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Introduction；The　Bhas　42　cell　transformati 。n 　assay （Bhas
42CTA ）predicts　the　carcinogenicity 　of 　chemicals 　with 　high

probability，　The　Bhas　42　CTA 　using 　96−well 　culture 　plates
（96−wcll 　method ）has　been　prQposed　fbr　a　high−throughput
system ，　 In　 this　 study ，　 the　 first　 phase　 Qf 　intemationaI
validation 　 study 　fbr　the　96−well 　method 　was 　 carried 　 out ．
Methods ：Under　the　initiative　by　JaCVAM ，　seven 　coded 　test

chemicals 　 were 　 distributed　 to　 fbur　 participating
laboratories，　 and 　the　initiating　 and 　promoting　activities 　of

these　chemicals 　were 　tested．　Results：In　53　out 　of 　55　assays
，

thc　samc 　assay 　results 　were 　obtained 　from　fbur　laboratories

（concordance ： 96．4％ ）．　 Discussion： The　inter且aboratory
reproducibility 　ofthe 　96−well 　method 　was 　exccllcnt ，

　This　study 　was 　supported 　by　the　New 　Energy　and 　Indus−
trial　Tcchnology　Development 　Organization．
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【背 景】Bhas　42細 胞 形質転換試験 は、化 学物質 の 発が ん

性 を高 い 確率で 予測 す る こ と が で きる。近年、本 試 験系
の ハ イ．ス ル

ープ ッ ト化 を図 る 目的 で、96 ウ ェ ル 培養 プ

レートを用 い る試 験 法 （96ウ ェ ル 法）を提案 した。本 研 究

で は、96 ウ ェ ル 法 の た め の 国 際 バ リデ ーシ ョ ン 研究 と し

て 、第1相 試験を実施 した。【方法】日本代替法評価 セ ン

ター
（JaCVAM ）主導の もと、コ

ー
ド化 した7検体を4施 設

に配 布 し、そ れ ら の イ ニ シ エ
ー

シ ョ ン 活性 お よ び プ ロ

モ
ー

シ ョ ン 活性を調べ た。【結果｝全55試験 の うち53試験

にお い て、4施設 の 試験結 果 は
一

致 し て い た （
一

致率 ＝

96，4％ ）。【考察】96 ウ ェ ル 法 にお け る施 設 問 の 再現性は、
良好で あ る。
　 本研 究 は、新

．
エ ネル ギ

ー・産業技術 総 合 開発機構 の 支

援 に よ り行 わ れ た。
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　Perfluorooctanoic　acid （PFOA ）is　a　suspected 　carcinogen

and 　 is 負）und 　 in　 various 　 environments 　 worldwide ．　 We
examined 　genoIoxity　of 　 PFOA 　using 　two 　types　 of

paramecium　comet 　assays ；awhole 　cell　comct 　assay 　and 　a

subce11ular 。omet 　assay ．

　For　the　whole 　cell　col τlet　assay ，　paramecia　were 　incubated
with 　 l　 mM 　 PFOA 　 fbr　 l　 hr　 and 　 the　 large　 nuclei 　 wcre

separated 　in　O，25　M 　sucrose 　solution 　containing 　O．6％ Triton
X −100．The　proceduro　 after 　embedding 　the　large　nuclei 　in
the　agarosc 　gel　was 　same 　as　the　conventional 　alkaline 　comeI

method ．　For　the　subcellular 　comet 　assay ，1mM 　PFOA 　was

incubatcd　with 　the　he融ted （80
°C　fbr　20　min ）nuclei 　fbr　l　hr

after 　their　lysing，　and 　elecIrophoresed 　at　pH 　l　3，12．l　and 　9．

　　 DNA 　migration 　increased　in　both　assays ．　 ln　the

subccllular 　assay ，　DNA 　 migration 　increased　at　pH 　 l　3　 and

l2．1，butnoI　atpH 　9．

　Therefbre，　subcellular 　comet 　assay 　with 　hcatcd　nuclei 　is
considcrcd 　 as　 an 　 ef 驚ctive 　 way 　to　 evaluate 　direcI　 DNA
damage 豊n 　a　non −enzymatic 　state ．　It　is　suggestcd 　that　PFOA
induces　 single −strand 　breaks　in　DNA 　by　directly　actlng

DNA 　without 　enzymatic 　agency ．

ゾウ リム シ Comet 法に よ る PFOA の DNA 損傷
の 検出
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　Perfiuorooctanoic　acid （PFOA ）は、発が ん 性 を持 つ 可 能

性が 指摘 され る 難 分 解性物質で あ り、世 界 中 の 様 々 な 環

境 で 検出 され て い る 。 今回 我 々 は2種類 の ゾ ウ リ ム comet

法 ； wholc 　ccll 　comet 法 （WCC 法）と subcellular 　comet 法

（SCC 法）を用 い て．　 PFOA の 遺伝毒性 に つ い て 検討 した 。
　 WCC 法 で は，ゾ ウ リ ム シ をlmM の PFOA に 1時間暴露

後、0．6％ Triton　X −100を 含 む0．25　M ス ク ロ ー
ス で 大核 を

分離 し、以 降の 操作 は 通 常の alkaii 　comet 法 と同様 に行 っ

た。SCC 法で は，80°Cで 20分問加熱 した 大核 を核膜溶解

後 に lmM の PFOA に 1時 間暴 露 し，　 pH 　13
，
12．1お よ び9の

泳動液 を 用 い て 電気泳動 を行 っ た。

　WCC 法 とSCC 法で 共 にPFOA に よ るDNA 　migration の

有 意 な増 加 が 認 め られ た。SCC 法 で の DNA 　migratien は pH
13と12．1で 有 意 に 増 加 したが，pH 　9で は 増 加 しな か っ た。

　 以 上 の 結果か ら、加 熱 した核 を用 い た SCC 法 は非酵素

状 態で 起 こ る直接 的 なDNA 損 傷 を評 価 す る際 に有 効 で あ

り，PFOA が DNA に 直接作用 して 非酵 素的 に DNA の 1本

鎖切断を 引 き起 こ す こ とが示 唆 され た。
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