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本論文においては以下の略語を用いた。

　
　

Ga㎜a－aminobut∬ic　acid

mg／body　weight（kg）／day

Sprague　Dawley

Luteinizing　hormone

Follicle－stimulating　hormone

Periodic　acid　Schiff

Ribonucleic　acid

Reverse　transcription－polymerase　chain　reaction

Messenger　ribonucleic　acid

17α一Hydroxylase／17－20　Lyase

17β一Hydroxysteroid　dehydrogenase

Sperm　head　count

Sperm　motility　hldex

Bovine　serum　albumin

Medium　199

Maximum　drug　concentration

Metabolite　No．3、5一ヒドロキシー2一ピロリジノン体

Metabolite　No．11、カルボン酸体

Metabolite　No．18、3一ヒドロキシー2，6一キシリジン体

Metabolite　No．20、4一ヒドロキシー2一ピロリジノン体

C》喧ochrome　P450　side　chain　cleavage

3β一Hydroxysteroid　dehydrogenase
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緒　言

　ネフィラセタムは、脳機能改善薬としての開発を目的に新規に合成されたピ

ロリドン系誘導体である。本薬の薬埋作用として、神経細胞の長時間持続型の

Ca2＋チャンネル（N／L型）の賦活化により神経伝達物質の放出を増加させ（Yoshii

et　a1．，1994）、　GABAおよびコリン作動性神経系に反応し、脳におけるタンパク

質合成を増強する（Nabeshima　et　al．，1991）ことが知られている。

　ネフィラセタムは薬理学的試験において、（1）スコポラミン（Sakurai　et　aL，

1989）およびアポモルフィン（Nabeshima　et　al．，1994）により惹起された記憶消

失を減少させ、（2）ニューロトキシンAF64A（Abe　et　al．，1994）、前頭基底部の電

解質による傷害（Nishizaki　et　al．，1998）および低酸素（Hiramatsu　et　a1．，1992）に

より誘発された記憶消失を減少させ、（3）老齢ラットの認識能力を促進させる

（Nabeshima，1994）、ことが証明されている。

　毒性試験ではネフィラセタムに加V加0および加卿0における遺伝毒性

（Shimada　et　a1．，1994）、マウスおよびラットを用いてのがん原性（Kajimura　et　al．，

1994）、ラットおよびウサギを用いての催奇形性（Watanabe　et　al．，1994）は認め

られなかった。13および52週間反復投与毒性試験では、ラットでは300

mg／kg／dayを投与しても変化は認められなかったが（Jindo　et　aL，1994；Hooks　et

aL，1994b）、イヌでは60　mg／kg／day以上の投与で精子低形成がみられた

（Sugawara　et　aL，1994；Hooks　et　al．，1994a）。なお、臨床試験では泌尿器系に副作

用は認められなかった（Murasaki　et　aL，1994；Otomo　et　a1．，1994）。このようにネ

フィラセタムには各種の毒性試験において特に問題となる毒性は検出されなか

ったが、精子形成への抑制作用が確認されたことから、精巣毒性ついて、メカ

ニズム解明を含めた詳細な検討は、本薬の安全性を確固たるものにする上で、

必須の事項であると思われた。
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　医薬品の毒性の種類は肝毒性、腎毒性および神経毒性など多様であるが、近

年、精巣毒性も重要な評価項目となっている。それはカールソンの「沈黙の春」

において成人男性の精子数がこの50年間に半減したという報告や、日本人新生

児の65人に1人は生殖補助技術等（少ない精子数でも受精が可能となる）を用

いた体外受精児（2003年、日本産科婦人科学会調査）であることに、社会的関

心が集まっていることによるものと考えられる。実際に非臨床試験ステージで

開発候補物質に精巣毒性がみつかって、ドロップアウトすることが少なからず

ある。

　精巣毒性は男性の生殖能に医薬品の悪影響が現れることであり、不妊をもた

らす可能性も考えられる。毒性の標的としては精子だけでなく、精子を産生す

る精巣、精子が成熟する場である精巣上体および射精に関与する前立腺などの

生殖器官があげられる。また、精子形成にはホルモンが重要な役割を果たして

おり、この内分泌を支配している視床下部および下垂体など中枢神経系の器官

も毒1生の標的となる。しかし、最終的に毒性変化が精巣に現れることが多いた

め一般的に精巣毒性として検査が行われる。精巣毒性に関する検討は一般毒性

試験の中で精巣、精巣上体および前立腺の重量測定および病理組織検査として

行われ、生殖毒性試験では雌動物との交配検査により、雄動物が交尾能力を有

しているか、雌を妊娠させることが可能かを指標としてスクリーニング評価さ

れている。現状では、精巣毒性に関して定型的なスクリーニング試験内で評価

されているだけであり、さらに踏み込んだ精巣毒1生の発現過程やメカニズム解

明までを包含する評価方法は確立されていない。非臨床試験ステージにおける

毒性メカニズムの解明は臨床試験でのバイオマーカーの探索につながり、その

後の医薬品開発において極めて重要な意義を持つ。バイオマーカーは毒性変化

が起こる前の前兆的な変化であり、ヒトへの投薬開始後、もしバイオマーカー

に変化がみられたら、すぐに投薬を中止することにより毒性の発現を未然に防

ぐことが可能となる。毒陸メカニズムの解明によって探し出されたバイオマー
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カーは安全な臨床試験の実施および市販後の適正な使用を明確にすることなど

非常に重要な役割を果たす。すなわち、メカニズム解明の評価法が確立されれ

ば、これまですばらしい薬効を持ちながらドロップアウトしていた開発候補物

質を市場に出すことができる可能性があり、医薬品の開発期間の短縮やより安

全な医薬品の開発が可能となることが期待されている。

　そこで、本研究は、ネフィラセタムによる精巣毒性メカニズムの解明を試み

るとともに、動物種差（ラット、ビーグルイヌ、カニクイザル）を明らかにす

ることを目的とした。

　第1章ではSprague　Dawley（SD）ラットを用いて、ネフィラセタム投与後の精

巣の病理組織、生殖器重量、精巣中精子数について初期変化を経時的に検討し、

さらに血清中テストステロン、Luteinizing　ho㎜one（LH）、　Follicle　stimulating

hormone（FSH）、　Inhibinならびに精巣中テストステロンについて検討した。

　第2章では、ビーグルイヌを用いてネフィラセタム投与後、ホルモンでは血

清中テストステロン、エストラジオール、LH、　FSHおよびInhibin濃度を測定

した。精液検査では精液量、精子数、精子の運動性、生存性および形態を観察

した。また、精巣中プロジェステロン、テストステロンおよびエストラジオー

ルを測定した。

　第3章ではカニクイザルを用いてネフィラセタム投与後の精巣サイズ、血清

中ホルモン変動の観察のためテストステロン、エストラジオール、LH、　FSHお

よびInhibin濃度を測定した。精子検査としては精液重量、精子濃度、運動性、

生存性および形態を観察した。さらに32週間後の回復性の検討を行った。

　第4章では、ネフィラ二二ムが精巣におけるテストステロン生合成に与える

影響を吻v∫〃り評価系を用いて調べた。すなわち、ラット精巣からパーコール

法により分離したライディッヒ細胞を培養液中で培養し、ネフィラセタムまた

はその主要な代謝物4種類（5一ヒドロキシ・2一ピロリジノン体、カルボン酸体、

3一ヒドロキシー2，6一キシリジン体および4一ヒドロキシー2一ピロリジノン体）を別々
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●
に培養液に添加した後の培養液中テストステロン濃度を測定した。

　さらに、ネフィラセタムのステロイドホルモン生合成阻害を詳細に検討する

ため、プロジェステロンからテストステロンへの生合成過程に関与する2種類

の酵素（P450c　l　7、17βHSD）に対するネフィラセタムの影響をReverse

transcription－polymerase　chain　reaction　（RTPCR）により検討した。

　本研究のすべての章の試験操作は、「動物の愛護及び管理に関する法律」（昭

和48年10月1日法律第105号、平成11年12月22日および平成17年6月22

日一部改正）および「実験動物の飼養及び保管等に関する基準」（昭和55年3月

27日総理府告示第6号、平成14年5月28日一部改正）に従って行った。

●

●
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第1章　SDラットを用いた精巣の初期組織学的変化

　　　　　　およびホルモンの検討

●

●
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●
1．はじめに

●

　ネフィラセタムの13週間反復投与毒性試験においてイヌ（Sugawara　et　al．，

1994）およびサルでは60mg／kg／day以上の投与で精子低形成がみられたにもか

かわらず、ラットでは480mg／kg／dayを投与しても変化は認められなかった

（Jindo　et　al．，1994）。そこで、ネフィラセタムはラットにおいて精巣毒性を惹起

するか否かを検討するため、ネフィラセタムの投与薬液の調製限界の濃度であ

る1500および500mgノ儂g／dayを4または9週間経口反復投与し、その後、交配

検査を実施した。その結果、1500mg／kg／dayでは交尾率には影響はなかったが、

受胎率、着床率、胎児死亡率、精巣・精巣上体・前立腺の重量、精巣中精子数

および精子の運動性の減少ならびに重度の精巣の変性がみられた。500

mg／kg／dayでは4または9週間のいずれの投与期間でも、精巣中精子数および

精巣上体・前立腺の重量減少がみられ、精巣の組織検査では精子細胞の停滞が

認められた（Harada　et　aL，1995）。しかし、この試験ではネフィラセタムの精巣

毒性メカニズムは不明のままであった。そこで、本章ではSDラットにネフィ

ラセタムの1500mg／kg／dayを経口反復投与して精巣毒性を惹起する試験系を用

いて、精巣の病理組織、生殖器重量、精巣中精子頭部数について初期変化を経

時的に検討し、さらに血清中テストステロン、LH、　FSH、　Inhibinならびに精巣

中テストステロンについて精査した。

●
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●
2．実験材料および実験方法

・被験物質：

　ネフィラセタム（淋（2，6－dimethylpheny1）一2一（2－oxo－1－pyrro　lidinyl）acetamide）は

脳機能改善薬候補物質であり、第一製薬株式会社（東京）で合成された。

Fig．1－1に示す化学構造を有し、分子量246．31の白色の結晶または結晶性の粉

末である。

・動物

● 　雄ラット（Slc：SD）を日本SLC（静岡）より入手した。試験開始時の体重は

307～465gで、10～13週齢であった。動物は室温21～25℃、湿度35～75％、

12時間照明の動物室で金網ケージに個別に収容された。市販の固形飼料（MB－1、

船橋農場、船橋）および飲用水は自由に摂取できるようにした。

・経時的組織病理学的変化

●

　ネフィラセタムは溶媒（0．5％カルボキシルメチルセルロース水溶液）に投与

薬液の調製限界である150mg／mしの濃度で懸濁し、ラット用胃ゾンデを用いて

1500mg／kg／dayの用量でラットに単回、3日間、1、2、3または4週間経口反復

投与した。投与期間は精巣において重度の変性が投与4週間後にみられていた

ことから（Harada　et　al．，1995）、4週までの間、経時的に変化を観察できるよう

に設定した。

　各投与期間の最終投与翌日に各3匹のラットをエーテル麻酔下で放血屠殺し
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●
た。対照群として溶媒のみを単回、3日間および1週間、各3匹に投与した。

