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高速 液体 クロマ トグラフィーによるOxacephem系 抗生物質

6315-S(Flomoxef)お よびその代謝物の ヒ ト体液 内濃度測定法

小中隆盛 ・橋本広志 ・西村理恵子 ・来間和男 ・平内三政

塩野義製薬株式会社研究所

ヒ ト血漿 中の6315-S(Flomoxef)お よびその代謝物であ る6315-S oxideと1-(2-hydroxy-

ethyl)-1H-tetrasole-5-thiol(HTT)の 濃 度 測 定 の た め に高 速 液 体 クロ マ トグ ラ フ ィー

(HPLC)に よ り,6315-SとHTTそ れ ぞれ単独測定法 と3者 同時測定法の3方 法を設定 した。 い

ずれの方法 にお いて も血漿 はメ タノール除 蛋白法 によ って処 理 し,上 清 は氷冷下1時 間以内 に

HPLCに 注入 し,妨 害 ピー クが な く,分 離の よい クロマ トグラムが得 られた。6315-S,HTTお

よび6315-S oxideの 測定限界 はそれぞれ0.5μg/ml,0.1μg/mlお よび0.1μg/mlで あ り,

6315-SとHTTに 関 し,単 独法 と同時定量法 との間 に差 はな く,両 者 とも良好な直線性 を示す検

量線が得 られ た。 なお,実 検体 にお いて は6315-S oxideは いずれの場合 も測定 限界以下の濃度

であった。

ヒ ト尿 中の6315-SとHTTの 同時測定法 と6315-S oxideの 単独 測定法を設定 した。解凍後

の尿試料 は氷冷下4時 間以 内に濾過後,直 接HPLCに 注入を行 ない,妨 害 ピークが な く分離の よ

いクロマ トグラムが得 られた。測定限 界は6315-Sが2μg/ml,HTTが2μg/ml,6315-S oxide

が0.5μg/mlで あり,ま た,そ れぞれ について良好な直線性を示す検量線が得 られた。

6315-S(Flomoxef: FMOX)は,塩 野義製薬研究 所

で合成,ス クリーニ ングされた新 しい注射用oxacephem

系抗生物質 で,既 に市販 されて いるLatamoxef(シ オ

マ リン(R)略号:LMOX)と 同一 の1-oxacephem骨 格

を有する(Fig.1)。

6315-SはLMOXの もつグラム陰性 菌と嫌 気性 菌へ

の強い抗菌力を保持 しなが ら,多 くの第三世代系抗生物

質の弱点であるグラム陽性菌への弱 い抗菌力 とアルコー

ルとの相互作用(disulfimm様 作用)を 改良 した抗生

物質 として選択され たものである1)。

6315-Sは 生体 に投与 され ると,一 部体 内で代謝 を受

けて,6315-Sの7位 側鎖の硫黄原子が酸化 され た構造

(-S→0)を もつ化合物(Fig.1,略 号:6315-S oxide)

を生成 し,こ の もの は6315-Sに 比 し半分以下 の弱 い

抗菌力を示す ことが知 られている2)。 また,他 の代謝物

として3位 の側鎖 が切 断 された1-(2-hydroxyethyl)-

1H-tetrazole-5-thiol(略 号:HTT,Fig.1)が 知

られている3)。

今回,ボ ランテ ィアによる第1相 試験に際 し,血 中 な

らびに尿 中の6315-S,6315-S oxideお よ びHTTの

濃度 を測 定 す るた め,高 速 液 体 クロマ トグ ラ フィ ー

(HPLC)に よ る検討を行 ない,有 用 な測定法 を設定 し

たので報告する。

Fig. 1 Chemical structure of 6315-S 

and its related compounds

(I) 6315-S

(II) HTT

(III) 6315-S oxide
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I. 実験 材 料 と装 置

1, 使用 薬 剤

6315-Sは 塩 野 義 製 薬 研 究 所 製 分 析 標 単 品Lot No.

