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TE-031の ヒ ト尿 中代 謝物 の単離 同定

安達 孝 ・森本繁夫 ・渡辺慶昭 ・曾 田 馨

大正製薬株式会社総合研究所

TE-031(6-O-Methylerythromycin A)の ヒ トに お け る代 謝 を検 討 す る 目的 で,TE-031を 経 口投 与 し

た 際 得 られ た 尿 よ り代 謝 物 の 単 離 を行 っ た。 そ の結 果,数 種 の 代 謝 物 が 単 離 され,こ れ ら は 質量 分 析,

1Hお よ び13C核 磁 気 共 鳴 ス ペ ク トル の解 析 に よ り,N-demethyl TE-031(M-1), decladinosylTE-031

(M-4), (14R)-14-hydroxyTE-031(M-5), (14S)-14-hydroxyTE-031(M-6), decladinosy1-(14R)-

14-hydroxyTE-031 (M-8)と 構 造 決 定 さ れ た。

TE-031は 大 正 製 薬 株 式 会 社 で 開発 され た 新 規14員 環

マ ク ロ ラ イ ド系 抗 生 物 質 で,Fig.1に 示 す 様 にエ リス ロ

マ イ シ ンAの6位 水 酸 基 が メ チ ル化 され た もの(6-0-

methylerythromycin A)で あ る1)。 本 報 で はTE-031を 健

康 成 人 に投 与 した 際 の 尿 中 代 謝 物 の単 離 同定 につ い て 報

告 す る。

I. 実 験 材 料 お よ び 実 験 方 法

1. ヒ ト尿 の採 取

健 康 成 人 ボ ラ ン テ ィア8名 にTE-031,300lng(cap・

sule)を1日2回,計15回 経 口投 与 し,得 ら れ た 尿 を室

温 で 保存 し,24時 間毎 に合 わせ て 直 ち に抽 出 した 。

2. 代 謝物 の検 索

代 謝 物 の検 索 方 法 と して 薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー(メ

ル ク 社 製5715シ ル カ ゲ ル プ レー ト.展 開 溶 媒:CHCI3-

MeOH-NH40H,9:1:0.1 (V/V),検 出 法:2%硫 酸 セ

リ ウ ム/2N H2SO4を ス プ レ ー し,110℃ で5分 間 加 熱)お

よ び高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー(カ ラ ム ニ東 洋 曹 達(株)

製TSK gel ODS 120A(7.8mm I.D.×300mm),溶 媒:

MeOH-H20-ethanolamine, 85:15:0.04 (V/V),検 出:

Fig. 1 Chemical structure of TE-031

UV220nm)を 使 用 した。

3. 代 謝 物 の 単 離

各 代 謝 物 の単 離 精 製 は メ ル ク社 製 シ リカ ゲ ル60を 充填

した カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィ ーお よ びLicroprep60を 用

い た カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィー(展 開 溶 媒:CHC13-

MeOH-NH40H,20:1:0.1～10:1=0.1)に よ り行 った。

M-8を 除 く代 謝 物 は メ タ ノー ル,あ るい はエ タ ノール よ

り結 晶 化 し構 造 決 定 用 試 料 と した。

4. 分 析 機 器

質 量 分 析(MS):

Secondary ionization masss pectrum (SIMS)は,日 立製

作 所 製M-80型 質 量 分 析 計 を使 用 し,以 下 の条 件 で 測定

した。

一 次 イ オ ン化 ガ ス;キ セ ノ ン

一 次 加 速 電 圧:8kV

二 次 加 速 電 圧:3kV

マ ト リ ッ ク ス.グ リセ リ ン

Fast atom bombardment mass spectrum (FAB-MS)は,

日本 電 子(株)製JMS-DX303型 質 量 分 析 計 を使 用 し,以 下

の条 件 で 測 定 した。

一 次 イ オ ン化 ガ ス:キ セ ノ ン

一 次 加 速 電 圧:6kV

二 次 加 速 電 圧:3kV

マ ト リ ッ ク ス:グ リセ リ ン

核 磁 気 共鳴(NMR):

