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ラ ッ ト血 中お よび肝 内酵素活性 に及ぽ すCefamanddeの 影 響

GPT活 性低下機作の解析

松 原 尚 志 ・戸 内 明

塩野畿製塾株式会社研究所

ラットに人量のCefamandoleお よびCefazolinを 投与し,血 漿中および肝組織中の数種の酵素活

性の変動を検討した。血漿中のGPT活 性 はCefamandole投 与15～30分 後に著しく低下したが,

その後回復し,投 与2時 間後には正常 レベルにまで戻った。他方,Cefazolinの 投与で血漿GPT活

性は時間とともに徐々に低下し,投 与1～2日 後でも非常に低い活性を示した。この低下した酵紫活

性の回復には3～4日 闇を要した。

Cefamandoleの 連続投与では肝内GPT活 性 に影響はみられなかったが,Cefazolinの2～3日 間

の連続投与によっては血漿および肝臓中のGPT活 性がともに低下した。

GPT以 外の肝臓内酵素活性は,両 剤ともにほとんど影響を与えなかった。

肝cytoso1のGPTに 対 し,両 剤はin vitroの 系で活性阻害を示した。これらの結果からCefa-

mandoleお よびCefazolinは,直 接GPT酵 素 に作用して活性阻害をひきおこすと結論できた。

Cefazolinに ついては,他 の要因も関与してGPT活 性を著しく低下させるものと推論できた。

血清酵素のS-GOTお よびS-GPTは 肝臓 やその他い くつか

の臓器から漏 出してきたもので あることが 知 られているが,肝

障害時にこれ らの酵素活性が増大す ることから肝機能の検査項

自の一つと して血清酵素活性 の測定が 広 くおこなわれている1)。

ところが,セ フ ァロスポ リン系 抗生物質 である Cefamandole

sodium (以下CMDと 略)や Cefazolin sodium (以下CEZと

略)を 実験動物(ラ ッ ト)に 大量投与す ると,S-GPT活 性 が

特異的 に低下することが見出 され2),一 般的な概念 からは説明

困難 な成績が得 られている。 また,イ ヌでの亜急性毒性試験時

にも,CEZやCMDの 投与でS-GPT活 性および肝組織内の

GPT活 性が ともに特異的に低下す ることが確 かめ られている3)。

このような結果は動物種差に関係な く,CMDやCEZが 生体

内のGPT酵 素に対 して特異的に影響を及ぼしてい るよ うに考

え られたので,ラ ッ トを用 いてCMDやCEZに よるGPT活

性の低下機構 についてい くらかの検討 をおこな った。

実 験 方 法

1.実 験動 物

実験 には,静 岡 県 実験 動 物 農協 産 の 雄性SLCSPRAG-

uE-DAwLEY系SPFラ ッ トを用 い た。 動 物 を恒 温(24

±1。C),恒 湿(55±10%)の 飼 育 室 で飼 料(日 本 ク レ

ア製CA4固 形 飼 料)と 飲 料水 を 自由 に摂 取 させ て1

週 間 飼育 し,実 験 環 境 に順 応 した9週 令 の 動 物 を 実 験

に供 した。

2.検 体 の 調 製 およ び 投 与

CMDお よ びCEZは0.8%,NaC1に 溶解 し,エ ー

テ ル麻 酔 下 で ラ ッ ト尾 静 脈 に0.5ml/min.の 速度 で注

入 した。 投 与液 中 の検 体 濃度 は実 験 群 ご とに異 な り.投

与液の容量が0.666m1/1009と 参るように検体濃度を

調整した。 対照群の ラットには0.8%NaCl溶 液を

0.666m1/1009の 割合で投与した。

3.測 定試料の採取および調製

検体投与一定時間後にラットを断頭屠殺し,放 血され

る血液を集めて血漿の分離をおこなった。また,肝 組織

の採取も同時におこない,採 取した試料は活性測定時ま

で 一20℃ で凍結保存した。酵素活性の測定は,試 料採

取後1週 間以内におこなった。

活性測定時に凍結した肝組織を室温で融解した後に,

50 mM Tris-HC1 buffer (pH7.4)を 含 む0.25M

Sucrose 中で ホ モ ジ ナイ ズ し,組 織 濃 度 が100mg eq./

mlの ホモジェネイ トを作製した。 このホモジェネイ ト

を2枚 のガーゼを用いて炉過し,得 られた炉液を酵素

活性測定用の試料として用いた。また,ラ ット肝ホモジ

ェネイトを105,000Xgで60分 間遠心し,そ の上清

部分を採取して肝cytoso1分 画として実験に供した。

4.酵 素活性の測定

肝組織中のcytochromeP-450含 量,ア ニリン水酸

化活性およびアミノピリン脱メチル化活性は,既 報の方

法4～6)に従って測定した。

肝組織および血漿中の酸性フォスファターゼ活性は,

BESSEY らの方法7)を いくらか改変して求めた。すな

わ ち, 4 mg p-nitrophenyl phosphate を含む50mM

