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Temafloxacinの 関 節 毒 性 試 験

小林 欣 滋 ・藤原 利 久 ・山村 高 章 ・久世 博 ・川 合是 彰 ・堀 正樹

田辺製藁株式会社安全性研究所*

塩 酸 テマ フ ロキサ シ ン(temafloxacin, TMFX)を30,100お よび300mg/kgの 投 与 景で そ

れ ぞれ雌 雄 各12例 の4週 齢 の ラ ッ トに,10,30お よび90mg/kgの 投 与量 で そ れぞ れ雌 雄

各3例 の3ヵ 月齢 の ビーグル に7日 間連続経 口投与 し,関 節 毒性 につ いて検 討 した。

1,幼 若 ラ ノトで は,試 験期 間 を通 じて 一般状 態お よび症状 観 察な らび に病理学 検査 に

お いてTMFX投 与に起 因す る異常 は認 め られなか った。

2,幼 若 イ ヌの歩 行状 態 の観 察で は,投 与 期 間 中に90mg/kg群 の 雄3例,雌2例 お よび

30mg/kg群 の雄1例 で手 根 関節 の異常屈 曲が 観察 され た。 これ ら個体 の うち,回 復 試験供

試例 であ る30mg/kg群 お よび90mg/kg群 の雄 各1例 で は,投 与 終了 後2--3日 間異常 が継続

して観 察 されたが,そ の後消失 した。

3.幼 若 イヌの肢骨 関節の 肉眼検査 で は,歩 行異 常 を認 め たすべ ての個 体 で水庖様 病変

あ るい はび らんが観 察 され,さ らに,歩 行異 常 を示 さな か った90mg/kg群 の雌1例 におい

て も同様 の病変 がみ られた。

4.肉 眼 病変 とほぼ一 致 して,投 与 終了時 の病理 組織学 的検 索 におい て関節 軟骨 中間層

に限局 す る軟骨 基質 の粗 霧化 お よび裂 隙形成 がみ られた。 回復期 間終 了時 には,裂 隙周辺

領域 に関節軟骨傷 害 に対 す る修復 機転 と考 え られ る軟 骨細胞 の再 生像 や線 維軟 骨様化生 が

認 め られた。 また,投 与 期 間終 了時剖検 例 にのみ滑膜 表層細 胞の 多層化 を伴 う滑膜下結 合

組織 の水腫が90mg/kg群 で認 め られた。

以上 の結 果 よ り,TMFXの 関節毒 性発 現 量 は幼 若 ラ ッ トで は300mg/kgを 越 え,幼 若 イ

ヌで は30mg/kgと 判 断 され た。
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キ ノロ ン系抗 菌剤 を経 口投与 した幼若 ビーグル に歩

行異 常 お よび 関節 軟 骨病 変が 観 察 され る こ と をIn殴

hamら が 報告 して以 来8),幼 若動 物 に対 す る キ ノ ロ ン

系抗 菌 剤 の 関 節 毒 性 に関 す る研 究 が 盛 ん に行 な わ

れ345,7,11,15),キノロ ン系抗 菌 剤 の 開発 に あた っ て は,

関節毒性 を評価す るこ とが必須 とされ てい る。塩 酸 テ

マ フロキサ シ ン(temanoxacin,TMFX)は 田辺 製薬 株式

会社お よび アボ ッ ト社 の両社で 共同開発 され たキ ノロ

ン系合成抗 菌剤 であ り,幅 広 い抗 菌 スペ ク トル と強 い

抗 菌力 を有 す る12)。今回,TMFXの 安全性 試 験 の一環

として幼 若 ラ ッ トお よび イヌを用いて 関節毒性 試験 を

実 施 したので,そ の結果 につ いて報告 す る。

1.材 料 お よび 方法

1.幼 若 ラ ット

1)被 験 物質

TMFX (Lot No.28-929-AL)は 白色 の結 晶性 粉 末で,

わず か に特 異的 なにお いがあ り,水 に難 溶性 であ る。

2)使 用動物 お よび飼 育条 件

日本 チ ャー ルス ・リバ ー株式 会社 か ら購入 したC面:

CD(SD)系 ラ ッ トを1週 間馴 化飼 育 した後,入 荷時およ

び入荷1週 間後 の体 重 を基準 に選 別 した雌雄各48例 を

4週 齢 で試 験 に使 用 した。 投 与 開始 時 の体重 は雄が

96.0～109.39,雌 が82.6～97.99で あった。

動 物 は室 温23±1℃,湿 度55±5%,換 気 オールフ

レッシュ12回 以上/時 間お よび12時 間照 明(午前6時30

分 ～午後6時30分)に 設 定 した飼 育 室 内で,自 動飼育

機 用4連 金網 ケ ージ(夏 目製作 所;1区 画あ た り23×21

×17cm)に 個 別収容 し,固 形飼料(オ リエ ンタル酵母工

業 株式 会 社CRF-1: 15K Gy)と 水道 水 を自由摂取 させ

た。

3)投 与量 の設定,投 与 方法 お よび群 構成

既 に関節毒 性 を有す るこ とが知 られ てい るnalidixic

acidの300mg/kgを1週 間にわ た って ラ ッ トに経 口投与

した ところ,関 節病 変 の誘 発が確 認 された。そこで,
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TMFXの 関節毒性 を他 剤 と比較 す るこ と を踏 まえて,

