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高速液体 クロマ トグラフ ィーによるcephem孫 抗 生物質7432-S

およびその代謝物7432-S-transの ヒ ト体液 内濃度測定法

松浦昭男 ・永山貴子 ・北川隆康

境野義製薬株式会社研究所*

抗生物質7432-Sお よび代謝物7432-S-transの 高速液体 クロマ トグラフィー(HPLC)を 確

立 した。本HPLCは 逆相C18カ ラムにイオンペア試薬 〔テトラーn-ブ チルアンモニウムリン酸塩

(Pic A)と 奧化テ トラーn-ア ミルアンモニウム〕を用い るイオンペアクロマ トグラフィーの系と

した。,血漿試料は,イ ソプロパノールとジクロルメタンにより除蛋白とクリーンアップを同時に行

う前処理に付 して後,HPLC分 析 に供 した。尿 ・胆汁試料は,あ らか じめBond Elut C18カ ラム

に7432-Sを 保持させ,妨 害物質を洗浄 ・除去するクリーンアップ処理に付 して後,HPLC分 析

に供 した。検出にはUV吸 収を用い,波 長を256nmと した。本法により,各 種生体試料中の

7432-Sと 代謝物7432-S-transが 高感度で精度良く定量された。変動係数は3%以 下(血 漿 ・

尿),5%以 下(胆 汁)で,定 量下限は,血 漿 ・胆汁試料に対して0.1μg/ml,尿 試料に対 して1

μg/mlで あ った。本法を用いて7432-S投 与後の健常人血漿 ・尿 ・胆汁中7432-Sの 分析を行っ

た。本HPLC法 とバイオアッセイ法で定量した両者の値は良く相関した(血 漿試料でr=0.995,

尿試料でr=0.993)。 生体試料中7432-Sの 安定性を調べたところ,血 漿 ・尿中7432-Sは-70℃

で2ヶ 月間安定であった。胆汁中7432-Sは4℃ で5時 間まで安定であった。本分析法は,感 度 ・

精度 ・再現性に優れるほか,操 作の簡易性を特長とする。

Key words : Ceftibuten, High-performance liquid chromatography, Plasma, Urine,

Ion-pairing reagent, Stability

7432-Sは 塩野義製薬研究所において開発された新 し

い経口用セフェム系抗生物質であり,広 範囲のグラム陰

性菌および一部のグラム陽性菌に対 して優れた抗菌力を

示す1,2)。 すでに生体試料中7432-Sの 定量法 として

は,バ イオアッセイ法のが確立され利用されているが,

代謝物7432-S-transは 定量できない。

今回,わ れわれは,HPLC法 による7432-Sお よ び

7432-S-transの ヒ ト体液内濃度測定法を確立 し,

7432-S投 与後の血漿 ・尿 ・胆汁濃度を定量 した。本報

告では定量法について詳述するとともに,そ の評価につ

いて考察した結果についても述べる。

I. 材 料 と 方 法

1.試 薬および調製法

・Pic A(テ トラーn-ブ チルアンモニウムリン酸塩):

Waters社 製。

・臭化テ トラーn-ア ミルアンモニウム:和 光純薬製,

特級。

・ジクロルメタン:和 光純薬製,特 級。

・メ タ ノ ー ル,ア セ トニ トリル お よ びイ ソプ ロパ ノー

ル:HPLC用 。

・コ ン トロ ール 血 清:Flow Lab .,AB type。 その他試

薬 類 は特 級 品 を用 い た。

・7432-S標 準 溶液(原 液):7432-S標 準品10mg(力

価)を 精 密 に 量 り,pH7リ ン酸 緩 衝 液 に溶 か し正確に

10mlと す る。

・内 部 標 準 溶 液(血 漿 分 析 用)=p-ト ル エ ンスルホ ン

酸135mgを 蒸留 水 に溶 か し,100mlと す る。

・内 部 標 準 溶 液(尿 分 析 用)p-ク ロ ル安 息 香 酸100

mgを エ タ ノー ル に 溶 か し,100mlと す る。 用時,こ

の 液3mlをpH7リ ン酸 緩 衝 液 で 希 釈 し,全 量 を100

mlと す る。

・内部 標 準 溶 液(胆 汁 分 析 用):p-ク ロル安息香酸100

mgを エ タ ノー ル に 溶 か し,100m1と す る。 用 時,こ

の 液1mlをpH7リ ン酸 緩 衝 液 で 希 釈 し,全 量を20

mlと す る。

.pH7リ ン酸緩 衝 液:0 .1M Na2HPO4水 溶 液 に0.1M

NaH2PO4水 溶 液 を 混 和 してpH7に 調整 す る。

* 〒553大 阪市福島区鷺州5-12-4
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7432-S  :

