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論 文 内 容 要 旨

Sodium2一[4一(2-oxocyclopentylmethyl)phenyl]propionatedehydrate(loxoprofen

sodi㎜)は,抗 炎 症,鎮 痛 及 び 下 熱 作 用 が 強 く,消 化管 障 害 作 用 は 比 較 的 弱 い 非 ス テ ロ イ ド酸

性 系 の新 規 化 合 物 で あ る。 本 研 究 に お い て は,こ の薬 物 の代 謝,と りわ け活 性 代謝 物 の 生 成 に 関

わ る反 応 を 中心 に種 々検 討 した 。

ま ず,loxoprofensodiumを 経 口投 与 した ラ ッ トの尿 か ら7種 の 代 謝物(M-0,M-1,M-2,

M-3,M-4,M-5及 びM-6)を メチル エステル あるいはメチルエステルー ジァセテー トと して 単 離

した。 そ れ らはNMR及 びMSス ペ ク トル か ら化学 構 造 を推 定 し,標 品 との 比 較 によ り同定 した 。

ま た,M-0,M-1及 びM-2に っ い て はCDス ペ ク トル並 び に α一phenylethylamide一(一)一

MTPAesterのHPLC分 析 等 に よ り立 体 化 学 的 検 討 も併 せ 行 った 。 そ の結 果,M-0は 未 変 化
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体 で,α 一phenylpropionicacid側 鎖 の2位 及 びcyclopentanone環 の1'位 の不 斉 炭 素 は そ れ

ぞ れ57%,29%(S)enantiomerexcessで あ った。M-1は ケ トン還 元 体 のcis-alcoholで,

2位 不 斉 炭 素 は完 全 な(S)配 位 で あ る が,cis-alcohol部 分 は ラセ ミ混 合 物 で あ る こ とが 示 さ

れ た。 活 性 代 謝 物 で あ るM-2も ケ トン還 元 体 で あ り,3個 の不 斉 炭 素 が 単 一 の(2S,1/S,

2/S)配 位 か ら成 るtrans-alcoholと 同定 さ れ た。 これ ら絶 対 配 置 の解 明 か ら,loxoprofenの

代 謝 に お け る(2R)か ら(2S)配 位 へ の異 性 化 及 び α 一置 換cyclopentanone環 の 立 体 選択 的

還 元 の生 起 が 示 唆 され た 。M-3は ケ トンの α位 が 水 酸 化 さ れ た ケ トー ル で,1'位 ベ ン ジル 置換

基 に関 してtrans体 とcis体 の約2:1の 混 合 物 で あ った。M-4,M-5及 びM-6は い ず れ も

2ノ,4'一diol体 で あ り,そ れ らの 相 対 配 置 は それ ぞれ(1'α,2'α,4'α),(1'β,2'α,4'α)

及 び(1'β,2'α,4'β)と 決 定 され た 。従 って,M-4はcis-alcoholか ら,ま たM-5とM-6

はtrans-alcoho1か らそれ ぞ れ4'位 炭 素 の直 接 水 酸 化 に よ って 生 成 す る こ とが明 らか に な っ た 。

更 に,こ れ ら遊 離i型代 謝 物 に加 え,尿 中 にGlusulase及 び緩 和 な ア ル カ リ処 理で 水 解 され る エ ス

テ ル型 グル ク ロ ナ イ ドの存 在 が確 認 され た 。 ま た,イ ヌ尿 中 に はtrans-alcoholの タ ウ リン抱

合 体 の 存 在 が 示 唆 され たが,合 成 標 品 と ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー にお け る挙 動 を比 較 す る こ と に よ り

確 認 され た。

薬 物 代 謝 にお け る動 物 種差 の 問 題 を 明 らか にす る こ と は ヒ トにお け る薬 効 ・毒 性 の発 現 を 類 推
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す る上 に極 め て 重要 で あ る。 そ こで,loxoqrofenの 主 代 謝 経 路 を確 立 し,併 せて 代 謝 に み られ

