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　We 　have　improved　a 伽 ctuation　Ames 　test（FAr ）using 　a

384−well 　microplate ，　 and 　the　improved　FAT 　is　 more 　 sensi −

tive　than　the　 conventional 　mcthod （Sul　 et　al，，　Genes　and

Environ．，31，47−55，2009 ）．　High 　cQrTelation （i，e，，　negative
specificity ：　100％，　sensitivity ：　71、4％　and 　concordance ：

80．0％ ）was 　observed 　between　the　results 　of 　the　improved
FAT 　and 　the　Ames 　test　using 　40　National　Toxicology　Pro−

gram　compounds 　with 工A100 　and 　TA98 ．　The　improvじd
FAコ『using 　YG51610r 　TA102 　showed 　high　sensitiVity 　for
some 　test　compounds ，　And 　we 　conducted 　the　improved　FAr
by　changing 　the　bacterial　cell 　number ，　As 　a　result ，　 sensitiv −

ity　of 　the　improved　FAT 　without 　S9　rnix （AF −2　and 　4NQO ）

increased　by　using 　one −tenth　of 　the　conventional 　bacterial
cell 　nllrnber ．　Based　on 　these　results ，　we 　fbcused　on 　the　num −

ber　of 　rcvertan 耄s　per　well 　required 　f（）r　yellow　discoloration
of 　the　 mixture ，　 and 　 modified 　the　test　condition ．　Wc 　 will

report 　these　results 　in血 e　meeting ．

　This　 study 　was 　partly　supported 　by　a　Grant−in−Aid　fbr
Research　on 　Publicly　Essential　Drugs　and 　Medical　Devices
from　The 　Japan 　Health 　Sciences　Foundation ．
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　我 々 は 、384ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レートを用 い るFluctuation

Ames 　Test（FAT ）に 改良を加えて、感受性 を向上 させ た

（改良法F細 「，Sui　et　al．，　Genes　and 　Environ．，31，47−55，
2009）。そ の 後、40種 の National　Toxicology　Program 選 定

化 合物 を用 い 、TAIOO お よ びTA98 を用 い た改良法FAT と

Ames 試験 の 結 果 に、高 い 相 関性 （特 異 性 ： 100％、感受

性 ；71．4％、予 測 性 ；80，0％ ）が 認 め られ る こ と、YG5161

株 やTAIO2 株 の 導入 に よ り、改良法FAr の 感受性 が 高 くな

る場 合 が あ る こ と を 明 らか に して きた。また、菌数を変

え て 改 良 法FAT を行 っ た 結 果、Sg　mix 非 存在下 （AF
−2お よ

び 4NQO ）で は従来の Ulo 量 の 菌数を用 い る こ とに よ り、
陽性 反 応 の 向上 が 認 め られ た。こ の 結果 を踏 まえ、黄変

ウ ェ ル 出現 に 必 要 な 1ウ ェ ル 当 た りの 復 帰 変 異 菌 数 に着

目 し、改 良 法FAT の 試 験 条 件 を検討 した の で 、そ れ らの

結果 を報告する。
　 本研 究 は、ヒ ュ

ーマ ン サ イ エ ン ス 振 興 財 団 に よる 政 策

創薬総 合 研究事業の
一

環 と して 行 わ れ た。
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　 High−Throughput　Fluctuation　Test（HTFT ），　 a　test　 with

the　 samc 　 cndpoint 　 as　 that　 of 　the　 Ames 　 test，　 has　 bccn
reported 　to　have　a　high　concordance 　with 　the　Ames 　resuks ，
when 　evaluated 　with 　industrial　 chemicals ．　However，　there
has　been　no 　report 　so 　far　in　which 　compounds 　such 　as 　phar−
maceutical 　drug　candidates 　were 　assayed 　in　the　test．
　 In　this　study ，　we 　conducted 　HTFT 　with 　our 　proprietary　47
drug　candidates （21　A 皿 es −negative 　and 　26　Ames −positive）
a皿 dassessed　the　predictivity　fbr　the　Ames 　results ．　HTFT
was 　perf（）rmed 　in 丁AlOO 　 and 　TA98 　 with 　and 　 without 　Sg
mix ，　Microplates　were 　used 　at　the　pre−incubation　and 　incu−

bation　period，　and 　the　mutation 　was 　detected　by　rneasuring

pH 　changes 　in　medium ．　Our 　proprietary　compounds 　showed

astrong 　correlatioa 　between　Amcs 　and 　HTFT 　results （sensi
−

tivity，88％ ；specificity ，86％ ；concordance ，
87％ ），

　indicating
ahigh 　predictivity　of 　HTFT 　fbr　drug　candidates 　 as 　well ，
Hence ，　 considering 　 the　 advantages 　 w 呈th　 respect 　 to　 the

amount 　of 　requircd 　sample 　and 　potential　threughput 　capac −

ity，　wc 　concluded 　that　HTFT 　is　applicable 　to　a　genotoxicity
screening 　test　at　the　early 　stage 　ofdrug 　development．
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　Alnes 試 験 と 同 じ く 突 然 変 異 を 指 標 と す る High −

Throughput　Fluctuati。 n 　Tcst（HTFT ）とい う試 験 系 が 構築

され、Ames 試 験 の 結 果 との 問 に 高 い 相 関性 が あ る こ とが

報告 され て い る。しか し、一
般 化 学 物質 に よ る研 究 は 行

わ れ て い るが、医 薬 品候 補 化 合物 を評価 した報告 は な さ

れ て い な い u

　そ こ で 我 々 は、47 の 自社化合物 （Ames 試験陰性 ： 21、
Ames試験 陽性 ：26化 合 物）を用 い てHTFT を実 施 し、Ames
試験 の 結 果 を ど の 程 度 予 測 で きる か を検討 した。S9 　mix

非存在及 び存在下 で TAIOO 株 及 びTA98 株を用 い て、マ イ

ク ロ プ レ
ー

トで プ レ イ ン キ ュ ベ ーシ ョ ン 及 び培養を行

い 、培地 のpH 変化 を 指標 と して 突然変異 を検出 した。そ

の 結果、自社化合物 に おい て 、Ames 試験 とHTFT の 結果

の 間に 強い 相関性 （陽性
一

致率 ：88％、陰性
一

致率 ：86％、
全 体

一
致率 ：87％ ）が 認め ら れ た 。本研究 に よ っ て 、一

般

化学物質ば か りで は なく、医薬品候補化合物 に対 して も

HTFT は Ames 試験結 果 の 予 測性 が 高 い こ とが 実 証 され

た 。 高 い 予測 性 に加えて 、HTFT は 被 験 化 合 物 の 少 量 化 や

ハ イス ル
ープ ッ ト化が 可 能で ある こ とか ら、創薬 研 究 に

お ける 初期段階で 実施可 能 な変異 原 性試験と して の 有用

性が 示 さ れ た 。
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