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Sodium colistin methanesulfonate(CLM)の 安全性研究 の一 環 として,生 殖に対する影響を検

討する 目的 で,器 官形成期投与試験 をWistar系 ラッ トを 用いて,CLMの6.25mg,12.5mgお

よび25mg/kgを それ ぞれ 静脈 内投与 して行 ない,以 下 の成績 を得 た。

1. 妊娠母体 の一般症状,体 重 お よび摂餌量 に対 し,CLMは 影響をお よぼさなか った。

2. 末期胎仔の着床数,生 存胎仔数,生 存胎仔体重,性 比,死 亡胎仔数,吸 収 胚数 および体盤重

量にCLMの 影響は認め られず,ま た外形お よび内臓異常,異 常化骨 の発現 も認め られ なか った。

しか し,25mg/kg投 与群 で歯状突起 お よび後肢 の基 節骨 の化骨遅延が認め られた。

3. 自然分娩群に お いて,妊 娠期間,生 産仔数,生 存仔数,生 存仔体量,性 比,死 産仔数 お よび

着床痕数に影響は認め られず,生 存仔の外形異常 も見 られなか った。 しか し,25mg/kg投 与群にお

いて,母 体の分娩率,哺 育率な らびに新生仔の生育率が低下 した。

4. 新生仔の成 長お よび発育.分 化にCLMの 影 響は認め られ なか った。

5. 新生仔の生後の行 動お よ び感 覚反射機能,自 発運動量,神 経.筋 能力,学 習能力,情 緒性お

よび生殖能力について,CLMの 影 響は認め られ なか った。

以上の ことか ら,CLMの 器官形成 期投与試験における最大無作乍用量 は,12.5mg/kgで あると推

定され る。

序 言

Colistin(以 下,CLと 略)は ,Gram陰 性桿 菌 に 対 し

て強 い抗菌 作 用 を 有 す る,polypeptide系 抗 生 物質 で あ

る1)。このCLの 誘 導 体 で あ るsodium colistin me-

thanesulfonate(以 下,CLMと 略)は ,多 くの 点 でCL

に比 して利 点 を 有 し て お り,臨 床 分 野 で の 使 用 頻 度 は

CLよ りも高い 。CLMの 一 般 薬 理 作 用2),毒 性3,4),吸

収 ・分 布 ・排 泄5)に つい て は,す で に 多 くの 研 究 が な さ

れ てい るが,生 殖 に対 す る作 用 に つ い て は,い まだ 明 ら

かに され てい な い。 そ こ で著 者 ら は,CLMの 安 全 性 研

究 の一 環 と して 生殖 に お よぼ す 影 響 に つ い て 検 討 を加 え

た。第1報6)に お い て,CLMの ラ ッ トに お け る 妊 娠 前

お よび妊 娠 初 期投 与 試 験 の 結 果 を 報 告 し た。 す な わ ち,

この期 間 に投 与 したCLMは ,ラ ッ トの 生殖 機 能 を著 し

く障害す る もの では な く,ま た 胎 仔 の発 生 に も重 篤 な影

響をお よぼ さない とい う結果 を得てい る。 そこで,本 報

ではラ ットにおけ るCLMの 器官形成期投与試験の成績

について報 告する。

実験材料お よび方法

1. 被検薬物

実験 に使用 したCLMは,第1報6)で 用いた ものと同

一 のもので,Bacillus polymyxa var.colistinztsの培養炉

液 か ら分離精製 され た白色粉末(12,000単 位/mg:科 薬

抗 生物質研 究所)で ある。使用に際 して,CLMは 滅菌

生理 食塩 水で溶解 し,投 与 容量を体重100g当 り0.5

mlと して,そ れぞれの所要濃度になるように 適宜調製

した。

2. 使用動物

実験動物 と して,生 後5週 令の雌雄のWistar系 ラッ

ト(東 京実験動物)を 購 入後予備飼育 し,10週 令に達 し
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た ものの 中か ら,一 般症状の 良好 なものを 選び使用 し

た。妊 娠動物 を得 るために,腟 垢塗抹標本で発情前期か

ら発情期 と確 認 した未経産の雌を,同 系の雄 と1対1の

割 合で1夜 同居 させ,翌 朝腟栓 あるいは腟垢 中に精 子の

存在を確認 したものを妊娠0日 の動物 として,小 型 ケー

ジに独居 させ飼育 した。動物の飼育は,予 備飼育 お よび

実験期 間を通 して,全 て室温23±1℃,湿 度55±5%の

恒 温恒湿の環境下 で行 なった。飼料は,妊 娠 お よび授乳

期 間の ものには繁殖用固型飼料(CA-1:日 本 クレア),

その他の ものには飼育用固型飼料(CE-2:日 本 クレア)

