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Cefotetan(YM09330)の 微 生物 学的定 量法 に よ る体 液 内濃度 測定 法

小 宮 正 行 ・菊 地 康 博 ・立 花 章 男 ・矢野邦一郎

山之内製薬株式会社中央研究所

要 旨

新 しい セ フ ァマ イシ ン系 抗生 物 質 で あ るCefotetan(CTT,YM09330)の 体 液 内 濃度 測 定 法 な ら びに

体 液 中 で の安 定 性 を検 討 した。Cefotetanの 血 漿,尿 お よび 胆 汁中 濃 度 は,E.coli NIHJを 検 定 菌 と

し,測 定培 地 にはSensitivity test agar(栄 研)を 使 用 し,Trypticase soy broth(BBL)に て37℃ 一夜 培

養 した菌 を1%接 種 した場 合 に鮮 明 な 阻 止帯 が得 られ た。 薄 層デ ィ ス ク法 に よ るCefotetanの 測定 感

度 は0.1M phosphate bufferで0.2μg/ml,ヒ ト血 漿,Consera,Moni-trol Iで0.78μg/mlで あ っ た。

また ヒ ト血 漿,Conseraお よ びMoni-trol Iで 希 釈 した検 量線 はphosphate buffer希 釈 の 検 量線 よ り

阻 止 円 が小 さか った 。 しか し ヒ ト血 漿 を用 い た場 合 とConseraを 使 用 した場 合 の 検 量 線 は 良 く一 致

し,Cefotetanの ヒ ト血 漿 中 濃度 測 定 の際 に はConseraを 代 用 す るこ と もで きる と考 え られ た。Cefo-

tetanを 投 与 した実 験 動物 か ら得 られた 尿,胆 汁試料 につ い てbioassay法 お よび 高 速液 体 ク ロマ トグ

ラ フ ィー法 で 測定 した値 は一 致 し,両 者 間 で高 い相 関係 数 が 得 られ た。Cefotetanは ヒ トの 血 漿 お よび

尿 中に お いて-20℃ 凍 結保 存 で,少 な くと も30日 間 は安 定 で あ っ た。 ラ ッ ト胆 汁 中 で は4℃ 保 存 で7

日目に 力価 低 下が み られ,-20℃ 凍結 保 存 で は,7日 間 は安 定 で あ っ た。

緒 言

Cefotetan(CTT,YM09330)(Fig.1)は 新 しい注射 用の セ

フ ァマ イシン系薬 剤で,特 に イン ドー ル陽性Proteus,Citro-

bacter,Enterobacter,Serratia等 の グラム陰性菌 に対 して強

い抗 菌力 を有 し,し か も各種細菌 が産 生す るβ-lactamaseに

対 して きわめ て安定 であ る1,2)。CTTの 吸収,排 泄 および体 内

分 布 を測定す るにあた り,体 液 内濃度 測定法 ならびに体 液中

での安定性 につ いて検 討 したの でその結果 を報告す る。

Fig. 1 Chemical structure of cefotetan (CTT, YM09330)

