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ウサギにおける器官形成期投与試験
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CVA-Kお よびBRL28500をNewZealandWhite種 ウサギの器官形成期にそれぞれ静脈内投

与し,母 体および胎仔 に対 す る影響を検討 した。 投与量は,CVA-Kで は37.5,75お よび150

mg/kg,BRL28500で は20,50お よび125mg/kgと した。

母体への影響として,CVA-Kの150mg/kg投 与群で摂餌量が軽度に減少 し,下 痢および死亡

が各1例 認められた。BRL28500で は50mg/kg以 上 の投与群で,下 痢,摂 餌量減少および体重増

加抑制がみ られ,125mg/kg投 与群では流産または死亡が数 例認 め られ た。 しかし,胎 仔には

CVA-Kお よびBRL28500の いずれの投与群においても検体投与に起因すると考えられる異常 は

認められなかった。

以上の結果より,母 体に対する無影響量はCVA-Kは75mg/kg,BRL28500は20mg/kg,胎

仔に対する無影響量はCVA-Kは150mg/kg,BRL28500は125mg/kgと 考 えられ る。

BRL28500は,β-1actamase阻 害 作用 を 有す るclav-

ulanic acid(CVA)の カ リウム塩(CVA-K)とticar-

cillin(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 ウ サ ギ の 胎 仔 の

器官形成期に 相当 す る妊 娠時 期 に 静 脈 内 投 与 し,母 体 の
一般毒性学的影 響 お よび 胎仔 毒 性 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お よびBRL28500は ,生 理 食 塩 液 に溶 解 さ

せ,投 与液量 が各群 とも4m1/kgと な る よ うに 用 時 調 製

した。

2.使 用動物 お よび飼 育 条件

New Zealand White種 の ク リー ン ウサ ギ(パ ス ツ レ

フ;コ クシジウ ムお よび耳 済 癬 陰 性)を 株 式 会 社 ケ ア リ

剛より雌は4ヵ 月齢
,雄 は5ヵ 月 齢 で 購 入 し,約4週 間

予備飼育 した後,試 験 に供 した
。

動物は,固 型飼 料(オ リエ ン タル酵 母製RC _4)お よ

び水道水を 自由 に摂 取 させ
,飼 育 室 は 温 度22±2℃,湿

度55±10%に 保 った。

妊娠動物を得るために,交 配適期の雌雄を1:1で 同

居させ,交 尾および膣垢中に精子の確認 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,実 験に使用 した 動 物 数は1群16～23匹 と し

た。

3.投 与方法

投与期間は妊娠6日 か ら18日 までの13日 間とし,

検体を1日1回,投 与速度0.1ml/secで 耳介静脈内に

投与 した。 投与液量は妊娠6日 の体重を基準に 算 出 し

た。なお,対 照群には生理食塩液を検体と同液量投与 し

た。

4.投 与量の設定

投与量を 設 定 す るた め に,CVA-Kお よびBRL

28500に ついて,本 試験 と同系 統 の妊娠 ウサギ(1群

4～6匹)を 用いて用量 設 定 試 験を実施した。投与量

は,CVA-Kに つ い て は50,100,150,200お よび300

mg/kg,BRL28500に つ い て は16,32,64,128お よび

160mg/kgと した。

その結果,CVA-Kで は150mg/kg以 上 の投与群で軽

度の下痢が,200mg/kg以 上の投与群で摂餌量減少およ

び体重増加抑制が,300mg/kg投 与群では妊娠7日 およ
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び11日 の投与直後にそれぞれ1例 の死亡が認 め られ

