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NY-198の 誘発突然変異頻度試験

脇 阪 義 治 ・西 本 洋 司 ・泉 晶 子

塩野義製薬株式会社 研究所

Salmnella typhimurium TA100及 びTA98の2株 を試験菌 と して,キ ノロ ン系 新抗 菌剤NY-

198の誘発突然変異頻度試験(induced mutation frequency test;IMF-test)を 実施 した。

NY-198は,0.32,1.6,8,40,200及 び1,000μg/mlの 各試験濃度に於 て,代 謝活性化の有無 にか

かわ りな く,何 れの試験菌 に対 して も全 く誘発変異頻度の上 昇 を示 さなかった。

従 って本化合 物は上 記条件のIMF-Testに 於 て陰性 と判定 された。

キノロン系新抗菌剤NY-198(Fig.1)の 変異原性 を

誘発突然変異頻度試験法(IMF-Test)1.2)を 用 いて検討 し

た。本化合物の微生物に対す る復帰変異原性 に関 しては

既にプ レインキュベ ーシ ョン法3)による試験が為 されて

お り陰性の結論 を得ている4)。しか しなが ら,そ の強 い抗

菌性 の為 に1.25μg/plate以 下の低 い濃度域 で しか試験

が出来 なかったので,こ の点 を補 うべ く本試験 を追加実

施 した。以下 に得られた結果 を報告す る。

Fig. 1. Chemical structure of NY-198

I材 料 と方法

1.試 験菌

Salmonella typhimurium TA100及 びTA98の2株

を試験菌 と した。両株共に,1982年 にB.N.AMES教 授か

ら分与 を受 けた ものである。

これ等の菌株 を試験 に用 いる場合 は,下 記の要領で各

菌 の リン酸buffer懸 濁 液 を調 製 し,そ れ ぞれ0.8ml/

tubeの 割合 で用 い た。即 ち,先 ず各 株 の凍 結 保 存 物

(genotypeの 確認ずみ3))を融解 し,そ の0.05mlを7m1

のnutrient broth No.2(Oxoid)に 植 え,37℃ で約24

時間振 とう培養 してfreshbrothと した。 これ を無菌的

に遠沈(2,270× 島20min)し て菌体 を集め,5mlのSor-

ensenの リン酸buffer pH7.2(SPS)で 遠 沈洗浄(同 上

条 件)した後,7mlの 同bufferに 懸濁 した。 この懸濁液

を4℃ で3時 間保存 してstationary phaseと し,0.8

ml/tubeの 割合 で試験 に使用 した。

2.被 験物質

北 陸 製薬 よ り堤 供 され たNY-198原 末(Lot No.

ZB690)を 被験 物質 として用 いた。本品は,無 臭,苦 味

のある白色の結晶性粉末 である。8℃ 以下で密封遮光保

存 して使 用した。

試験 に際 しては,そ の10mg/mlのSPS溶 液 を上限 とす

る公比5の5連 続希釈 に より計6濃 度の溶液 を用時調製

し,そ れぞれ0.2ml/tubeの 割合で使 用 した。

3.陽 性対照物質

下記の3化 合物 を陽性対照物質 として使用 した。

a.Hydrogen peroxide(H2O2,三 徳化学Lot No.

6378):500,1,000及 び1,500μg/mlのSPS溶 液を0.2

ml/tubeの 割合 で非代謝活性化系の陽性対照 とした。

b.2-(2-Furyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide

(AF2,和 光純薬Lot No.PEJ2284):1μg/mlのDMSO

溶液 を非代謝活性化系 の陽性対照 として0.2ml/tubeの

割合 で使 用 した。

c.2-Aminoanthracene(2AA,半 井化 学薬 品

Lot No.M4N7785):2.5,5及 び10μg/mlのDMSO

溶液 を代謝活性化系 の陽性対 照 として0.2ml/tubeの 割

合 で用 いた。

4.培 地類

a.最 小 グル コース合 成寒天培地(Basal Agar):

