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TMS-19-Qの 体 液 内 濃 度測 定 法 に 関 す る研 究 (I)

Bioassay法 に よる体液内濃度測定

森 下 真 孝 ・酒 井 敦 史 ・遠 藤 里 子 ・鈴 木 忠 清

東洋醸造株式会社 リサーチセンター 製剤研究所

新 規 マ ク ロ ライ ド系 抗 生 剤TMS-19-Qの 体 液 内濃 度 測 定 法 につ い て検 討 した 。

検 定菌 と してMicrococous luteus ATCC 9341,検 定 培 地 と して 日抗 基 力 価 試 験 用 培 地(ペ プ ト

ン6g,酵 母 エ キ ス3g,肉 エ キ ス1.5g,ブ ドウ糖1g,寒 天15g,蒸 留 水11,pH6・5)を 用 い

たAgar well法 が 最 適 で あ った 。

濃 度 測 定 範 囲 はTMS-19-Qお よ び そ の 代 謝 物 に よ り異 な り,TMS-19-Qで0.35μg/ml～20

μg/ml, LMA7で0.43μg/ml～20μg/ml, 10"-OH-TMS-19-Qで0.70μg/ml～20μg/ml, LM

Vで2.4μg/ml～20μg/ml, 14-OH-LMvで28μg/ml～200μg/mlが 可 能 で あ った 。

血 中 濃 度 測 定 に 際 し,TMS-19-Qは エ ス テ ラー ゼ に よ り加 水 分 解 を 受 け る の で,こ れ を 停 止 さ

せ る た めDiisopropylfluorophosphate (DFP)を 添 加 し,さ ら に代 謝 物 の 種 類 に よ り タ ンパ ク結

合 率 が 異 な るた め,CH3CNに よる 除 タ ンパ ク操作 が必 要 で あ った。

尿 中 濃 度 はcH2Cl2で 抽 出 後,20% CH3CN含 有1/15M Phosphate buffer (pH6.5)に 溶 解

し,Bioassayを 行 な っ た。

各種 体 液 試 料 は-20℃ 以 下 で保 存 す る方 法 で 少 な くと も2週 間 は 安 定 に 保 た れ た 。

TMS-19-Qは 中範 囲抗 菌 ス ペ ク トル を もつ 新 規 半 合

成 マ ク ロラ イ ド系 抗 生 物 質 で あ る1)。 そ の構 造 はFig1

に示 し た よ う にLeucomycin A5の 誘 導 体; 3〃-pro-

pionylleucomycin A5で あ る。

本物 質 は水 に難 溶 性 の塩 基 性 薬 物 で,脂 溶 性 が 高 く培

地 中 で の 拡散 が そ の代 謝物 に比 べ て 遅 い こ と,代 謝 物 自

身 もか な りの抗 菌 活 性 を有 す る こ と,タ ンパ ク結 合 率 が

代 謝 物 も含 め て そ れ ぞ れ異 な る こと な どの特 性 を 有 して

い る。 した が って,体 液 内濃 度,特 に血 中濃 度 を 抗 菌 活

性 に よ り表 示 す るBioassay法 で は,こ れ ら の性 質 が測

定 値 に 及 ぼ す影 響 に つ い て充 分 に検 討 す る必 要 が あ る。

本 報 で は,血 中 濃 度 の 表示 に 代 謝物 も含 め て総 合 力 と

して の抗 菌 活 性 が 極 力 反 映 され る よ うなBioassay法 を

確 立 す るた め,検 定 菌,培 地,pH,生 体 試 料 の前 処 理

Fig. 1 Chemical structure of TMS-19-Q

法,検 定 手 法 な どの 検 討 を 行 な い,併 せ てTLC/Bioauto-

graphyに よる 代 謝物 の分 離 検 出法 に つ い て検 討 した。

I.実 験 材 料 お よび 方 法

1.使 用 薬 剤

TMS-19-Qお よび そ の 代 謝 物 で あ る10'LOH-TMS-

19-Q, LM A7, LM V, 14-OH-LM Vは 東 洋 醸 造

(株)リ サ ー チ セ ンタ ーで 調 製 した もの を 使 用 した。 これ

ら各 代謝 物 の構 造 式 をFig2に 示 した。

2.最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)測 定 法

日本 化 学 療 法学 会標 準法3)に 準拠 し行 な った。

3. Bicassay法

1)検 定菌

Micrococcus luteus (M. luteus) ATCC 9341, Stre-

Ptococcus pyogenes (S. pyogenes) COOK株 お よびSta-

phylococcus aureus (S. aureus) ATCC 6538 P を用

い た 。

2)検 定 用 培 地

市 販 培 地 のNutrient agar (NA, 栄 研), Heart infu-

sion agar (HIA, DIFCO), Brain heart infusion agar

(BHIA, DIFCO)お よび 日抗 基 力 価 試 験 法1-2-(1)-(1)-

iに 記 載 の 培 地(ペ プ トン6g,酵 母 エ キ ス3g,肉 エ

キ ス1.5９,ブ ドウ糖1g,寒 天15g,蒸 留 水11, pH

6.5,以 下MRAPJ培 地 と略 す)

3)検 定 菌液 の調 製 法 お よび 検 定 培 地 へ の 接 種
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Fig. 2 Chemical structures of LM A7, LM V, 10"-OH-TMS-19-Q and 14-OH-LM V

