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グラム陰性桿菌,と くに緑 膿菌に強 力な活 性を示す広

域半合成ペニシ リンPC-904は,血 清蛋白結 合率 は高い

が,その結合は強固な ものではな く可逆的 であ り,また本

剤は他の多 くの β-ラクタム系抗生物質同様生体成分共

存下やpHな どの条件に よっては不活化の起 る事実な ど

のため,本 剤の体液内濃 度測定 に当 って測定条件の差に

より測定値に差異を生 じることが当然予測される1～3)。

以下,PC-904のbioassayに 際 しての諸条件の影響 を

検討し,標 準的な本剤の体液内濃度測定法を設定 したの

で,そ の成績を報 告す る。

1.検 定菌の選択

(1)実 験材料 と方法

Staphylococcus aureus 209 P JC-1, Micrococcus

luteus ATCC 9341, Streptococcus pyogenes Cook,

Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli NIH

JC-2, E. coli 0111, Proteus vulgaris HX 19, Pseu-

domoms aeruginosa NCTC 10490の8菌 株 に つ いて

β本 化学 療 法学 会 標準 法 に よ り最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)

を測定 した4)5)。な お,S.pyogenes Cookの 場 合 は 測 定

用 培地 と して,5%家 兎 血 液 加 ハ ー トイ ン フ ユー ジ ョン

寒 天 培 地(pH7.2)を 用 い た 。

(2)実 験 結 果

PC-904の 最 小 発育 阻 止 濃 度(MIC)は,Table 1に 示

す とお りで,106/ml接 種 の場 合,MIC値 の 小 さい ほ

Table 1 Antibacterial activities (MIC) of
PC-904 tested by various organisms

(pglml)

Medium: HIA (pH 7.2)

うか らP.vulgaris HX19,M.luteus ATCC 9341,

S.pyogenes Cook,B subtili8 ATCC 6633,P.aeru-

ginosa NCTC 10490,S.aureus 209 P JC-1,E.coli NIH

JC-2,E.coli O 111の 順 で あ っ た。

以 上 の結 果 か ら,MIC値 が 最 小 の菌 株 と してP.vul-

garis HX19を,次 い でMIC値 の 小 さ い も の と して

M.lutens ATCC 9341を,さ らにMIC値 は必 ず し も

最 小 で はな い が,胞 子 懸 濁液 として,一 般 に検 定 菌 に 用

い られ るB.subtilis ATCC 6633を 取 り上 げ,以 下 の

PC-904測 定 方 法 設 定 の た め の条 件 検 討 に用 いた 。

II.測 定方 法 の 検 討

1カ ヅプ法

(1)実 験 材 料 と方 法

i)検 定 菌 株

前項 の実 験 結 果 か ら,P.mlgaris HX19,M.luteus

ATCC9341お よびB.subtilis ATCC 6633の3菌 株 を

測定 方 法 設 定 の た め の検 討 用 検 定菌 株 とした 。

ii)培 養 液 お よび胞 子 懸 濁 液 の調 製

P,vulgaris HX19お よびM.luteus ATCC 9341を

検定 菌 として 使 用 す る場 合 は,前 培養 として ト リプ トソ

ー ヤ ブ イ ヨ ン(ニ ッス イ)を 培 地 と して用 い ,37℃18～24

時 間 培 養 し,生 菌 数 がP.vulgarisの 場 合 は5×108/ml,

M.luteusの 場 合 は3×108/mlの 菌 液 を 得,こ れ を接

種 用 原 液 とし て用 いた 。

B.subtilis ATCC 6633を 検 定 菌 と して 使 用す る場 合

は,日 本 抗生 物 質 医 薬 品基 準 の一 般 試 験 法 に 準 じて,胞

子 懸 濁 液 の 調製 を行 い,得 られ た108/ml濃 度 の胞 子 懸

濁 液 を接 種 用 原 液 と して用 いた 。

iii)測 定 用 培 地

一般 市 販 培 地 と して,ハ ー トイ ン フ ユ ー ジ ョ ン寒 天

(ニ ッス ィ)(以 下HIAと 略 す),ト リプ トソー ヤ 寒 天

(ニ ヅス ィ)(以 下TSAと 略 す),普 通 寒 天(ニ ッス イ)

