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Grepafloxacinの 体 内 動 態(IV)

― ラッ ト
,サ ルお よび ヒ トにお け る代 謝 ―

秋 山 仁 ・小池正己 ・急式和代 ・鈴木 敬 ・

楠本直俊 ・森田清司 ・小寓正昭

大塚製薬株式会社徳島研究所*

Grepafloxacin (GPFX)あ る い は[14C] GPFXを 経 口投 与 後 の ラ ッ ト,サ ルお よび ヒ トにお ける

代謝 につ いて検討 し,以 下の成 績 を得 た。

1)ヒ ト尿お よび ラ ッ ト尿,胆 汁 を用 い て代 謝 産物 を検索 し,グ ル クロ ン酸抱 合体2種(3-

Glucuronideお よ び4'-Glucuronide),硫 酸 抱合 体1種(4'-Sulfate),3-メ チ ル ピペ ラジ ン環 が代

謝 され た代 謝産物4種(DM-1704,DM-1705,DM-1706,DM-1725)お よ びキ ノ リ ン環5位 メチ ル

基 の水酸化 された代 謝 産物2種(DM-1722,DM-1723)を 単 離 同定 した。

2)ヒ ト血漿 中 にお け る主代謝 産 物 はDM-1705で あ った。尿 中で は投与 後72時 間 まで に代

謝産物 として,3-Glucuronide(4.0% of dose,以 下 同様),4'-Glucuronide (3.5%), DM-1705 (3.0%),

DM-1704 (1.3%), 4'-Sulfate (1.0%)お よ びDM-1706 (0,2%)が 認 め られた。糞 中で は投 与後72時

間 まで に代 謝-産 物 と して,DM-1705(2.6%), DM-1704 (2.1%), DM-1725 (1.9%),DM-1706

(1.8%)お よ び4'-Sulfate (1.3%)が 認 め られ た。

3)雄 性 お よび雌性 ラ ッ ト血漿 中 にお け る主代 謝 産物 は いず れ におい て も3-Glucuronideで

あ った。尿 中にお ける主代 謝産物 は,雄 性 ラ ッ トで はDM1723,雌 性 ラ ッ トでは3-Glucuronide

で あ った。 また糞 中 にお け る主代 謝産 物 は,い ず れ にお い て も4'-Sulfateで あ った。 さら に雄

性 ラ ッ ト胆 汁 中 に お け る主 代 謝 産物 は3-Glucuronideで あ っ た。 一 方,雄 性 ラ ッ ト肺 内 で は

GPFXが 肺 内総 放射 能濃度 の90.5%以 上 認 め られ,代 謝 産物 はほ とん ど認 め られ なか った。

4)サ ル血漿 中 にお ける主代 謝 産物 はDM-1704で あ った。 また尿 中 にお け る主 代 謝産物 は

DM-1704,糞 中 におけ る主 代謝 産物 は4'-Sulfateで あ った。
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Grepafloxacin (GPFX),(•}) -1-cyclopropy1-6-fluoro-1,

4-dihydro-5-methyl-7- (3-methyl-l-piperazinyl)-4-oxo-3-

quinolinecarboxylic acid monohydrochlorideは,大 塚 製

薬(株)で開発 されたニューキノロン系 の新規合成抗菌薬

で,グ ラム陽性菌および陰性菌に対 して広範囲の抗菌ス

ペク トラムと強い抗菌力を有 し1-2),組 織への良好な移行

性を示すことから呼吸器感染症を始め とする各種感染症

に対する経口抗菌薬 として開発 中で ある。我々は既 に

GPFXお よび14C標識GPFX([14C]GPFX)を 各種動物 に投

与した際の吸収 分布お よび排泄について報告 した3～5)。

本報ではGPFXの 代謝 を明 らか にする ことを目的 と し

て,GPFXを ヒ トに400mg/bodyの 用量で経 口投与後の

血漿,尿 および糞[14C]GPFXを ラッ トに40mg/kgの 用量

で経口投与後の血漿,尿,糞 胆汁お よび肺,[14C]GPFX

を雄性サルに20mg/kgの 用量で単回経口投与後の血漿,

尿および糞における代謝産物について検討 したので報告

する。

I.実 験 材 料 および方 法

1.使 用化 合物,合 成標 品 お よび試 薬

GPFXは 大 塚 製 薬 にお いて合 成 した もの を使 用 した。

[14C]GPFXは ア マ シ ャム社(UK)に お い て合成 され,比

放 射 能 は1.89,3、11,3.29あ る い は3。40MBq/mgで あ っ

た。放射化 学 的純 度 は,カ ラムにTSKODS-80TM(4.6mm

φ×150mm,東 ソー),移 動 相 にアセ トニ トリル-水-酢 酸

(A液5:95:1,B液45:55:1,v/v/v)を91%:9%(A液:B

液)か ら0%:100%へ50分 間 で グ ラジエ ン ト,あ るい は20

mM硫 酸 ナ トリウ ム,0.1%リ ン酸:ア セ トニ トリ ル=

7:3(あ る い は73:27,v/v)を 用 い るHPLCに よ り97%以 上

で あった。

また代 謝 産物 の同定 の ため に以下 に示 す標 品 を合 成 し

た6)。

DM-1704; 7- [(2-Aminopropyl) amino] -1-cyclopropy1-6-

fluoro-5 -methyl -1, 4 -dihydro- 4-oxo- 3-quinolinecarboxylic

acid, DM-1705; 7- [(2-Aminoethyl) amino] -1-cyclopropy1-

6-fluoro-5-methy1-1, 4-dihydro-4-oxo-3-quinolinecarboxy-
*〒771-01徳 島市川 内町加 賀須 野463-10
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lie acid, DM-1706; 7-Amino-1-cyclopropy1-6-fluoro-5-me-

thy1-1, 4-dihydro-4-oxo-3-quinolinecarboxylic acid, DM-

1714; 1-Cyclopropyl-6-fluoro-5-methyl-7- (3-methy1-4-hy-

droxy1-1-piperazinyl) -1, 4-dihydro-4-oxo-3-quinolinecar-

boxylic acid, DM-1722; 7-Amino-l-cyclopropy1-6-fluoro-

5-hydroxymethyl-1, 4-dihydro-4-oxo-3-quinolinecarboxy-

lie acid, DM-1723; 1-Cyclopropy1-6-fluoro-5-hydroxylme-

thy1-7- (3-methyl-1-piperazinyl) -1, 4-dihydro-4-oxo-3-qui-

nolinecarboxylic acid, DM-1725; 1-Cyclopropyl-6-fluoro-

7 -hydroxycarbonylmethyl amino-5-methy1-1, 4 -di hydro-4-

oxo-3-quinolinecarboxylic acid

HPLCの 内 部標 準 物質 と して は,OPC-17203; 1-cyclo-

propyl-6, 8-difluoro-1, 4-dihydro-5-ethyl-7- (4-methyl-1-

piperazinyl)-4-oxo-3-quinolinecarboxylic acid,を 用 いた。

代謝 産物 の標 品 お よび 内部 標準物 質 は,い ずれ も大塚製

薬徳 島研究所 で合成 した。

β-Glucuronidase (Type B-1, from Bovine Liver)は シ グ

マ社 か ら購 入 し,他 の試薬 は全 て市販 の試 薬特 級 あ るい

は液体 クロマ トグ ラフ用 を用 いた。

2.測 定試料

(1)単 離 同定用試料

ヒ ト尿 は,GPFX経 口剤Phase I試 験7)に お い て, GPFX

を300mg/bodyの 用 量 で1日1回7日 間反復投 与 時の投

与 期 間 中お よび最終 回投 与 後24時 間 まで に得 られた尿

を使 用 した。ラ ッ ト尿 お よび胆汁 は,GPFXあ る い は[14C]

