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Cefpirome sulfate(CPR) の生体試料中濃度測定法及び試料中での安定性について検討した。

微 生 物 学 的 定 量 法(bloassay法)に お い てBacillus subtilis ATCC 6633 を検定菌とした時,検 定用培

地としてクエン酸ナトリウム培地(pH6.4)を 用いたペーパーディスク法により血葉または血清2・尿,

胆汁及び組織内濃度の測定が可能であった。ここで,血 漿(血 清)試料の測定においてはヒト血漿また

はConsera(R)を用い,ま た尿,胆 汁及び組織内濃度測定には0,1Mリ ン酸緩衝液(pH60)を 用いて作成

した標準曲線によって定量する事ができた(検出限界:血 漿の場合0.39μgpml,リ ン酸緩衝液を用い

た 場 合0.20μg/ml)。 ま た,  Escherichia coli ATCC 39188 も検定菌として利用する事ができ, nutrient

 agar(Difco) を培地としたディスク法により高感度での測定(検 出限界:血 漿,リ ン酸緩衝液共に0.05

μg/mDが 可能であった。血漿(血清)及 び尿中のCPRは,高 速液体クロマ トグラフィー(HPLC)を 用い

ても定量でき,検 出限界はそれぞれ0.1及 び5.0μg/mlで あ った。

Bioassay及 びHPLCの 両測定法による定量値の間には良好な相関性が認められた。

生体試料中におけるCPRの 安定性をbioassay法 により検討 した結果,-20℃ 以下で保存する事によ

り血清及び尿中で少なくとも12週 間,ま た組織内では8週 間安定であった。
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新 しい 注 射 用 セ フ ァロ ス ポ リ ン剤, cefpirome sulfate

(CPR)は ド イ ツ 連 邦 共 和 国 のRoechst社 と フ ラ ン ス の

Roussel Uclaf 社 で 合 成,開 発 さ れ,β- lactamase に対す

る高い安定性ならびに幅広い抗菌スペク トルを有 し,

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomo-

nas aeruginosa を含めたグラム陽性菌,グ ラム陰性菌に

対 して強い抗菌力を示す1～3)。その構造式はFig,1に 示

すとおりである。本薬の体内動態を検討するにあたって

は,そ の治療濃度を考慮 した体液及び組織内濃度の定量

法を確立する必要がある。そこで今回著者らは,そ の目

的にあった微生物学的定量法及び高速液体クロマ トグラ

フィーによる定量法ならびに生体試料中での安定性につ

いて検討を行なったので報告する。

I.材 料 と 方 法

1.使 用薬物

CPRは ドイッ連邦共和国Hoechst社 よ り供与 を受けた

ものを使用した。

2.生 体試料

血漿または血清及び尿は,あ らかじめ抗菌薬等の投与

のない健常人から採取 したものを用いた。また,胆 汁試

料はラットから採取 したものを,組 織試料はラット腎あ

るいはあらかじめCPRの 静脈内投与(1g)を 行 なった産婦

人科患者から,外 科的処置により得られたものを使用し

た。

3.微 生物学的定量法(bioassay法)

1)検 定菌

Bacillus subtilis ATCC 6633 は 日抗 基 ・力 価 試験 法4)

に 準 じて2.2×10gsporespmlの 胞 子 液 を調 製 した。 また

Fig. 1. Chemical structure of cefpirome sulfate.

* 〒350埼 玉県川越市南台1-3-2
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Eschenchia coil ATCC 39188 Trypticase soy agar(TSA,

BBL)で2,3回 継 代 培 養 を行 な い, Trypticase soy broth

(TSB,BBL)で37℃,20時 間 培 養 した もの を用 い た。

そ の 他, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Micracoc

cus luteus ATCC 9341, S. aureus 209P JC-1 及び E. colt

NIHJJC-2を 用 い た。

2)標 準 溶 液

血 漿 試 料測 定 法標 準 液 と して は,CPRを0.1Mリ ン酸
ド

緩 衝 液(pH6.0)に 溶 解 し,ヒ ト血 漿 また はConsera(ニ

ノス イ)を 用 い て 希 釈 系 列 を作 製 した 。 また,尿,胆 汁

及 び組 織 試 料 の 測 定 に は,0.1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH6.0)

