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Crj:CD(SD)ラ ットを用いてCvA-Kの25,50,75お よび150mg/kgを,BRL28500の

200,400,800お よび1,200mg/kgを それ ぞれ胎仔 の器官形成 期に静脈 内投与 し,母 体,胎 仔な

らび に出生仔にお よぼす影響 を検討 した。

母体へ の影響 と して,CVA-Kの150mg/kg投 与群 で摂餌量減 少 お よび 体重増加抑制が,BRL

28500の 各投与群 で体重増 加抑制 が認め られた。妊娠維持,妊 娠期間,分 娩お よび哺育状態 には両

検体 の各投与群で異常は認 められ なか った。

胎仔へ の影響 として,CVA-Kの150mg/kg投 与群 で胎仔体重の減少が認 め られ た が,BRL

28500投 与群 では著変は認 め られ なか った。 また,両 検体 とも胎仔致死お よび催奇形作用 は認め ら

れ なか った。

出生仔(F1)の 生後発育 には両検体 の各投与群 で異常 は認 め られ ず,機 能検査,Openneld試

験,複 式水T迷 路試験,条 件回避反応試験お よび生殖能 力試験 のいずれ にお いて も検体投与 の影響

は認め られ なか った。

以上の結果 よ り,本 試験条件 下 で の母体 に対 す る一 般毒性学的 な無影響量 はCVA-Kで は75

mg/kg,BRL28500で は200mg/kg未 満,母 体の妊娠維持,分 娩,哺 育等 に対す る 無 影 響 量 は

CVA-Kで は150mg/kg,BRL28500で は1,200mg/kg,次 世代仔 の発生お よび生後発育 に対す

る無影響量 はCVA-Kで は75mg/kg,BRL28500で は1,200mg/kgと 考え られ る。

BRL28500は,β-1actamase阻 害 作用 を有 す るclav-

ulanicacid(CVA)の カ リウ ム 塩(CVA-K)とtica・

rcillin(TIPC)を 遊 離 酸 重 量 と し て1:15に 配 合 した

抗 生 物 質 であ る。

配 合 成 分 の 一 つ で あ るTIPCに つ い ては,器 官 形成 期

投 与 試 験 の成 績1)が す で に報 告 され てい る。 今 回,著 者

らはCVA-Kお よびBRL28500を ラ ッ トの 器官 形 成期

に 相 当す る妊 娠 時 期 に静 脈 内投 与 し,母 体,胎 仔 な らび

に 出 生仔 に お よぼ す影 響 を検 討 した の で,そ の成 績 を報

告 す る。

I.実 験 材 料 お よび 方 法

1.検 体

CVA-Kは,生 理 食塩 液 に,BRL28500は 注射 用 蒸 留

水 に溶 解 させ,投 与 液量 が各 群 とも5m1/kgと な る よ う

に用 時 調 製 した。 な お,BRL28500に つ い て は,投 与

液 の 浸透 圧 を 生理 的 浸 透 圧 に よ り近 づ け るた め に,注 射

用蒸留水を溶媒 として用いた。

2.使 用 動物および飼育条件

雌雄 のCrj:CD(SD)ラ ッ ト(日 本チ ャールス ・リパ

ー)を11週 齢 で購入 し,1週 間予備飼育 したのち試験

に使用 した。

動物は,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,飼 育室 は温度22土2℃,湿 度

55土10%に 保 った。妊娠動物 を得るため に,雌 雄を1対

1で 終夜同居 させ た。翌朝,腔 栓形成 または腔垢中に精

子が確認 された雌 を交尾成立動物 とみ な し,こ の日を妊

娠0日 と した。

なお,試 験には1群 当た り30～33匹 の妊娠動物を使

用 した。

3.投 与方法

投与期 間は妊娠7日 か ら17日 まで の11日 間 とし,

検体を1日1回,投 与速度0.05m1/secで 静脈内に投与
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した。なお,対 照群には浸透圧 を考慮 して両検体 とも生

