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新規carbapenem系 抗 生剤panipenem/betamipron(PAPM/BP)お よ びpanipenem(PAPM)

の主代謝物であるR976-2の 体 液 ・組織内濃度について,高 速液体 クロマ トグラフィー(HPLC)

法 に よる定量法を確立 し,さ らに体液 と1MMOPS液 〔3-(N-morpholino)-propanesulfonicacid,

pH7-0)を1:1に 混合 した試料液中のPAPMお よびbetamipron(BP)の 安 定性について検討

した。

1)PAPMの ヒ ト血漿および尿中濃度測定は,試 料 を希釈 してHPLC装 置 に注入す る簡便 な方

法を採用 したもので,回 収率は97%以 上,ま た,定 量値の変動率(C.V.値)は5.3%以 内 と良好な

定量精度を示 した。本定量法により,血 漿試料は約0.3μg/mlま で,尿 試料は約1.0μg/mlま で

測定可能である。

2)R976-2の 測定は,カ ラムスイッチング法によるHPLC法 を用いた。すなわち,血 漿試料は

除蛋白抽出し,尿 試料は希釈 してHPLC装 置 に注入し,前 処理 カラムで溶出したR976-2分 画 を

分析用 カラムに導入して分離定量 を行 った。回収率は96%以 上,C.V値 は4.7%以 内 と良好 な定

量精度 を示 した。本定量法に より,血 漿試料は約1μg/mlま で,尿 試料は約5μg/mlま で測定可

能であった。

3)BPの 測 定では,血 漿試料 は除蛋白抽出 し,尿 試料 は希釈 してHPLC装 置 に注入す る方法 を

用いた。回収率はほぼ95%以 上 と良好で,C.V.値 は1.7%以 内 と良好な定量精度 を示 した。本定

量法により,血 漿試料は約0.2μg/m1ま で,尿 試料は約0.5μg/m1ま で,ま た組織試料は約0.4μ

g/mlま で測定可能 であった。

4)PAPMの 試 料中での安定性 を検討 した結果,血 漿 中では一20℃ で5日 間,-80℃ で28日 間

安定であ り,ま た,尿 中では一20℃ で7日 間,-80℃ で42日 間安定であることが認め られた。BP

は,血 漿,尿 試料中共に-20℃,-80℃ いずれの保存で も42日 間安定であることが認め られた。
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Panipenem(PAPM)は,三 共株式会社において開発

されたcarbapenem系 抗生物質で,グ ラム陽性・陰性菌

に対 し幅広い抗菌 スペ クトルを有するD。本剤は投与後,

生体内のdehydropeptidase-1(DHP-1)に よ り分解 され

て主 としてR976-2に 変 換する2)。また,betamipron(BP)

は,PAPM高 投 与量時に誘発 され る腎毒性 を軽減す る

目的で開発 された併合剤であ り,PAPMの 腎上皮細胞

への取 り込みを抑制する作用 を有する3)。

Panipenem/betamipron(PAPM/BP)は,PAPMと

BPの1:1の 合剤である。PAPM,R976-2お よびBP

の 化学構造式をFig.1に 示 した。

臨床上,こ れらの化合物の体内動態を知 ることは,

PAPM/BPの 有効性を推定する上で重要 と考えられる。

そこで,PAPM,R976-2お よびBPの 体 液および組織内

濃度の測定について,高 速液体 クロマ トグラフ ィー

(HPLC)法 に よる検討 を行 った。また,測 定試料の保存

を考慮 して,試 料中でのPAPMお よびBPの 安 定性につ

いてHPLC法 に より検討 を行 った。

*〒140東 京都 品川区広町1-2-58
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Fig. 1. Chemical structures of panipenem, R976-2, betamipron

1.実 験 材料 および方法

1.使 用化合物

PAPM〔 チ オ尿素付加体,Lot.CPS-11,807μg(力

価)/mg〕 お よびR976-2は,三 共株式会社にて合成 した

ものを使用 した。BP(benzoy1-β-alanine)は 東京化成工

業の試薬特級品を使用 した。

HPLCの 内部標準物質 としてchloramphenicolbase

(シ グマ社)お よびN-benzoyl-DL-alanine(東 京化成工

業)を 使用した。その他の試薬 ・溶媒類はすべて試薬特

級品またはHPLC用 溶媒を,水 は脱イオン化蒸溜 したも

のを使用 した。

2.測 定試料

添加実験には薬剤を投与 していない健常人の血漿お

よび尿 を使 用 し,1MMOPS液 〔3-(N-morpholino)

propanesulfonic acid,pH7.0〕 と1:1に 混合 した

液に化合物 を添加 して試料溶液 とした。HPLC法 と

bioassay法 に よ るPAPM濃 度 の相関 に つ いては,

PAPM/BP第1相 試験における血漿および尿検体 を使用

した。

3.高 速液体 クロマ トグラフ装置

島津高速液体 クロマ トグラフLC-6Aシ ステムを用い

た。本 システムは,ポ ンプ:LC-6A,紫 外吸収検出器:

SPD-6A,冷 却器付 オー トサンプラー:SIレ6B/SCL-

6B/WIG-7000A,カ ラム恒温槽:CTO-6A,デ ー タ処

理装置:C-R4Aお よびカラムスイッチング装置:FCV

-2AHか ら成る。

4.試 料の測定法

1)PAPMの 測定

PAPM添 加 のヒトblank血 漿および尿を1MMOPS液

と1:1に 混合 した測定試料液0.5m1に,内 部標準物質

chloramphenicol base(10μ9/ml)を 含 有 す る0.5M

MOPS液0.5mlを 加 え,エ キクロディスク13(ゲ ルマ

ン ・サイエンス ・ジャパ ン ・株)を 用 いて濾過 し,濾 液

10～20μ1をHPLC装 置に注入 して測定を行 った。

2)R976-2の 測 定

R976.2添 加 のヒ トblank血 漿 を1MMOPS液 と1:

1に 混合 した測定 試料液0.5m1に,CH3CN/CH30H

(1:1)混 合 液0.5m1を 加 え,10分 氷冷後遠心分離して

上澄を得,そ の10～20μ1をHPLC装 置 に注入して測定

を行 った。また,R976-2添 加のヒトblank尿 を1MMOPS

液 と1:1に 混合 した測定試料液は0.5MMOPS液 で

5～10倍 の範囲で希釈 した後,エ キクロディスク13

で濾過 し,そ の濾液10～20μlをHPLC装 置 に注入して

測定を行った。なお,R976-2測 定 のHPLC法 は,ゲ ル

濾過カラムで粗分離 したR976-2の 溶出分画をカラムス

イッチング4)5)によ りODS系 分 析 カラムへ と導入し,分

離測定 を行 うもので,ピ ー ク高さによる絶対検量線法

で測定 した。

3)BPの 測 定

BP添 加 の ヒ トblank血 漿 を1MMOPS液 と1:1に

混合 した測定試料液0.5mlに,内 部標準物質N-benzoyl-

DL-alanine(20μ9/ml)を 含 有す る10%trichloroacetic

acid(TCA)液0.5mlを 添 加,除 蛋 白して遠心分離 し,そ

の上澄10～20μ1をHPLC装 置に注入 して測定を行った。

また,BP添 加 の尿お よびその他 の体液 を1MMOPS液

と1:1に 混 合 した測 定試 料 液0.1～0.5m1に,N-

benzoyLDL-alanine(20μ9/ml)を 含 む等容量 の0.5M

MOPS液 を添加 し,尿 試料はエキ クロデ ィスク13で

濾過 し,そ の他の体 液は濾過 しないで,10～20μ1を

HPLC装 置に注入 し測定 を行 った。

5.PAPMのbioassay法 に よる測定

Bioassay法 の詳細は別報6)に記載 した。その測定条件

の概要は以下の通 りである。

測定法:薄 層デ ィスク法

検定菌:Bacillus subtilis SANK 76959

接 種量:1.7×105CFU/ml・ 培 地

培 地:heart infusion agar

6.血 漿,尿 試料中のPAPMお よびBPの 安定性

血漿お よび尿 を1MMOPS液 と1:1に 混合 した液

に,PAPMま たはBPを 添加 して凍結 し,―20℃ お よび一

80℃ で保存して経時的に残存率 を測定 した。
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II.結 果

1.PAPMの 定量法

ヒトblank血 漿 または尿にPAPMを 添加 して調製 した

試料 を,実 験方法の項に記載の定量操作法に従 って処

理 し,Table1に 示 したHPLC条 件 で分離定量を行った。

この時に得 られたクロマ トグラムの1例 をFig.2に 示

した。

Table 1. HPLC conditions for the assay of panipenem in

human plasma and urine

血漿,尿 のいずれの試料についても,PAPMお よび

内部標準物質の クロマ トグラフィー上の分離状況は良

好であ り,こ れ ら化合物の ピー クの位置には皿漿およ

び尿成分のblankピ ー クは認められなかった。PAPMは

互変異性体の混合物 であるため本測定条件下ではFig.

