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Classification　and 　evaluation 　of 　comets

in　single 　cell　gel　electrophoresis 　assay
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Summary

　 The 　comet 　assay 　detects　DNA 　damage 　in　individuaI　cells．　However ，　the　methods 　of 　the　comet

assay 　are 　different　according 　t〔〕 the　 authors ．　We 　summarized 　the　classification　and 　evaluatjon

methods 　of 　comets 　which 　had 　been　reported 　b｝
・various 　authors ，　and 　compared 　the　performance

  fcomputerized　image　analysis （CIA）with 　that　of 　manual 　microscopic 　analysis （MMA ）．
We 　treated 　human 　lymphoblastoid　cell　line　TK6 　cells 　with 　N −methyl ・N ’・nitro −N ・nitros 〔）guanidine ，

hydrogen　peroxide 　and 　meth ｝
rl 　methanesulfonate ．　We 　classified 　the　comets 　into　5　types　according

to　their　apl ）earance ．　They 　were 　undamaged 　cells　without 　tail（Type 　l），cells 　with 　a　tiny　tail （Type
2＞，cells 　with 　a　dim　tail （Type 　3），cells 　with 　a　clear 　tail （Type 　4）and 　only 　tail（Type 　5）．We
analyzed 　the　comets 　by　use 　of 　a 　computerized 　image　 analyzer ，　Tbe 　 various 　CIA　Ineasurements

provided 　the　parameters 　of 　total　length，　tail　Iength，　percent 　of 　DNA 　in　tail　and 　tail　moment ．
Our 　MMA 　was 　superior 　to　the　method 　distinguishing　c〔，mets 　only 　by　the　presence 　of 　a　tail，　and
it　expressed 　d（，se −response 　more 　clearly ．　With 　the　CIA ，　the　percent 　ofDNA 　in　tail　and 　taiI　moment
were 　 more 　 sensitive 　indicators　than　tota】and 　taiI　 length．　The 　 comet 　types 　in　our 　MMA 　agreed

with 　the　values 　of 　percent 　of 　DNA 　in　tail　and 　tail　moment 　obtained 　from　the　CIA．　The 　comets

could 　be　classified 　more 　in　detai1　by　percent 　of 　DNA 　in　tail　and 　tail　moment ，　however 　the　CIA 　was

more 　time・consuming 　than 　the　MMA ．
It　is　concluded 　that　our 　MMA 　is　sufficiently　useful 　for　detecting　DNA 　damaging　effects 　of 　test
chemicals 　in　the　comet 　assay ．

〔This　paper ，　in　a 　 sesslon 　 chaired 　by　Yuu 　Sasakl　 and 　Takaji　Ikushimu，　 was 　presented 　to　the　symposium
“Aview 　 of 　Comet 　 assa ｝

・as 　a 　 mutagenicity 　test　system ，，
，　 organized 　by　Yuu 　Sasaki　 and 　Takajj 　Ikushima ，

at　the　27ヒh　annuai 　mecting 　of　thc　Environmenta ［Mutagen 　Society　of 　Japan ，　and 　held　at 　the　Mielparque

Osaka　in　Osaka，　Japan，　Noveluber，24・26，1998．）
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Fig．1　A 　shape 　of 　comet 　and

　 　 　 names 　of　each 　part

Table　l　Tail　frequencies　per　200　cel且s

Morphine　dose（μM ）　　 Darnaged　cells （％ ）
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．010
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 ．1

