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緒 亮

本態性高血圧症が医療上問題 に される理 由は
,
血圧 の上昇持続に よ っ て , 心 脈管系 ヘ の 負担

が増大し, 脳 , 心臓 , 腎臓をどの 主要臓器の血管障害を起 こし
, 脳卒中, ノじ､ 不全, 腎不全を ど

を招来する こと にある ｡
1 ) - 2) した が っ て高血圧症患者に 対し

, 降圧剤を投与 し, 適切をレ ベ ル に

血圧を維持する こと は ,
血管障害の進展を遅らせ , 合併症0) 発生を予防できる ｡

3 ' ･ 4) ･ 5 '

一

般 に 軽症本態性 高血圧症の治療 には
, 第

一

選択薬と し て サイア ザイ ド系降庄利尿剤が 剛 ､

ら れ て い る｡ こ れらは降庄効果が確実で比較的緩徐に 作用が発現し, ま た併用薬剤の作用 を増

強する こと から高血圧症治療の ベ
ー

ス 薬とを っ て い る ｡ し か し副作用と し て , 低 カ リウ ム血症,

高尿酸血症 ,
耐糖能の 低下等が指摘されてお り

,
長期間の 使方削 ニあた っ て は注意を要する o

T hi a z i d e 系降庄利尿剤や F u r o s e m i d e の 利尿薬の使方耶寺に は時に はカリ ウ ム の補給が必要を場

合があり , 患者 の 自宅で の 治療上に お い て
,
大 きを欠点とを っ て い る ｡

そ こ で
,
降庄作用が確実で

, 利尿作用があまり強くをく , 尿酸上昇, 耐糖能低下
,
かノ ウ ム

の過剰排他を起 さを い 化合物の 開発望ま れて い る ｡

降庄利尿剤め系図は F ig .
1 に 示すごとく

,
C bl o r o b e n z o y l s u lf o n a m i d e 基本構造化合物として ,

代表的を T hi a z id e 系化合物 H y d r o c hlo r o thi a zi d e , C hl o r o thi a z i d e が開発され て い る｡ ま た S ul ･

f o n yl を C a r b o n y l に 置換した , Q u i n e th a z o n e , M e t o l a妄o n e も合成 され て医薬品とを っ て い るo

そ の 他 T h i a z id e 骨梓を有し か ) C hl o r th a r id o n e
,
F u r o s e r n id e も開発されて い る｡ 本研究所では ,

降庄作用 が確実で
,
利尿作用があま り強力で怒く ,

し かも尿酸上昇 , 耐糖能低下 ,
カ リ ウ ム過

剰排准を起 こ さ か ､ 化合物の探索研究を開始したo 3 00 余化合物の ス ク リ ー ニ ン グ テ ス トの 結

栄, 確実を降庄作用を示 すが
,
尿量増加作f削ま比較的弱く, 特 に カリウ ム排壮は ,

F u r o s e m i d e

に 比 べ て著明に少 か ､ 化合物 T ri p a mi d e を見 い出した ｡
6 )
( F i g . 1) 本化合物は従釆の T hi a zi d e

系 降庄利尿薬と は構造的に 全く新規を化合物であるo D O C A 高血圧 ラ ッ ト
,
S H R あ る い は

G old b a tt 犬 に お い て確実で緩徐を降庄作周を示 すこと が報告されて い る｡
7 )
ま た血管平滑筋の 活

動電位を抑制するこ と に より血管平滑筋の緊張を横和し
,
血圧を下降させ る ユ ニ ー ク を作用を

(
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有する｡
8 )

T h i a z id e 系降庄利尿薬の 代謝研究に 関して は報告も多く
9

-

18 )
,
生体内では T hi a z id e 骨本則ま安

定である｡ T bi a zid e 系 降庄利尿薬の代謝は主と し て , 骨核外の 側鎖 が代謝さ れる わけで ,

l l) 刺

鎖 の を い T hi a z id Q 系化合拘は ほとん ど未変化体と し て尿中に排滑される ｡
9 ･ 1 0 ･ 1 5) 一

方 非サイ ア

ザイ ド系降庄利尿薬の 代謝に関しては ,
M e f r u si d e

,

19
･
20 ' I n d o p a Ⅱ-i d e

2 l ･ 22 )
の 報告がある の みで割

合少を い ｡ ま し て全く新規を構造を有する T r ip a mi d e の 代謝 に関七そは全く報告がを い ｡

そ こ で
,
著者は T r ip a mi d e の 薬物代謝を薬効と毒性の 面から以下の ごとく詳細 に研究したo.

1 ) T r i p a m id e の 代謝物の 構造決定と体内動態を検討するため に 4 種
の標識化合物を合成し,

さ ら に もう 一 種 の標識化合物を入手し, 合 せ て 5 種 の 標識化合物を用 い て検討 した ｡

2 ) ラ ッ トの 尿中から 6 種 の代謝物を分離同定した ｡ その うち2 種 の 水酸化代謝特 に つ い て水

酸基の 位置を決定し, 主水酸化代謝物に つ い て は水酸基の配置も決定した ｡

3 ) T r i p a mi d e の 代謝経路 を解明し ,
主代謝経路に 関して , そ の反応 に関与する酵素系に つ い

て種 々 検討 した ｡ さ ら に 水酸化反応の 同位体効果と立体選択性 に関し て検討を加えた ｡

4 ) ラ ッ ト および家兎に お い て
1 4

c - T r i p a mi d e の 吸収, 分布, 代謝お よび排滑 に つ い て検討し

た ｡

5 ) ラ ッ ト に お い て T r i p a m id e 連続投与後の肝薬物代謝酵素活性を検討した｡ さ ら に薬物代謝

酵素活性の 上昇作周は ,
T ri p a m i d e の 代謝物が関与して い る こ とを明 らか に し, 活性上昇

機序 に つ い て若干検討した ｡

6 ) T r i p a mi d e の 代謝物の 中に , ヒ ドラ ジ ン類似代謝物が確認された . そ
こ で

,
そ れら の 代謝

拘の毒性をア セ テ ル ヒ ドラ ジ ン を対照と し て肝臓 に およぼす影響 に つ い て 検討した o

7 ) T r i p a m i d e の ラ ッ ト およびと 卜赤血球 へ の 移行を検討した｡

8 ) 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を用 い て生体試料中の T r i p a m id e およびそ の 代謝物の 定量法

に つ い て 検討し た｡

9 ) 自然発症高血圧 ラ ッ トを用 い て , T r ip a m i d e の 血中濃度と血圧降下作用 と の 関連 に つ い て

検討 した｡

1 0) ヒ トに おけ る T r i p a m i d e の 代謝動態に つ い て , 単回および連続投与時の血中濃度 ,
尿中排

滑を検討した ｡

l l) ヒ ト に お い て ,
T r i p a m id e の 捌 又におよぼす食事効果 に つ い て 棉討した ○

-

2
-



第1 編 代謝物の構造決定と永酸化の立体選択性

T rip a m i d e の 代謝物の構造と生体内運命を研究する目的で 4 種 の標識化合物
の 合成を行 っ た o

すをわち, 薬理晴性を有する構造部位である C hl o r o s
r
u lf a m o y lb e n z o y l m o i e ty を

1 4

c で標識し ,

体内動態と薬理効果との 関連を検討
.
した ｡ 非 T bi a zid e 系降庄利尿薬の 代謝研究 から ,

T r i c y ･

｡ 1 ｡ d e c a n r i n g へ の 代謝 が予測された の で ,
あ ら かじめ

,
最も水酸化を受けやす い 位置を三重水

素ある い は重水素で標識した ｡ 代謝物の 構造決定には これら標識化合物を用 い , 代謝物の
3

即

1 4c の 値を追跡する こと ,
ま た代謝物の 生成速度の 同位効果を利用して決定 した｡ さら に水酸

化の 立体選択性を検討するため に, T r i c y c l o d e c a n e r i n g の 8 お よび 9 位 を立体選択的に重水

素標識を行 っ た｡

ラ ッ トの 尿中から効率良く代謝物を単離 , 精製し, 未変化体を含めて, 6 種 の 代謝物の構造

を決定した ｡ そ の うち主水酸化代謝物に つ い て は水酸基の 配置を決定するため ,
e x o お よ び

｡ n d o 配置 の 8
- h y d r o x y l r i p a mi d e を立体選択的に合成する方法を見

い 出した.

最後 に , T r i p a m i d e の 主代謝経路である加水分解反応と水酸化反応に
つ い て

,
そ れ に関与す

る酵素系に つ い て検討し ,
T r i p a m i d e の 代謝経路を明 らか に した ｡

第1 章 標識化合物の合成

卜 1
1 4 C - C a r b o n y トT rip a m id e の合成

1 4

c - T r i p a mi d e の 合成は S t u r m
23 ' お よび H o efl e

2 4'
ら の 方法 に 準 じ て行を っ た｡

1 4

C I T r i ･

p a m i d e の 合成法の概要を F ig . 卜1 に 示す｡

?5
1

i3
5 0 C 12

､メビo o l(2 叫 O H トb Nq 2 5 ㌧♂ピo o H
トb N O 2 5

へ
ゼ
ク ピo c I

川 川 )
川1)

c I

Q ビ.ぷ 計 りN芸暖. 洲

H
2
N .
,

C

s

･

a N H
_ 也
ペ掛N H2

H

( I V )

F i g .1 -1 .
O u t l i n e o f s y n t h e s i s o f ( I V) .

( Ⅰ) を グ ロ ル ス ル ホ ン酸で ク ロ ル ス ル ホ ン化し ,
ア ンモ ニ 7 水 で処理し て ( Ⅱ) を得る o

( Ⅱ) を塩化チ オ ニ ル と反応さ せ て酸 ク ロ ライ ド( Ⅲ) と し, ( Ⅲ) をトリ
エ チ ル ア ミ ン の 存

- 3
-



在下 ,
4

- A m i n o -

4
-

a z a
-

e n d o -

t r i c y cl o〔5 . 2 . 1 . 0
2
･
6

〕- d e c a n e( A T D) と反応さ せ ,
1 4

c - T r i p a m i d e

( Ⅳ) を得る｡

実 験 結 果

(1) 放射能の検出

放射能は A l ok a L C S
-

6 52 型液体 シ ン チ レ
ー

シ ョ ン カ ウシ
●

夕 - で測定し, ラ ジ オ ク ロ マ ト

グ ラ ム は
,
Al o k a T hi n L a y e r C h r o m a t o g r a m S c a n n e r( M o d e l T L C

-

2 B) で 測定しキo U V

･ ス ペ ク ト ル の測定は日立1 24 型自記分光光度計で行を っ た o

(2)
14
G - 4 - C h l o r o - 3 - s ulf a m o y lb e n 2: Oi c

a ci d( Ⅰ) の合成

1 4

c
-

p
- C hl o r . b e n z . i c a c id( Ⅰ) 6 11 m ダ(4 6 . 8 m C i

,
3 . 9 0 4 m m o l e s) に グ ロ ル ス ル ホ ン 酸 3 m P

を加え油浴中1 4 5
- 1 5 0 ℃で 5 時間反応させ る ｡

一

夜放置後, 反応溶液に氷水 5 m D を注意深

く加え, 未反応の ク ロ ル ス )V ホ ン 酸を分解するo 析出した結晶を折取 し･ 水 2
m 9 で 2 回洗浄

後, こ の結晶に28 0/o ア ン モ ニ ア水 4 m P を加える o 窒素ガ ス気流中, 過剰 の ア ン モ
ニ ア を除き,

濃塩酸 2 m 9 を加え , 析出した結晶を折取 ,
5
0
/o 塩酸 2 m B で 2 回洗浄し,

1 4

C -

p
- C hl o r o b e n z o i c

a c i d( Ⅱ) を得 た｡ 収量 48 9 m グ ( 収率5 3 . 3
0
/ a) .

(3)
,4 C - 4 - C h l o r o - 3 - s ulf a m o yl b e n z o y l c h l o rid e ( Ⅱ) の合成

デシ ケ 一

夕
- で 一 夜減圧乾飽した (Ⅰ) 4 89 m グ に 塩化チ オ ニ ル 5 m 9 を加 え, 油浴中退流下

2 時間反応させ る . 過剰 の塩化チオ
ニ ルを減圧で溜去し

1 4

C -

4
- C hl o r o

- 3 -

s u lf a r n o ylb e n z o y l

c hl o r id e ( Ⅲ) を得 たo 収量は定量的であ っ たo

(4)
.4 C - N -( 4

1 A z a - e n d o - t ri c y cl o〔5 ･ 2 ･ 1 I 0
2 ･6] - d e c a n - 4 -

y L)
- 4 - c h l o r o

- 3 - s u lf a m o y l b e n z a m id e

(
.4 C - T rip a m id e) の合成

(3) で得た ( Ⅲ) に ジオキサ ン 2 m 絶 加え ,
こ れ に A T D 3 0 0 7 nダ(1 ･ 98 m m o l e s) お よびトリ エ

チ ル ア ミ ン 0 . 2 m P を ジ オキサ ン 2 耽C に と か した溶殖を加える｡ 5 0℃ に加温し , 約1 0 分間振と

うする o 室温で 2 日間放置後 , 析出した結晶を折澱 し5 0
0/ o 含水 メ タ ノ

ー ル 2 m C で 2 回洗浄し ,

1 4

c - T r i p a 血id e( Ⅳ) を得たo

F r o n t

⊂)

( I V )

0 n
'

g J
'

n

F i g .l - 2 . R a d i o s c a n s o f ( I V) o n T L C d e v e l o p e d w i t h

b e n ヱ e 且 e / a c e t o n e ( 1 : 1) .

-

4
-



収量 2 0 6 7岬 ( 収率13 . 9 0/a) , 此放射能31 . 7 FL C i/ m ダ , 放射化学的純度9 5
0
/o ｡

1 4

c - T r i p a m i d e の T L C ラ ジオ ク ロ マ トゲ ラ ムを F ig . ト 2 に 示 した｡
1 4

c - T r i p a mi d e の U V ス ペ ク ト ル は , 合成標品の それと同 一 の 吸収 ス ペ ク ト ルを示 した o

本報告の 方法で臼的通 りの
1 4

C - T r i p a m id e を合成する こと ができた ｡ T L C の R f 値及び

U V ス ペ ク ト ル は, 合成標品と同
一 であ っ たo

動軌 ニ お ける T r ip a mi d e の 吸収 ,
分布 , 排他 および代謝を研究するため には充分を此放射

舵 (3 1 . 7 FL C i/ m g) , 放射化学的純度 (9 5 0/ a) を有して い たo

卜 2 8 , 9 一 丁2 - l s o i n d oJi n e - T rip a m id e (
3 H ⊥T rip a m id e) の合成

D 4
- T r ip a rrli d e は 下記 の 反応に よ っ て , 次の よう に 合成した｡

H
2
N ｡;三位co N H球 場 Q ”.

C

2三蛤c o N H &
T

T
H

N -

( 4
- A z a -

e n d o -

t r i c y c l o 〔5 . 2 . 1 . 0
2
,
6

] - d e c a n - 8 -

e n e
- 4 -

y l)
-

4
-

c hl o r o -

3
-

s u lf a m o yl b e n z a mi d e

20 0 m ダを メ タ ノ
ー ル1 5 7 nP に 溶 かし ,

5 0/ o P d
- C 50 甘呼 を加えて ,

5 C i の ト リチ ウ ム ガ ス に て接

触還元を行う (室温 に て1 . 5 時間, かくはんする) ｡ メ タ ノ ー ル を加えて減圧乾固をくり返 し

て 不安定トリ チ ウ ム を除 い た. 少量 の メ タ ノ ー ル に溶か し, T ri p a mi d e 標 品5 0 m ? を加え て ,

50
0
/o 含水メ タ ノ ー ル で 5 回再結晶を行 っ た｡

3

H - T r i p a mi d e の 比放射能は 6 . O FL C i/ m ? , 放射

化学的純度は, 9 5 % であ っ た｡

再結 晶回数 比放射能

1 7 . 3 9 j L C i/ m ダ

2 6 . 8 3

3 6 . 1 5

4 5 . 9 9

5 6 . 0 1

卜 3 3 , 5
- D
4

-l s o i n d oJi n e - T rip a m id e ( D r T rip a m id e) の合成

D ｡- T r i p a m i d e の 合成は F ig .1 - 3 に 示 す｡

化合物 1 (1 8 ダ) を T H F (20 0 m P) 中で重水素化リチ ウ ム ア ル ミ ニ ウ ム ( L iA II) 4) 8 . 4 ダ

と 3 時間反応し
,
2 を得た｡ 2 (1 . 5 2 ダ) を T r i e th y l a m i n e 存在下 3 ( 2 . 54 ダ) と 反応さ せ

4 (0 . 7 グ) を得た ｡

D .
- T r i p a mi d e(4)の 薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー ( T L C , K i e s elg e1 6 0 F 2 , .] 0 . 2 52 n DZ
,
ベ ン ゼ ン/ チ

セ ト ン( 1 / 1)) の R f値 および融点(2 5 ト2 ℃) は T r ip a r n id e 標品 のそれと 一 致 した ｡ I R ス ペ

- 5 -



ク ト ル は22 00 c m -
l

に C - D 伸縮振動 に よる吸収が ,
M a s s ス ペ ク ト ル から F ig - 1

-

4 に 示 す フ

ラ グ メ ン ト ピ
ー

ク が検出された｡

噛3N N H 2
0

L iA J D 4 i n T H F

H 2 N ｡ 2

C

s

'

蛤 c . c I

3

Q*
D

D

N H 2

2

T r
.

1 e t h y l a m i n e

H 2 N
l
o 2

C

:喧c o N

4

H N

D

De&
F i g ･ 1 - 3 ･ O u t l i n e o f s yn t h e s i s o f

3 ? 5
- D
4

- I s o i n d o l i n e - T r i p a m i d e

> ヽ
～

Ul

⊂

C )
J
- ∫

⊂

a )

>

～

r t)

a )

α

3 3 g

H 2 ” O

C

2

1

4? 218N範〕
Z3 ∠●

2 9 3 33 8

2 64

373

1 ∞ 2〔)0

m / e

3 0 0

F ig
.
1 ･ - 4 M a s s s p e c t r u m o f [ D .] t rip a m id e .

N M R の 測定から ( C , , C s) 2 . 7 - 3 . 1 ( m ) p p m の ピ
ー

ク が消失し
,
T ri p a mi d e の D 化率は

9 0 % 以上であ っ た｡

-

6
-



1 - 4 8 , 9 - e x o - G i s - D
,

-I s oi n d oli n e 一 丁rip a m id e( 8 , 9
-

e x o
-

ci s - D 2 - T ri p a m id e) の合成

8 , 9- e x o - c i s- D 2 - I s o i n d o li n e - T r ip a mi d
.
e

J

の 合成は F ig . 卜5 に 示す ル ー ｢ で行 っ た｡

グ
0
y
′

H 2 N - N

1

0

L I AJ H 7
i
T H F

H 2 N ｡ 2

C

:ユa c . c -
T ｢l e t h yl a m l n e

1
Z -i

.

H l, N
_

N(

2 5)

叫
C D :I O D

D

D

H l, N - N
′

考 量

H l, N ｡≡恰c
D

.S
4

m ･P ･ 2 4 6 - 7
o

( d e c ･)

F i g ･ 1 - 5 ･ O u t l i n e o f s y n t h e s i s o f 8 ) 9
1

e X O
-

C i s
-

D 2
-

I s o i n d o l 土n e - T r i p a m i d e

”) I - 2

T H F ( モ レキ ュ ラ ー シ ー プ d r i e d) 40 0 仇P に L i A I H 4 25 ダ を加え, 撹拝下(1)5 0 グ を徐 々 に

カロえる ｡ 還涜下 5 時間反応後, 水冷し, 水5 0 m P で 分解する｡ 内容物を吸引折過し,

洗浄炉蒋を硫酸 マ グネシ ウ ム頼粒で亭乞燥後, 濃縮 し蒸留する ｡

b , p . 1 1 5 -

1 20
o

/ 1 5
- 1 6 卿 H g . 23 . 5 ダ ( 収率55 . 8 0/a)

(2) 2 - 3

重水素 ガス で充満 した風船 つ き マ イヤ
ー

に 10 % P d
- C 少量入れ

,

T H F で

C D 3 0 D 2 m 9 を加え て 捜

拝 し
,
P d - C を活性化さ せ る ｡ そ の 後, ゴ ム栓を通して , 注射簡で(2) 15 2 m ダ を C D 3 0 D 2 m A

に溶 かした溶頼を加 え
,
授拝する ｡

(3) 3 - 4

C r u d e (3) 1 4 2 m ダ, K 2 C O , 85 7 nダ, 50
0
/a D i o x a r)

- W a t e r l O nLC を室温で撹押下
,
酸 グ ロ ライ ド

2 54 丁岬 を加える o 4 0
- 5 0 ℃ に加温し, 2 0 分間反応する o 反応溶確を減圧 で濃縮 し得られる ,

ア メ状 の 残漆をカ ラ ム で精製する｡ ( シ リ カ ゲ ル 1 00 メ ッ シ ュ 1 0 ダ , B e n z e n e
,
5 0/ a E th y l ･

a c e t a t e
-

B e n z e n e で溶出する｡)

-

7
-



収量 1 72 m g , m . p . 24 6 7
o

合成した(4) の I R ス ペ ク ト ル お よび M a s s ス
ペ ク ト ル を F ig ･ 卜6 に 示す｡

① 旧

?s
一

塩H l, N O l'S

し参 M A S S

R el a ti v e

n t e rl S It y

c

D

.

D

EB
3 ,6 0 0

-

3 .0 5 0 c m

2 . 1 9 O
-

- 2 .1 5 0 c nl

l .6 5 5 c m
1

l . 5 5 0 c m
)

1 .3 3 5 c m
I

l . 1 6 0 c m
I

m

W

s)

m

レ N H

レC D

レC
= 0

♂N H

( s) i / S O L,

C I

H l･ N O L･ Sを
D

D

?8
0

f96
N

i
53 1 0 9

10 9 1 8 4

2 18

23 4

2 5 6 2 6 2

2 9 1 3 36

M

3 7 1

m
`

e 1 0 0 2 0 0 3 0 0

F i g ･ 1
- 6 ･ S p e c t r a l d a t e o f 8 ) 9

-

e x o
-

c i s - D 2
-

I s o i n d o l i n e
- T r i p a m i d e

- 8
-



第2 章 代謝物の単離 ｡ 同定および構造決定

2 - 1 代謝物の 単離 ｡ 精製

1 4

c
- T r i p a mi d e ( 5 仇ダ/ k官) を ラ ッ ト( W i s t a r 系雄性, 体重2 00 - 2 50 ダ) 3 匹 に経 口投与 し

た後の 24 時間尿を採取 し
,
A m b e r li t e X A D

-

4 ( 1 . 5 ×1 5 c m
,
R o h m 良 ‖a a s

,
U . S . A . ) カ ラ

ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を行 い , 水
,
40 0/ o メ タ ノ

ー

ル
ー

水 ,
つ い で メ タ ノ

ー

ル の順 に溶出さ せ
, 令

フ ラ ク シ ョ ン を濃縮乾回した ｡ 各分画中の 代謝物に つ い て T L C ( K i e s e lg e 1 6 0 F 2 5 ｡ , 厚 さ,

0 . 2 5 w l仇
,
M e r c k

,
F R G e m a n y) 分析を行 っ た .

R
F

l .0

0 . 5

0 , 0

M - 4 @

M
1

2 ⑳
M

”
二
6

5

S

M
-3 @

Q

∈:)

M- 2 ㊨

M -3 ⑳

名

M - 4 旬

M

”

;
6

5%

A

” -1 @

H
2
0 4 0

o
/ o M e O H M e O H

‾

H2 0

E xt r a ct E xt r a ct E ヌtr a ⊂t

-W
2

.

白
M e O H H e O H

E xt r a ⊂l E xtr a ct

F i g1 7 A u t o r a di o g r a r r l O f t .i . c . o f u ri n a r y r n e t a b o iit e s i n , a t s a ft e r 0 , al a d m i ni st r a ti｡ T , ｡ f

[
1 ヰ

c】t ri p a m id e .

S ol v e n t s w e r e ( A) 2 8 % w / v a
_q

･ a m m o n i a ( s p ･ g r ･ O
19 0 トw a t e r- b u t a n - ト ot (1 : 9 : 5 0 , v/ v) o r

(B ) b e n z e n e - a c e t o n e (1･: 1 , v/ v) ･ T h e d o s e o f [
1 4
c ]t ri p a m id e w a s 5 m g/k g .

代謝物は水分画に M
-

1
,
40 0/o メ タ ノ

ー ル -

水分画 に M
- 2
,
M -

3 , メ タ ノ
ー ル 分画 に M

-

4
,
M -

5 ,

お よび M - 6 が 認められ た.

各分画中に量的に 多 い 代謝物 M l
- M 6 を同定する こと に した｡

次 に各代謝物を量的 に 多く得るため
,
ラ ッ ト ( W i s t a r 系雄性 , 体重 2 00

- 2 5 0 g ) 2 4 匹 に

T r i p a m i dら (1 00 m ダ/ kダ) を経 口授与した際の2 4 時間尿お よび糞を採取し ,
代謝物を単離 ,

精

製 した ｡ 尿 はそ の ま ま
,
糞 は水抽出を行 い

, p H 7 に 調整し, A m b e r li t e X A D - 4 (4 . 5 × 40 cl n)

カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を行 い , 水, 4 0
0
/ o メ タ ノ

ー ル
,
つ い で メ タノ ー ル の 順 に溶出さ せ た .

各 フ ラ ク シ ョ ン を シ リカゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

( S il i c i c a ci d , M a lli n k r o d t , F R G e r r n a ･

n y , 3 . 0 ×4 0 c m ) を行 い ,
ベ ン ゼ ン

,
ベ ン ゼ ン ー

ア セ ト ン ( 7 .

'

3
,

Ⅴ/ v) , ベ ン ゼ ン
ー

ア セ ト ン

( 3 : 7 ,
Ⅴ/ ,) の 順 に溶出さ せ た ｡ 各 プ ラ グ シ ョ ン は濃縮乾回し, P r e p a r a ti v e T L C( K i e s elg e1

6 0 F 2 S 4
,
厚 さ

,
0 , 2 5 m m , 2 0 ×2 0 c m M e r c k

,
F R G e r m a n y) を行 い , 展開溶媒 A

,
B ( F i g . 卜 7)

で展開させ た｡ 代謝物に相当する部分をかきと り, ク ロ ロ ホ ル ム
- メ タ ノ ー ル( 8 : 2 , Ⅴ/ v) の

混合溶媒で シリカゲ ル より抽出した｡

単離
･

精製した各代謝物の マ ス ス ペ ク ト ル を測定した｡ ( F i g . ト 8)

-

9
-
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十

H

3 6 9
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”
-

a

1 0 0 2 00
m / e

3 0 0

H 2 N O 掛 範
M
-

5 35 0

2 3 5

2 ん9

2 6 2

3 0 5 3 5 0

1 0 8 2 0 0 3 0 0
m / e

M - 6 3 5 0

”2 ”O 2

C

:@ c210[ 23Hd幣
o "

23 5

2 6 2

3 0 5 3 5 0

十

M

3 8ら

10 0 2 0 0
m J e

3 0 0

F i g .l -

.8 M a s s s p e c t r a o f m e t a b o lit e s M - 1
,
M - 2

.
M - 3

.
M 1 4

,
M - 5 a n d M - 6 .

El e c t r o n i m p a c t m a s s s
.

p e ct r a w e r e r e c o r d ed o n a J E O L ?
- o d elJ M S 1 0 r S･ T

.
m a s s sp e c t r o m e t e r u n d e r

t h e f o u o w i n g c o n d it i() n s; 1 0 r li zi n g v o lt a g e 5 0 o r 7 5 e V , i o n 1 2 1i n g c u r r e n t 2 0 0 FI A a n d t e m p e r a t u r e 1 4 0-
2 0 0

D

C
.

2
-

2 4
-

c h l o r o - 3 -

s ulf a m o ylb e n z o i c a c id の 同定

F ig . 1
-

8 か ら M
-

1 は 4
- C bl o r o - 3 -

s u lf a m o y lb e n z o i c a c i d ( C S B A) と推定さ れた ｡ C S B A

の 合成標品と M -1 の T L C の R f 値 ( 展開溶媒 :2 8 % ア ン モ ニ ア 水/ 水/ n
- ブタ ノ ー ル(1/9/50)

お よび ベ ン ゼ ン/ メ タ ノ
ー ル/ 酢酸(80/ 20/5)) が

一 致し
,
ジ ア ゾ メ タ ン で メ チ ル 化すると標品

4 - C hl o r o
1 3 1

S u lf a m o y l b e rl Z O y l m e th y l e s t e r の R f 値と
一

致 し た｡

ま た合成標品と の 同位体希釈分析 (標品約5 0 卵 を正確 に秤量し ,
メ タ ノ ー ル に 溶解 した後 ,

1 4

c - T r i p a mi d e を投与した ラ ッ ト尿中串
､ ら精製した各代謝物を加 えて , 水

- メ タ ノ ー ル か ら

再結晶をくり返す｡ そ の後比放射能を測定する｡) を行 っ た結果, 4 回の 再結晶で比放射能の

低下は認 められをか っ た こ と から, M
-

1 を C S B A と 同定した｡

2
-

3 4
-

c h[ o r o - 3 - s ulf a m o ylb e n z a m id e の同定

F ig . ト 8 か ら M
- 2 は 4 - C b l o r o -

3
-

s u lf a m o y lb e n z a m i d e ( C S B M ) と推定さ れた ｡ C S B M の

合成標品と M - 2 と T L C の R f 値 ( 展開溶媒 ; 2 8
0
/ o ア ン モ ニ ア水/ 水/ r l

- ブ タ ノ ー ル (1/ 9/ 50)

- 1 0 -



お よび
,

ベ ン ゼ ン / ア セ ト ン (1 / 1)) が
一

致 し た｡ ま た合成標品と の 同位体希釈分析を行 っ

た結果
,
4 回の 再結晶で比放射能の 低下は認められをか っ た こ と から, M

- 2 を C S B M と 同

定 した｡

2 - 4 4 - c hl o r o - 3 - s uJf a m o yl b e n z o i c a cid
-

( N
′

-

a c e t yl)
- h y d r a z id e の同定

F ig .1 1 8 か ら M
-

3 は 4
- C hl o r o -

3
-

s ul f a m o y lb e n z o i c a c i d
-

( N
′

-

a c e t yl)
- h y d r a z i d e( C S B H)

と推定された ｡ C S B H の 合成標品と M
- 3 の T L C の R f 値 ( 展開溶媒 ; 2 8 % ア ン モ ニ ア水/

水 / n
- ブ タ ノ ー ル (1 / 9 / 50)) が 一 致 し た ｡ 合成標品との 同位体希釈分析を行 っ た結果, 3

回の 再結晶で此放射能の 低下は認めら れをか っ た こ と から M
-

3 を C S B H と 同定 した｡

2 - 5 水酸化代謝物 3
- h y d r o x y

- t rip a m id e および 8
- h yd r o x y

- t ri p a m id e の構造

決定

F ig . 卜 8 か ら ,
M

- 4 は T r i p a m i d e と推定され, M
- 4 の R f 値 ( 展開溶媒 ; ベ ン ゼ ン / ア セ

ト ン (1 / 1)) は標品と
一 致 した ｡ T ri p a m i d e と の 同位体希釈分析の 結果, M

- 4 を T ri p a mi d e

と 同定した ｡

代謝物 M
-

5 お よび M - 6 は F i g . 卜8 よ り, い ずれも T ri p a m i d e に 酸素が導入 された代射物

と推定された o 代謝物をP d
- C / H 2 で 処理しても T ri p a mi d e が 生成され か

､ と から N -

o X i d e 体

で はをか っ た ｡ フ ラ グ メ ン ト ピ
ー

ク から代謝物は T ri c y c l o d e c a n e r i n g が 水酸化さ れた代謝

物と推定され
,
水酸基の 位置は以下の 方法で決定し た｡

(1) 3
-

h y d r o x y
- t ri p a m id e の 同定

3
,
5

- D ｡
- I s o i n d o li n e - T ri p a mi d e に 少量 の

1 4

c - c a r b o n y l
- T r ip a m i d e を加 え, 0 ･ 5 FL C i/ p m o l

の D ｡
- T r i p a mi d e を調整 した｡ 肝 ミ ク ロ ゾ

ー ム を用 い て, 非標識 T rip a m i d e あ る い は D 4
-

T r i p a m i d e を基質と し て ,
N A D P H 生成系下で3 7℃ ,

60 分間イ ン キ ュ ベ
- 卜 し た｡ 水酸化代

謝物の 生成 に及ぼす同位体効果に つ い て 検討した o 肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム N A D P H 生成系下の T r i -

p a m i d e の 代謝物の 生成速度は以下の 方法で測定 した去

反応溶液とし て ,
N A D P (0 . 8 F { m o l e s) 0 . 1 m P

,
G - 6

- P (2 0 F L m o l e s) 0 . I m p
,
G - 6 - P D H ( 5

u n i t s) 0 . 1 m P
,
M g C 1 2 (25 p m o l e s) 0 . 1 m P

,
D 4

- お よび非標識 T rip a mi d e (0 . 32 , 0 . 38 FL m O l e s)

o . 2 飢P
,
ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁液1 m P を合せ 全量1 . 6 m A と し た o 3 7 ℃, イ ンキ ュ ベ

- ト後, メ タ ノ
ー

ル2 m 9 で 除蛋白し, 遠沈して上澄を減圧下濃縮乾回す る｡ 残漆をメ タ ノ
ー ル0 . 5 m A に と かし

,

そ･ の 0 . 02 m P をT L C ( K i e s elg e1 6 0 F 2 5. , 0 . 2 5 n 仇) に ス ポ ッ ト し, 展開溶媒 に べ ン ゼ ン / ア セ ト

ン (1 / 1) あ る い は28 % ア ンモ ニ ア水/ 水/ n
- ブ タ ノ ー ル ( 1 / 9 / 50) を用 い て展開した ｡ オ

ー

ト ラ ジオ グ ラ フ イ
-

を とり , 代謝物に相当する R f 値部分をかきと り放射能を測定し た｡

代謝物 M - 1 , M
- 2
,
M - 5 お よび M - 6 の 生成速度に 及ぼす同位体効果に つ い て F i g . 卜 9 に

示 した｡

F i g . ト 9 か ら明らかを ように
,
代謝物 M

-

6 の み が非標識 T ri p a m i d e を基 質と し た場合に

比 べ て, D ｡
-

T r ip a m i d e の 方 が遅か っ た ｡ 各代謝物の 生成速度 (イ ン キ エ
ペ -

ト30 分間の 間

に生成した量) に おけ る K 月/ K D は M
- 1 (1 . 0 3) , M

- 2 (1 . 02) , M
-

5 (1 . 6 0) , M
- 6 (0 . 9 3) とを

-

l l
-
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8
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( m i n ) ( m i n )

F i g .1
- 9 T i m e - c o u r s e o f m et a b o lit e f o r m ati o n b y 一i v e r m ic r o s o m e s .

E a c h m e t a b olit e f o r m e d w a s d e t e r m i n e d in di v id u all y a t 1 5 , 3 0 a n d 6 0 m in . 0 - ○; U n l a b elle d
t rip a m id e , @

-

@ ; [ D 4] t ri p a m id e .

り
,
M -5 の 生成速度の み に 1 . 6 倍 の 同位体効果 が認められた ｡

チ ト ク
'-
u

-

ム P -

4 5 0 に よる A li p h a ti c c a r b o n へ の 水酸化反応 に は同位体効果が認められ

る こ と が報告さ れ て い る ｡
2 6) ･ 27 )

D 4 - T r ip a mi d e の 重水素は T ri c y c l o d e c a n e r i n g の 3 お よび 5 位 に標識されて い る の で ,

代謝物 M - 5 は 3 - h y d r o x y
-

t r i p a m i d e と 同定さ れた ｡

F i g . ト 8 の M - 5 の フ ラ グ メ ン ト ピ ー

ク (2 4 9 , 26 2) は , M
-

5 が3
- h y d r o x y

-

t r i p A mi d e であ

る こ とを支持して い る ｡

(2) 8
- h y d r o x y

- t rip a m id e の 同定

8
,
9

- T
2

-I s o i n d o li n e - T r i p a m i d e (19 . 6 p C i) わ よび
1 4

c - c a r b o n y 卜T ri p a mi d e (2 4 . 6 p C i)

を ラ ッ ト に 3 m ダ/ kダ経 口投与した後の2 4 時間尿を採取 し, 前述した方法に した が っ て ,
水酸

化代謝物を単柾
･ 精製した ｡ 水酸化代謝物

3

H /
1 4

c の 値 は , 投与した 二重標識 T rip a m i d e の 値

(o . 80) に 此 べ て , 代謝物 M
- 5 は 変ら孝か っ た が ,

M - 6 は0 . 60 と2 5 0/ o 低下した ｡ 代謝物 M -6

は T r i c y cl o d e c a
'

n e r i n g の 8 位ある い は 9 位 の
一

方 の
3

H が脱離して い る こ とから 8 位ある い

は 9 位 に水酸化された代謝物と決定され た. し た が っ て M
- 6 は 8 - h y d r o x y

-

t ri p a m i d e と 同定

さ れた ｡

以上同定した 6 種 の T r i p a mi d e の 代謝物の 構造, 名称, R f 値 および M
'

( a / e) をT abl e l -

1 に 示す｡

-

1 2
-
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第3 牽 童永酸化代謝物 8
- h y d r o x y

- t rip a m id e の永酸基の

配置の決定と永酸化の立体選択性

3 - 1 e n d o および e x o 8 - h y d r o x y
- t rip a m id e の合成と同定

1 .
N -

( 4
- A z a - 8 - e n d o - h y d r o x y

- e n d o - t ri c y c L o〔5 ･ 2 ･ 1 ･ 0 2 1 6〕一d e c a n - 4 -

yl) 4 - c h l o r o - 3 -

s ulf a m o y lb e n z a m id e 隻の合成

e n d o 8 - h y d r o x y
-

t r i p a m i d e の 合成は F ig .1 - 1 0 に 示す ル ー トで行 っ た｡

r
o ;(
0

0

H 2 S O ｡

｢ 訪
→

1
～

-
H

H功

Fb c ｡ ｡ H
0 -

c - o

2
′ )

H
_
, N ｡

]

C

s

'

蛤 c ｡ c.
T ri e t h y l a m i n e

N H 2 N H 2
･ H 2 0

｢ 計

H .

2 N ｡ 2

C

s

'

】a

H

!4

c

H

.

.4
4 5

m ･ P ･ 2 7 5 - 6
l

l

( d e c ･ 1

/ へ ノ
～

e n d o - 8 - b y d r o x y
-

t r i p a m i d e

F i g ･ 1 - 1 0 ･ O u t l i n e o f s y n t h e s i s o f e n d o
- 8 -

b y d 王
･

0 Ⅹy
-

t r i p a m i d e

(I) I - 2
′
‾
･･ ■一- ～

1 ( 1 64 ダ) を水 に懸濁 し, 室温 で按押下 ,
濃硫酸を滴下する . 終了後9 0℃ で1 0 - 1 5 分

･

問捜拝すると透明溶液とをる｡ こ の 溶 掛 こ熱湯 2 B を加え, 約 1 時間撹拝, 水冷し, 析出

結晶を炉過, 水洗する ｡

収量 1 49 . 8 ダ m . P . 1 96
-

7
o

(2) 2 - 3

B i c y c l o〔2 . 2 . 1〕h e p t a n e
-

e n d o - 2
,
3 - d i c a r b o x yli c a c i d

- 5 -

e n d o - h y d r o x y
‾

γ
-1 a c t o n e 旦

3 6 . 4 ダ (0 . 2 M ) に ジ オキサ ン 2 0 0 m A を加える o 室温で擾押下80
0/ o H y d r a z i n e h y d r a t e 1 5 ダ

(o . 2 4 M ) を滴下する｡ そ の後加熱し ,
還流下 5 時間反応する ｡ ジ オキサ ンを減圧で留意 し

ア メ状残留物に エ タ ノ ー ル 1 0 0 7 nA を加え氷冷すると結晶化するo

結晶を減圧で折過し ,
エ タ ノ ー ル から再結晶する o

収量 3 4 . 3 ダ m . p . 1 6 2 - 3
o

-

1 4
-



(3) 3 - 4

金属ナ トリウ ム で乾燥 した T e t r a h yd r o f u r a n e 5 0 0 m P 中 に L i A I H ｡ 7 4 ダ (0 . 2 M ) を徐 々

に加え , 室温で撹拝する ｡

次 に 3 19 . 6 ダ (0 . 1 M ) を発熱
･ 発泡 に注意しをがら, 5

- 6 回に 分けて加え る｡ そ の

後加熱 し, 還流下 6 時間反応する ｡

反応混合拘を水冷 し ,
10 % 水酸化ナト T) ウ ム水溶頼2 0 m9 を滴下し , 分解する o 内容物を

減圧炉過 し折液を M g S O ｡ で乾燥後辞退するo T e t r a h y d r o ftl r a n e を減圧留志し , 残留物を

蒸留する ｡

b . p . 1 71 - 6
o

/ 1 9 n 仇 H g 収量 13 . 7 ダ

(4) 4
- → 5

4 8 . 如 (0 - 0 5 M ) と T r i e th y l a mi n e 6 m P を ジ オキサ ン80 m P に 溶解する ｡ こ の 溶液に酸

グ ロ ライ ド ( F i g .
卜 1 0) 12 . 7 ダ (0 . 05 M ) を2 回 に分けて加える ｡ 室温で 2 時間接辞後,

ジ オキサ ン を減圧で留去し, 残漆をカ ラ ム ク ロ マ ト ( シ
1) カ ゲ ル 60 - 8 0 メ ッ シ ュ

,
4 00 ダ)

に か け
,
ク ロ ロ ホ ル ム

,
5 0/o エ タ ノ

ー ル ー

ク ロ ロ ホ ル ム
,
1 0 0/o エ タ ノ

ー ル ー ク ロ ロ ホ ル ム で順 に

溶出さ せ る ｡

5 9 . 7 ダ の 白色結晶が得られ, エ 夕 ノ
-

ル か ら再結晶する o

収量 8 . 2 ダ m
. p . 2 7 5

-

6
o

( 分解)

元素分析 C 1 6 H 2 6 C I N 30 4 S - 38 5 . 8

C H N

理 論値 4 9 . 8 1 5 . 2 3 1 0 . 89

実験値 4 9 . 64 5 . 2 6 1 0 . 89

2 .
N -

( 4
- A z a - 8 - e x o - h y d r o x y

- e n d o - t ri c y c l p 〔5 . 2 . 1 . 0
2
･
6] - d e c a n -

4
-

yl)
-

4
- c h ] o r o - 3 -

s u lf a m o y lb e n z a m id e L4 の 合成

8 -

e x o
- hy d r o x y

- t r ip a mi d e の 合成は F ig . 1
-

1 1 に 示 す ル
ー ト で行 っ た ｡
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LjA IH
.

T H F 功
且 .