精巣を摘出し、プアン固定液で固定し、パラフィン包埋後、薄切し、PAS染色

を施した組織標本を作製した。そして光学顕微鏡にて観察し、精巣中の精細管

を1～XIVの精子形成ステージ（Hess　RA，1990；Russell　et　al．，1990）に分類して、

生殖細胞およびセルトリ細胞を含む精細管ならびにライディッヒ細胞について

病理組織学的検査を行った。所見の程度は軽度（＋）、中等度（＋＋）および重

度（＋＋＋）に分類した。

・1週間投与後の体重、臓器重量および精巣中精子頭部数

●

　精巣組織以外の初期変化を観察するための実験もあわせて行なった。予備検

討において、精巣中精子頭部数は単回および3日間投与では変化は認められな

かったため、投与期間は1週間とした。ネフィラセタムおよび溶媒を各15匹の

ラットに投与し、最終投与4時間後に体重を測定し、屠殺した。精巣、精巣上

体および前立腺を摘出して重量を測定した。精巣中精子頭部数は白膜を除去し

た精巣をメスシリンダーに入れ、蒸留水で12mしにメスアップした。ディスパ

ーズミキサーで10秒間、細切・分散処置した後、超音波粉砕器で5分間、粉砕

処置した。その精子懸濁液の一部をマクラーのチャンバー（SeH－Medical

Instruments、　Israel）にとり、全区画中の精子頭部数をカウントした。その数値

を120万倍し、1精巣中精子頭部数とした。また、精巣1g中の精子頭部数も

算出した（Meistrich，1989）。

・血清および精巣中ホルモン濃度

● 　ネフィラセタムまたは溶媒の投与前および単回投与0．5、1、2、4、6、8、12

および16時間後に各6匹のラットからエーテル麻酔下で血液および精巣を採取
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●

した。ホルモン測定用に血清を血液から分離した。

　インヒビン濃度は2重抗体ラジオイムノアッセイ法により測定した（Hamada

et　al．，1989）。標準物質は精製ウシインヒビン（32　kDa）を使用した。このアッ

セイ系ではαサブユニットモノマーからなる二量体インヒビンを区別できない

ため、測定値はinhibin　aおよびbの合計量とした。アッセイ内およびアッセイ

間の変動係数は9．8および10．6％で、検出感度は2．2pg／tubeであった。

　テストステロン濃度は1251でラベルされたradiorigandを用いた2重抗体ラジ

オイムノアッセイ法により測定した（Taya　et　al．，1985）。テストステロン抗体

（GDN　250）はDL　G　D．　Niswender（Anima1　Reproduction　and　Biotec㎞o　logy

Laboratory；Colorado　State　University；Fort　Co　llins，　CO）より入手した。アッセイ内

およびアッセイ間の変動係数は6．8および17．1％で、検出感度はL5　pg／tubeで

あった。

　LHおよびFSHの測定にはNational　Institute　of　Diabetes　and　Digestive　and

Kidney　Diseases（NIDDK；Bethesda，　MD）ラジオイムノアッセイキットを用い

た（Taya　et　al．，1990）。LHのアッセイ内およびアッセイ間の変動係数は5．4およ

び6．9％で、検出感度は1．9pg／tubeであり、　FSHではそれぞれで4．8％、　l　l．4％

および7．8pg／tubeあった。

　精巣中のテストステロン測定には各サンプル採取時の精巣から、精巣中精子

頭部数測定用の精子懸濁液と同様の方法で作製した液を1300g、15分間遠心分

離して得た上清を用いた。また、1週間投与後の精巣中精子頭部数測定用のラ

ットから採取した血液および精巣についてもテストステロンを測定した。

・統計学的方法

● 　体重、臓器重量、精巣中精子頭部数およびホルモン濃度のデータは群の平均

値±標準偏差（S．D．）で示し、対照群とネフィラセタム群との比較を有意水準
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●
5％で検定した。群間比較はまず、F検定を行い、等分散の場合はStudentの’検

定、不等分散の場合はAspin－Welchの∫検定を行った。

●

●
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●
3．結果

・経時的組織病理学的変化

●

　投与期間1および3日間ではラットの精巣にはネフィラセタム投与の影響は

認められなかったが、投与期間が1週間以上のラットでは精巣に以下の変化が

みられた（Table　1－1）。

　1週間投与後ではステージIXからXIIの精細管に散発的なステップ19の精

子細胞の停滞が軽度にみられた。ステージVIIの精細管では少数のパキテン期

精母細胞およびステップ7の円形精子細胞に核の濃染をともなう変性がみられ

た。（Fig．1－2）

　2週間投与後では1週間後の変化に加え、伸長精子細胞の不整列の小さい異

常がみられた。後半の精細管ステージ、特にステージXIIで伸長精子細胞の頭

部が異常（先端が薄く、頭部腹側角および背側角が不明確）を示すものがみら

れた（Fig。1－3）。さらに精子細胞のステップと精細管のステージの不一致がみ

られた。すなわち、ステージXIVの精細管にステップ12の精子細胞が認めら

れた（Fig．1－4）。

　3週間投与後では2週間後の変化の頻度および程度がさらに進行した。精細

管の一部の領域では伸長精子細胞がみられず、精上皮における円形細胞および

精子細胞（有核または無核）の残渣もみられた（Fig．1－5）。また、精子細胞の

増加が全体的な精細胞の層を厚く、精細管円腔を狭くしており、この特徴的な

像により精細管ステージ分類は困難であった。

　4週間投与ではこれらの変化の程度が著しく増悪した。多数の多核巨細胞の

形成、精細管萎縮、セルトリ細胞のみを残し、ほとんどの生殖細胞が消失した

多くの精細管がみられた（Fig．1－6）。
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●
・1週間投与後の体重、臓器重量および精巣中精子頭部数

　精巣組織以外の初期変化としてネフィラセタム投与群では対照群に比較して

体重の減少がみられた。精巣、精巣上体および前立腺は絶対重量は減少したが、

相対重量は増加もしくは変化は認められなかった。精巣中精子頭部数にも減少

がみられた。ネフィラセタム投与群の1精巣当たりの精子頭部数は227×106で

あり、対照群（285×106）の約80％であった。精巣1g中の精子頭部数でも対

照群の175×106に対して、ネフィラセタム投与群では146×106と減少がみられ

た（Table　l－2）。

・血清および精巣中ホルモン濃度

●

　ネフィラセタムの単回投与後2、4および6時間で血清および精巣中テストス

テロン濃度に有意な低下がみられた。しかし、他の時間では対照群との間に差

はみられなかった（Fig．1。7）。血清中LHは投与後12時間で有意な上昇がみら

れた以外に、対照群との間に差はみられなかった（Fig．1－8）。また、血清中FSH

およびInhibinにはいずれの採血時間においても明らかな変化は認められなか

った（Fig．1－9）。ネフィラセタム1週間投与後の精巣中テストステロン濃度は

対照群と比較して有意な減少がみられた。血清中テストステロンにも減少傾向

がみられた。（Fig．1－lo）

●
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●

4．考察

　本章ではネフィラ二二ムによる生殖細胞の組織病理学的変化を経時的に観察

した。最も初期の変化は投与後1週間にみられたステップ19の精子細胞の停滞、

ステージVIIの精細管の散発的なパキテン期精母細胞およびステップ7の円形

精子細胞の変性ならびに精巣中精子頭部数の減少であった。投与後1および3

日間では組織学的変化はみられなかった。

　投与2週後では精子細胞の停滞が著明となり、円形精子細胞の不整列がみら

れ、ステージXIV精細管にステッフ．12の精子細胞が含まれるようになった。

投与3週目では生殖細胞の脱落が著明となり、円形精子細胞の部分的消失およ

び円形精子細胞および精母細胞の残渣がみられた。投与4週ではこれらの変化

はさらに増悪し、多核巨細胞の形成、生殖細胞のない精細管萎縮がみられるよ

うになった。このようにネフィラセタムの精巣毒性は高用量の連日の反復投与

によってもゆっくり進行することが特徴であると考えられた。

　ネフィラセタムは単二投与2から6時間後に血清および精巣中テストステロ

ンを低下させることが示されたが、その後は対照群のレベルにまで回復した。

血清中LHは投与後1および2時間後では低下傾向を示し、投与後12時間後で

は有意な増加がみられた。投与後の早い時間のLHの低下傾向とテストステロ

ン減少の関係は明確ではなかったが、12時間後の増加はテストステロン低下の

リバウンドによるものと考えられる。これらのことから、テストステロン減少

と組織学的変化には関連があるものと考えられる。これまでに数多くの方法で

テストステロンを実験的に減少させた時の精巣における組織学的変化が報告さ

れている。たとえば合成エストラジオールを動物に投与すると、ネガティブフ

ィードバックで動物自身のテストステロン産生を抑制したモデルを作製するこ

とが可能となる（Shimomura　et　al．，2005）。テストステロンを減少させ、精子形

13
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成を抑制するために、高用量のテストステロン投与後のテストステロンおよび

エストラジオールの低用量を同時に投与が多くの研究に用いられている。

　テストステロンおよびエストラジオールの低用量を同時に投与した後の精巣

組織像では、処理開始後、1週目でステージVIIIからXIIIの伸長精子細胞が増

加し、2週目ではステップ17から18の精子細胞およびステージVIIIからXIII

のパキテン精母細胞が減少した。第3週ではステージVIIとVIIIの円形精子細

胞の変換、円形精子細胞産生率、ステージ1からVIIのパキテン期精母細胞数

が減少した。また、初期の組織変化はステップ19精子細胞の変性および放出不

全であり、主要な変化としてはステージVIIからVIIIへの移行の抑制と精子細

胞の脱落であった（0’Do㎜lell　et　al．，1994；0’Domell　et　a1．，1996a；0’Do㎜Lell　et　al．，

1996b；Saito　et　aL，2000）。

　また、テストステロンを産生するライディッヒ細胞に特異的な毒性物質であ

るエタンジメタンスルホネイトの75mg1宝gの単回腹腔内投与により、急激かつ

完全なテストステロンの減少を惹起させることが可能である。その初期変化と

してパキテン期精母細胞およびステージVIIのステップ7円形精子細胞の壊死、

また、頻度は少ないがセルトリ細胞の精細管基底部にステップ19精子の停滞が

みられた（Kerr　et　al．，1993）。

　さらに、下垂体切除、LHの中和、抗アンドロジェンの投与によるテストス

テロンの減少にともなう初期変化（処置の約3から5日後）として、ステージ

VIIの生殖細胞の変性の発現がみられており、これはテストステロンが不十分

である時の最も鋭敏な指標であるとされている。（Russell　et　aL，1981；Sharpe

1944）。

　ネフィラセタムによる初期の変化はステップ19の精子細胞の停滞、ステージ

VIIの精細管のパキテン期精母細胞およびステップ7の円形精子細胞の変性な

らびに円形精子細胞の脱落であり、これら文献と一致した。

　ネフィラセタム投与後3日では変化は認められなかったが、投与1週間後で
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はステージIXからXIIの精細管にステップ19の精子細胞の停滞がみられた。

