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Biapenemの イヌ にお ける腎排 泄機序

増田達樹 ・山下憲昭 ・河島浩輔 ・原田 寧 ・成毛 驍

日本レダリー株式会社生物研究所*

Biapenem(BIPM)の イ ヌに お け る腎排 泄機 序 につ い て ス トップ ・フ ロー法 に よ り検 討 し

た。 ス トップ ・フ ロー パ ター ンに 別PMの 極 大 ピー クは認 め られず,尿 細 管か らの分 泌 は

なか った。 また,ス トップ ・フ ロー パ ター ン はプ ロベ ネ シ ド投与 に よ り影響 され なか った。

これ らの 試験 成 績 はBIPMが イヌ で は主 に糸 球体 濾過 に よ り,排 泄 され る こ とを示 唆す

る もの で あっ た。
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Biapenem(BIPM)は 日本 レダ リー株式会社 で新規 に合

成 された カルバペ ネ ム系抗 生物質 であ り,強 い抗 菌力

と広域 な抗 菌 スペ ク トルを有 してい る。BIPMの イヌで

の静脈 内投 与にお け る生体 内動 態は投与量 の60%(未 変

化体)お よび95%(ラ ベル 体)が 投与8時 間 までに尿 中か

ら回収 され るこ とか ら,腎 排泄 型 と考 え られた1,2)。 そ

こで,本 試験にお いてス トップ ・フロー試験 を用いて イ

ヌにおけ るBIPMの 腎排 泄機 序 を検討 した。

I. 実 験材 料 および方 法

1. 試験動 物 お よび飼育 条件

雄 の ビー グル 犬(約10ヵ 月齢,米 国ヘ ーゼ ル トン ・

LRE由 来)4匹 を本 試験 に使 用 した。 実験 時 の体 重 は

9.42～10.56kgで あ った。動物 は予備 飼育期 間 中,室 温

23±2℃,湿 度50±10%,換 気 回数約20回 以 上/時,

照明1日12時 間(7時 点灯19時 消灯)に 設定 され た動 物

室 で飼 育 した。飼 料(放 射 線滅 菌済 み イ ヌ用 固型飼 料

CD-5,日 本 ク レア株式会社)を1日 当た り約250g与 え,

水は 自由摂 取 させ た。

2. 被 験物 質 お よび試薬 溶液

BIPMは 日本 レダ リー株式会 社 で合 成 された もの(Lot

No.021M,純 度96.7%)を 使 用 した。

生理食塩液:日 本薬局 方注射用生理 食塩 液(小 林 製薬,

Lot No.A7A8B)

20%w/vパ ラア ミノ馬尿 酸 溶液:パ ラア ミノ馬尿酸 ナ

トリウム20w/v%注 射 液(第 一 製 薬株 式 会 社,Lot'No.

