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Cephem系 経 口 抗 生 物 質7432-Sの 変 異 原 性 試 験:第1報

―細 菌 を用 い た復 帰 変 具 試 験 ―

脇 阪 義 治 ・泉 晶子 ・西 本 洋 司

塩野義製薬株 式会社研究所"

7432-Sの 変 異原性を検討 す るため, Siztmenella, Escherichia coli/Microsome系 を用 いた

復帰変異試験(プ レー ト法 および誘発突然変異頻度試験)を 実施 した。

その結果,プ レー ト法で0,0156～0,5μg/plateの 用量,ま た誘発突然変異頻度試験で8～5,000

μg/mlの 用 量において,7432-Sの 復帰変異原性 は全 く認め られなかった。
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T432-Sは 塩野義製薬研究所で新 しく舎成 された経口

セフェム系抗生物質であ る。

7432-Sの 変異原 性の有無 を検討 するため,Sltlmo-

neggaお よびEscherichia coli/Microsome系 を用いて

復帰変異試験1)を 実施 した。7432-Sは 強い抗 菌性を示

すので,誘 発突然変異頻度試験2)(IMF-test)を 併せて

実施 した。

I. 実験材料および方法

1. 被験物質お よび試験 溶液調製法

復帰変異試験(プ レー ト法)に 用 いた7432-S原 末

〔Lot No.48801,838.7μg(力 価)/mg〕 は,水 に溶け

にくいが弱 アルカ リ性条件 下では溶 けやす い。7432-S

原末約3mgと その1.5モ ル等量のNaHCO3を 約5ml

の蒸留水に溶 解(pH7。4)し たのち蒸 留水に希釈 して

実験に用 いた。 この よ うに して調製 した7432-S溶 液

は,室 温で2時 間以上安定であ る。

IMF-testに は当社製造の7432-Sナ トリウム塩,凍

結乾燥品 〔Lot No.50914, 800.3μg(力 価)/mg〕 を,

用時にSorensenリ ン酸緩 衝液(SBS,pH7.2)で 溶

解し,同 液 に希釈 して用いた。

本 実験 の 陽 性 対 照 と して は 下記 の化 合 物 を 使 用 した 。

Methylmethanesulfenate(MMS,東 京 化 成)

Sodium azide(NaN3,半 井 化 学)

N- Ethyl- N'- nitro- N- nitrosoguanidine(ENNG,

Aldrich Chem.)

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

(AF2,和 光 純 薬)

9-Aminoacridine hydrochloride (9AA,半 井 化 学)

Mitomycin C (MMC,協 和 醗 酵)

2-Aminoanthracene (2AA,半 井 化学)

Hydrogen peroxide(H2O2,三 徳 化 学)

陽 性 対 照 化 合 物 は 滅 菌 蒸 留 水 ま た はdirnethyl sul-

foxide (DMSO)に 溶 解 して 用 い た。 対 照 化 合物 の 溶 媒

お よ び試 験 用 量 に つ い て はTables1～4に 示 した。

陰 性 対 照 と して は 滅 菌 蒸 留 水 お よ びDMSOを 用 い

た 。

2. 指 標 菌 株

復 帰 変異 試 験 に は,SZitmonella typhimurium TA

100, TA1535, TA98, TA1537, TA102お よびEsche-

richia coli WP2uur Aの6菌 株,ま たIMF-testに は

TA100お よ びTA98の2菌 株 を 用 い た。Stzlmonella菌

はB.N.Ames教 授(カ リフ ォル ニ ア 大 学)よ り, E.

coti株 は品 川 日出 夫博 士(大 阪 大 学 微 生物 病 研 究 所)よ

り分与 を受 け た。 各 菌 株 は,そ のgenotypeを 確 認 後,

試験 に 用 い た。 使 用 に際 して は,-80℃ で 凍 結 保 存 され

Tた菌 株 を 融 解 し,そ の0.05mlを7mlのnutrient

broth No.2(Oxoid)に 接 種 し,37℃,16時 間振 盪 培 養

した ものを 指 標 菌 液 と した。

3. S9 Mixの 調 製

In vitro代 謝 活性化 の ため ラ ッ ト肝 ホモ ジネ ー ト,(S9)

を 主 成 分 と す るS9Mixを 調 製 した 。S9と して は市

販 の ラ ッ トS9を 用 い たが,復 帰 変 異 試 験(プ レー ト法)

で はAroclor 1254を 投 与 した ラ ッ ト肝 臓 よ り調 製 さ れ

た もの(和 光 純 薬,Lot No.03449),ま たIMF-testで

は フ ェノバ ル ビター ル お よ び5,6-ベ ン ゾ フ ラボ ンを

投 与 した ラ ッ ト肝 臓 よ り調 製 され た もの(オ リエ ン タル

酵 母.Lot No.86060604)を 用 いた 。S9は 凍 結 状 態 で

購 入 したの ち,使 用 直 前 ま で-80℃ で 保 存 した 。 使 用 に

際 して は,こ れ を 融 解 し,氷 冷 下,下 記 の 組 成 に 調 製 し
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Table 1. Reverse mutation assay of 7432-S in S. typhimuriam and Escherichia. coil, 

without metabolic activation

*: Diminution of background lawn . +: Partial diminution of background lawn .

