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Cinoxacinの 突然変異誘発性試験

白 取 治 ・高 瀬 史 朗

塩野義製薬株式会社研究所

Cinoxacinの 突 然 変 異 誘 発 性 を 調べ る た め,JCL-ICRマ ウ ス にお け る細 胞 遺 伝 学 的 観

察 を 行 な っ た 。

8週 齢 の雄 マ ウス に,Cinoxacinを3,000mg/kg経 口1回 投 与,あ る い は2,300

mg/kg/日5日 間 連 続 経 口投 与 し,骨 髄 細 胞 の 染 色 体 を 観 察 した 。 そ の結 果,Cinoxacin

投 与 に起 因す る と考 え られ る 染 色 体 異 常 は 認 め られ な か っ た 。

ま た,対 照 と して 用 い たNalidixic acid1,700mg/kg/日 を,1回 投 与 ま た は5日

間 連続 経 口投 与 を して,骨 髄 細 胞 の染 色 体 を観 察 したが,こ の 場 合 も,染 色体 異常 は認 め

られ な か っ た 。

これ に 対 して,突 然 変 異 誘 発 物 質 と して用 い たMitomycinC投 与 群(3mg/kg1回

腹 腔 内 投 与)に お い て は,chromatidbreakやexchangeな どの染 色 体 異 常 が 高 頻 度 に

出現 した。

マ ウス を 用 い るin vivo検 定 法 の補 助 手 段 と して,ヒ ト由来 の リンパ 球 に 対 す る染 色 体

異 常 誘 発 性 を調 べ たが,上 述 の マ ウス骨 髄 細 胞 で認 め られ た成 績 と 同様 の 結 果 が 得 られ た 。

緒 言

Cinoxacin(CINX)は,ア メリカEliLilly社 で開発され

たキノロンカルボン酸系抗菌剤 である。今 回,CINXの 突 然変

異誘発性試験 として,ヒ ト末梢 血 リンパ球によ るin vitro染

色体試験,な らびにマウスによるin vivo染 色体試験を行ない

陰性の結果を得 たので報告す る。

材 料 お よ び 方 法

1.　 検 体

CINXlお よ び 同 系 統 の 対 照 検 体 と してNalidixic

acid(NA)1)を 用 い て 実験 を 行 な っ た 。 そ の 化 学 構 造

は右記 の 通 りで あ る 。

染 色体 試 験 の 陽性 対 照 と して は,MitomycinC(MC,

協和 醗酵)2β)を 用 い た 。

2.　 In vitro染 色 体試 験

In vitro染 色 体 試 験 法 と して,ヒ ト由来 の リン パ球

に対す る染 色 体 異 常 誘 発性 を 検 討 した4)。

まず ヒ ト リンパ 球 に作 用 させ る検 体 の 濃 度 を決 定 す る

ため,マ ウス 白血 病 由 来 の 浮 遊 培 養 細 胞L-1210に 対

す る細 胞 毒性 を 調 べ て,ED5。 値 を 算 出 した5)。

CINXお よ びNAは 水 に 難 溶 なた め,0.1NNaOH

溶液で50mg/mlに 溶 解 後,RPMI-1640培 地 で 階 段

希釈 を行 な い細 胞 毒性 を 測 定 した 。 この 希 釈 操 作 以 外 特

別なpH修 正を しな くて も,細 胞 毒性 の測定 に及ぼす

pHの 影響は全 く認め られなかった。

健 康人か ら採血 したヘパ リン加末梢血液をLympho-

prepRに 重層 し,比 重遠心 分離 して集めた リンパ球 を

20%仔 牛胎児血清加RPMI-1640培 地中に1～2×106

cells/mlに なるよ う調製 し,リ ンパ球の 幼 若化 をはか

るためPhytohemagglutinin-PRを200μg/mlの 割

合で添加 した。37℃48時 間培養後,予 備試験で得 られ
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たED50の 濃度を参考に して階段希釈 した検体 を加え,

