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新規経 日ペ ネム薬SY5555の 体 液内濃度測定法および体液中での安定性について検討 した。

微生物学的定量法(bioassay法)で は,検 定 菌としてBaci〃 πssπろ'〃isATCC6633,検 定培

地 として 日抗基記載の培地(ペ プ トン0.5%,肉 エ キス0.3%,ク エ ン酸ナ トリウム1%,カ ンテ

ン1.5%,pH6.5～6.6)を 用 いる寒天平板拡散法により測定可能であった。検出感度はカップ法

お よびagarwe11法 で0.05μg/ml,ペ ーパーデ ィスク法で0.10μg/mlで あ った。血漿 中濃度の

測定 では標準溶液は対照血漿により調整することが必要であり,そ の時のagar well法 での検

出感度は0.10μg/mlで あ った。

高速液体 クロマ トグラフ(HPLC)法 では,血 漿はアセ トニ トリルで除たん白後,尿 は緩衝液

で希釈後。逆相系カラムにより測定可能であり,検 出感度はそれぞれ0.1μg/mlお よび2.5μg/

mlで あ った。臨床第一相試験におけ るヒ ト血漿お よび尿 中のSY5555濃 度 をbioassay法 と

HPLC法 で測定 した ところ,両 法による結果はよく相関 した。

また,SY5555を 添加 したヒ ト血漿試料および尿試料 をその まま一20℃ 以下に凍結保存 した

時,SY5555は それら体液中で少な くとも42日 間は安定であった。
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SY5555は,サ ン トリー株式会社,山 之内製薬株式会

社で共同開発中の新規経 口ペ ネム系抗生物質で,グ ラ

ム陽性菌,グ ラム陰性菌および嫌気性菌に対 して幅広

い抗菌スペ クトラムを有し,と くに腸球 菌を含むグラ

ム陽性菌に対 し既存の経 ロセフェム薬に比 し優れた抗

菌 力を示す1)。SY5555の ヒ トにおける体 内動態 を明 ら

かにするため本薬の体液内濃度測定法が必要である。

本報告では微生物学的定量法および高速液体 クロマ ト

グラフィーに よる定量法ならびに体液中での安定性に

ついて検討 したので報告する。

1.実 験材料および方法

1.使 用薬剤お よび試薬

SY5555(Lot No.5588613才5よ び5588814)は サ ン ト

リー(株)に て合成されたものを使用 した。ペプ トン,

肉 エキスは ミクニ化学産 業(株)製,カ ンテンは栄研

化学(株)製 を使用した。その他の試薬は市販の特級

品 または高速液体 クロマ トグラフ用を使用 した。

2.微 生物学的定量法(bioassay法)

1)検 定菌

Bacillus subtilis ATCC6633, Micrococcus luteus

ATCC9341,Staphylococcus aureus 209Pお よ びEsc-

herichia coli NIHJを 使 用 し た。B.subtilis ATCC

6633お よ びM.luteus ATCC 9341は 日 本 抗 生 物 質 医

薬 品 基 準(以 下 日抗 基 と略 す)・ 一 般 試 験 法 ・力 価 試 験

法2)に 準 じて 胞 子 液 お よ び 菌 液 を 調 製 し た。S.aureus

209P,E.coli NIHJはtryptic soy broth(Difco)

に 一 夜 培 養 し た菌 液 を 使 用 し た。

2)検 定 培 地

日抗 基 ・一 般 試 験 法 ・力 価 試 験 法 に 記 載 さ れ て い る

培 地 か らペ プ トン0.5%,肉 エ キ ス0.3%,ク エ ン 酸 ナ

ト リ ウム1%,カ ン テ ン1.5%,pH6.5～6.6(以 下 クエ ン

酸 含 有 培 地,MRAPJ-A),Nutrient agar(NA,栄

研),Heart infusion agar(HIA,栄 研),Mueller-

Hintonagar(MHA,栄 研),Antibiotic medium1(AM

-1
,Difco)を 用 い た 。 培 地 は所 定 の 方 法 に 従 っ て 調

製 し,オ ー ト ク レー プ 滅 菌 後 約50℃ の恒 温 に 保 ち 平 板

作 製 直 前 に 検 定 菌 を接 種 した 。

3)測 定 方 法

カ ップ 法,agarwell法,ペ ー バ ー デ ィ ス ク法 に よ り

検 討 し た。 い ず れ の 方 法 に お い て も 直 径90mmの ペ ト

*〒305茨 城 県つ くは 市御 幸か 丘21
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リ皿(テ ルモ製)を 用いた。

