
熊本大学学術リポジトリ

Kumamoto University Repository System

Title 抗マラリア薬クロロキンの法中毒学的研究

Author(s) 是枝, 亜子

Citation

Issue date 2008-03-11

Type Thesis or Dissertation

URL http://hdl.handle.net/2298/11210

Right



 学位論文

Doctor’s Thesis

  抗マラリア薬クロロキンの法中毒学的研究

（Forensic toxicology of chloroquine， an anti－malarial agent）

是枝亜子
Ako Koreeda

熊本大学大学院医学教育部博士課程

  環境社会医学専攻法医学

     指導教員

   恒成茂行教授

熊本大学大学院医学教育部博士課程

  環境社会医学専攻法医学

2007年度



論文題名

著者名

 （単名）

指導教員名

審査委員名

   学  位  論  文

     Doctorls Thesis

抗マラリア薬クロロキンの法中毒学的研究

（F・re・・i・t・xi・・1・gy・f・h監・mq・i鴫・…t鮎m・1・卿g・・t）

是枝 亜子

Ako Koreeda

 熊本大学大学院医学教育部博士課程

 環境社会医学専攻 法医学   恒成 茂行 教授

    細胞病理学担当教授   竹屋 元裕

    生体機能薬理学担当教授 光山 勝慶

    病態情報解析学担当教授 安東由喜雄

    侵襲制御医学担当教授  木下 順弘

      2007年度



目次

1．要旨 1

II．学位論文の骨格となる 参考論文①関連論文

        及び 参考論文②その他の論文のリスト 3

皿．謝辞 5

IV．略語一覧 6

V．研究の背景と目的 7

VI．急性クロロキン（CQ）中毒死事例における組織中CQ濃度の定量：

  1．事例の概要                   …一…

  2，材料

  3．方法

   1）CQの抽出方法

   2）CQの分析方法                    ＿＿

  4．結果                         ……

  5．考察                         一・

10

10

10

11

11

13

町．急性クロロキン（CQ）中毒マウスにおけるCQの組織内分布～抗CQポリクローナル

  抗体（PAC）を用いた免疫組織染色法～

  1．材料                     一…一………・…    15

  2．方法

   1）抗CQポリクローナル抗体（PAC）の作製

    （1）免疫抗原（BSA－BDCQ）          ………．．……    18



  （2）ウサギ抗CQポリクローナル抗体（PAC）

  （3）固相化抗原（KLH－BDCQ）

  （4）酵素抗体法（ELISA）

  （5）抗CQポリクローナル抗体（PAC）の

    キャラクタリゼーション

 2）抗CQポリクローナル抗体（PAC）を用いた

  免疫組織染色

  （1）急性クロロキン（CQ）中毒マウス

  （2）免疫組織染色法

3．結果

 1）抗CQポリクローナル抗体（PAC）の作製と

  そのキャラクタリゼーション

  （1）免疫抗原（BSA－BDCQ）の調製と免疫

  （2）抗CQポリクローナル抗体（PAC）の

    キャラクタリゼーション

 2）抗CQポリクローナル抗体（PAC）を用いた

  免疫組織染色

4．考察

20

20

20

21

21

21

24

25

27

31

V皿．抗CQモノクローナル抗体（MAC）を用いた試料中CQ濃度の簡易半定量システムの開発

  1．材料                     …………一一・…    34

  2．方法

    1）抗CQモノクローナル抗体（MAC）の作製

     （1）抗CQモノクローナル抗体（MAC）産生

      ハイブリドーマ               ……………・・…・…    36

     （2）抗CQモノクローナル抗体（MAC）の精製   ……・………・…・…   37

     （3）抗CQモノクローナル抗体（MAC）の

      キャラクタリゼーション             …………一一・…    37



 2）抗CQモノクローナル抗体（MAC）を用いた

   ドットブ『ット法による試料中CQ濃度の半定量法

  （1）試料中CQ濃度のドットプロット法

    による半定量法

  （2）ブラインドテストによる検定

3．結果

 1）抗CQモノクローナル抗体（MAC）の作製と

  そのキャラクタリゼーション

 2）試料中CQ濃度のドットプロット法による

  半定量法

4．考察

37

38

39

40

41

D（．結語 43

X．参考文献 44



1．要旨

 共同研究を行っているタンザニアなどアフリカの発展途上国では、抗マラリア薬クロロキン（以下、

CQと略記）による中毒死事例が増加している。しかし、これらの諸国では法中毒学的検査が殆ど

されていなく、これら発展途上地域の法中毒学への学術的支援を目的とした以下のCQについて

の研究を行った。

急性CQ中毒死事例における組織中CQ濃度の定量

【方法】タンザニアにおけるCQ中毒死3事例の試料について、塩酸逆抽出法でCQ抽出後、高

速液体クロマトグラフィーによる定量分析を行った。

【結果】CQ回収率は79±5％（n＝4）であり、検量線はCQ濃度0．05～10．0μ9／mlの範囲で直線性

を示した。3事例の大腿静脈血中CQ濃度は何れも致死血中濃度以上であった。また、血中CQ

濃度は右心臓血が最も高く、大腿静脈血が低い値を示した。

【考察】死亡時の血中濃度を正確に判定するには、薬毒物の死後拡散を考慮した試料の採取部

位の検討が重要である。

急性CQ中毒マウスにおけるCQの組織内分布

【方法】CQ代謝物のビスデスエチルCQ（BDCQ）と牛血清アルブミン（BSA）の複合体

BSA－BDCQを調製してウサギに免疫した。得られた抗CQポリクローナル抗体（PAC）とCQ関連

の各種化合物との反応性を酵素抗体法で調べ、エピトープを確認した。CQ急性中毒マウスを作

製し、その諸臓器についてPACを用いた免疫組織染色を行った。

【結果】脳では脈絡叢、心臓では心筋細胞とプルキンエ細胞、肺臓では気道上皮細胞と皿型肺胞

細胞、肝臓では中心静脈周辺及び腎臓では遠位尿細管におけるCQの染色が認められた。

【考察】PACのエピトープから判断して、染色部位はCQ代謝物を含むCQ類（CQs）の集積を示

していた。脳では脈絡上皮細胞のライソゾームがCQsを取り込み、血液一脊髄関門で重要な役目

を果たすことが示された。また、心臓ではCQの心臓毒性発症のトリガーとなり得るプルキンエ細

胞へのCQsの強い集積が示唆された。さらに、肺臓ではサーファクタントプロテインを産生するII
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型肺胞細胞に、肝臓ではCQ代謝酵素を多く含む中心静脈周辺細胞にCQsが集まり、腎臓では

遠位尿細管で優位にCQsの分泌・再吸収を行うことが示された。

抗CQモノクローナル抗体（MAC）を用いた試料中CQ濃度の簡易半定量システムの開発

【方法】BSA－BDCQを免疫原としてハイブリドーマを作製した。抗CQモノクローナル抗体（MAC）

産生ハイブリドーマを無血清培地中で培養し、その培養上清から抗CQモノクローナル抗体

（MAC28）を得た。 MAC28を用いて阻害試験法を応用したCQ濃度の半定量法を考案し、検査者

2名に対してブラインドテストを行った。

【結果】本法により血清の治療・中毒・致死の各CQ濃度とされる範囲の判別が可能となった。ブラ

インドテストの結果、検査者2名は高い正答率でCQ濃度の判定を行った。

【考察】本法には今後における判定濃度などの再検討や改善が必要である。しかし、この様なCQ

半定量システム開発の需要は、マラリアが蔓延している発展途上国において高まることが確実で

あり、研究の継続が望まれる。

研究の結論

 CQ中毒に関する本研究により、薬毒物のスクリーニング法や分析法の開発並びに急性中毒の

発現機序に関する基礎的研究の重要性を示した。特に、各種薬毒物による急性中毒に関する法

中毒学的研究は著しく不足しており、法医学領域における重要な研究課題である。
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V．研究の背景と目的

