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Potassium clavulanate(CVA-K)(20,40,80,150mg/kg)お よびBRL 28500(160,320,

800,1,600m9/kg)の ビー グル犬 におけ る5週 間静脈 内投与亜急性毒性試験お よび5週 間回復試験

を実施 した。

死亡例はCVA-K150mg/kg投 与群の雄2例 雌1例 に見られた。

一般状態 観察においては
,cvA-K80mg/kg以 上 の投与群 で皮膚お よび粘膜の発 赤,150mg/kg

投与群 で主に嘔吐,活 気消失,削 痩,体 重減少,摂 餌量減少が,さ らに死亡例では極度の衰弱が見

られた。 また,BRL28500800mg/kg以 上 の投与群 で皮膚お よび粘膜 の発赤,嘔 吐,流 庭,1,600

mg/kg投 与群で主に顔面浮腫,耳 介丘疹,体 重減少が見 られた。

血液学的検査では,CVA-K80mg/kg以 上の投与群 で赤血球数,ヘ マ トク リッ トお よびヘモグ

ロビンの減少,150mg/kg投 与群 で 網赤血球数 および 白血球数の増 加が認め られた。 また,BRL

28500320mg/kg以 上の投与群 でAPTTの 延長,1,600mg/kgで 赤血球数,ヘ マ トク リッ トおよ

びヘモグロビンの減少が認め られた。 血清生化学的検査では,CVA-K 80mg/kg以 上の投与群 で

ALPお よび総 ビリル ビンの上昇,150mg/kg投 与群 でBUNお よび ク レアチ ニンの上昇な どが認

められた。BRL28500投 与群では特 に異常 は認め られなかった。

病理学的検査 で は,CVA-K 80mg/kg以 上 の投与群で肝重量増加お よび肝細胞内PAS陽 性物

質 の偏在(光 顕),150mg/kg投 与群 で腎重量増 加お よび尿細管上皮 の再生像(電 顕)が 見 られたo

また,BRL285001,600mg/kg投 与群 で肝重量増加お よび投与部位 の硬結が見 られた。

上記の所見お よび変化 は い ず れ も軽度 で,投 与期間 あるいは休薬期間終了時には回復性を示 し

た。

以上 の結果か ら,本 試験 の最大無影響量 はCVA-Kで は40mg/kg/日,BRL28500で は160mg/

kg/日 と推定 され 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。

今 回,著 者 らはCVA-Kお よびBRL 28500を 用 い

て,静 脈 内投 与 に よ るイ ヌで の5週 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

CVA-Kお よびBRL 28500と も に投 与 液 量 が4ml/kg

にな るように注射用生理食塩液 を用 いて用時調製 した。

2.使 用動物 お よび飼育条件

(株)新 日本科学 で生産 さ れ た7～8ヵ 月齢 ビーグル犬

雄雌各60頭(体 重雄6.9～10.4kg,雌7.0～10.6kg)

を使用 した。

動物は検疫後室 温23±2℃,相 対湿度55±10%の 設

定下で個別ケージに収容 し,固 型飼料VE-10(日 本ペッ

トフー ド(株))を1日 あた り3509与 え,水(水 道法水

質基準適合井 戸水)は 自由に摂取 させた。

群編成は両 検体 とも,対 照群を加えて5群 とし,各 群
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雄雌それぞれ6頭(回 復試験用雄雌各2頭 を含む)と し

