
1418 CHEMOTHERAPY DEC.1992

Cefpiramideの 胆汁内移行 にお よぼす各種薬剤の影響

宮 司 厚 子

帝京大学医学部第2内 科。

(平成4年6月15日 受付 ・平成4年7月21日 受理)

肝排 泄型抗 生剤 で あるcefpiramide(CPM)の 肝 内輸 送経 路 を明 らか にす る目的 で・ratを

用 い,1)CPMの 胆 汁 内 移行 にお よぼ す他 剤 の影 響,2)sulfobromophthalein(BSP)の 肝

cytosolへ の結 合 にお よぼ すCPMの 影 響,3)肝91utathioneS-transferase(GST)活 性 に

お よぼすCPMを は じめ とす る薬 剤 の影 響,4)肝 内vesicle輸 送 の関与,に つ いて検 討 した。

CPM(20mg/kg)投 与2分 前 に,indocyaninegreen(1CG)25mg/kg,BSP35mg/kg,

bilirubin7.5mg/kgを 前 投与 す る と,CPM単 独投与 時 に比 べ,120分 まで のCPMの 胆 汁 内

回収 率 はそれ ぞれ44.1%,39.4%,64.8%に 減 少 した。同 じ く肝 排泄 型 の 薬 剤 で肝 薬 物 代 謝

酵 素系 と関連 す るpropranolol,metoprololの 前 投与 で は,い ずれ の場 合 もCPMの 胆 汁 内排

泄 に有意 な抑 制 は認 め られ なか った。 次 に,BSP(0.02mM)を 肝cytosol(1.5m1)に 添加

して行 っ たSephadexG-75super丘neに よ る カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィー で は,CPM(45・O

mM)添 加 に よ り,GST分 画 へ 結 合 したBSPの73.8%が 抑 制 され た。 ま た,肝cytosolの

GST活 性 に対 す る各 薬 物 の 影 響 に つ い て は,ICG(阻 害 定 数Ki=o.12μM),BSP(Ki=3

μM),bilirubin(Ki=0.039mM),CPM(Ki=0.74mM)の 順 に 強 い 酵 素 阻 害 を 示 し た。

propranolol,metoprololは 阻害 を示 さなか っ た。 さ らに,肝 内vesicleに よ り輸 送 され る分

泌型IgAやvesicle輸 送 を阻 害 す るcolchicineを 前投 与 した場合,CPMの 胆 汁 内移 行 に有 意

な変 化 は認 め られ なか った。diethylmaleateに よ り肝 内GSH量 を減 少 させ た場 合 に も,

CPMの 胆 汁内排 泄量 は変化 しなか った。 以上 の結 果 よ り,CPMはvesicle系 や肝薬 物 代 謝酵

素 系 とは異 な り,主 にGSTをcarrierproteinと す るICG,BSP,bilimbinな どのorganic

anionと 共通 の経 路 で肝 内輸送 され,胆 汁 中 に排泄 され る と考 え られ,CPMの 肝 内輸 送 蛋 白

としてのGSTの 役割 が示唆 され た。
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抗 生物 質 は,そ の体 内 動態 の 違 い に よ り,肝 排 泄 型 と腎

排 泄 型 に分 け る こ とが で きる。β-lactam剤 の 多 くは 腎排

泄 型 で あ る が,肝 排 泄 型 の も の と し て はcefpiramide

(CPM),cefoperazone(CPZ),ceftriaxone(CTRX)な

どが知 られ て い る。 これ らの β-lactam剤 は,濃 度 勾 配 に

さか ら って血 清 か ら胆汁 内 へ輸 送 され る が,そ の肝 内輸 送

機構 の全容 はい まだ明 らか で はない。

現 在 まで に知 られ て い る薬物 の肝 内輸 送 経 路 に は以 下 の

よ うな もの が考 え られ て い る。(1)肝 薬 物代 謝酵 素 系(主 と

し て チ トク ロ ー ムP-450)を 経 て胆 汁 内 に排 泄 され る経

路,(2)carrierproteinと 結 合 して肝 内輸 送 され る経 路,(3)

pinocytosisに よ り取 り込 まれ,vesicleに よ り輸 送 され,

胆 汁 内 に排 泄 され る経 路,等 で あ る。

一般 には
,肝 細胞膜 での輸送 が β-lactam剤 の胆 汁中へ

の移行に重要な役割 を持 ってい ると考 えられている1.2,。

一方
,西 谷 ら鋤 は,胆 汁排泄型抗生物質 の肝内輸送機構

につ い て検 討 し,肝glutathione S-transferase(GST)

