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新 しいキステル型経 口用 セ フェム剤,T-2588の 体液内濃度測定法

才 川 勇 ・保 田 隆 ・渡 辺 泰 雄 ・南 新 三 郎

林 敏 雄 ・熊 野 克 彦 ・高 橋 礼 子

富山化学工業株式会社綜合研究所

新経 口用セ フェム剤T-2588の 体液 内濃度測定法について検討 した。

本剤の体液中濃度は親化合物 であ るT-2525と して測定 し,検 定菌 と してklebsiella pneumoniae

ATCC 10031,測 定用培地 として独 自に調製 した培地(ポ リペ プ トン10g,肉 エキス5g,ブ ドウ糖

1.5g,寒 天15g,蒸 留水1L,pH6.5～6.6)を 用い るのが好 ま しく,ベ ーバーデ ィス ク法お よび

カップ法 のいずれで も測定可能であ った。

ヒ ト血清中濃度測定にはブール ヒ ト血清または コンセーラで,尿 中お よび胆汁中濃度 の測定には

1/15Mリ ン酸塩緩衝液(pH6.0ま たは7.0)で 作製 した標準液 を用 いるのが望 ましい。

Bioassay法 で求めた血清中濃度 はHPLC法 の結果 と良 く一致 した。 また,各 種の体 液 試 料 は

-20℃ に凍結 保存すれば少な くとも30日 間 は安定 であ った
。

T-2588は 富 山 化 学 工 業(株)綜 合 研 究所 で 開発 さ れ

た エ ス テル 型経 口用 セ フ ェム剤 で,従 来 の経 口剤 に比 ベ

幅 広 い抗 菌 スベ ク トラム と強 い抗 菌 力 を 有 し て い る1)。

T-2588は 経 口投 与 に よ り腸管 か ら吸 収 され,酵 素 的 に

加 水 分解 を 受 け て抗 菌 活 性 を示 す親 化 合 物T-2525と な

り,体 内に 移 行 す る2)。 今 回 著 者 らはT-2525のbioassay

法 に よる体 液 内 濃度 測 定 法 に つ い て検 討 を 加 え,標 準的

な測 定法 を 設 定 す る と と もに,体 液 中 で の安 定 性 に つ い

て も検討 した の でそ の成 績 を 報 告 す る。

I. 実 験 材 料 お よび 方法

1) 使 用 薬剤

T-2525な らび にT-2525Aは 富 山 化 学工 業(株)綜 合

研 究所 で合成 され た も のを 使 用 した。 これ ら化 合物 な ら

び にT-2588の 構 造 式 をFig.1に 示 す。

2) 試 験 菌

Klebsiella Pneumoniae ATCC 10031, Escherichia

coli NIHJ, Proteus mirabilis ATCC 21100お よびMi-

crococcus luteus ATCC 9341を 用 い た。

3) 測 定 用 培地

市 販培 地 のheart infusion agar(HIA,栄 研),brain

heart infusion agar (BHIA,栄 研),tryptosoy agar(T

SA,栄 研),nutrient agar(NA,栄 研)な らび に独 自に

調 製 し たKlebsieUa用 培 地(KA培 地:ポ リペ プ トン

(大 五 栄 養)10g,肉 エ キ ス(Difco)5g,ブ ドウ糖(和

光)1.5g,寒 天(栄 研)15g,蒸 留 水1L,pH6.5～

6.6),Proteus用 培 地(ポ リペ プ トン5g,肉 エ キ ス1.5

g,酵 母 エ キ ス(Difco)1.5g,NaCl(和 光)3.5g,ブ

ドウ糖1g,K2HPO4(和 光)3.68g,KH2PO4(和 光)

1.32g,寒 天15g,蒸 留 水1L,pH7.0～7.1),お よび

Micrococcus用 培 地(ポ リベ プ トン6g,酵 母 エ キ ス3

g,肉 エ キ ス1.5g,寒 天15g,蒸 留 水1L,PH6.5～

6.6)を 用 い た。

4) 試 験 菌 液 の 調整 法 お よび 測 定 培 地 へ の接 種

K.pneumoniae, E.coli, P.mirabilisの 場 合,heart

infusion broth (HIB,栄 研)で37℃18時 間 培 養 し

Fig. 1 Chemical structure of T-2588, T-2525 

and T-2525 A
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た ものを 各測定用培地に1%に な るように 接種 した。
ぐが

