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新 キ ノ ロ ン系 抗 菌薬gatifloxacinの

高 速液 体 ク ロマ トグラ フ ィー に よる体 液 内濃 度 測 定法

草嶋 久生 ・草川 元 ・石 田了三 ・岡村 久也

杏林製薬株式会社研究センター*

新 キノロ ン系抗 菌薬で あるgatifloxacin(GFLX)の 血漿 及び尿 中濃度 について,高 速

液体 クロマ トグラフ ィー(HPLC)に よる分析法 をそれぞれ確立 した。血漿 につ いての方

法 は,カ ラムス イ ッチ ングシステム を用い,BSA-ODSカ ラムに よるon-line除 蛋 白 と

ODSカ ラムに よる分離後 に蛍 光モニ ター によ り検 出す る ものであ る。尿 につい ての方法

は,ODSカ ラムに よる分離後 に蛍光 モニ ター に よ り検 出す る ものであ る。血漿 及 び尿試

料 は内標準(AM-1202)を 加 え混合 した後 に,そ の一部 を直接HPLCシ ステム に注入 し

た。 これ らの方法で は,ク ロマ トグラム上 におい て定量の妨害 となるブ ラ ンクピー クは

認 め られず,検 量線 は,血 漿 で0.05～2.5μg/mL,尿 で0.5～250μg/mLの 濃度範 囲

でそれぞれ 良好 な直線性 を示 した。検 出及び定量限界 は,血 漿 でそれぞ れ0.01及 び0.05

μg/mL,尿 でそれぞれ0.1及 び0.5μg/mLで あった。測定精度 及び真度 も良好 であった。

GFLXは,血 漿 及び尿,並 びにそ の分析 混合試料 中で室温 で少 な くとも1日 間,血 漿 及

び尿 中一40℃ で少 な くとも3箇 月間,並 び に3回 の凍結 ・融 解繰 り返 し時 に,い ず れ も

安定 であ った。 これ らの方法 は臨床 検体 の分析 に適用可能 であ った。本法 は,分 析操 作

が迅速 かつ 簡便であ り,ク ロマ トグラム及 び測定値 の再現性 も高 い こ とか ら,有 用 な分

析法 と考 え られる。
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Gatifloxacin (GFLX)[(•})-1-Cyclopropyl-6-fluoro-

1, 4-dihydro-8-methoxy-7-(3-methyl-l-piperazinyl)-

4-oxo-3-quinolinecarboxylic acid sesquihydrate]

(Fig.1)は,新 規 の キ ノ ロ ン系抗 菌 薬 で あ る 。 本 薬 は,

グ ラ ム 陽 性 及 び グ ラ ム 陰 性 好 気 性 菌,嫌 気 性 菌,

Mycobacteriaな ど に対 し,強 力 か つ 広 い抗 菌 活 性 を有

す る1～3)。本 薬 の 血 清 中濃 度 測 定 法 と して は,前 処 理 カ ラ

ム にpolyacrylateカ ラム を用 いon-line除 蛋 白処 理 を行

う,全 自動 カ ラ ム ス イ ッチ ン グ高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ

ィー(HPLC)法 が 既 に報 告 され て い る4)。今 回 我 々は,

本薬 の 血 漿 中濃 度 測 定 法 と して,前 処 理 カ ラ ム にBSA-

ODSカ ラ ム を用 い る,さ らに繁 用 性 の高 い全 自動 カ ラ ム

ス イ ッチ ン グHPLC法 を,ま た尿 中 濃 度 測 定 法 と して,

試料 の 直接 注 入 に よる逆 相HPLC法 をそ れ ぞ れ 確 立 した 。

以 下 に,こ れ らの 方 法 の検 討 結 果 を 報 告 す る 。

I.実 験材料及び方法

1.標 品 及 び試 薬

GFLX(Lot No.G145331及 びGOZ5321(S)),内

標 準 と して使 用 したAM-1202[(±)-1-Cyclopropyl-

7-(3-ethylaminomethyl-1-pyrrolidinyl)-6-fluoro-1,

4-dihydro-8-methoxy-4-oxo-3-quinolinecarboxylic

acid(Fig.1)](Lot No.K285314),並 び に ヒ トに お

け る 代 謝 物 と し て 知 ら れ て い る4 M-2(Lot No.KO75311)

