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BRL 28500(Clavulanic Acid-Ticarcillin)のHPLC

分析な らび に ヒ トにおけ る薬物速度論的考察

中 川 照 眞 ・渋 川 明 正 ・土 屋 陽 子 ・田 中 久
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BRL 28500投 与後 の ヒ ト血 中 お よび 尿 中 の ク ラブ ラ ン酸 お よび チ カ ル シ リンの 高速 液 体 ク ロマ ト

グラフ ィー(HPLC)に よ る分 離 分 析 法 を 開発 した。 固 定 相 はODS,移 動 相 はtetrabutylammo・

nium塩 を含む リン酸 緩 衝 液-メ タ ノー ル で、 検 出 は チ カ ル シ リン に つ い て はUV-230nm ,ク ラ

ブラ ン醗 につ い ては 溶 離液 にNaOH溶 液 をon-1ineで 混 合 し,ア ル カ リ分 解 後,生 成 物 をUV-

270nmで 検出 した 。BRL 28500(チ カル シ リン3.0g,ク ラ ブ ラ ン酸0 .2g)を 健 常成 人 男 子5人

に,1時 間点 滴静 注 し,時 間 計 画 に 従 って採 血 お よび採 尿 し,上 記HPLC法 を 用 い て 未 変 化 の チ

カル シ リンお よび ク ラブ ラ ン酸 を定 量 した 。 得 られ た血 中濃 度 一 時 間 曲線 お よび 尿 中排 泄量-時 間

曲線 をモ ー メ ン ト解 析 した 結果,チ カ ル シ リ ンで は,AUC(曲 線 下 面 積)411±43(μg・h ,ml-1),

VSS(分 布容 量)9.4±1.6(L),MRT bolus(one-shot静 注 に対 応 す る平 均 体 内 滞 留時 間)1 .27±

0.11(h),CLT(総 ク リア ラ ンス)7.37±0 .79(L.h-1),CLR(腎 ク リア ラ ンス)6.10±0.65(L・h-1),

A∞/D(尿 中排泄 率)83.0±3.37(%)で あ った 。 また ,ク ラ ブ ラ ン酸 につ い ては,AUC14.0±1.5

(単位同上),VSS 16.6±1.5,MRTbolus1.15±0.1,CLT14.5±1 .6,CLR6.56±0.35,A∞/D

45.8±5.0で あ った。 これ らの結 果 は,チ カ ル シ リ ンお よび ク ラブ ラ ン酸 を そ れ ぞ れ単 独 投 与 した

場合 の結果 とほ ぼ一 致 した 。

クラブラ ン酸(CVA)は 広 範 な β-lactamase阻 害 活

性を有す る の で,チ カル シ リン(TIPC)不 活 性 化菌 に

対しても有効 であ る。 した が って,TIPCとCVAの 配

合に より強力 な相乗 作用 と同時 にTIPCの 抗 菌 ス ペ ク

トルの拡大が期 待 され る。

本研究では,ま ず 高 速液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

(HPLC)を 用 い る血 液 お よび 尿 中 のTIPCとCVAの

分離分析法を開発 し,次 に そ の 方 法 を 用 い て
,BRL

28500投 与後の ヒ ト血 液 お よ び 尿 中 の 両 薬 物 量 を測 定

し,そ の結 果を モー メ ン ト解 析 す る こと に よ り
,薬 物 速

度論的考察 を行 った。

I.材 料 と 方 法

1.薬 物お よび試 薬

クラブラン酸,チ カ ル シ リンお よびBRL 28500は ビ

ーチャム薬品株式 会社 か ら提 供 され た も
の を 使 用 した。

その他の試薬類 は市販 特級 また は 一級 品 を そ の ま ま用 い

た。HPLCの 移 動相 溶媒 と して用 い た メタ ノ ー ル お よび

水は,ガ ラス製 器具 を用 い て蒸 留後
,0.45μmの ミク ロ

フィルターを用 いて 濾過 した もの を使 用 した
。

2.薬 物投与 と試料 調 整

22～45歳 の健康成 人 男子5人(56 ～78kg ,平 均60kg)