(以 下NAと 略 す),ミ ュ ラー ヒ ン トン寒 天(ニ ヅス ィ)

(以 下MHAと 略 す),ま た 独 自に調 製 した 仮 称ML培

地(ポ リベ ブ トン0.6%,酵 母 エ キ ス0.3%,肉 エ キ ス

0.15%,ブ ドウ糖0.1%,寒 天 末1.5%,pH6.3)を 使

用 した 。
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iv)測 定方法

検定菌を含む寒天培地10mlを 直径90mmの プラス

チ ックシャーレに流し,水 平台上で圃化 させた。接種菌

量は寒天培地に添加す る接種用液体培地 または胞 子懸濁

液 の添加%で 示 した。

寒天平板上に カ ップを置 き,37℃ で18～20時 間培 養

後生 じた阻止円の直径を測定 し,検 量線を画いた。

(2)実 験結果

i)測 定用培地の選択

HIA,TSA,NA,MHAお よびML培 地にそれ ぞれ検

定 菌M.luteus ATCC 9341の3×100/miの 菌液を5%

濃度とな るよ うに加え,37℃ で18～20時 間培養 し,得

られた阻止円を比較する ことに よ り測定用培地の検討 を

行 った。

結果はFig1に 示す とお りで,ML培 地 は最 も感度が

良 好で,次 いでHIA,TSA,NAの 各培地 もほとんど同

様 の傾向を示 し,MHA培 地が感度の点では最 も劣 って

いた。いずれの培地の場合 も0.2～50μg/mlの 濃度範

囲で直線性が成立 した。

ML培 地は測定用培地 として最 も高感度 であったが,

その程度は著明な ものでな く,か つ特別に調製す る必要

が あること,MHA培 地 は市販 されているが,最 も感度

が悪か ったため,こ の2種 の培地は以下の検討か ら除外

した。

HIA,TSA,NAの 各培地については,い ずれ も同程

度 の感度 と傾斜を得 たが,NAの 場合は菌 の生育状態が

最 も不良で,阻 止円円周の明瞭 さの点 で劣っていた。 ま

た,HIAとTSAで は,HIAの ほ うがやや明瞭 な阻止

円を示 した。

従って,入 手が容易であ り,阻 止 円が明瞭 で,か つ感

度 の点 でも良好な培地 としてHIAを 測定 用培地 として

Fig. 1 Standard curves of PC-904 on various
assay media using M. luteus ATCC 9341

(cup method)

選択 し,以 下 の検討はHIA培 地を用いて行 った。

ii)検 定 菌ならびに接種菌量の検討

測定用HIA培 地 に,P.vulgaris HX19,M;luteus

ATCC 9341お よびB.subtilis ATCC 6633の3検 定菌

を,そ れぞれの接種 菌量を変 えて加え,37℃18～20時

間培養 し,検 量線 ならびに阻止 円の性状にお よぼす菌量

の影響を検 討した。

結果はFig.2,Fig3お よびFig.4に 示す とお りである。

(a)P.vulgaris HX19測 定用HIA培 地に接種菌

液(5×106/ml)を0.1,0.3,0,5お よび1%濃 度 とな

るよ うに加えた場 合の検 量線はFig,2に 示す とお りで,

0.1%添 加の場台は,生 育が不充分で,阻 止円の読み取

りが困難であった。 また1%添 加の場 合催,多 重阻止円

Fig. 2 Standard curves of PC-904 on various
inoculum sizes using P.vulgaris HX19

(cup method)

* Subculture (5•~10/ml) was added to HIA

by 0.1, 0.3, 0.5 and 1%.

