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Evaluation　of 　DNA 　damages 　 on 　ceUs 　in　different　parts　 of

9且跚 d 服且ar 　stomach 　in　a　comet 　assay　usi 皿 9　rats
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　AIM ：To 正nvestigate 　which 　celEs 　shQuld 　be　collected 　te　detect　diiect
mutagenic 　effects 　of 　che11 ユicals　in　glandul田 stomachs ，　 we 　 measured

DNAdamages 　on 　cellsf ヒom 　different　parts　of 　a　glandular　stornach 　in　a

CQlnet 　assay ．
　 METHOD ：Ma 監e　SD 　rats 　were 　treated　twice 　orally 　with 　vehicle 　only ，
with 　EMS 　or　with 　2，6−DAr ，　The 皿 ucosal 　layer　was 　divided　into血 ee

zones 童n　fundal　 glands　mid 　 pylodc　gland，　 Tespeetively ．　 i．　 Surface
epidlelia且ce亘1　zone （SEpC ）2．　Proliferating　cell　zone 　in　istllMUS（PrCI）
3．Diff6rent童ated 　secretory 　cetl 　zone （DSeC ）．　Three　target　cel】s　of 　each

zone 　were 　tested　in　all　alkaline　comet 　assay

　RESULT ：As　fbr　the　sensitivity　of　tlle　layers孟n　fUndal　giands．　the
¢ omet 　tail　intensity　efthe 　SEpC 　in　the　vehicle 　centro 】group　was 　lligher
than 　those 　of 　PrCl 　and 　DSeC ．　Treatment　 with 　EMS 　 showed 　a 　marked

increase　Qf　the　tail　intensity　ill　anly 　part　of 　lnucosa 、　There　js　oo

difference　in　reactivity　between　ceUs 　ftom　fUndal　and 　py正oric 　glands．
2，6−DAr 　showed 　no 　significant　incTease　of　the　tail　lntensity　inthe　PrCτ，
however，血at　 of 山e　 SEpC　was 　 si罰 ificantly　increased，　 Cytotoxicity
was 　not 　observed 　in　2，6−D 訂 treatment　grQup　by　the　histopathe［ogical

飢 alysis．

　CONCLUSION ： OuT　 research 　aud 　preposed　method 　of 　cell

colleetion 　Will　contril）ute　to　improve　the　sensitivity　to　detect　the　DNA
damage 　in　a　stomach 　apPrQpriately

ラ ッ トを用 い た in　 vivo コ メ ッ ト試験　一腺 胃各部位の

DNA 損傷性 の 比 較

松 山 良 子、北 本 幸 子 、緒 方 敬 子 、宮 田 か お り、太 田美 佳 、
宇 和川 賢、西 岡 和 彦
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　 目的 ：in　vivo コ メ ヅ ト試 験 は DNA 傷 害 性 を検 出す る新 た な 試

験 として 期待 され て い るが 、妥当性 が 実証 され た 試 験 ガ イ ドライ

ン は まだ な く、手 法 も充 分 に最適 化 され て い な い 。線 胃は 化合 物

の 直接 的な 作用 を評価 す るた め の 代 爽臓 器で あ る が、腺 胃に お け

る DNA 損傷性 を 正 し く評価す るに は どの 部位 の 腺 胃細胞 を採取

すべ きか 調べ る た め、腺 胃の 各部位 よ り採取 した細胞 を用 い て コ

メ ッ ト試験 の 検討 を 行 っ た。
　方 法 ： SD 系 雄 ラ ッ トに ＝ チ ル メ タ ン ス ル ホ ン 酸（EMS ）あ る い

は 2，6一ジア ミ ノ トル エ ン （2．6−DAT）を経 口 で 2 回投 与 し、腺 胃を

摘 出 した．胃底 腺 お よび 幽 門腺 か ら、1被 覆上 皮細 胞 を含 む 部位

CSEpc）、2．峡 部の 増殖性 の 未分化細胞 を含む 部 位（P【℃1）、3．分 化

した 分泌 細 胞 を含 む 部 位（DSeC ）を 採 取 し、コ メ ッ ト試験 に よ り

DNA 傷害度 （tail　intensity） を 測 定 した。
　 結果 ：胃底 腺 の 溶 媒対照 群 に お い て SEpC の taU　hltensityは PrCI

