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CS-1170の 体 液 内濃度 測定 法 に関す る研 究

佐橋佳郎 ・小島敏昌 ・市川正人 ・笹原邦宏

三共株式会社生産技術研究所

は じ め に

CS-1170は グ ラ ム陰 性 菌 や β-lactamage巌 生 菌 に 優 れ

た抗菌 作 用 を示 す職注 射 用 の合 成 セ フ ァマ イ シ ン 系抗 生

物 質 で以 下 の構 造 を有 す る.

Chemical structure of CS-1170

体 液 内濃 度 測定 に あた り.最 適 な方 法 を検 討 す る と と

もに体 液 内 での安 定 性 につ い て も検 討 した の で報 告 す る。

I.実 験 方 法 お よ び 材 料

1.CS1170の 標 品

標準 曲 線作 成 に は,吸 湿性 が 小 さ い 白色結 晶 で力 価検

定 用 の標 準 品 と して適 したCS-1170・DCHA(Dicyclo-

hexylamine)塩[1mgは0.722mg(力 価)に 対 応 す る)

を用 い,体 液 中 での安 定性 の 検 討 に はCS-1170の 製 剤 を

用 い た。

2.試 験 菌

CS41170に もっ とも感受 性 の高 いMicrococcus luteus

ATCC 93413)を 用 い た が定 量 法 の 比較 の ため 世 上 汎 用 さ

れ て い るElacillus subtilis ATCC 6633も 併 せ て用 い た 。

3,検 定 用 培 地

mcrococcus luteusの 検 定 用培 地 としてTable1の 諸

培 地 を検 討 したが,Bacillus subtilisの 検 定 用 培 地 と し

てはNutrient agarを 用 いた 。

4.検 定用 培 地 へ の接 置

Micrococcus luteusお よびBbcillus subtilisの 菌 液 を

日抗 基 ・一 般 試 験 法 ・力 価 試験 法4}に 準 じて調 製 し,10-/

ml培 地 と な る よ うに 検 定 用培 地 に 接種 した。

5.検 定 法

薄 層 カ ップ 法 ま た は 薄 層 デ ィス ク法 を 用 い た。 径90

mmの べ トリ皿 の 場 合,一 層 法(薄 層法)で は種 層 寒 天

培 地5～8mlを 用 い,二 層 法 で は 基 層寒 天 培地20m1,種

層 寒天 培 地4mlを 用 いた 。

6.希 釈 液

6.1.Buffer

pH6.0 phosphate buffer (1%≒M/15), pH7.0 phos-

phate buffer(M/10),pH8.0 phosphate buffer (M/

10)の3種 のbufferを 用 い て,標 準 曲 線 に 及ぼすbuffer

の影 響 を検 討 した。

6.2.血 清

健 康 成 人 プ ー ル 血 清 を 用 い た が 比 較 の た め,Momi-

Trol I(ミ ドリ十 字),Consera(日 水 製 薬)も 用 い た 。

Table 1 Assay media (Composition per 1,000ml)
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7. 血 中 鴻度 測 定 法

東京 大 学 ・医 科学 研 究 所 で行 われ たCS-1170第1相 試

験 あ る いはCS-1170,CEZ交 叉投 与 試験5)で の 血 清 試料

の 一部 に つ き,以 下 の 検 討 を行 った 。

7.1, 測 定 値 に 対 す るbuffer希 釈 あ る いは 血 清 希 釈

の 影 響

Micrococcus luteusを 試験 菌 とす る薄 層 カ ップ 法 を用

い て,血 清試 料 をa)希 釈せ ず に測 定,b)健 康 成 人 ブ

ー ル血 清 て希 釈 して 測定,c)pH6.0phosphatebuffer

で希 釈 して 測定 し,三 者の 相 関性 を検 討 した 。a)とb)

の標 準液 系 列 の作 成 に は血 清,c)の 標 準 液 系 列 の作 成

に は 試料 と同 じ倍率 にbuffer希 釈 した 血 清 を用 い た.

