
VOL. 36 S-3 CHEMOTHERAPY 345

TE-031の 生殖 試験(第2報)

ラ ッ トにお け る器官 形成 期投与 試験

山田 隆 ・大沢浩一 ・中根貞雄

大正製薬株式会社総合研究所

Slc: Wistar系 ラ ッ トの器 官 形 成期 にTE-031の10,40お よび160mg/kgを 経 口投 与 し,母 獣 な ら び

に胎 仔 ・産 仔 に 及 ぼ す影 響 を検 討 した 。

1. TE-031は160mg/kgの 投 与 量 で 母 獣 に 体 重 増 加 抑 制 と胎 仔 に 軽 度 な 死 亡 数 増 加,体 重 低 下 お

よ び骨 化 遅延 を起 こ した。

2. TE-031は160mg/kgの 投 与 で 出 産 仔(F1)の 体 重 を 一時 的 に抑 制 した が ,出 産仔(F1)お よび 次 々

世 代仔(F2)の 行 動 ・発 達 に 影 響 を与 えな か った 。

3. TE-031は ラ ッ トの 器 官 形 成 期 投 与 に お い て,催 奇 形 作 用 を示 さず,無 影 響 量 は40mg/kgで あ

る と考 え られ た。

TE-031は 大 正 製 薬 株 式 会 社 で 開 発 さ れ た 新 規 マ ク ロ

ラ イ ド系抗 生 物 質 で あ る。

本薬 物 の生 殖 試験 に つ い て は,す で に ラ ッ トに お け る

妊娠 前 ・妊 娠 初 期投 与 試験1)を 実 施 し,報 告 した 。

今 回 は,TE-031を ラ ッ トの 器官 形 成 期 に経 口投 与 し,

母獣 な らびに胎 仔 ・産 仔 に及 ほす 影 響 につ いて 検 討 した

ので 報告 す る。

I. 実 験材 料 お よ び 実験 方 法

1. 被験 薬 物

TE-031,(-)-(3R, 4S, 5S, 6R, 7R,9R, 11R, 12R, 13S,

14R)-4-[(2,6-dideoxy-3-C-methyl-3-O-methyl-α-L-

ribo-hexopyranosyl)oxy]-14-ethy1-12,13-dihydroxy-7-

methoxy-3, 5, 7, 9, 11, 13-hexamethyl-6-[[3,4,6-tride-

oxy-3-(dimethylamino)-β-D-xylo-hexopyranosyl]oxy]

