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新 キ ノロ ン系抗 菌剤Fleroxacinの イ ヌにお け る経 口投 与 に よる

亜 急性毒 性 試 験
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Fleroxacinの0(対 照群),8,20及 び50mg/kg/dayを5箇 月齢の ビーグル犬 に13週 間連続経 口投 与

して亜急性毒性 を検討 し,次 の結果 を得 た。

1)50mg/kg群 で は,投 与 開始直後 よ り,摂 餌 量減少,摂 水状 態不 良,体 重減少,嘔 吐,流 誕 が

み られた。その後,雄1例 で は間代性 けいれん,体 温下 降,自 発 運動減少 も加 わ り,衰 弱著 しく6週

目に切迫屠殺 したが,そ の他の動 物では2～3週 目以後回復 ない し回復傾向 を示 した。

2)50mg/kg群 で は,臨 床検 査及 び臓器 重量測定 におい て脱水,栄 養障害,体 重減少 に起因す る

と考え られる諸変化がみ られたが,そ の程度はいずれ も軽度で,摂 餌 量,摂 水状 態及び体 重が回復す

るにつれて改善 の方 向に向か うものが多か った。8及 び20mg/kg群 では,摂 餌量,摂 水状態 及び各種

検査において20mg/kg群 の一部 に若干 の変動がみ られた以外 には,ほ とんど異常 は認め られ なか った。

3)関 節 障害 と して立 位や歩行の忌避 及び歩様の異常 が20mg/kg以 上 の群 で観察 され,fleroxacin

投与群のほぼ全例 に,関 節軟骨表面の水疱及 びびらんが認め られた。

4)組 織 学的検査で は切迫屠殺例 にお いて精細管,精 巣上体 管及 び前立腺 の腺上皮が未成熟段 階

の状態 を呈 し,ま た栄養障害 によるとみ られ る リンパ節,胸 腺,膵 臓,筋 での萎縮,胃,肝 臓,腎 臓

での空胞変性 及び骨髄 での造血減少 も認 められた。

5)以 上の ように,fleroxacin投 与 による主 な毒性 変化 は摂餌量減 少,摂 水状態不 良,体 重減少及

び関節軟骨 の異常 であ った。Fleroxacinの 類縁 の多 くの合成抗菌剤でみ られている関節 軟骨の異常以

外はほとん どが摂餌 量減少,摂 水状態 不良に起 因す る脱水,栄 養障害 による二次的 なものであ ると考

え られた。
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6,8-difluoro-1-(2-fluoroethy1)-1,4-dihydro-7-(4-

methy1-1-piperazinyD-4-oxo-3-quinolinecarboxylic

acid(fleroxacin)は 杏 林 製 薬 株 式 会 社 で 合 成 され た 新 キ

ノロ ン系抗 菌 剤 で あ る 。 今 回,fleroxacinの 安 全 性 評 価

の一 環 と して,イ ヌ に お け る経 口投 与 に よる亜 急 性 毒 性

試験 を行 った の で,結 果 を報 告 す る 。

I.　 実験 材 料 及 び実 験 方 法

1.　 被験 物 質

Fleroxacinは,無 臭,白 色 ～ 微 黄 色 の結 晶 性 の 粉 末 で,

氷 酢 酸 に溶 けや す く,ク ロ ロホ ル ム に 溶 け に く く,水 又

はエ タノ ール に 極 め て 溶 け に く く,エ ー テ ル に は ほ とん

ど溶 け な い 。 本 試 験 に はLot No.0489710の 原 末 を使 用

した。

2.　 実験 動 物 及 び飼 育 条 件

日本 ク レア よ り購 入 した4箇 月 齢 の 日本EDM産 の ビー

グル 犬 雌 雄 各16頭 を,39日 間 の予 備 飼 育 期 間 を設 け検

疫,馴 化 した後,試 験 に供 した。投与 開始時 は5箇 月齢

で体重は雄8.0～9.7kg,雌5.8～8.6kgで あ った。

動物 は個別 にステ ンレスケージ(90W×85D×75H

cm)に 収容 し,温 度19～26℃,湿 度40～80%,照 明 時

間9～17時 の飼育 室内で,固 型飼 料(DS,オ リエ ンタル

酵母)を1日250～300g,水(水 道 水)は1日1リ ットル を

与えて飼 育 した。

3.　投与量及 び投与方法

本試験 に先立 って行 った4週 間経 口投 与 による予備 試

験1)にお いて100mg/kg群 の4例 中3例 が投与 期間 中に死

亡 した。生存 した1例 で も顕著 な摂餌 量 と体重 の減少及

び嘔吐 がみ られ,50mg/kg群 で も4例 中1例 に同様 の症

状が み られ ていた。 この結果 に加 え,今 回の試験 が13

週間連続投 与である ことか ら,50mg/kg/dayで 明確な毒

性 変化が生 ずるであろ うと考え,こ の用量 を最高用量 と

した。以下20及 び8mg/kg/dayの3用 量 を設定 した。
* 〒115東 京都 北 区浮 間1-3-32
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Fleroxacinは 原 末 を硬 ゼ ラチ ン カ プセ ル(日 本 エ ラ ン

