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新cephamycin系 抗生剤Cefbuperazone(CBPZ)の 喀痰中濃度測定 法 に つ い て,高 速液体 クロ

マ トグラフィー(HPLC法)の 適用 と改 良を行ない,ヒ トでのCBPZの 喀痰中移行を検討 した。

(1)HPLC法 について,喀 痰の前処理 として粘稠性物質お よび測定 妨害 物質の除表を行 ない.

さらに測定波長を選択する ことに よ り,喀 痰中CBPZ濃 度の測定が可能 とな り,生物学的 灘定法 と

良 く一 致 した測定値が得 られ,そ の相関係数は0。940で あ った。

(2)5名 の呼吸器疾患患者 にCBPZ19お よ び29を1時 間点滴静注投与後の喀痰中CBPZ

濃度が測定 された。各患 者 ごとの ピーク値 お よび経時的パ ターンとも個 人差が 著 しか ったが,投 与

量に よ り各個人 ごとに明 らかなDoseresponseが み られ,そ の ピー ク値は19投 与 でL2～24

μg/ml,2g投 与で1.9～5.0μg/mlの 喀痰中濃 度が得 られた。

近 年,多 くのcephem系 抗 生物 質 が 開 発 さ れ,そ の

臨 床 応 用 に よ り優 れ た 有 用 性 が明 らか とな っ て い る。

Cefbuperazoneは,Fig.1に 示す よ うに,7-amino-

cephalosporanic acidを 骨 格 と し,そ の7α-位 に

methoxy基(-OCH3)を 導 入 す る こと に よっ て,β-

1actamaseに 対 す る安 定 性 を付 与 し た 新 し いcepha-

mycin系 抗 生物 質 であ る。

Cefbuperazone(以 下CBPZと 略 す)は,グ ラ ム陽 性

菌,グ ラ ム陰性 菌 に 対 して 広範 囲 な抗 菌 ス ベ ク トルを 有

し,特 に,グ ラ ム陰 性 桿 菌 の うち,Enterobacter,Citro-

bacter,indole(+)Proteusお よ びSerratiaな ど に

対 して,従 来 のcephem系 薬 剤 に比 べ て強 い 抗 菌 力 を

示 し,invitrOの 成績 に 比 べ て,in vivoの 実験 的 感 染

Fig. 1 Chemical structure of cefbuperazone

Molecular formula: C22H28N Na 09S2

Molecular weight: 649.63

症 では,よ り優れた効果が得 られている。 さらに各種紹

菌 産生 の β-lactamaseに 対 して も安定で,多 剤耐性茜

に対 しても感受性のあ る菌株 では,よ り強 い抗菌力を示

しているoま た,注 射 投 与 に より高い血 中濃度が得ら

れ,各 種組織への移行 も良好で,血 中 で の 半減期は約

100分 であ り,大 部分が未変化体のま ま,主 と して尿中

や胆汁 中に高濃度で排泄 され ることが確かめ ら れ てい

る1,2)。

先 に,谷 村 ら3)によ り胆道感染症の 入院患者を 対象と

し,静 注投与後のCBPZの 胆汁中 濃度測定に アセ トニ

トリル水溶液 を移動相 と し,ト リエチル アンモニウムイ

オソ(酢 酸 トリニチルアンモニウム)を 用いるイナソ対

逆相高速液体 クロマ トグラフィーを適用 し,採 取 された

胆汁試料を前処理 な しに,そ の まま高速液体 クロマトグ

ラフィーに注 入する ことに より,投 与12時 間後までの

胆汁中濃度を精 度 よく測定 できることが報告 さ れ てい

る。

一般に,cephem系 抗生物質の体液内濃度測定に,高

速液体 クロマ トグラ フィーや ガス クロマ トグラフィーを

適用 した報告4,5)は多 く見受 けられ る が,血 中濃度や尿

中濃度な ど,比 較的 高濃度 の薬剤 を含 む生体試 料を扱っ

た場合が殆 どで,よ り低濃 度の生体試料 の場合 は生物学

的測定法が適用されている6)。
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そこで今回,注 射投与後 もその移行量が他の体液に比

