
VOL.29 S-4 CHEMOTHERAPY 785

AM-715の 毒性学的研究 第2報

― イヌにおける亜急性毒性試験―
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新しい合成抗菌剤であるAM-715を イヌに5週 間,50,100,お よび200mg/kg/day経 口投与した

時の亜急性毒性について検討 し,次 の結果を得た。

ヒトの推定常用量(12mg/kg/day)の16.7倍 量 に相当する200mg/kg/dayを5週 間経口的に投与し

ても,死 亡,中 毒症状は認められなかった。雌の200mg/kg群 で軽度の体重減少がみられたが,そ の

他は対照群と差がなかった。

血液学的検査あるいは血液生化学的検査では,い ずれの用量においてもAM-715に よる影響は認め

られなかった。

尿検査でもAM-715に よる異常値は認められなかった。 主要臓器の重量は薬物投与各群に多少の

変動は認められたが,用 量依存性はなかった。

病理組織学的検索でもAM-715投 与によると思われる明らかな変化は認められなかった。

以上の結果から,AM-715は イヌにおいても極めて低毒性であることが明らかになった。

AM-715の 安全性を確認するために行なったイヌによ

る亜急性毒性試験成績について報告する。本報では次の

略号を用いた。

ALB: Albumin, A/G: Albumin/Globulin ratio. ALP:

Alkaline phosphatase. ATPase: Adenosinetriphospha-

tase. BIL: Bilirubin. ƒÀ-G1-ase: ƒÀ-Glucuronidase. BUN:

Blood urea nitrogen. ChE: Choline esterase. CRNN:

Creatinine. G-6-Pase: Glucose-6-phosphatase. Glu:

Glucose, GOT: Glutamicoxaloacetic transaminase.

GPT: Glutamic pyruvic transaminase. FFA: Free

fatty acid. Hb: Hemoglobin, Ht: Hematocrit. Ket:

Ketone body. LDH: Lactic dehydrogenase. O-bl:

Occult blood. T-CHO: Total cholesterol. TG: Trigly-

ceride. TP: Total protein
, Uro: Urobilinogen.

I.　実験材料および方法

1.実 験動物

約1ケ 月予備飼育,検 疫 した雌(生 後11ケ 月令,7.4～

11.4kg),雄(生 後3年6ケ 月～4年2ケ 月令,10.2～

13.1kg)ビーグル犬を実験に供 した。

予備飼育および試験期間中,動 物は室温23±2℃ の

環境条件で1～3頭 ずつ個別ケースに入れ飼育 した。 飼

料はイヌ用固型飼料(DB,オ リエンタル酵母)400g/day

を2分 して,そ れぞれ午前,午 後に1回 ずつ与え,水

(水道水)は 自由に摂取させた。

2.投 与量および投与方法

投与量の設定は先ず,ヒ トの推定1回 常用量4mg/kg

の25倍 に相当する100mg/kgを1日2回,1日 量 では

16.7倍 に当る200mg/kgを 高用量 とし,以 下等比的に

中間用量を100mg/kg,低 用量を50mg/kgと した。 上

記の各群に対照群を加え,4群 で実施し,そ れぞれ雌雄

各3頭 を用いた。AM-715は ゼラチンカプセルに充填し

たものを用い,上 記投与量を2分 して,そ れぞれ午前,

午後に1回 ずつ5週 間,日 曜日を除く毎日強制経口投与

した。対照群は無処置 とした。

3.一 般症状および体重

一般症状の観察,体 重測定および摂飼量の観察を毎日

薬物投与前に行なった。

4.血 液学的検査

投与5週 間目に後耳介静脈(雌 は榛側皮静脈)よ り採

血し,白血球数および赤血球数を計算板法(雌 は自動血球

計数器)に より計測 し,シ アンメ トヘモグロビン法でHb

量 を測定 し,白 血球の種別分類は血液塗沫標本をMAY-

GIEMSA染 色 して計測した。また,頸 動脈(雌 は橈側皮静
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脈)よ り採 血してHt値(雄:WINTROBE法,雌:毛 細

管 法)を 測 定 した。

5.血 液 生 化 学 的検 査

投 与 開 始 前,投 与1,2,3,4お よび5週 間 目に橈 側皮

静脈 よ り採 血 しその 血 清 につ い てTP,ALB,A/G,BUN,

CRNN,Glu,T-CHO,TG,BIL,Ca++,GOT,GPT,

ALP,ChEお よびLDHを 自動 分 析 装 置(日 立706D型)

