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BRL25000(Clavulanic acid-Amoxicillin)の 微生物学的定量法による体

液 内濃度測定法に関す る検討

横田 栄作 ・佐藤 光行 ・建林 和夫 ・服部 信之

ビーチャム薬品株式会社試験研究所

BRL25000の 経 口投 与 時 に お け る体 液 内 濃 度 の 微生 物 学 的 定 量法 につ い て検 討 した 。

BRL25000はAmoxicillin(AMPC)とClavulanic acid(CVA)の 配 合剤 の ため,そ の成 分 を

各 々定 量 しな け れ ば な らな い。

Amoxicillinの 定 量 に はMicrococcus luteus ATCC 9341がBacillus subtilis ATCC 6633

よ りClavulani cacidの 影響 を受 け ず 適 して い た。 この ときAmoxicillinの 測 定 限 界 濃度 は,0.03

μg/mlで あ った。

Clavulanic acidに つ い て は,そ れ 自身 の持 つ抗 菌 活 性 が 弱 い ため 従 来 の 生物 学 的 定量 は で きず,

Penicillin Gを 用 い て β-lactamase産 生 のKlebsiella pneumoniae ATCC 29665を 検 定 菌 とす

る方 法 に よっ た。Klebsiella pneumoniae ATCC 29665は,Amoxicillinが250μg/mlの 濃 度 ま

で 混 入 して も影 響 を 受 けず 測 定 限 界 濃 度 は0.06μg/mlで あ った。

ヒ トの血 清 中 濃 度 測 定 に は新 鮮 ヒ ト血 清 が,尿 中 濃 度 測 定 に は0.1M citrate buffer(pH6.5)