を与え,水 と共に 自由に摂取 させた。

3. 投 与 量

CLMの 投与量 は,「妊娠前 お よび 妊 娠 初 期 投 与 試

験」6)と同様,最 高用量を25mg/kgと し,以 下中間用量

を12.5mg/kg,最 低用量を6.25mg/kgと した。また,

対照 と して,生 理 食塩水投与群 を設け た。

4. 投与方法お よび投与期間

薬物は,妊 娠7日 か ら17ま での11日 間,1日1回

毎 日一定時 刻に尾 静脈内に投与 した。

5. 観察項 目お よび方法

1) 母体の観察

各投与群の妊娠母体数をそれ ぞれ30匹 とし,妊 娠期

間中毎 日一般症状を観 察する とともに,体 重お よび摂餌

量を測定 した。 この うち各投与群 とも20母 体は妊娠末

期に層殺 して胎仔 の検索 を行 なった。 また,残 りの10

母体は 自然分娩 させ,新 生仔の 生後発育の 検索 に 供 し

た。

2) 胎仔観察

妊娠母体 を妊娠21日 目にether麻 酔下 に放血致死 さ

せ,直 ちに開腹 して子宮を切開 し,子 宮 内の胎仔分布,

着床数,生 存胎仔数,死 亡胎仔数 および 吸収胚数を 調

べ,生 存胎仔については,性 別 の判定,体 重お よび胎 盤

重量の測定ならびに口腔 内を含 む外形異常の有無を調べ

た。ついで,各 投与量 ともに2/3の 母体の胎仔は,99%

alcoholで 固定 した後,DAwsoNの 変法9)によ りalizarin

red S染 色に よる骨格透 明標本を作製 し,化 骨 の異常 お

よび化骨の進行状態を観察 した。残 り1/3の 母体 の胎仔

は,Bouin液 に 固定 し た 後,WILSONのfree hand

razor blade section法8)に 従い.頭 部お よび胸腹部臓器

の異常を検 索 した。

3) 新生仔(F1)の 発育.分 化観察

妊娠 母体を自然分娩 させ,分 娩の状態を観察 し妊娠期

間 を算定 した。分娩後は直ちに出産仔数お よび生死を確

認 し,生 存仔については性別,外 形異常 お よび行 動異常

の有無を調べ,体 量を 測定 した 後,全 例 母体に哺育 さ

せ た。

新 生仔は,生 後21日 まて哺育 し,こ の間毎日一般症

状を観察す る と共 に,毎 週1回 体重を測定 し,発 育分化

の状態につ いては耳 介開 展を生後7日 目,腹 部毛生およ

び切歯萠 出を生後14日 目そ して眼瞼 開裂を生後21日

目に観察 した。母 体は分娩後21日 目に仔を離乳させた

後,屠 殺開腹 し内臓の変化 を肉眼的 に剖検 し,さ らに子

宮 について着床痕数を調べ,分 娩時に見 られた出産仔数

と対比 して分娩率を算出 した。

離乳後 の新 生仔は,雌 雄を分離 して飼育 し生後8週 ま

で一般症状 を毎 日観察 する と共に,毎 週1回 体重を測定

し,生 後28日 目に雄 の精 巣下降を,生 後42日 目に雌

の腟開 口を観察 した。生後8週 令時には,1母 体から雌

雄各1匹 ずつを無作為 に抽 出 し,屠 殺 して主要臓器の肉

眼的観察を行な った。

4) 新生仔(F1)の 行動お よび機能観察

新 生仔は,生 後21日 目の離乳時に,全 例について行

動お よび感 覚反射 機能を,8週 令時には各投与群とも1

母体か ら雌雄各1匹 ずつを 無作為に 抽出 し,自 発運動

量,神 経.筋 能力,学 習能 力お よび情緒性について検査

し,10週 令時には 同 じく1母 体 当 り雌雄各2匹 ずつに

ついて,生 殖能力に関す る検索 を行 なった。

(1) 行動お よび感覚反射機能

IRWIN法9)に よる行動お よび 感覚反射機能の観察と,

Preyer反 射 に よる聴 覚機能試験を行 なった。

(2) 自発運 動量

回転カ ゴ法 に よ り,予 め動物を回転 カゴ装置(シ ナノ

製作所)に30分 間入れ順応 させ た後,30分 間の回転数

を測定 した。

(3) 神経 ・筋能力

回転棒法に より,直 径9cmで1分 間に10回 転する

回転棒(シ ナ ノ製作所)を 用 いて,ラ ッ トを予め静止さ

せた回転棒上に60秒 間置 き,次 で回転 させた上で30

秒間練 習 させた後,実 験を開始 し,回 転棒上に滞留する

時間を測定 した。なお,ラ ッ トは頭部を回転方向に向け

てのせ,滞 留時間の測定は2分 以上は行なわなかった。

(4) 学 習能 力

条 件回避 反応試験 お よびwater T-maze試 験を行な

った。

条件回避反応試験は,schuttle box(ANAC300型:

岡崎産業)を 用 いて行 な った。条件刺激 として,光 およ

び ブザ ーを5秒 間与 え,こ の間 に ラッ トが他室に移動し

ない場合には,無 条件刺激 と して床 の グリッドから電気

刺激(130V,1mA)を5秒 間与えた。 反応後の体息時

間は20秒 とした。 これを1試 行 と して,1日20試 行

を連続 して行 ない.連 続4日 間に亘 り回避率および逃避

率 を測定 した。
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Water T-maze試 験 は,water filled multiple T-

maze(シ ナノ製作所)を 用 いて,石 崎 の方法10)に準 じて

行なった。装置は,縦120cmx横120cm× 深 さ40cm

の塩化 ビニール製 の水槽中に,高 さ35cm,巾12cmの

直線水路 およびT-迷 路 を 配置 した ものである。 試験

は,水 深23cm,水 温23～24℃ の条件下 で,第1日 目

は直線水路を用 いて,出 発点か ら目標 点に達 す るまでの

所要時間を測定 し,こ れ を1匹 当 り5試 行行なわせた。

第2日 目か ら4日 目には水迷路 を用 いて,出 発点か ら目

標点に達するまでの所 要時間 と,盲 路 に体全体 が入 り込

んだ錯誤数を測定 し,こ れ を1日1匹 当 り5試 行行なわ

せた。 なお,動 物を直線水路 お よび 水迷路 に 入れ る時

は,進 行方向に対 して逆 向 きに入れ,ま た1試 行 は3分

以上行なわれ なか った。

(5) 情緒性

Open field法 に よ り検索 し た。 装 置 は,HALLの

open field装置(シ ナ ノ製作所)を 用いた。す なわ ち,

底面の直径80cm,壁 の高 さ50cm,壁 の上端 の 直径

100cmの ステ ンレス製のバ ケツ状の もので,底 面は 金

網製でほぼ等面積の19区 画 に 分け ら れ ている。Open

fieldの中央真上1mの 高 さか ら,100Wの 電球を用 い

て唯一の照 明とした。 試験は,open fieldの 中心 に ラ

ットを置 き,3分 間の区画移動数(ambulation),立 ち上

が り回数(rearing),洗 顔回数(preening),排 尿回数

(urination)お よび脱糞 回数(defecation)を2日 間に亘

り測定した。

(6) 生殖能力

同一投与群内で兄妹交配を避けて,雌 雄1対1で7日

間同居させた。腟栓あ るいは腟垢中に精子の存在を確認

したものを,交 尾の成 立 した もの として交尾率を算 出 し

した。交尾の成立 した ラ ッ トは,妊 娠期間中毎 日体重を

測定 し,妊 娠21日 目に 屠殺 して開腹 し,子 宮を 切開

し,妊 娠の有無を調べ 妊娠率を算出 し,着 床数,生 存

胎仔数,死 亡胎仔数お よび 吸収胚数を 調べ,生 存胎仔

(F2)に ついては,雌 雄の判別,体 重 お よび胎 盤重量測

定,口 腔内を含む外形 異常の有 無を調べた。なお,交 尾

あるいは妊娠が成立 しなか った ものは,雄 は同一群内の

未経産の雌 と,雌 は同一群 内の生殖能 力の確 認 された雄

と,7日 間 同居させ た。

6. 統計学的処理

実験結果の統計処理は,t検 定お よび χ2検 定を用 い

て行なった。

実 験 成 績

1. 母体におよぼす影響

1) 一般症状

妊娠期間中,対 照群お よび各CLM投 与群 のいずれ に

Fig. 1 Mean body weight of pregnant rats admi-

nistered intravenously with CLM on days 7

to 17 of pregnancy (fetus group)

Fig. 2 Mean body weight of female rats admini-

stered intravenously with CLM on days 7 to

17 of pregnancy (delivery group)

も特異な中毒症状は観察 されず,死 亡例 も認め られ なか

った。

2) 体重変化

試験期間中における末期胎仔観察群の平均体重 は,各

CLM投 与 群お よび対照群 ともにほぼ同様の体重推移を

示 した(Fig.1)。

また,自 然分娩群 のいずれの投与群 も,体 重増加はほ

ぼ同様の傾 向を示 した(Fig.2)。 そ して,妊 娠期間中の

体重増 加量 は,末 期胎仔観察群において,対 照群97.1

g,6.25mg/kg投 与 群97.9g,12.5mg/kg投 与 群

87.8g,25mg/kg投 与群88.1gで あ り,自 然分娩群に

お いては,対 照群116.8g,6.25mg/kg投 与群110.6

g,12.5mg/kg投 与 群125.7g,25mg/kg投 与 群

116.6gの 増加で あ り,両 群 の対照群 と各CLM投 与群

との間には有意差は認め られなかった。

3) 摂餌量

末期胎仔観察群における試験期間中の平均摂餌量は,

各CLM投 与量 と対照群 ともほぼ同様の摂餌傾向を示 し
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Fig. 3 Mean food consumption of pregnant rats
administered intravenously with CLM on days
7 to 17 of pregnancy (fetus group)

Fig. 4 Mean food consumption of female rats admi-
nstered intravenously with CLM on days 7 to
17 of pregnancy (delivery group)

