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新 ピ リ ドソカル ボン酸系抗菌剤T-3262の 体液内濃度測定法
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新規 ピリ ドンカルボン酸系抗菌 剤T-3262の 体液内濃度測定法 につ いて検討 した。

本剤 はパ ラ トルエ ンスルホ ン酸塩 であ るのでT-3262baseと して測定 した。

検 定菌 としては.Escherichia coli Kp,測 定用培地 と してはheart infusion agarを 用 いるのが

好 ま しく,ペ ーパ ーデ ィス ク法お よびカ ップ法 いずれ も測定可能であった。

血清中濃度測定には試料血 清のpHに 調整 した各 種血 清で標準液 を作製 し,ま た,尿 中お よび胆

汁 中濃度測定 には1/15Mリ ン酸 塩緩衝液(pH8.0)で 作製 した標準液を用い るのが望 ま しい。

各種 の体液試料 は凍結保存すれば少な くとも30日 間 は安定 であ った。
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T-3262は 富 山化 学 工 業(株)綜 合 研 究 所 で 開 発 され た

新 ピ リ ドソ カル ボ ン酸 系 抗 菌 剤 で あ る。T-3262は 幅 広

い抗 菌 スペ ク トル と強 い 抗 菌 活 性 を 示 し,特 に従 来 の新

キ ノ ロン剤 に比 ベStaphylococcus aureus,Streptoco-

ccus,Enterococcusな どの グ ラ ム陽 性菌,ブ ドウ糖 非

発酵 グ ラム陰 性 桿 菌,.Peptostreptococcus,Bacteroides

fragilisに 対 して強 い抗 菌 力 を 有す る1)。 今 回T-3262

のbioassay法 に よ る体 液 内 濃 度 測 定 法 を 設 定 した の で

報 告 す る。

1.実 験 材 料 お よび 方 法

1.使 用 薬剤

T-3262(Lot AP 001,AP 002,AP 005),T-3262

base(Lot 14)お よび 代 謝 物 で あ るT-3262A(Lot

60128),T-3262 B(Lot 610620)を 用 い た 。 以上4化

T-3262

(M-W.594.56)

T.3262A

T-3262base

(M.W.404.35)

T-3262B

Fig. 1. Chemical structure of T-3262, T-3262

base, T-3262 A and T-3262 B.

合物 の構造式 をFig.1に 示す 。

2.試 験菌

Escherichia coli(E.coli)Kp,E.coli NIHJ,

Bacillus subtilis(B.subtilis)ATCC 6633,Klebsi-

ella pneumoniae(K.pneumoniae)ATCC 10031,Sta-

phylococcus aureus(S.aureus)FDA 209 Pお よ び

Micrococcus luteus(M.luteus)ATCC 9341を 用 い

た。

3.測 定 用 培 地

市 販培 地 のheart infusion agar(HIA,栄 研),brain

heart infusion agar(BHIA,栄 研),nutrient agar

(NA,栄 研),mueller hinton agar(MHA,栄 研),

日本 抗生 物 質 医薬 品 基 準2)記 載 の一 般 試 験 菌 培 地(ポ リ

ペ プ トン(大 五 栄 養)69,酵 母 エ キ ス(Difco)3g,肉

エキ ス(Difco)1.5g,ブ ドウ糖1.0g,寒 天(栄 研)

15g,蒸 留 水1L,pH 6.5～6.6),Staphylococcus用

培 地(ポ リペ プ トン6g,酵 母 エキ ス3g.肉 エ キス1.5

g,ブ ドウ糖19,NaCl 2-59,寒 天15g,蒸 留 水1L,

pH 6.5～6.6),Bacillus用 培 地(ポ リペ プ トン5g,

肉 エ キ ス3g,ク エ ン酸 ナ ト リウム10g,寒 天15g,

蒸 留 水1L,pH 6.5～6.6)お よ び 独 自 に 調 製 した

Klebsiella用 培 地(ポ リペ プ トン5g,肉 エ キ ス3g,

ブ ドウ糖19,NaCl2.59,寒 天159,蒸 留水1L,

pH6.5～6.6)を 用 いた 。

4.試 験菌 液 の調 製 法 お よび 測 定培 地 へ の接 種

E.coli,K.pneumoniae,S.aureu3の 場 合,HIAで

37℃18～24時 間培 養 し た 菌 をheart infusion broth

(HIB,栄 研)に 懸 濁 し,OD650=0.4に な る様 に調 整 し

*〒930富 山 市 下奥 井2-4-1 .



