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コ リスチ ンメ タンスル ホ ン酸 ナ トリウム(CL-M)の 代謝 に関す る研究

とくに静注投与後の家兎尿中および胆汁中の代謝産物について

安部 勝 ・清水菊子 ・大内 勝 ・松本朋徳

科薬抗生物質(株)研究所

(昭和51年4月8日 受付)

緒 言

コリスチンメタンスルポソ酸ナ トリウム(CL-M)は,

コ リスチン(CL)の 遊離の γ一ア ミノ基 をメタソスルホ

ン酸化(-NH-CH2・SO3-)し た コリスチン誘導体で,CL

に 比較して毒性が低く,ま た,胆 汁,血 清などで不活化

されにくいことがすでに知られている1,2)。

山田ら3)は,こ のCL-Mの 吸収,排 泄,臓 器 内分布

を明らかにするために犬,ラ ットおよびヒトに筋注,静

注投与して経時的な変化を検討 して報告 して い る。ま

た,本 物質の代謝に関 しては,先 に著者 ら4)は,家 兎に

CL-Mを 静注投与した際の尿中代謝産物につ いて検討

し,そ の一部分がコリスチ ソ-N-グ ル クロ ナ イ ド(CL-

NG)に な ることを確認した。

さらに今回は,投 与されたCL-Mの 回 収率および生

体内で代謝される量的な関係についての実験を家兎を用

い,そ の尿中および胆汁中に存在す るCL-Mお よびそ

の代謝産物の検索および定量を行なった結果 を 報 告 す

る。

実 験

1.　 実 験 動 物

体重2～3kgの 白色家兎雄性を1週 間予備飼育後に実

験に供 した。その間,室 温23±1℃,湿 度55±5%で 飼

育し,固 型飼料および水道水を自由に摂取させた。

2.　 使 用 薬 物

科薬抗生物質研究所製のコリスチンメタンスルホン酸

ナ トリウム(CL-M),力 価12,500u/mgを 使用 した。

本実験においては,全 てCL-M100mg/kgを 生理食

塩水4m1に 溶解 したものを家兎の耳静脈に静注投与 し

た0

3.　 試 料の採集

(1) 尿 採 集

家兎にCL-Mを 静注し,直 ちに代謝ゲージに入れ飼

料お よび水を自由に摂取できるような状態で飼育し,薬

物投与後の24時 間尿を採集し試料とした。

(2) 胆 汁 採 集

家兎を開腹し,胆 管にビニールチューブを入れて自由

に胆汁を流出させた状態でCL-Mを 静 注し,24時 間胆

汁を採集し試料 とした。

4.　 CL-Mの 定量法

重層用寒天培地に試 験菌液(E. coli NIHJ)を0.3%

添加 し,充 分混和したのち,重 層用試験管(内 径4mm,

高 さ85mm)に 約40mmの 高 さになるように分注した

後,そ れぞれの試験管に標準CL-M稀 釈 液および試料

を0.2mlつ つ重層 し,冷 蔵庫(約4℃)に4時 間放置

したのち37℃ で18～20時 間培養し,各 阻止帯の長さ

を測定 した。得られた値を標準曲線に照合して,こ れら

試料中のCL-M濃 度 を算出した。

5.　 代謝物の精製および確認

CL-Mを 静 注し,そ れぞれ採集 した24時 間尿および

胆汁を試料としてCL-Mの 代謝物の精製を行 ない,薄

層 クロマ トグラフィー(TLC)お よびナフ トレゾルシン

ピクラー ト法(NRP)5)に よってその確認を行なった。

(1) 代謝物の精製

採集した尿および胆汁中からの代謝物の精製は,Fig.1

に示 すような方法 で行 な っ た。セファデックスG-25

(カ ラム:25×420mm,One Tube 4 ml)に よるゲル〓

過においては水で溶出し,各 フラクションの230mmの

吸光度を測定した。その溶出曲線では2つ のピークが得

られ,そ の溶出順序に従 ってピークー1,ピ ーク-IIと す

ると,TLCに よ りピーク-Iの 画分に代謝物およびCL-

Mが 含 まれていることが確 認 された。そこで,さ らに

DEAE-セ フ ァデックスA-25(カ ラム:10×900mm)で

Fig. 1 Solution of urinary and biliary metabolite
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カラムクロマ トグラフィーを行ない,CL-MとCL-NG

の分離を行なった。溶出液には0.1-Mト リエチルアミ

ン-CO2緩 衝 液pH7.6を 用 いた。溶出した各フラクシ

suンについて230nmの 吸光度を測定 した。

(2) 薄層 クロマ トグラフィー(TLC)

DEAE-セ フ ァデックスA-25の カ ラムクロマ トグラ

フィーで230nmの ピーク部分を試料 としてTLCを 行

二なった。

薄層のプレー トは,シ リカゲルHを 用いて作製 した。

展開溶媒は,(A)n-ブ タ ノール:ピ リジン:水(1:

1:1),(B)n-ブ タ ノール:n-プ ロパ ノール:水(2:

1:1)の2種 類を用いた。発色は,ブPム フェノールブ

ルーエタノール溶液および硫酸噴 霧処理によった。

(3) ナ フ トレゾルシソピクラー ト法(NRP)

TLCの 場 合と同様に230nmの ピ ーク部分を試料 と

して,石 館ら5)の方法に従って行なった。

6.　 代謝物の検量線

代謝物の定量を行な うた めにコリスチン-N-グ ル クロ

ナイ ド(CL-NG)の 標品を調製 し,さ らにその検量線を

設定 した。

(1) 標 品のCL-NGの 調製

コリスチン硫酸塩1モ ルに対 してグルクロノラクトン

5.2モ ルの割合で水に溶解させ,0.1N苛 性 ソ ー ダ で

pHを たえず7.6に な るように調 整 した。反応温度を

37℃ に保つと3H問 で抗菌活性はほとんどな くな り,

5日 間で全く認められな くなった。 この時点を反応の終

点 とした。反応終了後沢過 し,沢 液を凍結乾燥 してCL-

NGの 標品とした。

(2) 検 量線の設定

CL-NGの 標 品をセファデ ックスG-25(カ ラム:25

×420mm One Tube 4 ml)で ゲル沢過し,230nmで

各 フラクションの吸光度を測定 した。溶出液には水を用

いた。 このゲル炉過では標品のCL-NG調 製 時 におけ

る過剰のグルクロン酸が除去され る。溶 出 されたCL-

NG画 分を集め凍結乾燥し,こ の乾燥粉末の各10,20,

30,40,50mgの 試料についてそれぞれDEAE-セ フ ァ

デ ヅクスA-25(カ ラム10×900mm)で カ ラムクロマ

トグラフィーを行なった。溶出液には,0.1Mト リエチ

ルア ミソーCO2緩 衝 液pH7.6を 用 いた。各試料のフラ

クションについて230nmの 吸光度を測定 し,溶 出曲線

を求め,そ の溶出部分の面積から検量線を設定した。

7.　 尿中および胆汁中の代謝物の定量

CL-Mを 静注し,採 集 した尿および胆汁を用いて行な

った。尿および胆汁は,前 記のようにFig.1に 示 した方

法で精製 した。すなわち,5(1)で 述 べたようにピークー

1の 画分を凍結乾燥し,そ の一定量を用いてDEAE-セ

ファデ ックスA-25(カ ラム10×900mm)の カ ラムで,

溶 出液0.1-Mト リエチルア ミンーCO2緩 衝液pH7.6

を用 いてクロマ トグラフィーを行ない溶出曲線 を 求 め

た。

実 験 結 果

1.　 尿中のCL-Mの 回収量

CL-Mを 静注 し,採 集した24時 間尿を重層法で測定

した結果を,Table1に 示 した。

24時 間での総回収率は,平 均75%で,そ の後の排泄

はほとんどみられなか った。

2.　 胆汁中のCL-Mの 回収量

CL-Mを 静注投与後24時 間 で50～80mlの 胆汁を

採集することができた。胆 汁 中のCL-Mの 回収量の結

果は,Table2に 示す ようであった。

3例 の24時 間後の総回収量は,平 均0.12%で あ っ

た。

3.　 代謝物の確認

Fig.1の ようにして精製 した尿および胆汁のTLCで

確認 した単一のスポ ットは,Fig.2に 示すように前もっ

て調製 した標品のCL-NGと 同時にTLCで 展開すると

全 く同じRf値 を示 した。また,こ の未 知のスポット

部分に くるものは,NRPに よ って紫色の強い発色を示

し,グ ルクロン酸の存在を示 した。

このようにして尿中および胆汁中の代謝物がCL-NG

であ ることが確認された。

4.　検量線および代謝物の定量

標品のCL-NGの カラムクロマ トグラフィーの溶出曲

線から求めた検量線はFig.3に 示す ようであった。グラ

フの縦軸に面積(cm2),横 軸に重量(mg)を とった。

Table 1 Determination of urinary CL-M in 
rabbit (during 24 hrs)

Table 2 Determination of biliary CL-M in 
rabbit (during 24 hrs)
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A B

尿および胆汁のDEAE-セ フ ァデックスA-25で の ク

ロマ トグラフィーの溶出 曲線 は,Fig.4,5に 示 すよう

である。 この斜線部分の面積を算出し検量線(Fig.3)か

らCL-NGの 量を求めることができた。

その結果をTable3,4に 示 した。尿中のCL-NG含

量は,家 兎3群 中の平均で投与量に対 して1.7%で あ っ

た。いっぼ う,胆 汁中のCL-NG含 量は,家 兎3群 の平

均で6.7%で あった。

考 按

コリスチンメタンスルホン酸ナ トリウムを家兎に静注

し,そ の24時 間尿および胆汁につ いてCL-Mの 回収

率ならびに代謝物の検索,代 謝物の定量を行なった。

静注投与 したCL-Mの 大部分が24時 間以内に尿中'

