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AT-2266の 毒 性学 的研 究

第4報 イ ヌにお け る6ヵ 月 の慢 性 毒 性 試 験

仙田博美 ・里村州久 ・佐藤義 考 ・竹本勇一・

大西久美雄 ・松岡信 男 ・吉田耕一

大日本製架株式会社総合研究所

新 しい合成抗菌性物質AT-2266の30,60お よび120mg/kg/日 を ピーグル犬に6ヵ 月間経口投

与 して慢性毒性試験を定実施し,次 の結果を得た。

1)30お よび60mg/kg/日 群 では体重,摂 餌,尿 検査,血 液学的検査,血 液生化学的検査,BSP

試験,臓 器重量,剖 検および病理組織学的検査などにおいて異常はみられなかった。

2)120mg/kg/日 群では雌3例 中2例 が食欲不振につづ く飢餓 ・衰弱状態に陥った。 内1例 は

剖検により,飢 餓性の諸変化が見られたが,AT-2266に よる器質的変化はほとんど認められなか

った。他の1例 は休薬により回復し,投 薬を再開しても箸変は認められなかった。

また5ヵ 月目頃から軽度の貧血傾向を示す例が見られ,骨 髄像に貧血の代償性変化である赤芽球

系細胞の増殖亢進を認めた。病理組織学的には精子発生の抑制が見られた。

以上の結果より,本 試験におけるAT-2266の 最大無作用量は60mg/kg/日 と判断される。

AT-2266はNalidixic acid, Piromidic acid, Pipemidic

acidな どと類似の構造を有する新 しい抗菌性物 質で,緑 膿菌を

含む グラム陰性菌のみ ならず一部の グラム陽性菌 に対 して も強

い抗菌作用を有 している。 本物質の毒性試験の 一環 として ビー

グル犬を用 いた6ヵ 月の轟性試験を行ったので報告する。

I.　実験材料および方法

1.　 実験動物および飼育条件

7ヵ 月齢で日本EDM株 式会社より購入した雌雄各12

頭のビーグル犬(一 部は当研究所育成動物)を 用い,試

験開始までに約3カ 月間の順化期間を設け,9～10ヵ 月

齢に達してから投与を開始した。投与開始時の体重は雄

8.2～12.2kg,雌7.6～1014kgで あった。

1群 の使用動物数は雌雄各3頭 とした。飼育は温度20

～26℃ ,人 工照明12時 間(午 前6時 ～午後6時)で 新鮮

空気の供給により陽圧に保持された動物室で行い,イ ヌ

は金属製ケージ(80×85×80cm)に 個別に収容した。 飲

料水(水 道水)は 自動給水装置により自由に摂らせた。

飼料はナリエソタル酵母(株)製 のイヌ用DSを 用い,そ

の約400gに 水 を加えたものを1日1回 与えた。給餌時

刻は投与9日 目までは午後2時 頃とし,そ の後は午後の

投与を行ってからおよそ30分 後(午 後5時30分 頃)に 与

えた。これはイヌに給餌2～3時 間後に投与するとAT

-2266の 吸収量が空腹時に比べ抑制されることが劉の実

験より明らかになったためである。

2.　投与方法および実験群

本試験における投与経路は臨床適用予定経路 と同じ経

口投与とし,投 与期間は6ヵ 月間とした。

投与量はイヌについて実施 した予備試験の結果を参考

に設定 した。 すなわち,100mg/kg/日 を1日2回 に分

割 し,1ヵ 月間強制経口投与することにより,一 過性の

食欲低下,散 発的な嘔吐などが認められた。これらの成

績から高用量としては何らかの中毒作用の発現が予測さ

れる120mg/kg/日,中 用量は60mg/kg/日,低 用量は

30mg/kg/日 を設定 した。 なお,30mg/kg/日 は推定臨

床用量の2～3倍 に相当する。

被験物質はAT-2266の 無水物で,当 社技術部で合成

され,品 質基準に適合 したものであって,投 与に際し

