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大 島 純 子 ・瀧 井 裕 子 ・鬼 塚 光 子

有 沢 幹 雄 ・丸 山 博 巳

日本ロシュ研究所微生物学化学療法部

要 旨

Ceftriaxone (CTRX, Ro 13-9904), (Z)-(6R,7R)-7-〔2-(2-amino-4-thiazoly1) -2- (methox-

yimino) acetamido〕-3-{〔2.5-dihydro-6-hydroxy-2-methyl-5-oxo-as-triazin-3-y1) thio〕met-

hyl}-8-oxo-5-thia4-azabicyclo-〔4,2,0〕oct-2-ene-2-carboxylic acid disodium saltの 血 漿,

尿 お よ び 胆 汁 中 濃 度 は,E. coli NIHJ JC-2を 検 定 菌 と し,Antibiotic medium (Difco)を 測 定 用

培 地 とす る 薄 層 カ ップ 法 ま た は デ ィス ク法 で 行 う と き鮮 明 な 阻 止 帯 を与 え る の で,本 法 で 微 生 物 学

的 定 量 が 可能 で あ っ た 。 測 定 範 囲 は0.1μg/mlか ら100μg/mlで あ っ た ま た,ヒ ト血 清,Consera,

Moni-trol 1で 希 釈 した 検 量 線 は リ ン 酸 緩 衝 液 で希 釈 し て 得 た 検 量 線 よ り小 さ い 阻 止 帯 直 径 を 示 し

た 。ヒ ト血 清 お よ びConseraて 希 釈 した 場 合 に は 両 検 量線 は よ く一 致 し た 。生 体 サ ン フ ル 中 のCTRX

濃 度 に つ い て は,0.067Mリ ン酸 緩 衝 液 で11倍 以.上 に 希 釈 す れ ば,リ ン酸 緩 衝 液 で希 釈 し た 検 量 線 を

用 い た 定 量 が 可 能 で あ っ た 。 他 方,薄 層 シ リ カ ク ロマ トグ ラ フ ィー を 行 っ た 後 で,E. coli NIHJJC

-2を 検 定 菌 とす る バ イ オ オ ー トグ ラ フ ィー に よ り尿 中 のCTRXを 分 離 検 出 で き た 。

緒 言

Ceft+iaxone (CTRX, Ro 13-9904)は 広 域 抗 菌 スペ ク ト

ラ ム を有 し,β-ラ ク タマ ー ゼ に 安 定 な,い わ ゆ る 第3世 代

セ フ ァ ロ ス ホ リ ン で,蛋 白結 合 率 が 高 く ヒ トに お け る 血

中 半減 期 が7～8時 間 と 長 い こ とか 特 徴 と な っ て い る1).