F050NNを,6315-S oxideは 同 じ く分 析 標 準 品Lot

No.F002NNを 用 い た。 ま た,HTTは 東 洋 化 成 製 造 品

Lot No.307-01を 使 用 した。 な お,濃 度 に 閲 す る値 は

6315-Sは 力 価 換 算,6315-S oxideは 遊 離 酸 換 算 。

HTTは 重 量 に よ り表 し たが,い ず れ も μg/mlで 表 示

した。

2. 試 薬

テ トラーn-ブ チ ル ア ンモ ニ ウム ヒ ドロキ シ ド(略 号:

TBA)10%水 溶 液 は 和 光 純 薬 製 を,ヘ キサ デ シル ト リ

メ チ ル ア ンモ ニ ウ ム プ ロ ミ ド(略 号:HDTMA)は 関

東化 学 製 を,移 動 相 有 機 溶 媒 の メ タ ノ ール な らびに ア セ

トニ トリル は い ずれ も関 東 化 学 製HPLC用 を,そ の他

の 試薬 は関 東 化学 製 試 薬 特 級 を用 いた 。また,コ ン トロー

ル 血 清 と してFlow Lab.血 清 を,精 製 水 は 逆 浸 透 水 を

NANO pure Bamstead純 水 製 造 装 置 で 処 理 した もの

を 用 い た。

3. 装 置

1) 高速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ(HPLC)

ポ ンプ: Altex Model 100A型 お よ びWaters 6000A

また は 島津LC-3A

イ ン ジェ ク ター: Rheodyne7120型 ま た は7125型

検 出 器: 島 津SPD2A型 ま た は島 津UVD2型

積 分 記 録 計: 島 津 ク ロマ トパ ッ クC-R2AX型 また

はC-R1A

2) 撹 拌 器: Vortex-GenieK-550-G

3) 遠 心 分 離 器:Eppendorf 5412型

4) フ ィル ター: エ キ ク ロデ ィス ク(0.45μm)

II. 定 量 方 法

1. 血 漿 中6315-S,HTTお よ び6315-S oxideの

定 量 法

1) HPLC条 件

(1) 6315-Sの 定 量 法(定 量法A)

カ ラ ム: Nucleosil 10C18(M.Nagel)(40mm i.d.×

30cm)

移動 相: 0.005MTBA含 有0.06Mリ ン酸 緩 衝 液(pH

6.0)/ア セ トニ トリル(80/20)

流 速: 1.5ml/min

カ ラ ム温 度: 室 温

検 出波 長: UV254nm

(2) HTTの 定 量 法(定 量 法B)

カ ラ ム:Nucleosil 5C18(M. Nagel)(4.6mm i.d.×

15cm)

移動 相;0.005M TBA含 有0,06Mリ ン酸緩衝液(pH

6,0)/メ タノール(85/15)

流 速:1.0ml/min

カラム温度: 室温

検 出波長: UV254nm

(3) 6315-S,HTTお よび6315-S oxideの 同時定

量法(定 量法C)

カ ラム: LiChrosorb RP-8(7μm)(Merck)(4.0

mm i.d,×25cm)

移 動相: 0.005M HDTMA含 有0.06Mリ ン酸緩衝

液(pH6.0)/メ タノール/ア セ トニ トリル

(65/27/8)

