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一般に生体に投与された薬物は吸収過程を経た後，作用部位に到達し，薬効を

発揮する。しかしその他の部位に分布した薬物が予期せぬ副作用を発現すること

も多い。従って，薬物の有効性・安全性を的確に把握するためには，薬物臓器分

布ならびに薬効を定量的に解析することが必要不可欠である 。近年，薬物の吸収

・分布・代謝・排せっ等に関する知見が集積主れ，脳 1)・肝臓，_).腎臓3八牌臓

4. 5) .消化器 1. ，_) .生殖器等れ・?)における薬物分布挙動について定量的解析が

行なわれるようになってきた。しかし，肺についてはマクロ的な抱握に終始した

報告が多く，薬理学的・生理学的見地からの詳細な薬物分布研究が切望されてい

るυ

肺はガス交換を行なう重要な器宮であり，血液の貯留・ろ過，免疫機構，血液

凝固線浴，ならびに各種生体内物質の取り込み・代謝・分館、などの多種多様な機

能を営み， f主体恒常性の維持に重要な役割を果たしている器官である 8)。生物薬

剤学的には吸入による治療や麻酔への応用，非経口投与された薬物およびリンパ

より吸収主れた薬物の初回通過効果などの観点より関心を集めている 9・1030 従っ

て， '"これら複雑な機能を有する肺での薬物動態を解明し，その分布機構を明らか

にすることは，薬物を有効かっ安全に使用する上で重要である 。しかし，肺での

薬物挙動に関する系統的研究は未だ十分行なわれていない。筈告は摘出肺還流法

を始め，各経実験法を駆使して薬物肺移行特性について詳細に検討し，移行性を

制御する薬物側要凶ならびに生体側要IJ.;Jの解明を行なった。、これらの知見は薬物

体内分市特性会偲提すると共に，薬効品性発現機構を解明する仁で有益な示唆を

与えるものと忠われる 。

以下，得られた結果を 3章にわた って論述する 。



ぉτI ヰヲ: 王立祈.;IJrfj (，ニ歩τ> c，)-る 4三S !f勿 Æ多毛す~!:

制i(..t Hf . ~~と異なり，細胞官J;をの傾めて低い，スポンジ桜の臓器である。しか

し，生体内で最大の容積を占め，心臓から拍出主れに血液の 主量が浮流している

唯一の臓器である ，肺の血tT系は主として網目状に広がったも細血管系上り成り.

その表面詰は成人男子の場合 7C1.~に達する 。 この丘、人な肺血管床に存花ずる血

被lよ安静時で 60・1程度と大変少ない。しかし肺胞上皮細胞と毛細血管阜の作主

か 0.5-11l111 と極めて河く，血被がこの広大な脈血管休を通過する縄県1時間 (1

秒以内)の聞に効率良くガス交J貨を行ない，体組織に必要な十分量の酸みを取り

込む、ニとができる 11)。肺の代謝機能も主にこの仏大な血管床に存在する細胞rr.

らびに際素供給系に基づいており，混合静'脈展中の S悦er閃、'otωonin 1は~-14) ， P肘roωstagr日a

nd叶di而n1川!>>， a加ngiotensi川nl同ι〉ヘ，b廿ra“diほkinin'7) など 18 1望¥他の臓器でで、産産.吐生ニされた化

J学F伝述物質を始め，犠々な生理活性物質を縄めて短時間のうちに代謝する二とが

できる 。また肺はガス交換を容易に行なうために，肘i胞側に表面活性物質を分泌

すみ 20)と共に， hista・inc，prostagrandin， SRS-A (slow-reacting subslance 

of anaphylaxis)， kallikrein など~ 1)を放出することにより，生体恒常性維持

に関与している。この械に多彩な機能を営んでいる肺への薬物分布特性について，

近年ょうやく注目主れるようになってきた。しかしその研究は極めて断片的であ

り，各種薬物の肺移行性について系統的に検設することにより，薬物の肺移行性

とその物埋化学的特性との関係より分布機構を解明した報告はほとんど見、可人ら

はL、。そζ で，本信において摘出還流実験法会用いて，荷屯・脂溶性・分子出な

ど.物性の異なる種々の薬物のl肺移行性について比較検訪し，その移行特性の解

明をAみ人 U

1 - 1 指萄 tHJJ市泌l:lj花才:去o:.>.f'食ふI

-般に薬物の臓器移行憐備をより詳細に験討する人めに invitro実験かH、く

JfJ~、られている。この実験力法にはホモジネー ト M〉，市雌細胞zs .m\ スライ

スヲ、.m¥臓器潅流'1.7・'.9)などがある。これらのうら泊ii!流法以外の方法は業物か

血管系金介する ζ とはく， ，(，持組織あるいは細胞成分と接して移行することから，

in vivo系における薬物取り込み健婦を的確に反映した成掛金符ることが困難で

ある。これに対して，臓器泣沈実験法は生体内での薬物挙動を 1正確に再現するこ

とがで左干るため，薬物移行に関与する各梧要因を的確に把挺し，解明する乙とが

可能であら ゆ

前Wl肺補・.4t法は Martin らま0)により開発主れて以米.脂質・蛍自・糖類等!1) 

の各将位体内物質の取り込み・代謝・首結ならびに排せつ憐嶋などの研究に広く

用いられ，極々改良が加えられてきた。また近年，飾の生珂活性物質の取勺込み

・代謝・分泌などの研究にも応JH主れていろ r しかし肺への薬物移行性に関する

系統的研究は乏しく，その解明か守Iit:・れている 。以下，接物肺移行性を検討す‘る

に先立勾， :1~適准流実験条件を確 t1. 4 るために基礎的検討~hな っ た む

l-A 実験条件の設定

摘出肺源流法には種々のfii.去があり，その研究目的に応じて経々改良されてい

る。これらの実験方法を系統的に整理すると，以下のように分領することができ

る。

a) 活流hi去(1困海流，街.f;准流)

b) 許流桜式(定圧溶流，定ifr~清流)

c )柑if，~?I伐 (Krebs-Ringersol.， BSA合 Krebs-Ringcrsol.， 

'卜血治会 Krebs-Ringcrsol.， Polyethylcne glycole合

Krcbs-Ringer sol.， Whole blood) 

d ) KIIi胞換気錐式(協l正換気，陰l正換気，無換気)

。) 投54ガス (carbogcngas， 5% CO2 含 air，air， oxygen gas) 

以上の5点である J

a) 市if，~fj法: 1 回海流の場合，准m~液中薬物濃度の雑時変化を詳細に追跡

できる〈とから，薬動力学的解析"-.fi、く用いられている 1> )。しかし，准流液及

び組織被I~l!私物濃度が平衡状態に注 4 る t でに時間を要寸る二とから.平衡時の

薬物相 11の組織移行特性を比較険討するには適当ではない。これに対して，循環

説主流では生体内の薬物挙動をより IE艇に反映させることができ.持薬物の飾苔結

性ならびにその相互作用を比較検討するのに適している 。そζ で摘出肺薬物移行

件を検，;4'4る場合には循環液流法(以ド，還流法と呼ぶ)を，去に摘出肺酵素活

性の測定には 1同准流法会採丹jしたu

b)溺・沈桜式: 安定し人実験成紬を13るためには滋流期間中安定した血圧と

，、
、・



血流を維持する 4とが翌t:'ましい。しかし .般に長時間にわたって准流会行なつ

に場合，時間の経過にともない血.管系の収縮することが認められている '7・Z830

従って .JtJ五溢if，~でt;t -~どした読: ltを得ることが凶難である。 :1'たtfdJl計を用い

て経時的なbftiii変化を絶えずチェックする必要があるため.島fj福i流により象物が

代謝主れる場合.i尚昆変動による薬物動態変化についても再臨すあ必要がある。

乙れに対して .;if流推流では乙れらの欠点が無く，安定した薬動ノj学的解析金行

なう ζ とがロ[能である u しかし白i速准流した場合，特に肺ではj手掛;金生じ易いこ

とから，実験前後の.F量増加についてチェックずる必要がある。予備実験として，

ラッ ト肺jre HJいて 8111/lIinで 1時間定流還流し人とき，肺組織iJi.量t曽加の粍度

が O.lg以ドと伴かでめったことから定流還流法を長期した。なお， EEtdc速度に

ついてはラット{体'E約 200g)の場合，生理的血流速度かか16田I/llinである

ιとから安仰It手の81111/lIinを採用した。

c )准7fi~減: ・般に Krebs-Ringersol.が広く HJいられている。しかし肺

は他の臓器と許しく県はり.蜂~~状含気性の臆器で，絶えず伸縮している。この

ためにコロイドμ透Jt:の去により採腫を生じ易い。現花コ[]イド辺透J五の維持金

目的として低分子デキストラシが広く用いられている。しかし，デキストラン投

与によりアナフィラキシ一線反応を呈することが報告主れており 32P，物f!透過

性の変化する 4とが予測主れる。また薬物結合性もアルブミンに比べて苦しく低

いことから.より生理的条件での薬物肺移行性を般討するk..(.，t適~~ではない。 ?ま

れ:~堅持動物の血泌を倒いて'主験全行なっ Tニ場合，異経蛍自による鉱々々免佼反応

を引き起4すυJ能性があり，正常時の薬物挙動を検討するには不過去である。従

って使間動物のn己血のみで還流するのが最善と考えられる。しかし動物実験全

行なう場合，動物の人 fが符易であり，安定した供給が符られることは非常に屯

煩である h そこで .A験刷物にツットを使用し.前jtii肺業物移行実験の1玉m~被に

はうツト血械と Krebs-Ringersol.の等量混械を，また摘出蜘醇み活性測定には

3.5% BSA f守KrebsRinger sol. を使用した υ

d)換勾紙式: よぷルギ一系の関うしている薬物取り込み機締あるいは代謝

機構かか仕 Yる場合，無換勾系の実験で-はそれらが抑制主れると f.測主れる人的

適当でない。必た陥l五倹勾の場合，肺伸縮の際組織に負荷がt脅かり，肺胞虚脱・

拡長不全のため浮艇を起こし幼い ζ とが報告されている! )。詰おも予備実験に

おいてfiiJ桜・の成紙を13ていることから，より生煙的条件に近い除fI:換気を!t用し

た。

e)換勾ガス: より生理的は状態を維持するためにはト分な隊本供給金行な

うことは d うまでもないが，准if，~tI唯組成との関係より考察する必要があるれずは

わち重炭酸イオンを含;t.ない准流被-では airあるいは 100%0，など合間いてむ

謹流戚 pHの変化は認められはいま430 しかし，垂炭酷イオンを合むものでは脱

炭酸により准流減 pHのJ:蝉が予測される Fig.l は各種換勾ガス~Jtjいて百主流

実験を行なったときの，iitft砲の pH変化を示したものである。 Ai r. 100% 0，を

用い九時，准流械 pllの速やかな上昇が認められたが.carbogen gas (95% 0， + 

5% COけを使mしk場合.広明ほ変化は認められなかった l 去に 5%CO， + 95% 

N:zを用いた時にむ fdJ織の成績をぷした事から，重炭酸イオンを含む滅流被~~刑

いる場合， 5% CO，は pll 維持のにめに必須であると考えられる。恋人減if，~?I皮 pH

の変化に基づく府1組織への影響について検品した結果， pH 7.0 ，tたは 8.0で柑

流した時，組織呪M，m加が訴しく .1手腫を生じ易いこと，また血械が裕血し易い

ことを認めた u 従勺て，換気には carbogengasの使用か必須であり，治討t被

pH を 7.4 近傍に維持すそ~~とか thf型的な肺機能を長時間保つために主要である

と判断される υ

8，2 

工

a

7.2 

。 10 20 
Time (min) 

30 

Fig.l Effecl of V0.ntilalion Gas on pH in Perfusale ・.Carbog0n gas; 1¥. 95% N2 + 5% CO，; (). air:口.100% 02・

1-B 考察

薬物肺移行性を研究す廷に先也ち，摘出肺潅流法の至適実験条件会設定するた

めに基礎的検討を行な勺た結~.肺の生理的機能を維持する人めには.倹SJIに

r 
J 



carbogen gasを使用し，陰圧換気するのが最適であることを認めた。止た薬物

肺移行性会倹Jずる場合瀧流液にラット血碓と Krebs-Ringersol.の等祉混液

を用いた定vft循環推流r去が，また摘出肺酵素活性測定には 3.5%BSA ~ Krebs-

R inger so 1. を丹jt，、人定流一回潅流法が最も妥当であると判断主れる。すなわち，

1 ) carbogen gasを用いることにより瀧流液 pHか 7.4近傍に維持できる. 2) 

准流縦を pH7.4近傍に維持することにより肺組織の指傷をid少阪に抑制できる，

3)定説還流により安定した実験成績が得られる，ぺ)除l五換気により生理的な

肺機能を長時間維持できる， 5)循環議流することによって上り生理的な薬物挙

動を把挺することができる。6) 1回潅流によって酵よ活性の経時的な変動が詳

細に解析杷掘できる u

これらの基礎的検討を元に以下の摘出肺瀧流実験を行なった。

1 -:2  書記~勿 Uコ月市平多毛ヲ住主

肺は生体情造 t:および生理機能上の特性から，近年，生物藁剤学的に注目を集

めている u.36〉u BrownZ7〉は数種の塩基性薬物群が肺に選択的に器摘されること

から.体内薬物貯蔵器官として機能していると推察した。Andersonらla )は構造

額縁塩草性薬物の肺移行性について検討し，脂溶性よりもむしろ pkaの高い薬

物の方が肺に奇積し易いことを報告している。 -方， Huangら売却〉はぺ級アンモ

ニウム化合物の組織移行性について検討し，これら薬物の肺移行率の低いことを

報告している リ£人.Effrosら40)は肺組織中 pHが脈管系のそれよりも低いこ

とが薬物奇柏件に寄うしていると述べている。また史に，抗イミ磐脈剤'11・4E〉，ス

テ ロイド剤川 ・M\ 向精神薬4!> ・ 46\ 麻薬47ー付》など ら 0 ・~ 1 )の肺移行性について

も倹d主れている 。しかし，乙れら研究の多くは，体内薬物分めの a 端として行

なわれ仁ものであり，薬物相互の肺移行性について系統的に解析し，その挙動を

的艦に把縦し人報告は少ない。

近年，肺生.pf!化学的機能を解明するために開発された摘出這流法会用いて，薬

物肺内挙動について検品され始めた 52・S3 )。しかし，肺組織金通過する際の薬物

動態について，系統的に精査した報告は少ない。Orlonら'>4)が家兎摘出還流法

により.pKa 8.5以 i二の塩基性薬物が肺に移行し易い、ニと金報告しているのみで

あり，他の報行 ~ 5 ) も築物個々の肺移行性につい て ，速度論的解析会加え て いる

。一

だけである 。そ4で薬物の肺分市機構を解明するにめに，摘出肺還流実験を行な

い，物性の異なる各経薬物の肺移行性について比較検討して，その首結機構の解

明を行なった，.

2-A 肺苔脳性

薬物の肺蓄積特性を明らかにするために，各種薬物の還流威からの治尖率にづ

いて検討し人。fig.2は O.2mMの薬液を還流したときの，還流椴中義物残{f容

の経時変化を小したむのである。還流液中薬物は実験開始後急速に消火し人後.

速やかに平衡状態に移行する消失カーブを描いた。各薬物の消失パタ ーンはほぱ

類似していたが，その消失本には薬物聞で著明な差が認められ人。 しかし還流後.

肺胞内洗浄液中にほとんど薬物が検出主れず，また還流液中にも薬物代謝』産物が

検出できない、ことから，還流開始後薬物が還流液より急速に消失し人のは，薬物

が肺組織内に速やかに移行し，肺組織成分と結合したためと推察主れる。まにR，jj
組織中薬物品iを定弘し人結果，還流液から消失した薬物量と肺組織中の薬物足と

がほぼ等しい値金小し人。従って，還流液より消失した薬物は未愛化体の£ま肺

組織中に蓄積しているものと考えられる 。一方，中性薬物である sulfanila国ide

や酸性薬物である sulfisoxazoleの肺取り込みが低い乙とから，中性・雌性薬

100 

0'1 
C 

C 

250 
C1I .... 
• ・、‘. 

R
d
 

nu 

nu 15 60 30 
Ti me (min) 

ドjg.2 Time Courses of Drug Clearance fro田 Perfusate
lnitial drug concentration in perfusate is O.2mM. 
⑩， sulfisoxa乙olc;企 .sulfanilamide; ()， procaina・ide;
八， meloclopramide;・.quinine; <>. diphcnhydramine. 
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100 
しかし，海

に比

物に比して治拡件築物の万が肺組織に移行し易いむのとHt'f，f主れら。

.etoclopra.id~ ， diphenhydra.ine qUlnlne， t.Hf主主物 ~tl proca i na阻ideは

して消失事が低く.
@
 A

V

V
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-
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@
』
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D 
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Fig.3 
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metocloprallide; 
P. A.E.B.. 

しかし， 115iyjVJiJが/与く.(Pく0.01)。

phenylbutazone ~ì肺への移行事が低い、:血柴ポドjとの結介性の白い慣性薬物の

とから.井出1.5性誌物の肺訴純に脂溶性の関与は少ないと推祭主れる。
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に件J築物の還流融からの消失ネとその肪椛性とのIx.J係をぷした"
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しに。.t長 f，~性薬物のðlii 首給率は各々の分配係数と良好な相闘をぷし人
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2-C 投主主ルートの彩:J~

薬物の肺主主位性を吏に明確に 4・る人めに，薬物肺分111特性に及ぱす投書包ルート

の拶智についてお査し人。ーダなわら，還流被から肺組織への将行性の巽はる薬物

を肺胞側に投与し，各薬物の肺首結性ならびに還流減移行性に コいて比較峨討し

た。Fig.4に小すように，還流被から肺への移行性の尚い quinincは，肺胞か

らi玉流液への透過も速く，還流被中薬物濃度は速やかに平衡状態に到達した。肺

胞から還流液への薬物移行率は 2-Aで得られた薬物残存率とほぼ等しい値会ぶ

した。Quinincに比べてやや移行率の低い IRctoclopralDideは.肺胞から還流液

への薬物移行も遅く.約30分で平衡に達し人。ま人 meLoclopra・iueより主らに

肺移行率の低い procainallideでは約 60分後に平衡状態に達し人。これに対し

て，長も肺移行性の劣る N.M.tLClでは更に肺透過性が悪く， 60分後において

も手衡状態に達せず，肺胞から還流液へ徐々に移行し人。ζ れらの結果は，脂溶

性の高い薬物ほど肺透過性が高く，速やかL平衡状態に達する乙とを小しているい

ま人，この時の各薬物の肺内蓄積;がま，肺透過性の低い N.M.N.CIを除き還流被

から肺への薬物移行量とほぼ等しく，有志差は認められなかっ人 (Table2)。従

って，薬物肺詰椅に及ぼす薬物投与ルートの影響はほとんど無く ，薬物移行の方

向性はないものと判断主れる。

Table 2 Effect of AdministraLion Routc on Drug 
Accumulalion in the Perfuscd Lung 

Accumulation(~mol) 
Drug 

i.p.# g
 

a
E
h
v
 

-
-

Quinine 
MeLoclopramide 
Procainamidc 
N.M.H.CJ 

1. 16士O.υ5
0.86土0.06
0.75土0.13
0.52士0.05

1.22士0.05
0.86士0.06
0.52土0.04
0.28:t0.03 

" Drug was administcred into Lhe perfusate. 
* Drug was adminisLcred into the trachca. 

