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[14C]Temafloxaclnの ラッ トにおける代謝物の単離,同 定お よび定 量

河野通弘 ・児玉裕彦 ・遠藤美香 ・大塚峯三 ・高市雄之

田辺製薬株式会社薬物代謝研究所*

[14C]Temafsoxacin (TMFX)を ラ ッ トに20mg/kg経 口投 与 した と きの 血漿,尿 お よび胆 汁

中の代 謝物 につい て検 討 し,以 下の 知見 を得 た。

1.ラ ッ トの血 漿お よび尿 中で は主 に未変 化 のTMFXと して存 在 し,血 漿 中お よび尿

中の全 放射 能の94%を 占めて いた。 その ほか ピペ ラ ジン環 の 開環 した代 謝物 で あ るエチ

レンジア ミン体(EDA),メ チ ルエ チ レ ンジア ミン体(MEDA)が 微量検 出 された。

2.ラ ッ ト胆 汁 よ りTMFX以 外 にTMFXの エ ステ ル型 グル クロ ン酸抱合 体,TMFXの

N-硫 酸抱 合体,EDA, MEDAお よびEDA, MEDAが さらに酸化 的脱 アルキ ル化 された代

謝物 であ るア ミノキ ノロ ン体(AQ)が 同定あ るい は確 認 された。

3.ラ ッ ト胆汁 中 での 主代 謝物 はTMFXの エス テル型 グル ク ロ ン酸抱 合体 で あ り,つ

いでTMFX,TMFXのN-硫 酸抱 合体 が多 く存 在 した。 その他 の代 謝物AQ
, EDA, MEDA

は血漿,尿 お よび胆 汁いず れにお いて も各試料 中総放 射能 の0 .6～2.7%に 過 ぎなか った。

以 上 よ り,TMFXは ラ ッ トにお いて は代謝 を受 けに くく,大 半 が未 変化 体 と して挙 動

す る もの と考 え られ た。
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Temafloxacin,(•})-1-(2,4-difluorophenyl)-6-fluoro-1
,

4-dihydro-7-(3-methyl-1-piperaziny1)-4-oxo-3-quinoline-

carboxylic acid monohydrochloride (TMFX)はAbbott社

で創 製 されたニ ューキ ノロ ン系合成抗 菌剤 であ り,グ

ラム陽性 菌 お よびグラム陰性 菌 に対 して幅広 い抗菌 ス

ペ ク トル を示 し,優 れた抗菌 力 を有す る こ とが明 らか

に されてい る1.2)。

す で に,ラ ッ トに[14C]TMFXを 単 回 あ るい は反 復

経 口投 与 した時 の吸 収,分 布お よび排泄 につ いて検討

した3.4)。そ の結 果,TMFXは 消 化 管 か ら速 や か に吸

収 され,中 枢 神経系,眼 球 を除 く殆 どの組織 に良好 に

分布 した後,尿 と糞 中へ排泄 され る こと,反 復投与 し

て も特 定の臓器,組 織 に蓄積 ・残留性 の ない ことな ど

を明 らか に した。今 回,ラ ソ トに[14C]TMFXを 経 口

投 与後 の血漿,尿 お よび胆汁 中代謝物 の同定 と定量 を

行 った ので報告 す る。

I.実 験材 料お よび方法

I.供 試化 合物

実験 に使 用 した[MC]TMFX (Lot No.CSL. 89-207-77.

9)お よび非 標識TMFX(Lot No. AIM-120)はAbbott社

(USA)よ り提 供 され た もので あ る。標 識体 の 比放射 能

は2.33MBq/mg,HPLCに よる放射 化学 的純度 は97%

以上で あ った。

また,代 謝 物の 同定 のため下 記の標 品 を使用 した。

ア ミノキ ノロ ン体(AQ),エ チ レンジア ミン体(EDA) ,

メチ ルエ チ レン ジア ミ ン体(MEDA)はAbbott社 で合

成 し,ア ミ ド体(Fig.2参 照),硫 酸抱合 体(Fig.5参 照)

は当研 究所 で合 成 した。β-グル ク ロニ ダーゼ(Type H-

1,Helis pomitia),サ ル フ ァ ターゼ(Type H-1,Helis

pomatia),α-グ ル コ シ ダーゼ(Type I, Bakers Yeast)