流 速: 1.0ml/min

カラム温度: 30℃

検出波長: UV254nm

2) 操 作

6315-S標 準品 およ びHTT標 準品 を精製 水 に溶か

し,前 者 は20～1,000μg/mlの 範囲の3点,後 者は5

～20μg/mlの 範囲の3点 濃度の水溶液を調製す る。つ

ぎにFlow Lab.血 清 またはボ ランテ ィアの コン トロー

ル血漿0.5mlを 遠 沈管に とり,そ れに上記 水溶液をそ

れ ぞれ50μl添 加 して標準 溶液 とす る。 ただ し,定 量法

Cに おいては1個 の遠 沈管に両者 の水溶液 を同時に50

μ1ずつ加 えて3点 濃度 の標準溶液 を調整 す る。 この標

準 溶液 にそれぞれ メタ ノールを1ml加 え,Vortexミ キ

サーで5分 間撹拌 し,そ の後10,000RPMで1分 間遠

心 分離 し,そ のまま遠沈管 を氷冷 し,1時 間以内にその

上 清10μlをHPLCに 注入す る。得 られ た クロマ トグ

ラムの6315-Sま たはHTTの ピー ク面 積を縦軸 に,血

漿1ml当 りの量 を横軸 にとって最小二乗法 により検量

線を作成す る。

つ ぎに,血 漿検体0.5mlを 遠 沈管に とり,そ れ に精

製水50μl(定 量法Cで は100μl)と メタ ノールと1ml

を加え,上 記 と同様 に除蛋 白を行な って氷冷 し,1時 間

以内に上清10μlをHPLCに 注入す る。得 られた クロマ

トグラムの6315-Sま たはHTTの ピーク面積 より上記

検量線 によって濃 度を算出す る。 なお,6315-S oxide

については定量法Cに よ り定量可能であ るが,実 検体に

つ いてはいずれの場合 も測定限界以下であ った。

2. 尿 中6315-S,HTTお よび6315-Soxideの 定

量法

1) HPLC条 件

(1) 6315-SとHTTの 同時定量 法(定 量法D)

カラム:LiChrosorb RP-18(7μm)(Merck)(4.0
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mm i.d.×25cm)

移動相:0.005MHDTMA含 有0.06Mリ ン酸緩衝

液(pH6.0)/メ タノール/ア セ トニ トリル

(68/25/7)

流 速:1.0ml/min

カラム温度: 30℃

検出波長: UV254nm

(2) 6315-S oxideの 定量法(定 量法E)

カラム: RESOLVE 5μ Spherical C-18(Waters)

(3.9mm i.d.×15cm)

移動相: 0.005M TBA含 有0.05Mリ ン酸緩衝液(pH

5.5)/ア セ トニ トリル(87/13)

流速: 1.0ml/mia

カラム温度: 室温

検出波長: UV270nm

2) 操 作

6315-S,HTTお よ び6315-Soxideの 標準品 を精

製水 に溶か して,そ れぞれ50～500μg/ml,5～20μg/

ml,お よび2～20μg/mlの 範囲の3点 濃度の標準水溶

液を調製す る。 これ ら溶液それぞれ5μlをHPLCに 注

入 し,得 られたクロマ トグラムのそれぞれの ピーク高 さ

(6315-Soxideは ピー ク面積)を 縦軸 に,そ れ ぞれの

濃度 を横軸 にと って最小二乗 法に より検量 線を作成 す

る。

つ ぎに,尿 検体 はエキ クロディス クで濾過 し,濾 液の

5μlを直接HPLCに 注入 し,得 られた クロマ トグラム

のそれぞれの ピーク高 さ(6315-S oxideは ピー ク面積)