 世界保健機構（WHO）によると、世界では毎年3～5億人がマラリアに罹患し、100万人が死亡

していると報告されている注1。クロロキン（CQ）は1934年に合成されて以降、マラリア予防治療薬と

して全てのマラリア原虫（三日熱マラリア、熱帯熱マラリア、四日熱マラリア、卵生マラリア）に対して

広く用いられてきた（Tracy，1996）。また、 CQ耐性マラリアの出現によってCQはマラリア治療薬と

しての使用が減少したものと考えられてきたが、CQが廉価であることや常用量での副作用が他の

抗マラリア薬（ファンシダール、プログアニルなど）と比較して軽微なことから、アフリカや東南アジ

アなどの発展途上国では現在でもなお使用されている実情にある（Ballθ砲∠，2002；Yonemitsuθご

∂Z，2005）。

 一方、CQは治療域と中毒域が接近した薬物であるので、過剰量を服用すれば死亡する危険

性が高くて法中毒学的に重要な薬物でもある。実際、当法医学分野が国際共同研究を行ってい

るタンザニアのダルエスサラム大学ムヒンビリ医科学センタニ病理学教室との交流を通じて、タン

ザニア首都のダルエスサラム地域においてCQ中毒死が多発していることが判明した。これら地域

では、CQ（250 mg錠）20錠程度を服用すれば容易に死亡できることが一般の人々に広く知れ渡

っていて、特に田V陽性者や若い女性が自殺に用いたり、堕胎目的でCQを服用したりした急性

中毒死事例が頻発している（Yonemitsuθオ8Z，2005）。しかし、発展途上国のタンザニアにおける

法医学関連の施設は貧弱であり、法中毒学的な検査は殆ど実施されていない。また、CQによる

自殺事例は発展途上国のみに止まらず、近年ではヨーロッパ諸国やアメリカにおいても報告され

ている（Riou説∂Z，1988；Muhm説∂Z，1996；Lambert説∂Z，1997；Ba！！θオ∂Z，2002；Mussho仔

and Madea，2002）。その一因として、 I qiouらは「パリにおけるCQを使った自殺事例の増加は『自殺

の方法』についての出版物が原因である」と報告している（Riouθ砲∠，1988）。

 CQの急性毒性としては強い心臓毒性が挙げられ、その致死量は成人で2－3g、小児では

0．5－1gであるとされている（Muhmθ砲Z，1996）。また、急性CQ中毒死の経過は一般に急激であ

り、昏睡と共に致死性不整脈を伴う伝導障害によって死亡すると報告されている（Tracy，1996）。

CQの急性毒性機序としては、類似の化学構造を持つキニジンと同様に心筋と心筋の刺激伝達

系の興奮性低下作用であることが示唆され、分子レベルの研究ではK＋チャネル（hUInan
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ether－a－go－go related gene（HERG）K＋チャネル）を遮断することでQT延長を誘発するものと報

告されている（Sanchez－Chapulaθご∂Z，2002；Traebertθ砲Z，2004）。しかし、 in vivoの実験系にお

ける毒物動態学や毒物力学的な研究はほとんど行われていない。これはCQに限られたことでは

なく、さまざまな薬毒物の急性中毒に関する研究が著しく不足している事実を反映している。法中

毒学の領域においても、死因究明の目的で死体中の薬毒物濃度を化学的に分析する研究は数

多く実施されているが（是枝ら，1998；Koreedaθ砲Z，200！；米満ら，2002；Koreedaθ惚Z，2007b；

米満ら，2007）、急性薬毒物中毒死の死亡機序に関連した研究は殆ど行われていないのが現状

である。

 ところで、法医学領域ではモルヒネやメサドンなどのいくつかの違法薬物に対する免疫抗体が

免疫組織学的検査法に使われてきた（Wehnerθ砲∠，2000a；Wehnerθ凸凹，2000b）。この検査法

は、剖検例（死者）が薬物を用いていたか、否かを調べ、その確証を得る為の手段として応用され

てきた。一方、メタンフェタミンやアンフェタミン誘導体（MDMA）及び除草剤パラコートなどについ

ては、同様の免疫組織学的方法によって各化学物質の組織における局在が研究され、それらの

生物学的作用を調べる手段として有効であることが示されてきた（lshiyanlaθ砲Z，1987；梶谷明代

ら，1989；Nagaoθ飽Z，1991；De Letterθ砲Z，2003）。すなわち、抗薬物抗体を用いた免疫組織

染色法は、薬物の組織分布を直接的に示すものであり、その薬理学的、毒性学的機序を明らか

にする良い手法である。

 また、免疫学的手法は薬毒物検査の場面においても活用されている。アメリカのBiosite社が開

発した乱用薬物簡易検査キット「Triage⑪」は、免疫学的手法により8種類の乱用薬物等（フェンサ

イクリジン類、ベンゾジアゼピン類、コカイン系麻薬、覚せい剤、大麻、モルヒネ系麻薬、バルビツ

ール酸類、三環系抗うつ剤）を迅速かつ簡便にスクリーニングできることから、日本国内の救急医

療の現場及び法医学の検屍検案や解剖の現場においても広く利用されている。この様な検査キ

ットは、高額で大型な機器や熟練した技術が不要であることから、タンザニアなどの発展途上国に

おける中毒検査法としても有効な手段であろものと考えられる。

 そこで著者は、発展途上国における法中毒学に対して学術的支援を行う目的から、CQの法中

毒学的研究として以下の3つの研究を行った。まず、急性CQ中毒死事例における組織中CQ濃

度の定量（第VI章）においては、簡便な高速液体クロマトグラフィー（HPLC）によるCQ分析方法

を考案し、その方法を用いてタンザニアでの急性CQ中毒死事例におけるCQの体組織分布を調
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べた（Yonemitsuθ砲Z，2002；Yonemitsuθ砲Z，2005）。また、急性CQ中毒マウスにおけるCQの

組織内分布（第田章）においては、CQに対するポリクローナル抗体を作製し、抗CQポリクローナ

ル抗体を用いた免疫組織染色法によって急性CQ中毒モデルマウスの組織中におけるCQの分

布状態を検索し、これをCQの急性毒性機序の理解を深める一助となる様に検討を行った

（Koreedaθ砲Z，2007a）。さらに、抗CQモノクローナル抗体（MAC）を用いた試料中CQ濃度の簡

易半定量システムの開発（第珊章）では、CQの簡易検出法を開発することを目的に、 CQに対す

るモノクローナル抗体を作製し、これを用いた半定量法を考案してその有用性について検討し

た。

注1http：／／www．searo．who。int／EN／Sectlon10／Section21／Section334，htm．
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VI．急性クロロキン（CQ）中毒死事例における組織中CQ濃度の定量

