
The Environment Mutagen Society of Japan

NII-Electronic Library Service

The 　 Enviror ユmer ユt　 Mutager ユ Society 　 of 　 Japan

P−047
Comparison 　ofthe 　level　ofI ）NA 　damage
between　RccH 劉n ；WIST 　rats 　and 　CD （SD ）
rats − negative 　and 　positive　control 　data −

　 Sawako　Kasamoto，　Masahito　Fukumuro，
　 Ai　Mlwa ，　Jin　Tanaka，　Misako　Iio，
　 Masakatsu　Natsume，　KenichirQ　Suzuki，
　 Fuyumi　Uno ，　Sh句iMasumori，　MakQto　Hayashi

　 Pub ’ic　lnterest　fncOrporated　Foundation　Biosafeりt　Resea ’肋

　 Center

　Because　RccHanTM：WIST （Wister　Hannover）rats　have　high
survival 　rates 　and 　lower　spontaneous 　tumor　incidence，　this
strain　has　been　widely 　used 正n　Europe 　fbr　long−term　texicity

and 　carcinogenicity 　studies ．　 In　Japan，　CD （SD ）（Sprague−

Dawley）rats　have　been　widely 　used ，　but　they　have　started　to　usc

RccHan
丁M

：WIST 　rats ．　Therefore，　we 　collected 　backgreund　data
from　comet 　assays 　using 　RccHanTM：WIST 　rats，　and 　compared

with 　those　using 　CD （SD）rats．
　 Male 　7−week −old 　RccHanTM ：WIST 　rats 　 were 　 obtained 　from
Japan 　Laboratory 　Animals ，　Inc．　The 　rats　were 　orally 　givell　the
negative 　control （water 　fbr　i可ection ，　physiological　saline，0．5％

MC ）or　positive　control （ethyl　methanesulfbnate ，200　mg 〆kg〆day）
once 　a　day　fbr　2　days　at　8　weeks 　ofage ．　At　3　hours　after 　the　final
administration ，　the　liver，　kidney　and 　stomach 　were 　removed ，　and
the　comet 　assay　was 　per負）rmed ，
　In　addition ，　bone　marrow 　was 　removed 　from　same 　anima ［s，
and 　the　frequency　of 　micront1cleated 　immature　erythrocytes 　was

dete  ined、　Ihe　negative 　control 　data　was 　compared 　with 　those

using 　CD （SD）rats ．
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　RccHanTM：WIST （Wister　Hannover）ラ ッ トは ，生 存率

が 高 く，自然 腫 瘍発 生 が 少 ない こ と か ら，欧州 で は 長期

毒性試験や 癌原性試験 に広 く使用 さ れ て い る．国 内で は

CD （SD ）（Sprague−Dawley）ラ ッ トが 広 く使用 され て い る

が，RecHan
丁M

：WIST ラ ッ トの 使 用 も始 ま っ て い る．そ こ

で，RccHan
．
「M

：WIST ラ ッ トを 用 い る コ メ ッ トア ッ セ イ の

背 量 デ
ータ を収 集 し，CD （SD）ラ ッ トと比 較 した．

　株式 会社 日 本医科学 動 物資 材 研 究 所 か ら 7 週 齢 の

RccHan
．
「N・1

：W ［ST 雄 ラ ッ トを購入 した．8週 齢 で 陰性対 照

〔注射用水，生 理食塩液．0．5％ MC ）また は陽性対照 （メ
タ ン ス ル ホ ン酸エ チ ル ，200   g〆kg！day） を lH1 回 2 口

問 経 口投与 し，最終投与後 3 時間に 肝臓，腎臓，胃 を摘

出 して コ メ ッ トア ッ セ イを行 っ た，
　ま た，同 じ 動物 か ら 骨髄 を 摘 出 し，小 核含有幼 若 赤

血球 の 出現頻度 を求 め，陰性対照 の デ
ータ に つ い て

CD （SD ）ラ ッ トと比 較 した ．
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　Comet 　assay （CA ）is　one 　of 　the　most 　common 　tests　for

genotoxicity；however，　occasionally 　results 　in　false　posit正ve ．
The　present　study 　aimed 　to　identify　miRNA 　biomarkers
enabling 　apPropriate 　interpretation　of 　positive　results 　in　the

CA ．

　Mice　were 　treated　with 　genotQxins　and 　non −genotoxins，
and 　the　livers　were 　collected 　fbr　globa 童miRNA 　expression

analysis ．　 Following　pathway 　analysis，13　miRNAs 　were

selected ．　Expression　changes 　of 　the　selected 　miRNAs

were 　confirmed 　by　RT −PCR ，　and 　ROC 　analysis 　was 　further

perfbrmed．　As　a　result，4genes （miR −218，　miR −22，　miR −409−

3p　and 　miR −411）were 　selected 　as　biomarkers　and 　used 　fbr

constructing 　a　classification 　model 　by　logistic　regression ．　To
con 丘rm 　the　classification 　perfbrmance　of 　the　mode1 ，　data　of
additional 　l2　compounds 　were 　obtained ，　Subsequently，　the

positive　and 　 negative 　accuracy 　rates 　were 　86％ and 　80％，
respectively ．　These　results 　indicate　tl旧 t　expression 　analysis 　Qf

these　4　nliRNAs 　are　useful 　fbr　appropriate 　interpretation　of

positive　resu ［ts　in　the　CA ．
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　 コ メ ッ トア ッ セ イは遺 伝毒性評 価系 の
一

つ と して 汎用

され て い る が，評 価 臓 器 に 障害 が 生 じ る よ うな生理条

件下 な ど で は 偽 陽 性 と な る場 合 が あ る，本 研 究 の 目 的

は，コ メ ッ トア ッ セ イ に お け る 偽陽 性 の 判別 に有用な

miRNA マ ーカー
の 探索で あ る．

　マ ウ ス に遺 伝毒性物質 4種 及 び非遺伝毒性物質 3 種を

投 与 した 後 肝 臓 左 葉 を摘 出 し，miRNA の 網羅的発現

解 析 を行 っ た．両 化 合物群 間 で 異なる 発現変動 を示 した

miRNA に つ い て ，パ ス ウ ェ イ 解析 を行 い マ
ー

カ
ー候 補

を 13種類選別 した．
　同 様 に非遺伝毒性物質 2 種 を マ ウ ス に 投与後，肝臓 を

採取 した ．先 に 採取 した肝臓 と合 わ せ て コ メ ッ トア ッ セ

イを行 い ，陽性判定 となっ た群の 肝臓 に つ い て，13種 の

miRNA の PCR を行い ，　 ROC 解析 に よ りマ
ー

カ
ー候 補 を

miR −218，　miR −22，　miR −409−3p及 び miR −411 に絞 り込 ん だ，
さ ら に ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回帰 分析 に よ り判別モ デ ル を構 築

した．
　次 に検 証 化 合物 12 種 を用 い て 判別モ デ ル の 有 用 性 を

検証 した結果，陽性
一

致率 86％，陰性
一
致率 80％ と な っ

た、以 上 よ り，コ メ ッ トア ッ セ イ偽 陽 性 の 判 定 に こ れ ら

miRNA の 発 現解 析 が 有 用 で あ る こ と が示 唆 され た 、
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