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高速液体 クロマ トグラフ一重気化学検 出法及 びbioassay法 に よる

血中Sulbactam濃 度の高感度測定法

下岡針雄 ・伊藤正実 ・松本京子 ・新美博仕 ・松永敏幸 ・用崎賢二

台糖ファイザー(株)新 薬開発センター*

Ampicillin(ABPC)存 在下のSulbactam(SBT)の 高感度測定法 として,高 速液体 クロマ トグ

ラフ法及びbioassay法 につ いて検討 し,以 下に示す二種 のSBT濃 度測定法を開発 した。

1) SBTを ヒ ドロキシルア ミンと反応 させ た後 高速液体 クロマ トグラフ一電気化学検 出法 を

用いることにより血 中のSBT濃 度 を0,05μg/mlま で測定す ることができた。

なお,こ の方法は試料 中に共存する β-lactam抗 生物質ABPC,Cefoperazone(CPZ)等 の影響

を受けなかった。

2) SBTのbioassay法 と して β-lactamaseを 産生 し,ABPCに 高度 耐性 を示 すBran-

hamella catarrhalis No.8を 検定菌 とし,ABPC含 有培地上でSBTの β-lactamase阻 害効果 を

利用 したSBTの 高感度測定法 を確 立した。

なお,検 定菌にはB.catarrhalisに 加えてABPC感 受性のBtzcillus subtilis ATCC 6633を 併用

す ることによって,鮮明 な阻止円が形成 された。本法における血中のSBT濃 度の測定感度は0.05μg/

mlで あった。

今回開発 した上述のHPLC法 及びbioassay法 に より患者の血清 中SBT濃 度を測定 した結果

両法 とも良好な相関関係が認め られた.
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Sulbactam(SBT:(2S,5R)-3,3-dimethyl-