はSigma社 よ り購入 した もの を,厚 グル コシ ダーゼ

(Grade III, Almonds)は 東 洋 紡 よ り購 入 した ものを用

い,そ の他 の試薬 は全 て試薬特 級 を用 いた。

2.実 験動物

生 後7～10週 齢,体 重210～2829のSlc:SD系 雄

性 ラ ッ ト(日本エ スエル シー)を用 い た。薬物投 与前一

晩絶 食 し,投 与 後6～8時 間 に給 餌(CE-2,日 本 クレ

ア)を再 開 した。水 は全 ての期 間中 自由に摂取 させた。

3.投 与 液の調 製 およ び投 与方法

[14C]TMFXに 非標 識TMFXを 加 え希釈 したのち精

製水 に溶解 し, 1.02～2.81MBq/20mg/5m1の 投与

液 を調製 した。 また,必 要 に応 じて非 標 識TMFXを

精 製水 に添 加 し,100mg/7mlの 投 与 液 を調 製 した。

これ らの投 与 液(20mg/kgま た は100mg/kg)を ゾン

デにて 胃内 に強制 投与 した。

4.生 体試料 の採取

*
〒335戸 田市 川岸2-2-50



VOL. 41 S-5
[14C]TMFXの ラ ッ トにお ける代謝 165

血漿 は薬物 投与1時 間後 にエ ーテ ル麻酔 下,ヘ パ

リン処理 した注射 筒 を用 いて腹 部大動 脈 よ り採 血 し,

直ちに遠心 分離(3,000rpm,10min,4℃)す るこ とに

より得た。尿 は薬 物投 与後 の ラ ッ トを直 ちにステ ンレ

ス製の代謝 ケー ジに収 容 し,24時 間 後 まで の 自然排

泄尿 を ドライアイス冷却下 に採 取 した。総胆 管 にカニ

ュー レを施 した ラ ッ トに薬 物 を投 与 後,ボ ー ルマ ン

ケージ(夏目製作所)に収 容 し,8時 間 後 まで に排 泄 さ

れた胆汁 を氷冷下に採取 した。 これ らの試料 は分析 に

供するまで,-20℃ で凍結保存 した。

5.放 射能 の測定

血 漿 中 の 放 射 能 は そ の 一 部 を採 取 しAquasol-

2(DuPont/NEN Research products)10mlに 溶 解 した

後,液 体 シ ンチ レー シ ョ ン カ ウ ン ター(2200CA,

Packard)に よ り測定 した。尿 は水 で希釈 したの ちその

一定量をClear-sol I(ナカ ライテ ス ク)10mlに 溶 解後 ,

胆 汁 は 水 で 希 釈 し た の ち そ の 一 部 をHionic

fluor(packard)10mlに 溶 解 後 放 射 能 を 測 定 し た。

HPLC移 動 相 中の放 射 能 は直 接 ラジ オ ア ナ ライザ ー

(Ramona.5-LS,Raytest)に て測 定 す るか,ま た は フ ラ

クシ ョンコ レクター(FRAC-100, Pharmacia FiaeChe-

micals)を用 い て分取 し,Clear-sol Iを10m1添 加 後 測

定 した。

6.血 漿試料の前処理 法

血漿試料の アル カ リ加 水分 解 お よびHPLC測 定 の た

めの前 処理 は下 記 の ご と く行 っ た。 血 漿 に等 量 の

1/15Mリ ン酸緩衝液(pH7,0)を 加 え希釈 した のち,2N

NaOH水 溶液 を最終 濃度が0.4Nに な る よ うに添加 し,

37℃,1時 間水 浴 中 にて イ ンキ ュベ ー シ ョン した。

反応終了液 を2NHCl水 溶 液 にて 中和 し,限 外 濾 過 器

(Centrifree,Amicon)に て遠 心 濾 過(2,500g,30～60

min)した。非濾過画分 の血漿 に水 を添加 し再 び遠心 濾

過する操作 を3～4回 行 った。得 られた濾 液 を集 め凍

結乾燥後,少 量の水 を加 え溶解 したの ち,メ ンブ レン

フィルター(0.45μm,SJHVOO4NS,日 本 ミリポ ア工

業)で濾過 しHPLCの 分析 に供 した。 また別 に,ア ル

カリ処理 を行 わ ない血 漿 につ い て も上 記 の処 理 を行

い,ア ルカ リ処理 を行 った ときの定 量値 との差 か ら各

代謝物のグルクロ ン酸抱合体 量 を算 出 した。

7.尿 お よび胆汁試料 の前処理 法

尿および胆汁試料 の アルカ リ加水 分解 お よび前処 理

は下記の ごと く行 っ た。尿 また は胆 汁 に2NNaOH水

溶液を添加 し(最終 濃度:0.4N),37℃,1時 間 インキ

ュベーションした。反応 終 了液 に前述 の リン酸緩衝 液

を添加 し,2NHCI水 溶液 にて中和 した。 この 溶液 を

メンブ レンフ ィル ターで濾過後HPLC分 析 に供 した。

尿 お よび胆汁 中の グル クロ ン酸抱合 体甜 も血装 と同様

の方法 に よ り算 出 した。

8,高 速 液体 ク ロマ トグ ラフ ィー(HPLC)

