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Oxacephem系 抗生物質6315-S(Flomoxef)の 生殖 に及ぼす影響

(2)6315-Sの ラ ッ トにおける胎仔器官形成期投 与試験

長谷川靖彦 ・竹川裕司 ・吉田豊彦

塩野義製薬株式会社研究所

Oxacephem系 抗生物質6315-S (Flomoxef)の ラットにおける器官形成期静脈内投与試験を

Cefazolinを 対照薬として比較検討した。母動物の摂餌量の一過性の抑制と摂水量増加をもたらす、

800mg1kg/日,1,600mg/kg/日 お よび3,200mg/kg/日 の6315- S投 与によって。胎仔数死性

と催奇形性は認め られなかったが,胎 仔の子宮内発育が抑制された。そこで.さ らに低用量の

6315-Sを 投与 して検討したところ,200mg/kg/日 投与によって,胎 仔の子宮内発育は影響され

なかった。母動物の妊娠期間,分 娩,哺 育に6315- S投 与の影響は認められなかった。 6315-S

投与群の出生仔の体重増加は,2週 齢頃まで抑制的に経過 し,3,200mg/kg投 与群の雄性仔では,'

それ以後の体重増加も抑制的であった。 しかし,出 生仔の生存性,成 長分化,反 射機能,行 動,性

成熟,繁 殖性,臓 器重量,血 漿生化学分析成績などに関して,6315-S投 与の影響は全く認められ

なかった。 したがって,6315-S投 与が次世代仔の発達を遅滞させるとは考えられない。

これ らの成績から,6315-Sの 最大無影響量は,胎 仔生存性と催奇形性については3,200mg/

kg/日,胎 仔子宮内発育については200mg/kg/日,出 生仔の体重増加については1,600mg/kg/

日,出 生仔の生存性,成 長分化,反 射機能,行 動,性 成熟,繁 殖性などについては3,200mg/kg/

日と推察された。

6315-S(Flomoxef sodium: FMOX)は 塩野義製

薬研究所で新規に合成 されたoxacephem系 の注射用

抗生物質でFig.1の 構造を有 している。今回,本 剤の

器官形成期投与の影響をラットを用いて検討したので報

告する。

Fig. 1 Chemical structure of 6315-S

1. 実 験 材料 お よび 実 験 方 法

1. 試 験 物 質 ・投 与検 体

被 験 物 質6315-S (Lot No. 3801)と 対 照 薬Cefazolin

sodium(CEZ,市 販 品)の 原 末 を,そ れ ぞ れ,日 本 薬

局 方 生 理 食 塩 液(大 塚 製 薬)に0.25g(力 価)/mlの 濃

度 とな る よ うに,用 時溶 解 し,こ れ らを 投 与検 体 と した。

2. 動 物 ・飼 育 管理

Sprague-Dawley系 ラ ッ ト(Jcl: SD,日 本 ク レア)

を 雄 は9週 齢,体 重290～330g,雌 は8週 齢.体 重170

～210gで 購 入 し,1週 間 の 予 備 飼 育 を 行 な った 後 実 験

に使用した。動物は床敷を入れたポリカーポネートケー

ジ(日 本クレア,262(W)×425(D)×150(H)mm)に,

雄 ラットは1匹/ケ ージ,雌 ラットは,交 尾前は1～2

匹/ケ ージ,交 尾が成立 して実験群へ配分 した後は1

匹/ケ ージで収容 した。雄ラットと実験群へ配分した交

尾成立雌ラットは耳標(KN-295,夏 目製作所)で 個

体識別した。これらラットは,温 度23±1℃,相 対湿度

55±10%,室 内換気15回/時,明 時(8時 ～20時),時

時(20時 ～8時)の 照明サイクルに調節されたバリヤー

飼育室で維持した。飼料は121℃ で7分 間オートクレー

プした固型飼料(CA-1,日 本 クレア)を 用いた。水

は,水 道水を30μ と3μ 径のフィルターで滋過した後,

流水殺菌灯を照射 したものを給水瓶に入れて与えた。こ

れらは自由に摂取させた。

3. 妊娠動物の作出

腔脂垢検査によって交配適期(通 常,発 情前期)と 判

定 した雌ラットを雄ラットのケージに入れ,1対1で17

時か ら翌朝8時30分 ～9時 まで同居させ,鹿 脂垢中に

精子を認めたものを交尾成立とし,こ の日を妊娠0日 と

した。各群に35～36匹 の交尾成立雌ラットをランダム

に配分した。

4. 投与方法
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6315-Sの 臨床適用経路は静脈内投与が予定されてい

