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ま　え　が　き

難病治療薬四一餌）の開発研究も，開始以来5年を経過し，後一年を残すのみとなっ

た。それだけに，この一年間においては，総仕上げのための追込みが急ピッチに進んだ印

象がある。

基礎的な面でいうならば，筋ジストロフィーの発症に関与すると思われる，カルシウム

依存性中性プロテアーゼ（CANP）の遺伝子のタロ－ニソグ，それによる一次構造の決定

が一挙に完了したことである。これによって，E一朗の作用模作の研究が一段と飛躍する

ことが期待される。

モデル疾患動物に対するE－64－d（EST）の効果に関しては，前年からのハムスターに

関してさらに詳細な検討がなされた他，ジストロフィーマウスに関しても投与により，自

発運動の改善，平均寿命の延長がみられたのである。

臨床研究に関しても長足の進歩がなされた。昨年度に開始された第一相臨床試験は本年

度において，1日3回，7日間の連投をも含む試験を終え，第二相臨床試験の前半をも終

えるまでに至った。

組織の発足以来，本研究は充分な基礎固めの上に立った上で開発応用研究へと向ってき

た。一年後に控えた，臨床応用の可能性の判定がどうでるにせよ，我々のとった道筋は誤

っていなかったと思うし，研究によって得た所は少なくなかったと信じている○

最後に本研究に多大の援助を賜った厚生省薬務局の方々，研究に努力を傾注された班員

の諸兄，さらに本年度よりの第二相臨床試験に献身的に協力賜った，国立療養所東埼玉病

院，同新潟病院の方々に心からなる感謝を捧げるものである0

班長　今　掘　和　友
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1．EST製造法の検討

沢　田　二　郎＊

研究協力者　曽　田　　　馨＊　渡　辺　慶　昭＊　横　尾　千　尋＊

小　熊　清　司＊　村　田　充　男＊

日　　　的

本年度我々は，高品質のESTを，大量に安

定供給する事が可能な，実用的製造法の確立を

目的に，従来よりの製造法を基本とし，さらに

以下に述べる項目につき，改良検討を実施した。

1．レアルギニソを用いた光学分割法1）により

得られる中間体：L一トラソスーエポキシコノ、

ク酸（L－t－ES）ジェチルエステルの光学純度

の改善。

2．中間体：Boc－L－ロイシルイソアミルアミ

ドの簡便な製造法の検討。

3．EST製造の最終工程において，副生成物

が少なく，精製が容易な製法の検討。

方　　　法

1．Lt－ESジエチルエステルの光学純度の改善

G．B．Payneらの方法2）に準じてフマル酸よ

り得たDレt－ESを用い，既報の方法1）に従っ

て，L－t－ESとL一アルギニソのジアステレオマ

一塩を形成した後，直接エステル化を行った。

この際，ジアステレオマ一塩を再結晶するこ

とにより，L－t－ESジェチルエステルの光学純

度を向上させることを検討した。

2．Boc－レロイシルイソ7ミル7ミドの製造法の検

討

Boc－L－ロイシソ1水和物とイソアミルアミ

ン（IAA）を，種々の方法で縮合し，副生成物の

＊大正製薬株式会社総合研究所

有無，収率等を比較検討した。また，最も好結

果を与えた方法については，さらに当量関係の

検討も行った。

3．EST製造の最終工程の改良検討

LTt－ESモノエチルエステルとp一ニトロフェ

ノールを縮合して活性エステル体とし，これを

単離精製後，レロイシルイソアミルアミドと反

応させることによりESTを製造する方法を検

討した。また，得られたESTについて，収率，

純度を，従来法による場合と比較した。

結果および考察

1．Lt－ESジエチルエステルの光学純度の改善

光学純度は，得られたL－t－ESジェチルエス

テルの比旋光度と，文献上の最高値である

＋114．703）から求めた光学収率を用いて表わし

た。

図1に示すように，DL，t－ESからL－t－ESと

L－アルギニソのジアステレオマ一塩を形成し，

未精製のままエステル化した場合，L－t－ESジ

ェチルエステルの比旋光度は＋98．80で，光学

収率は86．1％であった。ところが，このジア

ステレオマ一塩を，水－メタノール（2：1）より

再結晶することにより，しトESジエチルエス

テルの比旋光度は＋109．30となり，光学収率

を95．3％に向上させることができた。

通算収率は若干低下したが，L－tTESジェチ

ルエステルの光学純度は，ESTの純度および

最終工程の収率に大きく影響するため，この時

点で光学純度を向上させることができたこと

9



t E一朗類縁体の開発
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図1いt－ESジエチルエステルの光学純度の改善

表I Boc－トロイシルイソアミルアミドの製造法の検討（1）

Boc－L－Leu・OH・H20＋IAA

（1eq）　　（1eq）

DCC（1．1eq）／ROH（1．1e

AcOEt
Boc－L・Leu－IAA

R O H Y ield（％）

1 15．6

2 H O N p 73．8

3
‾　H O S u

79．3

4 H O B t 96．3

DCC：㊥N＝C＝N㊥HOSu：HO・N3

HOBt：HO－N

竃　HONp：HO晶NO2



1．EST製造法の検討

表2　Boc－いロイシルイソアミルアミドの製造法の検討（2）

Boc－L－Leu・OH・H20＋IAA

（1eq）　　（1eq）

DCC／HOBt

AcOEt
Boc－L・Leu・IAA

D C C （eq） H O B t（eq） Y ield（％）

1 1．1 1．1 96．3

2 1．0 1．0 95．3

Et。2。dC

A

O2H H・L－Leu・IAA

DCC／HOSu EtO2C’0

40％

訂
CO－L－Leu－IAA

H。ぬ　‘＞′U／嘉慧155％）
76％EtO2C雇CO◎NO2

図2　EST製造の最終工程の改良

は，極めて有利であると考えられる。

2．Boe－L一ロイシルイソ7ミル7ミドの製造法の検討

Boc－L－ロイシソ1水和物とイソアミルアミ

ンを表1に示すような4種煩の方法によって縮

合してみた。その結果，DCC／HOBt法が極め

て収率が良く，副生成物も無いことから，得られ

たBoc－L－ロイシルイソアミルアミドは未精製

でも十分に使用できることが明らかとなった。

そこで，次にDCC，HOBtの使用量を，1．1当

量から1当量に減らしてみたが，表2に示す通

り，同等の収率で良好な結果が得られた。以上

の結果から，大量製造においては，DCC／HOBt

法を用いることにした。

3．EST製造の最終工程の改良検討

従来は，L－t－ESモノエチルエステルとL－ロ

イシルイソアミルアミドを図2－Aに示すよう

に直接縮合していたが，副生成物が多く，得ら

れたESTの純度が低いため，精製を繰り返す

必要があった。また，このため収率もかなり低

下していた。

そこで，副生成物が少なく，精製が容易な縮

合方法を検討した結果，図2－Bに示すような

活性エステル体を経由する方法が，極めて優れ

ていることを見出すことができた。すなわち，

L－t－ESモノエチルエステルを，一旦，活性エ

ステル体であるp－ニトロフユニルエステルに

導き精製した後，L－ロイシルイソアミルアミド

と反応させることにより，従来よりも高品質の

ESTを，安定して得ることに成功した。また，

収率も従来法より向上した。

11



I E－64額縁体の開発

表3　ESTの純度

HPLC（％）

M e th o d E S T ト 1 ト2 ト 4

A 9 6 ．8 0．5 0 ．8 1．9

B 9 9 ．3 0．5 0 ．2 0

I－l r．∩ハdCO●L‾Leu．NHCH2甲CH2CH3′‾1T T

EtO2C′’0

Ⅰ二　　・日・

CO・L－Leu－IAA

CO－LLeu－IAA

得られたESTの純度は，高速液体クロマト

グラフィー法によって測定したが，その結果を

表3に示す。

従来法をA法，改良法をB法としたが，不純

物Ⅰ－1は，使用するイソアミルアミンの純度

に由来するため変化は認められなかった。しか

し，不純物卜2，ト4に関しては大幅な減少が

認められ，その結果EST本体の純度は99．3％

に向上した。

このように，ESTの製造において，最も大

きな問題点があると考えられた最終工程を改良

できたことにより，従来よりも大幅なスケール

アップが可能となった。

結　　　論

本年度我々は，EST製造法に関して改良検

討を行い，次のような成果を得ることができた。

（1）中間体L－tTESジェチルエステルは77ル

酸を原料とする光学分割法を用い，L－t－ES

とレアルギニソのジアステレオマ一塩を再

結晶することにより，従来よりも光学純度が

高く，高品質のものが得られるようになった。

（2）中間体Boc－L－ロイシルイソアミルアミド

12

IL4①NHgNH①
ll

は，DCC／HOBt法で製造することにより，

末精製でも使用可能なものが得られるように

なった。

（3）ESTの純度に大きく影響を与える最終工

程を，p－ニトロフェノールを用いる活性エス

テル法に改良した結果，従来よりも高純度の

ESTを安定して得ることに成功した。

EST製造法に関して，上記のような改良を

行った結果，現在，kgスケールでのパイロッ

ト製造が可能となったので，本格的な大量製造

の目処がついたものと考えている。
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2．EST原体の規格および試験方法の設定

沢　田　二　郎＊

研究協力者　岬　　哲　夫＊　青　田　継　親＊　丸　田　忠　雄＊

半　田　光　一＊　田　中　唯　夫＊　築　山　文　枝＊

日　　　的

EST原体1）の品質確保のための暫定規格お

よび試験方法を設定する。

方　　　法

1．試料

本実験に用いた試料は大正製薬蹄で合成され

たものである。表1にESTの構造式，化学

名，分子式および分子量を示す。

2．測定機器

EST原体の規格および試験方法の設定には

以下の装置を用いた。

赤外吸収スペクトル：日本分光工業製DS－

701G型回折格子赤外分光光度計。

旋光度：日本分光工業製DIP－4型ディジタ

ル旋光計。

融点：ヤマト科学製MP－21型融点測定器。

高速液体クロマトグラフ：日立製作所製655

型液体クロマトグラフ。

自動積分計：SICシステムインスツルメンツ

製SIC7000A型データ処理装置。

3．測定項目および方法

第十改正日本薬局方（以後日局と略す。）通則

および一般試験法に準拠した。

結果および考察

1．性状

原体5ロットについて観察した結果，全Pッ

＊大正製薬株式会社総合研究所

ト結晶性の粉末であった。また，色，においお

よび味については，全ロット白色でにおいはな

く，味は初めないが後にわずかに苦かった。初

め味がない理由としては，本品の溶解速度が遅

いことによるものと考えられた。

溶解性については「局方記載の手引につい

て」に記載の溶媒および本試験に用いる溶媒す

べてについて測定した。結果は表2に示すとお

りである。

2．確認試験

確認試験（1）は，本品のエステル部分にヒドロ

キシルアミンを作用させ，生成するヒドロキヰ

ム酸に塩化第二鉄を加え，錯塩を形成させる皇

色反応である。確認試験（2）は，本品を塩酸で加

水分解後，生成するアミノ酸をニソヒドリンで

発色させる呈色反応である。両法ともに操作が

簡単で呈色も明瞭であり，確認試験法として利

用可能であった。確認試験（3）は赤外吸収スペク

トルを利用し，本品の特性波数を用いて確認す

る方法である（図1）。原体5ロットについて

上記確認試験（1）（2）（3）を適用した結果，すべて陽

性であった（表3）。

3．旋光度

本品は3個の不斉炭素を有し，光学活性を示

す。鈴木2）の報告より，光学純度は薬理活性と

相関があると考えられるので，旋光度を規定す

ることは重要である。旋光度測定には濃度およ

び温度が影響するので，これらについて検討し

た。結果は表4に示すとおりで，濃度0．5～2．0

％，温度15～250の範囲では，ほぼ一定の比旋

13



I E－64類縁体の閑発

表1ESTの化学名，構造式，分子式および分子量

Chemical Name：Ethyl（2S，3S）－3〔（S）－3－methy1－1－（3－methylbutylcarbamoyl）butylcarbamoyl〕

StructuralFormula：HSC2。；〉∠竺ゝ〈NN　器；CH2C”（CH3’z
I

Moleclllar Formula：ClTH30N205

Molecular Weight：342．43

表2　各種溶媒に対する溶解性

Solvents Solubility at200C I）escription Term
SoIvent（ml）／Solute（1g）　　　　　　　　inJ．P．X