べて少ないといわれ る喀痰中への薬 物移 行量 の測定に,

高速液体 タロマ トグラフ決の這 用を試 み,生 葡学的方法

に より得られた結果 と比較 し,併 せてCBPZの 喀 痰中

移行について も検討 した。

1. 実験の材料および方法

1)試 料お よび試薬

CBPZは,臨 床試験 で汎用 され た注射用CBPZ製 剤を

用 いた。 また,移 動相 に用 いた溶媒は高速液体 クロマ ト

グラフィー用で、そ の他の有機溶媒お よび試薬は。す べ

て市販特級を用 いた。

2) 喀痰および血清試料の採取

CBPZ を呼吸器疾患息者に投与し,昭痰中への移行を

経時的に測定 した。5名 の患者を対象 と し,そ の年齢,

性別および疾患名 をTable 1に 示 した。同一患 者にまず

CBPZを1回1g投 与 して試験 し,充 分 なWash out期

間をおいた後,本 剤1回2g投 与の試験を 行 なった。

CBPZは ソ リタT3200ml に溶解 し,1時 間点滴 静注 に

より投与 した。

本剤の点滴静注開 始後,1時 間 ごとに5時 間 目まで蓄

疾 し,直 ちに-20℃ にて凍結保存 した。また,点 滴静注

終了時点お よびそれ よ り1時 間 ごとに4時 間 目まで採血

し,血 清を凍結保存 した。

3) 高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィー(HPLC)

装 置 は 島津 高 速 液 体 クロ マ トグ ラ フ,LC-4A型 を 用

いた。 カ ラ ムは,LiChrosoτb.PR-18(粒 子 径,10μm,

25cmX4mm1.D.),逆 相 充 填 カ ラム を用 い カ ラム温 度

30±1℃ で 行 な った。

移 動 相 と して は,ア セ トニ トリル125ml,1M酢 酸

17mlお よび1Mト リエ チ ル ア ミ ン。酢 酸27mlを 混

合 した後,水 で全 量 を1,000mlと した液 を用 い た。 流

速1.1ml/分 で 行 な い,検 出 器 は 島津SPD-2AS型 を 用

い,測 定 波長 は254nm,270nmお よび280nmで 検 討

した0

4)生 物 学 的 定 量 法(Bioassay)

検 定菌 と して,K.pnemoniae ATCC 10031を 用 い,

べーパーディス ク法 で行 な った
。 標準曲線 は血 清の場合

はConsera(日 水 製 薬) を,喀 痰の場合は1/15Mリ ン

酸塩緩衝液(pH 6,0) を希釈液 として用い作製 した。

5) 喀痰中濃度の測定

Bioassayの 場 合 は, 保存した喀疾試料を細かく砕いて

解凍後,そ の一部または全量を 採取 し,次 に 等量の エ

タ ノ ール を 添 加 し, さらに1/15Mリ ン酸緩衝液(pH

6.0) を等量加 えた液の 一部につ きペ ーパーデ ィス ク法

に よ り測定 した。残 りの一部は,}IPLC測 定まで－20℃

に保存 した。HPLCの 場合 は,Bioagsayの 測定試料の残

部 の一定量を と り,4倍 量 のエタ ノールを加えて充分撹

挫 した のち,3.000rpmで10分 間遠心分離 し た。 次

に,エ タノール を45℃ で減圧留去 したの ち,残 留物に

25%エ タ ノール水溶液0 .1mlを 加 えて溶か し,HPLC

用測定試料 と した。

II. 成 績

1)前 処理 の検討

喀痰は,粘 稠度が高 く,組 織浸出液 と分 泌液の まざっ

た ものであ り,そ のままHPLCに 注入 し分析するこ と

は困難 である。 また通例,薬 剤投与後 も喀疾中の抗 生物

質 は微量(数 μg/ml程 度)で ある。

そ こで今回.試 料の濃縮化 を 目的 と し,Bioassayに 供

した試料に4倍 量のエ タノールを加えて遠 心分離 した と

ころ,粘 液質は,ほ ぼ完全に 沈殿 し,除 去可能であ っ

た。 したが って,こ のエタ ノール溶液をHPLCへ の注

入試料 とした。

2)測 定条件の検討

CBPZは 水溶液 中で269nmに 吸収極大 を 示す。 一

方,Fig.2に 示す よ うに,今 回使用 したHPLC用 の移

動相中での吸収スペ ク トル もほぼ同様のパター ンを示 し

た。

CBPZ 1gを 点滴静注投与後 採取 した喀疾を前述 の操

作に従 って処理 したの ちHPLCに 注入 した ところ,検

出波長 として通常汎用 され る254nmで モニター し,得

られた クロマ トグラムはFig.3に 示す ように,保 持時間

(tR)8分 付近にCBPZの ピークが観察 され る。 しか し,

ピーク後 方に喀疾成分 に由来す ると思われる著 しいベ ー

スライ ンの負の ドリフ トが認め られ定量 不能 であった。

Table 1  Background of patients
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Flg.2  UV-spectrum of CBPZ(25pg/m1)in elution
solvent for HPLC

