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Biapenemの ヒ ト体 液内濃 度測定法

柳 孝明 ・砂川正幸 ・各務勝義 ・松本正三.北 村正孝

日本レダリー株式会社製薬製剤研究所*

生 体 試 料 中biapenem(BIPM)の 微 生 物 学 的 定 量 法(Bioassay法)お よ び 高 速 液 体 ク ロ マ ト

グ ラ フ ィー(HPLC)法 で の 測 定 法 を確 立 し,生 体 試 料 中BIPMの 安 定 性 を検 討 した 。

Bioassay法 で は,検 定 菌 と し てStaphylococcus aureus Terajima,培 地 にAntibiotic medium 3

(Difco)+Agar 1.5%,(pH 7.0)を 用 い る ア ガ ー ウ ェ ル 法 お よ び カ ッ プ 法,あ る い は,検 定 菌 に

S.aureus IFO 14607,培 地 にNutrient agar(Difco)+N-Acetyl-D-glucosamine 0.1%を 用 い るペ ー

パ ー デ ィ ス ク 法 に よ る 測 定 方 法 を確 立 した 。 各 方 法 で の 定 量 限 界 は ア ガ ー ウ ェ ル 法 で0.06

μg/ml,カ ップ 法 で0.04μg/mlお よ び ペ ー パ ー デ ィ ス ク法 でo.06μg/m1で あ っ た 。

HPLC法 と し て はODSカ ラ ム を 用 い た 逆 相 系 で の 測 定 方 法 を確 立 し た 。HPLC法 に よ る

定 量 限 界 は 血 漿 中0」 μg加1,尿 中1μg/mlで あ っ た。 こ れ らBioassay法 お よ びHPLC法 に よ

る両 測 定 値 に は 良 好 な 相 関 性 が 認 め られ,相 関 係 数 は 血 漿 で0.997,尿 で0.999で あ っ た 。

体 液 に1MMOPS[3-(N-morpholino)-propanesulfonic acid]緩 衝 液(pH7.0)あ るい は50mMMOPS

緩 衝 液(pH7.0)・5%Ethyleneglycol混 液(1:1)を 等 容 量 混 合 し た 液 を 試 料 と し,試 料 液 中 で の

BIPMの 安 定 性 を 検 討 し た 。BIPMは 血 漿 試 料 中 一20℃ で4日 間,-80℃ で53日 間,尿 試

料 中 一20℃ で7日 間,-80℃ で224日 間,胆 汁 試 料 中 一20℃ で14日 間,一80℃ で28日 間 安

定 で あ る こ とが 確 認 さ れ た 。
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Biapenem(BIPM)は 日本 レ ダ リー 株 式 会 社 で開 発 され

た新 規 な 注射 用 カル バ ペ ネ ム 系β-ラ ク タ ム 剤 で,グ ラ

ム陽性 菌,グ ラム 陰 性 菌 お よ ひ嫌 気 性 菌 に 対 し て幅 広

い抗 菌 スペ ク トル と,優 れ た抗 菌 力 を有 す るL2)。 本 報

ではBIPMの ヒ トに お け る体 内 動 態 を明 らか に す るた め

に微 生物 学 的 定 量 法 並 び に 高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー

法 に よ る定 量 法 を確 立 し,併 せ て 生 体 試 料 中 で の 安 定

性 につ い て検 討 し た の で 報 告 す る。

I. 実 験 材 料 お よ び 方 法

1. 使 用 薬 剤

BIPM,LJCIO,905お よびLJC 10,906は,日 本 レ ダ リー

株式 会 社 に て 合 成 さ れ た もの を 使 用 した 。

2. 微 生 物 学 的 定 量 法(Bioassay法)

1) 検 定 菌

Staphylococcus aureus Terajima ,S.aureu5 IFO 14607,

Eschericlia coli IFO 14605 ,S.aureus IFO 14606お よ び

Bacillus subtilis ATCC 12432を 使 用 し た 。

2) 検 定 用 培 地

市 販 培 地 のAndbiotic medium 3(AM3,Difco)にAgar

(ニ ッス イ)を1.5%添 加 し た も の(AM3+Agar)とAnti-

biotic medium 4(AM4 ,大 五 栄 養)お よ びNutrient agar

(NA,Difco)にN-Acetyl-D-glucosamine(A,東 京 化 成)