2に見 られるように,ピ ークNo.2とNo.3の2本 の ピー ク

として検出された。 しかし,互 変異性体の吸光係数は

等 しいことが認め られてお り,定 量計算は2つ の ピー

ク面積値の和 を用いて行 った。Fig.3に 内部標準物質

に対す るPAPMの ピーク面積比により作成 した検量線

を示 した。血漿 ・尿いずれの試料 について も,そ れぞ

れの検量線は原点 を通 り,良 好な直線性 を示 した。

本定量操作法によるPAPMの 添加回収率を求めるた

め,ヒ トblank血 漿 および尿にPAPMを 加 えて調製 した

測定試料 を定量操作法に従 って処理 し,無 処理の標準

液を対照 として回収率 を求めた(Table2)。 血 漿につい

ては,PAPM濃 度 が5,10お よび20μg/mlと な るよう

に調製 し各濃度につき3回 の測定 で検討 した結果,回

収率は102.2～104.2%と 良 好な値 を示 し,ま た,定 量

値の変動率(C.V.値)は1.3～3.5%と 小 さ く定量精度 も

良好なことが認め られた。尿については,PAPM濃 度

が10,20お よび40μg/mlの 試料液を調製 して同様の検

討を行 った結果,回 収率は97.0～98.4%と 良好 で,C.V.

値 は0.9～5.3%と 定 量精度 も満足できるものであった。

本定量法に よるPAPMの 定 量限界は,測 定の再現性

(A) (B) (C) (D)

Fig. 2. HPLC chromatograms of panipenem in human plasma
and urine.
(A) : blank plasma, (B): plasma spiked with panipenem
25//g/m1 and I.S., (C): blank urine, (D): urine spiked
with panipenem 25pg/ml and I.S ., peak 1: I.S., peaks
2 and 3 : panipenem

Fig. 3. Calibration curves of panipenem in human plasma
and urine.

およびHPLC装 置 の検 出感度等を考慮すると,血漿試料

で約0.3μg/ml,尿 試料で約1.0μg/mlで あ ることが推

定された。

HPLC法 と抗菌活性によるbioassay法 との測定値 を

比較す るために,PAPM/BPの 臨 床試験で得 られた血

漿および尿の同一検体 をそれぞれの方法で測定 し,両

測定値の相関性 を検討 した(Fig.4,5)。
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Table 2. Recoveries of panipenem from human plasma

and urine

* Mean •} S.D., n=5

血漿中濃度の相関については,最 小二乗法で求めた

回帰直線の勾配が1.015,相 関係数r=0.996(p<0.01)

と良好な相関性が得られ,両 測定値はほぼ等 しいこと

が認め られた。また,尿 中濃度の相関についても,勾

配1.012,相 関 係数r=0.996(p<0.01)と 良 好な相関性

が得 られて,両 測定値はほぼ等 しいことが認められた。

以上の結果より,HPLC法 とbioassay法 に よる測定値

は同等であることが認められ,同 時に生体内における

活性代謝物等の産生はほ とんどないことが推察 された。

2.R976-2の 定 量法

ヒトblank血 漿 および尿にR976-2を 添加 して調製 した

試料 を,実 験方法の項に記載の定量操作法に従 って処

理 し,Table3に 示 したHPLC条 件 で分離定量を行った。

R976-2は 通 常のHPLC法 では生体成分 との分離が困難

なため,近 年その手技が発達 してきたカラムスイッチ

y=1.01559x-0.43196
r=0.996 (p<0.01)

n=60

Fig. 4. Relationship between panipenem concentrations in

plasma determined by microbiological assay and
H PLC.

ング法醐 を採用 した。すなわち,前 処理用カラムで粗

分離 したR976-2分 画 を,溶 媒 の流路系を自動的に切り

換えて分析用カラムに導入 し,分 離定量する方法であ

る。この定量法で得 られたクロマ トグラムの1例 をFig.

