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水環境の深刻化に伴い,バ イオアッセイが注目されてい

る。しかし,従 来のバイオアッセイは評価に数日間を要す

るため,毒 性変動の大きな河川水などの毒性評価には,よ

り迅速 ・簡便なバイオアッセイの開発が望まれている。本

報では,迅 速 ・簡便なバイオアッセイに関する既往の研究

と現状を整理するとともに,今 後の課題について考察 し

た。

1.は  じ  め  に

バイオアッセイとは,生 体の応答を利用 して薬物などの

毒性を評価する方法の総称である.評 価のために用いられ

る生物は,そ の評価の目的に応 じて様々なものが利用され

る
61).Fig。1にバイオアッセイの様々な用途と,必 要な条

件 (感度,迅 速性,簡 便性)を 示す。もともと医薬学,生

理学的な用途に用いられてきたバイオアッセイは高感度な

評価が必要になるため,評 価の迅速性や簡便性はほとんど

考慮されていなかった。しかし今 日の水環境は多種多様な

化学物質による様々な汚染が問題 となってお り
53),こ

ぅ

した汚染の場合,従 来の機器分析による個別物質の濃度に

よる水質基準では物質問相互作用による複合毒性の発現可

能性等によって対応が難しくなってきている。そこでこう

した汚染に対 して総括的にその毒性を評価できるバイオア

ッセイが着 目され,水 質評価 に応用 されつつある
1ン澪)。

Fig。1に おいて,環 境関連用途としてまとめた各種用途に

用いられるバイオアッセイは評価の迅速性や簡便性が考慮

された方法 もある.特 に浄水またはその原水の危険性を論

じる場合,重 要となるのは人体影響評価すなわちヒト健康

リスクを評価すること
4)で

ぁろう。これには究極的には人

体実験が最 も信頼性のある評価につながるだろう。しかし

実際にはこれは不可能であり,他 の生物個体またはこれに

代替するものとしてヒトあるいは他のほ乳類由来の培養細 .

胞を用いているのが現状である.こ の培養ほ乳類細胞を用
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いるバイオアッセイの中では,あ らゆる臓器由来の細胞で

共通する一般細胞毒性の評価が最も信頼性の高い評価 とな

るが,評 価に数日間を要するものが一般的であり
5),その

簡便 ・迅速性は必ず しも十分ではない。
一方,本 邦では主たる水道原水 として河川水を用いてい

るが,最 近の河川水の毒性評価に関する研究の結果,そ の

毒性は短時間 (2～ 6時 間程度)で 大きく変動することが

明らかになっている
5)。

最 も毒性が強 くなる時間帯の河川

水では,人 体影響
6)が

分かっている幾つかの参照化合物で

比較するとヒト血中致死濃度
35)の

1/10程度と無視 し得な

いことがわかる。実際にはこうした河川水に存在する化学

物質がヒ ト体内に摂取 され血中濃度に反映されるまでに

は,吸 収,代 謝,排 泄などの各過程を経るため単純に比較

することは不可能であり,こ のことが培養細胞を用いるバ

イオアッセイの現時点での限界を示しているが,こ うした

河川水を水道原水として安全に運用するためには,こ の毒

性変動に追随できるような迅速性を持ち,且 つ河川の現場

で評価できるような簡便性をfiFせ持つバイオアッセイ,

Fig.1においては環境水管理に位置するバイオアッセイの

開発が必要になっているといえる7).

本稿では、現状のほ乳類細胞を用いるバイオアッセイに

ついて概観し,迅 速性,簡 便性の観点から評価を行うこと

で,迅 速 ・簡便毒性評価手法としての可能性を検討した。

更に筆者らの研究成果を踏まえて展望し,今 後の研究の方

向性について議論する。

薬学 .生理学的用途
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Fig.1 バ イオアッセイの様々な用途と必要な条件
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2.迅 速なバイオアッセイ

