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Carbenicillinの 体 液内濃 度測定 に関す る研究

清水喜八郎

東大中央検査部

新抗 生物 質Carbenicillinの 体 液 内濃 度 測 定 に さ い

して,本 剤 はそ の 合成 過 程 に て,PC-Gが 生 成 され,本

剤 中に約1.8%前 後 にPC-Gが ふ くまれ る こ とか ら,本

剤の体液 内測定 濃 度 に あ た つ て は,P(ンGに 耐 性 で,

Carbenicillin感 受 姓 の 菌 株,PseudeinonasNCTC

10490を 検 定 菌 と して用 い る 必 要 が あ る とい うKNUDSEN

らの報 告 がみ られ てい る。

本剤 の体液 内濃 度 測 定 時 の,と くに検 定菌 につ い て若

干の検 討 を行 な つ た。

1)検 定 菌 に つい て

表 工に しめ せ る ご と き検 定 菌 がひ ろ く一 般 に 用い られ

てい る。

表1Carbenicillin体 液 内 濃 度測 定

のた め の 険定菌

1)B.subtilisPCI219:重 層 法,カ ツ プ法

2)PseudomenasaefuginosaNCTC10490;カ

ッ プ法

3)StreptococcushemolyticusS8重 層 法

4)E.coliNIHJ

5)StaPh.auγeus209P

上 述 の報 告か ら して1),2)の 検定 菌 に つ い て検討 し

てみ る と,B.subtilisPCI219を 用 いた 場 合,H.L

寒天(pH7.0)を 用 い 重 層法,カ ッ プ法 に つ い て し らべ

てみ る と,い ず れ もpH7.0の1/15MPhosphatebuffer

にてCarbenicillinの 標 準 液 を作 成 し,接 種 菌 量1%

18時 間培 養 に て,O.4mcg/mlま で 測 定可 能 で あ り,充

分 使用 で き る こ とが わ かつ た 。

松本 らに よ る と,StreptcoccushemolyticusS8を 用 い,

pH7.0,H.L寒 天試 料 調製 液1/15MPhosphatebuffer

接種 菌量0.01%でO.1mcg/mlま で 測定 可 能 で あ る。

E・coliNIHJを 同条 件 で お こな つ た場 合,感 度 が わ

る く(1.6mCg/mlま で 測定 可 能),Stophツlococcus'209

P株 を用 い た場 合 は,標 準 曲 線が 直 線(と くに 高濃 度)

にな りに くいた め,あ ま り好 ま し くな い との紺 野 ら の報

告 があ る。

PseudomenasaeγuginosaNCTC10490を 用 い た カ

ップ法 でH.L寒 天(pH7.0)試 料調 製1/15MPh◎-

sphatebufferを 用 い,接i種 菌 量1%は,1・6mcg/mlま

で 測定 可 能 で あ り,使 用 で き うる こ とがわ か つ た。 た だ

し本菌 を用 い,同 条 件 にて 重層 法 を お こな つ た場 合,阻

止 帯 の判 定 がむ つ か し く,重 層法 は 不適 で あ つ た。 した

が つ て,検 定菌 として使 用 が好 ましい の は,B・subtilis

PCI219,StreptocOccushemolp彦icusCook,P3θ 銘40甥o-

nasaeruginosaNCTC10490で あ る。

2)B.subtiEsPCI2tgに つ い ての 検討

前述 の ご とき条 件 に て本 菌 を用 い て 測定 法,と くに 重

層 法 はCarbenicillinの 測定 の 可 能 であ る こ とが わ か

つ た が,培 地 のpHを,pH5,pH6,pH7に つ い て

検 討 してみ る と,pH5の ほ うが,pH7よ りも感度 が よ

くO.1mcg/m1ま で 測定 可 能 で あ つ た 。 し か しpH7

の培 地 を用 い て も0.4mcg/m1ま で 測定 可 能 で あ る の

で,一 般測 定 には,pH7。0の 培 地 を 使 用 してお こ な つ

て よい と思 わ れ る(図1)。
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3)Pseud④m④nasαeruginosaNCTC10490に つ

