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Temafloxacinの イヌを用 いた経 口投与法 による26週 間反復投与毒性試験

山村高章 ・久世 博 ・周参見正行 ・川合是彰 ・堀 正樹

田辺製藁株式会社安全性研究所'

新 しいアリルフロロキノロン誘導体である塩酸テマフロキサシンの安全性試験の一環と

して,イ ヌ(ビーグル)を用いて26週 間の迎続経口投与による毒性試験(4週 間の回復試験 を

含む)を実施 した。投与量 は50,75お よび100mg/kgと した。

結果は次のように要約 される。

1.観 察期間中を通 じ死亡例はなかった。

2.被 験物質投与群で投与後1～3時 間に嘔吐,流 涎,結 膜 ・口腔粘膜充血および皮膚発

赤が認められた。 また,100mg/kg群 の雄1例 でふ らつ き,同 群の雌1例 で眼瞼浮腫あるい

は元気消失が一過性にみられた。

3.投 与期間を通 じ100mg/kgの 雌 で体重が減少 し,同 群の雄および75mg/kg群 で体重

増加の抑制が認め られた。摂餌量は投与期間を通 じ,被 験物質投与群で減少する傾向にあ

った。

4.網 膜電位図測定では,100mg/kg群 で投与期間中aお よびb波 の振幅が低かった。

5,臨 床検査では,100mg/kg群 の雄1例 でGOT活 性 が軽度に上昇 した。

6.病 理検査では,75mg/kg以 上 の群で関節軟骨中間層にchondrocyte clusterや裂 隙形

成がみられた。

7.投 与期間中あるいは投与終了時にみられた諸変化は回復期間終了時には消失 ないし

は軽減 し,修 復性のものとみなされた。

以上から,本 試験条件下における確実中毒量は75mg/kg,無 影 響量は50mg/kgと 結論 さ

れた。
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アポッ ト社(米国)で新 しく開発 された塩酸テマフロ

キサ シン(Temafloxacin,以 下TMFXと 略 す)は グラム

陽性菌およびグラム陰性菌に広範な抗菌スペ クトルを

有するアリルフロロキノロン誘導体であ る。今回,

TMFXの 安全性試験の一環 として,イ ヌを用いた経 口

投与法に よる26週 間毒性試験(4週 間の休薬 による回

復試験 を含む)を実施 したので,そ の概要を報告する。

I.材 料および方法

1.被 験物質

TMFXは キ ノロン環の1位 に2,4-ジ フロロフェニル

基,6位 にフ ッ素原子,7位 に3-メ チ ル ピペ ラジニル

基 を有す る新 規合成抗菌剤 であ る。投与 に用い た

TMFXは アボ ッ ト社 よ り供給 された ロ ット番号28-

929.ALで あ る。

2.使 用 動物

試験 には5～6カ 月齢で入荷 したイヌ(ビ ーグル;吉

城 ファーム産)雌 雄各30匹 について心電図検査な らび

に血液学および血液生化学検査 を行い.健 康と判断さ

れた雌雄各24匹 を選択 した。投与開始時月齢は8～9

カ月齢で,投 与開始前(-3日)の 体重範囲は雄7.5kr

11.0kg,雌6.3kg～9.7kgで あ った。

3.飼 育条件

試験に供 したイヌは,室 温24±3℃,湿 度50～60%,

換 気 オールフ レッシュ16回 以上/時 間,12時 間照明

(6:30～18:30)に 設 定 された動物室で,イ ヌ自動飼育

機(日本ケージ(株),W70×D80×H81cm)に 個別収容し

て飼育 した。

飼料はイヌ用固形飼料DS(オ リエンタル酵母工業株

式会社)を1日1匹 当 り3009ず つ午後3時 頃に採尿日を

除 く毎日与えた。飲料水は水道水を自動給水器で自由

に摂取させたよ

4.投 与量,投 与方法および設定理由

先にアボ ット社で実施 された4週 間ならびに26週 間

経口投与毒性試験結果を参考に投与量を設定 した。す
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なわち,4週 間毒性試験1)では最高投与量の100mg/kg

