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6059-Sの 赤毛ザルにおける亜急性毒性試験

村岡義博 ・矢原 功 ・吉崎敏夫 ・原田喜男

塩野義製薬株式会社研究所

1.6059-Sの 亜急性毒性試験を,赤 毛ザルを用いて実施するに先立って,6059-Sの 静脈内投与によ

るpilot studyを,雌 雄各1頭 の赤毛ザルを用いて実施 した。6059-Sの500mg/kgま たは1,000

mg/kgの4日 口髄 続投与では特紀すぺき変化は認められなか ったが,5,000mg/kgの1回 大量投

与では。注入量2,500mg/kgに 連したときに,雌 に嘔吐がみ られ,投 与終 了後か ら約30分 間にわ

た って2頭 ともに鎮静状態がみ られた。 また,本 投与量での解剖時の病理検査において,1頭 に肝

細胞と腎尿細管上皮の軽度の腫脹が認め られた。

2.上 記pilot studyの 結果を参考に して,赤 毛ザルにおける6059-Sの 亜急性毒性試験を100,

300お よび500mg/kgの30日 間静脈 内投与により実施 した。100,300お よび500mg/kgの30

日間投与によって も途 中死亡例は認め られず,耐 薬性 は良好であった。軽度な変化 として,投 与初期

か ら軟便あるいは下痢が観察されたが,投 与継続中にそれ らの症状の悪化は認められなか った。100

mg/kg投 与群の1例 において,下 痢,体 重減少,血 液生化学的所見の変化等の多彩な変化がみられ

たが,特 異な個体であると考えられた。本例を除 けば,6059-S投 与に起因すると考え られ る明らか

な変化は観察 されなか った。 なお本実験の赤毛ザルでの最大無作用量 は500mg/kg/日 で あると結

論 された。

I.緒 言

6059-Sは 塩野義製薬研究所で開発 され たOxacephem系 の

新 しい注射用抗生物質で ある。

本薬に関する亜 急性毒性試験 としては,既 に小林 らにより,

ラッ ト2)およびイヌ3)を 対 象動物 とした亜急性 毒性 試験成績が

報告されてお り,ラ ッ トおよびイヌのいずれの動 物にお いて も

6059-Sの 大量静脈内投与時 の亜急性 毒性は軽微 で,最 大無作

用量は,そ れぞれ ラッ トでは1,260mg/kg/日,イ ヌでは400

mg/kg/日 と判断 されると報告 している。今回,我 々は6059-S

の亜急性毒性試験 について,更 に 赤毛ザルを用いて実施 したの

で,そ の成績を報告する。

なお,試 験の実施にあた っては,pilot studyと して まず急

性 毒性試験を行ない,そ の結果を基に して30日 間連続投与に

よる亜急性毒性試験 を実施 した。

II.実 験 材料 およ び 方法

1.実 験 動 物

Pilot studyに は検 疫ず み の 赤毛 ザ ル の雌 雄 各1頭

を,亜 急 性 毒性 試験 に は計11頭 の 赤毛 ザ ル(推 定 年 令

2～3才,初 期体 重3.3～4.1 kg)を 用 い た。 これ らの

サ ル は,成 長 曲線,血 液学 的 検査,血 液生 化学 的検 査 に

お いて健 常 で あ る と判 断 され た もので あ る。 サ ル は個 別

に 金 属性 格 子 扉 付 き ケ ー ジに 収 容 し,室 温24～26℃,

相 対 湿 度40～60%,1時 間 あ た り新 鮮 空気12回 換 気,

10時 間 人工 照 明(300ル ク ス,朝8:00～ 夕6:00)の も

とで維 持 され たサ ル舎 で 飼 育 した 。 餌 は1頭 あた りサ ル

用 固型 飼 料(AB,オ リエ ンタル)100gと 新 鮮 キ ャペ ツ

60gを1日1回 与 え,水 は常 時 自由 に摂取 させ た。

2.検 体

6059-S(Lot No.B01)は,注 射 用蒸 留水 を 用 いて

25%(w/v)の 濃 度 に 溶解 した。 この溶 液 は,毎 日新 し

く調 製 し, Sartorius membrane filter(MiHpore,0.45

μ, HA)に て瀕過 したのち使用した。

3.検 体の投与方法

検体は注入器(ペ リスタ ミニポンプ,ミ ツミ)を 用い

て後肢伏在静脈よ り注入した。

4.実 験方法

4-1.Pilot study

実験はA,B,Cの3段 階か らな り,雌 雄各1頭 の

赤毛ザルを用いて行な った。検査用の血液は,す べて検

体を注射 した後肢の反対側 の伏在静脈か ら採血 した。

実験A)