EL29)を 用 いた。

10%w/vク レアチ ニ ン溶液:ク レア チニ ン(和 光純 薬,

特級,Lot No.KPN1829)を 生理 食塩 液 に溶解 した。

15%w/vマ ンニ トー ル溶液:マ ンニ トー ル(和 光純 薬,

特級,Lot No.KPM3670)を 生理 食塩 液に溶 解 した。

5%w/vイ ヌ リン溶 液:イ ヌ リン(和 光純 薬,特 級,Lot

No.CTN9480)を 生 理 食塩 液 に 溶解 した。

6%w/vプ ロベ ネ シ ド溶液:プ ロベ ネ シ ド(sigma, Lot

No.78F-0553)900mgにINNaOH水 溶液25mlお よび精

製水 を加 え,加 温 によ り大部分 を溶解 した後,1N NaOH

を数 滴加 え て溶解 した,つ いで精 製 水を加 えて全量 を

15mlと した。

Priming液:BIPMを10mg/mlの 濃度 にな るように生理

食塩液 に溶解 した。2%パ ラア ミノ馬尿酸 お よび10%ク

レアチ ニ ンを生理 食塩液 に溶解 した。

Sustaining液:0.036%のBIPM, 15%の マ ンニ トー ル,

0.1%の パ ラア ミノ馬尿酸 お よび0.25%の クレアチニンを

生理 食塩 液 に溶解 した。

上 記 溶液 は全 て用時調 製 と し,濾 過 滅菌 した。

3. 手術 処 置お よび 投与 等

ペ ン トバ ル ビター ル ・ナ トリウム30mg/kgを 静脈 内投

与 して麻酔 し,腹 部正 中切 開 を行 い,左 側 の尿管にカ

ニ ュー レ を挿 入 して採尿 した。 また,左 大 腿動脈 と右

大腿 静脈 に も同様 に カニ ュー レを挿入 し,そ れ ぞれ採

血 お よび投与 に用 い た。

Priming液 として,ク レアチニン,100mg/kg,パ ラア

ミノ馬 尿酸,20mg/kg, BIPM, 10mg/kgを それぞれ静

脈 内投 与 し,そ の 直後 か ら0.5ml/min/kgの 速 度 でsus-

taining液を静脈 内 に持続 注入 した。priming液 投与約60

分 後,尿 量 が0.5ml/min/kgに な って安 定 してか ら,ブ

リー ・ク リア ランス測定用 に3分 間隔 で2回 採尿 し,同

時 に採血 した。つ いで.尿 管 に挿入 した カニュー レを

止血鉗 子を用 いて6分 間閉塞 し,尿 流 を停 止 させ た。カ

ニ ュー レ開放1分 前 にイ ヌ リン50mg/kgを 静脈内投与 し

た。 止血 鉗子 を外 して停 止 させ た尿 流 を開放 し,噴 出

す る尿 を0.5mlず つ連 続 的 に30本 採 取 した。 その後,

再 びフ リー ・ク リアラ ンス測 定用 に3分 間隔 で2回 採尿

* 〒353 埼 玉県志木市柏町1丁 目6番34号
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し,同 時 に 採 血 し た 。 以 上 の 試 験 終 了 後,プ ロベ ネ シ

ド30mg/kgを 静 脈 内 に 投 与 し,20分 後 に 再 び 上 記 と同

様 に フ リー ・ク リア ラ ン ス試 験 とス トッ プ ・フ ロー 試 験

を実施 した 。

4. 測 定 項 目 と測 定 方 法

1) 測 定 項 目

血液 はヘ パ リン処 理 した シ リン ジで採 血 し た後,3000

rpmで10分 間 遠 心 して 得 た 血 漿 中 のBIPM,ク レ ア チ ニ

ン,ナ トリ ウ ム,カ リウ ム お よ び パ ラ ア ミノ 馬 尿 酸 濃

度 を測 定 した 。 尿 試 料 に つ い て は 血 液 と 同 項 目 を 測 定

し,加 え て イヌ リン を 測 定 し た。

2) 測 定 方 法

BIPM:血 漿 中 お よ び尿 中のBIPM濃 度 は 以 下 に示 す 条

件 で,HPLCに よ り測 定 した 。

血漿 に は 適 量 の ア セ トニ ト リル お よ び ク ロ ロ ホ ル ム

を加 え除 蛋 白後 の 上 清 を,尿 は エ キ ク ロデ ィ ス ク13(0:45

μm, GL. Scinece)に よ り濾過 し,濾 液 を そ れ ぞ れHPLC

用試料 と した。 測 定 機 器 はLC-GA(島 津 製 作 所),分 析

カラム にはInertsil ODS-2 (4.6×150nm, GL. Science)を 用

い た。 移 動 相 は 血 漿 中BIPMの 場 合 は,0:05M酢 酸 ア ン

モ ニウ ム緩 衝 液(pH5.5)/ア セ トニ ト リル/0.2M 1-オ ク タ

ンスル ホ ン酸 ナ トリウム=100/4/2(v/v/v)を,尿 中BIPM

の場合 に は0.05M酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 緩 衝 液(pH5.5)/メ タ

