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Abstract 

Acryla皿 de1s a potential cancer-causmg agent, and it is present in fried and oven-cooked foods. We evaluated DNA-

damagmg act1v1ty of acryl皿11deusmg comet (single-cell gel electrophoresis) assay. HL60 (human promyelocyttc leukem-

1c cell line, lx106 cells/ml) were treated with acrylam1de at vanous concentrations such as 1, 10, 100, 1000, 10000 ppm for 

30皿 nin a CO2 mcubator (5% CO2, 95% rur, 37℃) . Among 6 indexes of comet assay mcluding tail length, shape factor, 

nuclear diameter, tad intensity, tail moment, and DNA migration, tail moment properly reflected DNA damage of HL60 

cell by acrylam1de. In every case more than 95% of cells were alive after 30 min mcubation. Two hour treatment of HL60 

with acrylarmde (0.01-10 ppm) brought highly sensitive detection of the act1v1ty with a dose dependent manner. 

生体は活性酸素や活性窒素などのラジカル，放射線，

紫外線，化学物質などの攻撃をうけ， DNA,膜脂質，タ

ンパク質などが損儀を受ける．生体にはこれらの損傷を

修復する機能があるが，修復機能が損傷を上回ったとき，

あるいは疾患，高齢などにより修復機能が低下したとき

には，損侮を修復することができず様々な疾病を引き起

こす原因となる 1,2) 

コメットアッセイ (singlecell gel electrophoresis)は放

射線照射によるDNA2本鎖の切断を検出する方法とし

で開発されたものである丸その後さまざまな改良がな

され， DNAの 1本鎖切断，アルカリ条件下で不安定な

DNA損儀なども高感度で検出できるようになり，変異原

物質の作用機作，抗変異原物質の検索などにも使われる

ようになってきた4).我々はコメットアッセイを用いて，

食肉・臓器抽出物やみそ|醤油由来のメラノイジンに，

強力な変異原であるヘテロサイクリックアミン，一酸化
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窒素，過酸化水素などによるDNA損傷を抑制する作用

があることを明らかにしてきたs.6, 7). 

本研究では，食品の調理加工中にアミノカルボニル反

応により生成し8,9), 発がん性が疑われているアクリルア

ミド10)について，コメットアッセイによる遣伝子損儀の

検出を試みた．

実験方法

1 . 細胞および培地

本実験では，理研ジーンバンクから分譲された，ヒト白

血病由来細胞HL60を用いた．細胞は，10%牛胎児血清を

含むDulbecco1sModffied Eagle Medium (DMEM)を用いて

炭酸ガスインキュベーター中 (5%炭酸ガス， 37℃)で継

代培養した．細胞は実験前に1,000rprriで5分間速心して

上清をのぞき，血清を含まないDMEM培地に交換した．
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2. 試薬の調製と細胞培養

アクリルアミドはまず純水に溶解してからDMEMで

段階希釈して20,000ppmから0.2ppm溶液を調製した．細

胞のDNA損傷を評価するポジティブコントロールは，

一酸化窒素発生剤である 3-(2-hydroxy-1-methyl-2-

mtroso-hydrazmo)-N-methyl-1-propanamme (NOC7, 

DOJINDO)を用いた.NOC7は， O.lM水酸化ナトリウム

で溶解し， lM溶液を調製し，使用時までー30℃で保存

した．

無血清DMEM培地で2x106cells/mlに調製した細胞け

んi蜀液 1mlとアクリルアミド溶液（最終濃度0.1-

10,000ppm) 1mlをシャーレに入れ，炭酸ガスインキュベ

ーター中で30分間あるいは2時間培養した．アクリルア

ミド溶液の代わりにDMEM1mlとO.lM水酸化ナトリウ

ム50μ1を加えたものをネガティブコントロール(NC),

DMEM 1mlとlMまたは2.5MNOC7を50μ1加えたもの

をポジティブコントロール(PC)とした．

｀
 

.i斥，＇：ー
'i_1:'1__ 1
j
-

A

↓i
-

9

l

 

↑
w
 

r
 

e
 

aret 

l
e
m
 

c
 

U
.
l
a
 

N

D

 

Tail Length 
ー

h

A + B = DNA Migration 
B 

~ .>，
i
 __ 19
!