今 回 の試 験 で は 最 高 投 与 量 を フ リー 体 換 算 値 で

300mg/kgと し,以 下,公 比 約3で100お よび30mg/kg

を設定 した。

TMFXを フ リー 体 換 算 値 と し て03w/v%(HCl塩

0.33w/v%), 1.0w-v% (HCI塩1.0gw/v%)お よ び

3.0w/v%(HCI塩3。27w-v%)の 濃 度 で0.2w/v%メ チ ル

ロース400(MC)溶 液 に懸 濁 した。 こ れ らの懸 濁 液 を

10ml-kgの 容量 で,1日1回,7日 間 にわ た って,金 属

製 胃ゾンデ を用いて強制経 口投 与 した。 なお,対 照 群

には,10ml/kgの0.2w-v%MC溶 液 を投 与 した。動物

は1群雌雄各12例 とし,入 荷時 お よび入 荷1週 間後 の

体重 を基準 に体重層別化 の うえ,ラ ンダムに群 分 け し

た。その うち雌雄 各4例 につ い て は4週 間の休 薬期 間

を設 けて回復試験 に供試 した。

4)観 察,測 定お よび検 査

試験期間中の 日数表 現 は投 与 開始 日を0日 と して起

算 した。

(1)死 亡推移,一 般状態 お よび症状観 察

投与期 間中,全 個 体 につ いて毎 日午前(投 与前)に 死

亡の有無お よび一般状 態 を観 察 し,2回 お よび7回 投

与後には,関 節へ の影響 をみるた めに歩行状 態 を詳細

に観察 した。

回復期間中は会社休 日を除 く毎 日午前 中 に一般状態

を観察 し,週1回 歩行状態 を観察 した。

(2)体 重測定

投与および回復期 間中,全 個体 の体 重 を毎週2回 午

前中に測定 した。

(3)摂 餌量測定

投与お よび回復 期間 中,毎 週2回 午 前 中 に全 個体 の

残餌量 を測定 し,前 回の給餌 量 を もとに摂餌 量 を算 出

した。

(4)病 理解剖 および肢骨 関節 の 肉眼検査

投与 および回復期 間終 了時,全 個体 ともエ ーテ ル麻

酔下で腹大動脈か ら放血 ・致死 させ た後,剖 検 に供 し,

全身の諸臓 器 ・組織 を肉眼 的 に観 察 した。 この際,肉

眼病変が観察 され た臓 器 ・組 織 は10%中 性 リン酸緩

衝ホルマ リン固定 液に浸漬 し,固 定.保 存 した。また,

全個体 の躯 幹 か ら前 ・後肢 を分 断 し,10%中 性 リン

酸緩衝 ホルマ リン固定 液に浸漬 後,肘 お よび膝関節 を

分離 し,上 腕 骨近 位 端 ・遠 位 端 な らび に大 腿 骨 近位

端 ・遠位端について肉眼 検査 を実 施 した。

(5)病 理組織検 査

肉眼観察後,上 腕骨 近位端 ・遠位 端 お よび大腿 骨近

位端 ・遠位端 を再 固定 し,脱 灰 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 ン染色

を施 した。検査 は対 照群 お よび最 寓投与 群の個 体 につ

いて行 ない,両 群 の間 に蓮 はみ られ ない と判 断 された

ので,低 ・中 問用 量群(30お よび100mg/kg)の 観 察 は

省略 した。

5)統 計処 理

数 値デ ー タ(体重 お よ び摂餌 景)の 検定 に は,最 初 に

Bartrettの 分 散検 定 を実施 し,分 散 に一様 性が あ れ ば

一元配 置 分散検定 を
,幸一様性 が な ければKruskal.Wal.

