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AT-2266の 毒 性学 的研 究

第3報 サ ル に お け る亜 急 性 毒 性 試験

仙 田博美 ・矢寺成次 ・竹本勇一 ・松 岡信男 ・大西久美雄 ・吉田耕 一

大日本製薬株式会社総合研究所

AT-2266の20,40お よび80mg/kg/日 を雌カニクイザルに1日1回,6週 間にわたり経鼻胃内

投与し,そ の亜急性毒性を検討 した。

1)本 物質の抗菌作用に関連した便の性状変化が全投与群に見られた。

2)20お よび40mg/kg群 では,症 状,体 重,摂 餌状況,尿 検査,血 液学的検査,血 液生化学的

検査,BSP排 泄試験,臓 器重量,剖 検ならびに病理組織学的検査のいずれの項目においても異常

はなかった。

3)80mg/kg群 では4例 中の1例 に食欲の減退または消失,嘔 吐,口 腔,消 化管および皮膚に

おけるカンジダ症が発現し,瀕 死状態に陥ったので投与29日 目に殺処分した。瀕死期には飢餓に伴

う諸変化がみられたが,AT。2266の 直接的な臓器障害作用はなかった。同群の生存例には好中球

の軽度の増加,お よび腎に対する軽微な作用がみられた。

以上より,本 試験におけるAT-2266の 最大無作用量は,40mg/kg/日 であると結論される。

AT-2266は,ピ リドンカルボン酸系の新しい合成抗菌性物質

で,強力かつ広範囲の抗菌 スペクトラムを有することが知られ

ている1)。本化合物の毒性試験の一環として,そ の亜急性毒性を

サルを用いて検討したので報告する。

I.　実験材料および方法

1.　実験動物および飼育条件

東南アジア産の推定年齢5歳 以上,体 重2.3～7.6kg

の雌 カニクイザルMacaca fascicularisを 用いた。 輸

入検疫後,約24℃,人 工照明12時 間(午 前6時 から午後

6時 まで)の 空調されたサル用飼育室で2～6年 間順化

されていたもので,個 別ケージ(45×50×55cm)に 収

容して飼料(オ リエソタル酵母製固型飼料AB409,り

んご半分および甘藷約40g)と 水道水を与えて飼育した。

1群当りの動物数は4匹 とした。

なお雄カニクイザルを用いた試験は必要数を揃えるこ

とができなかったので実施しなかった。

2.　投与方法および実験群

1)投 与量の設定

AT-2266を0.5%Carboxymethylcellulose(CMC)水

溶液に懸濁して100mg/kgを1日1回,週7回,4週 間,

3例の雌カニクイザルに経鼻胃内投与 し,反 復投与時の

毒性を予備検討した結果,約2週 間後,2例 が食欲不振,

嘔吐,便 の性状変化,肝 臓および腎臓機能の低下,口 腔,

消化管および皮膚のカンジダ症などを併発 し,死 亡ない

し瀕死状態となった。 また,カ ニクイザルにAT-2266

の100mg/kgを 単回投与 した時の血漿中AT-2266最 高

濃度は平均11.7μg/ml,血 漿中濃度一時間曲線下面積は

平均126μg・hr/mlで あ り,本 物質のサルでの吸収はラ

ットでの吸収2)よ りも良好であることが判明した。これ

らの成績から本試験では高用量 として80mg/kgを,中

用量,低 用量として40お よび20mg/kgを 設定した。低

用量は推定臨床用量の約1.5倍 に相当する。

2)投 与方法

被験物質は,当 社技術部で合成されたAT-2266の 無

水物で,品 質規準に適合したものである。投与用試料は,

体重1kg当 り2mlの 容量となるように0.5%CMC水

溶液に懸濁して調製 した。実験群はAT-2266の3用 量

群と,0.5%CMC水 溶液のみを投与する対照群とし,

1日1回,週7回,6週 間,経 鼻的に胃内に投与した。

3.　検査項目

1)一 般症状,摂 食状態および体重

サルの行動,嘔 吐性,糞 便の性状,摂 餌量などは毎日

観察し,体 重は投与1週 目までは毎日,そ れ以降は週2

回測定 した。

2)尿 検査

尿検査は投与開始前2～1週 および投与5～6週 目に

サル用代謝ケージで採取 した24時 間尿で行い,外 観を調