た。また,BRL 28500で は32mg/kg以 上 の投与群で摂

餌量減少および体重増加抑制が,64mg/kg以 上 の投与

群で下痢が,160mg/kg投 与群では流産および著 しい衰

弱が認められた。

以上の結果 より,最 高用量はCVA-Kで は150mg/

kg,BRL 28500で は125mg/kgと した。中用量および

低用量は,公 比を勘案 して,CVA-Kに つ いては75お

よび37.5mg/kg,BRL28500に つ い て は50お よび

20mg/kgと し,そ れぞれ計3用 量 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

1)母 体の観察

一般状態については妊娠期間中毎日観察 し
,体 重およ

び摂餌量については,投 与期間中は毎日,そ の他の期間

は2日 ごとに測定 した。妊娠29日 に屠殺 し,主 要臓器

を肉眼的に検査 した後,子 宮を摘出して以下の検査を行

った。

2)胎 仔の観察

子宮を切開 して,黄 体数,着 床数,生 存胎仔数,死 亡

胎仔数を観察 した。死亡胎仔は死亡初期と死亡後期に分

類した。生存胎仔は,体 重,胎 盤重量の測定および性別

の判定を行い,口 腔内を含む外形異常の有無を肉眼的に

調べた。その後,生 存胎仔の全例について,胸 腹腔内臓

器を肉眼的に観察 した。心臓は摘出 してBOUIR液 に固定

し顕微解剖法2)に より異常の有無を観察した。 さらに,

内臓摘出後の胎仔は70%ethano1に 固 定 し,DAwsoN

法3)に従 ってalizarin red S染 色 による骨格透明標本を

作成 し,骨 格異常の有無および骨化の進行状態について

観察した。なお,骨 化進行度は,上 後頭骨,舌 骨,頸 椎

体,胸 骨核,踵 骨および距骨の骨化状態ならびに前後肢

の指趾骨および尾椎骨の骨化数を指標とした。

6.統 計処理

母体の体重,摂 餌量については対照群と各投与群 との

間で等分散の検定を行い,分 散が等 しい場合にはSTU-

DENTのt検 定を,分 散が等 しくない場 合 に はASPIN-

WELCH法 に よるt検 定を行った。その他の数値につい

ては,KRUSKAL-WA肌ls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4)を行った。

II.実 験 結 果

1.母 体におよぼす影響

1)CVA,K

150mg/kg投 与群の1例 が,妊 娠7日 の投与中に,呼

吸促迫および脱力状態に陥 り,投 与終了直後,痙 攣発作

を起 こし死亡 した。また,37.5mg/kg投 与群の1例 が

妊娠21日 に流産 し,さ らに他の1例 は流産には至らな

かったが妊娠29日 に腔 口より出血がみられ,剖 検時に

は胎仔は全例死亡 していた。

一般症状では,150mg/kg投 与群の1例 に下痢がみら

れた他に異常は認められなかった。

摂餌量および体重の推移をFi畠1お よび2に 示した。

摂餌量の減少傾向が150mg/kg投 与群で,妊 娠中期か

ら妊娠末期まで認められたが,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。

帝王切開時の剖検所見では検体投与に起因すると思わ

れる変化は認められなかった。

2)BRL28500

125mg/kg投 与群で,死 亡例が3例 および切迫屠殺例

Fig. 1 Mean food consumption of rabbit dams

given CVA-K intravenously from day
6 to 18 of gestation

Fig. 2 Mean body weight changes of rabbit

dams given CVA-K intravenously

from day 6 to 18 of gestation
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が1例認められた。死亡例 はいずれ も投与開始ととも