精子形成サイクルの各ステージを通過するのに要する時間から遡って考えると、

ステージVIの後期またはステージVIIの伸長精子細胞は3日間の投与では影響

を受けないことが示唆される、しかし、その後ステージVI～VIIIの精子細胞に

なんらかの異常が生じ、停滞することになると考えられる。テストステロンは

ステーVIIからVIIIへの円形精子細胞の変換に重要な役割を果たしており

（0’Do㎜ell　et　al．，1994）、ステージVIIがテストステロンの低下に感受性が高い

（0’Domell　et　al．，1996b）ことから、ネフィラセタムの影響もおそらくステージ

冊に特異的であることが考えられる。このようにネフィラセタムによる初期変

化は精巣中テストステロンの減少に関連することが考えられる。しかし、精巣

中テストステロンレベルはテストステロンおよびエストラジオールの低用量の

同時投与では対照群の2～4％のレベルで維持されるのに対して、ネフィラセタ

ムの丁丁投与後では約35％に一時的に低下するものの同日中に回復する程度

のものであった。この明らかなテストステロンの違いからすると、テストステ

ロンの減少は初期の変化は引き起こすが、後の障害の進行には他の要因も付加

的に関与しているかもしれない。

　また、栄養障害も下垂体一精巣系のホルモン支配に影響を及ぼすことが知ら

れている（Glass　et　al．，1982）。ネフィラセタムの4週間反復投与では、ラットの

体重は投与1週目に対照群の73％にまで減少したが、その後はしだいに増加傾

向を示した（Harada　et　aL，1995）が、今回の試験における体重減少は対照群の

89％であった。制限給餌により30％の体重減少があった場合でも精子形成には

影響の無いことが知られているため（Shimada　et　a1．，1996）、今回のネフィラセ

タムの精巣毒性には栄養障害は関与していないと考えられる。

　以上、ネフィラセタムによる精巣毒性の初期変化は投与後1週間にみられた

ステップ19の精子細胞の停滞、ステージVIIの精細管のパキテン期精母細胞お

よびステップ7の円形精子細胞の変1生であり、これらにはテストステロンの減

15
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少が関与していると考えられた。
●

●

●



●
5．小括

　脳機能改善薬ネフィラセタムの精巣毒性について雄ラット（Slc：SD）を用い

て検討した。ネフィラセタムを4週間経口反復投与し、投与期間中動物を経時

的に屠殺して、精巣組織、精巣中精子頭部数およびホルモンの変化を観察した。

ネフィラセタムの精巣毒性の初期変化としては投与1週間投与後にステップ19

の精子細胞の停滞がみられ、ステージVIIの精細管ではパキテン期精母細胞お

よびステップ7の円形精子細胞の変性ならびに精巣中精子頭部数の減少がみら

れた。これらの変化は投与期間が長くなるに従い次第に増悪し、投与後4週に

は多核巨細胞をともなう精細管の萎縮へと進行した。血清および精巣中テスト

ステロンレベルは単回投与後に減少したが、その日のうちに対照群のレベルに

まで回復した。また、投与1週間後でもテストステロンの減少は継続していた。

以上の結果から、ネフィラセタムによる精巣毒性の初期変化は精巣中テストス

テロンの減少によるものと考えられた。

●
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　　　　　　　　　　　　　2

Chemical　structure　ofnefiracetam

CH　CONH ／

Fig．1－1
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Fig. 1-2 The testis from a rat killed 1 day after 1 week oral administration of

nefiracetam 1500 mglkglday Retention ofa step 19 elongated spermatid (arrow) in a

stage IX seminiferous tubule and a degenerated pachytene spermatocyte (arrowhead)

in the stage VII are seen. Bar = 20 pm.

I･,g"ti･tit.i"`7'!, !1 I-･.- .,,-,rf･'･r--;i."[il'SJ'la::･i,7i."!;tl't.:., ,,; r.t

t//li"l7iltut'"pti c,/X･tZ'tcNs,,

Fig. 1-3 The testis from a rat killed 1
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Fig．1－4　The　testis丘om　a　rat　killed　l　day　after　2－week　oral　administration　of

nefiracetam　l　500　mg／kg／day　A　mismatch　ofthe　step　of　spermatids　and　the　stage　ofa

seminifbrous　tubule：step　12　spermatids（arrows）are　seen　in　a　stage　XIV　tubule．　Bar＝

20μm．

●
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Fig．1－5　The　testis丘om　a　rat　killed　l　day　after　3－week　oral　administration　of

nefiracetam　l　500　mg／kg／day　Desquamation　of　round　spermatids　and　spermatocytes

with　or　without　nuclei　into　the　lumen（arrows）are　seen．　Bar＝30μm．●
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Table 1-2 Body and organ weights, and testicular sperm head counts in rats

receiving oral nefiracetam 1500 mglkg/day for 1 week

Group (n=15) Control Nefiracetam,1500 mglkg

Body weight (g)

Testis (g) b

Testis (% bw) b

Epididymis (g) b

Epididymis (% bw)b

Prostate (g)

Prostate (9i6 bw)

SHC (106 per testis)

SHC (106 per g testis)

361.8 ± 9.5a

3.23 ± O.17

O.89 ± O.04

1.00 ± O.05

O.27 ± O.Ol

O.37 ± O.1O

O.10 ± O.02

285.3 ± 32.4

175.2 ± 16.7

322.0 ± 24.3*

3.08 ± O.15*

O.96 ± O.08*

O.90 ± O.07*

O.28 ± O.02

O.29 ± O.06*

O.09 ± O.O1

227.6 ± 24.8*

146.7 ± 15.0*

" P < O.05 significant difference from control.

aMean ± S.D.
b Weight of bilateral tissues.

SHC: Sperm head count
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Fig.1-7 Timecoursechangesofserumandtesticulartestosteroneconcentrations

after single oral administration ofnefiracetam in rats. Serum and testicular testosterone

concentrations were measured in six rats each killed O.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, and 16 h

fo11owing a single oral administration of nefiracetam 1500 mglkglday or vehicle

(control). Vertical bars represent S.D. " P < O.05 significant difference from control.
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●

第2章　ビーグルイヌにおけるホルモン生合成および

　　　　　精巣毒性予知マーカーの検討

●

●
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●
1．はじめに

●

　第1章ではネフィラセタム1500mgノ服g／dayをラットに経口反復投与した時、

精巣組織における初期変化は投与1週間後のステップ19の精子細胞の停滞、ス

テージVII精細管のパキテン期精母細胞およびステップ7円形精子細胞の変1生

であり、また、ネフィラセタムは精巣中テストステロンを単回および1週間投

与で減少させることが明らかとなった。したがって、テストステロンの減少は

ラットにおけるネフィラセタムの精巣毒性メカニズムである可能性が考えられ

た。ラットでは先におこなわれた13週間反復投与試験では480mg／kg／dayにお

いても精巣毒性がみられず（Jindo　et　al．，1994）、第1章では1500　mg／kg／dayとい

う高用量を投与して精巣毒性を惹起したが、イヌでは60mg／kg／dayの13週間

投与で精子形成の抑制がみられており（Sugawara　et　aL，1994）、ラットに比べて

ネフィラ二丁ムの精巣毒性に対して感受性が高いと考えられる。

　そこで、本章ではイヌを用いてネフィラセタムの精巣毒性に及ぼすホルモン

の影響およびヒトにおいて精巣毒性の発現を予知できる感度の高いマーカーを

検討した。すなわち、予備的な検討で明確な精巣組織の変化のみられた4週間

ネフィラセタムをイヌに経口反復投与し、その間、血清中テストステロン変化

および射出精液中の精子の機能および形態を調べた。さらに、ラットでみられ

た変化がイヌでもみられるかどうか、ラットと同じ投与期間である単回および

1週間投与後の精巣中ホルモンについて調べた。

●
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●
2．実験材料および実験方法

・被験物質

第1章に示したネフィラセタムを用いた。

・動物

　雄ビーグルイヌは4週間投与試験用にはハムリー（茨城）から入手し、13ヶ

月齢、体重9．1～12．3kgで使用した。ホルモン検討試験用には加商（東京）よ

り入手し、28～29ヶ月齢、体重9．1～13．6kgで使用した。動物は室温21～25℃、

湿度35～75％、12時間照明の動物室で金属性ケージに個別に収容された。市販

の固形飼料（DS、オリエンタル酵母、東京）を1日300　g与え、飲用水は自由

に摂取できるようにした。

・試験デザイン

●

　本章では4週間投与試験およびホルモン検討試験の2試験を実施した。4週

間投与試験には対照群、ネフィラセタム180および300mg／kg／day群を設定し、

それぞれ6、3および6匹のイヌを割り付けた。投与期間および投与量は予備検

討で300mgノ恢g／dayの4週間投与では重度の、180　mg／kg／dayでは中等度の精巣

組織変化がみられていたことから設定した。ホルモン検討試験には対照群、ネ

フィラセタム300mg／kg／daシの単回投与群および1週間投与群の3群を設定し、

各5匹のイヌを割り付けた。単回および1週間投与は第1章のラットでテスト

ステロンが減少していることから設定した。対照群の動物には空の1／2オンス
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●
ゼラチンカプセル（Torpac　Inc．、　NJ、　USA）を、投薬群の動物には各用量のネ

