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Cefixime(CFIX)の 体 液 内 濃度 測 定 法
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新 しい経口用セフェム剤Cefixime(CFIX)の 体液内濃度の測定法,活 性代謝物の検索法お よび体

液中での安定性 について検討 した。

CFIXの 血清,尿 および胆汁 中濃度 は通常E.coliATCC 39188を検定菌 とし,Nutrient agarを 検定

培地 とする寒 天平板拡散法で測定で き,そ の測定感度 はカップ法で0.03～0.06μg/ml,デ ィスク法で

0.06～0.13μg/mlで あ った。 しか し必 要 に応 じて さらに低 濃度 のCFIXを 測定 す る際 はP.rettgeri

ATCC35565を 検定菌 に用 いれば,デ ィスク法で0.016～0.03μg/mlま で測定可能で,高 濃度の場合 は

B.subtilis ATCC 6633を 検定菌に用 いれば測定感度 は2～4μg/mlと 劣 るが鮮 明な阻止円が得 られ

る。血清中濃度 を測定する際の標準液 はヒ ト血清で調製す ることが望 ましいが,コ ンセーラ等 を使用す

る場合は,ヒ ト血清 による標準曲線 と差 を認 めないロッ トを使用すべきである。尿,胆 汁中濃度の測定

には試料 をM/15リ ン酸塩緩衝液(pH7.0)で5倍 以上希釈することにより,同 緩衝液を標準液 として

使用できる。血清中および尿中濃度 は高速液体 クロマ トグラフィー(HPLC)に よって も測定できる。

抗菌活性代謝物の検索 は薄層chromatography後,E.coli ATCC39188お よびB.subtilis ATCC 6633

を試験菌 とするbioautographyに よ り可能で,ヒ ト尿 中の活性物質 はCFIXの みであ った。CFIXは

血清および尿中で安定で,-20℃,40日 間の保存にお いても約95%以 上の残存活性を示 した。

序 文

新 しい経口用セフェム剤Cefixime(CFIX)は,グ ラム陽性菌

および陰性菌に広範な抗菌スペ クトルを有 し,特 に弱毒菌を含むグ

ラム陰性桿菌に対しては,従 来の経ロセフェム剤およびペニ シリン

剤に比べはるかに強い抗菌活性 を示す1)。本報告ではCFIXの 体液

内濃度測定法,bioautography法 による活性代謝物の検索および

体液中での安定性について検討 したので,以 下に成績を述べる。

実験材料および方法

1.使 用 薬 剤

CFIXは 当研 究 所 で 合 成 され た 力 価 検 定 用 の 標準 品

(lot.100145G,力 価881μg/ml)を 使 用 した。

2.検 定 菌

検定菌として当研究所で保存中のEscherichia coli

ATCC 39188,E.coli ATCC 33546,E.coli NIHJ JC-

2,Klebsiella pneumoniae NCTC 418,Proteus vul-

garis IAH 1025, Providencia rettgeri ATCC 35565 およ

びBacillus subtilis ATCC 6633を 使 用 した 。B.subtilis

を 除 き,検 定 菌 はTrypticase soy agar(BBL)に

37℃,一 夜 斜 面 培 養 し,0.85%NaC1溶 液 でO.D.660

nm=1.6の 懸濁 液 を調 製 した。B.subtilis ATCC 6633

は 日抗 基 ・一 般 試 験 法 ・力 価 試 験 法2)に 準 じ て胞 子 液

を調 製 した。

3.感 受性 試験

Nutrient agar(Difco)お よびMuELLER HINTON

agar(Difco)を 用 い て,寒 天 平板 希 釈 法3)に よ り最小

発 育 阻 止 濃 度(MIC)を 測 定 し た。 接 種 菌 液 はTry.