にCL-Mと して回収 され,ま た,CL-Mの 他に抗菌活』

性を持たない未知の物質が存在することが確 認 され た

が,こ のものは別途に合成 したコ リスチ ン標品とTLC「

で比較 したところ,そ のRf値 か らCL-NGで あ るこ

Fig. 2 Thin layer chromatograms of urine and 

bile of rabbit administered CL-M

Fig. 3 Colistin N glucuronide standard curve

Table 3 Determination of urinary CL-NG in 
rabbit (during 24 hrs)

Fig. 4 DEAE- Sephadex column chromatography

of urine after gel filtration

Fig. 5 DEAE-Sephadex column chromatography 

of bile after gel filtration

Table 4 Determination of biliary CL-NG in 
rabbit (during 24 hrs)
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とが判明した。 このことはすでに著者ら4)は薬学会で報

告 したが,こ のCL-NGがCL-Mの 生体内代謝物であ

ることを明らかにするため に今回 は,家 兎尿にCL-M

を添 加して24時 間にわたって経時的にその活性の変化

を調べてみたが,活 性の変化はみられなかった。 このこ

とは明らかにCL-NGが 生体内代謝物であることを示 し

ている。

胆汁についても尿と同様な方法でCL-Mの 回収を試

みたが,胆 汁中からはほとんどCL-Mは 回 収 されなか

った。いっぽう,代 謝物であるCL-NGは,尿 中よりは

るかに多く存在していた。CLは,胆 汁 中で胆汁酸と結

合 して不溶性の沈殿物をつ くることが知られている。 こ

れに対してCL-Mは,比 較的胆汁中では不活化されに

くいといわれているが,牛 胆汁末4%以 上では不活化が

おこるとい う報告6)も ある。そ こで家兎胆汁末の1.75

%,5%,10%水 溶液にCL-Mを 添加 し,24時 間に

わたって経時的に活性を調べてみたが,胆 汁濃度1.75

%,5%の 場 合はCL-Mの 残存活性は95～100%を 保

ち,ま た,そ の活性値にも変化はみ られなかった。 しか

し,胆 汁濃度10%で はCL-M添 加 後直ちに沈殿をつ

くり残存活性も30～50%に 低下 したが,そ の後経時的

には活性値の変化はみられなかった。いっほ う,今 回実

験に使用した家兎胆汁は,24時 間採 集 した全胆汁を凍

結乾燥し,そ の濃度を測定 した ところ,本 実 験 の場 合

1.8～2.5%の 濃度であった。 したが って本実験に用い

た家兎胆汁組織の胆汁酸に よるCL-Mの 活性値への影

響はなかったものと思われる。

代謝物の定量にあたってカラムクロマ トグラフィーを

行なったが,ゲ ル〓過 で得られたピーク-Iの 画分には

CL-Mお よびCL-NGが 含 まれている。また,ピ ーク-

IIの画分は尿および胆汁の成分で分子量の比較的小さな

ものが溶出されているもの と思われる。DEAE-セ ファ

デックスによるクロマ トグラフィーにおいて,CL-Mは

カラム内に吸着され 目的とするCL-NGだ けが溶出され

て くる。このものについては,TLCお よびNRP法 に

よってCL-NGで あ ることを確認 し,ま た,TLCに お

いては他のスポ ットは見 られず単一のものと考 え られ

る。

CL-NGの 定 量に使用した標品のCL-NGの 検 量線は,

そ の重量とカラムクロマ トグラフィーでの溶出面積から

得られたものであるが,各 スポ ットガー直線 とな り充分

に検量線として使用できるものと思われる。

結 論

家兎にCL-Mを 静注した場合,

(1) CL-Mと して投与24時 間以内に尿中に約75%

排 泄 され,胆 汁中の排泄は微量であった。また,両 者と

も24時 間以後の排泄はほとんどみられなかった。

(2) 尿 お よび胆汁中には代謝物 として,CL-NGが

存 在することが確認された。その量は,尿 中に平均1.7

%,胆 汁中に平均6.7%排 泄 された。
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STUDIES ON SODIUM COLISTIN METHANE SULFONATE (CL-M) 

ON METABOLISM IN THE URINE AND BILE OF RABBITS 

MASARU ABE, KIKUKO SHIMIZU, MASARU OUCHI and 

TOMONORI MATSUMOTO 

Kayaku Antibiotics Research Co., Ltd., Saitama 

Following intravenous injection of sodium colistin methane sulfonate (CL-M) in male rabbits, the 24 
hours urinary and biliary recovery of CL-M was examined by bioassay. 

Further 24 hours urinary and biliary metabolite of CL-M and that recovery was examined by TLC, 
NRP, and column chromatography.

The results obtained were as follows.
1) CL-M was excreted about 75% in the urine and slightly in the bile within 24 hours after admini-

stration.
2) As metabolite, colistin-N-glucuronide was found on the average of 1. 7% in the urine and 6. 7% 

in the bile, respectively, within 24 hours after administration.


