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序  論 

 

 キノロン系抗菌剤（キノロン剤）は，DNA gyrase及び topoisomerase IVの活性

を阻害し，細菌の DNA合成を阻害する合成抗菌剤であり，医薬品あるいは動物

用医薬品として広く用いられている。一方，哺乳動物においても DNA gyraseの

機能に類似する topoisomerase IIが存在し，キノロン系抗菌剤は topoisomerase II

も阻害することが報告されている[1]。キノロン剤は，オールドキノロン剤と，

ノルフロキサシン（NFLX）以降に合成された塩基性環の 6位にフッ素，7位に

環状塩基性基を有するニューキノロン剤に分類される。ニューキノロン剤はオ

ールドキノロン剤と比較して，細菌の DNA gyraseと真核細胞の topoisomerase II

阻害能の比，すなわち選択毒性が高く[17]，安全性が高いと考えられてきた。

topoisomerase II阻害剤は，topoisomerase IIの DNAを切断及び再結合する作用を

阻害することにより，DNAの一本鎖切断（SSBs）及び 2本鎖切断（DSBs）を生

じることが報告されている[7]。したがって，キノロン剤は遺伝毒性及び発癌性

を有する可能性がある。これまでにも，いくつかのキノロン剤において，哺乳

動物に対する遺伝毒性及び発癌性を示唆する研究が報告されてきた。ナリジク

ス酸（NA）[6]，ピペミド酸（PPA）[19]，オキソリン酸（OA）[6]，フルメキン

（FL）[17]，オフロキサシン（OFLX）[2，6]，シプロフロキサシン（CPFX）[2，

6，23]，NFLX[6，29]，レボフロキサシン[34]，及びロメフロキサシン[35]では，

真核細胞における遺伝毒性試験で陽性結果が報告されている。さらに NA[22]，

OA[42]，及び FL[41]では，げっ歯類に対する発癌性が報告されている。しかし

ながら，キノロン剤はヒトの臨床領域での使用期間が短期間であることから，

承認申請時に発癌性試験のデータは，要求されていない。一方，感染症対策の

ためにキノロン剤を投与された畜産動物を材料とした食品中にキノロン剤が残
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留していた場合，それを摂取した消費者は，慢性的にキノロン剤に曝露される

ことになり，近年その危険性が注目されている。 

 上述したように，いくつかのキノロン剤は真核細胞において遺伝毒性が示さ

れている。しかしながら，ニューキノロン剤は主に医薬品として，オールドキ

ノロン剤は主に動物用医薬品として広く用いられている。したがって，ニュー

キノロン剤及びオールドキノロン剤の遺伝毒性及び発癌性の有無を明らかにす

る必要がある。そこで，本研究ではニューキノロン剤及びオールドキノロン剤

の哺乳動物に対する遺伝毒性の有無，さらにその遺伝毒性が腫瘍を誘発するか

否かを検討した。まず，第 1章では，キノロン剤の in vitro遺伝毒性の有無につ

いて検索した。第 2章では，キノロン剤の in vivo肝イニシエーション活性の有

無について検索し，第 1章で検索されたキノロン剤の in vitro遺伝毒性が，in vivo

で発癌イニシエーションに導かれるか否かを検討した。第 3 章では，第 2 章で

検索された NFLXの in vivo肝イニシエーション活性が，肝腫瘍を誘発するか否

かを検索し，ヒトへの発癌リスクの可能性について考察を加えた。 
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緒  言 

 

 キノロン剤の遺伝毒性は，キノロン剤と DNAの化学反応による DNA付加体

の形成によるものか，DNA 合成の酵素的阻害による DNA 鎖切断によるものか

を明らかにする必要がある。しかしながら，キノロン剤の遺伝毒性メカニズム

は未だ明らかにされていない。single-cell gel electrophoresis assey（コメットアッ

セイ）は，電気泳動の条件が pH 12.1では DNA鎖切断を，pH > 13では DNA鎖

切断及びアルカリ脆弱部位を検出可能である[20]。したがって，コメットアッセ

イは，DNA 損傷を DNA 鎖切断か否かを明確にできるため，この目的に適して

いる。そこで本章では，まず 4種類のオールドキノロン剤［NA，PPA，OA，及

びピロミド酸（PA）］及び 4 種類のニューキノロン剤［エノキサシン（ENX），

OFLX，CPFX，及び NFLX］に対して in vitroコメットアッセイを実施し，キノ

ロン剤による DNA損傷を検索した。 

 化学物質の発癌性の有無を考察する際，コメットアッセイで検出された DNA

損傷が，修復されるのか，あるいは染色体異常となるのか，あるいは細胞死へ

とつながるのかを明らかにする必要がある。DSBsは染色体異常を形成する初期

の損傷であることが報告されている[14]。しかしながら，多くの化学発癌物質は

DSBsを直接的には生じず，他の DNA損傷を生じ，その損傷が，DNAの修復や

合成過程において DSBsとなり，染色体異常となる。ところで，ミクロフィラメ

ントの合成阻害物質である cytochalasin Bを用いて，細胞質分裂を阻害すること

により，化学物質の処理後に分裂期を経た細胞か否かを区別することが可能で

あり，in vitro 小核試験は，染色体異常の形成の有無を検出する正確で効率的な

方法である[5]。したがって，コメットアッセイは DNA損傷がその後どうなるか

を示すことができないが，小核試験と組み合わせることにより，DNA損傷が染
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色体異常となるか否かを示すことが可能となる。そこで本章では，キノロン剤

によって生じた，コメットアッセイで検出された DNA損傷が，小核を形成する

か否かを検討した。 
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材 料  及び  方 法 

 

化学物質 

 NA及び OAは和光純薬工業から，PPA，OFLX，及び NFLXはシグマ アルド

リッチ ジャパンから，PA，ENX，及び CPFXはMP Biochemicals Inc.から購入し

た。8 剤のキノロン剤はそれぞれ，和光純薬工業から購入した DMSO に，最終

濃度の 200倍の濃度で溶解あるいは懸濁した。 

 

細胞及び培地 

 WTK-1細胞は，p53の遺伝子に変異を持つヒトリンパ腫由来の細胞であり[9]，

遺伝毒性の感受性が高く，ヒト由来の細胞であるためヒトへの外挿性が高いと

考えられるため，本実験に用いた。10%でウシ胎児血清を含み，200 µg/mlでピ

ルビン酸ナトリウム及び 200 µg/mlでストレプトマイシンを添加した RPMI1640

培地で，37ºC，5%CO2条件下で 2日間培養後用いた。 

 

処理 

 8剤のキノロン剤は，それぞれ 1000 µg/mlでは，キノロン剤と考えられる沈渣

が認められたため，コメットアッセイの最高濃度を 1000 µg/mlとした。処理に

際して，細胞を遠心分離し，5 × 105 細胞/mlの濃度に懸濁した。20 mlの培地中

の 1 × 107 細胞を 10 cmの培養皿に移し，それぞれのキノロン剤を添加し，2，4，

及び 20時間培養した。それぞれの処理時間後，コメットアッセイ（pH > 13）を

実施した。また，20 時間処理直後の細胞を用いて，トリパンブルー染色により

生存率が 70%以上であることを確認した。 

 次に，NA，PPA，CPFX，及び NFLX の 4 剤のキノロン剤について，20 時間
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処理後，キノロン剤が添加されていない培地で 2 回洗浄後培養し，回復期間と

した。0，2，4，24時間回復期間後，コメットアッセイ（pH > 13）及びハロア

ッセイを実施した。また，20 時間処理直後の細胞を用いて，小核試験を実施し

た。 

 さらに，CPFX 及び NFLX の 2 剤のキノロン剤について，20 時間の処理後，

コメットアッセイ（pH 10及び pH 12.1）を実施した。 

 コメットアッセイ，ハロアッセイ，及び小核試験は，結果の再現性を確認す

るため，各 3回実験を実施した。 

 

コメットアッセイ 

 処理した細胞をスライドグラス上で，生理食塩水で 1%の濃度に溶解したアガ

ロース GP42（ナカライテスク）に包埋した。このスライドを氷冷した核溶解液

（2.5M NaCl，100mM Na4EDTA，10mM Tris，1% sarkosyl，10% DMSO，1% Triton 

X-100，pH 10）に入れ，0ºCで 1時間以上暗所に静置した。コメットアッセイは，

電気泳動の条件が pH 10で DSBsを，pH 12.1で DSBs及び SSBsを，pH > 13で

DSBs，SSBs，及びアルカリ脆弱部位を検出する。 

 コメットアッセイ（pH 10）では，スライドを電気泳動液（300mM sodium acetate，

100mM Tris，pH 10）に 0ºC で 20 分暗所に静置後，0ºC で 30 分暗所にて 25V

（0.96V/cm），約 100mAの条件で，電気泳動を実施した。電気泳動後，RNAを

破壊するため，氷冷したアルカリ溶液（300mM NaOH，1mM Na2EDTA，pH > 13）

に 5分静置した。 

 コメットアッセイ（pH 12.1あるいは pH > 13）では，電気泳動液（300mM NaOH，

1mM Na2EDTA，pH 12.1：HClを用いて調整あるいは pH > 13）に 0ºCで 20分暗

所に静置後，0ºCで 15分暗所にて 25V（0.96V/cm），約 250mAの条件で電気泳
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動を実施した。 

