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Cilastatin sodium(MK-0791)の 体 液 お よび 組 織 内濃 度 測 定 法

亀 井 啓 介 ・岡 崎 明 彦 ・岡 田 則 子 ・濱 島 健 二

日本メルク萬有株式会社研究所

O-フ タ ル ア ル デ ヒ ドを用 いた ポ ス トカ ラム法 に よ る 高 速 液 体 ク ロマ トグ ラフ ィー(HPLC)に よ

りcilastatinsodium(MK-0791)の 体 液 お よび組 織 内濃 度 測 定 法 の 検 討 を行 った 。

本 法 に よるMK-0791の ヒ ト血 漿,尿 お よび 胆 汁 中か らの 回収 率 は,imipenem(MK-0787)の

存 在 の有 無 に かか わ らず そ れ ぞ れ75～83%で,変 動 率(C.V.)は6%以 内 で あ っ た。 また各 体 液 .

で の検 量 線 は,0.5～50μg/mlの 範 囲 で良 好 な 直 線性 を示 し,さ らに組 織 内MK-0791濃 度 の測定

法 で は,2.5μg/gま で充 分 測 定 可 能 で あ っ た。

MK。0791の 安 定 性試 験 では,-20℃ お よび-80℃ で 少 な くと も ヒ ト血 漿 中 で は70日 間,ヒ

ト尿,胆 汁 中 で は56日 間 は 安 定 で あ った 。 また 家 兎組 織 内 のMK-0791も-80℃ で少 な くとも

42日 間 は 安 定 で あ った 。

Imipenem(MK-0787)は,Merck Sharp & Dohme

ResearchLaboratories(MSDRL)に お いて 合 成 され

た カル パ ペ ネ ム系 抗 生 物 質 で,抗 菌 力 に優 れ,強 い β-

lactamase阻 害 活 性 を 有 す る。 しか しな が ら,腎 に 存 在

す るdehydropeptidase-I(renal dipeptidase)に よ

り代 謝 され 良好 な尿 中 回収 率 が得 られ な い。 そ こで この

酵 素 に 対 して選 択 的 阻 害 作用 を有 す るが 抗菌 活 性 は 示 さ

な いcilastatin sodium(MK-0791)が 合成 され た 。

MK-0791の 構 造 式 はFig1に 示 す とお りで あ る。

臨 床 上,MK-0791はMK-0787と の合 剤 と して用 い

られ,MK-0787の 生 体 内 挙 動 を 知 る うえでMK-0791

の 生体 内挙 動 を 知 る こと は有 用 な こと と考 え られ る。 そ

こで,MK-0791の 体液 お よび 組 織 内濃 度 の 測 定 法 に つ

い てH肌Cを 用 いて 検 討 を 行 っ た。 な お,測 定精 度 を

向 上 させ るた め,内 部標 準 法 を 採 用 した 。 さ らに ヒ ト体

液 中 お よ び家 兎 組 織 内 に おけ るMK-0791の 安 定 性 にっ

い て も検 討 した の で そ の結 果 に つ い て述 べ る。

1.実 験 材 料 お よ び実 験 方 法

1.使 用 化 合物

MK-0787,MK-0791お よび血 漿 中,組 織 内MK-0791

Fig. 1 Chemical structure of MK-0791

濃 度 測 定 時 の 内 部標 準物 質 で あ るS-(P-methylbenzyl)-

L-cysteineは,MSDRLに お い て合 成 された もの を用

い た。 ま た,尿,胆 汁,脳 脊髄 液 中MK-0791濃 度測定

時 の 内 部標 準 物 質 で あ るS-benzyl-L-cysteineは,東 京

化 成 工 業(株)製 を 用 いた 。

2.HPLCに よる定 量 法

MK-0791の 測 定 は,DEMETRIADESら1)のO-フ タルア

ル デ ヒ ドを用 いた ポ ス トカ ラ ム法 に基 づ き一 部変更 して

行 った 。

MK-0791は,MK-0787と 併 用 投 与 され るた め,尿 で

はMK-0787の 安 定 化 剤 と してMOPS緩 衝 液[1M

3-(N-Morpholino)-propanesulfoni cacid(pH6.8)/