0.5%Carboxymethylcelhlose(CMC)水 溶液に懸濁し,

1日 当 りの投与容量が体重1kg当 り4mlと なるよう濃

度を調整した。投薬は1日 量を2回 に分けて午前9時頃

と午後5時 頃に行い,胃 管を用いて強制経口投与した。

対照群には0.5%CMC水 溶液のみを同様に与えた。

3.　 検査項目

1)一 般症状

一般症状は毎日観察 し,体 重は投与開始後7日 目まで

は毎 日,以 後は週2回 測定 した。摂餌状態は連日観察し

飼料の摂取量測定は体重測定 日に行った。

2)尿 検査

尿検査は投与開始の1週 前と開始後の3,5,11,14,

18,22お よび25週 目に行い,24時 間の蓄尿について外観

を調べ,尿 量測定後,尿 蛋白をLowry法 に より,Na+,

K+お よびCI-をTechnicon AutoAnalyzer,Basic Type
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により測定 した。 ただ し,尿 蛋 白を 無 処 理 でLowry法

により測定す る とAT-2266に よ りpseudoreactionを 起

すためSephadex G-25に よ り前 処 理 の の ち,同 法 に よ

り測定 した。

3)血 液学 的検 査

投与開始前 の3週(-20日)と1週 旧(-6日),開

始後の1週(8日),1ヵ 月 目(34日),2ヵ 月(57日),

3ヵ 月(91日),4ヵ 月(121日),5ヵ 月(155日)お

よび6ヵ 月 目(168日)の 朝 の投 与 前 に ヘ パ リン 処 理 注

射筒を用 いて橈側皮 静 脈 よ り採 血 を 行 い,EDTAで 処

理した 後,血 液 学 的検 査 に供 した 。 測 定項 目は赤 血 球

数,白 血 球数,血 小板 数(TOA Microcellcounter),血

色素量(シ アン メ トヘ モ グ ロ ビン法),ヘ マ トク リッ ト値

(毛細 管法)お よび 白血 球 百 分比(ギ ムザ 染 色)と し

た。

4)血 液凝 固能 お よび血 小 板凝 集能

朝の投 与後2時 間 目よ り4時 間 目 まで の間 に クエ ン酸

ナ トリウム処理下 に橈側 皮 静 脈 よ り採血 した。 血 液 凝 固

能としては投与3ヵ 月 目 と6ヵ 月 目に プ 獄 トロン ビン時

間(PT,Quick一 段 法)お よび 活性 化 部 分 トロン ボ プ

ラスチ ン時間(APTT,Proctor法)の 測定 を行 っ た。 血

小板凝 集能につ い ては 凝 集 惹起 物 質 と してADPお よび

コラーゲ ンを用 い,投 与 開始1週 前,開 始 後1カ 月,3

ヵ月お よび6ヵ 月 目にBornら の 方 法 に よ り測 定 した 。

5)血 液生化 学 的検 査

血液学 的検 査の た めの 採 血 と同時 に得 た血 液 を遠 心 分

離 して血 漿を採 取 し,血 糖,Ca++,無 機 燐,尿 素窒 素,

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 ビン,Al-P,GOT,GPT(以 上Technlcon

AutoAnalyzer SMA 12/60),血 漿 蛋 白分 画(セ ル ロー

ズアセテー ト膜 電 気泳 動 法)お よび電 解 質(Na+, K+,

Cl-:Technicon AutoAnalyzer,Basic Type)の 測定 に

供 した。

6)BSP試 験

投与開始 前1ヵ 月(-23日),開 始 後1ヵ 月(35日),

2ヵ 月(66日),3ヵ 月(100日)お よび6ヵ 月 目(171

日)の 朝の投 与 前 に5%SulfobromoPhthalein(BSP)

