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　薬物の血漿蛋白結合について，その薬理学的並びに

生理学的な意義を明らかにせんとして，従来より，多

くの薬物が，研究対象として取り上げられている．

　特に抗菌性薬物においては，蛋白の存在下に発現せ

られる抗菌力は，多分に薬物の蛋白非結合部分の働き

に負っている1）2）と考えられている．従ってその薬物

がどの程度に蛋白と結合するかということは，薬物適

用上，大きな問題となるであろう．近来広く用いられ

るようになった長時間持続性サルファ剤（Long　actioa

sulfas）についても，同様の問題が考えられ，この薬

剤の血漿蛋白質との結合に関するより正確な知見が要

求せられる．

　薬物と蛋白の結合を研究する方法には，サルファ剤

の場合には，従来一般に透析法要は限外濾過法が用い

られている．何れの方法を用うる場合でも，in　vitfO

の実験成績より，生体内における薬物のあり方を推測

しようとするには，実験を生理的条件の下で実施する

ことが不可欠の条件であるが，従来の研究方法は，こ

の点で必ずしも満足すべきものではない．我々が数年

来行っている遠心限外濾過法3）は，被検試料の濃度，

温度，pCO2，　pH等を生理的状態に維持しつつ，短時

間内に濾液を分離しうる点では，このような研究によ

り適当していると考えられる．

　本研究は，我々の遠心限外濾過法を用い，我が国で

発見された長時間持続性サルファ剤の一つ，Su脆so・

mezole（塩野義製薬製，シノミン，以下SIと略記）

の血漿中における蛋白質との結合状態を明らかにする

目的で実施された．

実　験　方　法

　健康なヒト及びウシの血漿を試料として，これに

SI－Na塩水溶液を加えて，最終血漿中濃度が，約5～

40mg／d1となるようにした．血漿容積に対するSI－Na

水溶液の添加割合は，ウシ血漿では，約2031，ヒトで

は10＝1であり，最終総蛋白濃度は，それぞれ5．84

～6．929／d1，4．35～5．499／d1であった．

　次いで，以下の操作をすべて37。Cの恒温室内で行

った，即ち，ウシ血漿の場合には，5％CO2加空気を

約1時間通じて，試料のpH，　pCO2を生理的な範囲

に調整した免又ヒト血漿の場合には，採血，遠心分

離SI添加はすべて気密条件下で行なわれたので，

pH，　pCO2調整の操作は省略し，1時問37。Cに放置

することによりSIと血漿蛋白の結合における温度の

平衡を完了せしめた．

　平衡完了後，既述の術式により，試料5m1を遠心

限外濾過管にとり，流動パラフィンを重畳し，37。C，

3000Lp．m．10分間遠心し，0．3～0．4m1の濾液を得

た．この際限外濾膜としては，和紙コロジオン膜3）が

用いられた．

　SI添加血漿及び限外濾液中のSI濃度は，　Bratton・

Marsha11の法4）を適当に微量化した方法にて比色測定

された．（測定誤差1～2％）．

　SI添加血漿のpH（37。C）は，硝子電極法5）にて，

又，総蛋白質及びAlbumin濃度は，　BiUfet法6）にて
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測定した．