 電気泳動を実施した後のスライドは，中和液（400mM Tris，pH 7.5）に静置後，

50µLの 20 µg/ml エチジウムブロマイドで染色した。それぞれの濃度において，

各 50細胞の核の移動長を計測し，平均の移動長を算出した。 

 対照試験として， bleomycin hydrochloride（BLM）を 2 時間あるいは

4-nitroquinoline N-oxide（4NQO）を 2時間処理したWTK-1細胞についてコメッ

トアッセイ（pH 12.1及び pH > 13）を実施した。 

 

ハロアッセイ 

 ハロアッセイはコメットアッセイの電気泳動を省略した方法で，細胞死を検

出する[8]。細胞死に至った細胞の DNAは，断片化し，強アルカリ下で細胞周囲

にハロとして観察される。一方，生存率の確認に用いたトリパンブルー染色で

は，トリパンブルーの排出能の有無により，細胞膜の機能消失を検出する。 

 スライドを，アルカリ溶液（300mM NaOH，1mM Na2EDTA，pH > 13）に 0ºC

で 20分暗所に静置後，電気泳動を行わず，中和液（400mM Tris，pH 7.5）に静

置した。ランダムに選択した 100細胞についてハロの有無を判定した。 

 

小核試験 

 処理後，5 × 105 細胞/mlに cytochalasin Bを 3 µg/mlで添加し，24時間培養し

た。遠心分離により集めた細胞を 0.075M KCl低張液に再懸濁し，さらに遠心分

離し細胞を集め，10%でDSMOを含む 0.075M KCl低張液中に-80ºCで保存した。

凍結保存した細胞懸濁液は，解析直前に融解し，細胞懸濁液を acridine orangeで

コートされたスライドに滴下した。Hayashi等により報告された抹消血液を用い

た in vivo小核試験[11]に従い染色後，カバーガラスで封入し観察した。1000個
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の 2核の細胞; Bi-nuclei cells（BNC）における，小核を持った 2核の細胞; Bi-nuclei 

cells with micronuclei（MNBNC）の数，1000個の細胞における BNCの数を，B

フィルターを装着した蛍光顕微鏡下（600倍）で計測した。 

 

統計解析 

 コメットアッセイでは，1回の実験毎に，one-way ANOVA実施後，Dunnett検

定を用いて，各濃度 50細胞平均の核の移動長を，対照と比較した。ハロアッセ

イでは，1回の実験毎に，χ2 testを用いて，各濃度 100個の細胞中のハロを持つ

細胞の数を，対照と比較した。小核試験では，1回の実験毎に，χ2 testを用いて，

各濃度 1000個の BNC中のMNBNCの数を，対照と比較した。 

 コメットアッセイ，ハロアッセイ，及び小核試験は，結果の再現性を確認す

るため，各 3 回実験を実施した。再現性が確認できた後，各濃度 3 回の実験で

得られたデータの平均値及び標準偏差を算出し，one-way ANOVA 実施後，

Dunnett検定を用いて，対照と比較した。 

 いずれの解析結果も，有意水準 5％未満をもって有意な差があるとした。 
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結  果 

 

コメットアッセイ 

 3回の実験とも，コメットアッセイ（pH > 13）では，CPFX及び NFLXのみが

50 細胞平均の核の移動長が，有意に，濃度依存的に，そして時間依存的に増加

した。一方，他の 6 剤（NA，PPA，OA，PA，ENX，及び OFLX）では，50 細

胞平均の核の移動長の増加は認められなかった。さらに，CPFX 及び NFLX の

20時間処理後の回復期間においては，50細胞平均の核の移動長の増加は消失し

た。したがって，コメットアッセイ（pH > 13）の結果の再現性は確認された。 

 コメットアッセイ（pH > 13）における，3回の実験で得られた 50細胞平均の

核の移動長の平均値をFig. 1-1から1-4に示した。Fig. 1-1及び1-2で示すように，

2時間処理後では，どのキノロン剤も核の移動長の増加は認められなかった。有

意な核の移動長の増加は，CPFX及び NFLXを 20及び 4時間処理後に認められ

た。核の移動長は処理時間の長さに比例し，20 時間処理後，有意な核の移動長

の増加が認められた最低濃度は，CPFX 250 µg/ml，NFLX 125 µg/mlであった。 

 これらの結果を踏まえて，2剤のニューキノロン剤（CPFX及び NFLX）につ

いて，回復期間におけるコメットアッセイ，ハロアッセイ，さらに小核試験を

実施した。また，2剤のオールドキノロン剤（NA及び PPA）を比較対照に用い

た。 

 Fig. 1-3及び 1-4で示すように，4剤の 20時間処理後，2，4，及び 24時間回

復期間後において，CPFX 1000 µg/ml濃度における 2時間回復期間後を除いて，

有意な核の移動長の増加は認められなかった。 

 次に，CPFX及び NFLXを 20時間処理した細胞に対して，コメットアッセイ

の核の移動長を，pH 10，pH 12.1，及び pH > 13で比較した。3回の実験とも，
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コメットアッセイ（pH 12.1）では，CPFX及び NFLXを 20時間処理後，50細胞

平均の核の移動長が，有意にそして濃度依存的に増加した。一方，コメットア

ッセイ（pH 10）では，50細胞平均の核の移動長の増加は認められなかった。し

たがって，コメットアッセイ（pH 10及び pH 12.1）の結果の再現性は確認され

た。 

 コメットアッセイ（pH 10，pH 12.1，及び pH > 13）における，3回の実験で

得られた 50細胞平均の核の移動長の平均値を Fig. 1-5に示した。コメットアッ

セイ（pH 12.1，及び pH > 13）ではともに，CPFX及び NFLXを 20時間処理後，

核の移動長の増加が認められ，その値はほぼ同等であった。一方，コメットア

ッセイ（pH 10）では，核の移動長の増加は認められなかった。 

 対照試験では，BLMを 2時間処理後のコメットアッセイ（pH 12.1，及び pH > 

13）では，ともに，核の移動長の増加が認められた。一方，4NQOを 2時間処理

後のコメットアッセイ（pH > 13）では，核の移動長の増加が認められたが，コ

メットアッセイ（pH 12.1）では，核の移動長の増加が認められなかった。 

 

ハロアッセイ 

 3 回の実験とも，ハロアッセイでは，4 剤のキノロン剤（NA，PPA，CPFX，

及び NFLX）を 20時間処理後，2，4，及び 24時間の回復期間後，有意にそして

濃度依存的に，100細胞中のハロを有する細胞の数が増加した。したがって，ハ

ロアッセイの結果の再現性は確認された。 

 ハロアッセイにおける，3回の実験で得られた 100細胞中のハロを有する細胞

数の平均値を Fig. 1-3及び 1-4に示した。CPFX及び NFLXを 20時間処理直後で

は，ハロを有する細胞数の増加は認められないものの，CPFX では 24 時間回復

期間後から，NFLXでは 2時間回復期間後から，増加が認められた。NA及び PPA
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を 20時間処理した細胞では，コメットアッセイの結果は陰性であったが，CPFX

と同様に 24時間回復期間後から，増加が認められた。 

 

小核試験 

 3回の実験とも，小核試験では，NFLXのみがMNBNCが，有意にそして濃度

依存的に増加した。一方，他の 3剤（NA，PPA，及び CPFX）では，MNBNCの

増加は認められなかった。したがって，小核試験の結果の再現性は確認された。 

 小核試験における，3回の実験で得られた MNBNC及び BNCの平均値を Fig. 

1-6に示した。NFLXでは，15.63–125 µg/mlの濃度で，MNBNCの有意な増加が

認められた。一方，他の 3剤（NA，PPA，及び CPFX）では 125 µg/ml以下の濃

度では，MNBNCの有意な増加は認められなかった。また 4剤全てで，250 µg/ml

以上の濃度では，BNCの明らな減少が認められた。 
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考  察 

 

