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生体試料 中のCarumonamの 定量法

参野 剛 ・前田憲一

武田薬品i工業株式会社中央研究所

Carumonamの 体 内動 態研 究の た めの諸測 定法 を検 討設 定 した。微 生物 学 的定 量法 で は

EscぬerichiacoliNIHJを 試験 菌,抗 生 物質 用培地 「ダイ ゴ」No,4を 測 定培 地 とす る アガ

ー ウェル法 に よ りcarumonam約0 .1μg(力 価)/ml(下 限)ま で測定 可能 で あ った。 また

ProvidenciarettgeriATCC9250を 試験 菌,0.15%胆 汁 酸塩,0.2mg%ク リス タル バ イオ

レ ッ ト添 加DST寒 天 培 地 を用 い た ア ガ ー ウ ェ ル 法 に よ りcarumonam約0.02μg(力

価)/mlま で測定 で きた。さ らに活性 代謝物 検 索の た め,同 菌 を用 いるバ イオ オー トグ ラ フ

法 も設 定 した。

Carumonamと そ の β-ラ クタム開 環体 の分離 定量 の ため,Nucleosil5Cl8カ ラム を用

い,0.005M硫 酸水 素 テ トラブチ ル アンモニ ウ ム(pH3.0)-ア セ トニ トリル(85:15)を

移 動相 とす る高速 液体 クロマ トグラ フ法 を設 定 した。

緒 言

Carumonam (CRMN), disodium (+)-Z- [ [ [1-(2-

amino-4-thiazoly1)-2- [ [(2. 3S)-2-carbamoyl-

oxymethy1)-4-oxo-1-sulfonato-3-azetidinyll amino]-

2-oxoethylidene] amino] oxy] acetate は新規な単環性

のN-ス ル ポ β-ラ ク タ ム 抗 生 物 質1}(Fig。1)で,inびitro

に お い てEnterobacter如ceaeの 諸 菌 種,P3eu60monas

aeruginosaお よ びB物emopmz∬i魏uen2aeに 強 い 抗 菌

Fig. 1 Chemical structures of carumonam

and related compound I

Carumonam

Related Compound I

力をもち,ま た各種の β-1actamaseに も安定な性質を有

す る2.3)。本剤の ヒ トにおけ る生体内動態 の研究のため

に,血 中お よび尿中濃度 の微生物学的定量法,バ イオオ

ー トグ ラ フ法 お よび高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フィー

(HPLC)に よる代謝物の定性 ・定量法 について検討し

た。

実験 材料 と方法

1.薬 剤:CRMNお よ び その β-ラ ク タム開環

体 で あ る類 縁物 質1(Fig.1)は 当社 中央研 究所で合

成 した もの を用 い た。

2.試 験 菌 株: Escherichia coli NIHJ (IFO

14249), Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 (IFO

3512), Proteus mirabilis ATCC 21100 (IFO

13300), Providencia rettgeri ATCC 9250 (IFO

13501), Pseudomonas aeruginosa NCTC 10490

(IFO12582)は 財 団法 人発 酵研 究所 か ら分 与 された

後,本 研 究室 で継 代保 存 中の もの を用い た。

3.微 生物 学 的定量 法:

1)測 定 用培地:Antibiotic medium4(AM4,

Difco),普 通 寒天 培地(NA,栄 研),ハ ー トインヒ

ュー ジ ョン寒天培 地(HIA,栄 研),ミ ュー ラー ヒン

トン培 地(MH,栄 研),抗 生物 質用培 地 「ダイゴ」

No.4(D4,大 五栄養),ス ルベニ シ リン定 量用培地4)

(SBM;ポ リペ プ トン0.6%,酵 母 エ キス0.3%,肉

エ キス0.15%,ブ ドウ糖0.1%,寒 天 末1.5%;pH
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Fig. 2 Comparison of test organisms for as-

say of carumonam by agar well

method

Testorgamsm:

•E-•E Escherichia coli NIHJ

•Z-•ZKlebsiella pneumoniae ATCC 10031

•¡-•¡Proteus mirabilis ATCC 21100

• -• Pseudomonas aeruginosa NCTC 10490

Medium: Sulbenicillin assay agar (pH 6.5)

