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TMS-19-Qの 安 全 性 に 関 す る 研 究(II)

ラ ソト慢性毒性試験

守 野 豊 彦 ・白 岩 和 己 ・佐 野 光 一 ・矢 野 譲 次
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東洋醸造株式会社 リサーチセンター 安全性研究所

新マク舜ライ ド系抗生物質TMS-19-Qの 雌雄ラットにおける慢性毒性試験を行なった。投与期

間は9か 月間でさらに2か 月間の回復試験を設け,250,500,1,000お よび2,000mg/kgを 強制

経口投与した。なお,中 間検査を4.5か 月 目に実施 した。

一般症状では喘鳴
,鼻 汁が対照群を含め全群で投与量相関もなく散発的にみられた。

死亡例はなく,体 重,摂 餌 摂水量に変化はみられなかった。

尿,血 液,血 清生化学検査では薬物投与に起因する変化はみられなかった。

剖検および臓器重量において盲腸肥大が用量相関をもってみられたが回復試験では肥大傾向を示

したものの有意差はみられなかった。

病理組織学的検査では自然発生的病変あるいは細胞小器官の活動像がみられるものの,薬 物に起

因する病態像は認め られなかった。

本試験における最大無作用量は2,000mg/kg以 上 と推定された。

TMS-19-Q(3"-0-propionylleucomycin A5)の 急性

毒性試験および経口投与によるラット1か 月亜急性毒性

試験にっついて,今 回,ラ ットにおける9か 月間経口投

与の慢性毒性試験およびその回復試験を実施した。

1.試 験材料および方法

1.被 験薬物

東洋醸造株式会社医薬品研究所で合成 されたLotNo.

TMS-2を 使用 した。

2.使 用動物および飼育条件

静岡県実験動物農業協同組合 よりStd-Wistarラ ツ ト

雌雄を生後4週 齢で購入し,1週 間の予備飼育後,健 康

状態が良好で順調な発育を示 した体重100g前 後の動物

を選び実験に供 した。実験は1群26匹 で開始し,4.5か

月 および9か 月試験群は各々1群10匹,回 復試験群に

は1群6匹 を配 した。

飼育室は室温23±2℃,湿 度50～60%,照 明 は午前

6時 から午後6時 までの12時 間サイクルを用いた。

3.投 与方法および投与量

TMS-19-Qは 水に難溶のため,0.5%CMCに 懸濁

し,経 ロゾンデを用い9か 月間連続強制経口投与 した。

投与量はラットの亜急性毒性試験において,物 理的最大

投与量の2,000mg/kg群 で も体重減少,死 亡例がみら

れなかったので,今 回の慢性毒性試験でも亜急性毒性試

験 と同様に2,000mg/kgを 最高投与量とし,以 下1,000,

500お よび250mg/kgを 設定 した。ただし,2,000mg/

Table 1 Dosing schedule for chronic toxicity test of
TNIS-19-Q in rats

kg群 に ついては誤嚥性肺炎をさけるため午前9時 と午

後2時 の分割投与とした。対照群には0.5%CMCを 他

の投与群と同量,経 口投与した。

群構成および投与量をTable1に 示 した。

4.検 査項目と方法

一般症状の観察を投与期間中は毎日
,回 復期間中は週

1回 行なった。

体重,摂 餌量 ・摂水量の測定を投与期間中および回復

期間中とも週1回 実施 した。

尿検査は4.5か 月および9か 月試験群では最終投与前

日,回 復試験群では回復期間終了前 日に強制排尿による

尿を用いて行なった。なお,尿 沈渣については9か 月試

験群および回復試験群において代謝ケージを用いて採尿

した蓄尿により検査した。
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血 液,血 清 生 化学 検 査 に 際 して は24時 間 絶 食 し,エ ー

