
間的傾向及び程度は、②の結果とほぼ同じであった。  

代謝物Ⅱ、ⅩⅡ及びⅩⅣでは、阻害作用はみられなかった。ⅩⅠでは、10‾3M   

で極めて弱いChE活性阻害が暴露3時間後にみられたが、10‾4Mではほとんど   

影響がみられなかった。  

（9 まとめ  

血豆Iりの試験結果から、フェントラザミドはChE活性を緩やかに阻害し、か   

つその回復が遅いことが示唆された。しかし、明らかなChE活性阻害がみられ   

た用量においても、外観の変化及び中毒症状は全く認められず、これはウサギを   

用いた一般薬理試験でも同様であった。さらに、ウサギの発生毒性試験［12．（3）］   

及びラットの慢性毒性／発がん性併合試験［11．（2）】においても血祭及び赤血球   

ChI己活性阻害が認められているが、これらや本試験を含む大多数の試験におい   

ても脳ChEの残存活性が50％以上保たれていることから、結果として中毒症状   

があらわれなかったものと考えられた。  

また、代謝物ⅩⅠでもChE活性阻害作用がみられたが、用量的に見て、その   

作用はフェントラザミドより弱いものであった。したがって、血＝正和の試験で   

みられたChE活性の低下は、フェントラザミドそのものによるものと示唆され、   

フェントラザミドの動物代謝物は親化合物よりも強いChE活性阻害作府を示さ   

ないと考えられた。（参照67）  

（5）甲状腺に及ぼす影響（／〝r／打d  

ラットを用いた2年間慢性毒性／発がん性併合試験［11．（2）］の最高用量群にお   

いて、甲状腺ろ胞のコロイド内鉱質沈着（雌雄）、過形成及び腺腫（雄）の増加   

が認められた。この機構は、先の試験【14．（3）］でみられたウリジンニリン酸グ   

ルクロニルトランスフエラーゼ（UDPGT）の明らかな誘導から、甲状腺ホルモ   

ンの代謝的な分解の増加による二次的作用であると推察されたが、甲状腺ペルオ   

キシダーゼ（TPO）への直接的阻害作用の可能性についても検討する目的で、ブ   

タ甲状腺の可溶化したミクロゾームを用い、TPOに触媒されるグアヤコール酸   

化及びヨウ素生成が測定された。  

① グアヤコ．－ル酸化の測定  

グアヤコール（5mM）、TPO（No．109、0．1グアヤコール単位）及びフェン   

トラザミド（DMSOに溶解）を0．1Mリン酸カリウム緩衝液（総容量；1mL，   

pH7．4）に加え、1分間室温でプレインキュベーションの後、過酸化水素（200卜M）   

を添加して反応を開始した。なお、陽性対照にはアミトロールが用いられた。  

陽性対照では、アミトロールにより、TPO触媒のモデル物質であるグアヤコ   

ールの酸化が強く、かつ濃度に関連して阻害された。フェントラザミドの調製可   

能最高濃度である100トLMでは、阻害は認められず、また30及び100いMでは  
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グアヤコール酸化が促進された。  

（診 ヨウ素生成の測定  

インキュべ－ションは（∋と同様とし、グアヤコールをヨウ化カリウム（10血M）   

に置き換え、過酸化水素の濃度を150匹Mとして実施された。  

陽性対照のアミトロールは、ヨウ化物からTPOによって触媒されるヨウ素生   

成の初期速度を効率的に、かつ濃度依存性に阻害した。一方、フェントラザミド   

の25トMでは影響なく、検体に沈殿が認められた50及び100ドMでもヨウ素生   

成に影響を及ぼさなかった。  

したがって、 フェントラザミドが酵素そのものを阻害することもなく、また   

TPOにより生成したヨウ素化物質をトラップしないことが示唆された。  

③ まとめ  

フェントラザミドによるTPOの直接的阻害作用は認められなかったことから、   

ラットで認められた甲状腺の前腫瘍性変化及び腫瘍性変化は、肝臓における酵   

素誘導及び抱合化の増加に伴う甲状腺ホルモンの代謝的分解の増加により、二次   

的に生じた甲状腺への持続的な刺激によるものと考えられた。（参照68）  

（6）膜胱上皮過形成及び腫癌についての解明試験（ラット）  

ラットを用いた90日間亜急性毒性試験［10．（1）］の高用量群（雄雌：6，400ppm）   

において勝胱上皮の過形成が認められ、さらに2年間慢性毒性／発がん性併合試   

験［11，（2）］の高用量群（雄：3，000ppm、雌：4，000ppm）及び中用量群（雄：   

1，000ppm）では、膜胱上皮過形成の増加とともに4，000ppm群の雌で低頻度で   

はあるが勝胱腫瘍が観察された。これらの発生機序を解明するため、以下の①～   

③の試験が実施された。  

（D 中期発がん性試験  

フェントラザミドの勝胱に対する発がんプロモーション作用の有無を調べる   

目的で、Fischerラット（一群雄10～20匹）を用いた中期発がん性試験（試験   

期間：イニシ土－ション4週間、プロモーション32週間の合計36週間）が実施   

された。  

なお、イニシエーション処置には、」V・プチルーJV－（4－ヒドロキシプチル）ニトロ   

ソアミン（BBN）を0．05％の濃度で飲料水により投与（BBN摂取量は52．7～55．O   

mg／kg体重／日）、陽性対照群にはL－アスコルビン酸ナトリウムを50月00ppmの   

濃度で混餌投与された。試験群構成は表41に示されている。  
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表4ト中期発がん性試験（ラット）の試験群構成  