GPFXの ラ ッ トにお ける経 口投 与 後 の吸 収,分 布 お よび

排 泄試 験3.4)にお い て,40mg/kgの 用 量 で単 回経 口投 与後

24時 間 まで に得 られた尿 お よび8時 間 までに得 られ た胆

汁 を使用 した。

(2)定 量 用 試料

ヒ ト血 漿,尿 お よび糞 は,GPFX経 口剤Phase I試 験7)に

お い て,GPFXを400mg/bodyの 用 量 で単 回経 口投 与(試

験 区分S6)後0.25,0.5,1,1.5,2,3,4,6,8,12,24時 間 に

得 られ た血 漿,お よび投 与 後72時 間 まで に得 られ た尿

お よび糞 を使用 した。

ラ ッ ト血 漿,胆 汁 お よび肺 は,3.に 示 した試験 によ り得

られ た試料 を使 用 した。

ラ ッ ト尿 お よび糞 は,[14C]GPFXの ラ ッ トにお ける試

験)に おい て,投 与 後24時 間 まで に 自然排 泄 され た尿 お

よび糞 を使 用 した。

サ ル血漿,尿 お よび糞 は,[14C]GPFXの サ ルにお ける試

験5)に お い て,[14C]GPFXを 経 口投 与 後1,2,4お よ び8時

間に得 られ た血漿,投 与 後72時 間 まで に 自然排 泄 され た

尿 お よび糞 を使用 した。

なお採取 した各試 料 は,測 定時 まで-20℃ 以 下 で凍結

保存 した。

3.動 物 試験

(1)使 用 動物

雌雄 ラ ットは,Sprague-Dawley系 ラッ ト(5あ るいは6

週齢,チ ャールス リバー)を 約5日 間の予備飼育後使用し

た。使用時の体重は108～261gで あった。予備飼育お

よび試験 は,温 度23±2℃,湿 度60±10%の 環境下で

実施 した。 また飼料 としてラッ ト用固形飼料(MF,オ リ

エ ンタル酵母)を 与えたが,投 薬約16時 間前か ら投薬後4

時間までは絶食 した。水は全ての期間において自由に摂

取 させた。

(2)投 与液の副製

[14C]GPFXは 非標識GPFXで 適宜希釈 し,蒸 留水に溶

解 して投与液 とした。投与液の濃度は,血 漿,肺 採取群

では8mg/ml,胆 汁採取群では20mg/mlと した。腸肝循

環試験群の投与液は,上 述の胆汁採取群 より得られた投

与後6時 間までの胆汁(342kBq/ml)を 使用 した。

(3)投 与量お よび投与方法

血漿,肺 お よび胆汁採取群 では,40mg/kgの 用量でゾ

ンデを用いて単回経口投与 した。腸肝循環試験群では胆

汁 を3ml/kgの 用量で十二指腸内へ投与 した。

(4)試 料の採取

投与後0。5,2,4お よび8時 間に軽度エーテル麻酔下,

腹部下大静脈 よりヘパ リン処理 したシリンジを用いて採

血 した。得 られた血液 を1800×gで10分 間遠心分離し

て血漿 を得 た。次いで約10mlの 生理食塩水 を門脈から

注入 して組織を灌流 し放血致死後,肺 を摘出 した。胆汁

および胆管 カニュレーシ ョン時の尿 は,総 胆管ヘカニ

ュー レを挿入 した雄性 ラッ トに[14C]GPFXを 投与後,直

ちにボールマ ンケージに固定 し,投 与後0～6,6～24時

間(腸 肝循環試験 では0～24時 間)に 排泄 された胆汁およ

び投与後0～24時 間に排泄 された尿 を採取 した。

4.代 謝産物の単離,同 定

(1)ヒ ト尿からの単離

ヒ ト尿中か らの代謝産物の単離 はFig.1に 示す分画操

作 によ り実施 した。すなわち採取 した尿を,ア ンバーラ

イ トXAD-2(R)(オ ルガノ)カ ラムにチ ャージし,蒸留水で

洗浄後,50%メ タノールお よびメタノールで順次溶出さ

せ た。メタノール溶出画分は減圧濃縮後,残 査を蒸留水

に再溶解 し酢酸エチルで抽出 した。酢酸エチル層を濃縮

し,少 量の水に再溶解後,HPLC 1,2お よび3(条 件は6.

に示す)に より分取精製 を行いM-2, M-3, M-4, M-5, M-9

を得 た。50%メ タノール溶出画分 は減圧下濃縮後,残査

を蒸留水 に再溶解 し,酢酸エチルで抽出 した。さらに水

層 を0.1N塩 酸でpH3に 調製後,酢 酸エチルで抽出した。

酢酸エチル層を濃縮 し,残 査 を少量 のメタノールに再溶

解後,HPLC4お よび5に より分取精製 を行いM-6,M-7を

得た。水層 は減圧下濃縮後,残 査を少量のメタノールに

再溶解 させ,HPLC5に より分取精製 を行いM-8を 得た。

(2)ラ ッ ト尿か らの単離

ラッ ト尿 はヒ ト尿 と同様 にアンバーライ トXAD-2(R)で
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処理 し,得 られ た50%メ タ ノール 溶 出画分 を濃 縮 後酢 酸

エチルで抽出),酢 酸 エチ ル層 を濃 縮後,残 査 を少 蟹 の

メタノールに溶解 しHPLC6に よ り分 取精 製 を行 いM-10

を得 た(Fig1)。

(3)ラ ッ ト胆汁 か らの単離

ラット胆汁 は ヒ ト尿 と同様 に ア ンバ ー ラ イ トXAD-2(R)

で処 理 し,得 られ た50%メ タ ノー ル溶 出画 分 を濃 縮 後,

Fig1に 示 した操作 に よ り分取 精製 を行 いHPLC7に よ り

M.1を 得 た。

(4)代 謝 産物の 同定

単離 した代謝産物 は7お よび8.に 示 す機器 分析,6,に 示

すHPLCに お け る保持 時 間の比較,4、(5)に 示 す酵 素分 解

等の結果によ り同定 した。

(5)3-Glucuronideの 酵 素分解 に よる検討

胆汁か ら精製 したM-1を0.2M酢 酸 緩 衝液(pH5,0)0.1

mlに 溶解 し,0.2M酢 酸 緩 衝 液 に溶解 したβ-グ ル クロニ

ダーゼ溶液(1460 F unit/100μl)を 加 えて37℃ で18時 間

インキュベー ト後,そ の20μlを6.に 示 したHPLC条 件 下

で分析)た 。

Fig. 1. Fractionation of metabolites of grepafloxacin.