に よる希 釈 が 適 して い た。 各 種 体 液 試料 は,-55℃ 以 下(ド ライ ア イ ス)で 保存 す る方 法 でAmoxi-

cillinお よびClavulanic acidは 少 な くと も2週 間 安 定 に 保 たれ た 。

BRL25000は 英 国 ピ ー チ ャ ム 社 で 開発 さ れ た β-

lactam系 抗 生 物 質 で あ るAmoxicillin(AMPC)と

Clavulanic acid(CVA)が2:1の 割 合 で含 有 され る配

合 剤 で,各 々の構 造 式 をFig.1に 示す 。

近 年penicillin類 の耐 性 菌 が 問 題 に な っ て お りそ の主

な原 因 が 細菌 に よ り産生 さ れ る β-lactamaseに よる こ

と が判 明 してい る。CVAは 抗 菌 力 が 弱 い の で 単 独 では

使 用 され に くい が,β-lactamaseと 不 可 逆 的 に 結 合 して

そ の活 性 を阻 害 す るた め に,AMPCと 配 合 す る こと に

よって β-1actamase産 生 の細 菌 を含 む 広 範 囲 な 細菌 に

阻 害 作 用 を発 揮 す る。

著 者 らはBRL25000の 中 のAMPCお よ びCVAの

そ れ ぞ れ の体 液 内 に お け る濃 度 に つ い て 微生 物 学 的定 量

法 に よっ て検 討 す ると とも に,体 液 内 に おけ る安 定 性 お

よび尿 中活 性 代 謝 物検 索 の た め の 薄層 クロ マ トグ ラフ/

バ イオ オ ー トグ ラフ法 に よ るAMPC,CVAの 検 出 法 に

つ い て検 討 した の で報 告 す る。

I.　 実 験 材 料 お よび 方 法

1.　 使 用 薬 剤

AMPCは 三 水 和物,Penicillin G(PCG)はNa塩,

CVAはK塩 の それ ぞれ 力 価 の 明 白な もの を用 いた 。

2. Bioassay法

1)菌 株

Bacillus subtilis ATCC 6633(B.subtilis)お よび

Micrococcus luteus ATCC 9341(M.luteus)は 国 立予

防 衛 生研 究 所 よ り分 与 を受 け,Klebsiella pneumoniae

ATCC 29665(K.pneumoniae)は 英 国 ピー チ ャム社 か

Fig.1 Structural formula of AMPC

and CVA

Amoxicillin trihydrate

Molecular formula: C16H19N3O5S•E3H2O

Molecular weight: 419.45

Chemical name:(2S, 5R, 6R)- 6-[2- amino- 2-(p-

hydroxyphenyl) acetamido]- 3, 3- dimethy- 7-

oxo- 4 thia- 1- azabicyclo [3. 2. 0] heptane- 2-

carboxylate trihydrate

Pot assium clavuianate

Molecular formula: C8H8NO5K
Molecular weight: 237.25

Chemical name: potassium (Z)-(2R, 5R)- 3-(2-
hydroxyet hylidene)- 7- oxo- 4-oxa- 1- azabicy-

clo [3. 2. 0]heptane- 2- carboxylate
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ら分 与 され た もの を 用 い た。

2)測 定 用 培 地

B.subtilis用 培地 に は,PM agar(ボ リペ プ トン5

g,肉 エキ ス3g,寒 天15g,蒸 留 水1l,pH6.5)を 用

い た。M.luteus用 培 地 に は,市 販 培 地 のAM-2 agar

(Antibiotic medium No.2:Difco),HI agar(Heart

infusion agar:Difco),BHI agar(Brain heart in-

fusion agar:Difco),TS agar(Tryptone soya agar:

Oxoid)お よびPMY agar(ボ リペ プ トン6g,肉 エキ

ス1.59,酵 母 エ キ ス3g,ブ ドウ糖1g,寒 天15g,蒸

留 水1l,pH6.5)を 用 い た。

K.Pneumoniae用 培 地 に は,AM-2 agar,HI agar,

BHI agar,TS agarお よびNA agar(Nutrient agar:

Oxoid)を 用 い た。

3)菌 液 の 調製

B.subtilisは,斜 面 と し た 増 菌 用 培 地(ボ リペ プ ト

ン10g,肉 エ キ ス5g,NaCl 2.5g,寒 天15g,蒸 留 水

1l,pH6.5)で,37℃,1週 間 培 養 し,菌 体 を10ml

の 減 菌 水 に 懸濁 し,65℃,30分 間 加 熱 し,菌 液 と した 。

M.luteusは,斜 面 と した増 菌 用 培 地 を 用 い,30℃,

約48時 間培 養 し,菌 体 を10mlの 生 理 食 塩 水 に 懸 濁

し,菌 液 と した。

K.Pneumoniaeは,TSB(Tryptone soya broth:

Oxoid)に 接 種 し,37℃,約18時 間 培 養 して菌 液 と した。

4)濃 度 測 定 条 件 の 検討

平 板Cup法1,2):直 径9cmの ペ ト リ皿 を用 い。AM

PCの 測 定 に は 基層 用 培 地20mlに 種 層 用 培 地4mlを

層 積 した二 層Cup法 を,ま たCVAに は 種層 用 培 地 に

最 終 濃 度PCG 60μg/mlに な る よ うに 添 加 した15ml

を 分 注 し薄 層Cup法 を 用 いて 測 定 した。 そ れ ぞ れ37

℃,約18時 間 培 養 し実 験 に 供 した 。

5)希 釈 液

0.1M phosphate buffer(pH6.5),0.1M citrate

buffer(pH6.5),健 康 ヒ ト血 清,市 販Moni-Trol I(ミ

ドリ十 字),Consera(日 水製 薬),Norusera(北 医 研),

Seronorm(第 一 化 学 薬 品),Hyland control serum I

(日 本 トラバ ノール),Seraclear-N(化 血 研)お よび 水

で 希 釈 した場 合 の 影 響 を 検討 した。

3.　 薄 層 クロマ トグ ラ フ/バ イ オ オ ー トグ ラ フ法

TLC用 シ リ カ ゲ ル プ レー ト(20cm×20cm,厚 さ

0.25mm,E.Merck社 製Art.5715)を 用 い,下 端 か ら

2cmの 位 置 に 検液 をspotし,メ チ ル イ ソ ブチ ル ケ ト

ン ・氷 酢 酸 ・水(49:22:4v/v)の 混液 で 上 昇 法 に よ

り,原 点 か ら約12cmま で 展 開 した 。

抗 菌 活 性 物 質 の検 出 に は,M.luteusを,CVAお よ

びpenicillinase inhibitorの 検 出 に は,K.Pneumoniae

およびPCGを 最終濃度60μg/mlに なるよ うにそれ

ぞれ添加 し,37℃,約18時 間培養 し実験に供 した。

II.　 実 験 成 績

1.　 測定条件に関する検討

1)賦 験菌の選択

AMPC濃 度測定法に おいては,B.subtilisとM.

luteusに つ き,二 層Cup法 に より,AMPCの 標準曲線

に与えるCVAの 影 響について検射 した。CVAをAMPC

の0.5,5,10培 濃 度になるように混合した0.1M citrate

buffer(pH6.5)を 用いて標準曲線 を 作成 すると,B.

subtilisで はCVAが0.6μg/ml混 入 しても影響がみ

られた。混入量が多くなると影響が さ らに大きくなっ

た(Fig.2)。 しか しM.luteusの 場合 にはCVAが

AMPCの10倍 量の10μg/ml混 入 していても影響が

認あられなかった(Fig.3)。 し たが って試験菌として

M.luteusを 選定したの

また,CVAの 濃度測定においては,K.pneumoniae

による薄層Cup法 でAMPCがCVAの100倍 量の

250μg/ml混 入 しても測定に全く影響を与えなかった

(Fig.4)。

2)測 定用培地の種類の検討

M.luteusを 用 い るAMPC測 定用培地 お よびK.

Pneumoniaeを 用 いるCVA測 定用培地 として各々5種

類の寒天培地を用い,AMPCは 二層Cup法,CVAは

薄層Cup法 で標準曲線を作成 した。AMPC測 定の場合

は,PMY agarお よびAM-2 agarに おいて,直 線性

が良好で鮮明な阻止円が得られた(Fig.5)。

K.pneumoniaeを 用いるCVA測 定用培地 としては,

Fig.6に 示 すようにいずれの培地においても直線性は良

Fig. 2 Standard curves of AMPC by two agar

layers cylinder plate method
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Fig. 3 Standard curves of AMPC by two agar

layers cylinder plate method

Fig. 4 Standard curves of CVA by thin layer

cylinder plate method

好であるが,NA agarに よる阻止円が最も鮮明であり,

他 の培地は不鮮明であった(Fig.6)。

3)菌 液添加量の影響

M.luteusの 菌液をPMY agarに1,2,3%接 種 し

て二層Cup法 により標準曲線 を作成 した結果,Fig.7

に示すように殆んど差異は認められなかったが,測 定限

界および定量性からは2%添 加したものが最も適 してい

た。

K.pneumoniaeの 場合は,NA agarに 対 して,菌 液

を2,3,4%接 種 して薄層Cup法 に より標準曲線を作

Fig. 5 Standard curves of AMPC in different

media

Fig. 6 Standard curves of CVA in different

media

成した結果,Fi97に 示すように,2%の 場合は直線性

は比較的良好であったが,阻 止円径が大きく不鮮明であ

った。4%接 種した場合は,測 定感度が低下する傾向に

あ り,3%の 場合は,直 線性は最も良好で,阻 止円も鮮

明であった(Fig.7)。

4)CVA測 定用培地中のPCG濃 度の影響

K.pneumoniaeの 菌液接種量 を3%と して,NA

agar中 のPCG濃 度を6μg/mlか ら120μg/mlま で

変動させ,CVAの 標準曲線を作成すると,Fig.8に 示

すように,PCG濃 度が大きくなるに従 い阻止円径は大
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Fig. 7 Influence of inoculum size

