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高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ るritipenemの

ヒ ト血 漿 お よ び尿 中濃 度 測 定 法
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高速液体クロマ トグラフィー・によるヒ ト血漿および尿試料中のritipenem(RIPM)の 定量法につい

て検討 し,臨 床試験における体液内濃度測定法を設定した。

試料は限外ろ過による前処理後 グラジエントモー ドの逆相カラムに注入 した。注入法として,血 漿

試料はサ ンドイッチ法を,尿 試料は直接法を用いた。本法は血漿および尿成分から目的成分を良好に分

離でき,か っ,ブ ランク血漿あるいはブランク尿に添加 して作成 した検量線は原点を通る良好な直線性

を示した。本法により血漿試料中0.05～5.0μg/mlの 濃度範囲のRIPMを 日内精度4.8%,日 間精度

3.2%以 下でそれぞれ測定することができた。同様に尿試料について も,2。5～1000μ9/m1の 濃度範囲

で日内精度11。9%,日 間精度7.5%以 下でそれぞれ測定することがで きた。検出限界は,血 漿中が約

0.01μg/ml,尿 中では約1.0μg/mlで あった。

血漿中のRIPMは 安定化剤を添加することにより,-20℃ および一80℃保存で少な くとも約1ケ 月

間は安定であった。

Ritipenem acoxil(RIPM-AC)を 投与 した臨床検体中のRIPMを 本法で測定 した結果は,血 漿お

よび尿ともに生物学的測定法による測定結果と良好な相関性を示 した。
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Ritipenemacoxi1(RIPM-AC)は,1982年 に イ タ リ