主として水環境の分野では,上 水や排水の自動計測シス

テムとして,極 めて応答の迅速なバイオアッセイが提案さ

れ,実 用化されているものもある
56)。

中でも硝化菌
鋤
や鉄

酸化細菌
"の

呼吸活性を検知するセンサーは極めて迅速に

有害物質の毒性を評価できるものであり,す でに多 くの化

学物質でその反応性が確認されている。ただしいずれの方

法も特に環境水の評価に適用する場合,感 度の改善が今後

の課題 となろう。またヌカエビ10)や
ミジンコ11)や

魚個体
12)の

運動活性を評価する方法も迅速性に優れている。且つ

これらの方法はテレビカメラを用いた画像解析によって,

ある程度定量的な評価が可能になっている。同じく魚個体

を用いたバイオアッセイとしては他に 「えらぶた」の運動

を観測するシステムも提案されている
13)。

しか しこれら

の方法はいずれも測定の安定性の面で多少の問題を残 して

いるが,こ れらの方法は運転が容易であり,も ともと自動

計測を念頭においているため,一 旦現場にこれら装置が導

入されれば,極 めて簡便な連続的な評価が可能であると言

える。

また,バ イオセンサーとしての酵素センサー14)20)等
は非

常に迅速に且つ安定性よく環境汚染物質の濃度を測定する

ものが幾つかある
15)。これらのセンサーは生物学的応答

を用いているわけではないので,得 られたデータは毒性 と

直接結びつかないが,高 感度に濃度を定量できるため,対

象物質の毒性が明らかにされていれば,非 常に有用である

と考えられる。生物学的な応答に基づ くバイオセンサーと

しては感度が悪いが動物細胞 を用いるセンサーⅣ)18)も
あ

り,感 度の良いセンサーでは微生物センサー16)ゃ
DNA組

み込みセンサー19)21),DNA配
列センサー19)な

どが開発 さ

れている。しかし環境管理に応用する場合,対 象物質によ

って検出系が異なるため
36),総

括的に毒性を評価すると

いった目的には不適切であり,主 として混入 している汚染

物質がある程度明らかな排水などのモニタリングに,こ う

したバイオセンサーも今後適用できるものと推察される。

装置のような定点自動観測評価だけではなく,一 時的に

ある試料水の毒性を評価するキット試験法も提案されてい

る。急性毒性を評価するマイクロ トックス69)ゃ
遺伝毒性

を検出するミュータトックス70)な
どがその代表的な存在

であり,す でに市販されている。これらの方法は極めて簡

便 ・迅速であり,前 者は欧米で毒性試験の標準にもなって

いる。用量作用関係を検討できるような定量性を兼ね備え

れば,よ リー層水環境管理に有効な方法となる。

ただしこれらの方法は,生 態影響を評価するといった目

的の場合には,非 常に合理的な方法 と言える
24)が

,前 章

で述べたようなヒト健康影響評価に応用するためには,種

差の問題のために困難であり,実 際ヒトに対する致死濃度

2
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との直接的な比較を行った場合,こ うした生態学的なバイ

オアッセイよりほ乳類細胞特にヒト細胞を用いたバイオア

ッセイによる一般細胞毒性評価の方が相関性が高いことも

報告されている
2223)。

従ってヒトまたはほ乳類由来の細胞

を用いた迅速なバイオアッセイの開発が望まれる。

3.細 胞の応答と迅速な評価

一方,培 養細胞を用いた迅速バイオアッセイの研究も幾

つかなされており,特 にバイオセンサーとして検討されて

いる幾つかの方法は,非 常に有望と考えられるものもある。

軽部ら
17)は

動物細胞の酵素活性 と呼吸活性に着 目したバ

イオセンサーを開発 した.Owickiら は細胞の代謝による

培地中のpHの 微少変化を測定するセンサーを開発 した
51).