に溶解 したCPRを 同 緩衝 液 にて 希釈 し標準 溶 液 と した。

3)試 料 の前 処 理

血漿(血 清)試 料 につ い て は,そ の ま まあ る い は必 要 に

応 じて 新 鮮 ヒ ト血 漿 ま た はConseraRで 希 釈 した 。 尿 試

料 は0.1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH6.0)を 用 い て適 宜 希 釈 した 。

ま た,組 織 試 料 に つ い て は,0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液

(pH6.0>を 所 定 の 割 合 で 加 え,氷 冷 下 で ホ モ シナ イズ し

た 後4℃ で12000rpm,5min遠 心 して 上 清 を得,こ れ

ら をbioassay用 の 試 料 と した。

4)検 定 法

B. subtilis ATCC 6633 を検定菌とした場合には,胞 子

液 を1%ク エ ン酸 ナ ト リウ ム 培 地(pH64>に0,1%(v/v)

接 種 した。 ま たE.coji ATCC 39188を 用 い た場 合 には,

nutrient agar (Difco)培地に検定菌の培養液を1%(v/v)

接 種 した。 こ れ ら の培 地10あ る い は6mlを 直 径9cmの

プ ラス チ ック シ ャー レに分 注 して寒 天 平板 を作 成 した 。

これ に,標 準 溶 液 また は試 料 液 を浸 み 込 ませ たペ ーパ ー

デ ィス ク(東 洋 ア ドバ ンテ ィ ック,8mmthin)を の せ て

37℃,18～20時 間 培 養 した後,阻 止 円 直径 を測定 した。

4.高 速 液体 ク ロマ トグラ フ ィー(HPLC)法

1)試 料 の前 処 理

血 漿(血 清)及 び 尿 試 料 をporesize 0.20μmの フ ィル

ター(ゲ ル マ ン)で 濾 過,あ る い は次 の 如 く処 理 した 後

HPLC分 析 に 供 した 。 す な わ ち,血 漿(血 清)試 料 につ い

て は,そ の0.5mlに 対 し40μ1の40%ト リ ク ロ ル酢 酸 を

加 え て振 盈 後4℃ で12000rpm,5min遠 心 して 上 清 を

得 た 。 また 尿 試 料 につ い て は,そ の0.5mlに0.1Mリ ン

酸 緩 衝 液(pH5,5)を 適 宜 加 えて 希 釈 後4℃ で12000rpm,

5mia遠 心 して 上清 試 料 を得 た。

2)HPLC分 析 条 件

上 記 に 従 っ て 調 製 した 試 料 を,Uhieleinの 方 法5}を 改

良 した以 下 の条 件 で 測 定 した。 な お,検 量 線作 成 用 の 標

準 液 は蒸 留 水 あ る い は0.1Mリ ン酸 緩 衝 液 を用 い て 作 成

した。

カ ラ ム:Nucleosi1 C18(5μm),4.6mmi.d.×125

mm(セ ン シ ュー パ ック1

カ ラ ム温 度:25℃

移 動 相:0.2%白1酸 ア ンモ ニ ウ ム/メ タ ノー ル/ア

セ トニ ト リ ノレ(75:10:5ま た は25:4:2,

v/v)

流 速:1,0ml/mm

検 出 器:UV-254nm

注 入 量:10～50μ1

5.生 体組 織 試 料 中 に お け る安 定性

CPRを 添 加 した ヒ ト血 清 及 び 尿 試 料 を,-20℃ 及 び

4℃ で 保 存 した 時 の 経 時 的 な濃 度 変 化 をbloassay法(B.

