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　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨

　ネフィラセタムは、脳機能改善薬として新規に合成されたピロリドン系誘導体である。本薬の薬理

作用は、神経細胞の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を介し、脳におけるタンパク合成を増強することにある。ネフィラ

セタムは、各種モデル動物の記憶消失を減弱させ、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。

　一方、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が、

13週間反復投与毒性試験では、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（ラットでは480mg／kg／day投与しても変化は認められなかった）。このようにほとんどの毒性試験

において問題は見つからなかったものの、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る。

　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、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することを目的とした。

　第1章ではラットを用いて、精巣の組織およびホルモンについてネフィラセタム投与後の初期変化

を経時的に検討した。ラット（SD）にネフィラセタム1，500　mg／kg／dayを経口投与し、投与1および3

日、ならびに1、2、3および4週に剖検を行い、精巣の組織標本を作製した。そして、精巣中の精細管

を精子形成ステージ（1～XIV）に分類して病理組織学的検査を行なった。また、別に1週間経口投与

し、精巣、精巣上体および前立腺の重量を測定するとともに、精巣中の精子数を計測した。ホルモン

測定には単二経口投与0．5、1、2、4、6、8、12および16時間後に血液と精巣を採取し、血清中のテス

トステロン、LH、　FSH、　Inhibinならびに精巣中のテストステロン濃度を測定した。

　その結果、投与後1週間でステージIXからXIIの精細管にステップ19の精子細胞の分化の停滞が一
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められた。また、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

核の濃染をともなう変性が観察された。また、体重、精巣、精巣上体、前立腺の重量および精巣中精

子頭部数は、いずれも減少した。血清および精巣中テストステロンは単回投与後、2、4および6時間

では有意に（p≦0．05）低下した。また、血清中LHに有意な（p＝0．05）低下はみられなかったが、投

与後12時問目では有意な（p≦0．05）上昇がみられた。血清中FSHおよびlnhibinには、変化は認めら

れなかった。

　以上、ネフィラセタム投与により、ラットの血清および精巣中のテストステロン濃度の低下がみら

れ、精巣組織もテストステロン低下時に特徴的な精子細胞の分化の停滞およびパキテン期精母細胞の

変性がみられたことから、ネフィラセタムの精巣毒性メカニズムはテストステロンの低下によるもの

と考えられた。しかし、LHに持続的な変化が認められないことから、中枢を介したテストステロンの

低下ではないことが示唆された。

　第2章では、ビーグル犬を用いて精子性状およびホルモンへの影響を検討した。すなわち、ネフィ

ラセタム180または300mg／kg／dayをビーグル犬に4週間経口投与し、毎週、血液および精液を採取

し、最終投与翌日に剖検、精巣の重量測定および病理組織検査を行った。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。精巣精子数、精子の運動性、

精子の生存性および形態を観察した。また、ネフィラセタム300mg／kg／dayをビーグル犬に一単回およ

び1週間経口投与し、血清および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。

　その結果、血清中テストステロンは180および300mg／kg／dayともに投与1から4週目で低下または

低下傾向がみられた。血清中エストラジオールは180mg／kg／dayの投与4週および300　mg／kg／dayの

投与1、2、3および4週で有意な（p≦0．05）上昇がみられた。血清中LH、　FSHおよびlnhibinでは

300mg／kg／dayの投与3週で偶発的なFSHの上昇がみられた以外に変化は認められなかった。精子検

査では300mg／kg／dayの投与4週目で精子の運動性が低下し、形態異常精子の割合が増加した。精子

数および精子の生存性には変化はなかった。精巣中のプロジェステロンは上昇傾向、テストステロン

は低下または低下傾向、エストラジオールは低下がみられた。

　以上の結果より、ビーグル犬においてもネフィラセタム投与により血清および精巣中のテストステ

ロンの低下がみられ、LHに変化が認められないことから、ネフィラセタムの精巣毒性メカニズムは中

枢を介しない、精巣ライディッヒ細胞におけるテストステロン生合成が抑制されることによるテスト

ステロンの低下であることが示された。また、精巣中テストステロンおよびエストラジオールが減少

したものの、プロジェステロンの減少はみられなかったことから、ネフィラセタムはライディッヒ細

胞におけるステロイドホルモン生合成経路のプロジェステロンからテストステロンの間の経路を阻害

する可能性が示された。
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　第3章ではカニクイザルを用いて精子性状およびホルモンへの影響ならびに回復性の検：討を行った。