フィラセタム粉末を封入したカプセルを投与した。それぞれの投与終了後、動

物はベントバルビタール（大日本製薬、大阪）50mg／kgの静脈内投与による麻

酔下で放血屠殺した。

・血清中ホルモン濃度

●

　4週間投与試験では投与期間の開始前ならびに投与1、2、3および4週間後

に、ホルモン検討試験では最終投与日に、その日の投与の前と4時間後に約3

mしの血液を前肢の静脈から採取した。遠心分離（1200　g、10分間、4℃）によ

り得られた血清は測定まで一80℃で保管した。血清中テストステロン、エスト

ラジオールおよびプロジェステロン（ホルモン検討試験のみ）の測定には免疫

蛍光測定用DELFIA③テストステロン（RO50－101）、エストラジオール（RO56－101）

およびプロジェステロン（RO66－101）キット（アマシャム　ファルマシア　バ

イオテック、東京）を用いた。また、4週間投与試験では血清中LH、　FSHおよ

びInhibinの測定も第1章と同じ方法で行なった。

・精巣中ホルモン濃度

●

　ホルモン検討試験では最終投与の4時間後に、動物を屠殺し精巣を摘出した。

精巣は白膜を除去した後メスシリンダーに入れ、蒸留水で20mしにメスアップ

した。ディスパーズミキサーで10秒間、細切・分散処置した後、超音波粉砕器

で5分間、粉砕処置した。その精子懸濁液を遠心分離（1200g、10分間）して

得た上清を精巣中ホルモン測定に使用した。精巣中テストステロン、エストラ

ジオールおよびプロジェステロンの測定は血清中ホルモン測定と同じ方法で行

なった。
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●
・精液検査

●

　4週間投与試験では精液検査として精液量、精子数、精子の運動性、生存性、

奇形率を観察した。

血液採取と同じ時期に用手法で各イヌから精液を採取した。精液は精子の含ま

れる第2分画のみを採取し、ピペットを用いて量を測定した。その後、その一

部をとり、5％中性緩衝ホルマリンで20倍希釈しマクラーのチャンバーを用い

て顕微鏡下で精子数をカウントし、精液1mLあたりの精子数を算出した。ま

た、精液の別の一部を生理食塩液で50倍に希釈して、精液性状分析機（Sperm

Quality　Analyzer・Medical　Electronic　systems　Ltd．、　Migdal　Haemek、　Israel）を用

いて精子の運動性を測定した。運動性はSperm　Motility　Index　（SMI）値で示さ

れた。精液をエオシンおよびニグロシン液で染色し無作為の100精子中の生存

精子（白色）および死亡精子（赤色）をカウントし生存率を算出した。また、

他の100精子につき精子の形態を観察して、精子奇形率を算出した。

・臓器重量および組織学的検査

　それぞれの試験の投与終了後、4週間投与試験では右精巣を、ホルモン検討

試験の1週間投与群の動物については左精巣および前立腺を摘出し、重量測定

後、ホルマリン酢酸固定液で固定し、パラフィン包埋後、薄切し、PAS染色を

施して光学顕微鏡にて観察を行った。所見の程度は軽微（±）、軽度（＋）、中

等度（＋＋）および重度（＋＋＋）に分類した。

●
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●
・統計学的方法

　定量データは平均値±標準偏差（SD．）で示した。群間比較はまず、　Ba質lett　test

を行い、等分散の場合は生データを、不等分散の場合は10g変換したデータを

Du㎜ettのt－testで検定した。有意水準は5％とした。

●

●
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●
3．結果

・4週間投与試験

血清中ホルモン濃度：

●

　ネフィラセタムの180または300mg／kg／dayを投与したイヌの投与後1およ

び2週の血清中テストステロンが有意に減少した（Fig．2－1）。この減少には用

量相関はみられなかった。投与後3および4週の血清中テストステロンもほぼ

投与2週後と同様の値を示したが、対照群との間に有意な差はみられなかった。

一方、血清中エストラジオールは180mg／kg／day群では投与後4週に、300

mg／kg／day群ではいずれの週においても対照群と比較して高値を示した。この

変化には用量相関が見られ、投与後4週では特に顕著であった。しかし、各週

のその日の投与前の血清中テストステロンおよびエストラジオールの値は対照

群との問に差は認められなかった。また、投与後3週の血清中FSHにわずかな

増加がみられたのを除き、血清中LH、　FSHおよびInhibinには薬物投与に関連

した変化は認められなかった（Fig．2－2，2－3）。

精液検査：

●

　対照群に比較してネフィラセタム300mg／kg／day群の投与後4週で精子の運

動性が有意に減少し、奇形率が増加した（Fig．2－4）。精液量、精子数および精

子の生存性はいずれの投与群のいずれの検査時点でも投薬に関連した変化は認

められなかった。
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●
精巣重量および組織学的検査：

　ネフィラセタム300mg／kg／day群の投与後4週の精巣の絶対重量が有意に減

少した。組織学的検査では生殖細胞の変性および減少、多核巨細胞の形成、精

細管の細胞の空胞化、萎縮精細管の伸長精子細胞の消失みられた（Table　2－1，Fig．

2－5）。しかし、セルトリ細胞およびライディッヒ細胞に形態学的変化は認めら

れなかった。ネフィラセタム180mg／kg／day群の組織学的変化の程度は300

mg／kg／day群の変化に比べると軽度であった。

・ホルモン検討試験

●

　血清中テストステロンは単回および1週間反復投与のいずれにおいても有意

で明らかな減少を示した。しかし、精巣中テストステロンは単回投与では減少

したものの、1週間投与後では対照群に比べて明らかに低回であったが有意な

差はみられなかった。一方、血清中プロジェステロンは単刀投与後に有意な増

加がみられたが、精巣中プロジェステロンには変化は認められなかった。精巣

中エストラジオールは単回および1週間投与でともに同程度に有意に減少した

が、血清中エストラジオールは1週間投与後のみ対照群に比べ有意に増加した

（Fig．2－6）。

　投与1週間後の精巣重量は対照群とネフィラセタム投与群で同程度であった。

ネフィラセタム投与群の前立腺重量は有意ではないが、対照群に比べて小さか

った。組織学的検査では精巣には変化は認められなかったが、前立腺には萎縮

が認められた（Table　2－2）。

●
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●

●

4．考察

　まず、イヌにおけるネフィラ里下ムの精巣毒性に及ぼすホルモンの影響を調

べるために、経時的なホルモンの変化を観察した。血清中LH、FSHおよびlnhibin

ならびに精巣中におけるステロイドホルモン合成経路でテストステロンの上流

のプロジェステロンおよび下流のエストラジオールについて検討を行なった。

血清中テストステロンは投与後1および2週で有意に減少した。また、3およ

び4週では有意ではないものの明らかな減少がみられた。一方、エストラジオ

ールは全期間を通して増加がみられた。しかし、血清中LHおよびFSHは投与

期間中、テストステロンが減少した投与後4時間の時点では減少は認められず、

これらのホルモンはネフィラセタムの精巣毒性メカニズムには関与しないと考

えられた。なお、テストステロンの減少に対するフィードバックとしてLHが

増加する可能性が考えられるが、投与後4時間では増加傾向は認められなかっ

た。第1章のラットの実験では単回投与後2から6時間の血清および精巣中テ

ストステロンが減少し、投与後12時間の血清LHの増加がみられていた。本章

のイヌの実験では投与後4時間のみの採血であったが、テストステロン減少の

フィードバックによるLHの変化を観察するためには、テストステロンが減少

してから、さらに時間の経過した後の採血が必要と考えられた。また、断続的

ではあってもテストステロンが4週間という長期的にわたり減少した場合、LH

が投与後4時間も含めて連続的に増加する可能性が考えられるが、投与4週目

においてもしHの変化は認められなかった。このことは視床下部一下垂体一精

巣系のホルモン支配に何らかの異常が起こっている可能性が考えられる。

　次の実験では単回および1週間投与後の血清および精巣中テストステロン、

プロジェステロンおよびエストラジオール初期の変化に焦点をあてた。初期変

化としてはネフィラセタムの単回投与後、ラットでみられた変化と一致して、
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血清および精巣中のテストステロンがイヌでも減少した（Shimada　et　aL，2003）。

さらに精巣中エストラジオールの増加および血清中プロジェステロンの増加が

同時にみられた。テストステロンは精子形成に重要な役割を果たすが、テスト

ステロンを減少させるメカニズムは2週類に分類される。ひとつはエタンジメ

タンスルポネートの暴露によりみられるライディッヒ細胞に対する直接的な細

胞傷害であり（Nandi　et　al．，1999）、他方は酢酸ブセレリン暴露により引き起こ

される下垂体からのしHの分泌の抑制である（Tremblay　et　aL，1984）。ネフィラ

町勢ムは1および4週間の投与においてもうイディッヒ細胞に組織学的変化は

認められなかった。また、血清中LHにも変化はみられなかった。精巣中テス

トステロンが減少したにもかかわらず、精巣中プロジェステロンには変化が認

められなかったことから、ネフィラ丁丁ムはライディッヒ細胞の組織学的形態

に変化は与えずに、プロジェステロンから17－OH一プロジェステロンおよびアン

ドロステネジオンを経てテストステロンに変換する経路を障害するものと考え

られた。血清プロジェステロンと精巣毒性の関係は不明であった。精巣中エス

トラジオールも減少したが、テストステロンはセルトリ細胞でエストラジオー

ルおよびジヒドロテストステロンに変換されるため精巣中テストステロン低下

に伴う変化と考えられた。

　ラットでは血清および精巣中テストステロンの減少は投与した日のうちに対

照群のレベルにまで回復した。また、この減少は1週間後でも継続して見られ

た（Shimada　et　aL，2003）。今回のイヌの実験では単回および1週間後の血清中

テストステロンは減少したにもかかわらず、4週間反復投与試験の投与開始後1、

2、3および4週後のそれぞれ1日の投与前の血清テストステロンは対照群と同

程度であった。これらのことから、血清および精巣中テストステロンはネフィ

ラセタム投与後に低下するが、翌日までには回復し、この一時的な減少は投与

期間中毎日繰り返されることが考えられた。ラット同様イヌにおいてもネフィ

ラセタムは精巣中テストステロンを減少させることが明らかとなり、この減少
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●

はうイディッヒ細胞におけるプロジェステロンからテストステロンへの変換の

障害によるものと考えられた。

　ネフィラセタム300mg／kg／dayの町回投与後の血清中テストステロンは減少

し、1週および2週においても減少は継続した。その後も血清中テストステロ

ンの減少は継続したが、対照群と比較して有意な差ではなかった。血清中エス

トラジオールは投与開始後1週間から増加を示し、その高値は投与期間中継続

してみられた。血清中のエストラジオールの増加は血清中のテストステロンの

減少がみられていることから、血液中におけるテストステロンからエストラジ

オールへの変換が促進された可能性も考えられる。また、さらに血清中エスト

ラジオールの増加は脂肪組織における生合成増加による可能性も考えられる。

　第1章の結果から、ラットにおいてネフィラ二丁ム1500mg／kg／dayの投与後

1週間にみられた精巣組織の初期変化はステップ19の精子細胞の停滞、ステー

ジVIIの精細管のパキテン期精母細胞およびステップ7の円形精子細胞の変性

であり、この変化はテストステロン滅少時にみられる変化と類似していた。こ

れらの変化は徐々に進行し、投与後4週間では多核巨細胞の形成を伴う精細管

の萎縮となった。これら組織学的変化と精巣中テストステロンの一時的な減少

から、精巣中テストステロンの減少が初期の組織学的変化をひきおこしたが、

ラットにおける後期の変化には関連がないと考えられた。しかし、本章のイヌ

の試験では4週間投与後ではラット同様、多核巨細胞の形成を伴う精細管の萎

縮が一般的に認められるのに対して、1週間投与後では精巣の組織に変化は認

められなかった。なお、多核巨細胞は一次精母細胞の減数分裂における異常を

意味していると考えられる（Rotter　et　al．，1993）。ネフィラセタム1週間投与後

にラットでは初期変化として精子細胞の停滞および精母細胞の変性がみられた

のに対してイヌでは観察されなかった。この相違は標的細胞の感受性の違いが

原因として考えられた。精巣中テストステロンの減少の影響は精巣に対しては、

投与後1週間の初期変化として組織に変化はみられなかったが、前立腺に対し
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ては重量低下をともなった萎縮としてみられた。ラットでは精巣中テストステ