るので,ラ ットに対する投与は,尾 静脈内へ1ml/min

の注入速度で行なった。投与容量は投与開始日の体重を

基準にして算出し,以 後,体 重変化にともなう変更は行

なわなかった。投与期間は妊娠7日 から17日 までの連

続11日 間とし,1日1回 午前中に投与した。

5.投 与用量

予備実験で1群8～10例 の妊娠ラットに6315-Sの

800mg/kg/日51,600mg/kg/日 または3,200mg/kg/

日を妊娠7日 から17日 まで連続11日 間静脈内投与 し

て,母 動物,胎 仔,新 生仔に対する影響を観察 したとこ

ろ母動物の体重増加には著変を認めなかったが,3,200

mg/kg投 与群で投与初期の摂餌量が継続 して低下 し

た。妊娠21日 の胎仔に対する影響として,6315-S投

与3用 量群ともに胎仔生存率の低下がみられ,800mg/

kgと3,200mg/kg/日 投与群では胎仔体重低下,さ ら

に3,200mg/kg投 与群では胎盤重量低下もみられた。

しかし,これら胎仔に対する影響はいずれも顕著でなく,

また,外 形異常胎仔は,3,200mg/kg投 与 群における

内反足1例(65例 中)の みであった。分娩 ・哺育に関

してはまったく影響がなく,生 後4日 齢までの新生仔の

生存率や体重にも異常がなかった。

これらの成績から,6315-Sの3,200mg/kg/日 は母

動物に対して軽度毒性用重と考えられるが,評 価に足る

充分数の胎仔および出生仔を得ることが可能 と判断 し,

この用量を本実験における最高用量とした。以下,公 比

112で減 じた1,600mg/kg1日 と800mg/kg/日 を,そ

れぞれ中間用量および最低用重として設定した。

6315-Sの 推定臨床常用量は40mg/kg/日 ～80mg/

kg1日 とされているので,最 低用量の800mg/kg/日 は,

推定臨床常用量の10～20倍 に相当する。対照薬CEZ

に関しても,1群9～10例 の妊娠ラットに800mg/kg/

日または1,600mg/kg/日 を同様に投与して予備検討 し

たところ,1,600mg/kg投 与群では,4/9例 の母動物

が途中死亡したのに対 して,800mg/kg投 与群では支

障なく胎仔 ・新生仔を得ることが出来たので,本 実験に

おけるCEZの 投与用量として800mg/kg/日 を設定 し

た。なお,対 照群に対 しては,最 高用量投与群と等 しい

容量(12.8m1/kg)の 生理食塩液を同様に投与 した。

6. 観察項目

妊娠0日 および妊娠7日 以降21日 まで,毎 日,母 動

物(Fo)の 体重を測定 した。また,妊 娠期間中は摂飼

量と摂水量を毎日計測した。

妊娠21日 に各群22～23匹 のF0母 動物をエーテル麻

酔下で開腹し,ヘ パリン添加注射筒で下大静脈から採血

後,胎 仔の生存 ・吸収 。漫軟 ・死亡を調べ,卵 巣の妊娠

黄体数を数えた。ついで、生存胎仔の外形員常の観察と

性別を判定 したのち,体 重と胎盤重量を側定した。

各リッターの生存胎仔を,骨 格槻察用と内臓観察用に

ほぼ半数ずつに分けた。骨格観察用の胎仔は,内臓除去,

剥皮ののち,70%エ タ ノールで固定し,ア リザリンレッ

ドS骨 染色標本を作製したのち,実 体顕微鏡下で骨格

を観察 した。内臓観察用胎仔はプアン液で固定後,粗 大

切片を作製 し,実 体顧微鏡下で内臓観察を行なった。

母動物は剖検し,心臓,肺,腎 臓,肝 臓,脾 臓,副 腎,

胸腺,甲 状腺,下 垂体,顎 下腺,脳,卵 巣,お よび盲腸

(内容物を含む)の 重量を測定 した。なお,両 側性臓器

は左右を合せて計量 した。

母動物の血液はコールターカウンター・モデルSで 血

液検査を行ない,ま た,オ ートアナライザーSMAプ ラ

ス ミクロシステム(Technicon)で 血漿生化学分析を行

なった。血液検査項目は,白 血球数(WBC),赤 血球数

(RBC),ヘ モグロビン量(Hb),ヘ マ トクリット値(Ht),

平均血球容積(MCV),平 均血球血色素旦(MCII)お よ

び平均血球血色素濃度(MCHC)で あった。血漿生化学の

分析の項目は,グ ルコース(glucose oxidase法),総

蛋白(biuret法), アルブ ミン(BCG法), クレアチニ

ン(FOLIN-WU法), 尿素窒素(diacetyl-monoxime

法), GOT(UV法), GPT(UV法), ALP(BESSEY-

LOWRY法), LDH(UV法), コ レ ス テ ロー ル

(UEBERMAN-BURCIIARD法), 総 ビ リル ビ ン

(JENDRASSIK-GROF法)と クロライ ド(mercuric

thiocyanate法)で あった。

各群12匹 の母動物(F。)は 次世代仔(F1)を 自然

分娩させ,哺 乳仔に対する影響を観察した。すなわち,

母動物について妊娠20日 から妊娠25日 の朝9時 まで分

娩の有無を観察し,分 娩を認めた場合,分 娩後16時 間

以内(0日 齢)に 生存仔数,死 産仔数,母(F0)お よ

び仔(F1)の 一般状態。F1仔 の外形観察を行なった。

4日 齢にリッターサイズを,原 則として雌雄各4匹 とな

るように調整 した。リッターサイズが8匹 未満の場合は,

同 じ群の同 じ日齢のF1仔 を里子 した。 リッター調整後

の余剰仔については外形および内臓異常を肉眼的に観察

した。

F1仔 の生存率は,0日 齢では着床数に対する0日 齢

の生存仔数,4日 齢では0日 齢の生存仔数に対する4日

齢の生存仔数,各 週齢での生存率はリッター調整後(4

日齢)のF乳 仔数に対する各週齢時の生存仔数の割合で

求めた。

0, 4, 7, 14お よび21日 齢 にF1仔 の体重を測定した。
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F1仔 の発育分化の指標 として,4日 齢に耳介開展,14

日齢に腹部生毛,切 歯萌出,17日 櫛 に眼瞼開放の有無

を各F1仔 について観察した。また,20日 齢 にすべての

F1仔 につき,自 由落下反射,正 向反射,視 覚性起き直

し反応,耳 介反射,音 に対する驚樗反応(ガ ル トン笛に

よる反射),角 膜反射および痛覚反応(tail clipping)を

観察 した。

21日 齢の離乳時に,リ ッターあたり行動試験用およ

び繁殖試験用にそれぞれ雌雄各1例 のF1仔 を残 し,他

のF1仔 は この時点で層殺 した。離乳時に母ラット(F。)