1．54
．57
．08
．012
．0

緒 言

　現 在 ， 有核 細 胞 の DNA 損傷を調べ る方法 の
一

つ と し

て コ メ ッ ト法 が 関心 を集め て い る．コ メ ッ ト法 は ， 個 々

の 細胞 レ ベ ル に お け る DNA 損傷 が 検 出で きる高感度な

試験法 と し て 開発 さ れ，in　 vivo ，　in　 vitro を問わ ず，い

ろ い ろ な分 野 に 応用 され て きた．

　 こ の 試 験 法 に は ， 方法 に さ ま ざ まな バ リエ ーシ ョ ン が

報告 さ れ て お り，そ れ が研究者 を悩 ませ る一つ の 要因 と

な っ て い る．しか し，ス ラ イ ドの 作製
・
染色法，電気泳

動等 の 実験条件 に つ い て は，対象 とな る細胞や各研究室

の 状況 が それぞれ異な っ て お り，自ら最適な条件をみ つ

け る必 要 が あ る．

　 こ こ で は，泳 動 像 の 分 類 と評 価 法 につ い て述 べ るが，

どの よ うな 方法 を取 るべ きか につ い て は，研 究 者 が 自 ら

の 研究室 の 状況や実験 の 目的を考慮 した うえ で 判断す る

こ とで あ り，本報告 が その 選択 の
一

助 となれば幸 い で あ

る．

コメッ トの解析法

　 コ メ ッ ト法 の 名 称 は，損 傷 に よ り切 断 を起 こ した核 の

DNA 断片が 電気泳動 に より陽極側 に 引 っ 張 られ，その

核 が あた か も彗星の ような形態 に 変化す る こ と に 由来す

る．こ の と き，損傷 が 激 しい ，つ ま り DNA 断片が 小 さ く，

多 い ほ ど彗星 の 尾が 長 くな る．通 常，核 の 部分 は head と

呼 ば れ，尾 の 部 分 は tai1と呼 ば れ る （Fig．1）．

　 コ メ ッ ト法 に お け る コ メ ッ トの 解析法 と して ，最 も簡

単な方法 は ，コ メ ッ ト，つ ま り尾 の ある核 の 出現 率を求

め る方法 で あ る．データ例 を Table　1 （Shafer　et　al．，

1994）に 示 した．この f列で は 処 理 群 にお い て用 量 依存的 に

コ メ ッ トの 出 現頻 度 が増 加 して お り，こ の よ うに 対照 の

値 が 小 さ く，処理 群 に お い て も出現 頻度 が 大きくない 場

合，こ の 方法 は 特 に 有効 で ある．こ の 方法 の 長 所 と し て
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Fig．2　The 　box　 plots　 of 　 total　 and 　 tail

