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NM441の 腎排泄機構 と腎障害 ラッ トにおける体内動態の検討

芝崎 茂樹 ・栗林 尚志 ・程島 直子 ・仲由 武實

明治製菓株式会社薬品総合研究所*

NM441の 活性本体NM394の 動物 にお ける腎排泄機構お よび腎障害時の体 内動態について検討 し

た。

1) ス トップフロー法による検討により,NM394の ウサギにおける腎排泄 は糸球体濾過および尿細

管分泌によることが明 らか となった。

2) 正常ラットにおいて,NM394の 腎ク リアランスは糸球体濾過速度より大 きな値 を示 し,尿 細管

分泌の存在が示唆された。

3) HgCl2に よる腎障害 により,NM441投 与後の消失相の血漿中濃度は上昇 し,T1/2は 正常群の約5

倍に,AUCは 約4倍 に増大 した。

4) HgCl2に よる腎障害 により,NM394の 尿中排泄率は正常群の14～22%に 減少 した。
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NM441は 日本新薬株式会社 で合成 され,明 治製菓株式会

社と共同開発中のプロ ドラッグ型のキノロン系合成抗菌薬で

ある。NM441は 経 口投与後小腸上部 より速やかに吸収 され,

消 化管壁,血 液 お よび肝 臓 で代 謝 され,活 性本体 で あ る

NM394と な る1)。NM394は 一部代謝 を受 け尿中および胆汁

中に排泄されるが,大 部分 は尿中に未変化体 として排泄され

る1)。そこで今回,NM394の 腎排泄機構 をウサギを用 いて,

また腎障害時のNM441の 体 内動態 についてラッ トを用いて

検討したので報告する。

I. 材 料 と 方 法

1. 被 験 物質 お よび使用試薬

NM441(Lot No.26),NM394(Lot No.12)お よ び

NAD-358(内 部 標 準物質,Lot No.3)は,日 本新 薬株式

会社 で合成 され た もの を用 いた。 イヌ リン(nacalai tes-

que),ク レ アチニ ン(Cr,nacalai tesque),D-マ ンニ トー

ル(nacalai tesque),プ ロ ベ ネシ ド(Sigma Chemical,

Co.),パ ラ ア ミノ馬 尿酸(PAH,和 光 純 薬 株 式会 社),

HgCl2(和 光 純薬株式 会社)は,市 販 の特級品 を用いた。

その他の試薬 も市販 の特級 品お よび高速 液体 ク ロマ トグ

ラフ ィー用の ものを用いた。

2. 投 与 液調製法

1) NM394

必 要 量のNM394を1N NaOHに 溶 解後,0.1N HCl

に て中和 し,生 理食 塩液 にて9 .5mg/ml(腎 排 泄機 構の検

討)お よび2.5mg/ml(腎 障 害 ラ ッ トの体 内動態)の 溶液

を調製 した。また,腎 排 泄機構 の検討 にお けるNM394点

滴 静 注 用 に は,D-マ ン ニ トール15(w/v)%お よ びCr

0.25(w/v)%と な るよ うに各 々 を溶解 した生 理食塩 液 を

用いてNM39424μg/mlの 溶 液 を調製 した。

2) NM441

必 要 量 のNM441を 乳 鉢 中 で粉 砕 後,0.5%HPC-SL

を少 しずつ加 えなが ら混和 し,NM394と して10mg/ml

の 懸 濁液 にな るよ うに調製 した。

また,Cr,イ ヌ リンお よびPAHは 生 理 食 塩 液 にて

各々100mg/ml,40ま た は100mg/mlお よ び20mg/ml

とな る ように調 製 した。 プロベ ネシ ドは1/15Mリ ン酸

緩衝液(pH4.5)お よび1N NaOHで60mg/mlの 濃 度

に調製 した。

3. ウサ ギ におけ るNM394の 腎 排泄機構 の検討

体重約3kgの 日本 白色種 雄性 ウサギ(北 山 ラベ ス株 式

会社)を 用 い,ス トップ フロー法2)に よ りウサ ギにお ける

NM394の 腎排 泄機構 につい て検討 した。実験 に先立 ち,

尿 管 にPE60,大 腿 動 脈 にPE50(と もにClay Adams Co.

