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新規エステル型経口セフェム剤,S-1108の 微生物学的定量法による

体液内濃度測定法の検討

中野雅夫 ・木村靖雄 ・渡辺芳浩 ・吉田 正

塩野義製薬株式会社研究所*

新 規 エス テル型経 口セ フ ェム剤,S-1108の 微 生物 学 的定 量法 に よ る体 液内 濃度 測定 法 につ

い て検 討 した。

S-1108の 体 液 中 濃度 は活 性 体 で あ るS-1006と して 測定 し,検 定 菌 にEscherichia coli

7437,検 定培 地 にtrypto-soy agar(栄 研)を 使 用 す る寒 天平 板 拡散 法 に よ って感 度 よ く測

定で きる。

S-1006の 帯 培養 法,薄 層 カ ップ法,寒 天孔 平板 法 お よびペ ーパ ー デ ィス ク法 に おけ る最少

測定可 能濃度 は,そ れ ぞれ0.01, 0.08, 0.16, 0.16μg/mlで あ った。

ヒ ト血清(血 漿)中 濃度 測定 に は,ヒ トプール血 清の代 わ りに コ ンセ ラで調製 した標 準希釈

系列が使 用 で きる。

尿試 料 は,0.1Mリ ン酸緩 衝 液(pH7)で10倍 以 上 に希釈 し,同 緩 衝 液で 調製 した標準 溶

液を用 い る。

帯培 養法 で求 め た ヒ ト血中 濃度 お よび尿 中濃度 は,HPLC法 の結 果 と良 く一 致 した。血 漿

および尿 中のS-1006は,-20℃ 以 下 に凍結保存 すれ ば少 な くと も28日 間 は安 定で あ った。
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S-1108は 塩 野 義製 薬(株)研究 所 で開 発 され たエ ス テ

ル型 経 口用セ フ ェム剤 で,幅 広 い抗 菌 スペ ク トル と強

い抗菌 力 を有 して いる薬 剤 であ る1)。S-1108は 経 口

投与 に よ り消化管 か ら吸収 され たのち,酵 素的 に加水

分解 を受 け て活性 体で あ るS-1006と な り体 内 に移 行

す る2)。 今 回,著 者 らは,S-1006のbioassay法 に

よ る体 液内 濃度測 定法 にっ いて検討 し,標 準法 を設定

す ると と もに,体 液中 にお ける安定性 に ついて も検討

を加 えたの でその成 績 を報 告す る。

I. 実験 材料 と方法

1. 使 用薬 剤

S-1108(lot 56,708.2μg力 価/mg)お よ びS-

1006(lot P-79-49, 889.7μg力 価/mg)は 当社 で

合成 された ものを使用 した。

2. 検 定菌

Escherichia coli 7437, E. coli NIHJ JC- 2,

Klebsiella pneumoniae SR I, Proteus mirabilis

PR-4, Bacillus subtilis ATCC 6633, お よび

Staphylococcus aureus 209 P JC-1 を 用 い た。

B.subtilisを 除 き 検 定 菌 は,trypto-soy agar

(TSA,栄 研)に37℃ 一 夜 培 養 した 斜 面 を生理食塩

水 に 懸 濁 してA640=0.3の 菌 懸 濁 液 を 調 製 した。

B.subtilisは 日抗 基 ・力 価試験 法3)に 準 じて胞子液

を調製 した。 これ らの 懸濁 液(3×108 CFU/ml)を

適 量接種 して,所 定 の最終 菌量 を得た。

3. 検 定培地

市販 のTSA, nutrient agar(NA,日 水),heart

infusion agar(HIA,日 水), sensitivity test agar

(STA,日 水)お よ びantibiotic medium No.2

(AM-2,Difco)を 使用 した。 ただ し,帯 培養法に

っ い て は 通 常 処 方 の1/2濃 度 に調 製 して 使用 した。

培地 は滅 菌後,50℃ の水浴 中で恒 温に保 ち,平 板作製

直前 に検 定菌 を接 種 した。

4. 濃度 測定 法

次 に述べ る方 法を用 いて検 討 した。 いずれの方法に

お いて も予備拡散 は行 わず,培 養 は37℃ で18～20時 間

行 った。

1) 帯培 養法(band-culture method)

大久 保 の等に よ る方法 に改 良 を加 え た方法5)で 行っ
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た。帯培養検 定板 は,プ ラ スチ ック成 型品(大 きさ:

214×155×8mm, 溝:150×5×5mm, 総溝 数:

20)を 使用 し,各 溝に 検定培地 の3mlを 自動 定容分

注 器(perimatic dispenser, Jencons,英 国)を

使 って分注 し,水 平 に固 ま らせ た。各 寒天帯 の両端 か

ら4cmの ところに,5×5mmの 大 き さに寒天 を切

り,吸 引によ り寒天片 を除 去 して寒天孔 を設 けた。 こ

の寒天孔に定容 ピペ ッ トを使用 して,標 準溶液 お よび

検液の0.05mlを 注入 した。各 寒天帯 の2ヵ 所 の孔 に

は同一の溶 液を配 した。通 常,寒 天帯 のNo.2～7

に標 準溶液 を,No.8～19に 検液 を配 した。 両 端 の

No.1お よ びNo.20は 使 用 しない。 操 作 終 了後,専

用の蓋(プ ラスチ ック製)を 被せ,市 販 の ラ ップ フィ

ルムで密封 したのち培養 した。

2) 寒天孔 平板法(agar-well method)

検定 菌を接種 した培地 の20mlを,定 容分 注 器 を

使用 して,角2号 シャー レ(栄 研)に 分 注 し水 平 に固

まらせた。外径6mmの 円筒型薄刃 を使 用 して 平板上

に孔を切 り,1)と 同様 に して寒天 孔 を作 った。標準

溶液 および検 液の分 注 は,定 容 ピペ ッ ト(0.02ml)

を用いて行 った。

3) 薄層 カ ップ法(cylinder-plate method)

2) で述べ た寒 天平板 に,内 径6mm,外 径8mm

の ステ ン レス製 カ ップ(cylinder)を 置 き,標 準 溶

液および検液 の0.2mlを 注入 した。

4) ペ ーパ ーディス ク法(dis cplate-method)

2) と同様 に して 作製 した寒 天 平 板 に,デ ィス ク

(Whatman AA disc,径6mm)を の せ 定 容 ピ

ペ ッ トを用 いて,標 準溶 液 お よ び検液 の0 .02mlを

浸み込 ませた。

5. 検量線

阻止円の直径また は阻止 帯の長 さを,0.1mmま で

正確に計測 して,そ の平均値(Ymm)求 め た。検量

1線は,標 準 希釈系 列の 各濃 度(Xμg/ml)の 対 数 と

Yの 関係 を最小二 乗法 によ り,二 次式Y=a+blogX+

c(logX)2に 近似 させ る方法6)で 作 製 した。 検 液 か

ら得 られ た 実 測 値(Y)を この 式 に 代 入 して 濃 度

(X)を 求め た。

6. 標準溶液お よび希釈液 の調製

S-1006標 準品 を0.1Mリ ン酸 緩衝 液(pH7)で 溶

解 し,1000μg(力 価)/mlの 溶 液 を調 製 した。 この

溶液 を,各 緩 衝液,体 液 お よ びそ の希 釈 液 で 希釈 し

て,実 験 の目的に応 じた標準希 釈系 列を調 製 した。 ヒ

ト血清 は,健 常 人か ら得 た もの を プ ー ル して 使用 し

た。 コンセラ(日 水製薬)は,処 方 どう りに調製 して

使 用 した 。 尿 は,健 常 人 数 名 か ら採 尿 しプ ー ル して 使

用 した 。

7. TLC-bioautography

薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー(TLC)は20×20cmの

シ リ カ ゲ ル プ レ ー ト(60 F254, 0.25mm, Merck)

を1cm巾 に 切 断 して 用 い た。 下 端 か ら2cmの と こ

ろ に,標 準 溶 液 お よ び 検 液 の0,01mlを マ イ ク ロ ピ

ペ ッ トで ス ポ ッ ト後,室 淵 で 約10分 間 風 乾 した 。 展

開 溶 媒 に は,n-butanol: ethanol: water=4:1:5

(TOP layer)を 用 い た。 溶 媒 先 端 が 原 点 か ら 約15

cmに な る ま で 展 開 し た。 展 開 終 了 後,約30分 間 室

温 で 風 乾 した 。

E.coli 7437を2×106CFU/ml, esterase (Sigma)