oxacyclotetradecane-2,10-dioneは,Fig. 1に 示 す 化 学

構 造 を有 す る 白色 無 臭 結 晶 性 粉 末 で,chloroformに 溶 け

やす く,acetoneに や や 溶 け やす く,methanol, ethanol,

ethyletherお よ びacetonitrileに 溶 け に く く,水 に は ほ

とん ど溶 け な い。

2. 使 用 動 物 お よび飼 育 条 件

動 物 はWistar系 ラ ッ ト(静 岡 県 実 験 動 物 農 業 協 同 組

合)で 未 経 産 雌10週 齢(体 重:130～160g)お よ び雄11週 齢

(体 重:235～270g)を 購 入 し,2週 間 の予 備 飼 育 後 実験

に使 用 した。 飼 育 は,木 屑 敷 プ ラス チ ック ケ ー ジ に動 物

を収 容 し,温 度21～25℃ ,湿 度26～81%,照 明 時 間12時

間・換 気 回 数15～20回/時 間 の空 調 動 物 舎 で 固 型 飼 料(オ

リエ ンタ ル酵 母 社 製:MF)お よ び殺 菌 水 を 自由 に 摂 取 さ

せ る方 法 で行 った 。

妊 娠動 物 を得 るた め に ,雌 雄 を2対1の 割 合 で昼 夜 同

居 させ,翌 朝,膣 内 に精 子 の 認 め られ た雌 を妊 娠 動 物 と

して選 び,そ の 日を妊 娠0日 と定 め,用 い た 。

妊 娠 動 物 は平 均 体 重 が 等 し くな る よ うに群 分 け し,1

群38～44匹 を試 験 に供 した 。

3. 投 与 量 お よ び投 与 方 法

先 に行 われ た妊 娠 前 ・妊 娠 初 期 投 与 試 験1)の 成績 を参

考 に30,100お よ び300mg/kg投 与 量 に よ る予 試 験 を 行

っ た 。 そ の 結 果,300mg/kg投 与 量 にお い て,母 獣 に 体

重 増 加 の抑 制 な らび に そ の胎 仔 に 死亡 率 の増 加,体 重 の

減 少 お よ び2例 の 外 表 異 常(3.2%)が 認 め ら れ た(Fig.2,

Table 1)。 しか し,100mg/kgで は 影 響 は 認 め られ な

か った 。

以 上 よ り,本 試験 に お け る最 高投 与 量 を100ing/kgと

300mg/kgの 中 間 量 の160mg/kgに 選 び ,以 下40お よ び

10mg/kg(推 定 臨 床 用 量)を 設 定 した(公 比4)。

TE-031は5%ア ラ ビ ァ ゴ ム 懸 濁 液 と して,体 重1kg

Fig. 1 Chemical structure of TE-031
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当た り5mlの 割合で1日1回(1:00～3:00p.m.)胃 ゾ ン

デを用い,強 制経口投与 した。なお,5%ア ラビァゴム

溶液(5ml/kg)の みを投与 した群を設け,対 照群とした。

4. 投与期間

妊娠7日 より妊娠17日 までの11日 間連 日投与 した。

5. 検査方法

1) 母獣(F0)

母獣 は症状を毎 日観察 し,体 重を妊娠0,3,7～18,

20日,分 娩後0, 7, 14, 21日,摂 餌量 を妊娠3, 8,

12, 17, 20日 に測定した。妊娠20日 に約2/3例 は頸椎脱

臼により屠殺 し,胸 腹部内器官の肉眼的観察および子宮

内状態を調べた。残 りの約1/3例 は 自然分娩させ,妊 娠

日数,分 娩状態,出 産率(生 仔出産雌数/妊娠雌数×100),

哺育状態を調べ,分 娩後21日 には屠殺し,器 官の肉眼的

観察,着 床痕数の測定を行った2)。

2) 胎仔(F1)

妊娠20日 の子宮内の胎仔(Fl)に ついて生存および死亡

数を調べ,死 亡仔はその形状により吸収,初 期(吸 収胚

よりやや大きい褐色塊),中 期(初 期と後期の中間的形状,

頭部 ・四肢をかろうじて判別できるもの)お よび後期(頭

部 ・四肢が完全に判別できるもの)死 亡に分類 した。生

存胎仔は外表検査,バ イアビリティー(摘 出10分 後の常

温下における四肢の動きおよび鳴 き声の有無)観察,性

別判定および体重測定を行った後,1母 獣当たり雌雄各

1～2匹 ずつを選びbouin液 に固定 し,残 りは70% etha-

nolに 固定 した。

B0uin液 に固定 した胎仔 はWlLSON3)(粗 大切片法),

BARR0W4)お よび西村ら5)(顕微解剖法)の 方法に従い頭・

胸 ・腹部の諸器官について異常の有無を調べた。

Ethanol固 定 した胎仔は,DAwSoN6)の 方法に準 じali.

zarin red S染 色 により骨格標本を作製 し,骨 格異常,

骨格変異の有無および骨化状態を調べた。外表,内 部器

官および骨格の観察には,い ずれも実体顕微鏡を用いた。

3) 産仔(F1)

出産仔(FDは 生死数,性 別,外 表を調べた後,一 般状

態および外表分化状態(耳 介開展 日,発 毛日,歯 芽萌出

日,眼 瞼開裂 日,精 巣下降 日,膣 開口日)について毎日

観察 し,体 重を全生存仔について,生 後0,4,7,14

および21日 に,ま た,21日 以降は生殖能検査に供した産

仔についてのみ1週 毎に8週 齢まで測定した。

生後4日 齢時には,1母 獣当た り産仔が8匹 を越える

場合についてのみ8匹 になるように調整し,そ の後は離

Fig. 2 Body weight changes in dams (Preliminary examination)
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乳(生後21日)ま で母獣に哺育させた・生存率については