pticase soy brothで 一夜 前培 養 した もの を100倍 希 釈 し

て使用 した。

4.検 定 用培 地

Table1に 示 す 培 地 を使 用 し た。Sodium citrate

agarを 除 き,通 常 処 方の80%に 調製 して用 い た。 培 地

は オ ー トクレー プ滅菌 後,約500Cに 冷却 し,検 定菌 を所

定 量 接 種 し,プ ラ ス チ ッ クシ ャー レ(直 径9cm)に5

mlあ る いは10mlを 分 注 し,水 平台 上 で固化 させ た。

5.標 準 溶 液 の希釈

CFIXの 約10mgを 正 確 に 秤 量 し,少 量 の5%NaH-

CO3で 溶 解後,M/15リ ン酸塩 緩衝 液(pH7.0)を 加 え

て,1,600μg(力 価)/mlの 溶 液 を作 製 し た。 この 溶 液

を実 験 の 目的 に 応 じ て,M/15リ ン酸 塩 緩 衝 液(pH

7.0)お よび 体 液(血 清,尿,胆 汁)で50倍 に希 釈 後,

同 体 液 で2倍 系 列 希 釈 を行 い,標 準 希 釈 系列 を作 製 し

た。 血 清 は健 常 人 か ら得 た血 清 の プ ー ル した もの を,

Consera(日 水 製 薬)お よ びMoni-Troll(デ ィ ド

社)は 処 方通 りに調 製 して使 用 した。 尿 は健 常 人数 名 か
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Table 1 Assay media

ら採 尿 してプ ール した。胆 汁 は胆 道疾 患 の手 術例 か ら得

た もの を,0.45μmの フ ィル タ ー で 無 菌 濾 過 し て用 い

た。

6.微 生物 学 的定 量法(bioassay)

1)薄 層 デ ィス ク法

濾 紙 デ ィ ス クは 直 径8mm〔Thin,size8M/M

Dia.東 洋 製 作 所(株)〕を用 い た。3枚 の デ ィス ク を同 一

検 体 に浸 し,直 ちに濾紙 上 に約1分 間 放置 して,過 剰 の

検 液 を除 去 した後,そ れ ぞれ3枚 の異 った平板 上 に張 り

付 けた。30分 間,室 温 で予 備拡 散 後,培 養 した。

2)薄 層 カ ップ法

ステ ン レス ・カ ップ(内 径 ×外 径 ×高 さ:6×8×10

mm)を 平 板上 に立 て,検 液0.2mlを 注 入 し,予 備 拡 散

後,培 養 した。

以上 の いずれ の 方法 に お いて も,1検 体 につ き異 つ た

3枚 の平 板 を使 用 し,37℃,18～20時 間培 養 後,阻 止 円

径 を ゾー ン ・リー ダー(永 井商 会)ま たは画 像解 析装 置

Tospix(東 芝)を 用 い0.1mm単 位 ま で 計 測 し,各 阻

止 円 径 の平均 値 を求 め た。

7.検 液 中の 濃度 算 出法

デ ィス ク法 お よび カ ップ法 での 標準 曲 線 は,一 般 に薬

剤 濃 度(x)の 対 数 と 阻 止 円 直 径(y)を2次 式:y=a

(logx)2+b(logx)+cに 近 似 させ るBENNETら

の 方 法4)に よ り作 成 され て い るが,わ れ わ れ は 非 線 形

最小2乗 法 に よ り,次 に 示 す3次 式 に近 似 して求 め た。

logx=ay3十by2+cy+d

x:CFIX濃 度(μg/ml),y:阻 止 円 直 径(mm)こ

の3次 式 に回帰 した と きの標 準偏 差 の1例 は0.0383で,

2次 式 お よび1次 式 に近 似 させ た ときの標 準偏 差,そ れ

ぞ れ0.0470お よび0.356よ り も小 さ く,ま たBENNET

らの方法 と比 較 して低 濃度 での適 合性 に優 れ る。検 液 か

ら得 られ たy値 の 実 測 値 を この 式 に代 入 して,CFIX

濃度xを 求 め た。

8.高 速液 体 ク ロマ トグ ラフ ィー(HPLC)

1)血 清 ・尿検 体 の前 処理

血清 また は尿0.5mlに 精製 水0.5m1を 加 え,6%ト リ

ク ロル 酢 酸1mlを 加 え て 撹 拝 し,10,000r.p.m.2分

間 遠 心(EpPendorf Centrifuge 5414)し,そ の 上 清 を

試料 とした。 標準 液 は精 製 水 の代 りに既 知濃 度 のCFIX

溶液0.5mlを 加 え,同 様 な操作 を行 な った。

2)HPLC測 定 条 件

カ ラム はRadial pack C18(Cartridge column,

Waters)を 使 用 し,移 動 相 と して 血 清 分 析 用 に は,

KH2PO4:3g,CH3CN:130ml,蒸 留 水;1,000ml,尿

分析 用 に はKH2PO4:1.59,H3PO4:1.3ml,CH3CN:

300ml,蒸 留 水:1,000mlを 用 い た。 流 速 は2ml/

min,溶 出 液 はUV,254nmで 検 出 し た。定 量 は ピー

ク面 積法 で行 な った。

9.Bioassayお よ びHPLCに よる再 現性

ヒ ト血 清 お よ び 尿 で 一 定 濃 度 のCFIX溶 液 を 作 製

し,E.coli ATCC 39188お よ びB. subtili ATCC 6633

を検 定菌 と して,く り返 し実験 に よる精 度 を求 め た。同

様 にHPLCに よ って も検 討 した。

10.各 測定 法 に よ る測定 値 の相 関性

浜 松 医 科 大 学 ・薬 理 で 実 施 され たCFIX第 一 相 試 験

(100mg単 回 投 与)で の 血 清 お よ び 尿 試 料 に つ き,

bioassayお よびHPLCを 行 な い,両 測 定 で の相 関 性 を

直 線 回帰 に よ り求 め た。 また 血清 試料 お よ び尿試料 の一

部 につ い ては,そ れ ぞれE.coli ATCC 39188,P.rett

geri ATCC 33565,お よ びE.coli ATCC 39188,B.

subtilis ATCC 6633を 検 定菌 と した と きの 測定 値 の相 関

性 に つ いて も検討 した 。

11.Bioautography

薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィー(TLC)用 シ リカゲ ル シー

ト(No.5748,Merck社)に 検 液 の5～20μ1を マ イ ク

ロ シ リン ジで ス ポ ッ トし,風 乾 後,n-butanol-酢 酸-水

(4:1:2)を 展 開溶媒 として,上 昇 法 で約12cm展 開 し

た。一 方,逆 相 クロマ トグ ラフ ィーの場 合 は シ リカゲ ル

シ ー ト(No.805013,Macherey-Nagel社)を4%シ

リコ ンオ イル で処 理 し,検 液 をス ポ ッ ト後,M/15リ ン

酸 塩 緩 衝 液(pH7.0)で 展 開 した。展 開 後,約1時 間

風 乾 し,シ ー トを検 体 毎 に切 断 した。検 定 菌,E.coli

ATCC 39188を 接種 したNutrient agar(Difco)150ml

お よ びB.subtilis ATCC 6633を 接 種 し たSodium

citrate agar 150m1を バ イ オ オー トグ ラ ム用 角 型 シ ャー

レ(320×240×20mm)に 分注 して水平 台 で固 化 させ た。
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上 記 シー トを平 板上 に貼 り付 け,20分 間室 温 で放 置後,