6.5;自 家調製)お よびDST寒 天培 地(Oxoid)に

胆汁酸塩(Difco)0.15%,ク リス タルバ イオ レ ッ ト

0.2mg%を 添加 したBVDST培 地5)を 使用 した。

2)菌 液:斜 面寒 天培 地 で37℃,1夜 培 養 した新

鮮 菌体 を滅菌蒸 留水 に懸 濁 し,そ の濁 度 を光電 比色

計(EPO-B型,日 立 製作 所)で660nmに お け る吸

光度 が0.8に な るよ うに調整 した。 この菌 液濃 度 は

約10gCFU/m1で あ った。 菌液0.5m1を47℃ に保

温 した測定用培 地100m1に 接種 した。

3)標 準 液:CRMNを0.1Mリ ン酸塩(pH6.0

また は7.0)で1,000μg(力 価)/mlに 溶 解 した もの

を標準原液 とし,さ らに同緩衝 液 で希釈 して標 準希

釈液系列 を調製 した。

4)薄 層 カ ップ法:試 験 菌 を接種 した測 定用培 地

10m1を 直 径9cmの プラ スチ ッ ク・シ ャー レに流 し

こみ,水 平台 上 で固化 させ た。 それぞ れの 間隔 が約

3.5cmに なる よ うに4個 の ステ ン レス ・カ ップ(内

径 ×外径 ×高 さ=6×8×10mm)を 立 て,標 準希 釈

液 および検 液 をカ ップ内 に注入 した後,37℃,1夜 培

養 し,阻 止 円 の 直 径 を 測 定 し た。 標 準 希 釈 液 の

CRMN濃 度 の対 数 と阻 止 円 の直 径 との関 係 を2次

曲線6)で 回帰 して,こ の 曲線(標 準 曲線)に よ り検 液

中 のCRMN濃 度 を算 出 した。

5)ア ガー ウ ェル 法:測 定用 含 菌寒 天平板 の 調製,

阻止 円計 測,濃 度 計算 の 方法 は薄 層 カ ップ法 と同様

で あ る。 寒天 平板 は,寒 天 せ ん孔機(武 田薬 品製)

を用 いて直径8mmの 孔4個 を打抜 き,各 孔 に標 準

希釈 液 お よ び検 液 を50μ1ず つ注 入 し,と くに こ と

わ らない限 り34℃,1夜 培 養 した。

6)ペ ー パー デ ィス ク法:ス テ ンレス ・カ ップ を

用 い る か わ りに 直 径6mmの ペ ー パ ー デ ィ ス ク

(Whatman社)に 検 液各20μ1を スポ ッ トした もの を

寒天 平板 上 に貼付 す る以外 は薄 層 カ ップ法 に準 じた。

4.薄 層chromatograph/bioautograph法

(TLC/バ イ オ オ ー ト法)7):薄 層 ク ロ マ トシ ー ト

(Spotmm,silicagelf:東 京化成工業)に 各検 体溶

液(CRMNと して50～100ng力 価)を マイ ク ロピペ

ッ トでス ポ ッ トした後,約10分 間通 風乾 燥 し,た だ

ちに(a)アセ トニ トリル-水-酢 酸-25%ア ンモ ニ ア

水(144:24:12:1)ま た は(b)酢酸 エ チルー ア セ ト

ンー ギ酸一 水(8:6:2:3)を 展開 溶媒 と して約15

cm展 開 した。1～2時 間 通風 乾燥 した シー トを各検

体 ご とに切 断 した。

Pret均geriATCC9250の 菌 液2mlを 接 種 したマ

ッコ ンキ ー寒天(pH8.0,栄 研)200m1を バ イ オ オ

ー ト缶(24×34cm)に 流 し込 み
,水 平台 上 で固化 さ

せ た。寒 天平板 上 に,そ れぞれ の間 隔が約3cmに な

る よ うに切 断 シー トを は りつ け た。約20分 間 薬剤 を

寒 天 層に拡 散 させ た後,切 断 シー トを取 り除 き,寒

天 平板 を34℃,1夜 培 養 し,阻 止帯 を検 出 した。

5.HPLC法:

1)検 体 の前 処理:血 清 お よび尿検体 は採 取後 な

るべ く速 やか に0.1Mリ ン酸塩緩 衝 液(pH6.0)で

正 確 に2倍 希釈 した後,-20℃ で凍 結保 存 した。測

定 当 日各検 体 を融解後 よ く混合 し,血 清検体 につ い

て は2倍 量 の メタ ノー ル を加 え,Voltex型 ミキ サ

ーで攪 拌混 合 した。 エ ッペ ン ドル フ卓上 遠 心器 を用

い て15,000rpm,1分 間遠 心 後,各 上 清 を 採 取 し

た。上 清 を ミリポ ア フ ィル ター(メ タ ノール処 理検

体 はMillex-SR,水 性 検液 はMillex-HA)で 濾過 し

た。血 清検 体 は さ らに蒸 留水 で3倍 希 釈,尿 検体 は

HPLC移 動 相 で25倍 希 釈 した後 カ ラム に注 入 した。

2)HPLCの 装 置 お よび 条件:実 験 結 果 の 項 に

記 述 す る。
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Fig. 3 Comparison of media for assay of

carumonam by agar well method

Test organism : Escherichia coli NIHJ

Medium:

実 験 結 果

1.微 生物 学 的定量法

1.試 験 菌 株 の 選 択:試 験 菌4株 に つ い て

CRMNの 標 準 曲線(ア ガ ー ウェル法)を 作成 した結

果 をFig.2に 示 す。測 定感 度 はP. mirabilis ATCC

21100>E. coli NIHJ>P. aeruginosa NCTC 10490

=K. pneumoniae ATCC 10031の 順 で あっ た。阻止

円 の 鮮 明 度 はE. coli NIHJ=K. pneumoniae

ATCC 10031>P.mirabilis ATCC 21100>P.aeru-

ginosaNCTC10490の 順 で あ っ た。 これ らの結 果

よ り,感 度 が高 く阻止 円が鮮明 なE. coli NIHJを 試

験 菌株 と して選択 し,以 下 の実験 に用 いた。

2.濃 度 測定条 件 の検 討

1)測 定用 培地:E. coliNIHJを 試 験菌 とす る

ア ガ ー ウ ェル 法 に よ りCRMNの0.16～40μ9(力

価)/mlの 濃 度 範 囲 で,pH7.0の7種 の培 地(D4,

AM4, SBM, NA, HIA, TSAお よびMH)に

つ い て標 準 曲線 を作 成 した。Fig.3に 示 す よ うに,

阻止 円の 大 き さはD4で 最 大 とな りAM4,SBMが

これ につ ぎ,他 の4種 の培 地 で は最 小 とな った。 阻

止 円の鮮明 度 はD4が 最 もす ぐれ,SBM,AM4が

それ につ ぎ,他 の培地 で は不鮮 明 で計 測 が著 し く困

Fig. 4 Effect of inoculum size on calibration

curve for assay of carumonam by agar

well method

Test organism: Escherichia coli NIHJ

Medium: Antibiotic: assay medium (DAIGO) No .4

Inoculum size:

難 で あった。

D4培 地 を用 い,pH6～8に お い て培地pHの 阻

止 円 に及 ぼ す影響 を検 討 した。 阻止 円の鮮明度はい

ず れのpHに おい て も良好 で あ ったが,阻 止円径 は

pHが 高 い ほ ど小 さ くな り,ま た標準 曲線 の傾斜 は

高濃 度側(10μ9(力 価)/ml以 上)に おいて小 さくな

る傾 向 を示 した。 したが って,培 地 のpHは 無調整

(pH6.4～6.5)で 使用 す るの が妥 当 と考 えた。

2)菌 量:接 種 菌量0.5,1,2%に つ いて比較 した

結果 をFig.4に 示 す。菌 量 を増や す と阻止 円径が小

さ くな った。 また標 準 曲線 の傾 斜 が高濃度 側で著 し

く小 さ くな った。 したが って,以 下 の検 討において,

菌量 は0.5%と した。

3)培 養 温度 の影響 お よびア ガー ウェル法 と薄層

カ ツプ法 との比較:ア ガー ウ ェル法 の34℃,37℃ 培

養 お よび薄 層 カ ツプ法 の37℃ 培 養 につい て比較検

討 した。Fig.5に 示 す よ うに,ア ガ ー ウェル法で培

養温 度 を37℃ にす る と,高濃 度側 で阻 止 円径 が減少

した。薄 層 カ ップ法 で は,さ らに直径 が小 さ くなっ

たが,測 定下 限 はいず れ も0.1μg(力 価)/ml付 近で

あ った。
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Fig.5 Effect of incubation temperature and

vehicle on calibration curve for assay

of carumonam by agar diffusion

method

Carumonam(μg(Potency)/ml)

Test orgamsm: EschenChwcohNIHJ

Medlum:Antiblotlc assay medlum (DAlGO)No.4

Vehlcle and incubation temperature:

● ●Agar well,34℃

○---○Agarwell,37℃

■-■Cylin(ler,37℃

3.ヒ ト血 清 お よび尿 の影 響

1)標 準 曲線:プ ール した ヒ ト血 清お よび市販 の

コン トロール血清(コ ンセー ラ;日 水)に よ り希 釈

して作成 した標準 曲線 と,リ ン酸 塩緩衝 液(pH7.0)

で希釈 して作 成 した標 準 曲線 とを比 較 した。 阻止 円

の鮮明度 は3者 間で差 はなか ったが,血 清 で希 釈 調

整す ると阻止 円径 が約2mm減 少 した(Fig.6)。 し

たが って,血 清 中濃度 の測 定 は血清希 釈 によ る標 準

曲線 を調整 して計 算 す る必 要 が ある。尿 検体 で は少

な くとも10倍 希 釈 すれ ば,尿 成 分 の阻止 円 への影 響

は認め られな か った。

2)凍 結保 存 で の安 定性:CRMNを ヒ ト血 清 お

よび尿 に加 え-20℃ に保存 した(Table1)。 それ ぞ

れ を0.1Mリ ン酸塩緩 衝液(pH6.0)で2倍 希釈 す

ると安定性 が改 善 され た。 血 清お よび尿 検体 を1日

以上保存 す る場 合 には,同 緩衝 液 で2倍 希釈 後凍 結

保存 す る ことが必要 と思 われ る。 したが って,緩 衝

液添加 の血 清検 体 に対 応 す る標 準 曲線 は正 常 血 清-

pH6.0緩 衝液(1:1)に よ り希釈作 成 す る こ とが必

要であ る(Fig.7)。

Fig. 6 Effect of diluent on calibration curve

for assay of carumonam by agar well

method

Carumonam(μg(Potency)mll

Test organlsm:EsdwriChw coli NIHJ

Medium:Antibietlc assay medlum(DAIGO)No.4

Diluent:

●-●0.1M phosphate buffer (pH7.0)

○---〇Pooledhumanserum

■-●Consera"(NISSUI)

4.CRMNの 体 液 内 濃 度 測 定 法(小 括):

