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T-1982の 毒性試験(第3報)

― ビーグル犬3ヵ 月間静脈内投与亜急性毒性試験―

米田豊昭 ・河村泰仁 ・柴田哲夫 ・佐藤 盛

永井章夫 ・中川重仁 ・高井 明

富山化学工業株式会社綜合研究所

T-1982の ビーグル犬3カ 月間静脈内投与での亜急性毒性試験と回復試験を,100,200,400mg/

kg/dayの 投与量群を設定して行ない,次 の結果を得た。

1)症 状,発 育,尿 検査,心 電図,眼 底検査,臓 器重量,剖 検所見および組織学的検査結果には

薬剤投与に起因すると思われる異常を認めなかった。

2)血 液検査で,400mg/kg投 与群8例 中4例 に,投 与2カ 月後検査での赤血球数,ヘ モグロビ

ン,ヘ マ トクリットの減少と網赤血球数の増加が軽度から中等度に認められた。しかし,3カ 月後

検査ではこの変化が著 しく軽減されてお り,ま た,回 復試験の血液検査値には異常がなかった。

3)血 清総コレステロール値が,投 与1～2ヵ 月後の検査で,ほ ぼ投与量に比例 した増加を示 し

ていたが,3ヵ 月後の検査では正常値に復していた。この変化は雌に比較的明瞭に現われていた。

4)血 清蛋白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 ミンの出現

が投与量に比例して認められたが,可 逆的な変化であった。

5)本 試験における最大無作用量は200mg/kgと 判断された。

新規セファマイシン系抗生物質であるT-1982の 毒性

試験としては,す でにラット,マ ウス,イ ヌでの急性毒

性試験1),ラ ッ ト3カ 月間皮下投与亜急性毒性試験2)の結

果が報告されている。今回さらにT-1982の ビーグル犬

3ヵ 月間静脈内投与亜急性毒性試験とその回復試験を行

なったので結果を報告する。

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く,酢 酸エ

チル,エ チルエーテル,ヘ キサ ン,ベ ンゼンにはほとん

Fig. 1 Chemical structure of T-1982

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

piperazinecarboxamido)-3-hydroxybutanami-
do)-7a-methoxy-3- C(1-methyl-1H-tetrazol-5-

ypthiomethyl)-3-cephem-4-carboxylate

ど溶けない。本試験には富山化 学工業(株)製造のロット

W 0121,W 0125,W 0726を 使用 した。

2)使 用動物

CSK実 験動物研究所産のビーグル犬35頭(雄18,雌

17)を 使用して実験を行なった。動物は室温22±2℃,

湿度60±10%の 環境下で,イ ヌ用固型飼料(CD-5,日 本

クレア)3009/日 制 限給餌,水 道水自由摂取で金属製個

別ケージに飼育 し,購 入後3ヵ 月間の予備飼育によって

10～11ヵ 月 齢に達 した ものを使用した。投与開始時の体

重は,雄9.5～11.6kg,雌8.2～10.5kgで あった。

3)投 与量 と投与方法

投与は臨床適用経路に準じて静脈内投与で行なった。

投与量は,本 試験に先立って行なったビーグル犬2ヵ月

間静脈内投与試験8)の 結果を参考にして400,200,100

mg/kg/dayと し,他 に生理食塩水投与対照群を設定し

た。動物はTable 1に 示す よ うに配分 した。T-1982

は生 理食塩水に用時溶解 し,0.3μ の ミクロフィルター

で濾過した ものを1日1回,週7回,3ヵ 月間にわたっ

て前肢浅在静脈に約20m1/mh1.の 速度で注射した。対照

群には生理食塩水を同様に投与した。投与溶液の浸透圧

は生理食塩水の2～4倍 であ り,pHは5 .03(481の 範

囲であった。3カ 月間の投与終了後,回 復試験用に配分

した動物は,1カ 月間の休薬期間を置いた後に検査と剖

検を行なった。



VOL.30 S-3 CHEMOTHERAPY 263

Table 1 Experimental design for the 3 months intravenous toxicity study of T-1982 in beagle dogs