がこれ らの抗生剤の肝内輸送 に重要な役割 を果 たしている

可能性 を指摘 している。

そ こで今 回,主 として肝 排 泄型 のい くつか の薬 剤 と

CPMを 併用 し,CPMの 胆汁内排泄機構 とGSTと の関連

について検討 した。

1.材 料 と 方 法

材 料

実 験 動 物:9～11週 齢 のSprague-Dawley(SD)

rat雄(BW304～4259:船 橋 農場)を 使 用 した。

*東 京都板橋 区加賀2-11-1
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薬 剤:以 下 の も の を 使 用 し た 。

Cefpiramide (CPM):住 友 製 薬,indocyanine

green (ICG), sulfobromophthalein (BSP):第 一 製

薬,bilirubin, diethyl maleate:和 光 純 薬 工 業,col-

chicine, d1-propranolol, reduced glutathione

(GSH): Sigma chemical co., St. Louis, U. S. A.,

metoprololl藤 沢 製 薬,分 泌 型IgA:コ ス モ ・バ イ オ,

実 験 方 法

1.CPMのrat胆 汁 内 移 行 に お よ ぼ す 各 種 薬 剤 の

影響

SDrat(各 群5～7匹)を,pentobarbital sodium

(25～50mg/kg)の 腹 腔 内 投 与 に て 麻 酔 し,開 腹 し

た。 総 胆 管 に ポ リエ チ レ ン静 脈 チ ュ ー ブ(3Fr.,八 光

商 事)を カ ニ ュ レ ー シ ョ ン し,約10分 間,胆 汁 流 出

が 良好 な こ と を確 認 し た 。 そ の 後,そ の 大 部 分 が 胆 汁

内 に移 行 す る こ とが 知 られ て い るICG, BSP, bilir-

ubinを 用 い て,CPMの 胆 汁 内 移 行 に お よ ぼ す 影 響 を

検討 した。

ICGは25mg/ml液 を 作 製 し,25mg/kg(ratBW

当 た り)を 約1分 間 で 頚 静 脈 よ り注 入 した(以 下,注

入 時 間,静 注 部 位 は同 様 に し て 行 っ た)。BSPは,原

液 を 生 食 で 希 釈 し,35mg/mlと し,35mg/kgを 静

注 し た。bilirubinは1NのNaOHで 溶 解 し,phos-

phatebuffer(PB)を 加 え,7.5mg/mlと し,pH=

7.4に 調 整 し た 。CPMはICG,BSP, bilirubin投 与

の2分 後,20mg/ml(0.1MPBで 溶 解)を20mg/

kg静 注 し,そ の10,20,30,45,60,90,120分 後 に胆

汁 を採 取 し た(control群 はCPMの み 同 量 を1分 間

か け て静 注 した)。 次 に,チ トク ロ ー ムP-450を 主 と

す る肝 薬 物 代 謝 酵 素 系 を 経 て胆 汁 中 へ 移 行 す る こ とが

知 られ て い る肝 排 泄 型 β-blockerで あ るpropranolol

とmetoprololの 輸 送 経 路 と,CPMの 輸 送 経 路 と の

関 係 を調 べ る 目 的 で,propranolol20mg/ml(蒸 留

水 に 溶 解)を5mg/kgで 静 注,metoprolol 15mg/

m1(蒸 留 水 に 溶 解)を15mg/kgで そ れ ぞ れ 静 注 し,

2分 後,CPM(20mg/kg)を 静 注 し て,同 様 に,10,

20,30,45,60,90,120分 後 に 胆 汁 を採 取 した 。 さ ら

に,肝 排 泄 の も う1つ の 経 路 で あ るpinocyteか ら

vesicleに よ る輸 送 と,CPMの 輸 送 経 路 と の 関 連 を 調

べ る 目的 で,vesicleに よ り輸 送 され る こ と が 知 ら れ

て い る,分 泌 型IgA(1.25mg/rat)の 静 注2分 後 に

CPM(20mg/kg)を 静 注 し,10,20,30,45,60,90,

120分 後 に胆 汁 を 採 取 し た 。

次 に,vesicle輸 送 に 重 要 な 役 割 を 果 た すmicrotu-

bulesを 破 壊 す る作 用 の あ るcolchicine3mg/kg(生

食 に 溶 解)を 腹 腔 内 投 与 し,3h後 にCPM(20mg/