*: Isolated from rat urine
, **: Isolated from rat bile

5.代 謝 産物 の定 量

各 試 料 は あ らか じめ 後述 の前 処 理 法 に従 って処 理 後,

HPLCに よ り分 析 した。 ヒ ト試 料 に お け るDM-1705,

1704お よ び1706は 内 部標 準法 に よ り,DM4725,4'-Sul-

fate, 4'-GiucuronideはGPFXのfree体(未 変化 体)に 換算 し

て 定 最)た 。 ラ ッ トお よび サ ル の 試 料 に つ い て は,

HPLC分 析 後そ の溶 出液 を30秒 ご とに分 取 し,各 フ ラ ク

シ ョン にACSII(R)(8ml,ア マ シ ャム〉を加 えて 液体 シ ン

チ レー シ ョンカウ ンターにて各 フ ラクシ ョンに含 有 され

る放射 能量 を測定す る こ とに よ り定 量 した。各 試料 中の

代 謝 産物 の同定 は,合 成標 品あ るい は精 製標 品 を同一 条

件のHPLCに よ り分析 し,保 持時 間 を比 較 して行 った。

また,ラ ッ ト血 漿 中 に認 め られ たDM-1711は 未 変化体

の メチルエ ステ ルであ り,血 漿試料 調製 時 に使 用)た メ

タ ノール に よっ て3-Glucuronideか ら変換 した もの と考

え られ たので,定 量 され たDM-1711量 は3-Glucuronideに

加 算 した。後 述 の ラッ ト胆 汁 中に認 め られ た*印 を記 し

た代謝 産物 は3-Glucuronideか ら 試料調 製 時 に生 成 す る

こ とが認 め られ たの で,定 量 され た*印 の代 謝産 物量 は

3-Glucuronideに 加 算)た 。

(1)血 漿の前処理

採取 した血漿に4倍 量のメタノール を加え撹搾 ・振盪

後,1800×9で10分 間遠心分離 し,上 清 を採取 した。 こ

の操作を再度繰 り返 し,得 られた上清 を合わせて減圧下

濃縮乾固 した。得 られた残渣に少量のメタノールを加 え

溶解後,HPLC用 の試料 とした。ただしヒ ト血漿の場合

は,血 漿(1ml)に 内部標準物質(OPC-17203,100ng/10

μlメタノール)を 添加 して用い,抽 出操作は一回 と)た 。

(2)肺 の前処理

採取)た 肺の一部 に2倍 量の蒸留水 を加 えホモジナイ

ズ後,3倍 量のメタノールを加 え撹拌 ・振盪,1800×gで

10分 間遠心分離)て その上清 を採取 した。 この操作 を

再度繰 り返 し,得 られた上清 を合せて減圧下濃縮乾固し

た。得 られた残 渣 に少量 のメ タノールを加 え溶解後,

HPLC用 試料 と)た 。

(3>尿 および胆汁の前処理

ラッ ト尿,胆 汁お よびサル尿 は,試 料 を直接あるいは

1800×gで10分 間遠心分離 した上清 をHPLC用 試料 とし

た。ヒ ト尿は0～24,24～48,48～72時 間ごとに混合後,

蒸留水 を加 えて希釈),そ の1mlに 内部標準物質(1μg/

10μlメタノール)を 添加)た 。これを撹拌 ・振盪後1800

×gで10分 間遠心分離 し,そ の上清 をHPLC用 の試料 と

した。

(4)糞 の前処理

採取 した糞は蒸留水 を加 えホモジナイズ後,1800× ｇ

で10分 間遠心分離)抽 出 した。上清 を採取後,残 渣に

50%,60%,80%メ タノールお よび0.1N塩 酸等 を加 え同

様に して抽 出した。塩酸抽出液は中和),全 ての抽出液
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を 合 わせ て減圧 下 濃縮 乾 固後,残 渣 を少 量 の メ タノール

に溶解 しHPLC用 の 試 料 と した。 ヒ ト糞 で は蒸 留 水 を加

え ホモ ジナ イズ し,そ の0.19に 内 部 標準 物 質(1μg/10μl

メ タ ノー ル)を 添 加後,抽 出 した。

(5)ヒ ト尿 中3-Glucuronideの 定 量

尿200μ1を 蒸 留水 で11倍 希釈 後,そ の200μlに0.2M

酢 酸 緩 衝 液(pH5.0)1.9mlを 加 えた。 この溶 液 に0,2M

酢 酸 緩 衝液 に溶解 したβ-グ ル クロニ ダーゼ溶液(1460 F

unit/100μl)を 加 え,37℃ で18時 間 イ ンキ ュベ ー トした。

この 溶液 中の 未 変化 体 濃 度 をHPLC7)で 定 量 した。 酵 素

分解 後の未 変化体 濃度 か ら酵素 分解前 の未変化 体濃度 を

差 し引 き,3-Glucuronide量 と して定量 した。

6.高 速液体 クロマ トグラ フィー(HPLC)

装 置 として510あ る いは512型HPLCポ ン プ(Waters),

680型solvent programmer (Waters),U6K型 イ ン ジ ェ ク

ター(Waters)あ る い は712型 サ ン プ ル プ ロ セ ッサー

(Waters)を 用 い,検 出はSPD-6Aあ る い はSPD-10A UV

検 出 器(検 出波長280nm,島 津)お よびRF-535型 螢 光検 出

器(Ex; 285nm, Em; 448nm,島 津)で 行 った。

代 謝 産 物 の 分 取 精 製 に は,カ ラ ム はTSK gel ODS-

80TM(7.8mmφ ×300mm,東 ソー)を,移 動相 と して アセ

トニ トリル ー水 一酢 酸 を下記 の割 合(V/V/V)で 混 合)た

もの を用 い.流 量 は3.0ml/min,分 析 温 度 は室 温 で 行 っ

た。

HPLC 1;37:63:1 HPLC535: 65: 1

HPLC 2;25:75:1 HPLC620: 80: 0.2

HPLC 3;35:65:0.2 HPLC710: 90: 0.5

HPLC 4;40:60:0.2

代 謝 産 物 の 検索,合 成標 品 との 比 較 お よ び定 量 で は,

カ ラ ム はTSK ODS-80TM(4.6mmφ ×150mm,東 ソ ー)を

用 い,流 速 は1.0/min,分 析 温 度 は室 温 で分 析 した。 移

動 相 と して アセ トニ トリルー水-酸(A液5: 95: 1,B液

45: 55: 1,v/v/v)を 用 い,こ れ らを以 下 に示 す プ ロ グ ラ

ム によ り変化 させ分析 した。

A液 B液 curve

initial 91% 9% -

10 min. 80% 20% 6

42 min. 25% 75% 5

48 min.* 91% 9% 11

*; あ る い は50min.

なお合成標 品との比較では,必 要 に応 じてアセ トニ ト

リルの割合 を適宜変更 した。

7.質 量分析スペク トル(MS)

EI-MSは,9020-DF型 質量分析計(島 津)に 試料 を直接

導入 し,加 速電圧 は3000V,イ オ ン化電圧は70eVで 測

定 した。FAB-MSは,JMS-SY102型 質量分析計(日 本電子)

を用い,イ オン化法はFABで 行い,マ トリクス としてイ

オン極性がpositiveの 場合 はm-ニ トロペンジルアルコー

ルお よびグリセ リンを,イ オン極性 がnegativeの 場合は

m-ニ トロベンジルアルコールを用いて測定 した。

8.核 磁気共鳴スペク トル(1H-NMR)

AC-200あ るいはAC-250型 核磁気共鳴装置(BRUKER)

を用い,試 料 をDMSO-d6,Pyridine-d5あ るいはCDC13に 溶

解 して測定 した。なお必要に応 じてD2Oの 添加あるいは

温度を変化 させて測定 した。

9.放 射能の測定

各試料 中の放射能は液体 シンチレーシ ョンカウンター

(LSC-1050ま たはLSC-3500,ア ロカ)で 測定 した。なお,

計数効率の補正は外部標準線源によるチャンネル比法に

より行 った。

10.ヒ ト血漿,尿 および糞中未変化体濃度

ヒ ト血漿,尿 お よび糞 中にお ける未変化体濃度は,

Phase I試験での測定結果7,を引用 した。

11.薬 動力学的パ ラメータの算 出

血漿中濃度の半減期は最小二乗法 により,AUCは 台形

法により算出 した。

12.平 均値の算出

各測定値 において6例 中3例 以下あるいは3例 中1例が

ND (Not detected)の 場合 は,NDを0と して平均値を算出

した。6例 中4例 以上あるいは3例 中2例 以上がNDの 場合

は平均値 もNDと した。

II.結 果

1.代 謝産物の検索

GPFXを 経 口投与後 の ヒ ト尿のHPLCク ロマ トグラム

をFig2に 示 した。 コン トロール尿 では認め られない

ピークを,そ れぞれ保持時間の順 にM-1～M-9と した。

ラッ ト尿 お よび胆汁のHPLCラ ジオク ロマ トグラムを

Fig3(b)お よび(d)に 示 した。ラ ット尿中にはヒト尿中

に認め られた代謝産物以外 にピークが認められM-10と

した。ラ ッ ト胆汁で は7つ の ピークが認められたが,ヒ

トあるいはラ ット尿中に認められた代謝産物と同じピー

クであった。 またラ ット胆汁中にはM-1(3-Glucuronide)

よ り保持 時間の短い2つ の微量の ピークが認められた

(Fig3(d)中 において*印 で示 した)。M-1は ラット胆

汁,M-2～M-9は ヒ ト尿M-10は ラット尿をそれぞれ分析

試料 として,Fig.1に 示 した分画操作 に従 って各々単離

精製 した。

2.代 謝産物の同定

(1)M-1

M-1はFAB-MSのnegativeionモ ー ドにおいて分子イオ

ンピーク(M-H)-と)てm/z534を 示 し,分 子量は535と

考 えられた(Fig.4(a))。 これは未変化体 よ り質量数が

176多 く,グ ルクロン酸抱合体であることが示唆された。

またM-1の1H-NMRに おけ るシグナル をTable 1に示し

た。NMRで は未変化体 とグルクロン酸の シグナルが認
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め られ,グ ル クロ ン酸1位 の プ ロ トンが5.49ppmで あ る