で雄に肝障害がみられ,無 影響量は20mg/kgと な った。

一方,最 高投与量 を50mg/kgと して実施 した26週 間

毒性試験2)では明確な毒性徴候を捉えることがで きな

かった。そこで,26週 間毒性試験での確実中毒量お

よび無影響量 を明確 にすることを目的 として,50,

75お よび100mg/kgの 投 与量 を設定 した。試験群 とし

てはこれら3被 験物質投与群に対照群 を加 えた計4群

とし,各 群に雌雄各6匹(う ち雌雄各2匹 は回復試験 に

使用)を用いた。

投与方法はゼラチ ンカプセル(サ イズ000号 ・日本

エランコあるいは1/4 OZ・ 加 商)に 被験物 質を詰 め

て,1日1回,週7回,一 定時刻(13:00～14:00,た だ

し会社休日は午前中)に,26週 間強制的に経口投与 し

た。対照群の動物には空カプセルを最高投与群 と同様

に投与した。なお,本 報告書記載の投与量 はすべてフ

リー体換算値で表示 した。

試験群の構成をTable 1に 示す。

5.観 察項 目

下記の項目について観察あるいは測定 した。なお,

特記しない限 り測定あるいは観察は全動物 について実

施した。

本報告書では投与開始日を0日 として投与経 日数を

起算し,投 与開始以前の 日数 は一(マ イナス)で表わ し

た。

1)死 亡の有無

死亡の有無は毎日確認 した。

2)一 般状態および症状

一般状態は投与前(-2日)か ら毎 日1回 午前中に観察

した。投与期間中の症状観察は会社操業 日の投与直前,

Table 1. Groups and numbers of dogs in 26-week oral

toxicity study with  temafloxacin

(): animal numbers in recovery study

投与1お よび3時 間後に実施 した。

3)体 重測定

体重は投与3カ 月までは毎週2画,そ の後は毎週1回

測定 した。

4)摂 飢量

摂餌量 は給餌 した300gの うちの残量を翌朝測定 し,

1日 当 りの摂餌量を算出 した。

5)生 理検査

毎週1回,体 温(直 腸温),呼 吸数お よび心拍数 を測

定 した。

6)心 電図検査

心電図は投与開始前,投 与1カ 月,投 与3カ 月,投

与期間終了前および回復期 間終了前の計5回,横 臥位

保定で記録 した。誘導方法は標準肢誘導および増高単

極肢誘導で行い,心 電図の評価は第II誘 導により得 ら

れた波形の各要素を計測して行 った。

7)眼 科学検査

眼科学検査 は投与開始前,投 与1カ 月,投 与3カ 月,

投 与期間終了前および回復期間終了前の計5回,検 査

当日の給餌お よび被験物質投与前に前眼部および眼底

検査ならびに眼圧および網膜電位 図(ERG)測 定 を実施

した。

8)聴 覚検査

投与 開始前,投 与1カ 月,投 与3カ 月,投 与期 間終

了前 および回復期間終了前の計5回,対 照群お よび

100mg/kg群 の 回復試験供試動物について,聴 性脳幹

反応(ABR)検 査 を実施 した。

9>尿 検査

尿は投与開始前(-10日),投 与1カ 月(32日),投 与3

カ月(95日 〉および投与期間終了前(172日)に,採 尿ケー

ジで20時 間尿 を個別 に採取 し,尿 検査 を実施 した。

さらに,回 復試験供試動物 は初回投与後204日(最 終

投与後23日)に も尿検査 を行 った。検査項 目は色調,

pH,タ ンパ ク.ブ ドウ糖,ケ トン体,ビ リルビン,

潜血,ウ ロビリノーゲ ン,尿 量,比 重,ナ トリウム排

泄量,カ リウム排泄量,ク ロール排泄量である。

また,投 与期間終了時および回復期間終了時の各剖

検時に採取 した膀胱尿から血球,上 皮細胞,円 柱,結

晶,そ の他の成分について鏡検 を行 った。

10)血 液学検査

血液は投与前(-21,-14お よ び-6日)な らびに投

与開始後1,8,15,29,64,92,120,155お よび

179日 の計12回,橈 側皮静脈から採取 した。さらに,

回復試験供試動物 は初 回投与後197日(最 終投与終了

後16日)お よび212日(最 終投 与終了後31日)の 合計14

回,橈 側皮静脈から採血 した。
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血液学検査にはエチレンジア ミン四酢酸ニカリウム