を用 い て 測定 した。 ま た,そ の 他 にNa+お よびK+(炎

光 分 析 法)β-Gl-aseお よびFFA(ITAYA-UI法)を 測 定

した。

6.各 種 臓 器 の酵 素

新 鮮 な 各臓 器 の ホ モ ジネ イ トを調 製 し,10,000×gで

15分 遠心 して 得 た上 清 につ き,以 下 の 測定 を行 な っ た。

肝 に つ い て はSWANSONの 方 法 に 従 ってG-6-Pase,

KIELLEYら の 方 法 に従 って,ATPase,さ らにp-ニ トロ

フ エ ニル グル ク ロナ イ ド法 に 従 って β-Gl-aseを 測 定 し

た。 腎 お よび 心筋 に つ い て は上 記 の 方法 でATPaseを

測 定 し,骨 髄(大 腿 骨)に つ い ては,KIND-KING法 に従

っ てALPを 測定 した。

7.尿 検 査

投 与5週 間 目 に膀 胱 よ り採取 した 尿 につ き,pH(pH

試 験 紙),蛋 白(雄:Exton法,雌:ラ ブ ステ ィックス),

Glu,Ketお よびO-bl(ラ ブ ス テ ィ ック ス試験 紙)BIL

(イ ク トステ ィ ッ クス試 験 紙)Uro(ウ ロ ビ リスティック

ス試 験 紙),お よびNa+,K+(炎 光分 析 法)を 測定 した。

8.病 理 学 的検 索

ペ ン トバ ル ビ ター ル麻 酔 下 で頸 動脈 よ り放血致死せ し

め,脳,下 垂 体,顎 下 腺,甲 状腺(雄),胸 腺,心,肺,

肝,膵,盲 腸(雄),脾,腎,副 腎,精 巣,精 巣上体,前

立 腺,卵 巣,子 宮 に つ き剖 検 す る と ともに湿重量 を測定

した 。 上 記の 臓 器 お よび 眼球(視 神経 を含む),脊 髄,気

管,後 大 動脈,食 道,胃,十 二 指 腸,結 腸,リ ンパ節

Table 1 Hematological findings in male dogs orally treated with AM- 715 for 5 weeks

*:  Administered in two divided doses a): Mean•}SD

Table 2 Hematological findings in female dogs orally treated with AM- 715 for 5 weeks

*:  Administered in two divided doses a): Mean•}SD

Table 3 Differeintial counts of leucocytes in male dogs orally treated with AM- 715 for 5 weeks

*:  Administered in two divided doses a): Mean•}SD
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Table 4 Differential counts of leucocytes in female dogs orally treated with AM- 715 for 5 weeks

*: Administered in two divided doses a): Mean•}SD

Fig. 1 Mean body weight in male dogs orally treated with AM- 715 for 5 weeks

Fig. 2 Mean body weight in female dogs orally treated with AM- 715 for 5 weeks
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(腸間膜),膀 胱,筋 肉(大腿部),骨(肋 骨),軟 骨(肋軟骨)