　　　　　　　　　実験成績

　本実験で用いられた和紙コロジオン膜が，SIの透

過に，影響を及ぼすか否かにつき予め，次のように調

べられた，

　1）pH　7・4の燐酸緩衝液中にSI－Naを5～40mg

　　　　　　　　　　　　　　Table　1．

／d1の範囲で溶かした溶液について，遠心限外濾過を

行い，限外濾液中のSI濃度と原液のそれとを比較し

て，SIの膜透過率を求めた．図1に示すような成績

より明らかな如く，SIは，　PH7．4のMediumでは，

その濃度に関係なく，膜透過率はほぼ100％である．

即ち，膜よりの干渉を受けたり，SI分子相互の集合

（Aggregation）を起すことなく，自由に和紙コロジオ

An　example　of　experimental　data　obtained

from　bovine　aPd　human　plaslna

Plasma

Bovine

Human

〔S1〕血

mg／d1

5．34

8．73

14．06

19．38

25．70

29，82

35．37

38．80

3．63

6．04

8．18

11．23

14．40

22．46

29．54

〔SI〕f

mg／d1

2．14

4．分1

6．69

9．51

13．37

16．45

20．07

23．55

2．05

2．57

3．47

4．76

6．29

9．96

13．78

〔SI〕b

mg／dI

3．20

4．52

7．37

9．87

12．33

13．37

15。30

15．25

1．58

3。47

4．71

6．47

8．11

12．50

15．76

〔SI〕b／〔SI〕竃

　　％

59．9

51．8

52．4

50．9

48．0

44．8

43．3

39．3

43．5

57．4

57．6

57．6

56．3

55．7

53。4

Total
Protein
9／d1

6．03

4．58

Albumin
　9／d1

3．04

3．14

Plasma　pH
（at　370C）

7．44

7．38

Table　2．　Comparison　of　the　percentage　values　of　bound　SI

　　　　in　the　plasma　observed　by　vafious　authors

Total　SI
in　plasma

mg／dI
10

10

15

10

10

20

10

10

　％of
Bound　SI

25
％

45

64

52

40

40

58

38

53

60

Experimental　Condition

Dialysis　in　buffer　solution　（pH　7．4），　0。C

48hfs．　humall　plasma

Dialysis，　human　plasma

Ultra員1tration，　human　plasma

Agar・diffusion　method

Dialysis，　human　plasma

Bioassay，　human　plasma

Ultra丘1tration，0～5。C，15～20　hfs，　human
plasma

Authors

Aoki　et　a1．（9）

Mashimo　et　a1．（10）

Kanazawa　et　a1．（11）

Sakai　et　a1．（12）

Ultra丘1tratioロ，　canine　plasma Yamamoto　et　a1．（13）

Centrifugal　ultra丘ltration，370C，　pH　7．4，

bovine　plasma

Centrifugal　ultrafiltration，　370C，　pH　7．4，

human　plasma

Present　authOfS

　　　　　　ノ
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Fig　1．　Permeability　of　the　ultfamtfation　membra龍e　to　SI　at

vaflous　concentτations　in　phosphate　buffer　solutioa　（P］臼【「1．4）
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Fig・2・Perceatage　permeation　of　SI　tllroug血

　　　the　ultra飢tration　membτane　in

　　　　　　vafious　pH　medium
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d1，ヒトでは4．35～5．499／d1，又A1・

bumip濃度は，それぞれ2．94～3．779／

d1，3．05～3．40g／d1であった．

　表1中，各記号は，それぞれ次のこと

を表わす．

　〔S1〕ロ血漿に添加された総SI濃度．

　　mg／d1

　〔SI〕f：血漿中で拡散性又は遊離の形

　　にて存在しているSI濃度．　mg／d1

　　限外濾液中のSI三度の血漿水分補

正7）によって得られる．この際，血

漿中の水分含有量（g／d1）はSved・

be「9＆Sj6gfen　8）の式（W＝99．0

－0．75P，W：水分含有量．　P：蛋白

質濃度）より算出し，又，限外濾液

　中の水分含有量は，上式のP二〇とおき，99・09／

　dlとした．

〔SI〕b：血漿中で非拡散面面は血漿蛋白と結合した

　状態で存在しているSI濃度．〔Sl〕t一〔SI〕f，　mg／

　d1

蛋白結合率：〔SI〕b！〔SI〕t×100，％

考 按

　1）血漿中の総S1濃度と蛋白結合率

　ウシ及びヒト血漿試料全例について，〔SI〕亀と蛋白

結合率の関係を図示すると，図3及び図4の如くであ

る，各折線で連ねられた諸点は，同一血漿試料の成績

　4　　　　6　　　　6　　　・7　　　　8　　　　9

　　　　　　　　　一一一一一」　pHofS1801。

o：SI　aqueous　so1．（10mg／dl）

●：SI　buffer　so1．（Ca．20mg／dl）

▲：SI　NaHCO3　so1．（Ca．20mg／dl）

ン膜を透過しうるものと考えられる．

　2）一方，MediumのpHをいろいろに変えた場

合のSI（濃度一定）の膜透過率については，図2に

示されるが，pH　7以下の酸性域で限外濾過が行なわ

れる場合には，膜透過について，充分の考慮が払われ

なければならない．本実験では，血漿のpHは，7．40

士0．07の範囲に調整されたので，この点についての

補正はされなかった．

　SIを添加したウシ及びヒト血漿試料それぞれ6例

についての限外濾過実験から，各血漿1例ずつの実験

成績を表1に示す．

　試料のpHは先述の如く，7．40土0．07（37。C）に

調整され，総蛋白質濃度は，ウシでは5・84～6．929／

60

　
　
5
0
　
　
　
　
　
　
曝
0

議
一
3
8
U
3
詞
ω
”
5
畠
岩
醤
器
口
8
」
＆
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Fig．4．　Pefcentage　of　bound　SI　to　total