理食塩液を検体 と同様 に投与 した。

4.投 与量の設定

投与量は,CVA-Kお よびBRL28500と も用量設定

試験の結果を参考 に して,CVA-Kで は25,50,75お

よび150mg/kg,BRL28500で は200,400,800お よび

1200mg/kgと した。なお,投 与量 はすべて遊離 酸 と し

て表示 した。

5-検 査方法

各群 の妊娠動物20～21例 を妊娠末期観察群 と し,妊

娠20日 に開腹 して 胎仔観察を 行 った。 また,残 りの

10～12例 は 自然分娩 させ,出 生仔検査に供 したo

1)母 体(F0)の 観察

一般状態は試験期間中 は毎 日観察 し,体 重 は投与期間

中は毎日,そ の他の期間 は週2回 測定 した。摂 餌量 は,

全期間を通 じ週2回 測定 した。

妊娠末期観察群は妊娠20日 に屠殺 し,卵 巣お よび子

宮を摘出 して黄体数,着 床数,生 存胎仔数 お よび死亡吸

収胚数を調べた。更 に,主 要臓器を肉眼的 に観察 した。

自然分娩群 は,出 生仔 の生後発育 の検査 を行 うために

自然分娩 させ,分 娩状態 の観察お よび妊娠期 間の算出を

行った。 さらに出生仔 を離乳時(分 娩21日)ま で哺育

させてこの間 の哺育行動を観察 した。母体 は哺育期 間終

了時 に屠殺 し,着 床痕数の算定お よび主要臓器 の肉眼的

観察を行 った。

2)胎 仔(F1)の 観察

生存胎仔は体重お よび胎盤 重量 を測定 し,性 別 お よび

外表異常の有無を観察 した後,同 腹 仔の約1/3を 内臓検

査に,約2/3を 骨 格検査 に供 した。 内臓検査 は胎 仔を

BOUIN液 に固定 して,頭 部 はWILSON法2),胸 部 および腹

部 は西村の顕微解剖法3)に従 って 実体顕微鏡下 で 内臓異

常お よび内臓変異を観察 した。骨 格検査 は胎仔をetha-

no1で 固定 した後,DAwsoN法4}に 従 ってalizarin red S

染色による骨格透明標本を作成 し,骨 格異常,骨 格変異

および 骨化進行度(胸 骨核,中 手骨,中 足骨,仙 尾椎

骨)を 調ベた。

3)出 生仔(F1)の 観察

分娩後,出 産仔数 とそ の生死を確認 し,生 存仔 につい

ては性別および外表異常 の有無を観察 し,体 重を測定 し

た。生後4日 に1腹 仔 が10匹 を越え る母体については

哺育仔数を10匹 に調整 し,残 余 の 仔は 屠殺 し 剖検 し

た。

出生仔の体重測定 を,離 乳時(生 後21日)ま で週2

回,生 後21日 以降70日 まで週1回 実施す る と と も

に,仔 の一般状態お よび発育分 化を観察 した。発育分 化

の指標 として,耳 介開展 腹部毛生,切 歯萌出,眼 瞼開

裂,精 巣下降お よび腔開 口を観察 した。

生後21日 の離乳時点 で,1腹 当た り無作為に雌雄各

3匹 の仔 を残 し,そ れ以外 は剖検 したのちDAWSO翼 法4)