MetbanoI

Dehydrated EthanoI

EtbanoI

Acetone

Etber

Water

Freely soluble

Freely soluble

Soluble

Soluble

Very slightly soluble

PracticallyinS01uble

4000　3200　24001900　1700150013001100　900　　700　500　300

Wavenumber（cm．り

Wavenumber（cm．1）

3292

2961

1755

1642

1555

899

Assignment

リ　　N－H

y C－H

リ　C＝0（COOC2H5）

y C＝0（CONH）

∂　N－H

y as Cこ示C

図1確認試験（3）赤外吸収スべクレレ

表3　性状および確認試験（1）（2）（3）の測定結果

む
U
u
再
q
J
O
S
q
く

A B C

Description　　　　　　　　　＋　　　　　　　＋　　　　　　　＋

Identi丘cation（1）　　　　　＋

（2）　　　　　＋

（3）　　　　　＋

十　　　　　　　　十

＋　　　　　　　　＋

＋　　　　　　　　＋

＋：Positive

14



温度の影響

2．EST原体の規格および試験方法の設定

表4　旋光度測定条件の検討

EST濃度の影響

150　　　　200　　　　250

＋51．70　　＋52．40　　＋51．50

＋51．60　　＋51．80　　＋52．20

＋51．70　　＋52．10　　＋51．90

嘉一＼聖三二　0・5％　1・0％　2・0％

1　　　　＋52．70　　＋51．90　　＋51．40

2　　　　　＋52．50　　＋50．90　　＋50．80

Av．　　　＋52．60　　＋51．40　　＋51．10

表5　旋光度の測定結果

Optical
Rotation

〔α〕芸

Av．　　CV．　Specification
A B C D E

＋51．70　＋52．10　＋52．10　＋52．70　＋52．40　＋52．20　　0．7％　　＋49－＋540

（0．1g，Dehydrated Ethanol，10ml，100mm）

表6　融点，純度試験（1）（2）（3），乾燥減量および強熱残分の測定結果

Items Speci負cations
A B C D E

Melting Point（OC）　　　　123－127O

Purity：

（1）Cbloride　（％）　　　＜0．012

（2）HeavyMetalS（ppm）　　＜10

（3）Arsenic　　　（ppm）　　＜2

Loss onDrying　　（％）　＜0．30

Residue onIgnition　（％）　＜0．10

125．9　　　125．8　　125．9　　125．9　　　125．5

Not more tban O．0095

Not more tban2

Not more tban O．5

0．95　　　　0　　　　0　　　0．05　　　0．07

0．04　　　　0．04　　　　0　　　　0．04　　　0．02

光度が得られたので，測定条件としてはEST

濃度1％，測定温度200とした。

原体5ロットをこの条件で測定した結果，各

ロットとも＋520前後の旋光度を示した（蓑

5）。この結果より規格範囲は平均値およびロ

ット間のバラツキを考慮し，＋49～＋540　と定

めた。

4．融点

日局一般試験法により測定した結果，本品5

ロットの実測値は125．5～125．90の範囲内であ

った。この結果より，規格範囲としては実測値

および日局を参考にして123～1270と定めた

（表6）。

5．純度試験

合成過程で塩酸を使用していることから塩化

物の定性反応ならびに常法に従い重金属および

ヒ素の試験法を設定し，それぞれ純度試験（1）（2）

（3）とした。

純度試験（1）～（3）の原体5ロットの試験結果は

蓑6に示すとおりで，いずれもほとんど検出さ

れなかった。それぞれの規格は実測値，検出限

界および日局各条の規格を考慮して設定した。

なお，副生成物を規制することを目的とし

て，類縁物質の検出法を検討中である。額縁物

質としては，合成時の副生成物，合成原料等，

表7に示す5物質が考えられ　現在高速液体ク

ロマトグラフ法（HPLC法）を用いて試験中で

ある。

6．乾燥減量

本品は熱に安定であることから乾燥温度は

1050とし，0．5～3時間の範囲内で乾燥減量を

測定したところ，どの時間においてもほとんど

減量は認められず，本品はほとんど吸湿性がな

いものと考えられた。測定条件としては1050，

2時間とし，限度値は日局各条の規格を参考と

して0．30％以下と定めた（表6）。

15



I E－64類縁体の開発

表7　類縁物質の構造

H＼／0＼／CONHCHCO－R′l

No Structures

EST R；－OC2H5

ト1　　　　　　R：－OCtH5

ト2　　　　　　R：－NHCHCONHCH2CH2CH（CH，）2

CH2CH（CHJ）2

Ⅰ一3　　　　　　　　　R：－OH

：二　　〇還誓

Rl：－NHCH2CH2CH（CH3）2

R′：－NHCH2CH（CHJ）CH2CH．

R′：－NHCHICH2CH（CH3），

R′：－NHCH2CH2CH（CH，）2

表8　定量値に及ぼすアルカリ反応温度及び時間の影響

Temp・（OC）　　　　　　　RoomTemp・　　　　　　　　　　RefhⅩ（80－85OC）

Time（min）

Found（％）
10　　　　　　60　　　　　　　　　10　　　　　　20　　　　　　30

100．1　　　100．6　　　　　　　100．1　　　　99．3　　　　　99．1

表9　定量法の精度および再現性

1　　　　2　　　　3　　　　4　　　　5　　　　6　　　　7　　　　Av．　　　CV．

Found（％）　　99．8　　99．4　100．1　99．9　100．1　99．7　　99．5　　99．8　　　0．3

表10　原体5ロットの定量結果（％）

Lot A B C D

1

2

3

Av．

CV．

100．1

101．3

99．8

100．4

0．8

100．6　　　　　　　100．8

100．4　　　　　　　100．8

100．1　　　　　　　100．6

100．4　　　　　　　100．7

0．3　　　　　　　　0．1

8
　
7
　
6
　
7
　
1

9
　
9
　
9
　
9
　
0

9

　

9

　

9

　

9

TotalAv・嘉，＝100．2％SD＝0．5

7．強勲残分

日局一般試験法に従って測定した結果，強熱

残分はほとんど認められなかった。

限度値としては，日局各条の規格を参考とし

て0．10％以下と定めた（表6）。

8．定量法

定量法としては，絶対量を測定する目的で滴

定法を検討した。本法はESTのエステル部分

にアルカリを反応させた後，過剰のアルカリを

16

塩酸で逆滴定する方法である。初めにアルカリ

との反応温度および時間について検討した。結

果は表8に示すとおりで，室温10分および60分

ならびに800で10～30分のいずれの条件でも

100％近い定量値が得られた。従って，反応条

件としては最も操作が簡単で緩和な条件である

室温10分間と定めた。

本法での繰り返し定量を行った結果は表9に

示すとおりで，平均値妄7＝99．8％，変動係数



2．EST原体の規格および試験方法の設定

（CV）0．3％　と良好な値が得られた。

以上の結果から，本法は簡単で実用性のある

方法と判断し，定量法として採用した。次に本

法を用いて原体5ロットを定量した結果，総平

均値云5＝100．2％，標準偏差（SD）0．5であっ

たので含量規格としては斎15土3SD（100．2土

1．5）を考慮し，98．0～102．0％に暫定的に設定

した（表10）。

9．暫定規格および試験方法

1～8の検討結果より，原体の暫定規格およ

び試験方法を以下のように設定した。

本品を乾燥したものは定量するとき，EST

（ClTH30N205）98．0～102．0％を含む。

性状　本品は白色の結晶性粉末で，においはな

く，味は初めないが，後にわずかに苦い。

本品はメタノールまたは無水エタノールに

溶けやすく，エタノールまたはアセトンにや

や溶けやすく，エーテルに極めて溶けにく

く，水に鱒とんど溶けない。

確認試験（1）本品0．1gに水酸化カリウム・エ

タノール試液5mlおよび塩酸ヒドロキシル

アミンの飽和エタノール溶液5mlを加え，

10分間加熱する。冷後，希塩酸3mlおよび

塩化第二鉄試液5滴を加えるとき，液は赤褐

色～暗紫色を呈する。

（2）本品0．02gをとり，5N塩酸試液5ml

を加え，還流冷却器を付け1時間加熱する。

冷後，5N水酸化ナトリウム水溶液約5ml

を加えてpHを6～9に調整後，ニソヒドリ

ン試液5mlを加え，水浴中で時々振り混ぜ

ながら10分間加熱するとき，液は青紫色を望

する。

（3）本品を乾燥後，1～2mgをとり，赤外吸収

スペクトル測定法の臭化カリウム錠剤法によ

って測定するとき，3，292cm‾1，2，961cm‾1，

1，755cm‾1，1，642cm－1，1，555cm‾1およ

び899cm‾1付近に吸収を認める。

旋光度〔α〕冨：＋49～＋540（乾燥後，0・1g，

無水エタノール，10m1，100mm）。

融点123～1270。

純度試験（1）塩化物　本品0．3gにアセトン

30mlを加えて溶かし，希硝酸6mlおよび

水を加えて50mlとする。これを検液とし

試験を行う。比較液は0．01N塩酸0・10ml

にアセトン30ml，希硝酸6mlおよび水を

加えて50mlとする（0．012％以下）。

（2）重金属　本品1．0gをとり，第2法によ

り操作し，試験を行う。比較液には鉛標準液

1．Omlを加える（10ppm以下）。

（3）ヒ素　本品1．0gをとり，第3法により

検液を調製し，装置Bを用いる方法により試

験を行う（2ppm以下）。

（4）類縁物質　本項目については現在検討中

である。

乾燥減量　0．30％以下（1g，1050，2時間）。

強熱残分　0．10％以下（1g）。

定量法　本品を乾燥し，その約0・8gを精密に

量り，正確に0．1N水酸化カリウム・エタノ

ール液50mlを加えて溶かし，約10分間放

置後，0．1N塩酸で滴定する。（指示薬フェ

ノールフクレイソ試液3滴）。同様の方法で

空試験を行う。

0．1N水酸化カリウム・エタノール液lml

＝34．243mg（ClTH30N205）

貯法　しゃ光した気密容器。

結　　　論

EST原体の品質を保証するために，規格お

よび試験方法の検討を行った。

その結果は次のように要約される。

1．本品の確認試験法としては，2種頬の呈色

反応と特性波数を用いる赤外吸収スペクトル

法を設定した。

2．本晶は結晶性の粉末で，光学活性体である

ことから，示性値として融点および旋光度の

規格を設定した。

3．本品の純度試験項目としては塩化物，重金

属およびヒ素の限度値を設定し，この他に不

純物含量を規制する目的で，HPLC法によ

る限度値の設定を検討している。

4．本晶の定量法としては，操作が簡便で絶対

量を測定する滴定法を設定した。

5．本品5ロットについて，今回設定した暫定

規格および試験方法を適用した結果，全ロッ
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I E－64塀縁体の開発

ト規格内であったが，今後さらに詳細な検討

を進める予定である。
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3．ESTの慢性毒性に関する研究
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目　　　的

ESTの安全性研究の一環として，ラットに

6ヶ月間ESTを経口授与し，その毒性ならび

に回復性を検討する。

方　　　法

1．動物

6週令のWistar系雌雄ラット（静動協：体

重堆191～220g，雌123～136g）を約1週間予

備飼育後，1群15～22匹（回復性を検討する動

物を含む）あて群分けして実験に使用した。動

物は，空調を施したバリヤーシステムの動物宝

で個別に飼育し，飼料（MF：オリェソタル酵

母社製）と水は自由に摂取させた。

2．投与量および投与方法

ESTは水に難溶であるため5％アラビアゴ

ム水溶液で懸濁した。投与量は，2，10および

50mg／kg　とし，投与方法は経口投与として，

投与開始後5週日までは毎日，6週以降は，1

週6回投与を行った。対照には，5％アラビア

ゴム水溶液を同様に投与した。

3．検査項目

（1）一般状態および死亡状況

投与期間中は投与時，休薬期間中は1週1回，

＊大正製薬株式会社総合研究所

死亡の有無および一般状態を観察した。

（2）体重

投与期間中は投与5週日までは1遇2回，そ

れ以降および休薬期間中は1遇1回座重を測定

した。

（3）摂食量および摂水量

′投与期間中は投与13遇までは，1週1回，そ

れ以降および休薬期間中は2遇に1回摂食量お

よび摂水量を測定した。

匝）血液学的検査

投与および休薬期間終了後，エーテル軽麻酔

下に大腿静脈より採取したEDTA・2K加血液

について，赤血球数，ヘモグロビン量，ヘマト

クリット値，血小板数，白血球数，MCV，MCH

およびMCHC（Coulter counter model S

plus，CoulterelectronicsINC・），白血球百分

率および網赤血球数（Hematrak480，Ge0－

metricdatacorporation），赤血球膜抵抗（C．

P．C．system，三鬼エンジニアリング株式会

社）を，またクエン酸ナトリウム処理により得

た血菜について，プロトロソピソ時間（Clotek

system，Hyland division travenollabora－

toriesINC．）を検査した。

（5）血液生化学的検査

血液学的検査用試料の採取後，大腿動脈およ

び静脈切断により採血し，遠心分離（3，000rpm，

15分間）した血清について，血糖（酵素法），
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総蛋白質（ビウレット法），アルブミン（BCG

