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Teicoplaninの 生体試料 中濃度測定法 に関す る検討

橋 本 泰 行 ・永 富 光

マリオン ・メレル ・ダウ株式会社 開発研究所 枚方センター*

微生物学的定量法(bioassay法)な らびに高速液体 クロマ トグラフィー法(HPLC法)に よ

るteicoplanin(TEIC)の 生体試料中濃度測定法 を検討 した。

Bioassay法 に よ るTEIC濃 度 測 定 はBacillus subtilis ATCC 6633を 検 定 菌 とす る

agarwell法 で行なった。血漿試料 はウマ血清で2倍 以上希釈 した後,ま た尿試料 は2%ウ マ

血清含有Tris-HCI緩 衝液(pH7.4)で5倍 以上希釈 した後,測 定 に供 した。定量限界 は血漿

および尿試料でそれぞれ0.6μg/ml,1.0μg/mlで,測 定誤差10%以 内,変 動係数5%以

内であった。糞中TEICは,水(pH6.5),ア セ トン洗浄後,ア ルカ リ水溶液(pH10)で 抽

出 し,測 定 に供 した。定量限界 は2.5μg/g(湿 重量)で あった。

HPLC法 はSep-Pak(R)CNに よ る固相抽出後グラジエ ント分析 により主要6成 分 を分離定

量 した。定量限界 は総TEICと して血漿試料で約5μg/ml,尿 試 料で約15μg/mlで あ っ

た。

血漿および尿試料におけるbioassay法 とHPLC法 には良好 な相関が認められた。
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Teicoplanin(TEIC)は マリオン ・メレル ・ダウ株式会

社(レ ペティ研究センター)で 開発されたvancomycin

(VCM)に 化学構造の類似したグリコペプチド系注射用抗

生物質で,A2-1,A、.2,A2-3,A2.、,A2.5か らなるA2群

およびA3す の6主 要構成成分からなり,メ チシリン耐性

黄色ブドウ球菌を含むグラム陽性菌に対 して優れた抗菌力

を有する0そ の体内動態はVCMに 比 し長い消失半減期を

有し,持 続性および組織移行性に優れている1)。

本剤の体液内濃度測定法は微生物学的定量法(bioassay

法)2),高 速 液体クロマ トグラフィー法(HPLC法)3),

SPERA法4),RASA法5)お よびFPIA法6)等 が報告 さ

れている。しかし,bioassay法 は,測 定精度の検討が十分

になされてなく,ま た予備検討で血漿および尿に個体差が

認められた。また,糞 中TEICのbioassay法 は十分な検

討がなされていない。他の定量法は,TEICに 対する特異抗

体 もしくはアフィニティレジンを必要とし,そ の適用には

制限がある。そこで日本での本剤開発における体内動態検

討のため,bioassay法 では個体差の解消を含め,定 量精度

を改善するための新たな試料調整法を,HPLC法 について

は簡便な逆相固相抽出法を用いた新たな定量法を開発した

ので報告する。

1.実 験材料および方法

使用薬剤

TEICは マ リオン ・メレル ・ダウ株式会社(レ ペテ

ィ研究セ ンター)が 製造 した力価928μg/mg(Lot

No.86AOO9)お よび,力 価953μg/mg(Lot No.