　SI　at　various　SI　concentrations　in

　　　　　　human　plasma

0 10　　　　　　20　　　　　　δO
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40

である．三図より，SIの蛋白結合率は，〔SI〕亀の増加

に対し，直線的にやや低下することが明らかである．

即ち，〔SIンが40mg／dlにおける蛋白結合率は，5

mg／d1の場合より，約15％低く，この程度は，ウシ

及びヒト血漿共にほぼ等しい．

　薬物濃度の増加に伴って，結合率が低下することに

ついては，Anto112）がSulfamethoxypyridazineなど

4種のサルファ剤とAlbuminの結合についての実験

から，類似の結果を報告している．しかしながら，酒

井ら12）は，我々と同様のSIの実験において，蛋白濃

度が一定であれば，結合率は，薬物濃度に関係なく一

定であると結論している．

　又両三において明らかの如く，各試料聞の結合率

は，比較的差異が大きい．後に述べるような，単位

Albuminに結合するSI量と〔SI〕tの関係を図示し

た場合には，各試料間の分散が著しく小さくなること

から，蛋白結合率は，血漿Albumin量に・より，多分

に影響を受けるも．のと推測される．

　SIを薬用量経口投与した際の血漿中濃渡ほ5～10

1ng／d1である14）といわれているが，血漿中濃度が10

mg／dlである場合の蛋白結合率を，諸家の実験結果と

比較すると，表2に示．される如くである．透析法によ

って得られた値は9）10》11），酒井ら12），真下ら10）及び我

々が限外濾過法によって得た値に比して小さい．恐ら

くこれは，血漿総蛋白濃度の差異，その他の実験条件

が生理的条件とかけ離れているためであろう．

　蛋白結合率をウシとヒトの間で比較すると，それぞ

れの蛋白濃度が多少異ってはいるが，全体として，ヒ

ト血漿中の蛋白結合率の方が約7％高い．サルファ剤

の蛋白結合性が動物の種類によって異なることについ

ては，他にも報告されている1）2）15）．

　2）血漿Albuminに結合されるSI量

　サルファ剤が血漿蛋白特にAlbuminと結合しやす

いことについては，一般に認められていることであ

る1）．

　今，本実験で求められた〔SI〕bが，すべて血漿中

のAlbuminと結合するものと仮定し，1gのAlbu－

minに結合するSIのmg数を算出した．図5及び6

は，ウシ及びヒトの血漿中において，かようにして算

出された値を〔SI〕tに対してplotしたものである．

　図5，6上の諸点は一見直線上に配列するようにみ

えるが，子細に観察するとゆるやかに轡曲する曲線を

描いて分布している．そして諸点の分散が極めて少な

いことは，結合性のSIが主としてAlbumi聡と結合

して存在することを示唆するものといえよう．図5，

6両者の成績より〔SI並が増加するにつれて，単位量

のAlbuminと結合するSIの量は増すが，しかしな

がら，〔SI〕tに比例して増加するというものではな

く，〔SI〕tの増加と共にSIのAlbumin結合率は漸

減することが明らかに認められる．

　3）血漿AlbuminとSIの結合に対し，質量作用

Fig．5．　Amount　of－SI　bound　by　lg　albumin

　　at　various　total　concentfations　of

　　　　　SI　in　bovine　plasma
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Fig．6．　Amount　of　SI　bound　by　lg　albllmin

　　　at　varioロ＄　total　concentrations　of

　　　　　SI　in　human　plasma

　　　　　　　　　　　　　1　　　　　1
Fig・7・奪・1・ti・曲・twee・Tand（SI），

　　　　　　in　bovine　plasma
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　　　の法則の適用

　Goldstein　1）のReviewに詳述されているように，

平衡状態にある薬物と蛋白の結合関係に，質量作用の

法則を導入し，その関係をより定量的に把握しようと

する試みがなされている．血漿AlbuminとSIの

結合に対しても，同様の試みをなしうるか否かを，

Klotz　16）らの考えにならって検：馴した．

　次に示される（1）式は，：Klotzらによって，蛋白

と有機陰イオンの結合に対して，質量作用の法則より

導き出された最も簡単な関係式である．

　　　　÷一÷・尚＋÷　　（1）

ここで，（A）：蛋白と結合されない，遊離の有機陰イ

　　　　　　オン，A，のモル濃渡：

　　　　K3蛋白分子とAの結合において，両者の特

　　　　　　質によって決定される平衡定数

　　　　　　結合されたA分子のモル濃度
　　　　r＝　　　　　　　　全蛋白質のモル濃度

　　　　a：蛋白1分子当りに結合されうるA分子の

　　　　’最大結合子

（1）式は，蛋白分子といくつかのAが結合するに際し

て，第一番目のAの結合が，第二のAの結合に何ら影

響を及ぼさないような状態にあると仮定して導き出さ

れている，1／（A）と1／γは，（1）式より明らかの如

く直線関係にある．故に，1／（A）と1／Yをパラメー

ターとして，最小自乗法によって，K及びnを求める

ことができる。

　本実験で得られた値より，1／（A）及び1／Yを算出

51
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し，図7及び8の如くにジ両者の関係をplotした．

