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本論文の要旨の一部は1969年5月第144回日本小児科学会北陸地方会において発表した．

　テトラサイクリン（TC）系抗生物質はその適用症の

広汎なこと，また副作用の軽微なことから現在化学療

法界で広く，かつ多量に使用されている抗生物質の一

つである．

　ところでこの薬剤は難溶性で，また局所的副作用が

あるために経口的に使用されるのが普通であるが，重

症感染症などの治療時高い血中濃度を期待するため注

射剤としての製剤化が望まれていた．

　1958年Siedelらによって一連のaminomethy1－

TCのうち　Pyrrolidinomethyl－TCが合成され，

つづいて誘導体である　N一（Pyrrolidinomethy1）

tetracycline　nitrate（以下PM－TCと略）が合成さ

れた．

　本剤は1959年Kaplan，　M．　A．，　Albright，　H．，

and　Buckwaiterらによりすぐれた治療効果を有し

ていることが明らかとなり，近時臨床各面において次

第にその使用が広がりつつある．

　本研究はこの薬剤についてその抗菌性，安定性，血

中・赤血球内濃度，タンパク結合性，尿中，臓器内濃

度などに関する「連の基礎実験を行なって，臨床にお

ける適正な使用法に資せんとした．

〔工〕　重層法による定量法

工．重層法の基礎的条件

　Tetracycline系薬剤の生物学的検定には米国では

枯：草菌，ブドウ球菌，レンサ球菌などを試験菌とした

希釈法が主に使用されている．

　一方わが国では主としてカップ法が純度試験，なら

びに安定性試験などの測定法として使用されている1）

2）3）．

　しかし著者はPM－TCの定量法として重層法を採

用した．

　重層法はカップ法に比し操作が簡単で被検物および

培養材料が少量ですみ，かつ感度が良いからこれら純

度試験以外に，臨床的に血中濃度ならびに尿中排泄濃

度などの微量定量法としても応用できるものと考えた

からである．

　重層法による抗生物質の生物学的定量は主として被

検菌と硝酸ナトリウムおよびメチレン青などを組合せ

た鳥居・川上氏法4）が用いられ，金沢5），小嶋ら6），片

桐ら7），西村ら8）によって各種抗生物質の定量がなさ

れている．

　著者はPM－TCの生物学的定量法を行なうにあた

り被転回として抗菌性物質製剤基準9）の検定法に採用

されているB．subtilis　ATCC　6633（以下B．　subと

略）を使用して重層法における条件を検討し，さらに

体液中の微量定量を行なう場合の基礎実験として血清

・尿ならびに臓器による影響についても吟味した．

実　験　方　法

　本実験の大要はペニシリン重層法（鳥居・川上氏法）

に準拠した．

　1．培　　地

　肉エキス0．5％，ペプトン0．5％，寒天15％の普通寒

天培地に指示薬として0．1％メチレン青液の2％なら

びに2％硝酸ナトリウム液の1％を添加した．なお培

地のpHはとくに修正しなかったがpHは5．8～6。0

であった．

　2．標準PM－TC原液の調製

　万有製薬会社より分与をうけた静注用PM－TC末

　Studies　on　the　microbial　assay　method　to　determine　the　concentration　of　Pyrrolidino－

methyltetracycline　nitrate　in　bIood，　urine，　and　tissue．　Yoshiaki　Kamishima，　Depart－

ment　of　Pediatrics（Director：Prof．1．　Sagawa），　School　of　Medicine，　Kanazawa　Univer・

sity．
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5m9（力価）を吸湿しないようにすみやかに秤量し滅

菌蒸留水5mlに溶解し，ついでpH　62　S6rensen

Phosphate　Buffer（以下pH　6．2燐酸緩衝液と略）

を用いて全量50mlにした．

　なおこの溶液はPM－TCの100　mcg／1n1原液に相

当するもので検定の都度新たに作製した．

　3．培養および判定

　あらかじめ100m1ずつ滅菌瓶に分注した培地を湯

槽で溶融後，液温が70。C位に冷えてからメチレン青

液，および硝酸ナトリウム液を加え，さらに60。C前

後の温度でB．sub芽胞浮遊液を加えてよく混和し，

これらを内径4．5mmの小試験管に0．75　mlずつ分

注一した．

　分注後寒天の凝固を待って被検液0．3m1ずつ3～

4本に重層し，直ちに37。Cフ卵器で16時聞培養し

た．なお培養後阻止帯の長さを0．1mmまでノニウス

で正確に計測し判定した．

実　験　成　績

　1．被検菌の選定

　PenicillinおよびOxytetracyclineなどの検定菌

として常用されているB．subならびにStap・aureus

FDA　209－P（以下Stap・aureusと略）の2菌株に

ついての感受性ならびに阻止帯域の幅をしらべた結果

はそれぞれ表1および図1にしめす如くである．

　被検液の同一濃度においてB．subはStap・aureus

に比し著しく感度がすぐれ，阻止帯が長く，かつ

Stap・aureusを使用した場合にしばしばみられるよ

うな二重阻止帯像（被検液の高濃度において阻止帯境

界線の周域に濃・淡の阻止帯があらわれて測定困難iで

ある）もみられなかった．

　このように感度もすぐれ，かつ芽胞浮遊液として常

時保存することもできるので以後の実験における検定

菌種としで選んだ．

　2．培地の調製とpHの影響

　1）培地の選定

　抗菌性物質の検定用培地として繁用されているペニ

シリン用培地および普通寒天培地の5種類を選び，表

2における組成のものについてしらべた．

．実験の結果は表3－1，3－2および図2－1，2

－2にしめす如くである．

　：No．1培地では被検液の40～20　mcg／mlにおいて

しばしば阻止帯のあらわれない場合，ならびに全体に

不鮮明（特に二重阻止帯像）でバラツキが多く判定が

困i難であった．またNo．4，5では被検液の｝fo希釈

濃度4～0．03mcg／m1まで測定することができたが，

培地の栄養が低いため接種菌の発育が悪く，ためにi接

種菌量とメチレン青（以下mbと略）などの関係から

阻止帯のあらわれないことがあって不確実であった．

　これに反しNo．2，3の感度はNo．4および5に比

しやや低かったが，被細塵の40～0．31mcg／mlの範

囲においてほとんどバラツキがなく測定することがで

きた．

　なお培地の組成中食塩の添加したものと，しないも

のとでは阻止帯の長さに差異はみられなかったが，た

またま食塩添加培地において阻止帯境界線に凝溶血帯

ができて測定困難な場合や，阻止帯のあらわれないこ

とがあるのでNo．3の無食塩添加培地（以下K培地と

略）が最も適当と考えられた．

　2）培地のpH

　K培地のpHを｝foN　NaOHでそれぞれpH5．8，

6．8，7．4，8．0に修正したものについてしらべた結果

は表4および図3にしめす如くである．

　pH　6．8では高い感度をしめしたが，被検：液の1¢

mcg／ml以上の濃度において：二重阻止帯像をつくり，

境界線がやや不鮮明であった．　またpH　7．4および

8．0ではPM－TCの各濃度による阻止帯長の差がほと

んどなく，ために測定培地としては不適当であった．

　これに反しpH無修正の5．8～6．0では，境界線が

鮮明であり，かつバラツキが少なかった．

　3．接種菌およびmb濃度

　1）一定濃度のmb液にB．　subの芽胞浮遊液来を

それぞれ2．0，1．0，0．5，0．1％ずつ加え，接種菌濃

度による影響をしらべた結果は表5および図4にしめ

す如くである．

　接種菌濃度の低いものほど阻止帯が長くあらわれ，

最小有効濃度は低くなったが，これにともなって阻止

帯：境界線が次第に不鮮明になった．

　2）接種菌濃度を一定にし，これにmbの4．0，

2．0，1．0，0．5％をくわえてmb濃度による：影響をし

らべると表6－1，6－2および図5－1，5一一2の

如くmb濃度が高くなるほど阻止帯が長くあらわれ

た．

＊芽胞浮遊液：Bacillus　subtilisの2日間37。Cで

　培養した寒天培地斜面から5白金耳をとり，これ

　を10m1の蒸留水に浮遊させ，60。C30分間加熱
　して調製する．なお調製液は10。C以下の氷室に
　保存する（14日間保存可）．

　　芽胞浮遊液の標準芽胞数は109～1010／m1であ

　る．
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　3）接種菌濃度とmb濃度との相互関係、

　実験1），2）は主として阻止帯の長さから検討した

が，阻止帯境界線の読みを正確にするためには脱色前

線と菌集落の前線とを一致させることが必要である．

　この条件を常に一定にすることは非常にむずかしい

ことと思われる．そしてその間に次のような傾向がみ

とめられる．

　i）mbがうすく接種菌の濃度がこい時にはmbの

還元部と非還元部との差がはっきりし両前線は一致す

る．接種菌の濃度がうすいと阻止帯が不明瞭である．

　ii）mbの濃度をこくした場合，接種菌濃度がうす

いと菌の発育がみとめられず，したがって接種菌の濃

度は高くしなければならない．ただしmb濃度が2．0

％をこすと阻止帯境界線に二重阻止帯磁をつくったり

表1．被検菌株による相違（菌量1％）

菌
種
．

B．sul）

（斜面菌）

B．sub

　　（浮遊菌）

阻止帯の長さ

　　　　mm

PM－TC濃度　mcg／mI

4・「2・11・1512・511・251・・62i…31b1・nk

10．8

11．0

10．6

9．9

10．0

10．2

9．3

9．0

9．3

8．3

8．1

8．2

7．5

7．0

7．1

6．4

6．2

6．3

5．5

5．2

5．2

4．5

4．2

4．4

0

0

0

平 均1…811…【9・218・217・216・315・314・31・

阻止帯の長さ

　　　　mm

10．2

10．4

10．0

9．2

9．3

9．1

8．2

8．0

8．4

7．2

7．2

7．2

6．2

6．0

6．5

5．2

5．1

5．3

4．2

4．0

4．1

3．2

3．0

3．2

0

0

0

平 均i…2「9・2i8・2i7・216・215・214・・13・・／・

Stap．　aureus

　　（斜面菌）

阻止帯の長さ

　　　　mm

7．3

7．5

7．7

6．6

6．8

6．4

5．8

6．0

5．6

5．2

5．0

5．4

4．2

4．4

4．3

3．3

3。2

3．4

2．3

2．0

2．1

1．2

1．4

1．0

0

0

0

平 均17・516・615・815・214・313・312・21・・21・

　
：
［

伽

8

6

4

2

図1．被検：菌株による相違（3例平均）
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　　薬剤濃度mcg／mI
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　　　　　表2．検定用培地の組成
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表3－1．培地による相違

