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　 Last　year，　we 　 reported 　that　hepatic　micronuclei （MN ）
were 　inducted　induced　by　single −dose　administration 　of

N −Nitrosopyrrolidine（NPYR ）for　in　adult 　rats　wlthout 　partial
hepatectomy．　This　time，　MN 　assay 　was 　perfomled　1，3，7and
21days　after　the　administration 　ofNPYR 　in　the　same 　condition

as　that　of 　previous　study 　in　order 　to　investigate　the　mechanism

on　MN 　induction　in　the　liver．　In　addition ，　comet 　assay 　and

the　chemical 　analysis 　of 　NPYR 　in　the 　liver　were 　perfbrmed ，
The　results 　 showed 　that　NPYR 　significantly 孟ncreased 　the

frequency　of 　MN 　at　Day 　3，7and 　21 ．The 　comet 　assay　showed

positive　results 　at　Day 　l，3and 　7　with 　the　highest　response 　at

Day　l，which 　implied　that　cells 　with 　DNA 　damage　had　stayed
in　the　hver　for　7　days　after 　the　administration，　The 　chemical

analysis 　indicated　that　NPYR 　almost 　disappeared　except 　in
the　liver　given　NPYR 　at　Day 　I．The　persistent　DNA 　damage
more 　than　7　days　by　single 　administration 　might 　cause 　the　MN
induction　in　the　liven
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　昨 年、 我 々 は 遺 伝 毒 性 発 が ん 物 質 の

N −Nitrosopyrrolidine（NPYR ）を 6週齢 の 成獣 ラ ッ トに 単

回 投与 （300 、600mg ！kg） し、14 日後 に 非部分肝 切除か

つ 非還流法 に よ る肝臓 の 小核試験 を実施 した と こ ろ、陽

性 の 結 果 を得 た こ と を報告 した。今 回 は小 核 誘発 の メ カ

ニ ズ ム を検 討 す る た め に、投与 1、3、7 及 び 21 日後に

つ い て も同 様 の 条件 で 小 核試験 を実施 した。同 時 に コ

メ ッ トア ッ セ イ 及び 肝臓中 NPYR 濃度分析 も実施 した 。

　結果、小 核発 現 頻 度 に つ い て は低 用 量 で も 3 日後 で 僅

か な が ら有意 な増加が 、 7 日後 に は 14日後 の 113程度の

有意 な増加 が 認 め られ た。21 日後 の 頻度 は 14 日後 と同

程 度 で あ っ た。一
方、コ メ ッ トア ッ セ イ は投与 1 日 後の

反応 が 最 も高か っ た が、7 日後で も陽性 の 結果 を示 し 、

DNA 損 傷 が 継 続 され て い た こ と が 確 認 さ れ た。　NPYR
の 肝臓中濃度 は投与 1 日後 の 検体投与群 の 全 動物 で 検出

され た が、3 日以 降は ほ ぼ 検出さ れ な か っ た。
　以上 よ り、NPYR 投与 に よ り生 じた 相当量 の DNA 損

傷 （DNA 付加体）が 7 日間 以 上 残 っ て い た こ と に よ り、
単回投与に も関わ らず肝小核頻度 を有意 に上 昇 させ た と

考えられた。
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　According　to　the　draft　OECD 　guideline　for　in　vivo 　comet 　assay ，
it　is　needed 　tO　detemiine 　optimum 　experimenta1　conditions 　during
the　demonstration　of 　pro盒ciency 　in　each 　laboratory．　One 　of 　the

experimenta1 　conditions 　te　be　determined　is　an 　acceptable 　time

length倉om 　cell　iso］ation 　to　the　start　of 　preparation　of 　speclmen ．
An 　example 　of　optimum 　time　length　shorter 　tha　l　1h　is　given 　in
the　draft　guideline，　To 　start　preparation　of 　specimen 　within 　lh

in　a　stUdy 　evaluating 　multiple 　tissues，　mQre 　peQple　are　needed ．
If　it　is　possible　to　prolong　the　acceptable 　tlme　length，　we 　could

reduce 　the　number 　of 　workers 　and 　have　enough 　time　to　prepare
spec 止mens ・

　In血is　stUdy ，　specimens 　were 　prepared　within 　I　h　after　cell

isolation，　the　remainder 　of 　cell　suspension 　was 　divided　into　two

portions　and 　kept　on 　ice　er　in　a　rcthgerator ，　and 　specimens 　were

separately 　prepared　2，4，8and 　24　h　after　cell　isolation．　The
speclmens 　prepared　wlthin 　l　h　were 　compared 　to　other 　specimens

to　examine 　the　influence　of 　the　storage 　tirlle　on 　the　results 　of

comet 　assay ．　We 　will 　report 　tlese　resultS　in　this　meeting ．
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　OECD の in　vivo コ メ ッ トア ッ セ イ の ガ イ ドラ イ ン 案で

は、習熟 度 の 確認の 際 に 各研究施設 で 実験条件 を設定す

る こ とが 求め られ て い る 。 その 中に 細胞単離
〜

標本作製

まで の 許容時間に つ い て も記載 さ れ て お り、ま た 、許容

時間の 例 と して 1時間以 内 と記載 され て い る 。 複数器官

を評 価 す る試験 で は、1時 間 以 内 に 標本作製 を行 うた め

に は、多数 の 人 員が 必 要 に な る 。 そ の た め、許容時問を

少 しで も延 ばす こ とが で きれ ば、作業 人 員 の 削減 もで き、
作業 に も余裕が 生 まれ る と考える 。

　本試験 で は、細胞 を単離 した 後、1 時間以内 に標本を

作 製 し、残 っ た単離細胞 を氷冷 ま た は 冷蔵 に て 保存 し、
細 胞単離後 2、4、8 お よ び 24 時間 に それぞれ標本 を作

製 した。1時 間 以 内 に 作 製 した 標本 と各保存時 間 の 標本

の
e
／。
　tail　DNA の 値 を比 較 し、 保存時間 の 結果へ の 影響

を確 認 し、そ の 結 果 に つ い て 報告す る。
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