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Chloramphenicol(CP)の 吸 収,排 泄,代 謝 産 物 に つ

い て は広 範 囲 に 研 究1～4)され て お り,特 に 代 謝 産 物 は動

物 の種 差 に よつ て 左 右 され る こ とが わ か つ て い る。 す な

わ ち,ヒ トの 場 合 で は ほ とん どが 不 活 性 のglucuronide

と して 尿 中 に 排 泄 され る こ とが 確 認 され て い る。

Thiamphenico1(TP)の 吸 収,排 泄,代 謝 に つ い て は

MC CIIESNEYら5),LAPLASSOTTEら6)に よ り精 査 さ れ,

代 謝 産 物 はCPの 場 合 と異 な り ヒ ト,イ ヌで は尿 中 に 投

与 量 の50～80%が 未 変 化 のTPの 型 で 排 泄 され,そ の

他 は91ucuronide,お よ びTPか ら 脱 ア シ ル 化 し た

amineの 型 に 変 化 して い る こ とが 知 られ てい る。

Thiamphenicol glycinate hydrochloride(TP-G)は

体 内 エ ス テ ラ ーゼ に よつ て加 水 分 解 を うけTPに 解 離 す

る こ と7,8)は 明 らか で あ り,従 が つ てTP-Gを 非 経 口的

に 投 与 した 場 合 もTP投 与 時 の 代 謝 産 物14)と 変 りな い こ

とは 推 定 で き る。 また,こ の こ とはTP-Gを ヒ トに筋

注 した 場 合 の 尿 中 排 泄 量 を著 者 ら8)が 検 討 し た 際,そ の

67.6%がTPの 型 と して 排 泄 され る こ とに よつ て も確

認 して い る。

本 報 で は さ らに ヒ ト以 外 の動 物 に投 与 した と きの 尿 中

代 謝 物 に つ き検 討 を加 え た 。

1. 実 験 方 法

体 重2.8土0,2kgの ウサ ギ(8)20羽 にTP-G100

mg/kg(TPと して の換算値)を 耳静脈 に投 与 し,48時

間 目までの尿を集め全尿量 として4,840m1を 得た。 こ

の尿 か ら表1に 示す方法 に従がつて尿 中 のTP,未 変化

のTP-Gお よびTP代 謝 物の分離確認 を試みた。

1. FractionIの 検討

表1に 示 した酢酸 エチル層(FractionI)を 減圧下,60

℃ で溶媒を留去す る と褐 色の固 形 物 が残 留 した。 この

ものの一部を と り少量 の水に 溶 か しKieselgel Gを 吸

着 剤 とし展開剤 に は 酢 酸:n-ブ タ ノール水(1:4:5)

を用いて薄層 クロマ トグ ラブ ィー(TLC)を 行なつた。

ところがmain sp0tが 確認試験でTPの それ と一致

したため,前 記固形物 を5回 酢酸 エチルか ら再結 晶 した

結 果,白 色針状結 晶を得た。

2. Fraction IIの 検討

TP-GはLANZAg),CONCILIOら7)を は じめ 著者 ら10)

も報告 した よ うに溶 液の状態では不安 定で容易に加水分

解 を うけてTPと な ることが確認 されてい るため,Frac-

tionIIは できるだけ緩和 な条 件を保つため 凍 結 乾燥 を

行 なつた。 このものをKieselgel Gを 吸 着 剤 と し,展

開溶媒には酢酸:か ブ タノール:水(1:4:5)を 用 いて

Preparative TLCを 行ない,UVラ ンプで薄 層 板 上 の

各bandを 確認 して切 りと りベ ンゼ ン:メ タ ノール:水

(5:5:2)混 液 で溶 出 し,TPの 化学的定量 法11)を応 用

して発色 したbandを 濃縮 しFraction皿 に含有 してい

る と推定で きるTP-Gの 同定 を試 みた。

3.Fraction IIIの 検討

Fraction皿 の水層 をアンモ ニア水でpH7.0に 調整,

吸着剤 と してDowex1-X2を 使 用,クロ マ トグ ラフ

ィーを行な う。次いで洗 液が無色にな るまで水 洗 してか

らN-HC1を 流 して 吸着物 質を充分溶 出させ,こ の酸性

溶 出液 を再び アンモニア水でpH7.0に 調整,Amberlite

IRA-411を 吸着剤 としてク ロマ トグ ラフ ィーに かけ る。

水,N-HC1で 洗浄 してか らN-HC1:メ タノール(44:

500)で 溶出 させた。

この酸性液 をア ンモ ニア水でpH7.0に 調 整 後 濃 縮

表1 TP-G投 与 時 の 尿 中 代 謝 物 の 分離 法

(ウ サ ギ,100mg/kg(TP eq.)i.v.投 与)



954 CHEMOTHERAPY NOV. 1970

し,Kieselgel Hを 吸 着 剤 と し水 飽 和 ブ タ ノー ル:酢 酸

(15:1)を 展 開 剤 と してPreparative TLCを 実 施 した 。

UVラ ン プで 確 認 し た 原 点 に 近 いBand 1お よ び

Band2の 部 分 を か き と りメ タ ノー ル で 溶 出 し,減 圧 下

37℃ で メ タ ノ ール を 留 去,0.075M phosphate buffer

(pH6.8)5m1に 溶 解 し,水1m1を 添 加,37℃ に2

～3分 保 ち,β-glucuronidase溶 液(Sigma製,β-91u-

curonidase11.Omgを 水1m1に 溶 解 し た も の)1ml

を 加 え,同 温 度 に4時 間 加 温 した 。 そ の 後 沸 と う水 中 に

2～3分 浸 して 反 応 を終 了 さ せ る。 冷 後,酢 酸 エ チ ル で

抽 出,溶 媒 層 な らび に 水 層 を そ れ ぞ れTLCに か け て 溶

質 の確 認 を 行 な つ た 。 ス ポ ッ トの 確 認 は酢 酸 エ チ ル 層 で

はUVラ ン プ と0.5%カ メ レオ ン 液,水 層 はNaph-

thoresorcino1反 応試 薬 に よつ た 。 す な わ ち,溶 媒 層,水

層 と もにKieselgel Hを 吸 着 剤,水 飽 和n-ブ タ ノー ル:

酢 酸(15:1)を 展 開 剤 と した 場 合 と,KieselgelGを

吸 着 剤,酢 酸:n-ブ タ ノ ール=水(1:4:5)を 展 開 剤 と

した 場 合 の2条 件 に つ き検 討 を 加 え た 。

II.実 験 結 果 と 考 察

まず 全 尿 中 に 含 有 され て い るtota1-TP,free-TP,お

よ びTP-Gを 定 量11,12,15)し た と こ ろ,表2に 示 す よ う

な 値 が 得 られ た 。

表2の 結 果 か ら,本 実 験 で は 投 与 量 の 約63%が 尿 中

に 排 泄 され,そ の 中 の88%がfree-TPで あ る こ とが

わ か つ た 。

1. Fraction Iの 検 討

FractionIか ら 単離,精 製 した 白 色 針 状 結 晶 の 諸 性

質 を検 討 した 結 果 は,表3お よび 図1,図2に 一 括 して

示 した 。

これ らの 結 果 か ら 明 ら か な よ うに,Fractionlか ら 単

離 した 結 晶 はTPそ の もの で あ る こ とが 確 認 さ れ た 。

2. Fraction IIの 検 討

Fraction IIは 定 量 結 果 で は 約4%のTP-Gを 含 有

して い る こ とに な つ て い る が,Preparative TLCを 行

な い 各bandを 溶 出,TP定 量 の と きの 発 色 試 薬 で 呈 色

したbandを 濃 縮 後TLCに か け た と こ ろTPと 全 く

同 一 部分 に 町 値 を 認 め た 。 す な わ ち,TP-Gは 含 量 も

少 な く,か つ 操 作 中 に 加 水 分 解 を うけ る可 能 性 も あ り

TP-Gの 型 で 単 離 確 認 す る こ とは 困 難 と考 え る。

3. Fraction IIIの 検 討

表2か ら,Fraction IIIに は 約8%のTP代 謝 産 物

が 含 有 され て い る もの と推 定 され る。

β-Glucuronidaseと 加 温 して 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 した 層

