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Thiamphenicolの 体 液 中 濃 度 測 定 法

有田隆一 ・堀 了平 ・上杉 孝 ・片山幸一

北海道大学薬学部

(昭和44年5月1日 受付)

1. 緒 言

Thiamphenicolは1952年 CUTLER等1)に よ り合 成

さ れ たChloramphenicolの Methylsulfoynl同 族 体 で

あ る。

近 年,こ の もの の 体 内 変 化,排 泄 な ど の体 内動 態 の研

究 が 行 な わ れ て 来 て い るが,適 当 な化 学 的 定 量 法 お よび

体 内 変 化 物 との 分 離 定 量 法 に つ い て の報 告 が な く未 だ充

分 な 検 討 が 行 な わ れ て い な い 現 状 に あ る。

Thiamphenicol (TP)の 化 学 的 定 量 法 と し て はMC-

CHESNEY等2)の 方 法 が あ るが 精 度 も充 分 で な く操 作 も

煩 雑 で あ る。

今 回,著 者 らはす で に報 告 し た 水 溶 液 中 の 測 定 法3)を

体 液 中濃 度 測 定 に応 用 し 簡便 で か つ 精 度 の 高 い 測 定 法 を

確 立 し た の で報 告 す る。

II. 実 験 法

(1) 測 定 法 の 原 理

ThiamphenicolはChloramphenicolと 同 様 に,Na・

IO4で 酸 化 を うけP - Methylsulfonyl benzaldehydeを

生 ず る。 この 反 応 は きわ め て速 く,か つ 時 間 と共 に さ ら

に 酸 化 が 進 み,こ の た め 測 定 に 誤 差 を 生 じや す い こ とか

ら,酸 化 と同 時 に,生 成 す るAldehydeを 有 機 層 へ 転 溶

す る。

次 い で 有 機 層 中 で カル ボ ニル 試 薬 と反 応 させ 比 色 定 量

を 行 な う。

カル ボ ニル 試 薬 と して は, Azobenzene phenylhydra - 

zine sulfonic acid (APHS)に 着 目 し,こ の も の が 不

溶 性 で か つ不 安 定 で あ る こ と か ら,新 た にAPHSの

Diethanolamine塩 を 合 成 し,発 色 試 薬 に用 い た。

生 ず る ヒ ドラ ゾ ンは415mμ に 最 大 吸 収 を 有 す る安 定

な 黄 色 々素 で あ る。

な お 同 様 の 構 造 を 有 す るChloramphenicolも 同 一 操

作 で 測 定 で き る。 こ の 場 合,加 水 分 解 はN / 2 NaOH1

mlを 用 い,438mμ の 吸 収 を 測 定 す る。

(2) 操 作 法

i) 試 薬 お よび 機 器

NaOH, HCl(試 薬 特 級)規 定 液

1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.5)

0.5% NaIO4(試 薬 特 級,褐 色 瓶 保 存)

12% (v/v) H2SO4-MeOH溶 液:氷 冷 下MeOH 50ml

にH2SO4 12mlを 徐 々に 加 えMeOHで 全 量 を100ml

とす る。

0.02% APHS試 薬:下 記 の 方 法 で 調 製 したAPHS - 

Diethanolamine 100mgをMeOHに 溶 解,全 量500

mlと す る。 褐 色瓶 中 冷 所 係 存 に よ り少 く と も1週 間 は

使 用 で き る 。

APHS - Diethanelamineの 合 成:市 販 も しくはTRO - 

GER等4)の 方 法 に よ り新 た に 調 製 したAPHS 2gを EtOH

10mlに 懸 濁 さ せ, Diethanolamine 3g, 水1mlを

加 え,沸 騰 水 浴 中 す ば や く加 熱 溶 解 し,黄 色 溶 液 を炉 過

後,室 温 に放 置 す る。 析 出 す る 結 晶を 炉 取 し,少 量 の

EtOHで 洗 浄 後,Et2Oで2 ～ 3度 洗 浄 す る 。 MeOHか

ら1度 再 結 晶。 融 点:151° C16H23N5O5S Anal. Calcd. : 

C48.00 ; H5.83 ; N17.62 ; Found : C48.35 ; H5.75; 

