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6059-Sの イ ヌにお け る腎排泄 機 序

中 村 益 久 ・川 畑 友 二

塩野義製薬株式会社研究所

安 部 陽 一

大阪市立大学医学部薬理学教室

6059-Sの イヌにおける腎排泄 について,定 速注入による腎 クリアランス法およびStop-flow法 に

よって検討 した。6059-Sの 本条件下での血中結合率は40%で,そ の時 の遊離6059-Sの 腎 ク リア

ランス:イ ヌリンクリアランスの比は1.1で あった。Stop-flow analysisで は,近 位 尿細管部に

6059-Sの ピークを認 めなかった。腎ク リア ランスおよびStop-flowpatternの いずれ において も,

Probenecidの 影響 はほとん ど見 られなか った。

これ らの成績は,6059-Sが イヌにおいては,主 として糸球体瀕過によって排泄 され るζとを示唆

している。

緒 言

6059-S(Fig.1)は,新 しく合成 された注射用のOxacephem

系抗生物質 で1),indole陽 性 Proteus,Enterobacter,Serratia

およびPseudomanasを 含むグラム陰性陣に極めて 強い抗菌

力を示す2,～4)。また,ヒ トおよび実験動物 で比較検討 された抗

Fig.1 Chemical structure of 6059-S

生物質中では,血 中半減期が長く5),腎毒性は低いことが示さ

れているの。 そこで,血 中半減期および腎毒性との関連におい

て,腎 臓からの排泄機序の解明が求められた。今回は,ビ ーグ

ル犬を用いての定速注入による腎クリアランス およびStop-

flow analysisの成績について報告すう。実験時期は1979年3

月～12月である。

I.実 験材料および実験方法

1.実 験動物

当社 油 日 ラボラ トリーズで 自家 繁殖 した9～10kg

B.W.の 雄性 ビーグル犬12頭 を用いた。いずれ も寄生

虫陰性,生 化学検査値正常の健 常犬であった。

2.手 術処置

ビーグル犬 はPentobarbital-Na(30mg/kgを 前肢

静脈内に注射)麻 酔し宅気管切開後,左 側腹切開によ り

後腹腔 に入 り左輸尿管を分離 し,導 尿採取 した。また,

右大腿動脈にカニ ュー レを挿入 し,圧 トランスジューサ

ー (日本 光電MP-4T)を 介して,血 圧を測定 した。採

血は右腕頭動脈より行なった。検体の投与は右腕頭静脈

よ り行なった。

3.使 用藁物および調整法

1)6059-SはLot No.S050Nを 用いた。 使 用 直

前に 生 理食塩液に 溶 解 し,全 容 量 を5mlと した

(20w/v%)。

2)Inulin(特 級,和 光純薬)は,5w/v%に 生理食

塩液に溶解 した。

3)Mannitol(特 級)は,10ま たは15w/v%濃 度

に生理食塩液に溶解 した。

4)Creatinine(GR,Merck)は10w/v%濃 度に

生理食塩液に溶解 した。

5)Probenecid(GR,SIGMA CHEM.CO.)は900

mgと り,1N-NaOH2.5mlお よび脱 イオ ン水を加え,

加温 によ り大部分を溶解 した後,1N-NaOH数 滴を加え

て全部を溶か し,全 容量を15mlと した(6w/v%,

60mg/ml,pH7～8)。

6)p-Aminohippuric acid(PAH)は,第 一製薬の

sodium para-aminohippurate 20w/v%注 射 液 を 用

いた。

7)パ ン酵 母(5009包 装)は,オ リェ ンタル酵 母工

業 の 新 鮮 な 生 イ ー ス トを 洗 滌 後,使 用 した。 生酵 母約