(1)カ ップ法:検 定菌 を接種 した培地 を10m1分 注

して水平台上で固化させ,寒 天平板 を作製す る。その

寒天平板上に外径8mmの ステンレス製 カップ(Cylin-

der)を4個 立て,カ ップ内に検液 を280μl注 入 した。

(2)Agarwel1法:基 層用培地19mlを 分 注 して水

平台上で固化 させた後,検 定菌 を接種 した種層用培地

5mlを 分 注して固化させ た。 この寒天平板に寒天穿孔

機(東 洋測器(株)製)を 用いて内径6mmま たは8mmの

孔 を穿孔した。各穿孔内に検液80μlま たは100μlを 注

入した。

(3)ペ ー バーディスク法:検 定菌 を接種 した培地 を

7ml分 注 して水平台上で固化させ,寒 天平板 を作製す

る。直径8mmの ペーパーディスク(東 洋製作所(株)

製)に 検液 を40μl浸 み込ませ,平 板 に貼付 した。

い ず れ も36～37℃ で16～18時 間 培 養 した。Agar

well法,ペ ーパーディスク法では4℃ で2時 間の予備

拡散を行 った。得 られた阻止円径はゾーンリーダー(永

井商会)に より計測 した。

4)希 釈用液

希釈 用緩衝液 として,M/15リ ン酸塩緩衝液(pH

6.0,pH7.0お よびpH8.0)を 使 用 した。 また,健 常人

から採血 ・分離 した血漿 をプール して使用 した。

5)体 液中安定性

健常人か らのプール血漿およびプール尿を用いた。

血漿 または尿 にSY5555を 添加 し,血 漿 では1.0μg/

ml,5.0μg/ml,尿 では10.0μg/ml,50.0μg/mlの 濃度

Table 1. Examination of HPLC systems for the

assay of SY5555 in human plasma and

urine

に調製 した。それ らの試料 を-80℃,-20℃ お よび4℃

に保存 した時の残存率をbioassay法 で測定 した。

3.高 速液体 クロマ トグラフ(HPLC)法

1)試 料 の前処理

血漿0.2mlに ア セ トニ トリル0.2mlを 加 えてよ く掩

絆後,遠 心分離(12,000rpm,15分 間,4℃)し た。そ

の上清200μlをM/100リ ン酸塩緩衝液800μlで 希釈 し,

その200μlをHPLCへ 注入 した。尿試料の場合は,室

温でよく掩拝後,M/100リ ン酸塩緩衝液で250倍 に希釈

し,そ の200μlをHPLCへ 注 入した。SY5555濃 度 は別

途調製 したSY5555標 準液 との ピー ク面積比により算

出 した。

2)測 定機器および測定条件

代表的な測定機器 をTable1に,測 定条件 をTable

2に 示 した。

II.実 験 結 果

1.Bioassay法 の検討

1)検 定菌の選定

SY5555に 高 い感受性 を示すB.subtilis ATCC 6633,

M.luteus ATCC 9341,S.aureus 209 Pお よびE.coli

NIHJを 選 び,agar well法 に より測定 したSY5555の

標準曲線をFig.1に 示 した。検討 した4菌 株の うち検

出感度お よび阻止円径の大きさはいずれもB.subtilis

ATCC 6633を 用 いた時が最 も優れていたことか ら,検

定菌 としてB.subtilis ATCC 6633を 選択 した。

2)測 定条件の検討

a)検 定培地の検討

検定菌 としてB.subtilis ATCC 6633を 用 い,検 定培

地 として クエン酸含有培地,NA,HIA,MHAお よび

AM-1を 用 い,agar well法 に よ り測定 したSY5555

の標準曲線 をFig.2に 示 した。阻止円径の大きさは,

クエン酸含有培地 を用 いた時に最 も大き く,そ の他の

培地では クエン酸含有培地 よりも小 さかった。 また,

検 出感度および阻止円の鮮明度においてもクエン酸含

有培地が優れていたことより,検 定培地 として クエン

Table 2. Analytical conditions for the assay of SY5555 in human plasma and urine
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Medium: Nutrient agar