 

レ、 >l
! Tail : 
! Distance! 

核の重心 テールの重心

・Tail Length 

・Nuclear Diameter 

・DNA Migration 

・Shape Factor 

・Tail Intensity 

・Tail Moment 

細胞の全長

核の直径

DNAの移動量

核の直径に対する全長の比率

損傷部一の面積

損傷の度合い

(Tail DistanceX全輝度に対する損傷部輝度の比率）

図 1• コメットアッセイ解析に用いた指標

解析に使用したソフトウエアは本文参照

3 . コメットアッセイ

アクリルアミドとともに培養した細胞をSingh

方法3)に従って電気泳動をおこなった．すなわち，培養

後の細胞を37℃に保温したアガロース溶液 (0.5%m P 

BS)にけん濁し，その一部をあらかじめ0.75%のアガ

ロースを塗布したスライドグラス上に均ーに塗り広げた．

アガロースを〇℃で固めた後，スライドグラスを

sodium sarcosmate溶液 (pHlO,4℃)に1時間浸漬し， cell

lys1sを行った．次に，スライドグラスをpH13の電気泳動

バッファーで滴たしたサブマリーン型電気泳動槽に20

分間浸潰した後，電気泳動を行った (30分間， 20V). ス

ライドグラスを0.4M トリスバッファー (pH7.5)で3回

洗い50μg/mlのprop1diumiodideで10分間染色した．染

色後スライドグラスを水洗し，中央部にカバーグラスを

らの

載せて蛍光顕微鏡 (BX50,オリンパス）で観察した．

4.DNA損傷度の評価

蛍光顕微鏡で観察した画像を， 1実験区につき最低

50個， CCDカメラでコンピューターに取り込み，画像解

析ソフト (SCG画像解析支援ソフト，ケイオー電子工業）

で解析し， taillength, shape factor, nuclear diameter, tail 

mtens1ty, tall moment, DNA migrationの6種類の指標を

求めた．図 1に本実験で使用した各指標の定義を示す．

DNA損倦度の指標としてtadmoment値について，デー

タ解析ソフトウェアR11)(http://www.r-proJet;org/よりフ

リーソフトウェアとして入手可能）を用いで，処理間の

ノンパラメトリック検定 (Wilcoxonの順位和検定，ただ

し対比較の組み合わせ数で危険率を調整）を行った．
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実験結果及び考察

1 • アクリルアミド30分間処理

アクリルアミドがHL60細胞のDNAに障害を与える濃

度を知るため，細胞とアクリルアミドとの培養時間を30

分に固定し，アクリルアミドの濃度を 1から 10,000ppm

に大きく変化させてDNAに対する影響を調べた．いず

れの濃度においても，培養後の生細胞の割合は95%以上

であった．表 1に測定した各指標（試料数50の中央値）

を示す．顕微鏡下での目視および 6種の指標値で，

nucleru・dian1eterはほとんど変化がないこと， shapefactor 

の増加割合に比べてtailmtens1tyの増加割合が大きいこ

となどより，アクリルアミドによるDNA損傷のコメッ

ト像は，核の大きさはほとんど変化がなく，尾 (tail)は比

較的短く広がった形状であることを示している．図 2に

アクリルアミド処理したDNAのtailmomentの分布を示

した．ネガティブコントロール(NC,無処理）とくらべ，

表,. アクリルアミド濃度とコメットアッセイの各指標との関係

濃度(ppm)Tail Length Shape Factor Nuclear Diameter Tail Intensity Tail Moment I DNA Migration 

゜
86.2 1.7 44.8 2,930 1.30 I 37.2 

1 85.8 1.8 44.8 2,470 1.50 ! 37.1 

10 81.4 1 .9 42.4 2,270 2.00! 38.0 

100 90.9 1.9 44.8 2,660 2.601 42.5 

1000 101.7 2.3 42.3 2,570 5.20! 58.0 

10000 131.6 2.7 48.7 5,520 9.981 84.2 

PC* 125.3 2.7 44.2 4,830 12.90 ! 77.1 

アクリルアミドをHL60細胞に添加し30分間培養後アッセイ

値は本文中に示した解析ソフトを用いて得られた値（相対値）の中央値 (n= 50) 