7-oxo-4-thia-1-azabicyclo[3.2.0]heptane-2-

carboxylate 4,4-dioxide)は フ ァ イザ ー社 中央研 究 所

で 開 発 さ れ た β-lactamase阻 害 剤 で あ り1),SBTと

Cefoperazone(CPZ)力 価 比1:1の 注射 用 配 合 剤2),

SBTとAmpicillin(ABPC)力 価 比1:2の 注 射用 配 合

剤3),及 びSBT,ABPCのmutual prodrugで あ る

Sultamicil1in(SBTPC)4)と し て 用 い ら れ,各 種 β-

lactamase産 生 能 を有 す る耐 性 菌 に対 して優 れ た抗 菌 力

を発揮 す る こ とが 知 られ てい る。

β-lactani抗 生 物 質 存 在 下 のSBTの 分 析 法 と して は

従 来,紫 外 吸光 度 検 出 によ る高速 液体 クロマ トグ ラ フ法

(HPLC法)5),CPZ存 在下 でEscherichia coli 603を 検

定 菌 とす るbioassay法6),ABPC存 在 下 でEscherichia

coli 273を 検 定 菌 とす るbioassay法7)が あ るが,い ず れ

も測定感 度 が0.4～2μg/ml程 度 で あ り,満 足 し うる も

の では なか った。

高 感度 分 析 法 と して は,SBTを メチ ルエ ス テル と して

測 定 す る ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ー質 量 分 析 法(GCMS

法):測 定 感 度0.1μg/ml6),1,2,4-ト リア ゾー ル と

のプ レカ ラム 反応 又 は,ア ル カ リに よる分解 ポ ス トカ ラ

ム反応 を利用す るHPLC法(い ず れの測定 感度 も0。2

μg/ml)8,9)等 が報告 されてい るが,い ずれ も操作が煩雑

で安定 した感度,精 度 を得 るためには熟練 した技術が必

要で多数の検体 を測定 してい くためにはカラムの洗浄,

再生等の測定能率上 にも問題があった。

今回,著 者 らは高感度 で簡便なSBTの 濃度測定法 と

してHPLC法 及びBioassay法 につ いて検討 したの で

報告す る。

I. 実験 材 料及 び方法

1. 使用薬剤

Sodium sulbactam(895μg(力 価)/mg),Sodium

ampicillin(909μg(力 価)/mg)及 びSodiumcefoper-

azone(920μg(力 価)/mg)を 用いた。 なお薬液濃度は

すべて力価で表示 した。

2. 高速液体 クロマ トグラフ(HPLC)法

1) 装置

高速液体 クロマ トグラフは コスモシールパ ックドカラ

ム5C16-Pカ ラ ム(4.6mmi.d.×150mm.粒 子 径5

μm.半 井化学)を 装 着したTRI ROTAR HPLC装 置

(日本分光)を 用い,検 出器は電気化学検出器(ECD)

E-502(医 理化)を 用いた。
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2) HPLC条 件

移動相:テ トラ-n-ブ チルア ンモニウムヒ ドロキシ ド

(TBAH)を5mM濃 度で含有す る0.03M

リン酸ナ トリウム緩衝液(pH5,0)と メタノ

ールの混液(8:1)

流 速:1ml/分

電 気化 学検 出:印 加 電 圧+0.8V(対 照 電極:Ag/

AgCl),作 用電極 グラッシー カーボン

注入量:40μl

3) 前処理及 びプレカラム反応

血清又は血漿0.5mlに 精製水0.1mL塩 化ナ トリウム

を28.5W/V%濃 度で含有す る1N塩 酸0,2mlを 加え

酢酸エチル3m1と 共に5分 間振 とうす る。3000rpm

(2000×g)で5分 間遠心分離操作 を行 った後 酢酸エ

チル抽出液層 を分離する。

酢酸エ チル抽 出液 に0.5m1の0.01Mリ ン酸 緩衝 液

pH7.0を 加 え,同 様 の振 とう,遠 心分離操作 を行 い水層

を分離す る。水層をクロロホルム1m1で 洗浄 した後そ

の0.2mlを 別の試験管 に移す。2.5W/V%塩 酸 ヒ ドロ

キシルア ミンpH7.0(0.5N-水 酸 化カ リウム を用いて

pHを 調整)50μlを 加 え,均 一に した後40℃ で40分 間

反応 し,SBTを ヒ ドロキサム酸誘導体に導 く。得 られた

反応液40μlを,5℃ の水槽 を装備 したオー トサ ンプラー

を用いてHPLCに 注入 する。

4) 検量線の作成

SBTの 標準溶液(1～50μg/ml水 溶液)を 調製 し,

その各0.1mlを 薬物投与 を受 けていない ヒ トの血清の

0.5m1に 加 え(血 清中濃度 として0.2,0.4,1.0,2.a

4.0及 び10.0μg/m1),以 降前項3)に 従 って抽出,反 応操

作を行い,HPLC分 析 に供 した。

得 られた クロマ トグラムか ちSBTの ピー ク高さを求

め,検 量線を作成 した。

5) プ レカラム反応及び測定条件の検討

塩酸 ヒ ドロキシルア ミンを水に溶解 し,0.5N水 酸化

カリウム を用いてpHを5～9に 調製 し,ヒ ドロキシル

ア ミンとして1～7mg/mlの 濃度の反応試液 を調製 し

た。0,5～0.8μgを 添加 した試験管(メ タノール溶液 とし

て加 え溶媒 留去)に 反応試液1mlを 加 え30～50℃ で

10～120分 間反応 させ,生 成 した ヒ ドロキサム酸 の反応

液をHPLCECDに 注入 し,得られた クロマ トグラムの

ピー ク高 さ を基準に反応又は測定の至適 条件 を検討 し

た。

6) SBT選 択的定量性の検討

ヒ ト血清にSBTの β-lactam環 開裂体(分 解物又は

代謝物:SBTを1N-NaOHに 溶解 し,室 温に20分 放

置後1N-HC1で 中和 し調製 した)又 は併用薬のABPC

及びCPZを それぞれ添 加 し,各10μg/mlの 濃度の試料

を調製 し,こ れ を処理 してSBTの 分析法に対す る干渉

の有無 を検討 した。

3. Bioassay法

1) 検定菌種 なちびに薗株 の選定

β-1actamase産 生能 を有 し,ABPC高 度耐性 で且つ,

SBTとABPCの 配合剤(力価比1:2,SBT・ABPC)

