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Azthreonam(SQ26,776)の 安全性研究(第3報)

ラッ トにおけ る皮下投与 に よる亜急性毒性試験

川 崎 一 ・三 好 幸 二 ・野 村 章 ・宇 田 文 昭

丹 羽 卓 朗 ・平尾地恵見 ・仲 吉 洋

株式会社野村生物科学研究所

モノバ クタム系抗生物質であるAzthreonam(以 下AZT)の35日 間皮 下投 与 に よる亜急性毒

性試験をsDラ ッ トを用 いて行 った。AzT投 与 に よ り150mg/kg以 上 で摂水量 の軽度 な増加,

300mg/kg以 上で赤血 球数な どの血 色素 系の減少,肝 臓,盲 腸重 量の増加,カ ーカス重量 の減少,

600mg/kg以 上 で投与部位皮下の浮腫,血 清A1-P活 性 の低下,腎 臓 重量 の増加,1,200mg/kg

以上で投与部位皮下 の出血,血 清GPT活 性,血 糖値,総 蛋 白量,血 清 アル ブ ミン値,Ca値 の低

下,脾 臓重量の増加が認め られた。2,400mg/kgで は これ らの他に体重増加の抑制,胸 腺重量 の減

少がみ られ,雌 雄 ともに10例 中2例 が途 中死亡 した。 病理 組織学的検査 では600mg/kg以 上 で

腎近位尿細管上皮細胞 の空胞化 と投与部皮下 の出血 と炎症性所見,1,200mg/kg以 上 で肝細胞 の肥

大,赤 脾髄での髄外造血 の尤進,2,400mg/kgで は骨髄 での赤芽球系の軽度 な増生が認め られ た℃

なお,死 亡例では肝細胞 の空胞化,腎 近位 尿細管直部 の壊 死が認め られた。 以上 の所見は いずれ も

AZTの 局所刺激作用に基 づ く変化 と他 の β-ラクタム系抗 生物 質に共通す る変化 であ り,ま た,休

薬に よる回復性 も高 かった。 また,300mg/kg以 下 では検体 の毒性作用 に起因す る と考 え られ る所

見は認め られず,本 実験 条件下 におけ る毒性作用 のない無影響量は300mg/kgと 推定 され た。

Azthreonam(SQ26,776,以 下AzT)は,米 国

SquibbInstituteforMedicalResearchで 開 発 され た

モ ノバ クタ ム系(単 環 β-ラ ク タ ム)抗 生 物質 で あ り,

ラッ トお よび マ ウスに お け る急 性 毒 性1),ラ ッ トに おけ

る35日 間静脈 内投 与 に よる亜 急 性 毒 性2)に つ い ては す

でに報 告 した。 今回,著 者 らはAZTの ラ ッ トに おけ る

35日 間経皮 投与 に よる亜急 性 毒 性 試 験 を 実 施 した の で

報告する。

I.実 験 材料 お よび 方 法

1.使 用 検体 お よび投 与 方 法

AZT(LotAZO40,力 価947μ9/mg)お よび 溶 解 補

助剤 であ る アルギ ニ ン(Lot548U-009)は 日本 ス クイ

ブ株式会社 よ り提 供 を受 け使 用 した。 投 与 量 は 用 量 設 定

のため の予 試験 を参 考 に して決 定 した 。 予 試 験 では 局方

注射用 生理 食塩 水 を対 照 と してAZTを1,000,2,000,

4,000mg/kgの 投 与 量 で1群 雌 雄 各5匹 のSDラ ッ ト

に14日 間 皮下投 与 した。4 ,000mg/kg群 で は,雄 は

全例,雌 は5例 中4例 死 亡 した。2,000mg/kg群 で は

雌1例 が 死亡 し,生 存 例 で は背 部 の浮 腫,投 与部 位 の 硬

結 糞 の黄 色化,軟 便,血 色素 量 の 減 少,肝 臓,腎 臓 お

よび脾臓 の重量 増 加が ,ま た,1,000mg/kg群 で は 背

部の浮腫,糞 の黄 色 化,軟 便,血 色 素 量 の減 少,皮 下,

肝臓 および脾臓 の重 量 増 加 が 認 め られ た 。 以 上 の結 果 よ

り本 試 験 の最 高 用 量 を2,400mg/kgと し,以 下1,200,

600,300お よび150mg/kg(公 比2)と した 。

AZTは 用 時 に ア ル ギ ニ ン と と も に(AZT:ア ル ギ ニ

ン=10:8)局 方 注 射 用 蒸 留 水 に溶 解 し,濾 過 滅 菌(0.45

μ)の 後,20ml/kgの 投 与 液 量 に て1日1回,35日 間,

ラ ッ トの背 部 皮 下 に注 射 した。 な お,対 照 群 に は 局 方 生

理 食 塩 液 を 同様 に 注射 した。

2.実 験 動 物 お よび 飼 育条 件

3.5週 齢 のCrj:CD(Sprague-Dawley:SD)ラ ッ ト

(日 本 チ ャー ル ス ・ リバ ー)を 予 備 飼 育 の 後,健 康 状 態

が 正 常 で発 育 良 好 な 雌 雄 各100匹 を 選 別 し,試 験 に供 し

た 。 動 物 は 室 温23±2℃,湿 度55±10%,12時 間照 明

(6・00am～6:00pm)に 設 定 され た 飼 育 室 で,木 屑 を

入 れ た プ ラ スチ ッ ク製 ケ ー ジ に2匹 ず つ 入れ,固 型 飼 料

(オ リエ ン タル 酵 母 工 業 製CRF-1)お よ び 水(水 道 水)

