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新 しいMetaboliteの 生成条件 とその活性につい て
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藤沢薬 品工業 株式会社 ・中央研究所

(昭和45年10月5日 受付)

Ampicillinは そ の優 れ た 抗 菌 作 用 と高 い 忍 容 性 の た

め に,現 在 広 く臨 床 的 に 応 用 さ れ て い る。 現 在 ま で

Ampicillinに 関 して 多 くの 報 告 が あ るが1'7),そ の 生 体

内 代 謝 に つ い て は 殆 ん ど報 告 に 接 し ない 。 われ わ れ は,

さ き にThin layer chromatographyを 用 い るPeni-

cillin類 の 分 離 定 量 法 を 考案 した が8),こ の 方 法 を 応 用

して,Ampicillinを 投 与 した 動 物 の血 清 お よび 尿 中 に,

抗 菌 活 性 を もつ 未 知 のmetaboliteと 考 え られ る 物 質 が

存 在 す る こ とを証 明 した の で 報 告 す る。

実 験 方 法

1.　 Ampicillin

Аmpicillin(AB-PC)はBeecham研 究 所 で 製 造 され

たPenbritin(тrade name,力 価832 mcg/mg)を 使 用

した 。

2,　 実 験 動 物 お よび 投 与 量

健 康 成 人(男 子,60k9)にAmpicillinを500mg 1

回 筋 注 した 。 また 実 験 動 物 と して,ラ ッ ト(Wistar系),

白 色 ウサ ギ お よび イ ヌにAmpiciilinを50 mg/kgそ れ

ぞ れ筋 注 した 。

3.　 Thin layer chromatographyに よ る定 量

Ampicillinと 他 の 物 質 との分 離 定 量 法 は,さ きに,

わ れ わ れ が 報 告 した 方 法 にに よつ て お こな

つ た 。

実 験 結 果

1.　 健 康 成 人 お よび 正 常 動 物 にAmpi-

cillinを 筋 注 した際 の尿 中 活 性 物 質

上 述 の とお り,Ampiciilinを ラ ッ ト,

ウサ ギ お よび イ ヌに 各 々50mg/kg,健

康 人 に は500mg 1回 筋 注 し,投 与 後3

時 間 まで に 排 泄 され た 尿 中 の 活 性 物 質 を

検 索 した 。

図1に 明 らか な とお り,こ の 展 開 条 件

で は 標 品 のAmpicillinは 原 点 附 近 に 止

り,移 動 性 は 小 さい 。 ま たBenzylpeni-

cillinは この 条 件 で 非 常 に 良 く 移 動 す

る。 い つ ぼ うAmpicillinを 投 与 した 尿

を こ の 条 件 で 展 開 す る と,各 動 物 の 尿 中 にAmpicillin

に対 応 す る スポ ッ トと,Benzylpenicillinよ りRfの や

や 小 さい 活 性 物 質 の存 在 を示 す ス ポ ッ トが 認 め られ た 。

こ の物 質 は 尿 中 の み で な く,血 清 中か ら も認 め られ た 。

た だ ヒ トの 場 合,こ の実 験 に お け る 投 与 量500mg筋

注)で は この よ うな 活 性 ス ポ ッ トが検 出 され な い こ とが

あ る。 以 上の 実 験 結 果か ら,こ の未 知 物 質 はAmpicillin

が 生 体 内で 変 化 して生 成 した1つ のmetaboliteで あ る

と考 え られ る。

2,　 In viroに お け る ラ ッ トの生 体 成 分 に よ るmeta-

boliteの 生 成

Ampicillinを 筋 注 した 各 実 験 動 物 の 尿 に 図1の よ う

に新 しいmetaboiiteが 検 出 され た の で,こ の 物 質 の 生

成 条 件 をin vitroで 検 討 した 。

す な わ ちAmpicillin 2mg/ml溶 液 の1m1と 正 常

ラ ッ トの 血 清,尿 お よび30%組 織 ホ モ ジ ネ ー トの そ れ

ぞ れ1m1を,37℃ で2時 間incubateし た 。 こ の 反

応 液 を 常 法 どお りTLCで 展 開 し,Bioautographyで

Rfを 求 め た 。 図2に 示 した とお り,Ampicillinは 血

清,尿 お よび 組 織(肝 お よび 腎)ホ モ ジ ネ ー トとの接 触

に よつ て,対 照 と して用 い たBenzylpenicillinよ り1～f

図1　 Bioautogram of Urine after Intramuscular Adinistrnhbn of Ampicillin 

0-3hr. Unine(50mg/kg) 
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のやや小さい未知 のmetabolite活 性スポ ッ トが 認め ら