実験 材 料 お よび方 法

1.　 使 用 薬 剤

CTTは 当社 開 発 研 究 所 に お い て 凍結 乾 燥 され たLot

No.L1Fを 使 用 した。

2.　 検 定 菌

E.coli NIHJ,B.subtilis ATCC6633お よびM.luteus

ATCC9341を 用 い た。

3.　 検 定 用 培 地

クエ ン酸 ナ ト リウム 培 地(Mycin assay agar+1%ク

エ ン酸 ナ トリウ ム),Nutrient agar(NA,栄 研),Sensiti-

vity test agar(STA,栄 研),Antibiotic medium1(AM-

1,Difco),Heart infusion agar(HIA,Difco),Trypti-

case soy agar(TSA,BBL)を 用 いた 。

4.　 菌 液

E.coli NIHJはTSAに て37℃ 一 夜 培 養 し た 菌 を

Trypticase soy broth(9ml)に-白 金 耳 接 種 し

37℃18～20時 間 培養 した もの を菌 液 と し検 定 用 培 地 に

1%接 種 した。B.subtilis ATCC6633は 日抗 基,一 般 試

験 法3)に 準 じて調 製 した 胞子 を640nmに おけ る透過 率 が

7%を 示 す 胞子 浮 遊 液 を調 整 し検 定用 培 地 に1%接 種 し

た。M.luteus ATCC 9341は 日抗 基,一 般 試験 法 に準 じ

調 製 した 菌 液 を検 定 用 培地 に1%接 種 した。

5.　 検 定 方 法

1)薄 層 カ ップ 法

検 定 菌 を接 種 した検 定 用 培 地8mlを 直径9cmの プ ラ

ス チ ック ・シャー レに分 注 し,水 平 台上 で固 化 させ た。

寒 天 平 板 上 にcup droPPer(永 井 商 会)を 用 い てstainless

cup(内 径 ×外 径 ×高 さ=6×8×10mm)を4個 立 て,

4℃ で30分 程 度 保 存 したの ち,標 準希 釈 液 をcup内 に注

入 し,予 備拡 散 後 培 養 した。
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2)薄 層 デ ィス ク法

寒 天 平 板 は 薄 層 カ ップ 法 で 述 べ た 方 法 で 作 製 し,

4℃30分 程 度 保 存 した。 ペ ーパ ー デ ィ ス ク(東 洋 濾紙K.

K.thick 8mm>に 一 定 量 の 標 準 希 釈 液 を染 み 込 ませ た

後,そ れ ぞ れの 間 隔 が 均 等 に な る よ うに1シ ャー レ につ

き4枚 を寒 天 平板 上 に張 り付 け,予 備 拡 散 後培 養 した。

3)Agar well法

直径9cmの プ ラ スチ ッ ク ・シ ャー レ に基 層19mlを 分

注 し,そ の上 に検 定 菌 を接 種 した 種 層 培地 を5ml重 層 し

水 平 台上 で固 化 させ た。この 寒 天平 板 に寒 天 穿孔 機(武 田

薬 品工 業K.K)を 用 い て4個 のwellを 開 け,4℃ で30

分 程 度保 存 した の ちwell内 に100μlの 標 準 希 釈 液 を注

入 し予 備 拡 散 後培 養 した 。