10gを10倍 量の年理食塩液に懸濁し,遠 心坪作を繰

り返すことにより5回 洗滌した。沈渣のうち,着 色上

層は除去し,下 層の部分を生理食塩液に懸濁して用い

た。Glucose分 解 能 は50%酵 母 懸濁 液0.1mlを0.1

%glucose溶 液1.0mlに 加 え,37℃ で30分 放 置

後,反 応液中のglucoseの 有無をデキス トロステック

ス(マ イルス三共)試 験紙で検討することにより行なっ

た 。
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4.分 析方法

1)6059-SのBioassay

試料はすべて0.1Mphosphate buffer pH7.0に て

希釈し,E.coli7437に よるBand-Culture法 にて検

定を行なった。

2)Inulinの 定量

血漿は,そ の0.50mlに50%バ ン酵 母懸濁液0.05

mlを 加え,38℃ で30分incubateし た後,室 温で

3,000rpm,10分 間遠心 した。上清0.30mlを とり,

10%ト リクロル酢酸溶液(特 級,関 東化学)2.1mlを

加えて10分 間放置後,3,000rpmで10分 間連心 し

た。その上清1.0mlを と り,ジ フェニルア ミン 試薬

2.0mlを 加えて撹拌し,煮 沸浴中に30分 放置,次 い

で室温に10分 放置後,620nmで 吸光度を測定 した。

Blankに は犬の血漿を用いた。 ジフェニル アミン試薬は

diphenylamine(和 光純薬)18gを 氷酢酸(GR,和 光

純薬)600mlに 溶解,濃 塩酸(特 級,米 山薬品)360

mlを 加えて調整 し,冷 暗所に保存 して1カ 月以内に使

用した。

尿試料は希釈尿(5～30倍)0.5mlに10%ト リク

ロル酢酸溶液3.5mlを 加えて遠心 し,そ の上清1.0

mlを とりジフェニルアミン試薬2.0mlを 加え,以 下

血漿の場合と同様に発色 ・比色 した。標準たは標準溶液

0.5ml,(100μginulin/ml),Blankに は水0.5mlを

とり,以下同様に トリクロル酢酸処理,発 色 および比色

を行なった。

3)Para-aminohippuric acid(PAH)の 定 量

Bratton-Marshall法 により行な った。血漿0.20mlを

とり,10%ト リクロル酢酸3.0mlを 加え,さ らに蒸

留水6.8mlを 加えた後,10分 間放置し,室 温で3,000

rpm,10分 間遠心した。 上清2.0mlを とり,0.1%

亜硝酸ナトリウム溶液0.2mlを 加えた。0.1%亜 硝酸

ナトリウム溶液は,sodium nitrite(特 級,関 東化学)

の50%保 存液(冷 所安定)0.2mlに 蒸留水 を加えて全

容量100mlに したものを用いた(1週 間安定)。 亜硝

酸ナ トリウム溶液を加えた上清は,撹 拌 して室温で15

分間放置後,0.5%ス ルフ ァミン酸 ア ン毛ニ ゥム 溶液

(ammonium sulfamate,特 級,石 津 製薬)0 .2mlを 加

えて2～5分 間室温放置後,さ らに0.1%津 田試薬(関

東化学)0.2mlを 加えて101分 間室温に放置後,555

nmで 吸光度を測定した。

尿は,6倍 希釈尿を50μlと り,蒸 留水150μl級

え,10%ト リクロル酢酸0.6ml,蒸 留水1 .2mlの 頭

で加えて室温10分 間放置 後 ,0,1%亜 硝 酸 ナ ト リウム

溶液0.2ml,0.5%ス ル フ ァ ミン酸 ア ンラ ニ ウム溶 液

0.2ml,0 .1%津 田試薬0.2mlの 順 で加 え
,555nm

で比 色 定 量 した。 標 準 に は,PAH標 準 保 存 溶液(1.0

mg/ml)を 使 用 直前 に 蒸留 水で40倍 希 釈(25μg/ml)