お よび骨髄(大 腿骨)を10%ホ ルマ リン溶液で固定後,

常法に従ってパラフィン包埋,薄 切し,HE染 色 して鏡

検 した。

電顕検査では肝および腎の組織を採取し,4%グ ル タ

ールアルデヒドおよび1%オ スミウム酸溶液で固定,上

昇アルコール系列で脱水後,エ ポン812に 包埋した。薄

切片は酢酸ウラニルおよびクエン酸鉛の二重染色を施 し

電子顕微鏡(HU-11D型,日 立)で 観察した。

II.　実験結果

1.一 般症状および体重椎移

AM-715に よる中毒様症状は出現せず,対 照群および

薬物投与の各群に死亡例は生じなかった。 また各群の1

週間毎の体重の推移をFig.1～2に 示 した。投与5週 間

目の雌の200mg/kgに 軽度の体重減少 がみ られ た以外

には薬物投与各群とも対照群との間に差は認められず,

摂飼量にも差はなかった。

2.血 液学的検査

検査結果をTable 1～4に 示した。 各群においての測

定値に顕著な差はみられず,薬 物による異常は認められ

なかった。

3.血 液生化学的検査

検査結果をTable 5-1～5-4,6-1～6-4に 示 した。 雄

では投与2週 間目の200mg/kg群 にてGOTが 軽度上昇

したものが1/3例 み られ,投 与前の対照群,投 与2週 間

目の200mg/kg群 にGPTの 上昇したものがそれぞれ2/3

例,1/3例 見 られた。 しかし,い ずれもそれ以後は正常範

囲内に回復した。雌では投与前の50mg/kg群 で,TG,

BIL,GPTが やや上昇 していたが,投 与1週 間目以降は

正常範囲内に回復 した。その他多少の変動を示す測定値

が散見されたが,い ずれも投与前あるいは対照群の変動

範囲内にある軽度のものであった。

4.各 種臓器の酵素

結果をTable 7-1～7-4,8-1～84に 示 した。肝のG-

6-Pase,β-Gl-ase,ATPase,腎 および心筋のATPase,

骨髄のALPは いずれも各群の間に顕著な差は認め られ

なかった。

5.尿 検査

検査結果をTable 9,10に 示 した。 潜血陽性が雄の対

照群に1/3例 み られた。また雌の薬物投与群ではpHが

やや低値であった。 その他にはAM-715投 与による異

常値は認められなかった。

6.肉 眼的観察

剖検所見をTable 11に 要約 した。雌で50mg/kg群 を

除く全群の各1/3例 に子宮の肥大がみられた。その他,

薬物投与各群にいくつかの病変が散見されたが用量依存

性の閥係は認められなかった。

7.臓 器重量

雄の絶対重量,相 対重量をそれぞれTable 12,13に,

雌のそれ らをTable 14,15に 示 した。薬物投与各群に

みられた各臓器の絶対重量あるいは相対重量の変動には

用量依存性の関係はなく,対 照群でも同程度にみられた。

8.病 理組織学的検索

1)光 頭所見

鏡検結果を総括 してTable 16に 示 した。200mg/kg

群 で唾液腺に限局性細胞浸潤(Photo 1)が 雄の2/3例,

雌 の1/3例 に,尿 細管の軽度拡張(Photo 2)が 雌の1/3

例に認められた。また雄の薬物投与各群の1/3～2/3例 に

小腸粘膜剥離(Photo 3)が 認められた。さらに,雄 では

対照群および薬物投与群の各群に肝,腎,リ ンパ節,精

巣および前立腺の極めて軽微な炎症性変化が,ま たほぼ

全例に胸腺および骨髄の脂肪化がみられた。

対照群の1/3例 に亜急性甲状腺炎が認められた。

雌で肉眼的に子宮肥大を示した例のうち,対照群の1/3

例 のみ内膜の増殖像(Photo 4)が み られた。

その他の臓器には異常所見はみられなかった(Photo

5,6)。

2)電 顕所見

肝臓では各投与群のいずれにも薬物投与に起因すると

思われる変化は認められなかった(Photo 7)

腎では雌で光顕的に尿細管拡張を認めた200mg/kg群

の1/3例 に遠位尿細管の内腔拡張 と上皮細胞内の空胞様

構造の出現および膨化像(Photo 8)が み られた以外,他

の異常所見はみられなかった(Photo 9,10)。

考 察

イヌにAM-715を50,100お よび200mg/kg5週 間連

続投与した。亜急性毒性試験においてつぎのことが確め

られた。

1)投 与中死亡例はみられず,特 異的な一般症状も出

現 しなかった。体重の推移では,雌(200mg/kg)で 軽度

の体重減少がみられた以外は対照群と同様な推移を示し

た。

2)血 液学的検査では対照群と薬物投与各群との間に

顕著な差はみられず,AM-715に よる異常は認められな

かった。血液生化学的検査において,GOT,GPT,LDH,

TG,BILな どの上昇が散見されたが,い ずれも短期間

の変化で以後は正常範囲内に回復した。また,肝 の酵素

活性にも特異的な変化が認められなかった ことから,

AM-715は 肝機能や肝組織に影響をおよぼさないことが

示唆された。
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Table 5- 1 Biochemical findings in male dogs orally treated with AM- 715 for 5 weeks