Ltd.)を 各 々カニ ュレー シ ョンす る手術 を行 った。手術 お

よび実験 はペ ン トバル ビタール麻 酔下 〔ネンブタール(R)

(大 日本製薬株 式会社),30mg/kg,i.v.〕 で 行 った。な お,

薬 物 の投与 は耳静脈 よ り行 った。NM394を3.8mg/kg,

PAHを20mg/kgお よ びCrを100mg/kg,各 々 約1分

か けて静 注 し,そ の直後 か ら各群用点 滴静注 液 を0.5ml/

min/kgの 流 速 で点滴静 注 した。点滴静 注開始後40分 か

らス トップフロー実験 を開始 した。

まず,フ リー フロー ク リア ラ ンス を測定 す るため に,

3分 間の採尿 お よび その中間点 にお ける採 血 を行 った。

その3分 後 に尿 カテー テル を閉塞 し尿流 を止 めた。閉 塞

3分 後 に採血 を行い,5分 後 にイ ヌ リンを40mg/kg,約

1分 か けて静注 した。閉 塞6分 後 に尿 カテー テル を開放

し,噴 出す る尿 を0.5mlず つ 採取 した。開放15分 後 に再

びフ リー フロー ク リア ランスを測定 した。続 い て,近 位
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尿 細 管分泌阻害剤 の影響 を検討 するため に,プ ロベ ネ シ

ドを60mg/kg投 与 し,同 様 の実験 を繰 り返 した。

4.腎 障害 ラ ッ トにお ける体 内動 態の検討

HgCl2腎 障 害 モデル ラッ ト3)を 用 い,NM441の 体 内

動 態 に対す る影響 を検 討 した。

1)腎 障害 ラ ッ トの作成3)