B■BN  動物数  32週間投与化合物       下段：平均検体摂取量（mg／kg体重／日）   

0（対照群）、20、50、200、3，000  
各20   フェントラザミド  

処置  
0、0．93、2．28、9．21、174  

20   
L－アスコルビン酸  

ナトリウム   2，450   

0（対照群）、3，000  
無処置  各10   フェントラザミド  

0、162  

投与134日にBBN処置対照群の1例が死亡した。剖検所見から、F344ラッ  

トに自然発生するLGL白血病と考えられたが、本腫瘍発生はBBNイニシエー   

ション処置とは関係しないと考えられた。   

BBN処置の有無を問わず、フェントラザミド3，000ppm投与群において給餌   
器からの餌の掻き出し及び体重増加抑制が認められた。体重増加抑制は陽性対照   

群でも認められた。餌の掻き出しは検体に対するラットの忌避が原因と考えられ   

たが、投与開始23週以後は全く観察されなかった。   

BBN処置群では、3，000ppm投与群及び陽性対照群において、肉眼的な勝胱   

の単発性ないし多発性の隆起及び結節性病変の発生頻度が統計学的に有意に増   

加し、 

胱上皮の乳頭状ないし結節状過形成、乳頭腫及び移行上皮癌の発生頻度、基底膜  

10cmあたりの膜胱病変の個数についても統計学的有意な増加を示した。   

一方、BBN無処置群では、膜胱の肉眼的病変及び膜胱重量への影響は認めら   

れなかったが、3，000ppm投与群の全例に単純性過形成が認められ、BBN無処   

置対照群と比較して明らかに発生頻度が増加した。   

本試験において、 フェントラザミドの3，000ppm投与群で勝胱発がんプロ羊   

－ション作用が確認された。したがって、プロモーション作用に対する無毒性量   

は200ppm（9．21mg／kg体重／日）であると考えられた。（参照69）   

② 初期膜胱病変及び膀胱上皮細胞増殖活性の検索試験   

①の中期発がん性試験では、3，000ppm投与群で膀胱発がんプロモーション作   

用が認められた。したがって、検体投与の初期段階における勝胱の病理組織学的   

変化、ならびにプロモーション作用と関連性が深いとされる細胞増殖活性を、5－   

ブロモー2，－デオキシウリジン（BrdU）の細胞核内への取り込みにより検討するた   

め、Fischerラット（一群雄12匹）にフェントラザミドを0、50及び3，000ppm   

で3または7日間混餌投与する試験が実施された。   

3，000ppm投与群では、3日間投与により軽度の体重増加抑制（有意差なし）   

及びBrdU標識率の増加傾向（対照群の4．4倍、有意差なし）が認められた。7   

日間投与では、統計学的に有意な体重増加抑制、勝胱絶対及び比重量低下ならび  
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にBrdU標識率の増加（対照群の5．7倍）が認められた。膜胱の肉眼所見及び病  

理組織学的所見はいずれの投与期間でも認められなかった。   

一方、プロモーション作用が恵められなかった50ppm投与群では、これらの  

作用は全く観察されなかった。このことから、プロモーション作用の発現と細胞  

増殖活性の克進とは密接に関連すると考えられた。（参照70）  

③ 亜急性毒性試験における代謝  

膜朕毒性の発現機序と、長期間の高用量の投与により特異的な代謝物が生成し   

たこととの関連を検証する目的で、亜急性毒性試験のラット（一群雌3匹）のう   

ち、50及び6，400ppm投与群の90日間投与終了後に、〔phe－14C】フェントラザ   

ミドまたは［cyc－14C］フェントラザミドを1．5mg／kg体重で単回経口投与し、低用   

量投与による短期代謝試験との相異点について検討された。また、長期間投与の   

比較対照群として、50及び6，400ppmの3日間投与群を設定した。  

a）血中濃度推移   

［phe－14C］フェントラザミド投与群のTmaxは20～60分、Cmaxほ0．288～1．01  

ドg／gであり、動物体内運命試験［1．（1）］の低用量群の結果と顕著な差はなかった。   

一一方、【cyc－14C］フェントラザミド投与群のTmaxは40～90分、Cmaxは0．221～   

0．498トLg／gであり、CInaXはやや低い値を示したものの、同じく動物体内運命試験   

什（2）］の低用量群の結果と顕著な差はなかった。  

前処理投与の投与量と投与期間の関係を比較すると、50ppmの3日間投与群   

の血祭中濃度は、90日間投与群と比較し試験期間を通じて概ね低い値であった。   

一方、6，400ppmの比較では逆の現象が認められ、3日間投与群の血祭中濃度は   

90日間投与群より高かった。  

b）排泄  

主要排泄経路は尿中であり、動物体内運命試験［1．（1）及び（2）］と同様の傾向で   

あった。50ppm投与群では、投与後72時間の尿中に69．3～86．3％TAR、糞中   

に12．3～21．5％mR、6，400ppm投与群では尿中に57．5～71．9％m、糞中に   

24．1～38A％TARが排泄された。尿中排泄率を投与期間で比較すると、50ppm   

では90日間投与群の方がやや低く、逆に6，400ppmでは90日間投与群の方が   

やや高かった。また、［cyc－14C］フェントラザミド投与群は［phe－14C］フェントラザ   

ミド投与群よりも低い尿中排泄率であった。   

体内への残留放射能量は、【pbe－14C］フェントラザミド投与群では0．1～   

0．3％TARと低かったが、［cyc・14C］フェントラザミド投与群では約10倍高かった。  

G）代謝物同定・定量   

糞尿中の代謝物について分析された結果、【phe－14C】フェントラザミド投与群で  
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は、Ⅱ及びⅩがそれぞれ回収放射能の17．9～39．4％及び31．5～51．0％認められた。  

