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新 ピ リドンカル ボン酸 系抗菌剤T-3262の 血清蛋 白結合に関す る研究

保 田 隆 ・渡 辺 泰 雄 ・林 敏 雄 ・北山理恵子

富山化学工業株式会社綜合研究所*

T-3262の 血 清蛋 白結 合 に関 す る検 討 を行 い,以 下 の結 果 を得 た 。

T-3262の ヒ ト血 清蛋 白結 合 率 は1～10μg/mlで は35.8～39.9%で あ り,そ の 結 合 は 可逆 的

で あ った 。

pH 7.0,7.4お よび8.0に おけ るT-3262(2μg/ml)の ヒ ト血 清 との 結 合 率 は,そ れ ぞ れ15.5,

37.4お よび71.5%で あ り,pHの 上 昇 に 伴 って上 昇 した 。 また 本 剤 の結 合 率 は血 清 蛋 白濃 度 の増

加 に伴 っ て も上 昇 した 。

ラ ッ ト,ウ サ ギ お よび ヒ トにT-3262を 経 口投 与 した 時 のin vivo結 合 率 は,そ れ ぞ れ56.1.

45.7お よび40.5%で あ りin vitro結 合 率 と近 似 してい た 。

Key words:T-3262,血 清蛋 白結 合

T-3262は 富山化学工業(株)綜 合研究所で新しく開発

されたピリドンカルボン酸系の抗菌剤でFig.1に 示すよ

うな化学構造を有する。本剤はグラム陽性,グ ラム陰性

菌ならびに嫌気性菌に対し広範囲なスペク トルと強い抗

菌活性を有し,そ の抗菌作用は殺菌的である1)。T-3262

の各種動物血清に対する結合率はすでに報告2)さ れてい

るが,今 回T-3262の 血 清蛋白結合の可逆性,pHの 影

響,in vivoで の結合率,代 謝物の結合等について検討

したので,そ の成績を報告する。
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(M.W.594.56)
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(M.W.404.35)
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Fig. 1 Chemical structure of T-3262, T-3262

base, T-3262 A and T-3262 B.

1.実 験材料および方法

1.使 用薬剤

T-3262お よび その代謝物であるT-3262A,T-3262

B(Fig.1)は 富山化学工業(株)綜合研究所で合成 したもの

を,ま たnorfloxacin(NFLX),ofloxacin(OFLX),

enoxacin(ENX)お よびnalidixic acid(NA)は 市 販

品 を抽 出 した も のを,用 時1/10N水 酸 化 ナ ト リウム溶

液 に溶 解 し,蒸 留 水 で 希 釈 して用 いた 。 た だ しT-3262

濃 度 はT-3262baseの 濃 度 で表 示 した。

2.使 用 動 物

ラ ッ ト:Wistar系,雄,体 重204～237g

ウサ ギ:日 本 白色在 来 種,雄,体 重3.10～3.35kg

3.使 用 血 清

ヒ ト血 清 は プ ール血 清 を用 い,用 時,炭 酸 ガ ス でpH

7.0,7.4ま た は8.0に 調 整 して用 いた 。

4.血 清 蛋 白結 合 率 の測 定 法

遠 心 限 外 ろ 過 法3)を 用 い て測 定 した 。 薬 液1容 を血 清

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 した 。 ろ液 中 の 薬剤 濃 度

を測 定 し,こ の値 をX,対 照 と して1/15Mリ ン酸 緩

衝 液(P.B.:pH7.0,7.4ま た は8.0)で 同 様 の 処 理

を行 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(%)

5.可 逆 性 の検 討

血 清蛋 白結 合 の可 逆 性 の検 討 に は平 衡 透 析 法4)を 用 い

た 。 セ ル ロ ー ス チ ュー ブ(Visking Company:サ イ

ズ20/32)に 内液 と して薬 剤5μg/ml含 有 の ヒ ト血 清

(pH7.0,7,4ま た は8.0)を 入 れ,外 液 の1/15MP.