138 CHEMOTHERAPY DEC. 1988

た も の を,Bacillusの 場 合4×106cells/mlの 胞 子液 を

各 測 定 用 培 地 に それ ぞれ1%に な る よ う 接 種 した。

M. luteusの 場 合cefoperazone濃 度 測 定法3)に 準拠 し

た 。

5-濃 度 測 定 法

薄 層 ペ ー パ ー デ ィス ク法 お よ び 薄 層 カ ップ法 を用 い

た。 ペ ーパ ー デ ィス ク法 の場 合,試 験菌 を 接種 した測 定

用 培 地7mlを 径90mmの シ ャー レに流 し込 み,水 平

固化 させ た 後,37℃,18～24時 間 培 養 した 。 カ ップ法

の場 合 は10m1を 流 し込 み 水 平 固 化 させ た もの を使 用

した 。 なお,ペ ー パ ー デ ィス ク法 にお い て は,ペ ー パ ー

デ ィス ク(直 径8mm,厚 手,東 洋 製 作 所)を は りつ け

た後,4℃,1時 間 の予 備 拡 散 を行 った 。

6.T-3262お よび 体 液 の 希 釈 液

1/15Mリ ン酸 塩 緩 衝 液(P. B.: pH6.0, 7.0, 8.0),

プ ー ル ヒ ト血 清,コ ンセ ー ラ(日 水 製 薬)お よび モ ニ ト

ロー ル1(ミ ド リ十 字)を 用 いた 。

7.標 準 液 の調 製

T-3262を1,470μg/ml,即 ちT-3262 baseと して

1,000μg/mlと な る よ うに0.1N-NaOHに 溶 解 し標 準

原 液 を作 製 し た 。pH8.0の 標 準 液 は 標 準 原液 を1/15

MP. B. (pH8.0)で100倍 希 釈 した 後,2倍 希釈 系 列

を作 成 した 。pH6.0お よびpH7・0の 標 準 液 は標 準 原

液 を水 で10倍 希 釈 後,各pHの1/15MP.B.で さ らに

10倍 希 釈 し,以 後 同P. B.で2倍 希 釈 系 列 を 作成 した。

血 清 中 濃 度 の場 合,ヒ トあ る いは 動 物 の プー ル血 清 を

検 体 血 清 のpHに 調 整 し,上 記1,000μg/mlの 溶 液 を

1/15MP-B.(pH8.0)で10倍 希 釈 した 後 同血 清 で さ

らに10倍 希 釈 後,10μg/mlか らの2倍 希釈 系 列 を作

製 し標 準 液 と した 。

8-各 種 体 液 中 で のT-3262の 安 定 性

T-3262を1/15MP. B.(pH8.0),プ ー ル ヒ ト血 清

(pH8.0),ヒ ト尿(pH6.0)お よ び ウサ ギ 胆 汁(pH

8.8)に 溶 解 させ た 後,-20℃,5℃,25℃ の条 件 下 で

保 存 し,そ の残 存 活 性 を 経 時 的 にbioassay法 で測 定 し

た。 濃 度 はT-3262 baseと して,プ ー ル ヒ ト血 清 で は

2μg/ml,そ の他 は100μg/mlに 調 整 した 。 なお,尿 は

冷 蔵 庫 保 存 あ るい は 室 温 放 置 に よ り本 剤 の析 出が 認 め ら

れ る こ とが あ った の で,ヒ ト尿 につ い て は クエ ン酸 を

1%添 加 した もの も作 製 し同時 に検 討 した 。

9.高 速 液 体 ク ロマ トグラ フ ィー(HPLC)測 定 法

島 津LC-6A型 高速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィー で 行 っ

た 。 血 清 中T-3262測 定 の場 合,前 処 理 カ ラ ム と して牛

血 清 アル ブ ミンを 吸着 させ たNucleosi1 10C18 (4mmφ

×50mm)を 用 い,移 動相 と してA液 〔CH3CN-0.2M

K2HPO4-10%(v/v) CH3SO3H・NEt3-H2O (250: 175:

50:525)〕 な ら び にB液 〔0.2M K2HPO4-10%(v/v)

CH3SO3H・NEt3-H20(180:50:770)〕 を用 い た。 分 離

方 法 は 前処 理 カ ラ ム をB液 で平 衡 化 し,血 清100μlを

注 入 し,B液 を3.0ml/minで2分 間 流 した 。な お,こ の

間 は 溶 出 液 を前 処 理 カ ラ ム と分 析 カ ラム(Nucleosi1 10

C18, 4mmφ ×250mm)の 間 に設 け た 切 換 バ ル ブか ら排

液 させ た 。 次 にA液 を1.0ml/minで 流 し,溶 出 液 を 分

析 カ ラ ムに 導 き 室温 下UV345nmで 分 析 した 。 尿 中 の

T-3262測 定 の 場 合,分 析 カ ラ ム と し てNucleosi1 10

C18(Nagel 4mmφ ×300mm),移 動 相 と し てCH3

CN-0.2Mク エ ン酸2Na-10%(v/v)CH3SO3H・NEt3-

H2O (200: 310: 100: 390)を 用 い,尿20μlを 注 入

後,室 温 下 流 速1.5m1/min,UV345nmで 分 析 した 。

なお,血 清 お よび尿 前 処 理 と し て 血 清 は フ ィル タ ー

Method: Paper disc method
Diluent: M/15 phosphate buffer (pH 8.0)

Fig. 2. Comparison of standard curves of T-3262 using various test organism.
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Method: Paper disc method
Diluent: M/15 phosphate buffer

(pH 8.0)

Fig. 3. Standard curves of T-3262 using various

assay media.

Test strain: Escherichia coli Kp
Diluent :M/15 phosphate buffer

(pH 8.0)

Fig. 4. Standard curves of T-3262 by different

methods.

Method: Paper disc method
Test strain: Escherichia coli Kp
Diluent: M/15 phosphate buffer

Fig. 5. Standard curves of T-3262 on various pH
of M/15 phosphate buffer as diluent.

Method: Paper disc method
Test strain: Escherichia coli Kp

Fig-6. Standard curves of T-3262 using M/15

phosphate buffer and human serum.

(0.7μm)濾 過 し,尿 は等 量 のCH3CN-0.2Mク エ ン

酸2Na-10% CH3SO3H・NEt3(2:3:1)を 加 え て 希

釈 した 。

II.結 果 お よび 考 察

1.検 定 菌 の 選 定

E. coli Kp, E. coli NIHJ (HIA), B. subtilis ATCC

6633 (Bacillus用 培 地),K. Pneumoniae ATCC10031

(Klebsiella用 培 地),S. aureus FDA 209P (Staphy-

lococcus用 培 地)お よ びM. luteus ATCC 9341 (一 般

試 験 菌 培 地)を 用 い,T-3262濃 度 と阻 止 円径 の関 係 に

つ い て検 討 した 。 そ の結 果 をFig.2に 示す 。

E. coli Kpお よびE. coli NIHJで は 検 量 線 の 傾 き も

大 き く,か つ 検 出感 度 に も差 が認 め られ な い がE. coli

Kpの 方 が 阻 止 円 が 鮮 明 で あ り,判 読 しや す か った 。一

方,B. subtilis ATCC 6633お よ びK. pneumoniae

ATCC loo31で はE. coliに 比 べ て 阻 止 円 の 鮮 明 さ は

同等 であ った が,検 出感 度 や 直 線 性 は 劣 っ て い た 。S.

aureus FDA 209 Pお よ びM. luteus ATCC 9341は

検 出感 度 も悪 く阻 止 円 も不 鮮 明 であ った 。

検 量線 の傾 き,検 出 感 度 な らび に阻 止 円 の鮮 明 さか ら

検 定 菌 と してE. coli Kpを 選 択 した 。

2.培 地 の選 定

HIA, BHIA, NAお よびMHAを 測 定用 培 地 と して

E. coli Kpを 検 定菌 と す る薄 層 ペ ーパ ー デ ィス ク法 で

T-3262濃 度 と阻 止 円 径 の 関係 につ いて 検 討 した(Fig.