1．事例の概要

体組織中CQ濃度の定量分析をした各事例の概要と解剖所見を以下に示した。なお、何れの

事例も2000年7月から8月の2ヶ月間にタンザニアのダルエスサラム大学ムヒンビリ医科学セン

ター病理学教室で行われた法医解剖事例である。

〈事例1＞

34歳、男性屍。CQ服用による自殺の疑い。暴行の痕跡は認められない。死後数日間を経過し

ており、栄養状態佳良である他に特記すべき剖検所見なし。

〈事例2＞

21歳、女性屍。夫婦間のトラブルの後、CQを服用して自殺した。暴行の痕跡は認められない。

肺はうっ血状で点状出血があり、妊娠！6週であった。

〈事例3＞

24歳、男性屍。CQ服用による自殺の疑い。栄養状態良好で、暴行の痕跡は認められない。鼻

口部に細小泡沫があり、肺はうっ血水腫状。その他の臓器に異常を認めない。

2．材料

 リン酸クロロキン等の試薬は全て市販の特級品を用いた。また、各事例の体組織試料は解剖時

に採取し、分析まで一20℃にて凍結保存した。なお、大腿静脈血は大腿静脈内にプラスチックカテ

ーテルを挿入して採取し、また左心臓血及び右心臓血は各心房に注射針を穿刺して採取した。

3．方法

1）CQの抽出方法

 CQ抽出法はWalkerらの報告を参考に行った（Walker and Ademowo，1996）。すなわち、試料l

mlに内部標準物質（1．S．）として硝酸ストリキニーネ0．4μgを添加し、2M水酸化ナトリウム1mlと

エーテル4mlを加えて1分間撹拝した。その後、2，000 rpmで10分間遠心分離してエーテル層を

分取し、0．1M塩酸0．4 mlを加えて再度15分間振塗混和した。同様に遠心分離して塩酸層を分

取し、その塩酸層20μ1を用いて次項に示した条件で高速液体クロマトグラフィー（HPLC）による

                    10



定量分析を行った。また、正常血液に既知量のクロロキン（0－100μg）を添加し、これをCQ標準試

料として同様に抽出した試料を用いて検量線を作成した。

 なお、組織試料については、組織1gに蒸留水9mlを加えてホモジナイズしたホモジネート1

m！を検査試料として用い、各試料は必要に応じて希釈して抽出した。

2）CQの分析方法

 CQの定量分析はHPLCで行い、 Houzeらの方法を参考に下記の分析条件で行った（Houzeθ‘

∂Z，1992）。

   Instrument：TOSOH SC－8020

     Column：TSK gel Super－ODS（100x4．6 mm I．D．）

   Mobile phase：0．07％ジエチルアミンを含む20 mM 1一ヘプタンスルホン酸ナトリウム溶液（リ

         ン酸でpH 3．4に調製）：アセトニトリル＝70：30（v／v）

    F！ow rate：1．O ml／min

    Detector：UV 254 nm

4．結果

 図1に事例1の右心臓血におけるHPLCクロマトグラムを示した。 CQは保持時間5．6分に、ま

た内部標準物質のストリキニーネは2．3分に検出され、何れの成分も明瞭に分離した爽雑ピーク

の少ない良好なクロマトグラムを示した。なお、本法におけるCQの検出限界は0．05μg／mlであり、

検量線は0．05～10．0μg／mlの範囲で直線性（相関係数r2＝0．96～0．98）を示し、5μg／ml CQ溶液

からのCQ回収率は79±5％（n＝4）であった。

 本定量分析法による各事例の試料中CQ濃度を表1に示した。各事例の大腿静脈血中CQ濃

度は8．5、48．4及び43．8μg／mlとなり、何れもBaseltの報告する致死血中濃度（3～16μg／ml）以

上であった（Beselt，2000）。また、異なる部位から採取した血液中CQ濃度には大きな差異が認め

られ、何れの症例においても右心臓血が最も高く、大腿静脈血で低い値を示した。一方、組織試

料においては肝臓と腎臓が高い値を示した。
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［搬V］

10．00

5．00

0．00

図1

表1

                   5．OO

                   ［㎜］

右心臓血（事例1）のHPLCクロマトグラム

血液、組織中CQ濃度（μ9／ml or g）

10．00

試料 事例1 事例2 事例3

FV blood

LH blood

RH blood

Brain

Heart

Lung

Liver

Kidney

Spleen

 8。5（1，0）

 ！5．7（1．9）

 21．8（2．6）

 38．4（4．5）

 76．2（9．0）

211．3（24．9）

 48．4（1．0）

 42．4（0．9）

 74．6（1．．5）

 73．7（1．5）

 76．4（1．6）

192．2（4．0）

215．9（4．5）

174．4（3．6）

 43．8（1．0）

 49．9（！．1）

168．2（3．8）

 39．2（0．9）

115．0（2．6）

145．1（3．3）

584．7（13．4）

577．8（13．2）

225．1（5．2）

FV， fbmoral vein；LH， left heart；RH， right heart；（）：ratio to FV blood；一一一， no

sDecimen available．
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5．考察

血液中CQ濃度の定量分析法としては、 HPLC、ガスクロマトグラフィー（GC）、ガスクロマトグラフ

ィー一質量分析（GC－MS）などを用いた方法が報告されている（Weingarten and Cherly，1981；

Ducharrne and Farinotti，1997；Kellerθ砲∠，1998）。一方、体組織中CQ濃度の定量法としては

GCを用いた分析法が報告されているものの、 HPLCによる分析法は報告されていない。そこで、

著者らは、Walkerらの報告した逆抽出法を用いて試料中からCQを抽出し、 HouzeらのHPLC分

析条件を用いて分析を行った（Walker and Ademowo，1996）。その結果、來雑ピークの少ない図1

の平なクロマトグラムが得られた。また、本法はHouzeらやWalkerらの報告に比べて広範囲に直

線性を示す検量線が得られ、試料からのCQ回収率は79±5％（n＝4）と十分であった。そこで、こ

の分析方法を用いてタンザニアにおけるCQ中毒死事例の血液と組織中CQ濃度の定量を行っ

た。

定量分析の結果、異なる3カ所から採取した血液試料中のCQ濃度には大きな差異が認められ

た。一般に、大腿静脈血は組織中に分布した薬物の死後拡散による影響を受けにくく、死亡時に

おける血中薬物濃度を示すものと考えられている。3事例においても大腿静脈血中CQ濃度が最

も低い値であったが、それらを死亡時における血中濃度と考えても3事例は何れも急性CQ中毒

死であるものと判断した。また、右心臓血中CQ濃度が左心臓血よりも高い値を示した原因として

は、生前における体内循環上の影響や、死後における組織からの拡散による影響などが考えられ

た。つまり、生前においては、服用直後の薬物吸収期においては、肝臓から右心室間の血液に特

に高濃度の薬物が含まれていることが予想され、また死後においては、肝臓に高く分布したCQ

が肝静脈を介して右心房へ死後拡散することが予測される。これらの影響から、右心臓血中CQ

濃度が左心下血よりも高い値を示したものと考えられる。本結果が示す様に、血液試料の採取部

位の検討は死者の「死亡時の血中濃度」を正しく判断する上で極めて重要なことである。

また、組織中CQ濃度の分布から、 CQは肝臓や腎臓で高濃度に、また脳にはあまり蓄積されな

いことが示された。この結果は、CQ中毒死事例29例の組織中濃度をまとめたKuhlmanらの報告

と一致した（Kuhlmanθオ∂Z，1991）。また、同論文において肝臓中CQ濃度が150μg／g以上の時に

はCQの過量服用が考えられると述べられている。事例2と事例3の肝臓中CQ濃度は192．2

μ9／9と584．7μ9／9であり、何れも150μ9／9以上であった。このことからも2事例共に急性CQ中

毒による死亡であることが支持された。
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著者らのCQ定量分析法は、血液や尿だけでなく組織試料中のCQを簡便に抽出し、かつ高感

度に定量する方法であり有用なものである。しかし、HPLCなどの高額な分析機器を用いた定量

分析法は、CQ中毒事故が多発する発展途上国では経済的な理由から頻用することは極めて困

難である。従って、高額な機器や煩雑な手技を伴わない免疫学的手法を応用した分析法などを

積極的に提供し、これら地域における法中毒学的検査の発展に寄与しうる研究を進めることも重

要である。
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W．急性クロロキン（CQ）中毒マウスにおけるCQの組織内分布