ことか ら,結 合形式 はエ ス テル型 で,結 合位 置 は未変化

体の3位 カルボ ン酸 で ある と推定 され た。一 方,M-1を

β-グルクロニ ダーゼ で酵素 分解 した と ころ未変 化 体 が

生成 した。これ らの こ とか ら,M-1は 未 変 化体 の グル ク

ロン酸抱合体(3-Glucuronide)と 推 定 した。

(2)M-2

M-2のEI-MSをFig4(b)に 示 した。 分子 イ オ ン ピー ク

(M+)はm/z 319に 認 め られ,さ らに脱炭 酸(M-44)+に よ

るピークm/z 275,お よ びm/z 245,m/z 216に フ ラ グメ

ントイオンピー クが認 め られた。 これ らの結 果,M-2の

分子量は未変化体 より40小 さい と考 え られた。 またM-2

の1H-NMRに お けるシ グナ ル をTable 1に 示 した。 キ ノ リ

ン環の シグナルは全 て存在 し,8位 水素 の シグナ ルがや

やシフ トしていたが,ピ ペ ラ ジ ン環の3'位 メチル基 の シ

グナルは消失 し,2.83～3.33ppmの 領 域 で3プ ロ トン分

の シ グナ ルが減 少 して いた。 この こ とか らM-2は ピペ ラ

ジ ン環 が 開裂 し,ジ ア ミノエチ ル構 造 に変化 して い る も

の と考 え られ た。 そ こでM-2と,こ の推 定構 造 式 に基づ

い て合 成 したDM-1705を 比 較 した とこ ろ,EI-MSの 開

裂 様 式お よび1H-NMRの シ グナ ルが よ く一 致 し,HPLCで

の保 持 時間 も一致 したこ とか らM-2をDM-1705と 同定 し

た。

(3)M-3

M-3のEI-MSをFig.4(c)に 示 した。 分 子 イ オ ン ピー ク

はm/z333に 認 め られ,脱 炭酸(M-44)牽 に よる ピー クm/

z289,お よ びm/z 272,m/z 216に フ ラ グ メ ン トイオ ン

ピー クが認 め られた。従 ってM.3の 分 子量 は未 変化体 よ

り26小 さい と考 え られ た。 またM-3の1H-NMRに お け る

シ グナル をTable1に 示)た 。 キ ノ リン環 の シ グ ナル は

全 て存在 し,ピ ペ ラ ジン環 の4プ ロ トン分 の シ グナ ルが

減少 していたが3'位 メチ ル基 の シグナ ルは認 め られた。

(a)

(b)

(c)

(d)

Fig. 2. HPLC chromatograms of urine after repeated oral administration of grepafloxacin at a dose
of 300 mg/body for seven days in humans.

(a) Sample urine detected at UV 280 nm
(b) Control urine detected at UV 280 nm
(c) Sample urine detected at fluorescence (Ex: 285 nm, Em: 448 nm)
(d) Control urine detected at fluorescence (Ex: 285 nm, Em: 448 nm)
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(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

Fraction No.

Fig. 3. HPLC radiochromatograms of plasma, urine, feces, bile and lungs after a single oral administration
of[14C] grepafloxacin at a dose of 40 mg/kg in rats.

(a) Plasma (b) Urine (c) Feces (d) Bile (e) Lungs
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従 ってM-3に は,M-2と 異 なる様 式 で ピペ ラジ ン環 が 開

裂 したジア ミノプ ロ ピル基 が存 在 す る こ とが 示 唆 され

た。そこでM-3と,こ の 推定 構 造 に基 づ い て 合成 した

DM.1704を 比 較 した と こ ろ,EIMSの 開 裂 様 式 お よ

び1H-NMRの シ グナル は よ く一 致 し,HPLCで の 保 持 時 間

も一致 したことか らM-3をDM-1704と 同 定 した。

(4)M-4

M-4のEI-MSをFig.4 (d)に 示 した。 分子 イ オ ン ピー ク

はm/z359に 認 め られ,脱 炭 酸(M-44)+に よ る ピー クm/

(a) M-1 (FAB)

(b) M-2 (EI)

(c) M-3 (H)

(d) M-4 (EI)

(e) M-5 (FAB)

z 315,お よ び脱 ピペ ラ ジ ン(M100)+に よ るm/z259の

フ ラグ メ ン トイオ ンピー クが認 め られた。 またM-4の1H-

NMRに お ける シ グナル をTable 1に 示 した。 これ らの結

果,M-4の 分 子量 お よびMS開 裂 様式,1H-NMRの シ グナル

は いず れ も未 変化 体 のス ペ ク トル と一致 し,HPLCで の

保 持 時 間 も一 致 した こ とか らM-4を 未 変化 体 と同定 し

た。

(5) M-5

M-5のpositive ionモ ー ドにお け るFABMSをFig.4 (e)

(f) M-6 (FAB)

(g) M-6 (FAB after treatment with D2O)

(h) M-7 (FAB)

(i) M-8 (FAB)

(j) M-9 (EI)

(k) M-10 (FAB)

(a) M-1 (FAB) (b) M-2 (EI) (c) M-3 (EI) (d) M-4 (EI) (e) M-5 (FAB) (f) M-6 (FAB)
(g) M-6 (FAB after treatment with D20) (h) M-7 (FAB) (i) M-8 (FAB) (j) M-9 (EI) (k) M-10 (FAB)

Fig. 4. Mass spectra of metabolites of grepafloxacin.
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に 示 した。 分子 イオ ン ピー ク(MH)+がm/z293に 認 め ら

れ たの で分子量 は292と 考 え られ,こ れ は未変 化体 よ り

67小 さか った。 またM.5の1H-NMRに お け るシ グナ ル を

Table 1に 示 した。 キ ノ リン環 のシ グナルの うち5位 メチ

ル基 の シグ ナルが消 失 し,さ らに ピペ ラジ ン環 の シ グナ

ル は全 て消 失 してい た。 さ らに6.82ppmに ア ニ リン構造

を示 唆す る シグナ ル,お よび4.80～5.00ppmに 水 酸 化 さ

れ た メチ レン基 の シ グナルが 認 め られ た こ とか ら,M-5

は5位 に ヒ ドロキ シメ チル基7位 に ア ミノ基 を有 す る

こ とが 示 唆 され た。 そ こでM-5と,こ の推 定構 造 に基 づ

いて合成 したDM.1722を 比 較 した とこ ろ,EI-MSの 開 裂

様 式 お よび1H-NMRの シ グナ ルが よ く一致 し,HPLCで の

保 持時 間 もよ く一致 した ことか らM-5をDM4722と 同 定

した。

(6) M-6

M-6はFAB.MSのpositive ionモ ー ドで分 子 イオ ン ピー

ク(MH)や と してm/z 552,negative ionモ ー ドで 分子 イオ

ンピー ク(M-H)-と してm/z 550を 示 し,分 子量 は551と

考 え られ た。 さ らにpositive ionモ ー ドで認 め られ た フ

ラ グメ ン トイ オ ンピー クm/z 376は,分 子 イオ ンピー ク

か ら質量 数176が 減 少 した ピー クで あ り,グ ル ク ロン酸

抱 合体 であ る ことを示 唆 してい た。 これか らさらに質量

数16が 減 少 した ピー クは脱酸 素 を示 唆 し,551→376→

360の フ ラ グ メンテ ー シ ョンの様 式 か らM-6は 未 変化 体

のO－ グル ク ロ ン酸抱 合体 で あ る こ とが示 唆 され た(Fig.