に対 し高い感受性 を示す各種細菌の中か ら,発 育速魔

栄養要求性,培 養条件等の操作柱に優 れるBranhamel-

la catarrhalisを 検定菌 として選択 した3)。日本化学療法

学会標準法10)に従 つて,B.catarrhaiis臨 床分離株20株

に対す るSBT,ABPC及 びSBT・ABPC(1:2)の

最小発育阻止 濃度(MIC)を 測定 し,菌 株 を選定 した。

2) 測定用培地

B.catarrhaltsの 栄 養 要求 性 に 応 え る培 地 と して

Brainheart infusion agar(BHIA,mtco),Mueller-

Hinton agar(MHA,Difco)及 び,Diagnosticsensi.

tivity test agar base(DSTA,Oxoid)を 選 びB.

catarrhalis No.8の 発育を比較 した。

3) 接種菌液調製

BHIA平 板 に継代 したB.catarrhalis No.8の 一 白

金耳量をBHIAス ラン ト(10ml)に 植菌 し,37℃ で20

時間培養 した。Heart infusion(HI)broth 10mlで 洗

い とり,こ れ を接種菌液 とした(1.1～2.0×109cells/

ml)。 なお,こ のHI broth 6倍 希釈液 の600nmに おけ

る透過率は48～52%で あった。

4) 培地へのABPC添 加 量 と接種菌量

ABPCの 添加濃度は,B.catarrhaliS No.8に 対する

ABPCの1/4MIC濃 度(接 種菌量10scellS/mD近 辺に

相 当す る20～40μg/ml濃 度 を用い,接 種菌量は測定用

培地に対 し菌液 を0.1～2%ま で添加 し菌の発育につい

て検討 した。

5) 検 定 菌 にB.subtilisを 添 加 し た 場 合 の 効 果

ABPCに 感受性 で芽胞 形成能 のあ るBtzctillus subtilis

ATCC 6633を 検定菌 としてB.catarrhalisに 併用す る

ことによ り阻止円 が鮮 明にな るこ とか らB.subtitts芽

胞液(4×106spores/ml)の 添加量について検討 した。

6) 操作法

検定菌 を接種 した測定用培地10mlを 栄研円筒型HS

プ ラスチ ックシャーレ(内径9cm)に 分注 し,水 平 台上

で固化 させた。

ペーパーディスク(直 径8mm,東 洋製作所)に 試料

56μlを浸み込 ませ たの ち培地上にのせ軽 く圧着 させ,

28℃ で20時 間培養 し阻止円径 を測定 した。

なお,1試 料についてディスク3枚 の阻止円径 を読み

と り,そ の平均値を用いた。
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7) 標準液の調製

SBTを0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)に 溶解 し,800

μg/ml濃 度の 溶液 を調製 した。0.1Mリ ン酸 緩衝 液

(pH7.0),ヒ ト血清又は ヒ ト血清 を25%の 割合 で含有

す る0.1Mリ ン酸 緩衝液 を用い て0.05～0.8μg/mlの

標準希釈系列 を作成 した。 それ ぞれ3例 の阻止円直径の

平均か ら検量線 を作成 した。

4. HPLC法 とbioassay法 の相関性