法），尿素窒素（酵素法），クレアチニソ（Ja鮎

法），総ビリルビン（Jendrassik－Cleghorn

法），総コレステロール（酵素法），トリグリセ

ライド（GPO－MEHA法），GOT（UV法），

GPT（UV法），ALP（Kind－King変法），LDH

（Wr6blewskトLaDue法），無機リン（モリ

ブデンブルー直接法），リン脂質（酵素法），尿

酸（酵素法），カルシウム（OCPC法），CPK

（GSCC準拠法）を自動生化学分析装置（CL－

12，島津製作所）により，またナトリウムおよ

びカリウムイオンをイオンメーター（CLM－101

CL，島津製作所）にて各々測定した。また

A／G比を総蛋白質およびアルブミン量より算

出した。

（6）尿検査

投与開始の前日，投与100日日および182日

日また休薬35日日の24時間蓄尿について，糖，

蛋白，pH，ケトン体，潜血（ラブスティックス

Ⅲ，マイルス三共株式会社）の半定量的検査を

行った。

（7）尿分析

投与開始の前日，投与100日日および182日

日また休薬35日目の24時間蓄尿について，尿量

を測定し，またクレアチニン（Ja脱法）を自動

生化学分析装置（CL－12，島津製作所）により，

ナトリウムおよびカリウムイオンをイオンメー

ター（CLM－101CL，島津製作所）にて各々測

定した。

（8）病理解剖学的検査

投与および休薬期間終了後，エーテル軽麻酔

下で，放血致死させ，開胸腹して，内部諸臓器

を観察し摘出した。脳，心臓，肺，肝臓，腎

臓，脾臓，腸間膜リンパ節，胸腺，下垂体，甲

状腺，副腎，精巣，精巣上体，卵巣および子宮

については重量を測定した。

これら詣臓器ならびに大腿骨，大腿骨骨髄，

骨格筋，脊髄，膵臓，冒，十二指腸，回腸，結

腸，皮膚，眼球，膀胱，前立腺，精のうおよび

乳腺については10％中性緩衝ホルマリン液で固

定後，常法に従い，パラフィン切片からH．E．

染色標本を作成した。さらに肝臓と腎臓につい
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ては，各群の約半数例にPAS染色およびOil

redO染色を加え，また腎臓には全例Weigert

のfibrinoid染色を施し，病理組織学的検査を

実施した。

（9）推計学的処理

各測定値は，対照群と投与群間で分散分析

（F－検定）を行い，等分散の場合は，t一検定，

不等分散の場合はAspin－Welch法によりそれ

ぞれ有意性を検定した。

結　　　果

1．一般状態および死亡状況観察

試験期間中，EST投与による死亡例は認め

られず，中毒症状も観察されなかったが，投与

過誤により雄の対照群で2例，50mg／kg群で

1例が死亡した。

2．体重，摂食宣および摂水量

体重変動を図1に示した。体重は，雄の

50mg／kg群に投与19週以降，増加抑制が認め

られた。休薬期間中は，対照群と同様の推移を

示した。

摂食量および摂水量は，投与および休薬期間

中ともEST投与による変化は認められなかっ

た。

3．血液学的検査

血液学的検査結果を表1，2に示した。

投与期間終了時，雄において10mg／kg以

上の群にMCVの減少，50mg／kg群に網状赤

血球数の増加が認められたが，いずれも生理的

範囲内の変動であった。

4．血液生化学的検査

血液生化学的検査結果を表3，4に示した。

投与期間終了時，雄の2mg／kg以上の群に

GOT，GPT，LDHの増加，10mg／kg以上の

群にトリグリセライドの減少が認められた。雌

では，10mg／kg以上の群にGOT，GPTの増

加が認められた。

その他の測定項目において種々の変化が認め

られたが，いずれも生理的範囲内にあり，意義

ある変化とは思われなかった。休薬期間終了後

上記変化のうち，雄でGOT，GPT，LDHの増

加，雌でGPTの増加が継続して認められた。
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投与期間

望三雲

■担匡挺葬表号

〇・・・・・u Control

▲一一▲　2mg／kg

H10mg／kg
●一一　50mg／kg

0　1　2　3　4　5

一一休薬期間一一一－
（週）

図1ラット慢性毒性試験における体重変動

5．尿検査および尿分析

尿検査および尿分析においてESTによる変

化は認められなかった。

6．病理学的検査

（1）剖検所見

いずれの投与群においても著変は認められな

かった。

（2）臓器重量

絶対重量を表5，6に，相対重量を表7，8

に示した。

投与期間終了時，絶対および相対重量におい

て，雄の10mg／kg以上の群，雌の50mg／kg

群に腎臓重量の増加が認められた。その他，腸

間膜リンパ節および精巣重量に変化が認められ

たが，いずれも一定の傾向が認められず，投薬

による影響ではないと思われた。

休薬期間終了後，雌の50mg／kg群におい

て，腎臓重量の増加が継続して認められた。

（3）病理組織学的検査

EST投与により，肝臓および腎臓に組織変

化が観察された。

肝臓：投与期間終了時，3核以上の多核肝細胞

が，2mg／kg以上の群で多数出現し，用量反

応性に増加して認められた。また肝細胞の小城

の増殖巣（健常細胞よりも小型で，胞体は塩基

好性を示す）が，雄の10mg／kg以上の群に見

られた（写真1）。その他，肝細胞の単細胞性

あるいは，小巣状性壊死が，雄の2mg／kg以

上の群および雌の50mg／kg群に散見された。

休薬期間終了後，肝細胞の多核化と肝細胞の

増殖巣が，上記投与期間終了時とほぼ同等に観

察されたが，肝細胞の小巣状性壊死は，ほとん

ど認められなかった。

腎臓：投与期間終了時，雌雄とも10mg／kg以

上の群に，尿細管上皮細胞に，硝子滴沈着が用

量反応性に増強して認められた（写真2）。

休薬例においても，上記変化が認められたが，

投与期間終了時と比較して，軽減して観察され
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写真1肝臓（EST50mg／kg雄ラッり

肝細胞の増殖巣×100H．E．染色
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写真2　腎臓（EST50mg／kg雄ラット）

尿細管上皮細胞の硝子滴沈着

×100Weigert’s Fibrinoid Stain．

た。その他の諸臓器については，EST投与に

よる明らかな変化は認められなかった。

考　　　察

EST2，10，50mg／kgをラットに6ヶ月間

経口投与した結果，亜急性毒性試験と同様に肝

臓，腎臓への影響を示唆する種々の変化が観察

された。すなわち血液生化学的検査において，

雄の2mg／kg，雌の10mg／kg以上の群に

GOT，GPTの増加が認められ，病理組織学的

検査では，2mg／kg以上の群に単細胞ないし

小巣状性壊死の増強および多核肝細胞の出現，

30

また10mg／kg以上の群に肝細胞の増殖巣など

が観察され，これらの変化は休薬後も継続して

認められた。

GOT，GPTの増加は，既に行ったラット単

離肝細胞を用いた試験1）においても，低濃度（1

×10‾7M）から認められており，ESTの肝細

胞に対する直接的な何らかの作用が示唆され

る。

また肝細胞の壊死および多核化現象は，臨床

において薬剤過敏性肝障害時に多く出現する2）

と言われ，またその肝障害の程度は投与量に比

例せず，実験動物での再現はできないとも言わ
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れている3）。EST投与によるこれらの変化は，

用量反応性に増加し，またはは全例に認められ

ることから，過敏症あるいはアレルギー性の秩

序による発現機構とは異なるものと考えられ

る。

さらに，肝細胞の増殖巣については，前癌病

変の前段階として見られる場合があるとする報

告がある4）。このような肝臓に対する諸変化は，

イヌ5）およびサル6）の亜急性毒性試験では認め

られず，ラットに特異的であることから，EST

の生体内動態には種差があるものと考えられ

る。

なお，血液生化学的検査におけるLDH，ト

リグリセライド等の変化もESTの肝臓への影

響を示唆する変化と思われるが，その校序につ

いては現在のところ明らかではない。

腎臓では，重量増加および尿細管上皮細月包へ

の硝子滴沈着の増加が認められた。しかし，尿

検査および血液生化学的検査において機能的障

害と思われる変化は認められなかった。

また，尿細管上皮細胞の硝子滴沈着は一般的

Ⅰ．イ

日　　　的

ESTの安全性研究の一環としてピーグル犬

に6ヶ月間ESTを経口授与し，その毒性なら

びに回復性を検討する。

方　　　法

1．動物

ホワイトイーグル社（米国）から5ヶ月令で

購入した雌雄ピーグル犬を約3ヶ月間予備飼育

したのち使用した。なお，投与開始時の体重は

7．1～12．7kgであった。

動物は空調を施した動物舎でアルミ製ケージ

に個別飼育し固型飼料（DS，オリェソタル酵

母社製）および，水は自由に摂取させた。

2．投与方法

動物を1群4～6匹として，ESTの5，50，

500mg／kg群および対照群の4群に分けた。

に障害を受けた糸球体から尿細管内に排泄され

た蛋白が再吸収されたものと言われているのが，

6ヶ月の長期投与により該変性性変化以外の形

態的変化は認められず，しかも休薬により軽減

した状態で認められた。

これらESTの腎臓に対する変化はイヌおよ

びハムスターなどでも認められており5），種差

が比較的ない変化と考えられるが，硝子滴沈着

以外の変化がほとんど認められない事から，そ

れほど重篤な毒性的意義を有するものではない

と思われる。

結　　　論

ラットにESTの　2，10，50mg／kgを6ヶ

月間経口投与し，慢性毒性を検討した結果，亜

急性毒性試験と同様，GOT，GPTの上昇のは

か，腎臓重量の増加，肝細胞の多核化，増殖

巣，壊死，腎変性など，主として肝臓，腎臓の

障害を示唆する変化が認められたが，休薬によ

りこれらの変化は軽減化し回復傾向がうかがわ

れた。

ヌ

ESTの粉末結晶をゼラチンカプセルに充填し，

1日1回6ヶ月間にわたり経口投与した。対照

群には空のゼラチンカプセルを投与した。

3．戟察および検査方法

一般症状については毎日観察を行い，体重，

摂餌量および摂水量を投与開始後3ヶ月間は週

1回，その後は4週に1回測定した。さらに投

与開始前，投与1ヶ月，3ヶ月，6ヶ月および

休薬後には以下の諸検査を実施した。

（1）血液学的検査

前腕静脈より採血したEDTA・2K加血液

を用い，赤血球数，白血球数，血小板数，へそ

グPビン量，ヘマトクリット値，MCV，MCH

および　MCHC（Coulter counter model S

Plus，CoulterelectronicsINC．）網赤血球数

および白血球百分率（Hematrak480，Geome－

tric data corporation），赤血球膜抵抗性（C．

P．C．system，三鬼エンジニアリング株式会

31
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雄

雌

0　　　　4　　　　8　　　12　　　16　　　　20　　　　24

投　与　期　間

図2　イヌ慢性毒性試験における体重変動

社），プ。トロンビン時間（Clotek system，

Hyland division travenol laboratories

INC．）を検査した。

（2）血液生化学的検査

前腕静脈より採取した血液を遠心分離し，そ

の血清について自動生化学分析装置（CL－12，

島津製作所）を用い，血糖（酵素法），総蛋白

質（ビウレット法），アルブミン（BCG法），尿

素窒素（酵素法），クレアチニソ（Ja仔伝法），

総ビリルビン（Jendrassik－Cleghorn法），総

コレステロール（酵素法），トリグリセライド

（GPO－MEHA法），GOT・GPT（UV法），

ALP（Kind－Eing変法），LDH（Wr6blewski－

LaDue法），無機リン（モリブデンブルー直接

法），カルシウム（OCPC法），尿酸（酵素法），

CPK（GSCC準拠法），リン脂質（酵素法）を

測定し，またナトリウム・カリウムをイオンメ

ーター（CLM－101CL，島津製作所）により測

定した。またA／G比を総蛋白質およびアルブ

ミン量より算出した。

（3）尿検査

32

0　　　　4

（weeks）

一休薬期間十

代謝ケージにより採集した尿について試験紙

を用い，糖，蛋白，pH，ケトン体，潜血反応，

ビリルビン，ウロビリノーゲソ（以上マルティ

スティクス，マイルス三共株式会社）を検査す

るとともに，24時間蓄尿について尿量，比重

（尿比重計）の測定，沈法の鏡検を行い，さら

にナトリウム，カリウム，クレアチニソ量を血

清測定方法に準じて定量した。

（4）肝臓および腎臓校能検査

肝枚能検査はBSP法（30分値），腎較能検

査はPSP法（15分，25分，35分値）により，

血中停滞率および血中半減期の測定を行った。

（5）限科学的検査

肉眼的な外部観察をするとともに，眼底カメ

ラ（コーワ，RC－2）を用い，網膜の観察を行

った。

以上の諸検査終了後，ベントパルビタール麻

酔下に頸動脈より放血死させ開胸腹して，諸臓

器の肉眼的観察を行い，また，大脳，小脳，心

臓，肺，肝臓，腎臓，脾臓，腸間膜リン㌧ペ節，

胸腺，膵臓，精巣，精巣上体，前立腺，卵巣，
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表9　イヌ慢性毒性試験における血液学的検査所見

