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Propionylmaridomycinと その代 謝物 の分別 定 量法
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醗酵生産物研究所

Maridomycin は Streptomyces hygroscopicus No.

B-5050 に よ り生 産 され る新 マ ク ロラ イ ド抗 生 物 質 で あ

る1,2)。Maridomycin の各 種acyl誘 導 体 を合 成 し,

動 物実 験 に よ る血 中濃 度,治 療 効 果 お よび毒 性 を 比 較

した結 果,最 もす ぐれ た もの と してpropionylmaride-

mycin (PMDM)が 選 び 出 され た3)。

一 般 に マ ク ロライ ド抗 生物 質 は生 体 内 にお い て 速 や か

に代 謝 され て,そ の 一部 は抗 菌 力 の あ る代 謝 物 に 変換 さ

れ る4)。 マ ク ロライ ド抗 生 物 質 の代 謝 生 成 物 の 検 索 の

た め にthin layer chromatography-bioautography

(TLC-bioauto.)を 応 用 した 例 と して は,大 薗 ら5)の

JMに 関 す る研 究 が 見 ら れ るが,こ の 例 にお い て も定 性

的 な表 現 に と ど まつ て お り,代 謝 物 の 分 別定 量 法 と して

は 確 立 さ れ て い ない 。

本報 に お い てはPMDMお よび そ の代 謝物 の カ ップ

法 に よる全 力 価 の 定 量 法,体 液 か ら の 抽 出 法,TLC-

bioauto.に よ る分 別 定 量 法 を検 討 し,あ わ せ て人 体 液

中 の代 謝 物 の分 別定 量 を行 なつ た 結 果 を報 告 す る。

実 験 材 料 お よび 実 験方 法

1. 標 準 試 料

propionylmaridomycin (PMDM)お よ び そ の 代

謝物6)〔4"-deacyl-propionylmaridomycin (PMDM-

M), maridomycin(MDM), 4"-deacyl-maridomycin

(MDM-M)〕 の 標 準試 料 は い ずれ も当研 究 所 に お い て

調 製 され た もの を用 いた 。

2. PMDMお よびその代謝物の分別定量法

i) カ ップ法による全力価の定量法 血漿,胆 汁,

尿などの体液検体中の全抗菌力価の定量にはカップ法を

用いた。カップ法は基本的には日本抗生物質基準力価試

験法(標 準曲線法)に 準じ,こ れを薄層法に改変したも

ので,Table 1に 示 した設定条件により実施した。

なお検体と標準曲線(倍 数希釈系列)の 希釈は次のよ

うにした。血漿検体は無希釈とし,そ れに対する標準は

血漿で希釈した。尿検体 とそれに対する標準は0.1Mリ

ン酸塩緩衝液(pH8.0)で 希釈した。胆汁検体は リン酸

塩緩衝液で10倍 に希釈し,そ れに対する標準は胆汁 ・リ

ン酸塩緩衝液(1:9)で 希釈した。

ii) 体液からの抽出法 体液検体 (全力価10～50

mcg相 当量)を リン酸塩緩衝液で希釈してpH8.0に

調整したのち,等 量の酢酸エチルで3回 抽出した。抽出

液は減圧濃縮により乾固したのち,残 留物をメタノール

50～100μlに 溶か しTLC-bioauto.に よる分別定量に

供した。

iii) Thin layer chromatography (TLC)6)東 京

化 成 製 シ リカ ゲル プ レー ト"Spotfilm" (20×20cm)に

検 体(前 項 の メ タ ノー ル溶 液)2～10μl,約2mcg全 力

価 相 当 量 を ス ポ ッ トした 。 また 対 照 の 標 準 試 料 と して は

PMDM,代 謝 物: PMDM-M, MDM, MDM-Mの 各 々

に つ い て0.25, 0.5, 1.0, 2.0mcg (メ タ ノー ル 溶 液 と

して 各5μl)を ミクロ ピペ ッ トで定 量 的 に ス ポ ッ トした 。

Table 1 Microbiological assay of PMDM
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展開溶媒はCHCl3・MeOH・NH4OH(40:3:20)の 下