2-[) 代謝阻?f剤の影響

脂溶性の尚い塩基性薬物の特異的肺蓄積過程に能動愉送系か関与しているか否

か明らかに J るために，薬物肺移行性に及ばナ各種代謝阻害~Jの影響について検

- ]0 -

dした。すなわ 0，各科代謝阻芯剤で 15分間前還流した後，来物を還流減に添

加して更に還流を継続し，薬物の肺移行率を測定し人かその結束.Table 3に示

すよ〉に.quinineの肺務行に変化は認められず，代謝阻害剤の影響は観察主れ

なかった。ま人， i m i pre::lllineの肺移行においても同級，代謝阻害剤の影響は認

められなかっ人。従って，脂溶件.の高い塩味性薬物の肺蓄積機織に能動綿送系の

寄うは少ないと巧えられ.pH差に基づく分配あるいは，肺組織との特異1;(結合

により蓄積するむのと推祭主れる 。

Table 3 Effect of MetaboJic Inhibitors on Uptakc of 
Quinine by the Isolated Pcrfused Rat Lung 

% rcmaining 
InhibiLor* Conc. L/Pf 

(mM) 5min 60min 

None 31.4土2.6 12. 1土1.7 264士47
2，4-D.P. 0.01 34.7土2.6 13.0:t1.2 280土70

0.1 29.1土4.7 10.4:!:0.6 289土39
NaCN 0.1 38.0土1.3 12.1土0.4 233土35

41.5:t2.4 ] 7. 1士1.3 272:t27 
Ouabain 0.01 34.3土3.5 12.0土0.7 289土44

0.1 35.3土2.5 14. 1土2.8 245士65
N2 gas 24.7土2.2 12.9土1.0 312士62
l.A. A. 0.01 36.5土1.2 10.8土1.5 265土26

0.1 33.8:!:2.9 11.0土0.5 215土27
N.E.M. 41. 5:!:3. 8 12.0土0.9 251:t29 
P.C.M.P.S. 0.1 32.3:!:1.2 9.8:!:1.4 232:!:40 

な 2.4-D.P.，2.4-dinitrophenol; N2 gas， 95 % H2 + 5 % C02; 
I.A.A.. iodoaccLic acid; N.E.M.. N-ethylmaleimide; 
P.C.M.P.S.， p世 chloromcr‘curIphenylsulfonicacid mono-
sodium salt. 

2-E 還流被 pHの拶押

-般に薬物は，細胞内外の pH1;に基づく分配，組織成分との特異的な結合等

に上り組織に分布する 。そこで築物の肺蓄積に及ぼ.J pH差に恭づく分配の寄弓

を明らかにするために，肺への薬物移行に及ぼす還流減pHの影習について検討し

人。 Fig.5 は i主流開始 30 分後に~流液 pll を 7.5 から 8.0 に変更し，安に

30分間還流した時の，選流液中薬物の経時愛化を小し人ものである。はわ，還

流?11cpHが 8.0の場合しばしばj刈曜を生じあが，実験成績は intact t:i ij，ljにつ
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濃度ともはば等しい消失率を示し人(ドig.7) c 各薬物の還流液中薬物濃度変化に

伴う薬物肺移行本の変動について検討した。その結果を Table4 kポした。肺

移行性の尚い換物ほど薬物濃度変化に伴う受動が顕著であり，濃度培加に伴って

sulfanila圃idcいずれの薬物泊火山

主て，塩基性長物の

9.2， 8.4であり，肺組織内 pUは 6.7

procainamide， 

pllの変更に対し て舵かは変動を示すのみであった。

qu i n i n(~ の pKaは各々

L'亡のみ示した。Ouinine.

線む

組織内外の pll I~:'に且づいて薬物が辺ぬ械から

ぶ此枕*遊離薬物濃度に対 dら組織中濃度の比(1./J可

ρr・oeeliue.lmide，

'( ，わると報(E主れていゐ '10・川;) 

#，Ir組織に持行する協合， 100 

」
O
E
C
-
o
E
E
。、。

50 

14.2 18.8. 5.6から

と約3~古に噌加すると f'測主れる (Henderson-Hasselbalch の式より算出)。
かし Fig.5から明らかなよ うに，薬物消失曲線の変動u少なく，薬物跡li15絡に

pll .Aに基づく分配の寄与は{告かであると判断主れる H

し

6.2から8.0への変史により，各々plf 7.5ヵ、らは

ーを一一‘ ー一一一彊
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薬物程度の影智

塩lt併.，染物の肺蓄積機構をより明確にするために.制r:市柏に及ぼす薬物濃度の

影響について検設した。ドig.6は各濃度の quinineを還流し人ときの，還流i庇

I t1来物桟存率の経時変化を，~したものである。子手渡l立・ と ι治尖桜式に大きな変化
ははく.J芸術初期に急速に減少し，速やかに平衡状態に将行するパターンを小し

たりしかし.薬物設展のmtJllkとむない.1豆r，r.;般からの消火本の低ドが観察主れ，

2-ド

EffccL of Initial ConccnLration on Procaina皿ideClcarance 
from Pcrfusate 
IniLial concentraLion: O. 2凶; 。.0.05mH. • • 0.2mM; 

13 

Fig.7 

. /;. pr-oea i nam i deては符蜘への取り込みに飽和品位のある、ことがぷされに.
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Table 5 Thc lnhibition of Quininc Accullulation in lhe 
Isolatcd Pcrfuscd Lung by Variouぉ BasicDrugs 

Inhibilor Conc. (..M) % rCllaining % inhibiLion 

Nonc 12.1土1.7
Imipralline 0.2 26.1土1.3 15.9土2.2

2 64.1土1.8 58.0!2.2 。iphcnhydramine 0.2 24.5土4.6 14. 1土5.5
2 49.7土2.4 42.8土2.9

Alloclamidc 0.2 18.6土1.9 7.4土2.8
2 51.2土2.5 44.5土3.0

ME'Loclopramidc 0.2 16.2土2.2 4.7土3.1 
2 30.6土3.7 21.0土4.5

Procainamidc 0.2 15.2土1.7 3.5土2.7
2 24.8土1.4 14.4土2.3 Fig.10 

N.M.N.Cl 0.2 11. 1土0.5 -1.1土2.0
2 14.4土1.4 2.3主2.5

P.A.E.s. 0.2 14.0:!:2.0 2.2:!:3.0 
2 10.1土2.3 ←2.3土3.3

は消失と速やかな・ド衡状態への移行}に大きは影響を及ばす こと無く.quinine 

の肺移行中を仰制し人u その抑制効果は共存薬物程度に依仔していたりTable 5 

は各経泊~性薬物を共存主せたときの， 平衡状態における quin i ne 消失事会小

しfこむのである 。併業物の共仔により.quinine肺移行幸か低ド jること，援物

問でm古幼米に l!~のある 4 と， そ の阻害率に濃度依存性のある 4 とを dめた。 よ

人共u.品物に よる quinine肺将行の抑制効果は IlIlpra圃ine，diphenhydramine. 

alJoclamidc， meLoclopramide. procainamideのl頓に低ドし， #rtik.移nし弱い援

物ほど， -4なわら11tH存性のiよれ、薬物ほど抑制効果の大きい 4とをdめた(ドjg.10

A) (> r日j憾の則被は泡品性桑物共存時の imipralline肺修行において む.4められ人 u

しかし， I~'件・険性猿物共存に上る塩基性の薬物肺移行への阻咋効*t.t認められ

ff.か っ人 (Tabll'G)..， 

各泊 JJ~併. 3主物の~W.Î;特性をよりイ呼明確にする人めに，薬物JRUHSの肺組織ι11

定物濃度について械Aした。 Fig.10B に共存薬物の脂溶性と J~fi時の L/ PF

(quinine ) との関係を lXIJ1~ し た。 rij者の間に良好な相関性がdめられ，各張物の

阻11;効*に脂浴料;が関与し ており，濃度依存性のある、ニとが観察主れ人ぃ
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Relationship of the Ability of a Second Basic Drug to [nhibit 
Quininc Accumulalion and Logarithm of the Partilion Coefficicnt 
-ぺ 2mM of inhibitor; ・・・， 0.211M of inhibitor. 
A: X inhibition of quinine clearance from perfusate by 

anolhcr drug. r=0.969(at 2・M)，r=0.871(at 0.2皿104)• 
B: L/Pf concenLralion ratio of quinine at coexistencc with 

anolhcr drug. r=-0.963(at 211M)， r=ー0.951(at0.2・H). 
①， i m i pram i nc; O. d i phenhydraa i ne; .A.，圃etoc)opra・ide;
• • a Ilocla・idc;(). procaina.ide;図， N.H.H.CI;口，P .A.E.B.. 

Tablc 6 Effcct of Non-Basic Drugs on Uptake 
of Quininc by the Perfused Lung 

[nhibitor % re回aining % inhibition 

Nonc 
Sulfanilamide 
Sulfisoxazol 
PhenylbuLaχon(' 

12.1:!:1.7 
12.5土1.9
11. 1 :!:2. 0 
13.3土1.1

0.5士2.9
-1.1士3.0
1.4士2.3

2-I-l 添加桑物の影響

h信基性薬物L対jるij，hの特異的な結合部位の性状を吏にぷ細t._~実tN"するため に

置換実験を行な ったu .Jなわら.quinine .または imipra田ineを肺に取り込止せ，

平衡に達した時点で (30分後)他の蓑物を還流液に添加し，史に這流を継続した。

その時の還流液中義物濃度実化を Fig.llに示した。中性・酸性薬物必 らびに出

基性薬物でも脂溶性の侭い P.A.E.s. あるいは H.M.tLCIを添加し た時，還流液

- 6- ]7-



100 中薬物濃度に変化は必められなかったι 4れに対して，他の塩本件.薬物を添加し

た時"-.tよ速やかにj三流液中桑物濃度か上到した。上持のfE度は主主物HlJに差が認め

られ，添加した薬物の脂溶性に依存し ていた(pig. 12)。次に，、この出基性援物

0'1 
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Fig.11 Th~ Dis~l~cement of Basic Drug Accumulatcd in the Lung by 
a Second Drug 
Lungs wcre perfuscd with O.OlmH quinine{A) or imipra阻ine (B) for' 
30min and then a second drug(2mH) was addcd to thc p0rfusate 
S. control;①， imipramine; <). diphenhydramine;・.quininc' 
~ ， metoclopramide; ()， procainamide; lJ， P.A.E.B.; 1¥， sulf' 
ani lamidc;く>， sulfisoxazole 
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Fig.13 The Effcct of Conccntration of Alloclamidc on The Displace田cnt
of Quininc Accuaulatcd in th0 Lung 
Lungs werc perfuscd with O.OlmH quinine for 30min and then 
O.2mM(~ ). O.8mH(¥I)， or 2mH(マ) allocramide was addcd to 
the pcrfusate. 
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Fig.12 Relationship Betwecn the Abil ity of a Sccond Basic Drug to 
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~ ， alloclamide; ()， procainamidc;図， N.H.N.CI; []， P.A.E.B .. 

Fig，14 Relationship of Pcrccnt Displaccment and Percent Inhibition of 
Quininc Accumulation by a Sccond Basic Drug 
①， imipramine; <)， diphenhydramine;企，mctoclopramide; 
，r， alloclamide; ()， procainamidc;凶， N.H.H.Cl; [J， P.A.E.B.， 
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添加による薬物置倹IJl壌に濃度依作性があめか高か検Jした。 Fig. 13に示すよ

うに ，添加した第二接吻の投与単に対応し <.jièifê液中に脱出主れる・~物 :t も増大

した。ιの4とは.ij，jj組織中にお柏していた，荒物が添加した第一二の恥i主性薬物に

t )て科討に置換主れ.還流被:"I t.... 流出し C くることを小峻していら H4 の塩 4~

性薬物の柑 Ii作用をより明確にするために.符薬物の 1次添加によるi円換効果と

Table 5. Fig.l0 l ぷめた共(j.D.~の抑制効~・との関係について検J し f 。その砧

果. Fig.14にぷ Jtうに. .li!i of~('命中薬物のI付加度およびし/P fの低ド度とも

良好な柑i却を示し，取り込みの~fl'~1;: が極めてfJJ逆的であると予測され人 《

2-1 li流肺薬物結合性

肺における塩基性桑物の結合部位が薬物|切で共通している ζ とを191維にする人

めに，脂l存性の異収拾 3種の泡jよ性薬物の肺結合特性について比較検Jせした υ

F i g. 15 t;t各薬物の肺結合性を Sωtchardplotsしたものであり，その解析値を

示したのか Table7である。科書E物の肺結合に親和性の異なる 2柑煩の結合部

位がu/tJる二とを.忍めた。品親和性結合部位及び低親和十世結合部位に対する各

薬物の結合定数(Km)は著しく喫なっていたか，最大業物結合量 (8・ax)はほぼ

近似した{直を不した。、この4とは，極基性議物に対して共通の結合部位が肺に作

在する、ことをポ峻しているり

90 140 
T (nmoll mg protem ) 

Fiε.15 ScaLchard Plot of Specific Binding Of Basic Orug to the 
Isolatcd Perfuspd Lung 
①. imipramine;・.quinine;企 .metoけopramide;

:20 -

Tablc 7 Binding of Basic Orug to thc Isolatcd Perfuscd 
Rat Lung 

Orug Af f i n i ty s i tc Bllax叫 Kalf 

lmipramine lIigh 2.4 8.1 
Low 180 0.01 

Quinine lIigh 2.3 1.4 
Low 130 0.007 

McLoclopramidc lIigh 2.0 0.06 
Low 280 0.0005 

T Maxillu・nu・bcrof binding sites(n・01drug/mg protein). 
" ̂ssociation constants for each class of binding site(l/~M ). 

2-J 考察

薬物の肺蓄積特性金解明する目的で摘出肺還流実験法を用い，物理化学的特件

の異なる各種薬物の肺移行性について検Jし人。一般kI~J性 ・ 酸性築物の還流被

からの業物消失事は低く. L/P fが 1前後となり，薬物程度変化に対しても洋

の認められない、ことから単純鉱散によって還流液より肺組織に移行するものと推

察主れ人。しかし，治基性薬物では中性.n毒性薬物に比べて還流被からの薬物移

行率か向く，各薬物の肺移行率と脂溶性の間に良好な相関性を認めたυ また，脂

溶性の向い塩基性議物の肺移行に濃度依仔性が観察主れた。、ニの ζ とtt.肺に出

基性薬物に対する特異的な取り込み機構かι存すること金示唆している 。4の1u

基性桑物の特異な肺訴絹に各柑代謝阻害剤の影響は観察されなかった。還流械か

ら消火し人，薬物の大γU;長変化体のまま肺組織中より例収 rることかでぎた。去

た逗M~i，政: pHの変化に対して薬物の肺移行に顕著な差が認められなか勺人。 従っ

て..ij.l.l性薬物の飾奇椅に能動輸送系ならびに組織内外の pH差に長づく薬物分

自己の闘うは少なく，柴物の脂溶性ならびに出品性基の有無により制御主れた組織

成分との結合に基づいて蓄結すi るものと推察される o FowlerらS7)は炭点数の史

なる故村の 1級アルキルアミンをマウスに投うしたとき，体内で速やかに代謝さ

れたが，アミノ基と"日溶性器のIJ~~ が肺取り込みに必吹必ことを桜子，している け

しかし，代謝主れ難い種々の換物の invilro系での脈絡行と脂溶件.との関係に

ついては検d主れてい必い。今[r~~!;られた結米は，分子 IfJ に陽電荷を有する基と

高い脂溶性合有する J主との両名かij，jj 蓄積に必壊なこと~.1]，している。、ニのことは，

薬物の塩泉性基のイj無ならびにその脂溶性から.薬物の肺移行性を予測し得る 4
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と{i:/}¥ U.をしている

主て， ・万 υ〉極-\~性薬物の肺訴結が他の塩 i主性誌物の Jtfj.によって抑制~れる

二と. .q取り込.まれt_桑物が{自の塩 J，l性主主物を福:坑液に添加 Yる、ことによって

'f.i・めにi打換主れる二 と，持築物ωjn授の程肢と共fJ時の取り込み抑制の佳良とか

等しい納金jJ、'J..:.と，また還流動j;における各染物の粘合特.を Scatchardplots 

したとき結合件の異はる之輔の粘合部付が存r正する、こと. I勾結合部付における各

F荒物のぷ大桑物結合Ii{がほぼ近似している二とをuZめ人。 従って，肺には品占禁

制:薬物に対する共通の結合部位か存在し，業物の肪溶性Lよりまiz合部位への緩和

件が制御l主れることが明かとな った。企たi毎t.';性染物は ILいにロJ逆的に結合し合

うものと判断主れた，

J -3  て坑 ，:住宅勿まとi.OJ月市平多守 二t柑一 Fig.16 

肺はガス交吹を効果的に行なうために，外公と Iムい面結で直掠接していること

から，大勾汚染物質による毒性発現や各種細l萄等の吸入に起凶グる紋忠の多い臓

器である。ま人こうした特性を利用して，呼吸器感染症や心疾忠等に対して，ネ

フライサーやエアロゾル等による投薬経路としても利用主れているら0・62)内

体内に吸収主れた抗生物質は，血被やリンハ等を介して体内Jt臓器L分命し，

各経病原菌に作用してその薬理作用を発持した後， ・部体内変化を受けて体外に

排せつ主れる 。従勺て，各抗生物質の臓器内挙動会的確に偲握 4ることは，全適

条物療法を施行するうえで臨床治療上井常に 'E要である ，

1-2において締111還流肺薬物移行特性について検討した結決，勢物肺治績に

貼;lG荷と脂溶性の両者が屯要な、ことを明示し人。しかし町吸器狭患に仏く汗]1，、ら

れていら各種抗生物的の肺移行性についてはよだ明確ではく，薬物の物性に基づ

く系統的研究か行なわれていないのが現状である。そこで，抗生物質の肺移行に

も，先にdめ人薬物肺移行特性か観察主れるか否か検討し人。

3-A 肺蓄柑性

抗生物質のHrtr分布特性~明かLするために. cefalexin， tetracyclinc. 

chlora~phenicol ， erythromycin. leuco.ycin A1， 3-propionyl-leucomycin A~ 

げよ.M. A!.)の摘出逗流肺訴縮性について検Jした。Fig.16は各抗生物質金還流
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した時の辺氏術中薬物残存キ'の経時変化を小し人ものである。 ErvLhromycin，

l ωcomycinA3， P.L.M.A!t ~還流し人とき.ぃ rれの薬物も急速に減少し，速や

かに手衡状態に移行した。I.cuco.ycinA ~ および P. L. M.A!> の還流械からの消火

は低涯度でより ./'持顕著であった。 -方， chloramphenicol ~t crythro・yci n ，~ 

比して肺首将来が低く， ccfal~xin ， tetracycline では苔積件!，t ，;~められなかっ

たn 、:れは ccfalexin，tcLracycJine， chloramphcnicolの脂溶性が低い 4と.