を 自由 に 摂 取 させ て 飼 育 した 。

3.群 構 成

群 構 成 は,(1)対 照 群,(2) AZT150rng/kg群,

(3)AzT300mg/kg群,(4) AZT600mg/kg群,

(5)AzT1,200mg/kg群,(6) AZT2,400mg/kg

群 の6群 と し,150rng/kg群 と2,400mg/kg群 には 雌

雄 各10匹,そ の 他 の群 は雌 雄 各16匹 を 配 した 。

150mg/kg群 と2,400mg/kg群 の10匹 とそ の 他 の
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群 の16匹 中10匹 は 投 与 試験 群 と し35日 間 の 検 体 注

射 を,ま た 残 りの6匹 は 回 復 試験 群 と し35日 間 の 検体

投 与 後35日 間 の休 薬 を 行 な った 。 な お,150mg/kg群

と2,400mg/kg群 を 除 く各 群 には 肝 臓 お よび 腎臓 の電

子 顕 微 鏡 に よ る 微 細 形態 学 的 検 査(以 下EM検 査)の

た め の 動物(雌 雄 各2匹)を 投与 試 験 群,回 復 試験 群 と

もに 加 え,投 薬 な らび に 休 薬 した。

4。 観 察 お よび 検 査

(1)一 般 状態:実 験 期 間 を通 じて,一 般 症 状 観 察,

体 重 の 測 定,摂 餌量 お よび 摂 水量 の測 定 を行 った。

(2)尿 検 査:投 薬 第29,30日 お よび 休 薬 第29日

に 尿量(5時 間 尿),色 調,Naお よびK(炎 光光 度法)

の測 定,pH,蛋 白,ブ ドウ糖,ケ トン体 ウ ロ ビ リノ

ー ゲ ン,ビ リル ビ ン お よび 潜血(尿 検 査 用 試験 紙BM

テ ス ト8,山 之 内製 薬)の 検 出 を 行 な った 。

(3)眼 底 検 査:投 薬 第29日 お よび 休 薬 第28～30

日に散 瞳 薬(ミ ド リンP(R),参 天製 薬)処 置 後,小 動 物

用 眼 底 カ メ ラ(興 和 株 式 会 社,RC-2mode1621)を 用

い て眼 底 写 真 を撮 影す る こ とに よ り行 った 。

(4)血 液 学 検 査:剖 検 時 に腹 大 静脈 よ り採 取 した血

液 につ いて 赤 血 球 数 お よび 白血 球 数(RBCお よびWBC:

東 亜 医 用電 子 製CC-108型 自動血 球 計 数 装 置),血 小板

数(東 亜 医用 電 子 製、PL-1001型 自動血 小 板 計 数 装 置),ヘ

マ トク リ ッ ト値(毛 細管 遠 心 法) ,血 色素 量(シ ア ン メ ト

ヘ モ グ ロ ビ ン法:東 亜 医 用 電子 製HB-100ヘ モ グ ロ ビ ン

カ ウ ンタ ー),網 状 赤血 球 比 率(ニ ュー メチ レン ブル ー

染 色 法),型 別 白血 球 百 分 率(ラ イ ト染 色法),プ ロ トロ

ン ビ ン時 間(Quick1段 変 法:DADEI社 製Auto-F1型

自動凝 固 測 定 装 置)を 測 定 した 。 な お,Wimtrobeの 赤

血 球 平均 恒 数,す な わ ち平 均 赤 血 球 容 積(MCV),平 均

赤 血球 色素 量(MCH),平 均 赤血 球 色素 濃 度(MCHC)

