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サルフア剤の生物学的活性濃度測定法な らびに2,3

サルフア剤についての測定成績

金 沢 裕 ・倉 又 利 夫

新潟鉄道病院

(昭和35年5月23日 受付)

サルファ剤は一般に体内に摂取されると一部は肝臓で

アセチル化され,遊 離型 とアセチル型にな り,さ らに遊

離型は血清蛋白との結合により,蛋 白結合体および非蛋

白結合体にわかれ,ま たSulfadimethexineは グルクロ

ン酸抱合体 となり排泄 され ることも知 られている｡ア セ

チル化型 と,グ ルクロン酸抱合体および血清蛋白結合型

は,そ のままの状態では抗菌力がほとんどないと言われ

ている｡

従来サルファ剤の体内薬剤濃度 は 多 く,BRATTON-

MARSHALL,FRISK,津 田氏等による比色定量法が行な

われている｡こ れ らの比色定量法では游離型とアセチル

型 とは分離測定することは出来るがその游離型の量は血

清蛋白との結合度には無関係であるので直ちに抗菌力を

あらわす薬剤濃度とは言い難い｡し たがつて体液中の生

物学的活性濃度を測定することは游離型 の測定より一歩

すすんでサルファ剤の治療効果に直結する活性値の体内

分布状態を推定し得る可能性があると考えられ る｡

サルファ剤の生物学的活性濃度測定法 として最近1)西

村氏等はグルコース,シ モンズの合成培地を用い,普 通

カップ法でE.coliK-12株 を検定菌として測定 す る方

法を報告している｡

私 どももこの方法を追試 したが,私 どもの技術が充分

でなく,菌 株が培地になれないためか充分な阻止円をう

ることができなかつた｡そ こで私 どもは抗サルファ剤物

質のす くなく,し かも菌の発育のよい市販の培地を用い,

普 通カップ法の代りに薄層の6)カ ップ法(宮 村)を 応用

し精度をあげ,色 素還元法を併用 し阻止円を一層明確に

現出させる一般的なサルファ剤の微量定量法をこころみ

た｡ま た一部に比色法による生物学的活性濃度測定法に

ついても実験を行つたので報告する｡

実験 方 法 な らび に 実験 成 績

薄 層 力 ・ソプ 法 に よ る測 定 法

実 験 方 法

使 用 菌 株:大 腸菌 」E.coliK--12をSulfisoxazole,

Sulfisomezole,Sulfamethoxypyridazine,Sulfamethizole

に,ブ ドウ球 菌209PをSulfadimethoxine,Sulfaphe・

nazoleに 試 験 菌 と して用 い た｡

培 地:MUELLER-HINTONの 金 沢10)変 法 培 地(日 産 研

究 所 よ り感 性 デ ィ ス ク用 粉 末 培 地 と して市 販)牛 心 臓 浸

出 液300,カ ザ ミノ酸16.5,ブ ドウ糖2.0,可 溶 性 澱

粉1.5,精 製 寒 天粉 末15,水 を加 え て1,000,pH7.4

可 溶 性 澱 粉 は 除 い て も よ くpHも 厳 密 を 要 し ない｡

MUELLER--HINTON原 法 培 地 で も よ いが 本 培 地 の 方が菌

の発 育 が や や よいo

平 板 作 製:24時 間 培 養 菌 苔1白 金 耳 を生 理 的 食 塩 水

2m1に 充 分 均 等 に 浮 游 し,48℃ 前 後 の溶 解 寒 天 培地 に

0.1%の 割 に 加 え,水 平 に した 底 の平 らな シ ャー レに5

ml宛 平 等 に 分 注 す る｡Sulfadimethoxine,Sulfaphe・

nazoleに は 感 度 が や や 低 い の で0.02%宛 接 種 す る｡

検 体 な らび に 標 準 の調 製:被 検 血 漿,血 清 は20倍 に,

尿 は5～100倍(後 述 の よ うに 各 サ ル フ ァ剤 に よ り異 る)

