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螢光 偏 光 免疫 測 定 法(FPIA法)に よる ヒ ト血 中 ネ チ ル マ イ シ ン(NTL)濃 度 測 定 を 検討 し,次

の結果 を得 た。

1)FPIA法 に よるNTL測 定 の 同時 再 現 性 はC.V.=7%以 下 であ った。

2)FPIA法 に よ るNTL測 定 では,一 度 作 成 した検 量 線 は 少 な く と も16週 間 安 定 で あ った。

3)FPIA法 に よるNTL測 定 の 回収 率 は99.0～104.3%で あ った。

4)FPIA法 に よるNTL測 定 の 希 釈 直 線 性 は 良 好 な 結果 で あ った 。

5)FPIA法 に よ るNTL測 定 では ヘ モ グ ロ ビ ン400mg/dl,ビ リル ビ ン20mg/dlま で測 定 値

に影響 は認 め られ なか った 。

6)FPIA法(Y)とBpoassay (BA; X1), High performance liquid chromatography (HPLC;

X2)の 測定 値 間 に は,

Y=0.783×1+0.581,r=0.904,Y=0.949×2-0.168,r=0.987

の良好 な相 関性 が 認 め られ た が,BA法 はFPIA法 に 比べ 約20%高 値 を示 す 傾 向 が認 め られ た 。

以上 よ り,FPIA法 に よ る血 中NTL測 定 は臨 床 上 有 用 であ る と考 え られ る。

ア ミノ配糖体 系抗 生 物 質(AGs)は ,主 と して 重 症 ま

たは難治性 感染症 に 対 して使 用 され る抗 生 物 質 の 一 つ で

あり,臨 床 で用 い られ る場 合,本 邦 に お い て は,原 則 と

して筋肉内注射 で投 与 され て い る。 しか し,患 者 に よっ

ては,出 血 傾向 な どの ため に
,静 脈 内 投 与 を 余 儀 な く さ

れる場合 も少な くな い。AGsは
,有 効 治 療 域 が 狭 く,

かつ重篤な副作用 を 有 して い る もの が 多 い の で
,こ の よ

うな薬剤 の静脈内 注射 に 際 して は
,そ の 体 内 動態 を 正確

に把握 し,副 作 用発 現 に充 分 注 意 を払 う必 要 が あ る1～3)
。

したがって,近 年 ,本 邦 に お い て もAGsのTDM

(Therapeutic Drug Monitoring)に 関心 が 高 ま り
,各

種AGs測 定 法が 開発 され て きて い る4,5)
。

今回我 々は,AGsの 一 つ で あ る ネ チ ル マ イ シ ン(NTL)

の点滴静注 法を確 立す る 目的 で
,血 中NTL測 定 法 と し

て,螢 光偏光免疫 測 定 法(Fluorescence Polarization

Immumoassay: FPIA)を 実 施 し
,非 常 に 有 用 で あ っ た

ので報告す る。

I.対 象

対象は健康 成人 男子5名 で
,年 齢 は29～40歳(平 均

35.0歳),体 重 は55～80kg(平 均68.4kg)で あ った 。

各 人 にNTL 100mgを 筋 肉 内注 射 して,そ れ ぞれ 経 時

的 に9回(投 与 前,1/4, 1/2, 1, 2, 3, 4, 8, 12hr)採 血

して実 験 に 用 い た。 また,測 定 の精 度 検 定 に は ネ チル マ

イ シ ンコ ン トロー ル,ネ チル マ イ シ ンキ ャ リブ レー タ ー

お よび 薬 物 を 含 まな い ヒ ト血 清 を用 いた 。

II.実 験 方 法

1.FPIA法

1)試 薬(ダ イ ナ ボ ッ ト社)

i) TDx Netilmicin

○ネ チ ル マ イ シ ンートレー サ ー(T)

○ ネ チ ル マ イ シ ン抗 体(S)

