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Sparfloxacinの 体液内濃度測定法

黒部暢之 ・大植富夫 ・山口俊和 ・中村信一

大日本製薬株式会社総合研究所*

Sparfloxacin(SPFX)のbioassay法 によ る体 液内 濃度測 定法 と体 液中 での安 定性 を検討

し,以 下の成績を得た。

SPFXの 濃度 測定はEscherichia coli Kpを 検定菌 とするアガー ウ ル(AW)法 が感度 ・精

度 ともに良好であ った。標準液は1/15Mリ ン酸緩 衝渡pH7.0(尿 中濃度 の測定など)ま たは ヒ

ト血清(血 中濃度の測定 など)で 調製 した。但 し,血 清(漿)試 料 を3倍 以上希釈 して測定 する場

合には,リ ン酸緩衝液の標準曲線を用い ることが可能であ った。AW法 に よるSPFXの 定量限 界

は約0.01μg/mlで あ り,測 定値の 日内 および日間変動係数(CV%)は16%以 下 であ った。 標

準原液および ヒ ト血清 や尿 に添加 したSPFXは,-20℃ で凍結保存すれば少な くとも2週 間は安定

であ った。
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Sparfloxacin(SPFX)は グラム陽性 菌,グ ラム陰

性菌およびブ ドウ糖非発酵菌に加え,ク ラ ミジア,マ イ

コプラズマ,抗 酸菌に も強 い抗菌作用を有 する広域スペ

ク トルの新キノロン剤で10,体 内動態的には組織移行性

と持続性 の良好な薬剤である2'。

キ ノロン(QL)剤 のbioassay法 によ る体液 内濃 度

測定法 は本邦で 多 く検討 され,既 に薄層カ ップ(TC)

