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目的:細胞毒性試験は医薬品開発の探索において有効な化合物選択試験である。しかし、使用細胞株・試験方法等は施設

により異なり結果の判断の妥当性に問題がある場合もある。 Evans1)らは、げっ菌類の静脈内投与或いは腹腔内投与時の

LD50値とCHO細胞を用いた毒性試験の1C35と相関性が高いことを示した。そこで我々は、 CHO細胞を用いた細胞毒性試

験の施設問比較を含む相関及び細胞毒性試験に汎用される他の株細胞における相関を検討した。方法:細胞は、 CHO-K1、

CHL/1U、HL60、Balb/C3T3、 HCT116、H4IIE、HepG2及びLLC四PK1を用いた。 6000cells/wellで、96wellプレートに播き込

み24時間前培養を行った。 23種の被験物質を添加し24時間反応させた。細胞生存率は、AlamarBlueにより検出した。 1C35

の算出はPrismを用い、生存率20%から80%の聞にできる限り3点を含む用量反応曲線で実施した。結果:CHO細胞の結果は

施設問で差は認められず、文献値とも一致し再現性が高いことが明らかとなった。またHL60、Balb/C3T3及び、HCT116では、

CHOの結果及び、 vivoのLD50値とも良い相闘が認められた。一方HepG2及び、LLC-PK1等で、は得られる1C35値の幅が狭く

vivoのLD50値との相関性は低かった。結語:CHO細胞を用いた細胞毒性試験は施設問で安定した結果が得られ、またLD50

と1C35との相関性も確認された。その他の細胞では、 HL60、Balb/C3T3及び、HCT116で、LD50との相関性がみられ、 LD50を

予測する為の細胞毒性試験では、反応域の広い細胞の選択が必要であると考えられた。参考文献:S.M.Evans、A.Casartelli、

et. al.、 2001、Toxicol.1n Vitro、15、579-584
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[目的}近年医薬品開発における安全性評価は、創薬早期に多種類の化合物を短期間に評価することが求められており、

in vivoの毒性を反映するinvitroスクリーニング系の確立が必要とされている。 invitroで、の細胞障害性の検出にはミトコンド

リア呼吸能、 LDH漏出量、 ATP抑制量の測定などの報告がある。今回、医薬品開発において問題視される肝毒性を標的とし、

肝細胞における毒作用のスクリーニング系確立のための細胞毒性検出を目的として、 LDH漏出量およびミトコンドリア呼吸

能の測定 (WS下1reduction assay)について検討を行なった。[方法]4-6週齢の雄のCり:CD(SD) 1GSラットより、肝細胞

をコラゲナーゼ濯流法にて採取し、コラーゲンコート処理96穴マイクロプレートに播種した。 3時間の前培養後に肝毒性を

惹起することで知られている各種化合物(アセトアミノブェン、アミオダロン、テトラサイクリン、四塩化炭素)に暴露し、

3、6、24時間後にミトコンドリア呼吸能および培地へのLDH漏出量の測定を行なった。[結果]LDHの漏出量は、化合物暴

露後3および6時間では化合物暴露群と陰性コントロール群に大きな差は認められなかったが、化合物暴露後24時間におい

て用量依存性に上昇が認められた。一方、ミトコンドリア呼吸能は、化合物暴露後3時間から用量依存性に低下が認められ

た。[結論]LDH漏出量は細胞膜の破壊を起こしている段階での検出であるのに対しミトコンドリアの呼吸能低下は細胞機

能に発現している早期の毒性を検出しているために、より短い暴露時間で変化が認められたと考えられる。細胞機能毒性検

出の指標としてミトコンドリア呼吸能を用いることはinvitroスクリーニング系の確立に有用であると考えられる。現在、

他のトキシコゲノミクス関連のバイオマーカーについても検索中である。
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