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ク ラ ブ ラ ン 酸 のHPLC分 析 な ら び にBRL25000(Clavulanic acid-Amoxlcillin)

の ヒ ト尿 排 泄 に 関 す る 薬 物 速 度 論 的 考 察

宇 野 豊 三 ・萩 中 淳 ・中 川 照 眞

京都大学 薬学 部薬品分析学教室

ヒ ト尿中の クラプラン酸測定を,UV検 出器付 イオンベア萬速 液体 クロマ トグラフ法を用 いて行

なった。 固定相 としてはODSを,移 動相 と して はtetmbutylammonium bromideを 含 む リン

酸 緩衝液/メ タノールを用いた。

クラブラ ン酸(125mg)お よびAmoxicillin(250mg)を それ ぞれ単独に,あ るいは合 剤である

BRL25000と して同時に健康男子に投与 した後,未 変化の クラブラン酸,Amoxicillinお よび後 者

の代謝物 であるPenicilloic acidお よびPonamaldic acidの 尿中排泄量 お よび排泄率を求めた。

モー メン ト解析の結果,BRL25000投 与 では投与 され た ク ラブラン酸の27～45%が 尿中に排

泄 され,平 均体 内滞溜時間(MRT)は1.6～2.1時 間であ った。一方Amoxicillinの それは56～

73%(代 謝物を含む),2.0～2.6時 間(未 変化のAmoxicillinに ついて)で あ った。すなわ ち,ク

ラブラン酸 は吸収が悪 く(ま たは,代 謝物や尿以外へ の排泄が非常に多い),Amoxicillinよ り尿中

排泄が速い ようである。

さらに,同 一被験者に クラブラン酸お よびAmoxicillinを 単独投与 して検討 してみる と,BRL

25000投 与時 と比べて クラブラン酸 とAmoxicillin間 の薬物速度論的相互 作用は認 め られ なか っ

たが,Penamaldicacidの 排泄率 は単独投与時に比べて有 意(危 険率5%)に 減少 して いた。

クラ ブ ラ ン酸(以 下CVA)の 分 析 は,従 来,微 生 物

学 的 方 法 の み に よっ て行 な わ れ て お り,他 の β-lactam

抗 生 物質 に用 い られ て い る よ うな 分光 学 的 方 法 や 化学 的

方 法 は,開 発 され て い ない 。 今 回,著 者 らは,ま ず,高

速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー(以 下HPLC)を 用 い る 分

析 法 を開 発 した。 次 に,そ の 方 法 を 用 い て,CVAと

Amoxicillin(以 下AMPC)を そ れ ぞ れ単 独 に あ るい は

合 剤(BRL25000)と して 健 康男 子 に 投 与 した後 の未 変 化

のCVA,AMPCお よび後 者 の代 謝 物Penicilloicacid

(以 下AMPA),Penamaldic acid(以 下AMPM)の 尿

中 排泄 挙 動 に関 して,薬 物速 度 論 的 考 察 を加 え た。

I.　 材 料 と 方 法

1.　 薬 物 お よび 試 薬

クラ ブ ラ ン酸,ア モ キ シ シ リンお よびBRL25000は,

ビー チ ャム薬 品 株式 会社 か ら提 供 され た も の を使 用 し

た 。 そ の 他 の 試 薬 は,市 販 の もの を そ の まま使 用 した 。

HPLCの 展 開 溶 媒 と して 用 い た 水 お よ び メタ ノール は,

ガ ラ ス製 容 器 を 用 い て 蒸 留 後,0.45μmの ミク ロフ ィ

ル タ ーを 用 い て ろ過 した もの を使 用 した 。

2.　 CVAのUV吸 収 に 対す る溶 媒 効 果

既 知 量 のCVAを 種 々の 溶 媒((i)～(iv))に 溶 解 し

(最 終 濃 度5×10-4M),200～260nmのUVス ペ ク ト

ル を測 定 した 。 〔(i)0.5mM-TBABお よび リン酸 緩

衝 液 を 含 むMeOH/H20=1/4(v/v),μ=0.02～0.03,

pH 5.02～9.01,(ii)0.5mM-TBAB,16mM-NaH2

PO4お よび4mM-Na2HPO6を 含 むMeOH/H20=0～

