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Cefotaxime(CTX)の 皮 膚 へ の移 行 を知 る 目的 で,全 身麻 酔 下 に 全 層皮 膚 移 植 術 を受 け た患 者 を

対 象 と して,手 術 中 にCTX1gを 静 注 し,生 物学 的 定 量 法(Bioassay法)お よび高 速 液 体 ク ロマ

トグ ラフ ィー法(HPLC法)に よ り経 時 的 に血 清 中濃 度 な らび に皮 窟 内濃 度 測 定 を行 な った 。

CTXの 平 均血 清 中 濃 度 は,投 与 後30分 でBioassay法 で は52.4μg/ml,HPLC法 では44.4

μg/mlを 示 した。 そ の後,時 間 の経 過 とと もに いず れ の測 定方 法 で も 同様 の曲 線 を 描 い て低下 し,

投 与後4時 間 で,Bioassay法 では5.1μg/ml,HPLC法 で は2.8μg/mlの 値 を と った。

一 方 ,HPLC法 に よ り測 定 したDesacetyl-cefotaxime(D-CTX)の 平 均 血 清 中濃 度 は投 与 後30

分 で5.4μg/mlを 示 した 。 この濃 度 は同 測定 時 点 で のCTX濃 度 の12%に 相 当 した。

CTXの 平 均 皮膚 内濃 度 は 投 与後30分 でBioassay法 で は7.8μg/g,HPLC法 で は4.7μg/gを

示 し,そ の 後緩 やか に低 下 して投 与 後4時 間 では そ れ ぞれ2.2μg/g,1.2μg/gの 値 を とった。

HPLC法 に よ るD-CTXの 平 均 皮膚 内濃 度 は投 与 後1時 間 で11.1μg/gの ピー クを示 し,そ の

後 緩 や か に低 下 した。 皮 膚 内 で はD-CTX濃 度 がCTX濃 度 よ り高 い値 を 示 した 。

以 上 の結 果,CTX,D-CTXと も皮 膚 内 で長 時 間 有効 濃 度 を維 持 してお り,形 成 外 科 ・皮 膚 科 領

域 に お け る感 染 症 に対 して充 分 治療 効 果 を 期 待 し得 る と考 え る。

Cefotaxime(CTX)は い わゆ る第3世 代の注射用

cephem系 抗生物質で,本 剤については既に多くの基礎

的,臨 床的研究がなされ,現 在臨床各領域で広範囲に使

用されている。今回われわれは形成外科 ・皮膚科領域で

最も重要な皮膚への移行を知る目的で,経 時的にCTX

の血清中濃度ならびに皮膚内濃度測定を行なった。

CTXは 体 内で一部が代謝されてD-CTXと な るこ

とが知られているが(Fig.1),D-CTXもCTXに は劣

るものの抗菌活性を有し,一 部の菌種にはCTXよ り強

い抗菌活性を示すことが知られている1)。したがって濃

度測定に当ってはCTX,D-CTX双 方を定量するため

にBioassay法 の 他に高速液体クロマ トグラフィー法

(HPLC法)を 用い,比 較検討を加えた。

I. 対 象 と 方 法

1. 対象 と検体の採取方法

全身麻酔下に全層皮膚移植を受けた成人患老で,術 前

に肝機能および腎機能などの検査で異常を認めなかった

症例を対象とした。症例数は6例 で,手 術中にCTX1

gをone shot静 注 し,投 与後30分,1時 間,2時 間,

3時 間,4時 間,可 能 な例 につ い て は さ らに5時 間 に採

Fig. 1 Chemical structure of cefotaxime and

desacetyl-cefotaxime

Cefotax me

Desacetvl-cefotaxime
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Fig. 2 Calibration curve for serum CTX and