コ)に 充 填 して1日1回,週7日,13週 間 連続 して 強 制 経

口投 与 した 。

4.　 実験 群 の構 成

前 記 各 用 量 群 に,カ プ セ ルの み を投 与 す る対 照 群 を加

え,4群 を設 定 した。 各群 に は 同腹 仔 が 集 中 しな い よ う

に,ま た体 重 が 偏 らな い よ う に層 別 化 した後,無 作 為 に

雌 雄 各4頭 の イ ヌを割 り付 けた 。

5.　 検 査項 目及 び検 査 方 法

(1)一 般 状態 の観 察,摂 餌 量 及 び体 重 の 測 定

投 与 期 間 中 は 毎 日,通 常 午 前 と午 後 の2回,一 般 状 態

を観 察 し,生 死 の 確 認 を行 った 。 また 投 与2週 前,投 与

開 始 後4,8及 び11週 目 に,呼 吸 数 並 び に サ ー ミス ター

温 度 計(MGAIII-219,芝 浦 電 子 製 作 所)を 用 い て 体 温

(直 腸 温)を 測 定 した 。摂 餌,摂 水 状 態 は毎 日残 量 を観 察

し,摂 餌 量 につ い て は投 与 期 間 中 週2回,1日 あ た りの

摂 餌 量 の 測 定 も行 った 。 体 重 は投 与 期 間 中 週2回 測 定 し

た。

(2) 血 液 学 的検 査

投 与2週 前,投 与 開 始 後6及 び12週 目 に橈 側 皮 静 脈 よ

り採 血 し,白 血 球 数,赤 血 球 数,ヘ モ グ ロ ビ ン量(自 動

血 球 計 算 器ACM-503,エ ルマ 光 学),血 小 板 数(自 動 血

小板 計 数器ACM-403,エ ル マ光 学),ヘ マ トク リ ッ ト値

(Wintrobe法),赤 血 球 沈 降 速 度(ESR,Wintrobe法)及 び

血 漿 カ ル シウ ム再 加 時 間(PRT)を 測 定 した 。 また 同時 に

耳 介 静 脈 よ り採 血 し,血 液 塗抹 標 本(May-Giemsa染 色)

