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Cefoperazone(T-1551)の 蛋 白結合 に関 す る研究

才川 勇 ・保田 隆 ・渡辺泰雄

林 敏雄 ・高田理恵子

富山化学工業株式会社綜合研究所

著者 らはcefoperazone(CPZ,T-1551)と 血清蛋 白お よび組織蛋白 との結合 について詳細 な検討

を行 ない,次 の ような結 果を得た。

CPZと ヒ ト血清蛋 白 との結合様式 を検討 した ところ,本 剤 とヒ ト血 清蛋 白 との結合はCEZと 同

様に可逆 的であ った。 また ヒ ト血 清アル ブ ミシに対す る蛋 白結合定数(K)と 最大結合量(n)は,

それぞれ2.63×104,0.79で あ り,CEZ(K=2.56×104,n=0.73)と 類似 した値 を示 した。

CPZと ヒ ト血清 アルブ ミシとの結合は,薬 剤濃度お よびアルブ ミシ濃度 に よって影 響 を うけ る

が,pHや 温度 による影響は少なか った。

CPZと ラ ッ ト組織pasteと の親和 性を リシ酸緩 衝液 による抽 出法で検討 した結果,4回 の抽 出に

よってほ とん ど回収 された。 また各組織に よる特異性は認 め られず,肝 お よび腎組織 との親和性 を

CEZと 比較 したが有意差 は認め られ なか った。

薬 剤 と血清 蛋 白や 組織 蛋 白 との 結合 は,薬 効 の持 続 性

や副 作 用,ま た体 内分 布,排 泄 や代 謝 な ど の 関 係 か ら近

年 特 に注 目され る よ うに な った 。 ペ ニ シ リン系 や セ フ ァ

ロス ポ リン系抗 生剤 に っ い て も血 清 蛋 白 との 結合 に 関 す

る種 々の 報 告1～4)があ る。 今 回 著 者 らは,才 川 ら5)に よ

り新 し く開 発 さ れ た 半 合成 セ フ ァ ロス ポ リン系抗 生 剤,

cefoperazone(CPZ,T-1551)(Fig.1)の 蛋 白結 合 に つ い

てcefazolin(CEZ)を 対 照 薬 と して 検 討 し,若 干 の知 見

を 得 た ので 報 告 す る。

I.実 験 材 料 お よ び 実 験 方 法

1.使 用 薬 剤

Cefoperazone(CPZ930μg力 価/mg:富 山化 学)お よ

びcefazolin(CEZ:藤 沢 薬 品)を 用 時1/15Mリ ン酸 緩 衝

液pH7.0(P.B.)に 溶 解 して 用 い た 。

a血 清 蛋 白 の調 製

ヒ ト血 清 は プー ル血 清 を10%リ ン酸 でpH7.2に 調 整

して用 い た 。 ヒ ト血 清 アル ブ ミ ソ(HSA,fraction V:

SIGMA社)はP.B.に 溶 解 し,1%ま たは4%溶 液 に調

製 した 。

Fig. 1 Chemical structure of CPZ

3.蛋 白結 合 率 の測 定 法

a3遠 心 限 外 ろ過 法6):薬 液1容 を 血 清 また はHSA

溶 液9容 に 加 え,37。C,1時 間incubateし た 後,セ ル ロ

ー ス ・チ ュ ー ブ(Viskingcompany:サ イ ズ8/32)に 入

れ,1,000×G,30分 間遠 心 分 離 した 。 ろ 液 中 の 薬 剤 濃

度 を測 定 し,こ の 測 定 値 をX,対 照 と して,P.B.で 同

様 の処 理 を 行 な って 得 られ た 測定 値 をYと して,下 式 に

よ り結 合 率 を 求 め た 。

結合率(%)=
Y-X

/ Y
×100

b)平 衡透析法:五 味 らηの方法に従 って,内 液 とし

て各薬剤50μg/ml含 有の ヒ ト血 清4mlを セル ロース ・

チ ュー ブ(Visking company:サ イズ20/32)に 入れ,

外液にP.B.を 用 いて,4℃ で48時 間平衡透析を行ない,

内液お よび外液 の薬剤濃度 を測定 し,下 式に よ り結合 率

を求めた。なお内液濃度 は血清 で,外 液濃度はP.B.で

作製 した標準液を用いて測定 した。

結合率(%)=
(a-b)×u

/ a×u+b×v
×100

a:内 液中薬剤濃 度

b:外 液中薬剤濃 度

u:内 液量

v:外 液量

4.希 釈効果の検討

薬剤 をP.B.ま たは ヒ ト血清に溶 解 して200μg/mlの

溶液 を調製 した。 これ らをそれぞれP.B.ま たは ヒ ト血
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Table 1 Effect of volume of outside solution on protein binding in equilibrium dialysis

Drug concentration: 50ƒÊg/ml

Outside solution: 1/15M Phosphate buffer (pH 7.0)

Fig.2 Reversibility of serum protein binding of CPZ

清で倍数希釈 して標 準液を作製 し,薄 層 カ ップ法 によ り

阻止帯を測定 した。一方,200μg/m1の 血清溶 液をP.B.

で倍数希釈 して同様に阻止帯 を測定 した。

5.蛋 白結合定数 と最大結合量 の測定

4%HSA溶 液 と各種濃 度の薬液 を37℃,1時 間incu-

bateし た後,遠 心限外ろ過法を用 いて遊離薬剤濃度を測

定 し,同 時にアル ブ ミンに結合 した薬剤量 を算出 した。

下式に従 ってKLOTZ plot8)を 作製 し,結 合定数(K)

と最大結 合量(n)を 求めた。 なお アルブ ミンの分子量

は69,000と した。

c:遊 離薬剤濃度(M)

r:ア ルブ ミン1分 子 当 りに結合す る薬剤

の結合量(mole/mole)

K:結 合定数

n;ア ルブ ミン1分 子 当 りの最大結合量

6.ラ ッ ト組 織pasteの 調 製

岡 田 ら9)の 方 法 に 従 って,Wistar系 ラ ッ トを断 頭 潟 血

した後,肝,腎,肺 お よび 小 腸 を摘 出 し,水 を加 え な い

で ホ モ ジ ネ ー トし,100%組 織pasteを 調 製 した 。

Table 2 Binding constant and maximum binding

number for CPZ and CEZ

Human serum albumin concentration: 4% (5.80•~

10-4M)

Method: Centrifugal ultrafiltration

7.ラ ッ ト組織pasteと の親和性

各組織paste4.59に2,000μg/m1の 薬液0.5m1を 加

えて十分攪拌 し,4℃,1時 間放置 した。その後P.B.

15mlを 加え 十分 に攪 拌 して 遊離型 の 薬剤を抽 出し,

10,000×G,30分 間遠心分離 を 行 なった。 沈澱 に再び

P.B.15m1を 加え同様に遠心 し,こ の処理を さらに2回

繰 り返 した。各上清中の薬剤濃 度を測定 して回収率を求

めた。

8.薬 剤濃度測定法

CPZはMicroooccus luteus ATCC 9341を,CEZは

Bacillus subtilis ATCC 6633を 検定菌 とす る薄層カ ップ

法 またはペ ーパー ・デ ィス ク法 で測定 した。

II.結 果

1.結 合の可逆性

CPZお よびCEZと ヒ ト血清蛋 白 との 可逆性を知 るた

めに,平 衡透析法を用い,内 液に 対する外液 の液量比を

2,4,10,15お よび20と した時の蛋 白結合率を測定

し,そ の結果 をTable 1に 示 した。CPZの 結合率は,液

量比が2と4で は ほ とん ど変わ らず,10で 急激に低下

し,そ れ以上 ではほぼ一定 であ った。 またCEZも 同様の

傾 向を示 した。 さらに液量比が2の 時 の結合率を1と し

て,そ れぞれの結 合比 率を 求めたが,CPZお よびCEZ

の結合比率はいず れ も類似 した値 を示 した。

またCPZの 可逆性については,P.B.に よる希釈効果
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Fig. 3 Effect of concentration of drug on protein

binding

Human serum albumin: 4% (5.80•~10-4M)