citrate-HC1 buffer (pH 4.4) (全 量0.9ml)に0.1

mlの 血漿または 肝ホモジェネイト(0.5mg eq.)を

添加して反応を開始した。37℃ で30分 間反応させた
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後に0.1NNaOH(4m1)を 加えて反応を停止し,生

成した P-ni trophenol を410nmで 比色定iし た。

肝組織および血漿中のGPT活 性 は, WEOBLEWSKI-

KARMEN 法8)を 改良し30℃ で求めた。 すなわち,

ア ラニ ン (0.2 NADH (0.4 mg) および

LDH (10 I. U.) を含む 0.1 M phosphate buffer (pH

7.4)の 反店系 。(全量2.6m1)に0.2m1の 肝ホモジェ

ネイト(1mg eq.)ま たは血漿を添加 して盲検値を求め

た後に,0.2m1の0,2Mα-ケ トグルタール酸を添加

してNADHの 酸化速度を経時的に340nmの 吸光度

変化として記録した。酵素活性はNADHの 酸化遠度と

して表わし,NADHの 量は分子吸光係数を6.2×103

M-1cm-1と して求めた9)。GOT活 性 もGPT活 性測定

の場合とほぼ同様の方法で求めた。ただし,GOT活 性

測定の場合にはアラニンの代わりにアスパ ラギン酸を,

またLDHの 代わりにMDH(0.05mg)を 反応系に

添加した。

肝cytoso1の 蛋白量はBiuret法10)で 測定した。

実 験 結 果

1.CMDお よぴCEZの1回 投与実験

CMDやCEZ投 与動物でS-GPT活 性 の特異的な低

下現象が観察されているので,そ の機構を明らかにする

ために,ラ ットに大量(1～49/kg)のCMDお よび

CEZを1回 投与し,2日 後の体重,肝 重量,血 漿およ

び肝組織中の数種の酵素活性等について検討した。大量

のCMDの 投与によっても体重には変動が みられなか

ったが,肝 重量は有意の低下を示した。血漿および肝組

織中のGPT活 性 も,CMDの1回 投与によっては影

轡がみられなかったが,肝 臓中のGOT活 性はCMD

投与動物で増大の傾向を示した,'小 胞休膜局在のcyto-

chromeP-450舎 量 はCMDの 投与で変動を示さなか

ったが,ア ニリン水酸化活性は楽物投与動物で低下の傾

向を示した(Table1)。

ラットに大量のCEZを 投 与すると,体 重,肝 重量と

もにわずかでは あるが滅少の傾向を示した。 血漿およ

び肝臓中のGOT活 性 は変動を示さなかったが,血 漿

中のGPT活 性は有意に低下することが確かめられた。

けれども,肝 細胞中のGPT活 性はこのような実験条件

下では変動を示さなかった。肝臓中め薬物水酸化酵素系

の機能(cytochrome P-450含 量,ア ニリン水酸化反応

およびアミノピリン脱メチル化反応の活性)も,CEZ

の投与によってはほとんど影響牽うけなかった(Table

2)。

2.CMDお よびCEZの 連続投与実験

Table1お よび2に 示すように,ラ ットに大量の検

体を投与しても,1回 投与実験ではCEZ投 与動物で血

漿中のGPT活 性が低下したのみで,CMD投 与動物で

は変動がみられなかった。どのような結果は,GPT活

性の低下した亜急性毒牲試験時の結果2.3)と は異なるの

で,そ の点を明らかにする目的で。ラットに大量(29/

kg)のCMDお よびCEZを1日1回 の割合で1～3

日間連続投与し,最 終投与2口 後の動物について 血漿

および肝組織の酵素活性を検討した。

Table3に 示すよ1うに,CMDの 連続投与によっても,

1回 投与(Table1)の 場合と同様にラットにはほとん

ど変動が認あられなかった。一方,CEZの 連続投与を

おこなった場合には,血 中および肝臓中のGOT活 性に

Table 1 Plasma and liver enzyme activities in rats after single intravenous

administration of various amounts of CMD

The values  in the table represent the mean * S.E. of 4 animals.
Significantly different from control group: * (p < 0.05) •** (p < 0.01)
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Table 2 Plasma and liver enzyme activities in rats after single intravenous

administration of various amounts of CEZ

The values an the table represent the mean t S.E. of 4 animals.