4 (f))。 一 方,高 分解 能FAB-MSに よ り分子 イオ ンピー ク

(MH)+はm/z552.1995と 決 定 さ れ,分 子 式 と して

C26H31O10N3Fが 推 定 され た。 この分 子 式 か ら,M-6は 未

変化 体 とグル クロ ン酸 に酸 紫が加 わっ た構 造で あること

が 推 定 され た。 またM-6の1H-NMRに お け る シグナルを

Table1に 示 した。NMRで は 未変 化 体 とグル ク ロン酸の

シグナ ルが検 出 され,グ ル クロ ン酸 の1位 プ ロ トンのシ

グナルが4.51お よび4.61ppmに 認 め られ た ことか ら,M-

6は 未 変化 体 のO-グ ル ク ロ ン酵抱 合体 で ある ことが示唆

され た。一 方,O-グ ル ク ロ ン酸 抱 合 の結 合位 置は ピペラ

ジ ン環 の炭 素 あ る い は4'位 窒素 の いず れ か であ ること

が1H.NMRよ り推 定 された ので,M6を 重 水置換 後マ トリ

クス と して2H8－glycerolを 用 い たFABMSを 測 定 した。す

なわ ち,Fig,5に 示 す よ うに重 水 素 で置換 され るプロト

ンの数 が推 定構 造 式 (a)で は5個,(b) で は6個 であるこ

とに基 づ く結 合位 置 の推 定 を試 み た。 そ の結果(MDγ

と してm/z558が 検 出 され,重 水 置換 後 の分 子量 は556

で あ る と推 定 され た(Fig.4(9))。 こ れ はM-6の5個 の水

素 が重水素 に置 換 され たこ とを示 してい る。 これらの結

果,M-6は 未 変 化体 の ピペ ラ ジ ン環4'位 の窒素 にO-グ ル

ク ロン酸 が結合 した(a) の 構 造 で ある こ とが推定 された。

(7) M-7

M-7はFAB-MSのpositive ionモ ー ドで分 子 イ オンピー

ク(MH)+と してm/z335を 示 し,分 子 量 は334と 考 えら

れ た(Fig.4(h))。 こ れ は未 変 化体 よ り25小 さか った。

ま たM,7の1H.NMRに お け る シ グ ナ ル をTable1に 示 し

た。 キノ リ ン環 の シ グナル に は変化 は ないが,ピ ペラジ

Table 1. 1H-NMR chemical shifts of metabolites of grepafloxacin

Main chemical shifts (ppm)
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ン環 の3位 メチル基 の シグナ ルに加 え,さ らに5個 の プ

ロトンが消失 してい る ことが認 め られ た。 また分子 イオ

ンピークにおい て,未 変 化 体 か ら減 少 した 質量 数 が25

であることか ら,消 失 した フラ グメ ン トには窒 素原子 が

含まれているこ とが示 唆 され た(窒 素 ルー ル)%こ こで

3一メチル ピペ ラジ ン環 が 開裂 を受 け た と考 え られ る箇

所は3箇 所 ある(Fig.6)が,M-7で は3'位 メ チ ル基 の シ グ

ナルおよび窒素原子が消 失 してい る こ とか ら,そ の構 造

としてヒ ドロキシカルボニ ルメチ ルア ミノ基 の存在 が示

唆 された。 この構 造 は,1H-NMRに お い て3,90ppmに ヒ

ドロキシカルボニルに結 合 した メチ レ ン基 の シ グナルが

認められることか らも支持 され た。 以上 の結果 か らM-7

と,こ の推定構造 に基 づい て合成 したDM-1725を 比 較 し

たところ,EIMSの 分 子量,開 裂 様 式 お よび1H-NMRの シ

グナルが よ く一致 し,HPLCで の 保 持 時 間 も よ く一 致 し

たことか らM-7をDM-1725と 同 定 した。

(8) M-8

M-8はFAB-MSのnegativeionモ ー ドで分 子 イ オ ン ピー

ク(M-H)乏 してm/z 438を 示 し,分 子量 は439と 考 え ら

れた(Fig4(i))。 こ れ は未 変化 体 よ り80大 きい こ とか

ら,M-8は 未 変化体 の硫 酸抱 合 体 で あ る こ とが示 唆 され

た。M-8の1H-NMRに お け るシ グナル をTable1に 示 した。

その結果,M-8とGPFXの シ グナ ル には ほ とん ど変 化 が

ないが,ピ ペ ラジ ン環 の シグナ ルが わず か にシ フ トして

いたことか ら,M-8を 未 変化 体 の4'位 硫 酸抱 合 体 であ る

と推定 した。

(a) Contains 5 exchangeable hydrogens.

(b) Contains 6 exchangeable hydrogens.

•¨ Exchangeable hydrogen

Fig. 5. Two possible chemical structures for M-6.

(9) M-9

M。9のEI・MSをF腐4(1)に 示 した。 分 子 イオ ン ピー ク

と してm/z276が 認 め られ,分 子量 は 未変化 体 よ り83小

さか った。 さ らに脱 炭酸(M-44)+に よ るフ ラグ メ ン トイ

オ ンピー クm/z232も 認 め られ た。 またM9の 重H-NMRに

お け る シ グナル をTable1に 示 した。 キ ノ リ ン環 の シ グ

ナル には変化 はな いが,ピ ペ ラジ ン環 の全 て の シグナ ル

が 消失 して い た。 さ らに6.66ppmに ア ニ リ ン構 造 を示

唆 す る シ グナル が認 め られ た こ とか ら,7位 ア ミノ基 の

存在 が 示唆 され た。 そ こでM-9と,こ の推 定構 造 に基 づ

い て合 成 したDM-1706を 比 較 した とこ ろ,EI-MSの 開

裂様 式 お よび1H-NMRの シ グ ナル は よ く一 致 し,HPLCで

の 保持 時 間 も一致 した こ とか らM-9をDM-1706と 同 定 し

た。

(10) M-10

M-10はFAB-MSのpositive ionモ ー ドで分子 イ オ ンピー

ク(MH)+と してm/z376を 示 し,分 子 量 は375と 考 え ら

れ た(Fig4(k))。 これ は未変化 体 よ り16大 き く,未 変化

体 の 一 部 が 酸 化 され た もの と考 え られ た。 またM-10

の1H-NMRに お け る シグナ ル をTable1に 示 した。 キ ノ リ

Fig. 6. Proposed metabolic pathways of 3-methylpiperazinyl ring.
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ン環およびピペラジン環のシグナルにはいずれ も変化は

ないが,5一 位 メチ ル基 の シグナ ルが消 失 し,5.00～

5.15ppmに 酸素原子に隣接 した メチ レン基のシグナルが

認め られたことか ら,未変化体 の5-ヒ ドロキシメチル体

の構造が示唆 された。そこでM-10と,こ の推定構造に基

づいて合成 したDM-1723を 比較 したところ,EI-MSの

開裂様式 および1H-NMRの シ グナルはよく一致 し,HPLC

での保持時間 も一致 したことか らM-10をDM1723と 同

定 した。

(11) その他

ラッ ト胆汁 において,M-1よ り保持時 間の短い2つ の

ピー ク(Fig.3(d)で*印 を記 した)が 認め られた。 これ

らのピークは胆汁排泄後直 ちに分析 した際のHPLCク ロ

マ トグラムではごく微量 しか存在 しないが,室 温で24時

間放置後再分析 したクロマ トグラムでは,M-1が 減少 し

* 印で示 したピークが増加することが認められた。よっ

て* 印のピークは,GPFXの 代謝産物ではな くM-1か ら生

成 した副生成物である可能性が示唆 された。 さらに 精

製 したM-1お よび*印 で示 したピークを含む画分 に1N

水酸化 ナ トリウムを添加 したところ,い ずれの化合物か

Fig. 7. Plasma concentrations of metabolites after a single

oral administration of grepafloxacin at a dose of

400 mg/body in humans (mean•}SE, n=6).