kg)を 静 注 し,そ の15,30,45,60,90,120分 後 に胆

汁 を 採 取 し た 。

最 後 に,肝 内GSH量 が,CPMの 肝 内 輸 送 に 関 係

す るか ど う か を調 べ る 目 的 で,肝 内GSH量 を 減 少 さ

せ る こ とが 知 ら れ て い るdiethylmaleate(450mg/

kg)を 腹 腔 内 投 与 し,そ の1h後 にCPM(20mg/

kg)を 静 注 し,そ の10,20,30,45,60,90,120分 後

に胆 汁 を 採 取 し た。 胆 汁 中 のCPM濃 度 の 測 定 は,採

取 し た 胆 汁 を そ れ ぞ れ20倍 希 釈 し,HPLC法

(HPLC: Waters, column: Bondapak C, mobile

phase: 1/15MPBpH 7.0: acetonitrile= 86.5: 13.5,

nowrate:1.5m1/mim,吸 光 度:235nm)ま た はbio-

assay法(円 筒 寒 天 平 板 法,検 定 菌:Bacillussubtilis

ATCC6633)に て 測 定 し た。

胆 汁 量 は,胆 汁 重 量 を 化 学 秤 量 に て 測 定 し,胆 汁 の

比 重 を1.0g/m1と し て算 出 した 。

2.肝91utathionS-transferase(GST)活 性 に お

よ ぼ す 各 種 薬 剤 の 影 響

GST活 性 の 測 定 は,基 質 と し て,1-chloro-2,4-

dinitrobenzen(和 光 純 薬 工 業),緩 衝 液 と し て,0.1

MPBpH6.51mMGSHを 用 い て,Habigら の 方

法101に よ り,吸 光 度340nmに て 室 温 で 測 定 し た。 各

種 薬 剤 の 影 響 は,BSP, ICG, bilirubin, propranolol,

metoprolo1,CPMを 肝cytosolに 添 加 し,検 討 した 。

阻 害 形 式 と 阻 害 定 数(Ki)は,s/v-splotよ り 求 め

た。

3.肝cytosolとBSPの 結 合 に お よ ぼ すCPMの

影 響

肝cytosolは,SDrat(9週 令)の 肝11万G上 清

を 用 い た8)。 肝cytoso1とBSPの 結 合 は,肝cytosol

1.5mlにBSP 0.025mgを 添 加 し,4℃ で30分 静 置

後,SephadexG-75supernne(PharmaciaLKBbio-

technology AB, Uppsala, Sweden)に よ るcolumn

chromatography (C16/100 Pharmacia, fine chemi-

cals,UpPsala,Sweden)に よ り,20mMPBpH7.4

で 溶 出 し,行 っ た(Bedvolume166.8ml,2ml/15

min/fraction)。

CPMの 肝cytosolとBSPの 結 合 に お よ ぼ す 影 響

は,CPM(50mg/m1)2m1を 肝cytosol1.5mlに 添

加 し,10分 後BSPO.025mgを 添 加 し た も の を4℃,

30分 静 置 後,上 記 と同 じ 条 件 でcolumn chromato-

graphyを 行 っ た。

肝cytosolの 蛋 白 濃 度 は,分 光 光 度 計(日 立A

220)を 用 い て,280nmの 波 長 で 測 定 し た 。BSPは,

columnchromatographyで 得 ら れ た 各fractionの

0.3m1に0.1NのNaOH2.4m1を 添 加 し,蒸 留 水
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を対照 に,上 配分 光 光 度計 の波 長580,560,600nm

でそれ ぞれの吸 光度A.B,Cを 求 め,補 正 吸光度 〔A

-(B+C)/21を 算 出
,BSP標 準 液の それ と比 較 し,求

めた。

有 意差検 定 は,Non-Pairedstudent'st-testに よ り

行 い,p<0.01を 有意差 あ りとした。

IL結 果

1。CPMのrat胆 汁 内移 行 に お よぼ す各 種 薬剤 の

影 響

(1)BSP併 用投 与 時 に お け るCPMの 胆 汁 内排 泄

量 の変化 をFig。1に,CPMの 回収 率 の 変化 をFig.2

Fig. 1. Effects of BSP on biliary excretion of

cefpiramide.