れた。 また この条 件で,各 生体成分に よつ て生成 された

metaboliteは,そ れ らのRfか らいず れ も同一 のもの

である と考え られ る。 なお この場合,反 応時間 を延 長す

ると活性 スポ ットは縮少す る傾向があつた。 この結果 は

生成物が不安定であ ることを示唆 す るもの と考 え られ る。

(3)　 ラッ ト腎ホモジネー ト分画に よる生成

ラ ット腎 ホモジネー トに よつてin vitroでAmpicil- 

linの 新 しいmetaboliteの 生 成が認め られ た の

で,ホ モジネー トの各分画の代謝活性 を 検 討 し

た。結果は 図3の とお りであ る。す な わ ち30%

腎ホモ ジネー トの原液 は前述 のとお りmetabolite

を生成す るが,そ の遠心沈 澱 部(15,000×g, 20

分)に は活性が な く,そ の上清には原液 と同程度

の活性が存在す る。つ ぎに 図示 の ごと く,ホ モジネー ト

上 清の各硫安分画 の沈澱部(0～30%, 30～60% ,60～

100%飽 和)に は活性 がない。ホモ ジネー トの上清 を限

外濾 過 し,内 液お よび濾液 の活性を比較 したが,両 者 と

も同様の活性を示 した。

以上の結果か ら,Ampicillinとin vitroで 反応 して

metaboliteを 生成す る因子は,可 溶性で,硫 安 飽 和 に

よつて沈澱 せず,透 析膜 を通過 し得 る低分子の もので あ

図2ラ ット 生体 成 分 にょる未 知 活 性 物 質 の生 成(in vitro)

AB-PC 2mg/ml, lml 

血 清,尿,30%ホ モジネートlml, 37°2hr

図3　 ラット 腎ホモジネートの(NH4)2SO4分 画

および 限 外〓過 と活性 分 布

図4　 ラット・腎 ホ モ ジ ネートの 活 性 と

至適pHお よび 熱 安 定 性

表1　 AB-PCお よびMetaboliteの 抗 菌 活

性 の比 較

表2　 AB-PCを 正常 ラッ トに筋注 した 時 の

未知活性物質 の時 間的消長
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る と考 え られ る。

(4)　 ラ ッ ト腎 ホ モ ジ ネ ー トに よ るmetaboliteの 生

成 に た い す るpHお よ び 加 熱 の 影 響

腎 ホ モ ジ ネ ー トの 上 清 に よ る未 知 物 質 の生 成 に た い す

る,pHお よび 加 熱 の影 響 を検 討 した 結 果 は,図4の と

お りで あ る。Ampicillin の 2mg/ml溶 液 とホ モ ジ ネ ー

ト上 清 との反 応 に お い て,未 知 物 質 の生 成 量 を スポ ッ ト

の 大 きさ で 比 較 す る と,pH7お よ び8が 至適 条 件 で あ

つ た.pH5で は 痕 跡 の生 成 物 が 認 め られ る の み で,　pH

9で は ス ポ ッ トは 小 さ く,生 成 量 の低 下 が 認 め られ た 。

つ ぎに ホ モ ジ ネ ー トの 上 清 中 に 含 まれ るAmpicillinと

反 応 す る物 質 は 比 較 的 耐 熱 性 で,100℃ 5分 で は 全 く影

響 を うけ な い。 しか し120℃ 10分 の 加 熱 で は 生 成 量 が

減 少 す る こ とが 認 め られ た 。

(5)　 抗 菌 活 性

こ の Аmpicillinのmetaboliteの 抗 菌 活 性 を 知 るた

め に は,こ の 物 質 を 結 晶 また は ほ ぼ これ に 近 い 純 度 で 得

な け れ ば な らな い 。 現 在 の とこ ろ,ま だ この 物 質 を こ の

よ うな型 で 分 離 してい な い。 そ こ で Аmpicillinの500

mcg/mlの1 mlと30%腎 ポ ジ ネ ー トの1mlを 反 応

させ,こ の 反 応 液 を5μ1(グ ラ ム 陽 性 菌 を試 験 菌 と した

場 合)ま た は20μ1(グ ラ ム 陰 性 菌 の 場 合)をTLCシ

ー トに スポ ッ トし,常 法 どお り展 開 した 。 展 開 後,上 記

の とお り5種 類 の試 験 菌 を 用 い てBioautographyを お

こ な つ た 。

結 果 は 表1の とお り で あ る。B. swbtilis ATCC-6633

を 試 験 菌 と した 場 合,Ampicillinの 阻 止 帯 の 直 径 は

28.5mmで あ るが,metaboliteの そ れ は19.0mmで,

前 者 に た い す る後 者 の比 を 求 め る と0.66と な る。StaPh. 

