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〈審議の経緯〉  

2006年 4月 21日   

2006年 4月 24日  

2006年 4月27日  

農林水産大臣より再審査に係る食品健康影響評価について要請  
（17消安第13900号）  

関係書類の接受  

第141回食品安全委員会（要請事項説明）  

第51回動物用医薬品専門調査会  

厚生労働大臣より残留基準設定に係る食品健康影響評価につい  

て要請（厚生労働省発食安第1016003号）、関係書類の接受  

第164回食品安全委員会（要請事項説明）  

第80回動物用医薬品専門調査会  

第82回動物用医薬品専門調査会  

第84回動物用医薬品専門調査会  

第223回食品安全委員会（報告）  

り2008年2月22日 国民からの御意見・情報の募集  
動物用医薬品専門調査会座長より食品安全委員会委員長へ報告  

第230回食品安全委員会（報告）  

同日付で厚生労働大臣に通知   
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寺田雅昭   （委員長）  寺田雅昭  （委員長）  見上彪   （委員長）  

寺尾允男   （委員長代理） 見上彪   （委員長代理） 小泉直子  （委員長代理り  

小泉直子  小泉直子  

坂本元子  長尾拓  

中村靖彦  野村一一正  

本間清一  畑江敬子  

見上彪  本間清一  

長尾拓  

野村一正  

畑江敬子  

廣瀬雅雄日  

本間清一  

☆：2007年2月1日から  

☆☆：2007年4月1日から  

〈食品安全委員会動物用医薬品専門調査会専門委員名簿〉  

（2007年2月11日まで）  （2007年9月30日まで）  

三森 国敏  

井上 松久  

青木 宙  

明石 博臣  

江馬 眞  

大野 泰雄  

小川 久美子  
渋谷 淳  

嶋田 甚五郎  

鈴木 勝士  

（座長）  

（座長代理）   

津田 修治   

寺本 昭二   

長尾 美奈子   

中村 政幸   

林  真   

藤田 正一   

吉田 緑  

三森 国敏  

井上 松久  

青木 宙  

明石 博臣  

江馬 眞  

小川 久美子  
渋谷 淳  

嶋田 甚五郎  

鈴木 勝士  

津田 修治  

（座長）  

（座長代理）   

寺本 昭二   

長尾 美奈子   

中村 政幸   

林  真   

平塚 明   

藤田 正一   

吉田 緑   

（2007年10月1日から）  

三森 国敏  

井上 松久  

青木 宙  

今井 俊夫  

今田 由美子  

江馬 眞  

小川 久美子  

下位 香代子  

津田 修治  

寺岡 宏樹  

（座長）  

（座長代理）   

寺本 昭二   

頭金 正博   

戸塚 恭一・・▲】■   

中村 政幸   

林  真   

山崎 浩史   

吉田 緑  
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要約  

2－bromo－thieno・triazolo－1，4diazepine誘導体であり、鎮静、抗痙攣、筋弛緩、睡眠効果  

を有する動物用医薬品「ブロチゾラム」、（CAS No．57801－81－7）について、各種評価書等  

（EMEAレポート、動物用医薬品再審査申請時の添付資料等）を用いて食品健康影響評価  

を実施した。   

評価に供した試験成績は、投与試験（マウス、ラット、イヌ、サル、牛及びヒト）、残留  

試験（牛）、急性毒性試験（マウス、ラット、イヌ、ウサギ及びサル）、亜急性毒性試験（ラッ  

ト、イヌ及びサル）、慢性毒性試験及び発がん性試験（マウス、ラット及びサル）、生殖発  

生毒性試験及び催奇形性試験（ラット、ウサギ）、遺伝毒性試験等である。   

試験の結果から、ブロチゾラム投与による影響は、鎮静、運動失調など主に薬理作用に  

関連していた。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。   

発がん性試験において、ラットの雄に甲状腺濾胞腺腫、ラットの雌に胸腺型悪性リンパ  

腫及び子宮における神経鞘腫の増加が認められたが、ブロチゾラムが遺伝毒性物質ではな  

いこと、マウスについて発がん性を示唆する所見が得られていないこと及びラットにおい  

ては高用量群にのみ、これら腫瘍性病変の発生の増加が認められていることから、一日摂  

取許容量（ADI）の設定は可能であると考えられた。   

各毒性試験の無毒性畳または作用量の最小値は、ヒトボランティア試験から得られた最  

小作用量0．0013mg肱g体重／日であったため、これを根拠として安全係数100で除した0．  

013巨g此g体重／日を一日摂取許容量（ADI）と設定した。  
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Ⅰ．評価対象動物用医薬品の概要  

1．用途（参照1）   

動物の食欲不振の改善の補助的効果を目的としている。   

2．有効成分の一般名  

和名：ブロチゾラム  

英名：Brotizolam  

3．化学名  

ImC  

和名‥2－ブロモー4せクロロフェニ／けサメチルー6H－1チアー5，7，8，9a－テトラアザー  

シクロペンタ［e］アズレン  

英名‥2－Bromo－4－（2－Chloropherwl）－9－methyl－6H－1－thia－5，7，8，9a－tetraaZa－  

cyclopenta［e］azulene  

CAS（No．57801－81－7）  

和名‥2ブロモー4せクロロラェニ′け9－メチルー6H－チエノ【3，2朝1，2，4】  
トリアゾロ［4，3a］［1，4］ジアゼピン  

英名‥2－Bromb・4－（2－Chlorophenyl）－9－methyl－6H－thieno【3，2－f）［1，2，4］  

triazolo【4，3a】［1，4］diazepine   

4．分子式  

C15HlOBrCIN4S  

5．分子量  

393．69  

6．構造式  

ワ
N
 
 

C1   

7．開発の経緯   

ブロチゾラムは、ドイツ・ベーリンガーインゲルハイム社において抗不安薬あるいは睡  

眠薬の研究の中から発見された2－bromo・thieno－triazolo－1，4diazepine誘導体である。ヒト  

6   



用医薬品としては睡眠導入剤として開発されているが、動物に対しては食欲不振改善の補  

助等を目的として開発された。   

わが国では、牛用注射剤として1998年9月に承認され、1999年6月より販売されて  

いる。用法・用量は、牛に対して1日量として体重1kg当たり2躇以下の量を静脈内に注  

射することとされ、食用に供するためにと殺する前2日間又は食用に供するために搾乳す  

る前12時間使用禁止期間としている。   

また、フランス（1987年6月承認）、ドイツ（1988年9月承認）、アイルランド（1990  

年10月承認）、イタリア（1988年9月承認）等諸外国においても広く承認を受け、市販  

されている。  

Ⅱ．安全性に係る試験の概要  

1．吸収t分布・代謝一排泄試験  

（1）投与試験（雄マウス）（参照2）   

Chbb：NMRI系雄マウス（9匹／群）に14C標識ブロチゾラムlを単回経口（0．3、10、  

200mg此g体重）投与あるいは非標識ブロチゾラムを4週間反復経口（0．3、10、200  

mg此g体重）投与後、同用量の14C標識ブロチゾラムを単回経口投与した際の体内動態   

が調べられている。なお、本試験の投与量はマウスを用いた18ケ月間発がん性試験（参   

照3）と同一濃度に設定された。  

14C標識ブロチゾラムの単回投与および非標識ブロチゾラム0．3、10mgの4週間前投  

与後の14C標識ブロチゾラムの単回投与における血中最大放射活性濃度は、全血量にお  

ける投与放射活性の2・卜4・6％の範囲にあった。一方、非標識ブロチゾラム200mgを前  

投与した場合の血中最大放射活性濃度は1．0－1．6％に低下し、CmaxおよびAUCも低値が  

認められた。この原因として、反復投与による吸収率の低下や酵素誘導による代謝克進  

が示唆された。しかしながら、CmaxおよびAUCは14C標識ブロチゾラムの単回および  

非標識ブロチゾラムの4週間前投与に関わらず、いずれの用量においても線形の相関性  

を示した。また、Tl／2については、前投与の有無および投与量による差は認められず  

（Tl佗：2．5－3．8時間）、いずれにおいても速やかな排泄が認められた。HPLCによる分  

析により、14C標識ブロチゾラムの単回および非標識ブロチゾラムの前投与に関わりな   

く主要代謝物として代謝物A（メチル基の水酸化）（22．2－30．7％）が認められ、その他  

に代謝物D（脱メチル体）（17．2％）、代謝物B（ジアゼピン環の水酸化）（12．3％）およ  

び未変化体（9．3－23％）が認められた。なお、これらの代謝物はいずれも投与後30分に  

検出されていることから、いずれの用量においてもブロチゾラムは速やかに代謝される  

ことが示唆された。一方、非標識ブロチゾラムの10および200mgを前投与した時に限  

り、代謝パターンに変化が生じ、高極性物質（21．4－30．5％、ブロチゾラムのフェニル環  

が水酸化されたものと考えられる）の割合が増加した。これに伴い代謝物Bおよび代謝  

物Dの割合は減少したが、代謝物Aの割合に変化は認められなかった。また、非標識  

ブロチゾラムの200mgの前投与では未変化体の割合（5．3％）が減少した。このことか  

l標識部位は炭素数9位（＊‥1ページ構造式参照。以下、特に記載がなければ同じ。）  
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ら、マウスにおける10および200mgの4週間前投与では、チトクロームP450による  

酵素誘導が生じている可能性が示唆された。   

（2）投与試験（雄ラット）（参照4）   

Sprague－Dawley系雄ラットに14C標識ブロチゾラム0．5mg／kg体重／日を単回および  

7日間反復経口投与した後の体内動態が調べられている。単回投与後のTma又は1時間で、  

そのときのCmaxは18．6ng／mLであった。血中からの消失はおおむね二相性であり、Tl／2  

（β相）は10．5時間であった。7日間反復経口投与後のTmaxは最終回投与後30分で、  

そのときのCmaxは51．6ng／mLであった。血中からの消失は単回投与時と比べ緩徐で  

あったが経時的に減衰した。  

単回投与時の組織内濃度は投与後1時間までにほとんどの組織で最高値を示し、胃腸  

管、肝臓、副腎、腎臓および甲状腺に高濃度の分布が認められたが、以降は経時的に減  

衰した。7日間反復経口投与後の組織内濃度は、単回投与時と同様に最終回投与後1時  

間までに最大となり、それらの濃度も単回投与時と同程度であった。投与4時間以降は  

単回投与時に比べ高値傾向にあったが経時的に減衰し、投与48時間後には全ての組織  

で最高値の1／10以下となった。また、特定組織に放射能が残留することはなかった。  

単回投与後48時間までの尿中排泄率は7．6％、糞中排泄率は88．0％であった。7日間  

反復経口投与における最終回投与後48時間までの尿・糞中排泄率は、各々全投与量の  

5．8％および83．9％で、単回投与と同様であった。  

単回投与後24時間までの胆汁中排泄率は84．0％と高く、その約1／2は投与後1時間  

までに迅速に排泄された。採取した胆汁を別の動物の十二指腸内に投与すると、投与24  

時間後以内に総放射能の39．2％が胆汁中に再排泄され、腸肝循環率は32．9％であった。   

ラット血祭タンパクとの結合率は五＝功ので50．6％、血l血で77．7％であった。ヒト  

血祭および血清アルブミンとの結合率は、各々94．0％および90．9％であった。   

単回投与後2－24時間の血中放射能濃度と血梁中濃度の比はおおむね全期間にわたっ  

て一定であり、約1．5であった。  

（3）投与試験（ラット、イヌおよぴサル）（参照5）   

Chbb：THOMラット（雄）、ピーグル犬（雌、4頭）及びアカゲザル（雄3頭、雌2頭）  

に1ic標識ブロチゾラムを単回経口あるいは静脈内（0．5mg瓜g体重／日）投与した時の  

体内動態について調べられている。また、ラットについては胆汁中排泄率についても調  

べられている。   

いずれの種においても、経口投与後のブロチゾラムは迅速かつ良好な吸収性を示し、  

CmaLXおよびTmaxはそれぞれラットで63ngeq／mLおよび0．25時間、イヌで83ng  

eq／mLおよび1時間、サルでは167ngeq／mLおよび1時間であった。また、経口およ  

び静脈内投与ともに血祭中総放射能の消失は二相性を示し、経口投与におけるTl′2（α  

相）はラットで0，5時間、イヌで2．3時間、サルでは1．3時間、T〟2（β相）はそれぞれ  
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17．5時間、20．8時間および17．1時間であった。静脈内投与におけるTl′2（α相）はラッ  

トで0．4時間、イヌで0．8時間、サルでは1．1時間、Tl／2（β相）ではそれぞれ14．8時  

間、18．4時間および18．9時間であった。   

腎および糞中からの総排泄率は、経口投与ではラットで83．6％、イヌで93．6％、サル  

では87．8％、静脈内投与ではそれぞれ88．5％、82．6％および87．0％であった。ラットで  

は腎排泄率は低く、経口および静脈内投与後6時間において5－6％であった。一方、イ  

ヌおよびサルにおける腎排泄率はそれぞれ49－51％および28－34％であった。いずれの種  

においても、ブロチゾラムは投与3－4日後に完全に排泄された。   

腸管吸収率はラットで89％、イヌとサルでは100％と高値を示し、いずれの種におい  

ても良好な吸収性が認められた。   

胆汁中排泄率はラットにおいて投与後10時間まで調べられており、投与後1－2時間  

で最も高く、1時間あたりの排泄率は静脈内投与で24．6％、経口投与では14．3％であっ  

た。また、投与後3時間までに静脈内投与では54．7％、投与後10時間では経口投与で  

72．9％、静脈内投与では84．8％が胆汁中に排泄された。  

ラットの胆汁中代謝物、サルおよびイヌの尿中代謝物について、TLCにより調べられ  

ている。ラットの胆汁およびサルの尿中に未変化体の放射活性はほとんど認められず、  

β－グルクロニダーゼ／アリールスルファターゼによる加水分解前はTLC上の原点以外  

に放射活性は認められなかった。一方、イヌの尿中には未変化体とTLC上で同じ挙動  

を示す放射活性体およびいくつかの非抱合代謝物が認められた。β－グルクロニダーゼ／  

アリールスルファターゼによる加水分解後は、個々の代謝物は異なるものの、いずれの  

種においても2～3種の主要代謝物が認められた。   

泌乳期のラットに単回経口（1m釘kg体重／日）投与した際の血中および乳汁中への分  

布、雄ラットおよび妊娠ラット（妊娠14、20および22日）に単回経口あるいは静脈内  

（雄：2．8mg此g体重／日、妊娠雌：3．4mg此g体重／日）投与した際の体内分布について  

全身オートラジオグラフイ一により調べられている。   

血中および乳汁中排泄率は、泌乳期ラットにおいて投与後24時間まで調べられてい  

る。血中と乳汁中濃度の推移には並行性が認められ、投与後24時間までにいずれも速  

やかな低下が認められた。投与4－8時間後の乳汁サンプルを用いてTLCによる分析を  

行なった結果、大部分がブロチゾラムの代謝物であり、未変化体はごく微量であった。   

全身オートグラフイーを用いた体内分布は、雄ラットを用いて投与0．5、1、4、8お  

よび24時間後に調べられている。経口および静脈内投与ともに同様の分布パターンを  

示し、投与0．5時間後には既に全身への分布が認められ、肝臓、腎臓、胃腸管および副  

腎で高濃度の分布が認められた。また、いずれの投与経路においても、被験物質は脳一  

血液関門を通過することが確認された。投与8時間後には主に消化管および肝臓に分布  

が認められ、腎臓、副腎および膀胱への分布はわずかであった。その他の臓器・組織へ  

の分布はほとんど認められなかった。妊娠14日と20日のラットにおける体内分布は、  

経口および静脈内投与15分及び24時間後では胎盤への通過が認められた。妊娠後期に  

おける放射活性の胎児および母動物への分布は同程度であった。投与24時間後では、  

胎児に微量ながら放射活性が認められた。  
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14C標識ブロチゾラムのタンパク結合率が調べられている。ウシ血清アルブミンおよ  

びヒト血清アルブミンとの結合率はそれぞれ73－87％および86－91％であった。また、ヒ  

ト血渠との結合率は89－95％であった。血中における14C標識ブロチゾラムは、主に血  

清アルブミンと結合した状態で存在することが示唆された。   

（4）投与試験（ラット、イヌ、サルおよぴヒト）（参照6）   

Chbb：THOMラット（計6匹）に14C標識ブロチゾラム10mg／kgを経口投与した後  

の胆汁中排泄物、雌のピーグル犬およびアカゲザル（雌雄各2例）に14C標識ブロチゾ  

ラム10mg肱gを経口投与した後の尿中排泄物、健常ヒトボランティア（男性3名、女  

性1名）に14C標識ブロチゾラム0．5mgを経口投与した後の尿中排泄物について調べ  

られている。   

全ての種において、 ブロチゾラムはほぼ完全に代謝された。ラット、イヌ、サルおよ  

びヒトにおいて、主要代謝経路はブロチゾラム分子の様々な部位における水酸化とその  

後に続く抱合であることが確認されている。末変化体は排泄されたとしても非常に微量  

である。質量分析法により、ラットの胆汁およびサルの尿から未変化体の14C標識ブロ  

チゾラムが分離同定されたが、その量はラットの胆汁中で4％未満、サルの尿中では3％  

未満であった。イヌとヒトにおいてはさらに少なくなると考えられ、RIAを用いた検討  

では、ヒトにおける末変化体の腎排泄量は投与量のおよそ1％であることが確認された。   

全ての種で認められた代謝物の中で最も多いものは代謝物Aおよび代謝物Bであった。  

ヒトとサルにおける主要代謝物は代謝物A（各々≧27％および約46％、腎排泄）と代謝  

物B（各々≧43％および≧20％、腎排泄）であり、ヒトにおけるブロチゾラムの代謝は  

サルと非常に類似していることが確認された。また、ヒトおよびサルの尿抽出物におけ  

る代謝物Aと代謝物Bの比率はそれぞれ、およそ4：1および3‥2であった。イヌにおけ  

る主要代謝物は代謝物Aと代謝物E（WelO64）（各々≧43％および≧20％、腎排泄）で  

あり、尿中における代謝物Aと代謝物Eの比率は2：1以上であった。なお、代謝物E  

は代謝物Bの異性体であり、代謝物Bはアルカリ媒体中で代謝物Eに変化する。それ  

故、イヌの尿中から同定された代謝物Eは試料の抽出・精製過程で代謝物Bから形成さ  

れるもので、実際に腎臓から排泄されているのものは代謝物Bであると考えられている。  

ラットの主要代謝物は、フェニルヒドロキシル基を含むブロチゾラムと代謝物B（各々  

≧14％および≧13％、胆汁中排泄）であった。  

（5）投与試験（マウス、ラット、イヌ、サル、牛およぴヒト）（参照7）   

マウス、ラット、イヌ、サルおよびヒトに14C標識ブロチゾラムを単回経口あるいは  

静脈内投与した後の体内動態について以下のように調べられている。   

ラット、イヌおよびサルに14C標識ブロチゾラムを単回経口投与すると腸管から速や  

かに吸収された（ラット：89％、イヌおよびサル：100％）。   

ラットおよびマウスに14C標識ブロチゾラムをそれぞれ単回経口（0．3、10、200mg／kg  

体重／日）投与した際の投与量とAUC、Cmaxの間には良好な相関性が認められた。  

14C標識ブロチゾラムをマウス（0．3、10、200mg此g体重／日）、ラット（0．3、0．5、  

10、200mg／kg体重／日）、イヌ（0・5mg此g体重／日）およびサル（0．5、7、10mg此g体  
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重／日）にそれぞれ単回経口投与した際のTmaxおよびCmaxは、それぞれマウスで0．5  

時間および86・71，539ng／mL、ラットで0．25－1．0時間および23－15，018ng／mL、イヌで  

1－2時間および83nghL、サルで0．5－2時間および167－1，800ng／mLであった。また、  

マウス（10mg此g体重／日）、ラット（0．5mg此g体重／日）、イヌ（0．5mg此g体重／日）  

およびサル（0．5、7、10mかkg体重／日）にそれぞれ単回経口投与した際の分布相半減  

期および消失相半減期は、それぞれマウスで0．8時間および5．6時間、ラットで0．5時  

間および17・5時間、イヌで1．8時間および20．8時間、サルでは0．5mg投与で1．0時間  

および17・0時間、7mg投与で21時間（消失相半減期のみ）、10mg投与で10時間（消  

失相半減期）であった。同様に、単回静脈内投与した際の分布相半減期および消失相半  

減期は、ラットで0，33時間および14．8時間、イヌで0．9時間および18．4時間、サル（0．5  

mg投与）で1．25時間および18．9時間であった。  

14C標識ブロチゾラムを単回経口および静脈内投与すると、いずれの投与経路でも全  

身に広く分布する。体内分布は投与30分後には腸管（胆汁排泄のため）、肝臓、腎臓お  
よび副腎に高濃度が認められ、投与8時間後には主に腸管に残留がみられるが、肝臓で  

は低濃度、腎臓および副腎ではごく微量が検出されるに過ぎない。   

経口および静脈内投与により14C標識ブロチゾラムは血液一脳関門を通過する。妊娠  

ラットに投与すると胎盤を通過し、妊娠後期には胎児と母動物への分布は同等となる。  

授乳ラットに経口投与すると放射活性は乳汁中に認められ、乳汁中濃度は血中濃度と同  

様の推移を示し、速やかに消失することが確認された。泌乳牛に静脈内投与すると、放  

射活性は投与後4時間までに乳汁中に検出される。また、血祭中濃度は乳汁中濃度と同  

様に速やかな消失が認められた。   

サルおよびラットを用いた反復投与試験の結果、ブロチゾラムには蓄積傾向および酵  

素誘導は認められなかった。また、ラット肝ミクロソームを用いて薬物代謝酵素誘導に  

ついて調べた結果、酵素誘導は認められなかった。一方、マウスではブロチゾラムを4  

週間反復経口（0．3、10、200mg此g体重／日）投与後、同用量の14C標識ブロチゾラム  

を単回経口投与した際に、200mg投与群でやや代謝冗進が認められ、酵素誘導が示唆  

された。   

マウスにおける単回経口（10mg瓜g体重／日）投与後6日までの尿中排泄率は22．5％、  

糞中排泄率は53．3％であった。尿中および胆汁中から7つの代謝物が同定されおり、胆  

汁中の主要代謝物は代謝物Aおよび代謝物B、その他に代謝物Cおよび代謝物Dが低  

濃度に、未変化体は極微量ながら検出された。胆汁中において、いずれの代謝物も水酸  

化体のグルクロン酸抱合体及び／あるいは硫酸抱合体として認められた。血祭中の主要  

代謝物は代謝物Aであり、その他に代謝物Bおよび代謝物Dが認められた。   

ラットにおける単回経口あるいは静脈内（0．5mかkg体重／日）投与後7日までの尿中  

排泄率は5．3－6．0％、胆汁中排泄率は72．9－84．9％、糞中排泄率は78．3－82．6％であり、尿  

中への排泄は主として未変化体であった。なお、代謝物の排泄パターンに投与経路によ  

る差異は認められなかった。胆汁中の主要代謝物はフェニルヒドロキシル基を含むブロ  

チゾラムおよび代謝物Bであり、未変化体は極微量ながら検出された。胆汁中において、  

いずれの代謝物も水酸化体のグルクロン酸抱合体及び／あるいは抱合体として認めら  

れた。血渠中における主要代謝物は2種類の高極性物質で、その他に代謝物A、代謝物  
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B、代謝物Cおよび代謝物Dが検出された。   

イヌでは単回経口あるいは静脈内（0．5mg此g体重／日）投与後8日までの尿中排泄率  

は51．5・49．3％、糞中排泄率は42．3－33．5％であった。尿中における主要代謝物は代謝物A  

（43％）および代謝物E（20％）であり、未変化体は極微量ながら検出された。いずれ  

の代謝物も水酸化体のグルクロン酸抱合体及び／あるいは硫酸抱合体として認められ  

た。なお、代謝物の排泄パターンに投与経路による差異は認められなかった。   

サルにおける単回経口あるいは静脈内（0．5、7、10mg肱g体重／日）投与後3あるい  

は5日までの尿中排泄率は28－69．2％、糞中排泄率は23．3－59％であった。尿中の主要代  

謝物は代謝物A（46％）および代謝物B（26％）であった。ブロチゾラムは尿中からほ  

ぼ完全に排泄され、未変化体としての排泄はわずか3％に過ぎなかった。いずれの代謝  

物も水酸化体のグルクロン酸抱合体及び／あるいは硫酸抱合体として認められた。なお、  

代謝物の排泄パターンに投与経路による差異は認められなかった。また、1年間反復経  

口（7mg此g体重／日）投与においても代謝パターンは同様であった。   

健常人におけるブロチゾラムの各剤型による吸収性が調べられており、溶液＞錠剤＞  

カプセルの順に良好な吸収性を示した。また、いずれの剤型においてもAUCに差は認  

められなかった。ブロチゾラムの血祭中濃度は0．125－1．Omgの用量ではほぼ線形の上昇  

を示すが、1．5mg以上の用量では上昇に明らかな停滞が認められた。健常人においてブ  

ロチゾラムは腸管から速やかに吸収され、絶対的生物学的利用率はおよそ70％であった。  

血祭中のTl／2は4．3－7．3時間と短く、投与量の64．9％は尿中から、23．6％は糞中から排泄  

された。7日間反復（1mg）投与試験では、血祭中濃度およびTl′2はそれぞれ初回投与  

日に19・2ng／mLおよび3．6時間、最終投与日では19．6ng／mLおよび3．7時間と同一で  

あり、蓄積性は認められなかった。ブロチゾラムはほぼ完全に代謝されて尿中排泄され、  

投与後8時間までに末変化体の占める割合は1％であった。主要代謝物である代謝物A  

および代謝物Bは、それぞれ27％および7％が尿中へ排泄された。いずれの代謝物も抱  

合体として認められた。また、これら代謝物の排出半減期は未変化体のそれと大差はな  

いことが確認された。   

重度の腎疾患患者にブロチゾラムを単回あるいは7日間反復（0．25mg）投与したと  

きのTl佗は6．9て．6時間で、健常人の値の範囲内にあった。高齢者患者に単回あるいは3  

週間反復投与（0．25mg）したときのTl佗は6．0－9．8時間であった。肝硬変の患者に単回  

（0．25および0．5mg）投与したときのTl／2には大幅な延長（9．4－53．3時間）が認められ、  

排出が遅くTl／2の検出できない患者も認められた。また、肝硬変患者のタンパク結合率  

は健常人に比べてやや低いことが確認された。健常人、高齢者患者および腎疾患患者の  

いずれにおいても反復投与による蓄積性および酵素誘導は認められなかった。   

（6）体内分布（泌乳牛）（参照8，9）  

14C標識ブロチゾラムを泌乳牛3頭（動物番号：1♀、2♀および3♀）に静脈内（10  

順化g）投与した際の吸収、分布および排泄について、次に示す2種類の試験で調べら  

れている。   

第1試験は2相試験（PhaselおよびPhase2）から構成されおり、14C標識ブロチ  

ゾラムを泌乳牛1頭（1♀）に単回静脈内投与した際の代謝および薬物動態について調  
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べられている。   

