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Lenampicillin hydrochlodde (KBT-1585, LAPC)お よ びdiacetyl, acetoin, 2, 3-butanediolの 変

異 原 性 につ い て 検 討 し,次 の 結 果 を得 た。

1.細 菌 を用 い る復 帰 変 異 試 験:KBT-1585に つ い てS.typhimurium TA 100お よ びTA 98に

対 して最 高5,000μg/plate,TA 1535お よ びTA 1538に 対 して50μg/plate,TA 1537に 対 して

は10μg/Plate,さ ら にE.coli WP 2 uvrAに 対 し ては50μg/plateの 濃度 で,preincubation法 に

よ り検 討 したが,S-9 mix添 加 な ら び に無 添 加 い ず れ にお い て も変 異原 性 は認 め られ な か っ た。

diacetyl, acetoinお よび2, 3-butanediolは1～5,000μg/plateの 濃度 で全 菌 株 に対 しplate法

に よ り検 討 した が,S-9 mix無 添 加 の 条 件 で 変 異原 性 は 認 め られ なか っ た。

2.マ ウ ス を用 い る小 核 試 験:KBT-1585とdiacetylを 単 回 お よび4回 連 続 経 口投 与 したが,

全 赤血 球 中 の 多 染 性赤 血 球 の 割合 はKBT-1585の4回 連 続 投 与 お よびdiacetylの1,200, 2,400お

よ び300×4mg/kg群 で低 値 を示 す もの が 散 見 され た が,両 被 験 物 質 と も小 核 の 出現 頻 度 に は対 照

群 との間 に有 意 差 が み られ な か った 。

以 上 の結 果 に よ り,KBT-1585お よびdiacetyl, acetoin, 2, 3-butanediolは 細 菌 に対 す る突 然 変

異 誘 発性 を示 さ な い も の と考 え られ る。

ま た,KBT-1585お よびdiacetylは マ ウ ス骨 髄 細 胞 に対 して 軽 度 の 毒性 を示 す可 能 性 が 示 唆 さ

れ たが,小 核 誘 発 性 が 認 め られ ない た め,生 体 に お け る 染色 体 異 常 誘 発 作 用 は な い も の と考 え られ

る。

(5-Methyl-2-oxo-1, 3-dioxolen-4-yl) methyl-D-α-

aminobenzyl penicillinate hydrochloride (Lenampicillin

hydrochloride, KBT-1585)は 鐘 紡 株 式 会 社 に お い て

Ampicillinの 高 い 血 中 濃 度 が 得 られ る 抗 菌 剤 と し て 開 発

さ れ たAmpicillinの 経 口 用prodrugで あ る。 本 剤 はFig.1

示 した よ う に,経 口投与 後 消 化管 か らの 吸収 過 程 で 速 や

か に加 水 分 解 を 受 け,生 体 中 で は 抗 菌 作 用 を 有 す る

Ampicillinを 生 じ る と と も に,ester-moietyで あ る

oxodioxolenyl基 の代 謝 物 と し て,acetoinお よび2,3-

butanediclが 見 出 され てい る。

Fig. 1 Metabolic pathway of KBT-1585
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さ らに,ラ ッ ト肝 ホ モ ジ ネ ー ト と のincubadonに よ

