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T - 1220の 毒 性 試 験(第5報)

ビーグル犬静脈内投与における慢性毒性試験

高井 明 ・米田豊昭 ・河村泰仁

正谷博之 ・柴田哲夫 ・佐藤 盛

富山化学工業株式会社綜合研究所

T-1220の 安全性試験に関 しては,マ ウス,ラ ット,

イヌ,サ ルにおける急性毒性1),ラ ッ ト腹腔内投与亜急

性,慢 性毒性2),ラ ッ ト1ヵ 月静脈内投与亜急性毒性3),

ビーグル犬1ヵ 月筋肉内投与亜急性毒性4)に ついて報告

した。ここではT-1220の 安全性試験の一環 として行な

った ビーグル犬6ヵ 月静脈内投与慢性毒性試験の結果に

ついて報告する。対照薬としてアミノベ ンジルペニシリ

ン(Na塩,ABPC)を 採用 した。

1. 実験材料および方法

1. 使用動物

日本クレア(株)由 来のビーグル犬29頭(雄17,雌12)

を7カ 月齢で購入 し,室 温22±2℃,湿 度60±5%で,

固型飼料(日 本 クレァCD-5)1日300gと 水道水を与

えて個別ケージ内で,1ヵ 月間の予備飼育を行ない,健

康状態を確認 した後,実 験に使用した。

2. 投与量と投与方法

予備実験として,雌 雄おのおの2頭 の雑犬を使用 して,

T-12202,000mg/kgを2週 間にわたって静脈内投与

した。しか し,連 続投与可能な可及的大量である2,000

mg/kgの2週 間投与でも死亡がみ られず,一 過性の嘔

吐,下 痢の他には異常が認め られなかった。この結果か

ら,本 実験における最高投与量を2,000mg/kgと し,

Table 1の 計画に従って実験を行なった。

検体は用時調製とし,蒸 留水に溶解 し,濾 過滅菌 した

もの を前腕 正中皮静脈あるいは後肢伏在静脈に,約15

ml/minの 速 度で注射した。投与と一般症状の観察は日

曜 を 除 く毎 日,体 重 の測 定 と摂 餌量 の 測 定 は1週 間 ご と

に 行 な った 。 な お,摂 餌 量 は食 べ残 しの有 無 とそ の 量 の

測 定 に よ って 行 な った 。 投 与 期 間 中,1週 間 ご とに視 覚

器 に 対 す る影 響 の検 査 と して,眼 球 の 突 出,眼 球 の 動

き,眼 瞼,結 膜,瞬 膜 の充 血,浮 腫,滲 出物 の有 無 角

膜 の混 濁 の 有 無,虹 彩,前 房,水 晶体,硝 子 体 の混 濁,

出血,形 態 変 化 な どに つ い て の肉 眼的 観 察 を行 な っ た。

3. 検 査

投 与 前 と投 与 開 始 後1ヵ 月 ご と に次 の項 目 につ い て検

査 を行 な った 。

1) 尿 検 査

尿 量(ml/20hr),糖,蛋 白,ケ ト ン体 潜 血pH (Ames,

Labstix),ウ ロ ビ リノ ー ゲ ン(Ames, Urobilistix),ビ リ

ル ビ ン(Ames. Ictostix)

2) 血 液 検 査

赤 血 球 数,白 血 球 数(Coultercounter),ヘ モ グ ロ ビ ン

(シ ア ンメ トヘ モ グ 灘 ビ ン法),ヘ マ トク リ ッ ト(毛 細 管

法),血 小 板 数(ReesandEcker法),網 赤 血 球 数(超 生

体 染 色),白 血 球 分 画(メ イ ー ギ ムザ 染 色),プ ロ トロ ン

ビ ンタイ ム(Quick1段 法),部 分 トロ ンボ プ ラス チ ン時

間(Langdell法)

