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Cefclidinの ウサギにおける単回静脈内投与による腎毒性試験

細川 暁,岡 田文弘,見 上 孝,西 村 修,大 角 勇,松 原孝雄
ェーザイ株式会社安全性研究部零

新 しいcephalosporin系 抗 生物 質 であ るcefclidin(CFCL)の 腎障 害性 を,ウ サ ギ を用 いてcef-

azolin(CEZ)お よびcephalothin(CET)と 比 較検 討 した。6カ 月齢 の雄 ウサ ギにCFCL500

お よび2,000mg/kg,CEZ2,000mg/kgお よびCET2,000mg/kgを1回 静 脈 内投与 した。

CFCL500mg/kgで は腎障 害 は認め られな か った。CFCL2,000mg/kgで は,内 因性 クレア

チ ニン ク リア ラ ン スの低下,病 理 組 織学 的 に は近位 尿 細 管上 皮 細 胞 の空 胞 化 が認 め られ た。

CET2、000mg/kgで は,病 理組 織学 的 に少数 例 で近位 尿細 管上 皮細 胞の 空 胞化 が認 め られ た。

CEZ2,000mg/kgで は 明 らか な 腎障害 が認 め られ,尿 蛋 白の 増加,内 因性 クレアチニ ン ク リア

ランスの低下,尿 中γ-GTP排 泄 の増加,尿 中PSP排 泄率 の低 下が 認め られ た。病理 組織 検査 で

は,近 位 尿細 管上 皮細 胞の 空胞化 お よび壊死 を主体 と した変化 が 認め られ た。

以上の結果 か ら,CFCLの 腎障害性 の程 度 は,CEZと 比較 して 明 らかに弱 く,CETよ りやや 強

い もの と考 え られ た。
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Cefclidin(CFCL)は,エ ーザ イ株 式会社 にて新 たに

開発 されたcephalosporin系 抗生 物質 で あ る。 一般 的

にcephalosporin系 抗生 物質 の 副作 用 として 腎 障害 性

が広 く知 られてい るが,こ れ ら抗生 物質 の開 発 に際 し

てその腎障害性 を把握 す る事 は重要 な課 題 の一つ で あ

る。CFCLの 腎障害性 につ いて はす で に ラ ッ トを用 い

た腎毒性試験 レ2》にお いて,そ の 腎障害性 は軽 微 であ る

事が明 らか となって い る。 一方,Atikinsonら3)は,ce-

phalosporin系 抗生物 質 の腎 障害 性 に は イ ヌや ラ ッ ト

に比ベ ウサ ギが最 も感 受性 が高 い種 であ る事 を報 告 し

ている。

そこで今回,ウ サ ギを用 いてCFCLの 腎障 害性 を検

討 す る と と もに,そ の 腎障 害 性 に つ い てcefazolin

(CEZ)お よびcephalothin(CET)と 比較 した。

1.材 料 および方法

1.被 検物質

CFCLは5%お よび20%(w/v),CEZ(藤 沢薬 品工

業)お よびCET(塩 野義 製薬)は20%(w/v)に な る

ように生理 食塩 液 を用 い て溶解 した。 いず れ も溶解 後

は0.45μmの ミリポアフ ィル ター を用 い て濾過後使 用

した。

2.供 試動物 お よび飼育 環境

当社で 自家繁 殖 したJW-NIBS雄 ウサ ギ を5カ 月 齢

で搬 入 し,約1カ 月 間予 備 飼 育 し,6カ 月齢 の 体 重

2.37～2.88kgで 実 験 に使用 した。

実 験 は温 度21～25℃,湿 度45～60%,照 明 時 間7:

00～19:00,換 気 回数10回 以上/hrに 設定 され た環境

下 で行 った。 飼料 は オ リエ ンタル酵母(株)製 の ウサ

ギ用 固型 飼料RG4,飲 水 は紫外 線照射 滅菌 水 をいず れ

も 自由 に摂取 させ た。 な お,被 検 物質 投 与後 は水 のみ

を与 えて絶 食 と した。

3.投 与量 お よび投 与方 法

投 与量 お よび群 構成 はTable1に 示 した。 投与 は臨

床 での投 与 ルー トに準 じ静 脈 内投与 と し,そ れ ぞれの

所定 量 を耳 静脈 よ り1回 投 与 した。 投 与容 量 は10ml/

kgと し,投 与直 前の体 重 を基 に算定 した。な お,対 照

群 に は生 理 食塩水 を投与 した。

4.検 査項 目お よび方 法

1)一 般観 察

投与 日 と投与 後1日 に一般 状態,死 亡 の有 無 体 重

お よび摂餌 量 を測定 した。

2)血 液 生化 学 的検査

投与 日 と投与 後1日 にヘパ リン添加 注射 器 を用 いて

耳 静脈 よ り採血 し,得 られ た血漿 につ い てBUN(酵 素

法)お よび ク レア チニ ン(Jaffe法)を 測定 した。

3)尿 検 査

投 与 日と投 与後1日 に,代 謝 ケー ジお よび カ テー テ

ル を用 いて24時 間 尿 を採取 し,尿 量pH・ 蛋 白 ・ケ ト

*〒501-61羽 島郡川 島町竹早町1
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Table 1. Experimental design Table 2. Plasma BUN and creatinine of the rabbits after

single intravenous administration with cefclidin,

cefazolin and cephalothin

*0.01<p<0.05  compared with control

Table 3. Urinalysis of rabbits after single intravenous administration

with cefclidin, cefazolin and cephalothin

1) Mean•}S.E. 2) N R : normal *0.01<p<0.05, **p<0.01 compared with control

Table 4. PSP excretion and Ccr24 in rabbits after single intra-

venous administration of cefclidin, cefazolin and

cephalothin

*0.01<p<0.05, ** p<0.01  compared with control

Table 5. Kidney weight of rabbits after single intravenous

administration with cefclidin, cefazolin and cephalothin

*0.01<p<0.05 compared with control
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Table 6. Macroscopic and microscopic findings on kidneys of rabbits after single

intravenous administration with cefclidin, cefazolin and cephalothin

-

; negative,•}; slight,•}; moderate,œO; marked

ン体 ・潜血 ・グル コー ス(ラ ブ スティックスIII,マ イル

ス三共),ビ リル ビン ・ウロビ リノー ゲ ン(BMテ ス ト

BU・BM社)を 測 定 した。 さ ら に γ-GTP総 排 泄 量

(Szasz法)お よび クレアチニ ン総 排 泄量(Jaffe法)に

ついても測定 した。

4)ク レアチニ ンク リア ランス

血漿お よび尿 につ いて クレアチ ニ ン濃度 を測 定 し,

24時間内因性 クレアチ ニ ンク リア ラ ンス(Ccr24)を 算

出 した。

5)PSPテ ス ト

投与後1日 に 各群 の半 数例 に つ いて 以 下 の 手順 で

PSPテ ス トを実施 した。

カテー テル を用 い て 完全 に排 尿 させ た後,水(50

ml/匹)を 強 制 経 口 投 与 し た。約30分 後0 .6%PSP

(phenolsulfonphthalein injection,第 一 製薬)0 .2ml

を耳静脈 よ り投与 した。PSP投 与60分 後に カテー テル

を用いて膀胱尿 を採取 した。尿 中PSP濃 度 は採取 した

尿に10%NaOHを 数 的加 え発色 させ 比色 定量(545nm)

し,PSP投 与絶 対量 に対 す る排 泄絶 対量 の割合(PSP

排 泄率)を 算 出 した。

6)病 理 学的検 索

投 与 後1日 に屠殺銃 を用 い致 死せ しめ,諸 臓器 の 肉

眼観 察 を行 う とともに腎 を採取 し,腎 の 湿重 量 を測定

した。10%中 性緩 衝 ホルマ リン液 にて 固定 し,常 法 に

従 いパ ラ フィ ン切 片 を作製 後H-E染 色お よびPAS染 色

を施 し組 織学 的観 察 を実施 した。

また,各 群 の半 数例 につ い ては 腎皮質 の一 部 を2%

グル ター ル アル デ ヒ ドお よび2%オ ス ミウム酸 に よる

二重 固定 を実 施 し,エ ポキ シ樹脂 に包埋 した。超 薄切

片作 製後,酢 酸 ウ ラニ ルお よび鉛混合 液 に よ る二 重染

色 を実 施 し,透 過 型 電子 顕微鏡(日 本電 子JEM-100S)