培地のNo．

No．　　1

阻止帯の長さ

　　　　mm

PM－TC濃i度　mcg／m1

4・12・1・・［5i2・51・・25・・621・・む11b1・・k

No．　　2

No．　　3

不能

8．2

8．0

不能

8．4

不能

7画
・町4

（8．り）

7。6

（7．0）

　7．0

　7．0

＼（7。4）

盗3

）
　
　
　
　

）

4
0
8
2
、
6

6
6
5
6
5

（
　
　
　
　
　

（

5．013．6

5．4　3．8

4．8　3．4
（5．4）　　4．0

4．5　3．2

2．8

2．6

2．4

3．0

2．0

116

114

114㌧

118

11牙

ハ
U
O
（
U
O
O

平 均18・2i7・6517・・416・・15・・21’3・612・56 ［481・

阻止帯の長さ

　　　　mm

（10．2）

（10．1）

10．2

9．2

（9．0）

9．4

8．6

7．8

8．4

7．4

7．0

7．4

614

6．0

6．2

4．8

5．2

5．、2

4．0

3．6

4．0

3；0

218

310
0
0
0

平 均i・…619・218・26レ・3616・2i5・・613・8612・931・

阻止帯の長さ

　　　　mm

10．2

10．0

10．1

9．2

9．0

9．1

8．0

8．0

8．0

7．2

7．1

7．0

6．2

612

6．0

5．2

5．2

5．0

4．2

4．1

4．0

3．2

3．2

3㌧0

0
0
ρ平 均11…ig・・18・・【7・1i6・13【5・134・・［31・3L・

注：（）内の値は二重阻止帯像でやや不鮮明．

　　　　　　　　　表3－2．培地による相違

培地のNo．

NQ．　4、

No．　　5

阻止帯の長さ

　　　　mm

PM－TC濃度　mcg／m1

4レ㌔L1軌5【・・25・・1251…621・・13　bl・・k

8
遭
（10．2）

不能

7．2

ズ9ρ）

不能’

6．2

（7．8）

＼灸・5

＼5．0

6．6

5．5

4．0

＼与・2

4二5・

2．8

3．6

・β・o

1．2

2．0

1．0

一
0
－
0
、
0
，

0
0
0

平 均19・15［8・・16・き3・5・714・613・・31・41qi・

阻止帯の長さ

　　　　mm

（12．4）

（12．0）

1終

（10．4）　　8．6

（11．0）（10．0）

10，8港9・0

平・ 均112・・i…7

6．8

9．0

3・4

5．8

7．8

．7．1

4．8

6．8

6．0

4．0

（5．4）

5．0

　
F
（4｝o）

β15 0
0
0

9．；「8．・16．9151814．813．51・
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非脱色帯を生じて測定困難となる．

　以上の結果よりK培地におけるmbと菌濃度の組合

せはB．sub芽胞浮遊液の宝1．0％と0．1％mb液の

2．0％を添加する方法が最も適当と考えられる．

　4．重層液のpH

　PM＿TCをpH：5．3，6．2，7．0，8．0のM／15燐

酸緩衝液にそれぞれ溶解して重層し，重層液の阻止帯

長におよぼす影響についてしらべた結果は表7および

図6にしめす如くである．

　酸性側で阻止帯が長く，ために最小有効濃度も低く

図2－1．培地による相違（3例平均）　　・

12

@
　
1
0

阻
止
帯
長
さ
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6
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2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　oII
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●

0．31　　　0．62　　　1．25　　　2．5 5 10　　　20　　　40

　　薬剤濃度mcg／ml

図2－2．培地による相違（3例平均）
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　　　　　表4．培地のpHによる影響

81

培地のpH

5．8

6．8

7．4

8．8

阻止帯の長さ．

　　　　mm

平 均

阻止帯の長さ

　　　　mm

平 均

阻止帯の長「さ

　　　　mm

平 均

阻止帯の長さ

　　　　mm

平 均

PM－TC濃渡　mcg／m1

40
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表5．接種菌量による影響

菌量の％

2．0

1．0

0．5

0．1

阻止帯の長さ

　　　　mm

PM－TC濃度　mcg／m1
4・｝2・i1・15｝2・5　i・・251・・621・・3・ib1・・k

10．4

10．4

9．8＊

9．4

9．2

9．0米

8．0

8．4

8．0米

7．4

7．2

7．3

6．4

6．2

6．4

5．0

5．8

5．2

4．6

4．2

4．4

3．2

3．0

3．4
0
0
0

平 均11・・21g・218・117・316・315・314・413・21・

阻止帯の長さ

　　　　mm

10．2

10．2

10．0

9．4

9．2

9．2

8．2

8．2

8．2

7．2

7．0

7．2

6．3

6．1

6．2

5．2

5．3

5．1

4．0

4．2

4．2

3．0

3．2

3．2
0
0
0

平 均11・・119・2［8・217・・16・2［5・214・・13・・1・

阻止帯の長さ

　　　　mm

10．6

（10．8）

（10．8）

　9．6

（10．0）

▽（9．8）

8．6

（8．6）

（8．8）

7．4

7．6

（8．0）

6．4

6．6

（6．6）

5．4

5．6

5．6

4．4

4．6

4．6

3．6

3．4

3．6
0
0
0

平 均1…719・8i8・617・7i6・515・5i4・5［3・51・

阻止帯の長さ

　　　　mm

1（11．2）

（11．4）

（11．2）

（10．4）

（10．4）

（10．4）

（9．4）

（9．4）

9．2

（8．4）

（8．6）

8．4

（7．4）

7．2

7．4

6．0

6．2

6．4

4．8

5．0

5．2

3．6

4．0

4．2

ハ
U
O
O

平 熱1・・211・・4【9・318・417・316・215・・13・gl・
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なることが明らかである．ただしpH　5．3においては

阻止帯境界線がやや太くなってみにくい．これに反し

pH　7．0および8．0では阻止帯が短かく，かつ2．5

mcg／m1以下の低濃度では濃度による阻止弓長の差異

がみとめられなかった．

　以上の結果からpH6．2は阻止帯も長く，かつ阻止

帯境界線が最も鮮明で一線になるので重層液のpHと

して適していると思われる．

　5．重層法によるPM－TC検定誤差

　PM－TCの静注用結晶を標準品として，10，5，2．5

mcg／m1の3濃度をつくり，それぞれについて18回実

測し阻止弓長を求めた（表8）．

　その結果から10mcg／m1と5mcg／mlに相当する

阻止帯の平均値をもって検量線を求めた．（検量線が

母数であると考える）

　この検量線から5mcg／ml近辺の未知濃度におけ

る18回の実測阻止士長に対応する力価濃度について求

めた結果は表9にしめす如くである．重層法による18

回の平均力価は4．96mcg／mlであり，その信頼限界

は1％の危険率で±0．14をしめしている．また平均

値における誤差は2．8％でこの値は梅沢ら13）のペニシ

リン，および西村8）のエリスロマイシンにおけるカッ

プ法による誤差2．1％に比べほぼ同等の成績をしめし

ている．

　これらのことからPM－TCの重層法は生物学的検

定精度においてカップ法に比しなんらおとるところが

なく，体液中における試料の低力価，および微量：定量

法として充分応用できるものと思われる．

表6－1．接種菌量とmb濃度との関係

菌量％

1．0

1．0

mb％

2．0

1．0

阻止帯の長さ

　　　　mm

PM－TC濃度　mcg／m1

4・12・1・・1512・511・251・・621・・3・lb1・nk

10．0

10．0

10．2

9．2

9．0

9．0

8，6

7．8

8．0

7．4

7．0

7．0

6．8

6．0

6．0

4．8

5．2

5．0

4．0

4．2

3．8

3．0

2．8

3．0

0

0

0

平 剃・…19・・｝8・・i7・・16・215・・14・・12・gl・

阻止帯の長さ

　　　　mm

9．0

9．4

9．2

8．0

8。2

8．1

7，4

7．2

7．0

6．2

6．2

6．0

5．4

5．5

5．0

4．6

4．4

4．2

3．8

3．2

3．2

2，8

2．4

2．0

0

0

0

平 目9・2［8・・7・216・115・314・4【3・412・41・

注：mbの0．5％は完全脱色し，　mb　4％は非脱色でともに測定できない．

表6－2．接種菌量とmb濃度との関係

素量％

1．0

2．0

mb％

2．0

2．0

阻止帯の長さ

　　　　mm

PM－TC濃度　mcg／m1
4・！2・ll・1512・51・・251・・621・・3・lblank

11．2

11．4

11．0

10．4、

10．2．

10．0

9．2

9．4

9．0

8．2

8．4

8．0

7．2

7．2

7．0

6．0

6．2

6．2

5．0

5．2

5．0

3．8

4．0

4．0

0

0

0

平 均111・21…21g・218・21・7・・16・・15・・i3・91・

阻止帯の長さ

　　　　mm

9．8

9．6

10．2

9．0

9．0

9．3

8．0

8．0

8．0

7．4

7．0

7．2

6．4

6．2

6．0

5．2

5．0

5．1

4．4

4．2

4．0

3．4

3．2

3．0

0

0

0

平 均lg・gig・118・・17・216・215・・卜4・213・21・

注：接種菌量の1．0，2．0％ともにmbの4％では非脱色で測定できない．
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　：E．血清中・尿申および臓器内濃度の測定法

　著者は前項でPM－TCの一重層法を設定したが，

これに引続いて本重層法で血液，尿および臓器などの

薬剤濃度を測定する場合の実試条件を検討しそれぞれ

の試料に適した実施法を定あた．

　1．血清中濃度測定法

　実験方法および結果

　血液成分の重層法に与える影響を調べるため薬剤を

血清，血漿などで希釈し，重層法を行ない，得られた

標準曲線とpH　6．2燐酸緩衝液の標準曲線から得ら

れた標準曲線とを比較し，また培地の組成による影響

についても検：した．

図5－1，接種菌量とmb濃度との関係（3例平均）
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　　　　　表7．重層液のpHによる影響
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燐酸緩衝液のpH