○ ネ チ ル マ イ シ ン用緩 衝 剤(P)

ii)ネ チ ル マ イ シ ンキ ャ リブ レー ター

A;0.0μg/ml, B;0.5μg/ml, c;1.5μg/ml

D;3.0μg/ml, E;6.0μg/ml, F;10.0μg/ml

iii)ネ チ ル マ イ シ ンコ ン トロー ル

L;1.0μg/ml, M;4.0μg/ml, H;8.0μg/ml

iv)希 釈 用 リ ン酸 緩 衝 液
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2)測 定 機 器

TDx-ア ナ ライ ザ ー(ダ イ ナ ボ ッ ト社)

3)原 理

FPIA法 は,BIF分 離 を必 要 と しな い 競 合 反 応 に 基 づ

く免 疫 測 定 法 で あ り,測 定 原 理 は 以 下 の とお りで あ る。

フ ル オ レセ イ ンで標 識 され たNTL(ト レー サ ー)は,

485nmの 偏光 励 起 光 に よ って励 起 さ れ,525nmの 偏 光

を生 ず る。 とこ ろが トレーサ ー は,小 分 子 で あ るた め,

分 子 の 回転 運 動 が大 き く螢 光 を 生ず る ま で(励 起 寿 命 の

間)に,分 子軸 が ラ ン ダム な方 向 を 向 い て しま い偏 光 は

解 消 され,得 られ る螢光 は散 乱 光 とな る。 一 方,抗 原 抗

体反 応 の 結 果,抗 体 と結 合 した トレー サ ー は 巨大 分 子 と

な り回 転 運 動 が 抑 制 され るた め,偏 光 は解 消 され ず に励

起 光 と 同 じ偏 光 面 を も った 螢光 と して観 察 され る。 こ の

螢 光 の偏 光 化 して い る程 度(螢 光 偏光 度)は,ト レー サ

ー お よび抗NTL血 清 の量 を 一 定 にす る と,検 体 中 の

NTL量 の 関 数 と して表 わ す こ とが 可 能 で あ る。 した が

っ て,NTL濃 度 既 知 の血 清(キ ャ リブ レー ター)を 用

い て作 成 した検 量 線 か ら検 体 中 のNTL濃 度 を 求 め る こ

とが で きる。 な お,一 度 作 成 され た 検 量 線 はTDx-ア ナ

ラ イ ザ ー に記 憶 され,測 定 毎 の 検 量 線 作成 は必 要 と しな

い 。

2.Bioassay (BA)法 お よ びHigh Performamce

Liquid Chromatography (HPLC)法

対照 の方 法 と して,BA法 とHPLC法 を 以下 の とお

り実 施 した。

1)BA法

B. subtilis ATCC 6633株 を 検 定菌 と す る 薄 層 平 板

disk法(37℃,20hr培 養)で 測 定 した 。 培 地 には,

ハ ー トイ ン フ ユー ジ コン寒 天培 地 を使 用 した。

2)HPLC法

装 置 は,Waters QA-1 Analyzer, waters QA-1 Date

System, Waters M-105 Reaction Systemお よび 日立

F 1000 Fluorescemce Spectrophotometerを 用 いた 。

HPLCの 条 件 は 次 の とお りで あ る。カ ラム:ラ ジア ル

パ ッ クC18,移 動 相:5mMオ クタ ンス ル ホ ン酸 ナ ト リ

ウ ム と60mM1,2-エ タ ンジ ス ル ホ ン酸 ニ ナ ト リ ウ ム

(pH3.3)を 含 む20%ア セ トヨ ト リル 溶 液,カ ラ ム温

度:20℃,流 速:1.5ml/分,ポ ス トカ ラ ム誘 導 化 試 薬:

o-フ タ ル ア ル デ ヒ ド試 薬,ポ ス トカ ラ ム 誘 導 化 試 薬 流

速1.0ml/分,検 出 波 長:励 起 波 長355nm,螢 光 波 長

455nm。

検 体 の 測 定 に 当 って,FPIA法 の 操 作 は 全 自動 であ る

の で,2名 で測 定 し,BA法 お よびHPLC法 は 用 手 法 で

あ るた め1名 で 測 定 を実 施 した 。FPIA法 にお け る試 薬

は,す べ て 同 一 ロ ッ トを 用 い,ネ チ ル マ イ シ ン コ ン トロ

ー ル
,キ ャ リブ レー ター は 冷 暗所(2～10℃),被 験血清

は-70℃ で 測 定 まで 保 存 した 。

III.成 績

1.FPIA法 の精 度

i)同 時 再 現 性

3濃 度 の コ ン トロー ル(1.0, 4.0, 8.0μg/ml)お よび

被 験 血 清8検 体(1/4, 1/2, 1, 2, 3, 4, 8, 12hr)を 同時

に多 重 測 定(コ ン トロ ー ル10回,被 験血 清5回)し,

そ の平 均 値,標 準 偏 差(S.D.)お よび 変動 係数(C. V.)

