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チ アンフェニ コールの体 内変化 とそ の胆汁排泄

出 内 秀 人

北海道大学医学部第二内科(主任:真 下啓明教授)

(昭 和45年2月13日 受 付)

1.　 緒 言

TPは1952年CUTLERら1)に よ りCP同 族 体 と し

て 合 成 され,CPの-NOZ基 が-SO2CH3基 に 置換 され

た も ので あ る。TPはCP同 族 体 の中 で は 抗 菌 力 を有 す

る化 合 物 の1つ で あ り,し か もTP投 与 時 の ウサ ギ 血 中

濃度,ヒ ト尿 中 濃度,ラ ッ ト胆 汁 中濃 度 がCPに 比 し高

く且 つ 持 続 し,ま た ヒ ト尿 中 累 積 排 泄 量 も圧 倒 的 に 多 い

こ とか ら,CPが 体 内 でほ と ん ど抗 菌 力 を 失 うの と 異 な

りTPは 体 内 で抗 菌 力 を あ ま り失 わ な い と報 告 さ れ て い

る2)。 ま たTPは ウサ ギ肝 ホ モ ジ ェ ネ ー トに よ りほ と ん

ど不 活 性 化 され な か つ た との報 告 も あ る3)。 しか るに,

我 々4,5)は モ ル モ ヅ トを 実 験 動 物 とす る時 に 胆 汁 中 にTP

の 体 内変 化 物 が 多量 に排 泄 され てい る こ とを 化 学 的 定 量

法 に よ り認 め た の で,ま ず モ ル モ ッ ト胆 汁 中 のTPの 主

な 体 内変 化 物 を 検 索 し,続 い て ウサ ギ も用 い て胆 汁 お よ

び 尿 中 の体 内 変 化 物 の検 索 を行 なつ た 。 薄 層 ク 綴マ トグ

ラ フ ィー につ い て はLACIIARMEら6)の 方 法 を 用 い た。

II.　 実 験 条 件

1.　 薄 層 ク ロマ トグ ラ ブ ィー プ レー トの作 製

メ ル ク社 のKieselgelHF254259と 蒸 留 水72m1を

蓋 付 き フ ラ ス コに 入 れ 混 和 した 後,薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ

ィー用板 硝 子(20cm×20cm3枚 お よ び20cm×10cm

1枚)に ア ップ リケ ー タ ーを 用 い 厚 さ0,25mmと して

均 等に展 延 し5～12時 間 風 乾 した 後,110℃1～2時 間

活 性 化 した。

2.　 検 出方 法

1)　 Naphthoresorcinol試 薬 に よ るグ ル ク ロ ン酸 抱 合

体 の検 出

Naphthoresorcino130mgを1.5m1の エ タ ノー ル に

溶 か し一.方別 に濃 硫 酸3gを 水129に 溶 か し,両 者 を

混 和 した も の をNaphthoresorcino1試 薬 と す る。 この

試 薬 を 展 開 した プ レー ト上 に粉 霧 した 後 ドラ イヤ ーで5

～7分 聞 熱 す る とグ ル ク ロ ン酸 お よび グ ル ク ロ ン酸 抱 合

体 が 存 在す る時 は 青 灰 色 を 呈 す る。

2)　 Carbonyl試 薬 に よ る アル デ ヒ ド体 の検 出

p-Nitrophenylhydrazine 0.5gを100mlの エ タ ノー

ル に 溶 か し これ に 濃 塩 酸0.8ml,蒸 留 水0.2mlを 加

え た もの をbarbonyl試 薬 とす る。 こ の試 薬 は 極 め て鋭

敏 で 薄 層 上 に 約30mcgの アル デ ヒ ド体 が 存 在 す れ ぼ 確

認することが出来る。

3)　 その他,紫 外線ランプ(UVlight)に よる検出法

も利用 した。

3.　 展開溶媒

1)　 ブタノール展開溶媒

水飽和 ノルマルブタノール:氷 酢酸=30:1

2)　 酢酸エチル展開溶媒

水飽和酢酸エチル

3)　 クロロホルム,メ タノール,ア ソモニア展開溶媒

クロロホルム:メ タノール,28%以 上 アンモニア水=

10:4:1お よび9:4:1

ノルマルブタノール,氷 酢酸}20%以 上 アンモニア水

は試薬特級を使用 し,酢 酸エチル,メ タノール,ク ロロ

ホルムは1級 を蒸留し精製して使用 した。

4.　 展開条件

試料はプレー トの下端から2cmの 場所に付け展開槽

に入れて展開した。展開距離は15cmと し展開温度は

約20℃ とした。

5.　 βグルクロニダーゼによる検出

東京臓器化学株式会社製ILot No. A 004 (10,000単 位/

ml)を 使用 した。また反応に用いたpH5.0酢 酸緩衝

液は0.2M酢 酸ナ トリウム溶液と0.2M酢 酸 を5.9:

14.1の 割合に混 じたものを使用 した。検 出にはβグル

クロニダーゼによりグルクロン酸抱合体の加水分解を行

なつた後で先に記載した試薬により発色させ体内変化物

の同定を行なつた。

6.　 実験動物

1)　 モルモット ♂(450±50)g

2)　 ウサギ ♂(2500±500)g

7.　 試料採取方法

1)　 胆汁採取

動物を常法に従がいペントバルビタールで麻酔 し,腹

部に正中切開を加え胆管にビニールカテーテルを挿入し

カテーテルを留置した。TP投 与後モルモットでは24時

間まで,ウ サギでは最終静注後3時 間までの胆汁を採取

した。

2)　 尿採取

モルモットではTP投 与後48時 間 までの尿を,ウ サ

ギでは最終静注後3時 間までの尿を膀胱カテーテルを用
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(a)

(b)

(c)

Cd)

い て 採 取 した 。

なお こ の際 のTP投 与 は 試 料 をIBSmg/mlの 生 理 食

塩 水 溶 液 と し,モ ル モ ッ トで は1匹 当 り10ml(TP100

mg)を 経 口的 に 投 与 し た 。 ま た ウサ ギ で は20ml(TP

200mg)を2時 間 お きに3回 耳 静 脈 か ら投 与 した 。

8.　 展 開 の た め の 尿 お よび 胆 汁 試 料 の 調 製

胆 汁 お よび 尿 を45℃ 以 下 の 低 温 で 約1/10容 量:に な

る まで 減 圧 濃 縮 した 。 次 い で 多 量 の メ タ ノー ル を 加 え

TP関 連 物 質 を メ タ ノー ル に 充 分 に 溶 出 さ せ た 。 析 出 し

た 塩 類 は濾 過 して 除 い た 。 こ こに 得 た メタ ノー ル濾 液 を

再 び 低 温 減 圧 で 濃 縮 した 後,薄 層 ク ロマ トの プ レー トに

帯 状 にspotし た 。

9.　 対 照 と して 使 用 したTP関 連 化 合 物(表1a～d)

(a) TP

TP原 末 を 水 で 再 結 晶 しそ の100mgを5mlの メタ

ノー ル に 溶 してspotし た。

(b) D-Threo-2-amino-1-(4-methylsulfonylphenyl)

-1 , 3-propanediol (TP-base) 

TP 100mgを 試 験 管 に 取 りN-Na4H2mlを 加 え,

沸 騰 水 中 で10分 間 加 熱 して 加 水 分 解 を 行 な い,冷 却 後

N-HC12ml,pH7.0緩 衝 液1mlを 加 え て対 照 に 使用

した。

(c) p-Methylsulfonylbenzaldehyde7) (MSB-alde- 

hyde) 

TP 100mgを(b)に 従 が いTP-baseに 導 き,続 い

て ジ ク ロル エ タ ソ5ml, 0.5%0NaIO4 6mlを 加 え20

分 間 振 と うし な が ら過 ヨー ド 酸 酸 化 を 行 な い 生 じ る

MSB-aldehydeを 有 機 溶媒 層 に 移 しそ の 有 機 溶媒 層 を 取

つ て 使 用 した 。

(d) p-Methylsulfonylbenzoic acid (MSB acid) 