aureus 209 P JC-1で は こ の比 が0.54, Streptococcus 

hemolyticus A-S-8で は0.42と な り,こ れ らの グ ラ ム

陽 性 菌 に はmetaboliteも か な りの 抗 菌 作 用 を もつ よ う

で あ る。た だ グ ラ ム 陰 性 菌Sal. enteritidis, Pro. vulgaris 

IAM-1025お よびE. coli NIHJで は,グ ラ ム陽 性 菌 と

全 く同 じ条 件 で あ る に もか か わ らず,metaboliteは 全 く

阻 止 帯 を 示 さな か つた 。 した が つ て こ のmetaboliteは

グ ラ ム陰 性 菌 に た い して,Ampicillinと 異 な つ た 抗 菌

作 用 を もつ てい る と考 え られ る。

(6)　 Ampicillin筋 注 時 のmetaboliteの 血 清 お よ

び 尿 中 濃 度

つ ぎに 未 知 物 質 の 同 定 に 先 立 つ て,そ の血 清 お よび 尿

中 濃 度 を 予 備 的 に 測 定 した。

す な わ ち1群5匹 の ラ ッ トにAmpicillinを100mg/

kg筋 注 し,血 清 お よ び 尿 を 経 時 的 に 採 取 した 。 こ れ ら

の 試 料 をTLC常 法 どお り分 離 し,Bioautographyで 阻

止 帯 を 求 め た。Ampicillin標 品 をstandardと し て,

各試 料中の未知物質濃度 を概算 した.結 果 は表2の とお

りで ある。 血清お よび尿中 の未知物 質濃 度が測定され た

が,そ の濃度はAmpicillinと 比較 して低濃 度 で あ つ

た。た だ未 知物質の分離精製 法が 現在の ところ確立され

ていないので,こ こに得 られた値 は正確 にその濃度をあ

らわ していない。

考 察

さ きにわれわれが 考案 したTLCに よるPenicillin類

の分離定量法を利用 し てAmpicillinの 新 しいmeta-

boliteの 証 明をお こなつた。生 体に投与 され たAmpi-

cillinは,健 康人,正 常動 物に広 く分布,蓄 積す る代謝

産物,ま たは食飼性 の微量 成分 と反応 して,或 る程度の

抗菌 性を もつたmetaboliteに 変化す ることがわかつた。

しか し本報におけ る実験 成績か ら明 らかな よ うに,投 与

され たAmpicillinの ご く一部が,こ のmetaboliteに

変 化す るにす ぎない。 したがつてmetaboliteがAmpi-

cillinと は異なつた抗菌 活性を もつていた として も,従

来報 告 されてい る生体 内濃度の値を大 き く修正す る必要

はない。ただ抗生物質 の代 謝に関す る研究 に お い て,

metaboliteへ の変化率お よびmetaboliteの 生成機構な

どが問題 とな るので,さ らに これ らの点について今後,

検 討を加え る予定で ある.

結 論

Ampicillinを 健康成人お よび実験 動物に筋注す ると,

それ らの尿中にAmpicillin以 外 の抗菌活性を もつた未

知物質が排泄 された。 こ の 物 質 はin vitroでAmpi-

cillinと ラ ット尿,血 清お よび組 織ホモ ジネー トな どを

incubateす るこ とに よつて も生 成 す る。ホ モジネー ト

中に存在す る反応性物質 は低分子で,熱 に安定で ある。

つ ぎに このmetaboliteの2, 3の グ ラム陰性菌に たい

す る抗菌活性は,Ampicillinよ りも弱 い。健康成人 に

Ampicillinを 筋注 して得 られ るmetabo1iteの 血 清また

は尿中濃度は,Ampidllinの それに比較 する と非 常 に

低濃度であつた。

稿 を終 るにあた り,本 実験 に御援助 をいただいた藤沢

薬 品 ・中央研 究所 　中野所長,熊 田部長 に感謝 します。
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 STUDIES ON METABOLISM OF AMPICILLIN (1) 

Formation and Activity of a New Metabolite 

MINORU NISHIDA, YASUHIRO MINE, TAKEO MURAKAWA, 

SHIGEMI FUKADA, YOKO KONO and YURIKO SUEDA 

Research Laboratories, Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd., Osaka, Japan 

When ampicillin was injected to healthy human adults and experimental animals, an unknown subs- 
tance with antimicrobial activity, besides ampicillin, was excreted in urine. The substance was also 
formed by incubation of ampicillin with urine, serum or tissue homogenate of rats. Materials which 
were present in the homogenates and reacted with ampicillin were small molecules and heat-stable. 
The antimicrobial activity of the metabolite against some gram-negative bacteria were weaker than 
that of ampicillin. The metabolite concentration in serum and urine of healthy adult receiving ampi- 
cillin intramuscularly was very lower than ampicillin concentration. 