及 びM-3(Lot No.K135311)(以 上,Fig.1)の 標

品 は,い ず れ も 杏 林 製 薬 で 合 成 し た 。

ア セ トニ トリル はHPLC用 の もの を 関東 化 学 か ら,1-

オ ク タ ンス ル ホ ン酸 ナ トリウ ム は イオ ンペ ア ー ク ロマ ト

グラ フ ィー用 の もの を東 京 化 成 か らそ れ ぞ れ購 入 した 。 そ

の 他 の 試 薬 はい ず れ も市 販 の 特 級 品 を使 用 した 。 ヒ トコ

ン トロ ー ル 血 漿 及 び 尿 は そ れ ぞ れ 健 常 成 人 か ら採 取 し,

使 用 時 まで-20℃ で保 存 した 。

2.血 漿 試 料 の 分 析 方 法

(1)標 準 添 加 血 漿 の 調 製

GFLXを 無水 物 と して10.0mgを 秤 取 し,こ れ に0.1M

塩 酸1mLを 加 え溶 解 した後,1/15MNaリ ン酸緩 衝 液(pH

7.0)を 加 え て,100mLと した(100μg/mL)。 次 に こ

れ を原 液 と して,同 じ緩 衝 液 に よ り希 釈 し,0.10～25.0

μg/mLの 濃 度 範 囲 で 標 準 溶 液 を調 製 した 。 さ らに これ を

コ ン トロー ル血 漿 に よ り10倍 希釈 し,標 準 添 加 血 漿 と し
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た(濃 度0.01～2.50μg/mL)。

(2)内 標 準 溶 液 の 調 製

AM-1202 3.7mgに0.1M塩 酸1mLを 加 え 溶 解 した 後,

1/15MNaリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)を 加 え て,100mLと

した(濃 度37μg/mL)。

(3)前 処 理

血漿 試 料200μLに 内標 準 溶 液100μLを 加 え,ミ キサ ー

に よ り十分 に混 合 した。 試 料 は必 要 に応 じて,コ ン トロ ー

ル血 漿 に よ り希 釈 後 に 分 析 操 作 を行 っ た 。

(4)HPLC条 件

HPLC分 析 シ ス テ ム をFig.2に 示 す 。

前 処 理 カ ラ ム と して,ODSカ ラ ム の表 面 を牛 血 清 ア ル

ブ ミン(BSA)に よ りコー テ ィング した カ ラム であ るTSK

precolumn BSA-ODS(内 径4.6mm× 長 さ35mm,

東 ソー)を 用 い た 。 また分 析 カラ ム と して はTSKgel ODS-

80TM(5μm,内 径4.6mm× 長 さ150mm,東 ソ ー)を

用 い,こ れ に ガ ー ドカ ラ ム と してTSKgel ODS-80TM

(5μm,内 径4.0mm× 長 さ10mm,東 ソ ー)を 装 着 し

た。

分 析 カ ラ ム は恒 温 槽 に よ り25℃ と した。 前 処 理 用 移 動

相 と して,0.02%1-オ ク タ ンス ル ホ ン酸 ナ トリウ ム を含

む0.01Mリ ン酸[I液]を 用 い た。 一 方,分 析 用 移 動 相

Fig.1.Chemical structures of
gatifloxacin,its metabolites(
M-2,M-3),and internal

standard(AM-1202).

Fig.2.Schematic diagram of column-switching HPLC system for the

determination of gatifloxacin in plasma.
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と して は,0.02%1-オ ク タ ンス ル ホ ン酸 ナ トリウ ム を含

む,ア セ トニ トリル/0.01Mリ ン酸(31:69,容 積 比)

混液[II液]を 用 い た 。I液 は ポ ンプI(日 立L-6200形)

