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Doxycyclineの 体液 中濃度 測定法,感 受性デ ィス ク法 な らび に臨床経験

金 沢 裕 ・倉 又 利 夫

新 潟 鉄 道 病 院

Tetracyclineの 新誘導体Doxycyclineに ついて の,

臨床検査 と しての体 液中濃 度測定法,デ ィスクに よる感

受性測定法に ついて検討 し,臨 床的治療効果につ いても

多少 の経験を重 ねたので報告す る。

体液中濃度測定法

私 どもがすでに各種の化学療法剤 の体 液中濃度測定法

として,た び たび報告 した薄層 カ ップ法(宮 村)1)2)を適

用 した。

実 験 方 法

検定菌:B・subtilisPCI219芽 胞液,約108/m1に 芽

胞を含有 す るよ うに調製使用 した。

培地:感 受性デ ィス ク用 培地,pH6.5に 調製。

検定平板作製:溶 解 して50。C前 後 に保つ た上記寒天

培地 に,検 定菌浮 游液を1%に 加えて混和 し,水 平 にお

かれた底 の平 らな規 格型ペ トリ皿 に5m1ず つ分注 する。

標準 な らびに被 検体の調製:血 清はpH6.5のM/15

燐酸Bufferで3倍 に稀釈,尿 も40倍 程度 に同様Buffer

で稀釈 した。血清 の標準 サ ンプル は化学療法剤 の投与 を

うけて いな い人 の血清(血 漿)で,検 体 と同様 に して調

製 し,8,2,0.5,0.125,0.031mcglmlの4倍 稀釈

系列をつ くつ た。

培養:寒 天平板上 にカ ップを立 て,標 準な らびに被検

体 を充 た し,冷 所 に4時 間放置 したのち37。Cに 培養す

る。

濃度測定:現 わ れ た 阻 止 円直 径を直 角2方 向か ら

O・5mmま で測定 し,そ の平均値 を求め る。半対数方眼

紙上に標準サ ンプルの測定値 の座 標を とり,標 準曲線を

画 き,そ の上 に被検体 の阻止円の大 きさに相当す る濃度

を求めて被検体濃度 とす る。

実 験 成 績

濃度を推定す る ことができるわけである。

薬剤投与時 の体液 中濃度 測定成績:100mg服 用後 の

血清 中濃度。3名 について測 定 した成績 は,Fig.2の よ

うに,そ の ピークは4時 間程度1.5～2.4mcg/m1で,

24時 間以上 にわた り1.1mcg!m1以 上 の濃度 が証 明され

た。 また100mg宛8時 間毎連続 服用中の血 中濃度 は,

slO～7.4mcg/ml程 度の蓄積によ る高値 を示 し,ま た

喀疾 中に も十 分有効濃度が証 明 された(Fig、3)。

尿 中排泄はFig.4の よ うに100mg服 用後の濃度は

10mcg/m1以 下で,24時 間の回収率 は20%程 度であつ

た。
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薬剤濃度 と阻止 円の関係:血 清に標準力価のDoxy-

cyclineを 含有 させて本法を行 なつ た。Fig.1に 示す よ

うに8.0～O.031mcg/m1の 間に はほぼ直線関係 が成立

し,O.031mcg/m1以 上が十分測定 しうる ことがみ とめ

られた。 したがつて通常 のカ ップ法 の方式 によつ て未 知
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デ ィス ク法 に よ る感 受 性 測定 法

つ ぎに臨床検 査 としての感受性デ ィス ク法 に検討 を加

え た。Doxycyclineな どの ように新 しく出現 した薬剤 の

臨床的感性,耐 性 に相 当す る最小 発育阻止濃度(MIC)

の基準 は全 く不 明で,多 くの起 因菌につい てのMICと

薬 剤投 与に よる臨床 効果の集計 の上 に,将 来定 め らるべ

き ものであ り,必 ず しも根拠の明 らかでない薬剤量を含

有 す るデ ィスクに よ り+.一 な どの成績 のみが検査室か

ら天下 り式 に臨床家 にお しつ け られ るべ きも の で は な

く,適 当に規 定 され た実験 条件で のMICを 推定す るこ

とが臨床 的感受 性検査の 目的 と考 え られ る。私 ど も2)3)4)

5》は単一 デ ィスク(singledisc)を 用い る定量測定 をふ

くめて,化 学療 法剤 の感受性測定 法につ いて たびたび報

告 して きた。今 回はDoxycyclineに つ いて も本法が適

用 され るかにつ いて検 討 した。

実 験 材 料

培地 馨つぎの ような組成 の粉末 寒天培地(感 受性 デ ィ

ス ク用培 地:Mvm£bER・-HfNToN変 法)3)4》5》を用 いた"

