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NY-198の 微生物 を用 いる変異原性 試験

桶 崎 英 一 ・小 池 祥 二 ・牧 野 栄 一

北陸製薬株式会社 中央研究所

抗 菌剤NY-198のin vitroで の微生物に対 する変異原性 を検 討 する目的で,次 の試験 を実施 した。

(1)Bacillus subtilisの 組換 え修復能欠損株(Rec-)と 野生株(Rec+)を 用いたDNA修 復試験

(Rec-assay)

(2)Salmonella typhimnriumお よびEsckerickia coliを 用いた復帰変異 試験

その結果,NY-198はRec-assayに おいては作用機序 に起 因す ると考 えられ る弱陽性の傾向 を示 し

たが,復 帰変異試験 においては変異原性 を示 さなかった。

NY-198は 北陸製薬中央研究所で開発中のピ リドンカ

ルボ ン酸系抗菌剤で,グ ラム陽性及び陰性の好気性菌に

対 して幅広 い抗菌スペ ク トラム と強い殺菌作用を有す る

のみならず,嫌 気性菌 に対 して も優れた抗菌作用 を示す。

更に,NY-198はin vivoで の感染実験において優れた効

果 を示す ことが確認 されている1)ことか ら,各 種の感染

症に対 して優れた治療効果が期待 され る薬剤である。

今回,著 者 らは本薬剤の変異原性 を検討 す る目的 で

Bacillus subtilisを用いたRec-assayお よびSalmonel-

la typhimuriumお よびEsckerichia coliを 用いた復帰変

異試験 を実施 したので,そ の成績 を報告す る。

1試 験材料 および方法

1.被 験物質

本試験 に用 いたNY-198はFig.1に 示 す化 学構造 を

持つ白色 または黄白色の結晶性 粉末 で,水 に可溶である。

NY-198は 蒸留水 に溶解 した後,ろ 過滅 菌 し,滅菌蒸留水

で希釈 して試験 に使用 した。

2.DNA修 復試験(Rec-assay)

B.subtilisの 組換え修復能 を欠損す る株M45(Rec-)

と野生株H17(Rec+)を 用 いたstandard streak法(賀

田らの方法2))で 試験 を実施 した。即 ち,両 菌株 をMY

broth(肉 エ キス,酵 母エ キス各1%,NaCl0.5%)中

にそれぞれ接種 し,37℃ で15時 間振盪培養 した。あ らか

じめ用 意 したMY寒 天培地 にエ ーゼ を用 い両 菌株の培

養液 を塗抹 し,そ の項点 を覆 うように被験物質溶液 を浸

み込 ませた直径約8mmの 円形 ろ紙 を置 いた。37℃ で18時

間培養 した後,ろ 淵 を起点 として生育阻止帯 の長 さを

測定 し,両 菌株の阻止帯 の長 さを比較 した。

対照薬剤 として,chloramphenicol(CP,和 光純薬)

(•})-1-ethyl-6,8-difluoro-1,4-dihydro-7-(3-methyl-l-piperazinyl)-

4-oxo-3 -quinolinecarboxylic acid hydrochloride.

Fig. 1. Chemical structure of NY-198

お よび4-nitroquinoline-N-oxide(4NQO,和 光純薬)

を用 いた。

3.復 帰変異試験

S.typhimuriumの ヒス チ ジ ン要 求 株(TA98,

TA100,TA1535,TA1537,TA1538,TA92お よび

TA94)並 び にE.coliの トリプ トフ ァン要求株(WP2

uvrA)を 用いた。代謝 活性化処理には,Table1の 条件

に よ り製造 され たS9を オ リエ ンタル酵 母工業(株)から

購入 し用 いた。 また,S9 MixはTable2の 組成 にな

るように調製 した ものを用 いた。陽性対照薬剤 として,

代謝活性化処 理を しない場合 にはN-ethyl-N'-nitro-

N-nitrosoguanidine(ENNG,半 井化学),9-aminoa-

cridine(9AA,半 井化学),2-nitrofluorene(2NF,半

井化学)お よびmitomycin C(MMC,和 光純 薬),代

謝活性 化 処理 をす る場 合 には2-aminoanthracene(2

AA,和 光純 薬)を 用 いた。
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Table 1. Preparation of S9

Table 2. Composition of S9 mixture

試験方法 は,AMESら の方法3,4)および 「GLP基 準 お よ

び毒性試験法ガ イ ドライン解説15)に準 じて行 なった。即

ち,-80℃ の凍 結保存株 をnutrient broth(Difco,0.5%

NaC1添 加)に 接種 し,37℃ で15時 間振盪 培養(約1～

2×10gCFU/ml)し た。検体溶液0.1ml,S9Mix(代 謝

活性化処理 を しない場合 には0.1M Na-リ ン酸緩衝 液,

pH7.4)0.5mlお よび菌 懸濁液0.1mlを 試験 管 内で混合

し,37℃ で20分 間振盪 培養 した。その後,S.typhimurium

にはL-histidineお よびD-biotinを,E.coliに はL-

tryptophanを それ ぞ れ0.05mM含 む軟 寒 天 培地2ml

を混合 し,これ をVogel-Bonnerの 最少グル コース寒天

平板培地 に重層 し,更 に37℃ で48時 間培養 した。試験菌

株の生 育阻害の有無 を実体顕微鏡で観 察 し,復 帰変異 に

よる発生 コロニ ー数 を計測 した。

II成 績

1.DNA修 復試験(Rec-assay)

