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ヒ ト及 び動物 にお けるCefpirome sulfateの 蛋 白結 合

及 び ビ リル ビ ンとの アルブ ミン結 合競 合性
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In vitro及 びin vivoに お け るcefpirome sulfate(CPR)と ラ ノ ト.マ ウ ス また は ヒ ト血 沽(血 漿)蛋 白 と

の結 合 率 を対 照 薬 物 との 間で 比 較検 討 を行 な う と共 に,ヒ ト血清 ア ル ブ ミン と ビ リル ビ ンの結 合 に及

ほす 影響 を検 討 した 。

In vitroに お け るCPRと ラ ノト血清 蛋 白 との 結 合 率 は添 加 濃度(25～100μ9/mD及 び イ ンキ ュベ ー シ

ョ ン時 間(15～60min)の 影 響 を受 け なか った 。 そ こで,添 加濃 度50μg/mlに お け る ラ ッ ト及 びマ ウス

血 清 蛋 白 との 結 合 をceftazldime(CAZ),latamoxef(LMOX),cefoperazone(CPZ),cefotaxime(CTX)な らび

にcefazolin(CEZ)と 比 較 した結 果,CPRの 結 合 率 はそ れ ぞ れ7.7及 び11,3%と いず れ の 対照 薬 物 よ りも

低 か った。

また,ヒ トにCPRを1g静 脈 内 投与 後 に お け るin vivo血 漿 蛋 白結 合 率 を測定 した場 合 に お いて も,時

点 に よ らず8.2～11.7%と 低 値 を示 した。

次 に 、 ヒ ト血 清 アル ブ ミン と ビ リル ビ ンと の結 合 に対 す る 影 響 を検 討 した 結 果,比 較 対照 と した

CPZで は アル ブ ミ ン との 結 合 の 競 合 に 基づ く ビ リル ビ ン遊 離 作 用 が 顕 著 かつ 濃 度 依 存 的 に 見 られ た の

に対 して,CPRの 場 合 に はそ の 蛋 白結 合 性 の 低 さ を反 映 して 高 濃 度(800μg/mDのCPR添 加 時 に お い

て も有意 な ビ リル ビンの 遊 離 は認 め られ な か っ た。
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Cefpirome sulfate(CPR)は ドイ ッ連 邦 共 和 国 のHoechst

