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NY-198の ラッ トにお ける関節毒性 試験

下 武 男 ・松 田 一 栄 ・斎 藤 明 美 ・山 崎 光 雄

北陸製薬株式会社 中央研究所

NY-198の100,300/kgを 幼 若雄 ラッ ト(4週 齢)に,300,1000mg/kgを 若齢雄 ラ ッ ト(6週 齢)

お よび成熟雄 ラ ッ ト(8お よび10週 齢)に7日 間連続 経口投与 し,肘 お よび膝関節 について病 理学的

に検査 した。 さらに,幼 若雄 ラ ッ ト(300/kg)に ついては,投 与終了後3ま たは10週 間休薬 させ て

その回復性 を検 討 し,以 下の結果 を得 た.

1)投 与終 了時 において,幼 若 ラッ トでは300/kg,若 齢 ラ ッ トで は300/kg以 上 で上腕 骨滑車,

大腿骨遠位端 または脛骨近位端の 内 ・外側顆 に肉眼的 に水疱,組 織 学的には関節軟骨 中層部の顆粒変

性,亀 裂,空 洞形成 また はび らんが認 め られた。病変発現 頻度 は幼若 ラ ッ トの方が若齢 ラッ トよりも

高 く,ま た,病 変発現部位 は幼若 ラ ッ トでは主 に上腕骨滑車,若 齢 ラ ッ トで は脛骨近位端内 ・外側顆

で あった。一方,成 熟 ラ ッ トでは肉眼的 および組織 学的 に関節病変 は認め られ なか った。

2)回 復 期間終 了時 にお いて,300/kgで 上腕 骨滑車,大 腿骨遠位端 内 ・外側 顆 に肉眼 的 にび ら

ん,組 織 学的に はび らん または関節軟骨 中層部 の亀裂 と軟骨細胞 の再生像が認め られた。軟 骨細胞の

再生像 を認めた こ とか ら,こ れ らの病変 は修復過程像 と考 え られた。

NY-198は 北陸製薬株式会社 中央研 究所にお いて新規

に合成された ピリドンカルボ ン酸系の合成抗 菌剤 であ り,

薬理学的に広範な抗菌 スペ ク トル と優れた抗 菌作用 を有

している。一方,ピ リ ドンカルポ ン酸系の合成抗 菌剤 に

は幼若動物 において関節軟骨 に水疱等 の出現す るこ とが

報告 されてお り1～3),この ことは当社 で先 に実施 した幼若

ラットでの比較 関節毒性試験において も確認 された4)。

また,一 般 に関節病変は成長 と共に発現 し難 くな るこ と

が知られている5)。今回,関 節病変の発現態度お よび回復

性を検索するため に,幼 若ラ ットでの関節毒性試験お よ

び回復試験 な らびに若齢 お よび成熟 ラッ トでの関節毒性

試験 を実施 したので,そ の結果 を報告す る。

1実 験材 料 および方法

1.被 験物質

被験物 質であ るNY-198(Lot No.YL900,ZB690)

は,Fig.1に 示す化 学構造 を有す る白色結 晶性粉末で,

においはな く,水 に溶 けに くく,メ タノール な どの有機

溶媒 に も極めて溶 けに くい。

2.使 用動物 および飼育 条件

3週 齢,5週 齢,7週 齢 お よび9週 齢 で購入 したCrl:

CD(SD)雄 ラ ッ ト(日 本 チャールス.リバ ー(株))を6～

7日 間馴化 させ た後,発 育良好で外 観的に異常のない動

物 を試験 に使 用 した。投与開始時の体重 はそれ ぞれ86～

989,195～2169,303～3339お よび363～3879で あ っ

(•})-1-ethy1-6.8-difluoro-1,4-dihydro-7-(3-methyl-1-piperazinyl)-

4-oxo-3 -quinolinecarboxylic acid hydrochloride

Fig. 1. Chemical structure and chemical

name of NY-198

た。

動物は,室 温23～25℃,相 対湿度50～60%,室 内照明

を午前7時 よ り12時 間に設定 した飼育 室内で ポ リカー

ボネー ト製ケージ(265×425×200mm)に 個別収容 し,固

形飼料(CRF-1固 形飼料,日 本チャール ス・リバ ー社製)

と水(次 亜塩素酸ソーダによ り消毒)を 自由に摂取 させ

た。

3.投 与量の設定 および投 与方法

NY-198の 幼若 ラッ トの経口投与 にお ける比較 関節毒

性試 験4)(用 量:30,100,300,1000/kg)に お いて,

300/kg以 上 の用量で 高頻 度 に肘 お よび膝 関節の軟骨
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面 に水庖が発現 した。 この結果 に基づ き,幼 若 ラッ トの