我 々 は,検 定 菌 をE. coli NIHJ JC-2に 定 め て,微 生 物 学

的 定 量法 に よ る 体 液 内 濃 度 測 定 の た め の 各 種 測 定 条件 を

検 討 し,至 適 条件 を 設 定 し た.さ らに 体 液 中 で の 活 性 代

謝 物 検 索 の た め の バ イ オ オ ー トグ ラ フ ィー に よ るCTRX

の 分 離,検 出 法 に つ い て も検 討 した の で 併 せ て 報 告す る 、

1.実 験 材 料 お よ び方 法

1.使 用 薬 剤

CTRX (Ro 13-9904; Lot. 907001)はF. Hoffmann-

La Roche(ス イ ス,バ ー ゼ ル)で 合 成 し た もの を用 い た 。

2.検 定 菌

検 定 菌 の 検 討 に はB. subtilis ATCC 6633, S. aureus

ATCC 6538P, E. coli K12, W3110, U5, ATCC 25922,

NIHJ JC-2,お よ ひK. pueumoniae ATCC 27736を 用 い

た これ らは い ず れ も 当研 究 所 で12.5%ク リセ ロー ル 存

在 下-70℃ に て 保 存 して い る もの を 用 い た,

3.検 定 用 培 地

基 層 用 寒 天 培 地 と し てAntibiotic medium No.2

(AM2 ,Difco),種 層 用 寒 天 培 地 と してAntibiotic me-

dium No.1(AM1,Difco)を 用 い た 。 ま た,培 地 検 討

の 目的 で,Heart infusion agar (HIA,栄 研),Trypto-

soy agar(TSA,栄 研)お よ び,日 本 抗 生 物 質 医 薬 品 基

準2)(日 抗 基)mediumを 用 い た。前3者 は 処 方 ど お り調 製

使 用 し た 。日抗 基agarに は0.5%Polypeptone, 0.3%beef

extractお よ び1.5%agarを 基 層 用 培 地 と し て,ま た1%

Polypeptone,0.5%beef extract, 0.25%NaClお よ び

0.7%agarを 種 層 用 寒 天 培 地 と して 用 い た.

4.菌 液 調 製

B.subtilis以 外 の 菌 株 に つ い て は,Trypto-soy broth

(2ml)に-70℃ 保 存 菌 液 を一 白 金 耳 あ妾種 して,37℃ に て

!8～20時 問 培 養 し,10倍 希 釈 液 がA650=0.4と な る よ う

に 調 製 後,検 定 培 地 に1%に な る よ うに 接 種 した 。 また,

B. subtilis ATCC 6633は 日本 抗 生 物 質 医 薬 品 基 準 の 一 般

試 験 法 に 準 じて 調 製 した 胞 子 液 を,あ ら か じめ 最 も明 確

な 阻 片帯 を 示 す 胞 裕夜濃 度 を 予 備 試 験 に よ り 求め て,検

定 培 地 に 接 種 した 。

5.検 定 方 法

日抗 基 ・一 般 試 験 法 の 力 価 試 験 法 に 準 じて 調 製 した種

層 用 寒 天培 地(AM1) 4mlを,16mlの 基 層 寒 天平 板(AM2)

上 に 分 注 し,水 平 に 固 化 し4℃ に て 最 短1時 間 冷 却 した
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Table 1 Susceptibility of tester strains to CTRX