あるいは極i主性廷の欠知に起INしているものと推祭主れる。

:3 -B 業物濃度の影智

抗生物質の肺移行特性合より 'J~明確に寸あために，肺苗柿に及ぼす薬物濃度

の影響について験dした。ドig.17から明らかなように， I CUCOIlYC i n A 1お仁び

P. L. M.A s の制i首位は濃度の低ドに伴 っ てより(:~t，、値をぷし，芯段依存性のある

奇話機構が存ιずることを認めたりしかし他の抗生物質では.使用した濃度範闘

でし/P f ~t 圃・定となり， 4 れら薬物の肺訴純に濃度依伝性は認められなか っ た。

3-C 代謝物の検索

抗生物質の特異な肺蓄積件:~一層明確にするために，肺還流による各抗生物質

の代謝について験討した。すなわち，還流被・ならびに肺組織 tり各抗生物質及び

その代謝物を抽出して，神肘ク clマトグラム金行なった。 ErYlhro・ycin，ccfa 

lexin， tetracycline， chloramphenicolでは，肺還流液ならびL肺紐織中にそ

の代謝産物t.t検出~れなかっ人 (Fig.18. 19) (J ;をた leucoaycinAlの場合には

附i組織中に抗凶活性を台 1・るどつの代謝産物か検出主れたn しかし両代謝産物の

スポットは未変化体のそれに比して非常に小主く，低濃度時の阿収率も 93%と

良好な、ことから，肺組織中の抗出j活性は上~..:.~変化体に起凶するものと判断主れ

ら。一方.P.L.M.A..の場合政射活性は大主ほどつのピークに分かれたのP.しM.

h の主代謝終路は脱プロヒイごル化反応、であることが知られているの 一般に代

謝物は応の化合物に比べてA<溶性が高く，獲物の肺移行性がその脂溶性に tって

左右主れる ιとから. P. L. M . A~ )転変化体の肺移行性はさらに 1:'Ft-ずるものと子

相IJ~ れる n そ、こで. P .L.M.A.，の代謝阻Ic1fiflJである disofluorophenyl phosph-

ate を共仔主せたと左の肺持竹本について検Jし人。 その結果，代謝物は~しく

減少したに むかかわらず，制i将行1容に有志な変化はdめられ必か勺人u
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Fig.18 gioautogra・sof Leucomycin A3(A) and Erythro・ycin(8) in 
Perfusate and Lung 
L. lung; P. p~rfusate. Drug concentration is 0.05mM. 
Numbers in parentheses rcfcr to the sampling time (・in). 
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Fig.19 Chromatograms of Extracts of Perfusate and Lung after 
Pcrfusion for 60min with 0.05mM of 14C-P.L.M.As(A). 3H-Telra-
cycline(S)， Chlora圃phenicol(C).or Cefalexin(D) 
A，B.C. thin-laycr chrollatogra.; D. high-prcssure liquid 
chromatograll. 1.. lung; P. pcrfusate. 
Rroken lines show sa鳳pleswithout drug. 

3-D 菰物脂溶性の影習

{-2において認めた臥lii待と脂溶性が薬物肺蓄積に重要であるとの知比が，

抗生物質にむ適応し符るか丙か峨討した。ドjg.20に塩品性抗生物質の肺移行車

と脂溶件との関係をぷし t()向者の問に良好な相関性がdめりれた (r=0.973lυ

〈のこと tt 他の薬物同級.抗生物質の肺面的に垂要な影響~及ぼす要凶がh起訴件.

基と脂溶性)~~で・ある、こと金小している か しかし {-2 で符人各薬物の肺移行本と

比較して.抗生物質の方か低舶会示した‘・今制使用し人抗生物質の分子鼠が 440

p
h
d
 

q
ι
 



であるのに対して 1-2で使則した薬物の分手足か 300前後

である、ことから，分子砧あるいは分子構造等脂溶性とは異なっ人，他の物理化学

的要i刈が塩基性薬物肺蓄梢に一部闘うしているためではほいかと推察主れる υ

(Tab le 1) -830 100 

投薬ルートの影狩

抗生物質の肺笛積に及ぼす投薬ルートの影響について検討した<)Fig.21は

leucomycin， chloramphenicol， tetracyclineを各々還流肺の気管内投うした時

の，還流I夜中薬物濃度を経時的にプロットしたものである 。LeucomycinA3は急

速に還流液中に出現し， 15分以内に平衡状態に達した ω この時，肺胞から還流

液への薬物移行率は 3-Aで得た薬物残存率とほぼ等しい値を示した。Erylhro-

mycin及び chloramphenicolは， I eUCOIRYC i n A 3に比べて緩やかに移行し ，各

60分後に

3-E 
αD 

3 

<> 

2 o 1 

logP.C 

t:::. 

50 

。

一O〉
O
E
E
A
F

30分及び60分後に平衡状態に達した。

おいても平衡状態に達せず， 一部の薬物は肺胞および気管内に残存していた。こ

れらの成績は脂溶性の高い薬物ほど肺透過性が良好で，速やかに平衡状態に達す

ることを示唆しており，抗生物質の肺蓄積性に投薬ルートの影響は皆無であると

tetracycl ineはしかし々

Relationship of % Removal from Perfusate(at 0.2mM) and 
Logarithm of Partition Coefficient of Antibiolics 
1:::.， tetracyc 1 i ne; 0， erythromyc i n ;①， leucomyc i n Al; 
[J， P.L.M.A!>. 

Fig.20 

判断主れるむ

長芸 がと
?っ "、

Iーとで得た薬物肺移行特性の成総が抗生物質の肺移行にも適応し得るか6か，

ラット摘出肺還流実験法を用いて検討した結果，肺感染疾患に仏く用いられてい

leucomycin ん， erythromycinは摘出還流肺に高い芯積性を示した。両薬物

とも脂溶性が高く塩基性 !t:~{ë 有していた。 -1J ，脂溶性の低い tetracyc 1 i no !J. 

らびに非塩基性の chloramphenicolでは特異な蓄積はdめられなかった。£た，

還流n，Jjの気管内九薬物を投うした場合，薬物肺透過性に脂溶性が凶号しており，

平衡状態時の薬物肺蓄積率も還流被からの薬物取り込み率とほぼ等しい値会ぷし

、この4とは，抗生物質の肺蓄柏に及ぼす投薬ルートの影響か非常に小主いこ

とを小唆している。これらの成績は， 1 -2で認めたHiT苔積に対する塩基件基と

脂溶件誕の重要性を支持するものであり，薬物一般の肺移行性について適応し得

ることを示唆している。、二れらの知見は呼吸器疾患に対ずる抗生物質療法を随行

また肺への drugde 1 i vcry system ~開発する上で有誌は示唆会うえ
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Time Courscs of Drug Concentration in Perfusatc after Drug 
Administration into lhe Trachca(・)or Perfusate(()) 
A， tetracycline; A， chloramphenicol; C， erythromycin; 
D， Jeucomycin A3・ Dosc，2J.1mo 1 . 
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得三工:r ~;:!: Ili行辛EUJt"..2. ~勾乙こ歩づ乙ナる栄汁勿 }uj 1'1~ .~t 

l血中薬物涜1itをJH怜とする薬物投う計画が臨床治療上H-:tJ主れ，多ん面より被

ui .Yれていら。しかし柴効を左右するのは際的磁器中の薬物であり，臓器中の薬

物濃度及びその細胞内分市特性会的確に把提することは.ミ:適藁物路法を胞行ず

る上で非常に iE愛である。前信において，脂溶件.の r~Jれ、~J，主性藁物が還流被より

速やかに島b組織ド持~I して，細胞成分と特異的に結合し，血It' . tりむ非常によ.品、

組織中換物濃度を小すことを明らかにした υ

本市では，組処件薬物の特異な肺蓄積をよりミク u1;(制点からJf守きする人めに，

薬物首相し人肺の細胞成分分両を行ない，細胞内における~J，よ性換物の特異的な

苔積器17について精査し人。また親和性の高い細胞内小窓口'の換物結合特性につ

いてぷ細に検討し，肺細胞内における塩基性薬物の特異的伝説掛部位について解

明を誌みた。

日 - .1 五三祈t所有の奉回廊包h党壬~ヨゴト凶I

細胞成分分l曲~ì去による薬物の細胞内局在性に関する研究は占く.築物分布と業

効，代謝，み性て字の観点より種々検討されている。すなわち.ノくチロイドホルモ

ンは細胞内の紘部分に移行して DNAと特異的に結合し，蛍自合成に影管を及ぼ

すb )。へ/チドホルモンは主に標的臓器の細胞膜に結合して効果発現刺激を弓

えた後. i n Lerna ! i za t i onによって細胞内に取り込まれ，ツイソゾームに務付し

て代謝分解主れる 6'1)。 長た強心配糖体は心筋ミクロソームに特異的に苗給して，

代謝機能~賦活化 J る 4 とによって薬効を発帰する 6b 〉 4 とは仏く知られている。

ふく1では， ιの刷i内薬物蓄積部位をより詳細に検討 4る人めに.J玉流肺細胞成

分分断を行はい，薬物の細胞内局在部位の解明を行なっ人ぃ

]-A 細胞成分分l曲~i去の織局

細胞成分分l酬を行必う場合，ホモジネートの作成h法，ぷ加i芥{ほの組成，分両

寄誌の形状.遠心憐器.l主心条件等により，各i両分に合止れる主要細胞内小器官

の分(tか 詫し く見なる 4とが知られている“~従 3て，細胞1&分分l耐を行な う

場合，使用・1・る分断条件での各両分の純度，ならびに他の細胞内小器官の起人の

丹
、
J

n〆』

程度を把擁しておく必要かある臼そ、こで細胞成分の分離状aを把保する人めに，

各画分における細胞内小6i)Hの指際酔み活性を測定した なお指際僻紫として，

ミトコンドリアLついてはモノアミン酪化静素 (MAO)およびデトク Uム般化

酵素を，細胞膜については 5'ーヌクレオチダーゼを，ミクロソームLついてはグ

ルコース -6ーホスフヌターゼ~.上たライソゾームについては隣ホスファタ ιセ

を用いた。 Fig，22U 抜物足lfidtr市の分画結果を示したものである。 600xg両分で

は核および未破出細胞・組織片か合£れているため，各指標酵素の活性は特異件

をポさず全て l以下であった。チトクロム霞化酵素およびMAO活性t.t3.300xg 

l函分で高くホモシネートの約 5，5倍品値を示した。しかし，同l両分における他

の酵素活性は低く. 1前後であった。5・ーヌクレオチダーゼ，グルコ ースー6ーォ、 λ

ファターゼ，酸ホスファターゼ活性は 192.000xg画分で高値をぶした。 4れら

指標酵素の分布隊式に，換物還流制iと未還流肺の間に差は認められとEかったり

Hookら67)は，各両i分か各々次の細胞成分にほぼ対応していること金報告してい

る。すなわち.600xg 1尚分(第 1L両分)は核・未破壊細胞・結合組織.3.000xg 

画分(第2画分)は長ミトコンドリア. lO.OOOxg画分(第3両分}は軽ミト J

ンドリア. 192.000xg 両分(第〆11画分)はミクロソーム・ライソゾーム，
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Fig.22 Subcc!lular Dislribution of Quinine and Marker Enzy・es
in lIomogcnaLcs frolB lhc Perfused Rat Lung 
lJ. quinine;悶.cytochrome oxidase;・..onoa・ine
oxidasc;凶.5・-nucleolidase;阻.acid phosphatasc; 
r~j. glucose-6-phosphatase. 
H. homogcnale; Fr.l. 600xg pellet; Fr.2， 3000xg pcl1et; 
Fr.3. lOOOOxg pcllct;ドr.4. 192000xg pellet; Fr.5. cytosol. 
Enzyme activiLy: the ratio of enzyme activity in each 
subcellular fraction to that in the homogenate {nor.aliχcd 
Lo protcin contcntJ. 
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i:t古(第5U町分)はサイトゾルである。各l曲i分中指際酔みの分離パタ

ーンならびに比活性は， Hook らの結果とほぼ対応していた。以1.の、ニとから，

今[r!lllfL、人分両法t:t薬物還流により影響を受ける ζ とはく，肺の細胞内小器官を

特典的に分離するのに適した!n去であると巧えられるり
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l-C 投薬ルートの影響

極J;t:性薬物の細胞内分布特性を解明するために投桑ルー トの影響について検J

したG Fig.23は quinineをliu7t液または勾管内に投与し， 1時間逗流した附Iの

細胞成分分画を小し人ものである。気管内投うした時，議物結合句，t.t第2両分か

主えも向く.次いで第3，第t11刈分のl頓となり，還流被内に投与し人場合と同憾の

9争l:ll= 。。N
o 

一

~l 

塩基性業物の細胞内/uiff件

塩I.H't薬物の肘1細胞内結合部位についてWi査するため， quinine J玉流肺のホモ

ジネートを作成し，細胞成分分l同を行なっ た後.各l両分への薬物分布率ならびに

薬物蛍白結合祉を測定したc 結束を Tabk8およびドi巴.22に小した⑥

流時，肺に蓄積しに quinineのうち 83%が細胞内小器官に結合していた。エj，
モジネート中 quinineの大平は第 1画分と第2画分に結合してい人が，蛋白吋

たりの援物結合対は，第2両分が他の画分に比べて以も白い値を小した。第51l!li

分には約 17%の薬物が含量れていたが，蛍臼当たりの薬物結合}誌は全両分中iぷ

も低い偵を示したむlmipramincの細胞内分命は quinincのそれと III}桜のパタ ー

ンを小したが，第21函分への訟梢特異性では quinineよりも優れていた。

では肺ホモシネート中，荒物の 39%が第5両分(サイトゾル}

に分命してい人が，約 35%は遊離型であ 3人。従っ て，第 5[1両分には特異的日

薬物結合は認められ f，第2U曲i分が最も白い偵をぶした。泡基性桑物の各両分へ

の分命パターンはミトコントリア指標酵みの分布パタ ーンと非常L官綾な関係を

示し t-，しかし他の指標酵みとの間には関連性は認められなかったむこれらの結

果は，肺組織中の塩基性薬物 L要結合部仰として，ミトユンドリ Yか恒要な役;刊

を拘っている、こと金ポしている 。
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∞
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分命パターンを小した。また酵素分布もほぼ等しい分命パターンをポした。従勺

て，肺か intaclな状態を維持している場合，肺胞側から透過した薬物，

血行側から移行した薬物は，いずれも肺組織中の向・部位に結合するものと推ザ

され，肺内の出品性薬物移行に方向性のないことが予測主れた，

および
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Fig.23 Subcellular DisLribution of Quinine{ll) and Cytochromc 
Oxidasc(悶) in Homogenates from th0 Perfused Lung 
A. quinin0 was administered inLo thc perfusate. 
s. quinine was administered into Lhc trachea. 
Dosc. 1 Onllo 1. 