た。

a投 与方法

投与は用時調製 した検体溶液 を前肢僥側皮静脈内へ7

ml/min.の 投与速度で,1日1回5週 間連続 で行 った。

対照群には注射用 生理食塩液4m1/kgを 同様に投 与 し

た。 また,休 薬期 間は5週 間 と した。

4.投 与量の設定

投与量は先に実施された用量 設 定 試 験 を 参 考 に,

CVA-Kで は毒性変化が予想 され る量 と し て150mg/

kg,BRL28500で は連続投与可能な量 として1,600mg/

kgを それぞれ最高用量 と した。以下 の投与量 はCVA-

Kに ついては80,40お よび20mglkgを,BRL28500

については800,320お よび160mg/kgを 設定 した。な

お,投 与量は全て遊離酸表示 と した。

5.検 査項 目お よび検査方法

検査は一部を除 き各群全例について行 った。

(1)一 般状態,体 重,摂 餌量 お よび摂水量

一般状態 の観察お よび摂餌量 の測定 は毎 日
,体 重 お よ

び摂水量の測定は週1回 行 った。

(2)眼 科学的検査

投与開始前,投 与5週 目および休薬5週 目に ス リッ ト

ランプおよび眼底 カメラを用 いて観察 した。

(3)心 電図

投与開始前お よび投与5週 目に 各 群 雄 雌 それぞれ3

頭,休 薬5週 目に各群雄雌それぞれ2頭 につ いて,心 電

計を用いてA-B双 極誘導お よびA-B増 高単極誘導心

電図を記録 した。

(4)尿 検査

投与開始前,投 与2,5週 目お よび休薬5週 目に,新

鮮尿でpH,蛋 白,糖,潜 血,ケ トン体,ビ リル ビン,ウ

ロビリノーゲン,比 重お よび尿沈渣を検査 した。 また,

24時 間蓄積尿で色調 の検査お よび尿量 ,Na,Kお よび

Clを 測定 した。

(5)血 液学的検査

投与開始前2回,投 与2,5週 目お よび休薬5週 目に

EDTA処 理血液 について 赤血 球数
,白 血球数,ヘ マ ト

クリット・ ヘモ グロビン,血 小板数,平 均 赤血 球容積

(MCV),平 均赤血球 ヘモグロ ビン(MCH)お よび平均

赤血球ヘモグロビン濃度(MCHC)を 測定 した。さらに

末梢血液像お よび網赤血 球数を検査 した。 また,ク エ ン

酸ナ トリウム処理血液に つ い て,プ ロ トロ ンビン時間

(PT)お よび活性化部 分 ト ロ ン ボ プ ラ ス チ ン 時 間

(APTT)を 測定 した。

(6)血 清生化学的検査

(5)と 同時期 の血清 につ いてGOT,GPT,ア ル カ リ

フォス ファターゼ(ALP),ク レアチ ンフォスフ ォキ ナ

ーゼ(CPK) ,総 ビ リル ビン,総 蛋 白,ア ル ブ ミン,A/

G,総 コ レステ ロール,ト リグリセ リド,血 糖,BUN,

ク レアチニ ン,尿 酸,無 機 リン,Ca,Na,K,C1お よび

蛋 白分画 を測定 した。

(7)剖 検お よび器官重量

死亡 例は発 見後,生 存例は投与期間あ るい は休薬期間

終 了 日の翌 日(24時 間絶食後)に ペ ン トパル ビタール ナ

トリウム麻 酔下 で放血 致死後,速 やかに剖検 し肉眼的観

察 を行 い,脳,下 垂体 顎下腺,甲 状 腺 心臓,胸 腺,

肺,肝 臓,副 腎,腎 臓 脾臓,膵 臓 精 巣,前 立腺,精

巣上体,卵 巣お よび子宮 の重量 を測定 した。 さ らに,こ

れ らの器官 の体重 に対す る相対重量 も算 出 した。 また,

剖検時に胸骨の骨髄有核細胞数 を検査 した。

(8)病 理 組織学的検査

重量 を測定 した器官に加え,脊 髄,坐 骨神経,喉 頭,

気管,気 管支,上 皮小体,舌,食 道,胃,十 二指腸,空

腸,回 腸,盲 腸,結 腸,直 腸,胆 嚢,膀 胱,大 動脈,腸

間膜 リンパ節,顎 下 リンパ節,大 腿 四頭筋,骨 髄,皮 膚

(非投与部位,投 与部位)お よび乳腺 を10%中 性 ホルマ

リン固定 し,さ らに視神経 を含む眼球 をBOUIN固 定 した

後,常 法に従いそれぞれ切片 を作製 しH・E染 色後,そ

れぞれ光学顕 微鏡下 で観察 した。肝臓お よび腎臓 につい

ては別 にPAS染 色,oil Red O染 色 も実施 し,同 様に

観 察 した。

(9)電 子顕微鏡検査

CVA-K,BRL28500と も,対 照群 お よび最高用量群