社 とフ ラ ン ス のRoussel Udaf社 で 合 成,開 発 さ れ た β-

lactamaseに 対 す る 高 い 安 定 性 な ら び に 幅 広 い 抗 菌 ス ペ

ク トル を有 す る 新 しい セ フ ァロ ス ポ リ ン剤 で あ り1覗,

本薬 の組 織 へ の 良好 な 移行 性4.5)及びi"vivoに お け る 高 い

抗 菌活 性 が報 告 され て い る6>。

ところ で,蛋 白結 合 が薬 物 の 組織 内 移行 や 排 泄 過 程等

の体 内 動 態 な ら びに 薬理 作 用 に影響 す る重 要 な因 子 の一

つ で あ る事 が 良 く知 られ て い る7　91。そ こで 、 今 回CPR

の体 内動 態 及 び抗 菌作 用 にお け る特 長 の発 現 に 関 与 して

い る 事 が 考 え ら れ る 血 清 蛋 白 との 結 合 をceftazidime

(CAZ>Jatamoxef(LMOX),cefoperazone(CPZ),cefotax-

lme(CTX)及 びcefazolin(CEZ)を 比 較 対 照 と して 検 討 し

た 。

また,サ リチ ル酸 サ ル フ ァ剤 等 の薬 物 が血 清 ア ル ブ

ミンに対 して ビ リル ビ ン と競 合 的 に結 合 す る結 果,遊 離

型 ビ リル ビ ン濃 度 の 上 昇 を招 来 す る事 が 報 告 さ れ て い

るゆ。 そ こで 、CPRの 安 全 性 を評 価 す る観 点 か らそ の ビ

リル ビ ンー ア ル ブ ミン結 合 に及 ぼ す 影響 につ い て も他 の

セ フ ァロ ス ポ リン系抗 生物 質 を対 照 と して比 較 検 討 を行

な った 。

1.材 料 と 方 法

1.使 用 薬 物

Cefpirome sulfate(CPR)は ドイ ッ連 邦 共 和 国Hoechst社

よ り供 与 を受 け た 。 また,対 照 薬 物 と して はceftazidime

(CAZ,新 日 本 実 業),latamoxef(LMOX、 塩 野 義),

cefoperazone(CPZ,富 山 化 学),cefotaxime(CTX,ヘ キ

ス トジ ャパ ン)及 びcefazohn(CEZ、 藤沢)を 使 用 した 。

2、 蛋 白結 合率 の測 定

1)In vitroに お け る ラ ッ ト及 び マ ウ ス血 清 蛋 白 との

*〒350埼 玉 県 川越 市 南 台1-3-2
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結 合

エ ー テ ル麻 酔 下 で6週 令 の 雄 性Sprague Dawley系 ラ ッ

ト(日 本 ク レア)及 び6週 令 の 雄 性ICR系 マ ウ ス(日 本 チ

ャ ー ル ス リバ ー)か ら,そ れ ぞ れ 心 穿 刺 及 び 腋 下動 脈 切

断 に よ り採 血 し,血 清 を分 離 した。 血 清1m1/tubeを

37℃ で5minプ レイ ンキ ュベ ー ト した 後,薬 物 溶 液(0.5

～2mg/ml 0 .13M phosphate buffer(pH7.4))を50μ1添 加

し15.30ま た は60mlnイ ン キ ュベ ー ト した。 イ ンキ 議

ベ ー ト後 の 試 料 は 直 ち にセ ン トリフ ロ ーMPS-1(Amicon

Corp.)を 用 い て4℃ で 遠 心 限外 濾 過(2000×g,30mln)を

行 な い,濾 液 を得 た。 ま た1血1滴の か わ りに0.13Mphos-

phate buffer(pH7,4)lm1に 対 して血 清 の場 合 と全 く同様

に 処理 して濾 液 を得 た。

2) In vivoに お け る ヒ ト血 漿 蛋 白 との 結 合

健常 人 にCPRを1g静 脈 内投 与 後,経 時 的 に採 血 を行 っ

た 。 これ を遠 心 分 離(3000rpm,10min)し て 得 られ た 血

漿 試 料(EDTA処 理)1mlに つ いてAIRPRESS-30(東 ソ ー)

を用 い て限 外 濾過 を行 な い 櫨液 を得 た。

3)薬 物濃 度 測 定

濾 液 試 料 中 の 薬 物 濃 度 は,in vitroに お け る 試験 で は

Bacillus subtilis ATCC6633 (CPR,CTX及 びCEZ),Pro-

teus mirabilis ATCC21100 (CAZ),Escherichia coli 7437

(LMOX)ま た はMicrococcus luteus ATCC9341 (CPZ)を 検

定 菌 とす るbioassay法11～16)(デ ィス ク法)に よ り,ま たin

vivoに お け る試 験 で はHPLC法11)[条 件:カ ラム,Nuc-

1eosil 5Ci8(セ ン シ ュー パ ック);移 動 相,0.2%酢 酸 ア

ンモ ニ ウ ム/メ タノ ー ル/ア セ トニ トリル(25:4:2);