7.2.測 定 値 に対 す る試験 菌 の 影響

Micrococcus lutmsお よ びBacillus subtilisを 試験 菌

とす る薄 層 カ ップ 法 に よ り血 清試 料 を測定 した。 標 準液

系列 の 作 成 に は血 清 を 用 いた 。

7.3. 薄 層 カ ップ 法 と薄 層 デ ィス ク法

Microcmus luteusを 試 験 菌 とす る薄 層 カ ップ 法 お よ

び薄 層 デ ィ ス ク法 に よ り血清 試 料 を測定 した 。標 準 系 列

の 作 成 には 血 清 を用 いた。

8. 尿 中 濃度 測 定

東 京大 学 ・医 科学 研 究 所 で行 わ れ たCS-1170第1相 試

験 あ る いはCS-1170,CEZ交 叉投 与 試 験5)で切 尿 試 料 の一

部 をbufferで 適 当 な濃 度 〔～5μg(力 価)/ml〕 に希 釈 し,

薄 層 カ ップ 法 あ るい は 薄層 デ ィス ク法 で 測定 した 。標 準

液 系 列の 作 成 にはbufferを 用 いた 。

9. 高 速液 体 ク ロマ トグ ラフ(HPLC)法

血 清 試 料,尿 試 料 の 一 部 をHPLC法 で 測定 し,bio-

assayに よる測 定 値 と比較 した。HPLC測 定 条 件 はTable

2の とお りで あ る。

10,CS-1170の 安 定性

10.1.Buffer溶 液 中 での 安 定 性

CS-1170標 準 品(DCHA塩)あ る い はCS-1170製 剤

(Na塩)を1%phosphate buffer(pH6。0)に 溶か し

て1mg(力 価)/mlの 溶 液 を調 製 し,5℃(冷 蔵 庫)と

一20℃(凍 結)で 保 存 した
。-20℃ 保 存 の場 合 は検 液の 一

部 を小 分 け(A)し 。 一 部 を小分 け せ ず(B)に 保 存 した 。

小分 け(A)は 測 定時 ご とに 融解 使 用 し,残 液 は廃 棄 した 。

非小 分 け(B)は 測 定 時 に融 解 使 用 後,残 液 を次 回測 定 の

た め再 度 一20℃ で 凍 結 保 存 した。 これ ち検 液 は 測 定 時

buffer希 釈 して50μg(力 価)/m1,25μg(力 価)/m1の 試

料 液 と しBacillus subtilisを 試 験 菌 とす る 円 筒 平 板 法

(日 抗 基 ・一般 試 験 法 ・力価 試 験 法)4)に よ り力価 を測 定

した 。

10.2.ヒ ト血 清 中 での安 定 性

健 康 成 人 プ ー ル 血 清9mlにCS-1170水 溶 液 〔1000μg

Table 2 HPLC Condition

* M/100 Phosphate buffer (pH 7.0)
** M/100 Phosphate buffer (pH 6 .8)

