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ABSTRACT

Moxalactam(LMOX;amixtureofR-andS-epimersattheC-7sidechainat

theR/Sratioofaboutl.1)andCeftibuten(cisisomerattheC-7sidechain)

arenewsemisyntheticantibiotics.Theepimerizationandtheisomerizationreac-

tionsofLMOXandCeftibutenwerefOundtoproceedinthefrozenaqueous

solutionsinthecourseofthestudiesontheirstabilities.Whentheaqueous

solutionofLMOXwasfrozenandstoredinafreezer,theR/Sratioincreased

tol.3after20days・Ontheotherhand,theR/Sratiohardlychangedwhen

thesolutionwaskeptforthesameperiodinarefrigerator.Thus,the

epimerizationreactionhadproceededeveninthefrozenstatewitharesulting

changeintheR/Sratioatequilibrium((R/S)eq).Inthecaseofbiologicalsamples

ofLMOX(humanplasma),theR/Sratiodecreasedtoaboutl.0belowl．lof

theauthenticsampleofLMOX.Ceftibutenalsoisomerizedtoitstransform

inthefrozenaqueoussolutionandplasma.

Thisstudyaddressesthefactorsregulatingtheepimerizationreactionof

LMOXandtheisomerizationreactionofCeftibuteninthefrozensolutionand

biologicalsamplestooptimizestorageconditionsusingthekineticdataofthe

reactionsofthebothantibioticsinaqueoussolution.

ThebothantibioticswerestableinneutralpHregion,butunstableinacidic
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andbasicpHregionsat37℃.Theepimerizationandtheisomerizationreactions

showedthesimilarV-shapedpH-reactionrateprofiles,moststableatabout

pH7・TheepimerizationrateconstantofLMOXandtheisomerizationrate

constantwerefOundtodependontheelectroninductiveeffectbychangingthe

substituentattheC-7sidechain.Theelectrondonativesubstituentstabilized

thebothreactions.

TheepimerizationreactionofLMOXproceededintheunfrozenregion

remaininginthefrozensolutionwiththesamereactionschemeasinanaqueous

solution.Thereactionrateconstantsdecreasedasthetemperaturedecreased

andthereactionstoppedcompletelybelowthecollapsetemperature(-19.0℃）

oftheLMOXaqueoussolution.The(R/S)eq,whichwasequaltotheratioof

theepimerizationrateconstants(S-epimertoR-epimerandthereverse),

increasedasthetemperaturedecreased.Thischangeintheratioatequilibrium

couldbeascribedtothedifferenceintheactivationenergybetweenthetwo

eplmers.

TheepimerizationofLMOXinfrozenurineandplasmawasstudiedduring

long-tennstorage.The(R/S)eqat-10℃wasaboudl.1inurine,ratplasma,

andratandhumanplasmaultrafiltratesandwasaboutl.0inhumanplasma,

butdifferedfromthatinaqueoussolution(1.47).Thesedifferencesforthehuman

plasmaandtheotherbiologicalsamples.mayresultfromdifferencesinplasma

proteinbindingbetweenR-andS-epimersandfromthecomponentsinurine

andtheultrafiltratesintheliquidregioninthefrozensamples.

Ceftibutenalsoisomerizedintheliquidregioninthefrozenhuinanplasma.The

isomerizationrateconstantatO℃inthefrozenaqueoussolutionwasabout

5300timeslargerthanthatatO℃intheaqueoussolution.estimatedwiththe

bothArrhenius.plots.

Astheresult,thebiologicalLMOXandCeftibutensamplesshouldbe

preservedatorbelow-70℃topreventtheepimerizationandtheisomerization

reactionsbecausetheliquidregionappearestostillexistbelowthecollapse

temperature(-19.0℃)inbiologicalnuids.

［緒言］

新規抗生物質であるMoxalactam(LMOX)とCeftibutenの開発段階において,試料

を凍結保存しそれらの物性について検討力欝開始された。

LMOXは,7位側鎖で立体配置の異なるR-epimerとS-epimerの混合物からなり，

そのR/S比が1.1の凍結乾燥注射剤である。その水溶液を冷凍庫内に凍結保存したとこ

ろ，徐々にではあるがR/S比が増大し,20日後にはR/S比が1.3に変化していた。一

方,凍結させずに冷蔵庫内で保存すると,20日後のR/S比はほとんど変化していなかっ

た｡凍結した水溶液のこのような現象に対して,LMOXの生体試料を凍結保存した場合
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には,R/S比が小さくなった。|司様に，経口投与剤である,7位側鎖に二重結合を持ち