シー トを取 り除 き,37℃ で18～20時 間培 養 し,阻 止帯 を

検 出 した。

12. 体 液 中安 定性

健常 人 か らのプ ー ル血清 お よび尿 を用 いて,各 温度 条

件 下 で のCFIXの 安 定性 を検 討 した。血 清9容 にCFIX

水溶 液1容 を加 え,2お よ び5μg/mlのCFIX血 清 試

料 を作 製 した。 同様 にCFIXを20お よび100μg/ml含 有

す る尿 試料 を調製 した。 各試 料 の1mlを 試 験 管 に分 注

し,-20℃,5℃ お よ び23℃ に 静 置 し,各 時 点 で の

CFIXの 残 存 濃 度 をbioassayに よ り測 定 した。 な お 尿

中 濃度 はM/15リ ン酸塩 緩衝 液(pH7.0)で10倍 に希 釈

して測 定 した。

結 果 お よ び 考 察

1. 検 定菌 の選 択

Cefixime(CFIX)に 感 受 性 の高 いグ ラ ム陰性 桿 菌6

株 とbioassayに 汎 用 され るB.subtilis ATCC 6633の

CFIXに 対 す る 感 受 性 をNutrient agar(NA,Dif-

co)お よ びMUELLER HINToN agar(MHA, Dif-

co)で 測 定 し た 結 果 をTable 2に 示 す。B .subtilis

ATCC 6633に 対 す るCFIXのMICは100μg/ml以 上 と

劣 った が,グ ラム 陰性 桿 菌 は いずれ も高 い感受 性 を示 し

た。 各菌 株 に つ いて阻 止 円の 鮮 明度 お よ び測定 感度 を調

べ る た め に,グ ラ ム 陰 性 菌 で はNAを,β -subtilis

ATCC 6633で はSodium citrate agarを 検 定 培地 として

用 い,デ ィス ク法 で検 討 した(Fig.1)。

測 定感 度 はP.rettgeri ATCC 35565で 最 も優 れ,次 い

でK.pneumoniae NCTC 418,P.vulgaris IAH 1025,

E.coli ATCC 39188お よびE.coli ATCC 33546が 同程

度 で あ り,E.coli NIHJ JC-2お よ びB.subtilis ATCC

6633は 前 者 に 比 べ 劣 っ た。 阻 止 円 の 鮮 明 度 はE.coli

ATCC 39188,E.coli ATCC 33546,B.subtilis ATCC

Table 2 Susceptibility of test organisms to CFIX

Fig. 1 Comparison of standard curve of CFIX on

various test organism by disc-plate method

Inoculum: 1.0%(B.subtilis ATCC 6633: 0.25%)
Medium: NA(10m1/dish)

Sodium citrate agar(B.subtilis ATCC 6633)
Dilution: M/15 phosphate buffer(pH7.0)

6633で 良 好 で あ り,判 定 が 容 易 で あ っ た が,K.

pneumoniae NCTC 418,P.vulgaris IAH 1025で は高

濃度で二 重阻止 円 を生 じ,不 鮮明 であ った。 またP

rettgeri ATCC 35565で は,1μg/ml以 上の濃度 で不鮮

明なため判定が困難であった。B.subtilis ATCC 6633

は感受性 は劣 ったが,2μg/mlま で明瞭な阻止円を生

じた。 これは測定培地に クエ ン酸ナ トリウムを添加 した

ため,菌 の過度 な発育が抑制 された と考 えられ る。以上

の結 果 よ り,CFIXの 体 液 内濃度 測定 の検 定 菌 と し

て,阻 止円が鮮明で,か つ標準曲線の勾配が比較的大 き

いE.coli ATCC 39188を 選定 した。 さらに感度 の点で

優れ るP.rettgeri ATCC 35565お よび汎用性が高 く,高

濃度のCFIXを 測定で きるB.subtilis ATCC 6633も 併

せて選定 した。

2. 測定条件の検討

1) 検定培地の検討

寒天培地 は一般に処方通 り調製 して使用 されて いる

が,成 分量を減 らす ことにより阻止円径が大 きくなるこ

とが判明 したので,通 常処方の80%に 希釈 して調製 し

た。

E.coli ATCC 39188を 検定菌として5種 類の寒天培地
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でディスク法 によ りCFIXの 標準 曲線 を求 めた(Fig.

2)。NA,AM-5,AM-1の 各培地において,感 度良

く測定 で きたが,鮮 明度 の点 でNAが 最 も優 れた。

DST,MHAお よびTSAで の阻止 円径は著 し く小 さ

くなった。一方,P,rettgeri ATCC 35565を検 定菌 とし

た場合では,TSAお よびMHAで の標準 曲線には差が

認め られ なかったが,TSAで よ り鮮明 な阻止円が得 ら

れ た。NAで の菌の発育は不良であるため,阻 止円径

の判定は容易 でなかった(Fig.3)。

2) 培地量の検討

寒天平板拡散法では種層が厚 くなると,平 板表面 と底

部への薬剤の拡散が不均一になり,二 重阻止円の原因の

一つ となる場合がある
。

そ こでE.coli ATCC 39188を 接 種 したNAを 直径90

mmの プラスチ ック シャー レに10mlお よび5ml分 注

した際の阻止円径を比較 した。いずれにおいても,二 重

阻止円は生 じなかったが,5ml分 注時,低 濃度 で阻止

円径 は大 き くな り,し たが って測 定 感 度 も優 れ た

(Fig,4)。P.rettgeri ATCC 35565で も同様な傾向が

認め られた。

3) 接種菌量の影響

E.coli ATCC 39188お よびP.rettgeri ATCC 35565を

検定菌 とし,デ ィスク法を用いて接種菌量による標準曲

Fig. 3 Standard curves of CFIX with various

media by disc-plate method

Test organism: P. rettgeri ATCC 35565
Inoculum: 0.1%
Medium: 5ml/dish
Dilution: M/15 phosphate buffer (pH7.0)

