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KW-1100の 安全性に関する研究(第1報)

― マウス,ラ ット,イ ヌにおける急性毒性試験およびラット

における経 口投与による亜急性毒性試験,慢 性毒性試験―

西条 敬 ・西川 智 ・原 卓司 ・宮崎 英治 ・大黒 友路

協和醗酵工業株式会社安全性研究所

新規経 口penicillin系 抗生物質であるKW-1100の マ ウス,ラ ット,イ ヌに おける 急性毒性試

験,ラ ットにおける経口投与による30日 間の亜急性毒性試験,180日 間の慢性毒性試験を実施した。

1)急 性毒性試験における経 口投与によるLD50値 はマウスで雄6.03g/kgお よび雌5.56g/kg,

ラッ トで雄6.04g/kgお よび雌5.41g/kg,イ ヌで雌雄共3.22g/kgで あった。投与後の症状

は自発運動の減少,眼 瞼下垂,腹 臥,呼 吸不整,下 痢などが性,動 物種に関係な く認められ,

イヌではさらに嘔吐も認められた。

2)ラ ットの亜急性毒性試験での死亡発現用量は1800mg/kgで あった。同用量で軟便,流 誕,

腹部膨満が認められ,血 液生化学的検査で血清蛋白の軽度減少,コ レステロール,リ ン脂質,

総脂質および無機 リンの軽度増加が認められた。病理組織学的検査で1800mg/kgに 肝細胞の

腫大および淡明化が軽度認められ,600,1800mg/kgで 肝細胞内にPAS陽 性物質が認められ

た。

3)ラ ットの慢性毒性試験においても軟便,下 痢,血 清中脂質の軽度増加,肝 細胞淡明化,肝 細

胞内にPAS陽 性物質等が200お よび400mg/kgで 認められ,亜 急性毒性試験と質的に同様

な所見が認められた。

KW-1100(Bacmecillinam)はAstra社(Sweden)で

開 発 され た 新 規 経 口penicillin系 抗 生 物 質 で あ る。 グ ラ

ム陰 性 菌,特 にE.coli,K.pneumoniae,C.freundii,

Enterobacterに 対 し てABPC,AMPC,CBPC,CEXよ

りも優 れ た 抗 菌 力 を示 す 。 またE.coli,K.pnemoniae

のABPC耐 性 菌 に対 して 交 差 耐 性 を示 さず,経 口投与

に よ り,PMPCよ りも高 い 血 中濃 度 が 得 られ,腸 管 吸

収 もす み や か で あ る な どの種 々 の特 長 を有 し てい る薬 物

で あ る1,2)。

著 者 らは,本 物 質 の 安全 性研 究 の一 環 と してマ ウ ス,

ラ ッ ト,イ ヌに お け る 急性 毒 性,ラ ッ ト経 口投 与 に よ る

30日 間 の 亜 急 性 毒 性 と180日 間 の 慢性 毒性 試 験 を実 施 し

た の で報 告 す る。

1.使 用 薬 剤

KW-1100は 白色 結 晶 性 粉 末 で水 に溶 け 易 くFig.1に

示 す 構 造 を有 してい る。 全 試 験 と もLot No.F19を 使

用 した 。

II.急 性 毒 性 試 験

1.実 験 材 料 お よび 方 法

(1)実 験 動 物

動 物 は マ ウス,ラ ッ トお よび イ ヌを 用 い た 。 マ ウ スは

静岡県実験動物農業協同組合 より3.5週 齢 で 購入 した

ICR系 で,生 後4週 齢,体 重20±1gに 達 したものを,

ラットは同組合より4週 齢で購入 したWistar系 で,生

後5週 齢,体 重100±10g(雌),110±10g(雄)に 達

したものをそれぞれ1用 量当 り雌雄各々10匹 使用 した。

イヌは 米国Laboratory Research Enterprise産 の

Beagle犬 で,生 後8か 月で購入し,約1か 月間予備飼

育して体重約7～13kgに 達 したものを1用 量当り雌雄

各々3頭 使用した。

動物は,温 度23土2℃,湿 度55±5%に 調 節され

た飼育室に収容し,飼 料 および 水道水 を 自由に与えた

(イヌに関しては1日1頭 当り250gの 制限給餌とした)。

Fig. 1 Chemical structure of KW-1100

1'-ethoxycarbonyloxyethyl 6 ƒÀ-•k(hexahydro-1H-azepin-1

-y1)-methyleneaminoj-penicillanate hydrochloride
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Table 1 LD50 (g/kg) of KW-1100 in mice, rats and dogs.

