
表30 2年間慢性毒性／発がん性併合試験（ラット）で認められた毒性所見  

投与群   雄   雌   

4，000ppm  

・脳ChE活性阻害（20％以上）  

・削痩（5例、剖検時）  

・肝絶対及び比重量増加  

・」、菓中心性肝細胞肥大  

・ 

・膀胱移行上皮過形成（び漫性）  

・骨格筋萎縮  

・筋線維変性（大腿筋）  

・坐骨神経髄鞘変性  

一甲状腺ろ胞コロイド内鉱質沈着  

・膀胱移行上皮癌（1例）及び乳頭  

腫（2例）   

3，000ppm   

・削痩（6例、剖検時）  

・肝絶対及び比重量増加  

・肝変異細胞巣（好酸性）  

・限局性肝細胞変性（門脈周辺性）  

・肝細胞質変化（小葉中心性～門脈  

周辺性）  

・膜胱移行上皮過形成（限局性及び  

び漫性）  

・甲状腺ろ胞細胞過形成、ろ胞コロ  

イド内鉱質沈着  

・副腎束状帯の空胞化  

・尿道移行上皮癌（1例）  

・甲状腺ろ胞細胞癌（1例）  

1，000pp叩以上  ・赤血球ChE活性阻害（20％以上）  

・坐骨神経髄鞘変性  

・甲状腺ろ胞細胞腺腫（1β00ppm：  

1例、3，000ppm：2例）   

200ppm以上  200ppm以下毒性所見なし   ・赤血球ChE活性阻害（20％以上）   

50ppm  毒性所見なし   

（3）2年間発がん性試験（マウス）  

B6C3Flマウス（一群雌雄各50～70匹）を用いた混餌（原体：0、20、100、   

500及び2，000ppm：平均検体摂取量は表31参照）投与による2年間発がん性   

試験が実施された。  

表312年間発がん性試験（マウス）の平均検体摂取量  

投与群（ppm）  20   100   500   2，000   

平均検体摂取量  雄   5．4   28．0   131   575  

（ng此g体重／日）  雌   7．7  41．9   201   831   

31   



各投与群で認められた毒性所見は表32、発生頻度が増加した腫瘍性病変は表  

33に示されている。   

全投与群の雄及び500ppm以上投与群の雌でT．Cholの増加が認められた。こ  

の変化は、用量相関性及び期間の一貫性を欠いたが、病理組織学的検査において、  

500ppm以上投与群の雌雄で胆嚢の好酸性不定形物質や上皮過形成が見られて  

おり、胆汁酸組成の変化が考えられたことから、雌雄とも、500ppm以上投与群  

で認められたT．Chol増加は検体投与の影響であると考えられた。   

2，000ppm投与群の雄で、腎近位尿細管上皮細胞空胞の発生頻度及び程度が有  

意に減少したが、この空胞は一般的に雄マウスにみられるとされて‾おり、空胞減  

少はしばしば体重低下に伴ってみられることから、・腎臓への直接的な毒性作用と  

は考えられなかった。  

100ppm以上投与群の雄において、肝細胞腺腫が傾向検定で有意な増加を示し  

た。しかし、これらの発生数は背景データ（0～22％）の範囲内であり、さらに、  

肝細胞腺腫と癌を合計した場合には有意差は認められなかったことから、肝腫瘍  

に対する投与の影響は考えられなかった。   

2，000ppm投与群の雌では、子宮内膜問質肉腫及び乳腺腺癌が傾向検定で有意  

な増加を示したが、いずれもほぼ背景データ（子宮内膜問質肉腫：0～6％、乳腺  

腺癌：0～10％）の範囲内であったことから偶発性のものと考えられた。   

本試験において、500ppm以上投与群の雌雄で胆嚢の好酸性不定形物質等が認  

められたことから、無毒性量は100ppm（雄：28．Omg肱g体重／日、雌‥41．9mg／kg  

体重／日）であると考えられた。発がん性は認められなかった。（参照39）   

表32 2年間発がん性試験（マウス）で認められた毒性所見（非腫癌性病変）  

投与群   雄   雌   

● 2，000ppm   ・体重低下   ・赤血球ChE活性阻害（20％以上）  

・肝比重量増加   ・肝絶対重量増加  

・肝細胞肥大及び細胞質好酸性化  ・胆嚢の好酸性不定形物質  

（計画と殺動物のみ）   ・肝細胞肥大及び細胞質好酸性化（計画  

・胆嚢粘液分泌過多（計画と殺動  と殺動物のみ）  

物のみ）  ・胆嚢粘液分泌過多（計画と殺動物のみ）   

・胆嚢上皮過形成  

500ppm以上  ・T．Chol増加、TG低下   ・T．Chol増加  

・胆嚢の胆汁黒色化、好酸性不定  ・胆嚢の胆汁黒色化、好酸性不定形物質  

形物質   ・肝比重量増加  

・胆嚢上皮過形成   

100ppm以下  毒性所見なし   毒性所見なし   
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表33 発生頻度が増加した腫瘍性病変  

