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新キノロン系合成抗菌剤 と非ステロイ ド系抗炎症薬の併用により

誘発される痙攣発作-NY-198の 中枢作用を中心に-
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マ ウス,ラ ッ トお よびネ コを用 いて,新 規開発 中の新 キノ ロン剤NY-198の 中枢 作用,と くに非ス

テロイ ド系抗 炎症薬 との相互作 用に より誘発 され る痙 攣発作 の機序 を調べ,市 販の新 キノロン剤 と比

較 した。 動物種に より程度の差はあ るが,NY-198は 他の新 キノロン剤 と同様 それ 自身 に中枢神経刺

激作用があ り,マ ウスではbenzodiazepine(BDZ)やGABA神 経系 に作用点 を有す る中枢興奮薬,

と くにbicucullineの 痙攣 を増 強 した。NY-198とfenbufen(FB)ま た は一部のア リールプロ ピオン

酸系抗炎症薬 を併用 す ると薬物相互作用 に よる痙 攣発作 が発生 した魁 用量作 用関係 はenoxacin

(ENX)の 場合 よ り弱かった。新キノロ ン剤 とFBの 併用 によ り誘発 されたネ コの痙攣波 は新皮質 と

視床核 を中心 に現礼 その後全誘導 に波及 し,全 般性 発作発射へ と発展 した。 これ らの痙攣 はmus-

cimol,diazepam, barbituratesに よ り一部 または完全 に抑制 された。 高濃 度のNY-198お よび

ENXは ラッ ト脳 のBDZお よびGABAレ セプターに対す る 〔3H〕-diazepamお よび 〔3H〕-mus-

cimo1の 特 異的結合 を阻害 し,と くに 〔3H〕-muscimolのGABAレ セプターに対す る結合阻害作用

はFBの 併用 によ り濃度依存性 に著 しく増強 された。 しか しNY-198の マ ウス血清蛋 白結合 率,血 清

中お よび脳 内濃度な どに関す る薬動 力学的パ ラメー ター はFBを 併 用 して も修 飾 され るこ とは なか

った。

以上の成績 か ら,NY-198とFBと の薬物相互作用の強 さはENXの それのほほ1/2～1/10と判定 され

たが,NY-198を 含 む新 キノ ロン剤 に よる痙攣発生の機 序は,主 としてGABA-BDZレ セプ ターに対

す る結合 阻害 による もの と推 定され た。

数年前マウスにピリドンカル ポン酸系抗 菌剤nalidix-

icacid(NA)とpentylenetetrazolを 同時投与す ると痙

攣が増強 され,ま たネコにNAを 単独腹腔 内投与すると

全般性発作発射 と間代性痙攣 が現れ ることを報告 した1)。
ところが最近になって新キノロン剤のenoxacin(ENX)

とtheophyllineを 併用 した患者 で悪心,嘔 吐,頻 脈,不

眠,さ らに一部で痙 攣が発生 したとの報告があ り,そ の

原因 としてtheophyllineの 血 中濃度が異常に高まり,か

っT%が 延長されたため と考 えられた2.3)。一方,SIMP-

SON & BRODIE4)は痙攣発作の既往のあ る18才の男性 に

ENX400mgを3回 使用 した ところてんかん発作が惹起 さ

れた と報告 している。我国で も1986年秋,ENXと 非ステ

ロイ ド系抗炎症薬fenbufen(FB)を 併用 した数名の患者

で重篤な痙攣発作が発生 したため,厚 生省か ら両薬物 の

併用 を避けるよう警告が発せ られた5)。

新規開発 中のNY-198はENXと 類似 の化学構造 を も

つ キノ ロン系合成抗菌剤なので,上 述の理 由か らその中

枢 神 経 系 に対 す る作 用 態度 を精 査 し,と くに抗 炎症 薬 と

の相 互作 用 や痙 攣発 生 の機 序 につ い て 多角 的 な解析 を行

な った の で報 告 す る。

1実 験 材 料

1.使 用 薬 物

新 キ ノ ロ ン系 抗 菌 剤 と してNY- 198〔(±)-1- ethy 1-6,

8- difluoro-1, 4-dihydro- 7-(3- methy- 1- piper-

azinyl)- 4- oxo-3-quinolinecarboxylic acid

hydrochloride〕, enoxacin (ENX,大 日本),norflox-

acin(NFLX,杏 林),ofloxacin (OFLX,第 一),

nalidixicacid(NA,第 一)(Fig.1)を,非 ス テ ロ イ ド

系 抗 炎症 薬 と してfenbufen(FB,レ ダ リー〉 を含 む 市

販 の27種 の薬 物(Table1)を,そ れ ぞ れ マ ウ スの 実験
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NY-198

Ofloxacin Enoxacin

Fig. 1. Chemical structure of NY-198 and main reference compounds

では0.5%CMCま たは1%ア ラ ビアゴム懸濁液 として,

ネコの実験では薬物 の半量のア ラビア ゴム を加えて懸濁

液(vehicle)と して使 用 した。各 薬物 の投 与方法 は各 実

験の項 に述べ る。

2.使 用動物

全て雄性 のddY系 マ ウス(静 動 協,三 協 ラボサー ビ

ス),Wistar系 ラッ ト(静 動物)お よび ネコ(塩 野義油

日ラボ ラ トリーズ)を 使 用 し,薬 物 お よびvehicleを マ

ウスには体重109当 り0.1～0.2ml,ネ コには1kg当 り1

mlの割合で投与 した。

II実 験方法

1.行 動解析

1)新 キノロン剤 と抗 炎症薬 との相互作 用

原則 として12～24時 間絶食 を行 なったマ ウス(体 重20

～259)を1群10匹 として用 いた
。新 キノロン剤 と抗炎

症薬 はそれぞれ単独 あるいは同時 に経 口投与 を行 なった

後8時 間の間,個 別 ケー ジ内で行動観察 を行 ない,挙 尾,

間代性痙攣,強 直性痙 攣発生の有 無 などを観 察 し,併 せ

て72時 間後の死 亡例の有無 を調べ た。一 方,NY-198と

FBの 投与間隔 と痙 攣発生の相互関係 を調べ る実験 では

1群10匹 の飽 食マ ウ ス(5週 令,体 重25～299)を 用

い,同 様の観 察 を行な った。

2)新 キノロン剤 とtheophyllineと の相互作用

24時 間絶食 した1群10～20匹 のマ ウ ス(体 重20～25

g)にtheophyllineを 単独 または新 キ ノロン剤 と同時

に経 口投与 を行 ない,3時 間後 まで間代性痙 攣,強 直性

痙攣 および死 亡例発生の有 無 を個 別ケー ジ内で観察 した。

2.脳 波によ る解析

山本 と城戸6)の方法 に準 じて,慢 性 に脳波用電極 を植

込んだ ネコ34匹 を用 い,手 術侵 襲か らの回復(2週 間以

上)を まって無麻酔,無 拘 束下 に実験 を行な った。ネ コ

の ポ リグラフ記録は投与前1時 間以上行ない,動 物が十

分実験環境 に慣 れ安定 した睡眠一覚 醒周期 が得 られた後,

vehicleま たは薬物 を腹腔 内 に投 与 し,以 後5～6時 間

の間,連 続的に脳波,呼 吸,心 電図の記録 を行な った。

3.痙 攣発生機序の解析

1)薬 動 力学的解析

以下の3項 目の実験 はマ ウス を用いて行な った。濃度

推 移お よび血清蛋 白 との結合率 を調べ る実験 では,〔14C〕-

NY-198お よびFBを それ ぞれ単 独 または併用経 口投 与

し所 定時間に,痙 攣発現 時におけ る未 知代謝 物の検索 お

よび血清中濃度 と痙 攣 との相 関 をみ る場合には両薬物 を

同時に経 口投与 し,投 与30分 後 もし くは痙 攣発現時 にそ

れぞれ動物 を屠殺 した。

i)血 清 中お よび脳 内濃度:濃 度推移試験 にお ける血

清中お よび脳 内のNY-198(〔14C〕-NY-198)濃 度 は燃

焼 法に よ り求めた。す なわち,血 清50μ1も しくは脳 ホモ

ジネ ー ト400μ1を コ ー ン カ ップ(combusto-coneTM,

Packard)に とり,自 動燃焼装置(306型,Packard)で

燃 焼処理 した後,1℃ 濃度 を液体 シ ンチ レーシ ョンカウ

ンター(LSC-653ま たはLSC-1000,Aloka)で 測定 し

た。 なお,吸 収剤お よび シンチ レーター としてそれぞれ

OxisorbTM-CO2(NEN)お よびOxiprepTM-2(NEN)

を用 いた。その他の試験で は血清50μ1を バ イアル ピンに

と り,シ ンチレーター(Aquasol-2,NEN)を 加 えて液
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Table 1. Induction of behavioral convulsions by combined oral administration of

NY-198 and a non-steroidal anti-inflammatory drug in ddY mice

NY-198 and non-steroidal anti-inflammatory drugs were administered at the same time . Each dose

corresponds to about 20 times the clinical dosage. The mice were fasted for 24 h before testing.