を10U/mlと な る よ う に 添 加 し たTSAの150mlを

tissue culture plate(245×245×20mm, Nunc)に

分 注 して 水 平 に 固 ま らせ た 。 こ の 平 板 に,上 記TLC

プ レー トを 貼 り 付 け,20分 間 室 温 で 拡 散 後 プ レー ト

を 取 り除 き,37℃ で18～20時 間 培 養 して バ イ オ オ ー

トグ ラ ム と した 。

8. Method validation

S-1006を ヒ ト血 清 に溶 解 し,0.03, 0.1, 0.3, 1

お よ び3μg/mlの 既 知 濃 度 溶 液 に 調 製 した 。 こ れ を

コ ンセ ラ調 製 の 標 準 溶 液 を 使 用 した帯 培 養 法 で 測 定 し

linerity, reproducibilityお よ びaccuracy に つ い

て 調 べ た 。 ま た,S-1006を ヒ ト尿 に 添 加 し て,1,

10,100お よ び1000μg/mlの 既 知 濃 度 溶 液 を 作 り,

0,1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7)調 製 の 標 準 溶 液 で 測 定

して 同 様 の 検 討 を 行 っ た 。

9. 各 種 体 液 中 に お け るS-1006の 安 定 性

S-1006を0.1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7),ヒ ト血 漿

お よ び ヒ ト尿 に 加 え,-80℃,-20℃,0℃(氷 冷 下),

25℃ お よ び37℃ に お け るS-1006の 残 存 濃 度 を

bioassayで 測 定 した 。 試 験 濃 度 は,ヒ ト尿 で100

μg/ml,そ の他 は10μg/mlと した 。

II. 実 験 結 果

1. 測 定 条 件 の 検 討

1) 検 定 菌 の 選 択

S-1006が 強 い 抗 菌 活 性 を 示 した6菌 株,E.coli

7437, E. coli NIHJ JC-2, K. pneumoniae SR 1,

P. mirabilis PR-4, B. subtilis ATCC6633 および

S.aureus 209P JC-1を 選 び,TSA上 で帯 培 養法 に

よ る検量 線を 比較 した(Fig.1)。

ここで検討 した6菌 株 の うち,E.coli 7437が 検 出

感 度 阻 止帯 長 の 鮮 明度 お よび 勾配 の点 で 優 れて お
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り,検 定菌 と して選 定 した。

2) 検 定培地 の検討

5種 類 の検 定培 地 につ いて 帯培 養 法 によ るS-1006

の検 量線 を比較 した。

Fig.2に 示す よ うに,阻 止帯 長の 大 きさは,AM-2

>HIA>TSA=STA>NAの 順 とな った。比 較的 感度

勾 配 と もに 良 好 で,最 も鮮 明 な 阻 止 帯 長 を 示 した

Medium: Trypto-soy agar

Diluent: 0. 1M Phosphate buffer, pH 7

Fig. 1. Standard curves of S-1006 against dif-

ferent test organisms by the band-cul-

ture method.

Organism: E. coli 7437, 2•~106CFU/m1

Diluent: 0. 1M Phosphate buffer, pH7

Fig. 2. Standard curves of S-1006 in different

assay media by the band-culture

method.

TSAを 検定 培地 と した。 また,TSAのpHを 変化さ

せ た時 のS-1006の 検 量 線 を 比 較 す る と,S-1006の

高濃度 城 にお いて,pHが 低 い ほ ど阻 止帯 長は大きく

な るが 測定 感度 に差 はなか った。 検定培 地のpHは 無

修 正(pH7,3)と した(Fig.3)。

Organism: E. coll. 7437, 2•~10TFU/m1

Medium: Trypto-soy agar

Diluent: 0. 1M Phospate buffer, pH7

Fig. 3. Influence of medium-pH on the standard

curve of S-1006 by the band-culture

method.

Organism: E. coil 7437

Medium: Trypto-soy agar

Diluent: 0. 1M Phosphate buffer, pH7

Fig. 4. Influence of inoculum size on the stand.

ard curve of S-1006 by the band-cul-

ture method.
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3) 接種菌量の影響

TSAにE.coli 7437を,6×104～2×106CFU/

mlの4段 階に添加 し,帯 培 養法 で接種 菌量 の 影響 を

調べた(Fig.4)。

菌量の低下 に伴 い測定 感度 は上昇す るが,阻 止帯長

の境界 は不明瞭 とな った。6×105～2×106CFU/

ml接 種の とき鮮明な阻止帯 長が得 られ た。

2. 測定方法

前項 に述べた結 果か ら設定 され た基礎 条 件 によ り,

4種 の測定 法を用 いた時 の0.1Mリ ン酸 緩衝 液(pH

7)希 釈 に よ るS-1006の 検 量線 を比 較 した(Fig.