1isの検 定 を行 な った。 群 問 に 差 が あ れ ば そ れ ぞ れ

Scheffeの 多重 比較oScheff6の パ ラメ トリ ック手法)あ る

い はScheff6型 の検 定(Schef飴 の ノンパ ラ メ トリ ック手

法)を 行 な って,対 照 群 と各投 与 群 との平 均 値差 を検

定 した。

2.幼 若 イヌ

1)被 験 物質

TMFX(LotNo.24-885-AL)は 白色 の結 晶性 粉末 で,

わず か に特異 的 なにおいが あ り,水 に難 溶性で ある。

2)使 用動物 お よび飼育条 件

吉城薬 品株式 会社吉 城 フ ァー ムか ら購入 した ビー グ

ル を2週 間馴 化飼 育 した後,健 常 で あ る と判断 され た

雌雄 各12例 を3ヵ 月齢 で試験 に使 用 した。投与 開始 時

の体重 は雄が4.7～6.2kg,雌 が4.0～5 .7kgで あ った。

動物 は室 温24±3℃,湿 度55±5%,換 気 オール フ

レ ッシュ16回 以上/時 間 お よび12時 間照明(午前6時30

分 ～ 午後6時30分)に 設 定 した飼 育室 で,イ ヌ 自動飼

育 機(日 本 ケー ジ製作所DSM-34)に 個 別 収容 し,固 形

飼料(オ リエ ンタル 酵母工 業株式 会社DS)1日3009と 水

道 水 を自由摂 取 させ た。

3)投 与量 の設定,投 与 方法お よび群構 成

アボ ッ ト社 で実施 された幼 若 ビー グル を用い た関節

毒性 試験'61で,TMFXを150mg/kg(フ リー体 換算 値)の

投 与 量で7日 間にわ た って経 口投 与 した際,関 節病 変

が発現 した ので,今 回の試験 で は最 高投与量 をフ リー

体 換 算値 で90mg/kgと し,以 下,公 比 約3で30mg-kg

お よび10mg/kgの 投与量 を設定 した。

投 与経路 は臨床 適用経路 で ある経 口投 与 とし,投 与

直近 日の体 重 を基準 と してTMFX原 末 をゼ ラチ ンカプ

セ ル(日本 エ ラ ンコ サ イズ:000)に 充 填 し,1日1回,

7日 間 にわた って,強 制 的 に投 与 した。 なお,対 照 群

に は,最 高投与 群 と同数 の空ゼ ラチ ンカプセ ル を投与

した。

動物 は1群 雌 雄各3例 とし,そ の うち雌 雄各1例 につ

い て は4週 間の 休 薬 期 間 を設 け て 回復 試験 に供 試 し

た。

4)観 察,測 定 お よび検査

試 験期 間 中の 日数表 現 は投 与開 始 日を0日 と して起
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算 し, 投与 開始以 前の 日数 は一で表示 した。