5．3

6．2

7．0

8．0

阻止帯の長さ

　　　　mm

平
均一

阻止帯の長さ

　　　　mm

平 均

阻止帯の長さ

　　　　mm

平 均

阻止帯の長さ

　　　　mm

平 均

PM－TC濃度　mcg／m1

40

10．8

10．8

10．6

1617

9．8

10．0

10．2

10．0

9．2

8．8

9．0

9．0

9．0
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9．1

20
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表8．重層法による阻止帯長の比較

＼港濫、／mI

No．　　　　＼

1
2
3
4
5
6
7
8
9
1
0
1
1
1
2
1
3
1
4
1
5
1
6
1
7
1
8

10

　
5
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
5

4
3
2
2
2
2
1
2
2
2
3
0
2
3
2
2
2
3

8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8

5

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
F
O
　
　
5

　
　
　
　
　
　
　
　
　
5

2
2
3
2
3
2
1
2
2
1
2
3
3
1
2
3
3
2

7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7

2．5

忍
2
茄
ユ
3
3
濁
忍
ユ
3
3
茄
茄
2
茄
3
2
②

6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6

平 均18・22レ・23｝6・2・

　血清はつぎの如く調製した．

　ヒトの静脈血を採取し直ちに脱線維素法により，ま

たは血液を5。Cで2時間放置後3，000r．p．m．で10

分間遠心分離して血清を得た．

　血漿はつぎの如くして得た．

　ヒト・保存血液＊を3，000r．　p．　m．10分間遠心分離

し上清液を取った．

　1）血清による標準液

　血清をpH　6．2燐酸緩衝液で90％，50％，25％，

20％および10％に希釈し，標準液を調製し重層法によ

り標準曲線を求め，同時にpH　6．2燐酸緩衝液の標

準液による標準曲線を作り比較した．

　結果は表10，11および図7，8にしめす如くであ

る．50％以上の血清による標準液ではpH　6．2燐酸

緩衝液によるそれに比べ阻止帯は明らかに短くなり，

血清試料100％をそのまま検液として測定すると相当

誤差が大となることが判明した．

＊ヒト・保存血液：あらかじめ滅菌した減圧採血瓶に

　抗凝固剤ACD液30　mlを入れ，これにヒトか

　ら採血した静脈血200mlをACD（クエン酸ソ
　ーダ22g，グエン酸8．Og，ブドウ糖22　g，蒸留

　水全量1，000ml）液をとおして徐徐に門中に採

　血する．

嶋

表9．検量線から得た阻止帯長の力価（x）

No． X X2

1
2
3
4
5
6
7
8
9
1
0
1
1
1
2
1
3
1
4
1
5
1
6
1
7
1
8

9
9
2
9
2
9
6
9
9
7
9
2
2
7
9
3
2
9

4
生
5
。
広
汎
4
4
4
。
瓜
4
4
馬
匹
4
4
臥
臥
4

24．01

24．01

27．04

24．01

27．04

24．01

21．16

24．01

24．01

22．09

24．01

27．04

27．04

22．09

24．01

28．09

27．04

24．01

．Σx＝89．4 ．Σx2＝＝444．72

xの平均薫＝Σx／N＝89．4／18＝4．967

平方和SxxコΣx2一（Σx）2／N－444．72－89．42／18－0．70

不偏分散推定量　Sx2－Sxx／N－1－0．04118

；標準偏差　Sx一γ／Sx2＝0．203

標準誤差　S衰一Sx／1／貢一〇．203／V〆一一〇．048

信頼限界　（99％の信頼率）

　　　　（1）平均値藪の信頼限界

　　　　　山雪t17（0．01）S3ξ

　　　　　t分布表より　t17（0，01）一2．898

　＝4．967±2．898×0．048

　＝4．967±0．1391富4．8280r　5．106

信頼限界は4．828～5．106mcg／ml

推定力価から限界値までの相対誤差’

　　　　0．1391　　　　　　　　×100＝2．801％
　　　　4．967
　（2）個個のデーターxの信頼限界

　　　x±t17（0．01）Sx

　　　＝x±2．898×0．203

　　　＝x±0．5883　もしx＝4．967ならば

　　　＝4．967±0．5883＝4．3790r　5．555

　信頼限界は4．379～5．555mcg／ml

推定力価から限界値までの相対誤差

　　　　0．5883　　　　　　　　×100＝11．844％
　　　　　4．967
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　また血清を蒸留水，0．9％食塩水および0．1％クエン

酸ソーダ液で希釈して50％液となし，標準液を調製し

各標準曲線を求めた結果は表12および図9にしめす如

くである．

　この場合0．9％食塩水および蒸留水で希釈した血清

ではpH6．2燐…酸緩衝液で希釈した血清と同様阻止帯

は短かくなった．

　一方0．1％クエン酸ソーダで希釈した血清では対照

より阻止帯が長くなった。これは測定の感度が高くな

ることを意味するから好ましい結果である，

　2）血漿による標準液

、保存血液の血漿を用いて標準液を調製したもの，な

らびにこれらをさらにpH：6．2燐酸緩衝液で1．5倍，

2倍に希釈したものについて標準曲線を描きpH　6．2

燐酸緩衝液の標準液による標準曲線と比較した結果は

表13および図10にしめす如くである．

　この場合は先の血清の結果とは異なり血漿の標準液

による阻止帯の方が対照より長くなった．

　すなわち測定の感度が高くなるとの奇異な結果を得

た．

　3）クエン酸ソーダ，二重蔭酸，E．D．T．A．などの

添加標準液

　血漿による標準液の場合阻止帯が対照より長くなっ

た原因として血漿を調製する際の原料の保存血液中に

抗凝固剤としてクエン酸ソーダ，二重蔭酸，D．E；．T．

A．（エチレンジアミンテトラアセテート）などが添加

されており，これらが血漿中に残存していたためでは

ないかと考えられた．

　そこでpH6．2燐酸緩衝液にクエン酸ソーダ，二重

蔭酸，あるいはE．D．T．A．をくわえた溶液で標準液

表10．血清の濃度と阻止六六

血清の希釈％

90

66．6

50

25

pH6．2燐酸緩衝液

阻止学長mm

PM－TC濃度　mcg／m1

4・i2・1・・1512・51・・251・・621・・311bl・nk

6．0

6．0

5．7

4．8

5．0

4．9

3．2

3．2

3．0

2．2

2．2

2．0

0．8

0．8

0．6

能
能
能

不
二
不

能
能
二

不
二
不

能
能
能

不
不
不

0

0

0

平 均15・914・g13・・12・・1・・7陣i不能陣1・

阻止丁字mm

7．4

7．4

7．5

6．2

6．0

6．1

5。0

5．0

5．0

4．0

4．0

4．1

3．0

3．0

3．1

1．8

2．0

1．9

1．0

1．1

1．0

0．4

0．5

0・51

0

0

0

平 均17・4i6・・5・・14・・13・・【・・gi1・・1・・51・

阻止弓長mm

7．6

7．5

7．6

6．8

6．7

6．6

5．6

5．6

5．6

4。4

4．6

4．5

3．6

3．4

3．5

2．4

2．4

2，5

1．4

1．4

1．5

1．0

1．1

1．2

0

0

0

平 均17・616・715・64・513・512・41・・411・・i・

阻止帯長mm

7．8

7．6

7．7

6．8

6．6

6．7

5．4

5．6

5．5

4．4

4．4

4．4

3．6

3．2

3．4

2．4

2．4

2．4

1．4

1．5

1．6

1．0

0．8

1．0

0

0

0

平 均17・716・715・514・413・4［2・4［・・5【1・・1・

阻止帯長mm

10．0

9．8

9．9

8．8

8．8

8．8

7．8

7．8

7．8

6．6

6．6

6．6

5．6

5．6

5．6

4．6

4．4

4．5

3．4

3．2

3．3

2．2

2．1

2．3

0

0

0

平 均［9・9［8・817・816・615・614・51β・3／2・31・
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を調製し重層法を行なった：結果は表14，15および図

