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Cephem系 経 口抗生物質7432-Sの 変異原性試験:第2報

-ヒ トリンパ球培養細胞およびマウス

骨髄細胞を用いる染色体異常試験-

高瀬史朗 ・近藤耕治 ・白取 治

塩野義製薬株式会社研究所*

7432-Sの 突然変 異誘 発性 を調べるため,ヒ ト末梢血由来 リンパ球培養細胞 およびJcl:ICR系

雄 マウス骨髄 細胞を用 いる染色体異常試験を行な った。

ヒ ト末梢血 由来 リンパ球に対 するin vitro染 色体異常試験で は,染 色体異常細胞の出現頻度 に

用量作用関係を認めず,ま た最高用量の200μg/ml(ED50)の 作用群において も,対 照群 と比べ

て染色体異常 細胞の 出現頻度 に有意差がみ られなか った。

Jcl:ICR系 雄マウスに,最 高用量 と して7432-S500mg/kg/day単 回お よび5日 間連続経 口

投与を行ない,骨 髄細胞の 染色体 を観察 したが,7432-S投 与 に起因す ると考え られる染色体異常

は認め られなか った。

これに対 して,陽 性対照 として用いたMitomycin Cはin vitroお よびin vivo染 色体異常試験

においてchromatid breakやexchangeな どの染色体異常細胞が高頻度に出現 した。
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7432-Sは 塩 野義製 薬研究 所で 合成 され た経 口用 セ

フェム系抗生物質であ る。 今回,7432-Sの 突然変異誘

発性試験 と して,ヒ ト末梢血 リンパ球 によ るin vitro

染色体異常試験お よびマ ウス骨髄細胞 によるin vivo染

色体異常試験 を行 なったので,そ の成績を報告す る。

1.実 験材料および方法

1.試 験物質

7432-S(ナ トリウム塩)は 白色 ～淡 灰黄 白色の結 晶

性粉末 であ り,試 験 には当社 製造 の 凍結 乾燥品(Lot

No.56812,696μg(力 価)/mg)を 使 用 した。 陽性対

照 と してMitomycin C(MMCと 略,Lot No.228

AEC,協 和酸酵)を 使用 した1,2)。

2.In vitro染 色体異常試験

In vitro染 色体異常試験 と して,ヒ ト由来の末梢血 リ

ンパ球に対す る染色体異常 誘発性 を検討 した3,4)。 本試

験には特 に代謝活性化法は併用 していない。

ヒ トリンパ球 に作 用 させ る7432-Sの 用量設定 のた

め,マ ウス白血病 培養細胞L1210に 対す る細胞毒 性を

調べてED5。 値を算出 した。7432-SはRPMI-1640培

地に溶解 し,同 培 地 に20%牛 胎仔 血清を加 えた培養液

で段階希釈を行ない細胞毒性を測定 した。

ヘパ リン処理を した注射器で献血者か ら末梢血 を採血

し,等 量の培養液 を加えて倍量に希釈 した。 この血液希

釈液の4容 量をLymphoprep(R)の3容 量に注意深 く重

層 し,400×Gで30分 間室温で比重遠心後,中 間層に集

まった リンパ球 をパ スツール ・ピペ ッ トで採取 した。 リ

ンパ球 は培 養液で2回 洗浄後,培 養液中 に1～2×106

cells/mlに な るよ うに調整 し,リ ンパ球 の幼若化 をは

か るためPhytohemagglutinin-P(R)を200μg/mlの

割合で添加 した。37℃ で48時 間培養後,予 備試験 の結

果か ら400μg/ml(2×ED50)を 最高濃度 として,以

下公比2で 段階希釈 した7432-Sを 加え21時 間培養 し

た。その後0.2μg/mlの コルセ ミドを添加 し,更 に3

時間培養を続 け(検 体 との接触時間は合計24時 間),空

気乾燥 法で染色体標本を作製 した。

陽性対 照であ るMMCの 作用濃度 は,我 々が用 い る

染色体異常試験の常用量であ る0.05μg/mlの1用 量を

設定 し,上 述 と同様 な方法で染色体標 本を作製 し,観 察

した。

In vitroお よ びin vivo染 色体異常 試験 と もに,gap

(s)は 染色体異常 とは区別 し,gap(s)の みを示す染色

体は,異 常 な染色体 と して取 り扱わなかった。

3.In vivo染 色体異常試験

1)実 験動物お よび飼育条件

日本 ク レアよりJcl:ICR系 雄 マウスを7週 齢で購入

*〒553大 阪市福島区鷺洲5-12-4
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Table I Mitotic indices in human lymphocytes after treatment with 7432-S*

