTA98とTA10018を 同

教 授 の ご好意 に よ り提 供 を 受 け使 用 した,

(7)試 料 調 整

i)尿 試 料調 整:冷 凍 庫 内 の試 験 管 を室 温 に て1～

2時 間 放 置 し,解 凍 後0.2hemミ リポ ア フ イル ター

(MilliporeCorporation)に 通 して滅 菌 し,そ の0.1

m1を 試 料 と した.

2)対 照試 料negativecontrolと し て 生 理 的食

塩 水(大 塚 製 薬)0.1mlを,positivecontrolと し

て代 謝 活性 化 を 行 わ な い 場 合 はTABに は2-nitro-

fluorene(半 井 化 学薬 品株 式 会 社)40μ9を,TA100

に はsodiumazide(Merck)100μgを,代 謝 活 性 化

を 行 う場 合はTA98,TA100と もaminoanthracene

(半 井 化学 薬 品 株 式 会社)iooagを 使 用 した,

(8)突 然 変 異試 験

矢 作 らの方 法 に し た が った14).negativecontrol

とpositivecontrolは 毎 回調 ぺた.

(9)判 定

1)revertantcolony:S・9に よ る代 謝 活性 化 の 有

無 に 関 わ らずTA98で はnegativecontrolの コ ロ

ニ ー数 が60以 上 あ るい はpositivecontrolが500以

下 の 時,TAIOOで はnegativecontrolカ ミ180以 上,

positivecontrolが500以 下 の場 合 は,そ れ ぞれ そ の

回の 実験 を無 効 と し,再 実 験 を 行 った.

2)尿 変 異 原 活性=尿 中 ク レア チ ニ ン値 を測 定 し,

ク レアチ ニ ン0.1mmo1を 含む 尿 量 あ た りのrever-

tantcolony数 を,尿 変 異 原 活 性 と したm.

3)検 定:Student-T検 定 に て 行 った.

結 果

結果をTablelに 示す.

G1とG2の 尿変異原活性は,TA98,TA100両 菌

種にて代謝活性化の有無にかかわらず,全 く差を認め

なかった。

G3の 尿変異原活性はGlと 比較し,TA98で 代謝

活性化を行った場合54倍,代 謝活性化を行わない場

合5.3倍 と有意に(p<o.oi)上 昇 した.TAIOOで も

代謝活性化を行った場合,行 わなかった場合,そ れぞ

れ4・7倍,4.4倍 と有意な(P〈0.of)上 昇を認めた.

考 察

受 動 喫 煙(passivesmoking)は 不 随 意 喫 煙(invol-

untarysmoking)と も い わ れ 非 喫 煙 者 のenviron一
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Mutagenicactivityofurineinrats:

among3groups
comparison
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SalmonellaStrain TA98 TA100

Metabolicactivation

(S-9)(+) (一) (+) (一)

group1

(n=10)

group2

(na10)

group3

(n露10)

T68t524378t3112010t14091029t583

991t788238t2571984t11401083t788

4150t26872013t11439378t54574578t2867

Meen±SD:revertantcobnies/urineequivalent/0.1mmolCr

Pく0.01=G3endG1,G2ino》ery8858y

mentaltobaccosmoke(ETS)に 対する不可避的暴

露と定義されている.ETSは タバコの燃焼端より空

中に放散される副煙流と喫煙者に.吸入された後吐き出

された主煙流とが環境中の大気と混合希釈されたもの

であるD.

近年,受 動喫煙が大きな社会問題 となっているの

は,受 動喫煙により循環器疾患2),慢 性呼吸器疾患3),

さらにはHirayama,Correa,Trichopoulosら に よ

り各種臓器の発癌4-7)への影響が指摘されているから

である.

受動的喫煙の発癌に対する リスクについては,疫 学

的手法の上から疑問を投げかける意見もあり16),尿路

発癌については受動的喫煙のリスクはないといわれて

いるが7),能 動喫煙にみられるようy`16)化学物質への

暴露等の他の要因との相乗効果も考z.ら れ るこ とよ

り,尿 路発癌を論 じるY`当 っても無視できぬ因子であ

ると思われる.

