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7433-Sの イヌにおける1ヵ 月亜急性毒性試験

小林文彦 ・東山 昇 ・森山哲郎 ・西村清一

村岡義博 ・奈良 博 ・吉田 正 ・吉塒敏夫

塩野義製薬株式会社研究所*

Cephem系 抗生物質である7432-Sの200,400お よび800mg/kgを 雌雄ビーグル犬に1日1

回,連 続35日 間経口投与し,cefaclor(CCL)800mg(kgを 対照薬として範急性毒性を調べた。

.得 られた成績は次のように要約される。

(1)7432-S800m9/kg投 与群で,投 与初期の2日 間に嘔吐,下 痢が散見されたのみで,そ の程度,

頻度はCCL投 与群に比 し遙かに軽度であった。(2)体重,摂 餌量,眼 検査,聴 覚検査,尿 検査,血

液学的検査,骨 髄検査,血 液および肝臓の生化学的検査,器 官重量および病理組織学的検査で,

7432-S投 与に起因すると考えられる変化は認められなかった。{3}7432-S投 与後の血中濃度の推

移から,本 剤は連続投与 して も蓄積性はみられなかった。(4)本実験条件下では,7432-Sの 連続

経口投与によっても800mg1kg投 与群での嘔吐,下 痢以外著 しい毒性がみられなかうた事から,

最大無影響量は800mg/kg/日 と推定された。

Key wards: 7432-S,Cephem antibiotic,Oraltoxicity, Dog

7432-Sは,塩 野義製薬研究所において新 しく合成さ

池た経口投与で有効なoephem系 抗生物質である。イ

ヌに大量1回 経口投与 した実験から,7432-Sの 毒性

は弱いことが明らかとなっている1,。 今回,本 剤をビー

グル犬に1日1回 連続35日 間経口投与 して亜急性毒性

試験を行ない、対照薬であるcefaclor(CCL)の 作用と

比較した。

(案験期間:1984年10月 ～1986年2月)

I. 実験材料および方法

1. 実験動物および飼育条件

塩野義製薬油日ラボラ ドリーズ産,雌 雄 ビーグル犬

48頭 を用いた。約1ヵ 月間の予備飼育の後,6。0～

8.励 月齢で投与を開始 した。投与開始時の体重は雄

a5～&8kg,雌6.1～8.4kgで あ った。動物は,全 実

験期間中,室 温23±1℃,相 対湿度55±10%,新 鮮空

気による1時 間15回 換気,午 前8時 か ら12時 間照明に

条件設定された飼育室で,ス テンレス製代謝ケージ(W

68×D80×H85cm)に 個別に収容して飼育した。イヌ

には1日1回 ,午 前中に,1頭 あたり1809の 固型飼料

(DS,オ リエンタル酵母工業)を 与え,飲 水は,水 道

水を濾過後自動給水装置で自由に摂取させた。

これち雌雄 ビーグル犬の各投与群への配分は,同 腹仔

の偏りをさけた体重別層化無作為抽出法で行なった。対

照群,7432-Sお よびCCLの800mg/kg投 与群には,

いずれも雌雄各6頭,7432-Sの200お よび4001ng/

kg投 与群には雌雄各3頭 を配分 した。この うち,対 照

群,7432-S800mg/kg投 与群,CCL800mg/kg投

与群の雌雄各3頭 は,投 与期間終了後,28日 間の回復

試験用とした(Table1)。

これらの ビーグル犬には一連番号をつけた首輪(ネ ッ

クレス)を つけて個体識別 した。

2. 試験物質および投与検体調製法

7432-Sは わずかに特異臭を有する白色～淡黄白色の

結晶または結晶性粉末であ る。本実験ではLot No.

4×802(力 価:885.3μg/mg)を 使用 した。対照薬

CCLのLotNo,は294GK4A(力 価:997μg/mg)

