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Ampicillin(Aminobenzy1-penicillin,AB--PC)と

Cloxacillin(Methylch1◎rophenylisoxazoly1-penicillin,

MCI--PC)の 分 離 定 量 法 と して 両者 の抗 菌 活 性 の相 違 を

利 用 し,感 受 性 の 異 な る2種 類 の菌 を 検 定 菌 とす る 方 法

が考 え られ る…㌔ この 方 法 は 定 量感 度 が低 い た あ,臨 床

投 与量 にお け る生 体 濃 度 の測 定 がや や 困 難 で あ る。 ま た

両 薬剤 の相 乗 効 果2・3・4)が定量 値 に影 響 す るの で は な い か

とい う批 判 を 生 ず る。 こ の よ うな問 題 を 解 決 す るた め 各

種 のChromatographyお よび 寒 天 ゲル 電 気 泳 動 を 用 い

る方 法を 検 討 し,Thinlayerchromat◎graphy(TLC)

で分離 後,Bioautographyで 処 理 して得 られ た 活 性 ス

ポ ッ トを 測 定 す る 方 法 を考 案 した。 こ の方 法 は 両Peni-

cillinの 分 離 定墨 法 と して生 体 試 料 中の 薬 物 の 測 定 に も

利 用 し得 る こ とを認 め た の で これ に つ い て 報 告 す る。

実 験方 法 お よび 結 果

1)使 用 抗 生物 質

Ampicillin(AB-PC)お よびCloxacillin(MCI-PC)は

Beecham研 究所 で 製造 さ れたPenbritin(Tradename,

力価832mcg/mg)お よびOrbenin(Tradename,力 価

golmcg/mg)を 使用 した。

2)Thin正ayerChro】matography(TLC)

市 販 イー ス トマ ン社 製 シ リカ ゲル,ク ロ マ トシー ト

No・6061(20×20cm)を 用 い る上 昇 法 で お こな つ た 。展

開 溶媒 と してn一 ブ タ ノール:酢 酸:水(4:1=5,容 量)

を用 いた 。両Penicillinの 標 準液 は 尿 試 量 で はM/15

リン酸 緩 衝 液(pH7.O)で,血 清 試 料 に つ い て は 血 清 で

AB-PCお よびMCI-PCを それ ぞ れ3.12,6。25,12,5,

25,0mc9/ml(力 価)と な る よ う希 釈 した 。 い っ ぽ う,血

清 を添 加 した 標 準液 お よび血 清 試 料 は2倍 量 の95%エ

タ ノー ルを 加 え て5分 間撹 拝 し,そ の遠 心 上 清 を 用 い

た 。 また 尿 試 料 は 推 定約10mcg/mlと な る よ う蒸 溜 水

で希 釈 した 。 検液 のTLCシ ー トへ の ス ポ ッ トは つ ぎの

よ うな方 法 に よっ て お こな う。 す なわ ち標 準 液 お 零び 尿

試 料 は8μ1,血 清 試料 で は24μ1ス ポ ッ トす る。 こ の

場 合 ミク ロ シ リ ンジ(仁 丹 テル モ,MS-10)で 予 め 検 液

の一定量 を採取 し,こ れ を 適 当な太 さのガ ラス毛細管

(私製)に 吸収 し,こ の毛細管内検液を冷風を送 りな が

らシー トの原点部にスポ ッ トす る。各 スポ ッ トの間隔は

2.5cmく らいが適当である。な お この 際,ス ポ ッ トの

大きさは直径が6～7mmに なるよ う規定 す る。 スポ ヅ

ト部が完全に乾燥 した後,上 昇法 で12～14cm展 開 さ

せ る。展開後は シー トを風通 しのよい ところで風乾す るひ

3)Bioautography

定量培地 と して,肉 エキ スO.39,ペ プ トン0.59,

クエ ン酸 ソーダ19お よび寒天末'1gを 精製水 と混 じ.

全量100mlと した。 これを120。,20分 高圧滅菌 してf.

