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抗菌剤の膀胱腔内への移行にかんする研究

皿．TLC－bioautographyによる抗菌活性代謝産物の検索について

山口大学医学部泌尿器科学教室（主任 酒徳治三郎教授）
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STUDIES ON THE TRANSFER OF ANTIBACTERIAL

  AGENTS INTO THE INTRAVESICAL SPACE

II． INVESTIGATION OF THE ACTIVE METABOLITES BY MEANS

   OF THIN－LAYER CHROMATOGRAPHIC BIOAUTOGRAPHY

           Yoriaki KAMiRyo

From伽エ）ePartmentげ研・olO97，｝r傭α9召而Uniwersめ・School Of Medicine

         （Chairman ．’ Prof JI． Sakatoku？

  Male rats， weighing 300 to 350 gra皿s， were nephrectolnized bilaterally and their penis was ligated．

The bladder was instilled with O。7 ml of normal saline． This was designated as the intravesica田uid．

  Antibacterial agents such as kanamycin， DKB， gentamicin， cefamezin， rifampicin and nalidixic

acid were administered to these rats 100 mg per 1 kg body wei，ght． Forty－eight hours later， ＄erum

and intravesical fluid were submitted for thin－layer chromatographic bioautography． This procedure

was made also at 24 hours after administration in the nalidix acid group．

  No active metabolite was detected in kana．mycin， gentamicin， cefamezin and ri’fampicin． ln

DKB， serum sample occasionally showed the small inhibitory zone of a different Rf value from the

eriginal DKB， but an exact proof of being an active metabolite could not be obtained． ln nalidixic

acid， 24 hours sarnples， both serum and intravesical fluid， showed nalidixic acid as welr as hydroxy－

nalidixic ac量d． In 48 hours samples， both serum and the intravesica田uid， nalidixic acid could not

be detected and only hydroxy－nalidixic acid was identified．

緒 言

 上部尿路で（supravesical）尿路変更術のみを施行し

て，あとに残された（left bchind）膀胱（defunction－

alized bladdcr）の感染の予防や治療についての基礎

的データを得る目的で，抗菌剤の膀胱壁移行にかんす

る研究をおこない，その成績を前報1）で発表しアこ．す

なわち，両腎を摘除し，膀胱内に生理的食塩水を注入

したラットに，全身的に投与した抗菌剤が膀胱内の隼

理的食塩水（膀胱内腔液と略す）に移行してくるか否

かを調べた．その結果，KMなどのaminoglycoside

系抗生剤は血清および膀胱内腔液の両者に長期間活性

が認められ，RFP， NAおよびCEZでもこのような

傾向にあった．

 一部の抗菌剤，とくにその主要撲泄経路が腎である

ような抗菌剤は，腎そのもの，あるいはその機能が全

く喪失すると，長期間にわたって体内に滞留するおそ

れがある．この間に何らかの代謝をうけ，このものが

体内に存在し，膀胱内腔液へ移行してくることも予想

される．このようなことが事実であるか否かを知る目

的で，投与した抗菌剤以外の抗菌活性代謝産物の有無

をTLC－bioautegraphyで検索した成績を報告する・

実 験 材 料

A－1．実験動物

 体重350g前後のwistar系雄性ラットを使用し
た．

A－2．使用薬剤
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 抗菌剤として，つぎのものを使用した．