日本 電 子(株)製GX-400型 を使 用 し,重 ク ロ ロ ホ ルム 中

で 測 定 した(内 部 標 準:テ トラ メチ ル シ ラ ン)。

II. 実 験 結 果

1. 代 謝物 の検 索 結 果

Fig-2に 尿 抽 出 物 の 薄 層 ク ロマ トグ ラ ム,Table 1に

TE-031お よ び 各 代 謝 物 の 高 速 液体 ク ロマ トグ ラ フ ィー

の 分 析 結 果 を 示 した 。 各 代 謝 物 は単 離 した 順 にM-1～

M-8と 命 名 した。
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2. 代謝物の抽出単離

Fig.3に 示す方法で代謝物の抽出単離 を行 った。す な

わち,尿 を炭酸水素ナ トリウム水 溶液でpH10に 調整 し,

酢酸エチルで抽出 した。有機 層 は尿由来の沈殿 を含みエ

マルジョンとな ったので,こ れ をろ別 したの ち飽和食塩

水で洗浄後乾燥 した。酢酸エチル を濃縮乾固 したの ち,

残渣をエタ ノール より結晶化 した。結 晶区分,ろ 液区分

をそれぞれシリカゲルカ ラム クロマ トグラフ ィーに よ り

精製 し,各 代謝物 を単離精製 した。最終的 にM-1,M-5,

M-6,M-7は エ タ ノールよ り,ま たM-4は メ タノール よ

り結晶化 して構造決定用試料 とした。

3. 代謝物の同定

Fig. 3に 示す方法 によって得 た各代 謝物 につ きマスス

ペ ク トル,1Hお よびBC核 磁 気共 鳴 スペ ク トル を測 定

し,構 造を解析 した。Fig.4に 各代謝物 の構造 を示す。

TE-031お よび各代 謝物 の マ ス スペ ク トル分 析結 果 を

Table 2に示す。

1Hお よび13C NMRス ペ ク トルでの主 なケ ミカルシフ

ト値 をTable 3,4に 示 す。 な お,M-7の 化 学 構 造 に つ

い て は,現 在 検 討 中 で あ る 。

1) M-1の 化 学 構 造

M-1はFAB-MSの 結 果,プ ロ ト ン 化 分 子 イ オ ン

(MH+)がTE-031に 比 較 して14質 量 数 少 な いm/z734に

認 め ら れ,TE-031か ら1個 の メ チ ル 基 が 脱 離 した化 合

物 と考 え られ た 。Fig. 5に 示 したM-1の1HNMRス ペ ク

トル で は,TE-031(Fig.6)に お け る ジ メ チ ル ア ミ ノ基

(3'-NMe2,2.28ppm)が 消 失 し,0.14ppm低 磁 場 シ フ ト

した2.42ppmに メ チ ル ア ミ ノ基(3'-NMe)が 認 め られ る

こ と か らM-1の 構 造 を,N-demethylTE-031と 推 定 した 。

M-1は,TE-031の 合 成 中 間体N-demethylTE-031oxime

の 脱 オ キ シ ム 化 反 応 に よ っ て 得 られ た もの2,と 各種 ス ペ

ク トル が 完 全 に一 致 し,そ の構 造 をN-demethylTE-031

と同 定 した 。

2) M-4の 化 学 構 造

M-4はFAB-MSの 結 果,プ ロ ト ン化 分 子 イ オ ン

(MH+)がTE-031に 比 較 して158質 量 数 少 な い 斑/z590に

Fig. 2 Thin layer chromatogram of the extract of urine

Rf value : TE-031 (0.72), M-5 (0.63), M-4 (0.57)

M-6 (0.46), M-8 (0.43), M-1 (0.38), M-7 (0.35)

TLC plate : Silica gel 60 F254 (Merck)

Solvent : CHC13-Me0H-NH4OH, 9 : 1 : 0.1 (WV)

Detection : 2% Ce (S002-nH20/2N H2 504

Sample : 1000ƒÊg

Table 1 HPLC analysis of TE-031 and its metabolites

Column : TSK gel ODS 120A (7.8mml.D. X 300mm)

