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Cefotiam(SCE-963)の 体 液 内濃度 測定法

番野 剛 ・前田憲一

武田薬品工業株式会社中央研究所

緒 言

Cefotiam(CTM, SCE-963X7812-(2-aminothiazol-4-y1)

acetamido] -3-[[[1-(2-dimethylaminoethyl)-1H-tetra-
zol-5-yl] thio] methyl]-ceph-3-em-4-carboxylic acid,
dihydrochloride) は 沼田 らコ)によ り合成 さ れた 新 セ フ ァ
ロス ポ リ ン誘 導 体(Fig.1)で,グ ラム陽 性 菌 お よ び グ ラ

ム陰性菌に抗菌力を示 し,特 に臨床分離の Escherichia

coli, Klebsiella pneumoniae, Haemophilus influenzae お

よび Proteus mirabilis の多くの菌株に対する最小発育

阻 止 濃度 は0.2～0.78μg/mlの 範 囲 にあ り,CEZ,CER

の 約10倍 の 抗 菌活 性 を 示 す2)3)。 本報 告 で は 本 剤 の 体液

内 濃 度測 定 法 お よ びbioautograph法 に よ るCTMの

検 出 法 につ い て 検討 した成 績 につ い て述 べ る。

Fig. 1 Chemical structure of CTM

実験材料と実験方法

1.使 用 薬 剤

CTMは 武田薬品工業株式会社 中央研究所で合成 さ

れた。

2.菌 株

Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Bacillus sub-

tilis ATCC 6633, Sarcina lutea ATCC 9341, Escheri-

chia coli NIHJ JC-2, Proteus mirabilis ATCC 21100

および Pseudomonas aeruginosa NCTC 10490 は発酵

研究所から分与されたのち,本 研究室で継代保存中のも

のを用いた。

5.感 受性試験

ブドウ糖寒天を用いた寒天平板希釈法により4),0.1～

100μg/mlの 薬剤濃度で試験した。

4.濃 度測定法

4.1測 定用培地:ス ルペニシリン定量用寒天5)(自 家

調合),普 通 寒天(栄 研),ハ ー トインフユジョン寒天

(栄研)お よびDST寒 天(Oxid)を 用いた。

4.2菌 液:37℃ 一夜培養した新鮮斜面培養から菌体を

かきとり,滅 菌蒸留水に懸濁 し,そ の濁度を光電比色計

(EPO-B型,フ ィルター660nm,日 立製作所)でon

約0.8に 調整 した。この菌液5mlを47℃ に保温した測

定用培地1,000m1に 接種した.