6.　 標 準 曲 線

阻 止 円の 直 径 を正 確 に 計 測 しその 平 均値 を求 め,片 対 数

グ ラフ上 にplotし 検 量線 とした。試 料 の 濃度 は この検 量

線 か ら読 み と った。

7.　 標 準 溶 液 お よび希 釈 液

標準 溶 液 はCTTを0.1M phosphate buffer(pH7.0)

に 溶解 して1,000μg/ml溶 液 を調 製 した。 標 準 希 釈 液 は

上 記buffer,健 康 人プ ー ル血 漿,Moni-trol I(Dada),

Consera(日 水製 薬K.K.),健 康 成 人 尿 を用 い て2倍 希 釈

を行 った。 また胆 汁 の場 合 は胆 道 疾 患の 手 術例 か ら菌 汚

染 の ない こ とを確 か め た 胆 汁 を用 い適 宜 希 釈 して標 準希

釈液 を作 製 した。

8.　 高 速 液体 ク ロマ トグ ラフ ィー(HPLC)法

以 下 の 条件 下 で測 定 した。

Column Nucleosil 5C18 (150mm•~4mm)

Column temp. 40•`45•Ž

Mobile phase 0.1M NaH2PO4: CH3CN= 92: 8

Flow rate 1.0•`1.4ml/min

Pressure 1600•`2000 p. s. i.

Detector UV (280nm)

9.　 尿 お よび胆 汁 中 濃 度 の測 定

CTTを 静 脈 内投 与 して 得 られ た尿(マ ウ ス,ラ ッ ト,

ウサ ギ,イ ヌ,サ ル)お よ び胆 汁(ラ ッ ト,ウ サ ギ,イ ヌ)

をbioassay(薄 層 デ ィ ス ク法)な ら び にHPLC assayに

よ り測 定 した。

10.　 血 漿,尿 お よび胆 汁 中 での 安定 性

健 康 成 人か ら得 られ たプ ー ル 血 漿,尿 お よび ラ ッ ト胆

汁 の9容 にCTTの10,000μg/ml～100μg/mlの 標 準 溶

液1容 を加 え,血 漿 では100μg/mlお よ び10μg/ml,尿

お よ び胆 汁 で は1,000μg/mlお よ び100μg/mlの 溶 液 を

調 製 した。これ らをtest tubeに 小分 け して各 条件 下 で保

存 した。保 存 条 件 は 血漿 お よ び尿 中 で は4℃ で7日 間,

-20℃ で30日 間 とし,胆 汁 中 で は4℃ お よび-20℃ と もに

Fig. 2 Comparison of standard curves of CTT on various

test organisms by cylinder plate method

Fig. 3 Comparison of standard curves of CTT on various

test organisms by agar well method

Diluent: Human plasma

Fig. 4 Comparison of standard curves of CTT on various

test medium by disc plate method
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7日 間 行 った。