に準 じて骨格標本 を作製 し骨格 観察 を行 った。

生後21日 の出生仔 の調整後,各 腹 当た り雌雄 各1匹

ずつにつ いて,IRWINの 多元観察法,回 転 籠法,傾 斜板

法,回 転棒法,瞳 孔反射お よび 耳介反射 に よ り一般 状

態,自 発運 動量,筋 力機能お よび視覚,聴 覚反射 を検査

した。

行動試験 と して,生 後21日 に上記 の各種 の機能検査

を行 った動物について,8週 齢でOpen field試験,9週

齢 で複式水T迷 路 試 験10週 齢で シャ トルボ ックスに

よる条件 回避 反応試験を行い,情 動性お よび学習能 力を

検査 した。

生殖 能力試 験は,行 動試験に用い なか った各腹 当た り

雌雄各2匹 について10週 齢で行 った。交尾 の確認 され

た雌については 自然 分娩 させ,妊 娠期間 の算出を行 い,

分娩後,出 産仔(F2)数 とその生死 を確認 し,生 存仔 に

つ いては性別 お よび外表 異常の有 無 を観察 し,体 重 を測

定 した。 さ らに,分 娩後4日 まで哺育 させ,授 乳状態 を

観察 したのち母仔 ともに剖検 し,着 床痕数の算定 を行 っ

た。

6.統 計処理

性比,分 化 率,回 転棒試験 傾斜板試 験,反 射試験

交尾 率お よび妊娠 率についてはx2検 定,そ の他 の数 値

につ いては,KRUSKAL-WALLIsのH検 定を行 い,群 間に

差 を認 めた場合 のみ対照群 との多重比較5)を行 った。

II.実 験 結 果

1.母 体 にお よぼす影響

CVA-Kの150mg/kg投 与群 で死亡 が1例 認め られ

た。本例 は妊娠14日(投 与7日)の 投与直後,横 臥が

み られ 死亡 した。CVA-Kの 他 の 投与群 お よ びBRL

28500の 各投与群 では一般状態 に異常 はな く死亡 も認 め

られ なか った。

摂 餌量お よび体重 につ いては,CVA-Kの150mg/kg

投与群 で 投与期間前半 の摂餌量 の軽度減少お よび投与

期間中 の体重増加抑制 が,BRL28500の 各投与群 で 投

与開始時 の摂餌量 の一過性減少お よび投与期間 中の体重

増加抑制が認め られた。 しか し,哺 育期間中 の摂 餌量 お

よび体重 には,両 検体 の各投与群 とも対照群 との間 に有

意差は認め られ なか った(Fig.1,2,3,4)。

分 娩お よび哺育状態では両検体 の各投与群 とも異常 は

認め られなか った。

帝王切開時 の母体 の剖検所見 にお いて,CVA-K投 与

群 では異常はみ られ なか ったが,BRL28500の 各投与群

で盲腸の拡張が認め られた。離乳後 の母体 の剖検所 見に
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Fig. 1 Changes of body weight and food consumption in rat dams

treated intravenously with CVA-K

Fig. 2 Changes of body weight and food consumption in rat dams

treated intravenously with CVA-K

Fig. 3 Changes of body weight and food consumption in rat dams

treated intravenously with BRL 28500
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Fig. 4 Changes of body weight and food consumption in rat dams