㍊

O N - N
/

L IA IH 4
2 8 )

ー

T H F

盟 m ･ p ･ 2 28
- 9

J

t d e c ･1

e x o
-

8 - b y d T O X y
- t r i p a m i d e

s y n t h e s i s o f e n d o
-

8
-

b y d T O X y
- t T i p a n i d e

-

1 5
-



1 - ヰ 9

1 無水 ハ イ ミ ッ ク酸( e n d o) 1 64 ダ ( 1 M ) に28
0
/ o ア ン モ ニ ア水 20 0 m P , 水 100 m P を加え

て
,
還流下 6 時間反応する .

一

夜放置後水 2 0 0 m P を加え結晶を桝乳 水洗する o

収量 1 46 ダ rrl . P . 1 8 4 -

5
o

(2) 9 - 10

金属ナ トリウ ム で乾燥した T e t r a h y d r of u r a n e 5 00 m P 中 に L i A IH 4 3 8 9 ( 1 . O M ) を加え
,

室温で撹拝す る ｡

次 に 9 82 ダ (0 . 5 M ) を5
- 6 回 に分け て加 える ｡ その 後加熱 , 還流下 5 時間反応する｡

反応混合物を水冷し ,
10 0/ o 水酸化ナトリ ウ ム水溶液 50 m D を滴下し分解する ｡ 内容物を減圧

辞退 し
,
炉蒋を M g S O . で 乾燥後折過する o T e t r a h yd r o f u r a n e を減圧留去す ると無色ゼ リ

ー

状 の 物質1 0 が得られるo

収量 5 2 ダ

(3) 1 0 - ll

10 2 7 .4 ダ(0 . 2 M ) を T e t r a h y d r of u r a n e 2 00 m P に 溶解する ｡ 授押下10
- 1 5℃ に温度を保

ち つ つ
,
1 5 0/ o エ チ ル ニ ト ライト

- エ タ ノ ー ル 清掃1 00 ダ(0 . 2 2 M ) を加 える｡ 室温 で2 4 時間接

辞する ｡ 溶媒を減圧で留去 し得られ た赤褐色ア メ状物質をカ ラ ム ク ロ マ ト( シ リ カ ゲ ル 60

- 80 メ ッ シ ュ
,
5 00 ダ) に か け, ベ ンゼ ン, 1

0
/ o 酢酸 エ チ ル

- ベ ン ゼ ン と順 に溶出さ せ る ｡ 黄

色 oil が得られ た ｡

収量 28 .3 ダ

(4) l l - ･1 2

1 1 2 8 ダ(0 . 1 7 M ) を塩化メ テ レ ン 20 0 m P に 溶解する . タJく冷 , 撹拝下2 5 ℃ 以内で85 0/a m ･

～

C hl o r o p e r b e n z o i c a c i d 38 . 6 ダ(0 . 19 M ) を加える . 室温で 3 時間反応後, 水 2 0 0 m 9 を加え ,

次 に1 0
0
/ a N a 2 S 2 0 . 7 0 m A を加え , 過剰 の m

- C hl o r o p e r b e n z o i c a c i d を分解する ｡ 有機層

を分取 し, 10
0
/ o N a 2 C O 3 溶 液5 0 m j? で 2 回洗渦するo M g S O 4 で 乾 燥し炉過後, 塩化 メ テ レ

ン を減圧留まする ｡ 得られた粗結晶をカ ラ ム ク ロ マ ト ( シ リカ ゲ ル 60
- 8 0 メ ッ シ ュ 5 00

ダ) に か け 5
0/o 酢酸 エ チ ル ー ベ ン ゼ ン

,
1 0 0/o 酢酸エ チ ルーベ ン ゼ ン と順 に溶出さ せ るo

収量 1 6 . 7 ダ m . p . 1 3 7 - 8
o

(5) 12 - 1 3

金属ナトリ ウ ム で乾燥した T e t r a
'

hy d r o f u r a n e l OO m P 中に L i A I H . 3 . 8 ダ(0 .1 M ) を加え

室温で撹拝する o こ れ に 12 を9 ダ(0 . 0 5 M ) を 5 - 6 回 に分けて加える ｡ 加熱還涜下 7 時間

反応する ｡ 反応混合物を水冷 し ,
1 0 0/ o 水酸化ナ トリ ウ ム 10 n lP を滴下し, 分解する ｡ 内容

物を減圧折過 し, 炉液を M g S O 4 で乾燥する . 炉過 し, T e t r a h y d r of u r a n e を減圧留去する

と爵位色の oil と し て 1 3 が得ら れた｡

c r u d e 8 . 8 ?

-

1 6
-



(3) 1 3 - 1 4

13 3 . 4 ダ に T r i e th y l a m i n e 3 m A , ジオキサ ン30 m 9 を加え, 室温投拝し, こ れ に酸 ク ロ ラ

イ ド5 . 1 ダ を加えるo 室温で 3 時間反応後, ジ オキサ ンを減圧で留まし , 残撞 をカ ラ ム ク

ロ マ ト ( シ リカゲ ル 60 - 80 メ ッ シ ュ , 1 5 0 ダ , 2
0
/o メ タ ノ

ー ル ー ベ ン ゼ ン で溶出) で精製する

と2 .1 ダ の 白色結晶を得る o

こ の 結晶を エ タ ノ
ー ル から再結晶する ｡

収量 1 . 6 ダ m . p . 22 8
- 9
o

元素分析 C . 6 H 20 C I N 3 0 .S
- 3 8 5 . 8

C H N

理論値 4 9 . 8 1 5 . 23 1 0 . 89

実験値 4 9 . 7 4 5 . 3 6 1 0 . 42

3 . 代謝物 8 - h y d r o x y
- t rip a m id e の 水酸基の配置の決定

(1) e x o お よぴ e n d o 8
- h y d r o x y

- t rip a m id e の マ ス ス ペ クト ル

合成した e x o お よび e n d o 8
- hy d r o x y

-

t r i p a m i d e の マ ス ス ペ ク ト ル を F ig . 1
- 1 2 に 示 した o

e x o 体 に M
十

3 57 が認められ た他はほと んど同様の フ ラ グ メ ン ト ピ
ー

ク を示 した ｡

2 1 8

1 8 4
2 3 4

2 6 2

1 2 3

2 7 1

3 0 5 3 5 0
M

3 6 8 3 8 5

R ela tiv e

i n t e n s lt y

R el a いv e

ln t e n S lty

OI

H 2 N O 2 S昏
30 5

C O

2 1 8
1 6 7

1 2 3

1 5 2

1 6 7

m /
′

e 1 0 0 2 0 0 3 0 0

2 1 8

1 5 2

1 2 3

3 5 0

?s
L

@ 2

C:08q
30 5

H 1 , N O L･ S

16 7

1 2 3

1 8 4

1 6 7

2 3 4

3 0 5

3 6 8

M

3 8 5

m e 1 0 0 2 0 0 3 00

F i g ･ ト 1 2 ･ M a s s s p e c t r a o f e n d
o o r e x o

-

8
一

九y d r o x y
- t r i p a m i d e

(2) e x o および e n d o 8
- h y d r o x y

- t ri p a m id e , および代謝物の H P L C ク ロ マ トゲラム

合成した e x o お よび e n d o 8
1 hy d r o x y

-

t ri p a mi d e , お よび代謝物の H P L C ク ロ マ トグ ラ

-

1 7
-



ムを F ig . 卜 1 3 に 示 した｡

各化合物 の H P L C 保持時間は, e x oイ本が5 . 6 5 分
,
e n d o 体7 . 7 4 分 であり

, 代謝物(5 . 6 4 分)

は e x o 体 の そ れ と
一

致 した｡

7 . 7 4

8 1 e n d c- ･ O H

T D S

.L .Ah

8
-

e x o
- O H T D S

5 .6 5

～+ 〟

M e t ab ollt e

5 .6 4

.
LJL

A n al y sI S C O nd lt1 0 n S .

C ol n m u n こN u cJ e o s lI C l .i . 5 メノ( 4 .6 m m ¢x 1 5 0 m m)
D e te c t o r : U V 2 5 4 . pl o w r a ( e : 1 mF

/
m [ n .

A t t e n u a t 1 0 n : 0 . 0 4

M ob = e P h a s e : M e O H : C H :- C N = A c O H : H 20 ( 1 4 : 2 8 :3 0 0 : 6 5 8 )

F i e .
1 - 1 3 H P L C c h r o m a t o g r a m s o f 8

- e n d o -

O r e X O
･
●

h r d r o x y
- t r i p a L m i d e ∫ an d m e t a b o l i t e

(3) e x o お よび e n d o 8 - h y d r o x y
- t rip a m id e , お よび代謝物の

13 C - N M R の ケミカルシフ ト

合成した 8
- h y d r o x y

-

t r i p a m i d e , お よび代謝物の
1 3

C - N M R の cb e I Ⅵi c a l s bif t s をT a bl e 1

- 2 に 示 した ｡
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モ
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2
N O

2
S

'

3
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5
一

ち

ノブ

8 3 ′

l
√ 0 0 N H N

2
‥

ァ 5

8 - e x o ･ O H T D S

c
l
, C 7 ･ 0

.
, C

.
1 C 5 , 0

6
. C

,
, C . C

2
C
,
O
5
C
6
C
,
C
8
C
,
C
1 0

T O S 1 3 4 . 1 1 2 9 . 1 1 4 2 , 0 1 3 2 .5 1 3 2･.4 1 3 2 . 4 1 5 3 . 5 4 1 . 5 4 2 . 5 5 5 . 4 5 5 . 4 4 2 .5 4 l . 5 2 4 . 5 2 4 . 5 4 2 . 5

8 ･ e r)d o
･

O H T D S 1 3 4 . 6 1 2 9 . 2 1 4 2 ,3 1 3 3 . 0 1 3 2 , 7 1 3 2 . 7 1 6 4 . 5 4 2 , 4 4 1, 5 56 . 3 5 5 . 6 4 1 . 1 4 5 . 8
7 4 , 3 3 3 . 1 ヰ0 .3

8
- eJ W ･ O H T D S 1 3 4 . 0 1 2 9 .2 1 ヰ2 . 1 1 3 2 . 8 1 3 2 , 6 1 3 2 . 6 1 6 3 , 5 4 3 . 0 4 2 . 2 5 5 . 6 5 4 . 8 4 1 . 3 4 9 . 5 6 9 . 2 3 7 . 4 3 8 . 5

M ●tAb olit e 1 3 4 . 0 1 2 9 .2 1 4 2 . 1 1 3 2 . 8 1 3 2 . 6 1 32 .6 1 8 3 . 5 - J - j
5 5 . 8 54 . 8 - ･ J

4 よ5 6 9 . 2 3 7 . 4 3 8 . 5

&: N o t A S S lg n ab l e

T a b l e 1
-

2
1 3
c c h e m i c a l s h i f t s o f 8 - e n d o - o r e x o -

b y d r o x y
-

t r i p a m i d e , a n d m e t a b o l i t e

-

1 8
-



T a bl e ト2 から明らかをように , T ri p a m i d e に 比 べ て ,
a r o m a ti c r i n g の 炭素 の ch e m i c al

s fi t は 両化合物とも変ら か ､ が, T r i c y cl? d e c a n e r in g の 炭素 に変化が認められた ｡

水酸基の置換した炭素である α位 C 8 は4 4 . 7 - 49 . 8 p p m , β位 C 9 は8 . 6 - 1 2 . 9 p p m , C 7 は

4 . 3 - 8 p p m 低磁場 シ フ ト して い る の に対 して, C l ｡ は e n d o 配置 が2 . 2 p p m , e x o 配置が 4

p p m 高磁場シ フ トした ｡

立体的に込み合 っ て い る 2 偶 の 原子がそれ ぞれ の V a n d e r W a a l s 半径ま た は そ れ以下

の距離 にある場合は C - H 結合の 電子は分極を受けて高磁場 シ フ トする立体圧縮 シ フ ト効

果が報告されて い る ｡
30

-

34 )

し た が っ て C I O が よ り高磁場シフ トした e x o 8
- hy d r o x y

-

t r i p a mi d e の 水酸基が e x o 配置

である ことが確認された｡

代謝物は量的に少を い ため a s si g n で きを か っ た シグナ ル が認められたが , 他 はす べ て

e x o 8
- h y d r o x y

- t r i p a mi d e と
一

致 し た ｡ し た が っ て代謝物は e x o 8
- hy d r o x y

-

t r i p a m i d e と

同定 した｡

3
-

2 水酸化反応 の同位体効果と立体選択性

8
,
9 -

e x o
-

ci s
- D 2

- T r i p a m i d e (0 . 2 3 6 F L m Ol) お よび非標識 T rip a m i d e を基 質 に 用 い て,

N A D P H 生成系肝 ミ ク ロ ゾ ー ム ( ミ ク ロ ゾ ー

ム 蛋白量1 . 2 4 m ダ) に お け る 3 お よび 8 - h y d r o ･

Ⅹy
-

t r i p a m i d e の 生成速度を比較検討 した｡ ( F i g . 卜 14)

?s
'

捻H 2 N O 2 S

e - h y d r o x y - t ri p 4 m id e

1 0

T i m e( mi n .)

2 0

⊂力 0 .2 0 0
≡
＼

∽

C)

⊂〉

∈

⊂

o .1 0 0

c .

D

N

D

#

ぎL O ･1 0
､

＼

∽

(D

O

≡

⊂

o .o 5

3 - h y d r o x y
-

t ri p & m l
'

d e

1 0

T i m e( m i n .)

2 0

… t rip a m id e

ム ー 止 D 2 - t ri p a m i d e

F i g ･ 1. -1 4

T h e e f f e c t o f i s o t o p e o n t r i p a m i d e h y d r o x y l a t i o n

b y m i c r s o m a l p r e p a r a t i o n

-

1 9
-



8
- h y d r o x y

-

t r i p a mi d e の 生成速度 に 2 倍 の同位体効果が認められた o し た が っ て 8
-

水酸化

床応 は e x o 配置 から立体選択的に起 り, し かも水素の 引き抜きが反応の 律速に を い て い る こ

とを示して い る｡
一

方 3
- hy d r o x y

-

t r i p a m i d e の 生成は非標識 T rip a mi d e を基質 に用 い た時と

比 べ て変らをか っ た｡

同様を こと が, 3 , 5
- D .

-

I s o i n d o li n e - T r i p a m i d e を基質 に伺 い た時 の 3
- h y d r o x y

-

t r ip a mi d e

の 生成 に も認められた. ( F i g .1
-

9)

し た が っ て A lip h a ti c c a r b o n ヘ の 水酸化反応 に は同位体効果が報告されて い る
26 ･ 27 ) ご とく

T r i c y c l o d e c a r l e r i n g の 水酸化反応 にお い ても同様をこと が認められた｡

-

2 0
-



第4 章 T r盲p a m i d e の偲謝経路

4 - 1 肝ア リ ー ル ア ミダ ー ゼ によ る加水分解

実 験 方 法

1 . ア リ ー ル アミダ ー ゼ活性の測定

ア リ ー ル ア ミ ダ ー ゼ晴性は, 反応溶液とし て
14

c - T ri p a mi d e (0 . 3 2 FL m O l e s) 0 . 2 m A
,
0 . 2 M

T r i s - H C l b u ff e r (p H 8 . 0) 1 m 朗口え
,
37 ℃ でイ ン キ エ ペ

-

ト後
,
反応溶液0 . 0 1 m P を T L C に

ス ポ ッ ト した ｡ 展開溶媒 ベ ン ゼ ン/ メ タ ノ
ー

ル/ 酢酸(80/2 0/ 5 ) で展開後 ,
オ

ー

ト ラ ジオグラ フ イ

- をと り
,
T r ip a 血id e お よびC S B A の R f 値に相当する部分をかきと り放射能を測定 した｡

2 .
0 - E t h y 1 0

-

p
- nit r o p h e n yl p h e n y p h o s p h o n o t hi o a t e ( E: P N) に よる阻害実験

E P N ( E . Ⅰ. d u p o n t d e N e m o u r s C o , 純度9 5 % 以上) を エ タ ノ ー ル / プ ロ ピ レ ン グ リ コ

-

ル (2 / 8) の 溶媒 に と かし, 0 . 2 7 n D を反応溶液に加えた ｡

3 . ウ サギ肝ミクロ ゾ
ー ム からの肝アリ

-

ル アミグ
ー ゼの精製

35)

0 . 25 M S u c r o s e で1 0
0
/ o 肝 ホ モ ジネ

- トを調製し, ミ ク ロ ゾ
ー ム 分画を得て それを凍結事乞侵

したo ミ ク ロ ゾ
ー ム 蛋白あたり 0 . 1 m グ の コ

ー ル 酸を加 え, 37 ℃, 3 0 分間イ ン キ ュ ベ
- ト後,

10 0
,
00 0 グ , 6 0 分間超遠心分離 し, 可溶化上澄を得た . こ の40

- 7 0 0/ o 飽和硫安分画を採取 し
,

沈澱を0 . 0 5 M T r i s - H C l b u ff e r (P H S . 0) に溶解し, S e p b a d e x G - 7 5 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ
ー で脱塩 した ｡ つ い で D E A E S e p b a d e x A 5 0 カ ラ ム に吸着さ せ , T r i s

-

H C l b uff e r で洗

減後, 0 . 1 M N a C l を含む b uff e r で溶出し
,
つ い で 0 . 2 M に塩濃 度を上 げる こ と に より目的

とする酵素活性を有する蛋白を溶出した ｡ ゲ ン ブラ ン フィ ル タ
ー で脱塩濃縮 したもの を 剛 ､

た ｡ 以上 の 操作よ り得られた酵素標品は千葉大学薬学部薬物学教室佐藤哲男助教控 より供与

され たo 比活性は
･ミ ク ロ ゾ ー ム の 23 倍 で ,

こ れを1 0 倍 に b uff e r で 希釈 して用い たo (0 . 47 U

/ m ?)

実 験 結 果

I .
0 - E t h yI 0

-

p
- nit r o p h e n yl p h e n y lp h o s p h o n o t i o a t e ( E P N) に よる

T rip a m id e 水解反応の阻害

佐藤 ら
36) の 報告 によれば, E P N は P e p ti d a s e を全く阻害せず, A c e t a n i li d a s e に 対 して は,

1 ×1 0
-

4

M 以下で は阻害せ ず
,
I s o c a b o x a z i d a m i d a s e ( ア リ ー ル ア ミ ダ ー ゼ) に対 しては 1

×1 0
- 4

M , 1 ×1 0
- 5
M でそれぞれ66 . 8 , 2 5

0
/b 阻害する .

そ こ で i n v i t r o 肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム に お ける T r i p a m i d e の 代謝活性に及ぼす E P N の 影響を検

討した ｡

F i g . 1
-

1 5 から明らかをように, 8
- h y d r o x y

-

t r i p a mi d e の 生成はほとん ど阻害さ れ か
､ の に

対して
,
C S B A の 生成は E P N 濃度 1 ×1 0

‾ '

,
1 ×1 0

-

6

, 1 ×1 0
‾

S

,
1 ×1 0

‾ 4

M で それぞれ

-

2 1
-



0 0

0
L ～

～

【:

0

: 5 0
0

㌔

167 1 0
- 6
16
5
16
4
10

- 3
M

E P N c o n c n .

F i 富 ･ i
-

1 S ･ T h e ～
,

al u e s a r e e x p r e s s e d a s p ?
r c e n t a g e o f c o n t r ol a c tivi t y f r o m t h r e e e x p e ri m e n t s u s i n g r at li v e r

rn i c r o s o lユーe S ･ 8 - h y d r o x y - t r ip a mi d e fo r m a ti o n ( △
-

△); ヰー C hl o r o - 3 - s u l p h a m o ylb e n z oi c a ci d

( C S B A ) fo r m ati o r l ( ㊨ -

㊨) .

2 9 , 47 , 5 3
,
5 0 % 阻害された ｡

2 . 精製アリ
ー

ル アミダ
ー ゼ に よる T ri p a m id e の 水僻

精製ア リ
ー ル ア ミ ダ - ゼ (0 . 4 7 U / m g ) の p H 8 . O T r i s I H C l b u f f e r 懸濁液0 . 1

,
0 . 2

,
0 . 4

,

0 . 6 m P を用 い
,

1 4

c - T r i p a mi d e (0 . 32 /∠ m o l e s) を基質に して, 3 7 ℃ ,
1
,
2
,
2 4 時間イ ン キ

ュ
ベ - 卜 し た o ( F i g . 1

-

1 6)

0 0

U1

4 I

コ

q]
>

三 5 0
⊂

()
U

.

0

i

1 2 2 ん

I n c u b a tio n ti m e = 1)

F i g . ト 1 6 ･ T h e v a lu e s ( a) di s a p p e a r a n c e o f t ri p a m i d e a n d (b) a p p e a r a n c e o f C S B A , a r e E
x p re s s e d a s

p e r c e n t a g e r el ati v e t o c o n t r ol v al u e s a ft e r i n c u b a ti o n w it h o u t e n z y m e . T h e p a rt i ally p u ri 丘e d

a r yla m id a s e ( 4
･

7 u n it s/ m l; S at o h a n d M o r o i 1 9 7 2) o b t ai rl e d fr o m a r a b b it m i c r o s o m al p r e p ar a ti o n s

w a s s u s p e n d e n d in t ris - H C l b u ff e r ( p H 8 ･0) , 0 ･1 m l ( ○ - ○) . 0 ･2 m l ( .x -

×) , 0 ･4 m l ( △ -

△) a ll d

O
･

6 m l ( ロ ー

□) e n z y m e p r e p a r a ti o n s w e r e u s e d r e s p e c tiv el y .

F i g . 1
- 1 6 か ら 明ら かをよう に

,
ア リ ー ル ア ミ ダ ー ゼ に よ り T r i p a m i d e は 水解さ れ, C S B

A が生成した ｡ T r i p a m i d e の 減少 に相当する C S B A が生 成し て い る こ とから, T r i p a m i d e

の 水解反応以外の 反応 は起きて い を い こ と が示され た｡

- 2 2 -



F i g . 1
-

16 に 示 す が ご と く
,
酵素 量 の 増加に応じて

,
C S B A の 生成が増加した ｡ T r i ･

p a m id e は p H 8 . 0
,
0 . 2 M T r i r

- H C l b u ff e r の み でイ ン キ ュ ベ
-

ト した時は , 全く 変化 しをか

っ た ｡

以 上の 事から ,
T r i p a m i d e の 水解反応には肝ア リ

ー ル ア ミ ダ ー ゼ が関与し て い る もの と考

えられる ｡

血祭中に は種々 の エ ス テ ル化合物をはじめ, P r o c a i n a m i d e の ようを ア ミ ド結合の 水解酵

素が存在する こと が知ら れて い る｡

そ こ で T r i p a m id e の 水解が血奨中で起 こる か否かを検言寸した｡ ウ サ ギお よび モ ル モ ッ ト か

ら得た血祭1 m P に
1 4

c - T ri p a mi d e (0 . 32 FL m O l e s) を加え ,
37 ℃ で 1 時間イ ン キ エ ペ

- 卜 した

が
,
い ずれ の 血祭を招 い て も T r i p a m id e は 水解されをか っ たo

l s o c a r b o x a z i d も血奨で はほとん ど水解され か 1 こ と が報告され て い る ｡ 37 ∋

T r i p a m id e が肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム 中の ア リ

ー ル ア ミ ダ ー ゼ で水解される こと を明 らか に したが,

代謝物 8
- h y d r o x y

-

t r i p a rrli d e お よび C S B H も T r i p a m id e 同様 に肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム で水解され

る か否を検討 した｡ T r i p a mi d e の み が水解され ,
8 -h yd r o x y

-

t r ip a mi d e お よび C S B H は 水解

されをか っ た ｡

4
-

2
一 酸化炭素お よびチ トクロ ー ム P - 4 5 0 抗体による阻害

実 験 方 法

1 .

-

酸 化炭素阻害実験

反応酒癖を密栓 バイ ア ル ピ ン に 入れ ,

バ イ ア ル内を
一

酸化炭素/ 酸素 (8 0 / 2 0) の 混合ガ

ス で置換 し, 実験 を行 っ た｡

2 . チ トク 口 - ム P - 4 5 0 抗体 による阻害

w i s t a r 系雄性 ラ ッ ト ( 体重20 0 ダ) から常法に従 っ て ミ ク ロ ゾ
ー ム 分画を調整 した｡

I n c u b a ti o n mi Ⅹt u r e は G
- 6 -

p 2 0 p m o l (0 . 1 m P)
,
N A D P 0 . 8 p m o l (0 . 1 m P) G

- 6 - P d e hy -

d r o g e n a s e 5 u n i t s (0 . 1 m P) 0 . 05 p h o s p h a t e b u ff e r ( p H 7 . 4) O 1 2 m B
1 4

c - T r i p a 7Tli d e O ･ 23 6

p m o l (0 . 2 m P ) mi c r o s o m e p r e p a r at i o n 0 . 05 m P (0 ･ 3 5 m ダ P r O t e i n , P
-

4 5 0 c o n t - n t s ; 0 ･ 5 1 n

m o l/ m P) で ある ｡ あら か じめ調整した
38 州 チ ト ク ロ

ー ム P - 4 50 お よび P - 44 8 抗体 (千葉大

･ 薬
･

北 田光
一 助手 より供与) を所定の濃度添加後10 分間 p r e

-

i n c u b a t e す る｡ その 後,
N A

D P H 生成系を加 えて ,
3 7

o

,
3 0 分間 i n c tlb a t e し た ｡ エ

ー

テ ル 2 0 m P を加 え て 反応を停 止し
,

エ ー テ ル 層を減圧下濃縮乾回し, H P L C に よ り分析した ｡

実 験 結 果

(1)
-

酔化炭素による T ri p a m id e の水酸化反応の阻害

肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム に お ける T r i p a m i d e の 水酸化反応に及ぼす

一 酸化炭素の 影響を T abl e l

- 3 に 示 したら

T a ble l -

3 か ら 明 らかをように , A n ili n e 水酸化活性が5 5 % 阻害される条件下で, 3
- hy d r o x y

- t r i p a mi d占の 生成が45
0/a
,
8

- hy d r o x y
-

t r i p a m i d e の 生成が90
0/o 阻害されるの に対し て, C S B

-

2 3
-



A の 生成は ほとん ど阻害さ れをか っ た｡

T r ip a rrli d e の 水酸化反応が
一

酸化炭素で阻害さ れる こと から
,
こ の 反応は肝 ミ ク ロ ゾ ー

ム に局在する チ ト ク ロ ー ム P - 45 0 が 関与して い る こ と が推察され た｡

T a b le巧 -3 E ff e ct o f c a rb o l l m o n o x id e o n t h e h y d r o x yl a ti o n o f t rip a m i d e o r a n ili n e b y r a t li v e r m ic r o s o m al

p r e p a r a ti o n .

M e t a b o lit e f o r m e d ( n m o l/ g li v eを p e r 3 0 m in )

M et a b o lit e

N
2/ 0 2 C O / 0 2 I n hib iti o n

( 8 0 : 2 0) (8 0 : 2 0) ( ㌔)

♪- A m i n o p b e n o 1

3 1 H y d r o x y - t r lP a m id e

8 - H y d r o x y
-

t r lp a l T li d e I

ヰー C hl o r o - 3 - s u l p h a m o )
,1b e I T Z O i c a c id ( C S B A )

1 3 9 9 6 3 6 5 5

45
･

9 2 5 ･4 4 5

3 9
･

3 4
･

0 9 0

5 4
･

6 4 7
･

7 1 3

T h e m e a n I - alし1 e S O r tl- F e e e x p e ri m e n t s a r e e x p r e s s e d a s n m ol p e r g li v e r p e r 3 0 m i n .

(2) チ トクロ ー ム P - 4 5 0 抗体に よる T rip a m id e の 水酸化反応の阻害

肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム に お ける T r i p a rrli d e の 水酸化反応 に及ぼすチ ト ク ロ

ー ム P -4 50 お よ び

P - 4 4 8 抗体 の 影響を F ig . 卜 1 7 に 示 した ｡

〈

㌔
､ ー

1 0 0
> ヽ
■ - ▲

'

>

-

8 0
:こ
U

ro 6 0

空 4 0
1コ
●

蒜 2 0
¢
亡こ

2 4 6 8 1 0 1 2

a n ti ･ P ･4 5 0 1 G

( m g / m g M s p r o t e i n )

一o o

8 0

6 0

4 0

2

h 田 ‾ ℡

＼
㌧
○

＼
○
＼ ◎

2 4 6 8 1 0

a n tトP ･4 4 8 I G

( m g / m g M s p r o t e i n )

Fig 1 1
-1 諏 鮎 ct o f a n ti - P -4 50 o r a n ti - P - 44 8 o n t ri

p
a mi d e h y d r o x yla tio n .

L iv e r mi c r o s o m e s fr o m n o r m al r at w e r e p r e in c u b a t ed w ith v a ri o u s
'

c o n c n . o f a n ti _ P -4 50 I G

(5 8
'5 r r Lg p r ot ei n/ m li n lO m M p h o s p h a t e ( p H 7

･4) c o n t a享nin g 2 0 % a q ･ gly c e r ol) o r a n ti - P -4 4 8 J G
(3 0

'O m
g p
r o t ei n/ m l i n s a m e b u ffe r) fo r lO m in ･ M ic r o s o m al

p
r o t e i n c o n c r l . W a s O ･35 m g fo r th e

a s s a y . 政一 一 周 , 3 - h y d r o x yl a ti o n ; ㊨ - ㊨ , 8 -h yd r o x yl a tio n .

F i g . 1 - 1 7 か ら明らかをように ,
8

- b y d r o x y l a ti o n は チ ト ク ロ
ー ム P - 45 0 お よび P - 4 48

い ず れ の抗体 によ っ て も阻害される の に対 して, 3
- h y d r o x y l a ti o n は ほ と ん ど阻害 されを

か っ た｡ こ の こ と から T ri p a mi d e の 8
- h y d r o x y l a ti o n は チ ト ク ロ

ー ム P 1 45 0 が 関与して い

る こ とが明らかであり ,
3 - b y d r o x y l a ti o n は C O で阻害される ことからチト ク ロ

ー ム P
-

4 5 0

が 関与し て い る こ と が示唆さ れた が, 用 い た チ ト ク ロ
ー ム P - 45 0 抗体 に より阻害 されを い

こ と から
,
T r i p a mi d e の 3

- hy d r o x y l a ti o n は 8
- h y d r o x y l a ti o n と は別個の P

-

4 50 種 が関与

して い る こ と が推察さ れた ｡

4 - 3 フ ェ ノ バ ル ビタ ー

ル およびメ チル コ ラ ンス レン 投与 に よる影響

p B および M C を前処理 した場合 に は , 基質特異性の 異をる P
- 4 50 が 誘導される こと が知

られて い る｡ 前者は P
-

45 0
,
後者は P -

44 8 と 呼ばれて い る ｡

-

2 4
-



そ こ で T ri p a m i d e 水酸化反応 には P
- 4 5 0 種 の うち, どちら の P A 50 が 関与 し て い る かを

明 らか に する ため に ,
P B お よび M C を ラ ッ ト に前処理 した肝ミ ク ロ ゾ

ー ム を用 い て , T r i ･

p a m i d e の 代謝活性を検討 した｡

実 験 方 法

1 .
P h e n o b a r b it a [ ( P B) お よび 3

- M e t h y l c h
o L a n t h r e n e ( M C) 処理

w i s t a r 系雄性 ラ ッ ト ( 体重1 3 6
-

1 4 9 g ) に P B
I N a 塩 (8 0 丁呼/ kグ) の 生理食塩水溶液ある い

は M C (40 m ダ/ kグ) の C o r n o il 洛液を毎日 1 回, 3 日間 ,
腹腔内投与し, 最終投与24 時間後

に溶血し て殺した ｡

実 験 結 果

p -4 5 0 量 は P B 投与で2 . 3 倍 , M C 投与で1 . 7 倍 に増加したo b s 量 は P B 投与 では変化をか

っ た が M C 投与で約20
0/o 増加した｡ A m ir l O p y r i n e N

- 脱 メ チ ル化活性 は P B 投与で2 . 8 倍 に上

昇した が M C 授与で は変わらをか っ た｡

T r i p a mi d e は , P
- 45 0 と結合すると T y p e l の 基質差ス ペ ク ト ルを示 すo

T r i p a m i d e の P ぺ5 0 結合量は ,
P B 投与で1 . 5 倍 に増加したが M C 投与 で は変 わ らを か っ

た｡

以上 の ごとく
, 本実験 に お い て P B お よび M C 投与 に よる典型的を誘導現象が観察された o

そ こ で こ の条件下で T ri p a m i d e の 代謝 に つ い て検討 した｡ ( F i g .1 - 1 8)

3 - h y d r o x y
-

t r i p a mi d e の 生成は P B 投与で約30
0/o 減少し

,
M C 投与で約5 0

0
/ o 増加 した｡ 8

-

h y d r o x y
-

t ri p a m i d e の 生成は, P B 投与で変わらず, M C 投与で約4 0
0
/o 増加し たo C S B M の

生成は
,
P B お よび M C 投与で い ずれも対照群と変わらをか っ た ｡ C S B A の 生成は P B 投与

で約5 0
0
/ o 増加傾向を示 した が, M C 投与では変わらをか っ たo

a)
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d)

F ig . 1 i1 8 E ff e c t o f t h e t r e a t m e n t o f r a t s wi t h p h e n o b a r bit o n e o r 3
-

r Tl e t h yl ch ol a r lt h r e n e o n t h e

m et a b o lis m o f t rip a m id e ･

s ig n i丘c a n tl y d i庁e r e n t fr o m c o n t r o l;
* P < 0

･

0 5
,

* * P < 0
･

0 1 ･ E a ch v al u e r e p r e s e n t s th e

m e a n ±s . E . M . ( ” - 3) f o r ( a) 3 - h女d r o x y - t ri p a m i d e , ( b) 8
- h y d r o x y

- t rip a m id e ( c) 4 - c hl o r o -

3 - s ul p h a m o ylb e n z a m i d e ( C S B M ) a n d ( d) 4 - c h lo r o
- 3 -

s ul p h a m o ylb e n z o i c a cid ( C S B A);

E = コ p h e n o b a rb it o n e EZ Z Z2 Z13
- m et h yl c h o l a n tl ,

.

r e n e ⊂ = = コ c o n t r o l I

-

2 5
-



以上の ごとく T ri p a m id e の 水酸化晴性は M C 授与で誘導さ れる ことか ら, 水酸化反応 に は

P -

4 5 0 種 と して P
-

4 4 8 が 関与 し て い るも の と推察される ｡ 肝 ア リ
ー

ル ア ミ ダ ー ゼ は P B 投与

で誘導され る こ と から,
3 1 ' T r i p a m id e の 水解も P B 投与で誘導さ れ たもの と考えられる｡

4
-

4 加水分解と水酸化反応の代謝種差

T rip a m i d e は肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム に 局在する ア リ

ー ル ア ミ ダ ー ゼ に よ っ て 加水分解さ れる
一

方,

チ ト ク ロ - ム P
- 45 0 に よ っ て水酸化される ｡ 両酵素に つ い て は種差が認め られ る｡

41
･
4 2'

そ こ で
,
i n v it r o に お い て

,
マ ウ ス

,
ラ ッ ト

,
モ ル モ ッ 卜, ウサ ギ

,
イ ヌ お よびヒト の 肝

ミクロ ゾ - ム を用 い
,
T r ip a mi d e の 加水分解活性と水酸化活性 に つ い て検討した ｡

実 験 方 法

I . 使用動物

マ ウ ス は d d Y 系 8 週令 (体重3 1 - 33 ダ) , ラ ッ ト は W i s t a r 系1 0 週令(体重2 50
- 2 70 グ) モ

ル モ ッ ト H a r tl e y 系12 週令(体重43 0
- 4 5 0 ダ) ウ サ ギ白色在来種 (体重2 . 7 kダ) お よび稚犬(体

重10 kダ) で各種とも雄性動物を用 い た o ヒ ト肝 は慶応大 ･ 医 ･ 薬理学教室鎌滑哲也助教授よ

り供与さ れた｡

2 . 肝 ミク ロ ゾ
ー ム分画の調製

肝 を1 . 1 5 0/ o K C l で濯読後, 0 . 05 M り ん酸緩衝頼
- 1 . 1 5 0/o K C l (0 . 1 m M E D T A 含有) p H 7 . 4

に て2 5 0/ o ホ モ ジネ - トを つ くり9 00 0 ダ , 2 0 分間, 遠 心分離 した ｡ そ の 上滞をさらに10 50 00 ダ,

6 0 分間超遠心分離 し, そ の ペ レ ッ トをミ ク ロ ゾ
ー ム 分画と

1 した . を お ヒ ト に お い ては原発性

肝癌 および涙腺癌の 肝転移の 手術時に摘出した肝の 正常組織部位, お よび脳動脈癖死後 1 時

間30 分後 に摘出した肝 を直ちに - 8 0
o

に 保存 したもの を用 い た ｡ 使用時に1 .1 5 0/o K C l で20 0/ a

ホ モ ジネ
- トを つ く り, 同様 に して ミ ク ロ ゾ - ム 分画を調製 した .

