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6315-S(Fllomoxef)200,400お よび800(400×2)mg/kg/日 および対照薬Cefazolinsodium

(CEZ)800(400×2)mg/kg/日 を ビーグル犬 に90日 間連続静脈内投与 し,そ の安全性 につ いて

検討 した。

1) 投与期間中の死亡例は,6315-S800mg/kg/日 投与群の雌1例 にみ られ た。本例で は投与

開始後13週 目に,重 篤 な貧血,食 欲減退,活 動性低下および体重の減少を昭めたので屠殺 した。

肝臓および脾臓の重量が増加 し,病 理組織学的に肝臓 に髄外造血 とヘモ ジデ リン沈着,脾 臓 に髄外

造血を認めた。

2) 投 与期 間中,体 重,摂 餌 重,眼 底検 査,聴 覚 検査 あ る いは心 電 図上 の各 検 査項 圏 に,

6315-S投 与に起因する変化 を認め なか った。血液生化学的検査で は,血 清 コレステ ロール,リ ン

脂質およびアルカ リ性ボ スファターゼの上昇 または上昇 の傾向を6315-S全 投 与量群に認め た。

血清 トリグ リセ リ ド値 の上昇 または上昇の傾 向,お よび活性 化部分 トロ ンボプラスチ ン時間の軽度

延長は,6315-S400お よび800mg/kg/日 投与群でみ られ た。血液学的検査で は,投 与開始後12

週 目の検査で,6315-S800mg/kg/日 投与群 に赤血球 パラ メーター値(RBC,Ht,Hb,MCHC)

の軽度減少を認め た。肝臓重量 の増加 は400お よび800mg/kg/日 投与群 に,腎 臓重重 の増 加は

800mg/kg/日 投与群にみ られた。 しか し,こ れ らの組織には形態学的変化は認め られ なか った。

対照薬CEZ800mg/kg/日 投与群 につ いて も,6315-S800mg/kg/日 投与群 と同様の変化がみ ら

れ,そ れに加えて血清GPT値 の低下,尿 中に総還元物質の出現が観察 された。

以上の6315-S投 与群にみ られた変化が可逆的で あることを,800mg/kg/日 投与群の一部を4

週間休薬 させ ることにより確認 した。

以上より,6315-Sの 最大無影響量 は,200mg/kg/日 である と推定 され る。

6315-S(Flomoxef:FMOX)の イ ヌに お け る90日

間静脈内投 与 に よ る毒性 試 験 を 実 施 した ので 報 告 す る。

なお,本 試験 は イギ リスHuntington Research Centre

で行 な った。

I.実 験 材 料 お よ び方 法

1. 実 験動 物 お よ び飼 育 条件

Beaulong Limited, Harewood Park, Harewood

End, Herefordshire, HR2, 8TSか ら純 系 雌 雄 ビー グ

ル犬40頭 を 購入 し,4週 間 の予 備 飼 育 の 後 に試 験 に用

いた。試 験 開始 時 の 週 齢 お よ び 体 重 は,雄:23～29週

齢8.2～11kg,雌:24～28週 齢,6.9～10kgで あ っ

た 。 これ らの イ ヌは,温 水式 床 暖 房 で 温 度 調 節 され た犬

舎 内 で,金 属 製 ケ ー ジ(W2×D6×H5フ ィ ー ト)に 個 別

に 収 容 し飼 育 し た。 床 敷 に 用 い た お が く ず(SMC,

Grade6, Sawdust Marketing Co.,Standon, Ware,

Hertfordshire)は 毎 日取 替 え た 。1日 午 前 中1回1頭

あ た り標 準 固 型 飼 料(Diet A, Special Diets Services)

400gを 与 え,飲 料 水 は給 水 容 器 か ら,水 質 検 査 に合 格

した水 道 水 を 自由 に摂 取 させ た。

2.検 体

6315-S(Flemoxef sodium, Batch No.3601,純 度
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Table 1 Intravenous subchronic toxicity study 

