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TE-031の 体 内動 態(第7報)

肺へ の移行性 につ いて

河野喜郎 ・吉田英生 ・吉冨幸代 ・諏訪俊男

大正製薬株式会社総合研究所

TE-031の 肺 に対する親和性 を明らかにするため,TE-031お よびエリスロマイシン(EM)の1℃ 標識

体を用い,ラ ット肺における詳細な分布および遊離細胞内への移行性について検討した。

'aC‐TE-031を 経 口投与2時 間後の肺 ミクロオー トラジオグラフィーにおいて,放 射活性の肺胞壁

における高濃度の局在が認められたが,脈 管系への分布はわずかであった。'`C-TE-031を 外頸静脈

内投与直後(5秒)の 肺の濃度は,1℃-EMに 比べ有意に高 く約4倍 の濃度 を示 したが血漿中濃度は

14C-EMの 約1/2で あ り
,TE-031の 肺への著 しい親和性が確認された。遊離肺細胞および遊離肝細胞

を用い1℃-TE-031お よび"C-EMの 細胞内取 り込みを比較検討 した結果,遊 離肺細胞への1℃-TE-

031の 取 り込みは,"C-EMに 比べ著明に高 くインキュベーション5分 後で約10倍 を示 し,ま た遊離

肝細胞においても14C-EMの 約2倍 の高い取 り込みが認められた。llGTE-031の 遊離肺細胞への取 り

込みは温度および細胞活性の低下,さ らに各種阻害剤により有意に低下し,そ の低下の程度は14C-

EMに 比べ高かった。このことから,にC-TE-031の 著明な肺細胞内移行の過程には能動的代謝が大き

く関与 していることが示唆された。

TE-031は,エ リス ロ マ イ シ ン(以 下EMと 略)のC-6

水酸 基 を メ トキ シ基 に変 換 した新 規 の マ クロ ラ イ ド系抗

生物 質 であ り,呼 吸 器 感 染 を は じめ とす る 各種 感染 症 モ

デ ル にお いて 優 れ た 防御 効 果 が認 め られ て い る に。 また,

TE-031を ラ ノ トお よ びマ ウ ス に経 口 投 与 後 の組 織 移 行

性 は,EMに 比 べ 明 らか に 高 く,特 に肺 へ 著 しい 親和 性

を示 す こ と を前 報2β1にお い て 報 告 した。

一般 にマ クロ ラ イ ド系 抗 生 物 質 は,肺 へ 比 較 的 良好 に

分布 す る こ とが知 ら れ てい るが,そ れ ら は主 に組 織 中濃

度 あ るい は肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジへ の取 り込 み に 関す る研

究a5iで あ り,肺 実 質 細 胞 へ の 移 行 性 につ い て 詳 細 に 検

討 を加 えた報 告 は少 ない 。

そ こで,今 回 著 者 らはTE-031の 肺 へ の親 和性 を よ り

明 らか にす る 目的 で,TE-031お よ びEMの にC標 識 体

を用い,ラ ッ ト肺 にお け る詳 細 な分 布,さ ら に は遊 離 肺

細胞 を用 い た細 胞 内 へ の 移 行 につ い て 検 討 を行 っ たの で

報告 す る。

1.実 験 材 料 お よ び 方 法

1.標 識 薬 物

標 識 化 合 物 は 前 報3.6)に 準 じ,根 本 特 殊 科 学 株 式 会 社

にお い て 合 成 され た[.i-methy1』C]TE-031(以 下1℃-

TE-031と 略)お よ びNewEnglandNuclear社(以 下NEN

社 と略)よ り購 入 したCN-methy1」4C]エ リ ス ロマ イ シ ン

(以 下1℃-EMと 略)を 使 用 した 。 比 放 射 能 は1℃-TE--

031が73.6μCi/mg,にC-EMが35.2μCi/mgで あ り,薄

層クロマ トグラフィーによる放射化学的純度はいずれも

97%以 上であった。

2.実 験動物

実験動物はWistar系 雄性ラット(7週 齢)を 静岡県実

験動物農業協同組合より購入 し,1週 間予備飼育の後実

験に使用 した。経口投与の場合は14eTE-031を 非標識

体で適宜希釈 し,5%ア ラ ビアゴム懸濁液として20mg/

kgの 用量で投与 した。外頸静脈内投与の場合は標識薬

物 に当モル量の希塩酸 を加えて溶解 し,pH7付 近に調

整したものを1mg/kgの 用量で投与した。

3.ミ クロオー トラジオグラフィー

1℃-TE-031を ラ ットに経口投与2時 間後に肺 を摘出

し,直 ちに液体窒素で冷却 したイソペンタン中で凍結 さ

せた。凍結試料 は暗室内クリオスタットミクロ トーム