る種差 を検 討 す るた め,14C標 識 体 を経 口投 与 した ラ ッ ト,マ ウス,イ ヌ及 びサ ル の 血 漿 並 びに

尿 中代 謝物 を分 離定 量 した。 そ の結 果,次 の よ うな代 謝 の特 徴 が 明 らか に な った 。 す な わ ち,い

ず れ の動 物 に お い て も,最 初 に5員 環 ケ トンが 還 元 されcis-alcoho1(M-1)とtrans-alcoho1

(M-2,活 性 代 謝 物)が 生 じる。 この還 元 に は立 体 選 択 性 が み られ,熱 力学 的 に安 定 な後 者 が

優 位 に生 成 す る。両 ケ トン還 元体 は各 種 動 物 の血 漿 中 に み られ る主 代 謝物 で あ り,そ の 他 の 代 謝

物 は検:出 され な い 。 ま た,trans-alcoho1の 血 漿 中 レベ ル は 動物 種 間 で 有意 な差 が 認 め られ な

い。つ い で,こ れ らmonool体 は,ラ ッ トで は更 にcyclopentano1環 の4'位 が 水 酸 化 を う けて

dio1体(M-4,M-5及 びM-6)に 変 換 され,主 代 謝 物 と して,ま た マ ウス にお い て は これ

らmonool体 は主 に遊 離型 の ま ま尿 中 に排 泄 され る。 一方,イ ヌで は エス テル 型 グル ク ロ ナ イ ド

に加 えtrans-alcoholの タ ウ リン抱 合体 が 主代 謝 物 と して生 成 し,ま たサ ル はmonoo1体 を 主 に

エ ス テ ル型 グル ク ロナ イ ドと して尿 中 に排 泄 す る。 この よ うに,loxoprofenの 代 謝 は ケ トンの

還 元 に動 物 種 に よ る違 い は見 られ な い が,そ れ に つ づ くmonool体 の 水 酸化 及 び 抱 合 に 顕 著 な 種

差 が認 め られ た 。 因 み に,ヒ トに お け る代 謝 は 種 々 の 点 で サ ル の それ に類 似 して い る。

近 年,非 ス テ ロイ ド酸 性 抗 炎 症 薬 の 作 用機 序 は,主 にPG生 合 成 阻 害 に 基 づ く こ とが 明 らか に

さ れ て い る。 か か る観 点 か ら本 薬 物 に つ い てinvivo,invitro及 び3T6培 養 細 胞 の3つ の 系

を 用 い,こ の問 題 を検 討 した 。LoxQprofenを ラ ッ トに投 与 す る とPGE2及 びPGF2α の 尿 中 レベ

ル は著 し く減 少 し,そ の 王D50(1.9mg/kg)は 抗 カ ラゲ ニ ン足 浮 腫 抑制 作 用 にみ られ るID50(1.2

飢g/kg)と よ く一 致 した 。 この こと はloxoprofenあ るい は そ の代 謝 物 が体 内 でPG生 合 成 を 阻 害

す る こと を示 唆 す る もので あ る。 しか し,薬 物 そ れ 自身 が示 す ウ シ精 の う ミク ロ ゾ ー ム のPG生

成 阻害 活 性 は極 め て弱 か った(IC50:760μM)。 これ に対 し,ラ ッ トの 血漿 及 び 尿 中 か ら単離

したtrans-alcoholは,合 成 標 品 の(2S,1'R,2'S)一trans-alcoholと 同程 度 の 強 い阻 害

活 性(IC50:nμM)を 示 し,こ の代 謝 物 はloxoprofenの 活 性 本 体 で あ る こ と が 判 明 した。

(2S,1/S,2!R)一trans-alcoho1に 弱 いPG生 合 成 阻害 活 性(IC5。:90μM)が 認 め られ

た が,こ れ 以外 のtrans-alcoho1及 び他 の尿 中代 謝 物 に は 阻 害 活 性 は全 くみ られ な か っ た。in

vivoとinvitroを つ な ぐマ ウス胎 仔 由来 の3T6線 維 芽 細 胞 に お け る1PG生 合 成 を,本 薬 物 は

IC501.6μMと い う低 濃 度 で阻 害 した 。 一方,10xoprofensodiumは3T6細 胞 と「イ ンキ ュベ ー

トす る と1hrで25%,3hrで40%がtrans-alcoholへ 変 換 され,培 養細 胞 系 に お い て も 活性

代 謝物 がPGの 生 合 成 を 阻 害 して い る もの と考 え られ た。 これ らの結 果 か ら,loxoprofenは 体

内 で 速 や か に活 性代 謝 物 の(2S,1'R,2/S)一trans-alcoholへ 変 換 され,PG生 合 成 阻 害 活

性 に基 づ く薬 理 作 用 を発 現 す る こ とが 明 らか に な った。

さて,こ の 活性 代 謝 物 の生 成 に は α 一置換cyclopentanone環 の立 体 特 異 的還 元 とα一phenyl一
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propionicacid側 鎖 上2位 不斉 炭 素 の(R)か ら(S)へ の異 性 化 が 関 与 す る と推 測 され る。

