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Abstract. Ambient radiation and chemical mutagens in environment can have adverse effects on health. 

Genotoxicity studies conducted using different microorganisms have proven to be effective in identifying 

potential mutagens and carcinogens in the environment. Using a Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002 

tester strain, a rapid genotoxicity assay (umu test) based on SOS response in bacteria has been developed for 

screening environmental samples, foods and medicines. This test has been widely used to predict the detection 

of DNA-damaging chemicals in environmental genotoxicity field for three decades. We also developed the 

sensitive umu tester strains for detecting nitroarenes, aromatic amines, dihaloalkanes, and alkenylbenzenes 

by using different genetically engineered umu test systems, which introduced bacterial and rat or human 

phase I and II drug metabolizing enzyme genes into umu tester strains. Furthermore, we developed new high 

throughput umu-microplate assay systems to evaluate genotoxicity of small-volume environmental samples. 

The assay method has been adopted in Japan as the official method for water and wastewater test. Following 

several modifications, it is used as German standard water and wastewater testing method (DIN 38415-3) and 

Malaysian standard method. Furthermore, this test was approved as International standardization 

organization standards (ISO13829). The umu test has been evaluated as a genotoxic test method contributing 

to the society widely globally in this way. 
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１．はじめに１．はじめに１．はじめに１．はじめに    

 

 私は 30 数年間に渡って umu 試験を用いた研究を行

い、その成果を日本環境変異原学会で発表をしてきた。

今回（第 45 回日本環境変異原学会大会、2016 年 11 月

17 日）、「微生物の SOS 反応を利用した umu 試験の開

発とその国際貢献」の題目で「功労賞」を受賞した。 
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Fig. 1. The SOS response. 

 
Table 1. SOS response-dependent genotoxicity test using 
bacteria 
Test SOS 

gene 
Reporter 
gene(s) 

Host strain 

umu test umuDC lacZ S. typhimurium TA1535 

SOS chromotest sulA lacZ E. coli PQ37 

SOS lux test cda luxCDABFE S. typhimurium TA1535 

VITOTOXTM recA luxCDABE S. typhimurium TA104 

sulA-test sulA lacZ S. typhimurium TA1535 

recA::lux recA luxCDABE E. coli RFM443 

nrdA::lux nrdA luxCDABE E. coli RFM433 

recA::gfp recA gfpmut3 E. coli C600 

cda’::gfp cda gfpmut3 S. typhimurium TA1535 

recA’::DsRed recA DsRed2 E. coli UTL2 

 
受賞講演では、(1)微生物の SOS 反応を利用した

umu 試験の評価に関する研究、(2)ニトロアレーン、芳

香族アミンを高感度に検出できる umu 試験の開発に

関する研究、(3)ラット、ヒトの薬物代謝酵素遺伝子を

導入した umu 試験株の開発とそれら酵素の役割に関

する研究、(4)ハイスループット化した umu 試験法の

開発に関する研究、および (5)umu 試験法の国際的貢

献について述べた。本稿では、その内容を記す。 

 

２．２．２．２．SOS 反応反応反応反応 
 

微生物の SOS 反応[1]を Fig. 1 に示す。SOS 反応と

は、化学物質によって微生物の DNA に損傷を与える

と緊急時の SOS 信号を発して細胞分裂を停止したり、 

DNA の傷を修復することにより生存を図る適応応答

の反応である。SOS 反応は recA と lexA の両遺伝子に

よって調節をされている。正常状態では、LexA レプ

レッサー蛋白質が SOS 遺伝子の発現を抑制している。 

 
Fig. 2. Principle of umu test. 

