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TA-058の 体液 内濃度測定 法
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TA-058の 体液内濃度はE. coli ATCC 27166, M.luteus ATCC9341お よびB. subtilis

ATCC6633を 検定菌 とした薄層 カップ法,薄 層デ ィスク法およびアガーウェル法 で測定可能であ り,

試料の濃度 および量などの条件 に応 じて最適な ものを選んで使 うことが出来る。測定培地 をpH6.0

に調整す ると,鮮 明で大 きな 阻止円が得 られ,測 定感度は高い方か らカップ法,ア ガー ウェル法 そ

してディスク法の順であった。

TA-058を ヒ トまたは各種動物の血清お よび胆汁で溶解 して測定す ると阻止円径 がM/15リ ン酸

緩衝液(pH7.0)を 用いた場合よ り小 さくなったが,試 料 をリン酸緩衝液で5倍 以上 に希釈すれ ば

それ らの影響は消失す るので リン酸緩 衝液で 作成 した検量線 を標準 として濃度 を求めることが 出来

た。また これ らのTA-058試 料 は採取後すみやかに測定する事が望ま しく,冷 蔵庫保 存(5℃)で

は1日 目か ら活性 が低下 した。 しか し,冷 凍庫保存(-20℃)す れば少 なくとも7日 間は安定であ

った。 ヒ ト尿中のTA-058は 安定であ り,バ イオアッセイによる測定 に影響 しないので,リ ン酸緩

衝液の検量線 よ り濃度 を求 める事が出来た。

緒 言

半合 成 ペ ニシ リンTA-058の 吸 収,排 泄 お よ び体 内 分

布 を知 るため に,体 液 内 濃度 測 定 法 を検 討 し,本 報 で は

バイ オア ッセイ に よ る測 定 につ い て報 告 す る。

実験 材 料 お よび 方 法

1. 使 用 薬 剤

TA-058(891μg/mg力 価,分 析 用 標 準)お よび

Amoxicillin(AMPC,874μg/mg,LEON)を 用 いた 。

2. 検 定 菌

E.coli ATCC 27166, M.luteus ATCC 9341お よ

びB.subtilis ATCC 6633を 用 いた 。

3. 測定 用培 地

市販 のハ ー トイ ン フ ユジ ョン寒 天培 地(HIA,栄 研),

トリプ トソイ寒 天培 地(TSA,栄 研)お よび 普通 寒 天 培

地(NA,栄 研)な らび に 日本 抗 生 物質 医 薬 品 基準(日 抗

基)一 般試 験 法1)記 載 のM.luteus ATCC 9341用 培

地(JA)お よびE.coli ATCC 27166用 培 地(ECM:

ペ プ トン1 ,5%,寒 天 末1.5%)を 用 いた 。

4. 検 定 菌液 の 調製 と測 定 用培 地 へ の接 種

(a) E.coli ATCC 27166

NA斜 面 で37℃,16～18時 間 培 養 した菌 体 を生 理 食

塩 液 に 浮遊 させ て調 製 した菌 懸 濁液(約109cells/ml)

を測 定 用 培地 に0.1%の 割 合 で接 種 した 。

(b) M.luteus ATCC 9341

日抗基 一 般 試験 法1)に 準 じて調 製 した 菌 懸濁 液(約109

cells/ml)を 測 定用 培地 に0.01%の 割 合 で接 種 した0

(c) B.subtilis ATCC 6633

日抗 基一 般 試験 法1)に 準 じて調 製 した胞 子 懸 濁液(約

109cells/ml)を 測 定 用培 地 に0.01%の 割 合 で 接種 し

た 。

5. 測 定 方 法

薄 層 カ ップ法,薄 層 デ ィス ク法 お よび ア ガ ー ウェル 法

につ いて検 討 した 。前 二 法 は 検定 菌 を接種 した 測 定用 培

地(E.coli ATCC 27166お よびB. subtilis ATCC 6633

:10ml, M.luteus ATCC 9341: 5ml)を 直径90mm

の プ ラス チ ック シ ャー レに 流 し,固 化 させ て使 用 した 。

ヵ ップは 内 径6mm,外 径8mm,高 さ10mmの ス テ

ン レス製 を用 い,ペ ーパ ーデ イ ス クは 東洋 製 作 所 製 の 直
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径8mm(厚 手)を 川 い た。 ア ガー ウ ェル法 は バ イ オ ア

