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新 しい工系テル型経 口用 セ フェム剤,T-2588の 血清蛋自結合 に関す る研究

才 川 勇 ・保 田 隆 ・渡 辺 泰 雄 ・林 敏 雄

熊 野 克 彦 ・北山理恵子 ・浅 井 妙 子

富山化学工巣株式会社綜合研究所

T-2588の 親化合物 であ るT-2525の 血清蛋 白結合 について検討を行 ない,次 の結果 を得た。

T-2525の 血清蛋 白結合率は ヒ ト血 清アル ブ ミン(HSA)濃 度 な らび に薬剤濃度 の影響 を受け,HSA

濃度の増加 に伴 って上 昇 し,薬 剤濃度の増加 に伴 って低下 した。 またその結合は可逆的 であ った。

ラッ ト血溝 ウサギ血 清およびHSAに おけ るT-2525の 結合サイ トは2種 と考え られ た。

ラ ット,ウ サ ギお よびヒ トにおけ るT-2588経 口投与時の血 清蛋 白結合率は,in uitroの 成績 と

ほぼ 一致 した。

ピリル ピンと血清蛋 白との結 合に対 し,T-2525は 影響 をお よぼ さず吃 ビリル ビンの遊離 は認め

られなか った。

T-2588は 富 山 化学 工 業(株)綜 合研 究 所 で 新 し く開

発 され た セ フ ェム系 抗 生剤 で あ る。 本 剤 は 経 口投 与す る

と腸 管 よ り吸 収 さ れ,エ ス テ ラ ー ゼ に よ り加 水 分解 さ

れ,抗 菌 活 性 を 示 すT-2525(Fig.1)と な り,体 内 に 移

行 す る。T-2525の 各種 動 物 血 清 に 対 す る結 合率 は す で

に報 告1)さ れ てい るが,今 回T-2525の 血 清蛋 白結 合 の

可 逆性,強 さ,ビ リル ビ ン との競 合 な どに つ い て検 討 し

た の でそ の 成績 を 報 告 す る。

I. 実 験 耕 料 お よび 方 法

1) 使用 薬 剤

T-2525(富 山 化学 工 業(株)綜 合研 究 所), Cephalexin

(CEX:富 山 化学 工 業),Cefador (CCL:塩 野 義 製 薬)

は用 時1/15M phosphate buffer (P.B.:pH7.0)に 溶

解 して用 い た。 またNovobiocin(NB:日 本 ア ッブ ジ ョ

Fig. 1 Chemical structure of T-2588 and T-2525

T-2588

T-2525

ン)は 蒸留水 に溶解 して用 いた。

2) 使用動物

実験動物 として次の ものを使用 した。

ラ ット:Wistar系,雄,体 重200～220g

ウサギ:日 本 白色在来種,雄,体 重3.0～3.5kg

3)ヒ ト血 清アル ブ ミン溶液の調製 ならびに血清

ヒ ト血清 アル ブ ミン溶液は,ヒ ト血清 アル ブ ミン(H

SA; Fraction V,Sigma)を1/15MP. B. (pH7.0)

に溶解 して用いた。 ラッ ト,ウ サギ血 清は正常動物 よ り

採取 した血液 よ り分離 した。 また ヒ ト血 清はプール血清

を使用 した。

4) 血清蛋 白結合率の測定法

遠 心限外 ろ過法を用いて測定 した。薬剤1容 を血清 ま

たはHSA溶 液9容 に加え,37℃,1時 間イ ンキ ュベ ー

トした後,セ ル ロースチ ューブ(Visking company: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 の値 をX,対 照 として