であ った。

これら原末を,い ずれも1/8ま たは1(4オ ンスゼラ

チンカプセルに充填 して投与検体とした。

3. 投与量および投与方法

投与は,ヒ トの予定臨床適用経路である経口投与で行

なった。7432-Sの イヌ急性毒性試験において,2500

および5000mg/kgの1回 投与では嘔吐,下 痢がみら

れた以外明らかな毒性変化はみ られなかった1)。 また,

イヌへ大型カプセルを連続経口投与する場合の技術的限

界は,1/4オ ンスカプセルを1回 に2個 投与すること

であることを考慮 し,本 実験では1日 当たりの最高投与
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Table 1. Oral subacute toxicity study of 7432-8 in beagle dogs

a Compounds were administered using gelatine capsule 

b Capsule alone 
c ( ) : Numbers of dogs used for recovery study

量として800x駐9/kgを 選び,以 下公比2で 減 じた400

および200mg/kgを 設定した。CCLの 投与量は7432-

Sの 最高投与量と同 じ800mg/kgと した(Table1)。

これら各投与量に応 じ,原末をイヌ1頭 あたり800mg(

kg投 与群では1/4オ ンスカプセル2個,400mg/kg

投与群では1/4オ ンスカプセル1個,200mg/kg投

与群では1/8オ ンスカプセル1個 にそれぞれ力価換算

して充墳 し,1B1回(午 前9:00～12:00),雄 には,

35日 間,雌 には36日 間(た だ し回復試験群には35日

間)強 制経口投与 した。各個体ごとの投与量は,投 与開

始後の14日 分を投与開始10日 前に測定した体重,残 り

21日 分は投与開始後5日 目に測定 した体重か ら換算 し

て計量した。

4. 検査項目

1) 一般状態

全期間を通じて毎日,一 般状態の観察を行なった。

2) 体 重

投与開始15日 前から5日 毎に測定した。

3) 摂餌量

投与開始15日 前から毎日記録した。

4) 聴覚検査

投与開始7日 前,投 与18お よび32日 目,お よび,回

復試験26日 目に,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7日 前,投 与19お よび32日 言,回 復試験

27日 目に,ス リットランプ(SL-2,Kowa)に よる眼

検査を行ない,投 与開始6日 前,投 与20お よび33日 目,

回復試験27日 目に,散 瞳剤(Mydrin-P(R),参 天製薬)

を点眼し,眼 底カメラ(RC-2,Kowa)に よ り眠底検

査を行なった。

6) 血液学的検査

投与開始13お よび2日 前,投 与4,14お よび33日

目,さ らに回復試験9お よび27日 目に前肢静脈より採

血し,赤 血球数,ヘ モグロビン量,ヘ マトクリット値,

平均赤血球容積(MCV),平 均赤血球血色素量(MCH),

平均赤血球血色素濃度(MCHC),白 血球数(以 上7項

目Coulter Counter Model-S),白 血球分画(GIEMSA

染色),網 状赤血球数(BRECHER法),血 小板数(Coulter

Counter Model-ZB),全 血 凝固時間(LEE-WHITE

法),プ ロ トロンビン時間,活 性化部分十回ンポプラスチン

時間(以 上2項 目COAG-A-MATE・X2,Wamer-

Lambert)を 測定した。

7) 骨髄検査

解剖時に右第7お よび第8肋 骨を採取し,骨 髄単位重

量あたりの有核細胞数の計測(トー マ計算板)を 行なう

とともに。骨髄の塗抹標本を作製し,MAY-GRONWAL研

GIEMSA重 染色を施 した後,有 核細胞500個 について

分類を行なった。

8) 血液生化学的検査

投与開始13お よび2日 前,投 与4,14お よび33日

目,さ らに回復試験9お よび27日 目に,前 肢静脈よむ濾

ヘパ リン添加注射筒で採血し,分 離 した血漿について,

TechniconSMAC皿(C9100)シ ステムを用いて下記

の諸項目を測定 した。

グルコース(ヘ キソキナーゼ法),総 蛋白質(ビ ウレツ

ト法),ア ルブミン(BCG法),A/G比,ク レアチニン

(JAFFE法),尿 素窒素(ジ アセチルモノオキシム法),
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Table 10. Liver components in dogs given oral administration of 7432-5 or cefaclor for 35 days

Liver

at the end of dosage period

at the end of recovery period

at the end of dosage period

at the end of recovery period

a) Mean •} SE 

Statistically significant against control * : p<0. 05 ** : p<0. 01
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Table 11, Plasma levels of 7432-S or cefaclor in dogs

On day 0 of dosage period

On day 31 of dosage period

a) 2 males and 2 females 

b) Mean•}SE

GOT(UV法), GPT(UV法), ALP (BESSIIY-

LOWRY法), LDH(UV法), CPK(SIIEGEL-COHEN

法),LAP(NAGEL),ア ミラ ー ゼ(G5-DCP法),総

コ レステ ロー ル(酵 素 法),ト リグ リセ リ ド(酵 素-UV

法),総 ビ リル ビ ン(ア ル カ リア ゾ ビ 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),塩 化物(チ オ シア ン酸 第 二 水銀 法),Ca

