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Clarithromycin (CAM)の 主 な代謝物であるN-Demethy 1体(M-1)お よび(14R)-14

-Hydroxy体(M-5)に よ る蛋白質合成阻害の機作を検討 し
,次 の結果を得た。

1) EScherichia coliの 無 細胞蛋白質合成に対す る阻害の強 さは,ポ リアニデル酸依存のポ

リリジン合成およびMS2フ ァー ジRNA依 存 のポ リペプチ ド合成においてCAM=M-5>M

-1の 順 であった。

2) 無細 胞系を用いたMS2フ ァージRNA依 存 のコー ト蛋白質合成はM-5≧CAM>M

-1の 順 に阻害 され,そ の阻害はいずれ もN末 端か ら2番 目と3番 目のア ミノ酸の取 り込みに

おいて認め られた。

3) [14C]cAMとE.coliリ ポソームとの結合に対する影響を調べたところ,M-1とM

-5は 拮 抗的に結合 を阻害 し,そ の強さは,CAM≧M-5>M-1の 順 であった。

4)ラ ッ ト初代培養肝細胞の高分子合成に対する阻害の強さは,[3H]メ チ オニ ンの蛋白

質画分への取 り込みおよび[3H]チ ミジンのDNA画 分への取 り込みにおいてCAM≧M-1

>M-5の 順 であった。

1) ,2)お よび3)の 結 果から,こ れらの代謝物はCAMと 同様の機作で蛋白質合成 を阻

害すると考えられた。さらに,4)の 結 果か ら,ラ ット等に大量のCAMを 投 与 したときに現

われる毒性が主としてM-1あ るいはM-1とCAMに よ る可能性が示唆された。
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ClaMtlromycin (CAM)はerythromycin A (EM)の

6位 の水 酸 基 を メ チ ル 化 した 誘 導 体 で1).EMに 比べ て,

経 口投 与 した場 合 に 胃酸 に よ る分解 が 少 な く,血 中や 臓 器

中で高濃度 を得 易 い2)。CAMを 経 口投 与 した ラ ッ トお よ

びイヌの尿 中3)また は ヒ トの 尿 中4)に8種 の代 謝 物(M-1

～M-8)が 確 認 され,こ の 中 でN-DemethyI体(M-1)

と(14R)-14-Hydroxy体(M-5)は 強 い 抗 菌 作 用 を有

す るこ とが報 告 され て い る5)。著 者 らは,CAMに よ る 蛋

白質合成阻害 の機 作 をEMと 比 較 検討 し,原 核 細 胞 系無 細

胞 ポリペプ チ ド合 成 に対す る阻 害の 程 度 がCAMとEMで

ほぼ 等 し く,ま た,両 者 がEscherichia coliリ ポ ソー ム の

同一部位 にほ ぼ 等 しい強 さで結 合 す る こ と,さ らに,ラ ッ

ト初代 培 養 肝 細 胞 の ミ トコ ン ド リア 画 分 へ の移 行 性 は

CAMの 方がEMに 比べ 大 きいこ とを報 告 した6)。

今 回は,CAMの 代 謝 物 の う ちで 強 い抗 菌 作用 を も ち,

ラッ トお よ びイ ヌの主 代 謝物 で あ るM-1お よび ヒ トの主

代謝物 で あ るM-5に つ い て,CAMと 比 較 しつ つ,そ れ

らに よる原核細 胞 系無細 胞 ポ リペ プ チ ド合 成 に対 す る阻害

の 強 さ,MS2フ ァー ジRNA依 存 の コー ト蛋 白質合 成 に

お け るN末 端 か らの ア ミノ酸 の順 位 に よ るオ リ ゴペ プ チ

ドへ の 取 り込 み の 阻害 の違 い,E.coliリ ボ ソー ム との親 和

性 お よ び ラ ッ ト初代 培 養肝 細 胞 に与 え る影響 を調べ た。

1. 実 験 材 料 お よび 方 法

1. 使 用 菌 株

Escherichia coli Q13, E.c0li S26お よ びBacillus

subtilis 168Mを 用 い た。

2. 使 用 薬 剤 等

Clarithromycin (CAM),[6-O-methyl-14C]

