
154 CHEMOTHERAPY APR. 1978

PC-904の 血清蛋白お よび組織成分 との結合について
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PC-904は 住友化掌工 業株式会社 にお いて合成 され た

ampicillin勝 導体 で,そ の特徴は下配のとお りであ る。

1)緑 膿菌を始 め グラム陰性桿菌に強力 な抗菌活性 を 示

す。2)広 域 スベ クトラムを有 す る。3)注 射後肝一胆道

を主排泄経路 として排泄 され る1殉。

本剤 の生体試料測定 にあた り標準曲線を画 くと血 清希

釈 と リソ酸緩衝液希釈の間に差が認め られ るが その差は

血清蛋白結合率か ら予測 され るよ りもかな り小 さい事実

が存在 し,本 剤 の血清蛋 白または組織成分 との結合性を

解明す ることは,そ の生体内での活性発現や代謝 など本

剤の生体内におけ る態度 を理解する上で重要 な研究課題

と考え られ る。

著者 らはPC-904の 血清蛋 白,組 繊成分 との 結合率,

結合力,結 合の可逆性な どの結 合性 につ き検討を行なっ

たので報告す る。

1.実 験 材料 と方法

1.薬 剤

PC-904:住 友化学工業株式会社 で合成 された も の を

使用 した。

cefazolin:藤 沢薬品工業株式会社 のもの。 以下CEZ

と略す。

dicloxacillin (Me thyldichlorophenylisoxazolylpeni-

cillin):万 有製 薬株 式会 社 の も の 。 以下MDIPCと 略

す 。

2.血 清 蛋 白お よび臓 器 ホ モ ジネ ー ト

動物 血 清:マ ウ ス の場 合 はICR系(δ),ラ ッ トはSD

系(δ)か ら採 取 した も の を 使 用 し,仔 牛血 清 は市 販 品

(和 光純 薬)を,イ ヌの場 合 は ビ ー グル 犬(δ)の 血 清 を 使

用 した 。

ヒ ト血 清:健 康 成 人 男 子血 清 を 用 い た 。 またMoniー

Trol I(Dade社),Consera(ニ ッ スイ)は 指 定 どお り蒸

留 水 に 溶 解 して使 用 した 。 ヒ ト血 清 ア ル ブ ミンfraction

IV(INC社)は0.1Mリ ソ酸 緩 衝 液(pH7.4)に て4

%ま た は0.4%に 溶 解 して 使用 し た。

臓 器 ホ モ ジ ネ ー ト:SD系(δ)ラ ヅ トか ら摘 出 した臓

器 をM/15リ ン酸 緩衝 液(pH7.0)に て20%,50%

お よび80%に な る よ うに テ フ ロ ソホ モ ジナ イザ ー に て

氷 冷 下 ホ モ ジ ナ イ ズ した 。

3,結 合率 の測定

薬剤を血 清中に50μ9/m1に なる ように添加 し37℃,

1hr.イ ンキ 鮭ペ ー ト後  Centrifto membrane ultrafilter

CF-50(Arnicon)を 用 いて1×103G,10min.遠 心限外

濾過を行ない外液の活 性 をB.subtilis ATCC 6633を

用いたデ ィスク法に より測定 した。超遠心法の場合は4

℃ で2×105G,18hr.違 心 して得 られ た上清の濃度を

上 記方法でパイオア ッセイした。外液 または上清液の濃

度 を τμg/mlと す ると蛋白結合率 は下式で求められる。

蛋白結合率= (1- 50 )×100%

平衡透析法の場合はセ ロフ ァンチ ューブ(Visking社

15.9mmφ20/32)を 用 いて 薬 物 の50μ91ml濃 度 の

0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.4)溶 液を外液(14m1)と

し,内 液はMoni-TrolI溶 液(7m1)と した。4℃ で

48hr.透 析後外液 の薬剤濃度を測定 し,ま た対照として

内液 を緩衝液 とした場合の透析後の外液濃度を測定 し平

衡 濃度 と表現 した。蛋白結合率 の計算は下式に よった。

蛋白結合率=
cb

/ Cb+Cf
×100%

Cb:結 合濃度=(平 衡濃度 一外液濃度)×(全 液量/

内液量)

Cf:遊 離濃度=外 液濃度

4.希 釈効果 の検討

血 清希釈 およびM/15リ ン酸 緩衝液(pH乞0)に て

標 準曲線 を作成 し,一 方,血 清中での薬剤最高濃度溶液

をM115リ ン酸緩衝液(pH7.o)に て 倍数希釈しM.