7/3(v/v),pH 638～8.07,(iii)0.5mM-TBABお よ

び リン酸 緩 衝 液 を 含 むMeOH/H20=1/4(vlv),μ=

0.03～0.337,pH6.28～a74,(iv)0～10mM-TBAB,

16mM-NaH2PO4お よび4mM-Na2HPO4を 含 むMe

OH/H20=1/4(vlv),pH 6.72～6.77〕 。 溶 媒 組成は,

上記 の よ うに,(i)pH,(ii)メ タ ノール/水,(iii)

イオ ン強 度,(iv)TBAB濃 度 に関 して 変 化 させ た。

3.　 CVAのHPLC分 析

CVAのUV検 出 波 長 に 関 して検 討す る た め,以 下

のHPLC条 件(1)に お い て,検 出 波 長 を210～222

nmの 間 で変 更 し,一 定 量(6μg)のCVAを く り返 し

注 入 した。

HPLC条 件(1)

装 置:TwincLe(Jasco Co.)

固 定 相:Lichrogorb RP-18(25cm×46mmLの

移 動 相:5mM-TBAB,0.6mM-NaH2PO4お よび

0.6mM-Na2HPo4を 含 むH201MeoH=

5/1(vlv),pH 7.25

流 速:1.0ml/min(40kg/cm2)

尿 中 のCVAの 定 量 は,以 下 のHPLC条 件(II)で
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Fig. 1 Dependence of Amax of clavulanic

acid solution on TBAB concentration.

The concentration of clavulanic acid was

5•~10-4M in methanol/ water= 1/ 4 (v/ v) con-

taining 0 to 10mM TBAB+ 16mM NaH2PO4

+ 4mM Na2HPO4

Fig. 2 Chromatographic peak height for a

constant amount of clavulanic acid

at various detection wave lengths.

Injection volume: 10ƒÊl of 600ƒÊg/ ml aqueous

solution, Sensitivity: 0.16 aufs, Mobile

phase: H2O/ Me0H= 5/ 1 (v/ v) containing 5

mM TBAB+ 0.4mM Na2HPO4+ 0.6mM Na

H2PO4 (final pH 7.25)

行 な った 。

HPLC条 件(II)

装置:LC-3A(Shimadzu Co.)

固定 相:Lichrosorb RP-18(25cm×4.6mm i.d.)

移 動 相:(10mM-TBAB+0.6mM-NaH2PO4+0.4

mM-Na2HPo4)/MeoH=10/1(v/v),pH

7.02

流 速:1.5ml/min(60kg/cm2)

検 出:UV-220nm

カラ ム温 度:室 温

4.　 BRL25000の 投 与 お よび 尿 試料 の採 取

CVA(125mg)お よびAMPC(250mg)を それ ぞ れ

単 独 にあ るい は,BRL25000と し て同 時 に3人 の健 康 男

Fig. 3 Chromatogram of human urine

excreted at 3 hours after oral

administration of BRL25000

CVA: clavulanic acid, AMPC: amoxi-

cillin, Injection volume: 20ƒÊl

子に投与した後,Table 1に 記した時間 ごとに,尿 を採

取 した。尿量を測定後,ミ クロフ ィル ターでろ過 し,そ

の5～20μlを 用いて,未 変化 のCVA,AMPCお よび

AMPCの 代謝物 であ るAMPAお よびAMPMの 排泄

量を測定 した。CVAお よびAMPCの 定量は,そ れぞ

れの標品を用いて作成 した 検量線を用いてHPLC分 析

で行 なった。AMPAお よびAMPMの 定量は,既 報の

方法1)に よって行 なった。得 られ た 尿中排泄速度一時間

曲線 を次に述べ るモーメン ト法によ り解析 した。

5.　 モ ーメン ト解析法2)

