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PB・33薬剤誘発性肝ホスホリビドーシスのinvitroスクリーニング評価
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ホスホリピドーシスとは細胞内にリン脂質が過剰に蓄積する現象を指し、創薬研究では薬剤が誘発するホスホリピドーシ

スがしばしば問題となる。薬剤誘発性ホスホリピドーシスの原因としてホスホリパーゼの活性阻害やリソソーム内にリン脂

質と薬剤との結合物が蓄積すること等が挙げられている。ホスホリピドーシスの評価は一般毒性試験の際に肺胞マクロブア

ージや肝臓、腎臓等の組織に細胞内封入体の形成を認めることで判断されることが多く、評価までには時間がかかることも

多い。そこで本研究では、薬剤が誘発するホスホリピドーシスを短期間でスクリーニングできる invitro評価法を検討し、バ

リデーションを実施した。本評価の方法は蛍光標識リン脂質アナログをプローブとした方法 (Ulrich、et.al、1991) を改良

したものである。雄性5週齢ラットよりコラゲナーゼで単離した肝細胞を96穴コラーゲンプレートに播種し、前培養後に被

験物質と蛍光標識リン脂質アナログを同時に24時間曝露した。曝露後に細胞をリンス、固定し、蛍光顕微鏡にて観察を行っ

た。 Invivoでのホスホリピドーシスを予測可能であるかを検討するために、ホスホリピドーシス陽性化合物を含む14化合物

で本試験を実施し、全ての陽性化合物で本試験でも陽性の結果が得られた。これらの結果から、本評価法は薬剤候補化合物

スクリーニングを目的としたホスホリピドーシス評価試験として有効であることが示唆された。現在、細胞サンプルを自動

撮影・画像処理可能なシステムの開発を進めており、さらにスループット性が高まることが期待される。
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目的

Beam walk testは、運動機能の評価系の一つである。 Beamを踏み外すことなく駆け抜けるためには高度な協調運動能と

平衡感覚が要求されることから、薬物の臨床における「運動失調」ゃ「ふらつき」、「めまpJの予測に役立つものと考えら

れる。今回、種々の薬物のbeamwalkに対する作用を検討し、当該試験系の副作用予測に対する有用性について評価を行った。

方法

床より約90cmの高さに設置した、幅2.5cmX高さ 6cmX長さ1.7mの角材の一端に動物が駆け込める程度の入り口を持つ

暗箱 (20cmX 20cm X高さ 30cm) を設けたbeamwalking装置を用いた。 SD系雄性ラットには2日間訓練を施し、薬物投与

前のbeamの渡架時間が 10秒以下、かつ踏み外し回数が1回以下の動物を試験に供した。薬物投与後、経時的に渡架時間及

び踏み外した回数を、それぞれ30秒、 5回をcut-offとして測定した。

結果及び結論

種々の薬物のbeamwalkに対する作用を検討したところ、臨床上「運動失調」ゃ「ふらつき」の報告されていない薬物で

は、渡架時間に影響を及ぼしたものの、踏み外し回数を増加させることはなかった。一方、臨床上これらの副作用が報告さ

れている薬物では、踏み外し回数を用量依存的に増加させ、高用量で、はbeamより落下する動物も見られた。

以上、 beamwalkの試験結果は臨床における「運動失調」や「ふらつき」の有無と一致していた。また、臨床において

「眠気」を示す薬物では踏み外し回数に影響が見られなかったことから、本試験系が薬物の協調運動に対する作用の評価に

有用であることが示唆された