21時 間再培養 した。 その後0.2μg/mlの コルセ ミド

を添 加 し,更 に3時 間培養 を続 けた(検 体 との接触時間

は合 計24時 間)。 空気乾燥法で染色体標本 を つ くり観

察を した。

3.In vivo染 色 体試 験

1)実 験動物お よび飼 育条件

日本 クレア産のJCL-ICR系 雄 マウスを6週 齢で購

入 し,2週 間飼 育環究境に馴化 させ体重 が32～35gに

達 してか ら実験に使用 した。各動物 は温度24±2℃,

湿度55±5%,午 前7時 よ り12時 間 照明 に 調節 さ

れた飼育室で金属ケー ジ1ケ ージ当 り5匹 収容 して固

型飼料(CE-2,日 本 クレア)お よび市水道水 を 自由摂

取 させて飼育 した。

2)試 験 方 法

In vivo染 色体試験方法は,検 体 を1回 投与 あるい

は5日 間連続 投与 した時の 骨髄細胞 に お ける染色体異

常誘発性 を検討 した4)°CINXお よびNAは 水に難溶

のため,5%ア ラビア ゴム溶液 で懸濁液 に して胃管 を用

いて経 口投与を した。いず れの実験群 におい て も投与液

量が10ml/kgと なるよ うに調整 して検体投与 を行 な

った。無処置対照群 では,5%ア ラビアゴム溶液 を同様

に投与 した。無処 置対照群 のほかに,蒸 留水 に溶か した

MC3mg/kgを 腹腔 内1回 投 与を した陽性対照群 を設

けた。

検体1回 投与実験では検体投与24時 間後 に,5日

間連続投与実験では 最終検体投与6時 間後 に,そ れ ぞ

れ動物 を屠殺 した。分裂中期の骨髄細胞 を集 めるため,

屠 殺2時 間前 に コ ル ヒチ ン1mg/kg腹 腔 内 投与 し

た 。 標本 作 製 の た め に大 腿骨 を と り出 して両 端 をハ サ ミ

で 切 断 し,RPMI-1640培 地 を入 れ た 注射 器 を用 い て液

と一 緒 に骨 髄 細胞 を ス ピ ッ ツ遠 心 管 に 洗 い 出 し,0.075

MKCI溶 液 で15分 間 低 張 処 理 を した の ち,Acetic-

alcohol (Acetic acid: Methanol=1:3)で 固定 し

た。 染 色 体標 本 は,空 気 乾 燥 法 で 作 製 しGI£MSA染 色

の 後 検 鏡 した 。

実 験 結 果

A. In vitro染 色 体試 験

1.マ ウ ス 白血 病 細 胞L-1210に おけ るED5。 値

マ ウス 白血 病 細 胞 研L-1210を 用 い て 算 出 したED5。

値 をTable1に 示 した。

ED50値 は,CINX330μg/ml,NA170μg/ml,

MCO.05μg/mlで あ っ た 。

2.ヒ トリンパ 球 にお け るin vitro染 色 体試 験

CINX及 びNAの 作 用 濃度 と して2×ED50値(660

Table 1 Growth inhibitory effects of 

cinoxacin, nalidixic acid and 

mitomycin C on cultured 

L-1210 mouse leukemia cells

Table 2 In vitro chromosome studies of human lymphocyte cells after treatment 

with cinoxacin, nalidixic acid and mitomycin C

Significant differences from control are marked * (p<0.05)
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お よ び340μg/ml)とED50値(330お よ び170μg