1/15MP. B. (pH7.0)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

5) 可逆性 の検討

平衡透析法2)で透析外液量を 種 々変化 させ た場合(外

液量/内 液量=2n,n=1～5)の 結合率を測定 し,蛋 白

結合の可逆性 を 検討 した。 セル ロースチューブ(Visk-

ing company:サ イズ20/32)に 内液 と して薬剤50μg/

ml含 有の4%HSA溶 液4mlを 入れ,外 液 に1/15M

P.B. (pH7.0)を 用 いて4℃,48時 間平衡透析を行な

い,外 液中の薬剤濃度 を測定 し,こ れをXと した。対照
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として内液 に1/15M P.B.(pH7.0)を 用 いて同様に

処理 し,外 液中の薬剤濃度を測定 し,こ れをYと して下

式に従って結合率を求めた。

結合率(%)= 
Y-X/

Y
 ×100

6) 蛋 白結合定数 と最大結合量 の算 出

各種濃度の薬剤を含む4%HSA溶 液また は血清を37

℃,1時 間イ ンキュベ ー トした後,遠 心限外ろ過 法を用

いて蛋白結合率 を測定 した。得 られた結果をSCATCHARD

の方法3)に従 い,ACOS 350コ ンピューター(NEC)を

用 いて,各 結合 サイ トにおける結合定数(K)と 最大結

合量(n)を 求めた。 また結合サ イ ト数の決定は渡辺4)

の方法 に従 った。なお,HSAの 分子量は69,000と し

た。

7) In viuoに おけ る血清蛋 白結合率の測定

ラッ トお よび ウサギ に0.5%CMC溶 液に 懸濁 した

T-2588を,T-2525に 換算 してそれぞれ50mglkg,100

mglkg経 口投与 し,経 時的に採血 した後,血 清を分離 し

た。また ヒ トでは200mg(力 価)錠 を投与 された血 清を

用いた。 この一部に同量の メタ ノールを加 え,激 しく振

り混ぜた後,遠 心上清中濃度を測定 し,こ の測定値の2

倍をtota1濃 度 とした。 別に,血 清をMicropartition

system MPS-1 (Amicon company)を 用 いて 遠心限外

ろ過 したろ液中濃度 を測定 し,こ れをfree体 濃度 とし

た｡結 合率は下式 に従 って算出 した。

結合率(%)=
 total濃 度-free体 濃 度

/total濃 度
 ×100

8) ビ リル ビ ン との競 合5)

0.04%HSA溶 液(5.8x10-6M)お よび ビ リル ピ ン

溶 液(From Bovine Gall Stones: Sigma)溶 液(1.16

×10-5M)を37℃,20分 間 イ ンキ ュペ ー トした後,種

々の 濃度 の薬 剤 を加 え,さ らに20分 間 イ ンキ ュベ ー ト

した。 こ の反 応 液 の460nm(ア ル ブ ミン と結 合 した ビ

リル ビ ンの極 大 吸 収波 長)に お け る吸 光 度 を測 定 し,ピ

リル ビ ンの遊 離 の度 合 を%ΔO.D.で 表 示 した 。

%ΔO.D.=
(薬剤添加時
の0.D. )-(薬剤無添加時

のO.D. )
/薬剤無添加 時のO.D.

 ×100

9) 薬 剤 濃 度測 定 法

T-2525の 濃 度 測 定 は 前報6)に 従 ってbioassayお よび

高 速液 体 クロマ トグラ フ ィー(HPLC)で 行 な った。CE

Xお よびCCLの 濃 度測 定 は,島 津LC-3A型 を 用 い

て,固 定 相 と してLiChrosorb RP-18(10μm, 4mm i.

d. ×300mm; Merck),移 動 相 と し てCH3CN: 1M

CH3COOH: 1MCH3COOH・N (C2H5)3: H20 (100:14:

27:859)を 用 い,室 温 下,1ml/minの 流 速 で溶 出 し,

254nmで 検 出 した。た だ し,可 逆 性 の検 討 の項 のCEX

の濃度測定は,Micrococcus luteus ATCC 9341を 検定

菌 とす るペ ーパーデ ィス ク法で行 な った。

10) 蛋白定量

LOWRY法7)に よ り求めた。

II. 結県な らびに考察

1) アル ブ ミン濃度 の影響

T-2525お よびCEXの 血清蛋 白結合 におよぼす アル

ブ ミン濃度の影響をHSAを 用いて検討 した。その結果

をFig.2に 示す。

T-2525の25μg/mlで は,0.25%のHSA溶 液で

25%程 度の結 合率 を示 したが,HSA濃 度 の増加に伴っ

て結 合率 は上昇 し,HSA濃 度4%で は82%,8%で は

91%で あった。 またT-25256.25μg/mlに おけ る結合

率は25μg/mlの 結合率 と近似 した値を示 した。CEXに

Fig. 2 Effect of human serum albumin concen-

tration on protein binding of T-2525 

and CEX

Assay: H PLC

Table 1 Effect of volume of outside solution on 

protein binding of T-2525 and CEX in 

equilibrium dialysis

Drug concentration : 50ƒÊg/ml 

Inside solution : 4% human serum albumin 

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

Assay : Bioassay
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おいて も,結 合率は低いなが らHSA濃 度の増加に伴 い

結合率は上昇 した。

2) 可逆性 の検討

T-2525お よびCEXとHSAと の結合の可逆性 を検

討す 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2,4,8,16お よび32と した時 の蛋 白結合率を測

定 した。その結果 をTable1に 示す。

液量比が2の 時 の結合率を1と す る と,液 量比が大 き

くなるに つれて 結合比が 小 さくな り,液 量比が32の

時,0.32で あ った。従 ってT-2525のHSAと の結合 は

可逆的 と考え られ る。 一方,CEXの 結合比はT-2525

に比べ高値を示 した。 この理由 としてCEXの 血清蛋 白

結合率は低 く,内 液 のCEXは ほ とん どfree体 として

存在 しているため影響が現われに くか った ものと考 え ら

れた。

3) 薬剤濃度の影響

T-2525の ラッ トおよび ウサギ血 清蛋 白 との 結合にお

よぼす 薬剤濃度の 影響を 検討 した。 その結果 をFig3

に示す。

ラット血清 では,2.90×10-4M (139.1μg/ml)ま で

は95～90%の 高い結合率 を示 したが,そ れ以上 の濃度

では,薬 剤濃度 の増加に 伴 って 結合率は 低下 し,34.8

×1044M (1,669μg/ml)で は16%で あ った。ウサギ血

清 で は,0.544～2.90×10-4M(2a1～139.1μg/ml)

における結合率は約95%を 示 したが,そ れ 以上 の濃度

では徐 々 に 結合率 は 低下 し,34.8×10-4Mで は16%

であった。

Fig. 3 Effect of T-2525 concentration on protein 

binding of T-2525 to rabbit and rat serum 

protein

Rabbit serum protein :67.91mg/ml 

Rat serum protein : 87.53mg/mi Assay :HPLC

Fig. 4 Effect of drug concentration on protein 

binding of T-2525, CEX and CCL to 

human serum albumin

Drug concentration ( •~ 10-4M ) 

HSA concentration : 4% (5.8•~10-4M) 

Assay :HPLC

Table 2 Effect of T-2525 concentration on protein 

binding of T-2525 to human serum

Assay : Bioassay

次にHSAを 用 いてT-2525,CEXお よびCCLの 血

清蛋白結合 におよぼす薬剤濃 度の影響 を検討 した。 その

結果をFig.4に 示す。

T-2525は0.544～1.45×10-4M (26.1～695μg/ml)