      ～抗CQポリクローナル抗体（PAC）を用いた免疫組織染色法～

1．材料

1）試薬

  本研究に関連した重要な化学物質の化学構造式を図2に示した。なお、ビスデスエチルク

  ロロキン（BDCQ）はサノフィ・アベンティスファーマ株式会社よりご恵与いただいた。また、試

 薬類は何れも市販の特級品を用い、以下に述べる各実験法において使用した緩衝液などは

  下記の通りである。

（a）酵素抗体法（ELiSA）

    coating bu艶r：50 mM carbonate buffbr， pH 9．7

   washing bu伽r：0．02％Tween20を含む0．1MPBS， pH 7．4

   blocking buHbr：0．5％gelatinを含むcoating bu艶r

   substrate buf驚r：0．1Mcitric acidを含む0．！MNa2HPO4， pH 5．O

  substrate solutlon：0．055％1，2－phenylendiamlne dihydrochloride、0．03％H202

          を含むsubstrate bu旋r

    stop solution：1MH2SO4

（b）免疫組織染色法

         TB：50 mM Tris－HCI buf飴r， pH 7．6

    dilution bu恥r：2％BSAを含むPBS

  O．3％H202－MeOH：0．3％H202を含むmethanol

      一次抗体：PACなどの一次抗体をdilution bu艶rで希釈

      二次抗体：HRP標識ロバ抗ウサギIgGをdilution bu脆rで100倍希釈

    DAB solution：0．02％DABを含むTBに30％H202を30μL添加
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2）実験動物

  各実験において、ウサギ（New Zealand white、雌性、約2kg）とマウス（ddY、雄性、25－27g）

 を実験動物として用いた。なお、各動物実験は熊本大学動物実験等に関する規則に従って

 行った。

16



CI

pnmaqUlne

 H3C＼
      O

qulnme

 H3C＼
      0

＼

／

 HN

I＼
  ノ

  ＼

／

 N

、

／

HN
  ＼R

CH3

HO

N

、

／

N

＼

／

              皇

                     ／C2H5

皿     l
        CH3        C2H5

                     ／H

製     l
        CH3        H

amod聖鯉
           ＼    N／C2H5

         1   1

           ／    C2H5
                 0H

           4，7－dich星oro〔luinoline

  NH2

          CI  ＼  N＼

              しノ ！ノ

                      CI

 H

    N
     、

H2C＼
                            H

図2本研究に用いた化学物質の化学構造式

                        17



2．方法

1）抗CQポリクローナル抗体（PAC）の作製

（1）免疫抗原（BSA－BDCQ）

 CQ（図2）は分子量319．9の化合物であり、タンパク質などの高分子物質とは異なってそれ自体

では免疫抗原となり得ないハプテンである。CQを免疫抗原とする為には高分子のキャリアタンパ

クと結合させる必要がある。しかし、CQ自体との結合は化学構造上困難であるので、 CQ代謝物

であり化学構造が類似したビスデスエチルクロロキン（BDCQ、図2）を用いて免疫抗原を調製し

た。

BDCQとキャリアタンパクとの結合はFujiwaraらの方法（図3）にほゴ準拠して行った（Fujiwaraθオ

∂Z，1983）。すなわち、BDCQ（2．5 mg、9．5μmoles）とGMBS（0．25 mg、0．9μmoles）をN，N一ジメチル

ホルムアミド0．5m1に溶解し、撹搾しながら室温で100分間インキュベートする（GMBS－acylated

BDCQ）。次に、これにMS－BSA（10 mg、0．1μmoles）を溶解した0．1 Mリン酸緩衝液（pH 7．0、2M

尿素を含む）3mlを加え、室温で30分伊州拝する。未反応の低分子化合物とBSA－BDCQ（目的

物）を分離する為に、Shephadex G－100でゲルろ過を行って分画精製し、紫外・可視吸収スペクト

ルを測定してBSA由来の280 nmとBDCQ由来の320～340 nmに吸収を示すBSA－BDCQ分画

を得た。これを免疫抗原（BSA－BDCQ）として以下の実1験に用いた。

なお、本研究におけるタンパク定量は全てBCA法にて行った（Smithθ砲∠，1985）。
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（2）ウサギ抗CQポリクローナル抗体（PAC）

 第（1）項にて合成した免疫抗原（BSA－BDCQ）を常法に従ってウサギに免疫した。すなわち、

滅菌生理食塩水0．6mlにBSA－BDCQ（初回1．O mg、2回目以降0．2 mg）を溶解し、フロイントの

完全アジュバント（2回目以降：不完全アジュバント）0．75m！と混和して均一化し、これをウサギの

背部皮内数ヶ所に注射した。初回免疫より3週間後と、さらにその後2週毎に追加免疫した。追加

免疫後より経時的に採血を行い、CQに対する抗体価を第（4）項で述べる酵素抗体法（ELISA）で

測定した。7回目の免疫1週間後にウサギを屠殺して全採血した。血液は3，000rpmで15分間遠

心して血清（ウサギ抗CQポリクローナル抗体、 PAC）を分離し、55℃の恒温槽で30分間インキュ

ベートして非働化した後に一80℃で保存した。

（3）固相化抗原（KLH－BDCQ）

 キーホールリンペットヘモシアニン（KLH）とBDCQの複合体（KLH－BDCQ）をGrabarekらの方

法を参考に調製し、次の第（4）項にて述べるELISAの固相化抗原として用いた（Grabarek and

Gergely，1990）。すなわち、 BDCQ（1 mg）、KLH（2 mg）、sul飾一NHS（0．5 mg）及びEDC（10 mg）を

蒸留水11n！に溶解し、室温で15分インキュベーションする。次いで、2一メルカプトエタノール1μ1

を加えて反応を止める。反応溶液は40Cにて10 mM PBS（pH7．4）31で透析を数回を行い、未反

応の低分子化合物を除いて精製した。

（4）酵素抗体法（ELISA）

 第（3）項にて調整したKLH－BDCQを固相化タンパクとして用い、 Arakiらの方法に従って

ELISAで抗体価の測定を行った（Arakiθオ∂Z，1992）。まず、 coating buHbrで5μg／mlに希釈した

KLH－BDCQ溶液をELISAプレートの各ウェルに100μ1ずつ添加し、室温で2時間インキュベ

ートして固相化した。溶液を回収後、washing bu艶rで3回洗浄し、 blocking buHbrを添加して4℃

にて一晩静置した。blocking bu恥rを除去後、 washing bu伽rで3回洗浄し、一次抗体（PAC等）

100μ1を添加して室温で1時間反応させる。その後、washing buf飴rで3回洗浄して二次抗体とし

て10，000倍希釈したホースラディッシュペルオキシダーゼ（卜IRP）標識ヤギ抗ウサギ免疫グロブリン

抗体溶液100μ1を添加して室温で1時間反応させた。再びwashing bu挽rで3回洗浄し、

substrate solution 100μ1を添加して30分間反応させ、最後にstop solutionを50μ1添加してマ
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イクロプレートリーダーで吸光度（0．D．492 nm）を測定した。

 なお、コントロールとしてKLHを同様に固相化したELISAプレートを作製し、一次抗体がKLH

に反応しないことを確認した。

（5）抗CQポリクローナル抗体（PAC）のキャラクタリゼ「ション

 PACの抗原認識部位を調べる為に、第（4）項で述べたELISAを用いてPACと各化学物質（図

2）との反応性を調べた。PACは各化学物質と室温であらかじめ30分間インキュベートし、これを

一次抗体としてELISAを行って固相化抗原とPACの抗原一抗体反応における各化学物質の反応

阻害の程度を調べた。

2）抗CQポリクローナル抗体（PAC）を用いた免疫組織染色

（1）急性クロロキン（CQ）中毒マウス

 ddY系雄性マウス（25～279）を一晩絶食し、 CQ投与群とコントロール群（CQ非投与群）の2

群（各6匹）に分けた。CQ投与群にはCQのしD5。である400 mg／kg注2、コントロール群には生理

食塩水を等量経口投与した。投与6時間後に頚椎脱臼にてマウスを屠殺し、各臓器（脳、心臓、

肺臓、肝臓及び腎臓）を摘出し、以下の第（2）項で述べる固定処理等を行った。

注2http：／／www。inchem，org／documerlts／pims／pharm／chloroqu．htm．

（2）免疫組織染色法

 摘出した臓器は、Ishiyamaらの方法に従って2％グルタルアルデヒド、4％パラホルムアルデヒド

ーリン酸緩衝液で4℃にて3時間固定した後、15％ショ糖溶液中に4℃にて一晩浸漬して包埋処理

を行った（lshiyama窃∂∠，1987）。

パラフィン包埋処理を行った組織を薄切してヘマトキシリン・エオジン（HE）染色を行うと共に図4

に示す方法で免疫組織染色を行った。すなわち、脱パラフィン処理済みの切片を0．3％過酸化水

素水を含むメタノールで処理して内因性ペルオキシダーゼを阻害し、その後2％BSAを含むPBS

で100倍希釈したロバ血清にてブロッキングした。次いで一次抗体であるPACで切片を覆い、室

温で60分間反応させて洗浄した後、二次抗体であるHRP標識ロバ抗ウサギIgG抗体（2％BSAを

含むPBSで100倍希釈）で切片を覆って室温で60分間反応させた。洗浄の後、DAB溶液で切
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片を覆って7分間反応させ、5分間流水にて水洗した。最後にMayer Haematoxylinを用いて核染