Ⅹの生成量は、3日間投与群よりも90日間投与群で多かった。6，400ppmの3  

日間投与群では、Ⅱ及びⅩはそれぞれ20．2及び31．5％と低く、未同定代謝物が  

38．3％と他の試験群より高かった。  

［cyc－14C］フェントラザミド投与群における主要代謝物はⅩⅡであり、回収放射  

能の27．5～37．0％を占めた。他に、ⅩⅣ（9．5～14．1％）、ⅩⅠ（5．8～14．4％）、  

ⅩⅩⅡ（4．5～8．2％）及びⅩⅨ（1．4～1．9％）が認められた。主要代謝物であるⅩ  

Ⅱは、6，400ppm投与群よりも50ppm投与群で多く認められ、一方、ⅩⅩⅡは  

6，400ppm投与群で多かった。この差は主に糞中で認められた。未同定代謝物は、  

50ppm投与群（17．1～23．2％）より6，400ppm投与群（30．8～32．4％）で多か  

った。   

以上のように、両標識体とも、フェントラザミドの長期間高用量投与により特  

異的な代謝物が生成していることはなく、投与量に相関した代謝物それぞれの量  

的な変化のみが認められた。   

これらの実験結果からでは、4，000ppm以上投与群で勝胱病変が発現し、50  

ppmのような低濃度では膜胱病変が認められなかったことへの説明にはならな  

いため、さらに、【cyc－14C】フェントラザミド投与群の尿中代謝物について検討さ  

れた。   

仮に、標識化合物の挙動が動物に混餌投与された検体の挙動に一致していると  

の前提で、1日あたりの尿中代謝物の生成量（mg／動物／日）を、投与放射能に対  

する尿中放射能排泄率、尿中代謝物の生成割合、1日の摂餌量（20g／動物／日）、  

飼料中の検体濃度から算出すると、50及び6，400ppmの90日間投与後での尿  
中代謝物の生成量の比較では、ⅩⅡで約95倍、ⅩⅠで約50倍、ⅩⅣで約65倍  

であった。これらの生成量の差が、高用量投与での膜胱病変の差になったのでは  

ないかと推測された。なお、ⅩⅡ、ⅩⅠ及びⅩⅣはいずれもシクロヘキシルアミ  

ン類であり、このうち、ⅩⅠ及びⅩⅣには、強い刺激性が報告されている。（参  

照71）  

④ まとめ  

①～③の結果に加え、遺伝毒性試験［13．］にあるように、本剤及び代謝物に遺   

伝毒性は認められなかったことから、勝胱腫瘍の発生機序は、ⅩⅡ、ⅩⅠ、ⅩⅣ   

等のシクロヘキシルアミン類の勝朕上皮への持続的な刺激あるいは細胞毒性に   

よる壊死及び再生、さらに、細胞増殖活性の冗進を伴ったプロモーション作用が   

関連した結果生じるものと推察された。  

（7）ラットの肝臓、胆汁及びChE活性への影響  

Wistarラット（一群雌雄各5匹）にフェントラザミドを0及び10，000l）Pm   
で28日間混餌投与（原体、検体摂取量は雄：0及び904mg／kg体重／日、雌：0  
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及び1，360mg／kg体重／日）する試験が実施された。   