関節毒性試験の用 量 として100お よび300/kgの2用 量

を設定 した。 また,回 復群 の用量 としては300mg/kgを 設

定 し,回 復期間 としては3お よび10週 間を設定 した。若

齢 お よび成熟 ラッ トの関節毒性 試験の用量 としては,幼

若 ラ ッ トで明 らか な関節病 変の 認 め られ た300お よび

1000/kgを 設定 した。いずれの試験 とも0.5%カ ルボキ

シメチルセル ロースナ トリウム(CMC)溶 液のみ を与え

る対 照群 を設 けた。 なお,動 物数 は1群 雄10匹 とした。

NY-198は0.5%CMC溶 液 にて懸濁 し,10ml/kgの 容

量で胃ゾ ンデ を用いて7日 間連続経 口投与(午 前8:00

～午前12:00)し た。

4.観 察,測 定および検査

1)一 般 症状

投与期 間中は毎 日投与前お よび投与後(午 前 と午後 の

2回)に,回 復期間中は週2回 の頻 度で午前中に観 察 し

た。

2)体 重測定

投 与期間 中は週2回 午前中に,回 復期間中は週1回 の

頻 度で午前 中に測定 した。

3)肉 眼的病理検 査

解剖 時に動物 をエーテル麻酔死 させ,速 や かに左右の

膝関節(大 腿骨,脛 骨,膝 蓋骨)お よび肘関節(上 腕骨,

尺骨,僥 骨)を 摘 出 した。次 いで,実 体 顕微鏡下 でこれ

らの関節軟骨表 面 を観 察 した。投与終了時における肉眼

所見 は,GOUGH et al.の方法1)を参考に して作成 したTable

1に 示す基準に従 ってグ レー ド化 した。 なお,上 記の摘

出 した骨は10%中 性緩衝ホルマ リン溶液で固定 した。

4)病 理組織学的検査

各関節毒性 試験 とも投与期間終了時 に屠殺 した対 照群

およびNY-198高 用量群 の全 例について,肘 お よび膝関

節 を構 成す る骨 の関節面 を含む面 に切 り出 し,常 法に従

ってパ ラフ ィン薄切切片 とし,ヘ マ トキシ リンー エオジ

ン染色 を施 して組織学的に検索 した。低用量群 について

は解剖 時に肉眼的異常 を認めた関節骨お よび高用量群で

組織病 変を認め た関節骨に限定 して同様に検査 した。回

復 群については,回 復解剖 時に肉眼的異常を認 めた関節

骨お よび投 与群 の300/kg群 で組織 病変 を認め た関節

骨に限定 して同様 に検 査した。 なお,投 与群 においては,

組織 所見はTable 1に 示す基準 に従 ってグ レー ド化 し

た。

5.デ ータ処理

GOUGH et al.の 方法1)に準 じて関節病変 を肉眼的関節

症指数(Gross Arthropathic Index:GAI)あ るいは光

顕的関節症指数(Microscopic Arthropathic Index:

MADに より評価 した。す なわち,GAIお よびMAIは

Table 1に 示す計算式 よ り最 高値80(グ レー ド(4)×左右

(2)×動物数(10))に対する特定骨の関節面のグレードの百

分率として算出した。

また,こ れらとは別に用量毎の肉眼的病変の出現頻度

も算出した。この時,特 定骨の左右いずれかに病変が認

められた場合に集計に入れた。体重データについてはま

ずBartlettの検定を行ない,分散の不等性が認められた

場合はKruskal-WaUisの 検定を行ない,分散の均一性

が認められた場合は一元配置分散分析を行なった。次に,

これらの処理で群間に有意差が認められた場合は,

ScheffE型 の多重比較検定を行なった。

II実 験成績

1.一 般症状

投与および回復期間を通じて全ての投薬群で特記すべ

き症状はみられなかった。

2.体 重変化

幼若ラットにおいて投与期間中に300/kg群 で有意

な体重増加抑制が認められたが,回 復期間中には対照群

と差がなかった。若齢ラットおよび成熟ラットにおいて

投与期間中に1000/kg群 で有意な体重増加抑制が認め

られたが,いずれの動物でも300/kg群 では特に変化は

なかった。

3.肉 眼的病理検査

幼若ラットおよび若齢ラットにおける投与終了時の関

節軟骨表面の病変出現頻度をそれぞれTable 2お よび

3に,GAIを それぞれTable 4お よび5に 示した。

1)幼 若ラット

投与期間終了時において,NY-198100/kg群 の肘

および膝関節のいずれにも病変はみられなかったが

300/kg群 では上腕骨滑車または大腿骨遠位端内・外側

穎の関節面に限局して水疱が認められた(Fig2)。 この

病変はその大半が単発性の水庖であり,その形状は上腕

骨滑車では主に帯状形,大 腿骨遠位端内・外側顆では円

形または楕円形であった。病変の出現頻度は」碗 骨滑車

で6/10例,大 腿骨遠位端内・外側顆で7/10例であり,両

部位に差はなかった。GAIに よれば病変の強さは上腕骨

滑車の方が強かった。

回復期間終了時において,3お よび10週回復のいずれ

も300/kg群 で上腕骨滑車では大半例に,大腿骨遠位端

内・外側顆では少数例に,関 節軟骨面のびらんが認めら

れた(Fig.3)。 びらんの形状は投与期間終了時の水疱の

それと同様であった。

2)若 齢ラット

関節病変は,膝 関節にのみ発現し,そ の大半は脛骨近

位端内・外側顆の関節面であり,ご く少数で大腿骨遠位

端内・外側顆の関節面でも認められた。これら関節病変

は主に単発性の小水疱であり,その形状は円形または楕
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Table 1. Pathological criteria used to grade severity of articular lesions and methods

for calculation of GAI and MAI

GAI=

Total grade for gross articular lesions
observed for a particular bone

/ 80

•~100

MAI=

Total grade for light microscopic articular
lesions observed for a particular bone

/ 80

•~100

Table 2. Gross arthropathic incidence on articular surfaces of selected joints

from juvenile rats treated with NY-198 for 7 days (p. o.)

円形 であ った(Fig.4)。 病変の 出現頻 度 は300mg/kgに お

いて大腿骨遠位 端内.外側 顆で1/10例,1000mg/kgに おい

ては大腿 骨遠位端内 ・外側顆 で1/10例,脛 骨近位端 内 ・

外側 顆で8/10例 で あったが,GAIで はその強 さはいずれ

の骨で も弱い変化であ った。
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Table 3. Gross arthropathic incidence on articular surfaces of selected joints
from adolescent rats treated with NY-198 for 7 days (p. o.)

Table 4. Gross arthropathic index on articular surfaces of selected joints from

juvenile rats treated with NY-198 for 7 days (p. o.)

Table 5. Gross arthropathic index on articular surfaces of selected joints from
adolescent rats treated with NY-198 for 7 days (p . o.)

3)成 熟 ラ ッ ト

8お よび10週 齢の ラッ ト共,肘 お よび膝関節の関節面

に,何 ら病変は認め られ なか った。

4.病 理組織 学的検 査

幼若 ラッ トの投与終 了時お よび回復期間終 了時の組織

所 見 をTable 6に,若 齢 ラ ッ トの投 与終 了時の それ を

Table 7に 示 し,幼 若 ラッ トお よび若齢 ラッ トの投与終

了時 のMAIを それぞれTable 8お よび9に 示 した。

1)幼 若 ラッ ト

投 与終 了時にお いて300mg/kgで 上 腕骨 滑車 と大腿 骨

遠位端 内 ・外側顆の関節軟骨 中層部 に亀裂が散見 され

上腕骨滑車では亀裂周囲の軟 骨細胞 は壊死 に陥っていた

(Fig.5,6)。 大腿骨遠位端内 ・外側顆では2/20カ 所 に

関節軟 骨の浅 いび らんが認 め られ た。 さらに,上 腕骨滑

車 と大腿 骨遠位端 内 ・外側顆の各1カ 所 に滑膜 に軽度な

小円形細胞浸潤が認め られた。一 方,MAIは 上腕 骨滑車

で27.5,大 腿骨遠位端 内 ・外側 顆では23 .8で あり,病 変

の強 さは両部位でほぼ同等であった。100mg/kgで は何 ら

変化 は認め られなか った。

3週 間回復終 了時において,300mg/kgで 上腕 骨滑車と

大腿骨遠位端 内 ・外側顆 の関節軟骨面 にび らんまたは関

節軟 骨中層部の亀裂が散 見されたが,こ れ らの病変部 に
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Fig. 2. Distal portion of left femur from juvenile
male rat (No.1) treated with NY-198
300mg/kg for 7 days: vesicle (arrow,
Grade 2)