代謝 物 の分取 ・精 製,櫻 品 との保 持時 間(tR)の確 認

お よび定 量 のためのHPLCの 測定条 件 は以 下の 通 りで

あ る。ポ ンプ は6000A(Waters),検 出器 は 恥100魏

蛍光 検 出器(Exl280nm,Em:460nm,日 立製 作所)ま

た はMode1481型 紫 外 分 光検 出器(280nm,Waters)

を用 い た。 カ ラ ム はTSK-gel ODS-80TM(150mm×

4.6mm ID,東 ソー)を,カ ラ ム温 度40℃,流 速1,0

ml/minで 使用 した。代 謝物 の分取 ・精 製 は移動枳(A):

0.1M酢 酸 ア ンモ ニ ウム緩衝 液(pH4.0)-ア セ トニ トリ

ル(3:1,v/v)お よび移動 相(B):精 製 水-ア セ トニ トニ ル

(5:1,v/v)で 行 っ た。 また,代 謝物 と標 品 の保持 時 間

の確認 は移動相(C):緩 衝 液(0.4%1一 ラ ウ リル硫 酸 ナ ト

リウム,0.01Mア セ トヒ ドロキサ ム酸,0.08Mリ ン酸,

0.02Mリ ン酸二水素 ナ トリウム含有)-ア セ トニ トリル

(3:2,v/v),移 動 相(D):上 記 緩 衝 液-ア セ トニ トリル

(55;45,v/v),移 動相(E):0.1M酢 酸 ア ンモニ ウムーア

セ トニ トリル(3:1,v/v)お よび移動相(B)で 行 った。

9.代 謝 物の検索

前述 した各生 体試料 の前処理 法 に準 じて調 製 したサ

ンプ ル を,2種 の移動 相(C)お よび(D)のHPLCに 注 入

し,放 射性 ピー クを検 出 した。 また,蛍 光吸 収 クロマ

トグ ラム を薬物 無 投 与 の各 試料 のそ れ と比較 検 討 し

た。

10.抱 合体 の分離 ・精製

胆汁 か らのpeak1お よびpeak2の 分離 は以下 の よ

うに行 った。希 釈胆 汁 をMega Bond Elut C18カ ラ ム

(Analytichem Internationa1)に 添 加 し,精 製 水 お よ び

1%メ タ ノー ルで の溶 出液 か らpeak2画 分 を,40%

メ タ ノールでの 溶出液 か らpeak1画 分 を得 た。

1)Peak1の 精 製

上 述 の方 法で 得 たpeak1画 分 を蒸発 乾 固後,精 製

水 に溶 解 し,再 度Mega Bond ElutC18カ ラ ムに添 加

した。 カ ラム を精 製 水 で洗 浄 後,30%メ タ ノー ルで

溶 出 して得 られ た画分 を蒸 発乾 固 したの ち精 製水 に溶

解 し,前 述 の移 動相(B)を 用 い たHPLCに よ りpeak1

を分取 した。

2)Peak2の 精製

上 述 の方法 で得 たpeak2画 分 に混在 す るpeak1画

分 を除 くため0.1NNaOH処 理 に よ りpeak1を 加 水分

解 してTMFXと した の ち,再 度MegaBondEiutC18

カラム に添 加 した。精 製水 お よび1%メ タ ノールでの

溶 出画分 を蒸発乾 固 した後,精 製水 に溶解 し,前 述の

移動 相(A)を 用 いたHPLCに よ りpeak2を 分 取 した。
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このpeak2画 分 を再度Bond Elut C18カ ラム に添 加

し,メ タ ノールで 溶 出 させ る こと によ りpeak2を 得

た。

11.抱 合 体の確 認

胆 汁か らの精 製 試料 お よび希釈 胆 汁 を,1NNaOH,

1N HC1,3N NH40H,β ・グル クロニ ダーゼ,ア リルサ

ル フ ァターゼ,α ・グル コシ ダーゼあ るい はβ・グル コシ

ダーゼ と反 応後HPLCに 注 入 し,未 処 置試料 の ク ロマ

トグ ラム と比較す る ことに よ り抱 合体 の有無 を検 討 し

た。

12.TMFX硫 酸 抱合体 の化学 合成

Straubら の方法51に準拠 しTMFXの 硫 酸抱合 体 を合

成 した。TMFX2.509(5.51mmol)を2NKOH水 溶液 に

溶 解 した。 これ に(CH3)3N-SO37.679(55.1mmol,10

等 量)を加 え室温 に て撹 絆 した。 反応 液 の一 部 を採取

しHPLCに て 分析 し,TMFXの 消失 とN-硫 酸抱 合体

の 生 成 を確 認 した の ち,反 応終 了 と した。 つ いで,

HPLCに よ り硫酸 抱合体 画分 を分取 ・精製 した。

13.MS/MS分 析

装 置 はTSQ700ト リプル ステ ー ジ四重 極型MS/MS

シス テム(Finnigan MAT instruments,Inc.)を 用 いた。

マ トリ ック スは グ リセ ロール:チ オ グ リセ ロー ル:

m-ニ トロベ ンジルア ル コール(2:2:1,v/v)で 調 製 した。

FABは 高 速 中性 原子:Xe(8kVに 加 速),コ リ ジ ョン

ガ ス:Ar(～0.8mTorr),コ リジ ョンエ ネル ギ ー:-

20eVに て測定 した。

II.実 験 結 果

1.代 謝 物の検索

ラ ッ トに[14C]TMFXを 単 回経 口投与 後 の胆 汁,尿

お よび除蛋 白後の血 漿 をHPLCに 注入 した ときの放射

能 と蛍 光強度 を測定 し,そ れ らの典 型的 な クロマ トグ

ラムをFig.1に 示 す。

図 で示 され るよ うに,放 射性 の ピー クは血漿,尿,

胆汁 中か らそ れぞ れ5つ ずつ 合計6種 検 出 された。2

種 のHPLC移 動 相 にお け る合 成標 品 の保 持 時 間(tR)と

の 比較(Table1)か ら6つ の 放射 性 ピー-クの うち4つ

はTMFX,MEDA, EDA, AQで あ るこ とが 確認 され

た。構 造 未知 のpeak1とpeak2は 胆 汁 中に相 当量認

め られた が,血 漿 と尿 中に はわずか しか認め られ なか

った。 なお, TMFX, MEDA, EDA, AQ, peak1は

本蛍 光検 出条 件下(Ex=280nm,Em=460nm)に お いて

蛍 光性 を示 したが,peak2は 蛍 光 性 をほ とん ど示 さ

なか った(Fig.1-F)。

2.代 謝物(peak1,2)の 構造 確認 と同定

Fig.1に 示 す よ うに,胆 汁中 には構造未 知 のpeak1,

2が 多 く認 め られた ので,前 述 の方法 に従 い,peak1,

2を 分離 ・精 製 した。

1)Peak1の 性 質 と構造確 認

Peak1は アルカ リ条件(1NNaOH)下 で 容易 に加水分

解 されTMFXに 変 換 す る とと もに,酸 性(1NHC1)下

で も37℃,1時 聞の イ ンキ ュペ ー シ ロンで約40%が

加 水分 解 されTMFXに 変 換 した(Table2)。 酵素 によ

る加 水分 解 実験 で は,peak1は β・グ ル クロニ ダーゼ

に よ り一 部水 解 を受 けTMFXと な ったが,完 全には

加 水分解 され なか った。 サ ルフ ァターゼ処理 では,酵

素 中 に混在 す るβ.グル クロニ ダーゼ に起因 する と推定

さ れ る 量のTMFXの 生 成 が 認 め られ た。 さ らに,

enoxacin (ENX)の, lomefloxacin (LFLX)7,で の報告 と同様,

ア ンモニ ア水 で処 理 す る と別途 合成 したTMFXア ミ

ド体 と同-のtRに ピー クを示 し,エ ステ ル型 グルク

ロ ン酸抱 合 体 の性 質 を示 した(Fig.2)。 これ らの結果

か ら,peak1はTMFXの エ ス テル 型 グル ク ロン酸抱

合 体で あ り,グ ル クロ ン酸 部位が一 部生体 内あるいは

胆 汁 中で 転位81を起 こ し,β-グ ル クロニ ダーゼ抵抗性

の化合物 に変換 した もの と推定 された。

この構 造 を確認 す るため にEI/MS, FAB/MSを 測定

したが,生 体 マ トリ ックス由来 の ピークな どにより明

確 なスペ ク トル を得 るこ とがで きなか った。そこで,

positive FAB/MS/MS測 定 を 行 っ た。 標 準 物 質の

TMFXのFAB/MS/MSか ら擬 分子 イオ ンm/z418[M

+H]+が 検 出 されてい る(Fig.3-A)。 上述 のアルカリ加

水分解 実験 や酵素処 理 の結 果 か ら,こ の抱合体の被抱

合 部分 はTMFXで あ る と判 断 され たの で,こ の代謝

物 の フ ラ グ メ ン トイオ ンと して418の イ オ ンの存在

す るこ とが想 定 され る。 そ こでpeak1の サ ンプルに

つ い てm/z418の ペ ア レン トイ オ ンスキ ャンを行っ

た と ころ,m/z594の ピー クが お もな擬 分子 イオン

と して検 出 された(Fig.3-B)。594と418と の質量差

176は グ ル ク ロ ン酸 部 分(C6H1oO7-H20)に 相 当する。

また,こ のm/z176は 電 気 的 に中性 な部 分 として解

離 す る こ とが 知 られ て いる9}ので,m/z176の ニ ュー

トラ ル ロス ス キ ャ ン を行 っ た。 そ の結 果,m/z594

が検 出 され(Fig.3-C),m/z176はm/z594か ら生成

した こ とが確 認 され た。 さ らに,m/z594に 由来す

る フラグ メ ン トを見 るた め ドー ター イオ ンスキ ャンを

行 った(Fig.3-D)。m/z594,418以 外 に脱水に よると

推 定 され るm/z400の ピー クが検 出 された。

以上 の結果 か らpeak1はTMFXが グル クロン酸抱

合化 された もので あ り,さ らに加水分 解実験 の結果を

あ わせ る とその結合 位置 は カルボ ン酸で あ り,か つ抱

合化 され た の ち,胆 汁 中 な どで グ ル クロ ン酸 部位が

C-1位 か らアシル転位 を起 こ した代 謝物 で ある と結論
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A

C

E

B

D

F

Fig. 1. Typical HPLC  chromatograms obtained from plasma (1 h: A, B), urine (0-24 h: C, D) and bile (0-8 h: E,