を0,1%添 加 した もの(NA+A)を 使 用 した 。

3) 菌 液 の 調 製

S.aureus TerajimaをAM3+Agarの 斜 面 培 地 で35～

37℃,16～24時 間 培 養 し た 後,滅 菌 水 に 懸 濁 し て

OD 660nm=約0.22の 懸 濁 液(約108CFU/ml)を 調 製 し,

予 め47～48℃ に 保 温 したAM3+Agar培 地 に,0.25%の

割 合 で 接 種 し た 。

S.aureus IFO 14607をNA+Aの 斜 面 培 地 で,35～37℃,

16～24時 間培 養 した 後 滅 菌 水 に 懸 濁 してOD660nm=約

0.8の 懸 濁 液(約10gCFU/ml)を 調 製 し,予 め48～50℃ に

保 温 したNA+Aに0.1%の 割 合 で 接 種 し た。

4) 標 準 溶 液

BIPMの 標準 品約25mg(力 価)を 正確 に秤量 し,50mM

MOPS緩 衝液(pH7.0)で 溶解 し,1000μg(力 価)/mlの 標準

原 液 を調製 す る。血漿 試料 用標 準 液 として は,こ の標

準 原 液 を50mM MOPS緩 衝 液(pH7.0),あ るい は50mM

MOPS緩 衝液(pH 7.0)での血漿2倍 または3倍 希釈液 を用

いて希釈 系列 を調製 した。 また,尿,胆 汁 お よび組 織

試料 に つい ては50mMMOPS緩 衝液(pH7.0)を 用 い て希

釈 系列 を調 製 した。

* 〒353埼 玉 県 志木 市柏 町1 -6-34
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5) 濃度 測定 法

a) アガー ウェル法

検 定 菌(S.amus Terajima)を 接 種 した 測 定 用 培 地 の

10mlを 内径90mnmの プ ラス チ ッ クシ ャー レに分 注 し,

水平 固化 して寒天 平板 を作 製す る。 この平板 上 に直径

8mmの4個 の穿 孔 をあけ,各 穿 孔 に試料液 あ るい は標

準 液50μlを 注 入 し,冷 所(5℃)に 隻時 間放 置 した 後,

34～37℃ で16～20時 間培養 し,発 育 阻止 円の直径 を測

定 した。

b) カ ップ法

検定菌(S.aureus Terajima)を接種 した測定用培地 の5ml

を内径90mmの プラスチ ックシャー レに分 注 し,水 平 固

化 して寒 天平 板 を作 製 す る。 この平 板 上 に外径8mm,

内径6mm,高 さ10mmの ステ ンレス鋼製 円筒(カ ップ)を

のせ,試 料液 あ るいは標準液 を注入 し,室 温にi時 間放

置 した後,34～37℃ で16～20時 間培養 し,発 育 阻 止円

の直径 を測定 した。

c) ペ ー パー デ ィス ク法

検 定菌(Samus IFO 14607)を 接 種 した測定 用培 地 の

10mlを 内径90mmの プ ラス チ ッ クシ ャー レに分 注 し,

水平 固化 して寒天 平板 を作 製す る。 この平板 上 に試料

液 また は標 準液 を しみ込 ませ た直径8mmの ペー パー デ

ィス ク(ア ドバ ンテ ック東洋,thick)を 貼 り付け,冷 所(5

℃)に1時 間放 置 した後,34～37℃ で16～20時 間培養

し,発 育 阻止 円の 直径 を測定 した。

3. 高速液体 ク ロマ トグラ フィー(HPLC)法

HPLC法 にお いて は,血 漿お よび尿 中のBIPMの 他 に,

BIPMの 代謝物 であるLJC10,905お よびLJC10,906の 測定

方法 につ いて も検討 した。BIPM,LJC 10,905お よびLJC

10,906の 構造 式 をFig.1に 示す。

biapenem

LJC 10,905

Fig. 1. Chemical structure of biapenem,

LJC 10,905 and LJC 10,906

Table 1. HPLC conditions for the assay of biapenem in human plasma and urine
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1) BIPMの 測定

