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デ ヒ ドロペプチダー ゼー1(DHP-I)の 組織内分布 の種差 と

panipenemの 代 謝に及ぼす影響
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Panipenem(PAPM)を 静 脈内投与 したときの代謝におけるデヒ ドロペプチダーゼ-1(DHP-

1)の 関 与を調べ るため,各 種動物の主要臓器におけ るDHP-1お よびPAPM分 解 活性 を測定 し

た。

Glycyldehydrophenylalanine(GDPA)を 基質 としたDHP-1活 性 を較べると,マ ウス,ウ サ

ギ,イ ヌ,サ ルおよび ヒトにおいては腎の活性が最 も高か ったが,ラ ットにおいては肺で最 も

高い活性を示 した。DHPI活 性 の高い臓器では概ねPAPMの 分解活性 も高 く,DHP-1がPAPM

の分解 に深 く関わっていることが示 されたが,高 いDHP-1活 性 を有す るヒト腎でのPAPMの

分解活性は比較的弱 く,基 質特異性に種差があることもわかった。

ラッ トにPAPMを 静 脈内投与 した後の血中濃度は,他 の動物に比 し著 しく速 く消失 した。こ

の時加水分解代謝物の生成率は高 く,肺 においてDHP-1がPAPMを よ く分解することによる

もの と考えられた。
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カルバペネム系抗生物質は,ジ ペプチダーゼの一種

であるデヒ ドロペプチダーゼー1(DHP-1)に より加水

分解 を受けることが知 られている1)2)。そ こで実験動物

におけ る各種臓器のDHP-1活 性 並 びにpanipenem

(PAPM)の 加 水分解活性を測定するとともに,こ れ ら

の動物にPAPMを 投与後の血中濃度を測定 しDHP-1

活性 のPAPM加 水分解活性に及ぼす影響 を考察 した。

1.実 験材料および方法

1.化 合物

PAPMお よびbetamipron(BP)は 三 共株式会社,第 一

生産技術研究所で製造 されたものを用いた(ロ ット番号,

PAPM:ZCP-102,BP:121)。

DHP-1の 活 性 測定 に用 いた基質glycyldehydro-

phenylalanine(GDPA)は,三 共株式会社,化 学研究所

で,ま たPAPM加 水 分解物R976-2は 分 析代謝研究所で

合成2)し たものを用いた。

2.実 験動物

マ ウス:ddY系,雄 性,体 重約20g

ラ ッ ト:Wistar Imamichi系,雄 性,体 重約300g

ウサ ギ:Japanese White系,雄 性,体 重約2.5kg

イヌ:Beagle系,雄 性,体 重約10kg

サ ル:Cynomolgus系,雄 性,体 重約4kg

(各n=3)

3.組 織 の採取

組織 としては肝,腎 および肺を用いた。マウス,ラ

ット,ウ サ ギの組織は摘出直後に,イ ヌお よびサルの

組織は摘出後-80℃ で保存 した ものを用いた。ヒ トの

組織は,杏 林大学医学部病理学教室において剖検時,

顕微鏡標本作製用に採取 した小組織片の整形の際に,

残余 した約19の 小組織片を用いた(n=3)。

4.酵 素液の調製

組織片 を細切 した後,組 織湿重量の4倍 量の50mM
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MES(2-(N-morpholino)ethanesulfonate,pH 7.0)

