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NY-198の ウサ ギでの腎毒性 試験

小 林 文 彦 ・小 川 幹 男 ・松 浦 稔 ・吉 崎 敏 夫

塩野義製薬株式会社研究所神崎川分室

キノ ロン・カルボ ン酸 系抗 菌剤であ るNY-198の50mg/kgお よび200mg/kgを 経口で,ま た,12.5mg/

kgお よび50mg/kgを 静脈内 に,い ずれ も,日 本 白色種 ウサ ギに7日 間連続投与 して腎毒性 を調べ,以 下

の成績 を得た。

(1)NY-198200mg/kg経 口投 与群 でのみ摂 餌量の著減 それに伴 う体 重減 少がみ られた。その他の

各投与群では体重への影響 はな く,一 般 状態 に全 く異常はみ られなかった。

(2)NY-198の 経 口お よび静脈内投与群 と もに,尿 検査,血 液生化学検査 お よび病理組織 学的検査

で,腎 障害 を示唆す る変化 は全 く認 め られなかった。

(3)以 上の成績 よ りNY-198は 腎障害作用 を有 しない と考 え られ た。

NY-198は,北 陸製薬株 式会社 で新規に合成 された キ

ノロン ・カルボ ン酸系の抗菌剤 で,グ ラム陰性 菌,陽 性

菌に対 しす ぐれた抗菌作用 を有 している。今回,本 剤の

安全性評価の一環 として,ウ サギを用 いて経口および静

脈内投与によ り腎毒性試験 を実施 した。

1実 験材料 および方法

1.実 験動物 および飼育条件

12週齢 の 日本白色種 ウサギ(KBL:JW,SPF,北 山ラ

ベス)雄30匹 を購入(入 荷時体重:2.48～2.69kg)使 用

した。 これ ら動物 は,2週 間の予備飼 育後 実験飼 育室に

移動 し,個 体別 アル ミ製 ケー ジ(W400×D550×H350

mm)に1匹 ずつ収容 して,さ らに1週 間の馴化飼 育 を行

なったのち,15週 齢 で実験 に用いた。 動物 は,全 実験期

間 を通 じて,室 温23±1℃,相 対湿度55±10%,新 鮮 空

気に よる15回/時 間の換気 午前8時 か ら12時 間照 明に

条件設定されたバ リア環境飼 育室で飼 育 した。飼料 は ウ

サギ用固形飼料(CR-1,日 本ク レア)を オー トク レー

プ処 理(121℃,7分 間)し て1日2009/動 物 を供 給

し,飲料水は豊中市上水 を孔径30μ お よび3μ フ ィル タ

ーで濾過後
,流 水殺菌燈 を照射 して 自動給水 装置にて供

給 した。飲料水 は実験期 間を通 じて 自由摂取 させた。実

験期間中,飼 育室の環境条件,自 動給水 装置な どに異常

は生 じなかった。

2.試 験物質 および投与検体調製法

a)試 験物 質:NY-198は,Fig1に 示す化学構 造

および化学名 を有 す る黄 白色 の結 晶性 粉末 で,に おい は

C17H19F2N3O3・HCl

1-ethyl-6,8-difluoro-1,4-dihydro-7-(3-rnethyl-1-piperazinyl)-

4-oxo-3-quinolinecarboxylic acid hydrochloride

Fig. 1. Chemical structure of NY-198

な く,常 温 では水 にほ とん ど溶 けない。使用 したNY-

198(LotNo.ZB690)は 塩酸塩 なので,投 与量は分子

量換算 で遊離酸 として算出 した。

b)投 与検 体調 製法:経 口投 与用のNY-198投 与検

体 は,媒 体 に0.5%カ ルボ キシメチルセル ロースナ トリ

ウム溶液(CMC,LotNo.M6BO326,半 井化学)を 用 い

て,乳 鉢,乳 棒 で10%(W/V)懸 濁液 に調整 した。静脈

内投与用のNY-198投 与検体 は,沸 騰水 浴中 にてNY-

198を 蒸留水 に溶解 させ,冷 却後0.1N水 酸化 ナ トリウム

溶液 でpHを5.25に 調製 し,さ らに,注 射用蒸留水(製

造番号6E780.大 塚製 薬)を 加 えて3%(W/V)溶 液 に

調製 した。これをさ らに孔径0.45μ ミリポアフ ィル ター

(日本 ミリポアフ ィル ター工業)で 濾過 して投 与 した。

これ ら投 与検体 はいずれ も用時調製 し,調 製後4時 間 ま

で安定 であ るこ とが確認 されているので,調 製後3時 間
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以内に投与 した。対照群には,生 理食塩液(静 脈内投与