(6R, 7R)-7-[(Z)- 2  -(  2  -aminothiazol-  4  - 
yl)-4 -carboxy-2-butenoylamino]- 8 -oxo-
5-thia-1-azabicyclo [4. 2. 0]  oct-2-ene-2- 
carboxylic acid 
M. W. : 410. 43

Fig. 1. Chemical structures of  7432-S 

and 7432-S-trans.

・pH5酢 酸緩衝 液:酢 酸 ナ トリ ウム8 .2gを 蒸 留 水 約

80mlに 溶か し,氷 酢 酸 を 加 え てpH5に 調 整 し,蒸 留

水で全量 を100mlと す る(1M)。

・0.5Mリ ン酸 水 溶 液:リ ン酸(85%,和 光 純 薬)5 .76

gを蒸留水で希釈 し,全 量 を100mlと す る。

・pH5 .5リ ン酸 ア ンモ ニ ウ ム 緩 衝 液:リ ン酸 二 水 素 ア

ンモニウム3.459を 蒸 留 水 約900mlに 溶か し,0 .1N

NaOH水 溶 液 を加 え てpH5 .5に 調 整 した 後,蒸 留 水

で全量を1000mlと す る(0 .03M)。

・pH5 .5酢 酸緩 衝 液:酢 酸 ナ トリウ ム8.2gを 蒸 留 水

約80mlに 溶か し,氷 酢酸 を加 え てpH5.5に 調 整 し,

蒸留水で全量 を100mlと す る(1M)。

・15%メ タ ノール-緩 衝 液 混 液:メ タ ノ ー ル15mlを

pH5.5リ ン酸 ア ンモニ ウム緩 衝 液 で 希釈 し,全 量 を100

mlと する。

・20%メ タ ノー ル ー緩 衝 液 混 液:メ タ ノ ール20mlを

用いて上 と同様 に希 釈 す る。

2. 装 置

1) 高速液体 クロマ トグ ラフ:LC-6A型 お よ びLC-

4A型(島 津 製作 所)を 用 い た。 カ ラ ム に ケ ム コ社 製

Nucleosil 5C18(5μm,4,6mmI,D,×15cm)を,

ガ ー ドカ ラ ム にSHIMPACK SPC-RPI(4mm I.

