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AT-2266の 生 体 内動 態I

ラ ッ ト,イ ヌ,サ ル,ヒ トにお け る代 謝

関根 豊 ・山 口俊和 ・宮本美枝 ・鈴木玲子

吉 田耕治 ・南 明 ・中村信一 ・橋本 昌久

大日本製薬株式会社総合研究所

AT-2266を ラ ッ ト,イ ヌ,サ ル,ヒ トに 経 口投 与 した後 の 尿 中 代謝 物 につ い て検 討 し,以 下 の

知 見 を得 た。

1.動 物 お よび ヒ トの尿 中 には,未 変 化 体 の他 に,ピ ペ ラ ジ ン環 が代 謝 を うけ たamino体(M-1),

oxo体(M-2),formyl体(M-3),acetyl体(M-4),ethylenediamino体(M-5)が 排 泄 され た。 ラ

ッ トで は,こ の 他 にAT-2266の グル ク ロ ン酸 抱 合体 が 検 出 され た。

2.代 謝 物 の 量 は,ク ロマ トグ ラ ム よ り判断 して,未 変 化体 の量 に比 較 して 少量 で あ った 。

3.代 謝 物 のin vitro抗 菌 スペ ク トルは,AT-2266と 同 様 で あ った が,抗 菌 活性 は未 変 化 体 よ

り低 か った 。

AT-2266(1-ethy1-6-fluoro-1,4-dihydro-4-oxo-7-(1-

piperaziny1)-1,8-naphthyridine-3-carboxyli cacid.Fig.