5)。

帯培養法 にお け る最 少測 定可 能 濃度 は,0.01μg/

mlを 示 し最 も感度 に優 れて いた。 他の 測定 法 にお け

る検 出感度 は,薄 層カ ップ法 で0.08μg/ml,寒 天孔

平板法およびペーパ ーデ ィス ク法 で は0。16μg/mlで

あった。

3. 検量線におよぼす希 釈液 の影 響

1) 緩衝液pHの 影響

pH6.0,7.0お よび8.0の0.1Mリ ン酸緩 衝液 で標

準溶液を作製 し,帯 培養法 で希 釈液pHの 影 響 を調 べ

た。

Fig.6に 示す よ うにS-1006の 低 濃度 域 に お いて,

緩衝液のpHが 高 い ほど阻止 帯長 は大 き くな ったが,

pH8.0に お け る阻 止 帯 長 の 境 界 は,pH6.0お よ び

7.0に 比べ不明瞭で あ った。

Organism: E. coli 7437

Medium. Trypto-soy agar

Fig. 5. Standard curves of S-1006 by different

assay methods.

2) 血清 の影響

ヒ トプ ール血清 および コ ンセ ラを用 いて 検量線 を作

り,0.1Mリ ン酸緩 衝液(pH7)で 作 製 した検 量線

と比較 した(Fig.7)。

4種 の測 定 法 にお い て血 清 と緩 衝 液 調 製の 検 量線

は,一 致 しなか った。 コ ンセ ラを用い たと きの 検量線

は,い ずれの方 法 において も,ヒ ト血清 の検量線 と一

致 した。 ヒ ト血 清 検量 線 に お け る最 少測 定 可能 濃 度

は,帯 培 養 法:0,01μg/ml,薄 層 カ ップ 法;0.04

μg/ml,寒 天孔 平板法:0.08μg/ml,ペ ーパ ーデ ィ

スク法:0.16μg/mlで あ った。血 漿 を得 ると きに用

い る血 液抗凝固 剤の 検量 線 に及ぼす影 響 を調 べ た。 そ

れぞれ 図に示 した濃度 で血清 に加え た場合,い ず れ も

血 清の 検量 線 と一致 した(Fig.8)。

3) 尿の影響

ヒ ト原尿 と0.1Mリ ン酸 緩衝 液(pH7)で10倍 希

釈 した時 の検量線 をFig.9に 示す 。

原尿 および緩 衝液の検 量線 は,寒 天 孔平板 法を除 き

近 似 す る もの の一 致 しなか った。10倍 希 釈 液お よ び

緩衝液 の検量 線 は,い ず れの測定 法 に於いて もほぼ 一

致 した。

4. 活性代 謝物 の検索

S-1108を 健 常 人 に経 口投与(S-1006,200mg力

価)し た時 の尿 と血 漿 試料 に っ いて,TLC-bioauto

graphyを 行 い活性代 謝物 を検索 した(Fig.10 A,B)。

いず れ の 試料 にお い て も,S-1006標 品 と同 じRf

Organism: E. coli 7437

Medium: Trypto-soy agar

Fig. 6. Influence of diluent—pH on the stand-

ard curve of S-1006 by the band—cul-

ture method.
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Band-culture method

Cylinder-plate method

Agar-well method

Disc-plate method

Organism: E. coli 7437

Medium: Trypto-soy agar

Fig. 7. Standard curves of S-1006 in human plasma by different assay methods .

値を示 す単一 の抗菌 像が得 られ,他 の 活性 スポ ッ トは

認 め られなか った。

5. Method validation

ヒ ト血漿 お よび尿 で調製 したS-1006の 既 知濃 度溶

液を,帯 培養 法で5回 繰 り返 し測 定 した結果 をTable

1に 示す 。

S-1006の 設 定血 中濃度範 囲0.03～3 .0μg/mlに お

け る実 測値 の 偏 り(%Bias)は0～16.7%,尿 中濃

度 は1.0～1000μg/mlの 設 定で 同様 に,0.4～14 .4%

の範 囲 内 に あ った。 この 時の,検 量線 はTable2に

示 した。 コ ンセ ラおよ び緩 衝液 調製 の検量線 は,そ れ

ぞれ よ く近似 したパ ラメー タを示 した。 この時の 偏 り

は0～6.3%を 示 し,変 動係 数(%CV)も5%以 内

であ った。

Organism: E. coli 7437

Medium: Trypto-soy agar

Fig. 8. Influence of anticoagulants on the stand

ard curve of S-1006 by the band-cul-

ture method.
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Band-culture method

Cylinder-plate method

Agar-well method

Disc-plate method

Organism: E. coli 7437

Medium: Trypto-soy agar

Fig. 9. Standard curves of S-1006 in human urine by different assay methods.

