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CVA-Kお よびBRL 28500を 用 いて,マ ウス,ラ ットでの静脈内,筋 肉内,経 口および皮下投

与急性毒性試験,な らびにラットでの35日 間静脈内投与亜急性毒性試験を実施 した。

マウス,ラ ットでのLD50値 は,BRL 28500で は静脈内投与時最 も小さく,皮 下,経 口投与の順

に大きかった。 なお,筋 肉内投与では,投 与可能限度(2,000mg/kg)以 上 であった。CVA-Kで

も,LD50値 は静脈内投与,筋 肉内投与の順であった。 動物種間および雌雄間の比較では,い ずれ

の場合も一定の傾向は認められなかった。

亜急性毒性試験では,CVA-Kの 高用量群で2例 が死亡 した。 両検体の投与直後に一時的な全身

状態の抑制が見られた。さらにBRL 28500で は,軟 便,下 痢が認められた。

CVA-Kで は肝重量の増加がみられ,両 検体で肝細胞内にPAS陽 性物質の貯留が用量に相関 し

て認められた。 しか し,GOT, GPTお よび肝臓の他の病理組織学的所見などには影響はみられず

毒性学的な意義は低いと考えられた。

血液学的検査では,両 検体の高用量群で投与局所の出血に伴 うと思われる軽-度な貧血傾向および

その代償性変化が認められた。

BRL 28500の 高用量では,投 与局所の刺激性変化が認められた。

以上の所見は,休 薬期間終了時にいずれも軽減ないし消失 してお り回復性か認められた。

また,BRL 28500の 毒性はCVA-KとTIPCの 毒性をほぼ反映 していると考 え られ,CVA-K

とTIPCを 配合することにより新たな作用を生ずることはないと考えられた。

この試験でのCVA-Kの 無影響量は10mg/kg,BRL 28500の それは80mg/kgで あった。

BRL 28500は,β-lactamase阻 害 作 用 を 有 す る

clavulanic acid (CVA)の カ リ ウム 塩(CVA-K)と

ticarcillin (TIPC)を 遊 離 酸重 量 と し て1:15に 配 合

した抗 生物 質 で あ る。

配合 成分 の 一 つ で あ るTIPCに つ い て は,毒 性 試験

の成績 がす でに報 告 され て い る1)。 今 回,著 者 らはCVA

-Kお よびBRL 28500を 用 い て
,マ ウス,ラ ッ トで の

急 性毒 性試 験,な らび に静 脈 内投 与 に よ る ラ ッ ト で の

35日 間 亜急 性 毒性 試 験 を 実 施 し た の で,そ の結 果 に つ

いて報告 す る。

I.実 験 材 料 お よび 方 法

1.検 体 お よび 投 与方 法

急性 毒 性:CVA-Kお よびBRL 28500は,注 射 用 蒸

留 水 また は 生 理 食 塩 液 に 溶 解 させ て,静 脈 内,筋 肉 内,

経 口 また は 皮 下 投 与 を 行 った(CVA-Kは 静 脈 内 お よび

筋 肉 内 投 与 の み)。 経 口投 与 の 場 合 には,経 口 胃 ゾ ンデ

を用 いた 強 制 経 口投 与 と した 。

亜 急 性 毒 性:CVA-Kお よびBRL 28500と も注 射 用

蒸 留 水 に溶 解 させ て,1日1回35日 間 連 続 で静 脈 内 に

投 与 した 。 投 与 液 量 はCVA-Kに つ い て は2.5ml/kg,

BRL 28500に つ い て は5.0ml/kgと し,投 与 速 度 は

CVA-Kに つ い て は.0.025ml/sec,BRL 28500に つ い

ては0.05ml/secと した 。

な お,投 与 量 は 遊 離 酸 重 量 と して表 示 した。

2.使 用 動 物 お よび 飼 育 条 件

Crj: CD-1 (ICR)マ ウ スお よびCrl: CD (SD)ラ
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ッ トを 日本 チ ャー ル ス ・リバ ー よ り購 入 し,約10日 間