LM  A7

LM V

10"-OH TN1S-19-Q

14-OH-LM V

M.lnteus ATCC 9341は,斜 面 と した増 菌 用 培地(ペ

プ トン10g,肉 エ キ ス2.5g,酵 母 エ キ ス2.5g,塩 化

ナ トリ ウム3g,寒 天15g,蒸 留 水11,pH6.5)を 用

い,30℃,約18時 間 培 養 し,そ の1白 金 耳 を試 験 菌 浮

遊 用 液 状 培 地(ト リプ トン17g,ソ イ ペ プ トン3g,ブ

ドウ糖2.5g,塩 化 ナ ト リウム5g,リ ン酸 一 水 素 カ リウ

ム2.5g,蒸 留 水11,pH7.3)100mlに 接 種 し,30℃,

約18時 間振 盪 培 養 した も のを 検 定 菌 液 と して 用 い た 。

S.pyogenes COOK株 は,ヒ ツ ジ脱 線 維 素 血 液 加 寒 天

(基 層 と してBHIA)に37℃ で約24時 間 培 養 し,こ

の1白 金 耳 をBHI broth 50 mlに 接 種 し37℃,約18

時間 培 養 した もの を 検 定 菌 液 と した 。

S.aureus ATCC 6538Pは,日 本 抗 生 物 質 医 薬 品基

準 に 従 っ て,増 菌 用 斜 面 培 地 で37℃,約16時 間 培 養

し,菌 体 を 生 理 食 塩 水10mlに 懸 濁 し検 定 菌 液 と した 。

各 検 定 菌 液 は 菌 数 を 確 認 後,検 定 用培 地 に接 種 した。

4)濃 度 測 定 法

Paper disc法,Cup法 お よびAgar well法 を 用 い

た 。

検 定菌 を接 種 した 検定 用 培 地 をPaper disc法 では8

ml,そ の 他 で は16mlを 径90mmの シ ャー レに 流 し

水 平 固化 した。Agar well法 に お い て は,agar well穿

孔 機(YAMATO)を 使 用 して,各 シ ャー レに4つ の 注

液 孔(径8mm,well)を あ け これ に 試 料(80μl)を 注

液 した 。 培 養 は37℃,約18時 間 と した 。

5)希 釈 液

1/15M Phosphate buffer (pH6.5, 7.0, 8.0), 20%

CH3CN含 有1/15M Phosphate buffer (pH6.5),プ ー

ル した ヒ ト血 漿 お よび ヒ ト新 鮮 尿 を 用 い た。

6)試 料 の調 製 法

血 漿 はChart 1に 示 した よ う に 溶媒 で除 タ ンパ ク後

減 圧 下乾 固 し,溶 解 後Bioassayに 供 した。 使 用 した 血

漿 は エ ス テ ラー ゼ に よ るTMS-19-Qの 分 解 を 阻 止 す る

た め 最 終 濃 度3mMでDFP処 理 し た。 ま た 尿 は

NaHCO3でpH8～9に し た 後,CH2Cl2(3倍 量)に

て抽 出 し減 圧 下 乾 固 し,溶 解 後Bioassayに 供 した 。

4.試 料 の 保 存安 定性

生 体 試 料 の 保存 安定 性 を血 漿,尿 に つ い て 行 な った。

各 体 液 試 料 の 予 想 され る保 存 状 態,す な わ ち 血漿 で は3

mM DFP処 理 後,尿 で はCH2Cl2抽 出後 のCH2Cl2層

(Chart 1)を-20℃,15日 間 保 存 し,保 存 前後 の抗 菌