に,摂 餌量の著しい減少およびそれに伴 う体重増加抑制

を示し,そ の後下痢による衰弱をきたして・妊娠13・27

および28日 に各1例 が死亡した。切迫屠殺例は死亡例

と同様の経過をたどり,回 復不能 と判断 した た め 妊娠

16日 に屠殺した。また,同 投与群の1例 が妊娠27日 に

流産した。さらに,20mg/kg投 与 群の1例 が妊娠28

日に早産した。

一般症状については,50mg/kg以 上 の投与群で下痢

が認められた。

摂餌量および体重の推移をFig.3お よび4に 示 した。

50mg/kg以 上の投与群で投与初期に顕著な 摂餌量の減

少がみられ,そ の後も摂餌量は妊娠末期まで対照群を下

回って推移した。この摂餌量の減少に伴い,体 重増加抑

制が50mg/kg以 上の投与群で認められた。

帝王切開時の剖検所見では,125mg/kg投 与群で盲腸

の拡張がみられた他は,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。後期死

亡胎仔数の増加傾 向が37.5お よび75mg/kg投 与 群

で,着 床数および生存胎仔数の減少傾向が37.5mg/kg

投与群で,胎 仔体重および胎盤重量の 減 少傾 向が150

mg/kg投 与群でそれぞれみられたが,こ れらの変 化に

は対照群との間に有意差はみ られ なかった。また,黄

体数,初 期死亡胎仔数および性比にも,各 投与群 と対照

群との間に有意差はみられなかった。

胎仔の外表,内 臓および骨格観察の結果をTable2に

示した。外表奇形として,150mg/kg投 与群で頭蓋脊椎

裂,小 頭,眼 瞼開存,小 耳,口 蓋裂,舌 突出,腹 壁裂お

よび前後肢の減形成を合併する複合奇形が1例 認められ

た。

内臓奇形はいずれの投与群にも認められなかった。内

臓変異として,冠 状動脈口過剰が対照群を含む各群に散

見された。

骨格奇形として,胸 骨核の癒合が対 照 群 で1例
,75

mg/kg投 与群で2例 認め られ た
。 また,前 述の150

mg/kg投 与群の外表奇形仔で頭蓋骨各部の欠損あ る い

は減形成 脊椎骨の変形および減形成
,肩 甲骨,前 肢骨

および後肢骨の減形成が認められた
。骨格変異として,

鼻骨および頭頂骨の分離 頸肋骨
,13肋 骨,胸 骨核の非

対称および尾椎骨の余剰骨が対照群を含む各群で散見さ

れた。

胎仔の骨化進行度は,各 投与群 と対照群との間に差は

認められなかった。

2)BRL28500

Fig. 3 Mean food consumption of rabbit dams

given BRL 28500 intravenously from day
6 to 18 of gestation

Fig. 4 Mean body weight changes of rabbit

dams given BRL 28500 intravenously

from day 6 to 18 of gestation

妊娠末期の帝王切開所見をTable3に 示 した。胎仔体

重および胎盤重量の減少傾向が125mg/kg投 与群でみ

られたが,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,初 期 ・後期死亡胎仔数,生 存胎仔数お

よび性比については各投与群 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。外表奇形はいずれの投与群にも認められなかっ

た。

内臓奇形 として,肺 動脈幹狭窄を伴う総心室症が20

mg/kg投 与群で1例 認められた。内臓変異として,冠 状

動脈口過剰が対照群を含む各群に散見された。

骨格奇形 として,肋 骨および胸椎の配 列 異 常 が20
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Table 1 Cesarean section date of rabbit dams given CVA-K intravenously

from day 6 to 18 of gestation

a): Values are the mean•}S .D.

Table 2 Morphological observation of rabbit fetuses from dams given CVA-K intravenously from day 6 to 18

of gestation

a): Craniorachischisis , microcephaly, open eyelid, microtia, cleft palate, glossocele, gastroschisis and hypoplasia

of the limbs.

b): Hypoplasia or absence of the cranial bones , hypoplasia or dysplasia of the vertebral bones, hypoplasia of

scapula, humerus, radius, ulna, femur, fibula and tibia.
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Table 3 Cesarean section date of rabbit dams given BRL 28500 intravenously

from day 6 to 18 of gestation

a): Values are the mean•}S .D.

Table 4 Morphological observation of rabbit fetuses from dams given BRL28500 intravenously from day 6 to 18
of gestation

**Significa
nt difference from control, P<0.01.
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mg/kg投 与群で2例,胸 骨核の癒 合 が20お よび50