3 .
T ri p a m id e の 代謝活性の測定

基質と して ,

1 4

c - T r i p a mi d e ( 比放射能1 8 . 6 7 p C i/ m ?) を用 い たL｡ ミ ク ロ ゾ
ー ム 分画を p H

7 . 4 0 . 0 5 M り ん酸媛衝液
- 1 . 1 5 0/ o K C l (0 . 1 m M E D T A 含量) に 懸濁 し, 酵素標品とした ｡

反応溶液の 組成は M g C 1 2 50 p m o l e s ( 0 . 1 m A) , N A D P O . 8 F L r n O l e s ( 0 . 1 m B) G - 6 - P 2 0 p m o l e s

( 0 .1 7 n B) , G
- 6 - P d e h y d r o g e n a s e 5 u n i t s (0 . 1 m 9) ,

1 4

c - T r i p a m i d e (0 . 37 6 p m ol e s) 0 . 2 m B
,

ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁液 ( 3
- 7 m ダp r o t e i n / m B) 1 m A で ,

, 全量を1 . 6 仇A と し た ｡ 37
o

,
3 0 分間イ

ン キ ュ ベ ー 卜 し た反応液 に エ ー テ ル20 m B を加え
,
20 分間振達した後,

25 00 r . p . m . で 5 分間

遠心分離する｡ 未変化体 および水酸化代謝物の抽出を充分に行うため 2 回抽出操作を繰り返

した o さ ら に加水分解産物 C S B A を抽出するため 2 M 酢酸 一

塩酸緩衝液 1 m 9 を加えて
, p H

2 . 0 に 調整し, エ
ー テ ル2 0 m P で 2 回抽出した o エ

ー

テ ル を濃縮乾回して 得た残漆 にメ タ
- ル

ヽ

0 . 5 仇P を加え て溶解後ジア ゾ メ タ ン を加え , 2 時間放置し ,
C S B A をそ の メ チ ル エ ス テ ル と

して定量 に供 した ｡

-

2 6
-



4 . 代 謝物の定量

未変化体 , 水酸化代謝物 (3
- h y d r o x y

-

t r i p a mi d e お よび8
- h y d r o x y

-

t ri p a m i d e) お よびC S

B A メ チ ル エ ス テ ル は T L C で展開後オ ー ト ラ ジオグ ラ ム を作成し, a u t h e n ti c 化合物 に相当

する代謝物の R f 値部分をかきとり, 放射能を測定した ｡

A n il i n e の 水酸化括性 ,
A m i rl O P y r i n e お よび B e n z p h e t a mi n e の N

-

脱 メ チ ル 化活性 ,
チ トクロ

ー ム P - 45 0 量 の測定は常法通りである ｡

5 .
】n c u b a ti o n m i x t u r e の 組成

ヒ ト肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム 0 . 5 m ダ

b u ff e r 5 0 m M

E D T A 0 . 1 m M

s u b s t r a t e 50 p A

A n i li n e 5 m M

B e n z p b e t a m i n e l m M

A m i n o p y r i n e 5 m M

M g C l 2 1 0 m M

N A D P 0 . 5 m M

G - 6 - P 5 m M

G - 6 - P d eもy d r o g e n a s e 0 . 5 u n it

T o t a l 0 . らm p

著者の 用い た ヒ ト肝 ミ ク ロ ゾ
- ム は A n ili n e 水酸化活性, B e n z p h e t a mi n e N

-

脱 メ チ ル 化

活性, A m i n o p y r i n e N - 脱 メ チ ル 化活性を示した ｡ すをわち A nili n e 水酸化活性値 (
o ･ 5 6 n

m o l e s/ m ダ/ m i n) は S u lt a t o s a n d V e s e ll
4 3' の 報告して い る値 (0 ･ 3 1 - 0 ･ 36 n m o l e s/ m g / m i n)

に 良く近似して お り, A mi n o p y r i n e N
- 脱 メ チ ル化活性値(2 . 88 n m o l e s / 呼/ mi n) は B o h r ら

44 '

の 結果 ( 2 . 59 ±0 . 2 8 n m o l e s/ m ?/ mi n) と 良く
一 致 して い た｡ ま た チ ト ク ロ

ー ム P - 45 0 量 に つ

い ても S u l t a t . s らの 結果 (0 . 25 - 0 . 5 5 n m o l e s/ m g) お よび B oh r ら の それ(0 ･ 3 9 ±0 ･ 1 4 n m ol e s

/ m グ) と良く
一 致 し て い た ｡

実 験 結 果

各種動物の肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム に お ける T r i p a m id e の 加水分解晴性と水酸化活性を T ab

l e 卜4

に 示した ｡

T a b l e 1 - 4 . S p e c i e s d i f f e r e n c e o n t b e 九y d r o x y l a t i o n

o r b y d r o l y s i s o f t T i p a m i d e

A n i m a l s ニ; t
ip

a b:三三; e d ;i: p
y d
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t
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d
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x
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肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に お ける T r ip a m i d e の 加水分解活性は動物種 に より異をり , ラ ッ ト が最も

高く以下
,
ウ サギ ,

モ ル モ ッ ト, マ ウ ス の 順で ,
ヒ ト およびイヌ が最も低か っ た ｡

ヒ ト肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム に お ける T r i p a m i d e の 加水分解活性をラ ッ ト の それと比較すると ,

ヒ

トは ラ ッ ト に 比 べ て約1/2 0 と低値を示 した｡ 肝 ホ モ ジネ
- ト に おけるI s o c a r b o x a z i d e の 加水

分解活性 は ヒ トは ラ ッ ト に比 べ て 約% で あ り, T r ip a m i d e 分解晴性 の場合には と 卜およ び ラ

ッ ト間の 差異が著 し い こ と が言忍められ た｡

一 方 水酸化徳性は ,
ラ ッ ト > モ ル モ ッ ト > ウ サ ギ の 順で ,

つ い で マ ウえで ,
ヒ ト およびイ

ヌ は最も低か ? た ｡

ヒ ト と ラ ッ ト に つ い て , 水酸化活性と加水分解晴性を比較すると ,
ヒ ト の 水酸化活性は加

水分解活性に比 べ て 6 . 3 倍高 い ｡
一 方 ラ ッ トの 場合は水酸化活性 / 加水分解活性の値は 2 . 5

で あ る こ と から ,
ヒ

■

ト は ラ ッ ト に 比 べ て
,
加水分解反応よりも水酸化反応の 方が優先的に起

る こ とが推察された ｡

-

2 8
-



第5 尊 者 察

ラ ッ ト の 尿中から A m b e r li t e X A D - 4 カ ラ ム ク ロ マ ト お よび シリ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トを

組合せ ,
効率良く代謝物の単離 ･ 精製を行うこと ができた ｡

4 種 の 標識化合物を合成し ,
互 い に組合せ る こと に よ っ て , 代謝物の構造決定に大きく寄

与した ｡ すをわ ち 4 1 C h l o r o
-

3
-

s u lf a m o y l b e n z o y l m o i e ty を有する 代謝物は マ ス ス ペ グ ト測

定から構造を推定し, 別途合成した標品との 同位体希釈分析 に より同定 した｡ 水酸化代謝物

に つ い て は マ ス ス ペ ク
'
ト ル測定より ,

T r i c y c l o d e c a n e r i n g に 酸素 が導入 さ れた ことを確か

め
, 水酸基 の位置に つ い て は最も水酸化を受けやす い 位置を重水素および三重水素で標識し

,

そ れらの 化合物を用 い て ,
水酸化代謝物の

3

H /
1 4

c の 値 , 肝 ミ クロ ゾ
ー ム に お け る代謝拘の 生

成速度 に及ぼす同位体効果から決定した ｡ こ の方法 は A liph a ti c 炭素を持 つ 立体的を化合物

の 代謝物の構造決定に有用を方法と考えられる｡

水酸化代謝物の うち m a i n である 8
-

b y d r o x y
-

t r i p a m i d e の 水酸基の 配置を決定す るため ,

e n d o お よび e x o 配 置 の 8
- h y d r o x y

-

t ri p a m i d e を立体選択的に合成する方法を確立した ｡ こ れ

に よ っ て
, 代謝物が e x o 配置である こ とを決定しキ｡ ま た 8 , 9

-

e x o
-

c i s
- D 2 - I s o i n d o l i n e - T r i -

p a mi d e を合成し ,
そ れを用 い て肝 ミ ク ロ ゾ

ー ム に お ける 8 - h y d r o x y
- T r ip a mi d e の 生成速度

に 同位体効果が認めら れる こと から, 立体障害の 少を い e x o 配置から立体特異的 に水酸化が

起る こと を証明した o B i c y cli c を ノ ル ポ ルネ ン の 水酸化は e x o/ e rld o (3 . 4 /1) と報告さ れ て い

る
2 7)
の で

,
T r i c y c li c を T r i p a m i d e の 水酸化は より選択性が高かめ られ, 立体特異的水酸化

が起るもの と推察され る｡ さら に T r i p a m i d e の 水酸化は水素の 引きぬきが律速とを っ て い る

こ とが示 され
,
良く知られて い る A li p h a ti c 炭素 へ の 水酸化

45
･
>

と 同様 ,

＋

s メ カ ニ ズ ム に より

水酸化さ れるもの と推察 される ｡

同定 した代謝物の うち 4
-

c hl o r o -

3
-

s u lf a m o ylb e n z o yl m o i e t y を有する代謝物 C S B A , C

S B M お よび C S B H は T r i p a m i d e と 同等 の利尿活性を有する ことが報告されて い る o
45 ･46 ･ 4 7)

T r i p a m i d e の 水酸化に は肝 ミ ク ロ ゾ
- ム 中 の チ ト ク ロ

ー ム p -

4 5 0 が 関与して い る こ と を明

ら かにした が
,
3

- by d r o x y l a ti o n と 8
- b y d r o x y l a ti o n と は異 っ た P

- 4 5 0種 の関与 が示唆された ｡

こ の よう に水酸化の 位置 により P
-

4 50 種 が異をると い う報告は ,
H e x◆a n e の 1

,
2
,
お よび3

位水酸化4
B)
, B i p h e n y l の 2 ,

3
,
お よび 4 位水酸化

49
,
'

W a r f a r i n の 4
,
6
,
7

,
お よび 8 位

水酸化
5e )
等 にも認められる ｡

T r i p a m i d e の 3
- b y d r o x yl a ti o n は 窒素 に隣接した炭素 へ の 水酸化をの で ,

8
- b y d r o x y l a ti o n

の ようを C - C の 水酸化とは水酸化メ カ ニ ズム が異をる の かも知れを い ｡ こ の こ とは 3
- hy d r o -

Ⅹy l a t i o p と 8
- h y d r o x y l a ti o n の 同位体効果が , 前者が 1 ･ 6 倍 に対して , 後者 が2 倍と わずかで

はある が
,
3 - hy d r o x y l a ti o n に同位体効果が小さ い こ とから支持さ れる. すをわち, 3

- h y d r o
-

Ⅹy l a t i o n が水素の 引きぬ きが律速とをる割合が少を い ,
つ ま り

,
N -

o X i d e か ら 酸素の転移も

水酸化の メ カ ニ ズ ム に寄与して い る の かも知 れをい ｡

一

方 , ア ミ ド結合の 水解反応は肝 ミ ク ロ ゾ ー ム で行われ, P B 投与で誘導さ れ ,
ま た E P N

で阻害 された o さら に ウサギ肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム か ら精製した肝 ア リ

ー ル ア ミ ダ ー ゼ に よ っ て

T r i p a m i d e は水解される こ とから, 水解反応 には肝 ア リ
ー

ル ア ミ ダ
ー ゼ が関与 して い る こと

を示 し た｡ i n v i t r o 肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム に お い て は 8 - b y d r o x y

-

t r ip a m i d e お よびC S B H からは

-

2 9
-



c s B A が ほとんど生成されをか っ た こ と か らq S B A の 生成は ,
T r i p a m i d e か ら直接の 水解

反応 に よ っ て 生成するもの と考えられる ｡

以上をまと め
,
T r i p a mi d e の 代謝物の 代謝経路に つ い て F i g . 1 -

1 9 に 示 した ｡
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H
2
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Fig .1 ナ1 9 p o s t ul a t ed r n et ab olic p a th w a y s o f t ri p a m id e ･

T h e e n ヱy r n e S p a rticip atin g i n t h e m e t ab oli s m o f t rip a r nid e a r e irldi c at ed a s fQ u O W S; く也ⅢⅢH
a ryla m i d a s e , r r m n o - o x y g e n a s e ･ C o m p o u n d si n p a r e n th e s e sin di c a t e p r e s u m ed m e t ab olit e s .

代謝物 C S B H は , 3
- hy d r o x y

-

t r i p a mi d e か ら図0? カ ツ コ 内 に 示す推定代謝物を経 由し

て生成するもの と考えられる｡ ま た, T r ip a m i d e から C S B A が生成する際, 同時 に 4
- A mi ･

n o
- 4 -

a . z a
-

e n d o -

t r i c y c l o 〔5 . 2 . 1 .0
2
･
6

トd e c a n e ( A T D ) が生成すると思 われる○

ヒ ト はイ ヌ と同様に他の 動物 に比 べ て代謝が遅 い こ とが示唆され た｡ ま た ラ ッ ト に比
べ て

ヒ トは加水分解反応よ りむしろ水酸化反応 が優先する こと が示唆さ れ, T r i p a m i d e の 代謝経

路に種差 がある こと が示 された ｡

-

3 0
-



第2 編
74
C - アrip a m id e の倦内動態

ク ロ ル ス ル フ ォ ン ア ミ ド基を官能基に もつ 降庄利尿剤は数多く開発され て お り, こ れ らの 体

内動態 に お い て も多くの 報告がをさ れ て い る. し か しそ の ほとん どはサイア ザイ ド骨核を有し,

本骨核の 生体内での 安定性は極めて 高く, 多く は未変化体として尿中に排渦され る｡
9
,
”

,
15

L

'
一

方 サ イ ア ザイ ド骨核 を持 たを い化合物の 代如汗究はほと ん ど 如 ゝo
22 )
そ こ で T r ip a mi d e の 生体

内動態を明 らか にする目的でラ ッ トおよ び家兎に
1 4

C - T r i p a mi d e を投与し , 吸収 , 分布 , 代謝

および排滑 に つ い て検討 した｡

ま た T r i p a m id e は 動物 に お い て す みや か に C S B A と A T D に 加水分解される の で ,
C hl o -

r o s u lf a m o ylb e n z o y l の C a r b o n y l に 標識した
1 4

C - C a r b o n y ト T r i p a m id e と T ri c y c l o d e c a n r i n g の

3 お よ び 5 位 の 炭素を標識した
1 4

c -I s o i n d oli n e - T r ip a m i d e の 2 種 の 標識化合物を用 い て , ラ

ッ ト に おける吸 収, 分布 および排滑 に つ い て比較検討 した｡

第1 章 ラ ッ

分布,

卜および家兎にお ける
-4 C -

c a r b o n y トT rip a m id e の吸収,

代謝および排雅

実 験 方 法

I . 動 物

W i s t ar 系碓性 ラ ッ ト ( 体重20 0
- 25 0 ダ) を伺 い た Q

家兎 (班, ニ ュ
ー ジ ー

ラ ン ドホ ワイ ト, 体重 2 .
6 - 3 . 1 k ?)

3 . 投与検体の調製および投与量

1 4

c - T r i p a mi d e は ごく少量の 濃塩酸に とかし , 最終塩酸濃度が1 . 2 5 0/o に を る よう蒸留水で

希釈 し,
1 4

C - T r i p a mi d e の 経口投与の検体とした (
1 4

c - T r i p a m id e 1 ,岬/ m D) o 静脈内授与の

ため の 検体は ,
さ らに 水酸化ナ トリ ウ ム の 結晶を抑え, 約 p H IO に 調整 した検体を用 い た ｡

投与量は 5 m グ/ kダ と し て , ラ ッ トは17 時間絶食後経 口 ゾ ン デ に お い て軽 口 投与を行を っ た o

家兎の 場合は カ テ
ー テ ル に て胃内 へ 投与したo

静脈内投与は
,
ラ ッ トは大腿静脈に , 家兎は耳静脈に行 っ た ｡

4 . 血液, 尿 および糞の採取

1 4

c - T r i p a m i d e を授与後, 所定時間ごと にラ ッ ト尾静脈よ り0 . 0 5 m P の 血摘を採取 した o 家

兎は耳静脈よ り0 . 1 m B 採血 した｡

ラ ッ ト および家兎は個別に代謝ケ
ー ジ内で飼育し , 投与後所定時間ごと に 尿および糞を別

々 に採取 した o 静脈内投与家兎に つ い て は所定時間ごと に勝既に カ テ
ー テ ル を挿入 し て採尿

した ｡

- 3 1
-



4 . 臓器の採取

1 4

c - T r i p a m i d e 投 与後, 所定時間 ごと に ラ ソ ト お よび家兎を溶血して 殺し, 主要臓器を摘

出し
,
生理食塩水で 良く洗浄した ｡

5 . 胆汁の採取

ラ ッ トを エ
ー

テ ル 麻酔下で背面固定後 ,
開腹 し, ポ

1) エ チ レ ン チ ュ -

フ
ヾ

( C r a y A d a m s , P

E 50) を総胆管 に挿入後,
腹部を縫合し た｡

覚醒後
1 4

c
-

T r i p a mi d e を投与し ,
ボ ー ル マ ン ケ ー ジ に移し , 所定時間ごと に48 時間まで採

取した ｡

6 . 全 身オ ー トラジオグラフ イ
ー

ラ ッ ト に
1 4

c - T r i p a mi d e を経口投与し , 投与 2 時間, 8 時間, 7 2 時間後に エ
-

テ ル 麻酔 に

より殺 し, ド ライ アイ ス
ー

ア セ ト ン 中で急速凍結
.

し た後, ミ ク ロ ト ー ム で厚 さ20 ミ ク ロ ン の

全身切 片をサ ロ テ
ー プ ( 久光製薬) 上 に切 り出した ｡ 正中線お よび左腎断面の切 片をⅩ線フ

イル ム ( サ ク ラ , 工 業用, タイ プ N ) に 密着さ せ ,
カ セ ッ ト内で 9 日間露出しオ

ー ト ラ ジオ

グ ラ ムを作成 した｡

オ ー ト ラ ジオ グ ラ ム上 の 各臓器の 同定は , 対応する組織切片との 比較 に より行を っ たo

8 . 代謝物の定量

(1) ラ ッ ト血中代謝物の抽出

ラ ッ ト1 匹あたり0 . 2 m P を所定時間ごと に採血 し, 3 匹 から得られた血液に 蒸留水40 m P を

加え て溶血 し, 1 0 , 0 00 r . p . m . で10 分遠沈後 ,
上澄をア ン バ

ー

ラ イト Ⅹ A D - 4 の カ ラ ム ク

ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

に か けた ｡ 水
,
次 い で40 % メ タ ノ

ー

ル , 最後に メ タ ノ ー ル で溶出さ せ
,

各分画中の 代謝拘の 定量を行を っ た｡

(2) 肝臓, 腎臓からの抽出

肝臓, 腎臓を水で ホ モ ジナイズ し て , 凍結乾燥後,
メ タ ノ

- ル で8 0 ℃, 4 時間, 還流抽

出した. メ タ ノ
ー ル 抽出頼をさらに S e ph a d e x L H 2d カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー

に か け
,

脂質成分を除 い た後, 代謝物の 定量を行を っ た ｡

(3) 胆汁, 尿中からの抽出

2 4 時間胆汁 および尿はその ま ま A m b e r li t e X A D
-

4 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー を行 か 1 ,

水 , 40 % メ タ ノ
ー ル

,
メ タ ノ ー ル で溶出さ せ ,

分分画中の代謝物 を定量 したo

(4) 糞中からの 抽出

糞の 乾燥粉末約 0 . 1 ダ をメ タ
,
/

-

ル で8 0 ℃ ,
4 時間還流抽出し た｡

(5) 薄層クロ マ トグラフ イ ( T L C )

市販 の 薄層板 ( K i e s e lg e 1 60 F 2 5 4 , M e r c k) を用 い ,
以下 に示す展開溶媒を用 い たo

ベ ン ゼ ン / ア セ ト ン ( 1 / 1 )

-

3 2
-



2 8
0
/ o ア ン モ ニ ア 水/ 水/ n

- ブ タ ノ ー ル ( 1 / 9 / 5 0)

展開後の 検出は U V 吸収 ,
放射能の検出は Ⅹ線 フ イ

.
)レ ム を用 い たオ

ー ト ラ ジオグ ラ ム に

より行を っ た ｡

代謝物の 定量は T L C で分離した代謝物の 各ス ポ ッ トを か きとり ジオ キサ ン 系 シ ン テ レ

一 夕 5 m D ま た は1 0 m P を加え て 放射能を測定する こ と に より行を っ た ｡

9 . 放射能の測定

織織中の 放射能の 測定の ため の試料の 調製は(
1)燃焼法ま たは(2 可溶化法に より行f;i: つ たo

(1) 燃焼法

血清は
一

定量を嘘紙 に塗布後, 風乾 し, 糞 は減圧乾燥後, 乾燥粉末と して約 5
- 4 0 7n g を

正確 に秤量後 ,
セ ロ テ

ー プ で波紋 に封入 したo 臓器は湿重量約5 0
- 2 00 m ダ を正確 に秤量後 ,

減圧下草乞燥した ｡ こ れらの 乾燥試料を自動燃焼装置 ( M o d e l A s °
-1 1 1

,
A l o k a) で 燃焼し ,

液体 シ ンチ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン タ

ー

( M o d e l L S C
- 65 2

,
A l o k a) で 放射能を測定した ｡

(2) 可溶化法

血液は0 . 05 m j? あ る い は0 . 0 2 m P を S ol u e n e
-

35 0 ( P a c k a r d) / イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ
ー ル ( 1

/ 4 ) 0 . 7 5 m P で 可溶化し, 過酸化水素水0 . 25 m 9 を加えて2 0 分間放置後,
濃塩酸 をO 1 1 m 朗口

えて
,
ジオ キサ ン 系 シ ン チ レ

一 夕 - 5 m P を添加 した｡

臓器は湿重量約5 0
-

1 0 0 m ダを正確 に採取して ,
S ol u e n e -3 5 0 0 . 5 m P に 添加し ,

5 0 ℃ で約 2

時間イ ン キ ュ ベ
- 卜 し, 可 溶化後, 過酸化水素水を数滴加えて脱色し, 濃塩酸0 ･ 7 m D を加

え
,
ジ オキサ ン系シ ン テ レ

一

夕
- 5 m D を添加 した｡

尿 および胆汁は
一

定量をジオキサ ン系シ ン テ レ
一

夕
-

を加え , 液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ

ウ ン タ ー で測定した ｡

実 験 結 果

卜 1 血中濃度

･ 4

C - T r i p a mi d e ( 5 m g / k g) ラ ッ ト および家兎
に経口お よび静脈内投与し た 際の 血 中放射

能濃度を F ig . 2
- 1 お よび2 - 2 に示 した o

1 4

c - T r i p a m i d e ( 5 卿/ k g) を ラ ッ ト に経口授与し た際
の 血中放射能濃度の ピ

ー

ク は投与後

1 時間で ,
T r i p a m id e 換算4 . 96 p ダ/ m A で あ り, 血中から の消失は 二相性 (半減期 は2 ･ 6 時間

,

12 . 8 時間) を示 した ｡ 家兎 に
1 4

c - T r ip a mi d e ( 5 m ダ/ k ダ) を経口投与した場合 に は ,
授与後1

時間で ピ
ー

ク に達 し, そ の濃度は T ri p a m i d e 換算 で2 . 88 F lダ/ m A であり ,
血中消失半減期は44

分
,
5 . 31 時間と ラ ッ トに比 べ て血中から の消失が速か っ た ｡

･4

c - T r i p a m i d e を静脈内投与した場合の血中消失半減期は ,
ラ ッ ト(0 ･ 6 m ダ/k g) で は0 ･ 03

,

2 . 63 時間である の に対し て ,
家兎( 0 . 3 叩/ kダ) で はO . 06 , 1 ･ 5 1 時間

,
ラ ッ ト に比 べ て家兎の 方

が速か っ た . ( F i g2
- 2) 両動物における血中主代謝物は C S B A である の で

14

c - C S B A を静脈

内投与 した際の血中消失半減期 を検討すると ,
ラ ッ ト(0 ･ 52 m ?/ kダ) で は65 分, 家兎 (0 ･ 2 4 m g/

kダ) で は二相性を示しそれぞれ1 . 7 分 と4 9 分であり, 家兎 の 方が短 か っ た ,
ま た 8 時間まで に尿

-

3 3
-
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中 へ 回収される放射能 はラ ッ ト約2 0 % , 家兎約 1 0 0 % であり, 家兎は ラ ッ ト
の 約 5 倍尿中に

排准さ れた ｡

以上 の こ と から
1 4

c - T r i p a m i d e 投与後 の 血中放射能濃度
一

の 消共 に おける伺 動物種間での差

異は
,
主代謝物 C S B A の 生成速度 ,

C S B A の 排秒速度お よび排准経路の 差異 に よ るもの

と推察さ れる｡

1 4

C - T r i p a mi d e (4 . 5 m g/ kダ) を ラ ッ ト に 7 日 間連続経口投与した際の 血中放射能濃度の推

移を F ig .
2

-

3 に 示 し た ｡
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･
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( 4 .5 nl g7 kg) to r ats . V al u c s r ep r e s e n t t h e

m e a n s 土 S .E . of t h r e e a ni m als .

-
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1 4

c - T r i p a m i d e を ラ ッ ト に連続経 口投与した際の 最高血中放射能濃度は連続授与 2 日後で

ほぼプ ラ ト ー に達 し
,
T r i p a mi d e 換算約3 p ダ/ 2 aP であ っ た ｡ 血中放射能濃度の消失は投与回

数に 関係をく
一

定 で
,
最終投与後の血 中消失半減期は

一

回投与の 場合とほと ん ど
一

致 し て い

た｡

卜 2 組織内分布

1 . 組織内分布

ラ ッ ト に
1 4

c - T r i p a m i d e ( 5 m ?/ kg) を経 口投与し た際の放射能の臓器内分布を T abl e 2 -

1

に示 した｡

1 4

c - T r i p a mi d e ( 5 m ダ/ kダ) を経 口投与した後の 放射能の臓器内分布は, 肝臓が最も高く ,

T a bl e 2 TI T i s s u e d i s tri b u ti o n o f r a di o a c ti vit y i n r a ts a ft e r o r a一 a d m i ni s tr a ti o n o f 1 4 C tri p a m i d e

( 5 m g / k g)

T i s s u e s

T i m e ( h r) af t e r a d m i n i s tr a ti o n
甲 i i 岩言 i 岩 :

2 8 9 6 7 d 叩 S

( p g trip a m id e e q u v ./ g o r m ))

B r ai n

T e s ti s

N e r v e

F a t

M u s c一e

P a †1 C r e a S

H e a r t

S p一e e n

A d r e n aI

B一o o d

L u n 9

Ki d n e y

Li v e r

I n t e s ti n e

S 【o m a c h

0 .1 0 土0 .0 2

0 .3 4 土0 . 0 4

0 .1 8 土0 .0 2

0 .2 7 土0 . 0 4

0 .5 1 土 0 .0 6

0 .7 3 土0 .0 8

1 .0 7 士0 .1 0

1 .3 4 土0 .0 4

1 -4 3 土0 .2 0

4 .1 1 土0 .
1 9

1 .2 5 土0 .0 9

8 .3 0 土0 .1 9

l l .4 1 土 0 , 8 5

3 .4 5 士 0 .9 4

2 .8 2 土0 . 2 6

0 .0 7 土0 .0 2

0 .1 4 土 0 .0 1

0
.0 7 土0 .0 1

0 .0 7 土0 .0 0

0 .1 7 土0 .0 1

0 .7 1 土0 .0 6

0 .4 1 土0 .0 2

0 .6 3 土 0 .0 4

0 .
3 1 土0 .0 6

2 .9 4 土0 .
4 0

1 .0 9 土0
.
1 3

2 .8 0 土 0 .0 7

3 .5 9 士0 . 3 3

4 .2 3 土1 .9 6

0 .8 5 土0 .0 2

0 0

0 .0 1 土0 .0 0

0 .0 2 土0 .0 0

0 .0 1 a:0 .0 0

0 .0 1 土0 .0 0

0 .0 2 土 0 ,0 0

0 .0 6 土0 .0 1

0 .0 1 士0 .0 0

0 .1 4 土0 .0 1

0 .0 3 土0 ,0 0

0 .1 8 土 0 .0 6

0 .1 0 土0 .0 2

0 .1 0 土0 .0 0

0 .0 3 土0 .0 1

0

0

0

0

0

0

0 .0 2 土0 .0 0

0

0

0 .0 1 土0 ,0 1

0
.0 4 土0 .0 2

0 .0 5 主0 .0 1

0

0

V a一u e s r e p r e s e n t th e m e a n s 土S .E . o f th r e e a n i m al s .

- 3 5 -



T a bl e 2 - 2 Ti s s u e d i s tri b u ti o n o f r a di o a cti v 1
'

ty i n r a b bit s af te r o r al a d m i n i str a ti o n of 【
1 4 C 】

trip a m id e ( 5 m g / k g )

T i s s u e s

Ti m e (h r) af t e r a d m i rli s tr a ti o n

B r ai n 0 .1 3 土0
.0 2

T e sti s 0 . 3 2 土0 .1 0

N e r v e 0 .1 3 土0 .0 6

F a t

M u s cl e

T h y m u s

P a n c r e a s

H e a r t

S pl e e n

A d r e n a‡

B ( o o d

L u n g

K id n e y

Li v e r

B ir e ･

c y st

B il e

I n t e s ti n e

S t o m a c h

0
. 2 5 土0 .0 7

0 , 2 2 土0 .0 5

0 . 4 5 土0 .1 5

0 . 8 5 士0 . 3 2

0 . 9 5 土0 . 2 8

0 .7 0 土0 .
2 5

1 .0 7 土0 .
4 2

2 .8 8 土0 .3 6

1 .4 8 土0 .5 7

2 0 .8 7 土8 .0 1

4 . 8 4 土1 . 5 4

7 . 3 6 土0 . 6 4

0 .0 6 土0 .0 1
I

3 . 5 6 土0 .7 9

2 3 . 5 0 土3 .6 7

7 d ∂v s

(/ 唱 tri p a m id e e q u i v ./ g o r 叩り

0 .1 0 i=0 .0 1

0 .3 2 土0 .0 5

0 .4 3 土0 .0 2

0 .2 5 土 0 .0 1

0
.2 7 土0 .0 4

0 .3 6 土0 .0 7

0 .5 0 土0 .0 4

0 .8 1 士0 .0 6

0 .4 8 土0 ,0 6

0 .6 4 土0 .1 6

1 .3 1 土0 .
21

1 .1 2 土0 .1 7

1 0 .1 3 土2 .4 6

5 .1 9 土 0 .1 7

7
. 6 5 土1 .3 2

1
.3 1 土 0 .2 1

●

5 .3 3 土0 .7 5

5 .1 7 :と2 .1 8

0 .0 3 土0 .0 1

0 .0 2 土0 .0 0

0

0 .1 O よo .0 2

0

0 .
0 1 土0 .0 0

0 .0 3 土0 .0 1

0 .0 4 土 0 .0 1

0 .0 1 土0 .0 1

0 .0 1 土0 .0 0

0

0 .0 1 土0 .0 1

0 .1 1 土0 .0 1

0 .0 3 土0 .0 1

0 .0 3 土0 .0 2

0

0 .1 2 土0 .0 2

0 .0 2 士0
.0 1

o

R e p r e s e n ts % o f d o s e . V al u e s r e p r e s e n t t h e m e a n s
土S . E . o f t h r e e a n i m a一s .

次 い で腎臓で , 他 の 臓器は血中濃度より低く ,
脳

,
精巣

, 神経 ,
脂肪

,
筋肉 へ はほと んど移

行しをか っ た｡ 肝臓 ,
腎臓 に お い ても

,
血中からの経時的を消失と ともに臓器中からも消失

した｡ 投与 7 日彼の 体内 へ の 放射能の 残留は投与量の0 .0 5 0/ o で ほ と ん ど認め られを か っ た ｡

ウ サギに
1 4

c
-

T r i p a m i d e ( 5 m ?/ k ?) を経口投与しキ際の 放射能の 臓器内分布( T a bl e2
-

2) は
,

腎臓が最も高く
,
次 い で肝臓で他は いずれの 臓器も血中濃度に比 べ て低く, 脳 , 神経 , 脂肪,

筋肉 へ の 移行は少をか っ た去 肝臓, 腎臓 へ の 移行の差異を除 い ては ,
ラ ッ トと同様を分布傾

向を示 して い た｡ 肝臓, 腎臓 へ の 分布の 差異は , 両動物問の 排滑経路の 違 い に よるもの と推

察さ れる ｡ 投与 7 日後 の体内放射能の残留は投与量の 0 . 3 % で あり ,
ほ と ん どの 臓器中から

消失して い た ｡

2 . ラ ッ ト全身オ
- ト ラジオクラ フ ィ ー

14

c - T r i p a m id e ( 5 れグ/ kダ) 経口投与 2 時間後の オ
ー ト ラ ジオ グ ラ ム( F ig . 2 -

4 ) か ら, 放射

能の 分布は
,
肝臓

,
腎臓

,
に最も高く , 肺, 心臓 , 副腎, 牌膿, 額下線, ハ

- ダ ー

氏腺 に-も

認められたが
,
脳

,
精巣, 脂肪 に はほとん ど認められをか っ た ｡

-

3 6
-



F i g .
2 -

4 ･ A u t o r a d i o g r a m s s h o w i n g t h e d i s t r i b u t i o n

o f r a d i o a c t i v i t y i n r a .t 2 h o u r s a f t e r

o r a l a d m i n i s t r a t i o n o f 1 4 c
-

T r i p a n i d e ( S m g/ k g )

3 . 連 続投与時の臓器内分布

1 4

C - T r i p a m i d e (4 . 5 m ダ/ kg) を7 日間連続経口投与した後の臓器中の 放射能の 蓄積 ( T a bl e

2
- 3) は ,

最終投与1 0 時間後に お い て , 腎臓 ヘ の 移行が肝臓 に比 べ て高くを っ て い る こ と の

他は ,

一

回投与時と差異はをか っ た ｡ 最終授与 7 日後 の放射能の 残留は , 投与量の0 ･ 1 6
0
/ o で

臓器 ヘ の蓄積は認められをか っ た ｡

T A B L E 2 _ 3 T i s s u e d i s t r i b u t i o n o f r a d i
o a c t i v i t y i q r a t s al t e r 7

- d a y

r e p e a t e d a d m i n i s t r a t i o n Q f 【
1 4
c ] t r i p a m i d e ( 4 ･ 5 m g / k g )

T i s s t l e S T i n e ( h r ) a f t e r a d m i n i s t r a ti o n

1 0 2 4 9 6 7 d a y s

B r a i n

T e s t i s

N e r v e

F a t

M u s c l e

P a ∫l C r e a S

H e a r t

S p l e e n

A d r e n a l

B l o o d

L u n g

X i d n e y

I . i v e r

I n t e s t i n e

S t o m a c h

( p g

0 . 0 3 ＋0 . O 1

0 . 0 5 ＋ 0 .
0 1

0 . 1 2 ＋0 . 0 1

0 . 1 2 ＋0 . 0 7

0 . 0 6 ＋ 0 . 0 1

0 . 1 2 ＋0 . 0 2

0 . 1 8 ＋0 . 0 4

0 . 4 2 十0 . 0 9

0 . 1 9 ＋0 . 0 5

1 . 1 5 ＋0 . 1 7

0 .
2 9 ＋0 . 0 6

i . 8 5 ＋0 . 4 5

1 . 1 5 ＋0 . 0 6

3 . 6 9 ＋1 . 5 3

0 . 6 9 ＋0 . 3 3

t r 土p a m ⊥d e e q u まⅤ .

0 . 0 5 十0 .
0 1

0 . 0 6 ＋ 0 . O 1

0 . 0 7 ＋ 0 . 0 4

0 . 0 6 ＋ 0 . O 1

0 . 2 9 ＋ 0
.
0 7

0 . 0 9 ＋0 . 0 1

0 . 1 3 ＋0 . 0 2

0 . 2 9 ＋0 . 0 7

0 . 1 8 ＋0 . 0 3

0
. 7 7 ＋0 . 1 2

0 . 2 4 ＋0 . 0 6

0 . 9 1 ＋0 . 1 6

0 , 6 8 ＋0 . 2 1

0 . 4 5 ＋0 . 2 3

0 . 2 5 十0 .
0 9

/ g o r m 1 )

0 0

0 0

0 . 0 1 0 . 0 2

0 . 0 5 0 . 0 5

0 . 0 1 0 . 01

0 . 0 2 0 . 0 2

0 . 0 3 0 . 0 2

0 . 1 6 ＋0 .
0 3

0 . 0 3

0 . 1 4 十 0 . 0 2

0 . 0 5 十 0 . 0 1

O . 1 7 ＋0 . O 4

0 . 1 9 ＋0 . 0 2

0 . 1 8 ＋ 0 . 0 5

0 . 0 2

0 . 1 0

0 . 0 3

0 . 1 1 十0 . 0 1

0 . 1 4 ＋0 . 0 2

0 . 0 3 0

0 . 0 3 0

-

3 7
-



卜 3 尿および糞中瀬, 膿汁排渦

1 4

c
- T r ip a m i d e ( 5 m ダ/k プ) を ラ ッ ト および家兎 に経口投与 した 際

の 尿 お よ び糞 中排滑を

T abl e 2
-

4 に 示 した ｡

T a b ! e 2 - 卑 U ri n a r y a n d f e c al e x c r e ti o n of r a di o a c ti vity aft e r o r al a d m i ni s tr a ti o n o f

[
= C】tri p a m id e ( 5 m g / k g) t o r a ts a n d r a b b it s

D ∂v s af t e r

a d m i n is tr a ti o n
U ri n e

R a t R a b bit

F e c e s U ri n e F e c e s

1

2

3

4

5

6

7

T o t al

( % o f d o s e ) ( % o f d o s e )

3 8 .5 4 4 .3 7 6 .4 8 . 6

2 .0 2 .1

0
.5 0 .3

0 .3 0 .1

0 .2 0 .1

0 .1 0 .1

0 .0 0 .0

4 1 . 6 4 7 .0

2 .1 7 .6

0 .8 4 .0

0 .4 1 .5

0 . 2 1 .2

0 .1 0 .4

0 .
1 0 .9

8 0 .1 2 4 .2

T h e v al u e s r e p r e s e n t th e m e a n s o f th r e e a ni m al s .

1 4

c - T r i p a m id e ラ ッ ト経 口投与後の 尿および糞中
へ の 放射能の 排准は ,

投与 7 日間で , 罪

中 に4 1 . 6 0/a , 糞中に4 7 . 0
0
/o で あ っ た ｡ 排鞭さ れた放射能の約9 0

0/ o が2 4 時間以内に尿お よび糞

に 回収された ｡

静脈内投与 ( 5 m ダ/ k ダ) し た場合に, 投与後 3 時間以内に投与量の3 0 . 1
0
/ o が 尿中 に排池され,

7 日間 の累積排継率 は尿お よび糞とも経口 投与時と同等であ っ た｡
1 4

c
- T r i p a mi d e 投 与後7 日間の 家兎の 尿中排継率は , 投与量の8 0 ･ 0 0/ o で

,
そ のうちの9 5 ･ 5

% が2 4 時間以内に排池され た｡
一 方糞中排滑率は2 4 . 2 % で ,

そ の3 5 . 5 % が2 4 時間以内に , 42

a/o が48 時間以内に ,
83 . 6 0/ o が72 時間以内に排滑さ れた ｡ 投与後7 日間で合せ

‾

r ほぼ1 0 0
0
/ o が

回収 された ｡

家兎 に
1 4

c - T r i p a m i d e (0 . 3 叩/ kダ) を静注した際の 尿中排滑率は 7 日間で 6 6 ･ 8 0/ o で あり,

糞中排継は2 4 時間で 7 . 4 0/ a
,
4 8 時間で1 5 . 1 0/ o で あ っ た ｡ 静脈内投与後の糞中排滑が胆汁を介

して の排滑であると仮定すると, 家兎 にお ける
1 4

c - T r i p a m i d e の 胆汁排壮率は約1 5
0
/ o 程度あ

るもの と考えられ る｡

1 4

c - T r ip a m i d e ( 5 m ダ/ kダ) を胆管療ラ ッ ト に経 口 および静脈内投与した際の 放射能の 累積

排港率を T abl e 2
-

5 に 示 し た｡

経 口 および静脈内投与い ずれも投与1 時間後 に排准の ピ
ー

ク を示し , 経 口投与2 4 時間の 累

積排滑率は41 . 7 0/o , 静 脈内投与1 2 時間の 累 剛巨滑率は46 .
2 0/ o で あり, 静脈内投与1 2 時間以後

の胆汁中 へ の放射能排鞭はほと ん ど認め られず, 経 口投与時と静脈内投与時の 胆汁排滑はほ

ぼ等 しか っ た ｡

1 4

c - T r ip a m i d e (4 . 5 'n ? / k?) を1 日 1 回 7 日間連続経 口投与し た際の 尿および糞 中排渦率を

F i g . 2
-

5 に示した ｡

各授与24 時間毎の 尿中へ の 放射能の 排他は約3 7 % であり , 糞中 へ の 排糖は約5 0 % で尿およ

び糞合わせ て約9 0 % が回収され た｡

- 3 8 -



T a b J e 2 T 5 B ili a ry e x c r e ti o n o f r a di o a c ti vi ty aft e r

o r al a n d i n tr a v e n o u s a d m i ni s tr ati o n of

【1
4
C】tri p a m id e ( 5 m g / k白) t o ra t s

T i m e ( h r) af te r
a d m i n i slr 8 ti o n

O r al I n tr a v e n o u s

0 .3 3

0 .5

0 . 6 7

1

2

3

4

5

6

7

8

1 0

1 2

2 4

4 8

7 2

T o t a l

( % o f d o s e)

0 .1

1 .0

2 . 8

3 .0

2 .3

2 .7

3 .8

3 .8

2 .4

3 . 5

1 6 . 3

2
, 3

0 . 5

4 4 . 5

0
.5

3
.
1

3 .8

7 .9

6 .2

3 .
7

7 . 8

4 .0

9 .
2

4 6 .2

T h e v al u e s r ep r e s e n t th e m e a n s o f th r e e a m
'

r n al s .

一oo

i

⊂

. 望 5 0
-

4J
l -

U

〉く

ll+

T o t al

F e c e s

U (i n e

1 2 3

千 千 千 千
A dr n;n言st r at;o n

ち 5 6

千 千 千

Fig . 2 - 5 U ri n a r y a n d f e c al

7 8 g

Ti rn eL d a y s)

e x c r e ti o n of r a di o a c ti vi ty

a ft e r r e p e a t e d o r a一 a d m i ni s tr a ti o n o f 【
1 4 C 】

trip a m id e ( 4 . 5 m g/ k g ) t o r a t s . V a lu e s r e p r e s e n t

th e m e a n s j= S .
E

. of th r e e a ni m al s .

卜 4 臓器中および胆汁 , 尿中, 糞中代謝物

1 . 肝臓および腎臓中代謝物 .

1 4

c - T r i p a m i d e ( 5 叩/ k ダ) を ラ ッ ト および家兎に経口投与した際の肝臓お よび腎臓中の 代

謝物を T a bl e 2
-

6 に 示 し た｡

い ずれ の 動物種とも各臓器中主代謝物は C S B A で あ っ た｡ 他 の 代謝物は ラ ッ トが c s B

-

3 9
-



T a bl e 2 - 6 C o n c e n tr a ti o n o f tri p a m i d e a n d i ts m e t a b o H te s i n b l o o d .
一i v e r a n d kid n e y a ft e r

o r al a d m i ni s tr a ti o n o f 【
1 4
C】tri p a m i d e (5 m g / k g ) t o r a ts a n d r a b bi ts

M e t a b o lit e s
R a t R a b bit

Li v e r Kid n e y B l o o d L i v e r K id n e y

T rip a m id e

8 - H y d r o x y
- trip a m id e

C S B M

C S B H

C S B A

U n k n o w n m e t a b o lit e s

n .d

3 . 5

1 2
.
8

1 4 .9

2 5 .9

4 2 . 9

9 .6

8 .7

6
.2

l l
.
9

2 2 .4

4 1 .2

∩.d

n .d

1 9 .1

2 .4

5 3 .1

2 7 .9

∩.d

n .d

6 . 2

∩ .d

4 6 .1

4 7 .4

3 .4

6 .5

2 2 .8

∩ .d

4 4 .9

2 2 .4

T h e v al u e s r e p r e s e n t % of m e t a b olit e s i n tis s u e s 2 h r a n d 1 h r af t e r o r al a d m i ni str a ti o n of

【
1 4
C】tri p a m id e to r a t s a n d r a b bit s . r e s p e c ti v ely . n .d . : N o t d e t e c ta bl e . T h e a b b r e vi a ti o n s ･

C S B M
.
C S B H a n d C S B A d e si g n a t e 4

1

C hl o r o - 3 1

S ulf a m o yl b e n z a m id e . 4 -

c h l o r o - 3 -

s u lf a m o y ト

b e n z oi c a cid - ( N
'

･

a c e t y]) h y d r a zid e a n d 4 -

c hl o r o - 3 -

s u tf a m o y トb e n z o i c a ci d .
r e s p e c ti v ely .

H
,
つ い で C S B M である の に対 して , 家兎で は C S B H は検出さ れず, C S B M が多か っ

た｡ ま た両動物種とも T ri p a r n i d e の 標的臓器の
- つ である腎臓に 未変化体が認められる こと

は薬理作用との 関連 からも興味深 い ｡

2 . ラ ッ ト血中代謝物の推移

ラ ッ ト に
1 4

c - T r i p a m i d e ( 5 呼/ k 9) を経口投与した際の 血中代謝物の 推移を F ig ･ 2
- 6 に 示

す｡
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T i m e afl e r d o 5 a g e l h )

Fi g ･ 2
- 6 B l o o d c o n c e n t r ati o n s o f m et a b olit e s a ft e r o r a l a d m in i s t r a ti o n o f [

1 4
c] t rip a m id e t o r at s .

T h e v al u e s r e p r e s e n t t h e m e a n s o f 丘v e r a t s .
･O r al d o s a g e･ o f t ri p a mi d e w a s 5 m g/k g . M e t a b o lit e s a re

sh o w n : ㊨; m e t a b o lit e M - 1 ( C S B A ) , ○; t rip a m id e ( M - 4) , 磨; m e t a b olit e M - 2 ( C S B M ) , □;
m e t a b olit e M - 3 ( C S B H ) , ∇; m e t a b o lit e ' M - 5(3 - h y d r o x y

- t rip a m i d e) , ▽; m e t a b o lit e M - 6

(8 -h y d r o x y
-

t ri p a m i d e) .

主代謝物である C S B A は, 投与3 0 分後にす で に血中に全代謝物の2 8 . 2 % と未変化体と同

程度存在して い た o C S B A の 最高血 中濃度は3 . 91 p ダ/ m D で 投与 6 時間にわたり
一 定の 値を

示した の に対して, 血中未変化体は投与3 0 分後が最高で, 1 . 91 p 9/ 仇P を示 し, 半減期1 ･1 5 時間

で血中から消失した o 代謝物 C S B M ,
8 - hy d r o x y

-

t ri p a m i d e , C S B A は 投与 1 時間後が

最も高く ,
徐 々 に血中から消失した ｡ C S B A は血中 に約4 0 % ( 投与1

- 2 時間後) 存在し ,

-

4 0
-



血中の 主代謝物で あ っ た ｡

3 . 胆 汁中, 尿および糞申代謝物
1 4

c
-

T r i p a m i d e ( 5 m g/ kグ) を ラ ッ ト お よび家兎に経 口投与した際
の 胆汁中, 尿 および糞中

代謝物を T a bl e 2- 7 に 示 した｡

T a b l e 急-7 E x c r e ti o n of tri p a m i d e a n d its m e t a b o tit e s i n b it e . u ri n e .
a n d f e c e s d u ri n g th e 2 4 h r

a ft e r o r a一 a d m i n i s tr a ti o n o f
1 4
C tri p a m i d e ( 5 m g / k g ) t o r a t s a n d r a b b it s

M e t a b o lit e s
R a t R a b b it

B i一e U ri n e F e c e s U ri n e F e c e s

T ri p a m i d e

8 - H y d r o x y
- trip a m id e

3 - H y d r o x y
- tr l P a m i d e

C S B M

C S B H

C S B A

U n k n o w n m e ta b oli te s

n .d

0 .1

0 .7

0 A

0 .5

6 .6

3 3 .4

( % o f d o s e)

0 . 2

2 , 5

0 . 4

2 . 8

4 .8

1 0 .1

1 1 .8

∩ .d

5 .0

5 .2

4 .9

2 .4

5 .6

3 0 .4

( % o f d o s e )

0 .2

1 .3

1 .3

l l .7

0 .9

4 0 .2

2 0 .8

0 .4

1 .1

0 .9

1 .
2

∩
.
d

0 . 5

4 . 5

T h e v al u e s ･r e p r e s e n t t h e m e a n s o f th r e e a n i m al s ･
n .d ･ : N o t d e t e c t a b l e ･ T h e a b b r e vi a ti o n s

c s B M .
C S B H a n d C S B A d e si g n a t e 4

- c hl o r o - 3 -

s u lf a m oy lb e n z a m id e ･ 4 -

c hl o ｢ o - 3 - s u[f a m o y ト

b e n z oi c a cid - ( N
'

･

a c e ty l) h y d r a zid e a n d 4
-

c hl o r o - 3 -

s ulf a m o y トb e n z o i c a cid ･ r e s p e c ti v ely -

T h e u ri n a ry a n d f e c al e x c r et
r
i o n v v a s t e s t e d i n a ni m al s w.hi c h w e r e n o t c a n n u l a t e d t o b il e d u c t s ･

ラ ッ ト胆汁中主代謝物 は C S B A で あ っ た｡

両動物に おける主代謝物である C S B A の 尿お よび糞中 へ の排他を経 口投与時で比較する

と
,
チ ッ ト尿中 へ は10 .1 % , 糞 中 へ は 5 . 6 % 排滑される の に対し, ウ サ ギ尿中 へ は40 ･ 2 % ,

糞 中 へ は 0 . 5 % 排滑さ れた ｡

次 に水酸化代謝物の 尿および糞中排滑率をラ ッ ト ,
ウサ ギで比較すると

,
ラ ッ ト では尿中

に 2 . 9 % , 糞中に10 . 2 % , ウサ ギでは尿中に 2 . 6 % と ラ ッ ト と同程度の 排壮率であるが , 栄

中へ は 2 . 0 % で あり, ラ ッ ト に 比べ て 5 分の 1 程度であ っ た ｡

未変化体の 尿中排壮率は ,
ラ ッ ト

,
ウ サ ギ

,
い ず れも0 . 2 % で あり/ 糞中排聴率は ,

ラ ッ

トで ほとん ど認められず, ウ サ ギは 0 . 4 % で あ っ た｡

4 .