を作 製,白 血 球 種 別 分 類 を行 っ た。

(3) 血 液 生 化学 的検 査

投 与2週 前,投 与 開 始 後6及 び12週 目 に橈 側 皮 静 脈 よ

り採 血 し,得 ら れ た血 清 に つ い て,総 蛋 白(ビ ウ レ ッ ト

法),ア ル ブ ミン(BCG法),ア ル ブ ミン/グ ロ プ リ ン比

(A/G比,演 算 法),尿 素 窒 素(BUN,ウ レ アー ゼ ・イ ン

ドフ ェ ノ ー ル法),ク レア チ ニ ン(Jaffe法),尿 酸(UA,

酵 素 法),グ ル コ ー ス(グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ーゼ 法),総

コ レス テ ロ ール(酵 素 法),遊 離 コ レステ ロー ル(酵 素 法),

トリ グ リ セ ラ イ ド(TG,酵 素 法),リ ン脂 質(酵 素 法),

遊 離 脂 肪 酸(FFA,酵 素 法),カ ル シ ウ ム(Ca,OCPC法 〉,

無 機 リ ン(Pi,Fiske-SubbaRow法),総 ビ リ ル ビ ン

(Michaelsson法),直 接 ビ リル ビ ン(Michaelsson法),問

接 ビ リル ビ ン(演 算 法),ト ラ ンス ア ミナ ー ゼ(GOT及 び

GPT,Karmen法),ア ル カ リ ホ ス フ ァ ター ゼ(ALP,

Bessey-Lowry法),コ リ ンエ ス テ ラー ゼ(ChE,柴 田 一

高 橋 法),乳 酸 脱 水 素 酵 素(LDH,Wroblewski-LaDue法),

ク レア チ ン ホ ス ホ キ ナ ー ゼ(CPK,Oliver法)を 日立705

形 自動 分 析 装 置 を 用 い,ナ ト リ ウ ム(Na+),カ リ ウ ム

(K+)を 日立775形 炎 光 光 度 計 を用 い て 測 定 した 。 ま た

チ モ ー ル混 濁 試 験(TTT)を 肝 機 能 研 究 班 標 準 操 作 法 に

て行 った 。

(4) 眼 房 水 の生 化 学 的 検 査

剖 検 時 に両 側 の 眼 球 か ら採 取 した眼 房 水 につ い て,総

蛋 白 をLowry法 で,Na+及 びK+を 日立775形 炎 光 光 度計

を用 いて 測 定 した 。

(5) 器 官 組織 の酵 素 活 性 測 定

投 与 期 間 終 了 の 剖 検 時 に 速 や か に採 取 した器 官 の 一部

を 用 い て,骨 髄ALP(Kind-King法 の 変 法),肝 グル コー

ス ー6-ホ ス フ ァ タ ー ゼ(G-6-Pase,Swanson法),肝 β-

グ ル ク ロニ ダ ーゼ(GRD,P-ニ トロ フ ェ ニ ル グル クロ ニ

ド法),腎 ア デ ノ シ ン ト リホ ス フ ァ タ ー ゼ(ATPase,

Kielleyら の 方 法),心 及 び 骨 格 筋CPK(Nuttall&Wedin

法)の 活 性 を測 定 した 。

(6) 尿 検 査

投 与4,5週 前,投 与 開 始 後4及 び11週 目 に,18時 間

蓄 尿 を用 い て,尿 量 並 び に試 験 紙(マ ル テ ィス テ ィ ック

スIII,マ イル ス ・三 共)に てpH,蛋 白,グ ル コ ー ス,ケ

トン体,潜 血,ビ リル ビ ン及 び ウロ ビ リ ノー ゲ ン を測定

し た。 また 尿 比 重 を尿 比 重 屈 折 計(ユ リ コ ンーS,ア タ

ゴ)を 用 い て,Na+,K+を 日立775形 炎 光 光 度 計 を用 い

て 測定 す る とと も に,尿 沈 渣 の 鏡 検 を行 った。

(7) PSP試 験

投 与1週 前 及 び投 与 開 始 後11週 目に フ ェ ノ ー ル スルホ

ン フ タ レ イ ン(PSP,第 一 製 薬)を,体 重1kgに つ き3mg

の 割 合 で 橈 側 皮 静 脈 に 注 入 し,30分 後 反 対 側 の 橈側 皮

静 脈 よ り採 血 し,得 ら れ た血 清 中 のPSPを 比色 定 量 した。

(8) 心 電 図

投 与3週 前,投 与 開 始 後6及 び10週 目 に心 電計(FD-23,

フ ク ダ電 子)を 用 い てA-B誘 導(I,II),A-B増 高単 極

誘 導(aVR,aVL),標 準 肢 誘 導(I,II,III)及 び標 準 肢

増 高 単 極 誘 導(aVR,aVL,aVF)に よる心 電 図 を記 録 した。

ま た標 準 肢 第II誘 導 のR-R間 隔 か ら心 拍 数 を算 出 した。

(9) 眼 科 的検 査

投 与3週 前,投 与 開始 後6及 び10週 目 に外 眼 部 を視 診

し,瞳 孔 反 射 を検 査 した後,ミ ドリ ンP(参 天 製薬 〉で 散

瞳 させ,細 隙 灯 顕 微 鏡(SL-2,興 和)を 用 い て 前 眼 部 と

中 間 透 光 体 を,ま た眼 底 カ メ ラ(RC-2,興 和)を 用 い て

眼 底 を検 査 した。

(10) 病 理 学 的検 査

生 存 例 は投 与 期 間 終 了 後,切 迫 屠 殺例 は その 都 度,ペ

ン トバ ル ビ ター ル麻 酔 下 にて 頸 動 脈 よ り放血 屠 殺 し,剖

検 す る と と もに,脳,下 垂 体,顎 下 腺,甲 状 腺(上 皮小

体 を 含 む),胸 腺,心 臓,肺,脾 臓,肝 臓,盲 腸,腎 臓

副 腎,精 巣,精 巣 上 体,前 立 腺,卵 巣,子 宮 の重 量 を測

定 し,体 重 比 を算 出 した 。 また環 椎 後頭 関節,環 軸 関節
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及 び四肢 の可動関節の軟骨表面 につ いて は,肉 眼及 び実

