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新経 ロセフェム剤ME1207の 体 液内濃度測定法

I. 微生物学的定量法

石渡 信由 ・大石 繁喜 ・中山 悦子 ・新開 祥彦

明治製菓株式会社薬品総合研究所*

新規 エ ステ ル型経 口用 セ フ ェム剤ME1207は,内 服 後 エ ステ ラーゼ に よ り加 水分 解 され,抗

菌活性 を示 すME1206と して生体 内 に移行 す る。そ こでME1206の 微 生物学 的 定量 法(Bioas.

say法)に よ る体 液 内濃度 測定 法 につ い て検 討 を行 った。

測定 方法 は 試験菌 に,Escherichiacoli NIHJ,測 定 用培 地 として 日抗 基記 載の 培地(ペ プ ト

ン10g,食 塩2.5g,肉 エ キス5g,カ ンテ ン15gに 蒸留 水 を加 えて1,000mlと す る。pH6.5

～6 .6),希 釈用 緩衝 液 は同 じ く日抗 基記 載の0.1Mリ ン酸塩 緩 衝液(pH7.0)を 用 い る方法 が

最適 であ った。 カ ップ法,ア ガー ウェ ル法及 びペ ーパ ー デ ィス ク法 の いずれ で も測定可 能 であ

った。 また,ヒ ト血 清 中濃度 測定 に は,0.1Mリ ン酸塩 緩衝 液(pH7.0)の ほか プー ル ヒ ト血

清 を,尿 中濃度 の測 定 には0.1Mリ ン酸塩 緩衝 液(pH7.0)で 作製 した標 準 液 を用 いなけ れば

ならない。 なお,本 法 にお け る検 出 感度 は カ ップ 法 で緩衝 液0.005μg/ml,ヒ ト血 清0.025μg

/ml,ア ガー ウェル 法 で緩 衝 液0.02μg/ml,ヒ ト血清0.03μg/ml,及 びペ ー パー デ ィ ス ク法 で

緩衝 液0.08μg/m1,ヒ ト血清0.09μg/mlで あ った。ME1206の 安 定 性 は,-20℃ 凍結保 存 に

お いて血清 中 及び尿 中 で少 な くと も60日 間安 定 であ った。

Key words: ME 1207, ME 1206, Bioassay

ME1207は,明 治 製菓株 式 会社 で 開発 され たエ ス テ

ル型経 口用 セフ ェム剤 で,グ ラム陽性 菌 及び グラム陰

性菌に幅 広 い抗菌 作用 を有す る薬 剤 であ る1)。本剤 は

経口投与 され た後腸 管か ら吸収 され,腸 管 壁 のエ ス テ

ラー ゼ に よ っ て 加 水 分 解 さ れ,抗 菌 活 性 を有 す る

ME1206と な り体 内 に移行 す る2)。

今 回 著 者 ら は,ME1206の 微 生 物 学 的 定 量 法

(Bioassay法)に よる体 液 内濃 度測 定法 につ い て検 討

を行 い,測定 方法 を確 立す る と と もにME1206の 体 液

中での安 定性 につ いて も試験 を行 ったの で,そ の成 績

を報告す る。

I. 実験材 料 及び 方法

1. 使 用薬剤

ME 1206(Lot No.6 S-03,878μg(力 価)/mg)は,

当社研 究所 で合 成 され たナ トリウム塩 を使 用 した。

2. 試験菌

Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli

NIHJ, Micrococcus luteus ATCC 9341 , Staphylococ-
cus aureus ATCC 6538 P , Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 ,
Comnamonas terrigena ATCC 8461及 び