SBTPC10%細 粒 をSBTPC力 価 として10mg/kg

の用量で服用 した患者の血清試料検体 を用い,こ れら試

料中のSBT濃 度 をHPLC法 で測 定 した。

また同一検体 をbioassay法 でも測定 し,HPLC法 と

bioassay法 の相関性につ いて調べた。

II. 突 験 結 果

1. HPLC法 によるSBT濃 度の測定

1) プ レカラム反応条件の検討

SBTはpH5～9の 条件下 でヒ ドロキシルア ミンと

反応 させ る時ヒ ドロキサム酸 を生成す る。この ものは容

易に電気化学酸化を受け ることか らこの原理 をSBTの

高感度HPLC検 出法に利用 した。

反応条件 としてはpH7.0(Fig.1)及 び試薬濃度(塩

酸ヒ ドロキシルア ミン)5mg/ml以 上(Fig2),反 応

温度は40℃ で反応時 間40分 以上(Fig.3)の 時 ヒ ドロキ

サム酸の生成が最 も高率であった。

2) HPLC条 件の検討

HPLCは 通常 よく用 いられ る逆相のオ クタデシルシ

リルカラムを固定相 とし,ヒ ドロキサム酸体に対す るイ

オン対分析手法 を採 用 した。SBTの ヒ ドロキサム酸 の

ボル タモグラムはFig.4に 示 した通 りであ り,印 加電

圧+0.9V以 上で最大の感度 を示 した。但 し,選択性及 び

感度 を考慮 し,こ の場合 の印加電圧は+0.8Vで 十分 で

あると判断 した。

3) 抽出精製操作

血清かちのSBTの 抽 出は酸性下酢酸エチルを用 いて

行 った。 この時,水 層 を食塩 で飽和させ るこ とに より酢

酸エチル層への抽出率の向上がみ られた。 また,酢 酸エ

チル を0.01Mリ ン酸緩衝液pH7.0で 逆抽出するこ とに

よ り,夾 雑物 の抽 出を抑えることが出来た。 この緩衝液

をクロロホルムで洗浄 した後 上層の水溶液をプ レカラ

ム反応に供 した。

4) SBTの 定量標準操作法 及び測定感度

上述の検討結果に基づ き,実 験項1-2-1)～4)

記載の方法 を標準操作法 として設定 した。

本法に従 ってヒ ト血清 を処理 し,得 た クロマ トグラム

をFig.5に 示 した。 いずれの クロマ トグラムでもSBT

の ヒ ドロキサ ム酸体 と生体 成分 との分離 は良好 であっ

た。 ま た,SBTの β-lactam環 の 開 裂 体 な ら び に

ABPCCPZは,本 定量法に影響 を及ぼす ことはなか っ

た。

検 量 線 はFig、6に 示 した通 りSBT濃 度0.2～10.0

μg/mlの 範囲で良好 な直線性 を示 し,直 線 の回帰式は

Y=62.0X+2。771相 関係数(r)は0.999で あった。

また,本 分析法 におけ る変動係数 は0,2～0.4μg/mlで

6%,4～10μg/mlで3%で あった。 測定感度は0.05

μg/ml(S/N比5)で あった。

2. Bioassay法 に よるSBT濃 度の測定

1) 測定条件 の検討

検定菌 としては,β-lactamase産 生能 を有 しABPC

に高度耐性 でSBT・ABPC(1:2)に 対 し高 い感受

性 を示すB.catarrhalis20株 の 中か らSBTとABPC

の相乗効果が最 も顕著に認め られたNo.8株 を選択 し

た。本菌株 に対す るSBT,ABPC,SBT・ABPC(1:

2) のMICをTable 1に 示 した。接種菌量が108cells/

mlの 場合のMICは,SBT・ABPC(1:2)で0.10μg/

mlで あ り,SBT又 はABPCそ れ ぞれ単独のMICは

それぞれ3,13μg/mL100μg/mlで あった。

測定用培地はBHIAの 発育支持 能が最 も強 く,次 い

でMHAで あり,DSTAは 前2者 に比べ劣 った。

そこで感受性デ ィスク用試験培地 として推奨されてい

るMHAを 測定用培地 とし,前 培養培地 にはBHIAを

用いることとした。

測定培地へのABPCの 添加量 と菌 の接種量について

調べた。ABPCの 培地への添加濃度が20μg/mlで 測定

用培地に対 してB.catarrhalisの 接種菌液添加量 を0.5

%と した場合には菌の発育が悪 く,1～2%の 添加で阻

止円が形成された。接種菌量の増加に伴 い,阻 止円は小

さ くな る傾 向が 認め ら礼 阻 止円 の大 きさの点 か ら

1.4～1.6%(107cells/ml)近 辺が最適 と思われた(Fig.

7)。接種菌量を1.5%に 固定 し,ABPCを20,25,30μg/

mlの 添加濃度で検討 した結果,高 膜度になるほ ど阻止円

径 が増大 した。阻止円径の大 きさの観 点か ら20μg/ml

が最適 と思われた(Fig.8)。

B.cataiihalisの 発育域の色調は淡 く,阻 止円境界が

不鮮 明 であ ったため,他 の検定 菌 の併 用 を考 え た。

ABPCに 感受性 で,且つ,ABPC含 有培地中で も菌数が

減少 しないこ とが望 ましいこ とか らB.subtiltsに 着 目

した。芽胞形成菌であるB.subtilis ATCC6633を 混合

して用いると明瞭 な阻止 円が得られ,B.catarrhalisで

形成 され る阻止円 とB.subtilisで 形成 され る阻止 円は

よ く一致 した。そこで,測定用培地 に対 し,B.subtilis胞

子液(4×106spores/ml)を 通常用い られ る濃度の3%

添加することとした。



84 CHEMOTHERAPY DEC. 1988

Reaction conditions were as follows:

sulbactam: 0.5ƒÊg/ml, hydroxylamine solution: 5mg/

ml pH 5•`9, temperature: 40•Ž

Fig. 1. Effect of pH on pre-column reaction of

sulbactam with hydroxylamine determined

by HPLC

Reaction conditions were as follows.:

sulbactam: 0.5ƒÊg/ml, hydroxylamine solution: 5mg/

ml pH 7.0, temperature: 30•`50•Ž

Fig. 3. Effect of temperature on pre-column reac-
tion of sulbactam with hydroxylamine
determined by HPLC

Reaction conditions were as follows,:

sulbactam; 0.8ƒÊg/ml, hydroxylamine solution: 1•`7

mg/ml (pH 7.0), temperature: 40•Ž

Fig. 2. Effect of hydroxylamine concentration on

pre-column reaction of sulbactam with

hydroxylamine determined by HPLC

Conditions of pre-column reaction were as follows.:

sulbactam: 1ƒÊg/ml, hydroxylamine solution: 5 mg/ml,

pH 7.0, temperature: 40•Ž

Fig. 4. Voltammogram for reaction product of

sulbactam with hydroxylamine determined
by HPLC
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(a) (b) (c)

Fig. 5. Chromatograms showing control serum (a), control serum fortified with 0.2ƒÊg/m1 sulbactam (b)

and patient serum with sulbactam of 0.75ƒÊg/ml 1 h after a 10 mg/kg dose of sultamicillin as

10% fine granules (c)