本試験は、ラットを用いた90日間亜急性毒性試験［10．（1）］で肝機能に変化が  

認められ、さらに、同試験では脳ChE活性への影響が検索されていなかったこ  

とから、肝薬物代謝酵素活性のパターン、血祭、血球及び脳ChE活性について  

検査する目的で実施された。また、マウスを用いた90 日間亜急性毒性試験  

［10．（21）］及び2年間発がん性試験［11．（3）】で胆汁黒色化及び胆嚢上皮過形成が  

認められたことから、胆汁中の有色素性内容物に重要な関わりを有する、肝及び  

胆汁中のプロトポルフィリンⅨの予備的な検査も実施された。   

検体投与群では、雌雄ともに体重増加抑制が認められたが、臨床症状は認め  

られなかった。脳及び赤血球ChE活性阻害が認められ、阻害の程度は、脳では  

雄で70％、雌で20％、赤血球では雄で82％、雌で94％であった。さらに雌で  

は、血衆ChE活性阻害も認められた（63％阻害）。  

検体投与群では、肝薬物代謝酵素活性への影響が認められた。雄では、エトキ  

シクマリンαデェチラーゼ（ECOD）は対照群に比べて1．5倍増加し、エトキシ  

レゾルフィンαデェチラーゼ（EROD）及びアルドリンエポキシダーゼ（ALD）  

は最大50％低下した（いずれも有意差なし）。一方、エポキシドヒドロラーゼ（EH）  

は4倍、グルタチオンーSトランスフエラーゼ（GST）は4倍、UDPGTは2．5  

倍、統計学的に有意に増加した。   

雌でも雄とほぼ同等の誘導パターンであった。EROD及びALDはわずかに統  

計学的に有意な減少が認められ、ECOD減少には有意差は認められなかった。一  

方、EHは3．7倍、GSTは2．6倍、UDPGTは1．9倍増加した（UDPGTには有  

意差なし）。このように、本試験における薬物代謝酵素誘導のパターンは、チト  

クロームP450アイソザイム（CYP）依存性モノオキシゲナーゼ（ECOD、EROD  

及びALD）の変動は比較的わずかであり、一方、第Ⅲ相型酵素（EH、GST及  

びUpPGT）では著明な誘導が認められた。   

プロトポルフィリンⅨ量には、検体投与の影響は認められなかった。（参照  

72）  

（8）マウスの肝臓、胆汁及び胆嚢内容物への影響  

マウスを用いた2年間発がん性試験［11．（3）］で肝機能の変化、胆汁の黒色化及   

び胆嚢上皮過形成が認められたことから、検体投与後の肝薬物代謝酵素活性のパ   

ターン、胆汁黒色化に関連すると考えられる肝及び胆汁中のプロトポルフィリン   

Ⅸの予備的な検査を実施するため、B6C3Flマウス（一群雌80匹）にフェント   

ラザミドを0及び10，000ppmの濃度で8週間混餌投与する試験が実施された。  

死亡例及び臨床症状は認められなかった。  

肝薬物代謝酵素について、10，000ppm投与群ではモノオキシゲナーゼの著し   

い誘導がみられ、ECODは8倍、ERODは7倍、ALDは3．5倍にまで増加した。   

したがって、多くのCYPサブタイプ（1Al、2B、3A他）の誘導が推測された。  
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一方、EH、GST及びUDPGTの誘導はわずかで、対照群に比べて2倍程度の増   

加であった。このように、雌マウスの10，000ppm投与群でみられた薬物代謝酵   
素誘導のパターンは、第Ⅱ相酵素のみが誘導されたラット［14・（3）】とは異なり、   

CYP依存性酵素の誘導が顕著であった。   

肝臓及び胆汁中からプロトポルフィリンⅨ及びその他のポルフィリンは検出   

されず、ポルフィリン生合成に投与による影響はみられなかった。  

月旦嚢内でみられた固形物（病理組織学的には好酸性不定形物質）の分析では、   
高用量であるにもかかわらず、フェントラザミドや代謝物Ⅱは認められず、マウ   

スにおいてはこれらの物質の著明な胆汁排泄はないものと考えられた。また、対  
‘照群と比較して、コレステロール濃度の増加はなかったが、タウロコール酸の著   

明な増加が認められ、胆嚢内固形物の40％に達した。この所見から、胆汁酸組成   
に変化があったことが示唆された。  

以上より、マウスの混餌投与試験でみられた胆嚢の形態学的変化は、まず検体   
投与によって胆汁組成が変化し、鮎膜を刺激することで粘液分泌冗進を伴う上皮   
過形成が発現し、時に好酸性の不定形物質が形成されるものと考えられた。（参   

照73）   

（9）フエントラザミド混餌投与後のマウス胆汁を用いた復帰突然変異試験  

マウスを用いた90日間亜急性毒性試験［10．（2）］及び2年間発がん性試験  

［11．（3）］で胆嚢上皮の過形成が認められ、胆汁中の胆汁組成の変化によるものと   
考えられた。さらに、胆汁中成分の変異原性について確認する目的で、フェント   

ラザミドを0及び7，200ppmの濃度で7日間混餌投与したICRマウス（一群雄   
70匹）の胆汁を用いた、細菌はわpム血乙扇u皿：m由及びmlOO株）におけ   

る復帰突然変異試験が実施された。  

検体投与群のマウスでは、肝絶対及び比重量の統計学的な有意な増加が認めら   

れ、酵素誘導によるものであると考えられた。したがって、今回の試験で供され   
たマウス胆汁中には、酵素誘導を受けた後に排泄される胆汁中の成分も既に含ま   

れていることが推察された。  

採取された胆汁（原液または5倍希釈液）を用いたAmes試験は、胆汁中で化   

合物が代謝を受ける可能性がないことから、代謝活性化系（S9mix添加条件下）   
では実施されなかったが、代謝物が抱合体で存在することも考えられることから、   
β一グルクロニダーゼを添加した系についても実施された。試験結果は陰性であっ   

た。  

以上の結果から、フェントラザミドを投与されたマウスの胆汁は、細菌に対す   

る復帰突然変異誘発性を持たないと判断された。（参照74）  

（10）胆嚢のPCNA免疫染色追加試験  

マウスを用いた90日間亜急性毒性試験［10．（2）］及び2年間発がん性試験  
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［11・（3）］、ならびにイヌを用いた9 