The number of mice that displayed convulsions or died were determined 8 h later
.<>: time

until appearance, mean •} S.E. (min).

体 シ ンチ レーシ ョンカウ ンターで測定 す るこ とに よ り

14C濃 度 を求めた
。一方,FBお よびその主代 謝物4-bi.

phenylaceticacid(BPAA,Aldrich)お よびγ-hydroxy

-4-biphenylbutyricacid(γ-OH)7)の 定量 はFLEITMAN8)

らの方法 を一部改良 して行なった。すなわち,血 清50μ1

または脳 ホモジネー ト400μ1に精 製水 を加 え1mlと し,

濃塩酸1mlを 加 えて15秒 間激 しく撹 拌 した後2分 間静置

した。次 いで内部標準品NO-675(血 清:10μg/ml,脳

ホモジネー ト:5μg/ml,Fig.8)を 含 む水溶液0.1mlを

加 え,さ らにcyclohexaneとdiethyletherの 混液(7:

3v/v)8mlを 加 え,10分 間振盪 した後1200Gで10分 間遠

心分離 した。遠心分離後 有機 層 を減 圧留去 し,残 渣 を移

動相400μ1に 溶解 し,40μ1をHPLCに 注入 した。HPLC

の測 定 には 日本分 光BIP-1を 用 い,カ ラム にはTSK
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gel ODS-80TM(15cm×4.6mmφ)を 用 いた。測定条 件

は次の通 りであ る。移動 相:0.01M tetrabutylammo-

nium bromide含 有0.01Mリ ン酸 緩衝 液(pH7.0)と

acetonitrileの 混液(67:33v/v),流 速:1.0ml/min,

カラム温度:25±1℃,検 出波 長:UV2651m,検 出感

度:血 清;0.04a.u.f.s.,脳 ホモ ジネー ト:0.02a.u.f.s

ii)痙 攣発現時 における未知代謝物の検索:NY-198

およびその代謝物 を同時 に検 出で きる方法9)で行 なった。

血清 もしくは脳 ホモジネー ト溶液 を適宜精製水で希釈 し,

その4mlをAmberlite XAD-2カ ラムに付 し,精 製水20

m1で洗滌後acetonitrileと 酢酸の混液(4:1v/v)10m1

で溶出させた。溶出液 を減 圧留去 し,残 渣 を移動相400μ1

に溶解 し,そ の40μ1をHPLCに 注入 した。測定条件 は

次の通 りであ る。移動相:0.01M1-hexanesulfonic

acid sodium含 有0.01Mリ ン酸緩衝液(pH2.5)と

acetonitrileの 混液(8:2v/v),流 速:0.5ml/min,カ

ラム温度:25±1℃,検 出:蛍 光検 出器(励 起 波長280

nm,蛍 光波長455nm)。 一方,FBお よび その代謝物の検

索はFB,BPAAお よび γ-OHの 定量時の クロマ トグ

ラム より行なった。

iii)血 清蛋 白結合率:血 清0.4mlを 遠心型蛋 白結合 試

験器(MPS-1,Amicon)に 入れ,37℃,1000Gで20分

間遠 心分 離 した。得 られた 濾液 お よび血 清 中 のNY-

198,FB,BPAAお よび γ-OH濃 度 をそれぞれの定量

法に準 じて求めた。血清蛋 白結合率 は,血 清中濃度 〔S〕

と濾液中濃度 〔F〕か ら次式 によ り算出 した。

血清蛋白結合率(%)= 〔S〕-〔F〕/〔S〕×100

2)脳 の物理的お よび化学的刺 激に対 す る作用

6～8週 令(体 重309以 上)の 飽食マ ウス を用いた。

i)電 撃痙攣:1群10匹 のマウス を用 い,各 薬物 を単

独経 口投与 した場 合は60分 後 に,新 キノロン剤 と抗 炎症

薬 を併用 した場 合 は30分 後 にそれ ぞれbioconvulsive

unit(バ イオメデ ィカ)装 置 を用 いてマ ウスの両眼角膜 に

0.2秒間通電(電流10m氏 パル ス幅1mseq周 波数50Hz)

し,誘 発 され る強直性伸展痙攣(ED。 ～1。)に対す る増強

作用 を調べ た。

ii)Pentylenetetrazol痙 攣:1群10匹 のマ ウス を

用 い,各 薬物単独経 口投与60分 後 お よび併用投与30分 後

にそれぞれpentylenetetrazo1 41mg/kgを 腹腔 内注射 し,

以後30分 の間に誘発 され る間代性痙攣(ED0～10)に 対す

る増強作用 を調ぺ た。

iii)Bemegride痙 攣:1群10匹 のマ ウス を用 い,薬

物単独経 口投与60分 後 お よび併 用投与30分 後 に それ ぞ

れbemegride 13mg/kgを 腹腔 内注射 し,以 後30分 以 内に

誘発 される間代性 痙攣(ED。-1。)に 対す る増強作用 を調

べた。

iv)Bicuculline痙 攣:1群10匹 のマ ウスを用 い,薬

物 単 独 経 口 投 与60分 後 お よ び 併 用 投 与30分 後 に

bicuculline 0.4mg/kgを 静脈注射 し,そ の直後 か ら10分

間以内 に発生 す る痙 攣死 を指標 に,bicuculline痙 攣 に

対 す る増強作 用 を調べ た。

3)ラ ジオ レセプ ター アッセイ

i)〔3H〕-Diazepam(85ci/mmol,ア マ シャム ジャ

パ ン)結 合:11週 令 の ラ ッ トを 用 い,MoHLER&

OKADA10)の 方法 を一部 改変 して行なった。す なわ ち,ラ

ッ トを断頭 した後,速 や かに大脳皮質 を別出 し,50mM

Tris・HC1緩 衝液(pH7、4)で ホモジネー トし,遠 心分

離 と再 懸濁 を3回 繰 り返 し,液 体 窒 素 で凍 結 した後

一80℃ 庫 に保存 した
。測定 に先立 ち凍結サ ンプル を室温

で融解 した後,50mM Tris・HC1に100mMNaCL5mM

KC1を 含んだ緩衝液(pH7.4)に 再懸濁 しレセプ ター標

品 とした。 レセプター と〔3H〕-diazepam(1.93nM)お

よび薬物 を混和 し,0℃ で60分 間incubationを 行 ない,

WhatmanBF/C濾 紙で吸引分別 し反応 を停止 させ,濾

紙上 の放射 活性 を液 体シ ンチ レーター(ク リア ゾル1)

に より測定 した。なお,非 特異的結合 には1μMのdiaze-

pamを 用 いた。

五)〔3H〕-Muscimol(5.5ci/mmol,ア マ シャム ジャ

パ ン)結 合:11週 令の ラッ トを用い,ZUKINら11)の 方法

を一部 改変 して行 なった。すなわち,小 脳,嗅 球 を除 く全

脳 をホモジネー トした後,0.32M sucroseで 粗P2分 画

を得,洗}條 後50mM Tris・HC1緩 衝液(pH7.4)に 懸

濁 し,液 体窒 素で凍結 した後-80℃ 庫 に保存 した。測定

に先立 ち凍結 サ ンプル を室温 にて融解 した後,Krebs-

Henseleit緩 衝液 に置換 し,0.01% Triton X-100存 在

下に37℃,60分 間のincubationを 行 ない,洗滌 を3回 繰

り返 した後 上記緩衝 液に再 懸濁 しレセプター標 品 とした。

非特 異的結合 には1mMGABAを 用い,レ セプ ター と

〔3H-muscimo1(6.2μM)お よび薬物 を混和 し,0℃,

60分 間のincubationの 後,〔3H〕-diazepam結 合 の 場

合 と同様 の方法 に よ り放射 活性 を測定 した。 なおKi値

は用量作用 曲線 か ら算出 した。

4.痙 攣抑制作用

1)マ ウスの行動 による解析

NY-198300mg/kgとFB300mg/kgま た はENX300

mg/kgとFB100mg/kgの 併用投 与 によ り100%誘 発 され

る痙攣 に対 す る各種 薬物 の抗痙 攣作 用 を調べ た。 すなわ

ち、各抗痙攣 薬 を前処置 した後,NY-198とFBま たは

ENXとFBを 経 口投与 し,以 後2時 間以内の痙攣誘 発

の有無 を観 察 した。

2)ネ コの脳波 に よる解析

NY-19820mg/kgとFB10mg/kgを 同時 にネ コの腹腔

内 に投与す ると,確 実 に痙攣発作が発現す る。 この発作
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が各種抗痙攣薬の前処置または後処置によりどのような

