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Azithromycinの 体 液 内濃度 測定 法 に関す る研 究

沢田安房 ・武藤秀弥 ・榎垣一憲 ・下岡折雄

ファイザー製薬株式会社新薬開発センター卓

Azithromycin(AZM)の 生体試料中濃度測定法および試料中での安定聖生について検討 した。

高速液体クロマ トグラフィー(HPLC法)で は電気化学検出器を用いることにより血清お よび

尿中AZMな らびに主要代謝物の同時糧 が可能となった.HPLC法 によるAZMの 検出限界は血

清;0.004μg/mlお よび尿;0.1μg/mlで あった。

微生物学的定量法(bioassay)で はAZMに 高い感受性 を示すMicrococms luteus ATCC9341を 検

定菌 として用い,検 定用培地 としてAntibiotic medium No.11を 用 いたペーパーデ ィスク法 に

より血清,尿 お よび胆汁中のAZM濃 度 を測定することが可能 であ った(検 出限界:血 清;

0.006μg/ml,尿;0.04μg/mlお よび胆汁;0.02μg/ml).今 回検討 したHPLC法 およびBioassay法

を用いて健常成人にAZMを 経口投与 した時の血清中濃度 を測定 した結果,両 測定法 による測

定値間に高い相関性が認め られた(相 関係数:0.998)。

血清および尿中におけるAZMの 安定性 を検討 した結果,凍 結保存(-20℃ 以下)下,血 清お

よび尿いずれの試料中で も少な くとも1ヵ 月間は安定であった。
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Azithromycin(AZM)は 米国ファイザー社 において開発

された新規15員 環マ クロライ ド系半合成抗生物質であ

り,erythromycin(EM)の ラク トン環の9a位 にN-メ チル

基 を導入 した構造 を持つ(Fig.1)。EMと 比較 して胃酸

に対 して安定1)であ り,ま たグラム陽性菌のみならずグ

ラム陰性菌に対する抗菌力が改善 された点で優れてい

る2)。

AZMの 主要代謝物 として,脱 クラジノース体(以 下M-

1と 略す),3′-N脱 メチル体(以 下M-2と 略す),6-N脱 メ

チル体(以 下M-3と 略す)が,尿 お よび糞 中に検出 され

(Fig.1),そ の他 に脱ジメチル体,ク ラジノースの0-脱

メチル体およびラク トンまたはデソサ ミンの水酸化体等

の微量代謝物の存在が確認 されている3)。

本報では,AZMの 体 内動態 を検討するにあたって,

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)に よる定量法(尿 試料では代謝物 と

の同時定量法)な らびに生体試料中での安定性について

検討 を行ったので報告する。

I.実 験材料および方法

1.使 用薬剤

AZMお よび代謝物の各標準品(M-1,M-2お よびM-3)は

米国ファイザー社 より供与 を受けた。

HPLC測 定時に内部標準物質(I.S.)としてリン酸オ レア

ン ドマイシン(フ ァイザー製薬)を 用いた。

2.試 薬

試料の前処理で用いたジエチルエーテル,移 動相に用

いたアセ トニ トリルおよびメタノール等の有機溶媒,な

らびに緩衝液の調製等 に使用 した試薬はいずれも特級品

を使用 した。

3.標 準試料用生体試料

血清はあらか じめ抗菌薬等の投与のない健常人から採

取 した もの または市販の ヒ ト血清(日 本生物材料 セン

ター)を 用い.尿 は健常人数名から採尿 しプール したも

のを用いた。 また,胆 汁は胆道疾患の手術時に得たもの

を無菌 フィルターでろ過 して用いた。

4.高 速液体 クロマ トグラフィー(HPLC法)

1)試 料の前処理

試験管に一定量 のI.S.メ タノール溶液 を加 え,窒 素気

流下で蒸発乾 固(室 温)し た後,ヒ ト血清1mlま たは尿

0.2mlを 加 えFig.2に 従 って前処理 し,HPLC分 析 に供 し

た。

2)添 加検量線

試験管 に既知量のAZM(尿 測定時 にはAZMと 代謝物)