 Kanamycin sulfate（KM：力価700 mcg／mg，明治

製菓株式会社）

 3’，4’一dideoxykanamycin B sulfate（DK：B：力価

700mcglmg，明治製菓株式会社）

 Gentamicin sulfatc（GM：力価616mcg／mg，日本

シェーリング株式会社）

 Cephazolin－Na（CEZ：力価944．5 mcg／mg，藤沢

薬品工業株式会社）

 Nalidixic acid（NA：力価1，000 mcg／mg，第一製

薬株式会社）

 Rifampicin（RFP：力価1 ，OOO mcgfmg，第一製薬

株式会社）

A－3．検定菌株および使用培地

 KM， DKB， GM， CEZの検出には， Bacillus subtilis

ATCG 6633を使用し，培地として下記組成のものを

用いた．

 ポリペプトン5g，肉エキス3g，クエン酸ナトリウ

ム10g，寒天（栄研）10g，蒸溜水1，eOO ml， pH 7．2

 RFPの検出にはBacillus subtilis ATGC 6633を検

定菌とし，培地として普通寒天培地（栄研pH 7．0）

を使用した。

 NAはE・coZi NjJH， JC－2を検定菌として， MUI－

Ier－Hinton培地（栄研， pH 6．0）を用いて検出した．

A－4．薄層クロマト’グラフィ（TLC）の展開溶媒系

 KMおよびGMにはクロロホルム：メタノール：

17％アンモニア水＝2：1：1の混合溶媒，

 DKBにはn一ブタノール：エタノール：クロロホ

ルム：17％アンモニア水＝4：5：2：5の混合溶媒，

 CEZにはn一ブタノール：酢酸：水：＝4：1：5

の混合溶媒，

 NAにはクロロホルム：メタノール：ぎ酸＝94：3

：3の混合溶媒，

 RFPにはクロロホルム：メタノール＝9：1の混

合溶媒，

を使用した．

A－5．TI．Cシート

 Eastman chromogram shcct No，6061を使用した．

実 験 方 法

B－1．実験モデルの作成

 A－1のラットをエーテル麻酔下に両腎を摘除し，陰

茎を結紮する．膀胱内腔に生理的食塩水をO．7 cc注入

する．この実験モデル作成は，前報1）に記してあるの

で，詳細はそれに譲る．

B－2．薬剤の投与

KM， DKIB， GMはO．1Mのリン酸緩衝液（pH 7．8）

で溶解し，KM， DKBは100 mg／kg of body weight

を，GMは40 mg／kg of body weightを， CEZは

0．15Mリン酸緩衝液（pH 7．0）で溶解したのち100

mgfkg of body weightを大腿筋肉内に投与した．

 NAは生理的食：塩水に0．1 N NaOHを加えた溶液

で溶解し，きらに0．1NHCIでpH 7・8に調整した

のち1 OO mg／kg of body weightを投与した．

 RFPはO．5％carboxymethylcerlose－Na水溶液に

懸濁し100mg／kg of body weightを投一与した．

B－3．試料の採取

 B－1のごとくにして作成した実験モデルラット3匹

をもって1群とし，抗菌剤を投与した．岡崎産業社

製のラットケージで飼育し，水およびMF固型飼料

（オリエンタル酵母KK）を自由摂取とした．48時間

後にエーテル麻酔下に開腹し，血液および膀胱内与野

を採取した．NA投与群は2群を作成し，24時間後お

よび48時聞後に試料の採取をおこなった．血液の採取

および膀胱内腔液の採取は，前平1）に述べたとおりで

ある．

B－4．試料の調整

 一匹のラットより採取しうる膀胱内腔液が少ないた

め，各抗菌剤ごとに血清および膀胱内腔液を等量ずつ

3匹分を一緒にしてこれを実験に供した．血清および

膀胱内腔液を3，000回転，IO分で遠沈し，この上清を

適当量とって，これに2倍量のエタノールを加え，再

び3，000回転，10分で遠沈し除蛋白をおこなった．こ

れらの上清を濃縮用試験管にとり，C・ncentrat壁TG－8

122（Taiyo KK）にて37。Cで5分間濃縮した．最：

終的には試料が初期の2倍の濃度，すなわち初期量の

1／2になるように，各試料にリン酸緩衝液一RFPに

はエタノールーを加えbioautographyの試料とした．

B－5． Bioautography

 各試料とそれぞれの抗菌剤の標準液はMicrocaps

（Drummond USA）を用いて，上述の薄層クロマト

グラフィー・一用シートにchargeした．各抗菌剤の標準

液は，B－2の方法で溶解し（RFPはエタノールで溶

解し，0．15M，リン酸緩衝液で調整）， KM， DKB，

GM， cEzは101ncg／皿1溶液を作成して，5μ1を，

NA， RFPは100 mcg／ml溶液を作成して，10 Flを

chargcした．いずれも展開槽で， A－4のそれぞれの

溶媒系にてフロントより10cmの高さまで展開した

のち，じゅうぶん乾燥せしめた．

 角シャーレ（栄研：KK，227×77×13 mm）にA－3

に記載した検定菌の入った培地を20ml注入し，こ

の培地上に上記の標準液および試料を展開してあるシ
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一トを張り付けた．約30分間室温に放置した後，シー