1-0 薬物濃度の彩管

ij，fjに苗偵した塩基性張物の細胞内分布特性を史に明確にするために，符If時分へ

の薬物分市に及ぼす薬物浪肢の影響について検Jし人。Table8， Fig.24にポす

維に，使用したいずれの出基性薬物も，ミトコ ンドリア両分に忌も特異性の向い

首縮会ぶした、一方.サイトゾルならびにミクロソーム両分の薬物結合Jvは任か

であったのミトコンドリア幽分への illlipra・ineの蓄積は各濃度とも他の藁物に

比べて最も高く，顕著必濃度依存性を示した。Quinineの分市もまた i.ipr・.

amineと同維のバターンを小した。しかし IIctocJoprallideの分市では，他の薬

物ほど顕著な濃度依存性を I}¥主なかった (Fig. 25 A)。これらの結束は， ij，tiの特

典な薬物蓄積現象が ミト.，ンドリアの薬物結合特件にむloJ維に認められる 4と金

ぶすと共に，塩基性薬物の飾笛績にミトコントリアか密接に関号している 4と金

示唆しているむ

l-E 薬物脂溶性の彩管

ミトコンド リア両分への読物分布特性をより -1向明確にするために ，蜘細胞内

小(-.;V((への薬物分布に&Yf1薬物脂溶性の彩常について検討した。Fig.25B U 

持薬物の ミトコンドリ PI山i分への相対的苔椅本とその脂溶性との関係会小し fむ
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Fig.24 Effcct of lnitial Drug Conccntration in the Pcrfusate on 
Subcellular Distribution of sasic Drugs in HOllogenales 
from the Perfused Rat Lung 
A， imipramine: s， quininc: C. metoclopramide 
RaLio: the ratio of drug accumulation in each subcellular 
fraction to drug present in the homogenate(normali乙edto 
protein content). 
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Fig.25 EffecL of lnitial Drug Concentration(A) and Lipid Solubility 
(8) on MiLochondria DistribuLion of Basic Drugs in the 
Pcrfuscd Lung 
θ， imipramine:・.quininc:ハ， metoclopramidc. 
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のである 。使JI1し人出法性薬物中最も脂溶性の向い illipra.incのミトコンドリ

ア [1同分への前ft~ ~;t .他の薬物に比して著明に尚L、値をぷした。4れに対して，脂

溶性の低い IIcLoelopramideでは最も低い値を示した。この、ことは，ミトコンド

リアへの読物首相が側々の築物の脂溶性と密憶に関連している ζ と今小している

己れらの知見は 1-2で認めた薬物の還流肺移行特件.と良く対応している 4とか

ら.ミトコ ンドリアには幅高性薬物に対する特異的結合i別立がイI(tし，泡1主性薬

物の貯ii;Wとし て被能しているものと推察される u

1ード巧 禦

i主主主性業物の肺組織中の特異な蓄積部位をよりミク Uな観点から検討するため

に，薬物~流肺の細胞成分分画を行なった結果，各指民性主主物とも，ミトコンド

リアlゆi分へのiflft'tがibiもIqく，薬物濃度の増加に伴ってI吋凶i分への移行容が減少

した。薬物金血竹側あるいは気管側から投号し人とぎ，細胞内業物分市には変化

はみられはかった。.長た脂溶性の高い薬物ほどミトコンドリ γl両分への分布jslが

多く.fif4:行の!切に良好な相関性が認められたじζ れらの結裂は先の還流肺で認め

られた結~と対応していることから ，肺における培某性桑物宿椅部純 としてミト

コンドリアが主要な役目jを担っているものと推察主れる。

Schncckら611)はβ骨ブロッカーである propranololが制iミクロソーム及びミ

トコンドリア両分に諮絡し易いことを報告している。また Minchinら川〉は

chlorphenter.ineが肘iミクロソーム画分に移行し易い、ことをぷしている r 、これ

らの成械は実験fj法が異なるため，著者の成結と同等に評価ずる 4とは出来ない

か，今[寸ねられ人著者の成績より判断して，これら援物の脂溶性ならびに濃度依

存性の制点 kり，ミトコンドリア画分への薬物移行件について紡古する必要があ

ると判断 主れる h

ロ -2 ミ トコンドリア dコ 劣~キ勿 tutfγa件

ミトコントリアが塩基性薬物の肺細胞内蓄積部位としてlE'~要な役割を演じてい

る、ことを口一 1で明らかにした。 Huunan-Seppala70
)は肝ミトコンドリア膜の

propranololならびに chlorprollazinの結合性について， ; t:人 Bickel ら71)は

各細胞成分の弟物結合能について報告しているが、それらの報台(:t肝ミトコンド

an可町、d

リアに闘するものであり，肺ミトユンドリアの薬物結合特性に関する詳細な桟討

は，未だ十分行なわれていない 吋 肺は心臓から拍出された血液のほぼ全慌が街J~

しており，血液中異物の除去器行として機能している。従って ，肘iミトコントリ

アの塩基性薬物結合特性について詳細に検討することは，薬物の接効・ 4性発現

機構~解明する 1:で非常にモ要と考えられる 。 そこで，極基件援物前給部牧とし

てのミトコントリアのtE要性会より・肘明確にするために，肺ミト寸ントリアに

対する各種薬物の結合特性.ならびに結合薬物に及ぼす他の薬物の彩管について

検討した。

2-A 実験条件の検J

ミトコンドリアの築物粘合性を明らかにするために至適実験条件について検討

した。Fig.26はミト寸ンドリアと各経塩基性薬物を 37'r.でインキ ιベー・ 卜した

時の， i容媒中薬物濃度に対ヂるミトコンドリア結合量 (P/M)の経時変化をポ

したものである。反応開始後. P/Mは速やかに上昇し， 2.5分でぶ大舶に述し

人後，ほぽ平衡状態を維持するかまたは僅かな減少傾向~J示したり 各薬物とも ミ

トコントリアに速やかに結合し，ほぱ向緑のパターンを小し t_o 従って，反応時

間を 2.5分とし て以ドの実験を行なった。

ミトコントリアの安定性会みるために，調製直後， 18. 2日放び 3lf後のミ

トコンドリア合間いて結合実験を行な ったl ミトコントリアの築物結合能はJ実験

c 
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Fig.26 Time Courscs of Drug Binding to Rat Lung Nitochondria 
①， imipra・inc;・.quinine; 6， 園前oclopralDidc.
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位が存在することを認めた。各薬物の結合部教は薬物問で互いに近似した舶会示

したが，結合定数は著しく異なり，脂溶性の高い薬物ほど高値をぶした。 各薬物

の結合定数とその脂溶性との間に相関が認められた。

開始直前に捌製し たものが最も高く，保存期間の延長に伴って宮明に低下した

業物結合実験施行直前に調製したミト Jンドリアを用いて，(Fig.27)。従って ，

以下の実験全行な った。
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Effect of Lipid Solubility on Drug Binding to Lung ~itochondria 
①， imipraaine;・，quinine; L¥， .etoclopra.ide; ()， procain-
amide;臼， H.M.H.CJ;⑨， suJfani la・ide;<>. phenyJbutazone. 
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図
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Fig.28 

Effcct of Storage period on the Binding of l.ipra・ine
to Ral Lung ~itochondria 
Binding experi・entswere perforaed i・・ediatcly(・ )， 
1 day ( () )， 2day (①)， or 3day(ED) after lung・itochon-
dria was prepared. 

Pig.27 

薬物結合性

肺ミトコントリアにおける薬物結合特性を明らかにするために，各梗薬物のミ

トコンドリアとの結合性について比較検討した。Fig.28から明らかなように，

quinincは他の薬物に比べて容易に結合した。

2-8 

Ac--。己申
E
・-
E
}

しかし，中性

・酸性薬物である sulfanilamide，phenyJbutazoneはミトコンドリアに苔積性

を示主なかっ人。j長様性薬物の結合性は

のl頓に低下した。

imipramincお上び

国elocloprallide，qUlnlnc， lmlpra・lne，
芝
、

a

20 

次に.各薬物の脂溶性とミトコンドリア結合性との関係について検gばしたο 晦

基性薬物のミトコンドリア結合はそれら薬物の脂溶性と良く相関しており (r=

0.957) ， 脂溶性の L~に伴 って結合量も増加した 。 しかし，脂溶性の高い酸性薬
には特異な苔積は観察されなかったり

ミトコント 1)jJの薬物結合性に及ぼす薬物濃度の影響について検Jし人。Fig.

procainamide， H.M.H.CI 

物のphenylbuLazonc

Scatchard Plot of Specific Binding of Basic Drug to Rat Lung 
Mitochondria 
①， illipra・inc; lIetoclopra・ide..， quin ine;八，

37 

F'ig.29 29 は薬物結合jl~ ~ Sca tchard p lotsしたものであり，その解析舶会

に示した。いずれも非IU線性をポし，結合緩式の異なる 2.H鋲以上の結合部位，

ずはわら親~[]性が'r~.~ く結合部教の少ない部位と.親和性が低く結合部教の多い部

Table 9 

36 



そこで史にミトコンドリアの注立性薬物結合に及ぼす他の極延性薬物のm;守紙Binding of Basic Drugs to the Rat Lung Mitochondrial PellcL Tab Ic 9 

目。toclopra・idc正fこは式について検Jした。Fig.30A， Bは diphcnhydralline

したものLineweaver-Burk plots Quinineのミトコンドリア結合性を

である。Diphenhydr祖 ine波及、の.t:11-に伴い，

共存時の
Ka-8圃axolAffin i ty site Drug 

ミトコンドリアの quininc結合

のミトコンド量が著しく減少した。しかし，いずれの濃度においても， Quinine 

リア結合は良好な直線件.を:;J¥し，各々の1白.線は垂直座標の向・点で交足した。

のミトコンドリア結合を競合間百する

8.~ 土2.5
0.030 1:0.005 
1.2 土o.1 
0.014土0.002
0.013土0.001
0.0009土0.0001

4.7% 0.05 
155 士12
4.2土 0.6

135 土 7
3.51: 1.0 

254 土48

High 
I.ow 
High 
Low 
High 
Low 

l圃ipramIne

Ouininc 

. 
、ー

ことをぷしている .， Iほ係の現象がmctocloprallideの共存においても認められた川

その阻汚効果Ltdiphcnhydramineの方がより顕著であつにけ従って，

各薬物の阻3効果の相遣は集物脂溶性の相違に基づくものと推芽とされる。〈のl，ょ

イ啓明確にグる人めに，脈溶性の樋めて低い塩基性薬物の H.N.H.CIをJt
仔させたときの Quininc結合件.について検品した。Fig.30Cから明らかはよう

の、ことは， diphenhydra.inc カ~ Quininc 
t-fcLoclopramidc 

H

岡山""

sites (n田01drug/mg proLcin). 
each class of binding siLc (l/~N). 

Maxillum number of binding 
Association constants for しカ、し，

をより

に， N.M.N.CI kよるR111f効*u観察主れなかった。次に，ミト ，'1ントリア指物

結合に薬物が陽性荷:むを有することの a重要性を明確にするために，脂I存性の I~.j (， 、

ミトユントリア来物結

共存義物の拶~~~

ミト ~1 ントリアの援物結合特性を要に明確にする人め，

合に及~，r r j福島件:染物の相互作用について検品した。 Tablc10 "-

2-C 

しかし，を共存主せて同様の実験を行なった。

の場合と101桜， mr効果はdめられなかった

phcnylbutaχone 酸性薬物である

ImJPralllne， 

Quininc， IIctoclopra・idcのミトコンドリア結合に及ぼす各柑薬物の彩習をぶし

た。各薬物とも，非塩基性薬物及び脂溶性の低い塩基性築物による滋響は無視し 、これらの(Fig.30 D) N.M.H.CI 。
二れに対して，脂溶性の高い塩基性薬物を共存主せたとき，得る程度であった。

B • 
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阻詫効果が認められた。使用した共存薬物中最も脂溶性のぬい di phenhydra. i ne 

は最も強い阻古効果を脅しており、各共存薬物のミトコンドリア薬物結合に対.r
る阻宮効果は各換物の脂溶性と相関することが認められた u

The lnhibition of Drug Binding Lo thc Mitochondria 
by Various Competing Drugs 

10 Table 

事 inhibition 
I nh i b i tor 

Mctoclopramide 

32.1土2.9
19.6士1.7
8.6土5.4
-0.1土3.1
3.2土2.7
-2.5土3.。 Lincweavcr-Burk Plots of Ouinine Binding to Rat Lung Nitochon-

dria in the Prescncc or Absence of Diphenhydramine(A). Hctoclo-
pramide(B)， H.N.H.Cl(C) or Phenylbutazone(D) 
Urug conccntraLion:口.O~H; 0， 5~N; 6， 15凶;

1 / M (mll n"，ol ) 

Fig.30 

29.31:2.0 
15.0%2.6 
3.0土4.0
0.4主3.2
-2.41:3.5 
0.2土2.8

Quinine 

37.4士3.9
17.8土2.3
6.5土4.7
-4.7土2.6
-5.。土2.8
2.8土2.5

Imipramine 

Diphcnhydramine 
HcLoclopramidc 
Procainallide 
N.H.H.CI 
Sulfani lamide 
Phcnylbutazone 

e， 50州.

39 

Mitochondrial pcllets were incubated with a mixturc of 2n圃01
of a basic drug and 100~M of inhibitor. 
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結果t.t.薬物のミトコンドリア結合にも薬物脂溶性ならびに単品性悼の保持が重

要r.J...:..とをポ唆し ている。この場基性薬物相互の阻?;効架ならびに阻符効果発現

のための薬物脂溶性及び塩径性基の重要性は. I・ipra・inc.IIctoclopra・ideの

ミトコンド リア結介にも刷版に認められた。また illipra圃ine.quininc.・eto-
clopra・idcのミトコ ン ドリア結合性を Lineweaver-8urkplotsした時，各薬物

の_~I(f柑切~HtMれも rfìトー点で交差した こ とから，各h起集併.桑物は I司ーの結合部

位に結合し，互いに銭合的に抑制し合うこと~ jJ~ してい る。 これら薬物の阻害定

数を Table 11に小した。各塩基性薬物とも，ミトコントリ〆結合に対ずる阻

古効架は.metocloprallideに比し.diphenhydra.ineのhがより顕著であったu

t九，子守共{j薬物共 i11 i pral圃ine結合に対する阻官効果がhA-も大きく，次いで

quininc. mctocJoprallideの順に低下した。ζ の己とは，脂溶性のAJiL、塩基性薬

物ほどミトコンドリア結合に対して，他の増壊性援物の影響を受け幼いことを示

している 。

Tablc 1] Effect of a Second Basic Drug on thc Accu・ulation
of a Basic Drug in the Mitochondrial Pellct 

fnhibitor 

Diphcnhydra.ine 
Metoclopra・idc

1・ipramine
1.3土0.1
3.5土0.3

字 Inhibitionconstant (ドM). 

2-E 考察

K i ~ 

Quinine 

5.3土0.4
16.3%2.3 

Me toC'l opra・ide
39.5土10.1 
54.5土12.0

側IミトコンドリアのJtl主性薬物結合特性について検討した結果，持薬物とも速

やかにミトコンドリアに結合して，平衡状態に達する、こと金認め人。 ミトコンド

リアの薬物結合国は脂溶性の高い薬物ほど多く，濃度依存件:~小し人。 この塩基

性薬物のミトコンドリア蓄積性を Scatchardplotsし人結束，親和性の異なる

2挿以上の結合部位の仔庄を認めた。各薬物に対する最大薬物結合数は，薬物問

でほぼ近似した舶を示したが，結合定数は薬物問で大きく異はり.桑物脂溶性と

の問に良好な相関~，.{!め fご 。 またミトコンドリアへの~J.~性桑物結合は，他の塩

基性薬物の共{j.により競合的に間害された。その抑制効果は義物の脂溶性と密接

- 10 -

に関連しており， をた共存猿物濃度に依存していた。これらの成締は還流動'で科

られた結果と良くー致していることから，温基性薬物の肺内苗積部位として. ミ

トコンドリアが.Ji要な投234を担っていると推察される。また薬物のミトコンドリ

ア結合性から蓑物の肺移行性を予測することが可能なことから，ミト ，]ンドリア

薬物結合実験は，薬物の飾品-砧性を研究するためのスクリ 一一 ング法として，非

常に有用であると与えられる《

MinchinらG:J>は平衡透析法 (3TC.3時間)による肺ミトコントリア両分 (15.

OOOXg. 15分)の chJorphcnter圃ineの結合特性について検討し，結合パラメ ー

ターが Ka= 2.01.M- 1
• Vllax = 108nllol/・gproteinであったとを報告している 。

Chlorphenterllineの脂溶性か metoclopra.ideのそれと近似しており.chlor-

phenterminc に対する rl~パラメ ーターがlIetoclopra.ide の低親和性部位に対す

る値と類似していた。しかし，彼らは chlorphenter.ineに対する白親和性部仰

を検出していな !" u検出できない要凶については明確ではないが，ミトコンドリ

アの精製度.新鮮度あるいは実験条件などの相違に起因するものと推察主れる 。

Hishiura ら 72) は、'f~衡透析法 (4 'C. 48時間)による各種肺細胞成分両分のキ

ニジン結合性について検Jし、ミトコンドリア高親和性結合部位の Kaが 0.14

凶・ 1 であり、ミクロゾーム両分のそれに比して低いことを報告している 。キニ

ジンはキニーネの立体異性体であり同等の脂溶性を有しているにも拘らず、 ζ の

値は著者のキニーネの僻に比して 119と著明に低い。Fig.28に示す上うにミトコ

ンドリア画分を冷厳保存した場合、日時の経過にともない薬物結合性か低ド 1る

ことから Hishiuraらの丈験条件ではミトコンドリアの薬物結合特性を卜分に抱

握できないものと推察主れる ，

Bickel ら71>はラットnrミトコンドリアには高脂溶性の塩基性藁物に対して 2

種の結合部位が存山するよとを報色ーしている。即ょう. illlipra.llineの結合L対す

る高親和性部位の Ka.BlIaxは各々 0.22凶ー 1，88nmol/lIg proteinであり，

chlorpromazinc のそれは 0.058州ー 1，211n・ol/lIgproteinであっ人。これらの

値は今岡ラット肺ミトコンドリアについて得た値と著しく異なっている 。n.".tょ

うツト肝ミトコンドリア ~mいた予備実験で i 圃 lpra・ ine に対する結合パラメー
ターが 8ickel らの航と頒似していることを認めたことから，結合パラメーター

の相違は実験条件の相遥上りはむしろ，使用厳器の相違に起凶するものと考えら

れる u 薬物蓄積性がなぜ臓器開で著しく異はるのか未だ明確ではないが.己の問

題を解決するための糸口が肺ミトコントリアに隠されているものと推祭主れる。
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ロ一日 ミトコンドリア I勾」おむY る当足場J勿

J，.j (fミ+守ミ

ミトコンドリアが抱lよ性援物の肺蓄積部位として主要な役割を判っていること

を日一 1.どで明らかにした。

主て，ミトコンドリアtt内外二重の膜で穫われた細胞内小議日であ勺， 15チ伝

達系を介して生命活動に必壊な生体内エネルギーを生成しているiE要な器官であ

るu 従って，ミト _1ンドリア内の塩基性薬物f，.j伝部仰をより詳細に検討する己と

は，換効 -i与性など生体に及ぼす薬物の影響を把挺ずあ 1-で持iめて市震であるり

そ二で塩法性薬物の苔秘した肺ミトコンドリアをうEに細分l叫し，首相部伎の解明

会品み人"

3-A ミト 1ンドリアの細分画

安物i玉流肺より符たミトコンドリア両分を細分i尚し t- Greenawa I Lらはジギ

トヱン法7 ~) によ 勺ミトコントリアを細分画したとき各向分が各々次の成分に対

応すると報告している。すなわち.12.000xg画分(第 1両分) :本破壊ミトコ

ントリアおよびミトコンドリア内膜.105.000xg両分(第2u両分) ミトコント

リア外阪. 105.000xg上前(第3画分) :ミトコンドリア際問スペース及びマト

リックスである。 rig.31 に示す僚に，ミトコントリア内鮫の指~酔紫であるチ

トクロム骸化酵よの特異活性は第 1画分で，ミトコンドリア外阪の指枝醇素であ

ドig.31

E 

を-w10 
3 z:. a 

。z
c 

〉

司Sコち~ 0.5 」
2ぢ。

司M

l [11] 
ε 
〉CN 、

w 。
M Fr.l Fr.2 Fr 3 

Oistribution of Quinine and Marker Enzy田csin Mitochondria 
from the Pcrfused Lung 
1. auinine;・1. 個onoamineoxidase;悶.cytochromc oxidase; 
図;勾Ifitecytochro舵 Creductasc; ills. malatc dchydrogenase. 
Mit. mi Lochondr ial fraction; rr.l. 12.000xg pellct; 
ドr.2. 105，000XR pellet; Fr.3. 105.000xg supcrnaLant. 