法3～8),ペ ー パ ーデ ィス ク(PD)法5,6,9)お よび ア

ガーウエル(AW)法9～11)が 用 い られてお り,こ れ ら

測定法 の多 くはQL剤 に高感受性 のEscherichia coli

Kp株 を検定菌 と して いる。そ こでSPFXのbioassay

法の設定 に おいては,検 定 菌に感度 の良 いE.coli Kp

を用いることとし,測 定感度 と精度の面か ら種々の検 討

を行 った。

I. 実験材料および方法

1. 使用薬物

SPFXは 大 日本 製薬(株)総合研 究所 で 合成 され た も

の12,を 用いた。

2. 検定菌

当研究所 で分離 同定 したE.coli Kpは,現 在QL剤

のbioassay検 定 菌 と して広 く使 われて お り,SPFX

に も高い感受性を示す(日 本化学療法学会標準法の寒 天

希 釈 法 に よ るMICは0.0031μg/ml1))。 そ こで

E.coli Kp株 をSPFXのbioassay検 定菌に用 いるこ

とに した。

3. 定量用培地

AW法 に用 いた定量用培地は。特記 しな い限 り水11

当たりheart infusion broth(HIB,Difco)12.5gと

寒天15.7gを 溶解 して調製 した。Bioassay法 の検討

で 用 い たTC法a)やPD法9)の 定 量 用 培 地 に は

Mueller-Hinton agar(Difco)を 用 いた。

4. 検定菌の培養 と定量用培地への接種

E.coli Kpは,普 通 ブイ ヨン(栄 研)で37℃1夜 培

養 し(OD625=約0.22),予 め44～45℃ に保温 した定

量用培地に,特 記 しない限 り1%の 割 合で接種 した。

5. 標準液 の調製

SPFXを 精秤後,当 モル量 もし くは少 し過 剰の0.1

NNaOHで 溶解 し,水 を加えて1mg/mlの 標準原液

を調製 した。次いで,標 準原 液を1/15Mリ ン酸緩衝液

pH 7.0(PB),ヒ ト血清(大 日本製薬)ま たは33%ヒ

ト血清添加PBで 希釈 し,0.Ol25～0.8μ9/mlの 濃度

範囲に調整 したものを標準液 とした。 これ ら標準液 は用

時調製 した。

6. 定量操作

AW法 の定量操 作は以下 の如 く実施 した。 菌を接種

した定 量用培地 を シャー レ(90×15mm,テ ル モ)に

12mlず つ分注 して水平に固化させ,5℃ に約2h放 置

後,小 型 自動穿孔装 置AHP-104(東 京M・I商 会)で

8mm径 の ウ ェルを4ケ 所 ずつ空けた ものを定量用平

板 とした。標準 液および試料液は ウェル当た り60μ1ず

つ充填 したo通 常,標 準曲線 の作製に は5枚 の平板 を用

* 〒564大 阪府 吹田市江の 木町33 -94
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Fig. 1. Automatic measuring system of inhibitory
diameters (AMS)

い,標 準液1濃 度 当たり5ウ ェル使用 した。 また,定 量

には試料液当た り3枚 の平板を用 い,平 板当た り1ウ ェ

ル,合 計3ウ エル使用 した。阻止円は37℃ で18～20h

培養後に計測 した。なお,TC法8)やPD法9)は それ ぞ

れ文献に従い実施 した。

7. 阻止円直径 の計測

画像解析装置502A(ダ ックエ ンジニア リング)を 用

いて阻止 円直径を計測 し,逐 次,計 測値を コンピュータ

PC-9801 vm(NEC)に 転送 して処理 した。Fig.1に

その阻止円自動計 測 システム(AMS)の 構成 と各部機

能の概 略を示す。AMSは 画面の指示に従 って操作すれ

ば,標 準曲線の作成 と試料 中濃度の算出が行え るように

なって お り。測定結 果 はプ リンタか ら出力 され る。な

お,阻 止円計測法の検討においては,従 来 の竹尺に よる

計測 も併用 した。

8. SPFXの 安定性

標準原液(pH9.0),血 清および尿 中におけるSPFX

の安定性を,AW法 に より残 存濃度を測定 して検討 し

た。血清 と尿 の試料はそれ ぞれ ヒ ト血清(pH7.2)と

濾過滅 菌 した ヒ ト新鮮尿(pH6.5)で 標準 原液を希釈

し,1μg/mlに 調 整 した もの を用 いた。 試料 液 は

polystylene製 滅 菌 管(直 径16.5mm)に 入 れ 密栓

し,室 温,4℃ および一20℃ に保存 した(室 温保存 のみ

非遮光)。 測定は試料をPBで 適宜希釈 して行 った。

9. HPLC法

1) 血漿中SPFXの 測定法

血 漿1m1に 内部 標 準液(IS)1mlとCH2Cl2-

C2H5OC2H5(8:2)混 液5mlを 加え,10分 間振盤 し

た。遠心 分離 後,有 機 層4mlを と り減圧 下 濃縮乾 固

し,残 渣 を移動 層100μ1に 溶解 し,そ の20μ1を

HPLCに 注入 した。 カ ラ ム はYMCPackA-312

Fig. 2. Standard curves of sparfloxacin by different

methods

(ODS,5μm,150×6mm,山 村 化 学)を40℃ で 使

用 し,移 動 相 は5%CH,COOH-CH3CN-CH3OH

(70:15:15)を 流 速1.5ml/minで 流 した。 検 出 は

364nmの 吸 収 で 行 った。 な おISに は,5-amino-7

-(3 -amino-3-ethyl-1-pyrrolidiny1)-1-cyclo -

propyl-6.8-difluoro-1,4-dihydro-4-oxo-

quinoline-3-carboxylic acid(AT-4117)をpH

7.4のPBで0.4μg/mlの 濃 度 に 調製 した もの を 用 い

た。

2) 尿 中SPFXの 測定 法

尿20μlを 直 接HPLCに 注 入 した。 カ ラム,カ ラ ム

温 度,検 出 波長 お よび 流速 は前 項 の 条 件 に従 った 。 移 動

相 に は5%CH3COOH(A)お よ びCH,CN-CH30H

(1:1)(B)を 用 い,以 下 の 直 線 グ ラ ジエ ン トを 行 っ

た:0～1分;A-B(90:10),1～10分;A-B(90:

10)か らA-B(60:40)、10～13分;A-B(60:40)

か らA-B(30170),13～16分;A-B(30:70)か ら

A-B(90:10)。

10. 統計 処 理

2群 間 の 有 意 差 検 定 に 用 い たStudentお よ びCo-

chran-Coxのt検 定 の 計 算 に は,統 計 ラ イ ブ ラ リー1

(Yukms)の プ ログ ラ ムを 利 用 した。

II. 結 果 お よび 考 察

1. Bioassay法 の 比 較

SPFXのAW法,TC法,PD法 に お け る 標 準 曲 線

を 作 成 し,測 定 感 度 や 阻 止 円 直 径 の バ ラ ツ キ を 比 較 七

た。 測 定 感 度 はTC法 が 約0.004μg/mlと 最 も良 か っ

たが,他 の 方 法 で も0.01μg/ml以 下 で あ り実 用 上 充

分 高 か っ た(Fig.2)。 一 方,平 均 直 径 の 変 動 係 数

(CV%)は,AW法 が 平 均1.01%で あ り,TC法 や
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Table 1. Coefficients of variance (CV%) for inhibitory

diameters measured by three bioassay methods

* Mean±SD of five inhibitory diameters ,
* Significantly different fromthe thin-laycr cup-plate mcthod

(p<0.1) and from the paper disk method(p<0.02) by Cochran-Cox's

t tost.

Heart imfusion broth

●25g/l

▲ １2.5g/l

■6.25g/l

Inoculum size:1%

Fig. 3. Effect of medium concentrations on the

standard curves of sparfloxacin by the

agar—well method

PD法 に比 し有意 に小 さ く,パ ラツキの最 も少 ない方法

で あった(Table1)。 またAW法 は,AMSに よる阻

止 円計測が容 易で,他 の二法に比 べ阻止円計測の自動化

を 図 る上 で有 利 な方 法で あ った。 従 って,SPFXの

bioassay法 に はE.coli Kpを 検定菌 とす るAW法 を

用 いることに した。

2. 定量用培地の検討

AW法 の寒天平板 は,ウ ェル作 製の ため穿孔 装置で

穿孔するが,そ の際,培 地の寒天濃度や シャー レ当た り

の培地分注量が どのよ うに影響す るかを予め調べた。 そ

の結果,寒 天濃度 が1.57%の 定量用培地 を シャー レ当

た り12mlず つ分 注 した場合 に,ウ エルの 作製が最 も

確実であ った。次 に定量 用培地のHIBを11当 た り25

g(メ ー カ指示 量),12.5g(1/2量)お よ び6.25g

(1/4量)溶 解 し,SPFXの 標準 曲線におけ る培地濃度

の影響 を検 討 した。Fig.3の 如 く,標 準 曲線は112～

1/4量 の培 地濃度で良好 な感度 を示 したが,阻 止円の境

界は1/4量 より1/2量 の方が比較的明瞭であ った.そ こ

で定量用培地 は,水11当 たりHIB125gと 寒天15.7

gを 溶解 して調整す ることと した。

3. 接種 菌量の検討

普通 ブイ ヨンで1夜 培養 したE.coli Kpを 定量用培

地に0.5,1お よび2%の 割合 に接種 して,標 準曲線に

及ぼす菌量効果を検討 した。 その結果,こ れ ら接種菌量

の範囲内で は測定感度に大差 は無か ったが,標 準曲線の

勾配 は2%の 接種 菌量 で や や緩 や か であ った(Fig.

4)。 測定の精度 は勾配が急 であ るほ ど向上す ると思わ

れ るので,接 種菌量 は1%と した。

4. 阻止 円の計測法

阻止円計測に要す る時間は,AMSで は平板1枚 当た

り約30秒 で,竹 尺 によ る計測は50～120秒 程度であ っ

た。計測精 度は1枚 の平板を5回 計測 して検討 したが,

竹尺による計測では複数の平板を用いて,測 定者に対象

の平板が分か らないよ うに した。計測値の平均CV%は

竹尺が0.59～0183%で あるのに対 しAMSが0.33%と

有 意 に小 さ く,精 度 はAMSの 方 が 良 好 で あ った

(Table2)。 また,AMSの 計測 直径の平均値 と竹尺の
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Inoculum size