M.luteusの 場 合,cefeperazone濃 度 測定 法 に 準 拠 し

た3)。

5) 濃 度測 定 法

薄層 ペ ーパ ーデ ィス ク法 お よび 二 層 カ ヅブ法 を 用 い

た 。薄層 法 の場 合,試 験 菌 を接 種 した測 定 用 培地7mlを

径90mmの シ ャ ー レに流 し込 み,水 平 固化 させ,37℃,

18～24時 間 培 養 した。二 層 法 の 場 合 は,基 層 に10ml,種

層 に4mlを 流 し込 み,水 平 固 化 させ た も のを 使 用 した 。

なお,ベ ー バ ー デ ィス ク法 にお い て は ベー パ ーデ ィス ク

をは り付 け た後5℃,1時 間 の予 備拡 散 を行 な った。

6) T-2525お よび 体液 の希 釈 液

1/15Mリ ン酸 塩緩 衝 液(pH6.0,7-0,8.0),ウ サ ギ

血 清,ブ ール ヒ ト血 清 お よび コ ンセ ー ラ(日 水 製 薬)を

用 い た。

7) 高速 液 体 ク ロマ トグラ フ ィー(HPLC)

島 津LC-3A型 高速 液 体 クPマ トグラ フで 行 な った。

即 ち,固 定相 と してNucleosi1 10C18 (Nage1,4mmφ

×300mm),移 動 相 と してCH8CN: 1MCH, COOH:

1MCH8COONa: H2O(120:2:20:858)を 用 い,室

温下254nmの 検 出波 長 で測 定 した。 な お,血 清 は等 量

のCH8OHを 加 え 遠 心(1,200g×10min)に て除 蛋 白

し,そ の上 清 を注 入 サ ン プル と した。

8) 各 種 体 液 中 で のT-2525の 安定 性

T-2525を1/15Mリ ン酸 塩 緩 衝 液(pH6.0お よび

7.0),ヒ ト尿(pH5.9),ウ サ ギ胆 汁(胆 汁濃 度 は100%

(pH8.7)お よび10%(pH6.4))お よび ブー ル ヒ ト血

清(pH7.2)に 溶 解 した後,-20℃,5℃,25℃ の条 件

下 で保 存 し,そ の 残存 活 性 を経 時 的 にbioassay法 で測

定 した 。濃 度 は プ ール ヒ ト血 清 で は12.5μg/mlそ の他

は125μg/mlに 調 整 した。 な お,ウ サ ギ胆 汁 の10%溶

液 は ウサ ギ胆 汁 を1/15Mリ ン酸 塩緩 衝 液(pH6.0)で

希 釈 した。

9) 薬 剤 感 受 性 試験 法

日本 化 学療 法 学 会MIC測 定 標 準法 に 従 って 行 な っ

た4)。

II. 結果 お よび 考 察

1) 検 定菌 の選 定

K.pneumoniae ATCC 10031, E.coli NIHJ, P.mi-

rabilis ATCC 21100お よびM.luteus ATCC 9341を 用

い,T-2525濃 度 と阻 止 円径 の関 係 に つ い て検 討 した。

そ の結 果 をFig.2に 示 す。K.pneumoniae ATCC 10031

お よびM.luteus ATCC 9341で は,検 量 線 の傾 きは 大 き

く,か つ 阻 止 円 も鮮 明 であ った。一 方,E.coli NIHJお よ

びP.mirabitis ATCC 21100で は 前2株 に くらべ て検 量

線 の傾 きは小 さ く,阻 止 円 も不 鮮 明 で あ った。検 出感 度 は

Fig. 2 Comparison of standard curves of T-2525 

using various test organisms

M. luteus ATCC 9341が 最 も劣 り,次 い でK.pneumo-

niae ATCC 10031, E.coti NIHJで,P.mirabilis ATCC

21100が 最 も良好 であ った。 デ ー タ ーは 示 さな いがP.