るin vitro試 験 で は 代 謝 中 間 体 と してdiacetylが 検 出

さ れ て い る。

KBT-1585の 安 全 性 につ い て は,急 性,亜 急 性 お よび

慢 性 毒性,生 殖 試 験 が 行 な わ れ てお り,本 剤 に 特 有 な 毒

性 所 見 は 認 め られ て い ない 。

今 回,安 全 性 試 験 の一 環 と し てKBT-1585お よ びester-

moietyの 主 代 謝 物 の 変 異 原 性 をAHESの 方 法1)に よ り検

討 す る と と もに,KBT-1585お よびdiacetylに つ い て

は小 核試 験 を実 施 した の で,そ の 成 績 を 報 告 す る。

I.試 験 材 料 お よび 方 法

1.被 験 物 質 お よび対 照 物 質

KBT-1585,diacetyl,acetoinお よび2, 3-butanediolは

鐘 紡 株 式会 社 薬 品 研 究 所 よ り入 手 した。

な お,acetoinは 不 安 定 な た め,試 験 に は水 に溶 解 後,

速 や か にacetoinに 変 換 す るacetoin dimerを 使 用 した 。

陽 性 対 照 物質 と し ては4-nitroquinoline-N-oxide(和

光 純 薬),9-aminoacridine hydrochlodde (Aldrich), N-

ethyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (半 井 化 学), sodium

azide(和 光純 薬), 2-aminoanthracene (和 光 純薬), Mi-

tomycin C(MMC,協 和 発 酵)を 用 い た 。

2.細 菌 を用 い る復 帰 変 異 試 験

1)被 験 物 質 の 調 製

各 被 験 物質 は滅 菌 蒸 留 水 に溶 解 し,5,000μg/0.1ml

溶 液 を調 製 し,そ れ 以 下 の 濃 度 の 検 体 溶液 は希 釈 法 に よ

り調 製 した 。

2)試 験 に用 い た 菌 株

試 験 菌 株 で あ るSalmonella typhimunum TA 100, TA

98,TA 1535,TA 1537,TA 1538は1980年 に 国立 衛 生

試 験 所 よ り,ま たEscherichia coli WP2uvrAは1980年

に東 京 大 学 医 科 学 研 究 所 よ り分 与 を 受 け た。 これ ら の菌

株 は,菌 懸 濁液0.8mlにS.typhimuriumの 場合 はDi-

methyl sulfoxideを,E.coliの 場合 は50w/w% Glycerol

を0.07ml加 え て ドライ ア イ ス ア セ トンで凍 結 し,-80

℃ に保 存 した。

試 験 時 に はNutrient-Broth (OXOID)培 地 に植 菌 し,

37℃ で14時 間 振 盪 培 養 して 用 い た 。

試 験 菌 の特 性 に つ い て は,ア ミ ノ酸 要 求 性,紫 外 線 感

受 性,膜 変 異rfa特 性 お よび 薬 剤 耐 性 因 子R-factorプ ラ

ス ミ ドの 有 無 な どの 適合 性 を確 認 した。

3) S-9mix

S-9は,7週 齢 のCrj:CD (SD)系 雄 ラ ッ ト(平 均

体 重192.5±7.99,日 本 チ ャー ル ス ・ リパ ー)に30

mg/kgのphenobarbitalを 腹 腔 内投 与 後,さ らに2,3,

4日 目に,60mg/kgを 投与 し併 せ て,80mg/kgの5,

6-benzoflaboneを3日 目 に投 与 し,最 終 投 与 の 翌 日に 摘

出 した 肝 臓 か ら調 製 され た も の(オ リエ ン タル酵母)を

用 い た 。

S-9mixは,S-9mix用 のoofactor(オ リ エ ン タ ル酵

母)を 蒸 留 水 で 溶 解,millipore filter (HA type)で 濾過

滅 菌 した 後,使 用 直 前 にS-9を 加 え て 調 製 した。S-9mix

は1ml中 にS-9 0.1ml,MgCl2 8μmol, KCl 33μml,

G-6-P 5μmol,NADH 4μmol,NADPH 4μml, Na-

リン酸 緩衝 液100μmolを 含 んで い る。

4)培 地

最 少 グル コー ス 寒 天平 板 培 地 は,VOGEL-BONNER最 少

培地Eに グ ル コ ー ス2%,粉 末 寒 天(松 栄 寒 天)1.5%の

割合 に な る よ うそ れ ぞ れ 高 圧 蒸 気 滅 菌 後 混合 した。 これ

を直 径90mmの γ線 滅 菌 され た シ ャ ー レ(Falcon, 1001

type)に 分 注 し,固 化 させ て平 板 と した も のを用 いた。

トッ プア ガ ー はBacto-Agar(DIFCO) 0.6w/w%お

よびNaCl 0.5w/w%の 割 合 で 調 製 し,高 圧蒸気滅菌