　 　 　 length　obtained 　by　image 　analysis

　 　 　 of　TK6 　cells　treated　with 　MNNG

は ， 方法 が 簡単で あ る こ と， 観 察細 胞 数 を容 易 に増や せ

る こ と，短 所 と して は，各 核の 損傷の 程度が 考慮 さ れ て

い な い こ とが あ げ られ る．

　次 に，よく用 い られ て い る 解析法 と し て，コ メ ッ トの

長 さ の 測定 が ある．コ メ ッ トの 長 さ は，蛍光 顕 微鏡 下 で

接 眼 マ イク ロ メ ーターを用 い る方法，コ メ ッ トの 写 真 を

撮影 し， そ の 写 真や ネ ガ 上 の 像 を物 差 しで測 る方法 ， 画

像解析に よ る測 定 方法 な どに よ り測 定 さ れ る．通 常 ，
コ

メ ッ ト全体 の 長さ が 測定 され る こ とが 多い が ，画像解析

に よる場合，核を除い た 尾の 部分 の み の 長 さ や，尾 と 全

体 の 長 さ の 比 率 な ど も測 定す る こ と が で きる．ヒ トB リ

ン パ 芽 球 細 胞 系 の TK 　6細 胞 を N −methy1 −N ’−nitro ・N ・

nitrosoguanidine （MNNG ，70・25・7）で 処理 し，画像解析

に よ っ て コ メ ッ トの 全 長 と尾 の 部分 の み の 長 さ を求め た

時 の デ
ータ例 を函 ヒゲ 図 で Fig．2 に 示 した （Kobayashi

et　al．，1995）．こ の 例 で は用量依存的な長 さの 値 の 増加が

認 め られ た が ，対 照 と 比 較 した 場 合の 変 化量 は あ ま り人

き くな か っ た．こ れ らの 方法 の 長所 と して は，長 さ と い

うコ メ ッ トの 特徴 を表 す 数値 が得 られ る こ と，実施例 が

多い こ とが あげ られ，短所 と して は，手作業 に よる場合，

時間や手間が か か る こ とが あげられる．また，こ れらの

方法を用 い た 場合，よく研究者 が 悩 まされ るの は 「どこ

まで を尾 と見 なすか ？」 とい うこ とで あ る．コ メ ッ ト巾

の DNA 断 片 は 小 さ い もの ほ ど遠 くま で 泳 動 さ れ る た

め，尾 の 先 端 部 分 に 近 くな るほ ど，その 蛍 光 が 小 さ く弱

くなり，「ど こ まで を尾 と見なす か ？」とい う判別 が 難 し

くな る．画像解析 を用 い る場合，予め，そ の 蛍光の 強さ

や 大 きさを閾 値 と して 定 め て お け る ため ，「どこ まで を尾

と見 なすか ？」 とい う問題 につ い て，観察 ・測定者の 主

観 が 入 る余地 を あ る程 度 除 くこ とが で き るが ，手作業 に

よ る場含 こ の 問題 は ま さ に観 察 ・測 定者 の 主 観 に依存

す る．よ っ て コ メ ッ トの 長 さの 測定を手作業 で 行う場合，

／め ， 「こ こ まで を尾 と 見 なす」とい う基準を明 確 に定 め

て お き ， そ の 基準 に基づ い て測 定が 行 わ れ る必 要が あ る．

　 最近 で は，技術 の 進 歩 に よ りt 蛍光顕微 鏡 に取 り付 け

られ る CCD カ メ ラ も以前 と比較 して よ り安価 で 高性能

に な っ て きて お り，画像解析 に よ る測定 が 多く行わ れ る
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よ うに な っ て きた ．画 像解析を用 い た 場合，前述 の 他，

尾 に 含 まれ る DNA 量 や tail　moment と呼 ば れ るノぐ ラ

メ
ー

タ
ー

も求 め る こ と が で き る （Fig．3）． コ メ ッ トの 尾

は ，損傷 を受 けた DNA ，っ ま りDNA の 断 片 で形 成 され

て い るの で ，尾 に 含 まれ る DNA 量 が 多い ほ ど，損傷が 大

きい こ と に な り，画 像解析 に よ っ て ，こ の 尾 に 含 まれ る

DNA 量 が 求 め られ る．通 常 ，
こ の 値 は コ メ ッ トの 全

DNA 量 を 100 と した割 合，
っ ま り， ％ で表 さ れ る．ま た ，

小 さな DNA 断 片 ほ ど元 の 核 か ら遠 くへ 泳動，つ ま り，

DNA 損傷 の 激 しい もの ほ ど尾 が 長 くな る．tail　moment

は，こ の ％ の 値 と長 さ の 積 を求め た もの で あ る．た だ し，

こ の tail　moment の 求 め 方は，解析 ソ フ トに よ り若干異

な り，コ メ ッ トの 全 長，尾 の 部 分 の み の 長 さ，重心 問 距

離 を用 い る もの な どが あ る．こ れ ら は い ず れ を 用 い て も

問題な い が ，tail　moment を求 め るの に何 を用 い たか は

明 らか に す る必 要 が あ る．デ
ー

タ例 と して，TK 　6細 胞 を

hydrogen　peroxide （H202，7722−84−1＞で 処 理 し，画像

解析 に よ っ て tail　 moment と尾 に 含 まれ る DNA ．
量 を

求 め た もの を Fig．4 に 示 した （Kobayashi　et　al ．，1995）．

な お，こ の 図 の tail　moment で は貢 心 問距 離 を用 い て い

る．わ れ わ れ が tail　moment の 算出 に 重心 間距 離 を用 い

るの は，画像解析 に よ る場合 で あ っ て も，コ メ ッ トの 全

長や尾 の 長 さの 測定 に は前述 の 不確定さ の 問題 が つ き ま

とうた め で あ る．こ の 例 で は 用 量依存的に 値 が 増加 して

い るが，処 理 群 に お い て 値 の バ ラ ツ キ が大 きく，こ れは

コ メ ッ ト法 の 特 徴 で あ る 個 々 の 細 胞 レ ベ ル に お け る

DNA 損傷 の 大 き さの 違 い を 反 映 した もの と考 え ら れ

た．またこ れ らの パ ラ メ
ー

タ
ー

で は，用量依存性や 対照

に 対
．
す る変化量 で は前述 の 長さの 値 よりす ぐれ て お り，

こ れ らの 方が コ メ ッ トの 特徴をよ り よ く表 して い た．こ

の 方法 の 長 所 と して は，コ メ ッ トの 特徴 をよ く表す数値

が 得 られ る こ と，損傷が 激 しい 場合 で も比較的 良 い 用 量

相関性 が 得 られ る こ とが あげ られ，短 所 と して は，以 前

よ り安価に な っ た と は い え，画像解析装置，解析 ソ フ ト

が 必 要 な こ とが あ げ られ る．

　 こ れ らの 方法 の ほ か，コ メ ッ トを そ の 損傷の 程 度に よ

り，い くつ か の 段階に 分類 して 計数す る と い う方法 も取

ら れ て い る．Table 　2 に 今 まで に報 告 され た い くつ か の

方法 を 示 した．通 常，無 損 傷 の 核 を最下 位，最 も損傷 の

激 しい コ メ ッ トを最．L位 と定 め
， そ の 間 を い くつ か に ク
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Fig．4　The　box　plots 　of　tail　moment 　and ％