し,そ の0.2mlを と り,10%ト リク ロル 酢 酸0.6ml,

蒸 留 水1.2mlを 加 え,そ れ に0.1%亜 硝 酸 ナ ト リウ

ム溶 液0.2ml,0,5%ス ル フ ア ミン酸 ア ンモニ ウム 溶

液0.2ml,0.1%津 田試 薬0.2mlの 順 で加 え て発 色

させ た。Blankに は,蒸 留 水1.4mlに10%ト リク ロ

ル 酢 酸0.6mlを 加 え,そ れ に0.1%亜 硝 酸 ナ トリウ

ム 溶液 な どの 試薬 を 岡 様 に加 え た。

4)Creatlneの 定 量

ピ ク リン酸 発色 に よ るFolinの 方 法 に準 じ,Techni-

con Auto-Analyzerに よ り比 色 定量 した 。

5)Na,Kの 定 量

原 子 吸 光法(Toshiba Beckman NF-IB)に よ り測 定

した。

5.ク リア ラ ン ス実 験

腕 頭 静脈 よ りpriming doseと してinulin 40mg/

kg(5%溶 液0.80ml/kg)を 注 射 し,引 き続 きsus-

taining溶 液 をinfusionポ ンプに よ り3ml/min/dog

(約10kgB.W.)の 速度 で注 入 した。Sustaining溶 液

には,10w/v%mannitol-0.9%NaCl-0.12%inulin

(溶 液I)を 用 い た(mannitol100g,NaC19gを 脱 イ

オ ン水 に暖 め つつ 溶 解 し,5%inulin溶 液24mlを 加

え て 全 容量 を1.0Lと した)。6059-Sは,priming dose

として1mg/Kgを 投 与 す るた め に20%6059-S溶 液

0.20ml(40mg)に 溶 液Iの3.80mlを 加 えて20倍

希 釈 した 溶 液(1%濃 度,10mg/kg)を 調 整 し,0.1ml

/kg静 注 した。 段 階 的 に血 中 濃度 を あげ るた め に,以 下

の よ うに6059-S infusion rateを 設 定 した。 す な わ ち,

0.5mg,1.0mg,2.0mg,4.0mgお よ び8.0mg/kg

/hrと した。 その た め に,例 え ば10kgB.W.の 場合

に は,注 入 速 度 を3.0ml/min/10kgと して,そ れ ぞ

れ6059-Sを27.7mg/L,55.5mg/L,111mg/L,222

mg/L,444mg/Lの 濃度 に含 むinfusion溶 液(溶 液I 1L

に6059-S20%溶 液 を それ ぞ れ0.139ml,0.278ml,

0.555mｌ,1.10mlお よ び2.22ml含 む)を 調 整 して

用 い た。Probenecidは30mg/kg(6%溶 液0.5ml/

kg)を 単 回 静注 した。6059-Sを 含む 注 入 液 を 注入 開 始

30分 後 か ら5分 間ず っ3回 採 尿 し,メ ス シ リ ンダ ー

に よ り尿量 を測 定 した。 また,各 採 尿期 間 の 中 間点 で 採

血 も実 施 した。 これ らの採 尿 ・採 血 は,6059-Sの 各 用

量 に つ いて 実 施 した。 最 後 にProbenecidを 投 与 し,30

分 後 に 同様 な採 尿 ・採 血 を行 な った 。

6.Stop・flow実 験

腕 頭 静脈 よ りPriming doseと してsodium para-

aminohippufate20mg/kg(20%溶 液0.1ml/kg)お
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よ びcreatinine100mg/kgを 投 与 し,sustaining溶