に対 し,各BRL285003.29(TIPC3.09+CVA 0.2

g)を,生 理 食 塩 水500m1に 溶 解 し前 腕 部 に1時 間 点

滴 静 注 した。 各 被 験 者 の肝 お よび 腎 機 能 は正 常 で,実 験

中 他剤 の投 与 は受 け な か った。 投 与 開 始直 前(t=0)お

よび投 与 開始 後1/2,1,2,4,6,8時 間 後 に 反 対 側 前

腕 部 よ り採 血 し,直 ち に血 漿 を 分 離 し,少 量 の ドラ イ ア

イ ス を加 え て凍 結 し,密 栓 保 存 した 。 また,投 与 開 始 直

前 お よび 投 与 開 始 後1/2,1.5,3,5,7,9時 間 後 に 採 尿

し,尿 量 を 測 定 後,0.45μmの ミク ロフ ィル ター で 濾過

し,凍 結 保 存 した 。 これ らの試 料 は6時 間 以 内 に 分 析 に

供 した 。

3.HPLC分 析

チ カル シ リ ン:血 漿 試 料0.5m1(ま た は 尿 試 料1.0

m1)に0.5ml(ま た は1m1)の ア セ トニ トリル を加 え

て1分 間vortexmixerで 撹 拝 後,3,600r.p.m.で7

分 間遠 心 分離 し,上 澄10～80μ1を 正 確 にHPLCに 注

入 したoHPLC測 定 条 件 は,固 定 相 と し てDevelosil

ODS-10(4.6mmi.d.×15cm)を,移 動 相 と し て0 .1

MNa2HPO4/0.1M NaH2PO4/CH30Hの3/3/4(V/V)

混 合 液 に,tctrabutylammonium hydrosulfateを45m

M・L-1と な る よ うに溶 解 した 溶 液(pH3 .5)を,流 量
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1.5mi・min-1で 使 用 した 。 カ ラ ム 温 度 は40℃ 、検 出

はUV-230nmで 行 っ た。 定 量 限 界 は,0.6μg・ml-1

(血 清),回 収 率 は94%(血 漿),98%(尿)で あ った 。

ク ラブ ラ ン酸:血 漿 試 料0.2mlを ア ミコ ン限 外 濾 過

膜(YMT membrane)を 用 い て1,5009で10分 間 限

外 濾過 し,濾 液20～40μlを 正 確 にHPLCに 注 入 した 。

HPLC条 件 は,固 定 相 と してZorbax ODS-7(4.6mm

i.d.×15cm)を 移 動 相 と し て5mM tetrabutylam-

monium bromideを 含 む5mMNa2HPO4と5mM

NaH2PO4/CH30Hの2.7/1(V/V)混 合 液 を 流 量0.8

ml・min一1で 使 用 した 。溶 離 液 にT字 管 を通 し て1N-

NaOHを0.2ml.min-1で 混 合 し,0.5mmi.d.xlm

の テ フ ロ ン管 中 で ア ル カ リ分 解 を 行 い,生 成 物 をUV-

270nmで 検 出 した 。 ま た,尿 試 料 で は,そ の1m1に 蒸

留 水 を 加 え て10倍 希 釈 し,ED-13(Shodex)を 用 い て

濾 過 後,濾 液20～40μlをHPLCに 注 入 し た。HPLC

条 件 は,固 定 相 と してDevelosii ODS-5(4.6mmi.d-

×15cm)を,移 動 相 と して5mMtetrabutylammonium

bromideを 含 む1mMNa2HPO4と1mMNaH2PO4/

CH30Hの2.5/1(V/V)混 合 液 を,流 量0.8m1・min-1

で使 用 した 。検 出 は上 記 の血 漿 試 料 の場 合 と同様 に,ポ

ス トカ ラ ム アル カ リ分 解 法 に よ り270nmで 行 った 。 定

量 限 界 は0.025μg・m-1(血 漿),回 収 率 は99%(血 漿)