a) 試料 の 前処理

体液 に安 定化 剤 と して1MMOPS緩 衝 液(pH7.0)あ る

いは1MMOPS緩 衝 液(pH7.0)と5%Ethylene glycolの1:1

混液 を等容 量 混合 した もの を試 料 と した。

血漿試料 では 試 料 の0.4mlを 量 り,内 標準 物質5-ヒ

ドロキシイン ドー ル-3-酢 酸溶液(80μg/ml)0.1mlを 加 え,

さらに氷冷 した硫酸 ア ンモニ ウム 溶液(3→10)0.6mlを

加え混和 した後,遠 心分離(3000rpm,3mm,4℃)を 行

い,上 清20μlをHPLCに 注 入 した。血漿 の検 量線 用標

準液は,ヒ トblank血 漿 と標 準希 釈系列 を用 いて調製 し,

試料 と同様 に処理 した。

尿試 料 では,試 料 の0.4m1に 内標準 物質o-ニ トロア

セ トアニ リ ド溶 液(60μg/ml)2mlを 加 え混和 した後,そ

の20μlをHPLCに 注入 した。 尿の検 量線 用標 準液 は ヒ

トblank尿 と標準希 釈系列 を用 いて調 製 し,試 料 と同様

に処 理 した。

b) HPLC測 定 条件

血漿お よび尿 試料につ いてHPLC測 定条件 をTablelに

示 す。

2) 代 謝物LJC 1o,905お よびLJc 10,906の 測 定

a) 試料 の 前処 理

血漿 試料 で は試料0.4mlに メ タ ノー ル0.5mlを 加 え混

和 した後,遠 心分 離(3000rpm,3min,4℃)を 行 い,得

Table 2. HPLC conditions for the assay of metabolites LJC 10,905

and LJC 10,906 in human plasma and urine

*  for LJC 10,905
**

 for LJC 10,906

Fig. 2. Comparison of standard curves of biapenem

on various test organism by agar well method
Fig. 3. Comparison of standard curves of biapenem

on various test organism by agar well method
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られた上 清20μlをHPLCに 注入 した。 血漿 の検 量線用

標準 液 は ヒ トblank血 漿 と標準 希釈 液 を用 い て調 製 し,

試料 と同様 に処 理 した。

尿 試料 につ い て も血漿 試料 と同様 に操作 した。

b) HPLC測 定条件

血漿 お よび尿試料 についてHPLC測 定 条件 をTable 2に

示 す。

3) 生体 試料 中 での安 定性

BIPMを 添加 した ヒ ト血漿,尿 および胆汁試料 を25℃,

4℃,氷 冷 下,-20℃ お よび-80℃ に保 存 した時の経 時

的な残 存率 をHPLC法 で測 定 した。

Test organism: S. aureus Terajima

Fig. 4. Comparison of standard curves of biapenem
on various test media by agar well method

Test organism: S. aureus Terajima
Medium: AM3 + Agar, (pH 7.0)

Fig. 6. Effect of inoculum size on standard curves
of biapenem by agar well method
(S. aureus Terajima)

II. 結 果

1. Bioassay法 の検討

1) 検 定 菌 の選 定

BIPMに 対す る種 々 の菌種 のMICの 結果 で感受 性の高

か っ たS. aureus Terajima, E. coli IFO 14605お よびB.

subtilis ATCC 12432の3株 を用 いて,ア ガー ウェル法で

の標 準曲線 の比較 を行 った(Fig. 2)。 その結果,S. aureus

Terajimaを 用 い ると,こ れ ら3株 の中で最 も良好な直線

性 の検 量線 と,臨 床試 験 に十分対 応 で きる測定感度が

得 られ た。 そこでS. aureus Terajimaを 臨床第一相試験3)

お よび前期 臨床 第二相 試験で の検定 菌 として選定 した。

Test organism: S. aureus Terajima
Medium: AM3 + Agar

Fig. 5. Effect of medium pH on standard curves of
biapenem by agar well method

Test organism: S. aureus IFO 14607

Medium: NA + A

Fig. 7. Effect of inoculum size on standard curves
of biapenem by paper disk method
(S. aureus IFO 14607)
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また,後 期 臨床 第二相 試験 では操 作 が よ り簡便 であ