影響を受けるかを,行動とポリグラフを指標に投与後6
～7時 間の間観察した。

III実 験成績

1.行 動解析

1)新 キノ ロン剤 お よび非 ステ ロイ ド系抗 炎症 薬 の

単独投与

マ ウス にNY-198,ENX,OFLX,NFLXお よび

NA100～1000mg/kgを 単独経 口投与 して も痙 攣,振 戦,

攣縮,挙 尾,疾 走,跳 躍,歯 な らしなどの興奮行動 は全

く現 れ ず,72時 間後 まで死 亡例 も認 め られ なか っ た

(Table2)。 同様にFB(100～500mg/kg),diclofenac

-Na (DCF, 17-85mgAg), indomethacin (IDM 12.5
mg/kg), ketoprofen(KPF, 25 125mg/kg), ibuprofen

(IPF, 100-500mg/kg), flurbiprofen (FBP, 60-180
mg/kg), naproxen(NPX, 150-450mg/kg), fenoprofen
-Ca(FPF ,60mg/kg)を 単独経 口投与 して も痙攣 振

戦,攣 縮,疾 走,歯 なら しな どの興奮行動は全 く発現 し

なかった。しか し,DCF 85mg/kg,FBP 180mg/kg,FPF

600mg/kg投 与群では72時 間以内にそれぞれ30,30,10%

の死 亡例 が現れ た。一方,acetylsalicyli cacid(ASへ

460～750mg/kg)で は軽度(10～20%)のjumping行 動 お

よび20%の 死 亡例 が現 礼1500mg/kg(臨 床量 の20倍)で

は80%に 痙 攣が現 れ70%が 死 亡 した。

2)新 キノ ロン剤 と抗炎症薬 の併用投与

NY-198と 抗 炎症薬の臨床用量の各20倍 相 当量 をマ ウ

スに同時 に経口投 与する と,用 いた27種 の抗 炎症薬の う

ち,FB,NPX,FPFお よびASAの4薬 物 の併用群 に

のみ痙 攣が発生 した(Table1,但 しASAの 痙攣発現

率は単独投与時 と同 じ)。しか し,各 用量 を臨床用量の10

倍 に下げ る と,NY-198とNPXお よびFPFの 組み合

せ群 では痙攣 は現れ な くなった。一方,NY-198とFBの

併 用で は臨床量 の10倍 同士 でなお80%の 痙 攣 と死 亡例

が現 礼5倍 同士で初め て痙攣 は発生 しな くなった。そ

こで,痙 攣発生 率の最 も高かった抗 炎症薬FBと 代表的

な新 キノロン剤ENXお よびNFLXを 併用 し痙 攣発生

率 を調べNY-198の それ と比 較 を行 なった。す なわち,

臨床用量の10倍(100mg/kg)以 上では どの併用群で も痙

攣が発生 したが,5倍 に下げ るとNY-198とNFLXで

は もはや痙攣 は現れ なか った。しか し,ENXで は臨床量

の5倍 で なお50%の 痙攣 が発生 し,2.5倍 量で初 めて痙

攣 は現れ な くなった(Table3)。

3)NY-198とFBの 投 与 間隔 と痙 攣 発生 との相互

関係

マ ウスにNY-198とFBを 臨床用量の10倍 同士,す な

わち100mg/kgを 同時 に経 口投与す ると70%に 間代 性痙

攣が現れた。 しか し,FBを 前処置 してお き同一用量の

NY-198をFBの1,2,4時 間後 に投与 した場合 には痙攣

の発生率がそれぞれ70%,60%,20%に 減少 し,さ らに

両者の投与間隔 を6時 間以上あけた場合 には痙 攣の発生

は もはや なか った(Table4 A)。 次 に,同 じ用量のNY

-198を 前処置 しておきFBを1
,2時 間後 に投与 した場

合 にはそれぞれ70%,60%の 痙攣が発生 した。 しかし両

者 の投与間隔 を4時 間以上 あける ともはや痙攣は現れな

かった(Table4 B)。 なお,NY498とFBの 用量 を共

に臨床用量の20倍(200mg/kg)に 増量 し,併 用 した場合

には前,後 処置 に関係 な く12時 間の投与間隔 をおいた時

にのみ痙攣の発生はなかった。

4)新 キノロン剤 とtheophyllineと の相互作用

Table 2. Behavioral changes in ddY mice after single administration of NY-198 and

related antimicrobial drugs

s: one mouse per cage, g: three mice per cage,-: none, Mortality: *24h, **72h
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Table 3. Induction of behavioral convulsions by combined administration of a antimicrobial

drug and fenbufen in ddY mice

ENX: Enoxacin, NFLX: Norfloxacin

Fenbufen and each antimicrobial drug were administerd at the same time. The mice were fasted for

24 h before testing.

The number of mice with convulsions was determined 8 h later.<>: time until appearance, mean

•} S.E. (min).

マウスにtheophylline 280mg/kg(臨 床用量の40倍)を

単独経 口投与 す る と35%の 間代性痙 攣 と25%の 強直性

痙攣および35%の 死亡例が観察 され た。次 に臨床量の40

倍(400mg/kg)のNY-198と 同 じ用量のtheophyllineを

同時に経 口投与 したが痙 攣はほ とん ど増強 されなかった。

一方
,ENX400mg/kgを 併用 した場合 には痙 攣の発生 率

が80%に 増大 した(Table5)。

2.脳 波学的解析

1)新 キノロ ン剤 お よびFBの 単独投与

ネ コにNY-19820mg/kgを 腹腔 内注射 して もポ リグ

ラムの各パ ラメー ターに全 く影響 は認め られ なか ったが,

40mg/kgで は対照 記録 に み られ た安定 した徐 波深 睡 眠

(SWDS)波 が徐波浅睡眠(SWLS)波 ない し安 静(rest)

