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Panipenem/betamipronの90日 間連続静脈 内投与 による

ラ ッ トに対す る亜 急性毒性試験

真鍋 淳 ・木村 邦男 ・松本 悦嗣 ・矢本 敬 ・松 沼尚史 ・増田 裕

三共株式会社 ・安全性研究所"

新 しいカルバペ ネム系抗生物質であるpanipenem(PAPM)と 有 機イオン輸送の抑制作用を

有す るbetamipron(BP)の 等 量配合剤であるpanipenem/betamipron(PAPM/BP)の90日 間連

続静脈内投与によるラットに対す る亜急性毒性試験 を実施 した。

7週 齢の雌雄F344ラ ッ トにPAPM/BPの400,200,100mg/kg/day(以 下 同様にそれぞれPAPM/

BP400/400,200/200,100/100mg/kg/dayを 意 味する)お よびBPの400,200mg/kg/dayを 投

与し,溶 媒対照群(生 理食塩液投与群)と 比較 した。

投与初期に対照群を含む各群の数例 に軟便の排泄が散見 された以外,一 般状態に変化はな く,

試験期間を通 じて死亡はなかった。体重はPAPM/BP400mg/kg群 の雄 で軽度な増加抑制を認め

たが,摂 餌量推移に変化はなく,尿 検査および眼科的検査に も異常は認められなかった。

90日 間投与終了後の検査 では,PAPM/BP100お よび400mg/kg群 の雄で赤血球数の減少,平

均赤血球ヘモグロビン量の増加,400mg/kg群 の雄 でヘマ トクリッ ト値の減少,200,400mg/kg

群の雌でナ トリウムの減少など,ま たBP400mg/kg群 の雄 で赤血球,ヘ マ トクリット値の減少,

200,400mg/kg群 の雌でナ トリウムの減少など,い ずれ も軽度な変化が認められた。 しか し,

病理組織学的には検索 したすべ ての臓器に異常はみ られなかった。

以上,本 試験ではPAPM/BPあ るいはBPの 毒 性 を示唆する特異的な変化は検 出されなかった。
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Panipenem/betamipron(PAPM/BP)は 三 共株式

会社で開発 されたカルバペネム系抗生物質panipenem

(PAPM)とbetamipron(BP;N-ベ ンゾイルーβ-ア

ラニン)を1:1(重 量 比)に 配合 した注射用抗生物質 で

ある。BPは 腎臓におけるβ-ラ クタム剤取 り込み抑制作

用を有する有機イオン輸送抑制剤であ り,PAPMの 腎

臓に対する安全性 をさらに高めるための配合剤 として,

その有用性が認められている。今回PAPM/BPの 安 全

性評価の一環 として,ラ ットに対す る90日 間連続静脈

内投与試験 を実施 した。以下.本 報告ではPAPM/BP

の投 与量はその表示量のPAPMお よびBPが1:1の 配

合比で含 まれることを意味す る。

I.材 料 と方法

1.実 験動物および飼育条件

三共株式会社安全性研究所の生産施設で繁 殖育成 し

た4週 齢のF344ラ ッ トを環境に約3週 間馴化させたの

ち,7週 齢で実験に使用 した。動物は,室 温23±2℃,

湿度55±5%,照 明13時 間/日,換 気回数12回 以上/

時間の条件に制御 した試験室で,ブ ラケットケージ(日

本ケー ジ株式会社)に1匹 ずつ収容 し,放 射線滅菌 し

た固型飼料(NMF,オ リエンタル酵母工業株式会社)

お よび水(水 道水)を 自由に摂取 させた。

対照群1群,PAPM/BP投 与 群3群 およびBP投 与群

2群 の計6群 を設け,1群 雌雄各10例 とした。すなわ

ち,雌 雄各60例,合 計120例 の ラッ トを用いた。試験開

始時の動物の体重範囲は,雄182～205g,雌125～143g

で あった。

2.投 与量および投与方法

今回の試験に先だって行ったPAPM/BPの14日 間連

続静脈内投与による亜急性毒性試験1)(投 与量:800,

400,200,100mg/kg/day)で は,400mg/kg以 上 の雄

の投与群および雌の800mg/kg群 で体重増加抑制が認め

られた。 この結果と本試験が90日 間の連続静脈内投与

であることを勘案 し,本 試験におけ るPAPM/BPの 最

高用量 を400mg/kg/dayと 定め,以 下200お よび100mg/

kg/dayの 投 与群 を設けた。さらに,BPの400,200mg/

kg/dayを 投 与する群および生理食塩液 を投与する対照

群の計6群 を設定 した。
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PAPMの 凍 結乾燥品にBPを10%含 む水溶液を加 え