treated intravenously with BRL 28500

Table 1 Effects of CVA-K on fetuses

**: Significant difference from control (P<0
.01) Mean•}S.D.

は両検体の各投与群 とも異常は認 め られ なか った。

2. 胎仔にお よぼす影響

1) CVA-K

妊娠末期 の帝王切開所 見をTable1に 示 した
。雌雄 の

生存胎仔体重の有意な減少が150mg/kg投 与群 で認め

られた。黄体数,着 床数 死亡吸収胚 数,生 存胎仔数

性比および胎盤重量 には,各 投与群 と対照群 との間 に有

意差は認められなか った。

胎仔の外表,内 臓お よび骨格観察 の結果 をTable 2に

示 した。外表異常 として,臍 帯 ヘルニアが150mg/kg投

与群で1例 認め られた。 内臓異常 と して,側 脳室お よび

第3脳 室拡張が25mg/kg投 与群 で1例 ,内 臓変異 と し

て腎孟拡張お よび尿管屈曲が75mg/kg投 与群 で1例 認

められた。骨格異常 は,い ずれの投与群 に も認 め られ な

かった。骨格変異 として胸骨核の非対称お よび14肋 骨

が対照群 を含む各群で散見され たが
,そ の出現 率には各

投与群 と対照群 との間 に有意差 は認め られ なか った
。

胎 仔の骨化進行度 には,各 投与群 と対照群 との間 に有

意差 は認め られ なか った。

2)BRL28500

妊娠末期 の帝王切開所見 をTable3に 示 した。雌 の生

存胎仔体重の有意 な減少が200,400お よび1,200mg/

kg投 与群 で,ま た胎盤重量 の有意 な減少が400お よび

1,200mg/kg投 与群 でそれぞ れ み られ た。 しか し,雄

の生存胎仔体重 には各投与群 と対照群 との間に有 意差は

認め られ なか った。黄体数 着床数,死 亡吸収胚数 生

存胎仔数お よび性比 には,各 投与群 と対照群 との間 に有

意差は認め られなか った。

胎仔の外表,内 臓お よび骨格観察 の結果 をTable4に

示 した。外表 異常 と して,無 尾 が対照群お よび800mg/

kg投 与群で各1例 認め られた。 内臓異常 として,水 頭

症 が 対照群 で1例,単 眼症 を 伴 う 水頭 症が200mg/kg

投与群 で1例 右側大動脈 弓が 対照群 で1例 認 め ら れ

た。 内臓変異 と して,頸 部胸腺遺残お よび腎孟拡張 等が
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Table 3 Effects of BRL28500 on fetuses

*
, **: Significant difference from control (P<0.05. 0.01) Mean ± S.D.

Fig. 5 Changes of body weight in male offspring (F1) from dams
treated intravenously with CVA-K

Fig. 6 Changes of body weight in female offspring (F1) from dams
treated intravenously with CVA-K
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Table 5 Effects of CVA-K on F1 rat offspring from dams treated with CVA-K

a):(No. of offspring with external  abnormality/No, of live-born offspring) •~ 100

b):(No. of live born/No.of implants) •~ 100

C): Absence of tail

Mean ± S.D.

Table 6 Effect of BRL28500 on F1 rat offspring from dams treated with BRL 28500

a):(No. of live born/ No . of implants) •~ 100 Mean ± S.D.

対照群を含む各群 で散見 され たが,そ の出現率 には各投

与群 と対照群 との間に有意差 は認め られ なか った。骨格

異常 として,波 状肋骨が対照群,400,800お よび1,200

mg/kg投 与群で各1例 認 め られ た
。そ の他,胸 骨核異

形成を伴 う脊椎の欠損(外 表観察 におけ る無尾胎仔)が 対

照群で1例,頸 椎 弓減形成 が200mg/kg投 与群 で1例 ,

胸骨核癒合お よび肋骨分岐が400mg/kg投 与群 で各1

例・尾椎の欠損 を伴 う仙椎体癒合お よび複合奇形(頭 蓋

骨および頸椎弓の骨化遅延等)が1 ,200mg/kg投 与群

で各1例 認め られた。骨格変 異 として頸肋骨 お よび14

肋骨等が対照群 を含む各 投与群 で散 見され たが,そ の出

現率には各投与群 と対 照群 との間に有意差 は認め られ な

か った。

胎仔の骨 化進 行度は,各 投与群 と対照群 との間 に有意

差は認 め られ なか った。

3.分 娩 にお よぼす影響

CVA-Kお よびBRL 28500の 分娩成績 をTable 5お

よび6に 示 した。両 検体 とも,分 娩状態には異常は認め

られず,ま た,妊 娠期間,着 床痕数,死 産仔数,生 産仔

数,性 比 お よび出生 率に も各 投与群 と対 照群 との間 に有

意差 は認 め られ なか った。出生 仔の外表異常 と しては,

CVA-Kの150mg/kg投 与群 で無尾 が1例 認め られた

のみ であった。

4.出 生 仔(F1)の 生後発 育にお よぼす影響

哺育期 間中お よび離乳以降 の出生仔(F1)体 重 にお い

て,CVA-Kの150mg/kg投 与群 で分娩時 よ り対照群 と
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Fig. 7 Changes of body weight in male offspring (F1) from dams
treated intravenously with BRL 28500

Fig. 8 Changes of body weight in female offspring (F1) from dams
treated intravenously with BRL 28500