B.(pH7.0,7.4ま た は8.0)量 を種 々変 化 させ(外 液

*〒930富 山市 下奥井2-4-1
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量/内 液量=2n,n=1～5),4℃,48時 間平衡透析を行

い,外 液および 内液 の薬剤濃度 をbioassayで 測定 し

た。なおT-3262の 外液中濃度測定には1/15MP.B.

で,内 液中濃度測定にはヒ ト血清で作製 した標準曲線を

用いた。結合率は下式に従って算出した。

結合率(%)

a:内 液 中の薬剤濃度

b:外 液中の薬剤濃度

u:内 液量

v:外 液量

6.In vivoに おけ る血 清 蛋 白結 合 率 の測 定

ラ ッ トお よび ウサ ギ に,絶 食 後,0.5%メ チル セル ロ

ー ス溶 液 に 懸濁 したT-3262を200mg/kg経 口投 与 し

経 時 的 に採 血 した後,血 清 を分 離 し た。 ま た ヒ ト血 清

は,臨 床 第1相 試 験 で150mg錠 あ るい は300mg錠 を

空 腹 時経 口投 与 され た 時 の も のを 用 い た。 これ ら の血 清

は凍 結 保 存 し,用 時 解 凍 後 炭 酸 ガス でpH約7.4に 調

整 した 。tota1濃 度 は牛 血 清 ア ル ブ ミンを吸 着 さ せ た カ

ラ ム(Develosil ODS-10,Nomura Chemical)を 用 い

た 高 速 液 体 ク ロマ トグラ フ ィ ー(HPLC)法5)で 測 定 し

た 。 また 血 清 の 一 部 をMicropartition system MPS-1

(Amicon Corporation)を 用 い て遠 心 限 外 ろ 過 した ろ液

中 濃 度 をHPLCで 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

7.薬 剤 濃 度測 定法

T-3262の 濃 度 測 定 は 前報5)に 従 っ てBioassayお よ

びHPLCで 行 な った 。

a)Bioassay:T-3262は-E3cherichia coli Kp株 を

検 定 菌 とす るペ ーパ ーデ ィス ク法 で測 定 した 。

b)HPLC:島 津LC-6Aな ら び にSPD-6A型 を

用 いた 。 固 定 相 と してNucleosil 10 C18(10μm,4mm

i.d.×300mm,Nage1),移 動 相 と し てCH3CN,1M

Na2HC3H507・11/2H20,10%(v/v)CH3SO3H・N(C2H5)3

お よ びH20を,T-3262で は,250:60:100:590,

NFLXお よびOFLXで は200:60:100:640,NA,

T-3262Aお よびT-3262Bで は400:60:100:440,

ENXで は160:60:100:680に 混 合 した も の を 用 い

た。 た だ しT-3262のin vivoの 結 合 率 の 検 討 で は

220:60:100:620に 調 製 した もの を用 いた 。 サ ン プル

(20～50μ1)を 室 温 下,2m1/minの 流速 で 溶 出 し345

nm(た だ しNAは320nm)で 検 出 した 。

8.蛋 白定 量

LOWRY6)法 に よ り求 め た。

II.結 果

1.薬 剤 濃 度 の 影 響

T-3262の 血 清 蛋 白結 合 率 に及 ぼ す 薬 剤 濃 度 の影 響 を

ヒ ト血 清(pH7.4)を 用 い て検 討 した 。 た だ しT-3262

はp-toluenesulfonic acid(PTS)塩 であ るの で,PTS

の影 響 を 検 討 した と ころ,そ の影 響 は 認 め ら れ な か っ

た 。 そ こで 以 下 の 実 験 は す べ てPTS塩 を 用 い て行 っ

た 。

Table1に 示 す よ うにT-3262は1～10μg/mlで,

35.8～39.9%の 結 合 率 を示 し,ほ ぼ一 定 で あ った 。T-

3262 300mgを ヒ トに経 口投 与 した場 合,そ の最 高 血 中

濃 度 は0.68～1.15μg/ml7)で あ る の で,以 下 の蛋 白結

合 の実 験 は可 逆 性 の検 討 を除 い てT-3262濃 度 を2μg/

mlと した。

2.pHの 影 響

T-3262,NFL,X,OFLX,ENX,NAな らび にT-