に よ り1.0mL/分 で 送 液 し た。 試 料(5μL)を オ ー トイ

ン ジ ェ ク タ ー(協 和 精 密KSP-1200形)に よ り注 入3分

後 に,高 圧 切 換 バ ル ブ(日 立655-0730形)の 位 置 を切

り換 え る と同 時 に流 量 を0.2mL/分 と し,さ ら に5分 後 に

バ ル ブ の 位 置 を再 び も との位 置 に戻 す と同 時 に分 析 終 了

時 まで 流 量 を1.0mL/分 と した 。 こ の 間,II液 は ポ ンプII

(日立L-6000形)に よ り1.0mL/分 で送 液 した。 検 出 は,

励 起 及 び 蛍 光 波 長 を そ れ ぞ れ295及 び485nmに 設 定 した

蛍 光 検 出 器(日 立F-1000形)に よ り行 い,そ の 出力 を

ク ロマ トデ ー タ処 理 装 置(日 立D-2500形 ま た はD-2000

形)に よ り記 録 した 。

3.尿 試 料 の 分 析 方 法

(1)標 準 添 加 尿 の調 製

GFLXを 無 水 物 と して25.0mgを 秤 取 し,こ れ に精 製

水 及 び1M塩 酸1滴 を加 え溶 解 した後,さ らに 精 製水 を加

え て10mLと した(2,500μ9/mL)。 次 に こ れ を原 液 と

して,精 製水 に よ り希 釈 し,1.0～2,500μg/mLの 濃 度

範 囲 で 標 準 溶 液 を調 製 した 。 さ ら に こ れ を コ ン トロ ー ル

尿 に よ り10倍 希釈 し,標 準 添 加 尿 と した(濃 度0.1～250

μ9/mL)。

A B

Fig.3.Representative chromatograms of

control plasma[A],and plasma spiked

with gatifloxacin(1.00ƒÊg/mL)and

internal standard[B].

Peak 1:gatifloxacin;Peak 2:internal

standard(AM-1202)

(2)内 標 準 溶 液 の 調 製

AM-1202 5.0mgに0.01M塩 酸 を加 え て溶 解 し,50mL

と した(濃 度100μg/mL)。

(3)前 処 理 法

尿 試 料100μLに,0.01M塩 酸0.4mL及 び 内 標 準 溶 液

0.5mLを 加 え,ミ キ サ ー に よ り十 分 に混 合 した。 試 料 は

必 要 に応 じて,精 製水 に よ り希 釈 後 に分 析 操 作 を行 っ た。

(4)HPLC条 件

分 析 カ ラ ム と してTSKgel ODS-80TM(5μm,内 径

4.6mm× 長 さ150mm)を 用 い,こ れ に ガ ー ドカ ラ ム と

してTSKgel ODS-80TM(5μm,内 径4.0mm× 長 さ

10mm)を 装 着 した。 移 動 相 と して は,0.02%1-オ ク タ

ンス ル ホ ン酸 ナ トリウム を含 む,ア セ トニ トリル/0.01M

リン酸(25:75,容 積 比)混 液 を用 い,流 速1.0mL/分

で送 液 した。 分 析 カラ ム は恒 温槽 に よ り40℃ と した 。 試

料(3μL)を オ ー トイ ン ジ ェ ク タ ー に よ り注 入 した 後,

励 起 及 び蛍 光 波 長 をそ れ ぞ れ295及 び485nmに 設 定 した

蛍光 モ ニ ター に よ り検 出 した 。 その 出 力 は,ク ロマ トデ ー

タ処 理 装 置 に よ り記 録 した。HPLCシ ス テ ム は,血 漿 の

分 析 時 と同 一 の 装 置 を使 用 した 。

4.解 析 方 法

検 量 線 は,標 準 試 料 の 添 加 薬 物 濃 度 と クロ マ トグ ラ ム

上 にお け るGFLXの 内標 準 に対 す る ピー ク高 さ比(×100)

か ら最 小 二 乗 法 に よ り求 め た 。 つ い で,こ れ ら検 量 線 か

ら血 漿 及 び尿 中GFLX濃 度 を算 出 した 。

5.分 析 法 の 臨 床 検 体 へ の適 用

健 常 成 人 男 子 志 願 者 にGFLX 200mgを 単 回経 口 投 与

し,採 取 され た 血 清 及 び尿 試 料 に つ い て,上 記 の 方 法 に

Fig.4.Calibration curve for the

determination of gatifloxacin in plasma.

X(ƒÊg/mL)=Y/150-0.0045(r=1.000)