を用 い て観 察 した。

7)統 計 学 的処理

各検 査 項 目につ い て対 照群 と薬 物 投 与 群 との 間 で

Studentt-検 定 を行 った。
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II.結 果

1.一 般 観察

一般状 態 お よび体 重 の変化 は,い ず れの群 に おい て

も認 め られ なか った。 摂水 量 はCET2,000mg/kg群 で

有意 な増加 を示 し,CFCL2,000mg/kgお よびCEZ2,000

mg/kg群 で増加傾 向 を示 した。

2。 血液 生化 学的検 査(Table2)

BUNは いずれ の群 で も変化 は認め られ なか っ た。

クレア チニ ンはCET2,000mg/kg群 で有意 な増加 が 認

め られ た。

3.尿 検 査(Table3)

尿量 はCFCL500mg/kg群 で減少傾 向 を示 した。

γ-GTP排 泄量 で は,CFCL2,000mg/kg群 で 増加 傾 向,

CEZ2,000mg/kg群 で有 意 な増加 が認め られ た。尿 中 ク

レア チニ ンに 関 して はCFCL2,000mg/kg群 で 尿量 の

減 少 に依 存 した総 排 泄 量 の 低 下 が 認 め られ,CFCL

2,000mg/kg群 では有意 な低 下,CEZ2,000mg/kg群 で

は低 下傾 向が認 め られ た。尿 蛋 白はCEZ2,000mg/kg

群 で増加 す る個 体 が 多 く認 め られ た。 その他,CFCL,

CEZお よびCET2,000mg/kg群 の少 数例 で ケ トン体

陽性 を示 す個体 が認 め られた。pH,グ ル コー ス,潜 血

お よび ビ リル ビンにつ いては,対 照群 と薬 物投 与群 と

の 間に差 は認め られ なか った。

4.PSPテ ス トお よび クレア チニ ン ク リア ランス

(Table4)

PSP排 泄率 はCEZ2,000mg/kg群 で有 意 な低 下が 認

め られ たが,他 の投 与群 で は影響 は認め られ なか った。

クレアチニ ン ク リア ラン スは,CFCL500,2,000mg/

kgお よびCEZ2,000mg/kg群 で有 意 な低 下が 認め られ

た。 また,CET2,000mg/kg群 では 有意 な上 昇 を示 し

た。

5.病 理学 的所 見

1)腎 重 量(Table5)

CEZ2,000mg/kg群 で相 対 重量 の有 意 な増加 が認 め

られ たが,そ の他 の薬物 投 与群 では異常 は み られ なか

った。

2)腎 の肉眼所 見(Table6)

CFCL500mg/kg群 の1例 に 腎の 白色腫瘤(腎 芽腫)

が認 め られたが,そ の他 の個 体 には 異常 は認め られ な

か った。CFCL2,000mg/kg群 で は,腎 皮質 の軽度 な退

色 を示 す個体 が 認め られ た。CEZ2,000mg/kg群 では,

全例 が軽度 ～高 度 に腎皮質 の退 色 を呈 し,さ らに腫 大

を伴 う個体 も認め られ た。CET2,000mg/kg群 で は,

1例 に腎皮 質 の退色 が軽度 に認 め られ た。

3)光 顕に よる腎の組織 所 見(Table6)

