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Thiamphenico1(TP)の 定 量 法 はMCCHESNEYら1)が

確 立 し た比 色 定 量 法 やKUNINら2)がSarcina luteaあ

る いはPasteurella bovisepticaを 検 定 菌 と した 生 物 学 的

定 量 法 な どは そ の 代 表 的 な も の とい え る。

しか し これ らの 定 量 法 も改 良 の余 地 は 充 分 残 され て い

る し,ま たThiamphenicol glycinate hydrochloride

(TP-G)を 動 物 ま たは ヒ トに 投与 した と き加 水 分解 を う

け ない 未 変 化 のTP-Gを 試 料 か ら分 離 定 量 す る 方 法 に

っ い ては 文 献 的 に も知 られ て い な い 。 著 者 ら3)は す で に

Shigeala femerf 2aを 検 定 菌 と し てTPのbioassay

が 可能 な こ とを 簡 単 に 報 告 し た が,本 報 で はbioassay

を 中 心 と したTPの 定 量 法 お よ びTPとTP-Gの 分

離 定 量 法 に つ き,こ こに と り ま とめ て報 告 す る。

I.　 TPの 定 量 法

1. 生 物 学 的 定 量 法

Bioassayをcup法 お よびdisc法 に 大 別 し,そ の 詳

細 な 実 験 方 法 に つ き以下 に 記 述 した 。

A. Cup法

1%Phosphate buffer(pH6.0)を 用 い てTP適 当

量 の 希釈 系 列,た と え ば1, 2, 4, 8, 16, 32, 64……

mcg/m1の 各濃 度 液 を つ く り検 量 線 用 試 料 液 とす る 。

培 地 は 普 通 寒 天 培 地(ペ プ トソ1%,肉 エ キ ス0.5%,

食 塩0.25%,寒 天1.5%,pH6.5～6.6)を 使 用 し 宮

村,金 沢4)の 報 告 に 準 じて 薄 層cup法 を採 用 した 。 本 培

地5m1(菌 液1%含 む)を 直 径9cmの ペ ト リシ ャ ー

νに 分 注,抗 生 物 質 検 定 用 の標 準cupを 投下 す る。

菌 液 はShigella flexmri 2aの ス ラ ソ ト 上24時 間

培 養 菌 か ら1白 金耳 量 を と り生 理 食塩 水2m1に 懸 濁 さ

せ 試 験 菌 液 と し た 。 本 菌液 が培 地 中 に1%と な る よ う調

製 す る。各 希 釈濃 度 の 薬 液 をcupに 分 注 し4°Cに10時

間 拡 散 を行 な つ た の ち37℃ に16～18時 間 培 養 し,示

した 阻 止 円 を 計 測,対 数 図 表 上 に ス ポ ッ トし て 検 量 線 を

画 い た 。 図1に は 本 法 に よ り作 成 したTPの 検 量 な ら

び に 同様 の 条 件 で 実 施 したChloramphenicol(CP)の 検

量 線 を示 した 。Cup法 に よ る定 量 最 低 感 度 は 約3mcg/

m1で ある。

B. Disc法

検量線作成用の各希釈濃度の薬剤液はcup法 の場 合

と同じものを使用することができる。

培地はMuELLER-HINToN培 地(Difco)ま たはその

変法培地(日 水)を 使用 しcup法 の ときと同じ菌液を

0.5%含 有させ直径9cmの ペ トリシャーレに3m1ず

つ分注して平板を作成 した。

各試料液 を直 径7.2mm,厚 さ0.95mmのpaper

disc(東 洋濾紙)に それぞれ0.08m1含 有 させたのち25

～27℃ の恒温器中で1時 間放置,水 分を除去 す る。こ

の薬剤含有のpaperdisc(各 薬 剤濃度につき5枚)を 平

板上に静置,4℃ に17時 間拡散させたのち37。Cに18

時 間培養し,示 した阻止円を計測,5枚 のdiscの 平 均

値を対数図表 上にスポットし検量 線 を画 く。図2に は

paper disc法 に よるTPお よびCPの 検 量 線 を示 し

た。Disc法 に よる最低感度は約2mcg/m1で あ る。

図1　 TPお よびCPの 検量線
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なおcup法,disc法 ともに検定菌としてはMicrococ-

