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Grepanoxacin(GPFX)の 体 液 内 濃 度 測 定 法 をbioassay法 及 びHPLC法 を 用 い て検 討 した。

Bioassay法 で は被検菌 にBacillus subtilis ATCC6633を,検 定培 地 に普通 寒天培 地 を用 いた薄層

カ ップ法 を標 準 法 と設 定 した。血 漿 中 濃 度測 定 に は正常 ヒ ト血 漿 及 び1/15Mリ ン 酸 緩衝 液

pH7.4を 用 い,尿 中濃度 測定 には1/15Mリ ン酸 緩衝 液pH7.0を 用 い検 量線 を作 成 す る こ とと し

た。本 法 での測 定下 限濃 度 は0.012～0,025μg/mlで あ った。HPLC法 で は血漿 及 び尿 サ ン プル

にク ロロホル ム を添 加 し,GPFXを 抽 出 した。 この抽 出 されたGPFXを 逆 相 カ ラム に注入 し,

蛍 光検 出器で測定 した。変動 係 数 は血漿 中濃度 が0.01～1.00μg/mlの 範 囲で4.4%以 下,0.025

～5 .00μg/mlの 範 囲で3.5%以 下 であ った。尿 中濃 度 で は0.25～50,00μg/mlの 範 囲 で4.0%以 下

で あっ た。 第一相 臨 床試 験 にお け る ヒ ト血漿 中濃 度 及 び尿 中濃度 と もにbioassay法 とHPLC法

の 間 に良好 な相 関性 が確 認 され た。
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Grepafloxacin(GPFX)は 広 域 スペ ク トルの新 キ ノロ ン