6059-Sの500mg/kgを2ml/minの 注入速度で1

日1回,4日 間投与し,投 与終了後の翌 日に体重測定,

血液検査,血 液生化学分析を行なった。

実験B)

実験Aの 終了後,10日 間の 休薬期間をおいてか ら,

6059-Sの1,000mg/kgを1日1回,4日 間連続投

与 した。検体の注入速度は,1日 目2ml/min,以 後3,

4,5ml/min.と して注入速度による影響をも検討 した。

3回 投与後の翌 日にPSP試 験,4回 投与後の翌 日に血
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液検査,血 液生化学分 析,BSP試 験を行 なった。

実験C)

実験Bの 終 了後,さ らに4日 間の 休薬期 間をおいて

から,6059-Sの5,000mg/kgを5ml/min.の 速度で

注入し,1回 大量投与時の影響を検討 した。投与翌 日に

血液検査,血 液生化学分析を行なったの ち,ペ ン トバル

ビタール ・ナ トリウム(0.4ml/kg)麻 酔下で放血 ・屠

殺し,諸 臓器について顕 微鏡的に観察 した。

4-2.亜 急性毒性試験

(1)投 与量,投 与方法 および投与 期間

投与量:上 記の ごとく.6059-Sの500,1,000ま た

は5,000mg/kgを 投与 したpilot studyの 結果 におい

て,500お よび1,000mg/kgに おいては特記すべ き変

化が認められなか った。 しか し,5,000mg/kgに おいて

は,動 物はこの大量の1回 投与に耐 えたが,投 与によ

り断続的な咽吐が観察された ことか ら,5,000mg/kgは

30日 間連続投与の 亜急性 毒性試験にはover doseで

あると判断した。他方,イ ヌでの亜急性毒性試験におけ

る最大無作用量 は400mg/kgで あるとの報告3)と 考え

合せて,本 試験での最大投与量を500mg/kgと 設定し

た。また,6059-Sの 予想 される臨床での通常1日 使用

量(体 重当 り20～40mg/kg/日)を 考慮 して,さ らに

300mg/kgお よび100mg/mgの2用 量を設定 した。

投与方法と投与期間:6059-Sは,1日1回 定刻に伏

在静脈内に5ml/min.の 注入速度で連続30日 間投与

し,対 照群には,6059-Sの300mg/kgの 容量 と同量

の生理食塩液を1。2ml/kgの 割合で静脈内注入 した。

(2)採 血

検査用の血液は,す べて検体投与反対側の伏在静脈か

ら採血 した。血液学的検査用にはEDTA処 理,血 液生

化学的検査用にはヘパ リン処 理採血管を使用 した。

(3)観 察項目

1)一 般状態,摂 餌量および摂水量

検体投与の2週 間前か ら実験終了時に わたって毎 日

測定 した。

2)体 重

体重は1週 間間隔で,投 与前3回,投 与中4回 に

わたって測定 し,さ らに,最 終投与翌 日の解剖時にも測

定を行ない,比 体 重臓器重量算 出時の値 とした。

3)血 液検査

赤血球数,ヘ モグロビン量,ヘ マ トク リッ ト値,白 血

球数,白 血球分類,血 小板数,網 状赤血球数,好 酸球

数,全 血凝固時間,プ ロ トロンビン時間,骨 髄有核細胞

数および骨髄M/E比 について検査 した。 これ らの検査

は,投 与前な らびに投与後7,16,28日 目に実施 した

が,血 液凝固時間に ついては 投与前 と投与後16日 目

に.骨 髄有核細胞数と骨髄細胞のM/E比 については解

剖時にそれぞれ測定 した.

4)血 液生化学的検査

投与削ならびに投与後9,18,30日 目に,血 漿中の

GOT,GPT,LDH,ALP,総 ビリル ビン,ク レアチニ ン.