　 　 　 DNA 　in　tail　obtained 　by　image　ana ］y−

　 　 　 sis　 o 〔TK6 　cells 　treated　with 　HzOz

ラス 分 けす る 方法 が 取 られ る．こ れ らの 方法 は，最 下位

と 最上 位の 問 をク ラ ス 分 け す る 際に 着目す る点 に 違 い が

あ り， a の 方法 で は 尾 の 長 さ（Pool−Zobel 　et　al．，　1994），

b−c の 方法 で は写 真 で 形 を示 し （b ：Gedick　et　a1．， 1992，

c ：Collins　et　aL ，1995），　 d の 方法 で は尾 の DNA 量 で 分

類 して い る （Anderson　et　aL ，1994）．ま た，　 c の 論文で

は，画像解析 を行い ，尾 の DNA 量 との 相関性 を検討 して

お り，よ い 相 関 性 が 認 め ら れ て い る （Collins　et　al．，

1995）．こ れ らの 方法 の 長所 と して は，画像解析や 長 さ測

定 に よ らず ， 比較 的 良 い 用 量相 関性 が 得 られ る こ と，観

察細胞 数を増や せ る こ とが あ げ られ ， 短 所 と して は，分

類 に 多少の 慣れ と時間が 必 要 な こ とが あ げ られ る．

　 わ れ わ れ は，画像解析装置 が な い と こ ろ で も，コ メ ッ

ト法 を実施 で きる よ うに と考 え，コ メ ッ トを そ の 損傷の

程度 に よ り分 類 して 計 数 す る 方法 に つ い て，画像解析の

結果 と比較検討 した．

材料と方法

　 マ サ チ ュ
ー

セ ッ ッ 工 科大学 の William　G．　Thilly博士

よ り分 ケ され た ヒ トB リ ン パ 芽 球 細 胞系の TK 　6 細 胞 を

用 い た．TK 　6細 胞 は，不 活 化 した馬 血 清を 10 ％加 え た

RPMI −1640 培地 を用 い ，5 ％炭酸 ガ ス 存在 下 ， 37℃ で 培

養 した．対数増殖期 の 細胞を 5× 105　cells ／mL に な る よ

うに 培 地 に 加え，MNNG ，　H20 、 の 場合 は 1 時間，　 meth −

yl　methanesuifonate （MMS ，66−27−3）の 場合は 4 時間

処理 した．処 理 後の 細 胞 は遠 心 して 集め ，1−2× 106cells／

mL に な る よ うに 培 地 で 調整 した．
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Table　2　The 　various 　lneth 〔〕ds （〕f　manual 　mjcroscopic 　analysis 　of　comet

Method 　 cellnumbernumber 　of

categories
categerles

a 1〔｝0 3 intactmoderately 　　 severely

（Total　Length）　　 く40mm40 − 80mm ＞8〔）mm

b 100 4 Stage　O Stage］ Stage　2 Stage　3

intact slightlymoderately 　　 severely

C 100
一
D classO class 　l c］ass 　2 claSS 　3 claSS 　4

undamaged maximaUy

d 100
一
b None Low Medium High T ｛｝tal

（％DNA 　in　tajl＞ ＜ 5％ 5− 20％ 2 一40％ 40− 95％ ＞ 95％
a

：Poo1−Zobe 藍et　al．，1994，　
h

：Gedick　et　aL ，1992，　
c

：Collins　et　a且．，1995，　d
：Anderson 　ct　a1．，1994

　　　　　　　　艦雛 磯鑞欝

  雛 艦飜縫 購鞭難囀攤嫐l
TbJpe　l　　 Type 　2　　　　　Type 　3　　　　　　　　Type 　4　　　　　　　　 Type 　5

　　　Fig．5　The 　c［assifjcation 〔〕f　c〔〕mets 　by　visual 　scoring 　method

Table　3The 　frequencies　of　each 　t｝
・pe　comet 　observed 　microscopically 　in　TK6 　ceHs

treated　with 　MNNG ，正LO2　and 　MMS

　 　 　 　 　 Concentration

Mutagen　　 （μg ／

’
mL ）　　 Type 　1

Number 　of　cells

Type2Type 　3Type 　4Type 　5

MNNG

II20，

MMS

oO

．1250
．250
．51
．0

｛〕

0，4250
．851
．73
．4051020

7800071000200097

　

