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【目的】初代肝細胞は高い薬物代謝酵素活性を有しているがその活性は培養時間

の延長に伴い急速に失われていくことが分かっており､消失半減期の遅い医薬品

の評価ではその代謝による毒性を見誤る可能性も懸念されている｡そこで我々は

長期にわたって薬物代謝酵素の発現量を維持することが可能であると報告されて

いる初代肝細胞スフェロイ ドを三次元培養によって形成し､それを用いて医薬品

の肝毒性を各種蛍光プローブを用いて評価した｡

【方法】crl:CD(SD)雄性ラット7週齢から初代肝細胞を単離しマイクロ空間培養

プレー トに播種して 7日間培養した｡形成されたスフェロイ ドに acetaminophen

を24時間曝露した後､スフェロイ ド中のATPや放出されたLDH等を用いて細胞毒

性の評価を行った｡またcalcein-AM,monochlorobimane等の蛍光プローブを用い

てスフェロイ ドを蛍光染色し､共焦点レーザー顕微鏡で観察を行った｡各種薬物

代謝酵素の発現量はリアルタイムRT-PCRを用いて測定した｡

【結果および考察】薬物代謝酵素の発現量は培養 7 日目まで維持 していた｡

Acetaminophenの 24時間曝露によってスフェロイ ド内部のグルタチオンの枯渇と

それに伴う細胞毒性がスフェロイ ドの蛍光観察から確認できた｡また cytochrome

P450(CYP)の阻害剤である1-aminobenzotriazoleを併用曝露することでスフェロ

イ ド内部のグルタチオン量の枯渇が抑制されたと共に細胞毒性の軽減も確認され

た｡以上の結果よりCYP代謝寄与による細胞毒性をスフェロイ ド内部で観察でき

ることが示唆された｡


