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In　vitro お よ び in　vivo に おけ る 6価 ク ロ ム に よ る DNA 損傷の 検 出
一Comet　assay とア ル カ リ溶出法 、 カ リウム

ーSDS 沈殿法 の 比較
一

上野　俊治　 （北里大学獣医公衆衛 生 学教室 ）

　 6価 ク ロ ム は IARC に よ り Overall　 rating 【evel 　1　（Carcinogenic　to　human）に 分類 され て い る化

合物で あ り、 培養細 胞や実験動物な ど を用 い た 実験か ら、 DN　A に Singlc　 strand 　breaks（SSB）、
DNA 　 protem　 crosslinks 〔PCL＞な ど を引 き起 こ す こ と が 証明 され て い る c　 6 価ク ロ ム の DNA 損傷

機序は 、 そ の 代謝過程 で発生す る hydroxyl　 radical と 密接 に 関連 し て い る と さ れ る が 、　 In　 vivo の

実験系 で の 証明 は ほ と ん ど な い 。そ こ で我 々 は、 in　　vivo の 実験系 に お け る 6 価 ク ロ ム 代謝 と

DNA 損傷 の 関係 を研究 するための 基礎デ
ー

タを得 る こ と を 目的 と して、　 in　 vitro お よ び in　 vivo

の 実験 系で 6 価 ク ロ ム に誘起 さ れ た DNA 損傷を、ア ル カ リ溶 出法、カ リウ ム
ーSDS 沈殿 法

（K − SDS 　 assay ）お よび ア ル カ リ単細胞電気泳動法 （Comet　 assay ）に よ って険出 し、そ の 成績を比

較 した 。

【材料お よび 方法】 In　 Vltro の 実験系 と して 初代培養ラ ッ ト肝 細 胞を用 い た 。 定法で 分離培養 し

た 細 胞 に 最終濃度 5 μ M と な る よ う重 ク ロ ム 酸 カ リウム を添 加 し、 37℃ 、 1 時間培養 し て 各実

験 に 供 し た 。 ま た、 in　vivo の 実験 系 に は 20nig　Cr承g の 重 ク ロ ム 酸 カ リ ウ ム を腹腔 内投．与して

15 分後 の マ ウ ス 肝臓 を用 い た 。 肝臓 は 採材 後ホ モ ジ ナ イ ズ し、 ア ル カ リ溶出法 に は 定法に従 い

核画 分を調整 し て、ま た K − SDS 　 assay お よび Comet　 assay で は 1 回遠 心 分離後再懸濁 し た 試料

を供 し た 。 ア ル カ リ溶出法 は 、Ko   らの 1東法を若 干 改良 し て 用 い た 。 即 ち、孔径 5 μ m の SM
フ ィル ター」二に 試料 をの せ、 Proteinase　 K を 含ま な い Lysis　 buffer（pH1 〔D ある い は 含 ん だ 同

bufierを添 加 して 45 分間室 温 で 反応後 、 20mM 　　　 EDTA 溶液 （pHIO ）で 洗浄 し た。次い で、
Alkalinc　elution 　buifer（plll2、2）を刀口え て （）．4mVmin の 流速 で 溶 出 さ せ た 。

K − SDS 　 assay は 、　 Costa らの 方法 で 行 っ た 。 試料 1  0 μ 1に 2％ SDS 含有 Tr話s − HCI　 buffer（pl　l75）
を加 え て 65℃ 、 10 分間反応後、 200mM 　KC1 含有同 bufferを添 覗 して 混和 して 5分間氷冷下 で