CRMNの 体 液 内濃 度 は 瓦coliNIHJを 試験 菌,抗

生 物質 用 培地 「ダイ ゴムNo.4を 試験 培地 とす るア ガ

ー ウ ム レ法(ま たは薄 層 カ ップ法)に よ り測 定 す る
。

検 体 は0.1Mリ ン酸塩緩 衝 液(pH6.0)で 希 釈後 凍

結 保存 す る。血 清検 体 中のCRMN濃 度 は血 清 一pH6

緩 衝液(1:1)で 希 釈 作成 した標準 曲線 か ら求 め る。

尿 検体 は同緩衝 液 で10倍 以上 希釈 した後測 定 し,緩

衝 液 で希 釈作 成 した標準 曲線 か らCRMN濃 度 を算

出す る(Tabie2)。 本 法 に よるCRMNの 測定 下 限濃

度 は0.1Mリ ン酸塩 緩 衝液(pH6.0)中 で約0.1μg

(力価)/mlで ある。

5.高 感 度 法:低 濃 度 あ るい は微 量 の検液 測 定の

た め,Aminothiazolylcephalosporinに 用 い られ て

い る定量 系4)の 準用 を検 討 した。PrettgeriATCC

9250を 試 験菌 とし,BVDST寒 天 を試験 培 地 とす る

寒 天 拡 散 法 の 標 準 曲 線 はFig.8の よ う に な り,

CRMNの 測 定 下限 濃度 は アガ ー ウ ェル法 で約0.02

μg(力 価)/ml,ペ ー パ ー デ ィ ス ク 法 で約0.06μg

(力価)/mlで あ った。後 者 は組織 の 溶媒 抽 出液 の測

定 に も用 い られ る。

6.TLC/バ イオ オ ー ト法:CRMNの 定性 的検

出の た めTLC/バ イオ オー ト法 につ いて検 討 した。
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Table 1 Stability of carumonam in serum, plasma and urine

at a freezing temperature (-20•Ž)

a): Residual potency (%) , assayed by the agar well method.
b): 0.1 M Phosphate buffer (pH 6.0)

Fig. 7 Standard curves for assay of caru-
monam (agar well method)

Diluent:●-●Buffer (pH6.0)

○-○ Serum-bufferd: 11

Test organlsm: Eschericha coli NIHJ

Medium: Antibiotic assay medium (DAIGO) No.4

Fig.8 Standard curves for assay of caru-

monam(sensitive method)

Test organism:Providencia rettgeri ATCC 9250

Medium: BVDST agar

Vehicle:

●-●Agar well

○-○Paper disc
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Table 2 Microbiological assay of carumonam

Fig. 9 Bioautograms of human serum and urine after intravenous administration of carumonam

Solvent (a) Solvent (b)

Solvent (a): Acetonitrile-Water-Acetic acid-25l-140H(144: 24: 12: 1)

Solvent (b): Ethylacetate-Acetone-Formic acid-Water(8: 6: 2: 3)

Silicagel plate: "Spot film" (Tokyo Chemical Industry Co)

Test organism: Providencia rettgeri ATCC 9250 

Medium: MacConkey agar (p11 8.0)
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Table 3 High-pressure liquid chromatography of carumonam

and related compound I

Fig. 10 Typical chromatograms in HPLC analysis of carumonam and related compound I in human
serum (a) and urine (b)

(a)

Mobile phase: Composition A in Table 3

アセ トニ トリル 系(a)で展 開 した場合,展 開時 間1～

1.5時 間,Rf 0.39付 近,検 出 限界約2ng;ま た酢 酸

エ チル 系(b)を用 い た と きは展 開時 間2～2 .5時 間,

RfO.35付 近,検 出限界約1ngで あ った
。CRMNと

Rfが 約0.15以 上 離 れ,CRMNと 同程 度 の抗 菌 活

性 を もつ代謝物 が あれ ば,こ れ らの系 に よ り検 出可

(b)

能 と考 え られ る。CRMNを 投 与 した ヒ トの血清,尿

のバ イオ オー トグ ラム をFig.9に 例 示 した。

II.HPLC法

1.条 件設 定:高 速液 体 ク ロマ トグ ラフ ィー につ

いて は既 知 の報 告8)を 参 考 と してTable 3に 示 した

条件 を設定 した。 その際 と くに次 の事項 について配
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慮した。

1)測 定 波長:ヒ ト尿 中の紫 外 部吸 収性 物質 の影

響をで きるだ け少 な くす るた め,UV検 出器の フ ィ

ルター波長 を検 討 した結果,313nmで 妨 害物 の 影響

がよ り少 なか った。血 清 の場合 は妨 害 が比較 的 少 な

いため254nmで 測定 可能 で あ り,か つ,313nmよ

りも低濃度 まで測 定 で きた。

2)移 動相:組 成(A)0.005M硫 酸 水素 テ トラブ チ

ルアンモニ ウム(pH3.0)-ア セ トニ トリル(85:15)