Significantly different from control group:* (p<0.05) ** (p<0.01)

Table 3 Alterations of plasma and liver enzyme activities in rats following successive

intravenous administrations of CMD

The values in the table represent the mean t S.E.

Significantly different from control group:*(p<0.05)**(p<0.01)

は大きな影響が認あられなかったが,血 漿および肝組織

中のGPT活 性はともに著しい活性低下を示した。特に

肝臓中のGPT活 性の抵下は投与回数と関連性を示し,

投与回数が多いほど活性は低値を示した。肝薬物水酸化

酵素系の機能は,CEZの 連続投与によっても全く影響

が 認 め られ な か っ た(Table4)。

3.CMDお よびCBZの 投与直後の影響

デットにCMDお よびCEZを1回 投与した実験

(Table1お よび2)お よび連続投与実獣(Table3お

よび4)と も忙最終投与2日 後の動物で,生 体内の酵

素活性変動を検討してきた。ところで,'実 駿 動物に20

～100mg/kgのCMDお よびCEZを1回 投与した後
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Table 4  Alterations of plasma and liver enzyme activities in rats following successive

intravenous administrations of CEZ

The values in the table represent the mean •} S. E.

Significantly different from control group: * (p < 0.05) ** (p < 0.01)

の体内からの排泄は比較的速く,CMDで は2～3時 間,

CEZで は5～6時 間で投与した薬物のほとんど大部分が

体外に排出されてしまうことが報告されているm。 した

がって,検 体投与2日 後には.大 量投与(29/kg)で

あっても生体内にCMDやCEZの 残存する句能性はほ

とんどないものと考えられた。 そこで,生 体内に検体

の存在する検体投与直後の酵素活性変動について検討し

た。

ラットにCMDを29/kgの 割 合で投与し,注 入開

始時の15分 後から24時 問後までの間に測定試料を採

取して酵素活性の測定をおこなった。℃MD2投 与15～

60分 後に肝重量がいくらか減少する傾向がみられたが,

その他には体重,肝 重量ともに大きな変動は認められな

かった。血漿中のGPT活 性はCMD投 与15～30分

後には著しく低下したが,そ の後は回復の傾向を示 し

て,投 与2時 間後にはほぼ正常レベルにまで 戻ること

が確かめられた。血中のGOT活 性 も,CMD投 与30分

後には低下したが,そ の後徐々に回復の傾向を示した。

けれども,肝 臓中の トランスアミナーゼ活性は,CMD

を投与直後でもほとんど変動を示 さなかった。肝組織中

のcytochromeP-450含 量やアミノピリン脱メチル化

活性は,CMD投 与によつてもほとんど変動を示さなか

ったが,ア ニ リン水酸化活性はわずかではあるが低下の

傾向を示した(Table5)。

Table6に 示すように,CEZの 投与(291kg)直 後

の体重,肝 重量,血 漿GOT活 性 および肝薬物水酸化酵

素系の変動は,ほ ぼCMD投 与の場合と同様の結果を

示した。けれども,血 漿中のGPT活 性はCMD投 与

の場合のような急速な活性低下を示さず,CEZ投 与 後

徐々に活性が低下して,投 与24時 間後でも全 く回復の

傾向のみられないことがわかった(Table6)。

CEZ投 与によって低下した血漿中のGPT活 性が投

与24時 間後でも回復しないのでCEZ投 与1日 後から

1週 間後までの血漿中のGPT活 性 の変動を調べた。

Table7に 示すように,血 漿中GPT活 性 はCEZ投 与

1日 後には低値を示し,そ の後回復の傾向を示すことが

わかった。けれども,投 与2～4日 後でもまだ完全に正

常レベルにまで億回復せず,完 全な回復には長時間を要

することが明らかとなった。血中の他の酵素(GOTや

酸性フォスファターゼ)や 肝内の数種の酵素活性には,

ほとんど影響がみられなかった。Table5～7の 結果は,

ラットに同じ量のCMDどCEZと を投与しても,GPT

活性低下の時間経過が異なることを示しており,CMD

とCEZに よるGPT活 性の低下機構はいくらか異なる

ものと推察された。

4。CMDの 投与量と血清酵素活性との関係

CMDの 投与によっても注入直後には血中GPT活 性

の低下することが確かめられた ので,ラ ットに0。5～

2.09/kgのCMDを 投与し,30分 後および24時 間

1後の血漿中のGPT, GOTお よび酸性フォスファターゼ

活性について検討した。投与30分 後の血漿中のGPT

活 性 は,CMDの 少量(0.59/kg)投 与群では全 く影響