Hea」rtinfiユsion

Casami箕oacid

Starch

Glucose

L・Tryptopb、ane

L-Cystine

Biotine

Agar

DistilIedwater

pH7.3～7.4

300m1

16.59

1.59

29

0.05g

O.05g

O.0000059

159

1,000m、1

NaCI濃 度:0.8%

5%血 液添加 または非 添加

供試菌株:Fig・5に 示 す よ うに,臨 床検査 の対象 にな

る ことが多い と考え られ る19種109株 を用 いた。

実験方法ならびに実験成績

稀釈法 によ るMIC値 測定:Doxycyclineの2倍 稀

釈系列(400,200,100,50,__mcg/m1)濃 度含有の寒

天平板培地上 に発育 がよ く,コ ロニー形 成の比較 的早い

菌は,寒 天平板cm2当 り103～104程 度,コ ロニ ー一・形成

のややお そい菌 は,cm2当 り104～10s程 度 に接種 し

た。37。Cに16～24時 間培養 し,肉 眼的に発育阻止濃度

を測定し・約6回 繰返して得た値の幾解 均の 涯 を

最 も信頼 すべ き最小発育 阻止濃度(MIC)値 と した。

血液添 加 の影響:Table1に 示 すよ うな菌株 を用い

て,脱 フ ィブ リンメン羊血液 を5%添 加,非 添加 の際 の

MIC値 の変動を検 し,5%血 液添 加で,平 均1.43程

度MIC値 に変動がみ られた。

デ ィス ク法の実施:内 径85～90mmの 規 格型ペ トリ

皿 に培地 を20m1ず つ分注 し・ 水平 に固めた。 供試菌
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コ・ロニーの1～2白 金耳程度 を1m1の 滅菌水 ま た は

brothに 懸濁 し,ブ ドウ球菌,腸 内細菌 の場合 はその1

白金 耳を,淋 菌,ヘ モ フィルス,レ ンサ球菌,肺 炎球菌

な どはその10白 金耳程度をO.5mlに 懸濁 し,そ の1白

金耳を1枚 の寒天平板上にお とし,20個 程 度の小 ガ ラ

ス玉をゆ りうこか して均等 に拡 げる。 この際の接種 菌量

は前者ではcm2当 り103～104程 度,後 者で は104～105

程度 のことがた しかめ られ ている。

デ ィス クをおいて直 ちに培養 し,16時 間後に阻止円直

径 を計測す る(簡 易法)。

寒天 平板cm2当 り106～107程 度に濃厚に菌を接種 し

て,3～4時 間で阻止円の出現 した場合,5～6時 間で

阻止 円の出現 した場 合に分けて判定す る(迅 速法)。

簡 易法の1/10程 度に菌を接 種 し,28。C程 度で培養 し

て,16時 間で阻止円が出現 せず,24時 間以 内で阻止 円

の出現 した菌株 についてのみ阻止 円を計測す る(遅 延判

定)。

デ ィス ク薬剤含有量:Doxycyclineの 臨床 的耐性下

限 と し て,普 通量投 与時の尿 中濃度の下限 で あ る50
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Table2Regτessio且equation■epresentingtherelationshipbetwee駐MICsanddiamete「s

ofinhibitioロzonesandrangeofdeviatioロofMICsbydiscmethodfromMICs

もytheagardilutionmethod

Method

(魏 謹ont'me)

No.of

data

employed

Regressionequati◎n.

Rangeofdeviatioロbyd三scmethodexpressed

intermsofrejectionLlimitce,eeee(α=0・05)

Rangeofdiameterofinhi唱bitionzonein

405082030
1111宣

mm

60
1

Co無ventional

(approx.16hrs)。
654 25.4-a51・gMIC2・1憲6

2.8～

0.36

2。8～

0.36

一

2。8～

0.36

`

delayeddetermination.

(approx.24hrs)
216 30.5-11.710gMIC

2.9～

0.34

2.8～

0.36

2.8～

0.36

2.8～

0.36

2.9～

0.39

Rapidmethod

(6hrs)
216 21.8-8。110gMIC

3.1～

O.32

3.0～

0.33

3.0～

0.33

3.1～

0.32

(4hrs) 216 18.2--6.51◎gMIC
3.3～

e.30

3。2～

0.31

3.2～

0.31

esRejectionlimitwasobtainedbyfoll◎wingformula

±te.・s・v/St'Pt×(・+蓋+(筆 藷)2)
」

Where,x:

ツ=

':

s2:

diameterofinhibitionzone

logMIC-lo94001214

一

t-distributi◎ 塾coef丘cientofstude難t

varian、oefromregressionli惣e

eeceWhereMICobtainedbytheagardilutienmethodistakenas1・0;ct・O・05

Fig.6Standardcurvesrepresentingtherelationshipbetwee職 ・

thesizeofi曲ibまtionzonesa簸dMICs

mcg/ml程 度 のMlcの 菌 に対 して阻止

円を生ず るのが=適当と考 え られる。予備

実験で200mcg含 有 デ ィス クが この 目

的にか なうとい う成績 がえ られたので,

以下200mcg含 有 デ ィス クを用い ること

にした。

阻止 円の計測:上 述の それぞれ の方法

によつ て現われた阻止円直径を直角2方

向か ら計 測 し,平 均値を求 めた。 また迅

速 法では,4時 間以 内に肉眼的 に十分 な

阻 止円の現われ た場合 と,6時 間以内の

場 合の2つ の グループに分けて阻止円直

径 を計測 した。

標準 曲線 の調製:普 通 法 は6回,迅 速

法,遅 延法 は2回 に分けて実 施 し,そ れ

ぞれの菌種 の阻止 円直径 の平均値 を求あ

た。ついで半対数方 眼紙 上に阻止円直径
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MIC(megんn唇)

Disc:8mmi識diameter;waterabsorption,;0.027±0.004

Conventionaimethod

usualdetermi夏at圭on(about16hoursincubation)(1)

delとyedde亡ermination(about24hoursincubation)(4)

Rapidmethod

3～4hoursincu'bationswithheavyi夏oculum.._.(3)

5～6hoursincubatio1』swithheavyinoculu皿.,__._......(2)
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Table3RangeofMICvaluesobtainedbythe

2-foldagardilutionmethodexp祀ssed

intermsofrejectionlimit

No.oforganisms
employed

(n/6)

109strainsof
bacteria

No.ofdata
employed

(n)

654

Rejection」li】omitac

(α=O.05)