cus flams PCI 1216,お よび.Bacillus subtilis PCI 219

も使用したが感度の点 な らび に生体内濃度の測定には

Shigella fexneri 2aの ほ うがす ぐれていた。

2. 化 学的定量法

Mc CHHSNEYら1)の 報告 したTPの 比色定量法は操

作が煩雑で一般的でない。有田ら5.7)は こ の点充分な検

討を加え化学的定量法 として確実なもの を きづ き上げ

た。

この比色法を著者 らが追試した結果,検 体量を増せば

最低約0.5mcg/m1ま で 測 定が 可能で生物学的定量法

に比較すると感度がす ぐれ,ま たTPな らびにTPの

glucuronideな ど代謝産物も含めた,い わゆるtotal-TP

と,TPそ の もの,す なわちfree-TPと を 区別して定

量が可能とい う利点 もある.

従がつて著者らは生体内濃度を測定するに当つてこの

有田ら5,7)の比色法によつて定量を実施 した。この方法

で作成 したtota1-TPな らびにfree-TPの 検 量線を,

それぞれ図3お よび図4に 示 した。

II.　 生体内におけるTPとTP-Gの 分離定量

TP-Gを 動物または ヒトに注射した場合,生 体内エス

テラーゼで短時聞で容易に加水分解をうけてTPを 生ず

ることはCONCILIO6)に よつてすでに明らかにされた と

ころである。

このほかに代謝された型のTP-glucuronide,TPか

ら脱アシルしたamine型(TP-NH2)な どがMCCIIES-

NEYら1)に よつて報告されている。

しか しそのほかに少量の未変化のTP-Gの 存 在 も予

想され るがこのものの分離定量については報告が見 られ

ない。

著 者らはTP-Gが 生 体 内でTP,TP-glucuronide,

TP-NH2,な らびにそのまま少量のTP-Gの 型で存在す

るとい う予想のもとに血清中や組織内で のTPとTP-

Gを,表1に 示 したような方法に従がつて分離定量を試

みた。分離したTP-Gは アルカリで分解したのち有田

ら5,7)の方法に従がいTPの 場合と同じ操作で定量した。

III.　 結 語

本報では生物学的方法を中心としたTPの 定量法,さ

らに生体内におけるTPとTP-Gの 分離定量法につぎ

報告 した。

すなわち,生 物学的定量法はcup法 な らびにdisc法

を採用しShigella flexneri 2aを 検 定菌として実施し

た結果,最 低感度はcup法 で 約3mcg/ml,disc法 で

は約2mcg/mlを 示 した。

図2　 TPお よびCPの 検量線 図3　 total-TPの 検 量 線(415mμ)

図4　 free-TPの 検 量線(415mμ)
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化学的定量法は有田ら5,7)が報告した比色法 に従 がい

total-TPとfree-TPを 区別して定量できることを確認

した。

また生体内に未変化で存在する少量 のTP-Gは 溶 媒

に対する溶解度の差を利用してTPと 分離し定量す るこ

とができた。
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The authors have devised a cup method and a disc method for the bioassay of thiamphenicol (TP) 
with Shigella flexneri 2 a as the test microorganism. The minimum sensitivity by the cup method 
was proven to be 3 mcg/ml, and that of the disc method to be 2 mcg/ml. 

Chemical assays were conducted according to the method of ARITA et al. which is a modification of 
the colorimetric method of MC CHESNEY et al., and this quantitative assay makes itpossible to carry 
out the analysis of the total-TP and free-TP. As a result, it has been demonstrated that chemical 
assay proves to be more sensitive than bioassay. 

In addition, it has been found that TP and thiamphenicol glycinate hydrochloride (TP-G) in vivo 
can be assayed quantitatively.