11，図12にしめす如くである．図11にしめす如くクエ

ン酸ソーダを添加した標準液では対照に比べて阻止帯

が長くなった．すなわち測定感度が高くなり，薬剤の

低三度を測定する場合に有利であると思われた．

　また図12にしめす如く二重蔭酸を添加しても同様に

阻止帯は長くなった．この場合は阻止帯の境界線が不

鮮明で測定法として採用するには不適当であり，5％

E．D．T．　A．を溶媒とした場合には測定が不能となっ

た．

　4）培地にクエン酸ソーダを添加すると感度増強に

有効と思われたので本重層法の規定培地にクエン酸ソ

ーダを0．2％および0．5％添加して測定した．標準液は

pH6．2燐酸緩衝液により調製した．

　結果は表16および図13にしめす如くである．

　クエン酸ソーダの添加により阻止帯の長さは無添加

の培地より明らかに長くなり，特に低濃度でこの傾向

が著しかった．

　以上の結果からつぎの方法が最適と思われた．

　培地：肉エキス5g，ペプトン5g，寒天15g，蒸

留水1，000ml，　pH　5．8～6．0（無修正），120。C　20分

間殺菌して保存，使用時に加熱溶融し，この100ml

に1％硝酸ナトリウム液（100。C1時聞殺菌したもの）

1．5m1，0．1％メチレン青液（エタノール溶液）2m1，

20％クエン酸ソーダ（100。C　1時間殺菌したもの）5

mlを加える．

　標準液：pH　6．2燐酸緩衝液で調製し，0．12，0．25，

0．5，1，2，4，8mcg／m1（力価）／m1の倍数濃度系

列とする．

　試料（検液）：血清をpH　6．2燐酸緩衝液で5倍に

希釈して検液とする．

　その他は既報の重層法に準じて行なう．　　　／

　測定濃度の算定法：標準曲線を半対数方眼紙上で作

図し検液の阻止帯から検液の薬剤濃度を算定しこれを

5倍して試料中薬剤濃度とする．

　2．尿中濃度測定法

　実験方法および結果

　尿はヒトの自然排尿を用いこれをそのまま，あるい

は混濁している場合は東洋濾紙定性No．2で濾過し

た．この尿に殺菌の目的でキシロールを0．5％くわえ

て30分間放置し，さらに0．9％食塩水，またはpH6．2

燐酸緩衝液で10倍に希釈してそれぞれ薬剤系列を調製

し，重層法によりえられた曲線と尿を含まないpH

6．2燐酸緩衝液のそれと比較した．

　結果は表17，18および図14，図15にしめす如く10％

尿の標準曲線は対照の標準曲線とほとんど一致し尿の

影響は現われなかった．

以上の実験結果からつぎの方法で尿中濃度測定を行

なうことにした．

尿試料：キシロールを0．5％添加し30分間放置す

表11．血清の濃度と阻止管長

血清の希釈％

20

10

pH6．2燐酸緩衝液

ノ

阻止真潮mm

PM－TC濃度　mcg／mI

4・12・11・i5i2・51・・251・・621・・3・lblack

9．8

10．2

10．0

9．2

9．2

9，2

8．1

8．2

8．1

7．2

7．2

7．2

6．2

6．4

6．3

5．4

5．2

5．3

4．4

4．2

4．3

3．4

3．6

3．2

0

0

0

平 均11…19・218・・i7・216・3［5・314・313・41・

阻止帯長mm

10．2

10．0

10．1

9．2

9．2

9．2

8．2

8．2

．8．2

7．4

7．2

7．3

6．4

6．2

6．3

5．4

5．3

5．3

4．4

4。2

4．3

3．6

3．2

3．4

0

0

0

平 均11…lg・218・2レ・316・315・314・313・41・

阻止帯長mm

10．2

10．2

10。2

9．2

9．2

9．2

8．2

8．2

8．1

7．4

7．2

7．0

6．4

6．2

6．3

5．4

5．4

5．4

4．4

4．4

4．4

3．6

3。5

3．5

0

0

0

平 均1…21g・218・217・216・315・414・413・5［・



　　　　　　　　　　　　Pyrrolidin（トmethyltetracycline　nitrateの生体内濃度　　　　　　　　　8g

る．これをpH：6．2燐酸緩衝液で10倍に希釈して被検　　　る．

液とする．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3．臓器内濃度測定法

　標準液：pH6．2燐酸緩衝液で調製し，0．31，0．62，　　　実験方法および結果

1．25，2．5，5，10，20，40mcg／m1の倍数濃度系列　　　臓器ホモジネートの調製：ラット（ICR，雄，2009

とする．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　前後）を潟血して屠殺し各臓器を取り出し水洗後秤量

　その他の実施法は既報の重層法に準ずる．　　　　　　する．

　測定濃度の算出法：先の血清中濃度測定法に準じ，　　　鋏で細断して，これに一定量の薬剤を含量した臓器

ただしこの場合は算定値の10倍を試料中薬剤濃度とす　　重量値の10倍容量の0．9％食塩水をくわえ20，000r．P．

　　　　　　　　　　　　　　　　図7．血清濃度による影響（3例平均）
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表12。重層液の溶媒の種類と阻止帯長

重層液の溶媒

蒸　　留　　水

I
tpH6．2燐酸緩衝液

0．9％食塩水

0．1％

　クエン酸
　　　ソーダ液

阻止弓長mm

PM－TC濃度　mcg／mI

20　　　10 5i2・51・・251・・62｝・・3－blank

4．6

4．8

4．7

3．2

3．4

3．3

2．0

2．1

2．1

0．8

0．6

0．7

能
能
能

不
不
不

能不

能不

能不

能
能
能

不
不
不
A
U
O
O

平 均i4・7［3・312・・1・・71穐1不倒不剣・

阻止帯長mm

8．2

8．1

8．2

7．1

7．2

7，2

6．2

6．1

6．2

5．4

5．2

5．3

4．4

4．2

4．3

3．2

3．4

3．3

2．2

2．2

2．2
0
0
0

平 均18・16i7・16｝6・1615・31・・3｝3・312・21・

阻止帯長mm

6．8

6．8

6．8

5．8

5．6

5．7

4．8

4．6

4．7

3．4

3．3

3．3

2．0

2．2

2．1

ヒ
ヒ
　
　
ヒ
ヒ

　
　
　
ム
爲

ム
目不
　
不

能不

能
能
能

不
不
不

O
A
U
O

平 剣6・8［5・714・713・312・・t不酬不剣・

阻止帯長mm

8．8

9．0

8．9

8．2

8．2

8．3

7．4

7．6

7．5

7．0

7．2

7．1

6．6

6．4

6．5

5．8

5．6

5．4

512

4．8

4．6
0
0
0

平 剃8・918司7・517・・｝6・5［5・614・81・

図9．重層液の溶媒による影響（3例平均）
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　表13．希釈血漿による阻止帯長（保存血液0型）

91

血漿の希釈倍数

全血漿（90％）

1．5倍（66％）

2倍　（50％）

pH6．2
　燐酸緩衝液

阻止帯長mm

平 均

崇1

阻止帯長mm

平 均

崇2

阻止帯長mm

PM－TC濃度　mcg／m1

40

11．2

11．0

11．4

11．2

26．6

11．0

11．2

11．1

20

10．2

10．4

10．0

10．2

13．3

10．0

10．4

10．2

・1・・11・・2

20

11．0

10．8

10．9

平 均i…9

阻止帯長mm

平 均

10，2

10．0

10．1

10．1

10

10．2

10．2

10．1

10．2

9．0

9．0

9．1

9．0

10

9．0

9．2

9．1

9．1

6．6

6
4
0

Q
ゾ
0
ゾ
Q
V
9．3

5

9．4

9。4

9．1

9．3

8．0

7．8

7．9

7．9

512。5

8．2
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8．0
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8．6

8。2

8．1
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7．2

7．1
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1．6

7．4

7．2

7．0

7．2

1．25

2．5

8．2

8．4

8．3

6．2

6．4

6．0

6．2

0．8

6．2

6．0

6．4

6．2
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7．1
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7．3

8・3i7・2

7．0

7．2

7．1
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6．0
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5．1
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5．2
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4．1

4．0

4．0

0．16

4．2

4．1

4．0
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3．0

3．1

blank

0
0
0
0

blank

0
0
0
0

blank

0
0
0
0

0
0
0
0

＊1標準液40～0．31μg／mlを1．5倍希釈したPM－TC濃度
米2　〃　　　　〃　　　　2．0倍希釈したPM－TC濃度

　　　　　　　　　　　　図10．血漿の影響（3例平均）
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m．高速Blenderで2分間処理する．この方法で各

臓器の10％ホモジネートをつくった．

　1）肝臓ホモジネートの回収率に与える影響

　肝臓片に各種濃度のPM－TCをくわえて上記の如

く10％肝臓ホモジネートをつくり，これをpH6．2燐

酸緩衝液で希釈し0．5～1．0ホモジネートとした．

　これを被検液とし，pH　6．2燐酸緩衝液の薬剤液を

標準として重層法を行なった結果は表19および図16の

如くである．

　肝ホモジネートに薬剤をくわえてそのまま重層法で

測定すると回収率ははなはだ悪く特に1％ホモジネー

トで10mcg／ml以上では顕著であった．

　この原因としては，被検字中の浮遊物が重層法実施

中に沈降して寒天層正面をおおいこのため薬剤の拡散

が阻止されるのではないか，または重層法実施中（37

。C，18～20時間）に被検液に混在する臓器内酵素が薬

剤を不活性化するのではないかなどが考え5れる．

　2）ホモジネート試料の前処理の効果

　薬剤添加量500mcg／gのホモジネートをつくりこ

れを1）と同様にして0．25～1．0％のホモジネートに

希釈し，3，000r．p．m．遠心分離あるいは100。C　1

分間加熱，あるいはこれを併用するなどの前処理を行

ないこれらの液を被汁液として重層法を行なった結果

は表20および図17にしめす如くである．

　回収率は1分間加熱と遠心分離の前処理を併用した

被検液が最も高い．1分間加熱のみの被検液の回収率

は最も悪いがこれは加熱により生じたタンパク凝固物

が重層法を行なう際被寸寸と寒天層の境界面に沈積し

て被検液中の薬剤が寒天層へ移行するのを阻止するた

めと考えられる．

表14．クエン酸ソーダによる阻止半長への影響

クエン酸ソーダ
　　　　　％

0．5

0．2

0．1

0．05

PH6．2
　燐酸緩衝液

阻止帯長mm

PM－TC濃i度　mcg／m1

4・【2・11・1512・5！1・251・・621・・3・lblank

17．6

16．4

不能

15，6

16．0

不能

不能

15．5

15．0

13．6

14．0

15．0

不能

14．5

14．8

14．8

14．6

15．0

15．4

15．0

14．5

15．4

15．0

14．0

15．4

15．0

14．5

平
均1（・7・・＞1（15・8）1（15・2）i14・21（・4・6）1・4・81・4・gi・4・81・5・・

阻止帯長mm

14．4

14．6

14．2

13．4

13．5

13．3

12．0

12．2

12．1

11．0

11．0

11．1

10．2

10．1

10．0

9．2

9．0

9．4

8．2

8．1

8．3

7．2

7．2

7．2

10．0

5．0

7．5

平
均［14・31・3・4［12・・1・1・・【1…［9・218・217・2［7・5

阻止脚長mm

13．2

13．4

13．4

12．4

12．2

12．3

11．0

10．8

10．6

9．6

9．8

10．0

8．6

8．6

9．0

7．8

7，6

7．7

6．7

6．7

6，8

5．9

5．6

5．7

0．4

0．5

0．5

平 均113・3112・311・・81g・818・717・716・715・71・・5

阻止管長mm

12，4

12．6

12．2

10．8

11．0

11。2

9．8

10．0

9．9

8．8

9．0

9．1

7．9

8．0

8．1

6．8

6．9

7．0

5．7

5．8

6．0

4．8

5．0

5．0

0．2

0．3

0．2

悪 癖・2・41・1・・lg・918・g18・・16・g15・814・91・・2

阻止帯長mm

10．0

10．2

9．9

9．0

9．1

8．9

8．0

8．1

8．0

7．0

7．0

7．0

6．1

6．2

6．0

5．1

5．0

5．1

4．1

4．1

4．0

3．1

3．1

3．2

0

0

0

平 均「1…｛9・・18・・17・・16・・15・・14・・13・・1・
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表15．二重蔭酸・E．D．T．A．による阻止帯長への影響