薬で,特 にグ ラム陽性 菌 に強 い抗 菌 力 を示 す薬 剤 で あ

る1)。また,本 剤 は クラ ミジア,マ イ コプ ラズマ に対 し

て も強い抗 菌力 を示 し2,3),組 織 移行性 に優 れ た薬 剤 であ

る4)。今 回GPFXのbioassay法 な らび にHPLC法 に よる体

液内濃度測 定法 を検討 したので報告 す る。

I.実 験材 料及 び方 法

1.使 用薬剤

GPFX(Fig.1A)は 大 塚 製薬(株)第 二 工場 で合 成 され た

標準品 を用い た。 内部標準 物 質(OPC-17203,Fig.1B)は

大 塚製薬(株)新 薬第二研 究所 にて合成 された もの を使用

した。他 の試薬 は市販 の特 級 品 または クロマ トグ ラフ用

を用 いた。

2.Bioassay法

1)検 定 菌

大 塚 製 薬 微 生 物 研 究 所 保 存 のBacillus subtilis

ATCC6633,.Escherichia coli NIHJ JC-2及 びE.coli Kp株 を

用いた。

2)測 定用培 地

Nutrient agar(NA;栄 研 化 学),Mueller hinton agar

(MHA;Difco)及 びHeart infusion agar(HIA;Difco)を 用

いた。

3)検 定菌 の調 製法

B.subtilis ATCC6633の 場 合OD660=0.20に 調 製 した

胞子液(約4×107cfu/ml)を 保 存胞 子 液 と し,各 測 定培 地

に1%の 割 合 で接 種 した。E.coli NIHJ JC-2及 びE.coli Kp

の 場 合,Mueller hinton broth(MHB;Difco)で37℃18時

間,培 養 した菌 をOD660=0,5に 調 製 し,測 定用 培地 に5%

接 種 した。

4)濃 度測定 法

薄層 カ ップ法 及 びペ ーパ ー デ ィス ク法 を用 い測 定 し

た。検 定 菌 を接 種 した測定 培 地6mlを シ ャー レ(直 径90

×15mm,テ ル モ)に 分 注 し,固 化 させ た。B.subtilis

ATCC6633の 場 合4℃ に16～18時 間,E.coli NIHJ JC-2

及 びE.coli Kp株 の 場 合 は4℃ に4時 間,含 菌平 板 を保 存

後 試験 に供 した。薄層 カ ップ法 の場 合 は,専 用 カ ップ ド

ロ ッパ ー にて測定培 地上 にペニ シ リンカ ップ を置 き,標

準 液 または試料 をカ ップ内充填 した。 ペーパ ーデ ィス ク

法 の場 合 は,8mmの 厚 手 ペ ーパ ーデ イス ク(ア ドバ ンテ

ック東 洋)に 標 準 液 また は試料 を含 有 させ,平 板 上 に貼

付 した。室 温 で30分 拡散 後,37℃ に て18時 間 培 養 した。

培 養 後 生 じた 阻止 円 の 直径 を ノギ ス で0.01mmま で 測定

し,検 量線 また は試料 濃 度 を求め た。各試料 濃 度 は3枚

の平 板 よ り得 られ た阻止 円直径 の平均値 にて算 出 した。

5)標 準 液 の調製

GPFXを1000μg/mlに な る よ うに蒸 留 水 に溶 解 し,標

準 原 液 を作 製 した。 標 準液 は この 標準 原 液 を(1)1/15M

リ ン酸緩衝 液(P.B.)pH7.0,(2)1/15Mリ ン酸 緩衝 液(P.B.)

pH7.4,(3)正 常 ヒ ト血 漿,(4)標 準 血 清(コ ンセ ー ラ;日

水 製薬),(5)健 常 人尿 で0.0125～6.25μg/mlの 濃 度 範 囲
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にな る ように希 釈 した。 これ ら標準 液 は用 時調 製 した。

3.HPLC法

1)装 置

HPLCポ ン プ:Model 510(日 本 ウ ォー ターズ,策 京)

検 出器:RF-535型 蛍 光検 出器(島 津 製作所,京 都)

イ ンジェ クター:WISP 712(日 本 ウォー ターズ)

デ ー タ処 理 装 置:ク ロマ トパ ッ クGR5A(島 津 製 作

所)

カ ラ ム:TSK gel ODS-80TM(4.6mmI.D.×15cm,東

ソー,東 京)

2)測 定 条件

移動 相:ア セ トニ トリル:0.1%H3PO4,20mM硫 酸 ナ

トリウム=28:72(V/V)

流 速:0.8ml/min

検 出 波 長:励 起 波 長(Ex)285nm,蛍 光 波 長(Em)