 コメットアッセイは，DNA鎖切断やアルカリ脆弱部位を高感度に検出する実

験方法である[4，36]。本章では，2剤のニューキノロン剤（CPFX及び NFLX）

が，処理直後に，コメットアッセイ（pH 12.1及び pH > 13）で陽性結果を示し

た。コメットアッセイは，電気泳動の条件が pH 10で DSBsを，pH 12.1で DSBs

及び SSBsを，pH > 13で DSBs，SSBs，及びアルカリ脆弱部位を検出する。し

たがって，コメットアッセイで検出されたNFLX及びCPFXによるDNA損傷は，

主にアルカリ脆弱部位ではなく，SSBsであると考えられる。今回の結果は，抗

菌剤ではないキノロン剤が，真核細胞の topoisomerase IIを阻害し，SSBsを生じ

たという報告[3]と一致する。対照試験では，SSBsを生じる BLM[24]では，コメ

ットアッセイ（pH 12.1，及び pH > 13）で陽性結果を示した。一方，DNA付加

体を生じる 4NQO[37]では，コメットアッセイ（pH > 13）で陽性結果を示したが，

コメットアッセイ（pH 12.1）では陰性であった。すなわち，今回の実験の条件

下では，コメットアッセイ（pH 12.1）では SSBsを，コメットアッセイ（pH > 13）

では DNA鎖切断及びアルカリ脆弱部位を検出することが確認された。CPFX及

び NFLX を 20 あるいは 4 時間処理後に，核の移動長の増加が認められたが，2

時間処理後では，核の移動長の増加は認められなかった。CPFX及び NFLXは，

DNA複製期において，topoisomerase IIを阻害し，SSBsを生じると考えられるた

め，2 時間処理後では，まだ陰性であったと考えられる。核の移動長の増加は，

2から 24時間の回復期間において減少したため，CPFX及び NFLXによる SSBs

は，培地から除去されると再結合することが示された。すなわち，CPFX 及び

NFLX は，標的となる真核細胞の近くに存在する時に，DNA 複製を阻害するこ

とにより，SSBsを生じたと考えられる。また核の移動長の減少とともに，細胞
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死が増加しているため，再結合されなかった SSBsが細胞死の引き金になってい

ると考えられる。 

 一方，他のキノロン剤では，核の移動長の増加は認められなかった。いくつ

かのキノロン剤の topoisomerase II阻害能が，HeLa細胞の topoisomerase IIに対す

る ID50を用いて示され[25]，CPFX及び NFLXの真核細胞の topoisomerase IIに

対する阻害能が，NA及び OFLXより強いことが報告されている。他にも，CPFX

の真核細胞の topoisomerase IIに対する阻害能が，NA及び OFLXより強いこと

[21]，OFLXより強いことが報告されている[1]。他の 4剤の topoisomerase II阻害

能は不明ではあるが，キノロン剤の中には，topoisomerase II 阻害能が強く，コ

メットアッセイで検出される SSBsを生じる可能性がある。そして，キノロン剤

の遺伝毒性には，細菌の DNA gyraseと真核細胞の topoisomerase II阻害の比であ

る選択毒性は影響しないと考えられる。今回の実験において，2剤のオールドキ

ノロン剤（NA及び PPA）は，コメットアッセイが陰性であるにも関わらず，細

胞死が増加していた。したがって，NA及び PPAは，DNA複製を阻害しないの

ではなく，コメットアッセイの検出限界以下で，SSBsを生じていたと考えられ

る。 

 化学物質の遺伝毒性と発癌性について考察する際には，初期の DNA 損傷が，

修復されるのか，あるいは染色体異常となるのか，あるいは細胞死へとつなが

るのかを明らかにする必要がある。Pfau 等は，コメットアッセイ及び小核試験

を含む，MCL-5細胞を用いた様々な実験方法を実施した結果，heterocyclic amines

の遺伝毒性は，コメットアッセイの 2000倍低濃度で，小核試験で検出されたこ

とを報告した[27]。一方，lipophlic compoundsの遺伝毒性が検出された最低濃度

は，小核試験より，コメットアッセイの方が低濃度であったことが報告された

[40]。Hartmann 等は，36 薬剤について，チャイニーズハムスターV79 細胞を用
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いたコメットアッセイと小核試験で比較し，小核試験の方がコメットアッセイ

より感度が高いことを報告した[10]。Pfau等の実験では，コメットアッセイでは

30分，小核試験では 24時間処理したように[27]，これら過去の研究では，処理

条件がコメットアッセイと小核試験で異なっていた。したがって，これら過去

の結果を基に，コメットアッセイで検出された初期の DNA損傷が，どうなるの

か考察することは困難である。そこで今回の実験では，コメットアッセイと小

核試験の処理条件を同一とし，コメットアッセイで検出された，キノロン剤に

よって生じた初期の DNA損傷が，小核を形成するか否かを明確にした。 

 今回の実験では，CPFXは，BNCの明らかな減少が認められた 250 µg/ml以上

でコメットアッセイが陽性となった。したがって，250 µg/ml以上の CPFXによ

る SSBsのレベルが高すぎるため，修復できずに細胞毒性につながったと考えら

れる。NFLXは，コメットアッセイでは 125 µg/ml以上で陽性となり，小核試験

では 15.63–125 µg/mlで陽性となり，250 µg/ml以上では，BNCの明らかな減少

が認められた。よって，250 µg/ml 以上では，NFLX による SSBs のレベルが高

すぎるため，修復できずに細胞毒性につながったと考えられる。また，125 µg/ml

では，NFLX による SSBs が小核を形成したと考えられる。さらに，15.63–125 

µg/ml では，コメットアッセイの感受性以下のレベルの，NFLX による SSBs が

小核を形成したと考えられる。 

 以上の結果から，2剤のニューキノロン剤（CPFX及び NFLX）が，SSBsを生

じており，NFLX による SSBs が染色体異常を生じていると判断された。また，

CPFX及びNFLXによる in vitro遺伝毒性は，DNA付加体を形成するのではなく，

topoisomerase IIを阻害することにより，DNA複製を阻害するため生じたと考え

られた。 
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小  括 

 

 キノロン剤の in vitro遺伝毒性を検索するため，4種類のオールドキノロン剤

（NA，PPA，OA，及び PA）及び 4種類のニューキノロン剤（ENX，OFLX，CPFX，

及びNFLX）に対して in vitroコメットアッセイを実施し，キノロン剤によるDNA

損傷を検索した。その結果，2剤のニューキノロン剤（CPFX及び NFLX）が，

in vitroコメットアッセイ（pH 12.1及び pH > 13）で陽性結果を示した。 

 次に，コメットアッセイで検出された DNA損傷が，染色体異常を形成するか

否かを検討するため，CPFX及び NFLX，比較対照として NA及び PPAに対して

in vitro小核試験を実施した。その結果，NFLXが陽性結果を示した。 

 以上の結果から，CPFX及び NFLXが SSBsを生じており，NFLXによる SSBs

が染色体異常を生じていると判断された。また，CPFX及び NFLXによる in vitro

遺伝毒性は，DNA付加体を形成するのではなく，topoisomerase IIを阻害するこ

とにより，DNA複製を阻害するため生じたと考えられた。 
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第 2章 

 

 

キノロン剤の in vivo肝イニシエーション活性の検討 
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緒  言 

 

 ラット肝臓における胎盤型グルタチオン-S-トランスフェラーゼ（GST-P）陽性

細胞巣は，前腫瘍性病変であると考えられている。そして，長期発癌性試験に

代わり，in vivo遺伝毒性発癌物質を検出するために，GST-P陽性細胞巣を指標と

した中期発癌性試験が検討されてきた[30~33，38]。本章で用いた in vivo肝イニ

シエーション活性検索法では，肝臓を標的とする遺伝毒性発癌物質のみでなく，

肝臓を標的としない遺伝毒性発癌物質も，GST-P 陽性細胞巣を発生することが

報告されている[33]。よって，この in vivo肝イニシエーション活性検索法では，

長期発癌性試験の標的臓器に関わらず，遺伝毒性発癌物質を検出することが可

能であると考えられている。したがって，キノロン剤による DNA損傷の結果生

じた，染色体異常や遺伝子変異が GST-P 陽性細胞巣を発生するか否かを検索す

るのに有効な検索法である。本章では，2剤のオールドキノロン剤（NA及び PPA）

及び 2剤のニューキノロン剤（CPFX及び NFLX）について，肝イニシエーショ

ン活性を検索した。そして，第 1章で検索されたキノロン剤による in vitro遺伝

毒性が，in vivoで発癌イニシエーションに導かれるか否かを検討した。 



21 

材 料  及び  方 法 

 

供試動物 

 日本チャールズ・リバーから購入した雄の F344 ラットを，明暗各 12 時間，

湿度 40–70%，室温 20–26ºCに維持された飼育室内で，ステンレス製ケージで個

別飼育した。基礎飼料は，日本クレアから購入した CA-1を，飲料水は，水道水

を自由に摂取させた。実験開始前に 1 週間の順化期間を設け，実験開始時は 7

週齢であった。 

 動物の取り扱いについては，東京農工大学の実験動物指針を遵守した。 

 

化学物質 

 NA及び四塩化炭素（CCl4）は和光純薬工業から，PPA及び NFLXはシグマ ア

ル ド リ ッ チ  ジ ャ パ ン か ら ， CPFX は MP Biochemicals Inc. か ら ，

2-acetylaminofluorene（2-AAF）及び 1,2-dimethylhydrazine（DMH）は東京化成工

業から購入した。 

 NA，PPA，及び NFLX は，ナカライテスクから購入したトウモロコシ油で，

CPFXは大塚製薬工場から購入した注射用水で懸濁した。4剤の投与量を決定す

るため，予備実験を実施した。4 剤のインタビューフォームにおいて，各々の

LD50は，NAは 1160 mg/kg，PPAは> 5000 mg/kg，CPFXは> 5000 mg/kg，NFLX

は> 4000mg/kgと報告されているため，NAは 1000及び 500 mg/kg，PPAは 5000

及び 2500 mg/kg，CPFXは 5000及び 2500 mg/kg，NFLXは 4000及び 2000 mg/kg

を，2/3肝部分切除（PH）12時間後に単回強制経口投与を実施した。その結果，

NAを 1000 mg/kg投与した群及びNFLXを 4000 mg/kg投与した群のほぼ全例が，

投与後数日で死亡した（データは示さず）。この結果より，本実験の投与量は，
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NAは 750，375，187.5 mg/kg，PPAは 5000，2500，1250 mg/kg，CPFXは 5000，