3262Aお よびT-3262B8)の 血 清 蛋 白結 合 に お よ ぼ す

pHの 影 響 を,pH7.0,7.4,お よび8.0に 調 整 した ヒ

ト血 清 を 用 い て 検 討 した。 そ の結 果 をTable2に 示

す 。

Table 1. Effect of T-3262 concentration on serum

protein binding

Protein: Human serum protein (90%)

pH: 7.4

Assay: HPLC

Table 2. Effect of pH on serum protein

binding of T-3262

Protein: Human serum protein

Method: Centrifugal ultrafiltration

Drug concentration: 2 pg/ml

Assay: HPLC
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T-3262 NFLX NA

Fig.2. Effect of human serum protein concentration on protein binding of T-3262,

norfloxacin, and nalidixic acid.

T-3262はpH7.0,7.4お よび8.0で それ ぞ れ15.5,

37.4お よび71.5%の 結 合 率 を示 し,pHが 高 く な る

に従 って 結 合 率 が上 昇 した 。 ま たNFLX, OFLXお よ

びENXはT-3262よ り低 い 結 合 率 を示 した が,T-3262

と同様 にpHが 高 くな る に従 って,結 合 率 が上 昇 した 。

一 方
,NA,T-3262Aお よびT-3262 BはpHに よる

影 響 を ほ と ん ど う け ず,NAで は93.9～96.3%,T-

3262Aで は61.7～64.5,T-3262 Bで は89.0～95-7%

の高 い結 合 率 を示 した 。

3.蛋 白濃 度 の影 響

T-3262,NFLXお よ びNAの 蛋 白結 合 に及 ぼ す蛋

白濃 度 の影 響 をFig.2に 示 す 。

T-3262の 結 合 率 はpH7.4,8.0と も に蛋 白濃 度2

～60mg/mlま で,蛋 白濃 度 の上 昇 に伴 っ て 徐 々に 上 昇

し(pH7.4:1.6～29.4%,pH8.0:3.7～73.7%),60

mg/ml以 上 で平 衡 に達 した。NAの 結 合 率 はpH7.4,

8.0と も に蛋 白濃 度2～19mg/mlま で,蛋 白濃 度 上 昇

に伴って徐々に上昇し(pH7.4:40-6～88.5,pH8.0:

55.7～92.8%),19mg/ml以 上 で平衡に達した。

4.可 逆性の検討

T-3262の 血清蛋白結合の 可逆性について検討した結

果をTable3に 示す。

それぞれの液量比(外 液量/内液量)に おける結合率を

液量比2の 時の結合率に対 す る比(結 合比)で 表わす

と,液 量比8～32で は液量比が大きくなるに従って結合

比は小さくなり,pHに 関係なくT-3262の 血清蛋白に

対する結合は可逆的であると考えられた。

5.In vivoで の血清蛋白結合率

T-3262経 口投与後のラット,ウ サギおよびヒ ト血清

中のT-3262total濃 度な らびにfree体 濃度をFig.3

～6に,ま たそ の成績よりin vivo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0.5時 間 で1.30

±0.17μg/mlを 示 し,以 後ゆるやかに上昇 し,2時 間

Table 3. Effect of volume of outside solution on protein binding of T-3262

in equilibrium dialysis

Drug concentration: 5 pg/ml Outside solution: 1/15 M phosphate buffer

Inside solution: Human serum Assay: Bioassay
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に ピー ク値2.96±0.18μg/mlを 示 し た 後,漸 次 低 下

