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ア ミノ配糖体系抗生物質である リポスタマイシン(RSM)を ラットの後肢大腿部の筋肉内に投与

し,毒 性学的検討を行なった。LD50は1,850mg/kgで あ り,死 亡原因は呼吸麻痺と思われ,ま ず

呼吸が停止 し,次 に心臓が停止するという経過をたどった。そこで呼吸筋として働 く横隔膜および

内 ・外肋間筋 と,呼 吸に関与 しない前腕三頭筋に対するRSMの 移行濃度を測定し,薬 動力学的解

析を行なった。ラットに対 し,RSMの20(臨 床量),200,1,000お よび3,000mg/kgを 筋 肉内

投与し,経 時的に血清および上記の3種 の筋肉内のRSMの 濃度を円筒平板法により測定 した。

薬動力学的解析は,血 清についてはone-compaTtmentopenmodelに,筋 肉についてはdecon-

volution法 に従って行なった。その結果,20と200mg/kgの 投 与 ラットの筋 肉では,投 与後約

10分 に最高筋肉内濃度に達 し,そ の濃度は横隔膜が最も高値であ り,次 いで 肋間筋,前 腕三頭筋

であった。1,000mg/kgの 投与ラットでは,肋 間筋が最高値を示し,次 いで横隔膜,前 腕三頭筋で

あった。また,組 織移行性パラメーター(K1/K2)を 求め,3種 の筋肉へのRSMの 移行を比較した

ところ,前 腕三頭筋へは,他 の2種 の呼吸筋 よりRSMが やや移行 しにくいという傾向がみられ,

RSMの 急性毒性 としての呼吸抑制の発現 との関連が示唆された。

り,ポ入 タ マ イ シ ソ は, Streptomyces ribosidificus の

産生するアミノ配糖体系抗生物質であ り,広 範囲の抗菌

スペダト、ラムを有する1)。また副作用として,動 物摘出

臓器を用いた実験で端板ブロックによる筋弛緩が報告さ

れている2}。さらに急性毒性実験において,筋 弛緩のた

め呼吸筋麻痺が起こり,呼 吸抑制の可能性が考 え られ

る。

今回,ラ ットにおいて,リ ポスタマイシンの筋肉内投

与によるLD50を 算 出するとともに,呼 吸運動に関与す

る横隔膜および内 ・外肋間筋と,呼 吸運動に関与しない

前腕三頭筋とについて,投 与後のこれら筋肉への リボス

タマイシン移行濃度を測定し,薬 動力学的解析を行なっ

たので報告する。

1. 実験材料 と方法

使用した リポ ス タ マ イ シ ン(Tibostamycin,以 下

RSMと 略)は ,リ ポス タ マ イシン・二硫酸塩(力 価

683μg/mg,以 下RSMの 投与量および濃度は力価に換

算して示した)で ある。

実験動物に は 静岡県実験動 物 農 協 か ら購 入 した

Wistar系雄性ラットを用い,室 温24±1℃,湿 度55±

5%の 環境 下 で,ラ ッ ト ・マ ウス用 固 型 飼 料(ラ ボMR

ス トック,日 本 農 産 工 業)と 市 水 を 自由 に摂 らせ 飼 育 し

た 。

1. ラ ッ ト筋 肉内 投 与 に おけ るLD5。

ラ ッ トは,体 重100±59の もの を1群10匹 と して

用 い た。

RSMは,生 理 食 塩 液 に 溶解 し30%溶 液 と し,炉 過 滅

菌 を行 な った。RSMの 投 与 量 は1,200～3,000mg/kg

の範 囲 に おい て7段 階 と し,左 右 の後 肢大 腿 部 筋 肉 内 に

等 量 ず つ 分 注 した 。 投 与 後7日 間 に わ た り 生 死 を 確 認

し,そ の間 の 死 亡 例 数 に よ りLitchfield-Wilcoxon法 に

基 づ きLD50を 算 出 した。

2. 呼 吸 筋 へ の移 行

ラ ッ トは 体 重160±10gの もの を 用 い た。

1)投 与 方 法:RSMを 生 理 食 塩 液 に 溶解 し,20,

200,1,000,お よび3,000mg/kgを 左 右 の 後 肢大 腿 部 筋

肉 内 に等 量 ず つ 分 注 した。

2)採 血 お よび 筋 肉 の採 取 と試 料 の 調 製:20,200お

よび1,000mg/kgの 各 投 与 群 で は,投 与 後5,15,30,

60,90,120お よび180分 の それ ぞ れ の 時 間 ご とに,1
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群12匹 として採血し,次 いでその都度頸動脈を切断す