Vogel-Bonner minimum E medium5)に2%の グルコ

ース と1 .5%の 寒天(Difco Bacto-Agar)を 添加 した も

のであ る。30ml/plateの 平板 と して復 帰変異原性 試験

(プレー ト法)と 同様 に使用 した。
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b.重 層用軟寒天(Top Agar):下 記の組成のTOP

Agarを,2ml/plateの 割合で重層用 に用 いた。即 ち,

NaCl0.5%とDifco purified agar 0.6%を 含 有 す る

100vol.の精製水 溶液に,5mMのL-histidine溶 液1vo1.

と1mMのD-biotin溶 液5vol.を 無菌添加 した もので あ

る。

c.代 謝 活性 化酵素系(S 9 Mix):氷 冷下,下 記の

組成のS 9 Mixを 無 菌調製 し,直 ちに1.0ml/tubeの 割

合で代謝活性化試験 に用 いた。

(組成)

Phenobarbitalと5,6-benzoflavoneで2重

にinductionさ れ たrat liver S 9(オ リエ ン

タ ル酵 母Lot No.86082207)…1ml

50 mM Glucose-6-phosphate(半 井化 学 薬 品

Lot No.M5R3349)…1ml

40 mM NADPH(興 人Lot No.919)…1ml

40 mM NADH(興 人Lot No.M5P2867)

…1ml

20 mM MgCl2と82.5mMKCIを 含 有 す る水

溶 液…4ml

1 M Sodium phosphate buffer(pH7.4)

…1ml

蒸溜水 …1ml

計10ml

5.試 験方法1)2)