Diluent: M/15 Phosphate buffer(pH7.0)

Fig. 1. Comparison of standard curves of

SY5555 on various test organisms

by agar well method

Test organism: 13.subtihs ATCC6633 (2 x 107 du/ ml)

Diluent: M/ 15 Phosphate buffer (pH7.0)

Fig. 2. Comparison of standard curves of

SY5555 on various test media by

agar well method

酸含有培地を選択 した。

b)接 種菌量の影響

SY5555の 標 準曲線に及ぼすRSuろtiliSATCC6633

の接種菌量の影響 をFig.3に 示 した。標準曲線の阻止

円径は,接 種菌量を増加すると小 さくなることが認め

られた。また,接 種菌量 を少な く(4×106cfu/ml)す

る ことによ り,検 出感度は上昇す る傾向を示 した。 し

か し,そ の場合低濃度のSY5555標 準 溶液におけ る阻

Test organism: B. subtilis ATCC6633

Medium: MRAPJ-A

Diluent: M/15 Phosphate buffer(pH7.0)

Fig. 3. Effect of inoculum size on standard

curves of SY5555 by agar well

method

Test organism: B.subtilis ATCC6633 (5 X 107 cfu/ ml)

Medium: MRAPJ-A

Diluent: M/15 Phosphate buffer (pH7.0)

Fig. 4. Comparison of standard curves of

SY5555 on different preincubation

time at 4•Ž by agar well method

止円は不明瞭であった。

c)予 備拡散時間の検討

クエン酸含有培地を用いagarwell法 に より,試 料

注入後の予備拡散時間のSY5555標 準 曲線への影響 を

Fig.4に 示 した。阻止円径の大きさは予備拡散時間の

延長に伴い大きくなる傾向が認め られたが,検 出感度

の上昇は認められなか った。



230
CHEMOTHERAPY

APR. 1994

Test organism: B.subtilis ATCC6633 (5 •~ 107 cfu / ml)

Medium: MRAPJ-A

Diluent: M/15 Phosphate buffer (pH7.0)

Fig. 5. Standard curves of SY5555 on

different assay method

Test organism: B.subtilis ATCC6633

Medium: MRAPJ-A

Fig. 6. Effect of diluents on standard curves

of SY5555 by agar well method

3)測 定 方法の検討

検定菌 として8SuろtilisATCC6633を,検 定培地 と

してクエン酸含有培地 を用い,3種 の測定方法により

測定 したSY5555の 標準曲線 をFig.5に 示 した。阻止

円径の大 きさはagarwell法 が最 も大 きく,次 いでカ

ップ法,ペ ーパーディスク法の順 であった。検出感度

はカップ法,agarwel1法 で0.05μg/ml,ペ ーパーデ ィ

スク法で0.10μg/m1で あ った。

Test organism: B.sublilis ATCC6633 (5 •~ 107 cfu ml)

Medium: MRAPJ-A

Fig. 7. Effect of human plasma on standard

curves of SY5555 by agar well

method

Test organism: B.suhtil2s ATCC6633 (5 / 107 cfu/ml)

Medium: MRAPJ -A

Fig. 8. Effect of human urine on standard

curves of SY5555 by agar well

method

4)標 準 試料液の調製希釈液の影響

a)希 釈用緩衝液のpHの 影響

SY5555の 標 準溶液 を種々pHのM/15リ ン酸塩 緩

衝液により調製 した時の標準曲線をFig.6に 示 した。

SY5555の 阻 止円径の大 きさに希釈用緩衝液のpHに

よる差は認め られなか った。検出感度はpH6.0お よび

7.0で0.05μg/mlで あ り,pH8.0で は0.10μg/mlで あ
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った。そこで,希 釈用緩衝液にはM/15リ ン酸塩緩衝液