より上記検量線を用いてそれ ぞれの濃度 を算出 し,そ れ

に尿量を乗 じて排泄量 を求 める。

III.実 験結果および考 察

1.HPLC

1)血 漿中の6315-S,HTTお よび6315-Soxide

のHPLC

血漿中の6315-Sの 濃度測定においてHPLCに 注入

する前に,検 体を前処理す る必要があるが,こ の ものは

クロロホルム,エ ーテルな どの非極性溶媒には極めて難

溶であるため通常の溶媒抽出は不能で,除 蛋白操作で処

理することに した。除蛋 白剤 として トリクロロ酢酸 や過

塩素酸 などの強酸 を用 いると,6315-Sが 分解す る恐れ

があるため,有 機溶媒を用いることに したが,エ タノー

ルおよびアセ トニ トリルによる除蛋 白を実施 した とこ

ろ,ク ロマ トグラムの6315-Sの ピー ク形の対称 性が

不良であった。 しか し,メ タノールによ る除蛋白にお い

ては良好 なピー ク形が得 られたため,こ れを使用す るこ

ととした。

つぎに,HPLCの 条件設定のため,ま ず6315-Sの み

の定量 を目的 と して検討 した結 果,尿 中のLMOXの 定

量法4)と 同様にイオ ンペアー ドクロマ トグラフィーが遡

していることが分か り,定 量法Aの 条件を設定 した。得

られた クロマ トグラムはFig.2-(a)に 見 られ るよ うに

6315-Sの 溶出時間 はほぼ10分 で,そ の位置 には妨害

ピー クは見 られなか った。 この場合,測 定限 界はS/N

が3で0,5μg/mlで あ った。

つ ぎに,HTTの みの定量 を目的 と して 設定 した定 量

法Bに おいてはHTTの 溶出時間は ほぼ9.5分 で,そ の

位置に妨害 ピー クは見 られず,測 定限 界はS/Nが3で

0.5μg/mlで あった(Fig.2-(b))。

以上の定量法 の うち,A法 で はHTTお よび6315-S

oxideは 溶出が早 過 ぎ,B法 で は6315-Sは 遅過 ぎて,

いずれ もイ ソクラチ ック法では同時定量 に適 していない

ことが分か ったため,3者 の同時定量法 を目的 として種々

検討を行な った結果,移 動相に3液 混合液を使用す るこ

とによ り定量法Cを 設定す ることがで きた。 この条件に

おいて6315-S,HTTお よび6315-S oxideの 溶 出時

間はそれぞれ ほぼ15分,10分,8分 であ り,測 定限 界

はS/Nが3で それぞれ0、5μg/ml,0.1μg/mlお よび

0.1μg/mlで あ った。Fig.2-(c)に 実際 に6315-Sを 投

与 されたボラ ンティア血漿の クロマ トグラムを示す。3

者 の位置には何 ら妨害 ピークは見 られ なか った。なお,

6315-S oxideは いずれの検体にあ って も検出限界以下

で あった。

以上 の3方 法 の うち,6315-Sに ついて定量法Aと 定

量法Cと の比較をボ ランテ ィア実検 体を用 いて行 な った

ところ,相 関係数0.9981(n=23)が 得 られ,ま た,HTT

につ いて 定量 法Bと 定量 法Cと の比 較を 同様 に して行

なった ところ,相 関係数0.9914(n=8)が 得 られ,い ず

れ も良好な相関 を示 した。 したが って大部分の測定には

定 量法Cが 採用 され たが,こ の方 法 によ り作成 され た

6315-Sお よびHTTの 検量線 はFig.3の 例 に示 すよ

うにいずれ も良好 な直線が得 られた。

つぎに,検 量 線作成の ための標準 溶液 にFlow Lab.

血清を使用 した場合 とボランテ ィア血漿 を使用 した場合

の比較をFig.4に 示す。 これ より見て双方に大差な く,

検量線 用 と して どち らを使用 して もよ い ことが分 か っ

た。

2) 尿 中の6315-S,HTTお よび6315-S oxideの

HPLC

尿 中の3物 質 の測定法 につ いて は2方 法 を設定 した

が,い ずれ も抽 出操作は行なわず,エ キ クロデ ィスクで
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Fig. 2 Typical chromatograms of human plasma 
containing 6315-S and its metabolites 

(a) for 6315-S by method A ; (b) for HTT by method B ; 
(c) for 6315-S. HTT and 6315-S oxide by method C

(a) (b)
(c)

Fig. 3 Calibration, curves of 6315-S in human plasma 

(a) for 6315-S ; (b) for HTT

(a) (b)