そ こで,・ま ずloxoprQfenの5員 環 ケ トンを 還 元 す る酵 素(loxoprofen還 元酵 幸)の 性 質 を 種 々

検討 した 。loxoprofen還 元 活 性 は肝 臓 及 び 腎臓 に 強 く認 め られ,105000xg上 清 画 分 に局 在 す

る。動 物 種 の うち,最 も強 い活 性 を示 した ウサ ギ の肝 上 清 画分 か ら各 種 ク ロマ トグ ラ フ ィー で精

製 し,』ポ リア ク リル ア ミ ド電 気 泳 動 上 単 一 バ ン ドを示 したloxoprofen還 元 酵 素 は,分 子 量 が

33000,補 酵 素 と してNADPHを 要 求 し,6.2に 至 適pHを 示 し た 。PCMB,N-ethyl-

Inaleimide等 のSH阻 害 剤 及 び ケ トン還 元 酵 素 の 阻害 剤quercitrinは 本 還 元 活 性 を著 し く抑 制 し

たが,ア ル コール 脱 水 素 酵 素 の阻 害 剤(pyrazole)や アル デ ヒ ド還 元 酵素 の 阻害 剤(phenobar-

bital)等 は全 く影 響 を及 ぼ さ なか った。 ま た,本 精 製 酵 素 に よ り各 種 芳 香 族 ア ル デ ヒ ド並 び に

ケ.トン,cyclohexanone,5α 一3-ketosteroid類 は よ く還 元 さ れ た が,cyclopentanone,

そ の メ チ ル置 換 体 は全 く基 質 に な らな か った 。 しか し,2-ethy1一 及 び2-n-propylcyclo-

pentanoneは 還 元 され,2-benzyl誘 導 体 は10xoprofenに 匹 敵 す る速 度 で 還 元 を う け た 。 こ

れ らの 成 績 か ら,本 酵 素 は沢 田 ら に よ り3α 一hydroxysteroid4ehydrogenaseと 同 定 さ れ た

ウ サ ギ肝 上 清 の 芳 香 族 アル デ ヒ ドー ケ トン還 元 酵 素 のF3と 同一 と 考 え られ,脂 溶 性 基 を もつ

cyclopentanone基 質 にな る こ とが 判 明 した。 さ らに,10xoprofenの 光 学 異 性 体4種 に つ い て

本 酵 素 に よ る還 元 を 検 討 した と ころ,(1'R)一loxoprofenのVm臥 値 は対 応 す る(1'S)一isomer

よ り約3倍 大 き く,生 成物 はtrans-alcoholの みで あ っ た。 このtrans-alcoholが(1'R,

2/S)配 位 を 有 す る こ とは 明 らか で あ る。』(1'S)一isomerか らはtrans一 とcis-alcoholが 同

程 度 に 生 成 した 。 ま た,ケ ト基 か ら離 れ た α一phenylpr。pionicacid側 鎖 の 絶 対 配 置 もケ トンの

還 元 速 度 に影 響 を 及 ぼ し,(2S)一10xoprofenのVm。 。 は ¢R)一lsomerの 約2倍 で あ った。

従 って,本 酵 素 はloxoprofenの 立体 異 性 体4種 あ うち(2S,1'R)一isomerを 最 も速 く還 元 し

活 性 代謝 物 の(2S,1'R,2'S)一trans-alcoholの み を生 成 す る こ と'にな る。

前 述 の よ うに,loxoprofenで は,α 一phenylpropionicacid側 鎖 上 の(2R)か ら(2S)配

位 へ の異 性化 が示 唆 され た の で,本 反応 の 生 起 を 明 らか に す るた め 検 討 を 加 え た。 ま ず,(1S)一

1一(naphthalen-1-yl)ethylamineを 出発 原 料 とす る新 し い方 法 に より カル ボ ン酸 に対 す る光

学 活 性 試 薬(1S)一1一(4-dimethylaminonaphthalen-1-y1)ethylamineを 合成 した 。 この

誘 導 体 化 試 薬 を 用 い て ラ ッ ト血 漿 中 のloxoprofen及 びmonool体 をdiastereoamideに 導 き,

HPLC分 析 に よ り(2S)/(2R)比 を求 め た 。 ラセ ミ及 び(2R)一loxoprofenを 投 与 後 の 未 変