SD系 雄 性 ラ ツ ト(9週 齢)の 背部 にHgCl2生 理 食塩 液

溶液 を2mg/kg(投 与 液量2ml/kg)を 皮 下投与後,メ タ

ボ リックケー ジ内で飼育 し,HgCl2投 与4日 目の ラッ ト

を腎障害 ラ ッ トとして試験 に供 した。

2)NM441経 口 投与後 の体 内動 態

SD系 雄性 ラ ッ ト(10週 齢,正 常群;314.2±8.9g,腎 障

害群;284.9±4.4g,日 本SLC)に ペ ン トバ ル ビタール麻

酔 下(30mg/kg,i. p.),大 腿 動 脈 に カ ニ ュレー シ ョン

(PE50)を 行 い,さ らに外尿道部 に2.5mlの シ リンジを

接着 した。 ラッ トはボールマ ンケー ジに固定 し,覚 醒後

NM441 20mg/kg(投 与 液量2ml/kg)を 経 口投与お よび

イヌ リン100mg/kg(投 与 液量1m1/kg)を 尾 静脈 内投与

し,予 めヘパ リン処理 を行 ったサ ンプルチ ュー ブに経時

的 に血液 を大腿動脈 よ り採取 した。血液 は3,500rpmで

10分 間,4℃ で 遠心分離 し,血 漿 を分 離 した。 また,尿

は薬物 投与後経時 的に 自然排泄尿 を採取 した。

3)NM394静 脈 内投与後 の体内動態

SD系 雄性 ラッ ト(10週 齢,正 常群;291.8±16.3g,腎

障 害群;281.4±10.5g,日 本SLC)に2)と 同 様 にペ ン

トバ ル ビタール麻酔 下,大 腿動脈 カニ ュレー シ ョンお よ

び頸静脈 カニュ レー シ ョンを行 い,外 尿道部 には シリン

ジを接着 した。 ラ ッ トはボールマ ンケー ジに固定 し,覚

醒後,NM394 5mg/kg(投 与 液量2ml/kg)お よ びイヌ リ

ン100mg/kg(投 与 液量1ml/kg)を 頸 静脈 カニ ュー レよ

り投与 し,予 めヘパ リン処理 を行 ったサ ンプルチ ュー ブ

に経時的 に血液 を大腿動脈 カニ ュー レよ り採取 した。血

液 を遠心分離 し,血 漿 を得 た。 また,尿 は薬物投与 後経

時的 に自然排 泄尿 を採取 した。

なお,2),3)と もにNM441ま た はNM394を 投 与

し,そ の体 内動態 を検討 す ると同時 に,イ ヌ リンを投与

し,非 定 型 腎 ク リア ラ ンス法 に よ り糸球 体 濾 過 速 度

(GFR)を 測 定 した。

4)蛋 白結合率測定

正 常 お よ び腎障 害 ラッ ト(各n=4)の プ ール血 清 に

NM394の0.5N NaOH水 溶 液 を添加 し(添 加 量 は血清

容量 の1%),NM394濃 度0.1,1,5,10μg/ml血 清

とした1)。 同様 に,pH7.4緩 衝 液(Sorensen buffer)に

NM394の0.5N NaOH水 溶 液 を添加 し,各 濃度 の試料

を調製 した。各試料 を37℃ で15分 間 イ ンキュベ ーシ ョ

ン した 後,Centrifree(R)(MPS-3, YMTメ ン ブ レ ン,

Amicon Co. Ltd.)に 約0.5ml分 取 し,37℃,2,000rpm

で15分 間遠 心限外濾過後,各 血清濾 液中NM394濃 度 か

らタンパ ク結合 率 を求 めた。NM394濃 度 の測 定 には各

試料0.1mlを 使 用 した。

5.定 量 法

1)NM3944)

血 漿,希 釈 した尿 お よび限外濾過 液0.1mlに0.2Mリ

ン酸 緩衝 液(pH7.0,内 部 標 準物 質 としてNAD-358を

1μg/ml含 有 する)1ml,1%ク ロ ロ炭酸 エチル(ジ クロロ

メ タン溶液)5mlを 各 々加 え10分 間振 盪後,遠 心分 離

(4℃,3,000rpm,10min)し た 。水層 を除去後,有 機層

4mlを 別 の遠沈 管 に取 り減圧 下 蒸発 乾 固 した。残 渣 を

0.2m1の メ タ ノール に溶解 し,HPLC測 定 に供 した。測

定 条件 は,前 報4)と 同 様 に設定 した。

2)PAH5)

PAHに お い て は,血 漿0.2m1あ る い は希 釈 した尿

0.5mlに 等 量の6%ト リ クロロ酢酸 を加 え撹搾 した。 そ

れ を遠心分離(5℃, 10,000rpm, 10min)し た 後,得 ら

れた上清 を ミリポア フィルター(φ0.45μm)で 濾 過 し,

HPLC測 定 に供 した。測定条件 は,前 報7)と 同 様 に設定

した。

3)イ ヌ リン

DischeとBorenfreund6)の 方 法 に従 い,比 色法 に よ り

行 った。

4)ク レアチニ ン

Creatinine test wako(和 光 純薬株式 会社)を 使 用 し,

比 色法 に よ り測定 を行 った。

5)Na+お よびK+

Stat/Ion II(日 本 テクニ コン株式会社)を 使用 し測 定

した。

6.薬 物動態解析

1)ス トップフロー法

ス トップ フローパ ター ンの縦軸 には,NM394, PAH,

Na+, K+各 々 の尿 中/血 漿中濃度比 をCrの 尿中/血 漿中

濃度比 で除 した値 を各 フラクシ ョンご とに示 した。

2)血 漿 中濃度推移

NM441経 口投 与後 のNM394血 漿 中濃度 推 移 につ い

ての薬物 動態解析 は,NM394血 漿 中濃度 の消失部 分 の

数 ポイ ン トか ら消 失速 度 定 数(kel)お よ びT1/2を 求 め

た。また,NM394静 脈 内投与後 のNM394血 漿 中濃度推

移 は2-コ ンパー トメ ン トオ ープ ンモ デル にあ て はめ て

行 った。非線 型最小二乗法 のアル ゴ リズム にはDamping

Gauss-Newton法 を用 いた。なお,各 々の場 合 におけ る

AUC0～24お よ びAUC0～ ∞は台形 法で算出 した。 また,イ

ヌ リンの血 漿中濃度推移 につい て も同様 の解析法 で解析

を行 った。

3)尿 中排 泄

腎 ク リア ランス(Clr)お よびGFRは,以 下 に示 す式 に

よ り算 出 した。

(1)腎 ク リア ランス:Clrお よ びGFR

Clr or GFR=
X0～24

AUC0～24
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X0～24:NM394ま た はイヌ リンの投与 後24時 間 まで