(CR-502,中 川 製作所)に より-35℃ 下 で厚 さ4αmの

切片を作製 し,予 め原子核乳剤(NTB-2,Kodak)を 塗布

したスライ ドグラス上に貼 り付け2週 間露出を行った。

露出後の試料は現像処理ののちH.E.染 色 を施 し,ミ ク

ロオートラジオグラムを得た。

4.外 頸静脈内投与による分布実験

標識薬物をラットの外頸静脈より投与後,所 定時間に

放血死させ主要臓器を摘出,秤 量し,前 鞭 にご準 じた方

法により放射能測定用試料を調製 した。

5.遊 離肺細胞および遊離肝細胞による取 り込み実験

遊離肺細胞の調製はDAwsON7}ら の方法に準 じて行っ

た。すなわち,ネ ンブタール麻酔下,肺 動脈カニューレ
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よ りKrebs-Henselelt緩 衝 液(KHB,pH7.4)を 灌 流 し て

脱 血 し,次 い で 気 管 カ ニ ュ ー レ を施 し,プ ロ テ アー ゼ

(Type VIII,Sigma社)0.1%お よ びEDTA 1mMを 含 む

Hanks緩 衝 液(pH7.4)に て37℃ で30分 間 灌 流 し消 化 を行

っ た。 得 られ た ミ ンス はHEPES25mMお よび グ ル コー

ス5mMを 含 むKHB(pH6.7)に 懸 濁 した の ち ろ過 し,

さ らに遠 心 分 離(4℃,80×g)に よ り遊 離 肺 細胞 を得 た。

Fig. 1 Procedure for determination of uptake by

isolated cells

遊 離肝 細 胞 はMOLDEus8}ら の 方 法 に準 じ調 製 した 。遊

離 細 胞 調 製 後 の トリパ ンブ ル ー染 色 に よ り求 め たviabil.

ityは,そ れ ぞ れ90%以 上 で あ っ た 。

得 ら れ た 肺 お よ び 肝 細 胞 の 浮 遊 液(107cells/0.2ml

KHB)はFig71に 示 す よ う に,37℃ で5分 間 イ ンキ ュ

ベ ー ト した の ち,KHBに 溶 解 した標 識 薬 物(5μg/0 ,8ml,

pH7.4)を 添 加 し,37℃ で 所 定 時 間 イ ンキ ュベ ー トして

薬 物 の取 り込 み を測 定 した。 一 方,取 り込 み に対 す る温

度 環 境,細 胞 活 性 お よ び各 種 阻害 剤 の 影響 を検 討 す るた

め,温 度 は4℃ で5分 間 イ ン キ ュベ ー トの の ち反応 を行

い,死 細 胞 は10%ホ ル マ リンで30分 間処 理 して 調 製 し反

応 に供 した 。 阻 害 剤 と して は,2,4-dinitrophenol(DNP)

1mMお よ びiodoacetic acid(IAA)1mMを 用 い.N2ガ

ス は 薬 液 お よび細 胞 浮 遊 液 に1分 間 通 気 後 反応 を行 った。

遊 離 細 胞 と細 胞 外 液 との 分 離 は 速 度 勾 配 遠 心 分 離法9)

に よ り行 った 。 す な わ ち,microcentrifuge tubeに シ リ

コ ン オ イ ル(SH550:SH556=5:6 ,ト ー レシ リコ ーン)

0.5mlを 入 れ,細 胞 浮 遊 液0.4mlを 重 層 し た の ち,

4℃,12,000×gで 肺 細 胞 は3分,肝 細 胞 は20秒 間遠心

分 離(微 量 高 速 遠 心 機,MC-15A,ト ミー精 工)を 行 った。

分 離 後 の 試 料 はtubeご と-80℃ で 凍結 した の ち,メ ス

を用 い て 細 胞 外 液層 と遊 離 細 胞 層 に切 断 し,遊 離 細胞層

は メ タ ノー ル1mlを 加 えて 放 射 能 測 定 用 試 料 と した。

6. 放射 能 測定

血 漿 お よ び組 織 試 料 はSoluene-350(Packard社)で 可

溶 化 し,必 要 に応 じて イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル0.5ml

お よ び30%過 酸 化 水 素 水0.4mlで 脱 色 した の ち シ ンチ

Fig. 2 Microautoradiograms of lung 2 hours after oral administration of 14C-TE-031 (20mg/kg) to rat
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レー ター(Aquazo1-2, NEN社)を 加 え,遊 離 細 胞 に は直

