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1群4名 の健康成人被検者の2群 にHBKを 筋 注,持 続注入器による定速度静脈内持続注入を行

ない,bioassay, EIA, HPLCに よ り血清中渡度,尿 中濃度を測定 した。3種 類の体液内渡度測定法
1の 中ではEIA測 定値が常

に最も安定 していて信頼性が高 く,HPLC測 定 値はEIAと 近似のこと

もあるが血清中渡度では高 目,尿 中濃度では低 目のことが多かった。bioassay値 はばらつきがあ り,

信頼性に欠けた。'

EIAに よる75mgど100mg筋 注時のHBK最 高血清中渡度は30分 後で3.7μg/mLと4 .9μg/

mlと な り用量依存性がみられた。100mg/1h静 脈内注入時の最高値は6 .6μ9/血1で あったが,2時

間以後は同量の筋注時とほぼ同等であった。HBK100mg筋 注時の血清中渡度推移は同量のDKB,

お よびAMK筋 注時 とほぼ近似であった。HBK100mgとFOM19を 同時に1時 間で静脈内に注

入した際のそれぞれ血清中渡度は単独使用時とほぼ同様であった。

EIA測 定 による8時 間後までのHBK尿 中回収率は74～94%の 間 にあ り,FOMと 併用 した

際にもこの範囲内にあった。

EIA測 定値を解析 したHBKの 平均血清中濃度のT:/2は 静脈内注入時 で1 .55時 間,筋 注時

真51時 間,平 均 血 清 中濃 度 にお け る分 布 容 積 は146,お よび15.7l,bodyclearmceセ ま10&9,

お よ び1201m1/min,renalclearanceは99.5お よ び90.3m1/minで あ っ た 。

HBKは1位 にaminohydroxybutyryl基 を 有 す る

dibekacin (DKB)の 誘導 体 で,Paeruginosaを 含

む 各種 グ ラ ム陰性 桿 菌 に 対 してgentamicin(GM)や

amikacin(AMK)と 同 様 強 い抗 菌 力 を示 し,AMKの

耐 性菌 とは 交叉 耐 性 を示 す こ と もあ るが,DKBやGM

の耐 性 菌 には 強 い 抗 菌力 を 有す るη ア ミノ糖抗 生剤 で あ

る。

私 ど もは健 康 成 人 被検 者 計8名 にHBKの 筋 注,静

脈 内持 続 注 入,fosfomycin (FOM)と の併 用 を 行 ない,

体液 内 濃 度 はbioassay, high performance liquid chro-

matography (HPLC), enzymeimmunoassay (EIA)

で測 定 し,使 用 量,使 用 法 の比 較 と測定 法に よ る測 定 値

の比 較 を 行 な った 。
彦

I.対 象 と 方 法

1.対 象

Table1に 示 した 体 格 の健 康成 人 被検 者1群4名 の2

群,計8名 で,試 験 前 に血 液 検 査(赤 血 球 数,Hb,Ht,

白血 球 数,血 小 板 数),肝 機 能 検 査(GOT,GPT,Al-P,

ChE, LDH, LAP,γ-GTP),腎 機 能 検 査(BUN,S一

Table 1 Background of healthy volunteers

Cr,Ccr),検 尿(蛋 白,糖,urobilinogen,潜 血)を 行 な

い,全 例 異 常 の な い こ とを確 認 した 。

2.投 与 法

A群 の4名 に はHBK75mgと100mgの 筋 注,お よ



118 CHEMOtHEOAPY MAR. 196

Table 2 Serum levels of HBK in healthy , volunteers of group A after intramuscular injection
and 1-hour intravenous constant infusion

(1) HBK 75mg, i.m. (ƒÊg/ml)

(2) HBK 100mg, i.m. (ƒÊg/ml)
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(3) HBK 100mg. 1-hour i.v. infusion