体顕微鏡 によ り精査 した。

重量測定 を行 つた諸器官及 び右大腿骨遠位端 と右上腕

骨 近位 端 に加 えて,皮 膚,皮 下組 織(乳 腺 を含 む),骨

(胸骨,肋 骨,骨 髄 を含 む),大 腿直筋,下 顎 リンパ節,

腸 間膜 リンパ節,眼 球,視 神経,涙 腺,蝸 牛,脊 髄,坐

骨神経,気 管,胸 部大動脈,舌,食 道,膵 臓,胃,十 二

指腸,空 腸,回 腸,結 腸,直 腸,膀 胱,膣 及び剖検時 肉

眼 的に異常 のみ られた部位 は10%緩 衝 ホ ルマ リン溶液

で固定 し,骨,蝸 牛及び関節部 は,更 に脱灰後,パ ラフ

ィン包埋 した。 これ らは薄切片 を作 製 してヘ マ トキシ リ

ン ・エオシン染色 を施 し,更 に関節 につ いては トルイジ

ンブルー染色 を併用 し,鏡 検 を行 った。

なお,精 巣,精 巣上体 については,そ れぞれ頭部,中

間部(体 部),尾 部 の3切 片 の 組織 標 本(ヘ マ トキ シ リ

ン ・エ オシン染色)を 作 製 し,通 常 の鏡検 の他 に,精 巣

及 び精巣上体の多核 巨細胞,剥 離精細胞及 び壊死精細胞

の出現数,更 に精巣上体 については精子が存在 した管腔

の割合,剥 離 した精巣上体上皮 のみられる管腔数 を計数

した。

(11) 骨髄像検査

剖検時,大 腿骨 よ り骨髄 を採取 して塗抹標本 を作製 し,

May-Giemsa染 色 を施 して約300個 の有核細 胞 を鏡 検 し

た。

(12) 血清 及び尿 中fleroxacin及 びその代謝物 濃度測

定

投与 開始後1,4及 び8週 目の投 与後4及 び24時 間,並

びに12週 目の投与後1,4及 び24時 間 に橈側皮静 脈 よ り

採血 し,血 清 を得 た。 また投 与開始 後11週 目の投与 後

24時 間 まで の蓄尿 を採取 した。 これ ら血清 及 び尿 中の

fleroxacin,そ の代謝物 であ るデ メチ ル体及 びN-オ キ シ

ド体濃度 をKUsAJIMAら2)による高速液体 クロマ トグラフ法

に準 じて測定 した。

5.　統計学 的方法

計量値 について は平均値 と標準偏差 を算出 し,対 照群

との間にStudentのt-検 定 を,計 数値 につい ては対照群

との間にX2-検 定 を行 い,い ず れの検定 も危険率5%以

下 をもって有意 と判定 した。

II.　実 験 成 績

1.　一般状態

50mg/kg群 の雄1例 で は,投 与 開始後約2週 間にわ た

り嘔吐がほぼ連 日み られ,2～3日 目以降食思 不振,摂

水状態不良が持続 的に認 め られた。 また投与開始直後 よ

り極度の摂餌量 及び体重の減少が始 ま り,2週 目の半 ば

からは削痩状態 とな り,7,18及 び30日 目には間代性 け

いれ んがみ られ,6週 目には体温下 降や自発運動減少 も

み られるなど衰弱著 しく,も はや回復不可能 と判断 し,

44日 目に切迫屠殺 した。

Fleroxacin投 与 群に嘔吐 がみ られ,そ の頻度 はほぼ用

量依 存的で あ ったが,8及 び20mg/kg群 では多 くて も週

2回 程度 であ り,雌 雄 と も対照群 と差 はみ られ なかった。

50mg/kg群 の雄3例 と雌1例 では投 与開始後約2週 間は比

較 的多 く,週 に3～6回 の嘔吐 がみ られたが,そ の後 は

対照群 とほとん ど差 は認め られ なか った。食思不振,摂

水状態 不良が50mg/kg群 の雄3例 で投与 開始 直後 よ り連

日み られたが,切 迫屠殺例 を除 き3週 目の半 ばに急激 に

回復 した。20mg/kg群 の雌1例 と50mg/kg群 の雌2例 も1

週 目頃か ら,ほ ほ連 日同様な症状がみ られたが,雄 の よ

うな急激 な回復は起 こらず徐 々に軽減 し,6週 目以降に

は ほとん ど認め られな くなった。50mg/kg群 の他 の雌2

例で は1週 目頃か らほほ連 日同様 な症状がみ られ,以 後

若干の軽減はあ った ものの投与期 間 を通 して回復は遅 れ

ていた。投与 開始 後1週 目か ら50mg/kg群 の雄3例 と雌1

例で流誕が連 日み られたが,切 迫屠 殺例 を除いて食思不

振,摂 水状態 不良の回復 とほぼ同時期 に回復 した。

立位 や歩行 を嫌 う行動 と後肢 を引 きず るような歩行が

投 与 開始後 早期 にみ られ始 め,雌 で は6日 目に20及 び

50mg/kg群 の全 例で,雄 で も9日 目に は20mg/kg群 の3

例 と50mg/kg群 の全例で 出現 した。 その後雌雄 とも2～

3週 目に症状 は最 も激 しくな ったが,以 後徐 々に軽減 し

10週 目の初 めには全例 でみ られな くなった。症状 の程

度は用量依 存的 で雌雄 と も8mg/kg群 で は出現せ ず,ま

た比較 的雄 よ り雌の方が激 しく継続期間 も長か った。 こ

れ らを一般状態か らみた関節障害 と して関節部の剖検所

見 とともにまとめ た(Table 15,16)。

その他 には呼吸数や体温 を含め被験物質の投 与に よる

とみられる異常 は認め られ なか った。

2.　摂餌量

50mg/kg群 の雄3例 では投与 開始 直後か ら持続 的で顕

著 な摂餌量減少がみ られ,切 迫屠殺例ではほぼ全量 を残

す状 態が続 いたが,他 の2例 で は3週 目の半ば以降急 激

に回復 し,そ の後 良好 となった。50mg/kg群 の残 りの1

例 を含め,そ の他の雄は全例投与期間 を通 し摂餌状態は

良好であ った(Fig.1)。

50mg/kg群 の雌4例 と20mg/kg群 の雌1例 で は1週 目頃

か ら,良 好な摂餌状態 と変動の大 きい減少 を不規則に繰

り返 した。 この内比 較的早 く食思 不振 の 回復 を示 した

50mg/kg群 の雌2例 で は7週 目以降摂 餌状態 は良好 とな

ったが,他 の3例 及び同様の 食思 不振がみ られた対 照群

の雌2例 で は,ほ ぼ投与期 間を通 して不規則 な変動 を示

す摂餌状態が続いた(Fig.2)。

3.　体重
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Fig. 1. Food consumption in male dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks .

Fig. 2. Food consumption in female dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks.
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50mg/kg群 の雄3例 で は投 与開始後急 激に体重が減少

