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新 キ ノ ロ ン系抗 菌 薬gatifloxacinの

ラ ッ ト,ウ サ ギお よび イヌ にお け る代 謝物 の構造 決 定 お よび定 量

大家 毅 ・橋本秀男 ・弦巻葉子 ・小室正勝 ・多賀福太郎 ・大久保秀夫

杏林製薬株式会社中央研究所*

新 キ ノロ ン系抗菌薬 であ るgatifloxacin(GFLX)の ラ ッ ト,ウ サギお よびイヌにおけ

る代 謝 につ いて検討 し,以 下の結果 を得 た。

1.GFLXを 経[投 与後 の ラ ッ ト胆 汁お よび尿 か ら,未 変化体,GFLXの エス テル型

グル クロ ン酸抱 合体(M-1),3-メ チル ピペ ラジ ン環 の開環 した置換 基 を有 す るエチ レ

ンジア ミン体(M-2),2-メ チ ルエチ レンジア ミン体(M/3)お よびア ミノ体(M-4)

が それぞれ 同定 され た。

2.11Cで 標 識 したGFLX([14C]GFLX)を ラッ ト,ウ サ ギお よび イヌに経 口投 与後

24時 間 まで に,そ れぞ れ99.9,83.6お よび70.5%の 放射能 が体外 へ と排 出 され た。尿

お よび糞 中への放射 能の排泄 の割 合 は,そ れぞれ34:66,40:60,69:31で あ った。

3.ラ ッ ト,ウ サ ギお よび イヌか ら採取 した尿 において,放 射能 は主 にGFLXと して

存在 し,尿 中へ排 泄 され た放射 能 の 約90%を 占 めて い た。 その他 にM-1が 約3%,

M-4が1～2%,M/2お よびM-3が それぞれ約1%検 出 された。各種の動物 問でその代

謝パ ター ンに大 きな差 は見 られ なか った。

これ ら動物 の糞 中で は,GFLXが 主 に存在 し,そ の他 にM-2,M-3お よびM-4が 糞

中へ 排泄 され た放射 能 のそれぞ れ1～2%認 め られた。

4.胆 管 カニ ュ レー シ ョンを施 した ラ ッ トに[14C]GFLXを 経 口投 与後24時 間 まで に

96.1%の 放 射 能 が体外 に排 泄 され,尿,胆 汁 お よび糞 中へ の放射 能 の排 泄 の割合 は

41:45:14で あ った。 ラ ッ ト胆汁 中へ排 泄 された放射能 の うち,M-1が54% ,GFLXが

18%で あった。 その他,M-2,M-3お よびM-4が 認 め られ た。

5.[14C]GFLXを 経 口投与 した実験 動物 におい て,投 与後24時 間 まで に尿 お よび糞

中へ排 泄 され た放射 能の 中でGFLXとM-1の 占め る割合 は,ラ ッ トで82%,ウ サ ギで

91%,イ ヌで89%を 示 した。

6.[14C]GFLXを 経 口投 与 したラ ッ トか ら採取 した血清 中の放射能 は,そ の大部分が

GFLXと して存在 した。

7.M-2,M-3お よびM-4の 抗 菌活性 は,多 くの菌種 でGFLXの1/4～1/256以 下

であ った。

Key words: gatifloxacin,代 謝,排 泄,抗 菌 活性

Gatifloxacin(GFLX)は,杏 林 製 薬 株 式 会 社 で 合 成

され た 新 規 の キ ノ ロ ン系 抗 菌 薬 で あ る 。 本 薬 は 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L。 各種 実 験 動 物 に お け る本 薬 の体 内動 態 につ い て,こ

れ まで に非 標 識 体 お よび14C標 識 体([14C]GFLX)を 用

い た検 討 が 行 わ れ て い る。[14C]GFLXを 用 い た ラ ッ ト

で の 検 討 で は,経[投 与 され たGFLXは 速 や か に,か つ

大 部 分 が 吸 収 され,投 与 放 射 能 の 約4割 が 尿 中へ,約3

割 が胆 汁 中へ と排 泄 され た2)。さ ら に,非 標 識体 のGFLX

を用 い た検 討 の 結 果,ラ ッ ト尿 中 で は大 部分 がGFLXと

して,ま た胆 汁 中 で はGFLXお よび そ の グル ク ロ ン酸 抱

合体 と して存 在 す る こ とが 明 らか に され て い る1ト。

今 回,各 種 実 験 動 物 に お け るGFLXの 代 謝 パ ター ン を

検 討 す る 目 的で[14C]GFLXを ラ ッ ト,ウ サ ギお よ び イ

ヌ に経 口投 与 し,そ の尿 お よび糞 中代 謝 物,ラ ッ ト胆 汁
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中 代 謝 物 と そ れ ぞ れ の 排 泄 量,な ら び に ラ ッ ト血 清 中 代

謝 物 の 有 無 に つ い て 検 討 し た 。 あ わ せ て,代 謝 物 の 抗 菌

活 性 をGFLXと 比 較 し た 。 以 下 に そ の 結 果 を 報 告 す る 。

I.材 料 と 方 法

1.被 験 薬 物,代 謝 物 標 品 お よ び 試 薬

実 験 に 供 し たGFLX(1%水 和 物Lot No.G655321,

G315311お よ びG155311)は,杏 林 製 薬(株)に お い

て 合 成 さ れ た 。[pyridone ring-2-[14C]]GFLX(Lot

No.ROX9542お よ びCFQ8394)は,杏 林 製 薬(株)お

よ びAmershamに お い て 合 成 し た 。 比 放 射 能 は そ れ ぞ れ

825お よ び666kBq/mgで あ っ た 。 そ の 薄 層 ク ロ マ トグ

ラ フ ィ ー[プ レ ー ト:Kieselgel 60 F254,Merck;展

開 溶 媒:ク ロ ロ ホ ル ム/メ タ ノ ー ル/28%ア ン モ ニ ア 水

(10:10:3,v/v)]に よ る 放 射 化 学 的 純 度 は98%以 上

で あ っ た 。

代 謝 物 標 品 お よ び 類 縁 化 合 物 と し て 以 下 の も の を 杏 林 製

薬(株)で 合 成 し た 。

エ チ レ ン ジ ア ミ ン 体[M-2;7-[(2-aminoethyl)