ら も未 変化 体 が生 成す る ことが認 め られた ので,*印 で

示 した ピー ク はM-1か ら生 成 す る副 生 成 物 で あ ると考

え られた。

3. 代 謝 産物 の定量

1) ヒ ト

(1) 血 漿 中代 謝 産物

GPFXを 健 常 成 人男子 に400mg/bodyの 用 量 で単回経

口投 与後 の血 漿 中未 変化 体 お よび代 謝 産物濃 度 をFig.7

に示 した。 また各 種 パ ラ メー タをTable2に 示 した。未

変 化 体 は 投 与 後1.9時 間(Tmax)に 最 高 濃 度(Cmax)

1635ng/mlを 示 し,AUCo-24hは15981ng.h/mlで あ っ

た。代 謝 産 物 と して はDM1705が 最 も多 く認 め られ,

Tmaxは1.8時 間,Cmaxは328ng/mを 示 し,AUCo.24hは

2852ng.h/mlで あ った。 さ らに血 漿 中 に は代 謝産物と

してDM-1704,DM-1706,4,-Glucuronideお よび4'-Sulfate

が 検 出 され た。 ヒ ト血 漿 中 にお け る 主代 謝 産物 はDM

1705で あ った。

(2) 尿 中 代謝 産物

GPFXを 健 常 成 人男 子 に400mg/bodyの 用 量で単回経

口投 与後 の尿 中未 変化 体 お よび代 謝 産物 濃 度 をTable3

に,累 積 排泄 率 をTable4に 示 した。尿 中には未変化体,

DM.1704,DM-1705,DM4706お よ び 抱 合 体 と して3-

Glucuronide,4,-Glucuronide,4-Sulfateが 検 出 された。投

与後72時 間 まで に,未 変化 体 は投与 量 の9.8%排 泄 され,

次 い で3-Glucuronide,4-Glucuronide,DM-1705,DM-

1704,4.Sulfateお よ びDM-1706が そ れ ぞれ投与量の4,0,

3.5,3.0,1,3,1.0お よ び0.2%排 泄 され た。 ヒ ト尿 中にお

け る主代 謝産物 は3-Glucuronideで あ った。

(3) 糞 中代 謝 産物

GPFXを 健 常 成 人男 子 に400mg/bodyの 用 量で単回経

口投 与後 の糞 中未 変化 体 お よび代 謝 産物 濃 度 をTable3

に,累 積排 泄 率 をTable4に 示 した。糞 中 には未変化体,

DM-1704,DM-1705,DM-1706,DM-1725お よ び4'-Sul-

fateが 検 出 され た。投 与 後72時 間 まで に,未 変化体 は投

与量 の31.5%排 泄 され,次 い でDM-1705,DM1704,DM-

1725,DM-1706お よ び4'-Sulfateが そ れぞれ投与量 の2.6,

2.1, 1.9, 1.8お よ び1.3%排 泄 され た。 ヒ ト糞 中 における

Table 2. Pharmacokinetic parameters of plasma concentrations of metabolites after a single oral

administration of grepafloxacin at a dose of 400 mg/body in humans

Each value represents the mean •} SE of six subjects.
*

: AUC in  0— terminal detected point
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Table 3. Urinary and fecal concentrations of metabolites after a single oral administration of

grepafloxacin at a dose of 400 mg/body in humans

Each value represents the mean •} SE for six subjects.

ND: <0.02 ƒÊg/m1 in urine (<0.01 ƒÊg/ml in DM-1706)

<0.2 ƒÊg/g in feces

Table 4. Cumulative urinary and fecal excretion of metabolites after a single oral administration of

grepafloxacin at a dose of 400 mg/body in humans

Each value represents the mean •} SE for six subjects.
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主 代 謝 産物 はDM-1705で あ った。

尿 お よび糞 を合 わせ た排 泄率 にお いて も未変 化体 が最

も多 く,投 与量 の41.2%で あ った。

2)ラ ッ ト

(1)血 漿 中代 謝産物

雄性 ラ ッ トに[14C]GPFXを40mg/kgの 用 量 で単 回経 口

投 与 後 の血漿 にお け る代 表 的 なHPLCラ ジ オ クロマ トグ

ラム をFig3(a)に 示 した。血 漿 中 に はDM-1723,3-Glu-

curonide,DM-1705,DM-1704,未 変 化 体,4'-Sulfateお よ

びDM-1706が 認 め られ た。 ま た雌 雄 ラ ッ トの 血 漿 中未

変 化体 お よび代 謝産 物濃 度 をFig,8に 示 した。血 漿 中 に

は雄性 お よび雌性 ラ ッ トともに未変化 体が最 も多 く存在

し,そ れぞ れ血 漿 中総 放射 能 濃度 の60.9～71,4%お よ び

51.8～63.2%で あ った。 そ の濃 度 は投 与 後0.5時 間 に最

高 濃 度2.12お よ び2。01μg eq./mlを 示 し た 後 減 少 し,

AUCo.8hは6.10お よ び5.46μg eq.h/mlで あ った。次 い で

3-Glucuronideが 多 く認 め られ,雄 で は血漿 中総 放射 能濃

度 の7.4～14.0%,雌 で はND～17.2%で あ った。 またそ れ

ぞ れCmaxは0.41お よ び0.64μg eq./ml,AUCo-8hは0.93

お よび0.80μg eq.h/m1で あ った。 ラ ッ ト血 漿 中にお ける

主代 謝l産物 は3-Glucuronideで あ った。

(2)尿 中 代 謝産物

ラ ッ トに[14C]GPFXを 単 回経 口投与後24時 間 まで に得

られ た尿 の代 表 的 なHPLCラ ジ オ ク ロマ トグラ ム をFig.

3(b)に 示 した。尿 中 に は3-Glucuronide,DM-1723,DM-

1705,DM-1704,未 変 化体DM-1706お よ び4'-Sulfateが

認 め られ た。 また尿 中の未変化体 お よび代 謝産物 の割合

を,雄 性 ラ ッ トで はTable 5に,雌 性 ラ ッ トで はTable 6

に示 した。雄 性お よび雌性 ラ ッ トの尿 中 には未 変化体 が

最 も多 く存 在 し,尿 中総放射 能 の53,3お よ び63.2%,投 与

量 の6.8お よ び6.4%で あ っ た。 次 い で 雄 性 ラ ッ トで は

DM-1723,雌 性 ラ ッ トで は3-Glucuronideが 多 く認 め ら

れ,尿 中総 放 射 能 の8.6お よ び12.5%,投 与 量 の1.1お よ

び1.2%で あ った。 ラ ッ ト尿 中 にお け る主代 謝 産物 は,

雄 性 ラ ッ トではDM-1723,雌 性 ラ ッ トで は3-Glucuronide

で あ った。

(3)糞 中代 謝産物

ラ ッ トに[14C]GPFXを 単 回経 口投与 後24時 間 まで に得

られ た糞 の代 表 的 なHPLCラ ジ オク ロマ トグ ラム をFig.

3(c)に 示 した。糞 中 にはDM-1723,DM-1705,DML1704,

未 変 化 体 お よび4'-Sulfateが 認 め られた。 ま た糞 中 の未

変化 体 お よび代 謝 産物 の割 合 を,雄 性 ラ ッ トではTable

5に,雌 性 ラ ッ トで はTable 6に 示 した。雄性 お よび雌 性

ラ ッ トの糞 中 には未変 化体 が最 も多 く存 在 し,糞 中総 放

射 能 の81.9お よ び77.9%,投 与 量 の59.4お よ び64,7%で

あ った。次 いで4'-Sulfateが 多 く認 め られ,糞 中総 放射 能

の4.3お よ び10.3%,投 与 量 の3.0お よ び8.6%で あ った。

ラ ッ ト糞 中 にお ける主代謝 産物 は4'-Sulfateで あ った。

尿 お よび糞 を合 わせ た排泄 率 にお いて も未変化体が最

も多 く,雄 性 お よび雌性 ラ ッ トで それ ぞ れ投 与量の662

お よび71.1%で あ った。

(の 胆汁 中代謝 産物

胆 管 カニ ュ レー シ ョン した雄性 ラ ッ トに,[14C]GPFX

を単 回経 口投 与 後24時 間 まで に得 られ た胆 汁の代表的

なHPLCラ ジ オ ク ロマ トグ ラム をFig,3(d)に 示 した。胆

汁 申 には3-Glucuronide,DM-1723,DM-1705,DM-1704,

未 変 化体,DM-1706お よ び4'-Sulfateが 認 め られた。 また

胆 汁 中の 未変 化体 お よび代 謝 産物 の割 合 をTable 7に 示

した。 ラ ッ ト胆 汁 中 に は未 変化 体 お よび3-Glucuronide

が 多 く認 め られ,そ れ ぞれ の胆 汁 中総放 射 能の27,3お よ

び55.8%,投 与 量 の19、7お よ び40,5%で あ っ た。次いで

4'-Sulfateが 多 く認 め られ胆汁 中総 放射 能 の4.2%,投 与量

の3.1%で あ った。

(a)

(b)

Fig. 8. Plasma concentrations of metabolites after a single

oral administration of [14C] grepafloxacin at a

dose of 40 mg/kg in male and female rats

(mean•}SE, n=3).