6.体 液中安定性

S-1006の ヒ ト血漿 お よび尿 中保 存 条件 下で の 安定

性をTable 3に 示 す。

37℃ に6時 間放置後 のS-1006残 存力価 は,血 漿 で

71%,尿 で87%と 比較 的不 安定 で あ った が,25℃ 以

下 の保存 で あ れば,6時 間後 で も安 定 に保 た れ た。

S-1006は,こ れ らの体 液お よ び リン酸緩 衝 液 中 にお

いて,-20℃ 以下 に保 存す れ ば少 な くと も28日 間 は

安定 であった。

7.HPLC測 定 値 との相 関

S-1006濃 度 は,bioassay法 の他 にHPLC法7)で

測定で きる。第一相 臨床試験8)よ り得 られた血 漿 およ

び尿試 料 を,帯 培 養法 とHPLC法 で 同時 に 測定 し,

両者の測定値 にお ける相 関性 につ いて検討 した。

Fig.11に 示す よ うに,血 漿 お よび尿 試料 につ いて

両方 法間 に良好 な相関性 が得 られた。

III.考 察

S-1006の 寒天平 板 拡散 法 に よ る微 生物 学 的定量 法

をTable 4に 示 した。 検 定菌 と してE.coli 7437を

用 い,検 定培 地 はTSAを 使 用す る。

帯培 養法,寒 天孔平 板法,薄 層 カ ップ法お よびペ ー

パ ーデ ィス ク法の いずれ の測定法 にお いて も良 好 な検

量 線が 得 られ,測 定 感度 は帯培養 法が 最 も高 く,次 い

で薄層 カ ップ法,寒 天孔平 板法,ペ ーパー デ ィスク法

の順 とな った。

ヒ ト血 中濃度 測定 にお け る標 準希 釈 系列 の調 製 は,

ヒ トプール血清 の代 わ りに コンセラを使 用 して も差 し

支 えな い。 ただ し,コ ンセラ は,製 造 ロ ッ トによ って

は抗菌活性 を有 す る もの もあ るため,事 前 の検 査が必
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A) Urino

B) PIasaa

TLC plate: Silica gel 60 F2 6 4

Solvent: n-Butanol/Ethanol/Water (4: 1: 5)

Test organism: E. coli 7437

Assay plate: Trypto-soy agar contained 10U/m1 of Esterase

Dose: 200mg

Fig.10. TLC-Bioautograms of urine and plasma after oral administration of S-1108 to volunteers.

要で あ る。 尿中濃度 の測定 は,尿 試 料 を0.1Mリ ン酸

緩 衝液(pH7.0)で10倍 以 上 の希 釈 を行 え ば,尿 成

分 によ る検量 線へ の影響 は消去 され,同 緩衝液 中に調

製 した検量線 で測定 で きる。

TLC-bioautographyに お け る尿 お よ び血 漿 は単

一 の抗菌 像 を示 した
。 これ らの抗 菌像 はS-1006標 品

のRf値 と一致 し,他 の活 性代 謝物 は認 め られ なか っ

た。 この こと は,bioassay法 とHPLCの 両 測 定 法

に おけ る,良 好 な相関性 にお いて も証 明 された。

S-1006の 体液 中 に おけ る安定 性 を 各保 存条 件下 で

検 討 した。 血 漿 お よび 尿中 のS-1006は 室 温(25℃)

で も比較的 安定で あ るが,こ れ らの試 料 は採取後,氷

冷下 または冷蔵 庫(4℃)内 に保 存す る ことが望まし

い。測 定が 翌 日以 降 にな る時 は,-20℃ 以下の冷凍庫

内 に保 存す る。 この条件 下 で28日 間安 定 に保存出来

る。

(試験 期間:1988年3月 ～1991年10月)