(pH7.0)を 使 用す ることとした。

b)標 準曲線に及ぼす血漿の影響

SY5555の 標 準溶液 をヒトプール血漿によ り調製 し

た時の標準曲線 をFig.7に 示 した。希釈液 としてヒ ト

血漿を用いた時の阻止円径は,リ ン酸塩緩衝液 を用い

た時よ りも小 さくな り,SY5555の 標 準曲線に血漿の

Table 3. Recoveries of SY5555 from human

plasma, urine and buffer

1) Assay : Bioassay

Mean•}S.D., n 10

2) Assay : HPLC

Mean •} S.I)., n=6

影響が認められた。

c)標 準曲線に及ぼす ヒト尿の影響

SY5555の 標 準溶液 をヒトプール尿によ り調製 した

時の標準曲線をFig.8に 示 した。原尿および希釈尿で

調製 したSY5555標 準 溶液の阻止円径はリン酸塩緩衝

液を用いた時の測定結果 と大きな差は認め られなかっ

た。

5)測 定精度に関する検討

ヒト血漿および リン酸塩緩衝液 で調製 したSY5555

の既 知濃度試料 をagar well法 お よびペーパーディス

ク法によ り測定した結果 をTable3に 示 した。Agar

well法 では,血 漿(0.5,2.5μg/ml)お よび リン酸塩

緩衝液(2.0,10.0μg/ml)試 料 の実測値は,平 均 でそ

れぞれ設定濃度の100.8～101.2%お よび101.7～103.4

%で あった。 また,そ の時の変動係数 は5.63%以 内で

あった。ペーバーディスク法では,実 測値は平均 でそ

れぞれ設定濃度の99.2～100.5%お よび99.0～100.6%

であ り,そ の変動係数は5.31%以 内であった。

2.HPLC法 の検討

ヒ ト血漿お よび尿 中のSY5555をHPLC法 で 定量

した時のクロマ トグラムをFig.9に 示 した。いずれの

場合 も生体成分由来のピー クとは良好な分離 を示 した。

ヒト血漿または尿に既知濃度のSY5555を 添加 し,本

測定法に従い操作 してえられた検量線 をFig.10に 示

した。血漿,尿 ともに原点 を通る良好な直線が得 られ

た。Table3に 本 測定法の精度を示 した。 ヒト血漿に

おいて2.0μg/m1,尿 に おいて50.0μg/mlに 設定 した

A. Human plasma

Blank plasma Plasma (1.5h)

B. Human urine

Blank urine Urine (0-2h)

Fig. 9. Chromatograms of human plasma (A) and urine (B) after oral administration on SY5555 (300mg)
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Fig. 10. (A) A typical calibration

curve of SY5555 in

human plasma

Y=0.843X+0.009

r=0.933, (n=321)

Fig. 11. (A) Correlation between SY5555

concentration in human plasma

measured by bioassay and

HPLC methods

試料 を測定 した時の実測値 はそれぞれ設定値の103.3

%お よび101.4%で あ った。変動係数は0.80%お よ び

0.51%で あ った。 なお,本 測定法における血漿試料 で

の測定限界は0.1μg/ml,尿 試 料での測定 限界は2.5

μg/mlと 設定 した。

本HPLC法 に よる臨床第一相試験における血漿 お

よび尿 中のSY5555濃 度 測定結果 とbioassay法 に よ

る測定結果を比較 した ところ,Fig.11に 示 すように血

漿,尿 ともに両測定法の結果はほぼ等 しく,良 い相関

が得 られた。

3.SY5555の 体液中安定性

SY5555を 添加 したヒ ト血漿および ヒト尿試料を保

存 した時 の安 定性 をTable4に 示 した。-20℃ お よ

Fig. 10. (B) A typical calibration

curve of SY5555 in

human urine

Y 0.931X + 3.753

r=0.983. (n 186)

