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T-1982の ラット3ヵ 月間皮下投与亜急性毒性試験を,200,500,1,000,2,000mg/kg/dayの

投与群を設定して行ない,以 下の結果を得た。

1)高 用量群では,T-1982注 射中に泣鳴が観察きれ,一 部のラッ トでは投与局所の出血や硬結

が認め られた。また,投 与局所の肉眼的,組 織学的観察では,各 群に,ほ ぼ投与量に比例した皮下

出血,浮 腫,炎 症性細胞浸潤があ り,高 濃度の溶液の連続皮下注射による局所障害が認められた。

2)死 亡例はなく,発 育,摂 餌量,尿 検査,血 液検査結果に も薬剤投与に起因すると思われる異

常が認められなかった。

3)血 清のセルロースアセテー ト膜電気泳動では,陽 極側に易動度の速いアル ブ ミソが,2,000

mg/kg,1,000mg/kg投 与 群に出現していたが,回 復試験ではこの変化が認められなかった。他

の血液化学検査結果には著変がなかった。

4)盲 腸腔の拡大が,各 群の雌雄に投与量に比例して認められたが,拡 張している盲腸粘膜には

組織学的な異常がみ られなかった。回復試験の盲腸には異常がなかった。

5)本 試験におけるT-1982の 最大無作用量は500mg/kgで あ った。

T-1982は 新 し く開 発 され た セ フ ァマ イ シ ン 系 抗 生 物

質 で あ り1),す で にマ ウ ス,ラ ッ ト,イ ヌで の 急 性毒 性

試 験 につ い て の 報 告 は な され て い る2)。今 回 は さ ら にT-

1982の 毒 性 試 験 の 一 環 とし て ラ ヅ トで の3カ 月 間 皮 下 投

与 亜 急 性 毒 性 試 験 を行 な ったの で,そ の結 果 につ い て 報

告 す る。

1.実 験 材 料 お よ び方 法

1)被 験検 体

T-1982は 下 記 の化 学構 造 と化 学 名 を有 す る白 色 の 粉

末 で あ り,水,メ タ ノー ル に 溶 け やす く,エ タ ノ ール に

溶 け に く く,ア セ トン には きわ め て溶 け に くい 。 酢 酸 工

Fig. 1 Chemical structure of T-1982

Sodium 7/3-((2R, 3S)-2-(4-ethyl-2, 3-dioxo-1-

piperazinecarboxamido)-3-hydroxybutanamido) -7a-
methoxy-3-((1-methyl-1H-tetrazol-5-yl)th iomethyl)
-3-cephem-4-carboxylate

チル,エ チルエーテル,ヘ キサソ,ベ ソゼソにはほとん

ど溶けない1)。本試験には当社製造のロットNo.W0121.

W0125, W0726を 使用した。

2)使 用動物 と飼育条件

日本クレア(株)由来のSprague-Dawley系 ラット(JCL-

SD)雌 雄 各75匹 計150匹 を実験に用いた。動物は4週 齢

で購入し,予 備飼育後6週 齢で使用した。飼育条件は室

温22±2℃,湿 度60±10%,6:00～18:00の1日12時

間人工照明に設定した。飼料は日本 クレア(株)の固型飼料

CE-2を 用い,水 は滅菌水道水をそれぞれ自由摂取とし

た。 ラットは耳パソチで個体識別をし,5匹 ずつに分け

て金網ケージに収容した。

3)投 与量,投 与方法および回復期間

投与量決定のための予備実験 として10週 齢ラット6匹

を1群2匹 の3群 に分け,T-1982を それぞれ2,000mg/

kg,4,000mg/kg,6,000mg/kgの 投与量で1週 間背部皮

下に投与 して,一 般症状観察,体 重測定および剖検を行

なった。その結果,一 般症状では4,000mg/kg,6,000

mg/kgの 投与群の投与部位に浮腫や脱毛が観察された-。

それ以外には,一 般症状および体重には著しい変化はみ

られなかった。剖検所見では盲腸腔の拡張が全例にみら

れた。 また,2,000mg/kg投 与群 では投与部位皮下組
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Table 1 Experimental design for subacute toxicity test of T-1982 in rats (s. c., 3 months)