TP 100mgをMSB-aldehydeに 導 き これ をKMnO4

で 酸 化 した 。 過 剰 のKMnO4は エ タ ノール を 加 え 分 解せ

しめ た 。 こ の濾 液 に 塩 酸 を加 え酸 性 とす る。 液 性 が お よ

そpH1に な る と こ の も の は 白 色 の沈 澱 とな り析 出 す

る。 この 沈 澱 を エ タ ノー ル で 再結 晶 しsspotの た め に

は 水 溶 液 と して 用 い た 。

III.　 実 験 方 法 お よび 実 験成 績

1.　 モ ル モ ッ ト胆 汁 中 のTPの 主 体 内変 化 物 の 検索

TP100mgを 投 与 した モ ル モ ッ ト胆 汁 を常 法 に 従 が

い処 理 し,対 照 と共 に ブ タ ノー ル展 開 溶 媒 で 展 開 し た

(図1)。TP関 連 物 質 に つ い て は そ の ま まで は 鋭 敏 に 検 出

し得 る適 当 な 発 色試 薬 が な い た め,次 の よ うな 工 夫 を 加

え た 。

図2　(a)に 示 す よ うに,MSBacidを 除 くTP関 連

物 質は 加 水 分解 を 行 なつ た 後,過 ヨ ー ド酸 酸 化 を 行 な う

とMSB-aldehydeに 導 か れ る。 この 場 合TPの3の 位

置 のOH基 が グ ル ク ロ ン酸 抱 合 を 受 け て い て も同 様 に 反

応 しMSB-aldehydeと な る。 こ のMSB-aldehydeは

反 応性 に 富みp-nitrophenyihydrazineと 鋭 敏 に 反 応 し

(a) Synthesis of MSB-aldehyde from TP 

(b) Colour Reaction of MSB-aldehyde 

Table 1 Materials and methods 

Animals 

Guinea pig, male (450±50g) 

Rabbit, niale (2500±500g) 

Standard substances 

Fig.1 Chromatogram or Guinea pig Bile and Staandard 
Substances by Butanal Solvent 

〓

:UV Positive 

―:yellow substances in the bile . 

Fig. 2 
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て 黄 色の ヒ ドラ ゾンを 形 成 す る。 図2(b)こ の 反 応 を 薄

層 クロマ トグ ラ フ ィーに 利 用 した 。 この 加 水 分 解 酸 化

は 薄層 上 で は行 なえ ず 試 験 管 で行 なわ なけ れ ぼ な ら な

い。 この た め 図1に 示す よ うに 薄 層 クロマi'プ レー トの

UV light陽 性 部分(TP関 連 化 合 物 お よび 胆 汁 成 分)を

基 準 と して(1)か ら(9)ま で の 分画 に 分 け,20cm×

20cmプ レー ト7枚 分 の 各分 画 を 分 取 した 。 つ い で 各 々

を メタ ノ ール に 溶か し含 有 物 質を 充 分 に メ タ ノ ール に 溶

出 した後,濾 過 しメ タ ノール 濾 過 を 低 温 減 圧 濃 縮 した.

各 残留 物 に0.5NNaOH2mlを 加 え 沸 騰 水 の 中 で10

分間 加水 分 解 した。 冷却 後0.5NHCl2ml,pH7.0緩

衝 液3mlを 加 え 中 和 し ジ ク ロル ェ タ ソ5ml, 0.5%

NaIO4 3mlを 加 え10分 間 振 と う した 。 つ い で ジ ク ロ

ル エ タ ソ層 を低 温 減圧 濃 縮 しジ ク コル エ タ ンを 少 量 残 し

た。 この よ うに処 理 した(1)か ら(9)ま で の各 分 画 の

濃縮 ジ ク ロル エ タ ン溶 液 を対 照MSB-aldehydeと 共 に

薄 層 ク#マ トプ レー トにspotし ブ タ ノー ル 展 開 溶 媒 に

て展 開 した(図3)。 検 出に はUVTightお よ びCarbonyl

試 薬を 用 い た。 図1お よ び図3か らTPの 主 な 体 内 変 化

物 は(1)お よ び(2)に 存 在 し(()はTP-base(7)

