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ア ミノグ リコシド系抗生物質であるnetilmicin(NTL)を 測 定す るにあたり,酸 ・塩基指示

藁 で あ るthymolphthalein (TP)お よ びmethylred (MR)を し み込 虫せ た濾 紙 を用 い,

Bbcillus subtilisの 発生するCO.の 酸性度 によ り,こ の濾紙が変色する度合いを比色分析法 に

よって測定 した後,こ の変化量 から試料中のNTLの 量 を求める新 しいbioassay法 に ついて

検討 を行った。B. subtilis懸 濁 液,nutrient broth,0.1Mリ ン酸塩綬衝液(pH8.0)お よび

NTI水 溶 液 をガ ラスバイアルに入れ,TP-MRお よびNaOHを しみ込 ませた濾紙 をパ イア

ルのセプタムの内側に貼 り付け,3時 聞培養 した。TP-MR濾 紙 は培地中のB.subtilisの 生育

に伴い変色(脱 色)し,そ の色はNTL濃 度 に依存 した。 この変色をコンプ リメンタリー トリ

スティミュラス法を利用 し,pH依 存 性であ るTP-MR濾 紙 の色 を分光光度計 で測定 した結

果,NTL濃 度 と滋紙 の変色 の 間 に は十 分 な相 関,y= 0.0286x+ 0.0832;r(相 関 係 数)=

0.943,が 得 られた。本法 は,従 来 のbioassay法 に比べて試験時間 を13時 聞以上短縮す るこ

とができ,NTLの 簡 便で有用な測定法であることが示唆 された。
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リー トリ ス テ ィ ミュ ラ ス 法

アミノグリコシド系抗生物質(AGs)は,グ ラム陽性お

よび陰性菌による感染症の治療に広 く用い られている。

AGsの 臨床的有効性 とその副作用の発現は用量依存性で

あり,血 中濃度の推移 と密接 に関係 している1)。また,

AGsは 副作用が発現すると考えられる血中濃度が有効血

中濃度と近接していることから,適 切な治療を行 うために

はtherapeutic drug monitoring(TDM)の 実施が有効 と

されている薬剤であり1).種 々の測定方法2～4)が開発 され

ている。

微生物が培地中で増殖する際に,多 くの場合はCO2の

発生を伴う。この時,培 地中に抗生物質が存在すれば,菌

の増殖が抑制されるためにCO2発 生量 も少な くなる。し

たがって,こ の002の 変 化量を測定することによって培

地中の抗生物質量を求めることが可能 となる。菌由来の

CO2発 生量を指標として目的 とする化学種の量を求める方

法には,発 生した炭酸ガスの体積を直接求める古典的な方

法,あ るいはその濃度をCO2セ ンサーを用いて求める方

法などがある5一ηものの,こ れらの方法によって迅速かつ

簡便に抗生物質を定量するには種々の難点がある。

我々は,CO2発 生量を迅速かつ簡便に求めるため,002

吸収剤および水素イオン濃度の指示薬 としてそれぞれ酸 ・

塩基指示薬およびNaOHを 含 ませた濾紙を用い抗生物質

量を測定するという新しい比色分析法を開発 した。本研究

ではAGsの 代表としてnetilmicinを 用いて本法の有用性

について検討したのでその結果について報告する。

1.材 料 と 方 法

1.試 料および試薬

Netilmicin (NTL)は ア メ リカ シェ リング社か ら

入手 したnetilmicin sulfateを 用 いた。formalin, a1-

izarin yellow GG (AY), thymolphthalein (TP) ,

phenolphthalein (PP)お よびmethylred (MR)は ナ

カ ラ イ テ ス ク製 の もの を用 い た。 また,nutrient

broth (Difco Laboratories製),beef extract(極 東

製薬製),pepton(和 光 純薬製),agar(清 水 食品製)

を用い,そ の他の試薬類 は試薬特級を用いた。濾紙 は

採血用濾紙type II(ア ドパ ンテック東洋製)を 用い

た。

2.CO2発 生量の検討

*滋 賀県甲賀郡水 口町笹が丘1-4
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(1)試 験 菌

試験菌 として,Escherichia coli NIHJ, Stapnylococ-

cus aureus ATCC 6538Pお よびBacillus subtilis

ATCC 6633を 用いた。

(2)培 養 容器およびインキュベーター

試験菌の選択の実験では13m1の プ ラスチック試験

管(ア シス ト),そ の後の実験では5mlの ガ ラスバイ

アル(Reacti-Vial (R), Pierce, USA)を 培 養容器 とし

て用い,イ ンキュベーターには振過式のウォーターバ

ス(Model BT-25,ヤ マ ト科学)を 使用 した。

(3)ガ ス クロマ トグラフィー(GC)