の雄雌各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 の電子顕微鏡検査 を行 った。

(10)統 計処理

尿沈渣お よび一般状態 でGradeの 無い項 目 につ いて

はFISHER検 定,そ の他の項 目についてはPITMAN検 定

を行った。 さ らに用量相 関性 の検定 としてJONCKHEERE

の方 法を実 施 した。

II.実 験 結 果

1.一 般状態

CVA-Kで は,150mg/kg投 与群 の雌1例 が投与5日

目に死亡 し,11日 目には 同群雄2例 の死亡が発見 され

た。 これ らの死亡例では死亡に至 るまでに活気消失,脱

水 徴候,削 痩,極 度の衰弱が見 られた。生存例 では主 に

150mg/kg投 与群 で投与期 間前半に皮膚お よび粘膜 の発

赤,嘔 吐が,後 半に活気消失,眼 脂,流 涙 削痩が観察

され た。

BRL28500で は,死 亡 例は見 られず,主 に1 ,600mg/

kg投 与群 で投与期間全般 にわた り皮膚 お よび 粘膜の 発

赤,首 振 りが,前 半に嘔吐,顔 面浮腫,耳 介丘疹 が,後



98 CHEMOTHERAPY OCT. 1986

半に流庭,投 与部位 の硬結が見 られ た。

休薬期間 中は,初 期にBRL28500の1,600mg/kg投

与群 で投与部位 の硬結が引 き続 き観察 された ほ か は,

CVA-K,BRL28500投 与群 ともに著変 は見 られなか っ

た。

2.体 重(Fig.1～4)

CVA-Kで は,150mg/kg投 与群 の生存例 の雄 で軽度

体重減 少が投与1週 目に認め られ,そ の後 もやや増加抑

制傾 向であった。 同群の雌で も投与期 間を通 して減少傾

向が見 られ た。

BRL28500で は,1,600mg/kg投 与群 で軽度体重減少

が投 与2週 目まで認め られたが,そ の後 回復傾 向を示 し

た。

休薬期 間中はCVA-K,BRL28500投 与群 ともに順調

に経過 した。

3.摂 餌量

CVA-Kで は,150mg/kg投 与群 の生存例で摂餌量の

減少が投与2週 目まで特に雄 で強 く認め られたが,そ の

後 回復傾 向を示 した。死亡例 では,摂 餌量の減少または

食欲廃絶が雌 で投与2日 目か ら,雄2例 で5日 目からい

ずれ も死亡 日まで見 られた。

BRL28500で は,1,600mg/kg投 与群 の雌1例 に軽度

の摂 餌量減少が投与3日 目まで見 られたほかは全例完全

摂餌を示 した。

休薬期 間中はCVA-K,BRL28500投 与群 ともに全例

完全摂餌 した。

4.摂 水量

CVA-K,BRL28500投 与群 ともに検体投与の影響と

Fig. 1 5-week intravenous subacute toxicity study followed by

5-week recovery test on CVA-K in beagles

Item :Body weight(Male)

Fig. 2 5-week intravenous subacute toxicity study followed by

5-week recovery test on CVA-K in beagles

Item :Body weight(Female)
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Fig. 3 5-week intravenous subacute toxicity study followed by

5-week recovery test on BRL 28500 in beagles

Item :Body weight(Male)

Fig. 4 5-week intravenous subacute toxicity study followed by
5-week recovery test on!BRL 28500 in;beagles

Item :Body weight (Female)

思われる変化は認め られなか った。

5.眼 科学的検査,心 電図お よび尿検査

いずれの検査においてもCVA-K ,BRL28500投 与群

とも,検 体投与の影響 と思われ る変化は見 ら れ な かっ

た。

6.血 液学的検査(Table1,2)