ッセ イ缶(W366×D266×H30mm,東 洋測 器)に 検 定

菌 を接 種 した培 地300m1を 流 し,水 平 に固 化 させ た 後,

直 径8mmの 孔 を穿孔 して用 い た。 定 量試 料 の 液 量 は

300μl/カ ップ,50μl/デ ィス クお よび100μl/孔 と し,

37℃ で18～20時 間 培養 した 。 カ ップ法 お よび デ ィ ス ク

法 で は1検 体 につ い て シ ャー レ5枚 を用 い た5個 の阻 止

円 径の 平 均値,ア ガー ウエル 法 では 標 準 液 お よび検 体 液

を同一 平 板 で測 定 し,4個 の阻 止 円 径 の平 均 値 か ら濃 度

を求め たeTA-058濃 度 はす べ て μg(力 価)/mlで 示

した。

6. 標準 溶 液 お よび 希釈 液

M/15リ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)各 種 動 物 の プ ール血

清,ヒ ト胆 汁,健 康 成 人 プ ー ル 血 清,ヒ ト尿,Moni

Trol I(ミ ドリ十字), Ortho血 清(ORTHO DIAG-

NOSTICS)お よびConsera(日 水 製 薬)に つ い て検 討

した 。

実 験 結 果

I 測 定 条件 に関 す る検 討

1. 検 定 菌 の選 定

TA-058の パ イオ ア ッセイ に 用 い る検定 菌 と して測 定

感 度 の高 い菌 株 を選 び,TA-058お よびTA-058試 料

中 に分 解 物 と して 混在 す る と推 定 され るAMPCに 対 す

る各 菌株 の抗 菌 活 性(MIC)をTable1に 示 した 。E

coli ATCC 27166はTA-058のMICがAMPCよ り

も低 く,試 料 中のTA-058を 他 の2株 よ りも正確 に分別

定 量す る こ とが可 能 で あ り,M. luteus ATCC 9341は

最 も測 定 感 度 が高 く微 量 定 量 に適 し,ま た, B.subtilis

ATCC 6633は 胞 子 懸濁 液 と して扱 いや す い の で検 定 菌

と して選 定 した。

2. 測 定用 培 地 の選 定

(a) E.coli ATCC 27166を 検 定 菌 と した場 合

カ ップ法 に よ り, HIA, TSA,NAお よ びECMで の

TA-058の 阻 止 円径 を 比 較 し,Fig.1(A)に 示 した 。

ECMがTA-058の 低 濃 度 で阻 止 円 が大 き く,明 瞭 で あ

った。NAは 阻止円が明瞭であったが検量線の傾きがな

だ らかで精度が悪 く,HIAお よびTSAは 阻止円が小

さ く不鮮明であ った。 これ らの点か ら,ECMをE.coli

ATCC27166用 の測定用培地 とした。TA-058の 検量

線作成における精度 を5個 の阻 止円径の平均値に対する

それぞれの標準偏差値の比か ら求めた変動係数(%:標

準偏差値/平 均値 ×100)で 表わす と,ECMを 用いた場

合 には0.05～1.25%で あ った。

(b) M. luteus ATCC 9341を 検定菌 とした場合

HIA, TSA, NAお よびJAに ついて,カ ップ法によ

りTA-058の 阻止円径を比較 し,Fig.1(B)に 示 した。

HIAお よびTSAで は菌の生育が良 く,TA-058の 阻

止円径が大 きくかつ明瞭 であ った。 しか し,HIAは 菌

の発育に ロット差が見 られ,TSAは 安定 していた。NA

およびJAは 前二者に比べてやや阻止円が小さかった。

これ らの点 から,TSAをM.luteus ATCC 9341用 の

測定用培地 とした。TSAを 用いた 場合の 変動係数 は

0.92～3.14%で あ った。

(c) B.subtilis ATCC 6633を 検定菌 とした場合

M.luteus ATCC 9341と 同様の各培地につきカップ

法に よりTA-058の 阻止円を比較 したが,HIAお よび

TSAで 良好な成績 を得 た。M.luteus ATCC 9341と

共通に使用出来る利点か ら, TSAをB.subtilis ATCC

6633用 の測定用培地 とした。TSAを 用いた場合の変動

係数は0.73～2.06%で あ った。

3. 培地pHの 影響

カップ法に よりE.coli ATCC 27166お よびM.

