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ネチルマイ シンの鼻腔内分布 測定法の検討
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ネブライザー療法におけるネチルマイシン(NTL)の 鼻腔内分布測定法について検討 した。ア ミ

ノ配糖体系抗生物質(AGs)は,粘 膜組織中への浸透性が低 く,粘 膜組織中の薬物量から薬物の移

行量を判断するには難点があり,ネ ブライザー療法時の有用性については充分な検討がなされてい

ない。

今回,ネ ブライザー直後の鼻腔内分布の測定法として,鼻 腔内に貼付したガーゼからのNTLの

定量的な回収を試みた。従来,AGsは ガーゼなどのセルロースに吸着 し,定 量的な回収が困難とさ

れていたが,抽 出溶媒に0.5M Na2HPO4を 用 いることによりNTLの 定量的な回収が可能とな

った。定量法にはバイオアッセイおよびHPLCを 用 いた。ガーゼに血液が付着 した場合でも,回 収

および定量に及ぼす影響がないことを確認 した。

副鼻腔炎患者25症 例76検 体についてガーゼ(約1cm2)中NTL含 量 をバイナアッセイおよ

びHPLCで 測定した結果,バ イオアッセイでは0.1～678μg/ガ ーゼ,HPLCで は0.1～740μg/ガ

ーゼといずれもすべての検体について測定できた。 また,バ イオアッセィとHPLCの 測定値の相

関はy=0.94x+4.63,r=0,963と 良好であった。

ネブライザー直後のNTL鼻 腔内分布の測定が可能となったことにより,今 後,ネ ブライザー療

法の有用性を検討する際のパラメーターとして有益な情報 となり得ることが示唆された。
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ネブライザー療法は,慢 性副鼻腔炎の治療に対して最

も一般的に行なわれている保存的かつ直接的な治療法で

ある。最近,使 用する抗生物質として,広 い抗菌スペク

トラムを有し,粘 膜組織に対する刺激性の少ないア ミノ

配糖体系抗生物質(AGs)が 注 目されている1～6)。

細菌感染症に対する抗生物質の効果は,抗 生物質が直

接細菌に接触し,作 用する必要がある。ネブライザー療

法時,抗 生物質がどの程度炎症巣に到達するかは,こ の

治療法の有用性を検討する上で重要な ポイントとな る

が,一 般にAGsは 粘膜組織中への浸透性が弱い7,8)ため,

粘膜組織中の薬物量を測定するのみで,有 用性を直ちに

判断するには難点がある。また,鼻 腔内に貼付したろ紙

あるいはガーゼ小片に吸着させて直接的な分布をみる方

法は,薬 物の局所到達量が確認できるが,AGsは これ

らろ紙あるいはガーゼなどのセルロースと強 く吸着 す

る9)こ とから,定 量的な回収を行なうことは従来困難で

あ った。

そ こで我 々 は,AGsに ネ チ ル マ イ シ ン(NTL)を 用い,

あ らか じめ鼻 腔 内に 貼 付 した ガー ゼ小 片 か らのNTLの

回 収 お よび定 量 を 試 み た 。 本 法 に よ って,ネ ブラ イザー

直 後 のNTLの 鼻 腔 内 分 布 を求 め る こ とが 可 能 とな り,

さ らに,臨 床 的 な評 価 を 行 な うに た りる実 用分析 法 とし

て の 有 用 性 が 確 認で きた の で報 告す る。

I.　 実 験 材 料 と方 法

1.　 薬 剤 お よび試 薬

NTL原 末(ア メ リカ シ ェ リン グ社),ベ ク タ シン注

(エ ッセ クス 日本),リ ンデ ロ ン注(塩 野 義 製薬),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),β-メ ル カ プ トプ ロピオ ン酸(特

級,半 井),1-ヘ プ タ ンス ル ホ ン酸 ナ トリウム(PIC B-

7,日 本 ウ ォー ター ズ),培 地(Antibiotic Medium No.