および屠殺用のF1仔 は,エ ーテル麻酔下で下大静脈か

ら採血し,母 ラットの血液は,妊 娠21日 屠殺母動物と

同じ項目について血液検査および血漿生化学分析を行

なった。F1仔 については,血 液検査のみ行なうことと

したが,F1仔 の場合混在する赤芽球が白血球として計

数されるため。白血球数は測定項目から除外 した。採血

後,母 ラット(F。)お よびFl仔 はいずれも剖検 しつつ

内臓を摘出 しその重量を測定 した。母ラットでは,妊 娠

21日 屠殺母動物で測定 した臓器以外に子宮重量 も計重

した。Fl仔 では脳および下垂体の摘出,計 量は行なわ

なかったが,雌 性仔では母ラットと同じ臓器,雄 性仔で

は精巣と前立腺も計量 した。これ らF1仔 は剥皮 し,軟

調X線 撮影を行なって骨格系の観察を行なった。

行動試験用 のF1ラ ッ トは,3週 齢にオープ ン ・

フィール ド試験,4週 齢にT型 水迷路試験を行なった。

オープン・フィール ド試験は,各 個体について1試 行を

行ない,観 察時間は3分 間とした。観察項目は,区 画横

切 り回数,立 ち上がり回数,洗 顔と爪なめ回数,排 便回

数,排 尿回数,中 央区画潜伏時間である。T型 水迷路試

験は,各 個体について5試 行を連続 して行ない,1試 行

は60秒 間 とし,各 試行間の休憩は20秒 間とした。観察

項目は,出 発点からゴールまでの遊泳時間,誤 方向遊泳

回数および60秒 以内にゴールに到達できなかった回数

等である。なお,こ のF1ラ ッ トは試験終了後に屠殺,

剖検 した。

繁殖試験用のFlラ ットは,4週 齢以降毎日,雌 では

腔開口,雄 ではペニス先端の形態変化を指標として性成

熟を観察し,10週 齢 まで各週齢時に体重を測定 した。

これらF1ラ ットが10週 齢に達 した時点で,各 群とも11

～12ペ アを設定 し,同群内異腹仔間同居を行なった(第

1回 同居)。 同居は2週 間を限度 とし,こ の間,毎 日膣

脂垢を採取 し,精 子の有無を調べた。精子を確認したペ

アは交尾成立として,直 ちに雌雄ラットを分離 して飼育

し,次 世代(F2)を 分娩させ,少 なくとも分娩終了後16

時 間以内に,母(F1)お よび仔(F2)と もに屠殺した。

なお,母 ラットについてはF8ラ ットの場合と同衛 晦

血,剖 檎 臓器重量測定を行ない・血渡検査,血 漿生化

掌分析 も行なった。新生仔(F2)は 同 じく出生後媚特

聞以内に体重測定および外形と内臓の肉眼的観察を行

なった。繁殖試験に供試した雄ラット(F5)は15適 齢

に屠殺し,母 ラットと同檬な項目について検討した6

第1回 同居の結果,対 照群の1ベ アで檎 交尾が惚め

られず,ま た,他 の1ペ アでは交尾は成立 したが,妊 娠

25日 に至って も分娩を認めなかった。前者のべ訊の雌

には、第1回 同居によって捜精能力が証明され尤対照群

の雄ラットを配 し,ま た,後 者のペアの雌ラットは妊娠

25日 で屠殺し剖検した。これら両ベアの雄ラットには,

無処置の成熟雌ラットを各1匹 ずつ配 して第2回 同居を

行ない,第1回 同居の場合と同様な項目について検討し

た。

7. 低用量追加試験

後述のように本試験の成績からは。胎仔の子宮内発育

に関して6315-Sの 最大無影響量を明らかにすること

が出来なかった。そこで,6315-Sの200mg/kg/日 と

400mg/kg/日 および本実験の最低用量であった800

mg/kg/日 を1群12例 の交尾成立ラットに本実験の場

合と同様に投与 して,妊 娠21日 の胎仔の体重とアリザ

リンレッドS骨 染色標本による化骨性を指標として,胎

仔の子宮内発育に関する追加検討を行なった。

8. 統計的解析

連続量に関する検定は,等分散の検定を行なったのち,

STUDENTのt検 定(等 分散の場台)ま たはCOCHRAN-

COX法 に よる検定(等 分散でない場合)に よって行なっ

た。非連続量に関する検定はx2検 定(YAT暖3の 修正)

によって行ない,出生仔(F1)の 発育分化に関する検定綾

FISHICRの 直接確率計算によって行なった。これらは、い

ずれも対照群の値に対 し,危 険率0.05と0.01で 検定し

た。これらの他に,必 要に応じて.1リ ッターの平均値

を1標 本としてKRUSKAL-WALLiSの 検定を行なっ

たのち,DUNN法 によって多重比較を行なった。

II. 実 験 結 果

1. 妊娠母動物(F0)お よび胎仔に対する影響

1) 母動物(F0)に 対する影響'

(1) 一般症状

6315-S投 与全群で,投 与期間中,投 与後1時間糧度

ラットは腹臥位をとり眼瞼下垂,鎮 静,立 毛,呼 吸不盛

などの症状を示した。CEZ800mg/kg投 与群でも翻

位,眼 瞼下垂,立 毛などが認められた。このほか,検 体

投与全群に共通 して,投与期～妊娠末期に軟便を認めた。
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6315-S3,200mg!kg投 与群の1例 で妊娠7日(投 与