し始めたが,切 迫屠 殺例 以外の2例 では3週 目の半 ばか

ら増加 に転 じた。その後対照群 に比べ増加率 では上 回る

回復を続けた ものの,投 与期 間終了 まで対照群 の体重 に

達する までにはいた らなか った。 切迫屠殺例 は3週 目以

降も体重減少 を続 け,屠 殺時 には投与 開始時 に比べ半減

していた。50mg/kg群 の残 りの1例 を含 め,他 の雄投与

群では対照群に比べ,若 干増加率 は低 かったが,投 与期

間を通 し体重減少はみ られなかった(Fig.3)。

50mg/kg群 の雌全例で は投 与開始 後1週 目頃 よ りか な

りの体重減少 がみ られ たが,こ の内2例 は2週 目の半 ば

から増加 に転 じ,以 後対照群 と比べ増加率 では上 回る回

復を続け,6週 目以 降は対照群 と差 は認 め られ な くなっ

た。他の2例 で は2週 目以後 若干の増 減 を繰 り返 しなが

らも徐々に増加 を続けたが,投 与期 間を通 して回復 は遅

かった。 その他の雌投 与群 では若干増加率 の低 い例 も散

見されたが,群 としては対照群 よ り良好 な体重増加 を示

した(Fig.4)。

4.　血液学 的検査

軽度ではあ るが用量依存 的な白血球数減少 が雌投与群

で6週 目にみ られたが,12週 目にはほほ回 復 していた。

この他に も雌投与群 のPRTな どに有意差が認 め られたが,

いずれ も対照群あるいは投与前値 と比べ,変 動 は軽度で

用量に相関 したものではなか った(Table 1,2)。 切迫屠

殺例では屠殺直前の検 査で白血球 数の軽度減少並 びに赤

血球数,ヘ モ グロビン量 及びヘマ トクリッ ト値 の若干増

加がみ られた。

5.　血液生化学的検査

Fleroxacin投 与群では12週 目にA/G比 の軽度上昇が雌

雄 ともにみられた。体重著減後回復 した50mg/kg群 の雄

2例で は6週 目に,LDH,総 及 び直接 ビリル ビ ンの軽度

増加が み られたが,12週 目には回復 してい た。 また摂

餌量 減少の み られ た対照 群 の雌1例 で も6週 目にUA,

LDH,総,直 接 及び間接 ビリル ビンの軽度増加が認め ら

れた。この他に雌雄の投与 群のいずれ かに6週 目のA/G

比,FFA,Pi,GPT及 び ク レアチ ニ ン並 び に12週 目の

総 蛋白,GOT,GPT,ALP,ク レアチ ニ ン,Pi,Ca,

K+,FFA,TG,総 及 び遊離 コレステロールに有意差が

認められたが,い ずれ も対照群 あるいは投与前値 と比べ,

変動 は軽度で用量 に相関 した ものではなかった(Table 3,

4)。 切迫屠 殺例 では屠殺 直前 の検 査で総 蛋 白の軽 度減

少 とA/G比 の大幅上 昇,FFA,BUNの 増加 及び グルコー

ス,ALP,K+の 著減並 びに総 コ レステ ロールの若干増加

とChEの 若干減少がみ られた。

6.　眼房水の生化学的検査

対照群 と比べ投与群 には有意差 のみられた項 目はなか

った(Table 5)。 切迫 屠殺 例で はK+濃 度 が4.21meq/lと

軽度減少 していた。

7.　器官組織酵素 活性

雄投 与群 では対 照群 に比べ,肝G-6-Pase活 性 の軽度

増加 と骨格筋CPK活 性の軽度減少 がみ られ,50mg/kg群

で は ともに有意 であ った。 切迫屠 殺例 では肝G-6-Pase

活性が0.75U/mgproteinと か な り高 く,骨 格筋CPK活 性

が8.3U/mgproteinと 幾分低 かった。 この他 に骨 髄ALP,

肝GRD,腎ATPase及 び心CPKに 著変 は認 め られなか っ

た(Table 6,7)。

8.　尿検査

尿量,pH,Na+濃 度,K+濃 度及 びNa+/K+比 に有意差

が散見 されたが,い ずれ も対照群あ るい は投与前値 と比

べ変動 は軽度で用量 に相関 した もので はなか った。尿沈

渣 中に は無 色 の方形板状 結 晶が50mg/kg群 の雌2例 で4

週 目に,雄1例 と雌2例 で11週 目に み られた。 また50

mg/kg群 の雌1例 で4週 目に,8mg/kg群 の雌雄 各1例 で

11週 目に通常尿 中にみ られ る結 晶が認 め られ なか った

(Table 8,9)。 切迫屠殺例で は尿量の著減 とケ トン体陽

性(+++:大 量)が4週 目及 び屠殺 直前 に,ま た ビリルビン

陽性(+:少 量)が4週 目に,蛋 白陽性(++:中 等 度)が 屠

殺直前 にみ られた。

9.　PSP試 験

対照群 及び投 与前値 と比べ,血 清 中のPSP濃 度に異常

はなか った(Table 10)。

10.　心電図

8mg/kg群 の雄1例 でP波 の逆転が10週 目に,20mg/kg

群 の雄1例 で は心室性 期外収縮 が投与前,6及 び10週 目

を通 して認め られた。心拍数には著変は認め られなか っ

た。切 迫屠殺 例で はT波 の逆 転及 びQT間 隔 の軽度 延長

が6週 目にみ られた。

11.　眼科的検査

Fleroxacin投 与群 には,投 与前 よりみ られ ていた所見

を除 き,異 常 はみ られなか った。

12.　器官重量

腎 の相対重量 は雌雄 のneroxacin投 与群 で用量 に相関

して軽度増加 し,雌 で は脾で も同様の変動が認め られ た

が,と もに絶対重量で は増加傾向がみ られただけで,必

ず しも用量依存 的で はなか った。 また50mg/kg群 の雌1

例で は内容物 を含 む盲腸の絶対及 び相対重量が と もに軽

度増加 していたが,内 容物 を含 まない盲腸重量 には変動

はみ られ なかった。20mg/kg群 の雌1例 で子 宮の絶対 及

び相対重量の著 しい増加が認め られた。 この他 に雌雄 の

投与群 のいず れか に心,肺,卵 巣及 び甲状腺 の絶対重量

並 びに肝,肝/脳 比,盲 腸,卵 巣,下 垂体 及び甲状腺 の

相対重量 に有意差が認め られたが,雌20mg/kg群 の左卵
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Fig. 3. Body weight changes in male dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks.

Fig. 4. Body weight changes in female dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks.
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Table 1-1. Hematological findings in male dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

* Significant difference from the control, p< 0.05

Table 1-2. Hematological findings in male dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

* Significant difference from the control, p < 0.05

Table 2-1. Hematological findings in female dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

* Significant difference from the control, p < 0.05
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Table 2-2. Hematological findings in female dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

* Significant difference from the control, p< 0.05

Table 3-1. Biochemical findings of serum in male dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

* Significant difference from the control, p < 0.05

Table 3-2. Biochemical findings of serum in male dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

* Significant difference from the control, p < 0.05
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Table 3-3. Biochemical findings of serum in male dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

* Significant difference from the control, p < 0.05

Table 3-4. Biochemical findings of serum in male dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

* Significant difference from the control , p< 0.05

Table 3-5. Biochemical findings of serum in male dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

* Significant difference from the control , p < 0.05
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Table 4-1. Biochemical findings of serum in female dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

* Significant difference from the control, p< 0.05

Table 4-2. Biochemical findings of serum in female dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

* Significant difference from the control, p < 0.05

Table 4-3. Biochemical findings of serum in female dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

* Significant difference from the control, p< 0 .05
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Table 4-4. Biochemical findings of serum in female dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

* Significant difference from the control, p < 0 .05

Table 4-5. Biochemical findings of serum in female dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

* Significant difference from the control, p< 0.05

Table 5. Biochemical findings of aqueous humor in dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

* Significant difference from the control , p< 0.05
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Table 8-1. Urinary findings in male dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

* Significant difference from the control, p < 0.05

Table 8-2. Urinary findings in male dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

-: negadve ,±: trace,+: sHght,〓: severe

Table 8-3. Urinary findings in male dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

Score 0: nil in every field, 1: a few in some fields, 2: a few in every field, 3: many in every field
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Table 9-1. Urinary findings in female dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

* Significant difference from the control, p < 0.05

Table 9-2. Urinary findings in female dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

-: negadve
,±: trace,+: slight,〓: sevene

Table 9-3. Urinary findings in female dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

Score 0: nil in every field, 1: a few in some fields, 2: a few in every field, 3: many in every field
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Table 10. PSP test in dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