448nm

カ ラ ム温 度:室 温

3)血 漿 か らの抽 出法

血 漿(0.2m1)に 内 部 標 準 物 質(OPC-17203,Fig.1B,

100ng/10μlメ タ ノー ル)お よ び25mMリ ン 酸 緩 衝 液

(pH6.86,1.0ml)を 加 えVortexミ キ サ ーで 撹 絆後,ク ロ

ロ ホル ム(5.0ml)を 加 えた。十 分振 盟 後,約1700×9で

10分 間 遠心 分離 した。クロ ロホ ルム層(3,5ml)を 分 取 し,

ク ロロホル ムを窒 素気 流下 で蒸 発乾 固 した。残 澄 を移動

相(1.0ml)に 溶 解 し,10～25μlをHPLCに 注 入 した。

4)尿 か らの抽 出法

10倍 に希釈 した尿(0.2ml)を 用 いて血 漿 の場合 と同様

の操作 にて抽 出 を行 いHPLCに 注 入 した。

II.結 果

1.Bioassay法

1)検 定 菌 の検 討

B.subtilis ATCC6633,E.coli NIHJ JC-2及 びE.coli Kp

株 を 用 い,GPFXの 濃 度 と阻止 円直径 の 関係 を,薄 層 カ

ップ法 にて検 討 した(Fig.2,3)。B.subtilis ATCC6633

を検 定菌 と した場 合,0.0125μg/ml～6.25μg/mlの 濃 度

範囲 内で,阻 止円直径 と薬剤 濃度(対 数)の 間 に良好 な直

線性 が得 られ,測 定 下限 は0.0125μg/mlと 優 れ てい た。

また阻止円は鮮明であった。

E.coli NIHJ JC-2株 を使用 した場合,検 量線の傾 きは8

subtilis ATCC6633株 を検定菌 とした場合 と比較 し小さ

く,ま た測定下限は0,025μg/mlで あった。 なお,そ の

阻止 円はB.subtilis ATCC6633株 に比較する とやや不鮮

明であった。

E.coli Kp株 を用いた場合,直 線性お よび検出感度共

にB.sublilis ATCC6633の 場合 と同様 であったが,阻 止

円の鮮明度 はB.subtilis ATCC6633株 より劣 っていた。

検量線の傾 き,検 出感度並びに阻止円の鮮明度から,B.

sublilis ATCC6633をGPFXの 標準 的な検定菌 として選

択 した。

2,測 定培地の検討

B.subtilis ATCC6633を 検定菌 とす る薄層 カ ップ法

で,検 量線 に与える培地の影響 を検討 した。NA,MHA,

HIAを 測定培地 とした時の検量線 をFig.4に 示 した。同

一濃度での阻止円直径はNA培 地 を用 いた場合が最も大

きく,MHA,HIAの 順 であった。検量線 の直線性は,い

ずれの培地を用いた場合 も優 れていた。測定下限はNA

及 びMHA培 地が0.025μg/mlで あ り,HIA培 地は0.05μg/

mlで あった。阻止 円の鮮明度はNA,HIAが 優れ,MHA

はやや劣 っていた。以上の成績か ら検定培地 としてNA

(普通寒天培地;栄 研化学)を 選択 した。

3.接 種菌量の検討

B.subtilis ATCC6633の 保存胞子 液 をNA培 地 に0.5,

1.0,2.0%(培 地あた り約2×105,4×105,8×105CFU/ml

に相当する)接種 し,薄 層 カップ法 にて検量線に与える

接種菌量の影響を検討 した。各菌量の検量線 をFig.5に

示 した。いずれの接種菌量でもほぼ同 じ検量線が得られ

たが,測 定下限は接種菌量の増加 とともに上昇 した。ま

た0.5%の 保存胞子液 を添加 した場合 は,菌 の生育及び

阻止円の鮮明さがやや劣 っていた。測定感度及び阻止円

の鮮明 さより,接 種菌量 は保存胞子液を1.0%添 加(4×

105CFU/ml)す ることにした。

4)希 釈液のpHの 影響

pH6.0,7.0,7.4,8.0の1/15Mリ ン酸緩 衝液 を用い,

GPFXの 検量線に及ぼすpHの 影響について検討 した成績

(A) Grepafloxacin (B) Internal standard

Fig. 1. Chemical structures of grepafloxacin (A) and the internal standard (B).
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をFig.6に 示 した。各検 量線 はそ れぞ れ次 の一 次 回帰式

で表 す こ とが で きる。pH6.0;Y=4.78×log X+29.16,

pH7.0;Y=4.23×10g X+27.51, pH7,4; Y=4.13×10g X

+27.87, pH8.0; Y=4.31×log X+29.10。pH7.0～8.0の

間 では検量線 の傾 きは ほぼ一定 で あ ったが,pH6.0で は

傾 きがや や大 きか った。 測定 下 限 はpH6.0,7.0,7,4,8.0

で そ れぞれ0.05,0.025,0.0125,0.0125μg/mlで あ り,

酸 性側pHで や や上 昇す る傾 向が み られた。

5)血 漿 の検量線 に及 ぼす影響

健常人血漿,コ ンセ ー ラ(標 準血清,日 水製 薬),及 び

pH7.4の1/15Mリ ン酸緩 衝液 にて標準 液 を調製 し,検 量

線を作成 した(Fig.7)。1/15Mリ ン酸緩 衝 液 に よる検 量

線 とヒ ト血漿 に よる検量線 に差異 は見 られ なか った。一

方,コ ンセーラを用いて検量線 を求めた場合,健 常人血

漿の検量線 と比較 して,傾 きはほぼ同 じであるが,同 一

濃度での阻止円は小 さくな り,検 出下限 も0.0125μg/ml

か ら0,025μg/mlと な った。 また,コ ンセー ラ にはB.