濾過後,直 接HPLCに 注入を行 なった。

まず,定 量法Dに お いて6315-SとHTTの 保持時 間

はそれぞれほぼ17分 と13分 であ り,こ れ らのいずれの

位置に も妨害 ピー クは見当 らず,ま た,測定 限界はS/N

が3に お いて前者 も後者 も2μg/mlで あ った。実際 に

6315-Sを 投与 されたボ ランテ ィアの尿 の クロマ トグラ

ムをFig.5-(a)に 示す。なお,こ の条件において6315-

S oxideの 保持時 間はほぼ7分 で あり,尿 中成分の ピー

クと重なるため,こ の ものについては定量法Dを 採用す る

ことができない。
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Fig. 4 Comparison of calibration curves 

of 6315-S by Flow Lab. serum 

and by volunteer plasma

つ ぎに,定 量法Eに よ る6315-Soxidoの 保 持時 間

はほぼ7.5分 であ り,Fig,5-(b)に 示 すよ うによ く分離

したクロマ トグラムが得 られ,妨 害 ピークは認め られな

かつた。 また,測 定限昇 はS/Nが3に おいて0,5μg/

mlで あ った。 なお,こ の条件 にお いて6315-8の 保持

時間はほぼ24分 であ り定量可能 であ るが,分 析時間が

長 す ぎるため実際 にはほ とん ど この方法 は採用 されな

かった。

以上の定量法において はいずれ も検 量線の作成 には標

準品の水溶液を分析 を行 なうごとに調 製 し,3点 検量線

を作成 したが,Fig.6の 例 に見 られ るよ うにいずれ も良

好 な直線を示 した。実検体において検量線の上限濃度以

上 の場合は精製水で適宜希釈 して再測定 を行な った。

2. 試料の安定性

1) 血漿中の6315-Sの 安定性

上述の定量法による測定 にお いて,血 漿中の6315-S

の安定性について は微生物学的測定法 により-20℃ 保存

で14日 まで はほぼ安定で あるこ とが確め られて いるた

め5).実 検体 の測定においては採血直後遠心分離 した血

漿 は直 ちに-20℃ で冷凍 保存 し,14日 以 内に測定 を行

な うこととした。

Fig. 5 Typical chromatograms of human urine 
containing 6315-S and its metabolites 

(a) for 6315-S and HTT by method D ; (b) for 6315-S oxide by method E

(a) (b)
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Fig. e Calibration curvee of 6315-S and its metabolites

(a) for 6315-S ; (b) for HTT ; (c) for 6315-S oxide

(a) (b) (c)

Table 1 Stability of 6315-S in supernatant 

after protein precipitation 
Flow Lab. serum (pH 7.0, 45.5 /hg/ml)

Volunceer plasma(pH7.5,11μg/ml)