luteus ATCC 9341を 検定菌 としてpH6.0,7.0お よ

び8.0に 調整 したそれぞれの 測定用培地におけるTA-

058の 検量線 を比較 した。Fig.2に 示 した如 く,い ずれ

を検定菌 とした場合 もpH6.0で 阻止円が大き くなった

ことか ら,い ずれの検定菌で もpH6.0に 調整 した培地

を用いることに した。

4. 接種菌量の影響

測定用培地 に接種する菌量 を変えてカップ法によ り検

量線 を比較 した。Fig.3に 示 した ように,E. coli AT

Table 1 Antibacterial activities of TA-058 and AMPC against test organisms

Medium: Heart infusion agar 

Inoculum size: 106 cells/m1
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Fig.1 Effect of assay media on standard curves of TA-058 

Method: Cylinder-agar plate method 

Diluent: M/15 Phosphate buffer (pH 7.0)

(A) E. coli ATCC 27166 (B) M. luteus ATCC 9341

Fig.2 Effect of medium-pH on standard curves of TA-058 

Method: Cylinder-agar plate method 

Diluent: M/15 Phosphate buffer 

Medium: E. coli ATCC 27166, ECM ; M luteus ATCC 9341, TSA

(A) E. coli ATCC 27166 (B) M. luteus ATCC 9341
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Fig. 3 Effect of inoculum size on standard curves of TA-058 

Method: Cylinder-agar plate method 

Diluent: M/15 Phosphate buffer 

Medium: E. coli ATCC 27166, ECM; M. luteus ATCC 9341, TSA

(A) E. coli ATCC 27166 (B) M. lutes, ATCC 9341

Fig. 4 Effect of medium-volume on standard curves of TA-058 

Method: Cylinder-agar plate method 

Diluent: M/15 Phosphate buffer 

Medium: E. coli ATCC 27166, ECM; M. luteus ATCC 9341 , TSA

(A) E. coli ATCC 27166 (B) M. hams ATCC 9341
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CC27166お よびM.lutens ATCC9341と もに検 量 線

が菌量 の影響 を受 けた 。 しか し,阻 止 円の 明 瞭 さな どか

ら,E.coli ATCC27166は0.1%接 種(最 終 菌 量:106

ce11s/ml),M.luteus ATCC9341お よびB.subtilis

ATCC6633は0.01%接 種(い ず れ も 最 終 菌 量:105

ce11s/ml)が 適 当で あ り,以 下 の実 験 は いず れ もそれ ら

の割 合 で用 い た。

5. 培地 量 の影響

シャー レ1枚 当 り培 地 量 を5m1お よ び10mlと して

ヵ ップ法 に よ り検 量線 を比 較 した。Fig.4(A)に 示 した

よ うにE.coli ATCC27166は 培 地 量5mlで 阻 止 円 は

大 きいが シ ャー レ間 に バ ラツ キが あ り,10mlで は パ ラ

ツキが少 な くな った 。M.luteus ATCC9341はFig.4

(B)に示 した よ うに 培地 量5mlで 明瞭 か つ 大 き な阻 止 円

を示 し,測 定感 度 が 高 か った 。B.subtilis ATCC6633

はE.coli ATCC 27166と 同 様 の成 績 で あ った。 した が

って以下 の実験 で はE.coli ATCC27166,B.subtilis

ATCC6633は 培 地 量 を10m1と し,M.luleus ATCC

9341は5mlと した。

II 濃度 測定 に お よぼ す諸 因 子 の影 響

1. 市販 凍結 乾燥 血 清 の影 響

TA-058を 市 販 の 各種 標 準 血 消 に溶 解 して,カ ップ 法

に よ り検 量線 を検 討 した,Fig.5(A)に 示 した よ うにE.