N 17.44

Ethylene Dichloride (EDC), Ethyl Acetate (EtOAc),

MeOH:試 薬 特 級

測 定 機 器:Hitachi Model EPU - 2A spectrophoto-

meter

ii) 尿 中分 離 定 量 操 作 法

総TP測 定 法

サ ンプル1ml, N - NaOH 2mlを25mlの 共 栓 試 験

管 に 取 り,沸 騰 水 浴 中10分 間 加 熱 冷 却 後N - HCl 3ml

を 加 え 酸 性 と しEtOAc 5mlと 共 に10分 間 振 と うす

る。 静 置 して2層 に 分離 後,有 機 層 約4mlを 除 き,次

い でEDC 5m1を 加 え再 び5分 間振 と う す る。 遠 心 分

離(2,000rpm, 5分 間)後 水 層5mlを25mlの 共 栓 試

験 管 に 移 し,リ ン酸 緩 衝 液3ml, EDC 5mlを 加 え さ

らに0.5% NaIO4 3mlを す ば や く 加 え10分 間 振 と

う,酸 化,抽 出 を 同時 に 行 な う。 遠 心 分 離(2,000rpm,

5分 間)後,EDC層4mlを10mlの メス フ ラス コに

移 し,0.02% APHS試 薬3ml, 12% H2SO4 - MeOH溶

液1mlを 各 々加 え 良 く混 和 し,容 器 に ゆ るや か に 栓 を

し恒 温 水 浴 中70±1℃ で45分 間 発 色 さ せ る。 室 温 に

も ど した 後,MeOH 0.5mlを 加 え,次 い でEDCで 全

量10mlと し,そ の5mlを25mlの 共 栓 試 験 管 に と

り,4N HCl 4mlと 共 に10分 間振 と うを 行 な い 過 剰

の試 薬 を 除 く。 遠 心 分 離(2,000rpm,5分 間)後,EDC

層 の415mμ の 吸 光 度 を 測 定 す る。



844 CHEMOTHERAPY OCT. 1971

別に投与前の尿サンプルを同様に処理 したものを対照

液 とする。

TP-deacy1体 の測定法

サ ンプル1mlにN/10 HCl 5mlを 加えEtOAc 5ml, 

EDC 5mlに よる洗浄を行ない,総TP測 定 法 に準 じ

て操作する。

未変化TPの 測定法

サンプル1mlを50mlの 共栓遠沈管にとり,EtOAc

20mlとN/5 NaOH 2mlを 加え10分 間振とうし抽出

を行な う。遠心分離(2,000rpm, 5分 間)後,有 機層18

mlを 別 の共栓遠沈管に移しN-HCl 3mlを 加え再び5

分 間振とうし,混 入するTP - Deacyl体 を除 く。遠心分

離(2,000rpm, 5分 間)し,有 機層15mlを 30mlの

フラスコに移 し約50。 で減圧留去する。残渣をN/ 2Na・

OH 5mlに 溶解 し,沸 騰水浴中10分 間加熱す る。冷

後,3N-HCl 1mlで 酸性とし以下総TP測 定法と同様

にEtOAc, EDC洗 浄,以 下の操作を行な う。

iii) 血 液中濃度測定法

全血中総TPの 測定法

血液1mlに0.2%サ ポ ニン4mlを 加 え溶血させ

る。次いで10% ZnSO4 1ml, N/ 2NaOH 1mlの 順 に

加え良く混和 し遠心分離(3,500rpm, 20分 間)す る。

上澄液5mlを 共栓試験管にとり2N-NaOH 0.5mIを

加 え沸騰水浴中10分 間加熱し,冷 後3N- HCl0.5ml

で酸性とし,以 下尿中総TP測 定法と同様に操作する。

全血中未変化TPの 測定法

Fig. 1. Calibration curve of
total TP and deacyl - TP

(TP equiv.) in urine and bile

Fig.3. Calibration curve of total TP
in blood

Fig.2. Calibration curve of 
free TP in urine and bile

Fig. 4. Calibration curve of free TP 
in blood and plasma.
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血液1mlを50mlの 共栓遠沈管に取 り,0.5%サ ポ

