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分間37℃でインキュベーションした。精子懸濁液を、

過酸化水素（ナカライ）で１時間から２時間処理（３７

℃）した。

２．コメットアッセイ

(1)包埋

７０℃のホットプレート上で加温したスライドグラス

（マツナミ）上に、ＰＢＳで１％の濃度に調製したア

ガロース（融点：３５～37℃、ＬＯ３「TAKARA｣、タカ

ラバイオ）溶液を３Ｍ滴下し、スメアした。１％ア

ガロース溶液（70lLl）に精子懸濁液（30仏1）を加えて

よく混和し、これをスメア済みのスライド（40℃から

50℃）上に滴下した後、すぐにカバーグラスをかけ、，

ゲルを固化させた。

(2)細胞溶解

カバーグラスを除去したスライド標本を、氷冷した

細胞溶解液［1％TritOnX-100（Sigma)、Z5MNaq

lOmMTris-HCL(ｐＨ10)、100mMEDTA-Na（ｐＨ8.0)、

l0mMDithiothrcitol（DTT、Fluka)、0.1ｍｇ/inlPro‐

tcinascK（Sigma)］に加え、２時間（４℃）および１

時間（37℃）処理した。

アルカリ法によるコメットアッセイの場合、細胞溶

解液にはProteinascKを加えなかった。

(3)電気泳動

アルカリ法においては、電気泳動前にスライド標本

を300ｍＭＮａＯＨ（lmMEDTA-Na入り、ｐＨ12～13）

で１分間処理し、ＴＡＥ（Tris-acetatcEDTAbuffer，

Sigma）に加えて中和した。

ニュートラル法およびアルカリ法ともに、電気泳動

用緩衝液にはｍｄＬＥを用いた。サブマリンタイプの電

気泳動槽（ModelBE-520、BIOCRAFr）にTAEを加

え、電圧および電流の強ざをそれぞれ25Ｖ､１０ｍＡに

設定した。スライド標本を加え、室温下で２分～５分

間電気泳動を行なった。

(4)固定と染色

スライド標本を100％エタノールに加え、１０分以上

固定した後、自然乾燥させた。YOYO-1iodite（イン

ピトロジェン）で染色した。
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[研究の背景および目的］

コメットアッセイ（comctassay）は、スライドグラ

ス上で細胞をアガロースゲルに包埋し、電気泳動法に

よって細胞のＤＮＡ損傷のレベルを解析する方法であ

る。近年、哺乳類精子を用いるコメットアッセイが、

環境変異原研究や生殖生物学の分野で普及しつつある。

一方、精子のＤＮＡ損傷を検出するための、最も直

接的で確実な方法は、受精卵の第一卵割中期で染色体

分析を行うことである。ただしこの方法は面多くの未

受精卵とぞの供給原である雌動物個体を多数必要とし、

一度の実験で同時に複数の検体を取り扱うことが難し

いという側面もある。

コメットアッセイには、細胞ＤＮＡの二本鎖切断の

みを検出するニュートラル法')と、細胞ＤＮＡの一本

鎖切断、二本鎖切断およびalkali-labnesiteを検出でき

るアルカリ法]),2)がある。本研究の最終的な目的は、

コメットアッセイと染色体分析法における精子ＤＮＡ

損傷の検出感度の比較であったが、今回はその初段階

としてこれら二種類のコメットアッセイの変法を考案

した。

[材料と方法］

Ｌ精子

７週齢以上の週齢をもつ雄マウス（B6D2Fl）の精

巣上体尾部を切除し、１．４ｍlのＰＢＳに加えて終え1０

３．第一卵割中期における染色体分析

過酸化水素で処理した精子をマウス未受精卵に

ICSI法3)により注入し、第一卵割中期の受精卵の染色

体標本を作製4)した。標本をギムザ染色し、通常の染
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