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Temafloxacinのbioassay法 に よる体 液 内 濃度 測 定 法

武 田勝男 ・佐久間由光 ・矢野 茂 ・小 山八重子 ・山口東太郎

田辺製薬株式会社生物研究所*#

(#現 田辺製薬株式会社薬理研究所)

ヒ ト血 清 お よ び 尿 中 のtemafloxacin濃 度 を測 定 す る た め のbioassay法 を 検 討 した 。 被 検

菌 にEscherichia coli Kpを,検 定 培 地 に ハ ー トイ ン フ ユ ー ジ ョ ン(HIA)寒 天 培 地 を用 い た ペ

ー パ デ ィ ス ク法 を 標 準 法 と設 定 した
。 本 法 の 測 定 下 限 濃 度 は 血 清,希 釈 尿 お よ び1/15M

リ ン酸 緩 衝 液(pH7,0)の い ず れ も0.156μg/mlで あ っ た 。
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Temafloxacin(TMFX)は 米 国 ア ボ ッ ト社(Abbott Lab.,

North Chicago)で 合 成 され た 広 域 な 抗 菌 ス ペ ク トル を

もつ ニ ュ ー キ ノ ロ ン剤 で あ る 国)。

本 論 文 で は 体 内 動 態 に 関 連 して 検 討 し たbioassay法

に よ るTMFXの 体 液 内 濃 度 測 定 法 につ い て 報 告 す る。

I. 実 験 材 料 お よ び 方 法

1. 試 薬 お よ び試 料:TMFXは 米 国 ア ボ ッ ト社 よ り

供 与 さ れ た 。 血 清 お よび 尿 は健 康 成 人 か ら採 取 した 。

2.菌 株:Klebsiella pneumoniae ATCC 10031お

よ びEscherichia coli Kpを 用 い た。

3. 菌 液:Nutrient agar(NA,栄 研)斜 面 培 地 で

37℃,一 夜 培 養 した 新 鮮 な 菌 を滅 菌 生 理 食 塩 水 に 懸

濁 しOD560nm 0.3～0.4(1.5～2.0×10gCFU/ml)と な る

よ う調 製 した 。

4, 検 定 培 地:Heart infusion agar(HIA,栄 研),Mue-

ller-Hinton agar(MHA,日 水)お よ びAntibiotic medium

1(AM-1,Difco)を 用 い た 。

5. 標 準 液:TMFX標 準 品 を 蒸 留 水 で 溶 解 し て

1.000μg/m日(力 価)の 原 液 を 作 製 し た 。 こ の 原 液 を

1/15Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0),血 清,Consera(日 水)ま

た は 尿 で 希 釈 し0.156～10μg/mlの 濃 度 範 囲 の 標 準 液

を調 製 した 。Consera(日 水)は メ ー カ指 定 の 処 方 に 従

い 調 製 した。 標 準 液 の 作 製 は ポ リエ チ レ ン製 の チ ュ ー

ブ を使 用 した 。

6. ペ ー パ デ ィス ク法:菌 を接 種 した 検 定 培 地 を シ

ャ ー レ(90×15mm,栄 研)に 分 注 して 水 平 に 固化 させ,

4℃ に 約1時 間 放 置 し た も の を 検 定 平 板 と した 。 こ の

平 板 に 標 準 液50μ1を 浸 み 込 ま せ た ペ ー パ デ ィ ス ク

(8mmThick,東 洋 濾 紙)を 貼 り付 け,37℃,18～20時

間培 養 した 。

7. 薄 層 カ ップ 法:ペ ーパ デ ィス ク の代 わ りに ス テ

シレスカ ップを用いた以外は前項に準 じた。

8. アガーウェル法:検 定用寒天平板 を直径8mmの

の ノズルを用いて穿孔 し,各 孔 に標準液 を50μ1ずつ

注入 した。 その他の操作 はペーパデ ィスク法に準じ

た。

9. 阻止 円の計測法:阻 止円の測定はノギスまたは

ゾ-ン アナライザ-(Zone Analyzer System ZA-FILシ

ス テムサ イエ ンス社)に よった。阻止円の計測値はコ

ンピューターPC-9801 RXに 転 送 した。検量線は標準

液の濃度の対数 と阻止円直径 との関係 を二次回帰3し

て作成 した。

II. 実 験 結 果

1. 検 定菌の選定

Fig.1に2株 の検定菌に よるTMFXの 検 量線を示 し

た。K.pneumoniae ATCC10031は 低 濃度で阻止円が

大 きく定量限界はE.coli Kpよ り優れた。一方,E.coli

Kpは 検量線の勾配が大 きく測定精度の点で優れた。

この結果か ら,被 検菌は測定精度の高いE.coli Kpを

選定 した。

2. 培地 の選定

Fig.2に3種 の検定培地,HIA,MHA,AM-1を 用い

た時の検量線を示 した。検定培地は鮮明かつ最も大き

な阻止円を示 したHIAを 選 定 した。Fig.3にHIAの 培

地pHを6.0,7.0,8.0と 変 えた時の検量線 を示 した。

測定感度 はpH6と7で ほぼ同 じであったが,pH8で は

阻止円が小 さくなった。この結果から,HIAは メーカ

指定のpH無 修正 とした(pH7.1付 近)。

3. 接種 菌量および培地量

Fig.4に 接種菌量の影響 を示 した。阻止円は接種菌

量 を減 らすと大きく,阻 止円は接種菌量の多い方が鮮

明度を増 した。鮮明かつ阻止円の大 きい接種菌量の範

* 
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囲は0.1～0.5%で あ った。Fig.5に 培 地量の影響 を示

した。培地量はシャーレ当 り7miが10mlよ り低濃度域

でより大きな阻止円を示 した。

