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Gentamicin(GM)の 血中濃度測定 としてimmunoassayと 蛍光偏光測定法 を組み合せ た新 しい

測定法を開発 した。 今回は本法に関す る基礎的な各種の検肘を行 ない,抗 原,抗 体の添加量,反 応

時間,反 応温度,反 応時のpHな どに関 して至適条件を求め。 さらに濃度測定域。生物学組測定法

との相関性,検 体保存の条件お よび交叉反応性 などについても検討を加えた。これ らの検討によ り,

本法は微量の検体(5μ1)で 簡便 ・迅速にGM濃 度が測定で き,さ らに生物学的測定法 ともよく相

関 し,他 の多 くの抗生物質 とも交叉反応 を示 さないす ぐれ た測定法であることが判明 した。 本法を

用 いて実際に ヒ トの血中GM濃 度を測定 した場合にも生物学的測定法 とよく一致 し"臨 床応用の可

能性が裏付け られた。

抗菌剤の体液内濃度 を逐次,監 視 しつつ,化 学療法を

行 ない得 るならば,抗 菌剤を最 も適正かつ効果的に投与

す ることが可能 となる。 とくに重症感染症 や難治性感染

症,あ るいは体液内濃度の安全域 の狭い薬 剤を用い る場

合には有効な手段 となる。抗菌剤の濃度測定方法に関 し

ては各種 の生物学的測定法の他に,非 生物学的測定法と

して高速液体 クロマ トグラフ ィーを用いる方法,放 射性

同位体を抗菌剤にlabelす る方法があ り,さ らに最近で

はradio-immunoassayやenzyme immunoassayな ど

の方法が開発され,少 量 の検体量 で迅速に測定 され るよ

うにな った。 しか し,こ れ らの方法に も手技 上 の 問 題

や,放 射性物質に よる被爆の問題 など,一 長 一 短 が あ

り,まだ,一 般化す るには至っていない。 そこで,われわ

れ はこれ らの欠点を補い得 る方法 とし てimmunoassay

に蛍光偏光測定法を応用 して抗菌剤の濃度測定を試みた

ところ,少 量 の検体で正確,迅 速 かつ簡便に測定 しうる

ことが判 明 したのでその基礎的検討 の結果を報告す る。

I. 測定原理と測定装置

(1) 蛍光偏光を用いた抗菌剤濃度測定法の原理

蛍光偏光度の測定に際 しては無配向分散 している蛍光

性分子 を直線偏光で励起 し,0°方 向(平 行方向)に 偏光 さ

せ て放射 した蛍光の0°方 向の強度(Ill)を 測定 し,次 に

偏光子を90°方向(垂 直方 向)に してI⊥ を測定す る。偏

光度PはP=(Ill-I⊥)/(Ill+I⊥)で 表わ され る。蛍光分

子が回転運動を している と,静 止 している時 よ りも蛍光

偏光度Pは 小 さくなる(回 転拡散に よる 蛍 光 の 偏 光 解

消)。PERRIN)は これを(P0/P1)=1+A・(K・T/3V0.b)・ τ

な る式にまとめている(P1:偏 光度,P0=極 大の偏光度,

V0:球 状粒粒子の体積,b:媒 体の粘度,T:媒 体 の絶

対温度,K:ボ ル ツマ ン定 数,τ:蛍 光性分子の励起寿

命)。 一 般 に液体中での分子の回転運動は分子の大きさ

に よって異なるが,試 料中のFITC labelled Gentamicin

(以下,GM-FITCと 省略する)に 抗GM抗 体が結合す

ると結合前 に比べて分子量が増大するのでその分子回転

運動が緩徐 とな り,蛍 光偏光度に変化が生 じる。偏光度

の変化する度合は抗体結合GM-FITCと 抗体非結 合 の

GM-FITCの 重 比に よって規定され る。一方,抗 体結合

型GM-FITCと 抗体非結合型のGM-FITCの 量比は試

料 に含 まれているGM量 に より,決 定される。したがっ

て蛍光偏光度の変化か ら検体血清中のGM量 が定量でき

ることになる。

(2) 蛍 光偏 光測定装置

日本抗体研究所製作のIBF-129を 使用 した。 この装

置では真の蛍光偏光値は小数点以下の小さい値 となり,

実用上、不便 であ るため,こ の値 を約2.4×103倍 した

値(Parb.:Polarization value)が 表示 され るように電

気的 に調整 されている。

II. 実 験 材 料

(1) GM標 準液

硫酸 ゲンタマイシ ン(力 価:654μg/mg)をpH7.0,

1/15モ ルのPhosphate buffered saline(PBS)に 溶解

して1,2,4,8,12,20μg/mlの 各濃度の標準液を作

製 した。

(2) Fluorescein isothiocyanate labelled GM
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Fig.1 Fluorogenic ability of anti-GM antibody

(GM-FITC)

2.5μg/mlの 濃度 になるよ うにGMをpH7.0,1/15

モルのPBSに 溶解させ たものを51ミ リモル のFITC

(isomerI;Sigma)と 反応 させ,さ らにSephadexG25

(0.9×4.5cm)に て ゲル炉過 して遊離FITC1を 除去 させ

たものを用いた。

(3) 抗GM抗 体(Technia Diagnostics製)