CVA-Kで は,150mg/kg投 与群 の雄 で赤血球 数
,ヘ

マ トクリッ トお よびヘモ グ揖ビンの軽度減少 およびこれ

らの変化に伴 った と思われ る赤血球平均恒数の軽度変動

が投与2週 目か ら,網 赤血球数お よび白血球 数の軽 度増

加が投与5週 目に認め られた。80mg/kg以 上の雌 で も

赤血球系で同傾 向は認め られたが,極 め て 軽 度 で あ っ

た。

BRL28500で は
,1,600mg/kg投 与群 の雄 で赤血球

数,ヘ マ トク リッ トお よびヘモ グロビンの軽度減少が投

与2週 目か ら認 め られた。同傾向は同群 の雌 で も認 め ら

れたが極 めて軽 度であ った。 この他,320mg/kg以 上 の

投与群 の雄雌 でAPTTの 軽度延長が投与2週 目に認 め

られ たが,5週 目には回復 した。

休薬期間終了時 には,CVA-K,BRL28500投 与群 と

も,投 与期間中 に認め られた変化 は回復 また は回復傾 向

を示 した。

7.血 清生化学的検査(Table3,4)

cvA-Kで は,80mg/kg以 上 の投 与 群の 雄 雌 で,

ALPの 上昇,総 ビリル ビンの軽度上昇,Kの 軽 度減少

が投与2週 目か ら,あ るいは5週 目に認 め ら れ た。 ま

た,GOTお よびGPTに 軽度上 昇を示 した例が散見 さ

れた。150mg/kg投 与群 の雄雌では,こ れ らの変 化のほ
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か に,ク レアチ ニン,総 コ レステロール,ト リグリセ リ

ドお よび尿酸の軽度上昇,ア ル ブ ミンお よびA/Gの 軽

度減少,ア ルブ ミン分画 の減少傾向,α グロブ リン分 画

の増加傾向が,ま た,同 群の雄でBUNの 軽度上昇が投

与2週 目か ら認め られた。以上 の変化 はいずれ も投与5

週 目あ るいは休薬期間終了時 には回復 または回復傾 向を

示 した。

BRL 28500投 与群 では,主 に1,600mg/kg投 与群 で

総蛋白,総 コレステロール,尿 酸,無 機 リン,Caな ど

の項 目に軽度 な変動が認められた0休 薬期間終 了時には

特に変化は認め られなかった。

8.剖 検

CVA-Kで は,死 亡例 で主に被毛粗 剛,皮 下脂肪の減

少,胸 腺の退縮 または赤色化,胃 お よび大腸粘膜の暗赤

色化,投 与部位皮下 の軽度赤色化が観察 された。生存例

では対照群を含む全例 で投与部位 皮下 の軽度赤色化が見

られた。

BRL28500で は,対 照群 を含む全例 で投与部位皮下 の

軽度赤色化が見 られた。 さらに1,600mg/kg投 与群 で

は軽度～重度 の硬結 も観察 され た。

休薬期 間終了時 には,BRL28500の800mg/kg以 上

の投与群 で投与部位皮下 の極 く軽度 の硬結が 見 ら れ た

が,投 与期間終了時 と比較 し回復傾向が見 られた。

その他,CVA-K,BRL28500投 与群 ともに特 に著変

は見 られ なか った。

9.器 官重量(Table5,6)

CVA-Kで は,80mg/kg投 与群 の雌 で肝臓の絶対 お

よび相対重量の軽度増加,150mg/kg投 与群の雄 で肝臓

お よび腎臓 の絶対お よび相対重量 の軽度増加が認 め られ

た。 また,150mg/kg投 与群 の雌 で肝臓の相対重量 の増

加傾向が認 められた。

BRL28500で は,1,600mg/kg投 与群の雌 で肝臓 の絶

対お よび相対重量の軽度増加が,320mg/kg以 上 の投与

群 の雄 で肝臓 の相対重量 の軽度増加が認 められた。

休薬期間終了時には,CVA-K,BRL28500投 与群 と

もに投与期間終了時に認め られた変化はいずれ も回復ま

たは回復傾向を示 した。

10.病 理組織学的検査(Table7)