べ,尿 量を測定した後,尿 蛋白(Lowry法),Na+,K+お

よびCl-をTechnicon AutoAnalyzer(Basic Type)に よ

り測定 し,pH,糖,ケ トン体,潜 血およびウロビリノ

ーゲン濃度はウロラブスティックII(マ イルス三共)に

より半定量的に調べた。なお,AT-2266は,Lowry法 で
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pseudoreactionを 起 こす ため,Sephadex G-25に よ り前

処置 した後 に 同 法 に よ り測定 した6

3)血 液 学 的 検 査

投 与 開 始 前21日 と9日 お よび 投 与7日 と37日 目に橈 側

皮 また は伏 在 静 脈 か ら採 血 してEDTAま た は クエ ン酸

ナ ト リウ ム処 理 し,次 の検 査 を 行 った:赤 血 球 数(TOA

Microcellcounter),へ マ ト ク リ ッ ト値(毛 細 管 法),

血 色 素 量(シ ア ン メ トヘ モ グ ロ ピ ン法),網 状 赤 血 球 数

(Kammerer法),白 血 球 数(TOA Microcellcounter),

白血 球 百 分 比(ギ ムザ 染 色),血 小 板 数(TOA Microcel-

lcounter),プ ロ トロ ン ピン時 間(PT,Quick一 段 法)お

よび 活 性 化 部 分 トロン ポ プ ラ スチ ン時 間(APTT,Proc-

tor法)。

4)血 液生 化 学 的 検 査

投 与 開 始前36日 と13日,投 与6日,20日 お よび41日 目

に ヘ パ リン処 理 下 に 静 脈 血 を採 取 し,血 漿 を 蒸留 水 で2

倍 希 釈 して 次 の検 査 を 行 った:Ca++,無 機燐,尿 素 窒

素,糖,ク レア チ ニ ン,総 コ レス テ ロ ール,総 蛋 白,ア

ル ブ ミン,総 ビ リル ピ ン,Al-P,GOT,GPT(以 上Te-

chnicon AutoAnalyzer SMA 12/60),蛋 白 分 画(セ ル

ロース アセ テ ー ト膜 電 気 泳動 法),ま た41日 目の血 漿 に

ついては遊離脂肪酸(Duncombe法),ト リグリセライド

(Van Handel法)お よび リボ蛋白(セ ルロースアセテー

ト膜電気泳動法)の 測定も行った。

5)BSP排 泄試験

投与開始前20日 と投与38日 目にSulfobxomophthelein

(BSP)5mg/kgを 静脈内投与 し,30分 後のBSP停 滞率

を求めた。

6)剖 検および病理組織学的検査

ペン トパルピタール麻酔下に20お よび80mg/kg群 の

各2匹,40mg/kg群 の3匹 のサルは最終投与3時 間後

に放血致死させ,対 照群を含む残 りのサルは最終投与24

時間後に同様に殺処分し,内 景および外景を精査し,主

な臓器の重量を測定 した。病理組織学的検査は10%中 性

ホルマ リン固定臓器のパラフィン切片,H-Eお よびPA

S染 色標本を用いて以下の組織について実施した:大 脳

および小脳,心 臓の心房および心室,肺,肝 臓,胆 のう,

腎臓,脾 臓,甲 状腺,下 垂体,副 腎,膵 臓,舌 食道,

胃,十 二指腸,空 腸 回腸,盲 腸,結 腸,直 腸,顎 下腺,

気管,卵 巣,子 宮,子 宮頸部,膣,膀 胱,リ ンパ節(腸

間膜,肺 門,鼠 径部),眼 球,動 脈弓,骨 格筋(大 麗部),

骨髄,皮 膚(顔 面,胸 部,腹 部),口 腔粘膜,坐 骨神経

Fig. 1 Body weight changes in monkeys receiving

AT- 2266 for six weeks

Control

20 mg/ kg

40 mg/ kg

80 mg/ kg
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Table 1- 1 Urinary findings in monkeys receiving AT- 2266 for six weeks