(a) Male (b) Female
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(5)胆 管 カニ ュ レー シ ョン時 の尿 中代 謝 産物

胆管カニュレーシ ョン した雄 性 ラ ッ トに,[14C]GPFX

を単 回経 口投与 後24時 間 まで に得 られ た尿 中 に は3・

Glucuronide,DM-1723,DM-1705,DM-1704,未 変 化 体

および4'-Sulfateが 認 め られ た。 尿 中 の 未変 化 体 お よび

代謝産物 の割合 をTable7に 示 した。 尿 中 に は未変 化 体

が 多 く認 め られ,尿 中総 放射 能 の62.9%,投 与 量 の10,5%

で あ った。次 い で3-GIUCuronideが 多 く認 め られ,尿 中総

放射 能の14、1%,投 与 量 の2,4%で あ った。

(6)腸 肝 循 環後 の胆 汁 中代計 巌物

別 の ラ ッ トに[14C]GPFXを 単 回経 口投与 後6時 間 まで

に得 られ た胆 汁 を,胆 管 カニュ レー シ ョン した雄性 ラ ッ

Table 5. Urinary and fecal excretion of metabolites within 24 hours after a single oral administration of
[14C] C] grepafloxacin at a dose of 40 mg/kg in male rats

Each value represents the mean •} SE for three rats.

Each value in parentheses represents the percentage of radioactivity in the samples.

ND: <1% of total radioactivity in the samples

Table 6. Urinary and fecal excretion of metabolites within 24 hours after a single oral administration of
[14C] grepafloxacin at a dose of 40 mg/kg in female rats

Each value represents the mean •} SE for three rats .

Each value in parentheses represents the percentage of radioactivity in the samples.

ND: <1% of total radioactivity in the samples



144 日本 化 学 療 法 学 会 雑 誌 JULY 1995

トの十二指腸内に投与後24時 間までに得 られた胆汁中

に は3-Glucuronide,DM-1723,DM-1705,DM-1704,未

変化体お よびDM.1706が 認め られ た。胆汁中の来変化

体 および代謝産物の割合 をTable 7に 示 した。胆汁中に

は未変化体,3-Glucuronideお よびDM-1706が 多 く認め ら

れ,そ れ ぞ れ の胆 汁 中総放 射 能 の15,0,42.9お よび

12.8%,投 与量の5.9,17.9お よび5.0%で あった。

(7)腸 肝循環後の尿中代謝産物

別のラッ トに[14C]GPFXを 単回経口投与後6時 間まで

に得 られた胆汁を,胆 管カニュレーションした雄性ラッ

トの十二指腸内に投与後24時 間までに得 られた尿 中に

は3-Glucuronide,DM-1723,DM-1705,DM-1704,未 変

化体 およびDM-1706が 認め られた。尿 中の未変化体お

よび代謝産物の割合 をTable7に 示 した。尿 中には未変

化体お よびDM1706が 多 く認められ,そ れぞれの尿中総

放射能の24.4お よび24.2%,投 与量の0.9お よび1.0%で あ

った。

(8)肺 内代謝産物

雄性 ラットに[14C]GPFXを 単回経 口投与後の肺 におけ

る代表的なHPLCラ ジオクロマ トグラムをFig3(e)に 示

した。肺内では測定 した全ての時間においてほとんどが

未変化体 であ り,代 謝産物 はほ とんど認め られなかっ

た。各時間における未変化体の割合 をTable8に 示 した。

未変化 体 はいずれ の時 間において も肺 内総 放射能の

90.5%以 上 を占め,投 与後0。5時間に9.2μgeq./gを 示 した

後 時間とともに減少 した。

3)サ ル

(1)血 漿 中代 謝産物

雄性 サ ルに[14C]GPFXを 単 回経 口投 与後 の血 漿におけ

る代 表 的なHPLCラ ジ オ ク ロマ トグ ラム をFig,9(a)に 示

した。 血 漿 中 に はDM-1705,DM-1704,未 変 化 体,4,.

Glucuronideお よ び4'-Sulfateが 認 め られ た。 また血漿中

の来 変 化体 お よ び代 謝産 物 濃 度 をFig,10に 示 した。血

漿 中に は未変 化体 が 最 も多 く存在 し,そ の割 合 は血漿中

総 放射 能 濃度 の73,3～9L5%で あ った。 その濃度 は投与

後2時 間 に最 高 濃 度2,50μg eq,/mlを 示 した 後 減少 し,

AUCo。8hは15.54μg eq,h/m1で あ った。 次 い でDM-1704

が 多 く認 め られ,血 漿 中総 放射 能濃 度 の1.5～3.9%で あ

った。 またTmaxは2時 間,Cmaxは0.12.μg eq,/m1お よび

AUC 0-8hは0.58μg eq.h/mlで あ った。 サル血 漿中におけ

る主代 謝産物 はDM-1704で あ った、

(2)尿 中代 謝産物

雄性 サ ルに[14C]GPFXを 単 回経 口投 与後72時 間までに

得 られ た 尿 の 代 表 的 なHPLCラ ジ オ ク ロマ トグ ラムを

Fig9(b)に 示 した。尿 中 には3-Glucuronide,DM-1723,

DM-1705,DM-1704,未 変 化 体,4'-Glucuronide,DM-

1706お よ び4'-Sulfateが 認 め られ た。 また尿 中の未変化

体 お よび代 謝 産物 の 割合 をTable9に 示 した。尿 中には

未 変化体 が 最 も多 く存在 し,そ の割 合 は尿 中総放射能の

55.3%,投 与 量 の6.7%で あ った.次 いでDM1704が 多 く

認 め られ,尿 中総 放 射能 の6.2%,投 与 量 の0.7%で あ った。

サ ル尿 中にお ける主代 謝 産物 はDM-1704で あ った。

Table 7. Binary and urinary excretion of metabolites within 24 hours after a single oral administration of
[14C] C] grepafloxacin at a dose of 40 mg/kg and after a single intraduodenal administration of
1026 kBq/kg of [14C] bile in bile duct-cannulated rats

Each value represents the mean •} SE for three rats.

Each value in parentheses represents the percentage of radioactivity in the samples.

ND: <1% of total radioactivity in the samples
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(3)糞 中代 謝産物

サルに[14C]GPFXを 単 回経 口投 与後72時 間 まで に得 ら

れた糞 の代表 的 なHPLCラ ジ オ ク ロマ トグ ラム をFig,9

(c)に示 した。糞中 にはDM-1705,DM-1704,未 変 化 体,

Table 8. Lung concentration of unchanged compound

after a single oral administration of [14C]

grepafloxacin of 40 mg/kg in male rats

(ƒÊg eq./g tissue)

Each value represents the mean •} SE for three rats.

Each value in parentheses represents the percentage

of radioactivity in the lungs.

4'-Glucuronide,DM-1706お よ び4'-Sulfateが 認 め られ た。

また糞 中の未 変 化体 お よび代 謝産 物 の割 合 をTable 9に

示 した。糞 中に は未 変化 体 が最 も多 く存 在 し,糞 中総 放

射 能 の53.8%,投 与 量 の25,9%で あ っ た。 次 い で4'-Sul-

fateが 多 く認 め られ,糞 中総 放 射 能 の10,9%,投 与 量 の

5.2%で あ った。 サ ル糞 中 に お け る主代 謝 産物 は4'-Sul-

fateで あ った。

尿お よび養 を合 わせ た排泄 率 にお いて も未変 化体 が最

も多 く,投 与量 の32,7%で あ った。

III.考 察

GPFXの 代 謝産 物 を同定 した結 果,GPFXは そ の構 造 中

の4ケ 所 が代 計 を受 け るこ とが 認 め られ た。 す なわ ち,

3位 カル ボ ン酸 お よび ピペ ラジ ン環の4位 窒棄 で の抱合,

ピペ ラジ ン環 の解 裂,5位 メチ ル基 の水酸化 で あ る。3位

カル ボ ン酸が抱 合 を受 け た代 謝産物 と しては グル クロ ン

酸 が エ ス テ ル結 合 した3-Glucuronideが 認 め られ た。 こ

の様 な3位 カル ボ ン酸 での グル クロ ン酸抱 合体 はニ ュー

キ ノ ロ ン薬 に お い て は よ く認 め られ9,10),sparnoxacin

(a)

(b)

(c)

Fig. 9. HPLC radiochromatograms of plasma, urine and feces after a single oral administration

of [14C] grepafloxacin at a dose of 20 mg/kg in monkeys.