Table 1. Effect of CLM on fetuses from pregnant females administered intravenously
on days 7 to 17 of pregnancy

a) No.of fetuses with malformation

No.of fetuses examined

M:male,F:female
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Table 2 Effect of CLM on abnormal ossification in rat fetuses from pregnant females
administered intravenously on days 7 to 17 of pregnancy

a) abnormal ossification(%)

した(Fig.3)。 また,自 然分娩群の平均摂餌量 も,各 群

とも同様の傾 向を示 した(Fig.4)。

2. 胎仔におよぼす影響

1) 開腹時所見

各投与群の,開 腹時の所見において,着 床数,生 存胎

仔数,生 存胎仔体量,性 比,死 亡胎 仔数,吸 収胚数お よ

び胎盤重量には,対 照群 と各CLM投 与群 との間に有意

差は認め られず,ま た外形異常お よび 内臓異常はいずれ

の投与群にも認め られ なか った(Table 1)。

2) 骨格所見

各投与群の骨格系 の観察結果は,各 投与群 におけ る各

骨の総化骨数に対す る生存胎仔数 の割合 で示 した。

各投与群における異常化骨 の主 なものは,腰 肋 と胸骨

の非対称であった。腰肋 は対照群 お よび各CLM投 与群

ともにその出現率は10%内 外 で,対 照 群 と各CLM投

与群との間に有意差は認 め られ なか った。胸骨 の非対 称

は,25mg/kg投 与群 に他 の投与群 と比べて多 く認め ら

れたが,そ の出現率は2.1～4.8%で あ り自然発生的範

囲内で認められるもので ある。その他,胸 椎の非対照が

各投与群に1～3例,頸 肋 が6.25mg/kg投 与 群に1

例,過 剰胸骨分節が 対照群に1例 認め ら れ た(Table

2)。

化骨の進行状態につ いては,後 頭 骨,舌 骨,口 蓋 骨,

脊椎,肋 骨,中 手骨,中 足骨,胸 骨 お よび前後 肢の指骨

について観察 した。 観察 した骨 格の 中で,後 頭骨,舌

骨,口 蓋骨,脊 椎 の胸椎 と腰椎 お よび仙椎,肋 骨におい

ては,各 投与群 とも100%と 高 い化 骨が認め られた。 し

かし,25mg/kg投 与群 で,歯 状突起 お よび後肢の基節

骨の化骨率が対照群に比 して有 意に低 く,化 骨遅延の傾

向が見られた。 その他 の部位 に おいては,対 照群 と 各

CLM投 与群の 同一部位 に おける化 骨率に 差が 見 られ

たが,い ずれ も統計的 に有 意の 差 は認め られ なか った

(Table 3お よび4)。

3. 新生仔(F1)に お よぼす影響

1) 母体 の分娩時所見

各投 与群に おける平均妊娠期間は,対 照群 および 各

CLM投 与群 ともに,い ずれ も22日 で有意差は認め ら

れなか った。出産仔数,生 存仔数,生 存仔体重 および性

比には,対 照群 と各CLM投 与群 との間 に 有意差は な

く,生 存仔 の外形異常 も全ての投与群 に認め られ なか っ

た。 死産仔数 は,対 照群で6例(5。2%),6.25mg/kg

投与群で5例(3.9%),12.5mg/kg投 与群 で8例(7.5

%),25mg/kg投 与群で8例(7.1%)認 め られたが,対

照群 と各CLM投 与群 との間には有意差は認め られなか

った。分娩後21日 目の母体の剖検所見では,各 投与群

とも主要臓器に 異常は 認 め られ なか った。 着床痕数に

は,対 照群 と各CLM投 与群 との間に有意差は認め られ

なか ったが,分 娩率は25mg/kg投 与群が対照群に比較

して有意に低か った(Table 5)。

2) 母体の哺育状態

哺育期間中の母体において,各 投与群 とも死亡例は見

られ なか った(Table 6)。 平均体重の推移 は,各CLM

投与群 は対照群 とほぼ 同様の 増 加傾 向を 示 した(Fig.

2)。 また,摂 餌量 にお いて も,各CLM投 与群 と対照群

は同様 の傾 向であった(Fig.4)。 死亡仔数 は,対 照群で

4例,6.25mg/kg投 与群 で7例,12.5mg/kg投 与群 で

6例,25mg/kg投 与群で19例 認め られ,各 群における

哺 育率は,対 照群96.3%,6.25mg/kg投 与群94.3%,

12.5mg/kg投 与群93.5%で,対 照群 との間で有意差は

認め られなか ったが,25mg/kg投 与群は81.7%で 対照

群に比較 して有意 に哺育率が低下 した(Table 6)。新 生

仔 の平均 体重 の推移は,各 投与群は雌雄いずれ もほぼ同

様 の体重増 加を示 した(Fig.5お よび6)。

3) 新 生仔(F1)の 発育 ・分化状態

各投与 群の新 生仔 の離乳時か ら8週 令に至 るまでの生

仔 において,死 亡仔は対照群お よび12.5mg/kg投 与群
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Table 3 Effect of CLM on fetal ossification in rats administered
intravenously on days 7 to 17 of pregnancy (1)