3)直 線 の傾 きや 検 出 感 度 に は大 き な差 はみ ら れ な か っ

た がHIAが 他 の培 地 よ り鮮 明 であ った 。

3.測 定 法 の比 較

検 定 菌 と してE. coli Kpを 用 い ペ ー パ ー デ ィス ク法

と カ ッ プ法 の比 較 を行 った(Fig4)。 そ の結 果,デ ィス

ク法 で は0.039μg/ml～10μg/ml,カ ッ プ法 で は0.02
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Method: Paper disc method
Test strain: Escherichia coli Kp
Diluent: M/15 phosphate buffer(pH 8.0)

Concentration of T-3262 base (ƒÊg/ml)

Fig. 7. Effect of T-3262 A and T-3262 B on standard curve of T-3262.

Y= 0.008+0.964X
(r=0.982)

n=117

Fig. 8. Comparison of individual bioassay and

HPLC values for T-3262 concentration in

human serum.

～10μg/mlの 範 囲 で測 定 可 能 で あ っ た。

以 上 の結 果か ら以 後 の検 討 は,検 定 菌 と してEcoli

Kpを,測 定 用 培 地 と してHIAを 用 い る薄 層 ペ ーパ ー

デ ィス ク法 で行 った 。

4.希 釈 液 の検 討

希釈 液 のpHの 影 響:pH6.0,7.0お よび8.0の1/15

MP.B.を 用 い,T-3262の 検 量 線 に及 ぼす 影 響 につ い

て検 討 した 。Fig5に 示 す よ うに希 釈 液pHの 影 響 はほ

とん ど認 め られ なか っ た。 なお,pH6.0あ る い はpH

7.0の1/15MP.B.で は 原 液 を水 で10倍 希 釈 後 各pH

の1/15MP.B.で 希 釈 す れ ば結 晶 が析 出 しない が,原

液 を直 接1/15MP.B.(pH6.0あ るい はpH7.0)で

希 釈 した100μg/mlの 溶 液 で は結 晶が 析 出す る。 従 っ

Y=0.159+0.998X
(r=0.990)

n=144

Fig. 9. Comparison of individual bioassay and

HPLC values for T-3262 concentration in

human urine.

て操作上以後 の標準液はpH8.0の1/15MP.B.で 作

成 した。

血清 の影響:プ ール ヒ ト血 清(pH8.0)と1/15MP.

B.(pH8.0)で 作成 した検量線 を比較 した(Fi&6)。 血

清 の方がbufferに 比べ阻止円が小 さか ったが0.039～

10μg/mlの 範 囲で測 定可能 であ った。 この阻止円が小

さくな った理由は蛋 白結合 のため と考え られ る。本 剤は

pHに よ りその蛋 白結合率 が異 なる4)た め手技上 の点か

ら血清標準液のpHを 測定試料 のpHに 調整す るのが望

ま しい。図 には示 さなか ったが コンセー ラで作成 した検

量線 は ヒト血清 とほぼ 一致 したが,Lotに よりEcoli

Kpに 対 して抗菌活性を示す ものがあ り使用 にあた り抗
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Table 1. Stability of T-3262 in body fluids under various conditions