93

重層液の溶媒

1％E，D．T．A．

1％E．D．T．A．
血清
　　　等量

5％E．D．T．A．

5％E．D．T．A．
血清
　　　等量

　　　　　＊

1％二重蔭酸液

阻止帯長一mm

PM－TC濃度　mcg／mI

4・i2・ll・1512・511・251・・621・・311blank

18．0

17．4

17．7

15．6

16．2

15．9

15．0

15．2

15ユ

14．4

13．8

14．1

13．8

13．8

13．8

13．4

13．6

13．5

13，0

13．0

13．0

12．4

12．4

12．4

i2．0

12．0

12．0

平
均1・7・7115・gl・5・・1・4・1113・8｝13・5113・・｝・2・4112・・

阻止帯長mm

13．2

13．4

13．0

12．4

12．8

12．2

11．4

11．6

11．2

10．5

10．6

10．4

9．5

9．7

9．3

8．6

8．8

8．4

7．4

7．5

7．3

5
■
6

8
　
6

26

4
凸
0
9
臼

ρ
0
ρ
0
ρ
0平 均113・21E・41・1・411・・51g・518・6レ・416・516・2

阻止帯長mm

19．2

19．0

19．4

19．0

19．0

18．9

19．0

18．9

19．0

能
」
能

不
1
8
不

能
⑩
能

不
1
9
不

19．0

19．0

不能

18．8

18．6

18．8

18．6

18．8

19．0

18．0

不能

18．0

平
均1・9・2119・・i・9・・1（19・・）［（18・5）1・9・・1・8・81・8・8｝18・・

阻止帯長mm

14．0

14．2

14．1

13．8

13．6

14．0

12．2

12．4

12．0

11．4

11．8

11．3

10．6

10．8

10．4

能
能
』

不
不
8

能
能
潟

不
不
8

能
お
能

不
9
不

不能

7．0

5．0

平
均【14・1113・8i・2・2i1・・511・・61（9・6）i（8・8）1（8・・）1（6・・）

阻止帯長mm

13．6

13．6

13．6

12．4

12．4

12．5

11．4

11．2

11．3

10。5

10．2

10．3

9．4

9．6

9．5

8．4

8．6

8．5

7．4

7．6

7．5

6．2　5．6

6．2　5．4

6．5　’5．0

平 均

1％二重蔭酸液
血清
　　　等量

阻止帯長Inm

1・3・6團11・311・・319・518・5iτ5［6・3［53

pH6．2
　燐酸緩衝液

10．4

10．6

10．2

9．8

10．0

9．6

9．2

9．1

9．3

8．2

8．1

8．2

7．2

7．0

7．2

6．2

6．1

6．2

5．2

5．3

5．1

4．2

4．0

4．4

・3．8

3．6

3．7

・平 均1…41g・819・218・217・216・215・214・213・7

阻止帯長mm

10．0

10．2

9．8

9．0

9．0

9．0

8．0

8。1

7．9

7．0

7。1

7．0

6．0

6．2

5．8

5・9

5．0

5．0

4．0

4．1

3。9

3．0

3．0

3．0
0
0
0

平 均【・…ig・・18・・17・・16・・i5・・i4・・13・・「・

米一二重蔭酸液：蔭酸アンモンL25g，蔭酸カリ0。75g，蒸留水100　m工
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図11，クエン酸ソーダの影響（3例平均）
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表16．培地にクエン酸ソーダを添加した場合の阻止帯長

95

．培地中のクエン

酸ソーダ
　　　　W／W

0

0．2

」

50

　　　　＊

重層液

A

平　均

B

A

平　均

B

A

平均

B

PM－TC濃度　mcg／m1

10

6．6

6．2

6，4

6．4

7．0

10．0

9．8

9．9

9．9

11．4

10．5

10．4

10．4

10．4

11．7

4

5．0

5．0

4．8

4．9

6．0

8．4

8．6

8．5

8．5

10．2

8．9

8．6

8．7

8．7

10．7

2

3．8

3．6

3．7

3．7

5，1

7。3

7．2

7。2

7．2

9．0

7．6

7。7

7．6

7．6

9．7

1

7
ロ
2

6
の
2

6
　
2

2．6

4．1

6．2

6．1

6．1

6．1

7．7

6．5

6．5

6．6

6．5

8．6

0．5

2．O

L5
1。7

1．7

3．1

5．0

4．8

4．9

4．9

6．5

5．0

5．2

5．2

5．2

7．3

0．25

、0．8

0．8

0．7

0．8

2．1

3．2

3．1

3．1

3．1

5．0

3．6

3．6

3．5

3．6

5．6

0．125

0．8

1．4

1．3

1．3

1．3

2．7

8
●

1

8
●

1

0
の
2

1．9

3．2

0．06

0．8

0．8

0．7

0．8

0．8

0．8

0．8

0．7

0．8

2．0

blank

0
0
0
0

0

0
0
0
0

0

0
（
U
O
0

0
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止
帯
長
　さ10

mm
　　8

　　6
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表17．希釈液の種類と阻止帯長（健康人尿）

希釈液の種類

原尿を0．9％食塩
水で10倍希釈

原尿をpH6．2緩
衝液で10倍希釈

　　　　　＊
墜シ。鶉ll曲

0．9％食塩水で10
倍希釈

墜シ誘乙ll盟）・

pH6．2緩衝液で10
倍希釈

懸

標準液（対照）

阻止帯長mm

PM－TC濃度　mcg／mI

4・12・11・1512・51・・251・・621・・311blank

8．6

8．6

8．7

7．4

7．5

7．5

6．6

7．0

6．8

6．0

5．8

6．2

5．2

5．0

5．1

4．2

4．2

4．2

3．2

3．0

3．4

2。2

2．1

2．3

0

0

0

平均8・617・516・8i6・・15・・14・213・2｝2・21・

阻止帯長mm

9．6

9．6

9．6

8．6

8．6

8．6

7．4

7．8

7．6

6．6

6．6

6．6

5．7

5．6

5．6

5．0

5．0

5．1

4．0

4．0

4．0

3．1

3．0

3．0

0

0

0

平均【9・618・6レ・616・615・615・・14・・13・・1・

阻止帯長mm

8．8

8．6

8．7

7．8

7．8

7．8

7．0

7．1

7．0

6．0

6．2

6．1

5．0

5．0

5．1

4。2

4．0

4．1

3．2

3．1

3．0

2．2

2．4

2．0

0

0

0

平均18・717・817・・16・・15・・14・・13・・12・21・

阻止帯長mm

9．7

9．6

9．8

9．0

8．6

8．8

7．9

7．8

7．7

6．8

6．8

6．6

5．8

6．0

5．7

5．2

5．0

5．1

4．0

4．2

4．1

3．2

3．0

3．0

0

0

0

平均19・7［8・817・8i6・815・815・・14・・13・・i・

阻止帯長mm

9．6

7．7

9．8

8．6

8．7

8．7

7．7

7．7

7．7

6．8

6．7

6．6

5．8

5．8

5．7

5．0

5．2

5．1

4．1

4．2

4．1

3．2

3．0

3．1

0

0

0

平均lg・718・7レ・716・715・815・114・・13・・1・

＊　30分静置後2回濾紙で濾：過　来来　pH6．2緩衝液
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　　　　　表18．尿希釈倍数と阻止帯長

97

希釈倍数

0

＊

5

＊＊

10

懸

　　　　縣

標準液（対照）

阻止帯長mm

PM－TC濃度　mcg／m1
4・12・1・・1512・5i1・25｝・．621・・311b1・nk

11．4

11．8

11．0

10．7

10．9

10．5

10．0

10．2

10．1

9．3

9．4

9．2

8．6

8．8

8．7

7．9

7．5

7．6

7．2

7．4

7．0

6．5

6．8

6．2
0
0
0

平 均11・・411・・7i1…｝9・318・7レ・6レ・2｝6・5｝・

阻止帯長mm

11．0

11．2

11．1

10．2

10．4

10．0

9．4

♀・3

9．5

8．5

8．7

8．3

7．6

7．6

7．7

6．7

6．9

6．5

5．8

6．0

5．5

4．9

4．8

4．8
0
0
0

均i・1・11…2［9・4【8・517・616・715・814・81・

阻止帯長mm

10．2

10．4

10．3

9．4

9．4

9．5

8．4

8．4

8．5

7．4

7．2

7．3

6．6

4．4

6．2

5．0

5．4

5．2

4．2

4．2

4．2

3．2

3．4

3．3

A
U
O
O

平 均1…319・418・4i7・3i6・4i5・214・213・3［・

阻止帯長mm

10．2

10．4

10．0

9．2

9。2

9，1

8．2

8．3

8．2

7。2

7．2

7．2

6．2

6．2

6．2

5．2

5．3

5．2

4．2

4，3

4．1

3．2

3．0

3．4

O
A
U
O

平 均11・・21g・218・217・216・215・214・213・21・
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表19．肝ホモジネート試料中の薬剤回収率（ラット3匹の平均）

肝ホモジネート
濃度　　（％）

0．5

1．0

阻
止
帯
長

mm

均
畑
％

　
㎎

平
　
値
率

　
算
収

　
計
回

阻
止
帯
長

mm

　　　平　　均

計算値mcg／m1

回収率　　％

薬剤添加濃度（計算高）mcg／mI

40 10 512・511・25・・62

9．8

10．0

9．9

9．9

28．0

70．0

9．2

9．4

9．3

9．3

18．5

46．2

8．2

8．4

8．3

8．3

9．2

92．0

7．6

7．7

7．8

7．7

5．8

58．0

7．4

7．4

7．5

7．4

4．8

96．0

7．1

7．0

7．0

7．0

3．6

72．0

6．6

6．4

6．5

6．5

2．4

100．0

6．0

6．2

6．1

6．1

1．9

76．0

5．4

5．5

5．4

5．4

1．15

92．0

5．2

5．4

5．6

5．4

1．15

92．0

4．6

4．5

4．5

4．5

0．59

98．3

4．5

4．4

4．4

4．4

0．54

90．0

図16．肝ホモジネート中の薬剤回収率（ラット3匹の平均）
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　3）各種臓器ホモジネートの回収率