織にわずかな出血斑がみられたに過 ぎなかったが,4,000

mg/kg,6,000mg/kg投 与群では投与部位の著しい出

血,浮 腫と皮下組織の壊死が認められ,3ヵ 月の連続投

与には耐えないと判断された。以上の結果から,本 試験

での最高投与量を2,000mg/kgと 設 定 し,公 比2で

1,000mg/kg,500mg/kg,250mg/kgの 各投与群 を

設定した。検体濃度,投 与容量,動 物の配分はTable 1

に示した。

T-1982は 生理食塩水に用時溶解,炉 過滅菌して使用

した。投与は1日1回,週7回,90日 間連日ラッ ト背部

皮下注射した。また,各 群5匹 のラッ トは90日 間投与終

了後36日間の休薬期間を置いて回復試験を行なった。

4)検 査項目

(1)一 般症状観察:投 与期間中は毎日。回復期間中は

1日おき。

(2)体 重測定:投 与期間中は毎日。回復期間中は1日

おき。

(3)摂 餌量,摂 水量の測定:投 与期間中,回 復期間中

とも週1回 。

(4)尿 検査:投 与期間終了時および回復期間終了時に

剖検を行なうラッ トについて以下の検査を行なった。尿

量(ml/17hrs),pH,蛋 白,糖,ケ トン体,ビ リル ビ

ン,潜血,ウ ロビリノーゲン(マ ルチステックス(R),マ

イルスー三共),Na,K濃 度(炎 光光度計)。

(5)血 液学的検査:投 与期間終了時および回復期間終

了時に剖検を行なうラットについて以下の検査を行なっ

た。RBC,WBC(コ ールターカウンター),ヘ マ トクリ

ット値(毛 細管遠心法),ヘ モグロビン濃度(シ ア ンメ

ト,ヘモグロビン法),白 血球百分率(メ イーギ ムザ染色

法)。

16)血 液化学検査:投 与期間終了時,回 復期間終了時

の各剖検時に頸動脈より採血 して以下の検 査を行 な っ

た。GOT, GPT (Reitman-Frankel法)
,ALP (Kind-

King法), LDH (Babgon -Pillips法) ,コ リ ンエ ステ

ラーゼ(高 橋 ・柴田法),コ レステロール(酵 素法),尿

素窒素(ウ レアーゼーインドフェノール法),ビ リル ビ

ン(Evelyn-Malloy法)以 上8項 目はオリンパスACA

自動分析装置 に よ り測定。総蛋白(屈 折計),A/G(セ

ル ロースアセ テー ト膜電気泳動法),血 糖(o-ト ルイジ

ンーホウ酸法),Na,K濃 度(炎 光光度計)。

(7)剖 検:3ヵ 月 間投与終了時,回 復期間終了時にラ

ットを頸動脈より放血死 させ,解 剖を行ない,諸 臓器お

よび投与部位の肉眼的観察を行なった。心,肺,肝,腎,

脾,脳,胸 腺,副 腎,顎 下腺,精 巣,卵 巣については重

量を測定 し,こ れに下垂体,腸 間膜 リンパ節,骨 髄,胃,

十二指腸,空 腸,回 腸,盲 腸,結 腸を加えた臓器および

各群5匹 の投与部位をホルマリン固定した。

(8)組 織学的検索:上 記のホルマリン固定した諸臓器

と投与部位について,パ ラフィン包埋,薄 切後,ヘ マ ト

キシリン-エ オジン染色を施して組織学的に検索した。

(9)電 子 顕微鏡的観察:3ヵ 月間投与終了時,回 復期

間終了時に各群雄3匹 の肝と腎について,グ ルタールア

ルデヒド前固定,オ ス ミウム酸固定,エ ポン包埋,薄 切

を行なった後,酢 酸ウラニルークエソ酸鉛二重染色 を施

して電子顕微鏡による微細構造の観察を行なった。

5)統 計処理

各群の平均値に基づいてStudentのt検 定 で対照群

との有意差検定を行なった。

II.実 験 結 果

1)一 般症状

投与中の泣鳴,興奮が投与量に比例して観察され,特 に

高投与量群(1,000mg/kg,2,000mg/kg)で この傾向

が著しかった。また,高 投与量群の多 くに投与部位か ら

の出血あるいはその周辺の脱毛が認め られ,2,000mg/

kg投 与 群では投与20日 頃から投与部位にしこりが生じ

ているもの もあった。低投与量群では投与部位には著し

い変化はみられなかった。その他には特に著しい変化は

なかった。
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Fig. 2 Body weight changes in rats treated subcutaneously with

