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ゲ ンタ マ イ シ ンの酵 素免 疫 測 定 用 試 薬(EMITQstゲ ン タマ イ シ ンア ッセ イキ ッ ト)を 血 中 シ ソ

マ イ シ ン濃 度測 定 に応 用 す るた め検 討 した 。

検 量 線 は ゲ ンタ マ イ シ ンキ ャ リブ レー タ に代 え て,ヒ ト血 清 に シ ソマ イ シ ンを0.5,1.0,2.0,

4.0,8.0μg/mlと な る よ うに 調 製 した シ ソマ イ シ ンキ ャ リブ レー タ を用 い,作 成 はEMIT Qst法

の マ ニ ュア ル に従 った 。

得 られ た検 量 線 は 良 好 な シ グモ イ ドカ ー ブで,こ れ を用 い て検 討 した 結果 以下 の成 績 を 得 た 。

1) 日内再 現 性 の変 動 係 数 は10.4%以 下 で あ った。

2) 日差再 現 性 の変 動 係 数 は9.8%以 下 で あ っ た。

3) シ ソマ イ シ ンを 種 々の濃 度 に添 加 した血 清 か ら の平 均 回 収 率 は96.0～108.0%で あ った。

4) 今 回 改変 したEMIT Qst法(Y)と 高 速 液 体 ク ロマ トグ ラフ ィー(X1)お よび パ イ オ ア ッ

セ イ(X2)と の測 定 値 の相 関 は次 の通 りで あ った。

Y=0,751X1+0.590,r=0.991;Y=0.958X2+0.268,r=0.997

以 上 の 結果 よ り,今 回 試 み た改 変EMIT Qst法 は シ ソマ イ シ ンの血 中 濃 度 モ ニ タ リン グに有 用

な方 法 で あ る と考 え られ る。
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ア ミノ配糖体系抗生物質(AGs)は,主 として難治性

あるいは重症 な感染症に対 して使用 されているが,一 般

に有効治療域が狭 く,か つ血 中濃度 と中毒 との関連性が

指摘されていることか ら,よ り有効で安全な薬物療法を

行な うためにはtherapeutic drug monitoring(TDM)

が必要 といわれ てい る1,2,3)。そのため,近 年種々のAGs

に対応 した簡便 ・迅速な測定法が開発 され実用化 されて

いる4,5)。しか しなが ら,シ ソマイシン(SISO)に 関 し

ては,従 来からの日抗基 に 準 じ たbioassayやHPLC

法6)での測定法が報告 されてい るのみで あ り,こ れ らは

多忙な臨床でのルーチ ンな測定法 としては操作の煩雑さ

や時闇の長さな どのため最適 とはいえない面があ る。そ

こで,著 者らはSISOが1ゲ ンタマイシ ン(GM)の 構造

に類似してい る78)こ とに注 目し,簡 便 ・迅速 な測定法

であるGM酵 素免疫測定法の試薬を血中SISO濃 度測

定に応用するため検討 したので報告す る。

I. 実 験 方 法

1. 測 定 試料

測 定 法 の精 度 お よび正 確 性 の 検 討 の た め,ddY系 雄

性 マ ウ ス(体 重26.4±0.49g)を 用 い,各 マ ウ スに

SISO0.25μg/マ ウス を腹 腔 内 投 与後(1群6匹),そ れ

ぞ れ 経 時 的 に6点(5,10,15,30,60,120分)採 血

し,直 ち に血 清 分離 して試 料 と した。 ま た添 加 回 収 試 験

お よび 他 法 との測 定 値 の比 較 な どに は,SISO添 加 ヒ ト

血 清 を も併せ て用 いた 。

2. 酵 素免 疫測 定 法

試 薬 はhomogeneous enzyme immunoassayの 原 理 に

基 づ い たEMIT Qstゲ ンタ マ イ シ ンア ッセ イキ ッ トを

そ の ま ま用 い,方 法 を 一 部 改 変 して 実 施 した 。 す な わ

ち,検 量 線 の作 成 に は ゲ ンタ マ イ シ ンキ ャ リブ レー タに

代 え て ヒ ト血 清 にSISOを 添 加 して調 整 したSISOキ ャ

リブ レー タ(0,0.5,1.0,2.0,4.0,8.0μg/ml)を 用
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Table 1, Analytical conditions

1) 0.22 M Na2SO4 including 0.0007 M heptane-
sulfonate sodium. 

2) o-ohthalaldehvde.