CAM(比 放 射 能2.04GBq/mmol)お よ びCAMの

各 代 謝 物[M-1:N-demethyl CAM:M-2: N, N

-didemethyl CAM:M-4:decladinosyl CAM: M

-5:(14R)-14-hydroxy CAM]は 大 正 製 薬(株)よ り供

与 され た。L-[3,4,5(n)-3H]リ ジ ン(4.37TBq/

mmol),L-[2,3-3H]ア ラ ニ ン(2.18TBq/mmol),

[2,3-3H]セ リ ン(1.85TBq/mmol)お よ び[6-

3H]チ ミ ジ ン(920 GBq/mmol)はCOMMISSA-
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RIATA L'ENERGIE ATOMIQUEよ り購 入 した 。L

-〔methy1-3H〕 メ チ オ ニ ン(3 .07TBq/mmol)お

よ びL-[4,5-3H]ロ イ シ ン(5.77TBq/mmol)は

ア マ シ ャ ム ・ジ ャ パ ン(株)よ り購 入 し た。 ポ リア デ ニ ル

酸 は ヤ マ サ 醤 油(株)よ り,ピ ル ピ ン 酸 キ ナ ー ゼ は べ ー リ

ンガ ー ・マ ン ハ イ ム 山之 内(株)よ り購 入 した 。 そ の 他 の

薬 品 は ナ カ ラ イ テ ス ク(株)よ り購 入 した 。

3. E.coliお よ びB. subtilisリ ボ ソー ム,E.coli

100,000Xg上 清 蛋 白 質 お よ びE.colitRNAの 胴 製

E.coliお よ びB.subtilisリ ボ ソ ー ム お よ びE.coli

100,000×g上 清 蛋 白質 はIGARASHIの 方 法7)に 従 っ て 調

製 し た。E,coli tRNAは E.coli抽 出 液 の100,000×

g上 清 よ りZUBAYの 方 法8)に 従 っ て フ ェ ノー ル 抽 出 し

て 調 製 し た。

4. MS2フ ァ ー ジRNAの 調 製

無 細 胞 ポ リ ペ プ チ ド合 成 に お い て ナ チ ュ ラ ル

mRNAと し て 用 い たMS2フ ァ ー ジRNAは,E.

coli s26に 感 染 増 殖 させ た 後 に 塩 化 セ シ ウ ム 平 衡 密

度 勾 配 法 で 分 離 し た フ ァ ー ジ 粒 子 か ら フ ェ ノー ル 抽

出9)に よ り調 製 し た 。

5. 無 細 胞 実 験 系 に よ る ポ リペ プ チ ド合 成

1) ポ リ リ ジ ン 合 成 は,反 応 液(0.05ml)中 に

50mMへ ペ ス/KOH(pH7.6),100mM酢 酸 カ リ

ウ ム,10mM酢 酸 マ グ ネ シ ウ ム,2mMジ チ オ ス レ

イ トー ル,1.5mM ATP, 0.5mM GTP,2mMボ ス

ホ エ ノー ル ピ ル ピ ン 酸,2.5μgの ピ ル ピ ン酸 キ ナ ー

ゼ,30μgのE.coli tRNA, 20μgの ポ リア デ ニ ル 酸,

10μg〔3H]リ ジ ン(37 GBq/mmol), 0.17A200ユ ニ

ッ トのE.coliま た はB.subtilisリ ボ ソ ー ム お よ び80

μgのE.coli 100,000×g上 清 蛋 白 質 を含 む よ う に 調

製 し,30℃ に お い て15分 間 反 応 を 行 な っ た 。 反 応 液

の0.04mlを ろ紙(Whatman 3MM,直 径2.5cm)