第2試験は14C標識ブロチゾラムを泌乳牛（2♀および3♀）に単回静脈内投与した際  

の体内動態について調べられている。   

①第1試験   

a．第1相試験、Phasel：試験開始後1・6日目  

14C標識ブロチゾラムを泌乳牛1頭（1♀）に単回静脈内（10膵此g）投与した際の、  

総放射活性の回収率および排泄経路、血祭、全血および乳汁中における残留量が調べら  

れている。血液試料は投与前および投与後144時間までに19時点で、糞尿は投与後12－24  

時間間隔で、乳汁は朝夕（08：00および18：00の2回）の時点で採取され、それぞれに  

おける回収率が測定された。   

放射活性の総回収率は投与後6日目で112％を示し、投与量の25％は投与後144時間  

までに尿中に排泄され（24時間では24％）、86％は糞中から排泄された。   

単回静脈内（10ドg倣g）投与した際の血衆中の総放射活性値は、投与5分後の16．4か  

ら投与1時間後には8．6ng吋血Lまで低下した。さらに、投与12時間後には0．4ウng  

eq／mLまで低下し、その後は検出限界未満となった。全血の放射活性値は血祭のそれに  

比べて低かったが、同様の動態傾向を示した。   

乳汁中における総放射活性値は非常に低く、総投与量に対する回収量の比率はわずか  

0．1％であった。総放射活性のCmax（0．58喝eq／mL）は初回乳汁サンプル（0－9時間）  

で確認され、それ以降、乳汁中の放射活性の濃度は検出限界未満であった。乳汁成分で  

ある芋川旨、凝乳および乳清のうち、、高濃度の放射活性が認められたのは芋川旨分画でCmax  

は1．73ngeq／mLであった。   

b．第2相試験、Phase2：試験開始後7日目   

第1相試験終了後、14C標識ブロチゾラムを泌乳牛1頭（1♀）に単回静脈内（10ドg此g）  

投与し、その6．5時間後に安楽死させ、全血、血祭、臓器および組織申それぞれの総放  

射活性の残留量について調べられている。血液試料は投与前および投与6．5時間後まで  

の計5時点で採取した。投与6．5時間後に安楽死させた後、肺、心臓、骨格筋、肝臓、  

皮膚、胃粘膜、舌、骨塩、骨髄、脂肪（腎臓および皮下）、牌臓、腎臓、副腎、脳、乳  

汁、胆汁、乳房組織、血祭および全血が採取され、個々の組織および臓器については重  

量が測定された。また、投与後6時間までの糞尿、乳汁および胆汁が採取され、重量あ  

るいは容量の測定が行われた。   

血祭中の総放射活性の濃度は投与30分後に14．05ngeq／mL、投与1時間後では10．71  

ngeq／mLを示し、投与6．5時間後には1．22ngeq／mLまで低下した。全血中の濃度は  

投与30分後に11．00ngeq／mL、投与1時間後では8．25ngeq／mLを示し、投与6．5時  

間後には1．16喝eq／mLまで低下した。これらの結果は、第1相試験の結果と同程度で  

あった。   

臓器および組織中濃度は胆汁、肝臓および腎臓の順で高く、総放射活性値はそれぞれ  

192月、16．9および5．3ngeq／gであった。   

未変化体の存在について、第1相試験で投与0．25、0．75、1．5、2および8時間後に採  

取した血祭を用いて調べたところ、それぞれ5．91、5．71、2．97、1．85および0．59ng／mL  
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の未変化体が検出された。   

肝臓および腎臓中の代謝物産物についてHPLCにて分析したところ、代謝物Aある  

いは代謝物Bの代謝物は検出されなかったが、少量の未変化体（肝臓で22．5％、腎臓で  

21．5％）が確認された。   

②第2試験  

14C標識ブロチゾラムを泌乳牛2頭（2♀および3♀）に12時間毎に2回（0および  

12時間）、静脈内（10膵仮g）投与したときの体内動態について調べられている。2回  

目の静脈内投与後、泌乳牛1頭（2♀）は24時間に、泌乳牛1頭（3♀）は72時間に屠  

殺した。   

泌乳牛1頭（2♀）では投与後36時間までに放射活性の70％が回収され、そのうち  

57％は糞中に、13％は尿中に排泄された。乳汁中への排泄は0．1％と微量であった。泌乳  

牛1頭（3♀）では投与後84時間までに放射活性の79％が回収され、そのうち63％は  

糞中に（36時間までに59％が排泄）、15％は尿中に排泄された。乳汁中への排泄は0．1％  

と微量であった。   

泌乳牛1頭（2♀）に初回（0時間）静脈内投与したときの血祭中の総放射活性値は、  

投与5分後の30．9ngeq／mLから投与3時間後（Tl／2は投与後0．5時間であると推測）  

には3．1ngeq／mLまで低下し、投与12時間後では0．5ngeq／mLとなった。2回目（12  

時間）の投与後の総放射活性値は、投与5分後で15．2ngeq／mLを示し、投与16時間  

後（Tl／2は投与後1時間であると推測）では1．0喝eq／m⊥まで低下した後、投与20時  

間後には0．6ngeq／mLとなった。泌乳牛1頭（3♀）に初回静脈内投与後の血渠中の総  

放射活性値は、投与5分後の23．9ngeqノmLから投与2時間後（Tlノ2は投与後1時間と  

推測）には5．Ongeq／mIJまで低下し、投与12時間後では1．Ongeq／mLとなった。2回  

目（12時間）の投与後の総放射活性値は、投与5分後で27．Ongeq／mLを示し、投与  

15時間後では3．7nge扉mLまで低下した（Tlノ2は投与後1時間であると推測）。その後、  

投与24時間後では1．1ngeq／mLとなった（Tl佗は投与後5時間であると推測）。泌乳牛  

2頭（2♀および3♀）の総放射活性値は、第1試験の第1相試験で確認した泌乳牛1頭  

（1♀）の結果と類似していた。   

泌乳牛2頭（2♀および3♀）に14C標識ブロチゾラムを2回、静脈内投与した後の乳  

汁中濃度は、2頭共に0．1％と微量であった。2回目の投与0－9時間後に採取された乳汁  

中の最高値は、2♀で0．1ngeq／mL、3♀で0．7ngeq／mLであった。乳汁中の濃度につ  

いても、第1試験の第1相試験の泌乳牛1頭（1♀）の結果と類似していた。   

泌乳牛2頭に14C標識ブロチゾラムを2回、静脈内投与したときの24時間後（2♀）  

および72時間後（3♀）の肺、JL、臓、肝臓、腎臓、舌、皮膚、脂肪（腎臓および皮下）、  

全血、胆汁および骨格筋の総放射活性値について調べたところ、肝臓以外のほとんどは  

検出限界未満であった。肝臓では2回目の投与24時間後で9．7ngeq／mL（0．8％）、投  

与72時間後では12．Ongeq／血L（0．7％）の濃度が確認された。  

以上の2試験の結果から、14C標識ブロチゾラムを泌乳牛3頭（1♀、2♀および3♀）  
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に静脈内（10巨g此g）投与すると、放射活性は急速に排泄されることが確認された。主  

要排泄経路は糞中（57－86％）であり、多くが胆汁中に排泄されることが考えられた。一  

方、尿中排泄は少量であった（15－25％）。これらの結果は、先に実施されたラット（糞  

中排泄：86％、尿中排泄：6％）およびサル（糞中排泄：59％、尿中排泄：28％）の試験  

結果と一致するものであった（参照10，11）。また、いずれにおいても放射活性の大部分  

は投与後24時間までに排泄された。   

血祭中からも急速に排泄され、泌乳牛3頭に静脈内投与したときのTl′2は0．5－1時間  

であった。これらの結果は、ラット（Tl／2：0．3時間）、イヌ（Tl′2：0．9時間）およびサ  

ル（Tu2：1．3時間）を用いた先の試験結果と一致している（参照12）。全血中の濃度は  

血渠中よりも低いが（1♀）、赤血球中への選択的な取り込みは示されていない。   

泌乳牛3頭共に乳汁中の総放射活性値は低く、わずか0．1％であることが確認された。  

乳汁成分の分析では、乳脂分画中に高濃度の放射活性が認められた（1♀）。   

泌乳牛3頭に静脈内投与6．5時間後（1♀）、投与24時間後（2♀）および投与72時  

間後（3♀）に屠殺したときの肝臓における濃度は、それぞれ16．9ngeq／mL（2．6％）、  

9■7ngeq／mL（0．8％）および12．Ongeq／mL（0．7％）あった。腎臓中の濃度は投与6．5  

時間後で5．3ngeq／mLを示し、投与24および72時間後では検出限界未満となった。  

この結果より、糞中への排泄は高く、尿中への排泄は低いことが明らかになった。また、  

肝臓では投与72時間後において0．1％以下のブロチゾラムおよび／あるいはその代謝物  

の残留が確認された。（参照8）  

泌乳牛（3頭／群）に14C標識ブロチゾラムを静脈内（2ドg此g）投与6．5、24、72時  

間後に各3頭から血液、乳汁および組織・臓器（血祭、骨格筋、脂肪、腎臓、胆汁、肝  

臓）を採取し、各試料中のブロチゾラム濃度を測定した。血祭では二相性の半減期がみ  

られ、投与7分後にCmax（2，83ngeqlmL）が認められ、投与3時間後には0．53ngeq／mL  

まで急速に減少（Tl佗は1．2時間）し、その後は緩やかな減少を示し投与36時間後には  

0．01ngeq／mLまで減少した（Tl／2は5時間）。乳汁中の残留量は低く、初回搾乳7時間  

後でCmax（0．08ngeq／mL）が認められ、47時間後には検出限界まで減少した。各組織・  

勝誇中における残留は主に肝臓（投与6．5時間後‥3，54ngeq／mL、24時間後‥1．24ng  

eq／mL、72時間後：0．56ngeq／mL）および腎臓（投与6．5時間後：1．12ngeq／mL、24  

時間後‥0．13ngeq／mL、72時間後：0．02ngeq／mL）で認められた。肝臓では投与72  

時間後まで明らかな残留が認められ、Tl／2は30分であった。また、胆汁中にはかなりの  

量の残留が認められ（投与6．5時間後：33．61ngeq／mL、24時間後：3．94ngeqhnL、  

72時間後：0．01喝eq／皿L）、ブロチゾラムの主要排泄経路は糞中であることが示唆され  

た。筋肉および脂肪中の残留はいずれの時点におい七も微量であった。（参照9）   

（7）残留試験（牛）（参照13，14，15，16）   

雌子牛（約6ケ月齢、31頭）にSPV708（ブロチゾラム0．2mg／mL製剤）を体重100  

kgあたり常用量群1．OmL（有効成分として0．2mg、以下同じ）および2倍量群2．OmL  

（有効成分として0．4mg、以下同じ）として左頸静脈内に1日1回3日間連続投与し、  

最終投与2時間、1、2、3および5日後に各群3頭から各組織・臓器を採取してブロチ  
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ゾラムの経時的な残留推移を確認した。表1に示すように最終投与1日後には全例が検  

出限界未満となった。（参照13）  

表1ブロチゾラム製剤投与後の組織内残留濃度 3試行 単位：帽／g  

採材時点  

試 料  2時間目  1日目  2日目   

筋肉   ＜0．001  ＜0．001  

肝臓   ＜0．001  く0．001  

腎臓   ＜0．001  ＜0．001  

常用量                             脂肪   ＜0．001  ＜0．001  

小腸   ＜0．001  ＜0．001  

血液   ＜0．001  ＜0．001  

筋肉   ＜0．001  ＜0．001  

肝臓   ＜0．001  ＜0．001  

腎臓   ＜0．001  ＜0．001  

2倍量                             脂肪   0．001☆  ＜0．001  ＜0．001  

′JⅧ易   ＜0．001  ＜0．001  

血液   ＜0．001  ＜0．001  

・（＊）3例中2例が検出限界未満 ・ －：実施せず   

同じ試験を異なる雌子牛（約6ケ月齢、31頭）を用いて実施された残留試験の結果は、  

表2に示すように最終投与1日後においては、いずれの試料も検出限界未満となった。  

（参照14）  

表2 ブロチゾラム製剤投与後の組織内残留濃度  3試行 単位：帽／g  

採材時点  

試 料  2時間目  1日目  2日目   

筋肉   ＜0．001  ＜0．001  

肝臓   0．001  
0．003★   

常用量  0．002☆☆  ＜0．001  ＜0．001  

脂肪   0．002☆☆   ＜0．001  ＜0．001  

／＝揚   0．002柚  ＜0．001  ＜0．001  

血液   0．001丈☆   ＜0．001  ＜0．001   

筋肉   ＜0．001  ＜0．001  

2倍量  
＜0．001  ＜0．001  

肝臓  ＜0．001  ＜0．001     腎臓         脂肪  0．001☆  ＜0．001     ／」Ⅷ募  ＜0．001  ＜0．001     血液  ＜0．001  ＜0．001  
☆は3例中1例で検出限界未満、柚は3例中2例で検出限界未満 －：実施せず  
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泌乳牛（2～6才齢、3頭／群）にSPV708を体重100kgあたり常用量群1．OmLおよ  

び2倍量群2．OmLとして、朝の搾乳直後に左頸静脈内に3日間連続投与した。乳汁採  

取は1回目投与前1回（対照）、最終投与12、24、36、48、60および72時間後に、血  

液採取は1回目投与前1回（対照）、最終投与15、30分、1、2、6および12時間後に  

右頸静脈から行い、ブロチゾラムの経時的な残留推移を確認した。表3においては乳汁  

では、常用量群および2倍量群ともに最終投与24時間後まで全試料が検出限界未満で  

あった。表4においては血液においては、最終投与1時間後にはいずれも検出限界未満  

となった。（参照15）  

表3 ブロチゾラム製剤投与後の乳汁中残留濃度   単位：一打g  

投与前   12時間   24時間   36時間   

常用量   ＜0．001   ＜0．001   ＜0．001  

2倍量   ＜0．001   ＜0．001   ＜0．001  

表4 ブロチゾラム製剤の血液中残留濃度  単位：トかg  

投与前   15分   30分   1時間   2時間   

常用量   く0．001  0．001，0．002，0．002   0．001☆   ＜0．001   ＜0．001   

2倍量   ＜0．001  0．002，0．003，0，003  0．001，0，002，   ＜0．001   ＜0．001  
0．002  

同じ試験で異なる泌乳牛（4才齢、3頭／群）を用いて実施された残留試験の結果は、  

表5と表6に示すように乳汁では、常用量群および2倍量群ともに最終投与12時間後  

で全試料が検出限界未満であった。血液においては、常用量群および2倍量群でそれぞ  

れ最終投与30分および1時間後には検出限界未満となった。（参照16）  

表5 ブロチゾラム製剤投与後の乳汁中残留濃度   単位：膵／g  

投与前   12時間   24時間   

常用量   ＜0．001   ＜0．001   ＜0．001   

2倍量   ＜0．001   ＜0．001   ＜0．001   

36時間以降は実施せず  

表6  ブロチゾラム製剤の血液中残留濃度  単位‥膵／g  

投与前   15分   30分   1時間  2時間   

常用量   ＜0．001   0．001   ＜0．001   ＜0．001  

2倍量   ＜0．001  0．003，0．002，0．002  0．002，0．002★  ＜0．001  ＜0．001   

・－は実施せず ・☆3例中1例で検出限界未満 ・6時間以降は検査実施せず   

2．急性毒性試験  

（1）急性毒性試験（マウス）（参照17，18，19）   
Chbi：NMRI系アルビノマウス（雌雄各10匹／群）にブロチゾラムを単回強制経口  

（6，000、8，000、10，000m釘kg体重／日）投与したときのLD50は雌雄ともに10，000mg此g  
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体重以上であった。死亡例は8，000mg此g投与群の雄3例10，000mg此g投与群の雌1  

例で認められた。死亡した雄1／3例の胃腸管内は乳白色の投与液で満たされていた。ま  

た、2／3例では胃腸管内に残留物は認められなかったものの、1例の粘膜に充血が認めら  

れた。雄ガ3例および雌1例では脱水が認められた。計画解剖例では投与に関連すると  

思われる変化は認められなかった。   

薬物による影響として、全例において投与後に自発運動の著しい減少あるいは睡眠が  

認められたが、投与後4日までには完全に回復した。なお、これらの症状の程度に群間  

差および性差は認められなかった。（参照17，19）   

ICR－JCL系マウス（雌雄各5匹／群）にブロチゾラムを単回静脈内（0、20mg此g体  

重／目）投与したが、死亡例は認められず、LD50は雌雄ともに20mg此g体重以上であっ  

た。薬物による影響として、鎮静、自発運動の減少および失調様歩行が認められたが、  

翌日には回復した。剖検では病理学的変化は認められなかった。（参照18）  

ICR－JCL系マウス（雌雄各5匹／群）にブロチゾラムを単回腹腔内（0、1，000mg／kg  

体重／日）投与したが、死亡例は認められず、LD50は雌雄ともに1，000m釘kg体重以上  

であった。薬物による影響として、鎮静、睡眠、自発運動の減少および失調様歩行が認  

められたが、投与2日後には全例が回復した。剖検ではいずれの投与群においても腹膜  

炎が認められた。（参照18）   

（2）急性毒性試験（ラット）（参照18，20）   

SD－JCL系ラット（雌雄各5匹／群）にブロチゾラムを単回静脈内（0、16（雌のみ）、  

20mg瓜g体重／目）投与したときのLD50は雌雄ともに20mg／kg体重以上であった。死  

亡例は20mg投与群の雌2例で認められ、1例は睡眠中投与5分後に、別の1例は投与  

6時間後に強直性痙攣および呼吸困難により死亡した。   

薬物による影響として、雌雄共に鎮静および睡眠が認められたが、投与後6時間以内  

に回復した。また、雌雄共に摂水量の高値が認められた。剖検では、死亡例および計画  

解剖例に病理学的変化は認められなかった。（参照18）  

SD－JCL孝ラット（雌雄各5匹／群）にブロチゾラムを単回腹腔内（0、1，000mg／kg  

体重／日）投与したときのLD50は雌雄ともに1，000mg此g体重以上であった。投与翌日  

に1，000mg投与群の雄1例で死亡が認められ、剖検では胃底部粘膜の点状出血、腹腔  

内には被験物質の白色沈着がみられた。   

薬物による影響として、鎮静および睡眠、失調様歩行、自発運動の減少、軟便等が認  

められたが、投与2～3日後に回復した。体重変化は雄で投与7日後まで遅延が認めら  

れ、この期間は摂水量にも低値が認められた。雌では摂水量は高値を示した。計画解剖  

例ではいずれの投与群でも腹膜炎が認められた。（参照18）   

SD・JCL系ラット（雌雄各10匹）にブロチゾラムを単回強制経口（7，000mg肱g体重）  

投与したとき死亡例は雌1例で認められ、LD50は雌雄ともに7，000mg此g体重以上で  
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あった。剖検では胃腸管内に投与液が満たされていた以外、明らかな変化は認められな  

かった。   

薬物による影響として、雌雄共に投与5分後から鎮静、投与10分後にうずくまり、  

投与1時間後に腹臥位、投与3時間後には雄では失調様歩行を開始し、雌では腹臥位の  

まま労作性呼吸を行なっていた。雄は翌朝には回復していたが、雌の3例が衰弱状態に  

陥り、そのうち1例が死亡した。なお、雌雄共にこれらの症状は投与後48時間までに  

は回復した。（参照20）  

（3）急性毒性試験（イヌ）（参照19）   

イヌ（雌雄2頭／群、計6頭）にブロチゾラムを単回経口投与したときのⅠ皿50は雌雄  

ともに2，000m釘kg体重以上であった。薬物による影響として、投与1－28時間後に心  

拍数および呼吸数の増加、運動失調が認められ、投与後48時間までに睡眠、鎮静、振  

戦および嘔吐が認められた。投与2～4日後に摂餌量の低値および体重の軽度な低値が  

認められた。   

（4）急性毒性試験（ウサギ）（参照19）   

ウサギ（雌雄2羽／群、計4羽）にブロチゾラムを単回経口投与したときのⅠ刀50は雌  

雄ともに2，000mかkg体重以上であった。薬物による影響として、運動失調、筋弛緩お  

よび鎮静が認められた。  

（5）急性毒性試験（サル）（参照21）   

カニクイザル（雌雄各1頭）を用いた強制経口（0．063、0．25、1、4mg肱g体重／日）  

投与による急性毒性試験において認められた毒性所見は以下の通りであった。なお、投  

与は雌雄各1頭に対し、各用量を7日間隔で行なった。   

本試験期間中に死亡例は認められなかった。   

一般的な臨床症状観察では、0．063mg投与群の雌雄で発声やひっかき行動の減少、怯  

えや攻撃性の低下を示す例が認められた。また、振戦、握力の低下および探索行動の増  

加がいずれも軽度ながら認められた。0．25および1mg投与群では、自発運動および探  

索行動の増加が認められた後、鎮静および無関心の状態となった。これ等の症状の程度  

および持続時間には用量相関性が認められた。4mg投与群の症状および程度は1mg投  

与群と類似していたが、投与後に探索行動は認められず、鎮静状態が長時間認められた。  

なお、鎮静状態は投与後24時間までに回復が認められた。   

3．亜急性毒性試験  

（1）4週間亜急性毒性試験（ラット）（参照19）   

ラット（雌雄各20匹／群、最高用量の雌は30匹）を用いた強制経口（0．3、10、400mg珠g  

体重／日）投与における4週間の亜急性毒性試験において認められた毒性所見は以下の通  

りであった。また、対照群と高用量群の雌雄各10匹は回復群とし、投与終了後6週間  

の観察と検査を行った。   

本試験期間中に死亡例は認められなかった。  
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一般的な臨床症状観察では、10mg以上投与群で鎮静を示した後、興奮が認められた。   

摂餌量では、400mg投与群の雌で高値が認められた。   

血液生化学検査では、400mg投与群で耽hoの高値が認められた。   

臓器重量では、400mg投与群で肝重量の高値が認められたが、回復期間中に回復が  

みられた。   

病理組織学的検査では、肝臓を含めて投与に関連すると考えられる異常は認められな  

かった。   

本試験のNOAELは0．3mg／kg体重／日と考えられた。   

（2）5週間亜急性毒性試験（ラット）（参照20，22）   

SD－JCL系ラット（雌雄各15匹／群）を用いた強制経口（0．5、100、1，000mg瓜g体  

重／目、低用量の0．5mg此gは推定臨床用量である0．005mg此gの100倍量に相当）投  

与における5週間の亜急性毒性試験において認められた毒性所見は以下の通りであった。  

また、対照群と高用量群にはそれぞれ雌雄各10匹を加えて回復群とし、投与終了後6  

週間の観察と検査を行った。   

本試験期間中に死亡例は認められなかった。   

一般的な臨床症状観察では、0．5mg投与群に一般状態の変化はみられなかった。100  

mg以上投与群で投与10～15分後から鎮静状態が認められた。鎮静は100mg投与群で  

は4時間、1，000mg投与群では4～7時間継続したが、投与回数を重ねるにつれて徐々  

に短くなり、投与終了時には両群ともに継続時間は約2時間となった。また、両群共に  

投与2週目から攻撃性を示すようになり、1，000mg回復群では投与終了後3～4日間、  

全例において興奮と自発運動の克進が認められた。   

体重変化では、1，000mg回復群の雄で体重増加に有意な低値が認められた。   

摂餌量は100mg投与群以上の雌で増加傾向が認められた。1，000mg回復群の雌雄で  

は回復期間第1週に減少が認められた。   

摂水量は100mg投与群以上の雌および、1000mg投与群の雄で投与第1週中に増加  

が認められたが、その後は投与に関連した変動は認められなかった。   

血液学的検査では、100mg投与群の雌で赤血球数の減少、1，000mg投与群の雄で白  

血球の減少、雌ではHb量、RBC、Ht値および好酸球率の減少、分葉核好中球率の増  

加が認められた。回復群では、1，000mg投与群の雌でRBCになお低値が認められたが、  

その他の項目については対照群との間に有意差は認められなかった。   

骨髄塗抹検査は対照群と1，000mg投与群で実施され、1，000mg投与群の雌雄で分乗  

核好中球率の増加、雌で好酸球率の減少にいずれも僅かな有意差が認められた。また、  

1000mg投与群の雌で骨髄の棒状球にも有意な増加が認められている。 しかし、回復期  

間終了時には、これらの値に有意差は認められなかった。   

血液生化学検査では、0．5mg以上の雌でグルコースの軽度ながら有意な高値が認めら  

れたが、背景データと比較して対照群の値が低かったことによるものであり2、これらの  

2本試験におけるグルコースの背景データは9．1±0．7rnmol／1、対照データは8．4±0．8mmol／1であった。  
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高値は投与による影響ではないと考えられた。また、1，000mg投与群の雌雄でコレステ  