群)ま たは,0.5%CMC溶 液(経 口投 与群)を 投与 し

た。

3.投 与量,投 与方法 および群構成

a)投 与 量:NY-198と 類 似 構造 を有 す るoflox-

acin(OFLX)の ウサギ腎毒性 試験1)では,1日400ま た

は800mg/kg投 与で体重減少が生ず るこ とか ら,最 高投与

量は200mg/kgに 設定 されている。NY-198も ウサギへの

連続経 口投 与に よ り体 重減少が生ず る2)ことが明 らかに

なってい るので,本 実験の経 口投与量 をOFLXと 等 し

い200mg/kgを 高用量 とし,50mg/kgを 低 用量 と設定 した。

静脈内投 与では,さ らに毒性が強 く現われ ると考え られ

るので,経 口投与の低用量 と同 じ50mg/kgを 高用量 とし,

12.5mg/kgを 低用量 とした。

b)投 与方法:NY-198の 予定臨床 投与経路 で ある

経口投与群 のほか に,投 与検体全量 を血中に入れ る目的

で静脈 内投与群 を設定 した。経 口投与群では,ネ ラ トン

カテーテル(出 雲 ゴム)を 用 いて検体 を強制投 与 し,静

脈 内投与群ではペ リスタ ・ミニ ・ポンプ を用 いてウサ ギ

耳介 静脈 内投与 を行なった。経 口投与群の投 与容量 は,

200mg/kg投 与群 では2ml/kg,50mg/kg投 与群では0.5ml/kg

であった。対照群 には媒体の0.5%CMC溶 液 を2ml/kg

投与 した。静脈 内投与群の投与容量は,50mg/kg投 与群で

は1.7ml/kg,12.5mg/kg投 与群 では0.42m1/kgで あった。

対照群 には,生 理食塩液1.7ml/kgを 投与 した。なお,静

脈 内投与群の投 与速度 は0.67ml/min(40ml/h)に 条件設

定 して投与 した。 これ ら経 口お よび静脈 内投与は1日1

回7日 間連続 して行 なった。

c)群 構 成:ウ サギ は投 与開始7日 前 に体 重別 層化

無作為抽出法 で1群4匹 ずつの6群 に群分 け し,一 連 番

号の耳標 をつけて個体標識 した。投与 開始時の ウサギ体

重 は3.11～3.43kgで あった。

4.観 察項 目

a)一 般状態,体 重お よび摂餌量:一 般状 態は毎 日1

～2回 観察 し,体 重は検体投与開始6日 前に1回,検 体

投与開始後 は毎 日測定 した。摂餌量 も検体投 与開始6日

前に1回,検 体投与開始後 は毎 日餌の供給 量,残 量 を測

定 して求めた。

b)尿 検査:検 体投与5日 前(前 値)お よび投与開始

3日 後,6日 後 に導尿 カテーテル(DisposableRob-Ne脚

Catheter,Sherwood)を 用いて膀胱尿 を午前中に採取 し,

色調,pH(pH試 験紙 東 洋濾 紙),蛋 白(煮 沸法),

糖,ケ トン体,ピ リル ピ ン,潜 血,ウ ロピ リノーゲ ン

(BMテ ス ト8-II,塩 野義),比 重(手持屈折乱 アタゴ)