生後4日(生 後4日 の生仔数/出 産生仔数×100)お よび生

後21日(生 後21日 の生仔数/生 後4日 の調整直後の生仔数

×100)にそれぞれ算出した。

生後21日 には,原 則 として1母 獣当たり雌雄各2匹 を

残し剖検 した。剖検仔(44～45匹/群)に ついては胸腹部

内器官の肉眼的観察および軟X線 撮影(ソ フテ ックス社:

CMB-2型)に よる骨格検査を行った。

生後21日 に剖検しなかった残 りの出産仔のうち,1母

獣当たり雌雄各1匹(雄:11～12匹/群,雌:11～12匹/

群)を選び,行 動 ・感覚機能検査および学習能 ・情動性

検査を行った。検査は4週 齢時にはFox7), IRWIN8)お よ

びALTMAN9)の 方 法 に 準 じ,正 向 ・耳 介 ・音 ・角 膜 ・

光 ・痛 覚 反 射 お よ び 平 衡 感 覚 を,5週 齢 時 に は 傾 斜 板

(シ ナ ノ 製 作 所:SN-463型)で 筋 力 を 調 べ た 。 ま た,7

週 齢 時 に はSCHAP!Rolo)の 方 法 に よ り遊 泳 試 験 に よ る 運

動 協 調 性 を調 べ た 後,水 迷 路 装 置Water-filled-multiple

T-maze(室 町 機 械:WM-01型,縦 ・横 各120cm,深 さ20

cm,水 温23～25℃)に よ り学 習 能 を検 索 した11)。更 に,

8週 齢 時 に はPassive avoidance response (P.A.R-自 社

製)装 置 に よ り,学 習 能 な らび に 情 動 性 の 検 索 を 行 っ

た亘2)。

上 記 の 各 検 査 に用 い なか っ た残 りの 出産 仔 につ い て,

10週 齢 以 降 に1母 獣 当 た り雌 雄 各1匹(雄:11～12匹/群,

Table 1 Findings in dams <Fo> and fetuses <F1> at term

(Preliminary examination)

Mean±S.D.