上 に 移 し,90℃ で30分 間 飽 和 タ ン グ ス テ ン酸-5%

ト リ ク ロ ロ酢 酸(ろ 紙-枚 当 た り10ml)中 で 加 熱 し

た 。 ろ 紙 を エ タ ノー ル:エ ー テ ル(1:1)お よ び エ ー

テ ル で 洗 浄 した 後,ろ 紙 上 に 残 っ た 不 溶 性 の 放 射 活 性

を10m1の トル エ ン 系 シ ン チ レ ー タ ー(0.6%ジ フ ェ

ニ ル オ キ サ ゾ ー ル/ト ル エ ン)中 でBeckman LS-5

800液 体 シ ン チ レ ー シ ョン カ ウ ン ター を 用 い て 測 定 し

た 。

2) MS2フ ァ ー ジRNA依 存 の ポ リペ プ チ ド合

成 は,5-1)の 反 応 液 か ら ポ リ ア デ ニ ル 酸 お よ び

[3H]り ジ ン を 除 き,代 わ りに10μ9のMS2フ ァ ー

ジRNA,ロ イ シ ン 以 外 の19種 類 の 蛋 白 質 構 成 ア ミ ノ

酸(各30μM)お よ び3μM[3H]ロ イ シ ン(122

GBq/mmol)を 反 応 液 中 に 加 え,さ ら に,酢 酸 マ グ

ネシウムの 濃度 を6mMと して反応 を行 なった。反

応液の0、04mlを5-1)と 同様 にろ紙上に移 し,飽

和 タングステ ン酸-5%ト リクロロ酢酸の代わりに

5%ト リクロロ酢酸 を用いて以下5-1)と 同様に放

射活性 を測定 した。

3) MS2フ ァー ジの コー ト蛋白質の開始から3

番 昌のア ミノ酸 までのペプチ ド合成は,5-2)の5倍

量の反応液 中にTable 1に 記 した2H-ア ミノ酸(3

μM,370GBq/mmol)お よ び非放射性 アミノ酸(各

30μM)を 含 む ように調製 して反応 を行なった後,そ

の0.2mlを10～30%の シ ヨ糖密度勾配遼心分離法

に より分画 した。モ ノソーム画分 をニ トロセル回ース

フィルターでろ過 し,リ ボソームと共にフィルターに

吸着 した放射活性 を5-Pと 同様に液体 シンチレー

ションカウンター を用いて測定 した。

6. E.coliり ポソームと[14C〕CAMの 結合度の測定

反応液(0.25ml)中 に50mM ト リス/塩酸(pH

7,5),10mM酢 酸 マ グネシウム,100mM塩 化アン

モニ ウ ム,1mg E.coli Q13り ポ ソー ム,[6-0

-methyl-14c]CAM(1 .17KBq/ml)お よびFig,3

に 記 した濃度のCAMま たは代謝物を含むように調製

し,30℃ で5分 間加温 した後4℃ における[14C]

CAMとE.coliリ ボ ソームの結合畳 をBio-Gel P-10

カラムを用いた平衡ゲルろ過法鋤により測定した。

7. 使 用動物および肝細胞の初代培養

高杉 実験動物(株)よ り入手 したWistar系 雄 ラット

(160～1809)よ り肝細胞をSEGLeNの 方法11)に従い分

離 し,WlLLIAM's medium E中 で初代培養を行なった。

肝細胞が培養フラス コに着床(6時 間)後 培養液を除

き,新 たな培養液に終濃度150μg/MlでCAM,M-1

あ る いはM-5を 添加 して培養を行なった。対照とし

て終濃度0.1%の エ タノールを添加 した。CAM等 の

添加0,6,12お よび18時 間 後に400KBqの[3H〕 メ

チニオンあるいは[3H]チ ミジンを添加 し2時 間標

識 した。培養細胞 をコラゲナーゼを用いて集めた後分

画 し,蛋 白質画分への[3H]メ チニオンの取 リ込み

お よび蛋 白質量ならびにDNA画 分 への[3H]チ ミ

ジンの取 り込みお よびDNA量 を測定 した12)。

II. 実 験 結 果

1. 無細胞ポ りペ プチ ド合成に対する阻害効果

E.coliの 無 細胞実験系によるポリリジン合成に対

す るCAMと そ の代謝物 の阻害の強さは,0.1～10

μMの 範囲においてCAM=M-5>M-1>M-2≧M
-4の 順 で あ った(Fig

.1-A)。 リボ ソームをβ.

subtilisか ら調製 したもの に代 えても,CAMと その

代 謝物 に よる阻害 の強 さの順序 は変 わらなかった
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E. coli: Escherichia coli, B. subtilis: Bacillus subtilis

Fig. 1. Effect of clarithromycin and its meta-
bolites on polylysine synthesis with Escherichia
coli and Bacillus subtilis ribosomes

CAM: clarithromycin, M -1: N-demethyl
CAM, M-2: N, N-didemethyl CAM, M-4:
decladinosyl CAM, M-5: (14 R) -14-hydoxy
CAM.