coli ATCC27166を 検 定菌 と した場 合,Ortho血 清 は

リ ン酸 綬 衝液 と比 較 して阻 止 円 は小 さ くな った がほ ぼ 平

行 した 検 量線 を示 し,Moni Trol Iで は 阻 止 円が 小 さ

く低 濃 度 城 で は リン酸緩 衝 液 の 阻 止円 との 差 が大 き くな

り,Conseraで はTA-058の 阻 止 円 が著 し く小 さ くな

った 。M.luteus ATCC9341を 検 定 菌 と した 場 合,Fig.5

(B)に示 した よ うにOrtho血 清 お よ びConseraで はE.

coli ATCC27166と 同様 の傾 向 を示 し,Moni Trol I

は 菌 の発 育 を阻 害 し,検 量 線 が 得 られ な か った 。

2. ヒ ト(プ ール)血 滴 の 影響

薄層 カ ップ法,薄 層 デ ィ ス ク法 お よび ア ガ ー ウ ェル法

に よ り,各 検 定 菌 で ヒ ト(プ ー ル)血 清 に よ る検 量線 を

検 討 した 結果 をそ れ ぞれFig.6,7お よび8に 示 した 。

(a) カ ッ プ 法

カ ップ法 で はFig.6に 示 した よ うに,E.coli ATCC

27166お よびM.luteus ATCC9341を 検定 菌 と した場

合,TA-058の 検 量 線 は ヒ ト(プ ール)血 清 の影 響 を受

け,リ ン 酸 緩 衝液 の そ れ に 比 較 して 阻 止 円 は 小 さ くな

り,特 に低 濃 度城 でそ の影 響 が 大 き く現 わ れ た が,リ ン

酸 緩 衝液 で5倍 に希 釈 した血 清 を用 い る と検量 線 は リン

Fig. 5 Effect of diluents, phosphate buffer, Ortho serum, Moni Trol I and 

Consera on standard curves of TA-058 

Method : Cylinder-agar plate method 

Medium : E. coli ATCC 27166, ECM ; M. luteus ATCC 9341, TSA

(A) E. coli ATCC 27166 (B) M. luteus ATCC 9341
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Fig. 6 Effect of diluents, phosphate buffer and human serum on standard 

curves of TA-058 for Cylinder-agar plate method 

Medium : E. coli ATCC 27166, ECM ; M. luteus ATCC 9341, TSA ; 

B. subtilis ATCC 6633, TSA

(A) B. coli ATCC 27166 (B) M. luteus ATCC 9341

(C) B. subtilis ATCC 6633
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Fig. 7 Effect of diluents, phosphate buffer and human serum on standard 

curves of TA-058 for paper disc method 

Medium : E. coli ATCC 27166, ECM ; M. luteus ATCC 9341, TSA

(A) E. coli ATCC 27166 (B) Af, lideus ATCC 9341

Fig. 8 Effect of diluents, phosphate buffer and human serum on standard curves 

of TA-058 for agar well method 

Medium : E. coli ATCC 27166, ECM ; M. luteus ATCC 9341, TSA

(A) E. colt ATCC 27166 (B) M. luteus ATCC 9341
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Fig. 9 Effect of diluents, phosphate buffer and mouse serum on standard curves of TA-058 

Method : Cylinder-agar plate method
, 

Medium ; E. coil ATCC 27166, ECM ; M. luteus ATCC 9341, TSA

(A) E. coil ATCC 27166 (B) M. luteus ATCC 9341

Fig. 10 Effect of diluents, phosphate buffer and rat serum on standard curves of TA-058 

Method : Cylinder-agar plate method 

Medium : E. coli ATCC 27166, ECM ; M. luteus ATCC 9341, TSA

(A) E. coli ATCC 27166 (B) M. Mew ATCC 9341
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Fig. 11 Effect of diluents, phosphate buffer and human urine on standard curves of TA-058 

Method : Cylinder-agar plate method 

Medium : E. coli ATCC 27166, ECM ; B. subtilis ATCC 6633, TSA

(A) E. coli ATCC 27166 (B) B. aubtilis ATCC 6633

Fig. 12 Effect of diluents, phosphate buffer and human bile on standard curves of TA-058 

Medium : E. coli ATCC 27166, ECM

(A) Cylinder-agar plate method (B) Paper disc method
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酸緩衝液のそれに近似 した。B.subtilis ATCC6633を