009)の ものを使用 した。HPLC法 における内標準物

質 には,3N-(3-methylbenzoyl)-5-fluoro-2'-deoxy-

uridineを 用 いた。

<Bioassay法>

1.試 料 の調整

1)ヒ ト血漿

試料は市販 ウマ血清(阪 大微研)ま たは市販 ヒ ト血

清(Flow Laboratories,Inc.)で 希 釈後 測定 に供 し

た。

2)ヒ ト尿

試料 は,2%(v/v)ウ マ血清含有0.1M Tris-HCl

緩 衝 液(pH7.4),ま た は1%(v/v)ヒ ト血清含 有

0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.4)で 希 釈後測定 に供 し

た。

3)ヒ ト糞

試料由来の物質による妨害 を除去す るため抽出を行

*〒573枚 方市招提 田近3-11



VOL.41 S-2 Teicoplanin測 定法の検討 79

な い,抽 出液を測定 に供 した。

糞 試 料 約1g(湿 重 量)に0.012N塩 酸10ml

を 加 え,ポ リ ト ロ ン(CH-6010 Kriens-LU,

Kinematica)を 用 い糞ホモジネー トを調製 した。ホモ

ジネー トのpHを 薄い水酸化ナ トリウム溶液で6.5

に 調 整 し,ポ リ トロンで激 し く撹絆 後,遠 心 分離

(9,000g,10min)し,上 清 を除去した。沈渣に同様

の操作を再度行 なった後,沈 渣にアセ トン15mlを

加 えポ リトロンで激 しく撹拝 し,遠 心分離(1,500g,

10min)し た。上清を除去後,沈 渣に再度 この操作 を

行なった。上清を除去 した後,沈 澱が固 まらないよう

か き混ぜ なが らアセ トンを蒸発 させ た。沈澱 に水5

mlを 加 えポ リ トロンで激 し く撹拝後,1Nお よび

0.1N水 酸 化ナ トリウム溶液 でホモジネー トのpH

を10に 調整 した。ホモジネー トのpHを10に 保 ち

ながら,1時 間撹搾抽出した。遠心分離(9,000g,15

min)後 抽 出液 を回収 し,直 ちに1Nお よ び0.1N

塩酸 でpHを6.5に 調 整 した。沈渣に水3mlを 加

え同様に抽出を行 なった。得 られた1回 目および2回

目の抽出液をそれぞれ測定 に供 した。

2.測 定条件

Ericksonら のagar well法2)を 用 い測定 した。た

だしBacillus subtilis ATCC 6633胞 子溶液(Difco)

の 添 加 量 お よび培 養 温 度 をそ れ ぞ れ,約3×105

CFU/ml,37℃ に変更 して測定 した。

3.標 準溶液の調整

TEIC1.バ イ アル を正確 に秤量 後,0.1M Tris-

HCI緩 衝液(pH7.4),ま た は0.1Mリ ン酸緩衝液

(pH7.4)で 溶 解 し,約9mg(力 価)/m1の 原 液 と

した。

原液 をヒトプール血漿で希釈 した溶液 を,市 販のウ

マまたはヒト血清で試料血漿 と等倍に希釈 し,血 漿測

定用標準溶液 として用いた。

原液を2%(v/v)ウ マ血清含有0.1MTris-HCl

緩衝 液(pH7.4),ま た は1%(v/v)ヒ ト血 清含有

0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.4)で 希釈 し,尿 測定用

標準溶液 として用いた。

非投与健常人 よ り採取 した糞か らの1回 目お よび

2回 目の抽出液0.5m1に,原 液を1%(v/v)ヒ ト

血清含有0.1Mリ ン酸緩衝 液(pH7.4)で 希 釈 し

調製 したTEIC溶 液(10μ1)を 加 え,0.16,0.32,

0.64,1.28μg/mlの 標 準溶液を調製 し,1回 目の抽

出液 を1回 目の抽 出試料 の測定 に,2回 目の抽 出液

を2回 目の抽出試料の測定 に用いた0

<高 速液体 クロマ トグラフィー法>

1.試 料 の前処理

1)ヒ ト血漿

90%メ タノール,水 それぞれ5mlお よび0.5M

glycine-HCI緩 衝 液(pH2.5)2mlで 平 衡化 した

Sep-Pak(R)CN(Waters)に 血 漿400μ1,内 標準物質

溶液(50μg/ml)50μ1お よび0.5M glycine-HCl

緩衝 液(pH1.8)500μ1混 合液 を添加 し,減 圧下で

吸引し目的化合物を保持 させた。水5mlで 洗 浄後,

90%メ タ ノール2mlで 目的化合物 を溶出し,窒 素

気流下50℃ で溶媒 を除去した。残渣にHPLC用 移

動相A液(後 述)200μ1を 加 えて溶解 した。

2)ヒ ト尿

メタノール,水 それぞれ5mlお よび0.25Mク エ

ン酸 緩 衝 液(pH6.0)2mlで 平 衡 化 し たSep-

Pak(R)CNに 尿0.4ml,内 標準物質溶液(50μg/ml)