を2ml/dogの 割 合 で橈 側 皮 静 脈 に 注 入 し,そ の3分 後

か ら13分 後 までの10分 間 に お け るBSPの 減 少 率 を求 め

た。

7)眼 科学 的検 査

投与開始 前1ヵ 月(-30日),開 始 後1ヵ 月(28日),

3ヵ 月(85日)お よび6ヵ 月 目(163日)に 各 ビー グ ル

犬の両眼 につ いて 角膜,虹 彩,水 晶 体 な どを細 隙 灯顕 微

鏡(Kowa SL型)に よ り,ま た 眼 底 を 眼 底 カ メラ(Kowa

RC-2型)に より観察 した。

8)心 電図検査

投与開始前1ヵ 月(-291日),開 始 後1カ 月(30日),

3ヵ 月(84日)お よび6カ 月目(161日)の 朝の投与後

2時 間目に心電図を第II誘 導により記録 し,波 形の異常

の有無 とP幅,PQ時 間,QRS時 間,QT間 隔および

RR間 隔を測定した。

9)病 理解剖学的検査

雄は投与182日 目,雌 は183日 日の朝の投与2時 間後に

べ ントバルビタール麻酔下に放血 ・致死せ しめた。各臓

器の異常の有無について観察記録の後,脳,心 臓,肺,

肝臓,腎 臓,脾 臓,膵 臓,下 垂体,甲 状腺,胸 腺,副 腎,

顎下腺,精 巣,精 巣上体,前 立腺,卵 巣および子宮につ

いて秤量し,体 重比を算出した。これらの臓器に加え舌,

食道,気 管,胃,十 二指腸,空 腸,回 腸,盲 腸,結 腸,

直腸,リ ンパ節(腋 窩,顎 下,肺 門,腸 間膜および鼠径),

膀胱,胆 の う,骨 格筋,皮 膚,乳 腺,動 脈,脊 髄末梢神

経および眼球などの諸臓器を10%中 性ホルマリン液内に

固定 ・保存した。

10) 病理組織学的検査

剖検時に固定 ・保存 した上記の各臓器についてパラフ

ィン切片を作製,H・E染 色およびPAS染 色を施 して

鏡検 した。また,必 要に応じてKossa,Kluver-Barrera,

MalloryのPTAHな どの染色を行った。

11)骨 髄検査

剖検直後に大腿骨骨髄の塗沫標本を作製 しRalph染

色を施 して,1頭 あたり500個 の骨髄有核細胞を鏡検識

別した。

12) 血漿中薬物濃度

投与初 日,10日,1ヵ 月(31日),3ヵ 月(87日)お

よび6ヵ 月目(178日)の 朝の投与後,0,(1),2,

4,6,8,9,10,12,14,16お よび24時 間 目にそれ

ぞれ約1mlの 血液を採取 し,血漿中の未変化のAT-2266

濃度を蛍光法1)に より測定 した。

13) 尿 中薬物濃度

投与開始1ヵ 月(5週),3ヵ 月(14週)お よび6ヵ 月

(25週)目 の尿検査時に採取 した24時 間の蓄尿中の未変化

のAT-2266の 量を蛍光法1)に より測定 した。

14) 組織 内薬物濃度

臓器重量測定後,血 漿,脳,脊 髄,心 臓,肺,肝 臓,

腎臓(皮 質および髄質),脾 臓,膵 臓,副 腎,精 巣およ

び骨格筋の組織片をpH 7.0の1/15M燐 酸緩衝液でho-

mogenizeし,E.coli Kpを 指示菌とする薄層cup-plate

法に よりAT-2266の 組織内濃度を測定 した。

II.　実 験 成 績
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Fig. 1 Body weight changes in dogs receiving

AT- 2266 for six months

1.　 一般症状,体 重および摂餌

体重の推移はFig.1に,著 しい 中毒症状を示した個

体の症状の推移はFig.2に 示 した。

症状としては嘔吐,食 欲不振,投 与に対する忌避反応