on 6315-S in beagle dogs

a)Saline―1.6ml/kg twice daily

(): No.of dogs used for reccovery atudy

93.1%)を 滅菌生理食塩液で25w/v%の 濃度 に溶解 し,

Sartorius membrane filterで 濾 過滅菌後 用 いた。 対

照薬 のCefazolin sodium(CEZ,市 販 品)も 同様に調

製 した。 これ らの溶液が,冷 蔵保存時 には各々溶解後56

時 間,48時 間まで安定であ ることは,塩 野義製薬研究

所で確認 されている。

3. 投与量および投与方法

先 に実施 された ビー グル犬での30日 間静脈内投与 に

よる亜急性毒性試験で,最 大無影響重 は250mg/kg/日

と推定 された}}が,500お よび1,000mg/kg/日 の用重

で も,6315-Sに 特異的 な毒性を見出 しえなかった。 し

か し,こ こでは投与期 間が90日 であ ることを考慮 し,

最小 中毒9と して400mg/kgを 推定 し,さ らに臨床投

与法 に準 じて1日2回 す なわち1日 重 と して800mg/

kg(400mg/kg×2)を 最高 投与量 に選 び,以 下400

および200mg/kg/日 を設定 した(Table1)。

検体溶液は滅菌"butterfly"注 射器(Abbett)を 用 い

て,注 入速度5ml/minで 動物の左右 交互 に前 腕椀側

皮静脈 内に1日1回,週7回,13週 間投 与 した。た だ

し,6315-S800mg/kg/日 投与 の場 合は,本 薬の臨床

的投与法 に準 じて400mg/kgを1日2回,約6時 間 間

隔 で行 な った。対照 薬CEZ800mg/kg/日 投与 群 も同

様 に1日2回 分割投与 した。対照群 は滅菌生理食塩液を,

投与重 の多 い実験 群 と同一液重,す なわ ち1.6ml/kg

を1日2回 の割合 で投与 した。

13週 間の投与後,6315-S 800mg/kg/日 投与群 の一

部の動物 について,4週 間の回復試験を行ない,検 体 投

与による変化の回復性を検討 した。

第1週,第6週,第13週 に,調 製 した検体溶液 の分

析 を行 な い,6315-S25w/v%溶 液 は遊 離 酸 と して

23.24～23.82w/v%溶 液 であ り,CEZ25w/v%溶 液 は

遊離酸 と して23.73～25.06w/v%溶 液で ある との結 果

を得た。

4. 検査項 目

1) 一般状態

毎 日,一 般状 態および投与に関係 した反応をすべて纏

察 し記録 した。

2) 体 重

試験期間中,1週 間 に1度,餌 を与 える前に体 重を測

定 した。

3) 摂餌量

試験期間中毎 日測定記録 した。投与期間中の給餌は,

午前中の検体投与後約1時 間 目に行な った。

4) 聴覚検査

投与開始前,投 与開始 後6お よび12週 目,回 復試験

の終 りに,Galton笛 に対す るPreyer耳 介反射による聴

覚検査を行 な った。

5) 眼検 査

投与開始前,投 与開始 後6お よび12週 目,回 復試験

の終 りに,散 察剤 トロピックア ミド(Mydriacyl, Alcon

Laboratories Inc., Fort Worth, Texas, U.S.A.)

を点眼 し,Keeler間 接検 眼鏡を 用いて,眼 底検査を行

な った。

6) 心電図検 査

投与開始 前,投 与 開始 後6お よ び12週 目,回 復試験

の終 りに,Cardiopan531(Philips)を 用いて.標 準肢

誘 導(I,II,III)心 電 図,単 極肢 誘導(aVR, aVl,

aVF)心 電図を記録 した。投与期 間中は,投 与前(2分

割投与例は最初の投与分 を与え る前)に 記録 した。心電

図の トレースか らR-R間 隔(こ のデー タから心拍数を

計算),P-R間 隔,QRS間 隔,Q-T間 隔および ヒト心

電図 に用 い られる方法 によ り心拍数 で補正 した値,QTc

間隔 などの数量デー タを抽 出 した。

7) 血液学的検査

投 与開始 前,投 与開始後6お よび12週 目,回 復試験

の終 りに,頚 静脈または椀側皮静脈か ら採血 した。同齢
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に実施の尿検査用採尿のため,採 血 前夜約21時 間動物