Fig. 2. Effect of clarithomycin, N - demethyl
clarithromycin, and (14 R)-14-hydroxy clar-
ithomycin on MS 2 phage ribonucleic acid
-directed polypeptide synthesis in an Es -

cherichia coli cell-free system
CAM: clarithromycin, M -1: N - demethyl
CAM, M-5: (14 R) -14-hydroxy CAM

Table 1. The relation between the ranking of amino acids from the N-terminal and the inhibition

of their incorporation into a peptide chain by clarithromycin, N-demethyl clarithomycin

and (14 R)-14-hydroxy clarithromycin in MS2 phage ribonucleic acid-directed oligopeptide

synthesis

* CAM: clarithromycin
, M-1 N-demethyl clarithromycin, M-5 : (14R)-14-hydroxy clarithromycin

(Fig.1-B)。 さ らに,MS2フ ァー ジRNA依 存 のポ

リペプチ ド合成に対するCAMと その代謝物による阻

害効果を調べ たところ,阻 害効果 はCAM=M-5>

M-1の 順であった(Fig。2)。

2.ポ リペプチ ド合成におけるア ミノ酸 のN末 端

からの順位と取 り込み阻害率の比較

MS2フ ァージRNA依 存 のポ リペプチ ド合成を行

なうと主としてコー ト蛋白質が合成 されることを利用

して,ポ リペプチ ド合成におけ るN末 端か らのア ミ

ノ酸の順位と取 り込みの阻害率にCAM ,M-1お よび

M-5に よって違いがみ られ るか否かを調べた。 その

結果,CAM,M-1お よびM-5の すべ てにおいて,

コー ト蛋 白質のN末 端か ら2番 目と3番 目のア ミノ

酸 の取 り込みが阻害 され,そ の阻害の強 さはM-5≧

CAM>M-1の 順 であった(Table1)。

3.E60liリ ボ ソームと[14c]CAMの 結 合に対

す る影響

[14c]CAMと 瓦coliリ ボ ソームの結合に対する

M-1お よびM-5の 影 響 を検討 した。対照 としては

非放射性のCAMを 用 いた。非放射性CAM,M-1お

よ びM-5を0.2μMで 添加 す る と,[14C]CAM

(0.2μM)の 結 合量がそれぞれおよそ50,75,お よ

び50%に 減 少 した(Fig.3)。 さらに,M-1あ るいは

M-5に よ る[14C]CAMとEcoliリ ボ ソームの結
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Fig. 3. Effect of clarithromycin, N - demethyl
clarithromycin, and (14 R) -14 - hydroxy clar-
ithomycin on binding of [6 -O- methy -14C]
clarithomycin to Esherichia coli ribosomes
CAM: clarithromycin, M -1 : N - demethyl
CAM, M-5: (14 R) -14-hydroxy CAM