では79～77%の 結合率を示 したが,そ れ以上の濃度 で

は,薬 剤濃度の増加 に伴 って徐 々に低下 し,348×10-4

M(1,669μg/ml)で は19%で あった。またCEXお よ

びCCLの 結合率 はT-2525と 若干異な り,ゆ るやかに

低下 した。薬剤濃度 の増加に伴 う結合 率の低下は,血 清

蛋 白の結 合サイ トが 薬剤 で 飽和 されたため と考え られ

る。

T-2588を ヒ トに100mgま たは200mg経 口投与 し

た時 の 最高血清中濃度 は,そ れぞれ1.2μg/ml, 1.97

μg/mlで あるこ とが 報告 されている8)。そ こでT-2525

5μg/ml以 下 の濃度 におけ るヒ ト血 清蛋 白結合率 を検討

した。そ の結果をTable2に 示す。

T-2525の 結合率は0.313,1.25お よび5μg/mlで そ

れ ぞれ76.3,72.1お よび74.2%を 示 し,す でに1報

告1)した25μg/mlの 結合 率 とほぼ一致 した。

4) 蛋 白結合定数(K)お よび最大結合量(n)

Fig.3か ら求めたT-2525の ラ ッ トお よび ウサギ血清

に対す るScATcHARDplotをFig.5に,ま たFig,4か

ら求めたT-2525,CEXお よびCCLのHSAに 対す る
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Fig. 5 SCATCHARD plots for T-2525 Fig 6 SCATCHARD plots for T4525, CEX and 

CCL -Human serum albumin-.

Table 3 Association constant and maximum binding number for T-2525, 

CEX and CCL

* mole/g (rat and rabbit serum) or mole/mole (human serum albumin) 

HSA concentration : 4% (5.8•~10-4M)

SCATCHARD plotをFig.6に 示す。

いずれも曲線 を示 した ことか ら,結 合サ イ トは2種 以

上 あ ることが予測 されたので,結 合サイ ト数 を1～3と

してデーターを解析 した結果,結 合サイ トは2種 であ る

ことが適当 と考え られた。Table3に 各結合サイ トにお

け る結合 パラメーターを示す。なお第1次 結合サイ トは

薬 剤濃度 が低 い時,主 に結合す る蛋白部位,第2次 結合

サイ トは薬剤濃度が高 くなる と結合する部位 とした。

HSAに 対す るT-2525の 結合 パラメーターはK1:

8.84×103, K2:3.09×10, n1:0.813, n2:3.6で あ っ

た。第1次 結合定数 であ るK1値 はCEXお よびCCL

よ り大 きな値を示 し,結 合力が強い ことが推定 された。

しか し,こ の強 さはCMZ(K1: 1.26×104)とCB2Z

(K1:3.60×108)9)の 中間 に位 置 す る も の であ った。 ま

た,ラ ッ トお よび ウサ ギ血 清 で は,そ れ ぞれ のK1値 は

9.3×104お よび7.0×104を 示 し,HSAよ り強 い結 合 で

あ った 。

5) In viuoで の血 清蛋 白結 合 率

T-2588経 口投 与 後 の ラ ッ ト,ウ サ ギ お よび ヒ ト血 清

中 のT-2525 total濃 度 な ら び にfree体 濃 度 をFig.
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7,8お よび9に 示 す。 また そ の成 績 よ りin viuo血 清 蛋