波主体 の脳波 に変 り,明 らか に脳波 は賦活 され た。 さ ら

に%例 で嘔吐が出現 し,新 皮質 にspike&wave,他 の

1例 ではslow burstが 散発的 に現 礼2例 共心拍数 は増

加 した。70～100mg/kgで は投与15～60分 後 よ り呼吸数

心拍数 の著明 な増加,嘔 吐の多発,脳 波の著 明な賦活が

現れ。70mg/kgで%例 に,100mg/kgで%例 に前頭領 を中心

とした新皮質 にspike & wave,躯 幹 にはtwitchが 現

礼 や がて間代性痙攣 を伴 う全般性発作発射 に発展 し,

100mg/kgで は1例 が死 亡 した。300mg/kgの 投与 ではこれ

らの変化 が さ らに著 明に な りネ コは投 与60分 す ぎに死

亡 した(Fig.2)。ENX100～200mg/kgの 腹 腔内注射 で

も脳波 の賦活 と呼吸数の増加が現 礼 投与2～4時 間後

よ り新皮質系 に全 身のtwitchを 伴 うspike & waveが

出現 し,6時 間以上持続 した。NFLX 100～200mg/kgで

は40分 後頃 より嘔吐が 多発 し脳波 は賦 活 され,心 拍 数,

呼 吸 数 は増 加 した。投 与2～4時 間 頃 よ り脳 波 に

spike & waveが 出現 し,や がて間代 性痙 攣 を伴 う全般

性発作発射が出現200mg/kg投 与の1例 は死 亡 した(Fig。

2)。OFLX20mg/kgで は直後 よ り呼吸数,心 拍数の著

しい増加 が現礼 投 与10～70分 後 頃 には嘔 吐が 多発 し

た。6時 間以上の問,脳 波の著 しい賦 活が続 き,こ の間

投与1.5～3.5時 間頃新 皮質に間歌 的なslow burstが 出

現 した。一 方,FB10mg/kgの 腹 腔内注射 では脳 波パ タ

ン,睡 眠一覚醒周期 および行動 に全 く変化は認め られな

かった。しか し200mg/kgに な ると投与10分 後 頃 よ り嘔吐

が現礼60～90分 後 まで頻回 に発現 この間,排 尿 排

便が あ り心拍数 は2例 共著 しく増加 し6時 間後 まで持続

した。 この 中1例 の脳波 は投与直後 よ り強 く賦活 さ礼

呼吸数 は著 し く増加 し大 量の腹水 貯留 のた め6時 間30

分後 に死亡 した。 しか し脳波パ タンに異常波は現れ なか

った。

2)新 キノ ロン剤 とFBの 併用投与

NY-1983～6mg/kgとFB10mg/kgを 同時 に腹腔 内

注射 したがネコの脳波 と行動 に全 く影響 はなか った。10

mg/kg同 士 の 併 用 で は3例 中1例 で2時 間 後 か ら

spike & waveが 出現 し,他 の1例 で は流涎,嘔 吐が 出

現 した。NY-19820mg/kgとFB 10mg/kgの 併用 では10

～90分 後 に全例で嘔吐が
,%例 で1～2時 間後 に流涎 が

現礼 呼 吸数 は著 明に増加 した。脳波 では投与60分 後 頃

よ り初 め新 皮質頭頂領,続 いて扁桃体,新 皮質感覚運動

領,後 頭領 に速波が増加 し始め,1時 間24分 後 には運動

領 を中心に,さ らに近縁 の新 皮質系 お よび外側膝状体 に

も単 発性 のspikeが 出現2時 間14分 後 にはtwitchを

伴 う著明 なspike & waveが 現れ2時 間42分 後 には全

誘導 に波 及 して全般性 発作発射 とな り,間 代性痙攣 を併
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Table 4. Relationship between appearance of convulsions and administration intervals of

NY-198 and fenbufen in ddY mice

A) Pretreatment with fenbufen

B) Pretreatment with NY-198

The number of mice that showed convulsions or died were determined 2 h later .

<>: time until appearance, mean •} S.E.(min).

Table 5. Effects of NY-198 and enoxacin on theophylline-induced convulsions and

mortality in ddY mice

Theophylline and the antimicrobial drug were administered at the same time. Each dose of a) and b)
corresponds to about 20 and 40 times the clinical dosage, respectively. The mice were fasted for 24
h before testing. The number of mice that showed convulsions or died was determined 3 h later.
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Alone with Fenbufen 10mg/kg i.p.

Fig. 2. Seizure discharges induced by NY-198 and reference compounds with and

without fenbufen in cats

発 して全例死亡 した(Fig.2,3)。ENX 3mg/kgとFB

10mg/kgと の併用で は脳波 と行動 に著 変は認め られなか

ったが,ENX 6mg/kgとFB 10mg/kgを 併用 した%例 で

脳波 の賦活 と嘔吐,流 涎が現れ,2時 間後 には著 明な間

代性痙攣 を伴 う全般性 発作発射が頻 発 し,3時 間後 に死

亡 した。10mg/kg同 士の併用で は%例 で嘔吐が多発 し,心

拍数 呼吸数の増加 およびNY-198と 同様 の著 明な脳波

の賦活が現れ全般性 発作 発射が頻 発 し,1例 は2時 間後

に,他 の1例 は6.5時 間後 に痙 攣の ため死 亡 した(Fig.

2,4)。 一方,OFLX 40mg/kgとFB 10mg/kgの 併 用で

も著明 な脳波 の賦活,嘔 吐,心 拍数,呼 吸数 の増 加が現

礼%例 では4～6時 間後 にspike & waveが 出現 した

が 全般 性発作 発射 には至 らなかった。

3,痙 攣発生機序の解析

1)薬 動 力学的解析

i)血 清 中お よび脳 内のNY-198の 濃度推 移:〔14C〕

-NY-198 50mg/kgを マ ウスに経 口投与 し4時 間後 まで

血清中お よび脳 内濃 度を測定 した。FB 50mg/kgを 併用投

与す る と両者 の濃度 は 〔14C〕-NY-198単 独投 与時 の そ

れ より幾分低 い値 を示 したが,全 般 的な濃度推移 には単

独投 与時 と併用時 との 間で大 きな違 いのないこ とがわか

った(Fig.5)。 また,こ の時の薬動 力学 的パ ラメー タ

ー,Cmax,Tmax,T1/2,AUCo～tに も著変は認め られ

なか った(Table 6)。

五)血 清 中お よび脳 内のFB,BPAAお よび γ-OH

の濃度推移:FB,BPAAお よび γ-OHの 血清 中お よ

び脳 内濃度 は 〔14C〕-NY-19850mg/kgを 併用 投与 して

も上昇 するこ とはな く,む しろFBの 吸収 はやや遅延す

る傾 向が認 め られ た(Fig.6)。 またNY-198の 併用 によ

りFB,BPAAお よび γ-OHのCmaxの 減少,Tmax

とT%の 延長傾向 などがみ られたが,単 独投与時 と併用

時 との間の全般的 な血清中お よび脳 内濃 度推移 には大差

が な く,ま たAUC0-tに も影 響 は 認 め られ な か っ た

(Table6)。

iii)痙 攣発現 時の未 知代謝物の検索:痙 攣発現時 に血

清中 または脳 内に特 異的な未知代謝物が生成 され るか否

か を確認 す るため に,痙 攣発生例 と非 発生例 につ いて

HPLCク ロマ トグラムの比較 を行 った。す なわ ち,〔MC〕

-NY-198100mg/kgを 単独 に経 口投与 し痙攣が発生 しな

かった個体 の血 清中 および脳 内代謝物 のHPLCク ロマ

トグラム とFB100mg/kgを 併用 し痙攣 が発生 した個 体

の クロマ トグ ラム を比ぺ ると全 く同様のパ タンで あ り,

痙攣発現 例 に特 異的 な ピー クが現 れ る こ とはなか った

(Fi&7)。 同様 に,FB100mg/kgを 単独 投与 した時の血
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NY-198 20mg/kg i.p.
Fenbufen 10mg/kg i.p.

Cat386.1986.12.1

NY-198 20mg/kg i.p.
Fenbufen 10mg/kg i.p Cat386.1986.12.1

CM: centremedian nucleus of thalamus, Amy: amygdala, Hip: hippocampus, Ant. Sig:
anterior sigmoid gyrus, PC: parietal cortex, OC: occipital cortex, GL: lateral geniculate
body, EMG: electromyogram, ECG: electrocardiogram, Resp: respiratory movement, FWS:
fast wave sleep, SWDS: slow wave deep sleep, SWLS: slow wave light sleep
Fig. 3. Changes in polygram caused by combined injection of NY-198 and fenbufen in cat
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Enoxacin 10mg/kg i.p.
Fenbufen 10mg/kg i.p.

Cat390.1986.11.5

Enoxacin 10mg/kg i.p.
Fenbufen 10mg/kg i.p. Cat390.1986.11.5

Fig. 4. Changes in polygram caused by combined injection of enoxacin and fenbufen in cats

清お よび脳 の クロマ トグ ラム と〔14C〕-NY-198100mg/

kgを併用 し痙 攣が発生 した時のク ロマ トグ ラム を比較 し

たが両者の間に差はな く,未 知代謝 物の生成 を示唆す る

特異的 なピー クの出現はなか った(Fig.8)。

iv)血 清 中濃度 と痙 攣の相 関:マ ウスに 〔14C〕-NY-

198お よびFBを それぞれ25～300mg/kgの 問の いろいろ

の用量で同時に経 口投与 した際の痙 攣発生の有無 と血清

中NY-198濃 度(横 軸)に 対す る血清 中FB,BPAAお

よび γ-OH濃 度(縦 軸)と の関係(痙 攣閾値 濃度)を 求

めFig.9～11に 示 した。す なわ ち,NY-198とFBの 場

合はNY-198の 血清 中濃度が約10μg/m1以 上 で,FBの

濃度が約60μg/ml以 上 になった時(Fig.9)に,γ-OHの

場合 はNY-198と γ-OHの 濃度が ともに10μg/ml以 上

になった時 に痙攣が発生 した(Fig.10)。 しか し,NY-

198とBPAAの 痙攣 閾値 濃度 につ いて は明瞭 な相 関関

係が認 め られなかった(Fig.11)。

v)血 清 蛋 白結合 率:マ ウ スに 〔14C〕-NY-198お よ

びFBを それ ぞれ50mg/kgず つ単独お よび同時 に経 口投

与 し0.25お よび0.5時 間後 にお ける血清蛋 白結合率 を求

めた。各結合 率はNY-19817～18%,FB96～97%,
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* 14C-1abeledposition

•œ-•œ: single group
, •›-•›: combined group

Significantly different from combined group:

(*):•p<0.05,(**): p<0.01

Each point represents the mean •} S. E. for

six mice.