初日)に 投与後約20分 ～90分 にわたって痙蟻 失禁・

眼球突出などが断続的にみられた。本例は妊娠10日 に

死亡し,剖 検所見として脳膜下の出血 心臓の虚血,胸

腺水腫 副腎腫大,盲 腸のガス性膨満などがみられた。

(2)体 重

妊娠0日 からの体重増加量をFig.2に 示 した。検体

投与各群の体重増加量は検体投与開始後.対 照群を上回

り,妊娠日によっては,対照群に比し有意差もみられた。

しかし,こ れらの体重増加量に関して用量一反応関係は

認められなかった。

(3)摂 餌量

Fig.3に 示 したように検体投与各群の摂餌量は,投

与初期に対照群に比し有意に減少 した。これら一過性の

減少は6315-S3,200mg/kg投 与群で顕著であった。

一方,妊 娠末期の摂餌量は6315-S800mg/kgと

1,600mg/kg投 与群では妊娠21日 で,CEZ800mg/

kg投 与群では妊娠19日 ～21日 で対照群に比 し有意に

増加した。

(4)摂 水量

Fig.4に 示 したように検体投与各群の摂水重は,用

量-反 応性はないが,投 与開始2～3日 後か ら対照群に

比し明らかに増加し始め,以 後,妊 娠21日 の屠殺時ま

で継続して増加した。

(5)剖 検所見 。臓器重量

検体投与各群における盲腸肥大以外,投 与検体に起因

すると考えられる変化は認められなかった。臓器重量に

ついてはTable1に 示 した。絶体重量と相対重量に共

通して認められた変化は,検体投与各群における盲腸(内

容物を含む)重 量増加,6315-S3,200mg!kg投 与群

における副腎重量増加およびCEZ800mg/kg投 与群

における脾臓重量増加であった。

(6)血 液検査

Table牙 に示すよ うに,対 照群に比 し,6315-S

3,200mg/kg投 与群でばRBCの 減少,MCVとMCH

の有意な増加が認められ,CEZ800mg/kg投 与群で

はWBCの 有意な増加が認められた。 しか し,こ れら

の変化はいずれも毒性を示唆するような著しいものでは

なかった。

(7)血 漿生化学分析

成績をTable3に 示 した。

用量一反応性はなかったが、検体投与各群のGOT ,

GPTお よびALPは 対照群に比 し有意に増加した。こ

れら以外にも2,3の 項 目で変化が認められたが,い ず

れの変化も比較的軽度であり,重 篤な毒性を示唆するも

Fig. 2 Body weight gain in pregnant rats given

6315-S or CEZ intravenously from day

7 through day 17 of pregnancy

のはなかった。

2)胎 仔に対する影響

(1)胎 仔生存率 ・胎仔体重 ・外形異常

Table4に 黄体数,着 床数,生 存 ・吸収 ・浸軟 ・死

亡の各胎仔数,胎 仔生存率,性 比,リ ッターサイズ,胎

仔体重,胎 盤重量,外 形異常などについて表示した。

用量一反応関係はないが,6315-S投 与全群で胎仔体

重と胎盤重量が対照群に比し有意に減少 した。CEZ800

mg/kg投 与群では胎仔生存率の減少と雄胎仔体重の減

少がみられた。

生存胎仔に発現 した外形異常は6315-S800mg/kg

投与群の2リ ッターで1例 ずつみられた曲尾(Phot(λ

1)とCEZ800mg/kg投 与群の同腹仔に発現 した顔

面の変形1例 と口蓋裂(Photo.2)1例 であった。

(2)生 存胎仔の骨格系変化
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Fig, 3 Food intake in pregnant rats given 6315-S or CEZ intravenously
from day 7 through day 17 of pregnancy

Fig. 4 Water intake in pregnant rats given 6315-S or CEZ intravenously

from day 7 through day 17 of pregnancy
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Table 2 Hematological findings in pregnant rats on day 21 of pregnancy given

6315-S or CEZ intravenously from day 7 through day 17 of pregnancy

CEZ:Cefazol in sodium

Each value shows mean•}S. E.

r, **: S tat i stically significant against control at p<0.05 or 1)(0.01

生存胎仔の骨格観察結果を化骨遅延 微細変化および

異常に分けてTable5に 示 した。

化骨遅延の各指標のうちで尾椎骨数が6315-Sの

1,600mg/kgと3,200mg/kg投 与群およびCEZ800

mg/kg投 与群において対照群に比 し有意に減少 した。

微細変化については問題とすべきものはなかった。骨格

異常として,6315-S800mg/kg投 与群で肋骨癒合 ・

胸椎骨配列異常を主体とする複合異常(Photo. 3),胸

骨片スクランブル(Photo. 4),頚 椎骨の部分的欠如 ・

胸骨片癒合 ・肋骨変形等の複合異常(Photq5)が,

それぞれ。3リ ッターの各1例 ずつの胎仔に認められ

た。

6315-S 1,600mg/kg投 与 群 で肩 甲骨 の変形

(Photo. 6)が1例 認められた。

CEZ 800 mg/kg投 与群では胸椎弓の部分的欠如およ

び胸骨片スクランブルが異なったリッターで各1例 ずつ

発現 した。これ ら各群における骨格異常仔の発現率は

0.6～1.9%で あ り,い ずれも対照値(0%)に 比 し有意

差はなかった。

(3) 生存胎仔の内臓臓器変化

生存胎仔にみられた内臓臓器の異常をTable6に 示

した。

対照群で心室中隔欠損が2例 と肝静脈が後大静脈と合

流せずに胸腔内で後大静脈と併走し直接右心房へ流入す

る例が1例 それぞれ異なったリッターの胎仔で認められ

た。6315-S800mg/kg投 与群では腕頭動脈の欠如が

1例 と上述のような肝静脈と後大静脈の胸腔内での併走

が1例,お よび心室中隔欠損が2例,い ずれも異なった

リッターの胎仔で認められた。6315-S1, 600mg1k晋

投 与群では水腎(Photo. 7),6315-S3, 200mg1kg

投与群では心室中隔欠損(Photo. 8)が それぞれ1例

ずっ認められた。

CEZ800mg/kg投 与群では心室中隔欠損が3例,口

蓋裂が1例(前 記の口蓋裂仔)お よび鎖骨下動脈 ・総頚

動脈 ・椎骨動脈などの分岐部位の異常が2例 認められ

た。これらCEZ800mg/kg投 与群における異常例6

例 は,い ずれも異なったリッターの胎仔に発現した。こ

れ ら内臓異常胎仔の発現率は対照群の1.9%に 対 し

6315-S投 与各群では0.6～2.5%,CEZ800mg/kg投

与群では4.4%で あ り,そ の発現率において対照群と検

体投与各群の間に有意差はなかった。

一方,通 常比較的高い頻度で発現する腎孟拡張,尿 管

拡張,胸 腺の部分的な頚部遺残あるいは脳底動脈が橋の

位置で小ループを形成する変異などの内臓臓器の変化が
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Photo. 1 Kinky tail in a rat fetus

of the 6315-S 800 mg/kg group

Photo. 2 Cleft palate in a rat fetus

of the CEZ 800 mg/kg group

Photo. 3 Rib and vertebral (thoracic) anomalies in a rat fetus
of the 6315-S 800 mg/kg group
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Photo. 4 Sternebral scramble in a rat fetus

of the 6315-S 800 mg/kg group

Photo. 5 Rib (II) and vertebral (cervical) anomalies
and sternebral fusion in a rat fetus
of the 6315-S 800 mg/kg group

