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NM441の 体 液 内濃度 測定 法

松田 真人 ・奥山 義男 ・森野 昭 ・尾崎 正邦

日本新薬株式会社創薬研究本部*

NM441の 活性本体であるNM394の 体液内濃度測定法 を,高 速液体クロマ トグラフィー(HPLC)法

および微生物学的定量(bioassay)法 で検討 した。

HPLC法 では,溶 媒抽出法および固相抽出法を用いることにより測定可能であった。Bioassay法 で

は,Escherichia coli Kpを 検定菌 とし,定量用培地 として感受性 ディスク培地を用いるアガーウエル法,

カップ法およびペーパーディスク法の3方 法いずれにおいて も測定可能であった。

ヒト血漿および尿において,HPLC法 とbioassay法 による測定値 はよく相関 した。
-20℃ の保存条件では

,NM394は ヒ ト血漿中,ヒ ト尿中で少な くとも4週 間は安定であった。
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NM441は プ ロ ドラッグ型の新規キノロン薬で1),動 物 に投

与後,グ ラム陽性菌,陰 性菌に対 して強い抗菌作用を示す活性

本体であるNM394に 速 やかに変換され ることが確 かめられ

てお り2),動物 に対す る実験的全身感染,局 所感染 に対 して強

い感染防御作用を有することが明 らかとなっている3)。

キノロン薬の体液内濃度 は一般的に,HPLC法4～11)ま た は

アガーウエル法12,13),カ ップ法9),ペ ーパーディスク法5)等 の

bioassay法 によって測定 されている。

そこで,NM441の 活性本体であるNM394の 測 定法 につい

て,HPLC法 とbioassay法 の検討お よび両者の比較 を行 っ

た。

さらに-20℃ 凍 結保存時の血漿および尿中のNM394の 安

定性をbioassay法 により検討 した。

I. 材 料 と 方 法

1. 試薬 お よび試料

NM394,高 速 液体 クロマ トグラフの内部標準 物質 であ

るNAD-358お よ びNAD-245は 日本新 薬株 式会社 で合

成 した ものを使用 した(Fig.1)。 ア セ トニ トリルお よび

ジクロロメタ ンは高速 液体 ク ロマ トグ ラフ用 を,ク ロロ

炭酸 エチル は市販 の一 級品 を,そ の他 の試薬 は特 に記載

の ない限 り市販 の特級 品 を用 いた。

血漿 お よび尿 は健康成 人男子 か ら採取 し,直 ちに,ま

た は-20℃ で 凍結保存 した ものを用いた。

2. HPLC法

1) 前 処 理

(1) 溶 媒 抽 出法

血 漿 で は0.5mlに,尿 で は0.1ml(高 濃 度 域5～500

μg/ml)ま た は0.5ml(低 濃 度域0.5～40μg/ml)に,内

部 標準物 質NAD-358(血 漿:0.5μg/ml,尿:10μg/ml)

を含 む0.05Mリ ン酸緩衝液(pH7.4)0.5mlお よ び1%

ク ロ ロ炭酸 エチル(尿 高濃度域 の場合3%)を 含 むジク

ロロメ タ ン3.5mIを 加 えて10分 間 振 盪 した。3000rpm

で10分 間 遠心 分離後,ジ ク ロロメタ ン層 約3mlを 分 取

し,減 圧 下溶媒 を留去 した。残 渣 にメタ ノール(血 漿 の

場合50μ1,尿 の場 合250μ1)を 加 えて溶解 させ,そ の10

μlをHPLCに 注 入 した。

(2) 固相 抽出法

血 漿0.2mlに0.425%リ ン 酸 水 溶 液1mlお よ び 内 部

標 準物 質 であ るNAD-245を 含 む0.425%リ ン酸水 溶 液

NM394 NAD-358 NAD-245

Fig. 1. Structures of NM394, NAD-358 and NAD-245

* 〒601京 都市南区西大路通八条下ル
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(1μg/ml)50μlを 加 えて混 合 した後,こ の 溶液 を メタ