4)検 査

毎日症状 を観 察 し,体 重 の 測 定 と摂 餌量 の 測 定 を1週

間ごとに行 な った。 また試 験 期 間 中 に 次 の検 査 を行 な っ

た。

(1)尿 検 査(投 与 前,1ヵ 月 毎,回 復)

尿量(17時 間蓄 尿),pH,蛋 白,糖,ケ トン体,ビ リル

ピン,潜 血,ウ ロ ビ リ ノー ゲ ン濃 度(マ ル チ ス テ ィッ

ク(R),マ イル ス三共),比 重(比 重 計),尿 沈 渣 。

(2)血 液 学的検 査(投 与 前,1ヵ 月 毎,回 復)

赤血球数,白 血球 数(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),網 赤 血 球(超 生 体 染 色),血 小 板

数(REES&ECKER法),白 血 球 百 分 率(メ イーギ ムザ

染色),赤 血球 抵 抗(PARPART法),プ ロ トロ ン ビ ン時 間

(QUICK1段 法,投 与前,3ヵ 月 後,回 復 の み 検 査)。

(3)血 液化 学検 査(投 与 前,1ヵ 月 毎,回 復)

GOT,GPr(REITMAN-FRANKEL法),ALP(KIND-

KING法),LDH(BABSON変 法),コ リン エ ス テ ラー ゼ

(高橋,柴 田法),総 コ レス テ ロール(ZURKOWSKI法),尿

素窒素(UreaseIndopheno1法),総 ビ リル ビ ン(EvE-

ZYN-MALLOY法),総 蛋 白(屈 折 計) ,血 糖(オ ル ト トル

イジンホウ酸 法),Na ,K(炎 光 光 度 計),蛋 白 分 画 と

A/G(セ ル ロー スア セ テ ー ト膜 電 気 泳 動)
。

(4)直 接 クー ムス試 験(1カ 月 毎,回 復)

IgG fraction of anti dog IgG (Miles-Yeda Ltd .)。

(5)BSP試 験 とPSP試 験(投 与 前,3ヵ 月 後,回 復)

BSPは10mg/kg,PSPは3mg/kgを お のお の 静 注

し,10分 後 と30分 後 に採 血 して 半 減 期 を 算 出 し た。

(6)心 電 図検 査(3ヵ 月 後,回 復)

無麻酔 で標 準 四肢 誘 導,AB誘 導,胸 部 単 極 誘 導 を 測

定した。

(7)眼 底検 査(投 与 前,1カ 月 毎,回 復)

散瞳剤(ミ ドリンP,参 天 製 薬)を 点 眼 し直 像 鏡 に よ

る眼球,眼 底 の 観察 と眼 底 カ メ ラ(コ ー ワRC-2)に よ

る眼底撮影を 実施 した
。

(8)血 中濃度測定(初 回投与,1.5ヵ 月後,最 終投与)

100mg/kg投 与群の4頭(No.108 ,No.116,No.

14♀,No.15♀)と400mg/kg投 与群の4頭(No.26

8, No.27♂, No.31♀, No.32♀)に ついては,T-

1982注 射後15,30,60,120,240,360分 後 に採血 して

血中濃度を測定した。

(9)剖 検

3ヵ 月間の投与終了時と回復期間終了時にイヌをペン

トバルピタールで麻酔 し,シ ェッツ氏眼圧計で眼圧を測

定した後,腋 下切断で放血屠殺 し剖検を行なった。肉眼

的観察の後,脳,顎 下腺,甲 状腺,胸 腺,心,肺,肝,

腎,脾,膵,副 腎,精 巣,卵 巣を摘出し,重 量を測定 し

た。 これ ら諸臓器にさらに胃,小 腸,大 腸,腸 間膜 リン

パ節,下 垂体,子 宮,膀 胱,前 立腺,大 腿骨骨髄,大 腿

部骨格筋,投 与部位を加えた ものを10%ホ ルマリン固定

し,パ ラフィン包埋,H・E染 色を施 して組織学的検査

を行なった。

II.実 験 結 果

1)症 状

400mg/kg投 与の1例 で,初 回投与の投与直後にのみ

軽い嘔吐がみられたが,他 の動物には試験期間を通じて

薬剤投与による異常な症状は認められなかった。

2)体 重変化

体重の推移をFig.2に 示 す。 各群の雌雄 とも,お お

むね順調な発育を示 してお り,薬 剤投与による影響はみ

られなかった。しかし,対 照群の1例(No.8♀)が 投与

5～7週 にかけて,400mg/kg投 与の1例(No.29♂)