層液を用い,室 温で約2時 間(約16cm上 昇)展 開した

のち風乾した。

iv) Bioautography 検定菌株および検定培地は

Table 1 に示 したカップ法 と同一のものを用いた。い

わしや製 bioauto. 罐(底 面ガラス張,24×34cm)を 滅

菌したのちに,検定菌懸濁液(OD660mμ ≒0.8)1mlを

混 ぜた検定培地200mlを 流 しこみ,水 平に保つて固化

させた。 これに前項にしたがい展開させたTLC-プ レー

トを各検体毎に短冊型(幅15mm)に 切 ったものを適当

な間隔(約15mm)を おいて張 り付け,約20分 間拡散

させたのち,プ レー トを取 り除き,37℃ で16～18時 間

培養した。

v) 阻止帯の測定と力価計算 藤井ら7)の 方 法に

準 じ発育阻止スポットの大きさは展開方向に直角方向の

最大径(横 径)を 測定 した。同時に展開した標準試料の

力価とスポッ トの大 きさより検量(標 準)曲 線 を作製

し,各 検体の同一Rfを 示すスポ ット毎に各標品相当の

力価を計算した。

3. 人体液中の代謝物の定量

i) 健 康 男子3名(A-C)にPMDM (200mgカ プ

セル各5個)を 早朝空腹時に投与 したのち,ヘ パ リン化

血漿(2時 間 目)お よび尿(0～6時 間)を 採取し,全 抗

菌力価および代謝物を前項の方法によつて定量した。

ii) 肝機能正常であるが開腹手術を要 した患者,男

(D)女(E)各1名 にPMDMを600mg投 与 したの

ち,血 清,尿 および胆嚢内胆汁を採取(国 立泉北病院)

し,全 抗菌力価および代謝物の定量に供した。

実 験 結 果

1. カ ップ法による全力価の定量

i) 検定菌株 当室保管の検定菌株8株 に対す る

PMDMお よび代謝物PMDM-Mの 抗菌力(寒 天平板

法)は Table2 に示 したとおりである。最 も感受性の

高いのは Sarcina lutea ATCC 9341株 であつた。そのう

ち3株 についてカップ法により比較した結果をFig.1に

示 した。やは りS.luteaが 最 も感度が良 く,阻 止円周縁

も鮮明であつた。本菌株について以下の実験を行なつた。

ii) 接種菌量 検定培地への接種菌量は Table 1

に示 した量を標準(最 適量)と したが,標 準量×1/3の

場合は阻止円周縁がやや不鮮明になつた。また標準量 ×

3の 場合は阻止円径が1mm程 度小さくなつた｡

iii) 検定培地 検定培地のpHは 塩基性マクロラ

イ ド抗生物質の通性として阻止円が大きくなる塩基性側

(pH8) を選 んだ。培地組成はTable 1の ものが最 も

阻止円大きく,周 縁も鮮明であつた。市

販培地のうちで トリプトソイ寒天(栄 研)

も阻止円周縁は鮮明であつたが,標 準曲

線の傾斜がやや小さかつた｡

iv) 培養温度 培養温度を34℃ に

した場合阻止円径は37℃ より1～2mm

大 きかつた。 したがつて定量感度0.3

mcg/mlを 確保するため34℃ を採用 し

た。

v) 希釈溶媒Table 1に 示 した設

定条件において得られた標準曲線(緩 衝

液希釈,人 血漿希釈および希胆汁希釈)

をFig.2に 例示 した。

Table 2 Antimicrobial activity of PMDM and PMDM-M

Fig. 1 Standard curves of PMDM by cup-plate 

method : three test organisms
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vi) 力価の標準 PMDMと その代謝物についての

カップ法による標準曲線はFig.3に 例示 した よ うにな

り,阻 止円の大 きさはMDM> PMDM> PMDM-M>

MDM-Mの 順で,各 標準曲線はほとんど平行になつた。

なお他の菌株についても同一条件で検討を加えたが各代

謝物に対して同一の阻止円径を示す株,ま たは特定の代

謝物に特に感度の高い株は見出されなかつた。したがつ

て全力価は原体PMDMの 主成分であるPMDM一 皿 を

標準として算出し注),代 謝物個々については さらに分

別定量を行なうこととした。

2. 体液検体からの代謝物の抽出

ラットの血漿および尿に代謝物PMDM-Mの 標品を

添加し,各 種溶媒による抽出(回 収率)を比較 した結果,

Table 3 に示 したように酢酸エチルが良好であつた。ま

Fig. 2 Standard curves of PMDM and its 

metabolites by cup-plate method : S. lutea

Fig. 3 Standard curves of PMDM by cup-plate 

method : effect of human body fluids

Table 3 Effect of solvents on extraction 

PMDM-M from plasma and urine of rat

PMDM-M added : 10mcg/ml in plasma, 
50 mcg/ml in urine. 

Extraction was repeated 3 times with one 
volume of solvent for the material.