検定菌 とした場合,ヒ ト(プ ール)血 清での検量線 は リ

ン酸緩衝液でのそれに近似 し,特 に低濃度ではほぼ岡 じ

径 を示 した。

(b) ディス ク法

デ ィス ク法ではFig.7に 示 したように,E.coli AT

CC27166を 検定菌 とした場合 、TA-058の 検量線 は ヒト

(プール)血 清の影響 を受 けず,M,luteus ATCC9341

の場合は リン酸級衝液に比べて阻止円が小 さ くな ったが

検量線は平行 し,リ ン酸綬衝液 で5倍 希釈 した血清での

検量線は リン酸緩衝液のそれに一致 した。デ ィス ク法 に

よる検量線の変動係数 はE.coli ATCC27166の 場合

には0.58～1.48%,M.luteus ATCC9341の 場合 に

は0.15～3.32%で あ った。

(c) アガー ウェル法

アガーウェル法ではFig.8に 示 したよ うにE.coti

ATCC27166お よびM.luteus ATCC9341の いずれの

場合 もTA-058の 検量線 は ヒト(プ ール)血 清の影響 を

受けて阻止円は小 さ くなったが,リ ン酸緩衝液 で5倍 希

釈 した血清の検量線は リン酸緩衝液 のそれに一致 した。

アガーウエル法 による検量線の変動係敷 は,E.coli AT

CC27166の 場合には0,25～0,51%,M.luteus ATCC

9341の 場合には0,56～1.56%で あ った。

3. 動物血清の影響

マウスお よび ラット血清 を用 いて希釈 したTA-058の

検量線 をカ ップ法 によ り検討 した。Fig.9に 示 した如

く,マ ウス血鴻 を用いた検重線 はE.coli ATCC27166

を検定菌 とした場合,リ ン酸緩衝液のそれよ り阻止円は

小 さ くな ったが リン酸緩衝液で5倍 に希釈 したマウス血

清の検量線は リン酸緩衝液の それに ほぼ 近似 し,M.

luteus ATCC9341を 検定菌 とした場合には リン酸緩衝

液のそれ と低濃度域でわずかな差が見 られたがほぼ近似

していた。 ラッ ト血清 を用いた検重線 はFig.10に 示し

た如 く,両 検定菌 ともマ ウス血清 を用いた結果 と同じ傾

向 を示 した。

4. ヒ ト尿の影響

カ ップ法によ り,ヒ ト尿を用 いて希釈 したTA-OSSの

検量線 を検討 した。E.coli ATCC27166を 検定菌とし

た場合,Fig.11(A)に 示 した ようにヒ ト尿 を用いた検量

線は リン酸緩衝液の それ とよ く一致 した。B.subtilis

Fig. 13 Stability of TA-058 in human serum and urine
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Fig. 14 Stability of TA-058 in rat serum, urine and bile

ATCC6633を 検定菌 とした場合には,Fig.11(B)に 示 し

た如 くその検量線 は リン酸緩衝液 のそれにほぼ一致 し,

検量線は2相 性を示すが2μg/mlか ら2,000μg/mlの

広い濃度域で 直線的であ り,尿 試料の ように 高濃度の

TA-058を 含む試料の濃度測定にはB.subtilis ATCC

6633を 用いたカ ップ法が適 していると思われた。

5. ヒト胆汁の影響

E.coli ATCC27166を 検定菌 として,ヒ ト胆汁で希

釈したTA-058の 検量線 をカップ法お よびディス ク法で

検討した。カップ法ではFig.12(A)に 示 した如 く,ヒ

ト胆汁の検量線 は阻止円が小 さくなったが リン酸緩衝液

で5倍 希釈 した胆汁の検量線は リン酸緩衝液 のそれ とほ

ぼ一致 した。ディスク法ではFig.12(B)に 示 した如 く,

胆汁の検量線 は リン酸緩衝液のそれ とよく一致 した。

6. TA-058の 体液 中安定性

一定濃度になるようにTA-058を ヒトまたはラッ トの

血清,尿 お よび胆汁に加えてそれぞれ冷蔵 庫(5℃)お

よび冷凍庫(-20℃)に 保存 し,経 日的に残存活性 を測

定 した。Fig.13に 示 したよ うに,ヒ ト(プ ール)血 清

では冷蔵庫保存で活性が低下 したが ヒ ト尿では比較的安

定であった。冷凍庫保存では7日 間活性の低下が認め ら

れ なか った。TA-058を ラッ ト血清,尿 および胆汁に加

えて保存 した場合 の安定性 をFig.14に 示 した。冷蔵庫

保存(5℃)の 血清では活性低下 を示 したが,尿 お よび

胆汁では冷凍庫保存 と同様にほ とんど低下を認めなかっ

た。
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7. ア モ キ シ シ リン(AMPC)の 影響