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

の回復期間をおいて剖検：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。

　その結果、血清中ホルモンおよび精子検査では投薬の影響を検出することはできなかったが、60

mg／kg／day以上の投与で精巣サイズが減少し、投与終了時に精巣重量の減少および精細管の萎縮が認

められた。これらの変化は、32週間の休薬後には認められなかった。

　以上から、サルにおいてもネフィラセタムの精巣毒性が認められ、精巣サイズがマーカーとなりう

ること、さらに精巣の変化は可逆性であることが確認された。

　第4章では、ネフィラセタ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伽〃伽。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

で培養した。ネフィラセタム未変化体またはその主要な代謝物4種類を別々に培養液に添加し、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、ネフィラセタムおよび3種類の代謝物を培養液へ添加することにより、培養液中テスト

ステロン濃度の減少が認められた。このことから、ネフィラ盆送ムおよび代謝物が、伽”伽。における

ライディッヒ細胞のテストステロン生合成を抑制することが明らかとなった。

　さらに、プロジェステロンからテストステロンの過程に関与する2種類の酵素に対するネフィラセ

タムの影響を検討した。すなわち、ラットにネフィラセタム1，500mg／kg／dayを経口単回投与し、投

与1、3、6および24時間後に剖検を行い、精巣を摘出した。精巣から、総RNAを抽出、精製し、次い

で、逆転写を行った。そしてRJ」PCR法によりmRNA量を定量し、　P450c17ならびに17βHSD遺伝子の

発現量を調べた。

　その結果、投与1および3時間後の17βHSD遺伝子の相対的なmRNAレベルの減少傾向が認められ

た。従って、ネフィラセタムはステロイドホルモン生合成過程のうち17βHSDを阻害し、テストステ

ロン合成を抑制していることが示唆された。

　以上、ネフィラセタムの精巣毒性メカニズムとして、（1）中枢神経系を介さない、（2）精巣のステ

ロイド合成系酵素のうち17βHSDを直接阻害することによってテストステロン生合成が抑制される、

（3）低レベルのテストステロンが精子形成を抑制する、ことが解明された。また、異なる動物種を用

いてネフィラセタムの精巣毒性を検討した結果、ネフィラセタムの精巣毒性に質的な違いはないが、

ネフィラセタムに対する感受性は、イヌ〉サル〉ラットと異なることが明らかとなった。
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　本研究を通して確立した精巣毒性メカニズムの評価系は、ネフィラセタムのみならず、汎用的に用

いることができる。この評価系により今後の精巣毒性研究を効率的にすすめることが可能となり、精

巣毒性が問題となって滞っていた医薬品の開発において、ブレークスルーにつながると考えられる。

また、現在、トキシコロジーの領域で研究活動を担っている多くの獣医師の知識および技術の向上に

も貢献できるものと考えられる。

　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨
　ネフィラセタムのようなピロリドン系化合物はその薬理作用として、神経細胞のCa2＋チャンネル

