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Azthreonam (SQ26,776)の 安全性研究(第6報)

ラ ッ トにおける周 産期 お よび授乳期投与試験

古 橋 忠 和 ・牛 田 和 夫 ・武井あき子 ・仲 吉 洋

株式会社野村生物科学研究所

モノバクタム系抗生物質であるAzthreonam(以 下AZT)の100mg/kg,270mg/kgお よび

750mg/kgを ラ ットの周産期および授乳期に静脈内投与 し,自 然分娩後の新生仔(F1)お よび胎

仔(F2)な らびに新生仔(F2)に 対 する影響を検討 した。

母動物において,平 均体重の増加が270mg/kg投 与群お よび750mg/kg投 与群で分娩14日

後から離乳時までみられた。 また,摂 餌量に関 しては100mg/kg以 上 の検体投与各群で投与開始

後に一過性の減少,750mg/kg投 与群で出産後に増加がみられ,摂 水量では270mg/kg投 与群お

よび750mg/kg投 与群で投与開始後に増加がみられた。750mg/kg投 与群の1例 で分娩遅延がみ

られ,妊 娠23日 に死亡 した。この動物で肝細胞と腎尿細管上皮細胞の空胞化が認められた。 分娩

21日 後の剖検では,検 体投与各群で盲腸の重量増加が認められた。

新生仔に関 しては,出 生率 生存率,離 乳率,性 比,体 重,生 後分化状態,外 形,内 部臓器 骨

格 出生21日 後および出生84日 後の臓器重量,機 能,行 動,情 動性,学 習,生 殖能力などに検

体投与によると考えられる変動は認められなかった。

以上の結果より,本 実験条件下におけるラット周産期および授乳期投与試験では,AZTの 無影響

量は,母 動物では一過性の摂餌量の減少お よび盲腸重量の増加がみられたが100mg/kg,次 世 代で

は750mg/kgと 結論された。

Azthreonam (SQ 26,776,以 下AZT)はSquibb

Institute for Medical Researchで 開 発 され た モ ノバ

クタム系(単 環 β-ラ ク タ ム)抗 生 物 質 で あ り,ラ ッ ト

およびマ ウスに おけ る急 性 毒性 試 験1),ラ ッ トに お け る

亜急性毒性試 験2β),ラ ッ トに お け る 妊 娠 前 お よ び妊 娠

初期投与試験4),ラ ッ トに お け る 器 官 形 成 期 投 与 試 験5)

はすでに報告 され て い る。 今 回,著 者 ら は,ラ ッ トに お

け る周産期 お よび授 乳 期 投 与試 験 を実 施 した の で報 告 す

る。

I.実 験 材料 お よび 方 法

1.使 用検体

試験に用い たAzT(Lot Az 040 ,力 価947μ9/mg)

および溶解補助剤 の アル ギ ニ ン(Lot 54811-009)は
,

日本 ス クィブ株 式 会社 よ り提 供 を受 け 使 用 し た
。AZT

は用時にアルギ ニ ン と ともに(AZT:ア ル ギ ニ ン=10:

8)局 方注射用蒸 留 水 に 溶 解 し
,濾 過 滅 菌(0.45μ)の

後 使用 した。対 照群 に は 局 方 生 理食 塩液 を 用 い た
。

2使 用 動物お よび飼 育 環 境

Crl:CD (Sprague-Dawley;SD)ラ
ッ ト(日 本 チ ャ

鞠ルス.リ バー)を 雄 は12週 齢 雌 は11週 齢 で 購 入

した。入荷時 に雄4匹
,雌6匹 を選 び血 清 微 生物 反 応 お

よび内部臓器 の肉眼 的 検 査 で 異常 の な い こ とを 確 認 した
.