F) after oral administration of ["C] temafloxacin (20 mg/kg) to male rats.
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され た。

2) Peak 2の 性 質 と構 造の 岡定

Peak2はpeak 1と 異 な り,37℃ また は80℃ の ア

ル カ リ条 件(1NNaOHI下 で は加 水 分 解 され なか った

が,酸 性(1N HCI)下 で は80℃,1時 間の加熱 で大部 分

加 水 分解 しTMFXが 生成 した。 また,β-グ ル クロニ

ダーゼ,サ ル フ ァターゼ,α-お よ びβ-グル コシダーゼ

に よる加 水分 解 は全 く起 きなか った(Table 3)。 これら

の結 果 か ら,peak2はTMFXの 何 らか の抱 合体であ

る と推定 された。

Table 1. Retention times of temafloxacin (TMFX), its related compounds and its metabolites on HPLC

1) Std shows that each of the standard samples of EDA, MEDA, AQ and TMFX was added to each biological sample, and
then their retention times were analyzed by HPLC.

2) Solvent systems

C: Buffer (containing 0.4% 1-sodium laurylsulfate, 0.01M acetohydroxamic acid, 0.08M phosphoric acid, 0.02M
sodium dihydrogenphosphate)-CH3CN (3:2, v/v)

D: Buffer (mentioned above)-CH3CN (55:45, v/v)
E: 0.1M CH3COONH4-CH3CN (3:1, v/v)

EDA: ethylendiamine derivative of TMFX, MEDA: methylethylenediamine derivative of TMFX, AQ: aminoquinolone
derivative of TMFX

Table 2. Effects of treatment with acid, alkaline, 0-glucuronidase, arylsulfatase, a-glucosidase 

and fi-glucosidase on the release of temafloxacin (TMFX) from the metabolite, peak 1

*: The sources of each enzyme are shown in the text .
1) 0.25M Acetate buffer (pH 5.0)
2) 0.25M Acetate buffer (pH 6.0)
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抱合体種 を確認す るため にEI/MS,FAB/MS測 定 を

行ったが,構 造解析 に充分 なスペ ク トルを得 るこ とが

で きなか った。そ こでpositive FAB/MS/MS測 定 を行

った。Peak 1と 同様,こ の抱 合体 に は被 抱 合部 分 で

あるTMFX由 来のm/z418の イ オ ンの存 在が 想定 さ

れるので,peak2のm/z418に よ るペ ア レン トイ オ

ンスキ ャンを行 っ た とこ ろ,m/z498の ピー クが お

もな擬 分子 イ オン([M+H]+)と して検 出 され た(Fig.4-

A)。498と418と の藻80は 硫酸都 分(SO3)に 相 当す る

質量 数 であ り,こ の紡 果 は疏酸 抱合 体 か らm/z80が

電気 的 に中性 な部分 と して解離 してい る可能性 を示 し

て い る。 そ こでm/z80の ニ ュー トラル ロス スキ ャン

を行 った ところm/z498が 検 出 され(FiB,4-B),確 か

にm/z 80はm/z 498か ら生 成 した こ とが 明 らか とな

TMFX glucuronide

A

TMFX amide

B

Fig. 2. HPLC chromatograms of 0•`8 h bile incubated without (A) or with 3N NH4OH (B).
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っ た。 さら にm/z498に 由 来す る フ ラグ メ ン トを兇

るた め ドー ターイ オ ンスキ ャ ンを行 った ところ,m/z

498,418と それ以外 に脱 水 に よる と推定 され るm/z

400の ピー クが検 出 された(Fig.4,C)。m/z 126は 別 途

合 成 したサ ンプル において は検 出 されず,生 体マ トリ

ックス由来の ピーク と想定 され た。

以 上 のMS/MSの 結 果 か らpeak 2はTMFXの 硫酸

抱 合 体 で あ る こ とが示 され たの で,ピ ペ ラジ ン環の

NH基 に硫 酸基 を導入 す る 目的 でStraubの 方法5)に準

拠 し,TMFXと(CH3) 3N-SO3か ら標 準物 質の合成を行

A

C

B

D

(A): Positive FAB/MS/MS; (B): Parent ion scan of m/z 418; (C): Neutral loss scan of 176 amu;

(D): Daughter ion scan of m/z 594.