1)は,グ ラ ム陰 性 菌 お よび 陽 性 菌 に 対 して,強 い 抗 菌 活 性 を

示す新 しい ピ リ ドン カル ボ ン酸 系 抗 菌 物 質1)で,in vitroで は

Nalidixic acid(NA).Piromidicacid(PA),Pipemidicacid

(PPA)よ り抗 菌 作用 が 強 く,Noraoxacin(NFLX)と ほぼ 同 じ

程度 であ るが,in vivoで は これ ら4薬 剤 よ り優 れ て い る2)。

今 回,AT-2266の 生 体 内動 態 試 験 の 一 環 と して,ラ ッ ト,イ

ヌ,サ ル お よび ヒ トに お け る代 謝 に つ い て 検 討 した の で,そ の

結果 を報 告す る。

I.　 実 験 材 料 お よ び 方 法

1.　 薬 剤 お よ び 試 薬

AT-2266(Lot No.T81008)お よ び 代 謝 物 の 標 品7-

amino-1-ethyl-6 fluoro-1,4-dihydro-4-oxo-1,8-naph-

thyridine-3-carboxylic acid(M-1),1-ethyl-6-fluoro-

1,4-dihydro-4-oxo-7-(3-oxo-1-piperazinyl)-1,8-naph-

thyridine-3-carboxylic acid(M-2),1-ethyl-6-Huoro-

7-(4-formyl-1-plperazinyl)-1
,4-dihydro-4-oxo-1,8-

naphthyridine-3-carboxylic acid(M-3)
,7-(4-acethyl-

1-piperazinyl)-1-ethy1-6-nuoro-1,4-dihydro-4-oxo-1,

8-naphthyridine-3-carboxylic acid(M-4)お よ び7-(2-

aminoethylamino)-1-ethyl-6-Huoro-1,4-dihydro-4-

oxo-1,8-naphthyridiae-3-carboxylic acid(M-5)は,大

日本 製 薬 総 合 研 究 所 で 合 成 さ れ た もの を 使 用 し た1)。

β-glucuronidase(type 1お よ びH-1)はSigma社 か

ら,ethyl chloroformateは 東 京 化 成 工 業(株)か ら購 入

した 。 そ の 他 の 試 薬 は 市 販 特 級 品 を 用 い た 。

2.　 試 料 の 採 取

Fig. 1 Chemical structure of AT- 2266

・ 3/ 2 H2O

動 物 はSD系 雄 性 ラ ッ ト(体 重180～215g),雄 性 ビー

グル 犬(12～15kg)お よ び雄 性 カ ニ ク イザ ル(2.7～3.8

kg)を 用 い た 。投 与液 はAT-2266を0.5%ト ラガ ン ト

液 に懸 濁 し,50mg/kgで1回 経 口投 与 した。

AT-2266投 与 後,動 物 を1匹 ず つ 代 謝 ケ ージ に入 れ,

24時 間 尿 を採 取 した。

ヒ トの 尿 は,川 合 ら3)か ら提 供 され た 健 常 人 被験 者 に

AT-2266 400mgを1回 経 口 投 与 した 際 の24時 間尿 で,

臨 床 第 一 相 試験 実 施 時 の もの を用 い た*。

3.　 高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー(HPLC)

装 置 はWaters製ALC/GPC204型 液 体 ク ロマ トグ ラ

フを用 い た 。 カ ラム は μBondapack C18(Waters,内 径

4mm,長 さ30cm)を 用 い,移 動 相 は メタ ノー ルー5%

酢 酸-ア セ トニ ト リル(6:10:1v/v)で,流 速1.5ml/

min,検 出波 長340nmで 分 析 した 。

4.　 質 量分 析 計

マ ススペ ク トル(MS)の 測 定 は,JEOLD-300マ ス ス

* 尿中抱合代謝物検討用には排尿直後の新鮮尿を用い
,不 安定

な抱合代謝物の排泄についても検討した。
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ペ ク トロメ ー タ ー(日 本電 子)を 用 い,EIモ ー ドで イ

オ ン化 電 圧70Vで 行 った 。

5.　 代 謝 物 の検 索

尿10mlにM/15リ ン酸 緩 衝液(pH7.4)5mlを 加 え た

後,ク ロ ロホ ル ム(A)ま た は1% ethyl chloroformate

含 有 クロ ロホ ル ム(B)でAT-2266お よび 代 謝 物 の 抽 出

を行 った。 有 機 層8mlを 減圧 下濃 縮 乾 固 し,残 渣 を メ

タ ノ ール に 溶解 後,そ の 一 部 をHPLCに 注 入 した。 得

られ た ク ロマ トグラ ム を同 様 に 処理 した コ ン トロ ール 尿

の それ と比 較 検 討 した。

尿 中 抱 合体 の検 索 は,尿 を β-glucuronidase,1N塩

酸 また は1N水 酸 化 ナ トリウム で加 水 分 解 後,上 述 の方

法 で1% ethyl chloroformate含 有 クロ ロホ ル ム抽 出す

る こ とに よ り行 った 。

6.　 代 謝物 の分 離

分 離 法 の概 要 をChart 1に 示 す 。 各 有機 層 を減 圧 下 濃

縮 乾固 し,残 渣 を メタ ノー ルに 溶 解 し,HPLCに 注 入,

各 代 謝 物 を分 取 した 。得 られ た 分 画 を 濃縮 後 ク ロ ロホル

ムで 抽 出 し,MS測 定 の試 料 に 供 した。 な お,各 代 謝 物

の純 度 はHPLCで 検 討 し,必 要 あ れ ばHPLCで 精 製 を

繰 り返 した。

7.　 AT-2266お よび 代 謝物 の 分配 比

AT-2266ま たは 代 謝 物 の 水 溶液(0.2Mリ ン酸緩 衝液,

pH7.4,濃 度 は各 々5μg/ml)3mlに ク ロ ロホ ル ム3ml

を加 え,室 温 で30分 間 振 盪す る。 遠 心 分 離 後,水 層 の薬

物 濃 度 をHPLCで 測 定 し,振 盪 前 後 の 濃 度か ら水 ・ク

ロロ ホル ム間 の 分 配比 を 算 出 した 。

8.　 代 謝 物 の 抗 菌 活性

代 謝 物 の 抗 菌 活 性 は,日 本 化 学療 法学 会 制 定 のMIC

測 定 法 に よ り測定 した。

II.　結 果

1.　 尿 中 代 謝物 の検 索

ラ ッ ト,イ ヌ,サ ル お よび ヒ トの 尿 を,中 性(pH7.4)