Fig. 3 Standard curves of PC-904 on various
inoculum sizes using M. luteus ATCC 9341

(cup method)

* Subculture (3•~10B/m1) was added to HIA

by 1, 3 and 5%.
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Fig. 4 Standard curves of PC-904 on various
inoculum sizes using B. subtilis ATCC 6633

(cup method)

* Spore suspension (108/ml) was added to
HIA by 0.01, 0.03 and 0.1%.

が生じ,阻 止 円直径の読み取 りの変動が大 で あ っ た。

0.3%お よび0.5%添 加 の場合は,多 重阻止円が生 じる

こともな く,生 育状態が最 も一定 してお り,判 定 しやす

かった。また,そ れ ぞれ の接種菌量のいずれ の場合 も検

出限界は,0.1μg/mlと 高かったが直線性 の点 では,0.1

μg/mlか ら1.56～3.13μg/mlの 間,な らびに1.56～

3.13μg/mlか ら100μg/mlま での間で直線性は成立 し

たが,1.56～3.13μg/mlで 検量線の 屈曲が 認め られた。

(b)M.luteus ATCC9341測 定用HIA培 地に接

種菌液(3×108/ml)を,1,3お よび5%濃 度 となるよ

うに加えた場合の検量線はFig.3に 示す とお りで,1%

添加の場合は,菌 密度が小 さく阻止円円周が不鮮明で,

読み取 り誤差が大 きか った。3%お よび5%添 加の場合

は,阻 止 円の大 き さは ほ ぼ 等 しか っ たが,5%添 加 の場

合 のほ うが菌 の 生 育 状態 が 一 定 し,阻 止 円 円周 が 明瞭 で

あ った。

また,そ れ ぞ れ の 接 種菌 量の いず れ の 場 合 も,検 出限

界 は0.1～0.2μg/mlで,0.2～0.39μg/mlか ら100μg/

mlま で 直線 性 が 成立 した 。

(c)B.subtilis ATCC 6633測 定 用HIA培 地 に

胞子懸 濁液(108/ml)を,0.01,0.03お よび0.1%濃

度 となる よ うに 加 え た場 合 の検 量 線 は,Fig.4に 示 す と

お りで0.01%お よび0.03%添 加 の 場 合 は 菌 密度 が 小

さ くな り,阻 止 円 円周 が 不 整,不 明 瞭 とな っ た。0.1%添

加 の場合 は 阻止 円 円周 が 明瞭 で 読 み取 りやす か った 。

また, .そ れ ぞれ の 接 種 菌 量 の い ず れ の場 合 も検 出限 界

は1.56μg/mlで あ り,1.56か ら100μg/mlの 間 で 直

線性 が成立 した 。

以上 の とお り,P.vulgaris HX19は 接種 菌 量 と関 係

な く,検 出感度の点 では最 も高か ったが,検 量線の碗線

性に問題が残 った。

M.luteus ATCC 9341は,接 種菌量に関 係な く,検

出感度 も高 く,検 量線の直線性 も保たれていた。 また,

菌の生菌状態の一定す ること,阻 止円円周が明瞭に読み

取れ ること等から5%添 加の場合が最 良と考え られた。

B.subtilis ATCC6633は,接 種菌量に関係な く直線

姓は保たれていたが,検 出感度 は低 く,0.1%添 加の場

合は阻止円円周の明瞭 さの点 で優れていた。

iii)培 地pHの 影響

測定用培地にHIAを 用い,検 定 菌にP.vulgaris HX

19を 用いた場合には5×108/mlの 菌液 を0.3%濃 度 と

なる ように,、M.luteus ATCC9341の 場合には3×106/

m1の 菌液を5%濃 度 となる ように,ま たB.subtilis

ATCC6633の 場 合には108/mlの 菌液 を0.1%濃 度 と

なる ように,そ れぞれ加え,測 定用HIA培 地のpHを

6.0,7.2お よび8.0と 変 えてPC-904め 検量線にお よ

ぼす培地pHの 影響を検討 した。

結果 はFig5,6に 示す とお りで,P,vulgaris HXI9

の場 合は培地pHの 影響を受けやす く,pH6.0の 酸性

側 で感度が劣る ことを認めた。M,luteus ATCC 9341お

よびB.subtilis ATCC 6633の 場合は,pH7.2と8.0