〔 〕:No.ofdamsiRvolvedwithcase

(1): (No . of reserbed and dead fetuses/No. of implantation sites)×100

(2): (No. of fetuses with external anomalies/No . of live fetuses)×100

a): Micromelia and oligosyndactylia

*: p<0 .05

**: p<0
.01
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雌:11～12匹/群)を 用いて生殖能検査を行った。検査は

兄妹を避け,3週 間の交配を行い,交 尾率(交 尾動物数/

同居動物数×100),受 胎率(妊 娠動物数/交 尾動物数×

100),妊 娠の成立した雌については自然分娩させ,出 産

率の算出,分 娩および哺育状態を観察 した後屠殺し,着

床痕数の測定を行った。産仔(F2)は,生 死数 性別およ

び外表を調べ,生 後21日 まで毎日一般状態を観察し,生

後0,4,21日 に体重を測定 した後屠殺 した。なお,

F監産仔同様,生 後4日 齢時には1母 獣当たり8匹 にな

るように調整 した。

6. 統計処理

得 られたデータについて多重比較検定を実施 した。平

均値については,Bartlett法 による等分散検定 を行い,

等分散の場合には,一 元配置分散分析を経てDunnettあ

るいはScheffe検 定,不 等分散の場合にはKmskal-Wal・

lis (H)検 定 を経て,Mann-Whitney (U)検 定 を行った。

出現率および百分率については,順 位尺度変数の場合に

は,H検 定 を経てU検 定,類 別尺度変数の場合には累

x2検 定を経て2×2x2検 定 あるいはFisherの 直接確率法

で行った。統計学的有意性はいずれも危険率5%お よび

1%で 検討した。なお,胎 仔 ・産仔に関しては,性 比を

除きすべて腹単位とした。

II. 実 験 結 果

1. 母獣(F0)に 及ぼす影響

1) 一般状態

対照群およびいずれの投与群にも異常は観察されず,

死亡例 も認められなかった。

2) 体重

妊娠中および分娩後の体重変動をFig. 3に 示 した。

160mg/kg群 において妊娠11, 12, 13, 15 ,16, 17, 18

お よび20日 に対照群 と比べ有意な増加抑制が認められた。

3) 摂餌量

摂餌量をFig. 4に 示 した。160mg/kg群 において,対

照群と比較 し妊娠8お よび12日 に有意な減少が,ま た,

10,40mg/kg群 の妊娠17お よび20,な らびに160mg/kg

群の妊娠20日 に有意な増加が認められた。

4) 妊娠末期および哺育終了時剖検所見

両剖検において,対 照群およびいずれの投与群におい

ても子宮内状態ならびに器官に肉眼的な異常は観察され

なかった。

5) 分娩および哺育所見

Fig. 3 Body weight changes in dams (Fa)
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Fig. 4 Food consumption changes in dams (Fs)

Table 2 Findings in dams <F0> and offspring <F1> after delivery

Mean•}S.D.•k•l

: No. of dams involved with case(1)

: (No. of animals delivered with live newborns/No, of pregnant animals)•~100(2)

: (No. of live newborns/No, of implantation traces)•~100(3)

: On day 4; (No. of live offspring on day 4/No. of live newborns)•~100

On day 21; (No. of live offspring on day 21/No. of live offspring after selection on day 4) X 100
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分娩母獣の所見をTabel 2の 一部に示 した。母獣の全

てに分娩時の異常および出産率の低下は認められなかっ

た。哺育観察では,10mg/kg群 に1/12例 の哺育放棄の

母獣がみられたが,40お よび160mg/kg群 で はいずれの

母獣 も対照群 と同様,全 例出産仔 を哺育 した。

2. 胎仔(F1)に 及ぼす影響

1) 胎仔所見

胎仔所見をTable 3に示 した。対照群に比べ,い ずれ

の投与群においても着床数,生 存胎仔数,性 比,バ イア

ビリティーに著変は認められなかったが,160mg/kg群

で死亡胎仔数(吸収)に 増加傾向と胎仔体重に低下傾向が

みられた。外表異常仔は観察されなかった。

2) 内部器官検査

Bouin固 定胎仔の内部器官の検査結果をTable 3に示

した。10mg/kg群 において片側無眼球が1/86例,右 鎖

骨下動脈起始異常1/86例,160mg/kg群 において奇静脈

遺残が1/74例,精 巣転位が2/74例 観察された。 しかし,

これらの出現率は,い ずれも対照群に比べ有意なもので

はなかった。

3) 骨格検査

胎仔の骨格検査のうち異常および変異に関する観察結

果をTable4-1に 示 した。対照群を含む各群に骨格異常

Table 3 Findings in dams <F0> and fetuses <F1> at term

Mean±S.D.

〔 〕: No. of dams involved with case

(1):(NO. of resorbed and dead fetuses/No. of implantation sites)×100

(2): Viability; live fetuses werenormal in all the groups

(3): (Total fetuses with abnormalities/No. of fetuses observed)×100

a): Unilateral anophthalmia (1); Abnormality of origin of the right subclavian artery (1)

b): Persistent right azygos vein (1); Undescended testis (2)
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Table 4-1 Skeletal observations of fetuses<F1>

【Abnormalities and variations】

〔 〕: No. of dams involved with case

(1): (Total fetuses with abnormalities/No . of fetuses observed)×100

(2): (Total fetuses with variations/No . of fetuses observed)×100
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Table 4-2 Skeletal observations of fetuses<Fl>

【Ossification】

Mean±SD.