*

0.2ƒÊg/ml colcemid was added 3 hr before the termination of the culture.

**

1,000 cells were counted at each concentration.

し,約2週 間飼育環境 に馴化 させて,体 重が32g以 上

に達 してか ら実験に使 用 した。 マウスは温度24±3℃,

湿度55±15%,午 前8時 か ら12時 間照明に調節 された

飼育室で,金 属ケ ージに1ケ ージ当た り5匹 収容 して,

固型飼料(CA-1,日 本 ク レア)お よび市水道水を 自

由摂取 させて飼育 した。

2) 試験方法

In vivo染 色体異常試験方法3,4)に 従 い,7432-Sを

単回投与 あるいは5日 間連続経口投与 した ときの骨髄細

胞の染色体異常誘 発性 を検討 した。

7432-Sは 投与 直前 に5%ア ラビアゴム溶液 に懸濁 し

胃 ゾンデ を用いて経 口投 与 した。投 与経路 は臨床 適用

ルー トに準 じた。7432-S500mg/mlの 濃度 では,溶

液 の 粘性 が 高 い た め250mg/mlの 溶 液 を 用意 し,

5,000mg/kg/dayの 用量 群は20ml/kgと 投 与液量を

増量 して投与濃度を調整 した。 それ以外の用量群で は,

いずれの実験群 において も投与液量が10m1/kgと なる

ように薬剤濃度を調整 して投与 を行な った。陰性対照群

は5%ア ラビアゴム溶液20ml/kgを5日 間連続経口投

与 した。 この他MMC3mg/kgを 腹腔内単回投与 した

陽性対照群を設けた。

7432-S単 回投与実験 では検 体投与24時 間後に,ま

た5日 間連続投与 実験 では最終検体投与6時 間後にそれ

ぞれマウスを屠殺 した。分裂中期の細胞 を集め るため,

屠殺1時 間前 に コル ヒチ ン1mg/kgを 腹腔 内投与 した。

標本作製 のため大腿骨 を取 り出 して両端を鋏で切 断 し,

RPMI-1640培 地を入れた注射器を用 いて液 と一緒 に骨

髄細胞 を ス ピッツ遠心管 に洗 いだ し,0.075MKCI溶

液で15分 間低張処理を した。 その後,Acetic-alcohol

(Acetic acid: Methanol=1:3)で 固定 した。染色

体標本は空気乾燥法で作製 し,ギ ムザ染色の後検鏡 した。

4.有 意差検定

Fisherの 直接確率 計算法を用 いて,各 検体作用群 と

陰性対照群 におけ る染色体異常細胞出現率 を比較 した。

II.成 績

A. In vitro染 色体異常試験

1. EDse

マ ウス白血病培養細 胞L1210を 用 いて算 出 した7432-

SのEDso値 は200μg/mlで あ った。

2. ヒ トリンパ球 培養細胞 を用い るin vitro染 色体

異常試験

1) 染色体標本のMitoticIndex

7432-Sは400μg/m1(2×ED50)を 量高濃度 とし

て,以 下公比2で 段階希釈 した5段 階の用量を用いて実

験 した。 陽性対照MMCは0.05μg/mlの 濃度 で作用

させ た。 これ らの薬剤作用群 および陰性対照 を,i人 の

献血者か ら得 られた リンパ球 を用 いて1系 列 と して設定

した。薬剤 感受性の個人差 を考慮 して,献 血者 は5名 準

備 し,5系 列の実験群を設 けた。 その うち任意の2系 列

の実験群 を選 び,各 作用群 と も1,000個 の細胞を観察 し,

分裂中期細胞 を計数 した。結 果はTable1に 示 した。

無処置対照群で はMitoticIndex(MI)が3.5%に 対

して,7432-Sの 最高作用濃度400μg/ml(2×ED5。)

