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Cinoxacinヒ ト尿 中代謝物の定量法

坂 野 俊 行 ・増田佐智子 ・天 野 為 之

塩野義製薬株式会社研究所

Cinoxacin投 与 ヒ ト尿 中の 代 謝物 で あ る1-ethy1-1, 4-dihydro-4-oxo-6-methoxy-7-

hydroxycinnoline-3-carboxylic acid(MCINX)の 定 量 法 を設 定 した。

す な わ ち,尿 試 料 を塩 酸 酸 性 で クロ ロ ホ ル ム抽 出後,pH9.0の ほ う酸 緩 衝 液 に転 溶 した

の ち,Nucleosil10C-8と0.05Mり ん酸 緩 衝 液(pH7.8)メ タ ノー ル(7:3,v/v)の

系 に よ る高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(HPLC)に よ り定 量 した 。

CinoxacinとMCINXの 各抱 合 体 は尿 試 料 を塩 酸 酸 性 下 加 熱 加 水 分 解 す る こ とに よっ て

生 成 す る各 遊 離 体 を,そ れ ぞ れ け い光 法 お よ び本HPLC法 に よっ て 測 定 す る こ とが で き

る。

緒 言

ヒ トに 経 口投 与 され たCinoxacin(1-ethy1-1,4-dihydro-

4-oxo〔1,3〕dioxolo-〔4,5-g〕cinnoline-3-carboxylic acid

以 下CINXと 略 す)は,そ の大 部 分 が 未 変 化 の ま ま尿 中 に 排

泄 され るが,一 部 は1-ethy1-1, 4-dihydro-4-oxo-6-methoxy

-7-hydroxycinnoline-3-carboxylic acid(以 下MCINXと

略 す)お よびCINXとMCINXの それ ぞれ 酸 で 加 水 分 解 され

得 る抱 合 体(以 下 そ れ ぞ れCINX-conj.お よ びMCINX-

conj.と 略 す)に 代 謝 され る こ とが 知 られ て い る(Fig.1)1)。

Fig. 1 Metabolic pattern of CINX in normal 

male volunteers

本報告は,ヒ ト尿中の これら代謝物の定量法について 述べ

る。

実験材料 と実験方法

1.使 用薬剤 と試料

CINXとMCINXは 米 国Eli Lilly社 で合成 され

た。

CINX-conj.とMCINX-conj.は 標品が未だ単離 さ

れていないので,CINX 400mgを 空腹 時健常成人 男子

に経 口投 与 した と きの1時 間 尿 を,こ れ ら抱 合 体 の 含 有

試 料 と して用 い た。

試 薬 お よ び 溶媒 はす べ て 市 販 特 級 品 を使 用 した 。

2.測 定 機 器

高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィー(HPLC)の 分 離 管 は,

Nucleosil10C-8を 充 填 した 内径4.0mm,長 さ25cm

の ス テ ン レス カ ラム を 用 い,室 温 で操 作 した。 移 動 相 の

送 液 にはWatersM-6000Aポ ン プ を用 い,検 出器 は

Waters Model 440,波 長254nmを 使 用 した。

け い光 測 定 は 日立MPF-2Aを 使 用 し,10×10mm

の 石 英 セ ル を用 いた 。

3.MCINXの 定量 法

尿 試 料1mlにN塩 酸0.5mlお よ び ク ロ ロホ ル

ム6m1を 加 え て5分 間振 と う後,3,000rpmで5分 間

遠 心 す る。 ク ロ ロ ホル ム抽 出液5mlに0.015Mほ う

酸 緩 衝 液(pH9.0)5mlを 加 え て5分 間 振 と う後,

3,000rpmで5分 間 遠 心す る 。 上 層10μlをHPLCヵ

ラム に注 入 し,0.05Mり ん 酸 緩 衝 液(pH7.8)・ メ タ

ノー ル(7:3,v/v)混 合 溶 媒 で 逆 相 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー を 行 な う。 流 速1ml/min .,保 持 時 間約2.2分 にお

け るMCINXの ピー ク高 さ を測 定 し,標 準MCINX溶

液*の 検 量 線 か ら定 量 値 を算 出す る。

*MCINX濃 度0 .4μg/ml～4μg/mlの0.015M

ほ う酸 緩 衝 液(pH 9.0)溶 液10μl使 用 。

4.CINX-conjugateの 定 量 法

水 で 希 釈 した 尿 試 料1mlにN塩 酸0.5mlを 加 え

て 沸 騰 水 浴 中で30分 間 加 熱 す る。 冷 後,ク ロ ロホ ル ム

6m1を 加 え て5分 間振 と う後,3,000rpmで5分 間 遠
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心 す る。 クロ ロホ ル ム抽 出液5m1に0.015Mほ う酸