 

一方、化学物質により DNA 損傷を与えると SOS シ

グナルが RecA 蛋白質を活性化し、LexA レプレッサー

蛋白質を自己融解することにより、SOS 遺伝子が誘導

される。その後、DNA が修復されて LexA 蛋白質が合

成され、元の正常状態に戻る。 

 

３．３．３．３．SOS 反応依存の試験反応依存の試験反応依存の試験反応依存の試験 

 

 Table 1 に示すように、今までに umu 試験 [2] 以外

に、SOS反応に依存した多くの試験が発表されている。 

それらの試験は、大腸菌やネズミチフス菌を用いて

SOS chromotest [3]、SOS lux test [4]、VITOTOXTM 

[5]、sulA test [6]、recA’::lux [7]、nrd’::luxCDABE [8]、

recA’::gfp [9]、cda’::gfp [10]、および recA’::DsRed [11]

があり、使っている SOS 遺伝子は、umuDC、sulA、

cda、recN、recA、nrdA 遺伝子である。 

レポーター遺伝子として、lacZ、lux、gfp などが用

いられている。これらの SOS 試験法としては、umu

試験と SOS chromotest が最も汎用されている。 

 

４．４．４．４．umu 試験の原理試験の原理試験の原理試験の原理 
 

 Fig. 2 は、umu 試験の原理を示す。umu 試験では、

ネズミチフス菌 TA1535/pSK1002 を用いて、菌体内に

はマルチコピー型プラスミドの umu::lacZ 融合遺伝子

を持つ pSK1002 が導入されている。化学物質によって

DNA 損傷を与えると SOS シグナルが出て、活性化し

た RecA filament が LexA 蛋白質の自己消化を進めて

LexA 蛋白質を自己融解する。その結果、umuC::lacZ

融合遺伝子が誘導される。 

この融合蛋白質はβ-ガラクトシダーゼ活性を持っ

ているのでその活性を測定することにより、umuC 遺

伝子の誘導の有無を判定する。 
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Table 2. Characteristics of umu test and Ames test for 
predicting carcinogenicity with 83 NTP  

Measure umu test results(%) Ames test results (%) 

Sensitivity 57(30/50) 47(25/33) 

Specificity 87(26/30) 90(27/30) 

Concordance 67(56/83) 63(52/83) 

 

 

 
Fig. 3. Tester strains and plasmids. 

 

５．５．５．５．umu 試験と試験と試験と試験と Ames 試験の結果試験の結果試験の結果試験の結果 
 

 Table 2 は、umu 試験の結果と Ames 試験の結果が

発がん性との関係を 83 の NTP 化学物質を用いて比較

をした[12]。Sensitivity は、発がん性陽性物質と umu

試験陽性物質との割合を%で示している。Specificity

は、発がん性陰性物質と umu 試験陰性物質との割合

を%で示している。Concordance は、発がん性陽性陰

性物質と umu 試験陽性陰性物質の合わせたものの割

合を%で示している。 

Sensitivity は umu 試験では 57%、Ames 試験では

47%であり、Specificity は umu 試験では 87%、Ames

試験では 90%である。Concordance は、umu 試験では

67%であり、Ames 試験では 63%であった。umu 試験

と Ames 試験との結果がよく似ていることを示唆して

いる。 

 

６．６．６．６．新たな試験菌株の開発と感受性新たな試験菌株の開発と感受性新たな試験菌株の開発と感受性新たな試験菌株の開発と感受性 
 

次に、大気、水、食品などの混合物中に広く存在し

ている発がん性ニトロアレーンと芳香族アミンを高感

度に検出できる試験菌株の開発をした[13,14]（Fig. 3）。

サルモネラ由来のニトロ還元酵素遺伝子をもつプラス

ミド (pNM11)を導入して NM1011 株を作製し、O-ア

セチル転移酵素遺伝子をもつプラスミド(pNM12)を導

入して NM2009 株を作製し、両酵素遺伝子をもつプラ

スミド(pNM13)を導入して NM3009 株を作製した。 

Table 3. Sensitivity of umu test strains overexpressing 
nitroreducrase and /or O-acetyltransferase 

Chemical S9 
Ratio of minimal concentration (µM) 
TA1535/ 

pSK1002 
NM2009 M3009 

1-nitropyrene － x 1 ND x 250 
1,8-dinitopyrene － x 1 ND x 262 
MMS － x 1 ND x 64 
2-AA ＋ x 1 x 7 ND 
MeIQ ＋ x 1 x 95 ND 
IQ ＋ x 1 x 160 ND 
ND: not determined 

