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Temafloxacin のHPLC法 による体液内濃度測定法

武田勝男 ・矢野 茂 ・佐久間由光 ・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 るための簡便で精度の高い高速液体 ク

ロマ トグラフィー(HPLC)を 設 定 した。血清の前処理は薬剤の蛋白 との結合 を解離する目

的で,SDS, アセ トニ トリル,内 部標準物質を含む解離液を血清に加え,そ の後に遠心限

外濾過を行った。この限外濾過液を直接逆相カラムに注入 し蛍光検出器で測定 した。変動

係数は血清が5,0～0.01μg/mlの 範 囲で2.6%以 下,希 釈尿が4.0～0.02μg/mlの 範囲で1・0%

以下 であ った。第I相 臨床試験におけるヒ ト血清 と尿のHPLCとbioassay法 の 測定値 は良

好 な相関性を示 した。
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Temafbxacin (TMFX,Fig. 1) は 米 国 ア ボ ッ ト社

(Abbott Lab., North Chicago)で 合成 された広域 スペ ク

トルをもつニ ェーキ ノロン剤であ る1～4)。本 論文では

TMFXの 第1相 臨床試験51に関連 して検討 したHPLC法

による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お よびHPLCの 内部標準物質 A57084は 米 国

アボ ット社 より供与された。アセ トニ トリルは高速液

体 クロマ トグラフ用を用いた。他の試薬は市販の試薬

の特級品を用いた。血清および尿 は健康成人男子か ら

採取 し,-20℃ で凍結保存 したものを用いた。

2.標 準液の作製

TMFXを 蒸留水で溶解 し1,000μg/ml(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)で

所 定の濃度(5,2,1,0.5,0.2,0.05,0.02,0.01μg/ml)に

希 釈 し,こ の希釈液に血清 を等量加えたものを血清の

標準液とした。一方,ヒ ト尿の標準液はTMFXの 原液

を希釈尿で所定の濃度(4,2,1,0.5,0.2,0.1,0.05,0.02

μg/ml)と な るよう作 製 した。希釈尿は特 に断わらな

い限 り,1/15Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)で200倍 に希釈

したものを用いた。なお,標 準液の作製にはポリプロ

ピレン製チューブを用いた。 また,標 準液は用事調製

するが,標 準原液は一20℃,約1ケ 月保存が可能であ

る。

3.内 部標準液の作製

内部標準物質(A57084,Fig.1)は50%ア セ トニ トリ

ルで溶解 し100μg/mlの 原 液 を作製 した。 この原液を

薬剤 と蛋白との解離 を目的とした解離液で所定の濃度

(血清:0.2μg/ml,尿: 0.4μg/m1)に 希釈 して作製した。

解離液には30%ア セ トニ トリル,0.5%1-ラ ウ リル硫酸

ナ トリウム(SDS), 0.075Mリ ン酸ニ ナ トリウム(リン

Temafloxacin A57084

Fig. 1. Chemical structure of temafloxacin and its bromophenyl derivative, A57084.
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酸でpH7.4に 調整)を用いた。

4,前 処理

血清,尿 試料 または各々の標準液に上記の内部標準

液を等量加えVortexmixerで よ く混和 した。血清はこ

の混液をセントリフリー(MPS-3, Amicon杜)に 移 し,

2.000又9で20分 間遠心 し,こ の遠心 濾液(50μl)を

HPLCに 直接注入 した。一方,尿 はフィルターで濾過 し,

この濾液(25μl) をHPLCに 直接注入 した(Fig.2)。 な お,

凍結保存(-20℃)し た臨床検体の前処理 は血清試料に

っいては室温で溶解 し,ま た,薬 剤濃度が高い尿試料

については60℃,30分 間加温溶解後,上 記の操作を

行った。

Fig. 2. Pretreatment of samples for HPLC.

5,濃 度 の算定

TMFXの 濃 度はピーク而積比(TMFX/内 部 標準物 質)

による内部標率検量線法で求起めた。検量線はピーク面

積比 をY軸 に添加濃度 をX軸 にとり鮫小、二乗法で一次

回帰(Y=αX+b)し た。

6,高 速液体 クロマ トグラフ装置

寓速液体 クロマ トグラフはポンプ(島津製LC-6A型),

オー トサ ンプラー(島津製SIL-6A型),蛍 光検出器(島津

製RF-535型)よ りなる島津高速液体 クロマ トグラフ

LC-6Aシ ステムを用いた.