にpH7.0のM/15燐 酸Bufferで 稀 釈 し,濃 度 が10～

O.2mcg小m1の 範 囲程 度 に あ る よ うにす る｡標 準 も 被 検

体 と可 及 的 同 一 条 件 に な る よ うに,た とえ ば 血漿 の場 合

は20倍 稀 釈 血 漿 に10,2.5,0.625,0.15625mcg/ml

の濃 度 を 含 有 させ る よ うに 調 製 す る｡

培 養:菌 接 種 平 板 に カ ップ を数 コ立 て,カ ップ に標 準

な らび に 被 検 体 を 入 れ る｡平 板 を6時 間 冷 室 に放 置 し,

そ の 後37℃ に14～16時 間 培 養 す る｡

測定:カ ッ プ を除 い て,0.31doTriphenyl-tetrazolium・ ・

第1表 サンプルのpHに よる阻止円の影響(プ ドー球菌209P)

燐 酸 緩 衝 液 のpH 6.4 7.0 7.7 8.0

Sulfisoxazole

Sulfamethoxypyridazine

Sulfadimethoxine

o.5mcglml

〃

''

14.5mm

13〃

15.25〃 〃

15mm

15〃

15.75〃 〃

15mm

14

15.5〃 〃辻
15.5mm

14.5〃

15〃
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chloride(T・T・C・)溶 液約1ml宛 を平板上に流し,2～

3分 後に余分の液をすて10～20分 後 に呈色によりあら

われた阻止円直径を垂直な2方 向より1/4mmま で 計

測す る｡

多 くの場合T・T.C・ 呈色を行なわな くても阻止円を

計測することが出来るが呈色により阻止円愛界は一層鮮

明となる｡

濃度計測:半 対数方眼紙上に,阻 止円直径を整数 目盛

で,薬 剤濃度を対数 目盛でとり,標 準の測定値の坐標を

求め,標 準曲線を画き,そ の上に被検体の阻止円に相当

する点をプ導ッ トして,被 検体濃度をよみとる｡標 準曲

線は多 くの場合直線に近 くなる｡

実験条件の検討

サンプルのpHに よる阻止円の影響:カ ップ に 入れ

るサンプルのpHに よる阻止円の影響を検討した とこ

ろ,第1表 のようで,pH6.4～8.0の 間 では ほとんど

差はみられなかつた｡

接種菌量による影響:2mlに1白 金耳を均等 に浮游

した菌液を用いて接種菌量の阻止円出現に対す る影響を

みたところ.O.1%以 下 の稀薄な方が適当なことが判明

した｡

第2表 接種菌量 と阻止円の鮮明度

(E.coliK12株)

2m1に1白 金耳浮游液
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各種サルファ剤についての薬剤濃度 と阻止円の関係:

Sulfisoxazoleに ついてBuffer及 び 血漿 の 稀釈液につ

いて濃度と阻止円直径の関係を 求 めた(第1図)｡血 漿

は稀釈度の高い方がやや阻止円が大きく,ま た10倍 以

上稀釈すれば低濃度 まで直線関係を呈する傾向がみ られ

た｡

同様にして他のサルファ剤について稀釈血漿,又 は血

清に薬剤を含有させ,薬 剤濃度 と阻止円の大いさの関係

を求め,半 対数方眼紙上に両者の関係をあらわす標準曲

線 を 画 い た(第2,3,4,5,6図)｡Sulfisoxazole,

Sulfisomezole,Sulfamethoxypyridazine,Sulfamethi-

zoleで は8～0.125mcg/m1,Sulfaphenazole,Sulfadi・

methoxineで は8～O.25mcg/m1の 範 囲内でいずれ も

阻止円直径 と薬剤の対数濃度の間にほぼ直線関係が成立

す ることが認め られた｡

阻止円直径をd,薬 剤濃度をC,α,β を定数 とすれ

ばd=evlogC十 β の関係式が成立 し,抗 生物質のカップ

法と同様に標準曲線法,ま たはつぎの力価計算式を適用

して被検力価を計測することができるわけである｡

標準液の高濃度の方の阻止円直径を1Sh,低 濃度 の方

のをSl,被 検液の高濃度の阻止円直径をUh,低 濃度の

をUlと し,高 濃度と低濃度の比をA,被 検力価 の標

準高濃度に対する比を θ(%)で 示す と

1・gθ一WWtUuhh+
+`.22isUi)≡i碁講 器;1・gA

および被検体が一濃度でその阻止円直径を σ とすれ

ば

ΣU一 ΣShlo9θ=lo
gAΣSh 一ΣS彦

'