(力 価)/ml)1mlを 加 之 て100μg(力 価)/mlの 溶液 を菌

製 し た。 この一 部 を さ らに 血 清 で希 釈 して20μg(力 価}/

mlの 溶液 と し,両 者 を小 分 け して5℃ と一20℃ で 保存

した。測 定 時 に100μg/mL20μg/mlの 溶 液 をbufferで そ

れ ぞれ20倍,10倍 希 釈 し,〃icrococcus luteusを 試 験菌

とす る薄 層 カ ップ 法 で力 価 を 測定 した.こ の ときの 繧準

液系 列 の 作 成 に はbufferを 用 いた 。

10.3.ヒ ト尿 中 での安 定 性

健 康 成 人 の尿 にCS-1170を 溶 か して1000μg(力 価)/ml

と100μg(力 価)/mlの 溶 液 を鋼 製 し,小 分 け して5℃

と一20℃ で保 存 した。測 定 時 に そ れ ぞ れbuffaで2DO倍

お よmo倍 に希 釈 し,Micmoccus lielegsを 試験 菌 とす

る薄 層 カ ップ 法 で 力価 を測 定 した。 標 準 液 系 列 の作 成に

はbufferを 用 い た 。

10.4.ヒ ト胆 汁 中 での 安 定性

ヒ ト胆 汁(pH8.8)9mlにCS-1170のpH6.Oph鐙

phatebuffer溶 液 〔200μg(力 価)/ml)1mlを 加 えて20

μg(力 価)/m1の 溶 液 を調 製 した(90%胆 汁 溶液.pH8.5)。

ま た 同 ヒ胆 汁5mlにCS〒1170のpH6.0phoSPhate

buffer溶 液(40μ9(力 価)/ml)5m1を 加 え て20μg(力

価)/mlの 溶 液 を調 製 した(50%胆 汁溶 液,pH6.4)。 両 者

を小 分 け して5℃ と-20℃ で保 存 した 。 測 定 時 両 者 を

bufferで4倍 希釈 し,Microcoocgs liateusを 試験 菌 とす る

薄 層 カ ップ法 に よ り力 価 を 測定 した。 標 準 液 系 列の 作成

に はbufferを 用 い た 。

II. 実 験 成 績

1. 検 定 条件 の 検 討

1-1.検 定 培 地 の 選 定

CS-1170の 体 液 中 濃 度 測 定 用 の 試 験 菌 と し て はCS

-1170に もっ と も感 受性 の 高 いMicrococcus luteusを 用

い た3)。この菌 を用 い た と きの検 定 用 培 地 と して5種 の培

地 に つ い て検 討 した4功{Fig1で み る 靴NYA培 地 を用
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Fig. 1 Standard curves of CS-1170 with several media

Test organism; M. luteus ATCC g34
Dilution; 1% Phosphate buffer (pH 6.0)
Medium; 5 ml/petri dish (90mm)(single layer)
Incubation; 37', 18-20hrs.

(Cup plate method) (Disc method)

Fig. 2 Effect of buffer pH on standard curve

of CS-1170

Test organism ; M. luteus ATCC 9341

Method ; Cup plate method
Medium ; Heart infusion agar
Seeded agar ; 8 mlipetri dish (0 90mm)

(single layer)
Incubation  37., 18-20hrs.

いた と きの生 成 阻 止 円が も っ と も大 き く,次 い でHeart

InfusionAgar,MA,AM5,Nutrientagar培 地 の 順

に な った。 しか しNYA培 地 の場 合,阻 止 円 周 辺が や や

不 明瞭 に な る とい う欠点 が あ るため,適 当 とは思 わ れず,

感 度 や 阻 止 円 生 成 の 状 態 か ち み てHearrt Infusion

Agar培 地 が 検定 用培 地 と して適 当 と考 え,採 用 した。

1.2.標 準 曲 線 に対 す るbufferpHの 影 響

pH6,7,8のphosphate bufferを 用 い た ときのCS

-1170の 標 準 曲 線 をFig .2に 示 した。 この3者 間 に は 大

きな差 は な か っ た の で い ず れ のbufferを 用 い て も測 定

上 問題 は ない と考 え られ るが,CS-1170はpH4～6で

Fig. 3 Effect of human serum on standard curve of

CS-117Q with two test organisms

Method ; Cup plate method
Medium; Heart infusion agar (M. luteus ATCC 9341)

Nutrient agar (B. subtilis ATCC 6633)
Seeded agar ; 8 ml/petri dish (0 90mm)(single layer)
Incubation ; 37', 18-20hrs.

も っと も安 定 で あ るの で,試 料 希 釈 液 に はpH6.Ophos-

phatebufferを 用 い る こ とに した。

1。3.標 準 曲 線 に 対す る血 清 の 影 響

Fig-3にMicrococcus luteusATCC9341とBacillus

subtilis ATCC 6633の 標 準 曲 線 を示 した。Micrococcus

Juteus ATCC9341を 用 い れ ば1.56μ9/ml以 下 の 血 中 濃

度 まで 測定 で き るが,Bacillus subtilisを 用 い る と,10
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μg/m1以 下の血中濃度測定は精度上無理である。いずれ