3) 血 液 化 学検 査

GOT, GPT, ALP,総 ビ リル ビ ン, Cholesterol, BUN,

LDH, Ch-E(オ リ ンパ ス 自動 分 析 装 置ACA), LAP (高

橋,竹 中法), γ-GTP(Kulhanek法),Na,K(炎 光 光 度

計), Ca(OCPC法), Cl (Schales - Schales法),総 蛋 白(屈 折

Table 1 Experimental design for chronic toxicity test of T-1220 in beagle dogs 

(i. v. 6 months)
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計),血 糖(Ames, Dextrostix Reflectance meter),蛋 白分

画(セ ルローズアセテー ト膜電気泳動),BSP検 査, PSP

検査。

4. 剖検

投与終了後,全 動物をペ ントパルビタール麻酔下で放

血死させ剖検を行なった。肉眼的観察の後,脳,心,肺,

肝,腎,脾,膵,副 腎,胸 腺,甲 状腺,顎 下腺,卵 巣,

精 巣を摘出して重量を測定 した。前記組織に加えて胃,

十二指腸,空 腸,回 腸,盲 腸,結 腸,子 宮,腸 間膜 リンパ

節,下 垂体,大 腿骨の骨髄,膀 胱,骨 格筋,投 与部位の

皮膚 と静脈をホルマリン固定, H・E染 色(一 部の標本

はPAS染 色,鉄 染色)し て組織学的検査を行なった.

また,T-1220を 連続投与 した場合の,投 与部位の血

管および周囲組織におよぼす影響を,Table 2に 示す肉

眼的評価基準を設定 し,こ れに従って検討 した。肉眼観

察は投与部位の皮膚を剥いで裏側か ら行ない,四 肢のス

コアを合計して比較した。

5. 血 中濃度におよぼす影響

T-1220 2,000mg/kg投 与 雄3例 とABPC 2,000 mg/

kg投 与雄3例 については,初 回投与の時に血中濃度の

経時変化を測定 しておき,6カ 月後の最終投与時の血中

濃度の変化と比較 した。

II. 実 験 結 果

1. 一般症状 と死亡経過

投与初期にみられた症状としては,薬 物投与直後の嘔

吐,軟 便,腹 鳴,流 涎,流 涙,眼 瞼結膜の充血,心 拍数

の増加があった。 これらの症状は,T-1220, ABPCの

2,000mg/kg投 与群でほぼ同程度に認められたが,腹 鳴

のみT-1220投 与群がABPC投 与 群よりも著 しかった。

1,000mg/kg以 下 の投与群では,軽 度の流涎以外著 しい

症状がみられなかった。投与初期にみられたこれらの症

状は,投 与を続けることによって軽減され る傾 向があ

り,投 与6カ 月後では全般的に軽度になるかあるいは消

失 していた。眼に対する影響は,高 用量群の投与直後に

みられた結膜の充血以外,異 常が認め られなかった。

死亡経過では, T-1220 1,000mg/kg投 与 の1例(No.

12雄)に,投 与86日 頃か ら衰弱が現われたので94日 後に

検査の後剖検 した。T-1220 2,000mg/kg投 与群には死

亡例がなかった。ABPC 2,000mg/kg投 与群では,No.

23(雄)が68日 後 に死亡 し, No.25(雄)は94日 後に衰

弱が激 しいために検査の後剖検 した。これら3例 の死亡

例に関する検査結果の うち,変 化のみ られたものをまと

めてTable3に 示 し,以 後は6ヵ 月間の投与に耐えた生

存例についてのみ述べる。

Table 2 Scoring criteria of the injected site changes

Fig. 1 Body weight changes in:beagle dogs treated intravenously with T-1220 for 6 months
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Table 3 Examinations in beagle dogs died or sacrificed
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during the experimental period
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Table 4-2 Urinalysis in beagle dogs treated intravenously with T-1220 for 6 months
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Table 5-5 Hematological findings in beagle dogs treated intravenously with T-1220 for 6 months
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Table 5-6 Hematological findings in beagle dogs treated intravenously with T-1220 for 6 months
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2. 体重 の変化と摂餌量

体重ではFig.1に 示すように,各 投与群の雌雄とも発

育におよぼす影響は認め られなかった。摂餌量では,投

与期間中食べ残 しはみ られず,食 欲は良好であった。

3. 尿検査(Table4-1, 4-2)

T-1220投 与 群では,2,000mg/kg投 与 の雌1 例(No.

