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　It　is　gellerally　supPosed 　tllat　micronuclei （MNs ）induced　by

aneugens 　will 　be　larger　than　those　血duced　by　clastogens ．
However ．　the　 correlatien 　between　MN 　size 　 and 出 e　hlduction
mechanism 　remains 　unclear ．　Here　we 　feund　that　conlpo し皿 d　A

（comp 　 A ） induced 　 large　 MNs 　 with 　 diallleters　 more 　 than

onethird 　the　size 　of 　the　main 　nuclei ．　To　reveal 　the 血ductioll

mechanisms 　ofthe 　large　MNs ，　we 　investigated　further．

　An 　in　v ゴ’尸o　MN 　assay 　atld　FISH 　analysis 　uslng 　centromeric

probes 血 TK6 　 cells　revea】ed　that　 comp 　 A　is　 an　alleuger1，
indicated　by　the　significant　induction　of　centromere −positive
MNs ．111triguingl｝〜 the　large　MNs 　 had　 multiple 　 centrolneric

signals 　and 　the　formatjoi、　of 　mu 且tiple　spindle 　peles　was 　found
by　 mitotic 　 spilldle 　 staining 　 usilg 　an 　allti一α ・tubulin　 antibody ．
However ，　these　 phenomena 　 were 　 not 　 fb匸md 血 adifferent

aneugen 　that　ClistUrbs　tubulin　fU皿 ctiolls．　Thus．　it　was 　suggested

thaUhe 正arge 　MNs 　indしlced 　by　comp 　A 　were 　the　result 　of 　the

fbrmation　of 　muhiple 　spindle　poles．　In　such　a　mechanism ，　the
conventional 　 criterioll　i皿 which 　 a 　 MN 　 diameter　is 且ess 　than

one −third　of 　tlle　nucleus 　is　 not 　necessarily 　apPlicable 　to　all

cases ．

紡錘体極 の 多極化 に よる大型小核 の 誘発
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一

般 的 に alleugen に よ り誘 発 され る小 核 は clastogen に

よ る もの と比 較 して 大型 で あ る と考 え られ て い るが、そ の

サ イ ズ と誘 発 メ カ ニ ズ ム の 関 連性 に っ い て は未だ 不 明 な

点が 多い 。今回我 々 は compound 　A （comp 　A ）が 主核 の 113

以 上 の 大 型 小 核 を誘発 す る こ とを 見 出 し、そ の 誘 発機 序を

明 らか に す る た め の 検討 を行 っ た。
　TK6 細 胞 を 用 い te　in　vitro 小 核 試験 及 び セ ン トロ メア ブ

ロ
ーブ を 用 い た FISH 解析 を行 っ た nそ の 結 果 、　comp 　A に

よ り誘発 され た小核で は centromere −positive　micrenucleus

の み が 有意 に 増加 し、comp 　A は aneugen で あ る こ とが 示

され た。興味深 い こ とに 、誘発 され た 大型 小核 は複数 の

centromere シ グナ ル を 有 して お り、ま た 、抗 α チ ュ
ーブ リ

ン 抗体を 用 い た紡錘糸の 染色結果 か らも、comp 　A は 紡錘

体 極 の 多 極 化 を誘 発 す る こ とが 明 らか とな っ た。一方で チ

ュ
ーブ リン 機 能 阻 害 を メ カ ニ ズ ム とす る別 の aneugen で

は 上 記 の よ うな 事象 は 見 出 され な か っ た．
以 上 か ら、comp 　A に よ る大 型 小 核 の 誘 発 は、紡錘 体 形 成

時 に お け る 紡 錘 体極 の 多極化に 起 因 す る こ とが 示 唆 され

た。こ の よ う な メ カ ニ ズ ム で 誘発 され る 小 核 に お い て は、
主 核の 113未満を 小 核 とす る従来 の 小 核判 別 基 準が 必 ず し