Photo. 6 Scapular deformity in a rat fetus

of the 6315-S 1, 600 mg/kg group
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Table 6 Incidence of visceral anomalies in fetuses from pregnant rats given 6315-S

of CEZ intravenously from day 7 through day 17 of pregnancy

CEZ : Corazon. aodium

Photo. 7 Hydronephrosis in a rat fetus

of the 6315-S 1, 600 mg/kg group
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Photo. 8 Ventricular septal defect in a rat fetus

of the 6315-S 3.200 mg/kg group

対照群と検体投与各群でいずれにおいて も認められた

が,対 照群に比し有意に高い発現率を示す投与群はな

かった。

2. 分娩および出生後の仔(F1)に 対 する影響

1) 母動物(F0)に 対する影響

(1) 妊娠期間 ・分娩

母動物の分娩率と妊娠期間をTable7に 示 した。各

群に12例 ずつの妊娠ラットを配分して検討 したところ,

分娩は全例で妊娠21日 ～22日 の間に正常に生じ,早 産

や分娩遅延はまったく観察されなかった。

(2) 体 重

Table8 に示 したように,分 娩日から離乳日まで,

母動物の体重に問題とすべき変化はなかった。

(3) 剖検所見 ・臓器重量

離乳日に屠殺した母動物では検体投与各群で盲腸肥大

を認あた以外,投 与検体に起因したと考えられる変化は

なかった。Table9に 示 したように,検 体投与各群の

臓器重量に関して絶対重量 と相対重量に共通 してみられ

る変化は,盲腸重量(内 容物を含む)増 加のみであった。

(4) 血液検査 ・血漿生化学分析

離乳日に屠殺した母動物に関する血液検査の成績を

Table10に 示 し,血 漿生化学分析の成績をTable11に

示 した。検体投与群の2,3の 項 目で,対 照群に比 し有

意差が認められたが,そ の変化はいずれも軽度であり毒

性を示唆するようなものはなかった。妊娠21日 に屠殺

した母動物の血液検査と血漿生化学分析で認めた変化

は,離 乳日に屠殺 したこれら母動物では,ほ とんどすべ

て認められなかった。

2) 仔(FI)に 対する影響

(1) 生存性

Table7 に示 したように離乳 日に屠殺 した母動物の

子宮における着床痕数,出 生日の生存新生仔数と生存新

生仔率 に関 して対照群 と検体投与各群間に変化を認

あなかった。4日 齢のF1仔 生 存率は,対 照群に比 し,

6315-S 800mg/kgと1,600mg/kg投 与群で有意に

低下 し,さ らに,6315-S800mg/kg投 与 群では,以

後,離 乳日までF、仔生存率が有意に低下 した。 しか し,

6315-S3,200mg/kg投 与群ではいずれの日齢におい

て もF1仔 の生存率は対照群と差がなかった。

(2) 体 重

F1仔 の体重推移をTable12(雄)お よびTable13

(雌)に 示 した。4～10週 齢の成績は,繁 殖試験用動物

について測定 したものである。6315-S投 与 各群の体重
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Table 7 Pregnancy period in mother rats, and viability and external anomalies
in pups from mother rats given 6315-S or CEZ intravenously
from day 7 through day 17 of pregnancy

CZ: Cefaaollto sodium

a): Mean S.E.

b): (No. of alive newborn pupa/No, of implantation piton) •~ 100

(No. or alive pups/No. 4,1 alive newborn pupa ) •~ 100

d) : (No. of alive pops /No. or 4 day-old pups after miandardigation of litter sine) •~ 100
*,** : Sinliatically a ignificant againat control at p<0.05 or p<0.01

Table 8 Body weights in mother rats given 6315-S or CEZ intravenously

from day 7 through day 17 of pregnancy

CEZ: Cefazol in sodium

Each cell is consisted of mean •} S. E. of body weights.

*,** : Statistically significant against control

at p<0.05 or p<0.01



VOL. 35 S-1
CHEMOTHERAPY 385



386 CHEMOTHERAPY MAY 1987

Table 10 Hematological findings in mother rats on day 21 of lactation given
6315-S or CEZ intravenously from day 7 through day 17 of pregnancy

CEZ: Cefazo t in sodium
Each value shows meanS. E.
*:Statisticatly significant controL at p<0.05

Table 11 Plasma analysis in mother rats on day 21 of lactation given 6315-S

or CEZ intravenously from day 7 through day 17 of pregnancy

tAZ : faza 1 in podium

Each value phowa MCR•} S.
*,** : SialisLirally aigniricant against control al p(0.05 or p(0.01

推移は2週 齢頃まで抑制的であった。以後の体重推移は,

6315-S3,200mg/kg投 与群の雄では対照群に比 し抑

制的に経過 したが,他 の各群では対照群とほぼ同様に経

過した.CEZ800mg/kg投 与群の体重推移は対照群と

同様の経過を示 した。

(3)外 形異常

出生日の観察で,生 存F,仔 に外形異常は認められな

かった。また,4日 齢におけるリッター調整時に淘汰し

たF1仔 の内臓所見にも問題とすべきものはなかった。

(4)成 長分化 ・反射機能 ・ペニスタイブ ・腔開口
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Table 14 Differentiation and sexual maturation in pupa from mother rats given

