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DL-8280の 体 内動 態

第1報Bioassay法 とHPLC法 に よるイ ヌ とサル にお ける吸収,排 泄の比較

津村光義 ・佐藤敬喜 ・采 孟 ・立澤晴男

第一製薬株式会社中央研究所

肌 一828020mg/kgを イヌおよびサルに単回経口投与し,DL-8280の 吸収および排泄をbioassay法

およびHPLC法 により検討した。

DL-8280の 血清中濃度は,投 与後急速に上昇 し,イ ヌおよびサルで,そ れぞれ,投 与後1.5お よび

2bfに 最高濃度(Cmax)に 達 した。Cmaxは,イ ヌおよびサルで,そ れぞれ,13.1お よび9.1μg/ml

であ り,投 与後6hrま で5μg/ml以 上の濃度が認められ,3～5hrの みかけの半減期で減衰した。す

なわち,DL-8280の 両動物種における経口吸収性は極めて良好であった。血清中濃度か ら算出したDL-

8280の 分布容量は,い ずれも1L/kg以 上であり,組 織移行性が高いことが示唆された。

経口投与後,DL-8280は 急速に尿中へ排泄され,尿 中濃度は投与後24hrに わたりイヌ,サ ルとも

に150μg/ml以 上の高濃度であった。DL-8280の 尿中排泄率は,投 与後48hrで イヌ,サ ルで投与量

の約42%で あった。また,イ ヌおよびサルにおけるDL-8280の グルクロン酸抱合体の排泄率は,い

ずれも低 く,投 与後48hrで,そ れぞれ,投 与量の1.7お よび3.1%で あった。

DL-8280の 血清中および尿中濃度をHPLC法 とbioassay法 により比較測定した結果,イ ヌおよび

サルのいずれにおいても両測定値間には概略1:1の 良好な相関性が認められ,未 変化体のDL-8280

以外に抗菌活性を有する代謝物がほとんど存在しないことが明らか となった。

DL-8280•k(•})-9-fluoro-2, 3-dihydro-3-methyl-10-(4-methyl-

1-piperazinyl)-7-oxo-7H-pyrido[1, 2, 3-de][1, 4jbenzoxazine-

6-carboxylic acid〕 は 第一製薬株式会社で開発 された新規合成

経口抗菌剤であ り,ゲラム陽性菌お よび緑膿菌 を含む ゲラム陰性

菌に対して優れた抗菌力を有す ることが明 らかに され ている1)。

本研究においては,DL-8280の イヌとサ ルにおけ る体内動態を

明らかにする目的で経口投与後,DL-8280の 血清 中濃度お よび尿

中排泄をbioassay法 と高速液 体 クロマ トゲラフ ィー法(HPLC

法)により測定 し,比 較検討 したので,そ の結 果を報告す る。

実 験材 料 お よ び方 法

1. 投与検体

DL-8280は,Fig. 1に 示 す化学構造を有し,淡 黄色結

晶または結晶性粉末で,融 点252～257.5°(分 解)を 有し,

含量は99.7%で あった。

2. 実験動物および投与量

雄性ビーグル犬(体 重10.0～14.5kg)5頭 および雌

性カニクイザル(体 重2.3～2.8kg)5頭 を投与前約20

hr絶 食して使用した。実験期間中飲料水は自由摂 取 さ

せ,投与後4hr以 降固型飼料を与えた。

投与量は,イ ヌおよびサルのいずれにおいても20mg

/kgと した。

3. 投与液の調製および投与方法

イヌおよびサル用投与液は,DL-8280を,そ れぞれ,

Fig. 1 Chemical structure of DL-8280,

and that of DL-8357 used as an

internal standard in HPLC

DL-8280

DL-8357

20あ るいは10mg/mlの 割合で0.5%カ ルボキシメチル

セルロースナトリウム水溶液に懸濁し調製 した。

イヌでは投与液をゴム製経 口ゾンデにより胃内へ強制

投与し,直 後水20mlを 与えた。サルでは投与液を小児

用経鼻カテーテルにより経鼻的に胃内投 与 した。投 与

は,い ずれ も単回投与とした。
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4. 生体 試料の採取