接 シ ンチ レー タ ー を加 え た。 各 試 料 中放 射 能 は液 体 シ ン

チ レー シ ョ ン カ ウ ン ター(Tri-Carb 3255型,Packard

社)に よ り測 定 した 。

皿. 実 験 結 果

1.ミ ク ロ オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー

11C-TE-031 (20mg/kg)を ラ ッ トに経 口投 与 後2時 間

の肺 に お け る ミ クロ オ ー トラ ジ オ グ ラ ム をFig. 2に 示

す 。

放 射 活性 の 分 布 を示 す現 像 銀 粒 子 は肺 胞 壁 に 高 濃 度 に

局在 したが,血 管 内 お よ び周 囲組 織 の現 像 銀粒 子 の 分 布

はわず かで あ った。 一 方,肺 門付 近 の一 次 気管 支 に お い

て は,平 滑 筋 を除 く粘 膜 下 組 織 に 多 くの現 像 銀 粒 子 の 分

布が 観察 され た。

2. 外 頸 静脈 内投 与 に お け る臓 器 分 布

14C-TE-031お よ び14C-EM (1mg/kg)を ラ ッ ト外 頸 静

脈 内投 与 後5秒 お よ び30分 の 主 要 臓 器 内 放 射 能 濃 度 を

Fig. 3に 示 す 。

肺 に お け る14C-TE-031の 濃 度 は14C-EMに 比 べ 有 意

に高 く,投 与 後5秒 で 約4倍 の 濃 度 を示 し,そ の 後 の 消

失 も緩慢 で あ った 。 そ の 他,心 に お い て も14C-TE-031

の 方 が 有 意 に 高 か っ た が,血 漿 中 濃 度 は 本C-EMの 約

1/2で あ っ た。

3. 遊 離 肺 細 胞 お よ び遊 離 肝 細 胞 へ の 移 行 性

14C-TE-031お よ び14C-EM5μgを そ れ ぞ れ 肺 お よ び

肝 細 胞 浮 遊 液 中(107cells/ml)に て37℃ で 所 定 時 間 イ ン

キ ュベ ー ト し,各 遊 離 細 胞 へ の 放 射 能 の取 り込 み を測 定

した。

Fig. 4に 示 す よ う に,遊 離 肺 細 胞 に お け る14C-TE-

031の 取 り込 み は14C-EMに 比 べ 著 明 に 高 く,5分 後 の

値 は1℃-EMの 約10倍 を 示 した 。 一 方,遊 離 肝細 胞 へ の

取 り込 み は1分 間 イ ン キ ュベ ー シ ョ ンで 両 薬物 と もほ ぼ

最 高 値 に達 し,14C-TE-031の 方 が 本C-EMに 比 べ 有 意 に

高 く,5分 後 で 約2倍 の 値 を示 した 。 な お,イ ン キ 凶

ベ ー シ ョ ン5分 後 の肺 細 胞 お よ び メデ ィウ ム 中TE-03ユ

の代 謝物 を分析 した 結 果,両 者 と も90%以 上 が 未変 化 体

で あ っ た。

4. 遊 離 細 胞 へ の取 り込 み に 及 ぼ す 各 種 阻 害 因 子 の 影

響

14C-TE-031お よ び14C-EMの 遊 離 肺 細 胞 お よ び遊 離 肝

細 胞 にお け る取 り込 み につ いて,温 度,細 胞 活 性 あ る い

は 各 種 阻 害 剤 の影 響 を検 討 した 。Fig.5に 示 す よ う に,

遊 離 肺 細 胞 に お け る11GTE-031の 取 り込 み は,い ず れ

の 条 件 に お い て も有 意 に低 下 した が ,本C--EMの 取 り込

み はIAAお よ びN2処 理 で 影 響 さ れ ず ,ま たDNPに よ

Fig. 3 Tissue levels of radioactivity in rats after administration of 14C-TE-031 (•œ) and