但し

　　　　　　結合性S1のモル濃度
　　　　γ＝｝Albumi・『の面膿度

　　　　（A）一遊離のSIのモル濃度，（SI）fと略記

　　　　Albuminの分子量＝70，000

　　　　SIの分子量二253．28　　　とする．

　遊離のSIが2．5mg／d1の低濃度領域即ち1ノ（SI）f

×10弓が10以上の領域では，測定誤差に基く成績の

分散が大きいので，　これを除外して，1／（SI）fX10－3

が10以下における1／Yとの関係から，相関係数を求
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めた．図7では0・943，又，図8では0．974となり，両

者共，1／（SI）fと1／Yの間に，相関の高い直線性が

確認された．故に，ウシ及びヒトの血漿Albuminと

SIの結合は，　pH：7．4附近にて，37。Cの条件下で

は，Klotzらによって示された関係式を満足させるよ

うな，結合様式の1例であることが明らかとされた．

　図7，8の回帰直線から，K及びnを求め，（1）式

に代入すると，ウシ血漿AlbuminとSIの結合の場

合には，

　　　　　1　　　　1．56×10－3　　　　　ユ　　　　　　1

　　　　丁謹一4．0　●（SI），＋τじ

ヒト血漿AlbuminとSIの結合では，
　　　　　1　　　　　1．20×10－3　　　　　　1　　　　　　1

　　　　一＝「＝『一4．4　の（SI），＋ττ

となり，よって血漿AlbuminとSIの結合関係に

：Klotzらの式で表わされる質量作用の法則を適用しう

るものと考えられる．

要 約

　温度，pH，　pCO2などを可及的生理的条件となした

場合のSu1∬somezole（SI）と血漿蛋白との結合につ

いての研究が，遠心限外濾過法を用いて行なわれ，次

のような結果を得た．

　1）ウシ及びヒトの血漿に添加されたSI，〔SI〕t，が

5～40mg／d1の範囲では，蛋白結合率一〔SI〕tに対す

る非限外濾過性即ち蛋白結合性SI，〔SI〕b，の比率一

は，〔SI〕tの増加に従い逆に直線的に低下する傾向に

あり，その程度は，両血漿試料共に約15％であった．

　2）　〔SI〕tが10mg／d1の時の蛋白結合率は，ウシ

血漿中では53％，ヒト血漿中では60％であり，両者に

は明らかな差が認められた．

　3）　〔SI〕bのすべてが，血漿中のAlbuminに結合

されるものであると仮定して，SIとAlbuminの結

合関係に，Klotzらが質量作用の法則より導き出した

低分子イオンと蛋白の結合に関する関係式を，適用し

うることが明らかにされた．

　稿をおえるにあたり，終始ご指導，ご校閲をたまわった斎藤幸

一郎教授に衷心より謝意を表します．併せて，シノミン並びにそ

れに関する論文を提供された塩野義製薬K．K・に深謝致します・
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　The　combination　of　sul丘somezole〈Sinomin，　SI．）with　bovine　and　human　plasma　proteins

was　investigated　by　using　the　centrifugal　ultra丘1tration　method　under　physiological　conditions

of　temperature，　pCO2　and　pH．　The　results　obtained　were　as　follows：

　1）　In　the　concentra‡ion　range　of　5　to　40mg　SI　per　dl　of　plasma，　the　ratio　of　bound　SI

to　total　SI　decreased　linearly　as　the　total　concentration　of　SI　increased，（Figs．3and　4）．　The

percentage　of　bound　SI　to　total　SI　at　5mg　per　dl　was　higher　by　about　15％than　that　at

40mg　per　d1，　and　was　60％in　human　plasma　and　53％in　bovine　plasma　at　the　concentra－
tion　of　10　mg　per　dl　of　plasma　which　is　routine　concentration　in　clinical　practice．

　2）　The　relation　between　the　amount　of　bound　SI　per　lgm　albumin　and　total　SI　con・

centration　was，　as　seen　in　Figs．5and　6，　precisely　shown　by　a　curve　nearly　straight．

　3）　On　the　assurnption　that　SI　bound　only　with　albumin　in　plasma，　the誘binding　of　SI

was　found　to　be　described　quantitatively　by　Klotz’s　equation　which　was　derivedあfrom　the

mass　action　law　on　some　adequate　assumptions．