ロールの軽度な高値が認められた。また、雄ではカリウムおよびナトリウムの高値、雌  

ではGPT、総タンパク、アルブミン、カルシウムの軽度な高値およびAP、クロライド  

の低値が認められた。その他、回復群ではいくつかの項目で有意差がみられたが、いず  

れも対照群との差はわずかであった。   

尿検査では、1000mg投与群ゐ雄の尿比重は有意に高値を示し、2例のタンパク反応  

は＋＋＋を示したが回復期間終了時には、いずれの投与群出でも明らかな変化は認めな  

かった。   

臓器重量では、1，000mg投与群の雌雄で甲状腺の絶対・比重量3の高値と牌臓および  

胸腺の絶対・比重量の低値が認められ、雄では月刊読と腎臓の比重量の高値が、雌ではそ  

れらの絶対・比重量の有意な増加が認められ、回復期間終了時においても肝重量の有意  

な高値が認められた。   

剖検、病理組織学的検査および肝細胞の電子顕微鏡学的検査では、投与に関連すると  

考えられる変化は認められなかった。   

本試験のNOAELは0．5mg／kg体重／日と考えられた。   

（3）13週間亜急性毒性試験（ラット）（参照19）   

ラット（雌雄各20匹／群、高用量群は雌雄各30匹）を用いた混餌（0．3、10、400mg瓜g  

体重／日）投与における13週間の亜急性毒性試験において認められた毒性所見は以下の  

通りであった。また、対照群と高用量群の雌雄各10匹は回復群とし、投与終了後6週  

間の観察と検査を行った。   

本試験期間中、投与に関連すると考えられる死亡例は認められなかった。   

一般的な臨床症状観察では、400mg投与群の雌雄で、投与9週頃から触れると怖が  

り防御反応を示すなど反応性の増強が認められたが、これらの反応は回復性を示した。   

体重変化および摂餌量は、いずれも400mg投与群の雌雄で低値が認められた。   

血液生化学的検査では、400mg投与群でAPの低値および取hoの高値が認められた  

が、いずれも回復期間中に回復した。   

臓器重量では、400mg投与群で肝重量の増加認められたが、回復期間中に回復した。   

病理組織学的検査では、投与に関連すると考えられる異常は認められなかった。   

本試験のNOAELは10mg此g体重／日と考えられた。  

（4）13週間亜急性毒性試験（サル）（参照24）   

アカゲザル（雌雄各3頭／群）を用いた強制経口（0、1、10、100mg此g体重／日）投  

与による13週間の亜急性毒性試験において認められた毒性所見は以下の通りであった。  

なお、脳波検査用として、別に100mg投与群（雌雄各3頭）を設定し、13週間の投与  

終了後に5週間の回復期間を設けて観察した後に脳波検査に供した。   

本試験期間中に死亡例は認められなかった。  

3体重比重量を比重量という（以下同じ）。   



一般的な臨床症状観察では、1mg以上投与群で運動失調、10mg以上投与群では睡  

眠傾向、攻撃性の明らかな低下、運動失調に伴う筋肉の痙撃が認められ、症状の程度に  

は用量相関性がみられた。100mg投与群では過反射やハンドリングによる四肢筋肉の  

痙攣が認められた。回復群では、音刺激による強直性間代性痙攣を示す例が認められた。   

体重変化では、投与群の全例において体重増加量の高値が認められたが、回復期間中  

に回復を示した。摂餌量および摂水量の測定は行なわれていないが、投与期間中の摂餌  

は旺盛であった。   

血液生化学的検査では、100mg投与群でカルシウムの低値が認められたが、回復期  

間中に回復した。   

臓器重量では、100mg投与群で肝臓重量の高値が認められたが、回復期間中に回復  

した。   

性周期、筋電図、脳波、血液学的検査、尿排泄、尿検査、眼科学的検査、剖検および  

病理組織学的検査に、被験物質の投与によると考えられる明らかな異常は認められな  

かった。   

本試験ではNOAEIJは求められず、LOAELは1mgnig体重／日と考えられた。   

（5）4週間亜急性毒性試験（イヌ）（参考）（参照23）   

ピーグル犬（雌雄各3匹／群）を用いた静脈内（0、0．05、0．1、0．3mg／kg体重／日）投  

与における4週間の亜急性毒性試験において認められた毒性所見は以下の通りであった。  

なお、試験は5群構成とし、対照群には生理食塩液を、溶媒対照群には10％アルコール  

溶液を投与した。   

本試験期間中に死亡例は認められなかった。   

一般的な臨床症状観察では、0．05mg投与群以上で重篤な運動失調が認められたが、  

症状は数分以内に軽減し、1時間以内に消失した。なお、本症状の発現は試験の経過と  

ともに軽減した。溶媒対照群および0．05mg以上投与群で軽度の流誕が認められ、0．1  

および0．3mg投与群雄の各1例では下痢が頻発した。   

本薬の薬理作用として、自発運動能について投与2週および4週の投与後3時間まで  

調べられている。いずれの時点においても、0．05mg以上投与群で対照群に比べ自発運  

動の克進がみられ、症状の程度および持続時間には用量相関性が認められた。   

体重、摂餌量、血液学的検査、血液生化学的検査、尿検査、眼科学的検査、臓器重量、  

剖検および病理組織学的検査に、被験物質の投与による明らかな影響は認められなかっ  

た。  

表7 各種亜急性毒性試験の比較  

動物種   試験   投与量（mg此g体重／日）   無毒性量（mg／kg体重／日）   

ラット  4週間  0，0．3，10，400   0．3  

亜急性  
毒性試験  鎮静   
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5週間  0，0．5，100，1000   0．5  

亜急性  

毒性試験  鎮静、攻撃性  

雌：摂餌量の増加傾向、摂水量の増加、  
赤血球数の減少  

13週間  0，0．3，10，400   10  

亜急性  

毒性帯験  反応性の増強、体重の低値、摂餌量の低  

値、APの低値、耽hoの高値、肝重量の  

増加   

サル  13週間  0，1，10，100   

亜急性毒性  

試験  運動失調、体重増加量の高値   

4．慢性毒性試験および発がん性試験  

（1）12ケ月間慢性毒性試験（サル）（参照19）   

アカグサル（雌雄各4頭／群）を用いた強制経口（0、1、7、50mg此g体重／日）投与   

による12ケ月間の慢性毒性試験において認められた毒性所見は以下の通りであった。  

本試験期間中に死亡例は認められなかった。   

一般的な臨床症状観察では、7mg以上投与群で鎮静、運動失調、傾眠および睡眠が  

認められ、症状の程度および持続時間には用量相関性が認められた。50mg投与群では  

投与4週から反射性筋収縮の克進が認められた。また、禁断症状として、7mg以上投  

与群で嘔吐、50mg投与群では突発性あるいは聴原性の強直性間代性発作が認められた。   

体重変化では、7mg以上投与群で体重増加量の高値が認められた。   

摂餌量は測定されていないが、摂餌は旺盛であった。   

病理組織学的検査では、50mg投与群の4例で副腎皮質への脂肪浸潤が認められた。   

本試験のNOAELは1mg此g体重／日と考えられた。   

（2）18ケ月間慢性毒性試験（ラット）（参照25）   

Chbb‥THOM系ラット（雌雄各25匹／群）を用いた混餌（0、0．3、10、400mg瓜g  

体重／日、低用量は予想臨床用量の10倍量に相当）投与による18ケ月間の慢性毒性試  

験において認められた毒性所見は以下の通りであった。   

本試験期間中に対照群の11例、0．3mg投与群の3例、10mg投与群の4例、400mg  

投与群の24例に死亡が認められた。死因は自然発生性病変によるものに加え、採血時  

の麻酔死が多数を占めたが、400mg投与群の死亡例増加は、腎孟腎炎と肺のリン脂質  

症に起因する一般状態の悪化によるものであった。   

一般的な臨床症状観察では、各投与群の多くの例において、口周囲の皮膚にパスツレ  

ラ感染によると考えられる小さな膿瘍が認められた。400mg投与群の雌雄では、投与3  

週から軽度な立毛と興奮が認められたが、これらの症状は投与10週には消失した。ま  

た、投与27週から試験終了まで一般状態の悪化が認められた。   

体重変化は、10mg投与群の雌雄で体重増加量の軽度な高値が認められた。400mg  

投与群では、雌雄で体重増加量の低値が認められた。特に、投与8週以降に明らかな低  
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下が認められ、投与23週以降は体重増加量の抑制が認められた。   

摂餌量は体重変化に伴う変動を示し、10mg投与群では軽度な増加が、400mg投与  

群では明らかな減少が認められた。   

摂水量および尿検査には、投与に関連する変化は認められなかった。   

血液学的検査では、400mg投与群で薬物投与に関連した変化が認められた。網状赤  

血球の明らかな高値が雄で投与65週、雌では投与25週から認められた。また、MCH  

およびMCHCの軽度な低値が、雌雄において投与25週より認められた。白血球数の軽  

度な高値が雌で投与25週より認められた。また、好中球の中程度から顕著な高値とそ  

れに伴うリンパ球の低値が雄で投与6週、雌では投与13週より、血小板の軽度な低値  

が雄で投与25週、雌では投与52週より認められた。   

生化学検査においても、400ふg投与群で薬物投与に関連した変化が認められた。雌  

雄において、Tbhoの顕著な高値、APの明らかな低値、BUNの低値およびグルコース  

の軽度かつ－一過性の高値が認められた。また、雄ではカリウムの軽度な低値が認められ  

た。   

剖検では、4例で精巣の萎縮等の所見が見られている。その他に薬物に関連すると考  

えられる変化は   

認められなかった。   

臓器重量では、400mg投与群の雌雄で牌臓の顕著な低値および唾液腺の低値が、雄  

で精巣の顕著な低値、JL、臓、肺および脳の低値が、雌では副腎の顕著な低値が認められ  

た。   

病理組織学的検査では、400mg投与群の雌雄において、肺の肺胞腔内に泡沫状細胞  

の集簾がみられるリン脂質症および腎臓で腎孟腎炎が認められた。また、雄では精上皮  

細胞の減少による精巣萎縮が18例で認められ、そのうち10例は重度な萎縮であった。   

本試験のNOAELは10mg／kg体重／日と考えられた。   

（3）18ケ月間発がん性試験（マウス）（参照3）   

Chbi：NMRIマウス（対照群：雌雄各100匹、低用量および中用量群：雌雄各50匹、  

高用量群：雌雄各80匹、計560匹）を用いた混餌（0、0．3、10、200mg／kg体重／日）  

投与による18ケ月間の発がん性試験において認められた毒性所見は以下の通りであっ  

た。   

死亡率において、薬物投与に関連する変化はみられなかった。   

一般的な臨床症状観察では、投与期間を通して全投与群の雌雄で明らかな用量依存性  

の鎮静が認められ、特に雄で強い影響が認められた。また、10mg以上投与群の雄の半  

数例で、膜胱の拡張に起因すると考えられる腹部の膨張が認められた。   

体重変化は、全投与群の雌雄で明らかな高値が認められ、特に雄で強く認められた。   

摂餌量は雄でわずかな低値を示し、雌では高値を示した。   

摂水量は、10mg以上投与群の雌雄でわずかな低値が認められた。   

血液学的検査では、投与に関連する変化は認められなかった。  
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臓器重量では、200mg投与群で肝重量の高値が認められた。   

剖検では、10mg以上投与群の雄で膜耽の中程度～重度の拡張および膜胱壁の肥享が  

認められた。   

病理組織学的検査では、10mg投与群以上の雄で認められた膜胱の拡張に関連する所  

見として膜胱壁の圧迫萎縮、肥厚に関連する所見として膜胱粘膜下における限局性ある  

いはびまん性の浮腫、繊維化が認められた。また、雄では、膜胱壁における炎症細胞浸  

潤や包皮腺における慢性炎症の増加が認められた。200mg投与群では、膜胱の所見に  

随伴して片側性あるいは両側性に水腎症を示す例が17例認められた。   

558／560匹（2例は試験中に行方不明）は死亡もしくは安楽死後に病理組織学的に検  

査されたが、自然発生性腫瘍の頻度、腫瘍の種類および発生時期のいずれにおいても投  

与による影響は認められなかった。   

本試験において、被験物質投与に関連する発がん性は認められなかった。   

本試験ではNOAELは求められず、LOAELは0．3mg此g体重／日と考えられた。   

（4）2年間発がん性試験（ラット）（参照26）   

Chbb：THOM（Wistar）ラット（対照群：雌雄各100匹、低用量および中用量群：  

雌雄各50匹、高用量群：雌雄各80匹、計560匹）を用いた混餌（0、0．3、10、200mg此g  

体重／日）投与による2年間の発がん性試験において認められた毒性所見は以下の通りで  

あった。   

死亡率は200mg投与群雄では対照群より有意な増加が認められた。   

一般的な臨床症状観察では、200mg投与群の雌雄でしばしば被毛の粗剛、雄では著  

しい鎮静および尿量の増加、雌では後肢足底および膝の角質肥厚が認められた。   

体重変化は、雌雄共に0．3および10mg投与群で高値を示した。一方、200mg投与  

群では雌雄共に低値を示し、特に雄で明らかであった。   

摂餌量は10mg投与群の雌で高値を示し、200mg投与群では雌雄共に低値を示した。   

摂水量は10mg投与群の雌で高値を示した。   

血液学的検査では、白血球数の高値が10mg以上投与群の雄4例、全投与群の雌9  

例で認められた。また、対照群を含む全投与群において相対的なリンパ球減少症が認め  

られ、その発生頻度は200mg投与群で高かった。本変化は加齢性の変化である可能性  

が考えられたが、200mg投与群については薬物投与との関連性も示唆された。   

途中解剖例の剖検では、200mg投与群で泌尿器系および雄の副生殖腺に所見の増加  

が認められた。一方、計画解剖例では、200mg投与群の雌雄に共通して食道拡張、肺、  

肝臓および腎臓に所見が散見された。また、性差がみられた所見として、雄で甲状腺の  

大きさと外観の変化、膜胱および副生殖腺の変化、鼻汁を伴う鼻腔粘膜の変色（茶褐色  

変化）が、雌では胸腺の大きさと外観の変化、後肢足底表面の角質肥厚が認められた。   

病理組織学的検査では、腫瘍性病変として、200mg投与群の雄で甲状腺濾胞腺腫、  

雌では胸腺型の悪性リンパ腫および子宮における神経鞘腫の発生に有意な増加がみら  

れた。また同群では、非腫療性病変として、雌雄の甲状腺におけるコロイドの好塩基性  
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化、嚢胞状濾胞、結節性過形成、濾胞上皮細胞のびまん性過形成、肺のリポタンパク症、  

主として雄における泌尿生殖器系における炎症性（腎孟炎、腎孟腎炎、化膿性膜胱炎、  

前立腺炎、精嚢腺炎）および増殖性（腎孟粘膜上皮のびまん性過形成、膜胱の粘膜上皮  

過形成）変化が認められた。   

本試験のNOAELは10mg／kg体重／目であった。  

表8 各種慢性毒性試験および発がん性試験の比較  

動物種   試験   投与量（mg耽g体重／日）   無毒性量（mg此g体重／日）   

サル   12ケ月間  0，1，7，50   1  

慢性毒性  

試験  鎮静、運動失調、傾眠および睡眠、禁  

断症状（嘔吐）、   

ラット   18ケ月間  0，0．3，10，400   10  

慢性毒性  

試験  死亡例増加、軽度な立毛、興奮、体重  

増加量の低値、摂餌量の減少、網状赤  

血球の高値、MCH・MCHCの軽度な  

低値、好中球の高値、リンパ球の低値、  

血小板の軽度な低値、Tthoの高値、  

APの低値、BUNの低値、グルコ⊥  

スの軽度かつ一過性の高値、臓器重量  

の低値（肺臓、唾液腺）、肺のリン脂  

質症、腎孟腎炎  

雄：カリウムの軽度な低値、臓器重量  

の低値（精巣、心臓、肺、脳）、  

精巣萎縮  

雌：白血球数の軽度な高値、臓器重量  

の低値（副腎）   

マウス  18ケ月間  0，0．3，10．200   

発がん性  

試験  鎮静  

雄：摂餌量の低値  

（発がん性は認められていない）   

ラット  2年間  0，0．3，10，200   10  

発がん性  

試験  被毛粗剛、体重の低値、摂餌量の低値、  

リンパ球減少症、食道拡張、肺・肝臓  

および腎臓の所見散見、甲状腺におけ  

るコロイドの好塩基性化、嚢胞状濾  

胞、結節性過形成、濾胞上皮細胞のび  

まん性過形成、肺のリポタンパク症  

雄：死亡率増加、鎮静、尿量増加、副  

生殖腺の所見の増加、甲状腺濾胞  

腹腔、泌尿生殖器系の炎症性およ   
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5．生殖発生毒性試験   

二世代繁殖毒性試験の代わりにFDAの3節試験が実施されている。  

（1）妊娠前及び妊娠初期投与試験（第Ⅰ節）（ラット）（参照19，27）   

SD系ラット（雌雄各20匹／群）を用いた強制経口（雄；0、0．05、2．5、100mg此g  

体重／日、雌；0、0．05、2．5、50mg此g体重／日）投与による試験において認められた毒  

性所見は以下の通りであった。被験物質の投与は、雄は交配前60日から交配期間中を  

通じて、雌には交配前14日から妊娠7日までの間行い、それぞれ交配期間終了後及び  

妊娠21日に剖検した。   

投与に関連した死亡はみられなかった。   

一般的な臨床症状観察では、2．5mg投与群の雌雄で投与初日にのみ、投与後に弱い鎮  

静を示す例がみられ、高用量群では投与20～60分後から鎮静状態が3～4時間みられた  

が、その深さ、持続時間ともに投与期間中徐々に軽減していった。   

体重変化は、雄では100mg投与群で有意な低値が認められた。雌では50mg投与群  

で投与期間終了後の妊娠8～9日の体重増加に有意な低値がみられたが、妊娠21日には  

対照群と同程度まで回復した。   

摂餌量は雄では有意な変化はみられず、雌では50mg投与群で投与期間終了後に有意  

な低値が認められた。   

摂水量は100mg投与群の雄で投与期間の最初の2週間に、雌では50mg投与群で交  

配前第1週に有意な高値がみられた。   

臓器重量では、特記すべき変化は認められなかった。   

剖検では、雌雄ともに薬物投与に関連すると考えられる影響は認められなかった。   

いずれの投与群においても、交尾率、妊娠率、黄体数、生存胎児数、死胚数（早期・  

後期吸収月杢数、死亡胎児数）、胎児体重に異常は認められなかった。50mg投与群では  

胎児の有意な骨化遅延が認められた。   

本試験における親動物の一般毒性に対するNOAELは雌雄ともに0．05mg／kg体重／日、  

生殖に対するNOAELは雄で100mg此g体重／日、雌では50mg晦体重／日、発生に対  

するNOAELは2．5mgnig体重／日と考えられた。（参照27）   

ラット（雌雄各20匹／群）を用いた強制経口（0、1、2、10mg此g体重／日）投与によ  

る試験において認められた毒性所見は以下の通りであった。被験物質の投与は、雄は交  

配前9週間、雌は交配前2週間の間行なった。   

親動物の一般状態、交配、妊娠および出産のいずれにおいても被験物質による影響は  

認められなかった。また、胎児においても胎児毒性および催奇形性は認められなかった。   

本試験のNOAELは、親動物および胎児ともに10mg瓜g体重／日と考えられた。（参  
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照19）‘  

表9 妊娠前及び妊娠初期投与試験（第Ⅰ節）（ラット）  

動物種   試験   投与量（mg此g体重／目）   無毒性量（mg／kg体重／目）   

ラット  妊娠前及び妊  雄；0，0．05，2．5，100  親動物：0．05  

娠初期   雌；0，0．05，2．5，50   生殖：雄100、雌50  
投与試験  発生：2．5  

親動物：弱い鎮静  

発生：胎児の骨化遅延  

0，1，2，10   親動物：10  

胎児：10  

投与による影響は認められなかっ  

た  

（催奇形性は認められなかった）   

（2）器官形成期投与試験（第Ⅱ節）（ラット）（参照27，28，29）   

SD系ラット（雌37匹／群）を用いた強制経口（0、0．05、2．5、250mg月瑠体重／日）  

投与による試験において認められた毒性所見は以下の通りであった。被験物質の投与は、  

妊娠7日から17日までの間行い、21日に25匹を帝王切開して胎児（Fla）への影響を  

検査し、残りの母体については自然分娩させ新生児（Fla）を離乳まで晴育して身体発  

達と行動を検査した。離乳後の児は各群の各母体から雌雄各2匹を選抜・飼育し、11週  

齢で交配して妊娠末期に次々世代胎児（F2）を検査した。授乳を終えた母動物（F。）は、  

離乳後1週間を経て再び第一産と同じ雄動物と交配させ、妊娠末期に胎児（Flb）を検査  

した。   

本試験中に、250mg投与群の母動物2例で死亡（1例：剖検では胃内に異嗜によると  

考えられる多量の床敷および噴門部に新鮮な潰瘍が認められた。1例：分娩予定日の24  

日後に死亡。子宮内に自家中毒によると考えられる浸軟胎児の残存が認められた。）が認  

められたが、いずれも薬物による直接作用ではないと考えられた。   

F。母動物の一般的な臨床症状観察では、2．5mg投与群で投与開始後1～2日間に、弱  

い鎮静が5例に認められた。250mg投与群では投与10～30分後から鎮静状態が3～4  

時間続いたが、この持続時間は投与回数を重ねるにつれて短くなった。立毛が若干数に  

認められた。体重変化は、250mg投与群で投与期間中に有意な低値を示し、投与期間  

終了後には一過性の低下が認められた。自然分娩群では分娩後離乳暗まで体重は徐々に  

回復した。250mg投与群では投与期間中に摂餌量は有意な低値を示し、摂水量は高値  

を示した。自然分娩群では、250mg投与群の7例において妊娠期間が対照群に比べ1  

日延長した。   

Fla胎児では、250mg投与群で胎児体重および址骨の化骨数に有意な低値がみられた。  

また、14肋骨および仙椎の腰椎化の発現頻度が有意に上昇し、4例の奇形胎児（無尾症、  

胸椎の異常、水頭症および口蓋裂が各1例）が認められた。  
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Fla新生児では、250mg投与群で次のような所見がみられた。生後1日の新生児の体  

重に有意な低値がみられた。晴乳期間中に児の死亡率が有意に増加し、生存児の立ち直  

り反射および眼険開裂に有意な遅延が認められた。離乳後も、精巣下降の遅延と11週  

齢までの体重に増加抑制が認められた。Flの生殖能については、交尾率および妊娠率と  

もに影響は認められなかったが、黄体数、着床数および生存胎児（F2）数は有意に少なかっ  

た。   

次々世代胎児（F2）および次産胎児（Flb）には、薬物投与に関連すると考えられる  

変化は認められなかった。   

本試験の母動物（F。）に対するNOAELは0．05mg此g体重／日、次世代（Fl）に対  

するNOAELは、2．5mかkg体重／日と考えられた。（参照27）   

Chbb：THOMラット（雌20匹／群）を用いた強制経口（0、1．5、3、30mg此g体重／  

日）投与による催奇形性試験において認められた毒性所見は以下の通りであった。被験  

物質の投与は、妊娠6日から15日までの間行い、妊娠21日に帝王切開して2／3例の胎  
児は骨格検査に、残りの1／3例は内臓検査に供した。   

投与に関連した死亡はみられなかった。   

母動物の一般的な臨床症状観察では、投与に関連した異常は認められなかった。体重  

変化では30mg投与群では投与10日後に有意な低値が認められたが、試験終了時には  

回復傾向が認められた。剖検では、薬物投与に関連すると考えられる影響は認められな  

かった。   

胎児への影響は認められなかった。   

本試験の母動物に対するNOAELは3mg此g体重／日と考えられ、胎児に対する  

NOAELは30mg／kg体重／日と考えられた。催奇形性は認められなかった。（参照28）   

SD系ラット（雌15匹／群）を用いた強制経口（0、10、30、250、500mg此g体重／  

日）投与による催奇形性試験において認められた毒性所見は以下の通りであった。被験  

物質の投与は、妊娠7日から17日までの間行い、妊娠21日に帝王切開して胎児の観察  

を行なった。   

母動物の一般的な臨床症状観察では、10mg以上投与群で投与10～30分後に鎮静が  

認められ、3～4時間持続した。なお、鎮静の持続時間および程度は、投与回数を重ねる  

ごとに短縮あるいは軽減した。また、数例において色素涙が認められた。体重変化では  

10mg以上投与群で有意な低値がみられ、250mg以上投与群では投与終了後に顕著な  

低下が認められた。摂餌量についても10mg以上投与群で有意な低値が認められ、250  

mg以上投与群ではより顕著であった。摂水量は10mg以上投与群で有意な高値が認め  

られた。剖検では、薬物投与に関連すると考えられる影響は認められなかった。   

胎児観察では、250mg投与群以上で胎児体重の有意な低下、500mg投与群で胚／胎  

児死亡（特に胎児死亡）の増加が認められた。外表観察では無尾が500mg投与群の3  

例で静められた。内臓観察では大動脈右位が250mg投与群の2例、500mg投与群の1  
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例で認められたほか、500mg投与群では胸腺の頸部残留が観察された。骨格変異では、  

30mg以上投与群で14肋骨の出現頻度が有意に上昇し、250mg以上投与群では仙椎の  

腰椎化の出現頻度が有意に上昇し、骨化遅延が認められた。   

本試験の母動物に対するNOAEIJは求められず、LOAELは10mg此g体重／日と考え  

られた。一方、胎児に対しては、30mg投与群以上で14肋骨の出現頻度の上昇が認め  

られたことから、NOAELは10mg／kg体重／日と考えられた。（参照29）  

表10 器官形成期投与試験（第Ⅱ節）（ラット）  

動物種   試験   投与量（mg此g体重／日）   無毒性量（mg倣g体重／日）   

ラット  器官形成期   0，0．05，2．5，250   母動物：0．05  

投与試験  胎児：2．5  

母動物：弱い鎮静  

児（Fl）：体重の低値、址骨の化骨数の  

低値、14肋骨および仙椎の腰椎化の  

発現頻度の上昇、死亡率の増加（哺乳  

期間中）、立ち直り反射および眼瞼開  

裂の遅延、精巣下降の遅延、体重の増  

加抑制（11適齢まで）  

0，1．5，3，30   母動物：3  

胎児：30  

母動物：体重の低値  

（催奇形性は認められなかった）  

0，10，30，250，500   母動物：一  

胎児：10  

母動物：鎮静、体重増加の低値  

胎児：14肋骨の出現頻度の上昇   

（3）器官形成期投与試験（第Ⅱ節）（ウサギ）（参照27，30）   

ヒマラヤウサギ（妊娠雌15匹／群）を用いた強制経口（0、0．05、0．5、3mg／kg体重／  

目）投与による催奇形性試験において認められた毒性所見は以下の通りであった。被験  

物質の投与は妊娠6日から18日までの間行い、妊娠29日に帝王切開して胎児を検査し  

た。   

母動物の一一般的な臨床症状観察では、0．5mg以上投与群で投与開始直後から弱い鎮静  

が1～4時間みられたが、投与回数を重ねるにつれて持続時間は短くなり、およそ1週  

間後にはほとんど見られなくなった。3mg投与群の1例が妊娠27日に8匹の胎児を流  

産した。0．5mg以上投与群で投与期間中の体重増加が有意に抑制されたが、投与期間終  

了後は急速に回復した。また、体重の低下と並行して摂餌量および摂水量は低下した。   

胎児では、被験物質投与に関連すると考えられる変化は認められなかった。   

本試験の母動物に対するNOAEIJは、0．05mg／kg体重／日と考えられ、胎児に対する  
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NOAELは3mg／kg体重／日と考えられた。催奇形性は認められなかった。（参照27）   