Σび一Σs`或 し・は、109θ==10gAΣ3h 一ΣSZ

の式がそれぞれ適用 され,そ の計算は宮村9)の ノモグラ

フ,計 算尺,ま たはFDAの チ ャート,或 いは前述の標

準曲線法により容易に算出することが出来る｡

本測定法の実験誤差に関する検 討:い まSulfisome・

zoleに 関 して行なつた実験成績(第3表)に お い て,

2.Omcg/m1と0.5mcg/m1を 標 準,1.Omcg/m1と

0.25mcg/m1を 被検体とみなして計算 した 力価に つ い

て梅沢?)氏 の方式にしたがつて実験誤差を検討 した｡

危険率1%,分 散不偏推定土量=u

標本平均=擁,と すると

平均値信頼限界=nt土Pt1/FIN

u=O.1337

nlニ1
F(0.01):12.25で 平均値に対する誤差の最大値を
n2ニ7

求めると

62移1欝 ○0

7隅F贈 二5・65

σ=0.31784と なるので

1枚 の平板を用いた時の最大実験誤差は

び び

励 ノ禰>MaxE・ ・〉 伽+ノ 禰

143%〉:>71%

5枚 の平板を用いたときの最大実験誤差MaxEr5は

Im-uゾ 禰>MaxEr6>死+%傭

ぴ

ゾ写
び

レ/豆

119%〉>87%

となつた｡

す なわち本法を行なつて得た成績の平均値か ら離れる

誤差は1枚 の平板を用いた時は最大143～71%,5枚 の

平板を用いた時は119～87%と い う結果で,抗 生物質の

カップ検定法の精度に劣ることはなく充分使用しうると
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第3表Sulfisomezoleに ついて行つた実験 の薬剤

濃度阻止円の大いさと計測した力価
第4表 蛋白結合率測定成績

プ レ
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＼ ㌔
、
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生物学的方法
セ ロフ ア ン
パ ッグ透 折

B.M法

Sulfis｡mez｡1e15mgld1}40%
1

46%

0.7364

1.0944

1.0610

1.1222

0.8704

0.8704

0.9480
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Su1丘soxazole

15mg/d1

5mg/dl

Sulfamethoxypyridazine

15mg/d1
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57%

63%

54%

50%

61%

82%

70%

83%

思われた｡

生物学的測定法による蛋白結合率の測定:ま つサルフ

ァ剤を加えた血漿をセロファンバッグ法により透析を行

ない,そ の血漿をカップに入れたが阻止円の

形成はほとん どなく,蛋 白結合サルファ剤自

'体の抗菌力はほ とんどないことが 確 め られ

た｡

サルファ剤の蛋白(ア ルブミン)と の結合

率は薬剤の濃度により大差はないと言われて

いるのでL応 同一のものと仮定して・蛋白結]5

合率をP,薬 剤濃度をC,血 漿を20倍 稀釈

して後にサルファ剤を加えた検体と,サ ルフ1G

ア剤を加えた血漿を20倍 稀釈した検体の力

価の差をDと すると5

奏(P1-・20)-c(斎P)-D
O

20か らP
=Dx1.05と なる｡
c

そ こでSulfisomezole,Sulfisoxazole,Su1-

famethoxypyridazinercつ いて本法 に よる

蛋白結合率を測定し,一 方セロファンバ ッグ

透析法後,BRATTON-MARSHALL法 に より%

蛋白結合率を測定 した｡Sulfisomezoleは3

者のうちで蛋白結合率が低い傾向がみられた15

が比色定量による方法と生物学的測定値には

多少の差があつた｡10

サル ファ剤投与時の血中な らびに尿中濃度

測定成績:各 種サルファ剤投与時の血漿また5

砥血清な らびに尿中のサルファ剤濃度を本法

により測定 し,同 時に同 一 検 体 に つ い て
oBRATTON-MARSHALL法 に より化学的定量

を行なつた｡な お一部の検体についてはセロファンバッ

グ透析法による蛋白結合率を測定し,非 蛋白結合濃度を

求めた｡各 サルファ剤についてのそれぞれの測定値を図

示すると(第7,8,9,10,11,12,13,14,15,16図)の よう

であつた｡

化学的定量値と生物学的測定値は大体並行関係にあり,;
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化学的測定値の高いときは生物学的測定値も高く,低 い