し,6時 間 で は1.50±0.19μg/mlを 示 した 。 一 方free

体 濃 度 は投 与 後,0.5,2お よび6時 間 でそ れ ぞ れ0.56

±0.08,1.31±0.09お よび0.73±0.10μg/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51.6～57.7%で あ った(Table

4)。 ウサ ギ と ヒ トの 場 合 も,total濃 度 とfree体 濃 度

は平 行 して推 移 し,結 合 率 は それ ぞれ44.4～49.0%お

よび35.9～44.6%で あ った。In vitroの 血 清 蛋 白結 合

率 は ラ ッ ト で51.8%,ウ サ ギ で349%,ま た ヒ トで

37.4%と 報 告 され て お り2),今 回 得 られ たin vivoの 結

合 率 はin vitro結 合 率 と近似 した 値 を示 した 。

III.考 察

血 清蛋 白結 合 は 体 内動 態 に 影響 を及 ぼ す 重 要 な 因 子 で

あ り,従 来 よ り血 清 蛋 白結 合 と体 内動 態 との 関 係 に つ い

て 多 くの研 究9)～12)がな され て きた 。 今 回,新 ピ リ ドンカ

ル ボ ン酸 系 抗 菌 剤T-3262の 血 清 蛋 白結 合 に つ い て 検討

した 結 果,T-3262の 血 清蛋 白に 対 す る結 合 は 可逆 的 で

あ り,低 濃 度 で は薬 剤濃 度 の影 響 を受 けず,蛋 白濃 度 の

上 昇 に 伴 って 上 昇 した 。 またin vivoの 血 清 蛋 白結 合率

はin vitroの 結 果 とほ ぼ 一 致 して お り,こ れ らの 成 績

は 我 々が 以 前報 告 した β-1actam系 抗 生 剤 の 知 見13)～15)

と一 致 し て い た 。 し か し な が ら,T-3262な らび に

NFLX,OFLXお よびENXの 血 清 に 対す る 結 合 率 が

血 清pHの 上 昇 に 伴 って上 昇す る こ とは,β-lactam系

抗 生 剤 と異 な って お り,pHに よ っ て影 響 を うけ た理 由 は

7位 側 鎖 に 塩 基 性 点 を有 し てい る こ とが 一 因 と して考 え

Fig. 3. Serum levels of T-3262 after oral

administration of T-3262 in rats.
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Fig. 4. Serum levels of T-3262 after oral

administration of T-3262 in rabbits.

られるが,詳 細については今後の課題である。このpH

の変動による結合率の変化はT-3262の みならず,こ れ

らピリドソカルボン酸系抗菌剤のBioassayに よる血清

中濃度の測定に影響を与えると思われるので,血 清検体

のpHに は十分留意する必要があろう。
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SERUM PROTEIN BINDING OF T-3262

TAKASHI YASUDA,  YASUO WATANABE, TOSHIO HAYASHI and RIEKO KITAYAMA

Research Laboratory, Toyama Chemical Co., Ltd.
2-4-1 Shimookui, Toyama-shi 930, Japan

We studied the extent of the binding of T-3262, a new pyridone-carboxylic acid derivative, to

serum protein and obtaine. The following results.

1. T-3262 bound reversibly to human serum protein, and its binding rates were 35.8-39. 9% at

concentrations of 1-10 ƒÊg/ml.

2. T-3262 binding rates to human serum were 15. % at pH 7.0, 37.4% at pH 7.4 and 71 5% at

pH 8.0, showing that the binding rates increased in relation to elevation of the pH. The binding

rate of T-3262 also rcse with the increase in protein concentration.

3. In vivo binding rates of T-3262 after oral administration in rats, rabbits and humans, were

56. 1, 45.7 and 40.5%, respectively, which were similar to those obtained in vitro.