機 器:ガ スクロマ トグラフ(Model 163,日 立製作

所)。 検 出器:TCD。 カ ラム:Molecular-Sieve 5A8)

(80～100mesh,日 本 ウ ォー タ ーズ)を 充 填 した2

mm i.d.×2mの ス テ ンレス管。カラム温度:50℃ 。

検出器温度:85℃ 。注入口温度:120℃ 。 キャリアガス:

He,30ml/min。 試 料注入 量:100μl。 なお,デ ー タ

処理 はData module (Waters)に よ り行った。

(4)stock菌 液 または胞子液の調製方法

E. coliお よ びS. aureusのstock菌 液 お よ びB

subtilisの 胞子液 は,そ れぞれ 日本抗生物質医薬品基

準解説(日 抗基)9)に 収載 されている方法に従い調製

し,生 理食塩液に懸濁 させた後,使 用するまで5℃ で

保存 した。なお,本 法によって調製 した菌液および胞

子液中の各々の生菌数 をプレー ト法 により求めると,

E. coli: 3.1×109, S. aureus: 7.2×109お よ びB

subtilis: 1.9×10gCFU/mlで あ った。

(5)NTL標 準溶液の調製方法

NTL標 準溶液 は,NTLの 原 末 を蒸留水 に溶か し

2.5～20μg(力 価)/mlに 希釈 して用いた。

(6)液 体培地を用いた試験方法

Simpsonら の 方法6)に 準 じ,液 体培地 を用いて試

験を行 った。nutrient brothは0.1Mリ ン酸塩緩衝液

(pH8.0)に 溶 か して24mg/mlに な る ように調 製

し,菌 液または胞子液はstock菌 液 または胞子液 を同

緩衝液で種々の濃度になるように希釈 して用いた。培

地 と菌液 をそれぞれ1ml,NTL標 準 溶液0.1m1お よ

び0.1Mリ ン酸塩緩衝液0.9mlを 培 養容器 に入れ,

蓋 をした。混合後,37±1℃ の振過式ウォーターバス

に入れ,一 定時間培養した。

(7)寒 天平板培地を用いた試験方法

Pepton 5.0g, beef extract 3.0gお よびagar 15 .0

gを 蒸 留水に溶かし11と し,pH8.0に 調整 した培地

を用いた。なお,こ の培地 は,日 抗基9)に 収 載 されて

いるB.subtilisの 種 層および基層用寒天培地のうちの

1つ である。 この培地 にB. subtilisのstock胞 子 液 を

3×106 CFU/mlと な る ように加 え,あ らか じめシャ

ーレ横に直径1mmの 穴 をあけた後それを粘着テープ

で塞いだシャーレに15m1ず つ分注 し,静 置 した。培

地が圃 まった後,培 地表面に0.1m1のNTL標 準 溶

液 をコンラジ棒 でまんべんな く塗 り広 げ,蓋 をした

後,シ ー ロンフィルム(R)(富 士 フイルム)で 宙封 し,

恒温槽(37±1℃)で 一定時間培養 した。

(8)CO2の 測定方法

培養後,培 養容器 を取 り出 し,プ ラスチック試験管

の場合 はキャップか ら,パ イアルの場合はシリコンセ

プタムの部分か らfomalinを それぞれ0.1m1ず つ注

射器で注入 した。 その後,キ ャップまたはセプクムの

部分から,シ ャーレの場合 は粘着テープの部分から容

器中のヘ ッドスペースガスをエアータイ トシリンジで

採取 し,菌 の呼吸 により産 出するCO2量 をGCを 用

いて測定 した。GCに よ りヘ ッドスペース中の02量

を まず求め,CO2発 生量 は培養前の初期値 よ り減少

したO2量 から換算 して求めた。

3.呈 色用濾紙の検討

(1)炭 酸 ナ トリウムの変曲(当 量)点 の決定