5,Difco)。 そ の 他 の試 薬 は特 級 品 を用 いた。

* 滋賀県甲賀郡水 口町笹が丘1-4
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2.　 器 具

HPIC装 置(ポ ンプ;510型,蛍 光 検 出 器;420型,

試料 注入装 置;U6K型,カ ラ ム;μ Bondapak C183.9

mmI.D.×300mm,以 上,日 本 ウ ォー ター ズ社 製)を 用

いた。

3.　 臨床 検 体

副鼻腔 炎患 者 の 鼻 腔 内 に あ らか じめ 約1cm2の ガ ー

ゼ小片 を貼付 し,NTLの20mg/3ml溶 液(ベ ク タ シ ン

注0.4ml,0.1%リ ンデ ロ ン液0.3mlお よび 生 理 食 塩

液2.3mlを そ れ ぞれ 混 合 した)を ジ ェ ッ ト式 ネ ブ ラ イ

ザーに よ り3分 間 噴 霧 した 後 ガー ゼ を取 り出 し,こ れ を

臨床 検体 とした 。 な お,検 体 は 試験 に供 す る ま で-20

℃にて保存 した。

4.　 ガーゼか らのNTL抽 出 法

藤本 ら10)のろ 紙血 中か らの ゲ ン タ マ イ シ ン抽 出法 を

準用 した。 す なわ ち,臨 床 検 体 をふ た 付 き ブ ラス チ ッ ク

チューブに入 れ,0.5M Na2HPO4(pH 9.1)を500μl

添加 し,20℃,30分 イ ンキ ュベ ー トした 後 の 抽 出 液 を バ

イオア ッセ イお よびHPLCの 試 料 と した。

5.　 HPLCに よ る定 量

大月ら11)の方 法 に よ り測 定 した。 な お,移 動 相 の硫 酸

ナ トリウムの濃 度 は0.16Mと した。

6.　 バ イナ ア ッセ イ(ア ガ ー ウ ェル法12))に よ る定量

培地 にBacillus subtilis ATCC 6633を 終 濃 度106

spores/ml培 地 とな る よ うに 接 種 し,こ れ を ペ ト リ皿

(内径9cm)に7mlず つ 分 注 した 後,直 径6mmの 寒

天孔を6個 あ け,試 料 お よび01μg/mlの 補 正 用 試 料 液

を加え て,37℃ 16～20時 間 培 養 した。 阻 止 円 の直 径 を

計測 し,同 時 に0.02～1.0μg/mlの6段 階 のNTL溶 液

を用 いて作 成 した 標 準 曲線 よ り試 料 中 のNTL濃 度 を算

出 した。

II.　 実 験 結 果

1.　 ガーゼ か らのNTL抽 出 法 の検 討

約1cm2の ガ ーゼ にNTL 10μgを 添 加 し,50℃ の

乾燥器中 で10分 間乾 燥 させ た もの を検 体 と した。 検 体

に0.5M Na2HPO4ま た は 蒸 留 水 を500μl加 え,0.5M

Na2HPO4で は20,35お よび50℃ で,蒸 留 水 で は35

℃ で,15,30,45お よび60分 間 イ ンキ ュベ ー シ ョ ン

した後 の抽 出液 をHPLCで 測 定 した 。Fig.1に 示 した

ように,0.5M Na2HPO4を 用 いた 場 合,20℃,35℃ お

よび50℃ の いず れ の温 度 にお いて も15分 の イ ンキ ュ

ベーシ ョンで 回収 率 は90%以 上 とな った。 な お,蒸 留

水を用 いた時 には60分 に お い て も回収 率 は0%で あ っ

た。ろ紙血 中か らの ゲ ン タ マ イ シ ンの 抽 出 法 同様,0.5

M Na2HPO4を 用 い る こ とに よ り,ガ ー ゼか らNTLを

定量的に回収 で きる こ とを 確 認 した。 こ れ ら の 結 果 か

Fig. 1. Influence of extraction time and extraction

temperature on recovery of netilmicin from

gauze

Diluent

△: 0.5 M Na2HPO4

●: 0.5 M Na2HPO4- 0.1M phosphate buffer (1: 9)

○: 0.11 M phosphate buffer

Fig. 2. Effect of diluent on calibration curve for

assay of netilmicin by agar well method

ら,以 下 の実 験 に は抽 出 溶 媒 と して0.5M Na2HPO4を

用 い,20℃ で30分 間 イ ンキ ュベ ー シ ョ ンす る こ と と し

た 。

2.　 バ イナ ア ッセ イ

0.5M Na2HPO4は イ オ ン強 度 が 高 く,強 塩 基 性 で あ

る。 この た め,バ イ オ ア ッセ イ時 に そ の ま ま試 料 液 と し

て 用 い た場 合,阻 止 円 に影 響 を及 ぼ す こ とが考 え られ る

の で,次 の検 討 を行 な った 。
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Table 1. Effect of blood on determination of netilmicin by agar well method