文 献

1) 小 松 良 英, 永 田 弘, 元 川 清 司, 亀 田康雄

野村和 秀, 東山伊 佐夫, 土肥 正善, 吉田 正:

新規 エ ステ ル型経 ロ セ フ ェム剤, S-1108のin

vitro抗 菌作 用。Chemotherapy 41 (S-1):

77～93, 1993



VOL.41 S-1
S-1108の 体液 内濃度 測定法 151

Table 1. Reproducibility of S-1006 determinations in human plasma a ricl urine

by the band-culture method

1) Plasma specimens

2) Urine specimens

Standard concentration: 0. 5-0. 016ƒÊg/ml Diluent: 1) Consera, 2) 0.1M phosphate buffer, pH7

Table 2. Regression equation of S-1006 standard curves

by the band—culture method

1) Consera

2) 0. 1M phosphate buffer, pH7



152 CHEMOTHERAPY JUNE 1993

Table 3. Stability of S-1006 in human plasma

and urine under various conditions

1) Short-term

2) Long-term

Plasma concentration Urine concentration

Fig.11. Correlation between S-1006 concentrations obtained by bioassay and HPLC.

2) 木 村 靖 雄, 中 野 雅 夫, 中清 水 弘, 中 本 省 三,

渡 辺 芳 浩, 大 坪 龍, 松 原 尚 志, 佐 藤 誠 二,

奈 良 博, 吉 田 正; 新 規 エ ス テル 型 経 口 セ

ブ ェム剤, S-1108の 実験 動 物 にお け る体 内動

態 に関す る検 討。Chemotherapy 41 (S-1):

163～176, 1993

3) 厚生 省: 日本抗 生物質 医薬 品基準 ・一般試 験法

・力価 試験法628～633 , 1982

4) 大久保 滉, 岡本 文子: 体液 組織液中の抗生物

質濃 度 の 生 物学 的 微 量 測 定 一と くに帯培養法

Band-Culture Methodに つ い て-。 日本臨

床31: 441～447, 1973

5) 木村靖 雄 土 肥正 善, 吉 田 正; 抗 生剤の微量

定 量-帯 培 養 法 の 応 用-。Chemotherapy



VOL.41 S1
S-1108の 体液内 濃度測 定法 153

Table 4. Standarization of bioassay of S-1006

in biological specimens

* The urine specimen is diluted more than 10-

fold with phosphate buffer.

25: 449～450, 1977

6) 木 村 端 雄, 吉 田 刊三: 6059-Sの 微 生 学 的 定 量

法 に お け る 体 液 内 濃 度 測 定 に 関 す る 検 討 。

Chemothorapy 28(S-7): 178～188, 1980

7) 小 西 雅 治, 吾 郷 友 行, 西 村 理 恵 子: 高 速 液 体 ク

ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ るS-1006お よ び 間 連 化

合 物 の ヒ ト血 漿 中 お よ び 尿 中 濃 度 測 定 法 。

Chemotherapy 41 (S-1): 154～162, 1993

8) 中 島 光 好, 植 松 俊 彦, 尾 熊 隆 嘉, 吉 田 正,

木 村 靖 雄, 小 西 雅 治, 松 野 敏, 山 本 貞 雄: 新

規 エ ス テ ル 型 経 口 セ フ ェ ム 剤, S-1108の 第I

相 臨 床 試 験 。Chemotherapy 41 (S-1): 109

～125, 1993
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5-12-4, Sagisu, Fukushima-ku, Osaka 553, Japan

Microbiological assay methods were investigated for quantitative determination of S-1108

in body fluids.

S-1108 concentration in body fluids was determined as the concentration of S-1006, the

bioactive form of S-1108. The concentrations of S-1006 were assayed by the band-culture,

cylinder-plate, agar-well and disc-plate methods using E. coli 7437 as the assay organism

and trypto-soy agar (Eiken) as the assay medium. The minimal detectable concentrations

for these bioassay methods were 0. 01, 0. 08, 0. 16 and 0. 16 jig/ml, respectively.

To determine S-1006 levels in human plasma, consera were employed as diluents of the

standard solutions instead of pooled human serum. When the urine specimens were diluted

more than 10-fold, the standard solution was prepared with O. 1 M phosphate buffer (pH

7.0).

The concentrations of S-1006 in human plasma and urine obtained by the band-culture

assay method were in good agreement with those obtained by HPLC analysis.

S-1006 in body fluids was stable at -20•Ž for at least 28 days.