の 各 値 を赤 血 球 数,ヘ マ トク リ 、.ト値 お よび血 色 素 量 の

測 定 値 よ り算 出 した。

(5)血 清 生 化 学検 査:剖 検 時 に腹 大 動 脈 よ り採 取 し

た血 液 よ り得 た 血 清 につ い て,以 下 の項 目を検 査 した 。

ア ル カ リフ ォス フ ァ ター ゼ(A1-P:PNP法),ト ラ ンス

ア ミナ ー ゼ(GOT:Henry変 法 お よびGPT:Wroblew-

ski法),ア ル ブ ミン(BCG法),尿 素 窒 素(BUN:Urease

法),ク レア チ ニ ン(Jaffe法),総 ビ リル ビ ン(Malloy-

Evelyn変 法),グ ル コー ス(Hexokinase法),総 蛋 白

(Biuret法),無 機 リ ン(Pi:リ ンモ リブ デ ン酸 還 元 法),

尿 酸(Uricase・Catalase法),Ca軸(OCPC法)を

ABBOTT VP Bicromatic Analyzerに よ り,Nバ お よ

びK+(炎 光 光 度 法)を 日立775型 炎 光光 度計 に よ り,

Cl-を(電 量 滴 定 法)平 沼産 業 製CL-5M型 ク ロラ イ

ドカ ウ ンタ ーに よ り測定 した 。 なお,ア ル ブ ミン/グ ロ

ブ リン比(A/G比)を 次式 よ り算出 した:AfG=ア ルブ

ミン/(総 蛋白一 アル ブ ミン)。

(6)病 理 学検査:ペ ン トバル ビタールナ トリウム麻

酔下で腹大動脈 より放血致死後,内 臓を肉眼的に精査 し

脳,下 垂体,甲 状腺(右側),胸 腺 肺,心 臓 肝臓 腎

臓,副 腎,脾 臓 精 巣,前 立腺,盲 腸,卵 巣,子 宮の各

臓器お よび カー カスの重量 を測定 した。また,こ れらの

各臓器重量を剖 検 日の体重 で除 して,相 対重量とした。

これ らの各臓 器な らびに膵臓 胃,十 二指腸,回 腸,結

腸,腸 間膜 リンパ節,顎 下腺,甲 状腺,骨 髄,眼 球(左

側),蝸 牛,精 巣上体,精 嚢,膀 胱お よび投与部位につい

て10%中 性緩衝 ホルマ リン液(蝸 牛お よび眼球はブァ

ン液)で 固定 した後,H.E染 色を施 し,光 学顕微鏡に

よ り病理組織学的検査を行 った。EM検 査は各群の微細

形態学検査用動物 よ り肝臓 お よび 腎臓を摘出 し,2%パ

ラホルムアルデ ヒ ド ー2.5%グ ルタールアルデ ヒドお

よび1%オ ス ミウム酸 で二重固定 し,酢 酸 ウランとクェ

ン酸鉛 の二重染色を行ない,日 本電子製100CX型 電子

顕微鏡を用いて観察を行 った。

5.統 計学的処理

本試験で得 られた測定値 は群 ごとに平均値,標 準偏差

の算 出を行ない,対 照群 と検体投与群 との間の差の有意

性 についてはt検 定に よ り検討 した。 なお,t検 定はあ

らか じめ測定値の分散 を95%信 頼限界で検定 し,等分

散 の場合にはSTUDENTの 方法,不 等分散 の場合には

ASPIN-WELCHの 方 法に よ り行 なった。 この他,尿 の定

性検査 に関す る有意性の検定 につ いてはx2検 定により

行 なった。

II.結 果

1.一 般症状

投与期間中,雌 雄 ともに対照群,150mg/kg群 およ

び300mg/kg群 では雌 の300mg/kg群 の1例 が過誤

に より途 中死亡 した他は異常所見は認め られなかった。

600mg/kg群 では背部 の浮腫,投 与部位 の硬結 軟便,黄

色便が少数 例に認め られた。1,200mg/kg群 では600

mg/kg群 とほぼ 同様 の所見が認め られたが,浮 腫の部

位が紫色を呈 し,出 血 の疑われ る場合があった。2,400

mg/kg群 では主 として背部 の浮腫,浮 腫部位の紫色化,

投与部位の硬結,軟 便,黄 色便が認め られた。同群では

投 与第3日 までに雄2例,雌1例,投 与第21日 に雌1

例が死亡 した。休薬期間 中の雌雄 では600mg/kg群 お

よび1,200mg/kg群 で投与部位 の硬結が投与期間中か

ら継続 してみ られたが,休 薬終了時 までにすべて回復し,

他には異常所 見は認 められ なか った。

2.体 重 変動

各群の平均体重 の推移 につ いてFig.1に 示 した。投与
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Fig. 1 Mean body weight changes in SD rats during the

subacute toxicity study on Azthreonam by subcu-

taneous route

Fig. 2 Mean food intake changes in SD rats during the

subacute toxicity study on Azthreonam by subcu-

taneous route

Fig. 3 Mean water intake changes in SD rats during the

subacute toxicity study on Azthreonam by subcu-

taneous route
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期間中,雌 雄 ともに1,200mg/kg以 下 の投与群で,一

時的かつ軽度 な変動がみ られる場 合が あったが,用 量相

関性はな く,検体投与に関連する変動は なか った。2,400

mg/kg群 では雌雄 ともに体重増加の軽度 な 抑制が認 め

られ,雄 では35日 間 の体重増 加量は対照群 と比べて約

15%減 少 した。 休薬期間中は,雌 雄 ともに対照群 との

間に差は認め られなか った。

3. 摂餌量

各群 の平均摂餌量の推移についてFig.2に 示 した。雌

雄 ともに投与期間お よび休薬期間 を通 じて軽度な変動が

み られたが,検 体投与の影響 はほ とん ど認められなかっ

た。

Table 1 Urinalysis in male SD rats of a 35-day subcutaneous administration of Azthreonam

1) Mean•}S.D.2 ) No. of animals

* P< 0
.05, P<0.01 Significant difference from control (STunENT's t-test)