実 験 結 果

1.　 検 定 菌 の 選 択

E.coli NIHJ,B.subtilis ATCC 6633お よびM.

luteus ATCC 9341に 対 す るCTTの 感受 性 をHIA培 地

を用 い.日 本 化学 療 法 学会 標 準 法 に よ り測定 した結 果,

MICは そ れ ぞれ0.1μg/ml,3.13μg/ml,3.13μg/mlと な

り,三 菌種 の 間 で はE.coli NIHJが 明 らか にす ぐれ て い

た。 こ れ ら菌 株 につ い て,薄 層 カ ップ 法 を用 い て0.1M

phosphate buffer(pH7.0)で 作 製 した標 準希 釈 液(0.78

～200μg/ml)の 検 量 線 を比 較 しFig .2に 示 した。 阻 止 円

径 はE.coli NIHJが 最 大 で あ り,つ い でB.subtilis

ATCC6633,M.luteus ATCC9341の 順 とな り,特 に

M.luteus ATCC9341の 測定 感 度 は12.5μg/mlで あ り

最 も劣 って いた 。他 の 菌種 で は0.78μg/mlで も測定 可 能

で あ った。そ こ でE.coli NIHJお よびB.subtilis ATCC

6633に つ い て,ヒ ト血 漿 で 作 製 し た 標 準 希 釈 液(0.78

～200μg/ml)をagar well法 に よ り比 較 し た検 量 線 を

Fig.3に 示 した が,こ の 血漿 を用 い た場 合 で もCTTの

検 量 線 はE.coli NIHJが 高 か っ た。しか も測 定 感度 で も

E.coli NIHJで は0.78μg/mlで あ るの に 対 し,B.subti-

lis ATCC6633で は3.13μg/mlと な り 測 定 感 度 は 悪

か った。 以 上 の結 果 か らCTTの 体 液 内 濃 度 測定 にお け

る検 定 菌 は,測 定 感 度 の 高 いE.coli NIHJが 適 当 と考 え

これ を選 択 す る こ と と した。

2.　 濃度 測 定 条件 の 検 討

1)培 地 の選 択

E.coli NIHJを 検 定 菌 と し薄 層デ ィ ス ク法 に よ り,

phosphate buffer標 準希 釈 液(0.78～200μg/ml)を 用 い,

NA,STA,AM-1,HIAお よびTSA培 地 の検 量 線 を比

較 しFig.4に 示 した。 各 培地 の 阻 止 円 径 は 高 濃 度域 で

STA培 地 が最 も大 き く,他 の 培 地 間 では 差 が なか った。

低 濃度 域 で はSTA,NA,HIAお よ びTSA培 地 間 で は

差 は認 め られ なか った が,AM-1培 地 の 阻 止 円径 は小 さ

くしか も測 定 感 度 も1.56μg/mlと 他 培 地 に 比 較 し劣 っ

て い た。 阻 止 円の 形 成 状 態 はSTA培 地 が 最 も鮮 明 で つ

い でNA培 地 と な り,そ の 他 の 培 地 は不 鮮 明 な阻 止 円 で

あ っ た。 した が ってCTTの 濃度 測 定 の場 合,E.coli

NIHJを 検 定菌 とした と きの検 定 用培 地 は 阻 止 円 の鮮 明

さな らび に検 量線 の傾 きの高 いSTA培 地 が 適 当 と考 え

選定 した。STA培 地 のpHをpH6.0,7.0お よび8.0と か

え た と きの検 量 線 に 及 ぼ す 影 響 をphosphate buffer標

準 希 釈 液(0.78～200μg/ml)を 用 い 薄 層 デ ィス ク法 に よ

り比較 した 結果 をFig.5に 示 したが,阻 止 円径 の大 き さ

は 高 濃度 域 で若 干 の 差 が み られpH8.0,7.0,6.0の 順 に 阻

Fig. 5 Effect of medium pH on standard curves of CTT by

disc plate method

Fig. 6 Comparison of standard curves of CTT on various
inoculum sizes using E. coli NIHJ