ノール お よび0.425%リ ン酸水 溶液 各々3mlを 順 に加 え

て コンデ ィシ ョニ ング した固相抽 出用 カー トリッジカ ラ

ムSEP-PAKVac/3cc PS-1(Waters)に 添 加 した。 次

いで,0.425%リ ン酸水溶液3ml,5%ア セ トニ トリル を

含有 す る0.425%リ ン酸水 溶液3mlを 順 次 カ ラム に加 え

た後,40%ア セ トニ トリル を含有す る0.0425%リ ン酸水

溶液2mlで 溶 出 した。溶 出液 に2.5%ア ンモニア水溶液

20μlを 加 えて室 温 で減 圧下 留去後,0.425%リ ン酸水溶

液0.25mlに 再 溶 解 し,フ ィル ターSPIN-X(Costa,

0.45μm)で 濾 過 を行 い,そ の濾液40μlをHPLCに 注 入

した。

2) 濃 度 の算 定

NM394濃 度(X)は,内 部標 準物 質 との ピー ク高 さ比

(NM394/内 部 標準物質)(Y)に よ る内部標準検量線 法 に

よって 求 め た。検 量 線 は最 小二 乗 法 で 一 次 回帰(Y=

aX+b)し た 。

3) 測 定 機器 お よび測定 条件

測定機器 お よびHPLCの 諸 条件 を以下 に示 した。

(1) 測 定 機 器

ポ ンプ:45J型(Waters)

カ ラ ム恒 温槽:860-CO型 カ ラムオーブ ン(日 本分光)

試 料 導 入 部:712全 自 動 サ ン プ ル プ ロ セ ッサー

(Waters)

検 出 器:溶 媒 抽 出法484チ ュ ーナ ブルUV/VIS検

出器(Waters),固 相 抽 出法821-FPS型 蛍 光検 出器(日

本分光)

記 録装 置:ク ロマ トパ ックC-R5A(島 津 製作所)

(2) 測 定 条件

ガー ドカ ラム:ガ ー ドパ ック プ リカ ラム モ ジュール

(Waters),プ リカ ラムイ ンサー トに はNova-PaK Ci8

を使 用

カ ラム:Capcell Pak C18 SG120 4.6mmφ ×250mm

(資生 堂)

移 動相:溶 媒 抽 出 法0.05Mリ ン 酸 緩 衝 液(pH

2.0)/ア セ トニ トリル/メ タノール(血 漿 の場 合10:5:

6,尿0.1mlの 場 合10:7:7,尿0.5mlの 場 合10:

6:6),固 相 抽 出法0.05Mリ ン酸緩衝 液(pH2.0)/ア

セ トニ トリル(10:1)

流 速:1.0ml/min

検 出:溶 媒抽 出法UV275nm,固 相 抽 出法 蛍光

励 起波長275nm,蛍 光 波長425nm

カ ラ ム温度:40℃

3. Bioassay法

1) 検 定 菌

BEscherichia coli Kp,E.coli NIHJお よ びE.coli

NIHJ JC-1で 検 討 した結果,感 度 の点でE.coli Kpが

最 も優 れ ていた。また,E.coli Kpは 現 在 キ ノロン薬の

bioassay検 定 菌 として広 く使 用 され ている ことか ら,E.