などが観察された。

嘔吐は対照群を含む 各群に散発的に認められたが,

120mg/kg/日 群の5例 の発現頻度はやや高かった。120

mg/kg/日 群では投与1ヵ 月目までの間に多発 し,そ れ

以後は他の実験群と同程度であった。嘔吐 の多 くは1

日1回 で投与直後の場合には少量の被験物質様液を吐出

し,1～2時 間後の場合には胃液ないし食餌を吐出して

いた。食欲不振は60mg/kg/日 群の1例 および120mg/

kg/日 群の2例 に認め られた。60mg/kg/日 群の1例

(No.252)で は飼料の食べ残しが時に認められたが,一

般症状および体重に影響はなかった。120mg/kg/日 群

の2例 中1例(No.351)は 投与開始翌 日より,ま た他

の1例(No.353)は 投与28日 目頃より摂食不良とな り,

その数日後より全 く摂食しなくなった。著しい食欲不振

の継続したこれら2例 の体重は急速に低下し,間 もなく

排便が認められなくなった。投与開始翌日から食欲不振

に陥った例では3週 目頃より著 しく削痩し,脱 水症状が

亢進するとともに元気な くうず くまり,起 立不能,振 せ

んなど瀕死の症状を呈したため,投 与23日 目に殺処分し,

病理解剖学的検査に供した。その結果,著 しい脱水の他,

肝臓,脾 臓,膵 臓,生 殖器などの萎縮,脾 臓,膵 臓,消

化管の うつ血ないしうつ血水腫,直 腸部に硬化した毛球

状の宿糞が認められた。他の1例 の異常症状の発症状況

および経過は切迫剖検を行ったNo.351と ほ とんど同じ

であったため,異 常な症状が発現し始めてから2週 後に

食餌(肉 汁,脱 脂粉乳)の 強制経口補給と補液を5日 間

行い,さ らに,4日 間 の休薬と加療を加えた結果,約1

週間タール様下痢便を排泄 した後,異 常症状は速やかに

改善し,以 後投与を再開 したが体重,症 状とも順調に回

復した。その後,投 与21週 よ り22週 目にかけて一過性の

餌残しおよび体重の低下が見られたが,そ の程度は軽度

で,こ の場合は加療なしに正常に回復した。

上記症状の発現中にモニター した血漿中薬物濃度の

trough levelは2例 ともに約20μg/ml以 上の値を継続

していたが,休 薬した1例 において摂食行動が回復した

当日の値は0.2μg/mlに 低下していた。 また,瀕 死の

状況下での血漿中濃度-時 間曲線下面積(AUC0～24hr)

は同群の他の動物に比較してほぼ2倍 に増加し,消 失半
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減期は約2倍 に延長した(Table 10-6)。

薬物の苦味によると思 われる署しい投与忌避行動 が

120mg/kg/日 群 の1例(No.352)に 認められ,同 群の

他の2例(Nos.301,302)に も苦味に対する反応と推定

される泡沫状の唾液分泌が投与時に観察された。

2.　 尿検査

検査成績はTable 1-1～1-3に 示 した。中,高 用量群

ではしば しば蓄尿中に白色の結晶性沈澱物が見られた。

質量スペク トルおよび赤外スペクトル による分析 の結

果,そ のほとんどは未変化のAT-2266で あ った。 しか

し,放 尿直後の尿中および剖検時の膀胱尿中にはこのよ

うな結晶性沈澱物は認められなかった。検査結果に多少

の変動は見られたが,用 量依存性あるいは投与期間と関

連する変化は認められなかった。

3.　血液学的検査

成績はTable 2-1～2-5に 示 した。軽度の貧血ないし

その傾向(赤血球,ヘ マ トクリットおよび血色素の減少)