尿素窒素,グ ル コース,総 コ レステロール,ア ルブ ミ

ン,総 蛋白,燐 脂質,ト リグ リセ ライ ド,蛋 白分画,ハ

プ トグロビンおよび電解質(Na,Cl,K,Ca,Mg)の 各

項 目について測定 した。

5)尿 検査

投与前ならびに投与後4,15,24日 目に,16時 間尿

(夕5:00～ 朝9:00)を 集め,尿 量,浸 透圧,蛋 白,ケ

トン体,ビ リル ピン,潜 血,ウ ロビリノーゲ ン,pHお

よび沈渣の各項 目について検査 した。

6)BSPお よびPSP試 験

BSP試 験およびPSP試 験を,投 与前な らびに投与後

19日 目(BSP)ま たは23日 目(PSP)に 実施 した。

BSPは10mg/kg,PSPは2mg/kgを それぞれ静脈

内に投与した。

7)血 中濃度

投与初回な らびに投与12,26日 目のそれぞれの時点

で,検 体投与1,3お よび24時 間後 に採血 して,6059-

Sの 血漿中濃度を測定した。測定は,E.coli 7437を 試

験菌 とするband culture assay methodで 行なった。

8)心 電図

投与前および投与29ま たは30日 目に心電図を検査

した。検査時,サ ルをモ ンキーチェアーに固定 し,多 極

四肢誘導波形(I,II,III)を,心 電図用テ レメ-タ ー

(RZ-5,ZB-141G,日 本光電)と ハ ンディーモニター

(VC-21 A,日 本光電)を 介して記録した。

9)臓 器重量 および病理組織学 的検査

最終投与の翌 日にペ ン トバル ビタール ・ナ トリウム麻

酔下で放血 ・屠殺 し,脳,心,肺,腎,肝,脾,膵,

顎下 腺,膀 胱,下 垂体,副 腎,甲 状腺,胸 腺,睾 丸 前

立腺,卵 巣 および 子宮の 各臓器について重量 を測定 し

た。

これ らの臓器に加 えて,食 道,胃,空 腸,回 腸,盲

腸,結 腸,直 腸,尿 道,副 甲状腺,精 のう,坐 骨神経,

大動脈,腸 間膜 リンパ節,精 管,骨 および骨髄(肋 骨,

胸骨),眼,胆 の う,耳 下腺,輸 尿管,腔,皮 膚,乳 腺

な らびに注射局所の各組織を10%緩 衝 ホルマ リン液で

固定 し(眼 はグルタールアルデ ヒド固定),パ ラ フィン

包埋,H-E染 色,必 要 な場合には,PAS染 色,Oil-red

O染 色,KLOVER-BARRERA染 色を施 した後,光 学顕微

鏡下で病 理組織学的に観察 した。
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Table 1 Clinical findings of monkeys in pilot study of 6059-S