Fig. 2 Standard curves of CFIX with various

media by disc- plate method

Test organism: Ecoli ATCC 39188
Inoculum: 1.0%
Medium: 10ml/dish
Dilution: M/15 phosphate buffer(pH7.0)

Fig. 4 Influence of amount of medium on

standard curve of CFIX by

disc -plate method

Test organism: Ecoli ATCC 39188
Inoculum: 1.0%
Dilution: M/15 phosphate buffer (pH7.0)
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線 を比較 した(Fig.5,6)。 両 検 定 菌 と も接 種 菌 量 を

減 らす と,阻 止 円径 は大 き くな り,鮮 明 度 に はほ とん ど

差 を認 め な か った。 した が って,測 定感 度 の点 で 優 れ る

低接 種菌 量,E.coli ATCC 39188:0.2%,P.rettgeri

ATCC 35565:0.05%(い ず れ もO.D.660nm=1.6の 菌

液)が 適 当 と考 え られ た。 この場 合 の最 終 菌量 は,前 者

で1×107C.F.U./ml,後 者 で8×106C.F.U./mlで あ

った。

3. 測 定 方 法

1),2),3)の 結 果 か ら設 定 さ れ た 測 定 条 件 に よ り,

E.coli ATCC 39188,P.rettgeri ATCC 35565お よ び

B.subtilis ATCC 6633を 検 定 菌 として,カ ップ法 お よ び

デ ィスク法 で のM/15リ ン酸 塩 緩 衝 液(pH7.0)希 釈 に

よる標準 曲線 を比 較 した(Fig.7)。

E.coli ATCC 39188を 検 定 菌 とした ときの検 出 感度 は

カ ップ 法 で0.03～0.06μg/ml,デ ィ ス ク 法 で は0.06～

0.13μg/mlで あ った。P.rettgeri ATCC 35565で は デ ィ

ス ク法 で0.016～0.03μg/mlま で 検 出 可 能 で あ っ た。

B.subtilis ATCC 6633で の感度 は前二 者 よ り劣 り,デ ィ

ス ク法 で2～4μg/mlで あ っ た。 デ ィス ク法 は カ ッ プ

法 よ り測 定感 度 の 点 で 劣 っ た が,CFIXの 体 液 内 濃 度

測 定 にお いて 問題 とな らな い と考 え られ る。 デ ィス ク法

Fig. 5 Influence of inoculum size on standard

curve of CFIX by disc-plate method

Test organism: E.coli ATCC 39188
Medium: NA(5ml dish)

Dilution: M 15 phosphate buffer (pH7.0)

において我々は従来 より,デ ィスクを検液に浸 した後,

濾紙上に約1分 間放置 し,過 剰の検液 を除 き,検 定培地

上 に貼 り付 ける方法をとっている。 この方法は迅速性 に

富むか,マ イクロシリンジ等で検液の一定量をディスク

に添加するよりは不正確な印象を与 える。 しか しディス

クに付着する液量 は約20μlと一定であ り,両 方法 によ

り生 じる阻止円径にはほ とんど差が認められなかった。

カ ップ法では,約1mlの 試料 を必要 とし,か つ操作 に

習熟 を要する点,試 料の注入の迅速 さを欠 く点等から,

比較的少量の試料(約0.2ml)て,操 作 も簡単 なディス

ク法は,精 度上から も問題ないもの と考えられた。

4. 標準 曲線に及ぼす希釈液の影響

1) 緩衝液 のpHの 影響

検定菌 としてE.coli ATCC 39188を 用い,pH5,

6,7,8のM15リ ン酸塩緩衝 液希釈によるCFIXの

標準曲線をFig.8に 示 す。各緩衝液間 には阻止円径 に

大 きな差はなかったが,pH8で 多少阻止円径は小 さ く

なった。

2) 血清の影響

希釈液 としてプール した新鮮 ヒ ト血清,精 度管理用血

清(コ ンセ ーラお よびMoni-Trol I)を 用 いた ときの

カップ法お よびデ ィス ク法 での標準 曲線 を比較 した。

Fig. 6 Influence of inoculum size on standard

curve of CFIX by disc-plate method

Test organism: P. rettgen. ATCC 35565
Medium: TSA(5ml dish)