びDKBとAMK100mgの 筋注を行ない,さ らに持続

注入器(UNITAI型B.Braun Melsungen Appar-

atebau社 製)を 用い100mgを 定速度で1時 間で静脈内

に注入 し,B群 の4名 にはHBKとFOM併 用時の相互

の体内動態をみる目的でHBK100mg単 独,EOM1g

単独,HBK100mgとFOM1gの 混合液を前記の持続

注入器で定速度で1時 間で静脈内に注入 した。

3.採 血,採 尿法

投与法に応 じてTable2,3に 示 した時間に8時 間後

まで9～10回 採血 し,血 清を分離 した。尿は筋注時には

試験開始後2,4,6,8時 間後に採尿 し,静 脈内注入時

には注入終了時(1時 間)を 加えた。各検体は測定まで

-20℃ に保管 した
。

4.体 液内濃度測定法

検体は4薬 剤ともbioassayを 行 ない,HBKはEIA,

HPLCも 加えて測定 した。ただ し,A群 のHPLCは 最

初予定Lて なく,bioassayとEIA測 定の終った段階で

追加 したため,試 料が不足 して一部測定できないものが

あった。

bioassay:HBK,DKB,お よびAMKはBacillus

subtilis ATCC6633を 試験菌 とし,濃 度 測定 培 地 に

Mycin assay agar arei(共 栄製薬)を,希 釈用緩衝液に

0.1Mリ ン酸塩緩衝液(pH8.0)を 用いる薄層 カップ法

で行なった。なお,ヒ ト血清試料の希釈には健常人プー

ル血清 も併用 した。

FOMはProteus sp.(MB-838)を 試験菌とし,濃 度

測 定培 地 にNutrient agar(Difco)を,希 釈 用 緩 衝 液

0.05Mト リス塩 酸 緩 衝 液(pH7.0)を 用 い る薄 層 カ ッ

プ法 で行 な った。

HPLC:試 料0.4mlに 内部 標 準 と してDKBのM/15

リン酸 緩 衝 液(pH8.0,血 清 の 場合 は5μg/ml,尿 の場 合

は50μg/ml)0.4mlを 加 え,よ く撹 伴 した 後,そ の うち

の0.6mlをbed volume1mlのCM-Sephadex(C-

25)カ ラ ムに か け た。 そ の後,カ ラム を0.2MNa2SO4

2mlで 洗 浄 し.さ らに0.01NNaOHを 含 む0.2M

Na2SO40.5mlで 洗 浄 後,同 液2.5mlで 溶 出 した 。 溶

出 液 に1NHCl0.025mlを 加 え た後,蒸 発 乾 固 し,残

渣 を0.4mlの 蒸 留 水 に とか し,そ の10μlをHPLCに

注 入 した。

測 定 は ポ ス トラベ ル法 に よ り行 な い,HPLC測 定条 件

は下 記 の とお りで あ った 。

ヵ ラム:TSK gel ODS120A(東 洋曹 達 工 業)5μ ま

た は10μ,4φ ×250mm

ブ レ カ ラム;TSK gel ODS120A,5μ また は10μ,

4φ ×50mm

移 動相:1l中 にNa2SO428.41g,PIC reagent B-7

(Waters Associates)25mlお よ びpH10.00Titrisol

buffer(E.Merck)20mlを 含 む水 溶 液

移 動 相流 速:1ml/min

ラベ ル(o-phthalaldehyde,OPA)試 薬:1l中 に

Fluescin(E.Merck)20ml,2-mercaptoethanol 4mlお

よびpH10.00Titrisol buffer200mlを 含 む水 溶 液
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Table 3 Serum levels of HBK in healthy voiunteers of group B after 1-hour intravenous constant
infusion of 100mg alone and combined with FOM (1g)

(1) HBK 100mg, 1-hour i.v. infusion alone (ƒÊg/ml)