CVA-Kで は,死 亡例で腎尿細管 内の好酸性物質 の貯

留,肝 臓の うっ血,肺 または腎臓 の うっ血 が見 られ た。

生存例では80mg/kg以 上の投与群 で,肝 細胞 内に極 く

軽度のPAS陽 性物質の偏在が見 られた。休薬期間終了

時にはPAS陽 性物 質の偏在 は回復傾向が見 られた0

BRL28500投 与群 では,検 体投与 と関連す る と思われ

る所見 は見 られなか った。

11.電 子顕微鏡検査

CVA-Kで は,150mg/kg投 与群 の全観察例の腎臓で

尿細管上皮の再生縁が観 察され た0肝 臓 では特記すべき

所見は見 られなか った0休 薬期間終了時 には150mg/kg

投与群の1例 で尿細管上皮 の再生像が観察 されたのみで

あ った。

BRL28500投 与群では,肝 臓お よび腎臓 に検体投与に

関連 する と思われ る変化 は観察 されなか った0

111.考 察

CVA-K(20,40,80,150mg/kg/日)お よびBRL

28500(160,320,800,1,600mg/kg/日)を 雄雌 ビーグ

ル犬 に5週 間連続 静脈 内投 与 し亜 急 性 毒 性試験を行っ

た。 さらに,5週 間 の休薬期間 を設け,検 体投与による

影響の回復性につ いても検討 した。

死亡例はCVA-Kの150mg/kg投 与群 の雄2例 雌1

例 で見 られ,BRL28500で は見 られ なか った。

CVA-Kの 死亡例 は,死 亡前に活気消失,脱 水徴候,

削痩,極 度 の衰弱 を示 し,剖 検に よ り被毛粗剛,皮 下脂

肪の減少,胸 腺 の退縮な どが見 られた0ま た,病 理組織

学的検査 では腎尿細管内の好酸性物質 の軽度貯留が見ら

れ たが,そ のほかには著変 は観察 され なか った。以上の

所見か ら,こ れ らの死亡例 は食欲廃絶 を含む一般状態の

悪化 によ り衰弱死 したもの と考 え られた。

生存例の一般状態 の主 な変化 として,CVA-K投 与群

では皮膚お よび粘膜の発赤,嘔 吐,BRL28500投 与群で

は発赤,嘔 吐,流 庭,首 振 り,顔 面浮腫,耳 介丘疹が観

察 された。 これ らはいずれ も軽微な もので投与期間後半

あ るいは終 了後 には消失 してお り,他 の抗生剤をイヌに

静脈内投与 した時 にも見 られてい る1～3)ことから,CVA-

Kお よびBRL28500に 特異的な所 見 とは思われなかっ

た。

その他,一 般状態 の変化 としてCVA-K投 与群では摂

餌量 の減少 に伴 った と思われ る体重 の軽度減少,さ らに

活気消失,削 痩等を示す例 も散見 されたが,い ずれも投

与期間中あ るいは休薬期間中に回復 または回復傾向を示

した。BRL28500投 与群 でも体重 の軽度減少が見 られた

が,摂 餌量には大 きな変化 は認め られず,嘔 吐が頻回で

あった例に体重 減少の程度が 比較的強い傾向が 見 られ

た。 これ らの ことか ら,体 重 の軽度減少は嘔吐 による影

響 と思われた。

CVA-K投 与群 では,血 清生化学的検査でALPの 上

昇,総 ビリル ピン,BUNお よび クレアチニ ンの軽度上

昇が認め られ,GOTお よびGPTの 軽度上昇 を示す例

も散見され た。 また,肝 臓 お よび腎臓 の絶対お よび相対

重量 の軽度増加,光 顕では肝細胞 内PAS陽 性物質の軽

度 偏在,電 顕 では腎尿細管上皮 の再生像が観察 された。
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Table 7 5-week intravenous toxicity study followed by 5-week recovery test of CVA-K in beagles