投与量（ppm）  0   20   100   500   2，000   

肝細胞腺腫   ＃3／50   3／50   5／50   7／50   8／50  

雄               肝細胞癌   3／50   2／50   9／50   7／50   2／50  

腺腫＋癌   6／50   5／50   14／50  14／50  10／50   

子宮内膜問質肉腫   ＃1／5P   1／47   0／49   0／50   3／49  

雌               乳腺腺癌   §0／49   0／49   0／49   1ノ50   3ノ49   

＃：p＜0．05、§：p＜0．01（Petoの傾向検定）  

12．生殖発生毒性試験  

（1）2世代繁殖試験（ラット）  

Wistarラット（一群雌雄各30匹）を用いた混餌（原体：0、20、300及び1，800   

ppm：平均検体摂取量は表34参照）投与による2世代繁殖試験が実施された。  

表34 2世代繁殖試験（ラット）の平均検体摂取量  

投与群（ppm）  20   300   1，800   

雄   1．4   21．4   139  

平均検体摂取量  
P世代  

雌   1．8   28．1   204  

（mg／kg体重／日）  雄   1．6   25．0   202  

雌   2．2   32．1   259  

各投与群で認められた毒性所見は表35に示されている。   

親動物において、P世代雌の対照群、20ppm投与群及び300ppm投与群で各  

1例が妊娠11～28日に死亡し、さらにFl世代雌の20ppm投与群及び1，800ppm  

投与群の各1例が切迫と殺されたが、いずれも検体投与に起因するものではなか  

った。1，800ppm投与群のFl世代において、膀朕上皮過形成が雄で3例、雌で  

1例認められた。例数は少なかったが、この病変はラットを用いた90日間亜急  

性毒性試験［10．（1）］及び2年間慢性毒性／発がん性併合試験［11．（2）】でみられた  

ものと同様、膜胱上皮における細胞毒性とその再生に起因したものと推察され、  

検体投与の影響であると考えられた。   

児動物のF2世代で哺育率低下が認められ、300ppm投与群でも統計学的に有  

意であったが、この群については背景データの範囲内であったことから、検体投  

与による作用とは考えられなかっネ。また、1，800ppm投与群児動物のF2世代  

で出生時同腹児数低下が認められたが、これは繁殖能に対する影響というより親  

動物の毒性による影響であると考えられた。   

本試験において、親動物では300ppm以上投与群の雌雄で肝細胞質変化等、  

児動物では1，800ppm投与群で体重増加抑制等が認められたことから、無毒性  

量は親動物で20ppm（P雄：1．4mg／kg体重／日、P雌：1．8mg瓜g体重／日、Fl  

雄：1．6mg／kg体重／日、Fl雌：2．2mg／kg体重／日）、児動物で300ppm（P雄：  

21．4mg／kg体重／日、P雌：28．1mg／kg体重／日、Fl雄：25．Omg／kg体重／日、F1  
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雌：32．1mg／kg体重／日）であると考えられた。繁殖能に対する影響は認められ  

なかった。（参照40）  

表35 2世代繁殖試験（ラット）で認められた毒性所見  

投与群  
親：P、児：Fl  親：Fl、児：F2  

雄   雌   雄   雌   

・赤血球ChE活性  ・摂餌量増加   ・体重増加抑制   ・体重増加抑制  

阻害（20％以上）  ・赤血球ChE活性阻害  ・摂餌量増加   ・摂餌量増加  

・肝比重量増加   （20％以上）   ・赤血球ChE活性  ・赤血球ChE活性阻害  

・肝細胞質変化   ・脳ChE活性阻害   阻害（20％以上）  （20％以上）  
1，800ppm  

親  
（20％以上）   ・肝比重量増加   ・脳ChE活性阻害  

動  
・肝絶対及び比重量増加  

物  
・肝細胞質変化及び肝細  ・肝絶対及び比重量増加  

胞肥大   ・膀胱上皮過形成  

300ppm以下   300ppm以下   
300 ppm 

・肝細胞質変化  ・肝細胞質変化及び肝細胞  

以上  
毒性所見なし   毒性所見なし  肥大  

・副腎皮質空胞化  

20ppm  毒性所見なし   毒性所見なし   

・4日生存率低下  ・出生時同腹児数低下  

児  ・哺育率低下  

動  ・体重増加抑制（哺育期）  

物   毒性所見なし   

以下   

（2）発生毒性試験（ラット）  

Wistarラット（一群雌28匹）の妊娠6～15日に強制経口（原体：0、100、   

300及び1，000mg／kg体重／日、0．5％Tylose水溶液に懸濁）投与する発生毒性試   

験が実施された。  

母動物に検体投与に関連した所見は認められなかった。胎児では、1，000mg瓜g   

投与群でダンベル型の第12胸椎弓、第4仙椎体と第2尾椎弓ならびに第6尾椎   

体の骨化促進、舌骨体の未骨化、泉門の拡張が胎児単位で有意に増加した。第’4   

仙椎体の骨化促進のみは母動物単位でも有意な増加であった。しかし、これらの   

すべての所見は本系統のラットでの他試験と同様な頻度であるか、または用量相   

関性が明らかでないことから、投与に関連した所見とは考えられなかった。  

本試験において、いずれの投与群の母動物及び胎児にも毒性所見は認められな   

かったことから、無毒性量は母動物及び胎児とも1，000mg／kg体重／日であると   

考えられた。催奇形性は認められなかった。（参照41）  

（3）発生毒性試験（ウサギ）  

ヒマラヤウサギ（一群雌16匹）の妊娠6～19日に強制経口（原体：0、2．5、  

10、40、160及び640mg／kg体重／日、0．5％取lose水溶液に懸濁）投与する発   

生毒性試験が実施された。なお、試験開始時は40mg／kg体重／日を最低用畢とし   

て実施されたが、母動物への毒性をより明確にするため、2．5及び10mg／kg体  
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重／日投与群が追加された。   

