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組織培養細胞におよぼす各種薬剤の影響

第一報 キノロンカルボン酸系抗菌剤

永 山 在 明 ・大 木 一 憲

佐賀医科大学微生物学教室

組 織培 養 細胞 に 対 す る 各種 化 学 療 法 剤 の作 用 を,細 胞 の 増 殖 を指 標 に して 検討 した。 キ

ノロ ン カル ボ ン酸 系 抗 菌 剤 と してCinoxacin,Nalidixic acidお よ び1-Ethy1-1,4-

dihydro-4-oxo-7-(4-pyridyl)-3 quinoline carboxylic acidを 用 い これ らの5～1,000

μg/mlの 濃度 下 で,マ ウス 線 維芽 細 胞(L),マ ウス神 経 芽細 胞(Neuro 2A),ヒ ト正 常

細 胞(WI-38)ラ ッ ト腎 初代 細 胞 の増 殖 を経 時 的 に 観 察 した 。 その 結 果,動 物 を用 い る毒

性 試 験 の前 段 階 と して,組 織 培 養 細 胞 に よ る細 胞 傷 害 試 験 は 容 易 性,経 済性 の 点 か ら考 慮

して も,き わ め て 有 効 な手 段 とな り うる と考 え られ た。

は じ め に

現在,種 々の薬剤の毒性試験は,1)純 系の マウス,ラ ッ ト等

にその薬剤を投与 し,50%致 死量(LD50)を 算定す る(急 性毒

性試験),2)マ ウス,ラ ッ ト,イ ヌ,サ ル等に1～6カ 月間連

続投与 し,そ の動物の一般状態,体 重,血 液や尿所見,臓 器の

病理組織学的所見か ら判定する(亜 急性 および 慢性毒性試験)