緩衝液を加え,グ ラステフロンホモジナイザー(B.braun

Melsungen AG)を 用 いて20%ホ モ ジネー トとし,酵 素

液 とした。

5.DHP-1の 活性測定

Campbellの 方法3)を一部変更 して用いた。即ち,反 応

液は50μM GDPA,25mM Tris-HCI緩 衝 液(pH7.4,

いずれも終濃度)お よび酵素液か ら成 り,全 量2.5mlと

した。

反応はUV測 定用キュベ ッ ト中で行い,酵 素液を加 え

る前に予め37℃ で加温 し,酵 素液 を添加するこ とによ

り反応を開始 した。反応はGDPAがDHP-1に よりglycine

とphenylpyruvateお よ びNH3に 分 解 され る と きの

GDPAの 減少速度を波長275nmで モニターし,対照液に

はGDPAを 抜 いた反応液を用 いた。

活性はCampbel1の 方 法に従 い ミリユニッ ト(mU)で

表 し,1mUは1分 間に1nmoleのGDPAを 加 水分解する

量を示している。なお,GDPAの 分 子吸光係数(ε)に は

1.53×104を 用 いて計算 した3)。

6.DHP-1に よるPAPM加 水分解活性の測定

1mMPAPMの50mMMES緩 衝 液(pH7.4)中 に,各

組織ホモジネー トを終濃度 として5%な い し10%に な

るように添加 し,反 応 を開始 した。反応の停止は3倍

量のメタノールを加 え,撹 拌す ることにより行 った。

反応停止後,遠 心分離 を行って除蛋 白をし,上 清中の

PAPMを 以下の高速液体 クロマ トグラフィー(HPLC)

に より測定 した。

カラム:YMC-ODS-A312(6×150mm,山 村化学)

移 動相:50mM酢 酸 緩衝液/メ タノー ル(9:1)

流速:1ml/min

検 出:UV(297nm)

7.動 物 におけるPAPMの 投与 と血 中濃度の測定

イヌ,ウサギお よびラッ トにPAPM50mg/kgを 静 脈

内投与し,常 法に従って採血,血 漿 を分離 したのち,

カラムスイッチング法を利用 したHPLC4)に よ り血漿中

PAPMお よひ加 水分解代謝物R976-22)の 測定 を行 った。

1)PAPMの 定量

PAPMの 定量法は以下の通 りである。

カラム1:G2000SW(7.5×300mm,東 ソー)

カラムII:YMC-ODS-A312(6×150mm,山 村 化学)

移動相1:20mMMES緩 衝 液(pH7.0)/メ タ ノール

(95:5)

移動相II:10mM SDS(sodium dodecylsulfate),20

mM MES緩 衝 液(pH7.0)/メ タ ノー ル

(75:25)

流速:1ml/min

検 出:UV(297nm)

2)R976-22)の 定 量

R976-2の 定 量法は以下の通 りである。

カラム1:G2000SW(7.5×300nm,東 ソー)

カラムII:セ ンシューパックNH2-2201N(6×200nm,

セ ンシュー化学)

移 動相1:5mM硫 酸 ナ トリウム,5mMリ ン酸緩衝

液(pH6.0)

移 動相II:移 動 相I/テ トラヒ ドロフラン(8:2)

流速:1ml/min

検 出:UV(210nm)

II.結 果

1.DHP-I活 性 の臓器分布 と種差並びにPAPMの

分 解活性 との相関

各種動物における肝,腎 お よび肺におけるGDPAを

用 いたDHP-I活 性 をTable 1お よびFig.1に 示 した。

Table 1. DHP-I activity') in several tissues of humans,

monkeys, dogs, rabbits, rats and mice (n=3)

*) DHP-1 activity was assayed using glycyldehydro-

phenylalanine as a substrate.
**)Not determined

DHP-I活 性 はラットを除 き,い ずれ も腎で最 も高 く,

中で もイヌが極めて高いことが示 された。 ヒ ト.サ ル

が イヌの約1/2の 活性,次 いでマウス,ウ サギ,ラ ッ ト

の順であった。肺におけるDHP-I活 性 はラットを除き,

腎の1/4～1/30と 低 く,肝 ではさらに低いことがわかっ

た。ラッ トにおけるDHP-Iは 肺,腎,肝 の順に高 く,

他 の動物 と比べ特異な分布であった。

一方
,PAPMの 分 解 活性(nmole/min/g組 織)は,

Table2お よびFig.1に 示 したとお りである。腎におけ

るPAPMの 加 水分解活性はウサギ,イ ヌで高 く,次 い

でラット.サ ル,マ ウスと続 き,ヒ トにおいては低い

ことが示された。一方,肺 における分解活性はラッ ト

で著 しく高 く,こ れらは次に高い活性 を示 したウサギ

の約18倍 高い活性であった。ウサギとイヌは同程度で,

ヒ ト肺の活性はさらに低 く,ラ ットの約1/70で あ った。

サル,マ ウスについては有意な加水分解活性は観察 さ
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lu; lung li;liver ki;kidney