の尿 中排 泄量

AUC0～24:NM394ま た はイヌ リンの血漿 中濃度 時間

曲線 下面積(0～24時 間)

4) 腎外 ク リア ラ ンス:Clnr

Clnrは,以 下 に示 す式 に よ り算 出 した。

Clnr=Cltot-Clr

Cltot:全 身 ク リアラ ンス

7. 統 計 処 理

各 値 の 有意 差 検 定 は,す べ て危 険 率5%以 下 でStu-

dentのt-検 定 によ り行 った。

II. 結 果

1. ウサ ギにお けるNM394の 腎排 泄機構 の検 討

Fig.1に ス トップ フ ローパ ター ンを示 した。NM394

お よ びPAHの ス トップ フローパ ター ンには類 似 した分

泌 を示 す極 大 ピー クが認 め られ,こ の ピー クは,プ ロベ

NM394

P-aminohippuric acid

creatinine

Na+

K+

inulin

Fig. 1 Stop-flow pattern of NM394 in rabbit before (-) and after (----) administration of probenecid
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ネシ ドの投与 により消失の傾向を示した。再吸収 を示す

極小 ピークは認められなかった。Na+お よびK+に は,

再吸収 を示す極小 ピークが認められた。

2 腎障害ラットにおける体内動態の検討

1) 腎障害ラットにおけるNM441経 口投与時の体内

動態

NM441の 体内動態試験 に供 した正常およびHgCl2投

与後4日 目の ラット血清および尿の生化学検査結果 を

Table 1,2に 示 した。その結果 よ り,試 験 に供 した

HgCl2投 与後4日 目のラッ トの腎障害誘起 が示唆 され

た。従って,試 験 にはHgCl2投 与後4日 目のラットを用

いた。

NM441(経 口)お よびイヌ リン(静脈内)投 与後の正常

お よび腎障害 ラットにおける血漿中濃度推移 をFig.2

に,薬物動態パラメータをTable 3に 示した。NM441に

おいては,正 常群に比べ腎障害群のNM394の 消失相の

血 漿中濃 度 は上 昇 し,T1/2は 約4.6倍 に延 長 した。

AUC0～ ∞は約4倍 に増大 し,尿 中排泄率は正常群 の約

22%に 減少した。

イヌリン投与後 の腎障害群の血漿中濃度は上昇 し,

AUC0～ ∞は約22倍 に増大,尿 中排泄率 は正常群 の約

73%に 減少 した。GFRは 正常群(6.98ml/min/kg)の 約

13%(0.91ml/min/kg)に 減少 し,糸 球体の障害が示唆 さ

れた。

2) 腎障害ラットにおけるNM394静 脈内投与時の

体内動態

NM394の 体内動態試験に用いた腎障害モデルラット

は,血 清および尿の生化学的検査の結果 より,HgCl2投

与後4日 目に腎障害誘起が示唆された(デ ータ未表示)。

HgC12投 与後4日 目にNM394お よびイヌ リン静脈内投

与後の正常および腎障害ラットにおける血漿中濃度推移

をFig.3に,薬 物動態パ ラメータをTable 4に 示した。

NM441経 口投与後の体 内動態 と同様に,正 常群 に比べ

腎障害群では,NM394の 血漿中濃度は上昇 し,T1/2は 約

3倍 に延長,AUC0～ ∞は約3.5倍 に増大 した。分布容積

(Vss)に は有意差はなかった。Cltotは 正常群の約28%

に低下し,尿 中排泄率は正常群の約14%に 減少 した。

腎障害群では,イ ヌリンの血漿中濃度は上昇 し,T1/2は

約6.4倍 に延長,AUC0～ ∞は約17倍 に増大 した。Cltot

は正常群の約7%に 低下 し,尿 中排泄率は約60%に 減少

したが(p<0.05),Vssに は有意差 はなかった。GFRは

正常群で7.48ml/min/kg,腎 障害群で0.31ml/min/kg

であり,腎 障害群のGFRは 正常群の約4%に 減少 し,糸

球体の障害が示唆された。

さらに,NM441経 口投与およびNM394静 脈内投与

後 の体 内動態の結果 よ りバ イオアベ イ ラビ リティー

(BA)を 算出 したところ,正 常群 は38.8%,腎 障害群は

44.7%で あり,大 きな差は認め られなかった。

Table 1. Biochemical findings in serum of control and HgCl2 treated rats
for NM441 per oral administration study (20mg/kg)