Ethyleneglycol(1:1;v/v)〕 を,ま た 尿 以外 の体液お

よび組 織 で は 安 定 化剤 と してMES緩 衝 液[1M2-(N-

Morpholino)-ethanesulfonic acid(pH6.0)/Ethylene-

91yco1(1:1;v/v)を 用 い た。 体 液 で は,緩 衝 液 と等容

量 に混 合 した も のを 試料 と した 。 また 組織 で は,組 織重

量 の4倍 容 量 の緩 衝 液 を 加 え ホ モ ジ ネ ー トを 調製 したの

ち,4。Cで15分 間遠 心 分 離(3,000rpm)し て得 られた

上 清 を試 料 と した 。 各 試料 と も測 定 に供 す る ま で 一80

℃ に て保 存 した 。

(1)抽 出方 法

a.血 漿 試料

10m1の 丸 底 試 験 管 に 試 料2 .0ml(血 漿1.0mlと

MES緩 衝 液1.0ml)を と り,内 部 標 準 物質 水溶液0.1

ml(4.0μg)を 加 えた の ち撹 伴 し た。 次 に メタノール

3.0mlを 加 え て 撹 拌 し,4℃ で15分 間 遠心 分離(3,000

rpm)し た 。 上 清 約4mlを 別 の10m1細 引 試験管に移

し,50℃ の水 浴 中 で 窒 素 気 流下 約0.5mlま で 濃 縮 し
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た。撹 拌 した の ち,再 び4℃ で15分 間遠 心 分 離(3,000

rpm)し 上清を フ ィル タ 』(濾 過孔 径0.45μm)で 濾 過

後,そ の濾 液 の50μ1をHPLCに 供 した。標 準 試 料 と し

て,ブ ラ ンク血 漿 に 既 知 量{がMK-0791標 準 品 を 添 加

し,被 験 試料 と同 様 に処 理 後,MK-0791の 添 加 量 と 内

部標準物質 に対 す る ク 獄マ トグ ラ ム上 の ピー ク高 さ の比

か ら検量 線を 作成 し,こ れ か らMK-0791の 血 漿 中 濃 度

を算出 した。

b.尿 試 料

10mlの 丸 底 試 験 管 に 試 料2.0ml(尿1.0mlと

MOPS緩 衝 液1.0ml)を と り,内 部 標 準物 質 水 溶液0.1

ml(6.0μg)を 加 え た のち 撹 拌 した。 次 にSEP-PAK(R)

(C18カ ー トリッジ)に 注 入 し,0.2M炭 酸緩 衝 液(pH

9)5.0mlを2回 通 し,さ らに 水1.0mlを 通 した の ち,

窒素気流下 でSEP-PAK(R)内 の 水 を 除 去 し た。SEP-

PAK(R)に メタノ ール6.0mlを 通 し,溶 出 液 を 別 の10ml

細引試験 管に と り,40℃ の水 浴 中 で窒 素 気流 下,約1.5

mlま で濃 縮 した。 撹 拌 した の ち,試 料 溶 液 の50μ1を

HPLCに 供 した。尿中MK-0791濃 度 は,血 漿 と同 様 に

して作成 した検量 線 か ら算 出 した 。

c.胆 汁 試料

10m1の 丸 底試 験 管 に 試 料2.0ml(胆 汁1.0mlと

MES緩 衝 液1.0ml)を と り,内 部 標 準 物 質 水 溶 液0.1

ml(6.0μg)を 加 え た の ち,撹 拌 した 。 次 に5N HC1

0.2mlを 加 えた の ち,ク ロ ロホ ル ム5.0mlを 加 え10

分間振 と うした。4℃ で15分 間遠 心 分 離(3,000rpm)

し,上 層 をSEP-PAK(R)に 注 入 し,水0,5mlを 通 した

のち,窒 素気流下でSEP-PAK(R)内 の水を除 去 した。

SEP-PAK(R)に アセ トニ トリル/イ ソプロパノール(25

:1)混 合溶液8.0mlを 通 し,そ の溶出液を別の10ml

細引試験管にとり,40℃ の水浴中で窒素気流下蒸発さ

せたのち,移 動相0.3m1を 加 えた。 撹拌したのち,4

℃ で15分 間遠心分離(3,000rpm)し 上清を フィルタ

ー(濾 過孔径0 .22μm)で 濾過後,そ の濾液の10μ1を

HPLCに 供 した。胆汁中MK-0791濃 度 は,血 漿 と同様

に して作成 した検量線から算出した。

d.脳 脊髄液試料

試料100μ1(脳 脊髄液50μ1とMES緩 衝液50μl)