#  Serum level at 30 min after intravenous injection of PSP (3 mg/ kg)
PSP: phenolsulfonphthalein

Table 11. Absolute organ weights in male dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks
(g)

* Significant difference from the control, p < 0.05
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巣 を除いて絶対 及び相対 重量 の両方 にみ られる ものはな

く,ま たいずれ も対照群 に比べ変動 は軽度で,用 量 に相

関 した ものでは なか った(Table 11～14)。 切迫 屠殺例

で は腎、内容物 を含む及び含 まない盲腸 の相対重量 の軽

度増加並 びに精巣の相対 重量 の軽度減少がみ られた。

13.　剖検所見

Fleroxacin投 与群 の関節軟骨表面 には水庖 形成及 びび

らんがみられた。関節の損傷 の程度 は雌雄 ともほぼ用量

に相関 してお り,一 般状 態で関節 障害 が認 められなかっ

た8mg/kg群 で も若干 の損傷が み られて いた。損 傷がみ

られた骨端数 を,一 般状 態か らみた関節障害 と ともに ま

とめた(Table 15,16)。 この他 にfleroxacin投与 群の み

に出現 した所 見 として は,胆 石(20mg/kg群 雄1例)及

び肺中葉一部 の胸 膜への癒着(50mg/kg群 雌1例)が み

られた。切迫屠殺例で は全身的 に削痩状態が顕著 で,関

節軟骨表面 には多 くの水庖形成及 びびらんが み られたが,

その他には異常 は認め られ なか った。

14.　組織学的所 見

所 見はTable 17,18に 要 約 した。生存例 におい て,

精巣では対照群 を含 む各群の個体で,精 細管管腔 内に多

核巨細胞,剥 離精細胞及 び壊死精細胞がみ られたが,い

ずれ も個体差 と思われ る程度の変動で,対 照群 と各投与

群 に差 は認め られなか った。精上皮及 びその他の部位 に

お いて も異常 は認 め られ なかった(Fig.5)。 精巣上体で

は,対 照群 を含 む各群の個体で,管 腔内 に正常精子の他

に多核巨細胞,剥 離精細胞,壊 死精細胞並 びに精巣輸 出

管あ るい は精巣上体管の上皮の剥離細胞がみ られ たが,

その 出現頻度 には対照群 と各投与群 に差 は認め られ なか

Table 12. Absolute organ weights in female dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks
(g)

* Significant difference from the control, p < 0.05
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った。 その他の間質等 に も異常 は認め られなかった。

肉眼的 に雌雄投 与群にみ られた関節軟骨表 面の損傷 は,

組織学的 には軟骨基質の限局性の空隙形成 あるいはびら

ん として認め られた。空隙 は偏平嚢状で周 囲軟骨基質は

粗霧化 し,軟 骨基質及び細胞が空隙内に剥離 し,融 解壊

死 してい るもの も認 められた(Fig.6)。 外壁 を形成する

軟骨組織が剥離 し,び らんを形成 している例 も認め られ

た。環椎後頭関節及ひ環 軸関節では巨大化 した変性軟骨

細胞が認め られた。

また白脾髄萎縮が雄50mg/kg群 の1例 に,肝 細胞 の空

胞 変性 が雄50mg/kg群 の1例 に,リ ンパ球 浸潤 を伴 った

膵臓 の出血が雄20mg/kg群 の1例 に,膵 臓 の白血球浸潤

が雌50mg/kg群 の1例 に,肺 胞細胞増生 及び好酸球浸潤

を伴 う肺の痕跡的 な胸膜 への癒着が雌50mg/kg群 の1例

に認め られた。 更に,雌20mg/kg群 の1例 には,発 情期

性 と思 われる子宮頚部及 び膣粘膜の肥厚がみ られ,下 垂

体前 葉の嚢胞 が雌雄対照 群及び雌8mg/kg群 の各1例 に認

め られた。

6週 目に切迫 屠殺 した雄1例 では,精 細管 は管径が小

さく,ほ とん ど精祖細胞 のみが基底膜上 に充実 して1～

2層 で並 んでみ られ,中 心部 はセル トリ細胞 の胞体 と思

われる もので満た されていた。一部の精細管では精祖細

胞 の他 に,若 干 の精 母細胞 もみ られた(Fig.7)。 精巣上

体管 も管腔径の小 さい傾向及び間質 との割合か ら未熟段

階の ものとみられた。 また前立腺 も腺上皮がその細胞数

や腺胞形成 の状態及 び問質 との割合か ら,未 熟段階のも

の と認め られた。 その他,脾 臓 の白脾髄萎縮(Fig.8),

骨髄 での著 しい造血減少,肝 臓の小葉中心あるいは中間

Table 13. Relative organ weights in male dogs orally treated with Fleroxacin for 13 weeks
(g/kg BW)

* Significant difference from the control, p< 0.05
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帯での空胞変性散在,膵 臓 の島細胞萎縮及 び外分泌細胞