した も の に,S.typhimunumの 場 合 は0.5mmol L-histi-

dineと0.5mmol L-biotinの 水 溶 液 を,E,coliの 場合は

0.5mmol L-tryptophan水 溶 液 をmillipore filter (HA

type)で 濾 過滅 菌 した 後,10:1の 割合 で混 合 して用い

た。

5)試 験 方 法

検 体 濃度 は試 験 菌 に対 し て生 育 阻 害 を示 す 濃度 も しく

は5,000μg/plateを 上 限 と して,8段 階 を設 定 した。

ま た対 照 と して溶 媒 対 照 お よび 陽 性対 照 を 別 に 設 け

た。

KBT-1585はpreincubation法 を用 い て,代 謝活性化

に よ らな い場 合(S-9mix無 添 加)な らび に代 謝活性化

に よ る場 合(S-9mix添 加)で 実 施 し,diacetyl, acetoin,

2,3-butanediolはplate法 に よ りS-9mix無 添加 の条件

で 実 施 した。

す な わ ち,滅 菌 試 験 管 に(1)検 体 溶 液0.1ml, (2) 0.1

mol Na-リ ン酸 緩 衝 液(pH 7.4)あ るい はS-9mix 0.5

ml,お よび(3)菌 懸 濁 液0.1mlの 順 に加 え,preincubation

法 の 場合 は37℃ で20分 間preincubationを 行 なった。

次 い で トップ ア ガ ー2mlを 加 え て混合 した のち,最 少

グル コー ス寒 天平 板 培 地 上 に ま き広 げ,37℃ で48時 間

培 養 した。 試 験 菌 の生 育 阻 害 の状 況 は100倍 の顕微鏡下

でlownの 生 育 状 態 を観 察 す る こ とに よ り調 べ,plate上

で の析 出 物 の有 無 は 肉眼 的 に観 察 した 。復 帰 変 異 コロニ

ー 数 の計 測 に は,各 濃 度 ご と に3枚 の 平 板培 地 を用 い,

そ の平 均 値 を求 め た。

3.マ ウ ス を用 い る小 核 試 験

1)試 験 動 物

7週 齢 のCrj: CD-1 (ICR)系 雄 マ ウス(日 本 チ ャー

ル ス ・リバ ー)を 室 温22±1℃,湿 度55±5%の 条件下
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で1週 間予備飼育 した後,1群5匹 として試 験 に供 し
ら

た。試験開始時の体重は33.3～37.8gで あ った。飼育

期間中は固型飼料(NMF,オ リエンタル酵母)お よび水

道水を自由に摂取させた。

2)投 与量,投 与期間および投与方法

KBT-1585はLD50値(8,295mg/kg,p.o.)2)に ほぼ相

当する8,000mg/kgを 最高用量とし,以下4,000, 2,000,

1,000mg/kgの4群 を設定 し,そ れぞれ単回投与 した。

また,1,000mg/kgを24時 間間隔で4回 連続投与 した

1群 を別に設けた。さらに対照群 として溶媒(蒸 留水)

を単回投与 した群と陽性対照としてMMC 2mg/kgを

単 回投与 した群を別に設けた。

diacetylに ついてもKBT-1585と 同様な方法で群設

定を行なった。単回投与群は2,400 (LD50: 2,408mg/kg,

p.o.)2), 1,200, 600, 300mg/kgを,4回 連続投与群と

して300mg/kgを 設 け,さ らに溶媒対照群(蒸 留水)

と陽性対照群(MMC,2mg/kg)と した。

両被験物質とも0.1ml/10g体 重 となるよう用時調製

して金属製胃ゾンデによって経口投与 し,MMCは 腹腔

内投与とした。

3)標 本作製

単回投与群では,投 与30時 間後に,ま た4回 連続投

Table 1 Revertant mutation test on KBT-1585 in bacterial strains in the absence or presence of S-9

*: Growth inhibition of tester strain

a): Absence of S-9 mix

b): Presence of S-9 mix

c): An average of 3 plates



156 CHEMOTHERAPY NOV.1984

Table 2 Revertant mutation test on diacetyl, acetoin and 2, 3-butanediol in bacterial strains in the  absence of S-9

*
: Growth inhibition of tester strain

a): An average of 3 plates
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与群でに最終投与から24時 間後に標本を作製 した。