Table 1- 2 Urinary findings in monkeys receiving AT- 2266 for six weeks

-: Negative
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Table 1- 3 Urinary findings in monkeys receiving AT- 2266 for six weeks

-: Negative ±: Very slight+: Slight++: Moderate+++: Severe

および脊髄。 また,Oil red O,PASそ の他の特殊染色

も必要に応じて実施した。

7)血 漿中および組織内薬物濃度

初回および第41回 目の投与の1,2,4,8お よび24

時間 目にそれぞれ少量の静脈血を採取 し,血 漿中のAT

-2266濃 度 を蛍光法2)に より測定 し
,さ らに1週 ごとに

投与直前の血漿中薬物濃度をモニターした。 また,剖 検

時,大 脳,小 脳,視 床下部,脊 髄,心 臓,肺,肝 臓,腎

の皮質および髄質,脾 臓,膵 臓,大 腿部骨格筋の一部お

よび血漿を採取 し,臓 器は1/15M燐 酸緩衝液(pH7.0)

でhomogenizeし たのち,Eco!iKpを 指 示菌 とする薄

層cup-plate法 に より最終投与3時 間後と24時間後にお

ける組織内薬物濃度を測定 した。

8)糞 便中および口腔内細菌叢の検査

投与開始前5日 ～当日,投 与11～15日 お よび37～41日

目に排便直後の糞便を採取 して光岡らの方法3)に 準 じて

細菌叢の検索を行い,ま た同期間に綿棒で口腔粘膜をか

きとり,真 菌分離のための培地PDAに より真菌数を分

離算定した。

II.　実 験 成 績

1.　一般症状および体重

投与開始後,便 の性状変化が全投与群にみられ,20mg

/kg群 の1例 は,3日 目以降時々硬い便を排泄し,40mg

/kg群 では便の硬化が2例 に,軟 便ないし下痢傾向が2

例に,80mg/kg群 では1例 は硬い便となり,3例 は軟

便ないし下痢傾向を示した。80mg/kg群 で便の硬化し

た1例(No.352)は その後著しい食欲不振に陥り,排便

がなくなり,口 内炎が15日 目から,嘔 吐が18日 目から発

現し漸次体重は減少した。29日 目には,実 験者に対する

反応消失,脱 力,横 臥などの症状を示したので瀕死と判

断し,屠 殺剖検 した。他の個体に便の性状変化以外の異

常および体重の変動(Fig.1)は 認められなかった。

2.　尿検査

尿検査所見は,Table 1-1～1-3に 示 した。 白色の結

晶性沈澱物が各投与群の24時 間蓄尿に認められたが,こ

れは主に尿中に排泄されたAT-2266の 未変化体と考え

られた。AT-2266の 投与に関連したその他の尿の異常

所見はなかった。

3.　血液学的検査

成績はTable 2-1～2-4に 示 した。80mg/kg群 の3

例(No.351,352お よび354)に 好中球数の増加とリンパ

球の減少が認められた。 その他の検査項目にAT-2266

投与 に関連 した変化はなかった。

4.　血液生化学的検査

成績はTable 3-1～3-4に 示 した。対照群,20お よび40

mg/kg群 では測定値にかな りの 変動がみられたが,3

群間に差はなかった。80mg/kg群 の瀕死期屠殺例では,

無機燐,尿 素窒素,ク レアチニン,ト リグリセライド,

遊離脂肪酸,pre-β-リ ボ蛋白および総ビリルビンの増加

と総コレステロール,α-リ ポ蛋白,β-リ ボ蛋白,総 蛋
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Table 4 BSP tests in monkeys receiving AT- 2266 for
six weeks