Significant difference from control:※ ※P<0 .01

a) ossification rate(%)

では認め られなか ったが,6.25mg/kg投 与群で5例 ,

25mg/kg投 与群では15例 認め られ,生 育率 は25mg/

kg投 与群が対照群に 比較 して 有意に低か った(Table

6)。 また,生 仔 の平均体重 の推移は,各CLM投 与 群は

雌 雄 とも対照群 とほぼ同様の推移を示 した(Fig.5お よ

び6)。 一 般症状 につ いても,と くに異常は認 め られ なか

った。各投与群の新生仔の発育 ・分化 の状態 において
,

耳介開展・腹部毛生・切歯萠 出,眼 瞼 開裂,精 巣下降お

よび腟開 口時期には,対 照群 と各CLM投 与群 との間に

有意差は認め られなか った(Table 7)。

4) 新 生仔(F1)の 行動お よび機能観察

(1) 行 動お よび感覚反射機能

生後21日 目の行 動お よび感覚反射機能検査の結果,

警戒性,視 覚に よる位置認織,落 着 きのなさ,自 発運

動,疼 痛反応,握 力,耳 介反射,角 膜反射,同 側屈筋反

射 ならびにPreyer反 射 のいずれにおいて も,対 照群お

よび各CLM投 与群には異常 は認め られなか った

(Table 8)。

(2) 自発運動量

回転 カゴ法に よる自発運 動量 測定の結果,対 照群と各
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Table 4 Effect of CLM on fetal ossification in rats administered
intravenously on days 7 to 17 of pregnancy (2)

Significant difference from control:※P<0.05,※ ※P<0.01

a) ossification rate(%)

CLM投 与群 との間に有意差は認め られ なか った(Table

9)。

(3) 神経 ・筋能力

回転棒法に より測定 した結果,対 照群 と各CLM投 与

群との間に有意差は認め られなか った(Table 10)。

(4) 学習能力

条件回避反応試験において,回 避率 につ いてはいずれ

の測定 日においても,対 照群 と各CLM投 与群 との間 に

有意差は 認め られ なか った。 逃避率 に つ いては,12.5

mg小kg投 与群の 雄 が第1日 目に 有 意に低 く,雌 が第2

日目に有意に高 く,25mg/kg投 与群 の雄 が第1日 目お

よび第2日 目に対照群に比較 して有意 に低 か ったが,第

4日 目にはいずれ の投与群 において も差は見 られなか っ

た(Table 11)。

Water T-maze試 験 の結果を,各 測定 日の第5試 行 目

の所要時間 と錯誤数 で示 した(Table 12)。雌において,

12.5mg/kg投 与群の第2日 目お よび25mg小kg投 与群

の第1日 目の所要時間に,対 照群 との間 に有意差が認め

られ たが,そ の他には雌雄 とも対照群 と各CLM投 与群

との間 に有意差は認め られなか った。また,雌 雄いずれ

も第3日 目には所要時間 と錯誤数 の減少が見 られた。

(5) 情緒性

Open field法 に より観察 した 結果,立 ち上 り回数は

25mg小kg投 与群の雄 の第1日 目に増加,区 画移動数は

12.5mg小kg投 与群の雌 の第1日 目で増加,第2日 目で

減少,洗 顔回数 は12.5mg/kg投 与群の雄の第1日 目で

増加,脱 糞回数は12.5mg/kg投 与群の雌の第2日 目で

増加,排 尿回数は25mg小kg投 与群 の 雄の 第2日 目 で
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Table 5 Obaervotion of new born rate from mothers administered intravenoualy
with CLM on doys 7 to 17 of pregnancy

a) Death before delivery

b)  No. of newborns at birth
 No. of implantations

•~100

M: male F: female

Significant difference from control: * P<0.05

Table 6 Postnatal observation of F1 rat offspring from mothers administered
intravenously with CLM on days 7 to 17 of pregnancy

a)  No . of offspring at 21st day

 No. of offspring at birth
•~100

b)  No . of offspring at 56th day
 No. of offspring at 21st day

•~100

Significant difference from control: ** P<0.01

M: male, F: female
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Table 7 Postnatal differentiation of F1 rat offspring from mothers
administered intravenously with CLM on days 7 to 17 of pregnancy