一
方,ド リフ トの原因を脚べる 目的 で, 25%エ タ ノ鞠ル

水溶液を注入 したが,ベ ース ヲイ ンには全 く変動がみ ら

れなか った ことか ら,こ の負 の ドリフ トの原因 は賦縄中

に微量混在 した喀疾 由来の成分 による影響 と考 え られ

る。 そ こで,検 出波長 を254nmの 場合に比べてほ催一

樫度 の 吸収強度 を示す270nmお よび280nmと し,

同一試料 を注入 した納果,負 の ドリフ トは消美 し,特 に

280nmで 測定す る と宋知成分 との分離 も良好で,CBPZ

も正常 な ピーク形状を示 し,定 量可能な クロマ トグラム

を得 ることがで きた。 以上 の縞 果 よ り,測 定 波長 を280

nmに 設定 した。

3) 検量線および定量精度

Fig.4にCBPZ標 準 液 の ク ロマ トグ ラム お よび検量

線 を 示 した。 す な わ ち.CBPz 0.1μg/ml,0.5μ9/mL

Fig.3  High-performance liquid chromatograms of sputum after drip intravenous

administration of 1 g of CBPZ obtained at various wavelengths

Fig.4  Typical high-performance liquid  chromatogram of standard solution and
calibration curve of CBPZ
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1μg/ml、3μg/d,5μg/mlの 各濃度 の20μlをHPLC

に注入 し絶対検量線を作成 した。

横軸(の にCBPZ濃 度を, 縦軸(の に ピーク面積を

と りプロッ トす ると,良 督 な直線関係を示 し,最 小二乗

法に より回帰直線の 方程式を 求め た ところ,y=4135・

x-29.0(r=0,9999) で あ った。 ま た, 測定精度 は,

C.V.=1,12%(n=10) と良好 であ った。

4) HPLC測 定 値 とBlosssay 測定値の比較

5名 の息者 にCBPZを1g お よび2g をそれぞれ点滴

静注 した 時の本剤の血 清 および 喀疲中濃度をBioassay

Table 2  Sputum and serum concentrations of CI3PZ(Bioassay)

＊
Mean•}S.E.excluding the abnormal value with Case 5.

Table 3 Sputum and serum concentrations of CBPZ (HPLC)

＊ Mean•}S.E.excluding the abnormal value with Case 5.
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Fig, 5 Correlation of serum concentrations bet-