た 。

S9 1ml

20mM MgCl2お よび82.5mM KClを 含 有

す る水 溶 液 4ml

50mM 2Na-グ ル コー ス-6-リ ン酸 溶 液

(半 井 化 学) 1ml

40mM NADPH(興 人) 1ml

40mM NADH(興 人) 1ml

1MNa-リ ン酸 緩 衝液(pH7.4) 1ml

滅菌 蒸 留 水 1ml

計10m1

4. 培 地

1) 最 少 グル コー ス寒 天 培 地

グ ル コ ー ス2%お よ びBacto-agar(Difco)1.5%を

含 むVogel-BonnerE培 地3)を 直 径86mmの γ線 滅

菌 プラスチ ックシャー レ(和 光純薬)に30mlず つ分

注 し,固 化 させ た平板を復帰変異 コロニーの計数に用い

た。

2) 生存 菌数測定用寒天培地

Bacto-agar1.5%含 有のnutrient broth No.2を

γ線滅 菌プラ スチ ック シャーレに30mlず つ分注 して

固化 させた ものを用いた。

3) 重層用軟寒天

(1) Salmonella用 軟寒天

精製寒天(Difco)0.6%お よび塩化ナ トリウム0.5%

を含む水溶液100容 量 に,5mML-ヒ スチジン溶液を

1容 量および1mM D-ビ オチ ン溶液を5容 量 の容量比

に混合 し調製 した。

(2) E.coli用 軟寒天

精製寒天0.6%お よび塩 化ナ トリウム0.5%を 含 む水

溶液100容 量 に,5mML-ト リプ トファ ン溶液を1
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Table 2. Reverse mutation assay of 7432-S in S. typhimurium and Escherichia coli 

with metabolic activation

*: Diminution of beckground Iawn . +: Partial diminutien of background lawn .

容量の容量比 に混合 し調製 した。

5. 試験方法

1) 復帰変異試験(プ レー ト法)

S9Mix添 加 による代謝活性 化の有無 につ き実験 を

行った.

本実験に先立 ち,7432-Sの 指 標菌に対する増殖阻害

作用を調べ,試 験用量 を設 定するための予備実験を行 っ

た。その結果,s9 Mix添 加 の有 無 にかかわ らず,菌

の顕著 な生育阻害のみ られ た最低濃度0.5μg/plateを

最高用量 と し,以 下公比2で 減 じた6段 階の用量を設 定

した。

約45℃ に保温 した軟寒天 溶液2.0mlに,指 標菌 液

0.1/ml,被 験物 質溶液0.1mlお よび0.1M Na-リ ン

酸緩衝液(pH7.4)0.5ml(代 謝活性化 の場 合はS9

Mix0.5ml)を 混和 し,速 やか に,最 少 グルコース平

板上 に重層 した。固化後,平 板を37℃ で2日 間培 養 し

た。各実験群 はそれぞれ2枚 の平板を使用 し,復 帰変異

コロニーを計数 した。

2) IMF-test

指標菌はプ レー ト法で使用 したTA100お よびTA98

の2菌 株 を用い,S9 Mix存 在下 およ び非存在 下の実

験 を した。 プ レー ト法 の場合 と同様 に, nutrient broth

No.2培 地で16時 間振盪培 養された菌液 を,同 培地で

10倍 希釈 し,さ らに37℃ で3時 間ゆ るく振盪培養 して

得 られ た指標菌液を使用 した。7432-Sの 最高用量 と し

て5,000μg/mlを 設定 したが,こ の用 量 は,IMF-

testの 最高限度の用量 とされて いるものであ り,以 下公

比5で 減 じた5段 階の用量を設定 した。

(1) 被験物質の処理

Sorensenの リン酸 緩衝液1.0ml(代 謝活性 化の場

合 はS9 Mix1.0ml)に20%グ ル コース溶液,1mg/

mlのL-ヒ スチ ジン溶液 および0.1mg/mlのD-ビ オ
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Table 3. Mutation frequency test on 7432-S in Salmonella typhimurium TA100

☆:-; Without metabolic activation. +; With metabolic activation

(SBS): Sorensen's phosphate buffer solution(pH7.2).