D.×3cm,島 津 製作 所)を 用 い た。 イ ンジ ェ ク ター に,

血 塗 分 析 の 場 合,Rheodyne7125型,尿 分 析 の 場 合,

Waters社 製Sample precessor WISP710B型 を 用 い

た。 デ ー タ処 理 装 置 に 島 津 製 ク ロ マ トパ ッ クC-R3A

(ま た はC-R2AX)を,検 出 器 に.同 社 製SPD-6AV

(ま た はSPD-2AS)を 用 い た 。 検 出 波 長 は256nm。

感 度 はATTEN2。 カ ラ ム温 度 は室 温 と した 。

2) 遠 心 器:冷 却 機 付 遠 心 器05PR-2型(日 立 製 作

所)温 度4℃ 。

3) サ ー モ ミキ サ ー:タ ヅチ ミキ サ ーMT-51型(ヤ

マ ト科学)。

4) ミク ロサ ンプ リ ング チ ュ ー ブ:バ イオ プ ラ ステ ィ

クス製,0.5ml用 。,

5) Bond Elut C18カ ラム:Analytichem Interna-

tional(Part No.607303)を あ らか じめ メ タ ノ ー ル5

mlで2回,次 い でpH5.5リ ン酸 ア ンモ ニ ウ ム緩 衝 液

5mlで2回 洗 浄 して 用 い る(流 速10ml/min)。

3. 移 動 相

血 漿 分析 に は,10mM Pic A:ア セ トニ トリル:メ

タ ノ ー ル 〔80=14:6(v/v)〕 を 用 い た。10mMPic

Aは,試 薬一 瓶 を蒸 留 水約400m1で 希釈 し,0.5Mリ ン

酸 水 溶 液 を 加 え てpH6.0に 調 整 した 後,蒸 留 水 で500

mlと した。 尿 ・胆 汁 分 析 に は,SmM Pic A-5mM

臭 化 テ トラ ー-n-ア ミル ア ンモ ニ ウ ム:ア セ トニ トリ

ル:メ タ ノー ル 〔65:25:10(v/v))を 用 い た 。 水 相

は,PicA試 薬 一 瓶 と臭 化 テ トラ ーn-ア ミル ア ンモ ニ

ウム1.9gを 蒸 留 水 約800mlに 溶 か し,0.5Mリ ン酸 水

溶 液 を 加 え てpH5.3に 調 製 した 後,蒸 留水 で1000mI

と した。 移 動 相 は混 和 後,減 圧 下 で十 分脱 気 した。 流速

は いず れ も1.2ml/min。

4. 血 漿 中7432-Sの 定 量 操作

血 漿0.5mlを 正 確 に 量 り,12ml遠 沈 管 に入 れ,直

ち に氷 水 中 に 浸 す。 内部 標 準 溶 液50μ1を マ イ クロ シ リ

ンジで 量 り加 え た 後,pH5酢 酸 緩 衝 液,0.5Mリ ン酸 水

溶 液,蒸 留 水 各50μlを マ イ ク ロ ピペ ッ トで量 り加 え て

混 和 し,さ らに イ ソ プ ロパ ノ ー ル1mlを 加 え て15秒

間 サ ー モ ミキ サ ーに て 撹拌 し,次 いで ジ ク ロル メ タ ン5

mlを 加 え て再 び15秒 間 サ ー モ ミキ サ ー にて 撹 拌 した

後,遠 心 分 離(4000rpm;4℃;10分 間)す る。 上 澄

液0.5mlを 正 確 に量 り,あ らか じめ ジ ク ロル メ タ ン2

mlを 入 れ た10ml遠 沈 管(氷 水 中 に浸 した)に 移 し,

15秒 間 サ ー モ ミキ サ ー に て 撹 拌 す る。 遠 心 分 離(3000

rpm;4℃;5分 間)し,上 澄 液300μlを ミク ロ サ ン
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プ リング チ ュー ブ に移 し,直 ちに下 ラ イア イ ス 上 で凍 結