(2) HBK 100mg, 1-hour i.v. infusion combined with FOM (1g) (ƒÊg/ml)
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Table 4 Serum levels of FOM in healthy volunteers after 1-hour intravenous constant infusion of 1g

(1) FOM 1 g, 1-hour i.v. infusion alone (ƒÊg/ml)

(Bioassay)

(2) FOM 1 g, 1-hour i.v. infusion combined with HBK (100mg) (ƒÊg/ml)

(Bioassay)

ラベル試液流速 ぞ1mllmin

検出器:FP-110Spectrofluorometer(日 本分光),Hg

ランプ,Ex:350nm,Em:440nm

なお,測 定はSRL(ス ペ シアル レファレンス ラポ

ラ トリー)に おいて実施 した。

EIA号HBK測 定用キット(第 一化学薬品製)を 使用

し,二 抗体法で行なった2)。すなわち予想試料中濃度に

従って血清の場合は2～201倍 に,尿 の場合は精製水で

2～40倍 に希釈した後 血 清と同様 に,そ れぞれBSA

0.1%を 含む0.01Mリ ン酸綬衝液を用いて希釈 し,そ

の0.1mlを 採 り,ア ルカリ性ボスファターゼで標識 し

たHBK溶 液(1μg/ml)0.1mlと 家 兎抗HBK血 清

0.1ml,お よびデキストランT-70を4%含 む0.01M

リン酸緩衝液で9倍 に希釈 した山 羊抗 家 兎IgG血 清

0.1mlを 加 えて,室 温(20～25℃)で30分 間 インキュ

ベーションした後,氷 冷 した精製水2mlを 加えて4℃,

3,000rpm,20分 間遠心分離 し上清液を除去 した。氷冷

した沈渣に冷基質(P-ニ トロフェニルリン酸 ・2ナ トリ

ウム)溶 液1mlを 加えて,37℃ で15分 間 インキュベ

ーションした。 氷冷下に0 .1NNaOH溶 液2mlを 加

え振とう撹伴し,反 応を停止させ,約20分 間室温に放

置 した。生成 したP-ニ トロフェノールの呈色の強度を

吸光波長405nmで 測定 した。

既知量を加えて試料 と同様に希釈 して作製 した標準曲

線から濃度を算出した。なお標準曲線は血清としての希

釈倍率が2倍,21倍,201倍 の3段 階のものを作製 し,

そ れぞれの試料の希釈倍率に合わせて使 用 した。 また

FOMを 含む試料については 既知 量 のHBKお よび

FOMを 含む血清あるいは尿を調製し,同 様に測定し,

いずれもFOMがHBK濃 度 の測定に影響のないこと

を確認 した。

5.薬 動力学的解析

静脈内注入時の血清中濃度はtwo-compatment open

modelに よ り,ま た筋注時のそれはone-compartment

open modelに よ り,GAUSS-NEWTON法 を用いたくり返

し最小二乗法により解析した。renal cloaranccは 投与

後8時 間までの尿中回収量を同時間までのAUC(血 清

中濃度一時間曲線下面積)で 除 して求めた。なお,こ の時

のAUCは 台形法により計算 した。

II.成 績

HBK血 清中濃度をA群 についてはTable2に,B群

についてはTable3に 示 した。B群 のFOMのbioas-

sayに よる血清中濃度はTable4に 示 した。HBK,

DKB,AMKのbioassayに よる血清中濃度はばらつき

が大ぎく精度が劣ったので,Fi畠1,2にHBKの 平均血

清中濃度のみを示 して他の測定法による成績 と比較 し,

3通 りの測定法によって得られたHBK血 清中濃度の相

関をFig.3に 示 した。

A群 の筋注例では前述の理由でHPLC測 定値が完全

に揃わなかったので平均血清中濃度による3通 りの測定

法の比較は静脈内注入例についてのみ行ない,EIA測 定

値 とHPLC測 定値はほぼ等 しい値となって一致 したが,

bioassay値 は全般に高目で,ピ ークでは1μg/ml高 値 と

なった。一方,B群 の2回 のHBK静 脈 内注入 時には

EIA測 定値は2回 ともほぼ等 しく,ま た,A群 の測定値

ともほぼ同等であったが,HPLC測 定値はEIA値 よ り
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Fig.1 Average serum levels of HBK in healthy
volunteers of group A after intramuscular
injection and 1-hour intravenous constant
infusion