* P< 0
.05, P<0.01 Significant difference from control (AsPIN-WELcH's t-test)

* P< 0.05," P< 0.01 Significant difference from control (Chi-Square test)
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4. 摂水量

各群の平均摂水量 の推移についてFig3に 示 した。 投

与期間中,雄 の600mg/kg以 下 の投与群 では対照群 と

の間に検体投与の影響は認め られなか ったが,1,200mg

/kg群では投与第1週 か ら第3週 にかけて2,400mg/kg

群では投与第2週 以降投与終了時 まで摂 水量 の増 加が認

め られ た。雌 では150mg/kg群 て投与第4週 お よび第

5週 に,ま た300mg/kg以 上 の投 与群 では投与期間中

のほぼ全域にわた り,摂 水量 の増 加が認め られた。休薬

期 間中には,雌 雄 ともに対照群 との間に検体投与に関す

る変動は認め られ なか った。

5. 眼底検査

Table 2 Urinalysis in female SD rats of a 35-day subcutaneous administration of Azthreonam

1) Mean•}S .D. 2) No. of animals
* P<0

.05,**P<0.01 Significant difference from control (STUDENT'S t-test)

+ P<0.05," P<0 .01 Significant difference from control (AsPIN-WELcifs t-test)

x P<0.05," P<0 .01 Significant difference from control (Chi-Square test)
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投与試験群 お よび 回復試験群 ともに検体投与に よる影

響は認 め られ なか った。

6. 尿検査

尿検査の結果 をTable1～4に 示 した。投与試験群 お

よび回復試験群 ともに検体投与に関連す ると思われ る異

常は認め られ なか った。

7.血 液学検査

血液学検査 の結果をTable5～8に 示 した。投与試験

群 の雄 では150mg/kg以 上の群 でMCH,MCVの 増

加,300mg/kg以 上 の群 で赤血球数 の減少,600mg/kg

群以上 では これ らに加え,ヘ マ トクリット値,血 色素量

の低下お よび網状赤血球比率 の 上昇,1,200mg/kg群

Table 3 Urinalysis in male SD rats of a 35-day recovery test after the 35-day

subcutaneous administration of Azthreonam

1) Mean•}S.D. 2) No. of animals

* P<0
.05, **P<0.01 Significant difference from control (STUDENT'S t-test)

+ P<0
.05, 1P<0.01 Significant difference from control (AsPiN-WELcm's t-test)

x P<0
.05, x"P<0.01 Significant difference from control (Chi-Square test)
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以上ではさらにMCHCの 低下がいずれ も用量に相関 し

て認められた。2,400mg/kg群 では これ らに加 え 血小

板数および白血球数の増加,リ ンパ球比率の低下,分 節

核球比率および桿状核球比率 の上昇が認め られた。雌で

は1,200mg/kg群 以上 の投与群で赤血球 数の減少,ヘ

マ トクリット値の低下,血 色素量 の減少,MCHCの 低

下お よび網状 赤血 球比率 の 上昇,2,400mg/kg群 では

これ らに加 えMCH,MCVの 上 昇,血 小板数 白血 球

数 の増加,リ ンパ球 比率の低下お よび分節核球比率 の上

昇が認め られ た。 この他には用量に相関 した変動は認め

られ なか った。 また,回 復試験 群では雌雄 ともに検体投

与 に関連す る変動 は認 め られなか った。

Table 4 Urinalysis in female SD rats of 35-day recovery test after the 35-day
subcutaneous administration of Azthreonam

1) MeaR±S. D. 2) Nc. of animals

*P<0
.05, **P<0.01 Significant difference from control (STUDENT's t-test)

+P〈0
。05, ++P<0.01 Significant dlfference from contro1 (ASPIN-WELCH's t-test)

×P<0
.05, ××P<0.01 Significant difference from control (Chi-Square test)
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Table 5 Hematological observations in male SD rats of a 35-day subcutaneous administration of Azthreonam

Mean±S.D.

*P<0
.05, **P<0.01 Signlficant difference from control (STUDENT'S t-test)

+P<0
.05. ++P<0.01 Significant difference from control (ASPIN-WELCH'S t-test)

Table 6 Hematological observations in female rats of a 35-day subcutaneous administration of Azthreonam

Mean±S.D.

*P<0
.05,**P<0.01 Significant difference from control (STUDENT'S t-test)

+P<0
.05, ++P<0.01 Significant difference from control (ASPIN-WELCH'S t-test)
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Table 7 Hematological observations in male SD rats of a 35-day recovery' test
after the 35-day subcutaneous administration of Azthreonam

Mean±S.D.

*P<0
.05, **P<0.01 Significant difference from control (STUDENT'S t_test)

+P<0 .05, ++P<0.01 Significant differenco from control (ASPIN_WELCH'st-test)

Table 8 Hematological observations in female SD rats of a 35-day recovery test

after the  35-day subcutaneous administration of Azthreonam

Mean •} S.D.

*P<0
.05, **P<0.01 Significant difference from control  (STUDENT'S t-test)

+P<0 .05,++P<0.01 Significant difference from control  (AsPIN-WELcll's t-test)
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Table 9 Serum biochemical analysis in male SD rats of a 35-day subcutaneous administration of Azthreonam

Mean •} S.D.