がみられなかったが,投 与量を増大してゆくと漸次活性

の低下してゆくことが確かめられた。投与24時 間後に

は全実験群で活性の低下は観察されなかった。血漿中の

酸性フォスファターゼおよびGOT活 性は,CMD投 与
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Table 6 Alterations in plasma and liver enzyme activities of rats following

intravenous adminlstations of CEZ

The values in the table represent the mean •} S.E. of 3 animals.

Significantly differeat from control group: *(p< 0 .05)**(p< 0.01)

Table 7 Recovery of altered plasma and liver enzyme activities of rats by

intravenous administration of CEZ

The values in the table represent the mean •} S.E. of 3 animals.

Significantly different from control group: *(p< 0 .05)**(p< 0.01)
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Table 8 Alteration of plasma enzyme activities of rats following intravenous

administration of various amounts of CMD

The values in the table represent the mean •} S .E. of 3 animals.

Statistically significant (* p < 0 .05, ** p < 0.01) against control group.

Table 9 Effects of CMD and CEZ on GOT and GPT activities in

rat liver cytosol

Concentration of cytosol in the reaction mixture was 0 .10 mg protein/ml, and the
activity are expressed as nmoles NADH oxidized/min ./ml of reaction mixture.

動物でわずかではあるが増大傾向を示した(Table 8)。

5. 肝細胞内GPT活 性のCMDお よびCEZに よ

る直接阻害

ラットにCMDやCEZを 投与したときにみられた特

異的なGPT活 性の低下現象が,こ れらの薬物の酵素に

対する直接作用のためであるのか,そ れとも別の要因に

よる二次的な影響であるのかを明らかにするために,肝

細胞cytosolに 局在するS-GPT活 性 に対するCMD

およびCEZの 影響をin vitroの 系で検討した。Table

9に 示すように,cytosol局 在のGOT活 性は反応系に

CMDやCEZを 加えてもほとんど影響がみられず,高

濃度の検体存在下でわずかに活性低下の傾向を示 したの

みであった。それに対 して,GPT活 性は反応系にCMD

やCEZを 添加することにより阻害され,活 性の阻害

は添加する薬物の量が増大するほどより顕著に認められ

た。このin vitroの 系でのGPT活 性の阻害は,CEZ

よ りもCMDの 添加によってより強くひきおこされた

(Table 9)。 ここに示す結果は,CMDもCEZも とも

にGPT酵 素 に直接作用して活性の 阻害をひきおこす

が,そ の作用はCMDの 方がCEZよ りも強いことを示

している。

考 察

実験動物に大量のCMDやCEZを 投与した際に,

血清酵素であるS-GPT活 性が特異的に低下することが

見出 されている2,3)が,こ のような現象はCeftezole

sodium(以 下CTZと 略)を 投与した動物でも観察され

ている12)。この機序として,二 木ら12)は血中から尿中

への排泄促進のためであるとしているが
,GPT酵 素だ

けが特異的に排出されるのでなければ特異的なS-GPT

活性低下は観察されないはずであり,こ のような考えが

妥当であるかどうかは疑わしい。他方,CMDお よび,

CEZの イヌでの亜急性毒性試験時に血漿中の酵素活性

だけでなく肝臓内GPT活 性 も低下するこるが確かめら

れた3)の で,他 の臓器内の酵素活性にも影響が出ている

ものと推察された。このような結果から考えて,CMD,

CEZお よびCTZ投 与動物で観察されたGPT活 性の

低下は,こ の酵素の尿中への排泄促進のためではないと

結論できた。

肝臓内のGPT活 性 も,CMDやCEZの 連続投与に

よって低下することがイヌでの実験で確かめられた3)の

で,肝 内の他の酵素系への影響が心配されたが,肝 細胞
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小胞体膜局在の薬物水酸化酵素系(cytochrome P-450