2.2～O.45

ecWheresamplemeanistakenas1
.O

Rejecti・nlimit:M±Ste・ ・5再1

S:samplestandarddeviati◎nobtainedfro短

theformula

(》率)
R:samplestandarddeviationofMICvalues

foreachorganis孤obtainedbythe

multip1icativetestrepeated6times

(》Σ(午)2)
M:samplemean

t:distributionc◎eMcientofstudent

を整数 目盛 に,希 釈法 によるMIC値 を対 数 目盛 にと

1り,各 々の実験条件 の下 でMICと 阻止 円直径 の関係を

示 す1次 回帰式 を求 めた(Table2,Fig.6)。

感受性測定 法:普 通 法に おいて,16時 間培養 で測定

に十 分な阻止 円が出現 し た場合 は簡易法,16時 間 で十

分な阻止 円が出現 せ ず,24時 間で 出現 した場合 は遅延

判定 の曲線 を用 いて,MICを 推定で きるわ けで ある。

迅速 に感受性 を知 るために0.1mlの 滅菌 水に10白

金耳程度に菌を濃厚 に浮游 し,濃 厚 菌液をつ くり,そ の

i白 金耳を寒天平板上 にガ ラ ス玉 法で接 種 して,37。C

で培養 し,4時 間以 内に阻止 円の出現 した場 合には迅速

3～4時 間 の曲線で,5～6時 間 で阻止 円の出現 した場

合には迅速5～6時 間の曲線で,感 受性 をス ク リーニ ン

グする ことができ るわけで ある。

また,被 検体(膿,尿 な ど)を 直接接種 した寒天平板

に デ ィ ス ク を おい て感受性 試験 をお こな うPrimary

xculturesensitivitydisc法 のさいは,接 種 菌量を規定

す ることが時に困難 なことがあるので,測 定に十分な阻

.止円の出現 した時間 に応 じて,す なわ ち,迅 速3～4時

,間法,迅 速5～6時 間法,簡 易法(16時 間培養),遅 延

拙(24時 間培養)の いずれ かを適用 して感受性 を推定 す

ることが可能 であろ う。

実験誤差 につ いて;本 デ ィス ク法の実 験誤差 を検討す

るために,求 め られ たすべ ての成績 の標準曲線か らのへ

だ た りの存在 範 囲を棄却限 界の式(α ・O.05)を 適用 し

て計算 し,Table3の 値がえ られた。一方,参 考 として

の寒天平板 の2倍 希釈法 の実験誤差を検討す る意味 で,

すべての寒天平板2倍 希釈法 によるMIC値 を同一菌株

につ いて6回 宛行 ない,そ の各菌株 ごとの成績を綜合 し

て,MIC値 の存在範囲の棄却限界の幅を求め,Table

3の 成績がえ られ た。

両者 は実 験条件がすべ て同一で はな く,ま たデ ィスク

法評価の基準 となるMIC値 が,寒 天平板2倍 希釈法の

実験誤差を必然的 に含んでい るので,厳 密な比較はやや

困難 と思わ れ る が,測 定値の存在範 囲の幅か ら推定す

ると,本 デ ィスク法の精度は,寒 天平 板2倍 希釈法 のそ

れにあ る程 度近 く,臨 床 的感受性 測定 法と しては十分用

い られ ると推定 され た。

臨床使用経験

つ ぎにDoxycyclineを 少数例で はあるが,臨 床的に

使 用 したのでその概要をTable4に 示す。Table4に

示 すよ うに,第1例 を除けばDoxycycline使 用の適応

が必ず しも十 分とは考 え られない例が大部分 で あ る の

で,そ の効果 も不十分であつた。 これは上述 の理 由によ

り本剤 の真価を示 してい るとは必ず しも思わ れ な い の

で,将 来十分適応 のある症 例を選ん で検討 の要が あると

思 われ る。

副作用 につ いて;第1,第2例 の女性 の例では,100

mg2回,1日 量 の投与 で胃部重圧感,嘔 気,嘔 吐など

の副作用があ り投与を中止 せざ るをえなかつた。 しか し

1日100mg×3,100mg×4投 与 の男性例で は特別の

消化器症状 はみ られなかつ た。

また1日400mg10日 間投与前後 の尿,血 液諸検査で

はTable5の よ うに,投 与前 後に大差 はな く,肝,腎,

造血機能 障害 を思わせ る所見 はみ られなかつ た。

結 語

新 抗生剤Doxycyclineに ついて細菌学 的,臨 床 的検

討 を行 なつた。その結果を要約す ると,つ ぎのよ うであ

つ た。

1)19種109株 のDoxycyclineに 対 す る感受性 を寒

天平板希釈 法で測定 したが,TC同 様緑膿 菌,TC耐 性

ブ ドウ球菌,α ・レンサ球 菌をのぞき,グ ラム陽性,陰 性

菌を含 め広範 囲の抗菌力 を示す ことがた しかめられた。

2)単 一デ ィスク法 の臨床応用 のための感受性 測定法

に適用す るために,MICと 阻止 円直径の関係を示 す図

表 をi)1夜16時 間培養 の普通 法 三i)24時 間後判定

の遅延判定法iii)濃 厚接種 による3～4時 間培養後の

4時 間迅速 法iv)同 様 に して5～6時 間培養後判定を
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Table4 CIinicaleffectofdoxycycline

Case Sex Age Diagnosis Isolatedmicroorganismsandtheir'drug・se鵬itivity,e

1 F 39 Cystitis

s彦⑫ ゐ.

⑫4θ ㈱ 漉5

4x105/m、1→

十

(En彦 伽`06麟)

<103/mI

PF>20(一)

SM2.3(辮)

KM1.3(辮)

TC8.3(十 十>

CP17(+)

CER4.5(十 十)

EM1.4(甘)

SP10(十 十)・

Nft12(督)

Su1五37(畳)・

NA8(甘)

DOTC3.8

2

噂

F 59 Chronicbτo夏chitis
復一乃θ勿30乏y彦`65'2「 砂'0606`π5

魏 ど55〃ゼσ ごα彦α7・漉 α露5

3 M 45 LungabsceSS Klebsiella

SM3.0(辮)

KM4.0(帯)

TC6.5(甘)

CP4.4(十 ÷)

DOTC3.0

CL63(朴)

Sulfi63(十 十>

NA6.6(粁)

CER2.9(糾)

4 M 73

L犠ng

Consolidationafter2>?isseria

FR凋DLA'NDERpneumoniac

catarrhalis

(Tal)le4つ づ き)

Symptoms

Before
treatment

After

treatmeほt

subfever

urmary
frequency

cloudyurine

↓

↓

↓

(一)

(一)

(一)

sputum
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→

ヘ
ノ

ヘ
ノ

十

十

1
曳

!
k

sputum(+)一 →(+)

denseshadow-→$tationary

intheright

upperlobe

denseshadow-→stationa■y

intheright

upperlobe,

nosputum

Dose
Durati◎n

ofdose

100mgx2/day×1

100mglday.×1

100mg×21dayx2

100mgx3/day×8

100mg×4/dayX10

G1三陰三cal

results

good

POO「

poor

not
determined

Sideeffect

サ ロ

epユgast漁c

distress,

nausea

Comment

1
ゆ ゆ

eplgastr烹c

distreSS,

vom箕tユn9

none

簸one

Dis¢ontinuan、ceof

dose'duetoside

effect

Discontinuanceof
doseduetQside.
effect

,Sulfi:Sulfisoxazele Nft:NitrofurantoiR eebysingle-disc励ethod
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Table 5 Laboratory findings before and after 

       doxycycline administration 

      (400  mg/day x 10) 
       73 years-old  male  : 