では分裂 中期細胞が極端に少 な く,染 色体標本の観察が

出来なか った。7432-Sの 他の作用群ではMIが2.55%～

3.7%の 頻 度 で認 め られた。一 方,陽 性対照 のMMC

0.05μg/mlの 作用群で は,MIが2.4%で あった。

2) 染色体異常細胞 の出現頻度

MIの 結 果か ら, 7432-Sは200μg/ml(ED50)を
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Table 2. In vitro chromosome studies of human lymphocytes after treatment with 7432-S

最高用量 と して,以 下公比2で 段 階希釈 した100お よ

び50μg/ml,計3用 量段 階の染色体標 本を観察 した。

各作用群は1.系 列 当た り50個 の分 裂像 を観察 した。上

述のように5系 列の実験群を設定 したので,各 薬剤濃度

作用群とも合計250個 の分裂中期像について染色体異常

とachromatic gapの 有無を調べ,結 果 はTable2に

示した。

無処置対照 群では,chromatid breakが3個 の細胞

に観察され,染 色体異常細胞の 出現頻 度は3/250(1.2

%)で あった。Achromatic gapは6/250の 細 胞に認

められた。7432-Sの 作用 群ではchromatid breakの

みが観察され,染 色体異常細胞の出現頻度は1/250～6/

250(0.4～2.4%)で,い ずれの作用群 において も用量作

用関係を示 さず,無 処置対照群の染色体異常細胞の出現

頻度と比較 して有意差が認め られなか った。Achromatic

gapは10/250～18/250の 頻度 で認 め られた。 これに対

して陽性検体MMC0.05μg/mlの 作用群で は,染 色体

異常細胞が71/250(28.4%)と 高率 に出現 した。 これ

らの異常 はchromatid breakを 主 と し,他 にisochro-

matid break,fragment,exchange等 が観察 され た。

Achromatic gapは40/250の 頻度で観察 され た。

B.In vivo染 色体異常試験

1.マ ウス経 口投与の用量設定

In vivo染 色体異 常試験の投与用量 を設定す るため,

5日 間連続経 口投与 を した ときの平均体重 の経時的推移

を調べた。7432-S5日 間連続経 口投与実験で は,最 高

投与量5,000mg/kg/dayの 用量で も全例生存 し,ま た

著しい体重減少 も認 め られ なかった。以上の成績か ら,

7432-Sの 最 高投 与量は単回および5日 間連続経 口投与

ともに5,000mg/kg/dayと した6)。

2.マ ウス骨髄細胞を用い るin vivo染 色体異常試験

7432-Sの 単回お よび5日 間連続経口投与実験 と もに,

最 高投 与 量5,000mg/kg/day,以 下 そ の1/2,1/4

量 の2,500お よ び1,250mg/kg/dayの 投 与用 量 群 を設

定 した。

各用 量 群 と も1群5匹 の マ ウス を用 い,マ ウス1匹 当

た り50個,合 計250個 の 分 裂 中 期 像 に つ いて 染 色 体 異

常 とachromatic gapの 有 無 を 調 べ,結 果 をTable3

に 示 した。

Vehicle対 照 群(5%Arabic gum)で は,chromatid

breakが2個 認 め られ,染 色 体 異 常 細 胞 の 出現 頻 度 は

2/250(0.8%)で あ った。Achromatic gapは6/250

の 細 胞 に 認 め られ た。

7432-S経 口投 与 群 で は,単 回 お よ び5日 間 連 続投 与

群 の 染色 体 異 常 細 胞 の 出現 頻 度 は0/250～2/250(0～

0.8%)の 値 を 示 し,vehicle対 照 群 の 染 色 体 異 常 細 胞

の 出現 頻 度 と比 べ て 有意 差 が 認 め られ なか っ た。 観 察 さ

れ た染色 体異 常像 はchromatid breakとisochromatid

breakで あ る。Achromatic gapは31250～7/270の

頻 度 で認 め られ た 。 これ に対 して,陽 性 対 照MMC3

mg/kg腹 腔 内 単 回投 与 群(約1/2LD50に 相 当)で は,

染 色 体 異 常細 胞 が92/250(36.8%)と 高 率 に 出 現 した。

こ れ ら の 異 常 はchromatid breakを 主 と して 他 に