ノー ル/0.1M 1-オ クタ ン ス ル ホ ン酸 ナ トリ ウム=80/10/

10(v/v/v)を 用 い た 。 流 速 は0.9ml/分 と し,検 出 は 血 漿

中BIPMの 場 合 は295nmで,尿 中BIPMの 場 合 は300nm

で そ れ ぞ れ 行 っ た 。

ク レア チ ニ ン:ア ル カ リ性 ピ ク リン 酸 比 色 法 に よ り測

定 した 。

ナ ト リウ ム お よ び カ リウ ム:炎 光 光 度 法(コ ー ニ ン グ

455型,コ ー ニ ン グ 社)に よ り測 定 し た 。

イ ヌ リン:Brnの 方 法3)に 従 い,測 定 し た。 即 ち,

尿 試 料(25倍 希 釈 尿)1.0mlを 取 り,こ れ に0.5%イ ン ドー

ル-3-酢 酸 液0.2mlお よ び 濃 塩 酸8.0mlを 加 え て 混 和 し,

室 温 に 一 昼 夜 放 置 し た後,530nmで 比 色 定 量 した 。 な

お,0.5%イ ン ドー ル-3-酢 酸 液 は イ ン ドー ル-3-酢 酸

(和 光 純 薬,特 級,Lot No.CTM145)500mgを95%エ タ

ノー ル100mlに 溶 解 し た もの を用 い た。

バ ラ ア ミ ノ馬 尿 酸:Heyrovskyの 方 法4)に 従 い,測 定

した 。 即 ち,血 漿0.2mlを 取 り,10%ト リ ク ロ ロ酢 酸

(和光 純 薬,Lot No.CTL8950) 1.8ml,精 製 水0.5mlを 加 え

て 混 和 した 後,10分 間 放 置 し,3000rpmで15分 間遠 心

した 。 遠 心 後,上 清2.0mlを 分 取 し,Ehrlich試 薬2.0ml

を 加 え て 混 和 した 後,465nmで 比 色 定 量 し た。 尿 試 料

は25倍 希 釈 尿0.5mlを 取 り,精 製 水2.5ml, Ehrlich試 薬

3.0mlを 加 え 混 和 した 後,465nmで 比 色 定 量 した。 なお,

Ehrlich試 薬 はP-ジ メチ ル ア ミ ノベ ン ゼ ン アル デ ヒ ド(和

光 純 薬,特 級Lot No.CTKO295) 5.0gを95%エ タ ノー ル

300mlに 溶 解 し,1N塩 酸40mlを 加 え,さ らに 蒸 留 水 を

加 え て 全 量 を500mlと し た もの を 用 い た 。

GF: glomerular filtration

UE: urinary excretion

TR: tubular reabsorption

Mean•}S. E. (n=4)

Fig. 1. Urinary excretion of biapenem in dogs
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5. デー タ処 理 方法

1) フ リー フ ロー ・ク リア ランス試 験

ス トップ ・フロー試験 の前後 に実施 した採尿 お よび採

血か ら,BIPM,ク レアチニ ンお よびパ ラア ミノ馬尿酸

の ク リア ランス を算出 した。 また,BIPMの 血 漿 中濃度

に糸球 体 濾過率(ク レア チニ ン ・クリア ランス)を 乗 じ

てBIPMの 糸球体 濾過値 を求め,BIPMの 尿 中排泄量と

の差 を求め,BIPMの 排泄 にお よほす 尿細管 の関与につ

いて検 討 した。

2) ス トップ ・フ ロー 試験

血漿 中 と尿 中のBIPM,ク レアチ ニ ン,ナ トリウム,

カ リウムお よびパ ラア ミノ馬尿酸 の各 濃度 について尿

(U/P,K)/(U/P,Cr) (U/P,PAH)/(U/P,Cr)

(U/P,Na)/(U/P,Cr) U/P,Cr

(U/P,biapenem)/(U/P,Cr) Inulin(μg/ml)

Accumulated Urine volume (ml)

Fig. 2. Stop-flow pattern in dogs [Before probenecid]
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(U/P,biapenem)/(U/P,Cr) Inulin(μg/ml)

Accumulated Urine volume (ml)

Fig. 3. Stop-flow pattern in dogs [After probenecid]
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中濃 度(U)対 血漿 中濃度(P)比(U/P)を 求 め た。BIPM,

ナ トリウム,カ リウム お よびパ ラア ミノ馬尿 酸 は各 々

の濃度 比 をさ らに尿 の濃縮 比 を指標 と した ク レアチニ

ンの濃度比で除 した値(U/P,X)/(U/P,Cr)を 求め,こ れ

を縦軸 とし,横 軸 には0.5mlず つ採 取 した尿 の累積 容積

を表示 して,ス トップ ・フ ローパ ター ンを作図 した。 ま

た,イ ヌ リンにつ いて は尿 中の イヌ リン濃度 を縦軸 に

し,横 軸 に採取 した尿 の累積容 積 を表示 してス トップ ・

フロー パ ター ンを作 図 した。

6. 統 計処理 方 法

フ リー フ ロー ・ク リア ランス試験時 に求 めた数値 デー

タにつ いて,プ ロベ ネシ ド投与 に よる影 響 をStudentの

t検定 で比較 した。

II. 試 験 成 績

1) フ リー フ ロー ・ク リア ランス試験

(Fig. 1)