*P<0 .05, **P<0.01  Significant difference from control (STUDENT'S t-test,
*P<0 .05,**P<0.01  Significant difference from control (AsPiN-WELCH's t-test

Table 10 Serum biochemical analysis in female SI) rats of a 35-day subcutaneous administration of Azthreonam

Mean •} S.D.

*P<0 .05, **P<0.01 Significant difference from control (STUDENT'S t-test)
+P<0 .05, ++P<0.01 Significant difference from  control (AspiN-WELCH'S t-test)
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Table 11 Serum biochemical analysis in male SD rats of a 35-day recovery test
after the 35-day subcutaneous administration of Azthreonam

Mean •} S.D.

*P<0 .05, **P<0.01  Significant difference from control (STUDENT'S t-test)
+P<0 .05, ++P<0.01  Significant difference from control ( AspiN_ WELCH 'S t- test)

Table 12 Serum biochemical analysis in female SD rats of a 35-day recovery test

after the 35-day subcutaneous administration of Azthreonam

Mean •} S. D.

*P<0
.05, **P<0.01  Significant difference from control (STUDENT's t-test)

+P<0 .05,++P<0.01 Significant difference from control (AspiN -WELcH's t-test)
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8.血 清生化学検査

血清生化学検査の結果 をTable9～12に 示 した。投与

試験群 の雄では300mg/kg以 上の投与群 でcr値 の上

昇,600mgfkg以 上 の投与群 でAl-P値 の低下,1,200

mg/kg以 上の投 与群 でGPT値 お よび 血糖値 の低下,

総 蛋 白量お よびアルブ ミン量 の 減少 お よびCa値 の低

下,2,400mgfkg群 ではK値 および無機 リン値の上昇

が認め られた。雌 では1,200mg/kg以 上 の投与群で血

糖値の低下,2,400mg/kg群 で は さらに総 蛋白量 お よ

び アル ブ ミン量 の減少,A/G比 の低下,Ca値 の低下,

K値 お よび無機 リン値の上 昇が認め られた。 回復試験群

では雌雄 ともに検体投与に関連す る変動は認 め られ なか

った。

9.病 理学検 査

(1)臓 器重量

臓器重量お よび相対重量についてTable13～16に 示

した。投与試験群では雌雄 ともに肝臓 盲腸 腎臓 脾

臓 の絶対重量増加 と雄では カーカス の絶対重量 の減少

が,ま た雌では肝臓 盲腸・腎臓 脾臓の絶対重量の増

加がいずれ も用量 に相関 して認め ら れ た。な お,雄 の

300mg/kg群 お よび600mg/kg群 では肝臓の絶対重量

の増加がみ られたが,1,200mg/kg以 上の投与群では対

照群 との間に差は認め られ なか った。相対重量で比較す

ると雄では肝臓・盲腸・カー カスが300mg/kg以 上,腎

Table 13 Organ weight in male SD rats of a 35-day subcutaneous administration of Azthreonam

Mean •} S. D. The figure in the parenthesis means weight percent to the final body weieht
.

*P<0 .05, **P<0.01  Significant difference from control  (STUDENT'S t-test)
+P<0 .05, ++P<0.01  Significant difference from control (AsPIN-WELcies t-test)
1) Caecum (+):

Caecum -weight with contents
2) Caecum(-) Caecum weight w ithout contents
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Table 14 Organ weight in female SD rats of a 35-day subcutaneous administration of Azthreonam

Mean S. D. The figure in the parenthesis means weight percent to the final bode weight .
*P<0 .05, **P<0.01  Significant difference from control (STuin-:NT's t- test
+P<0

.05, ++P<0.01  Significant difference from control (AsPIN-WELCH's t-test)
1) Caec

um6/ Caecum  weight with contents
2) Caecum (-)

Caecum weight without contents

臓 脾臓が1,200mg/kg以 上 の投与群 で,ま た,雌 で

は肝臓 腎臓 盲腸が600mg/kg以 上,脾 臓が1,200

mg/kg以 上の投与群で変動 した。 この他に雌 の2,400

mg/kg群 では胸腺の相対重量の減少 が あ ったが
,雄 で

は認められなか った。回復試験群 では検 体投与 に関連 す

る変動は認められず,投 与試験群 に認め られ た所 見はい

ずれも回復 した。

(2)剖 検お よび病理組織学的検 査

1)生 存例

肝臓 腎臓,脾 臓 骨髄,投 与部位には以下に示す所

見(Table17～19)が 認め られ たが,脳,眼 球,蝸 牛,

下垂体 甲状腺,顎 下腺,胸 腺 心 臓,肺,副 腎,膵

臓,胃,十 二指 腸,回 腸,結 腸,腸 間膜 リンパ節,精

巣,精 巣上体 卵巣,子 宮,膀 胱,前 立腺お よび精嚢 に

は検体投与 に よる異常は肉眼的に も病理組織学的 に も認

め られなか った。 また,盲 腸は 肉眼的 に は 雄 では600

mg/kg以 上,雌 では1,200mg/kg以 上 の投与 群で肥

大 が認め られたが,病 理組織学的 には異常 は認 め られな

か った。

肝 臓:肉 眼的には肝臓 の肥大 が 雄 の1,200mg/kg

群 の1例 に認め られただけ であったが,病 理組 織学的に

は肝細胞の肥大(Photo.1)が 雄 では2,400mg/kg群 の

全例,雌 では1,200mg/kg以 上 の投 与群 に用量に相関

して認め られた。肝細胞 の 肥大 は 小葉中心性で あった
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Table 15 Organ weight in male SD rats of a 35-day recovery test after