Fig. 8 Standard curves of CVA in different

final concentration of PCG

き くな るが,直 線 性 の 範 囲 が広 い60μg/mlが 最 適 で あ

る とい う結 果 が 得 られ た(Fig.8)。

5)緩 衝 液 中 のCVAの 安 定 性

CVAの 蒸 留水,0.1M citrate buffer(pH6.5)お

よび0.1M phosphate buffer(pH6.5)の1mg/ml

の溶 液 中 の 安 定 性 に つ い て,HPLC法(High Perfor-

mance Liquid Chromatography)に よ り測 定 した 。 緩

衝 液 の 種 類 に よ り安定 性 に著 しい相 違 が 認 め られ,0.1

Table 1 Stability of CVA in buffer solution

Storage condition: 25•Ž

Concentration of CVA: 1mg/ ml

Residual %

Analytical method: HPLC

Colimn:ƒÊ- Bondapack C18

Detector: 254nm

Solvent: 0.1M HCOONH4 (pH6.0)/ CH3OH(99/ 1)

Range: 0.02AUFS

Flow rate: 2ml/min.

M citrate buffer(pH6.5)が0.1M phosphate buffer

(pH6.5)よ り安 定 で あ った(Table 1)。

2.　 体 液 内 濃 度 測 定 に 及 ぼ す 血 清の 影 響

AMPCはM.luteusに よ る二層Cup法,CVAは

K.pneumoniaeに よ る薄 層Cup法 を 用 い,ヒ ト血 清,

Moni-Trol I,Consera,Norusera,Seronorm,Hyland

control serum I,Seraclear-Nお よび0.1M citrate

buffer(pH6.5)で 調 製 した 標 準 曲線 を 作成 し,比 較 検

討 した。Fig.9に 示 す よ う に,AMPCの 標 準 曲線 につ



VOL.30 S-2 CHEMOTHERAPY
115

Fig. 9 Influence of diluents on standard curves

of AMPC by two agar layers cylinder

plate method

Test orgnism: M.iuteus

ATCC 9341

Medium: PMY-agar

Fig.10 Influence of diluents on standard

curves of CVA by thin layer cyli-

nder plate method

Test organism : K. pneumoniae

ATCC 29665
Medium: Nutrient agar
(Oxoid)

い ては,希 釈 液 と して ヒ ト血 清 を 用 い た 場 合 に0.1M

citrate buffer(pH6.5)よ り 阻止 円 が 小 さ くな り,

Moni-Trol Iお よびConseraは,ヒ ト血 清 希 釈 よ り測

定 感 度 が 悪 く,Hyland control serum Iは 阻 止 円 が検

出 不 可能 で あ った 。一 方,CVAの0.1M citrate buffer

(pH 6.5)を 希 釈液 と した標 準 曲線 と比 較 す る と,ヒ ト

血 清 での 阻 止 円 は 小 さ く,Moni-Trol I,Consera,

Noruseraお よびSeronormは ヒ ト血 清 の場 合 と比 較 的

Fig. 11 Bioautograms of human urine specimens
after administration of 375mg (potency)
of BRL25000

[I]

Standard

[II]

Standard

Thin layer chromatography

Plate: Silica gel 60 F254 (E. Merck)

Solvent system: MIBK•AcOH-HO (49: 22:4)

Bioautography

Test organism: [I] M. luteus ATCC 9341

[II] K.pneumoniae ATCC 29665

u1, u2, u3, u4, u5: Human urine specimens collected

0, 0•`2, 2•`4, 4•`6, 6•`8 hours after administration,

respectively

よ く一 致 した(Fig.9,Fig,10)。

3.尿 中 活性 代謝 物 の 検索

健 康成 人 男子 にBRL 25000錠 を375mg投 与 して 得

られ た 尿 につ い て 薄 層 ク ロマ トグ ラ フ/バ イ オ オ ー トグ

ラ フ法 を試 み た 結 果,尿 中に はAMPCま た はCVA以

外 の活 性 代 謝 物 は 認 め られ なか った(Fig.11)。

4.AMPCお よびCVAの 体 液 中 に お け る 安定 性

新 鮮 ヒ ト血 清 にAMPc1と10μg/m1お よびCVA 0.5

と5μg/m1の 濃 度 に な る よ うに,そ れ ぞ れ 混合 した試 料

を 作 成 した。 尿 お よび0.1M citrate buffer(pH6.5)