4.3標 準液:CTMを0.1Mリ ン酸塩緩衝液(pH

7.0)で1,000μg(力 価)/mlに 溶解したものを標準原液

とし,さ らに同緩衝液または血清で希釈して標準希縣

列を調整 した。

4.4薄 層 カップ法:試 験菌を接種した測定用培地10

mlを 直径9cmの プラスチック ・シャーレに流しこみ

水平台上で固化させた。寒天平板上に,そ れぞれの間隔

が約3.5cmに な るように4個 のステンレス ・カップ(内

径×外径×高さ=6×8×10mm)を 立てた。標準二希釈液

および検体を カップ内に注入 したのち,34℃ 一夜培養

し,阻 止円の直径を測定した。検体のCTM濃 度 は標

準曲線法5,により求めた。

5.薄 層chromatograph(TLC)/bioautograph法

5.1TLC系I:Spotfilm(シ リカゲルf,20×20cm,

東 京化成工業株式会社)を シリコン油(DC-200,Nishio

IndustryCo.)の5%エ ーテル溶液で上昇法により一夜

展開 したの ち通 風乾燥 した。これにCTM標 準液,

化合物A液,化 合物B液 および尿 検体(CTM約2μg

相当量)を,マ イクロピペットでスポットしたのち,約

10分 間通風乾燥し,た だちに1%食 塩液を展開溶媒とし

て室温で上昇法により原点から約15Cm(約60分)展 開

した。約1時 間通風乾燥したシートを各検体毎に切断し

た。

5.2TLC系II:Spotfilm(シ リカゲルf,20×20cm,

東京化成工業株式会社)に 標準液および各検体をマイク

ロピペットでスポットしたのち,約 二10分間 通風乾燥し

た。乾燥後 ただちにアセトン・酢 酸 ・水 ・アンモニア

(20:8:5:1)を 用いて 室温で上昇法 により約15cm

(約110分)展 開した。約1時 間通風乾燥したのち,シ ー

トを切断した。



VOL. 27 S-3 CHEMOTHERAPY 107

5.3 Bioautograph法:P.mirabilis ATCC 21100を

接種したDST寒 天(pH8.0)200m1を パイォオー ト

缶(24×34cm)に 流 しこみ,水 平台上で固化させた。

寒天平板上にそれぞれの間隔が約3.5cmに なるように

切断シートを下向けに張り付けた。約20分 間薬剤を寒天

層に拡散させたのち,切 断シー トを取除いた。寒天平板

は37℃,一 夜培養したのち各阻止帯を検出した。

実験結果と考察

1.試 験 菌株 の選 択

試験 菌6株 のCTMに 対 す る 感 受性 を ブ ドウ糖 寒天

を用 いて 測 定 した(Table1)。CTMに 対 して はR

aeruginosa NCTC 10490を 除 くす べて の 株 が高 い 感 受性

を示 した 。 さ らに これ らの株 につ いて 薄 層 カ ップ法 によ

りCTM濃 度 と 阻 止 円径 との 関係 お よび 阻止 円 周 縁 の

鮮明度 につ い て検 討 した 。CTMの0.625μg/mlに お け

る各 菌 株 の 阻 止 円 の 大 き さはP.mirabilis ATCC

21100が 最 も 大 き く,以 下S.lutea ATCC 9341,B.

subtilis ATCC 6633,S.aureus ATCC 6538 P.E.coli

NIHJJC-2の 順 に小 さ くな った(Fig.2)。 阻 止 円 の鮮

明度 はRmirabilisATCC21100お よびE.coli NIHJ

JC-2で は鮮 明 で,他 の 菌 株 で は や や不 鮮 明 で あ った 。

以 上 の結 果 よ り,CTMの 体 液 内濃 度 測定 およ びbio-

autographyに は 阻 止 円 が 鮮 明 で,低 濃 度 のCTM

を検 出で きるP.mirabilis ATCC 21100を 試 験 菌 と し

て 選定 した 。

2.濃 度 測定 条 件 の検 討

2.1測 定 用培 地:P.mirabilis ATCC 21100を 試験 菌

とす る薄 層 カ ップ法 に よ り,CTMの0.625～40μg/ml

の 濃度 範囲 で,ス ル ペ ニ シ リン定 量 用 寒 天,DST寒

Table 1 Susceptibility of test organisms

to CTM

MIC=Minimum inhibitory concentration

Method: agar dilution method

Medium: glucose agar

Incubation : 18 hours at 37•Ž

Fig. 2 Comparison of zone diameters of
CTM on various test organisms
by cylinder-plate method

Medium:*Sulbenicillin assay agar (pH 6.5)
**DST agar (pH 7 .0)

天,普 通寒天およびハートインフユジョン寒天における

阻止円を比較した。スルペニシリン定量用寒天での阻止

円径は最も大きかったが,鮮 明度において最も劣った。

他の3種 の培地での阻止円径は大差なかったが,そ のう

ちDST寒 天が最も鮮明な阻止円を示した。ついでDST

寒天 における培地pHの 影響を検討した(Fig.3)。 阻

止円の大きさはpH8,7,6の 順に小さくなった。ま

た鮮明度はpH8お よび7が 良好であった。以上の結果

から測定用培地としてDST寒 天(pH8.0)を 用いる

こととした。

2.2血 清,尿 および胆汁の阻止円に対する影響:標 準

液の希釈溶媒として0.1Mリ ン酸塩緩衝液(pH7.0)