subtilis ATCC6633に 対 して抗菌力 を示す ロッ トが含 ま

れていた。 したが って,血 漿 中GPFX濃 度測定には,健

常入血漿 を用いて検量線を作成することとした。

6)尿 の検量線 に及ぼす影響

健常人尿及び1/15Mリ ン酸緩衝液pH7.0の 検量線を比

較 した(Fig.8)。 その結果,尿 及び緩衝液の検量線 はほ

ぼ同様の直線性及び傾 きを示 した。 したが って,尿 中

GPFX濃 度 を測定す る場合,1/15Mリ ン酸緩衝液pH7.0

の検量線 を用いることに した。

Fig. 2. Standard curves of grepafloxacin using various test

organisms.

Fig. 4. Standard curves of grepafloxacin using various assay

media.

Fig. 3. Standard curves of grepafloxacin using various test

organisms.

Fig. 5. Standard curves of grepafloxacin with various inoculated

concentrations of Bacillus subtilis ATCC6633.
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7)測 定 法 の比較

B.subtilis ATCC6633を 検 定菌 と し,薄 層 カ ップ法 と

ペー パー デ ィス ク法 に よる検 量線 を比較検 討 した。Fig.

9に 示 す様 に 阻止 円の直 径 は,カ ップ法が ペ ーパ ーデ ィ

ス ク法 よ り大 き く,検 出下 限 はカ ップ法 で0.0125μg/ml,

ペ ー パ ーデ ィスク法で0.1μg/mlで あ った。両 測定法 とも

に良好 な直線 性 を示 し,い ず れ の方 法 もGPFXの 濃 度 測

定 と して使 用可 能で あるが,標 準法 と して は,測 定感 度

の高 い薄層 カ ップ法 に よ り測定 す る ことに した。

2.HPLC法

1)血 漿 中定 量法

(1)GPFXの 濃 度範 囲が0.01～1.00μg/mlの 場 合

ヒ トブ ラ ンク血 漿,ヒ トブ ラ ン ク血 漿 にGPFX(0.10

μg/ml)及 び 内部 標準物 質(0.20μg/ml)を 添 加 した血 漿,

及びGPFXを ヒ トに100mg/bodyの 用量で単回経 口投与

後のサ ンプル血漿から得 られた典型的なクロマ トグラム

をFig.10に 示 した。クロマ トグラムのGPFX及 び内部標

準物質の溶出位置付近 には妨害 ピークは認め られなかっ

た。 またGPFXの 保持時間は5.6分,内 部標準物質は8.8

分であった。

ヒ ト血漿 中におけるGPFX濃 度 が0.01～1.00μg/mlの

範囲で確立 された検量線 の直線性 をTable1に 示 した。

HPLC法 の精度は,各 濃度5例 の標品についての平均ピー

ク高 さ比及び標準偏差か ら変動係数(C.V.)を 計算するこ

とにより決定 した。変動係数はいずれの濃度 においても

4.4%以 下であった。 また得 られた検 量線の式 はlogY=

1.2244×logX+0.9642で あ り相 関係数 は0.999で あっ

た。 この検量線 を用 いて計算 された血漿中GPFX濃 度と

Fig. 6. Standard curves of grepafloxacin with various pH

of 1/15M phosphate buffer as diluent.

Fig. 8. Standard curves of grepafloxacin in human urine.

Fig. 7. Standard curves of grepafloxacin using 1/15M P.B.

(pH7.4), human plasma and consera.