の萎縮 と壊死,胃 の主細胞 の空胞変性,腸 間膜 リンパ節

及び下顎部 リンパ節の リンパ小節萎縮,胸 腺 の萎縮及 び

線維化,大 腿筋の筋線維萎縮,腎 臓 の遠位尿細管の空胞

変性が認め られ,関 節軟骨 の病変 は生存例 と同様の所見

であ った。

15.　骨髄像

雌50mg/kg群 で幼若顆粒球比 の上昇が みられたが,そ

の程度 は軽度 であ り,fleroxacin投 与 に よるとみ られ る

著変は認め られなか った(Table 19,20)。 切迫屠 殺例

では,顕 著 な骨髄細胞 の減少が み られ,そ の減少 は各種

骨髄細胞 にわた っていたが,特 に赤芽球系細胞 に著 しく,

そのため穎粒球系細胞比 の上昇が認め られた。

16.　血清及 び尿中fleroxacin及 びその代謝物濃度測定

1)血 清 中濃 度

測 定 結 果 をTable 21,22に 示 した 。 集 計 か ら は 除 外

した が,切 迫 屠 殺 した50mg/kg群 雄1例 のfleroxacin濃 度

は1週 目の4時 間値46.0,24時 間 値28.5及 び4週 目の4時

間 値52.5,24時 間 値31。6μg/mlと そ の 他 の 動 物 と比 較

して 著 し く高 値 を示 した 。 しか し,他 のfleroxaciR各 投

与 群 で は投 与 の繰 り返 しに よ る蓄 積 は認 め られ な か った 。

デ メ チ ル 体 及 びN-オ キ シ ド体 濃 度 につ い て は,4時 間 で

そ れ ぞ れfleroxacin濃 度 の約1/10で,連 続 投 与 期 間 中,

濃度 の顕 著 な 上 昇 は み られ な か っ た 。 また,以 上 の結 果

に は性 差 は 認 め られ な か った 。

2)尿 中 濃 度

測 定 結 果 をTable 23に 示 した。Fleroxacin,デ メチ ル

体 及 びN-オ キ シ ド体 の 濃 度 に つ い て は,雌 雄 と も に用

Table 14. Relative organ weights in female dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks
(g/kg BW)

* Significant difference from the control , p< 0.05
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Table 15. Arthropathy in male dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

#  killed at 44 days

score ;-: negative,•}: trace,+: slight,•¬: moderate

I: atlanto-occipital and atlanto-axial joint, II: shoulder, elbow and carpal joints,

III: metacarpal and phalangeal (forepaw) joints, IV: hip, knee and tarsal joints,

V: metatarsal and phalangeal (hindpaw) joints

Table 16. Arthropathy in female dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

score ; -: negative,•}: trace,+: slight,•¬: moderate,•¬: Severe

I: atlanto-occipital and atlanto-axial joint, II: shoulder, elbow and carpal joints,

III: metacarpal and phalangeal (forepaw) joints, IV: hip, knee and tarsal joints,

V: metatarsal and phalangeal (hindpaw) joints
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Fig. 5. Testis from a male dog orally treated with 50 

mg/kg of fleroxacin for 13 weeks. 

No remarkable changes. 

HE stain, •~66

Fig. 6. Articular cartilage from a male dog orally treated 
with 20 mg/kg of fleroxacin for 13 weeks. 

Blister on distal end of right femur: cavitation with 

rarefaction and desquamation of matrix. 

Toluidine blue stain, x 13.2

Fig. 7. Testis from a male dog orally treated with 50 

mg/kg of fleroxacin for 44 days and killed in extremis. 

Immature pattern. 

Spermatogonia and some spermatocytes are seen. 

HE stain, •~66

Fig. 8. Spleen from a male dog orally treated with 50 

mg/kg of fleroxacin for 44 days and killed in extremis. 

Atrophy of white pulp. 

HE stain, •~33
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量 に比例 した 値 を示 した が,尿 中排 泄 率 に 用 量 との相 関

性 はみ られ なか った 。 また尿 中総 排 泄 率 は,雄 で23.8～

29.3%,雌 で32.2～39.1%で あ り,雌 の 尿 中排 泄 が や や

多 い傾 向 に あ った が,fleroxacin及 び そ の 代 謝 物 の 尿 中

に お ける存 在 割 合 に 明 らか な 相 違 は み られ な か った 。

III.　考 察

Fleroxacinの0,8,20及 び50mg/kg/dayを ビー グル 犬

に13週 間連続経 口投与 して,亜 急性毒性 を検討 した。

その結果,50mg/kg群 では,雄1例 を除 く全例で,投

与 開始 直後 より,摂 餌 量減少,摂 水状態不良,嘔 吐,流

涎,体 重減少 が認め られ た。 この うち,雄1例 は衰弱著

しく,6週 目に切迫屠殺 した。 その他 の イヌで は2～3週

目以後 これ らの症状 は雄 では急 激に,雌 では徐 々に軽減

した。

Table 19. Myelogram in male dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

G/ E: granulocytes/ erythroid cells

Table 20. Myelogram in female dogs orally treated with fleroxacin for 13 weeks

* Significant difference from the control , p < 0.05 G/ E: granulocytes/ erythroid cells
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Table 21. Serum concentrations of fleroxacin and its metabolites in male dogs orally treated with fleroxacin

-: not measured

Table 22. Serum concentrations of fleroxacin and its metabolites in female dogs orally treated with fleroxacin

-: not measured

Table 23. Urinary excretion of fleroxacin and its metabolites in dogs orally treated with fleroxacin

Samples were collected for 24 h after dosing on week 11.
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上記症状 の推移 とfleroxacin血中濃度 との関係 をみ る