2500，1250 mg/kg，NFLXは 3000，1500，750 mg/kgとした。 

 

肝イニシエーション活性検索法 

 本章では，Sakai等の方法[33]を少し変更して実施した。 

 各キノロン剤について実施した実験毎に，ラットに PH を実施し，各群 8 例

（PPA低用量群は 7例）4群に群分けした。PH実施 12時間後に，各キノロン剤

の高用量，中用量，低用量，あるいは媒体を単回強制経口投与した。キノロン

剤の懸濁液及び媒体の投与液量は，10ml/kgに設定した。 

14日後から，プロモーション処置として，2-AAFを 0.015%の濃度で含む飼料

（日本クレアにて調製）を 10 日間自由に摂取させ，混餌投与した。その間 19

日後に，CCl4を 0.8ml/kgで単回強制経口投与した。そして 34日後に，全生存動

物をエーテル深麻酔下で放血屠殺して肝臓を摘出した。摘出直後に尾状葉頭

部・尾状葉尾部・外側右葉・尾側右葉の 4 葉より採材し 10%中性緩衝ホルマリ

ンに固定した。 

固定臓器をパラフィン包埋後，薄切し，GST-P一次抗体（医学生物学研究所）

を用いた免疫染色を ABC法にて実施した。画像解析装置（Win ROOF; 三谷商事）

を用いて，GST-P陽性細胞巣（直径> 0.1 mm）の数及び面積，切片上の肝臓面積

を計測した。そして，肝細胞単位面積あたりの GST-P 陽性細胞巣の数及び面積

を算出した。 

 

統計処理 

 肝細胞単位面積あたりの GST-P 陽性細胞巣の数及び面積は，各群で平均値及

び標準偏差を算出し，実験毎にキノロン剤投与群と媒体対照群で多重比較検定
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を行った。多重比較検定では，Bartlett 法による等分散の検定を行い，等分散の

場合は Dunnett検定を用いた。等分散と認められなかった場合は，順位を利用し

た Dunnett型の検定法を用いた。 

 さらに，各実験の媒体対照群の計4群についてそれぞれ，2群間検定を行った。

2群間検定では，F-検定による等分散の検定を行い，等分散の場合は Student’s t-

検定を用いた。等分散と認められなかった場合は，Aspin-Welch’s t-検定を用いた。 

 いずれの解析結果も，有意水準 5％未満をもって有意な差があるとした。 

 

陽性対照試験 

 陽性対照試験として，注射用水に溶解した DMHを 4 mg/kgの投与量で，今回

の実験条件と同じ条件下で 4匹のラットに投与した。 
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結  果 

 

 実験期間中，NA高用量群の 4例，中用量群の 1例が NA投与後 2日以内に死

亡した。一方，NFLX中用量群の 2例が NFLX投与後 23日に，NFLX低用量群

の 1例が NFLX投与後 32日に死亡した。GST-P陽性細胞巣の数及び面積の結果

を Fig. 2-1から 2-4に示した。 

 Fig. 2-1から 2-3で示すように，NA投与群，PPA投与群，CPFX投与群では，

媒体対照群と比較して，GST-P 陽性細胞巣の数及び面積に有意な変化は認めら

れなかった。 

 Fig. 2-4で示すように，NFLX高用量群及び中用量群で，媒体対照群と比較し

て，GST-P 陽性細胞巣の数及び面積に有意な増加が認められた。そこで，同一

のパラフィン包埋された組織からさらにもう 1 枚を薄切し，GST-P 一次抗体を

用いた免疫染色を実施した結果，同様の結果となった。したがって，この結果

の再現性が確認された。NFLX低用量群では，GST-P陽性細胞巣の面積が，高用

量群及び中用量群より高値であったが，媒体対照群と比較して有意な変化では

なかった。この用量と矛盾する結果は，NFLX 低用量群の 1 例の GST-P 陽性細

胞巣の面積が，非常に大きかったことによると考えられる。この個体のパラフ

ィン包埋された組織からさらにもう 1枚を薄切し，HE染色による病理組織学的

検査を実施した結果，肝細胞腺腫が認められた。 

 陽性対照試験では，DMH投与により，GST-P陽性細胞巣の数及び面積に著明

な増加が認められた（数の平均値: 35.62 ± 7.57 No./cm2，面積の平均値: 11.00 ± 

6.12 mm2/cm2）。 
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考 察 

 

 本章では，NFLX投与により，GST-P陽性細胞巣の数及び面積に有意な増加が

認められた。第 1章では，WTK-1細胞を用いた in vitroコメットアッセイ及び小

核試験の結果，NFLXにより SSBsが，さらに NFLXによる SSBsにより，染色

体異常が生じていることが明らかとなった[15]。また，Pino等は，in vivoにおい

て，NFLXは胎児組織に DNA鎖切断を生じることを報告している[29]。そして，

DNA 損傷は，2 段階発癌説におけるイニシエーション活性と密接につながって

いると考えられている[17]。したがって，in vitroコメットアッセイ及び小核試験

で検出された NFLXの遺伝毒性が，PHを受けたラットに対して，単回強制経口

投与により DNA損傷を生じ，肝臓にイニシエーション作用を生じたと考えられ

る。 

 NA による真核細胞における遺伝毒性が報告されている[6]が，第 1 章では，

WTK-1細胞を用いた in vitroコメットアッセイ及び小核試験の結果は陰性であっ

た[15]。本章では，NA 投与により，GST-P 陽性細胞巣の数及び面積に有意な増

加は認められなかった。したがって，この実験条件下では，NAはラットに対し

てイニシエーション活性を有していないと考えられる。またこの実験条件下で

は，NA高用量群の 4例，中用量群の 1例が NA投与後 2日以内に死亡した。こ

れらの死亡は，PH 後に NA を投与したことによると考えられる。PH は身体，

特に肝臓に重篤な障害を生じることが報告されている[26，38]。したがって，NA

投与により，PHによる肝臓の障害が悪化したことにより死亡したと考えられる。

よって，他の条件下では，異なった結果になる可能性があるものの，今回の実

験で用いた NAの用量は，イニシエーション活性があるか否かを判断するのに，

十分な用量であったと考えられる。Morrissey 等は，NA 投与により雄ラットで
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包皮腺腫瘍が，雌ラットで陰核腺腫瘍が増加したと報告している[22]が，今回の

結果から，NAはイニシエーション活性を有しておらず，非遺伝毒性発癌物質で

あると考えられる。 

 PPA による真核細胞における遺伝毒性が報告されている[19]が，第 1 章では，

WTK-1細胞を用いた in vitroコメットアッセイ及び小核試験の結果は陰性であっ

た[15]。また本章では，PPA投与により，GST-P陽性細胞巣の数及び面積に有意

な増加は認められなかった。一方，CPFX は第 1 章では，WTK-1 細胞を用いた

in vitroコメットアッセイの結果は陽性であり[15]，CPFXによる真核細胞におけ

る遺伝毒性が報告されている[2，6，23]。しかしながら，第 1 章では，WTK-1

細胞を用いた in vitro小核試験の結果は陰性であった[15]。そして本章では，CPFX

投与により，GST-P陽性細胞巣の数及び面積に有意な増加は認められなかった。

さらに Herbold等は，CPFXは in vivoの条件下では，topoisomerase IIを抑制する

濃度に達し得ないと提唱している[12]。したがって，この実験条件下では，PPA

及び CPFX はラットに対してイニシエーション活性を有していないと考えられ

る。今回の実験では，PPA 及び CPFX の高用量は，一般に反復毒性試験の最高

用量に設定される 5000 mg/kgとした。よって，他の条件下では，異なった結果

になる可能性があるものの，今回の実験で用いた PPA及び CPFXの用量は，イ

ニシエーション活性があるか否かを判断するのに，十分な用量であったと考え

られる。今回の結果から，PPA 及び CPFX はイニシエーション活性を有してい

ないと考えられる。 

 今回行った in vivo短期間イニシエーション活性検索法は，Sakai等の方法[33]

を少し変更して実施した。予備実験において，Sakai 等の方法[33]に従って実施

したところ，媒体対照群も含めて多くのラットが，2-AAFを 0.015%の濃度で 14

日間混餌投与し，その間に CCl4を 0.8ml/kgで経口投与した後，死亡した（デー
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タは示さず）。PH実施及び被験物質の投与後 29日以上経過してからの死亡であ