●0.5%
▲1%
■2%

Assay medium
12.5g/1

Fig. 4. Effect of inoculum sizes on the standard curves

of sparfloxacin by the agar—well method

y=0.144+0.995x

Correlation coefficient=

1.0

Fig. 5. Correlation between mean inhibitory dia-
meters (n=5) measured by the AMS and
with a rular

それ とは良 く一致 していた(y=0.144+0.995x,γ=

1.0)(Fig.5)。 この ようにAMSに よる計測 は,従 来

の竹尺 より迅速で あり精度 も高 いことか ら,阻 止 円計測

法 としては優れた方法 と思 われる。

5. 標準曲線に及ぼす血清 の影響

PB,ヒ ト血清 および33%ヒ ト血清含有のPBで 標準

液を調製 し,標 準曲線を作成 した(Flig.6)。 ヒ ト血清

の標準 曲線は阻止 円直径が少 し小 さ く右方 にずれ てい

た。従って,血 清試料 を希釈せずに測定す る場合には血

清の標準 曲線を,ま た3倍 以上希釈す る場 合には,PB

の標準曲線を用いることに した。

6. AW法 とHPLC法 の比較

SPFXのPhase I試 験で得 られた血漿と尿 をAW法

Table 2. Coefficients of variance for inhibitory
diameters measured with an automatic
measuring system (AMS) and a rular

* Significantly different from the measurement
with a rular (person B, p<0. 1) by Cochran-Cox's
t test.

Diluent:

●1115M phosphale buffcr, pH 7.0

▲ 33%hurman scrum

■100% human serum

Fig. 6. Effect of serum on the standard curves of

sparfloxacin by the agar—well method

とHPLC法 で測定 し,SPFX濃 度 を比較 した。血漿中

濃度 と尿中濃度の測定値はいず れも両測定法で良 く一致

した(Fig.7)。SPFXの 代謝物 に はグルク ロン酸抱

合体が知 られているが,体 内の抗菌活性物質は未変化の

SPFXの みである ことか ら13),両 測定法で高 い相関性

が得 られた ものと思われる。

7. SPFXの 安定性

SPFXの 血清,尿 およ び標準原液 中 におけ る安定性

を室 温,4℃ お よび 一20℃ に保 存 して 検討 した(Fig.

8)。 ヒ ト血清を室温に保存 した場合,SPFXの 残存濃

度 は1週 間後にやや低下 し,2週 間後で44%に 減少 し

た。血清や尿 を4℃ または 一20℃で保存 した場合,2週

間後 も濃度 の低下 は見 られ なか った。 次 いで,SPFX
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y=0.015+1.02xC
brrelation cocfficiemt=
1.0(n=180)

y=0.065+0.908x
Correlation coemcient=

1.0(n=139)

Fig. 7. Correlation between concentrations of

sparfloxacin measured by the HPLC and

the agar—well methods

の臨床治験 で採取 した血漿.尿 および胆 汁の一部試料を

用いて,-20℃ 凍結保存時の安定性を検討 した。血漿 と

尿のSPFX濃 度は凍結保存の前後 で同様 の値を示 した

が,胆 汁 中濃 度 は 凍結 保 存後 に 高 くな った(Table

3)。 また,胆 汁中濃度はAW法 の測定値がHPLC法

よ り少 し高 くなる傾 向にあった(デ ータ省略)。 これは

胆 汁中 に多 いSPFXの グ ル クロ ン酸抱 合体が 凍結 保

存,凍 結融解 また はbioassay中 にその1部 が加水分解

されてSPFXに 戻 るためで は ないか と考 え られ る。

従 って,胆 汁 は採取 後,速 やかにHPLC法 にて測定す

Fig. 8. Stability of sparfloxacin in biological fluids

at - 20°C. 4 °C and room temperature

Table 3. Stability of sparfloxacin in plasma, urine,
and bile of patients given 200- or 300-mg
sparfloxacin orally

The values in parentheses indicate the number of

samples.