21)に,6ヵ 月後の検査で軽度の尿蛋白の出現をみた以

外,検 体投与に起因すると思われる明瞭な異常を認めな

かった。ABPC2,000mg/kg投 与群では,雄1例 (No,

26),雌2例(No.27, No.29)に 軽度の尿蛋白の出現がみ

られた。

4. 血液学的検査(Table5-1, 5-2, 5-3, 5-4, 5-5, 5-6)

T-1220投 与 群では,2,000mg/kg投 与雄の1例 (No.

18)に のみ,投 与2ヵ 月以後の検査で,赤 血球数,ヘ モ

グロビン,ヘ マ トクリットの減少傾向がみ られた。 この

例の白血球数には著 しい変化がなかった。他の各検査項

目には,各 投与群とも検体投与に起因する異常が認めら

れなかった。

5. 血液化学検査(Table 6-1, 6-2, 6-3, 6-4, 6-5, 6-6)

T-1220で は,2,000mg/kg投 与の雄1例 (No.18)の,

投与2ヵ 月以降の検査で,軽 度のLDH上 昇がみ られた。

また,No.16(雄)は 投与6ヵ 月後の検査のみLDH上

昇を示 した。ABPC2,000mg/kg投 与群では,1ヵ 月後

の検査で,雌 雄全例にGPTの 軽度上昇 が認め られ た

が,2ヵ 月以後の検査では回復 していた。また,2ヵ 月

後の検査の雌雄全例にはLDHの 軽度上昇が 認められ,

一部の例ではこの変化が投与4ヵ 月後まで持続 した
。他

の各検査項臼には,各 投与群とも検体投与に起因すると

思われる異常が認められなかった。

6.剖 検所見

剖検時の肉眼的観察では,T-1220各 投与群 とも異常

が認められなかった。ただ脾臓 の辺縁部に限局 した軽度

の うっ血と肥大が,対 照群を含む各投与群に散発的に認

められた。四肢の投与部位の血管および周囲組織の変化

(Photo.1, 2, 3, 4)を,Table 2の 基準に従 って肉眼的に

比較した結果をTable 7に 示す。T-1220各 投与群の投

与部位の障害は投与量に比例 して若干強くなる傾向はあ

るものの,2,000mg/kg投 与 での結果をT-1220と ABPC

で比較すると,T-1220の 投与局所に対する障害作用は

ABPCよ りも明らかに弱いという結果が得られた。これ

は,投 与期間中,投 与部位の触診で得た印象と一致する

ものであった。

7. 臓器重量(Table 8)と 臓器重量体重比(Table 9)

T-1220投 与 群では,2,000mg/kg投 与雄1例 (No.