ニン1mlで 溶血させる。これにEtOAc 20mlとN/ 5

NaOH 1mlを 加 え10分 間振とうし抽出を 行な う。遠

心分離(2,000rpm, 5分 間)後,有 機層18mlを 取 り

減圧留去し,以 下残渣を尿中未変化TPの 測定法と同様

に,加 水分解,洗 浄,NaIO4酸 化,発 色な どの操作を行

なう。

プラズマ中未変化TPの 測定法

プラズマ1mlにN/10 NaOH 2mlを 加 えEtOAc

20m1で10分 間抽出 し,以 下,前 記の全血中未変化TP

の測定操作と同様に行なう。

iv) 胆汁中濃度測定

胆汁中の総TPと 未変化TPは それぞれ尿中測定法

に準 じて行な う。またTP-Deacyl体 は,す でに報告し

た5)よ うに,家 兎,ラ ットおよびモルモットの胆汁 中に

もわずかながら排泄されるが胆汁成分の影響が大きいた

め,現 在のところ測定していない。

検量曲線の作成

総TP測 定法と未変化TPの 測定法の場合はTP 0.5

～80mcg含 有 の水溶液を調製し使用す る。TP - deacyl

体 の測定法はTP100mgを 2N - NaOH 5mlと 共 に沸

騰水浴中30分 間加熱 し,塩 酸で中和 し水を加えて全量

100mlと したものを標準溶液として使用 し,各 々の測

定法に従がつて操作し,標 準曲線を作成 した。Fig.1 ～ 

4に 各 々の標準曲線を示す。

III. 定 量 法 の 検 討

以上の各体液中濃度測定法を確立するに先立ち,加 水

分解,酸 化,発 色,抽 出等の諸条件および色素の安定性な

どについての種々の検討を加えすでに報告して ある3)。

ここでは上記の方法を用い各 々の検体からの回収実験を

行なつた(Table1)。

Table1に おいて,ヒ トの尿,家 兎の血液,プ ラズマ

お よび胆汁をそれぞれ検体として用いた。

各々の結果からも充分使用し得る測定法であることが

明らかである。

IV. 体液中濃度測定実験

各々の測定法を用い,種 々動物におけるTP投 与時の

Table1 Recovery test

Table2 Urinary excretion of thiophenicol in 

man

a) Oral administration 

b) Average values for four men, with the 
ranges in parentheses

Table3 Biliary excretion of thiamphenicol in various species
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尿中,胆 汁中排泄および血中濃度変化を測定した。

尿排泄はTPO.5,1.09を ヒ トに経 口投与した場合

について示 した。胆汁排泄はラット,モ ルモット,家 兎

の3種 の動物を用い,TPの 種 々の投与量を経 口あるい

は静注により投与し未変化TPお よび体内変化物の排

泄率を測定した。血中濃度変化は家兎について行ない,

TPの 経 口投与時の濃度変化を測定した。な お こ の場

合,24時 間絶食家兎を用いた。

尿排泄の結果はTable2,胆 汁排泄の結果はTable

3,血 中濃度変化はFig.5に それぞれ示 した。

ヒトにおけるTPの 尿中排泄は,す でに2,3の 報

告から予想された ように,総TP量 と未変化TP量 と

の差がきわめて小さく,わ ずかなが らTP-Deacy1体 の

排泄を除いては体内変化物はほとんど排泄 されないこと

がわかつた。

胆汁への排泄は,使 用 した総ての動物において,未 変

化TP量 が きわめて少く,特 に多量の排泄が見 られるラ

ット,モ ルモットにおいては,そ の大部分が体内変化物

である。この体内変化物は,先 の報告6)で,グ ルクロン

酸抱合体であることを胆汁中から単離し構造決定を行な

い明らかにした。

家兎血中濃度は,全 血中未変化TPを 測定した結果で

ある。

総 括

Thiamphenicolを 精度良 く,対 応 す るアルデヒドと

し,こ れにAPHS - Diethanolamine塩 を反応させる時,

安 定な黄色々素を生ずる。このことを利用して,簡 便に

して精度の高い体液中測定法を確立した。なお体液中の

定量妨害物質の除去,お よび体内変化物の分離について

は溶媒抽出および直接過ヨード酸々化を行な うなどによ

り精度良く分離測定することができた。

さらに同様の方法を用い体 液中 のChloramphenicol

も測定することができる。
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Fig.5. Blood level of thiamphenicol in 
rabbit following oral administration 
of a single dose of 300 mg
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COLORIMETRIC DETERMINATION OF THIAMPHENICOL 

IN BIOLOGICAL FLUID

TAKAICHI ARITA, RYOHEI HORI, TAKASHI UESUGI 

and KOICHI KATAYAMA

Faculty of Pharmaceutical Sciences, Hekkaido University

A new colorimetric assay method is described for the determination of thiamphenicol and its meta-

bolites in biological fluid. This method is based upon separation of these substances utilizing the 

extraction procedure, followed by oxidation of deacylated thiamphenicol and coloration with diethanol-

amine azobenzenephenylhydrazine sulfonate. 

Using this method, the urinary and biliary excretion, and the blood level following administration 

of thiamphenicol were measured in rats, rabbits, guinea pigs and men.