が投与6～10週 にかけて,わ ずかな一過性の体重減少を

示していた。

3)摂 餌量

体量の推移 とほぼ平行 して,対 照群のNo.8♀ と400

mg/kg投 与のNo.29♂ の摂餌量が若干低下していた。

他の動物は全例良好な食欲を示 していた。

4)尿 検査

結果をTable 2～Table 4に 示 す。尿量は全体にかな
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Fig. 2 Body weight changes in beagle dogs injected intravenously with T-1982 for 3 months

Control (saline)

T-1982 100mg/kg

T-1982 200mg/kg

T-1982 400mg/kg

りば らついていたが,薬 剤投与によると思われる変動は

み られなかった。また,他 の検査項目にも薬剤投与に起

因すると思われる異常を認めなかった。

5)血 液学的検査

結果をTable 5～Table 8に 示す。投与2ヵ 月後の検

査で,400mg/kg投 与の2例(No.29♂,No.35♀)に 軽

度～中等度の赤血球数,ヘ マトクリット,ヘ モグロビン

の減少 と網赤血球数の増加がみ られた。また,同 群の

No.278とNo.33♀ に も軽いヘマ トクリットとヘモグ

ロビンの減少があり,う ちNo.33♀ は網赤血球数 も若

干増加していた。 しかし,投 与3カ 月後の検査結果をみ

ると,400mg/kg投 与No.278の ヘ マ トクリットとヘ

モグロビンは軽い減少を示してはいるものの,前 述の2

例(No.298,No.35♀)の 検査値はほぼ正常値にまで

改善されていた。ただ,No.298の 網赤血球数は3ヵ 月

後 も若干高値を示していた。白血球数,白 血球百分率,

血小板数などの検査値には試験期間を通じて異常が認め

られなかった。また,回 復試験の血液検査値にも異常は

認められなかった。

6)血 液化学検査

結果をTable 9～Table 12に 示 す。GPTの 軽度上昇

が200mg/kg投 与 の雌3例(No.22, No.23, No.24)

の1～2ヵ 月後の検査で認められたが用量依存性に乏し

く,ま た,3ヵ 月後の検査では正常値に復していた。

LDHの 軽度～申等度上昇が ,2ヵ 月後の検査で200

mg/kg投 与1例(No.21♂) ,400mg/kg投 与3例(No.
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Table 4 Specific gravity and sediment in urine of beagle dogs injected intravenously
with T-1982 for 3 months

-: no remarkable changes

e: erythrocytes
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Table 6 Reticulocytes and platelets in beagle dogs injected intravenously with
T-1982 for 3 months
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Table 7 Differential white cell counts in beagle dogs
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injected intravenously with T-1982 for 3 months
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Table 8 Red cell fragility and prothrombin time in beagle dogs injected intravenously with
T-1982 for 3 months
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injected intravenously with T-1982 for 3 months
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Fig. 3 Cellulose acetate electrophoresis of sera in beagle dogs
injected intravenously with T-1982 for 3 months

286,No.29♂,No.33♀)に おのおの認められたが
,

いずれ も3カ 月後の検査結果は正常値を示していた
。

コリンエステラーゼの軽度減少が対照群の1例(No
.