/ml)の2用 量 を 用 い た 。

各 実 験 群 と も,250個 の 分 裂 中期 像 に つ い て 染 色 体 異

常 とachromatic gapの 有 無 を調 べ,結 果 をTable2

に示 した 。

無 処 置 対 照 群 で は,chromatid breakとisochro-

matidbreakの 両 方 が,1個 の細 胞 に,chromatid

breakが2個 の 細 胞 に 観 察 され,染 色体 異常 の 出現 頻 度

は3/250(1.2%)で あ っ た。 ま たachromatic gap

は19/250の 細 胞 に認 め られ た(Photo.1)。

CINXの 作 用 群 で は,2×ED5。 値 に お い て,

chromatid break(Photo.2)お よ びisochromatid

breakが お のお の2個 の細 胞 で,ringが1個 の 細 胞

で 合計5個(2.0%)の 染 色 体 異 常 細 胞 が 観 察 され た。

achromaticgapは18個 観 察 さ れ た が(Photo.3),

その 内isochromatid gapが3個 含 ま れ て い た。ED50

作用群 で はchromatid breakが3個 の細 胞 で 観察 さ

れ,achromaticgapが11個 認 め られ た。 いず れ の実

験群 にお い て も,無 処 置対 照 群 と比 べ 染 色 体 異常 細 胞 の

出現頻 度,achromatic gapと もに 有 意 の 差 は み られ な

か った 。

対 照 検体 で あ るNA2×ED5。 作 用 群 で は,chroma-

tid break 6個,isochromatid break3個(Photo.

4),お よ びexchange1個 な どの 染 色体 異 常 が10/250

個(4%)認 め られ,染 色 体 異 常 細 胞 の 出現 頻 度 は 無 処

置対照 群 に比 べ 有 意 に 多 か っ た(P<0.05)。 しか し,

ED50作 用 群 で は,chromatid breakが3個,ま た,

achromatic gapが14個 認 め られ,染 色 体 異 常 細 胞 の

出現頻 度,achromatic gapと もに 無 処 置対 照 群 と比 べ

有意 差 はみ られ なか っ た。

これに 対 し,陽 性 対 照 群MCO.1μg/ml(2×ED50)

お よ び0.05μg/ml(ED5。)の 作 用 群 で は,無 処 置対

照 群 と比 べ,染 色体 異常 細 胞 の 出現 頻 度 は 用 量作 用 関 係

を 持 っ て お り,各 々75/250(30%)お よ び20、250

(8.0%)と 有意 な高 値 を 示 した 。 これ ら の 異常 は

chromatid breakとexchange(Photo.5)で あ っ た

が,isochromatid breakあ るい はfragmentな ど も

観 察 され た 。Exchangeの 大 部 分 は2個 の 染 色 体 の

centric fusionで あ り,こ の た め 異数 性 の 細 胞 が 増 加

した 。

ま た,achromatic gapは お の お の45/250, 29250

の 頻 度 で 認 め られ た。

B.In vivo染 色 体 試 験

1.マ ウ ス に お け る死 亡 率

In vivo染 色体 試 験 の 投 与 量 を決 定 す るた め,1回 あ

るい は5目 間連 続 経 口投 与 した時 の 死 亡率 を調 べ,結 果

をTable3に 示 した 。

2.マ ウ ス に お け るin vivo染 色 体 試 験

CINXの1同 投 与実 験 で は,最 大 耐 量 で あ る3,000

mg/kgを 最 高 投 与 量 と し,以 下 そ の112,お よ び14

量 の3投 与量 群 を 設 定 した 。5日 間 投 与実 験 に お い て

も,最 大 耐 量2,300mg/kgを 最 高 投 与量 と し,以 下 そ

の1/2,1/4お よ び1/8量 の1,150,575お よ び287

mg/kg/日 の4投 与 量 群 を設 定 した。 同様 にNAの

1同 投 与実 験 及 び5日 間投 与実 験 で は1,700mg/kg/日

を選 択 した 。

各 群 と も5匹 の マ ウス を用 い,250個 の 分 裂 中 期 像 に

つ い て 染 色 体 異常 とachromatic gapの 有無 を調 べ た 。

NA1,700mg/kg/日5H間 連 続 投 与群 は,投 薬 期 間

中 に 毒性 の た め マ ウス が1匹 死 亡 した の で,生 存 した4

匹 の マ ウ スか ら染 色 体 標 本 を 作 製 し観 察 を した 。結 果 は

Table4に 示 した。

Table 3 Mortality of mice (JCL-ICR, 8 weeks old, male mice)

* In this experiment the treatment was made by single administration. 