VOL.47S-2 Gatifloxacinの 体液 内濃 度 測定 法 107

よ り未 変 化 体 濃 度 を測 定 した。

II.結 果

1.血 漿 試 料 の 分 析

(1)選 択 性,検 量 線 及 び検 出 限 界

コ ン トロ ー ル血 漿,並 び にGFLX及 び 内標 準 を添 加 し

た血 漿 につ い て の代 表 的 クロ マ トグ ラ ム をFig.3に 示 す 。

クロ マ トグ ラ ム 上 に お い て,未 変 化 体 の 定 量 の妨 害 とな

る生 体 由 来 の ブ ラ ン ク ピー クは 認 め ら れ な か っ た 。 次 に,

代 表 的 検 量 線 をFig.4に 示 す 。 検 量線 は 原 点 を通 り,良

好 な 直線 性(r=1.000)を 示 した。検 出限 界 は0.01μg/mL

(S/N比2以 上)で あ っ た 。

(2)測 定 精 度 及 び 真 度,定 量 限 界

日内 及 び 日間 再 現 性 をTable 1に 示 す 。0.05～2.50

μg/mLの 濃 度 範 囲 で,日 内 の 測 定 精 度 は2.4～6.3%,

真 度 は ―8.0～+1.5%,日 間 の測 定 精 度 は2.4～12%,

真 度 は ―1.2～+4.0%で あ り,良 好 な 再 現 性 を 示 した。

定 量 限 界 は0.05μ9/mLで あ っ た。

(3)安 定 性

血 漿 試 料 及 び そ の 分 析 試 料 中 に お け るGFLXの 安 定 性

をTable2に 示 す 。GFLXは,血 漿 試 料 中 にお い て 室 温

で1日 間,―40℃ に お い て は3箇 月,並 び に凍 結 ・融 解

の繰 り返 し3回 後 に お い て そ れ ぞ れ 安 定 で あ っ た 。 一 方,

分 析 混 合 試 料 中 にお い て,室 温 で1日 間 は安 定 で あ っ た。

2.尿 試 料 の 分 析

(1)選 択 性,検 量 線 及 び 検 出 限界

コ ン トロ ー ル尿,並 び にGFLX及 び 内標 準 を添 加 した

尿 につ い て の代 表 的 ク ロマ トグ ラ ム をFig.5に 示 す 。 ク

ロ マ トグ ラ ム上 に お い て,未 変 化 体 の 定 量 の妨 害 と な る

生 体 由 来 の ブ ラ ン ク ピー クは 認 め られ なか っ た 。 また 未

変 化 体 及 び 内標 準 の ク ロ マ トグ ラ ム上 にお け る保 持 時 間

が そ れ ぞ れ6.8及 び13.8分 の 時,2種 の尿 中代 謝物M-2

及 びM-3の そ れ は,そ れ ぞれ4.3及 び5.2分 で あ っ た。 次

に,代 表 的 検 量 線 をFig.6に 示 す。 検 量 線 は原 点 を通 り,

良 好 な 直 線 性(r=1.000)を 示 した 。 検 出 限 界 は0.1

μg/mL(S/N比2以 上)で あ っ た。

(2)測 定 精 度 及 び真 度,定 量 限 界

日内及 び 日間再 現 性をTable 3に 示 す。0.5～250μg/mL

の濃度 範 囲で,日 内 の測定 精度 は0.9～2.5%,真 度 は―12～

―0 .4%,日 間 の測 定 精 度 は0.8～14%,真 度 は ―2.0～

+12%で あ り,良 好 な再 現 性 を 示 した 。 定 量 限 界 は0.5

μg/mLで あ っ た 。

(3)安 定 性

尿 試 料 及 び そ の 分 析 試 料 中 にお け るGFLXの 安 定 性 を

Table 1.Precision and accuracy of the assay of gatifloxacin

in plasma

a)Each value represents the mean and SD.

Table 2.Stability of gatifloxacin in plasma and its analytical
mixture

Each value represents the mean and SD(n=3).
a)Initial concentrations of gatifloxacin in plasma
b)R.T.room temperature
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A B

Fig. 5. Representative chromatograms of control

urine [A], and urine spiked with gatifloxacin

(50.0 ƒÊg/mL) and internal standard [B].

Peak 1: gatifloxacin; Peak 2: internal standard

(AM-1202)

Fig. 6. Calibration curve for the determination

of gatifloxacin in urine.

X (ƒÊg/mL) = Y/5.68-0.0283 (r= 1.000)
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Table4に 示 す 。GFLXは,尿 試 料 中 にお い て室 温 で1