マウスを頸椎脱臼により屠殺したのち,大 腿骨を摘出

し,大 腿骨断端より牛胎仔血清(GIBOO)を 約0.5ml注

入 して流出した骨髄細胞を各個体ごとに遠沈 管 に 集 め

た 。さらに1,000rpm,5分 間遠心し,上 清液を除去後,

底 にわずかに残った上清液で骨髄細胞を再浮遊させ,そ

の一滴をスライドグラスに塗抹 した。室温下で一夜乾燥

後methanol中 で5分 間固定し,た だちに2.8% Giemsa

液 で約30分 間染色 した。

4)標 本観察

個体当り1,000個 の多染性赤血球を観察し,そ の中の

小核を有する細胞数を計測 した。同時に全赤血球中に占

める多染性赤血球の割合を求めた。

5)統 計学的処理法

投与群と対照群の有意差検定に際しては,小 核を有す

る多 染 性 赤 血 球 の 割合 は 二 項 検 定 法3}を 用 い,全 赤血 球

中 の 多染 性 赤血 球 の割 合 はSTUDENTのt検 定 法 を 用 い

た。

II.試 験 成 績

1.細 菌 を用 い る復 帰 変 異 試 験

KBT-1585の 結 果 お よびdiacetyl, acetoinお よび2,3-

butanediolの 結 果 をそ れ ぞ れTable 1お よびTable 2

に 示す 。

KBT-1585は 試 験 菌 に対 し比較 的 低 濃 度 で生 育 阻害 作

用 を示 した ため,Ampicillinに 耐 性 で あ るTA 100お よ

びTA 98以 外 の 試 験 菌 株 に つ い て は50μg/plate以 下

で 検 討 した 。Table 1お よび2か ら も明 らか な よ うに,

KBT-1585,d iacetyl, acetoinお よび2, 3-butanediolに

よ っ て誘 発 され た 復 帰 変 異 コ ロニ ー数/plateは 溶 媒 対 照

の値 に近 似 して お り,有 意 な増 加 は認 め られ なか った 。

Table 3 Micronucleus test on bone-marrow in mice at single and four times oral administration with KBT-1585

**: Significantly different from the control at P<0.01 (binominal test)

##: Significantly different from the control at P<0.01 (t-test)

PCE: Polychromatic erythrocytes

MNPCE Micronucleated polychromatic erythrocytes

Fig. 2 Micronucleus test on bone-marrow in mice at single and four

times oral administration with KBT-1585
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なお,プ レー ト上での析出物は全く認め られ なかっ

た。

2.マ ウスを用いる小核試験

KBT-1585に よる小核試験の結果をTable 3に 示 す。

本剤による動物死亡例は認められなかった。

KBT-1585の 単 回投与群および4回 連続投与群ともに

小核の出現頻度は対照群との間に差がみられなかった。

一方 ,MMC投 与群では対照群の0.20%に 対 して7.08

%と 有意(P<0.01)に 増加 した。全赤血球に対する多

染性赤血球の割合はKBT-1585の 単回投与群では対照

群との間に差はみられなかったが,4回 連続投与群では

対照群が50.74%で あるのに対 して34.58%と 有 意(P<

0.01)に 減少 した。MMC投 与群においても35.14%と

有意(P<0.01)に 減少 した。

diacetylの2,400mg/kg投 与群では4匹 が死亡した。

本剤の小核観察の結果をTable 4に 示す。

小核の出現頻度は単回投与群および4回 連続投与群と

もに対照群との間に差はみられなかった。一方,MMC

投与群は対照群の0.18%に 対 して7.90%と 有意(P<

0.01)に 増加 した。全赤血球中の多染性赤血球の割合も

同様単回投与群および4回 連続投与群ともに対照群との

間に差はみられなかった。 しか しながら個体によっては

1,200,2,400mg/kgお よび300mg/kg×4投 与群で稀

に低値を示すものが存在 した。MMC投 与群は37.44%

と有意(P<0.01)に 減少した。

III.考 察

AMESら1)に よ り開発された細菌を用いる復帰変異試

験(い わゆるAMESテ ス ト)は 癌原性との相関が比較的

Table 4 Micronucleus test on bone-marrow in mice at single and four times oral administration with diacetyl

**: Significantly different from the control at P<0 .01 (binominal test)

##: Significantly different from the control at P<0.01 (t-test)

PCE: Polychromatic erythrocytes

MNPCE: Micronucleated polychromatic erythrocytes

a): Not include died mice

Fig. 3 Micronucleus test on bone-marrow in mice at single and four

times oral administration with diacetyl
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よ く検 討 され,簡 便 に実 施 で き る こ とか ら現 在 最 も広 く

