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生 体 試料 中 のCefotiam hexetil

関連化 合 物 の微 生物 学 的定 量 法

畚野剛 ・前田憲一

武田薬品工業株式会社技術管理本部試験分析センター率

Cefotiam hexetilの 活 性体であるcefotiam(CTM)の 生体試料中濃度測定法(標 準法)

として,Proteus mirabilis TCC 211OOを 試験菌 とし,DST寒 天(pH8.0)を 測 定培地

とするAgarwell法 を設定 した。本法の測定下限濃度は0.1Mリ ン酸塩緩衝液(pH7.0)

及び ヒ ト血清中で,共 にCTMと して約0.1μg/mlで あった。

低濃度 または微量試料 に適 した方法(高 感度法)と して検討 したProvidencia rettgeri

ATCC 9250及 びMacConkey寒 天(pH8.0)を 用 いるAgar well法(ま たはPaper disc

法)は 測定下限がCTMと して約0.03(ま た は約0.1)μg/mlで あ った。

活性代謝物検索のためProvidencia rettgeri ATCC 9250を 用 いるバイオオー トグラフ法

を設定 し, cefotiam hexeti1を 経 口投与 した ヒトの血漿及び尿を分析 した結果CTM及 び

微量の活性代謝物(SCE-1006及 びSCE-1136)を 検 出 した。
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Cefotiam hexetilはcefotiam (CTM)のprodrugで

あ って1),経 口投与 に よ り消 化管 よ り吸収 され た の ち,活

性体で あるCTMと な り血 中 に移 行 す る2)。CTMの 微

生物学的 定量 法 に つい て は,Proteus mirabilis ATCC

21100を 試験 菌 としDST(pH8.0)を 測 定 培 地 とす る薄

層 カ ップ法 の 設定 経 過 を既 に報 告 した3)。今 回 は そ れ を

Agar well法 に 改 変 し さ ら にProvidencia rettgeri

ATCC 9250を 用 い る高 感 度 法 及 びバ イ オ オ ー トグ ラ フ

法 につい て検 討 しcefotiam hexetilの 経 口投 与 試 験 にお

ける生体 内動態 研究 に適用 す る こ とが可 能 とな った 。

実 験 材 料 と方 法

1. 薬 剤: Cefotiam hexetil及 び 関 連 化 合 物(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:当 研 究 室 で保 存 中 のProteus mir.

abilis ATCC 21100 (IFO 13300)及 びProvidencia

rettgeri ATCC 9250 (IFO 13501)を 用 い た 。

3. 微 生 物 学 的 定 量 法3):

1) 測 定 用 培 地: Diagnostic sensitivity test

Fig. 1 Chemical structures of cefotiam hexetil 

and related compounds

(DST)寒 天 培地(Oxoid), Bile violet DST培 地

(DSTに 胆 汁酸塩 を0.15%,ク リスタルバイオレッ

トを0.2mg%添 加 した もの)4)及 びMacConkey

寒天 培地(MCA,栄 研)を それぞれ滅菌前にpHを

8.0に 調 整 して用いた。

2) 菌 液:寒 天斜面培地上で37℃,一 夜培養 した

新鮮 な菌叢 を滅菌水 に懸濁 し,光 電比色計(日 立

EPO-B型)に より吸光度が0.8に な るように調整
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Cefotiam (ƒÊg/ml) 

Fig. 2 Standard curves for assay of cefotiam 

using Proteus mirabilis ATCC21100 as 

the test organism 

Medium : DST (pH 8.0) 

Vehicle : •œ•\•œAgar well

○―○Cylinder

した。

3) 標準 液:CTM標 準 品 を0.1Mリ ン酸塩緩衝

液(pH7。0)で 溶解 して1,000μg(力 価)/mlと した

ものを原液 とし,さ らに同緩衝液または血清(血 漿)