色を行い、10分間の流水による水洗後に脱水、透徹、封入した。なお、一次抗体として100～

2，000倍希釈したPACを用いた予備検討を行い、本染色法におけるPACの最適希釈倍率が

1，000倍であることを確認した。

 また、染色部位がCQ特異的であることを確認する為に、図5に示す様に通常のPACとCQ

吸収PAC（1mM CQで4℃下にて一晩インキュベーションを行ない、 CQとの反応部位を阻害した

PAC）を用いた染色像を比較、確認した。つまり、通常のPACにおける染色部位の中でCQ吸収

PACでは染色されない部位をCQ特異的染色部位として判断した。
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3．結果

1）抗CQポリク山山ナル抗体（PAC）の作製とそのキャラクタリゼーション

（1）免疫抗原（BSA－BDCQ）の調製と免疫

 図3の方法により得られた免疫抗原BSA－BDCQの紫外・可視吸収（UV－VIS）スペクトルを図6

に示した。BSA－BDCQ（図6a）は、 BSAに由来する280 nmとBDCQ（図6b）に由来する320～340

nmに吸収が認められ、 BSAとBDCQの結合が確認された。また、各々の分子量、モル吸光係数

（BSA：MW＝69，000、ε28。＝43，600、 BDCQ：MW＝263．76、ε280＝1，670、ε32g＝16，400）及び280、329

nmにおける吸光度から判断して、調製したBSA－BDCQはBSA 1分子に対してBDCQ 2分子が

結合していた。

 BSA－BDCQによってウサギの免疫を行った結果、3回免疫後のウサギ血清に抗CQ抗体活性

がELISAにで確認された。その後、抗体価は免疫4回目まで上昇傾向を示し、プラトーに達した7

回目の免疫後に全採血を行った。

8
器

三

瀬

1．0

0

a

b

240 280     320     360

Wavelength（nm）

400

図6BSA－BDCQ（a）とBDCQ（b）のUV－VISスペクトル
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（2）抗CQポリクローナル抗体（PAC）のキャラクタリゼーション

 得られたウサギ血清中の抗CQポリクローナル抗体（PAC）は、 ELISAにおいて10，000倍希釈

で十分な反応性を示した。また、KLHのみを固相化したELISAプレートには反応しないことから、

PACのCQとの反応が確認された。

 図2に示したCQ自体、 CQ類似化合物（BDCQ、4，7一ジクロロキノリン）及びその他の抗マラリ

ア薬（アモジアキン、プリマキン、キニーネ）とPACとの反応性を調べる為に、各種濃度の化合物と

PACを予めインキュベーションした試料を用いて同様にELISAを行った。その結果、図7に示すと

おりCQやBDCQ濃度が上昇するに従ってPACは固相化抗原との抗原一抗体反応を阻害され、

その50％阻害濃度（IC5。）はCQに対して約8nM、 BDCQに対して17 nMと極めて高い親和性

を示した（表2）。一方、別種の抗マラリア薬のアモジアキンに対しては反応性を示したが（IC5。＝158

nM）、CQ類似化合物の4，7一ジクロロキノリンやその他の抗マラリア薬のプリマキンとキニーネに対

しての交叉反応は認められなかった。
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表2各化学物質の50％阻害濃度（IC5。）

化合物 50％阻害濃度（IC5。， nM）

   CQ
   BDCQ

 アモジアキン

  プリマキン

  キニーネ

4，7一ジクロロキノリン

   8

  17

  158

1mM〈
1mM〈
1mM＜
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2）抗CQポリクローナル抗体（PAC）を用いた免疫組織染色

固定組織について100、500、1，000、2，000倍のPACにおける免疫組織染色像を検討した結果、

十分な発色があり、また非特異的染色が少ない1，000倍をPACの最適希釈率として以後の実験：

に用いた。

 各臓器組織について免疫染色を行ったところ、CQ中毒マウスの組織において強い染色が認め

られた。一方、コントロール群では染色が認められなかった。また、CQ吸収PACを用いた場合に

は、通常のPACでは強い染色を示した部分の染色が認められなかった。これらの結果から、染色

部位がCQ特異的染色部位であるものと判断して以下の所見を得た。

〈脳（図8）〉

 脈絡叢の強い染色が認められた（図8a）。なお、 CQ吸収PACを用いた染色像（図8b）では、

この部位の染色が認められなかった。

〈心臓（図9）〉

 心筋細胞の全般に染色が認められた。また、プルキンエ細胞では他の心筋細胞よりもやや強

い染色が疑われた。一方、心臓弁の膠原線維は染色されなかった（図9a）。

〈肺臓（図10）〉

 気管支上皮細胞と粘液分泌細胞であるII型肺胞細胞の染色が認められた。

〈肝臓（図11）〉

 肝細胞の細胞質に明瞭な穎粒状染色が認められた。それは肝門管周辺と中心静脈周辺に著

しく、特に中心静脈周辺細胞に強い染色が認められた。

〈腎臓（図12）〉

 皮質部よりも髄質部で強い染色が認められた。また、糸球体や近位尿細管よりも遠位尿細管と

集合管で著しい染色が認められた。’
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図8 脳における染色像

   a：一次抗体としてPACを使用、b：一次抗体としてCQ吸収PACを使用

図9 心臓における染色像

   a：一次抗体としてPACを使用、b：aと同部位のHE染色像

   M：心筋細胞、PC：プルキンエ細胞、 HV：心臓弁
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図10 気管支、肺臓における染色像