ケージから水と餌を除去 し,動 物 を絶食絶水 させた。抗

凝固剤EDTA加 血液について,以下 の項 目を測定 した。

赤血球数,ヘモグロビン重,ヘ マ トクリッ ト値,MCHC,

MCV,白 血球 数,血 小板 数(以 上7項 目Technicen

Hemalog 8/90 Micro),赤 血球沈降速度(Wintrobe-

Landsberg法),網 状赤血球数(Dacie-Lewis法),白 血

球分画(Wright染 色変 法)。 抗 凝固剤 クエ ン酸塩 加血

漿は,プ ロ トロンビン時間(Quickの 方法)お よび活性

化部分 トロンボプラス チ ン時 間(Proctor-Rapaport

法)の測定に用いた。

8) 骨髄検査

解剖時に,胸 骨穿刺により各動物 の骨髄を採取 し,塗

抹標本を作製,顕 微鏡観察 した。

9) 血液生化学検査

血液学的検査実施時に,同時に採血 した血液を用 いて,

以下の血液生化学検査を実施 した。抗凝固剤 フ ッ化物加

血漿について グルコースを,ヘ パ リン加血漿 につ いて グ

ルタチオ ン(Beutlerら の方法)を 測定 し,血 清につい

て下記のすべての項 目を測定 した。総 蛋白質。 アル ブ ミ

ン,グ ロブリン,尿 素,ク レアチニ ン,ナ トリウム,カ

リウム,カ ルシウム,無 機 リン,塩 化物 およびコレステ

ロールの以上11項 目はTechnicon SMA 12/60に よ

り標準Technicon SMA法 を用 い た。Roche Cobas

Bio Analyzerを 用いて,BCLテ ス トキ ッ トによ り,

グルコース(ヘ キソキナ ーゼ媒体 ア ッセイ),ア ルカ リ

性ボスファターゼ,GPT,GOT,総 ビリル ビン,総 乳酸

脱水素酵素,ク レアチ ンボ スホキナーゼ,ト リグリセ リ

ド,尿酸を測定 した。さらに電気泳動(セ ル ロースアセ

テート)に よる血漿蛋 白の分画,リ ン脂質(Wako酵 素

テス トキ ット)の 測定 も行 なった。

10) 尿検査

上記の血液学的,血 液生化学的検査実施 日に集めた16

時間尿を用 〉,尿 量,pH,比 重(屈 折 率測定法)お よ

び蛋白質(ス ルポサ リチル酸法)を 測定 し,沈 渣を検査

した。総還元物質(Clinitest,Ames),グ ルコース,ケ

トン,ビ リル ビン,ウ ロビ リノーゲ ンお よび潜血(以 上

5項 目,Multistix,Ames)な どの項 目は 定性 検査 し

た。

11) 器官重量および病理組織学的検査

投与試験終了時 および回復試験終了時に,ペ ン トバル

ビ トン(Expiral, Abbott Laboratories,200mg/ml

pgntebarbitone sodium)麻 酔下 で,放 血 致死 させ解

剖した。肉眼的観察を行 ない,以 下の器官について重量

を測定 した。

副腎,肺,胸 腺,脳,膵 臓,甲 状腺,心 臓,下 重体,

子 富または前立肌 腎臓,脾 臓,顎 下腺,肝 臓。精巣ま

たは卵巣。

また,こ れ らの器官に加え て,大 動脈(動 脈 弓,腹 動

脈),気 管支,盲 腸,結 腸(上 行,下 行),十 二指腸,視

神 経,大 腿骨(骨 髄を 含む),胆 嚢,回 腸,注 射部位,

空 腸,涙 腺,リ ンパ節(頚 部,腸 間膜),乳 腺,食 遵,

咽頭,直 腸,坐 骨神経,骨 格筋,皮 膚。胸骨,脊 髄,胃,

舌,気 管,膀 胱,膣 を,10%中 性綬衝ホルマ リン液で固

定 した。眼 はDavidsen固 定 液で固 定 し,肝 臓 と腎臓

の一部 はホルマ リン ・カルシウム液で固定 した。 さ らに

肝臓の一片を ドライアイスを入れたアセ トン浴で冷却 し

たヘ キサ ンで急速に凍結 させ た。

常 法に従 〉,組 織 を融点56℃ のパラ フィン ・ワック

スで包埋 し,5ミ クロンで薄切 し,ヘ マ トキシ リン ・エ

オ ジン染色を施 した。 ホルマ リン ・カル シウム液で事前

に固定 した肝臓 と腎臓 は,12ミ クロンの凍結切片 と し,

Oil Red Oで 脂肪 の染色 を した。急速凍 結 して おいた

肝臓の凍結切片は,PASで グリコーゲ ンの染色を した。

上記組織は全例 について,光 顕的に検査 した。

12)統 計学的解析

体重の変化 と摂餌 データについて群間の差の有意性を

評 価す るために分散分 析を行 な った。群 間の比較 には

Studentの't'検 定(LSD法)を 用 いた。

臨床検査上のパ ラメーターの うち,最 頻値の相対頻度

が75%よ り小 さ〉,す なわ ち,デ ータが一つ の特 定の

値 に偏 らな〉パラメーターについての統計解析 には以下

の方法を用〉た。

(i) Bartlettの 方法2)を 用 いて群 間での分散の不均

一性を検定 した。1%水 準で有意な不均一性が認 め られ

た場合には,対 数変換を行な って不均一性が除去で きる

か どうかを調べた。対数変換で満足で きる結果が得 られ

ない場合には平方根変換 も試みた。

(ii) 有意な不均一性が検出 されなか ったとき.あ る

いは上記の処理で満 足で きる変換が得 られたときには,

一元分類分散分析 を行 なった。満足で きる変換が みつけ

られなか った ときには,ラ ンクに基づ くKruskal-Wallis

の解析法3,4)を 用いた。

(血)分 散分析 に続 きStudentの't'検 定(LSD法)

を 行い,Williamsの 検 定5,6)に よ り反応の用 量依存性

を調 べ た。一 方,Kruskal-Wallisの 解 析 に続 き,'t'検

定(LSD法)とWilliams検 定 の ノ ンパ ラ メ トリ ック

形7)を 用いた。

最頻 値の相対頻度 が75%以 上であ るパ ラメー ターに

つ いては,最頻値 と異 なる値 を有す る各群の動物の数を,
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Fisherの 直直 確率計算 法8),とManlelの 検定e)を 用 い