mirabilis ATCC 21100で は 薄層 ベ ー パ ー デ ィス ク法 で

0.02μglmlま で検 出 可能 で あ った。

検 量 線 の傾 き,検 出惑 度 な らび に 阻 止 円 の 鮮 明 さ か

ら,検 定 菌 と してK.Pneumoniae ATCC 10031が 望 ま

しい よ うに思 わ れ る。

2) 培 地 の 選 定

K.Pnemmoniae ATCC 10031を 検 定 菌 とす る薄層 ペ ー

パ ーデ ィス ク法 で 独 自に 調製 したKlebSieUa用 培地(K

A培 地)お よ び市 販 培 地 のHIA, TSA, BHIA, NAを

Fig. 3 Standard curves of T-2525 on various 

assay media using K. pneurnoniae 

ATCC 10031
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Fig. 4 Standard curves of T-2525 in different 

methods

測定用培地 として用 い,T-2525濃 度 と阻止円径 の関係

について検討 した(Fig.3)。KA培 地 では検量線の傾 き

が大 きく,阻 止円 も鮮 明であったが,市 販培地 ではいず

れも検量線 の傾 きはKA培 地に比べ て小さ く,阻 止円

の鮮明さも劣 っていた。

3) 測定法の比較

検定菌 としてK.pneumoniae ATCC 10031を 用い,ペ

ーバーデ ィス ク法 と カップ法の 比較を 行な った(Fig .

4)。薄層ペーバーデ ィス ク法 および二層 カップ法 の結果

を比較する と,検 量線の傾 き,阻 止円径の大 きさおよび

阻止 円の鮮明さに大 きな差は認め られなか った。

以上,検 定菌,測 定用培地 お よび測定法の検討結果か

ら,以 後 の検討は検定菌 としてK.pneumniae ATCC

10031を,測 定用培地 と して独 自に調製 したKA培 地 を

用いる薄層ペーパーディスク法で行なった。

4) 希釈液 の検討

希釈液pHの 影響:pH6.0, 7.0お よび8.0の1/15

Mリ ン酸塩緩衝液 で標準液 を作製 し,希 釈液pHの 影

響を検討 した。Fig.5に 示す よ うに希釈液pHの 影響は

ほ とんど認め られなかった。T-2525はpH3.0～7.0で

安定5)であるこ とか ら標準液はpH6.0あ るいはpH7.0

の1/15Mリ ン酸塩緩衝液 で作製す ることが望ま しい。

血清 の影響:プ ール ヒ ト血清お よび代用血清 として コ

ンセーラを用いて検量線 を作成 し,1/15Mリ ン酸塩緩

衝液(pH7.0)で 作成 した検量 線 と比較 した(Fig.6)。

ヒト血 清の阻止円径は,同 一濃 度の1/15Mリ ン酸塩緩

衝液(pH7.0)の 阻止円径 よ り小さ く,同 一阻止円径 を

Fig. 5 Standard curves of T-2525 on various pH 
of 1/15 M phosphate buffer as diluent

Fig. 6 Standard curves of T-2525 using 1/15 M 

phosphate buffer (pH 7. 0), human se-
rum, and consera as diluent

得るには約4倍 の濃度 を必要 と した。 これ はT-2525の

ヒ ト血 清蛋 白結合率(74.6%)6)に 基 づ くものと 考え ら

れる。

代用血 清と して コンセーラを用いた場 合,ヒ ト血清 で

作成 した検量線 にほぼ一 致 した｡し か しながら,図 には

示 さないがMoni-Trol Iで 作成 した検量線 はLotに よ

って1/15Mリ ン酸塩綬衝液 に近接す ることがあるので

T-2525濃 度測定 には不適 と思われ る。

5) T-2525の 検量線に及ぼすT-2525Aの 影響
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Table 1 Susceptibility of the test organisms to T-2525 

and T-2525A

MICs were determined by agar dilution method

Fig. 7 Effect of T-2525 A on standard curve 

of T-2525

T-2588を 経 口投与 した動物の 尿中 にわずか ではあ る

が代謝物であるT-2525Aが 認め られてい る7)。T-2525

AはTable1に 示す ように微弱であ るが抗菌活性を示

す ことか ら,T-2525の 体液中濃度測定をbioassay法 で

行 な う場合なんらかの影響を及ぼす こ とが予想 された。

そ こでT-2525検 量線 作成 のための標準液にT-2525A

を5%お よび10%に なるよ うに添加 し,検 量線へ の影

響を検討 した。Fig.7に 示すよ うにT-2525Aを10%

添加 して もK.pnemnoniae ATCC 10031を 検定菌 とす

る検量線 にはほ とん ど影響がみ られ なか った。

6) BioassayとHPLCに よる測定値 の比較

ウサギにT-2525の50mg/kg静 脈内投与 した時 の血

中濃度 をbioassay法 とHPLC法 で測定 した。 そ の結

果,両 法 で測定 した値 は良 く一 致 していた(Fig8)。

Fig. 8 Comparison of individual bioassay and 
HPLC values for T-2525 concentration 
in serum of rabbits after 50 mg/kg 
i, v. administration