で希釋 して標準希釋系列 を調製 した。

4) 薄 層 カップ法:含 菌寒天平板上にステンレス

カップを立て標準希釋液及び検液を注入後34℃,一

夜培養 した。阻止円の直径 を測定 し,CTM濃 度 の

対数 と平均阻止円直径 との関係 を2次 回帰5)し,こ

の曲線(標 準曲線)に より検液中のCTM濃 度 を算

出 した。

5) Agar well法:薄 層カップ法 と同様 にして調

製 した含菌寒天平板 に直径8mmの ノズルを用いて

穿孔 し,各 孔に標準希釋液および検液 を50μ1ず つ

注入 した。以下の操作は前項に準 じて行 った。

6) Paper disc法:ス テンレスカップを用いるか

わ りに,直 径6mmのPaper disc (Whatmann)に

検液各20μlを スポッ トしたものを含菌寒天平板上

に貼付 した。その他の操作は薄層カップ法 と同様に

行 った。

4. 薄 層 ク ロマ トグラフー バイオオー トグラフ

法3):担 体 にSpotfilm silica gel f(東 京化成)を 用

い,溶 媒系 としてアセ トン―酢酸一水一アンモニア

水(20:8:5:1)を 用 いて薄層クロマ トグラフィー

Cefotiam (ƒÊg/ml) 

Fig. 3 Effect of diluent on standard curves for 

assay of cefotiam by agar well method 

Test organism : P. mirabilis ATCC 21100 

Medium : DST (pH 8.0) 

Diluent : •œ•\•œ 0.1M phosphate buffer (pH 7.0)

○―○control serum (Consera, Nissui)

を行 った。バイオオー トグ ラフ法の試験菌 はP

rettgeri ATCC 9250を 用 い,培 地はMCA (pH8.0)

を用 いた。

実 験 結 果

1. 微 生物学的定量法

1) 標 準法:P.mirabilis ATCC 21100株 を試験

菌とする薄層カップ法 とAgar well法 の標準曲線

はFig.2の よ うにな り,各 濃度における阻止円直径

はAgar well法 の方が1.5～2.5mm大 きかった。

また阻止 円周縁の鮮明度については両者に差はなか

った。

Agar well法 において希釋液の影響を検討した結

果 をFig.3に 示す。緩衝液希釋 と比較 して血清希釋

において阻止 円の直径は0.3～1.1mm小 さ くなっ

たが,両 者の測定下限濃度はほぼ同等でCTMと し

て約0.1μg/mlで あ った。また血清希釋 と血漿希釋

との間で阻止 円直径および測定下限濃度に差は認め

られなかった。

2) 高感 度法:低 濃度 または微量の生体試料につ

いて測定を行うため,P.rettgeri ATCC 9250株 を試

験菌 とする高感度法4)を 設定 した。本菌 を用いた

Agar well法 とPaper disc法 の標準曲線はFig.4

の とお りで,そ の測定下限濃度 はそれぞれ約0.03
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Fig. 4 Standard curves for assay of cefotiam 

using Providencia rettgeri ATCC9250 as 

the test organism 

Medium : MCA (pH 8.0)

Vehlcle: ●― ●Agar well

○― ○Paper dlsc

μg/ml,約0.1μg/mlで あ った。なお測定培地 とし

てMCAの かわ りにBile violet DST (pH8.0)を

用いた場合もほぼ同 等の成績であった。標準法およ

び高感度法の測定条件をTable 1に まとめて示 した。

2.バ イオオー トグラフ法:活 性代謝物検 索のた

めCTMと その関連化合物の分離検出が可能な条件

を検討 した。薄層クロマ トグラフ法は既報の系3)を

用 い,バ イオオー トグラフ法の試験菌 と培地 は前項

の高感度法 と同 じものとした。本系 における標品の

Rf値 はCTM, SCE-1136, SCE-1106が,そ れぞれ

0.38, 0.62, 0.72で あ った。 また測定下限量は,そ

れぞれ1.2, 0.6, 0.6ngで あ った。生体試料をCTM

として200ngを ス ポッ トした場合SCE-1136ま た

はSCE-1006はCTMの 約1/300存 在 すれば検出可

能 と考 えられる。

Cefotiam hexetil, 200mg力 価錠 をヒ トに経口投

与 した後,採 取 した尿についてのバイオオー トグラ

ムをFig.5に 例 示する。CTMに よる大 きい阻止帯

の他に,SCE-1136及 びSCE-1006標 品 のRfに 相

当する位置 に,測 定下限 に近い小 さい阻止帯が認め

られた。同時に採取 した血漿についてのバ イオオー

トグラムにおいて も,CTMの 他 にごく微弱 なSCE

-1136及 びSCE-1006と 思われる阻止帯が検 出され

た。

考 察

二次元拡散法による生体試料中の抗生物質の定量

において我が国では宮村 ら6)に よって始め られた薄

層カ ップ法が汎用されて来た。一方Agarwell法 に

ついてはBennetら5)の 報 告が一つの典型 と考えら

Table 1 Microbiological assay for cefotiam 
(a summary of assay conditions)
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Urine of subj. A