* rdative stalldard deviation

0.5M Na2HPo4(pH 9.1),0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液

(pH8.0)お よび0.5M Na2HPO4を0.1Mリ ン酸 緩 衝

液 で10倍 に 希 釈 した(pH 8.1)3種 の 溶 液 を 用 い て

NTL標 準液 を調 製 し,そ の標 準 曲線 を比 較 した。Fig.2

に 各 標 準 曲線 を示 した が,0.5M Na2HPO4を 用 い た場

合,0.04μg/ml以 下 の濃 度 では 阻 止 円が 現 わ れ ず,ま

た,0.2μg/ml以 上 の濃 度 で は0.1Mリ ン酸 緩 衝液 を用

い た もの に比 べ 阻 止 円が20～30mmほ ど増 大 した こ と

よ り,0.5M Na2HPO4を 試料 液 と して用 い るこ とは適

切 で な い と考 え た。 次 に,0.5M Na2HPO4を10倍 に

希 釈 した液 の標 準 曲線 は,0.1Mリ ン酸 緩 衝液 の標 準 曲

線 とほぼ 一 致 し,影 響 は ほ とん ど 無 視 で きた。 こ の結

果 よ り,バ イオ ア ッセ イに 用 い る 試 料 は,0.5M Na2

HPO4を0.1Mリ ン酸緩 衝 液 で少 な く とも10倍 に希 釈

した試 料 液 を用 い る こ と と した。 な お,こ の時 のNTL

の 最 低 検 出 限 界 は約0.2μg/ml(0.1μg/ガ ー ゼ)で あ っ

た 。

3.　 体 液成 分 の影 響

臨 床 検 体 に は鼻 腔 内 浸 出液 あ るい は血 液 が 付 着 し,特

に血 液 は 抽 出お よび 定量 に及 ぼ す 影 響 が大 き い と考 え ら

れ る こ とか ら,以 下 の検 討 を行 な った。

約1cm2の ガー ゼ に 吸 着 可 能 な 血 液 量 を求 め た と こ

ろ,そ の量 は 約100μlで あ った。 した が っ て,0.5M

Na2HPO4 500μlで 抽 出 した溶 液 中 には 最 高20%の 血

液 が 含 まれ る可 能 性 が あ る ので,NTLの 定 量 に 及 ぼす

血 液 成 分 の影 響 の 有 無 を 検 討 し た。0.5M Na2HPO4

500μl中 にNTL 0.1～0.5μgと 血 液1,2.5,5,10お

よび20%を それ ぞれ 含 む よ うに調 製 した 各 種 の 溶液 を

試 料 と して,バ イ オ ア ッセ イで 測定 した 結 果 をTable 1

に示 した 。 い ずれ の溶 液 か らの 回収 率 も99.9～106.3%

で,こ の時 の相 対 標 準 偏 差(RSD)は1.8～5.7%と な

り,血 液 成 分 の影 響 な くバ イ オ ア ッセ イで 測定 で きる こ

と を確 認 した。 ま た,HPLCに つ い て検 討 した 結 果,血

(A)
0.5M Na2HPO4 solution

plus 20% whole blood

(B)
spiked with netilmicin

Fig. 3. HPLC chromatograms

Table 2. Recovery of netilmicin from gauze* by

HPLC and agar well method

* the gauze contained blood (100ƒÊl) and was dried

** n= 5

*** not tested
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Fig. 4. Calibration curve for HPLC of netilmicin

in gauze

液20%の 混入でもクロマ トグラム上にNTLの 定量を

妨害するピークは現われなかった(Fig.3)。

次に,ガ ーゼからのNTLの 回収に及ぼす血液成分の

影響を検討した。 ネブライザー用NTL溶 液(20mg/3

ml)が ガーゼに充分に 浸透した時(100μl)の ガーゼ中

NTL含 量は約670μgで あった。 そこで,1片(約1

cm2)のNTL含 量が0.5～1,000μgに なるように調製

したガーゼに血液を浸透させ,乾 燥 したものを検体と

し,抽 出操作を行ない,バ イオアッセイおよびHPLC

で回収率を求めた。回収率はTable 2に 示 したようにそ

れぞれ89.6～103.9%お よび81.6～89.7%で あ り,ま

た,相 対標準偏差も良好であったことより,NTL抽 出時

に血液成分の影響がないことを確認 した。 なお,Fig.4

にHPLCに よる検量線を示した。

4.　臨床検体の測定

副鼻腔炎患者25名 より採取 した76検 体について,

バイオアッセイおよびHPLCに よ り測定した結果
,ガ

ーゼ中NTL含 量 はそれぞれ0
.1～678μg/ガ ーゼおよ

び0.1～740μg/ガ ーゼであった。 また,HPLCとバ イ

オアッセイの測定値との相関はFig.5に 示 したように,

y=0.94x+4.63,r=0.963と 良好であった。

III.　 考 察

アミノ配糖体系抗生物質(AGs)は 副鼻腔炎などの気

道系感染症に対するネブライザー療法に繁用されている

が1～6,13),薬剤の鼻腔内分布については 明らかにされて

おらず,治 療上の有効性が充分であっても,薬 動力学的

な面では検討がなされていなかった。

一般に
,全 身的に投与されたAGsの 分布は細胞外液

であり,細 胞内への移行は極めて低いと報告7,8)されて

Fig. 5. Correlation of netilmicin concentration

in gauze between bioassay and HPLC after

aerosol administration