a) No.of offspring completed
 No. of offspring examined  ( ): %

Fig. 5 Mean body weight of male F1 rat offspring

from mothers administered intravenously with

CLM on days 7 to 17 of pregnancy

増加が,そ れぞれ 対照群 との間に 有意差が 認め られた

(Table 13)。

(6) 生殖能力

雌雄の交尾率および妊娠率において,雄 の交尾率は各

投与群とも100%を 示 したが,雌 では対照群お よび25

mg/kg投 与群で不交尾が 各1例 ず つ 認 められた。妊娠

率は,対 照群は84.2%で あったのに対 し,各CLM投

与群では947～100%を 示 した。不妊動物を剖検 した結

果では,肉 眼的 になん ら異常は認め られなか った

(Table 14)。

また,各 投与群の胎仔(F2)観 察の結果,母 体重の増

加量,着 床数,性 存胎仔数,性 比お よび胎盤重量 には,

対照群 と各CLM投 与群 との間に有 意差 は認 められなか

った。 外形異常は いずれの 投与群 にも 認 められ なか っ

た。生存胎仔体重は,25 mg/kg投 与群 の雌雄が対照群

に比 して有意に重 く,吸 収胚数は12.5mg/kg投 与群が

Fig. 6 Mean body weight of female F1 rat offspring

from mothers administered intravenously with

CLM on days 7 to 17 of pregnancy

有意に多かった。死亡胚仔数は,対 照群お よび6.25mg/

kg投 与群では認 め られなか ったが,12.5 mg/kg投 与群

で4例(1.8%),25mg/kg投 与群で1例(0.5%)が 認

め られた(Table 15)。

考 察

Sodium colistin methaResulfonate(CLM)の 蝉 に

お よぼす影響を検討する 目的で,器 官形成期投与試験 を

行な った。CLM 6.25 mg,12.5mgお よび25 mg/kg

な らびに対照 として性理食塩水を,1群30匹 か らなる

Wistar系 雌 ラッ トの妊娠7日 か ら17日 まで11日 間,

1日1回 毎 日一定時刻 に静脈 内投与 して,末 期胎仔お よ

び出生仔 への影響について検討 した。

母 体に対 しては,妊 娠期間中いずれの投与群において

も特 異な中毒症状は観察 されず,死 亡例 も認め られなか

った。 また,平 均体重 の推移お よび摂餌量 にも,対 照群

と各CLM投 与群 との間 に有意差は認め られ なか った。

末期胎仔 の観察では,着 床数,生 存胎仔数,生 存胎仔

体重,性 比,死 亡胎仔数,吸 収胚数 お よび 胎盤重量に
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Table 8 IRWIN's test and PREYBR's reflex of rat offspringfrom mothers
administered intravenously with CLM on days 7 to17 of pregnancy

Mean•}S.E. M:male, F: female

Table 9 Spontaneous motor activity of F1 rat offspring from mothers administered
intravenously with CLM on days 7 to 17 of pregnancy

Mean•}S.E. M: male, F: female

Table 10 Rotarod test of F1 rat offspring from mothers administered
intravenously with CLM on days 7 to 17 of pregnancy

a) No of offspring who can ride on the rod over 2 min / No . of offspring tested
M: male, F: female
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Table 11 Conditioned avoidance response of F1 rat offspring from mothers administered
intravenously with CLM on days 7 to 17 of pregnancy

Mean•}S.E.

Significant difference from control: * P< 0.05, ** P< 0.01

M: male, F: female

Table 12 Water T-maze test of F1 rat offspring from mothers administered
intravenously with CLM, on days 7 to 17 of pregnancy

Mean•}S.E. M: male, F: female

a) Time or errors per animal per trial

Significant difference from control: *P<0.05, **P<0.01

は,対照群とCLM投 与の各群との間に有意差は認めら

れず,外形異常および内臓異常もいずれの投与群にも認

められなかった。骨格系の観察において,各CLM投 与

群共通して異常化骨として腰肋の出現率が一番高いもの

であったが,対照群にもほぼ同程度の出現が認められ,

対照群と各CLM投 与群との間に有意差が認められなか

ったことから,CLMの 投与がとくに腰肋の出現を誘発

するものではないといえる。 また,頸 肋,過 剰胸骨分

節,胸骨および胸椎の非対称が,対 照群および各CLM

投与群に散見されたが,そ の出現率はいずれも自然発生

的範囲内に含まれるもので,CLM投 与によりこれらの

異常化骨が誘発されるとは考えられない。化骨の進行状

態については,対 照群および各CLM投 与群とも歯状突

起,後 肢の基節骨および頸椎の第2椎 体が低い化骨率を

示し,と くに25mg/kg投 与群の歯状突起および後肢の

基節骨の化骨率が対照群に比較して低く化骨遅延が認め

られた。 この後肢基節骨の化骨遅延は,第1報6,に 報告

した 「妊娠前および妊娠初期投与試験」においても認め

られ,CLM投 与との関連性が示唆された。その他の部

位においては,対 照群と各CLM投 与群との間に化骨率

の差は認められなかったが,CLMの 投与量の増加に併

なって,化 骨がわずかながら遅延していく傾向が認めら

れるようであった。
一方,母 体の分娩時観察では,妊 娠期間,出 産仔数,
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Table 13 Open field test of F1 rat offspring from mothers administered intravenously with
CLM on days 7 to 17 of pregnancy