ア の フ ァル ミタ リア カ ル ロ エ ル バ 社(現 フ ァル マ シ ア

社)で 創 製 さ れ た ペ ネ ム 系 の 新 規 経 口 抗 生 物 質Dで あ

り,そ の 化 学 名 は, (+)-(5R,6S)-acetoxymethyl 3-

carbamoyloxymethyl-6-〔(1R)-1-hydroxyethyl〕-

7-oxo-4-thia-1-azabicyclo〔3.2.0〕hept-2-ene-2-

carboxylate monohydrateで 示 され る。 本 剤 は活 性 本 体

で あ るritipenem(RIPM)の2位 カ ル ボ ン酸 に,ア セ ト

キ シ メチル 基 を エ ス テ ル結 合 させ る こ と に よ り経 口吸 収 を

高 め た もの で,経 口投 与 時 に は主 に腸 管 壁 の エ ステ ラー ゼ

に よ り加 水 分 解 され で,活 性 なRIPMと して 循 環 血 中 に

移 行す るプ ロ ドラ ッ グで あ る。

活 性 本 体 で あ るRIPMは 各 種 β-ラ ク タ マ ー ゼ に 安

定 で あ り,グ ラ ム 陽 性 菌,グ ラ ム 陰 性 菌 に広 範 囲 な抗 菌

スペ ク トル を 有 し,特 に好 気 性 グ ラ ム 陽 性 菌 な らび に 嫌

気 性 菌 に対 し,優 れ た 抗 菌 力 を示 す2)。

今 回 著 者 ら は,各 種 臨 床 検 体 中 のRIPMの 濃 度 測 定

に 対 応 す る た め に,ヒ ト血 漿 お よ び尿 試 料 を 対 象 に,前

処 理 操 作 が 簡 便 で,測 定 感 度 に 優 れ た 高 速 液 体 ク ロマ ト

グ ラ フ ィ ー(HPLC)を 用 い る 測 定 法 を 検 討 した 。 さ

ら にRIPMの 生 体 試 料 中 に お け る安 定 性 に つ い て も検

討 した の で,以 下 に 報 告 す る。

1.試 験 方 法

1.試 料 お よ び試 薬

RIPM(Lot.No.003/7)は,フ ァ ル ミ タ リア カ ル

ロ エ ル バ 社(FCE社)で 合 成 さ れ た も の を 用 い た 。 ア

セ トニ ト リル は 和 光 純 薬 社 製 のHPLC用 を,3-(N一 モ

ル ホ リ ノ)プ ロパ ン ス ル ホ ン酸(MOPS)は 和 光 純 薬

社 製 の 試 薬 特 級 を 用 い た 。 そ の 他 の 試 薬 は,市 販 の 試 薬

特 級 を 使 用 した 。 ま た,限 外 ろ過 器 は ア ミコ ン社 製 の セ

ン ト リ フ リ ー(MPS-3)を 使 用 した 。 ヒ トブ ラ ン ク

血 漿 お よ び 尿 は健 常 人 か らそ れ ぞ れ 採 取 し,使 用 時 ま で

-20℃ で 保 存 した
。

2.標 準 溶 液

RIPM10mg(力 価)を と り,0.1Mリ ン酸 塩 緩 衝 液

(pH4.5):ア セ トニ ト リル 混 液(3:2)を 加 え て 溶 か

し正 確 に10mlと し,標 準 原 液 と した 。 標 準 原 液 は 適

宜 蒸 留 水 で 希 釈 し,標 準 溶 液 と した 。 な お,標 準 溶 液 は

用 時 調 製 と した 。

3.安 定 化 剤

MOPS104.69に 蒸 留 水 を 加 え て500m1と し,6N水

酸 化 カ リ ウ ム 溶 液 でpH5.0に 調 整 し た。 こ れ に 等 容 量

の エ チ レ ン グ リコ ー ル を加 え て よ く混 合 して 安 定 化 剤 と

し,4℃ で 保 存 した 。

4.器 具 お よ び装 置

RIPM測 定 の た め のHPLC用 分 析 カ ラ ム は,

COSMOSIL5C18(4.6mmφ ×150mm,NACALAI

*大 阪 府 大 阪市 淀 川 区 加 島3 -16-89
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TESQUE社 製)に ガ ー ドカ ラ ム と してLiChroCART

