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アミノ配糖体系抗生物質(AGs)の 尿中濃度測定法について検討した。従来,AGsの 尿中濃度は

バイオアッセイ,HPLCに より測定されているが,測 定の迅速性,簡 便性を考慮すればTDX(蛍

光偏光免疫測定法),SLFIA(蛍 光酵素免疫測定法)な どのイムノアッセイが優れていると考えられ

る。しかし,尿中濃度測定については充分な検討がなされていないので今回,イ ムノアッセイの一

種であるTDXに より,AGsと してゲンタマイシン(GM)を 用い尿中濃度の灘定を試みた。その

結果,正確性を損なうことなく従来の血中濃度測定法によって,そ の定量範囲内に検体を適宜希釈

することによりGM尿 中濃度を測定することができた。

11症例(小 児)41検 体のGM尿 中濃度をTDX,HPLCお よびバイオアッセイで測定した結

果,TDXに よる測定値はHPLCお よびバイオアッセイの測定値とよく一致し本法の実用性が確認

できた。

TDXに より尿中濃度の測定ができるようになったことで,今 後は薬動力学的な検討をする際の

バラメ-タ ーとして尿中濃度を加えることが容易となり,AGsの 投与計画上有益な情報となり得る

ことが示唆された。

アミノ配糖体系抗生物質(AGs)は,血 中有効濃度域

と中毒濃度域が接近しており,臨床の場でのモニタリン

グが実施されている薬物であるが.血 中および尿中濃度

を薬動力学的に解析した報告はまだ少ない。

これは,恋中のモニタリングの方法としてTDX(蛍 光

偏光免疫測定法)1～3),SLFIA(蛍 光酵素免疫測定法)4,5)

などの正確性,簡 便性に優れた方法があるのに対し,尿

中濃度の測定法としては,HPLC6～8),バ ィオアッセイ9)

などの方法によらざるをえないことと,尿 中濃度を測定

する意義が特定の感染症を除いて現在明らかにされてい

ないなどによるものと考えられる。

しかし,尿 中濃度の測定がエンザイムイムノアッセイ

などによって血中濃度と同様に簡便にできれば,腎から

の排泄を把握することが可能で,AGsの 投与計画上有

益な情報となり得るものと考えられる。今回,AGsと

してゲンタマイシン(GM)を 用い,イ ムノアッセイの

一種であるTDXに より尿中濃度の測定を試みた。

その結果,血 中濃度の測定法に変更を加えることなく

尿中のGM濃 度を正確かっ簡便に測定することができ

たので報告する。

1. 方 法

1. 試 料

添加実験には,ヒ ト健常人(成 人および小児)尿 に

GMを 種々の濃度に添加して用いた。また,臨床試料の
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Fig. 1 Assay procedure of TDX system

測定は,GM適 応患者(小児)11名 より採尿した41検

体を用いた。いずれの試料も試験に供するまで-20℃

にて保存した。

2. 試 薬

硫酸ゲンタマイシン(GM)は アメリカシェリング社

より入手した原末を用いた。

ウシ-γ-グロブウン(Sigma),ヒ ト血清アル ブミン

(USP25%,Armour),ウ ロビリン(Sigma),ビ リルビ

ン(Sigma),Antibiotic medium No.11(Difco),無 水

硫酸ナトリウム(蛍光分析用,和 光),o-フ タルアルデヒ

ド(蛍光分析用,半井),1-ヘ ブタンスルフォン酸ナトリ

ウム(PICB-7,日 本ウォ-タ-ズ)。 その他の試薬は,

特級品を用いた。
3. TDXに よる測定

1) 測定装置

TDX-全 自動蛍光偏光測定装置 「アボット」(ダ イナ

ボット社製)