お よび沈渣の観察 を行な った。

c)血 液生化学検査:検 体投与5日 前(前 値)お よび

投与開始3日 後,7日 後 に外頸静脈か らヘパ リン添加真

空採血管(テ ルモ)を 用いて5ml採 血 し,遠 心分離後,

血漿中の下記成分 をTechniconSMACnl(C9100)シ

ステム を用いて測定 した。 アル ブ ミン(BCG法),総 蛋

白質(ビ ュウ レッ ト法),グ ル コース(ヘ キ ソキナーゼ

法),ク レアチニ ン(Jaff6法),尿 素窒素(ジ アセチル モ

ノオキ シム法),GOT(UV法),GPT(UV法),ALP

(Bessey-Lowry法),LDH(UV法),総 コレステロー-

ル(酵 素法),総 ピ リル ビン(ア ルカ リアゾピ リル ビン

法),Na(イ オ ン選 択ガ ラス電極法),K(イ オ ン選択バ

リノマイ シン電極 法),C1(チ オ シア ン酸第2水 銀法),

Ca(ク レゾール フタレインコ ンプ レクソン法)で あ る。

d)器 官 ・組織 重量お よび病理学 的検索:ウ サギ を検

体投 与開始後7日 目にペ ン トバル ピタール ナ トリウム

(Somnopenty1(R),Pitman-Moore)麻 酔下 に頸動脈 よ

り放血,致 死 させ,諸 器 官 ・組織 を肉眼的 に観察 後,腎

臓 肝 臓 心臓 肺,脾 臓 胸腺,副 腎,盲 腸(内 容物

除去後)の 各重量 を測定 した。 また,盲 腸については重

量測定前に内容物 を含んだ状態で ラセ ン溝に平行 な最大

径 をノギスを用 いて測定 した。 これ ら器官 ・組織 および

投与局所 を10%中 性 緩衝 ホルマ リン液 に固定 した。腎

臓 肝臓 投与局所お よび肉眼的に異常を認 めた組織に

ついて,常 法 によ りパ ラフ ィン包埋 ・薄切後,ヘ マ トキ

シ リン ・エオ ジン染色標 本 を作 製 し光顕 的に観察 した。

また,一部の腎臓 お よび肝臓 につ いては脂肪染色(Sudan

m)を 行 なった。

5.統 計学的解析

数値デー タについては,平 均値 と標準誤差 を計算 し,

各投与群の対照群 に対す る平均値の差の検定 には,ま ず,

等分散の検 定を行 ない,等 分散仮説が棄却 された時は,

Cochran-Coxの 検 定を行 ない,棄 却 されない時は,Stu-

dentのt検 定 を行 なった。

II実 験成績

1.一 般状態

経 口投与群お よび静脈 内投 与群 とも,NY-198に 起因

した と考 えられ る一般状 態の異常は認め られ なかった。

NY-19812.5mg/kg静 脈 内投与群の1例 が初回投 与中の

事故 によ り後肢 股関節脱 臼 と思 われる歩行異常 を呈 し,

軽度 な体重増加抑制お よび摂餌量の減少傾向 を示 した。

2.体 重(Table1)

NY-198の12.5お よび50mg/kg静 脈 内投 与群 お よび50

mg/kg経 口投与群の体 重推移 は,い ずれ も,対照群 と差が

なか った。これに対 し,NY-198200mg/kg経 口投与群で

は,投 与1日 目か ら体重減少がみ ら礼 投与4日 以降は

対照群に比 し有意 な体重減少 を示 した。

3.摂 餌量(Table2)

NY-19850mg/kg静 脈 内投与群で投与4日 および6日
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Table 6-1. Organ weights in male rabbits given NY-198 intravenously for 7 days

a) Mean •} S
. E.

*, ** Statistically significant against control at p<0
.05 and p<0.01

Table 6-2. Organ weights in male rabbits given NY-198 orally for 7 days

a) Mean •} S
. E.

*
, ** Statistically significant against control at p<0.05 and p<0.01
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に一 過性 の摂餌量減少が み られ た。一方,NY-198200

mg/kg経 口投与群では,投 与1日 後 か ら著 しい摂餌量の減

少がみ ら礼 投与期 間中継続 した。 その他の静脈 内およ

び経 口投与群の摂餌量は対照群 と差 がなかった。

4.尿 検 査(Table3,4)

NY-198の12.5mg/kgお よび50mg/kg静 脈 内投 与群 で

は,い ず れの検査項 目に も本剤投与 によると考え られ る

変化 はみ られなかった。

NY-198の200mg/kg経 口投与群 では,尿 の酸 性化お よ

び尿の色調 異常(褐 色透 明化,一 部ゼ ラチン状)が み ら

礼 極 く軽度 な蛋 白陽 性例 と潜血反応陽 性例がみ られた。

また,対 照群,NY-198の 経 口お よび静脈 内投与群 ともに

尿沈渣検査で は,腎 障害 を示唆する変化 はみ られ なかっ

た。

5.血 液生化 学検査(Table 5-1,5-2)