a:Plasma concentration at 15 minutes after iv injection of BSP or PSP

Table 2 Histopathological fuickings of monkeys in pilot study of 6059-S

III.実 験 結 果

1.Pilot study

(1)実 験A

初回投与翌 日より2頭 ともに軽度な 軟便が 観察 され

たが,最 終投与6日 目には 回復 した。 体重,血 液所見

および血液生化学分析のいずれにおいても特記すべき変

化は認あ られなか った(Table 1)。

(2)実 験B

いずれの注入速度において も一般症状の変化は認あ ら

れなか った。 軽度な 軟便 ないし下痢が,投 与期間中お

よび最終投与後3日 間に わた って 観察 された。血液検

査 では,赤 血球数が 雌で,白 血球数が 雄でそれぞれ

減少を 示 したが,正 常範囲内の 変化であった。 血液生

化学分析では,雄 で軽度のグルコース減少とLDH活 性

低下が認め られた(Table 1)以 外には,体 重 ならび

にその他の検査項 目に特記すべ き変化は認められなかっ

た。

(3)実 験C

2頭 ともに5,000mg/kgの 大量投与に耐えた。 しか



VOL.28 S-7 CHEMOTHERAPY 1075

し,検 体を静脈内に注入中に投与量が約2,500mg/kg

に達したときに,断 続的な嘔吐が雌1頭 にみ られたが,

注射完了とともにおさま った。 さらに,2頭 ともに投与

後鎮静状態を示 したが,約30分 後には正常化 した。ま

た,投与翌 日に2頭 ともに 軽度の 貧血がみ られたが,

体重および 血液生化学分析には 著変は み られなかった

(Table 1)。

2頭 での病理組織学的検査では,雄 にのみ肝実質細胞

の軽度な水腫性 腫脹が観察され,腎 では近位 尿細管上皮

の軽度な腫脹が空胞を ともなってみ られたが,そ の他の

臓器については異常は認め られず,ま た,雌 にはなん ら

の異常も認め られなか った(Table 2)。

2.亜 急性毒性試験

(1)一 般状態

実験開始 当初か ら,投 薬群 では軟便ないし下痢が継続

して観察されたが,投 与回数の増加にともな っての症状

の増強はみられなか った。100mg/kg群 では,21日 目以

降に連 日下痢がみ られた1頭(No.3)を 除いて,他 の

3頭 では14日 目以後には正常便 となった。300mg/kg

群の1頭(No.7)に おいて,全 投与期間中に3回,

それぞれ投与直後に嘔 吐がみ られた。

上記の他 には,異 常は認あ られなかった。

Fig.1 Mean food consumption in monkeys
administered 6059-S iv for one month

Fig.2 Mean body weight changes in monkeys

administered 6059-S iv for one month

(2)摂 餌量および摂水量(Fig,1)

100mg/kg群 の1頭(No.3)に おいて,投 与3週

国以後に軽度の摂餌畳減少がみ られたが,そ の他の投与

例には異常はみ られなかった。

(3)体 重(Fig.2)

100mg/kg群 の1頭(No.3)で 下痢 と摂餌畳の減

少 した時期に一致 して体重減少がみ られたが,そ の他の

例では変化はみ られなか った。

(4)血 液検査(Table 3)

500mg/kg群 の1頭(No.9)の 椴終検査成績で赤

血球数とヘマ トク リッ ト値の軽度な低下がみ られ,100

mg/kg群 の2頭(No.3,4)お よび300mg/kg群 の

1頭(No.7)で,軽 度 な白血球数の増加がみ られた。

これ らの うち,No.3を 除 く他の例での増加 は一過性で

あった。No.3の 軽度な白血球増加は,主 として好中球

の増加によるもので,解 剖時の骨髄検査では顆粒球造成

が充進してM/E比 の上昇がみ られた。上記以外では血

液検査には異常は認められなか った。

(5)血 液生化学的検査(Table 4)

100mg/kg群 の1頭(No.3)の 最終検査成績で,

グルコース,燐 脂質 および トリグ リセ ライ ドの 高値。

500mg/kg群 の1頭(No.10)に コレステ ロールと燐

脂質の 一過性の 高値が み られた。 なお,尿 素窒素の低

値,GOTお よびALP活 性の低値を示す例が散見 され

たが,一 貫性のある変化ではな く,ま た,用 量作用関係

も見い出されないところか ら,投 与検体による変化とは

考え られなかった。

(6)尿 検査(Table 5)

蛋白およびケ トン体 の陽性反応が対 照群を も含めて過

半数にみられたが,No.3以 外は投与前の検査成績で も

陽性反応がみ られていた ものであった。なお,潜 血の強

陽性反応が散見された例があるが,こ れは性周期に関連

した性器か らの出血によるものであった。

(7)BSP,PSP試 験(Table 6)

BSP,PSP試 験では,対 照群に比 較して投薬群での血

中か らの消失が早 く,排 泄促 進が うかがわれた。

(8)血 中濃度(Table 7)

いずれの投与群において も,初 回投与時の血中濃度 と

12日 目または26日 目の血中濃度 との間には 有意な 差

はみ られず,連 続投与による血 中濃度 の蓄積性 は認め ら

れなか った。

(9)心 電図(Tabel 8)

洞調律 に異常をきたすよ うな心拍数や,興 奮伝導系に

対する投与検体の影 響はまった く認め られなかった。心

電 図 波 形 の うち,T波 に 減高傾向が 散見されたが,

QRS,STに は変化がない ことか ら,投 与検体の心への
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Table 3 Hematological findings of monkeys administered 6059-S iv for one month
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Table 4 Plasma analysis of monkeys administered 6059-S iv for one month