5♂),100mg/kg投 与1例(No.17♀) ,200mg/kg投

与2例(No.22♀,No.23♀)お よび400mg/kg投 与

2例(No.28♂,No.35♀)の2～3ヵ 月後の検査で認

められたが,そ の程度には用量依存性 がみ られ なかっ

た。

総コレステロールでは,200mg/kgと400mg/kg投

与群の多数例に,投 与1カ 月後または2ヵ 月後をピーク

とする上昇がみられたが,3カ 月後の検査結果はほぼ全

例が投与前の値に復 していた。 この傾向 は200mg/kg

投与の2例(No.22♀,No.25♀)と400mg/kg投 与

3例(No.28♂,No.31♀,No.32♀)で 比較的明瞭に

現われていた。

セルロースアセテー ト膜電気泳動による血清の蛋白分

画では,Fig.3に 示すような陽極側に易動度の速い アル

ブミン分画の出現が,各 群の雌雄に,ほ ぼ投与量に比例

して観察された。この変化は回復試験ではほとんど消失

してお り,可 逆的な変化であった。他の検査項目には異

常は認められなかった。

7) 直接 クームス試験

Table 13に 示すように,全例異常が認められなかった。

8) BSP試 験 とPSP試 験

Table 14に 示 すよ うに,全 例異常が認められなかっ

た。

9) 心電 図検査

全例異常所見を認めなか った。

10) 眼底検査と眼圧

眼底所見には全例異常を認めなかった。また,剖 検時

にペン トバル ビタール麻酔下で測定した眼圧(Tablel5)

に も特に異常を認めなかった。

11) T-1982の 血中濃度

結果をFig.4に 示す。100mg/kg投 与群,400mg/

kg投 与群とも,初 回投与の血中濃度 と1,5ヵ月後,最終

投与時の血中濃度には差がみられなかった。

12) 臓器重量 と臓器重量体重比

臓器重量をTable16(雄)とTable17(雌)に,臓 器

重量体重比をTable18(雄)とTable19(雌)に 示す。

また,回 復試験の臓器重量 と同体重比をTable20に 示

す。用量依存性の変化や薬剤投与に起因すると思われる

変化はみられなかったが,次 の変化が散発的に認められ
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Table 13 Direct Coombs test in beagle
dogs injected intravenously
with T-1982 for 3 months

Table 14 BSP and PSP function tests in beagle
dogs injected intravenously with T-
1982 for 3 months
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Table 15 Intraocular tension in beagle dogs
injected intravenously with T-1982
for 3 months

た。対照群ではNo.7♀ の 腎に軽度の増加が,100mg/

kg投 与 群ではNo.10♂ の胸腺の軽度減少とNo .13♂

の精巣の軽度減少が,200mg/kg投 与群ではNo.20♂

の顎下腺の軽度増加とNo.23♀, No.24♀, No.25♀

の脾の中等度増加が,ま た,400mg/kg投 与群ではNo

278の 脾の中等度増加,甲 状腺の軽度減少 と,No .34♀

の胸腺の軽度減少などが臓器重量や重量体重比の変化と

しておのおの認められた。回復試験には,対 照群と比較

して特に問題 となる変化はなかった。

13)剖 検時肉眼所見

Table 21に 示すように,100mg/kg投 与No.106で

は胸腺の萎縮が,200mg/kg投 与No.22♀ では限局し

た脾被膜の線維性肥厚が,ま た,同 群 のNo.23♀ では

脾表面か ら突出した柔らかい突起が1ヵ 所観察された。

400mg/kg投 与No.273で は比較的明瞭な脾の腫大が

みられた。また,同 群のNo.34♀ で は胸腺の萎縮と腎

割面の微細な線状の灰白色変色が観察された。回復試験

の剖検所見には特に異常が認められなかった。

14)組 織 学的検査

結果をTable22に 示す。肝のグ氏鞘の単核球を主と

する軽い細胞浸潤(Photo.1)が,200mg/kg投 与8例

中4例(No.21♂,No.23♀, No.24♀, No.25♀)