NY-19812.5mg/kgお よび50mg/kg静 脈内投与群 で は,

血漿 中の クレアチニ ン,尿 素窒素な どは,投 与開始後 の

いず れの検 査で も対照群 と差がなか った。これに対 し,

NY-198200mg/kg経 口投与群 では,血 漿中のク レアチニ

ンが3日 間投与後 に2例(F21M,F22M)で 軽度増加 を

示 し,7日 間投与後 には有意差がみ られた。 しか し,尿

素窒 素は,逆 に軽度 な低下がみ られた。その他 には総 コ

レス テ ロール の増加,GOT活 性,Caの 低下 がみ られ

た。NY-19850mg/kg投 与群で は,こ れ らの値 はいずれ

も対照群 と差がなかった。

6.器 官 ・組織重量(Table 6-1,6-2)

NY-19812.5mg/kgお よび50mg/kg静 脈 内投 与群の 器

官 ・組織重量では,対 照群 との閥 に有意差 を示す ものは

み られ なか った。NY-198 50mg/kg経 口投与群で も対照

群 との問 に有意差 を示す器官 ・組織 はなかったが,NY-

198 200mg/kg経 口投 与群 では,腎 臓の絶対 重量 の減少,

心臓 の絶対重量の減少お よび肝 臓の絶対 ・相対重量の減

少傾 向がみ られ た。 また,副 腎お よび盲 腸 の相対重量の

軽度な増加傾 向を認めた。

7.病 理学的検索(Table7)

腎臓では,NY-198の200mg/kg経 口投与群 の1例(F23

M)で 肉眼的に髄 質外帯 の極 く軽 度な白色化がみ られた

が,光 顕的には軽度な脂肪沈着 が遠位尿細管お よびヘ ン

レー係蹄の上皮細胞にみ られたのみであった。 これ ら以

外の経 口お よび静脈内投 与群 の腎臓 には,肉 眼的お よび

病理 組 織学 的 にNY-198起 因性 と考 え られ る変化 を認

めなかった(Fig2,3)。NY-198200mg/kg経 口投与群

では,肝臓の軽度な黄色化 と萎縮が3例(F21M～F23M)

にみ ら礼 病理 組織 学的 に は,対 照 群 に比 し,肝 細胞

の軽度 な萎縮 が全例(F21M～F24M)に,脂 肪沈着 を

伴った空胞化 が2例(F21M,F23M)に み られた。NY-

198静 脈内投与群の投与局所 で,出 血 浮腫 および壊死 な
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Fig. 3. Kidney from male rabbit given 200

mg/kg of NY-198 orally for 7 days.

(H-E stain, •~ 125)

Fig. 2. Kidney from control male rabbit given

CMC orally for 7 days. (H-E stain,

•~ 125)
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どが投与量 と無 関係 にみ ら礼 対照群 にも同様の投与局