チ ン溶液をそれぞれ20μlず つ混和 し,次 に0.2mlの

各濃度の被験物質 溶液を加え,最 後 に指標菌液0.8ml

を加えて37℃ で60分 間緩 やか に振盪 させなが らプ レイ

ンキ ュベーシ ョンを行 った。終了後,遠 沈(2,270×g,

20分)し た沈渣をSorensenの リン酸緩衝液5mlで2

回遠沈洗浄 し,同 緩衝液1mlに 再懸 濁 して試験 用の菌

懸濁 液と した。

(2) 復帰変異 コロニーおよび生存菌の測定

約45℃ に保温 した軟寒 天溶液2.0mlに 菌懸濁 液0.2

m1を 混和 し,速 やかに,最 少 グルコース平板 上に重層

した。 固化後,平 板 を37℃ で2日 間培 養 し,復 帰変異

コロニ ー数を測定 した。

一方,生 存菌数 につ いては,菌 懸濁液0.1mlを2×

105倍希釈 し,そ の0.1mlを 軟寒天溶 液(約45℃)2

mlと 混和 し生存菌数測定用平板上に重層 した。 固化後,

平板を37℃ で1日 間培養 し生 存菌数を測定 したび

各実験群 は,そ れぞれ3枚 の平板を使用 した。溶媒対

照 は復帰変異 コロニー測定では4枚 の平板,1ま た生存菌

数測定では5枚 の平板を使用 した。

6. 判定基準

1) 復帰 変異試験

被験物質処理平板 において溶媒対照平板の2倍 以上の

復帰変異 コロニーを生 じ,か つ用量依存性が認め られた

とき陽性と した。

2) IMF-test

菌懸濁液1ml当 りの生存 菌数 およ び復 帰変 異 コロ
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Table 4. Mutation frequency test on 7432-S in Salmonella typhimurium TA98

ニー数か ら,次 式に より誘発突然 変異頻度(IMF値)

を算出 した。

IMF=(Rt-Rc)/St

Rt:被 験物質処理の菌懸濁液1ml当 りの復帰変異 コ

ロニー数

Rc:溶 媒対 照の 菌懸濁 液1ml当 りの 復帰変 異 コロ

ニー数

St:被 験物質処理 の菌懸濁液1ml当 りの生存菌数

被験物質処理群 で溶媒対照群 よりも復帰変異菌数が明

らかに増加 し,IMF値 が用量依存性を示 してい るとき

陽性 とした。

II.実 験 成 績

1.復 帰変異試験

プ レー ト法 による7432-Sの 実験 結果はTablelと

Table2に 示 した。

7432-S処 理群は,S9Mix添 加による代謝活性化の

有無 にかかわ らず,い ずれの指標菌株において も,溶 媒

対照(滅 菌蒸留水)に 比較 して復帰変異 コロニー数の増

加 は認め られなか った。 またTAIO2株 以外の菌株 にお

いて,0.5μg/plate群 では,background lawnの 抑

制が認 め られ た。TA100株 では,0.25μg/plateで も

同様の現象が認め られた。一 方,陽 性対照化合物はS9

Mixを 添加 した代謝活性化 の場合を 含め,一 部 または

すべての指標菌株 に対 し復帰変異コロニ ー数を著 しく増

加 させ,本 実験が適正に行なわれたことを示 した。

2.IMF-test

7432-SのIMF-testの 実 験 結 果 はTable3と
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Table 4に 示 した。

7432-Sで 処理 した場 合,代 謝活性化の有無にかかわ

らず,い ずれの用量 において も,TA100お よびTA98

の復帰変異 コロニー数は溶媒対照 と同等 または以下の値

で差 がな く,IMF値 は用量依 存性 の増加 も認め られな

かった。

一方,各 陽性対照物質で処理 した場合の平板当 りの復

帰 変異 コロニー数およびIMF値 は用量依存性 を もって

増加 した。

III. 考 察

新 しい経 口セ フェム系抗生 物質7432-Sに ついて,

遺伝子突然変異を検出す る系 として細菌を用いる復帰変

異試験(プ レー ト法およびIMF-test)を 実施 した。

異 なるgenotypeを 有す る6菌 株 を用 いた復帰変異試

験 において,7432-Sは 代謝活性化の有無 にかかわらず,

いずれの菌株およびいずれの用量 において も復帰変異 コ

ロニ ーの増加を示 さず,復 帰変異原性は陰性 であった。

しか し,7432-Sは 強 い抗菌性 を示す ため,0.5μg/

plate以 下の低 い濃度域 に限 って試験が実施 された。そ

こで,高 濃度域での変異原性を調べるためIMF-testを

実施 した。 その結 果,7432-Sの8～5,000μg/mlの

用量において,代 謝活性化の有無 にかかわ らず,復 帰変

異 コロニー数 はいずれの指標 菌株 にお いて も溶媒対照に

比 して差がな く,算 出 され たIMF値 もすべて陰性を示

した。

以上の結果よ り,7432-Sは 本実験条件下で,細 菌に

対 して突然変異を誘発 しなかった。

試験実施期間:復 帰変異試験1984年9月 ～11月

IMF-test 1986年8月 ～9月
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MUTAGENICITY TESTS OF 7432-S, 

AN ORAL CEPHEM ANTIBIOTICS (I) 
-REVERSION TEST ON BACTERIA-

YOSHIHARU WAKISAKA, AKIKO IZUMI and YOUZI NISHIMOTO 
Shionogi Research Laboratories, Shionogi & Co., Ltd. 

5-12 4, Sagisu, Fukushima—ku, Osaka 553, Japan

Mutagenicity of an oral cephem antibiotics, 7432—S was tested in reverse mutation assays in 

bacteria with and without metabolic activation. 

The agent showed no mutagenic activity in the plate test using Salmonella typhimurium and 

Escherichia coli at the dose up to 0.5ƒÊg/plate, nor in the induced mutation frequency test using 

S. typhimurium at the dose up to 5,000ƒÊg/ml.