2) 測定操作

測定は付属の使用説明書に従い,指定の試薬を用いて

行なったが,希 釈緩衝液の検討には別に調製したものを

用いた。Fig.1にTDXシ ステムの概要を示した。

3) 希釈緩衝液の検討には,リ ン酸塩緩衝液のモル濃

度およびpHを それぞれ0.01～1M,pH6～9に 調製し

たものを用いた。なお,こ れらにはウシ-γ-グロブリン

を0.01%,ア ジ化ナトリウムを0.01%そ れ ぞれ含

む10)ように加えた。

4. バイオアッセイによる測定

試験菌はStaphylococcus aureus ATCC 6538P,培 地

はAntibiotic medium No.11(Difco)を 用い,日 抗

基,一般試験法,力 価試験法,II.標 準曲線法に従い測

定した。標準希釈液はGMを 添加した尿を0.1Mリ ン

酸緩衝液(pH8,0)で 希釈し,GM濃 度が1,2,4お よ

び8μg/mlに なるよう調製した。また試料液は,この緩

衝液で10倍 以上に希釈して測定に用いた。

5. HPLCに よる測定

検体の前処理にはCM-セ ファデックスC-25を 用い,

大月ら11)の方法により測定した。

II. 結 果

1. 希釈緩衝液の検討

1) pHの 影響

希釈緩衝液のpHがTDXの 抗原抗体反応に及ぼす

影響について検討した。0.1Mリ ン酸塩緩衝液のpHを

6,7,7.5,8お よび9に 調整したものを希釈緩衝液とし

て用い,GMを0.25μg/mlお よび4μg/mlに なるよう

添加した尿(成人)を試料として蛍光偏光度を測定した。

TDXで は,蛍光偏光度の差が大きいほど検量線の傾き

が大きくなり正確に測定できるが,Fig.2に 示したよう

にこの差はpH7.5で 最大となった。なお,pH6の 場合

蛍光偏光度が装置の検出限界以下となり測定できなかっ

た。

Fig. 2 Effect of buffer pH on determination of

gentamicin in urine
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Fig. 3 Comparative recovery tests correlating measured concentration with
tarRet concentration

2) モル濃度の影響

尿のpHは4.6～8.0の 間で変化することが認められ

ている12)が,TDXで は試料のpHを7.5に 調整するこ

とが望ましいので,0.01M,0.1Mお よび1Mの リン

酸塩緩衝液(pH7.5)を 用い,尿に対する緩衝能を検討

した。

尿に1N硫 酸または10%ア ンモニア水を加えpH

4,6お よび8に 調整した後,これにリン酸塩緩衝液を加

えていき,pH7.5に 達するまでの所要量を希釈倍率に

換算することにより調べた。その結果,最 も希釈倍率が

高かったのは,尿(pH4)と0.01Mリ ン酸塩緩衝液の

場合で300倍 であった。本法によれば,試料は希釈緩衝

液で最終的に2,000倍 希釈されるため,0.01～1Mの

間であればいずれのモル濃度の緩衝液を用いても差し支

えないと考えられた。

この結果より,以後の実験には測定操作の簡便性,測

定時間の短縮および血中,尿 中濃度を同時に測定するこ

とを考慮し,指定の緩衝液[0.1Mリ ン酸塩緩衝液(pH

7.5)]を 希釈緩衝液として用いた。

2. 高濃度検体希釈液の検討

GM投 与後,腎機能が正常であれば血中濃度の推移か

らみてその尿中濃度は投与後約12時 間まで13)は高濃度

に排泄されることが予想されるため,予 め試料を本シス

テムの測定可能範囲とされている0.16～10μg/ml尿 ま

 Table 2 Recove, test of TDX

で希釈する必要がある。尿にGMを200μg/mlと なる

ように添加したものを高濃度検体とし,これらを尿また

は指定の緩衝液で希釈してGM濃 度1,2,4,6お よび

8μg/mlと し測定した。得られた測定値と理論値の回帰

直線式はFig.3に 示したようにy=1.12x-0.29(尿

で希釈),y=1.10x-0.14(緩 衝液で希釈)であり,高

濃度検体の希釈液として尿または指定の経衝液どちらを

用いても測定可能であったが,希 釈液としては尿以外の

ものを用いる方が取扱いの容易さから優れ,臨 床試料の

測定には指定の緩衝液を用いた。

3. 測定精度

1) 相対標準偏差及び回収率

尿にGMを1,4お よび8μg/mlと なるよう添加し

た試料につき測定した結果,相 対標準偏差はTable1に

示したように日内変動で1.7～2.5%,日 差変動で1.5～
4.3%で あり、いずれも臨床応用には充分な精度であっ

Table 1 Precision and reproducibility of TDX

* Relative standard deviation
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Table 3 Effect of TDX reagent lot