(Disc plate method)

Fig. 7 Comparison of standard curves of CTT on various

prediffusion time at 4•Ž by disc plate method
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止 円径 は小 さ くな った。 しか し低 濃度 域 で は 各pH間 に

差 をほ とん ど認 め ず,STA培 地 のpHの 阻 止 円 に 及ぼ す

影 響 は 少 な い と判 断 で き,培 地 調 製 を 処 方 ど お り(pH

7.4)行 って も差 し支 えな い と考 え られ た。

2)接 種 菌 量の 影響

E.coli NIHJのSTA培 地 に 接 種 す る菌 量 を0.5%,

1%お よ び2%と した と き のphosphate buffer標 準 希

釈 液(0.195～200μg/ml)を 薄 層 デ ィス ク法 に よ り検 量 線

を求め た。 そ れ らを比 較 してFig.6に 示 した。 阻 止 円径

の 最 大 は0.5%接 種 でみ られ つ い で1%,2%接 種 の順 に

小 さ くな っ た。 す な わ ち接 種 菌 量が 少 ない程 阻 止 円 は増

大 し た。 測 定 感 度 に つ い て は0.5%接 種 に お い て

0.195μg/mlま で 検 出 さ れ1%お よ び2%接 種 で は

0.39μg/mlと な り,接 種 菌 量 の増 加 に 伴 っ て測 定 感 度 が

若 干 低 下 したが いず れ も濃度 測 定 に は十 分 使 用 しう る感

度 であ った。阻 止 円 の 形 成状 態 に つ い て は0.5%接 種 で は

colonyが 疎 とな りや や 不 鮮 明 とな った 。1%お よ び2%

接 種 では 鮮 明 な 阻 止 円 が 形成 さ れ た こ とか ら,Ecoli

NIHJの 接種 菌 量 は1～2%が 適 当 と考 え られ た。

3)予 備拡 散 の影 響

薄 層 デ ィス ク法 の 場 合 に つ い てphosphate buffer標

準希 釈 液(0.39～200μg/ml)を 用 い予 備 拡 散 を0,1お よ び

2時 間 とか えた と きの 検 量 線 をFig.7に 示 した。 阻 止 円

径 の大 き さは2時 間拡 散 の 場 合が 最 大 で,つ い で1時 間,

0時 間拡 散 の 順 に小 さ くな った。 す なわ ち予 備 拡 散 時間

の 延 長 に よ り阻 止 円径 は増 大 した。 しか し測 定 感 度 につ

い て は 予備 拡 散 の 時 間 に 関 係 な く0.39μg/mlと 差 が な

か った。 この こ とは予 備 拡 散 の実 施 に よ り検 量 線 の傾 き

が 高 くな る こ と を意味 し,し か も予 備 拡 散 しな い場 合 に

比 し予備 拡 散 した場 合 の方 が,阻 止 円の 鮮 明度 が 高 い こ

とか ら予備 拡 散 の 実施 か望 ま しい と考 え られ た。

4)Phosphate bufferのpHの 影 響

Phosphate bufferのpHをpH6.0,7.0,8.0の 三 種 類 と

し,こ れ を希 釈 液 と して 用 い た場 合 の 標 準 希 釈 液(078

～200μg/ml)を 薄 層 デ ィ ス ク法 を用 いて 比較 しFig.8に

示 した。 阻止 円 径 へ の影 響 は高 濃 度域 で はほ とん ど差 が

み られ ず,低 濃度 域 で 大差 で は ない がpH8.0,7.0,6.0の

順 に 阻 止 円径 は小 さ くな った。阻 止 円の 形成 状 態 につ い て

は各pH間 に 差 は な く,い ず れ のpHで も鮮 明 な阻 止 円

が え られ希 釈 液 のpHの 検 量 線 に あ た え る影 響 は少 な い

と判 断 した。 した が ってCTTの 濃度 測定 の場 合 の 希 釈

液 のpHに つ い て は培 地pHに 近 いpH7.0を 選 んだ 。

5)血 漿 の影 響

ヒ トの プ ー ル 血 漿,Moni-trol I,Conseraお よ び

phosphate bufferで 希 釈 した標 準 希 釈 液 を,薄 層 デ ィス

ク法 に よ り検 量 線 を求 め そ れ ら を比 較 しFig.9に 示 し

Fig. 8 Effect of diluents on standard curves of CTT by

disc plate method

Test organism: E. coli NIHJ

Medium: Sensitivity test agar

Fig. 9 Effect of diluents on standard curves of CTT by

disc plate method

Test organism: E. coli NIHJ

Medium: Sensitivity test agar

Fig. 10 Effect of diluents on standard curves of m by

disc plate method

Test organism: E. coli NIHJ

Medium: Sensitivity test agar
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た 。 ヒ ト血 漿 を用 いた場 合の 阻 止 円径 はphosphate buf-