CFCL500mg/kg群 では 異常 は認 め られ なか った

(Photo1)。CFCL2,000mg/kg群 で は,近 位 尿細 管

上皮 細胞 の空 胞化 が軽 度 ～中等 度 に認 め られ(Photo

2),尿 細管 の拡 張 を示 す個体 もみ られ た。CEZ2,000

mg/kg群 では,近 位 尿細 管上 皮 細 胞の 空胞化,壊 死,

尿 細管拡 張 さ らに尿 円柱 な ど強 い腎障害 が認め られた

(Photo3)。CET2、000mg/kg群 で は,少 数例に近位

尿 細管上 皮細 胞の腫 大,空 胞化 を認め たのみであった

(Photo4)。

4)腎 の電 顕所 見

CFCL500mg/kg群 では 異常 は認め られなかった。

CFCL2,000mg/kg群 では,近 位尿 細管 上皮細胞にお

け るapicalvacuoleの 拡 張 と増加,種 々の電子密度の

1ysosomal dense body(Photo5)の 増加 お よびゴル

ジ装置 の肥大 が認 め られ,さ らに細胞 間隙の拡張およ

び小 胞 体 の 拡 張 を示 す 尿 細 管 も認 め られ た。CEZ

2,000mg/kg群 では,上 記 変化 に加 え刷 子縁の脱落,

ミトコン ドリア の膨化,basal infoldingの 消失,核 ク

ロマ チ ンの凝 集 と核 膜 の断列,さ らにcytosegresome

の出現 も認 め られ た(Photo6)。 また,比 較的障害の

少 ない尿細 管 では,lysosomal dense bodyの 破壊像を

示す と思 われ る電子密 度が 不均一 で膜構 造の不明瞭な

小体 も認め られ た(Photo7)。CET2,000mg/kg群

で は,apicalvacuoleの 拡 張 と増加,lysosomal dense

bodyの 増加 お よび ゴル ジ装 置 の肥大 が認め られ,一部

の尿 細管 では小 胞体 の拡張 もみ られ た(Photo8)。

III.考 察

一 般的 にcephalosporin系 抗生 物質 の毒 性 として,

腎 障害 が知 られ て い る。 その 腎 障害 性 につ いてはc&

phaloridin(CER)が 最 も強 く,CETは 比較的弱いも

の とされて お り,CEZは その 中間 に位 置す るものと考

え られ てい る4)。今 回,CFCLの 腎障害性 を把握する目

的 で,cephalosporin系 抗 生物 質の 腎障害 に対 し感受性

が 高 い とされ て い る ウサ ギ を用 い てCEZお よびCET

との腎 障害性 の 比較 を行 った。

CEZを ウサ ギに単 回大量投 与 した場合,近 位尿細管

上 皮細 胞の壊 死 を招 来 し,機 能的 に も異 常 を起 こすこ

とが報 告 されて い る鋤 。本試験 に おいて も,CEZ2000

mg/kgの 単 回投 与 に よ り高度 な 腎障害 が認 め られた。

即 ち,腎 重量 増加,PSP排 泄率 低下,尿 中γ-GTP排 泄

増加 等が 認め られ,組 織学 的 に も近位 尿細管上皮細胞

の変性 ・壊 死 を主体 とした変化 が認め られ た。抗生物

質 に よ る腎障 害 の病 理 発 生 につ いて はWatanabe7)は

以下 の様 に推察 してい る。 抗生 物質 をラッ トに投与し

た場 合,近 位 尿 細管上 皮 にお いてendocytosisあ るいは

pinocytosisに よ り取 り込 まれ,heterolysosomeを 形成

す るが,腎 障 害 性 の 強 いGentamycinやCERは

lysosomeの 破 壊 を招 来 し細 胞 死 に到 らしめ る。 しか

し,腎 障害性 の弱 いCETやcephacetrileで はlysosome
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Photo 1. No remarkable changes are seen.

Cefclidin 500mg/kg,×150

Photo 3. Necrosis of proximal tubular

epithelium.

Cefazolin 2,000mg/kg,×150

の破壊 は認め られな いこ とか ら,lysosomeの 破 壊 の有

無が腎障害 の一要 因 とな ってい る と して いる。今 回の

試験において も,CEZ2,000mg/kg群 にお いて高度 な近

位尿 細管上 皮細 胞 の 壊 死,さ らにlysosomal dense

body(heterolysosome)の 破 壊像 と考 え られ るdensity

Photo 2. Vacuolization of proximal tubular

epithelium.

Cefclidin 2,000mg/kg, ×150

Photo 4. Mild vacuolization of proximal

tubular epithelium.

Cephalothin 2,000mg/kg,×150

の不均 一 で膜構 造 の不 明瞭 な小体 が 認め られ た こ とか

ら,CEZ投 与 に よ る近 位 尿 細 管 上 皮 細 胞 の 壊 死 は

lysosomeの 破 壊 が 一 因 とな って い る もの と考 え られ

た。
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Photo 5. Dilatation of apicai vacuole and

increase o日ysosomal dense bodies in

proximal tubular epithelium.