に内部標準物質水溶液50μ1(0.15μg)を 加えたのち,

撹拌 した。この試料溶液の130μ1をHPLCに 供 した。

標準試料として既 知 濃 度 のMK-0791標 準水溶液100

μ1を被験試料と同様に処理 し,ピ ーク高さの比から検量

線を作成し,こ れから脳脊髄液中のMK-0791濃 度を算

出した。

e.組 織試料

10mlの 丸底試験管に試料0.5mlを と り,内 部標準物

質水溶液0.1m1(4.0、 μ9)を 加えたのち撹拌 した。その

後の操作は胆汁試料の抽出方法に準じた。ただし,濾 過

孔径0.22あ るいは0.45μmの フィルターを使用 した。

標準試料 として蒸 留水 とMES緩 衝 液混合溶液(1:

4;v/v)に,既 知量のMK-0791標 準品を添加し,被 験

試料 と同様に処理後,ピ ーク高さの比から検量線を作成

し,こ れ より組織内MK-0791の 濃度を算出した。

(2)測 定条件

Fig.2 HPLC chromatograms obtained from blank human plasma (A) and urine (C) , plasma
(B) and urine (D) spiked with MK-0791 and an internal standard
Peaks; 1=MK-0791, 2=S-(p-methylbenzyl)-L-cysteine, 3=S-benzyl-L-cysteine

A B C D
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Fig. 3JHPLC chromatograms obtained from blank human 'bile (E) and cerebrospinal fluid (G),
bile (F) and cerebrospinal fluid (H) spiked with MK-0791 and an internal standard

Peaks; 1=MK-0791, 3=S-benzyl-L-cysteine

E F G H

Fig. 4 HPLC  chromatograms obtained from blank rat kidney (I) and
kidney (J) spiked with MK-0791 and an internal standard
Peaks; 1= MK-0791, 2=S-(p-methylbenzyl)-L-cysteine

I J

a.装 置

1.Waters associates HPLC 6000Aポ ンプ(移 動 帽

用)

2.Waters associates 45型 ル ー チ ン専 用 ポ ン プ(反

応 試 薬 用)

3・Waters associates WISP 710 B(自 動 試料 注入 装

置)

4.Waters associatesシ ス テ ム コ ン ト ロー ラー・M

720

5.Waters associatesデ ー タ モ ジ ュ ー ルM730

6.日 立 分 光 蛍 光 光 度 計650-10LC

b.カ ラ ム

1.ガ ー ド:MPLC RP-18 SPHERI-10 18-GU

(Brownlee Labs.)

2.分 析:ERC-ODS-1162(4.6×100mm,Erma

Optical Works)
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Fig.5 Calibration curves for MK-0791 in human plasma, urine and bile (n=2)

a反 応:ス テ ン レス スチ ール カ ラム(4.6x250mm,

Hewlett-Packard)Whatman#4338-015ガ ラス ピ ー ズ

(40μm)を 充 て ん

4.カ ラム温 度:ガ ー ドカ ラム,分 析 カ ラ ム,反 応 カ

ラムすべ て室温

c.移 動相:水/85%リ ン酸/イ ソ プ ロ パ ノー ル

(91.8/0.2/8.0ま た は9a8/0.2/7.0,v/v/v%)

d.反 応 試薬:O-フ タル デ ル デ ヒ ド1.0gを エ タ ノ

ール10mlに 溶 解 し,2-メ ル カプ トエ タ ノー ル0.5m1

を添加後,ホ ウ酸 緩 衝 液(1M KOH 160mlに ホ ウ酸

6,09を 加 え,さ らに 蒸 留水 で 全量1,000mlと し た)

1,000m1に 加 え,さ らに10%Brij 35を3ml加 え て

混合

e.流 速:2.0m1/min(移 動 相)お よ び1.5m1/min

(反応試薬)

f.波 長:励 起335nm(ス リッ ト幅10nm),蛍 光

455nm(ス リッ ト幅10nm)

9.分 光 蛍光光 度 計 感度:レ ンジ0.1ま た は0゜3

3.MK-0791の 安 定 性試 験

以下に述 べ る方 法 で試 料 を 調 製 し,分 取 した。 体 液 試

料は-20℃ お よび-80℃ で,組 織 試料 は-80℃ で

保存 した。 これ ら試 料 を適 宜 抽 出,測 定 しMK-0791の

濃度を求め た。

(1)ヒ ト体液(血 漿,尿,胆 汁)中 で の安 定 性

a.MK-0791単 独 試 料

MK-0791標 準 溶液1.0mg/mlを0.1,0.2ml,ま た

5.0mg/mlを0 .1m1と り,各 々凍 結 乾 燥後,こ れ に体

液20m1と 緩 衝液20mlを 加 え,5.0,10.0,お よび

25・0μ9/1.0ml体 液 の試 料 を 調 製 し,2.0mlず つ 分 取 し

た。

b.MK-0787混 合 試 料(1:1;w/w)