で あ っ た。 な お,検 量 線 用 標 準 溶 液 は,投 与 前 の血 漿 ま

た は 尿 に,既 知量 のTIPCま た はCVAを 溶 解 す るこ と

に よ り調整 した。 得 られ た 絶 対 検量 線 は いず れ も相 関 係

数0.99以 上 の良 好 な 直 線 性 を示 した。

II.成 績

1.TIPCお よびCVAのHPLC分 析

Fig.1に 血 漿 お よび 尿 中 のTIPCの 分離 を示 した 。 ま

た,Fig.2に 血漿 お よび 尿 中 のCVAの 分離 の ク ロ マ ト

グ ラ ムを示 した 。 い ず れ も,常 血 漿 お よび 常 尿 の 成 分 か

らの 妨 害 を 受 け る こ とな く良 好 に 分 離 さ れ,6～8分 以

内 に 溶 出 を完 了 した 。 本 法 に よる定 量 下 限 は,血 漿 中 の

TIPCで,0.6μg/mi,CVAで0.025μg/miで あ っ た。

2.BRL28500の 薬物 速 度 論

Table 1,2にBRL28500投 与後 の各 被 験 者 のTIPC

の 血 漿 濃 度,尿 中累 積 排 泄 量 を それ ぞれ 示 し た 。TIPC

の 血 漿 中 濃 度 は点 滴 静 注 中 の0.5時 間 で は83.5～223

μ9/mlと か な りの パ ラツ キが 見 ら れ た が,点 滴 終 了 時

では 平 均219μg/ml(200～240)と,各 例 と も ほ ぼ 同

等 の 濃 度 に な ったo7時 間 後 に は 平均123μg/ml(0.67

～1.9)に 低 下 した(Table 1)。 ま た,尿 中 には 点 滴 終

了 後8時 間 ま で に平 均2480mg(2360～2600)が 排泄

され た(Table 2)。

Table 3,4にBRL 28500投 与 後 の 各被 験 者 のCVA

の血 漿 濃 度,尿 中 累 積排 泄 量を そ れ ぞ れ 示 した。CVA

の 血 漿 中濃 度 は,点 滴 静 注 中 の0.5時 間 ではao2～10.

46μg/mlと 大 きな 個 体差 が 認 め られ た が 、 点滴終了時

で は平 均8.46μg/ml(7.59～9.1)と 各 被験 者ともほぼ

同 等 の 濃 度 を 示 し た 。7時 間 後 に は 平 均0.06μg/ml

(0.04～0.08)に 低 下 した(Table 3)。 一方,尿 中には,

点 滴 終 了後8時 間 以 内 に 平 均91.3mg(78～102)の

CVAが 未 変 化体 と して 排泄 され た(Table 4)。

Fig. 1 HPLC separation of TIPC in (a) human

plasma and (b) human urine following
intravenous infusion of BRL 28500

(A)PLASMA (B) URINE

Fig. 2 HPLC separation of CVA in (a) human

plasma and (b) human urine following
intravenous infusion of BRL 28500

(A)PLASMA (B) URINE
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Table 1 Plasma concentration of TIPC (mg/ml) following intravenous infusion of
BRL28500 3.2g(TIPC 3g and CVA 0.2g)

Table 2 Urinary excretion of TIPC (mg) following intravenous infusion of

BRL28500 3.2g (TIPC 3g and CVA 0.2g)

Table 3 Plasma concentration (pg/m1) of CVA following intravenous infusion of

BRL28500 3.2g (TIPC 3g and CVA 0.2g)
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Table 4 Urinary excretion of CVA(mg) following intravenous infusion of
BRL28500 3.2g (TIPC 3g and CVA 0.20

Table 5 In vivo characteristics of TIPC following intravenous infusion of BRL 28500

(TIPC 3.0g, CVA 0.2g)

Table 6 In vivo characteristics of CVA following intravenous infusion of BRL 28500
(TIPC 3.0g. CVA 0.2g)
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これらのデ ータか ら得 られ た 薬物 速 度論 的 パ ラ メ ー タ