Concentration of T-3262: 100,ug/ml or *2ƒÊg/ml

菌 活 性 の有 無 を チ ェ ックす る必 要 が あ る。 モ ニ トロー ル

Iで は 検 討 したす べ て のLotで ヒ ト血 清 に比 べ大 き な阻

止 円 を 示 した の で血 清 中濃 度 測 定 には 不 適 と思 われ る。

5.T-3262の 検 量線 に 及 ぼ すT-3262Aお よびT-

3262Bの 影 響

T-3262を 経 口投 与 し た尿 中 にわ ず か で はあ るが 代 謝

物 であ り抗 菌 活 性 を 示 すT-3262Aあ るい はT-3262B

が認 め られ て い る5)。EcoliKpに 対す る最 小発 育 阻 止

濃 度(MIC,106cells/ml)はT-3262Aで1.56μg/ml,

T-3262Bで0.2μg/mlで あ るの でT-3262のbioassay

に 及 ぼすT-3262Aお よびT-3262Bの 影 響 に つ い て検

討 した 。T-3262の 標 準 液 にT-3262Aあ るい はT-3262

Bを20%,ま たT-3262AとT-3262Bを そ れ ぞ れ

20%添 加 した結 果,Fig.7に 示 す よ うにT-3262Aお

よびT-3262BはT-3262の 検 量 線 にほ とん ど影 響 を 及

ぼ さ なか った 。

6.Bioassay法 とHPLC法 に よる測 定 値 の比 較

T-3262phaseI時 の血 清 お よび 尿 をbioassay法 と

HPLC法 で 比 較 した 。 血 清 中 濃 度 で は 両 測 定 法 間 の

回 帰直 線 式 はY=0.008+0.964X(Y:HPIC測 定 値,

X:bioassay測 定値),相 関 係 数r=0.982で 良好 な相

関 が 得 られ た(Fig8)。 また,尿 中 濃 度 に つ い て も 回 帰

直 線 式 はY=0.159+0.998X,相 関 係 数r=0.990で 同

様 に良 好 な 相 関性 を示 した(Fig.9)。

7.T-3262の 各 種 体 液 中 で の安 定性

Table1に 示 す よ うに血 清,ヒ ト尿 お よ び1/15M

P.B.(pH8.0)で は,-20℃,5℃,25℃ いず れ も高い

安定性を有 していたが,ウ サギ胆汁 では-20℃ では安

定であったものの5℃,25℃ にお いては若干活性の低下

が認め られ た。 なお,尿 につ いては本剤 の結晶析出を防

止す るため クエン酸を1%添 加 したがいずれの濃度にお

いて も安定であ った。

以上の結果か ら血清,尿 お よび胆汁 はいずれ も凍結保

存 によ り少な くとも1ヵ 月は安定であるこ とが示唆 され

た。

III.ま と め

以上 の検討結果か らbioassay法 に よる標準的 な測定

法 を以下 のように設定 した。

T-3262体 液 内濃度測定法

1.方 法

ペーパーデ ィス ク法またはカ ップ法 のいずれ も測定可

能である。

2.試 験菌株

Escherichia coli Kpを 用 いる。

3.測 定用培地

市販培地のheart infusion agarを 用 いる。

4.接 種菌 液および接種菌量

Heartinfusionagarで37℃18～24時 間培養 した菌

を,heart infusion brothにOD650=0.4に な るよ う

に懸濁 し測定用培地に1%加 える。

5.検 体 の希釈お よび保存

血清試料 の希釈 には試料pHに 調整 した各種血清を用
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い,尿,胆 汁および組織 の希釈には1/15Mリ ン酸塩緩

衝液(pH8.0)を 用 いる。なお尿は冷蔵庫保存あ るいは

室温放置に より本剤 の析出が認め られ る こ と があ るの

で,析 出防止 のため クエ ン酸を約1%に なる様添加す る

ことが望ま しい。

6.検 量線 の作成

標準液はT-3262baseと して作成 し血清試料 の測定

には試料pHに 調整 した各種血清(ま たは抗菌活性 の有

無をチ ェックした コンセー ラ)で,尿 および胆汁中濃度

の測定には1/15Mリ ン酸塩緩衝液(pH8.0)で 検量線

を作成す る。

7.培 養条件お よび判定

37℃,18～24時 間培養後,通 常 の検量線法 によって

濃 度を求 める。
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MICROBIOLOGICAL ASSAY METHOD FOR T-3262

CONCENTRATION IN BODY FLUIDS

TAKASHI YASUDA, YASUO WATANABE, SHINZABUROU MINAMI,

KATSUHIKO KUMANO, REIKO TSUNEDA and JUNKO KANAYAMA

Research Laboratory, Toyama Chemical Co., Ltd.
2-4-1 Shimookui, Toyama-shi, 930, Japan

A microbiological assay method for measuiement of T-3262 in body fluids was investigated.
The concentrations of T-3262 in body fluids were determined as T-3262 base, this being p-tolue-

nesulfonic acid salt.
The paper disc or cup methods proved suitable for this assay using Escherichia coli Kp as test

organism and commercially available heart infusion agar as a test medium. 
For the measurement of T-3262 concentration in serum, a solution adjusted to the mean pH of the

samples was suitable as diluent of the standard solution of T-3262. For measurement of T-3262 in
urine and bile, 1/15 M phosphate buffer (pH 8.0) was found suitable.

T-3262 in various body fluids was stable under freezing for at least 30 days.