お よび一定量のI.S.メ タノール溶液 を加え,窒 素気流下

で蒸発乾固(室 温)し た。次 にブランク血清1mlま たは尿

0.2mlを 加 え,Fig.2に 従 って前処理 し,HPLC分 析 に供

した。得 られたクロマ トグラムにおけるAZM(ま たは代

謝物)のI.S.に 対す るピーク高 さ比 を求め,添 加濃度に

対 しプロットし検量線(一 次回帰式)を 作成 した。

3)HPLC測 定条件

血清お よび尿試料 についてのHPLC測 定条件 はTable 1

に示 した。

*〒470-23愛 知 県知多郡 武豊町五号 地2番 地
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5.微 生 物 学 的定量法(Bioassay法)

1)検 定 菌

Micrococcus luteus ATCC9341を 検 定 菌 と して使 用 し

た。

2)検 定用 培地

Antibiotic Medium No.11(AM11,Difco),Brain heart

infusion agar(BHIA,Difco)お よ びDiagnostic sensitivity

agar(DST,Difco)を 用 いた。

3)検 定菌液 の調製

Heart infusion agar(HIA,Difco)に て 培 養 したM.luteus

をBrain heart infusion broth(BHIB,Difco)に 接 種 し,

28℃ で48時 間 培 養 した菌 液 を650nmに お け る透過 率 が

38%前 後 にな る よ うに希釈 し検定 菌液 と した(こ の と き

の菌 量 は約7×107CFU/ml)。

4)標 準 溶液

一定 量 のAZMを 正 確 に秤 量 し
,少 量 の メ タ ノール で

溶解後,0.1Mリ ン酸緩 衝 液(pH7.5,1% Tween 80含 有)

で 希釈 した もの を さ ら に同緩 衝 液 また は血清 な らび に

尿,胆 汁で希釈 して標準希釈系列を調製 した。

5)検 定方法

検定菌液 を接種 した検定用培地7mlを 直径90mmの プ

ラスチ ックシャーレに分注 し,水 平台上で固化 させ寒天

平板 を作成 し,4℃ で1時 間程度保存 した。検定液50μl

を染み込 ませたペーパーデ ィスク(8mm,thick,東 洋濾紙

株式会社)を 検定用培地に貼 り付 け,4℃ で2時 間予備拡

散 した後,28℃ で20時 間(ま たは37℃ で14時 間)培 養 し

た。形成 した阻止円の直径 を測定 し,作 成 した検量線か

ら試料 中のAZM濃 度 を求めた。

6.HPLC法 お よびBioassay法 の比較

健常成人男子6名 にAZM 500mgを 単 回経 口投与 した

時に得 られた血清 をHPLC法 お よびBioassay法 で測定 し,

両測定法の定量値間の相関を検討 した。

7.生 体試料中における安定性

AZMを 添加 したヒ ト血清および尿試料 を室温,4℃ お

よび-20℃ で保存 した時の経時的な濃度変化 をHPLC法

によって検討 した。

Fig. 1. Chemical structure of azithromycin and its metabolites.
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II.結 果

1.HPLC法

1)HPLC条 件

HPLC分 析時,AZMお よびその代謝物(M-1,M-2お よ

びM-3)の 保持時間は移動相用緩衝液のpHの わずかな変

化 により大 きく左右 された(Fig.3)。AZMお よび上記3

つの代謝物はいずれ も移動相のpHが6.1か ら6.9に 上が

るに従 って保持時間が長 くなる傾向にあ り,I.S.を 含む

これら4つ の化合物および生体成分由来 ピークを最 も良

好 に分離で きるpHは6.6で あると考 えられた。AZM投 与

後の ヒト尿中にはこれ ら3つ の代謝物が検出されたこと

か ら移動相のpHを6.6と し,血 清中には代謝物の ピーク

は認め られなかったので,測 定時間の短いpH6.3の 移動

相 を用いた。_.

AZM,代 謝物およびI.S.のボルタモグラムをFig.4に 示

した。AZM,代 謝物およびI.S.のピーク高 さ(電流量)は,

いずれ も印加電圧+1.2Vで ほぼ定常状態 に達 した。血

清中濃度測定時 には印加電圧を+1.2Vに 設定 し,尿 中

Fig. 2. Pretreatment method of azithromycin in serum and urine.