MES緩 衝 液 ま た はMOPS緩 衝 液 で5 ,10,25μ9/

Table 1 Recovery of MK-0791 from human plasma

*n=5

Table 2 Recovery of MK-0791 from human urine

*n=5

Table 3 Recovery of MK-0791 from human bile

*n=5
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Table 4 Comparison of MK-0791 stability in human plasma after storage

at-20℃and-80℃

Stored at-20℃

Stored at-80℃

*MK-0787/MK-0791 (1: 11w/w)

**Amount added(μg/ml)

Table 5 Comparison of MK-0791 stability in human urine after storage

at-20℃and-80℃

Stored at -20℃

Stbred at -80℃

*MK-0787/MK-0791(I:I:W/W)
**Amount added (μg/ml)
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Table 6 Comparison of MK-0791 stability in human bile after storage

at-20℃and-80℃

Stored at-20℃

Stored at-80℃

*MK-0787/MK-0791 (1: 1: w/w)

**Amount added(μg/ml)

Table 7 Stability of MK-0791 in rabbit tissues stored

at-80℃

*Amount added (μg/g tissue)

mlの 濃度 に調製 したMK-0787溶 液 を緩 衝 液 と して 用

い,a.の 操 作に 準 じMK-0787と の 混合 試 料 を調 製 し

た。

(2)家 兎組 織 内 で の安 定 性

MK-0787お よびMK.0791の 濃 度 が と もに5.0μg/

mlま た は1 .5μg/mlと な る よ う にMES緩 衝 液 で

MK-0787とMK-0791の 混 合 溶 液(1:1;w/w)を 調

製 した。家 兎か ら摘 出 した 腎 お よび 子 宮 に前 述 のMK-

0787/MK-0791混 合 溶 液 を組 織 重 量 の4倍 容 量 加 え て ホ

モ ジ ネ ー トを 調製 した 。 ホモ ジネ ー ト中 で のMK-0791

の 安 定 性 を 調 べ る た め,先 の ホ モ ジネ ー トの一 部 を用 い

て1.5m1ず つ 分 取 し保 存 した(第1法)。 ま た,ホ モ ジ

ネ ー トを遠 心 分 離 して 得 られ る 上 清 中 で の 安 定 性 を 調 べ

るた め 残 りの ホ モ ジネ ー トを4℃ で15分 間 遠 心 分 離

(3,000rpm)し,そ の上 清 を0.5mlず つ 分 取 し保 存 し

た(第II法)。 な お 第1法 で は 抽 出時 に上 記 分取 した ホ

モ ジ ネ ー トを 第II法 と同 じ条件 で遠 心 分 離 し得 られ た 上

清 の0.5mlを 抽 出 に 用 いた 。

II.結 果

1.HPLC法

0-フ タル ァ ル デ ヒ ドを用 い た ポ ス トカ ラム 法 に よ る

MK-0791の 体 液 お よび 組 織 内 濃 度 の測 定 に 関 して 検 討

を 行 い,そ の結 果 得 られ た 標 準 ク ロマ トグ ラム をFig.

2～4に 示 した 。MK-0791と 内 部 標 準 物 質 との 分 離 は 良

好 で,さ ら に ヒ ト血 漿,尿,胆 汁,脳 脊 髄 液 お よび ラ ッ

ト腎,い ず れ にお い て も クロ マ トグ ラ ム上,内 因 性 の妨

害 ピー クは 認 め られ なか った 。 またMK-0787と 混 合 し

た 場 合 で も ク ロマ トグ ラム上,何 の 変 化 も認 め られ な か

った 。

Fig.5に ヒ ト血 漿,尿,胆 汁 に お け るMK-0791の 倹

量 線 の1例 を示 した。 各 体 液 で の相 関 係 数Rは,血 漿,

尿,胆 汁 に お い て,そ れ ぞ れ0.9997,0.9996,0.9978
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で,直 線性は良好であった。また各体液とも0.5μg/ml