the 35-day subcutaneous administration of Azthreonam

Mean•}S.1). The figure in the parenthesis means weight percent to the final body weight.
*P<0

.05, **P<0.01 Significant difforence from control (STUDENT's t-test)
+P<0

.05.++P<0.01 Significant difference from control (ASPIN-WELCH's t-test)
1Caecum (+): Caecum weight wlth contents
2Caec

um (-): Caecum weight with out contents

が,脂 肪沈着あるいはPAS陽 性物質 の増加は認め られ

なかった。なお,EM検 査では1,200mg/kg以 上の投

与群 で肝細胞内に脂質滴 および粗面小胞体 の軽度 な増加

(Photo.2)が 認められ た。回復試験群 では検体投与に よ

る影響 は認め られなかった。

腎 臓:投 与試験 群では肉眼的 な 腎臓肥大 が 雄では

1,200mg/kg以 上,雌 では600mg/kg以 上 の 投与群

に,ま た,病 理組織学 的には近位尿細管上皮細胞 の空胞

化(Photo.3)が 雌雄 の600mg/kg以 上の投 与群 に用量

に相 関 して認め られた。尿細管上皮細胞にみ られた空胞

はSudan III染 色,PAS反 応 ともに陰性であ った。 こ

の他,中 等度以上の近位尿細管上皮細胞の再生像の増 加,

尿細管基底膜お よびボ ーマ ン嚢 基底膜 の肥厚,間 質細胞

の浸潤が1,200mg/kg以 上 の投与群に認められた。な

お,EM検 査 では600mg/kg以 上 の投与群で近位尿細

管上皮細胞 内の空胞,1,200mg/kg群 で ライ ソゾーム

様穎粒の増 加(Photo.4)お よび幼若型上皮細胞 の出現

頻度の増 加が認め られた。回復試験群では病理組織学的

検査で尿細管上 皮の軽度 な再生像が1,200m9/kg群 の

1例 にみ られ た他には異常は認め られなかった。

脾 臓:投 与試験群 では 肉眼的 に 脾腫 が 雄 の2,400

mgfkg群,雌 の1,200mgfkg以 上 の投与群 に,病 理

組織学的には赤芽球系 の髄外造血 の尤進,ヘ モジデ リン

沈着 の減少(Photo.5)が1,200mg/kg以 上 の投与群
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Table 16 Organ weight in female SD rats of a 35-day recovery test after
the 35-day subcutaneous administration of Azthreonam

Nlean•}S.D. The figure in the parenthesis means weight percent to the final body weight.
*P<0

.05, **P<0.01  Significant difference from control (STUDENT'S t-test)
+P<0

.05, ++P<0.01  Significant difference from control'AspIN_"ELC:H's t-test)
1) Caec

um (+):  Caecum weight with contents
2) Caecum -):  Caecum v.eight without contents

に,白 脾髄 の 増生,反 応中心 の 活性化(Photo .6)が

2,400mg/kg群 に認 め られ た
。 なお,回 復試験群では

異常は認められなか った。

骨 髄:投 与試験群の雌雄2,400mg/kg群 の全例 に

赤芽球の軽度な増生(Photo.7)が 病理組織学的 に 認め

られたが,回 復試験群では異常は認め られ なか った。

投与部位:投 与試験群では肉眼的 に皮下 出血 あるいは

血腫が,ま た,病 理組織学的 には皮下 の出血,担 鉄細胞

の出現 肉芽組織 の形成 が600mg/kg以 上 の投与群 で

用量に相関 して認め られた。 回復試験群 では肉眼的 に投

与部位の褐色斑が認め られ る場合が あったが,病 理組 織

学的には担鉄細胞の出現 と肉芽組織 の残存 と皮下 出血 が

少数例に軽度 に認め られ ただけ であ った。

2)死 亡例

300mg/kg群 の雌1例 には胸腔 内お よび皮下 に 大量

の出血が あった他 は肉眼的 に も病理組 織学的に も異常 は

認め られず,投 与時 の過誤 に よる失血死 と判断 された。

2,400mg/kg群 の死亡 例には肝細胞 の 空胞化(Photo.