Ouchterlony法 にて他 の抗 生 物 質 との交叉反応性 が

ないことを確認 した。抗 体 力価は蛍光偏光反応にて26

希釈まで有効であることを確認 した(Fig1)。

(4) 使用検体血清

腎機能正常な健康成人にGMを40～80mg筋 注 また

は静注した後,一 定時間 ごとに採血 し,た だちに血 清を

分離した。検体はで きるだけ,当 日中に測定 したが,一

部辱-70℃ のdeep freezerに て凍結保存(1週 間以

内)し て測定 した。

III. 実 験 方 法

(1) 操作手順

被験血清あるいはGM標 準 液 をpH7.0,1/15モ ル

のPBS2mlに 加え,こ れに抗GM抗 体の一定量を加

えて25℃ で20分 間,反 応 させた。その後,GM-FITC

の一定量を加えて撹拌後,室 温中に5分 間,静 置 し た

後,営光偏光測定装置にて蛍光 偏光度を測定 した。得 ら

れた結果を片対数 グラフ上 に プロッ トして標準直線を作

製し,そ の標準直線か ら検 体濃 度を求めた。

具体的な反応条件である検体血 清量,抗GM抗 体量,

GM一FITC量 ,反 応時間 および反応温 度の至適条件は以

下の実験にて決定 した。

(2) 抗GM抗 体量 とGM-FITC量 の決定

蛍光偏光測定装置は基準電圧 と蛍光 偏光か ら転換 され

た。入力直流信号電圧が同一に なるよう に印加電圧 が 自

動的に制御を受けてお り,印 加電 圧が700mVの 時,最

も鋭敏にな るように設計 されてい る。印加電圧が700mV

になるよ うなF1TC量 は200μlで あったので ま ず
,

GM-FITC量 を200μlと して この条件下で抗GM抗 体

量 を変化 させて最 も鋭敏 な蛍光偏光値 の変化度を示す よ

うな抗体量を決定 し,次 いで求めた抗体量 に て 再 び,

GM-FITC量 を変化させ,蛍 光偏光値が ピー クを とる よ

うなGM-FITC量 が200μlに なるか どうかを碗 認 し

た。 このよ うに して求めたGM-FITC量 と抗GM抗 体

量 を用 いた場合に,本 法の定量性は最良 となった。

(3) GMと 抗GM抗 体 との量的比 と測定範囲

GMと 抗GM抗 体の量 的比率が1:10, 1:5, 1:2お

よび5:1に なるよ うに調整 し,お のおの擦準直線を求

めて検討 した。

(4) 反応時間

抗原抗体反応 を進行 させるための至適反応時間を求め

るために,検 体中のGMと 抗GM抗 体 との反応時間を

それぞれ,10分,20分,40分 の3段 階に分けて標準直

線を求めた。

(5) 反応温度

反応温度を10℃,25℃ お よび37℃ の3段 階 に設定 し

ておのおのの標準直線 を求めて至適温度を決定 した。

(6) pHの 影響

検体 のpHが 本反応 に及ぼす影響を調 べる目的でpH

4,5,6,7お よび8のGM検 体をP8S(1/15モ ル)に

て作製 し,蛍 光偏光値のpHに よる変動 を 調 べ た。な

お,GM濃 度は1お よび10μg/mlに ついて検討 した。

(7) 再現性

(1) Within assay run

同 一検体を5本 の試験管に分注 し,そ れぞれの蛍光偏

光値 を同時に測定 し,そ の差異を求めた。

(2) Between assay run

検 体を5本 の試験管に分注 し,-70℃ で1～5週 間,

凍結保存 し,1週 ごとに各1本 を と り出 して蛍光偏光値

を測定 し,そ の変動を求めた。

(8) 交叉反応試験

本反応 においてGM以 外の抗菌剤 との交叉反応性をみ

る 目的 でDibekacin (DKB), Tobramycin (TOB),

Amikacin (AMK), Streptemycin (SM), Kanamycin