も適用 で き な い 場 合が あ る こ とが 示 され た。
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ヒ トリ ン パ 球 に お け る 染色体数的異常誘発 物質 に よ る染
色体 FISH シ グナ ル の 消失
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　 We　established 　all　assay 　system 　to　detect　the　gain　or　loss　of
chromosomes 　illduced　by　chelnical 　 mutagens 　 using 　the

centromere 　FISH　in　inte荘）hase　human　lymphoblastoid　TK6
cells．111　this　assay ．　a　loss　ofFISH 　signals 　f士om 　two 　to　one 　per
nucleus 　implies　a　loss　of　a　whole 　chromosome 　or　an　overlap 　of

two　signals ．　However ，　we 　could 　llot 　distinguish　one 肯om 　the

other ，　h1 血 e　present　study ．　to　distillguish　a 　chromosome 　loss
from　a　 signal 　overlap，　 we 　investigated　the　number 　of 　FISH

signals 　and 　the　fluorescent　intellsity　of 　signals 　per　nucleus

using 　a　probe　specific　fbr　whole 　chromosome 　2　in　binucleated
TK6 　cells　treated　widl 　Colcemid ．　As 　expected ，　the 　mmlber 　of

cells　 widl　 lmequal 　 chromosome 　 segregation 　 and 　 a　 loss　 of

signals 廿om 　a　llucleus 　increased　in　a　dose−dependent 　ma   er．
In　 ad （雌tion，　the　analysis 　 of 　the　 sigロ a】intensity　revealed 廿ユat

almost 　20％ of 　cells　 showed 　an 　overlap 　 of 　two 　 signals 　in　a

nuoleus ．　This　suggests 　tllat　a　whole 　chromesome 　2　is　lost　by
the　treatment　 with 　Colcenlid　i且 the　 remai 恤 1980 ％ of 　cells，
supPo 跏 g　 our 　 forrner　 result 重hat　 was 　 obtained 　 using 　 dle
centromere 　FISH．
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　我 k は こ れ まで に，ヒ トリン パ 芽球由来 TK6 細胞の 問

期 動 原 体数 につ い て FISH 法 を 用 い て 計 測 し，化 学変異 原

物質に よ る染色体数的異常 を検出す る実験 系 を構 築 した。
こ の 実験 系 で は，核 当た り の FISH シ グ ナ ル 数 の 2 個 か ら

1個 へ の 減少 は ， 染色体 そ の もの の 消 失 ， また は 2 個の シ

グ ナ ル の 重 な りを 意味 す る が，そ の い ず れ か の 判 別 は 不 能

で あ っ た 。そ こ で 本 研 究 で は ， そ の 判 別 を 巨指 し て，
Colcemid処 理 した TK6 細胞 の 細 胞 質 分 裂 を止 め て 2 核細

胞 を 形 成 させ た後 ，FISH 法 を用 い て 2 番 染 色 体全 体 を染

色 し，核 当 た りの FISH シ グナ ル 数 に加 え て そ の シ グナ ル

強 度 も測 定 した。そ の 結 果 ，シ グナ ル が不 均 等 に 分配 され

た 細 胞，及 び
一．・方 の 核 か らシ グ ナ ル が 1個消失 して い る細

胞 が ，用 量 依 存 的 に 増 加 した。さ らに，シ グ ナ ル 強 度 の 解

析 に よ り， 2 個 の シ グ ナ ル が 重 な る こ とに よっ て 見か け上

1 個に み え る細 胞 の 割 合 は，約 20％ で あ る こ とが 分か っ

た 。以 上の 結果 は ，残 り の 約 80％ の 細 胞 で は Colcemid処

理 に よ り 2 番 染色体 1 本 が 核か ら消 失 して い る こ と を示 唆

して お り，動原 体 FISH 法 を 用 い て 得 られ た 我 々 の 以 前 の

結 果 を支 持 して い る、
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