日間,-40℃ にお い て は3箇 月,並 び に 凍結 ・融 解 の繰

り返 し3回 後 にお い て そ れ ぞ れ安 定 で あ っ た 。 一 方,分

析 混 合 試 料 中 にお い て,室 温 で1日 間 は 安 定 で あ った 。

3.分 析 法 の 臨床 検 体 へ の 適 用

GFLX200mgを 健 常 成 人 に 単 回 経 口投 与 し,血 清 及

び 尿 中 濃 度 を上 記 の 方 法 に よ り測 定 した 。 そ れ ぞ れ につ

い て の 代 表 的 ク ロマ トグラ ム をFig .7に 示 す 。 ク ロマ ト

グ ラム 上 にお い て,生 体 ブ ラ ン クあ る い は代 謝 物 由 来 の

ピー ク は検 出 され な か っ た。

III.考 察

近 年,前 処 理 操 作 の 簡 便 化 を 目的 と して,カ ラム ス イ

ッチ ン グ に よ る全 自動 分 析 法 が,生 体 試 料 中薬 物 濃 度 の

定 量 に 用 い ら れ る よ うに な っ て きて い る。GFLXの 血 清

中濃 度 測 定 法 に つ い て は,既 にNakashimaら に よ り,

前 処 理 カ ラ ム と してpolyacrylateカ ラ ム を用 い る,全 自

動 分 析 法 が 報 告 され て い る4)。今 回 の方 法 で は,内 標 準 を

添 加 し,さ らに前 処 理 カ ラ ム と してBSA-ODSカ ラム を

用 い る こ と に よ り,ク ロマ トグ ラ ム 及 び 測 定 値 の 再 現 性

を向上させることができた。本法では1試 料の分析に要す

る時間が約13分 と短 く,ル ーチン分析にも十分 に耐える

ものと考えられた。

一方
,尿 中濃度測定法では,良 好な測定精度がみられ

た。また,GFLX投 与後のヒト尿中には微量の代謝物(M

-2 ,M-3)が 存在することが明らか となっている4)が,

今回の測定条件下では,こ れら代謝物は未変化体及び内

標準と完全に分離 し,分 析の妨害 とはならなかった。

GFLXは,血 漿及び尿,並 びにその分析混合試料中で

室温で少な くとも1日 間,血 漿及び尿中-40℃ で少なく

とも3箇 月間,並 びに3回 の凍結 ・融解繰 り返 し時に,

いずれも安定であった。 したがって通常の分析時には,

安定性 は全 く問題にならない ものと推察された。

これらの方法は,本 薬200mgを 単回投与後に採取 され

た生体試料に適用可能であった。本法はこれまでの方法

と同様,臨 床検体の測定に適 したものであ り,さ らに再

現性の良い結果が得 られるもの と考えられた。

以上,今 回報告 した方法は,分 析操作が迅速かつ簡便

であ り,ク ロマ トグラム及び測定値の再現性 も高いこと

から,有 用な分析法と考えられる。

Table 3. Precision and accuracy of the assay of gatifloxacin

in urine

a) Each value represents the mean and SD.

Table 4. Stability of gatifloxacin in urine and its analytical
mixture

Each value represents the mean and SD (n=3).
a) Initial concentrations of gatifloxacin in urine
b) R.T.=room temperature
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A B

Fig. 7. Representative chromatograms

of serum (1h) [A] , and urine (2 to 4h)
[B] following oral administration of
200 mg of gatifloxacin in healthy humans.

Peak 1: gatifloxacin; Peak 2: internal
standard (AM- 1202)
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High- performance liquid chromatographic determination

of gatifloxacin, a new quinolone, in biological fluids

Hisao Kusajima, Hajimu Kusakawa, Ryozo Ishida, and Kyuya Okamura
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1848 Nogi, Nogi-machi, Shimotsuga-gun,

Tochigi 329- 0114, Japan

We developed high- performance liquid chromatographic (HPLC) methods for the determination

of gatifloxacin (GFLX), a new quinolone, in plasma and urine. The assay method for plasma

was based on on- line deproteinization with BSA-ODS column and separation with ODS column,

using a column- switching system, followed by detection with fluorescence monitor. The assay

method for urine was based on separation with ODS column only, followed by detection with

fluorescence monitor.

Plasma and urine samples were directly injected into the HPLC system after addition of the

internal standard (AM-1202). The chromatograms exhibited no interfering blank peak. Calibration

curves were linear in the concentration ranges of 0.05 to 2.5 ƒÊg/ mL and 0.5 to 250 ƒÊg/ mL,

in plasma and urine respectively. The limits of detection and quantification were 0.01 and

0.05 ƒÊg/ mL respectively in plasma, and 0.1 and 0.5 ƒÊg/ mL in urine. GFLX was stable for

at least 1 day in plasma, urine, and their analytical mixtures at room temperature, and for

at least 3 months in plasma and urine, both at- 40•Ž and after three freeze- thaw cycles.

In conclusion, these HPLC methods should be useful for the routine analysis of GFLX in biological

fluids because they are rapid and simple, and show excellent reproducibility of the chromatograms

and the measured values.