〔 〕: No. of damsinvolved with case

*: p<0 .05

**: p<0.01
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Fig. 5 Body weight changes in offspring (F1)
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は認められなかった。骨格変異については,対 照群を含

む各群に椎体の分離,椎 体 くびれおよび腰肋骨が,対 照,

40お よび160mg/kg群 に頸椎弓の分離が,対 照群に短小

肋骨,10mg/kg群 に頸肋骨がそれぞれ散見 された。 し

かし,こ れらの頻度はいずれも対照群に比べて有意なも

のではなかった。

胎仔の骨化状態の観察結果をTable4-2に 示 した。骨

化の進行 は10mg/kg群 の第6頸 椎体と第4胸 骨に,ま

た160mg/kg群 の第6,7頸 椎体 と第3,4胸 骨にそれ

ぞれ対照群 と比較 し有意な遅延が認められた。

Table 5 Skeletal observations of offspring<Fl>

【SoftX-rayfilm】

Mean±S.D.

〔 〕: No. of dams involved with case

(1): (Total offspring with abnormalities/No . of offspring observed)×100

(2): (Total offspring with variations/Ne . of offspring observed)×100

a): Lumbarization of sacral vertebra
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3. 産仔(F1)に 及ぼす影響

1) 出生後観察

産仔の出生後状況をTable 2の 一部に示 した。いずれ

の投与群においても対照群との間に出生率,性 比,外 表

および生存率に差異は認められず,対 照群を含む各群の

一般状態に異常は認められなかった。

2) 体重

育成中の体重変動をFig.5に 示 した。雄では160mg/

kg群 の生後0,42日 に一時的な増加抑制がみられたが,

雌ではいずれの投与群 も対照群と変わらぬ推移であった。

3) 離乳時剖検所見

対照群およびいずれの投与群においても剖検 した出産

仔の器官に肉眼的な異常は認められなかった。

4) 骨格検査

軟X線 撮影による骨格検査の結果をTable 5に示 した。

骨格異常 としては,160mg/kg群 に第4胸 椎体の欠損が

1/44例,対 照群に胸骨欠損1/45例,対 照群と40mg/kg

群に胸骨癒合がそれぞれ1/45例 ずつ観察 された。骨格変

異としては,160mg/kg群 に副胸骨が1/44例,対 照群に

仙椎弓の腰椎弓化が1/45例 認められた。しかし,こ れら

骨格異常ならびに骨格変異の出現率はいずれも対照群に

比べて有意なものではなかった。

5) 外表分化観察

各分化状況をTable6に 示 した。いずれの投与群にお

いても対照群に比べて外表分化状態に遅れは認められな

かった。

6) 行動 ・感覚機能検査

行動 ・感覚機能検査の結果をTable 7に 示 した。対照

群およびいずれの投与群においても行動 ・感覚機能に異

常は認められなかった。

7) 学習能および情動性検査

水迷路学習検査の結果をFig. 6-1, 6-2に 示 した。各

群とも トレーニ ング後の学習に効果がみられ,異 常は認

められなかったが,雌 の10mg/kg群 の3回 目の遊泳時

間において対照群に比べ一時的な延長が示された。

P.A.R.に よる学習能および情動性の検査結果をTable

8-1, 8-2に 示 した。対照群を含む各群の電気刺激後の脱

糞回数および排尿回数は増加 し,入 室回数,滞 在時間,

区画移動および立ち上が り回数は減少 し,明 らかに学習

効果が認 められた。各投与群の電気刺激前(学 習前)と 電

気刺激後(学 習後)の 情動性(フ ィール ド内の行動)お よび

学習獲得(入 室回数)は 雌雄とも対照群 と差異のない成績

であった。

8) 生殖能検査

生殖能検査の結果 をTable 9, 10に示 した。いずれの

投与群においても対照群 との間に交尾率および受胎率に

Table 6 External differentiation of offspring <F1>

(No. of offspring developed/No. Of offspring observed)×100
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差異は認められなかった。