前項2）と同じ方法で各種臓器について1％ホモジ

ネート・薬剤濃度10mcg／m1，1分間加熱遠心分離

の前処理を行なった被検液の薬剤濃度を測定した結果

は表21および図18にしめす如くである．

　すなわち測定誤差を勘案すればどの臓器でもほとん

ど100％の回収率を得た．

　以上の結果からつぎの方法で臓器内濃度を測定する

のが最適と思われた．

被検液の調製：臓器を秤量し鋏で細断しこれに試料

重量（g）の10倍容量（m1）の0，9％食塩水を加え

20，000r吃p．m．高速Blenderで2分間処理してホモ

ジネートする．

　これをpH6．2燐酸緩衝液で10倍希釈する．沸騰水

中に1分間加熱する．3，000r．p．m．で10分間遠心分離

し上清液を被二三とする．

　標準液：血清中濃度測定法の時に準ずる．その他は

既報の重層法に同じ．

　測定濃度の算出法：先の血清中濃度測定法と同様で

あるが図上算定値の100倍が試料中薬剤濃度となる．

表20．前処理した肝ホモジネート中の薬剤の回収率（ラット3匹の平均）

前　処　理

無　処　理

遠心分離
・上清液

1分間加熱
・遠心分離

1分間加熱

薬剤添加量

mcg／m1

500

500

500

500

阻
止
帯
長

mm

均
醐
％

　
㎜

平
　
値
率

　
算
収

　
計
回

阻
止
帯
長

mm

均
醐
％

　
㎜

平
　
値
率

　
算
収

　
計
回

阻
止
帯
長

mm

均
醐
％

　
駕

平

一
値
率

…
算
収

　
計
回

阻
止
帯
長

mm

均
醐
％

　
㎜

平
　
値
率

　
算
収

　
計
回

ホモジネート濃度

1％ 0．5％ 0．25％

7．3

7．2

7．1

7．2

4．2

84．0

7．2

7．4

7．3

7．3

4．5

90．0

7．4

7．4

7．4

7．4

4．9

98．0

6．2

6．3

6．4

6．3

2．3

46．0

6．2

6．2

6．2

6．2

2。1

84．0

6．6

6．4

6．5

　6．5

　2．5

100．0

6．4

6．6

6．5

　6．5

　2．5

100．0

5．4

5．4

5．5

5．4

1．15

46．0

5．2

5．0

5．1

5．1

0．96

76．8

5．4

5．4

5．4

5．4

1．2

96．0

5．4

5．5

5．6

　5．5

　1．25

100．0

5．3

5．2

5．1

5．2

1．0

80．0
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考 察

　血液，尿その他生体内の抗菌性物質を多数の標本に

ついてすみやかに測定することを臨床その他の研究に

おいてしばしば要求されるものである．

　これらの定量にあたり，1）少量の検体で可能，2）

微量まで測定できる，3）手技が比較的簡単である，

4）培養基が少ないなどの利点から重層法が便利であ

る．

　しかしこれらを実施するにあたってi）酸素供給体

を培地に加える，ii）阻止帯を明瞭にするための指示

薬と菌量：との組合せを調整する，iii）体液に影響の少

ない敏感な菌種を用いるなどの考慮がはらわれねばな

らない．

　接種菌量と指示薬濃度との比が適当であれば両者は

一致して阻止帯境界線が鮮明になるが指示薬が多すぎ

ると境界線が不鮮明かつ阻止帯像の幅が太くなって測

定困難である．

　これらの原因について鳥居・川上4）は細菌の産生し

た溶血毒，または還元物質が上方に拡がるためではな

かろうかとしている．

　重層法で微：量の体液内濃度を鮮明にするためには小

嶋ら6）はCTCおよびOTCの実験で培地のpH，

菌：量，重層液のpHなどを考慮すればB．　sub．の芽

胞浮遊液で0．05mcg／mlまで可能であるとし，片桐

ら7）もB．sub．一1219を被検菌とし，メチレン青液の

1％，および菌液の0．5％で重層し11～17時間培養す

ることにより良好な結果を得るとしている．

　またTCのPfizer標準法によればB．sub．一9634

を用い試料を0．1N塩酸で溶解して基準液とし，こ

れを血清緩衝液を用いて1．0～0．02mcg／m1に希釈

して測定している．

　著者も培地の組成などを種種変えて検討し0．2％お

よび0．1％普通寒天培地でPM－TCの標準系列4～

0．03mcg／mlの低濃度まで測定できることを知った．

　しかしこの方法は菌の活性度と指示薬濃度，および

培養条件などからしばしば阻止帯のあらわれないこと

もあったのでやむなく安定した阻止帯をしめすK培地

法を採用したものでこの点体液の影響をうけない菌種

の探索，培地の組成改良，試料の希釈法などについて

さらに検討を要するものである．

小 括

　Pyrrolidinomethyl　tetracycline　nitrateの定量

法として重層法を採用し，基礎的条件を検討するとと

もに血清・尿および臓器による影響をしらべた．

図17．肝ホモジネート中の薬剤回収率（ラット3匹の平均）
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表21．各種臓器ホモジネートの回収率（ラット3匹の平均）

（1％ホモジネート，10mcg／ml液，そのまま・加熱処理）

前　処　理

遠心分離
・上清液

1分間加熱
・遠心分離

実
測
値

mcg／m1

臓　器　の　種　類
脳

8．8

8．6

8．4

肺1心1肝1剖脾
9．0

9．0

9．0

9．2

9．0

8．8

平　剣8・61g・・lg・・

9．1

9．0

8．9

9．4

9．0

8．6

9．4

9．2

9．0

9・・lg・・19・2

回収率 ％1861g・lg・19・19・レ92

実
測
値

mcg／m1

平　　均

9．6

9．4

9．2

9．3

9．2

9．1

9．7

9．5

9．6

6
ロ

9

8
　
9

4
サ
9

9・6ig・21g・619・6

9．2

9．3

9．1

9．7

9．6

9．5

9・2［9・6

回収率 ％Ig61g21961％ig21g6

図18．各種臓器ホモジネートの回収率（ラット3匹の平均）
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　1．枯草菌ATCC－6633を被検菌として最小濃度