つ ぎに,血 漿の 除蛋 白後の上清 中の6315-Sの 安定

性 を見るため,Flow Lab.血 清およびボランティア血漿

の上清につ いて,室 温 およ び氷冷下 にお ける6315-S

の経時変 化を定量法Aに より測定 した結果,Table1に

示すよ うに両者 に大差な く,い ずれの場合 も氷冷下1時

間以 内にHPLCに 注入す ることに した。 なお,水 ーメ

タノ-ル 混液(1;2)中 では氷冷下6時 間後98。4%の

残存率であった。 また,FlowLab.血 清 に6315-Sを 添

加 した50μg/ml濃 度の試料を直ちに除蛋 白 した もの と

室温で1時 間放置 して除蛋 白 した ものとを比較 した とこ

ろ,後 者 は前者 の約98%で 大差 なか った。な お,こ の

場合の回収率はほぼ定量的であ った。

2) 尿中の6315-Sお よび6315-S oxideの 安定性

尿 中におけ る6315-Sの 安定性 に関 し,-20℃ 凍結尿

Table 2 Stability of 6315-Sinhuman urine

at room temperature

* Urine pH6 .0

については微生物学的測定法 によ り約14日 間 は安定で

あることが確め られたため5),こ の期間内に測定を行な

うことに したが,解 凍後,室 温 にお ける安定性を見るた

め,2種 類の濃度の尿試料を調製 し,6315-Sの 残存率

を追跡 したと ころ,Table 2に 示 されてい るよ うに4時

間 までは1%以 内の分解率で あるが,5時 間になると1

%を 越すよ うになる。 したが って検体 は解凍後,氷 冷下

に置 き,な るべ く早 く処理す ることに した。

なお,尿 中 および水 中の6315-S oxideの 安 定性に

つ いて も定量法Eに よ り検討 した結果,氷冷下では水中,,

尿 中いずれ の場合 も少な くとも10時 間は変化 な く,室

温 において は10時 間後,残 存 率は水 中で約95%,尿 中

で約91%で あ った。 したが って試 料 は解 凍後氷冷下 に

置 き,な るべ く早 く処理す ることに した。



VOL. 35 S 1 CHEMOTHERAPY 143

3. HPLCと 微 生 物 学 的 測定 法 と の比 較5)

上述 の 方 法 に よ り第1相 試 験 に お け る ボ ラ ンテ ィア の

血 漿 中 と尿 中 の6315-Sの 濃 度 の測 定 を行 な った が8).

同時 に行 な った微 生 物 学 的 測 定法 と の相 関 を 求 め た と こ

ろ,血 漿 に関 し,Y=0.97+0.90X((Y:HPLC,μg/ml,

X: bioassay, μg/ml,r=0.964, n=414)を 得,良 好

な 相 関 が 見 られ た。 ま た,尿 中 に 関 して もY=52.5+

1.01X(Y:HPLC, μg/ml, X:bioassay, μg/ml,

r=0.985, n=603)と な り,良 好 な 相 関が 得 られ た 。

(実験 期 間1983年6月 ～9月)
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ASSAYS OF 6315-S (FLOMOXEF) 

AND ITS METABOLITES IN BODY FLUIDS 

BY HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY 

RYUSEI KONAKA, HIROSHI HASHIMOTO, RIEKO NISHIMURA, 
KAZUO KURUMA and KAZUMASA HIRAUCHI 

Shionogi Research Laboratories, Shionogi & Co., Ltd.

We performed three assays for individual determination of 6315 -S (flomoxef) and its 

metabolite, 1-(2-hydroxyethyl)-1H-tetrazole-5-thiol (HTT), and simultaneous determination 

f 6315-5, HIT and another metabolite, 6315-S oxide, in human plasma by high-perform-

ance liquid chromatography (HPLC). 

In each method, after protein precipitation with methanol, the clear supernatant was stored 

in an ice bath and then placed on HPLC within 1 h. Well resolved chromatograms without 

superposition of any endogenous components were obtained. Detection limits of 6315-8, HTT 

and 6315-S oxide were 0.5ƒÊg/ml, 0.1ƒÊg/ml and 0.1ƒÊg/ml plasma, respectively. Correlations 

between the individual assays and a simultaneous assay of 6315-S and HTT were satisfac-

tory, and excellent linear calibration curves were obtained for both compounds. Concentra-

tions of 6315-S oxide in plasma from volunteers to whom 6315 -S had been administered 

were below the detection limit. 

We also carried out two assays for simultaneous determination of 6315-S and HTT, and 

individual determination of 6315-S oxide in human urine. 

In each method, after defreezing, the urine samples were stored in an ice bath until filtered 

and placed on HPLC within 4 h. Thoroughly resolved chromatograms were obtained in both 

assays. Detection limits of 6315-S, HTT and 6315-S oxide were 2ƒÊg/ml, 2ƒÊg/ml and 0.5 

μg/ml urine, respectively. Good linear calibration curves were obtained for those also.


