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　imp　rovement 　of　hig血 thmugh −put　fluctuation

Ames 　test（Part　X）
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We 　have　improv¢ d　a　fiuctuation　Ames 　test（FAT ）using 　a　384 −

well　microplate ，　and 　the　impreved　FAT　is　more 　sensitive 　than　the
conventional 　method （Sui　et α’．，　Genes　and 　Environ．，31，47−55，
2009）．High　correlation 　（Le，，　negative 　specificity ：　100 ％ ，
sensitivity： 7L4 ％ 　and 　concordance ： 80．0％ ） was 　observed

between　the　results 　ofthe 　improved　FAT 　and 　the　Ames 　test　using

40Nationa1］「bxicelogy　Program（NTP ） compounds 　with 　TAIOO
and 　TA98 ．　In　the　39th，41st　and 　43rd　meetings ，　we 　reported 　that

the　higher　sensitivity 　was 　observed 　without 　Sg　mix 　by　using 　one −

tenth　 of 　the　 conventional 　bacterial　 cell　 number ．　In　the　present
study，　we 　fc）cused　on　the　broth　used 　fbr　the　pre−incubation，　and
evaluated　the　test　condition 　by　using 　mutagens （B［α】P，

　CP 　etc，）
to　increase　the　sensitivity 　ofimproved 　FAT　with 　S9　mix ，　We 　will

report 　these　results 　ln　the　meetlng ，
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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 て き

た （改 良 法 FAT，　Sui　et 　ai ．，　Genes　and 　Environ．，31，47−55，
2009 ＞。 ま た、40 種 の National　T （）xicology 　Progr  （NTP ）

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 ：7L4 ％、予測性 ： 80，0％）が認め られ る こ と を明

らか に した。そ の 後、従 来 の 1110量 の 菌 数 を用 い る こ とに

よ り、S9　mix 非存在下で は陽性反応の 向上 が認 め られ る こ

と を JEMS 大 会 （39、41 お よ び 43 回） にお い て 報 告 した 。
今回、 S9 　mix 存在下 に お け る 陽性反応 の 向上 を図 る た め、
プ レ イ ン キ ュ ベ ーシ ョ ン 時の 培養液 に着 目 し、変異原物質

（Benzo［a］pyrene、　Cyclophosphamideな ど） を用 い て 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 。
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Absolute　quantification　of　DNA 　repair 　and 　DNA
damage −response 　prote貢ns　and 　histene　modificatio 皿s

using 　LCIMSIM 【S
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Cells　have　a　number 　of 　proteins　involving　DNA 　repair 　and 　DNA
damage−response 　to　protect　genome 丘 om 　a 　variety 　of 　mutagens ．
However ，  owledge 　 about 　quantification　of 　these　proteins　is
limited，
Here，　we 　developed　a　precise　absolute 　quantification　method 　of

so 皿 e 　 DNA 　 repair 　 and 　 DNA 　damage．response 　 proteins　 and

histone　modifications 　to　measure 　changes 　in　their　localization
and 　 amounts 　 in　 response 　to　DNA 　damage ．　 This　 method 　 can

simultaneously 　measure 　absolute 　amounts 　of 　dozens　of 　proteins，
and 　has　high　throughput　perforrnance．　This　study 　showed 　that

arnounts 　of 　these　preteins　in　a　cell　differ　by　more 　than　tWo　orClers

of 　 magnitude ，　 We 　 also　 revealed 　 dynamic　 changes 　 in　 their

localization　in　 response 　to　DNA 　damage．　 Furthermore，　 we

revea 且ed 　 that　 leve且s　 of 　the　 Ser139−phosphorylation　 and 　 K5 −
acetylation 　of 　histQne　H2AX 　are　significantly 　different　between
cerl 　lines，
In　the　 future，　 we 　 aim 　to　 apply 　this　 method 　to　genotoxicity

assessment 　considering 　tissue　diversity　 and 　development　 of 　a

DNA 　damage 　mechanism −inferring　genotoxicity　test．

LC ／MSIMS を用 い た DNA 修復 ・損傷応答タ ン パ ク

質及び ピ ス トン修飾の絶対定量
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　細 胞 に は 多種多様 な 変異原 か らゲ ノ ム を守 る た め に様 々

な DNA 修復 ・
損傷 応 答 タ ン パ ク 質が存在す る が、こ れ ら

の 定量的な知見 は ほ と ん どな い
。

　本研 究で は、DNA 損傷 に応 じた各種 DNA 修復 ・損傷応

答 タ ン パ ク 質、ピ ス トン 修飾 の 局在
・量 的 変化 を詳細 に 捉

える ため、各種 タ ン パ ク 質、ピ ス トン 修飾の 高精度絶対定

量 法 を開発 した。本手法 は一
度の 分析で 数十種類の タ ン パ

ク 質 を同時に 絶対定量 で き、サ ン プ ル の ス ル
ープ ッ ト性も

高 い と い う利 点が ある 。 本研 究に よ り、各 DNA 修復 ・損
傷応 答 タ ン パ ク質の 1細胞 あ た りの 分 子 数 に は 100 倍以 上

の 差が ある こ とが 明 らか に な り、各 タ ン パ ク 質の DNA 損

傷後の ダイナ ミ ッ ク な局在変化 も詳細 に 捉える こ とがで き

た。さ ら に ヒ ス トン H2AX の Ser139リ ン 酸 化 と K5 ア セ チ

ル 化 レ ベ ル は 細胞種 間で 著 し く異 な る こ と も明 ら か に な

り、本手法が 細胞種や 組織 の 違い に よ る DNA 損傷応答 の

多様性 を捉 えられ る可 能 性が示 唆 され た。
　今後 デ

ー
タ を集積 し、本手法を組織 の 多様性を加味 した

遺 伝 毒性 評 価 や、DNA 損 傷 メ カ ニ ズ ム 推 定 型 の 遺 伝 毒 性

試験 の 開発に 役立 て たい 。
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