BSP: sulfobromophthalein, CPM: cefpiramide,

•Z-•Z:CPM (20mg/kg , n=7), •œ-•œ: CPM+

BSP (CPM: 20mg/kg, BSP: 35 mg/kg, n=5),
*p<0 .01

Fig. 2. Effects of BSP on biliary recovery rate of

cefpiramide.•Z-•Z

: CPM (20mg/kg, n=7), 6-41: CPM+

BSP (CPM: 20mg/kg, BSP: 35mg/kg, n=5),
*p <0 .01

に 示 す。BSP投 与 群 で は,contro1群 に 比 較 し,

CPMの 胆 汁 内移 行 は有 意 に抑 制 され た。CPMの 時

間体 重 当 た りの胆 汁 内排 泄 量(μg/kg・min)は,30

分 まで が有 意 に抑制 され てお り,10分 での胆 汁 内 排

泄 量 はcontrol群 が200.8μg/kg・minに 対 し,BSP

投 与 群 で は17.2μg/kg・minで あ り,抑 制 率 は91.4

%で あ っ た。 また,CPMの 回収 率 は60分 まで が 有

意 に抑 制 され て お り,120分 に お け る 回 収 率 はcon-

tro157.1%に 対 し,BSP投 与 群 で は25.2%で あ り,

抑 制率 は55.9%で あっ た。

(2)ICG併 用投与 時 にお け るCPMの 胆 汁排 泄量 の

変 化 をFig.3に,CPMの 回収 率 の変 化 をFig.4に 示

Fig. 3. Effects of ICG on biliary excretion of

cefpiramide.

ICG: indocyanine green, 0-0: CPM (20 rne

kg, n= 7), •œ-•œ: CPM + ICG (CPM: 20 mg/kg,

ICG: 25mg/kg, n=5), *p<0.01

Fig. 4. Effects of ICG on biliary recovery rate of

cefpiramide.

•Z-•Z: CPM (20mg/kg, n=7),•œ-•œ: CPM+

ICG (CPM: 20 mg/kg, ICG: 25 mg/kg, n=5),
*p<0 .01
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す。ICG投 与 群 で は,CPMの 胆 汁内 排泄 量 と回収 率

にさらに著 明 な抑制 が 見 られ,胆 汁 内排 泄量 の90分

値 まで と回収率 の120分 値 までが有意 に抑制 されて い

た。10分 で の胆 汁 内排 泄量 は,control群200.8μg/

kg・minに 対 し,ICG投 与 群 で は16.9μg/kg・minで

あり,controlに 比 べ,そ の91.6%が 抑制 され た。 ま

た,ICG投 与 群 の120分 に お け る 回 収 率 はcontro1

57.1%に 対 し,22.5%で あ り,抑 制 率 は60.6%で あ

った。

(3)Bilirubin併 用投 与 時 に お け るCPMの 胆 汁 排

泄量 の変化 をFig.5に,CPMの 回収 率 の 変化 をFig.

Fig. 5. Effects of bilirubin on biliary excretion of

cefpiramide.

o—o: CPM (20 mg/kg, n=7), •œ-•œ: CPM+

bilirubin (CPM: 20 mg/kg, bilirubin: 7.5mg/

kg, n=5), *p<0.01

Fig. 6. Effects of bilirubin on biliary recovery

rate of cefpiramide.