も高 目で,特 に100mg単 独使用時にはピークで2ug/

ml以 上高値であった。またbioassay値 はやや低目なが

らEIA測 定値に近似であった。以上の結果静脈内注入

時のHBK血 清 中濃度についてはEIA測 定は3回 とも

安定 した測定値が得られ,HPLCはEIA値 と同等また

は高 目,bioassay値 はばらつきが最も大であった。これ

らの結果は3測 定法の相関関係にも反映 していた。

A群 の75mg,100mg筋 注,100mg,1時 間静脈内注

入時の平均血清中濃度を最も安定 した測定値が得られた

EIAで 比較すると筋注時のピークは30分 後で75mg筋

注時3.7μg/ml,100mg筋 注時4.9μg/mlで,用 量依存

性がみられた(Fig.1)6100mg,1時 間静脈内注入時の

ピークは6.6μg/mlで,同 量筋注時のピークより35%

高値を示 したが,β 相では筋注 とほぼ同様の推 移 を示

し,4時 間後には約1μg/ml,8時 間後には0.2ug/ml

Fig. 2 Average serum levels of HBK in healthy
volunteers of group B after 1-hour intra.
venous constant infusion of 100 mg alone
and combined with FOM (1g)

程度となった。

HBKと 同 じア ミノ糖抗生剤であるDKB,AMKの

100mg筋 注時の血清中濃度の比較はbioassayに よるこ

とを考慮すれば3剤 間に大きな差はないと考 え られ た

(Fig.4)。

B群 で実施 したHBKとFOM併 用時,な らびにそれ

ぞれの単独使用時の血清中濃度の比較では,両 剤とも併

用による血清中濃度への相互作用を認めず,単 独使用時

と同様な推移を示 した。

EIAで 測定 したA群,EIAとHPLCで 測定 したB群

のHBK尿 中回収をTable5,6,Fig.5,6に 示 し,bio-

assayも 含めた3通 りめ測定法の相 関 をFig.7に 示 し

た。尿中濃度のHPLC測 定値は血 清 中 濃 度とは逆に

Fig. 3 Correlation between serum levels of HBK by the EIA, the HPLC and the bioassay
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Table 5 Urinary levels and recovery rates of HBK after intramuscular injection
and 1-hour intravenous constant infusion

(1) HBK  75mg, i.m.

(2) HBK 100mg, i.m,

(3) HBK 100mg, 1-hour i.v. infusion
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Table 6 Urinary levels and recovery rates of HBK after 1-hour intravenous constant infusion of 100mg

(1) HBK 100mg, 1-hour i.v. infusion alone

(2) HBK 100mg, 1-hour i.v. infusion combined with FOM ( 1 g)
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Fig. 4 Average serum leyels of HIRE, DIC13 and
A MK after intramuscular injection of 100

Fig. 5 Average urinary recovery rates of HBK
healthy volunteers of group A after intra-
muscular injection and 1-hour intravenous
constant infusion

Fig. 6 Average urinary recovery rates of HBK in
healthy volunteers of group B after 1-hour
intravenous constant infusion of 100mg
alone and combined with FOM (1g)

