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コ メ ッ トア ッ セイ にお い て HepG2 細胞を用

い た間接変異原 の 検出
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Detection　ef 　in　vitro 　genotoxicity　of 　pro鬯

mutagens 　by　the　comet 　assay 　with　HepG2 　cells
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In　vitSo 遺伝毒性試験で は．供試細胞に 薬物 代

謝 活 性が欠 損する た め に 、phenobarbitaV5，6−
’

benzofiavone（PB ／FB）で 酵 素誘 導 した ラ ッ ト肝

S9を外部か ら 加 え る こ と が
一

般 的 で あ る 。し

か し 、ラ ッ トと ヒ トの 肝で は発現す るP450の

分子種が異なる ため、ラ ッ ト肝 S9を用 い たデ
ータをそ の ま ま ヒ トに外挿す る こ とには未知

の部分が多い 。また、ヒ ト肝 S9を常時用 い る

こ と は、そ の 供給の み な らず倫理的 に も問題

が多い 。 そ こ で 、ヒ ト肝癌 由来 で 薬 物代謝活

性の 一部を保有する 培養細胞で あるHepG2 細

胞に よ る 間接変異原 の 検 出 と、内在性の 代謝

活性化系を持たな い wrK1 細胞に ヒ ト肝S9 を

用 い た場合 （關橋 ら、本大会） の 検 出感度 と

の比較を試 み た。

HepG2 細胞を間接 変異 原で 4時間処理 し、コ

メ ッ トア ッ セイ に よ っ て DNA 損 傷 を検 出 し

た。用い た間接変異はヘ テ ロ サイ クリ ッ クア

ミ ン を含む芳香族ア ミ ン、ニ トロ ソア ミ ン 、

ア ゾ色素等40種 で ある。ヒ ト肝 S9 を 用 い た 場

合 と 同様 にHepG2 細胞で も4 時間程度 の処理

で も十分な陽性結果が得 られ た。ヒ ト肝S9存

在下 で WTKI 細胞 を用 い た 場合と比 べ ると定

量的な差 は見 られるが、定性的に 大きな差は

見られ なか っ た。こ の こ とか ら、HepG2 細胞

を用い た in　 vitroコ メ ッ トア ッ セイ に よ っ て 、

ヒ ト肝S9存在下 の 間接変異原の 代謝活性化を

よ く検出 し得 る と考 え られ た 。

染色体異常試験の 迅速化 につ い て の 研究
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〔は じめ に】in　vitro 染色体異常試験の 特性把

握と精度 向上 を 目標に、これ まで に、細胞数

を減 らした 方法を検討 し て き た と こ ろ 、従来

法の 1／7〜1／2の 細胞数で も遜色無な い 結果が

得 られ た。今回 は 、前培養期間を短縮 して 迅

速化の 可能性 を検討 した。

【方 法】 培 養 3 日 目（log　phase）と 6 日目

（stationary 　phase）の CHL 〆IU を トリプシ ン 処理

して 細胞懸濁 液 を調製 し、5，000 個 の 細胞 と

MMC を 15ml マ イ クロ チ ュ
ーブ で 混合 して 6h

処理 した。回復時間 12〜36h に つ い て染色体

異常出現頻度 を求め、公定法 と比較 した。

【結果】log　phase の 細胞を使用 し た場合に 比

べ stationary 　phase で は観察可能な中期分裂細

胞が約 215 に減少する が、結果は非常に 良く

…致 し、本試験条件で は 、 前培養期間の 影響

が少ない こ とが分か っ た。一方、公定法 に比

べ る と、染色体異常出現頻 度は低い 傾向を示

した。 こ の 原因 に つ い て は、増殖曲線を調 べ

た と ころ 、倍化時間の影響で は な く、細胞の

形 態的な要 因 と考え られ た 。さ らに現在検討

中の 結果 も合わ せ て 報告す る 。
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