いての検討

本菌を検定菌に用いた場合は重層法では測定 しに くい

ので,カ ップ法が好 ましい。

この場合の使用培地について検討 した。

PenassayagarとH。1.寒 天(両 培地 ともpH7・0)

を比較検討 した結果,図2に しめすがごと く,Penassay

agarを 用いたほ うが感度 がよ く,阻 止円 もやや鋭 敏 で

あるが,舐 工寒天を用いて充 分測定で きた。

したがつて,一 般には 猛 工 寒天を 用い て差 支 えな

い。接種菌量は1%が よく,接 種菌量をO・1%oと へ らす

と,阻 止円が よみに くかつた。
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4)B.subtilisPCI219に よ る 重 層 法 と,Pseu-

domonasNCTC10490に よ る カ ッ プ法 の 測 定

値 の 比較

B.subtilisPCI219を 検定 菌 と し,H.L寒 天(pH

7.0),接 種 菌 量1%,18時 間 培 養 に よ る 重 層 法 と,

PseudomonasNCTCユ0490を 検 定 菌 と し.H.1.寒 天

(pH7・0),接 種 菌 量1%,18時 間培 養 に よる カ ッ プ法 と

の 両 法 に よつ て,ヒ トの 同一 検 体(血 液,尿),に つい て

測 定 を お こな つ た(標 準 液 はpH7.0,1/15MPhos-

phatebufferを 使 用)。 この成 績 が表2で あ り,そ の 測

定 値 は いず れ の 方 法 を用 い て もほ ぼ 同 じ値 が え られ た。

」じ.subtilisPCI219,Streptoceccushem」olyticusS8

(pH7・0接 種 菌 量0、1%)を 用 い て重 層 法 で比 較 し た 松

本 ら の成 績 もあわ せ しめ した 。

いず れ の方 法 を 用 い て行 な つ て も,ほ とん ど同 じ測定

値 が え られ た 。

以上 の成 績 か ら して 本 剤 の体液 内 濃 度 の 測 定 は,β.

subtilisPCI219,PseudomonasNCTC10490,Stγe-

ptococcushemolyticusS8の いず れ の検 定 菌 を用 い て も

測 定値 には 大 きな差 は 認め られ なか つ た 。

Carbeni¢iUin投 与 後尿 の 薄層 クmマ トグ ラ フ ィに よ

る検討

上述 の成 績 を うらが きす るた め に,健 康 人 にCarbe-

nicillinlg筋 注後,1時 間 尿 を採 取 し,そ の 尿 を 薄 層

ク ロマ トグ ラ フ ィに て 展開 した 。

n一ブ タ ノー ル=酢 酸:水=4:1:2を 展 開溶 媒 に 用 い

た 。発 色 に は,KMnO4を 用 い た。

成 績 は 園3の ご と くで あ り,ヒ ト尿 中 に は,多 量 の
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b)ヒ ト尿 中 濃 度(19筋 注後)
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a)とb)の 成績 か らB.subtilisPCI219,Pse"-

domenasNCTC104ge,StreptococcushemolPficws

S8の いず れ を検 定 菌 に用 いて も測定 値 に は大 き な差

は 認 め られ な い。

pc-{}CB-po`β"∫ ℃投与彼 正常尿

1時間尿

図3ひ と尿 の薄層 ク0マ トゲヲ7イー
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Carbenicillinに 相 当 す るSpotが え ら れPC-Gの