雄：

Dose（mg／kg）　　　　　　　　　Contro1　　　　5　　　　　50　　　　　500

No．of animals　　　　　　　　　　　　　4　　　　　　　4　　　　　　　6　　　　　　　6

Time examined

（Month）

Erythrocytes（101／mm3）

Hemoglobin（g／dl）

Hematocrit（％）

Platelets（103／mm3）

Leucocytes（102／mm3）

0
1
3
6
　
0
　
1
3
6
　
0
1
3
6

0
　
1
3
6

745±44
773±37

766士54
782土42

16．3士1．8
17．0±1．4
17．3士1．6
17．6±1．5

3
3
1
2

5
4
5
4

士
土
士
土

4
8
5
0
5

0
5
1

5

7
　
1
2
　
9

8
9
　
1
8

土
±
土
士

3
　
0
　
5
　
7

9
　
6
　
2
　
4

2
　
2
　
2
　
2

1
7
6
　
3

2
　
1
　
1
　
2

士
土
士
土

9
　
5
0
　
7

5
　
3
　
3
　
2

1
　
1
　
1
　
1

741土36
743土43
709土30

738±49

16．5土0．8
16．7士1．0
16．3土0．4
17．0土0．9

2
　
0
0
　
4
　
8

2
　
2
　
1
　
2

土
土
土
土

8

1

3

3

8
　
9
　
7
　
9

4
　
4
　
4
　
4

0
　
4
　
1
　
3

3
　
3
　
3
　
2

土
士
士
士

0
　
1
　
2
　
0

7
　
7
　
6
　
4

2
　
2
　
2
　
2

5
　
6
　
4
　
6

6
　
4
　
9
　
2

土
土
土
士

1
7
　
2
　
8

6
　
3
　
8
　
2

1
　
1
　
1
　
1

740±66　　　　765土46

744土55　　　　　828土49

711士70　　　　670土48＊

749土66　　　　734土36

16．6土1．5　　　16．9土0．8

16．6土1．2　　　17．9土1．1

16．3土1．5　　14．5士1．3＊

17．2土1．7　　15．3土1．0＊

48．8土3．8　　　49．8±2．5

49．0士3．4　　　53．3士3．6

47．6土4．3　　　42．7土3．7＊

50．4±4．6　　　46．0±3．1＊

256土54　　　　　311±86

278±54　　　　331土105

243士46　　　　421士106＊

221士22　　　　424土109＊

154士36　　　　124±26

134士19　　　　124土41

131土15　　　　128士34

129土12　　　　126土20

＊：p＜0．05，＊＊：p＜0．01

雌：

Dose（mg／kg）　　　　　　　　　　Contro1　　　　　5　　　　　　50　　　　　500

No．of animals　　　　　　　　　　　　　　4　　　　　　　4　　　　　　　6　　　　　　　6

Time examined

（Month）

Erythrocytes（10．／mm3）

Hemoglobin（g／dl）

Hematocrit（％）

Platelets（103／mm3）

Leucocytes（102／mm3）

0

1

3

6

　

0

1

3

6

774±47

808士53
764土36
770士55

8
　
7
　
7
　
9

0
　
0
0
　
0

±
土
士
士

3
　
8
　
5
　
8

7
　
7
　
7
　
7

1
　
1
　
1
　
1

1
0
　
5
　
1

2
　
2
　
1
　
3

土
士
土
士

2
　
7
0
　
4

1
　
3
　
1
　
1

5
　
5
　
5
　
5

4
9
9
　
7

3
　
5
　
4
　
3

±
±
士
士

6
　
8
　
6
　
（
∂

7
　
8
　
5
　
0

2
　
2
　
2
　
3

3
　
3
　
7
　
4

1
　
3
　
2
　
2

士
±
±
土

8
　
1
7
5

1
　
1
　
1
　
1

1
　
1
　
1
　
1

9

0
　
8
　
0
　
9

5
　
5
　
1
　
3

土
士
土
土

3
　
3
　
8
　
1

0
　
8
　
5
　
1

8
　
7
　
7
　
7

8
　
6
　
8
0

0
　
0
　
1
1

士
土
±
土

0
　
4
　
3
　
3

8
7
　
7
6

1
　
1
　
1
　
1

1
　
4
　
8
6

2
　
2
　
5
　
2

土
士
土
±

9
　
0
　
2
　
1

2
　
2
0
　
7

5
　
5
　
5
　
4

5
　
0
　
6
　
2

2
　
6
　
4
　
5

士
土
土
土

6
　
5
　
7
　
4

9
　
7
　
4
9

2
　
2
　
2
　
2

8
　
8
　
0
　
0

1
　
1
　
2
　
2

土
±
士
士

6

7

6

3

3
　
1
　
5
　
4

1
　
1
　
1
　
1

0
　
4
　
5
　
0

6
　
6
　
7
6

±
士
士
土

4
　
1
7
　
5

6
　
6
　
2
　
3

7
　
7
　
7
　
7

l
　
1
3
　
3

1
　
1
　
1
　
1

土
土
±
士

2
　
1
　
7
　
8

7
　
7
　
6
　
6

1
　
1
　
1
　
1

9
　
4
3
　
5

2
　
3
　
4
　
3

±
士
土
土

6
　
7
　
7
　
9

0
0
　
8
　
8

5
　
5
　
4
　
4

2
　
1
　
7
　
1

4
　
3
　
2
　
5

土
士
士
土

3
　
2
　
9
　
5

6
　
6
　
5
　
1

2
　
2
　
2
　
3

6
　
8
　
5
　
0

3
　
2
　
2
　
2

±
土
士
士

5
　
3
　
3
　
2

2
　
1
　
3
　
3

1
　
1
　
1
　
1

7
　
2
　
5
　
9

5
　
7
　
6
　
5

土
土
土
±

8
　
3
　
2
　
8

7
　
8
　
2
　
0

7

7

7

7

＊

＊

　

＊

9
　
1
　
3
　
2

0
　
1
　
1
　
1

土
土
±
土

2
　
9
　
7
　
3

7
　
6
　
5
　
5

1
　
1
　
1
　
1

＊
＊
6
4
9
4

2
3
3
3

士
土
士
土

8
5
2
8

50
5
0
4
6
崩

8
1
2
5

5
6
7
6

士
土
±
土

26
2
9
3
2
3
5

2
　
5
　
0
　
8

3
　
4
　
3
　
2

±
±
士
土

5
　
5
　
5
　
1

2
　
3
　
3
　
2

1
　
1
　
1
　
1

＊p＜0．05，＊＊：p＜0・01
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委10　イヌ慢性毒性試験における血液生化学的検査所見（堆）

Dose（mg／kg）　　　　　　　　　　　Contro1　　　　　5　　　　　　50　　　　　　500

No・Ofanimals　　　　　　　　　　　　　4　　　　　　　4　　　　　　　6　　　　　　　6

Totalprotein（g／dl）

Albumin（g／dl）

BUN（mg／dl）

Creatinine（mg／dl）

Cholesterol（mg／dl）

Triglyceride（mg／dl）

GOT（IU／1）

GPT（IU／1）

ALP（K－AU）

LDH（IU／1）

Na（mEq／1）

Ⅹ（mEq／1）

e

響136。136。136。136。136。136。136。136。136。136。136。136

T

l
 
l
 
l
　
1

0
　
0
　
0
　
0

土
土
士
土

7
　
7
　
9
　
3

5
　
5
　
5
　
6

2
　
2
　
2
　
2

0
　
0
　
0
　
0

土
土
土
土

3
　
2
　
2
　
2

3
　
3
　
3
　
3

d

7
　
4
　
0
　
7

3
　
4
　
4
　
1

土
土
土
土

7
　
5
　
9
　
7

8
　
7
　
7
　
6

1
　
1
　
1
　
1

3
　
2
　
7
　
0

1
　
1
　
0
　
1

0
　
0
　
0
　
0

土
土
土
土

7
　
0
　
2
　
4

8
　
7
　
8
　
8

0
　
0
　
0
　
0

5．7士0．2　　　　5．7土0．3

5．6土0．1　　　　5．7土0．4
5．9士0．2　　　　5．7士0．2

6．2±0．1　　　　6．0土0．3

3．3土0．2　　　　3．2±0．2

3．3土0．1　　　　3．2土0．2

3．2土0．1　　　　3．2土0．2

3．3土0．1　　　　3．3土0．3

17．3土2．6　　　18．1土5．1

21．2土4．8　　　18．7土4．5

21．9土2．0　　　19．1±5．2

20．2士2．0＊　　　18．7士2．9

1．00土0．05　　　0．98土0．09

0．72±0．10　　　0．72土0．13
0．75士0．05　　　0．77士0．16

0．87土0．10　　　0．90土0．07

110土7　　　　　116土16　　　　121±28

113土7　　　　　108土11　　　　115土25

115土2　　　　　118土7　　　　　116土20

115士6　　　　　115土5　　　　　115土25

43土11　　　　　41士11　　　　　35土12

47土5　　　　　　54±24　　　　　44土9

37士13　　　　　55士18　　　　　35土22

42±20　　　　　　42土5　　　　　　40土19

27±5　　　　　　24土3　　　　　　26士2

31士5　　　　　　25士2　　　　　　30土6

25土5　　　　　16土5＊　　　　　26土3

23土6　　　　　　27土2　　　　　　27±7

36土6　　　　　　38士10　　　　　36土12

34土8　　　　　　37土11　　　　　31土11

38士3　　　　　　35土9　　　　　　32±10

35土5　　　　　　37土8　　　　　　31士7

7．5士0．9　　　　7．7土0．4　　　　6．5土1．0

6．1土0．9　　　　5．8土0．6　　　　4．0土1．0＊

5．4土0．9　　　　　6．3±1．9　　　　4．5土0．8

5．2土1．4　　　　6．3士1．3　　　　4．3土0．7

139土26　　　　　220士132　　　　156士39

102士18　　　　　90土21　　　　　81士9＊

132土31　　　　176土60　　　　129±36

139±65　　　　　165土25　　　　　121±66

144士1　　　　　144土1　　　　　145土1

133土15　　　　129±1　　　　　129士1

141±1　　　　　142土1　　　　　141士1

148土0　　　　　149士1　　　　　146土1

5．2土0．2　　　　4．9土0．1　　　　4．8土0．3

4．3土0．4　　　　4．6土0．1　　　　4．5士0．2

4．6土0．3　　　　4．7土0．1　　　　4．5土0．3

4．8士0．2　　　　4．8土0．2　　　　4．7土0．2

5．6士0．3

4．8±0．6＊

5．4土0．4＊

5．7±0．7

3．2士0．3
2．5土0．6＊

2．6±0．5＊

2．7土0．6

17．2士4．8

19．2士3．4

21．9±4．4

17．4士4．2

0．95士0．15

0．71±0．09

0．77土0．14

0．87土0．14

122士21
111士27

117±17

107士21

43士14

81土16＊＊

74士27＊

57土6

29土4

32士4

31土5

29土5

38土9

23土4＊

22士6＊＊

25土4＊＊

8．5土1．3
4．5土0．8＊

5．2土1．0

5．3土0．9

196土116
92土10

165±57
175土85

144士1

126±4

141土0

146土1＊

4．8土0．2＊

4．6土0．3
5．0土0．2＊

5．1±0．2

＊：p＜0．05，＊＊：p＜0．01
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表11イヌ慢性毒性試験における血液生化学的検査所見（雌）