0．31mcg／m1まで測定可能なことを知った．

　2．0．5％普通寒天培地（無修正，pH　6．0）および

試料の希釈液としてpH　6．2燐酸緩衝液を使用した

ほうが阻止帯が長く，かつ阻止帯境界線が鮮明であっ

た．

　3．接種菌量と指示薬との関係は枯草菌芽胞浮遊液

の1％，0．1％メチレン青天の2％，および2％硝酸

ナトリウム液の1％を添加したほうが阻止帯境界線が

一線になって明瞭であった．

　4。本法による検定の平均信頼限界は1％の危険率

で±0．1391であり平均値に対する誤差は2．8％であ

った．

　5．体液の阻止帯におよぼす影響が大で血清および

臓器では短かく尿では長くあらわれた．

　したがって血清中濃度は抗凝固剤の入らない血清を

用いこれをpH　6．2燐酸緩衝液で5倍希釈して測定

し，尿中濃度は尿にキシロールを0．5％添加してpH

6．2燐酸緩衝液で10倍希釈して測定した．

　また臓器内濃度は細断した試料を0．9％食塩水およ

びpH　6．2燐i酸緩衝液で100倍希釈しこれを沸騰水中

に加熱・遠心分離した上清液について測定した．

　6，血清中および臓器内濃度測定培地には既報の重

層培地に20％クエン酸ソーダ液5mlの添加したもの

を用いた．

〔∬〕　：PM－TC静注による血清申濃度

　本章においてPM－TCの静注による血清中濃度を

健康年長児について測定した成績を述べる．

実　験　方　法

　11標準液の調製

　一定量のPM－TCを5m1の蒸留水に溶解しつい

でpH：6．2燐酸緩衝液をくわえて100　mcg／m1の基

準原液をつくる．

　この基準原液をさらに32，16，8，4，2，1，0．5，

0．25，0，125mcg／mlに倍数希釈して標準系列液とし

た．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　2．使用薬剤および投与量

　市販静注用PM－TC（ロットを統一する）および

静注用Tetracycline－Hc1（以下TCと略）を使用

し，PM－TC　250　mgを減菌蒸留水，および5％ブド

ウ糖液20～40mlに溶解したものを1回量とし3～

5分間をかけて徐徐に静注した．

　またTCは多くは点滴静注が試みられるがPM－T

Cと同容量，同方法でただ注入時間を5分以上かけて

ゆるやかに静注された．一方点滴静注では入院二三に

生食水，5％ブドウ糖液，および総合アミノ酸補液な

どの500mlにPM－TCの2501ngを溶解したもの
を1回量とし注入速度60～90分をかけて点滴注入さ

れた．

表22．PM－TC　250mg（力価）1回静注後の血清濃度（健康年長児　10例）

症 U伊

1
2
3
4
5
6
7
8
9
1
0

性別

♂
♂
♀
♂
♀
♀
♂
♂
♀
♂

Pro
mg／kg

0
0
0
6
5
5
3
0
5
0

4
4
5
3
4
4
4
4
4
4

血清中濃度（mcg／ml）
15分13・一調剛2時剛4劇6時時8賄

8．8

10．3

10．1

8．8

9．5

13．6

9．8

8．8

11．05

10．5

6．2

6．7

7，5

6．0

6．0

6．8

6．6

7．6

6．5

7．6

3．8

3．3

4．3

3．9

3．7

4．6

4．1

5．2

2．5

3．0

2．5

3．0

3．1

3．3

3．0

3．6

3．7

3．3

1．7

2．0

9
4
6
2
3
5
4
6
4
7

1
2
2
2
2
2
2
2
1
1

1．5

2．0

2．0

1．6

1．8

2．0

1．7

L9
0．95

1．2

1．0

1．4

1．3

1．3

1．2

1．2

1．4

1．5

0．8

1．0

平均倒 4・24巨・・1216・7513．8412・9212・2・［1．661引・．21

標鞠劃
i±・・3gl±1・7・1±・・581±・・78ト・・66i±・・3・i±・・56i±・・22

血清中の濃度
の範囲

8．8
　～

13．6

6．0

～
7．6

2．5

～
5．2

1．7

～
3．6

1．4

～
2．6

0．95
　～

2．0

0．8
～
1．5
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　3．試料の作製

　静注および点滴静注後の採血は薬液注入後15分，30

分，1，2，4，6，8，および10時間とした．採取

血液（通常10m1）を冷蔵庫：にやく2時間放置し凝固さ

せた後3，000r．p．m．で5分間遠心分離して血清をえ

た．血清は測定直前まで凍結しておき，また再実験の

場合を考慮して力価検定後も血清を凍結保存した．

　血清試料は希釈しないで，あるいはpH6．2燐酸緩

衡液で5倍希釈したものを使用して既報の重層法によ

る血清中濃度測定法に準じて測定した．なおTCの

定量はPM－TCの重層法に準じて行なった．

　　　　　　　　実　験　成　績

注射後における各経過時間の測定値は表22，23，24

および図19，20，21，22にしめす如くである．

　1．投与後の血清中濃度

表23．TC　250mg（力価）1回静注後の血清中濃度（健康年長児3例）

症 例

¶
⊥
2
6
0

性別

♂
♀
♂

Pro
mg／kg

4．1

4．5

4．0

血清中濃度（mcg／ml）
・5分3・分・時間12時間14時間16時間18時間

9．5

11．5

8．6

5．5

6．45

4．3

2．65

3。2

2．4

1．8

2．25

1．5

0．9

0．75

0．82

0．55

0．4

0．6

0．35

0．28

0．4

平均値1 4・219・8615・4・12・75i・・851・・821・・52i・・34

標準偏差1 「±1・481±…81±・・411±・・37ト…75i±・11・41±…6・

血清中の濃度
の範囲

8．6
　～

11．5

4．3
　～

6．45

2．4

～
3．2

1．5
　～

2．25

0．75
　～

0．9

0．4

～
0．6

0．28
　～

0．4

表24．PM－TC　250mg（力価）1回点滴静注後の血清中濃度（入院患児13例）

症　例

1
2
3
4
5
6
7
8
9
1
0
1
1
1
2
1
3

性　別

♀
♀
♂
♂
♀
♂
♀
♂
♀
♀
♂
♂
♂

Pro
mg／kg

0
1
0
0
5
5
0
0
0
6
0
6
7

4
7
4
5
7
4
5
4
5
4
4
3
5

血清中濃度（mcg／m1）
・5分3・分i・時間12劇4時間16時間18劇・・時間

8．4

10．5

7．5

9．0

10．8

8．4

6．9

5．64

6．6

6．6

7．5

7．5

6．3

4．64

5．4

5．4

6．3

4．8

5．5

3．7

3．9

4．2

5．6

2．8

5．85

4．56

2．22

3．0

3．0

4．8

1．5

4．0

2．8

2．0

2．65

3．0

1．6

2。85

3．9

2．6

1．7

1．5

2．0

1．0

2．55

2．4

1．6

1．2

1．7

2．2

1．1

1．8

添加補液
500ml

）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）

1
3
2
2
1
3
2
2
3
1
3
3
1

（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（

平均値14・921g・1【6・794・9413・18■2・72・・gl・・7・1

標準偏差i±・・21ト・・4・±・・7・±1・・7±・・29－1±・．77±・．96±・．48

血清中の濃度
の範囲

8．4
　～

10．8

5．64
　～

7．5

2．8

～
6．3

1．5

～
4．8

1．6

～
4．0

1．0

～
3．9

1．1

～
2．4

注：（1）…5％ブドウ糖液　　（2）…総合アミノ酸液　　〔3）…リンゲル氏液
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図19．PM－TCの血清中濃度（250mg　1回静注健康児）（10例の平均）
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図20．TCの血清中濃度（250mg　1回静注健康児）　（3例の平均）
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図21．PM－TCの血清中濃度（250mg　1回点滴静注入院患児）　（13例の平均）

　50
薬
　剤
　濃
度
塒cgノ認

10

5

1

＼
＼
＼

登
＼

茨
ヤ
。
一

鱒● @　　’一平均値
一x一一一一一x一最大値

＿。＿。＿最小値

、x喝’一剛一一一一一一一…．．．．。．＿．

　　　　　　　　　　　　　　一儘一x口軸一噂。一一頓鄭一＿
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ののの　ヒリ

’一．　　　　　　　～㌔一＼　　　　　　　　　　　　　　　　一．　　　　　’x
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼．

．　　　　　．＼．＿．

0．250．5　1 2 4 6 8 　　　　10
経過時間（時）

図22．1回量250mg投与のPM－TC（静注）TC（静注）
　　　PM－TC（点滴静注）の血清中濃度

　　10
薬
剤
濃　5
度

mcg／m1

1

0．5

毛
、

　　＼㌧（＼
　　　ミ　　　　　　　ヘへ
　　　も　　　　　　　　　　へ

　　　。＼　　、x～㌔一一一

　　　　　　　　　　　　噂、、　　　　　、　　　　　＼
　　　　　　　　　o－o
、。　　＼×＼＿　　　・rlI
　　＼、　　　　　　　、喫＼…＿．
　　　　＼、　　　　　　　　　　　　　　㌔x～1
　　　　　　　＼。．

　　　　　　　　　　嚇＼、鴨
　　　　　　　　　　　　＼隔鴨
　　　　　　　　　　　　　　　＼　　　　　　　　　　　　　　　　　鴨。o、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼㌔
　　　　　　　　IP醗C（静注）　＼＼。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　II　TC　　　（静注）　　　　　　　　　11

　　　　　　　　m　PM・TC（点滴静注）

0．250．5　1 2 4
1

6 8時間
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　投与15分後における血清中濃度では急速な濃度上昇

がみられ，PM＿TC静注で平均10．1mcg／m1，　TC

で9．8mcg／m1の高い値をしあした．一方PM－TC

の点滴静注では9．1mcg／m1とほぼ前者に匹敵する

値をしめした．これら15分後における3者の値はすべ

て血清中濃度のピークである。

　その後時間の経過につれて濃度曲線は図4の如く

PM－TC静注ではゆるやかに，　TC静注では4時間

以後に急速に低下する傾向をしめした．

　なお経過8時間後における3者の血清中濃度はPM

－TC静注で1．2mcg／m1，　TC静注で0．34　mcg／ml，

PM－TC点滴静注で2．5mcg／mlをしめした．

　これをPM－TC静注の力価を1としてみると，　TC

は約％になるが，逆にPM－TC点滴静注では2倍強

の高い値になっている．

　2．血清巾濃度獲得性

　著者はPM－TCの性格判定の一資料として唐崎12）

らがポリエン系抗生物質に採用している算出法になら

って血清中濃度獲得性を算出した．

　血清中濃度獲i得性とは注射直後の血清中濃度の計算

値に対する比率を指す．この計算値は薬剤投与量をヒ

トの流血量で除した値でしめされる．この比率は当然

100より低い値をしめすものでその差が血液や臓器に

より不活性化されたり，あるいは臓器と結合した薬剤

量にあたるわけである．　そこでPM－TCの3例と

TCの2例について注射終了5分後の濃度を実測し，

その値について血清中濃度獲i野性を求めると表25の如

くである．

　獲i得率の平均値ではPM－TC　30．9％，　TC　27．1％

で両者の初期血清中濃度獲得性はあまり良い値ではな

い，また表22，23，24における血清中濃度の実測値か

ら注射終了後の15分，30分，1時間および2時間値に

ついてPM－TCの10例とTCの3例についてそれ
ぞれ同様の方法で算出すると表26，27，28の如くであ

る．

　静注時における初期獲得性ではPM－TCとTCと

はほとんど差がなかったが1時間値以後においてTC

がやや悪い結果をしめした．一方PM－TC点滴静注

による6例の平均値では初期濃度において静注時に比

しやや低かったが1～2時間値では血清中濃度の低下

率がゆるやかなためほとんど差がなかった，

　3．血清中濃度の持続性

　1）生物学的半減期

　静脈注射され牟薬物は組織に分配され平衡に達する

までに若干の時間を必要とし，あとは直線的に低下す

る．

鳥電

すなわち各濃度のプロットが一直線上にならぶよう

になった時には，その分配平衡が完了したことをし

めすものである．

著者はPM－TCの持続性判定の一資料として表1，

2，3にもとめられた血清中濃度測定値から，ヒトに

おけるPM－TCおよびTCの生物学的半減期なら
びに血清中からの消失速度定数を求めた．

　血清中濃度・半減期計算法

　Schankerら13）により，多くの薬物は一次反応式に

したがって吸収され，また血清中からの消失（排泄）

も一次反応式にしたがうことが明らかにされている．

よって化学反応での一次式は次のようになる．

1書一KC一………・……・・………（1）

　1n　C一一Kt十lnCo……・………・・…（2）

1・gC一一
Q島3・＋1・gCα…・・…・…・・（3）

t捲＊＝0．693／K……………・………・・…（4）

　　K－0．693／t》6・一・・・…　一・・・・・・・・・・・・・…　（3）

Co：注射直後の理論的血清中濃度

。：血清中濃度

t：経過時間

K：血清中からの消失の速度定数

来血清高濃度がCからその半分の。／2になるまで

　　の時間．

t％およびKの値を求める計算法については次の簡

単な方法をとった．

生物学的半減期の計算

種　　類

タ
ト
時

ス
「
の
間

PM＿TC

　　　　静注

TC　　静注

PM＿TC
　　点滴静注

2

2

4

6

実　測

（時）

2
」
4
6
（
δ

2
4
6
84
6
86
8
1
0

潜
函
間
移
時
の

謝（

0
2
4
6（
U
2
4
60
2
40
2
4
4

血清中濃
度
（mcg／

　　ml）

2．92

2．2

1．66

1．21

5
2
2
4

R
）
8
5
3

1
凸
0
0
0
0．82

0．52
0．34

3．0

2．19

1．71

血清中濃
度

　（％）

100
75．3

56．8

41．8

70
44．3

28．1
18．3

100
63．4

41．4

100
73
57

　上記の時間に対して血清中濃度％の対数をプロット

すると図23，24，25にしめす如くである．図上より50

％に相当する時間t％が求められ，このf苑より（5）
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種 類

PM－TC（静注）

T　C（静注）

性別

♂
♂
♂

投与量Pro　mg／kg

4．0

4．1

4．0

血清中濃度
mcg／m1

16．5

15．8

14．5

計算血清中濃度
　mcg／ml＊

50

51．2

50

獲i得性
　％
33．0

30．8

29．0

平剣 4．03 15．6 50．4 30．9

♂
♂

4．0

4．4

14．0

14．5
O
F
O
5
5

0
　
82

3
ロ
62

平判 4．2 14．25 52．5 27．1

米ヒトの流血量を80m1／kgとした場合の投与直後の計算血清中濃度

　　　　　　表26．PM－TC静注後の血清中濃度獲i溶性

薬剤投与量

　mg／kg

4．0

4．0

5．0

3．6

4．5

4．5

4．3

4．0

4．5

4．0

計算血清中
濃度

mcg／ml米

50

50

62．5

45

56．2

56．2

53．7

50

56．2

50

血清中濃度mcg／m1
畷制響搬鑑1i一算国孟。難1障勇国璽副獲磐

8．8

10．3

10．1

8．8

9．5

13．6

9．8

8．8

11．05

10．5

17．6

20．6

16．1

19．5

16．9

24．1

18．2

17．6

19．6

21．0

6．2

6．7

7．5

6．0

6．0

6．8

6．6

7．6

6．5

7．6

12．4

13．4

12．0

13．3

10．6

12．1

12．2

15．2

11．5

15．2

3．8

3．3

4．3

3．9

3．7

4．6

4．1

5．2

2．5

3．0

7．6

6．6

6．8

8．6

6．6

8．2

7．6

10．4

4．4

6．0

2．5

3．0

3．1

3．3

3．0

3．6

3．7

3．3

1．7

2．0

0
0
9
3
3
4
8
6
0
0

5
6
4
7
5
6
6
6
3
4

平均4・24i　53 1…i2119・・16・75L12・7i3・8417・212・92［5・5

＊ヒトの流血量を80ml／kgとした場合の投与直後の計算血清中濃度

　　　　　　　表27．TC静注後の血清中濃度獲得性

薬十七響
4．1

4．5

4．0

51．2

56．2

50．0

血清・中濃度mcg／ml
轟鑑ll糧性1謎蜘聾性【孟翻【聾性L舗11獲鍔性

9．5

11．5

8．6

18．5

20．4

17．2

5．5

6．45

4．3

10．7

11．4

8．6

56

2

2

3

42

5．2

5．7

4．8

1、8

2．25

1．5

3．5

4．0

3．0

鞠4・・t52・4 9・861・8・715・411…212・7515・・｝・8・・｝3・5

米ヒトの流血量を80ml／kgとした場合の投与直後の計算血清亭亭…度
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式からKが求められる．　すなわちPM＿TC静注では