Litchfield and Wilcoxon's method () 95% confidence limits

(2)実 験方法

投与は,マ ウスおよびラットでは経 口(p.o.と 略 す),

腹腔内(i.p.と 略す),皮 下(s.c.と 略す),静 脈 内(i.v.

と略す)の 投与経路で実施 した。 イヌはp.o.投 与で実

施 した。

KW-1100は 生理食塩液に溶解 したものを,各 投与経

路とも1回 投与 した。i.v.の 投 与速度は,マ ウスおよび

ラットで0.1ml/5sec.と した。

LD50は 観察期間14日 間経過後の死亡率を求め,Litch-

field and Wilcoxon法 により算出した。

2.実 験結果

(1)LD50

マ ウス,ラ ット,イ ヌにおける各投与経路のLD50を

Table 1に 示 した。経口投与においてはマウス,ラ ット

共に同程度,イ ヌがやや強いLD50を 示 した。性差は認

められなかった。

(2)一 般症状

マウス:経 口投与において投与後5分 頃より自発運動

の減少,呼 吸不整が発現 し,そ の後眼瞼下垂,失 調性歩

行,腹 臥状態とな り死亡 した。喘鳴,跳 躍様痙攣がみと

められる例もあった。生存例は上記の症状が 軽 度 で あ

り,投 与後6～8時 間から回復しはじめた。

i.p.,s.c.,i.v.各 投 与 と もp.o.と ほぼ 同様の症状

で,性 差も認められなかった。

ラット:各 投与共マウスで認められた症状と同様であ

ったが,さ らに投与後数日で死亡 した例では下痢が認め

られた。

イヌ:p.o.投 与において投与後5～15分 頃から自発

運動の減少,軽 度の嘔吐,流 誕等が認められ,そ の後腹

臥あるいは横臥状態 となり死亡した。生存例では腹臥状

態が2時 間半程持続後徐々に回復した。性差は認められ

なかった。

III.ラ ッ トによる亜急性毒性試験

1.実 験材料および方法

(1)使 用動物

静岡県実験動物農業協同組合産のWistar系 ラ ット雌

雄を生後約4週 齢で購入し,1週 間の予備飼育後,健 康

かつ順調な発育を示 したものを実験に供 した。動物は温

度23±2℃,湿 度55±5%に 調 節された 飼育室に収

容 し,飼 料(船 橋農場製,マ ウス,ラ ット用固型飼料)

と水を自由に摂取させた。

(2)投 与群の構成,投 与方法

Table 2に 示 した。予め実施 したDose決 定試験結果

を参考にし,最 高用量群として1800mg/kgを,以 下公

比3で 除した600,200,67mg/kgを 設定 した。最低用

量の67mg/kgは 臨床用量の約30倍 に相当する。

投与は生理食塩液で用時調製された 検体を30日 間1

日,1回 一定時刻に強制的にラット用金属性胃ゾンデに

て経口投与し,一 部動物は回復の有無を観察するために

30日 間の休薬期間をおいた。Controlは 生理食塩液を投

与 した。

(3}検 査項 目

1)一 般症状観察:投 与期間中および休薬期間中,症

状の観察を毎 日,体 重,飼 料摂取量および飲水量を3日

ごと,尿 量を6日 ごとに測定 した。

2)血 液学的検査項 目

投与期間終了後 および 回復期間終了後に16時 間絶食

し,採 血して血液学的,血 液生化学的検査を実施 した。

(1)赤 血球数(Micro cell counter),(2)Hb(Hemo-

globincounter),(3)Ht(MCV-hemato counter),(4)白

血球数(Micro cell counter),(5)血 小板数(Microcell

counter),(6)白 血球百分比(Microscopic counter),(7)プ

ロ トロンビン時間(Quick一 段法),(8)網 状 赤 血 球 数*(本 試験における投与量はすべて力価表示である。)
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Table 2 Experimental design and body weight change in rats treated orally
with KW-1100 for 30 days

Mean •} Standard deviation

**: Significantly different from control . *p< 0.05,** p< 0.01

•¦:n=10 (Recovery test)

