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1. 序輸

入聞社会には数多くの化学物質が利用されており、それら化学物質の使用にあたっては、その安全性を正

当に評価して適切に管理することが必要不可欠である。現在の化学物質の毒性の詳細な評価は、主に実験動

物を用いて長期的に被検物質を反復投与した結果から得られる情報に基づいて行われている 1)が、変異原性

の有無等を簡便に評価するスクリーニング試験としてはAmes試験や染色体異常試験、コメットアッセイ等

のinvii仰試験系が広く用いられている。また、近年の化学物質の多種多様化、国際世論の動物実験に対する

撹灘傾向、企業単位での自社製品の安全性評価に対する社会的要請の高まりに伴う簡便な評価法への需要の

増大等の背景を受けて、invitro試験系が化学物質の安全性剤面に果たす役割が一層広がることが予想される。

ここで、従来のinvi，的試験系は、そのほとんどが簡便のために動物細胞あるいは株化系剛包等の不死化細胞を

用いたものである。しかしながら、実際に問題とされる対象物質の毒性は、ヒトの標的臓器において正常な

細胞が悪影響を受けることによって発現する。従って、 invii的試験にヒト正常細胞を用いることで実験条件

が実際の発症機構を再現したものに近付き、より信頼性の高い結果を得られることが期待できる。そこで本

研究では、代表的なinvi，かo毒性試験として染色体異常試験を選び、染色体異常試験にヒト正常細胞を用いる

手法の確立を目指す。

染色体異常については発がんをはじめとする様々な疾患との関連が報告されており、特に白血病の発症と

密接な関連があるとされている。 Ph1染色体(フィラデルフィア染色体)はヒト9番染色体の長腕部と 22番

染色体の長腕部との間に起きた相互転座によって発生した異常染色体で、あり、 95%以上の慢性骨髄性白血病

患者に認められ今、また、念性骨髄性白血病や骨髄腫などにも低頻度ながら検出されている 3)。他にも、急

性骨髄性白血病における 15番染色体と 17番染色体との相互転座の、急性前骨髄球性白血病に置ける 8番染

色体と 15番染色体との相互転座5)等、病型に特異的な染色体異常が明らかにされている。そこで本研究では、

染色体異常と白血病との関連に注目し、その標的臓器である骨髄に由来するヒト正常細胞を用いた染色体異

常試験法の確立を目標とした。

また、染色体は細胞周期間期 (S期)を経て有糸分裂 (M期)中期に遣することで凝集し、光学顕微鏡下

で染色体標本として観察可能な形態を取るため、染色体異常試験を行うには対象細胞が良好な増殖傾向を示

すことが非常に重要である。更には、発症機構の再現を目的として正常細胞を用いるため、培養後の細胞が

ヒト骨髄の機能を正常に再現可能な状態にあることを確認することが必要不可欠である。ここで確認すべき

ヒト骨髄の代表的機能として、 myelop町oxidase(阻0)の代謝舌性と造血機能とを挙げる。間Oは骨髄中の

造血細胞に豊富に発現している分子量句 150回♂の代調酵素で、あり η'，8)，吟叫 11)、ベンゼン代謝物の代謝に関

わるなど血液毒性との密接な関連が報告されており問、骨髄における化学物質に対する応答の中核を成すと

考えられる。本研究では培養後の細胞のMPO含有量を、 H202によるベンジジンの酸化における酵素即芯を

用いて測定した11また、骨髄中には造血系幹細胞が豊富に含まれており、造血作用は骨髄の代表的機能で
ある。幹細胞は培養の進行に従って細胞分化を起こすため、骨髄の造血機能再現には、培養後の細胞におい
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ても十分な割合で造血幹細胞が含まれていることを確認する必要がある。従って本研究で、は、培養後の細胞