が120mg/kg/日 群で5ヵ 月目より認められた。白血球

数およびその百分比に正常範囲 を越 える変化 はなかっ

た。また,血 小板の増加が120mg/kg/日 群の1例(No,

353)で6ヵ 月目に認められた。

120mg/kg/日 群 のNo.353は 瀕死の時期であった投与

2ヵ 月目の検査で血小板の増加の他,赤 血球,ヘ マ トク

リット,お よび血色素などが著 しく低下 し貧1趣1が見られ

たが,こ れはタール様ないし血様便の排出によるもので

あろ う。

4.　 血液凝固能および血小板凝集能

成績はTable 3お よびTable 4に 示 した。血液凝固能

に関し,い ずれの群にもPT値 に対する影響は認められ

なかった。120m9/kg/日 群の2例 のAPTT値 は,わ ず

かに延長していたが正常範囲の変化であった。血小板凝

集能は,30mg/kg/日 群の1例 に低下が見られたが投与

の影響ではないと考えられた。

5.　 血液生化学的検査

成績はTable 5-1～5-8に 示 した。 グルコース,総 コ

レステロールおよびA/G比 に 変化が 認められた。 グ

ルコース の 減少は30mg/kg/日 群の1例 では5カ 月目

以降,120mg/kg/日 群 では1例 が1ヵ 月目以後,他

の例は6ヵ 月目に認 められた が,い ずれも軽度であっ

た。

総 コレステロールは,120mg/kg/日 群で投与期間の後

半にやや減少の傾向を示した。

A/G比 の上昇傾向が 各投与群に認められたが,こ れ

らはアルブミン分画の上昇とβ1,γ分画の減少によるも

のであった。

120mg/kg/日 群で瀕死状態 となった2例 の場合,No

351に おいては,23日 目の剖検直前の検査(Table 5の

34日 目の欄に記載)で 無機燐,尿 素窒素,ク レァチニン,

アルブミンなどに異常がみられ,No.353に おいては2

ヵ月目の瀕死期に総蛋白,ア ルブミン,A/G,GOT,

Cl-な どに軽度の異常が認められた。

6.　 BSP試 験

成績はTable 6に 示 した。60mg/kg/日 群の1例 に

BSP排 泄率の減少傾向が見られたが,投 与によると考

えられる変化は認められなかった。

7.　 眼科学的検査

いずれの群においても投与によると思われる異常は認

められなかった。

8.　心電図検査

心電図検査においては6ヵ 月目に対照群の1例 に心室

性期外収縮が認められたが,薬 物によると思われる異常

所見は認められなかった。

9.　臓器重量ならびに剖検所見

臓器重量の成績を Table 7-1～7-2に 示 した。120

mg/kg/日 群 で精巣の重量減少および脾臓の重量増加が

各1例 に見られた。 また,同 群の1例(No.353)の 肩

関節の軟骨表層下に4×4mmお よび10×4mmの 水泡

様物の形成が認められた。

肝重量の減少傾向が各投与群にみられたが,体 重比で

は差はなく,投 与の影響は認められなかった。その他,

心筋の退色,乳 腺の顕性化,子 宮粘膜増殖症,子 宮腔水

腫などが対照群を含む各群に散発的にみられた。

10.　病理組織学的所見

成績はTable 8に 示 した。精巣では精子発生の抑制

が120mg/kg/日 群 の3例 全例に認められ,精 子発生は

精娘細胞ないし精母細胞の段階で停止し,さ らには多核

巨細胞の出現する精細管も見られ,成 熟精子は認められ

なかった(Photo.1,2)。 また,同 群の精巣上体では,

その管内に正常精子は認められず,精 細胞の変性・壊死

に陥った退化細胞のみが認められた。

腎臓では,尿 細管上皮の軽度の菲薄化(尿細管の拡張)

(Photo.3,4)が30 mg/kg/日 群 の1例,60 mg/kg/日

群の3例,120mg/kg/日 群の全例に見られた。尿細管

上皮内へのlipofuscin様 色素の沈着が120mg/kg/日 群

の雄の3例 において増加 していたが60mg/kg/日 群およ

び30mg/kg/日 群 では対照群と同程度であった。

120mg/kg/貝 群では1例 の舌表面に カンジダ菌糸が

局在性に見られ,ま た,肝 細胞の細胞質内における好酸

性封入体が同群の別の1例 にご認められた。

その他の変化として,表 に示すような病変が散見され
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Table 3 Blood coagulation test in dogs receiving