amino]-1-cyclopropyl-6-fluoro-1,4-dihydro-8-

methoxy-4-oxo-3-quinolinecarboxylic acid],2-

メ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン 体[M-3;(±)-7-[(2-

aminopropy1)amino]-1-cyclopropyl-6-fluoro-1,

4-dihydro-8-methoxy-4-oxo-3-quinolinecarboxylic

acid],ア ミ ノ 体[M-4;7-amino-1-cyclopropyl-

6-fluoro-1,4-dihydro-8-methoxy-4-oxo-3-

quinolinecarboxyli cacid],ア ミ ド体[(±)-1-

cyclopropyl-6-fluoro-1,4-dihydro-8-methoxy-

7-(3-methyl-1-piperazinyl)-4-oxo.quinoline-3-

carboxamide]。

β-Glucuronidase(Escherichia coli由 来)は べ ー リ ン

ガ ー ・マ ン ハ イ ム(株)か ら 購 入 し た 。 そ の 他 の 試 薬,

溶 媒 は す べ て 市 販 の 特 級 品 も し く は 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ ー(HPLC)用 溶 媒 を用 い た 。

2.実 験 動 物

生 後8～16週 齢,体 重226～420gのWistar系 雄 性 ラ ッ ト

((株)日 本 医 科 学 動 物 資 材 研 究 所),体 重2.0～2.1kgの

New Zealand White種 雄1生 ウ サ ギ((株)日 本 医 科 学

動 物 資 材 研 究 所)な ら び に 生 後79箇 月 齢,体 重9.6～

10.6kgの 雄 性 ビ ー グ ル 犬(日 本 イ ー ・デ ィ-エ ム(株))

を そ れ ぞ れ 使 用 し た 。 ラ ッ トお よ び イ ヌ は 薬 物 投 与 前 約

16時 間,ウ サ ギ は 約40時 間 絶 食 し,そ れ ぞ れ 投 与 後4時

間 に 給 餌 を再 開 し た 。 飼 料 と して,ラ ッ トはCE-2(日

本 ク レ ア(株)),ウ サ ギ はCR-3(日 本 ク レ ア(株)),

イ ヌ に はDM-2((株)船 橋 農 場)を そ れ ぞ れ 与 え た 。 飲

料 水 は 実 験 期 間 を 通 し て 自 由 に 摂 取 さ せ た 。

3.薬 物 の 投 与

代 謝 物 の 構 造 決 定 の 目 的 で,非 標 識GFLXを200mg/

10mL/kgの 用 量 で,原 末 中 水 分 の補 正 を行 わ ず ラ ッ ト

に単 回 また は1日2回 反復 経 口投 与 して,そ の尿 また は胆

汁 をそ れ ぞ れ採 取 した 。GFLXは0.3%カ ル ボ キ シ メチ ル

セ ル ロ ー ス ナ トリ ウ ム に懸 濁 して投 与 した 。

各種 実験 動 物 にお け る代 謝物 の 定 量 は[14C]GFLXを

用 い て行 っ た。[14C]GFLXの 投 与 量 は,ラ ッ ト,ウ サ

ギお よび イ ヌで の尿,糞 中排 泄 の 検 討 な ら び に ラ ッ トで

の胆 汁排 泄 の 検討 で は10mg/0.763～1.01MBq/kg,ラ ッ

トで の血 清 中代 謝 物 の 検 討 で は10mg/3.86MBq/kgと

し,原 末 中水 分 の 補 正 は 行 わ な か っ た 。 ラ ッ トお よ び ウ

サ ギ の経 口投 与 で は[14C]GFLXの0.1～0.2%水 溶 液 を

用 い た。非 標識GFLXで 適 宜 希釈 した[14C]GFLXを0.1M

塩 酸 に溶 解 し,0.1M水 酸 化 ナ トリウ ム でpHを 約5に 調

整 した後 に ブ ドウ糖 を加 え て 等 張 なGFLX水 溶 液 を調 製

した。 一 方,イ ヌ へ の投 与 は[14C]GFLXお よび非 標 識

GFLXの 原 末 を混 合 して充 填 した ゼ ラチ ンカ プ セ ル を用

い た。

4.生 体 試 料 の 採 取

尿,糞 中 排 泄 の 検 討 で は,各 動 物 を個 別 の代 謝 ケー ジ

に収 容 し,薬 物 投 与 後 に 自然 排 泄 され た 尿 お よび 糞 を採

取 した 。 ラ ッ トに お け る胆 汁 排 泄 の 検 討 で は,総 胆 管 に

カ ニ ュ ー レ(PE-10,Becton Dickinson)を 挿 入 した

後,動 物 をボ ー ル マ ン ケ ー ジ に 固定 した 。 つ い で,薬 物

を経 口投 与 後24時 間 まで に排 泄 さ れ た尿,糞 お よび胆 汁

を採 取 した 。

血 清 中代 謝 物 の 検 索 で は,[14C]GFLXを 経 口投 与 し

た ラ ッ トか ら,投 与 後1時 間 の 血 液 を採 取 した 。 血 液 は

エ ー テル麻 酔 下 に腹 大動 脈 か ら採 取 し,直 ち に遠 心(3,000

rpm,10min)に よ り血 清 を分 取 した 。

胆 汁 中 の 代 謝 物 の 検 索 で は,試 料 の 採 取 は 氷 冷 下 で 行

い,試 料 を秤 量 後 直 ち に1M酢 酸 緩 衝 液(pH5.2)を 等

量 添 加 した。 各試 料 は使 用 時 まで －20℃ に て 凍 結 保 存 し

た。

5.尿,胆 汁 お よ び 糞 中 排 泄 率 の 測 定

尿 は ケ ー ジ洗 浄 液 と共 に 補 集 した 。 全 容 量 を 測 定 後,

そ の0.5mLを バ イ ア ル に採 取 した 。 ラ ッ トか ら得 た 胆 汁

は その 全 重量 を測 定後,約100mgを バ イ アル に採 取 した 。

採取 した尿お よぴ胆 汁は メタノール1mLを 加 えた後ACSD(R)