の 予 備 飼 育後,試 験 に使 用 した。

急 性 毒性 試 験 に は,1群 雌 雄 各10匹 の6週 齢 マ ウス

(体 重:雄28.4～35.6g,雌20.3～27.4g)お よび6週

齢 ラ ッ ト(体 重:雄184～251g,雌128～205g)を 使

用 した 、

亜 急 性 毒性 試 験 に は,1群 雌 雄各20匹(最 低 用 量 群

は 雌 雄 各16匹)の6週 齢 ラ ッ ト(体 重:雄195～268

g,雌137～171g)を 使 用 した 。

固 型 飼料(CRF-1ま た はMF,オ リエ ンタル酵 母)お

よび 水道 水 を 自 由に 摂 取 させ,飼 育 室 は 温 度23±2℃,

湿 度55±10%に 保 った 。

3.急 性 毒 性

検 体投 与 後14日 間 に わ た り,一 般 症 状 な らび に体 重

を 定 期的 に観 察 お よび 測定 し,観 察 期 間 中 の 累積 死亡 率

か らProbit法 に よ りLD50値 を算 出 した 。 すべ て の死

亡 例 は 発 見後 速 や か に,生 存 例 は観 察 期 間 終 了時 に ペ ン

トバ ル ピ ター ル ナ トリウ ム麻 酔下 で放 血 致 死 させ,剖 検

した 。

4.亜 急性 毒性

1)投 与 量 お よび そ の 設 定理 由

14日 間 投 与 の用 量 設定 試 験 の結 果 よ り,CVA-Kで は

確 実 に 毒性 変 化 が 予 想 され る量 と して120mg/kg,BRL

28500で は連 続 投 与 可 能 な 量 と して1,250mg/kgを と

もに 最 高 用量 と した 。 以 下 の投 与 量 は,推 定臨 床 用 量 お

よび 公 比 を 勘 案 して,CVA-Kに つ い ては,30,10お よ

び5mg/kg,BRL 28500に つ い て は,500,200お よび

80mg/kgに そ れ ぞれ 設 定 した 。 対 照 群 に は 生理 食 塩 液

を 各 検 体 につ い て用 い た投 与液 量 で 投 与 した。35日 間

の投 与終 了後,各 群 よ り雌 雄 各6な い し8例 につ い てそ

れ ぞれ35日 間 の 休 薬 期間 を設 け,検 体投 与 に よる影 響

の 回復 性 を検 討 した 。

2)観 察 項 目

a)一 般 症 状

投 与 期 間 中 は,毎 日投 与 直 前 お よび 投 与後 の2回,休

薬期 間 中 は 毎 日1回 観察 した。

b)体 重

投 与 開 始 後1週 間 は 日曜 日を除 く毎 日,そ の後 は週2

回 測定 した。

c)摂 餌 ・摂 水 量

1ケ ー ジ(2匹 収 容)ご とに週1回 測定 し,ラ ッ ト1

匹 当 た りの週 平 均1日 摂 取 量 を算 出 した。

d)眼 底 検 査

投 与 開 始 前,投 与期 間 お よび 休 薬 期 間 の 最終 週 に,電

子顕 微 鏡 的 検 査 用 動 物 を除 く各 群 の 雌 雄 各 半 数例 につ い

て散 瞳 させ た後,小 動物 用 眼 底 カ メ ラを用 い て眼 底 を撮

影 した 。

e)尿 検 査

投 与 期 間 お よび 休薬 期 間 の 最 終 週 に,蒸 留 水 を20

ml/kg経 口投 与 した 後,2時 間 尿 を 採取 した。 尿 量 測

定,外 観 観 察後,pH,蛋 白,糖,ケ トン体,ウ ロ ビリノ

ー ゲ ン,ビ リル ビ ン,潜 血 お よ び尿 比 重 を 検 査 した◎ さ

らに,遠 心 後 の 沈 渣 を鏡 検 した。

f)血 液 学的 検 査

投 与期 間終 了後 お よび 休薬 期 間 終 了 後,生 存 例全例か

らペ ン トバ ル ビタ ー ル ナ トリウ ム麻 酔 下 で腹 部 大動脈 よ

り採 血 し(EDTA-2K処 理),赤 血球 数 お よび 白血 球数,

血 小 板 数,ヘ マ トク リ ノ ト,ヘ モ グ ロ ビ ン,白 血 球百分

率,網 状 赤 血 球 比 率 を測 定 した 。 さ らに,平 均 赤血球容

積(MCV),平 均 赤血 球 ヘ モ グ ロ ビ ン量(MCH),平 均赤

血球 ヘ モ グ ロ ビ ン濃 度(MCC)を 赤血 球 数,ヘ マ トクリ

ッ ト,ヘ モ グ ロ ビ ンよ り算 出 した 。 ま た,腹 部 大動脈 よ

り採 血 し(ク エ ン酸 ナ トリウ ム処 理),プ ロ トロ ンビン時

間(PT),活 性 化 部 分 トロ ンボ プ ラス チ ン時 間(APTT)