6315-S or CEZ intravenously from day 7 through day 17 of pregnancy

CEZ: Cefazolin sodium

Table 15 Reflex responses in 20 day—old pups from mother rats given 6315-S

or CEZ intravenously from day 7 through day 17 pregnancy

CEZ: Cefazolin sodium

Table14に まとめたように成長分化の各指標の発現

日齢,ペ ニスタイプがW型 およびU型 になる日齢,お よ

び膣開ロ日齢において対照群と検体投与各群の間に有意

差は認められなかった。また,Table15に 示すように,

20日 齢筑仔における各種反射機能に関する観察でも異

常な個体はみられなかった。

(5)離 乳仔の臓器重量

離乳F,仔 の剖検所見で投与検体に起因すると考えら

れる変化はなかった。これら離乳仔の臓器重量をTable

16,Table17に まとめたが,雌 雄に共通 し,か つ.用

量一反応性を示す変化はなかった。

(6)離 乳仔の骨格系変化

離乳F1存 の骨格観察の結果をTable18に 示 した。骨

格異常 として対照群で胸骨片の癒合,6315-S1,600
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Table 18 The skeletal findings in 21 day-old pups from mother rats given 6315-S
or CEZ intravenously from day 7 through day 17 of pregnancy

S : Sternebral anomaly (Fusion), T : Kinky tail
V : Vertebral anomaly ( Fusion)

CE Z : Cefazolin sodium
a) : Mean + S. E.
b) : Each value shows cases with percentage (parenthesized figures).
*.**:  Statistically significant against control at p<0.05 or p<0.01

mg/kg投 与 群で仙椎 と尾椎の癒合,6315-S 3.200

mg/kg投 与群で尾椎先端部での曲尾,CEZ 800mg/

kg投 与群で胸骨片の癒合がそれぞれ1例 ずつ発現 し

た。化骨遅延および骨微細変化について問題とすべき所

見はなかつた。

(7) 離乳仔の血液検査

Table 19に 示すように検体投与各群の離乳F1仔 の血

液検査で雌雄に共通して発現する変化はなかつた。

(8) オープン ・フィール ド試験およびT型 水迷路試

験

オーブン・フィール ド試験の成績をTable 20に 示 し

た。

排尿は対照群で2例 と6315-S 3,200mg/kg投 与群

に1例 認められたに過ぎなかつた。観察 した各指標のう

ち検体投与各群の平均立ち上り回数はいずれも対照群に

比し有意に多かった。 しかし各個体の立ち上 り回数を順

位量と見なして行なつたKruskal-Wallisの 検定では

群間に差を認めなかつた。

Table 21に ま とめたT型 水迷路試験でも問題 とすべ

き変化はなかつた。

また,こ れら両試験終了後にラットを屠殺,剖 検した

が投与検体に関連すると考えられる変化はなかつた。

(9) 繁殖試験

第1回 同居によって検体投与各群のペアはすべて交尾

し,F2仔 を正常に分娩 した。 しか し,対 照群の1ペ ア

では雌に正常な性周期があるにもかかわらず交尾が認め

られなかつた。

そこで,こ のペアの雄には無処置の成熟雌ラットを配

し,ま た,雌 には対照群の妊娠を確認したペアの雄を配

して,そ れぞれ第2回 同居を行なつた。その結果,前 者

については,や はり交尾が認められなかつたが,後 者に

ついては正常な交尾,分 娩が認められた。前者の雄にう

いて精巣の病理組織学的検査を行なつたが,異 常を認め

なかつた。対照群の他の1ペ アでは,第1回 同居におい

て交尾は成立したが分娩が起らなかった。このペアの雌

を交尾後25日 に剖検したところ子宮に着床痕がなかっ

た。なお,こ の雌の卵巣の病理組織学的検査では異常は

なかつた。本ペアの雄は,無 処置の成熟雌ラットと第2
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Table 19 Hematological findings in 21 day—old pups from mother rats given 6315-S
or CEZ intravenously from day 7 through day 17 of pregnancy

CEZ : Cefazolin sodium

Each value shows mean + S.E.

*

 

: S tatistically significant against control at p<0.05

回目の同居を行なつたが,今 回も交尾は成立したものの

分焼は認められなかつた。雄を屠殺,剖 検 したところ精

巣萎縮を認め,病 理組織学的検査では,間 質の水腫,精

細管萎縮,精 子形成不全を認めた(Photo.9)。

これらの繁殖試験の成績をTable22に 示 した。検体

投与各群の分娩率,妊娠期間,着 床数,生 存新生仔(F、)

数,新生仔の性比,死 産仔数などは,い ずれも対照群 と

脊意差がなかつた。F2新 生仔の体重 も雌雄に共通 した

変化は認められなかつた。F,新 生仔に発現 した外形異

常はCEZ800mg/kg投 与群の1例 でみられた曲尾の

みであった。F,新 生仔の肉眼的内臓観察では通常みら

れる尿管拡張と腎孟拡張が対照群 も含む各群で散発 し

た。

(10)繁 殖熱験ラットの臓器重量

検体投与各酵の剖検所見について問題となる変化はな

かった。臓器重量をTable23(雄),Table24(雌)

に示 した。絶対重量と相対重量に共通 した用量一反応的

な変化はなかつた。

(11)繁 殖 試験ラットの血液検査および血漿生化学分

析

成績をTable25お よびTable26に 示 した。

検体投与各群のいずれの指標に関しても著変はなかつ

た。

3)低 用量追加実験

成績をTable27に 示 した。胎仔の子宮内発育を検討

するため,生 存胎仔体重,胎 盤重量および尾椎骨数につ

いて,対 照群に対して平均値の差の検定を行なったとこ

ろ,検 体投与各群では,こ れ ら3指 標とも有意な低下を

示 した。 しかし,こ れら各指標とも対照群と各投与群の

間の平均値の差は著明でなく,ま た,低 下の程度につい
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Table 20 The open-field behavior in 3 week-old pups from mother rats given 6315-S
or CEZ intravenously from day 7 through day 17 of pregnancy

CEZ: Cefazolin sodium

Each value shows mean•}S. E.
*:  Statistically significant against control at p<0.05 by t- test. Ph

significant difference was found among groups, when KRUSKAL-

WALLIS'S test was applied.