させ て保 存 す る(8時 間以 内)。 用時 解 凍 して 試 料 溶 液

と し,そ の20μlを カ ラム へ 注 入 す る。 ク ロ マ トグラ ム

上の7432-S,7432-S-transの ピー ク面 積 と内 部 標 準

物 質 の 面 積比 を算 出す る。

検 最 線

7432-S標 準 溶 液 原 液4mlを 正 確 に量 り,20mlメ

ス フ ラ ス コに 入 れ,pH7リ ン酸 緩 衝 液 で 正 確 に20ml

と す る。 この 液0,5,1.5,3,5mlを 正 確 に量 り,10

mlメ ス フ ラ ス コに 入れ,同 緩 衝 液 で 正確 に10mlと し

標 準 溶 液 とす る。 測 定 まで 氷 水中 に 浸 す。 一 方,コ ン ト

ロ ール血 清0.5mlをIF確 に量 り,12ml遠 沈 管 に 入れ,

氷冷 す る。7432-S標 準溶 液 各50μlを マ イ クロ シ リ ン

ジ で 加 え 混 和 す る。 この 液 に,内 部 標 準 溶 液.pH5酢

酸 緩 衝 液,0.5Mリ ン酸 水 溶 液 各50μlを 正 確 に量 り加

え 混 和 し,さ らに イ ソ プ ロパ ノ ー ル1mlを 加 え て15

秒 間 サ ー モ ミキサ ーに て撹 絆 す る。 以 下定 量 操 作 に 準 じ

て 操 作 し,内 部 標 準 物 質 に 対 す る7432-Sの ピ ー ク面

積 比 を 算 出 し,7432-S濃 度 〔μg(力 価)/ml〕 に対 す

る面 積 比 か らな る検 量 線 を 作 成 す る 〔1,3,6,10

μg(力 価)/ml〕 。 な お,本 検 量 線 は,7432-S-trans

定 量 に もそ の ま まで 使 用 し得 る。

5.尿 中7432-Sの 定 量操 作

あ らか じめ,pH5.5酢 酸 緩 衝 液0.5mlを 正 確 に量

り,10ml遠 沈 管 に 入 れ,氷 水 中 に 浸 す 。 こ れ に 尿1

mlを 正確 に 量 り加 え 混 和 す る。 こ の 液1mlを 正 確 に

量 り,Bond Elut C18カ ラ ム に移 し吸 引 す る(2.5ml/

min)。 次 い でpH5.5リ ン酸 ア ン モ ニ ウム 緩 衝 液2.5

mlを 加 え て 吸 引(2.5ml/min)し,不 純 物 を 溶 出 除

去 す る。7432-Sお よ び7432-S-transは,あ らか じ

め,内 部 標 準 溶 液2.5mlを 正 確 に 量 り入 れ た5mlメ

ス フ ラ ス コへ,2000メ タ ノー ル ー緩 衝 液 混 液2.5mlで

溶 出(2.5ml/min)し,振 り混 ぜ た 後,10μlを カ ラ

ムへ 注入 す る。 本 溶 液 は,測 定 まで 氷冷 し8時 間 以 内 に

測 定 す る。 クロマ トク ラム上 の7432-S,7432-S-trans

の ピー ク面 積 と内部 標 準物 質 の面 積 比 を算 出 す る。

500μg/ml以 上 の 高 濃 度 試 料 で は,あ らか じめ 尿 を

pH5.5酢 酸 緩 衝 液 で 適 宜 希 釈 し,そ の1mlをBond

Elut Cl8カ ラ ム に移 し,以 下 同 じ操 作 を 行 う。

検 量線

7432-S標 準 溶 液 原 液2.5mlを 正 確 に 量 り,10ml

の メ ス フ ラ ス コに 入 れ,20%メ タ ノー ル ー緩 衝 液 混 液 で

正確 に10mlと す る。 こ の液0.2,0.5,1,2mlを 正

確 に 量 り,あ らか じめ 内部 標 準 溶 液2.5mlを 正 確 に 量

り入 れ た5mlメ ス フラ ス コに 加 え,20%メ タ ノー ル ー