(Amersham)を 加 え放 射 能 測 定 の た め の試 料 と した。 糞

は適 量 の水 を加 え乳 鉢 で均 一 に練 合 し,そ の一 部(200～

700mg)を 採 取 した。 風 乾 した試 料 は,サ ン プ ル オ キ シ

ダ イザ ー(Tri-Carb(R)306型,Packard)で 燃 焼 した 。

放 射 能 は14CO、 と してCARBO-SORB(R)E(Packard)に

捕 集 し,液 体 シ ン チ レー タ ー(PERMAFLUOR(R)E,

Packard)を 加 え て放 射 能 測 定 試 料 と し た。

6.放 射 能 の 測 定

放 射 能 は液体 シ ンチ レー シ ョンア ナ ラ イザ ー(Tri-Carb(R)

2000CA型,Packard)で 測 定 した 。 クエ ンチ ング補 正
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は外 部 標 準 線 源 法 に よ り行 っ た 。

7.HPLC

装 置 と してL-6000形 ま た は655形HPLCシ ス テ ム(日

立)を 用 い,検 出 はUV(検 出 波 長285ま た は289nm)ま

た は蛍 光 モ ニ ター(励 起 波 長290nm,蛍 光 波 長490nm)

で行 っ た 。 また,移 動 相 中 の 放 射 能 は ラ ジ オLC検 出 器

(RS-8000型,東 ソー)を 用 い て測 定 した 。 カ ラム はTSK

gel ODS-80TM(内 径4-6mm× 長 さ150mm,東 ソー)

を用 い,移 動 相 お よび 流 速 は 以 下 の 条 件 を使 用 し た。

(条件1)A液:5mMク エ ン酸/ア セ トニ トリル/!M酢

酸 ア ンモ ニ ウ ム(81:18:1,v/v),B液:ア セ トニ ト

リル,流 速:1.OmL/min,0～45分 ま でA液100%,

45～75分 は,A液100%か らB液100%と な る 直線 グ ラ

ジエ ン ト

(条 件2)A液:0.1M酢 酸/ア セ トニ トリル(90:10,

v/v),B液:ア セ トニ トリル,流 速:1.0mL/min,0～

30分 でA液100%か らB液100%と な る直 線 グ ラ ジ エ ン

ト

(条件3)A液:0.8mM1-octane sulfonate sodium

を含 む0.01Mリ ン酸/ア セ トニ トリ ル/テ トラ ヒ ドロ フ ラ

ン(82:16:2,v/v),B液:ア セ トニ トリル,流 速:

1.OmL/min,0～45分 までA液100%,45～55分 はA

液100%か らB液50%と な る 直 線 グ ラ ジエ ン ト,55分

以 後B液100%

8.紫 外 線 吸 収(UV)ス ペ ク トル

フ ォ トダ イ オ ー ドア レイ検 出 器(991J型,Waters)を

装 着 した前 述 のHPLCを 用 い,上 記HPLC条 件3で 測 定

した。

9.質 量 分 析(MS)ス ペ ク トル

二 重 収 束 質量 分 析 装 置(M-2000型,日 立)を 用 い た。

高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー 質量 分 析 法(LC/MS)は 上

記 のHPLC条 件2を 用 い,大 気 圧 化 学 イ オ ン化 法(APCI)

に よ り正 イ オ ンモ ー ドで 測 定 した 。 ラ ッ ト尿 か ら単 離 し

た 代 謝 物 に つ い て は 二 次 イ オ ン 質 量 分 析 ス ペ ク トル

(SIMS)を 併 せ て測 定 した。 測 定 には 一 次 イ オ ンに8kV

のXeを 用 い,マ トリ ック ス に グ リ セ ロ ー ル を使 用 した。

10.代 謝 物 の 検 索

採 取 した 胆 汁 ま た は尿 をBond Elut(R)C18(Varian)に

負 荷 し,水 洗 後 に ア セ トニ トリ ル ま た は メ タ ノー ル にて

溶 出 した。 減 圧 乾 固 後,残 渣 を0.1M酢 酸/ア セ トニ トリ

ル(1:1,v/v)に 溶 解 し,そ の 一 部 をLC/MSに 注 入

した 。 抱 合 体 は,精 製 あ るい は 希 釈 した試 料 を,ア ル カ

リ加 水 分解(IM水 酸 化 ナ トリウム 中,37℃,1時 間)ま た

は β-glucuronidase処 理(0.1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)