Solvent Me0H-Hz0-ethanolamine, 85 : 15 : 0.04 (V/V)

Flow rate : 2.5ml/min UV : 220nm Temperature : 40•Ž
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Fig. 3 Extraction and purification procedure for metabolites

* : Silica gel 60 (Merck), CHC13-Me0H-NI-1 4 OH, 20:1:0.1, 10:1:0.1
** : Licroprep 60 (Merck)

, CHC13-Me0H-NH4OH, 20:1:0.1

Fig. 4 Structure of TE-031 and its metabolites
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Table 2 Mass spectral analysis of TE-031 and its metabolites

Table 3 11-1 NMR chemical shifts of the metabolites of TE-031

a) : ppm downfield from internal TMS in CDC13

d; doublet, dd ; double-doublet, dq ; doublet of quartet, ddq ; double-doublet of quartet, s; singlet, t; triplet

c) : 3'-NHMe

nd : Not determined because of the complexity of the spectrum

Table 4 13C NMR chemical shifts of the metabolites of TE-031

a) : ppm downfield from internal TMS in CDC1
3b) 

: 3'-NHMe
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認 め られ,ク ラ ジ ノー ス が脱 離 した化 合 物 と考 え られ た。

Fig. 7に 示 したM-4の1HNMRス ペ ク トル で は ク ラ ジ

ノー ス に 由来 す る シ グナ ル(3"-OMe ,H-1"な ど)が 認 め

ら れ な い こ と よ り,M-4の 構 造 はdecladinosylTE-031

と 考 え ら れ た 。TE-031は 希 塩 酸 処 理 に よ り,decladi-

nosyl TE-031に 変 換 され3),こ の もの と比 較 した と こ ろ,

各 種 ス ペ ク トル が完 全 に 一 致 し,M-4の 構 造 をdecladi-

nosyl TE-031と 同 定 した 。

3) M-5お よ びM-6の 化 学 構 造

M-5お よ びM-6はFAB-MSの 結 果,と も に プ ロ トン

化 分 子 イ オ ン(MH+)がTE-031に 比 較 して16質 量 数 多 い

m/z764に 認 め られ,TE-031に 酸 素 原 子 が 導 入 され た化

合 物 と考 え られ た。Table3に 示 す よ う に'HNMRス ペ

ク トル で はTE-031に 比べ,14位 プ ロ トン(H-14)が 大 き

く低 磁 場 シ フ トして お り,M-5,M-6,で そ れ ぞ れ4.13

ppm,4.40ppmに シ グ ナ ル が 認 め られ た。 こ の 低 磁 場

シ フ トはTE-031の14位 水 酸 化 に よ る もの と考 え ら れ た。

また,M-5,M-6の13,14,15位 プ ロ トン(H-13,14,

15)の 分 裂 パ タ ー ン は そ れ ぞ れdoublet, doubletof

quartet,doubletで あ り,こ の こ とはTE-031の14位 メ

チ レ ン炭 素 が,M-5お よ びM-6で は メチ ン炭素 に変 換 さ

れ て い る こ と を示 して い る。

Fig. 8～10にTE-031,M-5,M-6の13CNMRス ペ ク

トル を示 す 。Table3に 示 したM-5,M-6の14位 炭 素(C-

14)の ケ ミ カ ル シ フ ト値 は,そ れ ぞ れ66.5ppm,66、2

ppmで あ りTE-031と 比 較 す る と14位 水 酸 化 に 起 因す る

大 き な低 磁 場 シ フ トが 観 測 され た 。 以 上 の 結 果 よ りM-

5,M-6の 構 造 を,14-hydroxyTE-031と 推 定 した。

M-5,M-6の14位 の 立 体 構 造 につ い て は,1Hお よ び

13CNMRス ペ ク トル の 詳 細 な 解 析 に よ り
,そ れ ぞ れR

体,S体 と決定 され て い る4.5)。

4)M-8の 化 学構 造

M-8はSIMSの 結 果,プ ロ トン化 分 子 イ オ ン(MH+)が

m/z606に 認 め ら れ た。 こ れ はM-5あ るい はM-6か らク

ラ ジ ノ ー スが 脱 離 した もの に相 当 す る。Fig.11に 示 した