4-4RP-8(5μm,Merck社 製)を 装 着 し て 用 い

た 。HPLC装 置 は 島津 製 作 所 製LC-10AD型 高 速 液 体

ク ロマ トグ ラ フ を 用 い,デ ー タ 処 理 に は 島 津 製 作 所 製

C-R7A型 を 使 用 した 。

5.血 漿 お よ び尿 試 料 の 操 作 法

血 漿 試 料0.5ml(安 定 化 剤0.25m1を 含 む)に 蒸 留

水 あ る い は 標 準 溶 液0.05m1お よ び40mMSDS溶 液

0.1m1を 加 え て 撹 搾 し,限 外 ろ過(1200g,3時 間,

4℃)を 行 い 試 料 溶 液 と した。

尿 試 料(等 容 量 の 安 定 化 剤 を 含 む)は,蒸 留 水 で50

倍 に希 釈 した 尿 試 料 希 釈 液0.5m1に,蒸 留 水 あ る い は

標 準 溶 液0.05mlお よ び5mMSDS溶 液1.5m1を 加 え

て 撹 搾 し,限 外 ろ 過(12009,10分 間,4℃)を 行 い

試 料 溶 液 と した 。

6.HPLC測 定 条 件

移 動 相 は,A液 と して50mMリ ン酸 塩 緩 衝 液(pH

2.7),B液 はA液 と ア セ トニ トリル を3:2に 混 合 し

て 使 用 した 。 グ ラ ジエ ン ト条 件 は,5分 ま でB液 を0

%で 保 持 した 後,25分 にB液 が50%と な る よ うに 直 線

的 に増 加 させ た 。 そ の 後1分 間 同 条 件 で 保 持 し,次 の5

分 間 でB液 が100%に な るよ う に 直 線 的 に増 加 させ た 。

次 に,初 期 条 件 で10分 間 保 持 した 。 流 速 は1.Om1/min

で 送 液 し,320nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 した 。 カ ラ ム

温 度 は40℃ に設 定 した 。

7.HPLC注 入 法

血 漿 試 料 に つ いて は サ ン ドイ ッチ 法 を用 い た 。 す な わ

ち,試 料 溶 液 の 両 側 を0.05m1の1Mリ ン酸 塩 緩 衝 液

(pH2.5)で 挟 み 込 み 注 入 した 。 尿 試 料 に つ い て は 直 接

注 入 した 。

8.血 漿 中 の 検 量 線 お よ び 添 加 回 収 率

血 漿 試 料0.5m1(安 定 化 剤0.25mlを 含 む)に

RIPM添 加 用 標 準 溶 液(0,0.25,0.5,1.25,2.5,

5.0,12.5お よ び25.0μg/ml)各0.05m1を 加 え て 撹 絆

し,操 作 法 に 従 い 試 料 溶 液 と した。 試 料 溶 液 の50μ1を

HPLCに 注 入 し,血 漿 中RIPM濃 度 に対 す る ピ ー ク面

積 を プ ロ ッ ト し,検 量 線 を作 成 した。

ま た,血 漿 試 料0.5ml(安 定 化 剤0.25m1を 含 む)に

RIPM添 加 用 標 準 溶 液(0.25,2.5お よ び25μg/mD

各0.05m1を 加 え て 操 作 し,試 料 溶 液 と した 。 別 に安 定

化 剤 を 蒸 留 水 で1/2に 希 釈 した 溶 液0.5mlにRIPM添

加 用 標 準 溶 液 各0,05m1を 加 え て 標 準 溶 液 を 調 製 した 。

試 料 溶 液 お よ び 標 準 溶 液 の 各50μlをHPLCに 注 入

し,RIPMの ピ ー ク面 積 か ら回 収 率 を 求 め た 。

9。 尿 中 の 検 量 線 お よ び 添 加 回 収 率

尿 試 料 希 釈 液0.5mlにRIPM添 加 用 標 準 溶 液(0,

0.25,0.5,1.0,2.5, 5,0, 10.0,25.0, 50.0お よ び

100.0μg/ml)各0.05m1を 加 え て 操 作 し検 量 線 を 作 成

した。

ま た,尿 試 料 希 釈 液0。5m1にRIPM添 加 用 標 準 溶 液

(0.25, 5.0お よ び100,0μg/ml)各0.05mlを 加 え て 同

様 に 操 作 し,試 料 溶 液 と し た。 別 に 蒸 留 水0.5mlに

RIPM添 加 用 標 準 溶 液 各0。05mlを 加 え て 標 準 溶 液 を

調 製 した 。 試 料 溶 液 お よ び 標 準 溶 液 の 各50μlをHPLC

に 注 入 しRIPMの ピー ク面 積 か ら回 収 率 を 求 め た 。

豆.結 果

1.検 量 線 お よ び添 加 回 収 率

ヒ トブ ラ ン ク血 漿 にRIPMを0～5,0μg/mlの 濃度

範 囲 で 添 加 して 得 ら れ た 検 量 線 は,Fig.1に 示 す よ う

に 原 点 を 通 る 良 好 な 直 線 性 を 示 し,そ の 相 関 係 数 は

0.9998で あ った 。 ま た,血 漿 にRIPMを0.05,0.5お よ

び5.0μg/mlの 濃 度 で 添 加 した 時 の 回 収 率 は,Table 1

Fig. 1. Calibration curve for ritipenem in plasma

Table 1. Recovery of ritipenem from human plasma and urine
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に示 す よ うに,平 均 回 収 率(n=6)が,そ れ ぞ れ99.2,