とい う手法が主に とられてい る。

これ らのin vivoの 毒性試験の重要性 は,こ こで触れ るまで

もな く当然であ るが,判 定までにある 一定の期間が必要であ る

とい う点,あ るいは動物 を用 いることによる煩雑 さを 避ける こ

とがで きない点な ど短所 もあげ られる。

一方 ,組 織 培養法は,現 今の医学 生物学 と くに,細 胞生物学,

発生学,ウ イルス学,免 疫学,放 射線生物学 ひいて は遺伝学等,

多岐にわた る分野で 一般 化して きた手技で ある。 組織培養を行

な う上で,細 菌 やカビの汚染 を防 ぐために,し ば しば種 々の抗

生物質が培養液に添加されてい る。 しか し,こ れ ら抗生物質 は

濃度によつては 多少 とも細胞 に毒性を示すので,そ れぞれの薬

剤 については,そ の毒性 を示す濃度を測定 して 使用濃度が決め

られて きた1～5)。

現在 よ く用いられているのは,ペ ニシ リンG50～100units/

mlと ス トレプ トマ イシン50～100μg/mlの 併用ない しは,

カナマイシ ン30～60μg/ml,ま たはゲ ンタ ミシン50μg/ml

という方法で ある。 これ らの使用濃度で は 雑菌等の汚 染を防止

し,し か も,細 胞 に対 しての影響は はとん ど無視 しうる。 この

ように組織培養 の第一歩 は,可 能なか ぎり毒性の少ない培養液,

培養条 件をつ くりそれ を保つ ことにある。

したが つて,逆 に培養条件 に鋭敏 に左右 され る 動物細 胞を用

いて,薬 剤の毒性を測定す ることが可能であ る。 事実,制 癌性

を有す る物質は 一般 的に細 胞傷害性が強い ことを利用 し,組 織

培養 によ る制癌剤の スク リーニ ングが試み られてお り6),ま た,

歯科材料の細胞毒性試験の 一環 として 培 養細 胞の応用がな され

て きた7,8)。

そ こで,種 々の動物細胞 を用 い,薬 剤の毒性試験を行ない,

動物によ る毒性試験 の前段階 として,広 く一般 的に応用 しうる

かを検 討するために以下 の実験 を試 みた。

実 験 材 料 お よ び 実 験 方 法

1.　 使 用 薬 剤

キ ノ ロン カ ル ボ ン酸 系 抗 菌 剤Cinoxacin(CINX),

Nalidixicacid(NA)お よ び 同 系統 の1-Ethy1-1,4-

dihydro-4-oxo-7-(4-pyridyl)-3 quinoline carboxy-

lic acid(以 下CompoundAと 略 す)に つ いて 検討 し

た 。

2.　 培 養 細 胞

Table1に 示 す よ うに,4種 類 の 細 胞 を 用いMedium

199に20%牛 胎 児 血 清(Flow Lab.)を 添 加 した培 養

液 で 細 胞 を培 養 した 。L細 胞 は マ ウス 由来 の 線維芽 細胞

で増 殖 も旺盛 で,コ ロ ニ ー形 成 率(Plating efficiency)

も高 い。

Neuro2Aは マ ウス 神経 芽 細 胞 で,よ く増殖 す るが,

環 境 の劣 化 と と もに樹 枝 状 の 突 起 を 伸 ば し,ニ ュー ロン

状 に形 態 変 化 をす る細 胞 で あ る。WI38は,ヒ ト由来

のdiploid cellで,培 養 条件 に きわ めて 鋭敏 ない わゆる

正 常 細 胞 と考 え られ て い る細 胞 で あ る。

ラッ ト腎初 代 細 胞 は,生 後1日 の ラッ ト(Wistar rat)

の腎 を細 切 後0.25%ト リプ シン(Difco 1:250)で 消

化 解 離 した もの で,上 皮 様 細胞 と線維 芽 細 胞 の混合細胞

で あ る。

これ らの 細 胞 に,上 記薬 剤 を5～1,000μg/m1に 添

加 し,細 胞 の 増 殖 を経 時 的 に観 察 した。

細胞 数 の計 算 は,0.25%ト リプ シ ンで プ ラス テ ィック
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Fig. 1 Growth curves of L cells cultured 

with CINX, NA and Compound A 

at the concentration of 50ƒÊg/ml

・ディッシュから細胞を剥離し,血 球計算板で細胞数を

測定し,1デ ィッシュ当 りの細胞数を算定 した。

実 験 成 績

1.　L 929細 胞 の増殖に対するCINX, NAお よび

Compound Aの 作用

プレート当り1.9×104個 のL細 胞を播き,培 養2日

目に各薬剤をそれぞれ最終濃度5, 10, 25, 50μg/ml

になるように加え,5日 目,7日 目,9日 目の3回 細

Fig. 2 Growth curves of Neuro 2A cells 

cultured with CINX, NA and Compound 

A at the concentration of 50 ƒÊg/ml

胞数を測定した。個々のサンプルにつき,4枚 のプレー

トを用いその平均値を算出した。

CINX,NAと も50μg/mlで 薬剤無添加のコントロ

ールと同様に増殖 し,形 態的にも変化を認めなかった。

CompoundAは10μg/mlか ら細胞の増殖が低下 し,

50μg/mlで は97%の 増殖抑制がみ られた。各薬剤50

μg/mlで のL細 胞の増殖曲線をFig.1に 示す。

Compound A投 与後,L細 胞 の増殖が他の群に比 し

て抑制されていることが明らかである。
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2.　 Neuro 2A細 胞の増殖に対するCINX, NAお よ