Method: Centrifugal ultrafiltration

CPZ : 400 pg/m1= 5.99•~10-4M
CEZ: 400 pg/m1= 8.39•~10-4M

Fig. 4 Effect of albumin concentration on protein
binding
Drug concentration: 25 pg/ml
Method: Centrifugal ultrafiltration

もあわせ て検討 し,そ の結果 をFig.2に 示 した。200μg/

mlの 血 清溶液 はP.B.で64～128倍 に希釈す る と,P.B.

の標準曲線 とほぼ合致 した。従 って血清 をP.B.で 約100

倍 に希釈す る ことに よ り,血 清蛋 白 と結合 したCPZは

大部分が遊離体 になる と推定 した。

a蛋 白結合定 数お よび最大結合量の測定

CPZお よびCEZの ヒ ト血 清アル ブ ミソ に対する蛋 白

結合定数(K)お よび最大結 合量(n)を 求め,こ れを

Table2に 示 した。CPZで はK鵠2.63×104,n=0.79,

CEZで はK=2.56×104,n=0.73で あ り,CPZお よび

CEZの 結合の強 さお よび アルブ ミソ1分 子当 りの最大結

合量は類似 した値を示 した。

3.蛋 白結合率に及ぼす薬剤濃度 の影響

Fig. 5 Effect of pH on protein binding of CPZ
Human serum albumin concentration: 1%
Method: Centrifugal ultrafiltration

Fig. 6 Effect of pH on protein binding of CEZ
Human serum albumin concentration: 1%
Method: Centrifugal ultrafiltration

Table 3 Effect of temperature on protein binding

Human serum albumin concentration: 1%
Drug concentration: 25iug/m1
Method: Centrifugal ultrafiltration
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Fig. 7 Affinity of CPZ and CEZ to rat tissue pastes