白結 合 率 を 求 め た結 果 をTable4に 示 す 。

ラ ッ トの場 合,total濃 度 は 投 与 後15分 で8.77±

210μg/ml:を 示 し,以 後 ゆ るや か に 上 昇 し,60分 で

26.9±1.6μg/ml,120分 に ピー ク値29.4±5.6μg/mlを

示 した 後,漸 次 低 下 し,360分 で は8.35±226μg/mlで

あ った 。 一 方free体 濃 度 は投 与 後15,60,120お よび

360で それ ぞ れ0.22±0.02, 0.79±0.18, 1.04±0.34

お よび0.21±0.07μg/mlで あ り,total濃 度 とfree体

濃 度 は平 行 して推 移 した。 各 測 定 値 か ら求 め た結 合 率 は

96.6～97.6%で あ った(Table4)。 また ウサ ギ お よび ヒ

トに おい て も ラ ッ トと同 様,total濃 度 とfree体 濃 度

は平行 して 推 移 し,結 合 率 はそ れ ぞ れ95.3～97.2, 72.1

～82.3%を 示 した 。in vitroの 血 清蛋 白結 合 率 は ラ ッ ト

で は96.1%,ウ サ ギ で は97.5%,ヒ トで は74.6%と

報告1)さ れ てお り,今 回得 られ たin viuo結 合 率 はin

uitroの 成 績 とほ ぼ一 致 して い た。

6) ビ リル ビ ン との競 合

結 合 力 の 強 い 薬剤,た とえ ば サ リチル 酸,サ ル フ ァ

剤,NB10,11)等 は,血 清 アル ブ ミシ との結 合 に お いて ビ リ

ル ビ ンと競合 し,ビ リル ピ ンが 遊 離 す るた め,特 に新 生

Fig. 7 Serum levels of T-2525 after oral 

administration of T-2588 in rats

Assay :HPLC

Fig. 8 Serum levels of T-2525 after oral 

administration of T-2588 in rabbits

Assay :HPLC

Fig. 9 Serum levels of T-2525 after oral 

administration of T-2588 in humans 

Dose :200mg (n=3)

Assay :HPLC
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Table 4 In vivo binding rates of T-2525 to various serum

*1 : Mean ± S
.E. (n=3)

*2 : Mean (n=2)

N.T.: Not tested N.D. : Not determined Assay : HPLC

Fig. 10 Effect of drug on binding of bilirubin 

to human serum albumin

HSA concentratlon : 5.8×10-6M (0.04%)

Bilirubin concentration :1.16x 10-5M (6.79ƒÊg/ml) 

Bilirubin (M )/HSA (M) = 2

児 において核黄疸が誘発 され ると指摘 されている。そ こ

でHSAと の結合におけ るピ リル ビンとの競合 を検討 し

た。

その結果,Fig.10に 示す よ うにT-2525お よびCEX

では吸光度はほ とんど減少せず,ピ リル ピンの遊離は認

め られなか った。一方,NBで は薬剤 とHSAと のモル

濃度比が100お よび1,000の 場合,吸 光度はそれ ぞれ

約10%約20%減 少 し,ビ リル ビンの遊離が認められ

た。

以上,T-2525の 血清蛋白結合 について検討 した結果,

その結合は可逆的 であ り,HSAに 対す るT-2525の 結

合 はCEXな らび にCCし よ り強 いが,ピ リル ビンと

HSAと の結合に対 しては,T-2525は 影響 をお よぼ さな

か った。 またin vimに おけ る血清蛋 白結合率はinui・

troの 結果 と良 く一致 していた。
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STUDIES ON THE SERUM PROTEIN BINDING OF T-2525, 

THE PARENT COMPOUND OF T-2588 

ISAMU SAIKAWA, TAKASHI YASUDA, YASUO WATANABE, TOSHIO HAYASHI, 

KATSUHIKO KUMANO, RIEKO KITAYAMA and TAEKO ABA! 

Research Laboratory, Toyama Chemical Co., Ltd.

The extent of the binding of T-2525 to serum protein, which is the parent compound of T-2588 

(a new oral cephem antibiotic), was studied by the equilibrium dialysis and the centrifugal ultrafilt-
ration method. 

The following results were obtained. 

(1) T-2525 was bound reversibly to human serum albumin (HSA). 
(2) The binding rates of T-2525 as well as cefaclor (CCL) and cephalexin (CEX) were influenced 

by the concentration of the drug and HSA. That is to say, the binding rate of T-2525 became higher 
as the concentration of HSA became higher, and became lower as the concentration of T-2525 became 
higher. 

(3) From the results of SCATCHARD plot, rat and rabbit serum proteins, and HSA seemed to have 
2 binding sites for T-2525. 

(4) In vivo binding rates of T-2525 after oral administration of T-2588 in rats, rabbits and humans 
were similar to those obtained in vitro, respectively. 

(5) T-2525 showed no influence on the binding of bilirubin to HSA.