を 測 定 した。

g)血 清 生化 学 的 検 査

血 液学 的 検 査 と同時 期 に採 血 して 得 た血 清 に ついて,

GOT,GPT,ア ル カ リフ ォス フ ァタ ーゼ,血 糖,総 蛋

白,ア ル ブ ミン,総 ビ リル ビ ン,尿 素窒 素,ト リグ リセ

リ ド,ク レア チ ニ ン,Ca2+, Na+, K+, Crお よび血清

蛋 白 分画 を測 定 した 。 また,A/G比 は総 蛋 白お よび アル

ブ ミン よ り算 出 した 。

h)剖 検 お よび 臓 器 重 量

投 与 期 間 終 了 後 お よび 休 薬 期 間終 了後,生 存 例全例を

ペ ン トバ ル ビタ ー ル ナ ト リウ ム麻 酔下 で放 血 致 死 させ,

内臓 の 肉眼 的 観 察 を行 い,脳,下 垂 体,胸 腺,甲 状腺

(右),心 臓,肺,肝 臓,腎 臓,脾 臓 副 腎,盲 腸(内 容

物 を 含む 場 合 お よび 含 まな い 場 合),精 巣,前 立 腺,卵 巣

お よび子 宮 の重 量 測 定 を 行 った。

さ ら に,こ れ らの 臓 器 重 量 の 最終 体 重 に対 す る百分率

(相 対重 量)を 算 出 した 。

i)病 理 組 織 学 的 検 査

重 量測 定 した臓 器 に 加 え て,甲 状 腺(左),膵 臓,胃,

十二 指 腸,空 腸,回 腸,結 腸,直 腸,腸 間 膜 リンパ節,

骨 髄,膀 胱,眼 球,坐 骨 神経,脊 髄 お よび 投 与 部位,さ

らに,BRL 28500で は,精 巣 上 体,精 嚢 お よび胸 部大

動 脈 を10%中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン(眼 球 は プア ン液)

で 固 定後,H・E染 色 を 施 した。 ま た,CVA-Kで は,肝

臓,腎 臓 にPAS染 色 お よびSudan III染 色 も施 した。

BRL 28500で は,肝 臓 腎 臓 心 臓 にPAS染 色,肝 臓

にPAS消 化 試 験,ま た,肝 臓,腎 臓 にSudan III染

色 も施 した 。
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j)電 子 顕 微 鏡 的 検査

CVA-Kで は,120mg/kg投 与 群 お よび 対 照 群 の 雌 雄

各2例,BRL28500で は,80mg/kg投 与 群 を除 く各 投

与群 お よび 対照 群 の 雌 雄 各2例 につ い て,投 与 期 間 終 了

後 お よび休 薬期 間 終 了後 に,肝 臓 お よび 腎 臓 の電 子 顕 微

鏡的検 査 を行 った。 た だ し,BRL28500の 腎 臓 の観 察

は,1,250mg/kg投 与群 お よび対 照 群 に限 り行 った 。

k)統 計 処 理

等 分散 の もの に つ い て はSTUDENTのt検 定,不 等 分

散 の ものに つ い てはASPIN-WELCHのt検 定 を用 いた 。

II.実 験 結 果

1.急 性 毒性

マ ウス,ラ ッ トの 各投 与 経 路 に おけ る 両 検 体 のLD50

値をTable1に 示 す。

1)マ ウス

a)一 般 症 状,体 重:静 脈 内投 与 で は投 与 直 後 に,

CVA-K,BRL28500と も鎮 静,腹 臥,痙 攣,呼 吸 困 難

お よび立 毛が,さ らにCVA-Kで は 自発 運 動 の低 下 お

よび心拍 動 の減 弱,BRL28500で は 呼 吸 促 迫,歩 行異 常

お よび体 温 低下 が認 め られ た 。 この ほ か の主 な所 見 と し

て,筋 肉内投 与 のCVA-K,BRL28500お よび 皮下 投 与

のBRL28500で 肢 行 お よび 投 与 部 位 の 腫 脹,脱 毛,痂

皮が認められた。また,経 口投与のBRL28500で は下

痢が認められた。

生存例では,投 与後観察された変化は,皮 下投与によ

る投与部位の変化を除いて投与後2日 までには回復 して

いた。

死亡例は,CVA-Kお よびBRL28500の 静脈内投与

では,痙 攣または心拍動の減弱を起 こし,ほ とんどが投

与直後に,BRL28500の 経 口および皮下投 与では,全 身

状態の悪化を示 し投 与後3時 間から5日 の間に認められ

た。

体重は,観 察期間前半で増加抑制あるいは軽度な減少

がみられた群があったが,そ の後は増加に転 じ,ほ ぼ順

調に推移 した。

b)剖 検 死亡例:主 な所見として静脈内投与では,

両検体で肺の暗赤色化,さ らにCVA-Kで 消化管の赤

色化,BRL28500で 胸 水,腹 水,膀 胱内赤色内容物,腎

臓周囲および腺胃部の出血が 認められた。 また,BRL

28500の 経 口投与および皮下投 与では,腺 冑部の出血お

よび消化管内容物の黒色化が認められた。

生存例:腎 臓の表面粗造化あるいは退色,盲 腸の拡

張,脾 臓の肥大および投与部位の壊死が両検体の投与群

に散見された。

Table 1 Acute toxicity of CVA K and  BPI 28500 in mice and rats

(LD50 value mg kg)

LD50 values were obtained by the method of probit.

Figures in parentheses are 95% confidence limits .