i)Liver

iii)Lung

ii)Kidney

iv)Small intestine

4%HSA溶 液に対するCPZお よびCEZの 蛋白結合

率 に 及ぼす 薬剤濃 度の 影響を,遠 心限外 ろ過法 を用い

25～1,600μg/mlの 濃度範囲で測定 し,その結果 をFig.3

に示 した。CPZで は25～200μg/mlま で80%以 上の結合

率 を示 したが,薬 剤濃度の増加 に伴 い結合率は急激 に低

下 し1,600μg/mlで は約30%の 結合 率であった。CEZで

はCPZよ り結合率は全体的に5～10%低 かったが,薬 剤

濃度 の増加 に伴 う結合率の低下 はCPZと 同様 の傾 向を示

し,200μg/ml以 後結合率は急激に低下 した。

4.蛋 白結合率に及ぼす アル ブ ミン濃 度の影響

CPZお よびCEZの 蛋白結合率に 及ぼす アル ブ ミシ濃

度 の影響 を,0.5～5%HSA溶 液 を用い遠心限外ろ過法

で測定 し,そ の結果をFig.4に 示 した。なお薬剤濃度は

いずれ も25μg/mlと した。CPZの 蛋白結合率は,ア ル

ブ ミシ濃度0.5～1%ま では濃度の増加 に伴い急激に高

くな り,そ れ 以上の濃度では平衡状態に達 し,90～95%

を示 した。 またCEZで は,ア ル ブ ミシ濃度0.5～2%ま

では結合率は急激 に高 くな り,そ れ以上の濃度ではCPZ

と同様 に90～95%を 示 した。

5.蛋 白結合率 に及ぼすpHお よび温度の影響

CPZお よびCEZの 蛋 白結合率 に及ぼすpHお よび温度

の影響 を1%HSA溶 液を用 い遠心限外 ろ過法 で求め た。

pHの 影響 はpH6.0,7.0お よび8.0の1/15Mリ ン酸緩衝

液 を用い,薬 剤濃度25～500μg/mlに おけ る結合率を測

定 し,そ の結果 をFig.5,6に 示 した。CPZで はpH6.0

お よび7.0の 結合率 にほ とん ど差が み られないが,pH

8.0で は50～500μg/mlの 高濃度 においてpH6.0お よ

び7.0よ り若 干低い結合 率を示 した。 またCEZで はpH

6.0よ りもpH7.0お よび8.0の 結合率 の方が 全体的に

やや高い値 を示 した。 しか し25μg/mlの 低濃度におい

ては,両 薬剤 ともにpHに よる差はほ とん ど認め られな

か った。 また温度の 影響は25μg/mlの 薬液を用いて,

5℃,20℃ お よび37℃ で結合率 を測定 し,そ の結果を

Table3に 示 した。 両薬剤 ともに,温 度 による差は認め

られ なか った。

6.ラ ッ ト組織pasteと の親和性

CPZと 肝,腎,肺 お よび小腸 との親和性を,ま たCEZ

については肝お よび腎 との親和 性をFig.7に 示 した。肝

pasteの 場合,RB.を 加 える ことによって1回 でCPZは

69%,CEZは76%回 収 され,2回 で両薬剤 ともに約90%

に達 し,4回 の抽出 によってほぼ100%回 収 された。腎

pasteの 場合,1回 でCPZお よびCEZは それぞれ69%,

70%回 収 され,2回 で87%,89%,3回 で90%以 上にな

り,こ の場合 も4回 の抽 出でほぼ100%回 収 された。肺

お よび小腸pasteの 場合,CPZは2～3回 の抽出で約90

%回 収 され,肝 お よび腎pasteの 場合 と同様 の傾向を示

した。従 ってCPZと これ ら4つ の組織 との結合は可逆的

であ り,4回 の抽 出に よってほ とん ど回収された。また

この実験方法 でみる限 り,CPZは 組織 による特異性は認

め られず,CEZと の間に も,有 意 な差は認め られなかっ

た。

III.考 察

CPZの 各種動物血 清 との結合率 についてはすでに著者

ら10)によ り動物種差が認 め られ,か つ ヒ ト血清蛋白 との

結合率は86.8%で あ ってCEZと 同様 に高い値を示すこと

が報告 されてい る。 しか し,薬 剤の体 内分布,排 泄およ

び代謝 と蛋 白結合 との関連性を考えた場合,血 清蛋白結

合率だけでな く,そ の結合の強 さもあわせて考える必要

が ある。そ こで著者 らはCPZと ヒ ト血清蛋白 との結合に

つ いてさ らに詳 しい検討を行 なった。

CPZと ヒ ト血清蛋白 との結合 の可逆性 について,平 衡

透析法 および希釈効 果に よ り検討 した結果,CEZと 同様

に可逆的 であ り,か つその結 合の強 さもほぼ同等であっ

た。 また ヒ ト血清 アル ブ ミンとの蛋 白結合定数(K)お よ

び最大結合量(n)を 求め ると,CPZお よびCEZは 類似

した値 を示 した。 これ らのK値(CPZ:2.63×104,CEZ:

2.56×104)を 結合力が 強い といわれているphenylbuta-

zone11)やwarfarin12)な どの文献値 と比較す ると1/5～1/7

程 度の低い値 を示す ことか らも,CPZお よびCEZの 血
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清蛋白 との結合 はさほ ど強 固な ものではない と考 え られ