ヒマラヤウサギ（13匹ノ群）を用いた強制経口（0、1．5、3、9m釘kg体重／日）投与に  

よる催奇形性試験において認められた毒性所見は以下の通りであった。被験物質の投与  

は妊娠6日から18日まで行い、妊娠29日に帝王切開して胎児を検査した。   

投与に関連した死亡はみられなかった。   

母動物の一般的な臨床症状観察では、投与に関連した異常は認められなかった。いず  

れの投与群においても投与初期に著しい体重低下が認められ、9mg投与群では投与7  

日目に100g低下した。剖検では、薬物投与に関連すると考えられる影響は認められな  

かった。   

胎児には投与の影響は認められなかった。   

本試験の母動物に対するNOAELは求められず、LOAEIJは1．5mg此g体重／日と考え  

られ、胎児に対するNOAELは9mg此g体重／目と考えられた。（参照30）  

表11器官形成期投与試験（第Ⅱ節）（ウサギ）  

動物種   試験   投与量（m釘kg体重／日）   無毒性量（mg仮g体重／日）   

ウサギ  器官形成期   0，0．05，0．5，3   母動物：0．05  

投与試験  胎児：3  

母動物：弱い鎮静、体重増加抑制、摂  

餌量の低下、摂水量の低下  

（催奇形性は認められなかった）  

0，1．5，3，9   母動物：－  

胎児：9  

母動物：体重低下  

（催奇形性は認められなかった）   

（4）周産期及び授乳期投与試験（第Ⅲ節）（ラット）（参照19，27，31，32）   

SD系ラット（雌23匹／群）を用いた強制経口（0、0．05、2．5、25mg此g体重／日）投  

与による試験において認められた毒性所見は以下の通りであった。被験物質の投与は、  

妊娠17日から分娩後21日までの間行った。母動物（F。）は自然分娩させ、児（Fl）  

の成長、機能および行動に及ぼす影響を検討した。また、離乳時に各母体から雌雄各1  

匹を選抜・飼育し、交配させ生殖能への影響を検査した。   

投与に関連した死亡はみられなかった。   

F。母動物の一般的な臨床症状観察では、2．5mg此g投与群で弱い鎮静が投与後約2時  

間続き、25mg投与群では投与10分後から鎮静が2～3時間持続したが、分娩後は次第  

に軽減し、やがて現れなくなった。体重変化は、2．5mg以上投与群で用量依存的に低値  

が認められた。また、2．5mg以上投与群で摂餌量に低値がみられ、摂水量は25mg投  

与群で妊娠末期に高値が認められた。   



F。母動物の妊娠期間については、25mg投与群の6例で対照群に比べて1日延長した。  

剖検所見に薬物投与の影響は認められなかった。   

児（Fl）では、2．5mg以上投与群で生後3日までの生存率の有意な低下がみられ、  

25mg投与群では離乳時の児生存率が有意に低かった。25mg投与群の生後1日および  

21日の雌児の体重、0．05mg投与群以上の生後21日の雄児の体重が有意に低かった。  

また、25mg投与群ではオープンフィールド試験で立ち上がりの回数が有意に低下した。   

Flの交配試験では、25mg投与群で交尾率および妊娠率には影響は認められなかった  

が、黄体数、着床数および生存胎児（F2）数に有意な低値が認めらた。   

本試験の母動物（F。）に対するNOAELは0．05mg／kg体重／日と考えられ、次世代（F  

l）に対するNOAELは求められず、LOAELは0．05mg鶴体重／目と考えられた。   

SD系ラット（雌10匹／群）を用いた強制経口（0、25mg此g体重／日）投与による交  

差乳母晴育試験において認められた毒性所見は以下の通りであった。本試験では、母動  

物（F。）の分娩、晴育状態および交換した新生児（Fl）の死亡率、成長への影響を検査  

した。母動物（F。）は自然分娩させ、以下に示す組み合わせに従って、いずれも生後4  

時間以内に児を交換し観察を行なった。  

Cc：溶媒投与母動物（C）＋溶媒投与母動物の児  

Ct：溶媒投与母動物（C）＋薬物投与母動物の児  

Tヒ：薬物投与母動物（T）＋溶媒投与母動物の児  

Tt：薬物投与母動物（T）＋薬物投与母動物の児  

侶
師
 
 
 

F。母動物の一般的な臨床症状観察は、上記第Ⅲ節試験の25mg投与群の母動物と同  

様であった。   

Fl児を交換した後3日齢までの児の死亡はTt群で多発し、CtおよびCc群では少な  

かったことから、児死亡は投薬中の母動物側に要因があることが確認された。3日齢か  

ら離乳までの児死亡はTt群で多数認められ、耽群でも有意に多かった。晴乳期間中の  

体重変化は、Cc群では良好な増加がみられ、Tt群では児数の減少に伴って生存児の体  

重は特に晴乳期間の後半に増加し、Cc群に近づいた。離乳時における耽群の体重は最  

も低かった。（参照27）   

Chbb：THOM（SPF）ラット（雌24匹／群）を用いた強制経口（0、1、2、10mg此g体  

重／目）投与による試験において認められた毒性所見は以下の通りであった。被験物質の  

投与は、妊娠15日から分娩後20日までの間行った。また、児（Fl）の機能（遊泳試験、  

聴覚および視覚機能試験）、行動（水迷路試験による学習能および記憶能）および生殖  

能について検査した。   

母動物の一般的な臨床症状観察では、妊娠および晴乳期間を通して、被験物質による  

影響は認められなかった。体重変化にも投与群と対照群で有意な差は認められなかった。   

児（Fl）では、10mg投与群で死産児数の増加および晴乳期間中の死亡率の増加が認  
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められたが、行動・機能および生殖能に被験物質投与による影響は認められなかった。   

本試験の母動物に対するNOAELは10mg此g体重／日、Flに対するNOAELは2  

mg／kg体重／日と考えられた。（参照31）   

Chbb：THOMラット（雌24匹／群）を用いた強制経口（0、400mg此g体重／日）投与  

による試験において認められた毒性所見は以下の通りであった。被験物質の投与は、妊  

娠15日から離乳時（分娩後20日）までの間行った。また、児（Fl）の行動・機能およ  

び生殖能について検査した。なお、本試験では、前述の試験（資料番号：②－5）で母動  

物に投与による影響が認められたなかったことから、ラットを用いた13週間亜急性毒  

性試験（資料番号‥①ワ）で体重低下作用が確認されている用量（400mg）について影  

響評価が行われた。   

母動物の一般的な臨床症状観察では、投与後30分から立毛、鎮静および運動失調が  

認められ、それらの症状は数時間持続した。体重変化では、体重の低値が認められた。   

Flでは、死産児数の増加および体重の有意な低値が認められた。生存例では、母動物  

の鎮静作用に起因する晴育能欠如による死亡率の増加が認められ（死亡率90％：15腹／17  

腹）、特に生後3日までに高頻度に認められた。また、生存例では体重増加抑制および  

歩行遅延が認められたが、感覚機能、生殖能力および児の発生に異常は認められなかっ  

た。   

本試験の母動物およびFlに対するNOAELは求められず、LOAELは400mg瓜g体  

重／日であった。（参照19，32）  

表12 周産期及び授乳期投与試験（第Ⅲ節）（ラット）  

動物種   試験   投与量（mg悔体重／目）   無毒性量（mg瓜g体重／日）   

ラット  周産期及び   0，0．05，2．5，25   母動物：0．05  

授乳期  児（Fl）：0．05未満  

投与試験  

母動物：弱い鎮静、体重の低値、摂餌  

量の低値、  

児（Fl）：  

雄；体重の低値  

0，1，2，10   母動物：10  

児（Fl）：2  

児（Fl）：死産児数の増加、死亡率の増  

加  

0，400   母動物：－  

児（Fl）：－  

母動物：立毛、鎮静、運動失調、体重  
の低値  

児（Fl）：死産児数の増加、体重の低値、  
歩行遅延   
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6．遺伝毒性試験  

遺伝毒性に関する各種の血l血及び五＝加Ⅷ試験の結果を次表にまとめた。  

表13 血l血試験  

試験   対象 投与量   結果   

Ames試験  彪血αコe肋如丘血血乙エⅢ   10－5，000pg／plate仕S9）1   陰性  

m98，TAlOO，m1535，  （参照33）  

m1537，TA1538，  

且α妨W？21Jl崩  

ぷ卸血加血乙ヱⅢm98，mlOO，  0．3、10、200mg此g／day2   陰性  

m1535，m1537，m1538   ①200ドⅠ舟1ate3  （参照34）   

②マウス：10bpIJplate4  
ラット‥200匹Il）1ate4  

不定期DNA  ヒト胎児肺由来の線維芽細胞  20、60、100、140、180、220、  陰性   
合成試験   （MRC－5）   260、300膵／mL（≠S9）3、5   （参照35）   

形質転換試  マウス胎児線維芽細胞   50、100、150ド釘mL（土S9）3  陰性   

験   （C3H／10Tl／2C18cells）  （参照36）   

遺伝子変換  酵母（助α通a叩β   62．6、125、250、500、1，000  陰性   

試験   閻血由eD4）   ドかmL仕S9）3   （参照37）   

HGPRT 突  チャイニーズハムスター肺由来  10、100、250、350g／mL3  陰性   

然変異試験  V79細胞   仕S9）   （参照38）   

点突然変異  £如血血血乙エⅢm98，mlOO，  0、100、200mg此g／day7   陰性   

試験6   m1535，m1537（ラット・マウ  （参照39）   

ス），m1538（ラット）   

1．S9はラット由来を使用。  

2．Chbi：NMRIマウス（雄3例）およびChbb：THOMラット（雄3例）にブロチゾラムをそれぞれ6日間  

および8日間強制経口（0．3、10、200mg／kg体重／日）投与し、採取した尿（マウス：3例のプール尿、  

ラット：個体別の尿）を試験に供した。  

3．マウスおよびラットから採取した各尿を200トⅠ舟1ateの濃度で培地上にまいて検査を行なった。  

4．マウスおよびラット共に200mg／kg投与群から得られた尿を蒸留水で10倍希釈し、マウスは100   

LILJplate、ラットは200pIJplateの濃度で同様に検査を行なった。  

5．260けかmL以上の濃度で沈殿が認められた。  

6．ラットおよびマウスにおける血祭中の高極性代謝物に対する試験。  

7．Chbb：THOMラット（雄5例／群）およびChbb：NMRIマウス（雄5例／群）にブロチゾラムをそれぞ   

れ2週間強制経口（0、100、200mg仮g体豆／目）投与し、最終投与後に採取した血液から血祭を分離・   

凍結乾燥し、メタノール抽出の後、試験に供した。  

表14 血Ⅵ■l竹試験  

試験   対象   投与量   結果   

染色体異常  チャイニーズハムスター骨髄細  62、311mg倣g体重／day  陰性   
試験   胞   5日間経口投与   （参照40）   
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小核試験   マウス骨髄細胞   80、400、2，000mg此g  

体重／day  （参照41）   

2日間経口投与   

優性致死試  CD－1BRマウス   200、640、2，000mg此g  陰性   
験  体重／day単回経口投与   （参照42）  

上記のように、血血の細菌、酵母、ヒトを含む動物細胞を用いたAmes試験、不   

定期DNA合成試験、形質転換試験、遺伝子変換試験および突然変異試験、及び元＝扇形   

のげっ歯類を用いた染色体異常試験、小核試験および優性致死試験のいずれも陰性であ   

り、ブロチゾラムは遺伝毒性を有さないものと考えられる。   

7．一般薬理試験（参照43，4445，46）  

（1）呼吸・循環器系への作用（参照43）   

雌雄のビーグル雑種犬（各3匹／群、ブロチゾラム1、5mg此gの静脈内投与、ペント  

バルビタール麻酔下）の呼吸数、血圧、心拍数、心電図を観察したところ、1mgおよ   

び5mg投与群共に投与後120分まで心拍数の明らかな低下とこれに伴うT波の増高お   

よびRR間隔の延長がみられ、呼吸数の低下が投与後120分以上にわたり認められた。   

なお、血圧には明らかな影響は認められなかった。  

雄ウサギ（ブロチゾラム5、10mg此gの静脈内投与、ウレタン麻酔下）の呼吸、血圧、  

心拍数を観察したところ、10mg投与群で呼吸数にわずかな低下が認められた。血圧と  

心拍には明らかな影響は認められなかった。なお、非麻酔下のウサギでも同様の影響が  

認められた。   

モルモットの摘出心房（ブロチゾラム1－10mg几、5分間隔で累積作用）の心筋収縮  

力と心拍数について観察したところ、心筋収縮力には明らかな影響は認められなかった  

が、心拍数は10mg几の濃度で軽度な低下が認められた。  

雌雄の雑種犬（ブロチゾラム0．05、0．5mg此gの静脈内投与、ペントパルビタール麻  

酔下）の椎骨動脈流および内頚動脈流について観察したところ、0．5mg投与群で椎骨動  

脈流の増加と頚動脈流の軽度な増加が認められた。なお、これらの変動は3分以内に投  

与前値まで回復した。また、同様の方法でブロチゾラム0．5、1mg此gの静脈内投与に  

より、血圧、心拍数、心拍出量、冠血流および大腿動脈流について観察したところ、1mg  

投与群で血圧と心拍数の低下に伴い心拍出量および冠血流の軽度な減少が認められた。  

なお、これらの変動は投与30分後に正常値まで回復した。いずれの投与群においても、  

大腿動脈流に変化は認められなかった。  

雌雄の雑種犬（ブロチゾラム5mg此gの静脈内投与、ペントバルビタール麻酔下）の  

頚動脈洞反射、迷走神経刺激、星状神経節の節前および節後神経刺激に対する反射性昇  

圧について観察したところ、頚動脈洞反射刺激（30秒間の閉塞）に対する血圧反応およ  
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び迷走神経刺激に対する陰性変時作用にブロチゾラム投与による影響は認められな  

かった。また、ブロチゾラムは星状神経節の節前および節後神経刺激における陽性変時  

作用を増強したが、有意な増強（ブロチゾラム投与15分後）が認められたのは節前神  

経刺激に対する影響であった。   

雌雄の雑種犬（ブロチゾラム5mかkgの静脈内投与、ペントパルビタール麻酔下）に、  

ノルエビネフリンおよびエビネフリンを1膵仮g投与した際の心血管系への作用に対す  

るブロチゾラム投与の影響について確認したところ、両被験物質の投与による血圧およ  

び心拍数への作用はブロチゾラム投与15分後および60分後で増強され、エビネフリン  

投与時の血圧に対する影響は有意であった。  

（2）自律神経系および平滑筋への作用（参照43，45）   

瞬瞑反射に対する作用は、ネコ（ブロチゾラム10膵－3mg此gの舌動脈内投与、ウレ  

タン麻酔下）の上頸神経節の節前神経刺激による瞬膜の収縮について確認したところ、  

ブロチゾラム投与による明らかな影響は認められなかった。（参照43）  

瞳孔径（マウス）に対する作用は、ブロチゾラム（3、30、100mg／kg、経口）、ニト  

ラゼパムおよびエスタゾラム（各30、100mg／kg）について比較検討されている。ブロ  

チゾラムは30mg投与群まで瞳孔径に明らかな影響を及ぼさず、100mg投与群では投  

与30分後から60分後に縮瞳が認められた。エスタゾラムは30mg以上投与群で、ニ  

トラゼパムは100mg投与群で縮瞳が認められた。（参照45）  

ラット摘出血管（胸部大動脈、Ⅰむebs液）では、ブロチゾラムは10mg几の濃度まで  

平滑筋収縮に影響を及ぼさないが、塩化カリウム（5－30mM）による収縮およびノルエ  

ビネフリン（3mg几）による持続性収縮に対して抑制作用を示した。なお、ノルエビネ  

プリンによる一過性収縮には影響は認められなかった。（参照43）  

ウサギ摘出回腸（自動運動測定）に対する作用がブロチゾラムおよびニトラゼパムに  

ついて比較検討されている。両被験物質ともに0．001－1．Omg瓜の濃度まで自発運動に影  

響はみられなかったが、静止張力については10mg几でわずかな減少が認められた。（参  

照45）  

モルモット摘出回腸（アセチルコリン誘導収縮）に対する作用がブロチゾラムおよび  

ニトラゼパムについて比較検討されている。両被験物質ともに10mg几でアセチルコリ  

ン収縮の抑制作用を示した。（参照45）  

ラット摘出子宮（妊娠および非妊娠子宮）に対する作用がブロチゾラムおよびニトラ  

ゼパムについて比較検討されている。摘出非妊娠子宮では、ブロチゾラム0．1－10mg几  

の濃度まで自発運動の振幅に影響は認められなかった。ニトラゼパムについても10  

mg瓜の濃度で自発運動に影響は認められなかった。摘出妊娠子宮では、両被験物質と  

もに自発運動に明らかな影響は認められなかった。（参照45）  
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ラット生体位子宮に対する作用がブロチゾラムおよびニトラゼパムについて比較検  

討されている。ブロチゾラムを10mg此gの濃度まで静脈内投与しても、自発運動能に  
影響は認められなかった。一方、ニトラゼパムでは同様の濃度で自発運動能にわずかな  

克進が認められた。（参照45）   

モルモットの摘出気管（自発収縮）に対する作用がブロチゾラムおよびニトラゼパム  

について比較検討されている。両被験物質ともに10mg几の濃度で摘出気管のヒスタミ  

ンによる収縮反応を低下させた。（参照45）  

モルモット摘出輸精管に対する作用がブロチゾラムおよびニトラゼパムについて比  

較検討されている。ブロチゾラムは0．01－10mg瓜の濃度まで影響はみられなかった。  

一方、ニトラゼパムは1．0・10mg瓜の濃度で収縮反応が認められた。（参照45）   

（3）血液系への作用（参照43）   

溶血に対する作用は、ウサギの耳介静脈から得られた血液を用いて、 ブロチゾラム、  

エスタゾラムおよびニトラゼパムについて比較検討されている。各被験物質を125－500  

mg几の濃度で血球とインキエペー卜した結果、いずれにおいても溶血作用は認められ  

なかった。   

凝固に対する作用は、ブロチゾラム、エスタゾラムおよびニトラゼパムをウサギに強  

制経口（各25mg此g体重／日）投与し、投与15、30および60分後に耳介静脈から得ら  

れた血液を用いて確認されている。いずれの被験物質についても、凝固作用に影響は認  

められなかった。   

（4）中枢神経系への作用（参照44，45，46）   

脊髄反射に対する作用が、ブロチゾラムとエスタゾラムについて比較検討されている。  

エーテル麻酔下で第一および第二頸椎間の脊髄神経を遮断した雌雄のネコに、ブロチゾ  

ラムを静脈内（0．1mg此g）あるいは強制経口（1mg肱g）投与し、投与30、60および  

120分後に単シナプス反射（MSR）および多シナプス反射（PSR）の活動電位について  

確認したところ、いずれの投与経路および用量においてもPSRに影響を及ぼし、弱い  

抑制作用を有することが確認された。一方、 エスタゾラムを強制経口（1mg此g）投与  

した場合は、MSRおよびPSR共に投与後30および60分で抑制作用が認められた。ブ  

ロチゾラムの脊随反射に対する抑制作用は、エスタゾラムに比べて軽度であった。（参  

照44）   

エチルアルコールおよび へキソバルビタールで誘導される睡眠に対する作用は、ブロ  

チゾラム、ニトラゼパムあるいはエスタゾラムを前投与した際の影響について比較検討  

されている。エチルアルコールをマウスに皮下（6．25mg／kg）投与した際に誘導される  

睡眠時間（30分）は、各被験物質を投与30分前に経口（0．125mg此g）投与すること  

により有意な延長が認められた。へキソバルビタ 
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与する30分前に各被験物質を経口（5、15、45mg此g）投与すると、用量非依存的で  

はあるが睡眠時間は2．7～3．6倍に延長した。（参照45）   

メタンフェタミンを投与した際の自発運動量および岨囁行動に対する作用は、ブロチ  

ゾラム、ニトラゼパムあるいはエスタゾラムを前投与した際の影響について比較検討さ  

れている。自発運動量は、メタンフェタミンをマウスに皮下（5mg／kg）投与する30分  

前にブロチゾラム、ニトラゼパムおよびエスタゾラム（各10、30mg／kg）、陽性対照と  

してジアゼパム（10mg／kg）をそれぞれ経口投与すると、ブロチゾラム、ニトラゼパム、  

ジアゼパムは10mg投与群、エスタゾラムは30mg投与群で自発運動量の克進が認め  

られた。岨囁行動は、メタンフェタミンをマウス（6匹／群）に静脈内（16mg此g）投与  

する30分前に、ブロチゾラム、ニトラゼパムおよびエスタゾラム（各30、90mg／kg）、  

陽性対照としてハロペリドール（5mg／kg）をそれぞれ経口投与すると、ハロペリドー  

ルは全例に抑制作用を示したが、ブロチゾラム、ニトラゼパムおよびエスタゾラムでは  

明らかな抑制は認められなかった。（参照45）   

無麻酔下の自発脳波に対する作用は、ウサギを用いて実施されている。ウサギ（雌雄、  

14匹）にブロチゾラムを静脈内（0．001、0．003、0．01mg／kg体重／日）投与し、投与前  

30分（最後の10分間：ベースライン）から投与後2時間まで脳波を測定したところ、  

0．003mg投与群以上では明らかにブロチゾラムの鎮静催眠作用が認められた。一方、  

0．001mg投与群では、脳波に鎮静や中枢興奮作用を示す明らかな変動は認められなかっ  

た。   

本試験におけるNOELは0．001mgnig体重／日と考えられた。（参照46）  

鎮痛作用がブロチゾラム、ニトラゼパムおよびエスタゾラムで比較検討されている。  

ラット（計6匹）に各被験物質を強制経口（ブロチゾラム：1、10、50、100m釘kg体  

重／日、ニトラゼパムおよびエスタゾラム：1、10、100mg肱g体重／目）投与30、60、  

120、180および240分後に、ラットの尾を動脈紺子で摘んだ際の疹痛に対する鎮痛作  

用を確認した。ブロチゾラムに鎮痛作用は認められなかったが、ニトラゼパムでは10mg  

以上投与群で、エスタゾラムは100mg投与群では明らかな鎮痛作用が認められた。ブ  

ロチゾラムの鎮静作用の程度は、高用量においてもニトラゼパムおよびエスタゾラムの  

約1／3であった。（参照44）   

正常体温に対する作用が、ブロチゾラム、ニトラゼパムおよびエスタゾラムについて  

比較検討されている。ラット（Wistar系、雄）を用いて、各被験物質を強制経口（ブロ  

チゾラム：1、10、50、100mg此g体重／日、ニトラゼパムおよびエスタゾラム：1、10、  

50mg此g体重／日）投与30、60、120、180および240分後に体温を測定した。ブロチ  

ゾラムでは、10mg以上投与群で投与30分後から用量依存的な下降が認められたが、  

投与240分以内には正常範囲まで回復あるいは回復傾向が認められた。同様に、ニトラ  

ゼパムは10mg以上投与群で、エスタゾラムは1mg以上投与群で用量依存的な下降が  

みられた。いずれの被験物質も高用量で体温下降作用を示し、類似の作用が認められた。  

（参照44）  
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（5）消化器系への作用（参照45）   

腸管運動（雄イヌ、3匹、空腸）に対する作用は、ブロチゾラムおよびニトラゼパム  

について比較検討されている。両被験物質ともに0．01－1mg此gの静脈内投与では影響は  

認められなかった。  

腸管輸送能（マウス）に対する作用は、プロチゾラムおよびニトラゼパムを経口投与  

した時のバリウム液の移動率にっいて比較検討されている。ブロチゾラムは1－100  

mg耽gで、ニトラゼパムは30mg此gで影響は認められなかった。  

唾液分泌（マウス）に対する作用として、カルバコール刺激時の唾液分泌作用への影  

響についてブロチゾラムおよびニトラゼパムで比較検討されている。ブロチゾラムは3  

mg珠gまでの皮下投与で影響は認められなかった。一方、両被験物質ともに10m釘kg  

では軽度ながら有意な分泌低下を示した。  

胃液分泌（ラット）に対する作用は、ブロチゾラム1－10mかkgまでの経口投与では  

胃液量および酸分泌量ともに影響は認められなかった。  

胆汁分泌（ラット：各被験物質ともに12．5、25、50mg此g、経口）に対する作用は、  

ブロチゾラム、ニトラゼパムおよびエスタゾラムについて比較検討されている。ブロチ  

ゾラムおよびニトラゼパムでは50mgまで排泄量および胆汁量ともに影響は認められ  

なかった。一方、エスタゾラムでは12．5mgで胆汁量の増加、25mgでは排泄量の増加  

が認められた。   

（6）体性神経系への作用（参照44，45）   

局所麻酔作用は、ブロチゾラム、ニトラゼパムおよびエスタゾラムで比較検討されて  

いる。モルモット（Hartley系、雄）およびウサギ（日本白色種、雄）の目に各被験物  

質を1および2％の濃度で0．5mL滴下し、同様にもう片方の目には溶媒（0．5％メチル  

セルロース）を滴下した。滴下10、20、30、60、90および120分後に角膜をウマの尾  

の毛で刺激して角膜反射を確認したところ、 

ポイントにおいても角膜反射は認められ、局所麻酔作用は認められなかった。ブロチゾ  

ラムの局所麻酔作用は、ニトラゼパムおよびエスタゾラムと同様の傾向を示した。（参  

照44） 

横隔膜神経筋標本（Wistar系ラット、雄）の電気刺激に対する作用が、ブロチゾラム、  

ニトラゼパムおよびツボクラリン（陽性対照）で比較検討されている。電気刺激に対す  

る撃縮反応に対し、ブロチゾラムは0．1mg瓜まで影響はみられなかったが、1－10mg瓜  

の濃度では軽度な抑制が認められた。ニトラゼパムは10mg瓜で軽度な抑制が、ツボク  

ラリンでは0．1mg几で明らかな抑制が認められた。（参照45）  
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（7）水および電解質代謝への作用（参照44）   

尿量、電解質代謝（Na十、K＋、Cl．、Na／K）、pH、グルコースおよび総タンパクに対  

する作用が、ブロチゾラム、ニトラゼパムおよびエスタゾラムで比較検討されている。  

ラット（Wistar系、雄、5匹／群）に各被験物質をそれぞれ強制経口（ブロチゾラム：1、  

10、50、100mg此g体重／日、ニトラゼパムおよびエスタゾラム：1、10、100mg此g体  

重／日）投与し、採取した尿について確認したところ、尿量の増加がブロチゾラムでは  

50mg以上投与群で、ニトラゼパムおよびエスタゾラムでは100mg投与群で認められ  

た。尿中電解質、pH、グルコースおよび総タンパクについては、いずれの被験物質にお  

いても明らかな影響は認められなかった。ブロチゾラムは高用量で尿排泄量を増加させ  

たが、尿中電解質、pH、グルコースおよび総タンパクに影響を及ぼさず、ニトラゼパム  

およびエスタゾラムと類似の作用がみられた。  

（8）抗炎症作用（参照44）   

抗炎症作用は、ラット（Wister系、雄）を用いた浮腫（カラゲニン誘発の足蹄浮腫）  

に対する影響について、ブロチゾラム、ニトラゼパムおよびエスタゾラムで比較検討さ  

れてし、る。1％のカラゲニン0．1mLをラットの足瞭に投与後、直ちに各被験物質を強制  

経口（1、10、100mg／kg体重／日）投与し、足瞭の体積を1時間毎に測定した。カラゲ  

ニン足腑浮腫に対する抑制作用はブロチゾラムには認められず、ニトラゼパムおよびエ  

スタゾラムにも明らかな抑制作用は認められなかった。ブロチゾラム、ニトラゼパムお  

よびエストゾラムとの間に作用差異は認められなかった。  

（9）1週間あるいは1ケ月間投与試験による血液生化学的パラメーターおよび体重への  

影響（ラット）（参照45）   

ラットを用いたブロチゾラム、ニトラゼパムおよびエスタゾラムの1週間あるいは  

1ケ月間強制経口（10mg此g）投与による血清中のグルコース、乳酸、TG、耽ho、非  

エステル化脂肪酸、インスリンおよび体重への影響について検討されている。  

（丑1週間投与試験   

体重変化は、いずれの被験物質においても明らかな変動は認められなかった。   

グルコース、TGおよびTbhoは、いずれの被験物質においても明らかな変動は認めら  

れなかった。一方、非エステル化脂肪酸はブロチゾラムおよびエスタゾラムで低値がみ  

られ、乳酸はブロチゾラムで高値、エスタゾラムで軽度な高値、ニトラゼパムは軽度な  

低値を示し、インスリンはブロチゾラムおよびニトラゼパムで軽度な低値、エスタゾラ  

ムでは低値が認められた。  

②1ケ月間投与試験   

体重変化は、いずれの被験物質においても明らかな変動は認められなかった。   

グルコース、TGおよびインスリン値は、いずれの被験物質においても明らかな変動  

は認められなかった。一方、非エステル化脂肪酸はブロチゾラムで高値、Tヒhoはブロチ  

ゾラムおよびニトラゼパムで高値、乳酸はブロチゾラムで低値が認められた。  
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8．その他   