後 で使 用 し た。直 径9cmの 栄 研HS-シ ャ ー レ に4個 の 内

径6mm高 さ10mmの ステ ン レ ス カ ヅ プ を た て て,標 準 希

釈 溶 液 また は 検 定 液 を0.25ml加 え て,37℃ に て16～18時

間 培 養 し,阻 止 帯 の 直 径 を測 定 した 、,

ペ ー ハ ー デ ィ ス ク を 用 い る 場 合 に は ,上 述 した 方 法 で

作 成 し た 寒 天 平 板 に,直 径8mmのWhatmanデ ィ ス ク

(thick)に50μlの 標 準 希 釈 溶 液 ま た は 検 定 液 を しみ 込 ま

せ た 後,1シ ャ ー レ に つ き4枚 張 りつ け て 培 養 し た,

検 定 培 地 の 検 討 は,E.coli NIHJ JC-2を 検 定 菌 と し,

前 述 の5種 類 の 検 定 培 地 を 用 い て 薄 層 カ ヅ プ法 とペ ー

パ ー デ ィ ス ク法 を併 用 ,比 較 し た 。

6.標 準 溶 液 お よ び希 釈 液

CTRXを0.067Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)に 溶 解 し,同

じ緩 衝 液 に て 標 準 希 釈 系 列 を 作 成 し て 用 い た.ま た,血

漿 検 体 測 定 用 標 薙 希 釈 液 と して は,CTRXをConseraに

溶 解 し た希 釈 系 列 を 作 り,こ れ を さ ら に0.067Mリ ン酸 緩

衝 液 で11倍 に 希 釈 して 血 漿 検 体 測 定 用 標 準 希 釈 溶 液 と し

た 。

7.薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィ ー/バ イ オ オ ー トグ ラ フ ィ ー

適 宜0.067Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)で 希 釈 した 検 体 に

ス、ポ ッ ト し,ethanol/ethylacetate/H2O=50/27/23(v/

v/v)を 展 開 溶 媒 と し て 展 開 後 風 乾 し,E.coli NIHJ JC

2を 検 定 菌 と した バ イ 才 才ー ト グ ラ フ ィー を 行 っ た 。こ

の 時CTRXのRf値 は0 .38±0.05て あ っ た

8.高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィー(HPLC)法

血 漿 検 体 に は 内 部 標 準 と して セ フ ァ ロ チ ン を 加 え て

acetonitorile/H2O=2 .0/0.8(v/v)で 抽 出 し,2,500

rpm×5分 間 の 遠 心 分 離 後 の 上 清 を用 い た 。

HPLCは 以 下の 条 件 で 測 定 し た 。

ボ ンフ Waters Model 6000A pump

注 入 器 Waters U6K inlector

Fig. 1 Comparison of standard curves of CTRX

on E. coli and B. subtilis by cylinder plate
method and disc plate method

Antibiotic medium

検 出 器 Shimadzu SPD 2A

テー ター 処 理 器 Shimadzu C-RIA

カ ラム Lichrosorb RP-18,5μm,

4.0×250nnm

移 動 層 ア セ トニ ト リル600ml,セ チ ル トリ

メチ ル ア ン モ ニ ウ ム プ ロ シ ド4g ,

1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0/50ml,

H2O 350ml

流 速 1.5ml/分

検 出 波 長 274nm

保 持 時 間 4.4分

検 出 限 界 1μg/ml

II. 実 験 結 果 な ら び に 考 察

1. 検 定 菌 種 の 選 択

B.subtilis ATCC 6633,S.aureus ATCC 6538P,E.

coli K12,W3110,U5,ATCC 25922,NIIIJ JC-2お よ ひ'

K.pneumoniae ATCC 27736のCTRX感 受 性 を 薄 層 力 ツ

プ 法 で 調 べ て,1μg/mlお よ び10μg/mlのCTRXに 対 す る

阻 止帯 の 直 径(mm)と し て 測 定 し,Table1に 示 した 。

これ ら8株 の な か で はE.coli NIHJ JC-2か 最 もCTRX

に 対 す る 感 受 性 が 高 か っ た

次 に,E.coli NIHJ JC-2お よ ひB.subtilis ATCC 6633

に つ い て 薄 層 カ ッフ 法 な ら び に デ ィ ス ク法 を 用 い て,

0.067Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)で 調 製 し た 標 雌 希釈 溶 液

(0.1～100μg/ml)の 検 量 線 を 作 りFig.1に 示 した 、 阻 止

帯 直 径 はE.coli NIHJ JC-2の 与かB.subtilis ATCC

6633に 比 較 し て か な り 大 き く,測 定 範 囲 もB.subtilis

ATCC 6633が5～100μg/mlで あ る の と 比 較 し て,E.coli
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Fig. 2 Comparison of standard curves of CTRX on various test

medium by cylinder plate method and disc plate method

E. roll NIHI _JC-2 B. subtilis ATCC 6633

NIHJ JC-2て は0.1～100μg/mlと 低 濃 度 範 囲 ま で 測 定 可

能 で あ っ た 、 ま た,薄 層 カ ッ フ 法 とデ ィ ス ク法 の 差 は 測

定 を 行 っ た 全 濃 度 範 囲 で は ご く小 さ か っ た 。

以 上の 結 果 か ら,CTRX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 NrHJ JC-2が 適 当 と 考 え,