と400mg/kg投 与8例 中1例(No.27♂)に 認められ

た。腎では,偶 発所見 と思われる集合管腔の軽度カルシ

ウム沈着(No.19♂)と 腎孟移行上皮下のリンパ球浸潤

(No.206)が 投 与量 とは無関係に出現 していた。また,

400mg/kg投 与の1例(No.34♀)に は,肉 眼所見での

腎の灰白色線状変色部位に一致すると思われる腎皮質尿

細管上皮の水腫変性(Photo.2)が 中等度に認められた。

腸間膜 リンパ節の軽度のヘモジデリン沈着が対照群な含

む各群に薬剤投与とは無関係に認められた。肉眼的に胸

腺の萎縮をみた2例(No.10♂,No.34♀)で は,胸腺

皮質のリンパ球が中等度に減少 していた。脾では,肉眼

的に脾被膜の限局性肥厚をみたNo.22♀ に被膜の線維

性肥厚 と軽度の リンパ濾胞の萎縮がみ られた。No.23♀

で肉眼的に観察された脾表面からの突出部位には中等度

のうっ血がみられただけであった
。また,脾 重量が増加

していた400mg/kg投 与のNo .27♂ の脾には,特}こ形

態的異常が観察で きなかった。脾のヘモジデリン沈着が

100mg/kg投 与1例,200mg/kg投 与2例 ,400mg/kg

投 与2例 におのおの認められた。投与部位(血 管穿刺部

位)の 血管周囲には,出 血や細胞浸潤,浮 腫,線 維化な

ど滲出性炎の所見(Photo.3)がT-1982投 与群に若干強

く観察 された。他の諸臓器には特記すべ き組織学的異常

は認め られなかった(Photo .4～7)。 回復試験では特記



VOL.30 S-3 CHEMOTHERAPY 281

Fig. 4 Drug concentrations in beagle dogs injected intravenously with T-1982 for 3 months (n=4)

Bioassay: K.pneumoniae ATCC 10031

Standard curve: beagle dog serum

すべき異常はなかった。

III.総 括 と考 察

新規セファマイシン系抗生物質であるT-1982の ビー

グル犬3ヵ 月間静脈内投与亜急性毒性試験を100
,200,

匹00mg/kg/day投 与 群 と生理食塩水投与対照群を設定

して行なった。症状
,発 育,摂 餌量,尿 検査結果には薬

剤投与に起因する変化はみられなかった。

血液検査では,投 与2ヵ 月後の検査 で400mg/kg投

与群の10例 中4例 に,赤 血球数,ヘ モグロビン,ヘ マ ト

クリッ ト値の軽度減少と軽度の網赤血球数の増加がみら

れた。しかし,3ヵ 月後検査では,投 与を継続している

に もかかわらず,こ の変化が著 しく改善されていた。こ
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Table 21 Gross findings in beagle dogs injected intravenously with T-1982 for 3 months
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Photo. 1 Liver from a beagle dog

intravenously given T-1982 200mg/

kg/day for 3 months (No.23 fe-

male). Showing the focal cell in-

filtration of the portal areas. •~ 220

H. E. staining.

Photo. 2 Kidney from a beagle dog
intravenously given T-1982 400 mg/
kg/day for 3 months (No.34 fe-
male). Hydropic change is observed
in the proximal tubular epithelium.
×220H. E. staining.

Photo. 3 The injection site from a

beagle dog intravenously given T-

1982 200 mg/kg/day for 3 months

(No.23 female). Cell infiltration,

edema and fibrosis around the blood

vessel are observed. •~ 110 H. E.

staining.
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Photo. 4 Liver from a beagle dog
intravenously given T-1982 400mg/
kg/day for 3 months (No.26 male).
No significant changes are seen,
×220 H. E. staining.

Photo. 5 Heart from a beagle dog
intravenously given T-1982 400mg/
kg/day for 3 months(No.26 male),
No significant changes are seen.
×110 H. E. staining.

Photo. 6 Testis from a beagle dog
intravenously given T-1982 400mg/
kg/day for 3 months (No.30 male).
No significant changes are seen.
×110 H. E. staining.
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Photo. 7 Bone marrow from a beagle

dog intravenously given T-1982 400

mg/kg/day for 3 months (No.29

male). No significant changes are

seen. •~ 440 H. E. staining.