14 C - T ri p a m id e 静注時の尿中おまび膿汁中 へ の代謝物の排准速度

ラ ッ ト に
1 4

c - T r i p a mi d e ( 5 m ?/ kァ) を静脈内授与した際の 各代謝物の 胆汁中および尿中
へ

の 排壮速度を T ab l e 2
- 8 に示 したo

各代謝物の月郎十中および尿中 へ の 排班速度を比較すると 3 お よび8
- hy d r o x y

- t r i p a m i d e は ,

胆 汁中 へ の 排雅速度の 方 が約 2
- 3 倍速 か っ た｡

こ の こ と は ラ ッ ト およ び家兎 い ずれも尿中に比 べ て糞中に水酸化代謝物の 排雅量が他の 代

謝物 に比 べ て多 い こ とを裏づ けて い る｡ また ラ ッ ト糞中
へ の水酸化代謝物の排継 が家兎に比

べ て多 い こ とは ,
ラ ッ トの 胆汁排滑率が家兎に比 べ て 高 い ためと推察され るo

-

4 1 -



T 乙I bl e 2 T 8 R a t e s o f bilia r y a n d u ri n a r y e x c
.

r e tio n o f m et a b olit e s ･ aft e r i n t r a v e n o u s i nj e c tio n o f

[
1 ヰ
c] t I

･

1 p a m i d e t o r at s .

E x c r eti o n r a t e

Bile U ri n
p
l

e

凡′i et a b o lit e A( h J
l

) t
l /2 A( h

-

I

) t l/2

T ri p a m id e

M - 6( 8
- H yd r o x y

- t ri p a m id e)
M - 5(3 - H y d r o x y - t ri p a m id e)
ⅣⅠ- 2 ( C S B M )
M - 3 ( C S I∋H )
M l l ( C S B A )

1
･

3 7 0 ･5

0
･

2 4 2 ･9

0
･

2 9 2 1 4

0
･

23 3 ･ 1

0 ･1 7 4
･

1

0 ･2 5 2
･

8

1 ･3 9 < † < 0
･5 †

0 ･ 1 3 5 ･3

0 ･ 1 0 7
･1

0 ･2 0 3 ･4

0
･

1 7 て･1
0
･

19 3
･

7

D o s e
,
5 m g/ k g .

十T h e u n c h a n g e d d r u g w a s fo u n d in u ri n e o n l y w it h i n 3 0 m i n a ft e r i n t r a v e n o u s in j e c ti o n .

卜 5 主代謝物 川C - C S B A 静脈内投与時血中濃度と尿 お よび糞申排雅

ラ ッ ト に
1 4

c - C S B A(0 . 2 4 m g /k g) を静注した際の血中消失半減期は約 1 時間であり, その

時 の尿中緋鯉率は2 0 . 2 % ( 8 時間) であ っ た ｡

一

方家兎 に
1 4

c
-

C S B A (0 . 5 2 m ダ/ kダ) を静注した際の 血中放射能濃度は二相性を示 し
, 第

一 相 の 半減期は1 . 6 8 分
,
第二相は 4 9 . 2 7 分 であり ,

こ れ は
1 4

c - T r i p a mi d e 経 口投与後の 第
一

相 の 半減期 に近似 して い た ｡

尿中 ヘ の排滑率は投与 7 時間で 10 7 . 8 0/o で あり
, 糞中 ヘ の排池率は投与2 4 時間で 2 . 6 0/o で

あ っ たo 尿中排推半減期は58 . 8 分 であり
,
血中消失半減期 に近似して い た｡

-

4 2
-



第2 章 ラ ッ トに おける
-4 C - C a r b o n y[ お よび

1 4 C -邑s oi n d o 伽 e -

T rip a m i d e の 吸取 分布および排漉

1 4

c - T r i p a m i d e は ラ ッ ト および家兎に お い て すみや か に体内で加水分解を受け る｡ し た が

っ て授与された放射能は生体内で は C hl o r o s u lf a m o y lb e n z o y
.
1 m o i e t y を有する代謝物の 動態

を示すこ とが明らかとを っ た ｡ そ れ故加水分解後の もう 一

方 の片われ である非標識部分 T ri -

c y cl o d e c a n e r i n g m o i e ty の 生体内運命に つ い て は全く明らか に され て い か
､
｡

そ こ で T r i c y cl o d e c a n e r i n g に 標識 した
1 4

c -I s o i n d o li n e - T ri p a m i d e を ラ ッ ト に投与し, そ

の吸収
,
分布お よび排池を比較検討した｡

実 験 方 法

標識化合物
1 4

C - I s o i n d o li n e - T r ip a mi d e は A d ri a 社 よ り供与さ れた｡ 標 識位置お よび比放

射能は以下に示す通りである｡

‖
2
N .:ニ臥言T 洩

H

14
⊂ - ⊂c r b o n y トT ri p c[ m 言d e

8 ･ a ･ : 1 8 .8 7 p C i/ m g

;担 汀 N&
14
⊂ - I s o i n d o f 1

･

n e - T ri p c m )
･

d e

S ･ a ∴ 1 6 ･ 0 7 〟C i/ m g

H
2
N O
2
S

I . 血中濃度

ラ ッ トに
1 `

c - c a r b o n y l お よびI s o i n d o li n e
- T r i p a m i d e に経口投与した際の 血中放射能濃度

をF ig . 2
-

7 に 示 した ｡

‖

c - c a r b o n y 卜T r i p a m i d e 投 与彼の血 中放射濃度は投与後 2 時間後にピ
ー

ク に達 し, そ の値

- 4 3
-
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F i g . 2
-

7 .
B l o o d c o n c e n t r a .t i o n o f r a d i o a c t i v i t y

a f t e r o r a l a d m i n i s t r a t i o n o f
1 4
c - c a r b o n y l

-

o r I 5 0 i T ld o l i n e - T r i p a m i d e ( S m g / k g ) t o r a t s

o ;
1 4 c -

c a T b o n y トT r i p a m i d e

@ ;
1 4
c - = s o i n d o l i n e - T r i p a m i d e

は4 . 1 7 ±0 . 4 1 t r i p . e q tli v . iL ダ/ m P を示した o
一

方
1 4

c - I s o i n d o li n e - T r ip a m i d e 投 与の 場合は,

投与1 時間後にピ ー

ク に達し ,
そ の濃度は 2 . 99 ±0 . 73 t r i p . e q ui v . p ダ/ m P であ っ たo

1 4

c
-

c a r 一

b o n y l
- T r i p a m id e 投 与時 の 方が血中濃度が高か っ たo 血 中消失半減期は

1 4

c - c a r b o n y トT r i ･

p a m i d e が2 . 3 3
,
1 6 . 0 時間 に対 して ,

1 `

c -I s o i n d o li n e
- T r i p a m id e は2 . 8 1 , 22 . 0 時 間で い ずれ

も
,

1 4

c - I s o i n d o li n e
-

T r i p a m i d e 投 与時 の 方が遅か っ た o

次 に投与後 1
,
8

,
2 4

,
48 お よび72 時間後の 血中放射能の血祭および赤血球 ヘ の分布を検

討し た｡ ( F i g . 2
-
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b l o o d c e l l s f o l l o w i n g
1 4
c - c a r b o n y l

-

o r I s o i n d o l i n e
-

T r i p a m i d e t o r a t s

o ;
1 4
c -

c a r b o n y l
- T r i p a m i d e

⑳;
1 4
c - I s o i n d o l i n e - T r i p a m i d e

-

4 4 -



血寮中濃度は
1 4

c - I s o i n d o li n e
- T r i p a m i d e 投与時の 方が高く, 赤血球濃度は

1 4

c - c a r b o n y ト

T r ip a m i d e 投与時に高 か っ た o い ずれも
1 4

c -I s o i n d o li n e - T r i p a mi d e 投 与時 の 方 が放射能の

消央が遅か っ た｡

c bl o r o s u lf a m o y lb e n z o y l m o i e ty は赤血球 に, T r i c y c l o d e c a n e r i 喝 m O i e ty は 血葬 中にそ

れぞれ親和性 が高 い こ とが示された ｡

2 . 組織内分布

ラ ッ ト に
1 4

C
-

C a r b o n y l お よびI s oi n d o
'
1i n e - T r ip a mi d e ( 5 m ?/k ダ) を経口投与した際の 臓器

分を T a bl e 2
- 9 お よび 2

- 1 0 に示した ｡

T a b l e 2
- 9 . T i s s u e d i s t T i b l ユt i o n o f r a d i o a c t i v i t y

a f t e r o r a l a d m i n i s t r a t i o n o f
1 4
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投与 1 時間後の分布 は両標識化合物間で分布の差異は認められをか っ た が , 投与 8 時間以

後で は,
1 4

c - c a r b o n y 卜T r i p a m i d e 投与後 に ,
1 4

c
-

I s o i n d oli n e
- T r i p a m i d e の そ れ に比

べ て
,

血 執 赤血球, 牌臓 の 濃度が高く, 逆 に ,
肺

,
肝臓, 腫脹, 副腎, 腎臓お よび甲状腺で は,

1 4

c -I s o i n d oli n e
- T r i p a mi d e 投 与彼の 方が高か っ た o 全体的 に,

1 4

c - I s o i n d o l i n e - T r i p a m id e

投与時 の 方が臓器からの消央は遅 か っ た ｡

3 . 尿 および糞中排准

ラ ッ トに
1 4

c - c a r b o n y l お よび
1 4

c -I s o i n d o li n e - T r i p a r n id e ( 5 m ?/ kダ) を経口投与した際の

尿お よび糞中排滑率を T a bl e 2
-

1 1 に 示 した ｡

T a b l e 2 -
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1 4

c - c a r b o n y 卜 T r i p a mi d e 投与時 に は尿に38 . 0
0
/ a , 糞 に6 1 ･ 6 0/o 排滑され,

1 4

c - I s o i n d o li n e ‾

T r i p a m i d e の 場合は, 尿 に3 3 . 6 %
,
糞 に6 7 ･ 1 % 排放された o い ず れも尿･ 糞合せて 1 00 % 回

収さ れた ｡ 尿 , 糞 の排滑経路は南棟識化合物間で 有意を差異は認められをか っ た o

し か し
, 尿中 ヘ の排准速度は

1 4

C - C a r b o n y l
- T r ip a m i d e の 方 が有意に速く,

14

c -I s o i n d oli n e
-

T r i p a m i d e 投 与の 方は単位時間あた
■

り 2 - 3 0/o の 排壮が持続したo

- 4 6
-



第3 章 考 察

1 4

c - T r ip a mi d e 経 口投与彼の血中放射能濃度の 上昇から ,
ラ ッ ト および家兎に おける

1 4

c -

- T r i p a m i d e の 吸収はすみやかで あり, ま た血中放射能濃度の消失も極めて速 い こ と か ら代

謝およ び排港も速 い もの と考えられる ｡
1 4

c
- c s I∋A の 静脈内投与彼の血 中放射能濃度の推

移が,
1 4

c -

T r i p a m i d e 経 口投与彼の 血中放射能濃度の消失に近似するこ とから,
1 4

c - T ri p a mi d e

を経口投与した後の血中放射能の消失は , 代謝物 C S B A の 推移を反映して い るも の と考え

られ る｡

家兎 における
1 4

c - T r i p a mi d e の 静脈内投与彼の血 中放射能濃度の 消失が速や かで あり
,
ま

た尿中ヘ の 代謝物の 出現が速や かである こと から
,
T r ip a m i d e の 組織移行性 および代謝がす

みや かである こ とが推察される ｡

家兎にお ける組織内分布は腎臓 が最も高く
,
つ い で肝臓で他め臓器は血中濃度 より低く,

ラ ッ ト に比 べ て , 肝臓 よりも腎臓 ヘ の 移行が高 い他 は
,
分布傾向は類似してL l た o 両動物問に

おける肝臓お よび腎臓 ヘ の分布の差異 は, 臓器中主代謝物 C S B A の 尿および胆汁 ヘ の 排滑

経路 に おける差異 に よるもの と考えら れる｡
1 4

c - T r ip a 血id e の 分布傾向は ,
M e f r u s i d e

,

51 ) H y d r o c hl o r o th i a z i d e
52 ) お よ び C h l o r o t hi a -

z i d e ,
5 3) D U

-

57 4 7
54 ) 等 グ ロ ル ス ル フ ォ ン ア ミ ド系降庄利尿剤の それと類似して お り, こ の よ

うを事実は ク ロ ル ス ル フ ォ ン ア ミ ド基を有する薬物 に共通した ことと推論される ｡

経 口投与 1 - 2 時間後の肝臓では未変化体は検出されをか っ た が
, 標的臓器の

一 つ である

腎臓 に未変化が存在して い る こ とは薬理効果を裏付 ける知見と思われる ｡

血 中主代謝物は経 口 お よび静脈内投与 い ずれも C S B A であ っ た ｡
1 4

c - T r ip a m i d e 静脈内

投与時の血中放射能濃度の 消失半減期は ,

1 4

c - c s B A を静脈内授与し た際の 血中放射能濃

度の 消失半減期に近似して い た ｡

こ の こ とは血中代謝物が C hl o r o s u l
.

f a m o y lb e n z o y l 基 を有する代謝物に よ づ て 占めら れ て

い る こ とからも支持さ れる ｡

1 4

c -

T r i p a m i d e 静注時の ウサギ に お ける糞中排滑 は約15 0/o である こと から, 家兎 の 胆汁排

滑は ラ ッ ト に比 べ て少を い もの と推察される ｡

ラ ッ ト に おけ る経口 および静脈内投与時の 糞中排壮率はそれ ぞれ
,
47 . 0 % , 45 . 2 % と胆汁

排准 に近似して おり
,
さら に糞中代謝物に未変化体が認められを い こ と から

,
糞中 ヘ の排壮

は胆汁を介して の 排鞭であると考えられ る｡ 以上の こ とから, 投与された T ri p a m i d e は ,
ほ

と ん ど吸収される もの と考えられる ｡

糞中全代謝物 に占める水酸代謝物の 比率が尿中に比 べ て高い こ と は, 水酸代謝物は尿中よ

りむし ろ胆汁中 ヘ 排亨世され ると い う ラ ッ トの 結果から裏づけられる ｡ し か し家兎 にお い て は,

胆汁排滑 が少を い こ と から, 投与量 に対する水酸代謝物の糞中排壮率が尿中と比 べ て変らを

か っ たもの と考えられる ｡

以上述 べ た如く,
1 4

c - T r i p a m i d e は 家兎 にお い てもラ ッ トと同様 に ほとん ど吸収 され ,
すみ

や かに代謝されるもの と考えられるが , 代謝経路及び代謝物の排聴経路に は両動物種間で種

差が認められた｡

1 4

c - T r i p a m id e を連続投与した時の 各投与時の 分布容量お よび t ケすに 1 回投与時と殆ん ど

- 4 7 -



差が認められをか っ た こ と は ,

1 4

c - T r i p a r n i d e の 連続投与に より, 放射能の 排滑は影響され

恋 い こ とを示 して い る o 最終投与1 0 時間後の臓器内放射能の分布傾向は
一 回投与時と同様で

あ っ た こ とから, 連続投与に より分布傾向には影響を及ぼさをか っ たも の と考えられる ｡ ま

た
,
各投与2 4 時間毎の 尿および糞中に投与放射能の9 0 % が回収され, 最終投与9 6 時間後の体

内には投与量の 0 . 1 6 0/o し か存在して い か
､ 事実は

,

1 4

c
- T r ip a m i d e の 体内残留性の 少 か

､ こ

とを示 して い る ｡

ラ ッ ト に おけ る
1 4 c - C a r b o n y l お よ び

1 4

c -

I s oi rld o li n e - T r i p a mi d e の 体内動態の比較 から,

c h l ｡ r . s u lf a m o y lb e n z o y l 基 と T r i c y c l o d e c a n e r i n g を 有する代謝物の排池経路に は差異 はを

く
,
腎臓 へ の移行に基づく ,

尿中排総連度に差異が認められた こ とは , 腎臓 へ の グ ロ ル ス ル

フ ォ ン ア ミ ド基 の 移行性の 良さを物語 っ て い る ｡ ま た南棟識化合物での 臓器分布の 差異は ク

ロ ル ス ル フ ォ ン ア ミ ド基は赤血球, 牌臓 へ の親和性が高 い こ と ,
T r i c y cl o d e c a n e r i n g は 赤血

球 よりもむしろ ,
血祭に親和性が高 い こ とが示唆された o し かも

14

c - I s o i n d o li n e - T r i p a mi d e

投 与時 の方が組織からの消失が遅い ことは, T r i c y c l o d e c a n e r i n g の 膜系
へ の 親和 性 が高 い

こ とを示唆して い る ｡ こ の こ と は, T ri p a m i d e の 構造上, ク ロ ル ス ル フ ォ ン ア ミ ド基が薬理

活性を示 し T ri c y el o d e c a n e r i n g が 細胞膜透過性と親和性を高め , 活性部位での T r i p a m i d e

の 濃度を高める役割を果して
い るも の と推論され る｡

以上の 結果は, 加水分解が主で しかも速度が速く, か つ加水分解彼の 両代謝物の極性 に差

異があるの で, 両方 の 官能基 に標識しをけ れば, T r i p a r n i d e 総体 の 生体内動態を知る ことは

できを い こ とを示して い る .

T ri p a m i d e に構造類似の I nd a p a m id e の 尿中排滑率は7 1 % , 胆 汁排准率 は5 4 % と報告されて

おり
5 5' T r i p a m i d e に比

べ て尿中排滑率が高 い ｡

-

4 8 -



第 3 編 T rip a m id e
J
連続投与後の肝薬物代謝酵素活性の止罪

肝薬物代謝酵素活性は種々 の非生理的条件下で影響を受けるほか
,
多く の外来物質に よ っ て

影響を受ける こ と が知られて い る｡

特 に薬物 が連続投与された場合
,

一

般 に良く知られ て い るように ｢酵素誘導+ と い う現象が

起 こ る ことがある o
56 ) ･ 5 7)

T r ip a m i d e は 高血圧症患者 に長期 に わた っ て使用されるもの であり
, 他剤と併用する場合も

多 い ｡ し た が っ て連続投与に よる薬物代謝酵素活性の 変動を検討するこ とは , 体内動態および

薬効の 変化を推測する上に極めて重要をこ とである .

そ こ で T r i p a m i d e を連続投与した際の肝薬物代謝酵素活性をi m v i t r o 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い

て実験を行を っ た .

さらに T ri p a m i d e は ラ ッ ト に お い て すみ やか に代謝される こと から, T r i p a m id e そ れ自体 が

薬物代謝酵素活性を上昇させる よりもむし ろ代謝物 による可能性が推定される ので ,
T ri p a m i d e

の ラ ッ ト に おける主代謝物 小 C h l o r o
-

3
-

s u lf a m o y l b e n z o i c a ci d ( C S B A ) と ,
そ の 際同時に

生成すると推定され る代謝物 4
- A m i n o -

4
-

a z a
-

e n d o -

t r i c y c l o〔5 . 2 . 1 . 0
2 ･ 6

] - d e c a n e ( A T D ) を

それ ぞれ T ri p a m i d e と 等モ ル連続授与し, T r i p a m i d e 投与時と比較検討 した ｡

ま た薬物代謝酵素活性 の上昇機序 に つ い て , 肝細胞内分布, お よび c o v a l e n t bi n di n g と の 関

連で検討 した｡

第1 章
14 C - T ri p a m id e 連続投与時の尿および糞中代謝物の変動

実 験 方 法

1
. 実験動物

W i s t a r 系雄性 ラ ッ ト (体重2 50 - 3 2 0 ダ) を用 い た.

2 . 投与溝および投与量

1 4

c - T ri p a m i d e ( 比放射能1 6 . O p C i/ 叩) を濃塩酸に溶解し最終塩酸濃度を1 . 2 4 0/o に 調製し

た ｡
1 4

c I T r ip a mi d e の 投与量は 4 . 5 m g/ k?/ d a y と し ,
1 日 1 臥 7 日間連続経口投与した ｡ 毎

授与 2 時間後に
一

定量 の 園型飼料を与えた .

実 験 結 果

I . 尿中代謝物
1 4

c
- T r i p a mi d e (4 . 5 m ?/ kg) を連続経 口投与した際の 毎投与2 4 時間後の 糞中代謝物の排

壮率を F i g . 3
-

1 に示 した ｡

未変化体の 尿中排聴は
,
投与回数に関係をく

,
0 . 8 - 0 . 9 0/ o で

,
C S B A お よびC S B H

の 排滑は
,
共 に増加傾向を示して い た ｡ ま た代謝物 3

- h y d r o x y
-

t ri p a m i d e , 8
- b y d r o x y

-

t r i ･

-

4 9
-
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F i g ･ 3
- 1

･
ロr i n a r y m e t a b o l i t e s a f t e r r e p e a t e d

a d m i n i s t r a t i o n o f
1 4
c - T T i p a m i d e

( 4 .
5 m g / k g) t o r a t s

o ; t r i p a m i d e , ∇ ; 3
-

h y d r o x y
-

t r i p a m i d e

ム
; 8

- h y d T O X y
- t r i p a m i d e , ×; C S B M ,

ロ ; C S B H , ㊨ ; C S B A

p a m i d e お よび C S B M の 尿中
ヘ の 排他も投与回数に応じ て増加 し て い た ｡

水酸化代謝物の生成が肝ミ ク ロ ゾ
ー ム に局在するモ ノ オキ シゲ ナ

- ゼ に よ るもの である

こと から T ri p a Ⅱli d e の 連続投与により尿中 ヘ の こ れらの 代謝物の排継 が増加する ことは ,

薬物代謝酵素活性の 上昇が示唆さ れる ｡

2 . 糞中代謝物
1 4

c - T r i p a mi d e (4 . 5 m g/k ?) を連続経 口投与し た際の毎投与24 時間後の糞中代謝物の排

滑率を F ig . 3
-

2 に 示 した｡

未変化体は , 糞中 に はほとん ど認められず, 8
- hy d r o x y

-

t r i p a m id e の 排継が投与回数に

応じて, 増加して い た ｡ 3
- hy d r o x y

-

t r i p a m i d e , C S 】∋M ,
C S B H い ず れも投与に対応し

た増加は観察 されをか っ たo C S
'

B A に つ い て は
, 投与 4 日 まで増加するが ,

そ の後減少

するこ とが尿中 C S B A の 排准 パ タ ー

ン と異 っ て い た ｡

1 4

c - T r i p a m id e を 7 日間連続経口 投与すると , 尿お よび糞中 ヘ の 代謝物の排壮が増加す

る こ とから薬物代謝酵素活性が上昇する こと が示唆さ れた｡ 水酸化代謝粋が増加した こと

から
, 肝 ミ ク ロ ゾ

ー ム に局在するモ ノ オキシゲナ
- ゼ活性の上昇が, ま た C S B A の 排滑

が増加する こと から肝 ア リ
ー ル ア ミ ダ

ー ゼ活性も上昇する ことが推察された ｡

- 5 0 -
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第2 章･ T rip a m id e 連続投与複の肝薬物代謝酵素活性に及ぼす影響

実 験 方 法

1 . 動 物

体重11 0
-

1 3 0 g の W i s t a r 系雄性 ラ ッ トを 一

群 3 匹用 い た｡

2
. 投 与 量

T ri p a mi d e 20 0 m ? ( 0 . 54 2 m m o l e s) / k? / d a y

C S B A 1 6 7 m ダ (0 . 7 11 m m o l e s) / k ダ/ d a y

A T D 1 63 m ? (0 . 5 42 m m o l e s) / A? / d a y

( A T I) は そ れ自身酸化されやすく不安定をどで酒石酸塩 を用 い た ｡)

以上 の 読料を5 0/o ア ラ ビア ゴ ム懸濁液に て ラ ッ ト 1 匹あた り1 m P を経口投与した ｡ C . n t r ｡1

群は同様 に 5
0
/ o ア ラ ビ ヤ ゴ ム懸濁頼を投与した . 7 日間, 毎日 1 回投与し, 最終投与後24 時

間後 に溶血し て殺した ｡

3 . 薬 物代謝辞素活性の測定

肝ミクロ ゾ ー ム分画の調製

最終投与24 時間後に溶血して 殺し
,
0 . 05 M P h o s p h a t e b u ff e r ( 1 . 1 5 % K C l 含有) で湾流

し
,
∵ 直ち に肝臓を取 り出し, 肝 1 チ 当り 2 m P の0 . 0 5 M P h o s p h a t e b u ff e r (0 . 1 m M E D T A

含有) を加え･ 永冷下 P ot t e r
-

E l v e h]
･

e m 型 テ フ ロ ン ホ モ ジナ イ ザ - で よくすり つ ぶし
,

冷却遠心機で ,
9
, 0 00 ダ , 2 0 分間 ,

遠 心分離を行をう (9
,
0 00 ダ 上精分画) ｡ その 上清をさら

に 10 5
,
00 0 ダ , 60 分間超遠心 分離し , その 沈澱物をミ ク ロ ゾ ー ム 分画とする ｡ ミ ク ロ ゾ ー ム

分画は肝 1 ダ あた り 2 m P の 0 ･ 05 M P h o s p h a t e b u ff e r ( p H 7 . 4) で 懸濁 し
,
酵素標品と し

た ( ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁頼) 0

(2) 反応溶液の組成

M g C 1 2 (2 5 FL m O l e s) 0 ･ 1 m P , G - 6 - P (20 p r n o l e s) 0 . 1 m P
,
N A D P (0 . 8 p m o l e s) 0 . 1 m P

,

G - 6 - P D H (5 u n i t s) 0 ･ 1 m P
,
S u b s t r a t e ( A mi n o p y r i n e ( A M ) お よび A n ili n e ( A N) 4 FL

m o l e s
,

14
c - T r ip a mi d e O ･ 4 iL m O l e s (P H IO)) 0 . 2 m A

,
ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁液1 m A , 全 容畳

1 ･ 6 T 花P と するo 反応は3 7 ℃, 3 0 分間イ ンキ エ ペ
- 卜する｡

(3) A m i n o py ri n e( A M ) N 脱 メチ ル化活性の測定 ( ホ ル ムア ル デヒ ドの定量) 5 8)

A M を基質に して, イ ン キ ュ ベ
- ト後, 1 0 0/ o トリ ク ロ ル酢酸 2 . 5 m P を加え, 3 , 0 00 r . p .

m
. ,

5 分間遠心 分離し
,
こ の 上清 2 . 5 m P に N a s h 試薬

58 '
1 m P を加えて

,
3 7 ℃, 30 分間温めで得ら

れた黄色水溶液を4 15 n m の 波長で吸光度を測定した ｡

(4) A n i(i n e( A N) 水酸化活性5g)

A N を基質に し て , 3 7℃, 3 0 分間, イ ン キ エ ペ
- ト後,

10 0/ o ト リ グ ロ ル酢酸 1 7 nP を加ほ

-

5 2
-



て
,
2 , 5 0 0 r . p . m . 7 分 間遠心分離する ｡ 上帯1 . 5 m P に10 0/o 炭酸ナ トリ ウ ム を 1 m P を加え ,

さ ら に 2
0
/o フ ェ ノ

ー ル / 0 . 2 N 水酸化ナ トリウ ム溶液 1 m P を加える ｡ 3 7 ℃, 3 0 分間温置し ,

6 20 n m の 吸光度を測定 した ｡

(5) T rip a m id e 代謝活性の測定

1 4

c
-

T r i p a mi d e (0 . 34 p m o l e s) を基質に して, 3 7℃
,
30 分間

,
イ ン キ エ ペ

-

ト後, メ タ ノ

ー

ル 5 m P を加えて
,
2
. ,
50 0 r . p . m .

,
7 分 間遠心分離する｡ 上宿を濃縮乾回し, 残漆をメ タ

ノ
ー

ル 0 . 5 m 9 で 溶 かし, その0 . 0 2 m P を薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー ( E i e s e lg e 1 60 F 2 5 ｡ , 0 . 2 5 仰 ,

M e r c k) に ス ポ ッ トする ｡ 展開溶媒とし て ベ ンゼ ン / ア セ ト ン ( 1 / 1 ) お よび2 8 % ア ン

モ ニ ア 水/ 水 / n- ブ タ ノ
ー ル ( 1 / 9 / 50) で展開後, T r i p a m i d e , 8

- b y d r o x y
-

t r i p a m id e

お よび C S B A に 相当する R f 値部分をかきと り, 放射能を測定した｡

(6) N A D P H
- チ トク ロ ー ム c 還元酵素活性の測定

60)

ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁液0 . 2 m B
,
チ ト ク ロ

ー

ム c ( 酸化型 h o r s e h e ar t , S ig r n a . T y p e Ⅵ) 35

n m o l e $ 1 m B , K C N 3 . 3 p m ol e s 0 . 3 m B ,
N A D P H I OO n m ol e s l m P を加え, 5 5 0

- 53 5

n m の 吸光度差を2 5 ℃ で 5 分間, 艮立1 56 型 二波長分光光度計で測定したo

(7) チ トクロ
ー ム P - 4 5 0 量

6 1)
お よびb 5 量

62 )
の 測定

ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁液2 . 8 m A を そ れ ぞれリ フ ァ レ ン ス およびサ ンプ ル の キ ュ ベ ッ ト に 入れ,

サ ン プ ル キ ュ ベ ッ ト に N A D H ( オ リ エ ン タ ル酵母) 20 0 n m ol e s を加え て チト ク ロ ー ム b 5

を還元する ｡ 還 元型お よび酸化型差 ス ペ クト ル を自記分光光度計 (島津 マ ル チ パ
ー パ ス M

P S - 5
,
0 0 0) で測定 し, 42 4 - 4 09 n m の 吸光度差から b 5 量を算出した o P

- 4 5 0量 は b 5 測

定用の サ ン プ ルキ ュ ベ ッ トをリ フ ァ レ ン ス と し, 新 た にサ ン プ ル側 の キ ュ ベ.
ッ ト に ミ ク ロ

ゾ ー ム 懸濁液 2 . 8 m B を加え,- 2
- 3 m ? の ハ イ ドロ サ ル フ ァイ トを加えて

一

酸化炭素を30 秒

間通気し, 直ちに自記分光光度計で測定 した ｡ 45 0
-

49 0 rl m の 吸 光度差 から算 出したo b 5

量 お よびP
-

45 0 量算出の ため の 分子吸光係数はそれ ぞれ1 65 お よび9 1 m M
- 1
c m 1 1 を用 い た o

(8) 基質差ス ペ ク トル の測定
63)

ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁液 2 . 8 m B に 2 m M の 基質を加え ,
ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁液を 1) フ ァ レ ン ス

に して差ス ペ クト ルを測定する｡ T r i p a m id e は41 7
- 39 0 n m の 吸光度差を m ダ蛋白あたりで

表示した ｡

(9) 蛋白定量

ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁綬0 . 5 m P に 0 . 5 N 水酸化 ナ ト リ ウ ム溶液9 . 5 m A を加えて
,
1 時間煮沸

する｡ 以下 L o w r y 法
64† に従 っ たo

-

5 3
-



実 験 結 果

2
-

1 ア ミノ ピリ ンN 一 蹴 メ チル化活性お よびア ニ リン水酸化活性に及ぼす影響

T rip a mi d e (20 0 m ダ/ k g) , 7 日 間, 経 口授与 しを最終投与後1 日 ,
2 日

,
4 日 お よび7 日後

の A M N 一

脱 メ チ ル 化晴性およびA N 水酸化措性を F i g二3
-

3 に 示 した ｡
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F i n a L d o s e T i r n e ( d a y s )

e 血 a n c e m e n t o f ti l e a c t i v i t i e s o f (A ) a m i n o p y r i n e

N - d e m e t h y l a s e a n d ( B ) a n i l i n e h y d r o x y l a s e a f t e r

r e p e a t e d a d m i n i s t r a t i o TI O f t r i p a m i d e (2 0 0 m g / k g) t o r a t s

… ;< p 0 . 0 1

- 5 4 -



A M N
一

脱 メ チ ル 化晴性 およびA N 水酸化晴性は い ずれも最終投与24 時間後に , 約 2 倍 に

上昇した ｡ 2 日後でやや低下し, 4 日後で ほぼ正常レベ ル に 回復し た｡ T r ip a m i d e 連 続投与

すると肝英拘代謝酵素活性 が上昇する こと が示された ｡ 上昇した活性 は投与中止後す みやか

に回復した ｡

2
- 2 肝 ミクロ ゾ ー ム電子伝達系へ の影響

この 活性上昇の 要因を明らかにするため に , ミ ク ロ ゾ
ー

ム 電子伝達系成分に つ い て 検討し

た ｡ ( F i g .
3

-
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F i g . 3 -

'

4 . L i v e r w e i g h t ( a ) , m i c r o s o m a l p r o t e i n (b ) ,

c y t o c b T O m e
'

p - 4 5 0 ( c ) a n d b 5 ( d〕, a n d b i n d i n g

o f
■

t r i p a m i d e (a ) a f t e r r e p e a t e d a d m i n i s t r a t i o n

o f t r i p a m i d e ( 2 0 0 1 m g / k g) t o r a t s

肝重量, ミ ク ロ ゾ
ー ム 蛋白量

,
チ ト ク ロ

ー ム P -

45 0 お よびb 5 量, T r i p a mi d e 結合量は い ず

れも活性上昇 に対応した変動は認め られをか っ た ｡

以上 の こ とか ら
,
T r i p a m i d e 連続授与に よ っ て薬物代謝酵素滑性が上昇する が, そ れ に対

応した ミ ク ロ ゾ
ー ム 電子伝達系成分の 変動は認められをか っ た o

-

5 5
-



第3 章 T rip a m 盲d e 代謝物連続投与複の薬物代謝酵素活性に
及ぼす影響

T rip a m i d e は ラ ッ ト に率 い て すみやか に代謝 され, 主 と して C S B A を生成する ｡ し たが っ

て T ri p a m i d e の 薬物代謝酵素晴性の 上昇は代謝物に よる可能性 も考えられる の で , 主代謝物

である C S B A
, そ の際同時に生成すると推定さ れる代謝物 A T D 及び T r ip a m i d e を各等モ ル

( T ri p a m i d e 2 0 0 m g / k g に 相当) ラ ッ ト に連続投与した後の薬物代謝酵素活性を検討した ｡

3
-

1 アミノ ピリン N + 脱メ チ ル化活性 およびア ニ リン水酸化活性に及 ぼす影響

A M N 一

脱 メ チ ル化晴性お よび A N 水酸化晴性を F ig . 3 - 5 に 示 し た｡
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F i g . 3 - 5 . T h e a c t i v i t i e s o f a m i n o p y r i n e

N
- d e m e t b y l a s e 〔a) a n d a n i l i n e

h y d T O X y l a s e ( b〕 a f t e r r e p ? a t e d

a d m i n i s t r a t i o n o f t r i p a m i d e

o T i t s m e t a b o l i t e s t o r a t s

*
; < p 0 . 0 5

,

* *

; p < 0 . 0 1

A M N -

脱 メ チ ル化晴性 はC S B A 投与群で は活性の 上昇が認められを い の に対し て ,
T r i ･

p a m i d e 投与群で は約 2 倍 ,
A T D 投与群で は約 3 倍 に上昇した｡ A N 水酸化活性は C S B A 投

与群で1 . 3 倍 ,
T r i p a m i d e 投与群で2 . 1 倍 ,

A T D 投与群で2 . 5 倍 に上昇した ｡

い ずれ の 代謝活性も C S】∃A 授与群 では変化 が少をく, ま たT r i p a m i d e 投 与時 に比 べ てA T D

投与時の方 がより括性 が上昇した ｡

3 - 2 T rip a m id e の代謝活性に及ぼす影響
●

次 に T r i p a r n i d e の 代謝活性に 及ぼす影響を F ig . 3
- 6 に 示 した ｡

-

5 6
-
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F i g . 3 - 6 . T h e a c t i v i t i e s o f t h e m e t■ab o l i s m

o f t r i p a m i d e a f t e r r e p e a t e d

a d m i n i s t r a t i o n o f t r i p a m i d e o T

i t s m e t ab o l i t e s

a)

ち)

c)
* '

I

m e t ab o l i c r a t e o f t r ユp a m i d e

8
- h y d r o x y l a t i o n

b y d r o l y s i s

p < 0 . 0 5 ,
* * '

, p < 0 ･ 0 1

T r i p a m i d e の 代謝活性は C S B A 投与群で変ら か
､ の に対して, T r i p a m i d e 投 与群で約1 ･ 7

倍 に上昇傾向を示 し, A T D 投与群で約 2 倍 に上昇した ｡

8 - b y d r o x y l a s e 活性 は C S B A 投与群で約1 . 3倍 ,
T r i p a m i d e 投与群や約1 . 6倍 ,

A T D 授与群

で約1 . 8 倍 に上昇した ｡

c s B A の 生成活性は ,
C S B A 投与群で変ら か

ゝ の に対して, T r i p a m i d e 投 与群で約1 ･ 4倍
,

A T D 授与群で約1 . 5 倍 に上昇傾向を示し た｡

以上 の こ とから, C S B A 投与は 8
- by d r o x yl a s e 活性 をわずか に上昇さ せ るが T r i p a m i d e の

代謝 に殆ん ど影響をあた えをか っ た ｡ し か し T r i p a m i d e お よび A T D 投与では ,
T r i p a m i d e

の 代謝活性 が い ずれも上昇する こと が明らか にを っ たo

3
-

3 肝ミクロ ゾ ー ム 電子伝達系へ の影響

次 に T ri p a m i d e 連続投与時 における薬物代謝酵素活性の 上昇機序 を明らか に する た め に

T r i p a mi d e お よび代謝物の 連続投与彼の 肝ミ ク ロ ゾ
ー ム 電子伝達系の 成分を検討 した o

肝重量 , 肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム 蛋白量および N A D P H

- チ トク ロ ー ム c 還元酵素括性を検事寸した o

( F i g . 3 7 )

肝重量 は A T D 投与群で有意に増加した が, C S B A お よび T ri p a m i d e 投与群では変化
力雫忍

められをか っ た ｡

肝 ミ ク ロ ゾ ー ム 蛋白量 は T ri p a m i d e 授与群で有意に減少〔, A T D 授与群で減少傾 向を示

した が, C S B A 投与群で は変化が認められをか っ たo

-L 5 7 -
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F i g . 3 - 7 . L i v e r w e i g h t ( a) , m i c r o s o n a l p r o t e i n (b )

a n d N A D P 日 c y t o c h r o m e 三 r e d u
c t a s e ( c〕

a f t e r r e p e a t e d a d m i n i s t r a t i o n o f t T 王p a m i d e

o r i t s m e t a b o l i t e s

*
; p < 0 . 0 5 ,

* *
; p < 0 .

0 1

N A D P H -

チ ト ク ロ ー ム
c 還元酵素活性 は A T D 投与群で上昇傾向を示 し たが ,

C S B A お よ

び T r i p a m i d e 投 与群では有意を変化が認 められをか っ た ｡

さら に チ ト ク ロ
ー

ム P - 4 5 0 お よび b 量 を検討 したo ( F i g . 3
-

8)
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P -45 0 量 お よびb , 量 い ずれも C S B A お よ び T r i p a r n i d e 投与群で は変らず, A T D 投与群で

は有意に約3 6 % 増加 した ｡

ラ ッ ト に おける T ri p a m i d e 連続投与時の 肝薬物代謝酵素活性の上昇は代謝物 A T D に よ る こ

と が示唆され た｡ し か し活性上昇を説明し得るほ どの電子伝達系成分の 大きを変動は認め ら

れをか っ た ｡

し た が っ て通常の
｢
酵素誘導+ に認 められ るようをチ ト ク ロ

ー ム P 4 50 の 量的変化 に 対応

した薬物代謝活性 の 変動は T rip a mi d e 授与時 に は観察さ れをか っ た ｡

･
-

59
-



第4 章
14
C - T ri p a m id e 投与時の放射能の肝細胞内分布と
c o v al e n t bi n di n g

肝薬物代謝酵素晴性の 上昇機序 を
14 C - T r i p a m i d e 投与後 の放射能の肝細胞内分布 と そ の

c o v a l e n t b i n d i 喝 と の 関連で検討 した ｡

第 2 編第 2 章で述 べ た ように , ラ ッ ト に
1 4 C - C a r b o n y l お よび

1 4

C -I s o i n d oli n e - T r i p a mi d e

を授与した際の肝臓串よび腎臓内の 放射能濃度を F ig . 3 - 9 に 示 した｡
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1 8 4 8 72

T i n e( h o u r)

r a d i o a c t i ･v i t y i n l i v e r a n d

1 4
c - c a r b o n y l ” o r I s o i n d o l i n e -

*
; p < 0 ･ 0 5 ,

* ”
; p < o . o 1

1 4

C - I s o i n d o li n e - T r i p a mi d e 投与 の方が肝臓お よび腎臓からの 放射能の 消央は遅 か っ た｡ こ

の こ と は T r i c y c l o d e c a n e r i n g m o i et y を有する代謝物が C hl o r o s u lf a m o y lb e n z o y l m o i e t y

を有する代謝物に比 べ て , 肝臓および腎臓 へ の親和性が高 い こ とを示 唆し て い る ｡

薬物代謝酔素を誘導する薬物の 性質は ① 作用時間が長 い. こ と , ②脂溶性が高 い こ と ③ 肝

臓 に貯留する こ とが知られて い る｡
57 ) T r ip a m i d e 投与後 の肝薬物代謝酵素活性 の上昇が, 代

謝物 A T D に よ る こ と が示唆された が, 以上 の 結果は代謝物 År D の 肝臓 へ の貯留性と関連 し

て い るもの と思われ る｡

そ こ で こ の肝臓を用 い て, 肝細胞内の放射能の 分布と各分画中の 放射能の c o v al e n t b i n di n g

を検討 した｡
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実 験 方 法

1 . 肝臓内 A T D 量 の測定

1 4

C -

I s o i n d oli n e - T r i p a mi d e ( 5 m g / k g) 投与後 ,
1 お よび8 時間後の肝臓を摘出 し ,

.
肝

臓 1 g あ た り10 m P の 1 / 1 5 M p h o s p h a t b uf f e r ( p H 7 . 0) で ホ モ ジナイズする o そ の 後, 酢酸

エ チ ル 20 m P で 2 回抽出す るo 抽出物を T L C ( K i e s e lg el G F 2 5 4 ( 2 0 × 20 c m , 厚 さ0 . 2 5 m m ))

に ス ポ ッ ト し
,
ベ ン ゼ ン / ア セ ト ン ( 1 : 1 ) で展開する｡ オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ - をとり

,

代謝物 に相当する R f 値部分をかきと り ,
その 放射能を測定する ｡

2 . 肝細胞内分画法

肝細胞分画法は以下 に示す通りであ′る ｡
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3 .
c o v a l e n t b i n d i n g の測定

分画中の c o v a l e n t bi n di n g は以下 に示す通りであ っ た｡ 各分画はそれぞれ 1 m Pを試料に用

い た｡
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D e t e r m l
'

n a ti o n o †bi n d i n g t o p r o t ei n

M i c r o s o m e

s u

･

, e r n a t&
･

2 m 【o† 0 ｡ 9 M T C A

3 0 0 0 r･ p . m . f o r1 5 ” )
'

n .

d i s c a rd
l . P P t r e S u S P e n d e d J

'

n 3 m L o f

O . 6 M T C A
2 . m i x ed †o r l m i n .