性毒性試験［11．（り］の雌雄で胆嚢上皮過形成が認められた。この変化における細  

胞増殖の関与を検討するため、亜急性試験で用いたマウス（投与量：0、20、100、  

600、3，600及び7，200ppm）の雌各10匹及びイヌ（投与量：0、75、300及び  

1，200ppm）の雌各4匹の胆嚢及び肝臓（陽性対照）を用いたPCNA免疫染色  

試験が実施された。   

マウスの7，200ppm投与群でPCNA標識率が有意に増加し、3，600ppm投与  

群では増加傾向がみられた。これらは検体投与の影響と考えられ、胆嚢上皮の過  

形成に関連するものと判断された。なお、胆嚢上皮過形成はマウスの600ppm  

投与群、イヌの300及び1，200ppm投与群においても観察されたが、これらの  

用量では明らかな細胞増殖克進は認められなかった。（参照75）  

（11）肝薬物代謝酵素及び胆嚢への影響についての解明試験（イヌ）  

イヌを用いた90 日間亜急性毒性試験［10．（3）］及び1年間慢性毒性試験   

［11．（1）］の全投与群で認められた肝薬物代謝酵素誘導の回復性、高用量群（亜急   

性：1，200ppm、慢性：750ppm）で認められた胆嚢上皮病変の機序を解明する   

目的で、以下の①～②の試験が実施された。  

① 肝臓酵素及び胆嚢のトキシコダイナミックスの解明試験  

ピーグル犬（一群雌4匹）にフェントラザミドを0及び750ppmの濃度で6   

週間混餌投与（投与群）して試験が実施された。なお、回復性を観察するため、   

6週間の回復期間を設けた回復群についても検討された。投与期間中の平均検体   

摂取量は、投与群で30．6mg／kg体重／日、回復群で31．9mg此g体重／日であった。  

死亡及び臨床症状は認められなかった。750ppm投与群で体重増加抑制傾向が   

認められたが、回復群では回復傾向を示した。   

肝薬物代謝酵素誘導について、750ppm投与群で〃デメチラーゼ、αデメチ   

ラーゼ、チトクロームP450、UDPGT、CYP7A及びCYP依存性のモノオキシ   

ゲナーゼ（ECOD、ALD）が統計学的有意に増加し、ERODは有意に減少した。   

このように、フェントラザミド投与による肝薬物代謝酵素誘導が確認されたが、   

回復群では、これらの項目は対照群のレベルまで回復した。  

胆汁酸濃度は、投与群の750ppm投与群（95M）で対照群（120M）よりも   

わずかに減少し、回復群の750ppm投与群（146M）で対照群（107M）よりも   

わずかに増加した。これらの変化は統計的に有意でなく、胆汁酸産生に関与する   

CYP7A（コレステロールから胆汁酸六の変換の第1段階であり、律速段階の酵   

素）の誘導と胆汁酸濃度の変化には一定の傾向がみられなかった。  

病理組織学的検査において、肝臓では投与群の750ppm投与群ですりガラス   

様肝細胞質を示す肝細胞肥大が全例に認められたが、回復群の750ppm投与群   

ではほぼ完全に回復した。肝重量の変化は、投与群及び回復群ともに比重量の増  
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加のみであった。胆嚢では、投与群の750ppm投与群で粘膜下の浮腫が4例中3  

例にみられた。回復群の750ppm投与群ではこの変化は認められなかったが、4  

例中2例に過形成がみられ、慢性毒性試験でみられたものと同じであった。   

以上の結果から、イヌの亜急性及び慢性毒性試験でみられた肝薬物代謝酵素誘  

導は回復性であることが確認され、それぞれの試験の低用量群でみられた肝薬物  

代謝酵素の誘導は、肝重量増加及び形態学的変化を伴わなかったため、有害作用  

ではないと推察された。なお、本試験の750ppmは、肝薬物代謝酵素の誘導に  

加え、胆嚢病変を発現できるほどの高用量であったため、肝薬物代謝酵素活性は  

回復性を示すものの、肝重量及び形態学的変化は完全には回復しなかった。また、  

胆嚢上皮過形成については、本試験でCYP7Aの誘導が確認され、胆嚢上皮過形  

成が再現されたことから、CYP7A酵素の誘導による胆汁酸の変化によって影響  

されたものと推察されたが、胆汁酸産生量増加の確認ができなかったため、この  

関係は明らかにならなかった。（参照76）  

② 胆汁流量、胆汁組成及び肝機能パラメータヘの影響   

胆嚢上皮過形成の病態発生をさらに明らかにするため、胆管カニュレーション   

を施したピーグル犬（一群雌4匹）にフェントラザミドを750ppmの濃度（平   

均検体摂取量：18．7mg／kg体重／日）で6週間混餌投与し、投与期間中の胆汁流   

量及び胆汁成分への影響について検討した。なお、胆汁生成に必要な胆汁成分（特   

に胆汁酸）の枯渇を防ぐために、動物には分泌された胆汁の一部を毎日再補給さ   

れた。また、投与前に測定された胆汁流量及び胆汁組成を各動物の対照とした。   

投与12日（術後の感染症）及び投与35日（カテーテルの脱離）に各1例が切   

迫と殺された。手術に起因しキ感染症などを除いて、毒性学的に検体投与に関連   

性のある臨床所見は認められなかった。また、生存した1例では、手術の合併症   

により摂餌量及び体重低下が認められた。   

投与開始1週間前から週1回実施された血液学的検査においても、検体投与に   

関連性のある所見は認められず、胆管カテーテル挿管手術時の出血及び細菌感染、   

カテーテル離脱後の腹腔炎に関連すると考えられるRI主C、Hb及びHtの低下、   

MCV増加、赤血球沈降速度の顕著な増加lち伴うWBC増加等が認められた。一   
方、血液生化学的検査ではAm、ALP及びLDH増加が認められ、長期間の胆   

管カニュレーションによる臓器へのストレスとともに、検体疫与との関連も示唆   

された。  

4例すべてにおいて、摂餌量と胆汁産生に強い関連性が認められた。3例では、   

投与開始2～4週目に胆汁の色調が暗緑色から茶褐色へ変化し、その後、投与前   

に比べ13～63％の流量増加が認められた。残りの1例については、投与12日に   

と殺されたため、胆汁の色や流量への影響の詳細は確認できなかった。  

胆汁中のフェントラザミド及び代謝物Ⅱは、いずれもごく低濃度（最高濃度は   

それぞれ0．20及び0．84mM）であり、コレステロール濃度は投与期間中減少し  
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ていた。   