EIA測 定値 より低 くぴbioassay値 もEIAよ り低 圏のこ

とが多かった。EIAで 測定 した8時 間後までのHBK冴

中回収率は74～94%で,FOMと 併用 した際にもこの

範囲内にあった。

bioassayで 測定したFOMの 尿中回収をTable1に

示 した。血清中濃度と同 じくFOMの 尿中回収はHBK

との併用の影響をうけず,FOM単 独使用時と同様な耕

泄を示した。

静脈内津入時には3通 りの測定法で,と筋注時にはbiひ

assayとEIA測 定値によるHBKの 平均血清中濃度につ

い て,静 脈 内 注 入時 に はtwo-compartment open mod-

el,筋 注 時 に はone-compartment open modelに よ り解

析 した 薬動 力学 的 パ ラ メー タ ー とFOM静 脈 内注 入 時

のパ ラ メー タ ーをTable8に 示 した。EIA測 定 時 の パ

ラ メー タ 駒 に よれ ばHBKのT1/2β,あ るい 破71/2

はお よそ1.5時 間,renalclearanceは90～100m1/min ,

body clearanceは109～120ml/minで ,腎 排 泄型 で

1あ った。FOMの 血 中濃 度 半 減期 もお よそ1 .5時 間 で,

こ の こ と はHBKとFOMを 併 用 した 場 合 の両 剤 の血

清 中 濃 度 比 が 常 に 一 定 で あ る こ とを 示 した。FOMの

renal clearanceお よびbodyclearanceは そ れ ぞ れ お

よそ.150m1/min,160m1/minで,腎 排 泄 型 で あ うた 。

III.考 察

抗 生 剤 の 体 液 内濃 度 測 定 はbioassayの ほ か に 近 年

radioimmun。assay(RIA) ,EIA,HPLCが 行 なわ れ る

零うになり,特 にアミノ糖抗生剤ほ 多 ラクタム剤に比

ぺてbioassayの 精度に問題があって,上 記の非生物学

的測定法の方が優れているといわれ,臨 床的kア ミノ糖

抗生剤を使用中の患者の血清中濃度のモニタリングにも

用いられている8,4)。

既 に著者の一人山作はmicronomicinの 体液内濃度測

定をHPLCで 行ない,妥 当性のある結果を得た5)ので,

今回のHBKの 血 清中,尿 中濃度はbioassayと ともに

EIA,さ らに途中か らHPLCを 加えて3通 りの測定法

による比較を行なった。その結果,bioassayに よる測定

値はHBKの 場倉にもばらつきが大きく,信 頼性に欠

け,HPLCはB群 の測定値がA群 に比較して高 く,EIA

では両群を通 じて最も安定した測定値が得られ,A群 の

使用量,使 用法を変えた試験でも妥当な用量依存性を示

し,最 も信頼できる成績が得られた。

そこで,薬 動力学的パラメーターもEIA測 定時のも

のを用いて75mgお よび100mgの 筋注とそれぞれ1/2

1,2時 間点滴静注時のHBK血 清中濃度のシミュレー

ション曲線を描き,Fig.8,9に 示 した。GMやTOB

使用時には最高血清中濃度が12μg/mlを 越えず,か つ,

次 回注射前め最低血清中濃度が2μg/ml以 下 であれば副
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Fig. 7 Correlation between urinary levels of HBK by the ETA, the HPLC and the bioassay

Table 7 Urinary levels and recovery rates of FOM after 1-hour intravenous constant infusion of lg

(1) FOM 1 g, 1-hour i.v. infusion alone

(Bioassay)

(2) FOM 1 g, 1-hour i.v. infusion combined with 1-1BK (100mg)

Bioaway)

Table 8 PharmacolFinetic parameters of HBK and FOM
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Fig. 8 Simulated serum levels of HBK at the
dose of 75 mg by the gLA, method

The parameters used for the simulations were k12=0.961 hr-1,
km= 1.79 he-1, kw= 0.764 hr-1, VI = 8.53 t for i.v. infusion (two-
compartment model ) and kel 0.350 hr-1, Vd = 1.74 / for i.tn.
(one-compartment model).