分娩 した母獣(Fl)お よびその出産仔(F2)の 所 見 を

Table 10に 示 した。対照群およびいずれの投与群におい

て も母獣の分娩時に異常はみられなかったが、40mg/kg

群で1/11例 の哺育放棄の母獣が認められた。

出産仔(F2)は いずれの投与群においても、生死数,性

比,外 表,一 般状態および発育に異常は認められず,順

調な発育を示 した。

III. 考 察

ラットの器官形成期にTE-031を 経 口投与 し,母 獣な

らびにその胎仔 ・出産仔に及ぼす影響を検討した。

TE-031を 投与 した160mg/kg群 の母獣に対照群に比

べて体重増加の抑制および摂餌量の減少が認められ,そ

の胎仔に死亡数の増加および体重低下の傾向が認められ

た。 しか し,10お よび40mg/kg群 では,母 獣ならびに

胎仔にこれらの影響はみられなかった。胎仔の外表検査

からは対照群およびいずれの投与群においても異常は観

察されなかったが,内 部器官検査では10mg/kg群 に2

例(片 側無眼球1例,右 鎖骨下動脈起始異常1例),160

mg/kg群 に3例(奇 静脈遺残1例,精 巣転位2例)の 異常

が観察された。これらの異常はいずれもラットにおいて

自然発生することが知らされており13),しか も投与群に

よりそれぞれタイプが異なり,出 現率にも統計的な有意

Table 7 Findings in behaviour and sensory function tests of offspring <F1>

Mean•}S.D.

No. of normal animals/No. of examined animals
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性 および用量依存性 も認められなかったことか ら,

TE-031投 与に起因した異常 と考えられなかった。

骨格検査では,骨 格異常は観察されず,頸 肋骨や腰肋

骨等の骨格変異にも,催 奇形性 を示唆する14)出現率は

認められなかった。骨化状態では,10お よび160mg/kg

群の一部の骨格系において対照群に比べ有意な遅延が認

められた。10mg/kg群 の遅延は胎仔体重や母獣体重が

対照群と変わらず,し かも40mg/kg群 に同様な変化が

み られない点 より,TE-031の 投 与によるものではない

と考えられた。しか し,160mg/kg群 の遅延は,他 の骨

格でも有意ではないが骨化状態が悪いものもあり,ま た,

胎仔体重 も対照群に比べ若干低値を示 していることから,

発 育抑制と関連 した変化と推察された。

産仔(F1)の 観 察からは,対 照群に比べ160mg/kg群 の

雄の体重に一時的な低下がみられたが,外 表異常は1例

も認められず,外 表分化,骨 格,一 般状態にも影響は認

められなかった。また,行 動 ・機能,学 習能および生殖

能検査にも影響 は認められず,F2産 仔 の発育も順調で

あ り,一 般状態に異常はみられなかった。

マクロライド系抗生物質には,蹟 仔致死および発育抑

制作用15,16)あるいは若干の奇形例17)が報告 されている

が,明 白に催奇形作用を認めた報告はない。

以上よ り,TE-031は160mg/kgで 母獣に体重増加抑

制 と摂餌量減少,胎 仔に死亡数増加と発育抑制,産 仔に

体重増加抑制を示すが,催 奇形作用はないものと推測さ

れ,母 獣,胎 仔および産仔に対する無影響量は,い ずれ

も40mg/kgで あると考えられた。

(試験期間:昭 和59年10月 ～昭和61年5月)
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REPRODUCTION STUDIES OF TE-031 (A-56268) (II)
-ADMINISTRATION STUDY DURING THE PERIOD

OF FETAL ORGANOGENESIS IN RATS-

TAKASHI YAMADA, KOHICHI OHSAWA and SADAO NAKANE
Research Center, Taisho Pharmaceutical Co., Ltd., Saitama

TE-031 (A-56268) was given orally to Slc: Wistar rats during fetal organogenesis atadose of 10, 40, or 160 mg/kg in

order to examine the effects on rat dams, fetuses and offspring.

1. TE-031 given at a dose of 160mg/kg suppressed the body weight of dams, slightly caused deaths of fetuses, and

affected development of living fetuses to a small extent.

2. TE-031 given at a dose of 160mg/kg temporarily suppressed the body weight of offspring (FI) but did not affect

behaviour and development of offspring (FI)and the next generation (F2).

3. TE-031 did not show teratogenic effect when given during fetal organogenesis in rats. The no-effect dose level

was cosidered to be 40mg/kg.