*n=10

Table 4 Effect of age on determination of gentamicin
concentration in urine

Target value is 4ogim1

た。また,回収率もTable2に 示したように良好であっ

た。

2) 試薬ロットの影響

本法は血中濃度の測定を目的としたイムノア セイで

あるため,試薬ロットによっては尿中濃度の測定値にバ

ラツキの出ることが懸念される。そこで,測定値の再現

性を異なるロットの試薬キットを用いて検討した。試料

は先の実験と同様に尿にGMを1,4お よび8μg/mlと

なるように添加したものを用いて測定したが,そ の結果

はTable3に 示したようにロットの影響はみられなかっ

た。

3) 尿の年齢による影響

小児と成人ではその生活環境の違いから尿成分は大き

く異なることが考えられるため,小 児尿および成人尿を

用いて測定値への影響を検討した。すなわち,小 児尿お

よび成人尿にそれぞれGMを4μg/mlと なるように添

加したものを試料とし測定した。その結果はTable4に

示したように年齢による差は認められなかった。

4. 尿中の干渉物質

1) 尿の色および蛍光姓物質の影響

尿の色素成分であるウロピリンおよび黄疸患者の尿中

に多量に含まれるビリルビンを用いて測定値に及ぼす尿

の色とこれらの成分の影響を検討した。GM4μg/mlを

含む尿を対照尿とし,この尿にウロビリンまたはビリル
ビンを5,10お よび15mg/dlに なるように添加したも

のを試料として測定した。Fig.4に 示したように 照尿

に比べ,ウ ロビリンおよびビリルビンの添加濃度が高く

なるに従って測定値はわずかに低くなる傾向がみられた

が,尿中濃度のモニタリングを目的とした時にはほとん

Fig. 4 Effect of urobilin or bilirubin

Fig. 5 Effect of protein

ど影響しない程度のものと考えられる。
2) タンパク質の影響

タンパク質はしばしば尿中に多量に含まれることがあ

る。TDXは 本来血中濃度測定を目的としているので,

タンパク質の影響は受けないものと考えられるが,尿 中

にタンパク質が多量に存在した時の測定値への影響を確

認するために行なった。GM4μg/mlを 含む尿を対照

尿とし,こ の尿にヒト血清アルブミンを,1,2お よび

3g/dlと なるように添加したものを試料として測定した

結果は,Fig.5に 示したようにタンパク質の影響はみら

れなかった。

5. 尿の濁り

新鮮尿は通常透明であるが放置しておくと濁ることが

あり,TDXで 測定する際に装置への影響を考慮すれ

ば,予 めこの濁りを除去することが必要と思われる。透

明な尿およびこの透明な尿に0.1N水 酸化ナトリウム

を加え沈殿物を析出させた尿を調製し,こ れらにGM

を4μg/mlと なるように添加したものを試料として測定

した。濁った尿を直接試料として測定すると,装置内の

配管系につまりを生じ正常な測定操作ができない恐れが
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Fig. 6 Correlation of TDX with bioassay (left) or HPLC (right) for determination

