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【目的】

　近 年、細胞 毒性 試 験 が 急 性 毒 性 試 験 の 代 替 と な

り得 る可能性 が高 ま り、 ICCVAM に お い て もバ リ

デー
シ ョ ン ス タ デイ が 行 わ れ て い る。 しか しな が

ら、 個体 に お ける全 身急 性毒性値 （LDs。 値） と単

な る細胞死 （IC、。 値） に は い くつ か の 大きなギ ャ

ッ プが あ る 。 そ れ は薬物 の 生体内で の ADME に

よ る薬物代謝、蛋白結合、脳血液関門、レ セ プタ
ー等の 存在 な どで あ る。細胞毒性試験 に 代謝系を

導入 す る事で 得 られ る IC5
。値が全身急性毒性試験

に お け る LD
． 値 に 近似 して くる の で は ない か、と

い うこ と は よく考えられ る こ とで あ る 。 そ こ で 、

代謝活性化 を導入す る 前 に、まず、急性毒性試験

の 結果 が 得 られ て い る 22 種 の 薬 剤 を 用 い て 、
BALB ／3T3 細胞および SIRC 細胞を用い て IC

． ｛直

を算出 し、細胞株 で 毒性反応 に 差が あ る か 等の 試

験方法 に 関す る 予備的な試験を実施 し、代謝活性

化の 系を開始す るため の 基礎データ を得 る こ とを

目的とし、本研究を行 っ た。

【方法】

　細 胞 は マ ウ ス 由 来 BALB ／3T3　 clone 　 A31
（BALB ／3T3 》細胞 と、ウサ ギ 角 膜由来 の SIRC 細

胞 を用 い た e 両細胞 は ATCC よ り購入 した。
NR 試験 は ECVAM の NR 試 験の プロ トコ ール に

従 っ た 。 た だ し、血清 は new 　 bom 　 ca且f　semm

で なく ca且f　serum （CS）を用 い た。培養 お よび播

種で は 10％ CS 添加 DMEM 培地を、処理で は 5％

CS 添加 DMEM 培地 を用 い た。
　細胞 を 1ぴ／ウ ェ ル とな る よ うに播種後 、 翌 日 、

被験物質入 りの 培地 で 細胞 を 24 時間処 理 した。
処 理後、細胞 を PBS （＋）で 洗 浄 し、

　 NR 含有培地

で 3 時間 NR を取 り込 ませ た。　PBS （＋｝に より細

胞 を洗浄後 、抽 出液 で 色 素 を 抽 出 し、吸光度

（OD 騒 。）を測定 した。

ク リス タ ル バ イ オ レ ッ ト （CV ）法は 、 資 生 堂 で 実

施 して い る プロ トコ ール に従 っ て 実施 した。
　96 ウ ェ ル プ レートに 被験物質入 りの 培地を調製

後、細胞 を 3 × 104／ウ ェ ル とな る よ うに播種し、72
時間培養 した 。 処 理 後 、 細胞 を PBS （

一
）で 洗 浄 し 、

CV 溶液を加え、30 分間染色 した。染色後、プ レ
ートを 水洗 し、吸 光度 を 測 定 した 。 吸 光度 測 定 は

使用す る マ イ ク ロ プ レ ート リーダーの 関係 か ら、
OD

，es また は OD6
。。 で 行 っ た。ま た、試験は 2 施

設問評価 を試み る こ とから、試験法プロ トコ ール 、
血 清、細胞 は 両施設、同

一・
条件で 実施 した。また 、

試験溶媒 は 、 基本的 に 同じもの を便用 した が、数

検体で 異な る溶媒を使用 した。試験 は 濃度設定の

為 の 予備試験 を 行っ た あ と、本試験 は 2 回実施 し

た。

【結果及び考察】

　2 回の 本試験 で 得 られた結果 は 、各 ラ ボ ともラ

ボ内で の 1 回目と 2 回目の本試験の IC
． 値を比較

す る と、どち ら の 試験法 に お い て も非常 に 高い 相

関が認 め られた。用量曲線 に 関 して もほ ぼ同
一

の

傾向を示 し、ラボ 内で の 値 が 安定 して い る こ とが

示 さ れ た。また、各 ラ ボ に お ける IC5
。 値を 比 較 す

る と、個 々の 物質に 関 して NR 法 にお い て は LO・

15 倍程 度の、CV 法 にお い て は 1．1−9．8 倍程 度の

違 い が 認め られ た 。

　NR 法 と CV 法 の処理条件をみ る と、　 NR 法で は

10V ウ ェ ル の 細胞を播種 し、処理 時間 は 24 時間、
一方 、 CV 法で は 3 × 104／ウ ェ ル の 播種数で 72 時

間処 理 で あ り、 細胞数 か らは NR 法 が 、 処理時間
か らは CV 法が 感度が よい と考 え られ るが 、 結果

的 に は 、 両細 胞 株 の そ れ ぞ れ の 試 験 法 に よ っ て、
結果が 大きく異な る事は なく、各ラボ における NR
法 と CV 法の 相関は 非常 に 高か っ た。
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