D-CTX observed through HPLC

血 お よび 鼠 径 部 か らの全 層 皮 膚 の 採取 を行 な った 。血 清

中 濃 度 に つ い て はCTX投 与 直 前 に も採 血 を 行 な い コ ン

トロー ル と した 。 な お,皮 膚 の採取 に 当 っ て は,採 取 皮

膚 の表 面 に付 着 した血 液 は充 分 に 拭 き とった 後,濃 度測

定 に供 した 。

2.検 体 か らの抽 出法

血 清:Bioassay用 に は血 清 をそ の ま ま試 料 と し た 。

HPLC用 に は共 栓 付 ス ピ ッ ツ試験 管 に血 清700μlを と

り,ク ロ ロ ホル ム700μ1を 加 え,Vortexで10分 間激

し く撹 拌 し,こ れ を3,000rpm,4℃ で10分 間 遠心 分

離 した 。 次 い で 得 られ た上 層 の 水 層500μlを0.1M

phosphate buffer(pH7.45)500μlと 混 和 し,Seppak

C18ヵ ー ト リッジ(Waters社)に 充 填 した 。こ の カ ー ト

リ ッジ をphosphate buffer 3mlお よび蒸 留 水0.5mlで

洗 浄 後,メ タ ノー ル4m1でCTXとD-CTXを 溶 出 し

た 。 こ の メ タ ノ ール液 を ロー タ リーエ パ ボ レー タ ーで 湯

浴 上(約37℃)で 乾 固 し,こ れ にMobile phase200μl

を加 え て 溶 解 し,こ の20μlをHPLC(Waters社,

ALC/GPc,Type204)に 注 入 した2)。

皮 膚:採 取 した皮 膚 の重 量 を 測 定 した後,皮 膚 重量 の

25倍 量 の アセ トンを 加 え,Polytron homogenlzerに て

ホ モ ジ ェ ナ イ ズ した。 これ に皮 膚 重量 の5倍 量 の リン酸

緩 衝 食 塩 水(PBSpH7.0)を 加 え,3,000rpmで10分

間 遠 心 分 離 した 。 この上 清 に皮 膚 重 量 の10倍 量 の ク ロ

ロホ ル ムを 加 え てVortexに て よ く混 和 し,同 様 に3,000

rpmで10分 間 遠 心 分離 した。 次 い で 得 られ た 上 層 の

水 層 を と り,真 空 凍 結 乾 燥 機 にて 乾 燥後,残 渣 をPBSl

mlで 溶解 し,こ れ をBioassayな らび にHPLC用 試 料

と した 。

3.生 物 学的 定 量 法(Bioassay)

BioassayはBacillus subtilis ATCC 6633株 を 検定 菌

と し,1%ク エ ン酸 培 地 を用 い てpaperdisc拡 散 法に

よ り行 な った。 検 量 線 は血 清 の場 合 は ヒ トプ ール血 清,

皮 膚 の場 合 はPBS(pH7.0)を 用 いた 。

4.高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー(HPLC)

HPLCク ロマ トグ ラ フ上 のCTXとD-CTXの ピー

クは 島津 クロマ トノ・ッ ク(CR2AX)に よ り 面 積 を 求

め,絶 対 検量 線 法 で定 量 した。 検 量 線 は,血 清 の場 合は

保 存 血 清 に それ ぞれ 既 知 量 のCTXお よびD-CTXを

加 え,皮 膚 の場 合 はPBS(pH7.0)に そ れ ぞ れ既 知量 の

CTXお よびD-CTXを 加 え て上 記 操 作 を 施 して作製 し

た(Fig.2)。

HPLCの 条 件 は下 記 の とお りで あ った。

Column:μ-Bondapak C18(Waters社)