培地が40～50℃ に冷えてからB.subtilisATCC・-6633を

培地中に104～105/m1と な るよう接種 した6な お 試 験

培地 のpHは 修正 しない。 また 接種培地は厚 さ2.5～3

mmと な るよ うBioautography用 のガ ラス平板上 に流

しこむ。 この際生ず る気泡 を防止す るため,市 販消泡剤

アデカノール原液をエ タノールで4倍 に希釈 し,こ の希

釈液 を培地500mlに つ き1滴 添加す る。

つぎに展開後,風 乾 したTLCシ ー トを寒天培地 に密

着 させ,5℃ で1～2時 間放置 し,こ れを排 除後37。C

で約20時 間培養す る。以上 の操作 によつ て 得 ら れ る

BiogramはPaperchremategraphで 得 られた の と異

な り,ほ ぼ円型 の阻止帯を与え る。

4)検 量線 および測定誤差

図1は 上述 の方法 によつて得 られたTLCのBioauto-

graphの 例 であ る◎

図2は 同様に上記 の方法に よつて得 られた検量線 を示

した ものであ る。横軸 はAB-PCお よびMIC-PCの 検

液中の濃度を対数ス ケールであらわ した。縦 軸は これら

のPenicillin濃 度に対応 して得 られた阻止帯を実測 し,

それ らの直径をmmで 示 した ものであ る。AB-PCお よ

びMCI-PCの 濃度3、1,6.25,12、5お よび25.Omcg/

m1の4点 におけ る各阻止円径の実測値か ら標準誤差お

よび標準偏差を求め ると,表1の 結果が得 られ る。 この

結果は従来お こなわれてい る抗生物 質のBioassayの 精
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表1本 法 の 実 験 誤 差

PC

,AB-PC

MCI-PC

濃 度

(mcg/ml)

25.0

12.5

6.25

3.1

25.0

12.5

6,25

3.1

阻 止 円 径(mm)

20.5

16.6

12,7

7.9

18.8

14.8

10.5

6.0

20.8

16.2

12.2

8.2

18.4

15.1

10.0

6.3

20.3

16.4

12.0

8.5

18.6

15.0

10.0

6,7

20.6

16.5

12.6

7.8

18.9

14.7

9.8

6.4

20.8

16.8

12.0

,

平 均 標準誤差

(mm)(mm)

20,60

16.50

12.30
　

8・10t

0,10

0.10

0.15

0.16

18,68

14.90

10.01

6.35

0,11

0.09

0.15

0.14

標準偏差
(mm)

0.21

0,22

0.33

0.31

0.22

0.18

0.30

0.29

図1Bioautographs

MCI-PC(alove)andAB-PC(below)
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度 と比較 して優 劣が な く,定 量法 として充分利用 し得 る