Pseudomonas aeruginosa NCTC 10490を 使 用 し た 。

こ れ ら試 験 菌 は 日本 抗 生 物 質 医 薬 品 基 準(以 下 日抗 基

と略 す)・ 一 般 試 験 法 ・力 価 試 験 法3)に 準 じて 菌 液 及 び

胞 子 液 を 調 製 し た。

3. 測 定 用 培 地

日抗 基 ・一 般 試 験 法 ・力 価 試 験 法3)に 記 載 さ れ た 培 地

か ら(1)ペ プ トン10g,食 塩2.5g,肉 エ キ ス5g,カ

ン テ ン15g,以 上 に 水 を加 え て 溶 か し1,000m1と す

る。pH6.5～6.6(MRAPJ(1)),(2)ペ プ ト ン59,肉

エ キ ス3g,カ ン テ ン15g,以 上 に 水 を 加 え て 溶 か し

1,000mlと す る。pH8.0(MRAPJ(2)),Heartinfu-

sionagar(HIA,栄 研),MuellerHintonagar(MHA,

栄 研),及 びNutrientagar(NA,Difco)を 使 用 し

た 。

4. 希 釈 用 液

1) 希 釈 用 緩 衝 液

日抗 基 ・付 表II4)に 記 載 さ れ た0.lMリ ン 酸 塩 緩 衝

液(pH4.5),1%リ ン 酸 塩 緩 衝 液(pH6.0),0.1M

リ ン 酸 塩 緩 衝 液(pH7.0),0.1Mリ ン 酸 塩 緩 衝 液

(pH8.0),及 び0.05Mト リス 塩 酸 緩 衝 液(pH7.0)

を 使 用 し た 。

* 〒222横 浜市港北区師岡町760
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2) 血 清

血清 には プー ル ヒ ト血 清,モ ニ トロー ル1(ミ ドリ

十 字)及 び コンセー ラ(日 水 製薬)を 使 用 した。

3) 尿

尿 に は ヒ ト尿 を使 用 した。

5. 種 層寒 天培地 の調 製

菌 液 あ るいは胞子 液 を用時,生 理 食塩液 で20倍 に希

釈 し,測 定 用培 地100mlに 対 し1mlの 割 合 で加 え,

種 層寒天 培地 を調製 した。

6. 濃 度測定 法

カ ップ 法,ア ガー ウ ェル法及 びペー パー デ ィ スク法

を用 い た。

1) カ ップ 法:ア ル ミ製 大 型 平 板353mm(W)×

255mm(D)×180mm(H)を 用 い る場 合 に は種 層 の み

140m1を,内 径90mmの プ ラスチ ック シャー レ を用

い る場 合 には種層 のみ10m1を 分 注 し,水 平 固化 して

寒天平板 を作 製す る。 この板 上 に外径8mm,内 径6

mm,高 さ10mmの ステ ンレ ス鋼 製円筒(カ ップ)を の

せ,試 料 液及 び標 準液 を注入 し,そ の後32～37℃ で16

～18時 間培養 を行 った
。

2) ア ガー ウェル法:ア ル ミ製大 型平板 を用 い る場

合 には 基層125ml,種 層125m1を 分注 し,シ ャー レを

用 い る場 合 には基層6m1,種 層5mlを 分注 し,水 平

固化 して寒天平 板 を作製す る。 次に,大 型平 板及 び シ

ャー レ とも寒 天面 に内径8mmの 穴 をあけ,各 穿 孔に

試料 液 及 び標 準 液 を注入 し,そ の後32～37℃ で16～18

時 間培養 を行 った。

3) ペ ー パー デ ィス ク法:カ ップ法 と同一 条件 で寒

天平 板 を作製 した。

この 寒 天平 板 上 に 試 料 液 及 び 標 準 液 を一 定 量(20

μ1)滲 み こ ませ た 内径8mmの ペ ー バー デ ィス クをカ

ップ法 と同様 に並 べ,そ の後32～37℃ で16～18時 間

培養 を行 った。

7. ME1206の 血清 中及 び尿 中 での安 定性

プー ル ヒ ト血 清及 び尿 にME1206を 添加 し,そ の濃

度 が 血清 で は0.8μg/m1,4μg/m1,尿 で は5μg/

ml,50μg/m1と な るよ う調 製 し,こ の溶 液 を25.,5.

及 び 一20℃ で保 存 し,ME1206の 残 存 力 価 を最 長60

日間経 時的 に測定 した。

II. 結 果

1. 試験菌 の選 択

試験 に用 い た8種 類 の 試験 菌 か らME1206に 高 い

感受 性 を示 したEscherichia coli NIHJ,mcrococcus

luteus ATCC 9341及 びKlebsiella pneumoniae

ATCC 10031の3種 を選 び,カ ップ法 に よ りこれ らの

試験 菌で標 準 曲線 を作製 して試験 を行 い,阻 止円の鮮

明 さ,検 出感度 及 び直線性 を指 標 と して試験 菌の選択

を行 った。その 結果,Escherichia coli NIHJが 阻止円

の鮮明 さ,検 出感 度及 び 直線性 です ぐれて い ると判断

し,こ れ を試験菌 と して選 択 した(Fig.1)。

Medium; MRAPJ(1)