Cefclidin 2,000mg/kg, ×3,900

Photo 7, Destruction of lysosomal dense body

in proximal tubular epithelium.

Cefazolin 2,000mg/kg, ×6,500

一方
,CFCL2,000mg/kg群 にお いて は,Ccr24の 低

下,尿 中γ-GTP排 泄の増 加傾 向,組 織学 的に は近位尿

細 管上皮 細胞 の空 胞化 な どが 認め られ,軽 度 な腎障 害

性 が示 唆 された。 また,電 顕 的に は細胞 間隙 の拡張 と

小 胞 体 の 拡 張,さ ら にendocytosisを 示 すapical

Photo 6. Aggregation.of nuclear chromatin,

swelling of mitochondria and defor-

mation of brush border in proximal

tubular epithelium.

Cefazolin 2,000mg/kg,×3,900

Photo 8. Dilatation of aplcal vacuole and in-

crease of lysosomal dense bodies in

proximal tubular epithelium.

Cephalothin 2.000mg/kg, ×3,900

vacuoleの 拡 張 と増 加,heterlysosomeと 考 え られ る

lysosomal dense bodyの 増加 が認め られ た。 しかし,

lysosomal dense bodyの 破 壊像 や それ に 由来す る細

胞 崩壊像 は認 め られ ず,CFCLの 腎障害 の機 序はCEZ

のそれ とは異 な る もの と考 え られ た。なお,CECL500
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mg/kg群 におい てCcr24の 低 下 が 認め られ たが・ 尿 量

の偶発的な低 下が み られ るこ と,さ らに血 中 ク レア チ

ニン濃度に差の ない こ とか ら,尿 量の 減少 に よ り見 か

け上Ccr24が 低下 した もの であ り,CFCLのtoxicな 作

用 を示す もの ではない と判 断 され た。

CET2,000mg/kg群 では,血 液 生化 学検査 お よ び尿

検査では腎の異常 を示 唆す る所見 は認 め られ なか った

が,光 顕的に近位 尿細 管上皮 細胞 の空 胞化 と電 顕的 に

小胞体 の拡張が 認め られ たのみ であ り,そ の障 害性 は

軽微であった。 なお,CET2,000mg/kg群 で認 め られ

た血中お よび尿 中 ク レアチ ニ ン増 加 とCcr24の 増 加 に

っいては測定法(Jaffe法)に 対す る干 渉 に よる もの で

あ り8),CETの 腎障害 性 を示唆 す る もの では な い と判

断された。

以上の結果 よ り,CFCLを ウサ ギ に大量 単 回静 脈 内

投与 した場合 の腎 障害性 の程 度 はCEZよ り明 らか に

弱 く,CETよ りや や強 い もの と考 え られた。
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NEPHROTOXICITY STUDY OF CEFCLIDINBY SINGLE INTRAVENOUS
INJECTION IN RABBITS

Satoru Hosokawa, Fumihiro Okada, Takashi Mikami, Isao Osumi and Yoshio Matsubara
Department of Drug Safety Research, Eisai Co., Ltd.

1 Takehaya-cho, kawasima-cho, Hashima-gun 501-61, Japan

Nephrotoxicity of cefclidin(CFCL), a new cephalosporin antibiotic, was studied in 6 months-old

male rabbits, using two reference drugs, cefazolin and cephalothin. Test doses of 500 and 2,000mg/

kg for CFCL, and 2,000 mg/kg for cefazolin and cephalothin, were administered intravenously.

CFCL was non-nephrotoxic at 500 mg/kg. CFCL reduced endogenous creatinine clearance and

induced some pathological changes such as proximal tubular vacuolization at 2000mg/kg. Cephaloth-

in induced only pathological changes such as proximal tubular vacuolization at 2,000mg/kg. The

nephrotoxicity of cefazolin was most obvious. Cefazolin induced proteinuria, decreased endogenous

creatinine clearance and PSP excretion rate, increased relative kidney weight, and induced some

pathological changes such as proximal tubular vacuolization and necrosis at 2,000mg/kg.

In conclusion, CFCL was less nephrotoxic than cefazolin, but slightly more nephrotoxic than

cephalothin in rabbits.


