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Halemethylketone体(NF151)の 生 体 成 分 との 反 応
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各種の化学療法剤の生体内消長については多数の報告

が なされて きた。ただ これ らの報告 の多 くに共 通 した点

は,対 象 となつてい る化学療 法剤の構 造的特性 を考慮 し

ないで生体内濃度の消 長を論 じている ことである。

われわれはモ デルとして化学構造 が明確 で,か つ構造

曲 修飾の容易なNitrofuran化 合物か らHalomethylke・

tone系 の化 合物(NF151)を 選び,こ れ の生体成分 と

の 反応について検討 した。対 象 としたNF151は 反応性

の 高いハ ロゲ ンを もち,抗 菌 作 用の面ではinvitroで

は強 い抗菌活性 を示すがinvivoで は無効であ る。 こ う

した構造上,作 用上の特性をその脱ハ ロゲン 体 で あ る

Methylketone体(NF150)と 比 較検討 した。

実 験 方 法

1)抗 菌力測定

Disk法

Ecoli(NIHJ株)の20時 間培養菌を1.O%植 菌 し

允 普通寒天培地を シャー レに流 し,こ れ にあらか じめ検

液 を浸 ま した 東洋濾紙 製Disk(抗 生物質検定用)を の

せ て37。,18時 間培 養後,そ の阻止帯を標準阻止帯 と比

較 算定す る。

2)血 清 との反応

ラ ッテまたは ウサ ギ血清の2.25mlvcNitrofuranの

最終濃度が1mg/m1と な る よ うに加え37。 で1時 聞

incubateし た。

3)組 織ホモジ ェネー トとの反応

Nitr・furanの1mg/m1液 と10%T
able1.

組 織 ホ モジ ェ ネ ー ト(Krebs-Ringer

phosphatebufferに て調 製)を37。 で

1時 間incubateし た 。

各 組 織 に よ るNF151の 分 解 実験 で

拡incubateし た 反 応 液1mlに ア ル

コ ール2m1を 加 え て酵 素 反 応 を 止

め,さ らに 蒸 留水7m1で 稀 釈 した も

の を 試 料 と して 使 用 した 。対 照 と して

ψま同 様 に 処理 した組 織 ホ モ ジ ェネ ー ト

を もち い た。

肝 ホ モ ジ ェ ネ ー トに よ るmetabolite
喚

の検 索の場 合は反 応液を酸性 に し,酢 酸 エチルエステル

で抽 出 し,抽 出液 を水で2回 洗浄後,酢 酸 エチルエ ステ

ル層 を減圧濃縮す る。

4)薄 層 クロマ トグラフィー2)

ガラス板(20cm2)に メルク製 シ リカゲルを1mmの

厚みに塗布 し,乾 燥後試料液を スポ ヅ トしクロロホルム

で展開 し,有 機 ニ トロ化合物の検出には5%ア ルカ リ液

を もちいた。

5)反 応生成物の濾紙電気泳動s)

血清 との反応物を0・85%NaCl溶 液で冷暗所で 透析

し透析内液を東洋濾 紙製 ペ ーパー クロマ トグラ フィー用

濾紙No.50に ス ポ ッ トし濾紙 幅1cm当 り0.33mA

で約5時 間泳動を こころみ た。 なお電気泳動用 の緩衝液

としてVeronal緩 衝液pH8.5を 使用 した。

実 験 結 果

1)NF151と 血滴 の反応物 の薄層 クロマ トグラ7イ

NF151はTable1の とお りにinvitroで 抗菌 力を

示すがinviveで 活性物質が血液,尿 か らは検 出されな

い。 またマ ウスにたいす る各種の感染防禦 効果 も無効で

あった。NF151の このよ うな性質を解析するため,ま

つ生体成分 とくに血清 との接触に よる不活性化 の有無を

検討 した ところFig.1の よ うな結果を得た。

す なわち ラ ッ ト血 清 とNF151と を370で30～90

分incubateす る と何 れの場合 も原点 に有機 ニ トロ呈色

Halomethylketone体 の抗 菌 力
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物質が検出され,標 準 のNF151お よびその脱ハ ロゲ ン