綬 衝 液 混蔽 で正 確 に5mlと し標 準 溶 液 と す る。 測定 ま

で 氷 水中 に 浸 す。 各10μlを カ ラム へ注 入 す る。 内部標

確 物 質 に 対 す る7432-Sの ピ ー ク面 積 比 を 算 出 し,

7432-S濃 度 〔μg(力 価)/m1〕 に 対 す る面積 比か ら

な る検 量 線 を 作成 す る(50,125.250,500μg(力 価)/

ml〕 。

計 算

次 式 に よ り尿 中 濃 度 を算 出 す る。

な お,7432-S-transも 同 し検 量 線 を 用 い て上 式か

ら計 算 す る。

6.胆 汁 中7432-Sの 定 量操 作

あ らか じめpH5.5酢 酸 緩 衝 液2mlを 正 確 に量 り,

10ml遠 沈 管 に入 れ,氷 水 中 に 浸す。 これ に胆汁0.5ml

を 正 確 に 墨 り,加 え 混 和 す る。 この 液1.5mlを 正 確に

量 り,Bond ElutC18カ ラ ム に移 し吸 引 す る(2.5ml/

min)。 次 いでpH5.5リ ン酸 ア ンモ ニ ウム緩衝液1.5ml

を 加 え て 吸 引(2.5ml/min)し,不 純 物 を溶 出除去 す

る。7432-Sお よ び7432-S-transは,あ らか じめ内部

標 準 溶液0.1mlを マ イ ク ロ シ リン ジで取 り入れた5ml

メス フ ラス コへ,15%メ タ ノー ルー緩衝 液混液2.5mlで

溶 出(2.5ml/min)し,振 り混 ぜ た後.100μlを カラ

ム へ 注 入す る。 本 溶液 は,測 定 まで氷 冷 し4時 間以 内に

測定 す る。 クロマ トグラム上 の7432-S,7432-S-trans

の ピー ク面 積 と内 部標 準 物 質 の面 積 比 を算 出す る。

検 量線

7432-S標 準 溶 液 原 液1mlを 正 確 に 量 り,25mlメ

ス フ ラ ス コ に入 れ,pH7リ ン酸緩 衝 液 で 正 確 に25ml

とす る。 この液0.5,1.5,2.5mlを 正 確 に量 り,50ml

メ ス フラ ス コに 入 れ,15%メ タ ノール ー緩 衝液混 液で正

確 に50mlと す る。 この 液 各2.5mlを 正 確 に量 り,5

m1メ ス フ ラ ス コ に 入 れ.内 部 標準 溶液0.1mlを マイ

ク ロ シ リ ンジで 取 り,加 え て 振 り混 ぜ 標準 商 夜とする。

測 定 ま で 氷水 中 に浸 す 。 各100μlを カ ラムへ 注入す る。

内 部 標 準 物 質 に 対 す る7432-Sの ピー ク面 積 比を算 出

し,7432-S濃 度 〔μg(力 価)/ml〕 に対 す る面積 比か

らな る検量 線 を作 成 す る 〔2,6,10μg(力 価)/ml〕 。

計 算

次 式 に よ り胆 汁 中 濃 度 を算 出 す る。

な お,7432-S-transも 同 じ検 量 線 を 用 いて上 式か

ら計 算 す る。

7.ヒ ト体液 中 で の 安 定性
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Fig. 2. Typical chromatogram of a plasma

sample taken at 2 h after oral

administration of 100 mg

of 7432—S to a healthy volunteer.

Fig. 3 . Typical chromatogram of a urine sample

from the 1 3h urine fraction

after oral administration of 100 mg

of 7432-S to a healthy volunteer.