るペーパ ーデ ィ ス ク法 の採 用 を検 討 した。 ペ ーパ ー デ

ィスク法 はア ガー ウェル法 に比べ検 出感度 は若干 劣 る

のが一般 的で あ る。 そ こでペー パ ー デ ィス ク法 で も十

分な検出感度が得 られ るよ うS. aureus Terajimaよ り検 出

感度の高い検定 菌 の選 定 を行 っ た(Fig. 3)。S. aureus IFO

14607, S. aureus IFO 14606お よびS. aureus Terajimaの3株

のうちアガー ウェル法 で最 も高 い検 出感度 が得 られ た

S. aureus IFO 14607を ペ ーパーデ ィス ク法での検 定菌 とし

て選定 した。

2) 検 定培地 の検 討

S. aureus Terajimaを 検定 菌 と したア ガー ウェル法 での

Test organism: S. aureus Terajima
Medium: AM3 + Agar

Fig. 8. Effect of plasma and urine on standard curves

of biapenem by agar well method

Test organism: S. aureus IFO 14607

Medium: NA + A

Fig. 9. Effect of plasma and urine on standard curves

of biapenem by paper disk method

NA (pH6.0),AM4 (pH6.5)お よびAM3+Agar (pH6.0)の

3種 培地 にお け る検 量線 を比較検 討 した(Fig. 4)。そ の結

果,ど の培 地 を使 用 して も検 出感度 に大差 は認 め られな

か ったが,AM3+Agar培 地 で,良 好 な直線性 の検 量線

が得 られ,か つ,阻 止 円 も明 瞭 で あ っ た。 また,S.

aureus IFO 14607を 検 定菌 として用い た場 合に はNA+A

培 地 で検 出感 度が 高 く,か っ,明 瞭 な阻止 円が観 察 さ

れ た。

3) 培地pHの 検 討

S. aureus Terajimaを 検 定菌 と したア ガー ウェル法 での

AM3+Agar培 地 のpHが 標 準 曲線 に及ぼす影響 をpH6.0,

6.5お よび7.0で 検 討 した(Fig. 5)。いず れのpHに お い て

も検量 線 の傾 きお よび直 線性,さ らに,阻 止 円の鮮 明

さに は大差 は認め られ なか った。 そこで,培 地のpHと

して は希 釈液 お よび体 液 のpHを 考慮 しpH7.0が 妥 当 と

考 えた。

4) 接 種菌 量 の検 討

S. aureus Terajimaを2.5×105あ るいは5×105CFU/ml

の 割合 でAM3+Agar (pH7.0)培 地 に接種 し,ア ガー ウ

ェル法 で作 成 した検 量線 を比 較 して,接 種菌 量 の影響

を検 討 した(Fig. 6)。 その結 果 か ら,検 出感 度,阻 止 円

の 明瞭 性を考 慮 し,接 種 菌量 として2.5×105CFU/mlを

選定 した。 また,S. aureus IFO 14607を 検 定菌 としたペ ー

パ ー デ ィス ク法 での接 種 菌量 の 阻止 円へ の影 響 を5×

105,1×106お よび2.5×106CFU/mlで 検 討 した(Fig. 7)。

菌 量が 少 いほ ど阻止 円 は大 き くな るが,阻 止 円 の明 瞭

性 は低 下傾 向 にあ った。 そこで 阻止 円 の大 きさ と明 瞭

性 の両 方 を考慮 し,接種 菌 量 を1×106CFU/mlと 選 定 し

た。

Test organism:
S. aureus Terajima (Agar well, cup)
S. aureus IFO 14607 (paper disk)