DHution: 0.1MPhosphate buffer(pH7.0)

Fig. 1. Standard curves of ME1206 on various

test organisms by cylinder-plate method.
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2. 測定 培地 の選択

試験菌にEscherichia coli NIHJを 用 い,測 定用 培地

としてHIA,MHA,MRAPJ(1),及 びMRAPJ(2)を

用い,標 準曲線 を作 製 して 阻止 円の鮮 明 さ,直 線性 及

び検 出感度 を指 標 に カ ップ法 で検 討 した。 その結 果,

MRAPJ(1)及 びMRAPJ(2)と も阻止 円の鮮 明 さ,検 出

感度 とも優 劣 が つ け に くか っ た が 直 線 性 に お い て

MRAPJ(1)が わずか にす ぐれて い たの でこれ を選 択 し

た(Fig.2)。

3. 希釈用緩 衝液 の選 択

試験菌にEscherichia coli NIHJ,測 定 用培 地 にMR-

APJ(1)と 希 釈 用 緩 衝 液 の0.1Mリ ン 酸 塩 緩 衝 液

(pH4.5,pH7.0,pH8.0),1%リ ン 酸 塩 緩 衝 液

(pH6.0)及 び0.05Mト リス 塩 酸 緩 衝 液(pH7.0)を

それぞれ組み合 わせ,カ ップ 法 を用 い標準 曲線 を作 製

して試験 を行 い,阻 止円 の鮮 明 さ,検 出感 度 及び 直線

性 を指標に希釈 用緩衝 液 の選 択 を行 な った。 その結 果,

リン酸塩系緩衝 液 ではほ ぼ 同 じ位 置 に標準 曲線 が得 ら

れ,pHの 影響 はほ とん どみ られ なか った。なお,0.05

Mト リス塩 酸緩 衝 液(pH7.0)で は 阻 止 円形 成 が み ら

れなか った。 これ らの結 果 よ り,0.1Mリ ン酸塩 緩 衝

液(pH7.0)を 選択 した(Fig.3)。

4. 標準曲線 にお よぼす 血清 の影 響

血清が測定値 に与 え る影 響 を調べ るため プー ル ヒ ト

Test organism: E.coli NIHJ

Dilution: 0.1M Phosphate buffer( pH 7.0)

Fig. 2. Standard curves of ME1206

with various media by cylinder-

plate method.

血 清及 び精 度管理 用 血清(モ ニ トロー ル1,コ ンセ ー

ラ)を 用 いて,ME1206の 標準 曲線 を作 製 して,血 清

の影 響 をカ ップ 法 で検 討 した。 そ の結果,ヒ ト血 清 の

阻 止 円径 は 同一ME1206濃 度 の0.1Mリ ン酸塩 緩 衝

Test organism: E.coli NIHJ

Medium: MRAPJ

Fig. 3. Standard curves of ME1206

with various buffer solutions by

cylinder-plate method.

Test organism: E.coli NIHJ

Medium: MRAPJ (1)
Dilution: 0.1M Phosphate buffer( pH 7.0)

Fig. 4. Influence of human serum on

standard curve by cylinder-plate

method.
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液(pH7.0)の 阻 止円径 よ り小 さ くな り,血 清 の影響 が

認 め られ た。 また精 度管理 用血 清(以 下,代 用 血清 と

略 す)に つ いて も標 準曲 線 を作 製 し,ヒ ト血清 標準 曲

線 と比較 した ところ,い ずれ の代 用 血清 もヒ ト血清 と

Test organism: E.coli NIHJ

Medium: MRAPJ

Dilution: 0.1M Phosphate buffer( pH 7.0)

Fig. 5. Influence of quality control

serum on standard curve by

cylinder-plate method.

か け は な れ,代 用 血 清 は不 向 きで あ った。従 っ て,

ME1206血 清 試料 の希 釈 はプ ー ル ヒ ト血清 を用 いて

希釈 しなけれ ば な らない こ とを確 認 した(Fig.4,5)。

Test organism: Exo NIHJ

Medium: MRAPJ

Dilution: 0.1M Phosphate buffer(pH 7.0)

Fig. 6. Influence of human urine on

standard curve by cylinder-plate

method.

Test organism: E.coli NIHJ
Medium: MRAPJ

Dilution: 0.1M Phosphate buffer(pH 7.0)

Fig. 7. Standard curves of ME1206 by cylinder -plate method
, agar well method and paper disk method.