ることより，これらの死亡は，主に 2-AAF及び CCl4の強い毒性によると考えら

れた。よって，0.015%の濃度での 2-AAF 混餌投与を 10 日間に短縮し，CCl4の

投与実施日を PH後 19日に変更して，今回の実験を実施した。それにも関わら

ず，NFLX中用量群あるいは低用量群の計 3例が，PH実施及び NFLXの投与後

23 日以上経過してから死亡した。NFLX 高用量群では死亡が認められなかった

ことより，これらの死亡は，主に NFLXの投与ではなく，2-AAF及び CCl4の強

い毒性によると考えられる。一方，陽性対照試験では，DMH投与により，GST-P

陽性細胞巣の数及び面積に著明な増加が認められた。したがって，10 日間の

0.015%の濃度での 2-AAF混餌投与は，in vivo短期間イニシエーション活性検索

法のプロモーション処置として十分であると判断される。さらに，各媒体対照

群の計 4群における GST-P陽性細胞巣の数及び面積について，それぞれ 2群間

検定を行った。その結果，各媒体対照群間に有意な差は認められなかった。し

たがって，今回の実験条件は，in vivo 短期間イニシエーション活性検索法に適

していると判断される。 

 以上の結果から，in vitro コメットアッセイ及び小核試験で検出された NFLX

の遺伝毒性が，PH を受けたラットに対して，単回強制経口投与により DNA 損

傷を生じ，肝臓でイニシエーションとして成立し，プロモーション処置との組

み合わせにより前腫瘍性病変を形成したと考えられた。また，第 1 章及び第 2

章の結果から，同じキノロン剤でもその遺伝毒性ポテンシャルが異なることが

示唆された。 



28 

小  括 

 

 第 1章で検索されたキノロン剤による in vitro遺伝毒性が，in vivoで発癌イニ

シエーションに導かれるか否かを検討するため，2剤のオールドキノロン剤（NA

及び PPA）及び 2剤のニューキノロン剤（CPFX及び NFLX）について，肝イニ

シエーション活性を検索した。その結果，NFLXにより，肝臓の前腫瘍性病変で

ある GST-P陽性細胞巣の数及び面積に有意な増加が認められた。 

 以上の結果から，in vitro コメットアッセイ及び小核試験で検出された NFLX

の遺伝毒性が，PH を受けたラットに対して，単回強制経口投与により DNA 損

傷を生じ，肝臓でイニシエーションとして成立し，プロモーション処置との組

み合わせにより前腫瘍性病変を形成したと考えられた。また，第 1 章及び第 2

章の結果から，同じキノロン剤でもその遺伝毒性ポテンシャルが異なることが

示唆された。 
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第 3 章 

 

 

ノルフロキサシン（NFLX）の肝腫瘍誘発性の検討 
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緒  言 

 

 第 1章及び第 2章の結果から，NFLXの遺伝毒性が，肝臓でイニシエーション

として成立し，プロモーション処置との組み合わせにより前腫瘍性病変を形成

したと考えられた[15，16]。NFLXは，小児領域も含む医薬品及び動物用医薬品

として広く用いられている。すなわち，NFLX を投与された患者及び NFLX が

残留した動物由来の食品を摂取した消費者が，遺伝毒性物質に曝露されている

可能性が推測される。 

 しかしながら，NFLX投与によって生じた前腫瘍性病変が，肝細胞腺腫及び肝

細胞癌に進行するか否かはまだ不明である。そこで本章では，NFLXのイニシエ

ーション活性が肝腫瘍を誘発するか否かを明確にするため，PH実施後 NFLXを

投与し，フェノバルビタール（PB）による長期間のプロモーション処置を実施

し，NFLXの肝腫瘍誘発性を検討した。 
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材 料  及び  方 法 

 

供試動物 

 日本チャールズ・リバーから購入した雄の F344 ラットを，明暗各 12 時間，

湿度 40–70%，室温 20–26ºCに維持された飼育室内で，ステンレス製ケージを用

いて 1 ケージあたり 5 匹まで飼育した。飼料は，オリエンタル酵母工業から購

入した CRF-1 を，基礎飲料水は，水道水を自由に摂取させた。実験開始前に 1

週間の順化期間を設け，実験開始時は 7週齢であった。 

 動物の取り扱いについては，東京農工大学の実験動物指針を遵守した。 

 

化学物質 

 NFLXは和光純薬工業から，PB及びDMHは東京化成工業から購入した。NFLX

はナカライテスクから購入したトウモロコシ油で懸濁した。 

 

実験方法 

 本章では，Kitagawa等の方法[18]を少し変更して実施した。プロモーション処

置のための PB投与期間を，実験 1では 17週間，実験 2では 34週間，実験 3で

は 51週間に設定した。 

 第 1日目に，ラットに PHを実施し，実験 1では各群 10例の 3群に，実験 2

及び 3では各群 15例の 3群に群分けした。その後，それぞれ NFLX 1500，750 

mg/kg，あるいは媒体を 1日 1回 3週間強制経口投与した。なお，最初の投与は

PH実施後 12時間に，2回目の投与は PH実施後 30時間に，3回目以降の投与は

約 24時間間隔で投与した。NFLX及び媒体の投与液量は 5ml/kgとした。NFLX

投与終了後 2週間から 51週間，飲料水に PBを 500 ppmの濃度で溶解し，自由
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に摂取させ，飲水投与した。 

 NFLX投与期間中（第 1日から 21日）は 1週間に 2回，NFLX投与終了後の

無処置期間中（第 22 日から 35 日）及び初期の PB プロモーション期間中（第

36日から 85日，第 85日は投与開始後 3か月）は 1週間に 1回，残りの PBプ

ロモーション期間中は 1か月に 1回，体重を測定した。 

 17，34，あるいは 51 週間の PB プロモーション終了時に，全生存動物をエー

テル深麻酔下で放血屠殺して肝臓を摘出した。肝臓重量を測定後，5 mm間隔で

横断し，肉眼的検索において直径 2 mm以上の肝腫瘍を観察した。検索された肝

腫瘍は，10%中性緩衝ホルマリンで固定し，パラフィン包埋後，薄切し，HE染

色による病理組織学的検査を実施した。 

 尾状葉頭部・尾状葉尾部・外側右葉・尾側右葉の 4葉より各 1断片を，10%中

性緩衝ホルマリンに固定した。固定臓器をパラフィン包埋後，薄切し，GST-P

一次抗体（医学生物学研究所）を用いた免疫染色を ENVISION法にて実施した。

画像解析装置（Win ROOF; 三谷商事）を用いて，GST-P陽性細胞巣（直径> 0.15 

mm）の数及び面積，切片上の肝臓面積を計測した。そして，肝細胞単位面積あ

たりの GST-P陽性細胞巣の数及び面積を算出した。 

 

統計処理 

 得られたデータは，各群で平均値及び標準偏差を算出し，実験毎に NFLX 投

与群と媒体対照群で多重比較検定を行った。多重比較検定では，Bartlett 法によ

る等分散の検定を行い，等分散の場合は Dunnett検定を用いた。等分散と認めら

れなかった場合は，順位を利用した Dunnett型の検定法を用いた。 

 いずれの解析結果も，有意水準 5％未満をもって有意な差があるとした。 
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陽性対照試験 

陽性対照試験として，大塚製薬工場から購入した注射用水に溶解した DMHを

1 mg/kgの投与量で，今回の実験条件と同じ条件下で，実験 1では 2例のラット

に，実験 2及び 3では 3例のラットに投与した。 
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結  果 

 

 実験 2では，1500 mg/kg投与群の 1例が NFLX投与期間中（第 10日）に，1

例が無処置期間中（第 35日）に死亡した。実験 3では，1500 mg/kg投与群の 2

例が NFLX投与期間中（第 3日及び 4日）に死亡した。これらの 1500 mg/kg投

与群の死亡例では，肉眼観察で異常は認められなかった。一方，実験 3 で，媒

体対照群の 1例が PBプロモーション期間中（第 80日）に死亡した。この媒体

対照群の死亡例では，消化管の肝臓及び横隔膜との癒着，消化管の拡張が認め

られたため，この死亡は，PH手技の過失によると判断した。 

 Table 3-１から 3-3 で示すように，NFLX 投与群の平均体重は，媒体対照群と

比較して，無処置期間中及びごく初期の PBプロモーション期間中に有意に減少

した。しかしながら，以降の PBプロモーション期間中は，媒体対照群と同様の

推移を示した。 

 Table 3-4から 3-6で示すように，NFLX投与群の肝臓の絶対重量及び相対重量

は，媒体対照群と比較して，有意な差は認められなかった。肉眼的検索におい

て，実験 3の 750 mg/kg投与群の 1例において 1つの肝腫瘍（2 × 3 × 5 mm）の

みが認められた。この肝腫瘍は，病理組織学的検査の結果，肝細胞腺腫と診断

された。 

 Fig. 3-1から 3-3で示すように，NFLX投与群と媒体対照群を比較して，GST-P

陽性細胞巣の数及び面積に有意な変化は認められなかった。 

 陽性対照試験では，実験 3の肉眼的検索において，2例のラットに 2つの肝

腫瘍（16 × 23 × 30 mm及び 5 × 5 × 5 mm）及び（5 × 5 × 5 mm及び 3 × 3 × 3 mm）

がそれぞれに認められた。さらに，DMH投与により，GST-P陽性細胞巣の数及

び面積に著明な増加が認められた（実験 1，2，3における数の平均値: 1.57，9.87 
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± 1.73，17.89 ± 3.22 No./cm2，面積の平均値: 0.06，0.82 ± 0.38，3.16 ± 0.78 mm2/cm2）。 
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考  察 