その立体配置がcis-体のCeftibutenの生体試料を凍結保存したところ,isomerization

反応力ざ進行しtrans-体の生成が見られた。しかし，β－ラクタム抗生物質の異性化の機

榊に関する研究は極めて少なく，従って両化合物の異性化の機構については明らかにさ

れていない。

そこで本論文では，まず水溶液中における両化合物の安定性を速度論的に検討し，次

いでその基礎的なデータを基に,凍結状態下におけるLMOXのepimerization反応およ

UiCeftibutenのisomerization反応を誘起している要因の解明を行った。また，その結

果を基にして医薬品の凍結保存に関する指針を求めることとした。

［結果および考察］

LMOXとCeftibutenは水溶液中でepimerizationまたはisomeriZation反応と分解

反応力§併発的に進行し,それぞれの反応速度数のpH依存性と温度依存性を定量化するこ

と力翻できた。すなわち，両化合物ともVのpH-rateう。ロファイルを示し,p7付近が最

も安定であった｡LMOXでは7位側鎖のカルボキシル基とフェノール基が,Cehtibuten

では7位側鎖のアミノチアゾール基とカルボキシル基の解離が,epimerizationおよび

isomerization反応に影響をおよぼすのに対して,両化合物の4位カルボキシル基の解離

はいずれの反応にも影響しないことが分かった。また,LMOXと類似側鎖構造を持つ

Carbenicillinにおいても同様の結果を得た。また,7位側鎖の置換基の異なる誘導体の

異性化反応速度は置換基の誘起効果の影響を受けることが分かった。

凍結した水とLMOX水溶液の顕微鏡写真を

恥陵したところ,Fig.1に示すように,LMOX

水溶液は見掛け上凍結した状態でもその中に

は液体領域が存在すること力竃確認された。凍

結状態下で起こるLMOXのR/S比の経時変

化は，水溶液中と同様に,R-epimerとS-

epimer間の可逆反応速度式で表すことができ

た。このepimerization反応は凍結状態下で

も存在する液体領域中で進行することが分かっ

た。Fig．2に示すように，液体領域中での

epimerization反応は,保存温度に影響を受け，

その反応速度はArrhenius式に従った。

Epimerization反応速度(k,:R-epimer->

MicroscopicphotographsofaLMOX
aqueoussolution(A)andwater(B)inthe
frozenstateat-10℃.Thechannels(a),

betweenice(b),containtheunfrozen,
concentratedsolution.

Fig,1
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S-epimer;k2:epimer→R-epimer)の

Arrheniusプロットが傾きの異なる良好な

直線性を示すことから,平衡状態のR/S比

((R/S)eq)は温度の低下と共に増大し

た。このことから,epimerization反応速

度の活性化エネルギーの差が(R/S)eqを

決定する主要因であることが分かった｡従っ

て,この反応は液体領域が存在しないLMOX

水溶液の破壊温度（-19.0℃）以下で停止

することが予測され，それを実証すること

ができた。

血漿や尿などの凍結した生体試料中では，

水溶液とは異なったR/S比の経時変化を示

した。尿中の(R/S)eqにおよぼす尿中成

分の影響を調べたところ,ureaやNaCIな

どの尿中主成分が要因であることが分かっ

た。NaCl溶液中の(R/S)eqが同じ値で

あったことから，カチオンの種類を変えた

電解質の(R/S)eqにおよぼす影響を詳し

く調べた。Fig.3に示すように,(R/S)

eqは電解質の濃度とカチオンの種類の影響

を受けることが分かった。これは，液体領

域でカチオンが作る水の構造がLMOXのR-

epimerとS-epimerの安定性に異なった

影響を与える結果，カチオンの種類に依存

した(R/S)eqになったものと考えられた。

高濃度の電解質溶液中では,LMOXの周り

のカチオン同志がカチオン種に特有の水の

構造を崩壊し合うため，イオン種に関係な

く同じ(R/S)eqに収束するものと考えら

れた。

次に，凍結した血漿中の(R/S)eqを人

血漿人血漿限外ろ液間で比較したところ，

限外ろ液の(R/S)eqが1.1になるのに対

し,人血漿中では1.0になった(Fig.4)。－

5℃の低温度条件下，高濃度人血清アルブ

ミン(HSA)水溶液中でR-epimerとS-

epimerの蛋白結合率を求めたところ,結合

率に差が見られた。このことから，人血漿
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中の(R/S)eqは凍結状態下の液体領域に