(1)死 亡 推移,一 般状 態 お よび症状 観察

全 個 体 につ い て投与 前(-1日)か ら剖 検 日 まで 毎 日

午前 お よび午 後の 各1回(会 社休 日は午前1回 のみ)死亡

の有 無 を確 認 し,毎 日1回(会 社 休 日を除 く)午前 中 に

一 般状 態 を観察 した
。 投与 日に は投 与直前,投 与後1

お よび3時 間に症状 を観察 した。 また,投 与前 日か ら

剖検 日 まで歩行状 態 な らび に反 射試験 の ひ とつで ある

跳 び反応 につ いて毎 日検 査 を行 な った。

(2)体 重測 定

全個体 につ い て投 与前 (-4お よび一1日)と 投 与期 間

中(1,3お よび6日)の 計5回 体重 を測定 した。 回復試験

供試例 につ い ては,投 与 開始 後13,20,27お よび34

日を加 えた計9回 の測定 を行 な った。

(3)摂 餌量 測定

1日3009に 制限給餌 した飼 料 の残量 を全個体 につ い

て投与 開始 日か ら剖検 日まで測定 し,摂 餌量 を算定 し

た。

(4)生 理検 査

投 与期 間 中 は週2回 午 前 中,回 復 期 間中 は週1回 午

前 中に体温,心 拍数 お よび呼 吸数 の測定 をそれぞ れ聴

診器(Littmann,U.SA),温 度測定 ユニ ッ ト(AW-600HS,

日本 光電),サ ー ミス タ呼 吸 ピックア ップ(TR-612,日

本 光 電),呼 吸/脈 拍 カ プ ラ(AR-650H,TR-612T,日

本 光電)な らびに熱 書記 録 器(WT-6456,日 本光 電)を

用 いて行 なった。

(5)病 理 解剖 お よび肢 骨関節 の肉眼検 査

投 与 お よび 回復 期 間終 了時,全 個 体 ともチ オペ ン

タールナ トリウム麻 酔下 で腋窩部 を切断 して放血 ・致

死 させ た後,剖 検 に供 し,全 身諸臓 器 ・組 織 を肉眼的

に観 察 した。 また,異 常 のみ られた臓器 の一部 はホ ル

マ リン固定臓 器 として保存 した。

剖 検時,前 ・後肢 を躯 幹 よ り分 断す る際,肩 甲骨 関

節 窩 お よ び寛骨 臼 窩 を観 察 した。 その 他 の肢 骨 関節

(両側 の上 腕 骨近 位 端 ・遠 位 端,前 腕 骨 近位端 ・遠位

端,手 根骨 近位端,大 腿 骨近位 端 ・遠位 端,下 腿骨近

位 端 ・遠位端 お よび足根 骨近 位端)は10%中 性 リン酸

緩 衝ホ ルマ リ ン固定液 に よる固定後,肘,手 根,膝 お

よび足根 各関節 を分離 して,各 関節面 を肉眼 的 に検 査

した。

(6)病 理組織 検査

左 側 の上 腕骨 近位端 ・遠位端,前 腕 骨近位 端,大 腿

骨 近位端 ・遠位端,下 腿 骨近位 端 お よび右側 大腿骨 近

位 端 は病 変の有 無 に関 わ らず,ま た,そ の他 の肢骨 関

節 組織 は肉眼病 変が存在 した場 合 にのみ切 り出 しを行

ない,再 固定 し,脱 灰 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 ン染色 を施して

鏡検 した。

II. 結 果

1. 幼若 ラ ッ ト

1)死 亡推移,一 般状態 お よび症状

投 与 お よび回復期 間 を通 じて 対照群 お よび投与群に

死 亡 はな く,一 般状態 に も特記 すべ き異常 はみられな

か った。

2)体 重

投 与 お よび回復期 問 を通 じて いず れの個体において

も被験物 質投 与に起 因す る体重 の変動 はなか った。

3)摂 餌11是

投与 お よび回復期 問 を通 じて いず れの個体において

も被験物 質投与 に起 因す る摂餌 量の変動 はなかった。

4)病 理解剖 所 見

投与 期 間終 了 時,腎 孟 拡張 が100mg/kg群 の雌雄各

1例 お よび対 照 群 の雌1例 に,腎 微小 嚢胞 形成が対照

群の雌 雄各1例 に観 察 された。

回復 期間終 了時 に は,い ず れの個体 に も特記すべき

異常 は認め られ なか った。

5)肢 骨 関節の 肉眼検 査所 見

投 与期 間終了時 に は,い ず れの個体 に も特記すべき

変化 は観察 され なか った。

回復期 間終了時 に剖検 した全個体 において,大 腿骨

遠位 端,下 腿骨近 位端 ない し上 腕骨 近位端の関節軟骨

中 間層か ら深層 に限局 す る白色 ない し半透明白色の形

成 を認め た。病変 は上腕 骨近位 端 の骨 頭部,大 腿骨遠

位 端の 内 ・外 側 穎尾側 面 お よび下腿 骨(脛骨)近位端の

内 ・外側窩 に しば しば見受 け られ た。

6)病 理組織所 見

投 与期 間終 了時 には,い ず れ の個 体の 関節 にも特記

すべ き異常 は認 め られな か った。

回 復 期 間 終 了 時 で は,対 照 群8例 中7例 な らびに

300mg/kg群 の全 例 で大 腿骨 骨端 部軟 骨 内の骨化巣が

観察 された。 また,肉 眼観 察で 白色巣が み られたが,

これ に相当す る部位 には組 織学 的異常 はなかった。

2.幼 若 イヌ

1)死 亡推 移,一 般状 態お よび症状

投与 お よび回復 期間 を通 じて対照群 お よび投与群に

死亡 は なか った。

90mg-kg群 の雄1例(#0229)が 初 回投 与 後1時 間の

観察 時 に起 立不 能,鎮 静,眼 瞼下垂,嘔 吐,結 膜充血

お よび耳 介発赤 を示 したが,翌 日には消退 し,以 後の

一 般 状 態 に 異 常 は 認 め ら れ な か っ た。 この他,

90mg/kgの 雌2例(#0720,#0704)お よ び30mg/kg群

の雌1例(#0706)で 投 与期 間中投 与 直 後か ら3時 間以
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内に1～2回 の嘔吐が み られ た。

歩行状態 の観 察で は,投 与3日 に手根 関節 の異常 屈

曲 が90mg-kg群 の 雄1例(#0220)お よ び 雌2例

(#0714,#0720)で み られ,投 与6日 に は90mg/kg群

の雄2例(#0210,#0229)お よび30mg/kg群 の雄1例

(#0227)に 同様 の異常 が認 め られ た。 これは発症 後,

投与期間を通 じて観察 された。回復 試験供 試例 であ る

gOmg-kg群 の雄1例(#0220)は 休薬 後2日(投 与 開始 後

9日)まで の観察 において も異常 屈 曲 を示 したが,休 薬

後9日(投 与 開始 後16日)の 観 察時 に は正常 な歩 行状 態

を示 していた。

なお,跳 び反応 につ いてはいず れの観察 時点 におい

ても異常 を示す個体 はみ られ なか った。

2)体 重

投与お よび回復期間 を通 じていず れの個 体 において

も被験物質投 与に起因す る体 重の 変動 はなか った。

3)摂 餌量

投与お よび回復期間 を通 じていず れの個 体 において

も被験物質投 与に起因す る摂 餌量 の変動 はなか った。

4)生 理検査

投与お よび回復期間 を通 じていず れの個 体 において

も被験物質投与 に起因す る体 温,心 拍 数 お よび呼吸 数

の変動 はなかった。

5)病 理解剖所 見

投 与 期 問終 了 時 に お い て,10mg/kg群 の 雄1例

(#0224)の 左心室壁 内 に直径 約0.8mmの 白色 巣が観 察

された。

Erosion with a cartilage flap in the basal region of the
near greater tubercle (arrow) and a small blister-like
lesion at the basal region of the lesser tubercle
(arrow head).