（N／L型）を賦活化し、結果的にGABAおよびコリン作動性神経系を介して、脳におけるタンパク質合

成を増強することから、脳機能改善薬として期待されている。

　一方、ネフィラセタムには遺伝毒性、がん原性および催奇形性などの重篤な毒性は確認されていな

いものの、イヌおよびサルでの13週間反復投与毒性試験で精子低形成が認められている。このことは、

新たに開発される医薬品の持つ毒性が、時として市販後に明らかになる可能性を示唆している。そこ

で著者は、一般毒性試験では見逃される危険のある精巣毒性について、スクリーニング試験として、

簡便、かつ精度の高い評価系が必要であり、そして、有用な評価系を確立するためには、まず、精巣

毒性発現メカニズムを解明することが重要であると考えた。

　そこで、本研究は、ネフィラセタムの精巣毒性メカニズムの解明とその毒性の動物種差（ラット、

ビーグル犬、カニクイザル）を明らかにすることを目的としている。

　第1章ではラットにおけるネフィラセタムの精巣毒性とそのメカニズムを解明するため、ネフィラ

セタムのラットで投与可能な最大投与量1，500mg／kg／day（ラットー般毒性試験での通常の投与量で

は精巣毒性は発現していないことから）を単回経口投与し、経時的に病理組織学的検査ならびに血清

中（テストステロン、LH、　FSH、　Inhibin）および精巣中（テストステロン）のホルモンレベルを測定

している。

　その結果、投与後1週間で精細管での精子形成ステージIXからXIIにおいて、ステップ19の精子細

胞の分化の停滞およびステージVIIの精細管でのパキテン期精母細胞とステップ7の円形精子細胞の核

の濃染をともなう変性を確認している。なお、この時点では体重、精巣、精巣上体、前立腺の重量減

少および精巣中精子頭部数の減少も確認している。すなわち、ラットでも高用量投与では精巣毒性の

あることを明らかにした。一方、血清中および精巣申テストステロン濃度は単回投与後、2、4および

6時間では有意に（P≦0．05）低下することを確認している。しかし、血清中LHは投与後12時問目に

有意（P≦0．05）な上昇を認めているが、その後の血清中テストステロンには変化のないことから、ま

た、血清中FSHおよびInhibinにも変化のないことから、血清中および精巣中のテストステロンの減

少は中枢を介したものではないと考えている。

　このように、著者はラットへのネフィラセタム高用量投与試験により、ネフィラセタムは血清中お
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よび精巣中のテストステロン濃度低下を誘発し、加えて、精巣組織に特徴的な（テストステロン低下