 

 本章では，NFLX投与により，肉眼的検索による肝腫瘍，GST-P陽性細胞巣の

数及び面積の有意な増加は認められなかった。したがって，この実験条件下で

は，NFLXのイニシエーション活性による肝腫瘍誘発性は認められず，NFLXの

イニシエーション活性は非常に弱いことが示唆された。実験 3 の肉眼的検索に

おいて，750 mg/kg投与群の 1例において 1つの腫瘍が認められたが，1500 mg/kg

投与群において腫瘍が認められなかったことより，この腫瘍は NFLX 投与の影

響ではないと判断した。 

 第 2章では，in vivo短期間イニシエーション活性検索法の結果，NFLXの 1500 

mg/kg以上の単回強制経口投与で，GST-P陽性細胞巣の数及び面積の有意な増加

が認められた[16]。その結果を踏まえて，今回の実験では，NFLXの投与量は高

用量を 1500 mg/kgに設定した。今回の実験では，NFLX投与期間中あるいは無

処置期間中に 1500 mg/kg 投与群の 4 例が死亡した。これらの死亡は，PH 後に

NFLXを投与したことによると考えられる。第 2章で述べたように，PH実施後，

NFLXを 4000 mg/kgを単回強制経口投与した結果，ほぼ全例が肝臓の障害によ

り，投与後数日で死亡した[16]。PH は身体，特に肝臓に重篤な障害を生じるこ

とが報告されている[26，38]。したがって，NFLX 投与により，PH による肝臓

の障害が悪化したことにより死亡したと考えられる。さらに今回の実験では，

NFLX投与群の平均体重は，媒体対照群と比較して，無処置期間中及びごく初期

の PBプロモーション期間中に有意に減少した。したがって，今回の実験で用い

た NFLX の用量は，イニシエーション活性が肝腫瘍を誘発するか否かを判断す

るのに，十分な用量であったと考えられる。 

 NFLX を投与された患者及び NFLX が残留した動物由来の食品を摂取した消
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費者の危険性を考察することを目的に，今回の実験は，Kitagawa 等の方法[18]

を少し変更して実施した。今回の実験条件は，その目的に適していたと考えら

れる。第一の理由は，PH は肝細胞の増殖を誘導するため，PH 後に NFLX を投

与することにより，NFLXのイニシエーション活性が増強されたことである。な

ぜなら，第 1 章で示したように，NFLX を含むキノロン剤の遺伝毒性は，

topoisomerase IIを阻害することにより，DNA複製を阻害するため生じるからで

ある[15]。さらに，Sakai等により DNA合成がピークとなる 6時間前である PH

実施後 12時間あるいは 30時間に，DMHを投与すると，GST-P陽性細胞巣の数

及び面積がより高値になると報告されているので[31]，最初の投与は PH実施後

12時間に，2回目の投与は PH実施後 30時間に投与した。なお，第 2章の in vivo

短期間イニシエーション活性検索法では，PH実施後 12時間の投与により，GST-P

陽性細胞巣の数及び面積が有意に増加した[16]。第二の理由は，3 週間の NFLX

投与期間は，ヒトの臨床領域での NFLX 投与期間とほぼ同じか，あるいは長い

ことである。第三の理由は，今回の実験の 51 週に及ぶ長期間の PB によるプロ

モーション処置は，ヒトの生活における何らかのプロモーション作用に代替で

きると考えられることでる。一方，ラットにおいて，NFLXを通常のヒトの臨床

領域での投与量の 8から 9倍の用量で 96週間投与した結果，腫瘍発生の増加は

認められなかったと報告されている[28]。これらの結果から，NFLXのイニシエ

ーション活性は非常に弱く，NFLXのイニシエーション活性により腫瘍を誘発す

る可能性は，非常に低いと考えられる。 

 第 2章では，in vivo短期間イニシエーション活性検索法の結果，NFLXの 1500 

mg/kg以上の単回強制経口投与で，GST-P陽性細胞巣の数及び面積の有意な増加

が認められた[16]。一方，今回の実験では，NFLX の 1500 及び 750 mg/kg の 3

週間の反復強制経口投与で，GST-P 陽性細胞巣の数及び面積の有意な増加が認
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められなかった。この矛盾は，主にプロモーション処置の違いによると考えら

れる。第 2 章では，in vivo 短期間イニシエーション活性検索法において，プロ

モーション処置として，2-AAF を 0.015%の濃度で 10 日間混餌投与し，CCl4を

0.8ml/kg で単回強制経口投与した[16]。一方，今回の実験では，PB を 500 ppm

の濃度で飲水投与した。一般的に，2-AAFと CCl4のプロモーション作用は，PB

より強いと言われている。しかし，2-AAFと CCl4は，強い肝毒性を持ち，2-AAF

は強いイニシエーション作用を有していると言われている。実際に，第 2 章で

は，in vivo短期間イニシエーション活性検索法において，2-AAFと CCl4の強い

毒性よると考えられる死亡が発生した[16]。今回の実験の陽性対照試験では，実

験 3 の肉眼的検索において，複数の肝腫瘍が認められ，さらに，各実験におい

てDMH投与により，GST-P陽性細胞巣の数及び面積に著明な増加が認められた。

したがって，NFLX 投与による GST-P 陽性細胞巣の数及び面積の有意な増加が

認められなかったが，PBを 500 ppmの濃度で飲水投与することは，プロモーシ

ョン処置として十分であると判断される。 

 以上の結果から，NFLXのイニシエーション活性は非常に弱く，NFLXのイニ

シエーション活性により肝腫瘍を誘発する可能性は，非常に低いと考えられた。

これまで，遺伝毒性発癌物質は，腫瘍誘発において閾値が存在しないと考えら

れてきた。しかし近年，低用量の遺伝毒性発癌物質にも，非遺伝毒性発癌物質

と同様に閾値が存在することが報告されている[13，39]。この新しい観点による

と，NFLX を投与された患者あるいは NFLX が残留した食品を摂取した消費者

に肝腫瘍を誘発される可能性はまずあり得ないと推察される。 
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小  括 

 

 第 1章及び第 2章の結果から，NFLXの遺伝毒性が，肝臓でイニシエーション

として成立し，プロモーション処置との組み合わせにより前腫瘍性病変を形成

したと考えられた[15，16]。しかしながら，NFLX投与によって生じた前腫瘍性

病変が，肝細胞腺腫及び肝細胞癌に進行するか否かは不明であった。そこで本

章では，NFLXのイニシエーション活性が肝腫瘍を誘発するか否かを明確にする

ため，PH実施後 NFLXを投与し，フェノバルビタール（PB）による長期間のプ

ロモーション処置を実施し，NFLXの肝腫瘍誘発性を検討した。その結果，NFLX

投与により，肉眼的検索による肝腫瘍の増加及び GST-P 陽性細胞巣の数及び面

積の有意な増加は認められなかった。 

 以上の結果から，NFLXのイニシエーション活性は非常に弱く，NFLXのイニ

シエーション活性により肝腫瘍を誘発する可能性は非常に低いと考えられた。 
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結  論 

 

 本研究では，キノロン剤の哺乳動物に対する遺伝毒性の有無，さらにその遺

伝毒性が腫瘍を誘発するか否かを検討した。 

 キノロン剤の in vitro遺伝毒性では，コメットアッセイ及び小核試験の結果か

ら，CPFX及び NFLXが SSBs を生じており，NFLXによる SSBsが染色体異常

を生じていると判断された。また，CPFX及び NFLXによる in vitro遺伝毒性は，

DNA付加体を形成するのではなく，topoisomerase IIを阻害することにより，DNA

複製を阻害するため生じたと考えられた。 

 キノロン剤の in vivo肝イニシエーション活性では，NFLX投与により，肝臓

の前腫瘍性病変である GST-P 陽性細胞巣の数及び面積に有意な増加が認められ

た。よって，in vitroコメットアッセイ及び小核試験で検出された NFLXの遺伝

毒性が，PH を受けたラットに対して，単回強制経口投与により DNA 損傷を生

じ，肝臓でイニシエーションとして成立し，プロモーション処置との組み合わ

せにより前腫瘍性病変を形成したと考えられた。また，in vitro遺伝毒性及び in 

vivo肝イニシエーション活性の結果から，同じキノロン剤でもその遺伝毒性ポテ

ンシャルが異なることが示唆された。 

 in vivo肝イニシエーション活性が認められた NFLXについて，そのイニシエ

ーション活性が肝腫瘍を誘発するか否かを検討した。その結果，NFLX投与によ

り，肉眼的検索による肝腫瘍の増加及び GST-P 陽性細胞巣の数及び面積の有意

な増加は認められなかった。よって，NFLXのイニシエーション活性は非常に弱

く，NFLXのイニシエーション活性により肝腫瘍を誘発する可能性は非常に低い

と考えられた。 

 しかしながら，本研究において，同じキノロン剤でもその遺伝毒性ポテンシ
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ャルが異なることが示唆されたため，いくつかのキノロン剤は，遺伝毒性ポテ