Fig. 4. Proximal portion of right tibia from
adolescent male rat (No.35) treated

with NY-198 1000mg/kg for 7 days:
vesicle (arrow, Grade 1)

Fig. 3. Trochlea of right humerus from juvenile
male rat (No.11) treated with NY-198
300mg/kg for 7 days and allowed to

recover for 3 weeks: erosion (arrow)

は肥大 した軟 骨細胞 の密在 が認め られた(Fig.7)。 さら

に,軟 骨細胞 の核小体 は著 明 とな り,大 型化 していた。

10週 間回復終 了時 にお いては,300mg/kgで 上腕骨滑車

と大腿骨遠位端内 ・外側顆 の関節軟 骨 に3週 間回復終 了

時 と同様 な所見が認め られ,び らん表面 は滑 らか になっ

ていた(Fig.8)。

2)若 齢 ラッ ト

300mg/kgで3/20力 所 の大腿骨遠位端 内 ・外側顆 と1/20

力所の脛骨近位端 内.外 側顆の関節軟骨 中層部 に小範 囲

の顆粒変性 が認め られた。1000mg/kgで は脛 骨近位端 内・

外側顆の関節軟骨中層部 に顆粒変性 あるいは顆粒変性 ま

たは壊死 を伴 った亀裂,空 洞形成 が散 見 されたが,い ず

れ も小範囲の中等度 までの変化 であった(Fig.9)。 さら

に,4/20力 所 には浅 いび らんが認 め られた(Fig.10)。 一

方,大 腿骨遠位 端内 ・外側顆 では1/20力 所の関節軟骨 中

層部 に空洞形成が み られた。MAIは300mg/kgで 大腿骨

遠位端 お よび脛骨近位端 内 ・外側顆 でそれぞれ3.8お よ

び1.3,1000mg/kgで は これ らの部位 でそれぞれ2.5お よ

び42.5で あ り,300mg/kgで は極 めて低値 を示 した。

3)成 熟 ラ ッ ト

8お よび10週 齢 の ラ ッ ト共肘 お よび膝 関節の 関節軟

骨面 に何 ら異常は認め られなかった。

III考 察

先 に,NY-198の 幼若 ラッ トで の比較 関節 毒性試験4)

を行 ない,NY-198の 関節毒 性につ いて検討 した。この結

果 に基づ き,幼 若 ラッ ト,若 齢 ラッ トお よび成熟 ラ ッ ト

で一連 の関節毒性試験 を実施 し,NY-198の 関節毒 性を

総合 的に評 価 した。

幼若 ラッ トにおいて,投 与終 了時 に300mg/kgで 上腕骨

滑車 と大腿骨遠位端 内.外 側顆 に病変がみ られた。その

病変 は,肉 眼的には水疱,組 織 学的には主 に関節軟骨中

層部の小範囲の顆粒 変性,層 状 壊死で亀裂 を伴 うもので

あった。 これ らの所見は,先 に行 なった幼若 ラ ッ トでの

比較 関節毒 性試験 と同様で あった4)。一方,3お よび10週

間回復終 了時で は肉眼 的に上腕 骨滑車 と大腿 骨遠位 端

内 ・外側顆 にび らんが み られた。組織 学的には これ ら関

節軟 骨面 のび らん または関節軟骨 中層部の亀裂がみ られ,

これ らの病 変部周囲には肥大 した軟骨細胞の密在が認め

られた。この所見 は軟骨細胞の再 生像 と考 えられた6)。ま

た,10週 間 回復 終了 時の方 がび らん表 面 は滑 らか で あ

り,軟 骨細胞の再 生像 も盛 んであった。 び らんは投与 に

よ り生 じた関節軟骨中層部にお ける亀 裂表 層部 の剥離 に

よって生 じた もの と推察 された。び らん底 または亀裂周
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Table 7. Histopathological findings on articular surfaces of selected joints from adolescent
rats treated with NY-198 for 7 days (p. o.)

•}

: Slight +: Moderate œO: Severe

*: Number of bones examined

Table 8. Microscopic arthropathic index on articular surfaces of selected joints from juvenile
rats treated with NY-198 for 7 days (p. o.)

Table 9. Microscopic arthropathic index on articular surfaces of selected joints from
adolescent rats treated with NY-198 for 7 days (p. o.)