合 の阻害形式 をM-1あ るいはM-5と[MC]CAM

の濃度 を変えて得た値の両逆数プ ロッ トにより調べた

結果,M-1お よびM-5は[14ClCAMとE.coliリ

ボ ソー ム の 結 合 を拮 抗 阻 害 す るこ とが解 った

(Fig.4)。

4.ラ ッ ト初代培養肝細胞への影響

ラッ ト肝細胞をCAM,M-1あ るいはM-5存 在 下

(150μg/ml)お よび非存在下に初代培養 し,さ らに,

Fig.5に 示 した時 間に13H]メ チ オニ ンあるいは

[3瑚 チ ミジンを用いて2時 間標識 した細胞 を分画 し

た後,蛋 白質量,DNA量 お よび各画分への放射活性

の取 り込み量に対す るそれ らの影響 を調べた。CAM,

M-1あ る いはM-5と 同時(0時 間)に[3H]メ チ

オニンを培地に添加 した場合の蛋白質画分への放射活

性の取 り込み量は,対 照に比べ培養面積当たりそれぞ

れ お よ そ25,20お よ び50%に 減 少 したIFig,

5-A).こ の とき,蛋 白質画分の蛋 白質量は培養面積

あた りCAM,M-1の 添 加 で対照の およそ50%に,

M-5の 添加で75%に 減 少 した(Fig。5-C).対 照の

韻白質画分への放射活性取 り込み畳は培養18時 間ま

で増加 したのに対 し,CAMお よびM-1存 在下の蛋

白質画分への放射活性取 り込み鑓は,培 養12時 間か

ら減少 し培養18時 間では培養0時 間に比べおよそ半

減 した(Fig.5-A).一 方,M-5存 在 下の蛋白質画

分への放射活性取 り込み量は培養12時 聞で対照のお

よそ75%ま で増加 し,培 養18時 間 では培養0時 間の

お よそ120%で あ った,ま た,CAMあ るいはM-1

存 在下に培養 した細胞の蛋 白質量は培養6～8時 間で

わずかに増加が見 られたが,培 養l8時 間 ではどちち

も培養0時 間とほぼ同量であった,こ れに対しM-5

存在 下に培養 した細胞の蛋 白質量は培養0～6時 間で

対照の75%で あ り,培 養12時 間かち対照 とほln同等

であった(Fig.5-C).CAM,M-1あ る いはM-5

と同 時に[3H]チ ミジ ンを培 地に添加 した細胞の

DNA画 分への放射活性取 り込み量は培養面積当たり

それぞれおよそ対照の30,25あ るいは50%に 減少し

た(Fig.5-B).さ らに,CAMお よびM-1存 在下

でのDNA画 分 への放射活性取 り込み量は,ど ちちも

培 養18時 間 まで変 化 は 認め られ ず(Fig.5-B),

DNA量 は いずれ も対照のほぼ50%で あった(Fig.5

-D) .M-5存 在 下でのDNA画 分 への放射活性取り

込み量は培養時間と共に増加 し,培 養18時 間での対

照のおよそ85%で あ り(Fig.5-B),ま た,DNA量

は 培養0時 間 では対照 の75%で あ ったが培養6時 間

Fig. 4. Double reciprocal plot of binding of clarithromycin to ribosomes in the

presence of N-demethyl clarithromycin or (14 R) -14 -hydroxy clarithromycin
CAM: clarithromycin, M -1: N - demethyl CAM, M-5: (14 R) -14 -hydroxy CAM
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Fig. 5. Effect of clarithromycin, N - demethyl clarithromycin and (14 R) -14
-hydroxy clarithromycin on incorporation of ['H] methionine and [3H]

thymidine into acid - insoluble fractions and on protein and DNA contents
of primary cultured rat hepatocytes

Rat hepatocytes were primary cultured in the absence or presence of
CAM: clarithromycin, M-1: N-demethyl CAM, and M-5: (14 R) -14
-hydroxy CAM . [3H] Methionine (400 KBq ; 747 MBq /mmol) (A) or
[311] thymidine (400 KBq ; 925 GBq/mmol) (B) was added to 15 ml of
culture medium at 0, 6, 12, or 18 h after the hepatocytes adhered to the
culture dishes (75 cm2) and the incorporation of radioactivity into protein
and DNA fractions during the next 2 h and protein (C) and DNA (D)
contents were measured
CAM: clarithromycin, M -1: N - demethyl CAM, M-5: (14 R) -14-
hydroxy CAM