The samples were stored in a frcezer(-20•Ž) after the 1st

assay and re-determined after intervals of 22 days for

plasma, 12 days for urine, and 41 days for bile.* Significantly different between the lst and 2nd assays

(P<0.01).

るなどの配慮が必要 と思われ る。

8. 日内および日間変動

SPFXの0.12と0.04μg/mlの 標準液を試料液とし

てAW法 に よる測定値の 日内および 日間変動を検討 し

た。 なお,日 間変動の検討 に際 しては,試 料液 は4℃ の

冷蔵庫 に1日 保存 して試験 に供 した。 日内および日間の

測定値のCV%は,0.12μg/mlが 約5%で あ り,0.04

μg/mlが 約16%で あ った(Table4)。CV%は 濃度

の低 い所 で大 き くな ったが,SDは ほぼ一定 していた。

また,日 内 と日間の測定値の平均値間に有意差 は認めら

れなか った。従 って,AW法 によ るSPFXの 測定は再

現性が高 いと思われ る。
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Table 4. Variation of assay values of sparfloxacin

by agar-well method

a Preparod concentration (μg/ml)
,

b Assayed concentration (μg/ml)
,

c Coefficient of variation (%),

Not significant between intra-and inter-assays.

III. ま と め

以上の結 果に基づ き,SPFXの 体液 内濃度 測定法 と

して下記 のアガー ウェル法を設定 した。本法は穿孔装置

や阻止円自動計測 システムの利用によ り操作の省力化が

可能であり,感 度 ・精度 とともに良好であ った。

Sparfloxacin(SPFX)の 体液内濃度測定法

1. Bioassay法

ア ガー ウ ェル法 を用 いる(薄 層 カ ップ法8)で も可

能)。

2. 検定菌

Escherichia coli Kp株 を用いる。

3. 定量用培地

水11当 た りheart infusion broth 12.5gと 寒 天

15.7gを 溶解する。

4. 菌接種

普通ブイ ヨンで37℃1夜 培養 した菌液(OD625=約

0.22)を44～45℃ の定量用培 地に1%の 割合 で接 種す

る。

5. 標準液

1/15Mリ ン酸緩 衝液pH7.0(PB)ま たは ヒ ト血 清

で0.025～0.2μg/mlの 濃度に調製す る。

6. 定量用試料

血清や尿は-20℃ で凍結保存すれば少 なくとも2週 間

は安定で ある。測定に際 しては適宜PBで 希釈す る。 胆

汁 はSPFXの グル クロ ン酸抱 合体 が多 い ため,採 取

後,速 やかにHPLC法 にて測定す ることが望ま しい。

7. 標準曲線

血清試料を希釈せずに測定する場合 は血清の標準曲線

を用 い,血 清や尿を3倍 以上希釈 した場合 にはPBの 標

準曲線を用い る。

8. 阻止円の計測

37℃ で18～20h培 養後,阻 止 円自動計測 システムに

よ り計測す る(マ ニュアルで計測 して もよい)。

9. 定量感度

約0.01μg/mlで あ る。

10. 日内および日間変動

測定値の 日内および日間変動係数(CV%)は16%以

下 であ る。

(実施期間:1987年10月 ～1990年6月)
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BIOASSAY METHOD FOR SPARFLOXACIN IN BODY FLUIDS

Nobuyuki Kurobe, Tomio Ohue,
Toshikazu Yamaguchi and Shinichi Nakamura

Research Laboratories, Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.
33-94 Enoki-cho, Suita, Osaka 564, Japan

As a microbiological assay method used for determining concentrations of sparfloxacin

(SPFX) in body fluids, an agar—well method using Escherichia coli Kp as a test organism was

found to be sensitive and accurate. Standard solutions of SPFX were made in 1/15 M phosphate

buffer, pH 7.0 for urine samples etc. and in human serum for serum or plasma samples. The

assay limit of SPFX by the method was ca. 0.01ƒÊg/ml. SPFX in human serum or urine were

stable for at least 2 weeks at -20•Ž in a freezer.