あ る薬物(代 謝物 も含めて)の 無限時間までの総排泄

量(Xu)お よび平均体 内滞留時間(MRT)は,そ れ ぞ

れ0次 お よび1次 モー メン トを 用い て次式 で定義 され

る。

ここでdXu/dtは 尿中排泄速度-時 間曲線 を表わす関数

であ る。Xuお よびMRTは,dXu/dtの 実験値を用

いて数値積 分す ることに よって求めた。詳細は,既 法の

方法2)を参照 されたい。

II.　 成 績

1.　CVAのUV吸 収に対す る溶媒効果

CVAは,HPLC検 出に適 したUV吸 収 を も た な

い3)。そこで,著 者らは,CVAのHPLC分 析に適 した

UV検 出波長 および分離 条件を検索するため,先 ず,そ
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Fig. 4 Time courses of urinary excretion
rates for clavulanic acid, amoxicillin,
and metabolites of amoxicillin fol-
lowing single oral dose of BRL25000
to a human subject (J. H.)

の λmaxに 対 す る 溶媒の影響 をHPLCの 展開溶媒系

〔(i)～(iv)〕 において検討 した。 その結果,pH,水 と

メタ ノール の混合割合および イナン強度は,CVA溶 液

の λmaxに ほ とん ど影響を与えなかった が,TBAB濃

度に関しては,そ の増加に伴 って,λmaxは 急激 に深色

移動(bathochromic shift)を 起こ し(Fig.1),TBAB

無添加では201nmで あるのに対 して,10mM添 加時

Fig. 5 Time courses of urinary excretion
rates for clavulanic acid, amoxicillin,
and metabolites of amoxicillin fol-
lowing single oral dose of BRL25000
to a human subject (T. H.)

に は216nmに 達 した 。

2.　 CVAのHPLC分 析

HPLC条 件(I)の もと で,一 定 量 のCVAを く り

返 し注 入 し,検 出 波 長 を210～222nmの 間 で変更 した

結 果,Fig.2に 示 す よ うに,213～217nmの 間 で最大の

Table 1. Urinary excretion (mg) of clavulanic acid following administration of BRL25000 (375mg)

or an individual dose of 125mg clavulanic acid (given in parentheses)



VOL.30 S-2 CHEMOTHERAPY 121

Table 2. Urinary excretion (mg) of amoxicillin following administration of BRL25000 (375mg) or

an individual dose of 250 mg amoxicillin(given in parentheses)

Table 3. Urinary excretion(mg) of penicilloic acid following administration of BRL25000 (375mg)

or an individual dose of 250 mg amoxicillin(given in parentheses)
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Table 4. Urinary excretion (mg) of penamaldic acid following administration of BRI.25000 (375mg)

or an individual dose of 250 mg smoxicillin(given in parentheses)

Table 5. Statistical moments for clavulanic acid and amoxicillin following administration of BRL25000

(375mg) or an individual dose of 125 mg clavulanic acid or 250mg amoxicillin

(given in parentheses)
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Fig. 6 Time courses of urinary excretion
rates for clavulanic acid, amoxicillin,
and metabolites of amoxicillin fol-
lowing single oral dose of BRL25000
to a human subject (H. M.)

応答を示 した。

また,ODS固 定相におけ るCVAの 保持値 に対 す る

移動相中のTBAB濃 度,pH,メ タ ノール/水 の混合比

などの影響 を検討 し,そ の結果 と上述 の λmaxの 結果 お

よび検出波長 の結果を考慮 して,尿 中のCVAの 定量の

ためのHPLC条 件(II)を 設定した。 検 出波長は,尿

中成分 との分離を考慮 して,220nmに 設定 した。Fig.3

に,BRL25000投 与後,3時 間 の尿の クロマ トグラムを

示 した。なお,本 法に よるヒ ト尿中CVAの 定量下限は,

10ngで あった。

3.　 BRL25000の ヒ ト尿排泄に関す る薬物速度論

Table 1,2,3,4に,BRL25000投 与後 の 各被検者

のCVA,AMPC,AMPA,AMPMの 尿中排泄量お よび

その平均値 と標準偏差をそれぞれ示 した。 ただ し,()