Mobile phase:H20/methanol (80/20)

containing 5mM tetrabutyl ammonium phosphate

Flowrate:1.5ml/min

Wave length;UV 254nm

な お,今 回 の皮 膚 内濃 度 測 定 法 に お け る回収 率 を検討

した 結 果,Bioassay法 で はCTX相 当量 と して88%,

HPLC法 ではCTX84%,D-CTX96%で あ った。い

ず れ も80%以 上 の 回収 率 で あ る こ とか ら測定 値 につい

ては 回 収 率補 正 は 行 な わ なか った 。

II.結 果

1.血 清 中濃 度

Bioassay法 お よびHPLC法 に よ る6症 例 の各 測定時

点 にお け る血 清 中濃 度 をTable1に,こ れ ら6症 例 の平

均 値 の推 移 をFig.3に 示 した 。 コ ン トロー ル として採

取 したCTX投 与 前 の血 清 に はBioassay法,HPLC法

いず れ の方 法 に よっ て もCTXお よびD-CTXは 検出

され な か った。

CTXの6例 の平 均 濃 度 は投 与 後30分 でBioassay法

では52.4μg/ml,HPLC法 で は44。4μg/mlを 示 した。

以 後 い ずれ の場 合 も時 間 の経 過 とと もに 減 少 し,投 与後

4時 間 で は それ ぞ れ5.1μg/ml,2-8μg/mlと な った。6

症 例 と もCTX血 清 中濃 度 はBioassay法 に よ る値が

HPLC法 に よ る値 よ り高 値 で推 移 した。

D-CTXの 平 均 濃度 は投 与 後30分 で5.4μg/mlを 示

した が,こ れ は同 測 定 時 点 で のCTX濃 度 の12%に 相

当 した 。 以後 緩 や か に 低下 し,投 与 後4時 間 の値 は2.1

μg/mlで あ った 。

2.皮 膚 内濃 度

6症 例 の各 測 定 時 点 に お け る皮 膚 内 濃 度 をTable2

に,平 均 値 の推 移 をFig.3に 示 した。

CTXの6例 の平 均濃 度 は投 与 後30分 でBioassay法

で は7.8μg/g,HPLC法 で は4.7μg/gを 示 し,時 間の

経 過 と と もに いず れ の 場 合 も緩 や か に低 下 し,投 与 後
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Table 1 Concentration of CTX and D-CTX in the serum

Fig. 3 Concentration of CTX and D-CTX in
the serum and skin (1 g one shot i. v.,
n=6)

4時 間 でそ れ ぞ れ2.2μg/g,1.2μg/gの 値 を とった 。

CTX皮 膚 内濃 度 は血 清 中濃 度 と同様,Bioassay法 に よ

る値 がHPLC法 に よる値 よ り高 値 で推 移 した。

D-CTXの 平 均濃 度 は投 与 後30分 で10.6μg/gを 示

し,投 与後1時 間 で11.1μg/gと ピ ー クに達 し,そ の後

はCTX皮 膚 内濃 度 と同 様 に低 下 した 。投 与 後4時 間 で

は3.9μg/gで あったが,す べての測定時点でCTXの

平均皮膚内濃度より高値をとった。

皮膚へのCTXの 平均移行率は血清中濃度および皮膚

内濃度がピーク値を示す投与後30分 においては,Bio-

assay法 では約15%,HPLC法 では約11%で あ った。

III.考 察

抗生物質療法を行なう際には血中濃度が重要な指標と

なるが,臨 床効果をあげるためには病巣内濃度を知るこ

とが必要である。すなわち,形 成外科 ・皮膚科領域での

感染症に対する抗生物質療法では投与される抗生物質の

皮膚内濃度を知ることが最も重要なこととなる。著者ら

はこれまで実験動物を用い,投 与方法による有効血中濃

度,有 効皮膚内濃度の比較検討を行なってきた が3～7),

臨床症例による皮膚への抗生物質の移行について血清濃

度と比較 した経時的な検討は行なっていない。また,本

邦においてもそのような報告はみられない。そこで,今

回われわれは初めて臨床症例による血清中濃度および皮

膚内濃度の経時的測定を 行なった。 また,濃 度測定は

CTXお よびCTXの 代謝物であるD-CTXの 双方を定

量するためにBioassay法 の他にHPLC法 を 用 いた。

Bioassay法 に よるCTX濃 度は血清中,皮 膚内ともすべ

ての測定時点でHPLC法 による値よりやや高い値をと

ったが,Bioassay法 はD-CTXも 含めた定量法であり,

D-CTXも 抗菌活性を有していることからこの結果が得

られたものと考える。なお,両 測定法問には良好な相関

がみられた。
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Table 2 Concentration of CTX and D-CTX in the skin

*

Since the amounts of the samples were too small, it was impossible to measure the concentration.