Fig. 10. Comparison of standard curves of biapenem

obtained by different methods
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5) 希 釈 液pHの 検 討

pH6.0～7.0で のBIPMの 安定性 はpHの 低 い方 が若干

良 好 で あ るが,血 漿 試 料 をpH6.0,6.5お よ び7.0の

50mM MOPS緩 衝液で10倍 あるいは100倍 に希釈す ると,

pH6.0と6.5で は血漿 由来の濁 りが生 じ,希 釈液pHと し

ては不適 当 であった。 そ こでpH7.0の50mMMOPS緩 衝

液 を希釈 液 と して選定 した。 なお,50mMお よび1Mの

MOPS緩 衝液 を希釈 液 として使用 した場 合,阻 止 円に差

は認め られ なか った。

6) 血漿 の影響 の検 討

S. aureus Terajimaを 検定 菌 とした アガー ウェル法に お

いて,ヒ ト血漿 ・1M MOPS緩 衝液(pH7.0)混 液(1:1,2倍

希釈液)に50mM MOPS緩 衝液(pH7.0)を 加 え血漿の3倍

および10倍 希釈 液 を調製 し,こ れ ら血漿希 釈液 を用 いて

作成 した検 量線 を50mMMOPS緩 衝 液(pH7.0)を 用いて

作 成 した標 準検 量線 と比較 した(Fig. 8)。その結果,血

漿 の10倍 希釈 液 を使用 した場 合の検 量線 は標 準検量線

とほぼ一致 した。 しか し,血 漿 の3倍 希釈液 を使用 した

場合 には検 量線 に血漿 の影 響 が若干 認め られ た。 した

が って,高 濃度 の血漿試料 では,試 料 を10倍 以上 に希

釈 し,標 準検量 線 を用 いての測 定が可 能 であ るが,低

濃 度の 試料 の場合 に は,血 漿希釈 液 での検 量線 を用 い

Fig. 11. HPLC chromatogram of biapenem in human plasma and urine.

(A): blank plasma, (B): Plasma spiked with biapenem 10μg/ml

and I. S., (C): blank urine, (D): urine spiked with biapenem 100ƒÊg/ml and I. S.
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ての測定 が 妥 当 であ る と考 え られ た。 ま た,S. aureus

IFO 14607を 用 いるペーパ ー デ ィス ク法 にお いては,検

量線に血漿 の影響 は認め られ なか った(Fig. 9)。

7) 尿の影響 の検 討

S. aureus Terajimaを 検定菌 とした アガー ウェル法に お

いて検量線に及ぼす ヒ ト尿の影響 につ いて検 討 した。 ヒ

ト尿 ・1M MOPS緩 衝液(pH7.0)混 液(1:1,2倍 希釈 液)を

用い て作成 した検 量線 は50mMMOPS緩 衝 液(pH7.0)を

用 い て作 成 した標 準検 量 線 と一 致 した(Fig. 8)。 また,

S. aureus IFO 14607を 用い るペーパー ディス ク法にお いて

も,検 量線 に尿 の影響 は見 られ なか った(Fig. 9)。 した

が って,Bioassay法 での尿 試料測定 に は尿 試料 の希 釈倍

数 に 関 わ らず標 準検 量 線 が使 用 可能 であ る こ とが 明 ら

か とな った。

Plasma

Fig. 12. Correlation between bioassay and HPLC of biapenem in plasma

Urine

Fig. 13. Correlation between bioassay and HPLC of biapenem in urine
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Fig. 14. HPLC chromatogram of LJC 10,905 and LJC 10,906 in human plasma.

(A): blank plasma, (B): plasma with LJC 10,905 and LJC 10,906

50ƒÊg/ml respectively

Fig. 15. HPLC chromatogram of LJC 10,905 and LJC 10,906 in human urine.

(A): blank urine, (B): urine spiked with LJC 10,905 100ƒÊg/m l

(C): blank urine, (D): urine spiked with LJC 10,906 100μg/ml
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8) 測定 方法 に よ る検 量 線お よび検 出感 度の 比較