はTP未 変化 体 に よ る もの と考 え ら れ,ま た(4)お よ

び(6)のUV陽 性 物 質 は 胆 汁 中 の 常 在 物 質 と考 え られ

た 。(1)お よび(2)の 部分 にTPの 主 な 体 内 変 化 物 が

存,在す る こ とが 明 らか と なつ た た め,さ らに(1)お よ

び(2)の 部分 を集 め そ の メ タ ノー ル 溶 出 液 を低 温減 圧

濃縮 し た 後 ク ロ ロホ ル ム,メ タ ノー ル,28%以 上 ア ソ

モ ニア10:4:1展 開溶 媒 で 展 開 した と ころ,2つ のUV

light陽 性 部 分 に 分 れ た 。Rfは そ れ ぞ れ0.33お よび

0.12で あつ た 。Rf 0.12物 質 か らはMSB-aldehydeが

生 じたがR,fO.33物 質 か らはMSB-aldehydeは 生 せ

ず 胆 汁 内常 在 物 質 と考 え られ た。

このRf0.12物 質を 再 びブ タ ノ ール 展 開 溶 媒 で 展 開

した とこ ろ,Rf0.10にspotが 得 られ た 。 こ の物 質 は

薄 層上Naphthoresorcinoi試 薬 と 反 応 し青 灰 色 を 呈 し

た。またこのRf0.10物 質の1部 を2つ の試験管に取

り,一 方の試験管にはpH5.0酢 酸緩衝液5mlと βグ

ルクロンダーぜ2mlを 加 え,他 方には同じ緩衝液5ml

と蒸留水2mlを 加え,両 試験管を37℃10時 間振とう

した。反応終了後,酢 酸エチル20m1で2回 抽 出し抽

出された酢酸エチルの低温減圧濃縮液は対照TPと 共に

それぞれブタノール展開溶媒で展開した。βグ ル ク ロ

ニダーゼを加えないほ うにはUVlight性 部分が生じ

なかつたが,加 えたほ うにはRf0.67で 対照TPと 一

致するUVlight陽 性 部分が生 じた0こ のRf0.57物

質を加水分解後,過 ヨード酸酸化 を行 なつた ところ

MSB-aidehydeが 生 じた。これから(1)お よび(2)の

分画中のブタノール展開溶媒でPf0.10を 示 す物質は

TPの グルクロン酸抱合体であると考えられた。

2.　 TP主 体内変化物の単離お よび紫外線吸収スペク

トル,赤 外線吸収スペクトルによる検索

数匹のTP投 与モルモット胆汁を常法に従がい処理し

ブタノール 展 開 溶 媒,ク ロロホルムメタノール,28%

以上アンモニア,10:4:1お よび9:4:1の 展開溶媒

を用いさきにグルクロン酸抱合体と考えられた物質を精

製した。この物質は吸湿性が強く5酸 化燐で乾燥したと

ころ,や や褐色をおびた粉末となつた。 この物質の紫外

線吸収スペクトルは255, 261.5, 265.5, 272.5mμ に

吸収極大を示 しTPと 全く一致する吸収曲線を示 したこ

とか らTP骨 格を有することがわかつた(図4)。 また,

この物質の赤外線吸収スペクトルは水酸基に由来すると

考えられる吸収帯とイオン化したカルボキシル基の吸収

を示 した。以上から,1)Naphthoresorcinol試 薬陽性,

2)β グルクロニダーゼにより特異的 にTPを 生じた,

3)紫 外線吸収スペクトル,4)赤 外線吸収スペク トル,

Fig. 3 Chromatogram of Hydrolyzed and Oxidized 
Fraction (1) to (9) by Butanol Solvent 

〓:UV Posifive and yellow by p-nitraphenylhydrazine reagent. 