と水 層 とをTLCに か け た結 果,

A. 酢 酸 エ チ ル 層 のTLC

KieselgelHを 吸 着 剤,水 飽 和n-ブ タ ノール:酢 酸

(15:1)を 展 開 剤 と した と き 町 値0.80,Kieselge1G

を吸 着 剤,酢 酸:n-ブ タ ノー ル:水(1.:4:5)を 展 開 剤

表2 全尿 中のTP各 区分 の定量 値

* TP換 算値

表3 Fraction Iか ら単 離 の た 結 晶 の性 質

図8 Fraction工 から得た結晶の
紫外線部吸収スベクトル

図2 Fraction Iか ら得た結晶の

赤外部吸収スペク トル(KBr disc)



VOL. 18 NO. 7 CHEMOTHERAPY 955

とした とき 町 値0.89,い ずれ も明瞭 に漂品TPと 全

く同一のスポ ッ トが認め られ た。

B.水 層のTLC

Kieselgel Hを 吸着 剤,水 飽 和n-ブ タ ノール:酢 酸

(15:1)を 展 開剤 とした とき原 点に近い 町 値0.07に,

KieselgelGを 吸着剤,酢 酸:n-ブ タノール:水(1:4:

5)を 展開剤 とした とき 町 値0.50に,い ず れ も明 ら

か に標 品グル クロン酸 と全 く同一 のスポ ッ トが認 め られ

た 。

β-Glucuronidaseで 加水分解前 の水層は大部分が 原点

附近 を中心 としてテ ー リング した不明瞭な像 を示 したの

に対 し,酵 素分解後は酢酸エチル 層にはTP,水 層 に は

グル クロ ン酸 と明確に標品 と一致す るスポ ヅ トが見 られ

た こ とか らFractionIIIに はTP-91ucuronideが 存在

す るもの と認め られ る。

III. 結 語

著者 ら8)はTP-Gを ヒ トに筋 注 した場 合,尿 中に は投

与量 の67.6%がTPと なつ て排泄され るこ とを 報告

した。今 回はさ らに尿中代謝産物 を精査 す る目的 をもつ

てTP-Gを ウサギに100mg/kg静 注(TPと して の換

算値)し,48時 間 目までの尿 を集 めて この中 よ りTP,

TP-G,な らびにTP-代 謝 産物の分離 同定 を試 みた。す

なわ ち,3者 の溶媒 に対す る移行性 の 差 を 利 用 して3

fractionに 分 けた結果,FractionIか らはTPを 純結

晶 として取 出し,融 点,元 素分析値,紫 外 部お よび赤外

部吸収スペ ク トル,TLCの1す 値,い ず れ も標品のそ

れ と一致す るこ とを認 め た。Fracti0nIIに は 定 量 時

TP-Gが 少量認め られ るが不安定 なた めTP-Gと して

単離は困難で あつ た。FractionIIIはTPの 代謝産物が

存在す るもの として β-glucuronidaseを 作用 させ た の

ちTLCに かけ る とTPと グル クロン酸 の各 スポ ヅ ト

が 明瞭に認 め られ た こ とか らFractionIIIに はTP-

glucuronideが 存在す る ことが確認 された。

終 りに,本 研 究に終始御鞭燵 を賜わ つたエ ーザ イ株式

会社研究本部長 田辺普博士,薬 理研究所 長 宮尾興平博

士 に厚 く御礼 申 し上げる。
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BASIC STUDIES ON THIAMPHENICOL GLYCINATE 

HYDROCHLORIDE (V) 

Metabolites of Thiamphenicol Glycinate Hydrochloride 

JUNZO TSUTSUMI, TAKESHI FUJITA, KIYOSHI KAWABE, 
TAMOTSU KANAZAWA and SHINRO YAMAMOTO 

Department of Pharmacology, Eisai Research Laboratories 

YASUHIRO KANEMASA 

Department of Microbiology, Okayama University Medical School

After the intravenous injection of thiamphenicol glycinate hydrochloride (TP-G) to rabbits, observa-
tions were maid on the metabolites in urine. 

As a result, it has been elucidated that about 90% of the substances excreted in the urine proves to 
be free-thiamphenicol (TP) by the chemical assay. Moreover such an excreted substance was isolated 
and purified in the crystalline form, and the element analysis, ultraviolet and infrared spectrum of 
this purified substance confirmed that it is identical with TP.