Item: Histopathology

これらの所見は肝臓,腎 臓に対す るCVA-Kの 何 らか の

影響を示唆 してい るものと思われ るが,い ずれ も軽度 の

変化で休薬期間終了時 にはほ とん ど回復が見 られた。 さ

らに,肝 臓については光顕で細胞構造 自体 の 変 化 は な

く,電 顕でも著変 は全 く見 られず,腎 臓 につい ても光顕

で著変は見られなか った。 これ らのこ とか ら,CVA-K

の肝臓,腎 臓に対す る影響 は可逆的 で しか も軽微な もの

と思われた。

BRL28500投 与群では,肝 臓の絶 対お よび相対重量 の

軽度増加が認め られたほか は,肝 臓あ るいは腎臓 に対す

る変化は全 く見 られなか った。

その他,CVA-K投 与群では血液学的検査 お よび血清

生化学的検査 で,BRL28500投 与群 では血液学的検査 で

変化の見 られた項 目があ ったが,い ずれ も投与期間終了

時あるいは休薬期間終了時には回復傾 向が認め られ てい

ることから,軽 度で可逆 的な変化 で,毒 性学的 に特 に重

要な所見 とは思われなか った。

なお,有 意差 の認め られた項 目が他 にもあ ったが,い

ずれも対照群 の値の変動 によるか,用 量相関性に乏 しい

ものか,ま たは投与開始前の検査値 と比べ特に問題 にす

ぺき変動 とは思われない ものであ るため,検 体投与 に起

因す る変化 とは判断 し得なか った。

投 与 部 位 に対 す る影 響 は,CVA-K投 与群 で は 対 照群

との間 に差 は認 め られ な か った が,BRL28500投 与 群 で

は,剖 検 にお い て軽 度 か ら重 度 の硬 結 が観 察 され た。 し

か し,病 理 組 織 学 的 に は著 変 は見 られ ず,BRL28500の

投 与 部 位 に 対 す る刺 激 性 は弱 い と考 え られ た 。

以 上 の 所 見 は,CVA-Kで は主 に150mg/kg投 与 群,

BRL28500で は1,600mg/kg投 与 群 で見 られ た 。 しか

し,CVA-Kで は80mg/kg投 与 群,BRL28500で は血

液 学 的 検 査 に 関 して320mg/kg投 与 群 まで 同 傾 向 が 認

め られ て い る こ とか ら、本 試 験 に お け る最 大 無 影 響 量

は,CVA-Kに つ い て は40mg/kg/日,BRL28500に つ

い て は160mg/kg/日 と推 定 さ れ た。
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The subacute toxicity of potassium clavulanate (CVA-K) and BRL 28500 were evaluated by a 5-
week intravenous administration study followed by a 5-week off-dose period. The doses for CVA-K
and BRL 28500 were 20, 40, 80 and 150 mg/kg and 160, 320, 800 and 1, 600 mg/kg respectively.

Two male dogs and one female dog in the CVA-K 150 mg/kg group died.
Observations on the general condition of dogs in the CVA-K treatment group revealed reddening of

the skin and mucous membranes at 80 mg/kg and above. At 150 mg/kg there was also vomiting,
decreased spontaneous activity and emaciation. There was a decreased food intake and reduction in
body weight, but this was only in the 150 mg/kg group. In addition the animals which were found
dead showed severe weakness before death. In the BRL 28500 treatment groups there was reddening
of the skin and mucous membranes, vomiting and salivation at 800 mg/kg and 1, 600 mg/kg. At
1600 mg/kg there was also facial oedema, papules within the pinnae and a reduction in body weight.

Haematological examinations of dogs dosed with CVA-K revealed decreases in RBC, Ht and I-lb at
80 mg/kg and above, and increases in reticulocyte count and WBC at 150 mg/kg. In the BRL 28500.
treatment groups, there was a prolongation of APTT at 320 mg/kg and above, and decreases in
RBC, Ht and Hb at 1, 600 mg/kg. Serum biochemical studies of the CVA-K groups revealed increases
in ALP and total bilirubin at a dose of 80 mg/kg and above, and increases in BUN and creatinine in
the 150 mg/kg group. No abnormalities were noted in any of the BRL 28500 groups.

Pathology studies of dogs dosed with CVA-K revealed an increase in liver weight and altered dis-
tribution of PAS positive material within the hepatocytes (light microscopy) at 80 mg/kg and above.
There was increased kidney weight with regenerating renal tubular epithelium (electron microscopy)
in the 150 mg/kg group. In the BRL 28500 group, increased liver weight and firmness at the injec-
tion site were observed in the 1,600 mg/kg group.

All the above findings and changes were slight and showed reversibility either at the end of the
dosing period or at the end of the off-dose period.

In view of the above results, the maximum non-effect dose levels in the present studies were consi-
dered to be 40 mg/kg/day for CVA-K and 160 mg/kg/day for BRL 28500.