各投与群で認められた毒性所見は表36に示されている。   

母動物では、流産が40、ユ60及び640mg此g体重／日投与群でそれぞれ1、2  

及び3例にみられた。流産及び切迫と殺動物では、摂餌量の顕著な減少、糞量減  

少、糞の退色等がみられ、検体が母動物に強い毒性を示したことが推測された。  

追加された10mg／kg体重／日投与群では、流産は観察されなかったが、赤血球  

ChE活性阻害が用量相関性に認められた（10、40、160及び640mg／kg体重／日  

投与群の妊娠13～20日でそれぞれ33～59％、58～80％、92～97％及び98～100％  

ゐ阻害）。さらに2．5mg／kg体重／日投与群が追加された結果、この阻害は認めら  

れなかった。また、脳ChE活性阻害はいずれの投与群においても認められなか  

った。   

胎児では、検体投与に関連した所見は認められなかった。   

本試験において、母動物では10mgIkg体重／日以上投与群で赤血球ChE活性  

阻害（20％以上）が認められ、胎児では毒性所見が認められなかったことから、  

無毒性量は母動物で2．5mg／kg体重／日、胎児で640mg此g体重／日であると考え  

られた。催奇形性は認められなかった。（参照42）  

表36 発生毒性試験（ウサギ）で認められた毒性所見  

投与群   母動物   胎児   

640mg／kg体重／日  ・切迫と殺（2例）  毒性所見なし   

・体重低下及び体重増加抑制  

・摂餌量低下  

・糞量低下、糞の退色  

160mg戊g体重／目  ・軟便   

以上   ・GGT、M及びTG増加  

・肝臓中TG増加   

40mg／kg体重／日  ・流産   

以上   ・小葉中心性～中間帯肝細胞肥大  

・肝細胞質変化（すりガラス様）   

10mg／kg体重／日   

以上   

2．5mg／kg体重／日  毒性所見なし   

（4）代謝物Ⅵの発生毒性試験（ラット）  

W■istarラット（一群雌30匹）の妊娠6～15日に代謝物Ⅵを強制経口（代謝物   

Ⅳ：0及び1，000mg／kg体重／日、0．5％Tylose水溶液に懸濁）投与する発生毒性   

試験が実施された。  

本試験において、母動物及び胎児に検体投与の影響は認められなかったことか   

ら、無毒性量は母動物及び胎児とも1，000mg／kg体重／日であると考えられた。   

催奇形性は認められなかった。（参照43）  
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13．遺伝毒性試験  

フェントラザミドの細菌を用いたDNA修復試験及び復帰突然変異試験、チャ   

イニーズハムスター由来V79培養細胞を用いた染色体異常試験及び前進突然変   

異試験、ラット肝細胞を用いた不定期DNA合成（UDS）試験、マウスを用いた   

小核試験、ラットを用いた32P－ポストラベリングアッセイ（DNAアダクトの検  

出）が実施された。  

試験結果は表37に示されており、すべて陰性であったことから、フェントラ   

ザミドに遺伝毒性はないと考えられた。（参照44～50）  

表37 遺伝毒性試験概要（原体）  

試験  対象   処理濃度・投与量   結果   

血lイ加  DNA   月∂d〟〃ββ〟ム血こ由   ①0．75～12ドg／ディスク（＋／－S9）   
陰性  

修復試験   （H17、M45株）   ②3～4叫g／ディスク（＋S9）  

1免血以フe肋¢pム血〃ガリ皿  

復帰突然  
（m98、mlOO、  

m1535、m1537株）  313～5，000膵／プレート（叶S9）   
変異試験  

陰性  

励de∫元カムcα〟  

（WP2打ⅢA株）  

染色体   チャイニーズハムスター由来  5～50ドg／mL（－S9）   

異常試験   V79培養細胞   10～100膵／mL（＋S9）  
陰性  

前進突然   チャイニーズハムスター由来  5～60トLg／mL（－S9）   

変異試験   V79培養細胞   1．88～60膵／mL（＋S9）  
陰性  

UDS試験   SDラット肝細胞   1．0～50トIg／mL   陰性   

エロl′ワl′P   

小核試験   
NMRIマウス（骨髄細胞）   1，500mg／kg体重   

（一群雌雄5匹）   （1回腹腔内投与）  
陰性  

32P一ポストラべ  Wistarラット（勝胱上皮）   2，500、5，000mg／kg体重   
リングアッセイ  （一群雌6匹）   （1回経口投与）  

陰性  

フェントラザミドの代謝物Ⅵ及びⅩⅡの細菌を用いたDNA修復試験、Ⅱ、Ⅳ、  

Ⅵ、Ⅵ【、ⅩⅠ、ⅩⅡ及び分解物ⅩⅩⅢの細菌を用いた復帰突然変異試験、Ⅵを用  

いた染色体異常試験及び前進突然変異試験が実施された。   

試験結果は表38に示されているとおり、すべて陰性であった。（参照51～61）  

表38 遺伝毒性試験概要（代謝物）  

被験物質   試験   対象   処理濃度・投与量   結果   

£むp九血相肌厄Ⅲ  

変異試験  
75～4，800pg／プレート（＋／－S9）   

代謝物  

Ⅲ   
（m98、mlOO、mlO2、  陰性   

m1535、m1537株）  

鼠加地血皿血Ⅷ  

代謝物  復帰突然  （m98、mlOO、   

m1535、m1537株）  
156～5，000膵／プレート（叶S9）   

Ⅳ   変異試験  
陰性  

且α妨（WP2【Jl瓜4株）   

且βⅣム肋  
代謝物  DNA 修復試験  

（H17、M45株）   
63～2，000膵／ディスク（＋／－S9）   陰性 
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Ⅵ   ぷカ撃止血乱肌厄皿  