(KM), Cefalothin (CET),Carbenicillin (CBPC)お よ

びAmpicillin (ABPC)に ついてGMの 場合 と同様に,

本反応を試 みた。

(9) 生物学的測定法 との相関性

従来 の生物学的測定法 と本法 との相関性をみるために

同一検体 につ いて両法に よ り,GM濃 度を求め,比 較検

討 した。生 物 学的測定法はBacillus subtillis ATCC
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Fig. 2 Appropriate volume of anti-GM antibody

Fig. 3 Appropriate volume of GM-FITC

Fig. 4 Ratio of antigen to antibody and 

detectable range

6633を 検 定 菌 と した薄 層 カ ップ法 を用 い た。 なお,標

準 液 は硫 酸 ゲ ンタマ イ シ ン(力 価;654μg/mg)をpH

7.0,1/15モ ル のPhosphate buffer(PB)に 溶 解 して

作製 した。

IV. 実 験 結 果

(1) 抗GM抗 体量 とGM-FITC量

Fig-2に 示 した よ うにGM-FITC量200μlで は 抗

GM抗 体10μlの 時 に蛍 光 偏 光値 の変 化 が 最 も鋭 敏 と

な った。 逆 に,抗GM抗 体10μl添 加 時 の 最 適GM-

FITC量 を 再 検 す る とFig.3tc示 した よ うにGM-FITC

200μlの 時 が最 適 であ る こ とが確 認 さ れ た。 した が っ

て この 条 件(GM-FITC量200μl,抗GM抗 体10μl)

Fig. 5 Reaction time

Fig. 6 Reaction temperature

が抗原抗体反応に よる蛍光偏光度の変化を最 も鋭敏に反

映 し,定 量性に もす ぐれ てい ることが確認された。

(2) GMと 抗GM抗 体 との量的比 と測定範囲

Fig.4に 示 した ようにいずれの抗原 ・抗体の比率の場

合 も,す ぐれ た定量性が認め られた。 しか し,臨 床的に

有意義なGMの 濃度範囲は,血 中濃度については有A膿

度,副 作用 の面か ら,1～12μg/mlで あると考えられる

ので2),こ の濃度範囲に良好 な定量性が認められる抗原/

抗体比は抗原1:抗 体2の 割合が適当であると考えられ

た。

(3) 反応時間

FigI5に 示 したように,反 応時間が10分 の場 合 は

GM濃 度が8μg/m量 を超 えると直線性が失われたが,

反応時間が20分 お よび40分 の場合は12μg/mlのGM

濃度 まで直線性 が保 たれた。一方,回 帰直線の相関係教

γは20分 の場合 も40分 の場合 もそれぞれ0.99, 0.98

と大差はないので,反 応時間の短い20分 を以後の反応

時間 とした。

(4) 反応温度

Fig.6に 示 したよ うに,反 応温度が10℃ および37℃

の場合は ともにGM濃 度が8μg/ml超 えると直線性が

失われたが,25℃ の場合は12μg/mlま で直線性を有

した。回帰直線の相関係数は25℃ の場合が0.99と 最も

良い値を示 し,反 応温度は25℃ が適当と考えられた。

(5) pHの 影響

Fig.7に 示 したよ うにGM濃 度が1μg/ml, 10μg/

mlの いずれの場合もほ とん ど差異を認めなかった。 し

たがって少 な くともpH4～8の 範 囲であれば測定上,問

題 はないもの と考え られ た。
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Fig. Influence of pH