テル麻 酔 下 で 腹 大 動 脈 よ り採 血 し,血 液 検 査 に はEDTA-

2K塩 を 加 え た 血 液 を,血 清 生化 学 検 査 には 抗 凝 固 剤 を

加 えず 遠 心 分 離 した 血 清 を用 い た。

血 液,血 清 生 化学 検査 お よび 尿検 査 は以 下 に 示 す 方 法

を 用 い た 。

1)血 液 学 的 検 査

赤 血 球,白 血 球(Cou1tercounter),ヘ モ グ ロ ビン量

(Cyanmethemoglobin法),ヘ マ トク リ ソ ト値(毛 細 管

高 速 遠 心 法),白 血球 分 画(May-Giemsa染 色 法)

2)血 清 生化 学 検 査

トラ ンス ア ミナ ー ゼ(GOT,GPT;Reitman-Frankel

法),ア ル カ リ性 ホ ス フ ァ タ ー ビ(A1-P;Kind-King

法),コ リンエ ステ ラ ー ビ(Ch-E;Acetylcholine基 質:

Cholineoxidase法),総 蛋 白(T,Protein;Bi肛et法),

アル ブ ミン(Alb.;BCG法),A/G(Alb./(T.Protein-

Alb.)),血 糖(G1ucose;Glucose oxidase法),尿 素 窒

素(Urea-N;Diacetylmonoxime法),ク レア チ ニ ン

(Creat.;Alkaline picric acid法),総 コ レス テ ロール

(T.Chol.;Lipase-cholestrol oxidase法),ト リ グ リセ

ライ ド(T.G.;Lipase-GDH法),ナ ト リウム ・カ リウ

ム(Na・K;日 立205D型 炎光 光 度計),カ ル シ ウ ム

(Ca;OCPC法),無 機iリ ン(P; Phospho-molybdate

法)

3)尿 検 査

ウ ロヘ マ コ ン ビス テ イ ッ クス(R)(マ イル スー三 共(株))

を 用 い,尿 白,ウ ロ ビ リ ノー ゲ ン,潜 血,糖,pHの 半

定 量 試 験 を 実 施 した。 尿 沈 渣 はStenheimer-Malbin染

色 法 に よ り行 な った。

臓 器 は剖 検 後,脳,下 垂 体,胸 腺,心 臓,肺 臓 肝 臓,

腎臓 脾臓 副腎,盲 腸 精巣,精 巣上体,卵 巣および

子宮の湿重量を測定 し,甲 状腺,顎 下腺,膵 臓,腸 管膜

リンパ節,胃,小 腸(十 二指腸,空 腸 回腸),結 腸,

精 嚢腺,前 立腺 膀胱,皮 膚,筋 肉,骨 髄(腰 椎)と と

もに10%中 性緩衝ホルマ リン液で固定後,常 法に従い,

包埋,薄 切 し,ヘ マ トキシリンーエオジン染色を行ない,

鏡検 した。また,必 要に応 じてSudan III,PAS,Berlln

Blue鉄 染色の特殊染色を施 した。なお,回 復試験群の

病理組織学的検査は肝臓,腎 臓 心臓,肺 臓 脾臓につ

いてのみ実施した。

電子顕微鏡的検査は4.5か 月試験群では対照群および

2,000mg/kg群 の雌雄各3匹,9か 月試験群では各群雌

雄各3匹,回 復試験群では各群雌雄各2匹 の肝臓と腎臓

について実施した。臓器は摘出後,直 ちに10%グ ル タ

ルアルデヒドと四酸化オスミウム緩衝液で二重固定し,

常法に従いエポン樹脂包埋,薄 切 し,酢 酸ウラニルと鉛

の重染色を行ない,電 顕的に検査した。

5)統 計学的処理

各測定値は平均値および標準偏差を求めて対照群と薬

物投与群の平均値の差の検定をSTUDENTのt検 定によ

り行なった。尿検査については出現頻度を表わすにとど

めた。なお,危 険率は5%有 意水準を用いた。

II.結 果

1.一 般症状および死亡例

一般症状では各試験群 とも投与2週 目頃より対照群を

含め各群に1～2例,喘 鳴を発する個体がみられた。こ

の症状は4～5日 で消失する例が多かったが10日 間継

続 した個体もみられ,再 発を繰 り返す例もあった。投与

5か 月以後に,喘 鳴の他,薬 物投与に関係なく,鼻 汁が

散見された。その他には特異症状は認められなかった。

Fig. 1 Body weight changes in rats treated orally with TMS-19-Q for

9 months and recovered for 2 months
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Fig. 2 Food intake in rats treated orally with TMS-19-Q for 9 months and
recovered for 2 months
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Fig. 3 Water intake in rats treated orally with TMS-19-Q for 9 months and
recovered for 2 months