ferの 場 合 に 比 較 し小 さ く,同 一 阻 止 円 を え る に は2

～4倍 の濃 度 が必 要 とな っ た。 ヒ ト血 漿 とMoni-trol I

お よびConseraに つ い て 比較 す る と,ヒ ト血 漿 とCon-

seraの 検 量 線 は ほ ぼ 一 致 し て い る が,両 者 の 検 量線 は

Moni-trolIの 検 量線 よ りは 若干 低 め とな っ た。 以 上 の

結 果 か らヒ ト血漿 中濃 度 測定 時 の検 量線 に は,ヒ トプ ー

ル 血漿 を用 い るの が 好 ま しいがConseraで も代 用 で き

る と考 え られ た。

6)尿 お よび 胆 汁の 影響

ヒ トの 尿 お よ び 胆 汁 を用 い て作 製 した標 準 希 釈 液 と

phosphate buffer標 準希 釈 液 の 検 量線 を薄 層 デ ィス クに

よ り比 較 しFig.10,11に 示 した。 原 尿 お よび 原 胆汁 を用

い た場 合 の 阻 止 円径 はphosphate bufferの 場 合 に 比 し

若 干 小 さ くな った。 しか し,一 般 に 尿 お よび 胆 汁 中濃 度

測 定 の場 合 に は 濃 度 が 高 い の で希 釈 測 定 す る場 合 が 多

い。Fig.10,11に 示 した ご と く,こ の 原 液 をphosphate

bufferで10倍 希 釈 した標 準 希 釈 液の 検 量 線 はphosphate

bufferの 場合 とほ ぼ 一致 した 。 この こ とか ら ヒ トの 尿 お

よ び胆 汁 中濃 度 の 測定 に 際 して は,原 液 を10倍 以上 希釈

して測 定 す る こ とに よ って 測定 誤 差 は 少 な くな る もの と

考 え られ た。

7)測 定 方 法 の 比較

薄 層 デ ィス ク法,薄 層 カ ップ法 お よびagar well法 の

三 種 類 の定 量 法 に 関 して,CTTのphosphate buffer標

準希 釈 液 の検 量 線 をFig.12に 示 した 。高 濃 度 域 に お け

る阻 止 円径 はagar well法 が最 大 で つ い で薄 層 カ ップ,

薄 層 デ ィス ク法 の順 とな り,低 濃 度 域 で は薄 層 カ ップ 法

が最 大 でagar well法 お よび 薄層 デ ィス ク法 は 同程 度 と

な った 。検 量 線 の傾 きは 三種 類 の 方 法 の うちagar well

法 が 最 も高か った。 測 定 感 度 につ い て は薄 層 カ ップ法 が

0.098μg/mlで あ った の に対 し,agar well法 お よび薄 層

デ ィス ク法 で は0.195μg/mlと わ ず か に 悪 か っ た が,い

ず れ の 方 法 を用 い て もMICに 近 い濃 度 ま で検 出 され,

生 体 内動 態 を測定 す るに は 十分 な感 度 が え られ た。

3.Bioassay法 とHPLC法 の 比較

CTTを 実験 動 物 に静 脈 内投 与 して え られ た尿 お よび

胆 汁 中 濃度 を,本 実 験 で検 討 したbioassay法(薄 層 デ ィ

ス ク法)に よ って 測 定 した値 と,こ れ ら をHPLCassay

法 に よ って 測 定 したCTTとtautomerを 合 したtotal

の値 とを比 較 し両 方 法 間 の相 関 を検 討 した。 尿 中濃 度 に

関 してはbioassay法 お よびHPLC assay法 の 間 では 相

関 係 数r=0.9834,回 帰 直 線 方 程 式Y=0.9981X+13.81

が え られ,両 方法 の 間 に高 い相 関 関係 が 認 め られ た。 胆

汁 中濃 度 に お い て も相 関係 数r=0.9953,回 帰 直線 方 程 式

Y;1.013X+6.849と な り,尿 中 な ら び に 胆 汁 中 と もに

Fig. 11 Effect of diluents on standard curves of CTT by 

disc plate method

Test organism: E. coli NIHJ 

Medium: Sensitivity test agar

Concentration of CTT (ƒÊg/m1)

Fig. 12 Comparison of standard curves of CTT on various 

assay method

Test organism: E. coli NIHJ 

Medium: Sensitivity test agar

Concentration of CTT (ƒÊg/ml)

Fig. 13 Stability of CTT in human plasma

Test organism: E. coil NIHJ 

Method: Disc plate method
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bioassay法 とHPLC assay法 に よ る 測定 値 の 間 に は 高