活 性 をAgar well法 で 測 定 した。

1) In vitro

3mM DFP処 理 ヒ ト血 漿9容 あ る い は ヒ ト新 鮮 尿

9容 にTMS-19-Q溶 液1容 を 加 え,10μg/ml溶 液 を

調製 し,こ れ を試 料 と した 。

2) In vivo

健 康 成 人 男子 にTMS-19-Q・GC錠600mgを 経 口投

与 して得 た血 液 をDFP処 理 し,遠 心 分離 後 の血 漿 を試

料 と し安 定 性 試 験 に供 した 。

5. TLC/Bioautography法

試 料 調 製 はBioautography法 に 準 じ, Chart 1の 方
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Chart 1 Pretreatment method of sample for bioassay (Human)

Table 1 Antibacterial spectra of TMS-19-Q and its metabolites
106 CFU/ml

108 CFU/ml
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法 に て行 ない,CHC13:CH30H(1:2)に 溶 解 後T上C

用 シ リカ ゲル プ レー ト(Merck社 製Art.5721)を 用

い,基 底 よ り3cmに ス ポ ッ トし,15cm展 開 した。 展

開 溶 媒 はCHC13:CH30H:CH3COOH:H20(70:11:

8:2)を 用 い た 。 抗菌 活性 の 検 出 に はM.luteus ATCC

9341,NA培 地(pH8.0)を 使 用 し37℃,約18時 間

培 養 した 。

II.実 験 結 果

1.TMS-19-Qお よび 代 謝 物 の 抗 菌 力

TMS-19-Qお よび 代謝 物 のMICをS.aureus ATCC

6538P,S.pyogene3 CooKお よびM.luteus ATCC

9341に つ き106CFU/mlと108CFU/mlで 測定 した。

マ ク ロ ライ ド系 抗 生 物 質 の 対 象 疾 患 に お け る代 表 的 な

分 離 菌 の1つ で あ るS.aureus ATCC 6538Pに お い て

TMS-19-Qお よび 代 謝 物 の 抗 菌 活 性 はTMS-19-Q>

LM A7>10"-OH-TMS-19-Q>LMVの 順 と な っ た

(Table 1)。

さ らにS.aureus臨 床 分 離株79株 を 用 い てTMS-

19-Qお よび 代謝 物 の感 受 性 分 布 を 測 定 した と こ ろ,そ

れ ぞれ のMIC値 は,TMS-19-Q0.39～0.78μg/ml,

LMA70.78～1.56μg/ml,LMV6.25～12.5μg/ml

で あ った 。 この と き の 対 照 薬 物Josamycin(JM)の

MICは0.78～1.56μg/mlで あ り,代 謝 物 で あ るLM

A7と 同 等 で あ った(Table 2)。

2.Bioassay法

1)血 漿 中濃 度 の測 定 方 法

(1)検 定 菌 お よび 培 地 の 検 討

検 定 菌 は 感 受 性 の 良 いM.luteus ATCC 9341,5.