て解析 した。Fisherの 方法は群聞 の全般 的な差をみ る

ため に用 い,Mante1の 方法 は特 にその ような動物の発

生頻度の用重依存性を検出するために用いた。

器官重重 につ いての解析 には分散分析 または共分散 分

析を用 いた。群 内の器官重量 と体重の間 に10%水 準で

有意な相関が認め られたときに,最 終体重を共変重 に用

いて共分散分析を行な った。Bartlettの 検定2)に より1

%水 準で有意 な分散の不均一性が器官重量(体重)の デー

タに認め られ。 しか も変換後 のデ ータが未変換 のデータ

よ り分散の不均一性が少 なければ,器 官重重(ま た は器

官重重 と体重の両者)のlog(X+1)変 換 を行な った。

反応の用量依存性 についてはWilliamsの 検定5,6)を 用

いて群間比較を行な った。

II. 実 験 成 績

1. 死亡例

6315-S800mg/kg/日 投与群の雌1例 を,投 与開始

後13週 目(90日 目)に 以下の理由で屠殺 した。本例で

は,第12週 にお ける定期血液学的検査 で,赤 血球沈降

速度の促進(43mm/hr),ヘ マ トクリッ ト値(32%)お

よび赤血球数の軽度減少(4.5×10s/cmm)を 認めた。

第13週 の採血時 には赤 血球 沈降速度の促進(75mm/

hr),さ らにヘマ トク リッ ト値(19%),赤 血 球数(1.7

×106/cmm),お よびヘ モグロ ビン量(4.89/dl)等,

著 しい減少 を認めた。歯肉 は槌色 し,元 気を喪失 し,摂

餌量の減 少が み られ,最 後の3日 間で体重が500g減 少

した。衰弱 のため生 存の見込が ない と判断 し屠殺 した

(Table2)。

剖検により,脾 臓肥大,歯 肉,肝 臓および肺の槌色,

胃腸および子宮の黄変,胸 腺 に広汎な点状 出血がみ られ

た。肝臓重量 は5119で あ り,体 重の4%以 上を占めて

いた。剖検後採取 した骨髄塗抹標本の細胞充実性は正常

であ ったが,細 胞分布や形態学上の評価をす るには,不

適当であった。

主な組織学的所見は,肝 臓内の髄外造血 とヘモ ジデ リ

ン沈着,脾 臓内の髄外造血で あり,こ れ らは血液学的所

見,解 剖時肉眼によ る観察所見 と一致 して〉た。

2. 一般状態

投 与第1日 目に6315-S400mg/kg/日 投 与群雌1例

に投与時 にむかつ きが,投 与直後に不安定 な歩行,呼 吸

困難がみ られた。その後,嘔 吐,赤 色糞便、活動性低下,

両眼か らの分泌物がみ られ た。第2日 目には,嘔 吐,一

過性赤色糞便,両 眼か らの分泌物,活 動性低下,振 顛等

の症状がみ られた。さ らに5日 間にわた り,こ の1例 に

主 と して嘔吐と過度 の唾液分泌がみ られたが,そ の後こ

れ らの症状 は消失 した。

CEZ800mg/kg/日 投与群の全例 に,投 与申または投

与直後に過 度の唾液分泌 と唱吐がみ られた。唱吐の発症

率は、投与期間の最初 の数週が高か ったが,唾 液分泌億

投与期聞中継続 した。 また同群の雌1例 に,投 与期問の

最初の4週 間,し ば しば投与中に振顕 を認めた。

その他に,対 照群を雷む全ての投与群に,軽 度の嬬吐

を認めたが,そ の発症率には用重依存性を認めなかった

ので,軽 度 の嘔吐は検体投与 とは無関係の反応であ葛と

判断 された。

3. 体 重

試験期間を通 じて,体 重はいずれの投与群 も順調に推

移 し,6315-Sま た はCEZ役 与 に起因 した体重変動は

統叶学的 に認め られなか った(Fig.1,2)。

4. 摂餌重

各動物は,投 与前,投 与期間を通 じていずれの群も給

餌重 のほ とん どを摂 食 し,6315-Sま たはCEZ投 与に

起因 した摂餌重の変化を紐めなか った(Table3)。

5. 聴覚検査

6315-Sま たはCEZ投 与 に起因 した異常 は認められ

なか った。

6. 眼検査

眼底検査および組織学 的検査において,6315-Sま た

はCEZ投 与に起 因 した変化 は認め られなか った。

7. 心電図検査

投与 開始後6週 目の検査では,6315-S400mg/lg/

日お よび800mg/kg/日 投与群雌の平均心拍数が,対 照

群 に比 して有意 の減少を示 したが,12週 目の検査では

対 照 群 に対 して 平均 心 拍 数 に 差 が み られ なか った

(Table4,5)。 したが って6315-S投 与 は,心 電図

に影響を与えない もの と判断 された。

8. 血液学的検査

投与 開始後6お よび12週 目に,6315-S全 投与群雄

の活性化部分 トロンボプラスチン時間に,統 計学的に有

意 な延長がみ られたが,そ の変化は軽微な ものであった

(Table6,7)o

同様の傾向 は,6315-S400お よび800mg/kg/日 投

与群雌 に もみ られたが,雌 に関 して はほとんどの数植が

統計学 的有意差を示 さなか った。回復試験 後の6315-S

800mg/kg/日 投与群 の活性化部分 トロンボプラスチン

時間は,12週 目に比 して短縮 した。

投与開始 後12週 目におけ る6315-S800mg/kg/日

投与群 またはCEZ800mg1kg/日 投与 群の赤血球'婦

メーター(ヘ マ トク リット値,ヘ モグロ ビン量,赤 血球
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Fig. 1 Group mean body weights-Males

Fig. 2 Group mean body weights-Females

数,MCHC)の 平均値は,対 応す る対照群値 に比較 して

やや低か った。4週 間の回復試験後の検査で,雄1例 が

やや低値(ヘ マ トクリッ ト値42%,ヘ モグ ロビン重13.8

g/dl,赤 血球数5.4×106/cmm)を 示 したが,残 り3例

は殆 ど完全に回復 した。投与期間中,各 群 の血小板数平

均 値に著変を認め なか ったが,6315-S800mg/kg/日

投与群 お よびCEZ800mg/kg/日 投与群 の雌各1例 に

の み,投 与開始後12週 目の検査で,血 小板数 の一 過性

低値(そ れぞれ35×1031cmm,12×103/cmm)を認 め

たが,13週 目にお ける再検 査では。それぞれ87×103/

cmm,417×1031cmmに 回復 した。その他の検査項 目

には対照群 と投与群間で,有 意 な変化を認めなか った。

9. 骨髄検査

投与試験終了時および回復試験終了時 に検査 した動物

の骨髄塗抹標本は,す べて細胞充実性,細 胞分布および

形態学上正常であ った。
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Table 3 Group mean weekly food consumption (gram/dog)