を求 め た(Table 1, 2)。

1.0μg/ml以 下 で は,C.V.=3.23～6.90%で 若干パ

ラ ツキが 認 め られ たが,1.0～8.0μg/mlに おいては,

C. V.=0.60～2.04%で 非 常 に良 好 な結 果が得 られた。

ii)TDx装 置 に記 憶 され た 検量 線 の安 定性

ネ チ ル マ イ シ ンキ ャ リブ レー ター に よ り初 回に作成 し

た 検 量 線 を用 い て,3種 の コ ン トロール を4週 毎,16週

間 に わ た り測 定 し,安 定 性 を検 討 した(Fig. 1)。

3濃 度 と も,そ の表 示 値 の ±10%の 範 囲を超えるこ

とな く,16週 間 に わ た り,安 定 した 測定値 が得られ,

C. V.も1.00～2.07%で 非 常 に 良好 であ った。

iii)添 加 回 収 試 験

NTLを ヒ ト血 清 に添 加 した濃 度 既知 血清に3種 のコ

ン トロー ル を1:1で そ れ ぞれ 添 加 し,回 収 率試験を行

な った(Table 3)。 各 添 加量 で の平 均 回収率は1043%,

102.7%, 99.0%で 良 好 で あ った。

iv)希 釈 直 線 性 試 験

3種 の コ ン トロ ー ル を ヒ ト血 清 で そ れ ぞ れ倍 希々釈

し,希 釈 直 線 性 を検 討 した(Fig. 2)。

Table 1 Within-run precision of FPIA with 

NTL control seerum. (n=10)

Table 2 Within-run precision of FPIA with 

NTL volunteer samples,(n=5)
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Table 3 Recovery test of FPIA with NTL control serum,(n=5)

Fig. 1 Stability test of calibration curve

Fig.2 Dilution study (n=2) of FPIA 
with NTL control serum

いずれ の系 列 も原点 を通 る良 好 な 直 線 が 得 られ,そ の

測定感度は少な くと も0.2μg/ml以 上 で あ った。

v)血 液共存成 分 の測 定 値 に 対 す る影 響

a)ヘ モ グロ ビ ン(Hb)

2種 の コン トロール に ヒ トヘ モ グ ロ ビ ン(日 本 商 事)

を1:1に 混和 し,ヘ モ グ ロ ビ ン濃 度 と し て0,100,

200.400mg/dlに 調 製 した検 体 につ い て 検 討 した(Fig.

Fig. 3 Interference with NTL levels by 

total bilirubin and hemoglobin

3)。

ヘ モ グ ロ ビ ン濃 度400mg/dlま で測 定 値 へ の影 響 は 認

め られ なか った 。

b)総 ビ リル ビン

2灘 の コ ソ トロ ール に ピ リル ビ ン コ ン トロ ール血 清

(ハ イ ラ ン ド)を1:1に 混 和 し,ビ リル ビン濃 度 と して

0, 5.0, 10.0, 20.0mg/dlに 調製 した 検 体 につ い て検 討
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Fig. 4 Comparison of serum NTL 

concentrations determined by 

FPIA and bioassay

Fig. 5 Comparison of serum NTL 

concentrations determined by 

FPIA and HPLC

した(Fig. 3)。

ビ リル ビ ン濃 度20.0mg/dlま で測 定 値 へ の影 響 は認

め られ なか った 。

2.BA法 お よびHPLC法 との 相 関

FPIA法 とBA法 お よびHPLC法 に よ るNTL測 定

値 の 相 関 性 を 被 験 血 清33検 体 を 用 い て 検 討 した(Fig.