14C-EM (0) (1mg/kg) into external jugular vein

*:P<0.05 **:P<0.01 ***:P<0.001

Each point represents the mean•}S.E. of three animals
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Fig. 4 Uptake of 14C-TE-031 (•œ) and 14C-EM (•›) by isolated cells from rats

.:P <0. 05 **:P <0.01 ***:P <0.001

Each point represents the mean•}S. E. of six experiments

Fig. 5 Effect of metabolic inhibitors on the uptake of 147C-TE-031 ) and 14C-EM ( ) by isolated cells

*:P <0.05 **:P <0.01 ***:P <0 .001

Each point represents the mean•}S. E. of six experiments after a one- minute incubation period
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る阻害の割合も14C-TE-031に 比べ低かった。一方,遊

離肝細胞においては,14C-TE-031でIAAを 除 き有意な

取 り込みの低下が認められたが,1℃-EMで はいずれの

条件においても取 り込みの低下が認められ,DNPに よ

る低下も14C-TE-031に 比べ顕著であった。

III. 考 察

前報3)において著者 らは,bioassayお よびradioassay

によ りTE-031の 体内動態 をEMと 比較検討 した。その

結果,TE-031は 組織移行性に優れ,特 に肺に高濃度に

分布 し,ラ ッ トに20mg/kg経 口投与後の肺 における

ピーク時の放射能濃度はEMの 約15倍,活 性体濃度は約

70倍に達することを報告 した。また,こ の肺への移行性

の差異は,両 薬物を静脈内投与後の全身オー トラジオグ

ラムにおいても確認された。

本研究においては,TE-031の 肺 への移行性に関 しさ

らに詳細に検討するため,光 顕レベルで放射能分布を観

察するミクロオートラジオグラフィー,外 頸静脈内投与

後の組織中濃度および遊離細胞を用いた細胞内への取 り

込みについてEMと 比較した。

1℃-TE-031を ラ ットに経口投与2時 間後の肺 ミクロ

オートラジオグラフィーにおいて,肺 胞壁に高濃度の放

射能が観察されたが,脈 管系への分布はほとんど認めら

れなかった。この所見から,14C-TE-031が 血 中か ら組

織へ極めて良好に移行すること,さ らに主として肺胞壁

へ局在することが明らかとなった。一方 ,肺 門付近の一

次気管支において,粘 膜下組織に高い放射活性の分布が

認められたが,こ の部位には脈管系とともに粘液を分泌

する気管腺が存在することから,気 管内分泌物中への移

行性も良好であろうことが推察された。

In vivoに おけるTE-031の 肺への親和性 をより明らか

にするため,NC-TE-031お よび14-EMを ラ ット外頸静

脈より投与 し,心 臓 を経由して直接肺動脈へ送 り込むこ

とにより,両 薬物の組織移行性,特 に肺への親和性を比

較検討した。その結果,投 与直後(5秒)の 肺における

14C-TE-031の 濃度は
,14C-EMに 比べ有意に高 く約4倍

の濃度を示 し,そ の後の消失も緩慢であったが,こ れに

対 し血漿中濃度は14C-TE-031で 有 意に低かった。本実

験法は投与後,肺 へ到達するまでの薬物に及ぼす諸要因

を出来るだけ排除 した手法であ り,in vivoに お ける

TE-031の 肺 に対する著明な親和性をより直接的に証明

したものと考えられる。

そこで,肺 および肝の遊離細胞 を調製 し,14C-TE-

031お よび1℃-EMのin vitroに おける細胞内移行性を検

討 したところ,両 遊離細胞とも114C-TE-031の 方 が有意

に高い取 り込みを示した。特に肺細胞では5分 間インキ

ユベーションで14C-EMの 約10倍 の取 り込みが認められ,

肺 細胞へ の高い親和性 が示 された。前報本こおいて

1℃-TE-℃31お よび1℃-EMを ラ ットに経口投与 したとこ

ろ,14C-TE-031の 肝 におけるピーク時の放射能濃度は

1℃-EMの 約2 .5倍 で あったのに対 し,肺 では約15倍 に

達 したことは,今 回の遊離細胞の結果 と良く符号 してい

ると思われた。

ところで,本 実験に供 した遊離肝細胞は,調 製の際の

遠心分離操作によりクッパー細胞,内 皮細胞等は除かれ,

肝実質細胞で占められている。一方,遊 離肺細胞の場合,

そのほとんどが肺胞上皮1型 細胞であるが,そ の他II型

細胞15%,気 管上皮細胞1%,ク ララ細胞およびマクロ

ファージ1%未 満などを含んでいる。また,肺 細胞の大

きさは肝細胞の約1/5程 度であ り7),蛋 白含量は肝細胞が

3.5mg/106cells10)で あ るのに対 し,肺 細胞は0.2mg/ 106

cells7)と約1/18に す ぎない。そこで,今 回の heterogene-

0usな 肺細胞の体積を約0.4μl/106cellsと 仮定 し(肝細