0.1ml,0.25Mク エ ン酸緩衝液(pH6.0)1.0ml

お よび水0.4mlの 混合液 を添加 し,減 圧下で吸引し

目的化合物を保持 させた。水5mlで 洗 浄後,70%メ

タ ノール2m1で 目的化合物を溶出し,血 漿 と同様 に

溶媒 を除 去 した後,残 渣 にHPLC用 移 動相A液

400μ1を 加 えて溶解 した。

2.分 析条件

下記の条件でグラジエン トで分析 した。

分析 カラム:Hypersil 5-ODS(4.6×250mm)

カラム温度:40℃

移動相:

A液,25mMリ ン酸緩衝液(pH6.0))ア セ トニ

トリル(85:15,v/v)

B液,25mMリ ン酸緩衝液(pH6.0))ア セ トニ

トリル(30:70,v/v)

注 入量:20μ1

流速:2.0ml/min

検 出:UV214nm

A液100%で 分析 カラムを平衡化後,試 料注入 と同

時に直線的にグラジエン トをか け27分 後にA液/B

液=70:30(v/v)と した。

3.検 量線

血漿試料 に対 しては,ヒ トプール血漿 に総TEIC

量 として2,5,10,20お よび40μg/mlを,尿 試料

についてはプール尿 に4,10,20,40お よび80μg/

mlを 添加 し,そ れぞれ上記の方法で処理 した。事前 に

確認 した主要6成 分(A3-1お よびA2-1～A2-5)の

総TEIC量 に対する構成比 より各成分の添加量 を算

出し,そ れ らの添加量 に対する各成分の内標準物質 に

対するピーク高さ比を用いて直線(血 漿)あ るいは両

対数(尿)最 小二乗法 によ り検量線を求めた。
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II.結 果

<Bioassay法>

1)ヒ ト血漿

非投与健常人由来の血漿にTEICを 添 加 し希釈 を

せず測定 し,測 定精度 を検討した結果,約30%の 測

定誤差 を認めた(Table1)。 また凍結融解の繰 り返 し

によっても同程度の差が認め られた。Ericksonら2)

が標 準希釈液 として用いた市販 ヒ ト血清で5倍 希釈

して測定 した結果,添 加量 に対する検出量 は,行 なっ

た濃度範囲内で良好 な相関 を示 した(Fig.1)。 この

場合の定量限界は1.0μg/m1で あ った。

ウマ血清で2倍 希釈した場合,Fig.2に 示 す標準

曲線が得 られ,試 料間の差 も認められなかった。6例

の非投与健常人 由来 の血漿 にTEICを 添 加後,ウ マ

血清で2倍 希釈 し測定 した結果,測 定誤差10%以

下,変 動係数5%以 内であった(Table2)。 この とき

血漿1m1あ た りの定量限界は0.6μg,検 出 限界 は

0.4μgで あった。

2)ヒ ト尿

非投与健 常人 由来 の尿 にTEICを 添 加 し,0.1M

リ ン酸緩衝液(pH7.4)で10倍 希釈後測定 して得

られた標準曲線 は一致せず,直 線性 も得 られなかった

(Fig.3)。 同緩衝液にヒト血清を容量比で1%添 加

したもので5倍 希釈後測定すると,添 加量 と検出量 は

良好 な相関を示 した(Fig.4)。 血清添加 の有無 によ

らず緩衝液をwellに 注入す ると,周 辺 に白濁 を生 じ

るが測定 には影響せず,定 量 限界 は尿1m1あ た り

1.0μgで あった。

Table 1. Individual differences in human plasma on bioassay*

*: Teicoplanin solutions for standard curve were prepared in plasma mixture . Plasma was collected
from four different subjects.

Fig. 1. Correlation between amounts added and found
in three different human plasma samples dilut-

ed with commercial human serum.
Line shows the theoretical correlation.

●: Plasma A,▲: Plasma B,■: Plasma C

Fig. 2. Standard curve of teicoplanin in human plasma.
Teicoplanin solutions for standard curve were

prepared in diluted pooled human plasma with
commercial horse serum (human plasma: horse
serum=1:1, v/v).
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Table 2. Method validation of teicoplanin in human plasma* by bioassay

*: Each sample derived from six subjects was analyzed by 2 times dilution with horse serum .