影響はほとんどない ものと考え られた。

(10)臓 器重量(Table 9)

投薬群に おいて,腎 と副 腎重量の 軽度な 増加がみ ら

れ,そ の他には,脾,膀 胱,甲 状腺等の重量 の変動が散

見 され た。、

(11)病 理組 織 学 的所 見(Table 10)

検 体 投薬 例 の4例(100mg/kg-No.3;300mg/kg-

No.6,7;500mg/kg-No.11)の 腎 に お いて,肉 眼 的
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には腎皮質が蒼 白で,組 織学的に近位尿細管上皮の軽度

肥大が観察された(Photo.1,2)。 これ らのうち,No.6,

7お よび11に おいては,肝 小葉周辺部の肝細胞に軽度

な腫脹が み られた。No.3で は,肝 細 胞 の グ リコ-

ゲ ン減 少 と軽度 萎 縮(Photo.3,4)お よ び 胸腺 の萎 縮

が み られ た 。100mg/kg群 の2頭(No.3,5)お

よ び300mg/kg群 の1頭(No.7)で 副 腎の 束 状 層が

軽 度 に 肥 厚 して い た(Photo.5,6)。 上記 の 所 見以 外
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Table 5 Urinary findings of monkeys administered 6059-S iv for one month



VOL.28 S-7 CHEMOTHERAPY 1084



1082 CHEMOTHERAPY NOV.1980

Table 6 BSP.and PSP tests in monkeys administered.
6059-S iv for one month

Plasma concentration(ƒÊmol/100ml)15 minutes after iv

injection of BSP or PSP

Table 7 Plasma levels of 6059-S in monkeys administered 6059-S iv for one month

には,そ の他の諸臓器において検体投与に起因した と考

え られ る病 理組織学 的変化は認め られなかった。なお,

対照群を も含めた 全群で 腸結節虫(Esophagostomum

spp.)あ るいは 肺ダニの 感染例が 散見されたが,そ れ

らの例での病理組織学的所見では,虫 体を取 り囲んで好

酸球を主 とす る炎症性細胞浸潤および異物巨細胞の出現

が観察 された。

IV.考 察

Oxacephem系 注射用抗生物質6059-Sの 毒性試験と

しては,マ ウスおよびラ ットでの急性 毒性試験1),ラ ッ

ト2)およびイヌ3)で の亜急性 毒性試験な らびに ラッ トで

の 慢性 毒性試験4)が 報告 されてお り,こ れら 動物での

6059-Sの 毒性 は 軽微で,同 時に 対照 として 比較した

Cefazolinよ りもその毒性 は弱いとされている。

また,ウ サギを対象 とした腎毒性試験5)に おいても,

6059-Sの 腎毒性は極 めて弱 く,Cephalosporin系 抗生

物質の うちで 腎毒性が 最 も弱いとされて いるCephalo-

thinと ほぼ同程度で あると報告されている。

今回,我 々は6059-Sの 亜急性 毒性試験を赤毛ザルを
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Table 8 Electrocardiographs of monkeys administered  6059-S iv for one month

Determined a 18 or 17 days before and b 24 or 25 days after the drug administration

↑; Positive,↓:Negative,←:Flat

対象と して 実施 したが,実 験 動 物 としてのサルは.

Cephalosporin系 抗生物質による腎障害 に対 しては感受

性の高い種属であるとされてお り6》,事 実,Cephalori-

dine 7)やCephradine 8)の 毒性試験において も,イ ヌで

は腎障害が認め られていないに もかかわ らず,サ ルでは

認められるとの報告がある。

6059-Sの 亜急性毒性試験の 実施 に先立って,500お

よび1,000mg/kgの 各4日 間投与,な らびに5,000

mg/kgの1回 投与 によるpilot studyを 行ない,亜

急性毒性試験での 投与量および投与方法の 設定 のため

の目安とした。

その結果,5.000mg/kgの1回 投与例で断続的な嘔

吐が観察 されたこと,な らびにイヌでの 亜急性毒性試

験3}で の最大無作用量が400mg/kgで あ ることを考慮

して,赤 毛ザルでの亜急性毒性試験 の 投与量 としては

100,300お よび500mg/kgの3用 量を設定 した。

30日 間の投与期間中の一般状態の変化としては,軽

度な軟便あるいは下痢が投与量の大小 と無関係に観察 さ

れたが,こ れはサルに抗生物質を投与 した ときに通常観

察される変化 として知 られて おり9-11),わずかなが ら 胆

汁中に排泄された6059-Sが 腸内細菌叢に変化をもた ら

した結果によるものと考え られる。

その他の変化としては.100mg/kg群 の1頭(No.