最終投与後の胆汁酸では、タウリンで抱合されたタウロコール酸やタウロデオ  

キシコール酸の濃度が減少し、コール酸やデオキシコール酸のような非抱合月旦汁  

酸が有意に増加した。   

剖検の結果、検体投与に関連した肉眼的所見は認められなかった。胆嚢の変化  

（のり状、ゼラチン状、黒色あるいは有形の内容物：病理組織学的には血液及び  

胆汁の残漆として同定）及び胆嚢萎縮が認められたが、これらは手術処置及び胆  

嚢管結集に関連した所見であると考えられた。   

病理組織学的検査において、肝細胞質の変化（すりガラス様変化及び細胞質の  

好酸性封入体）が認められ、検体投与によるものと考えられた。これらの影響は、  

組織学的にはミクロゾーム酵素の誘導と関連しており、①で確認されたCYP7A  

の誘導とも関連していると考えられた。胆嚢上皮過形成は、胆嚢を胆汁の流れか  

ら外科的に隔離させた本試験では認められなかった。（参照77）  

③ まとめ   

イヌで認められた胆嚢上皮過形成の病態発現機序として、フェントラザミド、   

代謝物Ⅲ及びコレステロールが影響している可能性は考えにくく、CYP7A活性   

の増加が引き金とな？たと考えられる胆汁酸組成の変化が最も関与したと考え   

られた。すなわち、抱合胆汁酸が減少し、非抱合胆汁酸が増加したことにより、   

より刺激性が高いとされ七いる非抱合胆汁酸により胆嚢上皮が刺激された結果、   

粘液分泌克進を伴った上皮過形成が発現したものと推察された。また、結繋した   

胆嚢には過形成がみられないことから、この病変は局所的であり、かつ、マウス   

を用いた発がん性試験［11．（3）］では胆嚢上皮に腫瘍が認められていないことか   

ら、フェントラザミド投与により認められた胆嚢上皮の過形成が腫瘍発現につな   

がることはないものと推察された。  

（12）ラットの胆汁流量、胆汁組成及び肝機能パラメータへの影響  

イヌで認められた胆嚢上皮への影響は、［14．（10）］の結果から、CYP7Aの誘導   

に関連する胆汁酸組成の変化の関与が考えられた。一方、ラットを用いた試験で   

は、胆道系の生理学的機能に疑わしい影響は認められなかった。したがって、胆   

嚢上皮への影響の作用機序をさらに精査し、種差を明らかにする目的で、Wistar   

ラット（一群雄各15匹）にフェントラザミドを0及び6，400ppm（平均検体摂   

取量：0及び581mg此g体重／日）の濃度で7週間混餌投与し、胆汁流量、胆汁   

組成及び肝CYP7A活性について解析された。  

死亡例及び臨床症状は認められなかった。6，400ppm投与群では、体重増加抑   

制、肝絶対重量増加及び総胆汁量増加が認められた。  

肝臓中のCYP7A活性は、検体投与群では対照群に比べわずかに低かった（対   

照群の78％）が、統計学的に有意ではなかった。  
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抱合体開裂処理された胆汁中にフェントラザミドは認められず、Ⅱが低濃度で  

認められたのみであった。抱合体開裂処理をしていない胆汁の胆汁酸分析では、  

6，400ppm投与群においてグリコーデヒドロコール酸がわずかに増えたが、胆汁  

酸組成は対照群のものとほぼ変わりなく、主たる胆汁酸はタウロデヒドロコール  

酸であった。また、6，400ppm投与群では、ラットの胆汁中主要代謝物であるⅧ  

が認められた。   

剖検所見は認められなかった。病理組織学的検査では、・6，400ppm投与群の9  
例中5例で小葉中心性に細胞質の変化が認められ、肝細胞質には微細な顆粒がよ  

り均一に分布していた。また、数例では門脈周囲の肝細胞にわずかな脂肪の蓄積  

がみられた。   

本試験において、 

た。しかし、胆汁量を肝絶対重量（g）あたりで比較すると、対照群に比べほと  

んど差はなく、統計学的に有意ではなかった。ラットでは、胆汁流量が肝絶対重  

量に相関することが報昔されており、本試験でみられた胆汁量増加は、検体によ  

る肝ミクロゾーム薬物代謝酵素誘導の結果、肝絶対重量が増加したことによるも  

のと考えられ、胆汁量に対するフェントラザミドの直接的な影響はなかったと考  

えられた。また、肝細胞質の変化については、形態学的には外来物質に対する肝  

臓の代謝活性化（薬物代謝酵素誘導）によって観察されるものであった。胆汁酸  

組成に関連するとされるCYP7Aの誘導はみられなかった。（参照78）  

（13）フエントラザミド及び代謝物の溶血性試験（血r／打β）  

一般薬理試験［7・］のラットを用いた溶血試験で右耳、元＝正和での溶血作用は認   

められなかったが、血豆加条件下で赤血球に直接的に暴露した際の影響につい   

て確認する目的で、SDラット（雄4匹）の血液を、DMSOに溶解したフェント   

ラザミド、代謝物Ⅱ、ⅩⅠ、ⅩⅡ及びⅩⅣを含むリン酸緩衝液食塩水系列（いず   

れも最終濃度10－7～10－4M）に加え、低張溶血性試験が実施された。  

フェントラザミド、代謝物Ⅱ、ⅩⅠ、ⅩⅡ及びⅩⅣは、血浸加条件下で溶血   

作用を示さなかった。（参照79）  

（14）フエントラザミド及び代謝物Ⅱの赤血球に対する影響く／〝r／打β）  

ラットの亜急性毒性試験［10．（1）］及び慢性毒性／発がん性試験［11．（2）］の高用   

量群では、軽度な赤血球に対する影響が一時的に認められた。赤血球と神経細胞   

（特に長い軸索を有する神経細胞）は生化学的に共通する性質を有することが知   

られており、両細胞ともに代謝エネルギーの供給をグルコースに依存している。   

そこで、［14．（3）③］の試験の神経細胞で解糖系を介したグルコースの利用に影響   

がみられたように、赤血球においても、同様なメカニズムでその完全な形状を保   

つ能力（integrity）が妨害される可能性が推察されることから、赤血球に対する   

フェントラザミド投与の影響を検討するために、エネルギー供給系への効果に着  
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眼した試験が実施された。   