Fig. 5. Serum and brain concentration of

NY-198 after single administration of

14C-NY-198 and combined administration

of 14C-NY-198 and fenbufen to mice

BPAA95～96%,γ-OH86-88%で あ り,単 独投与時

と併用時 との問 に差は認め られなかった(Table7)。

2)脳 の物理 的な らびに化学的刺激 に対す る作用

i)電 撃痙攣:NY-198,EN&OFLXお よびFB

の100お よび500mg/kgを マ ウス に単独経 口投 与 したが,

電撃痙攣 に対す る増強作 用は全 く認め られ なか った。 ま

た,NY-198,ENXお よびOFLXとFBを 同時に経 口

投与 して も電撃痙 攣に対 する増強作用 は全 く認め られな

か った(Table8)。

ii)Pentylenetetrazol痙 攣:OFLXお よびFBの

•œ-•œ: single group . •›-•›: combined group

Significantly different from combined group

(*)p <0.05

Each point represents the mean •} S.E. for six

mice.

Fig. 6. Serum and brain concentration of

fenbufen after single administration of

fenbufen and combined administration

of fenbufen and 14C-NY-198 to mice

100お よび500mg/kgを 経 口投 与 して もpentylenetetr-

azol痙 攣に対す る増 強作用 は認 め られ なかった。 しか

し,NY-198お よびENXの500mg/kgを 投与 した場合に

はそれぞれ30%,40%の 痙攣 が現れ た。さらに,NY-198

とFBお よびENXとFBを 併用 す る と各 単独 投与時

の%な い し%に 相 当す る小量同士(50～100mg/kg)の 組

み合 わせ か ら用量依存性 に痙 攣増強作用(20～80%)が

観察 された。しか し,OFLXとFBの 各100mg/kgを 併用

した群 では痙攣 の発生 は認 め られなか った(Table 8)。

iii)Bemegride痙 攣:各 新 キノロン剤 お よびFBを

単独 に経 口投与 して もbemegride痙 攣に対す る増強作

用はなかった。 しか し,NY-198とFBの100mg/kg同 士

の併用で は70%の 痙 攣が,ENXとFBの50お よび100

mg/kg同 士 の併用 では それぞ れ40,100%の 痙攣が現れ

た。一方,OFLXとFBの 併用で は痙攣増強作用 は認め

られなかった(Table 8)。

iv)BicucuUine痙 攣:OFLXお よびFB100～500

mg/kgを 単独経 口投与 して もbicuculline痙 攣 に対 する

増強作用 は全 く認 め られ なかった。しか し,NY-198ま た

はENX500mg/kgとbicucullineを 併用経口投 与す ると
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Table 6. Pharmacokinetic parameters for serum and brain concentration of NY-198, fenbufen,
4-biphenylacetic acid (BPAA) and y-hydroxy-4-biphenylbutyric acid (7-OH)

Tmax: time at w hich maximum concentration was reached, Cmax: maximum concentration, AUCo_t:
area under the concentration-time curve calculated by trapezoidal method, TO f 2: elimination half-life

calculated by least squares method, single: NY-198 or fenbufen was administered alone, combined:
NY-198 and fenbufen were administered at the same time.
Each value represents the mean for six mice.

それぞれ70%と40%の 痙 攣が現れ た。 さらに,NY-198

およびENXとFBを それぞれ50,100mg/kg同 士で併用

す るとbicuculline痙 攣 は それ ぞ れ40～70%お よび50

～60%に 増 強された
。一方,OFLXとFBを 併用 した場

合はbicucullineに 対 す る痙 攣増強作用は認め られなか

った(Table 8)。

3)ラ ジオレセプ ターア ッセ イ

i)〔3H〕-Diazepam結 合 阻害作 用:NY-198お よ

びENXは0.1～10μMで 〔3H〕-diazepamのBDZレ

セプ ターに対す る特異的結合 を阻害 するこ とはなかった。

しか し,NY-198は100μMお よび1000μMの 高濃度 で

それぞれ36,81%, ENXは100μMお よび1000μMの 高

濃度でそれ ぞれ14,25%の 結合 阻害作用 を示 した。 一方,

FBは0.1～100μMの 濃度範囲 で〔3H〕-diazepamの 特

異的結合 に対 して全 く阻害作用 を示 さなか った。(Fig.

12,左)。 次に,NY-198お よびENXの0.1～1000μM

とFB100μMを 併用 したが,新 キノ ロン剤 単独適 用時の

結合阻害作 用が増 強 され るこ とはなか った(Fig.1a

右)。

h)〔3H〕-Muscimo1結 合 阻 害 作 用:NY-198,

ENXお よびOFLXは0.1～10μMの 濃度 範 囲 で 〔3H〕

-muscimolのGABAレ セ プ タ ー に対 す る特 異的 結合

を阻害す ることはなかったが,100μMの 濃度ではそれぞれ

39.2,48.9,24.4%の 結合阻害作 用が現れ た。 しか し,

FBお よびDCFは0.1～100μMの 濃 度 範 囲 で 〔3H〕-

muscimolの 結 合 に対 す る阻 害作 用 を示 さ なか っ た

(Fig.13,左)。 次 にFB100μMとNY-198お よび

ENXを 併用す ると用量依 存性 に結合 阻害作用 が増強 さ

才し それぞれのKi値 は12.5お よび1.3μMに なった。ま

た,結 合阻害作用の弱か ったOFLXで もFB100μMの

併用 に よ り0.1～100μMの 濃度 範 囲で阻害 作用 は13.1

～47 .2%に 増強 された(Fig.13,中)。 一 方,新 キノ ロン

剤 と併用 して も痙 攣増 強作用 の なか ったDCF100μM

を併用 したがNY-19 & ENXお よびOFLXは100μM

の高濃度 でそれ ぞれ49.8,62.2,38.3%の 阻害作用 を示

したにす ぎなか った(Fig.13,右)。

4.痙 攣抑制作用

1)マ ウスの行動解析

NY-198とFB各300mg/kgの 併 用に よって100%誘 発

され る痙 攣 は,diphenylhydantoin, trimethadion,

phenobarbital, pentobarbital-Na, diazepam, ba-

clofenお よびAOAAの 前 処置 に よ り全 く抑制 され な
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Serum

(A) (B)

Brain

(C) (D)

(A),(C): normal (14C-NY-198 100 mg/kg)
(B),(D): occurrence of convulsions (14C-NY-198
100mg/kg+fenbufen 100 mg/kg)
1: NY-198, 2: M-III 3: M-IV, 4: M-V, 5: M-VI

Fig. 7. HPLC chromatograms of mouse serum and brain

after single administration of 14C-NY-198 and

combined administration of 14C-NY-198 and fenbufen

かった。 しか し,barbital-Na20mg/kgの 前処置で は軽

度(10%),muscimol2～4mg/kgの 前処置では20～80%

の抗痙 攣作用が認 め られた。一 方,ENX300mg/kgと

FB100mg/kgの 併 用 に よ り100%誘 発 され る痙攣 に対 し

てdiazepam10mg/kgの 前処置では30%,muscimo12～

4mg/kgの 前 処 置 は30～70%の 抗 痙 攣 作 用 が 現 れ た

(Table9)。

2)ネ コの脳波に よる解析

i)抗 痙攣薬の 前処置:NY-19820mg/kgとFB10

mg/kgの 同時腹腔 内投与 に よって100%誘 発 され る痙攣
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Serum

(A) (B)

Brain

(C) (D)

NO-675 (Internal standard)