では検量線に差はな く,pH6.0の 酸性側ではむ しろ感

度がやや上昇する傾 向を認めた。

以上の結果か ら,M.luteusATCC9341お よびB.sub-

tilis ATCC 6633の 場合,pHを 酸性側に したほ うが感

度は上昇す るが,そ の程度はわずかであるので,と くに

市販培地のpHを 修正す ることな く使用 し得 るもの と考

えられた。

Fig. 5 Standard curves of PC-904 on various
medium pH using P. vulgaris HX19 (cup
method)

* Subculture (5•~10B/ml) was added to HIA

by 5%.
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Fig. 6 Standard curves of PC-904 on various
medium pH using M. luteus ATCC 9341

(cup method)

* Subculture (3x108/m1) was added to HIA
by 5%.

Fig. 7 Standard curves of PC-904 on various
medium pH using B. subtilis ATCC 6633

(cup method)

* Spore suspension (108/m1) was added to

HIA by 0.1%.

iv)PC-904希 釈液の検討

(a)希 釈液のpH測 定用HIA培 地のpHは7.2

と一定にし,検 定菌Ml.luteus ATCC 9341の3×106/ml

の菌液を5%濃 度 に加 え,PC-904を 希釈す るM/15リ

ソ酸緩衝液のpHを6.0,7.0,7.5お よび8、0と かえ,

検量線にお よぼすPC-904希 釈液のpHの 影響 を 検 討

した。

結果はFi区8に 示す とお りで,M/15リ ン酸緩衝液の

pHが7.0,7.5,8.0の 場合は検量線に差 を認めなか っ

たが,pH6.0の 場合は2.0μg/ml以 上 の濃度で阻止 円

直径は大 となるが,0.39μg/mEで はかえって阻止 円直径

は小 さくな り,検 量線の屈曲が認め られた。

(b)ヒ ト血 清および リン酸綬衝液 前項 と同一条

件で,PC-904の 希釈液 として ヒ ト血清(健 康成人の新

鮮血漕)を 使用 した場合 ならびにMoni-TroHを 使用

した場合の検量線 を,M/15リ ン酸綬衝液(pH乞0)を

使用 した場合の検 量練 と比較検肘 した。

結果 はFig,9に 示す とお りで,新 鮮 ヒ ト血清の場合膿

M/15リ ン酸緩衝液(pH7.0)の 場合に比 し,阻 止円が

小 さく,同 一阻止円直径を示 すPC-904の 濃度 は,M/15

リン酸級衝液(pH7。0)の 場 合に比 し,ヒ ト血清の場合

3～4倍 であ った。 また,新 鮮 ヒ ト血 清希釈に比較 して

Fig. 8 Standard curves of PC-904 on various

pH of M/15 phosphate buffer as diluent of
PC-904 (cup method)

* PC-904 was dissolved and diluted in M/15

phosphate buffer at various pH.
** Subculture (3•~108/ml) was added to HIA

by 5%.

Fig. 9 Standard curves of PC-904 using M/15

phosphate buffer, fresh human serum and
Moni-Trol I as diluent of PC-904 (cup
method)

* Subculture (3•~108/m1) was added to HIA

by 5%.
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Fig.10 Standard curves of PC-904 on prediffu-

sion times at 4•Ž (cup method)

* Subculture (3•~ 106/m1) was added to HIA

by 5%.

Fig. 11 Standard curves of PC-904 on various
incubation temperatures (cup method)

* Subculture (3•~108/ml) was added to HIA

by 5%.

