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Cefatrizineの 体液 内濃 度測定法 に関す る研究
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米国ブリストル社において新しく開発された半合成セ

ファロスポリソCefatrizine(CFT)は 生体外では不安定

である3)。 このことから本剤の体液内濃度測定について

一定の方法を設定 し,そ の方法で,濃 度測定を行な う必

要性がCefatrizine研 究会(会 長:東 京慈恵会医科大学

上田泰教授)で 指摘された。その検討を行ない若干の知

見がえられたので,そ の検討成績およびCefatrizine研

究会において採択された小委員会の体液内濃度測定方法

について報告する。

実験方法および材料

Cefatrizineの 体液内濃度測定に関す る諸条件,す な

わち本剤の安定性,標 準液の作成方法,検 体の処理など

について検討 した。

1) 標 準 溶 液

Cefatrizine濃 度検定用 の標準液はCFTを 化学天秤

で0.1mg単 位 まで正確iに秤量し,滅 菌 したpH6.0

phosphate bufferに 溶解 し作製 した。

2) 試 験 菌

試験菌はSamfna luteaATCC-9341,ま たは.Bacjllus

subtilis ATCC-6633を 用 いた。

3) 検定用培地

S.Zuteaの 検定用培地としてSL-15培 地を,Bsμbt∫1∫s

SL-15

pH6.0

BS-1

pH6.0

検 定 用 培 地 と してBS-1培 地 とHI培 地 を使 用 した 。 組

成 は 以 下 の とお りで あ る。S.lmtea用 のSL-15培 地 は,

低 栄 養 で 食 塩 を 加 え,S.luteaの 発 育 を適 度 に 抑 制 した

培 地 が え られ る の で この 培 地 を 使 用 した 。

4) 検 定 用 培 地 へ の 接 種

増 菌 用 培 地 はHIブ イ ヨ ン培 地(pH7.0)を 用 い,37

℃,18～24時 間 培 養 を行 な っ た ℃ こ の菌 液 を デ ィス ク

法0.2%,カ ップ法1%に な る よ う検 定 用 培 地 に 接 種 し

た 。

5) Cefatrizineの 希 釈液

pH6.0,1/15M phosphate buffer,ま た はpH7.0,

1/15 M phosphate bufferを 用 い た 。

6) 検 定 法

デ ィス ク プ レー ト法 また は カ ッ プ プ レ ー ト法 を用 い

た 。 径90mmシ ャ ー レ を使 用 す る時 は,1層 法 で は

SeededAgar8～10m1を 用 い,2層 法 で はBaseAgar

10m1,あ る い は20m1,SeededAgar5～8m1を 用 い

た 。

実 験 成 績

1) Cefatrizine水 溶 液 お よび 血 清 中 に お け る安 定 性

CefatrizineはFig.1-1,2,3に 示 した よ うに,pH

6.0以 下 で は 安 定 であ るが,ア ル カ リ側 で は不 安 定 で あ

った 。 人 血 清 中 で のCefatrizineの 不 活 性 化 はpH7.0

～7.5のphosphate buffer溶 解 時 の失 活 とほ ぼ 同 じで

あ っ た 。

2) 検 定 条 件 の検 討

S.luteaを 検 定 菌 と したCefatrizineの 標 準 曲線 を

Fig.2に 示 した 。Cefatrizine標 準 液 の希 釈 はpH6.0,

pH7.0のphosphate buffer,4倍 希 釈 した 人 血 清,そ

し て 人血 清 で 行 な ったo培 養 温 度 は37℃ で あ る。 こ の
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標 準 曲 線 か ら,pH6.0のphosphate bufferでCefa-