含量,ア ニ リン水酸化活性およびアミノピリン脱メチル

化活性),リ ソゾーム局在の酸性フォスファターゼおよ

びミトコンドリアとcytosolの 両分画に局在するGOT

などの機能にはほとんど影響が認められなかった。した

がって,肝 細胞内でもCMDやCEZの 投与に よって

GPTの みが特異的に影響をうけると結論できた。同様

の結果はラットに大量のCEZを1回 ないしは速続投

与し,2日 後に酵素活性を調べた実験(Table 2お よ

び4)で も得ることができた。 ラットでの実験で,血

中のGPTはCEZの1回 投与でも活性低下を示した

(Table 2)が,肝 組織内GPT活 性 の低下は連続投与

時にだけ認められていた(Table 4)。 このことは,血 中

の酵素量に比べ肝臓内の酵素量が 非常に多い19た めで

あろうと,推 察された。

CMD投 与による血漿GPT活 性の低下は投与15～

30秀 後に顕著におこり,そ の後急速に正常レベルにまで

回復することが確かめられた(Table 5)が,こ のよう

な活性変動の経過はCMDの 血中濃度変化と関連 して

おり,CMDの 血中濃度の高いときにのみ酵素活性の低

下が ひきおこされるように考えられた。 このことは,

CMDが 直接酵素に作用して活性低下をひきおこす直接

作用が活性低下の原因で あることを推察させるもので

ある。事実in vitroの 実験系で,肝GPT活 性 を反応

系に添加したCMDで 阻害することができた(Table

9)。他方,℃EZに よる血漿GPT活 性の低下は投与後

徐々におこり,そ の回復にも長時間必要とすることがわ

かった(Table 6お よび7)。 また,in vitroの 実験系

で,CEZに よるGPT活 性阻害作用は,CMDよ りも

弱いことが明らかにされている(Table 9)。 これらの結

果は,CEZを 動物に投与すると血中CEZ濃 度の上昇に

ともなって,直 接作用によるGPT活 性低下もひきおこ

されるが,他 の要因も関与して,CEZの 血 中濃度が

低下した投与1～2日 後でも活性の 回復がみられない

(Table 2,4,6お よび7)も のと推察された。CEZが

GPT酵 素に直接作用して活性阻害をひきおこす ことは

F別2Rら14)に よっても報告されているが,他 の要因

については現段階では明らかでない。CMD投 与による

GPT活 性低下は速やかに回復するので,連 続 投与をお

こなってもわずかな活性低下しか おこらないが,CEZ

投与によるGPT活 性低下は1～2日 後でも回復しない

ために,連 続投与をおこなうと著しい活性低下がひきお

こされるものと考えられた。

この報告に示すように,CMDやCEZの 投与によっ

てひきおこされる特異的な変化はGPT活 性 の低下現象

で あるが,投 与直後には,血 漿中のGOT活 性 もわずか

ではあるが活性低下を示すことがわかった(Table 5お

よび6)。 ただし,GOTに 対する影響は少なく,CEZ投

与の場合でも速やかに回復したので,生 理的な影響はほ

とんどないものと考え られた。これに対して、CMDや

CEZ投 与 による生体内のGPT活 性低下は,こ の酵素

の関与する生理機能低下をひき おこすものと考えられ

た。けれども,CMDの 少畳(0,59/kg)投 与 ラットで

はGPT活 性の低下が観察されない(Table8)の で,

臨床用量のCMD投 与に おいては問題となるような影

響はあらわれないものと推察された。
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INHIBITORY ACTION OF CEFAMANDOLE ON GLUTAMIC

PYRUVIC TRANSAMINASE ACTIVITY IN RATS

TAKASHI MATSUBARA and AKIRA TOUCHI

Shionogi Research Laboratory, Shionogi & Co., Ltd.

Effects of cefamandole sodium and cefazolin sodium administrations on several enzyme activities in

plasma and liver were examined in rats. Marked decrease in plasma glutamic pyruvic transaminase activity

was observed 15•`30 min. after the intravenous administration of cefamandole and the activity recovered to

normal range 2 hrs. later. On the other hand, the activity of glutamic pyruvic transaminase in plasma de-

pressed gradually following the administration of cefazolin, and lower activity was observed even at 1•`2

days later. Successive administrations of cefazolin for 2•`3 days resulted in decrease of the glutamic pyru-

vic transaminase activity in both plasma and liver, but not by the administration of cefamandole. However,

other enzyme activities in plasma and liver were not affected by the administration of cefamandole and cefa-

zolin.

Glutamic pyruvic transaminase activity in liver cytosol was inhibited by adding cefamandole and cefa-

zolin to the reaction mixture, suggesting direct interaction of cefamandole and cefazolin with the enzyme

followed by inhibition of the enzyme activity.