トをはがし370C 20時問ふ卵器で培養し，各spotの

Rf値を判定した．試料の採取からbioautogramの

作成まで無菌的操作に心掛けた．とくに各溶媒系によ

る展開以後の操作にはそのよう心1別けた．

実 験 結 果

 1． KM

 Fig．1に示すごとく，血清，膀胱内腔液（図申the

salineと略記，以下同じ）中には，ともに抗菌活性を

示す新しい代謝物質はなく，標準物質と同じ位置に

Rf＝0．67のspotを示した．

Fron量

48 hrs after IOOmgfkg irn・ ｛nS・

Thln layer ； Eastmon 606 i

Solvent ； CHsCl ： CHsOH ： 17％ NH4 OH

   ＝2二1；1
T．Org．；B， subtilis A丁CC 6633

Front

Q

48hrS G什er iOOmg／kg im． inj，

Thir日Gyer；EastmGn 6061
Solvent； n－BuOH：EtOH：CHCI3
   ： 17％ NH40H＝4：5：2：5
T・ Org，； B． subtlHs ATCC 6655

Q

Q Q

821

 Standard Serum The satine

Fig． 2． A bieautogram of DKB．

Q Q 9 0．67のspotを得た．

 4． CEZ

 GEZにも活性代謝産物はなく標準物質と同じRf一＝

O．43のspotを得た（Fig．4）・

 5． NA

 Fig．5は投与24時闘後のbioautogramであるが，

血清および膀胱内腔液のいずれにも標準物質と同じ

くRf＝0・52のspotを示す物質と，これとは別にRf

＝：O・ljrのspotを示す新しい抗菌活性代謝産物が存在

S地ndord Serum The sallne

Fig． 1． A bioautogram of KM

 2． DKB

 膀胱内腔液中には新しい代謝物質はみられなかった

（Fig．2）．血清1こは標準物質と同じRf＝o．36のspot

のほかに，あらたな抗菌活性を示すRf・＝0．87のspot

がみられることがある．そこでcharge量をいろいろ

変えて同様の検索をおこなったがcharge量が多い場

合（30μ1以上）にときに出現することがあり，10μ1

以下の少ない場合には出現しなかった．また除蛋白の

際に使用したエタノールによる影響を調べるため，除

蛋白なしでおこなったところ，やはり同じ結果を得

た．この活性物質の阻止円の大きさは，標準物質の阻

止円の大きさの1／4強であった．

 S． GM

 Fig・3に示すようにKMと同様，抗菌活性のある

あらたな代謝産物はなく，標準物質と同じ位置にRf一

Front

Q

48hrs after ioorng／kg ip． inj・

Thin layer I Eastfnan 6061

Solvent； CFICIs：CHsOH＝ 9． ：l

T・ Org．； B，subtMs ATCC 6653

Q Q

Standard Serum The saline

Fig． 3． A bioautogram of GM．
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Front