液 に は,15w/v%mannitol-0.9%NaCl-0.25%crea-

tinine-0.1%PAHを 用 い,5ml/min/10kgの 速度 で

注 入 した。6059-SのPriming doseは10mg/kg(20

%溶 液0.05ml/kg),sustainingは5.0mg/kg/hr

(20%溶 液0.833ml/L)で 行 な った。 注 入 開 始約1・ 時

間後,尿 量 が3～5ml/minに な り,ほ ぽ 安定 した ら3

分 間 隔 で2回 採 尿 し,同 時 に 血液 も採 取 してfree-flow

ク リア ラ ンス を測 定 した。 次 いで 輸 尿管 を 止 血鉗 子 で は

さ み,尿 流 を 停止 させ た。 止 血 鉗子 は6分 間 で開 放 し,

噴 出す る 尿 サ ンプ ルを0.5mlず つ ポ リア ク リル 樹 脂 製

のサ ンプ ラーに連 続 的 に30本 採 取 した。 開 放 の1分

前 にinulin500mg/10kg/10mlを 静 注 した。

7.蛋 白結 合 率の 測 定

限外 濾 過 によ るBound/Free sepafationを 行 な っ

た。 各 試 料 は翌 日まで4℃ で保 存 し,分 離 した。Visk-

ing tubing(Seamless cellulose tubing,直 径6,4m/

m)を10cmの 長 さに 切 り,蒸 留水 に 約10分 間 浸 し

て 膨 潤 させ た後,濾 紙 に は さみ水 を ぬ ぐった。 次 に チ ュ

ー ブを中程か ら半分に折 り,チ ューブ内に試料(血 漿)

を1～2ml注 入 した後,ポ リス ピッツ管書ζセ ッ トし,

4℃,1,000Gで 約20分 間遠沈して濾過 した。 この遠

沈で得 られた濾過は試 料とせず,こ の濾過(0.1ml)を

除き,再 び同様に60分 間遠沈して得 られた限外濾液に

つ いて濃度測定を行なった。 蛋白結合率は試料(血 漿)

および試料濾液の濃度か ら次のごと く計算 した。

蛋白結合率=100×
血漿中濃度-瀕 液濃度

/血漿中濃度

II.突 験 結 果

1.6059-Sの 血中結合 率

血中での遊離6059-S濃 度 は,腎 排泄 を糸球体濾過と

尿細管分泌 とに分 けて考える場合に量 も大 きな因子とな

るので改めて実測した。

15%mannitol-0.9%NaCl-6059-S溶 液の 注入時の

(0.50ml/min/kg,血 中6059-S平 均28μg/ml血 漿)

血中結合率 は32～35%,平 均33%(Table1)で あっ

た。また,腎 クリアランス測定のための10%mannitol

Table1 Plasma concentrations of total and unbound 6059-S* in

beagle dogs under constant intravenous infusion**

* By ultra-filtlation method

** A 15% mannitol-0.9% NaCI-6059-S solution was infused iv.at
0.50 ml/min/kg B.W.

Table2 Plasma concentrations of total and unbound 6059-S* in

beagle dogs under constant intravenous infusion**

* By ultra-filtration method

** A 10% mannitol-0.12% inulin-0.9% NaCl-6059-S solution was infused i.v.at 0.30 ml/mm/kg B.W.
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-0.12% inulin-0.9%NaC1-6059-S注 入 時 で は40%

