
Ａ. 研究目的

報告者はこれまで clioquinol の毒性の titlation を行

い､ 神経系培養細胞､ 一般培養細胞､ 初代神経細胞に

おいて､ ほぼ 20μM 程度で最小濃度毒性を示すこと

を本会で報告した｡ また､ 神経特異性を検討するため

に速い軸索輸送において毒性の titlation を行い､ 同

じく 20μM で順行性､ 逆行性輸送ともに障害される

ことを報告した｡

これらの知見は同じ培養条件でおこなわれ､ GIT 培

地に 20％のウシ胎仔血清を加えたもので行われた｡

しかしながら､ 一般に神経細胞は低濃度の血清条件で

行われることが多いことから､ 今回は､ 培養神経系細

胞 を SHSY5Y に 固 定 し て ､ clioquinol の 毒 性 の

titlation を種々の培養条件下で行うことにした｡ 基礎

培地､ 血清濃度を変更し､ それぞれの影響を検討した｡

そ れ に よ り ､ 血 清 濃 度 を 下 げ る こ と に よ っ て

clioquinol の最小毒性濃度が低下することが分かった

ので､ さらに､ 血清成分分画の影響についても検討し

た｡

Ｂ. 研究方法

基礎培地として GIT､ DaigoT､ Hybridoma serum-

free medium (HM) ､ DMEM､ RPMI ､ aMEM､

DMEM/HamF12 (いずれも FujiFilm/Wako) につい

て 検 討 し た ｡ 添 加 血 清 は ウ シ 胎 仔 血 清 (FBS,

HyClone)､ 成体ウシ血清 (ABS：NewZeeland 産､

Gibco/LifeTechnologies NZ) とし､ 濃度を変動させ

た｡ 培養細胞は SHSY5Y に固定し 6 穴培養皿に分散

培養して経時的に位相差顕微鏡で観察記録した｡ 血清

分画の検討にはヒトアルブミン､ ヒトトランスフェリ

ン､ ウシアルブミン､ ウシトランスフェリン､ ウシガ

ンマグロブリンを用いた｡

Ｃ. 研究結果

連続しない培養プレートを対物 10 倍で撮像し

DMSO のみの添加を対照として､ これの半分以下の

占有面積の濃度を最小毒性濃度とした｡ 図 1はその 1

例を示すが clioquinol (CQ) 2μM までは対照と差が

ないのに対して 5μM 以上では浮遊死細胞のみで､ 最

小毒性濃度は 5μM と判定される｡ 図 2に各種培養液

での 3 日後の最小毒性濃度を示す｡ FBS 濃度 10％以

上では最小毒性濃度は基礎培地の種類にかかわらず､

ほぼ 20μM であった｡ また､ 5％とすると多くは最小

毒性濃度が 10μM で､ 2.5％以下では培養液によりば

らついた｡ 無血清培地では SHSY5Y 細胞の viability

が低く､ CQ 無添加でも培養維持が困難で毒性の判定
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研究要旨

これまでの clioquinol の毒性の titlation で､ 神経系培養細胞､ 一般培養細胞､ 初代神経細

胞において､ ほぼ 20μM 程度で最小濃度毒性を示すこと､ また､ 速い軸索輸送において同

じく 20μM で順行性､ 逆行性輸送ともに障害されることを報告した｡ 今回は､ 種々の培養

条件下で clioquinol 毒性の titlation を検討した｡ その結果､ 血清濃度を下げることによって

clioquinol の最小毒性濃度が低下すること､ 血清成分分画ではアルブミンのみが毒性抵抗を

示すことが明らかになった｡ また､ 低濃度 clioquinol は増殖促進を示唆したので今後の検討

予定とした｡



には不十分であった｡ 一部で定量的な検討をした｡ そ

の結果､ 1μM の低濃度 CQ は増殖促進を示した｡

血清のどの成分が耐毒性に寄与しているのか検討し

た｡ 市販のヒトアルブミン､ トランスフェリン､ ABS

より精製したウシアルブミン､ トランスフェリン､ ガ

ンマグロブリンを添加して最小毒性濃度を検討した｡

全血清無添加では最小毒性濃度を向上させるものがな

く､ 2％全血清にそれぞれを添加して､ 2％全血清より

も最小毒性濃度を上昇させるものを検討した｡ その結

果を図 3に示す｡ ヒトアルブミンとウシアルブミンの

みが 2％全血清の耐毒性を向上させることが明らかに

なった｡

Ｄ. 考察

これまでの我々の CQ titltion 実験は 20％FBS 添加

GIT を用いて行い､ 最小毒性濃度が 20μM であるこ

とを種々の細胞を用いて､ また､ 神経軸索輸送におい

て報告した｡ 今回は血清濃度の変更から始めた｡ 培地

変更後 3 日の観察では､ GIT 培地で FBS を 5％以下と

して最小毒性濃度が 10μM であったが FBS を除去し

ても最小毒性濃度が保たれた｡ 基礎培地を変更すると

FBS 5％以上では同様であったが､ 2.5％以下では最

小毒性濃度が低値となり 2-5μM となった｡ さらに､

無血清条件を洗浄により強化すると対照でも viability
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図 1 Titrationの判定

SHSY5Y 細胞が占有する面積が対照 CQ free に比して 1/2 以下となった well の CQ 濃度とする｡
この例では 5μM 以上は死細胞なので最小毒性濃度は 5μM となる｡

図 2 各種培養液で血清濃度を変更した際の最小毒性濃度

図 1 での判定法による｡

図 3 血清成分添加による耐毒性

ヒトアルブミン､ ウシアルブミン添加のみが 2％結成添加よりも耐毒性の向上が見られた｡



が低下して CQ の毒性効果の判定に適さないと判定さ

れた｡

次に血清成分の CQ 毒性抵抗性分画を検討した｡ ヒ

トとウシでアルブミン､ トランスフェリン､ ガンマグ

ロブリン (ウシのみ) で行った結果､ アルブミンのみ

が対照に比して毒性抵抗性を示した｡ 機序については

今後の検討が必要である｡

一部の資料で CQ 毒性効果を培養細胞専有面積で定

量したところ､ 培養条件によっては CQ が 1μM 程度

で細胞増殖促進効果を示し､ 今後詳細を検討すること

とした｡

Ｅ. 結論

SHSY5Y 細胞の培養で clioquinol の毒性 titlation

を行い､ 一定の培養条件では一定の titlation が得ら

れることを確認した｡ 培養液中の血清濃度が高いほど

耐毒性は上昇したが線形ではなかった｡ 血清成分の耐

毒性をヒト成分と生成ウシ成分で検討した｡ 有意の耐

毒性の上昇を示したのはアルブミンであった｡ 低濃度

CQ の増殖促進効果が観察されたが､ 今後の検討が必

要である｡
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