化 体 及 びtran§ 一alcoholの(2S)/(2R)彰 ヒは 時間 と共 に増 大 した が,(2S)一loxoprofen

搾 与 後 の(2S)配 位 は 完 全 に そ の ま ま 保 持 され た。 こ の 結 果,ラ ッ トに お け る.(2R)一 か ら

(2S)一loxoprofenへ の一 方 的 な異 性 化 が 明 らか に され た。 ま た,trans一 及 びcis-alcoho1

を投 与 後,そ れ ぞれ 血 漿 中monoo1及 び10xoprofenを 分 析 した結 果,次 の よ うな 事実 が 明 らか に

一148一



な っ た:(1)monoo1体 にお い て も異性 化反 応 が 生 起 す る,(2)cis-alcoholは 容 易 に酸 化 され て

loxoprofenに 戻 り,更 にtrans-alcoholへ 変 換 され るが,trans-alcoho1は 少 量 のloxoprofen

を与 え るの み でcis-alcoho1を 生 成 しな い 。 これ はloxoprofenとtrans-alcoholの 平 衡 が ア

ル コール側 へ大 き く片 寄 って いるためと考 え られ る。 この こと は,trans一 及 びcis-alcohol-14C

を投 与 した ラ ッ ト尿 中代 謝 物 の分 析 結 果 か ら も支 持 さ れ た 。本 異 性 化反 応 は,活 性 代 謝 物 の2位

不斉 炭 素 の絶 対 配 置 が(S)で あ る こ とを考 え る とき,そ の隼 成 に 好都 合 に働 い て い る こ とに な

る。

最 後 に,こ の異 性 化 反 応 の機 構 を,10xoprofenと 同 じ側 鎖 構 造 を 有 す る2一(2-isopro-

pylindan-5-yD-propionicacid(王IPA)の α一 メ チル 基(CD3)及 び α 一 メ チ レ ン 基

(D1)の 両重 水 素 標 識 体 を 用 い て検 討 した 。(2R)一IIPA-C瑞 を経 口投 与 した ラ ッ ト尿 よ

り単 難 さ れ た主 代 謝 物tert-alcoho1は 正 の施 光 度([a]D+45.10)を 有 し,NMR及 びMS

スペ ク トル か ら重 水 素 を完 全 に3個 保 持 して い る こ とが 判 明 した。 しか し,IIPA-D1を 投 与 し

た と きのtert-alcoh。1([α]D+47.80)のNMR及 びMSス ペ ク トル は 明 らか に標 識 重 水 素 を

50%消 失 して い る こと を示 した 。 これ らの結 果 は,Wechterら によ り提 唱 さ『れ た ヒ トに 布 け る

ibuprofenの 異 性 化 機 構 す なわ ちex』omethylene(一C(=CH2)一COOH)を 中 間 に経 る説 に

矛 盾 し,acylCoAthioesterの よ うな活 性 化 さ れ た 中 間体 の 関与 が 示 唆 され た。 この 機 構 は,

ご く最 近 中村 らに よ り実 証 され る に い た った 。

以 上,loxoprofenの 代 謝 に 関 す る研 究 か ら,本 薬 物 は 体 内 で 活 性 代 謝 物 の(2S,1'Rl2'R)一

trans-alcoholに 変 換 され た の ち,PG生 合 成 阻 害 活 性 に よ り薬 理 作 用 を 発 揮 す る こと が 証 明

さ れ た 。 ま た,こ の活 性 代 謝 物 の生 成 に は5員 環 ケ トンの 立体 特異 的 還 元,一 部 生 成 す るcis-

alcoholの10xoprofenを 経 由 す るtrans-alcoholへ の変 換 並 び に α一phenylpropionicacid

側 鎖 上2位 不 斉 炭 素 の(R)か ら(S)配 位 へ の異 性 化 と い う3つ の 酵素 反 応 が,い ず れ も立 体

化 学 的 に極 め て好 都 合 に関 与 して い る こ とが 明 らか に な った 。
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審 査 結 果 の 要 旨