T-1982 for 3 months

Fig. 3 Food intake in rats treated subcutaneously

with T-1982 for 3 months

Fig. 4 Water intake in rats treated subcu-

taneously with T-1982 for 3 months
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Table 4 Biochemical findings in rats treated

Mean•}S. E. 1) Karmen unit 2) King-Armstrong unit 3) Wroblewski unit

Significant difference from control *p<0. 05, **p<0. 01

Table 5 Absolute organ weight in rats treated

Unit: g Mean•}S. E.

Significant difference from control *p<0. 05, **p<0. 01, t ovaries

Table 6 Relative organ weight in rats treated

Unit: % of body weight Mean•}S. E.

Significant difference from control *p<0. 05, **p<0. 01, t ovaries
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subcutaneously with T-1982 for 3 months

subcutaneously with T-1982 for 3 months

subcutaneously with T-1982 for 3 months
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Table 7 Histological examination in rats treated

(): Unilateral change
No significant changes were seen in lung, kidney, brain, thymus, adrenal glands, thyroids, salivary
intestine.

(): Unilateral change
No significant changes were seen in heart, lung, spleen, brain, thymus, adrenal glands, thyroids, salivary
and large intestine.

2)発 育 曲線

発育曲線をFig.2に 示 した。雌の1,000mg/kg投

与 群にのみ軽い体重増加の抑制がみられ,投 与67日 目よ

り対照群との間に有意差が認め られたが,投 与量相関は

なかった。他の投与群には対照群との間の有意差はみら

れなかった。

3)摂 餌量,摂 水量

摂餌量,摂 水量の変化をFig.3とFig.4に 示 した。

摂餌量では,雄 の投与各群に投与量相関が明瞭でない軽

い摂餌量増加傾向がみられた。摂水量では雌雄各群に投

与1週 以降飲水量の増加をみた。

4)尿 検査

結果をTable 2に 示 した。投与各群の雌雄に尿Na濃

度が若干減少している群が散見された以外には特に著し

い変化はみられなかった。

5)血 液学的検査

結果をTable 3に 示 した。赤血球数,ヘ マ トクリッ

ト値,ヘ モ グ ロビ ン濃 度 の軽 い 減 少 傾 向 が 雄 の500,

1,000,2,000m9/kg投 与 群 と雌 の1,000,2,000毎9/

kg投 与群に認められたが,そ れらの検査値はラットの

生理的範囲を逸脱するものではなかった。また,各 投与

群の雌雄に投与量相関の明 らかでない白血球数の減少が

みられた。それ らの群の白血球分画では,雄 にのみ軽い

リンパ球比の減少と好中球比の相対的増加があった。し

かし,い ずれの所見もラット生理的範囲内での変動であ

った。

6)血 液化学検査

結果をTable 4に 示 した。雄 の検 体投与群には,
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subcutaneously with T-1982 for 3 months

glands, pancreas, hypophysis, mesenteric lymph nodes, bone marrow, stomach, small intestine and large

glands, pancreas, ovaries, hypophysis, mesenteric lymph nodes, bone marrow, stomach, small intestine