(Values are the mean•}SD of four (Control) and five (HgCl2) rats at 4 days after HgC12 treatment.)
* : Significantly different from Control (p<0.05)

NEFA: non-esterified fatty acid

TG: triacylglycerol

GLU: glutamic acid

Table 2. Biochemical findings in urinalysis of control and HgCl2 treated rats
for NM441 per oral administration study (20mg/kg)

(Values are the mean•}SD of four (Control) and five (HgCl2) rats at 4 days after HgC12 treatment.)
*: Significantly different from Control (p<0

.05).

UV: urinaly volume
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Fig. 2 Plasma concentrations of NM394 (20mg/kg NM441, p.o.) and inulin (100mg/kg, i.v.) in control and HgC12 treated rats

Values are the mean•}SD.

-●-:control rats(n=4)
,-○-=HgCl2 treated rats(n=5)

Table 3. Pharmacokinetic parameters of NM441 after oral administration (20mg/kg) and
inulin after intravenous administration (100mg/kg) in control and HgC12 rats

(Values are the mean•}SD of four (Control) and five (HgC12) rats.)

*: Significantly different from Control (p<0 .05)

Pe : cumulative urinary excretion from 0 to 24h (% of dose)

Clr : Clr of inulin represents glomerular filtration rate.

3) NM394の 正常および腎障害ラッ トの血清 におけ

る蛋白結合率

NM394の 正常お よび腎障害 ラッ トの血 清 にお ける

NM394濃 度範囲0 .1～10μg/mlの 蛋 白結合率の結果 を

Table 5に 示 した。いずれの濃度においても腎障害 ラッ

ト血清の蛋白結合率は減少 し,平 均蛋白結合率は正常群

で48.2%,腎 障害群で31 .4%で あった。

4) NM394の 正常および腎障害 ラッ トにおける

各クリアランス値

以上の結果から計算 したNM394の 各ク リアランスを

Table 6に 示 した。NM441経 口投与後のNM394のClr

は,腎 障害群で正常群の約10%に 減少した。平均蛋白非

結合率(正 常群:52%,腎 障害群:69%)で 補正すると腎

障害群のClrは 正常群の約8%に まで減少 した。

NM394静 脈内投与後の腎障害群のCltot,Clrは 各々

正常群の30%,4%に 減少 した。平均蛋白非結合率で補

正したClrは,腎 障害群 においては正常群の約3%に ま

で減少 した(p<0.05)。 一方,Clnrは 正常群 と腎障害群

で有意差は認 められなかった。
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Fig. 3 Plasma concentrations of NM394 (5mg/kg, i.v.) and inulin (100mg/kg, i.v.) in control and HgCl2 treated rats

Values are the mean•}SD.

-●-:control rats(n=4)
,-○-:HgCl2 treated rats(n=5)

Table 4. Pharmacokinetic parameters of NM394 (5mg/kg) and inulin (100mg/kg)
after intravenous administration in control and HgC12 treated rats

(Values are the mean•}SD of four (Control) and five (HgC12) rats.)
*•ESignificantly different from Control (p<0

.05)

Pe: cumulative urinary excretion from 0 to 24h (% of dose)

Clr: Clr of inulin represents glomerular filtration rate.

Table5,SerumproteinbindingofNM394incontrolandHgC12treatedrats

(Values are the mean•}SD of three or four experiments.)
*:Significantly different from Control(p<0

.05)
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(Values are the mean•}SD of four (Control) and five (HgC12) rats.)
*: Significantly different from Control (p <0 .05)

**: Urinaly clearance corrected by serum unbound fraction . Serum unbound fractions are 0.52 in control rats and

0.69 in HgCl2 treated rats.