Fig. 1. DHP-I distribution and its hydrolysis activity of panipenem
in several tissues of humans, monkeys, dogs, rabbits, rats, mice (n=3)

Table 2. Hydrolysis of panipenem by several tissues of

humans, monkeys, dogs, rabbits, rats and mice

(n=3)

*) Not determined ND; not detected

れなかった。肝におけ る活性についてはラッ ト.ヒ ト

以外の動物においては腎と肺の間の活性を示 したが,

サ ルを除 きいずれ も腎よ り著 しく低い活性であった。

2.DHP-1活 性 のPAPMの 血 中濃度におよぼす影

響

ラッ ト,ウ サギおよびイヌにPAPMを 単 回静注後の

血漿中PAPMお よび加水分解代謝物R976-22)の 濃度を

Fig.2～4に,ヒ トに60分 間持続静注後の血漿中のそれ

らを,臨 床第1相 試験の結果7)を 引用 してFig.5に 示 し

た。図中に示 したように,R976-2の 血漿中濃度下面積

(Area Under the Curve:AUC)と,R976-2とPAPM

のAUCの 和 に 対 す る比((AUC〕R976-2/〔AUC)

PAPM+〔AUC〕R976-2)は ラ ット,ウ サギ,イ ヌおよ

びヒ トでそれぞれ,0.59,0.17,0.32お よび0.20で あ

り,ラ ッ トにおけるR976-2の 生成率が著 しく大 きい。

このことは,肺 におけ るPAPMを 基質 としたDHP-1

の活性がPAPMの 血 中濃度に大 き く関わっていること

を示唆するものである。

III.考 察

PAPM等 の カルバペネム系抗生物質は哺乳動物のも

つDHP-1に よ り加水分解 され1),PAPMはDHP-1と

の反応により加水分解代謝物R976-2を 生 成することは

報告した2)。DHPIは 腎の近位尿細管上皮に高濃度に

分布 し5)6),その 活性は一般に合成のデ ヒ ドロペプチ ド

であるGDPAの 加 水分解速度を もって表現 される3)。
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[AUC]R976-2

/[AUC]panipenem+[AUC]R976-2
=0 .59

Fig. 2. Plasma concentration of panipenem and R976-2 after
I.V. administration of ['4C] panipenem to rats
(50mg/kg, n=3)

[AUC]R976-2

/[AUC]panipenem+[AUC]R976-2
=0 .32

Fig. 4. Plasma concentration of panipenem and R976-2 after

I.V. administration to dogs (50N/kg , n= 3)

PAPMは,こ のGDPAと 類似 した構造 を有 し(Fig .6),

矢印で示 したペプチ ド結合部分が攻撃され,加 水分解

されると考えられ る。

我々は,PAPMの 主要排泄臓器である腎,血 中濃度

に関与すると考えられる肺および肝について,そのDHP

-1活 性
,PAPM分 解 活性を測定 した。さらにPAPM(ヒ

トの場合はPAPM/BP)を 投 与した後の」血漿中PAPMと

R976-2の 濃度 を測定 し,こ れ らの臓器におけるDHP-

1活 性,PAPM分 解 活性 とin vivoに おけ るPAPMの 代

謝分解 との相関 を検討 した。

DHP-1の 活性はCampbellの 方法3)に従 って ミリユニ

ット(mU)単 位 で表 したが,PAPMの 分解速度(nmole/

min/9組 織)と 同一の単位 である。

腎におけるPAPM加 水 分解活性 は,ウ サ ギ,イ ヌ,

ラッ ト.サ ル,マ ウス,ヒ トの順であった(Table2)。

しか しながら,invivoに おけ る静脈内投与後のPAPM

[AUC]R976-2

/[AUC]panipenem+[AUC]R976-2
=0.17

Fig. 3. Plasma concentration of panipenem.and R976-2 after

I.V. administration to rabbits (50mg/kg, n= 3)