No death occurred up to this dose level.

Values from the paper by Koshima et al.(2)
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2)ラ ッ ト

a)一 般症状,体 重:静 脈内投与では投 与 直 後 に,

CVA-K,BRL28500と も鎮静,痙 攣,呼 吸困難および

歩行異常が,さ らに,CVA-Kで は自発運動の低下,横

臥,腹 臥,心 拍動の減弱および立毛,BRL28500で は軟

便が認められた。このほかの主な所見として,筋 肉内投

与のCVA-Kお よ びBRL28500,皮 下 投 与 のBRL

28500で 体温低下,破 行および投与部位の腫脹,痂 皮,

脱毛が認め られた。また,経 口投与のBRL28500で は,

下痢および腹部膨満が認められた。

生存例では,投 与後観察された変化は多くの場合投与

後2日 までには回復 していたが,静 脈内,経 口および皮

下投与による軟便は8日 まで,皮 下投与による投与部位

の変化は観察期間終了時まで認められた。

死亡例は,CVA-Kお よびBRL28500の 静脈内投与

では,痙 攣または心拍動の減弱を起こし全例が投与直後

に,CVA-Kの 筋 肉内投与では全身状態の悪化を示し投

与翌日から9日 の間に,BRL28500の 経 口および皮下投

与でも,全 身状(態の悪化を示し投与後3時 間から5日 の

間に認められた。

体重は,観 察期間前半に増加抑制あるいは軽度な減少

がみられた群があったが,そ の後は増加に転じ,ほ ぼ順

調に推移 した。

b)剖 検 死亡例:主 な所見として,静 脈内投与では

両検体で肺の暗赤色化,BRL28500で はさらに胸水およ

び腹水が認められた。筋肉内投与では,CVA-Kで 肺の

Fig. 1 Body weight change in rats receiving intravenously CVA-K

Fig. 2 Body weight change in rats receiving intravenously BRL 28500
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暗赤色化,副 腎の赤色化あるいは腫大,胸 腺の萎縮 脾

臓の退色,腎 臓の蒼白あるいは腫大,投 与部位の出血あ

るいは壊死が認められた。

BRL28500の 経 口投与では,水 溶性内容物を含んだ消

化管の膨満,腺 胃部の出血,脾 臓の退色または萎縮,副

腎の暗赤色化および盲腸の拡 張 が認 め られ た。BR(L

28500の 皮下投与では,腺 胃部の出血,副 腎の暗赤色化

および投与部位の点状出血が認められた。

生存例:腎 臓の蒼白および腫大,脾 臓の腫大,精 巣の

腫大,萎 縮あるいは軟化,盲 腸の拡張および投与部位の

壊死が,両 検体の投与群に散見された。

2.亜 急性毒性

1)一 般症状

CVA-Kで は30mg/kg投 与群の雄1例 が投与10日

に,120mg/kg投 与群の電子顕微鏡的検査用の雄1例 が

投与16日 に,い ずれも心拍動の減弱をきた し死亡 した。

Table 2 Haematology in rats receiving intravenously CVA-K (Treatment)

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-WELars t-test)
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Fig. 3 Food consumption and water consumption in rats receiving intravenously CVA-K

CVA-Kの30mg/kg以 下の投 与 群,BRL28500の

80mg/kg投 与群では,一 般症状に軟便が散見された他

に異常はなかったoCVA-Kの120mg/kg投 与群では,

投与直後に一時的な心拍動の減弱,呼 吸困難および鎮静

化が散見された。これらの症状は,死 亡した1例 を除い

て発症後速やかに回復した。BRL28500で は,投 与直後

に…時的な症状 として,200mg/kg以 上の投 与群で歩行

異常,自 発運動抑制,500mg/kg以 上の投与群で,四 肢

麻痺,眼 球暗赤色化,1,250mg/kg投 与群で痙攣,呼 吸

困難,呼 吸促迫,鎮 静か散見された。これらの症状は発

症後1～5分 以内に回復した。また,こ の他に200mg/

kg投 与群では 軟便,500mg/kg以 上の投与群で下痢,

1,250mg/kg投 与群で投与部位の壊死が散見された。

2)体 重(Fig.1,2)

CVA-Kで は,体 重の増加抑制が30mg/kg投 与群の

雄では投与3週 以後,120mg/kg投 与群の雄では投与1

週以後,雌 では投与期間終了時に認められた。

BRL28500で は,体 重増加抑制あるいは軽度な減少が

雄の200mg/kg以 上 の投与群で投与2週 以後認められ

た。

休薬期間には,両 検体 とも体重増加量は対照群 とほぼ

同様か上回った。
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Fig. 4 Food consumption and water consumption in rats receiving intravenously BRL 28500

3)摂 餌 ・摂水量(Fig沼 ,4)