添加血液 を,凝 固検査 には3.8%ク エ ン酸ナ トリウム

液1/10量 添加血液から分離 した血漿 を使用 し,赤 血

球数,白 血球数,血 小板数,ヘ モグロビン,ヘ マ トク

リット値,平 均赤血球ヘモグロビン量,平 均赤血球容

積,平 均赤血球ヘモグロビン濃度,網 赤血球数,白 血

球百分率,プ ロ トロンビン時間,活 性化部分 トロンボ

プラスチ ン時間'について測定 した。

11)血 液生化学検査

血液学検査に用いた血液 と岡1時に採取 した血液から

分離 した血清を使用 したが,ナ トリウム,カ リウムお

よびクロールの測定にはヘパ リンリチウム添加血液か

ら分離 した血漿を使用 し,GOT,GPT,LDH,ALP,

CPK,総 タ ンパク,ア ルブ ミン,尿 素窒素,尿 酸,ク

レアチニン,グ ルコース,総 コレステロール,リ ン脂

質,ト リグリセ リド,遊 離脂肪酸,HDL-コ レステロー

ル,カ ルシウム,無 機 リン.ナ トリウム,カ リウム,

ク ロールについて測定 した。

12)肝 薬物代謝酵素活性測定

投与期間終了時お よび回復期間終了時に計画殺動物

の肝臓の一部 を採取 し,得 られたミクロゾーム分画を

含む上清 を用いて,ア ニ リン水酸化活性およびア ミノ

ピリン脱 メチル化活性 について実施 した。

13)臓 器重量測定

投与期間終了時および回復期間終了時に,す べての

計画殺動物の体重(剖検時体重)を測定 して麻酔下で放

血致死させ た後,心 臓,肺,肝 臓(胆 嚢を含む),顎 下

腺,副 腎,下 垂体,甲 状腺(上皮小体 を含 む),脾 臓,

胸 腺,脳(大 脳,小 脳,延 髄 を含む),腎 臓,精 巣,精

巣上体,前 立腺,卵 巣,子 宮の重量を測定 した。さら

に,秤 量臓器の実測値(絶対重量)を,剖 検時体重1009

当 りの重量に換算 し,相 対重量 として記録 した。

14)病 理解剖

投与期 間終了時および回復期間終了時の計画殺動物

の全例 について解剖 を行い,全 身諸臓器 を肉眼的に観

察 した。なお,肘 関節部および膝関節部の観察はホル

マ リン固定後 に行った。

15)病 理組織学検査

投与期間終了時および回復期間終了時の計画殺動物

の全例 について,全 身の諸臓器 ・組織 を10%中 性緩

衝ホルマ リン液で固定後,常 法に従ってパラフィン切

片を作製 し,ヘ マ トキシ リン-エオジン(HE)染 色 を施

し,病 理組織学検査 を行 った。 また,病 理解剖で肉眼

病変が認められた臓器 ・組織についても病理組織学検

査を行 った。

骨髄塗抹標本は,ラ イ ト染色液およびギムザ染色液

で固定 ・染色 し,保 存 した。

6.統 計処理

検査値の有意差検定は行わなかった。

II.結 果

1.死 亡 の有無

試験期間中を通 じて対照群および被験物質投与群で

死亡はなかった。

2,一 般状態および症状

すべての被験物質投与群で投与後1～3時 間に嘔吐

および流涎が認め られた。すなわち,嘔 吐および流涎

は50mg/kg投 与群では投与期問 を通 じて殆どの例にみ

られ たが,そ の 発 現 は 散発 的で あ った。一方,

75mg/kg以 上の投与群では全例に嘔吐および流涎が投

与期間を通 じ頻繁 にみ られ,そ の程度は用量に依存し

ていた。

また,結 膜 ・口腔粘膜充血が75mg/kg群 の雄を除く

被験物質投与群にみ られ,下 腹部皮膚の発赤がいずれ

の被験物質投与群 において も認められた。これらは初

回投与後か ら投与8週 にかけて散発的に出現 したが,

その後はみられなかった。

さらに,100mg/kg群 の雄(#9237)で は投与後24週

にふらつ きが一過性に出現 し,雌(#9683)で は投与後

15～19週 にかけて眼瞼浮腫あるいは元気消失が認め

られた。

以上の症状はいずれも回復期間終了時には認められ

なかった。

3.体 重

100mg/kg群 の雌3例(#9693,#9702,#9683)で

投 与期間を通 じて体重が減少 した。 このうち1例(#

9702)は 投 与開始後100日 頃 から投与期間終了時にか

けて体重の減少は徐々に回復する傾向にあった。また,

100mg/kg群 の雄および75mg/kg群 で は投与開始後か

ら体重増加の抑制が認め られた。

回復期間終了時には体重の減少は回復する傾向にあ

った。

4.摂 餌量

各被験物質投与群の摂餌量は投与期間を通じて減少

する傾向にあった。しかし,摂 餌量の減少は一部の例

を除いて回復期間終了時には軽減する傾向にあった。

5。 生理検査

いずれの検査項 目において も被験物質投与に起因す

ると思われる変化はなかった。

6.心 電図

いずれの被験物質投与群において も被験物質投与に

起因する変化は観察期間を通 じて認められなかった。

7.眼 科学検査(Table 2)
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前眼部および眼底観察ではいずれの投与群において

も特記すべき変化はみられなかった。