~2 -

るそノアミン酸化併ぷ (MAO) は第ど両分で，またミトコンドリア駅間スペ

‘スの指標酵会であるマレイン西宮脱水素酵素及びマトリックスの指僚俳誌である

亜硫酸チトクロムC還元俳みは第3u両分で各々高値を示した(J@tfe肺及びJド還流

肺から1!Jt二ミト _1ントリアrmでこれら酵素の分布緩式に差はみられなかった。4

れらの成紙は今[IlJHJt， 、たミトコンドリアl崎分の細分画法が肺ミトコンドリア内桑

物分布を研究する t:で適したfj法である、ニとを示している。 Tab10 12 ~t這流肺

に蓄積し仁薬物の唖ミトユンドリアl両分への分布を示したものである 。ミ トユン

ドリア内に取り込itれた qUlnlncのk宇は第 1及び第2l両分に結合していんu

しかし蛋白ちたりの主主物品枯fllは第2両分が最も多く，他のl両分のそれに比して

約3倍白値をぶし人り Imipramineのミトコンドリア内分布も quinincの場合と

類似していた。しかし第とl尚分への imipra掴 ineの蓄積特性は quinincよりも

優れていたu しかし mcLocloprallideの場合，その大半は上消防i分に検出主れ，

その約 70%が遊離申であっ人。 ミトコンドリア内における田etoclopra・idcの

特異な者相部位はdめられなかったu ミトコンドリアの唖両分における福嶋性高

物の分市はミトコンドリア外肢の指標酵素(MA 0)活性と良く・殺していた。し

かし他の指際鮮系訴件.の分布との問に関連性は認められなかった。 4 れらの結~

はミトコンドリア外肢が肺におけみ塩基性薬物の主要結合部位であおこと 4告示し

ている

Tablc 12 SubmiLochondrial Oistribution of Basic Orugs 

% dislribution Binding 
FracL ion (pmol/mg protcin) 
No. T. 

IMI・ QUI・ MET・ [HI • OUI' IoIET" 

37. 1 t~. 1 ~0.3士5.0 21.9t2.8 304t34 235:t29 39土5
2 4s.3t4.2 40.6士4.2 10.7士2.0 1041土95 651士68 40土7
3 16.5士2.0 18.9士].] 67.3t9.5 275士35 223士13 46士7

本 lMl. imipraminc; QUl. quinine; HET.国etoclopramide.
師 Fraction1， 12，000xg pcllct; fraction 2. 105.000xg pcllct; 

fraction 3， 105.000xg supcrnatant. 

3-8 薬物脂前件の影響

肺ミトコントリア内業物分市に及ぼす薬物脂溶性の影響について僚会fしたu {定
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丹jした:3柑の極民性業物のうち最も脂溶性の向い illipra・inuの外膜l両分への蓄

般は他の業物に比べて許明に高く.quinine. metoclopra・id('の順に低下した

(Tablc 12)。各薬物の外阪両分への薬物蓄積比とその脂溶性との問には良好な相

関性が認められ九 Wig.32)。このことはミトコンドリア外阪両分への薬物苔積

性は薬物倒々の脂溶性によって調節されていることをぷ姥している。

仁〉

+EL' F -

cC:}3 i i 今_. 
cl 
一-
二E1・2 

qLtJ ' : 

む

2 3 

Log p_ C 

Fig.32 Effccl of Lipid Solubility on the Dislribution of Basic Drugs 
in MiLochondria Outer Membrane 
B. i.ipra.ine;・，qu i n i ne; /::-"，・etoclopra・ide.

。、c
コo
'--

3 

勺ち 2
<IJ宍

とE
豆21 
<IJυ 
α。

1μM 10μM 200μM 

-，、~.'，UL

. -P<005 

v腸
Fig.33 Effect of lnitial Orug Concentration in PurfusaLc on Quinine 

DisLribution in Mitochondria fro. thc Pcrfuscd RaL Lung 
Mit. 国iLochondrialfraction; Fr.l， 12，OOOxg pel lcL: 
Fr.2， l05.000xg pellet; Fr.3， l05.000xg supcrnatanL. 
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3-C 薬物濃度の影響

塩基性薬物のミトコントリア外膜i両分への蓄積に及ぼす薬物濃度の影習につい

て検討した。 Fig.33に持#.濃度における quinineのミトコントリア内分布会示

した。各濃度とむ上前両分の張物量は僅かで・あり.大半がミトコンドリア成分と

結合していた。各濃度とも外膜l両分への薬物蓄積が最も高い値を:;1¥した。しかし，

薬物濃度の噌加に伴L、首縮性は低下し，程度依存性のあることが判明したり

3-D 考察

塩基性薬物の肺ミトコンドリア内の薬物蓄積部位を明確にするためk..，ジギト

ニン法を用いて薬物結合したミトコンドリアを更に細分画を行た結果，ミトコン

ドリア外膜画分に特異な薬物苔制部位の存在を認めた。この外膜両分への染物面

積は薬物の脂溶性の上昇によって苦しく増加し，また薬物結合に濃度依在性のあ

ることが観察主れた。 ζ れらの結果は先に認めた還流肺の薬物蓄積特性ならびに

ミトコンドリアの業物結合特性と良く対応していることから，ミトコンドリア外

膜には塩基性薬物に対する特異な結合部位が存在し，薬物肺蓄積の一翼を担って

いるものと推察きれる。

4:3 -



ぉτ工IIi_.;~: j;主aSL4卜守三者主宰勿章子liSおISi心とし 1ご 0'".>

M A C) 0'".>毛笠間j

第 i主&.び第IIi7iにおいて薬物の肺移行特性ならびに薬物前結部仰としてのミ

トコンドリアの役刀jについて検討した結果. (1) 肺には括処件.業物に対して濃

度依存件.のある特異ェな話路線構が存在する 。 (2)その将行には出来性益物の脂

溶件.が k.. '~ く!問うしている 。 (3 )肺に蓄積.主れた叢物の大、ドが代謝され r未愛

化体の:1::t 存仇している。 (4)この薬物蓄積織構に能動輸送系の寄与は少なく

主に組織成分との結合により蓄積する。 (5)肺に取り込£れた薬物はミトコン

ドリアl利分に選択的に分布する。 (6)ミトコンドリアの inviLro義物結合特

件.が還流動fj薬物移行特性と良く対応する。 (7)業物の前柏'したミトコンドリア

を細分l尚し人とき，来物は外膜画分により選択的に粘合していお ζ と金明らかに

した町しかし必がら，ミトコンドリア外膜両分には種々の僻訟が特異的にM花し

ており 7ら》，それらのうちいずれと塩基性薬物の昔純が関連しているのか，また

それが生体機能とどのような関係にあるのかは令く不明であるの本市ではミトユ

ンドリア外肢に特異的に局在する種々の酵本に及ぱグ極J!件.薬物の影響について

検討すると共に.~信基性薬物結合部位へのモノアミン齢化酵素 (MA 0)の関う

合中心に詳細に検討した。

ロ王- 1 ミトコンドリア Cこ全五乙Y お崎品 J}さf生

去三キ勿の MAor自主社正

ミトコンドリア外膜にはMlAOを始め種々の僻よがMI正しており，桜・々な生体

制;常件維持に問うしている ζ とが知られている。

MAOIJ: 5-hydroxytryptalline. norepinephrine. epincphrinc. dopa.ine 

Lyraminc ほどの各婚生体内アミンを代謝する酵素である。 Gi11 isらは、ニの酵素

による 5-hydroxYlrypta・in(!や phenylethyla.ineの代謝が編品性薬物で、ある

i田ipra圃Jneによって抑制されることを報告している 76・77)白 4のことは他の多

くの研究持に上フてもdめられていることから .IIH古効架発現機構として J.ト

pra.incかMAOの弘質結合を阻害することに起凶するものと推察合れるや、この
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4とは抱i主性援物の結合部位として MAOが垂要な役割を演じている可能性のあ

ること~... J¥唆しているり、ニの点-a明確にするために.MAO~始め ミト J ンドリ

ア外膜に特異的にJ;.j1[:している持々の酵素に及ぼす塩基性薬物の影響について検

討しt:。

l-A ミトコントリア川花酵素に対する塩基性薬物の影習

ミトコントリア}..j(f:酵素のう勾外~局在酵素として MAO. ロテノン不lぷ判.

NADH依存性チトク[]ムC辺元醇紫，キヌレニン脱水素酵3E-を.1九内膜.I史|問
スペース，マトリック λのf，.J{t-酵素として各々チトクロム酸化酵訟.4T.抗、隣チト

クロムC還瓜醇よ，マレイン僧脱水よ酵ょを選ぴ，各酵蒸の代謝活性に及ぱ 4

imipramineおよび diphenhydra.ineの影響を測定し人。 Tablc13 k，併みf.fit't

阻害率会小し仁。 I州出限件.業物による阻害効果はMAOに対して特異的kJ!めら

れた 。 しかし他の酵ぷに対して，阻舌効果は殆ど観察されなかった u 4 の結~司U.

塩基性薬物がMAOに対して特異的に作用し，酵素阻害効果を発現している 4と

を示唆している。

Table 13 Effcct of Basic Drug on Enzy.e Activity of Lung MiLochondria 
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Honoamine oxidascヰ
Kynurenin hydroxydasο 
Rotenon-inscnsiLivc HADII-
dcpendcnL cyLochrome C reductasc 
Cytochromc oxidasc 

Sulfite cyLochrome C rcducLasc 
Malatc dchydrogcnasc 

9.0土1.7
99.。土4.8
97.8土5.。

4.9土1.2
96.5士5.3
95.2:t3.7 

94.8:t4.5 
101.2土5.0
96.7土3.9

100.6土3.0
99.5:!:4.2 
93.2士6.1 

本 MAOsubstraLc: phenylcLhylaminc. 宇牢 Concentration: lmM. 

1 -s 1;耳慣に上る開11幼宋の変化

MAO は1..1:質反応件及び ~fl'.r:剤に対する感受性に基づいてタイプAとタイ /13

に分類主れている 78 '1'J)o .1-た器質についても 5-hydroxytrypta・ineはタイプ

A. phenylcthyla・ine '-tタイプB. tyra・ ine は両タイプの基質に分頬~れてい

る"しかし基質濃度や裕媒の pll変化に対する MAOの反応性が一括でなく.rJ4 
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者の区別が判然としないことから，タイプ分類が余り怠味をな主ないことも報告

主れている 80)。そこでミトコンドリアMAOによる各基質代謝特性について比

較検討した (Table14) 0 3基質の代謝パラメーターのうよう Vmax(最大代謝速度)

は互いに近似した値をぶしたが.Km (Michaelis-tofenten定数)は著しく異なり，

phenylethylamineが最も低い値金示した。次に各タイプのMAOに対する i皿1-

pramineおよび diphenhydramineの影響について検討した。各タイプの基質は

L、ずれも両塩基性薬物によって限害された。しかし脂溶性の高い酸性薬物である

phenylbutazoneによる阻害効果は観察されなかった。塩基性薬物による代謝阻

害は使用した3種の基質のうち phenylethylamineに対して最も効果的であった

(Fig.34)。以上の成績を基にミトコンドリア MAOの基質として phenylethyl-

amineを使用して以下の実験合行なった。

Table 14 Michaelis-Menten Kinetic Constants for 
Mitochondria MAO Activity 

Substrate 

Phenylethylamine 
Tyramine 
5-Hydroxytrypta圃ine

C 。
噌.... 

正3
~ 50 
五C二

話¥，、

バア

Vmax 
(nmol/mg protein/min) 

r B 

3.6土0.3
3.7土0.3
3.5士0.3

/r;{ I C 

Rat Lung 

Km 
(11M) 

6.1土0.6
27.4土4.3
38.8土3.9

10 QI∞1 0.1 10 0α)1 0.1 10 

Concentration (mM) 

Fig.34 Effect of Imipramine(A)， Diphenhydra.ine(s) or Phenylethylamine 
(C) on the Metabolism of MAO Substrates with Lung Mitochondria 
MAO substrate:・，phenylethyla皿ine;口， tyramine; ()， 5-hydr-
oxytryptamine. 
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l-C 塩基性薬物の影響

塩基性薬物のMAO不活化特性を明らかにするために phenylethylallineの脱

アミノ化反応に及ぼす各種塩基性薬物の影響について検討した。 Table15に各

種薬物評在時の酵素活性を示した。 Phenylethylamineの代謝は各権基性薬物の

添加によって抑制された。しかし各薬物の阻害能は著しく異なり，使用した塩基

性薬物中 imiprallineが最も臨害活性が強く.以下 diphenhydra.ine，allocl-

amide， quinine， lIetoclopramide， procainamideの順に低下した。しかし P.A.

E.B.による阻害効果は認められなかった。 4の事実ミとは塩草性薬物の全てが

同等のMAO阻寄効果を有しているのではないことを示唆している。

Table 15 MAO Inhibitory Activity and Partition 
Coefficients of Basic Drugs 

lnhibitor P.C.宇 tofAO activity(%) 

Imipramine 980 4.7:t0.8 
Diphenhydramine 442 6.9:t1.1 
Alloclamide 582 25.7土3.1
Quinine 64.2 67.9:t3.2 
Metoclopramide 12.0 74.9:t1.3 
Procainamide 0.17 94.9:t1.4 
P.A.E.s. 0.01 100.4:t3.2 
Phenylbutazone 770 98.71:2.9 

芋 Partitioncoefficients (CHCI3/H20， pH7.4) 

1-0 薬物濃度の影響

MAOによる phenylethylamine脱アミノ化反応に及ぼす極基性薬物濃度の影

響について検討した。 Fig.35は機軸に阻害剤濃度の対数を，縦軸に阻害剤共存

時の酵素活性百分率を示したものである。酵素活性は低濃度の阻害剤を共停させ

た時，ほとんど影響主れなかった。しかし濃度の増加に伴って酵素活性は著しく

低下し，高濃度では完全に阻害された。いずれの塩基性薬物も濃度の増加に伴っ

てMAO活性が低下した。各薬物の阻害効果には薬物問で差が認められたが，い

ずれも濃度に依存しており，ほぽ同維のシグモイド曲線を描いた。従って， MA  

Oは各種塩基性薬物によって同様の阻害様式に基づいて抑制されるものと推察さ

れる。
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この4とは脂溶性の高い塩基性薬物ほど俊れな相関関係の存る乙とが判明した。

たMAO阻言活性を有していることを不しているむ

阻:写経式

塩基性薬物によるMAO活性の阻21桜式について検討したか Fi g . 37 A U d i -

Lincvea鴫

したものである。代謝速度は diphenhydra.ineの濃度m加に伴

Jて低下した。 Diphenhydra.ine共存時の回帰曲線は各濃度において配線性を11¥

ー，点を通過した。このことはMAO活性か diphenhydr・-

l-F 

の脱アミノ化反応についてphenylethyla圃inephenhydra.in共仔時の

ver-Burk plots 

向
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50 
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-
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の共存により Il:iJ桜の現象が認められたが (Fig.37s， C)，脂溶件

の高い酸性薬物である phenyJbutazoneを高濃度共存きせても阻穴効奴は制祭主

そ4で、ニれら塩基性薬物の阻害定数を求・め比較検dし

の阻害定数が他の薬物に比べてidも小主

また

いずれも縦軸の同

amineによって競合的に阻7j‘されること金示している。
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薬物脂溶性の影響

次に塩J，~性業物のMAO 阻害能力に影響を及ぼす要l刈会明らかにダるために，

阻?J効果に及~:l'ナ薬物脂溶性の影響について検Jした。 Fig.36 t.t符塩母性薬物

のMAO阻汚濃度.と脂溶性との関係について示したものである。両持の間に良好
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Tablc 16 [nhibition Constant of Basic Drug for MAO 

Inhibitor Ki(mM) 

[lDipra.inc 
Diphcnhydra.inc 
Mctoclopra・idc
Procainamide 

0.013土0.002
0.021土0.004
2.3 土0.4
22.8 土3.0

なfv立をポしたりζれらの値は Fig.35から求めた 50%限時濃度とはぱ匙似して

い人。

l-G 考察

lお j主性薬物の肺組織結合部位としてのミトコンドリ〆MAOの寄う~明維にす

るために，抱 .t~性援物の肺ミトコンドリアMAO活性問主効果について検Jすした

結束，以下のζ と金明らかにしたυ (l)MAO活性は~J産性援物の共存により

阻2ffきれ人。 (2) その限害効果に濃度依存性がdめられた。 (3 )福基性薬物

による阻官隊式か践合的であった。 (4)各単基性薬物のMAO活性阻害効果と

その脂溶性との問に良好な相関性が認められた。これらの成紙は第 [yでdめた

摘出還流尉i薬物移行特性とよく対応していることから，出法性薬物の断i苔椅部位

としてミトコンドリア MAOがその一翼を担っているものと推察主れる。

ミトコントリアMAOは限23剤に対する感受性に基づいてタイプ八とタイプB

に分煩主れている 8081
)0 Cawthon8~) らは proteolitic digestion法及び

peptide mapping i去を用いて検討した結果，タイプAとタイプ日のMAOが異な

) t~ 分子である、ことを明らかにしている v Tipton8l)らはうツト制1ミトコントリ

アMAOの約 50%がタイプAで.残り(約 50%)かタイプ13であると報告し

ていお。しかし，今!日|の実験で肺ミトコンドリアM八Oktる符タイプのMAO

鵠慌の Vmax舶が Iiいに近似していること， tyra圃inc (肉タイプ本質)代謝がm
'Z剤浪良にあjしてシングルシグモイド曲線を摘く、:と 4Edめt (・般に，向タイ

プ扶白の場合デュアルシグモイド曲線を摘く )0 -.:.れらの成舗はtfi-のMAOに

tって十分説明で苫るむのであり，タイプの異なる MAOのか介合指小する成績

は符られなか勺たり . h， pheny lethy la.ineの脂溶性か tyramine，5-hydroxy-

trypta圃ineのそれに比べて向いことから，ミトコンドリアMAOに対fる基質

の親和性が脂溶性によ 勺て調節主れている可能性のある 4とか推察主れる u 従っ
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て，各基債のMAOタイプと併紫に対する親和性との関係について，今後詳細に