ラットを用いた2年間発がん性試験において、200mg投与群の雌雄で甲状腺に結節   

性および腺腫性病変が認められていることから、以下に示す甲状腺機能に関する特殊毒   

性試験が実施されている。  

（1）甲状腺機能に関する特殊毒性試験（ラット）（参照47，48，49）   

Chbb：THOM（Wistar）ラット（雌雄各24匹／対照群、雌雄各12匹／投与群）を用い  

た強制経口（0、100、400mg此g体重／日）投与による78週間の特殊毒性試験において  

認められた毒性所見は以下の通りであった。なお、甲状腺ホルモン（T3およびT4）およ  

び甲状腺刺激ホルモン（TSH）の測定は、投与28週に全例について、投与32週には対  

照群の雄8例、400mg投与群の雄4例について実施した。   

T3値は、投与28週に100mg投与群以上の雄および400mg投与群の雌で有意な高  

値が認められ、その程度には用量相関性が認められた（100mg：p≦0．05、400mg：p≦0．01）。  

また、400mg投与群では投与32週においても有意b≦0．01）な高値が認められ、い  

ずれの例も投与28週の測定値より高値を示した。一一方、T4値は投与28週に400mg投  

与群の雄で有意（p≦0．01）な低値が認められたが、32週には回復が認められた。TSH  

値については、100mg投与群以上で軽度ながら高値傾向がみられ、400mg投与群の雌  

では有意（p≦0．01）であった。（参照47）   

Chbb：THOM（Wistar）ラット（雌12匹、雄36匹／対照群、雌12匹、雄12－24匹／  

投与群）を用いた強制経口（0、100、400mg此g体重／日）投与による65週間の特殊毒  

性試験において認められた毒性所見は以下の通りであった。なお、T3およびT4および  

TSHの測定は、投与28週に全投与群の雌雄各12例について、投与32、53および65  

週には対照群の雄8例、400mg投与群の雄4例について実施した。   

T3値は、投与28週に100mg投与群以上の雄および400mg投与群の雌で有意な高  

値が認められ、その程度には用量相関性が認められた（100mg：p50．05、400mg：p≦0．01）。  

また、400mg投与群では投与32週においても有意（p≦0．01）な高値が認められ、平  

均値は投与28週より高値を示した。投与53および65週では、いずれも各1例に高値  

が認められた。一方、T4値には低値傾向が認められ、400mg投与群の雄では投与28  

および53週に有意（各々p≦0．01、p≦0．05）であった。   

TSH値は、投与28週に100mg投与群以上で高値がみられ、400mg投与群の雌で  

は有意（p≦0．01）であった。なお、投与群では対照群に比べて雄で2．5倍、雌では5．7  

倍の高値が認められた。投与32およ53週では400mg投与群の2例で高値が認められ  

たが、投与65週にはいずれの例においても対照群と同程度の値であった。（参照48）   

Chbb：THOM（Wistar）ラット（雄各60／群）を用いた強制経口（試験番号G44：0、  

200mg此g体重／日、試験番号G61：0、0．5、2．5mg肱g体重／日）投与による13週間の  

特殊毒性試験において認められた毒性所見は以下の通りであった。なお、本試験では高  

用量試験（G44）および低用量試験（G61）の2種類の試験が実施されている。G44で  
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はラットにおける発がん性試験で甲状腺に影響（甲状腺腫、甲状腺濾胞の変性、甲状腺  

の結節性過形成、腺腫性甲状腺腫等）が認められた200mgの用量を設定しており、甲  

状腺の経時的な機能変化ついて確認することを目的としている。一方、G61で用いてい  

る0．5および2．5mgの用量は、推定臨床用量の各々100および500倍であり、低用量  

における甲状腺機能への影響確認およびNOELの設定を目的としている。血液生化学  

検査（TSHおよびT4）は、投与1週（2日および7日目）、2週（7日目）、4、8およ  

び13週（各2日目）に各群10例について実施し、その2日あるいは3日後に剖検に供  

した。   

本試験期間中、いずれの試験においても被験物質に起因する死亡例は認められなかっ  

た。   

一般的な臨床症状観察、体重、摂餌量では、いずれの試験においても被験物質による  

明らかな影響は認められなかった。   

血液生化学検査では、G44の200mg投与群で投与2週からTSHの有意な高値が認  

められたが、試験の経過と共に値は低下し、投与13週には回復が認められた。T4値は  

投与1、2および4週に一過性の低値が認められた。G61ではTSHおよびT4値ともに  

影響は認められなかった。   

臓器重量では、G44の200mg投与群では、肝臓の絶対・比重量の高値が投与3、4、  

8および13週に認められた。また、甲状腺は投与3週より高値傾向が認められ、投与  

13週には絶対・比重量に有意な高値が認められた。G61では異常は認められなかった。   

剖検では、投与に関連すると考えられる変化は認められなかった。   

病理組織学的検査は実施されていない。（参照49）  

（2）甲状腺機能に関する特殊毒性試験（ヒト）（参照50）   

健常人ボランティア（男女各3名）に0．25mg／日の錠剤を1日1回14日間経口投与  

し、T3、T4およびTSHの変動について検査した。各項目について投与前8週（対照値）、  

初回投与前および最終投与後の計3回測定した結果、甲状腺機能に投与による明らかな  

影響は認められなかった。  

（3）その他の甲状腺機能に関する知見（参照51，52）   

下垂体一甲状腺軸が長期にわたり様々な外来性物質や生理学的な変動により撹乱さ  

れた場合、ヒトのに比べてラットの甲状腺の方が、慢性的なTSH刺激反応による増殖  

性病変の発生率が高いことが報告されている。また、雄ラットではTSHの血中レベル  

が雌に比べて高いため、慢性毒性および発がん性試験において種々の薬物や化学物質を  

投与された場合、濾胞上皮細胞過形成および腫瘍の高い発生率が報告されている。ラッ  

トとヒトの間でみられる種差として、ヒトに比べてラットではT4の血祭中半減期が著し  

く短いこと（ヒト：5－9日、ラット：12－24時間）、ヒトでは血中のT4は輸送タンパクで  

あるサイロキシン結合グロブリン（TBG）に結合しているが、ラットではこのタンパク  

は存在せず、プレアルブミンやアルブミンと結合していることが挙げられる。なお、TBG  

のT4に対する結合親和性は、プレアルブミンに比べて約1，000．倍も高く、ヒトでは未結  
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合の活性T4の比率はラットに比べて低いことが知られている。  

9．ヒトにおける知見について  

（1）ヒトボランティア試験（参照53）   

健常なヒトボランティア（男性、19～29歳、12名、平均体重76kg）により、ブロチ  

ゾラム（0・1、0・3mg‥0・0013、0．0039mg瓜gに相当）あるいはフルラゼパム（10mg‥  

0・13mg此gに相当）単回経口投与後の脳波および認知・行動について検討されている。   

ブロチゾラム0．1mg、0．3mg投与とフルラゼパム10mg投与により、投与1時間から  

6時間の間に脳波に有意な変化が現れ、その変化は2時間後に最も顕著であった。変化   

としては8Hz領域の活性は減少していた。脳波への影響ではブロチゾラム0．1mgがフ  

ルラゼパム10mgに相当し、さらにブロチゾラム0．3mgではこれらのほぼ3倍の活性を   

示した。   

脳波測定中に行われた認知機能試験などでもブロチゾラム0．1mgから影響が認めら   

れた。   

（2）副作用等について（参照55，56）   

ブロチゾラムはヒト医薬品として睡眠導入、抗不安、催眠鎮静作用を効能として使用  

されている。重大な副作用として、肝機能障害及び黄症（頻度不明）が報告され、その  

他の副作用として不穏、興奮、大量連用による薬物依存（頻度不明）が報告されている。  

また、類薬のベンゾジアゼピン系薬剤の投与では、呼吸抑制が現れることが報告されて  

いる。ブロチゾラムの臨床試験および再審査終了時の副作用調査では、調査症例数6，548  

例中、副作用が報告されたのは256例（3．91％）であった。主な副作用は、残眠感・眠  

気144件（2．20％）、ふらつき66件（1．01％）、頭重感50件（0．76％）、だるさ48件（0．73％）、  

めまい25件（0．38％）、頭痛8件（0．12％）、倦怠感7件（0．11％）等であった。就眠時  

に服用した場合、本剤の作用が翌朝以降に及び、眠気、注意力・集中力・反射運動能力  

等の低下が起こることがある。また、中枢神経系に対する毒性の強さと発現頻度は、一  

般に加齢と共に増加することが知られており、高齢者に対しては慎重投与の必要性があ  

るとされている。   

妊婦、産婦、授乳婦等、小児等への投与も慎重に投与する必要性があり、特に、妊婦  

または妊娠している可能性のある婦人には、以下①－③のような報告があることから投与  

しないことが望ましいとされている。   

① 妊娠中にべンゾジアゼピン系化合物の投与を受けた患者の中に奇形を持つ児等  

の障害児を出産した例が対照群と比較して有意に多いという疫学調査の結果が報告さ  

れている。   

② 新生児に晴乳困難、筋緊張低下、噂眠、黄症の増強等を起こすことがベンゾジア  

ゼピン系化合物（ジアゼパム、ニトラゼパム）で報告されている。   

③ 分娩前に連用した場合、出産後新生児に禁断症状（神経過敏、振戦、過緊張等）  

が現れることがベンゾジアゼピン系化合物（ジアゼパム）で報告されている。   

授乳婦への投与は以下に示す④、⑤ような報告があること、また新生児の黄痘を増強  
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する可能性があることから避けることが望ましいが、やむを得ず投与する場合、授乳は  

避けさせることになっている。   

④ 動物実験で乳汁中に移行することが報告されている。   

⑤ ヒト母乳中へ移行し、新生児に噂眠、体重減少等を起こすことが、ベンゾジアゼ  

ピン系化合物（ジアゼパム）で報告されている。   

低出世体重児、新生児、乳児、幼児または小児に対する安全性は確立されていない。  

10．ヒト腸内細菌叢に及ぼす影響について   

ブロチゾラムに関しては、五‖五和および血l血において抗菌作用を示唆するデータ   

は得られていない。  

Ⅲ．食品健康影響評価  

1．亜急性・慢性毒性試験等について   

亜急性・慢性毒性試験について、ブロチゾラム投与による影響は、鎮静、運動失調な   

ど主に薬理作用に関連していた。ラットにおいて行われた経口投与試験においては、   

NOAELが得られている。マウスの18ケ月発がん性試験では0．3mg此g体重／目以上投   

与群で鎮静が認められ、サルを用いた13週間亜急性毒性試験では、1mg此g体重／日以   

上投与群で運動失調が認められており、NOAELは得られなかった。さらに、サルを用   

いた単回経口投与試験では、0．063mg／kg体重／日で発声やひっかき行動の減少、怯えや   

攻撃性の低下を示す例がみられ、NOAELは得られなかった。このLOAEL（0．063mg此g   

体重／日）は、亜急性・慢性毒性試験で得られたNOAEL又はLOAELより低かった。  

なお、ブロチゾラムの鎮静作用についての試験は、一般薬理試験でウサギを用いたブ   

ロチゾラムの静脈内投与によるウサギの自発脳波に対する影響が確認されており、本試   

験のNOEL（NOAEL）は0．001mg此g体重／日であった。しかし、投与方法が静脈投   

与のため、リスク評価にはこの結果を用いるのは適当でないと考えられた。   

2．生殖発生毒性試験について（参照54）  

ラットを用いたFDAの3節試験及びウサギによる器官形成期投与試験が実施されて   

いる。催奇形性についてはラット、ウサギとも認められていない。ラットを用いた周産   

期及び授乳期投与試験（第Ⅲ節）では、母動物に対するNOAELが求められたが、0．05   

mg以上投与群で児（Fl）の生後21日の雄児の体重が有意に低かったことからNOAEL   

が求められていない。他の生殖発生毒性試験ではNOAELが求められているが、周産期   

及び授乳期投与試験のLOAELが他の生殖発生毒性試験で求められたNOAELと同じま   

たは低いことから、生殖発生毒性試験の評価としては、0．05mg此g体重／日をLOAEL   

とするのが適当と考えられた。   

3．遺伝毒性／発がん性について（参照51，52，54，55）  

遺伝毒性については血Ti加でAmes試験、不定期DNA合成試験、形質転換試験、   

遺伝子変換試験、HGPRT突然変異試験において結果は全て陰性であった。また血血   

における染色体異常試験、小核試験及び優性致死試験のいずれも陰性あったことから、  
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ブロチゾラムは遺伝毒性を有さないものと考えられる。   

発がん性試験については、マウスを用いた18ケ月間発がん性試験及びラットを用い  

た2年間発がん性試験が実施されている。マウスの試験では、発がん性を示唆する所見  

は得られなかったが、ラットの試験では、200mg投与群の雄で甲状腺濾胞腺腫、雌では  

胸腺型悪性リンパ腫及び子宮における神経鞘腫の有意な発生の増加が認められた。この  

甲状腺濾胞腺腫の発生増加のメカニズムを検討するため複数の甲状腺機能に関する特  

殊毒性試験が実施されている。その結果、ラットではブロチゾラムの高用量の投与にお  

いて甲状腺ホルモン作3およびT4）及び甲状腺刺激ホルモン（TSH）への影響が認めら  

れ、TSHの慢性的刺激により、ラットに甲状腺濾胞上皮細胞の増殖性変化を引き起こし、  

甲状腺濾胞腺腫の発生増加をもたらす可能性が示唆された。   

雄のラットで認められた甲状腺濾胞腺腫は、ホルモンバランスの変動が関与している  

可能性が示唆された。また、雌の子宮で認められた神経鞘腫の発生率増加及び雌の胸腺  

型の悪性リンパ腫の増加原因については不明ではあるが、ブロチゾラムが遺伝毒性物質  

ではないこと、マウスについて発がん性を示唆する所見が得られていないこと、及び  

ラットにおいては高用量群にのみ、これら腫瘍性病変の発生の増加が認められているこ  

とから、ADIの設定は可能であると考えられた。  

4．ヒトにおける影響について（参照55，56，57）   

健常のヒトボランティアにブロチゾラムを単回経口投与し、脳波及び認知・行動検査   

を行ったところ、0．1mg投与により脳波及び認知機能試験で影響が確認された。この試  

験におけるLOAELは0．1mg／ヒト／日（＝0．0013mg耽g体重／日＝1．3膵収g体重／日）で   

あった。   

また、ブロチゾラムは既にヒト医薬品として睡眠導入、抗不安、催眠鎮静作用を効能   

とし使用されている。．0．25mg／ヒト／日（ヒト体重を60kgとすると、0．0042mg此g体重  

／日）の臨床用量で不穏、興奮等の副作用が報告されている。また、薬理作用である中枢   

神経系への作用が翌朝以降に及んだ眠気、注意力・集中力・反射運動能力等の低下、妊   

婦、産婦、授乳婦及び小児等への作用が懸念されている。  

5．毒性学的影響のエンドポイントの選択について   

各種の毒性試験において、サルを用いた急性毒性試験においてはLOAELが0．063  

m釘kg体重／日、生殖発生毒性試験ではLOAELは0．05mg此g体重／日、ヒトの健常ボラ   

ンティア試験においてのLOAELは0．0013mg此g体重／日が得られた。ブロチゾラム投   

与による影響は、鎮静、運動失調など薬理作用に関連している。 これらの影響は、ヒト   

で最も感受性が高いと考えられ、実験動物から得られたLOAELはヒト臨床用量より約   

40～50大きい値となっている。   

以上のことを踏まえて、ADIを設定するためのエンドポイントとして、ヒトの健常ボ   

ランティア試験におけるLOAELO．0013mg此g体重／日を採用するのが適当であると考   

えられる。  
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6．一日摂取許容量仏DDの設定について  

ブロチゾラムについては、遺伝毒性を示さないことからADIを設定することが可能   

である。  

毒性学的試験において、最も低い用量で被験物質投与の影響が認められたと考えられ   

る指標は、ヒトの健常ボランティア試験におけるLOAELO．0013mg此g体重／日であっ   

た。この知見からADIを設定するにあたっては、LOAELからNOAELへの変換10、個体   

差10の安全係数100を考慮し、毒性学的データからはADIは0．013膵此g体重／日と設   

定される。  

以上より、ブロチゾラムの食品健康影響評価については、ADIとして次の値を採用す   

ることが適当と考えられる。  

ブロチゾラム 0．013膵此g体重／日  

暴露量については、当評価結果を踏まえ暫定基準値の見直しを行う際に確認すること   

とする。  
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＜別紙1 検査値等の略称＞  

ADI   一日摂取許容量   

AP   アルカリフォスファターゼ   

AUC   血中薬物濃度一時間曲線下面積   

BUN   血液尿素窒素   

C佃   最高血（渠）中濃度   

GPT   グルタミン酸ピルビン酸トランスアミナーゼ（→ALT）   

Hb   ヘモグロビン（血色素）   

HPLC   高速液体クロマトゲラフ   

Ht   ヘマトクリット   

LD5。   半数致死量   

LOAEL   最小毒性量   

MCH   平均赤血球血色素量   

MCHC   平均赤血球血色素濃度   

NOAEL   無毒性量   

NOEL   無作用量   

RBC   赤血球数   

RIA   放射免疫測定法（ラジオイムノアツセイ）   

T－／2   消失相半減期   

T3   トリヨードサイロニン   

T4   サイロキシン   

TBG   サイロキシン結合グロブリン   

Tcho   総コレステロール   

TG   トリグリセリド   

TLC   薄層クロマトグラフ法   

Tm。X   最高血（渠）中濃度到達時間   

TSH   甲状腺刺激ホルモン   
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ブロチゾラム（案）  

1．概要  

（1）品目名：ブロチゾラム（Brotizolam）  

（2）用途：牛の諸疾患における食欲不振の改善に対する補助的効果   

ブロチゾラムは抗不安薬あるいは睡眠導入薬の研究の中から発見された2－br。m。－thien。－  

triazolo．1，4diazepine誘導体である。ヒト用医薬品としては睡眠導入剤として開発されてい  

るが、動物に対して食欲誘発作用を示すことから食欲不振改善の補助等を目的として開発さ  

れ、我が国をはじめ欧米等で動物用医薬品として用いられている。   

今般の残留基準設定については、ブロチゾラムを有効成分とする製剤（メデランチ／りが  
承認を受けた後、所定の期間（6年）が経過したため再審査申請がなされたことに伴い、内  

閣府食品安全委員会においてブロチゾラムについて膿Ⅰ設定がなされたことによるものであ  

る。  

（3）化学名：  

2LBromo－4鵬（2－Chlorophenyl）サmethyl－6H－1－thia－5，7，8，9ahtetraaZaCyClopenta［e］azulene  

（Ⅰ肝AC）  

2－Bromo－4一（2－Chlorophenyl）サmethyl－6H－thieno 

diazepine（CAS）  

（4）構造式及び物性  

Cl  

分 子  式  

分  子  量  

常温における性状  

融 点（分解点）  

溶 解 性   

：C15HIPrCIN4S  

：393．69  

：白色～微黄色の結晶性粉末  

：208～212℃  

：酢酸又はジクロロメタンに溶けやすく、メタノールにやや溶けに  
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くく、エタノール、アセトン又は2－ブタノンに溶けにくく、無  

水ジエチルエーテルに極めて溶けにくく、水にはほとんど溶けな  

い。  

（5）適用方法及び用量   

ブロチゾラムの使用対象動物及び使用方法等を以下に示す。  

対象動物及び使用方法  使用国   休薬期間   

フランス  

アイルランド   
0日  

0．002m釘kg体重を単回静脈内投与  
ニューゾーランド   

0．25日  

牛  
（頻回使用の場合は、1日1回3日間まで）  ドイツ  

オランダ   1日  

日本   2日  

0．002mg／kg体重を単回静脈内、筋肉内又は皮下投与  イタリア   4日   

フランス  

アイルランド  0日  

0．002mかkg体重を単回静脈内投与  オランダ  

泌乳牛   衡使用の場合は、1日1回3日間まで）  ドイツ  
ニューゾうンド  

0．5日   

日本  

2．対象動物における分布、代謝   

14c標識ブロチゾラムを泌乳牛3頭に10〃g／kg体重／頭を静脈内投与したところ、放射活   

性は急速に排泄され、主要排泄経路は糞中（57－86％）であり、尿中排泄は少量であった  

（15－25％）。消失半減期（Tl／2）は0．5－1時間であった。乳汁中の総放射活性値は低く、0．1％   

であり、乳汁成分の分析では、乳脂分画中に高濃度の放射滑性が認められた。静脈内投与   

6・5、24及び72時間後の月刊鼓における濃度は、16．9ngeq／nL（2．6％）、9．7ngeq／mL（0．8％）   

及び12・Ongeq／mi，（0．7％）であった。腎臓における濃度は投与6．5時間後で5．3ngeq／mL   

を示し、投与24及び72時間後では検出限界未満となった。   

14c標識ブロチゾラムを泌乳牛3頭に2FLg／kg体重／頭を静脈内投与し、血液、乳汁及び   
組織（血祭、筋肉、脂肪、腎臓、胆汁、肝臓）中のブロチゾラム濃度を測定した。血祭で   

は二相性の半減期が見られ、投与7分後に最高血中濃度（qⅢ）2．83ngeq／止が認められ、  

投与3時間後には0・53ngeq／mLまで急速に減少（Tl／21．2時間）し、投与36時間後には  

0・01ngeq／miJまで減少した（Tl／25時間）。乳汁では、初回搾乳7時間後でCmO．08ngeq／mL   

が認められ、47時間後には検出限界まで減少した。各組織における残留は主に肝臓（投与  

6・5時間後：3．54ngeq／mL24時間：1．24ngeq／rnl，、72時間：0．56ngeqバ止）′及び腎臓  
（投与6・5時間後：1．12ngeq／鳳、24時間：0．13ngeq／mi，、72時間：0．02ngeq／止）  

で認められた。月刊読では投与72時間後まで明らかな残留が認められ、Tl／2は30分であった。  

胆汁中には投与6．5時間後：33．61ngeq／止、24時間：3．94ngeq／mi，、72時間：0．01ng  

eq／止が認められた。筋肉及び脂肪中の残留はいずれの時点においても微量であった。  
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3．対象動物における残留試験結果  

（1）分析の概要  

①分析対象化合物：ブロチゾラム  

②分析法の概要：   

ガスクロマトグラフ法により、各対濠動物組織における残留性が検証されている。   

添加回収率は平均（n＝3）で、筋肉93％、脂肪79％、月刊蔵91％、腎臓90％、小腸80％、  

乳汁84％。  

（2）細繊における残留   

① ウシにブロチゾラムとして0．002mg／kg体重／目（常用量）及び0．004mg／kg体重／日   

（2倍量）を3日間連続して静脈内投与した。最終投与後2時間、1、2、3及び5日  

の筋肉、脂肪、肝臓、腎臓及び小腸におけるブロチゾラム濃度を以下に示す。  

ブロチゾラムとして、0．002mg／kg体重／目及び0．004r喝／kg体重／日を3日間連続して静脈内投与した時の食用  
組織中のブロチゾラム濃度  bpm）  
試験日  筋肉  脂肪  月二用蔵  

（投与後）  常用量   2倍量   常用量   2倍量   常用量   2倍量   

く0．001（4），  
2時間   く0．001   く0．001  く0．001（5），0．002  く0．001（5），0．001   0．001，0．003   く0．001   

1日   く0．001   く0．001   く0．001   く0．001   く0．001   く0．001   

2日  く0．001   く0．001   く0．001  

3日  

5日  

試験日  
腎臓  ′用易  

（投与後）  常用量   2倍量   常用量   2倍量   

2時間  く0．001（5），0．002  く0．001  く0．001（5），0．002   く0．001   

1日   く0．001   〈0．001   く0．001   〈0．001   

2日   く0．001  く0．001  

3日  

5日  

数値は、分析値で示し、括弧内は検体数を示す㌔  

－は分析を実施せず。  

定量限界：0．001ppm  

② ウシにブロチゾラムとして0．002mg／kg体重／目（常用量）及び0．004mg／kg体重／   

日（2倍量）を3日間連続して静脈内投与した。最終投与後12及び24時間の乳中にお   
けるブロチゾラム濃度を以下に示う㌔  
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ブロチゾラムとして、0．002mg／kg体重／日及び0．004mg／kg  

体重／日を3日間連続して静脈内投与した時の乳中のブロチゾ  

ラム濃度  bpm）  
試験日  乳  

（投与後時間）  常用量   2倍量   

12   く0．001   〈0．001   

24   く0．001   〈0．001   

数値は、分析値を示す1  

定量限界：0．001ppm  

4．許容一日摂取量（ADI）評価   

食品安全基本法（平成15年法律第48号）第24条第2項の規定に基づき、平成18年10   

月16日付け厚生労働省発食安第1016003号により、食品安全委員会委員長あて意見を求めた   

ブロチゾラムに係る食品健康影響評価について、食品安全委員会において、以下のとおり食   

品健康影響評価が示されている。  

ブロチゾラムの食品健康影響評価については、皿Ⅰとして次の値を採用することが適   

当と考えられる。  

ブロチゾラム0．013  体重／目  

5．諸外国における使用状況   

米国、EU、豪州、カナダ及びニュージーランドを調査したところ、EU及びニュージーラ   

ンドにおいて牛に使用が認められている。   

なお、FAO／WHO合同食品添加物専門家会議OECFA）においては評価されていない（平成   

20年8月現在）。  

6．基準値案  

（1）残留の規制対象：ブロチゾラム   

（2）基準値案  

別紙1のとおりである。   

（3）ADI比   

各食品において基準値（案）の上限まで又は残留試験成績等のデータから推定される量  

の本剤が残留していると仮定した場合、国民栄養調査結果に基づき試算される、1日当た   

り摂取する本剤の量（推定一目摂取量（EDI））の膿Ⅰに対する比は、以下のとおりである。  
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EDI／膿Ⅰ（％）   