もの と考 えられ る。

5)除 蛋白処理 の影響

本 法 で シリカゲル ・クロマ トシー トにPenicillinを

スポ ッ トし,こ こで使用 した有機溶媒を含 んだ展開剤 で

直 接展 開する と両Penicillinの 分離 は 良 くな い。そこ

で血清 に2倍 量(容 量)の95%エ タノールを加え,除

蛋 白後 その遠心上清 を試料 としてスポ ッ トした。 この操 ・

作 は蛋 白結合 性の強 いMCI-PCな どの血清濃度の測定

値 に影響 を及 ぼす ことが予想 され たので以下 のような検

討を加 えた。 ただ本法 では直接血清試料を用いて も,信

頼 し得 る成績 が得 られ なかっ たので,こ の検討はデ ィス

ク法でお こなつた。すなわち ウサギ血清9容 にPenicil・

!in溶 液1容 を加え,こ れ に2倍 量 の95%エ タノール

を加えた試料,お よびエタ ノールを加 えない試料を調製

した。 こ の検 討 に際 しAB-PCお よびMCI-PCの 濃

度は最終濃度 として表 示 の とお り5mcg/mlま たは10

mc9/mlを 使用 した。なお表2の 値は血清の代 りにM/15

リン酸緩衝液(pH7・0)を 用いて同様に 操 作 し,

得 られた測定値を100と した場合 の比較値 である。

この結果か ら蛋白結合性の強いMCI-PCの 場 合,こ

こに用いた濃度において除蛋白処理 を省 略すると,添 加

量 の約40%が 回収 され るにすぎない。 これにたい しエ

タ ノール処理 では約80%が 回収 された。 なおAB-PC

は両法間に差 はみ られなかつた。血清試料 につ いては,

その検量線 に血清希釈に よる標準液を用いて 行 な うの

で,血 清に よる測定値へ の影響は相殺 されるので問題は

ないが,以 上 のこ とよりエタノールに よる除 蛋 白 処 理

は,両Penici11inのTLCに よる分離を よくす るの み

ならず,MCI-PCのfreeの 回収 率が大 とな り,そ の感

度 を よくす る方向に作用 してし)る。

6)AB-PCお よびMCI-PC同 時投与ウサギの血清

中濃度 および尿中濃度の測定例

ウサ ギ(健 常 δ,2.5kg)にAB-PCお よびMCI-PC
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表2エ タ ノー ル処 理(除 蛋 白)とPC回 収 率

PCconc*. PC

10mcg/ml
AB-PC

MCI・-PC

処 理 な し エ タ ノ ール 処

(%)理(%)

5mcg/mil齢c

100

40

100

38

ワ
尊

ハδ

◎
V

只
V

貸
U

n
V

G
σ

0
0

*90%ウ サ ギ 血 清 中濃 度

数値 はB・subtilisを 用 いDisk法 で 力 価 を測 定 し,

対照 と して 同 じ処 理 を した,同 濃 度 のPC水 溶 液 を

用 い て,こ の 力 価 を100と して 表 示

を それ ぞ れ100mg/kg経 口投 与 し,投 与 後30分 お よ

び60分 に お け る血 清 中濃 度 を本 法 で 測 定 し た 。 また

同 一 の血 清試 料 に つ い て2種 の菌 を 用 い る デ ィス ク法

(AB-PC;E.eoliNIHJ,MCI-PC;Staph。aureusNo.20)

で測 定 し.両 者 の成 績 を比 較 した 。 結 果 は表3の とお り

であ る。本 法 で はAB-PCの30分 値 が7mcg/m1に た

い して旧 法 で は5mcgZml,60分 値 で は本 法 で14mcg/

m1・に た い し,旧 法 で は12mcg/m1と なつ た。MCI-PC

で は旧 法 の感 度が 悪 く,こ の投 与 条 件 で 得 られ る血 清 試

料 につ い て は両 者 の比 較 成 績 は 求 め られ な か つ た。

つ ぎに尿 中濃 度 で は,投 与 後3時 間 まで に得 られ た尿

試料 で 本 法 に お け るAB-PCの 測 定 値 は125mc9/ml

に たい し,旧 法 では120mcg/ml,MCI-PCの 場 合,98

表3本 法 とデ ィスク法の比較

mcg/ml(本 法 〉 と105mcg/ml(旧 法)と い う結 果 が 得

ら れ た。6時 間 尿 に つ い て も同様 の 比較 を お こ なつ た が

3時 間尿 と同 じ く比 較 的 よ く一 致 した結 果 が得 られ た。

7)AB・'PC,MCI-PC投 与 ヒ ト血 清 中 の 両Penicillin

濃 度測 定 例

AB-PCお よびMCI-PCを 同 時 に250mgづ っ 筋 庄

した健 康 な ヒ トか ら採 血 し,そ の血 清 中 濃 度 を 本 法 で 測

定 した 。 そ の 結 果 は表4の とお りであ る。

3例 の うち1例 は投 与後360分 に わ た つ て 測 定 した

が,240分 の 通1清でAB-PCはo.6mcg/ml,MCI-PC

は 測 定 で きな か っ た。 他 の2例 は 投 与 後120分 目の血 清

でAB--PC2～3mcg/ml,MCI-PC2～4mcg/mlが 測 定

され た。
も

考 察

Chromatographyを 利 用 す る抗 生 物 質 のBioassayと

して は,M.L.KARNOvSKY6)ら はPenicillinの 培 養 液 中

の活 性 物 質 の 分 離 定 量 法 を報 告 して い る。 そ の後R.P.