検討する必要がある。

本節においてミト J ンドリアMAO活性に及ぼす各種塩基性築物の影響につい

て検討し.各抱基件.桑物か競合的にMAO活性を阻害すること金認め人。:1.たこ

れら塩基性薬物の限3効宋はその脂溶性と良く相関している、ニとを認めた。 近年，

緩々の分野において MAO(~性に及ぼす化合物の影響について検討されている 。

しかし何れの研究訴も化合物のMAO活性阻害能とその物理化学的特性との関係

についてぷ細に検Jしていな L'o今回の研究より，塩基性薬物のMAO活性m古

能とその脂溶性との関係は明白であり (fig.36) ，少なくとも，化合物のMAO

活性阻害能が極基性恭のむ無とその脂溶性に基づいて予測可能な、ニとをポ峻して

いる。また極々の薬物の桑効・ 4性がMAOによる各種生体内アミンの代謝を抑

制する ζ とによって発射している可能性のあることが推察される 。

国 -2 消主主涜n市における話重韮基・性嘉言守勿の

トペ A C) f{R:'r5-

ill-lにおいて塩基性薬物の肺組織内結合部位としてミトコンドリアMAOか

関与している可能性を小し九c 本節では，細胞成分レベルで認めた極基性薬物結

合部位としてのミトコンドリアMAOの役割が臓器レベルでも認められるか6か，

摘出肺潅流実験法を用いてJ細に検dし，その結合機構の解明を試みた。

2-A 准流条件の検d

摘出准流肺のMAO活性が実験期間中十分保持されているか~か，ょた既知の

特異的MA 0 i nh i b i tor (M A 0 1 )によって代謝が阻害されるか6か倹Jしたo

MAO基質である phenylethyla.ineを漉流した時，潅流開始後代謝活性は徐々

に上昇し，約 5分後に平衡状態に達し人。4の時の代謝率は約 70%であり，実

験期間中ほぽ・定してい人(F'ig.38)。 ・方， MAO 1である pargy1 ineを共有

主せた時，代謝活性は約 10%程度に低下し.基質の大半が未変化体の;長:長雄枕

液中に流出してきたれMAOlによる代謝阻害は瀧流途中に inhibitorを共If

主せた場合にも初期共存時と lu}等の阻古効果を示した。乙れらの成績は他の研究

者の成績84・8!.)と上く対応している ζ とから，本実験系においてMAO活性がト

。J
r
1
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Fig.38 Effect of Pargyline on the Matabolism of Phenylethyla.inc 
in Isolatcd Perfused Rat Lung 
LunKs wcrc perfused w i th PEA on 1 y (0)， w i th PEA and pargy I i nc 
(el or with PEA for 151lin and thcn with PEA and pa時 ylinc(O) 

分保持されており. .長た phenylethyla・ineは主に MAOにより代謝されている

むのと判断される。以ド，同-ー実験条件を用いて検Jした。

2-8 塩基性薬物の影響

極基性薬物による減流肺MAOの不活化特性会明確にするために， phcnyl由

cthyla・ine代謝に及ぱす各種塩基性薬物の影響について検討した。各.fOJ塩基性

薬物の共存によって phcnylethyla.ineの代謝姉制が認められた。止に各塩辛性

薬物の阻害効果に差の有者?ことを認めた (Fig.39)。このことは極基件薬物のす

てが同等のMAom古効果を有しているのでは必ぃ、:とを示唆し ている。主て臓

Table 17 Effcct of Basic Drugs on Initial Uptakc 
of P~A by the Perfused Lung 

Basic drug 

Hone 
[lIIipralline 
Diphenhydra阻in(~ 
Quininc 
Metoclopramidc 
Procainamidc 

lIptake 
(n・ol/15sec/gtissuc) 
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1.89土0.06
1.88士0.07
1. 89tO.04 
1.90:t0.07 
1. 88tO. 08 
1. 90土0.06
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Fig.39 Effect of Basic Drugs on the Metabolism of PAE in Isolated 
Perfused Rat Lung 
Basic drug:①， i皿ipraminc;<>， diphenhydralline;・.quinine; 
凸 .mctoclopra.idc; O. procaina.ide;①. contro 1. 

器レベルにおける代謝抑制は，般に平賀の組織移行過程の問書と酵素部位での

華民代謝m~i; とに大別される。しかし， MAO基質の准流肺初期取り込みに塩J.¥

性業物に上る影響が観られない、ニと(Table17)， mー 1に小したようにミトコ

ンドリア凶i分による MAO法悦代謝が治基性薬物により抑制主れることから，臓

器レベルでdめに場基性薬物による代謝抑制は薬物の僻本へのt有限作用によるも

のと推祭主る。

2一C ~U'ii;桜式

塩味料薬物に上る海流肺MAO活件の阻言鎌式について検討したリ Fig. 40 t..: 

diphcnhydralJlin共仔時及び非共存時の瀧流肺による phenylcthylallineの代謝

成結を小し t"代謝速度は基町濃肢の k持L伴って・定舶に漸kし.飽和現象の

ある、ことか観察dれt_(Fig.40 A)o Eadic甲 Hofsteeplotした時 diphenhydr-

a-i ne jMf HS及び非共存時の同封曲線は各濃度において直線件:~ぷし，いずれも

縦輔のfriJ・点て交差した (Fig.40B)o I.ipra・ine，qu in ine，・etoclopra・idc

についても検dし人結果， fo]桜の成紙が符られた。各薬物の阻宮定故を Table

18に'1'し人 p 従って .塩基性桑物のMAO問書様式は策合問符であると判断さ

れる匂 4の粘*は，塩基性桑物がMAOJ主質結合部位に結合して阻3効果を発現

している、ことをぷ峻している。
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Pig.40 EffccL of Diphcnhydramine on MAO Activity in IsolaLcd Pcrfused 
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hydramine(O) . 

2-D 薬物脆溶性の影響

治lfi~肺MAOに対する塩基性薬物の結合性を制御している要凶Lついて検J し

t:。符純増j主性薬物のMAO結合性と脂溶性との関係会 Fig.41に示し人。なお，

100 

50 c 。
ー20
A 

.c. 
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• 
a 
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ドig.41 Relationship bctween Inhibition Potency of Basic Drugs(0.5・104) to 
HJIOActivity and their Partition Coefficient(CHCi/lh0.pH7.4) 
子 1・ipra圃ine;く>.diphenhydra・ine;λ ・etoclopra・idEj・.QUlnine; (). procaina・idc.
log(% inhibition)=0.311ネlog(P.C.)+0.947 r=0.981 

月6

Table 18 Inhibition Constant of Basic Drug for MAO 
in thc Perfused Lung 

Inhibitor lC50(IIIM) 

0.08 
0.11 
1.9 
4.9 

0.021土0.004
0.013士0.002
2.3 土0.4

22.8 :t3.0 

K i (周104)

Diphenhydra.inc 
[lIipralline 
Metoclopra・idc
Procaina.ide 

薬物のMAO結合性は酵よ活性阻答率により，また脂溶性はクロロホルム/水間

の薬物分配係数により小し人， Fig.41から明らかなように，両者の問に良好な

相関性が認められた (r=0.92)。従って脂溶性の高い薬物ほどMAOに対 4る結

合性が白いことが明らかとなっ人。

2-E 薬物濃度の影響

海流肺MAOの塩基性藁物結合に及ぼす薬物濃度の影響について検討した。

Fig.42に各薬物共存時のMAO活性と共存薬物濃度との関係をぶした。ぃrれ

の塩基性薬物もほぼrul磁のパターンを示し，薬物程度の上昇に伴って MAO活性

が低下した。すなわち，援物のMAOへの結合が程度に依存していると g量える 0

・万，脂溶性の高い酸性薬物である phenylbutazone を共存させた場合.酵~'fi

1∞ 

ケ〉、-〉
ぢ 50
0 

• 司、.
0 

。
1∞ χ)()() 

Conc. (μM) 

Fig.42 EffecL of Drug Conccntration on MAO Activity in the Isolated 
Perfuscd Rat Lung 
①. I・ipra・ino;O. diphenhydra.ine; ~. .etoclopra・ide;・.Quininc; O. procainamidc; <>: phenylbutazone. 

10 
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;可知県は観察主れなかった。乙れらの事実は，薬物のMAO結合併合左右する費

削として薬物脂溶件及び極基性基の有無が重要なことを不峻している。なお，各

組lA併.業物のMA01._t;性 50X阻害濃度を Fig.42より求め，田-2-Cで求-め

た~fIW定数と比較験討した結果. Table 18から明らかはように.両者の舶は非

常に近似していた。

2ード 問符効果の可逆性

砕流刷iM八Oに対する塩基性薬物結合の可逆性について検Jした<> 4なわょう，

tず浮流肺にMAO!!質のみを潅流し，平衡状態に述した時点で・定期間塩基性

薬物を共存主せて准流した。その後再び基質のみを合むSSEUl-6被L愛更して代謝実

験を継続した。4の時の准流;液中の基質代謝準の経時変化を Fig.43にポしたの

極集性薬物の共存に kり認められたMAO活性の抑制は清流被から共作薬物を除

去する、こと Lより徐々に回復して行き metoclopra.ide及び quinincでは約 5

分後t...， ;~ t: d i phenhydrall i neでは約 15分後にJGのレベルにl吋似し人。従っ

て，脂溶性の白い塩基性薬物1，すなわちMAO親和性の向い換物では阿佐に多少

時間を壊するものの， MAOに対する塩基性薬物の結合はロ1逆的であると考え ら

れる。
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Fig.43 Rcvcrsibilily of Inhibitory Potency of sasic Drug lo HAO in the 
IsolaLcd Pcrfused Rat Lung 
ふimipra.ine;<)， di向 lhydra・ine;6，掴ωclopra・ide;

. quinine; 0， control. 
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2-G 考察

塩基性薬物の肺面積部材としてのMAOの関号を明らかにするため，泣沈肺M

AOに及ぼす各挿h起草性薬物の影習について検討した結果. 1)塩基性薬物は特

異的に MAO基質結合部位に結合して MAO活性を随害する" 2) 准ifi~tfiM A 0 

に対する塩基性薬物の結合に桑'物脂溶性が関与している。 3)MAOに対する出

基性薬物の結合に濃度依存性がある n 4) 塩基性薬物による阻害鉱式か鏡合的で

ある。 5) 海流肺MA O に対 4 る塩基性薬物の結合が可逆的である 'b~ J!めた U

4れらの成舗は.m-1でー認めた塩基性薬物によるミトコンドリアl両分のMAO

阻害実験の成結とー殺しており.ミトコンドリアMAOが摘出海流肺においても

塩基性薬物結合部仰として;1.常に 唯要な役割を担っていること金示峻している u

ill- :3 j.古孟 -主主主 .~主芸誌三 中勿 Uコ周市言寄港主主音β -f'Z c.ζ 会主乙Y
イミ〉 ト〆1，/、 C)OJ!:ゼ与全記長

モノアミン齢化酵m(M A ()) ~t 殆どの脊椎.無脊椎動物に含まれる酔訟であ

るa 細胞内のミトコンドリア外朕に強く結合して存在し，神経系の活動に軍要な

役割を担っている 8b 87)。すなわ勾，脳内MAO活性は欝病などの路神疾患の発

症と，また末梢で!t高血l正症などの発症とも密接に関連しているロJ能性が示峻さ

れているも従ヲて， MAOは1:坪!学的にも薬理学的にも大変興味がもたれている

このMAOが単品性誌物の首制部仲として機能している可能性の存る乙と金E

-1， 2でぶしt_ufJl(j .維々は治療に使用されている薬物のうちかなりの部分

が場基性薬物に凶しているれ 4れら業物の薬効毒性発現機構を解明する t-めにも

塩基性薬物詩梢部仲とし てのMAOの役割jをより 一層明確にする二とはJI:常"-IF 

要である 。そこでふ節では、この，.~~明確にするために塩基性薬物の肺ミトコント

リア結合性ならびに辺比蜘詰柏性に及ぼすMA 0 i nh i b i tor (M A 0 I )の影響

について詳細に験，jすしたの

3-A ミトコントリアの来物結合に及ぼすMAOIの影響

肺ミトコントリアの塩棋件築物結合に及ぼすMAOIの影響について検討した。

各MAOIで前処即し f ミトコンドリアの塩基性薬物の結合性を Tablc19にぷ

し九f いずれのMAOIで処開したときにも薬物結合性は著明に低ドしたりi・ト
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prallincのミトコンドリア結合に及ぼす随吉効呆!.tpargy 1 i neが最も強く，次

いで iproniazide，acetoa・inonilrile，se.icarbazidcの1般に低下し人。 Qui-

nine. mctoclopra・ideのミトコンドリア結合にむ[111械の間百効果が認められた。

符M八O[による MAO活性向1'，11;1順位もほぼI吋桜の，~*A~ ぶした。しかし各MA

O[の単基性薬物結合阻計効県は i掴ipra. i ne "-対してら;も強く.次いで quト

ninc. IDctoclopra・ideのl輸に低凶下し人u ーずなわれ，脂溶性の高い薬物ほど MA

01に上る限害効果4をより強く受けることを認めた。

持MAOIによる業物結合間存能の相遣を明らかにするために，各MAOIの

ミトユンドリア薬物結合阻古効果と MAO活性阻百幼宋との関係について検Jし

たい Fig. 44 に示す械にいずれの極基性薬物にも向/í.rmに良好な相関性~;æめ人 。

pargy 1 i ne処理によってミトコンドリアのMAO活性4をほぼ完全に抑制し人場合

の imiprallineのミトコントリア結合阻害率は約 55Xであり.quinineのそれ

nf(.~ 45 %であ っ人。

次にMAOIによるミトコンドリア塩基性薬物結合の阻符緩式を明らかにする

人めに，各MAOIで処理し九二ミトコンドリアの桑物結合性について Scatchard

plotsにより解析した。 Pargy1 i nc処理したミト J ンドリアの薬物結合性は， iq

濃度処珂したとき塩基性藁物白線和性結合部位への illipra・ine及び quininc

結合会ほぼ完全に阻??した(ドig.45)。しかし低扱度処理した時には部分的な阻

lVが観察主れるのみであった。、:れに対して，低親和性結合部位への薬物結合は

MAOIC度に拘らず不変であった。また se・icarbazidc高濃度処理した時，

pargy 1 ine低濃度処理時と近似したパターンをぶした。しかしその抑制効果は低

値であった。 L、ずれのMA0 1 ~é 用いたときにも極集性薬物高親和性結合部仰の
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1

P/M(ml/mg protcinl % of conlr'o I 
MAOI 

1 MI • 1141 • QU 1 • MET' QUI' MET・

Conlrol 24.6土0.8 4.7:t0.3 0.32土0.04
A圃inoacelonitrile 19.3士1.2 3.8土0.2 0.30:t0.04 78:t3 82土3 95土 9
Se.icarbazide 21.4土0.7 4.l:!:0.3 0.30土0.01¥ 87土1 88土4 97土10
lproniazid 16.8:t:0.4 4.1土0.2 0.29:t:0.05 68:tl 88土3 92土13
Pargy 1 ine 11.6士0.6 3.l:t0.2 0.24土0.05 47土3 66土5 76土 9

平 IMI. imipramine; QUI. quinine; MET. meloclopramide. 
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Fig.44 Effect of MAOI on the sinding of Illipralline(A). Quinine(s)， 
or McLoclopramide(C) to Lung Mitochondria 
Mitochondria was treaLcd with 111M of semicarbazide(・)，
jproniazid('&九四inoacetonitrile(@). pargyl ine{・).or 
none(()) for 15.in. 

B c
z
w
v
O」
色

芝
“・.
11. 

c‘ 
。。 ふ4ー O~

却 O 4 8 12 4 8 

P (nmoll mg protem ) 

Fig.45 Scatchard Plot of Specific Binding of IlIipramine(A) or 
Quininc(s) to Rat Lung Mitochondria Treated wilh Se.icarb-
azide(園). [pron i az i d (企 ). Pargy 1 i ne (・).or Hone ( () ) 

減少が認められ人。しかし， 親和性(結合定数)には変化は認められなかったこ

とから.Jr続合阻'Jrによって塩基性業物の結合を阻害するものと判断された(

Table 20. 21>...らこれらの結果は， ミトコンドリアMAOが脂品性薬物の高親和

性結合部位として機能しているニとをぶしている。
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Hifg-affinity siLc Low-affinity sitc 
Inhibitor ーーーーー・ー.幽』ーーーーーーーーーー ーーーー一ーーーーーーー一ーーーー骨甲 Table 22 

Blla x. Ka- Bmax' Ka-

None 3.5!0.5 1.5土0.3 81土 9 0.023!0.004 MAOI 
Pargy 1 inc 1.1:t0.3 1.3:t0.3 95土11 0.020!0.003 
Scmicarbazide 2.8:t0.5 1. 6!0. 4 93土10 0.019:t0.004 

Table 20 Effect of HAOIs on the Accu・ulationof Imipra・lne1 n 
the Mitochondrial Pcllct 

Hifg-affinity siLe Low-affiniLy sitc 
lnhibitor 胸骨ーーー- ーーー・ーーー自由---- ーーーーーーーーーー---咽ー-----

BIle3X' Ka- Bmax' Ka-

Nonc 4.0!O.69 5.3!1.2 94!10 0.072:t0.0008 
Pargy 1 ine 1.2土0.3 5.0:t0.8 88:t 9 O. 076:t0. 011 
Se.icarbazide 3.5;tO.5 5.2:t0.7 95土 8 0.065土0.010

ネ Maximumnumber of binding sites (nmol/mg proLein). 
" Association constants for each class of binding sitc (1/~H ). 

Table 21 Effect of HAOIs on the Accullulation of Ouinine in 
the Mitochondrial Pellet 

宇 Haxillu・numberof binding sites (nmol/mg protein). 
>> Association constants for each class of binding sitc (1/~ H ). 

3-8 海流肺の薬物語桶に及ぼすMAOlの影響

肺ミトコンドリアの桑物結合でdめたMAOIによる瞳基性援物結合間汚効果

が還流肺薬物語績にもrlI]織に認め符るか否か検討した。Fig.46は各MAOIに

上り 15分間前処理した時の ilI:i prall i neの肺移行性についてぷしたものである o

MAOI処理に上り i・ipra・ineの肺移行率ならびにし/Pf比は低下した。抑

制効宋は pargyI ineか最も顕著であり，次いで iproniazid，semicarbazideの

順であった。この阻害効果は塩基性薬物の低濃度時に特に顕著であり，向濃度時

にはdめられなかったu

きて還流実験の場合，..;流液中薬物の蛋II結合率は何体聞にかなりばらつきが

みられる。そζ でMAOIの影常をより・昭明確にするために清流厳に 3.5% 

BSA Krebs-R i nger so 1. (pH7 ./1)を使用し， quininc肺移行性について倹dし
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Inhibitor .，. removal (亡コ}

50 75 100 

None 

Semicarbazide 

Iproniazid 

Rユrgyline

1αlO 2α)() 
L/Pf rallo (・・)

Fig.46 Effect of HAOl on the Accumulation of [mipramine in 
Lhc Perfuscd Lung 
Lungs werc treated with 2mM of HAOI for 15圃1n.