冷却 し た 。 遠心 分離 し て得られ た沈殿を 10〔）mM 　Kq 含有 同 btrffcrに 再懸濁 して 65 ℃ 、 10分間

反応後 5 分 間 冷 却 し て 遠 心 分 離 し た。 こ の 操作 を 2 回 繰 り返 し て 沈殿 を得 た 。 別 に 、 Blankお よ

び S｛andard 用 と し て BSA 溶液 100 μ 1を数本 分注 し、同 様 に 操作し た。得 ら れ た 沈殿 を 100mM

KC1，10mM 　EDTA 含有同 bufterに 懸濁 し 、
　 Standard用 に は 既知濃度の DNA を添nnし た 。 試料溶

液に proteinase　 K を添加 して 50 ℃、3 時間反応後、　 BSA を添 加、冷却 し て SDS を沈殿 さ せ、

遠 心 分離 に よ っ て 得 られ た 上澄中の DM 濃 度を求 め、総 DNA 量 に 対す る タ ン パ ク質結合 DNA

量 の 比 率 を 求 め た。 Comet　assay は 佐 々
−
M の 方法 で 行 っ た 。 全面フ ロ ス トス ラ イ ドグラ ス 上 に

ユ％Agarose　 GP − 42（nacalai）の 薄 層を作成 し、試料懸濁液 を等量 の IctAgarose − LGT （低融点 ア ガ

ー
ロ
ース 、 nacalai）と 混 和 し て 第 2 層 と し た 後、 1％ Agarose 　 GP − 42 で 第 2 層 を 覆 っ た。作成 し

た ゲ ル を緬 胞溶 解液 に 1 時間 以 上 浸漬 し、乞k冷ア ル カ リ変性液で 10分間 unwind 後、電気泳動

くIV！cm ，15 分 ）した 。 臭 1ヒエ チ ジ ウ ム で デ ル を染色 して 蛍光顕微鏡 で 核 の 像 を観察 し、核 の 長径

か ら短 径を減 じ た 値 を migration と して 1〕NA 損傷程 度を表 し た 。

【結果 お よ び考察】ア ル カ リ溶出法を培養細 胞お よ び肝臓試料 に 適用 し た場 合を比較 した 。 培養

細胞 で は対照 で ほ と ん ど DNA が 溶出 され ず 、 6価 ク ロ ム 処理群で は Proteinasc　 K 非処理 で は

DNA 溶出促進 は 認 め ら れ な か っ た が 、　 Proteinase　 K 処理 試料で有意な DNA 溶出 促進 が観察 され

た。肝臓を用 い た場合 は、 6価 ク ロ ム 未処理群 で もかな りの 量 の DNA が溶出 して しま い 、 6価

ク ロ ム 処理試料と の 有意差 を検出す る の は 困難で あ っ た。 K − SDS　 assay で は、培養細胞 を用 い

る と 対照 で は 総 DNA 量 の O．97 ± 0．09Cl（ 程度 が タ ンパ ク質 と 結 台 し た 形 で 検 出 さ れ、 6 価 ク ロ ム

処 理 細胞 で は 同 DNA 量 が 1．66 ± 0．26fl， と有意 に 増 U口した 。 こ れ に 対 して 、 肝臓試料の 対照 で は

総 DNA 量の 8，27 ± 4．58％ 程度 が タ ン パ ク質と結 合 し た形 で 検出 され、 6価 ク ロ ム 処理 細胞 で は

12．50 ⊥ 2．63曾 と有意な 増 弸 は 観 察で き な か っ た 。

　Comet　 assay で は、培養細 胞を用 い る と対照 の Migrauonは C〕．478 ± 0．OS9 μ m で Comet 像 を

示 す細 胞も 4．5 士 L6 ％ と 少なか っ たが 、 6価 ク ロ ム 処理 細胞 で は Migrationが 18．670 士 5．139　pt
m 、 Comet 像 を 示 す 細 胞 も 27．9 ± 6．2（1・ と有意 に増加 し た。肝臓試料 で も、対 照 で は Mgratlon
1．337 ⊥ O．894 μ m 、 Comet 像 が 観察 さ れ た 核 は 6，2 ＋ 3、2t7， 程 度 で あ っ た の に 対 し て 、6 価 ク

ロ ム 投 与群 で は Migration で 7，36 ± 4．29 μ 皿 、　 Conlet像 が 観 察 さ れ た 核 も 28．6 ± 9．3％ と 有 意

に 増加 し た。以 上 の 成績 か ら、培養細胞 に お い て 6 価 ク 囗 ム が 誘起す る DNA 損傷は、ア ル カ リ

i容出法 、 K − SDS　 assay お よ び Comct　 assay で検出で き る が 、 生体 に 6 価ク ロ ム を投与 し た場合

の 肝臓 に 誘起 さ れ る DNA 損傷 は Comet　 assay に よ っ て 効 率 的 に 検出 で き る と 考 え られ る。
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