isochromatid break,fragment,exchange等 が 観 察

さ れ た。 ま たachromatic gapは74/250観 察 さ れ,

vehicle対 照 群 と比 べ著 しい増 加 を 示 した。

III.考 察

ヒ ト由 来 リ ンパ 球 培 養 細 胞 を 用 い るin vitro染 色体

異 常 試 験 で 染 色 体 異 常 細 胞 の 出 現 率 は 陽 性 対 照 で あ る

MMCが0.05μg/mlの 作 用 群 で71/250(28.4%)と

高 率 に 出 現 し対 照 群3/250(1.2%)と 比 較 して 有 意 の

値(P<0.05)を 示 した の に 対 して,7432-S200μg/

ml(ED50),100μg/ml(1/2×ED50)お よ び50



1082 CHEMOTHERAPY NOV. 1989



VOL.37 S-1 7432-Sの 染色体異常試験 1083

μg/ml(1/4×ED50)の 作 用 群 に お い て,染 色 体 異

常細胞 の 出 現 頻 度 は 各 々6/250(2.4%),1/250(0.4

%)お よ び3/250(1.2%)の 値 を 示 し,用 量 作 用 関 係

は認 め られ ず,対 照 群 との 間 に 有 意 差 が認 め られ なか っ

た。

次に,in vivo染 色 体 異常 試験 の結 果 に つ い て み る と,

陽性 対照 と して 用 い たMMC3mg/ml腹 腔 内投 与 群

(1/2×LD50に 相 当)で は,染 色 体 異 常 細 胞 が92/250

(36.8%)と 高 率 に 出現 し,染 色体 異常 像 はchromatid

break,isochromatid break,fragmentお よ びex-

change等 が 観 察 され た。1個 の 細 胞 に 複 数 の 染 色 体 異

常のみ られ る例 が25個 あ った 。

これ に対 して,7432-S単 回 あ る い は5日 間 連 続 経 口

投与群 と もに,い ず れ の 投 与 群 に お い て も用 量 作用 関 係

はみ られず 染 色体 異 常細 胞 の 出 現 頻 度 はvehicle対 照 群

との間 に有 意差 が 認 め られ な か った(0/250～2/250,

0～0.8%)。

今回 のin vitroお よ びin vivo染 色 体 異 常 試 験 の 結 果

か らみて,本 実 験 条件 下 で は,7432-Sは なん ら染 色 体

異常誘発 性 を示 さ な い もの と結 論 され る。

(実 験 実 施 期 間:1986年4月～1986年12月)
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MUTAGENICITY TESTS OF 7432-S,

AN ORAL CEPHEM ANTIBIOTICS (II)

-CHROMOSOME ABERRATION TEST WITH HUMAN

LYMPHOCYTE CELLS AND MOUSE BONE MARROW CELLS-

SHIRO TAKASE, KOJI KONDO and OSAMU SHIRATORI

Shionogi Research Laboratories, Shionogi & Co., Ltd.

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

Cytogenetic studies on 7432-S were carried out using cultured human peripheral lymphocytes

(without metabolic activation) and bone marrow cells of male Jcl: ICR mice.

The agent showed no clastogenic effects on the human lymphocytes in uitro at the dose up to

200 ƒÊg/ml, nor in the mouse bone marrow when the agent was given by gavage, once or 5

times consecutively for 5 days, at the maximum dose, 5,000 mg/kg/day.

Those results indicate that 7432-S was no clastogenic effects on mammalian cells in vitro as

well as in vivo.