(以下緩衝液と略記),新 鮮 ヒト血清および精度管理用血

清 くConsera(日 水製薬株式会社),Moni-trolI(Ame-

rican Hospital Supply Co.)〕 を用い,阻 止円に対する

影響を検討した(Fig.4)。 血 清で希釈した標準液では

緩衝液で希釈した標準液よりも阻止円が小さくなり,そ
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Fig. 3 Effect of medium pH on zone diameters

of CTM by cylinder-plate method

Test organism : P. mirabilis ATCC 21100 

Medium : DST agar

●-●pH 6.0

○-○pH 7.0

×-×pH 8.0

の程度は血清の種類により異なるが,新 鮮 ヒト血清と

Moni-trol Iは 比較的近似 した値を示した。またCon-

seraで 希 釈 した とき,CTMの2.5μg/ml以 下 の濃

度では,阻 止円が著るしく不鮮明であった。したがって

血清中濃度の測 定には,血 清で希 釈 したCTM溶 液

によって得 られた標準曲線を用いることが望ましい。ま

た緩衝液で5倍 希釈した尿または胆汁で調製 したCTM

溶液 の阻止円径は緩衝液で調製したそれ と差が なか っ

た。

2.3体 液中での安定性:CTMを ヒ ト血清に10μg/

ml,胆 汁に50μg/ml,尿 および緩衝液にそれぞれ1,000

μg/mlの 濃 度になるように添加溶解 した。これらの溶

液を一20℃ で保存 し,0,7,14,30日 後 にCTM濃 度

を薄層カップ法で測定し,そ れぞれ0日 における力価を

100%と して,保 存後の残存率を算出した(Table2)。 血

清,尿 および緩衝液中では14日 後まで力価はほとんど変

化せず,30日 後 にはやや減少した。胆汁中では7日 後に

力価の低下が認められた。

2.4体 液内濃度測定法:CTMの 体液 内濃 度測定に

はP.mirabilis ATCC 21100を 試 験 菌 とし,DST寒

Fig. 4 Effect of diluents on zone diameter of
CTM by cylinder-plate method

Test organism: Proteus mirabilis ATCC 21100

Medium: DST agar(pH 8.0)

Diluent:

●-●Phosphate buffer (pH 7.0)

○-○Fresh human sera

×-×"Moni-trol I"*(American

Hospital Supply Co.)

△-△"Consera"*(Nissui Seiyaku Co.)

*Reconstituted from freeze-dried material .

Table 2 Stability of CTM in human

body fluids under frozen state

*Residual potency (%)
** 0 .1M phosphate buffer (pH 7.0)
NT: not tested

天(pH 8.0)を 試験培地とする薄層カップ法を用いる。

血清検体のCTM濃 度は,血 清で希釈調製したCTM

標 準 曲線か ら求め る。尿 および胆汁検体は0.1M

リン酸塩緩衝液(pH 7.0)で5倍 以上に希 釈して測定
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Fig. 5 Bioautograms of human urine specimens after single
intramuscular administration of 500 mg (potency) of
CTM

(I)

(II)

Thin-layer chromatography (plate/solvent):

(I) Spotfilm silica gel f (Tokyo Kasei)

Impregnated with silicon oil DC-200 (Nishio Industry)/1% NaC1

Spotfilm silica gel f/Me2CO•EAcOH•EH2O•ENH3aq (20: 8: 5: 1)

Bioautography (test organism/medium):

Proteus mirabilis ATCC 21100/DST agar (Oxoid), pH 8.0

U 1, U 2, U 3: Human urine specimens collected 0•`2, 2•`4, 4•`6 hours

after administration, respectively.

*Compound A: Sodium 7 /3-(2-(2-aminothiazol-

4-yDacetamido)-3- hydroxymethyl-ceph-3-em-4
-carboxylate

** Compound B: 7f1-(2-(2-aminothiazol-4-yl)ace-

tamido)-3-hydroxymethyl- ceph- 3-em-4-carbo-
xylic acid lactone
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Table 3 Microbiological assay of CTM

し,そ のCTM濃 度 は 同緩 衝 液 で 希釈 調 製 したCTM標

準 曲 線 か ら算 出 す る。 本 法 に よ るCTMの 測 定 下 限 濃

度 は 緩 衝 液 中 で0.1μg(力 価)/m1,ヒ ト血 清 中で0.2μ9

(力 価)/m1で あ る(Table 3)。

5.薄 層chromatograph (TLC)/bioautogmaph法:

CTMの 分 離検 出の た め,CTMと そ の関 連 化合 物 の 分

離 が 可 能 であ るTLC系1お よ びIIを 用 いてbioauto－

graph法 を 検 討 した。Fig.5に 示 す よ うに シ リコン オ ィ

ル を浸 透 したsilicagelプ レー トを 用 い,1%食 塩 液 を

展 開溶 媒 とす るTLC系1に お いて 化合 物A.化 合 物B

お よ びCTMの 順 に展 開 され,Rf値 はそ れ ぞれ0.60～

0.62,0.20お よ び0.05～0.06で あ った 。 またsilicagel

プ レー トを 用 い,ア セ トン-酢 酸-水-ア ン モニ ア水(20:

8:5:1)を 展 開 溶 媒 とす るTLC系IIに お い て は化 合

物B,化 合物Aお よ びCTMの 順 に展 開 され,Rf値 は

それ ぞれ0,78～0.83,0.61～0.62お よ び0.36～0.38で あ

っ た。 これ ら化 合 物 のbioautogmaph法 でCTMは 系

I,系II共 に約01μg,化 合 物Aは 系1,系II共 に約2

μg,化 合 物Bは 系IIで は約20μgで 明 ら か に検 出 され

た が,化 合 物Aは 系I,系II共 に0.5μg,化 合物Bは

系Iで は20μg,系IIで は5μgで は 不 明 瞭 な生 育 阻 止

帯 を 示 した 。健 康 成 人 男 子 にCTMを500mg(力 価)

筋 肉 内投与 して 得 られ た尿 につ い て試 み た結 果,尿 中 に

はRfがCTMに 相 当す るspotの み が 検 出 され た 。

ま と め

Cefotiam (CTM, SCE-963),(7β- [2-(2-aminothia-

zol-4-y1) acetamido] -3- [[[1- (2-dimethylaminoethyl) -1H

-tetmzol-5-yl] thio]methy1] -ceph-3-cm-4-camboxylic

acid)の 血 清,尿 お よび 胆 汁 中濃 度 はproteus mirablils

ATCC 21100を 試 験 菌 と し,DST寒 天(Oxoid), pH

8.0を 試 験 培 地 とす る 薄 層 カ ップ法 に よ り測 定が 可 能で

あ った。 本 法 に よ る測 定 下 限 は 緩 衝 液 中 で0.1μg(力

価)/m1,血 清 申で0.2μg(力 価)/m1で あ っ た。 ま た

silica gel plateに よ る薄 層chmomatograph法 と.P

mirabilis ATCC 21100を 試 験 菌 と し,DST寒 天(Ox-

oid),pH8.0を 試 験 培 地 と す るbioautograph法 とを

組 合せ る こ とに よ り,生 体 試 料 中のCTMを 分離検 出

で き た。
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MICROBIOLOGICAL ASSAY METHOD OF CEFOTIAM (SCE-963)

IN BIOLOGICAL SPECIMENS

TAKESHI FUGONO and  KEN'ICHI MAEDA

Central Research Division, Takeda Chemical Industries, Ltd.

A microbiological method for the quantitative determination of Cefotiam(CTM, SCE-963) (7P-[2- (2-aminothi-

azol-4-y1) acetamido] -3- [[[1- (2-dimethylaminoethyl) -1H-tetrazol-5-yl] thio] methyl] -ceph-3-em-4-carboxylic

acid)in biological specimens is described. This method is essentially a cylinder-plate technique using Proteus

mirabilis ATCC 21100 as the test organism grown in the DST agar medium (Oxoid), pH 8.0. As low as 0.1

ƒÊg (potency)/ml of CTM in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.0), or 0.2 ƒÊg (potency)/ml in human serum

specimens, can be measured. A method for the qualitative detection of CTM in biological specimens is

also presented. The procedure involves a thin-layer chromatography on silica gel plate combined with a

bioautography using P. mirabilis ATCC 21100 as the test organism grown in the same medium as described

above.