Spotが きわ め て 小 さ い。 こ の こ と は、,Carbenicillin

は生体 内で 未変 化 の まま尿 中 に排 泄 され,PC-Gへ の代

謝は,あ ま りお こつ てい な い ことが わか つ た 。

CarbenicilliRの 検 討 材料 中で の安 定 性

Carbenicillinを1g健 康 人 に 筋注 し,血 清 お よび尿

を採 取 し,血 清 は そ の ま ま,尿 はpH7.oの1115M

Phosphatebufferに て10倍 に稀 釈 せ る もの を経 日的 に

3日 まで 測定 した 。

放置 条件 は5℃ お よび 一20℃ であ つ た。 そ の成 績 は,

表3検 査 材料 中 にお け るCarbenicillin

の安 定 性

i)血 清

一

初

1日

2日

3目 ・

フ リー ザ ・一

19 12。5

20

21

19

〃

〃

13.O

氷 室

19 12.5

19

19

19

〃

〃

11.8

ii)尿

初

1日

2日

3日

フ リー ザ ー

20.585

2184

2084.5

2084

氷 室

20.585

2185

2084

2082

室 温

20.585

1450

13_

艀 卵 器

20.585

1452

表3の ご と く,血 清 は3目 まで しか 測定 して い ない が,

血 清,尿 と も 一20℃,5℃ に 保 存 してお け ぽ 少 な く と

も3目 間 は安 定 で あ る こ とが わか つ た。

総 括

Carbenicillinの 体液 内 濃 度 に際 して,PC-Gが 若干

含 有 され て い るた め に,い か な る検 定菌 を用 うべ きか と

い う ことが 問題 とな る。

われ わ れ の デ ー ター お よび 松 本 らの 成 績 を み て み る

と,B.subtilisPCI219,Streptococcushemolyticus

S8,PseudomenasaeruginosaNCTC10490の いず れ

の検 定菌 を 用 いて 測定 して も差の な い ことが わか り,し

た が つ て,上 述3つ の検 定 菌 の うち,い ず れ を 用 い て も

差 支 え ない と考え る。

さ らに そ の成 績 を 裏付 す る薄層 ク 覧マ トグ ラ フ ィの成

績,お よび 西 田 らのBioautographの 成 績 か ら,Car-

benicillinは 体 内 で 代謝 され る こ と な く,未 変 化 の ま

ま,排 泄 され る こ とがわ か つ た。 つ ま り,Carbenicillin

中 に ふ くまれ る少量 のPC-G,お よび体 内 で代 謝 され た

産 物 に よる影 響は,検 定 菌 に 対 しては な い もの と考 え ら

れ る。

また本 剤 の 検査 材 料中 に お け る安 定性 は,5℃,-20℃

に保 存せ る場 合は 少 な くと も3日 間 は 安定 であ つ た6

本 論 文 の要 旨 は,第16回 日本 化 学療 法 学 会総 会 シ ソポ

ジ ウム にお い ての べ た。

ま た,慈 恵 医 大 松 本 博士 のデ ー ター を借 用 致 した こ

とに つい て は感 謝 致 します。

STUDIES ON DETERMINING  IMMORAL LEVELS OF  CARBENICILLIN

                  KIHACHIRO  SHIMIZU 

Central Clinical Laboratory, School of Medicine, University of Tokyo

  Indicator organisms and assay procedures were studied  for determining  carbenicillin levels in human 
body fluids such as serum and urine, since generation of  penicillin-G (approx.  1.8%) is inevitable in the 

manufacturing process of  carbenicillin. 

  The following organisms and assays proved to be available. 

   Indicator organism Assay 

 Bacillus subtilis  PCl219 Both cup plate and superposition assay method 
 Pseudomonas aeruginosa NCTC 10490 Cup plate method 

 Streptococcus  hetnolyticus S8 Superposition assay method 

  Supplemental techniques, such as  thin-layer chromatography and bioautography, also demonstrated 

that both the generating  penicillin-G and metabolites of carbenicillin in urine of man and animals  
• did not influence the mentioned organisms . 

  The body fluid samples collected were stable for 3 days when kept at  5°C  or  -20'C.