3 . S O ni c at e d f o r 1 m i n .

.
.&
壁 挫

r e s u s p e n d e d f
'

n 5 m L o f

m e t h a n ol

2 . m ix e d f o r 3 m J
'

n .

F; v e t i m e s

L L 9
ち

実 験 結 果

I . 肝臓内 A T D 量

･4

C - I s . i n °. li n e
- T r i p a mi d e ( 5 m g / k g ) 投与後1 お よび8 時間後の肝臓中 A T D 量を測定

した ｡ ( T a bl e . 3
-

1)

t げ れ の 時間に お い ても A T D は 肝臓中代謝物の約 4
0/o を占 て い た ｡

T a b l e 5 - 1 . E t h y l a c
e t a t e

-

e x t r a c t a b l e m e t ab o l i t e s i n r a t s

l i v e r f o l l o w i n g
a d m i n i s t r a t i o n o f

1 4
c - I s o i n d o l i n e

-

T T i p a m i d
e

M e t a b o l i t e s T i m e ( h) a f t e r a d m i n i s t r a t i o n

1 8

( %)

王t b y l a c e t a t e e x t T a C t S 6 2 ･ 7 ＋ 3 ･ 3 S 8 ･ 7 ＋ 4 ･ 4

T r i p a m i d e

A T I)

8
- h y d r o x y

- t T i p a m i d e

3
-

h y d r o x y
-

t r i p a m i d e

1 3 .
1 ＋ 1 . 9

3 . 9 ＋ 0 . 4

4 . 3 十 0 . 3

5 . 5 十 0 . 3

5 . 3 ＋ 0 . 5

4 . 3 十 0 . 2

2 . 5 十 1 . 0

3
. 7 ＋ 0 . 4

-

6 2
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2 . 肝細胞内分布

ラ ッ ト
1 4

C -

C a r b o n yl お よび
1 4

C -I s o i n d o li n e - T r ip a m i d e ( 5 m g / k g ) を投与した彼の 肝細

胞分画中の 放射能の 分布を検討した｡ ( F i g . 3 -

10)
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=
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0

亡

0

U

2 0

1 5

1 0

5

1

ー

℃ -I s o i n d o h
'

n e
-

T ri p a m i d e

＼＼
＼＼

8 2 4 4 8 7 2

Tir n e ( h o u r)

F i g ･
3 1 0 D i s t r i b u t i o n o f r a d i o a c t i v i t y i n s u b c e l l u l a r

f r a c t i o n o f l i v e r f o l l o w i n g a 血 i n i s t r a t i o n

o f
1 4
c - c a r b o n y l

-

o r
1 4
c - I s o i n d o l i n e - t T i p a m i d e

S m ; c y t o s o l

屈詔喝; 叩与c r o
_
s o n ? s

; M i t o c b o n d r i a

済 ; N u c l e u s

授与1 時間後 に つ い て は, C y t o s o l ≫ N u c l e u s > M i c r o s o m e s > M i t o c h o n d r i a の 順 で , 両

化合物と も差異は全く認 められをか っ た o し か し 8 時間後では C y t o s o l は
1 4

C - C a r b o n y l >

1 4 C -I s o i n d o l i n e で あ る の に対 して ,
N u c l e u s

,
M i c r o s o m e s お よび M i t o c b o n d r i a の 膜分画に

お い ては
1 4

C -I s o i n d oli n e >
1 4

C - C a r b o n yl で あ っ たo こ の変化は時間が経る にし たが っ て著

明であ っ た｡

T r i c y c l o d e c a n e r i n g r n o i e ty は膜成分に対して高 い 親和性を示 した ｡
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3 . 肝 細胞分画中の c o v a l e n t b i n d i n g

℃ -
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T irT l e (h o u r)

r

F i g ･ 3 -ll c o v a l e n t b i n d i n g i n s u b c e l l u l a r f r a c t i o n

f o l l o w i n g a d m i n i s t r a t i o n o f
1 4
c - c a r b o n y l

-

1 4
c - I s o i n d o l i n e - t r i p a 7 n i d e t o r a t s

○

A

A

*

M i c r o s o m e s
N u c l e u s

M i t o c h o n d r i a
C y t o s o l

o f l i v e r

O r

1 4

C - C a r b o n y トお よ び
1 4

C - I s o i n d oli n e - T r i p a mi d e を ラ ッ ト に投与した後の 肝細脂分画中の

蛋白 ヘ の c o v al e n t bi n di 喝 を検討 した ｡ ( F i g . 3 - ll)
1 4

C - C a r b o n y トT r i p a I ℃id e を投与した場合の c o v a l e a t bi n d i n g は M i c r o s o m e s > M i t ｡ c b ｡ ｡ -

d ri a > C y t o s o l > N u c l e u s の 順 である の に 対し て
1 4 C - I s o i n d oli n e - T r i p a m id e の そ れは N u -

c l e u s 分画 ヘ の b i n di n g が著明 に高か っ た ｡ A T D が チ ト ク ロ ー ム P - 45 0 を誘導 し
,
薬物代謝

酵素活性を上昇さ せ る ことと
,
T r i c y l o d e c a n e r i 咽 m O

､
i e t y が核 ヘ 移行し, c o v a l e n t bi n di 喝

する こ ととは関連 があるもの と思 われる ｡ ま た M i c r o s o m e s 分画 ヘ の c o v a l e n t bi n di n g が授

与直後, い ずれ の 標識化合物を 剛 ゝ ても高 い こ とは ,
こ の c o v a l e n t b i n di n g p r o c e s s が肝 ミ ク ロ

ゾ - ム 中 の薬物代謝酵素系と共役して い る こ とを示唆し て い る｡

-

6 4
-



第 5 章 肝ミク ロ ゾ
- ム における

3 H お よび
14 C 一 丁ri p a m id e の

c o v a- e n t bi n di n g

1 4 C - T r i p a m i d e を ラ ッ ト に投与した後の肝蛋白に放射能が c o v al e n t bi n di n g し て い る こ と

が明ら か に され たo こ の b i n di n g に は T r i c y c l o d e c a n e ri n g r n o i e t y が関与し て い る こ と が示

唆された ｡ そこ で i n v it r o 肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム に おし

,
､ て

,
N A D P H 生成系下で c o v a l e n t b i n di n g を

検討し た｡ また こ の c o v al e n t bi rld i n g p r o c e s s が チ ト ク ロ
ー ム P -

4 5 0 を含む薬物代謝酵素系

と共役して い る か密 か調 べ た｡ さら に bi n di n g に 関与する晴性代謝物の検索も合せ て 行 っ た ｡

5
-

1 N A D P H 生成系下の c o v al e n t bi n di n g

1 . 肝 ミク E] ゾ - ム に おける N A D P H 生成系下の c o v al e n t b i n d i n g ( T a b l e 3
1 2)

T a b l e 3 - 2 . C o v a l e n t b i n d i n g o f [
3
H] [
1 4 c] T r i p a m i d e

b y m i c r o s o m a l p r e p a r a t i o 且 s

P r o t ei n

c o n d iti o n
3
H n m ot e s / m g

b i
rA
d

c

i n g

C o n t r o l

N o n -i n c u b a l e

-

N A D P H

B o
'

'1in g M s

】L 2 . 9 ( 一o o )

3 5 .2 ( 2 5)

2 i . 2 ( 2 1 )

2 9 . 7 = 7 )

1 6 . 7 0 (1 0 0 )

i .8 i ( 2 9)

3 .3 0 1 2 0 )

3 . 5 2 ( 21 )

3
H/
1 4
c ; 1 . 3 7 , s u b s t r a t e ;

3 H - I s o i n d o l i n e - a n d

1 4
c - c a r b o n y l

- T r i p a m i d e ( c o n e . ; 0 ･ 2 0 71 m O 1)

表 か ら明らかを ように T r i c y c l o d e c a n e r i n g m o i e t y の 方 が C h l o r o s u l f a m o y l b e n z o y l

m o i e t y よ り高 い c o v a l e n t bi n di n g を示した｡

ま た c o v a l e n t b i n d i n g は37
o

で イ ン キ エ ペ
-

卜 しをければ低 い こ とからn o n s p e cifi c ,をbi n d -

i n g で はをく ,
ミ ク ロ ゾ

ー

ム を95
o

,
5 分 間, 加熱処理 する こと に よ っ て低下するこ とから酵

素反応である こ とが示された ｡ さ ら に糸から N A D P H を除くと低下す る こ とか ら反応に は

N A D P H が要求され た｡

2 .
T rip a m id e 代謝物の c o v al e nt b

.

I n d i n g

代謝物と して C S B A , C S B H , 3
- h y d r o x y

-

t r ip a m i d e を基質に用 い ,

1 4 C - C a r b o n y l および

1 4

C -I s o i n d oli n e - T r i p a m i d e を対照と して N A D P H 生成系下 i n v i t r o 肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム に お ける

-

6 5
-



代謝物の c o v a l e n t bi n di n g を検討した ｡ ( T a bl e . 3 - 3)

T a b l e 3 -

3 . C o v a l e n t b i n d i n g o f m e t a b o l i t e s

o f t r i p a m i d e

s u b s t r a t e C o v a l e n t b i n d i h g

M e t a b o l i t e s
c o n c e n t r a t i o n ( d p m ) %

( d p m )

C S B A

C S BⅠ1

1 4
c

-

I s o
-

3
- h y d r o x y

-

T r i p a m i d e

1 4 c - c a r も ー T T i p a m i d e

1 4 c - I s o - T r i p a m i d e

8 0 6 3 2

7 Z 4 3 0

0 . 0 0 . 0 0

4 8 . 9 0 . 0 7

8 0 5 6 0 2 1 9 6 2 . 7 3

8 2 8 9 4 1 3 6 4 1 . 6 5

7 1 5 5 2 3 5 1 9 4 . 9 3

T r i c y c l o d e c a n e r i n g m oi e ty を持 た か
ゝ代謝物 C S B A お よび C S B H は 全く ミ ク ロ ゾ

ー ム

蛋白と c o v al e n t bi n d i n g しをか っ た ｡

1 4

C - C a r b o n y トT r ip a m i d e は
1 4 C - I s o i n d o li n e - 3 - b y d r o x y t r ip a m i d e よ り は低 か っ た ｡

以上 の こ と から T r i c y cl o d e c a n e ri n g m o i e ty が c o v a l e n t bi n di n g に 何んらかの 関与をし て

い る こ と が示された ｡

3 . 基質濃度と c o v a l e n t b i n d i n g との関係

ミ ク ロ ゾ ー ム 蛋白量 ( 6 m g / m P) を
一

定 に して
1 4 C - I s o i n d o li n e - T r i p a r n i d e を27

- 27 0 n

m o l 締如し て
,
基質濃度と c

'

o v a l e n t b i n d i n g と の 関係を検討した ｡

0

0

で 4
0

>

軍
O

言壱3
⊂
⊂

. 凸 >

'

重富2 .
a O

B喜.
■一

ヽ 一

◎

＼
｡

1 0 5 0 1 0 0 2 0 0 2 5 0

1 4

c - T rip a m jd e( n m ol)

F i g ･ 3
-

1 2 ･ C o v a l e n t b i n d i n g o f v a
r i o u s c o n c e n t r a t i o n

o f 1
4 c - I s o i n d o l i Tl e

- T r i p a m i d e

そ の結果を F ig . 3
- 12 に 示 した ｡

- 6 6 -



5
- 2 フ ェ ノ バ ル ビタ ー ル および塩化コ バ ル ト投与による影響

実 験 方 法

w i s t a r 系雄 ラ ッ ト (体重1 42 - 1 91 g) に フ ェ ノ バ ル ビ タ
ー

ル N a( P B) 8 0 m g / k g を 3 日間

腹膜内投与し , 塩化 コ バ ル ト ( C o C 1 2 ) は40 m g / k g を 3 日間皮下投与し, そ れ ぞれ最終投与

2 4 時間後 に殺し, 肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム 分画を調製した

.
o

実 験 結 果

1 . 薬物代謝酔素活性 に及ぼす p B お よび c o c l
2
の 投与効果 ( T a b l e 3

- 4)

T a b l e 3 - 4 .
E f f e c t s o f p r e t r e a t m e n t o f p h e n o b a r b i t a l ( P B )

o r C o C 1 2 0 n d r u g
- m e t a b o l i z i n g e n z y m e s

M i cr o s o m a L C y t o c h r o m e D r u g
-

m e t a b li z i n g e n z y m e s

P r o tei n p - ' 5 0 b
5

A m i n o py n n e A n ili n e

m g / g .
li v e r n m o l e s / m g n m ot e s / m g 〃 m o le s / g n m ol e s / m g 〃 m ole s / g

c o n tr o 1 2 1 ,7 士 0 .9 1 . 0 6 土0 .0 ん 0 .5 2 * 0 .0 2 ム3 .L 士1 .0 0 .9 ム*0 .0 3 8 Ll 土0 . ん6 0 .1 8 土0 .0 1

* * * * * * * * *

P B 2 8 .2 士 0 .5 2 .
0 3 土0 ,11 0 3 6 如D 2 ム5 .

6 土2 .0 1 . 2 9 土0 .0 6 7 .5 Li O 3 1 0 1 1 土O J)I

C o C 1 2

* * * * * * * * * * *

2 2 .7 土 0 .7 0 .3 0 * 0 .O 7 0 .3 7 土0 .O L l l .6 土2 .6 0 . 2 6 i O .0 5 3 .61 ±0 ･ 6 7 0 ･0 8 土0 ･0 1

*
; p < o ･

o 5
1

* *
; P < 0 ･ 0 1

ア ミ ノ ピ リ ン N 一 脱 メ チ ル化晴性
,
ア ニ リ ン 水酸化活性およびチ ト ク ロ

ー ム f
L 4 5 0 量 は P B

投与で増加し ,
C o C 1 2 投与 に より低下した ｡

2 .
C o v a [ e n t b i n d i n g に及ぼす P B お よび C o C 1 2 の 投与効果( T abl e 3

- 5)

T a b l e 3 -

5 . E f f e c t s o f p r e t r e a t m e n t o f p h e n o b a r b i t a l ( P B)

o r C o C 1
2
0 n C O V a l e n t b i n d i n g

3 H
lム
c

3H
m i n u s
IL c

n m ol e s ハ¶g 〃 m o l e s / g .
Li v er n m o l e s / m g FJ m o l e s / g .li v e r

C o n t r ol 1 7 3
.
9 土9 .0

P B 1 5 i .1 * 6 .0

* *
C o C L2 3 7 ･ 6 * 7 1 6

3 .7 8 土0 .2 6

ち. 3 7 土 0
.
2 ム

* *

0 .8 ん土 0 .1 L

1 9 . 6 土0 .8

1 8 . 9 .L 】 .1

* *

8 .6 * 1 .i

0 .
ム3 土0 .0 3

0 .
5 山0 ()ち

* *

0 .】9 土0 .
0 3

1 5 L . 3 土 8 .8

1 3 5 . 3 i 5 .1
* *

2 9 .0 土6 .3

* *
; p < 0 .

0 1

s u b s t r a t e ;
3
H - I s o i n d o l i n e -

1 4
c - c a r b o n y l

-

T r i p a m まd e

c o v al e n t bi n di n g は P B 投与で増加せ ず, C o C
1
2 投 与で約 2 分 の 1 に低下した o

-

6 7
-



5
-

3 C o v at e n t bi n di n g の種差と代謝物生成との 関係

第 1 編第 4 葦の 4
- 4 で述 べ た各種動物 の肝 ミ ク ロ ゾ

ー ム を用 い て c o v a l e n t bi n di n g と 各

代謝物の 生成との 関係を検討した ｡ ( F i g . 3
- 1 3)

1
. 各種動物肝ミクロ ゾ ー ム に おける c o v a l e n t b i n d i n g と代謝物との関係

q )

亡

`

ロ

⊂

∫

亡

4)

O

A .

1 5 0

1 4
(

1 0 0

( ⊃
M

ヽ

> tP

さE
o
ヽ
ヽ

雪害
1 亡

”

臥

00

00

r : ¢ ●0 1

尺●

● R A

1 2 5 1 0

8 H y d r D I Y t r l P Ll rn l
d e

之0

( n m o v m g / 3 0 r'l .n )

㌔A

▲
R A

1 2 5

I l
ll
▲ ロ

5 00

3 0 0

1 0 0

1 0

1 0

3 N
y
d ,o x y t rl P & m l d e

( r･ rn o レ m 9 / 3 0 仙 n )

R
CL

ld R A

/
b
R
4 0 0

2 0 0

一o o

1 2 5 1 0

C S 8 A

( n m o l / n g / 3 0 m . n )

F i g . 3 -13 c o r r e l a t i o n o f c o v a l e n t b i n d i n g b e t w e e n t h e

f o m a t i o n o f m e t a b o l i t e s b y m i c r o s o m a l p r e p a r a t i o n

R ; R a t , G ; G u i n e a p i g , R A ; R a b b i t , ”; M o u s e

D ; D o g , H ; Ht l】Ⅵa n

各種動物肝ミ ク ロ ゾ ー ム に お ける 8 - h y d r o x y
-

t r ip a m i d e , 3
- h y d r o x y

- t r i p a m i d e およびC S B A

の 生成と bi n di n g の 生成と の 関連性の 検討は 8
- b y d r o x y- t r i p a m i d e の 生成が最も良く相関性

を示 した ｡

2 .

1 4 C - ( s o i n d oli n e - 8 - h y d r o x y
- t ri p a m id e を基質に用い た場合の c o v a[ e n t 占i n d i n g

亡 4
0

=>

O ) d

壱壱
.凸 ⊂

- >

空言2 .

> q)

O
■

ロ

0 盲
一

書1 .
ヽ
■
′

○ /

F i g . 5
- 1 4 .

0

○

1
℃ - I s o 一 丁rip a r n id e

14

c
-

l e o
-

8
-

h y d r o x y
-

T ri p a rnid e

0 5 1 0 3 0 6 0

I n c u b ati o n p e ri o d( m in)

c o v a l e n t b i n d i n g o f
1 4
c - = s o i n d o l i n e - 8 ･ h y d r o x y

- t r i p a m i d e

1 4 c - I s o i n d o l i n e
- T r i p a m i d e t o m i c r o s o m a l p r o t e i n

- 6 8
-



c o v a l e n t bi n di n g の 生成と 8
- h y d r o x y

-

t r i p a mi d e の 生成とが相関性を示 し た こ と から 8 -

h y d r o x y
- t r i p a m i d e か らの 活性代謝物が c o v a l e n t bi n di 帽 に 関与する こと が推測 された ｡ そ

こ で
,
8 - h y d r o x y - t r i p a m i d e を基質 に 剛 ､

,

1 4 C - I s o i n d o l i n e - T r■ip a m i d e の bi n d i n g と 比較検

討した o ( F ig .
3 -

1 4) 8
- h y d r o x y

- t ri p a m i d e の c o v a l e n t bi n di n g は 明 らか に
1 4

C -I s o i n d o li n e -

T r i p a m i d e に 比 べ て高値を示 した ｡ こ の こ とは
1 4 C -

I s o i n d o li n e - T r i p a m i d e が直接 の 8
一 水 酸

化反応 に よる bi n d i n g と加水分解彼の A T D の 8
一

水酸化反応を経て の bi n di n g と の 両方合せ も

つ が
,
8 - h y d r o x y

- t r i p a mi d e は肝 ミク ロ ゾ
ー ム に お
,
い て ほとん ど加水分解され か ユの で bi n d i n g

は 8 - h yd r o x y
-

t r i p a m id e か らの b i n di n g の み の ため,
1 4

C - T r i p a mi d e に比 べ て 低値を示 したも

の と推察され る｡

3 .

3
H お よび

1 4
C - l s oi n d o u n e - T rip a m id e の c o v a( e n t b i n d i n g の t s o t o p e r a ti o

T r i c y c l o d e c a n e r i n g の 8 お よび9 位 に
3

H 標識した
3

H
-I s o i n d o li n e - T r i p a m i d e と 3 お よ

び5 位 に
1 4

C 標識した
1 4

C -I s o i n d oli n e - T r i p a m i d e を 1 : 1 に 混合した 二重標識 T ‡
･

ip a m id e

を基質 に開 い ,
c o v a l e t bi n di n g し た際の ミ ク ロ ゾ

ー ム 蛋白の I s o t o p e r a ti o を検討 した o( F i g .

3 -

1 5)

確0

′ヽ

一_

¢
>

:=

ロ) C D
⊂ 王

誓 g

芸.; 5

蓋署? 2
a

蓋◎1

1 4
c

3‖

周.0
3

‰
掛

0 .5

0 .巧

○

/
@

0 5 1 0 3 0

8 n c u b a ti o n p e ri o d( m 舌n)

$ 0

F i g ･ 3
-

1 5 ･ R a t i o o f
3
fl t o

1 4 c i n r a d i o a c t i v i t y

b o u n d t o p r o t e i n b y m i c r o s o m a l p r e p a r a t i o n

s u b s t r a t e ;
1 4 c - I s o i n d o l まn e 一 丁 r i p a m i d e /
3
日

- 8
,
9 -

I s o i n d o l i n e J T r i p a m i d e ( 1 : 1〕

-
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-



肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム 蛋白 に c o v a l e n t bi n d i n g し た放射能の

3 H /
1 4

C の 値 がイ ン キ エ ペ -

ト時間

の 経過とと もに低下した こ とから ,
b i n di n g の 過程で T r i c y cl o d e c a n e ri n g の 8 位 ある い は 9

位 の
3 H が脱離した こと を示 して い る ｡

そ れ故 c o v a l e n t bi n d i n g に は T ri c y cl o d e c a n e r i n g の 8
一

水酸化反応を経て の 活性代謝物が

関与して い る こ と が示 された ｡

5
-

4 肝ミクロ ゾ ー ム電子伝達系成分 へ の c o v al e n t bi n di n g

肝 ミ ク ロ ゾ ー ム 蛋白 に T r i p a r n i d e の 8
一

水 酸化反応 を経て の 活性代謝物 がc o v a l e n t bi n di n g

す る こ とを明ら か に した ｡ そ こ で次 に こ の c o v a l e n t bi n d i n g す る蛋白の 中にミ ク ロ ゾ
ー ム 電

子伝達糸成分が含ま れて い るか どうかを検討した ｡

実 験 方 法

I . 可溶化および溶出溶媒

s ol v e n t A : 1 00 m M kp i b u ff e r( p H 7 . 25) ,

1 m M d i tb i o tb r e it o l

s o l v e n t B : 1 0 m M

l m M

s o l v e n t C : 1 0 m M

l m M

el u t e I : 1 0 m M

l m M

k p i b u ff e r( p H 7 . 25) ,

di tlli o t h r ei t o l

k p i b u ff e r( p H 7 . 25) ,

di t bi o tb r e it o l

k p i b u ff e r( p H 7 . 25) ,

di tb i o th r ei t o l

e l u t e Ⅲ : 1 00 m M k p i b uff e r( p H 7 . 2 5) ,

1 m M di thi o th r e i t o l

0 . 6 0/ o コ
ー

ル 酸,

0 . 6 0/o コ
ー ル 酸 ,

0 . 5 0/o コ ー ル 酸
,

0
.
4 % コ ー ル 酸,

0 . 4 % コ ー ル 酸 ,

1 m M E D T A N A B ,

1 m M E D T A N a
2 ,

1 m M E D T A N a 2 ,

0 . 08 0/ a E m u lg e n 91 3 ,

0 . 2 0/ a E m u l g e n 91 3 ,

2 . 肝 ミク ロ ゾ
ー ム 蛋白の 可溶化と分離

1 4 C - I s o i n d o li n e - T r i p a m i d e(0 . 5 4 FL m Ol) を ミ ク ロ ゾ
ー ム 懸濁頼 ( 蛋白量 : 6 m g) とN A D P H

生成下3 0 分間イ ンキ ュ ベ - ト し た ｡ そ の後10 5 , 0 00 g , 60 分間超遠心分離t , 得られた ミ ク ロ

ゾ ー ム ペ レ ッ ト (2 4 m g p r o t e i n ) を s o l v e n t A I O m P で 懸濁 し て , O
o

,

一 夜 放置する｡ 可溶化

徳, 1 6 5 , 0 00 g , 60 分間超遠心分離 して , 上帝 5 m P をあらか じめ s ol v e n t B で平衡 に した 8
1

a mi n o o c ty トS e p h a r o s e 4 B カ ラ ム ( 1 . 2 × 6 c m ) に か ける ｡ s ol v e n t C 30 m B で洗瀬後, el u t e I

20 m D , つ い で el u t e II 30 m P で溶出さ せ るo

実 験 結 果

1 4

C - T r i p a mi d e (0 . 54 FL m O l) を N A D P H 生成下肝ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁液とイ ンキ エ ペ - 卜する

と
,
24 . 5 0/o の 放射能が ミ ク ロ ゾ

ー

ム 蛋白と bi n d i n g し た｡ それを0 . 6
0/o コ ー ル 酸 で処理 する

と ,
92 . 5 0/ o の 放射能が可 溶化された ｡ 可溶化 された ミ ク ロ ゾ ー ム 懸濁液を 8

-

a m i n o o c ty l
- S e -

p b a r o s e 4 B の ア フ ィ ニ テ ィ
ー カ ラ ム ク ロ マ トを行 い

,
各 s o l v e n t で 溶出さ せ た ｡ そ の溶出 パ

タ ー

ン を F ig . 3 - 1 6 に 示 した｡

-

7 0
-
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P
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a m i n o o c t y l
- S e p h a r o s e 4 B c o l u m n

c b T O m a t O g r a p h y

F i g . 3 -1 6 か ら 明 らかをように ,
ミ ク ロ ゾ

ー ム 蛋白 に bi n d i n g した放射能の ほとん どは ,
0

･
6

a
/o コ

ー ル 酸処理 に より
, 解離する可逆的を結合であ っ た o し か し, ,

0 . 2 0/ o E - 9 1 3 に よ り 溶出

されるチ ト ク ロ ー ム f L 4 50 f r a c ti o n に 放射能が検出さ れた こ とから, T r i p a m i d e の 活性代謝

物はチ ト ク ロ
ー ム P 1 4 50 に c o v al e n t bi n di n g す る こ と が示さ れた｡

し か し
,
0

.
2 0/o E

- 9 1 3 で 溶出さ れ る f r a c ti o n は チ ト ク ロ
ー ム P - 45 0 の 他 N A D P H c y t 旦

r e d u c t a s e お よび N A D H c y t . 旦 r e d u c t a s e が 溶出さ れて い る こ とが報告され て い る .
6 5 }
の で

,

必 ずしも T ri p a m i d e の 晴性代謝物は f
L
45 0 の み に結合して い るとは限ら か ､

｡

-

7 1
-



第6 章 考 察

P h e n o b a r b i t a 1
66)
や A n ti p y r i n e

67 '
の ようを薬物代謝酵素の 誘導を引き起 こす薬物を連続授

与した時に ,
1V a r f a r i n や D i p h e n y l hy d a n t o i n 等の 薬物を投与した場合, そ の薬物の代謝物の

尿中排鞭量が増加する こと が知られて い る ｡
1 4

C - T r i p a mi d e を ラ ッ ト に 7 日間連続投与した

際に 水酸化代謝物や加水分解代謝物 C S B A の 尿中排滑率 が増加した こ とから, 肝 ミ ク ロ ゾ
ー

ム 中 の モ ノ オキ シゲ ナ
- ゼ や ア リ ー ル ア ミ ダ ー ゼ晴性の 上昇が示唆された ｡ 実際 ,

T r i p a m i d e

2 0 0 m g / k g を ラ ッ ト に 7 日間連続投与す ると
,
肝 ミ ク ロ ゾ

ー

ム に お ける T r ip a mi d e 8
1 hy d r o -

x y l a s e 措性や加水分解活性 が上昇し た｡ さ ら に
,
ア ミ ノ ピリ ン N一脱 メ チ ル 化活性 ,

ア ニ リ

ン 水酸化活性も約 2 倍 に上昇し た ｡

上昇した晴性 は投与中止後, 約 4 日後でほぼ正常 レ ベ ル に 回循す る こ とか ら
,
滑性上昇は

可逆的をもの で授与中止後すみやか に回循するこ とを示 し て い る ｡

本実験結果から ,

1 4

C - T r i p a r n i
.
d e (4 . 5 m g / k g ) 連続投与後に おける尿およ び糞中へ の 代謝

均の緋鯉率の上昇は
,
肝薬物代謝酵素晴性の上昇に基づくもの で ある こ とが示 された｡

C S B A お よ び A T D を連続経口 授与した際の薬物代謝酵素活性 の 結果から C S B A は薬物代

謝酵素活性上昇能はをく
,
A T D は 薬物代謝酵素晴性の上昇能を有して おり, T r i p a mi d e 投与

時 の 活性の 上昇 に比し ,
T ri p a mi d e と 等 モ ル の A T D を投与した場合の 方が ,

い ず れ の基質に

対し て も代謝活性 の上昇が高か っ た｡

以上 の こ と からラ ッ ト に おける T r i p a m id e 授 与時 に おける薬物代謝酵素晴性の 上昇は代謝

物 A T D に よ るも の と推察され る ｡

1 4

C - I s o i n d o l i rl e - T r i p a mi d e と
14

C - T r i p a m i d e の 体内動態の 比較から, C hl o r o s u lf a m o y l 基

の みを有する代謝物は肝臓 からすみやかに 消失 する の に対し て ,
T r i c y c l o d e c a n e r i n g の み を

有する代謝物は肝臓からの 消失が遅 い ,
こ の 原因は T ri c y cl o d e c a n e r i 咽 が蛋白と c o v al e n t

b i n di n g す る こ と に起因して い る ｡ 何故をら C bl o r o s u l f a m o y l 基 の みを有する代謝物 C S B A

お よび C S B H は i n v i t r o 肝 ミ ク ロ ゾ - ム に おt l て
,
c o v a l e n t b i n di 71 g し なか っ た ｡ 以上の よ

う に T r i c y e l o d e c a n e r i 咽 が肝臓に長時間残存する ことが, A T D に 薬物代謝酵素晴性の 上昇

作用 がある理由の 1 つ であ ろう｡

T r ip a m i d e 連続投与時におけ る薬物代謝酵素活性の 上昇は肝ミ ク ロ ゾ
ー ム 蛋白量,N A D P H

c y t . c r e d u c t a s e 活性, T r i p a m i d e の 結合量 ,
チ ト ク ロ ー ム P - 45 0 お よび b 5 畳等からは説明

できをか っ た o さら に A T D 授与 に よる活性上昇 に しても, 活性上昇 に見合うチ ト ク ロ ー ム

P - 4 5 0 の 増加は観察されをか っ た . し た が っ て こ の 場合 一 般 に良く知られて い る ｢ 酵素誘導+

56
,
5 7)
と は性質を異 にす るもの と考えられる ｡ G r i s e o f ul v i n ,

68 )
c a ff e i n e

6 9)

等 は チ ト ク ロ
ー ム P

- 4 5 0 量 が増加 しを い にもかか わらず, 薬物代謝酵素活性 が上昇する ｡ ま た C o C 1 2 投 与はチ ト

ク ロ
ー ム I L 45 0 量 が低下

70 )
する に もか かわらず

,
B i ph e n y 1 4

1 h y d r o x yl a ti o n 活性 は上昇した .
7 1)

I s o s af r o l e 投与
7 2 )
は チ ト ク ロ ー ム f L 45 0 量 は2 0

0
/o し か増加 しを い が

,
薬物代謝酵素措性は2 . 5

- 1 0 倍増カロする ｡

こ の よう に薬物代謝酵素活性の 上昇とチ ト ク ロ
ー ム P - 45 0真 の 増加とは必ずしも平行しを

い . C a ff e i n e 投 与 により P
- 4 50 還 元速度が増加する

73 )
場合がありT ri p a mi d e も こ の ようを理

由 に より活性上昇を引き起こ すの かも知れを い ｡

-

7 2
-



T r o l e a n d o m y c i n を授与すると チ ト ク ロ
ー ム P - 4 5 0 は誘導される が, 見 かけ上 P

- 4 5 0 は増加

し て い か ゝ｡ し か し
,
5 0 f L M P o t a s s i u m f e r r i c y n id e で処理すると P -45 0 は増加した

7

.

4 サ をわ

ち代謝物 が P
- 4 50 に bi n di n g し て P -45 0 量 の測定を防害して い るもの と考えられる ｡ T r i p a

･

m i d e の 場合も, 代謝物が P
- 4 5 0 に bi n di n g する こ と が示さ れ て い る の で ,

見かけ上 P
- 4 5 0 が

増加して い か 1 よう に見える の かも知れ か
､
｡ I s o s af r o l e の 代謝物もチ ト ク ロ

ー

ム f L 45 0 に

b i n di n g す る こ と が報告
75 ) さ れ て お り

,
透析 によ り離れ か■1 が

,
1 m M の C y c l o h e x a n e の 添加

で解離する可逆的を結合の 他に , 不可逆的を結合も存在
76
サ る こ と が報告され て い る ｡

こ の よう に P - 45 0 に c o v a l e n t bi n d i n g する こ と が晴性上昇 に関与 して い る可 能性 も考えら

れる｡

T r ol e a d o m y c i n ,
7 7 . 78 ) P i p e r o n y l b u t o x i d e ,

79 )
I s o s a f r o l e

8 0 淵
等は P h e n o b a r b i t al お よび 3

-

m e tb y l c b o l a n tb r e n e 授 与 に よ っ て 誘導される P
- 4 5 0 と は全く異をる新し い P

-

4 5 0 が誘導され

る こ とが報告されて い る ｡ A T D 投与 に よりわずかではある が有意に チ ト ク ロ ム P -4 50 が 誘

導される こと は量的増加はともかく, 質的変化を伴をう新し い P
- 4 5 0 が誘導さ れて い る可能

性もある ｡

T r i c y c o d e c a n e r i 咽 m O i e t y を有する代謝物が梓 へ 移行し, c o v a l e n t bi n di n g して い る こ と

は
,
i n d u c e I . が核 へ 移行 し, 蛋白 の d e n o v o 合成を引き起 こすと い う現象と関連して い るもの

と推論される ｡

肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム 蛋白と の c o v al e n t b i n di n g に は T r i c y c l o d e c a n e r i n g の 8

一 水 酸化反応を経

由して の 活性代謝物 が関与して い る｡ そ こ でその 活性化謝物を以 下に推定した ｡

;三B c o N H N#
～

且o;
”ー

､

H 2 N N #

H 2
N N W

”

1

H 2
N O 2 S

芸X3 *c o
T
H 静

oH

〕N
O

;
-

H ユ0

i .:

H 2 N O 2 S

芸Q *c o
T
H N卦H 2 N O 2 S

芸Q *c o N H N;恥
1

H 2 N O 2
S

?

c o v a l e n t b i n d i n g t o

m a c r o m o l e c ul e s

しH 王0

H 2 N 脚
i o !

H 2 N ”;酔
/

?

p o s s i b l e m e c h a n i s m s f o r r e a c t i v
e m e t a b o l i t e s f o r m a t i o n

f r o m t r i p a m i d e u s i n g r a t
l i v e r m i c m 5 0 n e S

- 7 3 -



c o v a l e n t b i n di n g に 8
-

水酸化反応 が関与して い る こ と から当然 bi n di n g に は肝 ミ ク ロ ゾ ー

ム 電子伝達系の モ ノ オキ シ ゲナ - ゼ が関与し て い る こ と が示唆される わけである ｡ bi n di n g に

は N A D P H を必 要と し
,
C o C l 2 授与 に よる P A 5 0 の 低下 に平行し て

,
bi n d i n g も低下するこ と

等 から チ ト ク ロ ー ム P -4 5 0 が関与し て い る こ とが推察された ｡

こ の よ うを例は L op r o n i c a c id ,
8 4)
P C B

,

8 5' A c e t yl h yd r a z i n e ,
8 6)
A c e t o a m i n o p h e n ,

87)
B r o m o ･

b e n z e n e
,

88 ) F u r o s e m i d e
,

B 9)
I s o n i a z id

9 0 '

等 多く の 薬物に認められる ｡

I n d o p a mi d e l o n g - 1 0 0 m g / k g , 7 日 間連続投与して も薬物代謝酵素活性は変らをカ, っ た o
9 1)

し た が っ て
,
I n d a p a mi d e の 場合は代謝物 N

-

a n

!
i n o

-

2 -

m e t h y li n d o li n e に は薬物代謝酵素活性の

上昇作問 はを い もの と推察され る.

-

7 4 -



第4 編 ヒ ドラジン類似代謝物お よびア セテル 虹 ドラジンの

肝臓に及ぼす影響

抗結核薬 I s o n i a z i d は ,
し ばしば肝障害を引き起こ す こと が知られ て い る o

92 '
こ の 肝障害は

I s o n i a z i d が加水分解さ れ て生成する ア セ チ ル ヒ ド ラ ジ ン が原因物質と 考 え ら れ て い る
9

o

3 '

T r ip a mi d e の 代謝物中に ア セ ナ ル ヒ ド ラ ジ ンを生成する可烏劉生の ある代謝物 ,
4 - C hl o r o -3 -

s ulf a m o y lb e n z o i c a c i d-( N
i
a c e ty l)

- h y d r a z i d e( C S B H) が同定された ｡ ま た T r i p a m i d e の 加

水分解の 際 C S B A と同時に生成する ヒ ドラ ジ ン化合物 4
- A m i n o - 4 -

a z a- e n d o
-

t r i c y cl o[5 , 2 ,

1
,
0 2 16]- d e c a n e( A T D) も推定されて い る o そ こ で , 両化合物を7 セ チ ル ヒ ド ラ ジ ン を対照化合

物と して肝毒性に つ い て検討 した ｡

第1 章 ア セ チ ル ヒ ドラジン投与による血祭 G O T

お よび G P T へ の影響

アセ チ ル ヒ ド ラ ジ ン50
,
1 00

,
2 00 お よび4 0 0 m g / k g を ラ ッ ト に 3 日間連続投与した後2 4 時

間後の血祭 G O T お よ び G P T の 滑性をi ,qrJ 達 した ｡ ま た同時 に フ ェ ノ バ ル ビ タ
ー ル (80 m g/ k g

i
, p) 3 日 間前処理 した群に つ い ても同様に検討した ｡ ( T a bl e 4

-

1)

T a b l e 4 -

1 .
T h e c h a n g e o f G P T a n d G O T i n a c e t y l h y d r a z i n e

-

t T e a t e d T a t s

D o s e U n t r e a t e d P B - t r e a t e d

〔m g/ k g)
G P T G O T G P T G O T

( Ⅹ
- ”/ m l ) 〔K

- U/ m l)

C o n t r o 1 7 0 十 8 . 5

5 0 1 1 2 ＋ 4 4 . 0

1 0 0 8 1 ＋ 1 9 . 7

2 0 0 1 4 9 ＋3 6 . 4

4 0 0 1 1 0 ＋ 1 6 . 8

9 5 十 5 . 5

1 2 4 ＋ 9 . 1
*

1 1 S ＋ 3 . 8 *

1 5 3 ＋ 1 8 . 7
*

1 S l ＋7 . 0
…

1 8 8 十 1 1 S . 9

6 0 7 ＋ 6 4 .
5 *

ア0 0 十 2 1 8 . 5

1 3 0 7 ＋ 5ナ5 . 4

8 4 7 ＋ 1 9 6 .
2 *

1 7 0 ＋ 7 8 . 7

Z 4 7 ＋ 9 . 6

2 1 4 ＋ 2 9 . 0

4 8 1 ＋ 2 0 Z .
4

3 9 4 ＋ 1 0 6 . 9

*
; p < 0 . O S ,

* *
; p < 0 . 0 1

ア セ テ ル ヒ ドラ ジ ン投与により血祭 G O T は有意に上昇し ,
フ ユ ノ パ ル ビタ ー ル の 処置 に

ょり
,
G P T が著 しく上昇した o フ ユ ノ パ ル ビタ

ー ル の 前処理 に より 7 セ テ ル ヒ ドラ ジ ン の 代

謝が冗進する こ と によ っ て肝毒性 が増強された こ とを示 し て い る｡

- 7 5
-



第 2 章 ヒ ドラジン類似代謝物および ア セチル ヒ ドラジン投与の

肝臓 に及ぼす影響

実 験 方 法

1 . 動物は S P F の W i s t a r 系雄 ラ ッ ト (生後 7 - 8 週令, 体重 : 17 7
- 21 6 g ) を使用した｡

投与は 5 日間, 1 日 1 回経 口授与し, 検体は 5 % ア ラ ビア ゴ ム液 に懸濁 し て 用 い た｡

2 . 最終授与後動物を
一

昼夜絶食さ せ た後,
ペ ン ト パ ル ビ タ ー ル (4 0

- 5 0 m g / k g) を腹膝内

投与 し, ヘ パ リ ン処理 した注射筒に て腹部下行大動脈より採血 した ｡

3 . G P T
,
G O T は U V 法

,
総 コ レ ス テ ロ ー ル は L ib e r m a n n

- B u c h a r d 法 , 以上は テ ク ニ コ ン

社製オ
ー ト ア ナ ライザ ー Ⅲ型を用 い て測定した ｡

中性脂肪は T G
- E s e t ( ヤ ト ロ ン) , リ ン 脂質は P h o s p b ol i p i d s - T e s t W a k o ( 和光純薬)

を使用 した ｡

4 . 全採血後ただち に肝臓を摘出して重量測定し ,
そ の 一

部を1 0 % 中性ホ ル マ リ ン液で固定

した｡ 固定組織は型の 如く パ ラ フ ィ ン 切片とをし ,
H e r rl a t O X y l i n e

- E o s i n 染色
,
P A S 染色

お よび S ud a n Ⅲ娘色を行を い雅学顕微鏡 に て観察した ｡

5 . 重量測定した肝の 約 1 g を切 り取 っ て 精拝し ,
9 倍量 の蒸留水を加えてホ モ ジジナイ ズし

た ｡ こ の ホ モ ジネ - 卜を用 い て
,
蛋白量 ( L o w r y 法) , T B A 値 ,

94 )

脂肪は B l e i g h & D y e r
9 5 '

の 変埠に て 脂質を抽出し , 以下 の項目に つ い て測定した｡

中性脂肪 : T G -

s e t ( ヤ ト ロ ン) , 総 コ レ ス テ ロ
ー ル : 総 コ レ ス テ ロ

ー ル測定試薬 (和光

純薬) , 遊離 コ レ ス テ ロ
ー ル : 遊離 コ レ ス テ ロ

ー ル 測定試薬 (和光純薬) , リ ン 脂質:P h o s -

p h o l i p i d s
- T e s t W a k o ( 和光純薬)

2 - 1 血祭 G O T , G P T お よび脂質ヘ の影響( T a bl e 4
- 2)

T a b l e 4 - 2
.
T h e a c t i v i t i e s o f G P T a n d G O T , p l a s m a t r i g l y c e r i d e

c h o l e s t e r o l
,
a n d p b o s p h o l i p i d i n a c e t y l

b y d T a Z i n e
･+

o r ily d r a z i n e d e T i v a t i v e m e t a b o l i t
e s

- t r e a t e d r a t s

(: o m p
o u nd

D o s e

( m g / k 畠1

B od )
･

I( e i g h t

g .