10. 血液生化学的検査

投与開始前,投 与開始後6お よび12週 目,回 復試験

の終りに実施 した検査の成績 をTable8～11に 示す。

6315-S投 与全群 に,投 与 開始後6お よび12週 目に,

コレステ ロール,リ ン脂質お よび アルカ リ性ホ ス ファ

ターゼ値の増加または増加 の傾向を認めた。 トリグ リセ

リド値の増加 ない し増加の傾向 は,6315-S400お よび

800mglkg/日 投与群にみ られた。 しか し,以 上 の項 目

に関する統計学的有意性 は,主 として800mg/kg/日 投

与群にのみ認め られた。CEZ800mg/kg/日 投与群 で

も,投 与開始後6お よび12週 目の検査で6315-S投 与

群にみられたと同様の所見がえ られ,こ れ らに加えて顕

著なGPT値 の低下がみられた。なお,6315-S800mg/

kg/日投与群に,投 与開始 後12週 目の検査で,対 照群

値が投与前値 に比 して や や高値 を 示 した こ とに よ る

GPT値 の見掛上の低下が統計学的に認 められた。

6315-S800mg/kg/日 投 与群で観察 され た上記 の諸

変化は,回 復試験終了時にはすべて正常値 へ回復 した。

ただし,雄1例 のみアルカ リ性 ホスフ ァターゼ値(333

mU/ml)が 正常のバ ックグラ ン ド値の上限を示 した。

その他の検査項目には,6315-S投 与に関連 した と思

われる変化を認めなか った。

11. 尿検査

投与開始後6お よび12週 目の検査 で,6315-S投 与

群 と対照 群の 間 に一 貫 した相 違 は み られ な か った

(Table12～15)。

他方,CEZ投 与群の尿が グル コース反 応陰性 に もか

かわ らず総還 元物 質強陽 性 を示 したの は,CEZお よ

び/ま たは尿中の代謝産物 の存在 に よる もの と思 われ

る。

12. 器官重量

投与試験終了時および回復試験終了時における器官重

量をTable16に 示す。

6315-S400mg/kg/日 お よび8(lomg/kg/日 投与 群

に肝臓重重の有意な増加がみ られた。肝臓 重量の増加は,

CEZ800mg/kg/日 投与群に もみ られ た。これに加えて,

6315-S800mg/kg/日 投与群 の腎臓重量 も対照 群に比

して有意に増加 した。肝臓重量の正常 値の上限 は体重の

4.0%とHuntlngton Reserch Centreで は判断 してい

るが,そ れを越え る値が 記録 され たの は,6315-S400

mg/kg/日 投 与群の8例 中1例,6315-S800mg/kg/

日投与群の8例 中5例,CEZ800mg/kg/日 投与群4例

中1例 であった。腎臓重量の正常値の上限 は体重の0.7

%と 判断 しているが,そ れを越え る値が記録 されたのは,

6315-S800mg/kg/日 投与群8例 中2例 であ った。

ほか には対照群 と投与群 との間に,毒 性学上有意 と考

え られ る差はなか った。

6315-S800mg/kg/日 投与 群にみ られ た上 記の変化

は,回 復試験終了時 にはすべて正常 値へと回復 した。

13. 解剖時肉眼所 見

投与試験終了時 および回復試験終了時における剖検で

は,6315-Sま たはCEZ投 与 に由来す ると考え られ る

所見 はみ られなか った。

14. 病理組織学的所 見

1) 検体起因性 の所 見

検体投与に由来す る病 理組織学的所 見を,Table17に

示 し,以 下に要約 する。

i) 死亡例

投 与開始後13週 目に屠殺 した6315-S800mg/kg/

日投与群雌1例 において,Kupffer細 胞内および洞様毛

細血管内皮細胞内にヘモジデ リン沈着の増加,肝 臓 と脾

臓 に髄外造血を認めた(Photo.1,2)。
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Table 4 Electrocardiograph group mean values in male dogs

Before dosing

Week 6 of dosing perio

Week 12 of dosing period

Week 4 of recovery period

Results of statistical analysis:
* Significant at the 5% level (Williams' test) 

(*) Significant at the 5% level ('t' test) 
(**) Significant at the 1% level ('t' test)

Table 5 Electrocardiograph•\group mean values in female dogs

Before dosing

Week 6 of dosing period

Week 12 of dosing period

Week 4 of recovery period

Results of statistical analysis:
* Significant at the 5% level (Williams' test) 

(*) Significant at the 5% level ('t' test) 
(**) Significant at the 1% level ('t' test)
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Table 6 Hematology•\group mea'n values in male dogs

Before dosing

Week 6 of dosing period

Week 12of dosing period 

Results of statistical analysis:
*  Significant at the 5% level (Williams' test)
**  Significant at the 1% level (Williams' test)

(*) Significant at the 5% level ('t' test)

Table 7 Hematology•\group mean values in female dogs

Before dosing

Week 6 of dosing period

Week 12 of dosing period

Week 4 of recovery period

Results of statistical analysis:Results of statistical analysis: *  Significant at the 5% level (Williams' test)

(*) Significant at the 5% level ('t' test)
# As to PT and APTT for coagulation test. Sample from an animal for hematological determinations clotted at blood sampling, therefore excluded

from means and statistic

## As for hematological determinations . sample from an animal for PT and APTT tests clotted at blood sampling, therefore excluded from means 
and statistics.
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Table 8 Plasma or serum components group mean values in male dogs

Before dosing 

Week 6 of dosing period

Weak 12 of doeing period

Week 4 of recovery period

Result, of statistical analysis : *  Significant at the 5% level (Williams' test)
**  Significant at the 1% level (Williams test)
(*) Significant at the 5% level ('t' teat)
(**) Significsnt at the 1% level ('ti teat)

+  Means not calculated•\values below keel of detection for an animal

Table 9 Plasma or serum components•\group mean values in female dogs

Before dosing

Week 6 of dosing period

Week 12 of dosing period

Results of statistical analysis : *  Significant at the 5% level (Williams' telt)
**  Significant at the 1% level (Williams' teat)
(*) Significant at the 5% level ('t' test)