trizine標 準 液 を 希 釈 した ほ うがpH7.0のphosphate

bufCerで 希 釈 す る よ り,低 い 濃 度 まで 阻 止 円が 出 る こと

が わ か っ た 。Cefatrizineの 標 準 液 を 人 血 清 で 希 釈 した

場 合,pH6.0,pH7.0のphosphate bufferで 希 釈 し

た 場 合 よ り,阻 止 円が 小 さか った 。 しか し4倍 希 釈 した

人 血清 でCefatrizine標 準 液 を 希 釈 した 場 合,標 準 曲線

はpH6.0のphosphate buffer

で 希 釈 し た 場 合 と ほ ぼ 同 じで

あ った 。S.lutea,B. subtilis

を 検 定 菌 と し,Cefatrizine標

準 液 をpH6.0のphosphate

bufferで 希 釈 し,5℃ で2時 間

拡 散 を 行 な い,31℃ で15～17時

間 培 養 した 標 準 曲線 をFig.3に

示 した 。 検 定 菌 と して,S.lutea

を 用 い る ほ うが β.subtilisを

用 い る よ り,4倍 ほ ど低 濃 度 ま

で 測 定 で きた 。

培 地 検 討 は,検 定 菌 をS.lu-

tmと す る場 合 はSL-15培 地

とHeart Infusion培 地(HI培

地)を 用 い たo検 定 菌 をB.su-

btilfsと す る場 合 に はBS-1培

地 とHI培 地 を用 い た 。 標 準 曲

線 はFig.4-1,2,3,4に 示 し

た 。

S.luteaの 場 合 に はSL-15培

地 がHI培 地 に 比 べ,標 準 曲 線

の感 度,直 線 性 と も良 好 で あ っ

た 。

B.subtiljsの 場 合 に はBS-1

培 地 がHI培 地 に 比 べ は るか に

標 準 曲 線 の 感 度 が 良 好 で あ っ

た 。

Fig.1-1 Stability of CFT in buffer solution

Fig.1-2 Stability of CFT in buffer solution and serum

Fig.1-3 Stability of CFT in buffer solution

Fig.2 Standard curve of CFT
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HI培 地 で,培 地PHを6。0と'7.0に 変 え,標 準曲

線を引いた場合,pH6、0の ほ うが標準曲線を低濃度ま

で引 くことが で きた。培養温度を31。Cと37。Cに 変

え,標 準曲線を引いた場合,B. subtilisの 場合は31

℃ のほ うが37℃ より低濃度まで引 くことがで きた。

S.luteaの 場合は両者の間にあまり差は認められなかっ

た。

検定デ ィスクを培地上においた後5℃ での拡散時間の

有無が標準曲線に与える影響を検討した。5℃ における

2時 間の拡散は検量線の感度を良好にした。

4) 試料処理方法,測 定条件の検討

Tabie1～3に 試料の処理方法,標 準曲線の作 り方を

変え,Cefatrizineの 量 を求めた結果を示 した。Tabie1

か らわかるようにCefatrizineの 定 量を血清で行な うよ

りも血漿で行な うほうが高い値がえられた。血清または

血漿中Cefatrizine濃 度 は,そ の まま定量す るよ りも
Fig.3 Standard curve of CFT

Fig.4-1 CFT, Standard curve

Fig.4-2CFT, Standard curve

Fig.4-3 CFT, Standard curve
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pH6.0のphosphate bufferで4倍 希 釈 す る ほ うが 高

い 値 が 得 られ た 。

各 研 究 機 関 で,血 清Cefatrizine濃 度 を,定 量 法 を 変

え求めた結果をTabie4に 示 した。検量線をpH7.0で

血 漿そのまま測定 した場合とpH6.0の 検量線を用いて

検体をpH6.0のbufferに て4倍 希釈した ときの測定

値の比較および室温,冷 室での測定,培 養温度の比較で

あ り,多 くはほぼ同じ値がえられたが一部に食い違いの

ある値がえられた。

考 察

Cefatrizineの 体液内濃度測定条件を検討し,定 量法

をCefatrizine濃 度測定標準法の項に述ぺたように定め

た。検体処理に際 しては,Cefatrizineの 安定性から,

血 漿または血清,尿 はいずれ も採取後,速 やかに氷室に

保存し,少 くとも24時 間以内に測定することが望まれ

る。また,そ れ以上の時間保存 して後 日測定する場合は,

凍結し,検 定に用いることが望ましいと考えられる。 こ

の場合,再 凍結は望ましくない。血中Cefatrizineの 測

定で血漿濃度が,血 清濃度 より高く示されることは,血

液から血清を分離するさいにCefatrizineが 力価低下を

起こすためと考えられた。

したがって血中濃度の測定に際しては血清を用いるよ

りも,ク エ ン酸ナ トリウム加血漿を用いるほうが,よ り

正確にCefatrizine血 中濃度を表わす ことになろう。

Fig. 4-4 CFT, Standard curve

Table 1. Serum levels after 2hr of 500mg CFT oral administration. 
Comparison of standard curves and influence of temperature (pg/m1)

Table 2. Serum levels after 2hr of 500mg CFT oral administration. 
Comparison of dilution of sample (pg/ml)

Table 3. Serum levels after 2hr of 500mg CFT oral administration. 
Comparison of bioassay method (pg/ml)
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Cefatrizine標 準液をbufferを 用 い希釈し,標 準曲線