および(B)0.1%硫 酸 ア ンモニ ウムーメ タ ノー ルー氷 酢

酸(97:2:1)に つ いて比較 した。 い ずれ の系 にお

いてもCRMNと その β-ラク タム開環 体(類 縁 物 質

1)の 分離定 量が 可能 で あ った が,室 温 で長 時間 運

転 して も保持 時間 の ドリフ トが 少 なか った組成(A)が

よ り適 してい る と考 え られ る。組 成(A)にお ける典 型

的なクロマ トグ ラム をFig.10に 示 す。

2.ア ガーウ ェル法 とHPLC法 との相 関

健康 成人男 子3名 にCRMNを 投与 した ときの血

清中お よび尿 中の薬 剤濃度 をア ガー ウ ェル法 お よび

HPLC法 に よ り定 量 し,そ の値 の相関性 を検討 した

(Fig.11,12)。 両 測定値 の 相関 は良好 で あ った。

考 察

微生物学 的定 量法 の条件 設定 にお いて,基 本 的 に

重 要 な因 子 は試験 菌株 お よび測定 用培 地 と考 えられ

る。 今回 のアガ ー ウェル法の検 討 にお いて,試 験 菌株

として選 定 したE.coli NIHJは 「日本抗 生物 質 医薬

品 基準 」4)にお いて ク ロラム フ ェニ コー ル,コ リス チ

ン,ピ ブメ シ リナム な どの 力価 測定 に用 い られ て い

る もので あ る。 本 菌 に対 応 す る測定 用培地 として選

定 した 抗 生 物 質 用 培 地 「ダ イ ゴ」No.4の 組 成 は

Fig. 11 Comparison of carumonam concentra-

tions in serum samples measured by 

microbiological assay and HPLC

Fig. 12 Comparison of carumonam concentrations in urine samples measured by microbiological 

assay and HPLC
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SBM培 地(自 家調 製)と 同一 であ るが,両 培 地 の肉

エ キスお よび寒 天 の品質 は必 ず し も同一 で はな い と

考 え られ る。 また 自家調製 培地 は施 設問 は もとよ り,

同一施 設 で も調製 時 期 に よ り一 定品 質 を保 持 す るの

は困 難で あ る。CRMNの 濃度 測定 に おい て両 培地

は ほ とん ど同一 の性能 で あ ったが,一 定品 質 の もの

が得 られ,か つ調 製 が容易 な 「ダイ ゴ」No.4培 地 の

方が 多施 設 問 にお ける測定値 の 変動 を少 な くす るの

に有用 で あろ う。

薄層 クロマ トグ ラフ ィーにお いて,溶 媒 系(b)は山

中 らの報告9)を 参 考 に したが,構 成成 分 の酢 酸 をギ

酸 に変更 し,乾 燥 不十 分 に よる指 示菌 の増殖 抑制 を

避 け る ように した。溶媒 系(a)と(b)との比 較 にお いて

は,ス ポ ッ トの広 が りの少 ない系(a)が よ り好 適 と考

え られ る。

(研究期 間:昭.57.6.11～60.6.17)
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ASSAY METHODS FOR CARUMONAM

IN BIOLOGICAL SPECIMENS

TAKESHI FUGONO and KENICHI MAEDA

Central Research Division, Takeda Chemical Industries , Ltd., Osaka

Assay methods for pharmacokinetic studies of carumonam and its metabolites were developed .
For microbiological determination of carumonam, an agar-well method

, using Escherichia coli NIHJ
as the test organism and antibiotic medium No . 4 (DAIGO) as the test medium, was established . The
sensitivity of the method for carumonam was about 0 .1 pg(potency)/ml. A method with higher
sensitivity was also elaborated by using Providencia rettgeri ATCC 9250 and DST agar supplemented

with 0.15% bile salts and 0.2mg% crystal violet; the sensitivity of this method was about 0
.02ƒÊg(

potency)/ml. A bioautographic method using the same Providencia strain , was devised for detection
of antibacterially active metabolites .

Carumonam and its open ,8-lactam ring hydrolysis product
, Related Compound I, was quantitativelyd

etermined by an HPLC method on a Nucleosil 5C18 column using 0 .005M tetrabutylammoniumh
ydrogen sulfate (pH 3.0)-acetonitrile (85: 15 v/v) as a mobile phase .