Fig. 3. Mass spectra of peak 1 isolated from rat bile (B•`D) and the authentic sample of temafloxacin (A).

Table 3. Effects of treatment with acid, alkaline, 0-glucuronidase, arylsulfatase, a-glucosidase

and ƒÀ-glucosidase on the release of temafloxacin (TMFX) from the metabolite, peak 2

*: The sources of each enzyme are shown in the text.
1) 0.25M Acetate buffer (pH 5.0)
2) 0 .25M Acetate buffer (pH 6.0)
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った(Fig5)。HPLC分 析 を移動 相(A)お よびUV検 出

器 にて行 うと,反 応 液中 の生成 物 とpeak2はTMFX

よりも遅 く溶出 され,禰 者 のtRは 一 致 した。 さらに,

合成TMFXN-硫 酸抱 合 体 のMS/MSデ ー タはpeak2

と一致 した(Fig.4-D)。 また,合 成 したTMFXN-硫 酸

抱合体 はサル ファターゼ によ る酵素 水解 を受 けない こ

と,蛍 光吸収性 を示 さない点 で もpeak2と 同様 の性

質 を示 した。以上の こ とか ら,peak2はTMFXのN-

硫酸抱合体 と同定 され た。

3.代 謝物の定量

1)血 漿中代謝物

[1℃]TMFX投 与 後1時 間 にお ける血 漿 中の各代 謝

物 の存在割 合 をTable4に 示 した。血 漿 中放 射能 の

94%は 未変化TMFXで あ り,TMFXの グル クロ ン酸

抱合体 と硫酸抱合体 はそれぞ れ,3%,0.3%で あ った。

そのほか ピペ ラジ ン環 の 開環 体 で あ るAQ,EDA,

MEDAは 遊離体 と抱合 体 の合 算量 として,そ れ ぞ れ

血漿中放射能の0.8%,1.0%,0.9%に 過 ぎな かった。

2)尿 中代謝 物

投与 後0～24時 間の尿 中 の各 代 謝物 の存 在 棚合 を

Table5に 示 した。 血漿 中 と同様,尿 中放 射能 の94%

が未 変化TMFXで あ り,TMFXの グル クロ ン酸抱 合

体 と硫 酸抱合体 はそれぞ れ13%,1、7%で あ った。AQ,

EDA,MEDAは 遊 離 体 と抱 合 体 の合 算 畳 と して,そ

れぞ れ尿 中放 射能 の0.6%,0,8%,1,4%に 過 ぎなか っ

た。

3)胆 汁 中代 謝物

投 与後0～8時 間の胆 汁 中の各代 謝物 の存 在劇 合 を

Table6に 示 した。 胆 汁 中放 射 能 の57%がTMFXの

グル クロ ン酸抱合体 であ り,未 変化 体 とその硫酸 抱合

体 はそ れ ぞれ19%,17%で あ った。胆 汁 中 のTMFX

の グル クロ ン酸 と硫 酸抱合体 の割合 は,血 漿 お よび尿

中 に比べ はるか に高 か った。AQ,EDA,MEDAは 遊

離 体 と抱合体 の合 算量 と して,そ れぞ れ胆汁 中放射能

の1.8%,2。7%,2.6%で あ り,こ の割合 は血漿 や尿 中

と比べ若 干高か った。

A

C

B

D

(A): Parent ion scan of m/z 418;(B): Neutral loss scan of 80 amu;(C): Daughter ion scan of  m/z 498; (D): Daughter ion
scan of the synthetic sample of temafloxacin N-sulfate

Fig. 4. Mass spectra of peak 2 isolated from rat bile (A•`C) and synthesized temafloxacin N-sulfate (D) .
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TMFX TMFXN-sulfate

A B

Fig. 5. HPLC chromatograms of synthesized temafloxacin N-sulfate (A) in the reaction mixture and peak 2 (B) extracted

from bile.

Table 4. Concentrations of temafloxacin (TMFX) and its metabolites in plasma 1 h after oral

administration of [14C] TMFX (20 mg/kg) to male rats

Each value represents the mean and SD (n=3).

Values in parentheses represent % of total plasma radioactivity.