Effect of HAOI on the Accu瞳ulationof Ouinine 
in thc Jsolated Perfused Rat Lung 

Uptakc 
(nmo I/g) 

% of control 

Controt 
Semicarbazide 
Iproniazid 
Pargy I ine 

64.0:t5.9 
59.5土3.0
43.7i1.5 
32.6士5.5

100 
93.0土10.5
68.3土 9.8
50.9土19.2

Quininc， 1ドH;HAOl. 0.5mH. 

た。Tablc22 k成績を小した。コントロ ール群に比べてMAOI処理群では明

確な quinine肺首積の抑制が認められた。

MAOI間における塩草性薬物の肺蓄積抑制効果の相遣を明らかにするため，

各MAOIに上る嵯基性薬物肺蓄舶の仰制効宋と瀧流肺MAO活性阻害効果の関

係について検dした。Fig.47に向おの関係会不した。I対から明らかなように，

両者の問に良好な相関性がdめられ人。また quinineの肺苔積Lおいて約 50% 

がMAOの寄うによるものと判断 された。 、この値はミトコンドリア薬物結合で

認め人成婚と非常に近似していた。二のことは，肺ミトコンドリア薬物結合で認

めたMAOIの|但寄効果が海流肺業物蓄積においてもfrr]程度発現している、ことを

ぶすと共に， MAOが~J主性薬物の尚親和性結合部仰として機能している、ことを

今

JP
O
 



を報告している。 Parkinsonら8!1)は pargy1 ineがラット肝ミトコンドリアに結

合し.MAO基質の脱アミノ化を阻害する こと金明らかにしている。本節で各経

MAOIが塩基性薬物のミトコンドリア点親和性結合部仲への結合を選択的に阻

訂する、ことを示した。 lnlactほミトコンドリアMAOの分離精製万法がよだ確

立Zれていない、ニとから.ミトコンドリアM AOの塩基性薬物結合能を決定する

4とは不可能であり，またミトコンドリアMAOが塩基性薬物の高親和性結合部

仰を占めているか否か@健証明することは出来ないt 肺ミトコントリアのMAO

活性の Vmax及び高親和性結合部位の Blllaxが各々 3.6nmol/mg protein/min， 

4.5 n田ol/lIgproleinであり，摘出肺のそれが各々 1n・ol/.gprotein/・in，2 

nllol/・gproteinであった。V.axと Bmaxの間には一部次元の相違が認められ

ることから，両{'jを直嬢比較することは出来ないが，各実験系における向若の値

が互いに近似している ζ と，またミトコンドリア際議醇~活性が肺組織に比べて

ミトコンドリアl両分で約 5倍濃縮されており，両実験系の Vllax及び Bllaxが

上く ζ の成績と対応していることを認めた。従って，ミトコンドリアMAOが塩

辛性薬物の高鏡有!性結合部位と大きくかけ離れていないように思われるわ 薬効

は吸収・分布 ・代謝・排せつなどの phar.acokineticprocessと特定の受容体

への結合による phar.acodyna・icprocessによって発現されるか.各過程にお

ける薬物挙動は個々の薬物において著しく異な勺ている 。従って，細胞成分レベ

ル及び還流臓器レベルで得られた成績をそのまま生体レベルに当てはめることは

出来な~ '0 三環性抗欝薬の imipralllineの作用機構は中桜神経系における生体内

アミンの代謝を阻害する、ことに kって薬効を発現すると与えられており. I・ipr-
e1mine の最小薬効発現涜度 (ME C)約 0.3JlMで，肺でも MAO活性が 10% 

符度低ドする ιとは興味深い (Fig.35)。今回使用した各庖基性薬物のMECが

0.1-20凶の範附に分布しているが，各薬物とも MECではほとんどMAO活性

に影響することはないものの，連続投うしたとき.楼々な精神神経性副作用を発

現する、ことが報合されている。従って，題基性薬物の薬効或いは副作用の一部が

ミトコンド リア MAOによる生体内ア ミンの代謝金問答することによっ て発現す

!
?
'
 e 60 

+ 

for 15min. 
iproniazid; 

50 100 

MAO activity (・'/o)

Effecl of HAOl on the Accu・ulationof Quinine and 
HAO Activity in the Perfused Lung 
Lungs were treated with 0.5mH of HAOI 
MAOl: 0， none;・，semicarbazide;企，

• • pargy 1 ine. 
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Fig.47 

る可能性も十分J苦慮すべきであろう の

示している " -tた史に，ミトコンドリア薬物結合で認めたMAOIによる阻苫効

果か単に処理操作に伴う二次変性によるものではない、ニとをな、峻している 。

肺ミトコンドリア MAOの極基性薬物蓄積部位としての闘う会明確にするため

に，築物蓄積に及ぼ tMAOIの影響について検討した 肺ミトコントリア両分

をMAOlで処理したとき，権基性薬物のミトコンドリア結合性は著明に低下し

た。符MAorに上る薬物結合抑制効果と MAO活性阻宮効宋との間には良好な

相関性が認められ人。、このMAOIによる薬物結合抑制効果は11-2でdめた品

親和件結合部位に対して特異的であり，その阻百様式は非競合的であった。

肺還流実験でもミトコンドリア薬物結合実験とrtil騒， MAO I処理によ って業物

の肺苔積が低ドする、ニと，各MAOlによる還流肺桑物苔積低下度とミトコンド

リア結合低ト度との!自に良好な相関性の在ることをdめたu 、このこと はMAOか

ミトコントリアレベルにおいてのみ臨足性薬物高親和性結合部位とし て機能して

いるのではなく，肺組織レベルにおいても薬物語積部位として .Ji要な役割jを演じ

j: t_ 

究
_1、考3-C 

は5

ていること金不している。

pargy 1 ineが腎ミトコントリアL不可逆的に結合する、こと

- u4 

ら68)はIle Ilerman 
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以J:，nXは3干にわたり薬物肺移行性について諜細に械討し，以下の結論を

得た。

1 .還流肺における薬物移行性

ヲット摘出肺還流実験法を用いて物性の異なる各種藁物の肺移行性を詳細に解

析した。中性・酪性薬物では、還流液から肺への薬物移行本が低く、還流被中遊

離業物語度に対する肺組織中濃度の比か広い濃度範闘で一前後となり、単純鉱散

による肺移行が推察された。これに対して塩基性薬物では、還流液から肺への業

物移行率か向く、涜度依存性があり、薬物の肺移行本と脂溶性との問に良好な相

関性が認められた 。 この業物蓄積性は、各種代謝阻~';~Jの前処理によ っ て変化せ

ず、足流液 pHの愛化に対しでも健かな変動を示すのみであ寸た 逗流後、還流

液及び肺組織中に塩基性桑物の代謝物は験出主れず、逗流機から消失し人薬物の

大平か肺組織より[吋収主れた。各単基性薬物の肺蓄積は他の屠基性薬物の共存に

kって競合的に抑制主れ、その抑制効果と脂溶性との間に良好は相関性がdめら

れた 吏L、肺に取り込 lまれた場基性桑物は、第二の極基性薬物を逗流被に添加

する 4とによって容易にin換された。、この第三の塩基性薬物Lよるi背換率と先の

共存時の取り込み抑制率とがほぼ等しい値を小した。これらの結果は、肺に極基

性藁物に対する特異的かっ可逆的な結合部位が存在し、その親和性に薬物の脂溶

性か大きく関与し ている、:とを小している 。

II.肺細胞内における薬物局在性

肺に存在する極集性接物の特異な結合部位~よりミクロな観点から精査す・ るた

めに細胞成分分副会行ない、 subcellularlevelにおける薬物分布特性について

検dした。符細胞成分両分への業物分市は、ミトコンドリアT.d在酵よの分めと良

〈対応した成績を示し、ミトコンドリア両分への親和性が他のl面分に比して最も

高い二と~.&め人い まにミトコンドリアに対する塩品性薬物の結合は 、 脂溶性の

高い薬物ほど強く、濃度依存性かあり、他の指苓性桑物の共存によ って競合的に

阻咋‘されたυ その阻宮効!+!は共存薬物濃度に依存しており、?を共存薬物のm1i効
果と脂溶性との問に良好な相関性が認められた。ま人、各塩基性薬物のミトコン
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トリア結合性ならびに還流刷jf.7顧件~各々 Scatchard plolsしlたとき 、両者九

結合性の異なる乙種の結合部悼の存舟が認められ、両実験系の結合パラ メーター

は薬物問で良い村i開会 IJ¥し人。4れらの成紋は、福基性柴物の肺面積部仲として、

ミトコンドリアか垂要は役割を搾って いる、ニとを小している。そ、こで史にミトコ

ンドリア内の薬物結合部位を精査するために 、薬物結合し人ミト Iンドリアの細

分i耐をりなった。その結果、ミトコンドリア外膜両分に治基性業物に対ずる品緩

和1性結合部位の存在することを認め人υ

血.j盆1.t性薬物語椅部位とし てのMAOの役割

ミトコンドリ ア外阪におけ る単基件薬物の蓄積が明らかとな ったのでそのぷ細

な機構会解明すあためん 、ミトコントリア外膜局企醇素に及ぼす薬物の影響につ

ハて験Jした。その結束、モノアミン酸化僻素(MA0)のみが増築性桑物によ っ

て阻富主れた。そこで極基性援物の肺苔積部位としてのMAOの役割について検

Jしたむミ トコンドリアのMAO活件は塩江性薬物の共存によ って競合的に阻官

主れ、そのMAO活性阻害効果と脂溶性との問に相関性のある ζ とが認められたo

tた摘出活流飾文験系Lおいても同線の結束が認められ人。これらの成紙は先の

i玉if，t肺桑物移行実験ならびにミトコンドリアの薬物結合実験で符た成績と良く対

応し て おり、 ~J，t性業物の肺荷積における MAOの喧要件が示峻され人 u このλ

を 4史主に q呼明}月j結に 1ず. るために 、 塩 J.~性薬物のミトユンドリア結合性に及ぼす各種MA

O 阻害剤 (MA 0 r )の影響について検dした。MAOI処理によ ってミトコント

リアの業物結合件は低ドし、符MAO[に kる薬物語積の抑制効果と MAO活件

~[L~j;効烈との問に良好 r.c相関件が認められた し このMAOl によみ薬物結合阻?;

効果は ミトコンドリアの岩基件薬物向緩和件結合部位に対して特異的にdめられ、

その阻告は非銭合的であったい瀧流肺実験においてもミトコンドリア支'験とfriJ桜、

M八01処理L よって業物苔般の低トが観桜主れ、?をMAOlkよる泣流肺薬物

語般の低ド度とミトコンドリア薬物結合の低下度との問に良好な相関性が認めら

れ人。、これらの結果は、 MAOがミト 3 ンドリアレベルにおいて出基性薬物品緩

和性結合部位として機能していあだけでなく、肺の臓器レベルにおいてむ薬物語

柏部位として.p要な役別企担っていること金不唆し ている。

以上、薬物肺移行性の制御要因について精細に験iJすした結果、薬物の脂溶件な

らびに治時性基の有無が肺首相に重要は影響~及ばすこと 、 またミトコンドリ Y
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MAOが犠基性薬物の高親和性結合部位として機能していることを初めて明らか

にした。 4れらの知見は、呼吸器疾患治療薬などの体内分布特性や薬効毒性の解

析予測金行なう上で，あるいはエアロゾル等による drugdelivery syste・を考

慮して行く上で、有益な示唆を与えるものと判断される 。
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霊長芝 居食 Uコ 吉日

2露 I 主主 三宅恵失 Uコ音β

1 - 1 指萄出席市語室主涜才去の者発言す

1 ) 試薬

各薬品は市販品特級を使用した。各試薬とも特に精製は行なわなかった。

2) 動物

体重 170-220gの Wistar系雄性ラットを使用した。各ラット共購入後約 1週

間気温 23士1't，湿度 55:t5%の部屋で自由に飲食させて飼育した後使用した。

3) 摘出肺還流法

ラットを pentobarbital(37.5mg/kg， ip)で麻酔し仰位に固定した後股静脈

より heparin(1000IU/kg)を投与した。咽頭部を切開して結裁糸を掛けた後腹

部正中線に沿って切開し，下行大動脈より脱血した。脱血終了直前の吸気時に気

管を結読し，腹部側より挟みを入れ，肺に損傷を与えないように注意深く胸部を

切開した。肺動脈に結誌糸を掛けた後，血液を充填した肺動脈カニューレを右心

室よ り肺動脈に挿入し結抜糸で回定した。大部分の心臓を除去した後，肺を摘出

して生理食塩液中で軽く洗浄し，脱脂綿上で気管カニューレ(外径31111，内径211m，

長さ 30mm)を挿入して結集糸で回定した。秤量後潅流装置内に装着した。Fig.l

は還流装置を略図化したものである。中央の2重ビーカーの聞に 37'Cの水を還

流させて恒温を維持した。ビーカー内の気密性を保つために栓はシリコンゴムを

使用した。なお，このゴム栓の中央に気管カニューレ用の穴を聞け，その周回に

瀧流用，瀧流液採取用，マノメータ一接続用，陰圧源接続用，湿潤ガス注入用の

細い金属管を配置した。肺瀧流にはシリコンチュープを取り付けたペリスタポン

プを用いて流速 8mll阻Inで 60分間血管瀧流した。肺胞の換気は主に carbogen

gasを使用し，ビーカー内を絶えず陰圧に保ちながらレスピレーターを用いて湿

潤ガス 2-3・lを 60回IlIinの頻度で注入して行なった。



Pig.l SchemaLic Oiagram of Isolated Recirculated RatしungPreparation 
A. E. bag; B. humidificr; C， respirator; 0， peristaltic pu圃p;
F， vacuu圃 source;G. H. mano・eter; 1， sa・plingtubc; J. cha・bcr;
K. waLcr bath; L， sLirrer. 

ぺ) 摘出肺誰流法

1 -1 3) を・部改良して行なった。すなわら，ラットを麻酔ド仰位に間定

した後 heparin(1000IU/kg)を投与した。腹部正中線に沿って切開し下行大動

脈より脱血した。脱血終了直前の吸気時に気管を結裁し.腹部側 l上り胸部を切開
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Fig.2 S令hcmaticOiagram of Isolated Perfuscd Rat Lung Preparation 
A， respirator; s. 田ano・eter;C. bag; 0， vacuum source; 
E， pcristaltic pu田p;F， carbogen gas; G. watcr bath; 
H. walcr bath; 1. cha・ber;J， sa・plingtube.

72 

した後肺動脈カニューレをむ心室より挿人し結誌糸で凶定した。大部分の心臓を

除去し，肺締脈カニューレを帰入して結錯した後，肺を摘出して准流装置内に装

着した (Fig.2)ν

1 -2  芸寵牢勿 0::>IJ市平多毛 _j.~

1 ) 試義及び試料i容被の必製

Quinine， sulfanilamide， sulfisoxazole， diphenhydra.ine. isoniazid， p-

a・inosalicylicacid， H-.ethylnicotina・idechloride. 14C-i圃ipram i ne I.t市

販品を使用した。 Phenylbutazone，alloclamide， metoclopra・ide，i・ipralline，
procainaaideは藤沢薬品K.K.からの，まに procaina・ideethobromideは

Squibb社からの供与品を使用した。その他の試薬は市販品特級を使用した。薬

液の調製は各薬物を生理食塩液，蒸留水， 0.3H HaOH， 0.3H HCIを用いて等振溶

液を作成し.pH 7.4に液性会調製した。

2) 還流実験法

1 -1 3)に従って行必勺た。還流被はラット新鮮血と carbogengasで卜

分平衡に達した Krebs-Ringerbicarbonate緩衝液の等量混液 10・li!使用したυ

還流液から肺組織への薬物移行実験の場合には還流開始時還流液に薬液を添加し

た。また肺胞から還流液への薬物移行実験の場合には気管より肺胞内に薬減少注

入した。還流開始後還流械を定期的に採取し，還流液中薬物濃度を測定して薬物

肺移行率を求めた。還流終 f後，還流被を迫心して上清を符..e・branecone 

Allinco Co.， CF-50)による限外ろ過法90)をmいて蛋白に結合した薬物を分離除

去した後，還流液中遊離薬物濃度を求め人。r.;.お還流前後の肺重盈変化を測定し，

その差が O.lg以上となったもの.また還流減pHが 7.6以上となったものはデ

ータから削除した。更に£た肺重量・還流液pHが許容範凶内にあっても血性や肺

気腫を生じたものについても同僚にデータから削除したゆ

なお薬物肺訴摘に及ぱす代謝限害剤の影響は，各代謝阻;!;~Jを含む還流被で

15分間肺還流した後，薬液 (0.1111101)を還流液に添加して更に 60分間還流し

た時の薬物肺移行率より効果判定した。接物相互の肺苗続性を比較するための業

物共存実験は，還流開始時二種の薬物を足流液に添加して 60分間還流実験を行
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な っ た 。 また肺に蓄積し t~物の第二薬物添加による i持換実験は，まず第一薬物

金足流液に添加して30分間肺還流し，平衡状態に速した時点で第二薬物を還流被

に添加して吏に 30分間還流した。この時の這lfie被注薬物濃度を定期的に測定し

人 、

:0 肺胞洗浄

嫡:H肺に挿入した気管"Jlニュ ーレより注射器会丹jいて Krebs-Ringersol. 2・1

~~F人し，次いで空気を1. 1 注入した。 軽く熔り動かした後肺を転倒して流出

ずる械を採取し，これを肺胞洗浄液とした。

ぺ) 薬物定量法

A. Sulfanila圃ide.sulfisoxazole. procaina.ide. procaina・ideelho-

bro.ide.・etoclopra・ide.p-a・inosalicylicacid 

Bratton-Marshallのジアゾ化法91)を一部改良して行なった。すなわち還

流液 0.1・lに O.IHHCI 2・lを加えてよく慢伴して 15分開放置した後.10 " 

trichloloacetic acid 2・lを加えてよく慌伴し.15分間放置してから 3000rpm

15分間遠心した。J:tt'iを 3.1採取して 0.2% HaHO空 0.2・iを加え十分科和し

人後 3分間放置し，次に 0.2% sulfa.ic acid 0.5・1を加え十分混和して 3

分間放置してから 0.2% Tsuda試薬 0.2・lを加えて発色させた。なお .elo-

clopra・ideはジアゾ化合物が不安定なため遮光氷冷して上記操作会行なった.、

Procaina・ideは発色 60分後に .他は 30分後に波長 550n・における吸光度を

測定した。

B. Quinine. allocla.idu 

Brodieらの蛍光法92)により定量を行なった。すなわち還流液 0.1111 また

は肺ホモジネート(lo~汚希釈) 1111に O.lHH~S04 5・lを加えてよく燐伴し.15 

分間般慣した後 dichloroethane7圃lを加えて 15分間激娠し，遠心分離して水

J曹を除去した。有機溶媒 5・lを採取してこれに O.IHH，S04 5・lを加え， ] 5分

間激娠し虚心した後水J留の蛍光強度を測定した。励起波長及び蛍光波長は， qui-

nineの場合各々 350nm，450nmを.a 1 I oc I a m i deの結合各々 270nlll.355n聞を

使用した。

C. D i phenhydra. i nc 

Di 11らの方法曹司〉に従って行なった。すなわ勾還流被 O.lmlまたは刷iホモ
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ジネート 1・1に O.IHHaOH 1m 1会加え憎伴後 15分間般市し.dichloroethane 

7mlを加えて 15分間振とうした後述心分離した。水層を除去し，有機層に

methylorange飽和溶液1・lを加え俄伴後，述心して有機陪に 2%硫酸ethanol

1 m 1を加えて 550nllにおける吸光度を測定した。

D. 14C-Tlllipra・ine
還流彼e&び肺ホモジネートをアルカリ性下 toluene抽出し，遠心分離後有

機層一定量に減体シンチレーション溶媒を加えた後，政射活性を Tri-Carb液体

シンチレーションカウンター (.odeI3330.Packard Instru・entCo.)で測定し

た。

E. Pheny 1 bu tazone 

Burnsらの方法制 3に従って行なった。すなわょう還流機及び肺ホモジネート

を徴性ド heplane抽出し，遠心分離後有機層一定量に 1HHaOHを加えて水層に

再抽出した。遥心分離後水贈を 265n・で測定した。

F. Ison iaz id 

Hielschらの方法9!;)に従って行な った。すなわち還流液及び肺ホモジネ

ートを 0.1HBa (OHh及び 5% ZnS04で除蛋白した後，上W 2・lに臭素飽和溶

液 0.3ml添加して 20分間放置し更に 1MHaH02 0.1111加えた。 15分間放置後

適畳の酢般を加え pH5に調製し，濃lゾ酢酸緩衝液 (pH5) 0.5~予. 10% KCH 0.2 

容.10 % chlora.ine-T 1容. 10 % CH1COOH 0.8容.2 % barbituric acid (pH5. 