Dilution: NI 15 phosphate buffer (pH7.0)
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Fig. 7 Standard curve of CFIX in cup-plate and

disc-plate methods

Dilution: M 15 phosphate buffer (pH7.0)

(A) Test organism: E.coli ATCC 39188
Inoculum: 0.2%
Medium: NA(5ml/dish)

(B) Test organism: P.rettgeri ATCC 35565
Inoculum: 0.05%
Medium: TSA(5ml/clish)

(C) Test organism: B.subtilis ATCC 6633
Inoculum: 0.25%
Medium: Sodium citrate agar(5ml/dish)

Fig.9に 示すように,E.coli ATCC 39188を検定菌 と

した とき,カ ップ法では血清希釈液で緩衝液希釈液 より

阻止円径は約4mm,デ ィスク法で は約3mm小 さ く

なった。新鮮 ヒ ト血清の代 りに,精 度管理用血清を用い

る と,コ ンセー ラではロ ッ ト間で差 が認め られ,lot.

186309で 調製 した希釈液の標準曲線は新鮮血清の場合 と

ほ とん ど差が認 められ なか ったが,lot.177211で の阻

止円径は新鮮血清 より大 きくな り,低 濃度で,そ の差は

拡大 した。 このlot.を 用 いた標準曲線 から求めたCFIX

濃度 は新鮮血清での標準曲線か ら算出される濃度の約70

～80%(デ ィスク法)お よび60～70%(カ ップ法)で あ

った。Moni-Trol Iで はコンセー ラと異な り,新 鮮 血

清より阻止円は小 さくな り,測 定値は新鮮血清で算出 さ

れる濃度 より10～20%高 くなった。P.rettgeri ATCC

35565を 検定菌 とした場合,E.coli ATCC 39188と 同様

に血清希釈液での阻止円径 は緩衝液希釈 より小 さくなっ

た(Fig.10)。 以上の結 果から,血 清中濃度測定に際 し

ては,原 液をそのままプール した新鮮 ヒ ト血清で作製 し

た標準液で測定することが望ましい。 しか し,代 用血清

を使用する場合は,予 め新鮮血清での標準 曲線 との間に

差がないことを確認 したロットを使用すべ きと考 えられ

る。

Fig. 8 Influence of buffer pH on standard

curve of CFIX by disc-plate method

Test organism: E.coli ATCC 39188
Inoculum: 0.2%

Medium: NA(5ml/dish)
Dilution: M/15 phosphate buffer
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Fig. 9 Influence of human serum on standard curve of CFIX

Test organism: E.coli ATCC 39188
Inoculum: 0.2%
Medium: NA(5ml/dish)

(A) Cup-plate method (B) Disc-plate method

Fig. 10 Influence of human serum on standard curve of CFIX

Test organism: P. rettgeri ATCC 35565

Inoculum: 0.05%
Medium: TSA(5ml dish)

(A) Cup-plate method (B) Disc-plate method
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Fig. 11 Influence of human urine and bile on standard curve of CFIX by disc-plate

method

Test organism: E.coli ATCC 39188
Inoculum: 0.2%

Medium: NA(5m1 dish)