検定菌 としてS. aureus Terajima,検 定 用培地 にAM3+

Agar (pH7.0)を 用 いたア ガー ウェル法,同 検 定菌 と培地

を使用 した カ ップ 法 お よび 検 定 菌 と してS. aureus IFO

14607,検 定用 培地 にNA+Aを 用 い たペー パ ー デ ィス

ク法の3方 法 での検 量線 と検 出感度 を比較 した(Fig. 10)。

カップ法 は阻止円 が大 き く定量 限 界が0.04μg/mlと 高感

度であ ったが,高 濃度域 では標準 検 量線 が直 線性 を示

さなか った。 一 方,ア ガー ウ ェル法 は定 量 限界 が0.06

μg/mlであ るが.標 準 検 量線 が広 範囲 で直 線 であ った。

また,S. aureus IFO 14607を 使 用 す るペ ー パー デ ィス ク

法 では定量限 界が0.06μg/mlで あ り,標 準 検量線 も直線

で あ った。

2. HPLC法 の検 討

1) BIPM

ODSカ ラム を用 いる逆 相系 でのHPLC測 定方法 を検討

した。Table 1に 示す測 定 条件 にす るこ とで ヒ ト血漿 試

料 お よび ヒ ト尿 試料 で生体成分 との分 離 も良 く,か つ,

良好 な ピー ク形状 の クロマ トグラム(Fig.11)を 得 るこ と

が出来 た。BIPMの 回収率 はほぼ100%で あ った。 また,

定 量 限界 は血 漿 で0.1μg/ml,尿 で1μg/mlで あ っ た。

BIPMの 臨床 第一相 試験 の血漿 お よび尿 中濃度 をBioas-

Fig. 16. Stability of biapenem in human plasma at -20 ℃

Fig. 17. Stability of biapenem in human plasma at -80 ℃
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say法(S. aureus Terajimaを 検 定菌 とす るア ガー ウ ェ ル法)

お よ びHPLC法 に よ る定 量 値 の 相 関 を検 討 した(Fig. 12～

13)。 その 結 果,相 関 係 数 は血 漿 で0.997,尿 で0.999と な

り,良 好 な 相 関 が 認 め られ た 。

2) 代 謝 物LJC10,905お よ びLJC 10,906

ヒ ト血 漿 お よ び ヒ ト尿 中 のLJC 10,905お よ びLJC

10,906をHPLC法 で 定 量 した 時 の ク ロ マ トグ ラ ム をFig.

14～15に 示 し た。 血 漿 お よ び尿 成 分 の妨 害 ピー クは 認 め

られ ず 良 好 な 分 離 を 示 した 。 ま た,LJC 10,905お よ び

LJC 10,906の 回 収 率 もほ ぼ100%で あ っ た 。 定 量 限 界 は

いずれ の代謝物 とも血漿 で2μg/ml,尿 で10μg/mlで あっ

た。

3. 生体 試料 中での安 定性

ヒ ト血 漿,尿 お よび 胆 汁 中 で のBIPMの 安 定 性 を

HPLC法 を用 いて検 討 した。 また,安 定 化剤 と してIM

MOPS緩 衝 液(pH7.0)あ るいはIM MOPS緩 衝 液(pH7.0)

・5% Ethylene glycol混液(1:1)と検 体 を1:1の 割 合 で混合 し

た際 の安 定性 を検 討 した。

血 漿 中のBIPMの 安 定期 間は安 定化 剤無添加 の場合,

-20℃ で1日 間 ,-80℃ では30日 間 であったが,安 定化

Fig. 18. Stability of biapenem in human urine at -20 ℃

Fig. 19. Stability of biapenem in human urine at -80 ℃
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剤 の添 加 に よ っ て-20℃ で4日 間,-80℃ で53日 間 に延