(ク レゾ ー ル フ タ レ イ ンコ ン プ レ ク ソ ン法),無 機 リ ン

(リ ンモ リブ デ ン黄 法)、 恥(フ ェロザ イ ン法)。

9) 尿 検査

投 与 開 始14お よ び1日 前,投 与5,15,34日 目,さ

らに回 復 試 験10お よ び28日 目に,16時 間 蓄 尿 を 用 い,

尿 量,色 調,浸 透 圧(ア ドバ ン ス浸 透圧 計 ・3WII,富

士 工 業),pH(試 験 紙,東 洋 濾 紙),沈 渣(キ ャ ピロ ッ

ト(R),テ ル モ),蛋 白 質,ブ ドウ糖,ケ トン体,ビ リル

ビ ン,潜 血 お よ び ウ ロ ビ リ ノ ー ゲ ン(以 上6項 目

Multistix(R)SG, Ames)の 諸 項 目に つ いて 検 査 した 。

10) 肝 臓 成 分 の分 析

解 剖 時 に肝 臓 の一 部(外 側 左葉)を 採 取 し,総 コ レス

テ ロール(ZAK-HENLY法 の変法),リ ン脂質(GOMORI

法 の変 法),Hグ リセ リ ド(ア セ チ ル アセ トン法),チ ト

ク ロ ー ムP-4502),ア ル コキ シク マ リ ン脱 ア ル キ ル化 酵

素 活 性3,を それ ぞれ 測 定 した 。

11) 検 体 の血 漿 中 濃 度 測 定

投 与開 始 日お よ び投 与31日 目 の投 与 後3お よ び24時

問 目に採血,分 離 した血漿について,,7432-Sは

Eseherichia coli 7437, CCL は Micrococcus luteus

ATCC 9341を 検定菌とするband-culture法 で各血漿

中濃度の測定を行なった。

12) 器官重量および病理組織学的検査

投与終了時および回復試験終了時に,各 ビーグル犬を

ペ ン トバル ビタールナ トリウム(Somnopentyl(R),

Pitman-Moore)麻 酔下で,頸 動脈より放血致死させ,

解 剖した。主要器官について肉眼的観察を行なった後,

心 臓,肺,肝 臓,腎 臓,脾 臓,膵 臓,胸 線 副腎,甲 状

腺(副 甲状腺を含む),脳,下 垂体 精巣,前 立腺 卵巣,

子宮,顎 下腺について重量測定を行なった。また,こ れ

らの器官に加えて,次 の各組織を採取した。耳下腺 舌,

食道,胃,十 二指腸,空 腸 回腸,盲 腸,結 腸 無骨・

大動脈(弓 部,腹 部),胆 嚢,扁 桃腺,リ ンパ節(頚 部,

腸間膜),輸 尿 管,膀 胱,精 巣上体,乳 腺(雌),皮 膚,

横隔膜,筋 肉,脊 髄(頸 部,胸 部,腰 部),坐 骨神経,眼

球,視 神経 肋骨,胸 骨。これら採取した器官 ・組織は,

10%中 性緩衝ホルマリン液で固定,眼 球は3%グ ルター

ルアルデヒド・2.5%ホ ルマ リン混合液で固定し、常法

に従いパラフィン切片作製後,ヘ マ、トキシリン・エオジ

ン染色を施 し,ま た,神 経系についてはKLUVER-

BARRERA染 色を行なって,い ずれも,光 顕的に観察

した。また,対照群を含む全投与群の雌雄各2頭 の肝臓(外

側左葉)と 腎臓(右 腎の皮質)を グルタールアルデヒド
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Fig. 1 . Body weight changes of dogs before, 

during and after the oral administration 

of 7432-S or cefaclor for 35 days.

固定後.オ スミウム酸で後固定 し,常 法に従ってEpok

包埋した。これらの超薄切片を作製し,ウ ラン・鉛重染

色し,電顕的に観察した。

5. 統計学的解析

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る場合

はCOCHRAN-COXの 検 定,棄 却 され な い場合 は

STUDENTのt検 定を行なった。

II. 実 験 成 績

1. 一般状態

7432-Sお よびCCL投 与 群の全例が,35日 間の連

続投与に耐容した。7432-S投 与 群では,800mg/kg

投与群の少数例で投与2日 目までに嘔吐および下痢が対

照群に比してやや多くみられた以外,一 般状態に特に変

化はみられなかった。CCL投 与群では,ほ ぼ全例で投

与期間中頻繁に嘔吐,軟 便,下 痢,粘 液便および流誕が

みられ,そ の程度,頻 度 とも7432-S投 与群に比 し明

らかに著しかった。 しかし,こ れらの症状は,回 復試験

に入るとみられなくなった。

2. 体 重(Fig.1)