注) PMDM-mはPMDMの 主

成 分 であ り,ま た各 成 分 の カッ プ法

に よ る相 対 的 な 抗菌 力 価 は下 表 の よ

うに な り,IIIが 何 れ の菌 に対 して も

最 も抗 菌 力 が 強 か つ た。 した が つ て

全 力 価 はPMDM-III力 価 で あ ら わ

す こ とに した。

Assay conditions were similar to Table 1, except that three test organisms 
were used and final concentration of each component was 10 mcg/ml.
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た,よ り親水性の強い代謝物MDM-Mに ついても検討

したが同様の結果が得られた。

3. TLC-bioahto.法 に よる分別定量

i) TLC系 の検討 体液からの抽出液について代

謝物を分別定量するため,標 品として原体PMDMお よ

び原体からの4"位 または(お よび)9位 の脱エステル

反応により得られる代謝物(PMDM-M, MDM, MDM-

M)を 用い,そ れらの分離が最 も良い溶媒系を選 んで

TLCを 行 なつた6)。

本溶媒系調製後の使用回数が代謝物のRfに 及ぼす影

響はFig.4に 示すようにかな り著しかつた。回数の増加

Fig. 4 TLC of PMDM and its metabolites : 

effect of reuse of the solvent on Rf values

Fig. 5 Standard curves of PMDM and its 
metabolites by TLC-bioautography

TLC-plate : SiO2, "Spotfilm" 

Solvent : CHCl3・MeOH・NH4OH

(40 : 3 : 20)

Test organism : S. lutea

Table 4 PMDM and its metabolites in human body fluids after oral administration of PMDM
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にしたがって一般にRfが 低下し,特 に代謝物MDM-M

と原点との間がせばめられる。後述のように体液中には

代謝物MDM-Mよ りも低Rf値 の代謝物 も存在す る

故,溶 媒系は再使用せず,す べて新 しく調製したものを

用いた。

また シ リカ ゲル プ レー トの 活 性 は 製造 元 に よ り著 しい

差 があ り,本 研 究 で は東 京 化 成 製"Spotfilm"を 用 い て

好 結果 を 得 た が,た とえ ばEastmamn-Kodak製"Chro-

magram"で は本 溶 媒 系 では 一 般 にRfが 大 き くな りす

ぎて 代謝 物 の 分 離 は不 良 であ つ た 。

ii) Bioauto.法 に よ る力 価 算 出 展 開 したTLCに

つ いてS.luteaに よ る bioauto.を 行 ない 各代 謝 物 標 品

の ス ポ ッ トを 検 出 した。 阻 止 ス ポ ッ トの横 径 と 力価 の 対

数 との 間に 直 線 関 係 が成 立 つ こ とを認 め た。 こ の よ うに

して 得 ら れ たTLC-bioauto.法 の標 準 曲線 の 例 をFig.5

に示す。体液検体からの抽出液についても標品と同一の

シリカゲルプレー ト上で同時に展開すれば,Rfの 比 較

による検体中の各代謝物の同定およびそれぞれのスポッ

トの横径からの力価の算出が可能となる。この場合検体

抽出液のスポッ ト量は全力価として約2mcgが 適量であ

る。

ラット血漿に代謝物PMDM-Mを 添加し前述の方法

で抽出濃縮 して得られたメタノール液を本TLC-bioau-

to.法 に より定量した。その結果メタノール液からの回

収率は約95%,変 動 係数は約11%と い うかなり良好な成

績が得られたので,分 別定量法として充分に使用できる

ことが認められた。

4. 人体液中の代謝物

以上の検討により設定した定量法の応用例 として,

PMDMを 人に経 口投与 した時 の健康人の血漿 および

尿,ま た開腹手術をうけた患者の血清,尿 および胆汁に

ついての定量成績をTable 4お よびFig.6に 示 した。

この場合いずれにおいても原体PMDM,原 体からの第

1次 代謝物(PMDM-M, MDM),第2次 代謝物(MDM-

M),さ らにRfが よ り小さい第3次 以降の代謝物と思わ

れるものが認められた。これらの代謝物間相互の構造的

関係およびラット肝ボモジネー トにおける代謝の成績6)