[AUC]R976-2

/[AUC]panipenem+[AUC]R976-2
=0 .20

Fig. 5. Plasma concentration of panipenem and R976-2 after

D.I. administration of panipenem/betamipron to

human volunteers (1000mg/1000mg /body , n= 5)

の尿中回収率は,こ のin vitroにおけるPAPM分 解 活性

とは必ず しも相関せず,例 えばウサギのPAPM分 解 活

性はラッ トのそれのL5倍 高いが,尿 中回収率 はいずれ

も約40%と 有 意な差は見られていない7)。また,腎 にお

け るDHP-1活 性 の種差 も,これ ら動物の尿中回収率 を

説明できるものではなかった。以上,DHPI活 性 が

PAPMの 加 水分解に大きく関わっていることが示され

たが,高 いGDPA分 解 活性 を有す るヒ ト腎で も,PAPM

の加 水分解活性は他の動物種 よりも低 く,DHP―1の 基

質特異性には種差があることも明らかになった。

一方
,肺 におけ るGDPAとPAPM分 解 活性はラッ ト

において著 しく高 く,他 の動物の20倍,あ るいはそれ

以上の活性を有 していることが明らかになった。Fig.

2～5に 示 したように,PAPMを 静 脈内投与 した後の血

中濃度は ラットでは他の動物に比 し速 く消失 し,加 水

分解代謝物R976-2の 生成率 も著 しく高いことは,こ の
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Panipenem

GDPA

Fig. 6. Enzymatic hydrolysis of GDPA and panipenem

by DHP-I

肺におけるPAPM分 解 活性によるもの と考 えられる。

また,肝 におけるPAPM分 解 活性の種差か ら,ラ ッ ト

にみられ る血中濃度の速い消失を説明することは困難

であった。

ヒトにおけ るDHP-IのPAPM分 解 活性は,腎 では

やや高いが,肺 で極めて低い。ヒ トにPAPM/BP投 与

後のPAPMの 血 中濃度 と尿中回収率を,DHP-I阻 害

剤配合のイ ミペネム/シ ラスタチン(チ エナム(R))投与

後のイミペネムのそれと比較するとき,血 中濃度はPAPM

でや や高 く,尿 中回収率ではイ ミペ ネムで高いと報告

されている7)。この ことは ヒトにおけるPAPMの 代 謝も

DHP-Iの 臓器分布,特 に腎と肺の活性に強 く依存して

いることを示唆するものである。
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IN VITRO DEHYDROPEPTIDASE - I ACTIVITY AND ITS

HYDROLYTIC ACTIVITY OF PANIPENEM IN SEVERAL TISSUES

IN ANIMAL SPECIES AND THEIR INFLUENCE

ON THE DISPOSITION OF PANIPENEM IN VIVO

Hidekuni Takahagi", Takashi Hirota",Yoko Matsushita1),

Shigeki Muramatsu", Minoru Tanaka", and Eiichi Matsuo2)

1)Analytical and Metabolic Research Laboratories, Sankyo Co., Ltd.

2-58 Hiromachi 1-chome, Shinagawa-ku, Tokyo 140, Japan

2)Department of Pathology, Kyorin University, School of Medicine

The influence of dehydropeptidase- I (DHP-I) activity on the elimination of panipenem (PAPM)
in vivo was studied by examining glycyldehydrophenylalanine (GDPA) and PAPM hydrolytic activ-
ities in several tissues in animal species.

Renal GDPA hydrolytic activity was the highest in mice followed with rabbits, dogs, monkeys and
humans, while in rats, it was the highest in the lung.

Tissues with high DHP-I activities have mostly high PAPM hydrolytic activity, which suggests
DHP-I is strongly associated with the hydrolytic metabolism of PAPM. On the other hand , since the
high DHP-I activity of human kidney has rather low PAPM hydrolytic activity, there exist species
differences in substrate specificity of the DHP-I.

In rats, the plasma elimination of PAPM was the fastest accompanying with high plasma concen-
tration of the hydrolytic product among animal species tested.

These results indicate the metabolic disposition of PAPM is deeply dependent on DHP- I activity
especially in the lung and the kidney.


