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Cefepime(CFPM)の 体液 内濃度測定法

中名生宏 ・城殿正博 ・清水孝容 ・高橋 紀光

プリス トル ・マイヤーズ研究所株式会社前臨床研究所率

新注射用セフェム剤cefepime(CFPM)の 体 液内濃度測定法について検討 した。本剤の体液

中濃度は,Morganella morgonii IFO 3848を 検 定菌 とする微生物学的定量法によ り,低 濃度 ま

で感度良 く定量することができた。血清中のCFPMは カ ップ法およびAgarwell法 で0.02μg

/ml,デ ィスク法で0.16μg/mlま で測定可能であった。血清中濃度の測定にはプール血清を標

準液に用いることが望 ましかった。CFPMは 高 速液体 クロマ トグラフィー(HPLC)に よって

も定量でき,ヒ トにCFPMを 静脈内投与 した ときの血清お よび尿試料 をbioassayとHPLC法

に よって同時に測定 した結果は,高 い相関性を示 した。ヒ トにCFPMを 静脈 内投与 したときの

尿試料 をTLGBioautographyで 検 討 した結果,CFPM以 外 の抗菌活性 をもつスポッ トは検出

されなかった。CFPMは 弱酸性の溶液中で安定であ り,血 清中では尿中よ りやや不安定 であっ

たが,-20℃ 以 下に保存すれば30日 間安定であった。
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Cefepime(CFPM)は7位 側 鎖 に α-methoxyimino

-aminothiazole基
,3位 側 鎖 にN-methylpyr-

rolidini㎜ 基 を 導 入 し た 新 し い 注 射 用 セ フ ェ ム 剤 で,

ブ ド ウ 球 菌,連 鎖 球 菌 等 の グ ラ ム 陽 性 菌 か ら,

PSeudomonas aeruginosaを 含 め た 各 種 グ ラ ム 陰 性 菌

ま で 広 範 囲 の 菌 に 対 し て優 れ た 抗 菌 力 を 示 す9。

本 報 で は体 内 動 態 を明 らか に す る た め の 微 生 物 学 的

定 量 法,高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィ ー に よ る定 量 法 を

検 討 し,体 液 中 で の 安 定 性 お よ び 尿 中 抗 菌 活 性 代 謝 物

の 検 索 を行 っ た の で報 告 す る。

I.実 験 材 料 お よ び 方 法

1.薬 剤

CFPMはBristol-Myers (USA) Pharmaceutical

Research&DevelopmentDivisionよ り供 給 を 受 け た 。

2.試 験 菌

Bacillus subtilisATCC6633,Staphylococcus aureus

FDA 209 P, Escherichi acoli NIHJJC-2, K1ebsiella

pneumoniae IFO 3317お よ びMorganella morganii

IFO 3848を 用 い た 。

3.測 定 培 地

Nutrient agar (NA, Difco), Muller-Hintonagar

(MHA,日 水),Antibiotic Medium 2 (AB-2, BBL)

お よ び 日本 抗 生 物 質 医 薬 品 基 準 収 載 の 培 地(Modified

AB-2)2》 を 用 い た 。ModifiedAB-2の 組 成 は ポ リペ プ

トン0.6%,肉 エ キ ス0.15%,酵 母 エ キ ス0.3%,プ ド

ウ糖0.1%,寒 天1.3%,pH6.5で あ る。

4.試 験 菌液の調製法

測定培地で2回 以上継代 した新鮮菌を滅菌水に懸濁

し,透 光率50%(530nm)の 菌 液を調製 し,接 種菌液

とした。

5.標 準希釈液の調製

1%リ ン酸塩緩衝液pH6.0,0.1Mリ ン酸塩緩衝液

(pH4.5,pH7.0),ヒ トプール血清,モ ニ トロール1(R)

(Dade),お よびコンセーラ(R)(日 水)を 用いた。

6.微 生物学的濃度測定法(Bioassay)