4.測 定方法

Fig.6に3種 の測定法を比較 して示 した。ペー一パデ

ィスク法は測定感度の点でやや劣ったが多 くの施設で

簡便に測定できる利点をもつ。一方,よ り感度の高い

測定法としてカップ法またはアガーウェル法が使用で

きることを確認した。

5,血 清の影響

Fig,7に ヒ ト血清,Conseraお よび1/15Mリ ン酸級

衝液(pH7.0)の 検 量線 を示 した。血検量線の阻止IJIは

リ ン酸緩衝液に比べ幾分小 さい。一方,Conseraは 血

清と同じ検量線を与えた。

6.尿 の影響

Fig,8に 希 釈尿 とリン酸緩衝液の検量線を示 した。

尿は リン酸緩衝液で10倍 希釈 した。希釈尿の検量線

はリン酸緩衝液のそれと同じであった。

Fig. 1. Comparative standard curves of temafloxacin using different test ogranisms.

Fig. 2. Effect of test medium on the standard curve of temafloxacin.
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Fig. 3. Effect of pH of the medium on the standard curve of temafloxacin.

Fig. 4. Effect of inoculum size on the standard curve of temafloxacin.

Fig. 5. Effect of the amount of test medium on the standard curve of temafloxacin.
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Fig. 6. Standard curves of temafloxacin by different  methods

Fig. 7. Effect of human serum on the standard curve of temafloxacin.

Fig. 8. Effect of human urine on the standard curve of temafloxacin.
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Table 1. Standardization of bioassay for temafloxacin in human body fluids

III. 考 察

本邦におけるキノロン剤のbioassay法 に よる体液内

濃度測定法をみる と,そ の多 くはE.coli Kp6～10)を検 定

菌 とし,検 定培地にHIA8佃11}また はMHA697,11)を 用 いて

いる。一方,HardyらPはTMFXのbioassay法 の検定菌

にK. pnemoniaeATCC10031を,検 定培地にAM.1を

用いている。

著者 らは本邦におけるTMFXの 第1相 臨床試験21に

先立ち,こ れらのbioassay法 を比較検討 した。その結

果,測 定精度の点で優れたE.601iKpをTMFXの 検 定菌

に選択 し,HIA検 定培地を用いたペ-パ ディスク法を

TMFXの 標準bioassay法 と設定 した(Table1)。 本 法に

よる血清および尿の臨床検体の測定値はHPLCと 良好

な相関を示 した13}。

本 法 の ヒ ト血 清 にお ける検量 線 は代 用血 清 の

Consera,1/15Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)と 同 じであった。

この結果から臨床検体測定時には標準液をConseraで

作 製 したが,こ の代用血清は製造lotに よ り抗菌活性

を示すことを経験 しているため使用に当たっては抗菌

活性 のないことを確認する必要がある。 また,10倍

希釈尿の検量線 は1/15Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)と 同 じ

であったことから,実 際の臨床の尿試料 はリン酸緩衝

液の検量線で測定 した。本法の検量線の測定限界は血

清,10倍 希 釈尿,1/15Mリ ン酸緩衝液(7.0)い ず れ も

0.156μg/mlで あ った。
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Bioassay method for temafloxacin in body fluids

Katsuo Takeda, Yoshimitsu Sakuma, Shigeru Yano, Yaeko Koyama

and Totaro Yamaguchi

Pharmacological Research Laboratory, Tanabe Seiyaku Co., Ltd.

2-2-50, Kawagishi,Toda 335, Japan

A microbiological assay procedure has been developed for determining temafloxacin (TMFX) in

human serum and urine. Drug concentrations were determined by the disk-plate method, using

Escherichia coli Kp as the test strain and heart infusion agar as the test medium. The lowest

detectable concentration of TMFX was 0.156 ƒÊg/ml in serum, diluted urine and 1/15M phosphate

buffer (pH7.0).