_をTable 5,6に 示 した。Table 5,6で,Tは 点 滴

蒔間,AUCは 血漿 中薬 物濃 度 一 時 間 曲線 の 曲線 下 面 積 ・

MRTinfは 点 滴静 注時 の薬 物 の平 均 滞 留 時 間,VRT

は滞留時間の分散,MRTbolusは 点 滴 静 注 時 の 中 間 時

点(T/2)で 薬物 をone-shot静 注 した と考 え た 時 の 滞

留時間(MRTinf-T/2),Vssはsteady-stateで の 分

布容量(投 与量(D)×MRT/AUC)・CLTは 総 ク リア ラ

ンス(D/AUC),CLRは 腎 ク リア ラ ンス(A∞/AUC),A∞

は無限時間 におけ る尿中 総排 泄 量 で あ る。TIPCのAUC

は平均411μg・h/mlで,MRTbolusは1.27時 間 で

あった。ただ し,5名 の 被験 者 の 間 でTに パ ラ ツキ が あ

ったので,MRTinfで な くMRTbolusを 用 い て 平

均滞留時間 を評 価 した 。 また,投 与 量(TIPC39)の

80%以 上が尿 中に排泄 された(Table 5)。 一 方,同 時 に

投与されたCVAに つ いて は,AUCは14.0土1.5μg・

h/m1,MRTbolusは1.15時 間 で あ った 。 また,尿 中

総排泄量は,投 与量(CVA 200mg)の50%以 下 であ

った(Table 6)。

III.考 察

1.モ ーメ ン ト解析

薬物速度論 におけ るデ ー タ解 析 法 と して,コ ンパ ー ト

メントモデルを用 い る方法 や モ ー メ ン ト解 析 法 が 用 い ら

れ る。前者は,実 測 された 血 中濃 度 時 間 曲線 や 尿 中 排 泄

量時間曲線を,適 当 なモ デ ルに 当 て は め て,最 小 二 乗 法

によりモデル に含まれ るパ ラ メー タ ー の最 適 値 を求 め る

方法であるか ら,得 られ る情 報 は モ デ ル に依 存 す る。 一

方,モ ーメン ト解 析法 は,上 記 の 曲線 を統 計 分 布 曲 線 と

して取扱い,そ の統 計 積 率(モ ー メ ン ト)か ら,直 接 数

値計算に よ り薬物速 度 論的 情 報 を得 る方 法 で あ り,モ デ

ルに依存 しない。 モ ー メ ン ト解 析 法 で は,血 中 濃 度 時 間

曲線(Cp)に 対 して,

が定義される。ただ し,AUCは 曲 線下 面 積,MRTは 平

均体内滞留時 間で あ る。 これ らの量 を用 い て,

MRTbolus=MRT inf-T/2

ただ し,MRT bolusはone-shot静 注時 の平 均 体 内 滞

留時間,MRTinfはT時 間 点 滴 静 注 時 の平 均 体 内 留 滞

時間

Vss=D・MRT bolus/AUC

ただ し,Vssはsteady-stateで の 分 布 容 量 ,Dは 投 与 量

CLT=D/AUC,CLR=A∞/AUC

ただ し,CLTは 総 ク リア ラ ンス、CLRは 腎 ク リア ラ ン

ス・A∞ は尿 中総 排泄 量

A∞/D=CLR/CLT

ただ し,A∞/Dは 尿中排泄率

などの量が算 出され る。詳細 は既報 の方 法を参照 された

い1～3)。

aTIPCお よびCVAのHPLC分 析

TIPCは,分 子 内に2個 のカルボ ン酸 を持っているの

で,カ チ オン性 のイ オン対試 薬であるtetrabutylammo-

ium塩 を用いて,移 動相のpHを リン酸緩衝液で 弱 酸

性(pH3.5)に する ことに よ り常血漿お よ び 常 尿 成 分

よ り良好 に分離 され,シ ャープな ピー クとして観 測され

た 。一方,CVAの 投与量は,TIPCの1/15で あ り,

CVA自 身HPLC検 出に適 したUV吸 収を もた ない の

で,前 報 で報 告 したCVAの 定量法4)(尿 中のCVAの

定量下限,5μg/ml)で は,血 漿 中 のCVAの 定量は

行なえなか った。CVAの アルカ リ分解について検討 し

た ところ,メ タノールを含む溶媒中で,吸 収極大を270

nmに もつ物質を生成する ことが分か った。そ こで,こ

の反応をポス トカラム反応 として用い るCVAの 高感度

HPLC分 析法を開発 した。 詳 しくは,前 報 を 参 照 され

たい5)。

3.BRL28500の 薬物速 度論

CVAと 同時投与 したTIPCの 薬物速 度論的パ ラメー

ター(CLT,MRT boius,Vss,CLR)を,TIPCを 単独

投与 した場合 の文献値6～k1)と比較 した ところ,危 険 率5

%で 有意 の差は認め られなか った。 また,TIPCと 同時

投与 した場合のCVAの 上 記のパ ラメー ター を 同様 に

CVA単 独投与の場 合の文献値12)と 比較 した ところ,ほ

ぼ一致 した値を示 した。 これ ら の こ とか ら,TIPCと

CVAの 同時投与に起因する 薬物速度論的相互作用 は認

め られない と結論で きた。

TIPCとCVAの 平均血漿 濃 度 の 比 は,点 滴終了時

(投与開始1時 間後)で,TIPC219μg/ml,CVA8.52

μg/mlで25.7:1,6時 間 後 で,TIPC5.64μg/ml,

CVAO.19μg/mIで297:1と いずれ も投与時の比率

15:1(TIPC:CVA)よ り大 きか った。TIPCお よび

CVAのMRT bolusは,l27お よび1.15時 間(one

compartment open modelを 仮定す ると,半 減 期 は,

TIPCで53分,CVAで48分)と ほ ぼ同等 の値を示

した 。 これ らの結果か らTIPCとCVAの 血 中濃度の

推 移は,ほ ぼ相 似的 であ ると結論 された。一方,BENNET