緩 衝 液(pH9.0)5m1を 加 え て5分 間振 と う後,3,000

rpmで5分 間 遠 心 す る。 上 層4mlを と りN硫 酸1ml

を加 え て混 和 した の ち,354mmの 励 起 光 を用 いて432

pmの け い 光 極 大 波 長 に お け る け い光 強度 を測 定 す る。

標 準CINX溶 液*に よ る検 量 線 か ら定 量 値 を算 出 した

の ち,別 にANDERssONら の け い光 法2)に よ って 求 め

た 未 変 化CINXの 値 を差 し引 い てCINX-conj.濃 度 を

求 め る。

*CINX濃 度12 .5ng/ml～125μ9/mlの0.015

Mほ う酸 緩衝 液(pH9.0)溶 液4mlにN硫 酸1ml

を 加 え る。

5.　 MCINX-conjugateの 定 量 法

尿 試 料1mlにN塩 酸0。5mlを 加 え て 沸 騰 水 浴 中

で30分 間 加 熱 す る。 冷 後 ク ロ ロホ ル ム6mlを 加 え

て,以 下MCINXの 定 量 法 と 同 様 に 処 理 して 得 た全

MCINXの 定 量 値 か ら,3.で 得 たMCINXの 値 を差 し

引 い てMCINX-conj.濃 度 を求 め る。

結 果

1.　 HPLC条 件 の 検 討

MCINXとCINXお よ び尿 中成 分 の分 離 を 目的 と し

てNucleosil10SB, Partisil10SAX, ZipaxSAX,

Permaphase AAXお よ び μ-BondapakNH2の イ オ

ン交 換 体,な ら び に μ-BondapakC-18,Nucleosil10

C-8お よ びNucleosil10C-18の 逆 相 系 に つ い て,PH

2～10の 緩 衝 液,メ タ ノー ル と緩 衝 液 の 混 液 お よ びPIC

試 薬(tetrabutyl ammonium hydroxide, 1-heptane-

sulfonic acid)を 用 いて 検 討 した結 果,Nucleosil10

C-8の 分 離 カ ラム を用 い て0.05MNa2HPO4・KH2PO4

緩 衝 液(pH7.8)・ メ タ ノ ー ル(7:3,v/v)混 合 溶 媒

で流 出す る 方 法 が 最 も よい 分 離 能 を 示 した 。 流 速1m1/

min.に お け る保 持 時 間 はMCINX約2.2分,CINX

約3.6分 で あ っ た 。MCINXの 定 量 法 に 従 い,前 処 理

後 の尿 中MCINXお よ びCINXの クロ マ トグ ラム を

Fig.2に 示 す 。

本 定 量 条 件 下,MCINXの 保 持 時 間2.2分 付 近 にお

け る ヒ ト尿 ブ ラン クの 個体 差 は ほ とん ど な く,MCINX

の ピ ー ク高 さ読 み 取 りに 対 す る 尿 成 分 の 影 響 は 無 視 し得

る もの で あ っ た 。

なお,尿 試料 を ミ リポ ア フ ィル タ ーで 濾 過 後HPLC

に 直 接 注 入 す る方 式 に つ い て も検 討 した が,こ の 場 合 は

尿 中 成 分 に よ る障 害 が著 し くMCINXの 検 出 は 困難 で

あ っ た。

2.　 MCINXの 検 量 線

MCINXの0.015Mほ う酸 緩 衝 液(pH9.0)溶 液

Fig. 2 Chromatogram of human urine 

extract

1: Added MCINX 8 penil in urine 
2: Added CINX 200 Ailml in urine

について定量条件で検量線を求めた結果,1～2,500ng

/10μlの 範囲 内でMCINX濃 度 とピー ク高さ間に直線

性が成立 した。回帰式の変動係数は1～3%で ある。検

出限界は0.5ng/10μlで あ り,尿 中MCINXに 対す

る定量下限は0.5μg/mlで あった。

Table 1 Recoveries of MCINX in human urine

Regression equation: y = 0.9881 x - 0.285, s = 0 .313
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3.　 ヒ ト尿 中MCINXの 回収率