全投与期間,回 復期間を通 じ,各 群とも死亡例はみられ

なかった。

2.体 重変化,摂 餌 ・摂水量

全投与期間および回復期間における各群の体重変化と

摂餌:摂 水量をFig.1～3に 示 した。雌雄 ともに対照群

と投与群の間に有意差は認められなかった。

3.血 液学的検査

各試験群の検査結果をTable 2-1～2-3に 示 した。4.5

か 月試験群の雄で対照群と比べ,赤 血球数およびヘモグ

ロビン量の増加が250mg/kgな い し500mg/kg群 よ

りみ られ,雌 で は2,000mg/kg群 で 白血 球 数 の 増加が

み られ た が 用 量 相 関 は 認 め られ なか った 。

4.血 清 生化 学 検 査

各 試 験 群 の 検 査 結 果 をTable 3-1～3-6に 示 した。4.3

か 月試 験 群 の 雄 でAl-P, T.Protein, Alb.,AIG,Pの

減 少,Ch-E,Naの 増 加,雌 で はGOT,GPT,T.Choの

lest.,Glucose, Creat.の 減 少,Pの 増 加 が 薬 物投 与群

に 散 見 され た。 しか し,用 量 相 関 を も って変 化 が み られ

た もの は 雄 のCh-Eの 増 加 お よびAlb.の 減 少 の みであ

っ た。9か 月 試験 群 の雄 に つ い て はA1-Pお よびKの
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Table 2-1 Hematological findings in rats treated orally with TMS-19-Q for 4 .5months

Significant difference from control *: P<0.05 X ± S.D.

Tahle 2-2 Hematological findings in rats treated orally with .1.MS-19-Q fur9 months

Significant difference from control *: P< 0.05 X ± S.D.
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Table 2-3 Hematological findings in rats treated orally with TMS-19-Q for 9months and recovered for 2 months

Significant difference from control *:P<0 .05 X ± S.D.