1) 血液

イヌでは,経 口投与後所定博間に前肢静脈より採血し

た。採血後約1hr室 温放置し遠心分離 して血清を採 取

した。

サルでは,経 口投与後所定時間に大腿部伏在静脈より

採血し,以 後イヌ血液 と同様に処理して血満を得た。血

清は分析に供するまでフリーザー中で凍結保存した。

2) 尿

経 口投与後イヌおよびサルを代謝ケージに入れて所定

時間に代謝ケージより自然排泄尿を採取した。また,イ

ヌにおいては,同 時に導尿カテーテルにより膀胱尿を採

取 し,自 然排泄尿に合わせた。尿は分析に供するまでプ

リーザー中で凍結保存した。

5. 定量法

A. HPLC法

測 定は高速液体クロマ トグラフィー(HPLC)に よ り,

内部標準物質 としてFig. 1に 構造を示すDL-8357を 用

いて行った。

1) 血清 中DL-8280定 量法

血清1mlに0。1Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)に50μg/

mlの 濃度に溶解した内部標準物質(I.S.)DL-8357溶

液1ml, 0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)1mlお よびクロ

ロホルム5mlを 加 えて10min振 とう抽出し,3,000

r.p.m. 5min遠 心分離 した。クロロホルム層4mlを 分

取 し,窒 素気流下蒸発乾固した。残渣にアセ トニ トリル

0.2mlを 加 え,15sec間 超 音波処理し,そ の10μlを

HPLCに 注入 した。DL-8280標 準液は,0.1Mリ ン酸緩

衝液(pH7.0)に て1mg/mlの 濃度に溶解したDL-

8280溶 液0.2mlに ブランク血清3.8mlを 加 えて50

μg/ml溶 液 を調製後,ブ ランク血清で順次2倍 希釈して

調製 した。検量線は,DL-8280標 準液1mlを 用いて作

成 し,HPLC上 のLS.に 対するDL-8280の ピーク高比

を求め,検 量線によりDL-8280の 血清中濃度を算出し

た。

2) 尿 中DL-8280定 量法

尿は0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)で 適宜希釈し,各

試料について希釈倍率の異なる2試 料を分析 した。

希釈尿1mlにI.S.溶 液(150μg/ml)1mlお よび0.1

Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)1ml,ク ロロホルム5mlを

加 えて,血 清と同様に抽出分離 した。残渣にアセ トニト

リル0.5mlを 加 え,15sec間 超音波処理 し,そ の10μl

をHPLCに 注入した。DL-8280標 準液は,0.1Mリ ン

酸緩衝液(pH7.0)に て1mg/mlの 濃度に溶解 した

DL-8280溶 液1mlに 希釈 したブランク尿9mlを 加 え

て100μg/ml溶 液 を調製後,順 次2倍 希釈して 調製 し

た。 検 量 線 は 標 準 液1mlを 用 いて 作 成 し,DL-8280の

尿 中濃 度 は 血 清 中 濃 度 と同様 に算 出 した。

3) 尿 中抱 合 体 定 量 法

希 釈 倍 率 の異 な る2試 料 に つ いて β-glucumnidaseに

よ リ グル ク ロ ン酸 抱 合 体 を 水解 後DL-8280濃 度 を測 定

し,得 られ た値 よ り水 解 前 のDL-8280濃 度 を差 し引 く

こ とに よ リグル ク ロ ン酸 抱 合体 量 と した。 す なわ ち,希

釈 尿1mlにLS-溶 液(150μg/ml)1mlお よび β-gl-

ucumnidase溶 液 〔type IX, Escherichia coli由 来,

Sigma社,0.1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)に3,000 units

/mlに 溶 解 〕1mlを 加 え,37℃ 1hrイ ンキ ュベー シ ョ