ペ ーパーデ ィスク法,カ ップ法およびAgarwell法

を用いた。ペーパーデ ィスクは,直 径8mm(ADVA-

NTEC,Thin),カ ップは外経8mm,内 径6mm,高

さ10mmの ス テンレス シ リンダー を用いた。Agar

wellは 小 型 自動穿孔装置(東 洋測器)を 用いて直径8

mmの 孔 を穿孔 した。ディスク法では30μ1,カ ップ法

では270μ1,Agarwel1法 では100μ1を フィンピペッ

ト(Labsystems)を 用 い て ス ポ ッ ト ま た は分

注 した。寒天平板 はディスク法お よび カップ法では

試験菌 を接種 した測定培地 を直径90mmの シャーレ

に8m1分 注 し,薄 層平板 を調製 した。AgarweU法 で

は,基 層10m1に 種 層5mlを 重 層 して用いた。

7.高 速液体 クロマ トグラフィー(HPLC)法

血清試料0.5mlに1N塩 酸50μ1を 加え,ア ミコン

セン トリフリーMPS-3(グ レースジャパン)を 用いて
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遠心限外濾過(1,000G,15min)し,濾 液の25μ1を

HPLC分 析 に供 した。尿試料はメンブランフィル ター

(ミ リポア,0.45μm)で 濾過 し,濾 液を0.02Mの リン

酸二水素カ リウム溶液で10倍 希釈 しその10μ1を

HPLC分 析 に供 した。検量線用の標準溶液は0.02M

リン酸二水素 カリウム溶液 を用いて用時調製 し以下の

条件で測定 した。

装 置LG800シ リーズ(日 本分光)

カ ラ ムInertsilODS-54.6㎜ID×150mm

(ガス クロ工業)

カラム温度35℃

移 動 相0.01Mド デ シル硫酸ナ トリウム ・リン

酸(2%,w/v)溶 液:ア セ トニ トリル

=3: 2

流 速1ml/min

検 出UV254nm

8.尿 中抗菌活性代謝物の検索

CFPMを ヒ トに静脈 内投与 して得 られ た尿 を試料

とし,TLC-Bioautographyに よ り抗菌活性代謝物の

検索 を行 なった。TLCはsilicagel60F25、(MER-

CK),展 開溶媒は,ア セ トニ トリル ・水 ・酢酸(150:

75:1)を 用 いた。検 定菌 はM. morganii IFO 3848

を,培 地はModifiedAB-2を 使 用 した。

9.各 種溶液中での安定性

CFPMを 各種pHの 水 溶液 に溶解 し,23℃ で,ま

た,ヒ トプール血清,ヒ トプール尿に溶解 し,-20℃,

4℃,お よび23℃ で保存 し,そ れぞれの残存活性 を経時

的にbioassay法 で測定 した。濃度は,緩 衝液では250

μg/ml,血 清 では5μg/ml,尿 で は500μg/mlと し

た。

II.実 験 結 果

1.検 定 菌の選定

diluent: O.1M phosphate buffer pH 7.0
medium: Nutrient agar

Fig. 1. Standard curves of cefepime on various test organisms

using disc - plate method

全菌種 とも測定培地にNAを 用い,CFPM濃 度 と阻

止円の関係 を検討 した(Fig.1)。 検 出限界 は,〃.