ヒトの血漿,尿,胆 汁9.9容 に7432-S標 準 溶 液0.1

容を添加 し,そ れ ぞ れ,5,100,10μg(力 価)/mlの

試 料 溶 液 を 細 製 し,各 液1mlす つ を 遠 沈 管 に 分バ し,

各 温 度 で 静 置 し,各 時 点 で の7432Sの 残 存 吼 お よ び

生 成 した7432S transの量全 測定 す る。

H.成 績

1,ケ ロ マ ト クうム

7432-S100mg(力 価)を 経 口投 与 した 健 常 人の 血

漿 ・尿 に つ い て 分 析 し,得 られ た ケ ロ マ トグ ラム を

Fig.2,3に 示 した 。 血 漿 試 料(投 与 後2時 間)て は,

リテ ン シ ョンタ イム12.3分 に7432-S,10.9分 に7432-

S-transが 検 出 され た。 尿 試 料(投 与 後1時 間 か ら3

時 間),で は リテ ン シ ョン タイム15.0分 に7432-S,13.6

分 に7432-S-transが 検 出 さ れ た。 胆 汁 試 料 で は,両

物 質 の リテ ン シ ョン タイ ムは 尿 中の 値 と一 致 した。 両 物

質 が イオ ンペ ア 試薬 に よ り十 分 に保 持 され ると と もに,

生 体 成 分 に 影 響 され て いな い ことを 認 め た。

2.安 定 性

7432-Sを3種 体 液 に添 加 した 試料 に つ いて,各 温 度

で 静 置,一 定 時 間 後 に 定 量 し,残 存 す る7432-Sと

7432-S-transの 生 成 量 を 調 べ た(Table1,2)。4

℃ で は,血 漿 ・尿 ・胆 汁 と もに少 な く と も5時 間,24℃

で は2時 間(血 漿),4時 間(尿)ま で 安 定 で あ った。

そ れ 以 降 で は,7432-Sの 一 部 は,7432-S-transに

変 換 し,37℃(尿 中)に お いて は,速 度 は速 くな った。

一 方 ,検 体 を-20℃,-70℃ で 長 期保 存 した際 の 安定 性

を 調 べ た。-20℃ で は,血 漿 ・尿 それ ぞれ7日,1日 以

降 に7432-S-transが 生 成 し始 め,日 と と もに 増 量 し

た。 しか し,-70℃ では,血 漿 ・尿 と もに少 な くと も2ヶ

月 間安 定 で あ る こと が明 らか とな っ た。 した が って,検

体 を 長期 保 存 す る際 は,-70℃ に 保つ こ とが 必 要 であ る。

皿.考 察

1前 処理

7432-Sは,pH7～8で 最 も安 定 で あ る が,酸 性 で

は7432-S-transへ の 変 換 が 起 こ り,ア ル カ リ性 で は

分 解 す る。 したが って,除 蛋 白 や ク リー ンア ップの 前 処

理 は,酸 性 を避 けで き る限 り中性 に近 い 条 件下 で行 わ ね

ば な らな い.ま た,熱 に も不安 定 で あ り,加 熱 して 濃 縮

す る な どの 処 理 は 避 け ね ば な らな い。

1)血 漿:血 漿 をpH5酢 酸 緩 衝 液 と リン酸 水 溶 液 に

てpH5に 調 製 した後,イ ソ プ ロパ ノ ー ルを 加 え,蛋 白

を変 性 させ た 。 ジ ク ロル メ タ ンを 加 え て抽 出 し,不 要 な

生 体 成 分 の 除 去 と 除 蛋 白 を 同 時 に 行 っ た 後,水 相 を

HPLC分 析 した。 妨 害 物 質 は,pH5に て 最 も効 果 的 に

除 去 され,そ れ よ り高 いpHで は多 少残 され た。 抽 出 後
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Table 1. Stability of 7432-S in human plasma, urine and bile

Table 2. Stability of 7432-S in human plasma and urine, at -20•Ž and -70•Ž

の水 相 の 容 量 は,水 が イ ソ プ ロパ ノー ル ー ジ ク ロル メ タ

ン系 へ 若 干 分 配 さ れ る ため,減 少 し,薬 物 濃 度 は 相対 的

に上 昇 し,感 度 向上(約1.6倍)と な っ た。

2)尿 ・胆 汁:試 料 をpH5.5酢 酸 緩 衝 液 でpH5.5

に調 製 した 後,Bond Elut C18カ ラ ム4,5)に 移 した。 逆

相(C18)の カ ラム へ7432-Sと7432-S-transを 保 持

させ,生 体 成 分 をpH5.5リ ン酸 ア ンモ ニ ウ ム緩 衝 液 に

て 溶 出,ク リー ンア ヅプ した 後,両 物 質 を 溶 出 した。

pH5.5以 上 で は,両 物 質 の 保 持 は弱 ま り,回 収率 は低

下 した 。 ま た,こ れ 以 下のpHで は保持 は強 くなるが,

7432-Sの トラ ンス体 への 変 換 が 起 った。

2.ク ロ マ トグ ラ フ ィー条 件

移 動 相:ODSカ ラム(Nucleosil 5C18)を 用 いて分

離 条 件 を検 討 した 。7432-S,7432-S-transは イ オン

性 物 質 の た め,イ オ ンペ ア試 薬 によ り保 持を強 め,極 性

の 強 い 生体 成 分 との 分 離 を図 っ た。 血漿 分析 では,水 相
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Fig, 4 Regression analysis for assay 

of 7432-S in plasma.

Fig. 5. Regression analysis for assay 

of 7432-S-trans in plasma.

のpHを6,尿 ・胆汁分析では5 .3と 設定 したが,大 部

分の生体成分は,早 い時間に溶出し,目 的物質に影響を

及ぼすことなく分離された。尿分析に際 し,pH5.3以

上または以下のpHで は,両 物質の保持は弱くなるとと

もに,生 体成分の影響を受けた。

Pic Aと 臭化テ トラーn-ア ミルアンモニウムを共存

させたが,試 料のリテンションタイム付近の若干の生体

成分が効果的に移動 し,そ の妨害が防がれた。

検出波長:7432-Sと7432-S-transは,256nmに

おいて吸収強度(モ ル吸光係数)が 等 しいため,両 物質

は7432-Sの 検量線を使って同時に定量し得る。

3. 回収率 ・精度 ・感度

Fig. 6. Correlation between HPLC and bioassay 

analysis of 7432-S in plasma.

Fig. 7. Correlation between HPLC and bioassay 

analysis of 7432-S in urine.