•Z-•Z: CPM (20mg/kg, n=7),•œ-•œ: CPM+

bilirubin (CPM: 20 mg/kg, bilirubin: 7.5 mg/

kg, n=5), *p<0.01

6に 示 す。Bilirubin投 与群 で は,CPMの 胆 汁 内排 泄

量 の30分 値 まで と,回 収 串 の60分 値 まで が有意 に抑

制 され てお り,10分 で の胆 汁 内排 泄量 は,control群

200.8μg/kg・minに 対 し,bilirubin投 与 群 で は78.4

μg/kg・minと そ の約61%が 抑 制 され た。 ま た,120

分 にお け る回収 率 は,contro1群57、1%に 対 し,bilir-

ubin投 与 群 で は37.0%で あ り,抑 制 率 は35.2%で あ

っ た。

(4)Propranolo1投 与 群 で は,回 収 率 の20分 か ら

60分 に か けて有 意差 が認 め られ たが 胆 汁 内排 泄 量 に

は有意 差 は認 め られ なか った。

(5)Colchicine, diethyl maleate, metoprolol,

IgA投 与 群 で は,contro1群 と比 較 して,CPMの 胆

汁 内排 泄 量,回 収 率 と もに有 意 差 は認 め られ な か っ

た。各 薬 剤 投与 時 の経 時 的 な胆 汁 量 をTable1に 示

す。ICG,propranolo1併 用群 で は,contro1群 に比 べ

胆 汁量 が少 な い傾 向 がみ られ,一 部 で有意 に抑 制 され

て いた。

2。 肝GST活 性 に お よぼす各種 薬剤 の影響

CPMの 肝 内輸 送 にGSTが 関与 して い る とす れ ば,

各 薬 物 がGSTに 結 合 し,GST活 性 を阻 害 す る こ と

が考 え られ る。

各 薬 剤 のKiと 阻 害 形 式 をTable2に 示 す。肝

GST活 性 に対 して 強 い阻害 を示 した 薬 剤 を順 に並 べ

る と,ICG,BSP,bilirubin,CPMと なっ た。ICGの

Kiは,0.12μMと 肝GST活 性 に対 して最 も強 い 阻

害 を示 し,阻 害 形 式 は非 拮 抗 型 で あ っ た。BSPは 非

拮抗 型 阻害 を示 し,Kiは3μMで あ った。CPMも 肝

GST活 性 に対 して非 拮 抗型 阻 害 を示 し,(Fig.7)Ki

は0.74mMで あっ た。

3.肝cytosolとBSPの 結 合 に お よぼ す各 種 薬 剤

の影響

酵素 阻 害 で見 られ たBSPとCPMの 関 係 が 実 際 に

肝GSTと の 結 合 で も見 られ る か ど う か をrat肝

cytosolにBSPを 添加 して行 ったcolumnchromato-

graphyに て検 討 した。 そ の結果,GSTのpeakfrac-

tionに お け る吸 光 度280nm当 た りの結合BSP量 は,

BSP単 独 群 の5.03nMに 対 し,CPM併 用 投 与 群 で

は,1.32nMとBSPのGST分 画 へ の結 合 の 低 下 が

認 め られ,BSP単 独群 に比 べ,73-8%の 結 合 が 阻 害

され た(Fig.8(1),(2))。

III.考 案

β-lactam剤 の肝 内輸 送経 路 に は数種 類 の ものが考

え られ て い るが,そ の全容 はい まだ明 らか で は な い。

薬物 の主 要肝 内輸送 経路 と して,現 在 まで の と ころ以

下 の ものが考 え られて い る。(1)肝薬物代 謝酵 素 系(主
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Table 1. Amounts of bile excreted (pl/min.kg, meantSD)

*p<0 .01

CPM: cefpiramide.

Table 2. Inhibition constants (KO of

various agents for GST

nd: not determined

Fig. 7. Noncompetitive effect of cefpiramide on

GST.