coliKpをNM394のbioassay検 定 菌 として用 いた。

2) 定 量 用培地

Heart infusion agar(ニ ッス イ),Nutrient agar(ニ ツ

スイ),感 受 性 デ ィス ク培 地(栄 研),感 性 デ ィス ク培地

(ニ ツスイ),Mueller-Hinton培 地(Difco)に つ いて比較

検討 した結 果,感 受性 デ ィスク培 地 お よび感性 デ ィスク

培地が 阻止 円形成,検 出感度 の点 で優 れていた。今回の

試験 では感 受性 デ ィス ク培地 を用いた。

3) 定 量 用寒天平板 の作製

E.coli Kpを ト リプ トソー ヤブ イ ヨン(ニ ッスイ)で

37℃ 一夜 培 養後,分 光 光度 計(日 立 スペ ク トロフォト

メーター100-60)を 用 いてOD660nm約0.5に な るように

同培地 で調製 し,予 め約48℃ に保 温 しておいた定量用培

地 に2%接 種 した。

菌 を接 種 した寒 天培 地 を直 径9cmの プ ラ スチ ック

シ ャー レ(テ ルモ)に10mlず つ分 注 し水 平台上で固化 さ

せ た。

アガー ウエル法 の場 合,寒 天 穿孔器(東 洋測器AHP-

104)で 固 化 させ た平板 の寒天 に直径8mmの ウエルを4

個 あ けた。

カ ップ法の場合,カ ップ ドロ ッパ ー(ナ ガ イ商会MCD-

400)を 用 いてカ ップ平板 を作製 した。

4) 標 準 液の調製

NM394を1mgあ た り0.1m1の0.1N NaOHで 溶 解

し,蒸 留水で希釈 して1,000μg/ml溶 液 を調製後,0.067

Mリ ン酸緩衝液(pH8.0)も し くは ヒ トの血漿 を用いて

2倍 標準 希釈系列 を作 製 した。

5) 定 量 操作

アガー ウエル法 の場 合,4)で 作 製 したNM394の2倍

標準 希釈 系列溶液 また は測 定検体 を,3)で 作 製 したア

ガー ウエル平板 の相対 す る2ウ エル にマイ クロピペ ッ ト

で40μ1ず つ注 入 した。また,シ ャー レ間の差 を補正する

ための リファレ ンス として,0.067Mリ ン酸緩衝液(pH

8.0)で 調 製 したNM394溶 液40μlを 残 りの ウエル に注

入 した。 この平板 を1濃 度 につ き2枚 作 製 した。

カ ップ法 の場合 もアガー ウエル法 の場 合 と同様 に2倍

標準希 釈系列溶 液 また は測 定検体 をパ ス ツール ピペ ッ ト

でカ ップ に注入 した。

ペーパー デ ィス ク法 の場 合 には,ペ ーパ ーディスク(東

洋濾 紙 直径8mm Thin)に マ イクロ ピペ ッ トで デ ィス

クあた り30μlず つ滲 み込 ませ,ア ガー ウエル法 と同様に

配置 した。

作 製 した各平 板 は約1.5～2時 間室温 で予備拡散 した

後,37℃ で約18時 間 培養 した。

6) 阻 止 円の計測 な らびにNM394濃 度 の算 出

阻止 円の直径 を ゾー ンア ナ ライザ ー(東 洋測器ZA-

FM III)を 用 いて 自動測 定 した。そのデータを コンピュー

タ(NECPC-9801)に 転 送後,ゾ ー ンアナライザープロ

グ ラム(東 洋 測器)を 用 いて標準液 の濃度 の対数 と阻止
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円直径の平均値 との関係 を二次回帰 した。得 られた検量

線よりNM394濃 度を算出した。

7) NM394の 安定性

臨床第一相試験14)で400mg投 与群の投与1.5時 間後

の血漿および2～4時 間に採取 した尿それぞれ6例 を用

いた。血漿試料 はヒ トブランク血漿で,尿 試料 は0.067M

リン酸緩衝液(pH8.0)で それぞれ希釈 して,ア ガーウ

エル法によってNM394濃 度を測定 した。

残 りの上記試料をプラスチ ック製サンプルチューブに

入れて密栓 して-20℃ で保存 し,4週 間後に同様の方法

で測定 した。

II. 結 果

1. HPLC法

1) 溶媒抽出法の検討

ヒ ト血漿 または尿にNM394お よび内部標準物質 を添

加 した ときのHPLCク ロマ トグラムをFig.2,3に 示

(a) (b)

Fig. 2. Typical HPLC chromatograms of NM394 in human plasma by organic solvent extraction method
(a): Blank plasma
(b): Plasma spiked with NM394 and internal standard (IS)