*PC: ポジティブコントロール(2.5rnM NOC 7) 
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図2.アクリルアミドとHL60細胞を30分問培養したときのTailmomentの分布

NC: ネガティブコントロール（アクリルアミド無添加）

PC: ポジティブコントロール (2.5mMNOC7添加）
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アクリルアミドは100ppmまでは類似のパターンを示し

たが，それ以上の濃度では細胞数のピークがtrulmoment 

が長い区分にシフトしていった.Tail moment値を用いて

Wilcoxonの順位和検定を行った結果，無添加と 1,000

ppmではP<0.1で， 10,000ppmではP<0.001で有意な差

が認められた．

表 2. コメットアッセイによるアクリル
アミドの検出感度

濃度(ppm) Tail Moment Tail Length 

゜
1 .43a** 78.1 

0.01 1.368 74.2 

0.1 1.72a 76.9 

1 3.21 b 96.2 

10 5.33c 110.5 

PC* 15.82d 138.1 

培養時間： 2時間

数値は中央値 (n=50) , 表 1の脚注参照

*PC: ポジティブコントロール (1mMNOC7) 

＊＊異符号間は有意差有り (P<0.001) 

2. アクリルアミド 2時間処理

コメットアッセイによるアクリルアミドの検出感度

を上げるためにHL60細胞とアクリルアミドとの培養時

間を30分から 2時間に延長した．アクリルアミド濃度は

0.01から 10ppmとした．このときのTailmomentの分布

を図 3に示す．アクリルアミド0.01ppmでは無添加の場

合とほぼ同様のパターンを示したが， 0.1 ppm以上では

細胞数のピークがtailmomentが長い区分にシフトして

いった．表2に2時間培養時のtailmomentとtalllength 

の測定結果を示した.Tail moment値を用いてWilcoxon

の順位和検定を行った結果，表2に示すように1ppm以

上で無処理区と有意差が認められた (P<0.001). 

アクリルアミドによるDNA障害をコメットアッセイ

で検出可能な濃度は， invitroで10-100μg/ml,in vivoで

10-100μg/k.g 12)と報告されている．本研究では， HL60細

胞と 2時間培養することにより 1ppm (1μg/ml)のアク

リルアミドを検出することができた.O.lppm以上 1ppm 

未満の濃度設定を行えば1ppm以下の濃度でも検出され

る可能性がある．用いる細胞の種類，培養時間などを工

夫することにより検出感度がさらに上がる可能性がある．

本実験ではポジティブコントロールとしてNOC7を

用いたが，我々がすでに報告しているように，食肉臓器類・
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図3. アクリルアミドとHL60細胞を 2時間培養したときのTailmomentの分布

NC: ネガティブコントロール（アクリルアミド無添加）

PC: ポジティブコントロール (1mMNOC7添加）



醤油・みそ由来メラノイジンはNOC7(lmM)によるDNA

障害を抑制する作用がある双これまでの報告と本実験

の結果から， lmMNOC7によるDNA損傷作用の強さは，

アクリルアミド1000ppm程度に相当すると思われる．

したがって，食品中で加熱中に生成する数百から数千

ppmのアクリルアミドのDNA損傷作用は，食肉臓器，

醤油・みそ由来メラノイジンなどによって抑制される

可能性が十分考えられる．今後，これらの可能性につ

いて研究を進めていきたい、

要約

コメットアッセイ (smgle-cellgel electrophoresis) を

用いて，食品の加熱中にアミノカルボニル反応により

生成し，発がん性が疑われている化合物，アクリルア

ミドのDNA損傷作用を調べた．ヒト由来HL60細胞とア

クリルアミドを30分間培養したとき，コメットアッセ

イの6つのインテツクスはアクリルアミド濃度が1-10000

ppmまで濃度に依存して増加した.tail momentをインデ

ックスとして検出感度を上げるための条件を検討した

結果， 2時間の培養でアクリルアミドのDNA損傷作用は，

0.1 ---10 ppmまで濃度依存的に増加し， 1ppm以上で有

意差が認められた (P<0.001). 
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