GST: glutathione S-transferase, s: concentra-

tions of 1-chloro-2,4-dinitrobenzene, v: initial

velocity of GST, Ki=0.74mM

と して チ トクロー ムP-450)を 経 て胆 汁 内へ排 泄 され

る経 路,(2)carrierproteinと 結 合 して肝 内輸 送 され

る経 路,(3)pinocytosisに よ り取 り込 まれ,vesicleに

よ り輸 送 され胆汁 内 へ排 泄 され る経 路,等 であ る。

今 回,代 表的 な胆汁 排 泄型抗 生 物質 で あ るCPMに

い くつか の薬物 を併用 し,そ れ らの薬 物 がCPMの 胆

汁 内移行 にお よぼす影響 を検討 した。

ま ず,肝 薬 物 代 謝 酵 素 系 を 介 す る 薬 物 と し て

propranolol4),metoprolol4)を そ れ ぞ れCPMと 併 用

投 与 し,CPMの 胆 汁 内移 行 に お よぼ す肝 薬 物代 謝酵

素系 の影響 に つい て検 討 した。

Control群 に比 較 し,metoprolol併 用 群 に はCPM

の胆汁 内排 泄量,回 収 率 ともに有意 差 は認 め られ なか

っ た。一 方,propranolo1併 用 群 で は,CPMの 胆 汁

内排 泄 量 に は有 意 差 は認 め られ なか っ たが,回 収率

は,20,30,45,60分 で 有 意 差 が 認 め ら れ,上 記4

点 を平 均 す る と,control群 に比 べ約30.9%の 回収率

の低下 が認 め られ た。 この回収 率 の低下 の原 因 につい

て は,胆 汁 量(Table1)が,CPM単 独投 与 群 に比

べ,propranolol併 用 群 で は少 な い 傾 向 が 見 ら れ,

20,30,45,60分 に お け る 平 均 値 で 比 較 す る と,

control群 に比 べ約32%の 胆 汁量 の減少 が認 め られる

こ とか ら,propranolo1併 用群 に お け るCPMの 回収

率 の低 下 は,胆 汁量 の減 少が 影響 した可能性 が強 い と

考 え られ た。

この実験 結 果 は,CPMはpropranololやmetopro-

lolの 肝 薬物 代 謝酵 素 系 を介 す る経 路 とは異 なっ た肝
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(1)

(2)

Fig. 8. 0 Binding patterns of BSP to liver
cytosol.
t: GST peak fraction

(2) Binding patterns of BSP to liver cytosol
in the presence of cefpiramide.
t: GST peak fraction