Wistarラット（雄）から採取された赤血球をグルコース（4．5g／L）を高濃度  

に含有した培地で培養し、フェントラザミド及び代謝物Ⅱを0、0．1、1、5、10  

及び50膵／mLの濃度で処理し、培養赤血球を用いた生化学的解析が実施された。   

フェントラザミド処理により、溶血性、ATP量、グルコース消費量及び還元型  

GSH量に影響が認められた。   

処理開始1日後にグルコース消費量及び還元型GSH量が顕著に減少し、ATP  

畳も軽度ではあるが濃度依存的に減少した。溶血性は、最高濃度でわずかに認め  

られる程度であった。処理開始3 日後から、ATP量が最低濃度を除くすべての  

濃度で統計学的に有意に減少し、一番感受性の高いパラメータであらた。グルコ  

ース消費量は、低濃度（0．1及び1膵／mL）で一時的に増加した以外は用量相関  

的に低下した。処理開始7日後ではすべての膿度でATP量が低下し、グルコー  

ス消費量も強く抑制され、溶血性への影響も中間濃度処理群まで認められた。こ  

れらの影響は、濃度依存性や時間経過の点で、神経細胞で観察されたものと極め  

て類似していた。メトヘモグロビン形成には、フェントラザミドの影響はみられ  

なかった。   

代謝物Ⅱ処理による影響は、いずれの項目にもみられなかった。   

以上の結果から、ラットの亜急性毒性試験及び慢性毒性／発がん性併合試験の  

高用量群で認められた、網状赤血球の増加を伴う貧血傾向は、フェントラザミド  

投与により、赤血球の解糖系を介したグルコースの利用が低下した結果生じたも  

のと考えられた。ただし、フェントラザミドのバイオアベイラビリティが低いた  

め、元＝正和で観察された影響は極めて弱く、高用量群でしか生じなかったもの  

と考えられた。また、代謝物Ⅱは、フェントラザミドでみられた赤血球に対する  

影響に関与していないことが示唆され、Ⅱのみならず、ⅩⅠ、刃Ⅴ及びⅩⅡのよう  

な他の主要代謝物は、反応性のあるテトラゾリノンカルポニル構造を欠いている  

ことから、おそらく赤血球の代謝に関し特異的な影響を及ぼさないと考えられた。  

（参照80）  

（15）ラットのフエントラザミドの高用量連続投与による血液への影響  

ラットで認められた赤血球系への影響をさらに検討する目的で、SDラット（一   

群雄5匹）にフェントラザミドを14日間連続強制経口投与（原体：0、2，500及   

び5，000mg／kg体重／日、2％クレモホアEL水溶液に懸濁）する試験が実施され   

た。  

検体投与群では、体重増加抑制、肝絶対及び比重量増加、肝腫大及び肝細胞肥   

大が認められた。Htの統計学的に有意な低下、RBC及びHbの減少傾向、網状   

赤血球数の増加傾向が認められたが、いずれも用量相関性がみられなかった。メ   

トヘモグロビンの増加及びハインツ小体の出現はみられなかった。赤血球膜の脆   

弱性を指標とした溶血性試験及び血清鉄測定において、明らかな所見は認められ  
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なかった0病理組織学的検査で牌臓の↑モジデリン沈着の増加傾向が認められた  

が、骨髄では異常所見はみられず、造血機能への影響は認められなかった。   

以上のように、フェントラザミドを高用量で連続痙口投与した本試験において、  

軽度の溶血性貧血傾向が認められた。（参照81）  
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Ⅲ．食品健康影響評価   

参照に挙げた資料を用いて農薬「フェントラザミド」の食品健康影響評価を実施   

した。  

ラットを用いた動物体内運命試験において、経口投与されたフェントラザミドは   

速やかに吸収、排泄された。Tl／2は9．67～40．6時間であった。主要排泄経路は尿中   

であったが、高用量群では糞への排泄が高くなった。投与1時間後には、血液含量   

が多い臓器には全身よりも高い濃度が観察されたが、中枢神経系では非常に低い濃   

度であった。投与48時間後の体内残存はわずかであった。尿中に親化合物は検出   

されず、主要代謝物はⅡ、Ⅹ、ⅩⅠ、ⅩⅢ及びⅩⅣであった。糞中では親化合物が   

主成分であり、主要代謝物早まⅡ、Ⅹ、ⅩⅠ及びⅩⅡであった。主要代謝経路は、テ   

トラゾリノン環側鎖のカルポニル基が水酸化物イオンにより求核攻撃を受け、テト   

ラゾリノン環の窒素とカルポニルのC－N結合が開裂した後、Ⅱ及びⅩⅠが生成し、   

さらに代謝、抱合等を受けると考えられた。   

水稲を用いた植物体内運命試験甲結果、青刈り、稲わら及び玄米のすべての試   

料において親化合物は検出されず、主要代謝物はⅥ及びⅩⅡであった。また、植   

物固有の代謝物は、Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ及びⅩⅩⅣであった。主要代謝経路は、加水   