1HNMRス ペ ク トル で は
,ク ラ ジ ノー ス に 由 来 す る シグ

ナ ル が 認 め ら れ な か っ た 。Table3お よ び4に 示 した

M-8の プ ロ トンお よび カ ー ボ ン シ グナ ル は,ク ラ ジ ノー

ス を除 い てM-5の そ れ ら と類 似 して い る こ と,さ らに,

M-8の13位,14位 プ ロ トン間 の結 合 定 数(9.OHz)はM-5

の そ れ(9.2Hz)と 類 似 して い る こ とか ら,M-8の 構 造 を

decladinosyl-(14R)-14-hydroxyTE-031と 推 定 した。

III. 考 察

TE-031の ヒ ト尿 中代 謝物 を薄 層 ク ロマ トグ ラフ ィー,

高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィーで 検 索 し,M-1,M-4, M-

5,M-6,M-7,M-8を 見 出 し,シ リカゲ ル カラ ム クロマ

トグ ラ フ ィー,結 晶 化 に よ り これ ら を単 離 した 。 Mass,

1H-NMRお よ び13C-NMR分 析 の 結 果
,こ れ らの代 謝物

はN-ジ メ チ ル ア ミ ノ基 の メ チ ル 基 が 脱 離 したN-de-

Fig. 5 11 NMR spectrum of M-1 in CDC13 (400 MHz)
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Fig. 6 1H NMR spectrum of TE-031 in CDC13 (400 MHz)

Fig. 7 1H NMR spectrum of M-4 in CDC13 (400 MHz)
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Fig. 8 13C NMR spectrum of TE-031 in CDC13 (100.4 MHz)

Fig. 9 13C NMR spectrum of M-5 in CDC13 (100.4 MHz)
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Fig.10 13C NMR spectrum of M-6 in CDC13 (100.4 MHz)

Fig.11 1H NMR spectrum of M-8 in CDC13 (400 MHz)
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Fig. 12 Proposed metabolic pathway of TE-031 in humans

methyl TE-o31(M-1),ラ ク トン環 の14位 が 水 酸 化 さ れ

た(14R)-お よ び(14S)-14-hydroxyTE-031(M-5,M-

6),TE-031お よ びM-5の ク ラ ジ ノ ー ス が 脱 離 したde.

cladinosylTE-031(M-4),decladinosyl-(14R)-14-hyd-

roxy TE-031 (M-8)と 構 造 決 定 した 。

各 代 謝物 の 構 造 よ りTE-031の ヒ トに お け る 代 謝 経 路

を推 定 した(Fig. 12)。

従 来,エ リ ス ロ マ イ シ ンの代 謝 に 関 して は,3'-N脱

メ チ ル 化,ク ラ ジ ノー ス の 脱 離,6,9:9,12-ス ピ ロ ケ

タ ー ルの 生 成 な どが 知 られ てい る6陶9)。

今 回,TE-031の ヒ トにお け る 代 謝 研 究 の 過 程 で,エ

リス ロマ イシ ン を含 む14員 環 マ ク ロ ラ イ ドで従 来 知 られ

て い な か った代 謝 経 路 で あ る14位 水 酸化 を見 出す こ とが

で きた 。
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF METABOLITES OF

TE-031(A-56268)IN HUMAN URINE

TAKASHI ADACHI, SHIGEO MORIMOTO, YOSHIAKI WATANABE and KAORU SOTA
Research Center, Taisho Pharmaceutical Co. Ltd., Saitama

We studied the metabolism of TE-031(6-0-methylerythromycin A, A-56268)after oral administration in humans and

isolated several metabolites from urine. The structure of these metabolites was determined as N-demethyl TE-031(M-1),

decladinosyl TE-031 (M-4), (14R)-14- hydroxy TE-031(M-5), (14S)-14- hydroxy TE-031(M-6) and decladinosyl-

(14R)-14-hydroxy TE-031(M-8)by means of mass, 1H NMR and 13C NMR spectroscopy.