NY-198のDNA修 復 試験 をstandard streak法 を

用 いて行なった。その結果 をTable 3に 示 した。タンパ

ク合 成阻害剤 で あ るcPは10～80μg/discでH17株 お

よびM45株 を同程 度に発育阻止 したが,変 異原性物 質 と

して知 られてい る4NQOは10～80μg/discでH17株 に

比ぺ,M45株 に対 して明 らか に強 い発 育阻止 を示 した。

NY-198は1.56～100μg/discでH17株 に 比 べM45

株に対 してやや 強い発育 阻止 を示 したが,そ の差 は1.3

～3 .0mmで4NQOの5.0～9.9mと 比較 す る とわ ずか で

あ った。

2.復 帰変異試験

NY-198の 復帰変異試験「をプ レイ ンキ ュベーシ ョン法

を用いて行った。 その結果 をTable 4に 示 した。NY-

198はTA100,TA1535お よびTA1537で は0.313μg/

Plate以 上,TA1538で は0.625μg/PIate以 上,TA94お

よびWP2uvrAで は1.25μg/plate以 上,TA92で は2.5

μg/plate以 上 で,代 謝活性化法 に よる場合,代 謝活性化

法 に よらない場 合のいず れの場 合において も生育阻害 を

示 した。また,TA98で は代謝活性化法 によらない場 合に

おいては0.625μg/plate以 上,代 謝活性化法 による場 合

において は1.25μg/plate以 上 で生育 阻害 を示 した。 し

か し,生 育阻害 を示 した濃 度 より低 い濃度 においては溶

媒対照群 と同程度の コロニ-数 しか示 さなかった。

III考 察

今回,NY-198の 変異原性 を検討す る目的で,ま ず最初

に現 在化学物質 の変異原性 を調べ る方法 と して繁用 され

て い るB.subtilisを 用 い たDNA修 復 試 験(Rec-

assay)お よびS.typhimuriumやE.coliを 用いた復帰

変異試験 を実施 した。

NY-198と 同 系 薬 剤 で あ るnalidixic acid 6),

norfloxacin 6),ofloxacin 7)ではRec-assayに おいて弱

陽 性を示すこ とが報 告されている。今回著者 らが行 った

試験 にお いて もNY-198はDNA修 復能欠損株のM45

株 に対 してやや 強い発育阻止作用 を示 したが,4NQOの

ような明 らか な差 はみ られ なか った。Norfloxaci恥

ofloxacinに つ いてはRec-assayに おい て陽性 を示す

が,こ れは作用機序 に よる もの と考 え られ,哺 乳動物 を

用いた染色体異 常誘発試験や小核試験 においては変異原

性 を示 さないこ とが既 に報告6,7)されている。NY-198に

つ いて も同様 の報 告8～10)があ る こ とか ら,NY-198の
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Table 3. Rec-assay of NY-198 by standard streak method

(): mean of 2 plates CP: chloramphenicol
DMSO: dimethylsulfoxide 4NQO: 4-nitroquinoline-N-oxide
1): CP and NY-198 were dissolved in sterile purified water .

4NQO was dissolved in DMSO.
2): Volume of each drug solution was 40 Al/disc .

Rec-assayに おけ る結果 は これ らの ピ リドンカル ボ ン

酸系抗菌剤共通の作用機序 による特異 的な もの と考 えら

れた。

復帰変異試験においては,NY-198は 各菌株 に対 して

強い感受性を示したものの,代 謝活性化法による場合お

よび代謝活性化法によらない場合のいずれの場合におい

ても突然変異誘発作用を示さなかった。

本試験は昭和60年2月 ～6月 に実施した。
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(): mean of 2 plates *: growth inhibition NT: not tested
DMSO: dimethylsulfoxide ENNG: N-ethyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine
2NF: 2-nitrofluorene 9AA: 9-aminoacridine
MMC: mitomycin C
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Table 4-2. Reverse mutagenecity test of NY-198 (+S9 mixture)

(): mean of 2 plates *: growth inhibition NT: not tested
2AA: 2-aminoanthracene
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MUTAGENICITY OF NY-198 ON BACTERIA

EIICHI OICEZAKI, SHOJI KOIKE and EIICHI MAKINO

Central Research Laboratory, Hokuriku Seiyaku Co., Ltd., Fukui

A new antibacterial drug, NY-198, was studied for mutagenicity using in vitro tests as follows.

1) A rec-assay on B. subtilis.
2) A reverse mutation test on S. typhimurium and E. coli.
In the rec-assay, NY-198 caused slight primary DNA damage to the test strains, but no mutagenicity was

observed in the reverse mutation test.