luteus ATCC 9341を 検定 菌 としたデ ィス ク法に より阻

止帯 を測定 した。

またROLINSONら4)の 方法に よって も可逆性の検討を

行 なった。Moni-Trol I溶 液中に100μ91mlに なるよ

うに薬剤を溶解 し37℃,1hr.イ ンキ ュベー ト後,原 液

な らびに10倍,40倍 に溶液をM115リ ン酸緩衝液(pH

7.0)で 希釈 しそれぞれの蛋白結 合率 を測定 し た。一方

これ らと同等の混合割合になる ように薬剤,蛋 白共に予

め希釈 して混合後37℃,1hrイ ンキ ュベ ー トしそれぞ

れ の結合率を測定 した。結合率 の測定は遠心限外濾過法

に よった。
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Table 1 Protein binding rates of PC-904, CEZ and MDIPC with human and animal sera
―centrifugal ultrafiltration method―

* dissolved in distilled water

** dissolved in M/15 PBS (pH 7 .0)

Ultrafiltration : centriflo membrane ultrafilter, CF-50(Amicon); 1•~108G 10 min.

Drug conc.: 50ƒÊg/ml

Incubation: 37•Ž, 1 hr.

Bioassay: B. subtilis ATCC 6633

Table 2 Comparison of protein binding rates by

some determination methods

*1•~103G 10 min . ** 2•~105G, 18 hr.

Drug conc.: 50ƒÊg/ml, Serum: Moni-Trol I

Incubation: 37•Ž, 1 hr.

Bioassay: B. subtilis ATCC 6633

5.結 合定数の測定

ヒト血清蛋白として ヒ ト血清 アルブ ミンfraction IV

(INC社)の4%ま た は0.4%の0.1Mリ ン酸緩衝

液(pH7.4)溶 液 を用いた。各薬剤濃度 に 溶 解 した液

中での遊離型薬剤濃度(C)を 超遠心法に よ り分離測定 し

た。PC-904の 場 合は1℃-PC-904を 使用 したラジオア

ッセイにより,CEZお よびMDIPCの 場合 はB.subtilis

ATCC6633を 用いたパイオア ッセイに よ り測 定 した。

蛋白lmolに 結合した薬剤 のmol数(r)を 算出 し,

横軸1/Cと 縦軸1/rのKlotz plot5)に よ りN(蛋 白1

分子が薬剤 と結合 し得 る結合部位数)お よびK(薬 剤 と

蛋白の結合定数)を 下式 に より算 出した。

C:遊 離型薬剤濃度mo1数

r:蛋 白1mol当 りに結合 した薬剤mo1数

N:蛋 白1分 子当 りの薬剤結合部位数

K:結 合定数

なお,ヒ ト血 清アルブ ミンの分子量は65,000と して

計算した。

II結 果 と 考 察

1.蛋 白結合率

PC-904の 各種動物お よび ヒ ト血 清蛋 白との結合率は

Table1に 示され るよ うに遠 心限外濾過法にて,マ ウス

の場合の82%を 除いて95～98%と 高率であった。

測定方 法に よる測定値の変動 については,超 遠心法に

て も限外濾過法 と同様の値が得 られたが平衡透析法では

81%と 比較的低い値が得 られた(Table2)。

この原因は平衡透析時には平衡が外液の遊離型に移行

したため と考え られ,本 剤の蛋 白結合が強固なものでな

く可逆的な ことを示唆 している。

2.蛋 白結合 の希釈に よる可逆性

PC-904の 血清標準 曲線はFig.1お よびFig.2に 示

され るようにM/15リ ン酸緩衝液(pH7.0)で8～16

倍に希釈す ることに よ り緩衝液標準 曲線 と合致した。従

って本剤の蛋 白結合は血清 中の蛋 白濃度が8～16倍 に希

釈 され ると大部分が遊離型に移行 し,本 剤の蛋白結合 の

可逆性が示唆 された。

ROLINSONら4)の 方法に基 づきPC-904を 先に血清中

に溶解 し,次 いでM/15リ ン酸緩衝液(pH7。0)で 希

釈 した場合 と,ま ず薬剤お よび血清蛋 白を希釈 して先 と

同様 の濃度になるよ うに混合 した場合 の結合率の差 は殆

ん ど認め られ なか った(Fig.3)。

前者の結合率 のほ うが高い場合,そ の差は非可逆的結

合 とみなされ ているので,本 法に よって も本剤の蛋 白結

合の可逆性が証 明された。

3.結 合定数

ヒ ト血 清アルプ ミソを用いてPC-904と 血 清 蛋 白と

の結合定数 を算 出した。対照薬剤 として蛋白結合率の比

較的高いCEZお よびMDIPCを 用いた。

4%ま たは0.4%ア ル ブ ミンの場 合 の 結合定数Kお
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Fig. 1 Reversibility of the protein binding of PC-904 by dilution