Fig. 8 Reproductivity test (CV : coefficient of 
variance)

Fig. 9 Cross reactivity test

(6) 再現性

Fig.8に 本法のWithin assayrunとBetween as-

say runめ 結果を示 したが,と もにほ とん ど,変 動 を

認めないことよ り,本 法は十分の再現性 を有 してお り,

少なくとも5週 間以内の検体保存(-70℃)が 可能であ

ることが確認された。

(7) 交叉反応試験

Fig.9に 示 しち ように(A)群 のDKB, TOB, AMKに

つい'てそれぞれ1.5.10,100μg/ml濃 度 の基 準液 で本

反応を用いて測定 したが、 いずれ も,定 量性 を示 さなか

つた。また,(8)群 のSM , KM, CET, CBPC, ABPCに

ついてもそれぞれ,1,5,10,100,1,000μg/mlの 濃

度の基準液を本法に七測 定 したが,同 様に定量性が認め

られなかった。{以上 の結果 よ り,GM以 外の これ らの抗

Fig.10 Standard line

Table 1 Procedure

Fig.11 Correlation of GM concentration 

between FP assay and bioassay

菌剤は本反応 と交叉反応を示さないことが確認された。

(8) 生物学的測定法 との相関性

B.subtillis ATCC6633を 検定菌 とす る生物学的測

定法に よる測定結果 と本法に よる測定結果 と の 関 係 を

FigI10に 示 した。検体数 は45検 体であ り,Pearson法

に よる両者の相関係数 は0.94と す ぐれ てお り,本 法は

少 な くともGMに 関 しては生物学的測定法 とよ く一致す

ることが確認 された。

(9) 標準直線

以上の結果をふまえて本法の操作手順 をTable1に 示

し,ま た,こ の方 法で得 られた標準直線 をFig.11に 示

した。Detection rangeは1～12μg/mlで あるが,臨

床 上,有 意義なGM濃 度範囲を よくカバー してお り,十
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分 に実用に耐え得 るもの と考 えられた。