Dose（mg／kg）　　　　　　　　　　　　Contro1　　　　　　5　　　　　　　50　　　　　　500

No．of animals　　　　　　　　　　　　　　　　4　　　　　　　　4　　　　　　　　6　　　　　　　　6

Totalprotein（g／dl）

Albumin（g／dl）

BUN（mg／dl）

Creatinie（mg／dl）

Cholesterol（mg／dl）

Triglyceride（mg／dl）

GOT（IU／1）

GPT（IU／1）

ALP（K－AU）

LDH（IU／1）

Na（mEq／1）

K（mEq／l）

e

讐136。136。136。136。136。136。136。1。6。136。136。136。136

T
i

l
　
1
　
2
　
2

0
　
0
　
0
　
0

士

士

士

土

4
　
6
　
6
　
1

5
　
5
　
5
　
6

2
　
1
　
1
　
1

0
　
0
　
0
　
0

士

土

土

士

3
　
4
　
3
　
5

3
　
3
　
3
　
3

d

9
　
5
　
3
　
6

4
　
5
　
3
　
3

士

土

±

士

3
　
7
　
0
　
4

5
　
0
　
9
　
8

1
　
2
　
1
　
1

6
　
5
　
5
　
7

0
　
0
　
0
　
0

0
　
0
　
0
　
0

土

±

土

±

2
　
1
　
7
　
5

8
　
9
　
7
　
7

0
　
0
　
0
　
0

1
　
8
　
8
　
9

2
　
2
　
2
　
3

士
土
士
士

8
　
0
　
2
　
9

1
　
2
　
3
　
3

1
　
1
　
1
　
1

0
　
　
　
2
　
8

1
　
8
　
2
　
1

士

士

士

土

9
　
7
　
2
　
2

3
　
4
　
5
　
5

2
　
8
　
5
　
9

土

±

土

土

9
　
2
　
2
　
8

2
　
3
　
2
　
2

3

3
　
5
　
1
　
3

±

士

士

士

0
　
2
　
5
　
3

3
　
3
　
3
　
3

3
　
4
　
8
　
0

4
　
5
　
5
　
4

士
土
士
士

3
　
6
　
5
　
5

0
　
1
　
8
　
7

1

　

1

197±68

109±32

153士30

149士69

5．6土0．3　　　　5．4土0．2　　　　5．6土0．3

5．5土0．3　　　　5．7土0．3　　　　5．2土0．4

5．8±0．3　　　　5．6土0．2　　　　5．6士0．3

6．2±0．2　　　　6．2±0．3　　　　5．7土0．3

3．4±0．3　　　　3．4±0．1　　　　3．4土0．2

3．4士0．2　　　　3．5土0．2　　　　3．1土0．3

3．3土0．2　　　　3．2土0．1　　　　3．2士0．3

3．5±0．2　　　　3．5士0．1　　　3．1土0．2＊

19．4士6．7　　　18．3土4．3　　　16．0士3．8
17．5土3．9　　　　20．3±4．8　　　　21．2土2．6

25．2士3．4＊　　19．7土5．7　　　18．4士3．2

19．9土4．0　　　19．1土4．5　　　18．6土5．6

0．68土0．12　　　0．81士0．10　　　0．77土0．06

0．75土0．07＊　　0．70±0．11＊＊　　0．70土0．12■

0．78土0．07　　　0．84士0．12　　　0．78土0．11

0．77土0．12　　　0．74土0．14　　　0．73土0．09

104士28　　　　107土13　　　　116土28

102土31　　　　117±16　　　　102土21
127士51　　　　123土22　　　　128土45

149土13　　　　140土34　　　　135±46

37士13　　　　　37士17　　　　　33土15

34土11　　　　　55士31　　　　　53土14

57土22　　　　　　49±23　　　　　52土10

38土12　　　　　63土27　　　　　63土25

36土9

36士9

26士3

25士5

34士5

33土7

32土5

28土7

9．0士0．9

6．9土0．8

7．6士1．0

6．7土1．2

154士25

109士18

144土13

116士18

140±1　　　　　146士9

147土6　　　　　145土1

147±1　　　　　146士1

148土0　　　　　149土2

4．6士0．2
4．7士0．2

4．6士0．2
4．9土0．4

4．7土0．2

4．8土0．2

4．5士0．2

4．7土0．2

31土7　　　　　　32土9

31士7　　　　　　32土9

25士4　　　　　　24土5

25土8　　　　　　　28土9

58土55　　　　　37土6＊
32土7　　　　　　25土5

29土3　　　　　　27土4
30土2＊　　　　　　26土6

8．8土2．1　　　　8．1土1．7

6．6土1．4　　　　6．1土1．5

5．9土0．7　　　　6．1土1．8

6．3土1．0　　　　6．7土2．1

143土44　　　　143土32

85土20　　　　　　90土20

156士56　　　　　174士74

108土23　　　　　124土38

139土2　　　　　140土3

144士1　　　　　146土1

146土2　　　　　147土1
148土1　　　　　147土1

4．4土0．3　　　　4．3土0．2＊

4．7土0．2　　　　4．8土0．3

4．6土0．4　　　　4．5土0．6

4．8±0．2　　　　4．7土0．4

＊：p＜0．05，＊＊：p＜0・01
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表12　イヌ慢性毒性試験におけるBSP，PSP試験所見
堆：

Dose（mg／kg）　　　　　　　　　　Contro1　　　　　5　　　　　　50　　　　　500

No・Of animals　　　　　　　　　　　　　4　　　　　　　4　　　　　　6　　　　　　6

BSP test

30min．value（％）

PSP test

Tl／2（min．）

Time examined
（Month）

0　　　　1．8土1．1
1　　　　1．6土0．9
3　　　　　2．8士2．5
6　　　　2．1士1．8

0　　　16．4士2．8
1　　　15．3士2．1
3　　　18．3±2．6
6　　　16．0士2．5

1．7士0．3
1．8土0．3
1．5土0．4
1．8土0．7

18．4±3．5
18．8士2．1
16．7士2．1
17．6±2．0

1．6土0．3
1．2土0．2
1．6土0．3
1．8土0．3

18．1土2．7
16．6土1．4
16．6土1．8
16．2±1．5

1．5土0．4
1．7土1．0
1．7±0．9
1．8士1．3

16．2±1．8
19．7土7．4
16．9士3．2
16．9土2．5

＊：p＜0．05，＊＊：p＜0．01

雌：

Dose（mg／kg）　　　　　　　　　　　Contro1　　　　　5　　　　　　50　　　　　　500

No・Of animals　　　　　　　　　　　　　4　　　　　　　4　　　　　　　6　　　　　　　6

BSP test

30min．value（％）

PSP test

Tl／2（min．）

Time examined
（Montb）

0　　　　1．7士0．3
1　　　　1．5土0．2
3　　　　2．2土0．5
6　　　　2．5±0．8

0　　　16．9±0．8
1　　　16．2士2．0
3　　　17．4士0．9
6　　　16．0土1．0

1．5土0．5
1．7土0．8
2．3±1．4
2．6±0．9

16．5±1．1
16．9土1．6
15．8土2．6
16．3土1．4

1．7土0．5
2．1土0．8
1．9士0．4
2．0土0．7

16．2士2．1
16．2土1．6
15．9±1．9
14．3土1．5

1．7士0．7
1．7士0．4
1．6土0．3＊
1．6±0．4＊

15．5士0．9＊
17．8＝ヒ1．9
17．1士1．8
15．6±2．1

＊：p＜0．05，＊＊：p＜0．01

表13　イヌ慢性毒性試験における臓器重量（堆）

I）ose（mg／kg）　　　　　　　　　　Contro1　　　　　5　　　　　　50　　　　　500

No・Of animals　　　　　　　　　　　　　3　　　　　　4　　　　　　4　　　　　　4

Liver（g）

Kidney（g）

Rigbt

Left

Mesentericlymph nodes（g）

Thymus（g）

Thyroid gland（mg）

Rigbt

Left

Adrenal gland（mg）

Rigbt

Left

A．W．　　265±10　　　　249土24
R．W．　　220士44　　　　210土39

A．W．　25．6土2．3　　　24．5土4．7
R．W．　21．0±1．7　　　20．2土1．O

A．W．　25．5±2．6　　　25．5士5．4
R．W．　20．9土2．1　　　21．0土0．5

A．W．　　8．9土2．2　　　　8．8土2．2
R．W．　　7．2土1．4　　　　7．2±0．5

A．W．　　6．3±1．2　　　　8．3土2．7
R．W．　　5．1土0．9　　　　6．7±1．0

A．W．　　485土154
R．W．　　394土110

A．W．　　515±129
R．W．　　418土85

A．W．　　628土40
R．W．　　516土60

A．W．　　589土118
R．W．　　479土73

502±152
410±72

423土127
351±83

613±80
524土132

667土65
567±122

316土49　　　　　436土40＊＊

253±39　　　　　405±48＊＊

28．1±3．4　　　　33．8±2．6＊＊

22．5土2．6　　　　31．6±4．4＊

28．6士4．2　　　　34．7±2．8＊＊

23．0土3．4　　　　32．4±4．2＊＊

9．1士1．1　　　11．2±2．7
7．3土1．3　　　10．4±3．1

6．8土1．7　　　　5．6±1．3
5．6土2．1　　　　5．2土1．3

413士100
326士49

475士178
379土135

627土71
501±24

591土78
480土114

474±138
443士150

523土144
487士150

760±151
706土139

769土65＊
714±69＊＊

A・W・：absolute organ weight，R．W．：relative organ weight
＊：p＜0・05，＊＊：p＜0．01
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表14　イヌ慢性毒性試験における臓器重量（雌）

Dose（mg／kg）　　　　　　　　　　　Contro1　　　　　5　　　　　　50　　　　　　500

No．of animals　　　　　　　　　　　　　　　　3　　　　　　　　4　　　　　　　　4　　　　　　　　4

Liver（g）

Kidney（g）

Rigbt

Left

Mesentericlymph nodes（g）

TllymuS（g）

Thyroid gland（mg）

Right

Left

Adrenal gland（mg）

Right

Left

A．W．　　254士57　　　　　249土62
R．W．　　241士17　　　　　242土30

A．W．　　22．5±4．5　　　　20．6土3．4
R．W．　　21．6士3．9　　　　20．2土1．3

A．W．　　21．7土3．8　　　　20．7土2．9
R．W．　　20．9土2．8　　　　20．3土1．4

A．W．　　9．5土1．8　　　　7．1土2．2
R．W．　　9．6士4．3　　　　6．8土1，3

A．W．　　4．8土0．9　　　　5．8土2．4
R．W．　　4．6士0．9　　　　5．7土2．1

A．W．　　527土178
R．W．　　501士119

A．W．　　470土106
R．W．　　462士156

A．W．　　731士179
R．W．　　　721士268

A．W．　　692土98
R．W．　　　669士106

437±88
427土27

402：土68
395土38

704±179
710±254

627土102
630土162

281±28　　　　　352士48
294士21＊　　　　410土36＊＊

23．6士2．5　　　　27．6土4．5
24．8士3．3　　　　32．5士6．5

23．0土1．0　　　　27．9士3．6
24．3土3．0　　　　32．9土6．1＊

7．3土2．7　　　　9．5土5．1
7．8土3．5　　　10．6土3．8

8．5士2．6　　　　3．1士1．3
8．9土2．8　　　　3．5土0．9

415土111
428±77

384±86
402土84

554土265
583士237

573±81
600土72

511土134
616±238

542土138
651±233

618士45
736±164

616士36
730土127

A．W．：absolute organweight，R．W．：relative organ weight

＊：p＜0．05，＊＊：p＜0・01

子宮，顎下腺，下垂体，甲状腺，副腎を摘出秤

量した。これらの諸臓器，ならびに眼球，気

管，喉頭，気管支，食道，胃，十二指腸，空

腸，回腸，結腸，直腸，胆のう，上皮小体，耳

下腺，舌下腺，脊髄，坐骨神経，大腿骨，大腿

骨骨髄，骨格筋，贋胱，皮膚，乳腺について，

10％中性緩衝ホルマリソ液にて固定し，常法に

従ってパラフィソ切片を作成し，H・E・染色を

行った後，病理組織学的検査を行った。

また，肝臓，腎臓についてはOilred O染

色Weigertのfibrinoid染色による鏡枚も行

った。

6ヶ月間の投与終了後，対照群の1匹，EST

50および500mg／kg群の各2匹，計5匹に

ついて，1ヶ月間の休薬期間を設けて，慢性毒

性試験と同様な実験条件，実験方法により回復

性を検討した。

結　　　果

体重変動を図2に，諸検査の所見を表9～14

に示す。

1．一般症状

死亡例はいずれの投与群においても観察され

なかった。

主な症状の変化としては，50および500mg／

kg群に軟便が共通して見られた。500mg／kg

群では投与開始まもなく軟便が見られ，4ヶ月

目位まで継続して見られた。50mg／kg群では

500mg／kg群に比べると軽度であり，発症の

時期も投与1ヶ月日頃より，3ヶ月日頃に多く

見られた。

また，全群に共通して，未吸収検体が糞中に

混じって排泄されるのが見られた。排泄量は高

投与群ほど多く見られた。

その他，500mg／kg群の数例に軽度削疫なら

びに元気消失が見られた。摂餌量は500mg／kg

群の雄で減少が認められ，摂水量はいずれの投

与群においても著変は認められなかった。

2．体重

500mg／kg群において雄で軽度減少ないし

増加抑制が，雌で増加抑制傾向が認められた。

3．血液学的検査
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写真3　肝臓（EST500mg／kg雄ピーグル犬）