体 に対応す る位 置には有機 ニ トロ呈色物質は認め られ な

かつた。 この よ うなNF151の 血 清 との反応は ラ ット以

外に ウサ ギ,ヒ ト血清に も認め られた。なお この条件で

被検血清蛋 白は これ らの溶媒で移動せず 原点 に と ど ま

る。

2)NF151の 血清 による不活性化

Fig.1でNF151が 血 清 と反応 して 薄層 クロマ トグ

ラム上NF151と 異な る物質に変化す るのを認 めた。 こ

の反応に よつてNF151の 抗菌性が どの ように変化す る

かを知るため,一 定 量のNF151(250mcg)に 』たい し

て反応血 清量 を0.5～2・5m1と か え,不 活 性 化 の有無

とその噸向を調べ た。

Fig.2に 明らかな とお り血清添加量の 増 加 に 応 じて

不活性化率は増 強 され,NF151の250mcgが 完全 に・

不活性化され るためセこは約2ml以 上 の血 清の必要なこ

とが認め られる。

以上Fig.1お よびFig・2の 実験 の結果か らNF151

は血清 との反応に よつて不活性化を うけ,そ の不活性化

で反応物は 血清蛋 白成分 と同様に薄 層 クロマ トグ ラム上

原点に とどまることが 認め られた。

3)NF151(HaEomethylketone体)とNF150

(Methylketone体)の 比較

っ ぎにこの よ うなNF151のSHsensitiveな 性質が

分子内の比較的活性なハ ロゲンに起 因す るか どうかを検

討 した。NF150をNF151と 同様に血 清 と反 応 せ し

め,薄 層 ク ロマ トグ ラ フt一 で処理す る と標準のNF

150と 同 じ位 置に有機 ニ トロ呈色物が認め られ 原点 には

スポ ヅトはみ られなかつた。 この実験の結果に明 らかな

とお りHalomethylketone体(NF151)の 血清に よる

失活にはその分子中の比較 的活性 なハロゲンの関与に よ

つ てお こるもの と考え られ る。それ 以外 の位置,た とえ

ば二重結合部,ニ ト官基な どの反 応性に よるものでない

ことが判 明した。

4)NF151血 清反 応生 成物の濾紙電気泳動

NF151が 血清成 分 との反応に よつて失 活す る こと,

お よび血 清蛋 白 と同 じく薄層 クロマ トグ ラム上 原点 に と

どまる事実か らその血清 との結合が予想され た。そこで

NF151と 血清を反 応後これ を透析 し,透 析内液 を濾紙

電気泳動で処理 した。

Fig.3に 明らかな とお りNF151を 血 清 と反 応後有

機 ニ トロ呈色物 質は透 析内液 中に存在 し,と くに血清ア

ルブ ミンに局在す る ような結果を与 える。 こ の 結 果 ば

NF151は 血清蛋 白と結合 し非透析性の物質 として存在

す ることを示 唆する。ただ この場合NF151が 実際に血

清 アルブ ミンと特異的に結合す るのか,ま たは血清中の

アル ブ ミン含量が多いので見 かけ上 この分画 と特異的に

結合 した よ うな結果を与えるのかそ の点は なお不明であ

る。 また この血清のNF151結 合能は血清 をあ らか じめ

透析 した後で も失われ ない 。 したがつてNF151の 血 清

との反応は血清中の低分子成分に よるものでない ことが

わか る。 さらに一旦血 清蛋 白と結合 したNF151は2N一
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Table2.NF151の 各 組 織 に よ る分 解

実 験 方 法

NF1511mg/ml十tissuehomog.10%

↓37e・hrincubati・n
Sample1:Alcohe12
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aq.dilution
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5)生 体 成分と くに組織 ホモジ ・・ネー トに よる不活性