復帰突然  （TA98、mlOO、  

変異試験  m1535、m1537株）  
313～5，000帽／プレ小（＋／－S9）   陰性  

且cα〟．（WP21JI瓜4株）  

染色体  チャイニーズハムスター由来  

異常試験  V79培養細胞   
2，040～4，590ドg／mL（叶S9）   陰性  

前進突然  チャイニーズハムスター由来 V79胞  125一一4，000llg／mL（叶S9）   
変異試験  培養細  

陰性   

ぷわ中止血乱肌厄瓜  

代謝物  復帰突然  （TA98、mlOO、   

Ⅶ   変異試験   m1535、m1537株）  
313～5，000巨g／70レート（＋／－S9） 陰性  

且co〟（W‡〉2乙JI仇4株）   

鼠初頭血仙血Ⅷ  

代謝物  復帰突森  （m98、mlOO、   156～5，00P膵／プレート（－S9）   

ⅩⅠ  変異試験   m1535、m1537株）  78～2，500膵／プレート（＋S9）   
陰性  

且co〟（WP2ぴlⅥA株）  

DNA  且βぴぁ鮨  

修復試験  （H17」M45株）   
63～1，000帽／ディスク（＋／－S9）   陰性  

代謝物  見切止血仙血Ⅷ  

ⅩⅡ             復帰突然  （m98、TA100、  

変異試験  m1535、m1537株）  
313～5，000膵／プレ斗（叶S9）   陰性   

且co〟（WP2〟打出株）  

且匂甲止血几肌厄劇  

分解物  復帰突然  （m98、mlOO、   
TA1535、TA1537株）  

156～5，000膵／プレート（叶S9）   
ⅩⅩⅠⅡ  変異試験  

陰性  

且cdf（WP2【JIⅥ4株）   

14．その他の試験  

（1）赤血球におけるフエントラザミド及び代謝物の分析（ラット）   

【phe－14C】フェントラザミドを用いた体内分布試験什（り④］において、血祭中  

に比べて赤血球中で高い放射能分布が認められており、ラットの亜急性［10．（1）］   

及び慢性毒性／発がん性併合試験［11．（2）］でみられた赤血球関連項目の変動への   

関与が疑われた。赤血球中の放射能残留性と、血液に対する影響との関連につい   

て考察する目的で、Wistarラット（一群雄4匹）に【phe・14C］フェントラザミド   

を75mg此g体重で単回経口投与し、1時間後の赤血球におけるフェントラザミ   

ド、Ⅱ、ⅩⅠ、ⅩⅣ及びⅩⅡの残留濃度について検討された。  

投与1時間後の赤血球からフェントラザミドが0．026トLg鹿検出された。これ  

はいずれの代謝物よりも低濃度であった。  

代謝物Ⅱは3．37巨g／g検出され、分析した化合物の中で最も高い濃度を示した。  

ラット体内における消長及び動態試験［1．（3）】において、ⅡはⅩとともに血祭中  

の主要代謝物であることが認められているが、赤血球においても同様の分布を示  

したものと推察された。したがって、動物体内運命試験でみられた血球中での高  

い放射能分布は、主にⅡ及びⅩ（Ⅱのグルクロン酸抱合体）が関与していたもの  

と考えられた。  

一方、シクロへキシル環を有する代謝物については、ⅩⅣが最も高く、0．83ぃかg  
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を示した。次いでⅩⅡが0．14ドg／g、ⅩⅠが0．032トg／g検出された。この分布パタ  

ーンは、ラット体内における消長及び動態試験［1．（3）］における血渠中の代謝物  

分布と同様であった。またⅡより低レベルでの分布であった。   

以上のように、フェントラザミドを経口投与後のラット赤血球からは、血祭と  

同様に、主な代謝物としてⅡ、このほか量的には少ないがⅩⅣ、ⅩⅡ及びⅩⅠが検  

出された。（参照62）  

（2）代謝物Ⅵの血兼中動態及び排泄試験（ラット）  

Wistarラット（一群雌雄各1～3匹）に、代謝物Ⅵを0及び2，000mg／kg体重   

で単回強制経口投与し、血祭中動態、尿及び糞への排i世試験が実施された。  

経口投与後の吸収は速やかであり、血祭中濃度は投与30分後に最高（雄：230   

巨g／mL、雌：197ドg／mL）となり、その後減少した。  

主要排泄経路は尿中であり、投与後72時間の尿中に、雄で41．6％TAR、雌で   

38．3％TARが排泄された。Ⅳは未変化のまま、速やかに排泄され、尿中排泄の約   

80％が投与後24時間に排泄された。糞の分析は、技術的な問題により雄1例の   

みで実施されたが、糞中排泄量は4．5％mRと少なかった。（参照63）  

（3）神経病変についての解明試験（ラット）  

フェントラザミドの亜急性及び慢性毒性試験［10．及び11．］において、本剤は   

ChE活性阻害作用を持つことが示されており、また、ラットを用いた2年間慢   

性毒性／発がん性試験［11．（2）］の最高用量群（雄：3，000ppm、雌：4，000ppm）   

において、最終と殺動物で坐骨神経に変性髄鞘病変の増加が観察された。しかし、   

神経病変がみられた動物の臨床観察では、行動等に異常は認められなかった。  

この所見及び本剤のChE活性阻害作用を考慮して、NTE活性阻害性とともに、   

ラットでの神経病変とある種の有機リン剤誘発遅発性神経障害（OPIDN）との   

類似性について検証する目的で、以下の①～③の試験が実施された。  

① 椚E活性阻害能力及びその機序（血r／打d  

ChE活性阻害作用を持つ有機リン剤のうち、ある種のものは、急性中毒後に   

生存した場合OPIDNを誘発することがあり、有機リン剤によるOPIDN誘発性   

は神経組織のNTE活性の強い阻害（＞70～80％） 

したがって、フェントラザミドがNTE活性も同様に阻害するかどうか、また   

本剤のラットへの慢性投与による髄鞘の変性がOPIDNに類似した変化であるか   

どうかを検査するため、ニワトリ及びラットの脳の10％ホモジネート液（脳1g  

／9mL50mMtris、0．2mMEDTA、pH8．0）の50倍（脳4．Omg／mL）または   

25倍（脳2．0■mg／mL）希釈液を用いて、 以下の試験が実施された。  
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a）NTE活性の測定   