18)の 肝 および脾の軽度重量増加と,雌1例 (No.22)の

脾 の軽度重量増加があった以外,異 常が認められなかっ

た。ABPC2,000mg/kg投 与では,雄1例(No.26)に 軽

度の肝重量増加がみられた。

8. 組 織学的検査

Table 10に 示 すように,T-1220投 与群では,脾 に限

局 した赤脾髄の うっ.血が投与量 と無関係に散発的に認め

られたほか,2,000mg/kg投 与 の2例(No.18, 19)に 巨

核球の増加があり(Photo. 5),脾 での髄外造血を示してい

た。前肢投与部位の組織学的所見では,連 続投与の影響

によると思われる血管周囲の線維増加や炎症反応が,対

照群を含めた各投与群に認め られた。他の諸臓器には,

検 体投与に起因すると思われる異常がみ られ なか った

(Photo.6, 7, 8, 9)。ABPC投 与群でも,脾 の巨核球増加

や投与部位の障害は,同 様に現われていた。投与部位の

血管周囲の線維増加は,ABPCの 方がT-1220よ りも強

か った。また,ABPC投 与 の1例(No.29雌)の 腎遠位

尿細管上皮には,水 腫変性(Photo 10)が 認められた。

9. 血 中濃度に及ぼす影響

Fig.2にT-1220, ABPC 2,000mg/kg投 与 の雄3例

を使用 した初回投与と最終投与における血中濃度の変化

を示 した。6ヵ 月間連続投与での最終投与血中濃度と,

Table 7 Evaluation of gross local reactions of injected site with 6 different scores in beagle dogs 
treated intravenously with T-1220 for 6 months

d. death
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Table 8 Organ weight in beagle dogs treated
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intravenously with T-1220 for 6 months
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Table 9 Relative organ weight per 100 g body weight in beagle dogs
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treated intravenously with T-1220 for 6 months ( g %)
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Photo. 1 The injection site (V. mediana) from a beagle 
dog given T-1220 at 2, 000mg/kg with intra-
venous injection for 6 months (No. 20, fem-
ale). This change was equivalent to score 2.

Photo. 2 The histological observation of the same site 

(Photo. 1). Cross section of V. mediana. 
There is moderate change.

×8, H.E. staining.

Photo. 3 The injection site (V. saphena) from a beagle 
dog given ABPC at 2, 000 mg/kg with intra-
venous injection for 6 months (No. 26, male). 
This change was equivalent to score 4.

Photo. 4 The histological observation of the same site 

(Photo. 3). Cross section of V. saphena. 

There observed remarkable fibrosis and infl-

ammation. •~ 8, H. E. staining.
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Photo. 5 The spleen from a beagle dog 

given T-1220 at 2 000 mg/kg with intra-

venous injection for 6 months. (No. 18 

male). There observed megakaryocyte 

in red pulp. •~ 660, 11. E. staining.

Photo. 6 The liver from a beagle dog 

given T-1220 at 2 000 mg/kg with intra-
venous injection for 6 months (No. 22, 
female). No significant changes.
× 660, II. E. staining.

Photo. 7 The kidney from a beagle dog 

given T 1220 at 2, 000 mg/kg with intra-
venous injection for 6 months (No. 17. 

 male). No significant changes.

×330, II. E. staining.
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Photo. 8 The submaxillary gland from 

a beagle dog given T-1220 at 2, 000 mg/ 

kg with intravenous injection for 6 mon-

ths (No. 19, male). No significant chan-

ges. •~ 330, H. E. staining.

Photo. 9 The heart from a beagle dog 

given T-1220 at 2, 000 mg/kg with intra-
venous injection for 6 months (No. 19, 
male). No significant changes.
×660, H.E. staining.

Photo. 10 The kidney from a beagle dog 

given ABPC at 2, 000 mg/kg with intra-
venous injection for 6 months (No. 29, 
female). Hydropic degeneration of the 
distral tubular epithelium is observed.
×660, H,E. staining.
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Photo. 11 The liver from a beagle dog 

given T-1220 at 1, 000 mg/kg with in-

travenous injection (No. 12, male: sacri-

ficed on day 94). Extramedullary hema-

topoiesis is observed. •~ 660, H. E. 

staining.

Photo. 12 The bone marrow from a be-

agle dog given T-1220 at 1. 000 mg/kg 

with intravenous injection (No. 12, male: 

sacrificed on day 94). Abundant cells are 

seen. •~ 660, H. E. staining.
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T1220 ABPC