を作 り,血 中Cefatrizine濃 度 を求めた場合,血 清また

は血漿原液で,直 接Cefatrizine濃 度を求めるより,試

料をbufferで 希釈した後,定 量するほうが高い値がえ

られた。 これは血清原液ではCefatrizineが 血清蛋白に

吸着 されているためで希釈することに よ りCef atrizine

は血 清蛋白より離れることが一因であることも考えられ

る。なお人間の血清にはCefatrizineは50μ9/mlで 約

56%が 吸着される1)。

尿の測定に際しては,尿 がアルカ リ性の場合はbuffer

希 釈倍率を大きくして測定 したほうがCefatrizineの 安

定性 より正確な値が求め られ ることが推定される。 な

お,Cefatrizineを 投与した人の血中,尿 中には抗菌力

を持った代謝物は検出されず2),生 物学的定量法により

測定されたCefatrizine値 は,す べて未代謝Cefatrizine

に よるものと考えられた。

以上の事項を検討し,体 液内濃度測定小委員会では以

下の方法を標準法 とした。

Cefatrizine濃 度測定標準法

1) 試 験 菌

Sarcina luteaATCC-9341(比 較的高濃度の尿中濃度

測定には感受性の劣るBsubtilisを 使用 してもよい。)

2) 増菌用培地および培養温度

HIブ イョン培地。pH7.0,37℃,18～24時 間

3) 検 定 法

Disk plate method,Cup Plate methodの いずれで

も よい。 径90mmの シ ャ ー レを使 用 す る時 はSeeded

agar8～10m1が 適 当 で あ る(1層 法 の 場 合).(Base

agar10m1あ る い は20m1,Seeded agar5～8m1の2

層 法 で 行 な って も よい 。)

4) Cefatrizine標 準 液 お よび 検 体 の希 釈 液

希 釈液

(1) pH 6.0, 1/15 M phasphate buffer

(2) pH 7.0, 1/15 M phosphate buffer

(1) の 希 釈 液 を 用 い る と き は 検 体 の血 漿 ま た は 血 清 を

pH6.0bufferに て4倍 に 希 釈 す る。

(2) の希 釈 液 を 用 い る とき は血 漿 また は 血 清 を そ の ま ま

用 い る。pH6.0のbufferとpH7.0のbufferの2

方 法 を 用 い る こ とが 望 ま しい 。

5) 標 準 溶 液

Cefatrizine(CFT)濃 度 検 定 用 の標 準 液 は,Cefatrizine

を 化 学 天 秤 で0.1mg単 位 まで 正 確 に秤 量 し,滅 菌 した

pH6.0phosphate bufferに 溶 解 し作 製 す る。(標 準 液

は,実 験 に 際 し,そ の 都 度 作 成 す る こ とが 望 ま しい が,

1mg/m1の 溶 液 を,1m1ず つ 小 バ イ ア ル に 分 注 し,-20

℃ 以 下 で 凍 結 保 存 し て お け ば 約6カ 月 保 存 も可 能 で あ

る。 た だ し,再 凍 結,溶 解 は 行 な わ な い 。)

6) Cefatrizine標 準 液 の 濃 度 段 階

下 記 の100μ9/mlか らの2倍 希 釈 を 使 用 す るQ100,

50, 12, 5, 6, 25, 3.1, 1.5fi, 0.78, 0.39, 0. 18,ug/ml

7) 検 定 用培 地

SL-15寒 天培 地 が もっ と も よい 。

Table 4. Comparison between value with pH 7. 0 standard (original serum) 
and those with pH 6. 0 standard (serum x4)
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Rp.

pH6.0

8) 培 養温度,時 間

37℃,15～20時 間

9) 検 定用培地への接種菌量

増菌用培地に培養 した菌液をデ ィスク法0.2%,カ ッ

プ法1%に な るよう接種する。650nm Spectrophoto-

meter T=20%(0,DO.7)の 濁度の菌液を上記%に 接

種 してもよい。(培 地への菌量は0.2%ま たは1%と し

たが検定に際し,阻 止帯が明確で判定に誤差が少なけれ

ば よい訳で適宜菌量の増減は差支えない。)

10) 判 定 法

常法 どお り。

結 論

小 委 員 会 の 測 定 方 法 が 採 用 され,本 方 法 を 用 い る こ と

に よ りか な り正 確 な 成 績 が え られ るが 実 験 条 件 あ る いは

検 体 の取 扱 い に よ っ て は若 干 の 誤 差 が で る こ と も考 え ら

れ る。

従 っ て で き る限 り正 しい値 を 推 察 す るた め に は 前述 し

た よ うに2つ の 検 量 線 を 用 い て 測 定 値 を だ す こ とが望 ま

しい 。
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