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且e　Method 　f（｝r　ln　Vatro　Micronucleus 　Test　Using

CHL 　Cells：Detection　Method 　forAneugens
CHL 細胞を用い た In・ vitro 小核試 験の 試験法の検
討 ： 異数性 変異の 検出
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The　genotoxicity　guidance　issued　in　2012　reco   ends 加 伽

rnammalian 　 cell　micronucleus 　test（vitroMNT ）；however，　this　test
has　many 　options 　for　cells 　and 　positive　control 　 alticles ．
Tlierefore，　we 　examined 　the　suitable 　methods 　fbr　vitroMNT 　using

CHL 〆IU　ce ］］s．
Mitomycin　C （MMC ）and 　cyclophosphamide （CP）were 　selected

as　clastegens ，　and 　colchicine （CLC ）was 　selected 　as　the　aneugen ．
We 　 examined 　（1）　 suitable 　 concentrations 　 of 　the　 articles

（0．0025−0．3，5−15，and 　O，05−l　pg！rnL ，respectively ），（2）apprepriate

cell　classification ，　and （3）detection　methods 　fbr　aneugen ．
As 　 the　results，（1）the　suitable 　concentrations 　for　MMC （−S9），
CLC （−S9），　 CP （＋S9）in　 3−hr　treatment　 were 　 O．1，0．75，　 and 　 10

μg！mL ，　respectively ．　 Those 　for　MMC 　and 　CLC 　in　24hエ treatment

（
−S9）were 　O．025　 and 　O．lpg！mL ，　 respectively ．　（2）There　were
small 　variatiens 　and 　high　reproducibjlity 　by　classification 　into　3
types： cells　 with 　micronuclei ，　 cells　with 　 anomalous 　nuclei ，　 and

cells　excluded 　from　evaluation ．（3）An　increase　in　the　incidence　Gf
cel］s　with 　anomaleus 　nuclei 　suggested 　the　detection　ofaneugens ．
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　Jn　vitro 小 核試 験 は，2012 年に 通知 され た 新 ガ イ ダ ン ス で

標 準 的組 み合 わ せ 試 験 の 1 っ と して 推奨 され て い る が ，試 験

に用 い る細 胞 お よび 陽性 対 照物 質 に は選 択 肢 が 多 い ．そ こ

で ，染色体 異 常試 験 の デー
タ が 豊 富 な CHL 〆匸U 細 胞 を 用 い て，

小核 試 験 法 を検討 した、

　構 造 異 常 誘 発 性 物 質 と し て mitemycin 　 C （MMC ） と

cyclophosphamide （CP）を，異数性 誘 発性 物 質 と して colchicine

（CLC ）を 選 択 し，  処 理 濃 度 （そ れ ぞ れ 0．0025〜0、3，5〜亘5，
0．05〜lpg 〆mL ），  評価 細胞 の 分類 基 準 の 妥 当性，  異 数 性

誘 発性 物 質 の 検 出の 可能 性 を検 討 した。
そ の 結果，  陽性 対 照 物 質の 適 切 な濃 度 は ，3 時間 処理 で は

MMC （−S9），　CLC （−S9），　CP（＋S9）で それ ぞれ 0．1，0．75，　10　pg！mL ，
24時 間処 理 で は MMC と CLC で そ れ ぞ れ 0．025，0．1 μg〆mL
で あ っ た D   評 価 細胞 を，小核 を有す る細胞 （小 核 サ イ ズ の

大 小 に よ る 分類を含む ），変核細 胞 （多核 細 胞 お よび 分裂期

細 胞 ），お よび 観 察除外 細 胞 に 分 類 す る こ とで ば らっ きが 小

さ く再 現 性 の 高い デー
タ が 得 られ た。  変核細胞 の 出現 率 を

評価 に 加 え る こ とで ，異 数性 誘 発性 物質 が検 出 で きる こ とが

示 唆 され た。
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To　 address 　the　problem　of 　high制 se　positive　rates　in　in　vitro
mammal 孟an 　genotoxicity　test，　we 　have　examined 　the　use 負」lness　of

in　vitro　micronucleus 　assay 　using 　3D　human　reconstructed 　skin

model （RSMN ）．　 This　 model 　 successfUlly 　 categorized 　 88．4％

（23126）of 　26　 chemicals 　 as 　genotoxins　 or 　 non − genotoxins　 in

results　 of 　in　 vivo 　 micronuc 艮eus 　test．　Because 　3　 false　 negative

chemicals 　exhibit 　genotQxic　potential　viametaboHc 　activation ，　it　is
considered 　that　higher　metabolic 　enzyme 　activity 　cells　are　needed

f｛）revaluating 　these 　chemicals ．　In　present　study ，　we 　fc）cus 　 on

human　 HepaRG 　 ce 且ls，　 which 　 have　 no   al　 p53 伽 ction 　 and

express 　metabolic 　enzymes 　in　high　level．　W ご evaluate 　g　chemicals

including　 metabolic 　 activatlon 　 required 　 genotoxins　 in
mlcronucleus 　assay ，3genotoxins 　in　 vivo 　were 　judged　positive
correctly 　but　2　genotoxins　in　vivo 　were 　not．4non −genotoxins　in
vivo 　 were 　judged　 as　 negative 　properly．　 These　 results　 suggest

HepaRG 　 cells　have　potential　 use 　fbr　testing 　indirect　genotoxic
compounds ．　Furthemlore，　we 　ascertain 　the　reason 　ofmisjudgrnent ，
and 　clarify　the　issues　of 　using 　HepaRG 　cells　in　vitro　genotoxicity
test．
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　 これ まで に 我々 は、哺乳類細胞 を用 い る遺伝毒性試験 の 偽

陽 性 問題 の 解 決 の た め 、ヒ ト皮 膚 3D 培養 モ デル を用 い る 小

核 試験 （RSMN 試 験）の 有用性 を検討 し、26化合物で in　vivo

小 核試 験 結果 と の
一

致 率 が 88．4％ （23126） と非 常 に高 い 値 を

示 し た。一方 、一致 し なか っ た 3 化合物 は い ずれ も代謝 を受

けて 陽性 結果 を示 す 遺伝 毒 性 物質 で あ っ た こ とか ら、こ れ ら

の 化合物 を正 し く評価する こ とが偽陽性 問題 解決 の た め に

重 要 で あ る。 そ こ で 本発 表 で は、p53 の 機 能 が 正 常 で 且つ 高

い 代謝機能を 保持 す る ヒ ト肝臓 由 来 細胞 （HepaRG 細胞 ） を

用 い て 小 核試 験 を実 施 した。代 謝 を受 けて 遺 伝 毒性 を示す 化

合 物 を 含 む 9 化 合 物 で 評 価 し た 結 果 、in　vitro な ら び に in　vivo
に て 陽性 結果 を示す 5 化合 物 の うち 3 化 合 物 を陽性 と、陰性

結 果 を示 す 4 化合物 をす べ て 陰性 と判 断 で き、HepaRG 細 胞

は 代謝 を受 けて 遺伝毒性を 示す化 合物 の 評 価 に 活 用 で き る

可 能性 が示 唆 され た。さ らに 本 検討 で は 、正 し く評 価 で き な

か っ た化 合物 につ い て 、原 因 を考察す る と共 に、HepaRG 細

胞 を遺伝毒性評価 に 活用す るた め の 課 題を提示 す る。
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