Ftg, 4 
UV Ab orption Cave of TP GA and TP. 
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のデータを 総合しブタノール展開溶媒でRf0.10を 示

す物質はTPの グルクロン酸抱合体であることが明らか

となつた(な お,上 杉ら8)は著者の単離法を併用 しこの

物質を結晶化 し元素分析値もTPの グルクロン酸抱合体

の分子式 と一致 したことを報告 している)。

3.　 TPの グルクロン酸抱合体の脱アシル体の合成

TPの グルクロン酸抱合体(以 下,TP-GAと す る)に

0.25NNaOHを 室温で12時 間作用させ て加水分解 し

TP-GAの 脱 アシル体を合成 した。 このものは薄層クロ

マ ト上,TF-GAと 明らかにRfが 異な,るがNaphtho-

resorcinol試 薬には陽性であつた。次に加水分:解を行な

わずに過ヨー ド酸酸化を行なつたところMSB-aldehyde

を生 じた。従がつてこのものはTP-GAの 脱 アシル体

(a) Chromatcram and Rf Values of 
MSB-aldehyde, TP wd MSB 
acid by Ethyl Acetate Sol- 
vent 

(b) Chrnmatogram and Rf Values 
of TP base, TP-GA and TP- 
base-GA by Chloroform-meth- 
crsiL-ammonia Solvent 

(TP-base-GA)で あ ると考えられた。

4.　 胆汁中および尿中の体内変化物の対照化合物によ

る同定

図5は 先に挙げた4種 の対照化合物とTP-GAお よび

TP-base-GAを ブ タノール展開溶媒で展開したもので

ある。MSB-aldehyde, TP, MSBacidは そ れ ぞれRf

0.73, 0.67, 0.60と 接 近 しTP-base, TP-GA, TP-

base-GAは それぞれRf 0.23, 0.14, 0.07 と接近した。

上部3物 質は酢酸エチル展開溶媒で展開すると図6(a)

のとお りRf 0.77,0.50, 0.10と 明瞭に分離し,ま た

下部3物 質はクロロホルム,メ タノール,28%以 上 アン

モニア,10:4:1の 展 開溶媒で展開す る と図6(b)の

とお りRf 0.57, 0.12, 0.01と 分離した。この原理を

利用してTP投 与動物の胆汁および尿に対照と同一の物

質が含まれているかを検索するわけである。すなわち,

採取試料を常法に従がい処理し試料全部を対照物質と共

に薄層クロマ トプレー ト数枚にSpotし,こ れをブタノ

ール展開溶媒で展開した
。次いで対照物質の上部3物 質

と一致する部分を分取 しメタノール抽出後に再び上部3

物質と共に酢酸エチル展開溶媒で展開し各物質と一致す

る部分をそれぞれ分取 しメタノール溶出した。また下部

3物 質と一致する部分もメタノール溶出した後,再 び下

部対照物質と共にクロロホルム,メ タノール,28%以 上

アンモニア,10:4:1の 展 開溶媒で展開し各対照物質

と一致する部分をそれぞれ分取 しメタノール溶出した。

つづいて各メタノール溶出液を低温減圧濃縮後,加 水分

解後に酸化または酸化のみに よ りMSB-aldehydeを 生

じるか否かを検した。MSBacidは すでに酸化されてお

りUVlightの み で検出した。このようにして,ウ サギ

およびモルモットの胆汁および尿を検索した結果が表2

である。なお,こ こに示すプラスの数はそれぞれモルモ

ットおよびウサギの胆汁およびウサギの胆汁および尿ご

とに呈色の強さを比較 したものである。マイナスは検出

されなかつたことを意味する。これからTP投 与モルモ

ットおよびウサギの胆汁 お よび尿に.はTP未 変化体の

他,TP-GAお よ びTP-baseが 認 め られた。MSB-

aldehyde, MSB acidお よびTF-base-GAは 認められ

なかつた。

Fig. 5 Chromafogram and Rf Values of four Standard Substances, 
TP Glucuronide (TP-GA) and TP-base Glucuronide (TP- 
base-GA) by Butanol Solvent 