検 出,UV254nm]を 用 い て測 定 した 。

4)蛋 白結 合 率 の 算 出

血 清(血 漿)蛋 白 と薬物 との 結 合 率 は次 式 に よ って 算 出

した。

結 合 率(%)=[(B-A)/B]×100

A:血 清 を限 外 濾過 時 の 濾 液 中濃 度

B:血 清 と同 濃 度 に薬 物 添 加 したPBSを 限 外 濾 過 時 の

濾 液 中濃 度

3.ビ リル ビン ー アル ブ ミン結 合 に対 す る影 響

1)イ ンキ ュベ ー シ 調 ン及 び 遊 離 ビ リル ピ ン濃 度 の

測定

CPR及 び対 照 と した抗 生 物 質 の ビ リル ビ ン遊 離 作 用 の

強 さ をBrodersonの 酵 素 法17)を 用 い て測 定 した。 す な わ

ち,終 濃 度 が小 児 期 に お け る血 清 ア ルブ ミ ン濃 度 の 正常

域(31～51mg/mD131及 び 総 ビ リ ル ビ ン 濃 度 値(9

μg/ml)19)と な る よ うに,ヒ ト血 清 ア ル ブ ミン(fraction

V,Sigma社)の69.6mg/ml水 溶 液 に ビ リ ル ビ ン(東 京 化

成)の0.756mg/m1水 溶 液 を,40:1(V/V)の 割 合 で 混和

した 。 この 混 液 を1.5mlず つ 小 試 に取 り,薬 物 溶 液(0～

1600μg/m10」3MPBS)1.5mlを 加 え て37℃,20mln遮

光 下 で イ ンキ ュベ ー ト後,速 や か に35mM過 酸 化 水 素水

5μ を滴 下 しさ ら に3minイ ン キ ュベ ー トした 。 次 に,

254nMのperoxidase (Type-1,Slgma社)150μ1を 加 え 攪

拌 後,直 ちに455nmに お け る吸 光 度 変 化 を測 定 した。

2)遊 離 ビ リル ビ ン濃度 の比 の 算 出

薬物 添 加 時 の吸 光度 変 化 の 初速 度 及 び遊 離 ビ リル ピ ン

濃 度 をそ れ ぞ れV及 びB,ま た薬 物 無 添 加 時 の 初 速 度 及

び ピ リ ル ビ ン濃 度 を そ れ ぞ れVo及 びBoと す る と,

V/Vo=B/Boが 成 、ン1する17}.よ って,薬 物 添 加 時 と無 添

加時 の 吸 光 度 変化 率 の 比 か ら相対 遊 離 ビ リル ビ ン濃 度 を

求 め た。

II.実 験 成 績

1,In vitroに お け る ラ ッ ト及 び マ ウ ス血 清 蛋 白 との結

合

In vitroに お け る ラ ノト血 清 蛋 白 とCPRの 結 合 率 に及ほ

すCPR添 加 濃 度 及 び イ ンキ ュペ ー シ 普 ン時 聞 の 影響 をそ

れ ぞ れTable1及 び2に 示 した。 その 結 果,CPR添 加 濃度

(25～100μ9/mD及 び イ ン キ ュベ ー シ ョ ン時 聞(15～

60min)は 共 に ほ とん ど影 響 を及 ぼ さず,CPRの ラ ッ ト

血清 蛋 白 との 結 合率 は7.5～9r7%と ほ ほ 一 定 で あ った。

そ こ で,次 にCPR及 び対 照 薬 物 と ラ ッ トな らび にマ ウ

ス 血 清 蛋 白 と の結 合 率 を,添 加 濃 度50μg/mi,イ ンキ

ュ ベ ー シ ョ ン 時 間30minの 条 件 下 で 比 較 検 討 した。

Table 1. Effect of drug concentration on the

binding of cefpirome sulfate to rat

serum protein in vitro

Each value represents the mean •} SE for 3 samples after

30-min incubation.