所 の出血 を認めた。また,対 照群 およびNY-198経 口投

与群 では,肺 門部の黒 っぽ い例 が散 見さ礼 光顕的 には

肺門部の出血や 出血 を伴 った肺水腫 な どであった。

III考 察

NY-198の200mg/kg経 口投 与群 で は著 しい摂 餌 量の

減少 と有意 な体 重減少 が認め られたが,50mg/kgの 経 口

投与群お よび12.5mg/kg,50mg/kgの 静脈 内投与群 では,

体重への影響はみ られ なか った。 また,こ れ らいずれの

投与群で も投与期間 中の一般 状態 に著変 を認 めなかった。

NY-198静 脈内投与群で は,投 与局所 に出血 を伴 った浮

腫 および壊 死 を認め た。

NY-198 200mg/kg経 口投 与群で み られた摂餌 量 の減

少お よび体重減少 は,抗 生物質投 与時にウサギで よ く生

ず るこ とが知 られ てお り3～5),また,NY-198と 類似構 造

を有す るofloxacinの ウサ ギ腎毒性 試験1)やイヌ亜 急性

毒 性試験6)で も大 量投与で 同様 の変化 が報告 されてい る。

従 って,こ の ような摂餌 量の減 少,そ れ に伴 う体重増加

抑制は,抗 菌剤 をウサギ に大量投与 した際 にみ られ る変

化で,NY-198に 特異的 な変化 ではない と考 え られ る。

NY-198静 脈 内投与群 で認 め られた投 与局所 の出血 を

伴 った浮腫お よび壊死性 の変化 は,本 剤の静脈 内投与 に

よるラッ ト急性 毒性 試験7)で もみ られ てい る。 この こ と

は,静 脈 内投与す るために特別 に調製 したNY-198投 与

検体が酸 性であ ったため局所刺激性 を示 した もの と考 え

られ る。

NY-198 200mg/kg経 口投 与群 で尿の酸 性化 お よび尿

の褐色透明化がみ られ たが,こ れ らは抗生物質投与後,

腸 内細菌叢の変化か ら食欲減退 を きた し,絶 食 に近 い状

態 に陥 った ために生 じた尿の変化 であ り4),正 常 ウサ ギ

を絶食状態 に して も尿の酸 性化が生 ず る。従 って,尿 の

酸 性化お よび尿の褐色透 明化 は,NY-198の 直接作用 で

はない もの と考 え られ る。また,NY-198経 口投 与群 でみ

られた極 く軽 度な蛋 白陽 性は,尿 沈 渣お よび腎臓 の病理

組織学的検 査で 腎障害 を示唆 す る変化 がみ られなかった

こ とか ら,導 尿時の尿路障害 に よる潜 血反応 陽 性に起 因

した変化 と考 え られる。

NY-198 200mg/kg経 口投与群 にお いて,血 中のク レア

チニンの軽 度な増加,尿 素窒 素の軽度低 下,コ レステ ロ

ールの増加
,GOT活 性の低下 を認めたが,ク レアチニ ン

の増加 は軽度で あ り,し か も,尿 素窒素は逆 に減少 して

いたこ とか ら,ク レアチニ ンの軽度 増加は腎障 書を反映

した もの とは考 えがた く,む しろ,摂 餌量の著減に基づ

く変化 と考 え られ る。 腎臓 心臓 の絶対重量減少お よび

肝臓の絶対 ・相対重 量の減 少傾向な ども,摂 餌量減少 を

反映 した もの と考 え られ る。 病理組織 学的検索で も,腎

臓お よび肝臓 に器質的変化 はみ られず,肝 細胞 の萎縮,

脂肪 沈着 お よび腎臓 の遠位 尿細管,ヘ ンレー係 蹄上 皮細

胞 への脂肪沈着 を認めたのみであった。 これ らの変化 は,

高橋 ら8)が報 告 した,急 性飢餓 状態下 の ラッ トで肝臓 の

萎縮や 脂肪沈 着お よび腎臓の脂肪沈着 が生 じるとい う変

化 と同質の もの と考 えられ る。 また,摂 餌量に影響 がみ

られなか ったNY-198静 脈 内投 与群 では,こ れ ら諸指標

には何 の変化 も生 じなか った。従 って,NY-198200mg/

kg経 口投与群でみ られた上記の諸変化は,検 体起 因性 の

変化 とは考 えがた く,摂 餌 量減少時 に生ず る二次 的な も

の と考 えられ る。

以上 の成績 か ら,NY-198を ウサ ギに50mg/kg/day連

続7日 間静脈内投与,又 は,200mg/kg/day連 統7日 間経

口投与 して も腎臓への悪影響はない と考 え られ る。
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NEPHROTOXICITY STUDY OF NY-198 IN RABBITS

FUMIHIKO  KOBAYASHI, MIKIO OGAWA, MINORU MATSUURA and TOSHIO YOSHIZAKI

Kanzakigawa Laboratory, Shionogi Research Laboratories, Shionogi & Co., Ltd., Toyonaka, Japan

We studied the nephrotoxic potential of NY-198 in rabbits by giving the compound once daily for 7 days.
Toxicity was examined after gavage at the doses of 50 and 200 mg/kg and after intravenous administration of
12.5 and 50 mg/kg. Marked decrease in food consumption and body weight were observed only in the rabbits
given 200 mg/kg of NY-198 by gavage. Rabbits in the other groups did not show any change in body weight.
Neither oral nor intravenous administration of NY-198 induced any changes suggesting nephrotoxicity in
urinalysis, blood biochemical analysis or histopathological observation of the kidney. These results suggest that
NY-198 does not have nephrotoxic potential in rabbits.