い相 関 関 係 が え られbioassay法 の 妥 当性 が確 認 され た。

4.　 体 液 中 で の 安定 性

CTTの ヒ ト血漿 お よ び 尿 中 で の安 定 性 を 薄 層 デ ィス

ク法 に よ り測 定 しFig.13,14に 示 した。 血 漿 中 で は

10μg/mlお よ び100μg/mlと もに4℃ 冷 蔵 庫 保 存 で7

日お よ び-20℃ 凍結 保 存 で30日 間 ま で検 討 したが 残 存 力

価 の 低下 は認 め られ なか った 。 尿 中 で は100μg/mlお よ

び1,000μg/mlと もに4℃ で7日 お よび-20℃ で30日 間

ま で検 討 しいず れ も力価 の低 下 は 認め られ な か っ た。 一

方,ラ ッ トの胆 汁 中 に お け る安 定 性 をFig.15に 示 した

よ う に4℃ 保 存 で7日 目 に100μg/mlで は83%,

1,000μg/mlで は86%と 残 存 力価 の 若 干 の 低 下 が 認 め ら

れ た。しか し,-20℃ に 保 存 した場 合 に は7日 間 まで検 討

し,100μg/mlお よび1,000μg/mlの い ず れの 濃 度 に おい

て も力価 の 低下 は認 め られ なか った 。

考 察 お よび結 論

CTTの 体 液 内 濃 度 測 定 用 の 検 定 菌 は検 出感 度 の 高 い

E.coli NIHJを 選 ん だ。検 定 用 培地 として は阻 止 円 が鮮

明 で検 量線 の傾 きの 高 いSensitivity test agar(STA)を

選 択 し検 定 条件 を検 討 した。

STA培 地 のpHの 影 響 をpH 6.0,7.0,8.0で 検 討 しそ

れ らの 検 量線 を比 較 す る と各pH間 に ほ とん ど差 が な い

こ とか ら,市 販 培 地(pH 7.4)を 修正 す る こ とな く使 用 し

うる もの と考 え られ た 。接 種 菌 量 を0.5%,1%お よび

2%と か え た と きの 影 響 は 測 定 感 度 が0.5%>1%>

2%の 接種 順 に 良か った が,0.5%接 種 でcolonyが 疎 と

な る ため 阻 止 円が 不 鮮 明 とな っ た。 したが って1～2%

接種 が 適 当 と考 え られ た 。予 備 拡 散 を0,1お よび2時 間

とか え た と きの 影 響 は 検 出 感 度 の 上 昇 に は 結 び つ か な

か ったが,1～2時 間 の 予備 拡 散 の 実施 に よ り阻 止 円の

鮮 明度 が 増 し阻 止 円径 の 判読 が容 易 とな っ た。希 釈 液 の

pHの 影響 をpH 6.0,7.0お よ び8.0の0.1M phosphate

bufferで 作 製 した標 準希 釈 液 に つ い て検 討 した結 果,各

pH間 に ほ とん ど差 が な い こ とか ら培 地pHに 近 い7.0

を選 択 し た。 測 定 方 法 の 違 い に よ る 測 定 感 度 をphos-

phate bufferを 用 い た標 準希 釈 液 で比 較 した とこ ろ,薄

層 カ ップ法 の 測 定感 度 が 最 も高 く測 定 可能 な最 低 濃 度 は

0.098μg/mlで,っ い でagar well法 お よび 薄層 デ ィ ス ク

法 の0.195μg/mlと な った 。 した が っ て いず れ の 測定 方

法 を用 い て もMIC附 近 まで 検 出 可 能 で あ り,生 体 試料

の 濃 度 測定 に は い ず れ も十 分 使 用 可能 と考 え られ た。

ヒ トの血 漿 中 濃 度 測定 に 際 し,標 準 希釈 液 と して ヒ ト

血 漿 あ る い はphosphate bufferを 用 い るか に よ り測 定

値 に 違 いが 生 ず る こ とが予 想 され る。 ヒ トの プ ー ル血 漿

Fig. 14 Stability of CTT in human urine

Test organism: E. coli NIHJ

Method: Disc plate method

Fig. 15 Stability of CTT in rat bile

Test organism: E. coli NIHJ

Method: Disc plate, method

とphosphate buffer標 準 希 釈 液 の検 量 線 を薄 層 デ ィス

ク法 を用 いて 比較 した とこ ろ,ヒ ト血 漿 を用 い た場 合 の

検 量 線 はphosphate bufferの 検 量 線 に 比 し右側 に 大 き

く移 動 し血 漿 の 影響 が 認 め られ た。 この場 合 ヒ ト血漿 の

阻止 円がphosphate bufferの 検 量 線 と同 一 の 阻 止 円 を

示 す に は2～4倍 の 濃 度 が 必 要 と な った。 こ れ は 主 に

CTTの 血 清 蛋 白結 合 率 が(約91%)4)高 い こ とに 起 因 し

て い る もの と考 え られ た。ま た,ヒ ト血漿 とMoni-trol I

お よ びConseraと の 検 量 線 比 較 で は ヒ ト血 漿 とCon-

seraの 検 量線 は 良 く一 致 し,Moni-trol Iの 検 量線 は そ

れ ら よ り若 干 高め で あ っ た。CTTの ヒ ト血 漿 中 濃 度 測

定 時 の標 準希 釈 液 の 作 製 は ヒ ト血 漿 が望 ま しい が,Con-

seraも 代 用 で きる と考 え られ た 。尿 お よ び胆 汁 で希 釈 し

た標 準 希 釈 液 の 検 量 線 をphosphate bufferの そ れ と比

較 した が,原 尿 お よ び原 胆 汁 の検 量 線 はphosphate buf

ferよ り若 干 低 め と な り,尿 お よ び 胆 汁 をphosphate

bufferで10倍 希 釈 した検 量 線 はphosphate bufferと 良
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く一 致 した。CTTの 尿 お よび 胆 汁 中 の 濃度 測 定 に お い