TA-058を 投 与 した ヒ ト尿 中 に は,活 性 分解 物 と して

AMPCの 生 成 が認 め られ て い る2)。Table1に 示 した如

くM,luteus ATCC9341お よびB.subtilis ATCC6633

に対 す るAMPCのMICはTA-058の それ よ りも小 さ

いの で試 料 中 にAMPCが 混在 す る と,そ の 影 響 を受 け

て実 際 のTA-058濃 度 よ りも高 い測 定値 が得 られ る と考

え られ る。 そ こで,AMPCの 影 響 を見 るた めTA-058

の一 定 量 に,そ の2～10%に 相 当す る 量のAMPCを

添 加 した リ ン酸 緩衝 液 の 試料 を調 製 し,TA-058と して

の 見掛 け 上 の活 性 を測定 した 。 この 結果(Fig.15)AM

PCを8%添 加 した場 合,M.luteus ATCC9341お よ

びB.subtilis ATCC6633に よ る測 定値 は約2倍 とな

り,両 試 験 菌 に対 す るAMPCの 影 響 は非 常 に大 きい事

が 分 った 。 しか し,E.coli ATCC27166を 試 験 菌 と し

た 場合 は,AMPCの 添加 量 が10%に な っ て もそ の影 響

はわ ず か であ った 。

Fig. 15 Influence of AMPC on measurement 

of TA-058 concentration

考 察

TA-058の 体液内濃度 は検定菌 としてE.coli ATCC

27166,M.luteus ATCC9341お よびB.subtilis ATCC

6633を 用いた 薄層 カップ法,薄 層ディス ク法および ア

ガー ウェル法で測定出来 るが,同 一検定菌で比較 した測

定感度はFig.6,7お よび8で 示 したよ うに,高 いもの

か らカップ法,ア ガーウェル法そ してディスク法の順で

あった。またそれぞれの方法 で用い られ る測定試料量 は

300μ1/カ ップ,50μ1/デ ィスクお よび100μ1/孔 で試料

量の少ないもの を測定す る利点か らはディスク法,ア ガ

ーウェル法そ してカ ップ法の順 に適 していた。

定量におけるTA-058の 標準希釈液 として各種の血清

を検討 したが,TA-058の 抗菌活性 は市販の各種標準血

清 によ り不活化 される傾向 を示 し,ヒ ト新鮮 プール血清

ではその作用は軽減 された ものの低濃度域 ではやは り強

く影響 を受けた。 したが って,一 般的にはTA-058の 血

消濃度 は同種血清希釈 による検量線か ら求める方が好ま

しいと考えられるが,リ ン酸緩衝液で5倍 希釈 した血清

を用いたTA-058検 量線は リン酸緩衝液 のそれに近似ナ

ることか ら,血 清試料 を リン酸緩衝液で5倍 以上に希釈

した場合には リン酸級衝液による検量線 を標準 として濃

度 を求めてさしつかえない。また,E.coli AToc27166

を検定菌 としたデ ィスク法では血清の影響が少ないので

リン酸緩衝液の検量線 よ り濃度を求めることが出来る。

TA-058は 胆汁に よっても 血清 と 同様な 影響を 受けた

が,リ ン酸緩衝液で5倍 希釈 した胆汁での濃度はその影

響 は消失 し,ま た尿中ではほ とんど影響 を受けないので

5倍 以上に希釈 された胆汁中濃度お よび尿中濃度はリン

配緩衝液 の検量線 を標準 として求めて さしつかえないと

思われた。

血清中のTA-058は 冷蔵庫(5℃)保 存で抗菌活性が

低下 し,バ イオ アッセイにおいても血清および胆汁試料

中のTA-058は 影響 を受けやすい事が明 らかになった。

血清お よび胆汁は採取後時間が経過す るに したがいアル

カ リ性に変化す るので,TA-058は 両試料中で分解を受

け,濃 度変化を生ず ると考 えられる。

E.coli ATCC27166はAMPCの 影響 を受ける事な

くTA-058を 分別測定 できるので検定菌 としてす ぐれ

てお り,例 えばカップ法 によるヒ ト血清中TA-058の 濃

度測定結果は高速液体 クロマ トグラフィの結果 と相関係

数r=0.987で 高い相関性が確認 されている3)。

TA-058を 投与 した 各種試料中のAMPCは バイオ

オー トグラフィによ り検出 したが,ラ ット各種体液およ

び臓器 ホモジネー トにおいて認め られず4),ヒ トに投与

した血清 中に もほ とんど認め られ なか った。 しかし4時

間後の尿 で約2%, 6時 間後の尿で約2.5%が 検出され

た2)。したがって,TA-058が 生体内でAMPCに 分解

す る量はきわめて少な く,バ イオアッセイにはそれほど

影響 を与えないと考え られた。

以上の検討結果か らバ イオ アッセイに よるTA-058の

体液内濃度測定法 を次のよ うに設定 した。

1) 検定菌 と測定培地

E.coli ATCC 27166:ペ プ トン(Difco)1.5%,

寒天末1.5%, pH6.0

M.luteus ATCC9341:ト リプ トソイ寒天培地

(栄研),pH6.0