pyogenes CooK株 お よ びS.aureus ATCC 6538Pの

3種 類 に つ い て 検討 した。

培 地 はNA,HIA,BHIAお よ び 日抗 基 力 価 試 験 法

(MRAPJ)の 培 地 の4種 類 と し,こ の 組 合 せ でTMS-

19-Qの 検 量 線 をPaper disc法 で 作成 し,Fig.3に 示

した。 これ らの 検 定 菌 お よび 培地 の各 々の 組 合 せ の 総 合

判 定 をTable3に ま と め た。 そ の結 果,検 定 菌 と して

はM.luteus ATCC 9341,培 地 と して はMRAPJ培

Table 2 Susceptibility distribution against clinically isolated S. aurcus 79 strains
106CFU/m1

Fig. 3 Effect of various test organisms on standard curves of TMS-19-Q

Sources ATCC 6538P S.pyogencs COON Al.lutcus ATCC 9341
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Table 3 Comparison of various test organisms and media in bioassay of TMS-19-Q

*:Nogrowth

+++:Excellent

++:Good

+:Poor

Fig. 4 Relationship of standard curves between
TMS-19-Q and its metabolites

地の組合せが検量線の精度および感度において最も優れ

ていた。

(2)代 謝物の抗菌力と検量線 との関係

次に代謝物であるLMA7,LMVはTable 1,2に

示 したような抗菌活性を示す ことか ら,こ れらの検量線

を同様に作成 した。Fig.4に 示 した ように阻止円径は

LMA7>TMS-19-Q>LMVと な り,1.に おけるin

pitroの 抗菌力と矛盾する成績が得 られた。 このためさ

らに以下の検討を加えた。

(3)培 地pHの 影響

Fig.5に 培地pHを6.5～8.0に 変化させ た場合の

TMS-19-Q,LMA7,LMVの 検量線を示 した。pH

6.5に おいて代謝物間の関係が最も良かったため,培 地

pHは6.5と した。

(4)希 釈液pHの 影響

Fig6に 希 釈液である1/15M Phosphate bufferの

pHを6.5～8.0に 変化させた場合の検量線を示した。

pH6.5に おいて阻止円径はTMS-19-Q>LMA7>LM

Vと な りin vitroの 抗菌力を反映するようになった。

しか しながら阻止円は二重 リングとなり明瞭性にかけた

ため,こ れを改善すべ く測定方法を検討 した。

(5)測 定方法の検討

Paperdisc法 以 外にAgar well法 お よびCup法

を検討し,Fig.7の 検量線を得 た。 その結果,Table 4

に示すとお り,総 合判定ではAgar well法 が 阻止円の

相対比,明 瞭性および検量線の傾 きにおいて最も優れて

いた。

(6)菌 数の影響

M.luieus ATCC 9341の 菌 液(108CFU/ml)を

MRAPJ培 地(pH6.5)に 接種するにあた り,01,

0.2,0.4%の 濃度にな るよ うに培地に接種 し,検 量線

を作成 した。Agar well法 に おいて菌液の濃度は,精

度,感 度および阻止円の明瞭性に何ら影響を与えなかっ

たため,以 降0.1%接 種 とした。

(7)血 漿試料の前処理方法

プール ヒト血漿9容 に薬液1容 を混和し,0.63μg/ml

～20μg/mlの 標準溶液を調製した。 これ を用いて作成

した検量線をFig.8に 示 したが,ヒ ト血漿での阻止円

の大 きさはLMA7>TMS-19-Q>LMVと な り,

TMS-19-QとLMA7が 逆転 した。 この現象は各測定

物質の血清タンパクとの結合能の違いに起因するものと

考え,種 々の除タンパク剤について検討 した結果,Chart
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Fig. 5 Effect of medium pH on standard curves of TMS-19-Q and its metabolites

PH 6.5 pH 7.0 pH 7.4 pH 8.0

Fig. 6 Effect of pH of diluent on standard curves of TMS-19-Q and its metabolites

pH 6.5 pH 7.0 pH 8.0

1に 示すCH3CNを 用 いることとした。すなわ ち6ml

CH3CN中 に2mlの 血漿を徐々に滴下 して除タンパク

し,こ の遠心上清を減圧下乾固 した。 乾固物 は1/15

M Phosphate buffer(pH6.5)で は,充 分に溶解 され

なかったため,20%CH3CNを 含有 した同液で溶解後検

量線を作成 した。この操作で,阻 止円の大きさはTMS-

19-Q>LMA7>LMVの 順 とな り抗菌力の順序と一致

したので,本 法を血漿中濃度測定の前処理法として用い

ることにした。また,20%CH3CNの 添加は,菌 の増殖

および阻止円の形成に何 ら影響を与えず良好な結果を得
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Fig. 7 Effect of various method on standard curves of TMS-19-Q and its metabolites