からほぼ対照 と同等であった(Fig.5-D)。 以上のこ

とから,高 濃度のCAMに よ るラッ ト初代培養肝細胞

への毒作用の発現はM-1あ る いはM-1とCAMに

よる可能性が示唆された。

nl.考 察

E. coliの 無 細胞 系 ポ リペ プチ ド合成 お よび13

subtilisリボ ソームを用いたポ リリジン合成に対す る

阻害の強さ,MS2フ ァー ジRNA依 存 の コー ト蛋 白

質合成におけるア ミノ酸の順位 と取 り込み阻害率お よ

び[14c]CAMとE.coliリ ボ ソームの結合に対する

阻害率は,CAMとM-5は ほ ぼ等 しく,M-1は こ

の2つ に比べて作用が弱か った。以上 の結果は長 手

ら5)によるCAMの 代謝物の抗菌スペ ク トルにおける

CAM,M-1お よびM-5の 抗 菌力の順位 とよく一致

した。以上のことから,CAM,M-1お よびM-5の

蛋白質合成阻害の機構は同一であると考 えられた。一

方,ラ ット初代培養肝細胞の蛋白質合成およびDNA

の修復を阻害する程度が,ラ ットおよびイヌの主代謝

物であるM-1とCAMと で同程度であったのに対 し

て,ヒ トの主代謝物であるM-5に よる影響はCAM

よ り小 さかったことから,M-5は ラ ッ トで肝毒性が

低 い と思 われ る。 著 者 らは前 報6)で,培 養 液へ の

〔MC〕CAM添 加 後のラッ ト初代培養肝細胞 ミトコン

ドリア画分への放射能の移行が[14C]EM添 加 の場

合の およそ3.5倍 で あったこ とを報告 した。 また,

CAMを ラ ットに投与す るとそのおよそ3分 の1が 未

変化の まま,2分 の1がM-1に 代謝 された後に排泄

され るこ とが知 られている3)。今 回,M-5存 在 下で

の培養面積当た りのDNA量 が培養6時 間で対照のレ

ベ ルまで回復 したこ とか ら,M-5が さらに代謝 され

た と予想され,M-5は ラ ッ ト肝細胞内で不安定なた

めM-1が ラ ッ トの主代謝物になると考 えられる。 し

たがって,過 量のCAMを ラッ ト初代培養の肝細胞の

培地 中に添加 した場合には,CAMば か りでなくM

-1に 代 謝 されてから ミトコン ドリアに移行 してその

蛋白質合成に影響 を与える可能性が考えられた。ある
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いは,M-5はM-1やCAMに 比 べて ミトコン ドリ

アへの移行性が小 さいか,ま たはM-5が ミトコン ド

リアにおける蛋白質合成 を阻嵜しに くい"r能 性が考え

られ,こ れ らの点については今後検討す るf定 であ

る。
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MODE OF INHIBITION OF PROTEIN SYNTHESIS BY

METABOLITES OF CLARITHROMYCIN

TOMOHITO KAKEGAWA and SEIYU H IROSE
Department of Biochemistry, Faculty of Pharmaceutical Sciences,

Chiba University, 1-33 Yayoi - cho, Chiba, Japan

We studied the mode of inhibition of protein synthesis by two major metabolites of
clarithromycin (CAM) , N - Demethyl CAM (M -1) and (14 R)-14-Hydroxy CAM (M-5). The
results are summarized as follows:

1. The degree of inhibition of Escherichia coli cell-free polypeptide synthesis by CAM and its
metabolites was in the order CAM= M-5> M -1 in both polyadenylate and MS 2 phage RNA
- directed polypeptide synthesis .

2. The degree of inhibition of MS 2 phage RNA-directed cell-free synthesis of coat protein
was in the order M-5gCAM>M-1. They all inhibited the incorporation of the second and third
amino acids after the initiation of polypeptide synthesis.

3. Cold CAM and its metabolites competitively inhibited the binding of ['IC] CAM to E. coli
ribosomes in the order CAM g M-5>M-1.

4. The degree of inhibition of the incorporation of [811] methionine and [RH] thymidine into
the protein and DNA fraction of primary cultured rat hepatocytes was in the order CAM g M -1>
M-5.

Our results (1, 2, and 3) demonstrate that these metabolites inhibit polypeptide synthesis by
the same mode of action as that of CAM. They also suggest (4) that the toxicity of CAM
administered in extremely high doses to rats could be caused by M-1 or by CAM and M-1.