Mean•}S.E. M: male, F: female

Significant difference from control:*P<0.05,**P<0.01

Table 14 Reproductive ability of F1 rat offspring from mothers administered
intravenously with CLM on days 7 to 17 of pregnancy

a) copulated/mated•~100

b) nrpcmant icooulated•~100

M:male, F female

生存仔 体重,生 存仔数,性 比お よび死産仔数には,対 照

群 と各CLM投 与群 との間に有意差はな く,ま た生存仔

の外形異常 もいずれ の投与群に も認め られず,CLM投

与の影響は認め られ なか った。着床痕数 には対照群 と各

CLM投 与群 との間に有意差 はなか ったが,25mg/kg投

与群の分娩率は対照 群に比較 して有意に低か った。 この

原因は,CLM投 与 に関連 してい るとも考え られ るが,

一方
,着 床痕 数な らびに吸収胚 数が対照に比 して多いた

めであ るか もしれない。 しか しなが ら,CLM 25mg/kg

投与が胚の吸収を亢 進させ るため とは考 えに くい。なぜ

ならば,末 期胎仔の観察 では着床数 に対す る吸収胚数が,

対照群 よ り下回 っているか らである。

哺育期間中,各 投与群 とも母体 の死亡例は な く,母 体

重 の推移 および摂餌量に も対照群 と各CLM投 与群との

間に差は見 られ なか った。死亡仔教 は,25mg/kg投 与

群が最 も多 く,哺 育 率は対照群,6.25mgお よび12.5

mg/kg投 与群は93.9～96.3%を 示 したが,25mg/kg

投与群は81.7%で 有意 に低か った。新生仔の体重推移

には,対 照群 と各CLM投 与群 との間に有意差はなく,

CLM投 与の影 響は認め られなか った。

新生仔の発育 ・分化の観察において,出 生後8選 令に

至 るまでの平均体重の推移は,対 照群 と各CLM投 与群

との間 に差 は見 られず,一 般状態に も異常は認められな

か った。 しか し,生 後8週 令時の生育率は,25mg/kg投

与 群において対照群 に比較 して有意に低かった。耳介開

展,腹 部 毛生,切 歯萌 出,眼 瞼開裂,精 巣下降および膣
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Table 15 Effect of CLM on Fg fetuses from F1 offspring used for
reproductive ability test

a) No. of fetuses with malformation

 No. of fetuses examined

Significant difference from control:* P<0.05

M: male, F: female

開口時期 には,対 照群 と各CLM投 与群 との間に有意差

は認められないものであ った。すなわち,こ のCLM 25

mg/kg投 与群の 哺育率お よび 生育率の 低下 は,母 体や

新生仔の一般症状,体 重推移な どに異常 がな い に も 拘

わらず起 るものであ り,偶 発的出現の可能性 も考え られ

る。

新生仔の生後の行動お よび機能観察 では,行 動お よび

感覚反射機能についてはいずれ も正常 で,CLM投 与の

影響は認められなか った。その他,自 発運動量お よが神

経 ・筋能力に対 して も影響 は認め られず,学 習能力に関

して も,条 件回避反応試験 およびwater T-maze試 験

のいずれにおいても対照群 と各CLM投 与群 との間 に有

意差は見られず,open field法 に よる情 緒性 の試験 にお

いてもCLM投 与の影響は認め られなか った。

生殖能力の試験では,雄 の交尾率はいずれの投与群 も

100%で,雌 においても95.0～100%を 示 した。 また,

妊娠率も各CLM投 与群は94.7～100%を 示 し,生 殖能

力に対する影響も認め られなかった。生殖能力試験にお

いて妊娠 した母体の 観察 で は,妊 娠期間中いずれの 投

与群にも中毒症状お よび 死亡例は 見 られなか った。 ま

た,末 期胎仔(F2)の 観察では,着 床数,母 体重の増加

量,生 存胎仔数,性 比お よび胎盤重量には,対 照群 と各

CLM投 与群 との間に有意差は認め られ なか ったが,25

mg/kg投 与群 の雌雄の生存胎仔体重が 対照 に比 して 有

意 に重 く,12.5mg/kg投 与群の吸収胚数が有意に多か

った。 しか し,い ずれ も投 与量 との相関はな く,正 常範

囲 内の変動であると思われる。

富沢 ら11)は,す でにCLMの 腹腔内投与 による催奇性

の試験を行 なってお り,ラ ッ トに対 しては胎仔体重が減

少す る傾 向があ り,腰 肋 お よび胸椎非対称が投与量の増

加に よってわずかに増加 し,化 骨 もわずかながら遅延す

る程度で,化 骨に対する影 響も催奇性 も認められない と

報 告 している。 この富沢 らの成績 と今回われわれの実験

成 績を比較 してみ ると,投 与経路,投 与量 および投与 日

数 が異なるが,わ れわれ の実験では胎仔体重 は対照に比

して各CLM投 与群でわずか ではあ るが増加す る傾向が

認 められた。異常化骨を見 る と,各 群を通 して腰肋の出

現率が高い点,腰 肋 お よび胸椎非対称の出現 が投与量の

増加に よって,わ ず かに増加す ることな どが類似 してい

た。 また,化 骨率が投与量 の増加に併 な って 遅延 す る
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点,そ して催奇性が認め られ ないことなども共通す る点