ときは低い傾向がみられた｡ま だ例数がすくなく各種薬

剤間の血中活性濃度の比較を行なうまでには至つていな

いが,一 般に活性濃度は游離型濃度と非蛋白結合型濃度

の中間の値を示す傾向が うかがわれ

た｡ま た尿中浩性濃度は常に游離型

濃度 より低 く,そ の程度も薬剤によ

り大体の傾向がみ られ,Sulfamethi・

zole,Su!fisoxazo1eが 高 く,Sulfa・

methoxypyridazine,Sulfadimetho・

xineが 低 く,と くecSulfadimetho・-

xineの 活性値 は游 離型定 量 値 の

1/10程 度 以下 の低値を示すようで

あつた｡

実験例数もす くなく,ま た検体採

取時の条件も必ず しも同一でないの

で厳密な意味での各薬剤間の比較に

はならないが,上 記の測定値を集計平均して,薬 剤ごと

に血中ならびに尿中の生物学的活性濃度と游離型濃度の・

比を一応計算して大体の傾向を推定した(第5表)｡

比色法によるサル7ァ 剤活性濃度測定法
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第5表2,3サ ル ファ剤 の 生物学的活性濃度と游

離型濃度 との比

生物学的灘 灘%

游離型濃度

i血 漿(清)1 尿

検定菌 畠ブ ドウ球菌FDA209P株

培地:牛 心浸出液150,カ ザ ミノ酸8,

ブ ドウ糖10水 を加えて1.000,pH7.0～

7.4

前述寒天培地より寒天をのぞきブドウ糖

を追加 して調製 してもよい｡

試験管系列の調製:血 漿はブ ドウ球菌の

コァグラーゼにより凝固するので血清を被

検体 とした｡

209P株24時 間培養液を充分振盈 し,

新鮮培地にO.1%の 割に加えて菌接種培地

とする｡第6表 のように,菌 接種培地で被

検血清を1120,1/40,1/80に 稀釈 し,後

2本 の試験管には薬剤不含有血清を追加し

て1/20稀 釈試験管と同一条件となるよう

Sulfamethoxypyrida、zine

Sulfadimethoxine

Sulfisomezole

Sulfisoxazole

Sulfamethizole

73%

28%

48%

71%

59%

41%

6.4%

26%

74%

59%

すでに金沢12)13)がペニシリン濃度測定法に応用 したと

伺様にサルファ剤のブドウ球菌に対する発育阻止程度を,

菌の2-6Dichlorophenolindophenol還 元度 を比色 して

しり,サ ルファ剤濃度を測定 しうるかについて実験を行

なつた｡

実験方法

矛15図Sulfadimethoxine尿 中 濃度

〔==コ 活 牲 型

圏 ■■ 游 離 型

100

50

に し被検体試験管系列をつ くる｡つ いで菌接 種培地 に

1/20に 薬剤不含有血清を加 え,5ml宛 の8.～0.0625

mcg加1含 有の倍数稀釈系列,及 び薬剤不含有の対照試

験管を調製 し,標 準ならびに対照 とする｡

培養:37℃ の恒温槽でときどき振箆しながら約4時 間

半培養する｡

測定:各 試験管の内容を試験管型の同一の吸収管にう

つし,0.1%2-6Dichlorophenolindopheno10.2m1宛

を同時にすばや く加え,振 盈放置し観 察す る｡10～20

分後対照のサルファ剤を含まない試験管の完全脱色寸前

に全試験管を試験管台ごとに氷水中につけ,た だちに試

験管(吸 収管)を1本 つつ取 り出して,波 長610mμ の

フィルターで,対 照の試験管の透過 率を80%に 合 せ

て,各 試験管ごとに透過率を測定し吸光度を求める｡

濃度算出:半 対数方眼紙の整数軸に吸光度を対数軸に

薬剤濃度をとり,標 準についての坐標を求め標準曲線を

036122403612240

hrhr

矛16図Sulfamethizole尿 中 濃 度
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第6表 比色法における試験管系列の調製

標 準 系 列(倍 数稀釈)

1/20血 清 含 有 『菌接 種 培 地(ml)

サ ル フ ア 剤 濃 度(mcg/m1)