(1-a) (1-b)

(2-a) (2-b)

Fig. 3. Typical HPLC chromatograms of NM394 in human urine by organic solvent extraction method

(1-a): Blank urine (0.1ml), range 5•`500ƒÊg/ml (1-b): Urine (0.1ml) spiked with NM394 and IS, range 5•`500ƒÊg/ml

(2-a): Blank urine (0.5ml), range 0.5-40ƒÊg/ml (2-b): Urine (0.5ml) spiked with NM394 and IS, range 0.5•`40ƒÊg/ml
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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NM394を 添加 し,本

定量法に従って得た検量線をFig.4に 示 した。血漿では

0.05～5μg/mlの 濃度範 囲で,尿 で は高濃度域5～500

μg/ml,低 濃度域0.5～40μg/mlの 濃度範囲で,い ずれ

の検量線 も良好な直線性を示 した。また,Table 1に 本

定量法の精密度および正確度 を示した。 ヒト血漿,尿 と

も精密度および正確度は良好であった。

2) 固相抽出法の検討

ヒ ト血漿にNM394お よび内部標準物質 を添加 したと

きのHPLCク ロマ トグラムをFig.5に 示 した。NM394

および内部標準物質 とも生体成分 由来のピークとは良好

な分離 を示した。 ヒト血漿に既知濃度のNM394を 添加

し,本定量法に従って得た検量線 は0.005～0.1μg/mlの

濃度範囲で良好な直線性を示 した(Fig.6)。 また,本 定

量法の精密度および正確度は良好であった(Table.2)。

NM394の 血漿からの回収率 は83%(n=3)で あった。

Human plasma Human urine(Range 5～500μg/ml)

Human urine(Range 0.5～40μg/ml)

Fig. 4. Standard curves of NM394 in human plasma and urine by organic solvent extraction method

Table 1. Precision and accuracy of NM394 determination by HPLC in human

plasma and urine by organic solvent extraction method

1) Each value is the mean•}SD (n=5).

2) SD/mean•~100

3) |detected-added|/added×100
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2. Bioassay法

1) Bioassay法 の 比較

0.067Mリ ン酸緩 衝液(pH8.0)で 調 製 したNM394

の アガーウエル法,カ ップ法お よびペーパ ー ディスク法

による0.05～3.2μg/mlの 検 量線 を作成 した。

その結果,検 量 線 はアガー ウエル法 は傾 きが大 きく,

カ ップ法 は低 濃 度 の測 定 感度 の点 で優 れ て いた。ペ ー

パーデ ィス ク法 で はや や測 定 感 度 が 劣 って い た(Fig.

7)。

こ れ らの 検 量 線 を 用 い て 別 に 調 製 したNM394の

0.125～2.0μg/mlの2倍 希釈 系列溶液5検 体(n=3)を

測 定 した ところ,上 記 の3種 の方法 に よる測定値 はよ く

相関 した(Fig.8)。

また,ア ガー ウエル法 を用 い,ヒ ト血漿,0.067Mリ

ン酸緩衝液(pH8.0)お よび ヒ ト尿 の同緩衝液 による希

釈液 を用 いて,NM394の 検 量線 を作成 し,Fig.9に 示

(a) (b)

Fig. 5. Typical HPLC chromatograms of NM394 in human

plasma by solid-phase extraction method
(a): Blank plasma
(b): Plasma spiked with NM394 and IS

Table 2. Precision and accuracy of NM394 determination by

HPLC in human plasma by solid-phase extraction

method

1) Each value is the mean±SD (n=5) .