0.1M炭 酸 ナ トリウムを0.1M塩 酸 で滴定 し,変

曲点のpHを 求めた。

(2)酸 ・塩基指示薬の選択

Вritton-Robinson緩 衝 液(pH7.0～12.0) 5mlに

指 示薬のAY,TPま た はPP試 液(0.1% ethano蓋 溶

液)を20μl滴 加 し,各 指示薬の吸収極大の波長(そ

れぞれ425,595ま た は562nm)で 吸 光度 を測定 し,

各指示薬のpH変 色域 を調べた。

(3)濾 紙 中の酸 。塩基指示薬の可視部吸収スペク ト

ルの測定 とQrプ ロット勘 の作成

Вritton-Robinson緩 衝 液(pH4.0～12.0) 5mlに

TP試 液 お よびMR試 液(0.1% ethanol溶 液)を そ

れぞれ50μlず つ滴加 し,こ の溶液 を濾紙に しみ込ま

せ,濾 紙 の可視領域(340～650nm)の 吸 光度を分光

光度計(MPS-2000,島 津 製作所)を 用 いて測定 し,

コ ンプ リメンタ リー トリスティミュラス法(CTS法)

に より,Qrプ ロ ッ トを作成 した。 また,こ の溶液そ

の ものについて もそれぞれ同様 に行 った。

CTS法 は,吸 収スペ クトルを3つ の領域(レ ンジ)

に分 け,そ れぞれのレンジの相対強度 を式(1)～(4)で示

されるQrで 表 し,さ らにQrの 移 動か ら混合物 の紐

成を求めてい く方法である。
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(1)

(2)

(3)

(4)

ただし,Rr:r-レ ン ジの吸光度の和(r-レ ン ジは,

3つ のレンジu,vお よびwの 総称 でそのうちの1つ

を表す)。Ari:r-レ ン ジにおけるi番 目の波長 の吸光

度。Qr:3刺 激値のうちr-レ ンジの値。J:3つ の レン

ジの吸光度の総和。Eこ全吸光係 数。C:モ ル濃度。L;

光路長。

式(1)～(4)より,一 定の化学薬 はその濃度に関係な く

同じQrの 値 を示 す。Qrを 使用 した化学薬 のグラフ

は,そ の中の2レ ンジを含むグラフ上で表される。 し

たがって,異 なる化学種A,Bに 相 当する"は 定め

たレンジについてはそれぞれ固有の点 となる。

(4)NTL濃 度 とTP-MR濾 紙 の変色 との関係

2.(6)の方 法で試験液 を調製 し,以 下 の操作 を加 え

た。すなわち,バ イアルの蓋をする前にあ らか じめセ

プタムの内側 にTP-MR試 液 をしみ込 ませ た濾紙 を

貼り付け(Fig.1),培 養 直前にNaOH水 溶 液 を添加

し,培 養中に発生 した002を 吸 収 させた。一定時 間

培養後,バ イアルの蓋 をあけ,TP-MR濾 紙 の色 を肉

眼で観察 した後,こ の濾紙 の340～650nmの 吸 光度

を分光光度計 を用 いて測定 し,3.(3)の 項 と同様 に

CTS法 によりQrプ ロ ットを作成 した。

II.結 果

1.菌 種 の選択

AGsの 微 生物 学的な定量 に繁用 され る菌種 か ら,

E.coli S.aureusお よびB.subtilisを 選 び,液 体培地

法により培養時間 とCO2の 発 生量 に関する検討 を行

Fig. 1. Incubation container.

Etchsrichia
call

StaPhylococcus
aureus

Bacillus
subtills

Fig. 2. Respiratory CO, production by bacteria in

the presence of netilmicin.

Netilmicin concentration (ƒÊg/m1): •›, 0; •¢,

2.5; • , 10.0.