Table 3 Half life  (T1/211) and area under the curve (AUC) of CTX in the serum

1): hr.

2): ƒÊg•hr•Eml-1

3):In regard to the data on the Case No.4, computer processing could not be carried

out because blood sampling was made only four times.

CTXの 平 均 血 清 中 濃 度 の 推 移 をみ る と(Fig.3),投

与 後30分 でBioassay法 で は52.4μg/ml,HPLC法 で

は44.4μg/mlと 高 い濃 度 を示 し,投 与後4時 間 で もそ

れ ぞ れ5.1μg/ml,2.8μg/mlと 有効 濃 度 を保 って い た。

コ ン ピ ュー ター で シ ミュ レー シ ョン した カ ー プ よ り血 清

中 半 減 期 を 算 出す る とBioassay法 で は 約1.6時 間,

HPLC法 で は約1.8時 間 とな り(Table3),真 下 らの報

告(Bioassay法0.9時 間,HPLC法0.7時 間)よ り大

きい 数 値 を とっ て いた8)。 採 血 ポ イ ン トが 少 な い の で,

この 結果 を そ の ま ま血 清 中 半 減期 の延 長 と認 め るに は や

や 無理 が あ るが,大 きな 値 を とっ た原 因 の一 つ と して 全

身麻 酔 の影 響 な ど も考 え な け れ ば な らな い9,10)。しか し,

これ らの麻 酔 の影 響 につ い ては 今 回 の 研究 の 目的 ではな

く,今 後 の研 究 課 題 と した い。

CTXの 皮 溜 内 濃 度 は投 与後30分 でBioassay法 では

7.8μg/g,HPLC法 では4.7μg/gを 示 し,時 間 の経過

と と もに いず れ の場 合 も緩 やか に低 下 し,血 清中濃度 と

は 良 い相 関 を示 した(Fig.3)。CTXの 皮 膚 内濃度 を測

定 した研 究 は非 常 に 少 な く,わ れ わ れ の 調 べ た範 囲では

わ ず か にK.GR加DERら の報 告 を 見 るだけ で あ る。彼ら

のBioassay法 に よ る29静 注時 の成 績 は投 与後30分

で10.1μg/g,投 与 後4時 間 で3.3μg/gと な っ て お

り11),投 与 量 を考 慮 す る と今 回 のわ れ わ れ の 結果 とほほ

一 致 して い る
。
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血 清 中CTX濃 度,D-CTX濃 度,皮 膚 内CTX濃 度