III. 考 察

NM441経 口投与後,血 中に活性本体 として存在す る

NM394の ウサギにおける腎排泄機構 および腎障害時に

おける体内動態をラットを用いて検討 した。

NM394の ス トップフローパターンには分泌を示す極

大ピークが認められた。 これらのピークは,プ ロベネシ

ドで有機酸輸送系を阻害す ることで消失の傾向 を示 し

た。また,Na+,K+の ような再吸収を示す極小 ピークは

認められなかった。以上のことか ら,ウ サギにおいて,

NM394は 糸球体濾過のみな らず,近 位尿細管分泌 によ

り尿中へ排泄 されると考えられた。

一方,正 常ラットにおけるClrは18～19ml/min/kg,

血清タンパク非結合率(=0.52)で 補正 した値 は35～37

ml/min/kgと な り,GFR7.5ml/min/kgよ り大 きな

値を示 した。 この ことか ら,ラ ッ トにおいて もNM394

は糸球体濾過のみならず,近 位尿細管分泌により尿中へ

排泄されると推察された。

腎障害時の体内動態 については,腎 障害動物 として

種々のモデルが報告 されているが,最 も一般的に知 られ

ているHgCl2モ デルを作成 し,HgCl2投 与後4日 目の

ラットを実験 に供 した3)。その腎障害発症メカニズムは

尿細管細胞の持つ酵素のSH基 への結合であるといわ

れているが,血 液循環の不良,糸 球体 にも異常 をきたす

ことが知 られている7)。血清および尿の生化学検査結果

より,腎 障害時にみられる現象 として血清中BUNお よ

びクレアチニンの上昇および腎尿路系組織に由来する各

尿中酵素の変動8)が認められた。また,尿 中グルコースの

多量排泄から尿細管障害,お よびGFRの 低下 より糸球

体への障害が示唆された。すなわち,作成 した腎障害ラッ

トは腎の広範囲にわたって障害を起 こしているものと考

えられた。

腎障害時には薬物の血中濃度が上昇 し,血 中半減期 は

延長,そ して尿中排泄率は減少することが,他 のキノロ

ン系合成抗菌薬9)や抗生物質10,11)において報告されてい

る。さらに,腎障害によりBUNが 上昇すると血清中に内

因性物質が増え,血 清タンパク結合率が低下することが

報告されている12)。本実験 においても,NM441経 口投与

および活性本体NM394静 脈内投与後の体内動態は,腎

障害により血漿中濃度が上昇 し,低 い尿中排泄率を示 し

た。これは,次の理由から主にClrの 低下によると考 えら

れた。

1) NM441経 口投与およびNM394静 脈内投与後の

体内動態の結果より算出したBAに 差がな く,腎 障害に

よるNM441の 吸収過程に大きな影響 はない。

2) 腎障害によるCltotの 有意な低下(p<0.05)が 認

め られたが,Clnrに は有意 差が な く,腎 障 害 によ る

NM394の 腎排泄以外の過程 には影響がない。

また,腎 障害により血清タンパク結合率が低下 したの

は,BUNの 上昇 により血清中の内因性物質が増加 し,

NM394の 血清タンパ ク結合を阻害した と推察された。

以上により,NM441の 活性本体NM394は ウサギ,

ラットにおいて糸球体濾過および尿細管分泌により尿中

に排泄されること,ラ ットにおいては腎障害によるClr

の低下により血漿中濃度が上昇 し,排 泄が遅延す ること

が示唆された。
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Renal excretion mechanism in rabbit and pharmacokinetics in

renal insufficient rats of NM441

Shigeki Shibasaki, Takashi Kuribayashi, Naoko Hodoshima and Takemi Nakayoshi

Pharmaceutical Research Center, Meiji Seika Kaisha, Ltd.

760 Morooka-cho, Kohoku-ku, Yokohama 222, Japan

Renal excretion mechanism of NM394, an active form of NM441, was studied in rabbits by stop-flow
analysis methods. In addition, the pharmacokinetics of NM441 was studied in renal insufficient rats. The
results may be summarized as follows:

1) NM394 is extensively secreted by the proximal tubules in addition to the glomerular filtration in
rabbits.

2) Renal clearance of NM394 was greater than that of GFR in normal rats. Then, it was suggested that
NM394 was also secreated by the proximal tubules in rats.

3) The plasma concentrations of NM394 in elimination phase after administration of NM441 were
increased in HgC12 insufficient rats. T1/2 and AUC were increased by 4.6 and 4 times compared to normal
rats.

4) Cumulative renal excretions in renal insufficient rats were decreased to 14-22% compared to
normal rats.