99.5お よ び104.3%で あ っ た。 標 準 偏 差(SD)は,そ

れ ぞ れ2.97,1,96お よ び1.89と な り,い ず れ の 濃 度 に

お いて も良 好 な 値 を示 した。

尿 に つ いて も,0～1000μg/m1の 濃 度 範 囲 に お け る

検 量 線 を 求 め た 結 果,Fig.2に 示 す よ う に 良 好 な 直 線

性 を 示 し,そ の 相 関 係 数 は0.9997で あ っ た 。 ま た,

2.5,50お よ び1000μg/m1の 濃 度 で 添 加 した 時 の 回 収

率 は,そ れ ぞ れ80.1,99.6お よ び101.7%,標 準 偏 差 に

っ いて もそれ ぞ れ7.20,0.71お よ び0.70と 良 好 な 再 現 性

を示 した 。

な お,検 出 限 界 は,血 漿 中 が0.01μg/ml,尿 中 が1.0

μg/m1で あ った 。Fig.3お よ び4に ク ロ マ トグ ラ ム 例

を示 した 。

2. 正 確 度 お よ び 精 度

本 法 に お け る血 漿 お よ び 尿 試 料 測 定 時 の 正 確 度 お よ び

精 度 に 関 す る結 果 を,Table2に 示 した 。

血 漿 試 料 に つ い て,RIPMの 正 確 度 は 各 日 の 各 濃 度

で96.0～103.8%の 範 囲 内 で あ り,反 復 測 定 を 含 め た 日

間 の 正 確 度 は98.7～101。9%の 範 囲 内 で あ っ た。 測 定 精

度 は各 日 の 各 濃 度 で4.8%以 下 で あ り,反 復 測 定 を 含 め

た 日間 の 精 度 は3.2%以 下 で あ った 。

Fig. 2. Calibration curve for  ritipenem in urine

尿試料 について も,RIPMの 正確度 は各日の各濃度

で81.1～100.5%の 範囲内であり,反 復測定を含めた日

間の正確度 は83.9～99.9%の 範囲内であった。測定精度

は各 日の各濃度で12%以 下であ り,反 復測定を含めた

日間の精度は8%以 下であった。

3. 安定性

1) 標準溶液

RIPMは 標準原液 と して,4℃ で保存す ることによ

Blank 0.05g/ml0 .5g/ml5.0pg/m1

Fig. 3. Typical chromatograms of blank plasma and blank plasma spiked with ritipenem
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Blank 2.5mg/ml 50g/ml 1000ƒÊg/m1

Fig. 4. Typical chromatograms of blank urine and blank urine spiked with ritipenem

Table 2. Accuracy and precision for plasma and urine samples spiked with ritipenem

Measured data are expressed as means(n=3)

accuracy*: (found/added)•~100

precision**: coefficient of variation

り3日 間の安定性が確保されたが,通 常,用 時調製で使

用 した。

2) 血漿試料

RIPMは 血漿あるいは尿中では極めて不安定な化合

物であり,-20℃ の凍結保存においても分解が生 じるこ

とが確認 されて いる。 この ため,血 漿に等容量のpH

5.0お よび6.8MOPSを 安定化剤と して添加 し,-20℃

お よび-80℃ で保存 した時の経時的な安定性 を検討 し

た。その結果,-20℃ で28日 間保存後のRIPMの 残存

率 はpH5.0MOPS添 加 の 条 件 で94 .2%,pH6.8

MOPS添 加の条件で86.7%,無 添加 の条件で49 .0%と

な り,pH5.0MOPSの 添加が安定化の向上に有効であ

ることがわか った。 また,-80℃ の場合 は28日 間保存

で,い ずれの条件下で も93%以 上の残存率が得 られ,

安定性が確保された(Fig 。5)。

4. 生物学的測定法 との比較

臨床試験における血漿および尿試料中のRIPM濃 度

を,本 法 お よ び 生 物 学 的 測 定 法3)(bioassay)に よ り測
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-20℃ -80℃

Fig. 5. Stability of ritipenem in samples of human plasma after storage at —20°C and-80•Ž (n=1-2)

Y=1.052X-0.0143

r=0.9933

Fig. 6. Correlation between ritipenem concentra-

tions obtained by bioassay and HPLC

定 した実測値を比較 し,相 関性を求めた。血漿および尿

試料における相関係数は,そ れぞれ0.9933(n=126)お

よび0.9927(n;48>と なり,本 法 と生物学的測定法に

よるRIPM測 定値間にはいずれ も良好な相関関係が認

められた(Fig.6,7)。

III.　考 察

ペネム系などβ-ラ クタム系の抗生物質の多 くは,強

酸およびアルカ リ溶液など化学的に,あ るいは酵素的に

極めて不安定であることか ら,生 体試料中の薬物濃度測

定における前処理操作 には,限 られた方法 しか選択する

ことができない。

近年,前 処理操作の簡略化を目的としたカラムスイッ

チングによる自動分析法が定量法に採用 され るよ うに

なって きている4)。 抗生物質の生体試料中測定法につい

て もカラムスイ ッチ ングを用いたHPLC法5)の 報告が

みられる。 しか し,こ の方法を数多 くの臨床検体の分析

手段として用いることは,複 雑化 した装置のメインテナ

Y=0.792X+1.224

r=0.9927

Fig. 7. Correlation between ritipenem concentra-
tions obtained by bioassay and HPLC

