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We　devebped　an 　automatic 　sooring 　systcm 　with 　image　analysis
fbr　the　rodent 　erythrocyte 　micronucleus 　assay 　using 　l2−well ．且n
our 　 method ，　MNPCEs ，　PCEs ，　 and 　 erythrocytes 　 were ｛dentitled
from　3　 kinds　 of 　images： bright　field　image，　two　 fluorescence
images　 with 　Hoechst　 33342　0r 　 propidjum 　iedide（PI）．　 The

仕equencies 　of 　MNPCEs 　and 　PCEs　were 　subsequently 　calculated ．
Acomparison 　of 　automatic 　and 　manual 　 scoring 　was 　carried 　out

using 　bone　marrow （BM ）and 　peripheral　blood（PB）obtained 仕om

mice 　treated 　with 　stepwise 　doses　ofMMC ．　The　scores 　obtained 　by
automatic 　 ana 正ysis　 corresponded 　to　those　 obtained 　by　 manual

scoring ．　Funhermore ，　we 　perfbmled 　5　repeats 　ofthe 　examinations

et
’
　mouse 　BM 　and 　PB 　treated 　with 　MMC 　or 　vinblastin 　su ］fate，　and

showed 　that　automatic 　scoring 　was 　equivalent 　to　manual 　scoring

in　repreducibility ．　These　results 　suggest 　that　our 　automatic 　scoring

system 　 with 　irnage　 analysis 　is　 superior 　to　 manual 　 mlcrescopy

scoring 　in　speed 　and Φ jectivity，　comparab 正e　in　reproducibility ，
and 　use 血l　fbr　the　inレivo　micronucleus 　assa ｝ 

蛍光イ メージ ン グを使用 し た ∫π 卿 o 小 核試験 の 新
規 自動計数法の 開発
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　我 々 は、P卜Hoechst33342染 色 と画 像解析 装 置で あ る IN　Cell
Ana ］yserを用 い て 、げ っ 歯 類 の 小核 試 験 の た め の 自動 計数 法

を 開発 した。本方 法は 、一
視 野 で PI（RNA ）、　 Hoechst（DNA ）

及 び 明 視 野 の 3 枚 の 画 像 を 自動 取得 ・解 析 す る こ とで 、
MNPCE 及 び PCE だ け で な く、従 来の 画像 解 析 法 で は 困難 で

あ っ た NCE の 識 別 も可能 に な っ た。本 試験 法 の 精 度 を確 認

す る た め に、段 階的な濃度 の MMC を投与 した マ ウス か ら骨

髄 と末梢 血 サ ン プル を採 取 し、骨髄 は セ ル ロ
ース カ ラ ム を用

い て 、有核球 を除去 し た、サ ン プ ル は、12well プ レ ー
トに塗

沫 し、固定後、PI と Hoechst　33342で 染 色 し、画像解析 を行
っ た。骨 髄及 び 末梢 血 に お け る小 核 出現 率及 び PCE 比 は、
自動計数法 と人 に よ る 計数で 同程度で あ っ た。ま た 、MMC
又 は ビ ン ブ ラ ス チ ン 処 理 し た マ ウス の 骨 髄 及 び末 梢 血 サ ン

プル を 自動計 数 法 と人 に よ る 計数 法 で 5 回繰 り返 し測 定 し た

結 果、その バ ラツ キは 同程 度 で あ っ た 。 これ らの 結 果か ら、
画 像解析 を利 用 し た 自動計 数法 は、簡単 な染色操作 で 骨 髄 及

び 末梢 血 の 小 核 出 現 率 お よ び PCE 比 を 迅 速 に 測定 で き る だ

けで な く、画 像データ も保 存 で き るこ とか ら人 に よ る確 認 も

で き る の で 、よ り精度 の 高 い デー
タ を だ す こ と が 可 能 で あ る

こ とが示 唆 され た。

P−004Differentiation
　betWeen　clastogens 　and 　aneugens 　by

automated 　scoring 　of　micronuclei 　in　mononucleated
and 　binucleated　CHL 　ce 皿s．