2) bioassayに よる標 準操作方法及び測定感度

上述の検討結果に基づ きbioassay法 による標準的な

測定法を以下の ように設定 した。

SBT血 中濃度測定法

(1) 方法

ペー パーディスク法

(2) 試験菌株

Branhamella catarrhalds No.8及 びBacillus

subtilis ATCC 6633を 用い る。

(3) 測定用培地

Mueller-Hinton agarを 用 いる。

(4) 接種菌液お よび接種菌量

B.catairrrhalts No.8一 白金 耳 量 をBrain heart

infusion agarス ラン ト(10ml)に 植 菌し37℃,20時 間

培 養 し,Heart infusion broth(10ml)で 洗 い 取 る

(1.1～2.0×109cells/ml)。 また,B.subtilis ATCC

6633は 日本抗生物質 医薬品基re11)の一般 試験法に準 じ

て調製 した胞子液 を胞子液濃 度4×106spores/mlに 調

製す る。測定用培地に対 し,B.catarrhalts No.8菌 液

を1.5%,B.subtiliS ATCC6633胞 子液 を3%加 え,さ

らに 培 地 中ABPC濃 度 が20μg/mlに な る よ うに

ABPC水 溶液(2mg/ml濃 度)を 加える。

(5) 検体の希釈液

血清試料 の希 釈には ヒ ト血清又 は25%ヒ ト血 清 を

用い る。

(6) 寒天平板調製法

内径9cmの 円筒型シャー レを用 い,測 定用培地10

mlを 流 して調製する。



86 CHEMOT HERAPY DEC. 1988

Vertical bars represent standard deviation of the

mean, n=5

Fig. 6. Standard curve of sulbactam prepared by

HPLC determinations of control sera for-

tified with 0.2, 0.4, 1.0, 2.0, 4.0 and 10.0ƒÊg/ml

Table 1. Minimum inhibitory concentrations

(MICS) of SBT, ABPC and combina-
tion of SBT and ABPC (1:2) against
Branhamella catarrhalis No. 8

SBT: sulbactam

ABPC: ampicillin

Method: paper-disk

Organism: Branhamella catarrhalis No,8

Bacillus subtilis ATCC 6633

(1•~105 spores/ml)

Medium: Mueller-Hinton agar

Diluent: 0.1 M phosphate buffer (pH 7.0)

Incubation: 28•Ž, 20 h

Fig. 7. Influence of inoculum size on standard

curve of sulbactam

(7) 検量線の作成

標準液 としてSBTを0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)

に溶解 し,ヒ ト血清又は25%ヒ ト血清に よる希釈系列を

作成 し,こ れを用いて検量線 を作成す る。

(8) 培養条件

28℃,20時 間

本法に より作成 した検量線をFig.9に 示 した。0.1M

リン酸緩衝液,ヒ ト血清及び25%ヒ ト血清 を用いた場合

の 検 量 線 は わ ず か に 勾 配 が 異 な っ た が い ず れ も

0.05～0.8μg/m1の 範囲 で良好 な直線性 を示 した(r>

0.999)。

本法 に よるSBTの 測 定 感度 は0-05μg/mlで あ っ

た。

3. HPLC法 とbioassay法 の相関性

SBTPCを 経 口投 与 した患 者 の血 清 試料 につ い て

HPLC法 及びbioassay法(デ ィスク法)に よ りSBT

濃度 を測定 し,両 測定値の相関性について調べ た。
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Method: paper-disk
Organism: Branhamella, catarrhalis No.8

(2×107cells/ml)

-Bacillus subtilis ATCC 6633

(1•~105 spores/ml)

Medium: Mueller-Hinton agar

Diluent: 0.1 M phosphate buffer (pH 7.0)

Incubation: 28•Ž, 20 h

Fig. 8. Influence of ampicillin concentration in test
medium on standard curves of sulbactam

両測定法により得た値 はよ く一致 し,両 者間の回帰直

線式はY=0.970X+0.0851(X:bioassay値,Y:

HPLC測 定値),r=0.987で あ り良好 な相関関係が認め

られた(Fig.10)。

III. 考 察

SBTはComemonas terrigena,Neisseria gonorr-

hoeae,Acinetobecter calcoaceticus等 の少数の菌を除

くほとんどの菌 に対 して抗菌 活性 を示 さない1)。C.ter-

rigena等 のSBT感 受 性 菌 を検 定 菌 と したSBTの

bioassay法 はSBT単 品を含有する検体 の測定は可能

な もの の,併 用 され る β-lactam抗 生 物 質,例 えば

ABPC.CPZに 対 し検定菌が感受性 を示す ため この方

法を併用時の臨床検体中のSBTの 測定に適用す ること

は適切とは言 い難い。

Fouldsら は,SBTがABPCと の共 存下 でABPC

耐性菌 に対 し相乗効果 を発揮す ることに着 目し,こ の原

理 をE.coliを 検 定 菌 と す るbioassayに 応 用 し

Method: paper-disk

Organism: Branhamella catarrhalis No.8

(2•~107 cells/ml)