7) T-2525の 各種体液中 での安定性

Table2に 示 す ようにウサギ100%胆 汁を除 くいずれ

の体液 お よび リン酸塩緩衝液 中においても5℃,-20℃

では比較的高 い安定性を示 し,特 に-20℃ 保存下 では

少 なくとも30日 間は安 定であった。100%胆 汁中での

安定性は各条 件下 ともに他の 体液 中に 比ぺ 劣 って いた

が,リ ン酸塩緩衝液 で10倍 以上 に希釈 した場合 リン酸

塩緩衝液中 と類似 した安定性を有 していた。

III. ま と め

以上の検討結果 からbioassay法 に よる標準的な測定

法 を以下の ように設定 した。

T-2588体 液内濃 度測定法

1) 方法

ペーパーディスク法またはカ ップ法のいずれ も測定可

能 である。

2) 試験菌株

Klebsiella pneumoniae ATCC 10031を 用 いる。ただ し

低濃度の場合,P.mirabflis ATCC 21100を 用 いてもか

まわない。

3) 測定用培地

独 自に調製 したKlebsiella用 培地(ポ リベ プ トン10

g,肉 エキス59,ブ ドウ糖1.5g,寒 天15島 蒸留水

1L, pH6.5～6.6)を 用い る。

4) 接種菌液お よび接 種菌量

Heart infusion brothで37℃,18時 間培養 した菌液
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Table 2 Stability of T-2525 in body fluids under various conditions

Concentration of T-2525: 125ƒÊg/ml *12.5ƒÊg/ml

を測 定 用 培地 に1%加 え る。

5) 検 体 の希 釈 液

血 清 試料 の希 釈 に は血 清 あ る いは コ ンセ ー ラを用 い,

尿 ・胆 汁試 料 の希 釈 に は1/15Mリ ン酸 塩 緩 衝 液(pH

6.0あ るい は7.0)を 用 い る。

6) 検量 線 の作 成

標 準 液 はT-2525を 用 い て 作製 し,血 清 試料 の測 定 に

は プ ール血 清 また は コ ンセ ー ラで,尿 お よび胆 汁 中 濃 度

の測 定 に は1/15Mリ ン酸 塩 緩 衝 液(pH6.0あ るい は

7.0)で 検 量 線 を 作成 す る。

7) 培 養条 件

37℃,18～20時 間。
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MICROBIOLOGICAL ASSAY METHOD FOR T-2588 

CONCENTRATION IN BODY FLUIDS 

ISAMU SAIKAWA, TAKASHI YASUDA, YASUO WATANABE, SHINZABUROU MINAMI, 

TOSHIO HAYASHI, KATSUHIKO KUMANO and REIKO TAKAHASHI 

Research Laboratory of Toyama Chemical Co., Ltd.

A microbiological assay method for quantitative determination of T-2588 in body fluids was investi-

gated. 

T-2588 concentration in the body fluids was determined as the concentration of T-2525, a parent 

compound of T-2588. The suitable condition for assay was paper disc method or cylinder method 

using Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 as the test organism in the originally prepared medium which 

consisted of 10 g of polypeptone, 5 g of beef extract, 1.5 g of glucose, 15 g of agar, and 1, 000 ml of 

distilled water and whose pH was adjusted to 6. 5 to 6. 6. 

For the quantitative determination of T-2525 concentration in human serum, pooled human serum 

and consera were suitable for the use as the diluent of the standard solution of T-2525. For the 

quantitative determination of T-2525 in urine and bile, 1/15 M phosphate buffer (pH 6.0 or 7.0) was 

suitable. 

The concentrations of T-2525 in the serum obtained by the bioassay method were well in agreement 

with those obtained by the high pressure liquid chromatography. 

T-2525 in body fluids was stable at -20•Ž for at least 30 days.