CHL 細胞 にお ける単核お よび 2 核細胞 中の 小核 自
動計数に よる構造異常誘発物質 と数的異常誘発物
質 の 識別
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Differentiation　between 　clastogenic 　and 　aneugenic 　micronuclei

requires 　laborious　painting　procedures　 such 　 as　 FiSH，　 and 　 the

devebpment 　of 　simple 　altemative 　is　limited．　On　the　other 　hand，
a 貸じrprolonged 　inhibition　of　mitosis 　by　spindle 　poisons，

　cells 　can

eventually 　override 　mitQtlc 　arrest　and 　enter 　Gl　phase　by　a　process
    wn 　as 血 totic　slippage ，　ThrQugh 　this　process，　spindle 　poisons
are　reported 　to　induce　micronuclei 　even 　ln　mononucleated 　cel正s　in
cylokinesis −blocked　micronuGleus 　assay 　as　well 　as　in　binucleated
cells．
In　 th誌 study ，　 auto   ted 　 scoring 　 Qf 　 micronuclei 　 both　 in

mononucleated 　and 　binucleated　CHL 　cells　was 　applied 　f（〕r　in　vitro

micronucleus 　 assay 　 using 　 the　image 　 ana 且yzer　ArrayScan ．　 As　a

result ，　aneugens 　induced　m 正cronuclei 　both　in　mono −nucleated 　and

binucieated　cells　after　24hr　continuous 　treatment ，　 whereas

c 【astogens 　induced　them 　only 　in　binucleated　cells．
These 　 results 　 indicate　 thaI　 silnultaneous 　 autemated 　 scoring 　 of

rnicronuclei 　in　 monenucleated 　and 　binucleated　 cells　could 　be　 a

simple ，　quick　and 　effective 　tool　fbr　the　differentiation　between
c旦astogens 　and 　aneugens ．
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　 In　 vitro 小 核 試 験 に お い て 構 造 異 常 と数 的 異 常 とを識 別 す

るに はFISH等 の 煩雑 な染 色操作が必 要で あ り、両者の 簡便 な

識 別 法 の 開発 は 未 だ 限 定 的で あ る。
　 方 、数 的 異常 を誘 発 させ る 有糸 分 裂阻 害 が長 期 間継続す

る と、細胞が正 常な分裂過程 を経ず にGl 期 へ 移 行 す る が知

られ て い る（mitotic 　slippage ）。こ れ に よ り有糸 分 裂阻 害剤 は サ

イ トカ ラ シ ン B 処理 下で 2 核 の み な らず 単核 細胞 中に も小 核

を誘発 す る こ とが報 告 され て い る。
　 本研 究 で は、構 造 異常 と数 的異 常 を簡便 に識別 して 検 出す

る ス ク リ
ー

ニ ン グ試 験 系 を 構 築す る こ と を 目的 と し て、CHL

細胞を 用 い た in　vitlo 小 核 試験 に、　ArrayScan を用 い た 臼動 画

像 解析 技 術 を導入 した。典型 的な対照 物 質を用 い て 単核お よ

び 2 核細胞 中の 小 核の 自動検出 を 行 っ た と こ ろ、24 時間連 続

処 理 条件 にお い て 構 造 異 常誘発 物 質は 2 核細 胞 に の み 小核 を

誘発 し た の に 対 して 、数 的 異 常誘 発 物 質 は 単 核 お よ び 2 核 細

胞 の い ず れ に も小核 を誘 発 した 。

す な わ ち、加 豌 尠 小 核試 験 に お ける 単核 お よ び 2 核 細胞 中 の

小 核 自動 計数 は、構 造異 常 と数的異常を簡 便に 識別 し て 検出

す る 有用 な ツ
ー

ル と な り得 る こ とが 示唆 され た 。
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