Table 1. HPLC condition
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濃度測定ではpHの 上昇によるバ ックグラウン ド電流の

増加ならびにベースライン変動 を考慮 して印加電圧を+

1.15Vに 設定 した。

2)血 清中AZMの 定量

ヒト血清 に既知濃度のAZMを 添加 し,前 述のHPLC法

Fig. 3. Correlation between retention times of azithromycin,
its metabolites and pH of mobile phase.

に従 って抽 出後測 定 し,そ の クロマ トグラ ム をFig.5に

示 した。血 清 由 来成 分 に よる影 響 は認 め られず,AZM

お よ びI.S.の 分 離 は 良好 で あ っ た。 回収 率 はTable 2に

示 した よ うに高濃 度域 でやや 回収 率 が低下す る傾 向が見

られたが,い ず れの添加 濃度 にお いて も高い 回収 率(71.4

～92 .7%)が 得 られた。 この 時の検 出 限界 は0.004μg/ml

で あ った。

3)尿 中AZMお よ び代謝物(M-1,M-2,M-3)の 定 量

ヒ ト尿 に既 知 濃度 のAZMお よ び各代 謝 物 を添 加 し,

前 述 のHPLC法 に従 って抽 出後 測定 した時 の クロマ トグ

ラ ムをFig.6に 示 した。尿 由 来成分 に よる影 響 は認 め ら

れず,AZM,代 謝 物 お よ びI.S.の 分 離 は良好 で あ っ た。

この 時 のAZMお よ び各 代 謝物 の前処 理 操作 に よ る回収

率 をTable 3に 示 した。 いず れ の添加 濃度 にお い て も高

い回収 率(約70%)が 得 られ た。検 出限界 はAZM;0.1μg/

ml,M-1;0.05μg/ml,M-2;0.2μg/ml,M-3;0.2μg/mlで あ

っ た。

2.Bioassay法

1)検 定 菌

海外 の報 告4,5)でAZMの 定 量 に検 定 菌 と して用 い られ

て いるM.luteus ATCC9341を 使 用 した。

2)検 定用培 地 の選 択

M.luteus ATCC9341を 検 定 菌 とす るペー パー デ ィス

ク法 に よ り3種 の培 地(AM11,BHIAお よ びDST)に つ い

て検 出感 度お よび定 量性 を検討 した。阻止 円径 はAM11

Fig. 4. Voltammograms of azithromycin, its metabolites and internal standard.
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が最 も大 きく鮮明であり,検 出感度お よび定量性に最 も

優 れていた(Fig.7)。

3)接 種菌量の影響

接種菌量0.5,1.0お よび2.0%に ついて比較 した。阻

止円径 は接種菌量が06%の とき最 も大き く,1%,2%

と接種菌量が多 くなるにつれて阻止 円径 は小 さ くなっ

た。阻止円の形成状態 については0.5%で はコロニーが

疎 とな りやや不鮮明であったが,1%お よび2%で は阻

止円は鮮明であった。 しかし2%で は若干測定感度が低

下するので,接 種菌量は0.5%ま たは1%が 適当であると

考えられた(Fig.8)。

4)予 備拡散の検討

予備 拡散 についで検討 した結果,4℃ で2時 間予備拡

散を行 うことにより形成 された阻止円径 は大 きく鮮明 と

なった。

5)培 地量の検討

阻止円径 に対する培地量の影響を7,10お よび15mlで

検討 した結果,7mlの 時が最 も阻止円径が大 きく感度が

良好であった。

6)希 釈 用 緩衝 液 のpHお よび緩 衝 液 に添加 した

Tween 80の 影響

0.1Mリ ン酸緩衝液のpHを6.0,7.5お よび8.0に 調整 し,

AZMの 検量線 を比較 した。pH7.5お よび8.0で は阻止円

径が大 きく鮮明であったが,pH6.0で は阻止円径が小 さ

くなった(Fig.9)。 また,標 準溶液の調製 に用いた0.1M

リン酸緩衝液(pH 7.5)に1% Tween 80を 添加 した場合 と

添加 しなかった場合を比較 した結果,添 加 した方が阻止

円が大 きくなった。

7)血 清,尿 お よび胆汁の影響

ヒ ト血清 を用いて作成 した検量線 を0.1Mリ ン酸緩衝

液(pH7.5,1% Tween 80含 有)を 用 いて作成 した検量線

と比較 した。血清で作成 した検量線では緩衝液の場合に

比べ,低 濃度(0.006μg/ml)ま で測定が可能であった(Fig.