ロンの減少が初期の精巣における組織学的変化の発現の引き金となったと考え

られるが、今回のイヌにおけるネフィラセタムの精巣毒性に関しては同様の変

化は認められなかった。

　ネフィラセタム180および300mg／kg／dayの4週間投与では血清中テストス

テロンが投与後1および2週で有意に減少した。血清中テストステロンの減少

は300mg／kg／dayの単回投与でも認められた。しかし、精子の運動性低下およ

び精子奇形率の増加は180mg／kg／day群では認められず、300　mg／kg／day群の投

与後4週目にのみ認められた。組織学的検査では180mg／kg／day群では軽度の、

300mg／kg／day群では伸長精子細胞の消失を含む重度の変化が認められた。これ

らのことから、血清中テストステロン濃度はヒトにおけるネフィラセタム精巣

毒性を予知できる感度の高いマーカーであると考えられる。もし、ヒトへのネ

フィラセタムの単回投与後に血清中テストステロンが減少したら、投与を中止

することで精巣毒性を回避できると考えられた。反対に、精液検査では軽度の

組織変化を検出することはできず、精液検査で変化がみられる時には精巣の組

織障害はかなり進行してしまっていると考えられた。

　以上、ネフィラセタムはイヌにおいて単回経口投与後に精巣中テストステロ

ンを減少させ、4週間投与後では多核巨細胞を含む精細管の萎縮を引き起こす

ことが明らかとなった。

●
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5．小括

　ネフィラセタムの精巣毒1生メカニズムおよび精巣毒性を予知できる感受性の

高いマーカーを検討するために、雄ビーグルイヌにネフィラセタムの180およ

び300mgノ倣g／dayを単回、1および4週間経口反復投与した。血清および精巣中

テストステロン、精液検査ならびに精巣の組織学的検査を経時的に実施した。

精巣中テストステロンはネフィラ二二ム300mg／kg／dayの単回投与後に低下し

たが、その時点で精巣中プロジェステロンには変化は認められなかった。血清

中テストステロンは単回、1および2週投与後に減少した。反対に、血清中エ

ストラジオールは投与後1から4週で増加した。血清中LH、　FSHおよびInhibin

には実験期間中、変化は認められなかった。精子運動率の減少および精子奇形

率の増加は投与4週後で初めて変化として捉えられた。精巣の組織検査では1

週間投与では変化は認められなかったが、投与4週後では180mg／kg／day群で

は軽度な精細管の萎縮が、300mg／kg／dayでは多核巨細胞の形成をともなう重度

の精細管萎縮がみられた。

　これらの結果から、ネフィラセタムは高用量の単二経口投与後に精巣中テス

トステロンを減少させ、4週間投与後では精巣組織に重度の形態学的変化を引

き起こすことが明らかとなった。このテストステロンの減少はネフィラセタム

がライディッヒ細胞におけるプロジェステロンからテストステロンへの変換を

阻害することによるものであると考えられ、精巣毒性を検出するための感受性

の高いマーカーであることが明らかとなった。
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●

第3章　カニクイザルにおける精巣毒性予知マーカー

　　　　　　　および回復性の検討

●

●
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1．はじめに

　これまでにネフィラセタムの精巣毒1生をSDラットおよびビーグルイヌで検

討してきた。ラットではネフィラセタム1500mg／kg／dayの1週間投与で精巣中

テストステロンを減少させ、精子細胞の停留、パキテン期精母細胞および円形

精子細胞の変性を起こすことが明らかとなった。イヌにおいては180mg／kg／day

の1週間投与で血清中テストステロンを減少させ、4週間後では生殖細胞の変

性や減少ならびに多核巨細胞の形成が認められた。ラットとイヌでは精巣毒性

を引き起こすネフィラ呼唱ムの用量に差が認められ、動物種によって感受性の

違いがある可能性が考えられた。そこで、この章ではカニクイザルを用いてネ

フィラセタムの精巣毒性に対する感受性を調べるとともに、イヌと同様に精巣

毒性を予知できるマーカーの検討を行なった。また、発現した精巣毒性の回復

性についても検討した。すなわち、ネフィラセタム30、60または180mg／kg／day

をカニクイザルに13週間経口投与し、最終投与翌日に片側の精巣を摘出し、重

量測定および病理組織検査を行った。投与量はイヌとの感受性の比較を考慮し

て、イヌ13週間投与試験（Sugawara　et　aL，1994）と同一の60および180　mg／kg／day

ならびにさらに低用量の30mg／kg／dayを設定した。動物は投与終了後、32週間

の回復期間をおいて剖検し、精巣の検査を行った。実験期間中、精巣サイズを

測定するとともに経時的に血液および精液を採取した。ホルモンは、血清中テ

ストステロン、エストラジオール、LH、　FSHおよびInhibin濃度を測定した。

精子検査として精液重量、精子濃度、運動性、生存性および形態を観察した。
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●
2．実験材料および実験方法

・被験物質

第1章に示したネフィラセタムを用いた。

・動物

●

　雄カニクイザルはAT．　Viri　Inc．（Philippine）から入手し、7齢以上、体重6．1

～8．6kgで使用した。動物は室温23．8～26．7℃、湿度41．4～79．6％、12時間照明

の動物室で金属性ケージに個別に収容された。市販の固形飼料（Certi∬ed　Primate

Diet　No．5048、　PMI　Feeds　Inc．、　IN、　USA）を1日100　g与え、補助食としてバ

ナナ約30gも与えた。飲用水は自由に摂取できるようにした。

・13週間反復投与32週間回復試験

　試験には対照群、ネフィラセタム30、60および180mg／kg／day群を設定し、

それぞれ3匹のサルを割り付けた。ネフィラセタムは溶媒（0．5％カルボキシル

メチルセルロース水溶液）に15、30および90mg／mしの濃度で懸濁し、胃チュ

ーブを用いてサルに13週間経口反復投与した。対照群には溶媒のみを投与した。

最終投与翌日にすべてのサルからケタミン麻酔下で左精巣を摘出した。その後

すべてのサルは32週間の回復期間の後にケタミンおよびベントバルビタール

麻酔下で放血屠殺し、右精巣を摘出した。精巣は重量測定後、プアン固定液で

固定し、パラフィン包埋後薄切し、PAS染色を施して光学顕微鏡にて観察を行

った。なお、実験期間中、毎週1回、右精巣の長径および短径を陰嚢の上から
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●
ノギスを用いて計測し、精巣サイズを楕円の面積として以下の式を用いて算出

した。

精巣サイズmm2＝3．1416×（長径／2）㎜×（短径／2）mm

・血清中ホルモン濃度

　投与期間開始平ならびに投与2、4、6、8、10および13週間後ならびに回復

4、8および12週の1日の投与の前と投与2および6時間後に約3mしの血液を

後肢の静脈から採取した。遠心分離（1200g、10分間、4℃）により得られた

血清は測定まで一80℃で保管した。血清中テストステロン、エストラジオール、

LH、　FSHおよびInhibinの測定は第2章と同じ方法で行なった。

●
・精液検査

　精液検査では精液重量、精子数、精子の運動性、生存性、奇形率を観察した。

血液採取と同じ実施時期に直腸の電気刺激法で各サルから精液を採取した。電

子天秤を用いて精液重量を測定した。精液は体外受精用培地TYH液に希釈し

て顕微鏡下で精子数をカウントし、不動精子および運動精子の観察から生存率

を算出した。精子の運動性については光川法（Mitsukawa，1979）により測定し

た。

・統計学的方法

● 　データは平均値±標準偏差（S．D．）で示した。動物数が各群3例であるため

群間比較は行なわなかった。
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●
3．結果

・13週間反復投与32週間回復試験

●

　ネフィラセタム60および180mg／kg／day投与群で投与期間中精巣サイズが

徐々に減少した。投与終了後は回復傾向を示した（Fig．3－1）。投与期間終了時

の精巣の絶対および相対重量は60および180mg／kg／day群において減少が認め

られた（Table　3－1）。しかし、回復期間終了時には変化は認められなかった。投

与期間終了時の60mg／kg／day群の3例中1例および180　mg／kg／day群の全例に

精細管の萎縮および精子細胞の減少に伴う精子形成不全が認められた。回復期

間終了時にはこれらの変化は60および180mg／kg／dayのいずれの群においても

認められなかった（Table　3－2，　Fig．3－2）。

・血清中ホルモン濃度

　血清中テストステロン、エストラジオール、LH、　FSHおよびInhibin濃度は

動物間および検査時期の間で非常にバラツキが大きく、1群の動物数が3例と

少ないため、投与期間および回復期間を通して一定の傾向は認められなかった。

・精液検査

　精液重量、精子濃度、精子の運動性、精子生存性および精子奇形率について

もバラツキが大きく一定の傾向は認められなかった。

●
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●

●

4．考察

　このカニクイザルの試験ではネフィラセタムの13週間経口反復投与後に60

および180mg／kg／day群で精巣重量の減少、精細管の萎縮および精子細胞の減

少に伴う精子形成不全が認められた。精巣の組織で認められた変化はラットお

よびイヌで認められた変化と質的な違いはなかった。投与期間中に精巣サイズ、

血清中ホルモン測定および精液検査を経時的に行なったが、精巣サイズでは60

mg／kg／day以上の投与で減少が認められたものの、血清中ホルモン濃度および

精液検査では個体差が大きく、1群の丁数が少なかったことから、明確な変化

を把握することはできなかった。

　ラット、イヌおよびサルにナフィラセタム180mg／kg／dayを3週間経口投与

した場合の血漿中ネフィラセタム濃度は3動物種でほぼ同程度であることが知

られている（Tsuchiya　et　al．，2003）。したがって、ネフィラセタムの精巣毒性に

対する感受性を用量および変化のみられた指標およびその程度から比較すると、

イヌ〉サル〉ラットの順であり、イヌが最も感受性が高かく、ラットは明らか

に他の2種に比べ精巣毒性を引き起こすためにネフィラセタムの高用量を投与

する必要があった。

　精巣毒性の評価に用いられる動物種としてはラットが一般的であるが、生殖

発生毒性試験法ガイドラインでは、継続的に精液検査のできることから、ウサ

ギおよびイヌの有用性も高いと推奨している。また、ウサギ（Ypsilantis　et　aL，

2003）およびイヌ（Takagi　et　aL，2001）を用いた精巣毒性評価法もそれぞれ報告

されている。精巣毒性を複数の動物種で比較した報告としては、ジニトロベン

ゼンではSDラットおよびゴールデンシリアンハムスターによる比較で代謝能

力の差が精巣毒性の差となった（McEuen　et　aL，1991）。　Cyclohexylamineのラッ

トおよびマウスにおける比較では、ラットの血漿中薬物濃度がマウスより高く、
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●
精巣毒性に対する感受性も高かった（Roberts　et　a1．，1989）。種差の原因として代

謝物、トランスポーター、グルタチオンの状態、TKによる違いが考えられて

いる。

　今回の試験では毎週、精巣サイズを測定したところ、精巣重量および組織学

的変化のみられた60および180mg／kg／day群で精巣サイズの減少がみられた。

陰嚢上からノギスで精巣を測定する方法は動物またはヒトに対して浸襲の無い

ため、精巣毒性を予知するマーカーとしては有用であると考えられた。また、

回復性の検討では13週間投与後にみられた精巣組織における変化は32週間の

回復期間終了後では認められなくなり、ネフィラセタムの精巣毒性は可逆的な

変化であることが明らかとなった。

●
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●
5．小括

●

　ラットとイヌでは精巣毒性を引き起こすネフィラセタムの用量に差が認めら

れ、動物種によって感受性の違いがある可能性が考えられた。そこで、カニク

イザルを用いてネフィラセタム精巣毒性に対する感受性を調べるとともに、精

巣毒性の予知マーカーおよび回復性の検討を行なった。すなわち、ネフィラセ

タム30、60または180mg／kg／dayをカニクイザルに13週間経口投与し、最終

投与翌日に片側の精巣を摘出し、重量測定および病理組織検査を行った。動物

は投与終了後、32週間の休薬期間をおいて剖検し、精巣の検査を行った。実験

期間中、精巣サイズを測定するとともに経時的にホルモン測定および精液検査

を実施した。

　その結果、13週間投与後に60および180mg／kg／day群で精巣重量の減少、精

細管の萎縮および精子細胞の減少に伴う精子形成不全が認められた。精巣サイ　卿

ズは60mg／kg／day以上の投与で減少が認められたものの、血清中ホルモン濃度

および精液検査では明確な変化は認められなかった。また、ネフィラセタムの

精巣毒性は32週間で回復し、可逆的な変化であることが明らかとなった。

　以上、ネフィラ弾琴ム60および180mg／kg／dayのカニクイザルへの13週間

投与で精巣重量の減少、精細管の萎縮および精子形成不全が認められたが、投

与終了後32週間で回復することが明らかとなった。ネフィラセタムの精巣毒性

に対する感受性はイヌ〉サル〉ラットの順であると考えられた。

●
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Tab1e 3-1 Testicular weights in cynomolgus monkeys administered orally with

nefiracetam fbr 13 weeks

Group

Dose Level

mk da

paEndofadministration e d

Body weight

   k

pmte ht ftt

          %

wtEndofrecover e d

Body weight

   k

o

30

60

180

Mean

SD

Mean

SD

Mean

SD

Mean

SD

7.02

O.75

6.58

O.44

7.03

1.36

6.1O

O.30

30.47

8.16

25.53

7.13

17.10

1.22

15.09

1.92

O.4296

O.0703

O.3860

O.0964

O.2508

O.0594

O.2485

O.0427

7.47

O.42

6.95

1.00

7.08

1.31

6.57

O.60

pmtei ht ft t

          %

4L17

5.67

38.84

8.50

30.76

10.37

37.05

1O.49

O.5500

O.0494

O.5649

O.1328

O.4265

O.0715

O.5655

O.1574
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●

第4章　ライディッヒ細胞のテストステロン生合成および

　　　　　ステロイドホルモン変換酵素の検討

●

●
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第1節　培養ライディッヒ細胞のテストステロン生合成の検討