っ た。 それ ぞ れ の 菌 液 また は胞 子 液 を4.5×108

CFU/mlと な るようあらか じめ0.1Mリ ン酸塩綬衝

液(pH8.0)で 希釈 した後,1時 間か ら4時 聞のそれ

ぞれの培養時間でのCO2発 生量 を経時的 にGCで 測

定 した。結果 はFig.2に 示 した ように,CO2発 生 量

はE.coliが もっとも多 く,S.aureusとB.subtilisは

ほぼ同量 であったが,E.coliと 比 較 するとその量 は

半分以下であった。

2.胞 子液の濃度 と培養時間

B.subtilisの4.5×106,4.5×107お よ び4.5×108

CFU/m1の 胞 子液 を用いて,胞 子液濃度 と培養時間

の検討 を行 った。この結 果 をFig.3に 示 した。CO2

発 生量 とNTL濃 度 との相関性がもっ とも良好である

4.5×106 CFU/m1 4.5×107 CFU/m1 4.5×108 CFU/ml

Fig. 3. Effects of stock cell (Bacillus subtilis)

concentrations and netilmicin concentrations

on CO2 production.

Netilmicin concentration (ƒÊg/m1): •›, 0; •¢,

2.5; • , 10.0;•œ, 20.0.
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と考 えられた胞 子液濃度4.5×107CFU/ml,培 養 時

間3時 間 を最適条件 とし検量纏 を作 成 した ところ,

NTL濃 度0～20μg/mlの 間 で 良好 な直 線 性,10g

Fig. 4. Dose response curve for netilmicin on CO2 

production by Bacillus subtilis. 

Stock cell concentration (CFU/ml): 4.5 •~ 107.

Table 1. Precision of respiometric assay for 

netilmicin on Bacillus subtilis

Each value represents the mean •} SD of 3•`5 

determinations. 

a) No significant difference from b) at each 

concentration of netilmicin (p<0.05).

y=-0,662x+0,884;r(相 関 係 数)=0.980,が 得 ら

れた(Fig,4)。 また,こ の条件下 で日内お よび 日間

のCO2発 生 量の再現性 を求めた ところ,得 られた試

験の精度 はTable1に 示 した通 りで,そ れぞれの再現

性 も良好であった。

3.培 地の選択

培地の種類によるCO2発 生量の差を検討するため,

培地中の胞子の絶対数が4.5×107CFUと なるように

それぞれ液体壇地,寒 天平板培地を調製し,37士1℃

で1～3時 間培養した。その結果,Table2に 示した

ように3時 間培養後のCO2発 生進はいずれの培地も

ほとんど同じであったが.液 体培地の方が均一な条件

での培養 となるために発生進のバ ラツキが小 さかっ

た。 この結果 より,以 後の実肺には液体培地 を用いる

こととした。 また,培 養終了後測定を行 うまでの聞,

パ イアルを保存す る必要があ るため,formalinま た

は氷水中で保存す る2つ の方法について検 討を行 っ

た。その結果,formalinを 用 いた場合 も,氷 水 中で

冷却 した場合 も,培 養終了直後か らCO2の 発 生を阻

止で きた(Table3)。

4.酸 ・塩基指示薬の選択

本研究では微生物から発生したCO2の 酸性度で明

らかな変色を示す指示薬を選ぶ必要があるため,CO2

の第一変曲(当 量)点 であるpH8.3前 後に変色域を

持っAY,PPAお よびTPを 選び,pHと 色の変化の関

係を検討した。それぞれの指示薬のethano1溶 液を

pH7か ら12ま でpH1毎 に調製した緩衝液中に加え

た後,各 指示薬の可視部の吸収極大波長で吸光度を測

定した(Fig.5)。 その結果,3種 の中で変色域におい

てpHに よる吸光度変化がもっとも大きく,し かもこ

の変化が肉眼的にも明瞭に観察できる指示薬はTPで

あった。

5.濾 紙中の酸 ・塩基指示薬の可視部吸収スペクト

Table 2. Effects of medium and incubation time on CO, production 

of Bacillus subtilis

Each value represents the mean •} SD of 3 determinations. 

a) No significant difference from c) (p<0.05). 

b) No significant difference from d) (p<0
.05).
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Table3. Effect of formaldehyde on CO. production of Bacillus subtilis

Each value represents the mean•}SD of 3 determinations.

a) Concentration of formaldehyde: 1%

Alizarin Yellow GG Thymolphthalein Phenolphthalein

Fig. 5. pH-dependent absorption maxima of acid-base
indicators.

u-range v-range w-range

Fig. 6. Absorption spectra of tymolphthalein,

methyl red and their mixed solutions.

A, Thymolphthalein; B, Methyl Red; C, Thy-

molphthalein+Methyl Red.

For complementary tristimulus colorimetry

the following ranges were used, u-range, 390

•`420 nm; v-range, 510-540 nm; w-range, 580

•`610 nm.