Human Rat Bovine

Fig. 2 Reversibility of the binding of PC-904 with human serum by dilution

(Bioassay: M. luteus ATCC 9341)

Human serum

4-fold-dilution

よび蛋 白1分 子 当 りの 薬 剤 の結 合 部 位 数Nの 値 をFig.4

示 され るKlotz plotか ら算 出す る と,Table 3の とお

りで あ った 。

4%ア ル ブ ミ シの場 合 のPC-904の 値(K=1.03×104

M-1, N=1.13)はCEZの 値(K=1.18×104M-1, N=

1.00)と 近 似 し,MDIPCの 値(K=3.95×104M-1, N=

1.92)に 比 し低値で あった。なお上記CEZの 数値は和

泉 ら6)の値(K=1.93×104M-1, N=0.98)に 極 め て近

い値であった。

CEZは 蛋 白結合率は高いが優れ た生体 内効果 を 発揮

す ることは公知の事実で ある。PC-904も 蛋 白結合率は

高率であ るが,結 合力はCEZ並 みであ るとい ち点で少
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Fig. 3 Reversibility of the protein binding of PC-
904 by the dilution technique

System A

Drug conc.: 100ƒÊg/ml in Moni-Trol I

Incubation: at 37•Žfor 1 hr prior, to dilution

Dilution: 10-fold and 40-fold in M/15 PBS(pH 7. 0)

Binding rate: ultrafiltration method

System B

Moni-Trol I: diluted 10-fold and 40-fold in M/15

PBS (pH 7. 0)

Drug: added to 100, 10 and 2. 5% Moni-Trol I

solution in final conc. of 100, 10 and 2. 5 pgl

ml

Incubation: at 37•Ž for 1 hr. after drug addition

Binding rate: ultrafiltration method

Fig. 4 Binding of PC-904, CEZ and MDIPC with
4% human serum albumin (Klotz plot)

C: conc. of free drug
r: moles of drug bound per mole of protein
N: number of binding site/protein molecule
K: binding constant

なくとも血清蛋白結 合の観点 か らはCEZに 類似 した態

度を生体内でとることが予想 され る。

4・ 臓器ホモジネー トとの結合,

ラッ ト肝および腎 ホモジネー トとPC-904の 結 合 率

Table 3 Binding constants rf PC-904, CEZ and

MDIPC with human serum albumin

HSA: human serum albumin
N: number of binding site/protein
K: binding constant

Table 4 Affinity of PC-904 to tissue homogenates

from male Wistar rats

Incubation : drug soln. (1 mg/ml M/15 PBS, pH

7.0) +90% homogenate (1: 9), at 0•Ž for 2 hr.

Binding exp.: ultracentrifuged at 4•Ž for 20 hr.

(26•~104G)

Recovery exp.: after washing the mixtures with

2 vol.(1 st) and 1 vol.(2 nd & 3 rd) of M/15 PBS

pH 7. 0, centrifuged at 1. 2•~104 G

Bioassay: the supernatants were bioassayed with

M. luteus (PC-904) or B. subtilis (CEZ & MDIPC).

* (): 1 st, 2 nd and 3 rd recovery

はTable 4に 示され るよ うに76～80%で あ り血 清蛋

白の場合 よ り低率 であった。 肝 ホモ ジネー トとPC-904

の結合物をM/15リ ン酸緩衝液(pH7.0)で 希 釈 洗浄

す ると1回 目71%,2回 目15%,3回 目6%,計92%

が回収 され,本 結合は可逆的であった。

以上の とお りPC-904の 血清蛋白 ま た は 組織成 分 と

の結合は比較的高率であ るがその結合は強固な ものでは

な く比較 的ルーズで可逆的である。KUNIN7)は 抗生剤 の

蛋白結合につ き抗菌活性への影響,腎 排 泄率,生 体 内分

布,間 質組織,炎 症巣への移行な どの観点か ら論 じてい

る。また蛋 白結合率の高いCEZは 低率 のCERよ りも

間質液 中へ の移行が良好であるとの知見8)もある。

蛋 白結合率は高率 であるが その結合が比較的 ルーズで

可逆的な本剤の場合,生 体 内で如何な る動態 を とるか興

味 ある問題であ るが,臨 床上で の意義は今後の臨床評価

と関連 して論 じられ るベ きであろ う。
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III,ま と め