て,PAPMお よびBPの 両 者を10%ず つ含む溶液を作製

した。次いでこれを生理食塩液(大 塚製薬株式会社)

にて希釈 し,PAPMお よびBPの 両 者を5あ るいは2.5

%含 有 する溶液を作製 した。これらをそれぞれPAPM/

BPの400,200,100mg/kg投 与群に0.4m1/1009(体 重)

の投与容量で投与 した。また,BPの10%水 溶液および

これを生理食塩液で希釈 した5%溶 液をそれぞれBPの

400,200mg/kg投 与群に0.4ml/100g(体 重)の 投与容

量で投与 した。さらに,対 照群には生理食塩液を0.4m1/

100g(体 重)の 容量で投与 した。投与検体は毎 日投与

直前に調製 し,マ イクロチューブポンプ(MP―3型:東

京理科機械株式会社)と タイマー(505型:DIMCO-

GRAYCOMPANY>で 構 成 した自動注入装置 を用い,

1.2m1/分 の速度で尾静脈 内に投与 した。

3.検 査項 目

1)一 般状態

試験期間中毎 日,動 物の示す行動,糞 および尿の状

態 を観察 した。

2)体 重

投与開始 日を初回として試験終了までの週2回,自

動天秤(ED-2000,ED-2800M型:株 式会社島津製作

所)を 用い測定 した。

3)摂 餌量

試験開始 日に給餌量を,そ の後は試験終了までの週

1回,残 餌量および給餌量を自動天秤(前 述)を 用い

て測定 した。測定値から計算によって1日1匹 あた り

の摂餌量 を算出した。

4)尿 検査

投与72日 目の投与前に,対 照群,BP400mg/kg群 お

よびPAPM/BP400mg/kg群 の 雌雄全例の新鮮尿 を採

取して,マ ルチスティック検査紙(Ames社)を 用い,

pH,蛋 白質,ブ ドウ糖,ケ トン体,潜 血,ビ リルビン

およびウロビリノーゲンについて検i査した。

5)眼 科的検査

投与72日 目の投与後に,対 照群,BP400mg/kg群 お

よびPAPM/BP400mg/kg群 の雌雄全例について,眼 瞼

および眼瞼周囲を肉眼的に観察 した後,瞬 目反射およ

び瞳孔反射 を調べ,さ らに眼底 カメラ(RC-2型:興 和

株式会社)を 用いて眼底 を検査 した。

6)血 液学的検査

90日 間投与終了の24時 間後に,エ チルエーテル軽麻

酔下で腹部大動脈か ら採血し,以 下の検査 を実施 した。

赤血球数(電 気抵抗法a),ヘ モ グロビン(オ キシヘモ

グロビン法a),ヘ マ トクリッ ト値(MCV累 積法a),平

均 赤血球ヘモグロビン量(計 算法a),平 均赤血球容積(計

算法a),平 均赤血球ヘモグロビン濃度(計 算法a),血 小

板数(電 気抵抗法b),フ ィブ リン濃度(散 乱光法C),プ

ロ トロンビン時間(散 乱光法c),活 性化部分 トロンボプ

ラスチン時間(散 乱光法c),白 血球数(電 気抵抗法a),

白血球百分率(Wright染 色d),好 中球数(計 算法d),

リンパ球数(計 算法d>,網 赤 血球数(ブ レッカー法り。

なお,測 定には以下の機器 を用いた。

a:CC-720カ ウ ンター(東 亜医用電子株式会社)

b:PL-100(東 亜 医用電子株式会社)

c:コ ア グマ スター(三 共株式会社)

d:マ イ クロックスHEG-70A(オ ム ロン)