中,37°C,1時 間)後HPLCで 分 析 し,未 処 置 試 料 と ク

ロマ トグ ラム を比 較 す る こ と よ り検 索 した。 また,胆 汁

か ら精 製 した試 料 をア ンモニ ア水 と反 応 させ(37°C,30分),

ア ミ ド体 の 生 成 の 有 無 を検 討 しだ 。

11.代 謝 物 の 同 定

代 謝 物 の 同 定 は,UVス ペ ク トル,HPLCの 保 持 時 間

お よ びMSス ペ ク トル を合 成代 謝 物 標 品 の そ れ と比 較 す る

こ とに よ り行 っ た 。 ラ ッ トか ら採 取 した 尿 あ る い は 胆 汁

中 の微 量 代 謝 物 は,HPLC(条 件1)に よる粗 分 画 を行 っ

た後,LC/MSに 供 した。 グル クロ ン酸抱 合体 は,HPLC

分 取 に よる 単 離 ・精 製 を行 っ た 後,そ の 正 イ オ ンお よ び

負 イ オ ンSIMSス ペ ク トル を測 定 した 。

12.代 謝 物 の定 量

GFLXの 各代 謝 物 の 分 画,定 量 はHPLC条 件3で 行 っ

た。[14C]GFLXを 投 与 した ラ ッ ト,ウ サ ギ お よび イ ヌ

か ら採 取 した 尿,な らび に ラ ッ トか ら採 取 した 胆 汁 は直

接,ま た は アル カ リ加 水 分解 処 理後HPLCに 注 入 した。 各

動 物 か ら得 た糞 は 乳鉢 で均 一 に練 合 した後,そ の一 部(約

500mg)を 採 取 した 。 これ に0.1M塩 酸5mLを 加 え撹 拌,

振 盛 した後,3,000rpmで10分 間遠 心 し,そ の上 清 を採

取 した 。 この 操 作 を5回 繰 り返 し,そ の 上 清 すべ て を合

わせ,中 和 した 後 に凍 結 乾 燥 した 。 つ い で残 渣 を移 動 相

に溶 解 し,試 料 と した。 ラ ッ トか ら採取 した血 清 は,4倍

量 の ア セ トニ トリル を加 え撹 拌,振 盪 後,3,000rpmで

10分 間遠 心 し,上 清 を採 取 した 。 この 操 作 を3回 く り返

し,そ の 上 清 を合 わせ て減 圧 下 で 濃 縮 乾 固 した 。 つ い で

残 渣 を 移 動 相 に 溶 解 し,試 料 と した。

HPLC溶 出 液 は60秒 ご とに分 取 した 。 分 取 した各 分 画

に は,シ ンチ レー タ(ACSH(R),Amersham)7mLお よ

び メ タ ノ ー ル1mLを 加 え,そ の放 射 能 を液 体 シ ンチ レー

シ ョ ン カ ウ ン タ ー に て 測 定 した 。 各試 料 中 の 代 謝 物 は,

合 成 標 品 の 保 持 時 間 との 比 較 に よ り確 認 し,ク ロマ トグ

ラ ム 上 の 各 代 謝 物 の存 在 比 を算 出 した 。尿,胆 汁 お よ び

糞 中 の 各 代 謝 物 の排 泄 率 は,そ れ ぞ れ の試 料 につ い て そ

の 総 放 射 能 の測 定 か ら算 出 され た 放 射 能 排 泄 率(% of

dose)に,そ れ ぞ れ の試 料 中 で の 各代 謝 物 の 存 在 割 合 を

乗 ず る こ とで 算 出 した 。抱 合 体 量 は,ア ル カ リ加 水 分 解

処 理 の 有 無 に よ る定 量 値 の 差 と して 算 出 した。

13.代 謝 物 の抗 菌 活 性

代 謝 物 の抗 菌 活 性 は,日 本 化 学 療 法 学 会 最 小 発 育 阻止

濃 度(MIC)測 定 法`用 こ準 じて 測 定 した 。

II.結 果

1.代 謝 物 の 同定

[14C]GFLXを 投 与 した ラ ッ トか ら採 取 した 胆 汁 を直

接,あ るい は β-glucuronidaseま た は1M水 酸 化 ナ トリ

ウ ム水 溶 液 に よ る加 水 分 解 処 理 後 にHPLC条 件1で 分 析

した と きの ク ロマ トグ ラム をFig.1に 示 す 。 こ こで 放 射

活 性 の認 め られ た分 画 を そ れ ぞ れP-1～P-5と した 。 こ

れ らの分 画 は[14C]GFLXを 投 与 した ラ ッ トか ら採 取 し

た尿 の ラ ジ オ ク ロマ トグ ラ ム に お い て も見 られ た。 以 下,

ラ ッ ト胆 汁 お よび尿 を直 接 あ るい は前 処 理 後LC/MSに
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(A)

(B)

(C)

Fig. 1. Typical radiochromatograms of rat bile

collected for 24 h after oral administration of

[14C] gatifloxacin (10mg/kg) [Solvent 1].

(A) Untreated bile
(B) Bile treated with ƒÀ-glucuronidase

(C) Bile treated with 1M NaOH

供 し,そ れ ぞ れ の 分 画 に 含 まれ る代 謝 物 の 構 造 を決 定 し

た。

1)P-4

P-4のHPLCに お け る保 持 時 間 お よびUVス ペ ク トル

は,GFLXに 一 致 した(Table 1)。 次 に,胆 汁 をBond

Elut(R) C18で 固 相抽 出 し,そ の 濃縮 液 の一 部 をLC/MS(条

件2)に 注 入 した 。 最 大 ピー ク を示 した 分 画P-4のMSス

ペ ク トル をFig.2 (A)に,ま た 別 途 測 定 したGFLX標

品 の ス ペ ク トル をFig.2 (B)に そ れ ぞ れ 示 す 。 両 スペ

ク トル には と もにm/z 376 ([M+H]+)が ベ ー ス ピ ー

ク と して 検 出 され た。 これ らの こ とか ら,P-4をGFLX

と同 定 した 。

2)P-l

P-1は β-glucuronidaseお よ び ア ル カ リ加 水 分 解 処

理 に よ り著 し くピ ー ク高 さが 低 下 し,逆 にP-4の ピー ク

高 さが 増 大 した(Fig.1)。 そ のuvス ペ ク トル はGFLX

と類 似 し,GFLXの グ ル ク ロ ン酸 抱 合体 で あ る こ とが推

察 さ れ た 。

次 に,ラ ッ トか ら採 取 した未 処 理 の 胆 汁 をBond Elut(R)

C18で 固相 抽 出 し,そ の 濃 縮 液 の 一 部 をLC/MS(条 件2)