や DSeC よ りも高い 値 を 示 した、、胃底 腺 の EMS 処 理 群 で は い ず

れ の 部位 に お い て も tail   tellsityの 顕 著 な増加 が認 め られ た。胃

底腺 と幽門腺 の PrCI の 比較 で は EMS の 反応性 に 差は認 め られ な

か っ た。2，6・DAT 処理群 の PrCI で は tail　intensityの 増加 は認 め ら

れ な か っ た が 、SEpC で は 有 意な増加 が 認 め られ た。病理組織 学

的 検査 で は、2．6−DAT 処 理 群に お い て 細胞 毒性 の 兆候 は認 め られ

な か っ た。
　 結論 ：以 上の 結果 に 基づ き、腺胃の DNA 傷害性 を評価す るため

の 適 切 な 細 胞 の 採 取 部 位 を提 案す る．
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　Mouse 　spermatozoa 　were 　freezedried　and 　preserved　for　3　to

8days 　under 　heat　condition 　set　at　the 劉pproximate　maximum
temperature （500C＞ aro   d　the　world ．　Alkaline　 comet 　 assay

revealed 　significant 　 migration 　of 　 damaged　DNA 　in　the
sPermatozoa ．　Neutral　conlet 　assay 　revea 夏ed 　llo　sign 痂 callt

n 丘gration．　 These　results 　suggest 　t1コat　singlestrand 　breaks

（SSBs）and ！or 　prirnary　DNA 　lesions　 are　 accumulated 　in　the
spermatozoa ．　 Types　 of 　 structural 　 chromosorne 　 aberrations

formed　from　the　damaged 　DNAs 　were 　a歪so　analyzed 　at “1e　first
cleavage 臟 aphase 出 er　injection　 of 　the　 spe   飢 ozoa 　 into
oocytes 。　 Chromatid　 exchanges 　 increased　 and 　 showed 　 more

f｝equent 　type　 of 　structural 　 chronlosome 　 aberrations 血 an 　 any

other 　types．　 To　lny 　kllowledge，　 main 　type　 of 　spe  

chro 皿 osome 　 aberra 缸ons 　 induced　 by   own 　 mutagens 　 is
chromosome −type．　In 血 is　 study ，　high　illcidence　of 　chromatid

exchanges 　is　regarded 　as　a　pecu 旦iar　event 　seen 　i皿 f｝eeze −dried
spemlatozoa 　preservedしmder 　heat　condi 廿on ．　It　is　still　unknowll
how 　the　stressful 　environments 　spoil 　the　sperniatezoa 　dried　and
vacu   ed 舳 血 glass　emnpoi 且1es．　To　 stUdy 　on 　the　induction
mechanism （s） of 　tle　SSBs　alid／or 　chromatid 　exchanges 　 may

contribute 　 tO　 improve　 the　 sperm 　preservation　teclmiques

witllout 　cπyostorage．

高温 （50℃）で 保存 した凍結乾燥精子 に おける DNA 損傷

と染色分体交換の 高頻度誘発

口 下部 博 一
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　本研 究 で は 、マ ウス の 凍結乾燥精子 を世界 の 最高気温付

近 で あ る 50℃ で 3〜8 日 間保存 し、高温 保存 が 凍結乾燥精

子 の DNA に 与え る影響 をコ メ ッ トア ッ セ イ に よ り 調べ

た．そ の 結果、ア ル カ リ法 で は DNA 損傷 の 増加 が 認 め ら

れ たが、ニ ュ
ー

トラル 法 で はそ れ を検出で き な か っ た。こ

の こ と か ら、高 温 保 存 した 凍結 乾 燥 精子 に は DNA 損 傷 が

増加す るが、それ は 二 本鎖切 断 で は な く
一

本 鎖 切 断 （SSB ）
か 、あ るい は それ に っ な が る 初 期 の 損 傷 で あ る こ とが 示 唆

され た 。 加 えて 、保 存後 の 精 子 を未受精卵 に 注入 し、第
一

卵 割 中 期 で 染 色 体 分 析 を 行 っ た と こ ろ、染 色 分体交換

（Cte） を もつ 受 精卵 の 頻度 が 40％ に まで 増加 した。こ れ

ま で の 報 告 か ら、哺乳類精 子 を い か な る 変異 原 で 処 理 し て

も、誘発 され る構造的染色体異常の 多くは 染色体型で ある

こ と が知 られ て い る，従 っ て 、染 色 分 体 型 の 異 常 で あ る

cte の 高 頻 度 誘 発 は 、高 温保 存 した 凍 結 乾 燥 精 子 に み られ

る 特異な現 象 と思 わ れ る。真空 の ガ ラ ス ア ン プ ル 内 で 保存
され た 乾 燥精子 が 、保 存環 境 （温 度 や 光） に よ っ て ど う変

質する の か につ い て は まだ よ くわ か っ て い な い が、本研 究

で み とめ ら れ た SSB や cte の 誘発 機序 が わ か れ ば、精 子 の

非凍 結 条 件 に よ る 保 存法 の 改 良に っ なが る か も し れ な い 。

一121 一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