の結合率であった(Table2)。 このため96059-Sの ク

リアランスは血中結合率40%で 計算 した。

2.6059-Sの イヌにおける腎ク リアラ ンス

1)6059-Sの 血中全濃度 で 尿中へ の排泄量を割 って求

めた腎クリアランス CTotal59と そ の 時 の イ ヌ リ ン ク

リア ランスCIHと の比, CTotal59/CINは0.650±0.025

(Table3の4頭5用 量の mean±S.E.)で あ った。

2)6059-Sの 血中結合率を 40%と して求 めた血中遊

離6059-S濃 度に,糸 球体濾過値(GFR,イ ヌ リンクリ

アランス)を 掛けて算出した6059-Sの 糸球体 濾過量

(μg/min)と,実 測 した6059-Sの 尿排泄(μg/min)と

の比較を4頭 の平均としてFig.2に 示 した。6059-S

の尿排泄は,ほ ぼその糸球体濾過量 に等 しいことがわか

る。Table3で,6059-Sの 血中遊離6059-S濃 度 で尿

中への排泄量を割って求めた腎ク リアランスCfrea59と そ

の時の イヌ リンク リア ランスCINと の比 Cfrea59/CINは

1.084±0.041(3頭5用 量 のmean±S.E)で あ った 。

3)Probenecid(30mg/kg)は,6059-Sの 腎排 泄 に ほ

とんど影響 を与え なか った(Table4)。6059-S8.0mg/

kg/hrの 用 量の時,Cfree59/CINは0.98±0.09(4頭 の

mean±S.E.)で あ つたが,Probenecid併 用 時 で は

1.14±0.10で 有意 の差 はな か った。

3.6059-Sの イヌ にお け るStop-flow pattern

これまでの成績 で,Probenecidの 影 響 が な い こ と,

その血中遊離6059-Sの 腎 ク リア ランス がGFR(イ ヌ

リンクリア ラ ンス)に 匹敵す る ことな どか ら,6059-Sの

Fig.2 Urinary excretion of 6059-S in beagle dogs
(n=4) average of 4 experiments

(dog1～dog4)

腎か らの排泄は主として糸球体濾過によるものであろう

ことが推察 されるが,な お,尿 細管の関与の有無をはっ

きりさせる日的でStop-flow analysisを 行なった。尿

細管各部位の マーカーと しては,近 位尿細管分泌 には

para-aminohippuric acid(PAH),遠 位尿細管再吸収

にはNa,Kを 測定 した。Inulinは 尿管解放直前に投

与 し,糸 球体原尿のマーカーに用いた。Creatinineを

測定 し,U/Per,(creatinineの 尿中:血 漿中濃度比)を

求め,尿 濃縮の指標 とした。Stop-flow patternの 縦軸

は濃度 のU/P(尿 中:血 漿中濃度比)をU/Perで 割っ

た値(U/P+U/Per)で 表示 してあ る(Fig.3)。 典型的

なStop-flow patternを 挙げたが,こ れ らの成績か ら

みる限 り,6059-Sに は特定の極大 ピークまたは極小 ビ

ー クは認め られなかった。すなわ ち,近 位尿細管部位を

示 すPAHの ピ ー ク部位 に も6059-Sの 特 定 の ピー クは

な く,ま た 遠位 を示 すNaの 極 小 域 に も6059-Sの 特

定の ピ ー クは な か った。 また,Probenecid存 在 下,

PAHの ピ ー クは 消失 した が,6059-Sの パ タ ー ンに は特

定 の 変 化 は なか った。 な お,こ の 間,尿pHは7.1～

7.5の 間 に あ った。

III.考 察

6059-Sの イ ヌに お け る イヌ リ ンク リア ラ ンス(CIN)

に対 す る腎 ク リア ラン ス比 は0.65で,こ れ はCefazolin

(CEZ)静 注 時 の イ ヌに よ る腎 ク リア ラ ンス5)に ほぼ 匹

敵す る もの で あ り,Cephalothin(CET)7)-8),Cepha-

loridine(CER)10),Cefamandole(CMD)11)お よびCe-

falexin12)の いず れ よ り も低 い 。6059-Sの 血 中結 合 率 を

40%と して求 め た 遊離6059-Sの 腎 ク リア ラ ンス:イ

ヌ リン ク リア ラ ンス比 は1.1で,ま たProbenecidの

影 響 もほ と ん どな か っ た。CETで は この 比 がprobene-

cidで 半 減8)す る。CER.で は イ ヌで のStop-flow ana-

lysisで 近位 尿細 管 部 に ピー ク もな く9),Probehecid

の 影 響 もで て い な い10)。CEZは イ ヌ で のStop-flow

patternで 僅 か な 尿細 管 関 与 が 認 め られて い るが13),

抗 菌 剤 で あ るPipemidic acid14)で 認 め られ た よ うな

PAH様 の ピー ク はな い。 な お,ア ル カ ロー シス の条 件

下 で 有機 酸 の 近 位 尿細 管 部 で の分 泌 が 亢 進す る こ とが知

られ て い るが15),事 実,Ampicillin(ABPC)で は イ ヌ

で のStop-flow analysisでNaHCO3負 荷 で 出現 した

ABPCの 近 位 部 で の ピー クが,NH4Cl負 荷 に よ る 尿 酸

性 で 消失 す る こ とが示 され て い る16)。

い ず れ に して も,6059-Sに つ いて イヌ で行 な った 今

回 の 実験 条 件 下 の 成績 は,近 位 尿細 管 部 で の 分泌 は ない

こ とを示 唆 して い るが,ア ル カ ロー シ ス条 件下 で の分 泌

については,今 後検討を加え るべき問題 と思われる。
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Fig.3 Stop-flow pattern in dogs