(A),(C): normal (fenbufen 100mg/kg)
(B),(D): occurrence of convulsions (fenbufen 100mg/kg + 14C-NY-198 100mg/kg)
1: fenbufen,2: 4-biphenylacetic acid (BPAA), 3: y-hydroxy-4-biphenylbutyric acid
(7-0H),4: NO-675 (internal standard)

Fig. 8. HPLC chromatograms of mouse serum and brain after single administration of

fenbufen and combined administration of fenbufen and 14C-NY-198
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○:normal, ●: occurrence of convulsions

Fig. 9. Relationship between serum concentration of NY-198

or fenbufen and occurrence of convulsions after combined

administration of 14C-NY-198 and fenbufen to 170 mice

死 に対 してdiazepam1mg/kgの 前処 置では抑制効果が

認め られ なか った。2mg/kgで は3例 中2例 で嘔吐が 出現

した ものの,全 例安定 した徐波睡 眠が持統 し,痙 攣 は完

全 に抑制 された(Fig.14)。phenobarbital20mg/kgを 投

与 した3/4例では痙 攣が完全 に抑制 さ礼 さ らに50mg/kg

に増量す ると2例 とも安定 した徐波睡眠が続 き,嘔 吐 も

現れず痙 攣の発生 は完全 に抑制 され た(Fig.14)。 しか

し,diphenylhydantoin 20mg/kgを 前処置(経 口)し た

個体 では痙攣の抑制は認め られなかった。

h)抗 痙攣 薬の後処 置:NY-19820mg/kgとFB10

mg/kgを 同時 に腹腔 内投与す る と全般性 発作 発射 と間代

性痙攣が現礼 ネコは全例死亡す る(Fig.2)。 同 じ用量

のNY-198とFBの 併用 によ りすで に発生 した間代性

痙 攣 と全 般 性 発 作 発 射 はdiazepam2mg/kgま た は

pentobarbita1-Na20mg/kgの 静脈注射 に より完全に抑

制 さ礼 死 亡例 もなかった。またdiazepamを 静脈注射

した場合は直後 より痙攣波が完全に抑制 さ礼 脳波背景

活動は徐波 深睡眠(SWDS)パ タンに変 り,著 明 に増加
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Fig. 10. Relationship between serum concentration of NY-198
or y-hydroxy-4-biphenylbutyric acid (7-OH) and
occurrence of convulsions after combined administration
of 14C-NY-198 and fenbufen to 170 mice

していた呼吸数 は急速 に対照 レベ ル に回復 した(Fig.

15)。pentobarbita1-Naを 投与 した場合 は直後 よ り麻酔

に入 り痙攣波が完全 に抑制 さ札 著明 に増加 して いた呼

吸数 も対照 レベル に回復 した(Fig.15)。

IV考 察

NY-198は 一般 に新 キノ ロン剤 と呼ばれ るピ リドンカ

ルボン酸系 合成抗菌剤の一 つで抗菌作用 はOFLXと 同

程度で あるが12),各 種毒性 試験や一般 薬理試験の結果 か

ら安全 性の高い抗 菌剤 であ るこ とが証 明された13)。しか

しなが ら,NY-198はFBと 併用 した際に ヒ トで痙攣 発

作を惹起 したENX5)と 近似 した化学構 造を有 し,また一

般薬理 試 験 にお い てENXと 同様pentylenetetrazol

痙攣 を増強す る作用があ り,イ ヌ に単独 投与 した場合痙

攣発作の起 るこ とが判 ったため13),改 め てNY-198に つ

いて中枢作用 を精査す ることに した。

まず,マ ウスにNY-198を 含 む新 キ ノロ ン剤 を1000

mg/kgま で単独大量経 口投与 したが,72時 間の観察 中痙

攣は もとより振戦 攣縮,挙 尾,就 跳躍,歯 な らし

な どの中枢興奮 を示唆す る行動変化 は全 く認め られなか

った。一方,慢 性電極植込み ネコにNY-198(70mg/kg以

上)を 単独腹腔 内投 与(経 口投与で は嘔吐が発現 し,薬

物 を吐出す るため)す る と,頻 回に嘔吐が現礼 呼吸数

と心拍 数の増加お よび脳波 の賦活 があ り,や が て新皮質

系 にspike&waveが 現礼 個体 に よっては全般性発作

発射 と間代性痙 攣に発展 した。同様 に,NFLX100～200

mg/kgの 投与 で も全般性発作 発射 と間代性痙 攣が 出現 し

たが,ENXで は200mg/kgの 投与 に よって もspike &

waveの 発生 に とどま り,全 般性発作 発射は出現 しなか

った。一方,OFLXで は200mg/kgま で脳波の強い賦活が

認め られただ けであ った。 この ように動物種 と薬物に よ

り程度の差 はあ るが,新 キノロン剤 には全て中枢神 経刺
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激作 用のあ るこ とが判 った。ただネ コに よる痙攣誘発作