Fig. 1. Male (#0210), 90 mg/kg group (autopsied
at the end of the treatment period), proximal
end of the left humerus.

回復 期間 終了 時 には,30mg-kg群 の 雌1例 (#0706)

の 右側 腎臓 欠損 と対 側 腎臓 の 代 償性 肥 大 が確 認 され

た。

6)肢 骨 関節 の肉眼検査所 見

投 与 期 間 終 了 時 に お い て,90mg/kg群 の 全 例

(#0210,#0229,#0714,#0720)の 肢 骨 関 節 軟

骨 衣層 に水庖 様病 変,あ るい はそれ らが 破綻 して生 じ

たび らんが 認 め られ た(Fig.1)が,30mg/kg以 下 の投

与量 群で は異常 はみ られなか った。 肉眼 病変 の発生頻

度 は 上腕骨 お よび大腿 骨 近位 端 が最 も高 く(各4例),

以 下,上 腕 骨 遠位 端(3例),椀 骨 近 位 端お よび脛 側足

根骨(各2例),大 腿 骨 遠位 端お よび脛 骨 近位 端(各1例)

とその頻度 が低 くなった(Tab1e1)。 各関節 面 にお ける

病 変 の好 発 領域 は上腕 骨 骨頭 の大 ・小 結節 の 基 部付

近,大 腿骨骨 頭窩周 囲,大 腿骨背 側面 お よび上 腕骨小

頭尾 背側面 であ った。

回復 期 間終 了時 には,90mg/kg群 全 例(#0220,

#0704)お よび30mg/kg群 の雄1例(#0227)に お い て,

投与期 間終 了時 にみ られた もの とほぼ 同様 の変 化が上

腕骨 近位端,大 腿骨 近位端 ・遠位 端お よび脛側 足根骨

に観 察 され た(Fig2)。 また,対 照 群の雌1例(#0702)

の大腿 骨遠位 端 に微小 陥没 巣がみ られ たが,他 の個体

で観 察 された病変 とは明 らか に異 な る もので あ った。

7)病 理組 織所 見

投与 期間終 了時 にみ られた肉眼病 変 にほぼ一 致 して

組織病 変が み られた(Table2)。 病変 は関節 軟骨 中間層

に限 局 し,,軟 骨基 質の粗犠化 や裂 隙 ・空 洞形成 に よっ

Erosion resulting from rupture of a blister-like lesion
near the basal region of the greater tubercle (arrow).

Fig. 2. Male (#0220), 90 mg/kg group (autopsied
at the end of the recovery period), proximal
end of the right humerus.



236
CHEMOT HERAPY DEC, 1999

て特徴 づ け られ た(Fig3)。 また,裂 隙周 辺 に お け る

小 型 のchondrocyte clusterの 出現 や裂 隙内腔 面の エ オ

ジ ン濃染化 が 肉眼病変 の発生 頻度 の高い 関節組織 に認

め られた(Fig4)。90mg/kg群 の雌1例(#0714)で は,

大腿 骨近位 端 の病 変が 軟骨下骨 組織 へ と波及 し,骨 梁

吸 収 を伴 う肉芽組 織 を増生 してい た。

この他,偶 発性 病変 と して,尺 骨 の滑車切 痕 におい

て関節軟 骨深層 か ら進 行す る破 骨細胞 の侵襲 お よび毛

細 血管 の新生 に よる軟 骨吸収 像,関 節 軟骨全 層 にわた

る軟骨細 胞 の空 胞化 お よび基 質の淡 明化,線 維軟骨 様

化 生,あ るいは滑膜表 層細胞 に よる病 変表層 の被 覆化

を伴 う変 性 過程 が 数例(#0219,#0709,#0224,

#0229,#0714)で 観 察 された。 これ らの病 変 の 分

布 ・進行 過程 は関節軟 骨 中間層 に限局す るキ ノロ ン誘

発病 変 とは明 らか に異 な る もの であ った。

関節軟骨 以外 で は,滑 膜 表層細 胞 の多層化 を伴 う滑

膜 下 結 合 組 織 の 水 腫 が90mg/kg群 の4例 中3例

(#0210,#0229,#0714)に み られた(Fig5)。

回復期 間終 了時 に も投 与期 間終 了時 と同様,肉 眼病

変 の分布 とほ ぼ一致 して組織 病変 が存在 していた。関

節i欧骨 中 問層 に限局 した裂 隙,あ る いはその表層部の

創離 に よって生 じた び らん の周 囲で は,大 量の弱好酸

性 基質 を産 生 す る多 数 の大 型chondrocyte clusterがみ

られ,90mg/kg群 の 雌1例(#0704)で は さらに線維軟

骨 様化 生 を伴 っ てい た(Fig6)。 な お,30mg/kg群 の

雄1例(#0227)に み ら れ た 裂 隙 周 囲 のchondrocyte

clusterは90mg/kg群 の もの と比較 して若干小型であっ

た。

Table 1. Incidence and distribution of gross changes on articular surfaces of limbs in arthrotoxicity

study of temafloxacin given by oral administration to immature dogs

◎ : gross changes appeared on both articular surfaces,

● : gross changes appeared only on right articular surface,

○ : gross changes appeared only on left articular surface,
- : no gross changes
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偶発性病変として,尺 骨の滑車切痕の関節軟骨が限