ALPの 減少,コ レステロールの増加,尿 素窒素の減少,

蛋白の減少に有意差がみられ,ま た,雌 の検体投与群で

はGOT,GPTの 増加,蛋 白の減少を示す有意差がみら

れた。しかし,い ずれの変化も生理的範囲内の変動にと

どまっており,特 に著しい変化ではなかった。血清蛋白

のセルロースアセテー ト膜による電気泳動では
,ア ルブ

ミソが陽極側に流れる現象が
,1,000,2,000mg/kg投

与群に認められた。

7)臓 器重量と臓器重量体重比

臓器重量および臓器重量体重比 を それ ぞれTable5

とTable 6に 示 した。高用量群の雄にのみ肝重量体重

比減少を示す有意差が
,雌 にのみ腎重量増加を示す有意

差がみられたが,い ずれも軽度の変化であった。他の諸

臓器には著変がなかった
。

8)剖 検所見

3カ 月間投与終了時の剖検においては,検 体投与群の

全例に盲腸腔の拡張がほぼ投与量に比例してみられ,ま

た投与部位背部皮下には投与量に比例した出血や浮腫が

認め られた。その他には検体投与に起因すると思われる

ような肉眼的変化はみ られなかった。しかし,偶 発所見

として2,000mg/kg投 与群雌の1例 に片側性の水腎症

がみ られた。

9)組 織学的検査

結果をTable 7に 示 した。各群雌雄各5匹 について

の投与部位皮下組織の検索では,対 照群に異常は認めら

れなかったが(Photo.1),T-1982投 与群では,ほ ぼ投

与量に比例した皮下結合織の出血,浮 腫および炎症性細

胞浸潤が認められた(Photo.2)。 肝 では,T-1982投 与
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Photo. 1 Subcutaneous tissue of in-

jection site from a male

control rat(No.6). No signi-

ficant changes. •~110 H . E.

staining.

Photo. 2 Subcutaneous tissue of in-

jection site from a male rat

given T-1982 at 2,000mg/

kg/day for 3 months (No.

46). Hemorrhage and exu-

dative inflammation are ob-

served. •~110 H. E. staining.

Photo. 3 Liver from a female rat

given T-1982 at 2,000 mg/

kg/day for 3 months (No.

100). No significant chan-

ges. •~110 H. E. staining.
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Photo. 4 Liver from a female rat

given T-1982 at 2, 000mg/

kg/day for 3 months (No.

95). Localized cell infiltra-

tion is recognized in the

parenchyma. •~ 110 H. E.

staining.

Photo. 5 Kidney from a male rat

given T-1982 at 2, 000 mg/
kg/day for 3 months (No.
41). No significant changes.
×440H. E. staining.

Photo. 6 Heart from a male rat

given T-1982 at 2, 000 mg/
kg/day for 3 months (No.
45). No significant changes.
×110H. E. staining.
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Photo. 7 Heart from a male rat

given T-1982 at 2, 000 mg/

kg/day for 3 months (No
.

43). Localized cell infiltra-

tion is seen in the ventri-

cular wall. •~ 110 H. E. stai-

ning.

Photo. 8 Spleen from a female rat

given T-1982 at 2, 000 mg/
kg/day for 3 months (No.
94). No significant changes.
×110H. E. staining.

Photo. 9 Bone marrow from a male

rat given T-1982 at 2, 000

mg/kg/day for 3 months

(No.42). No significant ch-

anges. •~ 440 H. E. staining.
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Photo. 10 Testis from a male rat given T-1982 at 2, 000 mg/kg/day

for 3 months (No.41). No significant changes. •~ 110 H.

E. staining.

Photo. 11 Electronmicrograph of hepatic cell from a male rat given T-1982 at

2, 000mg/kg/day for 3 months (No.43). No significant changes. •~ 7, 200

Double staining with uranyl acetate and lead citrate.
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Photo. 12 Electronmicrograph of proximal (right) and distal (left) renal tubular

epithelial cells from a male rat given T-1982 at 2, 000 mg/kg/day for 3

months (No.41). No significant changes. •~ 7, 200 Double staining with

uranyl acetate and lead citrate.

群の雄40例 中2例,雌40例 中1例 の肝実質に限局性の軽

度の細胞浸潤(巣 状壊死)を 認めたが,び 慢性出現でな

く,非 特異的反応であり0薬 剤投与 とは無関係に出現し

ていた(Photo.3,4)。 腎で も投与量に関係なく近位尿

細管上皮の硝子滴変性,皮 質尿細管腔のカルシウム沈着

および尿細管腔拡張がおのおの1例 にみられたに過 ぎな

かった(Photo.5)。 また,軽 し限局性心 筋炎 の所見が

雄40例 中4例 に投与量とは無関係に認められた(Photo.

6,7)。 他 には,250mg/kg投 与群雄の1例 に比較的高

度な脾のうっ血をみた以外特記すべ き所 見がなかった

(Photo.8)。 肉眼的に拡張をみた盲腸には組織学的異常

を認めなかった。また,水 腎症を呈していた1例 の腎に

は腎盂の拡張がみられた。骨髄(Photo.9),精 巣(Photo.