Fig. 12 Comparison of standard curves of PC-

904 between cup method and disc method

* Subculture (3 •~ 108/m1) was added to HIA

by 5%.

Monl-TrolIに て希釈 した場合は,わ ず かに阻止 円が小

さ くな る傾向を認 めた。

v)予 備拡散,培 養温度お よび培 養時間の検討

(の 予備拡散 測定用HIA(pH7.2)培 地に,検

定菌M.luteus粥ATCC 9341の3×108/m1の 菌液 を5%

濃度 となるように加え,カ ップにPC-904溶 液を注入

後 予 備 拡 散を行 わずに直ちに培 養 した場合 と,4℃ で

4時 間予備拡散を行 った場合を比較 し,予 備拡散を行 う

ことに よる阻止円の読みやす さ,検 出感度について検討

した。

結果はFigloに 示す とお りで,4℃ で4時 間予備拡

散する ことに より,PC-904の 濃度が高 くなるに従い,

阻止円直径が予備拡散な しに比ぺて増大する傾 向を認め

たが,0.2μg/mlの 検 出限度近辺ではその影響 はほとん

ど認めなかった。

したがって予備拡散を行 うことに よ り,阻 止 円直径を

増大 させ ることは可能であるが,検 出感度 を高め ること

は不可能 であった。

(b)培 養温度 測定用培地にHIA(pH7。2)を 用

い,M.luteus ATCC9341の3×108/m1の 菌液を5%

濃度 となるように加えた条件で,25℃,30℃ お よび37℃

の培養温度で20時 間培養 した阻止円を比較 し,検 量線

に及ぼす培養温度の影響を検討 した。

結果はFig.11に 示 す とお りで,25℃,30℃ お よび

37℃ のいずれの温度 で培養 した場 合 も,検 量線に差 は

認め なか った。

したが って,一 般に使用 される37℃ の培養温度で充

分測定可能である。

(c)培 養時 間 測定用HIA(pH7.2)培 地 に,検

定菌M.・luteus ATCC9341の3×108/m1菌 液 を5%

濃度 となる ように加 え,37℃ の培養温度で,18,20,2も

28お よび40時 間 と培養時間を延長 し,培 養時間の影響

を検討した。

結果は,培 養時間を22～40時 間 と延長する ことによ

り,阻 止円直径は小 さくなる傾 向にあ るが,阻 止円円周

が明瞭になる場合を認めた。従 って,接 種 菌量が少 ない

場 合や菌 の生育が不充分で阻 止円円周 が 不 明瞭 な場 合

は,培 養時間を18～20時 間から24～28時 間,ま たは

40時 間 と延長する ことに よ り,阻 止 円直径の読み取 り

を容易に し得た。

2.デ ィスク法

(1)実 験材料 と方法

前述の カ ップ法で検討 した条件を用い,デ ィス ク法に

よるPCー904濃 度測定の可能性 を検討 した。

ザ ィス クは東洋濾雛 製の 敵k,直 径8mmの もの

を用 いザデ ィスクを薬剤希 釈液,ま たは被検液に浸 した
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Fig. 13 Relationship of assay values of PC-904

between cup method and disc method

Test organism: M. luteus ATCC 9341

Test medium: HIA (pH 7.2)

Inoculum size: subculture (3•~108/ml) was

added to HIA by 5%.

後,乾 燥濾紙上で余剰の液を除 き,直 ちに測定用培地に

貼布 し。37℃ で18～20時 間培養後生 じた阻止円直径を

測定 した。

(2)実 験結果

デ ィスク法にて得 られた検量線はFig.12に 示す とお

りで,検 出感度 は0.2～0.39μg/mlと カ ップ法の場合の

0.1～0.2μg/mlに 比 し,約1/2に 低下 したが,0.78～

100μg/mIの 濃度の範囲では,直 線性が成立した 。

また,PC-904投 与後に得 られた ラッ ト血清および ラ

ット尿の同一検体を用いて,カ ップ法 とデ ィス ク法に よ

る測定値を比較 した結果はFig.13に 示す とお りで,両

法の測定値 は良 く一致 した。

3.重 層法

(1)実 験材料 と方法

一測定用培地 としてHeart infusion broth(Difco)に

0.7%のBactoagar (Difco)を 添加 した培地(pH7'2)