MILLER7)はCephalosporin類 の分 離 法 と して同 様 の 方

法 を検 討 し,測 定 法 の詳 細 に つ い て報 告 して い る。 これ

ら の報 告 ではPaperchromatographyを 利 用 して い る

の でBioaut◎gramの 阻 止帯 は楕 円 型 と な り,生 体 試料

の よ うなtailingを しや す い もの の定 量 に は,測 定 時 に

問 題 を 生 じる場 合 が あ る。本 法 で はTLCを 用 い た の

で,こ の よ うな 現 象 の 発 生 が非 常 に 軽 度 で あ る。 この点

か ら測定 時 の誤 差 は か な り縮 少 され

Sample*1
(rabbit)
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9
嗣
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Diskmethod*2

(譲盤)隈 講
5

9
嗣

1

120

450
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330

*1PCを それ ぞれ100mglkg経 口投 与 した ウサ ギ よ り採 取

*2試 験 菌AB-PC,E.coliNIHJ;MCI-PC,S。aureusNe.20

表4本 法 の 応 用 例

ヒ ト血 清 中濃 度(mcg/ml)

＼ Volunteer

＼ 、
＼PC

Time＼

30min,

60

120

240

360

M.T.658kg

AB-pclMCI-PC
10.2

6,5

2。8

0.6

trace

15.1

9.4

2.0

M.M.663kg

AB・ 一・PC

8.3

5.1

2。5

MCI-PC

9.6

4.9

2.0

N,K.δ51kg

AB-・PC

5.4

4.3

3.2

MCI-PC

8.2

5.2

4.2

Dose;AB-PC,250mg:MCI-PC,250mgi.瓶,

るもの と考えられ る。

また1つ の問題点 と して 常 法 の

Bioassayで は 血清蛋白 との 結合

性の強い物質,た とえばIsoxazolyl

系Peniciliin類 の 測定 値は,測 定

時のわずかな条件 の相違 によつて動

揺す る。すなわち,用 いられた条件

下 で遊離 され るfreePenicillin量

に よって,値 が変動する と思 わ れ

る。本法では血清採取後,有 機溶媒

で除蛋 白す る ためMCI-PCの 試料

中 のfreeの 量 は この場合大 き くな

っ てい る。 したがって血清 をそのま

ま使用す るBioassayよ り定量感度

は よくなると思われ る。 また本 法で

得 られ る血 清 中 の両Penicillin濃

度 はtota工 値が得 られ る。血清蛋 白

との結合が強いMCI-PCのfreeの

量は,血 清試料を限外炉過 を行 ない,

炉液についてBuffer希 釈Standard

の検量線で算出する。
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な お 本 法 で ・は 被 検Penicillinと してAB-PCお よび

MCI-PCを 選 び,両 者 の分 離 定 量 に つ い て の み検 討 を 加

え た が,適 当 な 展 開液 を選 ん で,こ こに 記 載 した 条件 に

準 て じ実 験 す れ ば他 のPenicillini類 お よ び 他 の抗 生 物

質 の分 離 定 量 も可 能 で あ る と推 定 され る。

ま と め

AB-PCとMCI-PCの 分 離 定 量 法 と してTLCで 両 者

を 分離 後Bioaytographyで 両 者 を定 量 す る方 法 を 考 案

した。 この方 法 に よ つ て 両Penicillinの 濃 度3～20

mcg/m1の 範 囲 に お い て 定 量 に 適 当 な 検 量 線 が 得 られ た 。

また この方 法 は両Penicillinを 同 時 に投 与 し た ウサ ギ

血 清 お よび尿 試 料 の両Penicillinの 分離 測定 に 応 用 す

る こ とが 出来 る。

稿 を 終 るに あ た り,本 研 究 に御 援 助 を い ただ い た藤 沢

薬 品 ・中 央 研 究 所,中 野所 長 お よび熊 田 部 長 に謝 意 を 表

します。 また 実 験 に 協 力 を い た だ い た若 井 芳 美,戸 井 康

子 の両 氏 に 感 謝 し ます。
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 A thin layer chromatographic assay method for separation and determination of AB-PC and  MCI-PC 

in mixture  was developed using a bioautographic technique. The measurement of the diameters of  the 

inhibition zone was used as the mean of quantitation . With the conditions described, the values  de-
termined with this measurement is proportional to the amount of the penicillins present on  the  developed 

chromatogram. This method is useful for the separatory determination of AB-PC and MCI-P .0 in serum 
or urine after simultaneous administration of both penicillins.