L i v e r h
■

e i g h t

.
･ 1b s o l u t c

g ,

G P T

R el a t i y e

i . / 1 0 0 g b l ､` KI U/ ml

I; O T Ch o l e s
･

T r i-
t e r o I LE I)

●c e ri d e

m g/ d 1

Pl l O S p h o
･

l i p i d

t二o n t r o l 1 8 6ニ4 6 ･ 1 ヱ' O ･ 1 6 3 1 2 9 ＋ 8 ･ O S 7ヱ
1
与 1 1 0

工
3 5 5ニ1 8 9 1 b

1

9工4

c s 帥 59 9 1 8 1 ･ 3 5 . 7 4 ･ 0 . 1 ヱ 3 . 1 7 ･ 0 . 0 4 丁9ニ9 1 1 0三.7 S 5エコ 9 7 ＋
'

7 丁
エ
4

1 3 0 O 1 78
工
3 5 ･ 丁 3 ＋0 ･ 1 9 ･1 ･ 2 Z ＋ 0 ･ 0 5

T
9 工1 8 1 0 6

二
5 bO ＋ ヱ

* * 1 O T ･ 6 9 Z ＋ 2 * *

4 0 O O 1 7 3 ＋ ヱ
*

5 . 6 9 ＋ 0 . 1 4 3 1 2 9 . 0 ･ 0 6 5 3工6 1 0 4 ニ5
66 ' 3 * ' 1 1 0 ' 8 1 0 2 ' 4

' *

A T D 5 5 1 1 8 3 ＋ 5 9 . 4 9 ＋ n . 3 6 * * 5 . 1 9 ＋ 0 . 1 1
* *
1 7 ◆5

- 5 4 ＋ 5 * * 7 8 ＋3
* *

8 5 ＋ 4 1 O 4 ◆ 4 * *

8 0 0 1 7 8 土4 1 O 1 5 0 十0 ･ Z 8
* *

5 ･ 7 8 十 O ･
1 0 * * 6 ＋ 3 * * 5 8＋ Z

* *
8 3 十 5

★ ★ 9 7 ＋ 5 1 1 6 ＋ 8
* *

A c e t )
●

1-
h y d r a : i n c

s o l b O 十 4 * * 8 . 4 6 ＋0 . 2 2 4 . O 4 ＋ 0 ･ 0 8
* * 4 8 ◆ 1 ヱ 1 6O ＋ 33 6 6 ＋ 2

* *

1 00 1 4 0 ＋4
* *

7 . 1 S ･ 0 . 1 6
*
5 .
1 ヱ＋ 0 . 0 9 S 4 工S

★
ヱ 2 Z ' ヱ2

' n . t ･

7 三三2
*

8 丁＋ 4

1 0 0 ＋ 4 * *

n . t .

*

; < p O ･ O S >
* *
; p < 0 ･ 0 1

-
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c s B H 3 9 9 m g / k g で は各項目 い ずれも差は認め られをか っ た が, 1 , 2 0 0 , 4 , 0 00 m g / k g で

は総 コ レ ス テ ロ
- )i,

,
リ ン 脂質が用量依存的に増加した ｡

A T D 投与群 は G P T ,
G O T は減少し

,
総 コ レ ス テ.

ロ ー ル
,

T) ン 脂質は増加した o ア セ ナ ル

ヒ ド ラ ジ ン投与は G P T が減少し, G O T は増加 した｡ 総 コ レ ス テ ロ
ー

ル
,
リ ン 脂質は増加し

たが
, 中性脂肪は減少した｡

2
-

2 肝 コ レ ス テ ロ ー ル, 脂質へ の影響 (T a bl e
1
4 - 3)

T a b l e 4 - 3 . L i v e r t r i g l y c e r i d e ) c h o l e s t e r o I J P h o s p h o l i p i d a n d

l i p i d p e r o x i d e i n a c e t y l h y d r a z i n e
-

o r h y d r a z i n e ･
･

d e r i v a t i v e m e t a b o l i t e s -

t r e a t e d T a t s

C o m p o tl n d p r o t e i n T ri g l y c e ri d e T o t a ト F r e e
-

D o B e C h o l e s t e r ol ⊂h o l e s t e r o l

p h o s p h o l i p i d T B ^- v a l u e

( m g / k g ) m g /A . l i v e r m g/ g ･ l i v e r n g /宜 ･ l i v e r m皇/ g ･ li v e r mg / g ･
1 i v e r O Ds 3 2 / 良

. l i v e r

c o n t r o 1 2 0 6 . 5 ' 4 ･ 8 2 ･ 6 0 ＋0 ･
5 5 3 . 1 3 ＋0 .

12 2 . 3 2 ＋ 0 . 0 5 2 5 . 3 S ＋ 0 . 3 8 6 . 2 Z ＋D . 6 9

9 . 5 8
＋0 . 7 3 *

7 . 8 3 ＋ 0 . 6 6

g . 3 7 ＋ 1 . 3 9

1 6 . 7 8 ◆ 1 . 1 8
* *

2 5 . S 3 ＋ 2 . 6 1
* *

2 5 . S 7 ＋ 0 . Z2

2 4 . 5 0 ＋ 0 . 8 0

2 6
.
2 0 ＋ 0 . 3 7

3 0 . 2 7 ＋ 0 . 9 1
* *

3 4 .
5 5 ＋0 . 7 3 * *

2
.
4 5 ＋ 0 . 0 9

2 . 5 3 ＋0 . 0 4

2 . 4 8 十 0 . 0 7

之. 2 2 十 0 . 0 8

2 . 1 0 ＋ 0 . 0 5
* *

3 . 3 0 ＋0 . 0 &

5 . 1 8 ＋ 0 . 0 7

3 . 4 7 ＋ 0 . ll

3 . 6 8 ＋ 0 . 1 6
*

4 . 3 8 十 0 .
5 2 * *

2 . 3 2 ＋0 . 51

2 . 8 3 ＋0 . 1 2

2
.
9 3 ＋0 . 1 5

6 . 3 8 十1 . 07
* *

1 3 . 6 8
＋ 1 . 62 * *

c s B 8 3 9 9 2 0 4 .
0 ＋ 5 . 6

1 2 0 0 1 9 8 . 5 ＋ 2 . 3

4 0 00 1 92 . 0 十 5 . 1

A T D 5 S l 1 9 7 . 3 ＋ 3 . 6

8 0 0 1 87 . 3 ＋6 . 4
*

ニ;;三
y

a…; n e s o 1 86 . 7 . 3 . ,
･ ･
, . ｡ 3 ･ Z . 0 2 , . 0 2 ･ D . 0 8 2 ･ 1 2 ･ 0 ･ 0 7 ･ Z 6 ･ 7 0 ･ 0 ･ 7 7 3 9 ･

4 S ･ 5 ･ 3 2 ･ ･

1 0 0 16 6 . 8 ' 3 . 4
' '
3 7 . 6 8 . 3 ･ 9 6 ' ' 4 ･ 1 2 ' 0 ･

2 3 ' * 2 . 2 5 ' 0 . 0 7 さ2 . 0 0 ＋ 0 . 5 8
★ * 8 6 . 3 8 ＋8 . 4 9

=

*
; p < 0 ･

0 5
J

* *

; P < 0 ･ 0 1

A T D 授与群で は中性脂肪, 総 コ レ ス テ ロ
ー ル

,
リ ン 脂質および T B A 値 が増加した o 8 00

m g / k g で は さ ら に 蛋白蓋お よび遊柾 コ レ ス テ ロ
ー ル が減少した o ア セ チ ル ヒ ド ラ ジ ン 5 0 m g

/ k g で は蛋白量 ,
遊離 コ レ ス テ ロ

ー ル は減少し ,
T B A 値 は増加した ｡ ま た中性月旨肪も増加

傾向を示 した ｡ 10 0 m g / k g で は蛋白量は減少し, 中性脂肪, 総
コ レ ス テ ロ

ー ル
,

1) ン 脂質およ

び T B A 値 は増加した｡

2
-

3 肝 の組織学的変化

光顕 に よる観察結果を T ab l e 4
- 4 に 示 し た｡

対照群および C S B H の 各授与群では肝小葉の 形態は ほぼ明瞭であ り, 肝細月包の配列および

形態もほ ぼ正常であ っ た｡

A T D 投与群 では全般 に わた り混濁, 腫大がみ られ ,
小葉中心帯の 肝細胞は浮腫状 を呈し

て い[= ○ ま た
一 部 の肝細胞に お い て樟濃縮や樟崩壊 の認められた例が5 5 1 m g / k g で 3 例 ,

80 0

m g / k g で 2 例あ っ た ｡

s u d a ｡ Ⅲ染色で は, 小葉中間帯から週辺帯にか け て , 種 々 の 大きさ の 頼粒状 を呈する脂肪

滴の 沈着がみられた ｡

ァ セ チ ル ヒ ドラ ジ ン50 , 1 0b m g / k g で は肝小葉中間帯から周辺帯 にかけて の肝細胞内に微

細を
,
ま た例 に よ っ て は核と同大程度の 空胞が認められ た｡ S u d a n Ⅲ染色で は小葉 中間帯

か

ら週辺帯 にかけて脂肪滴の 沈着がみられた ｡ ア セ テ ル ヒ ドラ ジ ン お よび A T D で みられる脂

肪滴の沈着の 程度は ア セ テ ル ヒ ド ラ ジ ン1 00 m g / k g > ア セ テ
ル ヒ ド ラ ジ ン5 0 m g / k g > A T D

80 0 m g / k g > A T D 5 51 m g / k g の 順であ っ た o

-
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-



T a b l e 4 - 4 . T h e e x t e n t o f h e p a t i c n e c r o s i s a f t e r r e p e a t e d

a d m i n i s t r a t i o n o f a c e t y l h y d r a z i n e o r h y d r a z i n e

m e t a b o l i t e s

i: o 叩 O u n しl
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t
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L ～
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O i f l

1

. I) t J ± b D

＋ 0 (I ”

0 fl b

( I [) 0

() t) ()

u S (
l り Il b 【】

} n u ± ( l O 4 b n 0

＋ o l
l U り 1 1 ロ

, 5 f】 1 n (1 b

± 3 1 1) ヰ r
l
l n

＋ lr I) n l () (I n

A T

b t l

o ± n rl

＋ 11 n

0 rl f ) 11

i ) f[ 1

1
t .1 (】 5

亡
亡t >･ l･ ±

h v d r a こi n ぐ ＋

5r) 十＋

±

0 十

＋ 十

2 - 4 薬物代謝酵素活性 へ の影響( T a bl e 4
- 5)

T a b l e 4 - 5 ･ D r u g
-

m e t a b o l i z i n g e n z ym e s i n a c e t y l h y
d r a z i n e

-

o r h y d r a z i n e d e r i v a t i v e m e t a b o l i t e s
- t r e a t e d r a t s

C o m p o u n d C y t o c h r o m e c o n t e n t s

D o s e P - 4 5 0 b
5

( m g /k g )
n m o l / i . l i v e r

A n i l i n e A m i n o p y r i
rl e N -

h y d r o x y l a ti o n d e m e th y l a ti o n

u m o l / i . l i v e r/3 0 n i n

c o n t r o1 2 2 . 7 7 ＋ 0 . 9 S 1 3 . 0 7 ＋ 0 . 5 5 1
.
0 2 ＋ 0 . 0 5 1 . 2 2 ＋ 0 . 0 8

c s B F1 3 9 9 1 7 . 5 7 十 0 . 1 7
'

1 0 . 7 7 . 0 . 6 5 Z ･ Z l
＋
0 ･
0 3 * * 1 - 0 8 ＋ 0 ･ 0 0

1 2 0 0 1 9
.
5 0 ＋ 2

,
1 6 1 1 . 1 0 十 1 . 8 0 2 . S 畠＋0 . 2 9

* *
1 . 0 2 ＋ 0 . 0 9

4 0 0 0 1 8 . 9 0 ＋ 0 . 4 0
* 9 . 0 5 ＋ 1 . 0 7 2 . 0 4 十0 . 1 5

* *
0 . 8 6 ＋ 0 . 0 7

*

A T D 5 5 1 4 6 . 6 3 ･ 6 . 5 0
* 1 9 . 4 7 ･ 1 . 0 3 * * 0 . 9 3 ＋0 . 0 4 1 ･ 5 5 ＋0 ･ O 9

8 0 0 3 4 . 1 7 ＋ 2 . 2 3 *
*
1 5 . 6 3 ＋ 1 . 8 4 1 . 0 7 ＋0 .

0 3 1 . 3 2 ＋ 0 ･ 0 6

A c e t y
ト

h y d r a ヱi n e 5 O l l 1 9 5 ＋ Z ･ 4 4
* 7 ･ S O ＋ 0 ･ 6 3 * * 2 ･ 2 S ＋0 ･ 0 9 * * 0 ･ 8 1 ＋ 0 ･ 0 7 *

1 0 0 1 0 . 1 5 ' 1 . 9 6
”

5 . 3 S ＋ 0 . 7 2 * * 1 . 2 1 ' 0 ･ 0 3 * 0 ･ 3 1 ＋ 0 ･ 0 4
* *

*
; p < 0 ･ 0 5

1

* *

; P < 0 ･ 0 1

c s B H 投与群で はチ ト ク ロ
ー ム P -

4 5 0 お よ び b 5 量 は減少 か ､ し減少傾向を示 し た｡ ア ニ リ

ン水酸化活性は各投与群 とも著 しく上昇したが ,
ア ミ ノ ピリ ン N 一 脱 メ チ ル 化活性 は変らを

い が4
,
00 0 m g / k g の 投与群で減少した ｡

A T D 授与群は著 し い P
- 45 0 量 の 増加が観察 された が, 薬物代謝酵素活性は変らを か っ た o

ァ セ チ )I, ヒ ドラ ジ ン授与群で はチ ト ク ロ
ー ム P - 4 5 0 お よびb 5 量 い ずれも減少した ○ そ れ に

平行して ,
ア ミ ノ ピリ ン N - 脱 メ チ ル 化括性 は低下したo

一 方 ア ニ リ ン水酸化活性 は逆 に 上

昇し た｡

- 7 8
-



第3 章 考 察

ァ セ テ ル ヒ ド ラ ジ ン授与群では肝重量 は増加し ,
血祭中の総 コ レ ス テ ロ

ー ル
,
リ ン 脂質を

らびに肝臓中の 中性脂肪, 総 コ レ ス テ ロ
ー ル

,
リ ン脂質を どの月旨質も増加し た｡ さら に肝臓

T B A 値も上昇した こと から脂質過酸化反応が克進して い る こ と が推察さ れた ｡ 組織所見では

肝細胞 に脂肪滴の 沈着 がみ られ, 肝臓 の 脂質の増加と
一 致 した変化であ っ た o ま た G T P は減

少, G O T は増加を示 した｡

チ ト ク ロ ー ム P - 4 5 0 お よびb 5 量 は い ずれも減少し ,
そ れと平行して ア ミ ノ ピリ ン N

- 脱 メ

･ テ ル 化活性が低下した が ア ニ リ ン水酸化活性は逆 に著しく上昇した 0

以上の よう に ア セ テ ル ヒ ド ラ ジ ン授与に よ っ て観察された肝障害は ,
ヒ ド ラ ジ ン

9 6
や ヒ ド

ラ ジ ン 誘導体
97)
に よ り て生じる肝毒性の 変化と よく酷似して い た o

c s B H 投与群では ア ニ リ ン 水酸化晴性の著 し い 上昇が観察された他は, 対照群 と何ら差は

認められをか っ た ｡ し た が っ て C S B H か ら肝毒性を発現するほ どの 量 の ア セ テ
ル ヒ ド ラ ジ ン

は生成し か ゝも の と推論される o 事実, i n v i t r o 肝 ミ ク ロ
-

ム に お い て
,
C S B H か ら C S B A

は ほ と ん ど生成しをか っ た ｡

A T D は構造中に ア セ テ ル ヒ ド ラ ジ ン と同様 ヒ ド ラ ジ ン結合を有して い る o

A T D 授与群では肝重量の 増加, G T P , G O T の 減少, 血梁中の総 コ レ ス テ ロ
ー ル

,
リ ン 脂

質
,
肝 の 中性月旨肪 , 総 コ レ ス テ ロ

ー

ル
,
リ ン 脂質をどの 脂質および肝 T B A 値 の 増加 がみ ら

れた ｡ ま た組織所見で は肝細胞中に脂肪滴の沈着がみられた｡ チ ト ク ロ
ー ム P - 4 5 0 お よびb 5

量は増加した が, ア ニ リ ン 水酸化, ア ミ ノ ピリ ン N
- 脱 メ チ ル化活性 は変化 が認め ら れを か

っ た . A T D は ア セ テ ル ヒ.ド
ラ ジ ン に認められる肝毒性は示 さず, 脂肪肝 ヘ の 移行と肝の適応

的機能冗造作用を合せ も つ 肝 に複雑 に影響を及 ぼすこと が示 された ○

第 3 編 に お い て ,
A T D 授与は肝薬物代謝酵素滑性を上昇させ る ことを示した が, 本編 に お

い ては
,
チ ト ク ロ

ー ム P - 4 50 の 増加 にもかか わらず, 薬物代謝酵素活性の 上昇は観察されを

か っ た ｡ し た が っ て ,
A T D 高投与量投与では , 肝障害 ヘ の 移行に より誘導効果が消失したも

の と推論される ｡

ァ セ テ ル ヒ ドラ ジ ン および C S B H 等の ア セ テ ル ヒ ドラ ジ ン誘導体の 著 し
い ア ニ リ ン水酸化

滑性の 上昇は ,
チ ト グ ロ

- ム P -

4 5 0 の 量的変化 に平行せ ず, P
- 45 0 の m o n o o x y g e n a s e 晴性の

関与は か ゝもの と推察され る｡

同様を ことを A k i n ら が ヒ ド ラ ジ ンを投与した時に ア
ニ 1){
ン 水酸化活性 が上昇す る こ とを

報告して い る.
98 ) し か し

,
チ ト グ ロ - ム P - 45 0 は変らをか っ た o ま た ア ニ リ ン 水酸 化活性 は ･

p
- N i t r o a n i s o l e

,
7 - E t h o x y c o u m a r i n , B i p h e n y l 等を添加することにより活性上昇が観察され

る冒
9'

さ らに
,

ヘ モ グ ロ ビ ン や ミ オブ ロ ビ ン に より ア ニ リ ン水酸化が起 り, ミ ク ロ ゾ
ー ム に両 ヘ ム

蛋白を添力口する こ と に より著し い 活性上昇が認められる.
1 00'
こ の こ と から

,
ア ニ リ ン 水酸化

活性は他の 薬物の 代謝晴性 とは異を り, 別個 の水酸化メ カ
ニ ズ ム が存在する可能性 が示唆さ

れる ｡ ア セ チ ル ヒ ドラ ジ ン投与 に より P
- 4 50 量 が約 2 分 の 1 に低下した にもかか わらず, ア

ニ リ ン 水酸化活性 は逆 に約 2 倍 に上昇した｡ 以上の こ とは P
- 45 0 の p e r o x i d a s e 活性 に よる ア

ニ リ ン水酸化の メ カ ニ ズ ム を推測させ るo P b e n ylh y d r a z i n e は
ヘ ム 蛋白 の存在下酸 素と反応

し
,
0 2 を発生し ,

そ の こ と が ヘ ム蛋白に よる d r u g
-

m e t a b o l i z i n g p e r o x i d a s e 活性 の発現 に寄

- 79
-



与して い るもの と推論され て い る.
m l )
さ ら に , P h e n y lh y d r a z i n e と ヘ ム 蛋白 に より r a d i c a l が

発生し ,
そ の 結果赤血球中の T B A 値 が上昇す る こと が報告さ れて い る o

102 '
以 上 の こ と は ヒ

ド ラ ジ ン は P - 4 5 0 と 反応し
,
0
2 を発生 し, そ の 0 2 を使 っ て ア

ニ リ ン が水酸化さ れる か ,
あ

る い は ヒ ド ラ ジ ン投与に よ り発生した r a di c a l が ア ニ リ ン か らプ ロ ト ン を引き ぬ き ,
ア ニ リ

ン が酸化され る こ と が推論さ れる｡

ア ニ リ ン水酸化活性の 上昇が C S B H や ア セ テ ル ヒ ドラ ジ ン に認められ,
■l A T D に は観察され

をか っ た こ と から , 鎖状 の ヒ ド ラ ジ ン結合が活性上昇に は関与して い るもの と 考えられるo

一

般 に 肝障害が惹起されると薬物代謝酵素描性 が低下する ことが知られ て い る が, 7 セ テ ル

ヒ ド ラ ジ ン肝障害 に お い ては ア ミ ノ ピリ ン N
一

脱 メ チ ル 化活性 は低下す るが ,
ア ニ リ ン水酸化

活性 は著しく上昇し て お り,
一

様 に肝障害が惹起され たからと い っ て ,
薬物代謝酵素活性が

低下するとは限らを い こ とを示 し て い る｡

薬物 の肝障害とそ の 活性代謝物の 蛋白 へ の c o v a l e n t bi n di n g と の 関連が数多く報告されて

い る .
10 3

- 112 '

A T D は 第 3 編 5 , 6 章 で述 べ た よう に, 肝蛋白に c o v al e n t b i n di n g す る こ と が示 さ れ

て い る｡ し た が っ て A T D の 脂肪肝 へ の 移行をら びに G O T 晴性 の低下等は ,
A T D 代謝物の

高分子蛋白 へ の c o v a l e n t bi n di n g に よ り惹起さ れるものと推論さ れる ｡ い ず れ に し て もA T D

に は薬物代謝酵素活性 の 上昇をもた らす肝の適応的機能克造作周と脂肪肝
へ の 障害作何の 両

作用を有して おり , 低投与量で前者の作用 が高授与量 で後者の 作用 が発現するもの と推察さ

れる ｡

脂質過酸化反応と肝障害作用との 関連が報告さ れ て おり
113 } A T D

●

ぉ よびア セ ナ ル ヒ ド ラ ジ

ン授与 に より著 し い .T B A 値の 上昇が観察 された が ,
こ の こ と は肝障害作偶の 惹起を支持し

て い るも の と考えら れる｡

-

8 0
-



第5 編 T r音p a m 盲d e の戯申動態と薬効との関連

降庄利尿剤の 体内動態 と薬効との 関連は , 降庄利尿薬の 微量定量法があま り開発 され て い

か ゝ こ と
,
さ ら に利尿活性は体内動態との相関が認められず, む し ろ腎機能お よびホ ル モ ン

をどの 体液制御機構との 関連が深 い こ とを どから ,
あ ま り関心 が寄せ られをか っ た o

1 14)

し か し降庄利尿剤の体内動態が食事効果や病態 に よ っ て かをり影響を受 ける こと ,
さ ら に

微量定量法が開発され て きた こと から数年前 からこ の 方面の 研究が活発 にを っ た o
115 ･11 6 . 11 7'

B e e r m a I- n 等 はH y d r o c bl o r o t bi a zi d e に 関 して, 血奨中 A U C と電解質排弛との 関連を検討

して い るが
, 相関性 は か ゝ と報告 して い る

1
o

18 '
ま た F u r o s e mi d e に 関して ,

血祭中濃度と利尉舌

性 は関連 が怒く ,
F u r o s e m i d e の 尿中排准率と電解質排滑とに相関性 があると報告して い る

1
o

19
,
120 '

そ こ でまず手はじめ に ,
T r i p a m i d e の 生体試料中での 定量法を高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー ( H P L C) 法を用 い て確立した ｡ T ri p a m i d e の 降庄効果と血中濃度との 関連は ,
T r i p a m i d e

が正常血圧に 影響を与えを い の で ,

7 卜

老令自然発症高血圧 ラ ッ トを用 い て行を っ た ｡ さ ら に健

康 人 に お い て ,
電解質排滑と血中動態との 関連を検討 した｡

第1 章 T ri p a m i d e の赤血球 ヘ の移行

1
- 1

1 4 C - T rip a m id e 投与後の血中分布

実 験 方 法

･ 4

C - T r i p a mi d e 投与 ラ ッ ト の 頚動脈カ ニ ュ レ
ー シ ョ ン に よ り ヘ パ リ ン加速沈管 に血 頼を採

取し, 4 , 0 0 0 r . p . m
,
2 0 分間遠心分離して ,

赤血球成分と血奨成分とを分離する ｡ 血梁中放射

能の 蛋白結合率は ,
血奨 1 m P をそれ ぞれ V i s k i n g t u b e 8 / 32 に 入 れ ,

外滴O 1 05 M P h o s p h a t e

b uff e r ( p H 7 . 4) 1 , 2 0 0 m P t ニ浸 し, 3 日 間 4 ℃ で撮拝した o

実 験 結 果

1 4 C - T r i p a m i d e 経 口投与 2 時間および8 時間後の 血中放射能の それ ぞれ9 2 , 9 4 % が赤血球

成分に存在してお り, 血祭成分は 6
- 8 % であ っ た ｡ 血寮中に存在する放射能の それ ぞれ25 ,

50 % が血祭蛋白と結合し て い た｡

T r i p a m i d e お よび代謝物は血中ではほと ん ど赤血球中に存在して
い る こ と を示 し て い る o

ト 2 T ri p a m id e の赤血球へ の移行

T ri p a m i d e お よび代謝物は血中で はその ほとん どが赤血球中に存在して い る こ と からT
ri ･

p a m i d e の 赤血球移行性 は極 めて高 い もの と考えられる｡

そ こ で i n v i t r o に お い て T r i p a m i d e の 赤血球 へ の 移行と結合に つ い て検討 した｡

-

8 1
-



実 験 方 法

I .

1 4 C 一 丁 rip a m i d e の調製

1 4 C - T r ip a m i d e を濃塩酸 1 m D に 溶解 し, 水1 0 m P を加え て , 固型水酸化ナ トリ ウ ム で約 p H

IO に 調整する｡ p H 7 . 4 0 . 05 M P h o s p h a t e b u ff e r で 所定 の濃度に調整 した ｡ ､

2 .

1 4 C - T rip a m iq e の赤血球中 へ の移行
12 1'

1 . ラ ッ ト赤血球中 へ の 移行

頚動脈 カ ニ ュ レ
- シ ョ ン に よ り ヘ パ リ ン 加遠沈管に採血 し, 4 , 00 0 r . p . m . 2 0 分間遠沈 ,

蘇

血球を採取す る ｡ 生麺食塩水で赤血 球を数回洗 っ た後, p H 7 . 4 0 . 0 5 M P b o s p b a t e b u f f e r

( o . 9 % N a C l) に 懸濁す る (赤血球浮遊液) 0

赤血球浮遊頼(血清1 m P に 相当) に p H 7 . 4 等張 P h o s p h a t e b u ff e r l m D ,
1 4

C - T r i p a m id e 2 0

Fi g / 0 . 5 m P 等張 b uff e r を加 えて ,
ス ピ ッ ツ 管で37 ℃ ,

温置する ｡ 所定時間後, 遠沈 (3 , 50 0

r . p .
m . S O 紗) し て ,

上晴の 放射能を測定した ｡

2 .
ヒ ト赤血球中 へ の移行

ラ ッ トと同様 に して
,
ヒ ト赤血球浮遊液 ( ヘ マ ト ク リ ッ ト2 7

0
/ a) 1 ･ 8 m P に

14 C - T r i p a m i d e

3 4 . 8 FL g / 0 . 2 m ゼ等張 P h o s o h a t e b u ff e r を加え て ,
ス ピ ッ ツ管で3 7 ℃ 所定時間温置する ｡ 以下

1
. と 同様 に行を っ た ｡

3 .

1 4 C - T rip a m i d e の ラ ッ ト赤血球内費蛋白との結合

1 . 赤血球膜と赤血球内寮の 分離
12 1}

血液 に1 0倍量 の冷水を加えて
一

夜放置後, 0 . 0 2 M ク エ ン 酸を加え て p H 5 . 5 に 調整する ｡ 4

℃
,
1 0

,
00 0 g , 2 0 分間遠心分離し , 上清 ( 泉血球内奨) と沈澱 (赤血球膿) と に分 ける ｡ 赤血

球膜は水で 4 画洗浄し た後, は じめ の 血液量の 2 倍相当量の0 . 05 M p H 7 ･ 4 P h o s p h a t e b u f f e r

に 懸濁し た (赤血球膜懸濁液)

2 . 結合実験

赤血球膜懸濁液およ び赤血球内梁 (0 . 5 - 2
.
O m P ) に

1 4

c - T r ip a mi d e 8 FL g / 0 . 2 m P をS e a m ･

l e s s C ell ｡ l ｡ s ｡ T u b i n g( V i s k i n g , C o .
,
S i z e 8 / 3 2) に 入 れ

,
袋 の 両側 をしばり0 . 05 M Pも｡ s ･

p h a t e b u ff e r に浸 して ,
5 ℃

,
4 日 間

,
外蒋を授拝 した .

4
.

T ri p a m id e お よび代謝物の赤血球中からの放出

1 4 C - T r i p a mi d e ( 5 m g / k g) を ラ ッ ト に経口授与 し,
た 1 時間後の 赤血球を集め ,

血 祭と等

量の p H 7 . 4 等張 P h o s p h a t e b ロff e r を加え懸濁 し,
一

定時間後に遠 Jじ､ 分離する ｡ 上清 に 移行し

た放射能を測定し ,
す べ て上清を回収した後, b u ff e r を新た に加えて同様にくり返 す｡

実 験 結 果

1 .
T rip a m id e の 赤血球 ヘ の移行

ラ ッ トお よび ヒト赤血球 ヘ の
1 4 C - T ri p a mi d e の 移行性 を検討し た. ( F i g . 5 - 1)

- 8 2
-
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i
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コ

珍

c r
O O - O -

○
-

○

1 0 2 0 3 0

T ir n e ( m i n .)

F i g . S
-

i . T h e t i m e -

c o u r s e o f u p t a ･k e o f t r i p a m i d e

i n t o r e d b l o o d c e l l s
'

f r o m h u m a n ( @) a n d r a t ( o)

T r
L

ip a mi d e の ラ ッ ト赤血球中 へ の 移行は急速で あり, 直 ち に プ ラ ト
ー

に 達する の に対し て ,

ヒ ト赤血球中 へ の 移行は ラ ッ トの 場合より遅く2 0 分後 にプ ラ ト ー

に 達 した ｡

2 .
T ｢i p a m id e の 濃度と赤血球 へ の移行

T ri p a m i d e 各濃度 (9 . 3 T 1 28 . 4 FL g / m P) を ヒ ト赤血球浮遊液に添カロした際の 赤血球 中 へ

の移行量を T a bl e . 5
-

1 に 示 し た ｡

T a b l e 5 - 1 . ロp t a k e o f v a r i o u s a m o u n t s o f t T i p a m i d e

t o r e d b l o o d c e l l s

A d d e d

t r i p a m i d e
R e d . b l o o d c e 1 1 s 池 e d i um

( p g)
( p g) (p g)

R e d b l o o d c e l l s

出e d i u m

9 . 0 8 . 4 1

1 7 . 5 1 5 . 5 7

3 3
. 0 2 8 . 0 1

6 0 . 0 4 2 . 0 6

1 2 8 . 0 8 0 . 1 6

0 . 9 3

1 . 9 3

4 . 9 6

1 7 . 9 5

4 8 . 2 4

9 . 0

8 . 1

5 . 6

2 . 3

1 . 7

- 8 3
-



T r i p a m id e 9 . 3 FL g / m P の 濃度で
,
赤血球 / M e di u m の 値 は約 9 で飽和現象が認め られた｡

3 .
T ri p a m i d e お よび代謝物の ラ ッ ト赤血球中からの放出

14 C - T r i p a m i d e 経 口授与時の ラ ッ ト赤血球中か ら の 放射能の放出を F ig . 5
-2 に 示 し た ｡

T ri p a m i d e お よび代謝物の赤血球 中から の 放出は すみやかであり
,
上輯 へ の 移行は, 赤血

球中濃度 に依存 し, 上浦と赤血球中との 濃度比は常に約 2 対 8 にを っ て い た｡

､ J

⊂)

X

∈
､

≡
Ll

⊂〕

O 1 2 3 4 B

エn c u b a ti o n ti m e ( h )

F i g ･ 5 -

2 ･ R e l e a ･ s e o f r a d i o a c t i v i t y f r o m

T e d b l l o d c e l l s t o 7Tl e d i u 7n

o ; c u m u l a t i v e , ㊨; p e r b o u T

4 .
T ｢i p a m id e の ラ ッ ト赤血球内焚書白との結合

T ri p a m i d e の 赤血球内栄 および赤血球勝との 結合率を F ig . 5 - 3 に 示 し た｡

T r i p a rrli d e の 赤血球膜結合性は低く, 膜懸濁蒋を増や し て も結合率は変らをか っ た o 赤血

球内渠との 結合は
,
内梁成分を増加すると

,
そ れ に 比例 して結合率も増加した ｡ T ri p a m i d e

は赤血球内梁成分と結合し , そ の結合畳は血液 1 m 節目当の 赤血球内紫成分 に対して T r i ･

p a mi d e 3 . 1 2 F Lg で あ っ た ｡

以上 の こ と は赤血球中に移行した T ri p a m i d e は 赤血球膜と は結合せ ず, 赤血球内渠成分と

結合して存在して い る こ とを示唆 して い る ｡

- 8 4
-



i
ヽ
ヽ_ ′

ロ1

⊂

■

lコ

⊂

(a

5 . 0

0 ･ 5 1 Z

m t

F i g ･ 5 - 5 .
B i n d i n g o f t r i p a J n i d e t o

m e m b r a n e ( A ) o r c o n t e n t s o f

b l o o d c e l l s ( ロ)

- 8 5 -

t h e

r e d



第2 章 高速液体 ク m マ トゲラ フ イ
一 に よ る生体試料申の

T ri p a m i d e お よび代謝物の定量法の確立

T rip a mi d e は 容易 に赤血球 へ 移行する こ とから ,
血 中 T r i p a mi d e の 測定として は血奨と赤血

球を分別 , 定量す る こ と が望ま し い ｡ ま た ラ ッ ト の 主代謝物である C S B A の 定量は ヒ ト に

お ける加水分解速度を推測す る上で重要で ある｡

ヒ ト肝 ミ ク ロ
こ
′ - ム を用 い た T r ip a mi d e の 代謝 から ,

ヒ トで は水酸化反応が優先して起こ

る こ とが示唆された の で尿中の水酸化代謝物の 測定法も合せ て確立する必要が あるo
12 4)

ス ル フ ォ ン ア ミ ド系薬物 , 例 えば H y d r o c hl o r o th i a z id e ,
12 2 ' C hl o r o th i a z id e

,

12 3-
p o ly thi a zid e ,

M e f r u s i d e
,

12 5 '
F u r

･

o s e mi d e
,

12 6 '
の H P L C を用 い て の 定量 に つ い て はす で に 報告さ れ て い る ｡

著者らも同様 に , H P L C を用 い て T r i p a m i d e の ヒ ト に おける薬物動態 を検 討 す る た め に

T r i p a m i d e の ヒ ト血奨中, 赤血球中お よび尿中の定量法に つ い て検討した ｡

実 験 方 法

T abl e . 5-2 に 示す装置 お よび分柾条件で実験を行 っ た｡

T A B L E 5
-

2

C O N D I T I O N S O F H I G H - P E R F O R M A N C E L IQ U I D C H R O M A T O G R A P H Y

A p p a r at u s

C o r n p o u n d

T D S (
t

S B A 3 ･O H . 8- O rrr D S

P u m p A L T E X M o d el 1 0 0 L C ･1 A L T E X M o d eI IO O

D et e ct o r し) VI D E C 10 0II U V D ･1 U V Il) E C I OOll

lV a v e le n gt h

l nJ e C 1 0 r

r し)I u m n

㍗re c ol u m r t

M ob il e ph a s e

Fl o w lat e

T e m p e r at u r e

コ54 m n l 二54 nl n l

Rh e o d y n e M o d el 71 コ0
*

Hit a 亡lli g el 3 01 1
* * ( p a r 山I e si z e 1 0FJ m )

(4 .( . ㌔ 50 0 n l m )

A c O H :H ユ 0 : M e O H

( 1 :1 0 :9 0)

0 .7 m l/ m in

3 2
o

コ54 11 1 m

N u cl e o sil (
1

1 8

( p a rti cl e si 7-
e 10 FJ m )

(4 .b x コ50 m m )

P e r n l aPll a S e O DS ( 4 ･ 6 x 50 nl m )
*

A L･ O H ニH ユ 0 : M e O H

(1 : =0 :8 0)

0 .6 rnl / mi n

H コ 0 : M e O H

( 3 :ヱ)

0 .7 m l/ m in

:5
o

4 0
o

* す べ て の 測 定 に 用 い た.

* * c S B A と T 工) S の 場合 に 用 い た o

A L T E X M o d e l l o o ; A L T E X 社( 米国 )

L C - 1

ロV I D E C I O O Ⅲ

H i t a c h i g e l

N u e l e o s i l C 1 8

P e r m a p b a s e O D S

島津製作所㈱

日 本分光㈱

日 立 ㈱

; N a g e l ( 西 独 )

; D u F o n t ( 米国 )
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2 . 内部標準物質

内部標準物質 (Ⅰ･ S ･ ) の 名称と構造式を T a bl e . 5■- 3 に申す｡ Ⅰ. s . は す べ て合成標品 を 剛 1

た｡

T a b l e 5 - 3 . C h e m i c a l s t r u c t u r e s o f i n t e r n a l

s t a n d a r d

構 造 式

･;主O c o碩〕

;三O c o N H 佃

H2 N O 2 S

H 2 N O 2 S

H 2 N O 2 S
j3 C O O H

化 学 名

4 1

( 4 - C h l o r o - 3 -

s ul f a m o y l b e n 乙 O y l )
- 4 -

a 乙&
-

e , uL o- t r i c y c l o〔5 . 2 . i . 0 2 ･ 8 〕
- d e c a n e [ T .S .( I)]

2 .5 野 / 1 a () nzC

N - ( 4
- A z a -

e I O
- t ri c y c l o〔5 . 2 .7 . 0

2
･ q
〕

- d e c 8 n -
′卜 y l )

- 4 - ch 】o r o - 3 -

s u l f a m o y I I 6 .5 2 軌
/ I 0 0 m (

b e n 乙 a m id e 〔Ⅰ. S .( 2)〕

3 - S 11] f a m o y l b e n 乙 Oi c a c i d 〔t , a . ( 3 )〕 2 . 5 軌 ′
′

5 0 m[

3 . 代謝物 3
- h y d r o x y

-

t rip a m id e お よび8
- h y d r o x y

- t rip a mi d e の 調製

T ri p a m i d e の 代謝物である 3
-

h y d r o x y- t r i p a mi d e お よび8
- h y d r o x y

- t r i p a mi d e は ,
1 4C - T r i ･

p a m i d e を基質と して ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ
- ム を用 い た in v i t r o 実 験 で 生 成さ せ A m b e r lit e

X A D - 4 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を行 い
,
水, 4 0

0
/ o メ タ ノ

ー

ル 水
,
メ タ ノ ー ル で洛出させ る｡

メ タ ノ
ー ル 溶出頼を減圧下濃縮事乞画し ,

T C L で 分柾 , 精製した｡

4 . 試 薬

分析清蝶の 蒸留水と メ タ ノ ー ル は H P L C 用 ( 和光純薬製) , 緩衝熟ま0 . 05 M B o r a t e b u ff e r

( p H 9 . 0)
,
0 . 0 5 M P h o s p h a t e b u ff e r ( p H 7 . 0) を開 い た｡ ジ ア ゾ メ タ ン は S chl e n k

1 27 )
の 方法 に

準じ て用時調製し, エ
ー

テ ル / メ タ ノ ー ル ( 9 / 1 ) 飽和溶接とした ｡

5 . 抽 出方法

ヒ ト血液 7 m P を3 , 00 0 r . p . m . 1 0 分間遠Jじ､分離 し得られた上晴を血祭 に , 沈澱物を赤血球と

し て測定に用 い た ｡

1 . 血祭中からの T rip a m id e

血梁 3 m D にⅠ. S . (1)溶液を2 5 FL9 , 蒸留水 3 m P を加え て ,
56 m p 周 ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ つ き

遠沈管 に入 れ
,

エ ー

テ ル2 0 m P で1 5 分間振とう抽出する . 遠Jじ､分離後2 回抽 出を行を っ た エ

ー

テ ル層を 5 m P ま で N 2 ガ ス で膿締 し, p H 9 B o r a t e b u ff e r 2 2TID を加えて1 5 分間振 とうす

る｡ 遠心 分離後 エ ー テ ル を45℃ ,
N
2
ガ ス で事乞回し , 残漆 に メ タ ノ

ー

ル0 . 2 5 m B を加 え8 0 ℃ で

超晋波処理後, 遠心分敵を行を い 上浦5 0 FLP を H P L C に 注入する｡

2 . 赤血球中からの T rip a m id e の 抽出

赤血球 にⅠ. S . (1)
.