Table 2. Effect of incubation time on the

binding of cefpirome sulfate to rat

serum protein in vitro

Each value represents the mean •} SE for 3 samples at

100 AgInil.
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Table3に 示 した如 く,ラ ッ ト及びマウス血清蛋 白との

結 合 率 は,共 にCEZが 最 も高 く(そ れ ぞ れ94.8及 び

82.6%)以 下CTX,CPZ(マ ウ ス で はLMOX),LMOX,

CAZ及 びCPRの 順 であ った。CPRの 血清蛋 白結合率 はラ

ット及 びマ ウスで それぞれ7.7及 び1L3%の 値 を示 し,

比較対照 としたいずれの薬物 と比べて も低か った(マ ウ

スでCAZと の間に有意差が認 められなか ったのを除 きい

ずれの薬物に対 してもP<0.01で 有意であった)。

2.Bn!恥oに おけるヒ ト血漿蛋白との結合

CPRを ヒ トに静脈内投与後の血漿中薬物 濃度推移及び

蛋白結合率 をTable.4に 示 した。血漿中濃度は投与後速

や か に 減 衰 し,4hr後 に は 初 期 濃 度(15minで61.3

μg/ml)の1/8と なった。 この時 の血漿 蛋白 との結 合率

は時点 によらず8.2～11.7%と ほほ一定 してお り,こ の

値はin vitroにおけるヒ ト血清蛋 白結合率51と良 く一致 し

ていた。

3.ビ リルビンーアルブ ミン結 合に及ぼす影響

種々の濃度のCPR及 び比較対照 とした抗生物質に よる

遊離 ビリル ビン濃度の相対変化 をFig.1に 示 した。今 回

検討 した抗生物質の内ではCPZが 最 もビ リルビン遊離能

が高 く,ま たCTXも 弱いなが らも有意な遊離作用 を示 し

た。すなわ ち,薬 剤濃度100μg/mlで の遊離 ビ リル ビン

濃度はCPZで 薬剤無添加時の1.15倍,CTXで1.12倍 と軽

微であったが,こ れ らの薬物 は共にその添加濃度の増加

に比例 して遊離 ビ リル ビン濃度 を上昇 させ,800μg/m1

添加時で はそれぞれ8.10及 び169仙 に増力IIした。一方,

CPR及 びCAZの 場r7に は,い ずれの添加濃度において も

で1意な ビリルビン遊離作用 は認め られ なかった(薬剤 無

添加時の0.96～1.07倍)。

III.考 察

抗生物質の体内動 態及びin vivoにおける抗 菌活性 に影

饗す る重要な要因の一つ と考えられ る蛋白結 合を,新 規

のセ フ ァロスポ リン剤であるCPRに ついて種 々の対照築

物 と比較検討 した。 その結 果CPRは ヒ ト.ラ ット及びマ

ウスのいずれの動物種 においても,ま たin vitro,in vivo

に 関 わ らず10%前 後 の値 を示 し,対 照 と したCAZ,

LMOX,CPZ,CTX及 びCEZの いず れ と比べ て も低 かった 、

この事は,CPRの 蛋 白結合性 がセフ ァロスポ リン系抗生

物 質の内 でも極めて低 い部類に属する事 を示 している。

ところで,セ ファロスポ リン剤等の抗生物質では,遊

離薬物のみが抗菌作用 に関与 し,か つ組織の細胞外液 ス

ペ ースへ到 達で きる事 が知 られて い る7～9)。実 際 に,

CPRを 動物に投与 した とき肺,肝 等の主要組織 内濃度 は

血 清中濃度 の20～90%と 良好 な移行 を示 い),ま た 切

vivoにおけ る高い抗菌力 が認め られた事6)から,CPRの

低 い蛋白結合率がそれ らの特長 にお ける要因の一つ とな

っているもの と推察 される。 さらに,CPRは 生体内でほ

とんど代謝 を受 けず に大部分が尿中に排 泄 され,ま た プ

ロベ ネシ ド併用 によって消失速度が影響 を受 けなか った

事か らその腎排泄機序は主に糸球体濾過による事が示唆

Table 3. Binding of cefpirome sulfate and other antibiotics to rat and mouse serum proteins in vitro

Each value represent the mean •} SE for 3 samples after  30-min incubation.

* Significantly higher than CPR (P<0 ,01).

Table 4. In vivo protein binding and plasma levels in human after intravenous administration of cefpirome sulfate (1g)

each value represents the mean •} SE(n=3)
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● cefpirome sulfate ○ ceftazidime ▲ cefoperazone △ cefotaxime.

Fig. 1. Displacing effect of antibiotics on bilirubin bound to human serum albumin.