3)に,下 痢の他に,摂 餌量 と体 重の減少,血 液 生化学

検査での グルコース,燐 脂質,ト リグ リセライ ドの 高

値,組 織学的検査での肝細胞 と胸腺の軽度萎縮等の多彩

な変化が観察された。種々の検査結果か ら判 断す ると,

この例のみに 実験後半に 持続的な 下痢 と体重低下 があ

り,こ れ らの変化が6059-Sの 投与 によって招来 したも

のでな く,む しろ特異的に感受性が高い個体側の要因が

強 く現れたためによるものと考え られる。なお,て の例

以外にも,い くつかの変化が観察 されたが,い ずれ も軽

度,か つ一過性であ り,明 らかな用量作用関係が認め ら

れないことか ら,6059-Sの 投与に起因す る変化 とは考

え難いと判断 された。

病理組織学的所見では。腎につ いて100mg/kg群 の

1頭,300mg/kg群 の2頭 および500mg/kgの1頭

に近位尿細管上皮 の軽度 な肥大が観察 されたが,明 らか

な用量作用関係は認め られなか った。その他の臓器につ

いて も,各 個体に軽度の変化が散発的に観察 されたが,

いずれ も用量作用関係 もな く,本 薬に起因する変化 とは

考え られなか った。従 って,こ れ らの結果か ら,本 実験

における6059-Sの 最大無作用量は500mg/kg/日 であ

ると結論 した。
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Photo. I Renal cortex from a male control monkey No.1, 

showing no pathological changes. H-E, •~ 200.

Photo. 2 Renal cortex from a female monkey No.11 treated 

with 500 mg/kg/day of 6059-S iv for 30 days, show-

ing slight hypertrophy of the proximal tubule 

epithelium. H-E. •~ 200.

Photo. 3 Liver from a control male monkey No.1, showing 

PAS-positive granules in the centrolobular hepa-

tocytes. PAS, •~ 100.
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Photo. 4 Liver from a male monkey treated with 100 mg/kg 
/day of 6059-S iv for 30 days, showing decrease of 
PAS positive granules in the hepatocytes. PAS,
×100.

Photo. 5 Adrenal from a male control monkey No.1, show-

ing no pathological changes. H-E. •~ 40.

Photo. 6 Adrenal from a male monkey No.7 receiving 300 

mg/kg/day of 6059-S iv for 30 days, showing slight 

thickening of the zona fasciculata. H-E, •~ 40.
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Table 10 Histological findings in monkeys ail eLl 6059-4.; iv for one month

Arbitrary unit: - Negative, +; Slight changes
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SUBACUTE TOXICITY OF 6059-S IN RHESUS MONKEYS

YOSHIHIRO MURAOKA,ISAO YAHARA,TOSHIO YOSHIZAKI and YOSHIO HARADA

Shionogi Research Laboratory,Shionogi & Co.,Ltd.

Pilot study of 6059-S in rhesus monkeys did not reveal toxic effects at doses of 500 and 1,000

mg/kg for 4 days.In subacute study,6059-S was administered intravenously via the saphenous

vein to groups of 3 rhesus monkeys per dose level(mixed males and females)at 100,300 and 500

mg/kg/day for 30 consecutive days(up to 25 times the estimated human daily clinical dose).All

monkeys survived the study and a small number of toxic effects was observed.These included

diarrhea and increased liver weight at 300 and 500 mg/kg,but no serum enzyme or histologic

evidence of liver damage.Other transient effects were observed,but overall 6059-S showed a low

profile of toxicity on repeated injection to monkeys at dose levels greatly in excess of proposed

human doses.