ることにより放血致死させ,筋 肉の採取を行なった。即

ち,各 々の投与後の時間に,腋 窩部分を腹側部から切開

することより,腋 窩動 ・静脈およびその周辺の血管から

流出する血液を スピッツロールに採取 し,2,000rpm,

10分 で遠心分離を行ない血清を得た。充分に放血させた

後,開 腹し横隔膜を取 り出し、0.1Mリ ン酸緩衝液(oH

ao)の 中で数回振 り洗い,血 液を除去したのち,乾 燥 し

たろ紙の上で 水分を 除き,0.1Mリ ン 酸緩衝液(pH

8.0)で 適度に湿 したろ紙の上に置いた。 次に胸郭を取

りはずし,横 隔膜と同様に,左 右の第1～7肋 骨間の内

肋間筋と外肋間筋を両者区別なく採取 した。前腕三頭筋

は左右の前肢より摘出し、同様の操作を行なった。次に

横隔膜では2匹 分をひとまとめにし,ま た肋間筋および

前腕三頭筋では1匹 より筋19宛 をとり2匹 分で29と

し,2倍 量 の0.1Mリ ン酸緩衝液(pH8.0)を 加え,ホ

モジナイズし,12,000rpm,20分,0℃ で遠心分離 し上

清を得た。

3,000mg/kg(致 死量)の 投与群については,6匹 の

ラヅトを用い,死 亡直後に開腹し,デ ィスポーザブル注

射筒を使用 し後大静脈より採血 し、2,000rpm,10分 で

遠心分離を行ない血清を得た。筋肉の採取は1,000mg/

kg以 下の投与群の場合 と同様に行ない,1匹 分の筋肉

に,そ の重量の3倍 量の0.1Mリ ン酸緩衝液(pH8。0)

を加え,同 様の操作を行ない上清を得た。

3)定 量方法:血 清および筋抽出液は,0.1Mリ ン酸

緩衝液(pH8。0)で 希釈して 検定試料 を調製し,Ba-

cillus subtitis ATCC6633を 試験菌 として,円 筒平板法

に基づき抗菌力価を検定した。

4)薬 動力学的解析

薬動力学定数の算出-投 与後の血清中濃度につ い

て,one compartment open model(Fig1)に 従 って、

ダンピング付GaB-Newton法 に よる繰返し最小二乗

法により薬動力学定数を決定した。

血清中濃度のシミュレーション:得 られた薬動力学定

数を式(3)に代入して血清中濃度C(t)を 求めた。

(1)

(2)

(1),(2)式 を β につ い て解 くと

血清中濃度 σ(t)は

(3)

Fig. 1 One compartment open model

D: Dose

A: Amount of drug in administration site

B: Amount of drug in the body

Vd: Volume of distribution

C: Serum level

F: Absorbed fraction after intramuscular

administration

Ka, Kal: First order rate constant

Fig. 2 Model of drug transport between serum

and tissue

Cpt,: Serum level
Vd: Volume of serum
Ctt: Concentration of tissue (1)
Vtt: Weight of tissue (i)

kti, k2, k3: First order rate constant

横隔膜,肋 間筋および前腕三頭筋内の濃度のシミュレ

ーション:血 清と筋肉間の薬物移行に 関してFigI2の

よ うなモデルを立てて,次 式の関係を得た。

(4)

(5)