VOL.40 S-2
ME1207のBioassay法 に よる体 液 内濃 度測 定 法

97

5. 標準 曲線 にお よほす 尿 の影 響

健常 人の尿 を用 い,尿 濃度 をか えてME1206の 標 準

曲線 を作 製 し,尿 の 影響 をカ ップ法 で検 討 した。 そ の

結果,各 標 準曲 線 と もそれ ぞれ きわめ て近 い位 置に あ

り,こ のこ とか ら尿 の標 準 曲線 に与 え る影 響 は ない と

考えられた。従 っ て尿試料 の希 釈 に は緩衝 液 のみ で可

能と判断 した(Fig.6)。

6. 測定方法 の検 討

試験菌 としてEscherichia coli NIHJ,測 定 用培 地 に

MRAPJ(1)を 用 い て,カ ップ法 のほ か アガー ウェル法,

ペーパーデ ィス ク法 につ い て も検 討 した。 検 討 は カ ッ

プ法に準 じて行 い,プ ー ル ヒ ト血 清 及び0.1Mリ ン酸

塩緩衝 液(pH7.0)を 用 い て 標 準 曲 線 を 作 製 し た

(Fig.7)。その結果,検 出感度 及 び阻 止円径 に お いて は

カップ法 とアガー ウ ェル法 にそ れほ ど大 きな差 は認め

られなか ったが,ペ ーパ ー デ ィス ク法は か な り大 きな

差が認め られ た。 また,標 準 曲線 の傾 きは,カ ップ法,

アガー ウェル法及 びペ ー パー デ ィ ス ク法 と もほぼ 同等

であった。更 に,作 成 して得 られ た標 準 曲線 にお い て

直線性のあ る最 小濃 度付近 を細か く設定 して,三 方法

の検出感度 を求 め た。 検 出感 度 は,カ ップ法 の緩衝 液

で0.005μg/ml,ヒ ト血清 で0.025μg/ml,ア ガー ウェ

ル法の緩衝液 で0.02μg/ml,ヒ ト血 清 で0.03μg/ml,

ペーパーデ ィス ク法 の緩衝 液 で0 .08μg/ml,ヒ ト血清

で0.09μg/mlで あ った。

7. ME1206の 体 液 中 での安 定性

ヒ ト血 清,ヒ ト尿 及 び0.1Mリ ン 酸 塩 緩 衝 液

(pH7.0)のME1206力 価 残 存率 を25°,5°及 び-20℃

の保 存 条件 で経 時的 に測 定 した。25℃ の保 存 では いず

れ の体 液 中で も安 定性 は悪 く,血 清 中では3日 目以 降,

尿 中 では7日 目以降 の残 存率 が低 か った。5℃ 保 存 に

お い ては血 清 中で28日 間 まで力価 低下 を認 めず,尿 中

では少 な くと も60日 間安 定 であ った。-20℃ 保 存に お

いて は,い ずれ の体 液 中 で も少 な くと も60日 間 力価低

下 を認 めず安 定 で あ った。 以 上の結 果 よ り,生 体 試料

は-20℃ で凍 結保 存 し,血 清 及び尿 と も60日 以 内に測

定 す るこ とと した(Table1)。

III. 考 察

これ まで検 討 して きたME1206の 微 生 物 学 的測 定

条件 を要 約 してTable2に 示 した。

体 液 内濃度 測定 法の 条件 確立 につ い ては,岩 本,石

山5)が のべ てい る基本手 技 上の要 点 に(1)阻止円 が鮮 明

な こ と,(2)標 準偏 差が 小 さい こ と,(3)標 準 曲線の 勾配

が大 きい こ と,(4)鋭 敏 に低 濃度 まで測定 で き るこ と,

が あ り,我 々 もこの点 に留 意 して試験 を行 って きた。

測定 条件 は初め にカ ップ法 で確 立 し,こ こで得 られ た

デー タを も とに アガー ウェル法 とペー パ ーデ ィス ク法

につ いて も検 討 を行 い,そ れ ぞれの 測定条件 を確立 した。

一般 に微 生 物学 的測定 法 は抗生 物質 の種 類 に よって

は精 度 に問題 が あ る とい われ,高 速液 体 クロマ トグラ

フ ィー(HPLC)な ど,他 の手 法に よって測定 す る場 合

が 多い。特 に ア ミノ配糖 体 系抗生 物質 では測定 値 のバ

ラツキが 大 き く6～8),微生 物学 的 測定法 の信 頼性 が 問題

となっ てい る。

Table 1. Stability of ME1206 in human serum, urine and buffer Remaining activity (%)
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Table 2. Standardization of microbiological assay method for ME1206 in biological fluids