** Time of death: days after treatment
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Photo. 1 Normal metaphase of human
lymphocyte cell. Untreated.
46 chromosomes (Male)

Photo. 3 Metaphase of human lymphocyte

cell with chromatid gap by

660 ƒÊg/ml of CINX (arrow).

Photo. 2 Metaphase of human lymphocyte cell

with chromosome aberration. Chromatid

break by 660 ƒÊg/ml of CINX (arrow).

Photo. 4 Metaphase of human lymphocyte cell

with chromosome aberration.

Isochromatid break by 340 ƒÊg/ml of

NA (arrow).

Photo. 5 Numerous aberrations by mitomycin-C (0.1 ƒÊg/ml)

B : chromatid break

G : chromatid gap

E : exchanges
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Photo. 6 Normal metaphase of mouse bone

marrow cell. Untreated. 40 chromosomes.

Photo. 7 Metaphase of mouse bone marrow cell

with chromosome aberration after a sin-

gle p.o. administration of 3,000mg/kg
of CINX 40 chromosomes with chro-

matid break (arrow).

無 処置 対照 群 で はchromatid breakが1個 の 細 胞

に み られ,染 色 体異 常 の 出現 頻 度 は1/250(0.4%)で

あ っ た(Photo.6)。

CINX3,000mg/kg1回 投 与 群 で は,chromatid

breakが2つ の細 胞 で1個 ず つ(0.8%)観 察 され た

(Photo.7)。1,500mg/kgお よ び750mg/kg 1回

投 与 群 に お け る 染 色体 異常 細 胞 の 出現 頻 度 は0.8%(2/

250個)お よび1.2%(3/250個)で あ っ た。

5日 間 連 続 没 与 群 の うち,2,300mg/kg/日 投 与 群

で はchromatidbreakが3つ の細 胞 で1個 ず つ(1.2

Photo. 8 Metaphase of mouse bone marrow cell

with chromosome aberration (arrows)

after a single i.p. administration of 3 mg

/kg of mitomycin-C. 38 chromosomes.

B chromatid break

E: exchanges

G: chromatid gap

Table 4 In vivo chromosome studies of bone marrow cells in male mice after treatment

with cinoxacin, nalidixic acid and mitomycin C

Significant difference from control is marked *(p<0.05).
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%)観 察 され た 。Achromatic gapは30個 観 察 され