肝実質細胞内への硝子滴沈着

×400Weigert’s Fibrinoid Stain．
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写真4　腎臓（EST500mg／kg雌ピーグル犬）

皮質尿細管上皮への硝子滴沈着
×200Weigert’S

500mg／kg群の雌雄に投与3および6ヶ月

目の検査で，ヘモグロビン量およびヘマトクリ

ット値の減少が認められた。また雄で3ヶ月目

に赤血球数の減少および3，6ヶ月目に血小板

数の増加が認められた。

4．血液生化学的検査

500mg／kg群の雄に総蛋白・アルブミンの

減少，トリグリセライドの増加およびGPT

の減少が見られた0その他，雌雄で散発的に有

意な変化が認められたが，いずれも意義ある変

化とは思われなかった。
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Fibrinoid Stain．

5・尿検査，機能検査および脹科学的検査

いずれの検査においても著変は認められなか

った。

6．臓器重量

500mg／kg群の雄において，肝臓，腎臓お

よび副腎の重量増加，雌において肝臓および腎

臓の重量増加が見られた。

7．病理組織学的検査

ESTによると思われる主要な変化として，

肝実質細胞内への硝子滴沈着（写真3）が雌雄

の50mg／kg群より軽度から中等度に用量反応



3．ESTの慢性毒性に関する研究

性に認められた。硝子滴の性状はEosin（＋），

PAS（土）およびWeigertのfibrinoid（＋）

の反応を示した。

また，腎臓の皮質尿細管上皮の硝子滴沈着（写

真4）が，雄では50mg／kg群より，雌では5

mg／kg群より用量反応性に認められた。

1ヶ月間の休薬により投与期間内に見られた

変化はいずれも消失あるいは軽減化して観察さ

れた。

考　　　察

EST5，50および500mg／kgをど－グル

犬に6ヶ月間経口投与し，また投与終了後1ヶ

月間の休薬期間を設け回復性を検討した結果，

500mg／kg群で下痢，体重増加抑手札　軽度貧

血，血中蛋白質，脂質の変化，肝臓重量の増

加，腎臓重量の増加，肝実質細胞内への硝子滴

沈着，腎臓の皮質尿細管上皮の硝子滴沈着等の

全身症状ならびに肝臓および腎臓への影響を示

唆する変化が観察された。また50mg／kg群で

は下痢，肝臓重量の増加および500mg／kg群

と同様な肝臓，腎臓の器質的変化が認められ

た。5mg／kg群では雌において同様な腎臓の

器質的変化が認められた。

以上のように6ヶ月間の投与におけるEST

による種々の変化は1ヶ月間投与の亜急性毒性

試験5）時に見られたと同様な肝臓，腎臓への影

響を主体とするものであり，肝実質細胞内への

硝子滴沈着のみが慢性毒性において新たに出現

した変化であった。しかしこの変化は他の器質

的な変化を伴わず，また機能的な変化もうかが

われない事から，肝臓に及ぼす影響としてそれ

ほど重篤な変化とは考え難い。前述のラットの

亜急性毒性，慢性毒性で見られた肝臓の変化と

は本質的に異なるものと考えられる。

腎臓については，亜急性毒性およびラットの

場合と同様な器質的変化が認められ，亜急性毒

性よりも低用量から発現が見られるものの，変

化の増強あるいは新たな質的変化の発現は認め

られないことから腎肢の機能，器質に及ぼす影

響は比較的弱いものと考えられる。一方，EST

による影響として肝臓に比較すると動物種差の

ない変化であると推察される。

結　　　論

ピーグル犬にESTの5，50，500mg／kgを

6ヶ月間経口投与した結果，50および知Omg／

kgで肝臓5mg／kg以上で腎臓にそれぞれ影

響を示唆する変化が観察された。
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4．ESTの生殖に及ぼす影響

（胚・器官形成期投与試験）

大　関　正　弘＊

研究協力者　山　田　　隆＊　井　上　孝　志＊　内　田　英　男＊

大　場　由　香＊　中　根　貞　雄＊

日　　　的

ESTを妊娠ラットの胚・器官形成期に経口

授与し，胎仔ならびに出産仔に及ぼす影響を検

討する。

方　　　法

1．使用動物および飼育条件

動物は，Wistar系ラット雌14遇令，雄15週

令（静動協）を用いた。飼育は，木屑敷プラスチ

ックケージに動物を入れ，バリヤーシステムの

空調動物室で固型飼料（オリェソタル酵母社：

MF）および水（殺菌水）を自由に摂取させる

方法で行った。

予備飼育により順調な体重増加を示した雌雄

を2：1の割合で一夜同居させ，翌朝，屋内に

精子の認められた雌を選び，その日を妊娠0日

と定めた。妊娠動物は，1群31～34匹（予試験

7～10匹）に分け試験に供した。

2．投与量および投与方法

予試験の結果，ESTl，000mg／kg投与量で

流産の多発，500mg／kg投与量で高頻度の胎

仔致死，250mg／kg投与量で胎仔体重の抑制

が認められた（表1，2）。これより，本試験

の投与量を最大250mg／kg／day　とし，以下

70および20mg／kg／dayに設定した。

ESTは，5％アラビアゴム水溶液に懸濁し，

体重100g当りlmlの割合で1回／日，胃ゾ

＊大正製薬株式会社総合研究所

ソデを用い強制経口投与を行った。対照には，

ESTと同様な方法で5％アラビアゴム水溶液

を授与した群を設けた。

3．投与期間

妊娠7日から17日目までの11日間，連日授与

した。

4．検査項目および検査方法

（1）母獣（Fo）．

母獣は，ノ毎日症状を観察し，体重を投与期間

中は毎日，その他は遇1～2回，摂餌量は遇1

～2回測定した。

妊娠20日日に，約2／3例を頸椎脱臼により屠

殺し，臓器および子宮内の肉限的観察を行った0

残り約1／3例については自然分娩させ，妊娠日

数，分娩状態，生死，体重，哺育能力を調べた。

哺青は，出産仔を生後4日令時に1母獣当り8

匹になるよう淘汰し，離乳時まで観察した。分

娩後21日日には全例屠殺し，臓器の肉眼的観察

および着床痕数の測定を行った。

（2）次世代胎仔（Fl）

妊娠20日日に母獣を開腹し，子宮内状態，着

床数，生存仔数および死亡仔数を調べた。死亡

仔は，その形状により吸収，初期，中期および

後期死亡に分類し1），生存胎仔は，性別判定，体

重測定および外表・内臓・骨格の観察を行った。

内臓観察については，1母獣当り雌雄各1～2

匹ずつの胎仔をプアソ固定した後，Wilson2），

Barrow3）および西村4）らの方法に従い行った。

骨格観察については，内臓観察に供した残りの

胎仔すべてを70％アルコールに固定した後，
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I E－64莱頁縁体の開発

表1母獣（Fl）の体重変動〈予試験〉

Groups（mg／kg）　　Contro1　　　　　　　250　　　　　　　　500　　　　　　　1，000

Days of gestation

O

3

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

20

178．9土8．42（10）

182．3土6．97（10）

188．9土7．86（10）

190．4土7．35（10）

191．3土7．94（10）

194．1士7．13（10）

198．1土7．56（10）

200．4土7．40（10）

203．2±7．50（10）

204．9土9．41（10）

207．9土8．91（10）

213．4±10．39（10）

219．8土11．09（10）

227．4土13．06（10）

240．9土16．39（10）

178．7土6．98（9）

183．2土8．70（9）

189．7土7．94（9）

188．4土8．70（9）

189．9土9．40（9）

192．3土10．04（9）

194．8土10．74（9）

197．1土10．60（9）

199．3土12．91（9）

202．2土12．38（9）

203．5士13．19（9）

206．2±13．63（9）

209．3土15．83（9）

214．8±16．71（9）

226．1土21．20（9）

182．9土5．59（7）

187．0土5．85（7）

192．9士8．56（7）

192．7土8．30（7）

191．0士8．04（7）

193．5土8．25（7）

191．6土8．76（7）

190．1土8．65＊（7）

191．7土9．78＊（7）

193．6土9．42＊（7）

194．3土10．82＊（7）

195．2土11．44＊＊（7）

194．9士14．66＊＊（7）

197．5±16．59＊＊（7）

205．8土16．03輌（7）

178．9土7．79（8）

183．0土8．08（8）

190．2±8．11（8）

188．6士8．65（8）

187．3土8．03（8）

188．1土8．02（8）

185．3土11．50≠（8）

184．1土11．621＊（8）

181．1土10．84＊＊（8）

176．4土13．09＊＊（8）

177．6土14．44＊＊（8）

174．2土13．82＊＊（8）

175．5土14．04＊＊（8）

176．3土13．96＊＊（8）

189．2土14．26＊＊（8）

Mean土S．D．（No．ofanimals），＊：P＜0．05，＊＊：p＜0．01，Unit：Gram

表2　胎仔（Fl）所見〈予試験〉

Groups（mg／kg）　　　　　　Contro1　　　　　　250　　　　　　　500　　　　　　1，000

No．of dams

Abortion rate［％］

No・Ofimplants

Implants perlitter

No．of resorbed and
dead fetuses

Total

Resorption

Early death

Middle death

Late death

No．oflive fetuses

10

0．0

0／10

84

9

11．1

1／9

49

7

14．3

1／7

41

8

50．0

4／8

42

8．4±3．3（10）　　6．1±3．3（8）　　　6．8土4．2（6）　　10．5土2．4（4）

4く3〉

3く3〉

1く1〉

0〈0〉

0〈0〉

80

2く2〉

2〈2〉

0〈0〉

0く0〉

0く0〉

47

37＊＊〈6＊〉　　　　　42＊＊く4〉

36＊＊く6り　　　　　36＊＊〈4〉

0　〈0〉　　　　　　6＊＊〈1〉

0　〈0〉　　　　　　0　〈0〉

1〈1〉　　　　　　0　く0〉

4　　　　　　　　　　0

Live fetuses perlitter　　　8．0±3．4（10）　　5．9j＝3．2（8）　　0．7土1．0＊＊（6）　0．0土0．0＊＊（4）

Sex ratio

Male／Female

Body weight［g］

Male

Female

Male＋Female

No．of fetuses with
external anomalies

1．22　　　　　　　　1．61　　　　　　　1．00

44／36　　　　　　　29／18　　　　　　　2／2

3．16±0．21（44）　2．50土0．22＊＊（29）1．37土0．08＊＊（2）

2．94土0．37（36）　2．30土0．23＊＊（18）1．36土0．07＊＊（2）

3．06±0．31（80）　2．42土0．24＊＊（47）1．36土0．06＊＊（4）

0く0〉　　　　　　　0く0〉　　　　　　　1＊〈1〉a）

Mean士S・D．，＊：p＜0．05，＊＊：p＜0．01，a）：Edema

（）：No．of animals observed

〈〉：No．of dams conceived with case
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4．ESTの生殖に及ぼす影響