ND: Not detected

Fig. 3. Comparison of standard curves of teicoplanin

in human urine.

Teicoplanin solutions for standard curves were

prepared in 0.1M phosphate buffer (pH 7.4)

(•›), urine A diluted 10 times with the buffer

(•¢), and urine B diluted 10 times with the

buffer (• ).

2%(v/v)ウ マ血清含有0.1M Tris-HCI緩 衝 液

(pH 7.4)にTEICを 添 加 し作 成 し た標 準 曲 線

(Fig.5)に よ り,非 投与健常人由来の尿にTEICを

添加後,同 緩衝液で5倍 希釈 して作成した試料 を定量

した結果,測 定誤差10%以 内,変 動係数5%以 内で

あった(Table 3)。定量限界は1.0μg/ml,検 出 限界

は0.5μg/mlで あ った。

3)ヒ ト糞

非投与健常人 由来の糞を弱酸性下(pH6.5)水 洗

浄,次 いでアセ トン洗浄後,ア ルカ リ水溶液(pH10)

で抽 出 した。TEICを 添加 した抽出液を用いて得 られ

Fig. 4. Correlation between amounts added and found
in six different samples of human urine.
Each urine sample was diluted 5 times with

0.1M phosphate buffer (pH 7.4) containing 1%
(v/v) commercial human serum. Line shows the
theoretical correlation.
●: Urine A, ▲: Urine B, ■: Urine C,

▼: Urine D, ○: Urine E, □: Urine F

た標準 曲線 をFig.6に 示 す。糞 にTEIcを 添 加後

同様 に処理 して得 られた抽出液を試料 とし,標 準曲線

を用いて定量 したときの回収率は67～99%で あった

(Table 4)。本 法において,糞 湿重量1gあ た り定量

限界は2.5μg,検 出限界は1.2μgで あった。

<高 速液体 クロマ トグラフィー法>

Fig.7にHPLC法 に よるクロマ トグラム を示 し

た。主要6成 分および内標準物質はいずれ も良好な分

離 を示 し,血 漿成分による妨害 ピークは認められなか

った。内標準物質に対する各成分の ピーク高さ比 より

作成 した検量線は,い ずれの成分 もほぼ原点を通 る良
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Fig. 5. Standard curve of teicoplanin for human urine.
Teicoplanin solutions for standard curve were

prepared in 0.1M Tris - HCl buffer (pH 7.4)
containing 2% (v/v) commercial horse serum.

Fig. 6. Standard curve of teicoplanin for human feces.
Concentration is presented as that in control

feces extract.

Table 3. Method validation of teicoplanin in human urine* by bioassay

*: Each sample derived from five subjects was analyzed by 5 times dilution with 0.1M Tris-HC1 buffer of

pH 7.4 containing 2% (v/v) horse serum.
ND: Not detected

Table 4. Relative recovery of teicoplanin in human
feces by bioassay method

Certified amount of teicoplanin was added to ca. 1g
(wet weight) each.

好 な直線性 を示 し(Fig.8),総TEIc量 として20

μg/ml添 加 時の各成分の抽出率 は,94.8～101.0%で

あ った。また,2.34～37.5μg/mlの 濃 度の測定試料 を

調製 し,各 濃度6回 の測定により本定量法の再現性,

定量精度を確認 した。その結果,2.34μg/mlで の 定量

精 度 が,特 にA3-1で,不 十 分 で あ る と考 え られ

(Table 5),血 漿 試料 の定 量限界 を各成分0.5μg/

ml,総TEIC量 として約5μg/mlと 推定 した。

尿試料において も血漿 と同様いずれの成分 も良好 な

分離 を示 し(Fig.9),同 様 に作成 した検量線 も良好

な直線性 を示 した(Fig.10)。80μg/ml添 加 時の各

成分の抽出率 は85.0～95.6%で あった。尿試料につ

いては血漿試料 と比較 して再現性が十分ではないが,

定 量限界 は各成分1.5μg/ml,総TEIC量 と して約
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Fig. 7. HPLC chromatogram of teicoplanin at a concent-

ration of 40ƒÊg/ml in human plasma.