gentarniein in urine

ある。このため予めミリポアフィルター(0.45μm)で

戸過し,濁 りを除去してから測定した結果,戸 過の影響

はみられなかった。

6. 他の測定法との相関

GM適 応患者(小 児)11名 より経時的に採取した41

検体についてGM尿 中濃度をTDX,バ イオアッセイ

(併用薬剤の影響により,測定可能な36検 体について実

施した)お よびHPLCに より測定した。Fig.6に 示す

ようにTDXに 対する相関係数はバイオアッセイでr=

0.996,HPLCでr=0.989と 両者とも非常に良い相関

であった。なお,バ イナアッセイおよびHPLCの 再現

性はそれぞれ相対標準偏差2.8～4.3%お よび2.4～
5.1%で あった。

III. 考 察

AGsの 血中濃度測定に繁用されている方法の一つで

あるTDXを 用いて,GMの 尿中濃度測定を試みた結

果,本法の特徴である簡便性,正 確性を損なうことなく

測定できることを確認した。
一般に尿中のAGsを 測定する方法としてHPLC,バ

イナアッセイなどの方法が用いられているが,い ずれも

精度よく尿中のAGsを 測定するには技術 簡便性など
からみて普遍性のある方法とはいい難い。イムノアッセ

イは,血 中濃度の測定法として特異性,迅 速性に優れ,
ベッドサイドモニターの方法として適しているが,血 液

と比べ成分組成およびその量の変動が著しく大きい尿中

のAGsを 測定するには未だ充分な検討のなされていな

い方法である。また抗原抗体反応を用いているため特異

性に優れているが,そ の反面結合部位が同一の構造であ

れば類似化合物,代謝物等を含めすべて測定される危険

性を含み,尿 中の目的成分を測定するにあたっては適用

できる薬剤もおのずと限定される。しかし,今回検討を

行なったAGsは ヒト体内で代謝を受けず,ま た構造が

類似した化舎物も体内中には存在しないことから,TDX

は尿中のAGs測 定法として非常に適した方法であると

考えられる。
TDXに より尿中のAGsを 測定する際に,測 定値へ

影響を与えるものとして,一 般的な尿成分の干渉はもと

より,尿 の特質として,ヒ トの尿の色は,生 活環境 健

康状態の差により殆ど無色のものから黄褐色のものまで

あり,ネ フローゼまたは黄疽患者の尿中には多量のタン
パク質,ビ リルビンなどが存在するが,検 討の結果,こ

れらはすべて測定の妨害物質とならなかった。一方,健

常人の新鮮尿を試料として測定する際には尿中の不溶性

物質を考慮する必要性は殆どないが,採 取した尿を放置

しておくと経時的に綿状物質を生成することと,病態

によつては尿が濁ることもあるので,このような尿を試

料とする時には,予 めミリポアフィルターでが過するこ

とによって測定および装置系への影響を除くことができ

た。GM適 応患者(小児)11名 より採取した41検体に

ついてGM尿 中濃度を測定した結果,HPLCお よびバ

イオアッセイの測定値とよく一致し,本法の実用性が確

認できた。

TDXは,蛍 光偏光解消現象を利用したFluorescence

Polarization immunoassayで あり,本システムでは,試

料および試薬をセットした後は全自動で測定結果までブ

リントアウトされ,バ ックグラウンド蛍光偏光度も自動

で補正されている。そのため,本法で検討した干渉物質

以外にそれ自身蛍光強度および蛍光偏光度を有する物質

が存在してもその影響を受けることなく,また蛍光偏光

度を利用するため試薬ロットが同一であれば標準曲線も

分析ごとに測定することなく同一のものを使用して,分

析することができる。また,本 報ではAGsと してGM
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を用いたが,TDXの 測定原理および検討結果からGM

以外のAGsに ついてもそれぞれの血中濃度測定用の試

薬を用いて尿中濃度の測定は充分可能と思われる。
AGsは,体 外排泄機序として腎外排泄は小さく,投与

されたもののほとんどは尿中に排泄されるので,尿中で

は高いAGs濃 度が得られるが,こ の経時的な推移を把

握しても血中濃度のモニタリングとは異なってAGsの

投与計画の指標とはなり難く,単 に治療上の一情報とし

て扱われるのが尿路感染症などの特定疾患を除いた場合

の現状である。しかし,これは従来の測定対象が主とし

て血液であり,尿は腎機能の指標としての測定が行なわ

れてきたことによると思われるが,本法によれば血中濃

度の測定系を用いて尿中濃度を簡便に測定することが可

能となる。これにより薬動力学的な検討をする際のバラ

メ-ターとして尿中濃度を加えることも容易となり,血

中濃度および臨床検査値に加えて尿中濃度モニターの有

用性が確立されるとともにAGsの 投与計画に反映され

るものと思われる。
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Determination of aminoglycoside antibiolics (AGs) in urine was investigated.
Though AGs concentration in urine is usually determined by bioassay or HPLC, immunoassay is

considered to be the best method due to its rapidity and convenience. Since determination of AGs

in urine by immunoassay has not been investigated enough, we tried to determine gentamicin(GM),
a kind of AGs, in urine by fluorescence polarization immunoassay (TDX)(R). In consequence,
while keeping its accuracy, we could determine GM in urine by the usual TDX method when the
samples were diluted in the range of determination.

We determined GM in 41 urine samples of 11 patients (infants) by TDX, HPLC and bioassay.
Assay data by TDX agreed closely with those by HPLC and bioassay, and practical use of this
method was confirmed.

As it has become possible to determine urine concentration by T., it is easy to use urine con-
centration as a parameter in pharmacokinetics. This data can be utilizedas useful information for

administration protocol.