表3　母獣（Fo）の体重変動

Groups（mg／kg）　　Contro1　　　　　　20　　　　　　　　70　　　　　　　　250

Days of gestation

O　　　　　169．0土6．72（33）

3　　　　　174．2士6．26（33）

7　　　　　181．2士6．77（33）

8　　　　　182．4士6．41（33）

9　　　　　185．1土7．39（33）

10　　　　　188．4土8．09（33）

11

12

13

14

15

16

17

18

20

191．5土7．97（33）

193．4士8．20（33）

196．8±8．81（33）

199．8±9．11（33）

203．5土9．60（33）

208．4土10．36（33）

215．5土11．71（33）

223．0土12．95（33）

237．4土15．49（33）

Days after delivery

0

7

14

21

182．4±8．40（11）

201．8土6．00（11）

212．6土9．11（11）

213．8±8．35（11）

169．4±9．17（31）

174．2土8．49（31）

181．3土9．15（31）

182．0土9．36（31）

184．2±9．71（31）

187．8土10．43（31）

191．3土10．03（31）

194．1±10．09（31）

197．2土10．43（31）

200．3土10．70（31）

203．3土10．65（31）

208．3土11．11（31）

215．4土12．11（31）

222．8土13．95（31）

237．0土16．41（31）

191．5土4．82＊＊（11）

202．1士9．00（11）

218．0士11．33（11）

215．7土9．93（11）

170．3土8．44（34）

176．0土9．21（34）

182．5士9．87（34）

183．5士9．34（34）

185．6土9．94（34）

188．9土10．14（34）

192．7±10．13（34）

194．7土10．35（34）

197．4土10．53（34）

200．6土10．79（34）

203．9土10．47（34）

208．7土11．36（34）

215．7土11．78（34）

223．2±12．65（34）

237．9土15．85（34）

191．8士13．85（11）

204．9士7．91（11）

212．4土10．21（11）

215．1土9．04（11）

170．2土8．50（31）

174．9士7．69（31）

182．4土8．81（31）

181．8士8．71（31）

183．3土8．61（31）

186．6土9．12（31）

189．4±9．43（31）

190．1土9．35（31）

193．2士10．12（31）

197．2±10．22（31）

199．9士10．57（31）

204．4土10．98（31）

211．4土11．79（31）

219．6土12．39（31）

235．0土14．12（31）

194．6土11．32＊＊（11）

199．1士12．04（11）

211．8士14．00（11）

212．0土12．90（11）

Mean土S．D．（No．of anirnals），＊＊：p＜0．01，Unit：Gram

Dawson5）の方法に準じ，アリザリンレッドS

骨格標本を作製し行った。

（3）次世代出産仔（Fl）

出産仔は，数，生死，性別，外表を調べた後，

毎日一般状態および外表分化状態を観察し，1

週毎に体重を測定した。生後21日目には，1母

獣当り雌雄各1～2匹ずつを剖検し，軟Ⅹ線撮

影検査（ソフテックス社：CMB－2型）を行っ

た。

生後21日日以後，生存させた出産仔は，1母

獣当り雌雄各1匹ずつを行動・感覚機能検査，

学習・情動性検査および生殖能検査に供した。

行動・感覚機能は，3週令時にFox6），Irwin7）

およびAltman8）の方法に準じ，正向反射，耳

介反射，音反射，角膜反射，光反射，痛覚反射，

平衡感覚を調べ，5遇令時には傾斜板（シナノ

製作所：SN－463型）で筋力を，さらに，7運

命時にはSchapiro9）の方法により，遊泳によ

る運動協調性を調べた。学習能は，7週令時に

Waterfilled multiple T－maZe（室町揆枕：

NM－01塑）で10），また，8遇令時にPassive

avoidance response（PAR）装置（自社製）

により，学習能・情動性の検索を行った11）。生

殖能は，10週令時に1母獣当り雌雄各1匹を用

いて，兄妹を避け3週間の交配を行い，その間

交尾数を調べ，さらに，交尾成立した雌につい

ては妊娠の成否を観察した。交尾後20日目に約

2／3例の雌を開腹し，着床数，黄体数を調べ，

残りの雄は自然分娩させ哺育能力を観察し，哺

育終了後は臓器の肉眼的観察ならびに着床痕数

の測定を行った。

（4）次々世代胎仔（F2）

次世代胎仔（Fl）と同様に，生存仔数，死亡

仔数とその時期，外表観察，性別判定および体

重測定を行った後，生存胎仔全例について軟Ⅹ

線投影により骨格を検査した。

（5）次々世代出産仔（F2）

次世代出産仔と同様に，数，生死，性別，外

表および体重を調べ，生後21日目まで毎日一般

状態を観察した。
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I E－64類縁体の閲発

表4　母獣（F。）の摂餌量

Groups（mg／kg）　　Contro1　　　　　　20　　　　　　　　70　　　　　　　250

Days of gestation

3　　　　　10．2±1．56（33）

8　　　　　10．5土1．00（33）

13　　　　　　12．6土1．25（33）

17　　　　　14．1土1．38（33）

20　　　　　　13．4±1．94（33）

Days after delivery

2　　　　　　14．0土2．77（11）

7　　　　　　28．1土4．16（11）

14　　　　　　35．9±4．89（11）

21　　　　　47．0±6．26（11）

10．2±1．23（31）

10．1土1．14（31）

12．8±1．09（31）

14．2士1．56（31）

13．4士2．32（31）

11．7土4．13（11）

25．1±3．81（11）

36．0土6．28（11）

45．5土8．39（11）

10．6土1．01（34）

9．6土0．95＊＊（34）

11．7土1．19＊＊（34）

13．9±1．54（34）

14・2士2・19（34）

11．6土3．43（11）

25．3土4．92（11）

32．3±6．50（11）

44．4±9．48（11）

10．5±1．11（31）

8．5±1．62＊＊（31）

10．9土1．90＊＊（31）

13．5±1．35（31）

15．3土2．48＊＊（31）

11．1±3．25＊（11）

24．2±4．80（11）

32．3±8．18（11）

39．8±10．04（11）

Mean土S・D・（No．ofanimalS），＊：p＜0．05，＊＊p＜0．01，Unit：Gram

表5　分娩母獣（F。）および出産仔（Fl）所見

Groups（mg／kg）　　　　Contro1　　　　20　　　　　　　70　　　　　　250

No．of dams

Rate of dams withlive

newt：OrnS［％］

Duration ofgestation
［day］

11　　　　　　　　11

100　　　　　　　　100

11／11　　　　　11／11

22．1±0．3（11）　22．2土0．4（11）

No・Ofimplantationtraces lO7　　　　　　　　98

Implantation traces per
litter

No．of newborns

Newbornsperlitter

No．of stillborn

Stillborn rate［％］

Birth rate［％］

Survivalrate［％］

On day4

0n day2l

Sex ratio

Male／Female

No．of newborns with
external anomalies

9．7土2．4（11）　　8．9土2．9（11）

100　　　　　　　　　87

9．1土2．4（11）　　7．9土2．9（11）

0

0．0

0／100

93．5

100／107

100

100／100

100

81／81

1．22

55／45

0

0／100

11

100

11／11

22．3土0．5（11）

85

7．7士3．3（11）

81

7．4土3．0（11）

1

1．2

1／81

94．1

80／85

座
「
　
▲
〃
5
〃
0
8
1

0
0
　
0
1
　
9
9
　
　
　
／

0
8
　
0
7
　
，
3
　
　
　
0

1
　
　
　
1
　
　
　
0

11

100

11／11

22．3土0．5（11）

110

10．0土2．0（11）

92

8．4土2．4（11）

2

2．2

2／92

81．8＊

90／110

86．7＊＊

78／90

98．6

68／69

1．20

49／41

0

0／92

Mean土S・Dり　＊：p＜0．05，＊＊：p＜0．01

（）：No．of animals observed

5．統計処理

平均値の差は，t－検定，率の差はが一検定を
結　　　果

用い，いずれも危険率1％および5％で統計学　1．母獣（F。）に及はす影響

的有意性を検討した。　　　　　　　　　　　母獣の体重変動を表3に示した。妊娠中は，

いずれの投与群も対照群と変わらぬ推移を示
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4．ESTの生殖に及ぼす影響

表6　胎仔（Fl）所見

Groups（mg／kg）　　　　　Contro1　　　　　20　　　　　　　　70

No．of dams　　　　　　　　　　22

Abortion rate［％］　　　　0．O

No．ofimplants l94

1mplants Ferlitter　　　　8．8±2．7（22）

No．of resorbed and
dead fetuses

Total

Resorption

Early death

Middle death

Late death

No．oflive fetuses

Live fetuses perlitter

Sex ratio

Male／Female

l30dy weight［g］

Male

Female

Male＋Female

No．of fetuses with
external anomalies

〉

　

〉

　

〉

　

〉

　

〉

畑
∴
Ⅶ
ハ
u
川
W
細

9
　
8
　
1
　
0
　
0

185

8．4士2．8（22）

1．37
107／78

3．14士0．27（107）

2．93士0．26（78）

3．05土0．28（185）

0〈0〉

20

0．0

175

8．8士2．8（20）

〉

　

〉

　

〉

　

〉

　

〉

2

　

2

　

1

　

0

　

0

く

　

く

　

く

　

く

　

く

4
　
3
　
1
　
0
　
0

171

8．6土2．7（20）

1．19
93／78

3．17土0．19（93）

2．91土0．24（78）

3．05±0．25（171）

0〈0〉

）

0

2

（

6

2
0
．00
4
士

0
2
2

0

1

）

3

2

（

5

23
．0
0
4
土

0
2
9

8

〉
　
〉
　
〉
　
〉
　
〉

5
　
5
　
1
　
0
　
0

く

　

く

　

く

　

く

　

く

9
　
0
0
　
1
　
0
　
0

195

8．5士2．7（23）

1．17
105／90

3．11±0．28（105）

2．91士0．26（90）

3．02士0．29（195）

0〈0〉

〉

〉

　

＊

　

　

〉

　

〉

　

〉

2
　
1
　
2
　
0
　
0

く

　

く

　

く

　

く

　

く

＊

3
　
1
　
2
　
0
　
0

201

10．1士2．6（20）

0．83＊

91／110

2．44士0．36＊＊（91）

2．34士0．29＊＊（110）

2．39土0．33＊＊（201）

0〈0〉

Mean土S．D．，＊：p＜0．05，＊＊：p＜0．01

（）：No．of animals observed

〈〉：No．of dams conceivedwith case

L，分娩後においても，分娩直後に20および

250mg／kg群に有意な増加が示されたのみで

あった。また，いずれの投与群にも死亡例は認

められず，症状にも異常は観察されなかった。

摂餌量では表4に示したように，70mg／kg群

の妊娠8，13日目，250mg／kg群の妊娠8，

13日日および分娩後2日目に有意な減少がみら

れ，250mg／kg群の妊娠20日日に有意な増加

が認められた。妊娠20日目に屠殺した母獣の臓

器および子官内に，異常は認められなかった。

分娩母獣および出産仔の所見を，表5に示し

た。分娩した母獣のすべてに分娩異常は認めら

れなかったが，出産仔については，250mg／kg

群に出生仔率（出生仔数／着床痕数×100）およ

び4日日の生存仔率（生後4日目の生存仔数／

出生仔数×100）に低下が認められた。分娩後

21日目に哺育終了母獣を屠殺し，臓器の肉眼的

な観察を行ったが，異常は認められなかった。

2．次世代脂仔（Fl）に及はす影響

胎仔所見を表6に示した。20および70mg／

kg群では，対照群との間に有意な変化は認め

られなかったが，250mg／kg群では吸収胚数が

対照群に比べ減少し，性比（雄／雌）もアンノミ

ランスで雄性が減少しており，生存胎仔体重も

低値であった。外表異常仔は，1例も認められ

なかった。

ブアン固定胎仔の内臓検査所見を，表7に示

した。250mg／kg群に母獣16例から無限仔31

例と中限仔3例が観察され（写真1），対照群

との間に有意な差が認められた。さらに，

250mg／kg群で精巣および卵巣に転移が6例

認められたが，有意なものではなかった。胎仔

の骨格異常および変異の検査所見を表8－1に，

化骨状態の検査所見を表8－2に示した。異常

骨としては，250mg／kg群に椎体不整，椎弓

癒合，肋骨欠損および頸椎弓欠損が有意な出現

頻度で観察され，変異骨としては250mg／kg

群に椎体分離，頸椎弓分離，過剰腰椎，頸肋骨，
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I E－64類縁体の閑発

表7　胎仔（Fl）内臓検査所見

Groups（mg／kg）　　　　　　　　　contro1　　　20

No．of dams

No．of examined fetuses

Head

Atrophy of cerebrum

Atrophy of cerebellum

Enlargement oflateralventricle

Enlargement of third ventricle

Atretorrbinia

Otbers

No．of abnormal fetuSeS

Tboracic ViSCera

Eetocardia

Maerocardius

Ventricular septaldefect

Rigbt aortic arch

Otbers

No．of abnormal fetuses

Abdominal viscera

Hydronepbrosis

Hypoplasia of kidney

Fused kidney

Diaphragmatic hernia

Ectopia renis

Ectopia testis or ovary

OtberS

No．of abnormal fetuses
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0〈0〉

0く0〉

0く0〉

0〈0〉

0く0〉

34＊＊く16＊＊〉a）

34＊＊〈16＊＊〉

0〈0〉

0〈0〉

0〈0〉

0く0〉
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0く0〉
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＊＊：p＜0．01，〈〉：No．of dams conceivedwith case

a）：Anophthalmia（31），Microphthalmia（3）
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4．ESTの生殖に及ぼす影響