ND: not detected.
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III. 考 察

ラ ットに[nCITMFXを 単 回経 口投 与 後の血 漿お よ

び尿中代謝物 をラジオHPLCに よ り検 索 ・定量 した結

果,各 試料 中放射 能 の約94%が 未 変化 体 で あ っ た こ

とから,構 造類似 のLFLX 7),tosufloxacin (TFLX)10)な

どと同様,TMFXは 代 謝 を受 け に く く,大 部 分 が 未

変化体 として体 内を挙 動 して い るこ とが明 らか とな っ

た。

ラ ッ トの 血 漿,尿 お よ び 胆 汁 中 か ら,未 変 化

TMFXの ほか にTMFXの エ ステ ル型 グル ク ロ ン酸抱

合体,TMFXのN一 硫 酸抱 合 体,ピ ペ ラジ ン環が 開環

したエチ レ ンジア ミノ基 を有 す るEDA, MEDA,さ

らに酸化的脱アルキル化 された代 謝物AQが 微量代 謝

物 として検 出 ・構造 確認 された。 これ らの代 謝物 の構

造か ら,本 薬 物 の ラ ッ トにお け る代 謝経 路 はFig6

に示す通 りである と推定 された。

AQ, EDA, MEDAの よ うな ピペ ラ ジ ン環が 開裂 し

て生 じた代謝物 は,ピ ペ ラジ ン骨格 を有 す るnorflo-

xacin (NFLX)11), ENX12), ciprofloxacin (CPFX) 131,LFLX7)

で も知 られて い る。 ピペ ラジ ン環 の代 謝物 と して は,

そ のほか に3位 また は5位 の オキ ソ体 やN・ア シル体

が,ピ ペ ラ ジ ン環 に 置 換 基 の な いNFLX, ENX,

CPFXで 知 られ て い るが,3位 に メチ ル 基 を有 す る

LFLXで はそ れ らの代 謝物 は検 出 されて お らず,2位

お よび6位 炭 紫 のN-C結 合 の 酸化 的 開裂 を経 た代 謝物

が認 め られて いる。TMFXに お いて も岡様 に,ピ ペ ラ

ジン環 が酸化 され た中間体 を経 て開環体 が生成す る も

の と考 え られ てい る14)。これ らの こ とか ら,ピ ペ ラジ

ン環 の代謝 は,3位 に メチ ル基 を灘 入す る ことに よ り

N-ア シル化が 制限 され,オ キ ソ体 な どの酸 化 中間体 か

ら開環体へ 反応が進 行す る ようにな った と考 え られ,

ピペ ラジン環 の代謝 に は環周 辺 の立 体的 障害が強 く影

響 す る と推 察 され る。 この こ とは3位 と5位 にメチ

ル 基 が導 入 され たsparfloxacin(SPFX)15)で は オキ ソ化

とア シル化 のみ ならず,開 環 体 の生 成 も見 られ ない こ

とか らも支持 され る。 しか し,量 的に見 る とこれ ら構

造類似 め二 ユー キ ノロ ン系薬 において はいずれ もピペ

ラジ ン環が代 謝 を受 けた代謝 物 は微 量で あ り,大 部分

Table 5. Excretion of temafloxacin (TMFX) and its metabolites in urine 0•`24 h after oral

administration of [14C] TMFX (20 mg/kg) to male rats

Each value represents the mean and SD (n=3).

Values in parentheses represent c70 of total radioactivity in the urine.

ND: not detected.

Table 6. Excretion of temafloxacin (TMFX) and its metabolites in bile 0•`8 h after oral

administration of [14C] TMFX (20 mg/kg) to male rats

Each value represents the mean and SD (n=3).

Values in parentheses represent % of total radioactivity in the bile.

ND: not detected.
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は未 変化体 の ままであ った。

グ ル ク ロ ン酸 抱 合 体 の生 成 は,ENX121, ofloxacin

(OFLX)16), LFLX7), TFLXI7)な どで も報告 されてお り,

キ ノロ ン系抗 菌剤 にお いて共通 の代謝経 路 と考 え られ

る。TMFXの グル ク ロ ン酸抱 合体 は胆 汁 中 の主代 謝

物(57%)で あ ったが,血 漿 と尿 中で は1～3%と 微 量で

あ った。TMFXグ ル ク ロ ン酸 抱 合 体 は,ア ル カ リ条

件 下 で は容 易 に加 水分 解 されTMFXに 変換 した が,

β・グル クロ ニ ダーゼ処 理 で は一 部 しか加 水分 解 され

ず(Table 2),β ・グル ク ロニ ダーゼ抵 抗性 の強 い グル ク

ロ ン酸抱 合体 で あ る と推定 され た。LFLX 7),OFLX18)