subnhsを 検 定 菌 とす るベ ーパ ーデ ィス ク法)に て 検 討 し

た 。 また,紐 織 試 性 に つ い て は 採 取 後 速 や か に 同bioas

say法 に て測 定 し,得 られ た 値 を初 期 濃 度 と して-70及

び-20℃ で保 存 した 時 の濃 度 変 化 を検 討 した。

II.実 験 結 果 及び 考 察

1.Bioassay法 の検 討

1)検 定 菌 の選 定

CPRに 対 す る種 々 の菌 種 のMICの 結 果1～3)を 考 慮 し,

感受性の高い菌株 と してB. subtilis ATCC 6633, K

pneumoniae ATCC 10031, M. luteus ATCC 9341, S.

aureus 209P JC-1, E. coli N1HJ JC-2 及び E. coli ATCC

39188を 選 び,そ れらの標準曲線を比較検討した。その

結 果,Fig.2に 示 した 如 くB.subtilis ATCC 6633 及びE

coil ATCC 39188 が感度,傾 き共に良好であり,い ずれ

も測定法として使用可能 と考えられた。このうち,E.

coli ATCC 39188 の方が感度が高かったが, B. subtilis

ATCC6633に お け る阻 止 円が 鮮 明 で 判 定 しや す か っ た

事 か ら,低 ～ 高 濃 度 の 幅 広 い 濃 度 域 の 測 定 に はB.sub-

tilis ATCC 6633を 検 定 菌 と して 用 い る 事 と し,ま た特

に 高 感 度 の 測 定 を必 要 と す る 場 合 に はEconATCC

39188も 適 用 可能 と考 え られ た。

2)検 定菌B. subtilis ATCC 6633 の検討

測定条件について種々検討 した結果,ク エン酸ナ トリ

ウム培地(pH6.4)を 用いてペーパーディスク法,カ ップ

法共に使用可能であったが,操 作の簡便な薄層ディスク

(thiの法 を採用する事にした。また,培 地pHに ついては

pH6,4～7.4の 範囲で検討 したところ,標 準曲線の傾き

は変わらなかったが最も感度の良いpH6.4を 選定した。

次に,標 準曲線に及ぼす生体試料中成分の影響を調べ

た結果,Flg.3に 示 した様にヒト血漿を用いて作成 した

標準曲線はConsera Aの それとよく一致 した。血清 を用

いた場合も同様であった。また尿については0.1Mリ ン

酸緩衝液(pH6.0)で 希釈する事により同緩衝液で作成し

た標準曲線と一致 した。ラットの胆汁及び腎組織ホモジ

ネートの標準曲線についても0.1Mリ ン酸緩衝液(pH6.0)
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Organism: •› Escherichia coli ATCC 39188,

Diluent: 0.1M  phosphate buffer (pH6.0)

Fig. 2. Standard curves of cefpirome sulfate by disc-plate method using various test organisms.

Medium: sodium citrate agar (pH 6.4)

Fig. 3. Influence of human plasma and urine on standard curve of cefpirome sulfate by disc-plate method using Bacillus

subtilis ATCC 6633.
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のそ れ と良 く一致 した。 従 って,CPRの 血 漿(血 清)中 濃

度 測定 に際 して は ヒ ト血 漿 また はConsera(R)を 用 い,ま

た尿,胆 汁 及 び組 織 内 濃 度 測 定 に おい て は0.1Mリ ン酸

緩衝 液(pH6.0)を 用 い て 作 成 した 標 準 曲 線 で 定 量 す る 事

が可 能 で あ る と考 え られ た。 それ らの標 準 曲線 はい ず れ

も傾 き,感 度 共 に良 好 で あ り,血 漿 の 場 合0.39μg/ml,

リ ン酸 緩 衝 液 を用 い た場 合 に は0.2μg/mlま で 測 定 が 可

能 で あ った 。

3)検 定 菌E. coli ATCC 39188の 検 討

E. coli ATCC 39188を 検 定 菌 と して 用 い た場 合 には,

nutrient agar (Difco)を 培 地 と した ペ ー パ ー デ ィ ス ク

(thin)法 に よ り高感 度 の 測 定 が可 能 で あ った。B.sublilis

ATCC 6633の 場 合 と同 様,ヒ ト血 漿 の 標 準 曲 線 はCon-

sera(R)と,ま た組 織(ラ ッ ト腎 ホ モ ジ ネ ー ト)に つ い て は

0.1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH6.0)と よ く一 致 し,そ れ ぞ れ 標