*: Administered in two divided doses a): Mean•}SD
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Table 5- 2 Biochemical findings in male dogs orally treated with AM- 715 for 5 weeks

*:  Administered in two divided doses a): Mean•}SD
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Table 5- 3 Biochemical findings in male dogs orally treated with AM- 715 for 5 weeks

*:  Administered in two divided doses a): Mean•}SD
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Table 5- 4 Biochemical findings in male dogs orally treated with AM- 715 for 5 weeks

*: Administered in two divided doses a): Mean•}SD

β- Gl- ase:  One unit is defined as ƒÊg of p- nitrophenol liberated per 100ml of serum in 60min at 37•Ž
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Table 6- 1 Biochemical findings in female dogs orally treated with AM- 715 for 5 weeks

*: Administered in two divided doses a): Mean•}SD
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Table 6- 2 Biochemical findings in female dogs orally treated with AM- 715 for 5 weeks

*: Administered in two divided doses  a): Mean•}SD
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Table 6- 3 Biochemical findings in female dogs orally treated with AM- 715 for 5 weeks

*: Administered in two divided doses  a): Mean•}SD
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Table 6-4 Biochemical findings in female dogs orally treated with AM- 715 for 5 weeks

*: Administered in two divided doses  a): Mean•}SD

β- Gl- ase:  One unit is defined as pg of p- nitrophenol liberated per 100ml of serum in 60 min at 37•Ž
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Table 7- 1 Enzymatic activity of liver fractionations in male dogs orally

treated with AM- 715 for 5 weeks

ATPaae

G- 6- Pase

β- Gl- ase

*: Administered in two divided doses  a): Mean•}SD

ATPase U:ƒÊmoles Pi/ 10 min at 28•Ž

G- 6- Pase U:ƒÊmoles Pi/ 30 min at 30•Ž

β- G- ase  U: ƒÊg p- nitrophenol/ 60 min at 37•Ž
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Table 7- 2 ATPase activity of heart fractionations in male dogs orally treated
with AM- 715 for 5 weeks

*: Administered in two divided doses  a): Mean•}SD

ATPase U: aumoles Pi/ 10 min at 28•Ž

Table 7- 3 ATPase activity of kidney fractionations in male dogs orally treated
with AM- 715 for 5 weeks

*: Administered in two divided doses  a): Mean•}SD

ATPase U: ƒÊmoles Pi/ 10 min at 28•Ž

Table 7- 4 ALP activity of bone marrow fractionations in male dogs orally
treated with AM- 715 for 5 weeks

*: Administered in two divided doses  a): Mean•}SD

ALP U: mg phenol/ 15 min at 37•Ž
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Table 8- 1 Enzymatic activity of liver fractionations in female dogs orally

treated with AM- 715 for 5 weeks

ATPase

G- 6- Pase

β- Gl- ase

*: Administered in two divided doses  a): Mean•}SD

ATPase U: pmoles Pi/ 10 min at 28•Ž

G- 6- Pase U: umoles Pi/ 30 min at 30•Ž

β- Gl- ase U: ƒÊg p- nitrophenol/ 60 mm at 37•Ž
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Table 8- 2 ATPase activity of heart fractionations in female dogs orally
treated with AM- 715 for 5 weeks

*: Administered in two divided doses  a): Mean•}SD

ATPase U: ;moles Pi/ 10 min 28•Ž

Table 8- 3 ATPase activity of kidney fractionations in female dogs orally
treated with AM- 715 for 5 weeks

*: Administered in two divided doses  a): Mean•}SD

ATPase U: ƒÊmoles Pi/ 10 min at 28•Ž

Table 8- 4 ALP activity of bone marrow fractionations in female dogs orally
treated with AM- 715 for 5 weeks

*: Administered in two divided doses  a): Mean•}SD

ALP U: mg phenol/ 15 min at 37•Ž
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Table 9 Urinary findings in male dogs orally treated with AM- 715 for S weeks

*: Administefed in two divided doses  a): Mean•}SD  b):Numberofdogs

Table 10 Urinary findings in female dogs orally treated with AM- 715 for 5 weeks

*: Administered in two divided doses  a): Mean•}SD  b): Number of dogs
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Table 11 Macroscopic findings in dogs orally treated with AM-715 for S weeks

*: Administered in two divided doses  a): Number of dogs
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Table 12 Absolute organ weights in male dogs orally treated with AM- 715 for 5 weeks

(g)

*: Administered in two divided dose5  a): Mean•}SD
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Table 13 Relative organ weights in male dogs orally treated with AM- 715 for 5 weeks

(g/ kg b. w.)