と,雄 にお いては,切 迫屠殺 例で は常 時fleroxacinの 血

中濃度が高 いためついに回復せず,他 の1例 では最初か

ら低濃度 を維持 したために無症状 とな り,他 の2例 で は

初期には比較 的高 い濃度であ ったので切迫屠殺例 と似た

症状 を示 したが,2～3週 目以後低 濃度 とな り急激 な回

復 を示 した ものと推察 された。

また,雌 において は,全 例 とも雄の切 迫屠殺例 より低

濃度であ ったが,投 与期間 を通 してほぼ同 じ水準 が続 い

てお り,こ のことが雄の ように急 激に回復せ ず,症 状 の

軽減が徐々に しか認め られなか った原因 と思 われた。

切迫屠殺例で は上記の症状 以外 に も各種検査 で若干 の

変動がみ られたが,こ の内には血 中の白血球数,血 清 中

の総蛋白,グ ルコース,K+濃 度,眼 房水 中のK+濃 度及

び骨格筋CPK活 性 の減少並 びに血 清A/G比 の上昇,尿 中

ケ トン体 陽性 及びQT間 隔の延 長な ど,摂 餌 ・摂 水量減

少に起因す る脱水 ・栄養障害 から くる二次的 な変化 と思

われるものが多かった。 この ことは50mg/kg群 の他の雄

2例及 び雌4例 でみ られた 同様 の変動 の多 くが,摂 餌 ・

摂水量及 び体重が回復す るにつれて改善の方向に向か っ

たことからも示唆 されている。

8及 び20mg/kg群 では雌雄 と も体 重が減少 した例 はな

く,ま た摂餌量,摂 水状態 及び各種検査で も20mg/kg群

の一部 に若干の変動がみ られた以外にはほ とん ど異常 は

認め られなかった。

組織学的検査 において,生 存例 では精細管 の精上皮 ま

たは管腔内に多核巨細胞,管 腔 内に剥 離精細胞 及び壊死

精細胞がみ られ,精 巣上体 は管腔 内に正常精子 の他 に多

核巨細胞,剥 離精細胞,壊 死精細胞並 びに精巣輸 出管 あ

るいは精巣上体管の上皮の剥離細胞 がみ られたが,い ず

れ も出現頻度 は正常範囲内 と考 え られ,精 巣及 び精巣上

体 のその他 の部位 に も異常 は認 め られ なか った。Fle-

roxacinと類縁の合成抗菌剤 であ るofloxacinの7箇 月齢の

イヌを用 いた亜急性 毒性試 験3)及びenoxacinの9～10箇

月齢の イヌを用いた慢性 毒性試験4)においては精巣重量

減少や精子形成の抑制が高用量群で認め られてい る。本

試験 においてfleroxacinの 雄性生 殖器 に及ぼす影響 と し

ては,50mg/kg群 の切迫屠殺例で精巣,精 巣上体及 び前

立腺の異常 が認め られた。 しか し,こ れ らの異常は今回

用いた動物が投与 開始時5箇 月齢で精子形成 が未成熟 の

段階 と思えること,投 与開始直後 よ り著 しい摂 餌量や体

重の減少が続いていた こと,病 理組織学的 にみて成熟 し

た組織 が退行性 に変化 した像 とは考 え難 いこと,並 びに

当所の背 景デ ー タか ら も4～5箇 月齢の イヌでの所見 と

一致 するこ とか ら
,未 成 熟の段 階での発育停止状態 と考

え られた。

切迫屠殺例 ではこの他 に栄養 障害に よる と思われ る リ

ンパ節,胸 腺,骨 格筋で の萎縮及 び胃,肝 臓,腎 臓 での

空胞変性並 びに骨髄での造血減少 などの退行性 変化が認

め られた。切迫屠殺例でみ られ た白脾髄 の萎縮 あるいは

肝細胞 の空胞変性 は,雄50mg/kg群 の生 存例で も各1例

ずつ に認め られたがfleroxacin投 与 との因果関係 は不 明

であ る。 この他に散見 された病変 はその種類及 び発生頻

度 か らみて偶 発的な もの と考え られた。

Fleroxacin投 与群 にみ られ た関節 軟骨表面 の損 傷 は,

類縁 の合成抗菌剤 において幼 若犬に認め られてい るもの

と同様 の変化 であ り3.4),また成犬 を用 いて行 った予備

試験1)では なん ら関節 異常 はみ られなか ったこ とか ら,

今 回用いた イヌが投 与開始時5箇 月齢 と幼若 であ ったた

め に発現 した ものと考 え られた。
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SUBACUTE ORAL TOXICITY STUDY ON FLEROXACIN IN DOGS

SHIGERU IMAI, YASUYUKI NOMOTO, MASAHIRO KASAI, SHOJI OHTAKE, TAMOTSU TORIYABE and HIROFUMI TANASE

Technical Center of Development, Kyorin Pharmaceutical Co., Ltd.

1- 3- 32, Ukima, Kita- ku, Tokyo 115, Japan

HISAO KUSAJIMA

Central Research Laboratories, Kyorin Pharmaceutical Co., Ltd.

We performed a subacute toxicity study of fleroxacin in 5- month old beagles. Fleroxacin was given orally at daily doses of

0 (control), 8, 20 and 50 mg/ kg for 13 weeks. The following results were obtained.

1. In the 50 mg/ kg group, reduced food and water consumption, body weight loss, vomiting and salivation were seen

immediately after the beginning of fleroxacin administration. Subsequently, one male showed clonic convulsion, reduced body

temperature and spontaneous motor activity and was killed on study week 6 because of deterioration in general condition. In

the other animals, the changes mentioned above normalized or showed a tendency to recover after 2 to 3 weeks.

2. In the 50 mg/ kg group, some changes were found in the clinical examination and organ weight measurements. These

were considered to be due to dehydration, malnutrition and body weight loss. In the survivors, however, most of these changes

tended to improve together with a recovery in food consumption, water intake and body weight gain. In the 8 mg/ kg and 20

mg/ kg group, no abnormalities of body weight, food and water consumption or other parameters were seen apart from some

minor deviations in the 20 mg/ kg group.

3. In the dogs given 20 mg/ kg or more, reluctance to stand or walk and abnormal gait were seen as a clinical manifestation

of arthropathy. At autopsy, blistering and erosions on the articular cartilage surfaces were found in all dose groups.

4. In the histopathological examination, the seminiferous tubules, epididymal ducts and prostatic epithelia showed

immature patterns in the killed animals. Further histopathological findings thought to be due to malnutrition in these animals

were atrophy of the lymph nodes, thymus, pancreas and skeletal muscle and vacuolar degeneration of the chief cells of the

stomach, hepatocytes and renal distal tubules as well as reduced hematopoiesis in the bone marrow.

5. As mentioned above, the main toxic changes induced by fleroxacin were reduced food and water consumption, body

weight loss and injuries of the articular cartilage. Most of the other changes were considered to be due to dehydration and

malnutrition.