  a：気管支周辺、b：肺胞、 c：H型肺胞細胞

             撫麟

             懸盤絵

図11肝臓における染色像

  a：肝実質、b：中心静脈周辺、c：肝門管周辺

  CV：中心静脈、 PV：肝静脈
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麟遡諜

図12腎臓における染色像

  a：腎実質、b：腎皮質、 c：腎小体



4．考察

CQは3級アミンを持つ分子量319．9の薬物であり、シトクロムP450系酵素によって脱アルキル

化を受けてデスエチルクロロキン（DCQ）やBDCQに代謝される（図2）（Ducharme and Farinotti，

1996；Projeanθ砲Z，2003）。 CQはハプテンであるので、抗CQ抗体を作製する為には高分子の

キャリアタンパクと結合させる必要がある。しかし、CQ自体とタンパクの結合は化学構造上極めて

困難であるので、CQに近似した構造で、かつ、 BSA等のタンパクと化学結合可能な一級アミンを

持つBDCQを用いて免疫抗原を作製した。キャリアタンパクとの結合には、架橋試薬としてグルタ

ルアルデヒドやカルボジイミド等を用いる方法があるが、著者らはFujiwaraらの方法に従って架橋

試薬としてGMBSを用い、チオール基18個を導入したMS－BSAと結合させることで免疫原

BSA－BDCQを作製した（Fujiwaraθ孟∂Z，1983）。その結果、 BSA 1分子に対して2分野のBDCQ

が結合した免疫抗原BSA－BDCQを得ることができた。

BSA－BDCQを用いてウサギの免疫を行った結果、免疫開始から約2ヶ月後に抗体価はプラトー

となり、本ELISAシステムにおいて約10，000倍希釈でも検出可能な高い抗体価を持つ抗血清が

得られた。一般的に、抗体ができにくいハプテンでは安定した抗体価が得られるまでに3ヶ，月を必

要とすることもあるとされるが（大海忍2004）、本研究においては約2ヶ月で十分な抗体価を持つ

抗CQ抗体（PAC）を得ることができた。

ELISAシステムの固相化抗原とPACの反応におけるCQ等の反応阻害について調べた結果、

PACはCQとBDCQには強い反応性を示し（IC5。＝8 nM、17 nM）、また別種の抗マラリア薬のア

モジアキンに対しては反応性を示したが（IC5。＝158 nM）、CQ類似化合物の4，7一ジクロロキノリン

やその他の抗マラリア薬のプリマキンとキニーネに対しての交叉反応は認められなかった。このこ

とから、PACは4一アミノー7一ク執心キノリン部分をエピトープとする抗体を含むポリクローナル抗体で

あることが確認された。

PACを用いて免疫組織染色を行うに当たり、組織固定法はIshiyamaらの方法に従い、最適な染

色濃度として1，000倍希釈したPACを用いて検討を行った（lshiyamaθ僧∠，1987）。なお、上述の

通り、PACは4一アミノー7一クロロキノリン部分をエピトープとする為、染色部位はCQ自体やDCQ、

BDCQなどのCQ代謝物を含めたCQ類（以下、 CQs）に反応しているものと考えられた。また、通

常PACとCQ吸収PACを用いた場合の染色像を比較し、図8a、 bの様に通常PACにおける染

色部位がCQ吸収PACにおいて染色されなかった部位をCQ特異的な染色部位と判断し、各組
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織における染色部位を調べた。

 脳では脈絡叢、特に脈絡上皮細胞に強い染色が認められた。これはKaurらの報告を支持す

るものであった（Kaur，1997）。 KaurらはCQを7～21日間ラット腹腔内に投与した検討において、

脈絡上皮細胞中のライソゾームの数と大きさが著明に増加したこと報告している。ライソゾームは

CQの様な弱塩基性化合物をよく取り込むことが知られており、本研究で得られた結果は、 CQsが

血液一脊髄関門に重要な役目を果たす脈絡上皮細胞のライソゾームに集積している所見が得ら

れたものと考える（Ohkuma and Poole，1981）。

心臓においては、心臓弁の膠原性結合組織を除いた心筋細胞全般、特にプルキンエ細胞によ

く分布することが示された。プルキンエ細胞は心臓の刺激伝導系の一部をなし、固有心室筋細胞

よりも大きく、収縮蛋白が少ないとされる（Young，2001）。その細胞内にはグリコーゲンが比較的多

く、酸素不足に対して抵抗性が高いという特徴を持つ。また、プルキンエ細胞は薬物誘導性の

early一誼er－depolarizationを優先的に産生し、近接する心室筋を興奮させることによってtorsade

de pointes不整脈を引き起こすとされている（SchramθオヨZ，2002）。本研究では、 CQsがどの様な

機序で特にプルキンエ細胞に集積するのかを明らかにできなかった。しかしながら、プルキンエ細

胞が他の心筋細胞とは異なる細胞組成であることなどから、薬剤の浸透性や親和性に差異を生じ

る可能性は十分に考えられる。本研究での光顕レベルの免疫組織染色法ではその詳細を明らか

にすることは困難であり、これら細胞に対するCQの分布様式に差があるか、否かについては異な

る実験系での検討が必要である。

肺臓では、気管粘膜や粘液分泌細胞であるH型肺胞細胞の染色が認められた。これは、CQs

がH型肺胞細胞から分泌されるリン脂質を含む脂溶性の高いサーファクタントプロテインなどの粘

液と共に気管粘膜や肺胞表面に分泌されていることを示す所見であるものと考える。

先に述べた様に、CQは肝臓においてシトクロムP450系酵素によって速やかに脱アルキル化反

応を受けてDCQやBDCQに代謝される。本研究の結果、 CQsは肝門管周辺よりも中心静脈周辺

細胞によく分布することが示された。これはCQ代謝に対する肝小葉各領域の機能の違いを反映

した結果であるものと考える。つまり、肝小葉は肝門管周辺（zone1）、中央部（zone2）、中心静脈

周辺（zone3）の3つの領域に分けられ、 zone1にはzone3に比べてグルタチオンがより多く含まれ、

zone3ではzone1に比べてシトクロムP450がより多く含まれることが知られている（Treinen－Moslen，

2001）。つまり、CQsは中心静脈周辺細胞によく分布して、シトクロムP450系酵素によって活発に
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代謝を受けていることを示す所見であると考える。

薬物やその代謝物の腎臓から尿への排泄・体内への再吸収経路としては、3っの過程（糸球体

濾過、能動的尿細管分泌、受動的尿細管再吸収）を経て行われる（Benetθ惚Z，1996）。本研究に

おいて尿細管細胞は糸球体よりも強く染色され、これはCQの排泄が糸球体よりも尿細管で優位

に行われているとする報告と一致する所見であった（Ducharme and Farinotti，1996）。また、近位

尿細管よりも遠位尿細管でより強い染色が認められ、これはメタンフェタミンの組織内分布を同様

の検討で調べた夏shiyamaらの報告と類似した結果であった（lshiyamaθオ∂Z，1987）。つまり、本結

果はメタンフェタミンやCQの様な弱塩基性薬物は遠位尿細管と集合管において優位に分泌や

再吸収を受けることを示した所見であるものと考える。

本研究で得られたCQsの分布は、 CQやCQ代謝物の物理化学的性質に一致する結果であっ

た。しかし、CQsの心臓におけるプルキンエ細胞への局在の理由は明らかにできなかった。 CQの

急性毒性症状が心臓の興奮伝導障害であることを考慮しても、本研究結果のさらなる追究は重要

であり、免疫電顕等を用いた細胞レベルでの検討が必要である。
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皿．抗CQモノクローナル抗体（MAC）を用いた試料中CQ濃度の簡易半定量

  システムの開発

1．材料

1）試薬

免疫抗原としては第三章と同一のBSA－BDCQを用いた。その他の試薬類は全て特級品を用

いた。

2）実験動物

 実験動物としてマウス（BALB／c、雄性、約20 g）を用いた。なお、動物実験は熊本大学動物実

験等に関する規則に従って行った。

3）細胞培養用培地

細胞培養用試薬類は、何れもクリーンベンチ内で下記の様に調製した。

RPMI培地

HT培地

HAT培地

無血清培地

RPMI Medium 1640（lnvitrogen）20．8 gを精製水1．91に溶解し、炭酸

水素ナトリウム4．Ogを加え、1M塩酸でpH6．8に調製した。

Penicillin－Streptomycin（lnvitrogen）を10 m1（終濃度が各々50

units／ml、50μg／ml）加え、精製水で21として濾過滅菌を行った。

RPMI培地400 mlに100×HT supplement（lnvitrogen）4．5 mlを濾

過滅菌して加え、FCS（Biosource）45 rnlを無菌的に加えて調製した。

RPMI培地180 mlに50×HAT supp！elnent（lnvitrogen）4m！を濾過滅

菌して加え、FCS 20 m／を無菌的に加えて調製した。

エス・クロンSF－B（三光純薬）の基礎培地10．7 gを精製水950 mlに溶

解し、炭酸水素ナトリウム2．2gを加えて精製水で11とした。濾過滅菌

を行った後、添加剤10mlを無菌的に加えた。
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4）マウスミエローマ細胞