を も勘案して代謝経路を推定するとFig.7の よ うになる。

また原体の残存量が比較的多い例(D症 例)も 認めら

れた。なお健康人3例 の血漿および尿中の全力価および

代謝物は検体採取後1週 間冷蔵保存によつても変化を認

めなかつた。

考 察

TLC-bioauto.法 に よる代謝物の分離は1次 元展開法

に よつたため,同 一Rfを 示すスポットは必らず しも均

一 とは限らないであろ うが,少 くとも人の場合尿中から

PMDM, 代謝物PMDM-M, MDMお よびMDM-M

が分離同定6)さ れているので,そ れぞれの標品を標準と

して力価計算する方式を採つた。 また代謝過程が進むに

したがい,例 えば水酸基数の増加により,順 次親水性を

増 した代謝物となり一般的にRfが より小さくなるの

で,bioautogramのpatternを 見 くらべることにより

代謝の進行をある程度比較することができる。

排泄経路により代謝物組成に差が生じる現象は,マ ク

ロライ ド抗生物質の場合に動物実験においてすでに認め

られている(mydecamycin8), PMDM9))。 本報におい

ても人の場合同一人からの尿と胆汁を分析 して,そ の代

謝物組成に差があり,胆 汁のほうがより親水性の強い区

分の多いことが認められた。

また健康人 と患者の尿の bioautogranm の pattern

Fig. 6 Bioautogram of human body fluids 

after oral administration of PMDM

Fig. 7 Proposed metabolic pathway of PMDM
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(Fig.6)を 比較すると,原体は患者のほ うが多 く,逆に第

2次 以降の代謝物は健康人のほうが多い傾向があるが,

本実験のデザイン(Table 4)に おいて年令,健 康状態,開

腹手術の有無等の要因が交絡していたので,い ずれの要

因が有意の影響を与えているのか決定はできなかつた。

本剤は生体内で速やかに代謝されるが,生 成する代謝

物の臓器内濃度は高 く9),す くな くとも第1次 ないし第

2次 代謝物はin vitroの みならずin vivo実 験において

も高い活性を持ち,こ れらが治療効果に関与してい ると

考えられる。事実個 々の代謝物をS.aureus感 染マウス

に投与 した場合強い治療効果のあることが報告されてい

る10,11)｡

結 論

Propionylmaridomycin (PMDM)と そ の代 謝 物 の

定 量 法 を検 討 して 以 下 の 結 果 を 得 た。

1. 体液 中 の全 力 価 定 量 の た め に は Sarcina lutea

ATCC 9341を 試 験 菌 とす る薄 層 カ ップ法(Table 1)

が適 して い た。 本 法 の定 量 感 度 は人 血 漿 中 に 事 い て 約

0.3mcg/mlで あ る。

2. 体 液 か ら の代 謝 物 の 抽 出 に は酢 酸 エ チル が 最 も抽

出 率(90%以 上)が 良 か つ た 。

3. 代謝 物 の分 別 定 量 のた めTLC-bioauto.法 を 設 定

した 。 シ リカ ゲル プ レー トは東 京 化 成 製"Spotfilm",溶

媒 系 はCHCl3・MeOH・NH40H(40:3:20)の 下 層 液,

bioautography の試 験 菌 はSarcia lutea ATCC 9341

を 用 い た 。

4. 分 別 定 量 法 の 応 用例 と して人 の血 漿(血 清),尿 お

よ び胆 汁 中 のpropionylmaridomycinお よび そ の 代謝

物 につ い て分 析 し,若 干 の 考 察 を加 えた 。
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DIFFERENTIAL ASSAY METHOD FOR PROPIONYLMARIDOMYCIN 

(PMDM) AND ITS METABOLITES

TAKESHI FUGONO, YASUO KITA and KEN'ICHI MAEDA 

Microbiological Research Laboratories, 

Central Research Division, Takeda Chemical Industries, Ltd.

Assay methods for propionylmaridomycin and its metabolites were studied.

1. For determination of total activity, a cup-plate method, using Sarcina lutea ATCC 9341 as test 

organism, was established (Table 1). Sensitivity by this method for propionylmaridomycin in human 

plasma was 0.3mcg/ml. 

2. For extraction of the metabolites from body fluids, extraction with ethyl acetate resulted the high-

est recovery rate(90% or more).

3. For differential assay of the metabolites, a thin layer chromatography-bioautography system was

devised with best results under following conditions;

i) Silica gel plate : "Spotfilm" (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) 

ii) Developing solvent system : CHCl3•Me0OH•ENH4OH (40 : 3 : 20) 

iii) Test organism : Sarcina lutea ATCC 9341. 

iv) Assay range : 0.2•`2.0mcg (Fig 5). 

4. As example for application of the differential assay method, propionylmaridomycin and its metabolites 

in human body fluids (plasma, urine and bile) after oral administration were analyzed.