I春液を0 . 2 m P ある い は0 . 8 m 助口えた後, .
･

≠

蒸留水5 0 m P で 溶血 し たもの を分

液 ロ ー ト (3 0 0 m P ) に 入 れ, エ ー

テ ル1 00 m B を加えては げしく振り ,
そ の後10 分間振とう抽

出する｡ 3 0 分放置後 エ ー テ ルを50 m 9 の ナ ス型 フ ラ ス コ に移し ,
ロ ー

タ リ ー エ バ ボ レ ー

夕
- で

減圧乾圃する ｡ 残漆をメ タ ノ
ー ル0 . 4 m P に溶解し, 々の4 0 pP を 日P L C に注入 する ｡

-

8 7
-



3 . 尿 中か らの T rip a m id e . 3
- h y d r o x y

- t ri p a m id e お よび 8
- h y d r o x y

- t ri p a m id e の 抽出

尿10 m 9 を 1 N 水酸化ナ ト
1) ウ ム清酒で p H 7 に 調整し ,

5 0 m D 周 ス ク 1) ユ
ー

キ ャ ッ プ付遠沈

管に入 れ Ⅰ. S . ( 2)溶液を2 0 FL P を加え ,
エ -

テ ル2 0 m P で1 5 分間振とう し, 2 回抽出する ｡ 遠心

分離後 エ
ー

テ ル を4 5 ℃ ,
N
2 ガ ス で10 m P ま で濃縮する ｡ そ こ に 1 N 水酸化ナトリ ウ ム溶液 0 ･ 5

m 9 カ口え
,
5 分間据と うし 水屑 に 軒容する . 遠 心分離後 T

= ･

-

テ ル を除去し,
.

水 屑 に さら に 6

N 塩酸溶滴0 . 2 m P を加え , 酸性 に し エ
-

テ ル で 5 分間振とうす る ｡ 水層を1 N 水酸化ナ トリ

ウ ム溶滴で p H 7 に 調整し, さ ら に p H 7 . O P h o s p h a t e b u ff e r l m P を加 え て ,
エ ー

テ ル 10 m P

で15 分間振とうし 2 即由出する ｡ 遠ノじ､分離後エ
ー

テ ル を共栓試験管 に移し45 ℃ ,
N
2
ガス で串乞

回し, 残漆をメ タ ノ
ー ル0 . 4 m P に 溶解し ,

そ の4 0 FLP を H P L C に 注入 する ｡

4 . 血祭 および赤血球中からの C S B A の抽出

血奨お よび赤血球を中性下で エ ー テ ル 抽出した彼の水層を p H 2 に 調整する｡

血津の場合に は ,
Ⅰ. S . (3)

,

I容液を0 . 2 m P 力口え て
,
15 m P 周 ス ク リ ュ

ー キ ャ ッ プ付試験管 に入

れ
,
エ ー

テ ル 6 m P で15 分間振とうし 2 回抽出す る｡ 遠 心分離後 エ ー

テ ル を45 ℃
,
N
2
ガ ス で

濃縮乾回する ｡ 赤血球の場合は, Ⅰ. S . (3)溶液を0 . 2 m 朗口え て ,
分液 ロ ー ト(3 00 m P ) に 移し エ

ー

テ ル10 0 m P を加え て , 手で激しく按 とう後, さ ら に10 分間振 とう抽出する o 3 0 分間放置後

エ ー

テ ル をナ ス型 フ ラ ス コ に移し ,
5 0 ℃ で ロ ー

タ リ ー エ バ ボ レ
ー 夕 - で減圧乾回する ｡ つ ぎ

に
, 各 々 の残漬 を少量 の メ タ ノ

ー ル で溶解し ジ ア ゾ メ タ ンを過剰 に加え メ チ ル化を行をう｡

約 1 時間静置後45 ℃ ,
N
2 ガ ス で乾回 し, 残漆をメ タ ノ

ー ル0 . 5 m D で溶解し, 蒸留水 3 m P ,

ェ -

テ ル 6 m P 力口え1 0 分間振とう抽 出する ｡ 遠ノL､ 分離後 エ ー テ ルを共栓試験管に移 し45 ℃ ,
N
2

ガ ス で乾回する ｡ 残漆 をメ タ ノ
ー

ル0 . 4 m P で 溶解 しその2 0i LP を H P L C に 注入す る｡

6 . 検量線の作成

血紫
,
赤血球 および尿中の T r i p a mi d e は ,

そ れぞれ1 0
- 1 0 0 n g , 10

- 1
,
00 0 n g

,
2 0 - 40 0 n g

の 範囲で検討 し ,
得 られた グ ロ マ ト ゲ ラ ム の T r i p a m id e と Ⅰ. S . の P e a k h e i g h t r a t i o か ら

T r i p a m i d e 濃度を算出した
■

｡

尿中の 3
-

h y d r o x y
-

t r i p a mi d e は ,
0 . 2 5 -

1 .
2 8 p g , 0 . 17 - 1 . 0 9 FL g の 範囲で検討し , 得られた

ク ロ マ 卜 グ ラ ム の面積 から 3
- h y d r o x y お よ び81h y d r o x y

- t ri p a m i d e 濃 度を算出した ｡

実 験 結 果

2
-

1 血祭, 赤血球お よび尿中の T ri p a m id e の定量

血紫,
赤血球お よび尿中の エ

ー

テ ル 抽出物の H P L C グ ロ マ ト グ ラ ム を F ig . 5 - 4
,
F i g ･ 5

- 5

お よび F ig . 5 - 6 に 示 し た ｡ T r i p a m id e と Ⅰ. S . は
,
い ず れ の ク ロ マ ト グ ラ ム に お い てもブ ラ ン

ク の 妨害を受けず分離 した ｡

検量繰は , 原点を通る良好を直線を示 し, 血渠お よび赤血球 中 T ri p a m i d e は ,
注 入量と し

て1 0 n g 以上 ,
尿中では20 n g 以上が定量でき る｡

血祭および赤血球 に は T r i p a mi d e 2 0 0 n g を , 尿 に は T r ip a mi d e 2 5 n g を加え, 回収率を検討

したと こ ろ
,
血紫では90

0/ o
,
赤血球で は97 0/ a

,
尿 で は80 % で あ っ た ｡

-

8 8 -



2 - 2 尿中水酸化代謝物 の定量

3 - h y d r o x y お よび8
- h y d r o x y

-

t r i p a mi d e と 同様の H P L C 分離条件で は分離され か
､
｡ そ こ

で カ ラ ム
, 移動相 ,

温度等を検討 した結果, T a bl e . 5-2 に 示 した条件 で
,
F i g . 5

- 7 に 示 す よう

に尿ブ ラ ン ク の妨害を受 けずに 分離 したo 検量線は 3
- h yd r o x y お よび 8

- h y d r o x y
- t r i p a m i d e

共 に原点を通る直線 を示 し た｡

回収率は 8
- h y d r o x y

-

t r i p a m i d e は3 7 .3 ±2 . 3 0/ o で 3
- h y d r o x y

-

t r i p a m i d e は3 7 . 2 ±0 . 6 0/o で あ

っ た｡

本法 の H P L C 条件は尿中濃度と同じ範囲 にお い ては ,
血梁および赤血球中の 定量 に も応

用で きる こと が判 っ た ｡

( A)

1 6 2 ん 32 4 0

T i m e ( m i n )

T
0 .0 01 a u

l

( B )

1 6 2ん 32 J
I O

Ti m e ( m l n )

F ig . 5 - 4 C h r o m a t o g r a m s o f ( A ) p l a s m a e x t r a c t a n d ( B) p l a s m a e x t r a c t c o
n t ai n i 喝 1 0 0 n g o f

t rip a m id e ( 1) a n d 1 2 5 n g o f in t e r n al s t a n d a r d I ( 2) . T h r e e p e a k s el u ti n g a t
l声･ 1

,
1 9 ･3 a n d

i n T a b l e 5
-

2 T h e d e t e c
一

3 3 .0 m i n w e r e e n d o g e n o u s p l a s m a c o
n stit u e n t s ･ H P L C c o n d iti o n s a s

t o r r a n g e f o r b o t h c b r o m a t o g r a m s w a s O ･0 0 1 a ･ u ･

T
0 . 0 0 8 a u

A

( A )

8 1 6 2 4 3 2

T i m e ( m i n )

( B)

1 6 2 J- 3 2

T i m e ( m i n )

F i g .5 -5 c h r o m a t o g r a m s o f ( A ) r e d b l o o d c ell e x t r a c t a n d ( B) r e d b l o o d c e ll e x t r a c t c o n
-

t a i n i n g 1 〟g o f i n t e r n al s t a n d a rd a n d 4 0 0 n g o f t rip a m i d e ･ H P L C C o n di ti o n s a s i n T a b l e 5
-

2

T h e d e t e c t o r r a n g e f o r b o th c h r o r n at o g r a m s w a s 0 . 0 0 8 a . u .

- 8 9 -



( A )

I
0 .0 0 2 a u

J
2

( B )

o 8 1 6 2 4 0 8 1 6 2 ム

T i m e ( m L
'

n ) 丁[ m e ( m T n )

F i g . 5 鳩 c h r o m a t o g r a m s o f ( A ) b l a n k u ri n e a n d ( B) u 血 e e x t r a c t c o n t ai n i n g 2 0 0 n g o f t ri p
-

a m i d e ( 1) a n d 3 3 0 n g o f i n t e r n al s t a n d a r d I I( 2) .
S o l v e n t : 1 % a q u e o u s a c e ti c a ci d

-

m et h a n o l

( 1 0 : 9 0 , v/ v ) . S o l v e n t fl o w
-

r a t e : 0 .7 m l/ mi n . C o l u m n : H i t a c h i g el 3 0 1 1 , 1 0
1

P m p a r ti cl e si z e ,

5 0 0 × 4 .6 m m . C o l u m n t e m p e r a t u r e : 3 2
o

C .

( A)

8

T
0 O O 2 a u

A 1

( B)

1 6 2 4 0 8 1 6

T i m e ( m i n ) T i m e ( m i n )

F ig ･5 =7 C h r o
.

m a t o g r a m s o f ( A ) b l a n k u ri n e a n d ( B) th e h y d r o x yl a t e d m e t a b o li t e s a s a si n gl e

m e d i c a ti o n l n a h u m a n u ri n e s a m p l e . 1 a n d 2 o n th e c h r o m a t o g r a m s h o w 8
-h y d r o x y

-

a n d

3 ･h y d r o x y t rip a m id e , r e sp e c ti v e l y . S o l v e n t : w a t e r
-

m e t h a n o l ( 6 0 : 4 0 , v/ v ) ･ S o l v e n t fl o w
-

r a t e : o . 7 m l/ m i n . C o l u m n : N u c l e o sil C I ち , 1 0
-

p m p a rti cl e si z e , 2 5 0 × 4 ･ 6 m m ･ C o l u m n

t e m p e r a t u r e : 4 0
o

C .

- 9 0
-



2 - 3 血祭お よび赤血球申 C S B A の定量

C S B A は
, 極性 の 高 い 代謝物であるた め T r i p a m i d e を分離する条件では ,

H P L C か らの溶

出が早く生体成分との 分離は不可能で あるo そ こ で ジ ア ゾ メ タ ン に よる メ チ ル 化を行 を い

C S B A お よびⅠ. S . (3) の メ チ ル エ ス テ ル 体と し て違量した ｡

F ig . 5
- 81ま

,
血祭お よび赤血球 bl a n k を実験方法に従 っ て処理 した際の ク ロ マ ト グラ ム であ

るが , 図 から明ら かを如 く, C S B A お よびⅠ. S . の r e t e n t i o n ti r n e に
一

致する妨害 ピ
ー

ク は

認められをか っ た ｡

2 1

i i

I A I

I
0 .0 01 a u

1

2 1

o 8 16 2 1 32

Ti rn el m ;n )

F i g . 5
- 8 . C h r o m a t o g r a m s

1 8 I

) 8 1 6 2 ▲ 3 2

Ti r n e ( r ni n )

o f b l a n k o f ( A ) p l a s m a

a n d (a ) r e d b l o o d c e l l s

ま た
,
C S B A お よび Ⅰ. S . の 標準液に ジア ゾ メ タ ン を加え メ チ ル化反応を検討 し た際の 反

応検量線は原点を通る直線 とをり , 反応 が C S B A お よびⅠ. S . 共 に定量的 に進行 して い る こ

と が示され た｡ つ ぎに血祭 および赤血球 に
一

定量 の C S B A と Ⅰ. S . を添加し同様 に処理 した

場合の p e a k h e i g ht は 標準液と ほぼ等しく, 回収率は い ず咋も9 0
0/6 以上であ っ た ｡

- 9 1
-



第 3 章 T rip a m id e の曲中濃度と降圧効果

老令自然発症高血圧 ラ ッ ト( S H R) に お ける T r i p a m i d e お よび C S B A を含む代謝物 5 種類

に つ い て降庄作開 を検討 したと こ ろ, い ず れ の代謝物に お い て も単独授与では降庄作周 は認

められず
,
T r ip a mi d e の み に作用 が認められ た.

4 7'

そ こ で
,
老令 S H R に T r ip a mi d e l OO m g / k g を経 口授与した際の 降庄作用と血中

T ri p a mi d e

濃度の 関連性 を検討した ｡

実 験 方 法

1 . 動 物

体重45 0 g 前後の 雄性の 老令 S H R (7 7 週 令) を実験 に使用 した ｡ 投与前血圧は2 25 m m H g

で あ っ た ｡

2 . 投 与

T r i p a mi d e と し て1 0 0 m g / h g を体重10 0 g 当 り0 . 5 m P と をる よう に5
0
/o ア ラ ビ ア ゴ ム に懸濁

し て調製し, 金属ゾ ン デ を用 い て強制的に胃内に投与した o

3 . 血圧測定

島津式収縮期血圧測定装置 S C S
- 3 0 1) を使用した ｡ ラ ッ トを無麻酔で固定し , 尾の 動脈よ

り非観血的 に
,
投与前と授与後1

,
2
,
4

,
6
,
8

,
2 4 時間の血圧 を測定 した｡

4 . 採 血

授与後, 予 め ヘ パ リ ンを含ま せ た 1 m 9 の 注射筒を用 い て ,
尾静脈 より血摘0 . 2 m B を血 圧

測定と同じ時間に お い て採血 した ｡

5 . 血 中 T ri p a m id e の 定量

血中 T ri p a mi d e の 定量は ,
H P L C を用 い て行を っ た｡ 以下 に抽出方法を示 す｡

ラ ッ ト尾静脈より採血 した血 液0 . 2 m 9 を共栓試験管 にと り, 蒸留水 2 m P で 溶血後, 内部標

準物質 (以下Ⅰ. S . と 略) 溶液0 . 1 m P と エ ー テ ル 5 m 9 を加 え15 分間振とうし抽出する D 遠 心

分離後 エ
ー

テ ル を共栓試験管 に移し , 再度 エ
ー

テ ル抽出を繰り返す｡ エ
ー

テ ル 層を合せ 45
o

下 , N 2 ガ ス で濃縮専乞画する. 残漆 をメ タ ノ
ー ル0 . 4 m P で溶解しその2 0 F LP を H P L C に注入 し

た｡

Ⅰ. S . の 構造式を F ig . 5 - 9 に示 し た｡

F i g ･ 5 - 9 ･ C h e m i c a l s t r u c t u r e O f i n t e r n a l

s t a n d a r d

; ,
1

s堤 c o NC3i)l h N O 2 S

4 - ( 4 -

C h l o r o
- 3

-

s u l f a tT 1 0 y l

b e n z o y l)
- 4 -

a 乞 a
- e 7 1d o ･ -
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2
'
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6 .
H P L C 装置

T a bl e . 5
- 4 に H P L C の 測定条件を示 す｡

T A B L E 5
- a

c o N D I T I O N S O F E I G H - P E R F O R M A N C E L IQ tII D C H R O M A T O G R A P H Y

P m n p

D e t e c t o r

l n j e e t o r

C o l ll m n

M o b i l e p h a s e

F l o w l a t e

T c r n p e r a t tl r e

A l , T E 文 机o d e 1 1 0 0

U V I D E C I O O Ⅱ( 2 5 4 n r n )

R h e o d y n e M o d e l 7 1 2 0

N u c l e o s i l C 1 8 ( p a r t i c l e s i z e l O JL m )

( 4 .6 x 2 5 0 m m )

A c O王i : H 2 0 : M e O 王i

( 1 : 4 0 : 6 0 )

0 . 7 m l / m i n

2 5
0

A L T 玉:Ⅹ M o d e l : A L T E X 社 ( 米 国)

U V I D E C I O O ll : 日 本 分 光 ( 樵)

N u c ユ e o s i l C 1 8 : N a g e l ( 西独)

7 . 検量線の作成

T ri p a mi d e 1 0 - 2 0 0 n g の 範囲で T ri p a mi d e と Ⅰ. S . の 高さ の此から検量線を求めた ｡

実 験 結 果

1 . 血中 T rip a m id e の 定量

F ig . 5 - 1 0 に H P L C グ ロ マ ト グ ラ ム を示す｡ 血液中に は T r i p a m id e お よ びⅠ. S . の 測定を妨

害する ピ
ー

ク はをか っ た o 検量線は原点を通る直線がえられたo 検出限界は, 注入量で10 n g

で あり
, 抽出回収率は ,

91 - 9 8 % で あ っ た｡

2 . 降圧効果と血中 T rip a m id e 濃度
1

T ri p a mi d e l OO m g / k g を経 口授与した時の血圧と血中 T ri p a m i d e 濃度推移を F i g . 5 -1 1 に

示 した o 血圧は
,
授与後 1 時間から下降し, 4 時間で最低値を示 した｡ 以後珂循傾向を示 し

8 時間後では投与前の レ ベ ル まで回得した ｡

血中 T ri p a mi d e 濃度 は, 投与後 2 時間で最高値3 . 2 FL g / m 9 を示 し, 以後すみや か に血 中か

ら消央し
,
2 4時間後では血中に T r i p a m i d e は認められをか っ た ｡
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第4 章 ヒ トにおける T ri p a m i d e の血中動態と電解質排池

臨床第
一

相 および第二相試験 では, 薬剤 の 人 に おける投与量, 薬理作用の 強さとその 時間

的推移の検討 が行われ るが , 薬剤の 安全性お よび有効性の 点から適切 を投与量や投与間隔を

科学的に検討するため に は , 同時 に薬物動態も明 らか に して, 投与量
一

薬物動態
一

薬 理作用

の 強さ の 関係から ,
そ の薬剤の 安全性と有効性の 条件である投与量幅と投与間隔, さら に投

与期間を検討する こと が望まし い と い われ て い る ｡

4
-

1 T rip a m id e の吸収に及ぼす食事効果

実 験 方 法

I . 投 与

下記 に示すよう に , 健康男子1 0 名を2 群 に分け ,
3 週間間隔の ク ロ ス オ

ー バ ー

法 に より実

施 した ｡ 前日 の 夕食後から1 5 時間絶食した被験者は , 食後投与の場合は同
一

献立 の朝食をと

っ た後 ,
1 時間後 に T r i p a m id e 1 5 m g 含有 の ノ ル モ ナ

ー ル
眉)

1 錠を約10 0 m P の 水と ともに服用

し
, 空 脚寺投与の場合は朝食をとらずに , その ま ま15 m g の ノ ル モ ナ

- ル 1 錠 を約1 0 0 m D の

水とと もに服開 した ｡

食後服用者お よび空腹時服用者は い ずれも試験開始前日の朝食から試験期間中

日間) は同 一

献立の 食事をと っ た｡ をお試験開始前日 から4 日間は ア ル コ
ー ル 類

,

茶, コ
ー

ラ お よびチ ョ コ レ ー ト等カ フ ェ イ ン類を含む飲食物の摂取を禁じた ｡

被験者 の年令, 身長およ び体重

被 験 者 ･ 年 令 身長 ( c m ) 体重 (k 9)
投 与 方 法

試験Ⅰ 試験Ⅱ

甘 . S 3 7 1 6 5 6 7 食後 空腹

Ⅰ王 . T 4 5 1 6 4 6 8 食後 空腹

T . T 4 0 1 6 3 6 0 食後 空腹

N . M 3 0 1 7 2 6 6 食後 空腹

Y . S 2 8 ] 7 4 6 7. 5 L 食後 空腹

B . f1 4 4 1 7 1 6 5 空腹 食後

T . モⅠ 3 5 1 6 5 6 4 空腹 食後

M . T 2 5 i 7 3 6 8 空腹 食後

M . M 2 9 1 6 5 6 2 空腹 食後

T . K 4 9 1 6 3 6 4 空腹 食後

2 . 採血および採尿

下記 に示す実施 ス ケ ジ ュ
ー

ル に従 っ て , 採血お よび採尿を行を っ た o

- 9 5
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実施 スケジ ュ
ー ル

N o r m o n a l 投与

1

日程 第 1 日

投 与後 の 時間

節 2 [】 邦 3 [] 第 4 口

0 1 2 3 4 6 8 1 2 24 3 2 4 8 5 6

+ L ⊥⊥+ _

採血時点†)
††††T † † † † † † †

採尿時間

E]E]B臼
l

耳且Ej 耳巨]亡互コE j
3 . 測 定

T ri p a mi d e の 赤血球中濃度およ び水酸化代謝物の 測定は第 5 編第 2 章 に準じた o

赤血球中 T ri p a I ℃i d e 濃 度
一

時間曲線下面稜 ( A u °) は台形淡から算出し, 分散分析に よ

り検定した ｡

実 験 結 果

(I) 食後および空腹時投与における赤血球申 丁巾 a m id e 濃度の推移

ク ロ ス オ ー バ ー 法 に より10 名 の 健康男子 に 1 日 用量 の 15 竹呼 ノ ル モ ナ
- ル 1 錠 を空腹時ま

た は食後1 時間後 に投与した際の 赤血球中 T r ip a mi d e 濃度曲線を F ig . 5 - 1 2 に 示 したo 赤

血球中 T ri p a mi d e 濃度は , 空腹時投与 4 時間後 に0 . 45 ±0 . 0 6 F Lダ/ m P , 食後投与で は投与 6

時間後 に0 . 74 ±0 . 09 FL ダ/ 7 nA の 最高値を示し , 以後績徐に低下 した｡ とく に , 投与後4 ,
6

お よび8 時間 の 赤血球中 T ri p a m i d e 濃度は食後投与の方が空腹時投与に比 べ て ,
有意 に 高

か っ た｡

1 . 0

0 . 8

冨o ,6
α

∈
o . ヰ
＼

ロ 1

I

0 . 之

*

*

w
:h
i

十心転
鴨
汁

- - J - - - -

+ ト - ー ユ L -

㌔
1 2 3 4 6 8 1 2 2 4 3 2

T i m e ( h )

F i g . S
-

1 2 . M e an (1 S ･ E ･ ) c o n c e n t r a t i o n o f

t r i p a m i d e i n r e d b l o o d c e l l s

f o l l o w i n g s i n g l e o r a l 1 5 m g
d o s e o f N o r m o n a l i n t a b l e t t o

f a s t e d ( ⑳〕 a n d n o n
- f a s t e 且( ○)

s u b j e c t s

*
; p < 0 .

0 5
,

* *
; p < 0 . 0 1

-
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また1 2 時間以後の 赤血球中 T ri p a m i d e 濃度 の 見かけ上の消失にはほとん ど差は認め られ

を か っ た｡ 2 4 時間以後の 赤血球中 T ri p a m i d e 膿 度は, 高 い濃度を示 す被験者 T . H と 吸収

が遅 い 被験者 T K を除 い て , 他 はす べ て検出限界 (0 . 08 p ダ/ m P) 以下で あ っ たo

各被験者 にお ける ピ ー

ク 時間, ピ
ー ク レ ベ ル お よび赤血球中 T ri p a mi d e 濃度 の A U C を

T a bl e 5 - 5 に 示 した ｡ 各被験老に おける赤血球中 T ri p a m id e 濃 度は大部分の 例に お い て空

腹時投与に比 べ て , 食後投与の方が赤血球中 T ri p a m i d e 濃度は高か っ た ｡ T a bl e 5 - 5 から

明らかをよう に , ピ
ー

ク レ ベ ル も空腹時投与に比 べ て食後投与の 方が有意に高か っ た｡

A U C
2

.

4

は空腹時投与 (5 . 68 1 ±0 . 68 9 F Lダ
･ h r/ 現P) て

,
食後投与 (7 . 99 9 ±0 . 9 5 0 p ダ

･ h r /

m P) の 方が有意 に大きか っ た ｡

T a b l e 5 - 5 . P e a k l e v e l a n d c a l c u l a t e d

a T e a
-

u n d e r -

c u r v e ( A ロC) o f

t r i p a m i d e i n T e d b l o o d c e l l s

f r o m 1 0 h e a l t h y v o l u n t e e r s

f o l l o w i n g s i n g l e 1 5 m g d o s e o f

N o T m O n a l t o f a s t e 且 a n d n o n - f a s t e 且

l
l
e dk l ltモ〔: l e v e l o f -r D S

s u b j e c t s
[ iI 7” (1 - = : o n c e n t , ;1 t i o n (i,g / m l)

^ U C6 4 (”只/ ml )

lt . S

FL T

T . T

N . ト1

Y . S

H . H

T . 日

M . T

” . M

T . K

, 4

. 8

. a

. 6

. 4

.
7

M e a n ･ S ･ E ･

: .

'

…冒三∑::…* * ,

5

:;;;チ::;;:*

u p p e r ; f a s t e d *

; p < o ･ o 5 >
* *

; p < 0 ･
0 1

1 o w e r , ; n o n - f a s t e d

( 2) 食後お よび空腹時投与に おける水酸化代謝物の尿中排雅

食後および空月夏時 に ノ ル モ ナ - ル を投与した際の 水酸化代謝物の 尿中排滑率を T ab l e 5

- 6 に 示 し た ｡ 空腹時投与の排鞭率7 . 3 % に 比 べ て , 食後投与の 排他率 9 . 8 % の 方が有意に

高か っ た｡ 食後 および空腹時投与 における各時間あたり の尿中排雅量 を T abl e 5
- 7 に 示 し

た｡ 授与後 3
- 9 時間の 尿中排雅量 に お い て ,

空腹時投与に比 べ て 食後授与の 方が有意に

多 か -

? た o

-
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T a b l e 5 - 6 . I n d i v i d u a l u r i n a r y e x c r e t i o n o f h y d T O X y l a t e d
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S u bj e L: t ゝ

A f t e r f o o d (
q

d ) F a s t i n g ( 汁

3- 0 日 T D S 8 - nfi T D S T o t a 1 3
-

0 日 T D S 8
-

O H T D S T o t a l

Il . S

r L T

T .

'

l
■

～ . ll

Y . 5

II . H

T . tt

トl _ T

ト1 . ト1

T . K

2 . 8

2 . 5

0

4 . 5

8 .
()

6 . 0

(1
.
5

1 2 . 6

5 . 8

5 . 9

4 . 9

5 . 8

4 . 1

4 .
4

S . S

ら . 1

5 . 5

5 . 5

ら . 6

5 . 8

7
.
7

8 . 3

4 .
1

8
.
9

1 5 . ら

l l . 1

9 . 6

1 6 . 1

9 . 4

9 .
7

2 . 3

3 . 3

0

5 . 0

6 . S

5 . 7

5 . 1

5 . 6

2 . 3

6 . 4

4 , 1

4 . 7

3 . 9

3 . 3

3 , 3

3 . 8

3
, 1

3 . 4

2
. 6

2 . 9

6 . 4

8 . 0

5 . 9

8 . 5

9 . 8

7 . ら

6 . 2

9 . 0

4 . 9

9 . 5

M e a n ＋ S . E . 5 . 2 ＋1 . 1 4 . 6 ＋0 . 3
*
9 . 8 ＋ 1 . 0 3 . 8 ＋ 0 . 7 3 . 5 ＋ 0 . 2 7 . 3 ＋ 0 . 6

* *
; p < 0 ･ 0 1

T a b l e 5 - 7 ･ I n d i v i d tl a l u r i n a r y e x c r e t i o n o f h y d r o x y l a e d n e t a b o l i t e s

v e T S u S t i m e f o l l o w i n g s i n g l e o r a l l S m g d o s e o f

N o r m o n a l t o t a s t e d a n d n o n - f a s t e d

S d A) o c t $ ○ ･ 3 ユ
･

O d ･ 甘 書
･

1 2 1 2 ･ 2 4 2 4 ･ 4 4 4 8 - 72 h

R . S

fl . T

T . T

.
T(

.
トI

Y , S

[1 . ”

T . t[

〉l . T

”. ”

T . I

1 エ. 9 0

1 l . O J

3 9 .
9 1

0

2 2 . 3 7

4 5
. 1 2

4 4 . ユB

4 0 . 1 2

2 9 . 4 S

1 3 . 8 7

0

9 . 4 4

､O
B . 1 8

2 2 . 1 2

6 . 0 9

¢

1 4
.
87

0

0

J 3 . ユ7

丁7 . 7 1

】S . 8 ヱ

7 4 .2 2

1 9 . 6 7

6 9 ,
5 4

5 3 . 6 S

9 0 . 9 4

7 1 . 12

6 0 . 1 8

3 8 . 4 9

I l l . Z 什

1 7 . 9 6

S l . 0 5

6 3 . 1 &

8 3 . 0 4

3 6 .

もl .

3 7 .

0

6 3

0 4

6 5

1 9 . 3 B

7 1 . 3 9

97 . 2 7

書9 . 5 1

4 2 , ) 0

73 . 31

43 . 0 8

J O . O 1

7 9 . 8 6

7 8 . 4 1

34 . S 4

1 3
. 専9

38 .
4 3

6 3 . 77

&3 . 9 2

AS . S 3

0

7 8 . S 2

S l . 9 1

6 0 . 0 2

S 3 . 7 2

4 Z . 6 S

5 1 . 4 9

I l 一 . 9 8

2 4 . 4 9

4 7
. 94

4 8 . 7 8

7 1 . 01

7 1 . 3 4

8 3 . 2 4

3 8 . 8 3

9 6 . さ2

3 9 . 3 2

3 6 . 1 Z

3 3 . S 1

2 8
.
7 4

& , 付7

1 0 . S 3

3 8 . S 1

4 8
. 3 2

1 4 丘

1 1 1

1 4 9

1 8 S

B 2

I l o

l l S

1 6 1

2 2 9

8 9

1 4 r)

1 33

7 6

l o †

1 8 2

I 一o

1 2 4

1 丘6

2 9 4

8 6

91

¢7

07

6 2

3 7

85

9 0

6 2

2 T

1 8

0 8

3 3

S 9

9 4

6 &

2 4

2 7

S 4

9 7 . 4 S

1 2 2 . 7 7

1 1 0 . 8 9

6 4 . 6 0

08 . 1 3

4 5 . 5 3

6 4 . S 7

2 6 . 9 2

4 3
.
B 2

1 2 . 3 7

8S . 3 7

9 9 . 6 9

37 . 9 2

9 3 . 3 2

S 9 . 5 6

3 2 . S I

0 9 . 6 巾

0

0

0

0

0

0

0

0

0

3 S . 9 1

0

n

O

之2 2 .
68

0

2 9 2 . 9 8

0

0

0

0

1 7 . Z l

◆S . 4 3

M e A n ◆ S ･ t ･

l l . 7 5

◆ 1 . 1 0

l l . 7 S 1 9 . 0 7

＋ 4
.
4 S ＋ 9 . S 4

.

7

1

0

;≡;, さ
9 0 ･ 4 2

→ 1 1 . O Z
舶

4 B . 8 1

◆ 1 (I . 8 5

丁8 . 1 9

. 1 0 . 7 ?

1 3 O
. 5 ?

◆ 9 . 3 7

1 4 6
. 0 7

＋ 2 S . 9 7

1 2 7 . r 3
＋2 l . 8 4

1 3 1 . 1 9

◆ 5 S . 9 1

u p p e r ; f a s t e d
*

; P < 0 ･ O 5
?

* *
; p <
'0

. 0 1

l o w e r ; n o n
- T a s t e d

- 9 8 -



4 - 2 単回嘘与時の T rip a m id e の血中動撃と電解質排雅

健康男子 3 名を対象 に , ノ ル モ ナ
- ル 1 5 m ダ

,
4 5 m g , 9 0 m タを投与し ,

その 薬動力学的性質を

明 らか に し, 同時 に血圧 ,
脈拍, 尿量 および電解質排他の変化を測定し健常人に お ける ノ ル

モ ナ
- ル の薬理作用と薬物動態との 関係を検討した ｡

実 験 方 法

健康男子 3 名 (年令 : 3 6 , 42 , 47 才 , 体重 : 6 2 . 0
,
62 .5 , 65 . 7 kダ) を対象とし た. 被勝者

は
,
所定 の標準的朝食 (和食) をと っ た後, 1 時間後に ノ ル モ ナ

- ル を約 10 0 m P の 水 ととも

に服用した o ノ ル モ ナ
- ル は

,
15 m ? ( 1 錠) , 4 5 叩 (15 m グ錠 3 錠) , 9 0 m g (1 5 m ダ錠 6 錠) を投与

量順 に 2 週間毎に投与した｡ 本試験 に先立ち, 予試験とし て 空腹時投与後の 血中濃度を検討

した が
, 食後投与の 方が高 い 最高血中濃度が得られた の で , 本試験では食後 1 時間投与とし

た ｡

い ず れ の場合も, 被験老は試験日前日の 夕食後から試験期間中はア ル コ
ー ル 頬および コ

ー

ヒ ー

, 茶 ,
コ ー ラ

,
チ ョ コ レ

ー ト等カ フ ェ イ ン 頬を含む飲食物は摂取しをか っ た o

I . 検 査項目, 検査方法および検査スケジ ュ
ー ル

臨床検査は, 坐位 および仰臥位の 血圧 お よ び脈拍を S ph y g m o m a n o m e t e r ( K e n ∑ 45 s , 揺

下産業機器) に よ り測定した ｡

臨床化学検査では ,
電解質 ( N a , 冗, C l, C a) 〔N a お よび K ; 炎光光度計 ( 日立20 5型 ,

日 立製) , C l ; 電極法
-

ク ロ ライ ドメ
ー

タ
ー ( 常光産業袈) , C a ; 0 . C . P . C 法 ( 色素法)〕

尿素窒素 〔酵素法
-

ク リ ナ ライザ -

( 日本電子製)〕 および尿酸( U r i c a s e 分 解 に よる比色法)

を測定した ｡

試験 ス ケ ジ ュ
ー

ル を下記に示した.

血圧お よび脈拍の 測定, 採血, 分別嘗尿は下記の ス ケジ ュ
ー ル に し たが っ て実施 したo

血殖は ,
1 0 m P を採血後, 3 m B を , あらかじめ硝酸処理 した試験管 にと り, 室温 に約 1 時間

放置した後, 3 , 0 0 0 r . p . m で2 0 分間遠心分離後 , 得られ た血清を臨床化学検査項目の 測定に

試 額 ス ケ ジ ュ
ー ル

3 日 日

時 間(h )

授 与

採血

採 尿

豊完)

8 9 2 4 3 3 4 8

†

↓ 1 J J J I J l ↓

+ J ↓1 + l l J ↓↓ 1↓ + 1

J l ↓↓1 + 1 J l ↓

9 9

7 2

1

J

↓



用 い た . 残 り の 7 m P は ヘ パ リ ン処理試験管 に取り
,
3
,
0 0 0 r . p . m で10 分間遠心分離を行を

い
,
血祭 および赤血球部分に分離し, T r ip a m i d e の 濃度を測定した ｡

2 .
T rip a m id e お よび代謝物 ( C S B A , 3

1 h y d r o x y お よび 8 - h y d r o x y
- t ri p a m id e) の 定量

生体試料中の 定量は, 第 5 編第 2 章に準 じて行を っ たo

3 . 薬 動力学的解析

薬動力学的 パ ラ
- メ ー

タ
ー 中の ,

K a
,
E e l

,
t 54 は

,
実測 値を薬物動態解析 プ ロ グ ラ ム N

O N L I N 2
1 28 ･ 12 9) を用 い て, 最適 コ ン パ

ー ト メ ン ト モ デ ル の 選択を含めて電算処理 に よ っ

て求めた D 電算機 は ,
I B M S y s t e lr1 37 0 M o d e l 1 5 8 を使用 した ｡

A U C は
, 薬物動態解析 プ ロ グ ラ ム N O N L I N 2 に よ っ て求めら れた ワ ン ･ コ ン パ ー ト メ

ン ト ･ モ デ ル の 理論式から t r a p e z o i d al r u l e を用 い た プ ロ グ ラ ム に よ っ て O li v e tti P 6 06 0 で

算出した ｡

実 験 結 果

1 . ノ ル モナ
-

ル 投与後の血祭中 T rip a m id e 濃度

各投与量に おけ る血渠中 T ri p a m i d e 濃 度を T abl e 5
- 8 に 示 した｡

T a b l e S -

8 . S e r u m C O n C e n t r a t i o n a f t e r o r a l a d m ユn i s t T a t i o n

o f N o r m o n al t o t h r e e h e a l t h y v o l u n t e e r s

D o s e l S m g 4 S m g 9 0 m g

T i m e (h r) T . I * A . E T . K * T . I A .
K T . E T . I A . K T . X

1

2

3

4

6

8

2 4

a . a .

2 1 . 2

3 0
.
ら

2 ヰ . 5

a . a .

a .
a

.

n . a .

a . a . n . d . n . a .

n . a . n . a . n . a .

3 0
.
5 1 6 . 2 4 2 . 8

n . a . n . a . 2 0 . 2

n . a . 1 8
.
5 2 2 .

5

a .
a

. n , a . n . a .

n . a . n . a . n
.
a .

2 2 . 2 2 6 . 0 1 8 . S

1 2 4 . 5 1 1 1
,
5 6 7 . 7

1 8 7 . 0 1 1 1 . 0 9 1 . 3

1 3 0 . 2 1 3 9 . 2 8 3 . 5

7 3 . 0 S 6 . 7 1 7 . 3

9 2 . 7 3 3 . 7 2 9 . 2 し

n
.
a

.
n

.
a

.
n

.
d

.

表 から明ら かをように
,
1 5 m ダ, 4 5 才好 投与時の 血祭中濃度は ,

ほ と ん どが1 6 岬/ m P の 検出限

界以下であるの に射 し
,
9 0 n g 投与時は , 投与 3

- 4 時間後に最高血凍中濃度を示 し, その 時

の 濃度は1 17 . 6 ±17 . 3 n ?/ m D と15 m ダ, 45 m ? 投与時に比 べ 高 い 濃度を示 した o

2 .
ノ ル モナ ー ル投与後の赤血球中 T rip a m id e 濃度

各投与量 に おける赤血球中 T ri p a m i d e 濃 度推移を F ig . 5 - 1 3 に 示 した｡

い ずれの投与量 にお い ても投与後 3
- 4 時間 に ピ ー

ク に達 し
,
その 時 の濃度は1 5 m ダで0 . 96

p ダ/ m P , 9 0 す呼 で は4 . 9 8 p ダ/ m P で あり ,
72 時間後では, 赤血球中に T r i p a m i d e は 検出されをか

-

1 0 0
-
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Ti m e( h r)

F i g . 5 - 1 3 . M e a n 〔工S ･ E ･ ) t r i p a m i d e c o n c e n t r a t i o n i n

r e d b l o o d c e l l s a f t e r o r a l a d m i n i s t r a
t i o n

o f N o r m o n a l ( 1 5 ( ○〕 , 4 5〔◎) a n d 9 0〔△) n g)

っ た｡

T r i p a m i d e 赤血球中濃度は血寮中濃度 に比 べ て著 しく高く, 血中 T ri p a m id e の9 5
- 9 8 % が

赤血球中に存在して い た ｡

ま た
,
ノ ル モ ナ

- ル 90 m ? 投与時の T r i p a m i d e 血祭中濃度と赤血球中濃度の ピ
ー

ク 時は
-

致 し て い た｡

3 . 薬動力学的パ ラメ
ー タ ー

赤血球中 T ri p a m i d e 濃度 の 実測値は o n e c o m p a r t m e n t m o d e l に よ っ て 解析を行 か
､
, 得 ら

- 1 0 1
-



れた薬動力学的 パ ラ メ
ー タ ー

を T a bl e 5
-

9 に 示 し た｡

T a b l e S - 9
･ P h a r m a ⊂ o k i n e t i c c o n s t a n t O b t a i n e d a f t e r o r a l a d m i n i 5 t r a とi o n

o f v a r i o u s d o s e s o f ･TJ o r m o n a l t o t h r e e s u b j e c t s

s ub j e c t
B

:≡; gh t ?:; ,
e

p

c

芸;:1
T

: r
a 又

h r

K
チ1

h

X

r

e

き
1

t

五
'
r

2

リ三貰…/4hhま リ去翫 リ鼠 r .

T . Ⅰ. 6 5 . 7

1 5 0 . 8 5 5 . 5 0 0 . 8 S O 0 . 0 5 2 1 1 3 . 5 0

4 S 3 . 8 8 2 . 76 1 . 0 0 0 0 . 0 7 8 2 8
. 8 6

1 3 . S 8

5 1 . 5 5

9 0 S . 6 1 1 . 4 0 2 . 7 1 3 0 . 06 S 8 1 0 . 5 3 7 5 . 6 4

1 7 . 8 5

6 0 . 0 5

8 9 . 3 S

1 9 . 5 7

6 1 . 6 4

9 3 . 4 8

A .
K

. 6 2 . 0

1 5 0 . 8 7 1 . 9 6 1 . 4 S 7 0 . 1 0 2

4 5 2 . 9 2 2 . 5 4 0
.
9 4 6 0 .

1 14

6 . 8 0

6 . 0 8

9 0 4 . 3 7 1 . 9 9 1 . 4 1 1 0 . 1 0 5 6 . 6 0

9 . 4 3

5 1 . 6 7

4 6 . 8 4

1 0 . 5 2

3 4 . 0 4

5 0 . 9 6

1 0 . 4 0

5 4 . 2 2

5 1 . 3 4

T . 冗. 6 2 . S

1 5 0 . 9 8 6 . 7 3 0 . 26 5 0 . 0 72 6 9 . 5 S 1 6 . 6 8
-

2 1 . O S

4 S 3 . 0 4 5 . 3 9 0 . 8 7 6 0 . 0 5 3 9 1 2
.
8 6 4 7 . 9 3 6 2 . 3 4

9 0 4 . 5 S 3 . 1 9 0 . 89 1 0 . 0 6 5 9 1 0 . 8 5 6 6 . 8 S 8 2 . 7 8

2 2 . 0 1

6 7 . 8 2

8 7 . 2 1

消失半減期は15 m ダ投与で9 . 8 8 ±1 . 8 8 時間 ( 平均値±S . E .) , 45 m ダ投与で9 . 27 ±1 . 9 7 時間
,

9 0 m g 投与では9 . 33 ±1 . 3 7 時間であ っ た｡
一 方

,
被験別では

,
T

.
Ⅰ

. で10 . 90 ±1 . 29 時間
,
A . K .