びCompound Aの 作用

プレート当 り3.4×103個 のNeuro 2A細 胞 を播き,

その後は,L細 胞の場合と同様に細胞数を算定した。各

薬剤50μg/mlの 濃度でのNeuro 2A細 胞の増殖曲線

はFig.2の よ うになる。

L細 胞でみられたと同様,Compound Aの 増殖抑制

作用が顕著である。5,10,25,50μg/ml各 濃度での

9日 目の細胞数をコン トロールを100%と して算出する

とFig.3の ようになる。

CINX, NAは5～50μg/mlの 間でほとんど増殖抑

制がみられないのに反し,Compound Aは10μg/ml

か ら増殖阻害を示 し,濃 度の上昇に伴い比細胞数が減少

することが判明した。

Fig.2で 明 らかなように,CINX, NAは50μg/ml

の濃度でNeuro 2Aの 増殖にほとんど影響を認め得な

かった。 この 濃度は ヒト臨床投与に おいて達 し得る血

中での 最高濃度に匹敵する。 しかし,尿 中排泄濃度は

CINXで はきわめて高いことが知られているのでCINX

お よびNAの 両薬剤について,50,100,500,1,000

μg/mlで の増殖を観察 した。

Fig.4で 明 らかなようにCINXは500μg/ml以 上

では強い増殖抑制がみられる。NAの 作用はさらに強く

同じ500μg/mlで 細胞数の減少すなわち,細 胞の死が

観察された。

3.　 WI 38細 胞 に対するCINX, NAの 作用

WI 38は ヒ ト由来の細胞であり,ま たコロニー形成

率 も低 く,染 色体数もdiploidで ほぼ正常細胞と考えら

Fig. 3 Growth inhibition of Neuro 2A cells 

on 9th day at different concentration 

of CINX, NA and Compound A

れ て い る細 胞 で あ る 。L細 胞 や,Neuro 2A細 胞 に比

べ て も,牛 胎 児 血 清 や 水 に 対 す る 条 件が き び し く,環 境

に よ り左 右 され や す い 細 胞 とい え る。

プ レー ト当 り5.3×103個 の 細 胞 を 播 きCINX, NA

50,100,500,1,000μg/mlの 濃 度 で 検討 した。Fig.5

で 示す よ うに コン トロ ール の 細 胞 で も増殖 の カー ブが ゆ

る や か で あ る。

WI38で はNA50μg/mlで70%の 増 殖 阻害が み

られ,500μg/ml,1,000μg/mlで は,細 胞 の 死が認 め

られ て細 胞 数 が減 少 す る。

CINX50μg/mlで は コ ン トロー ル に比 して30%の

阻 害 でNAに 比 して軽 度 で あ り,100～1,000μg/ml

で もNAよ り細 胞 毒 性 が 弱 い こ とが うか がえ る。50,

100,500,1,000μg/ml各 濃 度 で の19日 目の細胞 数

を コ ン トロー ル と比較 す る とFig.6の よ うに な る。

4.　 ラ ッ ト腎 初代 細 胞 に対 す るCINX,NAの 影 響

Fig.7で 示 した よ うに,NAは50μg/mlま で は,

ほ とん ど コ ン トロー ル と同様 で,増 殖 に 影響 を与え ない

の に 反 し,500お よび1,000μg/mlは 他 の細 胞 よ りも

きわ めて 強 い 毒 性 を 認 め る。 す な わ ち,約104個 の細

胞 が,8日 目で は 全 く死 滅 す る こ とが 判 明 した 。 一 方

CINXは50～1,000μg/mlの 濃度 の上 昇 に応 じた増殖

抑 制 を認 め るが,NAに 比 べ て そ の毒 性 は 弱 い と考 え ら

れ る。

Fig. 4 Growth curves of Neuro 2A cells 

cultured with different concentration 

of CINX and NA
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Fig. 5 Growth curves of WI 38 cells cultured 

with different concentration of CINX 

and NA

考 察

組織培養細胞を用いての種々の物質の細胞傷害を測定

する方法としては,以 下に述べるようにいくつかの方法

が考えられる。

1) 細胞の増殖能をみる。

i) 増殖曲線(growth curve)

ii) 分裂指数(mitotic index)