減少,雌 ではGPTの 減少がみられたが用量相関はなか

った。また回復試験群においては雄でCreat.の 増加,

雌ではCaの 減 少がみられたがいずれも用量相関は認め

られなかった。なお,そ の他の検査項 目においても薬物

投与群で有意差が散見されたが,用 量相関はみられなか

った。

5.尿 検査

各試験群の検査結果をTable4-1～4-5に 示 した。4.5

か 月および9か 月試験では各薬物投与群で異常はみられ

なかった。回復試験群では1,000mg/kg群 の雄6例 中

1例,2,000mg/kg群 の 雄6例 中2例 に潜血がみ られ

た。 しかし,尿 沈澄では雌雄とも全群で異常所見はみら

れなかった。

6.剖 検所見

4。5か 月試験群では肺臓で雄の1,000mg/kg群,雌

の2,000mg/kg群 で各々1例 に膿瘍を認めた他は,対

照群を含む全群に盲腸肥大を除いて著明な変化はみられ

なかった。9か 月試験群では対照群を含む全群において

肺臓に軽度の肺炎像を呈する個体が散見された。回復試

験群では肺臓の赤色化や肺変化が雄500m9/kg,2,000

mg/kg群 で 各々1例,雌 では500mg/kg群 で2例,

1,000mg/kg群 で1例 に認められた。 しか し,こ れら

の所見についてはいずれの試験群においても用量相関は

認められなかった。また9か 月目においても盲腸の肥大

が用量相関をもって認められた。なお,回 復期間終了後

においても盲腸は肥大傾向にあった。

7,臓 器重量

各試験の臓器重量をTable5-1～5-6に 示 した。4-5

か月および9か 月試験群において,絶 対重量,相 対重量

とも雌雄で盲腸重量が用量相関をもって増加した。他の

臓器では有意差は散見されるものの用量相関をもって変

化 した臓器は認められなかった。なお,こ の盲腸重量は

回復試験群では有意差はみられないものの増加傾向にあ

った。

8.病 理組織学的検査

各試験群の組織所見をTabte6-1～6-6に 示 した。4.5

か月試験群の肝臓でうっ血像,脂 肪滴沈着を主体とする

空胞変性 と胆管増生が対照群を含む雌雄のほぼ全例に認

められた。いずれも軽微から軽度な変化ではあるが脂肪

滴沈着のみは雌で中等度の変化を示した。また,肉 芽腫
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Table 3-1 Biochemical findings in male rats treated orally with TMS-19-Q for4 .5 months

Significant difference from control *: P<0.05 X ± S.D.

Table 3 -2 Biochemical findings in female rats treated orally with TMS-19-Q for 4 .5 months

Significant difference from control *: P <0 .05 X ± S.D.
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Table 3-3 Biochemical findings in male rats treated orally with TMS-19-Q for 9 months

Significant difference from control*: P< 0.05 X ± S.D.

Table 3 -4 Biochemical findings in female rats treated with TMS-19-Q orally for 9 months

Significant difference from control *: P <0.05 X ± S.D.
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Table 3 - 5 Biochemical findings in male rats treated orally with TMS-19-Q for 9 months
and recovered for 2 months

Significant difference from control *: P<0.05 X ± S.D.

Table 3 - 6 Biochemical findings in female rats treated orally with TMS-19-Q for 9 months
and recovered for 2 months

Significant difference from control *: P<0.05 X ± S.D.
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Table 4-1 Urinalysis in rats treated orally with TMS-19-Q for 4.5 months

Table 4-2 Urinalysis in rats treated orally with TMS-19-Q for 9 months
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Table 4-3 Urinary sediments in rats treated orally with TMS-19-Q for 9 months

Table 4-4 Urinal• sis in rats treated orally oo ith TMIS-19-Q for 9 months and recovered for 2 months
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Table 4-5 Urinary sediments in rats treated orally with TNIS-19-Q for 9 months and recovered for 2 months
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Table 5-1 Organ weights in male rats treated orally with TMS-19-Q for 4.5 months

Significant difference from control *: P<0.05 X±S. D .
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Table 5-2 Organ weights in female rats treated orally with TMS-19-Q for 4.5 months

Significant difference from control *: P<0.05 X±S. D.
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Table 5-3 Organ weights in male rats treated orally with  TNIS-19-Q for 9 months

Significant differenc, from control * P<0.05 X •} S. D.
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Table 5-4 Organ weights in female rats treated orally with TMS-19-Q for 9 months

Significant difference from control * p<0.05 X •} S. D.
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Table 5-5 Organ weights in male rats treated orally with TMS-19-Q for 9 months and recovered foe 2 months

Significant difference from control *: 1<0.05 X •} S. D.
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Table 5-6 Organ weights in female rats treated orally xvith TNIS-19-Q for 9 months and recovered for 2 months

Significant difference from control *: P< 0.05 X •} S. D.
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様変化および細胞浸潤が雌のほぼ全例と雄の数例に軽微