の造血機能の確認として、フローサイトメトリーによる細胞分化解析を行うことで培養後の細胞の造血幹細

胞CD34+の含有率を測定した。フローサイトメトリーは、フローセル中に細胞を 1個ずつ流してレーザー光

を照射し、その散乱光や蛍光の強度から各細胞のサイズヰ構造に関する情報を得て細胞を分類・解析する手

法であるべ本研究においては、細胞試料をω34antibody及び7・AAD(7同Aminoactinomycin)を用いて蛍

光標識することで死細胞を除去してCD34+細胞を検出し、細目齢化鰯庁試験を行った。

以上の背景から、本研究においては、ヒト正常細胞を用いた染色体異常試験法の確立を目指し、ヒト正常

骨脇田胞を複数の培養条件に従って培養し、その細胞増殖率から良好な培養条件を選択し、実際に染色体標

本を作製すると共に、島1PO測定試験及びフローサイトメトリーを用いた細胞分化解析試験に基づいて培養状

態を確認して最適な培養条件を決定した。

2. 方法

2. 1賦薬及び細包

ヒト正常骨髄細胞としては、BoneMarrow Mononuclear Cells (C品侶E既 NJ)及び、BoneMarrow CD34+ Cells 

(Lo問 Swi包er1and) を用いた。また、細胞培養用試薬としては、無血清培地 S1EMPRO™-34及び L-Glu回nine

はInvitrogen(CA)社の、無血清培地枇mSpan⑧ SFEM(Serum-Free Exp加 ionMedium)及びサイトカイン

カクテル枇:mSpan⑧ CC100は枇mCeU⑧ Tω:hnologies(Canada)社の、汎用培地IMDM(Iscove's Modi日ed

Dulbecco's Medium)はLonza(Switzerlland)社の、血清FBS(Fa加1Bovine Serum)はMPBiomedicals (OH，) 

社の、サイトカインSCF、GM・CSF、G-CSF、E・3及びE・6はPEPR01ECH(NJ)社の製品を購入して用い

た。その他の試薬は特に記載の無い限りは(株)和光純薬製の生化学用または試薬特級を用いた。

2. 2細胞培養賦験

検討した培養条件は、使用する培地、血清やサイトカイン等の増殖因子及び初期細胞密度を変えた4条件

であり、その詳細を褒1に示す。表1に示した条件の内、条件1はDelayらの研究 15)でヒト骨髄由来CD34+

細胞の培養に用いられた培養条件と同等の条件であり、条件2はBoneMarrow Mononuclear Cellsに対して

C品侶REX社が推奨する培養条件に基づいている。また、条件3はBoneMarrow CD34+ Cellsの無血清培養

に関してLonza社が推奨する培養条件で、あり、無血清培地枇mSpan⑧S回 Mはヒト瞬帯血由来CD34+細胞を

対象としたLimらの研究1のにおいても用いられている。条件4はBoneMarrow CD34+ Cellsの有血清培養に

関してLonza社が推奨する培養条件となっており、汎用培地IMDM及びFBSはARAKIらの研究1ηでも骨髄

由来CD34+細胞の培養に用いられている。

培養条件

使用細胞

使用培地

初期細胞密度

増殖因子

表1本研究で用いた培養条件の詳細

条件1 条件2 条件3 条件4

Bone Marrow Mononuclear Cells Bone Marrow CD34+ Cells 

STEMPRO・34 IMDM StemSpan@ SFEM 

5.0xlO¥ells/mL 5.0xlO¥ells/mL 5.0xl0
4
cells/mL 1.7x10

4
cells/mL 

2mM L-Glutamine 2mM L-Glutamine 15% FBS 1 % StemSpan⑧ CC100 

100nglmL SCF 25nglmL SCF 

25ng組LGM.同CSF 10nglmL GM.・CSF

50nglmL IL-3 lOnglmL IL-3 

10nglmL IL・6 10nglmL IL-6 

1時/mLG-CSF 

解凍した細胞をそれぞ、れの条件に従って31'C、CO2濃度5%、湿度100%の条件下のインキュベータ内で6

日間培養し、それぞれの培養条件での細胞数の経日変化を血球計耕反を用いて測定して増殖の程度を比較し
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た。なお、以降の各試験には、本試験によって決定した適当な培養条件に従って6日間培養した細胞を回収

して用いた。

2.3染色体標本作製鼠験

回収した細胞を 10伽nmディッシュに1伽nLの培養液と共に5.0x105cellsの細胞を播種し、更に48時間の培

養を行った。培養終了の2時間前に、滅菌水で100倍に希釈したMAS(Me伯仲間Arre蜘 gSolution; Genial 

Genetic Solutions， UK)を200μL添加した。培養終了後ただちに細胞を回収し、 5mLの0.075M塩化カリウム

溶液中で31'C、20分間のインキュベートを行うことで低張処理とした。続いて5mLの固定液(メタノール:

酢酸=3 : 1)を加えて穏やかに混合、細胞を半固定した。この細胞浮遊封夜を200xgで 15分間遠心沈降して

新しい固定当夜5mLと交換する操作を3回繰り返して細胞を完全に固定した。固定後の細胞を lmL程度の固

定液に再懸濁してスライドグラス上に滴下し、 40
0
Cに設定したパラフィン伸展器 PSP-400(井内盛栄堂〉上

で乾燥させた。作裂した標本をpH6.8PBS (Pho甲hateBu宜町 Solution)で25倍に希釈したギムザ液 (M，町'ck，

G聞 nany)で30分間染色し、光学顕微鏡Axiovert25 (Carl Zeiss， Germany)を用いて観察した。

2.4 MPO測定鼠験

回収した細胞を 10伽mディッシュに細胞密度5.0x104cells加Lにて播種して24時間の前培養を行った後、

細胞を回収し、PBSを用いて2度の狗争を行った。狗争後の細胞から2.5x 106 cellsまたは5.0x106∞llsを取り、
MPO lysis solution (60伽泊，fPBS500μL、3明日ritonX(MP Biomedicals， OH) 60μL、滅菌水5.44mLを混合して

事前調製)lmL中に懸濁した。この細胞浮遊夜に対して液体窒素と 370C~こ設定したウォーターパスとによる

凍結醐卒サイクルを3度繰り返すことで細胞を完全に溶解した。細胞浮歯夜を4
0
C、1200句mにて 15分間

遠心沈降し、上清を除去した。残った細胞塊にTMBreac出gsolution (50伽lMPBS100μへN，N・ジメチルホル

ムアミドを用いて2伽凶4に調整した百在BZ(同仁化学)80μL、滅菌水820μLを混合して事前調製)を90件

添加し、 31'Cにて 5 分間インキュベートした。その後 1伽曲1H202 を 1O~加え、 31'Cにて 4 分間インキュベ

ートすることで青色への呈色反応を行った。4分後 100μLの5MH3P04を添加して溶液のpHを変化させるこ

とで呈色反応を停止させた。本操作により検出感度が向上することが知られており 18)、蹴夜の吸収極大波長

が65伽mから45伽mへと変化して輸夜は鮮やかな黄色を呈する。

TMB反応終了後の溶液を 37
0
C、1200句m にて 2分間遠心沈降し、上清の波長 45伽m における吸光度

(o.D.450)を測定した。なお、上述のプロトコールにおいて 1伽由1H202に代えて滅菌水を用いることでブラ

ンク試料を作製し、式(1)に従って細胞試料の正味吸光度を計算した。また、細胞試料とは別に、購入した

MPO酵素 (ELASTINProducts， MO)を用いて同様の操作を行うことで検量線を作成し、その検量線に基づい

て細胞試料中の乱。o含有量を決定した。

d.O.D哨 0=(o.D哨 o)sample一(O.D・450)bI.枇 、.a
，
aE

・E，，‘、

2.5フローサイトメトリーを用いた細胞分化解析

回収した細胞をwashsolution (2%のFBS(MP Biomedicals， OH)を添加したPBS)で出争した。出争後の

細目包から4.0x106cellsを取り、 w部hsolution 400~ 中に懸濁した。この細胞浮遊液を 100μL ずつ 4本の試験管

に等分し、それぞれ試験管I、E、皿、 Nとした。試験管Iには20μLのPEmo田eIgG 1 isotype∞附01(Beωn， 

Dickinson and Company， NJ)を、試験管E及びN にはそれぞれ20μLのantih四nanCD34・，PEantibody (B∞ωn， 
Dickinson and Company， NJ)を納日し、4本の試験管を室温、暗所にて30分間静置した。各溜夜をwashsolution 

で2度洗浄した後、室温、 150句mにて5分間遠心沈降し、上清を除去した。その後、試験管皿及びN中

の細胞塊にはそれぞれ20~ の 7・AAD (Becton， Dickinson and Company， NJ)を加えて室温にて 10分間静置し

た。 4本の試験管それぞれに 500~ の washsolutionを添加し、FACSCalib町別 (Beω'n，Dickinson and Company， 

NJ)を用いて解析を行った。

ここで、 CD34+細胞は染色操作時にCD34antibodyを取り込むが、死細胞もまた抗体を取り込んでしまうた
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め、 CD34antibodyのみによっては死細胞を分別除去してCD34+細胞を検出することはできない。そこで本試

験においては、膜の形状が保てなくなった細胞に浸透しやすい核染色剤である下品Dを組み合わせて用い

ており、これにより生存CD34+細胞のみを検出可能であるべなお、本試験では解析に際して1試料あたり

4本の試験管を用いたが、この内CD34an世bodyと下品Dの両方を添加した試験管Nを細胞分化解析に用い、

PE mouse IgG 1 isotype con1rolを添加した試験管Iは機器の初期設定に、 ω34antibodyのみを添加した試験管

EはCD34の検出感度補正に、 7・AADのみを、納目した試験管皿は7・，AADの検出感度補正に用いた。

3圃結果

3. 1細胞培養賦験

細胞培養試験の結果得られたそれぞれの

培養条件における増殖曲線を図 1に示す。

なお、縦軸には増殖率として、測定細胞数

16 

14 

12 

の、初期細胞数に対する比を取った。 10

条件4では培養3日目時点から増殖傾向 ~ 8 
が見られ、培養6日目で約 15.9倍と十分な 最!
増殖が観察された。しかしながら、他の培 霊;
養条件については、条件2で培養4日目に 嬰 i
約1.47倍の増殖率を示したものの正常な培 。
養状態とは考えられず、条件 1及び条件3