囲に軟 骨細胞 の再生像 を認 めたこ とか ら,こ れ らの病変

は修復過程 にあるこ とが示唆 された。

若齢 ラ ッ トにおいて,300mg/kgお よび1000mg/kgで 大

腿骨遠位端 と脛骨近位端 内 ・外側 顆に肉眼的 に水庖,組

織 学的には主 に関節軟骨 中層部に顆粒 変 性あるいは亀裂,

空洞形 成な どが認 め られた。 しか し,こ れ らの用量でみ

られた病変は頻度,程 度とも本試験を含めた幼若ラット

での病変4)と比べて明らかに減弱していた。また,これら

の病変は脛骨近位端内 ・外側顆に限局していた。関節病

変は体重の機械的圧力と密接に関係するという報告3)が

あるが,こ のことを考慮すると体重の機械的圧力のかか

る骨端部は成長と共に上腕骨と大腿骨の遠位端より主に
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Fig. 5. Trochlea of right humerus from juvenile

male rat (No.42) treated with NY-198

300mg/kg for 7 days: moderate fissure

with necrosis of articular cartilage (Grade

2), •~100, H-E stain

Fig. 7. Trochlea of right humerus from juvenile

male rat (No.34) treated with NY-198

300mg/kg for 7 days and allowed to

recover for 3 weeks dense aggregates

of enlarged chondrocytes denoting an

attempt to regeneration of erosion, •~ 100,

H-E stain

Fig. 6. Distal portion of left femur from juvenile

male rat (No.1) treated with NY-198

300mg/kg for 7 days: moderate fissure

(Grade 2), •~ 100, H-E stain

Fig. 8. Trochlea of right humerus from juvenile

male rat (No.49) treated with NY-198

300mg/kg and allowed to recover for 10

weeks notably enlarged chondrocytes

with pink prominent nucleolus within

large lacunae, •~200, H-E stain

脛骨近位端の方へ移行す ることが考 え られ た。

成熟 ラ ッ トにおいて8お よび10週 齢 とも1000mg/kgで

も関節病変は全 く認め られなかった。この ことより,NY

-198に お ける ラッ トの関節病 変 は8週 齢 以上 では発現

しない ことが明 らか とな り,関 節病変は成 長するにつれ

て発現 し難 くなるこ とが確認 された。 しか し,幼 若 ラッ

トにこの病変が主 に発生す る理由は不 明である。 また,

この結果 は市販の ピ リドンカルボ ン酸系の抗菌剤で報告

されている結果 とも一致す る ものであった5)。
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Fig. 9. Proximal portion of right tibia from

adolescent male rat (No.26) treated

with NY-198 1000mg/kg for 7 days:

slight granular degeneration of articular

cartilage (Grade 1), •~200, H-E stain

Fig. 10. Proximal portion of right tibia from

adolescent male rat (No.36) treated with

NY-198 1000mg/kg for 7 days: erosion

in articular cartilage (Grade 4), •~100,

H-E stain
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ARTHROTOXICITY STUDY OF NY-198 IN RATS

TAKEO SHIMO, KAZUE MATSUDA, AKEMI SAITO and  MITSUO YAMAZAKI

Central Research Laboratory, Hokuriku Seiyaku Co., Ltd., Fukui

Arthrotoxicity of NY-198 wag studied in juvenile (4 weeks of age), adolescent (6 weeks) and adult (8 and 10
weeks) male rats. NY-198 was orally administered at doses of 100 and 300 mg/kg to juvenile rats, and at 300
and 1000 mg/kg to both adolescent and adult rats for 7 consecutive days. In addition, juvenile rats in the 300
mg/kg group were allowed to recover for 3 or 10 weeks after the end of administration. The following results
were obtained from pathological examinations on elbow and knee joints.

1) At the end of the administration period, gross examination revealed vesicles on the articular cartilage of
the trochlea of humerus, the distal portion of femur or the proximal portion of tibia at a dosage of 300 mg/kg
for juvenile rats and at more than 300mg/kg for adolescent rats, while microscopic examination revealed

granular degeneration, fissure or cavitation in the intermediate zone of articular cartilage or erosion on the
same site at the dosages described above. The incidence of lesions was higher in juvenile than in adolescent rats,
being mainly localized at the trochlea of humerus in the former and at the proximal portion of tibia in the latter.

Neither gross nor microscopic examinations revealed articular lesions in adult rats.
2) At the end of the recovery period, erosions on the trochlea of humerus or the distal portion of femur were

grossly seen at 300 mg/kg and the microscopic lesions consisted of erosion or fissure in the intermediate zone
of the articular cartilage, associated with regeneration of chondrocytes. Regeneration of chondrocytes suggests
that a repair process is active in these lesions.