15μg/mlと した(Table 6)。

<Bioassay法 とHPLC法 との相関>

臨床試験 において得 られた血漿および尿試料 をそれ

ぞれの定量法で測定 しbioassay法 とHPLC法 との

相 関性 を検討 した。Fig.11お よび12に 示 すよ う

に,血 漿 は相関係数r=0.983(Y=1.088X-0.630,

n=169),尿 はr=0.980(Y=0.918X-1.470,n=117)

といずれ も良好な相関が得 られた。

III.考 察

Bioassay法 は,試 料中の抗菌活性 を有す る化合物

の総量を検出することが可能であることより,TEIC

の体 内動態評価 における基準 となる測定法 と考え ら

れ,Ericksonら が すでに高感度 ヒト血 中濃度測定法

を報告 してい る2)。しか し個々の検体 に関する測定精

度等は詳 しく検討されていない。 また,臨 床試料等に

おいては他の抗生物質 との併用療法 によって,こ の

bioassay法 が使用できない場合が想定 され他の定量

法 も必 要 とな る。SPERA法4),RASA法5)等 は

TEICに 対 する特異抗体 もしくはアフィニテ ィレジ

ンを必要 とし,そ の適用には限界がある。そこで我々

は,試 料調整法等に検討を加え,bioassay法 を改良す

るとともに,抽 出過程に市販の逆相固相抽出カラムを

用いたHPLC法 の開発 を検討 した。

Bioassay法 において,測 定にはEricksonら の 方

法2)を 用 いたが,検 定菌の生育の不均一性 を避 けるた

め培養温度を37℃ とし,同 時に胞子液の添加量を調

A3-1

(r=0.99918)

A2-3

(r=0.99960)

A2L1

(r=0.99964)

A2-4

(r=0.99961)

A2-2

(r=0.99948)

A2-5

(r=0.99974)

Fig. 8. Calibration curves of teicoplanin components in human plasma by HPLC assay.
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Table 5. Relative recovery of teicoplanin from human plasma by HPLC method

*: Amount of added teicoplanin expressed as total teicoplanin concentration . (n=6)

Fig. 9. HPLC chromatogram of teicoplanin at a concent-
ration of 80 jcg/m1 in human urine.

整 したoEricksonら の方法2)で は,個 々の検体 に関す

る測定精度については詳 しく検討されていないため,

個 々の非投与健常人由来血漿を用い,TEICの 測 定精

度 を検討した結果,約30%の 測定誤差が認め られた

(Table1)。 また,血 漿の凍結融解による測定誤差 も同

程度認め られたことより,血 漿の個体差 ならびに保存

状況 の差が阻止 円形成 に影響 を与 えるもの と思 われ

た。従 って,血 漿をそのまま測定に供するには問題が

あると考え,マ トリックスの均一化をはか るため市販

血清での希釈を行なった。市販血清で希釈することに

より試料差 は解消 され,測 定精度 は著 し く向上 した

(Fig.1お よびTable2)。

0.1Mリ ン酸 緩衝液(pH7.4)にTEICを 添 加

して作 成 した標準 曲線 に直線性 が得 られず(Fig.

3),こ の非直線性は使用試験管材質により異なること

か ら,TEICの 試 験管壁への吸着が考えられたoこ の

現象 は少量の血清 を緩衝液に添加す ることで解消され

た(Fig.13)。 さ らに希釈用緩衝液に血清 を同様に添

加することで,非 添加時に認められた尿試料間の差 も

解消 された(Fig.4お よびTable3)。 血 清の添加量

は,添 加量の増加に ともない測定感度が減少するため,

必要最小限 とした。

希釈および添加用血清 として当初用いていた市販 ヒ

ト血清は,ヒ ト血液製剤の安全性が問題 とな り,入 手

困難な状況が生 じたため,他 の市販血清を検討 した。

その結果,ヒ ト血清 を用いた場合 より測定感度が高い

ウマ血清 を採用 した。 また尿の希釈に リン酸緩衝液を

用いた場合,well周 辺 に生 じる白濁は,測 定用培地中
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A3-1

(r=0.99946)

A2-3

(r=0.99980)

A2-1

(r==0.99939)

A2-4

(r=0.99962)

A2-2

(r=0.99968)

A2-5

(r=0.99929)

Fig. 10. Calibration curves of teicoplanin components in human urine by HPLC assay.