で6 . 49 ±0 . 22 時間
,
T . K . で11 . 0 9 ±0 . 9 6 時間であり, 投与量の違 い に よる排壮速度定数に差

異 が認められをか っ た が個体別に は差異が認 められた o

最高赤血球中濃度 ( C m a x) は15 甘呼で0 . 8 5 - 0 . 9 8 p ダ/ m P , 45 m g で2 . 9 2 - 3 . 8 8 メノダ/ m P , 90 m グ

で は4 . 3 7 - 5 . 6 1 p ダ/ m P を示 し, 1 5 叩 と4 5 m ダ投与間で は d o s e d e p e n d e n t に 増加して い る が,

45 m ダと9 0 m ダ投与間に お い ては d o s e d e p e n d e n t を 増加 は認められを か っ た ｡ 同様を ことが A

U C に も認 められ た ｡

4 . ノ ル モナ
-

ル 9 0 喝 投与時に おける血祭および赤血球中の T rip a m id e および C S B A の 濃度

ノ ル モ ナ - ル9 0 m ダを健康男子1 名 に空腹時投与した際の血祭および赤血球中の T ri p a mi d e

お よびC S B A の 濃度推移を F ig . 5 - 1 4 に 示 した ｡

T r i p a m i d e の 最高赤血球中濃度は , 授与 如寺間後に4 . 8 1 p ダ/ m P を示し ,
C S .
B A の そ れは

,

授与 4 時間後に0 . 0 5 7 p ?/ m P を示し たo

一 方
,
T ri p a mi d e の 最高血紫中濃度は , 投与 8 時間後 に0 . 0 86 p ダ/ u tP を 示 し, C S B A の

それは
, 投与 4 時間後に0 . 0 2 8 /ノダ/ m P を示 したo

以上 の こ と から, ノ ル モ ナ
- ル 9 0 m ? を空腹時 に投与した際の ヒ ト血 中C S B A 濃度は ,

血中 T ri p a m i d e 濃度 の 1 . 8 - 2 . 5 % と極めて低 か っ た ｡

-

1 0 2
-
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Ti m e ( h r )

F i g . 5
- 1 4 ･ T r i p a m i d e a n d 3

-

c h l o r o
- 4 -

s u l f a m o y l b e n = o i c a c i d 〔C S B A〕

c o n c e n t r a t i o n i n p l a s m a a n d r e d b l o o d ⊂ e l l s a f t e r

o r a l a d m i n i s t r a t i o n o f N o r m o n a l ( 9 0 m g )

㊨

O

A

A

t T i p a m i d e l e v e l i n r
e d b l o o d c e l l s

t r i p a m i d e l e v e l i n p l a s m a

C S B A l e v e l i n r e d b l o o d c e l l s

C S B A l e v e l i n p l a s m a

5 . ノ ル モナ ー

ル 投与後 の T ri p a m id e の尿中排
･

;i

各人 の各投与量 に対する累積排滑率と排滑速度を T abl e 5
-

1 0 に示 した ｡

T r ip a m i d e の 尿中排滑率は ,
1 5 m ダ授与で2 . 5 - 3 . 5 0/a

,
45 叩 投与 で0 ･ 8 - 1 ･ 6

0
/o , 9 0 m 9 投与で

は0 . 6 - 0 . 9 % で あり , 投与量の 増加に従 っ て排壮率は低下した｡ ま た ,
い ず れ の 投与量でも

4 - 6 時間後に最大の 排継が あ っ た ｡

投与量毎の 排准速度定数は変化が認められず, そ の 排滑半減期は , 平均 9 時間で あ っ たo

6 .
ノ ル モナ

-

ル 投与後の T rip a m id e 代謝物の尿中排池

ノ ル モ ナ - ル 9 0 丁呼 投与時に おける 3
- h y d r o x y お よび8

- h y d r o x y
-

t r ip a m i d e の 尿 中排滑率

をT abl e 5
-

1 1 に 示 した ｡

各人 の 3
- h y d r o x y と 8

- h y d r o x y
-

t r ip a mi d e の 緋鯉比率がO 1 37
,
1 ･ 11

,
1 ･ 6 8 の 値を示し, T ri ･

p a m i d e の 水酸化を受ける位置に個体差が認められた が, 水酸化代謝物の 排滑率は 8 ･ 1 - 1 1 ･ 8

a
/o で あり ,

個体差は認められをか っ たo ま た未変化体 に比
べ て

,
約1 0 倍多く排放さ れ, 水酸

化代謝物は ヒ ト尿中主代謝物の 1 つ と考えられる｡

-

1 0 3
-
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T . Ⅰ

A . K

T . E

1 5

4 S

9 0

1 5

4 S

9 0

1 5

4 5

9 0

4 0 4

7 2 8

7 4 9

5 2 5

3 6 8

5 5 7

3 7 7

5 5 7

8 1 3

Z . 7

1 .
6

0 . 8

5 . 5

0 .
8

0
.
6

2 . 5

1 . 2

0 . 9

0 . 0 6 9

0
. 0 5 0

0 . 0 6 3

0 . 0 9 9

0 .
1 0 2

0 ▲ 0 9 2

0 . 0 8 1

0 . 0 6 8

0
. 0 8 6

1 0 . 0

1 3 . 9

l l . 0

7 . 0

6 . 8

7 . 5

8
.
6

1 0 . 2

8 . 1

T A B L E 5
l i l

R E N A L E X C R E T I O N O F T H E Ii Y D R O X Y L A T E D M E T A B O L I T E S I N H U M A N S

S u bj e ct M e t a b o lit e E x e r e七i o n

m g % でo t al ( %) 3 - H y d r o x y

i n 7 2 h
8 ･ H y d r o x y

T . Ⅰ.

A . K .

T
.
K

.

3 ･ H y d r o x y t r i p a m i d e

8 - H y d r o x y t ri p a m i d e

3 - H y d r o x y t ri p a m i d e

8 - H y d r o x y t ri p a m i d e

3 - H y d r o x y t ri p a m id e

8 - H y d r o x y t ri p a m id e

1 . 9 5

5 . 2 9

6 . 2 1

3 . 7 0

5 . 6 2

5 . 0 5

2 .2

5 .9

6 . 9

4 . 1

6 . 2

5 . 6

8 . 1

l l .0

l l .8

0 .3 7

1 .6 8

1 . l l

7 . 血圧および脈拍の推移

ノ ル モ ナ - ル を1 5 m g , 45 †呼 , 9 0 m 9 を投与し た際の血圧お よび脈拍数を F ig . 5 -

1 5 に 示 し た｡

固 から明らかをように
,
い ずれの 投与量にお い て

,
座位, 仰臥位ともに著明を降庄効果およ

び脈拍数の 変動は認 められをか っ た o

- 1 0 4
-
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8 .
ノ ル モ ナ ー ル 投与後の尿量

ノ ル モ ナ
- ル を15 m ダ, 45 m ダ, 90 m ダ投与時 にお ける尿量の 変動を F ig . 5

- 1 6 に 示 し た ｡ 単

位時間あたり の 尿量は, い ずれ の投与量に お い て投与後 2 時間から増加 し, 4 時間まで投与

量に応 じ て増加し た｡ 2 4 - 3 3 時間後に 投与前値 に回復した ｡
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T i m e ( d a y s)

F i g . 5
- 1 6 . M e a n u r i n a r y f l o w a f t e r o r a l a d m i n i s t r a t i o n

o f N o m o n a l ( 1 5 ( A) , 4 5 ( 令) a n d 9 0 ( o) m g )

9 . ノ ル モナ
ー

ル 投与後の単位時間あたりの電解質排雅

ノ ル モ ナ - ル 15 m g 投与時に おける血清 および尿中の N a , C l , 氏, C a の 量を F ig . 5 -

1 7 に

示 し た｡

各電解質の 尿中排雅量はい ずれも有意を増加 は認められをか っ た o

-

1 0 5
-



血清 N a お よび C l 値 は有意に増加 したが , 血清 K 値 に は変動が認 められをか っ た ｡
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1 7 ･ M e a n 〔工S ･ E ･ ) u r i n a r y ( □ ) a n d p l a s m a ( ○) l e v e l o f
.

N h
'

( a)

c T ( b ) , K
'

a n d C a
' ＋

( a ) a f t e r o r a l a d m i n i s t r a t i o n

o f N o r m o n a l ( 1 5 m g ) *

; p < o . o 5
,

* *

; p < o . o 1

つ ぎに ノ ル モ ナ
-

ル を45 m ダ授与時 に おける血清中および尿中の各電解質を T ab l e 5 -

1 8 に示

した ｡ 尿中の N a と C l の 排滑量は投与後2 時間から増加し, 4 - 6 時間 の排滑 が最も高か っ

た｡ こ の こ とは, T r i p a m i d e の 尿中排滑が 4 - 6 時間 に 多い こ とと
一 致 して い た ｡ し か し, K

排滑の 増加に 一

定 の傾向は認められを か っ た ｡

-

1 0 6
-
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M e an (工S ･ E ･ ) u r i n a r y ( ロ〕 a n d p l a s m a ( ○ ) l e v e l o f N a

♯

( a〕

c r (ち) , Ⅹ
＋

a n d C a
＋ ＋

〔d) a f t e r o r a l a d m i n i s t r a t i o n

o f N o r m o n a l ( 4 5 m g)
*

; p < 0 ･
-0 5

,

* *
; p < o .

o 1

ま た血清 N a 値 は投与 2 - 3 時間後に , C l 値 は 3 時間後に上昇し た｡ E 値は 8 時間後の み

に低下して い たが, そ の 他は ほとん ど変動しをか っ た ｡ ま た , 血清 C a 値 は有意 に上昇した ｡

尿中 C a 排雅量 に は変化がをか っ た ｡

つ ぎに ノ ル モ ナ - ル の9 0 m g 投与時に おける血清中お
.
よび尿 中各電解排 滑を F ig ･ 5

- 1 9 に

示 し た｡ 尿中の N a と C l の 排牧童は ,
45 m ダ投与時と同様に増加したo K の 排雅量は ,

15 m ダ,

4 5 m ダ投与 に比 べ 増加傾向を示して い た が有意ではをか っ た ｡

血清 N a お よび C l 値 は, い ずれも上昇した ｡ 血清 K 値は, 2 時間後に上昇が認め られた が

′他は変動がをか っ た o 血清 C a 値 の上昇が認められ るが, 尿中 C a 排雅量は変動がをか っ た o

- 1 0 7
-
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3 連続授与時の T rip a m id e の血中動態

慢性疾患の 治療 に当 っ て薬物は , く り返し投与され る の が
一

般的である が
,
単独投与彼の

薬物動態理論が直ちに その まま応用でき ると は限らを い ｡ 特 に連続投与 に よ っ て薬物動態 パ

ラ メ
ー タ ー

に 影響を与え る因子と して肝 へ の 取 り込みや肝薬物代謝酵素活性の 変動等 に よる

初回通過効果の 変化 が考えられる ｡ ラ ッ ト に T r i p a mi d e 2 00 m ?/ kダ を5 日 間連続投与した際

に
, 肝薬物代謝酵素活性が上昇する こ とが明らか にされてお り, さら に

1 4

c - T r ip a mi d e 5 丁岬

を ラ ッ ト に 7 日間連続投与した場合, 尿中お よび糞 中水酸化代謝物の 排滑率が増加した｡

そ こ で健康人 3 名 に ノ ル モ ナ
- ル 3 0 m ? をく り返し投与し , 血中薬物動態お よび尿中未変化

価 , 水酸化代謝物の排壮率を検討 した ｡

- 1 0 8
-



試 験 方 法

健康男子 3 名 (年令3 4 才 ,
43 才, 4 8 才 ; 体患6 4 , 76 , 66 kダ) は毎日午前 8 時 に 所定の標準

的朝食 ( ただし, 投与後 5 , 6 日 目は自宅で朝食) をと っ た後, 1 時間後 に ノ ル モ ナ
- ル3 0 m ダ

を約10 0 m P の 水 と-
一

緒 に服用した. ノ ル モ ナ
- ル の臨床試験に お い て は毎食後午前 9 時15 m ? ,

さ ら に 4 時間後1 5丁呼 , 1 日量3 0 m ダと さ れて い る が, ノ ル モ ナ
- ル の 電解質緋鯉 に対する効果

は
,
1 5

- 9 0 m ダ投与 の 範囲内では A U C に よく相関して い る こ と ,
シ ュ ミ レ ー シ ョ ン の結果か

ら1 日 2 回を 1 日 1 回 に投与し･た際 にも, A U C の 違 い はみとめられをか っ た の で本試験で

は
,
1 日 1 回30 m ? 投与した｡ 被験者は前日 の 夕食後から試験期間中はア ル コ ー ル 類 および コ

ー

ヒ
ー

, 茶 ,
コ ー

ラ
,
チ ョ コ レ ー ト 等カ フ ェ イ ン 類を含む飲食物は摂取しをか っ たo

試験 ス ケ ジ ュ
ー ル は下記に示 す通りである｡

血液は, 1 0 m 9 を採血後, 3 m P をあ ら かじめ硝酸処理 した試験管に とり , 室温 に 約1 時間放

置後, 3 0 00 r . p . m
. で2 0 分間遠心分離後得られ た血清を臨床検査項目の測定に 用 い た｡ 残 り7

m P は ヘ パ 1) ン 処理 試験管 に取 り, 3 0 00 r . p . m . で1 0 分間遠心分離し, 血祭お よび赤血球部分

に分け
,
T r i p a I℃i d e の 測定用とした ｡

拭 験 ス ケ ジ ュ ー ル

1 日 2 日 3 日 4 tj

喝 閑 ( h ) 0 3 6

投与

扶 血

採尿

血 圧

脈 拍

6 8 9 2 4 3 3 LI 8 7 2

†

J l ↓ 1 ↓1 1 1 J

J l l l J l ↓J l l J J l l

l ↓ ↓J l ↓上 1 1 +

J

I

J

1 .
T rip a m id e お よび水酔化代謝物 ( 3 - h y d r o x y および 8

- h
y d r o x y

- t ri p a m id e) の定量

血祭,
赤血球および尿中 T rip a m id e の 定量, 尿中 3

- hy d r o x y お よび8
- h y d r o x y

-

t r i p a m i d e

の 定量 は第 5 編第 2 章 に準じて行を っ た｡

2 . 薬 動力学的解析

4
- 2 で 得られた薬物動態パ ラ メ

ー タ ー

を用 い て , 連続授与時の 採血点を決定した o 連続投

与時の 初回投与の 実測値から各自の排壮速度定数を求め , 連続投与時の血中濃度推移の シ ュ

ミ レ ー シ ョ ンを行を い , 実測値を併せ て プ ロ ッ ト した .

結

I . ノ ル モ ナ ー ル連続投与時の血中薬物動態

果

(1) 赤血球中 T rip a m id e 濃度推移

健康男子 3 名 に ノ ル モ ナ
- ル3 0 叩 を1 日 1 回投与した際の 赤血球中 T rip a mi d e 膿 度推移

を F ig . 5
-

2 0 に 示 した ｡

い ず れも3 日目まで は徐々 に赤血球中濃度は上昇し ,
3 回後 の 服 用 で 最高赤血球濃 度

- 1 0 9
-
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3 . 3 0 ±0 . 1 5 F Lg / m P に 達 し, 以後
一

定値を示 した ｡

さらに各人の 初回投与暗から推測し た赤血球中濃度推移と実測値を F ig . 5 - 2 1 に 示 した ｡ 固

から明らかをよう に各人 の 実測値は推測赤血球中濃度推移 に よく
一

致 しで い た ｡
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(2) T rip a m id e 血祭中濃度推移

健康男子 3 名 ( T . K
,
T . H

,
∫. T) に ノ ル モ ナ

- ル3 0 m ダを1 日 1 回投与した際に血奨中

濃度 が測定され得た 2 名 ( T . K
,
T . H) の 血奨中濃度推移を F ig . 5

-

2 2 に 示 した ｡

投与 4 時間後の血奨中濃度推移は投与 3 回後 に最高血奨中濃度 ( 約2 1 n 9/ m P) を示し , 以

後
-

建値を示 した｡

苛. M 首. 臆

5 0
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＼
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D a y
s D a y s

F i g . 5
-

2 2 . P l a s m a C o n c e n t r a t i o n o f t r i p a m i d e f o l l o w i n g r e p e a t e d

a d m i n i s t T a t i o n

2 . ノ ル モナ ー ル 連続投与時の T ri p a m id e および水酸化代謝物の尿中排雅

ノ ル モ ナ
- ル (3 0 m ダ) 連続投与時の 各人の 各授与2 4 時間後の T r i p a m i d e お よび水酸化代謝

物の 尿中排滑率を T ab l e 5
- 1 2 に 示 した ｡

T a b l e 5 1 1 2 E x c r e t i o n o f t r i p a m i d e a-
n d h y d r o x y l a t e d m e t a

b o l i t e s

f o l l o w i n g r e p e a t
e d a d m i n i s t r a t i o n

S u b j e c t s H e t a b o l i t e s

R e
p
e t i t i o n s ( d a y s〕

2 3 4 5
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1 0 日 間の 各人の未変化体の 尿中排池率は ,
T

.
K l . 6 - 2 . 0 %

,
∫. T l . 4 - 1 . 0 % , T . H l . 0 -

1 . 7 0/o の 範囲内で変動 した｡ T . K
,
T

.
H の 2 名 でく り返し投与 に より排准率の 増加を示 し,

∫. T l 名 は逆に減少した ｡ 各人とも各投与後の疲雅量は連続投与 4
- 6 日後 に

一 過性 に減少

する傾向があ っ た ｡

10 日 間 の各人の 水酸化代謝物 3
- h y d r o x y

-

t r i p a mi d e の 尿中排滑率は T ･ E 17 - 25 0/ a
,
J ･ T 1 7

- 2 3
0
/ a , T . ”l l - 1 7 0/o , 8

- h y d r o x y l r i p a mi d e は T . K IO - 2 0 0/o , ∫. T 1 2
-

1 6 0/a
,
T ･ H l l - 1 6

% で ,
い ずれもくり返 し投与 に より排滑率は増加した｡

10 日間の 各人の排滑率は T .
K 2 7 -

4 5 % , ∫. T 29
- 3 9 % , T . H 2 2 - 33 % であり , 最終投与後

は約3 3
- 4 5 % の 水酸化代謝物が尿中に排池された ｡ 未変化体の 尿中排壮率 2 % と合 せ ると ,

投与量の約3 5
- 47 % が 尿中 に回収さ れた｡

-

1 1 3
-



第5 章 考 察

1 4

c -

T r ip a m i d e を ラ ッ ト に投与した際の 血中放射能は約9 0 % 以上 が赤血球中に存在して い

た｡ さ ら に i n v i t r o に お け る T r i p a m id e の 赤 血球中移行実験でも, T ri p a m i d e は すみや か に

赤血球 に移行し , そ の約9 0 % が赤血球中に存在して い た｡ ヒ ト赤血球移行速度は ,
ラ ッ ト に

比 べ て遅 か っ た｡

赤血球 に移行した T ri p a m id e お よ び代謝物は , 赤血球を等張 b uf f e r に 懸濁する こ と により
,

直ち に放出さ れる が, M e di u I Ⅵ / 赤血球の 比は常 に約 2 / 8 である こと から, T r i p a m id e お よ

び代謝物は赤血球中では高分子成分と結合して い るもの と推定さ れる｡ 実際 に , T ri p a m i d e

と赤血球内奨および赤血球膜と の結合を検討し たと ころ ,
T r i p a mi d e は赤血球内奨と結合す

る こと が明らかとを っ た｡

S e r o t o n i n や p T N it r o a nili n e は す みや か に赤血球に移行し, 赤血球膜 とは結合せ ず, 赤血球

内紫と結合すると報告さ れて い る ｡
130 )

T r i p a m i d e も こ れ ら の 物質と同様に赤血球膜透過性 が高く , 赤血球内梁 との 親和性が高 い

も の と考えられる ｡ ま た こ の 結合は容易に離れる こ とから共有結合の ようを強 い 結合ではを

く, 比較的弱 い結合と考えられる ｡ 血中の ほとん ど の T r i p a m i d e が赤血球中に存在して い る

こ と は
,
T r i p a m id e の 赤血球膜透過性 が高く, 赤血球内奨と結合する こと に より赤血球内保

持性 が高い こ と に よるもの と推察さ れる ｡

ヒ ト に ノ ル モ ナ - ル を投与した際の 血奨中 T ri p a mi d e レ ベ ル は極め て低く, 特 に1 5 m グの 投

与量で はほと ん ど検出限界以下であ っ た｡ ヒ ト に お い ても ラ ッ トと同様 に T r i p a m id e は血中

では9 4 - 96 0/o が赤血球 に存在して い た o T r i p a mi d e の 血祭中濃度と赤血球濃度の 関係を検討

すると ( F i g ･ 5
-

2 3 )
,
T r i p a mi d e の 赤血球中濃度 が約 3

- 4 iL ダ/ m 9 以下 の 時には ,
血祭中濃

度は検出限界以上ある い は付近である o
一

方, 赤血球中濃度が約 3 - 4 iL ダ/ m P 以上では ,
T r i -

p a m id e の 赤血球中濃度に比例 して血奨中濃度 が上昇するこ とを示 して い る｡ さら に , 個人別

に血祭中濃度と赤血球中濃度の 関係を検討すると( F ig . 5 - 2 4) , 4 名で赤血球中濃度 が約 3 -

4
p ダ/ m P 以上 に上昇すると , 血奨中濃度もそ れ に 比例して上昇するこ とが認 められ たが, 1

名 (J ･ T) に お い て は赤血球中濃度が 3 F` ダ/ m P 以上高くを っ ても血祭中濃度が上昇する こと

はをか っ た ｡
一

以上 の ごとく
,
T r i p a m id e 赤血球中濃度が約 3 - 4

F
L ダ/ m D 以上 に を ると血 渠中に T ri p a ･

m i d e が 上昇すると い う見かけ上の 飽和現象は, 赤血球内梁蛋白と T r ip a m i d e と の 結合に飽

和 が起り , 遊離 T r i p a mi d e は 速や か に血祭中に移行するため と 考 えら れ る . 同様 を結果 が

C hl o r t h a lid o n e に つ い ても報告され て い る o
131 ' C hl o r t h a l i d o n e の 場合は血中濃度 が1 5 - 20

p グ/

m P の 濃度で赤血球中濃度の 飽和現象が観察さ れて い る. 1 3
2
･ 13 3)

サイ ア ザイ ド系降庄利尿薬の 晴性中心はス ル フ ォ ン ア ミ ド基と考えられ て い る ｡ ス ル フ ォ

ン ア ミ ド基のイ オウ原子の 3 d 打電子 の働き によ っ て金属とキ レ ー ト能を有し
,
電子受容能も

あると考えられ て い る
13 4

･
135 )
o

一 方 サイ ア ザイ ド降庄利尿薬の金属イオ ン ( C u
' '

) と の キ レ
ー

ト能は Z n
十 十

を C of a c t o r に も つ c a r b o n i c a n h y d r a s e の 阻害効 果と平行 して い る こ と が報告

されて い る｡
13 6)
実際 A c et a z ol a m i d e は c a r b o n i c a n by d r a s e を 強く阻害する し, C bl o r t h a li ･

d o n e は c a r b o n i c a n b y d r a s e に 強 い 親和性 を示し,
133 ) A c e t a z ol a m i d e と競合する ことが報告さ

- 1 1 4
-
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れ て い る137 ) c a r b o ni c a n h y d r a s e は 赤血球 中に存在して い る こ とが知 られ て い る の で ,
こ れ

ら ス ル フ ォ ン ア シ ド基を有する降庄利尿薬の 赤血球内奨蛋白 へ の 結合 には c a r b o n i c a n by d r a ･

s e へ の 結合が示唆さ れる . T r i p a m i d e の c a r b o n i c a n h y d r a s e 阻害作用 は A c e t a z ol a m i d e
の

約X 2 , H y d r o ch lo r o thi a zi d e の 約23 倍 と報告さ れ て
い る.

138 '

ま た c a r b o n i c a n b y d r a s e の 阻害効果と N a
＋
の c e r e b r o s p i n a l fl u i d へ の 取 り込みと の 間 に

関連 がある こ とが報告されて い る ｡
13 9 )

ス ル フ ォ ン ア ミ ド系降圧利尿薬で赤血球中濃度が血祭中濃度に比 べ て著しく高 い 薬物と し

て M e tl a z o n e
1 40 '

,
M ef r

'

u s i d e 14 1) が 知られて おり
,
B u m e t a m i d e は 赤血球と結合し か ､ と報告

され て い る ｡
1 42)

生体試料中の T r ip a m i d e も他 の ス ル フ ォ ン ア ミ ド系薬物と同様に H P L C を 剛
､ て

, 簡単

に し かも精度良く定量できる こ とが判 っ た ｡ T r i p a m i d e と類似 の構造を有するI nd a p a m i d e
1 43'

は敏光定量法 が報告さ れて い る が , 本法 に よる T ri p a I℃i d e の 定量法と同程度の検出限界と推

定され る｡

. さ ら に本法は T rip a m i d e の 代謝物も同様 に定量で きる ことが判 っ た ｡

そ こ で薬物動態と薬効との 関連を検討した ｡

正常血圧の 範囲 にある健康男子10 名 に 1 日用量15 m ダの ノ ル モ ナ
- ル 1 錠を空腹時 ( 前日の

夕食後から1 5 時間絶食) および食後1 時間後に投与した際の赤血球中 T ri p a m i d e 濃 度お よび

尿中水酸化代謝物の排滑 に つ い て比較 した ｡

投与後 6 お よび 8 時間後に おける赤血球中 T
･

ri p a m id e の A U C も同様 に食後投与の方が有

意に大きか っ た ｡ し か し ,
1 2 時間以後の 見 かけ上の 消失 に は空腹時および食後投与に はほと

ん ど差は認められをか っ た ｡

一

方水酸化代謝物の 尿中排准率 に つ い て み ると ,
尿中排他率は空腹時投与に比 べ て食後投

与の 方が有意 に増加し, 赤血球中 T rip a m id e 濃度の A U C に 良く対応して
い た ｡ ま た尿中排

雅量も赤血球中 T rip a m i d e 濃 度が有意に高 い 投与後4
- 8 時間 に 対応し て ,

空 脚寺授与に比

べ て食後投与の 方が有意 に増加する こ とが明ら かとを っ た . 赤血球中 A U C
2

.

4

は 食後授与の

方が有意に 大きく ,
明らか に ノ ル モ ナ

- ル は食事に よ っ て 捌又が向上した こ とを示して い る o

こ の こ と は食後投与にお ける水酸化代謝物の 尿中排滑率が空腹時投与 に比
べ て増加した こと

からも示され た｡

薬物 の B i o a v a il a bi li t y に 及ぼす食事の効果に つ い て は多く
の報告があり ,

一

般 的 に は ,
吸

収 に 対して遅延, 低下また は向上を どの例 が知 られ て い る｡ 食事 に より B i o a
v ai 1 a bili ty が増

加する例とし て , P r o p r a n o l o l お よび M e t o p r o l o l ( 肝 で の 代謝 および初回通過効果
の減少) ,

c a ｡ r e ｡ ｡ ｡ e およ び S p i r o n ol a c t o n e ( 代謝 および g a s t r i c e m p ty i n g の 遅延, 胆汁酸の 分泌の増

那) , H y d r o c hl o r o t hi a z i d e
14 4'
( g a s t r i c e m p t y i n g の 遅延) , H yd r a l a zi n e (腸管内での 分解の抑

刺) 等が知られて い るが ,
ノ ル モ ナ - ル が食後投与 に より 捌又率が増加する こと の 詳細 に つ

い ては明らかで はをい ｡

ス ル フ ォ ン ア ミ ド系降庄利尿薬の 中で, F u r o s e m id e は
14 5)
食 事 に より 捌又が遅延し, B e n

･

d r . fl u m e th i a z id e
14 6)
は影響を受けず, H yd r o c hl o r o t hi a z i d e

1 44) は 増加する o

正常血圧の 範囲にある健常人 3 例 に ,
ノ ル モ ナ

-

ル1 5 m ダ, 45 呼 ,
9 0 m ダを 1 回授与 した際に

は
,
ノ ル モ ナ - ル 投与 による血圧 および脈拍数に対する影響は認められ在

か っ たo こ の こ と

は, 前臨床試験 に お い て ,
正常血圧ラ ッ トに対して は降庄作用を示さをか っ た

7 ' と報告され

- 1 16 -



て い る ｡

尿中の N a , C l , K の 排雅量と赤血球中 T ri p a m id e 濃 度から求めた A U C ( 0 - 2 4 b r)( T a b l e

5
- 9) と の 関係に つ い て検討 したもの を F ig . 5 - 2 5 に 示す｡
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- 2 5 R e l a t i o n s h i p b e t w e e n u r i n a r y o f N a

十

,
c T a n d X

＋

,

a n d a r e a -

u n d e r -

c u r v e ( A U C o _ 2 4 h )

F i g . 5
-

2 5 に 示すように
,
尿中 N a , C l の 排雅量は投与量の 増加に伴をう赤血球中 A U C の

増大と良く相関した が ,
尿中 K 排雅量は

一

定 の傾向が認められをか っ た .

N a お よ び C l の 尿中排雅量は T r ip a mi d e の 赤血球中A U C ( 0.
- 2 4 h) と 高 い相関性を示 し,

N a
,
C l の 排滑 パ タ

ー ン も T r i p a r n i d e 赤血球中濃度の時間的推移と良く
一

致 し た ｡ こ の こ と

から T r i p a m id e 赤血球中濃度推移は作用部位 での 薬物濃度推移を反映して い るもの と推測さ

れるo - 方 尿中 K 排滑 は A U C と の 間t .ニ相関性は認 められ怒か っ たo

H yd r o c hl o r o t hi a zi d e に 関 して血祭中A U C と電解質排鞭と は相関し か ､ と報告さ れてお

り
,

147 ' B e n d r o flu m e thi a zi d e も同様 に
,
血奨レ ベ ル と利尿括性は相関. しを い し ,

14 8'
降庄効果と

も
14 9)
相関性 は言忍められを か っ た｡ F u r o s e mi d e の 場合は血祭レ ベ ル とは相関し か ､ が, 尿中

F u r o s e m id e の 排滑と利尿活性は相関して い た ｡
120 ) T r i p a m id e の 場 合は赤血球中 A U C とも

尿中 T ri p a mi d e の 排滑 および水酸化代謝物の 排他とも いずれも尿中電解質排聴と に相関性が

認められた. こ の こ と は赤血球膜透過性 が良く, か つ 赤血球内梁蛋白( おそらく c a r b o n i c a n ･

by d r a s e) ヘ の 親和性が高い ことと, 標的臓器である腎 ヘ の 移行と作用 と に関連 があるもの と

推察さ れる. E th a c r y n i c a c id や F u r o s占m id e は 腎の 尿細管( 主として ヘ ン レ の 上行脚) で N a
＋

- 1 1 7 -



の 再吸収を抑制するこ と に よ っ て利尿作用 を発揮するもの とさ れて おり, そ の N a
＋

再吸収抑

制は ( N a
十

＋ K
'

卜A T P a s e 阻害作f馴二基づくもの と説明さ れて い る ｡
15 0 t 15 1' T r i p a m i d e の 本酵

素 に対する阻害作用 は 1 ×1 0-
4

M 濃度では E t h a c r y n i c a c i d よ り強力であ っ た .
13 8' ま た老 令

s H R を開 い て の T r i p a m id e の 血中濃度と降庄作用と の相関性 を検討し た結果, 降庄作用
の

時間的推移と血中 T ri p a mi d e 濃度 の堆移は良く-
一

致 して い た ｡ 代謝物 C S B A ,
C S B M お

よび A T D に つ い て は降庄作用はま っ たく認 めら れ か
､ 47) こ と から, T r i p a m i d e の 降庄効果

は T ri p a m id e そ の もの と推察さ れる ｡

未変化体 T ri p a m i d e a ) 尿中排壮は , 動物 ( ラ ッ ト お よびウサギ) で は, 投与魔の 0 ･ 2 0/ o で

あ っ たの に 対して ,
ヒ ト では0 . 6 - 3 . 5 % で あ っ た ｡ こ の こ とは ,

ヒ ト に お い て も
,
投与さ れ

た T r i p a I Ⅵid e は大部分が代謝さ れる ｡ し か し未変化体 T ri p a m id e の ヒ ト赤血球中消失半減期

は
, 約 8 時間であり ,

ラ ッ ト血 中消失半減期1 . 15 時間 に比 べ て著しく遅 い こ と から, ヒ トで

の代謝は動物 に比 べ て著しく遅 い もの と考えられる ｡

動物 ( ラ ッ ト およびウサ ギ) に T r ip a m i d e を投与すると尿中に は, 主 と して C S B A が排

牡さ れ, 水酸化代謝物の排滑は ,
投与量の ラ ッ トで2 . 9

0
/a , ウ サギで2 . 6 0/ o で あ っ た ｡

一 方 ヒ

ト尿中に は , 水酸化代謝物が投与量の 8 . 1 - l l
. 8
0
/ o が排糖され , 動守如 二比 べ より多か っ た ｡

こ の こ と は ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ
ー

ム に お い て加水分解反応と水酸化反応と比較した場合,
ヒ トで

は水酸化反応 が進行し易 い こ と が示唆された結果 からも支持さ れる ｡

c s B A は 動物 ( ラ ッ トお よびウサ ギ) では血中主代謝産物で ある が, ヒ トで は ,
C S B

A の 血中の レ ベ ル は ,
T r i p a m i d e の 1 . 8 - 2 . 5 % であり T r i p a m i d e に 比 べ て はるか に低 い ｡ こ

の こ とは
,
ヒ ト の T r ip a m id e 加 水分解括性 が, ラ ッ ト に比

べ てかをり低 い こ と に起因して い

るもの と推察 される ｡

ノ ル モ ナ - ル を投与した彼の ヒ ト血 中C S B A は そ の40 - 7 0 % が赤血球中に存在 して おり,

血祭中濃度と差は認 められをか っ た の で, T r i p a mi d e に 比 べ 赤血球中 へ の 移行は少 か
､ もの

と推察さ れる ｡

健康男子 3 名に ,
ノ ル モ ナ - ル 1 日3 0 甘呼 を毎日食後1 時間後に投与した際の血 中濃度は投

与 4 時間後の レ ベ ル は 3 回目の 投与で ほぼ最高濃度 に達し , 以後 一 定値を示 した｡ こ の 結果

は抑回投与から推測 した連続投与時の 濃度推移と よく
一 致 した｡ こ れ は ノ ル モ ナ

- ル の くり

返し授与に よ り T r i p a m i d e の 血中動態 に は何んら影響を与えか ､ こ とを示して い る｡ 血梁中

濃度推移も投与 4 時間後に最高血紫中濃度を示し , 赤血球濃度推移 に近似して い た ｡ ま た初

回投与彼の赤血球半減期と10 日彼の それとは差異が認められ怒か っ た ｡ ( F i g . 5
- 26)

一 般 に薬物代謝酵素の 誘導が観察さ れる場合は ,
血 中半減期が短縮する こと が知られて い

るo
15 2 ･-5 3' こ の こ と から

,
ヒ ト に お い ては T r i p a mi d e は 薬物代謝酵素晴性の 上昇を引き起さを

い もの と推察さ れる ｡

ノ ル モ ナ - ル 連続投与した 3 名 の 赤血球中濃度は差異が認 められをか っ た に もか かわらず,

1 名 (∫. T) に お い て, 血祭中濃度は ピ ー

ク 時 に お い ても検出限界以上であ っ た o こ の こ と

は
,
赤血球の 飽和現象濃度 に個体差 がある こ とを示 して い る ｡

1 日 1 回 9 時 に3 0 m 9 を服用する場合と, 1 日 2 回 9 時と午後1 時 にそれ ぞれ15 m 州民用した

場合と では ,
赤血球濃度推移にほと ん ど差異 の をい こ とが ,

血中シ ュ ミ レ ー シ ョ ン から推測

された . し た が っ て T r i p a mi d e の 血中動態からは 1 日 1 回服用で も充分を効果が得られるも

の と考えられる｡

- 1 1 8
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F i g ･ 5 - 2 6 ･ T T i p a m i d e c o n c e n t r a t i o n i n r e d
b l o o d c e l l s

f o 1 1 o w i n g s i n g l e ( ○〕 a n d m u l t i p l e ( ◎〕 d o s i n g

ノ ル モ ナ - ル 連続投与時の 尿中排他は未変化体が 1
- 2
0
/a , 水酸化代謝物は2 2

- 45 0/o で あ

っ た. 未変化体 に対する水酸化代謝物の 比は ノ ル モ ナ
- ル のくり返 し投与に より 2 名で上昇

し
,
1 名は変らをか っ た ｡

ノ ル モ ナ
- ル 連続投与時の 未変化体お よび水酸化代謝物の尿中排他は投与量の 約3 5

- 4 7 %

で あ り
,
他 の代謝物の 尿中排乱 さらに は胆汁を介して の糞中排滑等を考慮すれば, ヒ ト に

おける ノ ル モ ナ - ル の 吸収も動物と同様 にか怒り良好怨もの と考えられる o

ノ ル モ ナ - ル の 投与量別および被験者別の赤血球中からの消失半減期を比較すると ,
投与

量別では差異はをく ,
被験者別の消失半減期 に差異が認められ たo こ の こ と は, ノ ル モ ナ

-

ル の 15 - 90 m グの 投与範囲では , 赤血球中消失半減期 には個有の 生理学的条件 (代謝 および排

滑速度) に影響 され て おり,
一 恵の 臨床効果を期待するた め に は, 1 日 の投与量設定および

投与間隔に 幅をもたせ る必要性があると思われ るo

-

1 1 9
-



総 括

非サイア ザイ ド系降庄利尿薬 T rip a m i d e の 安全性 , 薬効と の 関連で, T r ip a m id e の 代謝研究

を行を い
,
そ の 結果を 5 編 にわたり , 記述 したが ,

こ れ ら･を要約して以下に まと めた ｡

(1) ラ ッ トの 尿中から代謝物を効率良く, 単離, 精製し, 合成した 4 種 の 標識化合物を用 い て ,

6 種 の代謝物の構造決定を行 っ た ｡ 主水酸化代謝物の 水酸基の 配置 に つ い て は ,
e x o ある い

は e n ,d o 8 - h y d r o x y
-

t r i p a m i d e を立体選択的に合成す る方法 を見 い 出し , 代謝物 が e x o 配

置で あ る こ と を
1 3

c -

N M R
,
H P L C よ り決定 した｡ さら に 8 , 9

-

e x o
-

c i s
- D 2

- I s o i n d o l i n e -

T r i p a m i d e を合成 して, T r i c y c l o d e c a n e r i n g へ の 水酸化には立体選択性 と同位体効果が

認めら れる こと を示 した ｡

T I ･i p a m i d e の 主代謝経路は ア ミ ドの 加水分解と T ri c y c l o d e c a n e r i n g へ の 水酸化反応で

あるが
,
水酸化 に は肝 ミ ク ロ ゾ ー ム 中 の チ ト ク ロ

-

ム P
- 4 50 が 関与し て い る こ と を示 し

,

T r i c y cl o d e c a n e r i n g の 3 位ある い は 8 位 の 水酸化 には異 っ た P
- 4 50 種 の 関与が示唆された ｡

-

方加水分解反応 は肝 ミ ク ロ ゾ
ー

ム 中の ア リ
ー

ル ア ミ ダ ー ゼ が関与して い る こ とを示した.

(2)
1 4

c - T r i p a m i d e の ラ ッ ト および家兎に お ける生体内動態 から, 肝 お よび腎 へ の 移行程度,

排聴経路 に種差が認めら れた o
1 4

c - c a r b o n y l お よびI s o i n d o li n e
- T r i p a m i d e の 標識位 置

の 異をる標識化合物を用 い て ラ ッ ト の組織内分布を検討 した結果
,
組織からの 放射能の 消失

は
1 4

c -I s o i n d o li n e - T r i p a mi d e の 方 が遅か っ た o こ の 理由は T r i c y cl o d e c a n e r i n g m o i e t y

を有する代謝物が
,
肝蛋白に c o v a l e n t bi n d i n g する こ と に起因して い る こ とを明らか に した｡

(3) ラ ッ トに T r ip a m d e を連続投与する と肝薬物代謝酵 素活性がす る こ と が示 され , 括低上

昇に は
,
代謝物 A T D が関与して い る こ と が示 唆された ｡ 活性 上昇機序は T ri c y c l o d e c a n e

r i n g m o i e t y を有する代謝物が樟 へ 移行し, チ ト ク ロ
ー ム P -

4 5 0 を誘導する他, 肝 ミ ク ロ ゾ

ー ム 中 の電子伝達系成分と c o v a l e n t b i n d i n g す る こ と に より , 活性上 昇
､
に 寄与 して い る

もの と推論 された｡ c o v a l e n t b i n d i n g の 反応は肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム 電子伝達系 が関与 し, T r ト

c y c l o d e c a n e r i n g の 8
一

水 酸化反応を経ての 活性 代謝物 が bi n d i n g に 関与 し て い る こ とを

示 した ｡

(4) T r i p a m i d e の 代謝物中二種の ヒ ドラ ジ ン 化合物 A T D , C S B H が認められた の で ,
T r ト

p a m i d e の 安全性 と の 関連で ア セ チ ル ヒ ド ラ ジ ン を対照にし て ,
肝 へ の 影響を検言寸した｡

A T D お よびア セ テ ル ヒ ド ラ ジ ン 投与は肝臓中の T G
,
C b o l

,
P L

,
L P を い ずれも上昇

し
,
肝臓 に脂肪の沈着が観察さ れた ｡ し かし ア セ テ ル ヒ ド ラ ジ ン は G O T を上昇させ ,

チ ト

ク ロ
ー ム P - 45 0 お よび b 5 量

,
ア ミ ノ ピ リ ン N

一

脱 メ チ ル化活性を い ずれも低下させる, 典型的

を ヒ ドラ ジ ン肝障害作開を示 したが ,
A T D は チ ト ク ロ

ー ム P - 45 0 お よびb 5 量を上昇させた

が
,
薬物代謝酵素活性 に変動 が認められをか っ た o ま た G O T は逆 に正常より低下した ｡

A T D に は肝臓の 障害作用の 他に適応的機能冗進作用( 第 3 編) を合せ 持 つ こ と が示 唆され

-

1 2 0
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た ｡ A T D の 肝障害作用は第 3 編 の項で述 べ た, c o v a l e n t b i n di n g に 起因し て い るもの と推

察さ れた｡

(5) T r i p a r n i d e は 血中ではほとん どが赤血球中に存在して い る｡ 赤血球脹に は結合せ ず, 内奨

成分と可 逆的に結合するこ とが示さ れた ｡ 生体試料中の T ri p a m i d e お よび代謝物の定量法

を確立した こと に より ,
血中濃度と降庄効果が関連する こと

,
赤血球中 A U C と電解質排滑

とが良く相関する ことを見 い 出した ｡

T r i p a m i d e の 吸収 に は食事効果が観察され, 食後投与の 方が有意に 赤血球中濃度が高か っ

た｡ こ の こ とは
-

般的 に薬剤が胃障害を避 けるため の 食後投与であるの に 比 べ て , 薬動力学

的側面からより積極的をノ ル モ ナ -

ル の 用法の裏づ けとを っ た ｡

- 1 2 1
-
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