-Bacillus subtilts ATCC 6633

(1•~105 spores/ml)

Medium: Mueller-Hinton agar

Incubation: 28•Ž, 20 h

Fig. 9. Comparison of standard curves using 0.1 M
phosphate buffer (pH 7.0) human serum and
25% human serum 0.1 M phosphate buffer
(pH 7.0) as diluents

SYN-BIO assayを 開発 した5)。

著 者 らもこの方法 を利用 しE.coliを 用 いてABPC

及びCPZと 併用された場合の体液 内SBT濃 度の測定

法 を考案 し検体の分析 を行 って来 た6,7)。但 し検 出感度

は,ABPC存 在下 での0.4μg/ml,CPZ存 在下で2μg/

mlと 低 かった。一方SYN・BIO assayで 感度 不足の検

体 についてはGC-MS法 に よるSBTの 高感度分析 を

行 って来た。但 しGC-MS装 置は高価 であ り,ま た繁用

機器ではな く6,7),SBTの メチルエステル化及 び装置の

好条件維持及び保守に熟練 した研究者 を必要 とす る等の

測定能率上に問題があった。

そ こで著 者 らはGC-MS法 にかわ る方法 として高感

度 なSYN・BIO assay法 及びHPLC法 の開発 を 目的

に 検 討 を行 っ た。ABPC存 在 下 のSBTの 高 感 度

bioassay法 につ いて検討 した結果 検 定菌 としては

ABPCに 高度 耐性 で,β-lactamase産 生能 を有 し,

SBTのABPC増 強効 果 が 極 め て 強 く発 現 す るB.
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Fig. 10. Correlation between patient serum levels

of sulbactam determined by HPLC and

bioassay

catarrhalts No.8が 測定感度の点 で選択 された。本法

では,検 定菌B.catarrhalisに さらにABPC感 受性 で

芽 胞形成能 を有す るB.subtilts ATCC6633を 混合 し

て用 いることによって,よ り鮮明 な阻止円形成が得られ

検 出感度 は体 液 中濃度 として0.05μg/mlま で向上 し

た。

即 ち本SYN-BIO assayの 原理は以下の通 りであ る。

デ ィスクに置かれた試料液中のSBTが その濃度に依存

して拡散 し,B.catarrhalisの 産生 す る β-lactamase

を永久不活化 し,培 地中に含有 したABPCと の相乗効

果によ り阻止円 を形成す る。一方,SBTの 拡散が及ばな

い区域 では,B.catarrhaltsの 産生する β-lactamaseに

よ り培 地に 含有 す るABPCが 不活 化 されB.catarr-

halisの薄 い白濁状の生育が生 じ,同時にB.catarrhalts

のABPC不 活 化 に 力 を借 りてABPC感 受 性 のB.