時の）精子細胞の分化の停滞、およびパキテン期精母細胞の変性を引き起こすことから、ネフィラセ

タムの高用量投与による精巣毒性はテストステロンの低下とそれに伴う形態学的変化であることを立

証している。また、この血清中および精巣中テストステロンの低下は血中LHレベルに持続的な変化や

LHを含む他のホルモンレベルにも特徴的変動が認められなかったことから、中枢を介したテストステ

ロンの低下ではないことを示唆している。

　第2章では、ビーグル犬にネフィラセタム180または300mg／kg／dayを4週間経口投与し、経時的に

精液中の精子性状（精巣精子数、精子の運動性、精子の生存性および形態）ならびに血清中テストス

テロン、エストラジオール、LH、　FSHおよびInhibin濃度を調べている。また、最終投与（4週間経口

投与）翌日に剖検し、精巣の重量測定および病理組織検査を行っている。

　加えて、血清中と精巣中と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レベルを

比較するため、ネフィラセタム300mg／kg／dayをビーグル犬に単回および1週間経口投与する試験：系

を設定している。

　その結果、血清中テストステロンはいずれの投与量（180および300mg／kg／day）でも投与1週目か

ら試験期間中（4週目まで）、低下傾向または低下（P≦0．05）することを観察している。一方、血清中

エストラジオールでは用量依存性の変化として、180mg／kg／day投与では4週目に、300　mg／kg／day

投与では1週目から試験期間を通して、有意な（P≦0．05）上昇がみられている。しかし、血清中LH、

FSHおよびlnhibinでは300　mg／kg／day投与でも生物学的に有意義な変化は認められていない。また、

精子検査では精子数および精子の生存性に変化はないものの、300mg／kg／dayの投与群で4週目に精

子の運動性の低下、形態異常精子の割合が増加したことを観察している。

　他方、精巣中のホルモンの変化はプロジェステロンの上昇傾向、テストステロンの低下または低下

傾向、エストラジオールの低下を観察している。

　このように、ビーグル犬においてもネフィラセタム投与により血清中および精巣中のテストステロ

ンの低下がみられ、ラットと同様LH等に変化が認められないことから、ネフィラセタムの精巣毒性の

メカニズムは中枢を介さないものと考えている。また、精巣中テストステロンおよびエストラジオー

ルが減少したものの、プロジェステロンの減少はみられなかったことから、精巣ライディッヒ細胞に

おけるステロイドホルモン生合成経路のプロジェステロンからテストステロンの間の経路を阻害する

ことによるテストステロンの低下であることを示唆している。

　第3章ではカニクイザルにネフィラセタム30、60または180mg／kg／dayを13週間経口投与し、経時

的に精液中の精子性状（精液重量、精子濃度、運動性、生存性および形態）、精巣サイズおよび血清中

ホルモン（テストステロン、エストラジオール、LH、　FSHおよびInhibin）への影響を検討している。

また、最終投与翌日に片側の精巣を摘出し、病理組織学的検査を行うとともに、動物は投与終了後、
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32週間の回復期間をおいて剖検を行っている。

　その結果、血清中ホルモンおよび精子検査では投薬の影響を判断することができなかった（例数の

少ないこと、個体のバラツキの大きいことから）が、60mg／kg／day以上の投与で精巣サイズが減少し、

13週間の投与終了時に精巣重量の減少および精細管の萎縮を観察している。また、これらの変化は、

32週間の休薬後には消失しており、ネフィラセタムの3か月程度の投与では、その精巣毒性は可逆的

であることを立証している。

　このように、サルを用いたネフィラ曇日ムの精巣毒性の評価では、精巣サイズがマーカーとなるこ

とを明らかにした。

　第4章では、第1章および第2章の成績から、ネフィラセタムが精巣テストステロン生合成能を抑制

することが示唆されたので、その毒性メカニズムを解明するために伽〃伽。評価系（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培養法）を用いて調べている。すなわち、ネフィラセタ

ム未変化体、またはその主要な代謝物4種類（5一ヒドロキシー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、4一ヒドロキシー2一ピロリジノン体）を別々に培養液に添加し、24時間後の培養

液中テストステロン濃度を測定している。

　その結果、ネフィラセタムおよび3種類（5一ヒドロキシー2一ピロリジノン体、3一ヒドロキシー2，6一キシリ

ジン体、4一ヒドロキシー2一ピロリジノン体）の代謝物は、培養i話中テストステロン濃度を有意（P≦0．05）

に減少させることを確認している。このことから、著者はネフィラセタムおよび代謝物が、面面70に

おけるライディッヒ細胞のテストステロン生合成を抑制することを立証した。

　加えて、プロジェステロンからテストステロンの過程に関与する2種類の酵素（P450c17、17βHSD）

に対するネフィラセタムの影響を検討している。すなわち、第1章の試験方法と同様に、ラットにネ

フィラセタム1，500mg／kg／dayを単回経口投与し、投与1、3、6および24時間後に摘出した精巣を試

料として（総RNAを抽出、精製し、次いで、逆転写を行った）、　Rr－PCR法によりmRNA量を定量し、

P450c17ならびに17βHSD遺伝子の発現量を調べている。

　その結果、投与1および3時間後の17βHSD遺伝子の相対的なmRNAレベルは減少傾向を示してい

た。このことから、著者はネフィラセタムの精巣テストステロン低下の毒性発現機序はステロイドホ

ルモン生合成過程のうち17βHSDを阻害し、テストステロン合成を抑制している可能性を示唆した。

　以上、ネフィラセタムの精巣毒性メカニズムは、（1）中枢神経系を介さない、（2）精巣のステロイ

ド合成系酵素のうち17βHSDを直接阻害することによってテストステロン生合成を抑制する、および

（3）精巣テストステロンの濃度低下が精子形成を抑制することにあることを明らかにした。また、併

せて、動物種差の面からも検討し、ネフィラ一郭ムの精巣毒性には動物種による質的な違いはないが、

感受性には種差（イヌ〉サル〉ラット）のあることを立証し、ラットを用いる一般毒性試験では新規

候補薬物の精巣毒性が検出されてこない場合のあることを示した。
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