を用い,検 定菌 としてB-subtilis ATCC 6633の108/

ml胞 子懸濁液 を0,5%に 加 え,内 径4mmの 小試験管

に分注,Pc-904の リン酸緩衝液(pH 7.0)お よびMoni-

Trol I希 釈液 を重層 し,予 備拡 散 を 行 う こ と な く,

37℃18時 間培養後発育阻止帯長を測定 し,標 準曲線 を

作 製 した。

(2)実 験結果

PC-904の 重 層法での標準曲線はFig.14に 示 す とお

りで,リ ン酸緩衝液希釈の場合,阻止帯を認めた最低濃度

は0.2μg/mlで あ るが.0.2μg/mlで の阻止帯はやや不

鮮 明で,実 用に供 し得る測定可能範囲は0.39～100μg/

Fig. 14 Standard curves of PC-904 in super-

position method

* Spore suspension (101/ml) was added to

medium by 0.5%.

m1と 考えられ た。Moai-Trol I希 釈PC-904の 場 合は,

最低阻止帯 出現濃度は3.13μg/mlで あ るが,6.25μg/

m1以 下で は阻止帯 が 不 鮮 明 で あ り,測 定 可能範囲は

12.5～100μg/mlで あ った。

111.そ の他の検討

1.検 定菌に よる測定値の差の検討

SD系 ♀ラ ッ トにPC-904,50mg/kgを 筋注 して得ら

れた血 清中,お よび尿 中のPC-go4濃 度を,M.luteus

ATCC 9341お よびB.subtilis ATCC 6633を 検定菌 と

するデ ィス ク法で測定 し,検 定 菌の差に より測定値に差

を生 じないか否かを検討 した。

結果 はTable2に 示す とお りで,ラ ッ ト血清中および

Table 2 Assay values of PC-904 in rat serum
and rat urine using M. luteus ATCC 9341
and B. subtilis ATCC 6633 (disc method)

SD rats(•Š), 50mg/kg, i. m., * Mean•}SE (3 discs)

Medium: HIA (pH 7.2)

Inoculum size : M. luteus; subculture (3•~106/m1)

was added to HIA by 5%

B. subtilis; spore suspension (108/

ml) was added to HIA by 0.1%.
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Table 3 Assay values of PC-904 in different

research institutes with the same samples

Concentration assayed with PB standard (ƒÊg/ml)

Test organism: * M. luteus ATCC 9341

** B . subtilis ATCC 6633

Medium: HIA (pH 7.2)

Inoculum size: M. luteus; subculture (3•~108/ml)

was added to HIA by 5%.

B. subtilis; spore suspension(108/

ml) was added to HIA by 0. 1%.