10)。

尿原 液お よび0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.5,1% Tween

80含 有)で 希釈 した尿 を用 いて検量線 を作成 した(Fig.

11)。 尿原液で作成 した検量線では阻止円径が小 さく不

鮮明であったが,リ ン酸緩衝液で少 な くとも4倍 以上希

釈することにより尿の影響が抑え られ阻止円径が鮮明と

な った。

Table 2. Recoveries of azithromycin from spiked
human serum

(Mean•}SD,n=3)

Fig. 5.HPLC chromatograms of extractsfrom (A) control human serum
, (B) human serum spiked with azithromycinand (C) serum 

collected from a healthy volunteer 3h after single 500mg dose of azithromycin .

Peaks 1=azithromycin, Peaks 2=internal standard
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胆汁原液で作成 した検量線ではリン酸緩衝液を用いて

作成 した検量線 よりも阻止円径が大 きく鮮明であった。

これ らBioassay法 によるそれぞれの試料 の検 出限界は血

清で0.006μg/ml,尿 で0.04μg/ml,胆 汁で0.02μg/mlで あ

った。

3.HPLC法 とBioassay法 との比較

健常成人男子 にAZM 500mgを 経 口投与 した時の血清

試料 をHPLC法 とBioassay法 で測定 した。両測定法 によ

る測定値の相 関図 をFig.12に 示 した。相関係数はr=

0.998と 良好であった。回帰直線 の傾 きは1.038で あ り,

HPLC法 の測定値 とBioassay法 の測定値 との間にはほぼ

1:1の対応が認められた。

4.ヒ ト血清および尿中での保存安定性

ヒ ト血清お よび尿 にAZMを 添加 し,各 温度で保存 し

たときの経時 的安定性 を検討 し,Table 4に 示 した。

AZMは 血清中では-20℃ で保存 した場合少なくとも1ヶ

月間安定であることが示 された。なお,室 温では少な く

とも24時 間安定であった。 また,AZMを 尿中で室温保

存 した時,24時 間後の残存率は87.1%と 若干低下 した。

冷蔵保存では24時 間安定であった。-20℃ で1ヶ 月間保

存 した時の残存率は約90%で あった。

III.考 察

1.HPLC法

生 体液 中 のAZMのHPLC定 量 法 につ いて はShepard6)ら

Table 3, Recoveries of azithromycin and its metabolites
from spiked human urine

(Mean±SD,n=2 or 3)

Fig. 6. HPLC chromatograms of extracts from (A) control human urine, (B) human urine spiked with azithromycin

and (C) urine collected from a healthy volunteer 0•`2 h after single 500mg dose of azithromycin.

Peaks 1=M-1, Peaks 2=M-3, Peaks 3=M-2, Peaks 4=azithromycin, Peaks 5=internal standard
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のHPLC-ECD法 が報告 されているが,移 動相に用いる緩

衝液のpHが11.0で あ り,電 気化学検出器の特性お よび

アルカリ耐性 カラム入手難易性等 を考慮 して測定法の改

良を試みた。本法ではポリマー系充填剤を用いた逆相 カ

ラムを使用 し,移 動相の条件 を改 良 し,AZMお よび代

謝物(M-1,M-2お よびM-3)の 血清および尿中濃度測定法

を確立 した。

Fig. 7. Comparison of standard curves of azithromycin

on various test medium.

Fig. 8. Effect of inoculum size on standard curves
of azithromycin.

AZM,M-1,M2お よびM-3に ついてボル タモグラムを

作成 した結果,至 適印加電圧 は1.15～1.20Vと 高い電圧

を要 した。 しかしながら,ベ ースラインの安定性 は良好

で移動相組成の検討により,血 清 または尿由来の生体成

分 とAZM,各 代謝物お よびI.S.を良好に分離することが

で きた。

HPLC-ECD法 により生体試料中の薬物 を高感度に定量

Fig. 9. Effect of pH of diluent on standard curves

of azithromycin.