フェントラザミド及び陽性対照物質（ジクロルポス及びラセミ体のメタミドホ   

ス）を処理して、ニワトリ及びラットの脳NTE活性を測定し、その阻害程度に   

ついて検討された。  

フェントラザミドで濃度依存的なNTE活性阻害が認められた。阻害の程度は、   

ジクロルポスより軽度であったが、メタミドホスより強かった。また、ジクロル   

ポスとメタミドホスはラット及びニワトリの脳NTE活性を同等に阻害したが、   

フェントラザミドはニワトリの脳NTE活性よりもラットの脳NTE活性を強く   

阻害した。  

また、プレインキュベート時間を通常の20分から2時間20分に延長して同様   

に実施された結果、ニワトリ及びラットの脳NTE活性阻害の程度は、フェント   

ラザミド及びメタミドホスで増加し、ともにNTE活性の進行的な阻害が示唆さ   

れた。  

b）反応基質の濃度による影響   

基質の吉草酸フェニルの濃度のみを変え（0．27、0．55及び1．37mM）、通常の   

条件下で試験を実施し、基質濃度とフェントラザミドによるラットの脳NTE活   

性阻害との関係について検討された。  

フ．ェントラザミドによるラットの脳NTE活性阻害の程度は基質濃度に反比例   

したが、メタミドホスによる阻害は基質濃度に影響されなかった。さらに、   

Lineweaver－Burk法による解析では、フェントラザミドによるNTE活性の競合   
的な阻害が強く示唆された。一方、メタミドホスでは非競合的な阻害が示され、   

触媒中心部の速やかなリン酸化が示唆された。   

インキュべ－ト時間が2時間20分に延長された場合では、フェントラザミド   

においても基質濃度に関係なく同程度にラットの脳NTE活性を阻害し、競合的   

な阻害が非競合的な阻害へ変化したことが示唆された。これにより、フェントラ   

ザミドがNTEを共有結合的に修飾して、持続的に酵素を阻害していることが考   

えられた。  

G）阻害されたラット脳NTE活性の賦活化  

フェントラザミド及びメタミドホスにより阻害されたラットの脳NTE活性の   

賦括化について検討された。  

ラット脳ホモジネート液にフェントラザミドまたはメタミドホスを加え、37℃   

で30分間インキュベートしてNTE活性を阻害した後、フッ化カリウムを加え   

て同条件でインキュベートし、賦活化処理された。  

フェントラザミドによるNTE活性阻害は、フッ化カリウム処理によって全く   

賦倍化されなかった。一方、メタミドホスによって阻害されたNTE活性は、フ   

ッ化カリウム処理によってほぼ完全に賦活化された。したがって、フェントラザ  
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ミドがNTEと共有的に結合しているものと推察された。   

また、ラット脳ホモジネート液に、メタミドホスを加えて37℃で30分間イン  

キュべ－トしてNTE活性を阻害後、さらにフェントラザミドを加えて同条件で  

インキュべ－トした試料についても、フッ化カリウムを加えて同様に賦括化処理  

された。   

メタミドホスの単独処理によって、NTE活性の十分な阻害が認められた。メ  

タミドホス処理後にフェントラザミド処理した結果、さらにNTE活性阻害のわ  

ずかな増加が認められた。また、フェントラザミドの単独処理では、メタミドホ  

スとフェントラザミドの併用処理により得られたものと同程度でNTE活性を阻  

害した。   

賦活化処理については、メタミドホスとフェントラザミドの併合処理により  

NTE活性を阻害した場合、メタミドホスの単独処理と同様に十分に貝武活できた  

が、その一部は非賦括的であった。加えて、フェントラザミド単独処理による  

NTE活性阻害は全く賦活化されなかったことからも、フェントラザミドはメタ  
ミドホスと同じくNTEの触媒中心部と結合すると考えられた。  

d）まとめ  

フェントラザミドは、初めから賦活できないような形でNTE活性を阻害する   

ことが示唆され、既知のNTE阻害剤（特に有機リン剤）と構造的に異なってい   

ることから、遅発性神経障害誘発性の結論は元叩正和の本試験のデータのみでは   

得られなかった。フェントラザミドによる血血のNTE活性阻害が遅発性神   

経障害の誘発性を示唆しているかどう一かを判断するためには、元＝血相でのさら   

なる検証が必要と考えられた。（参照64）  

② 2週間混餌投与による発生機序解明試験   

本試験は、フェントラザミド及び主要代謝物であるⅡの血紫中濃度を評価する   

ことに加えて、脳、脊髄及び坐骨神経NTE活性と脳AChE活性を測定し、ラッ   

トでみられた髄鞘変性の病態を明らかにする目的で実施された。また‘、尿検査を   

実施し、同じく慢性毒性試験でみられた膜胱病変の発生機序の解明についても検   

討された。  

Wistarラット（一群雌雄各5匹）にフェントラザミドを2週間混餌投与（原   
体：0、50、200、1，000及び4，000ppm：平均検体摂取量は表39参照）し、試   

験終了時における血祭中のフェントラザミド及びⅡの濃度、脳、脊髄及び坐骨神   

経NTE活性及び脳AChE活性の測定、投与1週間後における尿のNa＋、PH及   

び尿量が測定された。なお、陽性対照群にはリン酸トリ・αクレジル（TOCP）を   

500mg／kg体重で1回強制経口投与し、NTE活性の測定のみ実施された。  
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表39 2週間混餌投与による発生機序解明特殊試験（ラット）の平均検体摂取量  