5

Ω
り

5

」4

F9

2

「0

1

5

0.5

5

0.25

5

0.125

5

0.0625

対

照

血清不 含有菌接種培地(m1)

被 検 血 済(m1)

薬 剤 不 含 有 血 清(ml)

Fひ

(
V

被 検 系 列(稀 釈)

2・xl4・ ×18・ ×

4.75

0.25

0

4.75

0.125

0.125

4.75

0.0625

0.1875

1.5吸

光10

度o
.5

τ仮1・5

光LO

度
O.5

汁17図 比 色法における薬剤澱 と吸光度の

関係を示す標準曲線朔 例

SulFiso×azole

濃 度

才18図Sulfadimetho×;ne

度濃
%1

画く｡つ いで被検体の3階 級の検体のうち標準曲線の傾

斜の大きい部分に相当するものを求めもとの濃度に換算

して被検体濃度を推定 する｡Sulfadimethoxine,Sulfi-

soxazoleに ついて行なつた実験でえた標準曲線の1例 を

示すと,第17,18図 の ようであつた｡

薬剤によつては菌の感受性に応じ標準濃度を多少変更

する必要があることは勿論である｡本 比色法は前述のカ

ップ法に比 して操作が繁雑であるが,カ ップ法と異なり,

薬剤の拡散によらず細菌 と薬剤が直接接触する点,活 性

濃度測定上の意義があると考え られるので今後なお経験

をつむ必要があると考えている｡

考 察

抗生物質の活性濃度は一般にカップ法,重 層法,比 濁

法,稀 釈法などの生物学的方法で測定され,体 内,体 液

中の活性濃度の分布をしり,体 内消長の様子の解明,活

療方針の決定に役立つている｡

一方サルファ剤は化学的定量法が行なわれており生物

学的定量法は不可能 とされていた｡そ の理由は生体内ま
へ

たは測定時の培養基内にふくまれている物質によりサル

ファ剤ρ抗菌力が著 しく阻害されるか らとされていた｡

しかしサルファ剤が生体内で抗菌力を発揮 している事実

から,血 中のサルファ剤=拮抗物質が多い とは考 え られ

ず,ま た抗サルファ剤物質を含有しない培地を用いれば

理論的には可能と思われる｡化 学的除蛋白操作によつで

サルファ剤の蛋白結合の状態が乱れ,そ のままでは非蛋

白結合型の測定は不能であ り,ま た技術的にも回収率に

問題が生ずる場合があろ う｡こ れらの観点からも生物学

的活性濃度の測定は可能であ り,ま たその測定値の意義

は大きいと考えられ る｡

西村二)氏等はこの意味で肉浸出液ペプ トンを含有しな

いグルコース ・シモンズの合成培地を用いて,普 通カッ

プ法を行なつて体液中活性濃度測定法に成功した｡私 ど

もも本法を追試したが,培 地の栄養素のすくない為か,

菌 の発育不良で充分な阻止円がえられず,一 般検査とし

て多少の難点のある場合が うかがわれた｡そ こで市販の

培地でサルファ剤拮抗物質のす くないMUELLER-HIN」 ・

TON変 法培地を用いて,菌 の発育を良好にし,さ らに

薄層カップ法を行なつて精度を上げ,サ ルファ剤に生じ

やすい阻止円境界の不鮮明をふせ ぐ意味で,接 種菌量を

検討の上決定し,さ らにT.T.C.呈 色法を併用し,つ

ねに低濃度まで計測に充分な阻止円を うる測定法を考案

したo

本法を行なつた場合の実験誤差範囲をSulfisomezole

を例にとつて抗生物質に準じて計測したところ,他 の抗

生剤の基準にくらべ必ずしも劣ることはない よ うであ

る｡こ れはサルファ剤は一毅に培地中の拡散がよく標準

麟線の傾劔が急なためにカップ法の精度が向上するため



VOL.8NO.5 CHEMOTHERAPY 485

と思われた｡血 漿(血 清)は10～20倍 に稀釈 し,カ ッ

プ内にはその0ユ5m1以 上 を入れれば充分であるので,

被検体が少量ですみ,除 蛋白等の操作を要せず,ま た尿,

喀疾などの汚染された検体もそのまま測定しうるのは本

法の長所であると考えられる｡