い,測 定 機 器 はSyva Sample Processor, Syva Clinical

Processor CP-5000,Syva分 光 光 度 計SIII(い ず れ も

ダイ シバ)を 連 結 して,EMIT Qst法 の マ ニ ュア ル に従

い 測 定 した。

3. 対 照 測 定 法

今 回 検 討 し た 一 部 改 変EMIT Qst法 に よ る 血 中

SISO濃 度 測 定 の対 照 と して以 下 の 方 法 を 実 施 した 。

1) Bioassay(BA)法

日抗 基 に 準 じて,Staphylococcus epidermidis ATCC

12228を 検 定菌 とす る 円筒 平 板 法 に て測 定 した 。

2) 高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー(HPLC)

装 置 はWaters510,カ ラ ム恒 温層:島 津CTO-6A,

蛍 光 検 出 器:日 立65010S,デ ー タ処理 装 置:島 津CR

1Bを 用 いた 。

試 料200μlに 内 部 標準 液(硫 酸 ネ チル マ イ シ ン,10

μg/ml力 価)200μlを 混 和 後,CM Sephadex C-25ヵ

ラム に吸 着 させ,0.4M酢 酸 緩 衝 液1mlで2～3回 洗

浄 した。 そ の後10mM NaOH含 有 の0.4M酢 酸 緩 衝

液 で,予 め1N塩 酸50μlを 入 れ て お い た試 験 管 に4回

溶 出 し,そ の50μlをHPLCに 注 入 した 。

分 析条 件 はTable1に 示 した通 りで あ る。な お,こ の

Fig. 1. Correlation of measured and theoretical 

sisomicin concentrations in spiked serum 

samples determinded by EMIT assay

分析条件 での同時再現性は変動係数が2.0,5.0,10μg/

mlの 濃度測定で,い ずれ も10%以 下 であ った。

II. 実 験 成 績

1. 検量線 の作成

EMIT Qstゲ ンタマイシンアッセ ィ キ ッ トに対する

SISOの 交差反応性を 検討 した ところ,Table2に 示

す よ うに,0.5～7.5μg/mlの 濃度範囲 で は 約63.1～

100.0%と 極め て高 い交差性が認 められたが,10.0μg/

ml以 上の濃度 ではその交差性 は低下 し,Fig.1に 示す

よ うに高濃度では直線か ら外れ ることが認め られた。

そ こで,SISOキ ャ リブ レータの濃度を0,0.5,1.0,

2.0,4.0,8.0μg/mlと し,検 量線 を作成 した。Fig.2

には横軸 にSISOキ ャ リブレー タ濃度 の対数を,縦 軸に

吸 光度 をと り示 したが,良 好 なS字 状検量線 であった。

なお,実 際の測定にはSyva Clinical Processor CP-

5000に よりS字 状検量線 を直線 に変換 した検量線を用

い濃度 を算 出 した。

2. 測定法 の精度

Table 2. Cross-reactivity of sisomicin in EMIT Qst gentamicin assay

All data are represented as mean•}S.D.

*

 (apparent gentamicin concentration/theoretical sisomicin concentration)•~100
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ΔA-ΔAo:  difference between average 

EMIT calibrator 0 reading (ƒ¢Ao) 

and average reading (ƒ¢A) of 

each of the other calibrators

Fig. 2. Standard curve of sisomicin obtained by 

modified EMIT Qst method

1) 同時再現性

ヒト血清に 低濃度 と し て0.5μg/ml,中 濃度 として

5.0μg/ml,高 濃度 として8.0μg/mlのSISOを 添 加 し

た検体3水 準を作成 し,そ れぞれ につ いて連続5回 測定

し,平 均値,標 準偏差(S.D.),変 動係数((C.V.)を 求

めTable3に 示 した。低濃度ではC.V.=10.42%と 若

干のパ ラツキが認め られ た が,中 濃度 および 高濃 度で

は,各 々のC.V.が6.79%,1.30%と 極め て良好な再

現性が認められた。

一方,前 記3水 準の濃度検体 を5日 間連続 して測定 し

た日差変動をみてみ ると,低 濃度 で同様に若 干の変動が

みられるものの,中,高 濃度 ではパ ラツキが少な くC.V.

=1 .30～2.61%の 範 囲であった(Table4)。

Table 5. Recovery of SISO assay 

by modified EMIT Qst method

Each value is the mean of three determination.

2) 添加回収試験

SISOを 添加 した濃度既知 ヒ ト血清(0.5,1.0,4.0,

&0,10.0μg/ml)を 用 い,回 収 試 験 を 実施 し結 果 を

Table5に 示 した。この濃度範囲での各添加量の平均 回

収率は96.0～108%と 良好な成績であった。

3) 他法 との相関性

今回試みたSISO測 定法の 正確性 を 検討す るため,

SISO投 与 マウス血清 およびSISO添 加 ヒ ト血清 を試料

としてBA法 およびHPLC法 にても測定 し,そ の相関

性を検討 した。

HPLC法 との 相関性 は 極 め て 高 く,相 関係数r=

0.991,回 帰直線Y=0.751X+0.590で あった(Fig.

