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AM-715の 哺乳動物における突然変異原性試験

入倉 勉 ・鈴木 博 ・杉本 勉

杏林製薬株式会社中央研究所

新規合成抗菌剤で あるAM-715の 突然変異原性試験 としてマ ウスにおい て優性致死試験,ハ ム ス

ターおよびラッ トにおい て染色体試験 をそれ ぞれ行な った。

1.　優性致死試験

AM-715の300お よび800mg/kgを マウスに1回 経 口投与 した。 陽性対 照 と してmitomydo C

3.0mg/kgを1回 腹腔内投与 した。

着床卵 の生存率および未着床に関 して,精 子形成 のどの時期 において も,AM-715投 与群は対照 と

比較 し統計学的有意差 はみ られなかった。 他 方,mitomycin Cは 精母細胞および精原細胞に着床前

優性致死 を誘発 した。

2.　染色体試験

AM-715の250お よび500mg/kgを ハ ムスターに1回 経 口投与 し,1,000mg/kg/dayを38日 間 ラッ

トに経 口投与 した。 陽性対照 として6-mercaptopurine 250mg/kgを ハムスターに1回 腹腔内投与 し

た。

AM-715 1回 投与のハ ムスターおよび38日 間投与の ラッ トにおいて染色体 の異常はみられなかった。

他方,6-mercaptopurineはbreak,ring,fragment,exchangeお よびpulverizationな どの染色体異常

を誘発 した。

以上の結果か ら,本 検討 に関する限 り,AM-715は マ ウス,ハ ムスターお よび ラッ トに対 して突然

変異原性はないこ とが示唆 された。

AM-715は,杏 林製薬株式会社において合成 された新

しい抗菌 化合物で,そ の抗菌 スペ ク トルは広 く,グ ラム

陽性菌お よびグラム陰性菌 の両方に優れ た抗菌力 を示す

ことが認 め られている1)。

今回,AM-715の 安全性 を確 認す るための毒性試験の

一環 として,マ ウスにおける優性致死試験を行 うととも

に,ハ ムスターに1回 投与および ラッ トに38日 間連続投

与 した後,骨 髄細胞 の染色体への影響 につき調べ たので

報告する。

I.　実験材料 および方法

1.　実験動物

優性致死試験には,生 後10週 令 のSLC-CDF1雌 雄マ

ウス 〔静岡実験動物(協)〕 を,in vivoに おける染色体に

関する1回 投与試験 には,生 後10週 令 の雄チャイニー ズ

ハ ムスター(日 本 医科)を,38日 間連続投与試験 には,

生後6週 令 のJCL:Wistar系 雄 ラッ ト(日本 クレア)を

それ ぞれ用いた。各動物は1週 間以上の予備飼育 を行 っ

た。

2.　優性致死試験

i)投 与量および投与方法

投与量は,ヒ トの推定常用量12mg/kgの25倍 に相当

す る300mg/kgお よび,66.7倍 に相 当 す る800mg/kg

の2用 量 を設定 した。

AM-715は,蒸 留水 で懸 濁 し,投 与液量が20ml/kg

になるように用時調製 し,雄 のみに1回 経口投与 した。

上記AM-715投 与群 の他 に対照群 と陽性対照群の2群

を設定 し,対 照群 には,蒸 留水のみを20ml/kgの 割合で

1回 経 口投与 し,陽性対照群 には,mitomycin C(MMC)

を3.0mg/kg 1回 腹腔内投与 した。

ii)交 配方法

交配は,投 与 当日か ら週単位で,6週 間行い,各 週の

交配は,雄1匹 に無処理の未経産雌2匹 を同居させ行つ

た。交尾の確認 は,腟 栓の観察 をもって行い,当 日を妊

娠0日 目とした。

iii)胎 仔 の観察

妊娠動物を妊娠13日 目に頸椎脱 臼によ り屠 殺 してか

ら開腹 し,子 宮 について着床数,生 存胎仔数および死亡

胚胎仔数,卵 巣 について黄体数 を調べた。また,不 妊の

雌 について も,交 配期間の中間 日か ら起算 して,13日 目

に同様な観察 を行 った。

iv)優 性致死誘発率 の算出
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薬物投与時における精子形成 の各過程に対応 させ るた

めに,交 配を週単位で6週 間行なった。結果 は週単位で

集計 した。なお,対 照群は全 期間を一括集計 した値 を実

験群との比較検討 に用いた。

子宮内の胎仔および着床痕,黄 体数 をしらべ,卵 の着

床前死亡,さ らに,次 式 より着床後 における優性致死誘

発率(J)お よび着床前後にお ける優性致死誘発率(J')を

求めた。

J =(1-
実験群における各週の着床卵生存率/
対照群における全期間の着床卵生 率)

×100(%)

