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＊ DNA初期損傷を１細胞レベルで検出する試験法．
＊ 小核試験では必須とされる，評価臓器の細胞分裂を必要としないため，非分裂性組織を

含む広範囲の臓器・組織で評価が可能．
＊遺伝毒性発がん性物質に対する高い陽性率［感受性］と非発がん性物質に対する高い

陰性率［特異性］が示されている．
＊ 改定 ICH ガイドラインの 2nd Vivo 試験として推奨されている．
［骨髄／末梢血（小核試験）に加え，2つ目の臓器・組織／エンドポイントを評価可能］
＊ OECDテストガイドライン（TG489）発行（2016年7月改訂）

げっ歯類発がん原性とin vivoコメットアッセイの相関性
(Sasaki et al., Crit. Rev. Toxicol, 30 (2000), 629-799)
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＊ 強アルカリ（pH 13以上）処理
1) DNA： ２本鎖 ⇒ １本鎖
2)アルカリ感受性部位（アルキル化部位，付加体形成部位など）における切断が促進

＊電気泳動
3)切断されたDNAに電圧をかけると，分子量の小さい（断片化）DNAほど陽極側に移動
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試験の原理
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In vivo コメットアッセイ
— 個々の細胞におけるDNA損傷を検出する簡便で高感度な遺伝毒性試験 －
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細胞調整
・冷ミンス液浸漬
・ハサミによりミンス
・フィルター濾過

低沸点アガロース

混合・封入

スライドグラス

細胞溶解処理（ <10℃，O/N ）

強アルカリ処理（ <10℃，20 min ）

電気泳動（ <10℃ ，20 min ）

中和，固定

解析（SYBR Gold染色；B励起）

被験物質投与（3時間前）

被験物質投与（48，24時間前）

ラット（♂，7-9 週齢）から
臓器(肝臓等）を摘出

Head Tail

0.7V/cm，0.3A
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測定・解析項目： % DNA in Tail
⇒ 平均値と中央値を算出

［その他 Tail length や Tail Moment
(% DNA in Tail x Head とTail の中心間距離) も
測定可能］

International Validation of the In Vivo Alkaline Comet Assay for the Detection of
Genotoxic Carcinogens (JaCVAM , NICEATM , ICCVAM , ECVAM , MMS /JEMS) に
参加し，肝臓および腺胃において良好な結果を得た．
OECDテストガイドライン（TG489：2016年7月改訂）

試験方法

国際バリデーション・OEDCガイドライン


	スライド番号 1
	スライド番号 2