用 い られ てい る変 異原 性 試験 の 一 つ で あ る。

一方,化 学 物 質 の遺 伝 毒 性 お よ び癌 原 性 の有 無 を推 測

す るた めのin vivoに お け る変 異原 性 試 験 の一 つ と して

SCHMID4)に よ り開 発 され た小 核 試 験 は,染 色 体 異 常 を 直

接 観察 す る代 りに,染 色 体 切 断 作 用 や 紡 垂 体 機 能 の 阻害

作 用 の結 果 形 成 され る小 核(micronudeus)の 有 無 を観

察 し,被 験 物 質 の 染 色体 異常 誘 発 能 を推 定 す る も の で あ

る。

今 回,KBT-1585お よびdiacetyl, acetoin, 2, 3-buta-

nediolの 変 異原 性 の有 無 を検 討 す る 目的 で,こ れ らの試

験 を 実施 した 。

AMES試 験 に お い て,KBT-1585は い ずれ の菌 に対 し

て も,S-9mix添 加 お よ び無 添 加 の条 件 で復 帰 変 異 コ ロ

ニー数 の増 加 を 示 さず,ま たdiacetyl, acetoinお よ び

2, 3-butanediolも 同様 に増 加 を示 さ なか っ た。

KBT-1585と 同様 にAmpicillinのprodrugで あ る

Talampicillin, Bacampicillinの 変 異原 性 に つ い て の報 告

は見 当 らず,そ の 有 無 は 明 らか で は な いが,KBT-1585

お よびAlnpicillinに つ い てROSENKRANZら5)はS.

typhimuriumに よ るAMES試 験 で変 異原 性 は認 め られ な

か った と報 告 して い る。 一方,diacetylに 関 してBJE-

LDANESら6)は パ タ ー,ピ ール,コ ー ヒ ー等 の食 品 中 の

芳香 成 分 して のdiacetylの 変 異原 性 試 験 を実 施 し,S.

typhimunum TA 98で は 影響 が な か った も の の,TA

100で は弱 い復 帰 変 異 コロ ニ ー数 の増 加 が あ った と報 告

してい る。 そ の後,FLORINら7)は タバ コ の煙 中 の 成 分

と して のdiacetyl (2,3-butanedione)に つ い て,TA 100

に よるAMES試 験 で 変 異 原 性 を 認 め て お ら ず,さ らに

ROSENKRAMら51は,ketone体 やaldehyde体 の 突 然 変

異誘 発 性 に感 受 性 が 優 れ てい るTA 102に よるAMES試

験 で も変 異原 性 陰 性 の成 績 を得 てい る。 以 上 の 結 果 か

ら,KBT-1585お よびacetoin, 2,3-butanediolは 遺 伝 子

突然変異誘発性は有していないと結 論 され た。また,

diacetylは 前述のごとく弱い突然変異誘発性を示唆する

成績はあるものの,変 異原性を示さない報告も多く,今

何我々が実施したAMES試 験 においても遺伝子突然変異

誘発性は認められなかった。

また,小 核試験においては,骨 髄に対する影響を示唆

する全赤血球中の多染性赤血球の割合はKBT-1585の

連続投与群およびdiacetylの2,400, 1,200お よび300

mg/kg×4投 与群で低値を示す個体が散見された。 しか

し,小 核の出現頻度はKBT-1585お よびdiacetylは 単

回投与および連続投与でも対照群 と差がみ られ なかっ

た。この結果からKBT-1585お よびdiacetylは 染色体

異常誘発性を有 しないと結論された。
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The mutagenicity of Lenampicillin hydrochloride (KBT-1585), diacetyl, acetoin and 2, 3-butanediol was

tested using S. typhimurium TA 100, TA 1535, TA 98, TA 1538, TA 1537 and E. coli WP 2 uvr A.

The micronucleus test using mouse bone-marrow cells was also conducted for KBT-1585 and diacetyl.

The results were as follows;

1. Reverse mutation test in bacteria

KBT-1585 exhibited no demonstrable mutagenicity for any of the above bacterial strains in the absence or

presence of S-9 mix by a preincubation method. Diacetyl, acetoin and 2, 3-butanediol exhibited no demonstra-

ble mutagenicity to all these strain at the concentration ranging from 1 to 5, 000 pg/plate by a plate method.

2. Micronucleus test in mice

The frequency of the micronucleated polychromatic erythrocytes in the bone-marrow of mice treated with

KBT-1585 did not differ significantly from that in the control group, although the polychromatic erythrocytes

decreased significantly in the group treated with KBT-1585. There was no difference in the frequency of

the micronucleated polychromatic erythrocytes between the diacetyl treated group and control group.

In conclusion, it was suggested that KBT-1585, diacetyl, acetoin and 2, 3-butanediol had no mutagenic

activity in bacteria, and that both KBT-1585 and diacetyl bad no micronucleus-inducing capacity in the

mouse bonemarrow erythrocytes.