3)。

また,BA法 との相関 をみ ると,r=0.997,Y=0.958

X+0.268で,ほ ぼ原点を通 る直線 で,HPLC法 同様高

い相関性が認め られ た(Fig.4)。

4) 応用

これ までの実験成績 より,今 回試みたSISOの 酵素免

疫測定法は極め て信頼性の高 いことが認め られたので,

この方法に よりマウスの体内SISO動 態 を検討 した。す

なわち,SISOを 雄性ddY系 マ ウス(1群6匹)の 腹

Table 3. Within-run precision of SISO assay by modified EMIT Qst method

Table 4. Between-run precision of SISO assay by modified EMIT Qst method
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Fig. 3. Correlation between modified EMIT Qst 

method and HPLC method for sisomicin 

serum determination

Fig. 4. Correlation between modified EMIT Qst 

method and bioassay for sisomicin serum 

determination

腔 内に0.25mg/マ ウス投与後,5分,10分,15分,45

分,60分,120分 に採血 し,血 清中濃度を測定 し解析

した。

その結果,血 中濃 度の ピー クは約15分 後 にみ られ,

半減期 は約20分 であった。この結果はBA法 で測定 し

た測定値 の解析結果 とほぼ一致 していた(Fig.5)。

III. 考 察

SisomicinはGM同 様幅広 い抗菌力を有 し,Pseudo-

monas aeruginosaに 対 してはGMよ りも優れ,そ の殺

菌 力もGMやtobramycinよ りも 強 い といわれてい

る9,10,11)。しか しなが ら,他 のAGs同 様腎毒性や聴器毒

性が強 く,特 に,腎 機能障害者 への適用 には充分注意を

Each value is the mean of six determinations

(dosc: 0.25mg/mouse)

Fig. 5. Serum levels of ddy mice after adminis-

tration of sisomicin

要す る12,13)。また,筋 肉内注射時 の出血傾向のため静脈

内投与が余儀な くされ ることもあ り,血 中濃度 と副作用

との関係には慎重 に対処 しなければならない。

こう したこ とか ら,最 近では血 中濃度を測定すること

によ り,患 者個 々の薬物動態学的 パラメータを速度論的

に解析 し,至 適投与量や投与間隔などを算出する方法が

盛んに試み られ ている。そのためには,精 度が高く,し

か も簡便 ・迅速 な測定法が臨床上必要 であるがSISOに

ついては現在見 当た らない。

今回著者 ら がSISOの 血 中 濃 度 測 定 に応用 した

EMIT Qstゲ ンタマイシ ンキ ッ トは,こ れ までの酵素免

疫 ゲンタマイシ ンア ッセ イキ ッ トを改良 した もので,1

パ イアル ごとに抗体,酵 素標識薬物,基 質,緩 衝剤の凍

結乾燥物を含み,希 釈検体を加えることによ り直ちに反

応が進み測定 が可能 である。 したがって,従 来の酵素免

疫測定法ばか りだけ でな くBA法 やHPLC法 のように

前 もって試薬 を調整 してお く必要 もな く,ま た検体試料

の前処理 も要 し な い。 さらに,デ ータ処理装置(CP-

5000)に 検量線 を保存 してお くこ とに より,そ の検量線

を再利用 でき測定時間の短縮 を計 ることができる。この

ことは,多 忙 な臨床 での血 中濃度解析に とっては極めて

重要な ことであ り,ま た必要なこ とと思われる。今回著

者 らが試みた方法は,ま さにこれ らの ことを目的とした

ものであ り,同 時再現性,添 加 回収性,他 法との相関性

な ど,い ずれの 成績 も満足 できるものであった。 同時

に,マ ウスにおいてSISOの 血中濃度解析に本法を応用

した ところ,極 めて簡便 迅速 に測定で き,し か もその解

析 パター ンはBA法 と ほぼ同様 であった。 しかしなが
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ら,本 測定法は免 疫反応 の交差性を利用 していることか

ら,構 造の類似 している他 のAG3や 代謝産物 には当然

注意 しなければな らない。 この点を考 慮す るならば本法

は臨床的TDMに とって も有用 な測定法 と考 えられ る。
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GENTAMICIN ENZYME IMMUNOASSAY 

FOR DETERMINING SISOMICIN 

SERUM CONCENTRATIONS

KATSUO TAKAHASHI, MAKOTO IKEDA1) and RINJI KAWANA2)

1) Hospital Pharmacy, Iwate Medical University, 19-1 Uchimaru, Morioka 020, Japan 
2) Department of Microbiology, School of Medicine, Iwate Medical University

We evaluated the gentamicin enzyme immunoassay kit (EMIT Qst GM kit) for the determination of 

sisomicin serum concentrations. We prepared sisomicin calibrators (0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0 ƒÊg/ml) 

instead of gentamicin calibrators and then obtained a standard curve by use of a reagent for the 

EMIT Qst GM assay. This standard curve was a good sigmoid curve. 

The following results were obtained. 

1. The within-run coefficient of variation was less than 10. 4%. 

2. The between-run coefficient of variation was less than 9. 8%. 

3. Analytical recoveries of sisomicin from serum spiked with varying concentrations of sisomicin 

averaged from 96.0-108.0%. 

4. The relationship between the modified EMIT Qst method(Y) and high-performance liquid chro-

matography (X1) or bioassay (X2) was studied. 

Y=0.751 Xi+0.590, r=0.991; Y=0.958X2+0.268, r=0.997 

We confirmed that the modified EMIT Qst method is a very reliable and useful means of monitoring 

for clinical sisomicin levels.