(BRECKER法)。

3)血 液 生 化 学 的 検 査 項 目

(1)血清 総 蛋 白(Biuret法),(2)A/G比(Electropho-

resis),(3)ALP(KIND-KING法),(4)GOT,GPT(UV

法),(5)血 糖(Gluooseoxidase―peroxidase法),(6)総 脂 質

(FRING法),⑦Cholesterol(Cholesteroloxidase-peroxi-

dase法),(8)Triglyceride(Glyceroloxidase-peroxidase

法),(9)リ ン脂 質(Phospholipase-cholineoxidase-peroxi-

dase法),(10)BUN(Urease-indopheno1法),(11)NPN

(RAPPAPoRT-UMEDA法),(12)無 機 リ ン(FlsKE-SuBBARow

法),(13)電 解 質(Na,K,Cl,原 子 吸 光 分 析 法),(14)LDH

(UV法),(15)Creatinine(JAFFE法),(16)Lysozyme(比

濁 法)。

4)尿 検 査

代 謝 ケ ー ジを 用 い,16時 間 蓄 尿 した もの を 用 い,Lab-

stixで 潜血,pH,蛋 白,糖,ケ トン,Erma屈 折 計 で 比

重,原 子 吸 光 計 でNa,K,ScHALEs-ScHALEs法 でCl,

比 濁法 でLysozymeを それ ぞ れ測 定 した 。

5)病 理 学 的 検 査

採 血 後 放 血 屠 殺 し,直 ち に剖 検 を 行 な い 心 臓,肺,脾

臓,肝 臓,腎 臓,副 腎,胸 腺,脳,下 垂 体,卵 巣,子 宮,

精 巣,前 立 腺,精 嚢,盲 腸(含 内容 物)の 重 量 測 定 を 行

な っ た。 これ ら の臓 器 に加 え て,膵 臓,甲 状 腺,骨 髄,

胃,小 腸,大 腸,膣,乳 腺,耳 下 腺,顎 下 腺,腸 間 膜 リ

ンパ節,顎 下 リ ンパ節,眼 球,ハ ー ダ ー氏 腺,膀 胱,脊

髄,延 髄,上 頸 神 経 節,皮 膚 を リ ン酸 緩 衝10%ホ ル マ

リン液 に 固定 後 パ ラフ ィ ン切 片 を 作 り,HE染 色(適 宜

PASそ の 他 の染 色)を ほ ど こ し,鏡 検 した。

6)統 計処 理

統計学的解析の不可能なものを除 く全データについて

t-検定(F検 定 で等分散性が 否定されるときはASPIN-

W肌CH法 による近似検定)を 行なった。

2.実 験成績

(1)死 亡率と一般症状観察

Fig. 2 Body weight changes in rats treated

orally with KW-1100 for 30 days

Fig. 3 Body weight changes in rats treated

orally with KW-1100 for 30 days
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死亡動物は1800mg/kg投 与群の雌雄各1例 に認めら