内輸送経路 を通 る こ とを示唆 してい る。

次 に,CPMの 胆 汁 内 移 行 に お よ ぼ すorganic

anionの 影 響 を 調 べ る た め,CPMとICG,BSP,

bilirubinを そ れ ぞ れ併 用投 与 し て検 討 した と こ ろ,

ICG,BSP,bilirubinな どのorganicanion併 用群 で

は,contro1群 に比 べ,CPM胆 汁 内 排 泄 量,回 収 率

とも著明 な抑制 が見 られ,も っ と も差 の あ る投 与 後

10分 で比較 す る と,胆 汁 内排 泄量 は,organicanion

群 で はcontro1群 の1/12～2/5に 減 少 し,回 収 率 は

organicanion群 はcontrol群 の1/2～2/3で あ っ た

(Figs1～6)。

これ らの 結 果 か ら は,CPMとICG,BSP,bilir-

ubinな どのorganicanionは 共 通 の 肝 内輸 送 経路 を

通 る可能性 が 示唆 され る。 なお,OrganiCaniOnの 中

ではICG併 用 群 でCPMの 胆 汁 内 排 泄,回 収 率 の 最

も著 明 な減 少 を認 めたが,こ れ には胆 汁 量 自体 の滅 少

も関与 してい る と考 えられ る(Table1)。

CPMの 胆 汁 内排 泄 と胆 汁酸 の排 泄機構 との 関連 に

つ い て は,内 田5)がratで 検 討 し,CPMはorganic

anionお よび胆 汁酸 グ ル クロナ イ ド.胆 汁酸 サ ル フ ェ

ー トに共通 で,通 常 の胆 汁 酸 とは異 な る排 泄経路 に よ

り胆汁 内排 泄 され てい る と報告 してい る。

一 方
,森 ら6)は,ratにcolchicineを 前投 与 し,mi-

crotubulesを 破 壊 し。ICGを 投 与 し た と こ ろ,co1-

chicine投 与 群 で は。contro1群 に 比 べ,ICGの 血 漿

消 失時 間の遅 延,胆 汁 内排 泄量 の有意 な減 少が認 め ら

れ た こ とか ら,ICGに は,vesicleを 通 り肝 内輸 送 さ

れ る系 も存在 す る ことを示唆 した。

今 回 の実験 で,CPMとICGは 共通 の肝 内輸 送経 路

を通 る ことが 示唆 され たが,CPMも また,vesicle系

とも関 係 してい るか どうか を調 べ るた め,colchicine

を前投 与 し,microtubulesを 破 壊 し,vesicleの 動 き

を止 め た群 で のCPM投 与 実験 と,さ らにvesicleで

肝 内 輸 送 され る分 泌型IgAと の併 用 実 験 を行 っ た。

そ の結果,い ずれ もcontro1群 とは有 意差 を認 め なか

った。 この こ とは,CPMの 肝 内輸 送 にvesicleroute

は関 係 してい ない ことを示 唆 して いる。

さて,薬 物 の肝 内 輸送 経 路 にか かわ る肝 内carrier

proteinに は数 種 類 の もの が知 られ て い る7)が,今 回

の 実験 で は,glutathione(GSH)抱 合 に 際 し,基 質

とGSHを 結 びつ ける作用 を もつglutathioneS-tran-

sferase(GST)のcarrierproteinと して の役割 に注

目 した。

まず,カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィー に よる肝cytosol

分 画 と,BSPと の 結 合 実 験 で は,BSPは,GST活

性 の ピー ク に一致 して結 合 が見 られ,(Fig.8)CPM

を あ らか じめ添 加 して行 った 同 様 の 実験 で は,BSP

のGST分 画 への 結合 の抑 制 が認 め られ た。 この こ と

は,BSPとCPMの 両者 がGSTに 結 合す る こ とを示

唆 してい る。

今 回の実験 で は,実 際 に結 合 したCPM量 の測 定 は

行 っ てい な いが,西 谷 ら8)は,mouseのcytosol分 画

と14C-CPMと の結合 実験 で,14C-CPMがGST分 画

に結 合 して い る こ とを示 し,さ ら に,ICG添 加 に よ

り,14C-CPMのGST分 画 へ の 結 合量 は低 下 す る こ

とを示 した。

この こ とは,今 回 のBSPのGST分 画 へ の結 合 の

抑 制 が,CPMのGST分 画 へ の結 合 に よ る もの で あ

る とい う今 回の推論 を裏 づ けて い る と考 え られ る。

と こ ろで,GSTが 各 種 薬 剤 と結 合 す る とす れ ば,

その酵 素活 性 も阻 害 され る と考 え られ る。肝cytosoI
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分 画 にICG, BSP, bilirubin, CPM, propranolol,

metopro101を 添 加 して,GST活 性 の阻 害 実験 を行 っ

た と ころ,ratに お い てCPMの 胆 汁 内 移行 に影 響 を

与 えな か っ たpropranolol, metoprololはGST活 性

を阻害 しな いが,CPMの 胆 汁 内移行 を著明 に抑 制 し

たICG,BSP,bilirubinは 程度 に差 はあ るがGST活

性 を著 明 に阻 害 した。

これ らの 結 果 は,CPMはpropranolol, metopro-

101と は異 な り,ICG, BSP, bilirubinと はGSTを 介

した共通 の経 路 で肝 内輸送 され てい る可能 性 を裏付 け

る結果 で あった。

ま た,各 薬 物 の 阻 害 定 数(Table2)を 見 る と,

CPMは 最 大 で あ り,GSTへ の結 合 力 は4者(ICG,

BSP,bilirubin,CPM)の 中で は もっ とも弱 い と考 え

られ た。 また,カ ラム ク ロマ トグラ フィーの実験 にお

い て,BSPのGST分 画 へ の 結 合 を抑 制 す る の に,

CPM(45,0mM>はBSP(0.02mM)の 約2,250倍

を用 い た が,阻 害 係 数 を見 る と,CPM(0.74mM)