の グル クロ ン酸抱 合体 はβ・グルク ロニダーゼ に よ り容

易 に加水 分解 され対応す る アグ リコ ンを生成 す るこ と

が 知 られて い る。 一方,SPFXの グル クロ ン酸抱 合体

は,pH7.4以 上 の緩 衝 液 や ラ ッ トの 生体 試料 に添加

した と きはβ・グルク ロニ ダーゼ では水解 されない化合

物 に変換 す る こ とが認 め られ てい る15)。この様 な現象

は生 体 内物 質で あ るbilirubinや 他 の 薬物 の抱 合 体 で

も報告 され てお り19～21),この原 因 と して,抱 合 され た

グル クロ ン酸部 分が アシル転位 を起 こ し,そ の結果,

抵抗 性 を示 す もの と推 測 されて いる。TMFXやSPFX

の グルク ロ ン酸 抱合体 が なぜ β・グル クロニ ダーゼ に抵

抗 性 を示 すか につい ては現時 点 まで の検 討 では不明 で

あ るが,ビ リル ビ ン酸 19)やフ ロセ ミ ド 21)のグ ル クロ ン

酸抱合 体が,ア ルカ リ性 で容易 にアシル転位 を起 こ し

β・グル クロニ ダーゼ抵 抗性 の化 合 物 に変 換 す ること

か ら,TMFXグ ル ク ロ ン酸抱 合 体 にお いて もそれら

の化 合物 と同様 の機 序 に よ りア シル転 位 を起 こ したも

の と推定 され た。

TMFXの 硫 酸抱合 体 は胆 汁 中の約17%と 比較的多

く認 め られた。 また,硫 酸抱合 体の結 合位 置は,合 成

標 準物 質 との比 較か ら ピペ ラ ジ ン環 の2級 ア ミンで

ある ことが判明 した。N.硫 酸抱 合体 は ピペ ラジン環 を

有す るチ ア ラマ イ ド22)や類薬 で あ るCPFX13)で 知 られ

てお り,末 端 に ピペ ラ ジン環 を有す る化合物 では一般

的 な代謝 経 路 で あ ろ う と推 測 され てい る。TMFXの

硫 酸抱合体 はア リルサ ル フ ァターゼ で加水分解 されな

か った。N硫 酸抱 合体 は本酵 素の基 質 とはな らないの

で23a,こ の点 も硫 酸基 の結合位 置 が窒 素原子 であ るこ

とを支持 して いる。

TMFX,そ のグ ルク ロン酸抱合 体 お よび ピペ ラジン

環の 開環 体(AQ, EDA, MEDA)は 蛍 光吸収性 を示すが,

TMFXのN-硫 酸 抱合体 の み は蛍 光性 を示 さなかった。

CPFXで もその硫 酸抱 合体 の蛍光 性 が著 しく減少する

ことが報告 され てい る24)。しか しなが ら,蛍 光性の低

下の原 因あ るい は化 学構造 上か らの解釈 については現

在 の ところ明 らか でな い。

以 上 の結 果 か ら,ラ フ トにTMFXを 経 口投与 した

時,本 薬物 は ラ ッ ト体 内でほ とん ど代謝 されないこと

が 明 らか とな った。 生 成 した代 謝物 の 中 で はTMFX

TMFXN-suEate

MEDA

AQ

TMFXglucuronide Temafloxacin (TMFX)

EDA

Fig. 6. Postulated metabolic pathways of temafloxacin in rats.
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のエステル型グル クロン酸抱 合体 が最 も多 く,つ いで

TMFXのN.硫 酸抱 合体 で あ り,そ の ほか,ピ ペ ラ ジ

ン環が開裂 したEDA, MEDA, AQな どの代 謝物 が生

成 した。 また,代 謝 物 の生 成経 路 はFig6の よ うに

推定 された。
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Isolation, identification and quantification of
metabolites of [14C]temafloxacin in rats

Michihiro Kohno, Hirohiko Kodama, Mika Endo, Minezo Otsuka and Osasi Takaiti

Research Laboratory of Drug Metabolism, Tanabe Seiyaku Co., Ltd.

2-2-50 Kawagishi, Toda, Saitama 335, Japan

The metabolism of temafloxacin (TMFX) was studied in rats after oral administration of [14C]

TMFX (20 mg/kg).
1.  In plasma and urine, unchanged TMFX accounted for 94% of total plasma or urinary

radioactivity. Metabolites, EDA and MEDA, which were formed by oxidation and cleavage of the

piperazine ring of TMFX, were detected with tracer amounts.

2.  Two major metabolites together with unchanged TMFX were detected and identified in bile:

glucuronic acid conjugate and sulfuric acid conjugate of TMFX. Three other minor metabolites,
EDA, MEDA and aminoquinolone derivative (AQ) of TMFX, were also detected and characterized

in bile.

3.  The main metabolite in bile was the ester glucuronide of TMFX, followed by unchanged

TMFX and TMFX N-sulfate. Other metabolites, AQ, EDA and MEDA, accounted for only 0.6 to

2.7% of total plasma, urinary and biliary radioactivity.

These results suggest that TMFX is hardly metabolized in rats, and most orally administered

TMFX behaves as unchanged drug.