れた(雄 で 投与後28日 目,雌 で27日 目)。600mg/kg

以上 で腹部膨満,軽 度の軟便,流 誕などが投与期間中認

められたが,休 薬10日 目頃には それ らの所見は認めら

れなくなった。体重変化において1800mg/kg投 与群の

死亡例を含む数例で体重増加抑制が認められたが,統 計

学的に対照群との有意差は認められなかった(Table2,

Fig2,3)。 飼 料摂取量 も対照群 とKW-1100投 与群間に

差はみとめられなかった。飲水量については600mg/kg

以上で軽度の増加が認められ,尿 量も同様に軽度の増加

が認められたが,休 薬によって回復傾向が認みとめられ

た。

(2)血 液学的,血 液生化学的,尿 検査

検査結果をTable3～6に 示 した。1800mg/kg投 与群

において白血球数の軽度増加が認められたが,正 常範囲

内の変動であった。また 主として1800mg/kg投 与群

で,血 清総蛋白の軽度減少,無 機 リンの軽度増加,600

mg/kg以 上 の投与群で,Cholestero1,リ ン脂質,総 脂質

の軽度増加,尿pHの 軽度低下が認められた。これ らの

諸変化は休薬後の検査では殆んど回復が認められた。

(3)病 理学的検査

1)臓 器重量

検査結果をTable7～9に 示した。1800mg/kg投 与群

で,脾 臓,前 立腺,精 嚢,胸 腺の減少が軽度から中等度

認められ,肝 臓では軽度増加が認められた(実 重量およ

び対体重比重量)。 盲腸ではKW-1100投 与群にほぼ用

量依存性をもって増加が認められた(実 重量および対体

重比重量)。 これらの諸変化は休薬後の検査において回

復が認められた。

2)組 織学的検査

検査結果をTable 10,Photo 1,2示 に した。

肝臓:1800mg/kg投 与群の 雌雄において肝細胞の軽

度腫大(Photo.1)お よび 軽度の淡明化が認められた。

600mg/kg投 与群の雄および1800mg/kg投 与群の雌雄

で肝細胞内にPAS陽 性物質が用量依存性をもって認め

られた(Photo.2)。 これらの変化は休薬後検査では殆ん

ど認められなかった。その他の臓器では1800mg/kg投

与群で胃の粘膜下および筋層に炎症細胞浸潤が軽度認め

られたが,臓 器重量で変化の認められた脾臓,副 腎,胸

腺等は著変が認められなかった。

IV.ラ ッ トによる慢性毒性試験

1.実 験材料および方法

亜急性毒性試験とほぼ同様の形式で実施 し投与期間は

180日 間とした。投与量,群 構i成および検査匹数はTable

11に 示 した。なお投与量の設定においては,亜 急性毒性

試験結果を参考にした。

2.実 験成績

(11一 般症状観察

死亡動物は全群認められなかった。症状においても重

篤 と思われる所見は 認められず,200mg/kg以 上 の投

与群で軟便,軽 度の 下痢が 散発的に認められた。体重

(Table11,Fig4,5),飼 料摂取量に特記すべき変化は

認められなかった。飲水量 および尿量は200mg/kg以

上 の投与群で軽度の増加が認められた。

(2)血 液学的,血 液生化学的,尿 検査

検査結果をTable 12～15に 示 した。血液学的検査で

は特記すべき変化は認められなかった。200mg/kg以 上

の投与群の雄に おいてCholesterol,Triglyceride,リ ン

脂質 お よび 総脂質に軽度増加 が認められた。 また,

200mg/kg投 与群の雄および400mg/kg投 与群の雌に

LDHの 軽度増加が 認められた。尿検査では尿中Naの

軽度増加が400mg/kg投 与群の雄に,Clの 軽度増加が

200mg/kg以 上 の投与群の雄 および400mg/kg投 与群

の雌に認められた。これら諸変化は休薬後の検査で回復

が認められた。

(3}病 理学的検査

検査結果をTable16～18,Photo.3に 示 した。200

mg/kg以 上 の投与群に肝臓重量の軽度増加,400mg/kg

投与群の雄で腎臓重量の軽度増加が認められた(実 重量

および対体重比重量)。 またKW-1100投 与群に盲腸重

量増加が用量依存性をもって認められた。これら諸変化

のほとんどは休薬後検査で回復がみとめられたが,盲 腸

重量は回復傾向が強 く認められるものの,完 全な回復で

はなかった。

2)組 織学的検査

検査結果をTable 19に 示 した。

肝臓:KW-1100投 与群に肝細胞の淡明化が用量依存

性をもって認められたが(Photo.3),対 照 群にも同様に

認められた。また200mg/kg以 上の投与群(特 に雄)

に肝細胞内PAS陽 性 物質が認められた。これら諸変化

は休薬後検査で回復が認められた。その他の臓器では心

臓で心筋炎,肺 で炎症細胞浸潤および泡沫細胞の集籏な

どが,対 照薬,KW-1100投 与群に関係な く散 見 され

た。

V.総 括および考察

新規経口penicillin系 抗生物質であるKW-1100の 安

全性に関する試験の一環 として,マ ウス,ラ ット,イ ヌ

における急性毒性試験,ラ ットにおける30日 間の亜急性

毒性試験,180日 間の慢性毒性試験を実施 した。 急性毒

性試験結果(LD50)で マ ウス,ラ ットにおいて種差,性

差は認められなかったが,イ ヌはそれらよりやや強い毒

性が認められた。 各投与経路による差はi.v.が 最 も強
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Table 10 Histopathological findings in rats treated orally with KW-1100 for 30 days