BIPMの 腎 ク リアラ ンスは ク レア チニ ン ・ク リア ラン

スにほぼ同等 であ った。 また,BIPMの 血漿 中濃度 に糸

球体 濾過量 を乗 じて算 出 したBIPMの 糸球体 濾過値の平

均は641μg/minで あ り,実 測 したBIPMの 尿 中排泄 量(平

均553μg/min)よ りも多 く,BIPMは 尿細管 にお いて再吸

収 され るこ とが示 され た。尿細管 に再 吸収 され るBIPM

はBIPMの 糸球体 濾過値の約10%で あった。 また,プ ロ

ベ ネ シ ド投与 に よ りパ ラア ミノ馬尿酸 ク リア ラ ンスは

クレアチ ニン ・ク リア ランス とほぼ同程度 まで減少 した

が,尿 量,BIPMク リア ランス,BIPMの 尿細 管再吸収

量お よび糸球体 濾 過 量等 は変 化 しなか った。

2) ス トップ ・フ ロー 試験(Fig. 2お よび3)尿 細管各

部位 の マー カー として遠 位尿 細管部 位 に はナ トリウム

お よびカ リウム を 、近位尿 細管部 位 にはパ ラ ア ミノ馬

尿酸 を,糸 球体 部位 にはイ ヌ リンを用 いた。BIPMの ス

トップ ・フローパ ター ンはパ ラア ミノ馬尿酸 の極 大 ピー

クと同部位 で極小 ピー クを示 したが.BIPMの 極 大 ピー

クは認め られ なか った。 また,ス トップ ・フローパ ター

ンはプ ロベネ シ ド投与 に よる影響 は なか った。

III. 考 察

イヌにおけ るBIPMの 体 内動態試験 において,未 変化

体 で約60%お よび ラベ ル体 で約95%が 静脈 内投 与後8時

間 までに尿 中に排 泄 され たこ とか ら,BIPMは 腎排泄型

であ るこ とが示 され て いる。 そ こで,本 試験 でイ ヌを

用 いて ク リア ランス試験お よびス トップ ・フロー 試験 を

実施 した。

ク リア ラ ンス試 験 でのBIPMの 腎 ク リア ランス値 は,

糸球体 濾過 量にほぼ 匹敵 す るこ とか ら,BIPMの 腎か ら

の排 泄 には尿 細管 の関 与は 少 な く,主 に糸球体 濾過 に

よる もので あ るこ とが 明 らかに な った。 また,尿 細 管

で の再 吸収 が僅 か に認め られた。

しか しなが ら,BIPMが 糸球体 で濾過 された後,尿 細

管各部 で再 吸収 と分 泌 を受 け,そ の結 果 として糸球体

濾過 量 に近 似 した可 能性 も考 え られた ため,さ らに尿

細 管の 関与 を明確 にす るため ス トップ ・フロー 試験 を実

施 した。パ ラア ミノ馬尿酸 の極 大ピー クと同部 位でBIPM

の極小 ピー クが認め られ,近 位 尿細管 での 再吸収が示

され た。 これ はフロー フ リー ・クリア ランス試験 での結

果 とも一致 して いた。 また,ス トップ ・フローパ ターン

にBIPMの 極大 ピー クは認 め られず,尿 細管 か らの分泌

は ない こ とが確認 され,こ れ らの ス トップ ・フローパ

ター ンは プ ロベ ネ シ ド投 与 に よ り影響 され なかった。

以上 のこ とか らBIPMの 腎排 泄に際 して尿細管か らの

分 泌は認め られ ず,糸 球体 濾過 に よ り排泄 され ること,

また,近 位 尿 細管 にお い て僅 か に再吸収 が認 め られ る

こ とが確 認 され た。

Cefazolin5)お よびfiomoxef6)に つ いて も,ス トップ

フ ロー 試験 を用 い たイ ヌにお け る腎排泄機 序 の検討結

果 が報告 されて い るが,こ れ らの抗生物 質 ではそれぞ

れ近位 尿細管 におけ る分 泌 と再 吸収 お よび遠位尿細管

におけ る再吸 収 が認 め られて い る。

いずれ に して も,イ ヌにおい ては,BIPMは 糸球体濾

過 に よ り腎か ら排 泄 され,近 位尿 細 管にお いて約10%

程 度の僅 か な再吸収 が 認め られ る ものの,尿 細管か ら

の分 泌 は ない もの と推 察 され た。
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Mechanism of renal excretion of biapenem in dogs
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Mechanism of renal excretion of biapenem(BIPM), a new carbapenem antibiotic, was investigated

in dogs using stop-flow analysis. In the stop - flow studies, dogs were cannulated into the ureter for

collection of urine, into the vein for constant infusion of BIPM, mannitol, creatinine and p-aminohip-

puric acid, and into the artery for blood sampling.
No specific peak of BIPM was recognized in the phase of p-aminohippuric acid excretion nor in the

entire phase of Ne+/K+reabsorption in dogs. After pretreatment of probenecid, the peak of p-

aminohippuric acid disappeared while the stop- flow pattern of BIPM remained virtually unchanged.

These findings suggested that the renal excretion of BIPM took place mainly through glomerular

filtration in dogs.