長 した(Fig.16～17,20～22)。 また,尿 中 で は安 定 化 剤 無

添加 の 場 合.安 定 期 間 は-20℃ で4日 間,-80℃ で は28

日間 で あ っ たが.安 定 化 剤 の 添 加 に よ っ て-20℃ で7日

間,-80℃ で224日 間 に 延 長 した(Fig. 18～22)。 ま た,

胆汁 中 で は,安 定 化 剤 の 添 加 の 条 件 で,-20℃ で14日

間,-80℃ で28日 間 は 安 定 で あ っ た(Fig. 23)。

III. 考 察

BIPMの 体 内 動 態 を検 討 す るた め に,Bioassay法 お よ

びHPLC法 の 測 定 方 法 を確 立 した 。 併 せ てBIPMの 主 代

謝物 であ るLJC 10,905お よびLJC 10,906の 測定方 法 と し

てHPLC法 を確 立 した。

生体 試料 中のBIPMは,他 の カルバペ ネ ム系抗 生剤 と

同様 に その ままの状 態 では安定 性 が十分 では な く分解

されやす い。 そこで安 定化 のためにMOPS緩 衝液やMES

緩衝液 等の数種の安 定化剤の 添加 を検討 した結果,Imi-

penemやPanipenemと 同様 にBIPMの 安 定 化 剤 としては

MOPS緩 衝 液 が 最適 で あ る こ とが 判 明 した。 従 って,

Bioassay法 とHPLC法 に用 い るサ ンプ ルにつ いて は,い

ず れ もMOPS緩 衝液 を添加す る方法 を採 用 した。

Fig. 20. Stability of biapenem in human plasma and urine at 4 ℃

Fig. 21. Stability of biapenem in human plasma and urine under ice water
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Bioassay法 に お け る生 体 試 料 の 前 処 理 と して は,

MOPS緩 衝液 にて希 釈す る方 法のみ で試 験 を行 うのに十

分 な試 料 溶液 が得 られ た。検 出菌 としてS. aureus Tera-

jima, E. coli IFO 14605,B. subtilis ATCC 12432等 の種 々

の菌 の中か らBIPMに 高い感受性 を示すS. aureus Terajima

を選定 し,ア ガー ウェル法 お よび カ ップ法 に よ る試験

方法 を確 立 した。 これ らの方法 は,い ずれ も良好 な検

出感度,直 線性,再 現性 を示 した。 また,広 範 囲 な臨

床 試験 に簡便 に対応 出来 る試験方 法 と して,BIPMに 対

しS. aureus Terajimaよ り高 い感受 性 を示 すS. aureus IFO

14607を 用 いたペ ーパ ーデ ィス ク法 を も確立 した。

HPLC法 ではBIPMに 広 く汎用 され てい るC18ODSカ

ラムを,代 謝物LJC 10,905お よびLJC 10,906に対 しては,

BIPMよ り水 溶性 が 高い こ とか ら逆相 系 のア ミノカラム

を用 い た。試料 の前処理 として,血 漿 中のBIPMに つい

ては硫 酸 ア ンモニ ウム溶 液 を加 えて 除 タンパ ク処理 し

HPLC分 析 に供 した。 尿 中のBIPMに つ いては水 を加え

て希釈 す る方法 だけ でHPLC分 析サ ンプル としては十分

であ った。BIPMの 代謝 物LJC 10,905,LJC 10,906はメタ

ノー ル を加 え る除 タンパ ク処 理 をす る方 法 を採 用 した。

Fig. 22. Stability of biapenem in human plasma and urine at 25 ℃

Fig. 23. Stability of biapenem in human bile
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いずれ の場 合 も,ク ロマ ト上 の ピ ー ク分 離 は 十 分 で 回

収率 もほ ぼ100%を 示 し,高 い 定 量 精 度 が 得 られ た 。

一 方 ,血 漿 お よ び 尿 の 同 一 検 体 で のBioassay法 と

HPLC法 に おけ る両 測 定値 間 に は高 い 相 関 性 が 得 られ た。

この こ とは 血 漿 中 お よ び 尿 中 に 未 変 化 体 以 外 の 抗 菌 活

性 を有 す る代 謝 物 は な い こ と を 示 唆 して い る。

以上 の こ と よ り,こ れ ら の 測 定 法 は,臨 床 の 場 に お

け る薬 物 モニ タ リ ン グ に 十 分 対 応 で き る有 用 な 方 法 で

あ る と考 え る。

IV. 結 論

以上 の検討 結 果 よ り,BIPMのbioassay法 お よびHPLC

法に よ る体 液 内 濃 度 測 定 法 を次 の よ うに 設 定 し た。

1. Bioassay法

1) 検 定 菌

S. aureus Terajimaあ るい はS. aureus IFO 14607を 用 い る。

2) 検 定 用 培 地

検 定菌 としてS. aureus Terajimaを 用 い る場 合 に はAnti-

biotic medium 3 (Difco)+Agar(ニ ッ ス イ)1.5%(pH7.0)