る。

一般に血 清蛋 白結合率 を表わ す場 合,遠 心限外ろ過法

では薬剤濃 度25μg/mlで,37℃,1時 間incubateし て

結合率を測定 してい る。 しか し薬剤濃度やアル ブ ミン濃

度,あ るいはpHや 温度に よる結 合率の変化が考 え られ

るため,こ れ ら諸条件の 検討 を行 な った。HSA濃 度

を4%と し薬剤濃 度を 変化 させ た 場 合,CPZお よび

CEZの 結合率は25μg/mlで 約90%,200～1,600μg/ml

で急激 な低下が認 め られた。従 って これ ら の薬 剤 をiπ

びivoにおいて投与 した場合,血 中濃度が200μg/ml以 上

の高濃度 であればか な りの量が遊離体 と して 存 在 す る

と考 え られ る。 また薬剤濃 度200～400μg/mlの 間で

結合率が急激 に低下 し始め るこ とは,先 に述べた アルブ

ミン1分 子 当 りの最大結合量,言 い換えれぽ アルブ ミン

1分 子が薬剤 と結合す るcapacityが 約0.7～0.8で あ ると

い う結果 と一致 していた。 また薬剤濃度 を25μg/mlと

しHSA濃 度を変化 させ た場合,CPZで1%,CEZで2

%ま では結合率 の急激 な増加 が認 め られ,そ れ 以上 の濃

度では平衡状態 に達 した。次にpHお よび温度 の影響 に

ついて も検討 したが,さ ほ ど影響 を受 けず,生 体 内の条

件に近いpH7.0,37℃ の条件 で従 来通 り結合率 を測定

することが適 当である と思 われた。

一方,動 物組織 と抗生剤 との結合 につ いてはKUNINら

の研究13～16)があ りこの 結合様式が抗 生剤の 体外 排泄 機

序に関与する可能性 も推定 されてい る。CPZはCEZに

比較 して,血 清蛋白 との結合力の強さは有意 差が認 め ら

れないに もかかわ らず 本剤 の ヒ トでの 排 泄 パ ターン は

CEZと ことな り胆汁排泄型 であることが 推定 された事

実10)に着 目して,著 者 らは本剤の胆汁排泄を決定づけ る

要因として 肝組織 との 特異 的な 親和性の 関与 を想定 し

た。 ヒ トと排 泄パ ター ンが類似 す るラ ットを用いて各 臓

器組織 との親和性 を検討 した ところ,CPZと 各臓器組織

との結合はP.B.に よ り容易に遊 離 し,今 回の実験 方法

でみ る限 りは組織 に よる特異性は認め られなか った。 ま

た肝お よび腎組織 との親和 性をCEZと 比較 したが有意差

は認め られなかった。

ところでKuMNら13)に よるラ ット肝homogenateの 可

溶性分画にはcephalothinやcephalexinな どが特異的 に

結合するligandinと 呼 ぽれる蛋 白が存在す るといわれて

いる。また村川 ら17)によ りCEZも このligandinに 結 合

す ることが明 らかにな った。そ こで,本 剤の胆汁排泄機

序についてはさ らに,肝 お よび腎組織の可溶性分画や不

溶性分画 に関する研究 を進 めてい くことが必要であ ると

考える。
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STUDIES ON THE PROTEIN BINDING OF

CEFOPERAZONE (T-1551)

ISAMU SAIKAWA, TAKASHI YASUDA, YASUO WATANABE,

TOSHIO HAYASHI and RIEKO TAKATA

Research Laboratory, Toyama Chemical Co., Ltd.

The serum protein binding rate of cefoperazone (CPZ, T-1551) was as high as

that of cefazolin (CEZ) in human. Therefore, CPZ was investigated on the binding

to serum and tissue proteins in detail, and the result was as follows.

The binding of CPZ to human serum protein was reversible similarly to CEZ.

Moreover, it was found that the binding constant (K) and maximum binding number (n)

for CPZ to human serum albumin were 2.63•~104 and 0.79, which were very similar to

that for CEZ (K= 2.56•~104, n = 0.73).

The binding rate of CPZ to human serum albumin was influenced by the drug

and albumin concentrations, but it was little influenced by the pH or temperature.

The affinity of CPZ to rat tissue pastes was determined by extraction of its free

form by phosphate bufer. The result showed that most of CPZ was recovered by four

extractions. The specificity of affinity of CPZ to each tissue was not found. The

affinity of CPZ to liver and kidney pastes was little different from that of CEZ.