に至つては全く増殖傾向が見られなかった。

そこで次節の染色体標本作製試験には、初

/、
一←条件1 -条件2 / 
..........条件3 一栄一条件4 / 

/ 
/ 
/ 

~ 
ー -ー-

2 3 4 5 6 

経過日数[day]

図1細胞培養試験結果

期細胞数からの増殖が見られた条件2及び条件4に従って培養した細胞試料のみを用いることとした。

3.2染色体標本作製賦験
表2染色体標本作製試験結果

培養条件細胞数標本数 開

7 

染色体標本作製試験では、作製した染色体標本の品質を判断する

指標として、展開した染色体が確認できる中期分裂細胞数を計数し、

観察した総細胞数に対する比を取ることで細胞100個あたりの染色

体展開中期分裂細胞数を算出し、Mi白白Index(MI) とした。培養

条件1 6000 12 0.20 

条件3 13617 300 2.20 

条件 1及び3に対して得られたMIの値を表2 1 

に示す。条件3については十分な頻度で、良好に 0，9 

展開したMetaphasesが得られたが、条件1につ 0，8 
0.7 

いては阻が0.20と非常に小さく、また検出さ 0，6 

れたMe旬phasesに関しても展開が不十分で、あり、 ~ 0，5 

染色体異常試験を行うに足る品質の染色イ標本 9 0.4 
- 0，3 

が得られたとは言い難い。従ってヒト正常骨髄
0.2 

細胞に対する最適培養条件の候補として培養条 0.1 

件 3を選択し、以降の MPO測定試験及て勝目胞 0 

分化解析には条件3に従って培養した細胞試料 0 

ノF

/ 
/ 
/ 
/ 
./ 
/ 
/今
~ 

0，0005 0，001 0，0015 0.002 
MPO[mglmL] 

のみを用いて培養状態の確認、を行った。

3.3 MPO測定賦験
園2作成したMPO検量線

MPO測定試験で作成した検量線を図2に、その 1次回帰式を式α)に示す。

y = 448.68x -0.0246(R2 = 0.988) 

0.0025 

(2) 
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ただし、

x:試料懸濁液中のMPO濃度[mglrnL]

y: 正味吸光度~O.D.450[-] 

である。

この検量線及び測定した~o.D.450 に基づいて細胞中島任。含有

量を決定した。なお、本試験においては細胞数2.5x 106 cellsにて2

試料、細胞数日x106∞11sにて3試料の合計5試率的、の測定を行っ
た。結果を表3に示す。 5回の測定を平均すると、条件3に従っ

て培養した細胞中のMPO濃度は919.9pmoV1061∞11sとなった。
3.4フローサイトメトリーを用いた細胞剣己解析

フローサイトメトリーにおいては、デブリや凝集細胞等の解析

に不必要な粒子の情報を除去する必要があり、その操作をゲーテ

イングと呼ぶ。そこで本試験では、前方散乱光 (Forw訂dSca従ぽ

(FSC) )強度及び側方散乱光 (SideScぽ町 (SSC))強度に基づい

てゲーティングを行った。 FSCは測定粒子の大きさに、 SSCは測

定粒子の内部構造に関連した情報を提供するベゲーティングの

結果を図3に示す。図3中に多角形で示した領域内の細胞集団を

本試験での解析対象とし、他の粒子の情報は除去した。

ゲーテイング後の細胞集団を対象として、 CD34による蛍光強

度及び下AADによる蛍光強度に基づいて細胞分化解析を行った。

解析結果を図4に示す。図4では横軸にCD34蛍光強度を、縦軸
に下品D蛍光強度を取り、それぞれの検出感度補正結果に基づ

いて対象細胞集団を4領域に分類し、各領域に属する細胞数の

百分率を数値で示した。図 4中の右上領域は CD34陽性かっ

7品 D陽性、すなわちCD34+死細胞を示す領域である。同様に

右下領域は∞34+生細胞を、左上領域はCD34死細胞を、左下

領域は CD34-生細胞を、それぞれ示す領域である。細胞分化解

析の結果、条件 3に基づいて培養した細胞試料中に占める

CD34+:細胞の割合は14.16%で、あった。

4. 考察と結論

本研究ではヒト正常細胞を用いた染色体異常試験法の確立を

目指し、表1に示した4条件のそれぞ、れに従ってヒト正常骨髄

細胞を培養し、その細胞増殖率から良好な培養条件を選択し、

染色体標本作製試験、 MPO測定試験及。湘胞分化解析に基づい

て培養状態を確認し、最適な培養条件を決定した。

表3MPO含有量測定結果

細胞数 O.D.450 MPO 

[×106cells] [-] IEmoU106ceh] 