(A)Humanurine (B)Humanbile

3)尿,胆 汁の影響

ヒ ト尿 お よび胆 汁 の原 液 とM/15リ ン酸塩 緩 衝液

(pH7.0)で5倍 に希釈 した時の標準 曲線 をFig.11に

示す。尿,胆 汁 ともに標準 曲線 に与える影響 は小さ く,

緩衝液で5倍 に希釈することによ り,緩 衝液での標準曲

線 と一致 した。従 って尿および胆汁中濃度の測定に際 し

てM/15リ ン酸塩緩衝液(pH7.0)で5～125倍 に希 釈

し,連 続する2～3段 階の希釈液の実測値を平均 して算

出する方法で,高 濃度の場合で も誤差を少な くし,精 度

良 く測定可能である。

5.精 度に関する検討

ヒ ト血清お よび尿 で作製 したCFIXの 一定 濃度の溶

液をbioassay(デ ィス ク法)お よびHPLC法 によ り,

3～5回 くり返 して測定 した。Table3に 示 す よ う

に,デ ィス ク法 による0.25～2μg/m1の 血清検 液での

CV%(± 標準偏差 ×100/平均)は2.3～8,5%,尿 検液で

は5。6～19.0%の 範囲 にあ り,低 濃度 の血清 および尿検

体でのCV%が 大 きくなった。 しか し5回 くり返 した場

合の平均濃度は設定値の10%以 内で満足できる値 であっ

た。尿 中 濃 度 は 」B.subtilis ATCC 6633で も測 定 した

か,精 度良 く測定 できた。HPLC法 での くり返 し測定

における再現性 は血清 および尿中濃度 ともに,bioas-

sayよ り優れ,CV%は と もに3%以 下であった。

6.各 測定法 による測定値の相関性

ヒ トに100mg経 口投与後の血清 および尿 中濃度 につ

い て,E,coli ATcc39188を 検 定菌 とす る デ ィス ク法 と

HPLC法 で 測 定 した と きの相 関 をFig.12に 示 す 。最 小

2乗 法 で求 め た 回帰 直線 の勾 配 は,ほ ぼ1.0で あ り,相

関 係数 も0.97～0.99を 示 し,良 好 な相 関 関係 が認 め られ

た。血 清 検 体 をE.coli ATCC 39188とP.rettgeri

ATCC35565,尿 検 体 をE.coliATCC39188と.8.

subtilis ATCC 6633を 検 定菌 として測 定 した と きの 回帰

直 線 を それ ぞ れFig.13お よび14に 示 す。 各 測定 間 の 相

関 性 は高 く,い ず れの 方法 に よっ て も測 定値 はほぼ一 致

した。

以 上 の結 果 か ら,CFIXのbioassay法 をTable4に

要 約 した。 血 清,尿,胆 汁 等CFIX濃 度 が 約0.1μg/ml

以 上 を 含 む体 液 中 濃度 はE.coli ATCC 39188を 検 定菌

と してNutrient agar(Difco)を 検 定培 地 とす るデ ィ

ス ク法 また はカ ップ法 に よ り測 定 で きる。 血清 中濃 度の

測定 は新鮮 血 清で 標準 液 を調 整 す るほ うが望 ま しいが,

代 用 血 清 を使 用す る場 合,予 め新鮮 血清 で の標 準 曲線 と

差 がな い ことを確 認 す る必 要 が あ る。 尿 お よ び胆 汁 中濃

度 はM/15リ ン酸 塩 緩 衝 液(pH7.0)で5倍 以 上 希 釈

し,同 緩 衝 液 で調 製 した標 準 液 に よって 測定 で きる。検

出 感 度 は デ ィ ス ク法 で0.06～0.13μg/mlで あ る。 喀 痰

等低 濃度 のCFIXはP.rettgeri ATCC 35565で 測 定 可能

で あ り,こ の 場 合,測 定範 囲 は デ ィス ク法 で0.016～1

μg/mlで あ る。 高 濃 度 のCFIXはB.subtilis ATCC

6633で も測 定 で きる が,検 出 感 度 は劣 り,2～4μg/
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Table 3 Reproducibility of CFIX determination by bioassay and HPLC in human serum and urine

Fig. 12 Correlation between CFIX concentrations obtained from bioassay and

HPLC assay
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Fig. 13 Correlation between the serum levels obtained

from disc-plate method with E.coli ATCC

39188 and P. rettgeri ATCC 35565

Fig. 14 Correlation between the urinary levels

obtained from disc-plate method with

E.coli ATCC 39188 and B.subtilis ATCC 6633

Table 4 Standarization of bioassay of CFIX in biological specimens

1) Inoculated medium (5 to 6ml) distributed to petri dishes (9mm I.D.)
2) O. D. reading taken in a Hitachi Model 100-22 Spectrophotometer at 660 nm and 1-cm cell

3) It is necessary to comfirm that the standard curve prepared with consera is agreement with

that with fresh serum.
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mlで あ る。