国民平均   16．3   

幼小児（1～6歳）   57．2   

妊婦   18．2   

高齢者（65歳以上）＊   16．0  

＊高齢者については畜水産物の摂取量データがないため、国民平均の摂取量を参考とした。  

なお、詳細の暴露評価については、別紙2のとおりである。   

（4）本剤については、平成17年11月29日付け厚生労働省告示第499号により、食品一般   

の成分規格7に食品に残留する量の限度（暫定基準）が定められているが、今般、残留   

基準の見直しを行うことに伴い、暫定基準は削除される。  
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（別紙1）  

ブロチゾラム  

食品名   
基準値（案）   

ppm   Ppm   Ppm   PPm   

牛り筋肉   0．001   0．001  0日＊6   
〈0．001   2時間  

〈0．001   1日   

豚の筋肉   ●注】   0．001  

その他の固蓼甫乳類＊1の筋肉   ●   0．001  

0．001  く0．001（5），  

牛の月誹方   0．002  0日＊6  0．002   
2時間  

く0．001   1日   

豚の月観方   ●   0．001  

その他の陸静一甫乳類の脂肪   ●   0．001  

〈0．001（4），  
2時間  

牛の月刊蔵   0．003   0．001  0日＊6   0．001，0．003  

く0．001   1日   

豚の月刊臓   ●   0，001  

その他の陸棲相浮L類の月刊読   ●   0．001  

く0．001（5），  

牛の腎臓   0．002   0．001  0日＊6  0．002   
2時間  

〈0．001   1日   

豚の腎臓   ●   0．001  

その他の固蓼甫乳類の腎臓   ●   0．001  

〈0．001（5），  2時間  

牛の食用部分＊2   0．002   0．001  0日＊6  
0．002  レJ、腸）  

〈0．001   
1日  

伸腸   

豚の食用部分   ●   0．001  

その他の匝封卸甫乳類の食用部分   ●   0．001  

乳   0日＊7   

〈0．001   
0．001   0．001  

12時間  

く0．001   24時間   

鶏の筋肉   ●   0．001  

その他の家きん＊3の筋肉 ●   0．001  

鶏の脂肪   ●   0．001  

その他の家きんの脂肪   ●   0．001  

鶏の月刊読   ●   0．001  

その他の家きんの月刊読   ●   0．001  

鶏の腎臓   ●   0．001  

その他の家きんの腎臓   ●   0．001  

鶏の食用部分   ●   0．001  

その他の家きんの食用部分   ●   0．001  

鶏の卵   ●   0．001  

その他の家きんの卵   ●   P．001  

魚介類（さけ目魚類に限る。）   ●   0．001  

魚介類（うなぎ目魚類に限る。）   ●   0．001  

魚介類けザき目魚類に限る。）   ●   0．001  

魚介類（その他の魚類＊4に限る。）   ●   0．001  

魚介類（貝類に限る。）   ●   0．001  

魚介類（甲殻類に限る。）   ●   0．001  

その他の魚介類＊5   ●   0．001  

はちみつ   ●   0．001  
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注1：不検出  

注2：EUにおいて0．01pg／kg体重／目（0．6Flg／人／目）のADIが設定されているが、食用組織及び乳からの摂取量が0．6  

〃gを越えないため、残留基準は不要としている。  

＊1‥その他の陸静甫乳頗に属する動物とは、陸棲僻L顔に属する動物のうち、牛及び豚以外のものをいう。  

＊2：食用部分とは、食用に供される部分のうち、筋肉、脂肪、月刊蔵及び腎臓以外の部分をいう。  

＊3：その他の家きんとは、家きんのうち、鶏以外のものをいう。  

＊4：その他の魚類とは、魚類のうち、さけ目魚類、うなぎ目魚類及びすずき目魚類以外のものをいう。  

＊5：その他の魚介類とは、魚介類のうち、魚類、貝類及び甲殻類以外のものをいう。  

＊6：フランス、アイルランド  

＊7：フランス、アイルランド、オランダ  

一丁－   



拐り紙2）   

ブロチゾラムの推定摂取量（単位：〃g／人／目）  

幼小児   幼小児   高齢者刈  轟塾宣誓  

基準値案  国民平均  
食品名  

妊婦  
bpm）  

1Ⅶ）Ⅰ   

TⅦ）Ⅰ   

塵垣  

EDI  EDI  
（65歳以」⊃  （65歳以上）  

TⅦ）Ⅰ   嬰壬  ⅧⅠ   

牛の筋肉   0．001   
0．04＊2   0．04＊2   0．02＊2   0．02＊2   0．04＊2  0．04＊2   0．04＊2   0．04＊2   

牛の月別方   0．002   

牛の月刊蔵   0．003   0．00   9L型   0．00   虹鱒   0．00＊3   0．00＊3   0．00   0．00   

牛の腎臓   0．002   0．00   旦＿嬰   0．00   旦些   0．00   旦＿些   0．00   生些   

牛の食用部分＊1  0．002   0．00   旦＿些   0．00   旦些   0．00   旦＿型   0．00   生些   

乳   0．001   0．14   0．07＊5   0．20   0．10＊5   0．18   0．09＊5   0．14   0．07＊5   

計  0．18   旦上皇   0．22   旦ユ⊇   0．22   旦＿週   0．18   生土星   

ADI比（％）  26．6   些j   105．2   塁Z遥   30．9   旦鎚   26．1   廻   

＊1：食用部分とは、食用に供される部分のうち、筋肉、脂肪、肝臓及び腎臓以外の部分をいい、′川易を参照とした。  

＊2：脂肪の基轡直×筋肉及び脂肪の摂取量  

＊3：妊婦の摂取量データがないため、国民平均の摂取量を参考にした。  

＊4：高齢者については畜水産物の摂取量データがないため、国民平均の摂取量を参考とした。  

＊5：基準値案は0．001であるが、当該物の代謝が短時間で進むものであること及び2倍量を投与した乳の残留試験結果が定量限界  

0．001ppm未満であったことから、JECFAで過去に用いられた方法である定鄭艮界の1／2を乗じた値を推定摂取量の計算に用  

いた。  
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（参考）  

これまでの経緯  

厚生労働大臣から食品安全委員会委員長あてに残留基準設定に係  

る食品健康影響評価について要請  

第164回食品安全委員会（要請事項説明）  

第80回動物用医薬品専門調査会  

第82回動物用医薬品専門調査会  

第84回動物用医薬品専門調査会  

食品安全委員会における食品健廉影響評価（案）の公表  

第230食品安全委員会（報告）  

食品安全委員会委員長から厚生労働大臣あてに食品健康影響評価  

について通知  

薬事・食品衛生審議会へ諮問  

薬事・食品衛生審議会食品衛生分科会農薬・動物用医薬品部会  
薬事・食品衛生審読会食品衛生分科会農薬・動物用医薬品部会  

平成18年10月16日   

平成18年10月二19日  

平成19年9月28日  

平成19年10月23日  

平成19年11月27日  

平成20年1月24日  

平成20年3 月13日  

平成20年8月 6 日  

平成21年4月14日  

平成21年5 月20日  

●薬事・食品衛生審議会食品衛生分科会農薬・動物用医薬品部会  

［委員］   

東京海洋大学大学院海洋科学技術研究科教授  

北里大学北里生命科学研究所病原微生物分子疫学研究室教経  

国立医薬品食品衛生研究所副所長  

東京大学大学院農学生命科学研究科教授  

財団法人残留農薬研究所理事  

星薬科大学薬品分析化学教室准軸受  

元国立医薬品食品衛生研究所食品部第一室長  

元農業技術研究機構中央農業総合研究センター虫害防除部長  

実践女子大学生活科学部生活基経化学研究室教経  

国立医薬品食品衛生研究所食品部長  

日本生活協同組合連合会組織推進本部 本部長  
東北大学大学院薬学研究科医療薬学講座薬物動態学分野軸受  

青森県立保健大学健康科学部栄養学科教授  

国立健康・栄養研究所栄養疫学プログラム国民健康・栄養調査プロジェクト  

リーダー  

大阪市立大学大学院医学研究科都市環境両理学教陵  

青木 宙   

生方 公子  

○大野 泰雄   

尾崎 博   

加藤 保博   

斉藤 貢一   

佐々木 久美子   

志賀 正和   

豊田 正武   

松田 りえ子  

山内  

山添  

吉池  

由田  

子
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鰐渕 英機  

（○：部会長）  
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（答申案）   

ブロチゾラムについては、食品に含有されるものであってはならないとする食品規格を設  

定することが適当である。   

ただし、牛の筋肉、牛の脂肪、牛の月刊乳牛の腎臓、牛の食用部位及び乳については、次  

の残留基準を設定することが適当である。  

ブロチゾラム  

廃品名   
残留基準値  

ppm   

牛の筋肉   0．001   

牛の脂肪   0．002   

牛の月刊蔵   0．003   

牛の腎臓   0．002   

牛の食用部分   0．002   

乳   0．001   

、
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資料1－3  

ERYTHROMYCIN  

Firstdraftpreparedby  

AdrianaFern去mdezSu姦rez  

BuenosAires，Argentina  

and  

Richard Ellis  

MyrtleBeaeh，SouthCarolina，UnitedStates  

IDENTITY  

Chemical names InternationalUnionPureandAppliedChemistry（IUPAC）name：  
6－（4－dimethylamino－3－hydroxy－6－methyl－tetrahydropyran－2－yl）oxyT14－ethyl－  

7，12，13－trihydroxy－4－（5－hydroxy－4－methoxy－4，6－dirnethyl－tetrahydropyran－2－  

yl）oxy－3，5，7，9，11，13－hexamethyl－1－OXaCyClotetradecane－2，10－dione）  

C．A．S．number  l14－07－B   

SyrLOnymSandabbreviations  

Mixtureofmacrolideantibiotics，themaincomponent（erythromycinA）being  

（3R，4S，5S，6R，7R，9R，11R，12R，13S，14R）－4－［（2，6－dideoxy－3－C－methyl－3－  
0－methyl－α－L－ribo－hexopyranosyl）oxy］－14－ethyJ－7，12，13－trihydroxy－  

3，5，7，9，11，13－hexamethyl－6－t3，4，6－trideoxy－3dimethylamino－P－D－り′lo－  

hexopyranosyl）一OXy］oxacyclotetradecane－2，10－dione   

Structuralformula Seenextpage．   

Molecular formula C37H67N013 
Molecu）arweight ErythromycinA：Mz＝734；ErythromycinB：Mz＝718；  

ErythromycinC二Mz＝720  

OTHERINFORMATIONONIDENTITYANDPROPERTIES   

Appearance  Whiteorslightlyyellowpowderorcolorlessorslightlyyellowcrystals   

I）egreeofpurity  ErythromycinB≦5・0％  

ErythromycinC≦5．0％  

Anyimpurity≦3・0％  
Sumofimpurities≦7．0％   

Qualitativecompositionofimpurities  
N－demethyl－erythromycinA，anhydroerythromycinA，erythromycinAenol  
ether，PSeudoerythromycinAenolether，erythromycinE，erythromycinF・   

Deseriptionofphysicalproperties  
SlightlyhygroscopIC，Slightlysolubleinwaterbutlesssolubleathigher  
temperatures，freelysolubleinalcohol，SOlubleinmethanol，SenSitiveto  
light．   
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ThreeerythromyclnSarePrOducedduringfbrmentation・ErythromycinAandBcontainthesamesugar  
moieties，desoxamine and cladinose（3－0－methylmycarose）．They difftrin position120fthe  
aglycone，erytrOnOlide，Ahavingahydroxylgroup・ErythromycinCcontainsdesoxamineandthe  
Sameaglycon？preSentinA，butdifftrsbythepresenceofmy？arOSeinsteadofcladinose（Merck  
Index）．TheprlnCIPalproductiserythromycinAwithsmallproportlOnSOfBandC・  

INTRODUCTION   

ErythromyclnWaShrstreviewedbytheCommitteein1968・NoADIwasestablishedbutacceptable  
levelsofresiduesweredefinedinmilk（0－0．04mg／ml），meatandeggs（0－0・3mg／kg）（FAO／WHO，  
1969）．   

Pharmacokinetic and metabolic studiesin experimentalanimals，targetanimals and humans were  
evaluated，includingorlglnalstudiesincalvesandchickenandthreenewnonradiolabelledresidue  
depletionstudiesinchickens，tWOinlayinghensandoneinturkeysandthedescrlPtlOnandvalidation  
Oftheanalyticalmethodsused．   

Conditionsofuse  

General   

Erythromycln，amaCrOlideantibioticisefftctiveinvitroagainstんb｝CqPlasma，GrampositiveCoci，  
Neisseria，SOmeStrainsofHaemQPhilus，Co7ynebacterium，Listeria，Pasleurellamutocidd，Brucel］a，  
andT＞甲OnemeS・Proteus，PseudomonasandErColiarerelativelyresistanttothedrug・Inveterinary  
medicine，thiscompoundisusedfbrthetreatmentofclinicalandsubclinicalmastitisinlactatlngCOWS，  
forthetreatmentofinfbctiousdiseasesduetoerythromycinsensitivebacteria（cattle，Sheep，SWine，  
poultry）andforthetreatmentofchronicdiseasesduetomycoplasmainpoultry（EMEA，2000）・In  
Europe，forbroilerchickensandlayinghens，themostoflenrecommendeddose（aserythromycin  
base）is20mg几g／day．UsesanddoserangesarepresentedinTablel・  

．
L
▲
■
■
■
1
．
 
－
 
 

－
．
■
H
・
 
 
 



Tablel：Formulationanddoserangesoferythromycin  

Fomlulation   Countけ   Dosage   
Erythromycinthiocyanate   Belgium   20mg／kg／dayfbr5days   

Oralpowder   France   

5gperlOOg   Gemany  
Netherlands  20mg／kg／dayfbr5to7days  

International  5goferythromyclninlOOliterofdrinking  
zone＊   Waterfbr3to5days   

Erythromycinthiocyanate   Greece   Curativetreatment：   

Oralpowder  2－4gofproduct／1iterofdrinkingwater   
5．1gperlOOg  Preventivetreatment：  

1－2gofproduct／1iterofdrinkingwater   

Erythromycinthiocyanate   France   20mg／kg／dayfbr3days  

Oral powder Algeria   10goferythromycln／1001iterofdrinking  
10gperlOOg  Waterfbr3to6days   

Erythromycinthiocyanate  1relandand  25・5mg／kg／day   
Oral powder UnitedKingdom  forlto5days   

1（i．5gperlOOg  

Erythromycinthiocyanate   France   20mg／kg／dayfor3days  

Oral powder Greece   50mg／kg／dayfbr3days  

20gperlOOg  Spain   130mgerythromycin／1iterofdrinkingwater  
OrO．65gerythromycin／1iterofwater  
ForCRD：treatmentfor5days．  
Forinftctiouscorizaandsinusitis：  

treatment for 7 days 
International  20goferythromyclnin2001iter  

zone＊   （prevention）orlOOliter（treatment）of  

drinkingwaterfbr3to5days  
Intemational  5goferythromyclnPerliterofdrinking  

zone＊   Waterforlto5days   

ErythromycinPhosphate   Irelandand  25・5mg／kg／dayfbrlto5days   
Oral powder UnitedKingdom   

29．6gperlOOg  
＊CountriesotherthantheEuropeanUnionandUnitedStates  

PHARMACOKINETICANDMETABOLICSTUDIES   

Absorption   

Erythromycin baseis destroyed by gastric acid，eXCePtifadministered with aprotective enteric  
COatlng・Acidic media degrades erythromycln raPidly toform derivates withlittle antimicrobial  
activity．Erythromycin stearateis more stable，howeverin vitro studies have demonstrated that  

erythromycin stearate dissoIvesin gastric acid，retainsonly2％antibiotic activityandis rapidly  
destroyed（DiSanto and Chodos，1981；Peritietal・，1989；Martindale，1989）．Themq50rSiteof  
absorptlOninrat，dogsandhumansisthesmallintestine・Erythromyclnisonlyslightlyabsorbedfrom  
thestomach・Inman，absorptionoccursmainlyintheduodenum（Andersonetal．，1959；Huber，1977）．   

Humans   

ln humans，erythromyclnis rather slowly absorbed after oraladministration．Peak serum  

COnCentrationsoccurlto6・3hoursaRerdosingandvaryfromO・1to4・8pg／ml，dependingonthe  
formulation，andthecoatlngOferythromyclnadministered・TheoralabsorptlOnis】essthan50％and  

3   



erythromycinisdegradedbygastricacid．Itisabsorbedinthesmal1intestineaserythromycinbase  
（DiSantoandChodos，1981；GriffithandBlack，1970；Burrows，1980）．   

TheoralbioavailabilityofunprotectederythromycinbaseandsaJtsislessthan50％ofthedose．Food  
reducestheabsorptionoferythromycin（GrifflthandBlack，1970；Burrows，1980）．WilsonandVan  
Boxtel（1978）observedthaterythromycinpropionateandstearatewerebetterabsorbedbefbrerather  
thanafterbreakfast．  

Laboratorvanimals   

Inlaboratoryanimals，erythromyclnisratherslowlyabsorbeda氏eroraladministrationinlaboratory  
animals（except rats）．Oraladministration ofpropionylerythromycin（25mg化g）in rats did not  
PrOducehighpeakserumCOnCe叫rations（＜0．1LLm／ml）．However，themaximumserumCOnCentration  
WaS reaChed rapidly（1hour a銃er administration）．At the end of six hours fo1lowing oral  
administration，0nlyatraceofantibioticactivitywasfoundinratserum（Andersonetal．，1959）・   

Calves   

In calves，2hours afterasingleintramuSCulartreatmentOf5mg erythromyci〟kgb・W・，themean  
highest concentrationin plasma（0．652Llg／ml）was reached．Twelve hours a負er treatment，the  
COnCentrationoferythromycininserumWaSaboutO．22Llg／ml・Afterrepeatedintramusculartreatments  
Of5mgerythromycinn（gbw／dayfor5days，nOaCCumulationphenomenonwasobserved（ReportPK  
5251／E－00）．   

Chickens   

Inchickens，30min11teSafterthebeginningofarepeatedadministrationoferythromycinviadrinking  
Wateratadoseof25，000IU／kgb．w．／dayfor3days（approximately27m釘kgb．w．），theaverageserum  
leve］sTanged什omO・11toO・22膵／ml・A氏erthelastadministration，Serumlevelsdeclinedto  

approxlmatelyO．04pg／ml（ReportPK8400／E－00）．   

I）istribution   

アJが椚αクrOJef〃朗〃dJ智   

Inhumans，erythromycinishighlyboundtoplasmaproteins・Theextentofproteinbindingis＞74％in  
vitroand＞90％invivo（Wilson andVanBoxtel，1978）．Erythromycinundergoesarelativelylow  
extentofbindingtobovineserumprOteins（37－43％）＠aggotandGingerich，1976）・   

A弟JんproJef〃占f〝d〃g   

Studiesshowthatantibioticsareboundonlytoaminorextenttomi1kproteins．However，theunbound  
fractionoferythromycinmaybedecreasedbecauseitmaybeboundtomilkcasein．Erythromycinis  
Q5％boundtodryuddersecretionandtodryuddertissuehomogenates（Ziv，1980）．   

ぶer∽〃Jeveね   

According to Wilson and Van Boxtel（1978），doselevels of250mg oferythromycinbase or  
erythromycin stearatein adults produce simi1arpeakserum COnCentrations（0．4pg／ml）within2－4  
hoursafモeroraladministration．Incattle，a銃erintramuscularadministrationoferythromycinincattle，  
Peakserum COnCentrations are maintainedforseveralhours andthen decline slowly．The12－hour  
levelsareabout25％ofpeakconcentration（Burrows，1980）．  
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Theeliminationhalfllife（Tv；）oferythromycinfbllowingintravenousinjectionofasingledosein  

difftrentspeciesisshowninTable2．   

Table2：Eliminationhalト1ifboferythromyeinfoIlowlngintravenousinjeetion  

Species   Dose   Tソ＝   Reftrences   
Cow   12．5mg／kg  3．16j＝0．44hours  BaggotandGingerich，1976   

Dog  1hour   Bu汀OWS，1980   

Man   100mg  1．02士0．17hours  WilsonandVanBoxtel，1978   

r7∫∫〟e（カ∫Jr∫占〟Jわ〃   

Animalstudiesindicatethaterythromyciniswe11distributedinthebodyandtissuelevels（e．g．1iver，  
SPleen，kidneys，andlungs）aregenerallyhigherthanserumlevelsandperSistlonger（WilsonandVan  
Boxtel，1978）．   

Humans   

Inhumans，erythromyclnisdistributedtovarioustissuesandfLuids・About－0％oferythromyclnis  
estimatedtocrpsstheplacentaandfbtalbloodlevelsarenohigherthanlO％（usuallycloserto2％）of  
thosepresentlnnOrmalcirculation・AnestimatedO・1％ofadailydoseappearSinbreastmi1kin  

pregnantwomen（WilsonandVanBoxtel，1978）．   

塾塾   

InratsglVen100mgerythromycinbaseperkgbworally，erythromyclnisconcentratedintheliver，  
Sub maxillary glands，Spleen，adrenals，1ungs and kidneystwo hours a鮎radministration・Large  
amountsarealsofoundinthethymus，Skin，muSCle，reprOductiveorgansandheart（Leeetal．，1953）．  

TwentyhoursaReranintravenoustreatmentof10mgerythromycin（N－methyl－14c－erythromycin，8  
匹Ci）torats，about37－43％oftheadministereddoseisrec？Veredintheintestinaltractplusfbces，27・2  

－36・1％intheurine，and21－29％intheexpiredair・ItlSrapidlymetabolizedintheliver，mainly  
throughademethylationprocess，andexcretedinthebileasdes－N－methyl－erythromycin，them叫Or  
metabolite，preSentOnlyinthebileandintheintestinalcontentsofrats・TheisotoplCmethylgroupIS  
eliminatedintheexpiredairasCO2（Leeetal．，1953）   

Cattle   

Afterintravenousadministration，erythromyclniswidelydistributedincows・Theapparentvolumeof  
distribution（Vd）isO・81iter／kg・Tissuecopcentrationsarehigherthanserumconcentrationsand  
erythromycinconcentrationsinmi1koflactatln号COWS（thedoseftactionrecoveredinmi1kis3・8％・At  

6hours，thepercentofthedoseoferythromyclninthecentralandtissuecompartmentswere6and  
19％，reSpeCtively，with75％ofthedoseeliminated（WilsonandVanBoxtel，1978；Ziv，1980a）．  
Comparedtoadultcows，alargerapparentvolumeofdistributionandahigherbodyclearancerate  
Weredeterminedincalves（Burrows，1980）．   

Inlactatlng COWS，erythromycln WaS Welldistributedin the body and mean erythromycln  
CPnCentrationsinrenalcortex，㍗uSC］eandlivervariedfromO・09toO・14pg／gtissue，16hoursaRera  

Slngleintramammary aPplicatlOn Of1200mg erythromycin base・The highest concentration was  

Observedintheliver（NouwsandZiv，1979）．   

Fivehoursafterintramuscularadministrationoferythromycin anhydrate（8．3mg／kgbw）incows，  
renal，muSCleandliverconcentrationswereO・11toO・92pg／g，Withthehighestvaluesintheliver．Ata   



doseof9mg／kg，COnCentrationswerelessthanO．03toO．06LLg／g；67hoursafterintramuscularinjection  
Oferythromycinbase，therenalcortexconcentrationwasO．1トLg／gfbllowingadoseof17．5mg／kg  
（NouwsandZiv，1979）．   

Metabolism   

Themetabolismoferythromycinhasbeenstudiedindiffbrentanimalspeciesandinhumans．（Leeet  
al，1956a；Leeetal，1956b；WilsonandVanBoxtel，1978；Pineauetel．，1990；TsubakiandIchikawa，  
1985）．Thesestudiesshowthaterythromycinisrapidlymetabolizedintheliver，mainlythroughanN－  
demethylation processin both rats and dogs andin the］ivermicrosomalsystem of rabbits・  
Collectively，thesestudiesstronglysuggestthatthemetabolismoferythromycinbyN－demethylation  
OCCurSin allspeCies tested．Des－N－methyl－erythromycinis the m叫Or metabolite and the only  
microbiologically active metabolite of erythromycin．However，the antimicrobialactivityis  
PreSumablylowandtheonlyformoferythromycinknowntobeactiveinvivoisthefreebase．Itis  
excretedinthebileandeliminatedthroughthefaeces．OnlyerythromyclnWaSfoundintheliverand  
theabsenceofdes－N－methyl－erythromyclnindicatesthatitisexcretedinthebileimmediatelya魚er  
erythromycindemethy）ation．Itisabsorbedfromtheintestinaltractbuttheveryminuteamountofdes－  
N－methyトerythromyclnaVailableinthebodymayexplainitsabsence丘omurine．   

ThehepaticcytochromeP－450isozymesthatcatalyseerythromycindemethylationinratarehighly  
SimilartotheformoflivercytochromeP－450presentinrabbit，hamster，gerbilandmouseandthis  
mayalsoextendtohumanssincehumanlivercontainsaproteinequlValenttotheratcytochromeP－  
450．Similarly，ahighdegreeofsimi1aritywasfoundbetweentheovinecytochromeP－450invoIvedin  
N－demethylationoferythromyclnandtheformisolatedinrabbits．ThissuggeststhatanequlValent  
form oftheseliver cytochromeP－450isozymes，with simi1arcatalytlC aCtivities，1S preSentin the  
SpeCiestested．IncattleaformofcytochromeP－450isozymeexhibitingahighcatalyticactivityforN－  
demethylationwasfound；thisactivitywasnotmeasuredfbrerythromycinbutforothersubstrates  
havingaN－methylgroupstructure．   

Excretion  

月e〃αJeズCreJわ〃   

Inhumans，theportionofanerythromycindoseexcretedintheurinevariesfromO．02to20％arldthe  
eliminationhalfこ1ivemaybeprolongedinrenaldisease．However，eXCeptCOmPleterenalfailure，renal  
impairment has only aminorimpact on the pharmacokinetics oferythromycin（Wilson and Van  
Boxtel，1978）．   