ン後,尿 中DL-8280定 量 法 に従 ってDL-8280濃 度 を

測 定 した。

4) HPLC条 件

装 置 は 日立 製635A型 液 体 ク ロマ トグ ラフを使 用 し

た。 固 定相 としてNucleosil 5 CN (Nagel社 製)を 用 い,

4.6φ ×300mmお よび4.6φ ×30mm(プ レカ ラム)の

ステ ン レス スチ ー ル カ ラム に充 填 し使 用 した。移 動相 と

して ア セ トニ トリル/0.04Mリ ン酸(90/10,v/v)を1.8

ml/minの 流速 で使 用 した 。 検 出 は紫 外部 吸収(295nm)

に よ り行 っ た。 本 測 定 条 件 下 に お け るDL-8280お よび

LS.の 保 持 時間 は,そ れ ぞれ,10.1お よび7.8minで あ

った。

B. Bioassay法

血 清 お よ び尿 中濃 度 は 薄 層寒 天 デ ィス ク拡散 法で測定

した。 検 定菌 はBacillus subtili5 ATCC 6051株(高 濃

度 域)お よびE.coli Kp株(低 濃 度域)で ある。B.

subtilis使 用 時 は そ の芽 胞 懸 濁 液(108cfu/ml)を 普通寒

天 培 地(pH7.2,栄 研)に1%の 割 合 に混 釈 し,そ の5

mlを あ らか じめ滅 菌 同培 地5mlを 基層 として分 注 ・凝

固 して お い た 内径90mmの プ ラス チ ック シャー レに分

注 し水 平 凝 固 させ た。E. coli使 用時 はそ の トリプ トソイ

ブ イ ヨ ン(栄 研),37℃,一 夜 培 養 菌液(109cfu/ml)を

ミュー ラー ヒ ン トン寒 天 培 地(pH7.2,栄 研)に1%の

割 合 に混 釈 し,そ の5mlを 水 平凝 固 させた 。

血 清 お よび 希 釈 尿 試料 をペ ー パ ー デ ィ ス ク(直 径8

mm,薄 手,東 洋 濾紙)に 浸漬 し,そ れ を各寒 天平 板に静

置 して,4℃,1hr拡 散 後,37℃ 一 夜培 養 し,得 られ た阻

止 円 径 か ら標 準 曲線 法2)に よ り濃度 を算 出 した。

実 験 成 績

1. 血 清 中濃 度

DL-8280 20mg/kg経 口投 与 後 のHPLC法 に よる血

清 中DL-8280濃 度 をFig. 2に 示 す 。 血清 中濃 度は,経

口投 与 後 急速 に上 昇 し,イ ヌ お よ びサ ル で,そ れぞれ,

投 与 後1.5お よび2hrに 最 高 濃度(Cmax)に 達 し,52

お よび3.4hrの み か け の半 減 期 で 減衰 した。 イヌ お よ
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ぴサルにお けるCmaxは,そ れ ぞ れ,13.1お よび9.1

μg/mlであ り,投 与 後6hrま で5μg/ml以 上 の濃 度 が

認められた。

HPLC法 に よ り得 られ た デー タ を基 にone compart-

ment open modelに よ り解 析 し,各 パ ラ メー タを算 出 し

た結 果 をTable 1に 示 す 。 最 高 濃 度 到 達 時 間(Tmax)

およびCmaxは 実測 値 に近 似 し,イ ヌ で は,そ れ ぞれ,

1.34hrお よび14.2μg/mlで あ り,サ ル で は,そ れ ぞ

れ,2.35hrお よび9.3μg/mlで あ った 。 また,分 布 容 量

(Vu)は,イ ヌ お よ び サ ル で,そ れ ぞれ,1.13お よび

1.42L/kgで あ った。

2. 尿中排 泄

経口投与 後 のHPLC法 に よ るDL-8280の 尿 中 濃 度お

Fig. 2 Serum levels by HPLC method of DL-8280
in the dog and monkey after a single
oral administration of the drug of 20 mg/kg

Mean±S.D.