全実験期間を通じて,対 照群を雷むすべての投与群に

おいて明らかな体重の変動は認められなかった。

3. 摂餌量

検体投与による摂餌量の低下は,対 照群,検 体投与群

のどの例にも認められなかった。

4. 聴覚 検査

対照群を含むすべての投与群においてPREYER耳 介

反射に異常はなかった。

5. 眼検査

全投与群で,ス リットランプおよび眼底カメラによる

検査,さ らに眼球の組織学的検査において検体投与に起

因したと思われる変化は認められなかった。

6. 血液学的検査(Table2,3)

7432-Sお よびCCL各 投与群において,投 与前の検

査から対照群に比し統計学的有意差を示す項目が散見さ

れ,こ の差は実験期間中も継続した。これらの差はいず

れ も正常変動範囲内の変化と考えられるものであり,ま

た,各 投与群の投与期間中の諸測定値も投与前値との比

較で何 ら差がなかった。なお,CCL投 与群では,雄1

例が回復試験8日 目に一過性の軽度な貧血を示した。

7. 骨髄 検査(Table4,5)

骨髄 有核細胞数および骨髄細胞分画には,7432-S

な らびにCCL投 与 に関連 したと考え られる変化はみら

れなかった。

8. 血液生化学的検査(Table6,7)

7432-S投 与群において、対照群に比 し統計学的に有

意差を示す項目が散見された。 しか し,こ れらの変化の

程度はいずれも軽微で,ま た,何 ら用量相関性もみられ

ず,正 常変動範囲内の変化と考えられるもののみであっ

た。CCL投 与群でも7432-S投 与群と同様の変化がみ

られたが,総 蛋白質,ア ルブミンおよび総コレステロー

ル値の減少がやや著しかった。 しかし,こ れ らの変化は

すべて,回 復試験終了時には正常に回復していた。

9. 尿検査(Table8,9)

7432-S投 与群およびCCL投 与群で,尿 の酸性化ま

たはその傾向,CCL投 与群の尿の檀黄色化がみられた

以外,薬 物起因性と考えられる変化はいずれの指標でも

みられなか った。尿の酸性化,橙 黄色化は休薬により消

失した。

10. 肝臓成分の分析(Table10)

7432-S投 与群では,肝 臓成分の分析値,薬 物代謝酵

素活性に変化を認めなかった。CCL投 与群では,雌 で

クマリン脱アルキル化酵素活性の低下がみられたが,雄

では変化がなく,また,他 の指標にも異常はみられなかっ
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Table 14. Gross pathological fiendings in beagle dos administered 743-S or cefaclor for one month

a Daily dose, mg/kg 
b: ( ) : No. of dogs

た。

11. 検体 の血漿中濃度(Table11)

7432-S投 与後の血漿中濃度の推移は個体差が大 き

く,明 らかな用量依存性はみられなかった。 しか し,連

続32回 目投与後の24時 間値は,初 回投与後の24時 間

値の変動範囲内にあり,連 続投与しても本剤の蓄積の可

能性はないことが示 された。CCL投 与群でも同様の成

績がみられた。

12. 器官重量(Table 12,13)

7432-S投 与群では,薬 物起因性と考えられる器官重

量の変化は認められなかった。CCL投 与群では、投与

期間終了時解剖例で腎臓の絶対および相対重量の増加傾

向,回 復試験終了時解剖例の雌で腎臓および卵巣の絶対 ・

相対重量の増加や減少がみられた。 しかし,こ れらの変

化はいずれも著しいものでなかった。他の器官重量には

特に変化はみられなかった。

13. 剖検 時肉眼所見および病理組織学的検査

(Table14,15)