尿中濃度において,M.luteusを 検定菌 とした場合 と,

B.subtilisを 検定菌 とした場合いずれの場合 も測定値に

大差を認めなかった。

2.研 究施設 間の測定値の変動の検討

SD系6ラ ヅ トにPC-904,50mg/kgを 筋 注して得 ら

れた血清お よび尿の同一検体を2カ 所の研究施設で,そ

れぞれ 独自にM.luteus ATCC 9341を 検定菌 とす る

薄層カップ法,ま たはデ ィスク法,お よびB.subtilis

ATCC 6633を 検定菌 とす る重層法で測定 し,前 記PC-

904測 定法の普遍性を検討 した。

結果にTable3に 示す とお りで,2施 設の間で,ま た

測定方法の間でそれぞれ測定値に大差 を認めなかった。

3、PC-904の リン酸緩衝液(pH7.0)中,血 清 中お

よび尿中での安定性の検討

(1)リ ン酸緩衝液(pH7.0)中 での安定性

Pc-904を50μg/ml濃 度含 むM115リ ン酸 緩 衝 液

(pH7.0)を4℃ お よび-20℃ に保存 し,7日 間にわ

たって力価の測定を行い,PC-904のM/15リ ン酸緩衝

液,(pH7.0)中 での安定性を検討 した。PC-904の 力緬

の測定は,M.luteus.ATCC 9341を 検定菌 とす るカ ッ

プ法で行った。

結果はFig.15に 示 す とお りで,4℃ お よび-20℃ に

保存した場合,い ずれ も7日 間は安定 であった。

(2)血 清お よび尿中での安定性

Fig. 15 Stabilities of PC-904 in M/15 phosphate
buffer (pH7.0)

Table 4 Stabilities of PC-904 in the rat serum

stocked at-20•Ž (disc method)

a) Concentration assayed with PB standard

(ƒÊgl ml)

b) Concentration assayed with serum standard

(ƒÊg/ml)

Rat 50mg/kg, i. m.,* Mean•}SE (3 discs)

Medium and inoculum size: the same as in

Table 2

ラ ヅ トに50mg/kgのPC-904を 筋 注 し,30分 後 に

採血,直 ち に血 清 を 分 離 し,得 た血 清 につ い て 採 取 直 後

と,-20℃ で1日 お よび3日 間保 存 した 条 件 でPC-904

力 価 の 判定 を行 い,ラ ッ ト血 清 中で のPC-904の 安 定

性 を検 討 した 。PC-904濃 度 は,M.luteus ATCC 9341

お よびB.subtilis ATCC 6633を 検 定 菌 とす る,デ ィス

ク法 で測 定 した 。 日

結 果 はTable 4に 示 す とお りで,pC-904の ラ ッ ト血
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Table 5 Stabilities of PC-904 in the human

serum and urine stocked at -20•Ž

(disc method)

* Concentration assayed with serum standard

** Concentration assayed with PB standard

Test organism : M. luteus ATCC 9341

清中濃度は,採 取直後測定の場合 と-20℃ で1日 お よ

び3日 間保存後測定 した場合で,い ずれ も大差を認めな

か つた。

また,健 康成人にPC-904を19点 滴静注 し,30分 ～

1時 間後に採血,直 ちに血清を分離 し,ま た8～24時 間

後採尿 して得た ヒ ト血清 お よび ヒ ト尿につ いて,採 取直

後 と-20℃ で2日 お よび10日 間保 存した条件で,PC-

904の 力価測 定 を 行 い,ヒ ト血清中お よびヒ ト尿中で

のPC-904の 安定性を検討 した。PC-904渡 度は,M.

luteus ATCC 9341を 検定菌 とす るデ ィス ク法で測定 し

た。

結果は,Table5に 示 す とお りでPC-904の ヒ ト血清

中お よびヒ ト尿中渡度は,採取直後測定の場合 と,-20℃

で2日 お よび10日 間保存後測定 した場合 と,い ずれの

場合 も大 きな変動は認め られ なか った。

上記の検討結果に基づ き,著 者 らはPC-904の 体液 内

濃度測定法 として以下に記す案 を作成 した。

PC-904体 液内濃 度測定法(案)

1.方 法

カップ法また はデ ィスク法が本剤 の生物学的測定に適

している。

B. subtilis ATCC 6633を 試験菌 とした重層法に よっ

て も測定可能 で あ るが,低 濃度の測定には 不適当で あ

る。(注1)

2.試 験菌株

M. Juteus ATCC 9341 (=Sarcina lutea PCI-1001)

(注2)

3.測 定用培地

ハ ー トインフユージ 環ン寒天培地,pH7.2±0.1

4.接 種菌液お よび接種菌量

トリブ トソーヤブイ蟹ンにて37℃18～24時 間培養

菌液をデ ィス ク法,カ ップ法 とも2～5%に なる ように

測定用培地 に接種す る。(注3)