で ク ロ ロホ ル ム(A)ま た は1% ethyl chloroformate含

有 ク ロ ロホ ル ム(B)で 抽 出 した 時 のHPLCク ロマ トグ

ラム をFig.2に 示す 。 図 か ら明 らか な よ うに,各 動物 と

も コ ン トロー ル尿 と比 較 して,Aで は5個,Bで は6個

の ピー クが 認 め られ た。Aの 保 持 時 間(tR)2.9分 の最大

の ピー クは,Bで はtR 42.8分 に移 動 して お り,こ れら

は それ ぞ れ 未 変 化 体 お よび そ のethyl carbamateのtR

に一 致 す る こ とか ら,尿 中 に未 変 化 体 の排 泄 が推 定 され

た 。Aの ク ロマ トグ ラム に み られ る残 り4つ の ピークは,

いず れ もBの ク ロマ トグ ラムで も認 め られ る。 これ らを

tRの 順 にM-1～M-4と,ま たBのtR 10.8分 の ピーク

Chart 1 Separation procedure for metabolites of AT- 2266 in urine
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Fig. 2 Typical chromatograms of urine extracted with (A) chloroform
and (B) chloroform containing 1% of ethyl chloroformate

Rat

(A) (B)

Dog

(A) (B)

Monkey

(A) (B)

Man

(A) (B)
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をM-5と 命 名 した 。 な お,M-1～M-4は,A,Bと も