が いず れ も投与 後30分 に ピー クが み られ た の に対 し,

HPLC法 に よるD-CTXの 皮 膚 内 濃 度 は投 与 後1時 間

に ピー クが み られ,そ の値 は11.1μg/gで あ った。そ の

後 は緩 や か に 低下 して投 与後4時 間 で は3.9μg/gで あ

った(Fig.3)。 また,D-CTXの 皮 膚 内 濃 度 がす べ ての

測 定時 点 でCTX皮 膚 内濃 度 を大 幅 に上 回 り,さ らに 血

清 中 のD-CTX濃 度 を も上 回 って いた 。

これ らの理 由 と して,CTXは 肝 な どで カル ボ キ シエ

ステ ラー ゼ の代 謝 を受 け て 一 部 がD-CTXと な るが,

この カル ボ キ シエ ステ ラーゼ は ほ とん どす べ て の組 織 に

分 布 して い るこ とが 知 られ て お り121,皮 膚 に お い て も

CTXが 代謝 されD-CTXが 産 生 され るも の と考 え られ

る。 この カル ボ キ シエ ステ ラー ゼが どの程 度 皮 膚 に分 布

して お り,ま た,ど の 程 度 の 活 性 を 有 して い るのか 明

らか では な い が,皮 膚 で は血 中か ら移 行 し て く るD-

CTXと 皮 膚 でCTXが 代 謝 され て生 じたD-CTXの 和

が 皮膚 内D-CTXと して測 定 され,CTXよ り高 い 値 を

示 して い る と理 解す る こ とが で きる。 この よ うな組 織 内

D-CTXがCTXよ りも高 い 値 を示 してい る とい う成 績

は 皮膚 のみ では な く,前 立 腺 や胆 汁 に お いて もみ られ て

お り13調,今 後 さら に薬 物 代 謝,体 内 動 態,抗 菌 力 の面

か ら研 究 され るべ き課 題 と思 わ れ る。

形 成 外 科領 域 で扱 う熱傷,外 傷,褥 瘡,レ ン トゲ ン潰

瘍 な どの 感染 症 の主 要起 炎菌 で あ るE.coli, Klebsiella

属,Proteus属 に 対す るCTXの80%MIC値 は それ ぞ

れ0.05μg/ml, 0.05μg/ml, 0.1μg/mlで あ る こ とが知

られ てい る15)。これ に 対 し,今 回 の検 討 の結 果 に よ る と,

CTXは1g one shot静 注後 高 値 を維 持 し,HPLC法 で

1.2μg/g以 上,Bioassay法 で2.2μg/g以 上 の 皮膚 内

濃 度 を4時 間 以上 維 持 す る こ とに な り,上 記 菌 種 の8096

MIC値 を 上 回 って い るの で,充 分 な 治療 効 果 を期 待 す

るこ とが で き る。さ らにCTXとD-CTXが 相 乗 的 に 作

用 す る との 報告 もあ る こ とか ら16,17),上 記菌 種 を起 炎菌

とす る形 成 外 科 ・皮 膚 科 領 域 の 感染 症 に対 して優 れ た 効

果 を期 待 し うる もの と考 え る。
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THE PENETRATION OF CEFOTAXIME INTO THE SKIN

TETSUNORI YOSHIDA, TAKEHIKO OHURA, KEN-ICHI HONMA,

HIROYUKI SUGANO and TOSHIHIKO NOZAKI

Department of Plastic and Reconstructive Surgery,

School of Medicine, Hokkaido University

ERI KUROKAWA, YUSUKE HARADA and MASAFUMI FUKUSHIMA
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Chugai Pharm. Co., Ltd.

HIROSHI MOTOMURA and TAKASHI SAKODA
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Nippon Roussel K. K.

In order to investigate the penetration of cefotaxime (CTX) into the skin, 1 gram of CTX was

administered by one bolus intravenous injection to patients during operations for full-thickness skin

grafts under general anesthesia. The CTX levels in the serum and the skin were determined at

specified time intervals using bioassay and HPLC methods.

Thirty minutes after administration, the mean CTX level in the serum was 52. 4 pg/ml by bioassay

and 44.4 ƒÊg/ml by HPLC. In both methods, the curves for the declining levels were similar over

the specified intervals of time, and in 4 hours, they reached 5.1 pern1 and 2. 8 peml, respectively.

Meanwhile, the mean level of desacetyl-cefotaxime (D-CTX) in the serum was 5. 4 ƒÊg/ml by HPLC

30 minutes after administration, equivalent to 12% of ahe CTX concentration at the corresponding

point in time.

Thirty minutes after administration, the mean level of CTX in the skin was 7. 8 ƒÊg/g by bioassay

and 4.7 ƒÊg/g by HPLC. These values gradually decreased to 2. 2ƒÊg/g and 1.2 ƒÊg/g after 4 hours.

The mean concentration of D-CTX in the skin reached a peak of 11.1 ƒÊg/g one hour after administra-

tion according to the HPLC, showing a gradual decline afterwards. The levels of D-CTX were higher

than the levels of CTX in the skin.

The above results show that both CTX and D-CTX are maintained at an effective concentration in

the skin for a long period. Therefore, good therapeutic effect against skin infection can be expected.