摂餌量は,CVA-Kで は雌雄とも対照群 と差を認めな

かった。BRL28500で は,雄 の500mg/kg投 与群の投

与期間終了時に軽度低下,1,250mg/kg投 与群の投与3

週以後に低下が認められた。また,雌 では投与群全群で

投与1週 に低下を認めたが,投 与2週 には回復 したo

摂水量は,CVA-Kで は雌雄とも対照群 と差を認めな

かった。BRL28500で は,雄 の200mg/kg以 上 の投与

群および雌の80mg/kg以 上 の投与群で,投 与1週 より

2ま たは5週 まで増加が認められた。

休薬期間には,摂 餌量,摂 水量 とも両検体の投与群は

対照群 とほぼ同様であった。

4)眼 底検査

両検体 とも各検査時期において特記すべ き所見はなか

った。

5)尿 検査

両検体 とも各検査時期において特記すべ き所見はなか

った。

6)血 液学的検査(Table2～5)

CVA-Kで は,30mg/k9以 上 の投 与 群の雄および

120mg/kg投 与群の 雌で 網状赤血球比率 の増 加,120

mg/kg投 与群の雌雄でヘマ トクリットおよびヘモグロ
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ビンの 低下,血 小 板 数 の増 加,APTTの 短 縮 が 認 め ら

れ,雄 で は さ ら に,MCVお よびMCHの 低 下 が 認 め

られ た。

BRL28500で も,1,250mg/kg投 与 群 の雌 雄 で赤 血 球

数,ヘ マ トク リソ トお よび ヘ モ グ ロ ビ ンの 低下,網 状 赤

1血球 比 率 の増 加 が,雄 で は さ ら に血 小 板 数 の増 加が 認 め

られ た 。 また,雌 で は500mg/kg以 上 の投 与群 で ヘ マ

トク リ ッ トお よび ヘ モ グ ロ ビ ンの低 下,PTの 短 縮 が 認

められた。

休薬期間終了時には,こ れらの所見は軽減または消失

した.

7)血 清生化学的検査(Table6～13)

CVA-Kで は,30mg/kg以 上 の投与群の雄および120

mg/kg投 与群の雌で,ク レアチニンの減少,グ ロブリン

β画分比率増加およびグロブリンγ画分比率の低下が認

められた。 さらに雄の30mg/kg以 上 の投与群では,総

Table 3 Haematology in rats receiving intravenously CVA-K (Off-dose)

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-WELcws t-test)
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蛋 白お よび 総 ビ リル ピ ンの増 加,120mg/kg投 与 群 で は

アルブ ミンお よび カル シ ウ ムの 増 加,A/G比,血 糖 お

よび トリグ リセ リ ドの 減 少,雌 の120mg/kg投 与 群 で

は グ ロブ リン α1画 分 比 率 の 増 加,A/G比 の 減 少 が 認 め

られ た。

BRL2a500で は,雄 の1,250mg/kg投 与 群 で 総 蛋

白,ア ル ブ ミン,ト リグ リセ リ ド,ク レアチ ニ ンの 低

下,グ ロブ リン α1お よび α2画 分 比 率 の増 加,ア ル ブ ミ

ン比率の低下が認められた。雌の1,250mg/kg投 与群

もほぼ同様の傾向が認め られたが雄 よりも軽度なもので

った。

休薬期間終了時には,こ れらの所見は軽減または消失

した。

8)剖 検

死亡例は,CVA-K投 与の2例 で肺の軽度または中等

度の赤色化および肝臓の軽度な肥大が観察された。

Table 4 Haematology in rats receiving intravenously BRL 28500 (Treatment)

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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生存例について,CVA-K投 与 では検体投与によると

考えられる異常所見は認められなかった。BRL28500で

は,盲 腸の拡張が全投与群の雌雄全例に認め られ た ほ

か,1,250mg/kg投 与群で副腎の肥大,脾 臓の軽度肥人

ならびに脾材の不明瞭,投 与部位の痂皮形成または壊死

などが散見された。

休薬期間終了時には,BRL28500の1,250mg/kg投

与群の雌1例 で,投 与部位の壊死に伴 う尾部脱落がみら

れたほかは,両 検体投与によると考えられる異常所見は

認められなかった0

9)臓 器重量((Table14～17)

絶対および相対重旦ともに変化のみられた臓器は以下

のものであったQ

CVA-Kで は,肝 重量の増加が30mg/kg以 上の投ケ

群の雄,120mg/k慕 投与群の雌で認められた。

BRL28500で は,盲 腸重量の増加が全投与群の雌雄全

Table 5 Haematology in rats receiving intravenously BRL 28500 (Off-dose)

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-WELcirs t-test)
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Table 6 Serum biochemistry in rats receiving intravenously  CVA-K (Treatment)

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-WELcirs t-test)

例に認められた。その他に有意差のあるものもみられた

が,特 に著明なものはなかった。

休薬期間終了時には,こ れらの所見は軽減または消失

した。

10)病 理組織学的検査(Table18～20)