 液体窒素にて保存しているミエローマ細胞（P3／NS－1）を37℃の温浴中で解凍し、直ちにRPMI

培地に懸濁、1，000rpmで5分間遠心して細胞を洗浄した。上清を取り除いた後、10％FCSを含む

RPMI培地5mlに懸濁し、小フラスコで培養した。培養開始2日後より、10％FCSを含むRPMI培

地に、10、20、30μg／mlの8一アザグアニンとなる様に段階的に濃度を上げた培地で各3日間ずつ

培養し、ハイブリドーマの作製に用いた。

5）フィーダー細胞

 免疫を行っていないマウスの腹腔内に2，6，10，14一テトラメチルペンタデカン0．5m1を投与し、3

触4目経過後に頚椎脱臼によってマウスを屠殺した。マウスの全身を70％エタノールで消毒した

後、クリーンベンチ内で腹部の表皮を開き、腹壁を露出した。注射器で腹腔内にRPMI培地6ml

を注入し、注射器を刺したままで腹部を穏やかに揉んだ。その後、注入した培養液を腹腔内浸出

細胞と共に回収し、1，000rpmで5分間遠心した後、上清を取り除いた。沈渣を10％FCSを含む

RPMI培地10 m1に懸濁し、細胞数を数えた後、2×104個／0．l ml（ウェル）となる様に同培地で希

釈、培養し、ハイブリドーマ細胞の増殖に必要なタンパク質を合成、分泌するフィーダー細胞とし

て用いた。

6）電気泳動用溶液

電気泳動用溶液類は下記の様に調製した。

   試料調製溶液：20％グリセリン、0．02％CBBR－250、1％2一メルカプトエタノール及び1％

           SDSを含む10 mM Tris一塩酸緩衝液（pH 6．8）。

      泳動液：10×Tris／Glycine／SDS Buf飴rを精製水で10倍希釈した溶液。

      固定液：10％酢酸を含む50％メタノール溶液。

      染色液：10％酢酸と、0．05％CBBR－250を含む10％メタノールの濾過溶液。

      脱色液：10％酢酸を含む30％メタノール溶液。
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7）ドットプロット用溶液

ドットプロット用溶液類は下記の様に調製した。

      coating bu艶r：第W章のELISAと同様のcoating buHbr。

     washing bu艶r：第w章のELIsAと同様のwashing buf臨。

     blocking bu臨r：2％BSAを含むcoating bu艶r。

    substrate solution：DAB3 mgを0．05 M Tris一塩酸緩衝液（pH 7．0）15 mlに溶解し、

             使用直前に過酸化水素10μ1を加えた。

2．方法

1）抗CQモノクローナル抗体（MAC）の作製

（1）抗CQモノクローナル抗体（MAC）産生ハイブリドーマ

 BALB／c雄性マウス（4週齢）3匹に対し、初回免疫は1匹当たりBSA－BDCQ O．1 mgとフロイト

の完全アジュバントを混合して均一に乳化したもの（0．4ml／匹）を、2回目以降の免疫は2週間お

きにタンパク0．05即gとフロイトの不完全アジュバントを乳化したものを腹腔内に投与した。マウス

の尾静脈から少量採血を行い、抗CQ抗体活性の上昇を第V皿章で述べたELISAで確認し、抗体

活性の最も高かったマウスを4回目の免疫5日後にハイブリドーマの作製に用いた。

 ハイブリドーマの作製は常法に従い、マウスの脾細胞を用いて行った（辻村邦夫，稲垣昌樹，

2004）。エーテル麻酔の後にマウスの全身をエタノール消毒し、クリーンベンチ内で十分に潟血す

る。その後、開腹して脾臓を別出し、培養液中で細切して脾細胞を回収した。マウスミエローマ細

胞に対して脾細胞が10倍数になる様に混合し、ポリエチレングリコール法で細胞融合を行った。

同細胞はHAT培地中によく懸濁し、フィーダー細胞の生育した96ウェルプレートに1×105個ず

つ加えた。CO2インキュベーターで培養i開始1週間経過後から徐々にHT培地に交換し、コロニ

ーを形成した各ウェルについて抗体活性の確認を行った。活性を認めたウェルについて限界希

釈法でクローニングを行い、抗体産生株のモノクローンを確立した後にHT培地を無血清培地へ

と段階的に交換した。最終的に無血清培地で洗浄した抗体産生細胞を大量培養し、その培養上

清を粗抗体溶液としてO．1％になる様アジ化ナトリウムを加えて冷蔵保存した。また、細胞は10％ジ

メチルスルポキシド（DMSO）を含むHT培地で液体窒：素内に凍結保存した。
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（2）抗CQモノクローナル抗体（MAC）の精製

 MACの精製はProtein G Sepharose TM 4 FFゲルによるアフィニティークロマトグラフィーで行っ

た。すなわち、培養上清約50m1に対してゲル0．5mlを加え、4℃で一晩転倒混和し、スタンドに

立ててカラムを静置してフロースルーを除去する。その後、50mMリン酸緩衝液（pH 7．4）でカラム

を洗浄し、0．1Mグリシンー塩酸溶液（pH 2．7）で0．5 mlずつ10本（合計5ml）を溶出する。溶出分

画は直ちに1MTris一塩酸緩衝液（pH 8．5）で中和し、280 nmに吸収の認められたタンパク分画を

集めて50mMリン酸緩衝液（pH 7．4）31で一晩透析を行った。得られた精製抗体はBCA法でタ

ンパク定量を行い、ELISAで抗体のタンパク濃度当たりの活性を検定し、 SDS一ポリアクリルアミド電

気泳動法（SDS－PAGE）で純度の確認を行った。

（3）抗CQモノクローナル抗体（MAC）のキャラクタリゼーション

 得られたMACのサブクラス決定は、 Mouse immunogloblin screening／isotyping kit（ZYMED

Laboratories Inc。）を用いて行った。

2）抗CQモノクローナル抗体（MAC）を用いたドットプロット法による試料中CQ濃度の

 半定量法

（1）試料中CQ濃度のドットプロット法による半定量法

 CQ濃度の半定量は図13に示す阻害試験法を応用したドットプロット法で行った。まず、検出

用紙として0．5×0．5cmのニトロセルロース膜を2枚準備する。これに、 coating bu伽rに溶解した

。．1μg／μlBSA－BDCQ溶液1μ1を各々滴下・風乾してBSA－BDCQを固相化し、 blocking buf飴r

でブロッキングしたものを用意する。次に、0．2m！の試料溶液2本に、精製MAC282ngと10 ngを

それぞれ添加して室温にて30分間プレインキュベーションする。その後、検出用紙を試料溶液に

浸漬して室温下で1時間インキュベーションし、washing bu飴rで洗浄。次に、二次抗体溶液

（1，000倍希釈したHRP標識ヤギ抗マウスIgG）に浸漬して室温下で1時間インキュベーションし、

washing bu艶rで洗浄。最後に、 substrate so！utionに30分間浸漬して反応させ、固相一部分の発

色を確認する。試料溶液中のCQが少量の場合、プレインキュベーションによってもMACは枯渇

せず膜抗原と反応して発色が確認されるが、CQが過剰量存在すると、 MACは枯渇して発色しな

い。このシステムを用いて血清中CQの治療濃度（0．02－0．5μ9／ml）・中毒濃度（0．5－3．0μ9／m1）・
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致死濃度（3．0μg／ml以上）とされる3つの濃度範囲を判別する様検査条件を設定した（Bese！t，