投与群（ppm）  50   200   1，000   4，000   

平均検体摂取量  雄   3．5   14．4   74．0   366  

（mg／kg体重／日）  雌   4．1   15．5   8■8．5   405  

すべての群において、 死亡、検体投与に起因する行動、外観及び体重の変化は  

観察されなかった。・4，000ppm投与群では摂餌量が増加した（雄で28％、雌で  

24％）。   

フェントラザミドの血祭中濃度は、4，000ppm投与群では極めて低く、雄で  

0．52巨M、雌で1．10ドMと定量限界（1ドM）付近であり、その他の群では検出  

限界（0．5pM）未満であった。IIの濃度は、200ppm以上投与群で用量相関的  

に増加し、4，000ppm投与群の雄では9．8pM、雌ではi3．9LIMであった。した  

がって、フェントラザミドは初回通過効果により代謝されることが示唆された。   

NTE活性について、陽性対照群では、投与1日後には試験した神経組織のす  

べてで強いNTE活性阻害（脳及び脊髄：約90％，坐骨神経：77％阻害）がみら  

れた。一方、検体投与群では、4，000ppm投与群の雄では脳のみ、雌ではすべて  

の神経組織で統計的に有意な阻害（13～29％阻害）が認められたが、有機リン酸  

エステルでみられるような、神経毒性に関連する程度ではなく、生物学的に有意  

な阻害ではなかった。他の群のNTE活性阻害もわずかであり、用量相関性もな  

く、雌雄いずれかのみの変化であったことから、検体によるものとは考えられな  

かった。   

脳AChEは、4，000ppm投与群の雌でのみ有意な阻害（47％阻害）が認められ、  

本試験においても、脳は慢性毒性試験と同等な影響を受けたものと考えられた。   

なお、投与開始1週間後の尿（16時間採取）を用いた尿検査では、・全投与群  

でNa＋、PH及び尿量のいずれも統計的に有意な変化は認められず、これらと慢  

性毒性試験でみられた膜朕病変との関連は否定できると判断された。   

元＝示のの本試験では、（Dの血叩正和の試験で認められたような強いNTE活性  

阻害は認められなかった。さらに、ニワトリを用いた急性及び28日間亜急性遅  

発性神経毒性試験［8．（4）及び10．（5）］においても、遅発性神経毒性を示唆する所  

見は認められていないことから、ラットでみられた髄鞘変性の増加は、有機リン  

酸エステルに起因する神経病変とは異なる作用機序によるものと推察された。  

（参照65）  

③ 神経細胞に対する影響（血r／打d  

ラットで認められた神経障害について、分子レベルでの研究を参考にし、神経   

細胞内のエネルギー代謝、神経細胞骨格（神経フィラメント）への影響について   

検討するため血叩正和での試験が実施された。さらに、非神経細胞や既知の神経   

毒性物質も併用し、神経系への影響の機序について検討された。  
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a）初代培養神経細胞への影響  

神経細胞への影響の指標として、細胞毒性（細胞へのCalcein色素の取込みに   

伴う蛍光の測定による細胞生存率で判定）、エネルギー代謝（細胞内でのグルコ   

ース消費と細胞内ATPの測定、ローダミン123色素の取込みに伴う蛍光の測定   

によるミトコンドリア内膜電位の測定）及び神経フィラメント（マウス抗体及び   

抗マウス抗体で処理後に細胞フィラメントに付着した抗体を測定）について検討   

された。  

ラット胎児由来の神経初代培養細胞に、フェントラザミドを0．1、1、5、10及   

び20膵／mL（調製可能最大濃度）の処理濃度で添加し、14日間（うち7日間は   

回復期間）インキュべ－トされた。各測定は、処理3または7日後及び試験終了   

時に実施された。  

フェントラザミドは、細胞エネルギーの項目であるグルコース消費、ATP量及   

びミトコンドリア活性を著しく減少させた。細胞骨格（神経フィラメント）には、   

遅延的に試験終了時にわずかに影響がみられた。ATPは最も感受性の高いパラメ   

ーータであり、50％阻害濃度（IC50）は1膵／mLであった。細胞毒性にはあまり強   

い作用はみられなかった。  

これらの結果から、フェントラザミドの作用によるATP量減少による遅延的   

な神経フィラメントへの影響が考えられたため、培養液にピルビン酸を添加し、   

前述と同じ試験系で試験が実施された。その結果、いずれの測定項目にも著明な   

作用はみられなかったことから、フェントラザミドによるエネルギー項目への影   

響は、解糖系の代謝物（ピルビン酸）により改善されたものと考えられた。  

b）6種の継代培養細胞株への影響   

a）と同様の試験系において、初代培養細胞の代わりにマウスのN－18細胞（神   

経芽細胞腫）株、ラット腎臓NRK52e細胞株、ラット骨格筋L6細胞株、ラット   

心筋H9C2細胞株、マウス肝臓Hepal－6細胞株及びマウス線維芽細胞3T3細胞   

株を用いた試験が実施された。  

フェントラザミドは、神経芽細胞腫由来のN－18株のみに初代継代培養神経細   

胞と同様な作用を示したが、その程度は弱いものであった。その他の非神経系細   

胞株には、検体の作用は認められなかった。   

a）及びb）の結果から、フェントラザミドの細晦エネルギー系への作用は神経細   

胞に限定されるものと考えられた。  

G）各種神経毒性物質の初代培養神経細胞への影響  

末梢神経障害を誘発することが知られている7種の化合物（名称、標的部位及   

び症状は表40参照、処理濃度：0．1、1、5、10及び50膵／mL）を用いて、a）   

及びb）と同様の条件下で初代培養神経細胞への影響を調べ、フェントラザミドで   

の結果と比較し、作用機序について検討された。  
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表40 試験に用いた末梢神経障害誘発性化合物  