subtiltsが より密 な生育を示すため,鮮 明な阻止円境界

が形成され る。

本法は最近Fouldsら の報告 してい るPastezerella

haemolytiicaを 検 定菌 として用 いたABPC存 在 下 の

SBTの 高感度SYN・BIO assay法(検 出感度:0.125

μg/mlま たはそれ以下)5)に 勝 るとも劣 らない感度 を有

している。

一方
,SBTを 選択 的に測定する クロマ トグラフ手法

は併用薬が何であれ制 限を受けることな く応用範囲が広

い という利点がある。しか しSBTは220nmよ りも長波

長側に強い吸収 を示 さないため高感 度なHPLC分 析を

行 うには220nm以 下の波長 を用い且つ,生体成分 との分

離の上 で極め て複雑 なクリー ンナ ップ操作 を必要 とする

他 高感度 も望めない。

著者 らはhydroxylamineが β-lactam剤 の 呈色定

性 反 応 に 用 い ちれ て い る こ とに 着 目 し,SBTと

hydroxylamineの 反応生成物で'あるヒ ドロキサ ム酸が

電気化学的に容 易に酸化 を受 けることを見出 し,こ の原

理 をプレカラム反応HPLC法 に応用 し血清中のSBT

の高感度(0.05μg/ml)分 析法を確立 した。

本 法 は,併 用 さ れ る β-lactam抗 生 物 質 と して

ABPCCPZ等 の影響 を受け ず,SBT,ABPC,CPZ

の 代 謝 物 で あ る β-lactam環 開 裂 体 はhydrox-

ylamineと の誘導化反応が陰性で あるこ とか らこれ ら

の影響 を受け ることもない。

また,自 動試料注入装置を用い一度に多数の検体 を飽

理するとができるという利点 をも有 している。

最近萩中 らはSBTと1,2,4-ト リアゾールとのプ

レカラム反応 を利用 したHPLC法6),SBTの アルカリ

に よる分解 をポス トカラム反応に利用 したHPLC法9)

を報告 している。前者は2種 のisomerを 生しるためカ

ラムを50℃ にコン トロールす る必要があ り,ま た試薬の

過 剰 トリア ゾー ルが カラム に保 持 され連 続測定時 に

baselineの みだれ を生 じる。また後者はカラム溶出後に

反応用のアル カリを送液す るポンプ及び反応 コイルを必

要 とす る。両者 とも測定感度は0.2μg/mlで あり,今 何

のHPLC-電 気化学検出法に よる検 出感度(0.05μg/

mDの 方が優れていた。

今 回,開 発 したHPLC法 とBioassay法 の二法 を用

いて臨床検体 を分析 した結果 得 られた測 定億は互いに

よく一致 しこれか ら,二 法がSBTの ヒト血中濃度測定

法 として有用 な方法 であるこ とが確認 された。
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SENSITIVE HIGH-PERFORMANCE LIQUID

CHROMATOGRAPHIC-AMPEROMETRIC AND MICROBIOLOGICAL

ASSAYS FOR DETERMINING SULBACTAM IN SERUM

KIN'O SHIMOOKA, MASAMI ITO, KYOKO MATSUMOTO,

HIROSHI NIIMI, TOSHIYUKI MATSUNAGA and KENJI KAWASAKI

New Product Development Center, Pfizer Taito Co., Ltd.,

5-2 Taketoyo-cho, Chita-gun, Aichi 470-23, Japan

We developed the following two procedures after studies on sensitive assay methods for sulbactam (SBT), a
β-lactamase inhibitor, in serum in the presence of ampicillin (ABPC).

I) Relatively low concentrations of SBT in serum could be determined with a detection limit of 0.05ƒÊg/ml by

high-performance liquid chromatographic amperometry following pre-column reaction with hydroxylamine. This

method was not affected by the coexistence of ABPC, cefoperazone (CPZ), or their metabolites in assay samples.

2) We developed an SBT bioassay using the synergistic activity of SBT in the presence of ABPC. In the

microbiological assay, the combination of the ƒÀ-lactamase-producing strain, Branhamella catarrhalis No. 8, and

the ABPC-sensitive strain, Bacillus subtilis ATCC 6633 were used as test organisms. Mueller Hinton agar

containing a 20ƒÊg/ml concentration of ABPC as assay medium proved most suitable for sensitive determination

of SBT serum levels in the presence of ABPC. The detection limit of SBT in serum was 0.05ƒÊg/ml.

Serum levels in patients determined by the HPLC and bioassay methods mentioned above showed high

correlation.