J'=(1-
実験群における各週の

1母体あたりの生存胎仔数/
対照群における全期間の

1母体あたりの生存胎仔数)
×100(%)

2.　In viv0染色体試験

i)投 与量および投与方法

1回投与試験では,慢 性毒性試験3)の 中,高 用量の250

および500mg/kgを 用い,い ずれ も投与液量が10ml/kg

となるように用時調製 し1回 経 口投与 した。

上記AM-715投 与群 の他 に無処理群 と陽性対照群 の2

群を設定した。 陽性対照群 に は6-mercaptopurine(6-

MP)の250ng/kgを1回 腹腔 内投与 した。

連続投与試験 では,亜 急性毒性試験2)の 高用量である

1,000mg/kgを 用い,投 与液量が20ml/kgと な る よ う

に用時調製し,連 続経口投与 した。対照群 には,蒸 留水

のみを同液量経 口投与 した。投与期 間は38日 間 とした。

ii)染 色体標本 の作成

1回投与 の試験においては薬物投与48時 間後に,連 続

投与試験では最終投与24時 間後に骨髄 細胞 を採取 した。

なお,染 色体の分裂 中期像 を得るために,屠 殺2時 間前

にコルヒチン4mg/kgを 腹腔 内投与 した。骨髄細胞 は大

腿骨からTYRODE氏 液 を用 い て 採 取 し,0.075M KCl

水溶液で10分間低張処理 を行なった後,酢 酸-エ タノー

ル(1:3)混 液で固定 した。固定後空気乾燥 し,ギ ムザ染

色して標本 とした。 鏡検に際 して,100～250の 細胞に

ついて,Ad Hoc Committee4)の 報告}こしたがってギャ

ップを除外 して,染 色体異常細胞数 を計算 した。

II.　実験結 果

1.　優性致死試験

結果をTable 1に 示 した。300mg/kg群 では,妊 娠率

はいずれの週において も,対 照群 との間に有意な差は認

められなかった。

黄体数は,1～5週 では対照群 とほぼ同 じであったが,

6週で8.6と 対照群 よ り有意 に少な か った。 したがって,

6週 では着床数 と生存胎仔数 もそ れ ぞ れ8.1お よび7.5

と,対 照群 よ り有意に少 なかった.卵 の死亡は,4辺 の

着床前死亡率95%,1週 の着床後死亡胚胎仔 数0.9と,

それぞれやや商値であったが,対 照群 との間 に有意差 は

なかった。

J'は6週 で15.1%と やや高い値 が認 められたが夢 他

の週 とともに陰性 で あ っ た。 ま た,Jは 各週 一1.9～

2.9%と 低 く陰性であった。

800mg/kg群 では、妊娠率 および黄体数は,い ずれ の

週 において も,対 照群 との間に有 意な差は認め られ なか

った。着床数は,4週 で8.4と 対照群 よ り有意に少 なか

ったが,他 の週では,対 照群 の変動値内でバラツキが見

られ,有 意な差 は認 められなかった。 生存胎仔数は,5

週 と6週 で8.1,8.2と 対照群 よ り有意 に少なか ったが,

他 の週 では,対 照群 とはぼ同様な変動 を示 した。卵の死

亡 は,着 床前死亡率お よび着床後死亡胎仔数 ともに,い

ずれ の週 におい ても,対 照群 との間 に有意な差 は認め ら

れなかった。

Jは 各週-5.5～0.2%,J'は 各週-10.2～8.9%と 低

く,い ずれ も優性致死作用 は陰性で あった。

陽性対照のMMC群 では,3週 ま では対 照群 との問

に有意な差は認 め られ な かった が,4週 以降にMMC

の影響が現われ,卵 の着床前死亡率は対照群 よ り有意に

高 く,特 にこの変動は,4週 と6週 で顕著 であった。 し

たがって,J'が4週 と6週 で20%以 上 を示 し,優 性致

死作用は陽性 であった。

2.　In vivo染 色体試験

結果 をTable 2に 示 した。1回 投与試験 では各群 とも

に3個 体につき,100ま たは150個 の分裂 中期像 を調べ

た。250mg/kg群 では,染 色体異常をもつ細胞はみ られ

なか ったが,500mg/kg群 の3個 の細胞 にギャ ップが認

められた。 無処理群 では,4個 の細胞 にギャ ップが,1

個の細胞 に切断が認め られ た。

一 方
,6-MP群 では,切 断 と交換 を主体 とする染色体

異常が,35個 の細胞に認 め られ,ギ ャップの出現頻度 も

高かった。

連続投与試験では,各 群 ともに5個 体 につ き,250個

ずつの分裂 中期像 を調 べた。1,000mg/kg群 の1個 の細

胞 にギャップがみ られ たが対照群 の細胞 には異常 は認 め

られなか った。

III.　考察および結語

AM-715をSLC-CDF1マ ウスに300お よび800mg/

kg 1回 投与 したときの優性致死作用,チ ャイニ ー ズハ

ムスター に250お よ び500mg/kg 1回 投 与 あ るい は

JCL:Wistar系 ラッ トに1,000mg/kg 38日 間連続投与 し
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た ときの染色体への影響 につ き,そ れぞれ調べた。