ERG検 査では,投 与1,3お よび6カ 月後に100

mg/kg群の雌雄でaおよびb波の振幅の低下を認めた

が,回 復期間終了時にはほぼ投与前の振幅に回復 して

いた。一方,aお よびb波 頂点溜時には投与期 閥なら

びに回復期間を通 じて著変は認められなかった。なお,

100mg/kg群 でaお よびb波 振幅の低下 を認めたので,

75mg/kg投 与群について も検査 したが,投 与3お よび

6カ 月後の検査ではaお よびb波 振幅ならびに頂点潜時

Table 2. Amplitude of ERG in dogs receiving temafloxacin orally for 26 weeks
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に著変 を認めなかった。

8.聴 覚検査

投与期間お よび回復期 間を通 じて,対 照群および

100mg/kg群 について検査 したが,音 刺激に対する反

応の差はなかった。

9.尿 検査

尿量および尿電解質などに散発的な変動がみられた

のみで,特 記すべ き変化 はみ られなかった。

10.血 液学検査所見

血液学検査では,被 験物質投与と関連 した変動はな

かった。

11.血 液生化学検査所見(Table3-1～3-8)

100mg/kg群 で は雄の1例(#9234)でGOT活 性 が一

過性 に上昇 した。また,50mg/kg以 上 の投与群では,

投 与開始8日 頃か ら投与期間終了時の間に総 タンパ

ク.リ ン脂質,総 コレステロールおよびHDL-コ レス

テロールが減少する傾向にあった。 しかし,回 復期間

中の検査では,こ れらの変動の程度は軽減する傾向を

示 した。その他にGPT活 性 あるいはCPK活 性 の上昇が

いずれの投与群においてもみ られたが,い ずれも散発

的で被験物質投与 との関連は明らかでなかった。

12,肝 臓 の薬物代謝酵素活性

肝臓の薬物代謝酵素活性 には,投 与期間終了時およ

び回復期間終了時を通 じ,特記すべ き変化はなかった。

13,臓 器 重量

いずれの投与群においても被験物質投与と関連した

変動は記録されなかった。

14.病 理解剖

いずれの投与群において も被験物質投与と関連した

病変はなかった。

15.病 理組織検査(Table4-1,4-2)

上腕骨遠位端および大腿骨遠位端の関節軟骨中間層

において裂隙形成お よびcondrocyteclusterが75mg/

kg以 上 の投与群にみ られた。その他 の臓器 ・組織に

被験物質起因の変化はみられなか った。

III.考 察

TMFXの0,50,75お よび100mg/kgを イヌに26週

間経 口投与 した。

Table 3-1. Biochemical examination in male dogs receiving temafloxacin orally for 26 weeks (0 mg/kg)
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Table 3-2. Biochemical examination in male dogs receiving temafloxacin orally for 26 weeks (50 mg/kg)

Table 3-3. Biochemical examination in male dogs receiving temafloxacin orally for 26 weeks (75 mg/kg)
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Table 3-4. Biochemical examination in male dogs receiving temafloxacin orally for 26 weeks (100 mg/kg)

Table 3-5. Biochemical examination in female dogs receiving temafloxacin orally for 26 weeks (0 mg/kg)
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Table 3-6. Biochemical examination in female dogs receiving temafloxacin orally for 26 weeks (50 mg/kg)

Table 3-7. Biochemical examination in female dogs receiving temafloxacin orally for 26 weeks (75 mg/kg)
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Table 3-8. Biochemical examination in female dogs receiving temafloxacin orally for 26 weeks (100 mg/kg)