(a) Plasma (b) Urine (c) Feces
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(SPFX)で は 主 要 な代 謝経 路 と なって い る11)。 ま た ピペ

ラジ ン環 の4'位 窒素 で抱合 を受 け た代謝 産物 と して,4'-

Sulfateと4'-Glucuronideが 認 め られ た。 硫 酸 抱 合体 は

ciprofioxacin (CPFX)に お いて も認 め られ てい るが12),4'-

Glucuronideの 様 な タ イプの抱 合 体 は今 まで 報告 され て

いな い。構造 的 に見 ておそ ら くピペ ラジ ン環 の4'位 窒 素

が 水酸 化 された後 に抱 合 され る と考 え られ るが,そ の 中

Fig. 10. Plasma concentrations of metabolites after a single

oral administration of [14C] grepafloxacin at a

dose of 20 mg/kg in monkeys (mean•}SE, n=3).

間代謝産物 と推定 されるDM-1714(Fig.11)は 検出され

なかった。 一方,今 回最 も多 くの種類が認められた代謝

産物はピペ ラジン環が開裂を受けたタイプの代謝産物で

あった。 その うちDM-1704,1705お よび1706の 様なタ

イプの代謝産物 は,GPFXと 同 じ側鎖(3-メ チルピペラ

ジン環)を 有す るlomefloxacin (LFLX)に おいても認めら

れてお り9),ピ ペ ラジン環の酸化的開裂 による代謝産物

である と考えられている。GPFXの 場合,LFLXで 認めら

れた中間代謝産物(オ キソ体お よびカルボン酸体)は検出

されなかったが,お そら く同様 な代謝経路により生成す

る と推定 された。 さらにGPFXで は新たにDM-1725の 様

な タイプの代謝産物が認められ,3一メチルピペラジンの

酸化的開裂によるFig.6に 示す様 な代謝ルー トにより生

成 したもの と考え られる。 またGPFXの キノリン環5位

メチル基は,DM-1722お よび1723の 様 に水酸化を受け

ることが明 らか となった。

ラ ット胆汁中 における副生成物 であるFig.3(d)に*

印で示 したピークは3-Glucuronideか ら生 じ,ア ルカリ

水解すると未変化体になる ことから,3－Glucuronideのグ

ル クロン酸がアシル転移 した生成物であると考 えられ

た。 グルクロン酸のアシル転移はSPFXに おいても報告

されてお りω,生 体内物質である ビリル ビソ3》や他の化

合物4陶17'の抱合体において も認め られている。今回*印

で示 した ピークの精製 を試みたが,微 量であったため単

離には到 らなかった。

Table 9. Urinary and fecal excretion of metabolites within 72 hr after a single oral administration of
[14c-] grepafloxacin at a dose of 20 mg/kg in monkeys

Each value represents the mean •} SE for three monkeys.

Each value in parentheses represents the percentage of radioactivity in the samples .
ND: <1% of total radioactivity in the samples
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以上の結果,GPFXの 代謝経路 としてFi&12に 示す経

路が推定された。

ヒト代謝産物を定量 した結果,.血漿中では未変化体が

最も多く存在 し,代謝産物はいずれも未変化体のCmaxお

よびAUCの 約1/5以 下であった。 また今回同定 された代

謝産物の抗菌活性はいずれもGPFXの 約1/10以 下である

Fig. 11. Chemical structure of DM-1714.

こと18)から,血 漿中での本剤の薬効はほとん ど未変化体

によるものと考えられた。

ヒ ト糞中では未変化体が投与量の31.5%認 め られたが,

グルクロン酸抱合体 は認められなかった。これは腸管に

排泄 されたグルクロン酸抱合体は,化 学的あるいは腸 内

細菌叢 により未変化体 に加水分解 されている可能性 を示

唆 している。

一方 ,今 回ヒ トで定量できた朱変化体および代謝産物

の排泄率 は,投 与後72時 間までの尿,糞 中に合 わせて

64%程 度 であ りやや低かった。 ヒ トにおける排泄率を他

の動物の結果415)と比較すると,ヒ トでは糞中排泄率が小

さく,こ の原因のひとつとして糞からの抽出率の影響が

考えられた。すなわち今回用いた抽出法は,ラ ッ トおよ

びサルで良好な回収率が得 られたものであるが,ヒ トの

食事が多種多様であることなどの原因により良好な抽出

率が得 られなかった可能性が考えられた。

Fig. 12. Proposed metabolic pathways of grepafloxacin.
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ラッ トでは血漿中放射能の大部分が未変化体であ り,

投与後8時 間で も代謝産物の増加する傾向は認め られな

かった。尿お よび糞中において も代謝産物の割合は小 さ

か った。 これ らの ことか らIGPFXは ラッ トにおいて代

謝 を受けにくいものと考えられた。また肺 においては,

代謝産物が認め られず放射能のほとんどが未変化体であ

ったことか ら,本 剤投与後の肺での効力 は来変化体に由

来 し代謝産物の関与 はほとんどない と考 えられた。ここ

でGPFXの 主 な排泄経路は胆汁 を介 した糞中排泄である

ことが報告 されているの。今回定量 した胆汁中代謝産物

の割合は,未 変化体およびグルクロン酸抱合体 がそれぞ

れ胆 汁中排泄率の273お よび55.8%で あ り,胆 汁中総放

射能の大部分を占めていた。従って吸収されたGPFXの

大部分は肝臓において未変化体の まま,あ るいはグルク

ロン酸抱合 され胆汁中へ排泄 されると考えられた。

サルにおいてもラッ トの場合 と同様 に,血 漿中放射能

の大部分が未変化体であ り,投 与後8時 間においても代

謝産物の割合が増加する傾向は認められなかった。尿お

よび糞中においても代謝産物の割合は小 さく,未 変化体

はサルにおいて も代謝を受けにくいと考えられた。
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Pharmacokineticsofgrepafloxacin(IV)
―Metabolism  after oral administration of grepafloxacin in rats,

monkeys and  humans―

Hitoshi Akiyama, Masami Koike, Kazuyo Kyuushiki, Takashi Suzuki,

Naotoshi Kusumoto,  Seiji Morita and Masaaki Odomi
Tokushima Research Institute, Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.

463-10 Kagasuno, Kawauchi-cho, Tokushima 771-01, Japan

The metabolism after oral administration of grepafloxacin (GPFX) or ['4C] GPFXwas investigated in

rats, monkeys and humans.

1. The metabolites of GPFX identified using human urine and rat urine and bile were two GPFX

glucuronic acid conjugates (3-glucuronide and 4'-glucuronide), one GPFX sulfate conjugate (4'-sulfate),
four metabolites with a metabolized 3-methylpiperazinyl ring (DM-1704, DM-1705, DM-1706 and DM-

1725) and two 5-hydroxymethyl-type metabolites (DM-1722 and DM-1723).

2. The main metabolite of GPFX in human plasma was DM-1705. The metabolites excreted in urine

during the period of 0-72 hours after dosing were 3-glucuronide (4.0% of the administered dose), 4'-

glucuronide (3.5%), DM-1705 (3.0%), DM-1704 (1.3%), 41-sulfate (1.0%) and DM-1706 (0.2%). The
metabolites excreted in feces during the period of 0-72 hours after dosing were DM-1705 (2.6%), DM-

1704 (2.1%), DM-1725 (1.9%), DM-1706 (1.8%) and 4'-sulfate (1.3%).

3. The main metabolite of GPFX in plasma in both male and female rats was 3-glucuronide. The main

metabolite in urine was DM-1723 in male rats and 3-glucuronide in female rats. The main metabolite in

feces in both sexes was 4'-sulfate. The main metabolite in bile in male rats was 3-glucuronide. GPFX in

male rat lungs accounted for more than 90.5% of the total radioactivity in the lungs, and other metabolite

was detected.

4. The main metabolites in monkey plasma, urine and feces were DM-1704, DM-1704 and 4'-sulfate,

respectively.