7)臨 床 生化学的検査

90日 間投与終了24時 間後に採取 した血液(前 述〉の

一部 を室温に30分 間放置 した後 ,冷 却遠心機(日 立05

PR-22型:株 式会社 日立製作所)で 遠心分離(2000r.p.

m.,10min)し て得 られた血清について,以 下の検査を

実施 した。

トランスア ミナーゼ(GOTお よびGPT,UV法),ア

ル カリホスファターゼ(Kind-King変 法),総 ビ リルビ

ン(blue alkalizo bilimbin法),総 コレステロール(酵

素法),グ ル コース(酵 素法),総 蛋 白(Biuret法),ア

ルブ ミン(bromcresol green法),A/G比(計 算法〉,

尿 素窒素(ureaseindophenol法),ク レアチニン(Jaffε

変 法),ナ トリウム(flame photometry法),カ リウム

(flame photometry法),カ ル シウム(OCPC法),無

機 リン(Fiske-Subbarow変 法)。 ナ トリウムおよびカ

リウムは炎光光度計775型(株 式会社 日立製作所〉によ

り,他 の項 目は 自動分析装置726型(株 式会社 日立製作

所)に より測定 した。

8)病 理解剖学的検査および臓器重量測定

90日 間投与終了24時 間後に,腹 部大動脈 より大量採

血 して致死 させたのち,解 剖 して肉眼的な異常を観察,

次 いで以下の臓器 を摘出して自動天秤(ED-H60型,ED

-200型
,ED-200M型:株 式会社 島津製作所)に てそれ

ぞれ重量を測定 した。

重量測定臓器:脳,下 垂体,甲 状腺,胸 腺,肺,心

臓,肝 臓,腎 臓,脾 臓,副 腎,精 巣,前 立腺,精 嚢,

卵 巣,子 宮。 なお,腎 臓,副 腎,精 巣,卵 巣について

は左右別々に測定 した。

9)病 理組織学的検査

(1)光 学 顕微鏡検査

90日 間投与終了24時 間後に重量測定用 として採取 し

た諸臓器に加え,膵 臓 骨髄,胃,小 腸,大 腸,膀 胱,

脊髄,腸 間膜 リンパ節,顎 下腺,内 耳,眼 球およびハ

ーダー腺を採取 し・10%中 性 緩衝 ホルマ リン液(内 耳

と眼球はプアン液)で 固定 した。 固定後,常 法に従っ
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て組織標本を作製 し,ヘ マ トキシリン ・エオジン染色

