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Comet 　assay を用 い た DNA 損傷の検出
一

既知変異原物質 を用い た試験原理 の 検証
一

宮前陽
一

（藤沢薬品工 業株式会社 ・安全性研究所〉

　コ メ ッ トア ッ セ イ は Singh，　N．P．らによ り開発 された個 々 の 細胞の DNA損傷 を検 出す る試験で あ
る

1）
・ コ メ ・ トア ・ セ イの 試嬲 理 は ，DNA が持 つ 三 つ の 順 をうま く組み 合 わせ た もの で ある ． そ

の性質 を以下に示 した 。

1） 二 本鋤 NA を強ア ル カ リ （pH＞ 12）曝 露 する と一本 鎖‘こ ほ ど 1ナる 。

2） DNA を強ア ル カ リ（pH≧ 12・6）曝 謝 る とア ル 力 憾 受性部位 （，、．ア ル キ ル 化部位 ， 付加体

　 形成部位 ）か ら切 れ る 。

3） ア 加 一
ス ゲ ル などに 封入 した DNA に電圧 をか ける と，礪 の 違 い に よ り分子量の 小 さい も

　 の ほ ど陽極側 に 移動 し，ほ うき星 （コ メ ッ ト）の よ うな像 を描 く 。

　した が っ て ， コ メ ッ トア ッ セ イで化合物 を評価 す る際に ， こ れ ら原理 どお りの 反応 が起 き るな ら

ば ，

一
本鎖切 断 ， ア ル キル 化あ る い は架橋形成 とい っ た DNA 損傷 の違 い を反映 し， 次の よ うな成績

が得 られ る は ずで あ る 。

1）一
綴 切断が起 きた DNA ・ 強 ア ・レカ リ （12．6＞ pH＞ 12）条f牛下 で一本鎖に ほ どけ （DNA 開

　　裂），さ ら に 一本鎖切断部位 か ら切 れ て断 片化 が起 きる た め
、　（電気泳動 に よ り） コ メ ッ ト

　 像 を示 す 。

2）アル キル 化や 付加体形成が起 きた DNA ・ 強ア ル カ リ （pH≧ 12．6＞条件下 で 開裂 し 、 さ ら に ア

　 ル キル 化 あ る い は付加体形成部位 か ら切 れ て 断片化が起 きる た め ，コ メ ッ ト像 を示 す 。

3）架橋 形成が起 きた DNA ・ 強ア ル カ リ条f牛下 で も矯 形成部位 で開裂 で きず，低 分子 化が阻

　 害 され る ため， コ メ ッ ト像 を示 さな い
。

4） 化合物がイ ン ターカ レー
トした DNA ・ 強 ア ル カ リ条f牛下 で開裂 す る が

， それ以 上の 低分子
化 は起 こ らな い ため， コ メ ッ ト像を示 さな い

。

5）一
本鎖切断 と架橋形 成が起きた DNA ：　一本鎖切断 が架橋形成よ り優位 であ れ ば

， 強 ア ル カ

リ条件下 で断片化が起 き， コ メ ッ ト像 を示す 。 また 、 その 逆 に 架橋形成が
一

本鎖切断 よ り優
位 で あ れ ば，コ メ ッ ト像 を示 さな い

。

6）上述の 損傷が生 きた細胞の DNA で起 きて い る場合 ・ DNA修 復柵 胞死 ‘・ よ 1丿． ． 。 卜像 を

　 呈 す る細胞 は 経時的 に減 少 して い く 。

　そこ で ， 作用機序の 明 らかな既知変異原物質 を用 い て こ れ らの 仮説を確 認 し， コ メ ッ トア ッ セ イ

が試験原 理 を反映 した成績 を示すこ と を検 証 した
2）3）の で紹介 す る 。
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