死亡はみられなかったが,流 誕および嘔吐がすべて

の被験物質投与群でみられ,特 に75mg/kg以 上 の群で

は発現頻度が高かった。 これらは本被験物質の苦みに

基づ くものとみなされた。

100mg/kg群 においてERG検 査ではaお よびb波 の振

幅の低下が認められたが,い ずれも回復期間終了時に

はほほ投 与前値に復する傾向を示 していたので,視 覚

器に対する影響は可逆性 と判断 された。 さらに,投 与

期間終了時の網膜の病理組織検査では異常 は認められ

なかったことから,ERG検 査 で認められた変化は網膜

の一時的な機能低下に留 まり,器 質的変化 をもたらす

ものでないと考えられた。

血液生化学検査では,100mg/kg群 の1例 でGOT活

性 の一時的な上昇がみ られ,被 験物質の肝臓 に対する

影響が示唆 された。 しか し,病 理組織検査では特記す

べ き変化がみられないことから,そ の程度 はごく軽度

なものと思われた。また,総 タンパク,リ ン脂質,総

コレステ ロールお よびHDL-コ レステロールに変動が

みられたが,体 重および摂餌量が低下 してお り,病 理

学的に肝臓には明 らかな病変がみられなかったことか

ら,こ れら検査値の変動の毒性学的意義は明らかでは

なかった。

キノロン系合成抗菌剤の毒性 に関連 し,幼 若動物で

関節毒性が出現することが知られている3)。この関節

毒性は動物の年齢あるいは動物種によりその程度の差

が大 きく,イ ヌでは2週 齢から12カ 月齢の間に感受性

が高 く,ま た,イ ヌ,ウ サギ,ラ ット,マ ウスの順で

感受性が低 くなると言われている。本試験でも関節病

変がみられたが,こ れは投与開始が8な いし9カ 月齢

と比較的若齢期であったために被験物質の影響 を受け

たもの と考えられた。ちなみに,3カ 月齢の幼若ビー

グルにおける本被験物質の関節毒性 は30mg/kgの7日

間経 口投与によって発現することを確認 している4)。

また,関 節軟骨でみ られたchondrocyte clusterは関節

軟骨病変の修復過程を示す もの と言われてお り,本 試

験では投与初期に関節病変が発現 したものの,日 齢が

進むに伴い修復に転 じていたこどを示すものと考えら

れた。

以上か ら,本 試験 条件下 にお ける確 実中毒量は

75mg/kg,無 影 響量 は50mg/kgと 判 断された。
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Table 4-1. Micropathological findings in male dogs receiving temafloxacin orally for 26 weeks

*: recovery study +: positive
, -: negative, N: not examhled

Table 4-2. Micropathological findings in female dogs receiving temafloxacin orally for 26 weeks

*: recovery study +: positive
, -: negative
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A 26-week oral toxicity study of temafloxacin in dogs

Takaaki Yamamura, Hiroshi Kuse, Masayuki Susami, Yosiaki Kawai and Masaki  Honi

Safety Research Laboratory, Tanabe Seiyaku Co., Ltd.

16-89 Kashima 3-chome, Yodogawa-ku, Osaka 532, Japan

As part of a safety evaluation program for the new synthetic antibacterial agent temafloxacin

(TMFX), a 26-week oral toxicity study (0, 50, 75 and 100 mg/kg/day) was carried out on beagle

dogs and followed by a 4-week recovery study. No animal died during the treatment period.

Transient salivation, vomiting, hyperemia of the skin and visible mucosa were noted in all TMFX-

treated groups. One male dog receiving 100 mg/kg showed a transient staggering gait. In addition,

sedation and transient edema of the eyelids were observed in a female receiving 100 mg/kg. Body

weight decreased in males receiving 100 mg/kg and in females receiving 75 mg/kg or more. Food

consumption tended to decrease in all TMFX-treated groups. On electroretinography, the a and b

wave amplitudes were reduced in the 100 mg/kg dogs. As to clinical pathology, GOT activity was

slightly elevated in one male dog in the 100 mg/kg group. Pathology revealed chondrocyte clusters

and fissures in the middle cartilage zone in a few dogs in the 75 mg/kg and 100 mg/kg groups.

After discontinuation of drug administration, the changes detected by clinical observation and

laboratory examination disappeared or diminished. Thus, the long-term non-toxic dose of TMFX

was estimated as 50 mg/kg in dogs.