Fig. 9. Standard curves of grepafloxacin by different methods.
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血漿中に添加 した量 を比較するとそれらはよく一致 し,

測定された濃度は添加量の95～106%で あった。更に,

この測定法におけるGPFXの 回収率は,得 られた ピー ク

高さを別に調製 した標準液か ら得 られたピーク高 さと比

較することにより決定 した。回収率はどの濃度において

も74%以 上であった。

(2)GPFXの 濃度範囲が0,025～5,000μg/mlの 場合

ヒ ト血漿申におけるGPFX濃 度が0,025～5.00μg/mlの

範囲で確立 された検量線 の直線性 をTable2に 示 した。

HPLC法 の精度は,各 濃度5例 の標昂についての平均 ピー

ク高 さ比及び標準偏差か ら変動係数(C.V.)を 計算す るこ

とにより決定 した。変動係数 はいずれの濃度において も

(A) (B) (C)

Fig. 10. (A) Chromatogram of blank human plasma. (B) Chromatogram of human plasma containing

grepafloxacin (0.10ƒÊg/ml) and internal standard (0.20ƒÊg/ml).(C) Chromatogram of sample

human plasma after an oral administration of 100 mg/body of grepafloxacin.

Table 1. Linearity and precision of HPLC procedure for grepafloxacin in human plasma determined by

internal standard method (range: 0.01•`1.00 ƒÊg/ml)

* Results from five replicated samples were used .

Table 2. Linearity and precision of HPLC procedure for grepafloxacin in human plasma determined by

internal standard method (range: 0.025•`5.00 ƒÊg/ml)

* Results from five replicated samples were used .
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3.5%以 下であった。また得 られた検 量線の式 は10gY=

1.0581×10gX+0,4857で あ り相関係 数は0,999で あっ

た。この検量線 を用いて計算 された血漿中GPFX濃 度 と

血漿中に添加 した量 を比較するとそれ らはよく一致 し,

測定 された濃度は添加量の92～105%で あった。更に,

この測定法におけるGPFXの 回収率は,得 られたピー ク

高 さ別に調製 した標準液から得 られたピーク高 さと比較

することにより決定 した。回収率 はどの濃度においても

93%以 上であった。

2)尿 中定量法

ヒ トブラ ンク尿,GPFX(2.50μg/ml)及 び内部標準物

質(5.00μg/ml)を 添加 したヒ トブランク尿及びGPFXを

ヒ トに100mgの 用量で単回経 口投与後のサ ンプル尿か ら

得 られた典型的 なクロマ トグラムをFig,11に 示 した。

クロマ トグラムのGPFX及 び内部標準物質付近 には妨害

ピークは認め られなかった。 また,GPFXの 保持時間は

5.5分及び内部標準物質の保持時間は8.6分 であった。 ヒ

ト尿中におけるGPFX濃 度が0.25～50.00μg/mlの 範囲で

確立 された検量線の直線性 をTable3に 示 した。HPLC法

の精度 は,各 濃度5例 の標品について平均 ピーク高さ及

び標準偏差か ら変動係数 を計算す ることによ り決定し

た。変動係数はいずれの濃度 においても4つ%以 下であ

った。

また得 られた検量線 の式 は,10gY=1.0684×log X-

0、5833で あ り,相 関係数は0,999で あった。 この検量線

を用いて計算 された尿中GPFX濃 度 を,対 応する尿中に

添加 した量 と比較するとそれ らはよ く一致 し,計 算され

た濃度は添加量の93～105%で あった。 さらに,こ の測

定法 におけるGPFXの 回収率 は,得 られた ピーク高さを

別に調整 した標準液から得 られたピークと比較すること

により決定 した。回収率は どの濃度において も86%以

上であった。

3-Bioassay法 とHPLC法 の比較

健康成人男子 にGPFXを 単回経 口投与 し,採 取 した血

漿及び尿 中のGPFX濃 度をそれぞれbioassay法 ならびに

HPLC法 によ り測定 し,両 測定法の相関性 を検討 した。

Fi312に 示す様 に血漿中及び尿 中GPFX濃 度は両方法で

良好 な相 関性が認め られ,相 関係 数はそれぞれ0,9856

及び0.9858で あった。

(A) (B) (C)

Fig. 11. (A) Chromatogram of blank human urine. (B) Chromatogram of human urine containing

grepafloxacin (2.50 pg/m1) and internal standard (5.00 pg/m1). (C) Chromatogram of sample
human urine after an oral administration of 100 mg/body of grepafloxacin.