積分方程式(5)において、入力関数Cp、(t)に は投与後

の血清中濃度を,出 力関数Ct言(t)に は筋肉`の 薬物濃

度を代入し,UMEMURAら の方法によって,パ ラメータ

ー κ1,κ2を ダンピング付Gauss-Newtoa法 を用いた

繰返し最小二乗法により求めた8)。

次に式(5)を使用して,種 々の投与量における筋肉内濃

度のシミュレーションを行なった。即ち,前 に得られた

薬動力学定数を使って,種 々の投与濃度における血清中

濃度の理論値を計算 し,こ れを入力関数Cpe(t)と し,

これにK1お よびK2を 加えて,式(5)に 代入して出力関

数CtI(t)を 求めた。

II.成 績

1.ラ ヅト筋肉内投与におけるLD50

Table 1に 示 した各投与群において,ほ とんどの動物
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が投与後3～7分 より自発運動が軽度に減退し,歩 行時

には後鼓をひきず り,呼 吸は時に不規則とな り腹式呼吸

を示した。1,500mg/kg以 上の投与群では,授 与後10～

20分 に正向反射の 消失した動物があったが,死 に至ら

ないものでは,投 与後30分 前後に反射は再現 し,投 与

後約1時 間には,お およそ投与前の状態に回復 した。死

亡例数をTable 1に 示 した。死亡例は,投 与後5～10

分前後より四肢をばたつかせるなど苦悶状態を呈 し,呼

吸は不規則とな り時に浅表かつ促迫あるいは減少 し,次

いで正向反射が消失し,投 与後約15～20分 に呼吸停止

により死亡した。LD50は1.850(1,595～2,146)mg/kg

であった。

2.呼 吸筋への移行

血清中濃度:1,000mg/kg以 下の投与群の実測値およ

び計算曲線をTable 2,お よびFi隊3に 示 した。さらに

最高血清中濃度と解析によって得られた薬動力学定数を

Table 3に 示 した。

3.000mg/kg投 与群では,投 与後4～15分 に全例が呼

吸麻郷により死亡し,死 亡時における平均血清中濃度は

4,392.4μg/mlで あ った(Table 4)。

筋肉内濃度:1.000mg/kg以 下の投与群の実測値およ

び計算曲線をTable 5お よびFig.4に 示 した。20mg/

kg投 与詳では,3種 の筋肉ともに最高筋肉内濃度は投

与後約10分 に現われ,横 隔膜において約5.1μg/g.肋

間筋においては約4.4μ91匹 前腕三頭筋においては約

2.7μg/gで あ った。200mg/kg投 与群でも,3種 の筋肉

Table 1 The number of died rats and LD50 value in the rat by RSM administration

Table 2 Serum concentration of RSM in rat after i.m. of 20,200 , and 1,000mg/kg RSM (μg/ml, mean ± S.E.)

Table 3 Maximal serum concentration and pharmacokinetic parameters in rat

Cmax: Maximal serum concentration.
Vd: Volume of distribution.

Kel: First order rate constant.
T1/2: Elimination half time.

AUC: Area under the serum concentration.
CLcoc: Total body clearance.

Table 4 Time of death and the serum concentration after administration of 3,000 mg/kg RSM
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Fig. 3 The serum concentration of RSM

とも最高筋肉内濃度は投与後約10分 に現われ,横 隔膜

においては約52μg/g,肋 間筋においては約47μg/g,前

腕三頭筋においては約42μg/gで あった。1,000mg/kg

投与群での最高筋肉内濃度は,横 隔膜においては投与後

約18分 に現われ約210μg/g.肋 間筋においては投与後

約30分 に現われ約250μg/g.前 腕三頭筋においては段

与後約18分 に現われ約160μg/gで あ った。

3,000mg1kg投 与騨の死亡時における3種 の筋肉内濃

度をTable 6に 示 した。

また,doconvolution解 析によって得られた各筋肉再

への移行パラメーター(K1/K2)をTable 7に 示 した。

血流律速の条件において,理 諭的にK1/K2は 定常状態

におけるみかけの組織/血 清間分配率を表わす。

定常状態においては

(4)式

とな り,

故に

とな る。

Table 5 The muscle concentration of RSM after administration of 20,200 and 1,000 mg/kg RSM

(ƒÊg/g, mean•}S.E.)