の試験菌を用いても血清標準曲線 とbuffer標 準曲線と

の間には開きがあり,こ の開きはBacillus subtilisの方

が大きい。Micrococcus luteusの 場 合。buffer標 準液か

ら算出した血中濃度値は血清標準液かち算出した血中濃

度値の50%で あ り,Bacillus subtilisでは24%程 度にす

ぎない。血清標準液から算出した血中濃度値は血中の

CS-1170の 全量(タ ンパク結合型+遊 離型)を表わすと考

えられる。bufferを 標 準液として求めた血中濃度値は

Mficrococcus luteusとBacillus subtilisとて,はかなり差

があるので,こ の値を血中の遊離型CS-1170量 の 目安 と

することには問題がある。

GRovE.RANDALLも 抗生物質の血中濃度測定には血清

タンパク結合の影響を考慮し,血 清試料と同条件の標準

溶液すなわち血清あるいは血清と同等のタンパ ク結合力

を持つウシアルプ ミン溶液などを用いる必要性のあるこ

とを述べている。また試料の阻止円径 を補正するため径

100mmの べ トリ皿に6カ ップを置き,試 料液とともに常

に標準液を用いることを強調 している。そのため,高 濃

度域では隣接阻止円の癒着が起こり,測 定不能となるの

で,血 清あるいは同等のタンパク結合力を有するウシア

ルブミン溶液による希釈を行わなければなちない0。

CS-1170血 中濃度測定法としてGnovE,RANDALLら の

方法を用いると希釈用のヒト血清が大量に必要となるが

入手が一般には容易でないため,ヒ ト血清の代 りにpH

6.Ophosphate bufferで の希釈を検討した。buffer希 釈

血清溶液での標準曲線はF喀4の ことくbufferに よる希

釈倍率が高く(すなわち血清濃度が低 く)なるほどbuffer

漉液の標準曲線に近づいてくる。

しかし20倍希釈してもその標準曲線はbuffer涛 液の

標準曲線と一致せずタンパク結合の影響が残っている汚。

それゆえClシ1170血 清試料をbuffer希 釈 して測定†る

場合,試 料液と同じ倍摩にbuffer希 釈 した血清溶液で犠

準液系列を調製しなけれぱな ちない.と ころで螺 準液県

列の作成の場合,新 鮮ヒト血清の代 りにMoni-Trol 1

やConseraな どの市販凍結乾燥血清が使用できれば郵

合がよい.そ こでMicrococcus luteusお よびBacililus

subtilisを試験菌とする薄層か ンブ法でこれち血清の檬

準曲線を求めFlg,5に 示 した。

Microcoscus luteusを 試験菌とするとMoni-TmlI

とCongeraの 標準曲線はbuffer,血 清標準曲伊の中間に

位置してお り,こ れら代用血清の標準曲線かち求あた

CS-1170濃 度は血清標準曲線から算出されるCS-1170纏

度の60～70%に す ぎなかった。

試験菌 にBbcillgs subtilis,標 準 液にConseraを 用い

ると25μg(力 価)/ml以 下 では濃度に無関係に一定の隆

止円の生成がみちれた。

2.血 中濃度測定に対する測定法の影響

2.1.Buffer希 釈の影響,血 清希釈の影響

健康成人にCS―1170投 与 後採取 された血清試料の一

部につき検討 した。血清試料を希釈せずに測定した場合

とbufferで10倍 希 釈して測定した場合の測定値の相関

Fig. 4 Effect of concentration of human serum on standard curve of CS-1170

Test organism; M. luteus ATCC 9341
Medium ; Heart infusion agar
Seeded agar ; 8 Ml/petri dish ( 0 90mm)(single layer)
Incubation ; 37., 18-20hrs.

Cup plate method Disc plate method
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Fig. 5 Effect of human serum, Moni-Trol I and Conasra on standard curve of CS-1170

Method ; Cup plate method
Seeded agar ; 8 ml/petri dish (single layer)
Incubation; 37e, 18-20hra.

M. luteus ATCC 9341
(Heart infusion agar)

B. 80)614 ATCC 6633
(Nutrient agar)

Fig. 6 Correlation between the serum levels ob-

tained from serum and diluted serum samples

Test organism; M. luteus ATCC 9341
Method; Cup plate method
Seeded agar ; 8 ml/petri dish (single layer)
Incubation : 37% 18-20his.

Samples Standard diluent
(Y); Serum diluted 10-fold—Buffer(pH 6.0)containing

with buffer(pH 6.0) 10% human serum
(X) : Serum Human serum

をFig.6に 示 した。

この場合の標準液にはそれぞれ血清およびbufferで

10倍希釈 した血清を用いた。両測定値の相関性は良好で

あり,血清試料をbuffer希 釈 して測定 しても問題ないこ

とがわかった。またこのようなbuffer希 釈血清試料の測

定値がGROVE,RANDALLら の血清希釈法による測定値

とどの程度相関 しているかをFig.7に 示 した。

同一血清試料の一部を血清,一 部をbufferで それぞれ

Fig. 7 Correlation between the serum levels obtained

from buffer or serum-diluted serum samples

Test organism; M. luteus ATCC 9341
Method ; Cup plate method
Seeded agar ; 8 ml/petri dish (single layer)
Incubation ; 37, 18-20hrs.