FigA Simulated serum levels of HBK at the dose

of 100mg by the EIA method

The parameters used for the simulations were 12,2=0.961 he-1,
1(21=1.79 hr-1, kw= 0.764 V,= 8.53/ for i.v. infusion (two-
compartment model)and kel= 0.350 hr-1, Vd= 1.741 for i.m.
(one-compartment model).

作用出現頻度が少なく,治 療効果を期待 し得る有効濃度

としては最高血清中濃度で4μg/ml以 上が求められてい

る6)が,動 物実験によるHBKの 腎毒性7)と聴器毒性6)は

DKBよ り低いので,上 記の血清中濃度の基準を適用す

ることは問題がない。 安全性に 関してはHBK100mg

を1/2時 間で点滴 しても最高血清中濃度は8μg/ml台 で

あり;有 効性に関 しては100mg使 用時の4通 りの使用

法の全てと75mg使 用時の1/2,1時 間 での点滴静注時

のシミュレーション曲線のピークが4μg/mlを 越 えた。

本試験の被検者8名 の平均体重は65.4kgで,100mg

および75mg使 用時の被検者の平均体重当り使用量は

それぞれ1.53mg/kgと1.17m宮/kgと な る。したがっ

てHBKを 臨床的に用いる際の最初の使用量は点滴静注

時には1回 量1.2～1.5mg/kg,筋 注時には1,5mg/kg

で泊療を開始して,使 用中に血清中濃度をモニタリング

して使用量を補正するのが適当と思われた。

アミノ糖抗生剤にFOMを 併用するとア ミノ糖 抗 生

剤の腎のlys。some中 へ の取 り込みが抑制され,腎 毒性

を予防する9～10)とい う報告があるが,ヒ トでの併用時の

両剤の血清中濃度に対する相互作用についての検索はさ

れていない。両剤の常用使用量を併用した今回の試験で

はHBKもFOMも 血 清中濃度,尿 中回収 ともそれぞれ

の翠独使用時と同一で,腎 毒性を予防する可能性 ととも

に,両 剤の血清中濃度比が常に一定であることから双方

に感受性菌の場合には併用効果 も期待 し得るものと思わ

れた。
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Two groups of healthy adult subjects consisting of 4-subjects each were treated with HBK by i. n.
route or by i. v. infusion route using rate constant infusion pump, and serum and urinary concen-
trations of HBK were determined by bioassay, EIA and HPLC methods. Among the three methods
used for determination of HBK concentrations in biological fluids, EIA gave the most stable and
reliable results. The results obtained by HPLC were sometimes similar to those obtained by EIA,
but it was often that HPLC gave higher values for serum concentration and lower values for urinary
concentration. On the other hand, results obtained by bioassay method showed scatterings, with low
reliability.

Following i. m. injection of 75 and 100 mg, the serum concentrations as determined by EIA reached
its peak of 3. 7 and 4. 9 /item!, respectively, at 30 min after the administration, showing dose depen-
dency. The peak concentration following i. v. infusion of 100 mg for 1 hr was 6.4 fig/ml, but from
2hr later the serum concentration became almost similar to that noted after i. m. injection. Changes
in the serum concentration 'following 1. m. injection of 100 mg HBK were similar to those observed
with i. m. injection of DKB or AMK at 'the same dose. The serum concentration observed after i.
v. infusion of HBK 100 mg and FOM 1 g simultaneously taking 1 hr was similar to that obtained
after administration of each drug alone.

The urinary recovery of HBK within 8 hr after administration as determined by EIA was 74 to
94% of the dose, being in this range when HBK was administered with FOM 1 g combinedly.

Analysis of results of EIA revealed T 1/2 values of mean serum concentration were 1. 55 hr for i.(v.
route and 1. 51 hr for 1. m. route, with mean distribution volume at mean serum concentration being
14. 6 and 15. 71, body clearance 108.9 and 120.1 ml/min and renal clearance 99. 5 and 90. 3 ml/min,
respectively.