ルの測定 とQrプ ロッ トの作成

pH4か ら12ま でpH1毎 に 調製 した緩衝 液 にTP

またはMRのethanol溶 液 を加 え,こ れ を濾紙 に し

Fig. 7. Qv-Qw Plot at various pH-values for

thymolphthalein-niethyl red indicator disc.•›

, standard solution (buffer); •œ, indicator

disc containing standard solution. Numbers in

Qv-Qw plot represent pH values of the solu-

tions.

み込ませた後にエンドオン型の検出器を有する分光光

度計を用いて濾紙中の指示薬のスペクトルを測定 し

た。同様の実験をTPとMRを 混合 したものについ

ても行い,Fig.6に 代表的なスペクトルを示した。な

お,コ ントロールとして用いた緩衝液のみを含んだ濾
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紙のスペ クトルには,特 異的なピークは認められなか

った。

次 に,TPお よ びMRの 吸 収 スペ ク トル か ら,

CTS法 を用いてQrプ ロッ トを作成 した。v-レ ンジ

(510～540nm)お よ びw-レ ン ジ(580～610nm)を

用 いた濾紙のQrプ ロットは,Fig.7に 示 した とお り,

コ ントロールとして用いた溶液のそれ とほとん ど差が

認められず,同 一の直線上に存在することが見出 され

た。

6.TP-MR濾 紙 中のNaOH量 の最適化

TPお よびMRを 含 んだ濾 紙(TP-MR濾 紙)に

NaOHを 含 ませた濾紙 は,培 養中にB.subtilisが 発

生するCO2を 吸収 するとその色 は濃青色か ら徐々に

脱色される。 しか し,そ の変色 は加 えたNaOHに 大

きく依存 するため に,添 加 するNaOH量 を検 討 し

た。あらかじめバイアルのセプタムの内側にTP-MR

を含 んだ濾紙 を貼 りつけた後,20μ1のethano1を 濾

紙 に滴下 し,た だちに0.02,0.06ま た は0。10Mの

NaOH水 溶 液50μ1ず つ を しみ込 ませ て蓋 を した。

その結果,NTL濃 度 によるTP-MR濾 紙 の色 の差

は,0.06MのNaOHを 加 えた場合が もっ とも明瞭

であった。

7.NTL濃 度 とTP-MR濾 紙 の変色の関係

TP-MR濾 紙 はNTLの 濃 度に従 って変色 し,肉 眼

観察す ると,NTLの 濃 度2.5お よび10μg/m1で は

それぞれが薄青色,青 色 となった。NTLを 加 えなか

ったコントロールでは濾紙の色はTPの 青色が完全に

脱色 されて,MRがpH7前 後 で示す微 黄色 となっ

Fig. 8. Qv-Qw plot at various netilmicin concen-

trations for thymolphthalein-methyl red indi-

cator disc.

Netilmicin concentration (ƒÊg/m1):•œ, 0; •›,

2.5; •¢, 5.0;• ,10.0.