*: Administered in two divided doses a): Mean•}SD
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Table 14 Absolute organ weights in female dogs orally treated with AM- 715 for 5 weeks

(g)

*: Administered in two divided doses a): Mean t SD
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Table 15 Relative organ weights in female dogs orally treated with for 5 weeks

(g/ kg b, w.)

*: Administered in two divided doses a): Mean•}SD
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Table 16 Microscopic findings in dogs orally treated with AM- 715 for S weeks

*: Administered in two divided doses a): Number of dogs
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Photo. 1 The salivary gland of a

female beagle in 200 mg/kg group

Small focus of round cell infiltra-

tion •~ 66

Photo. 2 The renal cortex of a

female beagle in 200 mg/kg group

Dilatation of renal tubules •~ 66

Photo. 3 The small intestine of a

male beagle in 200 mg/kg group

Desquamation of mucosa •~ 33
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Photo. 4 The uterus of a female

beagle in control group

Hyperplasia of endometrium •~ 66

Photo. 5 The liver of a male beagle

in 200 mg/kg group

Within normal limits •~ 66

Photo. 6 The kidney of a male

beagle in 200 mg/kg group

Within normal limits •~ 66
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Photo. 7 The liver of a female beagle

in 200 mg/kg group

Within normal limits •~ 6,500

Photo. 8 The kidney (tubular epi-

thelial cell) of a female beagle in

200 mg/kg group

Enlargement and vacuolation of

epithelial cell •~ 6,500

Photo. 9 The kidney (glomerulus) of

a female beagle in 200 mg/kg group

Within normal limits •~ 6,500
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Photo. 10 The kidney (proximal

tubule) of a male beagle in 200

mg/kg group

Within normal limits •~ 8,000

3)尿 検査においては,雄 の対照群に潜血反応陽性が

1例みられたが,偶 発的なものであろう。その他には,

AM-715に よる異常値はみられず,腎ATPaseに 対 す

る影響もみられなかった。したがって腎に対する障害な

どもないものと思われた。

4)主 要臓器の重量では,各 群に多少の変動が認めら

れたが,薬 物による用量依存性の関係はなく,雄 ではむ

しろ年令による影響 と思われた。

5)病 理学的検索において,雌 にみられた子宮肥大は

肉眼的にも組織学的にも発情周期による変化と考えられ

た。また雄で胸線,骨 髄の脂肪化が多数認められたが,

これは年令による生理的な変化と思われた。小腸に認め

られた粘膜剰離所見は小腸自体に炎症性変化を伴なわず,

また腸陰窩の深さも正常であるところから薬物の影響と

は考えられなかった。その他各投与群に散見された病理

的異常所見は用量依存性が無 く軽微であることから自然

発生的な病変によるものと考えられた。

以上の結果から,AM-715は イヌにおいても極めて低

毒性であることが認められた。

TOXICOLOGICAL STUDIES OF AM-715

II. SUBACUTE TOXICITY STUDY IN DOGS

TSUTOMU SUGIMOTO, HIROSHI TANASE, JIRO SAITO and SIGERU IMAI

Technical Center of Development, Kyorin Pharmaceutical Co., Ltd.

YUKIO ITO, YASUKAZU SATO, TAKESHI TSUCHIYA
and TSUTOMU IRIKURA

Central Research Laboratories, Kyorin Pharmaceutical Co., Ltd.

Subacute toxicity study of AM-715 was carried out in beagle dogs. AM-715 was orally administered twice a day

at two divided dose levels of 50 , 100 and 200 mg/kg/day for 5 weeks.
No remarkable changes in gross behavior, food consumption and body weight were observed in all dose groups ,

except for a slight loss in body weight in the female group of 200 mg/kg/day . There were no abnormalities with regard
to hematological examination

, serum biochemical analysis and urinalysis. Slight changes in the main organ weights
were observed in each dose groups

, but the changes were not dose-related. No abnormalities were also observedi
n the histopathological examination .

From these results
, it is concluded that AM-715 has little toxic effects on dogs in a short term administration.