Fig. 11. B) Correlation between SY5555

concentration in human urine

measured by bioassay and

11 PLC methods

び-80℃ の 条件 で42日 間 保 存 した 時 の 残 存 率 は

98.6～104.3%で あ り,SY5555は ヒ ト体液中で少 なく

とも42日 間は安定 であった。一方,4℃ で2日 間保存 し

た時の残存率は血漿で78.5～83.2%,尿 で91.9～96.2

%で あ った。

III.考 察

SY5555の 微生物学的定量法の要約をTable5に 示

した。検定菌 としてB.subtilis ATCC 6633を 用 い,検

定培地 として日本抗生物質医薬品基準 ・一般 試験法 ・

力価試験法記載の培地(ク エン酸含有培地)を 用いた。

測定方法 としてカ ップ法,agar well法 お よびペーパ

ーデ ィスク法において良好 な標準曲線が得 られ,い ず

れの測定方法でも体液内SY5555濃 度 を定量可能であ
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Table 4. Stability of SY5555 in human plasma and urine (Assay: Bioassay)

N.T. : i t tested, Mean + S.1)., n 5

Table 5. Standardization of microbiological assay

method for SY5555

るが,検 出感度はカップ法およびagar well法 がペー

パーディスク法 よりも良好であった,,

ヒ ト対照血漿で調製 したSY5555標 準 溶液の阻止円

径 に ヒ ト血漿 の 影響 が 認め られ た。 これ は 主 に

SY5555の 血清蛋白結合率が高いこ とに起因するもの

と考えられた3)。これよ り血漿中SY5555濃 度 の測定

にはヒ ト対照血漿により調製 した標準溶液 を用いる必

要性 が認 め られ た。一方,ヒ ト対照 尿 で調 製 した

SY5555標 準 溶液では阻止円径 に尿試料の影響が少な

か ったことから,尿 中SY5555濃 度の測定には尿試料

を適宜希釈 し,リ ン酸塩緩 衝液によ り調製 した標準溶

液を用いることが可能であった。

HPLC法 においては,ヒ ト血漿試料ではアセ トニ ト

リル で 除 た ん 白 し た もの を,ヒ ト尿 試 料 で は そ の ま ま

逆 相 系(ODS)HPLCカ ラ ム に 注 入 す る こ とに よ り簡

便 か つ,精 度 よ く測 定 さ れ る こ とが 明 らか と な っ た 。

さ らに,本HPLC法 で の 測 定 結 果 はbioassay法 に よ

る結 果 とほ ぼ 等 し く,両 者 の 間 に は 良 い相 関 が 認 め ら

れ た 。

一 方
,SY5555の 保 存 安 定 性 の 検 討 結 果 よ り,ヒ ト血

漿 お よ び 尿 試 料 中 のSY5555は 試 料 を そ の ま ま 一20℃

以 下 に 凍 結 保 存 す る こ とに よ り,少 な く と も42日 間 は

安 定 な こ とが 認 め ら れ た 。 ヒ ト体 液 試 料 中 の カ ル バ ペ

ネム 系 抗 生 物 質 の 保 存 に は保 存 安 定 剤 添 加 の 必 要 性 が

報 告 され て い る4,5)が,本 薬 は 保 存安 定 剤 の 添 加 は 必 要

な い こ とが 示 さ れ た。
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We examined a microbiological method (bioassay) and an HPLC method for the determination of SY5555

in biological fluids.

SY5555 in biological fluids was assayed by agar-diffusion microbiological assay using Bacillus subtilis

ATCC6633 as the test organism and a medium described in the potency test of the Minimum Requirements

for Antibiotic Products of Japan (MRAPJ-A : 0.5% peptone, 0.3% meat extract, 1% sodium citrate, and

1.5% agar, pH6.5 6.6) as the growth medium. The minimal detectable concentration of SY5555 in M/15

phosphate buffer (pH7.0) using the bioassay method was 0.05,2g/ml for the cylinder-plate method and the

agar well method, and 0.10/cg/ml for the paper-disk method. For bioassay of the antibiotic in human plasma,

a standard solution of SY5555 should be prepared in human control plasma, because the serum protein

binding level of the antibiotic was high. In HPLC deproteinized plasma and diluted urine were directly

injected into a reversed-phase (C18) column. The lower limits of detection in human plasma and urine were

0.1,ug/ml and 2.5jcg/ml, respectively. SY5555 in human plasma and urine was stable for at least 42 days at

temperature of -20•Ž.