5,測 定用培地量

カップ法,デ ィス ク法 とも直径90mmの シャーレを

使用する場合8heeded8gar10mlと す る。(1層 法の

場合)

6.標 準液希 釈液

(1)pH乞0のM/15リ ン酸綬衝液

(2)ヒ ト血 清またはMoni-TroH(注4)

乳PC-904標 準液 の作成,保 存

PC-904の 標準原液1,000μg/ml溶 液を作成 し,上

記希釈液にて100μg/mlよ り2倍 系列希釈を行 う。

(注5)

8.検 体の処理

血清はその まま測定 に供 し,尿 な どPC-904渡 度の高

い試料はM/15リ ン酸緩衝液(pH7.0)を 用いて希釈を

行い測定する。(注6)

9培 養温度,時 間

37℃,18～20時 間。(注7)

(注1)B. subtilis ATCC 6633を 検定菌 とした重層

法では,最 低測定可能渡度が,リ ン酸艇衡液希釈で0.39

μg/ml,血 清希 釈で12.5μg/mlで あ る。

(注2)Rvulgaris HX19の ほ うがP(ン904に 対す

る感受性 が高 いが,直 線性に問題があ り,測 定譲差が大

となるので検定菌 と しては不適当 と考え られ る。

(注3)M. lutous ATCC 9341の トリプ トソーヤブ

イヨン中37℃18～24時 間培養に よ り通常OD650= 0.3

～0.5を 示す が,発 育の悪 い場合には さらに培養時間を

延長す る。

日本抗生物質医薬 品基準に基づ き,OD650= 1.0の 菌浮

遊液を用い る場合は,1.0%接 種す るo

(注4)リ ン酸緩 衛液 のpH6.0～8.0の 間では,阻止

円直径に大 きな差は 認 め られ な い。血清を用いてPC-

904を 希釈 した場合,リ ン酸綬 衝液希 釈に比 して阻止円

直径 はかな り短縮す る。

新鮮 ヒ ト血清お よびMoni-TrolIを 用い た標準曲線

の間では,わ ずか なが ら差を生 じるので,血 清中濃度測

定 に当 り標 準液の希釈に用いた血清の種類を併記するこ

とが望ま しい。

(注5)PC-904の 標準原 液は実験 のつど調製する こ

とが望 ましいが,-20℃ 以下 に凍結保存 す れ ば 最低7

日間は,力 価の低下を認 めない。 ただ し保存中は融解,

再凍結を行なってはな らない。

(注6)血 清,尿 な どの試料は採取 後できるだけ速や

かに測定す ることが望 ましい が,-20℃ 以下 に凍結保
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存すれば最低7日 間は.力 価の低 下をきたさない。

(注7)菌 の発育が不充分 で,阻 止円が不明瞭 な場合

は培養時間を延長 して判定す る。

予備拡散はと くに行 う必 要はないが,4。Cで2～4時

間程度拡散す ると阻止円が大 き くなる。
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THE BIOASSAY METHOD OF PC-904 IN BODY FLUIDS

TOSHIAKI KOMATSU, YOKO KISAKI, KENJI IRIE, YASUKO EDA,

TAKAO OKUDA, HIROSHI NOGUCHI and AKIO IZAWA
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Sumitomo Chemical Co., Ltd.

FUMIO MIKI
First Department of Internal Medicine, Osaka City University Medical School

Studies on the bioassay method of PC-904 concentration in body fluids were performed and the fo-

llowing results using Micrococcus luteus ATCC 9341 as an assay organism in heart infusion agar (pH

7.2) were obtained.

1) Detectable sensitivity limit of this method for PC-904 was 0.1-0.2 ƒÊg/m1 by thin layer cup

method or 0.2-0.39 ƒÊg./mi by paper disc method.

2) Standard curve of PC-904 using M/15 phosphate buffer (pH 7.0) as diluent of PC-904 as

slightly different from that of fresh human serum or Moni-Trol I.