(Y);Serum diluted 5-or 20- Buffer (pH 6.0)containing
fold with buffer(pH6.0) 20% or human serum

(X );Serum diluted with human Human serum
serum

同ヒ倍率に希釈し,標 準液 として血清,、buffer希釈血清

を用いて測定 したが両者も良好な相関性 を示 した。以上

のことかちCS-1170の 血 中濃度測定法 として,1)血 清

試料を希釈せずに測定し,標 準液系列は血清で作成する

方法,2)血 清試料を血清で希 釈 して測定し,標 準液系
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列は血清で作成する方法,3)血 清試料をbufferで 希釈

して測定 し,標準液系列は試料液と同じ倍廓にbufferで

希釈した血清溶液で作成する方法のいずれを用いても測

定値に差が生じないことがわかった。

2.2,試 験菌の影響

同一血清試料をMicncoccus luteusお よびBscillus

subtilisを試験菌とする薄層カップ法で測定し,その相関

をFig.8に 示 した。標準液系列の作成には血清を用い

た。両者の相関は良好で試験菌により測定値に差が生じ

ないことがわかった。

2、3.薄 層 カップ法と薄眉ディスク法

血清試料を薄層カップ法と薄層ディスク法で測定 し,

両者の相関をFig.9に 示 した。両測定値の相関は良好で

あるが,デ ィスク法はカップ法よりデータのバラツキが

やや大きく,検 出限界濃度もカップ法より一段階程度劣

るものであった。

2.4.薄 層 カップ法とHPLC法

両者による測定値の相関をFig.10に 示 した。

両測定値の相関性が良好であることか ら,血 中CS

-1170測 定 法として用いているbioasssay法 の妥当性が

確認された。

3.尿 中濃度測定に対する測定法の影伊

CS-1170第1相 試験での尿試料の一部について,〃icro-

coccus luteusを 試 験菌とする薄層カップ法,薄 層ディ

スク法およびHPLC法 での測定を行い。カップ法とディ

スク法,カ ップ法とHPLC法 との相関をFig.11に 示 し

た。各測定法間の相関性は良好であり,い ずれの方法に

よっても測定値に大きな差はなく,特 に高濃度の抗生剤

を含む尿で常に問題 となる希釈誤差が全 くみられない。

Fig. 8 Correlation between the serum levels ob-

tained from cup plate method with M. luteus

ATCC 9341 and B. subtilis ATCC 6633

Method ; Cup plate method

Seeded agar ; 8 ml/petri dish (single layer)

Incubation ; 37•‹, 18-20hrs.

4,CS-1170の 安定性

CS-1170の1%pho8phatebuffer(pH6,0)中 での安

定性 をFig.12に 示 した。5℃(冷 ・蔵庫中)で 保存した場

合のCS-U70の 力価は1週 闇程度ではほとんど変化し

なかった。-20°(凍結)で 傑存した場合は6カ 月程度安定

であり,凍 結,融 解を繰 り返さない小分け保存法と・凍

結。融解を繰 り返す非小分け保存法の聞にもほとんど差

はなかった。それゆえCS-1170の 標準溶液は凍結保存に

より長期閥使用できるものと判定された。CS-1170の 血

清中での安定性はFig.13の とおりである.

5℃ 保存の場合,10日 前後は安定であ1).-20℃ 保存

なら60日後でも力価の低下はみちれなかった。CS-1170の

Fig. 9 Correlation between the serum levels ob-

tained from cup or disc plate method

Method ; Cup plate method, Disc plate method

Test organism M. luteus ATCC 5341

Seeded agar ; 8 ml/petri dish (single layer)

Incubation ; 37•‹, 18-20hrs.

Fig. 10 Correlation between the serum levels

obtained from cup plate method' and
HPLC method

Method ; Cup plate method, HPLC method
Test organism; M. luteus ATCC 9341
Seeded agar; 8 ml/petri dish (single layer)
Incubation; 37', 18--20hrs.
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Fig. 11 Correlation between the urinary levels Otained fcom.cup plate method
and disc plate method Qt HPLC method

Test organism ; M. tuteus ATCC 9341
Seeded agar ; 8 ml/petri dish (single layer)
Incubation; 37, 18-20hrs.