比べ軽度 な低値がみ られたが,こ の変化には有 意差 は認

め られ なか った。BRL 28500で は各投与群 とも対照群 と

同程 度の推移 を示 した(Fig.5,6,7,8)。

発育分化 には両検体の各投与群 とも検体投与に よると

考え られ る異常は認め られず,ま た,生 後4日 生存率お

よび離乳率 にも,両 検体の各投与群 とも対照群 との間に

有意差 は認め られなかった。

生後4日 ならびに21日 の出生仔(F1)の 剖検所見お

よび離乳時 の出生仔(F1)の 骨格観察では,両 検体 の各

投与群 とも検体投与に よると考え られ る異常は認め られ

なか った。

5.出 生仔(F1)の 機能 および行動への影響

1)機 能検査

一般状態,自 発運 動量,筋 力機能,視 覚お よび聴覚 の

検査 では 両検体の 各投与群 とも 異常は 認め られ なか っ

た。

2)行 動試験

Open field試験 複式水T迷 路試験および条件回避反

応試験 にお いても両検体 の各投与群 とも検体投与による

と考 えられ る異常は認め られなかった。

6.出 生仔(F1)の 生殖能力への影響

交尾率お よび受胎率には,両 検体の各投与群 とも対照

群 との間 で有意差は認め られなか った。分娩状態でも両

検体 の各投与群で検体投与に よると考え られ る異常は認

め られず,妊 娠期間,着 床痕数,死 産 仔数,生 産仔数,

分娩時 の出生仔(F2)体 重,出 生 率および生後4日 生存

率 にも各投与群 と対 照群 との間に有意差 は認め られなか

った。出生仔(F2)の 外表 異常はいずれ の投与群にも認

め られなか った。

III.総 括および考察

Crj:CD(SD)ラ ッ トを用 いて,CVA-Kの25, 50,

75お よび150mg/kgを, BRL 28500の200 ,400,
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800お よび1,200mg/kgを それぞれ胎仔 の器官形成期