しかしながらこれらの方法は環境計測に応用するためには

感度の点で不十分であると考えられる。また電極上に細胞

を付着させたものを用意して,細 胞の運動を電極の電気抵

抗 を測定することで評価する方法
18)も

提案 されている。

同じ原理で神経細胞
んあ7)ゃ

運動の活発な肺の細胞を用いた

研究例 もある。これらの方法はかなり鋭敏な評価が比較的

短時間で可能である
58)が

,測 定の安定性に乏 しく,環 境

水毒性評価へ応用することは困難である。しかしこれらバ

イオセンサーは細胞の応答を電気信号として出力 している

点で,迅 速な応答が期待でき,既 に様々な応用が検討され

ている。また,画 像解析 による細胞の運動
28)ゃ

細胞体面

積,繊 維の測定は,評 価が短時間に行える点で優れており,

幾つか毒性評価手法 として提案されている
31).実

際に神

経細胞の神経繊維の伸展を指標 とした迅速なバイオアッセ

イの開発を試みもある
66ンめ

。しかしこれらの方法の感度は

環境濃度の測定には必ずしも十分ではない。

ある程度の感度を持ちつつ再現性に優れた迅速な評価を

細胞で行うためには,細 胞における毒性発現のエンドポイ

ントの選択が重要になる.Fig.2に 毒性発現機序 と様々な

エンドポイントについて,時 系列にまとめたものを示す。

図に示す通 り,毒 性は細胞死にいたるまでには様々な細胞

機能に障害をきたす
29)。

最 も一般的な細胞毒性試験 とし

ては,細 胞生存率試験
7)が

ぁげられるが,細 胞死に近いエ

ンドポイントであるコロニー形成能
60,細

胞増殖能
2)ゃ

タ

ンパク質分泌能
60)の

評価は一般細胞毒性評価に近 く
6つ

,

ヒト健康影響評価に応用する観点から考えると,細 胞生存

率試験 と同様に確実な評価結果が期待できる。本研究室で

もかつてラット初代培養肝細胞のアルブミン分泌能を指標

として,肝 細胞の長期毒性を評価 し,こ の方法の有効性と

限界について検討 した
30XO)。_方

,細 胞膜に毒物が吸着す

ることで,最 初に毒物に接触する細胞膜の損傷や細胞膜タ

ンパク質の変性や破壊を蛍光偏光度
43)ぁ

るいは膜電位
421

で見る評価は,迅 速な応答が期待できる。また毒物の曝露

による生体防御反応の結果として,誘 導される各種タンパ
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ク質 (フェリチン481,シ
クロヘキシミド

45),メ
タロチオ

ネイン40)44),ヒ_ト シ ョックタンパ ク
41M6)47),その他

3つ38冶9XO))の
分泌 を見る方法 も,迅 速な応答が期待で き

る
49)。

また,細 胞質タンパク量を定量することで細胞数を

定量する方法
34)ゃ

,膜 タンパク質の変性や破壊について

は細胞膜上の膜タンパク質に着日し,毒 物の暴露による変

性をcDス ペクトルをとることで評価する方法 も迅速な応

答が期待できる。しかしこれらのタンパク質を定量する方

法
50)は

,曝 露時間は短縮できても測定に時間がかかる上,

操作が煩雑 となり,総 合的にみると簡便 ・迅速な毒性評価

手法の原理とはなり得ない。

それぞれのエンドポイントの中で最 も迅速な評価が期待

できる細胞膜及び膜タンパク質に着目した研究例を紹介 し

ていくと,膜 障害性を見るバイオアッセイのなかで最 も基

本的且つ一般的に用いられているのが,Trypan Blue染 色

法である。この色素は細胞の物質透過膜の破壊によって,

細胞内に入 り込み青色に染色する。染色された細胞 と全細

胞数を血球計算版で計数することによつて,生 存率を評価

できる。しかしこのTrypan Blucという染色物質は分子量

が大きいために,相 当の損傷が細胞膜に生じていないと染

色されないため,そ の毒性評価は感度の悪くなる。実際に,

死細胞数を少なく見積 もる場合 もある。同じ染色法でも

Crystal宙oletを用いる方法もある
33)。この色素は比較的分

子量が小さいために,細 胞の生死を問わず染色を行う。従

ってこの方法による細胞毒性のエンドポイントは,細 胞膜

上に存在する細胞接着タンパク質の変性である。このエン

ドポイントは短時間で発現するものではないために,評 価

時間を短 くとると極めて感度の悪い評価になる。これらの

染色法は細胞内外の濃度差による細胞にとつて受動的な染

色である.染 色法としては他にNeuttal Red法がある
27)が

,

これは細胞内小器官のリポソームを染色するものであ り,

生体外異物を除去するという細胞の能動的な機能に基づい

Ъttam ttmttP°
ndi F[鳥E山

em:d  A―mJaJn
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ている点で,先 に挙げた二つの染色法よりも一般細胞毒性

に近いエンドポイントを評価していると言えよう
54)。ま

た細胞膜の物質透過膜の損傷を見るLDH assayは,毒 性評

価に良 く用いられる60。これらの方法は通常生細胞数を

計測するという目的のために開発され,使 用されてきたも

のである。同じく細胞数を計測する方法としては,他 にも

様々な方法がある
25).ミ

トコンドリアにおけるテ トラゾ

リウム塩の還元をみるMTT法 71)を
初めとして,AP(Acid

Phosphatase)法62),cvDE(Crystal violet)法
53),NR法 27)

などがある。Martinはこれら比色アッセイを反応時間や定

量範囲,感 度などの指標で評価しており
32),この4種類の

中ではAP法 に軍配が挙がっている。しかし評価する細胞

や目的等で使い分ける必要があるだろう。また筆者らも

LDL(Low dcnsity lipoprotein)63)の取り込み活性に着目し

た迅速毒性評価手法を開発しており
5ン),細

胞にとつて必

須の栄養であるLDLの 能動的な取り込みを評価する方法

である。この一つのエンドポイントはLDL receptorの破

壊 ・変性 ・失活である:

以上の様々な評価法で得られる感度とそれを得るのに必

要な評価時間でまとめたものをFig。3に示す。感度の指標

としては各評価系で得られたED50値 (mM)を 用いた。参

照物質としてAs203を用いたが,こ の物質は比較的一般的

な細胞毒性 しか発現しない55)。
図中直線で示 したように

高い検出感度を得るためには長い評価時間が必要になると

いった一般的な傾向が見られる。また既に迅速毒性評価手

法として確立されている方法と単純に比較すると,こ れら

培養細胞を用いるバイオアッセイは,迅 速性という点では

見劣 りする。先に述べた河川水の毒性変動に追随でき,か

つ最低でもヒトに対する急性毒性を評価するという目標を

定めた場合,細 胞を用いる簡便 。迅速なバイオアッセイは

Fig.3の横軸の曝露時間を6時間以内,ED50を Table lに示

したヒト急性毒性値が知られている参照化合物 (As203)

Fig。3
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Fig. 2 Mechanism of toxic action and the endpoint
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Table 1 Comparison between human lethal concentration and effective
dose obtained from LDL uptaking activlty assay and cell survival
test for 48 hours

Substance Human LD EDuo (pM) EDuo(pM)

(blood, pmollL) LDL uptaking Cell survival test
activitv assav

Ethylene glycol

Phenol

Malathion

Dichlorophenoxyacetic acid

Potassium cyanide

Paraquat

Arsenic trioxide

Cupper (II) sulphate

Mercuric chloride

33000

1013

722

180

43.8

5.75

54

312

648

100

3000

51

800

200

のヒト致死血中濃度から鑑みて0.054 mM以下の条件をみ

たす必要が最低限あると考えられる.た だしこれらの参照

物質で環境水の毒性を代表させるのには議論の余地があ

り, ヒ ト急性毒性濃度と細胞に曝露される濃度を直接比較

することはできない。

4口簡便なバイオアッセイ

動物細胞を用いるバイオアッセイが水環境の現場で,簡

便に運用されるためには幾つかの障害がある。なかでもク

リーンルームやインキュベーター等の特殊な設備や細胞培

養技術を必要とすることは,水 環境の現場で運用するため

には大きな障害となろう。簡便化の最終的な目標としては

大きく2通 りのアプローチが考えられる。一つは自動計測

システムの開発で, もう一つはパックテス トのような毒性

評価キットの開発である。

前者では前述した硝化菌
8)ゃ

鉄酸化細菌
9)の

呼吸活性を

検知するセンサーやミジンコ11)や
魚個体

12)の
運動活性を

評価する方法などが代表的な例であり,こ れらの方法は リ

アルタイム に毒性を評価し,得 られたデータの転送から解

析まで自動的に行うことが可能になっている。しかしかつ

て動物細胞を使ったバイオアッセイでこうした自動計測の

研究例はない。ヒトリスク評価を指向するような動物細胞

を用いるバイオアッセイが水環境の現場で,簡 便に運用さ

れるためには幾つかの障害がある。なかでもクリーンルー

ム や インキュベーター等の特殊な設備や細胞培養技術を

必要とすることは,水 環境の現場で運用するためには大き

な障害となろう。また培養動物細胞を用いる場合,ヒ トに

急性毒性を及ぼし得るような濃度を曝露すると,細 胞に不

可逆的な損傷を与える可能性があり,そ の毒性検出媒体は

使い捨てにならざるを得ない。そこでその毒性検出媒体と

なる生物試料を凍結,乾 燥,固 定化などによって大量に準

備し,現 場に供給することで間欠的な自動毒性評価システ

ムを指向することになる。しかし動物細胞に凍結乾燥の方

法の適用はかなり難しい。筆者らは従来から研究されてき

4
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た細胞の凍結保存技術 を応用 し,96 wcll―plateに細胞を接