Paper disc method Cup method Agar well method

Fig. 8 Effect of human plasma on standard
curves of TMS-19-Q and its metabolites

Fig. 9 Standard curves of TMS-19-Q and its
metabolites in human plasma

Table 4 Comparison of different method in bioassay of TMS-19-Q and its metabolites

+++:Excellent

+:Good

+:Poor
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た の で,以 後 の1/15MPhosphate buffer(pH6.5)に

よる検 量 線 の 作成 に は,20%CHaCN含 有 溶 液 を 用 い

た。

この方 法 に よ り10"-OH-TMS-19-Qお よび14-OH-

LMVも 合 わ せ て ヒ ト血 漿 中 に お け る 検 量線 を作 成 し

た(Fig.9)。

この 検 量線 に表 示 さ れ る抗 菌 力は,TMS-19-Qを1

と した とき10"-OH-TMS-19-Qo.51,LMA70,86,

LM V 0.114,14-OH-LMVO,015と な り,TMS-19-

Qお よび 各 代謝 物 のin vitroに お け る抗 菌力 を 良 く反

映す る結 果 と な っ た 。 な お,本 法 に お け る検 出 限界 は

TMS-19-Qで0.35μglml,LMA7で0.43μg/ml,

10"-OH-TMS-19-Qで0.70μg/ml,LMVで2.4μg/

ml,14-OH-LMVで28μg/mlで あ った 。

2)尿 中 濃 度 の測 定 方 法

尿 中濃 度 の 測定 に関 して は,試 料 をChart1に 従 っ

てCH2C12で 抽 出 を行 な ったげCH2Cl2層 を減 圧 下乾 固

し,こ れ を血 漿 と同 様20%CH3CN含 有1/15M Phos-

phate buffer(pH6.5)に 溶 解後Bioassayに 供 した 。

検 量線 は,ヒ ト尿9容 に薬 液1容 を混 和 し,試 料 と同

様 の 操 作を 行 ない,Agar well法 にてBioassayし た と

ころ,血 漿 の場 合 と同様,検 出 限 界,阻 止 円の 明 瞭 さ も

良好であった。

3,試 料の保存安定性

ヒト血漿,ヒ ト尿を用いてTMS-19-Qの 安定性につ

Table 5 In vitro stability of TMS-19-Q in human
plasma and urine

Stored at -20•Ž

Table 6 In vivo stability of TMS-19-Q in
human plasma

Stored at -20

•Ž Fig. 10 TLC/Bioautogram of plasma after oral administration of TMS-19-Q to human