ンシャルが強く，腫瘍を誘発する可能性が懸念される。したがって，キノロン

剤の哺乳動物に対する遺伝毒性の有無，さらにその遺伝毒性が腫瘍を誘発する

か否かについて，更なる研究が必要である。 
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要  旨 

 

 キノロン系抗菌剤は，DNA gyrase及び topoisomerase IVの活性を阻害し，細菌

の DNA合成を阻害する合成抗菌剤であり，医薬品あるいは動物用医薬品として

広く用いられている。一方，哺乳動物においても DNA gyraseの機能に類似する

topoisomerase IIが存在し，キノロン系抗菌剤は topoisomerase IIも阻害すること

が報告されているが，キノロン系抗菌剤の哺乳動物に対する遺伝毒性及び発癌

性については，未だ明らかではない。そこで，本研究ではキノロン系抗菌剤の

哺乳動物に対する遺伝毒性の有無，さらにその遺伝毒性が発癌につながるか否

かを検討した。 

 まず，オールドキノロン剤であるナリジクス酸（NA），ピペミド酸（PPA），

オキソリン酸（OA），ピロミド酸（PA）及びニューキノロン剤であるエノキサ

シン（ENX），オフロキサシン（OFLX），シプロフロキサシン（CPFX），ノルフ

ロキサシン（NFLX）について，in vitro 遺伝毒性の有無を確認するため，in vitro

コメットアッセイを実施した。ヒトリンパ腫由来であるWTK-1細胞を 2日間培

養後，キノロン系抗菌剤を培地中に添加して 2，4，20時間処理後，in vitroコメ

ットアッセイ（pH > 13）を実施した。その結果，CPFX及び NFLXのみが陽性

結果を示した。CPFX及び NFLXについては，20時間処理後，in vitroコメット

アッセイを pH 10，pH 12.1，及び pH > 13で実施し，比較した結果，pH 12.1及

び pH > 13ではほぼ同様の陽性結果を示し，pH 10では陰性結果を示した。コメ

ットアッセイは，pH 10で DNAの二本鎖切断を，pH 12.1で DNAの一本鎖切断

及び二本鎖切断を，pH > 13で DNAのアルカリ脆弱部位，一本鎖及び二本鎖鎖

切断を検出することが報告されている。したがって，CPFX及び NFLXは，主に

DNAの一本鎖切断を生じたと考えられた。つぎに，NA，PPA，CPFX，及び NFLX
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について，20 時間処理後，キノロン系抗菌剤が添加されていない培地で培養し

回復期間とし，2，4，24時間回復期間後，in vitroコメットアッセイ（pH > 13）

を実施した。その結果，20時間処理直後に認められた CPFX及び NFLXによる

陽性反応は，回復期間において陰性となった。したがって，CPFX及び NFLXに

よる DNA損傷の大部分が，回復性であると考えられた。一方，NA及び PPAは，

回復期間も陰性であった。さらに，NA，PPA，CPFX，及び NFLXについて，20

時間処理後，cytochalasin Bを含むキノロン系抗菌剤が添加されていない培地で

24時間培養し，in vitro小核試験を実施した。その結果，NFLXのみが陽性結果

を示した。以上の成績から，コメットアッセイで検出された NFLXによる DNA

の一本鎖切断の一部が，染色体異常となり，小核として固定されたと考えられ

た（第 1章）。 

 第 2章では，NA，PPA，CPFX，及び NFLXについて，in vivoにおけるイニシ

エーション活性の有無について検討した。雄の F344ラットに 3分の 2肝部分切

除を実施し，その 12時間後にキノロン系抗菌剤を単回強制経口投与した。その

14日後から 10日間 2-acetylaminofluoreneの混餌投与を行い，その間に四塩化炭素

を単回強制経口投与した。さらに 11日間の休薬期間後，肝臓を摘出し，胎盤型

グルタチオン-S-トランスフェラーゼ（GST-P）一次抗体を用いて免疫染色を実施

し，肝イニシエーション活性検索法を行った。その結果，ラットの肝臓の前腫

瘍性病変である GST-P 陽性細胞巣の数及び面積の有意な増加が，NFLX 投与で

のみ認められた。以上の成績から，in vitroコメットアッセイ及び小核試験で検

出されたNFLXの遺伝毒性が，in vivoにおいてイニシエーションとして成立し，

プロモーション処置との組み合わせにより，前腫瘍性病変を形成したと考えら

れた。第 1 章及び第 2 章の結果より，同じキノロン剤でもその遺伝毒性ポテン

シャルが異なることが示唆された（第 2章）。 
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 第 1章及び第 2章の結果をうけ，NFLXについて，in vivoにおけるイニシエー

ション活性が，長期間のプロモーション処置との組み合わせにより発癌につな

がるか否かを検討した。雄の F344ラットに 3分の 2肝部分切除を実施し，その

後 3週間 NFLXを 1日 1回経口投与した。2週間の休薬期間後，フェノバルビタ

ールを 0.05％の濃度で飲水投与した。フェノバルビタールを 17，34，51週間投

与後，エーテル麻酔下で放血致死させ，肝臓を摘出し，肉眼的検索及び GST-P

一次抗体を用いて免疫染色を実施した。その結果，GST-P 陽性細胞巣及び腫瘍

性病変の有意な増加は認められなかった。以上の成績から，本実験条件下では，

NFLXによる肝腫瘍誘発性は認められず，NFLXのイニシエーション活性は非常

に弱いことが示唆された（第 3章）。 
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Abstract 

 

Quinolone antimicrobial agents (quinolones), which have been widely used for 

clinical and veterinary therapies, inhibit DNA synthesis in bacteria.  They act by 

inhibiting DNA gyrase (bacterial topoisomerase II) or topoisomerase IV and are known 

to have slight inhibitory effects on eukaryotic topoisomerase II, which is homologous to 

DNA gyrase in mammals.  However, neither the in vivo genotoxicity nor 

carcinogenicity of quinolones in mammals has been clarified.  Thus, the present study 

was conducted in order to examine whether any quinolones have genotoxicity and 

whether their genotoxicity results in carcinogenicity. 

To investigate the in vitro genotoxicity of quinolones, 4 old quinolones [nalidixic 

acid (NA), pipemidic acid (PPA), oxolinic acid (OA), and piromidic acid (PA)] and 4 

new quinolones [enoxacin (ENX), ofloxacin (OFLX), ciprofloxacin (CPFX), and 

norfloxacin (NFLX)] were selected.  A WTK1 human lymphoma cell line, which had 

been incubated for 2 days, was used.  The cells in medium were placed in dishes, each 

quinolone was added, and the cell culture dishes were incubated for 2, 4, or 20 h.  At 

the end of each treatment period, the cell cultures were used for the comet assay at pH > 

13.  In this assay, CPFX and NFLX produced a significant concentration-dependent 

and time-dependent increase in the DNA migration.  Furthermore, the cell cultures that 

were treated with each of the 2 quinolones (CPFX and NFLX) for 20 h were used for 

the comet assay at pH 10 and 12.1.  DNA migration in these cells treated with CPFX 

and NFLX for 20 h was compared at pH 10, 12.1, and > 13.  Increased DNA migration 

was observed in the comet assay at pH 12.1 and > 13 after 20-h treatment with CPFX 

and NFLX, and no differences were observed in the DNA migration values.  On the 
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other hand, the comet assay at pH 10 did not show any positive responses.  Since the 

comet assay detects double strand breaks (DSBs) at pH 10, DSBs and single strand 

breaks (SSBs) at pH 12.1, and strand breaks and alkali-labile lesions derived from 

AP-sites at pH > 13, primary DNA damage caused by CPFX and NFLX that was 

detected in the comet assay is SSBs but not alkali-labile sites.  Furthermore, 4 

quinolones (NA, PPA, CPFX, and NFLX) were selected to examine the fate of the DNA 

lesions caused.  After the treatment with each quinolone for 20 h, the cell cultures were 

washed with fresh medium and incubated for 0, 2, 4, or 24 h.  They were used for the 

comet assay at pH > 13.  The significant increase in DNA migration disappeared after 

the recovery period following the 20-h treatment with CPFX and NFLX.  DNA 

migration decreased rapidly during the 2 to 24-h recovery periods, suggesting that 

almost all the SSBs caused by CPFX and NFLX were rejoined after they were removed 

from the culture medium.  Further, no increase in DNA migration during the recovery 

periods was noted for the other 2 quinolones (NA and PPA).  Subsequent to treatment 

with the 4 quinolones for 20 h, the cell cultures were used for the micronucleus (MN) 

test.  The cell cultures were washed with fresh medium, treated with cytochalasin B 

was added, and incubated for 24 h.  NFLX produced a significant 

concentration-dependent increase in the incidence of MN.  Based on these findings, it 

can be concluded that the 2 new quinolones (NFLX and CPFX) caused SSBs, and 

NFLX-induced SSBs resulted in chromosome aberrations (Chapter I). 