いる。 したがって,局 所使用にあたっても,組 織内へ移

行するAGsの 量は極めて少ないと考えられる。このた

め,局 所の組織内濃度を求めた結果を,そ のまま分布 ・

消失の指標 として直ちに用いるには難点がある。また,

鼻腔内に添付 したガーゼからAGsを 回収して直接的な

分布をみる方法も,AGsが ガーゼなどの セルロース に

強く吸着する9)ため,定 量的な回収は困難 とされてきた。

しか し,最 近,藤 本ら10)によ りろ紙血からのゲンタマイ

シンの定量的な回収法が報告された。

そこで今回,ガ ーゼからNTLの 定量的な回収を試

み,ネ ブライザー直後の鼻腔内粘膜上のNTL沈 着量の

測定法として実用化 した。

抽出溶媒に0.5M Na2HPO4を 用 いることにより,ガ

ーゼからNTLを 定量的に回収することができた
。得ら

れた溶液をバイオアツセイに応用する場合,少 なくとも

0.1Mリ ン酸緩衝液で10倍 以上に希釈する必要があっ

た。 この時のガーゼ中NTL含 量 の最低検出限界は約

0.1μg/ガ ーゼ であり,臨 床的に分離される各種の細菌

に対する効果を考慮する上で充分な検出限界であると考

える。

鼻粘膜にガーゼを貼付するため,粘 膜浸出液あるいは

血液など付着することが当然考えられるが,ガ ーゼに血

液が充分付着 した場合でも,NTLの 回 収 お よび定量

に及ぼす影響がないことを確認 した。一般に血清などの

生体試料は,定 量を妨害する成分を含み,何 らかの前処

理が必要 とされる場合が多い。 しか し,臨 床検体中に含

まれる血液の量を血清に換算すると最高でも約10%で

あ り,本 報告で用いた測定条件では前処理を必要としな

かった。また,血 漿中のNTL濃 度 をHPLCを 用 いて

測定する場合,血 漿を等量の移動相で希釈することによ
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り,定 量 に 及 ぼ す血 艇成 分 の影 響 が 無 視 で きた こ とが 報

告14)さ れ て い る。

副 鼻 腔 炎 患 者25名 よ り採 取 した76検 体 につ いて 測

定 した結 果,ガ ーゼ 中NTL含 量 は バ イォ ァ ッセ ィで

0.1～678μg,HPLCで0.1～740μgで あ った。 この 時

の バ イ オ ア ッセ イとHPLCの 測定 値 は 良 好 な 相 関y=

0.94x+4.63,r=0.963を 示 し,い ず れ の方 法 に よっ て

も測 定 が 可能 で あ り,本 法 の実 用 性 が 確 認 で きた。

本 法 に よ り,ネ ブ ラ イザ ー直 後 のNTL鼻 腔 内分 布 の

測 定 が 可能 とな っ た。 今 後,ネ ブ ライザ ー療 法 の 有用 性

を検 討 す る際 の測 定 法 と して 有 益 な惰 報 を与 え る方 法 で

あ る と考 え られ る。
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NETILMICIN CONCENTRATION IN THE NASAL

CAVITY DURING NASAL AEROSOL THERAPY

TAKESHI SHIBAHARA and MAYUMI SHOSHIHARA

Research and Development Laboratories, Essex Nippon Kabushiki Kaisha,
1- 4 Sasagaoka, Minakuchi- cho, Koga- gun, Shiga 528, Japan

MINORU ISHIDA

Dept. of Otorhinolaryngology, Suita Municipal Hospital

We determined netilmicin (NTL) concentrations in the nasal cavity of patients on aerosol therapy.
Since aminoglycoside antibiotics (AGs) have a relatively low distribution in the nasal mucosa, it is

difficult to evaluate the efficacy of aerosol therapy from the AG concentration. We therefore tried
to determine NTL concentration after aerosol administration in gauze (1cm2) placed in the nasal
cavity. Though difficult, since AGs are strongly adsorbed to cellulose, quantitative analysis by bioas-
say and HPLC, using 0.5 M Na2HPO4 as extraction solvent, was well controlled.

We determined NTL in 76 samples from 25 patients with paranasal sinusitis by bioassay and HPLC.
Both assay data agreed closely, and the coefficient of correlation was 0.963.

As it was possible to determine the concentration of NTL in the nasal cavity after aerosol adminis-
tration, these data are a useful parameter in investigating the efficacy of aerosol therapy.