8),腎 近 位尿細管上皮細胞 の空胞化(Photo.9),近 位 尿

細管 直部 の壊 死(Photo.10),投 与部位皮下組織 内の出

血が共通 して認 め られた。

III.考 察

AZT投 与に よ り2,400mg/kg群 の 雌雄各2例 が死

亡 した。病理組織 学的には投与局所 の出血,肝 細胞の空
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Table 17 Histopathological findings in male SD rats of a 35-day subcutaneous administration of Azthreonam

*

Degree of histopathological changes : (0) No lesion, (1) slight, (2) moderate and (3) marked.
No remarkable findings in cerebrum, cerebellum, pituitary, eye, cochlea, thyroid,
submaxillary gland, thymus, heart, pancreas, stomach, duodenum, ileum, caecum, colon,
mesenteric lymph node, adrenal, prostate, seminal vesicle, testis, epididymis and urinary bladder.

Photo. 1 Hypertrophy of hepatic cell (female,

2, 400 mg/kg,•~80, H. E. stain)

Photo. 2 Electron micrograph of hepatocyte.

Increases in number of lipid droplets

and rough endoplasmic reticulum

(female, 1, 200 mg/kg,•~4, 000. lead

and uranium stain)
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Table 18 Histopathological findings in female SD rats of a 35-day subcutaneous administration of Azthreonam

* Degree of histopathological changes : (0) No lesion, (1) slight, (2) moderate and (3) marked.
No remarkable findings in cerebrum, cerebellum, pituitary, eye, cochlea, thyroid,
submaxillary gland, thymus, heart, lung, pancreas, stomach, duodenum, ileum, caecum,
colon, mesenteric lymph node, adrenal, ovary, uterus and urinary bladder.

Photo. 3 Regeneration and vacuolation of renal

proximal tubular epithelium (male,

2, 400 mg/kg,•~80, H. E. stain)

Photo. 4 Electron micrograph of renal proxi-

mal tubular epithelial cell. Appear-

ance of vacuoles and increase in

number of lysosome-like particles

(female, 1, 200 mg/kg,•~4, 000, lead

and uranium stain)
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Table 19 Histopathological findings in SD rats of a 35-day recovery test after the 35-day

subcutaneous administration of Azthreonam

* Degree of histopathological changes (0) No lesion , (1) slight, (2) moderate and (3) marked.

No remarkable findings in cerebrum, cerebellum, pituitary, eve, cochlea, thyroid,

submaxillary gland, thymus, heart, lung, liver, spleen, pancreas, stomach, duodenum,

ileum, caecum, colon, mesenteric lymph node, adrenal, ovary, uterus, bone marrow

and urinary bladder.

Photo. 5 Hyperactivity of splenic extramed-

ullary hematopoiesis (male, 2, 400

mg/kg,•~40, H. E. stain)

胞化 と腎近位尿細管直部の壊死が認め られ,直 接 の死 因

と しては腎障害 によるもの と推定 されたが,こ の ような

腎臓 の変 化は後述 の如 く,検 体 の直接的な腎障害作用 に

よるものではな く,主 として投与局所 の炎症な どに よる

全 身状態 の悪化 に随伴 して出現 した現象 と考 え られた。

300mg/kg以 上 の投与群 で肝臓重量 の 増加が あ り,

1,200mg/kg以 上では病理組織学的に は 肝細胞 の肥大

が認 め られたが,血 清生化学検査 ではGOT活 性,GPT

Photo. 6 Hyperactivity of splenic germinal

center (male, 2, 400 mg/kg,•~80,

H. E. stain)

活性に肝障害を示唆す る変動は認 め られ なかった。 した

が って,本 検 体に よる肝細胞の肥大あるいは肝臓重量の

増加は検体 に よる肝障害 による変化 と は 考 えられず,

AZTの 静脈 内投与試験2)で み られ た と同様に検体の肝

細胞への取 り込 みが原 因 と推察 された。 また,肝 臓の微

細形態学検査では1,200mg/kg群 で粗面小胞体の増加

傾 向が認め られ,肝 臓 での蛋 白質合成の充進が推察され

たが,血 清総蛋 白量 および アル ブ ミン量は検体投与によ
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Photo. 7 Slight hypertrophy of erythropoiesis
in bone marrow (male, 2, 400 mg/kg,
×160,H.E.stain)

Photo. 8 Vacuolation of hepatic cell (dead

male, 2, 400 mg/kg,•~40, H. E.

stain)

り減少する傾向が認め られた。従 って,肝 臓 におけ る蛋

白質合成の充進は血清蛋白量 の減少 に伴 う代償性 の変化

と考えられた。血清総蛋白量 の減少 は投与部位に検体投

与による重篤な炎症がみ られ てお り,投 与部位 におけ る

蛋白質の漏出が原因と考え られ た。 な お,GPT活 性

の低下が1,200mg/kgお よび2 ,400mg/kg群 の雌雄

で認められたが,同 様 の所見はAZTの35日 間静脈 内

投与2)によっても認 められてお り,セ フ ァロスポ リン系

抗生物質3-5)の場合 と同様に検体 の 肝 障害 によるもの と

は考えられなか った。

投与期間中,雌 雄 とも600mg/kg以 上 の投与群 で軟

便および黄色便が観察 され,剖 検時 に盲腸重量 の増 加が

雄の300mg/kg以 上の投与群 お よび雌の2 ,400mg/kg

群で認められた。 これ らの所 見は抗 生物質 を投与 した場

合に一般的にみ られ る変化であ り,腸 内細菌 叢の変化6)