1．はじめに

　これまでにラットではネフィラセタムの1500mgノ仮g／day、イヌでは300

mg／kg／dayの経口投与で血清および精巣中テストステロンの低下が確認され、

ネフィラセタムの精巣毒性メカニズムとして関与していることが示された。し

かし、ラットおよびイヌのいずれにおいても下垂体前葉からの性腺刺激ホルモ

ンであるLHには明確な変化はみられなかった。また、イヌにおいてはうイデ

ィッヒ細胞におけるプロジェステロンからテストステロンへの変換が抑制され、

テストステロンが減少することが示された（Shimomura　et　al．，2005）。したがっ

て、ネフィラセタムによるテストステロン低下はネフィラ二丁ムが視床下部お

よび下垂体に影響して、その2次的変化としてテストステロンが減少するので

はなく、直接、精巣に作用してテストステロンを減少させることが考えられる。

しかし、動物を用いた加v加。評価系では完全に中枢の影響を排除して精巣局所

でのテストステロンの低下について評価することは困難である。また、加卿。

評価系では毒性変化を惹起する活性本体が投与した薬物の未変化体なのか、代

謝斜なのか、数多くある代謝物のうちのどの代謝物なのかを明らかにすること

は難しい。そこで、この節では加協m試験系でネフィラセタムおよびその代謝

物のライディッヒ細胞におけるテストステロン生合成に及ぼす影響を検討する

ために、精巣からパーコール法によりうイディッヒ細胞を分離し、ネフィラセ

タムまたはその代謝物を含む培養液中で培養し、培養液中のテストステロン濃

度を測定した。
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●
2．実験材料および実験方法

・被験物質

　第1章に示したネフィラセタムを用いた。ネフィラセタムの代謝物（Fig　4）

である5一ヒドロキシー2一ピロリジノン体（M3）、カルボン酸体（M11）、3一ヒドロ

キシー2，6一キシリジン体（M18）および4一ヒドロキシー2一ピロリジノン体（M20）

は第一製薬株式会社（東京）で合成された。

・動物

●
　雄ラット（Crl：CD（SD））を日本チャールズリバー（横浜）から入手した。実

験に使用時は15週齢で、体重は300～500gの範囲内であった。動物は室温21

～25℃、湿度35～75％、12時間照明の動物室に個別で金網ケージに収容された。

市販の固形飼料（MB－1）および飲用水は自由に摂取できるようにした。

・ライディッヒ細胞の分離

●

　CO2ガスを吸入させて動物を屠殺し、精巣を摘出した。コラゲナーゼおよび

Bovine　serum　albumin（BSA）をそれぞれ0．025％および0．1％含むMedium　199

（M199）のlmLを精巣表面の血管から注入し、血管内の血液を洗い出した。

精巣は白膜を除去し、精巣1個あたり9mしの上記コラゲナーゼおよびBSA含

有M199中に入れた。振盟機を用いて34℃、80～100　cycle／minで20分間、細

胞を分散させた。振盈後、上記の細胞分散液からボアサイズ100μmのナイロ

ンメッシュにて精細管を除去し、ろ液を4℃、300gで10分間遠心した。沈殿

63



物にBSAO．1％含有M199を3mL加え懸濁し、30％、40％および50％と積層さ

れたパーコールの上に静かに滴下した。4℃、830gで20分間遠心した。パー

コール40％層と50％層の間の細胞を採取した。細胞に5mしのBSA含有MI99

を加えた後、4℃、300gで10分間遠心し、　BSA含有M199に再懸濁すること

によりパーコールを除去した（Browning　et　al．，1981）。

・被験物質処埋およびサンプル採取

　細胞数106／mしに調製し、ネフィラセタム、M3、　M11、M18およびM20を0、

1、2および4mMを含むM199（0．1％BSA含有）で34℃、5％CO2のインキュ

ベーター内で24時間培養した。各濃度、3サンプルの処理を行った。24時間培

養後、培養液を採取し、測定まで一80℃で保存した。なお、1mMはネフィラセ

タム1500mg／kg／dayをラットに経口投与した時のほぼ血清中最高濃度（Cmax）

に相当する。

・テストステロン測定

培養液中のテストステロン濃度は第2章と同じ方法で測定した。

・統計学的方法

　データは群の平均値を対照群に対する％で示した。群間比較は実測値を用い

て、まず、Bartlett　testを行い、等分散の場合は生データを、不等分散の場合は

log変換したデータをDu㎜ettのt－testで検定した。有意水準は5％とした。

●
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●
3．結果

　ネフィラセタム、代謝物M3およびM20処理群では1、2および4mMのす

べての処理濃度において対照群と比較してテストステロン濃度の減少がみられ

た。M18処理群ではlmMでは対照群との間に有意な差はみられなかったが、

2mM以上の処理濃度ではテストステロン濃度の減少がみられた。いずれも処

理濃度の増加にともないテストステロン濃度が減少する傾向がみられた。4mM

処理のテストステロン濃度は、M3では対照群の65．3％であり、検討を行った被

験物質の中で最も低値を示した。ネフィラセタム、M18およびM20では、対

照群の73．0％、72．4％および72．5％でありほぼ同程度の低下がみられた。M11で

はテストステロン濃度の低下は認められなかった（Table　4）。
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●

4．考察

　ラット精巣かうパーコール法により分離したライディッヒ細胞をBSA含有

M199培養液中で培養し、ネフィラセタムまたはその代謝物4種類を別々に添

加し、24時間後の培養液中テストステロン濃度を測定した。

　その結果、代謝物Mllではテストステロン生合成の低下作用は認められなか

ったが、ネフィラセタム、M3、　M18およびM20処理群で処理濃度の増加にと

もないテストステロン生合成にたいする抑制作用がみられた。したがって、ネ

フィラセタムが精巣でのテストステロン生合成を抑制することが、∫η腕m評価

系においても確認された。

　精巣におけるテストステロン産生を抑制する化学物質として、エタンジメタ

ンスルポネイト（Nandi　et　al．，1995）、降圧薬であるスピノロラクトン（Menard　et

al．，1978）、抗けいれん薬であるアミノグルチミド（Lacoste　et　al．，1989）などが

知られているが、その原因としては細胞毒性、生合成の抑制、代謝機能の乱れ

などが考えられており一様ではないことが知られている。

　テストステロンはコレステロールを原料としてステロイドホルモン生合成経

路（Schema　4）の各ホルモンに変換されていく。つまり、コレステロールから

プレグネノロンを経て、プロジェステロン、テストステロン、エストラジオー

ルなどに変換されていき、この変換にはP450scc、　P450c17、3βHSD、17βHSD

およびAromataseなどの変換酵素が関与している。また、コレステロールから

プレグネノロンまでの経路はライディッヒ細胞のミトコンドリアでプレグネノ

ロン以下の経路は主に滑面小胞体で行われることが知られている。したがって、

テストステロンの生合成抑制は異なる部位または酵素が原因で抑制される可能

性がある。

　また、動物に薬物を投与する’η卿。評価系では動物体内で薬物が代謝される
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ため毒性変化を起こす原因が薬物の未変化体か、またはいずれの代謝物である

かを確定することはできない。しかし、今回の加v加。での評価方法ではネフィ

ラセタム、M－18およびM－20で同程度に、　M－3ではさらに強いテストステロン

の生合成抑制作用があるが、M－11では抑制作用はないことが解明された。

●
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●
5．小括

●

　ネフィラセタムおよびその4種類の代謝物（M3、　MIl、　M18およびM20）

のうイディッヒ細胞におけるテストステロン生合成に及ぼす影響を∫ηv’飽試

験系で検討するために、精巣からパーコール法によりうイディッヒ細胞を分離

し、ネフィラセタムまたはその代謝物を含む培養液中で培養し、培養液中のテ

ストステロン濃度を測定した。

　その結果、Mllではテストステロン生合成の低下作用は認められなかったが、

ネフィラセタム、M3、　MI8およびM20処理群で処理濃度の増加にともないテ

ストステロン濃度の減少がみられた。したがって、ネフィラセタムが視床下部

および下垂体に関与せず、直接、精巣におけるテストステロン生合成を抑制す

ることが、加v∫鱒評価系においても確認された。

●
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　　　　　　　　　H．づ一一著）　6一卿燈

　　　　　　　　　　　　　　　　α㌔　　　　　　　　　　　　　α｛、
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　　　　　M■19　　　　　　　　　　　　M．1¶

Fig．4　The　m…麺or　metabolic　pathways　ofnefh・acetam．　M：metabolitα
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Table4 Testosteronelevels(%

nefiracetam and its metabolites (M3,

 against control) after 24

M11, M18 and M20)

hours treatment of

Test article Control 1 2 4

Nefiracetam

M3

Ml1

M18

M20

1OO.O

100.0

1OO.O

100.0

100.0

89.1*

90.6*

96.5

94.5

85.0*

81.9*

80.8*

108.1

89.5*

84 8*

73.0*

65.3*

99.1

72.4*

72 5*

* Significantly different from the control based on the actual measurement values,

 P < O.05 (Dunnett's t-test).
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第2節ラット精巣におけるステロイドホルモン変換酵素の遺伝子発現の検討