無菌の小 ガラスtube(金 属 キャップ付 き)を 必要本数

準備す る。 その 中に,1.0mlのSPSと 各20μ1の20%glu-

cose,1mg/mlのL-histidine溶 液及び0.1mg/mlのD-

biotin溶 液 を無菌的 に加 え,次 に,0.2mlの 各濃度 の被験

物質溶液,陽 性対照物質溶 液又は対照 溶媒 を加え,最 後

に0.8mlの 試験 菌懸濁液 を加 えて,37℃ で20分 間緩 く振

とうした。

代謝活性 化試験 の場 合は,SPSの 代 わ りに1.0mlのS

9 Mixを 使用 した。

反 応 を 終 え た 各tubeの 内 容 物 を 無 菌 的 に 遠 沈

(2,270×g,20min)し'得 られ た菌体部 を5mlのSPS

で2回 遠沈 洗浄(同 上 条件)し,再 び2mlの 同bufferに

懸濁 して試験用の菌懸濁 液 と した。

各反応 ず み洗 浄懸濁 液 中の復帰 変異 菌数の 測定 は,

AMESら のプ レー ト法3)に従 って実施 した。但 し,菌 懸濁

液 は0.2ml/Plateの 割合 で用いた。生存菌数 の測 定は,反

応ずみ各懸濁液 を希釈 し,そ れを0.1ml/Plateの 割合 で

nutrient agar(Oxoid)の 平板に播 き,37C24時 間培養

して計数 した。溶媒対照 は5枚,被 験物質及び陽性対照

物質 は3枚 の シャー レを用 いて測定 した。

得 られた各復帰変異 コロニー数及び生存菌数か ら,下

式 によ り各濃度 で被験物質 及び陽性対照物 質のIMF値

を算出した。その結果,処 理群のプレートあたりの復帰

変異コロニー数がその溶媒対照よりも明らかに増加し,

しかもそのIMF値 が濃度依存性の上昇を示した時,そ

の物質を変異原性陽性と判定した。

IMF=(Rt-Rc)÷St

Rt: 処理群の試験菌懸濁液

1ml中の復帰変異コロニー数

Rc: 溶媒対照の試験菌懸濁液

1ml中の復帰変異コロニー数

St: 処理群の試験菌懸濁液

1m沖 の生存菌数

II 成績及び考 察

S.typhimurium TA100及 びTA98を 試験 菌 と し,

0.32,1.6,8,40,200及 び1,000μg/mlの6濃 度で

NY-198のIMF-Testを 実施 した。得 られ た結 果 を

Table1及 び2に 示す。

NY.198は,何 れの試験菌,何 れの試験濃度に於 て も,

代謝活性化の有無に拘わ りな く,そ のプ レー トあた りの

復帰変異 コロニ ー数は全て溶媒対照の場合 と同等又は以

下 であった。各濃度の被験物質 のIMF値 も従 って全て

0以 下 であ り,濃 度依存性上昇傾 向は認め られなかった。

各用量 での試験 菌の生存 率 は,TA100で6.6～60.6%,

TA98で は5.7～62.5%で あ りほぼ所期 の死滅率幅(50～

90%)に 保ち得た。陽 性対照のH202,AF2及 び2AA

のプ レー トあた りの復帰変異 コロニー数 は,何 れの系 に

於 て も明 らかに溶媒 対照 よ り増加 し,そ のIMF値 は濃

度依存性 の上昇傾 向を示 した。

従 ってNY-198は,上 記条件のIMFテ ス トの結果 陰

性 であ ると判 定 された。

試騙 濃度 の上 限を1mg/mlと したの は,それ以上では菌

の死 滅が大 き くな りす ぎて(90%以 上)試 験不能 となっ

た為であ る。又,試 験菌 を冷却 してstationary phaseに

した り,反 応 時間を20分 に短縮 した りしたのは,大 幅な

菌の死滅 を防 ぎ,そ の生存 率を10～50%に 保 つ為で あっ

た。
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Table 1. Induced Mutation Frequency Test on NY-198 in S. typhimurium TA100

*:-; Without metabolic activation.+; With metabolic activation. SPS: Sorensen's phosphate buffer

pH 7.2. DMSO: Dimethylsulfoxide. Rt: Revertants in 1ml of reaction mixture treated with NY-198
or positive controls. Rc: Revertants in 1 ml of reaction mixture treated with solvents. St: Survived
cell number in 1 ml of reaction mixture treated with NY-198 or positive controls IMF: Induced
mutation frequency. AF2: 2-(2-Furyl)-3-(5-nitro-2-furyl) acrylamide. 2AA: 2-Aminoanthracene.
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Table 2. Induced Mutation Frequency Test on NY-198 in S. typhimurium TA98

*:-; Without metabolic activation.+; With metabolic activation. SPS: Sorensen's phosphate buffer
pH 7.2. DMSO: Dimethylsulfoxide Rt: Revertants in 1 ml of reaction mixture treated with NY-198
or positive controli. Rc: Revertants in 1ml of reaction mixture treated with solvents. St: Survived
cell number in 1 ml of reaction mixture treated with NY-198 or positive controls. IMF: Induced
mutation frequency. AF2: 2-(2-Fury1)-3-(5-nitro-2-furyl) acrylamide. 2AA: 2-Aminoanthracene.
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INDUCED MUTATION FREQUENCY TEST ON NY-198 IN BACTERIA

YOSHIHARU WAKISAKA, YOU NISHIMOTO and AKIKO IZUMI

Shionogi Reseach Laboratories, Shionogi & Co., Ltd., Osaka 553, Japan

A new quinolone antibiotic, NY-198 was tested for mutagenicity in bacteria using an induced mutation

frequency assay procedure (IMF-test). The IMF-test was performed with S. typhimurium TA100 and TA98 at

concentrations of 0.32, 1.6, 8, 40, 200 and 1000ƒÊg/m1 of NY-198 with and withoutmetabolic activation.

NY-198 did not induce reversion of the testers at any concentration of the drug, regardless of metabolic

activation. We conclude that NY-198 is negative on the IMF-test.


