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【目的】

　細胞毒性試験 は代替法 の み な らず、物質の 毒性

を調 べ る簡便な方法 として 有用性 が 極 め て 高 い バ

イオア ッ セ イ法で あ る。医療用具 の 安全性 の 分野

で は 、わ が 国 の 安 全 性 試 験 ガ イ ド ラ イ ン や

ISOIO993 などの 国際標準 に細胞毒性試験が取 り

込まれ て い る。わ が 国の ガ イ ドラ イ ン で は 抽出液

に よる 試験法 ： コ ロ ニ ー形成法 お よ びサ ブ コ ン フ

ル エ ン ト法 （Elution法｝、間接接触法 ： 寒天重層

法 、 フ ィル タ b・拡散法 お よび直接接触法が 示 され 、

そ れ ぞれ 感度、定量性等 が異な る こ とか ら、リス

ク 評価 の た め の ハ ザード検出 に 当た っ て は、感度

が高 く定量性 の あ る 方法を推奨 して い る。細胞毒

性試験 は、数多 くの 試験法 が あり、どの 試験法 の デ
ータを安全性評価 に採用す るか につ い て は、国 に

よっ て 条件が 異な っ て い る。わ が 国 で 推奨 され て

い る方法 と海外で 実施 されて い る方法 に 関して、試
験法の 原理 や懸度、定量性などを考慮 して 、安全性

を 比較評価す る必 要が あ る こ とか ら、本研究 で は 、
種 々 の 試験法、細胞種閭で 得 られた結果の 相違点

などを明確 に す る こ とを目的 と した。

【方法】

　わが国で 主 に用 い られて い る V79 細胞、　 BALB

3T3 細胞、　 L−929 細 胞等 の 3 種 の 株細胞 と、
ISOIO993 −5 に 示す MRG5 細胞を用 い る事 に よ

り、コ ロ ニ ー法、Elution 法、お よびニ ュ
ートラル

レ ッ ド （NR ）法の 3 種 の 方法に つ い て 、3 種 の 標

準材料 （高密度 ポ リエ チ レ ン フ ィ ル ム 、0．1％

ZDEC 含有ポ リ ウ レ タ ン フ ィ ル ム 、0．25 ％ ZDBC

含有 ポ リ ウ レ タ ン フ ィル ム ） と細胞毒性を有す る

こ とが 知 られ て い る ラ テ ッ ク ス を用 い て 検討 した。
また 、 各試験方法 で 良 く用 い られ る それぞれ の 細

胞 種 に つ い て 、わ が 国 の ガ イ ド ラ イ ン に 記 載 の

V79 細胞を用 い るコ ロ ニ ー
形成試験 に よる直接接

触 法 、USP ＜87＞ に 記 載 の L・929 細 胞 を 用 い る

Direct　Contact法 お よ び Agar　DiffUsion法 に っ

い て それぞれ の ガ イ ドラ イン に 沿 っ て 試験 した 。

【結果と考察】

　 コ ロ ニ ー法 に お い て は 、4 種の 細胞株を川 い た

各種の 試験条件、すなわち、MO5 培地を用い る V79
細胞 （V79 ／MO5 ）、　 MEIO 培 地 をIHい る V79 細胞

（V79 ／MEIO ）、　 L−929 細胞、　 BALB 　3T3 細胞 お よ

び MRC 細胞を用 い て、　 RM ・A 、　 RM −B、ラ テ ッ ク

ス 、お よ び RM ・C の 4 種 の 材料に っ い て の 細胞毒
性 の 比較検討を行 っ た。

　ICs
。
値 で そ れ ぞれ の 細胞毒性強度 を 比 較 し た と

こ ろ、RM ・A に つ い て は BALB 　 3T3 ＞ L・929 ＞

MRC −5 ＞ V79 、　 RM −B につ い て は V79 ＞ BALB
3T3 ＞ L−929 ＞ MRC ・5、 ラ テ ッ ク ス に つ い て は

BALB 　3T3 ＞ L−929 ＞ V79 ＞ MRC −5 の 順 で 感度
が 高か っ た 。 陰性材料で ある RM −C に 対 して は 、

い ずれ もコ ロ ニ ー
形成阻害 を示 さ な か っ た 。細胞

毒性 試 験 と して 良 く用 い られ て い る NR 法 につ い

て は、どの 検体に 対 して もほ ぼ Elution法 と 同程

度 の 検出 感度 を 示 し た。コ ロ ニ ー法 と Elution法
の試験原理一ヒの 大 きな違 い は、コ ロ ニ ー法 で は ウ

エ ル あ た り 100 個 の 細 胞 を播種 し、1 個 の 細 胞 が

ク ロ ーン 増殖す る全過程 にわたり、検体を暴露 （6
日以上 の 培養全期間）する の に 対 して 、Elution
法 お よ び NR 法で は、ウエ ル あた り IOA〜105個の

細胞を播種 し、細胞間接触が保たれた状態 で検体

に 24 〜48 時間暴露 して そ の 毒性を調 べ る。した

が っ て 、処理期閥 の 差、細胞閥接触 の 有無、細胞

の 増殖期 と処理 の 時期 の 関係 な ど に よ り、理 論的

に も コ ロ ニ ー法 が 薬物 に 対す る毒性反応が 高 い 結

果 とな る こ とが 予 測 で き る。実 際、日 本 動 物 実 験

代替法学会 で 実施 され た、5 種 の 細胞毒性 試 験 法

の バ リデーシ ョ ン ス タ デ ィ に お い て も、コ ロ ニ ー

法が 最も感度 が 高い こ とが 報告 され て い る 。

　本研究で は、それぞれ の 試験法 に よ る細胞毒性

感度 の 違 い と、同
一．．・

試験法 の 中で も細胞種 の 違 い

に よ？ て 毒性反応 が 異な るか を調 べ た 。 試験法 に

つ い て は 、わ が 国の ガ イ ドラ イ ン で 推奨す る コ ロ ニ

ー
法が 感受性 の 点 で 優れ る事 が 分 っ た。しか しな

が ら、抽出溶媒 に 血 清含有 の 培 地 を用 い 、重 量 比 （コ

ロ ニ ー
法で 0．l　g！mL に 対し、　E星ution 法 で 0．2

9tmL）で 抽出を 行 っ た 場 合 の Elution法 や NR
法 で も、コ ロ ニ ー法 に 遜 色 な く十分 に検出可 能 で

あ る事が 分 っ た 。 試験 に用 い る細胞株 に つ い て は 、

同
一・

試験法 の 中で の 細胞種 に よる感度 の 違 い は 試

験材料 に よっ て 異な り、・一・
定 の 法則 は見 られずガ

イ ドラ イ ン に 記載 され て い る細胞株 で 特 に 感受性

の 弱 い と思われる細胞 は なか っ た。
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