CVA-Kで は,肝 細胞質内淡明化が120mg/kg投 与群

の雄で軽度に,肝 細胞質内の周辺部に局 在 化 したPAS

陽性物質の細胞質内貯留が雄の30mg/kg以 上の全例と

雌の120mg/kg投 与群の全例に認められた。このPAS

陽性物質の貯留は小葉単位には醐漫性ない し散在性に,

極く軽度から高度に用量に相関して認められた。また,

赤脾髄にヘモジデ リン沈着の軽度増加および赤芽球系髄

外造血の軽度活性化が120mg/kg投 与群の雌雄の2な

いし6例 に認められた。また,投 与部位では尾部間質内

出血,間 質内好中球の浸潤などの軽度な変化が雌雄の各

群に散見された。

BRL28500で も,CVA-Kと 同様に,PAS陽 性物質

の肝細胞質内貯留が500mg/kg以 上 の投与群の雄てほ

ぼ全例に,1,250mg/kg投 与群の雌の半数例に極く軽度

か ら中等度に認められ,こ の物質はPAS消 化試験で消

失 した。投与部位では,表 皮細胞壊死,皮 膚潰瘍が雌雄

の1,250mg/kg投 与群で認められた。
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Table 7 Serum biochemistry in rats receiving intravenously CVA-K (Off-dose)

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)

休薬期間終了時には,こ れらの所見は軽減または消失

した。

11)電 子顕微鏡的検査

CVA-Kで は,肝 細胞にαならびに β-タイプのグリ

コーゲン顆粒の増加,ゴ ルジ装置と滑面 小 胞 体の増加

が,120mg/k9投 与群の雌雄で認められた。腎臓では対

照群と比較 し,特 記すべき所見はみられなかった。

BRL28500で は,肝 細胞にゴルジ装置と滑面小胞体の

増加が200mg/kg以 上 の投与群で,グ リコーゲン穎粒

の増加が500mg/kg以 上 の投 与 群 の雄および1,250

mg/kg投 与群の雌で認められ,1,250mg/kg投 与 群の

雌では特に β-タイプの増加がみられた。腎臓では対照

群と比較し,特 記すべき所見はみられなかった。

休薬期間終了時には,肝 臓に認められた所見はいずれ

も軽減 していた。

III・ 考 察

1.急 性毒性

LD50値 を各投与経路で比較すると静脈内投与で最も

小さく・皮下,経 口投与の順で大きくなった。また,雌

雄間の比較では,特 定の傾向は見いだせず,大 きな差が

認められなかった。マウスとラットの間にも大きな差は

なかった。
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Table 8 Serum biochemistry in rats receiving intravenously BRL 28500 (Treatment)

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-WELars t-test)

両検体 間 でLD50値 を比 較 す る と,ラ ッ ト静脈 内投 与

では,BRL28500はCVA-Kの そ れ の 約12～16倍 で

あ った。TIPCの ラ ッ ト静 脈 内投 与LD50値 は,5,350

(雄),6,130(雌)mg/kgと 報 告 さ れ て お り1),BRL

28500の 値 はCVA-KとTIPCの 毒 性 を ほ ぼ 反 映 して

い る と考 え ら れ た。 各 投 与 経 路 の マ ウ ス,ラ ヅ トの

BRL28500のLD5。 値 をTIPC1)お よびCVA-K21の

それ と比較 検 討す る と,ラ ッ ト静 脈 内投 与 とほ ぼ 同様 の

傾 向であ り,CVA-KとTIPCの 配 合 に よ り毒 性 は 増 強

しな い と考 え られた 。

両検 体 の推定 臨 床 用 量 の約70倍 以 上 の 静 脈 内 投 与 で

は,直 後に一時的な痙攣,心 拍動の減弱などが見 られ

た。これは,一 般に知られているカリウムの大量投与な

いし高濃度の検体の大量投与3,4)に よ り生 じた非特 異 的

なものと考えられた。また,BRL28500投 与後にみられ

た一般症状は,CVA-K投 与 で今回または前回の 試験2)

にて観察されたもの,あ るいはTIPCで 報告1)されてい

るもののいずれかに該当す るものであった。

死亡例の剖検では,両 検体の静脈内投与により,肺 の

うっ血 と考えられる暗赤色化ならびに胸水および腹水が

認められ,死 因は検体の大量投与による循環障害4)が 一

因と推測された.ま た,消 化管,胸 腺 脾臓などで観察
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Table 9 Serum biochemistry in rats receiving intravenously BRL 28500 (Off-dose)

Mean•}S.D.