Table 1 Pharmacokinetic parameters for DL-8280 in the dog and monkey

Calculation was made on the basis of serum levels determined by HPLC method.

Each value represents the mean •} S.D..

Table 2 Urinary excretion of DL-8280 in the dog and monkey after a single
oral administration of the drug of 20 mg/kg

Each value represents the mean •} S.D. of determinations obtained by HPLC method.

よび排泄率をTable 2に 示 す。DL-8280の 尿中濃度は,

投与後4hrで イヌおよびサルで,そ れぞれ,546お よび

511μg/mlで あ り,24hr後 までいずれも150μg/ml以

上の高濃度が認められた。DL-8280の 尿中排泄率は,投

与後4hrま でにイヌおよびサルで,そ れぞれ,投 与量の

13.8および11.4%で あ り,48hr後 には,い ずれも投与

量の41.9%に 達 した。

3. Bioassay法 とHPLC法 に よる測定値の相関性

イヌおよびサル血清中DL-8280濃 度 に関する相関性

をFig. 3に 示 す。 いず れ の動 物 にお い て もbioassay値

とHPLC値 との間 に は 良好 な相 関性 が 認 め られ,イ ヌ で

は 〔HPLC値 〕=1.069〔bioassay値 〕-0.22(相 関 係 数

0.982)で あ り,サ ル で は 〔HPLC値 〕=0.976〔bioassay

値 〕-0.08(相 関 係 数0.977)で あ り,い ず れ も概 略1:1

の相 関性 が認 め られ た 。

尿 中 濃度 に関 す る相 関 性 をFig. 4に 示 す。 血 清 にお

け る と同様 に,イ ヌお よび サ ル 尿 中 濃 度 に お い て も,

HPLC値 とbioassay値 との間 には1:1の 相 関性 が認 め
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Fig. 3 Correlation between serum concentrations by bioassay method and by HPLC method

Dog Monkey

Fig. 4 Correlation between urinary concentrations by bioassay method and by HPLC method

Dog Monkey

られた。

4. 抱合体の尿中排泄

β-Glucumnidaseに よる水解前後のDL-8280の 尿 中

濃度を測定し,そ の差から求めたDL-8280の エ ステル

型グルクロナイ ドの尿中排泄率をTable 3に 示す。イヌ

においては,グ ルクロナイ ドの尿中排泄率は小さく,投

与後24hrで 投与量の1.7%に す ぎなかった。サルにお

いては,未 変化体のグルクロナイドは,投 与 後24お よ

び48hrで,そ れぞれ,投 与量の2.8お よび3.1%で あ

った。

考 察

DL-8280 20mg/kgを 絶食したイヌおよびサルに経口

投与すると,DL-8280の 血清中濃度は速やかに上昇 し,

2hr以 内に最高濃度(Cmax)に 達 した。Cmaxは,イ ヌ

およびサルで,そ れぞれ13.1お よび9.1μg/mlで あ り,

これまでに報告されているピペミド酸(PPA)3)と ノル

フロキサシン(NFLX)4)の イヌおよびサル血清中最高

濃度より著しく高い値であった。また,血 清中DL-8280

Table 3 Urinary excretion of DL-8280 glucuro-
nide in the dog and monkey after a
single oral administration of DL-8280
of 20 mg/kg

Each value represents the mean •} S.D. of determi.

nations obtained by HPLC method.