に注 入 した 。P-1のMSス ペ ク トル をFig.3 (A)に 示

す 。 ス ペ ク トル に は,主 と してGFLX相 当 のm/z 376

が フ ラグ メ ン トイオ ン と して見 られ る と と もに,m/z 552

([M+H]+)の イ オ ンが 検 出 され た 。552と376と の 質

量 差176は グ ル ク ロ ン酸 部 分 に相 当 した 。 さ らに 相 当 す

る分 画 に つ い て,HPLC分 取 に よ る 精 製 を行 い,負 イ オ

ンお よび 正 イ オ ンSIMSス ペ ク トル を測 定 した(Fig.3

(B)お よび(C))。 ス ペ ク トル には,そ れ ぞ れm/z 550

([M-H])お よび552([M+H]+)の ピ ー クが 観 察 され

る こ とか ら,本 代 謝 物 の 分 子 量 は551で あ る こ とが 示 さ

れ た 。 一 方,未 処 理 の 胆 汁 をBond Elut(R)で精 製 し,ア

ンモ ニ アで 処 理 した後,HPLCに 注 入 した(条 件1)。 溶

離液 をラ ジ オLC検 出 器 に導 入 し,直 接 そ の 放 射 能 を測 定

した ラ ジ オ ク ロマ トグ ラ ム をFig.4に 示 す 。P-1の ピー

ク は消 失 し,別 途 合 成 した ア ミ ド体 と同 一 の 保 持 時 間 を

有 す る新 た な 放 射 能 ピー クお よ びGFLXの ピ ー クが 出現

し,エ ス テ ル 型 グル ク ロ ン酸抱 合体 の性 質 を 示 した4。 以

上 の 結 果 か ら,P-1をGFLXの3位 カル ボ キ シ ル 基 が グ

Table 1. Retention times on HPLC and wavelength of maximum UV absorption of gatifloxacin
and its metabolites in rat bile
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(A)

(B)

(C)

(D)

(E)

(F)

(G)

(H)

Fig. 2. HPLC- mass spectra of gatifloxacin and its metabolites [Solvent2] .
(A) Fraction P- 4, (B) authentic gatifloxacin, (C) fraction P- (D) authentic M- 2,
(E) fraction P- 3, (F) authentic M- 3, (G) fraction P- 5, (H) authentic M- 4
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(A)

(B)

(C)

Fig.3. HPLC-mass,negative and positive secondary

ion mass(SIMS) spectra of fraction P-1,

separated from rat bile or urine collected for 24 h

after oral administration of[14C] gatifloxacin

(10mg/kg).

(A) LC/MS spectrum of fraction P-1 separated
from bile[Solvent 2]

(B) Negative SIMS spectrum of fraction P-1
separated from urine

(C) Positive SIMS spectrum of fraction P-1
separated from urine

(A)

(B)

Fig.4. Radiochromatograms of rat bile collected for
24 h after oral administration of[14C] gatifloxacin

(10mg/kg) [Solvent 1].
Elution of radioactivity was detected by radio liquid
chromatography detector.
(A) Untreated bile
(B) Bile treated with 25% ammonia water

ル ク ロ ン酸 抱 合 を受 け た代 謝 物(M-1)で あ る と推 定 し

た。

3)P-2,P-3

P-2お よびP-3に つ い て,HPLC分 取 に よ る粗 分 画 を

行 つ た 後,LC/MS(条 件2)に 供 した。P-2,P-3そ

れ ぞ れ のMSス ペ ク トル をFig.2(C)お よ び(E)に,

また,エ チ レ ン ジ ア ミン体 お よ び2-メ チ ル エ チ レ ン ジ ア

ミ ン体 標 品 のMSス ペ ク トル をFig.2(D)お よび(F)

に そ れ ぞ れ 示 す 。P-2お よび エ チ レ ン ジ ア ミン体 標 品 の

いず れ のMSス ペ ク トル に も,GFLXよ り40質 量 数 の 少

な いm/z336が 検 出 さ れ た 。 また,P-2のHPLCに お

け る保 持 時 間 お よびUVス ペ ク トル(Table 1)は,エ

チ レ ン ジ ア ミン体 に 一致 した 。 こ れ らの こ とか らP-2を

GFLXの3-メ チ ル ピペ ラ ジ ン環 が 酸 化 的 開裂 した エ チ レ
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ンジ ア ミン体(M-2)と 同 定 した 。

一 方
,P-3お よび2-メ チ ルエ チ レ ンジ ア ミ ン体 標 品 の

いず れ のMSス ペ ク トル に も,P-2と 比 べ て14質 量 数 の

多 いm/z350が 確 認 され た 。 ま た,P-3のHPLCに

お け る 保 持 時 間 お よびUVス ペ ク トル(Table1)は,

2-メ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミン体 に 一 致 した。 これ らの こ と

か らP-3を2-メ チ ル エ チ レ ン ジア ミン体(M-3)と 同定

した。

4)P-5

P-5に つ い て,HPLC分 取 に よ る粗 分 画 を行 っ た 後

LC/Ms(条 件2)に 供 した。P-5のMsス ペ ク トル をFig.2

(G),ア ミノ体標 品 のMSス ペ ク トル をFig.2(H)に そ

れ ぞ れ に示 す 。 これ らの スペ ク トル に は,い ず れ もm/z

293が 検 出 さ れ た 。 また,P-5のHPLCに お け る保 持 時

間 お よ びUVス ペ ク トル(Table1)は ア ミ ノ体 に一 致

した 。 これ らの こ とか らP-5を ア ミノ体(M-4)と 同定

した 。

2.血 清 中代 謝 物

[14C]GFLXを 経 口投 与 した ラ ッ トか ら採 取 した 血 清

を ア セ トニ トリ ル で 抽 出,上 清 を 濃 縮 し,そ の 一 部 を

HPLC(条 件3)に 注 入 した 。典 型 的 な ラ ジ オ ク ロ マ トグ

ラム をFig.5に 示 す 。 血 清 抽 出 物 中 の放 射 能 は,そ の ほ

とん どがGFLX相 当 の 保 持 時 間 に溶 出 した。

3.尿,糞 お よ び 胆 汁 中 へ の 放 射 能 の 排 泄

[14C]GFLXを 経 口投 与 した ラ ッ ト,ウ サ ギ お よ び イ

ヌ にお い て,尿 お よび 糞 中へ 排 泄 され た放 射 能 の 投 与 量

に対 す る比 率 をTable2に 示 す 。 投 与 後24時 間 ま で に,

ラ ッ トで99.9%,ウ サ ギ で83.6%,イ ヌで70.5%の 放

射 能 が 体 外 へ と排 泄 され た 。 尿 お よび 糞 中へ の 放 射 能 の

排 泄 の 割 合 は,ラ ッ トで34:66,ウ サ ギ で40:60,イ

ヌで69:31で あ っ た 。

胆 管 カ ニ ュ レー シ ョン を施 した ラ ッ トに[14C]GFLX

を経 口投 与 後 の尿,胆 汁 お よ び糞 中へ の 放 射 能 の 排 泄 量

をTable3に 示 す 。 投 与 後24時 間 ま で に96.1%の 放 射

能 が 排 泄 され た 。尿,胆 汁 お よ び糞 中へ の 放 射 能 の排 泄

Fig.5. Radiochromatogram of rat serum 1 h
after oral administration of[14C] gatifloxacin

(10mg/kg) [Solvent 3].