これ を用 い る こ とに し た 。また 測 定 法 と し て は,薄 層 カ ッ

フ 法 とテ ィ ス ク法 の 両 苔で 差 か ご く小 さ い こ とが 判 明 し

た の て,適 宜 両 方 法 を使 い わ け る こ と とし た 。

2. 検 定 培 地 の 検 討

E.coli NIHJ JC-2を 検 定 菌 と して,CTRXの 濃 度 範

囲0.1～100μg/mlで5種 類 の 検 定 培 地 を用 い て 検 量 線 を

作 成 し 比 較 した 測 定 法 と し て は 薄 層 カ ップ 法 とテ ィ ス

ク法 を併 用 した,結 果 をFig.2に 示 す 。

概 し て,E.coli NIHJ JC-2に 対 して は,高 濃 度 域 で

はNA,TSA,お よ び 日抗 基培 地 で 阻 止 帯 が 小 さ く現 わ れ

た 。 他 方B.subtilis ATCC 6633を 用 い た 場 合 に は 全 濃 度

域 に わ た っ て,NAで 最 も た きい 阻 止 帯 を 示 し,HIA,

TSAて は 小 さか っ た 。AMを 用 い た 場 合 に は 両 検 定 菌,

特 に だ.coli NIHJ JC-2に 対し て,検 量 線 の 傾 き か た き

く,か つ 阻 止 帯 も鮮 明 て あ っ た の で 検 定 培 地 に は,基 層

用 寒 天培 地 とし てAM2,種 層 用 寒 天培 地 と し てAM1を

用 い る こ とに 定 め た 。

3. pHの 影 響

CTRXは 中 性 域 で は 安 定 で あ り,ま た 各 検 定 菌 株 の

MIC値 も培 地 のpH (pH6.0,7.0,8.0)お よ び 培 地 へ の 馬

脱 繊 維 血清 添 加 の 有 無 に よ っ て'変 化 しな か っ た 。

他 方,CTRXをpH6.0,7.0お よび8.0の3種 類の リン酸

緩衝液て希 釈して標準希釈溶液 を作 りそれぞれに対する

検 量線 を求めてFig.3に 示 した。pH6。0～8.0で は,い ず

れのpHで も鮮明な阻止帯が得られ,検 量線 もよく一致す

ることから,希 釈液のpHが 標準希釈溶液の活性に影響を

与えていないことがわかった.し たが ってCTRXの 希釈

には培地のpHに 近いpH7.0の リン酸緩衝液を選んだ,

4. 血清 の影響

ヒトのプー ル血清,MOni-trol 1,Conseraお よび0.067

Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)で 希 釈 した4種 類の標準希釈

溶液を用いて,E.coli NIHJ JC-2の 薄 層カップ法によ

る検量線 を求めてFig.4に 示 した.前3者 か ら得られる

阻止帯は,リ ン酸緩衝液による標準希釈溶液の場合に比

して小 さく,同 一阻止帯を得るには6～8倍 高い濃度が

必要であった。これはcefotetan3)と 同様にCTRXの 蛋 白結

合率が高いためであると考えられる。 この実験では,ヒ

ト血清 とConseraの 検 串:線はほぼ一致 しているが,Moni-

trol 1の 検量線は両 折よ り若干低 くなった。ただしこの差

は,後 述するヒ ト血清を用いた標準希釈溶液の検量線の

個 人差によるバ ラツキ と同程度 であった。 ヒ トのプール

血清,お よびConseraに 溶解 したCTRX標 準希釈溶液を

さらに3倍,6倍,11倍 に0.067Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)

で希 釈後検量線 を作成 して,Fig.5,6に 示 した。いずれ

の場 合に も希釈済液中の血清蛋 白含量の減少に伴って

CTRXの みかけの抗菌力の増加が認め られた。

次にConseraのlotに よる差,ヒ ト血清の個体差が体液
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Fig. 3 Effect of diluents on standard curves
of CTRX ( I ) -pH-

Fig. 4 Effect of diluents on standard curves
of CTRX (2)

Fig. 5 Effect of diluents on standard curves

of CTRX(3)

Fig. 6 Effect of diluents on standard curves
of CTRX (4)

Fig. 7 Effect of diluents on standard curves

of CTRX(5)

Fig. 8 Effect of diluents on standard curves

of CTRX(6)
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Table 2 Effect of urine on the activity of CTRX