化合物   標的部位   症状   

2，5－ヘキサンジオン  細胞骨格、解糖系   遠位軸索障害   

アクリルアミド  細胞骨格、解糖系、ATP枯渇  遠位軸索障害   
パラコート   レドックス循環   振戦麻痔こ 神経節変性   

青酸カリウム   チトクロームC酸化酵素   遅発性振戦麻痺   

ミパホックス   細胞骨格、NTE、AChE   遅発神経毒性   

TOCP   細胞骨格、NTE、ACbE   遅発神経毒性   

パラオキソン  AChE   コリン作動性症状  

2，5－ヘキサンジオン及びアクリルアミドは、細胞骨格に直接作用することが特  
徴であるが、同時に細胞エネルギー供給に対する作用も示した。パラコート及び  

青酸カリウムは、ミトヲンドリアや細胞エネルギー供給に対する強い作用を示し  

たが、ピルビン酸添加条件では明らかな改善はみられなかった。遅発性神経毒性  

有機リン酸エステルであるミパホックス及びTOCPは、細胞骨格に直接及び選  

択的な作用を示した。これとは対照的に、パラオキソンではいずれの項目にも影  

響を及ぼさなかった。   

したがって、フェントラザミドのラット神経細胞に対する作用は、細胞エネル  

ギー供給に関わっているという点ではパラコートや青酸カリウムと概ね同じで  

あったが、ピルビン酸添加により改善される点、ならびに作用発現が青酸カリウ  

ムに比づ比較的遅発性である点から、作用機序はこれらの物質とは異なったもの  

であることが推察された。  

d）呼吸鎖及びミトコンドリアの機能に対する作用  
a）の試験結果から、フェントラザミドはまず神経細胞でのグルコース利用を阻   

害することが示された。神経細胞内のATPのエネルギー源はグルコースのみで   

あり、グルコースの利用段階としては、神経細胞内へのグルコースの取込み、解   

糖系、クエン酸サイクル及び呼吸鎖が考えられる。これらのどの段階での作用が   

重要であるかを検討するため、ラット肝臓のミトコンドリアを用い、フェントラ   

ザミド、2，5・ヘキサンジオン、アクリルアミド、パラコート及び青酸カリウムが   

グルタミン酸／リンゴ酸誘起呼吸及びコハク酸誘起呼吸時に、ミトコンドリア呼吸   

とそれに続くATP産生を直接阻害するかどう・かを検討した。  

脱共役活性はいずれの化合物においても認められなかった。  

青酸カリウムは、グルタミン酸／リンゴ酸誘起呼吸及びコハク酸誘起呼吸を用量   

相関的に阻害した。青酸カリウムはチトクロームCオキシダーゼ阻害剤であるこ   

とから、これは予想される反応であった。フェントラザミドでは、グルタミン／  

リンゴ酸誘起呼吸をわずかに阻害した。このときの50％効果濃度（EC50）は100   

膵／mL超であり、ミトコンドリア膜活性（ローダミン）への影響の濃度（EC50   

値：9膵／mL）と比較すると高値であった。したがって、ウェントラザミドのミ  
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トコンドリアに対する作用は、神経細胞へのエネルギー供給不全が主な理由では  

ないことが示唆された。  

e）グルコース利用の中間代謝物への作用  

d）に関連して、グルコースの取込みや利用への影響を検討するため、継代神経   

芽細胞株（神経芽細胞腫株）にフェントラザミドを処理し、処理3及び7日後のグ   

ルコー スの取込量、細胞内グルコース、ピルビン酸及び乳酸濃度が測定された。  

グルコース消費（細胞外グルコース量）は、処理7日後に用量相関的に顕著に   

減少したが、細胞内のグルコース濃度は逆に増加しており、フェントラザミドが   

細胞内へのグルコースの取込みに関与していないこと、またグルコースの利用が   

減少したことが示唆された。  

ピルビン酸（解糖系の代謝物）及び乳酸（嫌素的条件下でピルビン酸から生成）   

の細胞内における測定では、いずれも用量相関的な減少が認められた。フェント   

ラザミドは極めて低濃度で作用し、ATP濃度の抑制を示す濃度よりも明らかに低   

い濃度で作用した。  

これらの結果により、フェントラザミドはピルビン酸と乳酸を同時に減少させ   

るが、これは乳酸濃度を増加させるべき嫌気的解糖系への移行というよりは、む   

しろ好気的解糖系におけるピルビン酸産生を抑制することが示唆された。また、   

ピルビン酸のクエン酸回路及び呼吸鎖を経由しての代謝は影響されず、ピルビン   

酸が徐々に欠乏していくことにより、呼吸鎖に対する基質の供給も減少し、ミト   

コンドリア膜の機能とATP産生能が低下すると考えられた。  

f）神経細胞への作用の濃度  

a）の結果から、初代培養神経細胞でフェントラザミドに対して最も感受性の高   

い項目はATPの減少であり、0．1ドg／mLという低濃度で影響を受けた。しかし、   

細胞培養液中の培地成分に検体が結合することが懸念されたことから、培養液中   

の蛋白と検体の結合を明らかにするため、培養液中の遊離（非結合）検体濃度を   

限外濾過法により測定された。  

フェントラザミドは、細胞培養に使用した培養液成分に約50％結合していた。   

したがって、血わ加における遊離の検体濃度は、最も感受性のATPに対しては、   

約0．05膵／mLであったと推定された。  

g）まとめ  

a）～f）の結果から、血＝正和における神経細胞のエネルギー需給状態に対する   

フェントラザミドの作用は、血正γPで細胞に到達した量が非常に少ないことを   

考慮すれば、非常に弱くかつ選択的なものであったことが予測された。ラットの   

慢性毒性／発がん性併合試験において、髄鞘変性は対照群での老齢のラットにも観   

察されたが、エージングによるミトコンドリア機能の低下と、それによっておこ  
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るエネルギー供給の減少ならびに酸化的ストレスの増加等が、加齢ラットでの髄  