7. 測定条件

Table 1に 示 した逆網イオンペ アー分配クロマ トグ

ラフィ-に て測定 した。

皿.結 果

1. クロマ トグラフィー

ヒ ト血清 と尿にTMFXと 内部標準物質を添加 した時

のクロマ トグラムをFig.3に 示 した。TMFXと 生体成

分由来の定量障害 ピークおよび内部標準物質との分離

は良好であった。

2.検 量線

Fig.4aに ヒ ト血清に5～0.01μg/mlのTMFXを 添 加

し,こ れらの測定値 を一次回帰 した時の検量線 を示 し

た。 また,同 じ測定値 を用い,低 濃度域(0.2～0.01

μg/ml)で再 度一次 回帰 した時の検量線をFig.4bに 示

した。いずれの検量線 も良好な直線性を示 した。 同

様に,ヒ ト希釈尿(200倍)にTMFXを 添 加 した時の検

量線2つ を作成 した。いずれの検量線 も良好 な直線性

を示 した(Fig.5)。

3.正 確度 と精密度

上記の血清検量線作成時に別に,5,0.5,0.05,0.01

μg/mlの 濃度の試料を作製 し先の検量線(Fig4a)よ り

各々の定量値を求めて正確度 と精密度 を検討 した。ヒ

Table 1. HPLC conditions for the assay of  temafloxacin in human serum and urine

* buffer: 0
.08MH3PO4, 0.02MNaH2PO4, 0.4%SDS, 0.01M acetohydroxamic acid
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(A) (B) (C) (D)

Fig. 3. HPLC chromatograms of temafloxacin in human serum and urine.

(A): Blank serum.

(B): Serum spiked with temafloxacin (0.5 ƒÊg/ml) and internal standard (IS).

(C): Blank urine (20-fold diluted).

(D): Blank urine (200-fold diluted) spiked with temafloxacin and IS.

Peak 1: temafloxacin, Peak 2: IS.

a) Range (5•`0.01 ƒÊg/ml)

Y=1.4273X-0.0047

r=0.99999

b) Range (0.2-0.01 ƒÊg/ml)

Y=1.3643X +0.0040

r=0.99998

Fig. 4. Calibration curves of temafloxacin spiked in control serum.
*Temafloxacin/Internal standard (A57084) .
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a) Range (4•`0.02 ƒÊg/ml)

Y=1.4176X-0.0084

r=0.99995

b) Range (0.2•`0.02 ƒÊg/ml)

Y=1.3706X+0.0071

r=0.99997

Fig. 5. Calibration curves of temafloxacin spikd in control urine**.
* Temafloxacin/Internal standard (A57084) .
** Urine diluted 200 -fold with 1/15 M phosphate buffer (pH7 .0).

Table 2. Accuracy and precision of the HPLC procedure for determination of temafloxacin in body fluids

a) Accuracy (%): detected/added •~ 100

b) Coefficient of variation (CV%): SD/mean •~ 100

C) Urine diluted with 1/15M phosphate buffer (pH7
.0)

Range 4.0-0.02 ƒÊg/ml: 200-fold, 0.2•`0.02 ƒÊg/ml: 20-fold

ト血清は5～0,05μg/mlの 範 囲で良好な正確度 と精密

度を示した(Table2)。 しか し,こ れより低濃度域の試

料(添加濃度0.01μg/ml)は 正確度が低下(160%)し た た

め再度,低 濃度域の検量線(Fig.4b)で 定 量値を求めた。

その結果,良 好な正確度(100%)を 得 た。

同様に,上 記の希釈尿(200倍4の 検量線作成時 に別

に4,0.5,0.05μg/mlの 濃度の試料 を作製 し,先 の検量

線(Fig5a4よ り各々の定量値を求めて正確度 と精密度

を検討 した。希釈尿 は4～0.05μg/mlの 範 囲で良好な

正確度 と精密度 を示 した。次 に,薬 剤濃度が低い尿試

料の測定 を目的として,低 濃度域での正確度 と精密度

を求め るため,希 釈尿(20倍4にTMFXを 添 加 し0.2,

0.02μg/mlの 濃 度の試料 を作製 し,先 の検量線(Fig

5b)よ り各々の定量値 を求めた。Table2に 示 したよう

に,低 濃度域での正確度 と精密度は満足するものであ

った。
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Human serum

y=0.931x+0.059
r=0.988
n=171

Human urine

y=1.006x+1.911
r=0.995

n=132

Fig. 6. Correlation between HPLC and bioassay analysis of temafloxacin in human serum and urine.