サルファ剤投与中の血漿(血 清)に ついて化学的定量

法と本生物学的定量法によつて薬剤濃度を測定したが,

一般に生物学的定量値は化学酌測定の游離型濃度より低

い傾向がみ られたが,こ れは血清蛋白との結合による抗

菌力の低下 と考えられた｡一 部にはセ獄ファンバッグ透

析法による非蛋白結合濃度を測定したが,生 物学的濃度

が非蛋白結合濃度をやや上まわる成緯がえられたが,そ

の原因は化学的測定法では回収率が充分でなかつたかま

たはサルファ剤の蛋白結合が可逆性であるためのいつれ

かであろ う｡蛋 白結合サルファ剤は菌接種平板上に置い

たカップに入れても阻止帯形成がほとんどみ られなかつ

たことから解離度は必ず しも高いものでは ないが,酒

井2)3)氏 等はすでに限外濾過法によつて蛋白結合の可逆

性を証明している｡し たがつて本生物学的活性値は血漿

(血清)中 の抗菌力を游離型濃度よりは良く表 わして い

ると言えよう｡サ ルファ剤の病巣組織での抗菌力発揮の

機序などについてなお検討を要する問題で,今 回は実験

を行 うに至つてないが,病 巣経織の活性濃度の測定にも

本法が使用され得るものと考えられる｡サ ルファ剤服用

中の尿中活性濃度を測定したがその値は一般 にBRAT-

TON-MA、RSHA肌 法による游離型濃度よりも低 く,薬 剤

によりその差にはある程度一定の傾向がみられた｡す な

わち従来尿中游離型濃度として測定されていたものの う

ちでも抗菌力を示さない部分が存在するか,ま たは抗菌

力の低下 した型に変化 しているのかと想像される｡Su1-

fadimethoxineは 大部分グルクuン 酸抱合体として排泄

され,そ のグルク"ン 酸抱合体は抗菌力を有しないと考

えれば尿中活性濃度の低いことは充分理解されるが他の

サルファ剤の尿中游離型の抗菌力の低下は如何なる機序

によるものか今後検討を要する問題であろう｡

臨床的に尿路感染にサルファ翔を使用した場合同一感

受性を有する菌の感染についてみれば,菌 の感染部位が

尿路の組織の深部に及ばず表在性の病変に止まる際,或

は上行性に感染の進展する時期などでは活性濃度の高く

なるサルファ剤が一層有効なことが多いであろう｡我 々

の実験結果からみれば,こ の意味ではSulfamethizole,

つづいてSulfisoxazoleが 有 利と考えられた｡し かしあ

る程度紐織内病変の進んだ場合は事情が異なり血中濃度

の高 くなるサルファ剤が活療上有力であろう｡

以上より私 どもの試みた生物学的活性濃度測定法はサ

ルファ剤の生体内における抗菌作用の一面をしり,活 療

方針決定上または作用機序の解明に有要な資料を提供す

る可能性が多いと考えられる｡

結 語

サルファ剤の生物学的濃度測定法について実験を行い,

1)抗 サルファ剤物質のす くない市販の培地(MUELレ

ER-HINTON変 法培地)を 用い,サ ルファ剤に感性の強

い大腸菌(ま たはブドウ球菌)を 検定菌として,薄 層カ

ップ法を応用 し,精 度を上げ,T.T.C.呈 色を利用して

阻止円を鮮明としサルファ剤の微量定量がカップ法の算

定方式にしたがつて出来ることを証明した｡

2)本 薄層カップ法により,サ ルファ剤の血清蛋白結

合率を測定 し,ま た血漿,血 清,或 は尿中の活性濃度 を

測定 し,BRAT'rON・-MARSHALL法 による化学的定量値

と比較 した｡

3)そ の結果血漿または血清中活性濃度値は化学的游

離濃度より明らかに低 く,非 蛋白結合型濃度をやや上ま

わる傾向がみ られた｡尿 中活性濃度はいつれも化学的游

離型濃度より低 く薬斉班により一定 の傾向を示した｡

4)サ ル ファ剤の菌発育阻止の程度を2-6Dichloro.

phenolindophenolの 還元を標示として比色法 で測定 し

血清中活性濃度測定の可能なことを実験 した｡
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