MMS会員の皆様へ

コメットアッセイ共同研究参加者募集のお知らせ
2003年度第2回幹事会にて、コメットアッセイの共同研究を実施することが決定され、MMSニュースで共同研究に関する意見を募集したところ、会員の皆様から下記のような意見が提出されました。

コメットアッセイに関しては、提出された意見を拝見しましても、早急に検討すべき点が多数ありそうですが、組織を選ばない、RIを使わない、簡便であるというメリットから、欧米では試験実施を積極的に推し進めており、バリデーションスタディーがなされまいまま、データ報告が年々蓄積されているのが現状です。
今回の共同研究では、コメットアッセイの問題点を洗い出し、共同でデータを集め、標準プロトコール提案を視野に入れながら、今後の活動について議論して行きたいと考えております。
この共同研究の世話人はMMS幹事会となっておりますが、会員の皆様が共同研究に参加しやすく、早期実績達成のために、「技術部会」と「評価部会」を設け、実験ができない方も参加できるような体制を検討しておりますので、奮ってご参加ください。

また、共同研究に際しては、海外のホームページComet Assay Interest Group (http://cometassay.com/ )に有益な情報が掲載されておりますので、これからの共同研究活動に生かすべく是非そちらをチェックしてください。

2004年1月29日に幹事会を兼ねて第１回共同研究班会議を開催する予定にしております。

共同研究参加を希望する方は、お早めに(遅くとも1月20日まで)庶務幹事　山影（ yamakage.k@fdsc.or.jp )まで連絡願います。
以下に、会員の方からの意見を掲載しましたので、参照ください。
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＜意見１＞
コメットアッセイにおいて結果に影響を及ぼしうる要因

A)被験物質処理条件

1.被験物質処理時間。vivoの場合は投与回数、投与後のサンプリングタイム。

2.培地、血清、S9等の条件。

3.細胞の種類や培養条件。

4.被験物質処理濃度の設定方法。… vitroではIC50でよいか？ vivoではLD50の半分でよいか？

5.細胞毒性の評価　…　vitro、vivo共通。被験物質の遺伝毒性によってDNAが切れているのか？それとも毒性のため細胞が死んでDNAが壊れているのか?

B)処理終了から標本を作製するまでの細胞の扱い

1.ケミカルや細胞にもよるが、培地やバッファーに懸濁したまま室温に放置すると、DNA損傷が修復されて陽性細胞のテールが短くなったり、細胞が死んで陰性対照でテールが出たりする。

C)標本の作製

1.アガロースの濃度、厚さ。

2.アガロースのメーカー・ロット　…　別製品であれば、濃度が同じでも結果が異なる場合があると思われる。

3.アガロースを溶かすバッファーの塩濃度(?)。

4.標本作製中にDNA修復や細胞死が生じるような扱いをしていないか。

D)細胞溶解

1.細胞溶解は高塩濃度で行うが、この塩が泳動液中に持ち込まれる程度によって、泳動度に影響を及ぼす可能性がある。

2.vivoの場合、組織により最適な溶解条件が異なる（精子など）。

D)泳動

1.液温　…　クリティカルな要因である。通電中の液温上昇のコントロールは適切か？

2.pH　…　通電中に変化し、泳動度に影響すると考えられるが、どうコントロールするか?

3.塩濃度(?)

4.泳動槽と液量　…　泳動槽のサイズ、形状、電極の形状などが異なれば、同一の定電圧条件でも泳動度が異なる。また、同一の泳動槽であっても、液量の多寡によって泳動度が異なる。

5.前処理および泳動の時間　…　クリティカルな要因である。

6.泳動槽中の標本の位置で泳動度が異なる。複数のレプリケーションを用意するのが望ましい。

7.電流・電圧条件　…　定電圧条件が望ましい。アルカリ電気泳動は、数百ミリ～数アンペアの大電流がかかるので、パワーサプライの電流リミッタに注意する必要がある。

8.vivoの場合、組織により最適な泳動条件が異なる（例えば、白血球と腸管上皮）

コメットアッセイの条件を決める最も重要なポイントである。アルカリコメットアッセイは、DNAを加水分解しつつ泳動を行うので、加水分解の程度によって泳動度が変化する。加水分解を多く生じる条件、すなわち「液温が高い、前処理・泳動時間が長い、pHが高い」ほど感度が向上するが、一定のポイントを超えて過度に加水分解が進むと、陰性対照細胞でも加水分解によるテールが出たり、被験物質によるDNA損傷が加水分解によるDNA切断によってマスクされたりして、誤った陰性結果が得られることがある。
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　　　　　　　加水分解と泳動度のイメージ図
E)結果の評価

1.測定の基準　…　陽性細胞頻度、テール長、モーメント、クラス分類など。

2.機械的測定を行う場合の条件　…　ノイズ除去、減色・階調化処理、バッククラウンド蛍光の判定など、恣意的に条件を設定しなければならないパラメータがあり、これらの条件によって容易に測定結果が変わりうる。

3.結果の検定方法　…　テール長などの測定基準を用いる場合、しばしば頻度分布が下図のような二山になるが、これに一山の頻度分布を前提とした検定を適用する例が多く見受けられる。
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a. 