* P<0
.05, ** P<0.01 Significant difference from control (STUDENTS t-test)

+ P<0
.05, ++P<0.01 Significant difference from control (AsPIN-WELcirs t-test)

された所見も循環障害による全身状態の悪化を示 してい

ると推測された。

盲腸の拡張および投与局所の変化が,死 亡例および生

存例の双方に認められた。前者は,既 に知られているよ

うに抗生物質の投与による腸内細菌叢の変化51と 関連 し

たものと考えられ,後 者は両検体の高濃度における軽度

な刺激性によるものと考えられた。

このほかに生存例では,特 に検体に特有な所見 と考え

られるものはなかった。

2.亜 急性毒性

CVA-Kお よびBRL28500を ラットにそれぞれ35日

間連続静脈内投与 してそれらの亜急性毒性を検討し,さ

らに35日 間の休薬期間を設けて,検 体による影響の回

復性も合わせて検討した。

投与期間中,CVA-Kの30お よび120mg/kg投 与群

で,そ れぞれ雄1例 が心拍動の減弱をきた し死亡した。

このような症状は,急 性毒性試験でも認められており,

投与速度の上昇による一時的な血中カリウム濃度の上昇

が原因と考えられ,CVA自 体 の中毒作用によるものと

は考え難かった。このほかに一般症状 として,両 検体の

投与直後に鎮静 呼吸困難 歩行異常,痙 攣などが認め

られたが,い ずれも一時的かつ散発的に認 め られてお
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Table 10 Serum protein electrophoresis in rats receiving intravenously CVA-K (Treatment)

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 (AsPJN-WELCHfs t-test)

Table 11 Serum protein electrophoresis in rats receiving intravenously CVA-K (Off-dose)

Mean•}S.D.

* P<0
.05, ** P<0.01 Significant difference from control (STUDENTS t-test)

+ P<0
.05, ++ P<0 .01 Significant difference from control (AsPIN-WELCws t-test)

り,カ リウムの筋肉に対する作用 ,あ るいは高浸透圧溶

液の大量投与に伴 う非特異的な一時的循環障害4}に 起因

するものと推定された。

摂水量の増加が,BRL28500の 雌雄の投与群で投与開

始後認められたが,投 与期間後半には回復あるいは回復

傾向を示した。この変化は,BRL28500投 与群でほぼ同

時期に軟便ならびに下痢が認められていることより,こ

れに関連 したものと考えられた。

血液学的検査において,赤 血球数,ヘ マ トクリッ トお

よびヘモグロビンの低下,血 小板数および網状赤血球比

率の増加が両検体に共通 して認められた。 また,病 理組

織学的検査においても,赤 脾髄にヘモジデ リン沈着の軽
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Table 12 Serum protein electrophoresis in rats receiving intravenously BRL 28500 (Treatment)

Mean•}S.D.

*

 P<0.05, ** P<0.01 Significant difference from control (STUDENTS t-test)
+  P<0.05, P<0.01 Significant differencè from control (AsPIN-WELars t-test)

Table 13 Serum protein electrophoresis in rats receiving intravenously BRL 28500 (Off-dose)

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)

度増加および赤芽球系髄外造血の軽度活性化がCVA-K

の高用量投与群で認められ,軽 度ではあるが貧血傾向が

あると考えられた。これらの血液学的ならびに病理組織

学的所見はTIPCお よび各種抗生物質投与の際に報 告

されており6～9),検体投与による局所の出血に伴 う貧血

ならびにその代償性変化と考えられている。休薬期間終

了 時 に は,上 記 の所 見 は いず れ も認 め られ ず,回 復性が

あ る と考 え られ た。

肝 細 胞 内 にPAS陽 性 物 質 の 貯 留 が,両 検体 の投 与群

に共 通 して 認 め られ た 。 同様 の 所 見 は ,他 の β-lacta"

mase阻 害 剤 のsodium sulbactam10)
,sultamicillin

tosilatelllお よび 既 報 の経 口投 与 に よるCVA-Kの 亜急
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Table 14 Organ weights in rats receiving intravenously CVA-K (Treatment)

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-WELars t-test)
a)

Caecum with content. b) Caecum without content .

性毒性試験2)でも認められてる。 また,休 薬期間終了時

には,こ のPAS陽 性物質の貯留は軽減ないし消失 して

おり,血 清生化学検査でも肝障害を示唆する所見は認め

られなかった。CVA-K投 与により,肝 重量の増加が高

用量群で認められたが,sodium sulbactamで も同様の

所見が報告されてお り,器 質的ならびに血清生化学的に

もこれに関連する異常はみられず,ま た,休 薬期間終了

時には軽減することにより,毒 性学的意義の低い変化と

考えられた.

盲腸重量の増加がBRL 28500投 与により認められた

が,TIPCお よび各種抗生物質の投与の際に報告されて

お り5～9),抗菌 作用による腸内細菌叢の変化に起因 した
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Table 15 Organ weights in rats receiving intravenously CVA-K (Off-dose)

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-WErcx's t-test)
a)

Caecum with content. b) Caecum without content.