A: TMS-19-Q

B: LM A7

C: 10"-OH-TMS-19-Q

D: LM V

S1-4: Standard

Fig. 11 TLC/Bioautogram of urine after oral administration of TMS-19-Q to human

A: TMS-19-Q

B: LM A7

C: 10-0H-TMS-19-Q

D: LM V

S1-4: Standard
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い て検 討 した。

Table 5にin vitroで の 血 漿 お よ び 尿 中 安 定 性 を 示

した 。 血 漿 お よび 尿 中各3点 とも保 存 前 と,-20℃,15

日間 保 存 後 とで抗 菌 活 性 に差 は 認 め られ なか った 。 さ ら

に 健 常 人 にTMS-19-Qを 投 与 した 後,採 血 し,そ の 安

定 性 を 検 討 した と ころ,試 料5点 につ き保 存 前 後 で差 は

認 め られ ず 安 定 で あ った(Table 6)。

4.TLC/Bioautography法

TMS-19-Qの 代 謝 物 の 検 索 をBioautography法 に

よ り検 討 した 。Fig.10,11に ヒ ト血 漿 お よび 尿 中 代謝 物

のBioautogramを 示 した。Rf値 の大 きい 方 か らTMS-

19-Q, LM A7, 10"-OH-TMS-19-Q お よびLM Vの

順 で 展 開 され,各 代謝 物 が 分 離 検 出 され た。

III.考 察

TMS49-Qは 生 体 内で 代 謝 を 受 け,LM A7,10"-OH-

TMS49-Q, LM V, 14-OH-LM Vに な る こ とを 別 に

報 告 した4)。

本 剤 の 対 象 疾 患 に お け る代 表 的 な 分 離 菌 の 一 つ で あ る

S.aureus 79株 のMIC値 はTMS-19-Q 0.39～0.78

μg/ml, LM A70.78～1.56μg/ml,LM V 6.25～12.5

μg/mlで あ っ た。 また,本 剤 の 対 象 疾 患 に お け る他 の

分 離菌 に対 して も,本 剤 お よび 各 代 謝 物 は ほ ぼ 同 様 な

MIC値 を 示 した5)。 した が って 臨 床 で の 治 療 効 果 を 充

分 に 反 映 で きる血 漿 中濃 度 の測 定 が 確 立 され な け れ ば な

らな い と判 断 し,種 々検 討 を重 ね た結 果in vitroの 抗

菌 活 性 と良 好 な 相 関 を 有 し,阻 止 円 の 明 瞭 なM.luteus

ATCC 9341を 検 定 菌 と し,日 抗 基 力 価 試 験 法 のMRAP J

培 地 を検 定 培 地 とす るAgar well法 を選 択 した。

測 定 法,測 定 培 地 を 変 化 させ た と き,各 代謝 物 の検 量

線 は変 動 し,相 対 力 価 が 逆 転 す る現 象 も観 察 され,測 定

条 件 に よ って は本 来 の 抗 菌 力 が 正 し く検 量 線 に 反映 され

な い こ と もあ り得 た。 この理 由 と して はTMS-19-Qの

脂 溶性 が 代謝 物 に比 べ て高 く,培 地 中 で の 拡 散 が 代 謝 物

に 比 べ て 悪 い た め 阻 止 円が 見 か け 上 小 さ く表 現 され る た

め と考 え られ る。

本 来Bioassay法 に お い て は極 力 簡 便 な手 法 で 正 確 な

値 を 求 め る こ とが大 切 で あ るが,本 剤 の よ うに 生 体 内 で

の 代 謝 が 速 やか で,な おか つ 代謝 物 に 相 当 の 抗 菌 力 を 有

す る 薬 剤 のBioassay法 に お い て は 血 中 濃 度 な どを 正 し

く抗 菌 活性 で表 示 す る ため に は 細 心 の 注 意 が 必 要 で あ ろ

う。

した が っ て,培 地 組 成,検 定 方 法 な どで 多少 の 煩 雑 さ

は あ って も血 中 濃 度 な ど が 代 謝 物 も 含 め て 総 合 的 に

TMS-19-Qと して 正 し く表 示 さ れ る こ との方 が肝 要 で

あ る と考 え た。 血 漿 を 前 処 理 せ ず に 検 量 線 を 作 成 した 場

合,阻 止 円の 大 き さはLM A7>TMS-19-Q>LM Vの

順となった。これはTMS-19-Q,LM A7,LM Vの

ヒ ト血漿におけるタンパク結合率 の違 い(TMS-19-Q

85%,LM A7 40%,LM V 15%)6)に 基 づくもので,

培地条件や検定菌の検討で解決できるものではなかった。

したがって,血 漿をCH3CNで 除 タンパクし,TMS-

19-Qお よびその代謝物を抽出する ことに よってこの影

響を除 くことができた。また,血 漿抽出乾固物は希釈液

である1/15M Phosphate buffer (pH6.5)で は溶解が

困難なため,20%CH3CNを 含有する溶液で溶解するこ

とにした。さらにTMS-19-Qは エステラービにより加

水分解を受けるので,DFPを 加 える ことにより採血後

試験管内で加水分解されることを防ぐことができた。

検体試料は採血後直ちに測定に供するのが最も望まし