加水分解の度合いが低いと感度が不足。

b. 

適度に加水分解され、適切な評価が可能。

c. 

加水分解が進みすぎて、誤った陰性結果が得られる。
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4.検定結果の評価　…　有意水準の設定方法等。
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＜意見２＞
試験法自体をバリデートするという趣旨には賛成します。

関心がある点としては、DNA損傷以外のファクターがどれだけ結果に影響を与えるかという点です。たとえば、同調培養してS期をみたらコメットが観察されるのではないか？ということは、細胞周期を止めたらコメットが出る可能性がある。

実際にアダクトの量とコメットの量は相関するのか？

アルカリの条件をマイルドにすることで、実際に起きている切断のみを検出できるか？

Repair酵素を組み合わせた場合に、遺伝子傷害のみを検出可能か？

コメットアッセイでどうも勘違いされやすいのは、実際にDNAの切断を検出しているというイメージがある点かと思います。アダクトをアルカリでDNA切断に代えてから検出する訳なので、ＤＮＡアダクトを検出すると考えた方がいいのかもしれません。アダクトは直接変異には結びつかないので、突然変異を検出する系に比べれば、そのエンドポイントの持つ意味は低いといえます。

しかし、初期損傷を検出する系としてはある程度の意味はあると考えられます。

擬陽性結果は容認して、イニシャルスクリーニングとして用い、ＴＧ試験などでその意味づけをするという方向性もあるでしょう。いずれにしても、リスク評価に使うということは難しいのではないでしょうか。その意味では、無理に標準化をする必要もないかもしれません（たぶん難しいでしょうし）。

それよりも、コメットの持つ意味を追求する共同研究であってほしいと期待します。（定量的にDNA損傷を反映する系にできれば、ある程度はリスク評価に使えるかもしれません）

以上、私見を述べさせて頂きました。
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＜意見３＞
先日のMMSの集会でコメットアッセイに関しての連絡がありました。また,第2回幹事会議事録を見ると今後大規模共同研究が予定されているようです。私の機関も参加を希望します。(実験担当の部)私はこれまで,あまり経験がありませんが以下の点に関して改良の余地があると思います。

1.in vivoの肝の場合; まるごとホモジナイズしてサンプル採取して泳動しているところが多いようですが一度低速遠心して泳動すれば肝実質細胞が集まり,アーチファクトがかなり除けるのではと考えております。

2.in vivoの消化管, 腸管の場合: 粘膜表面を物理的に剥離する方法で実施している機関が多いと思いますがそれによる影響を防ぐために酵素などにより剥離した方がよいのではと考えております。

in vivoの場合, 少し考えただけでもサンプル調製方法にもかなり検討が必要と思います。

共同研究を始めるに当たっては,議事録にもありましたがin vitro→in vivoで進めた方がよいと思います。本共同研究で, 具体的に動きがあるようでしたら, ご連絡下さい。なるべく出席したいと思っております。
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＜意見４＞
弊社では現在のところコメットアッセイを行っておりません。

したがいまして，具体的な質問やコメントはありません。

しかし，海外のガイドライン（案）にもちらほらと出没している状況から，手法の確立，あるいは有用性の見極めを目的とする共同研究には興味があります。

ただ，繰り返しになりますが，弊社では実施したことがなく，人手もあまりないため，実験への参加となりますとハードルが高そうに思います。かといって，実験をしたこともないのに”評価部会”というのもおこがましいように感じてしまいます。

ところで，せっかく大規模共同研究を行うのでしたら，海外のラボにも声をかけてはいかがでしょうか？ここは考え方にもよりますが（予算の都合もあるでしょうが），日本標準プロトコールを作って発表することにより世界標準にしてしまうというのと，海外のラボの経験・意見も交えていいところと悪いところを理解した上で一気に世界標準にしてしまうというのと，どちらがいいとも言いかねますが・・・

とりとめのない内容となりすみません。

よろしくお願いします。
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その他、参加を希望するというメイルを１名の会員から受けております。

以上