Fig. 12 Stability of CS-1170 in phosphate buffer solution

Method ; Cup plate method
Test organism ; B. aubtilis ATCC 6633
CS-1170 concentration ; 1 mg/ml

Fig. 13 Stability of CS-1170 in human serum

Method ; Cup plate method
Test organism; M. luteua ATCC 9341
Seeded agar ; 8 mi/petri dish (single layer)
Diluent ; 1 % Phosphate buffer (pH 6.0)
Incubation ; 37', 18-20hrs
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Fig. 14 Stability of CS-1170 in human urine

Method ; Cup plate method
Test organism; M. luteus ATCC 9341
Seeded agar ; 8 ml/petri dish (single layer)
Diluent ; 1 9 Phoaphate buffer (pH 6,0)
Incubation ; 37, 18-20hrs.

Fig. 15 Stability of CS-1170 in human bile

Method ; Cup plate method
Test organism; M. luteus ATCC 9341
Seeded agar ; 8 ml/petri dish (single layer)
Diluent ; 1% Phoaphatte buffer pH 6.0)
Incubation ; 37, 18-20hrs.
CS-1170 Concentration ; 20pg/m1 Bile solution

尿中での安定性 をFig.14に 示 した。

5℃ 保存では1週 間前後,-20℃ 保存では1カ 月前後

安定であった。

またCS-1170の 胆汁中移行という点から胆汁中での

安定性を検 討 したのがFig.15で ある。90%胆 汁溶液中で

は5℃ 保存でも-20℃ 保存でも1週 間後には力価の低

下がみられた。この胆汁原液はpH8.8で あるため,90%

胆汁溶液中ではCS-1170は やや不安定 と考えちれる。

一方
,buffer(pH6.0)で2倍 希釈 した50%胆 汁中では

5℃ 保存で も一20℃ 保存でも1週 間後にCS-1170の 力

価低下はみられなかった。その理由は2倍 希釈胆汁溶液

のpHが6.4で あるためと考えちれる。

それゆえCS-i170の 胆汁試料の保存にはpH6のphos-

phatebufferで2倍 以上に希 釈して凍結 してお くのが

適当と思われる。
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IIL考 察

CS-1170体 液濃度測定用の試験菌はCS-1170に もっと

も感受性の高いMicrococcus luteus(Sarcinna lutta)