から軽度な変化 としてみられた(Photo.1～3)。

腎臓ではうっ血像 と尿細管上皮に脂肪滴沈着を主体 と

する空胞変性が雌雄ほぼ全例にみられた。また硝子円柱

も対照群を含め各群に散見されたがいずれも軽微な変化

であった(Photo,4～5)。 心臓では心筋炎像が雌雄とも

ほぼ全群に1～3例,軽 微な変化 として認 め られた

(Photo.6)。 肺臓では,肺 胞壁の肥厚,気 管支カタルお

よび肺炎が対照群 ないし投与群に散見された(Photo、

7)。脾臓では赤脾髄におけるヘモジデリン沈藩の軽度な

増加を対照群を含む全例に認めた(Photo.8)。

9か 月試験群では雌雄 とも対照群を含む全群で4.5か

月試験群にみられた所見と同様な変化を各臓器で観察 し

たが,肝 臓における肉芽腫様変化や腎臓における雄の硝

子円柱,心 筋炎,脾 臓のヘモジデリン沈着などいずれも

4.5か 月試験群と比べ,そ の程度および出現頻度におい

て増加していた。

Photo. 1 TMS-19-Q 250mg/kg, 4.5 months

(Female)

Liver: Moderate cytoplasmic vacuolation.

H. E. •~ 200

Photo. 2 Control, 4.5 months (Male)

Liver: Slight proliferation of the bile ducts.

H. E. •~ 150

Photo. 3 Control, 4.5 months (Female)

Liver: Mild granuloma-like degeneration.

H. E. •~ 250

Photo.4 TMS-19-Q 500mg/kg, 4. 5 months

(Femal)

Kidney: Slight vacuolation of the epithelium.

H. E. •~ 200

Photo. 5 Control, 9 months (Male)

Kidney: Slight hyaline casts deposition.

H. E. •~ 50
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Photo, 6 Control, 4. 5 months i Male

Heart : Slight myocarditis. H. F. •~200

Photo. 7 TMS-19-Q 2, 000mg/kg, 4. 5 months
(Female)

Lung: Mild pneumonia. H. E. 60

Photo. 8 TMS-19-Q 1, 000mg/kg, 4. 5 months

(Male)

Spleen: Mild hemosiderin deposition. H. E.

x 300

Photo. 9 TMS-19-Q 250mg/kg, recovery
(Female)

Liver: Mild proliferation of connective tissue
with proliferative bile ducts. H. E, / 150

Photo. 10 TMS-19-Q 500mg/kg, recovery

(Female)

Kidney: Slight thickening of glomerular wall.

H. E. •~ 200

Photo. 11 TMS-19-Q 1, 000mg/kg c Male)
Liver: Mild enlarged mitochondria, well-devel-
oped rough endoplasmic reticulum, slight in-
crease of peroxysome and many fat droplets.
x 7, 500
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Photo. 12 TMS-19-Q 2, 000 mg/kg (Male)

Liver: Well-developed spherical smooth surfaced

endoplasmic reticulum.•~15, 000

回復試験群は主要臓器のみ検討した。全群で9か 月試

験群と同様な変化を示したが,特 に,肝 臓において,増

生 した胆管周囲に線維化がみられ(Photo.9),腎 臓では

間質への小円形細胞浸潤,糸 球体係蹄壁の肥厚,尿 細管

上皮の硝子滴変性が観察された(Photo.10)。

9.電 子顕微鏡的検査

肝臓:4.5か 月,9か 月試験群の500mg/kg以 上 の

投与群で程度差はみられるものの,小 葉辺縁帯で ミトコ

ンドリアの軽度膨化変性 と粗面小胞体およびペルオキシ

ゾームの増加,な らびに脂肪滴が観察された(Photo.