分解によるⅡ及びⅩⅠの生成、Ⅱの抱合化、ⅩⅠのシクロヘキサン環の水酸化によ   

るⅩⅡの生成であると考えられた。   

水稲を用いて、フェントラザミド及び代謝物Ⅱを分析対象化合物とした作物残留   

試験が実施された。いずれの化合物も定量限界未満であった。また、魚介類におけ   

るフェントラザミドの最大推定残留値は、0．027mg／kgであった。  

各種毒性試験結果から、フェントラザミド投与による影響は主に赤血球及び脳   

ChE活性阻害、NTE活性阻害、肝臓及び膜胱に認められた。繁殖能に対する影響、   

催奇形性及び遺伝毒性は認められなかった。   

本剤投与によりChE及びNTE活性阻害が認められたが、症状観察において神   

経症状はみられず、遅発性神経毒性を示唆する所見も認められなかった。これは、   

明らかなChE活性阻害がみられた用量においても、脳ChEの残存活性が50％以   

上保たれていたことから、結果として中毒症状があらわれなかったものと考えられ   

た。さらに、ラットでは、高用量の長期間投与により髄鞘変性の発生頻度及び程度   

の増加がみられたが、この発生機序は、加齢の因子に加えて、検体の神経細胞に対   

する細胞エネルギー供給の減少により、運動神経細胞の老化が促進されたものと考   

えられた。また、本剤は既知のNTE活性阻害剤（特に有機リン剤）と構造的に異   

なっており、本剤によるNTE活性阻害は、フッ化カリウム処理によって全く賦活   

化されなかった。  

ラットで尿路（膜胱及び尿道）上皮腫瘍及び甲状腺ろ胞細胞腫瘍が低頻度ながら   

発生した。甲状腺については、肝臓における酵素誘導及び抱合化の増加に伴い、甲   

状腺ホルモンの代謝的分解が増加したことによる二次的作用によるものと考えら   

れた。尿路については、代謝物の一部（シクロヘキシルアミン類）の勝胱上皮への  
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持続的な刺激あるいは細胞毒性による壊死及び再生に加え、細胞増殖活性の克進を  

伴う本剤のプロモーション作用が関与したものと推察された。したがって、本剤に  

遺伝毒性は認められないことも考慮し、本剤の評価にあたり開催を設定することは  

可能であると判断された。   

また、マウス及びイヌで胆嚢上皮の過形成が認められた。発生機序は、肝臓にお  

けるCYP7Aの誘導により胆汁中の非抱合胆汁酸が増加し、胆嚢上皮が刺激された  

ことによるものと推察され、かつ、マウスを用いた発がん性試験で胆嚢上皮に腫瘍  

が認められていないことから、この過形成が腫瘍発現につながることはないものと  

推察された。   

各種試験結果から、食品中の暴露評価対象物質をフェントラザミド（親化合物の  

み）と設定した。   

各試験における無毒性量及び最小毒性量は表42に示されている。  
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表42 各試験における無毒性量及び最小毒性量  

動物種   試験   
無毒性量  最小毒性量  

（mg／kg体重／日）   （mg／kg体重／日）   
備考   

ラット  90日間亜急性  雄：29．8   雄：137   

毒性試験  雌：35．5   雌：174  
雌雄：赤血球ChE活性阻害等  

90日間亜急性  雄：77．0   雄：229   雌雄：体重低下等  

神経毒性試験  雌：92．9   雌：274   （神経毒性は認められない）  

2年間慢性毒性／  雄：10．3  
雄：52．7  

雌雄：赤血球ChE活性阻害等  

雌：14．6  雌：75．4  （雄で甲状腺ろ胞細胞腺腫及び癌、雌で  

併合試験  膀胱移行上皮乳頭腫及び癌が増加）  

親動物  親動物  

P雄：1．4  P雄：21．4  

P雌：1．8  P雌：28．1  

Fl雄：1．6  Fl雄：25．0  
親動物  

2世代  Fl雌：2．2  Fl雌：32．1  
雌雄：肝細胞質変化等  

繁殖試験  児動物  児動物  
児動物  

P雄：21．4  P雄：139  
雌雄：体重増加抑制等  

P雌：28，1  P雌：204  
（繁殖能に対する影響は認められない）  

Fl雄：25．0  Fl雄：202  

Fl雌：32．1  Fl雌：259  

発生毒性  母動物及び胎児：  母動物及び胎児  毒性所見なし  

試験   1，000  （催奇形性は認められない）   

マウス  90日間亜急性  雄：42．4   雄：266   

毒性試験  雌：55．2   雌：332  
雌雄：胆嚢上皮過形成等  

2年間   雄：28．0   雄：131   雌雄：胆嚢の好酸性不定形物質等  

発がん性試験  雌：41．9   雌：201   （発がん性は認められない）   

ウサギ   
発生毒性  母動物：2．5   母動物：10   

母動物：赤血球ChE活性阻害  

試験   胎 児：640   胎 児：－   
胎児‥毒性所見なし  

（催奇形性は認められない）  

イヌ   90日間亜急性  雄：2．98   雄：12．3   

毒性試験  雌：2．95   雌：12．4  
止堆雄：肝細胞肥大等  

1年間慢性  雄：1．12   雄：5．35   

毒性試験  雌：0．52   雌：1．14   
雌雄：ALP増加等  

ニワトリ   28日間  

亜急性遅発性  750／500   
体重減少等  

神経毒性試験   
（遅発性神経毒性は認められない）   

ー：最小毒性量は設定できなかった。  

備考には最小毒性量で認められた所見の概要を示した。  
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食品安全委員会は、各試験で得られた無毒性量の最小値がイヌを用いた1年間慢  

性毒性試験の0．52mg／kg体重／日であったので、これを根拠として、安全係数100  

で除した0．0052mg／kg体重／日を一日摂取許容量（ADI）と設定した。  

0．0052mg／kg体重／日  

慢性毒性試験  

イヌ  

1年間  

混餌  

0．52mg戊g体重／日  

100  

ADI   

（ADI設定根拠資料）   

（動物種）   

（期間）   

（投与方法）   

（無毒性量）   

（安全係数）  
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