7.活 性 代 謝 物質 の検 索

CFIXの100mgを ヒ トに 経 口 投 与 し た時 の 尿 につ い

て,活 性 代謝 物 をTLGbioautographyで 検 索 した° 展

開溶 媒 と してn-butanol-酢 酸-水(4:1:2)を 用 い た

系で,E.coJiATCC39188お よびB.subtilisATCC

6633に よ るbioautographyを 行 な う と,Rf=0,2に 単

一 の 阻 止 帯 が 得 ら れ
,CFIX標 品 のRf値 と一 致 し た

(Fig.15)。 また逆 相 ク ロマ トグ ラ フ ィー で も,CFIX

はRf=0.3に 検 出 され,活 性 代 謝物 は認 め られ なか っ た

(Fig.16)。

8.体 液 中 安定 性

各 温度 条 件 に お け る ヒ ト血 清 お よ び 尿 中 のCFIX残

存 率 をTable5に 示 す。CFIXは 低 温 で は 安 定 で あ

Fig. 15 TLC-bioautograms of human urine after oral administration of CFIX (100mg) 

TLC plate: Silica gel G (Art. No.5748 Merck) 
Solvent: n-butanol-acetic acid-water(4:1:2)

(A) Test organism: E.coli ATCC 39188

(B) Test organism: B.subtilis ATCC 6633
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り,血 清,尿 中 ともに-20℃ では40日間安定に保存で き

た。5℃ で は5日 間で94%以 上 の残存率 を示 したが,

23QCで は血清中で1日 でも90%以 下になる場合 もあ り,

尿中では5日 で90%以 下 になった。 したが って,CFIX

の濃度測定 に際し,測 定 まで-20℃ に保存 することが必

要である。

Fig. 16 TLC - bioautograms of human urine after oral administration of CFIX (100mg) 

TLC plate:Silica gel G(Art. No.805.013, Marcherey-Nage treated with VA silicon oil 
Solvent: M/15 phosphate buffer(pH7.0)

(A) Test organism: Exalt ATCC 39188

(B) Test organism: B.subtilis ATCC 6633

Standard(Mpg /m1)
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Table 5 Stability of CFIX in human serum and urine
residual %
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QUANTITATIVE DETERMINATION OF CEFIXIME,

A NEW ORALLY ACTIVE CEPHEM ANTIBIOTIC,

IN BIOLOGICAL SPECIMENS

HIROSHI SAKAMOTO, TOSHIHARU HIROSE

TOSHIMITSU OKI and YASUHIRO MINE
Research Laboratories, Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd.

The microbiological assay methods for measuring concentrations, bioautography method and stability of

cefixime (CFIX) in biological specimens are described.

The concentrations of CFIX in the serum, urine and bile were assayed by the cup and disc-plate diffusion

methods, using E. coli ATCC 39188 as the test organism and Nutrient agar(Difco) as the test medium. P. rettgeri

ATCC 35565 and B. subtilis ATCC 6633 were also used, the former for assaying lower concentrations and the latter

for higher concentrations of CFIX.

The minimal detectable concentrations of CFIX by the disc-plate method were 0.06•`0.13pg/ml for E. coli

ATCC 39188, 0.016^-0.03/cg/ml for P. rettgeri ATCC 35565 and 2^-4pg/ml for B. subtilis ATCC 6633. The

sensitivity for CFIX by the cup-plate method was approximately twice that by the disc-plate method. For

determination of CFIX concentrations in human serum, serum standard solutions were made with fresh pooled

human serum. Lyophilized serum products prepared from human blood were also used, but it was necessary to

confirm that the standard curve prepared with the serum agreed with that prepared with the fresh serum. The

standard solutions were prepared with M/15 phosphate buffer (pH 7.0) for assay of urine and bile samples, and the

samples were diluted 5-fold or more with the same buffer. Serum and urinary levels of CFIX after oral

administration to human were also determined by high performance liquid chromatography. CFIX concentrations

obtained by HPLC were in good agreement with these obtained by microbiological assay.

Bioautography method of silica gel thin layer chromatography was examined for detecting CFIX and its active

metabolites in human urine. The results showed that the active substance in urine was CFIX itself.

CFIX was stable in human serum and urine during 40 days storage at -20•Ž.