4. HPLC法 とbioassay法 との比較

TMFXを 健康成人男子に単回経口投与 し,投 与後採

取 した血清および尿中のTMFX濃 度 をそれぞれHPLC

とbioassay法61で 測定 し両測定法の相関を検討 した。

その結果,血 清および尿とも両測定法に良好な相関性

が認められた(Fig6)。

III. 考 察

臨床検体 を対象 としたHPLC法 に よる体液内濃度測

定法は,ク ロマ トグラム上の生体由来の定量障害 ピー

クを如何に分離するかにある。通常,ニ ューキノロン

剤はその常用量 における尿中濃度が非常 に高 く(ピー

ク時で100μg/ml以 上),臨 床 検体の尿 中濃度は20～

200倍 希釈 して測定す るためクロマ トグラム上の障害

ピークは余 り問題 とならない。一方,ニ ューキノロン

剤 は経 口投与時の血清中濃度が比較的低 いため(10

μg/ml以 下),測 定時に血清蛋白を除 く工夫 を要す る。

一般 に
,上 市 または開発中のニューキノロン剤7～10)は

血清試料の前処理法にクロロホルムなどによって除蛋

白す る溶媒抽出法が用いられてきた。 しか し,こ れ ら

の抽出法は多数の臨床検体 を扱 う時,多 くの労力と時

間を必要 とする。

我 々はTMFXの 第1相 試験51にお ける臨床検体の濃

度測定に当 り,除 蛋白に限外濾過膜を用いたGranne.

manら11)の 方法 を検討 した。本法は血清試料の前処理

が簡便で,カ ラムの劣化が少な く連続測定に耐え,検

体の飛散 を最少限に抑 えることができ安全面において

も優れた方法である。本法は試料の前処理の段階で血

清に結合 した薬剤を解離させ る目的で,内 部標準液に

SDSと アセ トニ トリルを加えてある(Fig.2)。 また,測

定時には,こ の内部標準液の限外濾過膜への影響 を考

慮 し,限 外濾過膜 との接触時間は30分 以内 とするよ

うに心掛 けた。また,本 論文中には血清 と尿の各2本

の検量線を示 したが,実 際の臨床検体の測定は広範囲

濃度域の検量線で問題はな く,特 に試料 中の薬剤濃度

が低い場合は低濃度域の検量線でその値を確認した。

本測定法は精密度が優れ変動係数は血清が5.0～0.01

μg/mlの 範 囲で2.6%以 下,希 釈尿が4.0～0.02μg/mlの

範囲で1.0%以 下 であった(Table2)。 また,血 清中の

TMFX濃 度 の測定限界 は0.01μg/ml(正 確 度100%,精

密 度4%)と 推 定 された。一方,200倍 希釈尿の測定限

界は0.05μg/ml(正 確 度118%,精 密 度0.3%),20倍 希

釈尿のそれは0.02μg/ml(正 確度105%,精 密 度1.0%)と

推定 された(Table2)。 第1相 臨床試験 におけるヒト血

清 と尿のHPLCとbioassay法 の測定値はほほ等 しく良

好な相関性 を示 したが,こ の結果はヒト血清および尿

試料中には抗菌活性 を示すTMFXの 代謝物が殆どない

ことを示唆 した。
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High-performance liquid chromatography method for temafloxacin

in body fluids

Katsuo Takeda, Shigeru Yana, Yoshimitsu Sakuma and Totaro Yamaguchi

Pharmacological Research Laboratory, Tanabe Seiyaku Co., Ltd.

2-2-50 Kawagishi, Toda 335, Japan

A simple and precise high-performance liquid-chromatography procedure has been developed

for the determination of temafloxacin in human serum and urine. Pretreatment of serum samples

was carried out by ultrafiltration after addition of an internal standard in a displacing reagent

containing sodium dodecyl sulfate and acetonitrile. The ultrafiltrates are directly analyzed using a

reverse-phase analytical column and fluorescence detection. The mean intra-assay coefficient of

variation for serum was less than 2.6% in the 5.0•`01ƒÊg/ml range, whereas for diluted urine it

was less than 1.0% in the 4.0-0.02ƒÊg/ml range. Serum and urine samples in phase I studies were

analyzed by HPLC and the bioassay method to determine the precision of each. A good correlaton

was observed between the two.