10日 間 の予備飼育期間中に一般症状 お よび体重変動に

異常がみられない動物を試験に用いた。

動物は,室 温23±2℃,湿 度55±10%,12時 間 照明

(6:00a.m.～6:00p.m。)に 設定 され た飼育室で木屑

入 りのプラスチック製ケージを用いて飼育 した。また,

固型飼料(オ リエ ンタル酵母工業製CRF-1)お よび水

(水道水)を 自由に摂取させた。 予備飼育終了後,ラ ッ

トを雌雄2:1で 一夜(4:00P.m.～9:00a.m.)同 居

させ,膣 脂垢法により交尾の有無を確認し,交 尾した雌

ラットを妊娠0日 として試験に用いた。

3.投 与方法,投 与量および投与期間

投与経路は推定臨床適用経路に準 じて静脈内(尾 静脈

内)投 与とした。投与量はラットにおける妊娠前および

妊娠初期投与試験4)と同様に,100mg/kg,270mg/kg,

750mg/kgと した。 なお,低 用量の100mg/kgは 臨

床予定量の約3倍 に相当する。 投与液量は5ml/kgと

し、妊娠中は妊娠7日 の体重を基準にして,分 娩後は体

重測定値を基準にして投与 した。投与期間は妊娠17日

～分娩20日 後までとし,毎 日1回 午前中に投与した。

対照群には局方生理食塩液を検体投与各群 と同量投与し

た。なお,各 群20匹 の妊娠雌で構成 した。

4.観 察項目
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1)母 動物に対する影響

一般症状を毎日観察し,体 重,摂 餌量および摂水量を

測定した。

妊娠21日 から毎日2回(9=00a.m.お よび5:00

p.m.)分 娩の有無お よび分娩状態を観察 し,妊 娠期間

を算出した。その後分娩21日 後までの哺育期間中,毎

日1回 午前中に哺育状態を観察した。分娩4日 後に同腹

仔数が10匹 以上の場合は,雌 雄各5匹 として1腹10

匹 に淘汰した。ただし,雌 雄いずれかが5匹 未満の場合

は少ない方の性を全例残 して合計で10匹 となるよう調

整 し,雌 雄の合計が10匹 以下の場合は全例を哺育させ

た。

分娩21日 後に母動物をペン トバル ビタールナ トリウ

ム麻酔下に腹大動脈より放血致死させ,剖 検 し,着 床痕

数を調べ,主 要諸臓器の重量を測定した。

2)仔 動物に対する影響

毎日1回,仔 動物(以 下F1)の 生死,一 般症状を肉

眼的に観察し,出 生率,生 存率,離 乳率を算出し,体 重

を定期的に測定 した。 生後分化状態 としては,耳 介開

展,贋 部の発毛,切 歯萌出,眼 瞼開裂,精 巣下降および

膣開口について観察 した。

出生21日 後に各腹雌雄各3匹 を残してそれ以外のF1

については剖検後主要諸臓器の重量を測定 した。また,

出生84日 後に各腹雌雄各1匹 のF1(行 動検査に用いた

F1)を 剖検し,主 要諸臓器の重量を測定した。 出生4

日後に淘汰したF1を70%ア ル コール液 で固定後,

DAWSONの 方法6)に準 じてalizarin red S染 色を施し,

骨格の異常,変 異,骨 化の状況を検査 した。出生21日

後に剖検したF1の 骨格をSoftex撮 影 し,骨 格の異

常を検査 した。

出生21日 後の剖検前に全F1に ついて,角 膜反射7),

正向反射8)お よび痛覚反応8)に よる機能検査を行った。

また,4～5週 齢時に各腹雌雄各1匹 のF1に ついて瞳

孔反射による機能検査ならびに回転棒9),傾 斜板9),筋弛

緩9)に よる行動検査を行った。5～6週 齢時に各腹雌雄

各1匹 の行動検査に使用 した動物 とは異なるF1を 用

いてopen fieldlo)による情動性の検査を行った。行動検

査に用いたF1に ついては.7～8週 齢時に電撃回避

試験11)に よる学習能力の検査を行った。

生殖能力の検査は12週 齢時に同一群内で兄妹交配を

避けて雌雄1:1で 同居 させることにより行い,交 尾率,

受胎率を求めた。 各群の妊娠動物の約2/3に ついて妊

娠20日 に剖検 し,黄 体数,着 床数,生 存胎仔数 死胚