Q

48 hrs ofter 100mg／kg imi ini・

Thin layer； Ecstman 6061

Solvent；n－BuOH：AcOH：H20＝4：［：5

T．Org．；B．subtilis ATCC 6633

Q Q

Front

Q

48hrs ofter IOOmg／kg im・ ini・

Thln layer； Eostnnan 6061

Solvent；CHCI3：CHsOH：HCooH
   ＝94：5：5
丁．Org．；E．coli NIJH JC－2

Q Q

Standard Serum The saiine

Fig． 4． A bioautogram of CEZ．

Standard Serum The ＄ollne

Fig． 6． A bioautogram of NA．

Front

Q

24 hrs after IOOmq／kg im， inj，

Thin ［ayer； Eastman 6061

Solvent；CHCIs：CHsOH：HCOOH
   ＝94：5：5
T， Org．； E． coli NIJH JC一一2

Q

Q

Q

Q

Front

Q

48hrs after j OOmq／kq im． i nj．

Thin iayer； Eastman 6061

Solvent；CHsCl：CHsOH：17％NH40H
   ＝2：1：l
T， Org，； B， subtllis ATCC 6655

Q Q

Standord Serum The soline

Fig． 5． A bioautograni of NA．

している・しかし48時聞後のbioautogramでは，

Fig． 6に示すように血清および膀胱内腔液のいずれか

らも，標準物質と同じ位置にあったRf－0・52のspot

が消失し，新しい活性代謝産物と思われるRf＝0．15

のspotのみが残っている．

 6． RFP

 これもKM， GM， CEZと同じく活性代謝産物はな

く，Rf＝・O．50の標準物質．と同じ位置にspotが得られ

た．

Standord

Fig． 7．

Serum The saHne

A bioautogram of RFP．

考 察

 近年，放射性同位原素の医学への導入により，薬物

の生体内における吸収，分布，代謝，排泄などの運命

についての研究の進歩は著しいものがある．それにも

かかわらず，化学療法剤を含め，多くの薬剤の体内動

態にかんする知見は，正常個体内におけるものでさえ，

まだ不充分である．ましてや，われわれが対象とする

疾病個体内におけるものは，さらにその感が強い．生

体内で生ずるABPCのtransf〈）rmation productは，
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生体内のアセトアルデヒドとABPCが反応して生

ずるものであり，アセトアルデヒドの増量に伴って

transformation productも増加する2・3）．

 著者が，全身的に投与された抗菌剤の膀胱腔内への

移行性を検討するために作成した実験モデルでは，両

腎摘除を施行している．このモデルはもちろん，ヒト

の腎障害時においてもとくに腎から排泄される一部の

抗菌剤は，体内に滞留し，正常とは異なった動態を示

すことも考えられる4・5）．また上記のABPCにみられ

るごとく，尿中のuremic substanceなどの影響も全

く無視しえないであろう．投与法の如何を問わず，薬

物は体内において一部は，主として肝で代謝をうけ，

腎または肝より排泄されることが多い．このような意

味で，本研究の実験モデルのごとく両腎を失えば，薬

剤の代謝産物が長期にわたって畜画し，副作用の面か

らも各臓器や組織に対する影響が大きいと思われる

5～8）．例えばCPの血清濃度は，腎障害時においても

半減期は正常時と変らないが， これはCPが大部分

はそのまま，一部はhydrolysisを受けてmonoglucu－

ronide conjugateとなり，不活性化されて血清濃度で

差がみられなくなるわけで，これらは，きらに代謝を

うけたaryl compoundsやaryl nitro compoundsと

ともに体内に蓄積し，副作用の危険がある8）．化学療

法剤も他の一般薬剤と同じく生体内で変化をうける

が，その主要部位は肝である．化学療法剤の場合，こ

のような変化によって抗菌活性をもたない代謝物に変

わるのがふつうであるが，ときとして抗菌活性が増強

することがある．こうしたいろいろな見地から，まず

本実験モデルにおける活性代謝物の有無を検索するた

めに，TLC－bioautographyを施行した．

 一般にamihoglycoside系抗生剤は，きわめて安定

な物質であり，KM9）およびGMlo）もきわめて安定

性が高く，本実験においても薄層クロマトグラフィー

で活性代謝物を得られなかった．しかしDKBでは，

血清にDKBとは明らかに異なるRf・＝O．87に小さな

阻止帯をもった代謝物が存在するようであった。これ

はcharge量を多くした時に，ときに出現するもので，

DKBのエタノール処理とは無関係であった． DKBは

1971年梅沢ら11）のKMの不活性化機構の研究の成果

から，3ノ位の水酸基のリン酸エステル化が起らない

よう．に3，，4ノ位の水酸基をHに置換したものであり，

長時間の血清内停滞で，何らかの代謝をうけたとも考

えられるが，この阻止帯が常時出現しないので，今後

の検討が必要である．

 CEZもきわめて安定な物質で，ヒトでのTLC－

bioautographyでは活性代謝物は存在しない．しかし
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ラットでCEZ－Na－7－14CまたはCEZ－Na－3・14Cを投