B.subtilisATCC6633:ト リプ トソイ寒天培地

(栄研),pH6.0

2) 接種菌量(最 終菌量)

E.coli ATCC 27166: 106cells/ml
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M. luteus ATCC 9341 : 105 cells/ml 

B. subtilis ATCC 6633 : 105 cells/ml

3) 測 定 方 法

上記それぞれの検定菌 を用いた薄層カ ップ法,薄

層ディスク法 および アガーウェル 法 で 測定出来

る。

4) TA-058標 準液

M/15リ ン酸緩衝液(pH7.0)で 調製す る。

5) 試料 の希釈

M/15リ ン酸緩衝液(pH7.0)を 用いて希釈する。

6) 試料 の処理

血清お よび胆汁などの採取後の放置によ りアル カ

リ性(pH8以 上)に 変化する試料は 採取後すみ

やかに測定するかまたは,-20℃ 以下に凍結保

存すれば7日 間は活性低下 をきたさない。

7) 培 養 条 件

37℃, 16～20時 閥
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ASSAY METHODS OF TA-058 CONCENTRATIONS IN BODY FLUIDS 

I. MICROBIOLOGICAL ASSAY METHOD 

KATO TANI, ISAO MAEZAWA, YOSHIMITSU SAKUMA, NOBUO ISHII, 

HIROTSUGU YOSHIDA and TOUTARO YAMAGUCHI 
Microbiological Research Laboratory, Tanabe Seiyaku Co., Ltd. 

MOTOICHI ICHIKAWA, MICHIHISA ITOH, TOSHIKO EHARA, 

MASASHI INOUE and TSUTOMU ISHIKAWA 
Analytical Chemistry Research Laboratory, Tanabe Seiyaku Co., Ltd.

The concentrations of TA-058 in the body fluids were determined by the cylinder-plate assay, the 

disc-plate assay and the agar well assay methods using E. coli ATCC 27166, M. luteus ATCC 9341 

and B. subtilis ATCC 6633. The most suitable method may be chosen depending on the sample 

concentration and volume. The clear and large inhibitory zones were obtained by adjusting the pH 

of assay medium to 6.0. The cylinder-plate method was most sensitive, which was followed by 

the agar well and the disc-plate methods in the sensitivity. 

The inhibitory zone diameters of TA-058 in human or various animal serum and bile were 

found to be smaller than those of in M/15 phosphate buffer. However, when the specimens were 

diluted over 5-fold with the phosphate buffer, the potency of TA-058 was completely recovered. 

Thus, the concentrations of TA-058 could be determined by using standard curves which were 

prepared with the same body fluids or the phosphate buffer as a diluent. Since the potency of TA-

058 in the serum and bile decreased by the preservation in a refrigerator (5•Ž) for one day
, the 

potency in these specimens desire to determine rapidly. The potency of TA-058 in the body fluid 

was, however, stable at -20•Ž for 7 days. TA-058 was also stable in human urine and did not 

affect the inhibitory zone diameter.