準 液 と して の 代 用 が 可 能 で あ った(Fig,4)。 検 出 限 界 は

血漿 及 び リン酸緩 衝 液 の 場 合共 に0.05μg/mlで あ った。

2. HPLC法 の検 討

ヒ ト血 漿 及 び 尿 中 のCPRをHPLC法 で定 量 した 時 の ク

ロ マ トチ ャー トをFig.5に 示 した 。 血 漿(血 清)試 料 は フ

ィル ター(0.20μm,ゲ ルマ ン)濾 過 後,あ る い は トリ ク

ロ ル酢 酸 に よ る除 蛋 白 後 の いず れ で も測定 可能 で あ り,

除 蛋 白操 作 に よ るぐPRの 回 収 率 は 良好 で あ っ た。CPRの

保 持 時 問 は6～7分 で あ り,検 出 限 界 は 血 漿 及 び尿 中 で

そ れ ぞ れ0.1及 び5.0μg/mlで あ っ た。 ヒ トにCPRを 投 与

後 の 血 清 試 料 をbioassay法(B. subtilis ATCС 6633を 検

定 菌 とす るペ ーパ ー デ ィス ク法)及 びHPLC法 で 定 量 した

時 の 相 関 をFig.6に 示 し た。 そ の 結 果,

Y=0.985X-0.444(r=0.992)の 回 帰 直線 が 得 ら れ た 。 さ

らにCPR第 一 相 試 験6,7)におい て,血 漿及 び尿 中 濃 度 を両

測定 法 を用 い て 測 定 した場 合 に お いて も極 め て 良好 な相

関 が 認 め られ て い る。 こ の 様 なbioassay法 及 びHPLC法

に よ るCPR測 定 値 の 良 い 一致 は,本 薬 を投 与 後 の生 体 試

料 中 に抗 菌 活 性 を有 す る 代 謝 物 が 認 め ら れ な か った 事

実6,8)を反映 して い る もの と考 え られ る。

Medium: nutrient agar (Difco)

Fig. 4. Influence of human plasma and rat tissue on standard curve of cefpirome sulfate by disc-plate method using

Escherichia coil ATCC 39188.
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(a) (b) (a) (b)

Fig. 5. Typical chromatograms of human plasma and urine before (a) and after (b) administration of cefpirome sulfate.

Fig. 6. Correlation between cefpirome sulfate concentrations in human serum determined by bioassay and HPLC.
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3,生 体試料中での安定性