Table2. Excretion of total radioactivity in urine and feces up to 24 h after oral
administration of[14c]gatifloxacin (10 mg/kg) to laboratory animals

Each value represents the mean and SD of three animals.

Table3. Excretion of total radioactivity in urine,bile and feces up to 24 h after oral
administration of[14 C] gatifloxacin (10 mg/kg) to rats

Each value represents the mean and SD of three animals.
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(A)

(B)

Fig. 6. Radiochromatograms of rat bile collected

for 24 h after oral administration of
,

[14C] gatifloxacin (10 mg/kg) [Solvent 3].
(A) Untreated bile
(B) Bile treated with 1M NaOH

割 合 は41:45:14で あ っ た。

4.尿,糞 お よ び胆 汁 中 代 謝 物 の 定 量

尿,糞 お よび胆 汁 中 の 代 謝 物 の 定 量 はHPLC(条 件3)

で 行 っ た。 ラ ッ トか ら採 取 した胆 汁 を,直 接 あ る い は ア

ル カ リ加 水 分 解 処 理 後 にHPLCで 分 析 し,得 られ た ラ ジ

オ ク ロマ トグ ラ ム をFig.6に 示 す 。 加 水 分 解 処 理 した 胆

汁 中 に はGFLX,M-2,M-3お よ びM-4の 代 謝物 標 品

の 保 持 時 間 に相 当す る放 射 能 ピー クが 認 め られ た。

[14C]GFLXを 経 口投 与 した ラ ッ ト,ウ サ ギ お よび イ

ヌ か ら採 取 した尿 を アル カ リ加 水 分 解 処 理 した試 料 な ら

び に糞 の抽 出 物 の典 型 的 な ラジ オ ク ロマ トグ ラ ム をFig.7

に示 す 。尿 お よ び糞 抽 出 物 中 の 放 射 能 は そ の ほ とん どが

GFLX相 当 の保 持 時 間 に 溶 出 した 。

次 に,ラ ッ ト,ウ サ ギ お よ び イ ヌ の尿 な らび に糞 抽 出

物 中 の 放 射 能 をHPLC(条 件3)に よ りGFLX,M-2,

M-3お よびM-4に 分 画 した 。 各 分 画 の 放 射 能 の投 与 量

に対 す る割 合 お よび 各分 画 の 試料 中で の 存在 比 をTable 4

お よび5に そ れ ぞ れ 示 す 。3種 動 物 の 尿 中放 射 能 は主 と し

てGFLXと して存 在 し,尿 中へ排 泄 され た放 射 能 の約90%

を 占め て い た 。 そ の 他 にGFLXの 抱 合体M-1が 約3%,

M-4が1～2%,M-2お よ びM-3が そ れ ぞ れ 約1%検

出 さ れ た。 動 物 種 間 で,そ の代 謝 物 の 存 在 割 合 に大 きな

差 は 見 られ な か っ た。 ラ ッ ト,ウ サ ギ お よび イ ヌ の糞 中

にお い て もGFLXが 主 に存 在 した。 そ の他 に,M-2,M-3

お よびM-4が 糞 中へ 排 泄 され た 放 射 能 の そ れ ぞ れ1～2%

認 め られ た 。

胆管 カニ ュ レー シ ョ ン を施 した ラ ッ トか ら採 取 した 尿,

胆 汁 お よび 糞 抽 出物 の 各代 謝 物 分 画 中 放 射 能 の 投 与 量 に

対 す る割 合 な らび に そ の試 料 中 で の 存 在 割 合 をTable 6

に示 す 。 ラ ッ ト胆 汁 中 の放 射 能 は54%がGFLXの 抱 合 体

(M-1)で あ り,つ い でGFLXが18%,M-2,M-3お

よびM-4が 非 抱 合 体 と抱 合 体 をあ わせ て そ れ ぞ れ 約4%

存 在 した 。 胆 汁 を採 取 した ラ ッ トに お い て,尿 中 へ 排 泄

され た放 射 能 の約95%,胆 汁 中 へ 排 泄 され た放 射 能 の約

80%,糞 中へ 排 泄 さ れ た 放 射 能 の 約60%が,GFLX,

M-2,M-3,M-4お よ び そ れ らの 抱 合 体 で あ っ た 。

5.代 謝 物 の 抗 菌 活 性

GFLXお よびそ の 代 謝 物 の抗 菌 活 性 を最 小 発 育 阻止 濃 度

(MIC)と して,Table 7に 示 す 。M-2,M-3お よび

M-4に は い ず れ も抗 菌 活 性 が 認 め られ た が,多 くの菌 種

に対 しGFLXと 比 較 して4～256倍 以 上 劣 る もの で あ っ た。

特 にstrePtococcus属 に対 して は,著 し く抗 菌 活性 が劣 って

い た。

III.考 察

[14C]GFLXを 投 与 した ラ ッ ト,ウ サ ギ お よ び イ ヌの

尿 な らび に ラ ッ トの 胆 汁 中 のHPLCク ロ マ トグ ラ ム には

主 と して5つ の 分 画 に放 射 能 が認 め られ た。 ラ ッ ト尿 お よ

び胆 汁 に つ い て 検 討 した と こ ろ,こ れ ら はそ れ ぞ れ 未 変

化 体,GFLXの エ ス テ ル 型 グ ル ク ロ ン酸 抱 合 体(M-1),

エ チ レ ン ジ ア ミ ン体(M-2),2-メ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ

ン体(M-3)お よび ア ミノ体(M-4)で あ る こ とが 明 ら

か とな っ た(Fig.8)。 主 要 な代 謝 経 路 は3位 カル ボ キ シ

ル基 の抱 合 お よび3-メ チ ル ピペ ラ ジ ン環 の 開裂 とそ の 後

の酸 化 的 分 解 で あ っ た 。

ピペ ラ ジ ン環 の 代 謝 は,他 の キ ノロ ン系 抗 菌 薬 で も報

告 され てい る。 置換 基 を持 た な い ピペ ラ ジニ ル基 を7位 に

有 す るnorfloxacin(NFLX)お よびciprofloxacin(CPFX)