着進展させ,そ のまま凍結保存することで,プ レー トでの

簡便化を試み,自 動毒性計測システムの開発を指向した。

だが,長 期間に渡る細胞の安定性や生存率などに問題があ

った
65)。

また凍結 ・解凍による細胞膜への損傷の結果,

親水性物質の毒性を高 く見積 もってしまうという問題もあ

った
65)。

しかし河川水等の環境水の毒性評価に応用 した

ところ,通 常の細胞による評価 とほとんど同様の出力が期

待でき,定 点自動細胞毒性評価システムの骨格として,有

望な方法であると考えられる。
一方,毒 性評価キットとして開発された方法としては,

前述のマイクロ トックス69)ミュータ トックス7の
など幾つ

かキット化されており,凍 結乾燥が可能な菌体等を用いて,

大幅に簡便化された方法も存在する。しかし,前 述のよう

に動物細胞は凍結乾燥は不可能であるために,現 状のとこ

ろ動物細胞を用いた毒性評価キットは開発されていない。

我々はマイクロキャリアーを細胞の固定化担体とし,こ れ

をフィルターチップに充填することで,被 検水のマイクロ

ピペットによる溶液の導入 。ツト出のみで毒性評価する方法

を開発 し,動 物細胞を用いる簡便毒性評価キットの開発を

試みている
5"。

LDLの 取 り込み活性評価手法に基づ くこ

の方法は,高 密度に細胞を充填することで測定の迅速化の

見通しを得ている。Fig。3に この方法による毒性評価の結

果を示 した。単一化学物質の毒性評価では,従 来4時 間の

評価で得 られる感度を2時 間で得 られる程度であったが,

河川水の毒性評価に応用 したところ,48時 間曝露の細胞

生存率試験による毒性評価結果と比較 して,遜 色ない感度

で毒性を評価できることを確かめている
52)。

自動計測シ

ステムとは異なるアプローチ となるが,pH試 験紙でpH

を計測するような手軽さを追求したものであり,キ ット試

験法としてはヒト培養細胞を用いる`点で他に夕1のない毒性

試験システムといえよう。キット化には他に,調 整から使

用までの保存の問題や測定の安定性,再 現性に改善の余地

があるものの,環 境水の1次スクリーニングなどの目的に

は,有 効な方法と考えられる。

5.水 環境管理のための バイオアッセイとは

水環境管理に利用するバイオアッセイが具備する条件と

しては,Fig。1に示した感度,迅 速性,簡 便性等様々な条

件が要求されるが,水 質事故や排水管理などで問題となる

急性毒性を対象とする場合,環 境濃度を評価できるような

高感度性は必要ではなく,む しろ最低限ヒトまたは生態系

に対する急性毒性を発現する濃度を評価できれば感度は十

分である。発ガン性等の慢性毒性が問題となる上水の管理

には別のFig。1の左の図に示すような薬学 ・生理学の分野

で用いられる長期毒性評価方法が望まれるが,こ のような

バイオアッセイを水環境管理に応用するためには,冒 頭で

２

．

６

９
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述べたようにあまりにも現状では障害が大きすぎる。個別

物質の濃度を指標 とする環境基準に基づいた水環境管理体

系の破綻から,生 体の応答を利用 してその総括的な毒性を

評価するバイオアッセイが着 目されつつあるといっても,

現状で用いられるのは操作が極めて簡便な一部の方法 しか

なく,動 物細胞を用いるバイオアッセイの必要性が声高に

訴えられていても,そ の煩雑な操作を簡便化 しない限り,

永久に水環境管理に用いられていくことはないだろう。US

EPA(米 国環境保護庁)が 提示する HA(Human Hedth

Advisory)で はヒトの 1日 間,10日 間,長 期間 (7年間),

生涯の各期間で影響を及ぼす可能性が示唆される様々な化

学物質の規制濃度を安全係数を乗 じて,決 定 している。こ

の各規制値のうち急性毒性が問題 となる1日 間 (子供)の

濃度,慢 性毒性が問題となる長期間の濃度とバイオアッセ

イによる毒性評価で評価できる濃度を比較 した図をFig.4

に示す。バイオアッセイの例として我々が迅速毒性評価手

法として開発 した低密度リポタンパク質の取込み活性阻害

評価法での評価結果を用いたが,こ れによるとほぼ急性毒

性をヒトに及ぼしうる濃度に相当する毒性を48時 間で評

価することは,現 状のバイオアッセイで十分に可能である

と結論できる。したがって現状の比較的感度の良いまたは

迅速な応答が期待できるバイオアッセイ手法,前 述のFig.

1に おいては環境関連用途の各バイオアッセイを大幅に簡

便化することで,水 環境管理に有効に利用できるものと考

えられる。

6.結    言

培養動物細胞を用いる簡便 ・迅速なバイオアッセイの開

発という視点から,既 往の方法について概観 し,そ れらの

感度と評価時間を比較 し,簡 便 ・迅速バイオアッセイに具

備すべき条件を検討 した.つ いで幾つか我々の試みについ

て紹介 し,そ れらの限界 と改良すべ き問題点を整理 した。

加えて水環境管理における簡便 ・迅速バイオアッセイ手法

生 産 研 究

の必要性 を提示 し,そ れの満たすべ き条件 について考察 し

た。

(11年11月 1日受理)
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