1．はじめに

　ネフィラセタムの1500mg／kg／dayのラットへの投与および300　mg／kg／dayの

イヌへの経口投与により、血清および精巣中テストステロンは減少したが、血

清中LHには明らかな変化は認められなかった。また、加v如り評価系において

ネフィラセタムは培養ライディッヒ細胞のテストステロン生合成を阻害するこ

とも明らかとなった。イヌにネフィラセタム300mg／kg／dayを単回または1週

間反復経口投与した実験では、ネフィラセタムが精巣中のプロジェステロンか

らテストステロンへの変換経路を阻害することが示されている。プロジェステ

ロンからテストステロンへの変換経路は、ステロイドホルモン変換酵素

P450c17により、プロジェステロンから17－OH一プロジェステロンを経てアンド

ロステネジオンに至る経路および別のステロイドホルモン変換酵素17βHSD

によりアンドロステネジオンからテストステロンに変換される経路に分けられ

る。そこで、ネフィラセタムはいずれの経路を阻害するかを検討するため、ラ

ットに投与可能限界量であるネフィラセタム1500mg／kg／dayを経口単二投与し、

投与1、3、6および24時間後に精巣を摘出し、RNAの抽出、精製および逆転

写を行った。そして、ステロイドホルモン変換酵素P450c17および17βHSD

のmRNAを定量した。
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●
2．実験材料および実験方法

・被験物質

第1章に示したネフィラ呼野ムを用いた。

・動物

●

　雄ラット（Cr1：CD（SD））を日本チャールズリバー（横浜）から入手した。実

験に使用時は19週齢で、体重は511～700gの範囲内であった。動物は室温20

～26℃、湿度30～70％、12時間照明の動物室に個別で金属性ケージに収容され

た。市販の固形飼料（Certi∬ed　Rodent　Diet　5002、　PMI　Nutrition　International　Inc．、

MO、　USA）および飲用水は自由に摂取できるようにした。

・投与

　ネフィラセタムは溶媒（0．5％カルボキシルメチルセルロース水溶液）に150

mg／mしの濃度で懸濁し、ラット用胃ゾンデを用いて1500　mg／kg／dayの用量でラ

ットに単回経口反復投与した。なお、投与量の1500mg／kg／dayは投与可能限界

量であり、ラットへの単回で血清および精巣中テストステロンを減少させるこ

とから設定した。対照群には溶媒のみを投与した。投与後1、3、6および24

時間後に各3匹のラットをエーテル麻酔下で放血屠殺した。右精巣を摘出し、

RNA抽出まで液体窒素に凍結保存した。

●
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・TaqMan　PCR

　精巣サンプルの一部から、TRIzol⑧Reagent（lnvitrogen，　Carlsbad，　CA，　USA）

を用いて、製品添付プロトコールにしたがって総RNAを抽出した。40　Uの

RNase　inhibitor（TOYOBO，　Osaka，　Japan）を含む最終容量50μしの製品添付バッ

ファー中で、lUのDNase　I（Invitrogen，　Carlsbad，　CA，　USA）により7－13μgの

総RNAを処理し、フェノールークロロフォルム法により精製した。次いで、

0．1Mdithiothreitol、10　mM　dNTPs、200　UのSuperscript　lI（Invitrogen）および

40URNase　inhibitorを含む最終容量40μしの製品添付バッファー中で、　D：Nase　I

処理した2μgの総RNAをOligo（dT）12－18primer（Invitrogen）により逆転写した。

リアルタイム定量PCRに用いた3遺伝子、P450c17（CYP　17A1；RnOO562601　ml）、

17βHSD（RnOO588942＿m1）ならびにβ一actin（RnOO667869　m1）のプライマーお

よびプローブはApplied　Biosystems（Foster　Ci卑CA，　USA）から購入した。定量

皿PCRはqPCR刑Mastermix　Plus（Eurogentec，　Philadelphia，　PA，　USA）を用いて

実施し、mRNA量は7500　Real－Time　PCR　System（Applied　Biosystems）により製

品添付プロトコールにしたがって定量した。β一actin遺伝子との比較により、

P450c17ならびに17βHSD遺伝子の相対的なmRNAレベルをすべての個体につ

いてそれぞれ算出した。

・統計学的方法

　データは群の平均値±標準偏差（S．D．）で示し、対照群とネフィラセタム群

との比較を有意水準5％で検定した。群間比較はまず、F検定を行い、不等分散

の場合はStudentの’検定、等分散の場合はAspin－Welchの∫検定を行った。
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●
3．結果

　CYP17A1遺伝子の相対的なmRNAレベルは投与後1、3、6および24時間後

のいずれの時点においても対照群に比べてネフィラセタム投与群で高い傾向が

みられた。17βHSDのmRNAレベルは投与6時間後を除いた1、3および24時

間後で対照群に比べてネフィラセタム投与群で低い傾向がみられた（Fig．4）。

●

●
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●

●

4．考察

　薬物の精巣毒性には精巣を構成する細胞に対する直接的な傷害、ホルモンを

介する間接的な精子形成阻害、完成した精子への傷害（Kawaguchi　et　a1．，2004；

Shimomura　et　al．，1999）および循環障害（Francavilla　et　aL，1981）など多種のメ

カニズムが知られている。精巣を構成する細胞に対する直接的な傷害としては、

精粗細胞（Toppari　et　al．，1990）や精母細胞（Lee　et　al．，1989）など生殖細胞に対

する傷害、生殖細胞の養育機能を担う（Shimomura　et　aL，2008）セルトリ細胞に

対する傷害（Foster　et　al．，1989）、ホルモン合成を行なうライディッヒ細胞（Kelce

eta1．，1993）の壊死などが知られている。しかし、今回のネフィラセタムの精巣

毒性メカニズムはホルモンを介する間接的な精子形成阻害であると考えられる。

　ネフィラセタムは精巣中ライディッヒ細胞におけるプロジェステロンからテ

ストステロンへの変換経路を阻害することが第3章のイヌにネフィラセタム

300mg／kg／dayを使丁および1週間経口反復投与し、精巣中のプロジェステロン、

テストステロンおよびエストラジオールを測定した実験で示されている。本章

の実験ではラットにネフィラセタム1500mg／kg／dayを経口単三投与し、プロジ

ェステロンからテストステロンへの変換経路に存在する2種類のステロイドホ

ルモン変換酵素P450c17および17βHSDのmRNA発現量を観察した。

その結果、プロジェステロンから17－OH一プロジェステロンを経てアンドロス

テネジオンに至る経路に存在するステロイドホルモン変換酵素P450c17遺伝子

の相対的なmRNAレベルは対照群に比べてネフィラセタム投与群で高い傾向

がみられた。その下流のアンドロステネジオンからテストステロンへの経路に

存在する17βHSDのmRNAレベルはネフィラセタム投与群で低い傾向がみられ

た。このことから、ネフィラセタムはステロイド変換酵素17βHSDの遺伝子の

発現を抑制することで、アンドロステネジオンからテストステロンへの変換を
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阻害し、精巣中のテストステロン濃度を減少させる可能性が考えられた。
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5．小括

ネフィラセタムはプロジェステロンからテストステロンへの変換経路のうち、

ステロイドホルモン変換酵素P450c17により、プロジェステロンから17－OH一

プロジェステロンを経てアンドロステネジオンに至る経路または17βHSDによ

りアンドロステネジオンからテストステロンに変換される経路いずれの経路を

阻害するかを検討するため、ラットにネフィラセタム1500mg／kg／dayを経口単

回投与し、投与1、3、6および24時間後に精巣を摘出し、RNAの抽出、精製

および逆転写を行った。そして、ステロイドホルモン変換酵素P450c17および

17βHSDのmRNAを定量した。

その結果、P450c　17遺伝子の相対的なmRNAレベルはネフィラ丁丁ム投与群で

高い傾向がみられ、17βHSDのmRNAレベルは低い傾向がみられた。したがっ

て、ネフィラ皆野ムはステロイド変換酵素17βHSDの遺伝子の発現を抑制する

ことで、アンドロステネジオンからテストステロンへの変換を阻害し、精巣中

のテストステロン濃度を減少させる可能性が考えられた。
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総括
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　ネフィラセタムは、脳機能改善薬としての開発を目的に新規に合成されたピ

ロリドン系誘導体である。本剤の薬理作用として、神経細胞の長時間持続型の

Ca2＋チャンネル（N／L型）の賦活化により神経伝達物質の放出を増加させ、GABA

およびコリン作動性神経系に反応し、脳におけるタンパク質合成を増強するこ

とが知られている。

　ネフィラセタムは薬理学的試験において、各種モデル動物の記億消失を減少

させ、老齢ラットの認識能力を促進させることが証明されている。毒性試験で

はネフィラセタムに遺伝毒性、がん原性および催奇形性は認められなかった。

13週間以上の反復投与毒性試験では、ラットでは300mg／kg／dayを投与しても

変化は認められなかったが、イヌおよびサルでは60mg／kg／day以上の投与で精

子低形成がみられた。以上の様にほとんどの毒性試験においてほぼ問題は見つ

からなかったが、精子形成への抑制作用が確認されたことから、この作用につ

いての詳細な検討は、本剤の安全性を確固たるものにする上で、必須の事項で

あると思われる。

　本研究は、ネフィラ男物ムによる精巣毒性メカニズムの解明を試みるととも

に、異なる動物種（ラット、ビーグルイヌ、カニクイザル）を用いてその作用

を検討し、広範な考察を行うことを目的とした。

●

　第1章ではネフィラ野守ムの精巣毒性について雄ラット（Slc：SD）を用いて

検討した。ネフィラセタムを4週間経口反復投与し、投与期間中動物を経時的

に屠殺して、精巣組織、精巣中精子頭部数およびホルモンの変化を観察した。

初期変化として投与1週間投与後にステップ19の精子細胞の停留がみられ、ス

テージVIIの精細管ではパキテン期精母細胞およびステップ7の円形精子細胞

の変性ならびに精巣中精子頭部数の減少がみられた。これらの変化は次第に増

悪し、投与後4週には多核巨細胞をともなう精細管の萎縮に進行した。血清お

よび精巣中テストステロンは終回投与後に減少したが、その日のうちに対照群
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●
のレベルにまで回復した。また、投与1週間後でもテストステロンの減少は継

続していた。以上の結果から、ネフィラセタムによる精巣毒性の初期変化は精

巣中テストステロンの減少によるものと考えられた。

●

　第2章ではネフィラ野牛ムの精巣毒性メカニズムおよび精巣毒性を予知でき

る感受性の高いマーカーを検討するために、雄ビーグルイヌにネフィラセタム

の180および300mg／kg／dayを押回、1および4週間経口反復投与した。血清お

よび精巣中テストステロン、精液検査ならびに精巣の組織学的検査を経時的に

実施した。

　精巣中テストステロンはネフィラセタム300mg1宝g／dayの単二投与後に低下

したが、その時点で精巣中プロジェステロンには変化は認められなかった。血

清中テストステロンは網野、1および2週投与後に減少した。反対に、血清中

エストラジオールは投与後1から4週で増加した。血清中LH、FSHおよびlnhibin

には実験期間中、変化は認められなかった。精子運動率の減少および精子奇形

率の増加は投与4週後で初めて変化として捉えられた。精巣の組織検査では1

週間投与では変化は認められなかったが、投与4週後では180mg／kg／day群で

は軽度な精細管の萎縮が、300mg／kg／dayでは多核巨細胞の形成をともなう重度

の精細管萎縮がみられた。

　これらの結果から、ネフィラセタムは高用量の単回経口投与後に精巣中テス

トステロンを減少させ、4週間投与後では精巣組織に重度の形態学的変化を引

き起こすことが明らかとなった。このテストステロンの減少はネフィラセタム

がライディッヒ細胞におけるプロジェステロンからテストステロンへの変換を

阻害することによるものであると考えられ、精巣毒性を検出するための感受性

の高いマーカーであることが明らかとなった。

●

ラットとイヌでは精巣毒性を引き起こすネフィラセタムの用量に差が認めら
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●