-11)
。 ま た,小 葉中心帯では球状滑面小胞体が密に分布

し(Photo.12),ミ トコンドリア,粗 面小胞体は比較的

粗であった。さらに,グ リコーゲン穎粒の減少ないし消

失がみられ,細 胆管周辺には二次ライソゾーム顆粒の増

加傾向もみられた。回復試験群ではこれ らの変化は少な

くなり,対 照群とほぼ同程度の像であった。

腎臓:各 試験群とも対照群と比べて特記すべぎ変化は

,みられなかった。

III.考 察

一般症状でみられた喘鳴,鼻 汁は散発的であり,対 照

群にもみられることから,薬 物投与に起因するものとは

考え難い。おそらく投与液量が多いため,稀 に,口 から

盗れた液を誤嚥することが原因と思われる。

生化学検査において,45か 月試験群の雄でみられた

Alb。 の減少,Ch-Eの 増加は しば しば ネフローゼ症候

群でみられる変化であるが,血 清コレステロール,尿 蛋

白とも異常はなく腎の電顕的病理組織検査においてもネ

フローゼ症候群を示唆するような変化は認められなかっ

た。これらの変化はいずれも軽度であり,雌,お よび9

か月試験群ではみられていないことか ら本剤に起因する

変 化とは考え難い。

回復試験の尿潜血反応で1,000,お よび2,0001ng/kg

群の数例に軽度の陽性例がみられたが,病 理組織学的所

見では腎障害はみられず,偶 発的変化と思われる。

臓器重量において,亜 急性毒性試験時と同様,4.5お

よび9か 月試験群で雌雄とも用量相関をもって盲腸重量

の増加を認めた。一般的に抗生物質の投与によってみら

れる盲腸肥大は腸内細菌叢の変動に起因した変化といわ

れ てお り1～6),本剤 も嫌気性菌に強い抗薗力をもつこと

より,こ の盲腸重量増加も同様の機序によるものと推察

される。なお,回 復試験群では有意差も用量相関もみら

れ なくなるが,2,000mg/kg群 ではやや肥大傾向にあ

り,腸 内細菌叢が正常に復帰するためには,な お長期間

を要すると思われる。その他の臓器においても重量:増加

あるいは減少に有意差を認めるものが散見されたが,そ

の変化は軽微であり,病 理組織学的にも異常が認められ

ず,薬 物投与に起因する変化 とは考え難い。

剖検所見においてみられた各試験群の肺臓における変

化は対照群を含む各投与群で認められ,用 量相関もみら

れなかった。

病理組織学的検査において,各 試験群でみられた肝臓

の細胞浸潤,肉 芽腫様変化,細 胞質の脂肪滴沈着および

胆管増生などの変化は程度の差はあるものの対照群を含

め全群でみられており,さ らに,腎 臓では,う っ血 尿

細管上皮の脂肪的沈着,脾 臓ではヘモジデリン沈着,心

臓では心筋炎,肺 臓では肺炎像がみられたが,こ れらの

変化は肝臓と同様,対 照群にもみられており,薬 物によ

り惹起された変化とは考え難い。肝臓の電顕所 見では

500mg/kg以 上の投与群から対照群と比べ,粗 面および

滑面小胞体をは じめ ミトコンドリア,ペ ルオキシゾーム

およびライソゾーム顆粒などに活動が亢進している像が

観察されたが,生 化学および光顕 レベルでの病理組織学

的検査所見においても異常は認められず,毒 性発現によ

る変化とは考えられない。

したがって,本 試験において薬物投与に起因する毒性

発現は認められず,最 大無作用量は2,000mg/kg以 上

と推定する。
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TOXICITY STUDY OF TMS-19-Q (II)

CHRONIC TOXICITY TEST IN RATS

TOYOHIKO  MORINO, HARUKO ENDO, KAZUMI SHIRAIWA

MASAMI MIURA, JOJI YANO, KAZUHIKO MATSUMOTO

and KAZUO HAYANO

Toxicological Research Laboratories, Toyo Jozo Co., Ltd.

Chronic toxicity study of a new macrolide antibiotic, TMS-19-Q; 3"-O-propionylleucomycin A5,
was performed in male and female rats. Daily dosages of 250, 500, 1, 000 and 2, 000mg/kg were ad-
ministered orally for 9 months and recovery test was carried out for 2 months after discontinuing the
drug.

There were no dead animals. Stridor and nasal fluid were observed in all groups including control.
Any other abnormal symptoms and changes of body weights, food and water consumption, were not
observed.

Urinalysis, hematological analysis, biochemical analysis of serum and organ weights were normal
except hypertrophy of caecum with dose dependence in all dosage groups. Necropsy revealed no
remarkable drug related abnormalities except caecum in all test groups.

Pathological examination revealed no remarkable drug-related abnormalities in the test groups.
The maximum non-effective dose in this study was estimated to be more than 2, 000mg/kg.