　

　
074

　

　

9

4

　

　

　

　

4

3930069510002

 

　

81

　

　
6051

　

03

　

31

　

　

　

　
21

　

　

21

02431529161371
378　

3

2913

　

037

　

121

　

　

231

01349268225584　

　

117

　

2793

　

317

　

　

　

43

　

　

　

　
22

　

　

34

00030028622235　

　

　

　

2

　

　

　

66

　

　

　

2

　

　

　

　

1
　

　

　

　

　

　

2

　ス ラ イ ドの 調製法 は ，Singhらの 方法 に よっ た （Slngh
et 　al．，／988＞．全面 フ ロ ス 1・の ス ラ イ ドグ ラ ス を用 い ，等

張化 リ ン 酸 緩 衝 液 （PBS ＞に 0，65 ％ の 濃度 で 溶 か し た

normal 　melting 　point　agarose （ニ
ッ ボ ン ジ

ー
ン   ）の 溶

液 で 第 1層 を作 製 し，第 2 層 と して 細胞懸濁液 1DμL を

加 え た 0．5 ％ low　 melting 　Point　 agarose （ニ
ツ ポ ン ジ

ー
ン  ）の PBS 溶液を重層 し，第 3 層 と して 0．5 ％ Iow

meltingpoint 　agarose の PBS 溶 液 を重 層 した．ス ラ イ

ドは，2．5MNaCl ，100　 mM 　 EDTA ，　 IO　 mM 　 tris

（hydroxymethyl）　 amino −methane 　（Tris），　1 ％

sodium 　N −lauroyl　sarcosinate
，
1 ％ Trlton　X −100，10

％ DMSO を含む pH 　10の 細 胞 溶 解 液 に ， 遮 光
．
ド，4 ℃

で 1時閊浸 け た．

　細胞 溶解後 の ス ラ イ ドは サ ブ マ リ ン 型 の 電 気 泳 動 槽 に

入 れ，0− 10℃ に冷 や した 300mM 　 NaOH ，1mM

EDTA を含 む泳動液 を加 え ， 15分 間放置後，25　V ，300

mA で 20分 問泳動 した．泳動後 の ス ラ イ ドは，　 pH 　7．5
の 0．4MTris 緩 衝液 で 中和後，20 μ g／mL 　ethidium

bromide で 染色 した．

　観察 は，ス ラ イ ドを コ
ー

ド化 し，処 理 条 件が わ か らな

い よ うに して 行 っ た．ス ラ イ ド 1 枚 に つ き 500 個 の 核を

Fig．5 の よ うに そ の 形態 に 着 凵 して 分類 し，計数 した．

Type 　l は 尾の ない 無損傷 の 核，　 Type 　2 は小 さ な DNA

断片を伴 う核，Type 　3 は 薄 い 尾を持つ 核，　 Type 　4 は明
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Table 　4The 　fo弖d　increase　 against 　negative 　c〔mtrol 　 of　 each 　parameter 　 ebtained 　by
image 　analysis 　of 　TK6 　ceUs 　treated 　with 　MNNG ，　HzOu　and 　MMS

Concentration Magniflcations　of　median 　against 　the　control

Mutagen 〔μ gfmL ｝　 乳otaHength 　 tail　length　　tail　moment 　 ％DNA 　in　tail

MNNG

H20 ，

MMS

00

．125
｛L250
．51
．000

，4250
．851
．73
．4

〔151

〔〕

20

0889808502001902660056800234111131234512221．0〔12
．634
．945
．5714
．31
．0010
，816
．824
．029
．11
．〔｝〔〕
4．424
．65639