2) SD/mean×100

3) |detected-added|/added×100

した。

ヒ ト血漿およびヒト尿中におけるNM394の 定量限界

は0.1μg/mlで あった。

2) HPLC法 とbioassay法 の比較

臨床第一相試験14)で単 回投与時に採取 した血漿 およ

び尿試料を用い,HPLC法(溶 媒抽出法),bioassay法

(アガーウエル法)に よりNM394濃 度を測定 し,そ の値

を相互 に比較 した。

測定値は血漿,尿 試料 ともによく相関 した(Fig.10)。

3) NM394の-20℃ での安定性

臨床第 一相試験4)で 採取 した血 漿お よび尿の試料

を一20℃ で保存 した ときの安定性をアガーウエル法によ

り検 討 した。4週 間後 にお け る血 漿 お よ び尿 中 の

NM394濃 度は低下せず,本 条件で少な くとも4週 間は

安定であった(Table 3)。

Fig. 6. Standard curve of NM394 in human plasma by solid-phase

extraction method

Fig. 7. Standard curves of NM394 by different methods
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Fig. 8. Correlation between concentrations of NM394 measured by agar well method, cup method and

paper disk method

Fig. 9. Standard curves of NM394 in various solvents

(agar well method)

Plasma
Urine

Fig. 10. Correlation between concentrations of NM394 measured by HPLC (organic solvent method) and bioassay (agar well method)
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Table 3. Stability of NM394 in plasma and urine of healthy

volunteers given 400mg NM441 orally

N.S.: not significant

III. 考 察

HPLC法 の場合,NM394は 有機溶媒 に抽出され難い

ので,enoxacin(ENX)の 場合 と同様 にクロロ炭酸エチ

ルと反応させることによ りカルバメー トとして有機溶媒

に抽出させる溶媒抽出法 を採用 した4,15)。この方法 によ

り,ENXで はほぼ100%カ ルバメー トとして抽出で きる

と報告されている15)。構造が類似 しているNM394の 場

合 も抽出後の水層にはNM394は 認 められず,NM394

の100%近 くがカルバメー トとして有機層 に抽出され る

ものと考えられる。 また,本 法はかなり迅速性に優れ,

精密度および正確度においても満足 し得 るものであっ

た。

しかし,臨 床試験では溶媒抽出法で測定 した場合,血

漿中濃度が定量限界以下 となることもあるために,よ り

感度の高い手法をさらに検討 した。NM394自 身は蛍光

物質であり強い蛍光を持 っているが,そ のカルバメー ト

は蛍光が弱かった。そこで,NM394を そのまま抽出でき

る固相抽出法を採用 し,NM394と して蛍光検出器で測

定 した ところ,0.2mlの 血漿の容量で0.005μg/mlま で

の定量感度が得 られた。また,精 密度および正確度にお

いても溶媒抽出法 と比 して劣 らなかった。

Bioassay法 においては,ペ ーパーデ ィスク法はやや感

度が劣るものの,ア ガーウエル法,カ ップ法およびペー

パーディスク法 いずれの方法によって も測定可能で あ

り,ま た測定値は相互 によく相関 した。

また,HPLC法 とbioassay法 の測定値 も血漿,尿 試料

ともによく相関 した。

以上の結果 より,NM441の 活性本体 であるNM394

の濃度はHPLC法,bioassay法 いずれの方法によって

も測定が可能であ り,ま た血漿 お よび尿 中NM394は

-20℃ で凍結保存する限 り少な くとも4週 間 は安定で

あった。

文 献

1 ) Ozaki M, et al: In vitro antibacterial activity of

a new quinolone, NM394. Antimicrob Agents

Chemother 35: 2490•`2495, 1991

2) 奥 山義男, 桃 田一夫, 森野 昭: NM441の 各種動物 に

おける吸収。 日化療会誌44(S-1): 155～159, 1996

3 ) Ozaki M, et al : In vivo evaluation of NM441, a new

thiazeto-quinoline derivative. Antimicrob Agents

Chemother 35 : 2496•`2499, 1991

4) 山 口俊 和, 鈴 木 玲 子, 関 根 豊: AT-2266の 体 内動 態

III, ヒ トに お け るAT-2266と 代 謝 物 の 血 漿 中 濃 度 お

よ び 尿 中 排 泄 。Chemotherapy 32(S-3): 109～116,

1984

5) 一 原 規 方, 立 澤 春 男, 津 村 光 義, 釆 猛, 佐 藤 敬 喜:

DL-8280の 第 一 相 臨 床 試 験 。Chemotherapy 32(S-

1): 118～149, 1984

6) 門脇 久 治, 友 松 こず え, 太 田 真 一, 植 村 家 顯, 小 林 紀 彦,

浅 田 裕 啓: BAYo 9867(Ciprofloxacin)の 体 液 内濃 度

測 定 法 に 関 す る 研 究 ― 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィー

―
。Chemetherapy 33(S-7): 81～87, 1985

7) 中 島 光 好, 植 松 俊 彦, 滝 口祥 令, 水 野 淳 宏, 久 保 信 治,

高 原 義 男, 桶 崎 英 一, 永 田 治: NY-198の 第I相 臨 床

試 験 。Chemotherapy 36(S-2): 201～239, 1988

8) 田 井 賢, 杉 本 由 美 子, 片 山 祐 子, 前 田 豊 男: T-3262

の 臨 床 第I相 試 験 に お け る血 中, 尿 中 お よ び 糞 中 代 謝

物 に つ い て 。Chemotherapy 36(S-9): 208～215, 1988

9) 中 島 光 好, 他: Fleroxacinの 第I相 臨 床 試 験I。

Chemotherapy 38(S-2): 280～311, 1990

10) 坂 下 素 子, 横 川 真 紀 子, 山 口俊 和, 関 根 豊: Sparflo-

xacinの ヒ トに お け る体 内 動 態 。薬 物 動 態6: 43～51,

1991

11) 武 田勝 男, 矢 野 茂, 佐 久 間 由 光, 山 口東 太 郎: Tema-

floxacinのHPLC法 に よ る 体 液 内 濃 度 測 定 法 。

Chemotherapy 41(S-5): 122～127, 1993

12) 芦 原 義 久, 湯 木 士 朗, 小 林 紀 彦, 浅 田 裕 啓: Bioassay

法 に よ るBAYo 9867(Ciprofloxacin) の 体 液 内 濃 度

測 定 法 に 関 す る 研 究 。Chemotherapy 33(S-7):

76～80, 1985

13) 黒 部 暢 之, 大 植 富 夫, 山 口 俊 和, 中 村 信 一: Sparflo-

xacinの 体 液 内 濃 度 測 定 法 。Chemotherapy 39(S-

4): 116～122, 1991

14 ) Nakashima M, Uematsu T, Kosuge K, Okuyama
Y, Morino A, Ozaki M, Takebe Y: Pharmaco-

kinetics and safety of NM441, a new quinolone, in
healthy male volunteers. J Clin Pharmacol 34: 930
～937 ,1994

15 ) Nakamura R, Yamaguchi T, Sekine Y, Hashimoto

M: Determination of a new antibacterial agent (AT-

2266) and its metabolites in plasma and urine by

high-performance liquid chromatography . J

Chromatogr 278: 321•`328, 1983



154 日 本 化 学 療 法 学 会 雑 誌 MAR. 1996

Assay methods for NM441 in body fluids

Masato Matsuda, Yoshio Okuyama, Akira Morino and Masakuni Ozaki

Research Laboratories, Nippon Shinyaku Co., Ltd.

Nishioji Hachijo, Minami-ku, Kyoto 601, Japan

The assay methods for determining the concentrations of NM394, the active compound of NM441, in

body fluids were examined.

In high-performance liquid-chromatography (HPLC), the organic solvent extraction method and the

solid-phase extraction method were found to be available for determining the concentration of NM394 .

In bioassay methods, agar well method , cup method and paper disk method were found to be available

when Escherichia coli Kp and sensitivity test agar were used .

NM394 concentrations determined by HPLC and bioassay method in human plasma and urine were well

correlated.

In human plasma and urine, NM394 was stable for at least 4 weeks when stored in -20•Ž .