用がNY-198で 最 も強 く現 れた原因 として,NY-198の

溶解性や 吸収が良か った ことがあげ られる。事実,嘔 吐,

呼吸数 の増加,脳 波 賦活 な どの諸作用の発現 がNY-198

では投 与後30～60分 と早 く,一方,ENXで は1～4時 間

後 と著 し く遅延 し,吸 収速度の違いが裏付 けられた。

次に,マ ウスにFB,DCF,IDM,KPEIPFな どの

非ス テロ イ ド系抗 炎症薬 を500mg/kgま で単独 に経 口投

与 したが中枢神経刺 激症 状は全 く認め られ なかった。 た

だ,消 化管 潰瘍 に起因す ると思 われ る死亡例 が一 部の薬

物 で認 め ら礼 安息香酸系のASAで は軽度 のlumping

行動,大 量で痙攣 が現れ た。一方,ネ コにFB200mg/kg

を腹腔 内投与す ると投与10分 以降に数回の嘔吐が発現

%例 は不眠傾向 を示 し死亡 した。 しか し,脳 波 および行

動上 にはと くに中枢神経刺激作用 を示唆 する変化は認め

られず,む しろ大量の腹水の貯留が認 め られた ことか ら

死因は末梢作用 に よる もの と思われた。 この ように,マ

ウスの行動解析 だけで は判然 としなかった中枢神経 刺激

作用 も無麻 酔,無 拘束ネ コの脳波 と行動 を指 標にする と

各薬物 の薬理作用の特徴 が判然 とし,そ の結果抗 炎症薬

よりはむ しろ,新 キノ ロン剤 自身 によ り著明な中枢神経

刺激作用 のあることが明 らかになった。

しか し,ヒ トで現れた痙攣発作はENXま たはFBの

単独投与 によるものでな く,両 薬物の併用投与 によって

発生 したものなので,我 々はこの薬物相互作用 を重視 し

次の試み と して,NY-198と 市販の27種 の抗 炎症薬 を臨

床用 量の20倍 同士でマ ウス に同時経 口投与 した時 の痙

攣誘発作用 を検討 した。す なわち,NY-198と27種 の抗

炎症薬 を臨床用 量の20倍 同士で経 口的 に併用 した場合,

ASAを 除 けば痙攣が発生 したの はFB,NPX,FPFの

3種 で,さ らに10倍 量 に減量 した場合はFBの みであっ

た。 同様の現象 はENXお よびNFLXとFBを 組 み合

せ投与 した場合 にも認め られた。すなわち,一 部の ア リ

ール酢酸系お よびア リールプ ロピオ ン酸系抗 炎症薬 には

新 キノロン剤の中枢作用 を増強す る作用 があ り,と くに

FBは 各新キノロン剤 に対 して特異的 に痙攣 を誘発 す る

作用があ り,中 で もENXと 併用 した時 に顕著であ るこ

とが判った。

この よ うに新 キノ ロン剤 とFBを マ ウスに同時 に経

口投 与する とかな りの高率で痙攣が発生す るこ とが明 ら

かになったので,次 に両薬物の投与間隔 をどれだけ開 け

れば薬物相互作用が消失す るか を調ぺた。その結果,NY

-198とFBを 臨床 量の10倍(100mg！kg)ま たは20倍 同士

で併用す ると,ど ち らの薬物 を先に投与 して もそれぞれ

6ま たは12時 間以上の投 与間隔 をお けば痙 攣は起 らな

いこ とが明 らかになった。

前述 の ようにENXの 薬物相 互作 用 はENXが ヒ ト

でtheophyllineの 作 用 を増強 し,痙 攣 を含 む重篤な副

作用 を誘発 したこ とに端 を発 してい るので,次 にNY-

198とtheophyUineと の相互作用 を調べた。しか し,NY

-198は 臨床用 量の40倍 までtheophylline痙 攣 を増強す

るこ とは なか っ た。一 方,ENXはWIJNANDSら2)や

MAESENら3)が ヒ トで経験 したの と同様 にマ ウスで も

theophylline痙 攣 を明 らか に増強 した。

前述の ように無麻酔,無 拘 束ネ コでは新 キノロン剤の

単独投与 によ り用量依存性 に痙攣 が発生 したが 小量(10

mg/kgi.P)のFBを 併 用 す る とNY-198で は20mg/kg

で,ENXで はさらに低 い6～10mg/kgの 用量で痙攣が発

生 した。つ まり,新 キノ ロン剤 単独投 与時 とFB併 用時

の痙攣増 強作用 の比率 はNY-198が5倍 程度 であった

のに対 し,ENXで は20倍 以上 とな りENXとFBと の

間の薬物 相互作 用 はNY-198とFBの それ よ りも著 し

く強いこ とが明 らか になった。 なお,痙 攣波 は初め新皮

質前頭領 および視床核 など個体 発生 学的 には新 しい脳構

造か ら現礼 その後全誘導に波 及 し,全 般性発作発射へ

と発展す る特徴 を有 しでい る。

次 に,新 キノロン剤 とFBの 併用 による痙 攣発生の機

序 を解明す るため2,3の 検討 を加 えた。前述の ように

ENXとtheophyllineを 併 用 した ヒ トで発生 した薬物

相互作用 はENXがtheophyllineの 代謝様式 を変 え,

その血中濃度 を異常に高め,か っT%を 延長 したため と

言われてい る2)。このため新 キノロン剤 とFBを 併用 し

た場合 の痙攣発現 に も各薬物の血中濃度 ない し脳 内濃度

の上昇,新 しい痙攣誘 発物質 の生成の可能性 あるいは血

清蛋 白結合率の変化 な どが充分予想 されたので,ま ずマ

ウス を使 って薬動 力学的解析 を行 った。しか し,NY-198

とFBを 同時 に経 口投 与 して もNY-198,FBお よび

FBの 主 活性代謝物で あ り判,ま たマ ウス尿中に も主代

謝物 として存在す るBPAへ γ-OH7)の 血清 中濃度お よ

び脳 内濃度 は各薬物 を単独投与 した時 と大差がなかった。

また,そ の血中 と脳内濃 度の推移 もほぼ同様なの で,NY

-198とFBの 併 用 によ りそ の代 謝過程 が大 き く修飾 さ

れた とは考 えられない。 さらに,NY-198とFBを 同時

投与 した際,痙 攣 を発現 した動物 におけるNY-198お よ

びFBの 代謝パ ターンは血清中,脳 内とも各薬物単独投

与時の それ と相 違がなかった。従 って両薬物 を併用 する

ことによ り発生 した痙攣 が新 たに生成 した未知代謝物に

起因す るとい う可能性 は否定 された。 また,NY-198,

BPAA, γ-OHの 血清蛋 白結合率 も単独,併 用投与 との

間で差が認め られなかった。 これ らの成績 は前述の脳内

濃度推 移 を調べ た際,両 薬物の単独投与 と併用投与 との

間で差 がなかったという成績 をよく反映 しているもの と

思われ る。

以上 の ように,NY-198とFBを 併用 して も両薬物の
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○: normal, ●: occurrence of convulsions

Fig. 11. Relationship between serum concentration of NY-198

or 4-biphenylacetic acid (BPAA) and occurrence of
convulsions after combined administration of 14C-NY-
198 and fenbufen to 170 mice

体内動態に大 きな違 いはなかったので痙 攣発生 の原因 を

薬動力学 的変化 に求め るこ とはで きなかった。 しか しな

がら,両 薬物 を併用 した時のNY-198とFBお よび γ-

〇Hの 血清中濃度 と痙 攣発生 との間 には ある相関関係 が

ある模様 で,こ れ を仮 りに痙攣 閾値濃度 とみなす と,NY

-198が 約10μg/mlで
,同 時 にFBが 約60μg/ml,γ-0H

が約10μg/mlに 達 した個体 で痙 攣が発生 してい るこ とが

明 らかにされた。す なわ ち,NY-198とFBを 併用 した

マウスが痙攣 を発現す るための条件 の一つ として,NY-

198とFBも しくは γ-OHの 血 清中濃 度 が共 に あ る濃

度以上 に達す ることが必要 なのか もしれ ない。

よ く知 られてい るように抗 てんか ん薬開発 に際 しての

スク リーニ ング法 と して ヒ トの大発作 には最九 最小電

撃痙 攣 が,ま た ヒ トの欠神 発作 の最 良の モデル と して

pentyIenetetrazol痙 攣が挙げ られて いる15)。また,扁 桃

核 電気 刺激 に よるkindling16)やGABA antagonistお

よびGAD-inhibitorな どに対す る拮抗作 用 も抗 痙攣薬

の作用機序 を知 る上で重要 な手が か りになる と言 われて

いる15,17)。それ故,新 キノロン剤 と痙攣誘発作用 を有す る

各種 の中枢興奮薬 との相互作用 を調べれ ば新 キノロン剤

の痙攣発生機序 を知 るための有力 な手がか りが得 られ る

ので はないか と考 えた。 そこで,マ ウスの行動 を指標 に

2,3の 中枢 興奮薬 に対 す る新 キノ ロン剤の影響 を検 討

した結果,NY-198やENXは 単独でBDZsのantago-

nistと され ているpentylenetetrazol, barbituratesの

antagonistのbemegride,と くにGABAAレ セ プター
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Table 7. Serum protein binding of NY-198, fenbufen, 4-biphenylacetic acid (BPAA) and

γ-hydroxy-4-biphenylbutyric acid (γ-OH)

singl: NY-198 or fenbufen was administered alone.

combined: NY-198 and fenbufen were administered at the same time.

Each value represents the mean •} S. E. for six mice.

Table 8. Effects of NY-198, enoxacin, ofloxacin, fenbufen and their combinations on

electroshock-, pentylenetetrazol-, bemegride- and bicuculline-induced convulsions

in ddY mice

All compounds were given 30-60 min prior to the convulsants.
1) ES: Electroshock (10mA, 1 msec, 50Hz, 0.2 sec)
2) PTZ: Pentylenetetrazol (41 mg/kg, i.p., observed for 30 min)
3) BG: Bemegride (13 mg/kg, i.p., observed for 30 min)
4) BCL: Bicuculline (0.4 mg/kg, i.v., observed for 10 min)

のantagonistと 言 わ れ て い るbicucullineに よ る痙

攣18)を用量依 存性 に特異的 に増強 し,さ らに これ らの作

用 はFBを 併 用す ると著 しく増 強 され るこ とが判 った。

これ らの成 績 は新 キ ノ ロ ン剤 がOLSEN19)のGABA-

BDZ-barbiturates複 合受容体 に対 して特 異的 な拮抗

作用 の有 るこ とを想定す るための有 力な根拠 となった。

そこで,ラ ッ ト脳の シナプ トゾーム分 画を用 いてラジ

オ レセプターア ッセ イを行 い,BDZお よびGABAレ セ

プ ター に対 す る各agonistの 特 異的結合 とこれ に及ぼ

す新 キノロン剤の影響 を調べ た。 その結果,NY-198は

100お よび1000μMの 高濃 度で大脳皮 質の 〔3H}diaze-

pam結 合 をそれぞれ36,81%阻 害 したが,こ の阻害作用

はFB100μMを 併用 して もほ とん ど変化 しなかった。

一方
,〔3H〕-muscimo1のGABAレ セプ ターに対する

特異的結合 はNY-198お よびENXの 各100μMの 濃度

で40～50%阻 害 された。FBに はほ とんどこの種の阻害
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Alone with Fenbufen 100 pM

Fig. 12. Inhibitory effects of NY-198, enoxacin, fenbufen and their combination on
3H-diazepam binding to receptor site in rat cortex