ween bioassay and HPLC after drip intrave-

nous administration of 1 g and 2 g of CBPZ

Fig. 6 Correlation of sputum concentrations bet-

ween bioassay and HPLC after drip intrave-

nous administration of 1 g and 2 g of CBPZ

法 とHPLC法 で測定 した成 績 をTable2,3に 示 した

が,血 清お よび喀痰 中濃度についてそれ ぞれ症例,投 与

量,時 間毎のすベての測定値を プール し,Bioassay測

定値 とHPLC測 定値 との相関性をみた。その結果,Fig。

5,6に 示す よ うに,横 軸(x)にBioassay測 定値,縦 軸

(の にHPLC測 定値を と りプ ロソトす る と,血 清お よ

び喀痰中濃度 ともに両方法間 に極めて良好な相関関係が

み られた。すなわち最 小二乗法に よ り求めた回帰直線の

方程式 は血 清中濃度ではy=0.964x-1.325(r=0.987),

喀痰 中濃度 ではy=1.018x-0.192(r=0.940)で あ った。

5) 血清お よび喀痰中濃度の時間経過

Bioassay法 お よびHPLC法 に よる測定値間の相関が

極めて 優れ ている こと か ら,Table3のHPLC測 定

値 を とり血 清 お よび 喀痰中濃度の 個人別経時的推移 を

Fig.7に,平 均 値についてはFig.8に 示 した。

血清中濃度 については明瞭 なDose responseが みら

れ,点 滴終 了時 で1g投 与では平均83.1μg/ml,2g投

与 で120.9μg/mlで あ って,以 後2相 性に減 褒 し,4時

間後は1g投 与で11.6μg/ml,2g投 与で26.0μg/ml

とな り,濃 度 レベル および減 衰パ ター γともに従来の報

告1,2)と同様であ ったり

一方,喀 痰 中のCBPZ濃 度は点滴終 了時点で1g投

与では平均0.6μg/m1,2g投 与では2.2μg/mlを 示し

たが,血 清の場合 と興な り喀痰中 への移 行には假人差が

かな り大 きか った.す なわちFig.7に み るよ うにCase

1お よびCase3で はCBPZの 喀痰中移行が比較的速や

か で,特 に29投 与 では 点滴終了時 で それぞれ5.0,

3.7μg/mlの ピー ク値を示 し,以 後緩やかに 減褒 し,4

時間 自では1.8,0,6μg/m１ 毛あ った。Case2お よび5

では点滴縦了後2～3時 間に ピーク値 を示 し,そ れぞれ

の 値 はCase2で は2.4,3.5μg/ml.Case5で は

1.2,1.9μg/mlで あ った。Case4で は1gお よび2g

投 与のいずれ の場合 も喀痰中への薬剤移行は遅 く,点 滴

終了後2時 間 目か らCBPZが 検出 され,以 後薬剤濃度

が漸増 し,4時 間値はそれ ぞれ2.1,3.6μg/mlで あっ

た。

以上述べ たように,CBPZの 喀 痰中移行 には個人差が

大 きいが,各 個人別にみる と19と29投 与 で明 らかな

Doseresponseが 認 められ た。 ま た,Bioassay法,

HPLC法 いずれの 測定法で も 良 く一 致 した喀痰中濃度

が得 られてお り,特 にBioassay法 で0.8μg/ml未 満の

検体についてはHPLC法 を用いた方が よ り正確 な測定

値が得 られている。

III. 考察 および結論

呼吸器疾患 を有 する5名 の患者 にCBPZを 点滴静注し,

投与後血清お よび喀痰を採取 し,同 一試料についてBio-

assay法 とHPLC法 とによる測定値 の比較 を行 なった。

特 に 喀痰中への 薬剤移行量が 徴量であるため,常 法の

HPLC法 では測 定困難であ った ことか ら,HPLC法 の

改 良を試み た。

その結果,測 定波長 を280nmに 設定 し,エ タノール

処理 に より喀痰中の粘液質を除去す ることに よ り,混 入

未知成 分の妨害 な しに,喀 痰中 のCBPZ濃 度 をHPLC

法に よ り測定す ることが可能 となった。 また,症 例,投

与 量お よび時間毎の測定値をすべて プール し,同 一試料

でのBioassay法 とHPLC法 との比較 を行 なった結果,

血清試料に ついては 相関 係数r=0.987,喀 痰試料につ

いてはr=0.940と いずれ も高い相関性 を示 した。特に

薬剤移行量の少ない喀痰 中濃 度の測定 に,今 回改良され

たHPLC法 を適用す ることに よって,よ り簡便に,よ

り正確に薬剤移行量を測定する ことが可能 とな った。
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Fig. 8 Mean levels of CBPZ(HPLC) in serum and
sputum after drip intravenous administration
of 1 g and 2 g of CBPZ

CBPZを 点滴静注 した時の血清中濃度の経時的推移は

5例 とも同 じよ うな傾 向が認め られてお り,19と29

投与 とで明瞭 なDoseresponseを 示 している。Case5

の場合 のみ,点 滴終了時 点でBioassay法,HPLC法 と

も血 清中濃度がかな り低 く,1時 間後に ピー ク値 を示 し

ているが この原因については不 明であ る。

一方 ,喀 痰 中濃度 の経時的推移 は個人差が大 きく血 清

中濃度の ような一定 した傾 向は認め られず,か つ,血 中

か ら喀痰へのCBPZの 移行 は比較的緩慢であ った。 し

か し,一 方,2g投 与 の場合の平均喀痰中濃度は1g投

与の場合の約2倍 を示 し,Doseresponseが 認 められて

いる。

今回,喀 痰 中移行濃度を検討 したCBPZは,呼 吸器感

染症の 主要起炎菌 で あるS.pneumoniae, H. influen-

zae, P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli に 対 して,

P.aeruginosaを 除いては,強 い抗菌力を有 し,β-lacta-

maseに 極 めて安定 である。P.aerｕginosaを 除 く上記4

菌種の臨床 分離株 に対 するCBPZの80%MIC値 は,

それ ぞれ1,0,0,78,0.2お よび0,2μ9/mlで あ って,

本剤 の喀痰中濃度 はいずれ もそれ らの 値 を 上回 って お

り,特 に2g投 与 では その移行濃度か らみ て充分 な除菌

効果が期待で きる。

また,Bioassay法 とHPLC法 との測定値が良 く一致

して いることは,喀 痰中でCBPZが 充分 に安定 である

ことを意味 してお り,さ らに β-lactamaseに 安定 である

こととあい まって,本 剤の優れた臨床 効果 を裏付けてい

るといえるの
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The concentration of cefbuperazone(CBPZ),a new cephamycin antibiotic,in human sputum after
administration has been quantitatively analysed using bioassay and HPLC techniques which was applied
and improved in this study.

(1)By the removals of mucus and the obstructive substance from sputum as a pretreatment pro-
cedure,and the improvement of measurement condition through the selection of monitored wave-
length,the quantitative analysis by HPLC was well controlled and coincided with those by bioassay,
resulted in the coefficient of correlation being 0.940.

(2)The concentration of CBPZ in sputum was analysed in five patients with pulmonary disease
who were given with 1 g and 2 g via a drip-intravenous infusion for 1 hr.The maximum peak and

pattern of concentrations with time of the  individual. maximum concentration in sputum was detected
in the range of 1.2-2.4 lig/m1 for 1 g dose and 1.9–.5.0 pg/ml for 2 g dose at a dose dependent man-
ner.