濃縮されて存在するアルブミンとR-

epimer,S-epimerの蛋白結合率に差が

生じたため血漿限外ろ液より小さい値になっ

たものと考えられた｡また,このことはR-,

S-epimer間で蛋白結合率に差の見られな

いラット血漿で,血漿とその限外ろ液の(R/

S)eqの値(1.1)が同じであったことから

も支持できた。Fig.5に示すように，人血

漿中のLMOXは,-20℃でもR/S比の経

時変化が生じ,LMOX水溶液の崩壊温度以

下でも液体領域力葡存在し，その領域の中で

反応が進行する可能性力：示唆された。そこ

で，人血漿,5%(w/w)HSA,人尿の

凍結状態下における非凍結水分量をプロト

ンNMRで測定した。その結果，いずれの

試料においてもLMOX水溶液の崩壊温度以

下で非凍結水が存在していることが確認で

きた。このことから，生体試料の場合には

崩壊温度以下でも液体領域でR/S比の変化

が起こる可能性が裏付けられた。また，非

凍結水がほとんどなくなる-70℃ではその

進行が止まることが分かった｡従って,LMOX

のような薬物の生体試料を保存する場合，

非凍結水がほとんどなくなる温度(-70℃）

以下に維持することが必要であることが分

かった。

Cis体であるCeftibutenの水溶液を凍結

させ,trans-体へのisomerization反応速

度を測定したところ,そのAITheniusプロッ

トは良好な直線性を示した。Fig.6に示す

ように,水溶液中におけるisomerization反
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’ 応速度のArrheniusう°ロットから外挿した0℃における反応速度と,凍結状態下におけ

る反応速度のAITheniusプロットから外挿した同じ温度における反応速度を比較したと

ころ，凍結状態の方が約5300倍も反応が速いことが分かった。従って0℃以下の温度で，

凍結させずに過冷却状態で保存できる場合には凍結状態よりも安定であることが分かる。

また,LMOXと同様にCeftibutenの人血漿試料は,-70℃以下に保存する必要のある

ことが分かった。

以上の結果から,LMOXおよびCefibutenの水溶液あるいは生体試料を凍結保存した

’
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場合，凍結状態下でも氷の間に液体領域が存在し，その領域で水溶液中の温度効果から

予測されるより極めて速い速度でepimerizationまたはisomerization反応が進行する

ことが分かった。従って，これらの化合物は過冷却状態で保存するか，-70℃以下に凍

結保存することがその安定性を維持する上で必要である。

論文審査の結果の要旨

平成元年12月5日に第一回論文審査委員会を開催し，また12月13日に行われた論文発

表会における質疑を面接審査にかえ，さらに同日第二回審査委員会を開催した。各委員

からそれぞれ意見が述べられるとともに，協議の結果，以下の通り判定した。

セファロスポリン系抗生物質は水溶液中では異性化反応または併発する分解反応によ

り失活することが知られている｡本論文は,上記抗生物質の水溶液を凍結することによっ

て，水溶液中における温度効果から予測される速度以上に速い速度で異性化反応が進行

するという新規な現象を速度論的に解析し，その機構を明らかにしたものである。水溶

液中で不安定なこれら抗生物質の水溶液あるいは生体試料は，凍結保存によって安定化

されると信じられていたが，かえって反応が促進されるという上記現象はこれまで全く

報告されていない｡本論文は,moxalactam及びceftibutenの二種のセファロスポリン

系抗生物質における7位側鎖の異性化反応とβ－ラクタムの分解反応を速度論的に取り扱っ

たものである。反応速度に及ぼす温度依存性,pH依存性,置換基効果及び重水素置換効

果等の速度論的解析から，両抗生物質の異性化反応の律速段階がプロトン脱離にあるこ

とを明らかにした。また，非凍結状態では異性化速度が初濃度の増大とともに著しく促

進されるが，高濃度では一定値をとることを示した。一方，凍結状態では氷の間隙に存

在する液体領域中において水溶液におけると同様の機構で異性化反応のみ力推行するが，

この非凍結水中で抗生物質が高濃度に濃縮された結果として異性化反応が促進されるこ

とを見いだした。さらに，尿及び血漿中試料を凍結したとき，抗生物質水溶液の崩壊温

度以下においても非凍結水が存在するために異性化反応が進行し，共存する電解質によ

る水和構造の変化及びアルブミンとの結合によって，水溶液の凍結の場合とは異なる平

衡状態になる機構を提示した。以上の研究は，凍結状態における化学反応に対して新し

い知見を与えるものであり，博士論文に十分に値するものである。
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