Table 6. Relative recovery of teicoplanin from human urine by HPLC method

*: Amount of added teicoplanin expressed as total teicoplanin concentration . (n=6)

に多量のカルシウムが含 まれることか ら2),リ ン酸カ

ルシウムの沈澱 によるもの と考 え,白 濁 を生 じない

Tris-HC1緩 衝 液を採用 した。

糞か らのTEICの 抽 出 を,溶 媒 に対す る溶解 性7)

か ら,ア ルカリ水溶液で検討 したが,多 量の測定妨害

物質が同時に抽出 され測定困難であった。抽出液 を妨

害物質 の影 響が無 視 出来 る まで希釈 す る方法 は,

TEICの 糞 中排泄量が少 ない ことより8),不 適切 と考

え,抽 出前に洗浄操作 を導入した。水洗浄時における

TEICの 損失 を防 ぐため,希 塩酸(0.012N)で ホモ

ジナイズする一方,洗 浄効果 を上 げるた め遠心時の

pHは6.5に 保 った。この方法 による抽出効率 を含む

測定精度は,血 漿,尿 に比 し低いが,抗 菌活性 による

糞中TEIC濃 度 の測定 を可能にした。

今回開発 したグラジエン トHPLC法 では,血 漿,尿

ともに生体成分の定量 に対す る影響 はな く(Fig.7

お よび9),1試 料 当た り約50分 で測定が可能であ

った。定量 限界 は血 漿5μg/ml(Table 5),尿15

μg/ml(Table 6)とbioassay法 と比 較 して 高 い

が,投 与後初期の ピーク濃度の確認,trough濃 度 の測

定等の場合,bioassay法 で測定不可能な試料であって

も測定 を可能 とする点で有用 と考 える。
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Fig. 11. Correlation between bioassay. and HPLC
assay of teicoplanin in human plasma.

Fig. 13. Effects of tube material and serum addition on

bioassay of teicoplanin.

Teicoplanin solutions for standard curves were

prepared in O.1M phosphate buffer (pH 7.4) with

polystyrene tube (š˜) and glass tube (•›) or in

0.1M phosphate buffer (pH 7.4) containing 1%

(v/v) commercial human serum with polystyrene

(•¡) and glass (•œ).

Fig. 12. Correlation between bioassay and HPLC
assay of teicoplanin in human urine.
Amounts excreted in each urinary sampling

interval are plotted.

今回改良,開 発したbioassay法 お よびHPLC法

で投与試料 を測定 した結果の比較において,血 漿,尿

ともに良好な相 関を示 した(Fig.11お よび12)こ

とは両方法の妥当性 を示 していると考 えられる。
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Method examination of teicoplanin in biological samples

Yasuyuki Hashimoto and Hikaru Nagatomi

Marion Merrell Dow K. K. Development Laboratories Hirakata Center

11 Shodai-Tajika 3-Chome, Hirakata-shi, Osaka 573, Japan

We examined the method to analyze teicoplanin (TEIC) concentration in biological samples

by both bioassay and high performance liquid chromatography (HPLC)

Bioassay by the agar well method used Bacillus subtilis ATCC 6633 as the test microorga-

nism. TEIC was analyzed in plasma with more than 2 times dilution with horse serum and in

urine with more than 5 times dilution with Tris-HC1 buffer, pH 7.4, containing 2% (v/v)

horse serum. The lower limits of quantification (LLQ) in plasma and urine were 0.6 pg/m1

and 1.0 pg/ml, respectively. Both samples could be analyzed within an error of 10% and less

than a 5% coefficient of variation. TEIC in feces had 2.5ƒÊg/g wet weight as LLQ when the

fecal extract with alkaline (pH 10) was analyzed after washing with water (pH 6.5) followed

by acetone.

Six major components were analyzed by HPLC (gradient elution method) using solid phase

extraction with Sep-PakTM CN. LLQs in plasma and urine were about 5ƒÊg/ml and 15 pg/ml

as total TEIC, respectively.

Our bioassay and HPLC methods were shown to have a close correlation.