初回投与血中濃度の問に差は認められなかった。

III. 総 括 と 考 察

T-1220の 静脈内投与での安全性をビーグル犬6カ 月

間投与で検討した。投与後,2,000mg/kg投 与群で,嘔

吐,軟 便,流 誕などの症状がみられたものの,発 育に対

する抑制は認められなかった。T-1220の 投与局所の障

害は,連 続投与による静脈硬化は避けられ ない に して

も,血 管および血管周囲組織に与える障害作用や血栓の

形成の程度は,対 照薬のABPC投 与群よりも明らかに少

なかった。T-1220 2.000mg/kg投 与の7例 は,全 例6

ヵ月間の連続投与に耐えたが,1,000mg/kg投 与 の5例

中1例(No.12雄)と,ABPC2,000mg/kg投 与 の7例

中2例(No.23雄,No.25雄)は,投 与期間中に死亡ま

たは激 しい衰弱のため屠殺 した。これら3例 に共通 した

変化は,高 度の貧血,脾 の腫大,LDHの 上昇および肝の

肥大であ り,ま た,No.12とNo.23で は高度の腸管出

血が認められた。組織学的には,脾 と肝に髄外造血がみ

られたが(Photo.11),骨 髄は富細胞性であ り(Photo.

12),腸 管からの持続的出血による脾,肝 の髄外造血 と

考えられる。

また,肝 には組織学的な異常がなく,LDHの 上昇は

溶血性貧血に起因する変化と思われた。これ ら途中死亡

例にみられた所見を,6ヵ 月間投与の生存例に対比 して

結果をみた場合,T-12202,000mg/kg投 与 の1例(No。

18雄)に,軽 度ではあるが,死 亡例 との共通点がみ られ

たoこ の例では,赤 血球数,ヘ モグロビン,ヘ マ トクリ

ットの減少,LDHの 軽度上昇,肝 重量,脾 重量の軽度増

加があった。組織学的には,脾 に髄外造血があるにもか

かわ らず,骨 髄は富細胞性であ り,肝 には異常がないこ

とから,溶 血や持続的な出血(多 分腸管からの)に よる

変化と考えられる。

これらのことか ら,T-1220の ビーグル犬静脈内大量

投与での毒性は,腸 管からの漏出性出血と溶血であ り,

これが貧血,脾 腫,髄 外造血あるいはLDH上 昇 として

表現されたものと考えられる。このT-1220投 与 に起因

すると考えられる一連の異常は,2,000mg/kg投 与生

存例の うち,前 述のNo.18(雄)以 外にも,例 えばNo.

22(雌)の 脾の軽度重量増加やNo.19(雄)の 脾の巨核

球増加の所見のように,部 分的に軽度の変化を うかがわ

せる例もあった。1,000mg/kg投 与の生存例では,T-

1220の 毒性による異常をまった く認めなか ったが,T-

1220投 与 によると思われる高度の変化を示 した1例(No.

12雄)の 途中屠殺例があった。500mg/kg投 与群には異

常を認めなかった。対照薬 として使用したABPC 2,000

mg/kg投 与 群では,7例 中2例(雄)の 死亡または屠殺

例に,T-1220と 同様の変化を認めた。 両検体 とも,死

亡例はすべて雄であ り,生 存例でも雄に対する毒性が若

干強い傾向があった。

以上の結果から,本 実験におけるT4220の 最大無作

用量は,途 中死亡例あるいは屠殺例がなく,す べての検

査項目に異常を認めない最大量として判断すると,雄 で

は500mg/kgで あ り,雌 では1,000mg/kgで あ った。

結 論

T4220 2,000mg/kg, 1,000mg/kg, 500mg/kgを ビ

ーグル犬に6ヵ 月間静脈内投与 し,そ の安全性をABPC

2,000mg/kgと 比 較検討 し,次 の結果を得た。

1)T-1220 1,000mg/kg投 与5例 中1例(雄)と

ABPC 2,000mg/kg投 与7例 中2例(雄)が 死亡した。

Fig. 2 Serum concentration of T-1220 and ABPC at the initial and final 
administration of chronic toxicity for 6 months (2, 000 mg/kg i. v.)
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2)6ヵ 月生存例では,発 育に異常が み られ なか っ