いが,ヒ ト血漿の場合は,3mM DFP処 理 した状態で

-20℃ 以下に保存し,2週 間以内に測定を行なえば活性

低下はみられず,DFP添 加 と-20℃ 以下に保存する

ことで検体試料を安定に保存することが可能になった。

以上,我 々はTMS-19-Qの 体液内濃度を測定するに

あたり,臨 床効果をよく反映するBioassay法 の確立に

ついて検討 したが,一 般にマクロライ ド系抗生物質のよ

うに代謝を受けやすい薬物のBioassayに 際 しては,

1.薬 物の生体内運命

2.代 謝物を含めた測定物質の物理化学的性質

3.代 謝物の生物活性

4.血 清タンパクとの結合能

5.採 取後の検体の安定性

などを充分考慮して測定法を確立する必要がある。

以上の結果に基づき,著 者らはTMS-19-Qの 体液内

濃度測定法として,下 記に示 した方法を設定した。

TMS-19-Q体 液内濃度測定法(微 生物学的定量法)

1)検 定菌

Micrococcus luteus ATCC 9341

2)検 定用培地

日抗基力価試験法I-2-(1)-(1)-iに 記載の培地(pH

6.5)

3)検 定菌液および菌量

Micrococcus luteus ATCC 9341を 増菌用斜面培地

に1白 金耳接種し,30℃,約18時 間培養(4℃ 保存で

約2週 間使用可能)後,そ の1白 金耳を試験菌浮遊用液

状培地100mlに 接種 し,30℃,約18時 間振湯培養し

たものを検定菌液(4℃ 保存で約1週 間使用可能)と す

る。

検定用培地への検定菌液の接極量は0.1%と す る。

4)検 定方法

Agar well法 により行なう。

5)標 準液
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3mM DFP処 理 ヒ ト血 漿 あ る い は ヒ ト新 鮮 尿9容 に

既 知 濃 度 のTMS-19-Q標 準 原 液1容 を 加 え,試 料 同様

の処 理 をす る。

6)検 量 線 に よる測 定 範 囲

0.35～20μg/ml

7)検 体 の処 理 法

1.DFPに よる 代謝 停 止

2.CH3CNに よる除 タ ンパ クお よび 濃 縮

3.20% CH3CN含 有1/15M Phosphate buffer (pH

6.5)に よる 溶 解

8)検 体 の 保存

DFP添 加,-20℃ 以下 凍 結 保 存

稿 を終 え る に あ た り,終 始 御 指 導 御 助 言 を 賜 わ りま し

た 東 京女 子 医 科 大 学 清 水 喜 八 郎 教 授 に深 謝 致 し ます。
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MICROBIOLOGICAL ASSAY METHOD FOR TMS-19-Q

CONCENTRATION IN BODY FLUIDS

MASATAKA MORISHITA, ATSUSHI SAKAI, SATOKO ENDO

and TADAKIYO SUZUKI

Pharmaceutical Research Laboratories, Toyo Jozo Co., Ltd.

To establish the quantitative bioassay system of TMS-19-Q in body fluids, various methods and

conditions were studied.

Important factors influenced on the result were drug metabolism, physicochemical property, bioactiv-

ity, protein binding activity of metabolites and stability of samples.

The most suitable assay method was an agar well method using Micrococcus luteus ATCC 9341 as

the test organism in the medium consisting of peptone 6g, yeast extract 3g, beef extract 1.5g, glu-

cose 1 g, agar 15g and distilled water 1 liter at pH 6.5.

The detectable range of TMS-19-Q concentration was 0.35ƒÊg/ml to 20ƒÊ/ml.

Prior to bioassay, human plasma was treated with 3mM Diisopropylfluorophosphate(DFP) to inhibit

esterase activity, and also was deproteinized by CH3CN to inhibit protein binding activity.

The concentration of TMS-19-Q in human urine was measured by the same method of plasma, after

extraction with CH2Cl2.

Activity of TMS-19-Q in various body fluids was stable at-20•Ž for at least 2 weeks.