数 とそれらの状況(吸 収胚,胎 盤遺残,浸 軟胎仔および

死亡胎仔に分類)を 観察 した。生存胎仔は体重,体 長,

尾長,胎 盤重量を個体別に測定 し,口 腔内を含む外形異

常,性 別を検査した。 各群の妊娠動物の約1/3は 自然

分娩させ妊娠期間を算出した。出生4日 後に1腹10匹

以下に淘汰を行い,3週 間哺育させた。その間,出 生率,

生存率,離 乳率を算出し,体 重を定期的に測定した。

5.統 計学的処理

測定値は,1母 体ごとの平均値を算出し,対 照群と検

体投与各群の間で等分散の検定を行 った。分散の等し

い場合はSTUD鷺NTの 方法により,分 散が等しくない

場合はASPIN-WELCHの 方法によりそれぞれt検 定を

行った。ただ し,出 生率,生 存率,離 乳率,死 胚率,

性比,外 形,内 臓お よび骨格異常の発現率の検定には

WILCOXONの 順位和検定法12)を用 い,交 尾率.受 胎率

Fig. 1 Mean body weight changes of dams during gestation and lactation

periods in perinatal and postnatal study on Azthreonam

*IP<0.05
**P<0.01, S ignificant difference

from control
(STuDENT' s t-test)
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にはX2検 定を用いた。

II.結 果

1,母 動物に対する影響

妊娠中に対照群を含む全群で死亡例および一般症状の

異常はみられなかった・体重変動はFig・1に 示 したよ

うに,妊 娠期間を通じて対照群と検体投与各群 との間に

統計学的有意差は認められなかった。

各群の摂餌量,摂 水量の変動をTable1に 示 した・

100mg/kg以 上の検体投与各群において妊娠17～20

日に対照群と比べて統計学的に有意な摂餌量の減少がみ

られ,270mg/kg以 上の検体投与各群で妊娠18～19日

に対照群と比べて統計学的に有意な摂水量の増加が認め

られた。

750mg/kg投 与群の1例 で分娩の遅延 がみ られ,妊

娠23日 に死亡した。 この死亡例の病理組織学的検査で

は肝細胞の空胞化および腎尿細管上皮細胞の硝子滴変性

を伴う空胞化が認められた。また,ス トレス性の変化と

判断された副腎皮質の肥大,胸 腺および脾臓の白脾髄の

退縮がみられた。生存例においては,分 娩中,分 娩直後

および哺育期間中に異常は認められなかった。

体重変動はFig.1に 示 した よ うに,平 均体重の増加

が270mg/kg投 与 群で分娩14,16,18,21日 後に,

Table 1 Mean food and water consumptions by dams during gestation period

Mean •} S.D.

*P<0.05, ** P<0.01 Significant difference from control (STUDENT'S t-test)

+P<0.05, ++ P<0.01 Significant difference from control (AspIN-WELcii's t-test(

Table 2 Mean food and water consumptions by dams during lactation period

Mean •} S.D.

*P<0.05, ** PC0.01 Significant difference from control (STUDENT'S t-test)

+P<0.05, ++ P<0.01 Significant difference from control (AsPIN-WELcH's t-test)
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750mg/kg投 与群で分娩14,16,18日 後にそれぞれ対