白およびアルブミンの減少がみられた。

5.　BSP排 泄試験

成績はTable 4に 示すように,い ずれの投与群にも有

意な変化は認められなかった。

6.　剖検および病理組織学的所見

臓器重量はTable 5-1～5-2に 示すように,80mg/kg

群の瀕死期の屠殺例では肝の体重比の明らかな増加がみ

られたが,AT-2266を 投与 した他のサルの臓器重量は

いずれも正常範囲であった。

病理解剖学的ならびに病理組織学的検索の結果はTa-

ble 6に示すとおりで,80mg/kg群 の瀕死期殺処分例で

はカンジダ症がみられ,舌,口 腔および食道粘膜におけ

る偽膜形成,顔 面,胸 部および腹部の皮膚における発疹

または紅斑を認めた。本例には,ま た病理組織学的に肝

の脂肪化や単細胞性壊死,近 位尿細管上皮や心筋におけ

る脂肪沈着,尿 細管腔の拡張,十 二指腸の潰瘍および盲

腸粘膜の限局性出血性壊死が認められた。80mg/kg群

の他の例では軽度ではあったが,尿 細管腔の拡張,尿 細

管上皮の水腫変性が観察された。また各投与群の一部に

少数のカンジダ菌糸が香,食 道あるいは顔面皮膚にみら

れたが,炎 症性変化を伴 うものではなかった。その他,

肝の小葉中心性脂肪化,腎 の糸球体硬化,脾 小節の充血

および萎縮などの変化が対照群を含む各実験群に認めら

れた。

7.　 血漿中および組織内薬物濃度

Table 7-1,7-2お よびFig.2に 示すように,血 漿中

AT-2266濃 度は,20お よび40mg/kg群 では1～2時

間後,80mg/kg群 では2～4時 間後に最も高 く,peak

levelは それぞれ初日4.3μg/ml,5.4μg/mlお よび11.5

μg/ml,41日 目は初 日よりも高 く,そ れぞれ5,3μg/ml,

7.7μg/mlお よび17.3μg/mlで あ った。血漿中濃度-

時間曲線下面積(AUC0-24hr)も 用量依存性に増大し,各

群とも反復投与後は初 日よりも高 く,20,40お よび80

mg/kgで それぞれ49(21～85),71(54～108)お よび

199(150～229)μg・hr/mlで あ った。見かけの消失半減

期は各投与群間,な らびに初回投与後と反復投与後の間

に差はなく約5時 間(4～7時 間)で あった。1週 ごと

に投与直前の血漿中AT-2266濃 度 をモニターした結果,

40お よび80mg/kg群 でそれぞれ第2お よび第3,4週

目に わずかに上昇 したが,そ の後は 低下し,蓄 積性は

認められ な か った。80mg/kg群 の瀕死期殺処分例の

trough levelは 異常症状発現後次第に上昇し,21日 目で

は最高血漿中濃度27.1μg/ml,AUC0-24h,407μg・hr/ml

お よび見かけの消失半減期17.2時 間で,投 与初 日に比べ

それぞれ約2倍,3倍 お よび4倍 の値に達 していた。

組織内濃度(Fig.3)は 用量依存性に上昇 し,中 枢神

経系以外は,血 漿中濃度よりもかなり高かった。すなわ

ち,最 終投与3時 間後において肝臓および腎臓で約6～

8倍,脾 臓,心 臓および骨格筋で約3～5倍 高 く,各 投

与群間に大差はなかったが,肺 および膵臓においては,

1～5倍 で投与量 と組織内濃度の比は用量依存性に上昇

した。最終投与24時 間後の組織内濃度は著しく減少して

いたが,組 織内濃度と血漿中濃度の関係は最終投与3時

間後での結果 とほぼ同様であった。80mg/kg群 の瀕死

例は28日 目の最終投与約24時 間後に殺処分したが,こ の

時の組織内濃度は著しく高く,屠 殺時の血漿中濃度43.2

μg/ml(Bioassay値)に 対し,中 枢神経系で約13～18μg

/g,そ の他の臓器では,87(肺)～246(腎 皮質)μg/gで

あ った。

8.　糞便および口腔内細菌叢の検査

投与開始後,全 投与群の糞便中の主な グラム陰性菌

E.coliは 減少し,C.freundiiは 増加 した。Pseudo-

monas spp.,Staphylococcus spp.,Streptococcus spp.,
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Table 7- 1 Plasma concentrations and pharmacokinetic parameters after administration

of AT- 2266 in monkeys

* Plasma co
ncentrations and pharmacokinetic parameters after 21st administration of AT- 2266, and the values

were excluded from the mean values .
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Table 7-2 Basal plasma concentrations (trough levels) after administration of AT-2266 in monkeys