であ った。 しか しながら,わ れわれの成績に おいて貨状

突起 お よび後肢差節骨に有意の差のあ る化骨遅延が認め

られ る点。化骨率 とくに頸椎,尾 椎,前 肢お よび後肢の

基節骨が高い点 で相 異が認 められ た。 これ らの相員点の

生因が,単 に投与経路 の違 い,投 与 日敬の長短に よるも

のかは不明であ り,今 回 の実験 ではそれを解明す る手段

を もたないが,投 与期間 あるいは投与経路の違いに よっ

て,薬 物の吸収,血 中濃度,生 体 内分布,代 謝,排 泄な

どに差が生 じることは周知 の とお り で あ る。 したが っ

て。実験手技の違 いが これ らの相異点 となって現われた

1つ の妻因にな っているのかも しれ ない。

以上 の ことか ら,CLM 6.25mg,12,5mgお よ び

25mg/kgを 妊娠 ラッ トの器官形成期に投与 した場合,

CLMの 影響 と思われ る所見は,25mg/kg投 与群で認め

られ た胎仔の歯状突起お よび後肢 の基節骨の化骨遅延,

母体 の分娩率お よび哺 育率な らびに新生仔の生青率の低

下であった。 しか し,CLMに は催奇形作用はな く,ま

た哺 育仔 の性後発育 ・分化,行 動などに対 して,悪 影響

をお よぼす ものではなか った。

結 論

Sodium colistin methanesulfonate(CLM)の 生殖に

お よぼす影響 を検討 す る 目的 で 器官形成期投与試験を

Wistar系 ラ ットを 用 い て,CLM 6.25mg,12.5mg

お よび25mg/kgの 静脈 内投与 によ り行ない,つ ぎの結

論を得た。

1. 妊娠母体の一般症状,体 重,摂 餌量に対 して影響

をお よぼ さなかった。

2. 末期胎仔 の観察において,着 床数,生 存胎仔数,

生存胎仔 体重,性 比,死 亡胎仔数,吸 収胚数お よび胎 盤

重量に影響を お よぼ さなか った。 また,胎 仔の 外形異

常,内 臓 異常 および異常化骨の発現を促進 させない。化

骨進行状態 では,25mg/kg投 与群 で歯状突起お よび後

肢 基節 骨の化骨遅延が認め られた。

3. 自然分娩群の 観察に おいて,妊 娠期間,出 産仔

数,生 存仔数,性 存仔体重,性 比,死 産仔数お よび着床

痕 数に対 して影響をお よぼ さなか った。生存仔の外形異

常の発 現を促進 させ ない。 しか し,25mg/kg投 与にお

いて母 体の分娩率,哺 育率な らびに新 生仔 の性育率は低

下 した。

4. 新 性仔 の成長 および発育 ・分化 に対 して,影 響を

お よぼさなか った。

5. 新 生仔 の行動 および感覚反射機能,自 発運 動量,

神経 ・筋能力,学 習能力,情 緒性お よび生殖能力に対 し

て,影 響をお よぼ さなかった。

以上の ことか ら,CLMは 催 奇形作用を認めず,胎仔

お よび哺育仔の発 育 ・分 化に重篤 な影響を幻よぼさなか

った。なお,本 試験 におけ る最大無作用量は,12.5mg/

kgで あ ると考 えられ る。
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Teratogenicity study on sodium colistin methanesulfonate (CLM) was carried out in Wistar strain
rats. Pregnant rats were given CLM intravenously, once daily, at doses of 6.25 mg, 12.5 mg and 25
mg/kg for 11 days from day 7 to day 17 of gestation.

Results were given as follows;
1. CLM did not affect general condition, body weight and food consumption in pregnant rats.
2. There was no significant difference between the CLM treated groups and the control group in

number of implantation, number of live fetuses, weight of live fetuses, sex ratio, number of resorp-
tions, number of dead fetuses and weight of placentas.

3. No interanl and external malformation as well as anomalous ossifications of fetuses were obser-
ved in CLM treated groups.

4. The ossifications of odontoid process and proximal diaphysis of the hind paw were delayed by
treatment with CLM at dose of 25mg/kg.

5. There was no significant difference between the CLM treated groups and the control group in
duration of pregnancy, number of newborns, number of liveborns, number of stillborns, number of
implantation sites, sex ratio and weight of liveborns at delivery. Moreover, no external malforma-
tions of liveborns were observed in any treated group.

6. Delivery rate and nursing rate were reduced by treatment with CLM at dose of 25mg/kg.
7. CLM did not affect postnatal growth, development and differentiation in newborn rats.
8. CLM did not affect postnatal behavior, sensational reflex, spontaneous activity, learning ability,

emotional pattern and reproductive ability in newborn rats.
It can be concluded that CLM has no unfavourable influence on fetuses or newborn rats. In this

study, the maximum no-effect dose of CLM was 12.5mg/kg in rats.