健常成人男子尿 に1ml当 りMCINX2～22μgと

CINX50～500μgを 添加 した尿合成 試料溶 液を調 製

し,本 法 によるMCINXの 回収率 を検討 してTable1

を得た。

す なわち,尿 合成 試料中MCINXの 回収率 は約94%

であ り,変 動係数は約8%で あった。

4.抱 合体の加水分解条件

CINX400mgを 経 口投与 した健常成人男子の1時 間

尿 を水で100倍 希釈 したのち,そ の5mlにN塩 酸2.5

m1と クロロホルム30mlを 加 えて振 とう抽 出す る。

尿試料中の未変化CINXを クロロホルム層 に抽 出除去

した残 りの水層15ml(0.33N塩 酸溶液 に相 当す る),

お よび水層1mlに3N塩 酸0.5mlを 加 えた溶液

(1.22N塩 酸溶液 に相 当す る)を それぞれ沸騰 水浴 中

で一定時 間加熱 加水分解 し,冷 却後 クロロホルム6ml

Fig. 3 Hydrolysis conditions of 

CINX-conjugate

ず つを加 えて抱合体か ら遊離 したCINXを 抽 出す る。

抽 出 したCINXを 次に0.015Mほ う酸緩衝液(pH

9.0)5mlに 転 溶後,N硫 酸1mlを 加 えて励起波長

354nmけ い光波長432nmに おけ るけ い光強度 を測

定 しFig.3を 得 た。

す なわち,CINX投 与 ヒ ト尿 中のCINX-conj.は

0.33N塩 酸中では100℃30分 で,ま た122N塩

酸中では100℃15分 で加水分解が終了す ることを示 し

た。

5.　抱 合体の安 定性

0.33N塩 酸中,25℃ お よび0～2℃ におけるCINX

-conj .の 安定性 を検討 した。 す なわち,CINXを 投 与

した健常人の1時 間尿試料1mlを 水 で50倍 希釈 した

のち,そ の1mlにN塩 酸0.5mlを 加 えて0.33N

塩酸溶液 とし,25℃ お よび0～2℃ に放 置 した ときの

CINX-conj.の 加水分解に よるCINXの 増量を経時 的

に追跡 した結果,Fig.4に 示す ようにCINX-conj.は

0.33N塩 酸中,0～2℃ では少な くとも2時 間は安定

で あ り,25QCに お いて も30分 間は安定 である とみな

し得 た。

Fig. 4 Stability of CINX conjugate 
in 0.33 N HCl

6.　 測 定 例

健常成人男子にCINX200～800mgを 空腹時1回

経 口投与 した ときの6時 間尿あるいは12時 間 尿 に本

法 を適用 して,尿 中排泄率を求 めた測定例 をTable2

に示す。

投与CINXの 大部分は未変化体 として尿中に排泄さ

れ,つ いでCINX-conj.が 多 く,MCINXとMCINX-

conj.は ともに少量であ った。
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Table 2 Urinary excretion of CINX, CINX-conjugate, MCINX 
and MCINX-conjugate, after oral administration of CINX

ま と め と 考 察

逆相HPLCに よる ヒ ト尿 中のMCINXの 定量法を設

定 した。本法において は,尿 中成分の障害を除去す るた

めに,溶 媒抽出に よる若干の前処理を必 要 とするが,比

較的簡易かつ迅速な定量法 として実試料の測 定に有効 に

利用 し得 るものであった。CINXとMCINXの 各抱合

体は加水分解後生成する各遊離体 を,そ れぞれけい光法

お よび逆相HPLCに よって測定 できる。健常成人男子

にCINX経 口投与時の尿中排泄率の測定に本法を適用

した。
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QUANTITATIVE ANALYSIS OF CINOXACIN 

METABOLITES IN HUMAN URINE 

TOSHIYUKI SAKANO, SACHIKO MASUDA and TAMEYUKI AMANO 

Shionogi Research Laboratories, Shionogi & Co., Ltd.

A quantitative method for the estimation of the 1-ethy1-1, 4-dihydro-4-oxo-6-methoxy-7- 
hydroxycinnoline-3-carboxylic acid (MCINX) in human urine has been developed by using high-

performance liquid chromatography (HPLC). MCINX can be separated by HPLC and quantitated 
with a 4 mm x 25 cm Nucleosilio C-8 column in methano1/0.05 M phosphate buffer (pH 7.8) 3: 7, 
coupled to a uv flow detector set at 254 nm wavelength. Detection limit was 0.5 ng for the 
MCINX. The conjugates of MCINX and cinoxacin were determined by this HPLC method and by 
the fluorometric method respectively, after hydrolyzed with hydrochloric acid.