濃度の生物学的半減期は,イ ヌおよびサ ル で,そ れぞ

れ,5.2お よび3。4hrで あ り,投 与後6hrま で5μg/ml

以上 の高濃度が認められ,ほ とん どの細菌 に対す る

MICを 上回った。これらの成績から,DL-8280の イヌ
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とサルにおける経口吸収が極めて良好であることが判明

した,DL-8280の 血清中濃度から算出した分布容量は,

いずれも1L/kg以 上であり,DL-8280の 組織移行性が

瀞、ことが推察された。このことは,ラ ットにおける組

織内分布を詳細に調べた結果,立 証されているところで

ある5)。

経口投与後,DL-8280は 急速に尿中へ排泄され1尿 中

渡度は,投 与後24hrに わたり150μg/ml以 上 の商濃度

であった。DL-8280の 尿 中排泄率は,い ずれの動物にお

いても投与後48hrで 投与量の約42%で あ り,MC標 識

DL-8280を用いて測定した両動物種における尿中14C排

泄率5)より小さかった。この差異は,DL-8280の 代謝物

が生成することに起因するのではなく,本 研究において

は尿中DL-8280濃 度 をHPLC法 とbioassay法 で正磯

に比較するために自然排泄尿を採取し,代 謝ケージの洗

浄を行わなかったことに起因すると考えられる。本研究

において明らかにしたDL-8280の 尿 中排泄率は,こ れ

までに報告されているミロキサシン(MLX)6)お よ び

NFLX4)の それより高値を示 した。

DL-8280の 血清中および尿中濃度をHPLC法 とbio-

assay法により測定し比較 した結果,い ずれの濃度にお

いても両測定値間には1:1の 良好な相関性が認め られ

た。この成績から,イ ヌおよびサル血清中および尿中に

は,未変化体のDL-8280以 外に抗菌活性を有する代謝

物がほとんど存在しないことが示唆され,DL-8280は イ

ヌとサルの体内で代謝を受けにくく未変化体 として挙動

すると推察された。事実,本 研究で検討したグルクロン

酸抱合体の排泄率は極めて 低 か った。 なお,14C-Dレ

8280を イヌ,サ ルに投与して代謝物を検索 した結果 で

も,血 清および尿中には大部分が未変化体 として存在す

ることが確認されている7)。

なお,本 研究は昭和56年2月 から昭和57年3月 に輿施した。
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METABOLIC DISPOSITION OF DL-8280

THE FIRST REPORT: COMPARISON BETWEEN ABSORPTION

AND EXCRETION OF DL-8280 IN THE DOG AND MONKEY

BY BIOASSAY AND HPLC METHODS

MITSUYOSHI TSUMURA, KEIKI SATO, TSUTOMU UNE and HARUO TACHIZAWA

Research Institute, Daiichi Seiyaku Co., Ltd.

The absorption and excretion of DL-8280 in the dog and monkey were studied using

bioassay and HPLC methods after a single oral administration of the drug at a dose level of 20

mg/kg.

Serum concentrations of DL-8280 were increased rapidly and reached a peak concentration

(Cmax) at 1.5 and 2 hr after the administration of the drug to the dog and monkey, respectively.

C. were 13.1 and 9.1ƒÊg/ml in the dog and monkey, respectively, and high concentration of

more than 5ƒÊg/ml lasted up to 6 hr post-medication. Apparent biological half lives of serum

concentration of DL-8280 were 5.2 and 3.4 hr in the dog and monkey, respectively. These

results indicated high oral absorbability of DL-8280 in both animal species. A volume of distri-

bution (Vd) of DL-8280 calculated from serum concentrations was more than 1 L/kg in the

both animal species, suggesting that the tissue transfer of the drug might be remarkably high.

DL-8280 was excreted rapidly in the urine after the oral administration, and its urinary

concentration in the dog and monkey was at high concentration of more than 150ƒÊg/ml up to

24 hr post-medication. Urinary excretion rate of DL-8280 was approximately 42% of the dose

in the dog and monkey within 48 hr post-medication. Urinary excretion rate of DL-8280 glucu-

ronide was 1.7 and 3.1% of the dose in the dog and monkey, respectively, 48 hr after dosing.

Concentrations of DL-8280 in the serum and urine were compared between bioassay and

HPLC values. As a result, a good correlation of approximately 1: 1 was found between both

assay values for DL-8280 concentrations in the serum and urine of the dog and monkey. This

result suggests that DL-8280 as unchanged form is antimicrobial substance in vivo in the dog

and monkey but not its metabolites.