内の数値は,CVAお よびAMPCを それぞれ 単独に投

与した場合の値である。Fig.4,5,6は,こ の値か ら得

れた各被検者の尿中排泄速度一時間 曲線である。 さらに,

Fig.4,5,6の データから得 られ たX∞uお よびMRT

の値をTable 5に 示 した。

III.　 考 按

Table 5か らわか るよ うに,CVAの 排泄率(X∞u/D,

D=125mg)は,BRL25000投 与 では,27～45%単 独

投与 では,28～47%で あった。また,CVAのMRTの

値は,BRL25000投 与では,1.6～2.1時 間,単 独投与

では,1.8～1.9時 間 であ り,排 泄率,MRTと もに,

同時投与に起因す る有意差は認め られなかった。一方,

AMPCに ついては,排 泄率(X∞u/D,D=250mg)は,

BRL25000投 与時 に,56～73%(代 謝物 も含めて),単

独投与では,68～76%で あ り,MRTは,BRL25000投

与時には.2.0～2.6時 間,単 独投与 では,2.1～2.5時

間 であ り,こ の場合 も,同 時投与による変化は認め られ

なか った。 しか し,CVAとAMPCの 排泄率を比較す

ると,投 与時 には,両 者の比率が1:2で あ った ものが,

尿 中排泄時には,1:3に 変化 してい ることが わか る。

このことから,CVAは,AMPCに 比べ て吸収から排泄

に至 る体 内変化 の過程における損失が,大 きい ことが予

測 され る。また,両 者のMRTを 比較す ると,CVAは,

AMPCに 比べて約30分 体 内滞溜時間が短 く,こ の こ

とは,両 者の血中濃度の ピー ク時間のずれ を反映 してい

るものと思われ る。 次に,AMPCの 代謝挙動について

は,BRL25000投 与時お よびAMPC単 独投与時に,A

MPAの 排泄率お よびMRTの 値にに変化 が み られなか

ったが,AMPMの 排泄率は,単 独投与に比べ て,BRL

25000投 与時には,や や減少 し,分 散分析の結果,5%

レベルで有意差が認められた。

以上の結果から,AMPMの 排泄率に,若 干の差が認

め られたものの,全 体 としては,CVAとAMPCの 間

には,同 時投与に起因す る薬物速度論的相互作用 は存在

しない と結論 され る。
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HPLC ANALYSIS OF CLAVULANIC ACID AND PHARMACOKINETIC

INVESTIGATION ON URINARY EXCRETION OF BRL25000

(CLAVULANIC ACID- AMOXICILLIN) IN MAN

TOYOZO UNO, JUN HAGINAKA and TERUMICHI NAKAGAWA
Faculty of Pharmaceutical Sciences, Kyoto University

A reversed phase ion pair HPLC method with UV detection has been developed for the determina-
tion of clavulanic acid (CVA) in human urine, taking solvent effects on detection wave length and on
retention behavior on a hydrophobic stationary phase into account. The addition of tetrabutylammonium
bromide (TBAB) to aqueous methanol containing phosphate buffer salts facilitated the detection of CVA
at an accessible UV wave length, and also allowed the specific separation of CVA from endogenous
urinary components.

The time courses of urinary excretion rate for intact CVA, amoxicillin (AMPC), and the latter's
metabolites Denicilloic acid (AMPA) and penamaldic acid (AMPM)3 following oral doses of BRL25000
or each of CVA and AMPC separately to healthy human subjects were determined by the established
HPLC method. The statistical moment analysis of the time course curves indicated that when CVA
was dosed in combination with AMPC, 27 to 45% of the dosed amount (125 mg) of CVA was excreted
in the urine as the intact form with the mean residence time (MRT) ranging of 1.6 to 2. 1 hours after
administration, while the corresponding values for AMPC were 56 to 73% (including metabolites) and
2.0 to 2.6 hours (for intact AMPC). These results indicate that CVA may undergo less absorption

(and/or a greater degree of metabolism and extraurinary excretion) and faster urinary excretion than
that of AMPC. From comparison of these results with those obtained after administration of
individual doses of CVA and AMPC to the same subjects, it was found that there was no appreciable

pharmacokinetic interaction between CVA and AMPC ascribable to the combination dose, although the
analysis of variance indicated that the difference in the excreted amount of AMPM between individual
and combined doses was significant at the 5% level.