に起因するものと考え られた
。

Photo. 9 Necrosis and vacuolation of renal

proximal tubular epithelium (dead

male, 2, 400 mg/kg,•~80, H. E. stain)

Photo. 10 Necrosis at renal proximal tubule

(pars recta) (dead male, 2, 400 mg/

kg, •~80, H. E. stain)

この他,600mg/kg以 上 の投与群 では雌雄 と も背部

の浮腫お よび皮下 出血 が認め られ た。投与 終了時の剖検

あるいは病理組織学的検査 でも投与部位 の出血 とそれに

伴 う担鉄細胞 の出現,肉 芽組織 の形成,血 中分節 核球比

率 の上昇が認め られ,本 検体 に よる局所刺 激作用が示唆

された。一方,血 液学 検査では300mg/kg以 上の投与

群 で赤血球数 の減少,600mg/kg以 上の投与群でヘ マ ト

クリッ ト値 の低下 お よび血 色素量 の減少,網 状赤血球比

率 の増加 が,ま た,病 理組 織学的検査では脾臓 におけ る

髄外造血 の亢進 な らびに骨髄におけ る赤芽球 の増生が認

められた が,こ れ らはいずれ も投与部位 の出血 とそれ に

よる貧血 傾向に対応 した代償性の変化で あると考 え られ

た。 なお,300mg/kg群 では赤血球数 の 減少は極め て

軽度 であった。

雄では1,200mg/kg以 上,雌 では600mg/kg以 上

の投与群で腎相対重量の増加が,ま た,病 理組織学 的検
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査 では雌雄 とも600mg/kg以 上 の投与群で近位尿細管

上皮細胞 の空胞化が認め られ た。尿細管上皮細胞 の空胞

は脂質 でもグ リコーゲンでもないため,ア ミノグリコシ

ド系抗生物質7)や セ ファロスポ リン系抗生物 質8)と 同様

に検体 の尿細管上皮細胞内取 り込み と貯留のため と推察

され た。 なお,死 亡例では近位尿細管直部に壊死が認 め

られたが,生 存例では血 清生化学検査 でも尿検査で も腎

の機能 障害を示 唆す る所見は認 め られず,ま た,AZT

の2,000mg/kgの35日 間静脈 内投与2)に よって も腎

障害は認め られ ていない ことか ら,死 亡例に認め られた

尿細管の壊死は投与局所の強い炎症 と出血 などに よる全

身状態の悪化に伴 う二次的な変化 と考 えられた。脾臓で

は 白脾髄 の増生お よび反応中心の活性 化が2,400mg/kg

群 の雌雄で認め られたが,原 因は明 らか では なか った。

以上 のよ うにAZTの35日 間皮下投与に よる主な所

見 は本検体の局所刺激作用 による変 化 と他 の β-ラクタ

ム系抗生物質に共通す る変化であ ったが,い ずれ も休薬

に よる回復性が高かった。 また,300mg/kg以 下では

検体 の毒性作用に起 因す ると考え られ る所見は認め られ

ず,本 実験条件下 に お け る毒性作用のない無影響量は

300mg/kgと 推定 された。

(試験期間:昭 和57年9月 ～昭和58年12月)
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TOXICITY STUDY ON AZTHREONAM (3)

35-DAY SUBACUTE TOXICITY BY SUBCUTANEOUS ROUTE IN RATS

HAJIME KAWASAKI,  KOJI MIYOSHI, AKIRA NOMURA, FUMIAKI UDA

TAKURO NIWA, CHIEMI HIRAO and HIROSHI NAKAYOSHI

NRI Life Science

A 35-day subacute toxicity study on Azthreonam (AZT), a newly developed monobactam antibi-
otic, was conducted by subcutaneous injection in Sprague-Dawley rats. The following dose-related
changes in clinical laboratory examinations were detected in the animals received AZT: slightly
increased water intake (150 mg/kg or more), decreased RBC count (300 mg/kg or more), subcutaneous
edema and hemorrhage at the injection site, lower levels of Al-P, GPT, glucose, total protein,
albumin and Ca (600 mg/kg or more). Organ weight analysis showed increased weights of liver,
caecum, carcass (300 mg/kg or more), kidney (600 mg/kg or more) and spleen (1, 200 mg/kg or more).
Histopathologic examination revealed vacuolation in the renal proximal tubular epithelial cells,
subcutaneous inflammation at the injection site (600 mg/kg or more) splenic extramedullary hyper-
hematopoiesis and hypertrophy of hepatocyte (1,200 mg/kg or more). Other than mentioned above,
depressed growth, decreased thymus weight, hyperplasia of erythropoiesis in the bone marrow and
each of two deaths out of ten of both sexes, which showed vacuolation of hepatocyte and renal

proximal tubular epithelium, and necrosis of renal proximal tubule (pars recta), were observed in the
animals received 2,400 mg/kg of AZT. The above dose-related changes except dead animals were
returned to normal after 35 days cessation of treatment.