10)に は異常がなかった。

10) 肝 と腎の電子顕微鏡的観察

3ヵ 月間投与終了後の各群雄3匹 について行なった肝

と腎の電子顕微鏡的観察の結果,い ずれの投与群におい

て も,T-1982投 与 に起因すると思われる微細構造の変

化は認められなかった(Photo-11,12)。

11) 回復試験

3ヵ 月間投与後の1ヵ 月間回復期間終了時の尿検査,

血 液検査,血 液化学検査の結果 をお のおのTable8,

Tab)e9,Tab)e10に 示 した。また,剖 検時の臓器重

量,臓 器重量体重比をおのおのTable11,Table12に

示 した。尿検査では,散 発的な廾～卅の蛋白陽性反応が

みられたが,こ れはラットでは生理的範囲内の変動とし

て散見されるものである。血液検査,血 液化学検査には

著変はなかった。臓器重量,臓 器重量体重比にも特に著

しい変化はなかった。組織学的検索の結果をTable13

に示 した。投与部位皮下組織の障害はほぼ 回復してい

た。 しかし250mg/kg投 与 群雄の1例 にのみ比較的高

度の炎症性細胞浸潤がみ られた。また,2,000mg/kg投

与 群雄3例 と雌2例 で軽度の投与局所皮下組織のヘモジ

デリン沈着がみ られた。T-1982投 与群雄に偶発所見と

思われる精子形成能の減退が1例 認められた。各群雄3

匹 についての肝と腎の電子顕微鏡的観察においては微細

構造の著しい変化は認められなかった。

III. 総 括 と 考 察

T-1982の ラット皮下3カ 月間投与亜急性毒性試験を

250,500,1,000,2,000mg/kg投 与 群を設定して行な

った。

薬剤注射時に泣鳴,興 奮が投与量に比例 して観察さ
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Table 10 Biochemical findings in rats after 36 days recovery period

Mean•}S. E. 1) Karmen unit 2) King-Armstrong unit 3) Wroblewski unit

Significant difference from control *p<0. 05

Table 11 Absolute organ weight in rats after 36 days recovery period

Unit: g Mean +S. E.
Significant difference from control *p<0. 05, "p<0. 01, t ovaries

Table 12 Relative organ weight in rats after 36 days recovery period

Unit: % of body weight Mean •} S. E.

Significant difference from control *p<0. 05, **p<0. 01, t ovaries
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following 3 months subcutaneous administration of T-1982

following 3 months subcutaneous administration of T-1982

following 3 months subcutaneous administration of T-1982
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れ,投与20日を過ぎる頃か ら高用量群の数例で投与局所