Photo. 9 Interstitial edema and hypoplasia

of spermatogenesis in an F1 adult rat

of the control group ( •~ 110, HE stain)
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Table 25 Hematological findings in F , adults from mother rats given 6315-S
or CEZ intravenously from day 7 through day 17 of pregnancy

CEZ : Cefazolin sodium 

Each value ahows mean +S.E.

*: Ststistically significant against control at p< 0.05

Table 26 Plasma analysis in F adults from mother rats given 6315-S

or CEZ intravenously from day 7 through day 17 of pregnancy

CEZ : Ccriisolin 'odium

Each value allow. mean + S.E.

*: stalkiieslly signific.nt ag•inet control let p<0.05
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Table 27 Body weights, placental weights and number of coccygeal vertebrae of fetui

from pregnant rats on day 21 of pregnancy given low doses

of 6315—S intravenously from day 7 through day 17 of pregnancy

a) : mean t S.E.
b) : mean t S.E. and (n)

* * * .  Statistically significicant against control at p < 0.05 or p < 0.01 by f-test, but no
statistic significance was found among groups for body weights and placental
weights, when the litter mean was considered as the sample unit and KRUSKAL-
WALLIS'S test was applied. For the number of coccygeal vertebrae statistical
significance was found between control and 400mg/kg—treated groups, or between
control and 800 mg/kg—treated group at p < 0.05, respectively, when DUNN'S
multiple comparison was applied after KRUSKAL— WALLIS'S test.

て用量一反応性は明確でなかった。そこで,こ れら3指

標について各 リッターの平均値を1標 本とみな して

KRUSKAL-WALLISの 検定を行なったところ,体 重

と胎盤重量に関 しては群間に差を認めなかった。しかし,

尾椎骨数は群間に有意差が認め られたので,DUNNの

方法に従 って多重比較を行なったところ,400mg/kg

および800mg/kg投 与群と対照群の間に,そ れぞれ,

有意差を認めたが,200mg/kg投 与群と対照群の間に

は差はなかった。

皿.考 察

新 しく開発 され たoxacephem系 抗生物質である

6315-Sを ラ ット胎仔の器官形成期に連続静脈内投与

し,胎 仔 と出生仔に及ぼす影響について,CEZを 対照

薬として比較検討 した。6315-Sの 投与用量は800mg/

kg/日,1,600mg/kg/日 および3,200mg/kg/日 と し,

CEZは800mg/kg/日 と した。6315-S3.200mg/kg

投 与群において,1/35例 の母動物が初 日(妊 娠7日)

の投与後に痙攣症状を呈 し,3日 後の妊娠10

した。Cephem系 抗 生物質の痙攣誘発効果

造の相関はあ る程度推定 されており。3位

換基にheterocyclicringを 有す る場合,ラ

い痙攣誘発効果が認 められる1}。 これ ら置

ずれか一方にだけheterocyclicringを もつ

弱い痙攣誘発効果がみられるが,と くに3位

おけるheterocyclicringの 存在と痙攣誘発効

連が密接であろうと推定されている1)。 この推

ぱ,6315-Sも 化学構造的にラットにおいてあ

痙攣誘発効果を有するであろうと考えられ,実

らは6315-Sを 投与 したラットの急性中毒死

痙攣が認められ,剖 検所見として脳髄膜下出血

たと報告 している2}0し た が って,上 述の

3,200mg!kg投 与群における母動物の死亡

6315-S投 与 によって惹起された中毒死と考え

6315-S投 与群の母動物に共通 してみられた

摂餌量減少や投与中や投与終了後も継続してろ
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水量の増加は,対照薬CEZ投 与群でも認め られ,ま た,

いく南かのcephem系 抗生物質投与でも報告されてい

る変化であり3～6), 6315-S投 与 に特異的なものとは考

えられない。一過性の摂餌量減少は投与期間中に回復す

る変化であり,ま た,母 動物の体重増加に影響を与える

ような著しい変化でなかうた。妊娠21日 に屠殺した母

動物について,検 体投与群で盲腸重量増加が顧著であっ

た。Cephem系 やpenicillin系 抗 生物質投与の際に生

ずる盲腸肥大は,盲 腸内細菌叢変化ののちに生ずる盲腸

粘膜における水の移送機構障害によると考えられてい

る7,8)。6315-Sあ るいはCEZ投 与群の盲腸内容物は

流動性であり,水 分を多量に含んでおり,盲 腸における

水分吸収が影響をうけた結果を反映 した ものと思われ

る。このことが,6315-Sあ るいはCEZ投 与群におけ

る摂水量増加の原因であろうと推察され,ま た,こ れら

投与群にみられた軟便の発現にも関与していると考えら

れる。また,妊 娠21日 において屠殺した母動物では,

6315-S 3,200mg/kg投 与群で副腎重量増加がみられ

た。同様な副腎重量増加は,他 のcephem系 抗生物質

のラット器官形成期投与試験でも報告されており9810},

cephem系 抗生物質の大量投与による全身性のス トレ

ス性変化を反映したものと考えられている9)。 妊娠21

日に屠殺した母動物の血液検査と血漿生化学分析では数

項目について検体投与群で変化がみられたが,い ずれ も

毒性を示唆するような強い変化ではなかった。すなわち,

6315-S投 与群の妊娠母動物にみられた上述の影響は,

いずれも他のcephem系 抗生物質投与の際にも認め ら

れており,6315-S投 与に特徴的なものはなかった。

編6315-S投 与各群の平均生存胎仔数と胎仔生存率は減

少しなかった。したがって,6315-Sは ラ ット胎仔の子

宮内生存性に影響しないといえる。6315-S投 与各群の

生存胎仔に発現した外形,骨 格および内臓異常は,そ の

いずれも発現頻度は極めて低率であり,用 量一反応的な

増加を示すものも認められず,ま た,異 常の型と重篤性

から考えて,問 題とすべきものはないと判断された。ま

た、6315-S投 与群で特異的に発現している異常もなく,

6315-S投 与群における異常胎仔数の増加 もなかった。

骨格あるいは内臓臓器の微細な変化についても,そ の発

現率に問題とすべきものはなかった。これらの事実は,

6315-S役 与群の生存胎仔に発現 した異常および微細変

化について,本 剤投与との関連を示唆するものはまった

く認められなかったことを示している。

6315-S投 与各群の胎仔体重と胎盤重量は,用 量一反

応性はないものの,い ずれも減少 し,さ らに骨格観察で

は尾椎骨数の減少もみられ,こ れ ら胎仔の子宮内発育遅

延が示唆された。そこで,6315-8の 子 宮内発宵に関す

る最大無影響量を明らかにするため,6315-8の 低用量

(200mg/kg/日,400mg/kg/日 および800mg/kg/日)