ンスの面で,あ るいは再現性などの測定精度の面で,い

くっかの問題点を抱えている。

今回設定 した限外 ろ過を用いるHPLC法 は,血 漿あ

るいは尿試料を直接HPLCに 注入す る方法ではない

が,簡 便な前処理法でRIPMを 充分な精度 と正確 さで

測定す ることが可能であった。また,本 法 はHPLC装

置への注入法として,サ ン ドイ ッチ法6)を 採用 した。通

常の直接注入法では,血 漿試料に添加 した安定化剤中の

エチレング リコールの影響で,カ ラムの先端に達す るま

でに試料溶液が拡散 し,RIPMは 鋭敏な ピーク形状 を

示さず,か つ,測 定感度の低下を招いた。 しか し,本 サ

ン ドイッチ法 は,試 料溶液の両側を1Mリ ン酸塩緩衝液

で挟み込む方法であり,注 入時の溶液層の状態がカラム

内で維持 される利点があ った。 このため,拡 散によ る

ピークテー リングや リーディング現象 は見 られなか っ

た。注入 されたRIPMは,鋭 敏な ピーク形状を示 し,

その結果 と して,血 漿中RIPMの 検出限界 は,約0.01

μg/m1と ペネム系抗菌剤 としては比較的高感度の分析
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が可能 とな った。尿試料については,蒸 留水で50倍 に

希釈 した後,直 接注入す る方法を用いた。

以上の検討結果か ら,本 法は,RIPM-AC投 与後の

血漿および尿中RIPM濃 度を十分な検出力で測定で き

ることがわかった。 また,本HPLC法 によるRIPMの

定量値 は,生 物学的測定法 との間に良好な相関性を示 し

た ことか ら,臨 床検体中のRIPMの 測定法 として充分

な適 用性を有す ることが確認 で きた。 なお,血 漿 中

RIPMの 安定性 については,安 定化剤を添加する こと

により,-20℃ において も28日 間の保存で残存率の低

下 はなく,安 定性は確保 された。
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Determination of ritipenem in human plasma and urine

by high performance liquid chromatography

Masayuki Matsuoka, Ritsuko Hosomi, Teruo Maki,

Kiyoshi Banno and Tadashi Sato
Analytical Chemistry Research Laboratory, Tanabe Seiyaku Co., Ltd.,

3-16-89, Kashima, Yodogawa-ku, Osaka 532, Japan

A high performance liquid chromatographic method was developed for determination of ritipenem

(RIPM), the active metabolite of ritipenem acoxil (RIPM-AC){(+)-(5R,6S)-acetoxymethyl 3-

c arb amoyloxymethy1-6-((1R)-1-hydroxyethyl)-7-oxo-4-thia-1-az ab icyclo [3.2.0) hept-2-ene-2-

carboxylate monohydrate}, in human plasma and urine. Plasma samples were deproteinized by the

ultrafiltration method, and the filtrates were analyzed by a reversed-phase column using the

two-sided bracketing injection technique. In the plasma samples spiked with RIPM, the calibration

curve showed good linearity in the range of 0-5.0 g g/ml. The recovery of RIPM was quantifiable;

coefficients of within-day and between-day variation were less than 4.8% and 3.2%, respectively.

In the urine samples spiked with RIPM, the calibration curve in the range of 0-1000,u g/ml and the

reproducibilities were similarly satisfactory. The determination limits were 0.05 i g/ml in plasma

and 2.5 ,u g/ml in urine. The stability of RIPM in plasma was confirmed at -20•Ž for a month in

addition to stabilizer. Correlations between the proposed method and bioassay were satisfactory for

both plasma and urine samples.