6に示 した。血漿 ・尿 いずれの試料についても,R976-

2の 分 離状況は良好であり,R976-2の ピークの位置に血

漿および尿成分のblankピ ー クは認め られなかった。

R976-2の 測定は絶対検量線法によるもので,デ ータ

処理装置により計測され るピー ク高の値 で検量線作成

および濃度算出 を行った。血漿および尿試料について

の検量線はFig。7に 示 した通 りで,い ずれ も原点を通

り,極 めて良好な直線性 を示 した。

R976-2を ヒ トbIank血 漿 および尿に添加 して求めた回

収率 をTable4に 示 した。R976-2濃 度が10,20お よび

40μg/m1の 血漿試料液か らの回収率は94.6～97.4%と

良好で,C.V.値 は3.0～4.7%と 小 さく定量精度の良好

なことが認め られた。R976-2の 尿 試料液は,50,100お

よび200μg/m1の 濃度 となるように調製 したもので,回

収率は97.2～100.5%と 良好であり,C.V.値 も0.4～2.

3%と 小 さく定量精度の高いことが認め られた。

以上の検討結果 より,R976-2の 定量限界は血漿試料

で約1μg/ml,尿 試 料で約5μg/mlと 推 定された。

3.BPの 定 量法

ヒ トblank血 漿 および尿にBPを 添加 して調製 した試

料 を,実 験方法の項に記載の定量操作法に従って処理

し,Table5に 示 したHPLC条 件 で分離定量を行 った。

y=1.01209x+0.22051
r= 0.996 (p<0.01)

n=50

Fig. 5. Relationship between panipenem concentrations in urine
determined by microbiological assay and HPLC.
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Table 3. HPLC conditions for the assay of R976-2 in human

plasma and urine

(A) (B) (C) (D)

Fig. 6. HPLC chromatograms of R976-2 in human plasma
and urine.

(A): blank plasma, (B): plasma spiked with R976-2
40,ug/ml,(C): blank urine,(D): urine spiked with
R976-2,200,ug/ml, peak 1: R976-2

Fig. 7. Calibration curves of R976-2 in human plasma and

urine.

この時に得 られたクロマ トグラムの1例 をFig.8に 示

した。血漿,尿 のいずれの試料についても,BPお よび

内部標準物質の クロマ トグラフィー上の分離状況は良

好 であ り,こ れ らピークの位置には血漿および尿成分

のblankピ ー クはほ とん ど見 られなかった。内部標準物

質に対す るBPの ピー ク面積比により作成した検量線を

Fig.9に 示 した。血漿 ・尿 いずれの試料 について も検

量線は原点を通 り,良 好な直線性 を示 した。

本定量操作によるBPの ヒ ト血漿および尿からの添加

回収率 をTable6に 示 した。血漿,尿 試料共にBP濃 度

が5,10お よび20μg/mlと な るように調製 し,各 濃度に

つ き3回 の測定で添加回収率 を求めた。血漿試料につい

ては,回 収率が93.9～95.7%と 良好 な値 を示 し,C.V.

値 は0.7～1.7%と 良好な定量精度を示 した。尿試料に

ついては,回 収率が98.5～102.1%と 良好で,C.V.値 も

0.2～1.4%と 良好な定量精度 を示 した。

以上の検討結果よ り,BPの 定 量限界は血漿試料 で約

0.2μg/m1,尿 試料で約0.5μg/mlと 推 定された。なお,

種 々組織抽 出液中BP濃 度 の測定 も血漿試料測定法に

準ずるもので,良 好 な分離のクロマ トグラムが得 られ

てお り約0.4μg/gま で の測定が可能であった。

4.血 漿,尿 試料 中のPAPMお よびBPの 安 定性

PAPMま たはBPを 添加 した ヒト血漿および尿 を1M

MOPS液 と1:1に 混合 し,-20℃ および-80℃ 保 存に

おける経時安定性を検討 した(Table7,8)。

PAPMは,-20℃ で保存 した場合血漿試料液 中で5

日間,尿 試料液中では7日 間安定であ り,-80℃ で保存

した場合 には血漿試料液中で28日 間,尿 試料液中では

42日 間安定であることが認め られた(Table7)。 また,
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Table 4. Recoveries of SM-1 from human plasma and urine

* Mean•}S .D., n = 5

Table 5. HPLC conditions for the assay of betamipron

in human plasma and urine

Table 6. Recoveries of betamipron from human plasma

and urine

* Mean•}S .D., n=5

(A) (B) (C) (D)

Fig. 8. HPLC chromatograms of betamipron in human

plasma and urine.