():%recovery

内濃 度測定 に及ぼす影響 を調べた 即 ち,Consera 1,

2,3を 用 いた標準希釈溶液に対する検量線 と,そ れぞ

れ を0.067Mリ ン酸緩 衝液で11倍 に希釈後 の検 量線 を

Fi墓.7に 示 した。Conseraや ヒ ト血清の個体差による検 量

線の差は,最 大約5倍 とかな り大きいことがわかった。

これはCTRXか95%と 非 常に高い蛋白結 合率 を有す る

ために,実 際に測定 しているfreeのCTRX量 の個体差が

みかけ 上大きく現われるためであると考えられ る。 とこ

ろがFig.7,8で 示 されだように,リ ン酸緩衝液で11倍 に

希釈 した後で測定すればその差は1.5倍 以 内 と小 さくな

ることがわかった。

我々は,個 体差の影響 を小 さくするために,血 清 検体

々0.067Mリ ン酸緩衝液で1/倍 に希釈 し,同 じく0.067Mリ

ン酸緩衝液で1/倍 に希釈 したConseraを 用いて作 った標

準希釈溶液に対 して作成した検量線を使って濃度測定 を

行 うこととした 。

5. 尿,お よび胆汁の影響

ヒ トの尿を用いて調製 した検体,お よびそれ を0.067M

リン酸緩衝液(pH7。0}で11倍 に 希釈 した検体中のCTRX

の 濃 度 をE.coli NIHJ JC-2薄 層 カ ッフ法 で求め て

Table2に 示 した。括弧 内に示したそれぞれの回収 率か

らも明 らかであるように,尿 検体では リン酸緩衝液に溶

解 した場合に比 して15～30%低 い 測定値か得 られる.他

方,尿 検体 をリン酸緩衝液で11倍 に希釈後測定すれは尿

の影響は無視 しうる,な お,測 定は リン酸緩衝液に溶解

した標翠 冷釈溶液に対す る検 量線を用いて行った。

胆汁についても尿 と同様の実験 を行い.胆 汁中では,

添加CTRXの60～70%の 測 定{1直を示すか,リ ン酸緩衝液

て5倍 希釈後川定すれば胆汁の影響は無視 しうる結 果を

得てTable3に 示 した

これ らよ り,ヒ トの尿および胆 汁中のCTRXの 測定に

際 しては,原 液検体をそれぞれ11倍 または5倍 に リン酸

緩衝液を用いて希釈 した後で,リ ン酸緩衝液を用いて作

Table 3 Effect of bile on the activity of CTRX

():%recovery

成 した 標 準 希 釈 溶 液 の 検 量線 を使 っ て 測 定 す れ ば よ い こ

とが わ か っ た 。

6. 薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ/バ イ オ オ ー トグ ラ フ

健 常 人 にCTRXを 投 与 し て 得 た 尿 検 体 に つ い て 薄 層

ク ロ ーフ ト グ ラ フ ィー(ethanol/ethylacetate/H2O=50/

27/23(v/v/v))を 行 っ た 後,E.coli NIHJ JC-2を 検 定 菌

と して バ イ オ オ ー トグ ラ フ ィー を 行 っ た 。 抗 菌 活 性 を示

した ス ホ ッ トは1つ で,投 与 量,投 与 経 路,採 取 時 間 に

無 関 係 で あ っ た 。 活 性 ス ホ ツ トはRf値 と一 致 し た(Fig.

9)。

7. HPLC法 と微 生 物 学 的 定 量 法 の 一 致 度

CTRXを ヒ トに 静 脈 投 与 し,経 時 的 に 採 取 した 血 液 検

体 中 のCTRXの 濃 度 を 本 報 告 で検 討 し た 薄 層 カ ップ 法

お よ びHPLC法 で 測 定 し,そ れ ぞ れ の 結 果 を 合せ てFig.

10に 示 し た 。 両 測 定 法 の 結 果 はH.F.お よ びT.N.の 二 人

の 検 体 で か な り よ く一 致 し て い た 、

III. 結 論

以Lの 検 討 の 結 果 か ら 微 生 物 学 的 定 量 法 に よ る

CTRXの 体 液 内 濃 度 測 定 法 と し て は,次 の 方法 が 適 して

い る。

1. 検 定 菌

E.coli NIIIJ JC-2が 最 適 で あ る が 高 濃 度 の 検 体 を測

定 す る場 合 に はB.subtttis ATCC 6633も 使 用 可能 で あ る.