を設定 し,体 重と尾推骨数を指標として行なった追加試

験では,体 重については抑制が認められなかったが,尾

椎骨数は400mg/kgと800mg/kg投 与群で減少 した。

これらの成績から,6315-Sの 胎仔に対する最大無影響

量は,子 宮内生存性 と催奇形性については3,200mg/

kg/日,子 富内発宵については200mg/kg/日 と推察さ

れる。このように母動物に毒性的影響がみられるような

大量を投与したとき,胎 仔の子宮内生存性には変化がな

く,催 奇形性も認められないにもかかわらず,子 宮内発

育が抑制されるという傾向は,い くつかのcephem系

抗生物質について報告されている5,11～14)。

6315-S投 与各群における母動物では。予定日に分娩

が順調に認められ,分 娩遅延や分娩障害はみられなかっ

た。離乳時に屠殺 した母動物の臓器重量 ・血液検査 ・血

漿生化学分析で6315-S投 与 の影響と考えられる変化

は,盲 腸重量増加のみであった。Cephem系 抗生物質

をラットに連続投与 したとき、一定期間休薬したのちも

盲腸重重増加が認められるということはよく知られてい

る6,9,12,15,16)。

出生仔生存率は,出 生時か ら離乳時まで,6315-Sの

800mg/kgと1,600mg/kg投 与群で軽度に低下 した

が,3,200mg/kg投 与群では低下 しなか った。したが っ

て,800mg/kgお よび1,600mg/kg投 与群における

軽度な生存性低下は投与検体の影響とは考えられない。

6315-S投 与 群の出生仔の体重増加は,各 群とも哺乳

中期まで抑制 された。そののち,800mg/kgお よ び

1,600mg/kg投 与 群では順調に成育 したが,3,200mg/

kg投 与群の場合,雌F1仔 の体重増加は順調であったが,

雄 瓦仔では抑制傾向が続いた。 しか し,こ れら出生仔

について哺乳期に観察した成長 ・分化に関する各指標,

離乳前日に観察した反射機能,離 乳期の骨格所見 ・臓器

重量 ・血液検査,3～4週 齢で実施 した行動試験では,

いずれも6315-S投 与 によると考えられる変化は認め

られず,出 生仔の性成熟あるいは繁殖能力に関 して も

6315-S投 与 の影響を示唆する所見はまった くなかっ

た。さらに,繁 殖試験後の臓器重量 ・血液検査 ・血漿生

化学分析についても変化を認めなかった。したが って,

6315-S投 与が原因となって,出 生仔の成長 ・分化 ・発

達が遅滞することはないものと考えられる。これらの成

績から,6315-Sの 出生仔に対する最大無影響は,体 重

を除 く全ての検討項目に関して3,200mg/kg/日 と考え

られる。体重に関しては哺乳中期以降順調な増加がみら
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れ た1,600mg/kg/日 が 最 大 無 影 響量 と考 え られ る。

(実 験 期 間:1983年8月 ～1984年8月)
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REPRODUCTION OF RATS UNDER 6315-S (FLOMOXEF)

(2) INTRAVENOUS ADMINISTRATION

DURING FETAL ORGANOGENESIS

YASUHIKO HASEGAWA, YUJI TAKEGAWA and TOYOHIKO YOSHIDA
Shionogi Research Laboratories, Shionogi & Co., Ltd.

The effects of 6315-S (flomoxef), on Sprague Dawley dams, fetuses and pups were com-

pared with those of cefazolin sodium (CEZ). The 25% (W/V) solutions of the antibiotics were
given i. v. once daily for 11 consecutive days beginning on day 7 of pregnancy at doses of 0
(saline, control), 800, 1,600 and 3,200 mg/kg/day of 6315-S, or 800 mg/kg/day of CEZ. About
2/3 of the pregnant rats in each group were autopsied on day 21 of pregnancy to examine
viability, intrauterine growth and anomalies of fetuses. Skeletal examinations were done on
half of le fetuses in each litter after staining with alizarin red-S. Visceral examinations
were carried out on the remaining fetuses in each litter by Wilson's freehand section
method. Twelve pregnant rats in each group were allowed to deliver and nurse their pups.
The pups were examined for viability, growth, development, reflex functions, skeletal system

(soft X-ray), behavior (water T-maze and open-field tests), puberty (vaginal opening and
penile type), and reproductive performance.

Neither adverse effects on fetal viability nor teratogenic potential were observed in fetuses
of the 6315-S groups. Since no dose-related but significant retardation of intrauterine

growth of fetuses was found in the 6315-S groups, a supplemental study was done by treat-
ment with low doses of 6315-S. The results showed that the maximum no-effect dose of
6315-S for the intrauterine growth of fetuses was 200 mg/kg/day. Gestation period, parturi-
tion and nursing behavior of the mother rats given 6315-S were normal. Body weight gain
of newborn pups was suppressed in 6315-S groups in the 1st week, and the suppression
continued till about the 10th week in male pups of the 3, 200 mg/kg-treated group. However,
the viability, development, reflex and behavioral parameters, sexual maturation, and repro-
ductive performance of the pups born from the 6315-S treated mothers were all normal,
suggesting that the suppression of body weight gain in the 6315-S groups exerted no adverse
effects on any of the parameters examined. There was no essential difference in the effects
attributable to the different treatments in groups given equivalent doses of 6315-S and CEZ.