6059-S was given at a priming dose of 10 mg/kg of body
weight followed by a sustaining dose of 5.0 mg/kg of
body weight per hr.
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RENAL EXCRETION OF 6059-S,A NEW SEMISYNTHETIC OXACEPHEM

ANTIBIOTIC IN DOGS

MASUHISA NAKAMURA and TOMOJI KAWABATA

Shionogi Research Laboratory,Shionogi & Co.,Ltd.

YOICIII ABE

Department of Pharmacology,Osaka City University Medical School

Mechanism of renal excretion of 6059-S,a new semisynthetic beta-lactam antibiotic,was investigated in

beagle dogs using stop-flow and renal clearance methods.

In the stop-flow studies,20 mg/kg BW of sodium p-aminohippurate and 100 mg/kg BW of creatinine

were injected as the priming dose into the brachiocephalic vein.As the sustaining dose,a solution contain-

ing 15% mannito1,0.9% NaC1,0.25% creatinine,and 0.1% PAH(P-aminohippuric acid)was injected at

the rate of 5 m1/min/10kg BW.6059-S was injected at a priming dose of 10mg/kg BW followed by a

sustaining dose of 5.0 mg/kg BW/hr.

When the urinary output had stabilized at 3～5 ml/min about one hour after the start of infusion,urine

and blood samples were collected and free flow clearance was determined.After the left ureter was sub-

sequently clampled for six minutes,0.5 ml of urine sample was collected into small wells on a polyacryl

block,consecutively for 30 tubes.Inulin (500 mg/10kg BW/10ml) was injected intravenously one minute

before releasing the clamp.After an interval of about 30 minutes,probenecid(30mg/kg BW)was admin-

istered intravenously and an experiment similar to the one described above was repeated in order to ex-

amine the effect of probenecid on the stop-flow pattern.

In the renal clearance studies,aprimary dose of 40mg/kg of inulin was injected into the brachiocepha-

lic vein,followed by the infusion with an infusion pump of a solution containing 10w/v % mannitol.0.9%

NaC1 and 0.12% inulin at the rate of 3 ml/min/dog(ca.10kg BW).6059-S was infused at the rate of 0.5

mg/kg BW/hr.Urine sampIes were collected three times at a five minute interval after the start of the

infusion of 6059-S and the urine volume was determined.Blood samples were collected at the middle point

of each interval between urine sample collections.The same procedure was repeated for the 6059-S infu-

sion rates of 1.0,2.0,4.0 and 8.0mg/kg BW/hr.Finally 30mg/kg BW of probenecid was injected intra-

venously,followed by urine and blood sample collections similar to those described above.Concentrations

of 6059－S were determined by bioassay using E.coli 7437 as the test or ganisms.

In the stop-fbw studies,no specific peak or trough was observed for 6059-S.

With the administration of probenecid,the peak of PAH disappeared whereas there was no significant

change in the pattern of 6059-S levels.

Glomerular filtration of 6059-S was calculated by multip1ying the plasma concentration of free 6059-S

(which was obtained by assuming that the protein binding ratio of 6059-S in the beagle plasma was 40%)

with inulin clearance.The gbmerular filtration of 6059-S thus calculated was nearly equal to the urinary

excretion of 6059-S actually determined at various plasma concentrations.

When 6059-S was infused at the rate of 8.0mg/kg BW/hr,the ratio Cfree 6059-s/Cinulin Was 0.98±

0.09.This ratio was 1 .14±0.10 when probenecid was used and not significantly different from the value

without probenecid.

These findings suggested that the renal excretion of 6059-S took place mainly through glomerular filtra-

tion and there was only little tubular excretion .