V. 考 察

重症,難 治化する感染症に対 して緻密で適正な化学療

法を行 な うためには体 内の抗菌剤濃度の推移を監視 しつ

つ,薬 剤投与を行ない得 るsystemが 盟 まれる。そ のた

めには少量 の検体で,簡 便で短時間 内に正砲な結果が得

られる ことが要求され るが,そ の1つ の方法 として抗菌

剤のimmunoassayに 蛍光偏光測定法を応用 した新 しい

抗菌剤濃度測定法を試みた。抗 菌 剤 以 外の薬剤のim-

munoassayに ついてはすでに以前 よ り,多 くの検討が

なされ,実 用に供 しているもの も多いが,抗 菌剤に関 し

ては近年になって 目が向け られる ように なって きた鋤 。

抗菌剤にimmunoassayを 応用す る場合に問題 となるこ

とは,抗 体作製の問題 と免疫反応の検知方法 とである。

抗菌剤は一般に分子量が小 さいため,抗 体作製が容易で

ないが,後 者に関 してはradio-immuneassay, enzyme

immunoassayお よびfiueregenic基 をもつ酵素を利用

したimmuneassayが 開発 されている。 これ らはおのお

の長所 ・短所を兼ね備えてお り,radio-immunoassayは

感度的には非常 にす ぐれているが,放 射性物質を用 いる

点が問題で,被 爆防禦施設 などで使用 にある程度の制約

が加わ る。他の方法は感度もよ く,使 用上 の制約を受け

ない点 です ぐれているが,と もに酵素を必要 と し,非 特

異性反応 の可能性 はさけ られない。今回,わ れわれの用

いた方法 は酵素を全 く必要 としない点が方法論上の大 き

な特長 で,そ のため,操 作が一層,簡 便 とな り,す ぐれ

た方法 といえ る。蛍光偏光解消法 は免疫反応の結果を分

子の大きさ,ひ いては分子の物理的 な運動で とらえると

ころに特長があ り,実 用化への研究は近年,と くに脚光

をあびている鋤 。

さて,今 回 の検討に より,本 法実施上の基礎的検討が

な されたが,約5μlの 微量の検体量でほぼ30分 以 内

に生物学的測定法 とよく一致す るデータの得 られる こと

が判明 した。検体が微量 でよいため,ヘ マ トク リッ ト管

を用いた耳朶採血に よっても測定可能 と思 わ れ,さ ら

に,微 量 の組織を採取 してその濃度を測定す ることも将

来,可 能になるのではないか と考え られ る。pHに よる

影響が少ないことは尿な どの比較的,幅 の広いpHを 有

す る検体 でもpHを 修正す ることな く,使 用できる利点

があ り,ま た,少 な くとも2週 間以内の保存 も可能 であ

る。そ して各種の抗菌剤を併用 して臨床使用 している場

合で も,GM単 独の濃度をそれ らと関係な く,簡 単に測

定するこ とがで きる とい う点は,生 物学的測定法に比べ

て重要な長所 といえ る。 しか し,一 方,本 法で定量性が

認められ る濃度範囲はやや狭 く,こ の点が欠点 といえる

が,検 体に よ り,測 定域 を変化 させる ことが 可 能 で あ

る。 今回の検討では低濃度域では約0.2～2μg/ml,高

濃度域 では約5～40μ 窟/mlま での測定が可能であるが,

血 中のGM濃 度測定には1～12μg/mlの 濃度範囲が有

意義 とされ6～8),血中GM濃 度測定上は問題はない。ち

なみに他法の定量域 に関 してはradio-immumosssayで

はMAHONg9)ら の10～100μ8/ml, enzyme immunoas.

sayで はWILLIB10)ら の1.25～20μg/mlが 最も広い

定量範囲を示す との報告であるが,前 者は被験血清を一

度,希 釈 してか ら測定 しなけれはな らない。

以上の ように,本 法は抗体作成の問題と測 定 域 が多

少,狭 小である とい う欠点はあるが,測 定上は放射能に

関す る問題がな く,簡 便 でpHに 影響されないとい う長

所 をもち,臨 床 面では検体が微量ですみ,し たがって頻

回の検討が容易で,か つ迅速に成績が判明し,さ らに他

剤併用時の測定 も容易 とい うきわめてす ぐれた利点を有

す るす ぐれた方法 と考え られる。今回はまず,副 作用な

どの面か ら安全城 の狭 いGMを 選 んで検討を 行 な った

が,今 後 は 他 のamineglycoside系 薬剤,さ らにpe-

nicillin系,cephalosporin系 薬剤な どについても拡大

すべきもの と考え られ る。
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A NEW SIMPLE RAPID METHOD OF THE ASSAY 

FOR SERUM ANTIMICROBIAL CONCENTRATION 

USING A FLUORESCENCE POLARIZATION TECHNIQUE

― FUNDAMENTAL STUDY CONCERNING TO GENTAMICIN ―

SEIJI MATSUDA, NAOKI KATO, YOSICHITO BAN, 

YUKIMICHI KAWADA and TSUNEO NISHIURA 

Department of Urology, Gifu University School of Medicine

The rapid and accurate estimation of serum levels of antimicrobial agents would be most valuable 
for the chemotherapy of the infection on compromised host. 

For the purpose, we established a new simple method using fluorescein polarization technique. This 
method does not require any enzyme or isotope. Many fundamental experiments about this method 
were carried out using gentamicin as an antimicrobial agent, and the JIMCO IBF-129 as a fluores-
cence polarization analyzer. As the results, this method revealed to be simple reliable method for the 
measurement of serum gentamicin level. The characteristics of this method are as follows. The ad-
vantages are (1) to require only about half an hour and no skillfulness. (2) to show good correlation 
to ordinary bioassay. (3) to display no cross reaction to other antibiotics. (4) to need no more than 5

μl of sera-

The disadvantages are (1) to have relatively  narrow detectable range and (2) to demand a specific

fluorimeter.