局的に消失し1,滑膜表層細胞で表層を被覆された薄い

結 合組 織 に よ って 置 換 され た領 城 が2例(#0212,

#0227)で 認 め られた。

Table 2. Histological findings in the articular tissue of limbs in the arthrotoxicity study of

temafloxacin given by oral administration to immature dogs

Histological changes in articular cartilage (drug-induced lesion)

△ : rarefaction of cartilage matrix in the middle zone of articular cartilage

○ : fissures or cavities with evident fiber components and atrophic chondrocytes

◎ : fissures or cavities lining layer deeply stained with eosin, evident fiber components and chondrocyte clusters

▲ : fissures, cavities or erosions surrounded by small chondrocyte clusters
● : fissures, cavities or erosions surrounded by large chondrocyte clusters

◎ : fissures surrounded by large chondrocyte clusters, spindle-shaped cells and fibrocartilage-like metaplasia
Histological changes in articular cartilage (spontaneous lesion)

□ : attacks of osteoclasts and vascularization beginning with the deep zone of articular cartilage
◇ :  rarefaction of cartilage matrix, appearance of spindle-shaped cells and increased cell density

■ : rarefaction of cartilage matrix, increased cell density and covering of the surface of cartilage with synovial lining cells

◆ : local defect of articular cartilage

Histological changes in synovial tissue

X : edema of subsynovial connective tissue with stratification of synovial liningcells

Others

N : not examined
- : no  histological abnormalities

Af : remarkable artifacts
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A fissure formed locally in the middle zone of

articular cartilage.

Fig. 3. Female (#0720), 90 mg/kg group

(autopsied at the end of the treatment

period), proximal end of the left femur,

HE stain, •~ 80.

Edema in a portion of subsynovial connective tissue

(arrowhead).

Fig. 5. Male (#0210), 90 mg/kg group (autopsied

at the end of the treatment period), proximal

end of the left femur, HE stain, •~ 80.

Lining surfaces of a fissure stained darkly with eosin

and small chondrocyte dusters (arrowhead) in the

area surrounding a fissure.

Fig. 4. Female (#0714), 90 mg/kg group

(autopsied at the end of the treatment

period), proximal end of the right humerus,

HE stain, •~ 80.

Fibrocartilage-like metaplasia and appearance of large

chondrocyte clusters (arrow).

Fig. 6. Female (#0704), 90 mg/kg group.

(autopsied at the end of the recovery period),

distal end of the right femur, HE stain, •~ 80.
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III. 考 察

TMFXの 関節毒 性 を評価 す る ため,幼 若 ラ ッ トに

30,100お よび300mg/kg,幼 若 イヌ に10,30お よび

90mg/kgの 各用量で7日 間に わた って強 制経 口投 与 し

た。

幼若 ラ ットを用 いた試 験で は,歩 行状 態 に特 に留 意

して症状観察 を行 なったが,特 記 すべ き異常 を認め な

かった。肢骨関節 の肉眼検査で は,関 節 軟骨 の 白色 な

い し半透明 白色巣 を認 めたが,発 現頻 度お よびその 程

度はともに投与量 と相 関 して お らず,病 理組織 検査 に

おいて も,こ れ に対応 す る病変 が認 め られ なか ったの

で,毒 性学的意義 はない と判断 され た。

幼若イヌ を用い た試 験 では,投 与3日 よ り最 高投与

量群の個体が手根 関節 の異常屈 曲 を示 した。 この臨床

経過は既知のキ ノロ ン系 抗菌剤 を幼若 ない し若齢 イヌ

に連続投与 した際,3日 前後 に歩 行異 常が現 われ始 め

る という報 告4肌15)と一 致 して い た。Burkhardtら41に

よると,歩 行異常 の発現 時期 は関節軟骨 におけ る肉眼

ない し光顕 レベ ルで の病 変発生 時期 と一致す る とされ

てお り,本 試験 にお いて も当該 個体 にキ ノロ ン誘発 関

節病変と一致す る肉眼所 見が得 られ た ことか ら,症 状

発現 と関節病変 との 関連 が示唆 され た。 また,こ の関

節異常屈曲 は休薬 後9日(投 与 開始 後15日)の 観 察時 に

は消失 していた。 同様 の経 過がpipemidic acid(PPA)を

投与 した幼若 イヌで も確 認 されてお り15,,キ ノロ ン系

抗菌剤 による関節障害 が修復可 能で ある こ とを示唆 す

るものである。

肢骨関節の肉眼検査 では,手 根 関節 の異常屈 曲が 観

察 され た全 個 体 と歩 行 異 常 の 認 め ら れ な か っ た

90mg/kg群 の雌1例 に水疱様 病 変が 観 察 された。 病 変

は躯幹に近い大腿 骨近位端 や上腕 骨近位 端 の関節面 に

好発 したが,こ の ような病変分 布 の特 徴 はPPAあ るい

はdifloxacinを 用 いた 関節 症 誘 発実 験 に お け る知 見4.6)