の皮下に硬結がみられるようになった。3ヵ 月投与後の

投与局所には皮下結合織の出血・浮腫がみられ,組 織学

的にもこれらの所見に加えて滲出性炎の所見が投与量に

比例して観察された。これらの変化は高濃度の浸透圧の

高い溶液を皮下に連続的に注射したために生じた変化で

あったが,こ の局所障害は発育に影響を与えていなかっ

た。また,投 与局所の変化は回復試験ではほとんど回復

していた。各投与群の雌雄に軽い飲水量の増加傾向が現

われていた。しかし,尿 検査では尿量の増加が み られ

ず,尿検査結果にも特記すべき異常がなかった。 この飲

水量増加があるにもかかわらず尿量に変化がない理由と

しては,薬 剤の注射後約6時 間を経過 してから採尿を開

始しているため,採 尿開始までの尿量が反映 されていな

いためと思われるが明確 では ない。また,T-1982の

2,000mg/kgを3カ 月にわたって皮下投与 した に もか

かわらず血清中尿素窒素に変化がなく,腎 の組織学的検

査結果や電子顕微鏡による観察結果に腎障害作用を疑わ

せるような異常がないことからみて,腎 障害とは無関係

に現われた飲水量の増加と考え られる。

血液検査では赤血球数,白 血球数,ヘ マ トクリット値,

ヘモグロピン濃度が統計的に若干の減少傾向を示したが

生理的範囲内での変動と思われる程度の ものであり,ま

た,それらの動物の骨髄や リンパ球産生臓器には組織学

的な異常を認めなかった.投 与局所の炎症に反応した白

血球数の増加は明瞭ではなかった。回復試験の血液検査

結果には異常がみられなかった。

血清蛋白のセルロースアセテー ト膜電気泳動では,ア

ルブミンが陽極側に流れる現象が1,000,2,000mg/kg

投与群に認められたが,こ の現象は1カ 月間の休薬期間

の後には消失していた。臨床的にもペニシリン系,セ プ

アロスポリン系薬剤の投与により,こ うした現象が現わ

れ,薬剤投与を中止すると消失することが知 られて い

る8～5)。その原因として は,薬 剤により,血 清蛋白が修

飾され,陰 性荷電が増加するためと考えられている。

剖検時の特徴的所見として,盲 腸腔の拡張が各投与群

雄にほぼ投与量に比例して観察 された。しかし,拡 張し

た盲腸粘膜には組織学的な異常を認めなかった
。 この変

化は抗生物質の投与において一般的にみられる もので,

腸内細菌叢の変動にもとづ く二次的な変化であると考え

られている6～9)。盲腸腔拡張は回復試験 で は認められな

かった。

他にも血液化学検査結果や臓器重量に統計的有意差を

認めるものがあったが,い ずれ もその程度は軽 く,そ の

臨床的意義,投 与量相関の有無
,組 織学的異常を伴わな

いことなどからみて特に取 り上げる必要がないと判断さ

れる程度のものであった。

一般にセファロスポ リン系抗生物質は
,程 度の差 こそ

あるが腎毒性を有することが臨床的に も動物実験におい

て も報告 されてお り1048),こ の種の薬剤 の開発 に際し

ては注意を要すると考えられている。しかし,今 回行な

った試験からはT-1982の 腎毒性を示すような結果は得

られなかった。 この点については,さ らに検討する必要

がある ものと思われる。

以上の結果か ら,本 実験におけるT-1982の 最大無作

用量は投与局所の障害が対照群とほぼ同程度であり,他

にT-1982投 与 に起因する異常のない量である500mg/

kgと 推定した。

本実験の遂行にあた り,組 織標本の診断とこ校閲を賜

わった金沢大学医学部病理学第2講 座,太 田五六教授に

深甚なる感謝の意を表します。
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TOXICITY TESTS OF T-1982 (II)

Subacute toxicity test in rats

with subcutaneous injection for 3 months

SHINICHI IWASAKI, TETSUO SHIBATA, SIGERU SATO,

SHIGEHITO NAKAGAWA, TOYOAK1 YONEDA and AKIRA TAKA1

Research Laboratory, Toyama Chemical Co., Ltd.

One hundred and fifty rats (75 males, 75 females) divided into 4 T-1982 groups at dose levels of

2000, 1000, 500, and 250 mg/kg/day and a saline control group were received daily subcutaneous injec-
tion for 3 months. Ten rats (5 males, 5 females) of each group were used for the recovery study after the
termination of treatment.

The following results were obtained.
1) Vocalization was observed during injection of T-1982 in higher dose groups, and in a part of rats

of these groups, hemorrhage and induration of the infection site were also recognized. The dose-related
changes such as hemorrhage, edema and inflammatory cell infiltration were seen in T-1982 injected

groups in macroscopic and histological observations. These changes may be based on the injection of high
concentrated solution.

2) There was no mortality in all groups.
3) There was no abnormality based on T-1982 dosing in growth curves, food intakes, urinalysis

and hematological examinations.
4) In serum electrophoresis, fast albumin component with the faster mobility to plus pole was

observed in rats given T-1982 at 2000 mg/kg/day or 1000 mg/kg/day, respectively. However, the above
fast albumin component diminished in the recovery study. There was no other significant change in
biochemical examinations.

5) Dose-related enlargement at the lumen of cecum was observed in male and female rats treated
with T-1982, however, no histological change of the mucous membrane of the cecum was seen. In the
recovery study, enlargement of the lumen of the cecum disappeared.

6) Based upon the above results, the maximum safety dose of T-1982 was estimated to be
500mg/kg/day in this experiment.