-:No data

Lactobacillus spp.お よびAnaerobic bacteriaの 数 に 著

変 は認 め られ な か っ た。 糞 便 中 の 真 菌 数 は40お よび80

mg/kg群 の各4例 中 の1例 に お い て わず か に増 加 した 。

投 与 開始 前 の 口腔 内 真菌 数 は,多 くの 個 体 で102cells/

swab以 下 ～102.9cells/swab検 出 され たが,投 与 後 にお

い て も有 意 に 変 化す る こ とは なか った 。 瀕 死期 に殺 処 分

した80mg/kg群 の1例 にお け る 口腔 内 真菌 数 は,投 与

Fig. 2 Plasma AT-2266 concentrations in monkeys

after 1 st and 41 st doses of AT-2266

開始前から著 しく多 く,105.4cells/swab検 出 されたが,

本例の瀕死期においても増加の徴候はなかった。

III.総 括ならびに考察

AT-2266の 亜急性毒性を雌 カニクイザル を用いて検

討した。投与量は20,40,80mg/kgで,1日1回 懸濁

液を6週 間,経 鼻胃内投与 した。

薬物投与に関連 した変化 として便の性状変化,尿 の性

状変化,腎 の変化,食 欲不振による飢餓衰弱などが認め

られた。

便の性状変化は,抗 菌性物質を投与した動物において

通常認められる変化 と類似 してお り,本 薬物に特異的な

所見ではないと考えられる。

蓄尿中にAT-2266の 結晶性沈澱物が認められた。こ

の沈澱物は剖検時の膀胱や腎臓内には認められなかった

ことから,排 尿後に析出したものと考えられる。同様の

現象は,ラ ットにおける亜急性および慢性毒性試験2)に

際しても認められた。

80mg/kg群 の 生存例の腎尿細管に軽度の拡張が認め

られた。尿検査や腎機能に関連 した血液生化学的所見に

異常は認められなかったので毒性学的には軽微な作用と

考えられる。

瀕死期に殺処分 した80mg/kg群 の1例 には食欲の減
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Fig. 3 Tissue AT- 2266 concentration in monkeys