を施 し,組 織学的検索 を行った。

なお,脊 髄,眼 球,ハ ーダー腺および内耳の採材 と

検査は,対 照群,BP400mg/kg群 お よびPAPM/BP400

mg/kg群 の雌雄各5例 のみ とした。

(2)電 子 顕微鏡検査

90日 間投与終 了24時 間後に対照群,BP400mg/kg群

お よびPAPM/BP400mg/kg群 の雌雄各2例 の肝臓 と

腎臓の一部を採取 した。採取 した試料は,4%グ ル タ

ルアルデヒ ド溶液(4℃)で2時 間固定 し,さ らに2

%四 酸化オス ミウム溶液(4℃)で2時 間後固定 を行

っ た。次 い で,常 法 に 従 っ て 脱 水 し,Poly/Bed

812 (Polyscience社)に 包埋 した。完成 した電顕ブロッ

クから超薄切片を作製 し,ウ ラン ・鉛二重染色 を施 し

てJEM-100CXII(日 本電子株式会社)で 観察 した。

10.統 計学的処理

体重,摂 餌量,臓 器重量の測定値および血液学的検

査値,臨 床生化学的検査値は コンピュー タに入力し,

所定のプログラムに従 って,雌 雄各群別の平均値 と標

準誤差を求めた。 さらに,対 照群 と各投与群の平均値

の差については,BMDP-3D法(BMDP Statistical

Software, Inc.)に よ りその有意差を検定 した。

II.結 果

1.一 般状態

一般状態の変化 として
,雌 雄のPAPM/BP200,400

mg/kg群,BP雄200mg/kg群,雌 雄のBP400mg/kg群

お よび雄の対照群に軟便の排泄が散見された。 その出

現頻度はPAPM/BP400mg/kg群 でやや高い傾 向を示し

た。

2.体 重変化

対照群 と比較 して雌雄各投与群 とも試験期間を通 じ

統計学的に有意 な変化を認めなか った。なお,投 与49

日目に対照群を含む雌雄全群で一過性の体重減少がみ

られたが,こ れは給水不良により生 じた事象であ り,

投与52日 目には回復 した。

3.摂 餌量

PAPM/BP雄100mg/kg群 の 投 与70日 目 お よ び

PAPM/BP雄400mg/kg群 の投与77日 目の値のみが対

照群に比較 して統計学的に有意に小 さかった。雄の各

投与群は対照群に比 して統計学的に有意な差 を示 さな

かった。

4.尿 検査

雌雄各投与群のいずれの検査項 目にも対照群 との差

は認め られなかった。

5.眼 科的検査

対照群,BP400mg/kg群 お よびPAPM/BP400mg/kg

群 とも,今 回実施 したすべ ての検査項 目に異常 を認め

なか った。

6.血 液学的検査

検査結果をTable 1,2に 示 す。また,対 照群に比較

して平均値が統計学的な有意差 を示 した項 目お よび投

与群を以下にまとめた。

高い値 を示 した項 目および投与群:平 均赤血球ヘモ

グロビン量(PAPM/BP雄100,PAPM/BP雄400お よ

びBP雄400mg/kg),平 均 赤 血球ヘ モ グ ロビ ン濃度

(PAPM/BP雄400mg/kg),平 均 赤血球容積(BP雌

400mg/kg)。

低 い値 を示 した項 目お よ び投 与 群:赤 血球 数

(PAPM/BP雄100,PAPM/BP雄400お よびBP雄400

mg/kg),ヘ マ トクリッ ト値(PAPM/BP雄400お よび

BP雄400mg/kg)。

7.臨 床生化学的検査

結果をTable 3,4に 示 す。また,対 照群 に比較 して

平均値が統計学的 な有意差 を示 した項 目および投与群

を以下にまとめた。

低 い値 を示 した項 目お よび投与群:ナ トリウ ム

(PAPM/BP雌200,PAPM/BP雌400,BP雌200お よ

びBP400mg/kg)。

8.病 理 解剖学的検査

90日 間投与終了後の病理解剖学的検査 では,雌 雄各

群 とも異常は観察されなかった。

9.臓 器重量

対照群 との比較において,PAPM/BPあ る いはBP投

与 群の肝臓,腎 臓 副腎,脾 臓の実測値 あるいは比体

重値に統計学的に有意な差が認め られた。 しか し,実

測値および比体重値が ともに統計学的な有意差 を持っ

て同一方向に変動 したのは,PAPM/BP雌200mg/kg群

の肝臓(高 値)の みであった。

10.病 理組織学的検査

(1)光学顕微鏡検査

対照群 を含む全群の肝臓に,背 景病変 と判断 され る

軽度の細胞浸潤が観察 されたが,PAPM/BPお よびBP

の 両投与群にこれらの化合物の毒性 を示唆する特異的

な病理組織学的変化は検出されなかった。

(2)電子顕微鏡検査

対照群,PAPM/BP投 与群 およびBP投 与群の肝臓お

よび腎臓を観察 したが,そ れ らの微細形態学的構造に

異常は検出されなかった。

III.考 察

PAPMとBPの 配合剤(PAPM/BP)の90日 間連続静

脈内投与によるラッ トに対す る亜急性毒性 を検討す る

目的で,PAPM/BPあ るいはBPを ラ ットに投与 して,
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その結果 を対照群(生 理食塩液投与群)と 比較 した。