に静脈内投与 し,母 体 胎仔な らび に出生仔 におよぼす

影響を検討 した。

母体において,CVA-Kの150mg/kg投 与群 で妊娠14

日の投与直後に死亡が1例 認め られ た。本例 は投与前 ま

で一般状態に異常 はみ られず,ま た,投 与直後 に死亡 し

たことか ら投与速度 との関連が疑われた。CVA-Kの 他

の投与群お よびBRL28500投 与群 では一般状態 に異常

はみられず,ま た死亡 も認め られなか った。

妊娠期間中,CVA-Kの150mg/kg投 与群 で軽度 な摂

餌量の減少および体重増加抑制が,BRL28500の 各投与

群で体重増加抑制がそれぞれ投与開始 時か ら認 め られ た

が,哺 育期間中の摂餌量お よび体重推移には,各 投与群

と対照群 との間に有意差は認め られなか った。

帝王切開時 の母体 の剖検所見 と して,CVA-K投 与群

では異常はみ られなか ったが,BRL 28500の 各投与群 で

盲腸の拡張が認め られた。離 乳時の剖検所 見には両検体

とも異常は認め られ なか った。

母体の 妊娠維持,妊 娠期間,分 娩 お よび 哺育状態 に

は,両 検体 とも異常 は認め られなか った。

妊娠末期の帝王切 開所見 と して,CVA-Kの150mg/

kg投 与群の雌雄で胎仔体重の減 少が認め られた。また,

同群では出生仔(F1)の 体重に,有 意差 はみ られ なか っ

たものの対照群 と比べ て分娩時 より低値 がみ られ た。 し

か し この出生仔体重 も観察期 間の後半 には対照群 とほ

ぼ同程度 となった。一方,BRL 28500投 与群 でも200,

400お よび1 ,200mg/kg投 与群 の雌 に胎仔体重 の減 少

がみ られたが,雄 の胎仔体重には有意差 は認 め られ なか

った。さらに,BRL 28500投 与群 の出生 仔 体 重 は,分

娩時およびその後 の観察期間中を通 じて対照群 とほぼ同

程度であった。 したが って,BRL 28500投 与群 でみ られ

た雌の胎仔体重の変化 については検体投与 との関連性 は

ない ものと考えられた。

黄体数,着 床数,死 亡吸収胚数,生 存胎仔数 お よび性

比には,両 検体 とも各投与群 と対照群 との間 に有意差 は

認められ なかった。

胎仔観察でみ られた外表 内臓お よび骨格異常 につ い

てば いずれも発現頻度が低 く,両 検体 とも各投与群 と

対照群との間に有意差 も認 め られ ないこ とか ら,検 体投

与による影響 とは考え られ ない。 さらに,骨 化進行度 に

ついても両検体 とも各投与群 と対照群 との間 に有意差 は

認められなか った。

発育分化 は両検体の各投与群 とも検体投与 によると考

えられ る異常は認め られず,ま た生後4日 生存率お よび

離 乳率に も,両 検体の各投与群 とも対照群 との間 に有意

差 は認 め られ なか った。

生後4日 な らびに21日 の出生仔(F1)の 剖検所見お

よび離 乳時 の出生仔(F1)の 骨格観察 では,両 検体 の各

投与群 とも検体 投与 に よると考え られ る異常 は認め られ

なか った。

機 能検 査,Open field試験,複 式水T迷 路試験お よび

条件 回避反応試験 では,両 検体投与に よると考え られ る

変化 は認 め られ なか った。

出生 仔(F1)の 生殖 能力試験にお いて も両検体 とも異

常 は認 め られなか った。

以上,ラ ッ トの器官形成期にCVA-Kあ るいはBRL

28500を 静脈 内投与 した ところ,CVA-Kの150mg/kg

投与群 で母体 の摂餌量 減少,体 重増 加抑制な らびに胎仔

の体重減 少が,BRL28500の 各 投与群 で母体の体重増加

抑 制がそれ ぞれ認 め られた。 しか し,こ れ らの投与群 に

おいて も胎 仔致 死お よび催奇 形作用 は認め られず,ま た

出生仔 の機 能 行動お よび生殖 能力に も異常は認め られ

なか った。

したがって,本 実験条件 下での母体に対 す る一般毒性

学的 な無影 響量はCVA-Kで は75mg/kg, BRL 28500

では200mg/kg未 満,生 殖能力 に 対 す る 無影響量 は

CVA-Kで は150mg/kg, BRL 28500で は1 ,200mg/

kg,次 世代仔 の発生 お よび生後発育 に対す る無影 響量は

CVA-Kで は75mg/kg, BRL 28500で は1 ,200mg/kg

と考 え られ る。
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Potassium clavulanate (CVA-K) at doses of 25, 50, 75 and 150 mg/kg or BRL 28500 at doses of 200,
400, 800 and 1200 mg/kg were administered intravenously to Crj : CD (SD) rats during the period of
organogenesis and their possible effects on dams, fetuses and offspring were studied.

For dams, decreased food consumption and a suppression of bodyweight gain were noted for CVA-K
at 150 mg/kg, and a suppression of bodyweight gain was noted for BRL 28500 at all dose-levels. Howev.
er, no effects were observed in any treatment group for either drug with regard to the maintenance of

gestation, length of gestation, parturition and lactational performance.
For fetuses, decreased bodyweight was found in the CVA-K 150 mg/kg group, but there was no

treatment related effect on this parameter in the BRL 28500 groups. Neither drug was found to produce
an embryolethal or teratogenic effect.

No abnormalities were noted for either drug at any dose level with respect to postnatal development
of F1 pups. No adverse effects were observed in the functional tests nor in the open field, multiple T-
maze, conditioned avoidance response and fertility tests.

In view of the above findings and under the experimental conditions employed, the general toxicologi-
cal no-effect doses on the dams are considered to be 75 mg/kg for CVA-K and 200 mg/kg or less for
BRL 28500, the no-effect doses for reproductive performance are 150 mg/kg for CVA-K and 1,200 mg/kg
for BRL 28500 and the no-effect doses for development of the second generation are 75 mg/kg for CVA-
K and 1,200 mg/kg for BRL 28500, respectively.