鞘変性に関与するという報告がある。また、高用量群で観察された髄鞘変性と老  

齢ラットで観察された自然発生的な病変との間には、病理組織学的差異は認めら  
れなかった。したがって、投与群における髄鱒変性の発生頻度及び程度の増加は、  

加齢の因子に加えて、検体の神経細胞に対する細胞エネルギー供給の減少により、  

運動神経細胞の老化が促進されたものと考えられた。   

ラットを用いた作用機序解明試験［14．（3）］で示されたように、フェントラザミ  

ド4，000ppm投与群雌の血祭中濃度は、最高でも1nMと考えられ、これは約  

0．4岬／mLと推定される。さらに、蛋白非結合の遊離検体のみが血液脳関門を通  

過して神経細胞に作用するものと仮定した場合、血中濃度の約22％が有効濃度と  

考えられ、この量は、雌ラットの場合0．09帽／mLと考えられる。同様に、雄ラ  

ット（慢性毒性／発がん性併合試験）の3，000ppm投与群は0．03ドg／mLと推定さ  

れる。これらの量は、本試験の血血条件におけるATPに作用する最低濃度  

0．05膵／mLと極めて類似し、慢性毒性／発がん性併合試験でみられた髄鞘病変が  

検体のATPに対する作用に相関していることが推察された。   

ラットにおける本検体の神経に対する作用について、高用量の慢性投与及び老  

化を考慮すると、作物残留による微量な暴露が想定されるヒトではその危険性が  

大きくないものと考えられた。◆（参照66）  

（4）ChE活性に及ぼす影響（ラット）  

フェントラザミドのChE活性に及ぼす影響を調べるとともに、代謝物にChE   

活性阻害作用があるかどうかを調べるため、以下の①～④の試験が実施された。  

（》 単回経口投与によるChE活性への影響（／〝r／〝）  

SDラット（一群雄各4匹）にフェントラザミドを単回強制経口投与（0、1，000   
及び5，000mg／kg体重、2％クレモホアEL含有蒸留水に懸濁）し、元＝赤化にお   
ける血祭、赤血球及び脳ChE活性への影響について検討された。   

5，000mg／kg体重投与群において、血祭ChE活性は投与2日後に対照群と比   

べて50％の阻害を示したが、投与3日後には回復傾向を示し、投与7日後には   

回復した。赤血球ChE活性は投与1日後に31％の阻害、投与2日後に最大の43％   

阻害がみられた。投与7日後にはやや回復を示したが、27％の阻害を示した。脳   

ChE活性は、投与3日後に最大の37％阻害がみられた。回復は遅く、投与7日   

後で31％、投与14 日後にようやく15％阻害にまで戻っていた。なお、投与後  

14日間の観察中、ラットに外観の変化及び中毒症状は全く認められなかった。 

1，000mg／kg体重投与群では、血衆ChE活性は投与1日後に22％、血球ChE   

活性は投与3日後に33％、脳Ch耳で投与2日後に21％の阻害を示し、最大の活   

性低下がみられた。いずれも、投与7日後にはほぼ回復した。  
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② フエントラザミド存在下の血球及び脳ChE活性（血レ／打β）  

SDラット（雄3匹）の血衆、赤血球及び脳の5％ホモジネート液に、DMSO   

に溶解したフェントラザミドを含むリン酸緩衝液（最終濃度10・6～10－3M）を加   

え、一定時間経過後（暴露5分、30分、1時間及び3時間）のChE活性を測定   

し、血豆加におけるChE活性への影響について検討された。なお、陽性対照化   

合物として、パラオキソン（有機リン化合物）及びプロポキスル（カーバメイト   

化合物）が用いられた。  

血祭、赤血球及び脳のいずれも、フェントラザミドの暴露時間が長くなるにつ   

れて阻害の程度が高くなるだけでなく、低濃度でもChI∃活性阻害が生じる傾向   

がみられた。  

血祭では、10‾4及び10‾3Mでは暴露5分、10‾5Mでは暴露3時間で20％以上   

の活性阻害がみられた。赤血球では、10－4Mでは暴露5分、10－3Mでは暴露30   

分、10‾5Mでは暴露1時間で20％以上の活性阻害がみられた。脳においても、  

10‾3Mでは暴露5分、10’4Mでは暴露30分、10‾5Mでは暴露1時間で20％以上   

の活性阻害がみられた。10‾3Mでは、いずれの測定時においても20％以上の活性   

阻害はみられなかった。一方、陽性対照のパラオキソン（10‾7M）及びプロポキ   

スル（1α5M）では、血祭、血球及び脳ChE活性の明らかな阻害が認められ、   

その発現もフェントラザミドに比べはるかに早かった。  

③ 代謝物存在下の血清及び脳C咋活性（／〝rけr♂）  

SDラット（雄1匹）の血清及び脳5％ホモジネート液に、フェントラザミド、   

代謝物Ⅱ、ⅩⅠ、ⅩⅡ及びⅩⅣ（いずれも最終濃度10－6～10－3M）を加え、血清   

及び脳ChE活性を②と同様の手順で測定し、血血におけるChE活性への影   

響も羊ついて検討された。  

フェントラザミドでは、血清及び脳CbEともに、10‾5Mまで20％以上の活性   

阻害がみられたが、Ⅱ、ⅩⅢ及びⅩⅣでは■・10‾3Mでも阻害作用はみられなかっ   

た。ⅩⅠでは、10‾3Mでのみ20～40％のChE活性阻害が血清及び月削こみられた   

が、10－4M以下の濃度ではほとんど影響はみられなかった。  

④ 代謝物存在下の赤血球ChE活性（血r／打d  

③の試験では、赤血球ChE活性に対する影響を調べられていないことから、   

本試験は、血豆加条件下における代謝物の赤血球ChE活性に対する影響を調べ   

るとともに、フェントラザミドによる作用も再度確認する目的で実施された。  

SDラット（雄2匹）から採取した赤血球を、DMSOに溶解したフェントラザ   

ミド及び代謝物Ⅱ、ⅩⅠ、ⅩⅡ及びⅩⅣを含むリン酸緩衝液（いずれも最終濃度  

10－6～10・3M）に加え、②及び（∋と同様の手順で測定し、血仲兄mにおける赤血球   

ChE活性への影響について検討された。  

フェントラザミドでは、10－5Mまで20％以上の活性阻害がみられ、阻害の時  

46   