に 同一 のtRを あた え る こ と よ り,ethyl chlomoformate

で 誘導 化 され な い 代 謝物 で,ピ ペ ラ ジ ン環 の 窒索 の 塩 基

性 が 消失 して い る。

ラ ッ ト,イ ヌ,サ ルお よび ヒ トの尿 を,β-glucuro-

nidase,酸,ア ル カ リで 加 水 分 解 後,1% ethylchloro-

fommate含 有 クロ ロホ ル ム で 抽 出 し,HPLCで 検 討 し

た ところ,イ ヌ,サ ルお よび ヒ トの 尿 で は,未 処 理 の場

合 と ピー ク強 度 に変 化 が 認 め られ な か ったが,ラ ッ トの

尿 で は,い ず れ の 処 理 で も未 変 化体 の ピー ク 強 度 が 約

1.5倍 増 加 し,ラ ッ ト尿 中 に は未 変 化 体 の グル ク ロ ン酸

抱 合 体 が存 在 した。 なお,抽 出 後 の水 層 をHPLCに 注

入 して も,コ ン トロール 尿 に対 して有 意 な ピー クは 認 め

られ な か った。

2. 代 謝物 の 同定

代 謝 物 の 同定 は,尿 の 採 取 しやす い イ ヌを用 い て まず

行 った 。M.1～M-4は ピペ ラジ ン環 の塩 基 性 が 消 失 し

て い る こ と よ り,酸 性 下 ク ロ ロホ ル ム抽 出 し,未 変 化体

は酸 性 下 抽 出 され な いた め,尿 のpHを 中 性 に も ど し,

ク ロロホ ル ム抽 出 した 。 さ らに,M-5は 酸 性 お よび 中性

で 抽 出 され な いた め,1% ethyl chlomoformate含 有 ク

ロロホ ル ム抽 出す る こ とに し,Chamt1の 分 離 法 を確 立

した 。 分 離 した未 変 化 体 お よび代 謝物(M-1～5)のMS

をFig.3に 示す 。

AT-2266MSはFig.3aに 示 した よ うに,m/z320

(M+)お よび276(M+-44),234(M+-44-42)が み られ,

これ らは 標 品 のMSと 一 致 した こ と よ り,未 変化 のAT-

2266と 同 定 した。 なお,M+-44はAT-2266よ りCO2

の 脱 離 した フ ラ グ メ ン トイオ ン で あ り,M+-44-42は 脱

炭 酸 後 ピペ ラ ジ ン環 か らさ らにCH2=N-CH2・ が 脱 離 し

た4)イ オ ン で あ る。

M-1MSはm/z251(M+)お よび207(M+-CO2)を

示 し(Fig.3b),-COOHは 存 在 す る。AT-2266のM+

よ り69質 量 数 少 な く,す で に述 べ た よ うに ピペ ラ ジ ン環

の塩 基 性 が 消 失 して い る こ とよ り,ピ ペ ラジ ン環 が 脱

diethylamino化 した ア ミノ基 とな った 構 造 が 推 定 され

る。 標 品 のMSと 一 致 した こ と よ り,amino体 と同定 し

た。 また,HPLCのtRも 一 致 した。

M-2M+はAT-2266よ り14質 量 数 多 いm/Z 334を あ

た え,m/z 290(M+-CO2)も

示 す(Fig.3c)こ とか ら,

-COOHは 保持 され て い る
。

m/z220(M+-CO2-70)は,

PPA5)と 同 様 の フ ラグ メ ン ト

イ オ ンで,右 図 の 構造 を有 し,

OXO体 やacyl体 で特 徴 的 にみ られ る4)。M-2も 酸性代

側 物 で,ethylchloroformateで 誘 導 化 さ れ ない こと等

も考 慮 して,3-oxo体 が推 測 され た。 標 品 と比 較 した と

ころ,MSお よびHPLCのtRが 一 致 し た こ とよ り,

3-oxo体 と同定 した。

M-3MSはm/z348(M+)お よ び304(M+-CO2)を 示

した(Fig,3d)。M+はAT-2266よ り も28質 量 数多 く,

さ らにm/z220も み られ る こ とか ら,ピ ペ ラ ジン環が変

化 した代 謝物 と考 え られ た。 前述 の よ うに ピペ ラジ ン環

の塩 基性 が 消失 して い る こ とか ら,ピ ペ ラ ジン環 の窒素

がfOmmyl化 され た もの と推 定 され た 。 標 品 とMSお よ

びHPLCのtRが 一 致 した こ と よ り,formyl体 と同定

した 。

M-4MS(Fig,3e)はm/z362(M+),318(M+-CO2)