た。 しかし,MRの 変色域に至るまでの酸性 にはな与

なかった。

また。NTLを 含 まな い コ ン トロ ー ル,NTLを

2.5,5お よび10μg/m1含 む ように調製 した試料 を用

いて算出 した各Qrプ ロッ トは同一直線 上に存在 し

(Fi38).こ の 直線 の式(y=-0.850x+0,760,r=

0.985)は,さ きにpHを 変 化 させた綬衝液お よびこ

れを しみ込 ませ た濾紙 を用 いて得 られた直線 の式

(Fig.7,pH7～12の 直線,y=-0.860x+0.770. r=

0.991)と ほぼ一致 した。

次に,濾 紙の初期の色であるTPの 膏色の挙動が特

に明 らかであ るQwの 値 を用いて検量線 を作成 した

ところ,NTL濃 度 とTP-MR濾 紙 の変色の間には十

分な相関関係が得 られた(y=0,0286x+ 0.0832,r=

0.943)。

In.毎 薬

抗生物質の定量方法は.微 生物学的な方法 と化学的

な方法に大別できる。近年,高 速液体 クロマ トグラフ

ィーを中心 とした分析方法が多 くの化学物質の測定の

主流 となっているが,抗 生物質の本来の作用である抗

微生物活性 を測定す る方法には,今 日では古典的 とさ

え言われている微生物学的な方法に優 る分析法 は残念

なが ら見出されていない。

AGsを 微 生物学的な定量方法によって測定す る場

合には,目 的 とするAGsに 感 受性 を示す菌であれば

使用可能であるものの,定 量法 として再現性,定 量精

度等を考慮すれば使用可能 な菌 は限定 され る。日抗

基9)に 収載 されている菌種でAGsに 適 用可能な菌に

はE.coli,S.aureusお よびB.subtilisが あ る。 しか

し,Gerkeお よびDewartの 報 告 に よれ ば,002の

発 生量 はE.coliよ り もS.aureusの 方 が少 ない とさ

れ1M2),事 実,我 々の結果 も彼 らの報告 を支持 するも

の と な っ た。一 方,B.subtilsはE.coliに 比 べ て

CO2発 生 量は少 ない ものの,CO2発 生 量が明 らかに

NTLの 濃 度 と相関 していた。 また,こ の実験系では

常にCO2の 発生量 を均一 に保 つ ことが重要で あ り,

菌 の保存性 も大 きな要因 として考えなければならない

が,こ の点で もB.subtilisは 優 れた保存性 を有 してい

るので,こ の菌 を試験菌 として用いることとした。

培養時間 とCO2の 発 生量の関係 について,本 法の

培 養 条 件 下 で 培 養 時 間 が4～5時 間 を超 す と8

subtilisは 対 数増殖期 に入 るためにCO2の 発生量が著

しく大 き くなった。 この条件下で は実験毎 にCO2の

発生量 に大 きな差 を生 じ,CO2の 総 量 に影響 を受 け

る本法で は定量精度 を維持 する ことが困難 となるの

で,も っとも安定な値の得られる3時 間を培養時間 と
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して選んだ。

本法では培養終了後にインキュベーターから取 り出

したバイアル をそのまま放置すると培地中のB.