ものと考えられた。

投与局所の刺激性変化が,BRL28500の 高用量群に認

められ,病 理組織学的検査では表皮細胞壊死,皮 膚潰瘍

が観察された。このことは,静 脈内投与による機械的作

用だけでなく,検 体そのものに軽度な刺激性があること

を示唆したものと考えられたが,上 記の所見は休薬時に

は回復性が認められた。なお,CVA-Kに も軽度ながら

刺激性変化が散見されたが用量相関性はなかった。

以上の結果を総合 して無影響量を求めると,CVA-K

につ いては10mg/kg,BRL 28500に つ いては80mg/kg

と考えられた。

なお,BRL 28500で 認められた所見はCVA-Kま た
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Table 16 Organ weights in rats receiving intravenously BRL 28500 (Treatment)

Mean±S.D.

*P<0 .05,**P<0.01
+P<0
.05,++P<0.01

a)C
aecum with content.

Significant difference from control (STUDENT'S t-test)
Significant difference from control (AsPIN-WELars t-test)

b)Caecum without content
.
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Table 17 Organ weights in rats receiving intravenously BRL 28500 (Off-dose)

Mean±S.D.

*P<0
.05,**P<0.01

+P<0
.05,++P<0.01

a)Caecum with content
.

Significant difference from control (STUDENTS t-test)

Significant difference from control (AsPIN-WELars t-test)
b) Caecum without content

.
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はTIPCの 亜 急 性 毒 性 試験1,2)で 得 られ た結 果 と質 的,

量 的 に 類 似 して お り,そ の程 度 もほ ぼ 同程 度 で あ った 。

従 っ て,BRL28500の 毒 性 はCVA-KとTIPCの 毒 性

をほ ぼ 反 映 して い る と考 え られ,CVA-KとTIPCを 配

合 す る こ とに よ り新 た な 毒 性 が 生 じる こ とは な い と考 え

られ た 。

以上 の ご と く,両 検 体 の 急性 毒 性 試 験 で は,大 量 投 与

に よる循 環 障 害,そ れ に 続 く全 身状 態 の悪 化を 示 す 所 見

が 主 に 肺,胸 腺 に 見 られ た 。 亜 急性 毒 性 試 験 で は,抗 生

物 質 の投 与 で一 般 的 に 認 め られ る盲 腸 の変 化 を 除 くと,

両検 体 と も主 に 肝 にPAS陽 性 物 質 の 貯 留 が 認 め られ た

が 可 逆 的 な もの で あ った 。
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ACUTE AND SUBACUTE TOXICITY STUDIES OF

POTASSIUM CLAVULANATE AND BRL 28500

IN THE MOUSE AND RAT

YASUO KURAKATA, SHOHEI UEMURA, YOSHITAKA NISHIOKA and YOSHINOBU KOSHIMA
Beecham Yakuhin K. K.

TADAHIKO OHTAKA, KOICHI NEDA, YOSHIHIRO OHTAKI, KOJI MIYOSHI,

AKIRA NOMURA and HIROSHI NAKAYOSHI
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TERRY L. HARDY

Beecham Pharmaceuticals Research Division

Potassium clavulanate (CVA-K) and BRL 28500 were administered to mice and rats by the intraven-
ous, intramuscular, oral and subcutaneous route in single dose acute toxicity studies. Rats were
also dosed intravenously for 35 days in subacute toxicity studies.

The LD50 values of BRL 28500 in mice and rats were lowest when given by the intravenous route,
this was followed by the subcutaneous and the oral route. The LD50 values using the intramuscular
route were greater than the highest dose which could be administered (2000 mg/kg). The LD50 values
for CVA-K were also lowest when given by the intravenous route, followed by the intramuscular
route. There were no obvious sex or species differences in acute toxicity.

In the subacute toxicity studies, two rats in the CVA-K high dose group died. Immediately after
administration of both drugs, there was a temporary reduction in spontaneous activity and respiration
and some sedation. In addition, there were soft faeces and diarrhoea when rats were dosed with
BRL 28500.

Liver weight was increased when rats were dosed with CVA-K, and there was an apparent dose
related increase in PAS positive substance in the hepatocyte cytoplasm with both CVA-K and BRL
28500. However, since there were no change in GPT or GOT or histopathological changes, the above
findings were not considered to be of toxicological importance.

Haematological examination revealed a mild reduction in erythrocyte parameters in the high dose
groups of rats treated with drugs ; these changes were believed to be related to slight haemorrhage
at the injection site as a result of a mild irritant response. In the high dose group of BRL 28500
there was also local injection site irritancy.

All of the above changes had either regressed entirely or were changing to normal limits by the
end of the off dose period.

The toxicity of BRL 28500 reflected that of the two components-CVA-K and TIPC- and there was
no additional toxicity with the formulation of the two drugs.

In the present studies the no effect levels for CVA-K and BRL 28500 were 10 mg/kg and 80 mg/kg
respectively.