と一致 して いた。 また,各 肢骨 関節 面 におけ る痛 変好

発領域,特 に上腕骨近 位端 の大 ・小結 節基 部 は荷 重領

域 の 一部 とみな されて お り10),キ ノロ ン誘 発関節 症の

病 理発生 と体 重負荷 との関連 が推測 され た。ちなみ に,

PPAを 投与 したイ ヌを体 重負荷 のか か らない状態 に し

た場合,水 疱が形 成 されな い ことが 実証 されて いる15)。

病理組 織検 査で は,水 疱様 病変 は関節軟 骨 中間層 に

限局 して形成 され た裂 隙 ・空 洞 と して確認 され た。投

与期 間終了時 に は,こ れ ら裂 隙 ・空洞周 囲に おいて軟

骨 細 胞 の再生 像 といわ れ るchondrocyte clusterが み ら

れ,さ らに,回 復期 間終 了時で は,cluster内 の軟 骨細

胞 が弱好 酸性 基質 を豊富 に産生 してclusterの 大型 化 を

招 い てお り,加 えて,線 維軟 骨様化 生 を示 す例 もあ っ

た。 この ような変化 はいず れ も関節 軟骨傷 害 に対 す る

修 復過 程で ある と考 え られ た。

関節軟 骨以 外の変 化 として,90mg/kg群 の投 与 期間

終了時剖 検例 にのみ,滑 膜表層 細胞 の多層 化 を伴 う滑

膜下結 合組織 の水腫 が観察 され た。 キ ノロ ン系抗 菌剤

を用 いた関節 症誘発実 験 あるい は関節毒性 試験 での滑

膜病 変 の記 載 は少 な く2.3.6),また,本 試 験 でみ られた

ような滑 膜下組 織の変 化 は過 去 に報告 されてお らず,

その毒性 学的 意義 は明 らか では ない。

以上 の結果 を総括 す ると,幼 若 ラ ットを用い た試験

で は,一 般状 態お よび症状観 察 な らび に病 理学検 査の

いず れに も被験 物質投 与 に起 因す る と考 え られ る異常

が認 め られ なか っ た こ とか ら,幼 若 ラ ッ トに お け る

TMFXの 関 節毒 性 発現 量 は300mg/kgを 越 え る と判 断

され た。一方,幼 若 イ ヌを用 いた試験 で は,一 般 状態

お よび症状 観 察な らびに病理学 検査 を通 じ,既 知 の キ

ノロ ン誘 発 関節症 の所 見 と一致 す る結 果が90mg/kg群

の全例 お よび36mg/kg群 の1例 で 得 られ た こ とか ら,

Table 3. Arthropathy-induced dose of quinolone antibacterial drugs given by

oral administration to immature rats and dogs

M: male F: female
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幼 若 イ ヌにお けるTMFXの 関 節毒性 発現 量 は30mg/kg

であ る と結論 され た。 この結 果 を本試験 とほ ぼ同 じ条

件 下(動 物,系 統 ・品種,週 齢 ・月 齢,投 与経 路 お よ

び投 与期 間)で 行 なわ れ た他 のキ ノ ロ ン系 抗菌 剤 を用

い た 関 節 症 誘 発 実 験 あ る い は 関 節 毒 性 試 験 の 成

績1.5.11.13.14)と比 較す ると(Table3),TMFXは 幼若 ラ ッ ト

に対 して は他 の キ ノ ロ ン系 抗 菌 剤 よ り関節 毒 性 が弱

く,ま た,幼 若 イヌに対 して もほぼ同程 度の 関節 毒性

を有 してい る と考 え られ る。

文 献

1) 谷村 弘, 副 島林 造: 第37回 日本 化 学 療 法学

会 西 日 本 支 部 総 会, 新 薬 シ ン ポ ジ ウ ム。

Fleroxacin (AM-833), 和 歌 山, 1989

2) 第32回 日本 化 学療 法学 会 西 日本 支 部総 会, 新

薬 シ ンポ ジ ウム1。, Ciprofloxacin BAYo 9867,

岡 山, 1984

3) Bendele A M, Hulman J F, Harvey A K, Hrubey

P S and Chandrasekhar S: Passive role of ar-

ticular chondrocytes in quino-lone-induced

arthropathy in guinea pigs. Toxicol Pathol 18:

304-312, 1990

4) Burkhardt J E, Hill M A, Carlton W W and Kes-

terson J W: Histologic and histochemical

changes in articular cartilages of immature

beagle dogs dosed with difloxacin, a fluoro-

quinolone. Vet Pathol 27: 162•`170, 1990

5) 第30回 日本 化学 療 法 学会 西 日本支 部 総 会, 新

薬 シ ンポ ジウム。DL-8280, 名古屋, 1982

6) Gough A, Barsoum N J, Mitchell L, McGuire E J

and de  la Iglesia F A: Juvenile canine drug-in-

duced arthropathy: Clinicopathological studies

on articular lesions caused by oxolinic and pipe-

midic acids. Toxicol Appl Pharmacol 51: 177•`

187, 1979

7) Gough A W, Barsoum N J, Renlund R C,

Sturgess J M and de la Iglesia F A: Fine structu-

ral changes during reparative phase of canine

durg-induced arthropathy. Vet Pathol 22: 82•`

84, 1985

8) Ingham B, Brentnall D W, Dale E A and McFad-

zean J A: Arthropathy induced by antibacterial

fused N-alky1-4-pyridone-3-carboxylic acids, Tox-

icol Letters 1: 21-26, 1977

9) Kato M and Onodera T: Morphological investiga-

tion of cavity formation in articular cartilage in-

duced by ofloxacin in rats. Fund Appl Toxicol 11:

110-119, 1988

10) Kincaid S A and Van Sickle D C: Regional his-

tochemical and thickness variations of adult

canine articular cartilage. Am J Vet Res 42: 428

～1432
, 1981

11) Machida M, Kusajima  H, Aijima H, Maeda A, Ishi-

da R and Uchida H: Toxicokinetic study of

norfloxacin-induced arthropathy in juvenile anim-

als. Toxicol Appl Phamacol 105: 403 •` 412,

1990

12) 松 下 忠 弘, 押 田 忠 弘, 恩 田 時 男, 内 藤 真 智子,

山 口 東 太 郎: Temafioxacinのin vitro抗 菌作 用。

Chemotherapy41 (S-5): 67～80, 1993

13) 下 武 男, 松 田 一 栄, 斉 藤 明 美, 山 崎 光 雄:

NY-198の ラ ッ トに お け る 関 節 毒 性 試 験 。Che-

motherapy36: 439～448, 1988

14) 上 野 一 恵, 原 耕 平, 河 田 幸 道: 第38回 日本化

学 療 法 学 会 西 日本 支 部 総 会, 新 薬 シ ンポ ジウム

II。Sparnoxacin (AT-4140), 岐 阜, 1990

15) Tatsumi H, Senda H, Yatera S, Takemoto Y,

Yamayoshi M and Ohnishi K: Toxicological stu-

dies on pipemidic acid. V. Effect on diarthrodial

joints of experimental animals. J Toxicol Sci 3:

357-367, 1978

16) Tekeli S and Kimura E T: Articular cartilage tox-

icity study of ABBOTT-63004 hydrochloride

administered orally to immature dogs (Eploratory

research report). Abbott Laboratories 社内資料



VOL. 41 S-5

Temafloxacinの 関節 毒 性試 験
241

Arthrotoxicity study of temafloxacin

Kinji Kobayashi, Toshihisa Fujiwara, Takaaki Yamamura, Hiroshi Kuse,

Yoshiaki Kawai and Masaki Hori
Safety Research Laboratory, Tanabe Seiyaku Co., Ltd.

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

To determine the arthrotoxicity of temafloxacin hydrochloride (TMFX) in immature animals,

TMFX was orally administered to 4-week-old rats (12 rats of each group and sex) at doses of 30,

100 and 300 mg/kg and 3-month-old dogs (3 dogs of each group and sex) at doses of 10, 30 and 90
mg/kg for 7 days.

1) No remarkable clinical or pathological changes were seen in immature rats throughout the

treatment or recovery period.
2) In observing the gait of immature dogs, abnormal 'flexion of the carpal joints was seen in 3

male and 2 female dogs in the 90 mg/kg group, and 1 male in the 30 mg/kg dose group during the

treatment period. This abnormality was observed throughtout the treatment period after its

appearance. In the recovery period, this abnormality persisted 2-3 days after withdrawal in 1
male dog in each 30 mg/kg and 90 mg/kg group, but it disappeared later on.

3) Blister-like lesions or erosions in the articular cartilage were grossly obseeved in all dogs
with abnormal gait and 1 female dog with normal gait in the 90 mg/kg group.

4) Corresponding to the gross lesions, rarefaction of cartilage matrix and fissuring were

histopathologically seen at the end of the treatment period. Chondrocytic regeneration and

fibrocartilage-like metaplasia regarded as a process to repair articular cartilage damage were
observed in the area surrounding fissures at the end of the recovery period. Edema of subsynovial

connective tissue with stratification of synovial lining cells was only observed in dogs in the 90

mg/kg group at the end of the treament period.
From the above results, the arthrotoxicity dose of TMFX was considered to be over 300 mg/kg

in immature rats and 30 mg/kg in immature dogs.