mg/kg投 与群で各1例 ずつ認められた。 骨格変異とし

ては13肋 骨出現率の有意な増加が125mg/kg投 与群で

認められた。その他,鼻 骨および頭頂骨の分離,頸 肋

骨,14肋 骨 および胸骨核の分離 ・非対称が 対照群を含

む各群に散見された。

胎仔の骨化進行度は,各 投与群 と対照群との間に差は

認められなかったO

III.考 察

CVA-Kの37.5,75お よび150mg/kg,BRL 28500

の20,50お よび125mg/kgを それぞれNew Zealand

White種 ウサギの器官形成期に静脈内投与 し,母 体およ

び胎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 与群の1例

が,妊 娠7日 の投与直後に死亡 した。このような投与直

後の死亡は用量設定試験およびラットの亜急 性 毒 性試

験5)で もみられており,そ の症状 も類似 していた。な

お,CVA-Kの37.5mg/kgで み られた流産および腟出

血については,本 試験の75mg/kg以 上 の投与群で全く

みられなかったことから,CVA-K投 与 に起因するもの

とは考え難い。

一方,BRL28500の50お よび125mg/kg投 与群で

は下痢がみられ,125mg/kg投 与群では下痢による重度

の衰弱および死亡が認められた。このような症状は,抗

生物質をウサギに投与 した際にしばしば観 察 され てお

り,そ の原因は抗生物質投与による腸内細菌叢の変動に

起因するものと考えられている6)。また,BRL28500の

125mg/kg投 与群でみられた流産は,摂 餌制 限を され

たウサギでは流産が起きやすいことが報告されているこ

とから7),摂 餌量減少に伴う栄養不良に起因したものと

考えられた。BRL28500の20mg/kg投 与群で早産が1

例みられたが,こ の母体の一般状態および剖検所見に異

常は認められず,ま た早産例は高用量群でみられなかっ

たことから,検 体投与に起因するものとは考え難い。

帝王切開所見において,CVA-Kの150mg/kg投 与群

およびBRL 28500の125mg/kg投 与群で統計学的に有

意でないが,胎 仔体重および胎盤重量の減少傾向がみら

れた。これらの変化は,CVA-Kの150mg/kg投 与群で

は摂餌量の減少傾向,BRL28500の125m9/kg投 与群

では摂餌量の減少および下痢がみられており,母 体の変

化に伴 う二次的影響と考えられる。さらに,胎 仔の骨化 鐘

進行度にも対照群との間に差がなかった。

外表,内 臓および 骨格 奇 形 として,CVA-Kの150

mg/kg投 与群で頭蓋脊椎裂,小 頭,小 耳,眼 瞼開存,口

蓋裂,舌 突出,腹 壁裂および前後肢の減形成等を合併す

る複合奇形が1例,75mg/kg投 与群で胸骨核の癒合が

2例 認められた。またBRL28500の20mg/kg投 与群

で肺動脈幹狭窄を伴 う総心室症が1例,肋 骨および胸椎

の配列異常が2例,胸 骨核の癒合が1例,50mg/kg投

与群で胸骨核の癒合が1例 認められた。 しかし,こ れら

の奇形の出現頻度には各投与群と対照群との間に有意差

はなく,ま た,そ の出現頻度も低いことから検体投与に

よる影響 とは考え難い。

骨格変異 として,BRL28500の 第13肋 骨の出現頻度

が対照群の30.8%に 対 して,母 体に下痢,流 産および

死亡等の重篤な症状のみられた125mg/kg投 与 群で

68.3%と 有意に増加 した。KIMMELら8)は 骨格変異の合

理的説明に最もよい基準は試験に使用 した動物種の背景

データとの対比であるとしている。今回の成績 を当該

研究所の背景データ(26.2～57.8%,255例)お よび

PALMER9)の 報告(25～75%)と 比較すると,125mg/kg

投与群の値は正常範囲内のものと考えられる。

その他の骨格変異および内臓変異 として,CVA-K投

与群では,冠 状動脈 口過剰,鼻 骨および頭頂骨の分離

頸肋骨,13肋 骨,胸 骨核の非対称および尾椎骨の余剰骨

が,BRL28500投 与群では,冠 状動脈 口過剰,鼻 骨およ

び頭頂骨の分離 頸肋骨,14肋 骨および胸骨核の分離・

非対称が散見されたが,こ れらの出現頻度には各投与群

と対照群との間に有意差はなく,ま た低頻度であった。

さらにCVA-Kお よびBRL28500の 各投与群とも骨

化進行度に対照群 との間に差は認められなかった。

以上,CVA-Kの37.5,75お よび150mg/kg,BRL

28500の20,50お よび125mg/kgを 妊娠ウサギの器官

形成期にそれぞれ静脈内投与 した ところ,母 体に対して

は,CVA,Kの150mg/kg投 与群で摂餌量減少,下 痢,

死亡が,BRL28500の50mg/kg以 上の投与群で,摂餌

量減少,体 重増加抑制,下 痢が,125mg/kg投 与群で流

産および死亡がそれぞれ認められた。しか し,胎 仔に対

しては,CVA-Kお よびBRL 28500の 各投与群におい

て,検 体投与に起因すると思われる異常は認められなか

った。

したがって,本 試験条件下における母体に対する無影

響量は,CVA-Kは75mg/kg,BRL28500は20mg/l

kg,胎 仔に対する無影響量はCVA-Kは150mg/kg,

BRL 28500は125mg/kgと 考 えられる。
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Potassium clavulanate (CVA-K) and BRL 28500 were administered intravenously to rabbits of
a New-Zealand White Strain during the period of organogenesis in order to study their effects
on dams and fetuses. CVA-K was given at doses of 37. 5, 75 and 150 mg/kg and BRL 28500 at
doses of 20, 50 and 125 mg/kg.

With regard to the effects of CVA-K on pregnant dams, there was a mild decrease in food
consumption at 150 mg/kg, one animal developed diarrhea and another died. With BRL 28500,
diarrhea, decreased food consumption and retarded weight gain were noted at 50 mg/kg and above.
Additionally, several animals in the 125 mg/kg group either aborted or died. With regard to
fetuses, however, no abnormalities were noted that could be ascribed to treatment with either
CVA-K or BRL 28500.

Based on the above results, the maximum no-effect doses for pregnant dams are estimated at
75 mg/kg for CVA-K and 20 mg/kg for BRL 28500, and those for fetuses are estimated at 150 mg/kg
and 125 mg/kg, respectively.