1) 血 漿:7432-Sお よ び7432-S-transを 健常 人

血 漿 に 添 加 し,そ れ ぞ れ0.5～10μg/ml,0,25～3

μg/mlの 溶液 を 調製 して,定 量 し回 収 率 を 測 定 した結

果 は,Fig.4,5に 示 す と お りで あ る。 両 回 収 率 は100

%と 見 な す こ とが で き る。 両 物 質 に つ い て1μg/ml濃

度 の 試 料 に つ い て く り返 し測 定 し た 結 果,変 動 係 数

(C.V.)は3%(n=5)以 下,定 量 下 限 は,両 物 質 と

も0.1μg/mlで あ った。

2) 尿:7432-Sお よ び7432-S-transを 健 常 人 尿

に 添 加 し,そ れ ぞ れ25～300μg/ml,10～100μg/ml

の 溶液 を調 製 して,定 量 し回収 率 を 測 定 した結 果,両 者

と もに97%の 回 収 率 が 得 られ た 。 回 収 率 は 日間 で 変 動
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しなかった。7432-SP50,100μg/ml濃 度の試料につい

てくり返 し測定した結果,C,V,値 は,い ずれも3%以 下

(n=6),定 量下限は,両 物質とも1μg/mlで あ った。

3) 胆汁:尿 と同様に添加実験を行い(1～10μg/

ml)7432-Sの 回収率 は,95.9%で 日間で変動 しな

かった。C.V,値 は.5,4%以 下(2μg/ml濃 度の試

料でn=5)で,定 量下限は両物質とも0.1μg/mlで

あ った。

4. HPLC法 とバイオアッセー法との比較

健常人成人男子 に7432-S100mgお よび200mg

(いずれも力価)を 経口投与 し,投 与後採取した血漿 ・

尿を試料としてHPLC法 とバ ン ドカルチャ ー法(E.

coli 7437株 を検定菌とする)に よるバイオア ッセー

法3)で 同時に測定 し,両 定量値を求め,両 者の相関性に

ついて検討 した。それぞれをFig.6,7に 示 したが,,

二種試料について両方法間で良好な相関性が得られた。

今回開発したHPLC定 量法により7432-Sと7432-

S-transを 同時に定量し,別 稿でも述べるように7432-

Sを 投与 した健常人の血中濃度,尿 中排泄量を明らかに

した。本法は,感 度,精 度に優れ,再 現性も良好であり,

ヒ ト体液中における7432-Sの 適正分析法 として,そ

の実用性を明らかにした。
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HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHIC 
METHOD FOR THE DETERMINATION OF AN ORALLY 

ACTIVE CEPHEM ANTIBIOTIC 7432--S AND ITS 
METABOLITE 7432-S-TRANS IN BODY FLUID

AKIO MATSUURA, TAKAKO NAGAYAMA and TAKAYASU KITAGAWA 
Shionogi Research Laboratories, Shionogi & Co., Ltd. 
5 -12- 4, Sagisu, Fukushima-ku, Osaka 553, Japan 

We developed, a high-performance liquid chromatographic (HPLC) assay method for a new 

oral cephem antibiotic, 7432-S, and its metabolite, 7432-S-trans. Two assay procedures were 

used for plasma and urine assays. The plasma sample was deproteinized with isopropyl alcohol, 

followed by clean-up extraction with dichloromethane. Clean-up for urine and bile samples was 

performed by manual chromatography using a Bond Elut C18 column (Part No. 607303, Analy-

tichem International). Treated samples were subjected to HPLC using a reversed-phase (C18 

column and tetra-n-butylammonium biphosphate (Pic A) and tetra-n-amylammonium 

bromide as ion-pairing reagent. 

With these methods, 7432-S and 7432-S-trans in plasma (0.1-20 ƒÊg/ml) and in urine (1-500

μg/ml) were accurately assayed with good precision. The methods were used for the measurement

of 7432-S in plasma and urine of healthy volunteers after an oral dose of the drug. There was 

good correlation between the assay values obtained by HPLC and the bioassay method (r=0. 995 

and r=0.993, respectively). 

The stability of 7432-S was tested by assaying the spiked samples with human plasma and 

urine. 7432-S was stable at -70•Ž for at least two months. 

These methods, which combine high sensitivity, accuracy and precision are suited for pharma-

cokinetic ,analyses. 

The assay method for the urine sample was also applicable to human bile. Both compounds 

(0.1-20 ƒÊg/ml) were assayed with the same precision.


