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The 　Comet 　assay 　has　becn 　widely 　used 　as　a 　genotoXicity　test　for　detecting　initial　DNA 　damage 　in　individual　cells ．
Its　main 　adv 乱 ntages 　include：（a ）simplicity 　and 　speed ；（b）the　smaH 　number 　of 　cells 　needed ；（c）high　sensitivity；（d）
utilizability　fbr　any 　kind　of 　eukaryotic 　cells，　and 　it　promises　to　be　a皿 exceilent 　genotoxicity　assay 　in　the　future．　To
simplify 　Comet 　methodology ，　we 　previously叩 plied　a　special 　coated 　slide 　glass（Matsunami 　MAS 　coat ）instead

of 　bottom 　laycr　agarose ．　To 　establish 　a　robust 加 v ’砌 Comet 　protocol　with 　this　simpler 　method ，　we 　then　examilled

procedural　issues　includhlg　cytotoxic 　parameters，　fluorescent　staining ，　and 　Comet　scoring ．　Human 　lymphoblast
TK6 　ce ］ls　were 　treated 　with 　chemicals （EMS ，　MMS ，　MNNG ，　HzO2，　ctc ，）f6r　4h　and 　subjected 　to　a　Comet　assay ，
Rel飢 ive　survival 　alld　cell 　growth　proved　to　be　more 　suitable 　parameters　for　estima 廿ng 　cytotoxicity 　than　dye−

exclusion 　assay ．　SYBR −Gold　stai皿血g　was 　more 　visible　th  SYBR −Green，　but　this　did　not 　affect　Comet　g．　coring ．
For　objective 　scoring ，　the　Comet　IV （Version　4．U ，　Perceptive　bstrument）i皿 age 　ana ｝yzeT　proved 　to　be　very
reliable，　and 　the　clearly 　dose−dependent，　and 　varied 　smaller ，血creases 　were 　ir】 the　order 　of ％DNA 　in　tail＞ tail

moment
．
＞ tail　length．

ヒ トリン パ i芽球細胞株 （TK6 ）を用い たin　vitro 　comet 　protocolの さらな る確立
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PO91　 Assessment　of 　chromium 　compounds 　on 　dG → 80HdG 　oxidation 　with 　metabolic
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Chromium 　 especially 血 e　hexava 豆ent 　 chromium 　co 皿 pounds 　 can 　pose　 an 　 environmental 　heal血 risk ．　 Since　8−

hy〔壮oxy 　2’−deoxyguanosine（80HdG ），which 　is　the　 oxidized 　form　 of 　2 ’−deoxyguanQsine（dG ＞，is  own 　to

induce　G ；C→T ；A ぼansversion 　on 　the 　gene ，
　the　dG ．一＞ 80HdG 　 ox 　idation　 seems 　to　represent 　the　 risk 　 of 　DNA

damage 　result 血 g　i’n　the　mutagenic 　and ！er 　carcinogenic 　reaction ．
In　this　study ，　the　effect 　of 　chromium 　compounds 　on 　dG → 80HdG 　oxidation 　has　been　illvestigated，　using 　a　novel

assay 　system ，　which 　can 皿 easurc 　both　dG 乱nd 　80月 dG ，
　simultaneously （PCTIJPOI102095 ），　We 　evaluatod 　a 而sk

of 　dG → 80HdG 　oxidation 血 chmmic 　acid 　derivatives （potassium　chr ｛｝mate （VD ， potassium　dichromate （VI），

and 　chromium （皿） chloride 　hexahydrate）befbre　and 　after 　Sg　 metabolic 　act
’ivation　treatnlent．　 We 　prepared

O．5，5，50，500， 5000μ Msolu 価on 　in　each 　chernical ．　 Without　S9　treatment
， 50μ Min 　potassium　chromate 　and

500
μ
Min 　potassium　dichromate　showed 　dG 一少 80HdG 　induction，　but　chromium 　chloride 　hexa

’
hydrate　did　not ．

Afte’r　S9　treatTnent　f（）r　one 　hQur，　all　chemicals 　did　not 　show 　80HdG 　induction．　 The 　bio−hazard　risk 　in　chemicals

producod　by　oxygen 　radicals　can 　be　evaluated 　by　dG − 》80HdG 　oxidative 　reaction 　in　a　dose−dependent　ma 皿ner 　hユ

vitro ．

dG の 酸化誘導指標 を用 い た三 価及び六価 ク ロ ム の 変異原 リ ス ク の 検討
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