AT- 2266 for six months

たが,No.351で の所見以外,い ずれの変化も投与との

関連性は明らかではなかった。

11.　骨髄像

成績はTable 9に 示 した。120mg/kg/日 群 の2例

(Nos.352,353)に おいてM/E比 の低下が認められた。

この2例 は,投 与5ヵ 月目以降に貧血傾向を示 したもの

で骨髄における赤芽球系細胞の増殖亢進像は,貧 血に対

応した代償性変化 と考えられる。その他の動物の骨髄縁

に投与の影響はなかった。

12.　血漿中薬物濃度

成績はTable 10-1～10-6お よびFig.3に 示 した。

各群のpeak levelは30mg/kg/日 群で 約5μg/ml,60

mg/kg/日 群で10μg/ml,120mg/kg/日 群 では15～20

μg/ml程度を示す例が多 く,血漿中濃度の上昇度は,投与

量に依存していた。30mg/kg/日 群および60mg/kg/日

群では,10日 目以降の値はほぼ一定であった。120mg/

kg/日 群の178日 目ではやや高い値を示したが,こ れは1

例(No,352)の 一時的上昇に起因するものであった。

投与初 日のAUC0～24hrは30mg/kg/目 群で43(24～

55)μg・hr/ml,60mg/kg/日 群で84(61～125)μg・hr/ml,

120mg/kg/日 群で172(142～241)μg・hr/mlで 投与量

に比例して増加した。120mg/kg/日 群で 異常な食欲不

振,衰 弱を示 した例(No.351の10日 目およびNo.353

の31日 目)お よび一時的な血漿中薬物濃度の上昇を示 し

た例(No.352の178日 目)のAUC0～24hr(そ れぞれ529,

561お よび399μg・hr/ml)以 外,各 投与群における10

日目以降のAUC0～24hrは ほ とんど変らず,い ずれの群

も初 日の1.3～1.7倍 のほぼ一定した値を示 し,蓄 積性の

ないことが示唆された。

見かけの消失半減期は吸収相の遅れた時に長 くなる個

体もみられたが,多 くは30mg/kg/日 群で4～10時 間,

60お よび120mg/kg/日 群 で5～12時 間であった。

13.　尿 中薬物濃度

成績はTable 11に 示 した。 尿中への排泄率は血中薬

物濃度 と同様に投与量,投 与期間にかかわらず,ほ ぼ一

定の値を示 した。120mg/kg/日 群 のNo.353で は 著 し

い食欲不振の継続していた1ヵ 月目の値は他の動物より

も増加 していた。

14.　組織 内薬物濃度

成績はTable 12に 示 した。 血漿中濃度に比べ脳,脊

髄内濃度は1/3～1/5で あ ったが,他 の組織内濃度はか

なり高かった。脳および脊髄以外,高 値を示した臓器は

腎臓 肝臓 心臓,膵 臓,脾 臓などであり,30mg/kg/日

群 で15～30μg/g,60mg/kg/日 群 で30～50μg/g,120

mg/kg/日 群 で70～170μg/gで あ った。

III.　総括ならびに考察

AT-2266の 慢性毒性を雌雄 ビーグル犬を用いて検討

した。投与量は30,60お よび120mg/kg/日 で,午 前9

時 と午後5時 頃に1日 当りの用量を等分 し,懸 濁液とし

て6ヵ 月間強制経口投与 した。

30お よび60mg/kg/日 群においてはすべての検査項 目

に正常範囲を越える異常はなかった。

120mg/kg/日 群においては,雌 の3例 中2例 に食欲不

振ないし廃絶,嘔 吐,流 涎,振 せん,便 秘,衰 弱などの

症状が発現した。投与23日 目に殺処分 した例では,脱 水,

飢餓,衰 弱に伴 う諸変化が見られたが,薬 物の直接的な

作用によると思われる器質的変化はほ とんど認められな

かった。他の1例 は異常症状の発現第21日 目(投 薬48日

目)か ら4日 間の休薬をすることにより回復し,以 後,
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Table 4 Platelet function test in dogs receiving AT- 2266 for six months

投与を再開しても著変は認められなかった。このような

著しい食欲不振を主徴とする異常症状はカニクイザルを

用いた本物質の亜急性毒性試験2)の瀕死例に見られたも

のと本質的に同じ現象と考えられる。すなわち,大 量の

AT-2266の 投与により食欲不振が発現し,こ れが数週

間にわたり継続したため脱水,飢 餓,衰 弱,瀕 死の状態

を惹起したものであろう。このことは殺処分例において

は極めて高い血中薬物濃度に達していたにもかかわらず,

主な病理学的変化が脱水,栄 養不良など飢餓性の変化に

限られていたこと,他 の1例 では瀕死期に補液および栄

養補給することにより摂食不良以外の異常症状は速やか

に軽減され,さ らには数日間の休薬によりすべての異常

症状が速やかに消失したことによっても支持されるであ

ろ う。 その他,120mg/kg/日 群 においては,5ケ 月目以

降における貧血傾向,お よび精子発生の抑制が見られた。

貧血の直接的な原因は明らかでない。骨髄像 における

M/E比 の低下は,こ の貧血に伴 う代償性変化であろう。

精子発生の抑制はラット1)においても見られたものであ

って,精 母細胞から精娘細胞が残存していることから,

それ以降の発生段階が障害されたものと推定される。こ

れは投与の中断により回復する性質の変化 と考えられる。

AT-2266と 類似の構造を有するAM-715の ラット8)お

よびイヌのにおける慢性毒性試験の成績においても高用

量群の少数例に,精 巣異常が見られたことが記載されて

お り,類 似 した現象 とも考えられる。

尿細管の軽度の拡張が,120mg/kg/日 群の全例と,
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Table 6 BSP tests in dogs receiving AT- 2266 for six months

*: Clearance rate (%) of BSP from plasma for 10 minutes

30,60mg/kg/日 群の一部に見られているが,ラ ット1)