Table 6 The muscle concentration of RSM after administration of 3,000 mg/kg RSM (ƒÊg/g)
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Fig. 4 The muscle concentration of RSM

A: -〇-Diaphragm

B: -◎-Intercostal muscle's external and internal

C: -△-Tricepts muscle of arm

20mg/kg 200mg/kg 1000mg/kg

Table 7 Tissue distribution parameter (KI/K2)
obtained by deconvolution analysis

III.考 察

今回,RSMの 毒性学的検討を行なったが,特 にア ミ

ノ配糖体系抗生物質の副作用として 知られる端板遮断4)

による呼吸筋麻痺に注 目した。

LD50の 算出においても死亡動物は呼吸停止後に 心臓

が停止するという経過をたどり,RSMの 脳 への移行が

少ないこともあ り5,,死 亡 原因は 呼吸筋麻痺による呼吸

抑制と考えられる。左右の後肢大腿部の筋肉内投与によ

るLD50は1,850(1,595～2,146)mg/kgで あ り,小 枝

ら6)によるDonryu系 ラッ トを 用い た 実験 のLD50の

2,030(1,781～2,314)mg/kgに 比べ大差はなかった。

またRSMの 呼吸運動に関与する筋肉と呼吸運動に関

与しない筋肉の分布について検討 した。20,200お よび

1,000mg/kgの 各投与量ともに呼吸運動に関与する横隔

膜および肋間筋に対 しては,呼 吸運動に関与 しない前腕

三頭筋に対 してより,RSMは 多 く移行する傾向がみら

れた。Deconvolution解 析の結果得られた組織移行の良

否を示すパラメーター(K/K2)の 比較より,前 腕三頭

筋が横隔膜および肋間筋に比べ移行の低い傾向がうかが

われた。

このようにRSMを 筋肉内投与 した時の骨格筋への移

行は呼吸運動に関与する横隔膜と肋間筋への移行が呼吸

運動に関与しない前腕三頭筋への移行よりわずかに大き

いようであり,3,000mg/kg投 与群においても横隔膜へ

の移行が高値を示 してお り,RSMの 急性毒性として呼

吸抑制の発現の可能性が考えられる理由の一端をうかが

い得た。
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―acute toxicity and pharmacokinetics―
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The toxicity of ribostamycin (RSM) which belongs to aminoglycosidic antibiotics was studied
using rats, and the following results were obtained.

The LD50 value which RSM was intramuscularly injected to the femoral region of posterior leg
of rat was 1,850 mg/kg. The cause of death on acute toxicity was thought to be respiratory
paralysis. The concentrations of RSM to the muscles of different 3 regions were determined employing
respiratory muscle (intercostal muscle and diaphragm) and triceps muscle of arm, and then the

pharmacokinetic analysis was conducted.
Namely, 20 mg/kg (clinical dose), 200 mg/kg, 1,000 mg/kg and 3,000 mg/kg of RSM were intra-

muscularly injected in the femoral region of posterior leg, and the intramuscular RSM's concentra-
tions in serum and above-mentioned 3 regions with time lapse were determined according to the
cup method. The pharmacokinetic analysis was conducted according to one compartment open mode?
and deconvolution model for serum and muscle, respectively. The maximal intramuscular concentra-
tion showed in approx. 10 minutes following administration on the administrations of 20 mg/kg and
200 mg/kg. The diaphragm showed the maximal value and intercostal muscle, triceps muscle of arm
in order. In the administration of 1,000 mg/kg, the intercostal muscle revealed the maximal concentra-
tion, and diaphragm, triceps muscle of arm in order.

The tissue distribution parameter (K1/K2) was obtained by deconvolution analysis, and the transfer
of RSM into the muscle of 3 regions was compared. RSM was noted a tendency to be easy for
the transfer in respiratory muscle rather than triceps muscle of arm.

From the above-mentioned results, RSM was suggested to be an influential drug against respiratory
muscle.