 
Table 4. Development of newly umu test system 
expressing rat and human drug metabolic Phase I and II 
enzymes 

� Human cyochrome 450s and NADPH-P450 reductase 

� Human N-acethyltransferases 

� Human salfotraansferases 

� Rat glutathione S-transferase 5-5 

 

 開発した試験菌株のニトロアレーンや芳香族アミン

に対する感受性を検討した（Table 3）。その結果、

NM3009 株は親株に比べて 1-ニトロピレン, 1,8-ジニ

トロピレンおよび MMSは, それぞれ250倍、262倍、

64 倍と感度良く検出できた[13]。また、NM2009 株は

S9 存在下で 2-アミノアントラセン、MeIQ および IQ

をそれぞれ 7, 95, 160 倍と高感度で検出できることが

明らかになった[14]。これらの菌株は、大気汚染物質

や河川の試料にも応用できることが解った。 

 薬物代謝活性化を必要とする化学物質の場合は、一

般に細胞の外にラットの S-9 を添加して実験をしてい

る。細胞内に薬物代謝酵素を発現させれば、より高感

度に検出できるのではないかと考え、細胞内にラット

やヒトの薬物代謝の第 I 相と II 相の酵素を発現する

umu 試験系を開発した。それらの酵素は、ヒトのチト

クローム P450 と NADPH-P450 還元酵素、ヒト N-

アセチル転移酵素、ヒト硫酸転移酵素およびラットグ

ルタチオン S-転移酵素 5-5 を発現する試験菌株をそれ

ぞれ作製した [15,16, 17, 18]（Table 4）。 

 Table 5 は、ラットとヒトの第 I 相と第 II 相の薬物

代謝酵素を発現する umu 試験菌株の樹立を示す。左上

にはヒトの８種類のチトクローム P450（CYP）分子種

の遺伝子を導入して作製した試験菌株を示す。

CYP1A1 と CYP1B1 発現株は、多環芳香族炭化水素

（PAH）、芳香族アミン（arylamine）を CYP1A2 発

現株は芳香族アミンを検出でき、CYP2E1 と CYP2A6

発現株はニトロソアミンをCYP3A4発現株はアフラト

キシン B1を検出できる[15]。ヒト N-アセチル転移酵素

１と２発現株は、芳香族アミンとニトロアレーンを検

出できる[16]。 
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Table 5. Establishment of umu tester strains expressed 
human metabolic enzymes 

S. typhimurium Character Detection 

OY1002/1Al Human CYP1A1 and NADPH-CYP-reductase and O-AT PAH,Ary1amines 

OY1002/1A2 Human CYP1A2 and NADPH-CYP-reductase and O-AT Arylamines 

OY1002/1B1 Human CYP1B and NADPH-CYP-reductase and O-AT PAH, Arylamines 

OY1002/2C9 Human CYP2C9 and NADPH-CYP-reductase and O-AT  

OY1002/2D6 Human CYP2D6 and NADPH-CYP-reductase and O-AT  

OY1002/2E1 Human CYP2E1 and NADPH-CYP-reductase and O-AT Nitrosoamines 

OY1002/3A4 Human CYP3A4 and NADPH-CYP-reductase and O-AT Aflatoxins 

OY1002/2A6 Human CYP2A6 and NADPH-CYP-reductase and O-AT Nitroarenes 

NM6001 Human N-acety1transferase 1 
Arylamines, 
Nitroarenes 

NM6002 Human N-acetyltransfease 2 
Arylamines, 
Nitroarenes 

NM7001 Human sulfotransferase 1A1 
Arylamines, 
Benzylic alcohols 

NM7002 Human sulfotransferase 1A2 
Arylamines, 
Benzylic alcohols 

NM7003 Human sulfotransferase 1A3 Alkenylbenzenes 

NM5004 *Rat gultathione s-transferase Dihaloalkanes 

 

 
Fig. 4. SOS umu test system. 
 