照群と比べて統計学的に有意にみられた。

写各群の摂餌量,摂 水量の変動をTable 2に 示 した。

750mg/kg投 与群において分娩1～4日 後および分娩

8～11日 後に対照群と比べて統計学的に有意な摂餌量の

増加がみ られ,270mg/kg以 上の検体投与各群におい

て分娩1～2日 後および分娩8～9日 後に対照群と比べ

て統計学的に有意な摂水量の増加が認められた。

マ分娩21日 後の母動物の剖検では100mg/kg以 上の

検体投与各群で盲腸の重量増加がみられた。

2.仔 動物(F1)に 対する影響

Table 3に 示 した ように,平 均着床数,平 均妊娠期

間,平 均出生仔数,死 亡率,性 比,出 生率,生 存率およ

び離乳率に関しては,対 照群 と検体投与各群との間に統

計学的に有意な差は認められなかった。外形異常は対照

群 検体投与各群ともに1例 もみられなかった。また,

出生時から剖検時までの一般症状についても対照群を含

む全群で異常はみられなかった。F1の 内部臓器検査の

結果,腎 孟拡張,胸 腺の欝血 精巣および精巣上体の萎

縮と腎芽細胞腫がみられたが,発 現頻度が少なく,明ら

Table 3 Observations of FO with respect to the birth of F1

*P<0 .05,**P<0.01 Significant difference from control (STUDENT'S t-test)
+P<0 .05,++P<0.01 Significant difference from control (AsPIN-WELcH's t-test)

xP<0.05,xxP<0.01 Significant difference from control (WILcoxoN's rank sum test)

(A) Live birth index (%)=No.of alive Fl at day 0/No.of implantations x 100

(B) Viability index (%)=No.of alive Fl at day 4/No.of alive Fl at day 0X100

(C) Weaning index (%)=No.of alive Fl at day 21/No.of Fl at day 4 after selection X 100
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Table 4 Postnatal developments of Fl

* P<0.05, ** P<0.01 Significant difference from control (W^LcoxoN's rank sum test)

かな用量相関性もないことから検体投与 との関連はない

と考えられた。

生後分化状態はTable4に 示 した ように,対 照群と

検体投与各群との間に統計学的有意差は認められなかっ

た。

体重変動はTable5,6に 示 したように,出 生時から

出生84日 後まで対照群と検体投与各群 との間に統計学

的有意差はみられなかった。

出生21日 後の臓器の絶対重量はTable7に 示 した

ように検体投与の影響はみられなかった
。出生84日 後

の臓器の絶対重量はTable8に 示 したように
,100mg/

kg以 上の検体投与各群において雌雄ともに内容物を含

まない盲腸(以 下,盲 腸(-))の 重量増加が,270mg/

kg以 上 の検体投与各群の雌で内容物を含む盲腸(以 下
,

盲 腸(+))の 重 量増加が対照群と比べて統計学的に有

意にみられた。

出生4日 後および21日 後の骨格検査において検体投

与の影響はみ られなかった。

機能検査 お よび行動検査の結果はTable9に 示 した

ように,対 照群と検体投与各群との間に統計学的有意差

は認められなかった。

情動性検査の結果はTable10に 示 したように,対 照

群 と検体投与各群 との間に統計学的有意差はみられなか

った。

学習能力検査の結果はTable11に 示 したように,雄

の回避率が雌に比べて低値を示 した。また,270mg/kg

投与群の雌 において1日 目に回避+逃 避の減少が,750

mglkg投 与群の雌において5日 目に回避の減少がみら
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Table 5 Mean body weight changes of Fl (male)

Mean•}S.D.

* P<0
.05,** P<0.01 Significant difference from control (STUDENT'S t-test)

+ P<0
.05,P<0.01 Significant difference from control (ASPIN-WELCH'S t-test)

Table 6 Mean body weight changes of Fl (female)

Mean•}S.D.

* PG0
.05,** P<0.01 Significant difference from control (STUDENT'S t-test)

+•P<0
.05,++ P<0.01 Significant difference from control (ASPIN-WELCH'S t-test)
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Table 7 Mean absolute organ weights of 21 (lays old F1

Mean•}S.D.

*P<0
.05,**P<0.01 Significant difference from control (STUDENT'S t-test)

*P<0
.05,++P<0.01 Significant difference from control (AsPIN-WELcit's t-test)