2.5 0.405 510.7 

2.5 1.363 1649.4 

5 1.221 740.3 

5 1.394 843.1 

5 1.416 856.2 

F鶴哨

図3 ゲーティング結果
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図4 細胞分化解析結果

培養条件1及び条件3については細胞培養試験において全く増殖が見られなかった。条件2に関しては培

養4日目に約1.47倍とわずかな増殖傾向を示したものの、続く染色体標本作製試験において染色体異常試験

に足る品質の染色体標本が得られなかった。すなわち以上の3条件に関しては、細胞分裂が正常に進行せず

に細胞周期 S期ではなく静止期 (G。期)へと移行して停滞し、染色体を形成する M期中期に達していない

ことが考えられ、実際に条件3に従って6日間培養した後の細胞を用いてフローサイトメトリーによる細胞

周期解析を行ったところ、その 9~も以上が 00期にあることが確認された(伽胞notshown)。従って染色体異
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常試験に向けた培養条件としては不適切であると言える。

一方、培養条件4では細胞培養試験において培養3日目時点から増殖傾向が見られ、培養6日目で約 15.9

倍と十分な増殖が観察され、対数増殖期を有する理想的な培養状態であると考えられる。続く染色体標本試

験においても十分な頻度で良好に展開したM伽抽出国が得られ、正常な来剛包周期を経る細胞分裂が適切に進

行していることが予想された。そこで条件4を最適培養条件の候補として選択し、間0測定試験及て細胞分

化鰯庁による培養状態の確認を行った。

四 0測定試験の結果、条件3に従って6日間培養した後の細胞中の阻O濃度の平均値は919.9pmo1J106ce1ls

となった。この結果はヒト骨髄性白血病株化細胞HL・60中の間O濃度の報告値31O.3pmo1Jl 06cells20)よりも

大きい値であった。 MPOは骨髄系の造血細胞に発現している代議酵素でな除引の11)、特に好中球に豊富に含

まれることが知られており、頼粒球の分化過程の前骨髄球の時期に活発に産生される 21)均。 HL・60細胞は頼

粒球への分化過程にある前骨髄球であり、MPOを産生していることが明確にされている培養細胞である21L23L

従って、本試験において6日間の培養後の細胞においても MPOがHL四60車問包を上回る濃度で測定されたこ

とは、骨麟田胞として毒性試験に用いるに足る代詩括性を有していることを裏付けていると考えられ、代謝

活性の観点から適切な培養状態であることが確認されたと言える。

細胞分化解析の結果、条件3に従って6日間培養した後の細胞中に占める CD34+:細胞の割合は 14.16%であ

った。ここで、ヒト骨髄中に ω34+;細胞が占める割合としては約 1%であるとの報告 24)があり、本研究にお

ける測定値はこの報告値を大きく上回っている。従って、培養後の細胞はヒト骨髄の正常な造血機能を再現

するに足る分化段階にあると考えられ、細胞分化進行度の観点からも適切な培養状態であることが確認され

たと言える。

本研究の成果として、ヒト正常骨鰍田胞に対する最適培養条件として表1に示した条件4(増殖因子とし

て 1%量のStemSpan⑧ CC100を添加した無血清培地StemSpan⑧ SFEM中における初期細胞密度 104cells泊L

オーダーでの培養)を見出した。本培養条件に従って6日間培養した後の細胞を用いて、実際に良好な品質

な染色体標本が作梨できることを確認した。また、培養後の細胞の代前舌性及て勝目胞分化進行度を測定し、

両者の観点からもヒト骨髄の機能を正常に再現可能な培養状態にあることが確認できた。従って、本条件に

基づいて培養を行うことで、ヒト正常骨勝目胞による染色体異常試験が問題なく実行できると考えられ、白

血病に代表される化学物質の血液毒性を簡便かつ正確に評価するツールが開発で、きたと言える。本研究は、

invi的試験系による毒性制面が重視される昨今にあって、実際の発症機構を再現してより正確な評価が実現

できると予想される、正常細胞による invii的毒性試験の普及の一助となる点で意義深い。
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