Table 3. Linearity and precision of HPLC procedure for grepafloxacin in human urine determined by internal standard method

*Results from five replicated samples were used.
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Fig. 12. Correlation between concentrations of grepafloxacin

determined by HPLC and bioassay.

III.考 察

キノロンi薬のbioassay法 による体液内濃度測定法をみ

ると,ペ ーパーディスク法,薄 層 カップ法及びアガーウ

エル法5～10)によ り測定 され,そ の多 くはE604iKp6～10)株

を検定菌 としている。

著者らは,ヒ ト血清および尿中GPFX濃 度 を測定する

ためのbioassay法 を比較検討 した結果,検 定菌 として阻

止 円 の鮮 明 度,簡 便 性 が す ぐれ て い たB. subtilis

ATCC6633を 選定 した。 また,検 定培地 と して測定精

度及び阻止円の鮮明度がす ぐれていたNAを 選定 した。

この検定菌及び検定培地を用いてペーパーディスク法と

薄層カップ法を比較 した結果,両 法 ともに有用であった

が,測 定精度においては薄層 カップ法の方がややす ぐれ

ていたことから,こ の方法 を標準法 として採用すること

に した(Table4)。 なお,本 法の測 定 下 限 は0.012～

0.025μg/mlで あった。

標準液の作製及び試料の希釈を行 う場合,ヒ ト血漿 を

用いた検量線は1/15Mリ ン酸緩衝液(pH7.4)と 同様であ

り,ま た ヒ ト尿 を用いた検 量線 も1/15Mリ ン酸緩衝液

(pH7.0)と 同様であったことか らこれらの緩衝液の使用

が可能であると考 えられた。

HPLC法 では,血 漿及 び尿サ ンプル中のGPFXを クロ

ロホルム層 に抽出 し測定 を行った。 この方法により検討

したGPFXの 定量法は,爽 雑物 によるピークの阻害 もな

く,迅 速性,感 度及び精度においても十分満足できる有

用な方法であった。

今回,検 討 した条件ではbioassay法 とHPLC法 による

GPFXの 血漿中濃度及び尿 中濃度の相関性はす ぐれてい

た。 したが ってGPFX濃 度 測定 はbioassay法 ならびに

Table 4. Standardization of bioassay for grepafloxacin in

human body fluids

HPLC法 のいずれの方法で も測定可能である と考 えられ

た。
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Methods for the bioassay and high-performance liquid

chromatography of grepafloxacin in body fluids

Fumie Mukai, Kazunori Ohmori, Hisashi Tamaoka and Mikio Kikuchi
Microbiological Research Institute, Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.

463-10 Kagasuno, Kawauchi-cho, Tokushima 771-01, Japan

Hitoshi Akiyama and Masaaki Odomi
Tokushima Research Institute, Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.

A microbiological assay procedure and high-performance liquid-chromatography (HPLC) procedure

have been developed for determining grepafloxacin (GPFX) in human plasma and urine.

In the bioassay method drug concentrations were determined by the thin-layer cup method, using

Bacillus subtilis ATCC6633 as the test strain and nutrient agar as the test medium. Calibration curves of

GPFX were made in human plasma and 1/15M phosphate buffer (P.B.) pH 7.4 for plasma samples and in

1/15M P.B. pH 7.0 for urine samples. The lowest detectable concentration of GPFX by the method was

0.012-0.025 pg/ml.

In HPLC GPFX was extracted from plasma and urine by chloroform. The extracts were analyzed using

a reverse-phase analytical column and detected by the fluorescence method. The intra-assay coefficient of

variation for plasma was less than 4.6% at 0.01-1.00 ,ug/ml and less than 3.5% at 0.025-5.00 ƒÊg/ml,

whereas for diluted urine it was less than 4.0% at 0.25-50.00 ƒÊg/ml. Plasma and urine samples in phase

I studies were analyzed by HPLC and the bioassay method. A good corelation was observed between them.