2. 検 定 用 培 地

基層 用 寒 天培 地 と してAntibiotic medium 2(16ml),

種 層 用 寒 天培 地 と し てAlltibiotic medium 1(4ml)を 用

い る。

3. 接 種 菌 液 お よ び接 種 菌 量

日抗 基 ・一 般 試 験 法 力価 試 験 法 に 準 じて 調 製 し,E.coli

NIHJ JC-2は 一 夜 培 養 菌 液 をOD unit=4に 希 釈 し て

final 1%濃 度 とな る よ うに,ま たB.subtilおATCC 6633

は600nmに お け る透 過 率60%の 胞 子液 を1%濃 度 とな る
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Fig. 9 Bioautograms of urine after intravenous injection of CTRX in healthy volunteers

TLC: Merck silica gel 60 F-254
Solvent: Ethanol/ethylacetate/H20= 50/27/23 (v/v/v)
Organism: E. coli NIHJ JC-2

500 mg i.v. (Volunteer Y.T.)

1,000 mg i.v.d. (Volunteer M.Y.)

1,000 mg iv. (Volunteer S.M.)

<C: control>

1,000 mg i.v. X 2/day X 4.5 day
(Volunteer S.S.)

2(day) 1(day)

4(day) 3(day)

5(day)
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Fig. 10 Comparison of bioassay with HPLC assay

よ うに接種する.

4.測 定 法

薄層カップ法,デ ィスク法のいすれで も測定 可能であ

る。

5.検 体の希釈

検体は0.067Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)で,血 液検体,

尿検体 では11倍 以上に また,胆 汁検体 では5倍 以上に希

釈後測定す る。

6.検 量線の作成

1血液中濃度測定用の検 量線は,CTRXをConseraに 溶

解後さらに0.067Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)で11倍 に希釈

して調製 した標準希釈溶液を用いて作 る。 また,尿 中お

よび胆汁中濃度測定用の検量線は,CTRXを0.067Mリ ン

酸緩衝液(pH7.0)で 希 釈調製 した標準希釈溶液を使っ

て作 る。

7.培 養条件

37℃ で18～20時 間 とする。

8.そ の他

本微生物学的測定法はHPLC法 とかな りよ く一致 した

結果が得 られた。
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BIOASSAY METHOD FOR CEFTRIAXONE (Ro 13-9904) CONCENTRATION

IN BODY FLUIDS

JUNKO OSHIMA, YUKO TAKII, MITSUKO ONIZUKA,

MIKIO ARISAWA and HIROMI B. MARUYAMA

Department of Microbiology & Chemotherapy
Nippon Roche Research Center

The concentration of ceftriaxone (CTRX, Ro 13-9904), (Z)-(6R,7R)-7[2-(2-amino-4-thiazoly1)-2-

(methoxyimino) acetamido] -3- { [ 2.5-dihydro-6-hydroxy-2-methy1-5-oxo-as-triazin-3-yl)thio ] methyl) -8-oxo-
5-thia-1 -azabicyclo-[4,2,0] oct-2-ene-2-carboxylic acid disodium salt, in the plasma, urine and bile was micro-
biologically determined by a thin layer cup method or a disc method, using E. coli NIHJ JC-2, as a test

organism, and antibiotic medium (Difco), which induced a clear inhibition zone. The detection sensitivity

ranged from 0.1 jig/m1 to 100 big/mi. The standard curves obtained using human serum, Consera and Moni-

trol 1 as the diluent showed a smaller diameter of inhibition zone than that obtained with phosphate buffer

solution. The standard curves with human serum and Consera were highly similar to each other. The CTRX

level in biological specimens was able to be determined when diluted with 0.067M phosphate buffer to ii-

fold or more, according to the standard curves using phosphate buffer solution.

A bioautography using E. coli NIHJ JC-2 as a test organism, following the treatment of the specimens

by a silica thin layer chromatography, detected CTRX in urine.