　 1．00
　 12．0
　 65，9161712

　 1．〔1〔｝
209149327175191

　 1．00
　 6L2
　 93．0186

1．003
，629
．3314
，527
．21
，0011
．226
．940
，758
，11
．005
．617
ユ511

，0

らか な濃 い 尾 を持つ 核 お よび 核の 移動 が 認め られ る コ メ

ッ ト，Type 　5 は 無核の コ メ ッ トで あ る．

　 コ メ ッ トの 画像 は，CCD カ メ ラ （HCC −3600，フ ロ
ー

ベ

ル 社，東京）で 撮 影 し，光 磁 気 （MO ）デ ィ ス ク レ コ ーダ
ー

（MV −200，　 TEAC 社，東京）で MO デ ィ ス ク に
一旦 保 存

した後，画像解析 シ ス テ ム （New 　VisiOn　System，ケ イ

オー電
’r・　T．業社，人 阪，PC−9801　RA ，　 NEC 社，東京）で

解析 し，コ メ ッ トの 全長 （total　length），尾の 部分 の み の

長 さ （tall　 length），尾 に 含 まれ る DNA の 割合（％）（％

DNA 　in　tai1），　 tail　moment を求 め た，な お，こ の tail

moment は，核 と尾 の 貢 心 間距 離 と％ DNA 　in　tailの 積

で あ る．

結果および考察

　Table　3 に，　TK 　6細 胞 を MNNG ，
　H202，　MMS で 処

理 後，各川 量 に つ き 500 個 の 核 を観 察 して 各 Type に分

類 して 計数 し た結果 を 示 した．試験 した 3 種 の 変 異 原す

べ て で 用 量依存的 に よ り損傷・の 激 しい コ メ ッ トの 出現 数

が 増加 し て い た．仮 に ，こ こ で 最初 に 紹 介 した核 を尾 の

有無の み で分 類 し，コ メ ッ トの 出 現 頻 度の み を求 め る 方

法 ，
つ ま り，Type　2 か ら 5 をす べ て 1司一一の もの と見 なす

方法 を取 っ た とす る と，MNNG 　O，25− 1．0，　 H2021 ．7．−

3 ．4，MMS 　5− 20 μ g／mL は すべ て 100％ と な り，こ の

方法 で は ，こ の 用 量 間 の 用 量依存性 を示 す こ とは で きな

い ．ま た ， 実 際 に は Table 　3に 示 し た よ うな損傷 の 程度

の 違 い が あ る に もか か わ らず ， そ の 違 い を表 す こ と もで

きない．よ っ て，こ れ らの 点 に お い て，コ メ ッ トを そ の

損傷の 程度 に よ り分類 して 計数す る
．
方法 は，コ メ ッ トの

出現 頻 度 の み を求 め る方法 よ り もす ぐれた 方法 で あ る と

考 え られ た．

　 Table　4 に，　 Table　3 の 各 用量．か ら無 作 為 に選 ん だ 25

個 に つ い て ，画像解析 に よ ト，total　length，　tail　length，

05G2
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　　　 Type ％ DNA 　in　tail　 tail　moment

Fig．6　The　 corre 囓ation 　between　 visual 　 score 　and 　the

　 　 　 parameters 　obta 孟ned 　by　image　 analys 童s　for

　 　 　 TK6 　 cells　treated　 with 　H202

　　　 口 ；Type 　1，圀 ：Type　2，驪 ：Type 　3，目 ：Type

　　　 4，口 ：Type　5

tail　moment ，％ DNA 　in　tailを求 め，その 平均値が 対

照 と比較 し て 何 倍 に 増 加 した か を 示 した ．各変 異 原 に お

い て ，4 つ の パ ラ メ
ーター

の う ち tail　moment の 用 量 依

存的な変化 が 最 も大 きく，っ い で ％ DNA 　in　tail，　 taiI

length，　 total　lengthの 順 で あ っ た．特 に，　 total　length

や tail　 lengthな ど の 1次 元 的なパ ラ メ
ー

タ
ー

で は ，

MMS に お い て 用 量 依存性が 悪 か っ た が，　 tail　moment

や ％ DNA 　in　tai1な どの 2次 元 的 な パ ラ メ ーター
で は，

MMS に お い て も用量依存的 な 増加 が 認 め られ て お り，
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画 像解析に お い て は こ れ らの パ ラ メ
ー