と,M-3よ りも14質 量 数 多 く,さ らにm/z220も み られ

る こ とか ら,acetyl化 され た もの と推 定 され た。 標品 と

の比 較 で,MSお よびHPLCのtRが 一 致 した ことより,

acetyl体 と同定 した。

M-5M-5は 酸 性 お よび 中 性 で は ク ロ ロホル ム抽出さ

れ ず,ethyl chlomofommateを 添 加 す る こ とに よ り抽出さ

れ た(Fig-2)た め,分 取 した 化 合 物 は,1級 または2級

ア ミンのethylcarbamateと 推 測 され る。M+はm/z366

を あた え,m/z322(M+-CO2)も 示 す(Fig.3f)こ とか

ら,-COOHは 存 在 す る。 さ らにm/z220が み られたた

め,naphthyridine骨 格 は代 謝 を うけ て い な い。m/z276

はm/z322か らC2H50Hが 脱 離 した フ ラ グ メン トイオ

ンで,m/z220は さ らにCONCH2が 脱 離 した イ オンであ

るた め,M-5は ピペ ラジ ン環 が 開 環 したethylenedia-

mino体 と推 測 され る。ethylchlorofomate処 理 した標

品 との 比 較 で,MSお よびHPLCのtRが 一 致 した こと

よ り,ethylenediamino体 と同定 した。

以上,イ ヌの尿から分取したAT-2266と その代謝物

の構造について記述したが,ラ ット,サ ルおよびヒトの

尿中からも,同 じくM-1～M-5の 代謝物を同定した。

これらの結果よりAT-2266の 推定代謝経路をFig.4に

まとめた。

3. AT,2266お よび代謝物の分配比

代謝物の分配比 は,ethylenediamiho体(M-5)と グ

ルクロン酸抱合体を除き,未 変化体より2～100倍 高 く

(Table1),見 かけ上脂溶性が増加した。

4. 代謝物の抗菌活性

代謝物(M-1～M-5)は,AT-2266と 同様広い抗菌

スペ クトラムを示したが,抗 菌活性は未変化体の1/3～

1/10に 低下 した(Table2)。

III.考 察
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Fig. 3 Mass spectra of AT- 2266 and its metabolites

(a) AT- 2266

(b) M- 1

(c) M- 2

(d) M- 3

(e) M- 4

(f) M- 5 ethyl carbamate
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Fig. 4 Metabolic pathway of AT- 2266 in rat, dog, monkey and man

M- 1 M- 2 M- 3 M- 4 M- 5
Rat Rat Rat Rat Rat
Dog .Dog Dog Dog Dog
Monkey Monkey Monkey Monkey Monkey
Man Man Man Man Man

AT-2266を 投 与 後 の ラ ッ ト,イ ヌ,サ ル,ヒ トの尿

中に は,未 変 化 体 の ほ かamino体(M-1),oxo体(M-2),

formyl体(M-3),acetyl体(M-4),ethylenediamino体

(M-5)の5種 の代 謝物 が,ま た ラ ッ ト尿 中 に は,こ の他

未 変 化 体 の グル ク ロン酸 抱 合 体 が 同定 され た(Fig.4)。

いず れ の動 物 で も未 変 化 体 の排 泄量 が 最 も多 く,代 謝物

の量 はFig.2の ク ロマ トグ ラ ムか ら推 測 して,総 計 で も

10～20%と 少 な か っ たが,代 謝 物 の組 成 に は 種 差 が 認 め

られ た 。

M-1か らM-5は,い ず れ も ピペ ラジ ン環 が 変 換 され

た代 謝物 で あ る。M-2,M-3,M-4は それ ぞ れ 環 にoxo

Table 1 Partition ratio of AT- 2266 and

its metabolites

* 0 .2M phosphate buffer, pH 7.4

Table 2 Antibacterial activity of AT- 2266 and its metabolites
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化,fomyl化,acetyl化 が 起 こ って お り,こ れ は 同様 に