一般状態の変化 として
,対 照群を含む各投与群の少

数例に軟便の排泄を認めた。この変化はPAPM/BPの

400mg/kg群 でやや高頻度に出現する傾向を示 した。

PAPM/BP雄400mg/kg群 に軽度な体重増加の抑制傾

向が認め られたが,そ の他の一般状態,摂 餌量推移,

尿 検査および眼科的検査に異常は認め られず,試 験期

間を通 じて死亡は観察 されなかった。PAPMを ラ ッ ト

に90日 間連続静脈内投与 した試験2)において報告 した尿

の色調の変化(褐 色尿)はBPを 併用 した本試験 では検

出されなかった。本試験およびPAPM単 独 投与試験 と

もに尿検査には異常 を認めていない。

また,投 与終了後の検査ではPAPM/BP投 与群の100

お よび400mg/kg群 の雄 で赤血球数の減少,平 均赤血球

ヘモグロビン量の増加 ,400mg/kg群 の雄でヘマ トクリ

ッ ト値の減少,平 均赤血球ヘモグロビン濃度の増加,

200お よび400mg/kg群 の雌でナ トリウムの減少,200mg/

kgの 雌 で肝重量の増加が認め られた。

一方
,BP投 与群では,400mg/kg群 の雄で赤血球数

およびヘマ トクリッ ト値 の減少,平 均赤血球ヘモグロ

ビン量の増加,200お よび400mg/kg群 の雌でナ トリウ

ムの減少,400mg/kg群 の雌で平均赤血球容積の増加 な

どが観察された。

しか し,こ れらの変化はいずれ も対照群 との差が極

めて軽度で,電 子顕微鏡検査 を含めた病理組織学的検

査でも検索 したすべ ての臓器に異常は認め られなかっ

た。 さらに,こ れ らの変化には明確 な投与量依存性を

認めなか った。従って,今 回検 出された種々の変化は

検体の投与に起因 した特異的な毒性 を示す ものではな

い と考 える。

一般にこの種の抗生物質 で問題 となる腎障害に対し

てラットは比較的感度が低い とされ る。PAPMと 同様

カルバペネム系の抗生物質であるimipenemの900mg/kg

を ラッ トに21日 間連続静脈内投与 して も腎毒性は発現

しない3)。さらに,PAPMで は その900mg/kgを ラ ット

に90日 間連続静脈内投与 した試験2)で も腎毒性をはじめ

としてPAPMの 特 異的な毒性は検出されなかった。従

って,本 試験の結果 も考 え合わせ るとこの種の抗生物

質はラッ トに特異的な毒性 を発現 しに くいものと考え

られ る。
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SUBACUTE TOXICOLOGICAL STUDY IN RATS TREATED

INTRAVENOUSLY WITH PANIPENEM/BETAMIPRON FOR 90 DAYS
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Naochika Matsunuma and Hiroshi Masuda
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Pamipenem/betamipron (PAPM/BP) is a combination of newly developed carbapenem (panipenem

(PAPM) ) and betamipron (BP). The combination ratio is 1: 1. PAPM/BP was intravenously
administered to rats for 90 days in order to clarify its subacute toxicity.

Male and female F344 rats, 7 weeks of age, were given 400, 200 and 100mg/kg of PAPM/BP

(PAPM/BP 400/400, 200/200, and 100/100mg/kg, respectively) , 400 and 200mg/kg of BP, and saline.
No abnormalities in general conditions were observed without soft stool which was found in a few

animals from all groups, including control, and no animals died during study period. Although a slight

suppression of weight gain was observed in males given 400mg/kg of PAPM/BP, urinalysis and

ophthalmology revealed no abnormalities in all treated groups. Moreover, food intake levels did not
varied significantly in all treated groups.

At the end of administration, hematological and serum biochemical examination showed slight

changes in PAPM/BP treated groups, e.g., decrease of RBC count and increase of mean corpuscular

hemoglobin in males given 100 and 400mg/kg, decrease of hematocrit value in males of 400mg/kg

group, reduction of sodium level in females receiving 200 and 400mg/kg. In BP treated groups,
decrease of RBC count and hematocrit value in females of 200 and 400mg/kg groups, and reduction

of sodium level in females receiving 200 and 400mg/kg were observed. However, pathological

examination revealed no toxic findings in all organs examined.

In conclusion, any specific findings which indicated the toxicity of PAPM/BP or BP were not

detected in the present study.


