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そ の 有 用 性 に 関 す る 研 究  
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医 薬 品 開 発 で は 一 般 毒 性 試 験 や 遺 伝 毒 性 試 験 ， 生 殖 発 生 毒 性 試 験 な ど の 非

臨 床 安 全 性 試 験 を 開 発 段 階 に 応 じ て 実 施 し な け れ ば な ら な い 。 そ の 中 で ， 遺

伝 毒 性 試 験 は ヒ ト に 対 す る 発 が ん の リ ス ク と 次 世 代 の 遺 伝 子 疾 患 の リ ス ク を

予 測 す る た め ， 特 に 重 要 な 毒 性 試 験 の 一 つ で あ り ， 遺 伝 毒 性 試 験 の 結 果 は 医

薬 品 開 発 の 継 続 の 可 否 に 大 き く 影 響 す る 。 遺 伝 毒 性 試 験 の 標 準 的 組 合 せ と し て 1

種 以 上 の i n vi v o 試 験 を 実 施 す る 必 要 が あ る 。 I n vi v o 遺 伝 毒 性 評 価 系 と し

て ， 骨 髄 細 胞 を 用 い る 小 核 試 験 や 肝 臓 を 用 い る コ メ ッ ト ア ッ セ イ な ど ， 経 口

投 与 や 静 脈 内 投 与 に よ る 全 身 投 与 で の 試 験 が 広 く 実 施 さ れ て い る 。 一 方 で ，

点 眼 剤 は 眼 局 所 に 高 濃 度 で 曝 露 さ れ る こ と か ら ， 全 身 投 与 で の 遺 伝 毒 性 試 験

と は 異 な る 方 法 で リ ス ク 評 価 を 求 め ら れ る 場 合 が あ る 。 し か し な が ら ， 点 眼

後 の 眼 局 所 に お け る i n vi v o 遺 伝 毒 性 評 価 系 は ほ と ん ど 報 告 さ れ て お ら ず ，

点 眼 剤 開 発 に お い て し ば し ば 課 題 と な っ て い る 。 こ の 課 題 を 解 決 す る た め

に ， 本 研 究 で は 点 眼 後 の 眼 局 所 に お け る 遺 伝 毒 性 評 価 系 の 確 立 を 目 的 と し

て ， 点 眼 後 の ウ サ ギ 及 び ラ ッ ト の 角 膜 を 用 い た i n vi v o 遺 伝 毒 性 試 験 系 を 検

討 し た 。 加 え て ， 医 薬 品 開 発 の 初 期 段 階 で 簡 易 に i n vi v o 角 膜 遺 伝 毒 性 試 験

の 結 果 を 予 測 す る た め に ， i n vit r o 代 替 法 試 験 も 検 討 し た 。  

第 1 章 で は 不 定 期 D N A 合 成 （ u n s c h e d ul e d D N A s y nt h e si s ， 以 下 ， U D S ） 試

験 に 着 目 し ， 既 知 の 遺 伝 毒 性 物 質 で あ る 1, 1' - ジ メ チ ル - 4, 4' - ビ ピ リ ジ ニ ウ ム

ジ ク ロ リ ド （ 以 下 ， パ ラ コ ー ト ） ， ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ ， 臭 化 エ チ ジ ウ ム

（ 以 下 ， Et B r ） ， ア ク リ ル ア ミ ド 及 び 4 - ニ ト ロ キ ノ リ ン 1 - オ キ シ ド （ 以 下 ，

4 - N Q O ） を ウ サ ギ に 単 回 点 眼 し ， 投 与 後 2 時 間 に 採 取 し た 角 膜 上 皮 を 用 い て

i n vi v o 角 膜 U D S 試 験 を 検 討 し た 。 そ の 結 果 ， 陰 性 対 照 と 比 較 し て パ ラ コ ー

ト ， ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ ， Et B r 及 び 4 - N Q O の 4 化 合 物 に お い て 角 膜 上 皮 に