Fig. 6 

Table 2 TP and TP-metabolites in bile and urine of guinea pig and rabbit 
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IV.　 考察および結論

CPの 体内変化についてはGLAZKOら5-12)の す ぐれた

研究がある。彼らはCPの-NO2基 を還 元しジアゾ化

カップ リングを行ない発色させる方法を用いCPを 化学

的 に 定 量 し,ま たぺーパークロマ トグラフィーを用い

CPの 体内変化物を検索した。彼らの報告によると,ヒ

ト,イ ヌ,ラ ットではCPは 生体内で大部分グルクロン

酸抱合体となり一部脱アシル化されてCP-baseと なる。

またラットでは-NO2基 の還元されたCP-baseの ア リ

ルア ミン体の存在が明らかとされたがCPの 側鎖が酸化

されたpara amznobenzoic acidの 存 在は推測はされた

が未だ明らかではない。TPの 体内変化については,TP

の化学的定量法を初めて行なつた。MCCHESNEYら は13)

ラッ トの腸管 に排泄 され るTPを 定量しFree体 と

fiotal TPに 差があることを見い出しその差はTPの グ

ルクロン酸抱合体かTPの 脱アシル体であろうと推測し

ている。ヒトおよびイヌではTPは 体内に入つても生物

活性がほとんど落ちないためTPは ほとんど体内変化を

受けないであろうと考えられてい た。 しか し我々は5)先

に化学的定量法を用いTPて 投与モルモットおよびウサ

ギの体液中濃度の測定を行ない,表3に 示すような結果

を得,さ らに著者のこの実験からモルモットでは,TPは

容易にグルクロン酸抱合体とな り,ま たCPと 同様に脱

アシル体も存在することを明らかにした。 ウサギでも体

内変化を受ける割合は少ないがモルモットと全く同じ体

内変化物が認められた。しかし,TP, TP-base, TP-GA

の比率もウサギとモルモットでは異なつており,こ れは

まず第1に ウサギおよびモルモットではTPの 体内変化

を受ける比率が異なると言 うこと,第2に 生 じた体内変

化物が肝臓および腎臓からそれぞれのクリアランスに従

がつて排泄されることを示唆する。またWILL1AMSら

は各種薬物の脂溶性と胆汁排泄の関係について報告 して

いるが未だ明らかな結論に達していない。ここに著者の

実験結果は種差によつてその代謝に大きな差のあること

を明らかにしたもので1種 類の動物のみではその体内に

おける動態を結論づけるのは危険で あ る こ とを示す._.

方,薬 物の体内変化の機構およびその排泄機構を研究す

る上にも役立つものと考 えられる。

稿を終るに当り,本 研究を終始御指導下さいました北

大医学部第二内科教室 真下啓明教授,北 大薬学部薬剤

学教室 有田隆一教授お よび各教室の先生方に深謝しま

す。
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METABOLISM OF THIAMPHENICOL AND 

ITS BILIARY EXCRETION 

HIDETO IDEUCHI 

The Second Department of Internal Medicine, School of medicine, Hokkaido University 

(Director: Prof. KEIMEI MASIJIMO) 

Up to this time it was said that thiamphenicol, one of relatives of chloramphenicol, hereafter TP, 

was almost not metabolized in comparison with chloramphenicol. But it was found by means of chemi- 

cal assay that its metabolites were relatively more excreted in the guinea pig bile. Accordingly, after 

TP were administered to guinea pig and rabbit, their bile and urine were examined by thin layer 

chromatography, i9 glucuronidase and synthesized derivatives of TP, its probable metabolites. As the 

result, its glucuronide and deacylated TP were found as its metabolites. 