受動的喫煙の尿変異原性への影響を多角的に反復し

て検討するためには,小 動物を用いた実験が必要であ

る.今 回,わ れわれは簡便な装置で小動物における受

動喫煙の尿変異原性への影響を検討するための実験モ

デルを考案 し,そ の有用性を検討した.

まず比較する群は環境を一定にするため同時に実験

を行った.ま た変異原性の評価に当たっては尿量,腎

機能の影響を除 くため,0.lmmolク レァチニンを含

む尿量あたりの復帰変異コロニー数に換算(尿 変異原

活性)を 行った10).

G2を も うけたのは,タ バ コ煙をケージ内に導きい

れることによりケージ壁に変異原物質が付着し,そ れ

カ「ラット尿にて溶出し尿検体を汚染する可能性を考え

たためである.G2とG1の 尿変異原活性にまったく

差は認めず,副 煙流によるケージ壁汚染の可能性は否

定された.そ れによりG3の 尿変異原活性がG1に 較

ぺて有意に上昇しているのはラットが副煙流に暴露さ

れたことによるものと判断できた.

ヒ ト喫煙者尿がframeshift型 菌種で,し かも代

謝活性化を行わねば変異原性を示さない10・16・17)のに対

して,副 煙流の暴露によるラット尿変異原活性の上昇

はframeshift型 のTA98,塩 基 置換型のTA100

の両菌種で代謝活性化の有無に関わらず認められヒト

とラットの代謝に差があることを示唆 しているもので

あろう.

受動喫煙の動物実験につ いてはMohtashamipur

ら且2)がsmokingmachineを 用いて ラットを副煙流

に暴露 し尿変異原性の上昇を認めたとの報告がある.

われ われ の実験モデルはsmoking-machineを 使わ

ずにより簡便に受動喫煙の尿変異原活性への影響を評

価でき,ま た同時に数匹のラットを異なった受動喫煙

条件下で採尿できるという利点がある.

ヒ ト受動的喫煙者の尿変異原牲についてはBosら

が157本 の喫煙が 行われた密室内(110m3)で の受動

喫煙者8名 について尿変異原性が有意に上昇したと報

告している8).一 方Schererら9)は 常識的な環境下で

の受動的喫煙では尿変異原性は上昇しないとし,わ れ

われの検討でも換気条件のよい室内でも受動喫煙者と

非喫煙者との間に有意差はなかった10).受 動喫煙の評

価にあたってはETSへ の暴露条件をよく検討する必

要がある,

今回の動物実験モデルの副煙流への暴露条件は,代

謝ヶ一ジの容量,体 重あたりの受動喫煙本数より単純

計算すると,Bosら が行ったヒト受動喫煙実験の20万

倍高濃度のETSに さらされたことになる.

動物の受動喫煙の実験結果からヒトの受動喫煙,喫

煙を論 じるのは,こ のように暴露条件が大きく異なっ
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ている点,ま た動物の鼻腔の優れた防御的構造機能に

よりETS中 の粒子成分の大部分が捕足されてしまう

可能性も推測されているIB)ことより,慎 重でなくては

ならないが,本 実験モデルは,今 後各種条件下の喫煙

(能動的喫煙,受 動的喫煙)の 尿変異原性におよぼす

影響を検討するのに有用であると考えられる,

また受動喫煙暴露量の指標として各種のマーカーが

提唱されているが19-z2)いまだ確立された評価法はな

く,尿 変異原性の有用性が示唆されているw本 実験

モデルは尿変異原活性を指標 とした全身への喫煙の影

響の評価にも応用可能と考えられる.

結 語

ラットを用いた受動的喫煙の簡便な動物実験モデル

を考案しその有用性を確認した.

この実験モデルは簡便な器具で受動的喫煙の尿変異

化活性におよぼす影響を調ぺることが可能で今後種々

の実験に応用できると思われた.

本研究の一部は喫煙科学研究財団 「各種環境条件下におけ

る非喫煙のたばこ煙吸入量とその生体に及ぼす影響に関する

研究」助成によった.ま た実験に種々の御助言,御 協力を頂

いた王暁雄先生(現:中 国解放軍総医院泌尿器科)に 厚く御

礼申し上げます.
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