Alone with Fenbufen 100 ƒÊM

(Ki value:ƒÊM)

with Diclofenac-Na 100iM

Fig. 13. Inhibitory effects of NY-198, enoxacin, ofloxacin, diclofenac-Na and their

combinations on 3H-muscimol binding to receptor site in rat brain

作用はみ られな かったが,NY-198お よびENXの0.1

～100μMとFB100μMを 併用 す ると結合 阻害作 用 は

濃度依存性 に著明 に増強 されKi値 は12.5,1.3μMと な

った。 ところ力噺 キ ノロ ン剤 に対す る痙攣増強作 用のな

かったDCFに はそれ 自身結合阻害作 用 はな く,ま た各

新キノロン剤の 〔3H〕-muscimol結 合 に対 す る阻害作用

を増強す る作用 もなか った。これ らの成績 はNY-198を

含 む 新 キ ノロ ン剤 が10-6～10-3M濃 度 で ラ ッ ト脳 の

GABAレ セ プ タ ー に対 す る 〔3H〕-GABAあ るい は

〔3H〕-muscimo1の 特異的結合 を競合的 に阻害 す ると言

うTSUJI20)ら の報告 によ り支持 された。 これ らの成績は

各 新 キ ノ ロ ン剤 がGABA-BDZレ セプ ター,と くに
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Table 9. Effects of some compounds on convulsions induced by the combination of

NY-198 or enoxacin with fenbufen

Ten mice were used in all experiments except for the control (n=20)
NY: NY-198, ENX: enoxacin, FB: fenbufen

GABAレ セプ ター に対 す るligandの 結合 を阻害 す る

ことを明 らかに した もので,誘 発 された痙 攣の発生機序

の一つの可能性 を強 く示唆 している もの と思われ る。

そ こで,各 新 キノロン剤 に よる痙攣が どの種 の薬物 に

よって抑制 され るか をマウスを使 って系統的に調べ た。

まず,NY-198お よびENXとFBの 併用に よるマウス

の痙 攣 発作 に は通 常 の抗 痙 攣 薬diphenylhydantoin,

trimethadionは 無効であった。このこ とは,新 キノロ ン

剤 がマウスの電撃痙攣に対 して殆ん ど影響 を及ぼさなか

った事 実 と相通 じる現象 と思 われる。一方,GABAAレ セ

プターに特異的 な親和性 を有す るmuscimo118)を 前処 置

す ると痙攣 は用量依存性 にかな りよ く抑制 された。mus-

cimol 25～75ngを ラッ トの黒質 内に投与す ると電撃や

pentylenetetrazoI痙 攣が抑制 され21,22),扁桃 体の電気

刺激 に よるkindlingも 抑制 される23)と言われて いる。

さらにmuscimol 50ngを マ ウスの脳室内に投 与する と

電撃痙攣閾値が高 まり,ま た1.5mg/kgを 腹腔 内に注射す

る とdiphenylhydantoinの 抗 電撃痙攣作用が 増強 され

る と言われてい る24)。従 って,今 回新キノ ロン剤 と抗 炎

症薬 の併用 に よ り誘発 され た痙 攣がmuscimolに よ り

著明 に抑制 された事実 は,本 痙攣の発生 がGABA神 経

系 と密接 に関連 しているこ とを示唆す る成績 と思 われ る。

この他,BDZレ セプターagonistで,強 い抗pentylene-

tetrazolと 抗bicuculline作 用 を有 す るdiazepam15)も

あ る程度有 効な抗痙攣作用 を示 した。なお,bicuculline

非感 受性GABAagonistのbaclofen18)お よびGABA分

解酵素抑制剤 のAOAAで は抗痙攣効果 が認め られなか

った。 一方,ネ コにphenobarbital(20mg/kg p. o.以上)

またはdiazepam(2mg/kg p. o.)を 前処置 してお くと,

NY-198単 独投与 あるいはFBと の併用投 与 によ り誘発

され る痙攣脳波 と間代性痙 攣の発生は完全 に抑制 された。

また,確 実 に痙攣死 を招来す るNY-198(20mg/kg i. p)

とFB(10mg/kgi. p)の 併用に よ り誘発された痙攣脳波

と間代性痙 攣はpentobarbital-Na(20mg/kg)ま たは

diazepam(2mg/kg)の 静脈注射に より完全 に抑制され。

脳波 は徐波化 し,そ の他の随伴 症状 も対照 レベルに回復

した。す なわ ち,新 キノロン剤 とFBの 併用 により誘発

される痙攣発生の程度お よび各抗痙攣薬の作用態度 には

多少の種特異性 は認め られたが薬理作用発現の方向は同

じと判断 された。

以上 の成績か ら総合的 に考察す ると,NY-198を 含む

新 キノロン剤 には程 度の差はあ るが,す べ て中枢神経刺

激作用が あ り,FBお よび一部のプ ロピオ ン酸系抗炎症

薬の併用 によ り増強 さ礼 痙 攣発作 が誘発 された。実験

方法 に よ りNY-198の 中枢 神経刺激 作用 の現れ方は異

るが,ENXの およそ1/2ない し1/10と判定 された。また痙攣

発作の機序 は新 キノ ロン剤がGABA-BDZレ セプター

に対 す るligandの 結合 を阻害 した ことに一 因があるの

ではないか と推定 された。
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Control
NY-198 20 mg/kg i. p.
Fenbufen 10 mg/kg i. p.

Phenobarbital

(mg/ kg p. o.) NY-198 20 mg/kg i. p.
Fenbufen 10 mg/kg i. p.

Diazepam

(mg/kg p. o.) NY-198 20 mg/kg i. p.
Fenbufen 10 mg/kg i. p.

▼Vomiting □Twitch & spike and wave ●Convulsion & generalized seizure discharge

DZ Diazepam 1 mg/kg i. v. PB*: Phenobarbital 20mg/kg s. c.

Fig. 14. Pre-treatment effects of phenobarbital and diazepam on seizure discharges caused by

combined administration of NY-198 and fenbufen in cats
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Control

Pentobarbital-Na

Diazepam

▼Vomiting ●Salivation ●Urination ▽Defecation

〓Twitch & spike and wave ●Conwlsion & generalized seizure discharge

Fig. 15. Post-treatment effect of pentobarbital-Na and diazepam on seizure discharges

caused by the combination of NY-198 and fenbufen in cats
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SEIZURE DISCHARGES INDUCED BY THE COMBINATION OF

A NEW QUINOLINECARBOXYLIC ACID ANTIMICROBIAL DRUGS

AND NON-STEROIDAL ANTI-INFLAMMATORY DRUGS

―EFFECT OF NY-198 ON THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM―

KEN-ICHI YAMAMOTO, YUKIO NAITOH, YUZURU INOUE and KOHJI YOSHIMURA

Shionogi Research Laboratories, Shionogi & Co., Ltd., Osaka

KOHJI MORIKAWA, OSAMU NAGATA, SHIGEKI HASHIMOTO, TAKEHISA YAMADA and SHINJI KUBO

Central Research Laboratory, Hokuriku Seiyaku Co., Ltd., Fukui

The effect of a new difluorinated quinolinecarboxylic acid, NY-198, on the central nervous system (CNS),
especially the mechanism of seizure discharges induced by the interaction between NY-198 and non-steroidal
anti-inflammatory drugs, was examined in mice, rats and cats and compared with those of new quinolones on
the market. Depending on the animal species, NY-198 itself had a more or less stimulating action on the CNS ,
as do other quinolones. NY-198 caused convulsions and increased the effect of CNS stimulants, especially
bicuculline, acting on the GABA-benzodiazepine (BDZ)-barbiturate receptor complex.

Also, in mice, combined oral administration of NY-198 and fenbufen or some arylpropionic acid anti-
inflammatory drug caused convulsions, but this interaction was less than that seen with enoxacin. The seizure

pattern elicited by the combination of NY-198 and fenbufen originated in the neocortex and thalamus and
extended to all EEG leads in cats, and finally generalized seizure discharges developed. These seizures could be
suppressed by muscimol, diazepam and barbiturates. The specific bindings of 3H-diazepam and 3H-muscimol to
receptor sites in rat brain were inhibited-by a high concentration of NY-198 and enoxacin alone. The inhibitory
effect of these quinolones against 3H-muscimol binding to the GABAA receptor site was markedly potentiated
by combination with fenbufen in a dose-dependent manner. Serum protein binding and pharmacokinetic

parameters in mouse serum and brain, such as the concentration of NY-198 and fenbufen, were not influenced
by this combination. In conclusion, we suggest that seizures induced by the interaction of NY-198 and fenbufen
are involved in the inhibition of GABA-BDZ receptor binding by quinolones and that this interaction is 1/2 to
1/10 as potent as that seen with enoxacin.