てphosphate bufferで10倍 以 上 希 釈 す れ ば 測 定 誤 差 は

少 な くな る と考 え られ た。

CTTを 実 験 動 物 に 投 与 して え られ た 尿 お よび 胆 汁 を

薄 層 デ ィ ス ク法 お よびHPLC法 に よ り測 定 し比 較 した。

CTTはpHお よ び体 液 中のMgイ オ ン等 に よ り互 変 異

性体(tautomer)を 生 じ,採 取 した 尿お よび 胆 汁 中に も約

5%がHPLC法 に よ り検 出 され て い る5)。ま た,tauto-

merの 抗 菌価 はCTTの そ れ とほ とん ど同 等 で あ る こ と

も報 告 され て い る6)。 した が ってHPLC法 に お い て は

CTTとtautomerが 分 離 定 量 され る が そ れ ら を合 した

値 を用 い た。 一 方,薄 層 デ ィ ス ク法 に お け る測 定 値 は

CTTと そのtautomerの 抗 菌 活 性 の総 和 と して 計 測 さ

れ,CTTの 当量 と して表 現 さ れ る。両測 定 法 に おけ る実

測 値 は,尿 で は 相 関 係 数r=0.9834お よ び胆 汁 で はr=

0.9953と な り,bioassay法 とHPLC assay法 の 問 で 良好

な相 関性 が確 認 され た。

CTTの ヒ ト血 漿 お よび 尿 中 で の安 定 性 を4℃ の 冷 蔵

庫 保 存 な らびに-20℃ の 凍結 保 存 で 検討 した。 ヒ ト血 漿

お よ び尿 中 とも に4℃ で7日 間,-20℃ で30日 間 は 力 価

の低 下 な く安 定 で あ っ た。 一 方,ラ ッ ト胆 汁中 で は4℃

保 存 で7日 目に残 存 力価 は83～86%と 低 下 した 。 この傾

向 はCefmetazole 7)の ヒ ト胆 汁 中 で の 結 果 と同 じ傾 向 と

考 え られ た。 しか し-20℃ 保 存 で は7日 目まで は残 存力

価 の低 下 は 認め られ な か った 。 これ らの こ とか らす くな

くと も-20℃ に保 存 す る こ とに よっ て抗 菌価 の 低 下 を少

くす る こ とが で き る と考 え られ た。 以 上 の 結 果 か ら

CTTの 体 液 内 濃度 測定 法 と して 次 の 測 定 方 法 が適 して

い る と考 え られ る。

1)検 定 菌

E.coli NIHJ

2)検 定 用 培地

Sensitivity test agar培 地

3)接 種 菌 液 お よび 菌 量

Trypticase soy broth(BBL)に て37℃ 一 夜 培 養 し

た菌 液 を1～2%接 種 す る。

4)検 定 方 法

薄 層 カ ップ法,薄 層 デ ィス ク法 お よ びagar well

法 の い ず れ で も よい。90mmの シ ャー レを用 い る

と き は 薄 層 で は8mlを,agar well法 で は19ml

(基 層)+5ml(種 層)を 分 注す る。

5)検 体 の希 釈 液

血漿 試 料 は血 漿 また はConseraで 希 釈 す る。尿 お

よ び胆 汁 につ いて は0.1M phosphate buffer(pH

7.0)を 用 い て希 釈 す る。

6)標 準希 釈 液

血 漿 試 料 を測 定 す る際 は 血 漿 ま た はConseraで

作 製 す る。 尿 お よ び 胆 汁 を 測 定 す る際 は0.1M

phosphate buffer(pH7.0)で 作 製す る。

7)培 養 条 件

37℃,18～20時 間
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MICROBIOLOGICAL ASSAY METHODS OF CEFOTETAN (YM09330)

CONCENTRATIONS IN BODY FLUIDS

MASAYUKI KOMIYA, YASUHIRO KIKUCHI, AKIO TACHIBANA and KUNIICHIRO YANO

Central Research Laboratories, Yamanouchi Pharmaceutical Co., Ltd.

The microbiological assay methods for antibiotic concentration in body fluids after treatment of cefotetan

(CTT, YM09330), a new semisynthetic cephamycin antibiotic, were discribed.

The suitable conditions for the assay of the concentration resulted from using of E. coli NIHJ as the test

organism and sensitivity test agar as the medium, in which 1% of over-night precultured Trypticase soy broth

inoculated with the test organism was added. For the determination of the antibiotic concentration in biologi-

cal specimens, three assay methods, thin- layer cup, thin- layer disc and agar well method, gave the suitable

long- range standard curves and revealed good sensitivity. Cefotetan standard curve was not markedly influenc-

ed by pH of the medium and of the diluent buffer solution. By the thin- layer disc method, the detectable

concentrations of cefotetan were, at the lowest, 0.2 ƒÊg/ ml for 1/ 10M phosphate buffer pH 7.0, and 0.78 jig/ ml

for human plasma, Consera and Moni- trol I when used as the diluent for the standard solution. The inhibition

zone sizes of cefotetan dissolved in human plasma, Consera and Moni- trol I were smaller than those in phos-

phate buffer solution at pH 7.0. However, the standard curves of cefotetan using human plasma and Consera as

the diluent showed almost the same figure. The concentrations of cefotetan in urine and bile detected by the

bioassay method were in good agreement with those obtained by HPLC method.

Cefotetan was stable in phosphate buffer solution at pH 7.0, human plasma and human urine at-20•Ž over

a period of 30 days. In rat bile, cefotetan was unstable somewhat at 4•Ž but was stable during 7 days storage

at-20•Ž.