で は,ピ ペ ラ ジ ン環 の 開 裂 したエ チ レ ン ジ ア ミ ノ基 を有

す る代 謝 物 と と も に ピペ ラ ジ ン環3位 が酸 化 を受 け た オ キ

ソ体 な らび に ピペ ラジ ン環 がN-ア シル 化 を受 け た代 謝 物

が 同定 されて い る6,7)。一 方,3-メ チ ル ピペ ラ ジ ン環 を有す

る キ ノロ ン薬 で あ るlomefloxacin(LFLX),temafloxacin

(TMFX),grepafloxacin(GPFX)で は,N－ ア シ ル化

を受 け た代 謝物 は 確 認 され て い な い8)10)。こ れ らの 薬 物 で
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(A) (B)

(C) (D)

(E) (F)

Fig.7. Typical radiochromatograms of urine and feces collected for 24 h after oral administration
of[14C] gatifloxacin (10mg/kg) to rats, rabbits and dogs[Solvent 3].

(A) Rat urine treated with 1 M NaOH,(B) untreated rat feces,(C) rabbit urine treated with
1 M NaOH,(D) untreated rabbit feces,(E) dog urine treated with 1 M NaOH,

(F) untreated dog feces
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Table4. Excretion of gatifloxacin and its metabolites in urine up to 24 h after oral
administration of[14C] gatifloxacin (10 mg/kg) to laboratory animals

Each value represents the mean and SD of three animals.
Values in parentheses represent the percent of total radioactivity in the samples.

Table5. Excretion of gatifloxacin and its metabolites infeces up to 24 h after oral
administration of[14C] gatifloxacin(10 mg/kg) to laboratory animals

Each value represents the mean and SD of three animals.
Values in parentheses represent the percent of total radioactivity in the samples.
1) Unconjugate forms of gatifloxacin and its metabolites

は ピペ ラ ジ ン環 の オ キ ソ体 タ イ プの 代 謝 物 も認 め られ ず,

ピペ ラ ジ ン環 の 開 裂 と,酸 化 的分 解 の 進 行 した エ チ レ ン

ジ ア ミノ基,2-メ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミノ基 お よび ア ミノ

基 を有 す る タ イ プ の代 謝 物 の み が認 め られ て い る8～10)。こ

れ は3位 メ チ ル基 に よ る立 体 障 害 に よ り ピペ ラ ジ ン環 の

N-ア シル化 が 制 限 され,ま た酸 化 開裂 部 位 が 限 定 され る

こ とに よる もの と思 わ れ る。 さ らに,ピ ペ ラジ ン環 の3お

よび5位 に メチ ル基 を導 入 したsparfloxacin(SPFX)で

は ピペ ラ ジ ン環 の 開 環 した タ イ プ の代 謝 物 は 認 め られ ず,

ピペ ラ ジ ン環 の安 定 性 に そ の 置 換 基 の存 在 が 大 き く寄 与

す る と考 え られ て い る11)。3-メ チ ル ピペ ラ ジ ン環 を有 す る

GFLXで 今 回認 め られ たM-2,M-3お よびM-4の 構造

は,LFLX8),TMFX9),GPFX10)で 同定 され た代 謝物 と

同 じ タ イ プの もの で あ り,こ れ ら は共 通 の 代 謝 過 程 を経

る もの と考 え られ た 。[14C]GFLXを 経 口投 与 した実 験

動 物 の尿 お よ び糞 中へ 排 泄 され た放 射 能 の 中 で,こ れ ら

ピペ ラ ジ ン環 が 代 謝 を うけ た代 謝 物(M-2,M-3お よび

M-4)が 占 め る割 合 は,ラ ッ トで4.7%,ウ サ ギで3.3%,

イ ヌ で3.0%で あ っ た 。 この こ とか らGFLXの 代 謝 排 泄

過 程 に お い て,ピ ペ ラ ジ ン環 の 代 謝 反 応 が 占め る割 合 は
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Table6. Excretion of gatifloxacin and its metabolites in urine,bile and feces up to 24 h
after oral administration of[14C] gatifloxacin(10 mg/kg) to rats

Each value represents the mean and SD of three animals.

Values inparentheses represent the percent of total radioactivity in the samples .