ATCC9341が 適 当と考え採用した。検定用培地としては

定量感度が よく,阻 止円周辺 も比較的明瞭なHeart

Infusion Agar培 地 を選んだ。

この試験菌と培地を用いて,希 釈液のpHの 影伊を検

討した。pH6,7.8のphosphate bufferの 標準曲線間

にはほとんど差がないこと,CS1170はpH4～6で もっ

とも安定なこと,セファロスポリン剤の力価検定略)では主

にpH6.0 phosphate buffer(1%≒1/15M)が 用いられ

ていることなどかち,CS-!170の 希 釈液 としてpH6.O

phosphatebuffer(1%≒1/15M)を 用いた。以上の条

件で薄層カップ ・プレー ト法を用いれば0.6μg/ml血 清

の濃度まで測定可能であるが,試 験菌 としてBacillus

subtiliS ATCC 6633を 用いた場合は定量感度は悪 く,10

μg/m1血 清以上の濃度でないと測定できない。CS-1170

血中濃度測定で,標 準液に血清を用いたかbufferを 用い

たかで測定値に大 きな差がでて くるのは主にCS-1170

の血清タンパク結合率(～85%)7)が 高いためである。

血清をbufferで 高倍率に希釈するほどその標準曲線

はbufferの 標準曲線に接近してくるが,20倍 希釈でも血

清タンパクの影響は消失しない。血 中濃度 測定用の標

準液として新鮮なヒ ト血清の代 りに市販の代用血清

(Consera,Moni-Tml I)も よ く使用されているので,

これらについても検討した。ConseraとMoni-Trol Iの

標準曲線はほとんど-致 し,bufferと ヒ ト血清との中間

に位置する。Micrococcus luteus ATCC 9341を 試験菌 と

したとき,代 用血清標準液から求めた血清中濃度はヒト

血清標準液から求めた値より30～40%低 い。

Bacillus subtilisの場 合,Conseraを 標準液とすると

25μ9/m1以 下で,CS-1170の 濃度と無関係に一定の阻止

円生成がみちれ,な んらかの未知要因の存在が推定され

た。血中濃度測定法としては一般に血清あるいはbuffer

を標準液として血清をそのまま測定する方法が行われて

いるが,GRovEとRANDALし の方法6)では径100mmの べ

トリ皿に6カ ップを置き,試 料溶液とともに補正用とし

て標準溶液を用いるため,高 濃度血清試料の場合は血清

希釈する必要がある。この方法では希釈用の血清が多量

に必要であり,供 給の面で困難がある。そこで血清希釈

の代りにbuffer希 釈 も検討した。試料のbuffer希 釈の

場合には,そ の希釈倍率によって標準曲線が異なるの

で,血清試料の希釈に応にた希釈血清で標準液系列を作成

する必要がある。こうしてa)血 清試料 を希釈せずに測定

した場合,b)血 清試料を血清希釈して測定した場合,c)

血清試料をbuffer希 釈 して測定 した場合の測定値を比

較 したが,こ れちの値はよく一致し,希 釈によって測定

値に差が生じることはなかった.

薄層ディスク法は薄層カップ法より測定値のバラツキ

がやや多いが,両 者の値はよく一致した。また試験菌 と

してMicruoccus luteusを 用いてもBacillus subtilisを

用いても測定値には差がなかった。このようなbioassay

に よる血清中濃度値は高速液体クロマ トグラフ(HPLC)

法による測定値ともよく一致しており。bioagsay法 の妥

当性が確認された。

CS-U70尿 中濃度についても簿層カップ法,薄 層ディ

スク法,HPLC法 に よる測定値はよく一致 した。CS-1170

溶液中での安定性を5℃ と-20℃ で検討した。1%ph-

osphate buffer(pH6.0)中 では5℃ で1週 間程度は安

定で,-20℃ で保存すれば6カ 月聞使用できる。ヒト血

清中では5℃ で10日 前後,-20℃ で2カ 月程度は保存で

きる。ヒト尿中では5℃ で1週 間,-20℃ では1.5カ 月程

度保存しても力価の低下はみられなかった。ヒ ト胆汁(90

%胆 汁)中 では-20℃ 保存でも1週 聞後に10%程 度の力

価低下がみられたが,bufferで2倍 希釈した胆汁(50%)

中では5℃ 保存でも-20℃ 保 存でも1週 間後の力価低

下はみられなかった。

以上のことからCS-1170体 液 内濃度測定法 として以

下の方法が適当である。

1)試 験菌

Micrococcus 1uteus(Sarcina lutea)ATCC 9341

2)検 定用培地

Heart Infusion Agar培 地

3)検 定法

薄層カップ法,薄 層ディスク法のいずれでもよい。径

90mmの べ トリIIIを用 い るときは試験菌接 種寒天

(Seeded agar)を5～8m1分 注する。

4)検 体の希釈液

血清試料を希釈する場合は血清または1%phosphate

buffer(pH6、0)。 尿,胆 汁試料を希釈する場合は1%

phosphate buffer(pH6.0)。

5)標 準液系列

血清試料あるいは血清で希釈した血清試料の測定に

は,血 清(入 手 しに くいときはMoni-Tro11あ るいは

Consera)と1% phosphate buffer(pH6.0)で 標準液

系列を作成する。bufferで 希 釈した血清試料の測定に

は,試 料液と同に倍率にbufferて 希 釈した血清で標準液

系列を作成する。尿,胆 汁などの測定には1%phosphate

buffer(pH6。0)で 標準液系列を作成する。

6)標 準曲線による測定範囲

薄層カップ法0.6～200μ9(力 価)/m1

薄層ディスク法1～200μg(力 価)/ml
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7) 検 定 用 堵 地へ の接 種 薗 量