およびサル2)で見られた変化 と同質のものである。腎機

能に関連する臨床生化学的指標に何らの変化もなく,ま

た質的にもPipemldic acidを 反 復投与 したイヌに認め

られた変化5)と 同じであった。毒性学的に特に問題 とな

る所見ではないと考える。

120mg/kg/日 群の1例 の関節軟骨に軽度の障害が 認

められた。この障害は本系統の抗菌性物質を幼若犬に投

与したときに生じるものとしてすでに知られている6)。

今回障害を発現した イヌは全使用動物中最も若い 個体

(9ヵ 月齢)で 障害発現の上限年齢に相当していた。

組織内薬物濃度は脳,脊 髄以外,血 漿中薬物濃度より

もかなり高かった。特に腎臓,肝 臓,脾 臓などでは高濃

度に分布 していたが,こ れらの臓器においても器質的変

化はほ とんど認められず,AT-2266の 直接的な臓器障

害性は軽微であることが示唆された。

以上より,AT-2266は イヌにおいては,60mg/kg/

日が最大無作用量,120mg/kg/日 は 中毒量と結論され

る。

これらのイヌにおける最大無作用量および中毒量はラ

ットの慢性毒性試験)に おけるそれぞれの用量(雌 雄の

成熟 ラットでそれぞれ,300mg/kg/日 お よび1,500mg/

kg/日)に 比べ明らかに低いが,こ れはAT-2266の 吸収

率の種族差に起因するものと考えられる。すなわち,吸
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Photo.1 Photo.2

Photo. 1 The seminiferous tubules of control dog, showing mature architecture

composed of developmental process of sperm. •~100 H. E. staining

Photo. 2 The seminiferous tubules of dog (No .302) receiving 120mg/kg of AT-2266.

A decrease in the number of spermatids and a few multinucleated cells are shown.

•~100 H. E. staining

収量 に関す るpharmacokinetic parameterで あ るAUC

0～24hrを と り,反 復投 与 後 のAUC0～24hrで 比 較 す る

と,イ ヌ に お け る 最 大無 作 用 量 の60mg/kg/日 群 の

AUC 0～24hrは92～166(平 均134)μg・hr/ml ,中 毒 量

120mg/kg/日 群 のAUC0～24hrは199～399(平 均260)

μg・hr/mlで あ った。 一 方,雄 ラ ッ トの 慢 性毒 性 試 験1)

の最終投与1時 間 お よび24時 間後 の血 漿 中 薬 物 濃度 か ら

AUCO～24hrを 概 算す る と成 熟 ラ ッ トに お け る最大 無 作

用量300mg/kg/日 群 で は161μg・hr/mlと な り両 種 族

間に大差 はな い もの と考 え られ る。 また,120mg/kg/

日群の2頭 で食欲 不振 が継 続 中 の時 点 で はtrough level

は約20μg/ml以 上(同 群 の食 欲 不 振 を 示 さ な い個 体 で

は 約6μg/ml以 下),peak levelは 約30μg/ml以 上(同

15～20μg/ml) ,t1/2は14.8～17.7hr(同5～10hr),

AUC0～24hrは 約400μg・hr/ml以 上 で,食 欲 不振 ・飢餓

性 変化 を 示 さな か っ た個 体 との 間 に は 明 らか な差 が み ら

れ た。 こ の成 績 は カ ニ クイザ ル を用 いた 亜 急 性毒 性 試 験

2)で の 瀕 死例 の場 合 とよ く一 致 して いた
。 サ ル で の最 大

無 作 用 量 お よび 中毒 量 とそ のAUC0～24hrの 関 係 は それ

ぞ れ40mg/kg/日 で平 均71μg・hr/mlお よび80mg/kg

/日 で 平 均200μg・hr/mlで あ る。 これ らの事 実 を 総 合

的 に 判 断 す る と種 族 を 問 わず,吸 収 量 を反 映 したAUC

0～24hr換 算 で 約200μg・hr/ml以 上 の値 が 長 期 間 継 続 し

た 場合,中 毒 症 状 を 示 す 可能 性 が あ る と考 え られ る。 ま

た,ラ ッ ト1)と サ ル2)に お け る成 績 お よび今 回 の イ ヌに

お け る成 績 か ら 最 大 無 作 用 量 は40mg/kg/日(サ ル)～

300mg/kg/日(成 熟 ラ ッ ト)の 範 囲 に あ り,AUC0～24h,

では 約70μg・hr/ml(サ ル)～ 約160μg・hr/ml(成 熟 ラ ッ
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Photo.3 Photo.4