Table7. Antibacterial activity of gatifloxacin and its metabolites

僅か と考えられた。

ピペラジン環の開裂に伴う他の代謝物として,LFLXで

は7位 にカルボキシエチル・エチレンジア ミノ基 またはカ

ルボキシメチル ・プロパ ンジアミノ基を持つ化合物が同

定されている8。GFLXの 代謝物として,同 様の置換基を

有する代謝物の存在の有無 を検討するため,合 成代謝物

標品 と未同定放射能分画のHPLC保 持時間を比較 した。

[14C]GFLXを 経口投与 したラッ ト,ウ サギ,イ ヌの尿

および糞抽出物ならびにラットから採取 した胆汁のラジ

オクロマ トグラム(条 件3)上,相 当する保持時間に微量

の放射能分画が認められたが,そ の量は他の放射能分画

と比較 して僅かであ り,構 造を推定するには至 らなかっ

た。

[14C]GFLXを 経 口投 与 した ラ ッ トか ら採 取 した 胆 汁

中の 放射 能 は,そ の54%がGFLXの エ ス テ ル型 グル ク ロ

ン酸抱 合 体 と して存在 した 。 グ ル クロ ン酸抱 合 体 の 生成 は,

enoxacin4),NFLX6),LFLX8),TMFX9),GPFX10),SPFX11),

OFLX12)お よびtosufloxacin13)な ど多 くの キ ノロ ン系 抗

菌 薬 で 報 告 され て お り,共 通 の 代 謝 経 路 とい え る。 胆 汁

中 のGFLXの グ ル ク ロ ン酸抱 合体 は β-glucuronidase処

理 で 容 易 に加 水 分 解 を受 け た こ と,さ らに,ラ ッ ト糞 中

に抱 合 体 相 当 の 代 謝 物 分 画 が認 め られ なか っ た こ とか ら,

胆 汁 中 に存 在 す る抱 合 体 は 腸 内細 菌 叢 に よ り腸 管 内 で 加

水 分 解 を受 け てGFLXを 生 成 し,こ れ が 腸 肝 循 環 す る も

の と考 え られ た 。

ラ ッ ト,ウ サ ギ お よび イヌ の尿 中 の 放 射 能 は,そ の ほ
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Gatifloxacin (GFLX) Gatifloxacin glucuronide
(M-1)

M-2 M-3 M-4

Fig.8. Identified metabolites of gatifloxacin in rats, rabbits and dogs.

とん どがGFLXと して存 在 し,次 にM-1が 多 く存在 した。

尿 中 に存 在 す るM-1のGFLXに 対 す る割 合 は,い ず れ の

種 にお い て も3～4%で あ り,胆 汁 と比 較 す る と極 く少 量

であ っ た。 一 方,GFLXと 同 じ く3-メ チ ル ピペ ラ ジ ン環

を側 鎖 に有 す るTMFXお よびGPFXで は微 量 のN-sulfate

が主 と して 胆汁 中か ら同定 され て い る9,10)。さ らに,GPFX

で は ヒ トお よ び サ ル 尿 中 か ら,ピ ペ ラ ジ ン環4位 の 窒 素

が抱 合 をうけ たN-glucuronideの 存 在 が報 告 され てい る10)。

しか し,GFLXで は これ ら に相 当す る代 謝 物 を見 い 出す

こ と は で きな か っ た。

各種 動 物 で,経 口投 与 後24時 間 まで に尿 お よび 糞 中へ

排 泄 され た放 射 能(総 排 泄 量)の 内,GFLXお よ びM-1

の 占め る割 合 は,ラ ッ トで82%,ウ サ ギ で91%,イ ヌ

で89%を 示 した 。 ま た[14C]GFLXを 投 与 した ラ ッ ト

血 清 中 で は,そ の 放 射 能 の ほ とん どが 未 変 化 体 と して 存

在 した こ とを考慮 す る と,こ れ らの動 物 種 にお い てGFLX

は 主 に 未 変 化 体 と して体 内 に存 在 して い る こ とが 示 唆 さ

れ た 。 代 謝 物 のM-2,M-3お よびM-4の 抗 菌 活 性 は,

多 くの 菌 種 でGFLXの1/4か ら1/256以 下 で あ り,こ

れ ら微 量 の代 謝 物がin vivo抗 菌 活 性 に関 与 す る 可 能 性 は

低 い と思 わ れ る。

以 上,GFLXは 各 種 動 物 にお い て 代 謝 を 受 け に く く,

そ の強 い抗 菌 活 性1)と あ わ せ て,化 学 療 法剤 と して の有

用 性 を示 唆 す る もの で あ っ た 。
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Structural elucidation and quantification of metabolites of gatifloxacin

a new quinolone,in rats,rabbits,and dogs

Tsuyoshi Ooie,Hideo Hashimoto,Youko Tsurumaki,

Masakatsu Komuro,Fukutaro Taga and Hideo Ohkubo

Central Research Laboratories,Kyorin Pharmaceutical Co.,Ltd.

2399-1 Mitarai,Nogi-machi,Shimotsuga-gun,

Tochigi 329-0114,Japan

We investigated the metabolism of gatifloxacin (GFLX),a new quinolone,in rats,rabbits,and

dogs.The results were as follows:

1.We identified an unchanged drug,an ester-type glucuronide of GFLX(M-1) and three

metabolites possessing cleaved 3-methylpiperazinyl moiety,-ethylenediamine (M-2),

2-methylethylenediamine(M-3) and amino(M-4) forms-,in rat bile and urine collected after

oral administration of GFLX.

2.The radioactivity excreted from the body amounted to 99.9%,83.6% and 70.5% of the

dose up to 24 h following oral administration of 14C-labelled GFLX ([14C] GFLX) in rats,rabbits,

and dogs,respectively.The respective urine-to-feces excretion ratios of radioactivity were

34: 66,40:60,and 69: 31.

3.GFLX accounted for about 90% of the total radioactive excreta in urine of rats,rabbits,

and dogs.In addition,3% of M-1,1% to 2% of M-4,and 1% each of M-2 and M-3 were

also detected.No marked species differences were found in the metabolic profiles of GFLX in

urine.Furthermore,most of the radioactivity in feces of these animals was unchanged GFLX.

One to two percent each of the total fecal radioactivity was also excreted as M-2,M-3,and

M-4.

4.In bile-duct-cannulated rats,96.1 % of the total radioactivity was excreted from the body

up to 24 h following oral administration of[14C] GFLX.The excretion ratios of radioactivity

in urine,bile and feces were 41: 45: 14,respectively.In rat bile,54% of M-1,18% of GFLX,

and also small amounts of M-2,M-3 and M-4 were quantitated.

5.GFLX and M-1 accounted for 82%,91% and 89% of the total radioactivity in 24 h urine

and feces following oral administration of[14C] GFLX in rats,rabbits,and dogs,respectively.

6.Radioactivity in serum existed mostly as an unchanged form following oral administration

of[14C] GFLX in rats.

7.The in vitro antibacterial activity of M-2,M-3 and M-4 against a number of reference strains

were 4 to 256 times less active than that of GFLX.