胞の体積は8.8μl/106cells)10), 14C-TE-031お よび1℃-

EMの 肺細胞内濃度を求め,外 液中濃度との比から細胞

内移行率 を換算 した。その結果,1℃-TE- 031は 約12倍,

11C-EMで は約1 -2倍 とな り,TE- 031の 場 合,濃 度勾配

に逆らった著しい細胞内移行性が示唆された。

各種抗生剤の細胞内移行に関 し,JOHNSONら11)は ウサ

ギ肺マ クロファージ,PROKESCHら12)は ヒ ト多形核好中

球を用いて検討し,こ れら貧食細胞への移行性は特にク

リンダマイシンにおいて高 く,そ の取 り込みには能動的

代謝を必要 とすることを報告している。そこで,本 研究

において もTE-031の 肺 細胞への取り込み機序 を明らか

にするため,肺 および肝細胞への取 り込みに及ぼす温度

環境,細 胞活性および各種阻害剤の影響をEMと 比較検

討 した。その結果,肺 細胞への14C-TE-031の 取 り込み

は4℃ 下および死細胞において著明に低下 したことから,

受動拡散による細胞膜透過の寄与は少なく,能 動輸送系

の存在が示唆 された。さらに,酸 化的リン酸化の脱共役

剤であるDNP,SH基 と結合 し主に解糖系 を阻害する

IAAお よびN2置 換 下での取 り込みは,い ずれの場合に

おいて も有意な低下 を示 し,そ の阻害の程度は 本C-EM

に比べ高かった。 このことか ら,TE-031の 著 明な肺細

胞内移行の過程には,前 述のクリンダマイシンと同様,

能動的代謝が大きく関与していることが示唆され,他 方

EMの 場合,そ の寄与は比較的少ないものと推察された。

なお,肝 細胞においては14C-EMの 方 がやや強い取 り込

み抑制が認められ,肺 細胞の場合と異なった阻害パター

ンが認められた。

以上,本 研究においてTE-031を 投与後の肺に認めら

れた著 しい親和性は肺細胞内への著明な取 り込みに由来
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し,そ の取 り込みには能動的代謝に依存 した輸送系が大

きく関与していることが示 された。
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METABOLIC FATE OF TE-031(A-56268)(VII)

Uptake into the lung

YOSHIRO KOHNO, HIDEO YOSHIDA, SACHIYO YOSHITONII & TOSHIO SUWA

Reserch Center, Taisho Pharmaceutical Co. Ltd., Saitama

To define the affinity of TE-031 to the lung, detailed distribution and uptake by the isolated cells were studied in rats,

using 14C-labeled TE-031 and EM.

Two hours after oral administration of 14C-TE-031, microautoradiography revealed that radioactivity in the lung was

confined almost entirely to the alveolar wall, but was rather low in the vascular system. Immediately (5 sec) after the

administration of 14C-TE-031 into the external jugular vein, pulmonary radioactivity was significantly high, about four

times that of 14C-EM, whereas the plasma level was only about half that of 14C-EM. These results confirmed that TE-031

had a remarkable affinity to lung tissue. When the cellular penetration of 14C-TE-031 was compared with that of I 1C-EM

in isolated lung and liver cells, 14C-TE-031 uptake was c. 10 times that of 14C-EM in lung cells and about twice that in

liver cells. Uptake of 14C-TE-031 by the isolated lung cells significantly declined with a decrease in temperature or cell

viability and in the presence of various metabolic inhibitors, and this inhibition was more pronounced than in 14C-EM.

These findings suggest that cellular uptake of TE- 031 by the lung was largely dependent upon active metabolic pro-

cesses.