(**) Significant at the 1% level re tent)
+ Means not calculated•\valuea below level of detection for an animal



VOL.35 S-1 CHEMOTHERAPY 261

Table 10 Plasma or serum components group mean values in male dogs

Results of statistical analysis: *  Significant at the 5% level (Williams' test)
** Significant at the 1% level (William's teat)
(*)  Significant at the 5% level ('t' teat)
(**) Significant at the 1% level ('t' test)

Table 11 Plasma or serum components - group mean values in female dogs

Results of statistkal analysis: * Significant at the 5% level (Williams' test)
** Significant at the 1% level (William's test)
(*) Significant at the 5% level ('t' test)
(**) Significant at the 1% level ('t' test)
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Table 12 Urinalysis - group mean values in male dogs

Results of statistical analysis: * Significant at the 5% level (Williams' test) 

Table 13 Urinalysis - group mean values in female dogs

Results of statistical analysis: (*) Significant at the 5% level ( ' t' test)
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Table 14 Urinalysis summary in male dogs

a) No. of dogs with the indicated finding 
b) Grading of cell frequency in the centrifuged deposit:

I = few in some fields examined

II = few in all fields examined

III = many in all fields examined

E : Epithelial cells 
P : Polymorphonuclear leucocytes 
M : Mononuclear leucocytes 

R: Erythrocytes
O : Organisms

C : Renal tubule cute

Table 15 Urinalysis - summary in female dogs

a) No. of dogs with the indicated finding 
b) Grading of cell frequency in the centrifuged deposit :

I = few in some fields examined

II = few in all fields examined
III = many in all fields examined

E : Epithelial cells 
P : Polymorphonuclear leucocytes 

M : Mononuclear leucocytes 
R : Erythrocytes
O: Organisms

C : Renal tubule casts
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Table 16 Organ weights - group mean values in male and female dogs

a) A female dog racr lilted during wm 4 13, excluded from means end sterletlce.
b) Organ (min a female dog damaged at post ninstem,111,tefote excluded from mean. and statistics.

Levcl of significance Significant at the 5% level (Williams' test)
** Sigtlificsnt .t the 1% level (William' ten)
(*)Significant at the 5%level tcat

Table 17 Histological findings

a) Number of dogs with findings

F*

 

: Animal sacrificed during week 13

Photo. 1 Liver from a female dog given

intravenous administration of

800 mg/kg/day of 6315-S and killed

during week 13 for humane reasons.

Prominent foci of sinusoidal

extramedullary haemopoiesis. Deposits

of yellow pigment in several

sinusoidal/Kupffer cells. H-E, •~ 500

1

Photo . 2 Spieen from the same dog

in Photo. 1. Moderate extramedullary

haemopoiesis. H-E, ×500

2
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Photo. 3 Liver from a female dog given

intravenous administration of

800 mg/kg/day of CEZ for 13 weeks.

Selected field shows several Kupffer

and endothelial sinusoidal cells

with yellow pigment. H-E, •~ 500

3 Photo. 4 Liver from a female control dog.

Selected field within normal limits.

H-E, •~ 500

4ii)投与試験終了時生存例

CEZ 800 mg/kg/日 投 与群雌1例 にお いて, Kupffer

細胞内および洞様毛細血管内皮細胞内にヘモ ジデ リン沈

着の増加を認めた(Photo.3)。

対照群をは じめ6315-S投 与群 および回復試 験群の

いずれにも,上 記死亡例 にみられたよ うな肝臓 における

ヘモジデリン沈着の増加,肝 臓および脾臓 における髄外

造血などの所見は認め られ なか った(Photo .4～6)。

また,肝 臓および腎臓 に,重 量増 加を反映す るような

組織学的変化を認 めなか った。

2)そ の他の所見

Photo. 5 Liver from a female dog given

intravenous administration of

400 mg/kg/day of 6315--5 for 13 weeks.

Selected field within normal limits.

H-E, •~500

5 Photo. 6 Liver from a male dog given

intravenous administration of

800 mg/kg/day of 6315 -S for 13 weeks.

Selected field within normal limits.

H-E, •~ 500

6

以上のほかに,Table 18, 19に 示 したよ うに,対 照群

および検体投与群 に共通の変化,あ るいは用量依存性の

ない変化が み られた。 これ らは,非 特異的反応 あるい

は 自然発生 したもの と思われ る。以下 に要約す る。

心 臓:6315-S400mg/kg/日 投与 群雄1例 に弁

膜心内膜炎がみ られた。

肺:炎 症性細胞の小巣または領域が,対 照群を

含む各群に散見 され,炎 症性肉芽腫が,用

量依存性な く少数例 にみ られ た。

リンパ節:寄 生 虫性 肉芽 腫 が6315-S 800mg/kg/

日投 与群 にみ られ,類 リンパ球性 増殖 が



266 CHEMOTHERAPY MAY1987

Table 18 Histological findings

a): Number of dogs with findings

F*: Animal sacrificed during week 13

Table 19 Histological findings

a): Number of dogs with findings
F*: Animal sacrificed during week 13
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6315-S 200mg/kg/日 投与群, CEZ 800