に はAMPC20と1,000μg/ml,CvA 10と500μg/ml,

ま た 尿を0.1M citrate buffer(pH6,5)で10倍 に希 釈

した もの に つ い て はAMPc2と100μg/ml,CVA1と

50μg/mlの 混合 試 料 を 調 製 した 。 これ らの 溶液 の凍 結 ,

融 解 を繰 り返 す こ とに よる 力価 低 下 を さけ る た め小 分 け

して,5,-20お よび-55℃ 以 下(ド ライ ア イ ス)で

保 存 し,Initialお よび1,2,3,7,14日 後 のAMPC

お よびCVA濃 度 を測 定 し,力 価 残 存 率 を 求 め た。
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血清中においては5,-20℃ 保存でCVAの 力価の

低下が認められたが,-55℃ 以下に保存 した場合は,

7日 後においては両剤とも殆んど力価の低下をみず。14

日後でも95%以 上の残存率を示した。なお,希 釈され

た尿中ではより良好な安定性を保った(Table 2)。

III.　 考 察

BRL 25000は,AMPCとCVAの 合剤であるためそ

の各々を定量する必要がある。

AMPCの 測定には,従 来検定菌として使用されてい

るB.sublilis ATCC 6633は,AMPC測 定時にCVA

が存在すると影響を受けやすく検定菌としては不適当で

ある。M.luteus ATCC 9341は,CVAが10μg/ml

存在 しても,何 らAMPC濃 度測定に影響を受けないこ

とが確認され,BRL 25000中 のAMPC濃 度測定 の検

定菌に適してお り,そ の と きの 測定培地 としてPMY

agarま たはAM-2 agarが 最適である。

CVAは それ自体抗菌力が弱いため,AMPCと 同一方

法では測定できないのでAMPC耐 性 で,penicillinase

産生のK.pneumoniae ATCC 29665を 検定菌とする方

法を用いたが,検 定菌以外にPCGを あ らかじめ培地中

に最終濃度60μg/mlに な るように添加 し定量する。す

なわちCVAがK.pnemoniae ATCC 29665の 産 生

するpenicillinaseをCVAが 阻害してPCGが 分解さ

れずに阻止円を形成することを利用したものである。

測定培地は,AMPCと 同 一のPMY agarま たはNA

agarを 用いると良好な結果が得られる。

標準溶液 の 調製 と被検液 の希釈は,AMPCお よび

CVA両 剤の測定 とも,血 清の場合は新鮮ヒト血清,尿

は0.1M citrate buffer(pH 6.5)が 適 当 と考えられ

る。

検体試料の測定は,採 取後ただちに測定に供するのが

最 も望ましいが,ヒ ト血清の場合はそのまま,尿 は0.1

M citrate buffer(pH 6.5)で10倍 希釈 して-55℃

以下に凍結保存し,2週 間以内に測定を行なえば力価の

低下は押えられると考えられる。
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BRL25000 is a 2 to 1 formulation of ƒÀ- lactam compounds, namely the broad spectrum penicillin

amoxicillin (AMPC), and the ƒÀ- lactamase inhibitor clavulanic acid (CVA) respectively. Microbio-

logical assay methods suitable for the measurement of amoxicillin and clavulanic acid in clinical

specimens of serum and urine are described.

AMPC concentrations were measured by standard agar-diffusion microbiological assay using Micro-

coccus luteus ATCC9341 as assay organism. The CVA concentrations in body fluids were assayed

using a ƒÀ- lactamase producing strain of Klebsiella pneumoniae ATCC29665 in the presence of subinhi-

bitory concentrations of penicillin G.

Fresh human serum and 0. 1 M citrate buffer were used as body fluid diluents and studies showed

that the AMPC and CVA content in serum and urine were stable for 2 weeks at temperatures below

-55℃ .