(A) : blank plasma. (B) : plasma spiked with betamipron
20pg/m1 and I.S., (C) : blank urine, (D) : urine spiked
with betamipron,20 pg/m1 and I.S., peak 1; betamipron ,
peak 2 I.S.

Fig. 9. Calibration curves of betamipron in human plasma
and urine.
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BPは,血 漿,尿 試料液中共に,-20℃,-80℃ いずれの

保存条件下で も42日 間安定であることが確認 された。

III.考 察

PAPM/BPの 体 内動態 を検討するため,抗 菌活性体

PAPM,PAPMの 生体内主要代謝物であるR976-2お よ

び配合剤BPに ついて,操 作性に優れたHPLC法 に よる

生体試料中濃度測定法 を確立 した。本測定法 では,試

料の前処理は出来るだけ簡単な操作に設定 してお り,

回収率 も95～100%と 良好なことか ら,高 い定量精度が

得 られたものと考 えられる。従 って,本 法は,基 礎お

Table 7. Stabilities of panipenem in samples of human plasma and urine

after storage at-20•Ž and-80c

Mean•}S.D. (%, n=3)

Table 8 Stabilities of betamipron in samples of human plasma and urine

after storage at-20•Ž and-80•Ž

Mean•}S.D. (%, n=3)
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よび臨床における薬物動態研究に対応できる測定方法

である。また,PAPMに 関 しては,こ のHPLC法 とbio-

assay法 との測定値が1:1の 高い相関性 を示すことか

ら,臨床 におけ るdrug monitoringの ための薬物濃度測

定法 としても本法が有用であると考 えられる。

血漿および尿試料中でのPAPMは,-80℃ に凍結保存

すればそれぞれ28日 間および42日 間は安定であ り,BP

は いずれの試料中において も-20℃ 以下に保存すれば

42日 間は安定であることが確認された。従って,PAPM/

BP投 与 後得 られた体液試料 は,直 ちに1MMOPS液 と

混合 して-80℃ で凍結保存す ることとした。組織試料

は採取後 ドライアイス・アセ トンで凍結 し,-80℃ 保 存

とした。また,こ れら測定試料 は出来るだけ速やかに

定量分析 を行 うこととした。
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HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC) FOR
THE DETERMINATION OF PANIPENEM/BETAMIPRON

CONCENTRATIONS IN BODY FLUIDS

Masafumi Hisaoka1), Hideo Naganuma", Yasushi Yamazaki2),

Hidekuni Takahagi3) and Yukinori Kawahara3)

1)Product Development Laboratories, Sankyo Co., Ltd.

2-58 Hiromachi 1-chome, Shinagawa-ku, Tokyo 140, Japan

2) Institute of Science Technology
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3)Analytical and Metabolic Research Laboratories, Sankyo Co., Ltd.

High-performance liquid chromatography (HPLC) was developed for the determination of concen-

trations of panipenem/betamipron (PAPM/BP), combination of a new carbapenem antibiotics,

panipenem (PAPM), and an anionic transport inhibitor, betamipron (BP), and R976-2, main

metabolite of PAPM. And also, stabilities of PAPM and BP in samples prepared by mixing body

fluids and 1M MOPS solution (3- (N-morpholino) -propanesulfonic acid, pH 7.0) equivalently, were

studied.

1) PAPM concentrations in human plasma and urine were determined by HPLC method with

simple pretreatment of assay samples. Recoveries from plasma or urine were more than 97% and C.

V. values were less than 5.3%, suggesting good accuracy of this method. Determination limits were

about 0.3ji g/m1 for plasma and about 1.0 ƒÊg/ml for urine.

2) R976-2 concentrations in plasma and urine were determined by column switching HPLC method.

Recoveries from plasma and urine were approximately 100% and C.V. values were less than 4.7%,

suggesting good accuracy of the method. Determination limits were about 1 ji g/m1 for plasma and

about 5 jig/ml for urine.

3) BP in human plasma and urine were determined by HPLC method after extraction or dilution.

Recoveries were approximately 95% and C.V. values were less than 1.7%, suggesting good accuracy

of this method. Detemination limits were about 0.2# g/ml for plasma, about 0.5# g/ml for urine and

about 0.4# gig for tissues.

4) PAPM in plasma sample was stable for 5 days at -20•Ž and 28 days at-80t, and also that

in urine sample was stable for 7 days at -20•Ž and 42 days at -80•Ž. And BP in plasma and urine

samples was stable for 42 days at both temperatures of -20•Ž and -80•Ž.