Caecum (+): Caecum with contents

Caecum (-): Caecum without contents

れたが,明 確な用量相関性がないことから,雌 雄ともに

検体投与の影響はないと考えられた。

生殖能力の検査結果はTable 12に 示 したように,交

尾率,受 精率,受 胎率および出産率に関しては,対 照群

と検体投与各群との間に統計学的有意差はみられなかっ

た。

各群のF1の 胎仔の観察結果をTable 13に 示 した。

平均黄体数,非 着床率,平 均着床数,胎 仔の死胚率お

よび死亡時期,平 均生存胎仔数,胎 仔の性比,生 存胎仔

の体長 尾長,体 重および胎盤重量については,対 照群

と検体投与各群との間に統計学的有意差は認められなか

った。胎盤癒着が100mg/kg投 与群で1例 にみ られ

た。外形異常は全群で1例 もみられなかった。

F2の 観察結果をTable 14に 示 した
。

平均着床数,平 均妊娠期間,性 比,出 生率,生 存率に

関 しては,対 照群と検体投与各群との間に統計学的に有

意な差は認められなかった。出生21日 後の平均生存仔

数の減少が750mg/kg投 与群で対照群 と比べ て統計学

的に有意にみられたが,離 乳率に統計学的有意差は認め

られ なかった。F2の 外形異常としては,100mg/kg

投与群で無眼球(Photo. 1)が1例 にみられた。F2の

一般症状に関 しては,対 照群を含む全群で特記すべ き異

常はみられなかった。出生時から出生21日 後までの体

重変動では,対 照群 と検体投与各群 との間に統計学的に

有意な差は認められなかった。

III.考 察

モノバクタム系抗生物質であるAZTを ラ ノトの周産

期および授乳期に静脈内投与 し,母 動物ならびに新生仔

に対する影響を検討 した。

母動物に関 しては,平 均体重の増加が270mg/kg投
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Table 8 Mean absolute organ weights of 84 days old F1

Mean•}S.D.

*PC0
.05,**P<0.01 Significant difference from control (STUDENT'S t-test)

+PC0.05,++P<0.01 Significant difference from control (AsPIN-WELCH's t-test)

Caecum (+): Caecum with  contents

Caecum (-): Caecum without contents

与群および750mg/kg投 与群において分娩14日 後か

ら離乳時まで対照群に比べてみられた。 摂餌量は,100

mg/kg以 上の検体投与各群において投与開始後に一過

性に減少し,750mg/kg投 与群において出産後に増加

した。摂水量は,270mg/kg投 与群および750mg/kg

投与群において投与開始時より増加がみられ,分 娩後も

高値を示 した。分娩21日 後の剖検においては,盲 腸の

重量増加が100mg/kg以 上 の検体投与各群でみ られ

た。ラヅトにおける亜急性毒性試験2)に おいても,本 試

験 と同様に盲腸の重量増加が認められた。この盲腸の重

量増加は抗生物質に共通な腸内細菌叢の変化に起因する

もの13.均と考えられた。

750mg/kg投 与群の1例 で分娩遅延がみ られ,妊 娠

23日 に死亡 した。 この死亡例では,肝 細胞の空胞化お

よび腎尿細管上皮細胞の空胞化が認められたほか,ス ト

レス性の変化と判断される副腎皮質の肥大,胸 腺および

脾臓の白脾髄の退縮が認められた。肝細胞と腎尿細管上

皮細胞の空胞化は,ラ ットにおける亜急性毒性試験21に

おいても同様にみられ,そ の変化は検体の取り込みと貯

留による変化と考えられた。

分娩時の観察においては,妊 娠23日 に死亡した1例

を除き,妊 娠期間に差はなく,分 娩異常は認められなか

った。また,出 生率,生 存率,離 乳率に関 しても検体投

与の影響はみられなかった。
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Table 9 Sense and behavior tests of Fl

a): Mean•}S.D.

*P<0
.05,**P<0.01 Significant difference from control (STUDENT'S t-test)

+P<0
.05,++P<0.01 Significant difference from control (AspiN-WELcii's t-test)

xP<0.05,xxP<0.01 Significant difference from control (WiLcoxoN's rank sum test)

Table 10 Open field tests of Fl

Mean•}S.D.

*P
.<0.05 ,**P<0.01 Significant difference from control (STUDENT'S t-test)

+P<0.05,++P<0.01 Significant difference from control (AsPIN-WELCH's t-test)
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Table 11 Avoidance response test of F1

Mean±S.D.