108～109/m1の 菌 液 を培 地 に1%に な る よ う に 接 種

し,培 地1ml当 りの菌 数 が106～107に な るよ うにす る。

8)培 養 条 件

37℃,15～20時 間

ま と め

新 合成 セ フ ァマ イ シ ン系 抗 生 物 質,CS-1170の 体 液 内

濃 度 測定 法 を第1相 試 験 の 血清,尿 を周 い て検 討 した,

試 験 菌 と してMicrococcus luteusを 用 い る 薄 菌 カ ッ プ

法 がCS-1170の 体 液 内濃 度 を 測定 す る最 適 な 方 法 で あ

る こ とが わか った 。 この方 法 に よる ヒ ト血 清 中CS-1170

検 出 感 度 は0.6μg/mlで あ っ た。 簡 便 な 薄 層 デ ィス ク法

は薄 層 カ ップ 法 に 比べ い くぷ んバ ラ ツ キが大 き いが,薄

層 カ ップ 法 とほ とん ど結 果 に 差が なか った 。薄 層 デ ィス

ク法 に よ る血 清 中CS-1170検 出 感 度 は1μg/mlで あ っ

た 。 このbioassay法 で求 め た体 液 内 濃 度 はHPLC法 か

ら求 め た値 とよ く一致 し た。薄 層 カ ップ 法 でCS-1170血

清 中濃 度 を求 め た場 合,標 準 溶液 調 製 用 の希 釈 液 と して

ヒ ト血 清 の 代 りにMoni-TrolIかConseraを 用 い る

と30～40%低 い値 が 得 られ た 。 ま た測 定 試料 溶 液 と同一

組 成の 希 釈 液 で標 準 液系 列 を調 製 す れ ば,CS-1170血 清

中 濃 度 は 血清 希 釈 して もbuffer希 釈 して も影 響 を受 け

ない こ とが確 かめ られ た。 さ らにCS-1170血 清 中 濃度 は

試 験 菌 と してMicrococcus luteusを 用 いて もBacillus

subtilisを 用 いて も影 響 な い こ とが確 認 され た。Bacillus

subtilisを 試 験 菌 とす る薄 層 カ ップ法 を 用 い た と きの 血

清 中CS-1170検 出 感 度 は10μg/mlで あ っ た。CS-1170は

buffer溶 液,ヒ ト血清,ヒ ト尿中でも凍結保存で安定で

あった。胆汁中ではやや不安定であるがpH6.0phos-

phatebuffer溶 液で2倍 希釈して凍結した場合。力価の

低下はみられなかった。
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THE STUDIES ON DETERMINATION METHOD

OF BODY FLUID LEVEL OF CS-1170

YOSHIO SAHASHI, TOSHIMASA KOJIMA,

MASATO ICHIKAWA and KUNIHIRO SASAHARA

Product Development Laboratories, Sankyo Co. Ltd.,

Determination method of tissue distribution of CS-1170, a new semisynthetic cephamycin group anti-

biotic, was studied wih use of serum and urine of the phase one study. Thin layer cup-plate method

in which Micrococcus luteus ATCC 9341 was used as test organism was proved to be the best way to

determine the low level of CS-1170 in body, fluid. The sensitivity of this method for CS-1170 in human

serum was 0.6 pg/ml. Conuenient thin layer disc-plate method was not different from thin layer cup-

plate method, though the former showed somewhat larger deviation as compared with the latter. The

sensitivity of thin layer disc-plate method for CS-1170 in human serum was 1 pg/ml. The body fluid

level of CS-1170 obtained by these bioassay methods was in good agreement with that obtained by

HPLC method. Serum level of CS-1170 was 30-40% lower, if Moni-Trol I or Consera was used in place

of human serum as the diluent for preparing standard solution in the thin layer cup-plate method. It

was confirmed that serum level of CS-1170 was not affected if serum samples were diluted with serum

or buffer solution when the standard solution of serial dilution was prepared with the diluent of the

same composition as that of test sample solutions. Furthermore measured serum value of CS-1170 was

not affected when Micrococcus luteus ATCC 9341 or Bacillus subtilis ATCC 6633 was used as test

organism. The sensitivity of the thin layer cup-plate method for CS-1170 in human serum was 10 ƒÊg/

ml when Bacillus subtilis ATCC 6633 was used, test organism.

CS-1170 was stable in buffer solution, human serum and human urine when it was kept in frozen

state. Although CS-1170 was somewhat unstable in human bile, it showed no decrease of the potency

when it was kept frozen with addition of the equal volume of pH 6.0 phosphate buffer solution.