れらの例の骨髄には組織学的異常が認められなかった。

血液化学検査では,投 与1カ 月後 と2カ 月後の検査結

果に,軽 度のGPTやLDHの 上昇をみた例が200mg/

kgと400mg/kg投 与群の少数例に認められたが,3カ

月後の検査結果はすべて正常値を示してお り,ま た,こ

れらの例の組織学的検査で もその原因となり得るような

異常はみられなかった。

投与1～2ヵ 月後をピークとする総 コレステロール値

の増加がほぼ投与量に比例して認められたが,3カ 月後

の検査値は正常値に復していた。 この変化は特に雌で明

瞭に現われていた。この血清総コレステロールの一過性

の増加は,T-1982の ラット皮下注射による亜急性毒性

試験2)や,カ ニクイザルの筋肉内投与による亜急性毒性

試験4)では認められず,イ ヌに固有の変化であった。血

清コレステロールの上昇は,Oxacephem系 抗生物質で

ある6059-S5)やCEZの イヌ亜急性毒性試験結果に も現

われている。その原因は明 らかではないが,他 の検査項

目にはこれと関連があると思われる異常は認められなか

った。

血清のセルロースアセテー ト膜電気泳動による蛋白分

画では,陽 極側に易動度の速いアルブ ミンの出現が投与

量に比例して認められたが,回 復試験ではほとんど回復

しており,可 逆的な変化であった。この現象はPenicil-

lin系抗生物質やCephalosporin系 抗生物質を ヒトに投

与した場合にも一過性に起きることが知 られ6-8),薬 剤

によって血清蛋白が修飾 きれて陰性荷電が増加するため

と考えられているものと同様の変化であった。

組織学的には,薬 剤注射部位の血管周囲に対照群より

は若干強い出血や滲出性炎,線 維化などの変化をみた以

外薬剤投与に起因すると思われる異常 がなかった。 た

だ,400mg/kg投 与 の1例 にみ られ た 腎皮 質 尿 細 管 上 皮

の水 腫変 性 は,薬 剤 に よ る変 化 か ど うか は不 明 で あ るが

注 意 すべ き変 化 で あ ろ う と思 われ た。

以 上 の 結 果 か ら本試 験 にお け る最 大 無 作 用 量 は,総 コ

レ ス テ ロ ール値 の 一過 性 上 昇 や血 清 ア ル ブ ミンの 若 干 の

可 逆 的 変 化 は み られ る もの の,投 与 期 間 中 に貧 血 の 発 現

を み なか った 最 大 量 で あ る200mg/kgと す るの が 妥 当

で あ ろ うと思 わ れ た。

本 試 験 に 関 して,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 (III)

Subacute toxicity test in beagle dogs

intravenous injection for 3 months

TOY OAKI YONEDA, YASUHITO KAWAMURA, TETSUO SHIBATA, SHIGERU SATO,

AKIO NAC;AI, SHIGEHITO NAKAGAWA and AKIRA TAKAI

Research Laboratory, Toyama Chemical Co., Ltd.

Thirty-five beagle dogs (18 males, 17 females) distributed into three T-1982 groups at dose levels of

400, 200 and 100 mg/kg/day and a saline control group received daily intravenous injection for 3 months.

Two (1 male, 1 female) control dogs and 2 (1 male, 1 female) dogs at 400 mg/kg were maintained for 1

month for a recovery study after the termination of 3 months administration.

The following results were obtained.

1) There were no mortality, toxic signs or significant toxic effects on body weight gain, urinalysis,

ECG, organ weight and microscopic findings attributable to the injection of T-1982.

2) Four of 8 dogs receiving the high dose of 400 mg/kg/day showed the slight decrease of red blood

cells, hemoglobin and hematocrit and slight increase of reticulocytes in the 2nd month. However, these
hematological changes were not distinctly observed in the 3rd month. No related microscopic abnormality

of the bone marrow was observed.
3) Dose-related total cholesterol elevatioin was observed in the 1st and 2nd month examinations.

However, all dogs in each group showed values within normal range in the 3rd month. This phenomenon

was clearer in the female dogs than in the male dogs.

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

observed in T-1982 dosing dogs with the dose-dependence. However, the above fast albumin component

diminished distinctly in the recovery study.

5) In this subacute toxicity study, the maximum safety dose of T-1982 was estimated to be

200 mg/kg/day