た。

3) T-12202,000mg/kg投 与7例 中1例(雄)に,赤

血球数,ヘ モグロビン,ヘ マ トクリットの減少,LDHの

軽度上昇,脾 と肝の軽度重量増加がみられた。

4) 組織 学的には,T-1220 2,000mg/kg投 与群の脾

臓に巨核球の増加がみられた。

5) T-1220の 投与局所の障害はABPCよ りも軽度で

あった。

6) 本実験における最大無作 用量 は,雌1,000mg/

kg,雄500mg/kgで あ った。

謝 辞

本実験の遂行にあた り,組 織標本の観察,診 断 と校閲

を賜わった金沢大学医学部第2病 理学教室,太 田五六教

授に深甚なる感謝の意を表します。また,実 験に協力を

頂いた当研究所,中 田弘子,大 森雅春 荒井博敏,池 上

輝久,中 田吉孝,中 村昌三,岡 野悦子,稲 場淳子の各氏

に感謝 します。

文 献

1) 高 井 明,米 田豊 昭,中 田弘 子,正 谷 博 之,室 田恒

夫,柴 田哲 夫,中 村 昌三,河 村 泰仁,佐 藤 盛:

T-1220の 毒 性 試 験(第1報)マ ウス,ラ ッ ト,イ

ヌ,サ ル に お け る急 性 毒 性 試 験 。Chemotherapy

25 (5): 816～828, 1977

2) 高 井 明,米 田 豊 昭,中 田 弘 子,正 谷 博 之,柴 田哲

夫,河 村 泰 仁,佐 藤 盛:T-1220の 毒 性 試験(第

2報)ラ ッ ト腹腔 内 投 与 に お け る亜 急 性,慢 性 毒

性 試 験 。Chemotherapy 25(5):829～856, 1977

3) 高 井 明,米 田豊 昭,正 谷 博 之,柴 田 哲 夫,河 村 泰

仁,佐 藤 盛,中 田 弘 子,稲 場 淳 子:T-1220の

毒 性 試 験(第3報)ラ ッ ト静 脈 内投 与 に お け る亜

急 性 毒 性 試 験 。Chemotherapy 25(5); 857～868,

1977

4) 高 井 明,米 田豊 昭,河 村 泰 仁,柴 田 哲 夫,正 谷

博 之,佐 藤 盛:T-1220の 毒 性 試 験(第4報)ビ
ー グル犬 筋 注 に お け る亜 急 性 毒 性 試験 。Chemo-

therapy 25(5): 869～883, 1977

TOXICITY TESTS OF T-1220 (V): 
CHRONIC TOXICITY IN BEAGLE DOGS WITH 

THE INTRAVENOUS ADMINISTRATION 

AKIRA TAKAI, TOYOAKI YONEDA, YASUHITO KAWAMURA, 
HIROYUKI MASATANI, TETSUO SHIBATA and SHIGERU SATO 

Research Laboratory, Toyama Chemical Co., Ltd.

The chronic toxicity of T-1220 was tested in beagle dogs using the intravenous ad-
ministration, and compared with that of aminobenzylpenicillin (ABPC) . Dogs were ad-
ministered in daily intravenous doses of T-1220 for 6 months at 500, 1,000 and 2,000 
mg/kg. ABPC was used at 2,000 mg/kg. Control dogs were treated with physiological 
saline. 

The results are as follows. 
1) 1 (male) out of 5 dogs of T-1220 at 1,000 mg/kg and 2 (male) out of 7 dogs of 

ABPC died or were killed because of debility during the experimental period . 
2) The significant change of body weight was not seen in all dogs alive. 
3) In 1 (male) out of 7 dogs of T-1220 at 2,000 mg/kg , decreases of RBC, hemoglo-

bin and hematocrit values, increase of LDH value and slight increases of kidney and liver 
weights were observed. 

4) The megakaryocyte of spleen increased, histologically , in dogs treated with T-1220 
at 2,000 mg/kg. 

5) The injury of injection site of T-1220 was milder than that of ABPC . 
6) The maximum safety dose of intravenous administration of T-1220 to dogs 

estimated to be 500 mg/kg in male and 1,000 mg/kg in female.