morganii IFO 3848が0.08μg/mlと 最 も良 く,つ い

で,K. pneumoniae IFO 3317, E. coli NIHJJC-2の

0.16μg/mlで,グ ラム陽性菌のB.subtilis ATCC 6633

は1.25μg/ml,S.AnreusFDA209Pは5μg/mlと 感

度が低か った。

阻止円の形状に関 しては,K.pneumoniae IFO 3317

が最 も鮮明で,つ いでM. morganii IFO 3848が 比較

的鮮明,E. coli NIHJJC-2,B subtilis ATCC 6633

お よびS.aureus FDA 209Pは 不 鮮明であった。以上

の結果より,検 出感度が最 もす ぐれ,阻 止円形状 も比

較的鮮明なM.mmrganii IFO 3848を 検 定菌 として選

定 した。

2.培 地の選定

検定菌 としてM. morganii IFO 3848を 用 い.各 種

培地 においてCFPM濃 度 と阻止円の関係 につ いて検

討 した(Fig.2)。

NA,MHA,AB-2の 検 出限界は ともに0.16μg/ml

であ ったが,ModifiedAB-2は0.04μg/mlで あ った。

阻止円の形状 に関 しては,ModifiedAB-2が 最 も鮮

明で,他 はいずれ もやや不鮮明であった。以上の結果

より,ModifiedAB-2を 検 定培地 として選定 した。

3.希 釈液の検討

希釈液pHの 影響:1%リ ン酸塩緩衝 液pH6.0お

よび0.1Mリ ン酸塩緩衝液pH4.5,pH7.0を 用 いて

検量線 を作成 し,pHの 検 量線 に与える影響 を検討 し

たところ,各 検量線はほ とん ど一致 し,pH4.5～7.0の

範 囲ではpHの 影響は小さいもの と考 えられた。

血清の影響:ヒ トプール血清の検量線 と,代 用血清

のモニ トロールおよび コンセーラの検量線 を作成 し,

比較 した(Fig.3)。

test organism: M. morganii IFO 3848
diluent: 1% phosphate buffer pH 6.0

Fig. 2. Standard curves of cefepime on various media

using disc - plate method
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test organism : M. morganii IFO 3848
medium:Modified AB- 2

Fig. 3. Influence of human serum on standard curves of
cefepime using disc- plate method

test organism : M. morganii IFO 3848
medium: Modified AB- 2
diluent: I% phosphate buffer pH 6.0

Fig. 4 - 1. Standard curves of cefepime for urine samples

test organism : M. morganii IFO 3848
medium: Modified AB- 2
diluent: human serum

Fig. 4 - 2. Standard curves of cefepime for human serum

モニ トロールおよび コンセーラの検量線は・ ヒトプ

ール血清の検量線 と大 きく異なるため,こ れ ら代用血

清を用いることは不適当であると考 えられた。

4.測 定法の比較

1%リ ン酸塩緩衝 液pH6.0お よび ヒ トプ ―ル血清

を用 いて薄層ディスク法,薄 層 カップ法およびAgar

well法 の測定法の比較を行なった(Fig.4-1,4-2)。

1%リ ン酸塩緩衝液pH6.0に お いて,薄 層ディスク

法の検 出限界 は0.04μ9/ml,薄 層 カ ップ法および

Agarwell法 は ともに0.02μ9/mlで あ った。ヒトプー

ル血清において,薄 層ディスク法の検 出限界は0.16μ9

/ml,薄 層 カップ法お よびAgarwell法 は ともに1%

リン酸塩緩衝液pH6.0と 同様0.02μ9/mlで あ った。

Fig. 5- 1. Correlation between cefepime concentrations

in serum determined by HPLC and bioassay

Fig. 5 - 2. Correlation between cefepime concentrations in
urine determined by HPLC and bioassay
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TLC plate: Silica gel 60F254 (Merck)

Solvent CH3CN: H2O CH3COOH (150 : 75 : 1)

Test organism : M. morganii IFO 3848

Fig. 6. TLC-Bioautogram of human urine after intravenous
administration of cefepime (2g/body)