Fig. 10. Effect of human serum on standard curves
of azithromycin in 0.1M phosphate buffer

(1% Tween 80, pH 7.5).
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Fig. 11. Effect of human urine on standard curves
of azithromycin in 0.1M phosphate buffer

(1% Tween 80, pH 7.5).

Fig. 12. Correlation between azithromycin concentrations
in human serum determined by HPLC and bioassay
method.

する際に分析の妨げとなる電気化学的活性 を有する内因

性物質 を取 り除 くため,試 料中の前処理法 を検討 した。

血清 の場合,ア ルカリ(飽 和炭酸ナ トリウム)条 件 下で

エーテル抽出 し,リ ン酸緩衝液(0 .5M,pH3.0)に よって

逆抽 出した後,再 度アルカリ条件下でエーテル抽出する

ことによって内因性物質をほぼ除去することがで き,同

時に良好な回収率 を得た。また,尿 についても血清 と同

様の前処理方法で良好な回収率 を得ることができた。

2.Bioassay法

AZMの ペーパーデ ィスク法による微生物学 的定量法

(Bioassay)をTable 5に 要約 した。本薬の血清 中濃度 測

定 には ヒ トの臨床投与量での血清中濃度 を考慮 した場

合,0.010μg/ml程 度 まで測定で きることが望 ましい。

そ こで検 定菌 にはAZMに 高い感受性 を示 すM.luteus

ATCC9341を 用い ることによ り高感度測定が可能 とな

った。 測定 法 はペーパーデ ィスク法 で検 討 したが,

Girardら4)の アガーウェル拡散法 と同等の検出感度が得

られた。

血清試料 の測定に際 しては,試 料中の血清の割合が高

いほ ど阻止円が大 きくなる傾向が認められた。標準溶液

は血清の割合が試料溶液 と同 じになるようにリン酸緩衝

液で希釈 し測定 に供 した。

尿 試料 の測定 は,試 料 を0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.5,

1% Tween 80含 有)で 通常10～500倍 希釈 して測定する

ため,同 緩衝液で標準希釈系列 を調製 し定量 した。

胆汁試料 は,血 清試料 と同様標準溶液と試料液中の胆

汁濃度を50%と して条件 をそろえた。

臨床 第I相 試験(500mg単 回投与)の 血清 につ いて

HPLC法 お よびBioassay法 の両測定法で定量 したところ,

測定値の相関性は高 く(r=0.998),両 法の測定値間に1:1

の対応が認め られたことから血清中に活性代謝物は存在

しないものと考え られた。またHPLCの クロマ トグラム

上 にAZMの ピークのみが検 出 され,代 謝物 のピークは

認められなかったことから血清中には代謝物が存在 しな

いことが示唆 された。

血清および尿中AZMは-20℃ で凍結保存 した場合,1

ヶ月(通 常分析に要する時間)は 安定であることが確認 さ

れた。室温保存では尿 においてわずかに残存率の低下が

認 め られたが通常のHPLC測 定 またはBioassay法 による

Table 4 Stability of azithromycin in human serum and urine under various condition

(Mean±SD,n=3)
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Table 5 Microbiological assay for azithromycin (a summary of assay condition)

分析操作に要する時間内では影響ないと考えられた。
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Method of measuring azithromycin concentration in body fluid

by bioassay and high-performance liquid chromatography

Yasufusa Sawada, Hideya Muto, Kazunori Enogaki and Kino Shimooka
New Product Development Center, Pfizer Pharmaceuticals Inc.

5-gochi, Taketoyo-cho, Chita-gun, Aichi 470-23, Japan

We established a microbiological assay method and modified shepard's high-performance liquid
chromatography (HPLC) method for the quantitative determination of azithromycin (AZM).

In the bioassay method, the AZM concentration was determined by using Micrococcus luteus ATCC9341
as a test organism and antibiotic medium No. 11 as a test medium.

In the HPLC method, the concentrations of AZM and its metabolites in body fluids were determined by
HPLC combined with an electrochemical detector. AZM and its metabolites were well separated from
organic components, and good linear calibration curves were obtained.

The serum concentrations of AZM in healthy male volunteers after oral dose were determined by HPLC
and bioassay. The results showed a high correlation (correlation coeffect: 0.998).