はBSP(3μM)の 約2,000倍 で あ り,阻 害定 数 の比

率 と結 合実験 の比 率 とはほ ぼ相 関 して いた。 この こ と

は肝CPMと 肝GSTの 結合 力 は比較 的 弱 い こ とを示

してい るが,ICG,BSP,bilirubinの 選択 的胆 汁排 泄

とCPMの 胆 汁 内排 泄 の程度 の差 を考 え る と当然 の結

果 と考 え られ る。

さ らに,肝 内GSH量 とCPMの 胆 汁 移行 の関 連 に

っ い て も検 討 を加 えた。Davisら9)はratを 用 い,今

回 の実験 と同量 のdiethylmaleateを 前投 与 した群 で

は,contro1群 に比 べ,肝 内GSHレ ベ ル は投与 前 の

16%ま で 減 少 し た と報 告 し て い る。 ま た,BSPの

GSH抱 合 量 の低 下 に伴 い,BSPのGST分 画 へ の結

合量 が増 加 した こ とを も示 した。今 回,GSTの 基質

で あ る肝 内GSH量 を減 少 させ て,CPMの 胆汁 内排

泄量 が どう変化 す るか をcontrol群 と比較 した とこ ろ

有意 差 は認 め られ ず,肝 内GSH量 の 減 少 は,CPM

の肝 内輸送 に影響 をお よぼ さな い と考 え られ た。

抗生 剤 の胆 汁移行 につい て考 える場 合,血 管側 の肝

細 胞膜 や細胆 管側 の細胞膜 の働 きは重要 で ある と考 え

られ てい る。

肝 細 胞 膜 輸 送 に 関 し て は,寺 崎 らDはben-

zylpenicillin (PCG)は,Naイ オ ン と は無 関 係 の,

carrier mediated transport systemに よ って肝細 胞 に

取 り込 まれ る と結 論 づ けて お り,CPMも ま た,Na

イオ ンとは無 関係 で あった と報告 して い る。 そ してほ

とん どすべ て の β-lactam剤 がPCGと 同様 の経 路 で

輸 送 され る もの と推定 して い る。 また,PCGとCPM

の肝細胞 へ の取 込 み にはcarrier mediated uptake

systemが 関与 して い る と考 え られ る と述 べ て い る2,。

今 回得 られ た結果 は,辻 らの肝細 胞uptakeを 検 討 し

た実験 結果 と相関 す る もの と考 え られ る。

著者 は,今 回,代 表 的 な肝 排 泄型 β-lactam剤 の1

つで あるCPMを 用 いて その肝 内輸送 経 路 につ い て検

討 したが,上 に述 べ た成績 か ら,CPMは,vesicle系

や,肝 薬 物 代 謝 酵 素 系 との 関 連 は薄 い が,organic

anionで あ るICG, BSP, bilirubinと はGSTをcar-

rierproteinと す る共 通 の経路 に よ り胆 汁内 に排 泄 さ

れ る可 能性 が 考 え られ,CPMの 肝 内 輸送 蛋 白 として

のGSTの 役割 が示唆 され た。
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Effects of various agents on biliary excretion of cefpiramide

Atsko GO

Second Department of Internal Medicine, Teikyo University School of Medicine, 2-11-1,

Kaga, Itabashi-ku, Tokyo, Japan

The effects of various agents on biliary excretion of cefpiramide (CPM) were investigated to

clarify the transport mechanism of CPM in the rat liver. Indocyanine green (ICG) (25mg/kg),

bromosulfophthalein (BSP) (35mg/kg) or bilirubin (7.5mg/kg) administered 2 minbefore intra-

venous administration of CPM (20mg/kg) reduced the biliary excretion of CPM to the extent of

44.1, 39.4, and 64.8% respectively of the amount of CPM excreted for 120min without these agents.

Propranolol and metoprolol, mainly excreted in bile and metabolized by mixed function oxidases,

had no effect on biliary excretion of CPM. In the presence of CPM (45mM) , the amount of BSP

(0.02mM) bound to the glutathione S-transferase (GST) fraction on chromatography of the liver

cytosol was reduced to 26.2% of the value obtained in the absence of CPM. The inhibition constant

(Ki) of ICG, BSP, bilirubin and CPM to GST was, 0.12ƒÊM, 3ƒÊM , 39ƒÊM and 740ƒÊM respective-

ly. Propranolol and metoprolol had no inhibitory effect on GST activity. Neither secretory IgA,

which is transported via vesicles, nor colchicine, which inhibits movement of vesicles in the liver,

had any effect on biliary excretion of CPM. Diethyl maleate, which reduces the amount of GSH in

the liver had no influence on CPM excretion. The study showed that CPM shared a common hepatic

transport system with ICG, BSP and bilirubin, and inhibited BSP binding to GST, suggesting an

important role of GST in CPM excretion into bile.