UrinaryexcretionoferythromyclnaCCOuntSforapproximatelylO％ofanadministeredoralorIMdose  
（Burrows，1980）・Twentyhoursa丘eradministrationofisotopicerythromycininrats，27to36％ofthe  
radioactivitywasrecoveredintheurine（Leeetal．，1956a）．   

fbec【才J放creJわ〃   

Inhumans，15％ofanadministereddosewasexcretedinthebile（GriffithandBlack，1970）．   

Inrats，erythromyclnanditsmetabolitesareexcretedmainlybywayofbile，butinpart，alsobydirect  
P竺SSa苧ethroughtheintestinalwall（BaggotandGingerich，1976）・Twohoursfollowingintravenous  

lrUeCtlOnOfisotopicerythromycin，15・1％ofthedos竺WaSeXCretedinthebile（Leeetal，1956b）・  

Twentyhoursfo1lowingintravenousirtiectionofisotopICerythromycin，37－43％oftheradioactivityis  
recoveredintheintestinaltractplusfaeces（Leeetal．1956a）．Anenterohepaticrecirculationmayalso  
COntributetothehighconcentrationsoferythromycininfaecalsamples（Krobothetal．，1982）．  

■
－
．
 
 
 



PharmacokineticstudiesinealvesandpouItry   

Calves   

A1988study（ReportPK5251／E－00）wasperformedincalvestodetemline：   
● ThepharmチCOkineticsandbioavailabilityoferythrocin（erythromycinthiocyanate）irjectable  

fo1lowlngSlngleandmultipleIMadministrations   
・PulmonarylevelsafteraslngleIMadministrationoferythromycln   
・ ResiduesoferythromyclnintissuesaftermultipleIMadministrationof両ectableerythrocin  

Erythromycln COnCentrations were assayed by amicrobiologlCalmethod on agar medium uslng  
MicrococcusLuteusasthesensitiveorganism（LOD：0．02IU／mlinserum；0．16IU／ginalltissues）．   

Erythromycmwasadministered as aslngleintravenouslrリeCtionto fivecalves atadoseof5mg  
erythromycinactivity／kg・Thestudydempnstratedalargeapparentvolumeofdistribution（Vdaてea，Or  

Vdβ1．951／kg），aShortmeanresidencetJme（MRT2・36h）andanefficientabilityoftheorganlSmtO  
eOVethedrug（ClO・771／kg／h）・Asasecondexperimentinthesameassay，aSingleintramuscular  
叫eCtion ofa dose of5mg erythromycln aCtivity／kg was administered to seven calves．Good  
bioavailabilitywasobserved（F95％）．Comparedtotheintravenousroute，theeliminationhalf二1ifeand  
VOlumeofdistributionwas apparentlylnCreaSed．Thiscould berelatedtoaslow－rateOfabsorptlOn  
fromtheirdectionsite．   

Inanotherstudy，threecalvesreceivedfiveconsecutiveintramuscularlqeCtionsintheneckorgluteal  
muscleatadoseof5mg／kgat24－hintervals．Noaccumulationwasobserved，Thepeakconcentrations  
Observedaftereachinjectionweresimi1artotheCmaxvaluesobtaineda氏eraslngleirt）eCtion．   

Inathirdstudy，tenCalvesreceivedastngleintramuscularlrリeCtionintheneckorintothegluteal  
musclealtemativelyatadoseof5mg／kgerythromycinduringfivedays・Druglevelsin1ungswere  
alwayshigherthaninserum・Thesedataareconsistentwiththewell－knownhighertissuethanserum  
COnCentrationsoferythromycln．   

1nthefburthstudy，tenCalvesreceivedaslngleintramuscularlrtJeCtionintheneckorintothegluteal  
musclealternativelyatadoseof5mg／kgerythromycinduringfivedays．Liver，kidney，muSClenon－  
irtjectionsites，thelastthreelrueCtionsitesandfattissueswerecollectedatdi舵rentwithdrawaltimes  
afterthelastlqeCtion．Fivedaysafterthelastirtiection，thetissueswerefreeofantibioticresidues  
exceptsomelrUeCtionsites．Sevendaysaftertheendofthetreatment，alltissues，includinglrUeCtion  
Siteswerenegative．Onecalfslaughteredtendaysafterthelastldectionconnrmedtheseresults．   

む也   

Astudy（ReportPK8400／E－00）wasperfbrmedinpoultrytodetermine＝   
・ Pulmonary and bloodlevels oferythromycin after a drinking water medication払r three  

COnSeCutivedays   
Residues of erythromycin in chicken tissues after administration by oral route in drinkingng 

Waterfbrthreeconsecutivedays   

・Residues oferythromyclnin whole hen eggs afteradrinking watermedicationfor seven  
COnSeCutivedays   

Inthefirststudy，168adultbroilerswereglVenerythromycinthiocyanateintheirdrinkingwaterfbr3  
consecutive days．The treated water was changed every day but the water consumpt10n during  
treatmentwasnotmeasured．AssumlngthatthewaterconsumptlOnWaSSimi1arduringthetreatment  
periodandbefbretreatment，WherewaterconsumptlOnWaS235ml／chickenonaverage，thedosecould  
beestimatedtobe25mg／kg／day．Bloodandlungsamples（2－10birds／samplingtime）werecollected  
befbrethefirstadministrationandat：   

・ 30min，1h，2h，3h，4h，6h，8h，9hand24hondayland20fmedication  
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・30min，2h，3h，4h，6h，8h，9hand24honday30fmedication   
・ 3h，4h，6h．8h，9hand12haftertheendofmedication   

ThemicrobiologlCalmethod uslng Micrococcus Luteus as the sensitive organism was used to  
determineb】00dandlunglevels（LOD：0．02IU／mlofserum；0．2IU／gtissue）・Simi1arbutlowserum  
ValueWerenOtedduringthewholetreatmentperiod（0・03－0・2IU／ml，OnaVeage），althoughlarge  
variatlOnS Were Observed between broilers，．POSSibly due to diffbrenceslnindividualwater  
COnSumption．Higherpulmonary（0．5－1IU／g）thanserumlevelswereobservedduringthethreedays  
treatment，Withmaximumlevelsoccurring4－12hoursaftereachchangingofmedicatedwaterandan  
elimination time ofeight hours．In samples collected12hours aRer the end ofthe medication，  
Pulmonarylevelswerebelowthelimitofdetection・   

lnthesecondstudy，15adultbroilersreceivedonedoseoferythromycinthiocyanateeStimatedtobe  
25mg／kg／daybytheoralrouteintheirdrinkingwaterfbr3consecutivedayswiththetreatedwater  
changedevery24hours．At3，5，7andlOdaysaftertheendofthetreatment，thechickenswere  
slaughteredandliver，muSCIe，fhtandskintissueswerecollected．ThemicrobiologlCalmethodnoted  
abovewasused（LOD：0．2IU／gtissue）．Inallcasestheamountsoferythromycininchickentissues  
Werebelowthedetectionlimits3daysa氏ertheendofthetreatment．   

In the third study，40laying hens received the same treatment as the broilersin the previous  
experirnentforsevenconsecutivedays．Fiveeggswerecollectedat3，5and7daysduringtreatment・  
Erythromycinwasdeterminedinthewholeeggwiththemicrobiologicalmethod（LOD‥0・06pg／ml  
wholeegg）．ConcentrationlevelsofthedrugwerebelowthedetectionlimitssixdaysaRertheendof  
thetreatment．  

RESIDUEDEPLETIONSTUDIESINTARGETANIMALSANI）INHENS）EGGS   

Noradiolabelledstudywasper払rmed．ThefbuowlngneWOrlglnalresiduedepletionstudieswith  
unlabellederythromyclnWereperformedinpoultry：   

Table3：Residuesdepletionstudieswitherythromyclnintargetanimalsandeggs  

Species   Dose   Studynumber   
Chicken  20mg／kg／day   MPKノ5814／9812  

わr3days   MPK／Erythromycin／9957  

20mg／kg／day  MPK／5814／0301  

わr8days  

50mg／kg／day  MPKノ210Hl／014さ   

鉛r3days  

Laying  20mg／kg／day   M貯K／5g14／9908   

henS   わr3days   MPK侶rythromycin／9961  

20mg／kg／day．  MPKノ5814／0417   

ねr7days  

Turkey  20mg／kg／day  MPK／5814／0225   

fbr3days  

ThemaximureCOmmendedtherapeuticdoseis20／mgn’g／day・Therouteofadministration，thedose  

andthespecleSarethoseintendedfortherapeuticuse．Thesestudieswereperforrnedinaccordance  
with GLP and the EuropearlCommunityguidelines87／18佗EC and88／320／EEC，including all  
SuPplementspublisheduptothedayofthecorrespondingstudystart・   



ResidueDepIetionStudiesinChicken  

・Chickens treated fbr three consecutive days at the maximum recommended dose  

（MPK／5814／9812andMPK瓜rythromycin／9957）   

Aresiduestudywasperformedinordertoassessthedepletionoferythromycinanditsmetabolites（N－  
desmethylerythromycinA）inedibJetissuesofbroilerchickensa魚errepeatedadministration．Thetest  
PrOductwaserythromycinthiocyanate20％oralpowder．Thirtysixchickens（18malesand18ftmales  
Plus6extrabirdstoreplaceanythatmightbecomeillandnotmeetlngtheinclusioncriteriawere  
Selectedfbrthe7dayacclimatizationperiod）weretreatedbyoraladministrationof20mg／kg／dayof  
erythromycinfor3consecutivedays．Allbirdsbelongedtothesamestrain，TR551，andwerehealthy  
When they received the treatment．For the entire duration ofthe study，the experimentaJbroiler  
Chickens wereinpremises attemperature and hygrometry rangingfrom16－200C and46－76％，  
respectively．Animalswerekeptinindividualcagesanda）1animalswereexposedtoan alternatlng  

CyCle ofillumination（12hours oflightfo1lowed by12hours ofdarkness）．Animals received an  
individualdai1yrationofmaize，SOya，Sunflowerandwheatsupplementedwithvegetablesandhadfree  
accesstowater．TheyweighedO．9士0，lkgatthebeginnlngOfthetreatment．SixanimalsperSampling  

timewereslaughteredatlday，2days，3days，4daysand5daysaftertheendoftreatment．Individual  
edibletissuescol）ectedfromanimalswere：100gofpectoralmuscle，100gofliver，100gsampleof  
kidneysandlOOgoffatandskininnaturalproportions．  

AspecincHPLCmethodcoupledtoamassspeCtrOmeterdetectionsystem（LC／MS／MS）wassedto  

determine erythromycin A，B and C and N－desmethyl－erythromycin－Ain chicken tlSSueS．  
Antimicrobialactivitywasmeasuredbyamicrobiologicalplateassay．ErythromycinBandCwerenot  
detectedin allsamples，therefore only erythromycin A and N－desmethyl－erythromycin－A were  
reported．MeanconcentrationsoferythromycinAmeasuredbybothmethodswerebelowtheLODor  
theLOQforalltissuesatl，2，3，4and5daysa魚ertheendofthetreatment（LOQ：100LLg／gforal1  

edibletissuesandforbothmethods；LODsfortheLC／MS／MSmethodwere：25トLg／kgfbrkidney，30  
Llg／kgfbrliver，3Llg／kgformuscleand5Llg／kgforskin＋fht；theLODfbrthemicrobiologicalmethod  
WaS50LLg几gfbralltissues）．MeanconcentrationsofN－desmethyl－erythromycinAarepresentedin  

thefo1lowlngtable．   

Table4：Mean conceIltrations of N－desmethyl－erythromycin Ain edibIe tissues of broiler  

ehickensreceiving20mg／kg／dayfbr3days  

Slaughter   Muscle  Fat／skin  Liver  Kidney   
timea允er  仙釘kg）  仙g几g）  仙釘kg）  仙釘kg）  

theendor  
treatment  

1day   ＜LOD  ＜LOD  ＜LO（〕  ＜LOD  ＜LOD  ＜LOD  ＜LOD  ＜LOD   

2days  ＜LOD  ＜LOD  ＜LOD  ＜LOD   282＊  ＜LOD  ＜LOD  ＜LOD   

3days  ＜LOD  ＜LOD  ＜LOD  ＜LOD   163＊  ＜LOD  ＜LOD  ＜LOD   
Note：＊onevalue   

ResultsalsoshowthatonlysmallconcentrationsofN－desmethyトerythromycinAweremeasuredby  
HPLCinliverupto3daysinonlytwoindividualsamplesaftertheendofthetreatment．Fordays4  
and5，COnCentrationsofthemetabolitewereundertheLOD．Becausethedepletionrateoftheresidue  

WaS Very rapidin alledible tissues，it was not possible to provide any correlation between both  
methodsinbroilerchickens．   

FollowlngtheselectionofErythromycinAastheresiduemarkerinedibletissuesofbroilerchickens，  
thefo11owlngadditionalresiduedepletionstudieswereperformedinthebroilerchickenswithdi脆rent  
doses．  
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・Chickens treated fbr eight consecutive days at the maximum recommended dose  
（MpKノ5814／0301）   

Thirb，Sixbroilerchickens（18males and18ftmalesplus6extrabirdsto repIace anythatmight  
becomeillandnotmeettheinclusioncriteria）wereselectedfortheacclimatizationperiod（10days）  
beforethebeginnlngOfthetreatment・TheanimaIshadanapproximateageof8weeksatstartof  
treatment and a mean weight of1794g（1423－2154g）．They were fbd ad］ibitumwith a pelleted  
COnCentraterationandhadfreeaccesstowater．Chickensweretreatedbyoraladministrationof20％  
erythromycinAthiocyanateviadrinkingwaterat20mg／kg／dayoferythromycinfor8consecutive  
days．Sixanimalspersamplingtimewereslaughteredat12hours，l，2，3and4daysaaerthelast  
administration．Individualedible tissues were collected丘om animals asfo1lows：400g sample of  
breasuJegmusc）e，entireliver，bothkidneysand200gsampleoffatandskininnaturalproportions．   

The concentrations ofresiduesin edibletissuewere analyzed withthe sameLC／MS／MS validated  
methodastheabovereportedstudy．MeanconcentrationsoferythromycinAwerebelowtheLODor  
the LOQfor a11tissues at12hours，1，2，3，and4a魚er the end ofthe treatment．The study  
demonstratedthat，Whateverthedurationofadministration，the20mg／kgb．w．doseoferythromycin，  
1eadstoconcentrationsofresiduesinedibletissuesbelowthelimitofquantincation．  

・Chickens treated fbr 茄ve consecutive days at two and one－half times the maximum  
recommendeddose（MPK／210Hl／0148）   

Atotalof36broilerchickens（18malesand18ftmalesplus6extrabirdstoreplaceanymightbecome  
illandnotmeettheinclusioncriteria）wereselectedfbrtheacclimatizationperiod（10days）beforethe  
beginningofthetreatment．Thestudywasperfbrmedwithadoseof50mg／kgbodyweight．Thetest  
productwasapowdercontaining5．5％erythromycinthiocyanate．Theanimalshadanapproximateage  
Of6weeksatstartoftreatmentandaweighed800－1000g．Theywerefヒdadlibitumwithacommercial  
fbedandhadfreeaccesstowater．Chickensweretreatedbyoraladministrationviadrinkingwaterfbr  
nveconsecutivedays．SixanimalspersamplingtlmeWereSIaughteredat6h，10h，24h，2，5and7days  
a氏erthe endoftreatment．Individualedibletissues collected斤om animals were：200gofmuscle，  
entireliver，bothkidneysand40gofねtandskininnaturalproportions．ErythromycinAwasassayed  
withthesamevalidatedLC／MS／MSmethodasinthetwopreviousstudies．Theresultsarepresentedin  
Table5．   

Table5：MearlCOnCentrations ofEJ7thromycin AirledibJe tissues ofehickens treatedwith  
50mg此g／dayfbr5days  

Samplingtlmea氏er   Muscle   Fa〟skin   Liver   Kidney   

theendoftreatment  仙g／kg）   （いg几g）   仙釘kg）   （ドg几g）   

（hours）  

6   133土1（；   131士35   3220士2080   308土170   

10   ＜LOO   ＜LO（）   1760士2840   185士79   

24   ＜LOD   ＜LOq   631士393   ＜LOD   

Note：＜LOQ：belowthequant浦cationlimit（100llg／gforalledibletissues）i  
＜LOD：belowthedetectionIimit（25匹g／kgforkidney，30トLg／kgfbrliver，3トLg／kgformuscleand5トIg  
几gforskin＋fht）．   

Concentrations oferythromycln Were meaSurablein alltissues at six hours after the end ofthe  
treatmentbutonlyin1iverandkidneyattenhoursa負ertheendofthetreatment（theconcentrationsin  
muscleandfauskinwerelessthantheLOQ）．Residuesatonedayaftertheendoftreatmentwereonly  
foundin1iver；COnCentrationsiOthertissueswerebelowtheLODorLOQ・Atday20rfurthertimes  
post－treatment，COn9entrationslnalltissueswerebelowtheLOQortheLOD・Thestudydemonstrates  

thattheadministratlOnOfdoseshigherthantherecommendedduringconsecutivedaysdoesnotresult  
inaccumulationofresidues．  
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ResidueI）epletionStudiesinLayimgHens  

● Laying hens treated fbr three consecutive days at the maximum recommended dose  
（MPK／5814／9908andMPK／erythromycin／9961）   

Aresiduestudywasperformedineggsfromlayinghensthatreceivedarepeatedadministrationfbr  
threedays・Atotalof401ayinghenswereselectedfortheacclimatizationperiod（14days）beforethe  
beginnIngOfthetreatment，30wereselectedfortreatmentaccordingtoindividualeggproduction．  
Fromthese，251ayinghenswereselectedfbrsampling，keeping5animalstoreplaceanythatmight  
becomeill・Allbirdsbelongedtothesamestrainandwerehealthywhentheyreceivedthetreatment；  

noanimalhadreceivedanytreatmenttendaysbeforethebeginnlngOfthestudy・Thelayinghenswere  
treatedbyoraladministrationof20mg／kg／dayoferythromycinthiocyanate20％oralpowder・The  
layinghensweighed2・1±0・2kgandwereapproximately8monthsatthebeginnlngOfthetreatment．  
Theywereftdadlibitumwithacommercialfbedandhadfreeaccesstowater・Al1eggsproducedwere  

COllecteddailyduringthetreatmentandtendaysaftertheendofthetreatment・Theproductionranged  
from19－26eggsperdayand13－17eggsperlayinghenoverthe16－dayexperimentalperiod・ControI  
SamPleswereco11ectedthreedaysbefbrethebeginnlngOfthetreatmentperiod・Thetotalantimicrobial  
activityofresidueswasalsodeterminedwiththemicrobiologicalplateassay．Testsampleswerea  
mixtureofalbumenandyolkofeacheggateachtimepoint・OnlyErythromycinAandN－desmethyl－  
erythromycin－Aweredetected・Resultsarereportedinthefo1lowlngtable・   

Tab】e6：MeanconcentrationsoferythromyeinAandN－desmethyl－erythromyeinAineggsof  
layinghenstreatedwith20mg几g／dayfor3days  

Samplingtlme   Meanconcentration  Mean   RatioHPLC／   RatioHPLC／  

erythromycinA   concentrationN－  microbiologlCal  microbiologlCal  

（け釘kg）  desmethyl－   methodfor   methodfor  

erythromycinA   desmethyl－  
仙g／kg）   erythromycinA  

HpLC   Micro  

Beginning of 

treatment  

DayO   109士nc  194士nc   ＜LOD   0．56  

Dayl   78土12  158±76   ＜LOD   0．46   

Day2   83土24  198土76   ＜LOD   0．33   

Endoftreatment  

1dayposttreatment   57土6  221±80   97士nc   0．23   

2dayposttreatment   71土6  207土59   120土nc   0．25   0．76  

3dayposttreatment  54士nc  118土21   69士nc   

4dayposttreatment  ＜LO（〕  ＜LOD   64士nc   

5dayposttreatment  ＜LO（）   ＜LOD   ＜LOD   

Mean  0．33   0．76   

Note：＜LOD：belowthelimitofdetection（0・92Llg／kgfbrtheHPLCmethodand50Llg／kgfbrthe  
microbiologicalmethod）；＜LOQ‥belowthelimitofquantification（50LLg／kgfortheHPLCmethodand  
lOOllg／kgfbrthemicrobiologicalmethod）；nC：nOnCalculated   

ErythromycinAcouldonlybequantifiedin25％ofeggsatdayland12・5％oftheeggsatday2・  
ConcentrationsoferythromycinAa氏ertheendofthetreatmentmeasuredbyLC／MS／MSwerenear  

theLOQofthemethod（50Llg／kg）・N－desmethyl－erythromycinAhadhighconcentrationsbutithasa  
Verylowantimicrobialactivity・BothcompoundswerebelowtheLOQ（50トg／kg）sixdaysafterthe  

endoftreatment・ErythromycinAwasidenti頁edasthemarkerresiduefbreggs．  
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・Laying hens treatedfor seven consecutive days at the maximum recommended dose  
（MpKノ5814／0417）   

ResiduesineggsfromlayinghenswereanalyzedaRerrepeatedadministrationforsevendays・The  
hensweighedl．6土0．16kgandwereapproximately23weeks atthebeginnlngOfthetreatment・  
Twentylayinghensweretreatedbyoraladministrationof20mg／kg／dayoferythromycinthiocyanate  
20％oralpowder．Allbirds belongedtothesame strain andwerehealthywhenthey receivedthe  
treatmentafteranacclimatizationperiodof21days．Thelayinghenswerefbdadlibilumwithwheat  
andapelletedconcentratedrationandhadfieeaccesstowater・Eggswereco11ecteddai1yt）eginnlng  
nve days beforethe startofthe treatment，during the treatment and unti128days a允erthelast  
treatment・TeneggsperdaywererandomlyselectedforsamplingateachtimepolntCOming丘omthe  
firsttenhenshavingregularlylaidoneeggperdayandthroughoutallstudy．Sampleswereamixture  
Ofalbumenandyolkofeacheggselectedateachtimepoint．OnlyerythromycinAwasmeasuredin  
eggswiththeLC／MS／MSmethodusedintheabovestudies．TheresultsarepresentedinTable7．   

TabJe7：Mean concentrations of erythromycin Ain eggs oflaylng hens treatedwith20  
mg／kg／dayR）rSeVendays．  

Samplingtlme   Meanconcentration   
仙釘kg）   

BeginnlngOftreatment  
Dayl   ＜LOD   

Day2   ＜LOq   
Day3   ＜LO（〕   

Day4   72士11．1   

Day5   135土nC   

Day（i   59土7．1   

Day7   68士18．3   

Endoftreatment  
1dayposttreatment   59土0．7   

2－8daysposttreatment   ＜LO（）   

9－21daysposttreatment   ＜LOD  

Note：＜LOD：belowthelimitofdetection（0．9トL釘kg）；  
＜LOQ：belowthelimitofquantification（50Llg／kg）；  

nc：nOtCalculated   

Erythromycln COuld be quantified onlylday a魚erthe end ofthe treatment．A氏erthis time，the  
concentrationsoftheresiduesyerebelowtheLOQ（50pg／kg）・hestudydemonstratedthat，Whatever  

thedurationoftheadministratlOn，theadministrationof20mg／kgb．w．／dayresultsinconcentrationsof  
erythromyclnineggsnohigherthatthose■foundwithftwerdaysofadministration．   

Residuel）epletionStudiesinTurkeys  

・Treatmentforthreeconsecutivedaysatthemaximumrecommendeddose（MP／5814／0225）   

Thinyfour white turkeys were treated by oraladministration of20mg／kg／day oferythromycin  
thiocyanate20％oralpowderviadrinkingwaterfor3consecutivedays・A11animalsbelongedtothe  
SameStrainandwerehealthywhentheyreceivedthetreatment．Animalsreceivedadailyrationof  
COmmerCialconcentratedfbedandhad丘eeaccesstowater．Theyweighed2289士309gatthebeginning  
Ofthetreatment．Turkeyswereselectedfbrtheacclimatizationperiod（14days）beforethebeginning  
Ofthetreatment．SixanimalspersamplingtlmeWereCOllectedat3，4，5，6and8daysaftertreatment  
（1，2，3，4and6daysafterthelastdose），4birdsusedascontroIsweresampledatsixdaysa負erthe  
endofthetreatment．Individualedibletissuesco11ectedn・Omanimalswere：Wholeliver，bothkidneys，  
400gofpectoralmuscle，andapproximately20－50goffat＋skininnaturalproportions・TheLC／MS／MS  
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assaymethodfbrthedetectionofresiduesinturkeyswasadaptedfromthechickenmethod．Three  
daysa氏ertheendofthetreatment，reSiduesweredetectableonlyinliver（166土64Llg／kg），Atthistime，  
residuesweremeasuredonlylnOneSamPleofkidney，muSCleandfat．ARerfburdayspost－treatment，  
allconcentrationsofresidueswerebelowtheLOQortheLODina11tissues．Theresultsarepresented  
inTable8．   

Table8：Mean concentrations oferythromyein Ain edible tissues ofturkeys treatedwith  
20mg／kg／dayforthreedays．  

SamplingtlmeaRer   MuscIe   Fa〟skin   Liver   Kidney   
treatment   （巨かkg）   仙釘kg）   （腫／kg）   付威kg）   

3days   2（；6＊   318＊   1（；6土63．6   424＊   

4，5，6and8days   ＜LO（〕   ＜LO（〕   ＜LOq   ＜LOD   

Note：＊onlyonevalue；＜LOQ：beIowthequanti貞cationlimit（100Llg／kgfbra11tissues）；  
＜LOD：belowthedetectionlimit（4トLg／kgfbrskin／fatand3トIg／kgfbrallothertissues）．  

METHODSOFANALYSIS  

ErvthromvcinA．BandCandN－methvl－erVthromvcinAbvaLC／MS／MSmethod   

Chicken（MPK／5814／9812andvalidationinMPK／erythromycin／9957）．   

伽ractionprocedLLt－ejbrmuscLe，Liverandkidn町：1gthawedtissuewasshakenwithlmlofdouble  
distilledwaterusmgavortexmixer．Ninemlofacetonitrjlewasaddedandthemixturevortexedforan  
additional20seconds．The mixture was shaken fbrlO minutes uslng a meChanicalshaker．After  
decantation，100LLlofthesuperTlatantWaSaddedto300ulofthedilutionsolutionand15トLIwasiniected  
intothechromatographicsystem．  

LhractionprocedhreJbrskirz4ht：lgfrozentissuewasshakenwith20mlofacetonitrilefbr20  

SeCOnds uslng a VOrteXmixerfo1lowed bylOminutes uslng a meChanicallinear shaker．A氏er  
decantation，lmlofsupematantandlmlofdoubledistilledwaterand2mlofn－hexanewereadded．  
ThemixturewasshakenlOminutesuslngameChanicalshaker，Centrifugedat2500rpmfbr5minutes，  
n－hexanewasdecantedoffand15L1lofsolutionwereIrUeCtedontothechromatographicsystem．   