(AM3+Agar)を,ま た,S. aureus IFO 14607を 用 い る場

合 にはNutrient agar (Difco)+N-Acetyl-D-glucosamine

(東 京 化成)0.1%(NA+A)を 使 用 す る。

3) 接 種 菌 量

S. aureus Terajimaを 用 い る場 合 に はAM3+Agarで35～

37℃,16～24時 間 培 養 した 菌 液 を0.25%接 種 す る(最 終

菌 量2.5×105CFU/ml)。

また,S. aureus IFO 14607を 用 い る場 合 に はNA+Aで

35～37℃,16～24時 間 培養 した菌 液 を0.1%接 種 す る(最

終菌 量1×106CFU/ml)。

4) 希釈 液

血漿 試 料 に は50mM MOPS緩 衝 液(pH7.0)あ る い は 必

要 に応 じて50mM MOPS緩 衝 液(pH7.0)に よ る血 漿2倍

また は3倍 希 釈 液 を,ま た 尿,胆 汁 及 び組 織 試 料 に は

50mM MOPS緩 衝 液(pH7 .0)を 用 い る。

5) 検 定 方 法

S/. aureus Terajimaを 用 い る場 合 に は ア ガ ー ウ ェ ル 法 あ

るいはカ ップ 法 を,S. aureus IFO 14607を 用 い る場 合 に は

ペー パ ー デ ィ ス ク法 を用 い る 。

6) 標 準 曲線 の作 成

BIPMを50mM MOPS緩 衝 液(pH7.0)で 溶解 した後,血

漿 試料 の測定 に おい ては50mM MOPS緩 衝 液(pH7.0)あ

るい は必要 に応 じて50mM MOPS緩 衝 液(pH7.0)に よる

血漿2倍 また は3倍 希釈 液 を,ま た尿,胆 汁お よび組織

試料 の 測定 にお いては50mM MOPS緩 衝 液(pH7.0)を 用

いて調 製 した標 準希釈 系列 に て標準 曲線 を作成 す る。

7) 培養 条件

34～37℃ で16～20時 間培養 す る。

2. HPLC法

血漿 お よび尿 中のBIPM濃 度 はHPLC法 に よって も測

定 で きる。HPLC法 とBioassay法 に よ る測定値 は良好 な

相 関性 を示 す。

3. 生体 試料へ の安 定化 剤 の添加

BIPM濃 度 測定 用 の生 体 試料 は採 取後,速 や か に1M

MOPS緩 衡 液(pH7.0)も しくは1M MOPS緩 衝 液(pH7.0)

・5% Ethylene glycol混液(1:1)の安定化剤 を加 え ,-80℃ に

凍結保 存す るこ とが望 ま しい。-80℃ で保 存 すれば 少 な

くとも血漿 で53日 間,尿 で224日 間,胆 汁 で28日 間は

安 定 で あ る。
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We established microbiological assay (Bioassay) and HPLC methods for biapenem(BIPM) in human

body fluids and tissues, and studied on the stability of BIPM in human body fluid samples. The

Bioassay methods established for BIPM in human body fluids are agar well and cup plate methods

using Staphylococcus aureus Terajima as the test organism and Antibiotic medium 3 +1.5 % of Agar

(pH 7.0) as the test medium, and paper disk method using Staphylococcus aureus IFO 14607 as the test

organism and Nutrient agar +0.1% of N-Acetyl-D-glucosamine as the test medium. The quanti-

tation limits of BIPM in agar well, cup and paper disk methods were 0.06, 0.04 and 0.06ƒÊg/ml,

respectively.

We also established reverse phase HPLC methods for BIPM in human body fluid samples. The

quantitation limits of BIPM by the HPLC methods were 0.1 Atern1 in plasma and 1 /2g/ml in urine,

respectively. There was a good correlation between the assay values by the Bioassay and the HPLC

methods, and the correlation coefficients were 0.997 for plasma samples and 0.999 for urine samples,

respectively.

BIPM in the two-fold diluted solutions of human body fluids with 1M MOPS buffer or 50mM

MOPS buffer・5% ethylene glycol mixture(1:1) were stable for 4days at-20℃and 53days at-80℃

in plasma sample, and 7days at -20℃ and 224days at -80℃in urme sample, and 14days at -20℃

and 28days at -80℃ in bile samples, respectively.