与してTLC－autoradiographyまナこはinverse｛sotope

dilution analysisを用いて検索すると，尿では微量の，

胆汁では数％の2つ以上の代謝物が存在する12）．GEZ

は肝からも排泄されるので，本実験モデルでは48時間

後には，血清濃度が庭球をとることも相まって活性代

謝物を認めていない．

 RFPの生体内代謝についてはいくつかの報告13～16）

に接するが，その主要代謝物はdesacetyl RFP14）で

ある。．その他ヒトの尿中においては，RF？・quinoneと

3－formyl RFP SVが代謝物として存在している15）・

一般にRFPは，酸性mediaでは加水分解して，

3－formyl R．FP SVを生成しやすく，弱アルカリ性

mediaではRFP－quinoneを生成する．ヒト尿中にお

いては多くは，RFPのままで排泄され，代謝物の大

半はdesacetyl RFPの形で排泄きれている．代謝物

の約10％が3・・formyl RFPとして撰…泄され， RFP－

quinoneは微量である．血中においてもRFPとして

存在し，desacetyl RFPはlflO以下である15）．しか

しヒトあるいはモルモット胆汁内ではほとんどすべて

がdesacetyl RFPとして存在し，腸肝循環をおこな

っている14）．しかしイヌやウサギではdesacetyl RFP

は胆汁内には検出されない14）．またラットではdesme－

thyl RFPの存在も確められている16）．このように薬

物代謝能は，種属，動物による差や個体差があり，著

者のラットを使用した本研究で血清および膀胱内寸液

に代謝物が検出されなかったのは動物による差も考慮

に入れなければならない．しかし，実際は上述したと

おり，desacetyl RFPが存在したとしても，その量は

わずかであり，検定菌としてdesacetyl RFPに比較

的MICの高いBacillus subtiiis ATGC 6633を用い

たが，desacetyl RFPの検出セこはむしろSarcina lutea

PCI lOO1を使用すべきであった．

 ．NAは体内で代謝をうけてhydroxy NAとなり，

最：後にはdicarboxylic acidになって尿に出るとされ

ている17一一19）．これらのNA， hydr・xy NAおよびdi－

carboxylic acidは，それぞれその一部がグルクロン酸

と抱合して体内および尿中でNA glucuronide， hy－

droxy NA glucuronideおよびdicarboxylic acid glucu－

ronideとしても存在している1Tw19）．血中ではhydroxy

NAよりもNAの形で多くが存在するがNAから
hydroxy NAへの代謝は比較的速やかであり， NAお

よびhydroxy NAとのグルクロン酸抱合も比較的速

やかにおこなわれる2。）・著者の実験で，NAの24時間

の試料と48時間の試料で異なった結果が得られた．

NA投与24時間後にはTLC－bioautpgramに血清およ
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び膀胱内腔液の試料から2つずつの阻止帯が出現し

た．この1つはNAであり，他のiつはhydrQxy NA

と考えられる．これが48時間後の試料では，血清およ

び膀胱内腔液の阻止帯は，hydroxy NAと思われるも

の1つになっている．これは膀胱内腔液に移行してき

たNAが， NAの血清濃度の低下とともに再び血中に

戻り，肝で代謝されてhydroxy NAとなったものと

推定きれる．

 以上断腸ラットで血清および膀胱昼下幽晦の抗菌活

性を示す代謝物の検討をTLC－bioautographyでおこ

なってきたが，今後はさらに抗菌性を示さない代謝物

の検索をおこない，それが生体に如何なる影響を及ぼ

しているかを知る必要があろう．通常なら腎から速や

かに排泄される代謝物が，腎がないため肝から排泄す

るよう，さらに何回かの代謝の過程を必要として肝に

与える負担を大きくするとか，腎から速やかに排泄き

れる物質が，腎がないため肝に蓄積し，従来肝毒性が

ないとされていたにもかかわらず肝毒性を現わしてく

るというようなことも想豫きれる．ただ，不犯を摘除

したラットはせいぜい72時間位しか生存しないため，

本研究の目的からすればさらに長時閲の薬剤の滞留が

望ましく，そのためには新しい実験モデルの開発も必

要と考えられる．

結 語

 体重300～3509の雄ラットの両開を摘除し，膀胱

腔内に生理的食塩水0．7ccを注入（膀胱内学液）し，

陰茎を結紮した，このラットに，体重kg当り100mg

のKM， DKB， GM， CEZ， RFPおよびNAを投与

し，48時間後（NAでは24時間後にも）に血清および

膀胱内馬引のTLC－bioaqtographyを施行した．そ

の結果，KM， GM， CEZおよびRFPでは活性代謝

物は検出されなかった．DKIBでは血清中にときとし

てDKBとは別のRfをもつ小さな阻止帯が作られ

ることがあったが，確実に活性代謝物とはなしえなか

った．NAでは24時間後に血清および膀胱内腔地中に

NAおよびhydroxy NAと思われる活性代謝物が存

しているが，48時間後になると血清および膀胱内早掻

の双方からNAは消失し， hydr・xy NAのみとなっ

た．
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