まで充分に検出可能で,組 織では2.5μg/gま で検出可

能であった。

本法でのMK-0791の 回収率を調べるた めにヒト血

漿,尿 および胆汁に既知濃度のMK-0791を 単独で添加

した場合とMK-0787と 混合して添加した場合(1:1;

w/w)に ついて,そ れぞれ3種 類の濃度を用いて実験を

行うた。その結果およびその際の変動率をTable1～3

にまとめた。 これらか ら明らかなように,血 漿,尿,胆

汁,い ずれの場合もMK-0787の 存在の有無にかかわら

ず各濃度において,回 収率は75～83%で,し かもその

変動率はすべて6%未 満という良い再現性を示した。

2.MK-0791の 安定性

-20℃ お よび-80℃ で保存 した ヒト血漿,尿,胆 汁

試料 と-80℃ で保存した家兎組織試料を適宜抽出し測

定 して得られた結果をTable4～7に まとめた。 ヒト体

液中ではMK-0787の 存在の有無にかかわらず,-20

℃,-80℃ ともにMK-0791の 濃度の低下は認められ

なかった。 また 家兎組織内からのMK-0791検 出実験

でも,第1法 あるいは第II法 いずれの場合においても

MK-0791の 濃度の低下は認められなかった。 したがっ

てMK-0791は,-20℃ または-80℃ で少なくともヒ

ト血漿中では70日 間,ヒ ト尿,胆 汁中では56日 間安

定であ り,また家兎組織内では-80℃ で少なくとも42

日間は安定であることが明らかとなった。

III.考 察

今回の実験により,体 液および組織内のMK-0791濃

度の測定法としてHPLCに よる定量法を確立した。 ま

たMK-0791は,体 液中では-20℃ あるいは-80℃

で,ま た組織内では-80℃ で保存した場合・1ケ 月以

上安定であることを示した。

CAROLYNら2)は 紫外線検出器を用いた血清中MK-

0791濃 度測定法について報告している。 しかしながら

この測定法では,エ チレングリコール由来のピークがク

ロマ トグラム上來雑 ピークとして認められることから,

安定化剤としてのエチレングリコールを含む試料の測定

には適当とはいえない。

ヒト血漿,尿,お よび胆汁に3種 類の濃度のMK-

0791を 添加した後の本法による回収率は,MK-0787の

存在の有無にかかわらず,そ れぞれ75～83%と 良好な

結果を与えた。このことから各体液ともMK-0787の 存

在がMK-0791の 抽出および測定に関して何ら影響を与

えていないことが示唆される。さらに変動率がすべて6

%未 満と再現性もよく,検 量線の直線性も良好で0.5

μg/mlの 濃度まで充分測定可能であ り,組 織内のMK.

0791も2.5μg/gま で検出可能であった。以上のこと

から,本 法はMK-0791の 体液および組織内濃度の測定

に有用であると結論される。

MK-0791の ヒ ト体液中におけ る安定性試験では,

MK-0791はMK-0787の 存在の有無にかかわらず一20

℃ および-80℃ で長期間安定であった。 また家兎組

織を用いたMK-0791の 安定性試験で,組 織のホモジネ

ートのままで保存 した場合(第1法)も ホモジネートか

ら上清を分離したのちに保存した場合(第II法)も 同じ

ように安定であることが示 された。なお,MK-0791は

生体内では主に腎においてN-ア セチル体に代謝される

が8),MES緩 衝液で調製したホモジネー トの上清に

MK-0791を 添 加してもN-ア セチル体は生成しないこ

とを確認している。以上のことからMK-0791は それ自

体,体 液および組織内で安定であり,さ らにMK-0787

が併存していてもMK-0791の 安定性に影響を及ぼさな

いことが示唆される。したがってMK-0791の 体液試料

は-20℃ あ るいは-80℃ で,ま た組織試料は-80℃

で保存すれば安定であり,試 料中濃度の測定に影響がな

いことが示された。
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IN BODY FLUIDS AND TISSUES
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High-performance liquid chromatographic methods using post-column derivatization with o-phthalal-

dehyde have been developed for the assay of cilastatin sodium (MK-0791) in body fluids and tissues.

Whether MK-0791 was added alone or with MK-0787, the recovery of MK-0791 from human

plasma, urine and bile was between 75 and 83% and the coefficients of variation were 6% or less.

Calibration curves were linear in the concentration range 0. 5-50 pg/m1 of MK-0791 and it was

possible to detect 2. 5 pg/g of MK-0791 in tissues.

MK-0791 was stable in human plasma, urine and bile for at least 70, 56 and 56 days, respectively,

when stored at -20•Ž or -80•Ž. MK-0791 was stable in rabbit tissues for at least 42 days when

stored at-80•Ž.