表8－1胎仔（Fl）骨格検査所見一異常および変異－

Groups（mg／kg）　　　　　　　　　Contro1　　　　20　　　　　　70　　　　　250

No．of dams

No．of examined fetuses

Abnormalities

Fusion of vertebralcenters

Deformity of vertebralcenters

Fusion of vertebral arches

Deformity of vertebralarches

Fusion of sternebrae

Fusion of ribs

Waved ribs

Absence of ribs

Knob of ribs

Others

Variations

Bilobed vertebral centers

Split of vertebralcenters

Bif11rCation of vertebral centers

Split of cervicalvertebralarches

Bifurcation of cervical vertebral
arcbes

Splitoflumbarvertebralarches

Extralumbar vertebrae

Rudimentarylumbar vertebrae

Split of sternebrae

Asymmetryof sternebrae

Accessory sternebrae

Dislocated sternebrae

Cervical ribs

Lumbar ribs

Shortening of ribs

Otbers

22

125

0〈0〉

0〈0〉

0〈0〉

0〈0〉
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0
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0
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0
　
0
　
1
　
4
　
0
　
0

く
　
く
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′
＼
　
く
　
く
　
く
　
　
〈
　
　
／
＼
　
く
　
く
　
く
　
／
＼
　
く
　
く
　
く
　
く
　
く
　
く

0
　
0
　
　
　
　
5
　
1
　
0
　
0
　
　
0
　
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
1
　
5
　
0
　
0

0　く0〉

35＊＊〈12＊＊〉a）

10　〈8〉

16＊＊〈10＊＊〉

0　〈0〉

25＊＊〈10＊＊〉

0　〈0〉

0　く0〉

34＊＊〈14＊り

0　〈0〉

0　〈0〉

0　〈0〉

0　〈0〉

0　〈0〉

12榊く6＊〉

41＊＊〈17＊り

7＊〈7＊り

0　く0〉

＊：p＜0．05，＊＊：p＜0．01，〈〉：No・Ofdamsconceivedwithcase

a）：Absenceofvertebralarches（31）・Extravertebralarches（1），Bifurcationofribs（3）

腰肋骨および13肋骨短小の有意な出現が認めら

れた（写真2）。化骨状態では，70mg／kg群に

第5胸骨核，250mg／kg群に第6・7頸粒体，

第1～6胸骨核，前肢左右の第5中手・基節骨

および尾椎骨に有意な化骨遅延が認められた。

3．次世代出産仔（Fl）に及ほす影響

出産仔の体重変動を表9に示した。20および

70mg／kg群では雌の出生直後に有意な増加が

みられ，250mg／kg群の雌雄に強い増加抑制が

認められた。軟Ⅹ線投影による骨格検査では，

2501mg／kg群で胎仔の骨格標本観察時にみち

れたものと同様の異常骨が認められた。外表分

化状態を表10に示した。250mg／kg群で歯芽

萌出，限瞼開裂および精巣下降に遅延が認めら

れた。250mg／kg群で生後18日目まで限瞼開

裂しなかったもののうち，39例が無限仔，2例

が中限仔であった（写真3）。

行動・感覚機能検査所見を表11に示した。

250mg／kg群の眼球正常仔および片無限仔に

おいて光反射に異常が認められた。水迷路学習

検査の成績を表12に，PAR学習・情動性検査

の成績を表13に示した。水迷路検査では，20お
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I E－64類縁体の開発

表8－2　胎仔（F．）骨格検査所見一化骨状態－

Groups（mg／kg）　　　　　　Contro1　　　　　20　　　　　　　70　　　　　　　250

No．of dams　　　　　　　　　　　22

No．of examined fetuses　　　125

Skull

Supraoccipitalbone

Cervicothoracic vertebrae

lst cervical center

2nd cervical center

3rd cervical center

4th cervical center

125〈22〉　　　　　116〈20〉　　　　　131〈23〉

〉
　
〉
　
〉
　
〉

9
　
0
　
0
　
0

ノ
＼
　
／
＼
　
′
＼
　
′
＼

5
　
0
　
0
　
0

1

5th cervicalcenter　　　　2く2〉

6th cervicalcenter　　　　6く6〉

7th cervicalcenter　　　　97〈21〉

Sternebrae

lst sternebra　　　　　　125く22〉

2nd sternebra l18く22〉

3rd sternebra　　　　　　124く22〉

4th sternebra　　　　　　117〈22〉

5th sternebra　　　　　　18く11〉

6th sternebra　　　　　　　8く4〉

Forelimb

1st metacarpus Right
Left

2nd metacarpus Right
Left

3rd metacarpus Right
Left

4th metacarpus Right
Left

5th metacarpus Right
Left

〉
〉
0
　
0

′
＼
　
′
＼

0
　
0

125〈22〉

125〈22〉

125〈22〉

125く22〉

125く22〉

125く22〉

117〈22〉

117〈22〉

No・Of proximalphalanges

Rigbt o．4土0．6（125）

Left o．3士0．5（125）
Hindlimb

lst metatarsus Right

Left

〉

　

〉

O
 
l

′
＼
　
′
＼

O
 
l

2nd metatarsus Right　125〈22〉
Left

3rd metatarsus Right
Left

4th metatarsus Right
Left

5th metatarsus Right
Left

125〈22〉

125く22〉

125〈22〉

125〈22〉

125く22〉

124〈22〉

125〈22〉

No．of proximalpbalanges

Rigbt o．0士0．0（125）

Left o．0土0．0（125）

No・Of caudalvertebrae　4．4土0．6（125）
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〉
　
〉
　
〉
　
〉
　
〉
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＼

ノ
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＼

0
　
0
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0く

＼
／
　
＼
′
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0

0く0〉

0く0〉

0く0〉

9く7〉

94〈22〉

129〈23〉

117〈23〉

》
》
の
め

2
　
2

〈
　
く
　
く
　
く

＊

6
　
2
　
7
　
6

2
　
1

1

　

1

0〈0〉

0く0〉

117く20〉　　　　　131〈23〉

117〈20〉　　　　　131〈23〉

117〈22〉　　　　　131〈23〉

117〈20〉　　　　　131〈23〉

117〈20〉　　　　　131〈23〉

117〈20〉　　　　　131〈23〉

115く23〉　　　　　124く23〉
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7

2

　

31
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＼
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〉
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1

114＊＊〈20〉

76＊＊〈19〉

78＊＊〈18〉

46＊＊〈14＊〉

1＊＊〈1＊＊〉

0＊＊〈0〉

〉
　
〉
　
〉
　
〉
　
〉
　
〉

0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0

2
　
2
　
2
　
2

く
く
　
く
　
く
　
く
　
く

0
　
0
　
7
　
6
　
7
　
6

3
　
3
　
3
　
3

1
　
1
　
1
　
1

137　〈20〉

136　〈20〉

65＊＊〈14＊〉

115〈20〉　　　　　125〈23〉　　　　　63＊＊く14り

0．5士0．6（117）　0．5土0．7（131）

0．3土0．5（117）　　0．4土0．6（131）

0く0〉　　　　　　0く0〉

0く0〉　　　　　　　0〈0〉

117〈20〉　　　　　131く23〉

117〈20〉　　　　　131〈23〉

117〈20〉　　　　　131〈23〉

117〈20〉　　　　　131〈23〉

117〈20〉　　　　　131〈23〉

117〈20〉　　　　　131〈23〉

117〈20〉　　　　　131〈23〉

117く20〉　　　　　131く23〉

0．0土0．0（117）　　0．0土0．0（131）

0．0土0．0（117）　　0．0土0．0（131）

0．0士0．0＊＊（137）

0．0土0，0＊＊（137）

0く0〉

0く0〉

137く20〉

137〈20〉

137〈20〉

137〈20〉

137〈20〉

137〈20〉

135〈20〉

135く20〉

0．0土0．0（137）

0．0±0．0（137）

4．4土0．6（117）　　4．4土0．6（131）　3．4±0．8＊＊（137）

Mean士S．D．，＊：p＜0．05，＊＊：p＜0．01

（）：No．of animals observed

〈〉：No．of dams conceived withcase
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4．ESTの生殖に及ぼす影響

写真2　胎仔（Fl）の骨格標本

胸椎体不整および分離，右第12胸椎弓欠損，腰肋骨の出現

表9　出産仔（Fl）の体重変動

Groups（mg／kg）　　　　Contro1　　　　　　20　　　　　　　　　70　　　　　　　　250

Male

Day＄after birth

O

7

14

21

28

35

42

49

56

Female

Days after birth

0

7

14

21

28

35

42

49

56

5．18±0．41（55）

11．7士

22．0：土

34．2　士

61．9　士

101．5　士

142．0　土

183．0　土

0．96（44）

1．52（44）

2．28（44）

4．10（27）

5．60（27）

7．17（27）

9．90（27）

220．3±10．98（27）

5．31±0．40（40）

11．9　土

22．0　±

34．8　土

63．6　±

103．4±

144．1±

1．14（37）

2．02（37）

3．32（37）

4．54（26）

6．50（26）

7．37（26）

184．7±11．15（26）

224．0±12．40（26）

5．35±0．43（39）

11．6　士

21．3　土

33．0　土

60．9　土

100．1土

139．7　±

180．1±

1．09（35）

2．25（35）

3．84（35）

5．30（26）

7．15（26）

8．05（26）

9．56（26）

218．4土10．83（26）

4．82±0．42（45）　　5．01±0．38＊（47）　5．06土0．亜＊（41）

11．2±0．83（37）

21．3士1．29（37）

32．8±1．94（37）

57．1±3．30（27）

87．9土4．35（27）

112．7土5．23（27）

131．8士7．01（27）

146．9士5．72（27）

11．3士0．77（36）

21．1士1．56（36）

33．4±2．28（36）

59．2土5．41（26）

89．5土4．75（26）

113．9士5．90（26）

132．9±6．12（26）

148．0±6．96（26）

11．3土1．32（36）

21．1士2，11（36）

33．0土3．65（36）

58．0土5．59（26）

88．6土7．06（26）

113．2士7．31（26）

132．5±7．75（26）

148．2土7．55（26）

4．55士0．43＊＊（49）

10．7土1．59＊＊（38）

19．9土2．77＊＊（38）

31．2土4．57＊＊（38）

56．2土7．31＊＊（36）

89．9土10．59＊＊（36）

124．6士19．31＊＊（35）

157．9±29．14＊＊（35）

191．7土36．58＊＊（35）

4．38士0．29＊＊（41）

10．1士

19．1±

30．0　土

52．8　±

80．9　士

102．7　土

1．14＊＊（31）

2．02＊＊（31）

2．96＊＊（30）

4．69＊＊（27）

6．42＊＊（27）

8．40＊＊（27）

120．6土10．05＊＊（27）

134，1土10．49＊＊（27）

Mean土S．D．（No．of animals），＊：p＜0．05，＊＊‥p＜0．01，Unit：Gram
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I E－64類縁体の開発

表10　出産仔（Fl）の外表分化状態

Groups（mg／kg）　　　　　　　　　Contro1　　　20　　　　　70　　　　　250

No．of dams

Detachment of ears［％］
day4

Appearance of hair［％］
dayll

Eruption of teeth［％］
day12

0penir唱Ofeyelids［％］
day18

Descent of testis［％］
day28

0peningof vagina［％］
day38

11

99．0

99／100

100．0

81／81

100．0

81／81

100．0

81／81

100．0

27／27

96．3

26／27

＊：p＜0．05，＊＊：p＜0．01

a）：Anophthalmia（39），Microphthalmia（2）

11　　　　　　11　　　　　　11

写真3　片無限出産仔（Fl）

よび70mg／kg群は対照群と変わらなかった

が，250mg／kg群において眼球奇形仔を含んだ

雌雄に所要時間およびェラー数の有意な増加が

認められた。しかし，眼球正常仔の成績では，

異常はみられなかった。PAR検査においては，

学習前では250mg／kg群の眼球奇形仔を含む

雌雄に潜時の有意な増加が，また，雄に排尿回

数の有意な増加が認められた。学習後では，

250mg／kg群の雌双無限仔に，身づくろい回

数の低下が認められた。しかし，水迷路検査と

同様に250mg／kg群の眼球正常仔には，異常

は示されなかった。

50

生殖能検査の成績を蓑14に示した。250mg／

kg群で交尾率（交尾成立数／交配数×100）の

低下および交配日数（交尾成立までの日数）の

遅延が認められた。しかし，眼球正常仔の成績

では，異常はみられなかった。受胎率（妊娠成

立数／交尾成立数×100）はいずれの投与群も

対照群と変わらなかった。妊娠20日日ならびに

分娩後21日日の剖検において臓器の肉眼的な異

常は1例も観察されなかった。自然分娩させた

次世代仔は，いずれの投与群にも分娩異常はみ

られず，次々世代出産仔を順調に哺育した。