ら13)は,TIPC(39)お よびCVA(200mg)を 静脈内投

与 した場 合の半 減 期 は,TIPCで,66分,CVAで,91

分であ り,ま た,CVAで は,個 体間のぱ らつ きがみ ら

れた と報 告してい る。 しか しなが ら,我 々の方法に よる

CVAの 定量値は,再 現 もよく,ま た個体間 のば らつ き

も少ない こ とか ら,TIPCとCVAの 血 中濃度の推移は

相似的であ り,配 合剤 としての臨床効果が十 分期待 され
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る もの と思 わ れ る。

TIPCの 平均 尿 中総 排 泄 は,投 与 量 の83.0%で あ り,

CVAの それ は,45.8%で あ り,BENNETら13)の 値 とほ

ぼ 一 致 した 。CVAの 尿 中 回 収 率 は,TIPCの それ の約

1/2で あ る こ とか ら,CVAは 尿 排 泄 以 外 の 消 失(代 謝 お

よび 他 経 路 か ら の排 泄)が 著 しい も の と思 わ れ る。
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HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHIC ASSAY

AND PHARMACOKINETIC INVESTIGATION OF BRL 28500

(CLAVULANIC ACID-TICARCILLIN) IN MAN

TERUMICHI NAKAGAWA, AKIMASA SHIBUKAWA, YOKO TSUCHIYA and HISASHI TANAKA
Faculty of Pharmaceutical Sciences, Kyoto University

JUN HAGINAKA
Faculty of Pharmaceutical Sciences, Mukogawa Women's University

High-performance liquid chromatographic (HPLC) methods have been developed for the determina-

tion of clavulanic acid and ticarcillin in human plasma and urine. Clavulanic acid was separated

from the ordinary components of plasma and urine on a C18 column using an effluent containing

methanol as an organic modifier. The effluent was subjected to postcolumn alkaline degradation in

0.5 M sodium hydroxide solution and the degradation product(s) were detected at 270 nm. Ticarcillin

was separated from the ordinary components of plasma and urine on a C18 column using tetrabutylam-

monium salt-methanol (pH 3. 5) as an effluent, monitoring at 230 nm. The limits of accurate deter-

mination were 0. 025 pg/ml for clavulanic acid and 0. 6 pg/ml for ticarcillin.

The plasma and urinary levels of clavulanic acid and ticarcillin, after intravenous infusion of

BRL 28500 (ticarcillin, 3 g; clavulanic acid, 200 mg) at a constant rate for 1 h, were determined by

the above HPLC method. Analysis revealed that for ticarcillin, the area under the plasma concen-

tration-time curve (AUC) was 411 •} 43 (ƒÊg•Eh/m1); the steady-state volume of distribution (Vu),

9.4•}1.6(L); mean residence time after bolus injection (MRTboius), 1.27•}0.79 (h-1) the total body

clerance (CLT), 7. 37•}0. 79 (L/h); the renal clearance (CLR), 6. 10•}0. 65 (Lill); % of dose excre-

ted in urine (A•‡/D), 83. 0•}3. 37 (%), and that for clavulanic acid, AUC, 14. 0•}1. 5; V8s, 16.6•}1.5;

MRTboius, 1.15•}0.1; CLT, 14. 5•}1.6 CLR, 6. 56•}0. 35; ICVD, 45.8•}5.0(%). The results showed

that the coadministration of clavulanic acid with ticarcillin as BRL 28500 had no mutual influence

on the pharmacokinetic properties in man.