されている梱 。 蛋白結 合は糸球体 濾過等の薬物排 泄過

程に対 して も重要 に関与 してい る事が知 られている89)。

が,CPRは その極めて低い蛋白結合率の為に,年 齢,病

態 あるいは併用薬物等の様 に蛋白結合率の変化 を通 じて

薬物の体内動態 を修飾す る因子の影響 を受けに くい事が

考 えられ よう。

今回,in vitroでの ヒ ト血清アルブ ミンとビリルビンと

の結合に及ぼす各種抗生物質の影響 を比較検討 した結果,

CPZで 顕著 な遊離 ビリルビン量の増加が添加濃度依存的

に見 られたの に対 して,CPRで はCAZと 同様に高濃度添

加時において もほとんど影響が認め られなか った。 とこ

ろで,CPZ,CTX,CAZ及 びCPRの ヒ ト血清蛋白 との結合

率 はそれぞれ90.60.22及 び7%と 報告 されてお り5.8.21),

これ らの薬物の蛋 白結合率 とビリル ビン遊離作用の強 さ

との問にはある種の相関性 がうかがわれる。吉田 ら22)は

セ ファロスポ リン系抗生物質の構 造 とビリル ビン遊離作

用 との関係 について考察 してお り,特 にフェノール性水

酸基がアルブ ミンにおけるビリル ビン結合部位 との相互

作用 に重要 に関与 している事 を示唆 している。この観点

か らも,フ ェノール性 水酸基 を有 しないCPRは ビリルビ

ンとの競合性 が低 く,遊 離アルブ ミン濃度の上昇 に基づ

く核黄疸の誘因となる可能性 が極めて低い事 が支持 され

る。

以上の如 く,CPRは その蛋白結合率が極めて低 く,こ

の事が本薬の良好な組織移行性 及びin vivoにおける高い

抗菌活性に反映 されると共に,ビ リルピンとの競合性 も

低 く,こ れ らの観点か ら臨床使用 において も極めて有用

かつ安全なセフ ァロスポ リン剤 であ ると考え られる。
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PROTEIN BINDING OF CEFPIROME SULFATE IN MAN AND ANIMALS AND ITS

DISPLACING EFFECT ON BILIRUBIN BOUND TO HUMAN SERUM ALBUMIN

SHIGERLI TABATA, TAKESADA SH1MURA, TAKUMI MAEDA and SHORYO HAYASHI

Pharma Research Laboratories, Hoechst Japan, Ltd.,

1-3-2 Minamidai Kawagoe, Saitama 350, Japan

INTETSU KOBAYASHI

Laboratory of Chemotherapy, Mitsubishi Yuka Bio-Clinical Laboratories

AKIRA SAITO

College of Medical Technology, Hokkaido University

We compared the in vitro and in vivo binding of cefpirome sulfate (CPR) with rat, mouse, or human serum/plasma protein

with that of other antibiotics. Its displacing effect on bilirubin bound to human serum albumin was also examined.

The in vitro binding of CPR with rat serum protein was not affected by the compound concentration added (25-100 pg/ml)

or by the incubation time (15-60 min). Therefore, the rat and mouse serum protein binding of the compound added at 50

pg/ml was compared after 30-min incubation, with that of ceftazidime (CAZ), latamoxef (LMOX), cefoperazone sodium (CPZ),

cefotaxime sodium (CTX), and cefazolin sodium (CEZ). CPR showed 7.7% and 11.3% binding with rat and mouse serum

proteins, which were lower than the values of the reference antibiotics.

When the in vivo plasma protein binding of CPR was examined at 15 min to 4 h after administration (1 g. i.v.) to human

subjects, only 8.2-11.7% of the compound was bound to the protein at any time.

The displacing effect of CPR on bilirubin bound to human serum albumin was examined in vitro. CPZ and CTX, used as the

reference substances, displaced bilirubin, and the amount or free bilirubin increased in a concentration-dependent manner. By

contrast, even when a high concentration (800 pg/ml) of CPR was added, no significant liberation of bilirubin was observed.

reflecting the low protein binding of the compound.