優性致死試験における卵 の死亡は,着 床前死亡 と着床

後死亡に大別 でき,優 性致死誘発率の算出 には,後 者 が

重要な指 標 となる。 しか し,優 性致死作用 が強い場合 は,

着床前死亡が増加4)す るため,前 者 も検討 してお く必要

がある。 一般 に,糟 子形成のいずれ かの 過 程 で,Jが

10%,J'が20%を こえた場合にはあきらか に 陽性 と判

定 され る5)。

AM-715の300mg/kg群 では,卵 の死 亡 は い ずれ の

時期 をみても対照群 との間 に有意な薙 はな く,Jお よび

J'は ともに陰性であった。6週 にJ'が15.1%と 商い値

を示 したが,こ れは,排 卵数が対照群 よ り少ない結果か

ら着床数お よび生存胎仔数の減少 した ことに起因す るも

ので,AM-715の 優性致死効果 による変動 とは考 えられ

ない。 なぜな らば,AM-715の800mg/kg群 で,卵 の

死亡は,い ずれの時期 をみて も,対 照群 との間に有意な

差 はな く,Jお よびJ'は ともに陰性であった。

一方,陽 性対照 として 用 い たMMCに は,染 色 体

の切断や転座 を高頻度に誘発す る作用 が報 告 され て い

る6,7)。今回,MMCの3.0mg/kgを 投与 し,優 性致死

突然変異作用の有無 を調べ,そ の結果,4週 と6週 でJ'

が20%以 上 を示 し,精 母細胞 と精原細胞 の時期 にその

誘発作用があるこ とが示唆 された。

染色体異常 を指標 とする試験は,哺 乳動物 を用い たス

クリーニング法 として,そ の有用性は高 い と され てい

る8)。

1回 投与お よび連続投与試験で,AM-715投 与群 には,

ギャップのみが観 察されたが,そ の出現頻度は低 く,無

処理群 とほぼ同率 に出現 してい るこ とか ら,特 にAM-

715の 影響 によるもの とは考え られ なか った。

陽性対照 として用い た6-MPに は,23.3%の 染色体

異常が認め られたが,こ の値 はFROHBERGら9)の 同一

投与量でみ られた15.1%の 出現率 に比べ高 か っ た が,

染色体異常 の種類か らみる と大差 なかった。

以上 を総括す る と,AM-715は,マ ウス に お い て

MMCが 示す ような優性致死突然変異誘発 作 用 を有 さ

ず,ま た,チ ヤィニー ズハムスター において6-MPが 示

す ような骨髄染色体の異常 を起す作用 も有 さない。 さら

に,ラ ッ トに38日 間1,000mg/kg/日 連続投与 した場合

にも骨髄 染色体 に影響をお よぼ さない ことが確められた。
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MUTAGENICITY STUDIES OF AM- 715 IN ANIMALS

TSUTOMU IRIKURA, HIROSHI SUZUKI and TSUTOMU SUGIMOTO

Central Research Laboratories, Kyorin Pharmaceutical Co., Ltd.

Mutagenicity study of AM- 715, a new synthetic antibacterial agent, was carried out in mice for the dominant
lethal test, and in hamsters and rats for the cytogenetic test.

1. Dominant lethal test
AM- 715 was orally administered at a single dose of 300 and 800mg/ kg. As a positive control, mitomycin C

was intraperioneally administered at a single dose of 3.0mg/ kg.
In the survival rate of implants and the preimplantation loss, no significant difference was observed in AM- 715-

dose groups as compared with the control group at any spermatogenesis stages. On the other hand, mitomycin
C induced the preimplantation dominant lethality in both the spermatocyte and the spermatogonia stages.

2. Cytogenetic test
AM- 715 was orally administered at a single dose of 250 and 500mg/ kg in hamsters, and at a daily dose of 1,000

mg/ kg for 38 days in rats. As a positive control, 6- mercaptopurine was intraperioneally administered at a single dose
of 250mg/ kg in hamsters.

No chromosomal aberration was observed in hamsters treated with a single dose of AM- 715, and also in rats
treated with AM- 715 for 38 days. On the other hand, 6- mercaptopurine induced a many sort of chromosomal aber-
ration, that is to say, as break, ring, fragment, exchange and pulverization.

Therefore, it is concluded that AM-715 has no mutagenic effect in mice, hamsters and rats under the present test
conditions.