subtilisはCO2の 発生を続けるため,こ れが誤差とな

る。このため,CO2の 測定に影響 しない殺菌剤を用

いるか,取 り出したバイアルをただちに急冷し,菌 の

呼吸を最小限にとどめる必要がある。本報ではバイア

ルにformalinを 加えたものと,氷 水中で保存したも

のそれぞれについてガスクロマトグラフィーを用いて

ヘッドスペース中のCO2濃 度を測定した結果,い ず

れの方法でもCO2の 発生を十分に阻止することが可

能であったが,実 験の簡便さからformalinを 加える

方法を用いることとした。

酸 ・塩基指示薬は容量分析を行う際に汎用されてい

るが,目 的とする化学種の状態変化を検出する手段と

しても用いられている。本法では弱酸であるCO2の

量の変化と,酸 としての解離状態を確認する必要があ

るが,一 種の指示薬のみを用いると.TPの 変色域を

超えた酸性度となった場合の変化を変色あるいはスペ

クトルの変化から求めることはできなくなり,結 果と

して測定レンジはきわめて限られたものとなり実用性

を期待することは不可能となる。したがって,こ の不

利を避けるため,酸 性側の指示薬としてCO2の 第二

変曲点であるpH4.5前 後に変色域を持つMRを 選択

し,TPお よびMRの 混合指示薬として精度良 く測定

できる方法とすることを考慮した。

次に,我 々は濾紙中の指示薬のpH変 化に伴 うスペ

クトルの変化を測定する方法として、エンドオン型検

出器を有する分光光度計を用いて濾紙を試料として直

接測定した。得られたスペクトルをCTS法 によって

処理し,共 存する化学種のpH依 存性の挙動を考察し

た結果,CTS法 の3つ のレンジのうちvお よびwの

レンジから得られたQrプ ロットは同一の直線上に存

在することが見出された。 この結果か ら,CO2の 酸

性度の変化はTP-MR濾 紙のTPの 変色域にほぼ一

致することが分光学的に確認できた。このTP-MR

濾紙のスペクトル変化からQrを 算出すれば抗生物質

の量を求めることができる。

しかし,本 法の欠点として、バイアルから取 り出し

たTP-MR濾 紙を大気中に放置すると,大 気中の

CO2の 影響を受けるためTP-MR濾 紙の酸性度が低

下し誤差の原因となるので,あ らかじめ調整を行った

状態の下で素早く測定した。しかし,さ らに分光光度

計の検出部をN2ガ スで満たすなどの工夫が場合によ

っては必饗かもしれないと考える。

今回,呈 色濾紙を測定対象とし,得 られたスペクト

ルを分光学的に優れたCTS法 によって処理する新 し

い測定方法について検討した。その結果,微 生物を用

いる方法としては短時聞でしかも十分な精度を有する

方法であることが示唆された。

文 献

1)論 田茜五郎: 臨床。アミノ配糖体薬 (上田 泰編),

p.371～384, 南江堂, 東京, 1985
2) Danielson N T, Targove M A, Miller B E: Pre-

and postcolumn derivatization chemistry in con-

junction with HPLC for pharmaceutical analysis.

J. Chromatogr. Sci. 26: 362•`371, 1988

3) Jolley M E, Stroupe S D, Wang C J, Panas H N.

Keegan C L, Schmidt R L, Schwenzer K S: Fluo-

rescence polarization immunoassay I. Monitor-

ing aminoglycoside antibiotics in serum and

plasma. Clin. Chem. 27: 1190•`1197. 1981

4) 吉田 正, 木村靖雄, 土肥正善, 片桐 謙: 体 液内

Tobramycinの 微 生物学的微量定量法に関する検

討。ChemOtherapy 23: 886～893, 1975

5) 柳田友道: 生理的性状観察法。微生物学実験法 (微

生物研究法懇談会編), p.222～229, 講談社サイエン

ティフィク, 東京, 1976

6) Simpson D L, Kobos R K: Potentiometric mi-

crobiological assay of gentamicin, streptomycin,

and neomycin with a carbon dioxide gas-sensing

electrode. Anal. Chem, 55: 1974•`1977, 1983

7) Colowick S P, Kaplan N O: Methods in En-

zymology. vol. II , p.836•`846, Academic Press,

New York, 1955

8) Aubeau R, Champeix L, Reiss J: Separation et

dosage du krypton et du xenon par chromatogra-

phie en phase gazeuse. J. Chromatogr. 6: 209•`

219, 1961

9) 厚生省薬務局監修: 力価試験法。日本抗生物質医薬

品基準解説1990 (日本 抗生物質学術協議会編),

p.729～735, 薬業時報社, 東京, 1990

10) Flaschka H: Applications of complementary tri-

stimulus colorimetry-I. Talanta 7: 90•`106, 1960

11) Gerke J R, Haney T A, Pagano J F: Factors

influencing automated microbiological assays.

Ann. N. Y. Acad. Sci. 93: 640•`643, 1962

12) Dewart R, Naudts F, Lhoest W: Automation in

the microbiological assays of antibiotics. Ann.

N. Y. Acad. Sci. 130: 686•`696, 1965



648 JUNE1993CHEMOTHERAPY

Studies on a colorimetric bioassay for netilmicin

using an indicator disc

Yoshiko Tsuda, Hiromi Wakamatsu and Takashi Fujimoto

Research and Development Laboratories, Schering-Plough K. K., 1-4 Sasagaoka,

Minakuchi-cho, Koga-gun, Shiga 528, Japan

A new colorimetric bioassay of an aminoglycoside antibiotic, netilmicin (NTL) , was investigat-

ed. Discoloration of the color-indicator on the paper disc (indicator disc) is due to the presence of

CO2 produced by Bacillus subtilis. Discoloration of the indicator disc by CO2 was studied as follows:

A mixture of B. subtilis suspension, nutrient broth, 0.1 M phosphate buffer (pH 8.0) and NTL

solution was transfered to a 5 ml Reacti-Viale . An indicator disc containing thymolphthalein (TP),

methyl red (MR) and NaOH was attached to the inside of the Reacti-Vial septum. The vials were

then placed in a shaking water-bath (37•}1•Ž) for 3 h. The blue indicator disc was discolored, the

degree of discoloration depending on the growth of B. subtilis in the medium. When the concentration

of NTL was high and the level of CO2 low, no change was observed. The color of the indicator disc

was determined spectrophtometically after 3 h of incubation, using complementary tristimulus

colorimetry, which is useful in determining pH-dependent chemical species like TP and MR. Our

proposed method was found to save more than 13 h of working time when compared with the

conventional bioassay method, so it is a useful and convenient method for determining NTL.