Photo. 3 The kidney of control dog . No significant changes are seen. ×100PASstaining

Photo. 4 The kidney of dog (No.301) receiving AT-2266 , showing the dilated uriniferous  tubules,
×100 PAS staining

ト) であった。 これらの成績からAT-2266の 臨床的な

反復適用時の無作用量は40mg/kg/日 以下,AUC0～24hｒ

では約70μg・hr/ml以 下 と推定される。

稿を終るにあた り本実験に終始協力された横山雅子,

近藤澄子,黒 部暢之,山 吉迫子,釜 浦正恵らの諸氏に深

謝します。

(本実験は昭和54年12月 か ら56年7月 までの間に実施 し

た)
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Table 10- 1 Plasma compound levels in dogs receiving AT- 2266 for six months- First day-

The compound was administered at 0 hr (9:00 a. m.) and 8 hr (5:00 p. m.) by gavage.
*: μg/ml

Fig. 3 Plasma compound levels in dogs receiving AT- 2266 for six months

Time after administration in the morning
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Table 10- 2 Plasma compound levels in dogs receiving AT- 2266 for six months- 10 th day-

The compound was administered at 0 hr (9:00 a. m.) and 8 hr (5:00 p. m.) by gavage.
Numerals in parentheses were not included in the mean values.
*: μg/ ml

Table 10- 3 Plasma compound levels in dogs receiving AT- 2266 for six months- 31 st day-

The compound was administered at 0 hr (9:00 a. m.) and 8 hr (5:00 p. m.) by gavage.
Numerals in parentheses were not included in the mean values.
*: μg/ ml
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Table 10-4 Plasma compound levels in dogs receiving AT-2266 for six months-87th day

The compound was administered at 0 hr(9:00 a.m.) and 8 hr (5:00 p.m.) by gavage.

*:ƒÊg/ml

Table 10-5 Plasma compound levels in dogs receiving AT-2266 for six months-178th day

The compound was administered at 0 hr (9:00 a.m.) and 8 hr (5:00p.m.) by gavage.

*:ƒÊg/ml
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Table 12 Tissue levels of AT- 2266 in dogs receiving AT- 2266 for six months

Concentration in plasma (ƒÊg/ ml) or tissues (ƒÊg/ g)

Specimens were collected at 2 hours after the last dosing in the morning.
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TOXICOLOGICAL STUDIES OF AT- 2266

IV. SIX- MONTH CHRONIC TOXICITY STUDY IN DOGS

HIROMI SENDA, KUNIHISA SATOMURA, YOSHITAKA SATOH,

YUICHI TAKEMOTO, KUMIO OHNISHI, NOBUO MATSUOKA and KOUICHI YOSHIDA

Research Laboratories, Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.

AT- 2266, a newly synthesized antibacterial agent, was administered orally to beagle dogs twice a day for6months
at daily dose levels of 30, 60 and 120 mg/kg.

The results obtained were as follows:
1) In 30 and 60 mg/kg dosing groups, there found no abnormal findings in body weight, food consumption, uri-

nalysis, hematology, blood biochemistry, BSP excretion test, organ weight, necropsy and histopathology.
2) As for changes related to the administration of the compound, 2 of 3 females of 120 mg/kg dosing group de-

veloped decrease or loss of appetite, followed by emaciation due to continual anorexia for 3 weeks or more. In 1
female sacrificed in extremis on the 23 rd day of dosing, various changes associated with limophthisis and dehydra-
tion were observed grossly and histopathologically, while alterations attributable to direct effects of the compound
were scarcely observed in all organs examined. The other female recovered by the discontinuation of dosing for 4
days, thereafter, no remarkable changes took place following the resumption of dosing. In the survivals of 120 mg/kg
dosing group, there found slight anemia on and after 5th month of dosing and proliferative changes of erythroid cells
in the bone marrow which might be a compensatory change to anemia. Furthermore, atrophic changes of seminife-
rous tubules which might suggest an inhibition of latter stage of spermatogenesis were observed histopathologically in
all males of 120 mg/kg dosing group.

From the results mentioned above, the maximum safety dose of AT- 2266 in dogs was estimated to be 60 mg/kg/
day.