2) コロニー形成率で判定する。

3) DNA合 成 能

4) 特定の酵素あるいは蛋白の合成能

5) ウイルスの力価測定に用いられるように細胞変性

効果をTCD50で 算出する。

6) 細胞の生死を判定する。

7) 形態学的変化を観察する。

いずれの方法が,薬 物の毒性試験に最も適しているか

については,そ れぞれの方法で一長一短があ り,に わか

に優劣をきめがたいが,細 胞の増殖能から判定する方法

は,経 時的観察も容易であ り,こ こでは,各 細胞の細胞

数を測定し,増 殖曲線を描かせる方法を用いた。

CINXの マ ウス ・ラッ トの急性毒性をNAと 比較す

ると,CINX経 口投与時のマウス ・ラッ トのLD5。 値

は,NAの1.5～2倍 の値が得られている9)。今回の組

Fig. 6 Growth inhibition of WI 38 cells 

on 19th day at different concentration 

of CINX and NA

織培養細胞による増殖抑制作用は一般的にCINXよ り

NAが 若干強く,し たがって,CINXはNAよ り細胞

毒性が少ないと考えられる。

WI38(Fig.5)で み られるようにCINXは500～

1,000μg/ml 19日 間の暴露で細胞の増殖は認められな

いものの,細 胞数減少すなわち細胞を死に至 ら しめ る

程,毒 性は強くないといえる。NAは500μg/mlを 越

えると細胞致死作用が生ずる。 しかし,臨 床用量におけ

るNAの 血中および尿中濃度はそれぞれ30μg/ml,

200μg/mlを 越えないのに比し,CINXの それは30

μg/ml,1,000μg/mlで あ り,CINXで は血中濃度に

比 して尿中排泄濃度が一過性に高いことが知 られ てい

る。別の検討成績ではCINX 1,000μg/ml以 下,NA

100μg/ml以 下の濃度での細胞増殖抑制作用は可逆的

であり,両 薬剤ともに,薬 物の除去により再び細胞は増

殖する10)。

CINXは 現在まだ開発段階の薬剤であり,臨 床応用例

も少なく,ここで結論を導 くのは早急ではあるが,両 薬剤

の血中移行濃度と尿中排泄濃度を考慮するとき,CINX

ではNAで 報告されるような視覚異常,め まい等,中

枢系の副作用は,NAよ り少ないことが予想され,逆 に

腎障害の認められる症例では,そ の腎障害が増強される

ことが懸念される。

Compound Aに ついては,CINX, NAに 比 して,

きわめて細胞毒性が強いことが示唆されたが,動 物によ

る毒性試験や臨床応用例における副作用出現率 との相関

は,さ らに検討を要すると考えられる。

今回の 実験では 線維芽細胞,神 経芽細胞,腎 初代細
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Fig. 7 Growth curves of primary rat embryo 

kidney cells cultured with different 

concentration of CINX and NA

胞,ヒ トの正常細胞を用いたが,WI 38が ヒト由来であ

る点,薬 剤に対する感受性が高い点などか ら,こ のよう

な毒性スクリーニングに適していると考えられる。また

三種の薬剤間で とくに臓器特異性を強く示唆するデー

タは得られなかったが,今 後検討すべき問題の一つであ

る。

癌原物質の検索のために,第 一次のスクリーニング法

として,微 生物を用いる方法が考案,開 発されてきた。

なかでも,AMESら12,13)に よって開発されたヒスチジ

ン要求性のネズ ミチフス菌を用いる方法は,発 癌性と相

関が高く,現 在ひろく薬剤の検定にも応用されている。

同様の考えから,そ の容易さ,経 済性,判 定までの時

間の短縮の点などから,動 物実験の前段階として,薬 剤

の毒性試験を組織培養細胞によって検討することは,有

意義と思われる。

前述したように,今 回のデータは,あ くまで個々の細

胞に対する毒性試験であり,動 物個体全体に対する毒性

については,別 の要素もあることであろうから,臨 床応

用例における副作用などとの相関は,今 後の実験や資料

の蓄積に待たねばならないが,薬 剤毒性試験の第1次 ス

クリーニング法 として,組 織培養法の応用が一般化し,

規格化されることを強く提言する。
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EFFECTS OF CHEMOTHERAPEUTIC DRUGS ON CELLULAR PHYSIOLOGY 

IN TISSUE CULTURE 

I. QUINOLONE ANTIBACTERIAL AGENTS 

ARIAKI NAGAYAMA & KAZUNORI OHKI 

Department of Microbiology, Saga Medical School

The effects on animal cell prolifiration of cinoxacin, nalidixic acid and 1-ethyl-1, 4-dihydro-4-

oxo-7-(4-pyridyl)-3 quinoline carboxylic acid (Compound A), new antibacterial compound related 

to nalidixic acid, were investigated in 4 mammalian cell cultures. 

With regard to cytotoxicity, little difference could be found between cinoxacin and nalidixic acid. 

However, cells exposed to Compound A showed remarkable damage at the concentration of 10•`25

μg/ml.

Comparison of these drugs' LD50 values using mice or rats and their influence on cell growth in 

tissue culture proved that the application of its method would be useful for cytotoxicity test of 

new chemicals.