Table 3. Reproducibility of ME1206 spiked samples determination by cylinder-plate method in 0.1M phosphate

buffer (pH 7.0) and human serum

ここに 報告 す るME1207は ア ミノ配 糖 体 系抗 生 物

質 で はな い ものの,ど の程度 の測定 精度 を もっ てい る

のか調べ て お くこ とが大 切 であ る と考 え,緩 衝 液 及 び

プー ル ヒ ト血 清 にME1206を 添加 した スバ イ クサ ン

プル を調製 して,カ ップ 法,ア ガー ウェル法 及 びペ ー

パ ー デ ィ ス ク法 に よ る 測 定 値 の 再 現 性 を 調 べ た

(Tables3～5)。 測定精 度 は変動係 数(CV%)を 指 標

と して求 め た ところ,カ ップ 法 では緩衝液 で4～6%,

ヒ ト」血清 で6～9%,ア ガー ウェル 法で は緩 衝 液 で4～

7%,ヒ ト血清 で4～8%,ペ ー パー デ ィス ク法 で は緩

衝 液 で4～7%,ヒ ト血清 で7～10%で あ った。以上の

こ とか ら,方 法 間 に大 きな差 は認 め られ なか ったが検

体 間 に差が 認め られ,緩 衝 液 スパ イ クサ ンプル よ りヒ

ト血清 スバ イ クサ ンプ ルの方 がバ ラツキが 大 きか った。

一 方
,検 出感度 で は カ ップ法 が最 も優 れ,次 い でアガ

ー ウェル法
,ペ ーパ ーデ ィス ク法 の順 であ った。 しか

し,実 用上 は検 出感 度 だけに とらわれ るこ とな く,検

体 の種 類や検 体 の含有 す る薬剤 濃度 あ るい は検体の液

量 な ど を考 慮 し,目 的に合 った方法 を選 択すべ きであ

る と考 え る。
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Table 4 Reproducibility of ME1206 spiked samples determination by agar well method in 0.1M phosphate buffer (pH7.0)

and human serum

Table 5. Reproducibility of ME1206 spiked samples determination by paper disk method in 0.1M phosphate buffer (pH7.0)

and human serum
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ASSAY METHOD OF ME1207, A NOVEL ORAL CEPHEM ANTIBIOTIC,

IN BIOLOGICAL BODY FLUIDS

I. MICROBIOLOGICAL ASSAY METHOD

Nobuyoshi Ishiwatari, Shigeki Oishi, Etsuko Nakayama,

Sachihiko Shinkai

Pharmaceutical Research Center, Meiji Seika Kaisha, Ltd.
760 Morooka-cho, Kohoku-ku, Yokohama 222, Japan

Microbiological assay methods were examined for the quantitative determination of ME1206, the

active metabolite of ME1207, in human serum or urine.

ME1207 is almost completely metabolized to ME1206, the ultimate active compound, during its

absorption through gastrointestinal tract after oral administration. Thus, all the quantitative assays

were studied with ME1206.

The most suitable condition for a bioassay was obtained when combining the test organism

Escherichia  coli NIHJ with the growth medium Minimum Regulation for Antibiotic Products of Japan

(MRAPJ(1): 1% peptone, 0.25% sodium chloride. 0.5% beef extract and 1.5% agar, pH6.5•`6.6). This

condition was suitable for the cylinder-plate method and the agar well and paper disk methods. As

diluents for the standard solutions, normal serum was suitable for dilution of ME1206 in serum and

0.1M phosphate buffer(pH7.0) for ME1206 in urine.

The minimal detectable concentrations of ME1206 in 0.1M phosphate buffer (pH7.0) using these

methods, were 0.01,ug/ml for the cylinder-plate method, 0.04ƒÊg/ml for the agar well method and

0.16ƒÊg/ml for the paper disk method.

In human serum, however, they were 0.05ƒÊg/ml for the cylinder-plate method, 0.06ƒÊg/ml for the

agar well method and 0.18ƒÊg/ml for the paper disk method.

ME1206 was stable for at least 60 days in human serum and/or human urine at the temperature of

-20℃ .