剖検 時の肉眼所見では,す べての投与群に検体投与に

関係すると思われる明らかな変化は認められなかった。

病理組織学的検査では,7432-Sお よびCCL各 投与

群の1～2例 で,精 巣の精細管上皮の限局性萎縮あるい

は発育遅延,前 立腺の発育遅延が認められた。この他

CCL投 与群の雄1例,雌2例 で顎下腺の粘液細胞の分

泌顆粒減少がみられた。

肝臓 と腎臓の電顕的観察では,7432-S.CCLい ず

れの投与群にも対照群との間に差はみられなかった。

III. 考 察

ビーグル犬に7432-S200, 400, 800mg/kgの 各用量

を35日 間連続経口投与 して亜急性毒性試験を行ない,

対照薬CCLの800mg/kg投 与による毒性と比較した。

7432-S投 与群の一般状態の変化としては,800mg/

kg投 与群において投与2日 目まで軽度な嘔吐と下痢が

一過性に発現したのみであった
。これに対しCCL投 与

群では,こ れらの症状が7432-S投 与群に比 し強く現

れ,さ らた,流 誕も投与期間中頻繁にみられた。これ ら

の症状は,cephalexin, CCL, cefadrexilな どの経口セ

ファロスポリン系抗生物質投与実験でも発現が報告ざれ

ており,嘔 吐はおそらく嘔吐中枢への刺激による反応,

流誕は経口投与の繰り返しに対する条件反射的態反応と

考えられ,下 痢は腸内細菌叢の変化が誘因と考えられて
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Table 15. Main microscopic findings in beagle dogs administered 7432-S or cefaclor for one month

a Daily dose
, mg/kgb 

(); No. of dogs

いる4～7)。

尿検査では,7432-Sお よびCCL投 与群で尿の酸性

化がみられたが,こ れは尿中に排泄 された投与検体の抗

菌作用によりアンモニア発酵が抑制されたためと思われ

る。

血液生化学的検査では,CCL投 与群で総蛋白質,ア

ルブ ミンおよび総コレステロールの減少が認められた

が,同 様の変化は既に報告されている5)。

病理組織学的検査で7432-Sお よびCCL各 投与群に

み られた前立腺や精巣の精細管上皮の限局性萎縮や発育
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遅延は,用 重作用関係のないこと,使 用 した月齢(7～

9ヵ 月)の イヌでは糟巣や前立腺の発青に著しい個体差

のあること8≧などか ら,そ の原因を7432-Sお よ び

CCL投 与に帰することは困難である。

CCL投 与群で,顎 下腺粘液細胞の分泌顆粒滅少が,

投与期間終了時解剖例の半数にみられたが,こ れは一般

状態の変化として観察された流誕に対応 した変化と考え

られた。

初回投与後3時 間目および24時間 目の血漿中濃度値

に用量相関性を認めなかったが,こ れは7432-S大 重

経口投与時の腸管からの吸収に遅速があること(塩 野義

製薬株式会社 社内資料),に よると考えられる。24時

間目の値で,7432-Sの 吸収のばらつきを反映したかな

りの残存,い わゆる"carry over"を 認めた。しかし,

連続32回 投 与後24時 間 目の血漿中濃度が初回投与時の

値よりも少ないことより,本 剤は連続投与 しても蓄積性

はないものと判断される。

7432-Sを イヌに800mg/kgま で35日 間連続経口投

与 しても。800mg/kg投 与群で投与初期の2日 間に一

過性の嘔吐,下 痢を認めたのみで,顕 著な毒性は発現 し

なかったことから,最 大無影響量は800mg/kg/日 と推

定された。
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SUBACUTE TOXICITY STUDY OF 7432-S IN DOGS

FUMIHIKO KOBAYASHI, NOBORU HIGASHIYAMA, TETSURO MORIYAMA,
KIYOKAZU NISHIMURA, YOSHIHIRO MURAOKA, HIROSHI NARA,

TADASHI YOSHIDA and TOSHIO YOSHIZAKI
Shionogi Research Laboratories, Shionogi & Co., Ltd.
5-12-4, Sagisu, Fukushima-ku, Osaka 553, Japan

The subacute toxicity of 7432-S was studied by administering the compound orally to beagle
dogs for 35 days at daily dose levels of 200, 400, and 800 mg/kg, and its effect compared to that
of a reference drug, cefaclor (CCL).

1) In the 7432-S 800 mg/kg group, vomiting and diarrhea, were observed but the extentand
frequency were far less than in the case of CCL.

2) No changes attributable to administration of 7432-S were observed in body weight, food
consumption, opthalmoscopy, auditory examination, hematological examination, urianalysis,
bone marrow tests blood and liver biochemistry, organ weight and histopathological examination.

3) The serum levels of 7432-S after administration indicate that it does not accumulate in the
body even when administered orally for a consecutive period.

4) There were no indications of marked toxicity produced by 7432-S in the present study,
and it is anticipated that the maximum no-effect dose in dogs is 800 mg/kg/day.