mg/kg/日 投与群 各1例 にみ られた。

肝 臓: 対照群を含む全動物に炎症性細胞の小巣が

み られ た。Kupffer細 胞 と洞様毛 細血 管

内皮細胞におけるヘモ ジデ リン沈着 は,対

照群雄1例,6315-S800mg/kg/日 投 与

群雄雌各1例 にみ られた。

腎 臓: 対照群を含む大多数の動物 に石灰沈着の小

巣がみ られた。寄生虫性 肉芽腫,皮 質尿細

管の好塩基性化および/ま たは単核細胞の

浸潤,腎 孟周囲における リンパ球の集合巣

が,い ずれも対照群を含み,少 数例に散見

された。

前 立 腺: 6315-S 400 mg/kg/日 投 与群雄1例 に,

リンパ球の集 合巣が,800mg/kg/日 投 与

群雄1例 に単核細胞の領域がみ られた。

精巣上体: 6315-S800mg/kg/日 投与群雄1例 に精

液瘤を伴 う肉芽腫がみ られ た。

甲 状 腺: 単核細胞の小巣および/ま たは リンパ球 の

集合巣,あ るいは,微 細濾胞の存在が対照

群を含む少数例に散見された。

上皮小体: 6315-S200,400mg/kg/日 投 与群 の各2,

1例,800mg/kg/日 投与 群死亡例 に,小

嚢胞の発生を認めた。

胃: 対照群を含む全群の少数例に石灰沈着の小

巣がみ られた。

十二指腸: 6315-S800mg/kg/日 投与群 死亡例 に,

粘膜層 の炎症 と うっ血の み られ る領 域が

あった。

空 腸: 6315-S400mg/kg/日 投与群 の1例,お

よび800mg/kg/日 投与群の死亡例に,粘

膜層 の炎症と うっ血のみ られる領域があ っ

た。

脳: 6315-S400mg/kg/日 投 与群雌1例 の髄

膜下 に単核細胞の集合巣がみ られ た。

下 垂 体: 対照群を含む各群の少数例 に,獲 胞がみ ら

れた。

坐骨神経: 対照群,6315-S400お よび800mg/kg/

日投与群 の各1例 に,神 経線維の腫脹およ

び/ま たは変性がみ られた。6315-S400

mg/kg/日 投与群雄1例 に,神 経 周囲肉芽

腫性 炎症がみ られた。

静脈注射部位: 投与試験終了時に屠殺 した動物 では,対 照

群を 含 む 大 多数 の動 物 の皮 下 に出 血,

線 維形 成 お よび/ま た は炎症 が み られ,

一 部 の 動 物 に痂 皮 お よび/ま た は 皮 膚

の 炎 症,あ る い は動 脈 内 膜 下 お よ び/

また は中膿 に炎症性 細胞巣 が み られ た。

これ らの炎症反応 の強 さにおいて,群 間に

差 はみ られ なか った。 その ほか6315-S

400お よび800mg/kg/日 投 与 群 各1例

に表 皮 肥 厚,6315-S400mg/kg/日 投

与群雄1例 の皮 膚に清瘍お よび肉芽腫が,

6315-S800mg/kg/日 投 与群雄1例 の皮

下組 織 に線 維形 成 が観 察 され た。CEZ

800mg/kg1日 投 与 群 雄1例 に皮 下 う っ

血がみ られた。

回復試験群では,こ れ らの炎症反応 はほぼ治癒 し,雄

雌各1例 に炎症性細胞の小巣を認めたのみであ った。

III. 考 察

6315-S200,400お よび800(400×2)mg/kg/日 お

よび対照薬CEZ800(400x2)mg/kg/日 を ビーグル犬

に90日 間連続 静脈 内投与 し,そ の安全性につ いて比較

検討 した。

6315-S投 与群で は,す べての投与量 群の動物 に用量

依存性のない嘔吐を しば しば認 めたが,そ の発生頻度 に

は対照群に比 して差 を認 めなか った。400mg/kg/日 投

与群雌1例 が,投 与初 日に不安定 な歩行および呼吸 の抑

制,そ の後嘔吐,排 便,流 涙および流涎を示 したが,8

日目以降 は平常状態 に戻 った。 それに対 してCEZ800

mg/kg/日 投与群における症状 は強 く,全 例 に過度の唾

液分泌 と頻繁 な嘔吐を認めた。嘔吐の頻度は最初数週が

高か ったが,唾 液分泌は投与期間中継続 し,1例 にのみ

み られ た振顫 は4週 間に亘って観察 された。したが って,

6315-S投 与群 に観察 された一般状態の変化 は,CEZ投

与群 に比 して明 らかに軽微 であうた。

投与期間中,体 貢,摂 餌量,眼 底検査,聴 覚 検査ある

いは心電図上の各検査項 目に,6315-S投 与 に起因す る

変 化はみ られなか った。

血液生化学検査では,投 与開始後6週 目よ り,お そ ら

く皮下脂肪 に由来す ると思 われ る血清 トリグリセ リ ド,

コレステ ロールおよび リン脂質の増加あ るいは増加 の傾

向を,6315-S投 与全群 に認 めた。 これ らの変化の統計

学的有意性 は,主 と して800mg/kg/日 投与群 にみ られ

たが,い ずれ も回復 試験 により正常値に戻 つた。同様 の

変化 は,CEZ800mg/kg/日 投与群に も共通 して観察 さ

れ た。アルカ リ性 ホスフ ァターゼの上昇(正常 値の上限)

の傾向が6315-S投 与全群で み られたが, GOT, GPT,

LDH値 には,6315-S投 与 による影響 を認 めず,組 織
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学的に も肝臓 に変化がみ られない ことか ら,肝 臓 に対す