イヒ

NF151が 血清蛋 白 と反応 し結合体を生成 して不活性

牝 を受け るこ とについては上述の とお りであ る。血清蛋

白 によるこのよ うな不活性化にたい して,組 織 ホモジェ

ネー トでは どの程度 の影響 を うけ るか とい う点について

鹸 討 を加 えた 。結果はTable2の とお りで ある。

まず 胃,小 腸 な どの消化管 ホモジェネー トに よる影響

を み る と胃で は失活 を うけず,小 腸ホ モジェ ネ γ トで
一24%の 分解が 認 め られた

。 さらに肝,脾,腎,心 な ど

に よる分解率 をみ る と,そ れ ぞ れ64%e,59%,62%,

40%と いずれ も消化管組織 よ りも強い 分 解 率 を 示 し

k'たs・e)。

6)肝 ホ モジ=ネ ー トに よる代謝生成物の薄層ク ロマ

iトグラ7イ ー

前述 の とお りNF151は 胃以上の組織ホ モジェネ ー ト

に よつ て不活性化 を うけ るが,こ の種の不活性化 とさ き

の 血清蛋 白による不活性化 とを比較 した。実験 方法に記

載 した条件で肝 ホモジェネー トで処理す ると反応液の抽

出 濃縮液か ら5個 の有機 ニ トPt呈色 スポ ットが み られ

た。 このスポ ット部を とつてその 抗 菌 活 性 を み る と

麟 昏4の よ うな結果を得た。

まず抗菌活性は5個 の スポ ッ トの うち原点お よび溶媒

前 線 の ものには認め られなかつた。その他の活 性を もつ

二3個の スポ ットは未変化のNF151,お よびその脱ハ ロ

ゲ ン体(Methylketene体,NF150)で なお1個 は未確

・認の ものであ る。 これ らのスポ ッ トの うち原点部分に と

どまる物質は血清 の場合に認め られ た蛋 白結合体ではな

'いか と推定 され る
。いつれにせ よ代謝活 性の高い肝ホモ

ジ ェネー・Fの揚食cは,血 清 とNF151の 反応の場合に

みられたものよりも複雑な不活牲化様式をとるものと推

定 され る4・6)。

考 察

特定 の化合物 の生体 内運命を制約す る要因 としては,

その薬剤 の投与を うけた生体側の代謝機能 と薬物の化学

構造的特性があげ られ る。われわれはinvivoで 急速に

不活性化を うけ るNitrefuran化 合 物 と してHalome-

thylketone体 を モデルと して,こ れ の 失 活を化学構造

的特性を考慮 しつつ検討 した。ハPtゲ ンを有 しないMe-

thylketone体(NF150)が 血清 と反応 しない事実 か ら,

NF151の 血清蛋 白 との結合は そのハ ロゲソとの反応を

とお してお こることが予想 され る。 この点か らこの化合

物 の血清蛋 白との結合様式 として蛋 白SH基 との結合が

考 え られ る。一方従来,構 造的にSH感 受性がそれほど

強 くないNitrofuran化 合物がBioassayの 上でSH化

合物 の存在下に不活性化を うけ ることが報 告 され て い

るs・5)。しか し本報 で述べ た ようにNF151の 血清蛋 白

との反応が蛋 白のSH基 に よるものであ るとすれば,一

般にNitrofuranに たいす るSH化 合物の不活性化作瑚

を単にSH-blockと して一一元的には説明す ることはでき

な いよ うであ るe

つ ぎに血清に よつて迅速に失活す るNF151が,消 化

組織ホ モジェネー トに よ?て は不活性化を うけないこと

をみた。 これが原因 として両者のSH量 な どについては

興味 のあ るところであ る。ただ現在 までに得 られた結果

か ら,こ の種 の化合物 の不 活性化の位置は消化管 以外 の

部位では ないか と考え られ る。 したがつて一 た ん 吸 収

後,不 活性化を うけ るとみ るのが 自然であ る。 つぎに血

清蛋 白と結合 したNF151の その後 どの ような代謝的運

命をた どるものか不 明であるがこれ も興味 のある ところ

であ る。

要 約

化学療 法剤 の不活性化機構の モデ ル と してHalome-

thylketone系Nitrofuran化 合物(NF151)を 選びこ
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こ の化 合物につ いて検討 した 。

1)NF151は 血清成分 と急速に反応 して失活する こ

之0

2)こ の血清 との反応はそ の分子内の活 性なハ 君ゲ ン

の 反応性に もとつ く。

3)血 清 との反応は蛋 白成分 との反応に よると考え ら

れ る。

4)NF151は 血清以外に肝,腎 な どの組織 ホモジェ

ネ ー トと反応 して不活 性化 を うけ るが 消化管組織に よる

扶 活は弱い。

以上,NF151の 不活性化の性状について報告 した。

当 研究 所 の小 原 正 郎 所 長,熊 田 第3部 長 の御 鞭 達 と御

援 助 を感 謝 します 。
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