        Lung consolidation after  FRIEDLINDER 

         pneumoniae

                  Before  DOTCAfter DOTC  Laboratory exam.                         treatment treatment 

 •1)-1Hg/dl  11.3  10.8 e 
' .5 1 c d RBC mill  3.62  3.43  4., 04 
 g7: WBC  9,  000  7,  700 

 ° Hematocrit 35  32 

   Total protein g/dl  7.1  7.6 

  BUN  mg/d1  12.5 21 

  Na  mEq/m1 139 137 

 K  R  4.2  3.5 

 Cl 105 110 

    Total cholesterol 
E  mg/dl 166 113 

ti)  Ictoric index 8 10 
 cn     T

otal bilirubin  0 .2  0.5  mg/dl 

 ZTT 14 16 

 CCF  -H- -H-

 GOT 22  6.5 

GPT 9 4 

 Albumin  _ — 

)Sugar  _ — 

.;.,--.Sediment RBC  —  — 
     WBC  4/F  5/F 

    Cast  —  —

行な う6時 間迅速 法の各 々について調製 した。また本デ

ィス ク法 におけ る実験 誤差を も希釈 法のそれと比較 しつ

つ検討 した。

3)Doxycyclineの 体液 中濃度 は,B.subtilisPCI

219株 を用い る薄 層平板 カ ップ法で最低o.03mcglml

まで測定可能 であつた。100mg服 用後 の血 中濃度は,

内服後24時 間以上 にわた り有 効濃度 を持続 した。また

本剤 は尿 中,喀 疾 中に も有効濃度 で移行 することがみ ら

れ た。

4)臨 床 的には本剤 の適応症 である1例 の尿路感染に

も効果が み られ たが,適 応 の十分で ない他 の3例 には効

果 は不十分 であつ た。

副作用 として4例 申2例 に消化器症 状をみ とめたが,

400mg1日 量,10日 間投与の1例 について の 検 査 で

は,肝,腎,造 血機能障害 と思われ るものはみ られなか

つ た。
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LABORATORY AND CLINICAL EVALUATION ON DOXYCYCLINE

YUTAKA KANAZAWA &  TOSHIO KURAMATA 

       Niigata Railway Hospital

 A new derivative of tetracycline, doxycycline was studied bacteriologically and clinically, and the 

results may be summarized as  follows  : 

 1) In a study by the agar dilution method on a total of 109 strains of 19 bacterial species, 

staphylococci, pneumococci,  19-hemolytic streptococci and Corynebacterium diphtheriae were found to 

be very sensitive to the agent with the MICs of  1.56 mcg/ml or less. And Escherichia,  Klebsiella, 

Salmonella and Shigella were fairly sensitive with the MICs of  6.25  mcg/ml or less. While Pseudomonas,
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tetracycline-resistant staphylococci and a-hemolytic streptococci were slightly resistant to the agent 

showing their MICs ranging from 6.25 to 50  mcg/ml. 

 2) In order to apply the single-disc method to the sensitivity test in clinical laboratory, graphic 

analysis of the dose-responce data concerning the interrelationship between MIC values and diameters 

of inhibition zones were conducted on each of i) conventional  (over-night: about 16 hours) assay, 

ii) delayed (about 24 hours) assay for slowly growing bacteria, iii) 4-hours rapid assay with heavy 

inocula and iv) 6-hours rapid assay with heavy inocula. 

 3) By the thin-layer cylinder-plate technique using B. subtilis  PCI 219 as a test organism, the 

concentration of the agent was assayable to the lower limit of 0.03  mcg/ml. 

 Following a single oral administration of 100 mg doxycycline, serum peak levels were obtained at 4 

hour, with a persistence of serum levels at least 0.5  mcg/ml over ensuing 24 hours. After the oral 

administration, effective levels were found to be obtained in sputum and in urine. 

 4) Treatment with doxycycline was effective in a case of acute cystitis. 

 5) Side effects on the digestive tract such as epigastric distress or nausea were observed in 2 cases. 

There was no apparent evidence of hepatic, renal or hematopoietic functional-impairment in a case 

treated in a dose of 300 mg for 10 days.