1.PC-904の 血清蛋 白結合率はマ ウス の82%を 除

きヒ トお よび助物(ラ ッ ト,イ ヌ,ウ シ)血 濡 で95～

98%と 高率であ った。

2.PC-904と ヒ ト血清 アルプ ミソとの繕 合定敬 はK

=1.03×106M-1(N=1,13)で ,そ の紹合力はcefazolin

の場 合 と同程度であ った。またPC-904蛋 白締合物は緩

衝 液希釈によ り容易に遊離型に移行 しその納含は可逆的

であった。

3.PC-904の ラ ッ ト肝 または腎ホモ ジネー トとの結

合率 は約80%程 度で血漕蛋白の場合 よ り低 く,そ め結

合は可逆的であ った。

本研兜に当 り実験に ご協力頂いた京仲真理子氏 に感鮒

します。

(本実験 は昭和51年2月 か ら昭和51年12月 に亘

り実施されたものであ る。)

文 献

1) NOGUCHI, H.; Y. EDA, H. TOBIKI, T. NAKA-

GOME & T. KOMATSU: PC-904, a novel broad-

spectrum semisynthetic penicillin with mar-

ked antipseudomonal activity; microbiological

evaluation: Antimicr. Agents & Chemoth. 9

: 262•`273, 1976

2) 小 松 敏 昭, 井 沢 昭 雄, 入 江 健 二, 木 崎容 子, 奥 田

隆 夫, 江 田 靖 子, 赤 粟 信 二, 野 口 浩: 新 合成 べ

ニ シ リンPC-904のin vitroお よびin vivo抗

菌 作 用。Chemotherapy 26 S-2; 94～110. 1978

3) 入 江 億 二, 奥 田 隆 夫, 野 口浩, 赤 渠 償 二, 井 沢昭

雄, 山森 芥, 小 松 種 昭; PC-904勘 物 におけ

る吸 収 ・分 布 ・排 灘。Chemotherapy 26 S-23

138～147, 1978

4) ROLINSON, G. N. & R. SUTHERLAND: The bin-

ding of antibiotics to serum proteins. Brit.

J. Pharmacol. 25: 638•`650, 1965

5) KLOTZ, I. M.; F. M. WALKER & LB. PIVAN:

The binding of organic ions by proteins.

Am. Chem. Soc. 68: 1486•`1490, 1946

6) 和 泉 太 郎, 菓 山 馨, 三宅 拳 雄, 江拳 光 臨 古 田

正:Cephalothin, cephaloridineお よびcefazo-

linの ヒ ト血 清 タ ンパ ク質 に 対 す る 結 倉 。Che-

motherapy 24: 1305•`1306, 1976

7) KUNIN, C. M.; W. A. CRAIG, M. KORNGUTH &

R. MONSON: Influence of binding on the phar-

macologic activity of antibiotics. Ann. N.Y.

Acad. Sci. 226: 214•`424, 1973

8) CARBON, C.; A. CONTREPOIS, N. BRION & S.

LAMOTTE-BARRILLON: Penetration of cefa-

zolin, cephaloridine and cefamandole into

interstitial fluid in rabbits. Antimicr. Agents

& Chemoth. 11: 594•`598, 1977

ON THE BINDING OF PC-904 WITH SERUM PROTEIN

OR TISSUE HOMOGENATE
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1. Binding rates of PC-904 with serum prOtein of rat, dog, bovine and human determined by

the centrifugal ultrafiltration method were generally high (95-98%), except for 82% in mouse serum.

2. Those results were confirmed by the ultracentrifugation method, but the binding rate obtained

by the equilibrium dialysis method was relatively low (81%).

3. The serum protein binding of PC-904 was not so firm, but comparatively loose. It was confir-

med by the determination of the binding constant.

Binding data obtained using 4% human serum albumin were as follows:

PC-904: K=1. 03•~104 M1, N=1. 13

cefazolin: K= 1. 18•~104 M-1, N=1. 00

dicloxacillin: K=3. 95x 10' M1, N= 1. 95

The binding constant of PC-904 was very similar to that of cefazolin and lower than dicloxacillin.

4. It was further confirmed by the dilution technique that its binding was reversible.

5. The binding rates (about 80%) of PC-904 with rat liver or kidney homogenates were lower

than that with serum protein. Its binding was reversible.