タ
ー

が コ メ ッ トの

損傷の 程 度 を表 す の に 有用 で あ る と 考 え ら れ た．

　Fig．6 に，　 Table 　2 の H20 、 の 画 像解析結 果 の うち ％

DNA 　in　tai1，　 tail　moment と，画像 解析を行 っ た コ メ

ッ トを Type 分 け した 結 果 を ヒ ス トグ ラ ム で 示 した．

我 々 が 行 っ た コ メ ッ トの 分 類 法 は 画像解析 結 果 の ％

DNA 　in　tail，　 tail　moment と よ く
一一致 した ．た だ し，

我 々 の 分 類法 で は コ メ ッ トを 5 種類 に 分 類す るが ，画 像

解析 を行 っ た場合，ど ち ら の パ ラ メ ーターを用 い て もコ

メ ッ トは 10段 階 に 分 類 で きた．％ DNA 　in　tailを用 い

た場合 ， Type　1 ： 2段階，　 Type　2 ： 1 段階，　 Type　3 ：

2段階 ， Type　4 ： 4 段階，　 Type　5 ： 1 段階に 分類で き，

tail　moment を用 い た 場合，　Type 　1 ： 2 段階，　Type 　2 ：

2段階，Type 　3 ： 2段 階，　 Type 　4 ： 3段 階，　 Type　5 ；

1段 階 に 分 類 で き た．よ っ て，画 像解 析 は，特 に 損 傷 の

激 しい Type　4 の コ メ ッ トの 解析 に 有用で あ る と考 え ら

れ た．

結 五
口

昌一一一
口

　 コ メ ッ ト法 の 報．文や発表 の 数の 増加 に は 目 を見 張 る も

の が あ り，また，そ の 可 能性 に対 す る期 待 も大 き く，コ

メ ッ ト法 に つ い て一度 検 討 して み た い と考 え て い る研究

者 は 多 い ．しか し，さ ま ざ まな理 山，特 に 方法 の 多様 さ

か ら， 実際 に は どの ように した ら い い の か が わか りに く

く，手を出 しそび れ て い た 人も多 い の で は なか ろ うか．

　 こ こ で は，その 中か ら特 に コ メ ッ トの 解析法 を取 り上

げ た．我 々 の 方法 は，画像解析 の 装置 や ソ フ トも必 要 と

し な い
1），画 像 解析 結 果 と相関性 を持 つ

2），単 に コ メ ッ ト

の 出現 率 を求 め る方 法 よ り もす ぐれ て い る
3），画像解析

装置や ソ フ トを持 た ない 研究者 が コ メ ッ ト法 を検 討 す る

際 に 行う解析法 と して 適 して い る
4｝，と い え る．

　わ れ わ れ の 方法 で は 500個 の 核を分 類 して 計 数 した

が ，こ の コ メ ッ トを分 類 して 計数 す る とい うノ∫法 の 場合，

観察核数 は 100 個 で も充分 とい う考 え もあ ワ，試験の 目

的 に よ り，あ るい は，観 察 しな け れ ば な らない ス ラ イ ド

数 が 多 い 等 の 場合 に は，こ の 程度 まで で あれ ば
， 観 察 核

数 を減 らす こ と も可 能 で あ る，500個 を分 類 して 計 数 す

る の に 要す る時間 は約 15分 間 で あ るの で ， 100個 で あ れ

ば約 3分 問 で 計 数 で き る．

　また，こ の 方法 を取 っ た場合の 統計解析法 に つ い て は ，

236

Type 　1＝1，　 Type 　2＝ 2，……Type 　5；5 の よ うな ス コ

ア を与 えて ， 各 ス ラ イ ドご と に DNA 損傷 の 程度を．数値

化 して か ら行 う方法 が 取 られ る．しか し，もし画像解析

を行 え る環境 で あ る な らば，一
度観察結果 と画像解析結

果の 対応を検討 し，例 えば，％ DNA 　in　tai1で ，　 Type
1＝平均 2．5 ％，Type　2＝ 平均 10％，一一Type 　5＝平

均 90％ の よ うな 関 係 を そ の ま まス コ ア に あ て は め る 方

法 も考 え られ る．

　画像解析 に は，細 か い 分類が で きる等 の メ リ ッ トもあ

るが ，細 か い 解析値 の 必 要 の な い ，被 験物質 の DNA 損傷

性 の 有無を検討す る よ うな 日的 の 試 験 の 場合 に は，我 々

の 提案 した 方法 の メ リ ッ トは 人 きい とい え る．
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