Chromatogl．LPhicprocedure‥15L11waslnJeCtedontothecolumnuslngtheautosampler．Thecolumn  
used was an RP18ec30x4mm，5ドnl．The elution was done underisocratic conditionswith  
acetonitrile／doubledistilledwater50：50v／vwithl％fbrmicacid．Theretentiontimeswere2．7minfor  

erythromycin A，3．1min fbr erythromycinB，2・0minfor erythromycin C and2・4min fbr N－  
desmethyl－erythromycinA．Detectionwasdonebymass－maSSuSingaquadripoleinstrumentwithan  
electrospraysourceinthepositiveionizationmode・MultipleReactionMonitoring（MM）wasapplied  
and the fbllowing transitionions were monitored734．6→576．6for eけthromycin A，and718．6  
→565，2fbrerythromycinB，720．6→576．5fbrerythromycinC，and720．5→562．2fbrN－desmethyl－  
erythromycin A．Nointemalstandard was used．Quantincation．ofboth products was done a魚er  
interpolation ofunknown samplepeak areas against thetheoreticalconcentrations ofcalibration  
CurveS．ResultswereexpressedasfreeerythromycinAandN－desmethyl－eけthromycinA（pgn（g）．The  
method was validated uslng the fbllowlng Criteria consistentwithinternationally recognized  
guidelines．   

坤ecyicゆ：ThemethodwasfbundspeCificfromendogenouscompounds，erythromycinBandC，N－  
desmethyl－erythromycinA，tylosin，tilmicosinandspiramycin、   

Lineario，：Thelinearityofdetectorresponsewasassessedinthefburtissuesmatchedwithstandard  
SOlutionsusinglOO－5000llg几g．ThecorrelationcoefncientswereO．9996，0・9993，0．9998andO．9993  
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forerythromycinAinmuscle，liver，kidneyandskin／fatrespeCtivelyandO・9979，0．9987，0．9992and  
O・9976forN－methyl－erythromycinAinthesametissues，reSpeCtively・   

StabiLEo，：Stabilitywasdemonstratedataconcentrationof2000pg／kgafter3freeze－thawcycles．   

Thewithin－dayprecision，day－tO－dayprecision，aCCuraCy，reCOVeryrate，LOQandLODarepresented  
inthefb1lowlngtables．   

Table9：ValidationparameterSforerythromycjJIAinchickentissues  

ErythromycinA   Muscle   Kidney   Fat／skin   Liver   

Concentration（pg／kg）  100－5000   100－5000   100－5000   100－5000   

Within－dayprecision   1．95－7．57   2．30－7．24   2．51－7．80   2．89－8．19   

（％）  

Day－tO－dayprecision   2．30－7．24   2．51－9．36   4．31－13．6   

（％）   

Accuracy（E％）   －1．5≦E％≦   －2．0≦E％≦   －7．0≦E％≦   －3．3≦E％≦  

＋2．0   十2．4   十1 ＋3．0   

Recoveryrate（％）   ＞98．9   ＞92．1   ＞87．4   ＞98．1   

LOO仙g几g）   100   100   100   100   

LOD仙g／kg）   3   25   5   30   

Table10：ValidationparametersLbrN－desmethyl－ErythromycinAinchickentissue5  

N－desmethyト  Muscle   Kidney   Fat／skin   Liver   

ErythromycinA  

Range（LLg／kg）   100－5000   100－5000   100－5000   100－5000   

Within－dayprecision   1．95－7．19   2．61－9．33   2．48－6．85   

（％）   

Day－tO－dayprecision   1．95－7．19   2．61－9．33   3．86－9．47   

（％）   

Accuracy（E％）   －3．0≦E％≦   －1．2≦E％≦   －4．0≦E％≦   －4．2≦E％≦  

＋3．4   ＋3．8   ＋10．4   ＋4．0   

Recoveryrate（％）   ＞99．1   ＞96．8   ＞81．7   ＞97．3   

LOO仙dkg）   100   100   100   100   

LOD仙g几g）   3   25   24   48   

Turkey（MPK／5814／0225）   

TheanalytlCalmethodwasadapted育omthechickenmethoddescribedabove・Itwasvalidatedusing  
thecriterianotedabove・Themethodwaspartiallyvalidatedasnotedbelow．Theretentiontimewas  
approximately3．6minforerythromycinA．  

坤ecyicio，：Themethodwasfoundspecincfromendogen？SCOmpOunds，erythromycinBandC，N－  

desmethylerythromycinA，tyIosin，tilmicosinandspiramycln・  

Lineario，：Thelinearityofdetectorresponsewasassessedinthefourtissuesmatchedwithstandard  

SOlutionsintherangeoflOO－5000pg／kg・ThecorrelationcoefncientswereO．9998，0．9997，0．9988and  
O・9993forerythromycinAinmuscle，1iver，kidneyandskin／fat・Thewithin－dayprecision，aCCuraCy，  
recoveryrate，LOQandLODarepresentedinTablell．  
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Tablell：ValidationparametersforerythromyeinAinturkeytissues  

ErythromycinA   Muscle   Liver   Kidne   Fat／skin   

Range（pg几g）   100－5000   100－5000   100－5000   100－5000   

Within－dayprecision   1．1－2．3   1．6－4．6   1．1－2．2   4．9－1l．2   

（％）  

Accuracy（E％）   －5．0－6．5   －8，0－8．4   －6．8－0．2   －3．3－8．8   

LOq仲卸kg）   100   100   100   100   

LOD仙g几g）   3   3   4   

星g鎧（MPK／5814／9908andvalidationinMPK／erythromycin／9961）   

放tractionprocedure：1gfrozenmixedeggwasshakenwithlmlofdoubledistilledwaterfor20  
SeCOndsuslngaVOrteXmixer．Ninemlofacetonitrilewereaddedandthemixturewasshakenfor20  

SeCOndsuslngaVOrteXmixerandfbrlOminutesuslngameChanicallinearshaker．A氏erdecantation，  
500LLlofsupematantWereaddedto500L1lofacetonitrile，1mlofdoubledistilledwaterand2mlofnT  

hexane．ThemixturewasshakenlOminutesuslngameChanicaIshaker，Centrifuged，then－hexanewas  
decantedoffandlOLIJofsolutionwerelrUeCtedontothechromatographicsystem．   

Chromaわgrqphicproce血re：15LllwerelrUeCtedonto aRP18ec30x4mm，5Llm COlumn．The  
elutionwasobtainedunderisocraticconditionswithacetonitrile／doubledistilledwater50：50v／vwith  

l％formicacid・Theretentiontimeswere3minfbrerythromycinAand2．5minfbrN－desrnethyl－  
erythromycin A．Detection was done by mass－maSS uSlng a quadripoleinstrumentwith a turbo  
ionspraysourceinthepositiveionizationmode．MRMwasappliedandthefo1lowlngtranSitionions  
WeremOnitored734．6→158．OforerythromycinAand720．5→144．2forN－desmethyl－erythromycln  
A．Nointernalstandardwas used．Quant沌cationofboth products wasdone a氏erinterpolationof  
unknownsamplepeakareasagalnStthetheoreticalconcentrationsofcalibrationcurves．Resultswere  
expressedas丘eeerythromycinAandN－desmethyl－erythromycinA．  

SpecyiciO，：Themethodwasfbundspecincfromendogen？uSCOmpOunds，erythromycinBandC，N－  

desmethylerythromycinA，tylosin，tilmicosinandspiramycln．   

Lineario，：Thelinearity ofdetectorresponse was assessed matchedwith standardsolutionsinthe  
rangeof50－5000トLg／kg・ThecorrelationcoefncientswereO．9993andO．9997fbrerythromycinAand  
N－methyl－erythromycinArespectively．   

StabiLio，：The stabilityoferythromycin A and N－desmethyl－erythromycin A was evaluated atthe  
COnCentrationlevelof2000トIg／kg after 3 freeze－thaw cycles．The mean concentration was  

approximatelylO4％of the mean reftrence value．Long term stability was evaluatedin both  
COmPOundsinamixedfrozeneggstoredat－80Ocfbrlmonthattheconcentrationlevelof2000  
Pg／kg．ThemeanconcentrationofthepooIwaslO2％andlO4％oftherlOminalvalueoferythromycin  
AandN－methyl－erythromycinA，reSPeCtively．   

Thewithin－dayprecision，day－tO－dayprecision，aCCuraCy，reCOVeryrate，LOQandLODarepresented  
inTable12．  
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Table12：ValidationparametersforerythromycinAandN－desmethyI－erythromycinAineggs  

ErythromycinA   N－desmethyトErythromycinA   

Range仙釘kg）  50－5000   50－5000   

Within－daypr  On（％）   1．76－9．87   l．10－7．79   

Day－tO－daypr  On（％）   1．76－11．87   1．11－7．79   

Accuracy（E％）  －5．0≦E％≦＋7．8   －1．3≦E％≦＋2．0   

Recoveryrate（％）  ＞82．6   ＞71．9   

LOO（順化g）  50   50   

LOD山g几g）  0．92   2．2   

Microbiolodc坤s   
AmicrobiologlCalmethodwasusedfortheassayoferythromycinAanditsrelatedmetaboliteswith  
POtentialmicrobiologicalactivityinedibletissues（muscle，kidrley，1iverandfat／skin）ofchicken  

（MPK／erythromycin／9957）andeggs（MPKarythromycin／9961）．   

放tractionprocedhre：1goftest sample wasvortexedwith4mlofacetonitrile，Placedin an  
ultrasonicbathforfiveminutesandonalinershakerfortenminutes・Theextractwascentrifugedat  
7500gfbrlOminutesandthesupernatanttranSfヒrredintoadisposabletube．TwowellsofeachPetri  
dishweren11edwiththismixture．   

Petridishes：Plateswe？prePared（diameterlOOmm）usingagarmediumand丸井croccocusLuteus  
ATCC9341astestorganlSm・Foreachpoint，tWOPlateswithtworeplicatesperplateswereused・The  
diameterofbacterialgrowthinhibitionwasthemeasuredresponse・AmountsoferythromyclnWere  
Calculated byinterpolating theinhibition diameterintothe standardcurve．Themethod has been  
Validatedaccordingtothefo1lowlngCriteria．   

坤ecyicゆ：Themethodshowsspecincitybetweenerythromycinandendogenouscomponentofthe  
tissues・Threedifftrentmatrixesaretestedunderexperimentalconditionsfbreachtissue．Noinhibition  
ZOneWaSObservedforanytlSSue．   

Lineur桓，ifZ Chicken血sLLeS‥Thelinearity ofdetectorresponse was assessedinthefourtissues  
matchedwithstandardsolutionsintherange舟omlOOto2000LLg／kg・Thecorrelationcoefncients  
WereO・9994，0・9513，0・9571andO・9969forerythromycinAinmuscle，1iver，kidneyandskin／fat，  
respeCtively・Othervalidationparametersarepresentedinthefo1lowlngtablesforeachtissue．  

Lineario，in喝騨：The 

therange丘omlOOto2000pgn（g・ThecorrelationcoefGcientwasO・9567asaverageof9standard  
CurVeS・Othervalidationparametersarepresentedinthefo1lowlngtables．   

Table13：Validationparametersofthemicrobio］ogicaJmethodfbrerythromycininchicken  
Table13－A  

Validationparametersforkidney  

Concentrations（匹g／kg）．  100  200  500 1000 1500  2000 0verall  

Recoveryrate（％）n＝9  

Repeatability，Cvr％n＝3perday  

Intermediateprecision，CVr％／  
3days  
Accuracy：diffbrence（％value）  

LimitofDetection（LOD）  
LimitofQuant摘cation（LOQ）  

85．5  86．5  88．2  85．1  

5・9   9・4   7・鱒 10．8  

12．9  12．8  13．5  10．8  

蠣5．11  3．78  7．07  4．02  

50ll釘kg  

lOOll釘kg  

84．8   86．1  86．0  

5，7  6．0  

5．7  10．5  

－1．90  －4．27  

－＝nOtCalculated  
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TabIe13－B  

Validationparametersfbrfat＋skin  
Concentrations（Llg几g）．  100  200  500 1000 1500  2000 0veral1  

Recoveryrate（％）n＝9  

RepeatabilityCvr％n＝3perday  

Intermediateprecision，CVr％／  

3days  

Accuracy：difftrence（％value）  

LimitofDetection（LOD）  

LimitofQuantification（LOQ）  

10l．5 102．9 100．0  97．5  

3．7  5．6  4．6  7．5  

3．7  5，6  5．4  7．5  

97．1  9（i．6   99．2  

6．9  6．7  

6．9  6．7  

0，22  －0．22  －1．13  4．99  －3．44  0．67   0．18  

50トIg／kg  

lOOトLg／kg  

ー＝nOtCalculated  

Table13－C  

Validationparametersformuscle   
Concentrations（pg／kg）．  100  200  500 1000 1500  2000 0verall  

Recoveryrate（％）n＝9  

RepeatabilityCvr％n＝3perday  

Intermediateprecision，CV，％／  
3days  

Accuracy：difftrence（％value）  

LimitofDetection（LOD）  

LimitofQuantincation（LOQ）  

94．1  94．0  93．6   92．6  

9．4  13．3   7．9  4．6  

9．8  13．3   7．9  4．6  

93．1  95．9   93．9  

7．3  4．5  

7．3  6．2  

一3．22  5．22  2．53  －2．00  －1．45  1．06   0．36  

50トLg／kg  

lOOけg几g  

T＝nOtCalculated  

Table13－D  

Validationparametersforliver   
Concentrations（Llg／kg）．  100  200  500 1000 1500  2000 0verall  

Recoveryrate（％）n＝9  

Repeatability，Cvr％n＝3perday  

Intermediateprecision，CVr％／  
3days  
Accuracy：difftrence（％value）  

LimitofDetection（LOD）  

LimitofQuantification（LOQ）  

86．6   83．7   88．5   87．8  

5．2  7．6  7．0  8．8  

9．2  7．9  13．3   8．8  

0．22  －5．72  9．47   4．04  

50匹釘kg  

lOOトl釘kg  

S7．8   8臥g   87．2  

6．1  6．3  

6．2  6．3  

1．26  －6．51  0．46  

－＝nOtCalculated  

Table14：Validationparametersofamicrobiologicalassaymethodfbrerythromyclnineggs  

Validation parameters 
Concentrations（pg／kg）．  100  200  500 1000 1500  2000 0verall  

Recoveryrate（％）n＝9  

Repeatability，Cvr％n＝3perday  
Intermediateprecision，CVr％／  
3days  

Accuracy：difftrence（％value）  

LimitofDetection（LOD）：  

LimitofQuantification（LOQ）：  

87．5  93．5  94．2  93．4  92．4  92．8   92．3  

2．9  2．6  4．7  3．9  4．3  4．6  

5．0  4．5  5．1  5．7  4．5  4，6  

－4．89  3．11  3．87  5．77  －2．21 －4．59  0．18  

50巨かkg  

lOOド釘kg  

ー＝nOtCalculated  
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Wang，etal．（2005）publishedamethodfbrdeterminationoffivemacrolideantibioticresiduesineggs  
（Spiramycin， tilmicosin， 01eandomycin， erythromycin and tylosin） using liquid  
Chromatography／electrosprayJOnizationtandem mass spectrometry・DataacqulSition underMS／MS  
WaS aChieved by multiple reaction monitorlng Oftwo or threefragmention transitionsfor both  
quant浦cation and confirmation．AfuJlexperimentaldesign was used to study the measurement  
uncertainty arising丘・Omintermediate precision and trueneSS Or prOpOrtionalbias．The overall  
recoveriesofspiramycin，tilmicosin，Oleandomycin，erythromycirlandtylosinatfortinedlevelsof60，  
100，200and300pg／kgwere96．8，98．2，983，98．8and95．4，reSPeCtively．Themethoddetectionlimits  
（S／N≧3：1）offivemacrolideswere＜1．OLlg／kg）．  

APPRAISAL   

Erythromyclnisanolddrug．ItwasfirstreviewedbytheCommitteein1968．NoADIwasestablished  
but acceptablelevels ofresidues were de坑nedinmi1k（0－0．04mg／ml）and meat（0－0．3・mg／kg）．  
Erythromyclnisamixtureofthreecompounds producedduringfermentation．Themain productis  
rythromycinAwithsmallportionsofB（≦5％）andC（≦5％）・Inveterinarymedicine，erythromycin  
lS uSedforthetreatmentofclinicaland subclinicalmastitisinlactating cows，forthetreatmentof  
infbctiousdiseasesduetoerythromycinsensitivebacteria（cattle，Sheep，SWine， 

． 

therapeuticdoseinveterinaryuseis20／mg／kg／dayaserythromycinbase．   

Datafrom pharmacokineticandmetabolicstudiesinexperimentalandtargetanimalsandhumans  
WereSubmittedforevaluationbytheCommitteetogetherwithtwoearlierresiduestudiesincalves  
andchickens．Threenewnonradiollabeledresiduedepletion studiesinchickens，1ayinghensand  
turkeys treatedwith erythromycln and the descrlpt10n and validationofthe analytlCalprocedures  
employedwereprovided．   

ErythromyclnisrathersIowiy absorbedin humans，ratS，Cattleandchickenwith somedifftrences  
related to the mode ofadministration（IM，IV and oral），the saltform and the coating ofthe  
administeredcompound．ProteinbindinglSVariablerangingfrom90％inmanto38－45％incattle．  
Them往lOrSiteofabsorptlOnisrats，dogsandhumansisthesmallintestine・Erythromyclnisonly  
Slightlyabsorbedinthestomach．Thetissueconcentrationsarehigherthaninserumandpersistlonger．  
Erythromyclnismainlyexcretedinthefaecesthroughthebile，37to43％ofthedosewasrecovered  
intheintestinaltractplusfaecesofrats．Urinaryexcretionranged駐omlOto36％indifferentspeCies  
（human，ratSanddogs）．   

Erythromyclnisrapidly metabolizedintheliver，mainlythroughanN－demethylationprocessina  
Varietyofspecies ofrodents，ruminants and humans．N－desmethyl－erythromycin was the m毎or  
metabolite and the only microbiologically active metabolite of erythromycin．However，its  
antimicrobialactivityislow and the onlyform oferythromycin known to be activein vivois  
erythromycin斤eebase，   

Twostudieswereperformedin1988incalvesandpoultryuslngerythromycinthiocyanate．Inpoultry，  
theresiduesoferythromyclnWeredeterminedinchickentissuesafteradministrationbytheoralroute  
indrinkingwaterfor3consecutivedays．Inasimi1arstudytheresiduesoferythromyclninwholeeggs  
Weredeterminedfo1lowlngmedicationadministeredtolayinghensfor7consecutivedaysindrinking  
Water．Theconcentrationoftheerythromycininchickentissuesdeclinedtovaluesbelowthelimitof  
detectionthreedaysa負ertheendoftreatmentandsixdaysaftertheendoftreatmentinwholeeggs．   

There was no radiolabelled study reported，however，four new residue depletion studieswith  
unlabe11ederythromyclnWereperformedinpoultry．Therouteofadministration，thedose andthe  
SPeCiesarethoseintendedfortherapeuticuse．   

The residues with microbiologicalactivitywere measuredin chickens andlaying hens by a  
microbiologlCalplateassayuslngagarmediumandMicrococcusluteusATCC9341astestorganism  
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（LOD：50ドg／kgfbrallchickentissuesandeggs；LOQ：100Llg／kgfbrallchickentissuesandeggs），  
The concentration oferythromycin A andits metabolites were simultaneously assayed using a  
LC／MS／MSmethod．Forchickens，erythromycinA，BandC，theLODareasfbllows：25Llg／kgfbr  

kidney，30Llg／kgforliver，3pg／kgformuscleand5Llg／kgforskin＋fatandtheLOQislOOLlg／kgin  
alltissues．ForN－desmethyトerythromycinA，theLODareasfbllows：25LLg／kgforkidney，48Llg／kg  
fbrliver，5Llg耽gbrmuscleand24Llgjkgforskin＋fatandthelJOQislOOLlg／kginalltissues・For  
eggs，theerythromycinLOQis50LLgn（gandtheLODisO・92Llgn（g・Forturkey，theerythromycin  
LOQislOOLtg几gfbra11tissuesandtheLODis4匹g／kgfbrskin脆tand3Llg／kgfora1lothertissues・   

Inthechickenstudies，a11tissueresiduedepletionresultsshowedthatfromdayltoday3a且ertheend  
ofthetreatmentperiod，lowconcentrationsoferythromycinAandN－desmethyl－erythromycinAwere  
measuredinonlyafbwliversamples・Prolongedtreatmentfbruptoeightdaysresultedinthesame  
tissue residue concentration characteristics．In eggs，during the three days of treatment，mean  

concentrationsoferythromycinAranged丘omlO9Llgn（g（dayl）to83LLg／kg（day3）measuredbythe  
LC／MS／MSmethod・TakinglntOaCCOuntthestandarddeviation，therearenosignificantdifftrencesin  
residueconcentrationbetweendays．Theeggresiduesoferythromycina氏ertheendofthetreatment  
were57士6Llg／kg，71土6Llg／kgand54j＝nCLlg／kgfordaysl，2and3，reSpeCtively・   

ResultsshowthaterythromycinAanditsmetaboliteN－desmethy］－erythromycinA werethe m叫Or  
compoundsobserved（theratioerythromycin／totalactivemicrobiologicalmetaboliteswasO33andthe  
ratioofN－desmethyl－erythromycin／totalactivemicrobioIogicalmetaboliteswasO・75）・Erythromycin  
couldonlybequantifiedin25％ofeggsatdayland12・5％oftheeggsatday2・Concentrationsof  
erythromycinaftertheendofthetreatmentmeasuredbyLC／MS／MSwereneartheLOQ（50Llg／kg）・  
N－desmethyI－erythromycln WaS preSerrt at higher concentrations but had very】ow antimicrobial  

activity．BothcompoundswerebelowtheLOQat6daysaftertheendoftreatment・ErythromycinA  
WaSidentifiedasthemarkerresidueforeggs．   

Tissueresiduedepletionstudiesinturkeysyieldedsimi1arresults・TheLC／MS／MSassaymethodwas  
adaptedfromthechickenmethod・AtthreedaysaRertheendofthetreatment，reSiduesweredetected  
Onlyinliver（166士64pg／kg）・Atthistime，reSiduesw？remeaSuredonlyinonesampleofkidney，  

muscleandfat．Fourdayspost－treatrnent，al1concentratlOnSOfresidueswerebelowtheLOQorthe  
LOD．  

The66thmeetingoftheCommineeagreedtoapplyanewapproachtoestimatechronic（longterm）  
exposure uslngthe median residue concentratlOn Ofresidues，uSlng the standard fbod basket，in  
additiontothehistorica11yusedtheoreticalmaximumdailyintakecalculationbasedontheMRL・For  
numericalvaluesreportedbelowtheLODandtheLOQ，One－halftheanalyticallimitwasappliedto  
each，reSpeCtively，fbrestimatingdailyexposureconcentrations・Forerythromycin，thesummaryofthe  
medianresidueconcentrationsinchickens，turkeysand eggsarepresentedinthefo1lowlngtables，  
derivedfromusingindividualvaluesinal1studiesuslnganExcelspreadsheet・   

Tabte15a：Medianresiduesinchickenandturkeytissues（ドgnig）  

Tissue＆  Chicken  Turkey  

Time         12hours   1day   2days   1day   2days   3days   4days   

Muscle   1．5   1．5   1．5   50   50   1．5   1．5   

Liver   15   15   15   50   50   15   15   

Kidney   12．5   12．5   12．5   50   12．5   12．5   12．5   

Fat＋Skin   50   2．5   2．5   50   25．8   2．5   2．5   
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Table15b：Medianresiduesjnchickeneggs（pg／kg）  

The LC／MS／MS analyticalmethods provided are applicablelfor the determination ofresidues of  
erythromycininchickenandturkeytissues（muscle，fat，kidneyandliver）andeggs．Themethodwas  
validated．  

MAXIMUM RESIDUE LIMiTS 

InrecommendingMRLsfbrerythromycin，theCommitteeconsideredthefbllowingfactors：  

● The marker residueis erythromycin A・Metabolites exhibitedlittle ornomicrobiologlCal  
activity．   

● OnlyMRLsinpoultrytlSSueSandeggswereconsidered．   

● Residuestudiesinbovineandovinetissuessuggestmeanratiosofmarkerresiduetototal  
residuesfortissuestobeO・7formuscleandkidney，0・5forliverandO．85forfat．Theratio  
WaSnOtalwaysavailablefora11speciesandwhenitwas，itwasonlyavailablebasedonfbw  
individualdata・Fromsubmittedstudies，themarkerresiduetototalresiduesforeggswas  
estimatedtobeO．33．   

● Residuedepletionstudiesgeneratedverylimitednumbersofresidueconcentrationsabovethe  
limitofquantificationforallstudiesinchickens，turkeysandeggs・   

● AvalidatedLC／MS／MSmethodisavailablewithalimitofquantincationoflOOpg几gforall  

tissuesand50pg／kgforeggs・Thelimitofquantificationofthe町icrobiologlCalmethodis100  
Pg／kgfora11tissuesandeggs．   

● Forresidueconcentrationsr戸POrtedbelowtheLODandtheLOQ，One－halftheanalyticallimit  

WaSaPpliedtoeach，reSpeCtlVely，forestimatingdailyexposureconcentrations・   

● TheADIforerythromycinAwasO－0・7LLg／kgbodyweight，equivalentto42LlgPerPerSOn  
perday．   

Notingthefhctorsnotedabove，theCommitteerecommendedMRLsof100pg／kgfbrchickenand  
turkeymuscle，1iver，kidneyandfat／skinand50pg／kgforeggsatthelimitofquantificationofthe  

LC／MS几4Smethod，meaSuredaserythromycinA．   

ApplyingtheMRLsandthestandardfoodbasket，thetheoreticalmaximumdai1yintakeis55pg，  
equlValenttoapproximately130％oftheADI・The66山meetlngOftheCommitteeagreedtoapplythe  

principleofusingmedianresidueconcentrationstobetterestimatelong－term（chronic）exposuresto  
residues・Estimateddailyintake（EDI）valuesweredeterminedusingmedianresiduevaluesfbreach  
tissue最omeachfood－prOducingspeciesforwhichdatawereavailable．Medianresiduevalueswere  
determinedusinganExcel⑧spreadsheetprogram．WhereresiduevalueswerebelowtheLODorLOQ  
Ofthe validated method，Values ofシ；theLOD andシ左theLOQ，reSPeCtively，Were uSedinthe  
Calculations・Applyingthehighestestimatedmedianresidueconcentrationsinturkeys（50pg／kginall  
tissues卜themedian 

． 

． 
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Table16：Estimateddailyintake  

Tissue   Medianintake（Llg／kg）  StandardFoodBasket   Dailyintake（Llg）   

（kg）  

Muscle   50   0．3   15   

Liver   50   0．1   5   

Kidney   50   0．05   2．5   

Fat   50   0．05   2．5   

Eggs   41   0．l   4．1   

Total  29．1   
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