る影響 は無視で きるもの と思 われ る。CEZ800mg/kg/

日投与群では著明なGPT値 の低下を認め た。 これ は公

知のCEZの トランスア ミナーゼ活性低 下作 用に基づ く

もの と考え られ る。

活性化部分 トロ ンボプ ラスチ ン時 間の軽度延長が,投

与開始後6週 目より6315-S投 与全群雄お よび800mg/

kg/日 投 与群 雌にみ られたが,回復試験 後,正常 値に戻 っ

た。

血 液学 的検 査で は,投 与 開始後12週 目の 検査 で,

6315-S800mg/kg/日 およびCEZ800mg/kg/日 投与

群に,赤 血球パ ラメーター値(赤 血球数,ヘ マ トクリッ

ト値,ヘ モグロビ ン量,MCHC)の 軽度減少を認めた。

6315-S800mg/kg/日 投与群の雌1例 が,投 与開始後

l3週 目に重篤な貧血症状 を示 したため,切 迫屠殺 した。

この例は,肝 臓 に髄外造血 とヘモジデ リン沈着,脾 臓 に

髄外造血を認 めるなど,一 般状態お よび末梢 血の変化 と

一致 した所見を示 したが,骨髄 には変化を認めなか った。

4週 間の回復試験後では,雄1例 の赤血球パラメーター

値がやや低値 を示 したが,正 常範囲の値であ り,著 明 な

回復を示 した残 り3例 も加えて,正 常へ回復 していると

判断 した。血小板数の一過性低値が,投 与開始 後12週

目の検査 で,6315-S800mg/kg/日 お よ びCEZ800

mg/kg/日 両投与群 の各1例 にみ られ たが,1週 後 の再

検査で,6315-S投 与群ではやや低値 なが ら,と もに ほ

ぼ正常範囲の値 にまで回復 した。 これ ら軽度 の血液学的

変化を認めた動物を含めて,投 与試験終了時屠殺例,回

復試験終 了時屠殺例のいずれ も,骨 髄検査では,異 常を

認めなか った。 したが って,800mg/kg/日 のよ うな大

量投与時には,個体差を もって貧血が認め られたものの,

全体 としては,造血系に対 する影響は少ないと思われ る。

肝臓重量 の増加が6315-S400mg/kg/日 以上,腎 臓

重量の増加が6315-S800mg/kg/日 の投与量群で観察

されたが,組 織学的には変化 は認め られなかった。本試

験では,肝 臓内薬物代謝酵素活性の測定を実施 しなか っ

たが,お そ らく30日 間亜急性毒性試験 の場 合1)と 同様

に,肝 臓重量の変化は機能低下に対す る代償性の変化で

あ り,腎 臓重量の変化は薬物排泄機能亢進 に伴 う変化 と

推定され る。 しか し,こ の重量変化 も回復試験後 に正常

範囲内の値へ と回復 した。

以上,本 試験で得 られ た成績 は,6315-Sの30目 間

亜 創 生毒性試験1)で 得 られた もの と質的に極めて類似し

てお り,CEZ投 与群でみ られ た変化 と も類似 していた。

6315-Sの90日 間静 脈 内投 与 に よる最大 無影響量は

200mg/kg/日 と推定 された。

(実験期間1983年8月 ～1985年2月)
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NINETY-DAY TOXICITY STUDY OF 6315-S (FLOMOXEF) 

IN BEAGLES 

HAROLD CHESTERMAN, LINDSAY DONALD 
RALPH HEYWOOD, ALAN E. STREET 

CHIRUKANDATH GOPINATH and SALEH K. MAJEED 
Huntingdon Research Centre 

YOSHIO HARADA 
Shionogi Research Laboratories, Shionogi & Co., Ltd.

Adult beagles (4 or 6 per sex per dose group) were given daily i. v. doses (via the cephalic 
vein) of 6315—S (flomoxef) at 200, 400 and 800 mg/kg/day, the last in divided doses. These 

groups were compared to the control group, given saline, and dogs dosed with cefazolin 
sodium (CEZ) at 800 mg/kg/day. All dogs were dosed for 13 weeks, followed by a recovery 

period of 4 weeks for two males and two females from the group that received 800 mg/kg/day 
6315-S. 

1) A female dog receiving 800 mg/kg/day 6315-S was killed during week 13 for humane 
reasons. The dog exhibited severe anemia, subdued behavior and reduced food consumption. 
There was a body weight loss of 500g during the final 3 days. Liver and spleen weights 
were increased. The principal histological findings were extramedullary haemopoiesis and 
increased haemosiderin deposits in the liver and extramedullary haemopoiesis in the spleen. 

2) There were no adverse effects of treatment with 6315—S on weight, food consumption, 
in;Rphthalmoscopy, auditory function tests or electrocardiographic parameters. 

Serum cholesterol and phospholipid concentrations were increased at all dose levels, as was 
serum alkaline phosphatase. Serum triglycerides and activated partial thromboplastin times 
were increased at 400 mg/kg/day and at 800 mg/kg/day. Values relating to red cell param-
eters (RBC, Ht, Hb, MCHC) were lower for animals receiving 800 mg/kg/day for 12 weeks. 

Liver weights were increased at 400 mg/kg/day and 800 mg/kg/day, kidney weights were 
also increased after 800 mg/kg/day. Increased haemosiderin deposits in liver and extramedul-
lary haemopoiesis in liver and spleen were not seen in any dogs which received 6315—S and 
survived. For dogs which received the reference compound (CEZ) at 800 mg/kg/day, a simi-
lar pattern was observed as for those given 6315-S at the same dose. Additional findings 
were decreased SGPT concentrations and total reducing substances in urine. All differences 
between controls and those receiving 6315-S showed evidence of reversibility after 4 weeks' 
withdrawal of treatment for dogs which had received 800 mg/kg/day. We therefore conclude 

that the maximum non-effect dose of 6315-S was 200 mg/kg/day.