Table 6. Comparison of results of umu test and Ames 
test to dihaloalkans in strain expressing rat glutathione 
S-transferase 

Chemicals 
umu test system Ames test system 

GST(+) GST(-) GST(+) GST(-) 

1,2-dibromoethane +++ - +++ 
- 

N-[2,3-epoxypropyle]phthalimide +++ +  
- 

1,3-dichlororoacetone ++ + +++ + 

Ch2I2 ++ -   

1,2-epoxy-3-phenoxypropane + -   

2,3-epoxypropyl  

p-methoxyphenyl ether 
+ -   

1-bromo-2-chloroethane + -   

1-bromo-2,3-dichloropropane + -   

CH2BrCl + - + - 

CH2Br2 + - ++ - 

 

ヒト硫酸転移酵素 1A1 と 1A2 発現株は、芳香族アミン

とベンチルアルコールを、1A3 発現株は、アルキニー

ルベンゼンを検出できる[17]。ラットグルタチオン S-

トランスフェラーゼ発現株は、ジハロアルカンを検出

できることが明らかになった[18, 19]。 

 Fig. 4 はヒトの CYP1A2 を発現する umu test 

system の概要を示す[15]。バクテリアの細胞内には

CYP1A2 とその還元酵素遺伝子を持つプラスミドとア

セチル転移酵素と umuC::lacZ 遺伝子をもつプラスミ

ドを導入してある。ヘテロサイクリックアミンを細胞

に処理すると CYP とその還元酵素により酸化された

水酸化代謝産物は、さらにアセチル転移酵素によりア

セチル化され、その代謝産物がアリルニトレニウムイ

オンを産生し、DNA を損傷して umuC 遺伝子が誘導

される。 

 一般的にはグルタチオン S-転移酵素は化学物質を解

毒する役割をしていることが報告されている。しかし、

逆に化学物質を代謝活性化することも知られている。

ジハロアルカンの内 1,2-ジクロロエタンが、最近ヒト

で胆囊癌を起こすことがわかり問題になっている。 

Table 6 は、ラット GST を発現する NM5004 株を用

いてジハロアルカンの遺伝毒性作用を検討した結果を

示す[18]。1,2-ジブロモエタン、1,3-ジクロロアセトン

などジハロアルカンは、親株に比べて強い遺伝毒性を

示す。同様に、Ames 試験でも GST 発現株が親株より

も変異原性が強いことがわかる。これらの結果は、GST

がジハロアルカンの代謝活性化に関与していることを

示唆している。 

 

７．７．７．７．ハイスループット化したハイスループット化したハイスループット化したハイスループット化した umu 試験試験試験試験のののの開発開発開発開発 
 

 我々の環境中には微量の変異原物質や発がん物質が

存在する。これらの発がん物質を検出するためには、

微量の試料の遺伝毒性を評価できる検出系を開発する

ことが必要となる。そこで、我々は umu 試験の規模を

小さくしたマイクロプレートを用いたハイスループッ

ト化した umu 試験を開発した[20]。 

 Fig. 5 は、ハイスループット化した umu 試験の方法

を示す。概略を述べると菌株を前培養後、1.5 時間対数

増殖期の菌液を作製し、数µl の試料と菌液 100 µl を

96 穴のマイクロタイタープレートに加えて２時間振

盪培養する。その後、菌液の濁度 A595を測定する。別

のプレートでβーガラクトシダーゼの基質を加えて酵

素反応をする。赤色に発色した吸光度 A570を比色計で

測定し, Relative β-galactosidase activity = A570 / A595

を計算する。陰性対照の２倍以上の活性値を陽性と判

定する。実際、この方法を用いて我々は大気や河川の

試料の遺伝毒性を検討した結果を報告している。また、

他国でも多くの報告がなされている。更に、この方法

は微量の新薬等のスクリーニングのために適用ができ

ると思う。 
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Table 7. Standard methods for the determination of the 

genotoxicity of water and wastewater using umu test 
Year Description Country 

1993 An official method of the water supply test 

method (21) 