In order to examine the in vivo initiation activity of the quinolones NA, PPA, 

CPFX, and NFLX, an in vivo short-term liver initiation assay was performed.  Male 

F344 rats were subjected to a two-thirds partial hepatectomy on day 0 and treated once 

orally with each quinolone or vehicle 12 h after completion of the partial hepatectomy.  
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Subsequently, they were fed a basal diet for 14 days and a diet containing 0.015% 

2-acetylaminofluorene for the next 10 days.  On day 19, a single oral dose of 0.8 ml/kg 

carbon tetrachloride was administered to the rats.  On day 34, they were euthanized 

under ether anesthesia, and liver slices, one each from all liver lobes, were fixed in 10% 

neutral buffered formalin for immunohistochemical examination of glutathione S-transferase 

placental form (GST-P) positive foci that are regarded as hepatocellular preneoplastic lesion 

in rats.  Administration of NFLX increased the mean number and area of GST-P positive 

foci.  These results suggest that under the present study conditions, only NFLX has an 

initiation activity in rats, and that the genotoxic potential of NFLX, which was detected 

by the in vitro comet assay and MN test, causes DNA damage and tumor initiation in the 

liver of the partially hepatectomized rats by administration of a single oral dose.  

Therefore, administration of NFLX along with tumor promoters caused hepatocellular 

preneoplastic lesions.  The results in Chapters I and II suggest that the genotoxic 

potentials are different among quinolones (Chapter II). 

To examine whether or not the in vivo initiation activity of NFLX results in 

carcinogenicity, male F344 rats were subjected to a two-thirds partial hepatectomy and 

treated with NFLX or the vehicle once daily for 3 weeks.  From 2 weeks after the 

completion of NFLX treatment, the rats were given 500 ppm PB in their drinking water for 51 

weeks.  After promotion treatment by PB for 17, 34, or 51 weeks, the rats were 

euthanized under ether anesthesia, and the macroscopic hepatic tumors were counted.  

Liver slices, one each from all liver lobes, were fixed in 10% neutral buffered formalin for 

immunohistochemical examinations of GST-P positive foci.  Administration of NFLX did 

not increase the mean number or area of GST-P positive foci as well as hepatocellular 

tumors.  These results suggest that under the present study conditions, the initiation 
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activity of NFLX does not result in the induction of hepatocellular tumors and that the 

initiation activity of NFLX is extremely weak (Chapter III). 
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Table 3-1. Body weights of rats in Experiment 1

Group Control NFLX
mg/kg 0 750 1500
Number of rats 10 10 10
Day or month

Day 1 136 ± 7 138 ± 8 139 ± 7
Day 5 146 ± 7 147 ± 9 151 ± 8
Day 8 157 ± 6 157 ± 7 156 ± 11
Day 12 176 ± 6 175 ± 7 176 ± 10
Day 15 184 ± 7 180 ± 7 180 ± 12
Day 19 194 ± 7 190 ± 8 185 ± 15
Day 22 200 ± 8 194 ± 10 187 ± 18
Day 29 217 ± 10 203 ± 16 200 ± 18 *
Day 36 227 ± 11 218 ± 12 215 ± 16
Day 43 243 ± 12 236 ± 11 232 ± 20
Day 50 250 ± 12 245 ± 13 241 ± 21
Day 57 256 ± 12 254 ± 16 250 ± 22
Day 64 263 ± 12 265 ± 14 259 ± 21
Day 71 267 ± 12 270 ± 17 267 ± 22
Day 78 272 ± 12 276 ± 17 272 ± 22
Day 85 273 ± 13 278 ± 17 274 ± 25
Month 4 288 ± 13 293 ± 19 291 ± 26
Day of euthanasia 295 ± 18 307 ± 20 308 ± 31

 Each value shows mean (g) ± S.D.   
 Significantly different from control group (*: P < 0.05).
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Table 3-2. Body weights of rats in Experiment 2

Group Control NFLX
mg/kg 0 750 1500
Number of rats 15 15 15
Day or month

Day 1 134 ± 6 135 ± 6 135 ± 5
Day 4 128 ± 9 131 ± 7 131 ± 6
Day 8 140 ± 10 145 ± 7 141 ± 10
Day 11 153 ± 10 154 ± 7 156 ± 6 (14)
Day 15 169 ± 10 168 ± 8 168 ± 7 (14)
Day 18 182 ± 8 177 ± 9 177 ± 9 (14)
Day 22 189 ± 10 185 ± 11 185 ± 10 (14)
Day 29 209 ± 12 197 ± 14 * 196 ± 11 * (14)
Day 36 225 ± 12 213 ± 14 * 216 ± 12 (13)
Day 43 238 ± 13 226 ± 15 * 231 ± 12 (13)
Day 50 253 ± 15 240 ± 15 * 245 ± 12 (13)
Day 57 261 ± 17 249 ± 15 256 ± 15 (13)
Day 64 271 ± 16 261 ± 16 268 ± 14 (13)
Day 71 279 ± 16 271 ± 16 280 ± 14 (13)
Day 78 284 ± 16 277 ± 17 287 ± 15 (13)
Day 85 291 ± 16 285 ± 17 294 ± 13 (13)
Month 4 318 ± 20 312 ± 20 324 ± 17 (13)
Month 5 330 ± 27 325 ± 25 339 ± 21 (13)
Month 6 346 ± 24 342 ± 25 357 ± 21 (13)
Month 7 357 ± 26 352 ± 25 366 ± 18 (13)
Month 8 367 ± 29 362 ± 26 376 ± 22 (13)
Day of euthanasia 383 ± 28 376 ± 24 398 ± 20 (13)

 Each value shows mean (g) ± S.D.   
 Significantly different from control group (*: P < 0.05).
 Figures in parentheses indicate number of rats.
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Table 3-3. Body weights of rats in Experiment 3

Group Control NFLX
mg/kg 0 750 1500
Number of rats 15 15 15
Day or month

Day 1 139 ± 6 140 ± 6 141 ± 6
Day 4 130 ± 5 133 ± 8 132 ± 6 (13)
Day 8 142 ± 6 147 ± 9 141 ± 10 (13)
Day 11 156 ± 8 159 ± 9 155 ± 9 (13)
Day 15 174 ± 8 174 ± 10 172 ± 8 (13)
Day 18 183 ± 9 184 ± 11 185 ± 7 (13)
Day 22 197 ± 10 194 ± 11 197 ± 8 (13)
Day 29 216 ± 10 205 ± 13 199 ± 17 * (13)
Day 36 231 ± 10 220 ± 12 * 220 ± 10 * (13)
Day 43 247 ± 11 238 ± 11 * 239 ± 8 (13)
Day 50 259 ± 11 252 ± 12 254 ± 9 (13)
Day 57 271 ± 11 265 ± 14 266 ± 10 (13)
Day 64 277 ± 11 270 ± 15 271 ± 12 (13)
Day 71 288 ± 12 282 ± 15 284 ± 15 (13)
Day 78 296 ± 11 292 ± 15 292 ± 14 (13)
Day 85 302 ± 13 297 ± 16 297 ± 14 (13)
Month 4 334 ± 15 (14) 326 ± 18 327 ± 17 (13)
Month 5 348 ± 15 (14) 342 ± 19 344 ± 21 (13)
Month 6 362 ± 16 (14) 356 ± 18 363 ± 19 (13)
Month 7 374 ± 14 (14) 367 ± 18 370 ± 19 (13)
Month 8 386 ± 17 (14) 375 ± 19 381 ± 22 (13)
Month 9 397 ± 15 (14) 391 ± 19 392 ± 23 (13)
Month 10 404 ± 16 (14) 399 ± 20 403 ± 22 (13)
Month 11 410 ± 16 (14) 401 ± 20 410 ± 23 (13)
Month 12 414 ± 17 (14) 407 ± 19 411 ± 24 (13)
Day of euthanasia 427 ± 19 (14) 418 ± 20 422 ± 22 (13)

 Each value shows mean (g) ± S.D.   
 Significantly different from control group (*: P < 0.05).
 Figures in parentheses indicate number of rats.
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Table 3-4. Liver weights of rats in Experiment 1

Group
mg/kg 0 750 1500
Number of rats 10 10 10
Body weight (g) 295 ± 18 307 ± 20 308 ± 31
Liver (g) 10.87 ± 0.86 11.28 ± 1.05 11.15 ± 1.07

(g%) 3.70 ± 0.25 3.68 ± 0.23 3.62 ± 0.13
 Each value shows mean ± S.D.

Control NFLX
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Table 3-5. Liver weights of rats in Experiment 2

Group
mg/kg 0 750 1500
Number of rats 15 15 13
Body weight (g) 383 ± 28 376 ± 24 398 ± 20
Liver (g) 13.38 ± 1.41 12.71 ± 1.10 13.73 ± 1.29

(g%) 3.49 ± 0.20 3.38 ± 0.14 3.45 ± 0.18
 Each value shows mean ± S.D.

Control NFLX
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Table 3-6. Liver weights of rats in Experiment 3

Group
mg/kg 0 750 1500
Number of rats 14 15 13
Body weight (g) 427 ± 19 418 ± 20 422 ± 22
Liver (g) 13.94 ± 0.99 14.43 ± 0.91 14.61 ± 1.49

(g%) 3.27 ± 0.32 3.45 ± 0.11 3.46 ± 0.23
 Each value shows mean ± S.D.

Control NFLX
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