お け る U D S の 増 加 を 検 出 す る こ と が で き た 。 こ れ に よ り ， 点 眼 後 の 眼 局 所

で の 遺 伝 毒 性 を 検 出 す る 試 験 系 を 初 め て 作 成 し た 。  

第 2 章 で は 放 射 性 標 識 体 を 使 用 す る i n vi v o 角 膜 U D S 試 験 に 代 わ る 簡 便 な

評 価 系 と し て コ メ ッ ト ア ッ セ イ の 有 用 性 を 検 討 し た 。 パ ラ コ ー ト ， Et B r ， メ

チ ル メ タ ン ス ル ホ ン 酸 （ 以 下 ， M M S ） ， ア ク リ ル ア ミ ド 及 び 4 - N Q O を ウ サ



ギ に 単 回 点 眼 し ， 投 与 後 2 時 間 に 採 取 し た 角 膜 上 皮 細 胞 を 用 い て ， i n vi v o

角 膜 コ メ ッ ト ア ッ セ イ を 検 討 し た 。 そ の 結 果 ， 陰 性 対 照 と 比 較 し て Et B r ，

M M S 及 び 4 - N Q O の 3 化 合 物 に お い て D N A 損 傷 の 増 加 を 検 出 す る こ と が で

き た 。 ま た ， 上 記 3 化 合 物 を 用 い て 単 回 点 眼 後 の ウ サ ギ 角 膜 上 皮 細 胞 に お け

る D N A 損 傷 の 経 時 的 な 評 価 に よ り ， i n vi v o 角 膜 コ メ ッ ト ア ッ セ イ の 角 膜 採

取 時 間 は 投 与 後 0. 5 ～ 6 時 間 が 適 切 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。 本 検 討 に よ

り ， i n vi v o 角 膜 U D S 試 験 よ り も 簡 便 な 試 験 系 と し て i n vi v o 角 膜 コ メ ッ ト ア

ッ セ イ を 見 出 し ， 本 試 験 系 を 確 立 し た 。  

第 3 章 で は 3 R s の 観 点 か ら ， 一 般 毒 性 試 験 に 組 み 込 め る 評 価 系 の 確 立 を 目 的 と し て ，

点 眼 後 の 眼 局 所 に お け る γ H 2 A X を 指 標 と し た 遺 伝 毒 性 評 価 系 を 検 討 し た 。 ド キ ソ ル ビ

シ ン を ラ ッ ト に 単 回 点 眼 し ， 角 膜 上 皮 を 用 い て 免 疫 組 織 化 学 染 色 を 検 討 し

た 。 そ の 結 果 ， 角 膜 上 皮 で の 定 常 的 な γ H 2 A X の 発 現 が 示 唆 さ れ ， D N A 損 傷

が 誘 発 す る 条 件 で あ る に も か か わ ら ず ， γ H 2 A X の 発 現 変 動 を と ら え る こ と

が 出 来 な か っ た 。  

第 4 章 で は 医 薬 品 開 発 の 初 期 段 階 で 簡 易 に i n vi v o 角 膜 遺 伝 毒 性 試 験 の 結

果 を 予 測 す る た め に ， 三 次 元 多 層 培 養 モ デ ル の 一 つ で あ る 三 次 元 角 膜 モ デ ル

の 有 用 性 を 検 討 し た 。 点 眼 を 模 倣 し た 1 分 間 の 短 時 間 曝 露 で 上 記 の 遺 伝 毒 性

物 質 の コ メ ッ ト ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 そ の 結 果 ， 短 時 間 曝 露 の 条 件 下 で も

D N A 損 傷 の 増 加 が 認 め ら れ る こ と ， 三 次 元 角 膜 モ デ ル が i n vi v o を 精 度 よ く

予 測 で き る 試 験 系 で あ る こ と を 示 し た 。  

第 5 章 で は ， 本 研 究 に よ り 開 発 し た 遺 伝 毒 性 試 験 の 特 徴 を 整 理 し ， 点 眼 剤

開 発 で の 活 用 法 を 提 案 し た 。 本 研 究 で 確 立 し た i n vi v o 試 験 法 は 一 般 的 な 点

眼 剤 濃 度 で 遺 伝 毒 性 を 検 出 で き る こ と ， i n vit r o 及 び i n vi v o 試 験 法 は 医 薬 品

開 発 の 各 段 階 で 活 用 可 能 で あ る こ と ， 及 び 医 薬 品 の 製 造 販 売 承 認 申 請 に 使 用

可 能 で あ っ た こ と か ら ， 一 連 の 研 究 の 有 用 性 を 示 し た 。  

本 研 究 に よ り ， 点 眼 剤 開 発 に お け る 遺 伝 毒 性 評 価 の 課 題 で あ っ た 点 眼 後 の

眼 局 所 の i n vi v o 遺 伝 毒 性 評 価 系 と し て i n vi v o 角 膜 U D S 試 験 及 び i n vi v o 角

膜 コ メ ッ ト ア ッ セ イ を 確 立 し た 。 こ れ ら 試 験 法 は 点 眼 剤 開 発 に お い て 点 眼 後

の 眼 局 所 の i n vi v o 遺 伝 毒 性 を 評 価 す る 試 験 系 と し て の 有 用 性 が 示 さ れ た 。

ま た 三 次 元 角 膜 モ デ ル を 使 用 し た コ メ ッ ト ア ッ セ イ 法 は 点 眼 後 の 眼 局 所 の 遺

伝 毒 性 試 験 の 代 替 法 と し て 有 用 で あ り ， 動 物 福 祉 の 観 点 か ら も 医 薬 品 開 発 に

寄 与 で き る 。  

 