一20℃ 及び4℃ の保存条件下におけるCPRの ヒ ト血清

及び尿中での安定性をB.subtilisを検定菌とするbioassay

法で検討 した結果をFig7に 示 した。血清(20μg/ml)及

び尿中(50μg/m1)の いずれにおいても,-20℃ の保存

条件下で少なくとも12週 間安定であった、また,1℃ で

は血清及び尿中のいずれにおいても1週 間は安定であっ

たが,そ の後徐々に減少してそれぞれ12及 び4週 間後に

は検出限界以下となった。ところで,Uihleinら9)は ヒ ト

血漿及び血清中におけるCPRの 安定性 をHPLC法 で検討

し,-18℃ 保存下でそれぞれ少なくとも28及 び21週 間

は安定である事 を報告 しており,今 回の我々の結果はこ

れと矛盾 しないものと考えられる。

CPR投 与 患者 よ り採取 した各種組 織 を-70及 び

-20℃ で保存 した時の薬物濃度変化 をB.subtilisを検定

菌とするbioassay法 により検討 した結果をTable1に 示

した。卵巣組織内濃度は採取直後に2.63～32.7μg/gの

値 を示 し,-70℃ 保存下では全例(n=5)で 少 なくとも8

週 問 安 定,-20℃ に お い て も2例(8週 川 で841及 び

91.4%と や や 減 少 傾 向)を 除 い て す べ て8週 間 安 定 で あ

った。 また,子 宮 筋 層,子 宮 頸 部 及 び子 宮 膣 部 につ いて

も同様 に,一 部 の み 料で 若 干の減 少 傾 向 を示 した もの の

-70及 び-20℃ 保 存 下で いず れ もほ ぼ8週 間 安定 と 考 え

ら れた 。

III.結 論

以 上の 検 討 の 結 果 よ り,CPRのbioassay及 びHPLCに

よ る生 体 試料 中濃 度 測 定 法 を次 の 様 に 設定 した。

1. Bioassay法

1)検 定 菌

B.subtilis ATCC 6633あ る い はE. coli ATCC 39188

を用 い る。

2)測 定 用 培 地

検 定 菌 と してB.subtilis ATCC 6633を 用 い る場 合 に は

1%ク エ ン酸 ナ ト リ ウ ム培 地(pH6.4)を,ま たE.coli

ATCC 39188を 用 い る 場 合 に はnutrient agar(Difco)を

10あ るい は6mlの 薄層 に して 使 用 す る。

Fig. 7. Stability of cefpirome sulfate in human serum (20 ƒÊg/ml) and urine (50 ƒÊg/ml) .
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Table 1. Stability of cefpirome sulfate in human uterine tissues

Each value represents the residual%.

The values in parentheses are the initial concentration of cefpirome sulfate (ƒÊg/g) determined by bioassay method.

3)接 種 菌 液 及 び菌 量

B.subtilis ATCC 6633を 用 い る場 合 には 日抗 基 力 価 試

験 法4)に 準 じて2.2×109spores/mlの 胞 子 液 を 調 製 し

0.1%(v/v)を 接 種 す る。 また,E. coli ATCC 39188の

場 合 はTrypticase soy broth (TSB, BBL)で37℃,20時

間培 養 した菌 液 を1%(v/v)接 種 す る。

4)測 定 方法

ペ ーパ ーデ ィス ク(thin)法 を用 い る。

5)標 準 曲線 の 作 成

CPRを0.1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH6.0)で 溶 解 した 後,血

漿(血 清)試 料 の 場 合 に は ヒ ト血 漿 また はConsera(R)(ニ ッ

ス イ)に て 作 製 した 標 準 希 釈 系 列 を,ま た尿,胆 汁 及 び

組 織 試 料 の場 合 に は0.1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH6.0)に て 作

製 した標 準 希 釈 系 列 を用 い て 標準 曲線 を作 成 す る。

6)培 養条件

37℃ で18～20時 間培養する。

2. HPLC法

血漿(血 清)及 び尿中のCPR濃 度 はHPLCに よっても測

定で きる。HPLC法 とbioassay法 による測定値は極めて

良好な相関性を示す。

3.生 体試料中での安定性

CPR濃 度測定用の生体試料は採取後速やかに凍結保存

する事が望 ましい。-20℃ 以下で保存すればCPRは 血

清及び尿中で少なくとも12週 間,ま たは組織内では8週

間安定である。
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We established microbiological assay (bioassay) and HPLC methods for determination of cefpirome sulfate (CPR) in body

fluid and tissue samples.

When the bioassay was carried out by the paper-disc method, using Bacillus subtilis ATCC 6633 as the test organism and

sodium citrate agar (pH 6.4) as the test medium, CPR could be determined in plasma (serum), urine, bile and tissues. Human

plasma or Consera(R) were used to prepare the standard solutions for determination of the human plasma level, and 0.1 M

phosphate buffer (pH 6.0) was used for the assay of urine, bile and tissue levels. The detection limits of CPR in plasma and

phosphate buffer were 0.39 and 0.2 ƒÊg/ml, respectively. By the disc-plate method, using Escherichia coli ATCC 39188 as the

test organism and nutrient agar (Difco) as the test medium, the CPR level at lower concentrations (detection limit, 0.05 ƒÊg/ml)

was assayed.

Plasma (serum) and urine levels of CPR were determined by HPLC with detection limits of 0.1 and 5.0 ƒÊg/ml. CPR

concentrations measured by HPLC were in good agreement with those of the bioassay.

CPR was stable at -20•Ž in serum and urine for at least 12 weeks and in tissues for 8 weeks.