4, 5)。

BA法 と の相 関 は,y (FPIA)=0.783x (BA)+0.581 ,

r=0.904でBA法 が約20%高 値 を 示 す 傾 向 を認 め た 。

一 方
,HPLC法 と の相 関 は,y (FPIA)=0.949x (HPLC)

-0 .168,r=0.987で 良 好 な 結 果 を得 た 。

IV.考 察

NTLは,新 し く開 発 され たAGsで あ り,そ の 腎毒

性,聴 器 毒 性 は 従 来 のAGsに 比 べ て少 な い といわ れ て

い る6,7)。 しか し,こ れ ら副 作 用 が な いわ け で は な い の

で,投 与に際 しては副作用発現防止のために,血 中濃度

を指標とした厳重な管理が必要である。

血中NTL測 定法 としては,BA法 が一般的であるが,

BA法 は測定に時間を要 し,精 度的にもやや劣っている

ことが指摘されてお り5,8),臨床応用には必ずしも適さな

い。

今回,我 々が検討 したFPIA法 は,ア ミカシン,トブ

ラマィシンなど,他 のAGsに 対 してすでに応用されキ

ット化されている。本法は,検 体の前処理,試 薬の調製

などを必要 とせず専用機器に検体 と試薬をセットするだ

けで,後 の操作はすべて自動化されている。また,処理

時間も20検 体約15分 と非常に簡便,迅 速な方法であ

る。

一方,本 法での再現性につ い ては,感 度付近の1,0

μg/ml以 下 ではC.V.=7%程 度 のバラツキが認められ

たが,臨 床上問題 とされる1.0μg/ml以 上の濃度域9)で

はC.V.=3%以 下 と非常に良好な結果が得られた。ま

た,添 加回収試験も平均102.0%で 良好であり,ヘモグ

ロビン,ビ リルビン等血液成分の影響も認められないこ

となど,正 確性,精 度ともに良好で,FPIA法 による他

のAGs測 定 と同程度10)の結果を得た。

他の測定法との相関性については,BA法 とy (FPIA)

=0.783x (BA)+0 .581,r=0.904を 示 し,相 関性は良

好であったが,測 定値がBA法 で高値を示す傾向にあ

り,バ ラツキも大きかった。しか し,HPLC法 との相関

ではy (FPIA)=0.949x (HPLC)-0.168,r=0.987と 良

好であ り,測 定値もほぼ1:1の 結果を得た。BA法 が

他測定法に比べ高値を示す傾向にあり,精 度的に劣るこ

とは,ト ブラマイシン測定において田中ら8)も報告して

お り,AGs測 定 に対 してBA法 が主流を占めている本

邦においては,そ の精度管理の重要性を含め,今後検討

されるべき問題であろう。

V.結 語

以上,今 回検討 したFPIA法 に基づくNTL測 定は,

迅速性,正 確性,精 度 ともに優れ,臨 床的にも有用な方

法であると考えられる。
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DETERMINATION OF NETILMICIN IN SERUM BY 

FLUORESCENCE POLARIZATION IMMUNOASSAY (FPIA) 
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We evaluated fluorescence polarization immunoassay (FPIA) method for the determination of 

netilmicin (NTL) in human serum. 

The following results were obtained:

1) Within-run coefficient of variation was less than 7%. 

2) The calibration curve for NTL in FPIA method had been stabilized for 16 weeks. 

3) Analytical recoveries of NTL from serum spiked with varying concentration of NTL averaged 

between 99.0•`404.3%. 

4) Dilution of NTL had been shown to be linear. 

5) FPIA method was not interfered with hemoglobin (up to 400 mg/dl) and bilirubin (up to 20 

mg/dl) in determination of NTL. 

6) The relationship between FPIA (Y) and bioassay (X1) or high performance liquid chroma-

tography (X2) was followed . 

Y=0.783 Xi+0 . 581, r=0. 904, Y=0.949 X2-0.168, r=0.987. 

Bioassay was measured about 20% higher than FPIA method. 

We conclude that FPIA is a very reliable and reproducible method for clinical NTL level monitoring.