た 。1,150mg/kg/日,575mg/kg/日 お よび287mg

/kg/日 投 与 群 に お け る 染 色 体 異 常 細 胞 の 出 現頻 度 は

0.4%か ら1.2%で あっ た 。

CINX投 与 群 で は,い ず れ の 実 験 群 に お い て も,

chromatid break以 外 の 染 色 体 異 常 像 は 観 察 さ れ な か

った 。 ま た,染 色体 異 常 細 胞 の 出 現 率 は 無 処 置 対照 群 と

比 べ,1回 投 与 群 お よ び5日 間 連 続 投 与 群 と もに 有 意 差

は認 め られ なか った 。

NA1,700mg/kg1回 投 与 群 で は,染 色体 異常 は ま

っ た くみ られ な か っ た が,5日 間 連 続投 与 を す る と

chromatid breakが4個(1.6%)の 細 胞 で 観察 さ れ

た 。 染 色 体 異 常 細 胞 の 出 現 頻 度お よ びachromatic gap

の 出 現 頻 度 は,い ず れ の 群 に お い て も無 処置 対 照 群 との

間 に有 意 差 は なか った 。

これ に 対 し陽 性 対 照 のMC3mg/kg腹 腔 内1回 投

与 群(1/2LD5。 に 相 当)で は,染 色 体 異常 細 胞 が74/

250個(29.6%)と 著 し く増 加 した。 こ れ らの 異常 は,

大 部 分 がchromatid breakで,fragmentお よ び

exchangeも 出 現 した(Photo.8)。 ま た,achromatic

gapは75個 観 察 され,無 処 置 対 照 群 に 比 べ 著 しい 増

加 を示 した 。

考 察

ヒ ト由 来 の リンパ 球 を 用 い るin vitro染 色 体 試 験

で,ED5。 値 の 濃度 を 作用 させ た群 にお け る染 色 体 異 常

細 胞 の 出 現 率 は,陽 性 対照 で あ るMCが8%と 無 処 置

対 照 群 と比 較 して 有 意 の 値(p<0.05)を 示 したの に 対

して,CINXお よ び,NAい ず れ の群 にお い て も無 処

置 対 照 群 との 間 に 有 意 な 差 は 認 め られ なか っ た。 しか

し,2×ED50に 濃度 を 高 く して作 用 させ た 群 で は,染

色 体 異 常 細 胞 の 出現 率 に違 い が 認 め られ た。 す なわ ち,

陽 性 対 照MC0.1μg/mlの 作 用 群 で は,染 色 体 異 常

細 胞 が 用 量 依 存性 を もっ て30%と 高率 に 出現 した 。NA

340μg/mlの 作 用 群 で は,染 色 体 異 常細 胞 の 出現 率 が

4%で 無 処 置 対照 群 と比 較 して 有 意 の値 を示 した(p<

0.05)。 これ に 対 して,CINX660μg/mlの 作用 群 で

は,染 色 体 異 常細 胞 の 出現 率 は2%で 無 処 置 対 照 群 との

間 に 有 意 差 は 認 め られ なか っ た。 した が って,in vitro

染色体試験の結果CINXは 染色体異常細胞 の出現頻度

がNAよ りも低 く,突 然変異誘発性 は全 くない と判断

された。

次に,in vivo染 色体試験 の結果 についてみ ると,陽

性対照 として用 いたMC3mg/kg腹 腔 内1回 投与群

(1/2LD50値)で は,染 色体 異常細胞が29.6%と 高率に

出現 し,こ の成績は一 ツ町等6)の 報告 とよ く一致 した。

また染色体異常の像はchromatid break, exchange,

fragmentな どが観 察され,1個 の細胞に複数の 染色

体異常のみ られ る例が約20個 あった。 これに対 して,

CINX,お よびNAの 一回投 与あるいは5日 商の連続

投与では,極 めて大 量の 検体 を投与 した 群を はじめ,

いずれの投与群にお いて も染色体 異常細胞の出現頻度に

は用量作用関係はみ られず,ま た無処置対照群 との間に

有意差は認め られなかった。以上 よ り,CINXお よび

NAに はin vivo骨 髄細胞染色体試験において も,突

然変異誘発性 は認め られ なか った。

今回のin vitroお よぴin vivo染 色体試験の結果

か らみて,本 実験 条件下 では,CINXは 何 ら突然変異

誘発性 を示さない もの と結論 され る。
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MUTAGENIC ACTIVITY TESTS ON CINOXACIN 

IN VITRO AND IN VIVO CYTOGENETIC TESTS 

IN MAMMALIAN CELLS 

OSAMU SHIRATORI and SHIRO TAKASE 
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Cinoxacin (CINX) was examined for the mutagenicity by in vivo cytogenetic test and its capability 
to induce chromosome damage in human lymphocytes in vitro. Nalidixic acid, reference compound 
used in the present study, was tested for cytogenetic effects in the same way as CINX. The 
cytogenetic effects of compounds on JCL-ICR male mice bone marrow cells in vivo were examined. 
Compounds were given orally to adult mice either once or daily for five successive days, except 
for mitomycin C. The mice were treated with a single oral administration of 3,000 mg/kg or five 
successive oral administrations of 2,300 mg/kg/day of CINX. There was no increase of chromosome 
aberration as compared with the non-treated control in any group treated with CINX. Moreover, 
the results showed that CINX induced no chromosome aberration in human lymphocytes in vitro.