*P<0
.05,**P<0.01 Significant difference from control(STUDENT'S t-test)

+P<0
.05,++P<0.01 Significant difference from control(ASPIN_WELCH,S t-test)

Table 12 Copulation, insemination and fertility
indices of Fl

xP<0 .05,"P<0.01 Significant difference from

control(CHI-SQUARE test)

Copulation index (%) =No.of animals copulated/No.

of animals paired •~100

Insemination index (%) =No.of males inseminated/No .

of males copulated•~100

Fertility index (%) =No.of females fertilized/No.

of females copulated •~100

Delivery rate (%) =No.of females delivered alive

F1/No, of females fertilized

×100

Photo. 1 Anophthalmia (21 days old F 2,

100 mg/kg,•~40, H. E. stain)
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Table 13 Observations of fetuses from Fl dams

*P<0
.05,**P<0.01 Significant difference from control (STUDENT'S t-test)

+P<0 .05,++P<0.01 Significant difference from control (ASNN-WELCH's t-test)

xP<0.05,xxP<0.01 Significant difference from control (WiLcoxoN's rank sum test)
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Table 14 Observations of F2

a) Mean•}S.D.

*P<0
.05,**P<0.01 Significant difference from control (STUDENT'S t-test)

+P<0
.05,++P<0.01 Significant difference from control (AspiN-WELcii's t-test)

xP<0.05,xxP<0.01 Significant difference from control (WiLcoxoN's rank sum test)

(A) Live birth index (%)=No.of alive F2 at day 0/No.of implantations x 100

(B) Viability index (%)=No.of alive F2 at day 4/No.of alive F2 at day 0 X 100

(C) Weaning index 1%)=No.of alive F2 at day 21/No.of F2 at day 4 after selection

t 100

F1の 体重,生 後分化状態,出 生21日 後の臓器重量

に検体投与によると思われる変動は認められなかった。

出生84日 後の臓器重量に関 しては,100mg/kg以 上 の

検体投与各群において雌雄 ともに盲腸の重量増加がみら

れた。 盲腸の重量増加は,乳 汁を介してF1に 摂取 さ

れたAZTに よる腸内細菌叢の変化に伴 う所見の可能性

も考えられるが,盲 腸の重量増加は出生21日 後には認

められないこと,明 確な用量相関性がないことから検体

投与の影響とは考えに くい。

F1の 機能,行 動,情 動性および学習能力の検査にお

いては,検 体投与によると考えられる変動は認められな

かった。また,F1の 交尾率,受 胎率,F1の 胎仔および

F2の 観察においても検体投与の影響はみられなかった。

以上のように,本 実験条件下においては,AZTの 無

影響量は,母 動物では一過性の摂餌量の減少および盲腸

重量の増加がみられたが100mg/kg,次 世代では750

mg/kgと 推察された。

(試験期間:昭 和57年10月 ～昭和59年3月)
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TOXICITY STUDY ON AZTHREONAM (6)

PERINATAL AND POSTNATAL STUDY IN RATS

TADAKAZU FURUHASHI, KAZUO USHIDA, AKIKO TAKEI and HIROSHI NAKAYOSHI

NRI Life Science

Perinatal and postnatal study on Azthreonam (AZT), a newly developed monobactam antibiotic,
was conducted by intravenous injection in Sprague-Dawley rats . AZT was administered to female
rats from day 17 of gestation throughout day 20 after delivery.

Body weight gain was decreased from day 14 of lactation until weaning in dams (270mg/kg or
more). Food intake showed a transient decrease after administration (100mg/kg or more) and an
increase after delivery (750mg/kg) . Water intake increased after administration (270mg/kg or more).
An animal in the 750mg/kg group showed a delayed delivery and died on day 23 of gestation . This
animal presented vacuolation of hepatocytes and tubular epithelium . At necropsy on day 21 of lacta-
tion, the increase in weight of caecum (all administration groups) was observed .

No changes were observed as to live birth index , viability index, weaning index, sex ratio, body
weight, postnatal physical developments , external, visceral and skeletal malformations, organ weights
at the age of 21 and 84 days , functional developments, behavioral developments, emotional activity,
learning ability and reproductive performance .

Thus, the maximum no-effect dose level of AZT in the next generation in the present study , was
estimated to be 750mg/kg .