after 43 rd dose of AT- 2266

〓 AT- 2266 20mg/ kg N= 2, 3 and 24 hrs

〓 AT- 2266 40mg/ kg N= 3, 3 hrs; N= 1, 24 hrs

〓 AT- 2266 80mg/ kg N= 2, 3 hrs; N= 1, 24 hrs

退または消失,嘔 吐,舌,口 腔内および皮膚におけるカ

ンジダ症が認められた。剖検により食道にもカンジダ症

が認められたが,本 例は投与前の口腔内検査で酵母様微

生物の多い個体であった。これらの事実から本例の衰弱

は,AT-2266の 高用量投与に付随して惹起された食欲

不振が飢餓を引き起こし,こ れがカンジダ症を誘発させ

たものと考えられる。瀕死期に血中の尿素窒素,ト リグ

リセライドおよび無機燐の著しい上昇,総 蛋白,ア ルブ

ミンの減少などがみられ,病 理組織学的に肝臓および腎

臓の脂肪化がみられたが,こ れらはサルにおいてしばし

ば発症するとされている致死的飢餓症候群の病態4)と よ

く一致していた。殺処分時,各 臓器内の薬物濃度は極め

て高かったが,飢 餓に伴 う諸変化以外の異常がなかった

ことは,AT-2266に 直接的な臓器障害性がないことを

示唆するものであろ う。

AT-2266の 薬物動態と毒性発現の関連をみると,80

mg/kg群 の 生存3例 の成績では,反 復 投与後のpeak

levelが約20μg/ml以 下,AUC0-24hrが 約200μg・hr/ml,

t1/2が6～7hrで あ り,こ の状態下では好中球の軽度の

増 加,腎 に ご く軽 微 な 影響 を与 え る程 度 で あ った。 一方,

著 しい 中毒 症 状 を 発 現 した80mg/kg群 の1例 で は,投

与21日 目です でにpeak levelは27.1μg/ml,AUC0-24hr

は407μg・hr/ml,t1/2は17.2hrと な り,29日 目の殺 処

分 時 で はtrough levelが48.0μg/mlに 達 して お り,

この よ うな薬 物 動 態 下 で は 明 らか な毒 性 の現 わ れ る こ と

が あ る と考 え られ る。 ち なみ に40mg/kg群 で は,peak

level7.7(5.5～9.6)μg/ml,AUC0-24hr71(54～108)

μg・hr/mlで あ って,こ の用 量 で は いず れ の検 査項 目に

お い て も毒 性 の 発 現 を 示唆 す る異 常所 見 は なか った 。

以 上 よ り,AT-2266を カ ニ クイ ザ ル に反 復 投与 した

と きの毒 性 学 的 な最 大 無 作用 量 は40mg/kg/日,毒 性 発

現 量 は80mg/kg/日 と結 論 され よ う。 サ ル にお け る無 作

用 量40mg/kg/日 は ラ ッ トを用 い た亜 急性 毒 性 試 験2)に

お け る最 大 無 作 用 量600mg/kg/日(成 獣)よ りも著 し く

低 い が,こ れ は 関 根 らに よ り明 らか に さ れ て い る よ うに

吸収 の種 族 差5)に よ る もの で あろ う。 また 本薬 物 の サ ル

に お け る反 復 投 与 時 の 無作 用 量 は,Pipemidic acid6)や

NorHoxacin7)な ど他 の構 造 類 似 化 合 物 の サ ルに お け る無
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作用量に比べやや低いが,こ れもAT-2266の 吸収が良

好であることによるものと考える。

稿を終えるにあたり本実験に終始協力された山吉迪子,

宮島由巳,上 田芳仲,西 脇 勉,久 保雄嗣,黒 部暢之ら

の諸氏に深謝します。

(本試験は昭和55年5月 から55年11月 までの閥に実施 し

た。)
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TOXICOLOGICAL STUDIES OF AT- 2266

III. SIX- WEEK SUBACUTE TOXICITY STUDY IN MONKEYS

HIROMI SENDA, SEIJI YATERA, YUICHI TAKEMOTO,

NOBUO MATSUOKA, KUMIO OHNISHI and KOUICHI YOSHIDA

Research Laboratories, Da inippon Pharmaceutical Co., Ltd.

AT- 2266, a newly synthesized antibacterial agent, was administered intragastrically via nose to female monkeys

(Macaca fascicularis) once a day for 6 weeks at dose levels of 20, 40 and 80 mg/ kg.
The results obtained were as follows:
1) As for the changes related to administration of AT- 2266, all monkeys developed loose or solid stool which

was essentially due to antibacterial effects of the compound.
2) In 20 and 40 mg/ kg dose groups, there found no abnormal findings in body weight, food consumption, uri-

nalysis, hematology, blood biochemistry, BSP excretion test, organ weight, necropsy and histopathology.
3) One of 4 monkeys given 80 mg/ kg developed anorexia, vomiting and candidiasis (oral cavity and esophagus),

followed by moribund state and then, was sacrificed at the 29 th day of dosing. At the moribund state, various
abnormalities related to starvation were observed but, grossly or histopathologically, alterations attributable to the
direct effects of the compound were scarcely observed in all organs. The survivors given 80 mg/ kg, on the other
hand, showed no toxicological effects except for slight elevation of neutrophil and slight renal failure.

From the results mentioned above, the maximum safety dose of AT- 2266 in monkeys was estimated to be 40 mg/
kg/ day.