Urine of subj. B

SCE-1006

Cefotiam

SCE-1136

Urine of subj. C

Urine of subj. D

Fig. 5 Bioautograms of human urine after oral administration of cefotiam hexetil (200 mg)

れるが,そ の後我が国において も報告されるように

なった7)。カップ法が約0.3mlの 検 液を必要 とする

のに対 して,Agarwell法 で は50μlで よい こと,

及 び検液注入後のシャーレの取 り扱い時にカップの

転倒のような失敗のないこと等か ら,CTMの 測定

も今回の検討によりAgarwell法 で実施すること

とした。CTMの 血 清蛋白結合率は8%と 報告され

てお り8),血 清(ま たは血漿)試 料の測定においては

血清(ま たは血漿)希 釋 による標準曲線の調製が望

ましい。今回検討の結果に従い,入 手の容易な市販

血清(Consera,日 水)を 用いることとした。本法に

よるPhase I試 験血漿試料の測定値は,CTMと し

て0.1～6.0μg/mlの 範 囲において,HPLC法 に よ

る値 と艮好な相関(r=0.978)を 示 した9}。したがっ

て上記希繹用血清の選択を含めて,本 微生物定量法

の設定は妥 当であった と考えられる。

経 口剤は注射剤 と比較 して低濃度領域での測定が

多 くなるため,標 準法 とは別に高感度法の設定が必

要 と考えられる。今回設定 した高感度法は喀痰,乳

汁などの試料の測定 に適 してお り,ま た微量の組織

か らの抽出液(3～10倍 抽 出)を 対象としても,十 分

な測定感度が保証 されるようになった。 また臨床現

場において微量の試料(液)を 直接Paper discに

採取 し,小 容器中で凍結保存 した ものを定量に供 す

る方法10)も,高 感度法の裏付があってはじめて可能

とな った。

Cefotiam hexetilを 投 与したヒ トの血漿及び尿中

よりCTM以 外 に,微 量の活性代謝物(SCE-1136

及 びSCE-1006)が バ イオオー トグラフ法により検

出 されたが,こ れ らの代謝物 は動物実験においても

認められている11)。

(研究期間S59.2～62.6)
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MICROBIOLOGICAL METHODS FOR ASSAY OF CEFOTIAM 

HEXETIL RELATED COMPOUNDS IN BIOLOGICAL SPECIMENS 

TAKESHI FUGONO and KENICHI MAEDA 

Analytical Laboratories, Corporate Technology, Takeda Chemical Industries, Ltd., 

2-17-85 Juso-honmachi, Yodogawa-ku, Osaka 532, Japan

We developed assay methods for cefotiam (bioactive form of cefotiam hexetil, CTM) and related 

compounds in biological specimens. For determination of CTM, an agar well mathod using Proteus 

mirabilis ATCC 21100 as the test organism and DST agar (OXOID, pH 8.0) as the test medium was 

established. The sensitivity of the mothod for CTM was about 0.1ƒÊg/ml both in 0.1 M phosphate 

buffer (pH 7.0) and in human serum. 

A method with higher sensitivity was also elaborated by using Providencia rettgeri ATCC 9250 and 

MacConkey agar (pH 8.0). The sensitivity of this method using agar wells and paper discs as the 

vehicles was about 0.03 and 0.1ƒÊg/ml respectively/ 

A bioautographic method using the same Probidencia strain was devised for detection of 

antibactetially active metabolites. By this method, CTM and two minor metabolites (SCE-1006 and 

SCE-1136) were shown in human plasma and urine after oral administration of cefotiam hexetil .