れ、動物種によって感受性の違いがある可能1生が考えられた。そこで、第3章

ではカニクイザルを用いてネフィラセタム精巣毒性に対する感受性を調べると

ともに、精巣毒性の予知マーカーおよび回復性の検討を行なった。すなわち、

ネフィラセタム30、60または180mg／kg／dayをカニクイザルに13週間経口投

与し、最終投与翌日に片側の精巣を摘出し、重量測定および病理組織検査を行

った。動物は投与終了後、32週間の休薬期間をおいて剖検し、精巣の検査を行

った。実験期間中、精巣サイズを測定するとともに経時的にホルモン測定およ

び精液検査を実施した。

　その結果、13週間投与後に60および180mg／kg／day群で精巣重量の減少、精

細管の萎縮および精子細胞の減少に伴う精子形成不全が認められた。精巣サイ

ズは60mg／kg／day以上の投与で減少が認められたものの、血清中ホルモン濃度

および精液検査では明確な変化は認められなかった。また、ネフィラ三三ムの

精巣毒性は32週間で回復し、可逆的な変化であることが明らかとなった。

　以上、ネフィラ中子ム60および180mg／kg／dayのカニクイザルへの13週間

投与で精巣重量の減少、精細管の萎縮および精子形成不全が認められたが、投

与終了後32週間で回復することが明らかとなった。ネフィラセタムの精巣毒性

に対する感受性はイヌ〉サル〉ラットの順であると考えられた。

●

　第4章ではまず、ネフィラセタムおよびその4種類の代謝物（M3、　M11、

M18およびM20）のうイディッヒ細胞におけるテストステロン生合成に及ぼす

影響を加v∫吻試験系で検討するために、精巣からパーコール法によりうイディ

ッヒ細胞を分離し、ネフィラセタムまたはその代謝物を含む培養液中で培養し、

培養液中のテストステロン濃度を測定した。

　その結果、Mllではテストステロン生合成の低下作用は認められなかったが、

ネフィラ西門ム、M3、　M18およびM20処理群で処理濃度の増加にともないテ

ストステロン濃度の減少がみられた。したがって、ネフィラセタムが視床下部
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および下垂体に関与せず、直接、精巣におけるテストステロン生合成を抑制す

ることが、’η競m評価系においても確認された。

　次いで、ネフィラセタムはプロジェステロンからテストステロンへの変換経

路のうち、ステロイドホルモン変換酵素P450c17により、プロジェステロンか

b17－OH一フロジェステロンを経てアンドロステネジオンに至る経路または

17βHSDによりアンドロステネジオンからテストステロンに変換される経路い

ずれの経路を阻害するかを検討するため、ラットにネフィラセタム1500

mg／kg／dayを経口単一投与し、投与1、3、6および24時間後に精巣を摘出し、

RNAの抽出、精製および逆転写を行った。そして、ステロイドホルモン変換酵

素P450c17および17βHSDのmRNAを定量した。その結果、　P450c17遺伝子の

相対的なmRNAレベルはネフィラセタム投与群で高い傾向がみられ、17βHSD

のmRNAレベルは低い傾向がみられた。したがって、ネフィラセタムはステロ

イド変換酵素17βHSDの遺伝子の発現を抑制することで、アンドロステネジオ

ンからテストステロンへの変換を阻害し、精巣中のテストステロン濃度を減少

させる可能性が考えられた。

　以上、ネフィラ小胆ムの精巣毒性メカニズムの解明およびネフィラ丁丁ムの

精巣毒性に対するラット、イヌ、サルの感受性の比較から、

（1）中枢に作用する薬物で、ホルモン中枢支配に影響せずに直接精巣のテスト

ステロン合成を阻害する精巣毒性薬物であることを初めて証明した。

（2）精巣のステロイド変換酵素17βHSDの直接阻害というメカニズムを持つ

初めての精巣毒性薬物であることを証明した。

（3）新たに構築した精巣中の3ホルモン同時測定による評価系により、これま

で困難であった（2）のようなメカニズムを持つ精巣毒性薬物の検出を可能とし

た。

（4）ネフィラ野卑ムは同質の精巣毒性を示しながら、イヌおよびサルに比較し
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●
てラットで著しく感受性が低い希少な精巣毒性薬物であることを証明した。

（5）（1）から（4）の結果はトキシコロジーおよび獣医学の発展に大きく貢献

するものと考える。
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Investigation of testicular toxicity mechanism

         a neurotransmission enhancer

of nefiracetam,

IABSTRACTI

   Nefiracetam (N-(2,6-dimethylphenyl)-2-(2-oxo-1-pyrrolidinyl) acetamide, a

pyrrolidone derivative, is being developed to treat a neurotransmission enhancer.

In pharmacological studies, this agent has been shown to increase the release of

neurotransmitters by activating long-Iasting NIL-type Ca2+ channels, to interact with

GABA-ergic and ACh-ergic neuronal systems, and to enhance protein synthesis in the

brain.

   In toxicity studies, nefiracetam is not mutagenic either in vitro or in vivo, and is

not oncogenic in mice and rats or teratogenic in rats and rabbits. Results from general

oral dose toxicity studies show that nefiracetam induces testicular toxicity in male

dogs and monkeys given 60 mglkg per day or more for 13 weeks. However, this

toxicity was not observed in rats fbllowing a 13-week treatment with 480 mglkg per

day.

   In the present study, to clarify the mechanism of testicular toxicity induced by

nefiracetam, its pathogenesis was analyzed in the in vivo systems using rats, dogs and

monkeys, and in vitro systems.

Chapter 1 Investigation ofthe earliest histopathological and hormonal changes

                  in SD rats
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   Testicular toxicity of nefiracetam was investigated in male Slc:SD rats.

Nefiracetam was orally administered daily at 1500 mglkg for 4 weeks, and the animals

were sacrificed sequentially during the course ofadministration to determine testicular

histopathological changes and sperm head counts (SHC), and hormonal changes.

   Retention ofstep 19 spermatids, sporadic degeneration ofpachytene spermatocytes

and step 7 spermatids in the stage VII seminiferous tubules, and a decrease in SHC

were seen as earliest changes after 1 week ofadministration. These changes gradually

advanced up to atrophy of seminiferous tubules with multinucleated-giant-cell

fbrmation after 4-week administration. Serum and testicular testosterone levels were

decreased, but recovered to the control levels within a day fbllowing a single

administration, and the decreases were repeated after 1-week administration.

   These results suggest that nefiracetam-induced earliest changes could be caused by

the decreased level oftesticular testosterone.

Chapter 2 Investigation ofthe hormone biosynthesis and predictive markers

       for testicular toxicity in beagle dogs

   To investigate mechanisms of the testicular toxicity of nefiracetam and to find

sensitive parameters to predict the toxicity, male beagle dogs were orally administered

180 or 300 mglkg per day of the drug once and fbr 1 and 4 weeks. Time-course

changes in serum andlor testicular hormone levels and semen parameters, and

testicular morphology were examined.
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   The testicular testosterone level was decreased 4 h after single administration of

nefiracetam at 300 mglkg per day, but the progesterone level showed no change at that

time. The serum testosterone level was decreased after single, 1-week or 2-week

treatment. In contrast, the serum estradiol level was increased from 1- to 4-week

treatment. No changes in serum LH, FSH and inhibin B levels were observed

throughout the experimental period. Decreased sperm motility and increased number

of malformed sperms were first observed in semen after 4-week treatment.

Histopathological examination ofthe testis revealed moderate and severe seminiferous

atrophy with multinucleated giant cell fbrmation at 180 and 300 mglkg per daM

respectively, after 4-week treatment, but not 1-week treatment.

   These results show that nefiracetam decreases testicular testosterone level in dogs

fo11owing single oral administration ofa high dose, and induces severe morphologic

changes after 4-week treatment. This reduction is shown to be a sensitive parameter to

detect the toxicitM and is suggested to be induced by the impaired conversion of

progesterone to testosterone in Leydig cells.

Chapter3 Investigation ofthe reversibility and predictive markers for

  testicular toxicity in cynomolgus monkeys

   This study was conducted to elucidate the developmental process and its

reversibility for the testicular toxicity of nefiracetam and to estimate some of the

markers in male cynomolgus monkeys. Four groups of3 male monkeys received oral

doses of O (control), 30, 60 or 180 mglkglday of nefiracetam fbr 13 weeks by gastric

intubation and had a 32-week recovery period. During the administration and recovery
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periods, testicular size measurement, hormone assay and spermatozoalseminal fluid

examinations were perfbrmed. The left testis was removed by orchiectomy in all the

animals at the end of administration period. The right testis was collected at the

necropsy of the end of recovery period. The weight of the testes and the

histopathological changes were examined.

   There were no test article treatment-related changes in the semen analysis and

hormone assays. The testicular size was decreased at 60 and 180 mglkglday. At the end

of administration period, the testicular weights ofthe left testes were decreased at the

60 mglkglday or more. Atrophy of seminiferous tubules associated with decreased

spermatogenesis was noted at 60 and 180 mg!kglday. Full recovery from the testicular

damage was noted in the animals treated with 60 and 180 mg/kglday during and at the

end ofrecovery period.

   These results suggest that the testicular size could be a parameter fbr monitoring of

the testicular toxicitM and testicular toxicity ofnefirasetam was reversible.

Chapter 4 Evaluation ofthe testosterone biosynthesis in the Leydig cell and

      steroid hormone converting enzymes

   The present study was perfbrmed to examine the effects of nefiracetam and its

metabolites on testosterone biosynthesis.

The Leydig cells were isolated from the testis using Percoll density gradient separation

methods, and cultured in the M199 medium containing BSA. Nefiracetam and 4

metabolites were added into the cultured medium. Testosterone concentrations ofthe

medium were assayed 24 h after the addition.
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   Decreased testosterone concentrations were observed in nefiracetam and 3

metabolites (M3, Ml8 and M20), but not M11.

   These findings show that nefiracetam and its metabolites have direct action to

inhibit the testosterone biosynthesis in the Leydig cells.

   To estimate the inhibition site on the steroid hormone biosynthesis pathway,

nefiracetam was orally administered to rats at 1500 mglkg, and the testes were

removed 1, 3, 6 and 24 h after a single administration. The mRNA levels of steroid

hormone converting enzymes, P450c17 and 17BHSD, in the testis were analyzed.

Increased relative P450c17 mRJNA levels and decreased 17BHSD mRNA levels were

noted in the testis ofnefiracetam treated rats.

   These results show that nefirasetam decreases mRNA levels of17BHSD and then

the inhibition of testosterone biosynthesis is occurred on the pathway between

progesterone and testosterone in the Leydig cell.

   In conclusion, the achievements of the present study can be summarized as

fbllows;

   (1) Nefiracetam has actions on central nervous system, and shows testicular

toxicity. It has effects on the testosterone biosynthesis in the testis, but not on the

hypothalamo-pituitary-gonadal system control.

   (2) Decreased testosterone levels caused by the direct inhibition ofthe 17BHSD,

steroid hormone converting enzyme, are considered to be a mechanism of testicular

toxicityofnefiracetam.

   (3) A new evaluation system established in the present study is thought to be usefu1

to detect the testicular toxicant that has a mechanism described in (2).
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   (4) The present study shows that there are some species differences in the

susceptibility to the nefiracetam testicular toxicitM dogs>monkeys>rats, however,

quality ofthe toxicity changes were considered to be identical.

   (5) These results can be expected to contribute greatly to the advancement of

toxicology science and veterinary science.
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