0) 2.5容.acelone 1容の混液(用時調製)5・!を加えて 1時間暗所に放置した

後 2，500rp.15分間遠心し，上消の 600n・における吸光度合測定した J

G. H-Melhylnicolina・idechloride 

Carpenlerらの方法96)に従って行なった。すなわ為還流液及び肺ホモジネ

ートを 10% lrichloroacetic acidで除蛋白した後，上t.?2111に .ethylethyJ-

ketone 1m 1 を添加しよく慌伴した。、これに 5HHaOH 0.511J添加してよく混和し，

5分間政i押した後 5HHC 1 O. 75111 ~加え 70'Cで 5 分間加熱した。 冷却後 20

% KH，P04 2・l加え精製水で 20111にJ:l製した後励起波長 400n..蛍光波長 460

m で蛍光強度を測定した

5) 代謝物の検討

還流実験終 f後の肺組織中及び還流液中の代謝物は，塩基性薬物の場合 chlo-

roforllで. "1性・慢性薬物の場合 acetoneで各々抽出し.浪縮した後， S j I ica 

r
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Ge I 11F254 (Herck Co.) 金用いて薄層クロマトグラフを行な った。民側溶媒は，

N-・ethylnicotina.idcについては .ethanol-aceticacid (v/v， 1:1) を， di-

phenbdra.ineについては chlorofor・-acetone世 ethanol (v/v， 1:1:2) を，他

の薬物については chlorofor.-acetone-ethanol (v/v， 1:1:1) を使用した。

6) 分配係故の測定

Hogben らのhi去g7>に準じて行な った。すなわち，共梓試験管に藁物を合む

pH 7.4淳各リン酸緩衝械と等温の chloroforlを入れて 37't初出棺にちtし 3

時間 30分毎に激伝した後，吏に 6時間恒温槽中に静i7lした。次いでA<層，台

機昭会保取して薬物濃度を測定し， F式に基づいて分配係教を求めた u

分配係数=有機肘中薬物濃度/水層中薬物濃度

I -:-3 -tlC -':主三キ勿そ宝 OJ唐市平多毛すや宝

1 ) 試薬及び試料溶液の謁製

Tetracycline， :lH-tetracycline， chlora.phenicolは巾販品を使用した。

LeucoRYcin A3， 3"-propionyl leucoaycin As， 14C甲 3"-prop i ony I I euco.yc i n 

As. erythromycin， cefalexinは東洋醸造K.K.からの供う品を使用した。その他

のよえ薬は市販品特級を使用した。薬癒の調製は各薬物を生理食塩液，蒸留水，

0.3H HaOH， O.3H HCIを用いて等張溶液を作成し pH7.4に被性金調製した ω

2) 還流実験抗

1 -2 2)に従勺て1Iなったむ

3) 肺胞洗浄

l -2 :3)に従って行なったう

4) 薬物定断法

A. LeucolYc i n A1. ery thro・Iycin
jimt政投び肺組織中薬物濃度はペーパーディスク法による抗耐活性より求

めた。曲株には Sarcinalutea ATCC9341を使用し人。

一76-

B. 14C-3"由 propionyl-IeucomycinAs. 3H-tetracycline 

還流液及び飾組織金サンプルオキシダイザー(・ode1306.Packard Instru-

・entCo.) を用いて酸化し，生じた 3H20を液体シンチレーション溶媒に溶解し

た後，放射活性会 TrトCarb液体シンチレーションカウンター (aodeI3330.

Packard Instru・entCo.)で測定した u

C. Chloramphenicol 
山崎らの方法98>に従って行なった U

D. Cefalexin 
還流液及び肺組織に4倍晋の圃ethanol を加えて除蛋白した後，向速被体ク

ロマトグラフィーに kり定祉した。測定条件は，装置:島津 LC-3A，カラム

chemcosorb ODS (15c副4.6..)，~開溶媒: 0.03104燐酸緩衝液 (pH7.4) ー

lIethanol (82:18).流速:1. 31111 m i n，測定波長:262n.，注入量:50川，カ

ラム温度:40'Cで行なったu

5)代謝物の検討

A. Leuco.yc i n A3， erythro・ycin
還流減及び肺組織中の抗生物質及びその代謝物は・ethanolで除蛋白し人

後濃縮し， Silica Gel F spotfil・(東京化成工業K.K.)で薄層クロマトグラフィ

ーを行い，生物活性測定JHのアガロースゲルに蛋り付けて各部位の抗曲活性を求

めた。なお挺開溶媒は. I euco.yc i n A3には chlorofor.-.etanol-ethylacetatc

-water (v/v. 59:11:8:2) を.erythro・ycinには chlorofor.-・ethano卜2% 

羽田oniawater (v/v. 10:4.5:1) を使用した。

B. 3H-Tetracycl ine. 14C-3"-proPIonyl-leuco.ycin As 

還流波及び肺組織中の抗生物質及びその代謝物は， te tracyc I i neについて

は 皿ethanolでまた 3"-propiony卜 leuco・ycinAsについては acetn i tr i I cで

除蛋白した後滋縮し.Sil ica Gel G (Merck Co.) を用いて薄層クロマトグラフィ

ーを行なった。h妥協j後神肘プレートを A 定間隔で掻き取り，各部位における放射

活性会測定した。版協j溶媒U，tetracyc I i neには butanol-・ethanol-14% 

citric water (v/v， 4:1:2)， 3"-propiony卜 leuco.ycinAsには chlorofor・-
lethanol-ethylacetate-water (v/v. 59:11:8:2) を使用した。

C. Chlora.phenicol 

還流液あるいは肺亦モジネートの chlorofor・抽出液を濃縮した後.
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Silica Gel G (Hcrck Co.)にスポットし展開溶媒として chlorofor町一・ethanol-

14 % ammoniayater (v/v. 10:4.5:1) を用いて神肘クロマトグラフィーを行な J

た。展開後二波長滞層クロマトスキャナー(島津製作所 CS-900) を用いて薄肘

プレートの 265n・におけるu.v.吸収を測定したり

包苔 rr~!: .t五三恵食 Uコ 古IS

ロ -1 込主主涜蹟市の来回蹟包月党三j-~長女直言

1 ) 試薬及び誠料溶液の調製

14 C -Metoc 1 opra・ideは藤沢薬品KKからの供う品を使用した。その他の試薬な

らびに試料溶液の調製は 1-2 1)に従って行なった

2) 還流実験法

1 -2 3)に従って行なった。

3) 細胞成分分両

還流後肺組織を細片化し.9倍冠の pH7.4 0.25H sucrose-3.4・MTris溶被

(S. T.buffer) を加えテフロン Potter-Elvehje・ホモジナイザーを用いて氷冷ド

ホモジナイズした。肺ホモジネートを二重ガーゼで;t)過した後，冷却遠心織 (H

立製作所.RPR 18-.3 rotor)で 600xg10 分間違心し，上清~ 3.300xg 20分1m

再逮心して得られた沈漬部分を各々第 1画分，第2両分とした。3.300xg上清l両

分を 10.000xg20分間遠心し得られた沈漬部分を第3画分とし. l:tl自画分を起

遠心機(日立製作所， RPR-55 rotor)で再度 192.000xg45分間遠心分離して沈

治部分を第41両分，上清部分を第5両分とした (Fig.3)。各両分は S.T.buffer

に浮遊させた後，薬物濃度，蛋白濃度，各種指標酵素活性を測定した。

4) 薬物定祉法

'4C-Hetoclopra・ideの定量は，よえ料を過酸化水素で処理した後液体シンチレ

ーション溶媒(・onophase申 40.Packard Instru・entCo.) を加え，放射活性を

Tri-Carb液体シンチレーションカウンターで測定した。その他の薬物について

- 78 -

Lung 

l add S T buh  
homogenize 

Suspcnsion 

| 600xg， 10・in
Pellet(fraction 1) Super‘natant 

~ 3，300xs， 10min 

Pellet(fraction 2) Supernatant 

~ 1仏O陶， 20llIn 

Pellet(fraction 3) Super‘natant 

| 仰仇山

Pellet(fraction 4) Supcrnatant(fraction 4) 

Fig.3 Subcellular Fractionation 

は. 1 -2 4)に従勺て測定した b

5) 指際酵素活性測定法

ミトコンドリア外膜の指標酵素であるモノアミン酸化酵素は Tipton らの

方法曹93，ミトコンドリア内膜の指標酵素であるチトクローム酸化酵素は Coope-

rstein らの万法100ヘ細胞膜の指標酵素である5・ーヌクレオチダーゼは Avcr‘uch

らの万法 10t〉，ミクロソームの指標酵ぷであるグルコース4ーホスファターゼは

Swenson らの方法202¥ ライソゾームの指校酵素である酸ホスファターゼは de

OuveらのJj法103)に従って行なった'.

6) 蛍il定冠法

Lowryらの方法104)に従って行な ったυ

ロ ーー と ミ ト コンド リ ア <T.:>芸高キ勿来吉12?a性

1 ) 誠薬及び試料溶液の調製

n -1 1)に従って行なった。
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2) 肺ミトコンドリアl両分の調製

日一 1 :3 )に従 ョて肺ミトコンドリア画分を分取した後， S.T.buffcrに浮遊

~せて再位 3.300xg 20分間遠心し た。 この洗浄健作を4回繰り返した後長後の

沈漬を ミト:Iンドリアl尚分として以 Fの実験に使用した。ibi終洗浄ミトコンドリ

アの精製皮はホモジネー トの約 8併の酵素活性を有していたu

3) ミトコンドリア薬物結合実験

ミトコンドリア (0.5嶋 protein) を各種底度の薬液と 37'Cでインキュベート

した。40，000xg5分間述心して上治両分と沈治両分に分け各々遊離薬物濃度測

定用並びL ミトコンドリア薬物結合吐測定用検体として用いた。

4 ) ii ifrL実験法

1 -2 3) に従って行な った。

5) 薬物定篭法，指際酵素活性測定法，蛋白定量法

1-2 4) .口一1 5)ならびにロー 1 6)に従って測定した ，

6) データ解析

薬物結合飽和曲線は Scatchardらの方法 10!，)により解析し，各薬物の結合定

故 (Ka)及び最大薬物結合部数 (B.ax)を決定するために最小二乗法により回帰

曲線を求めた。各競合問書剤に対する阻害定数 (Ki)は Lineweaver-Burkの方

法 106)により求めたむ

r:I - :3 ミトコンド リ 子Pμョ乙こ辛:>(，ナる告を主宰勿

厚d-f:正健全.

1 ) 品業及び試料溶液の調製

ロ-1 1) に従って行なったも

2) 還流実験法，胴Iミトコンドリアl可分分取

各々. r -2 3) .口一 13)に従って行な った。

- ?，O -

3) ミトコンドリア細分画法

Greenawalt らによるジギト ニン分画法 10.， )を用いて行な った。すなわち氷冷

下ミトコンドリア浮遊被を緩やかに嫌伴しながらジギト ごン溶液を添加し，更に

15分間緩やかに慌伴した後.3倍容の S.T.bufferを加えてジギト ニンを希釈

した。、この希釈浮遊械を 12，OOOxg12分間述心した後，更に上清会 105.000xg

90分間述心して上市両分と沈治両分に分離した。得られ仁両分を各々ミトコン

ドリアの第 I画分，第2画分，第3両分とした(F'ig.4)。各闘分は S.T.buffer

に浮遊主せた後，桑物濃度，蛋白濃度，各極指標酵素活性を測定した，

Lung Mitochondria 
add digitonin solution 
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Fig.4 SubmitochondriaI Fractionation 

4) 薬物定量法

江 -1 "1-)に従って測定したu

5) 指際酵素活性測定法

A.モノアミン酸化酵素，チトクロム酸化酵索

ロ- 1 5)に従って測定した。

B. ミトコンドリア膜間スペースの指標酵素である亜硫酸チトクロム C還元酵

素の活性は Wattiaux-DeConinck らの方法 108)に従い.sたミトコンドリアマ

トリックスの指控醇素であるマレート脱氷点酵素の活性は Iofarcoらの万法109) 

に従って行なったり



2手~m :.~主 主起55島Uコ 音恒

工ロ - 1 ミトコンドリア L、ニ会ラ 乙ナる土毎 }~'-:t宝

芸高等勿 Uコト11A G fIH三fJ

1 ) 誠薬及び試料溶液の調製

14じPhenylethyla.ine，14C-tyra.ine， 14C-5-hydroxylrypta・lneは市販品を

使用した。その他のA薬ならびに品料溶液の調製は 1-2 1)に従って行なっ

た。

2) 肺ミトコンドリア両分の調製

II-2 2)に従って肺ミトコンドリア画分金調製したり

3) 指際酵素活性測定法

ミトコンドリア外膜の指標酵素であるロテノン不応性 HADH依存性チトクロ ム

C還元醇素及びキヌレニン脱水素酵素の活性は各々 Sottocaseらの方法1203，

Okallotoらの方法1I 1 )を用いて測定した。その他の酵素については II-36) 

に従って行なった"

4) MAO活性阻者実験

ミトコンドリア浮遊液 l00111を 30'Cで 5分間インキュベートした後，放射活

性基質 100111及び阻百剤を加え反応を開始しに。反応中絶えヂ振とうして一定

時間反応主せた後， 2M (COOH)立を加えて反応を停止させた。これに抽出溶媒を

加えて激娠し，遠心分離後有機贈を一定量採取した。これに液体シンチレーショ

ン溶媒会加え放射活性を液体シンチレーションカウンターで測定した。測定値を

代謝物の抽出効率で補正した後代謝活性を n・01代謝物/略蛋白/・Inでぶした。

実験は全て代謝物生成が時間に対して直線性を示す期間内で行なった。

5) データ解析

代謝飽和曲線は Lineveaver-Burkplots'O品〉により解析し，各基質の解離定数

(KII)及び最大代謝速度 (V.ax)会決定するために最小二乗法により回対前線を

-32 -

求めた。各阻害剤の阻害定数 (Kj) も同様の力法で求めた u

E日 -2 主r:(J~ ~j吃路市におむナるj;盆裂さやをヨ実字勿 0-:>

トペ J、仁)IIll:;-J亨

1 ) 誠薬及び試料溶液の調製

14C-Phcnylethyla.ineは市販品を使用した。その他のよえ薬ならびによ式料溶被

の調製は 1-2 1)に従って行なったむ

2) 摘出肺瀧流法

1 -1 4)に従って行なった。濯流液には 3.5% BSA Krebs-Ringer sol. (pH 

7.4)を使用し， carbogen gasで十分酸素化すると共に 37'Cに保温したものを

潅流したか

3) MAO活性測定

II.-1 5)に従って行なったu

m -3  話孟 ニ主主・佐主主主宰勿 0:>周市吉ri有ヨ克巳4立 乙 こ 辛 ラ 乙 ナ る

MAG  の 2写与

1 ) 試薬及び試料溶液の調製

Harmaline， pargyline， iproniazid， se四icarbazide，allinoacelonitrileは

市販品を使用した 。 その他の~換及び試料溶被.の調製は 1 -2 1) に従ってh

なった

2) 肺 ミトコンドリア画分の調製

II-2 2)に従って肺ミトコンドリア両分を調製した《

3) MAO 1によるミトコンドリア薬物結合阻害実験

肺 ミトコンドリアを氷冷下各MA 0 1 111M中で15分間処理した後，Il-2 ~3) 

- n3 -



に従って結合実験を行ないMAOI処理時のミトコンドリア薬物結合性を求めたu

ぺ) 還流実験法

摘出肺~MAO{ 1副会合む還流液で 15分間前処理した後，薬物を還流械

に添加しその肺移行率も求めたυ

5) 溢流実験法

摘出肺を MAO1 0.5・Mを合む濯流液で 15分間前処理した後，薬物と MA

o 1の共存潅流液を准流し藁物肺移行量も求めたれ

6) 染物定篭法

1 -2 4)に従って測定した h
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