本研 究 は,薬 効 ・毒 性 との関 連 か ら新 規 抗 炎 症 薬loxoprofensodiumの 代 謝 並 び に作 用 発 現

の機 作 を 明 らか に し,ヒ トに お け る動 態 解 析 の基 礎 資 料 を得 る こと を 目的 と した もの で あ る。

ま ず10xoprofensodiumを 投 与 した ラ ッ ト尿 か ら7種 の主 代 謝 物 を単 離 し,NMRお よびMS

ス ペ ク トル の解 析 な ど か ら,そ れ らの構 造 を推 定,標 品 との 比較 に よ り同定 した。 この と きケ ト

ン還 元 体 のtrans-alcoho1に つ い て は,単 一 の(2S,1'R,2'S)配 位 を 有 す る こ とを 証 明 し

た。 つ いで抱 合型 代 謝 物 を精 査 し,ケ トンの還 元 に動 物 種 差 は み られ な いが,そ れ に 続 く水 酸 化

お よ び抱 合 に は著 しい種 差 が あ る こと を 明 らか に した 。

非 ス テ ロイ ド酸 性 抗 炎 症 薬 の 作 用 機 作 は,PGの 生 合 成 阻害 に も とつ く と され て い るがloxo-

profensodiumそ れ 自体 はinvitroで き わ め て弱 い 阻害 活 性 しか示 さな い 。 しか し,体 内 にお

け るPG産 生 の指 標 と な る尿 中PGE2,PGF2α の量 を著 し く減 少 さ せ,ま た血 漿,尿 か ら単離 さ

れ たtrans-alcoholは,合 成 標 品 の(2S,1'R,2'S)一trans-alcoho1と 同程 度 のPG生 合

成 阻 害 活 性 を 示 す ・こと な どか ら代 謝 活 性 化 が 示 唆 さ れ た。

この 活 性 代 謝 物 の生 成 に関 与 す る ケ トン還 元 酵 素 の性 質 を ウ サ ギ肝 上 清 画分 か らの精 製 標 品 に

つ いて 検 討 した結 果,沢 田 らに よ り3α 一hydroxysteroiddehydrogenaseと 同定 さ れ た 芳:香

族 アル デ ヒ ド ・ケ トン還 元 酵素 の ひ とつ と同 一 で あ る ことが 判 明 した 。本 酵 素 は,loxoprofen

立 体 異 性 体4種 の うち(2S,1'R)体 を 最 も速 や か に還 元 し,活 性 代 謝 物 の(2S,1♂R,2/S)一

trans-alcoholの み を 生 成 した 。

つ ぎに10xoprofenお よび血 漿 中 主 代謝 物 のtrans一 お よ びcis-aユcohoIは,α 一フ ェニ ル プ

ロ ピオ ン酸側 鎖 の 絶対 配 置 が(R)か ら(S)配 位 へ 不可 逆 的 に異 性 化 す る こと並 び にtrans-

alcoholの 水 酸 基 は酸 化 を うけに くいが,cis-alcoholは 容 易 に酸 化 され,さ らにtrans-alcohol

に変 換 される ことを明 らか に した。 この 異 性 化 反 応 は,重 水 素 で 標 識 した2一(2-isopropylindan-

5-yl)propionicacidの 尿 中代 謝 物 を精 査 した結 果,α 一 メチ ル 基 で は な く α一 メ チ ル 基 の

重 水 素 の 脱 離 に よ って 起 こ り,exomethylene中 間体 を経 由す る機 構 で は説 明で き な い別 の機 構

に よ る ことを 証 明 した。

以 上,本 論 文 は α一 ア リル プ ロ ピオ ン酸 系 抗 炎 症薬10xoprofensodiulnの 体 内変 換 を 検 討 し,

そ の代 謝 様 式 がPG生 合 成 阻 害 活 性 の つ よ い(2S,1'R,2fS)一trans-alcoholの 生 成 に きわ

めて 好 都 合 に働 いて い る こ とを 明 らか に した もの で あ り,学 位 論 文 と して 十 分 価 値 あ る内 容 と認

め る 。
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