2000；Winekθオ∂∠，2001；Mussho仔θオ∂Z，2004）。

        治療濃度

調賑］園
御町㌔國
； 全 i ．墨

 中毒濃度     致死濃度

］國圏園

團團團圖
 易    ．暴
二 次 抗 体

全、BSA．BDCQ。、BSA＞一、MAC28く，CQユ～次抗体

図13ドットプロット法によるCQ濃度の半定量

（2）ブラインドテストによる検定

 作成したCQ濃度半定量システムの有効性を確認する為に検査者2名によるブラインドテスト

を行った。すなわち、検査者2名が濃度を知らされずに既知濃度のCQ溶液を試料として検査し、

治療・中毒・致死濃度の判定を行い、その結果の正答率を調べた。各CQ溶液は、0（2検体）、0．1

（2検体）、0．2、0．4、0．75（何れも1検体）、1．0（2検体）、1．5、2．0（何れも1検体）、3．0（2検体）、

4．0（2検体）及び8．0（1検体）μg／mlの合計16検体を用いた。
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3．結果

1）抗CQモノクローナル抗体（MAC）の作製とそのキャラクタリゼーション

 BSA－BDCQをマウスに免疫した結果、全てのマウス血清から抗CQ抗体活性が認められた。そ

こで、活性の最も高いマウスの脾臓を摘出し、常法に従ってハイブリドーマを作製した。高い抗

CQ抗体活性の認められたハイブリドーマ（MAC28株）を最終的に単離して、大量培養した培養

上清から抗体のサブクラスを調べた結果、そのサブクラスはIgG1のんであった。そこで、 Protein G

ゲルを用いたアフィニティークロマトグラフィーによって培養上清（粗抗体溶液）から抗体の精製を

行った。その結果、精製抗体（MAC28）は培養上清に比べてタンパク量当たりのELISA活性は約

10倍上昇し、図14に示す様にSDS－PAGEによる電気泳動像ではIgGのバンド（50，25 KDa）の

みが確認され、高純度に精製されたことが示された。

贈 ① ②

97，400  剰嘲鱒蜘晦        3

66，200瀬簾
45・D・・鍵田轍

3LOOO
�D鱒

      鼠、

   撫鹸

図14SDS－PAGEによる各試料の泳動像

   MW：分子量マーカー、①：培養上清、②：精製抗体（MAC28）
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2）試料中CQ濃度のドットプロット法による半定量法

MAC28を用いて図13に示すドットプロット法によるCQ濃度の半定量分析を行った。血清中CQ

濃度として治療、中毒、致死濃度とされる3つの領域を判定する様に設定した結果、感度の高い

システム（0～0．5μg／mlで発色）としてMAC28を2ng、感度の低いシステム（0～3．0μg／mlで発

色）として10ngを予め試料溶液とプレインキュベーションすることによって表3に示したCQの半

定量分析が可能となった。つまり、検査用紙2枚が共に発色する時の試料中CQ濃度は治療濃

度以下、感度の高い検査用紙が発色しなくなると中毒濃度、2枚共に発色しない時は致死濃度以

上であることが判定可能となった。

表3CQ濃度半定量システムの判定領域

血清中CQ濃度

  （μ9／m1）

MAC28（ng）

2      10

治療濃度

中毒濃度

致死濃度

0．02～0．5

0．5～3．0

3，0～

＋驚欝

轡1拶
＋：発色あり、一正室なし

 このシステムを用いたブラインドテストの結果を表4に示した。検査者2名は何れも88、94％と

高い正答率で判定を行っていた。

表4ブラインドテストの結果

検査者 正答数／サンプル数 正答率（％）

A

B

14／16

15／16

88

94
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4．考察

 CQの簡易検出法を考案するに当たって、抗CQモノクローナル抗体自体の酵素や金コロイド

による標識化を行うことを事前に検討したが、一般に抗体の標識化を効率よく行うには、抗体タン

パク自体が高純度であることが望ましいことである。ところで、ハイブリドーマは牛胎仔血清を含ん

だ培養液を用いて培養iを行うのが一般的であり、牛胎仔血清中には多量のウシ抗体等が含まれ

ているので、目的の抗体を含む培養上清からそれらを分離除去することは精製の手技として煩

雑になる5そこで本研究においては、作製・単離したハイブリドーマMAC28株の培養液を徐々に

無血清培地へと置換し、その培養上清を粗抗体溶液として回収し、マウスIgG1と親和性の高い

Protein Gアフィティクロマトグラフィーにて精製した。その結果、得られた精製抗体MAC28は電気

泳動像においても牛血清に多量に含まれるトランスフェリン（76kDa）やBSA（67 kDa）を含まない

高純度な抗体を効率よく得ることができた。

 市販の薬物検出キットは「対象薬物の有無のみ」を判定するシステムが大半であり、定量分析を

行うには別途の機器分析を行わなければならない。しかし、分析機器や人材の不足するタンザニ

アなどの発展途上国では、「対象薬物の有無のみ」だけでなく半定量分析までもが可能な薬物検

出システムがより有用であると考えた。そこで本研究では、被験者がどの程度CQを服用していた

かについても判定可能なシステムの開発を目指し、MAC28を用いて作成したドットプロット法によ

る半定量法は、試料中のCQ濃度を3段階に判定可能なシステムとした。つまり、試料中のCQ濃

度が治療血清濃度以下であれば未検出となり、中毒濃度以上となった時に初めて検知、中毒濃

度か致死濃度かを半定量するという特徴を持つシステムである。このシステムを用いて、2名の検

査者によって合計16サンプルの判定を実施してもらった結果、各々の検査者が88、94％の高い

正答率でもって試料濃度の判定を行うことができた。

 「対象薬物の有無のみ」だけでなく半定量まで行うことができる簡易薬物検出キットの開発は、

発展途上国のみならず、先進国の救急医療や検屍・検案の現場などにおいて今後ますます求め

られるものと考える。本研究で考案したシステムは、異なる薬物についても応用可能なものである

が、現時点ではあくまでも研究室にて実施可能なものであって実践的な応用は実施されていない。

この半定量法には、反応条件の改良や現在のところ判定までに約3時間を必要とするのでその時

間の短縮化などの他に、CQ代謝物との反応も考慮した判定領域の設定など、今後、再考・改善

すべきことが沢山ある。この様な半定量システムの開発への需要の高まりは容易に予想されること
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であり、今後も研究を継続することが急務である。
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lX．結語

 本研究ではCQに関する法中毒学的研究として、第W章ではHPLCによるCQ分析方法を示

し、急性CQ中毒死事例におけるCQの体組織分布を調べた（Yonemitsuθオ訊，2002；Yonemitsu

θ砲∠，2005）。その中で、血液の採取部位によって薬物濃度に差異があること、そして体組織中薬

物濃度もまた死因の判断に重要であることを示し、これら分析結果の報告と蓄積が死因の確定診

断に有用となることを示した。また、第町章では抗CQポリクローナル抗体を用いた免疫組織染色

法によってCQ急性中毒マウスにおけるCQの組織内分布を調べた。この様な抗薬物抗体を用い

た免疫組織染色法は、投与した薬物の動態学的所見（吸収・分布・代謝・排泄）を各組織上で直

接的に観察することを可能にし、その毒性発症機序に迫るアプローチとして有用であることを示し

た（Koreedaθ～訊，2007a）。さらに、第欄章では抗CQモノクローナル抗体を用いたCQ濃度の半

定量法を考案し、その有用性について言及した。

 これらの研究は何れもタンザニアとの交流を端緒として抗マラリア薬CQについて行ってきたも

のであり、法中毒学において重要な薬毒物のスクリーニング法や、分析法の開発研究並びに急性

中毒自体に関する中毒学的研究遂行の重要性を改めて示したものである。しかし、これらの中に

おいて特に急性中毒自体についての研究は、各種薬毒物による急性中毒死に対する社会的関

心の低さなども要因となって、病態に関する研究が著しく不足しているものと考える。しかし、急性

中毒の病態に関する研究成果は、急性中毒機序の理解の他に、急性中毒患者の臨床像の理解

や、より効果的な治療法や治療薬の開発を行う上で極めて重要なものであり、今後も本研究の追

究を通じて各種急性中毒に関する知見の蓄積を進めて行きたいと考えている。
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