5.Bioassay法 とHPLC法 に よ る 測 定 値 の 比 較

CFPM0.5gお よ び1g投 与 時 の 血 清 お よ び 尿 を

bioassay法 とHPLC法 で 比 較 し た 。 そ の 相 関 図 を

Fig.5-1,5-2に 示 す 。

Fig. 7 - 1. Stability of cefepime solutions of various pH

血清132検 体,尿84検 体 についてHPLC assayを

縦 軸に,bioassayを 横 軸にプロッ トした ときの回帰

直線 は,そ れぞれ,Y=0.980X+0.467(r=0.991),Y

=0 .992X+8.468(r=0.998)を 示 し,両 測定法 とも良

好な一致性が認め られた。

6.尿 中抗菌活性代謝物の検索

CFPMを 静 脈 内点滴投与 した時の ヒ ト尿中の抗菌

活性代謝物 をTLC-Bioautographyに よ り検索 した

結果をFig.6に 示 す。いずれの試料において もCFPM

以外 の抗菌活性代謝物は検出されなかった。

7.CFPMの 溶液中安定性

Table 1. Microbiological assay of cefepime

* Can not substitute Moni-Trol I or Consera for pooled human serum .
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Fig. 7-2. Stability of cefepime in human serum and urine

CFPMを 各種pH水 溶 液に室温下で保 存 した とき

の安定性をFig.7-1,ヒ トプール血清および ヒトプー

ル尿に-20℃,4℃,23℃ で保存 した時の安定性 をFig.

7-2に 示 す。

CFPMは 水 溶液中では,弱 酸性 で最 も安定 であ っ

た。 また,血 清中では尿や水溶液 より不安定であった

が,凍 結保存すれば30日 間は失活 を認め なか った。尿

中では,凍 結あるいは4℃ に保存すれば30日 間は失活

を認めなかった。

III.考 察

以上 の結果 よ り,CFPMの 微 生 物学 的定 量法を

Table 1に 要約 した。

血清試料の濃度測定において,モ ニ トロール,コ ン

セー ラなどの代用血清の使用が可能であれば便利であ

るが,こ れ ら代用血清 とヒ トプール血清 との検量線で

は大 きな差が認め られたので,こ れらの使用は避ける

べ きであ ると考 え る。 ヒ ト血清 と尿 をBioassayと

HPLCで 測定 した結果は,測 定値の相関性が高 く,良

く一致することが確認された。 ヒト尿について活性代

謝産物が検出されなかったこともこの良好な相関性を

裏づけていると考 えられ る。CFPMは 弱酸性の溶液で

安定であ り,血 清 中では尿や水溶液中よりやや不安定

であったが,-20℃ 以下に凍結保存すれば少なくとも

30日 間は安定であると考え られる。
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MICROBIOLOGICAL ASSAY METHOD FOR CEFEPIME CONCENTRATION

TN RTOLOGIC,AL FLUIDS

Hiroshi Nakanomyo, Masahiro Kidono, Takayoshi Shimizu,

Norimitsu Takahashi

Preclinical Research Laboratories, Bristol-Myers Research Institute Ltd.,

1 Futagoyama, Sakazaki, Kota-cho, Nukata-Gun, Aichi 444-01, Japan

A microbiological assay (bioassay) and HPLC methods for quantitative determination of cefepime

(CFPM) in body fluids were investigated. The drug was studied by agar-diffusion microbiological

assay using Morganella morganii IFO 3848 as the test organism and Modified Antibiotic Medium 2

as the test medium. The minimum detectable concentrations of CFPM in human serum were 0.02ƒÊg

/ml for the cup-plate and agar-well methods and 0.16ƒÊg/ml for the disc-plate method. The lowest

detectable concentrations of CFPM in the buffer were 0.02 ƒÊg/ml for the cup-plate and agar-well

methods and 0.04 ƒÊg/ml for the disc-plate method. Standard solutions prepared with human serum

and 1 % phosphate buffer (pH 6.0) should be used for the assay of serum and urine samples. The

concentrations of CFPM in serum and urine determined by bioassay correlated well with those

determined by HPLC. No bioactive metabolites of CFPM were observed in human urine samples.

CFPM in human plasma and urine was stable at-20•Ž for at least 30 days.