Japan 

1995 A standard method of the genotoxicity of 

water and wastewater (DIN 38415 T3) (23) 

Germany 

1997 An official method of the wastewater test 

method (22) 

Japan  

2000 A genotoxicity test of water and wastewater 

in International standardization 

Organization (ISO) Standards (ISO/CD 

13829) (24) 

ISO  

2008 A standard method of the genotoxicity of 

water and wastewater (MS ISO13829) (25) 

Malaysia 

 
Table 8. Available umu test kit 

 
 

� Umulac AT-F kit: ProteinPurify Co. LTD (Japan) 
� UMU-chromo Test kit: Environmental 

bio-detection products inc. (Canada) 

� UMU Genotoxicity Test Kit: MOLTOX
R

, 
Molecular Toxicology, inc (USA) 

� umuC Easy AQ Genotoxicity Assay Kit: ANIARA. 
Com (USA)    

 
 

８．８．８．８． umu 試験試験試験試験の国際貢献の国際貢献の国際貢献の国際貢献 
 

 我々は、umu 試験に関する論文を 1985 年に始めて

Mutation Research に出版した。この論文は、現在 590

回引用されている[2]。 

 umu 試験は、国際的に水, 排水の遺伝毒性試験の公

定法として採用されている（Table 7）。まず日本では

1993 年と 1997 年に上水、下水の公定法に採用された

[21, 22]。1995 年には、ドイツで、2000 年には ISO で

水、排水の遺伝毒性試験の標準法として承認された[23, 

24]。最近では、マレーシアで遺伝毒性試験の標準法と

して用いられている[25]。 

 

９．９．９．９． umu 試験試験試験試験のキットの開発のキットの開発のキットの開発のキットの開発    

 

 我々は、ウムラック AT と名付けた umu test キット

を開発した。また、独立してカナダやアメリカでも

umu test キットが発売されている（Table 8）。 

 

 
Fig. 5. Procedure of umu test. 
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大阪市立環境科学研究所の船坂邦宏博士、ヨハンス 

グーテンベルグ大学のRudolf K. Zhan 教授とGeorg 

Reifferscheid 博士、中国科学院生態環境研究中心の楊敏

博士の共同研究で行いました。今回の功労賞候補者に

推薦して下さいました羽倉昌志博士に深謝いたします。 

本稿がきっかけでumu 試験を少しでも興味を持っ

て頂ければ幸いです。 
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環境中の放射線と化学変異原物質は, 健康に障害効果

を示す。異なる微生物を使用して実施される遺伝毒性

研究は、環境で潜在的な環境変異原物質や発がん物質

を特定するために効果的であることがわかった。演者

らは、ネズミチフス菌 TA1535/pSK1002 菌株を用いて

バクテリアの SOS 反応に基づく迅速な遺伝毒性試験

の umu テストを環境試料、食品および新薬をスクリー

ニングするために開発した。このテストは、多くの利

点を備えた実用的で応用範囲の広く、30 年間環境遺伝

毒性分野で DNA 損傷を示す有害な化学物質の検出を

予測する遺伝毒性試験として汎用されてきた。また、

我々は遺伝子工学手法を用いて細菌とラットあるいは

ヒトのＩ相および II 相の薬物代謝酵素遺伝子を umu

試験菌株に導入した試験菌株を多数開発し、ニトロア

レーン、芳香族アミン、ジハロアルカン類、アルキル

ベンゼンなどの発がん物質を検出することを明らかに

した。更に、微量のボリュームの環境サンプルの遺伝

毒性作用を評価するために、新たにハイスループット

な umu-マイクロプレート法を開発した。この umu テ

スト法は日本を始め、ドイツ、マレーシアおよび国際

標準化機構（ISO13829）で遺伝毒性試験の公定法とし

て承認されており、国内外の大学や研究機関で汎用さ

れている。このように umu 試験は、広く社会に貢献し

ている遺伝毒性試験として国際的に評価をされている。 
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