ピペ ラジン環 を有 す るPPA5),NFLX6),4-morpholino-

2-piperazino thieno[3,2-d]pyrimidine7)で も報 告 され

てい る。amino体(M-1),ethylenediamino体(M-5)は

ピペ ラジン環が 開 環 し,脱 エ チ ル化,脱 エ チ ル ア ミノェ

チル化 した 代 謝物 で,NFLX6)で は 両 者 と も,perphena-

zine8)で は後者 の生 成 が 報 告 され て い る。 した が って,

これ らAT-2266の 代 謝 物 は,ピ ペ ラジ ン環 を有 す る化

合物 で一般 にみ られ る もの で,ピ ペ ラジ ン環 に特 有 の 代

謝であ る と考 え られ る。

ラッ トにお いて,AT-2266の グ ル クロ ン酸 抱 合 体 が

検 出された 。PPA5,9)やNFLX6,10)で も,ヒ トで は 検 出

され ないが,ラ ッ トでは 検 出 され てお り,他 の 動 物 と異

な り,ラ ッ トで は ピ リ ドンヵ ル ボ ン酸 系 化 合 物 で グル ク

ロン酸抱 合が 生 成 しや す い もの と推 測 され る。

AT-2266の 代謝 物 は,ethyl enediamino体,グ ル ク

ロン酸抱 合体 を除 き,未 変 化 体 よ り分 配 比(ク ロ ロホ ル

ム/0.2Mリ ン酸 緩 衝液(pH7.4))が 大 き く,脂 溶性 が増

加 した(Table 1)。 同様 の傾 向 はPPAで も 報 告 され て

お り,こ れは ピペ ラ ジ ン環 の代 謝 に よ り,そ の 塩 基性 が

消失 した ことが ひ とつ の 原 因 で あ ろ う。

代謝物 はAT-2266と 同様 の抗 菌 スペ ク トラム を示 し

たが,抗 菌 活 性 は3～10倍 弱 く(Table 2),PPA5)や

NFLX11)の 場 合 と同様 の傾 向 を 示 した 。 本剤 投 与 後 の

尿中には,動 物12),ヒ ト13)ともに 未 変 化 体 が 大部 分 で,

代謝物 は少 な いた め,代 謝物 のin vivoで の抗 菌 活 性 へ

の関与 は小 さ い もの と推 測 され る。

代謝物 の急 性 毒 性 は,マ ウス で 検 討 さ れ て い るが,

AT-2266と 同様5,000mg/kg以 上 と弱 く14),代 謝 物 の

毒性面へ の 関与 も小 さ い もの と考 え られ る。

(実験期 間:昭 和54年4月 ～55年4月 お よび昭 和56年10

月～56年11月)
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PHARMACOKINETICS OF A NEW ANTIBACTERIAL AGENT AT- 2266 I

METABOLISM OF AT- 2266 IN RATS, DOGS, MONKEYS AND MAN

YUTAKA SEKINE, TOSHIKAZU YAMAGUCHI, MIE MIYAMOTO, REMO SUZUKI,

KOJI YOSHIDA, AKIRA MINAMI, SHINICHI NAKAMURA and MASAHISA HASHIMOTO

Research Laboratories, Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.

Metabolism of a new synthetic antibacterial agent AT- 2266 [1- ethyl- 6-fluoro- 1, 4- dihydro- 4- oxo- 7- (1- pi.

perazinyl)- 1, 8- naphthyridine- 3- carboxylic acid] was investigated in rats, dogs, monkeys and man following single
oral administration of AT- 2266. Metabolites in 24- hour urine were identified by comparison with authentic
materials using high- performance liquid chromatography and mass spectrometry. The results were as follows.

1. Five metabolites together with the unchanged AT- 2266 were identified in urine of rats, dogs, monkeys and
man:7- amino- 1- ethyl- 6- fluoro- 1, 4- dihydro- 4- oxo- 1, 8- naphthyridine- 3- carboxylic acid (M- 1); 1- ethyl- 6- fluoro-
1, 4- dihydro- 4- oxo- 7-(3- oxo- 1- piperazinyl)- 1, 8- naphthyridine- 3- carboxylic acid (M- 2); 1- ethyl- 6- fluoro- 7-(4-
formyl- 1- piperazinyl)- 1, 4- dihydro- 4- oxo- 1, 8- naphthyridine- 3- carboxylic acid (M- 3); 7-(4- acetyl- 1- piperazinyl)
- 1- ethyl- 6- fluoro- 1, 4- dihydro- 4- oxo- 1, 8- naphthyridine- 3- carboxylic acid (M- 4) and 7-(2- aminoethylamino)- 1-
ethyl- 6- fluoro- 1, 4- dihydro- 4- oxo- 1, 8- naphthyridine- 3- carboxylic acid (M- 5). In rat urine, the glucuronic acid
conjugate of the unchanged drug was also detected.

2. The amounts of the metabolites excreted in urine was less than that of the unchanged drug as judged by
the chromatograms.

3. All metabolities except for the glucuronide showed a similar antibacterial spectrum to AT- 2266, but their

potency was about 3- 10 times lower than that of AT- 2266.