+:Very slight +: Slight+: MOderate

※:Five out of ten animals from each group was examined

Photo. 1 Liver: Slight swelling of hepatocyte

HE x 200

KW-1100 1800mg/kg

く,次 いでi.p.,s,c.,p.o.の 順 とな り,臨 床適用経路

が最 も弱か った。p.o,に おけるLD50値 は同系の経 口薬

剤2～4}とほぼ同程度,投 与後認められた自発運動の減少,

眼瞼下垂,失 調性歩行,呼 吸不整,腹 臥などの症状も同

様であり,KW-1100に 特異的と思われる変化は認めら

れなか った。

ラットにおける亜急性毒性試験では1800mg/kg投 与

群で死亡が雌雄各1例,症 状としては軟便,流 誕および

腹部膨満が認められた。死亡例では体重増加抑制が認め

られ,全 身状態の悪化により死亡したと推察した。また

同群で白血球数,血 清総蛋白,無 機 リンおよび尿pHな

どに変動が認められたが,そ の程度は軽度であり,殆 ん

どが正常範囲内と思われる変動幅であった5)。 組織学的

検査において,肝 細胞の軽度腫大 および淡明化が1800

Photo. 2 Liver: Increased PAS positive deposition

PAS x 200

KW-1100 1800mg/kg

mg/kg投 与群で認められ,さ らに600mg/kg以 上 の投

与群では肝細胞内にPAS陽 性物質が認められた。 これ

らの所見はdoseresponseを もって認められていること

から検体によるものと思われた。またPAS陽 性物質はジ

アスターゼ消化により消失することからグリコ-ゲ ンで

ある可能性が高いと考えられた。しかし血液生化学的検

査で肝毒性を示唆する所見は認められず,休 薬後検査で

回復していることから肝毒性を示唆する所見ではないと

思われた。この様なPASI陽 性物質沈着はBRL250006),

Sul-actam7}で も 認められており,本 検体の 特異的所見

とは考えられなかった。

慢性毒性試験においては,亜 急性毒性試験と同様に主

として高用量群に軟便,下 痢,血 清中脂質の軽度増加,

肝細胞の淡明化およびPAS陽 性物質沈着等が認められ
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Table 11 Experimental design and body weight change in rats treated orally with KW-1100 for 180 days

Mean.•} Standard deviation *, **: Significantly different from control

* p< 0.05, ** p< 0.01: n= 5 (Recovery test)

Fig. 4 Body weight changes in rats treated orally with KW-1100 for 180 days

Fig. 5 Body weight changes in rats treated orally with KW-1100 for 180 days
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Table 19 Histopothological findings in rats treated orally with KW-1100 for 180 days

+:Very shght 廾: Slight 卅: Moderate M: Male, F: Female
*: Five out of t

en animals from each group was examined

Photo. 3 Liver: Slight clear-cytoplasm

HE•~ 200

KW-1100 400mg/kg

たが,こ れらの諸変化は休薬後検査で回復が 認 め られ

た。また腎臓の変化は慢性毒性試験で臓器重量の軽度増

加が認められただけで,血 液生化学的検査および病理組

織学的検査で腎毒性を示唆する所見は認め られ な かっ

た。

以上の毒性試験結果より本検体の毒性は弱 く,既 存の

1経口penicillin剤 とほぼ同程度と推察された。
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SAFETY EVALUATION OF KW-1100 (I)

ACUTE TOXICITY IN MICE, RATS AND DOGS AND SUBACUTE

AND CHRONIC TOXICITY IN RATS

TAKASHI SAIJYO, SATOSHI NISHIKAWA, TAKUJI HARA,

HIDEHARU MIYAZAKI and YUJI OHGURO

Safety Research Laboratory, Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd.

Acute, subacute and chronic toxicities of KW-1100 (Bacmecillinam hydrochloride), a new orall active mecil-
linam derivative, were studied in mice, rats and dogs.

1) Acute toxicity test
The LD50 values in mice, rats and dogs given orally were 6.03 g/kg (male) and 5.56 g/kg (female), 6.04

g/kg (male) and 5.41 g/kg (female), 3.22 g/kg (male and female), respectively.
2) Subacute toxicity test
Four groups of rats, 20 males and 20 females in each, were given KW-1100 orally every day for 30 days.

The dose levels were 67, 200, 600 and 1800 mg/kg. Another group of rats served as a control and received
saline.

One male and 1 female rats receiving 1800 mg/kg were found dead in day 27 and 28 probably on acount
of prostration.

Loosed feces and salivation were observed in high dose groups.
The hematology, blood chemistry and urine analysis did not indicate any damage caused by the treatment.
The pathological examination revealed that slight swelling, clear-cytoplasm and PAS positive deposition of

hepatocytes in high dose group.
3) Chronic toxicity test
Four groups of rats, 15 males and 15 females in each, were given KW-1100 orally for 180 days. The dose

levels were 22, 67, 200 and 400 mg/kg. Another group of rats served as a control and received saline.
No animales were found dead during the experiment. The loosed feces and slight diarrhoea were observed

mainly in high dose group.
The hematology and urine analysis did not indicate any damage caused by the treatment. A slight increase

of neutral fats, cholesterol and phospholipid were observed in male of 200 and 400 mg/kg groups.
The pathological examination revealed that clear-cytoplasm and PAS positive deposition of hepatocytes in

200 and 400 mg/kg groups.
Other findings were incidental observation without any relation to the treatment and without any importance

for evaluation of the toxicity of KW-1100.