t｝6＝約4．7時間，K－0．1471・・一1，　TC静注ではt％

一約3時間，K－0．23h・一1，　PM＿TC点滴静注では

t｝6一約5時間，K昌0．138h・一1である．

　t蒐の大なるものほど血清中での存在時間が長

い，すなわち一般に排泄が遅く，効力発現時聞が長い

と考えられるので本実験では，　PM－TC点滴静注＞

PM－TC静注＞TC静注の順である．

表28－1．PM－TC点滴静注後の血清中濃度獲得性

薬剤投与量

　mg／kg

4．0

7．1

4．0

5．0

7．5

4．5

計算血清中
濃度

mcg／ml＊

50

88．8

50

62．5

93．7

56．2

血清中濃度mcg／ml
謎凱11糧性搬鑑11糧性階哩11獲録性L舗ll獲勇性

8．4

10．5

7．5

9．0

10．8

8．4

16．8

11．8

15．0

14．4

11．5

14．9

6．9

5．64

6．6

6．6

7．5

7．5

13．8

6．3

13．2

10．5

8．0

13．3

6．3

4．64

5．4

5．4

6．3

4．8

12．6

5．2

10．8

8．6

6．7

8．5

ρ
0
2
F
O
2
0
（
U
8
5

4
2
3
3
4
1

9．1

2．5

6．0

4．8

5．1
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図23．静注によるPM－TCの生物学的半減期（ヒト血清）
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　2）面積比
　血清中濃度の判定評価として各経過時間における血

清中濃度の値を連続的にプロットして面積を求める方

法が最近用いられている．

　それには複式プラニメーターで実測する方法と，各

経過時間毎におけるプロットした面積を算術平均で求

め加算する方法とがあるが著者は後者により算出し

た．

表28L・2．　PM－TC点滴静注後の血清中濃度獲得性

薬剤投与量

mg／kg

5．0

4．0

5．0

4．6

4．0

3．6

5．7

計算血清中
濃度

mcg／ml＊

62．5

50

62．5

57．5

50

45

71．2

血　　清　　中　　濃　　度 mcg／mI

孟蕊1［獲饗性L囎li獲饗性L製難11糧性隈魏11獲響

5．5

3．7

3．9

4．2

5．6

2．8

5．85

8．8

7．4

6．2

7．3

11．2

6．2・

10．2

4，3

2．9

2．1

2．85

3．8

1．9

3．15

6．8

5．8

3．3

4．9

7．6

4．2

4．4

3．9

2．6

1．7

1．5

2．0

1．0

2．55

6．2

5．2

2．7

2．6

4．0

2．2

3．5

2．4

1．6

1．2

1．7

2．2

1．1

1．8

3．8

3．2

1．9

2．9

4．4

2．4

2．5

平均4．56157 ｝4・5 718［3．・ 5・212・1913・81・・7・13・・

図24．静注によるTCの生物学的半減期（ヒ1・血清）
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　図1，2，3より求めた結果は表29にしめす如くで　　点滴静注20．2cm2で，　PM－TC静注面積を1として

ある．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　比較するとTCは0．79，点滴静注は1．09倍であっ

　注射終了後の0～2時間における初期手渡の面積で　　　た．

はPM－TC静注18．7cm2，　TC　14．9cm2，　PM－TC　　　また注射終了後の0～8時間における長時間の濃度

　　　　　　　　　　図25．点滴静注によるPM－TCの生物学的半減期（ヒト血清）
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　　表29．血清濃度曲線による面積比

注射終了後の
経過時間

0～2時間

0～8時間

面 積　（cm2）

TCを1とした比率
PM－TC（静）を1とし
た比率

面 積　（cm2）

TCを1とした比率
PM－TC（静）を1とし
た比率

抗　　生　　物　　質

TC（静注） ［PM－TC（静注）IPM鷲醐注）

14．957

1

0．79

24．697

1

0．58

18．797

1．23

1

42．497

1．72

1

20．23

1．35

1．08

54．84

2．22

1．29



Pyrrolidino－methyltetracycline　nitrateの生体内濃度 111

面積ではPM－TC静注42．5cm2，　TC　24．9cm2，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヒPM－TC点滴静注54．8cm2で，　PM－TC静注面積

を1として比較するとTCは0．58，点滴静注は1．3

倍であった．

　以上の実験からPM－TCの普通静注と点滴静注と

を比較すると血清中濃度のピークでは静注の方が初期

濃度において高く，また濃度の持続性については点滴

静注の方が長いことを知った．

考 察

　1．血清中濃度

　Tetracycline系薬剤の経口投与では金属イオンに

よる抗菌力の低下，腸内細菌によるビタミンB産生の

抑制，また血清中濃度の低いことなどが指摘されてい

る．　　　　　　　　＼

　一方非経口投与では注射液の調製，使用量，および

使用方法などに制約をうけるとともに血清中濃度の持

続性などが問題となっている．

　これに反し本実験で採用したPM－TCは溶解性が高

くかつ高濃度の薬液を静注することも可能で局所的・

全身的耐恒性が良いとされている．Dimmlingら14）

の実験ではPM－TC　1回量（250mg）の静注で24時

間中治療上の有効血清中濃度を維持すると述べてお

り，またStrauchら14）は注射終了後の8時間値にお

いてもかなりの有効濃度を保つとともに24時間後でも

測定可能であると報告している．薬剤の静脈内投与に

より急激に高濃度に達するがその代りに体内より速や

かに排泄されてゆくのもまた当然である．

　この点PM－TC静注後の血中濃度を生物学的に定

量し250mg　1回静注後のピークは15分～1時間以内

にあり，15分値10．2mcg／ml，30分値6．75　mcg／ml

で経ロ投与に比し著しく高濃度で，以後漸次低下する

が8時間後においてもなお1．21mcg／m1の有効濃i

度をたもち本剤の静注剤としての価値をしめしてい

る．

　これに反しTC静注の初期血中濃度はPM－TCに

ほぼ匹敵する値をしめすが1時間後においては低下が

はなはだしく持続性が悪い．またPM－TCは点滴静

注のように長時間をかけて注入する必要はないとされ

ているが最近の傾向として各種補液ならびに種種の薬

品との混合点滴静注がさかんに使用されるようになっ

てきたので，著者も5％ブドウ糖，生食水，総合アミ

ノ酸などの補液を溶媒として点滴注入し血清中濃度の

消長について検討したところ，初期濃度においては直

接静注に比しやや低い値をしめしたが以後の濃度にお

いては，かなり高い濃度を維持し8時間後に最高3．9

mcg／m1，平均2，19　mcg／ml，また10時間後に最高

2．4mcg／m1，平均1．71　mcg／mlをしめした．

　これらの成績は白羽15）らがTCの点滴静注におい

て，その血清中濃度が16時間以上においてもなお高濃

度を持長ずるとし，またMaynardら16）が塩酸TC

をゆるやかに持続点滴注入した後の血清中濃度におい

ても20～24時間にわたって高い濃度を持長ずると述べ

ていることと同じ傾向をしめすものと思われる．

　2．血清中濃度獲得性

　同一薬物の投与方法を変えた場合，薬物効果の持続

性を比較する方法の一つとして血清中濃度獲i得性があ

る．

　これは循環血液量80ml／kgから求める方法と，ヒ

トの体液が体重の約60％をしめることから抗生物質が

均等に体液中に分布したとするVolume　of　Distri・

bution　17）から求める方法とがある．

　著者は前者の方法によって血清中濃度獲得性を求め

比較したところ15分値では静注のほうが点滴静注に比

し1．36倍高い値をしめした，しかし15分における獲i得

性値を100％とし，それが50％まで低下する時間を求

めると静注で46．5分，点滴静注で67．5分で，点滴静注

のほうが1．45倍長かった．

　3．生物学的半減期

　t％は薬物が反応速度式の一次式にしたがって血

中から50％が消失する時間である．　この場合t％は

化学構造式が変らない限り変化しないはずであり，ま

たt％の大なるものほど血中の存在時間が長くな

る．すなわち一般に排泄が遅く効力持続時間が長いと

されている17）．

　しかし本実験でみられる如くPM－TCの静注と点

滴静注とでは同一試料でありながら投与方法のちがい

によりt屠に相違がみられた．一般に薬物のt施

は投与方法によってあまり変らないとされているが，

見かけ上t蒐が点滴静注の方が普通静注よりもやや

長くあらわれた．その原因についてはPM－TCの溶

媒として用いた総合アミノ酸液が血清中濃度を増強さ

せるためか，また測定上における阻止議長の増大をき

たすためか，あるいは投与法による対象患者を変えた

ためにおこるものであるか詳細については明らかでな

い．

　各種抗生物質の血清中半減；期はWalter，　Heilmyer

ら18）によれば，Penicillin－G　O．5時間，　Keflin　O．5～

0．8時間，Keflodin　1．5時間，　Tetracycline　9時間，

Chlor－tetracycline　6時間，　Chloramphenicol　2～

3時聞，Streptomycin　3時間と報告されている．

　このうちTetracycline系i薬剤であるTetracycline
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9時商，Chlor＿tetracycline　6時間とされているが

この値は著者が実験したところではTCで約3時間

およびPM－TC約4．7時間であり，試料および条件

が異なるため両者の間にやや差異があるように思われ

る．’今後の検：討を待たねばならない．

　4．経口投与と非経口投与

　経口投与によるTC療法の価値と限界は早くから

知られており，また実験的・臨床的研究によって理論

づけられている．すなわち経口投与では腸粘膜による

吸収能力をこえて用量を増してもそれほど血清中濃度

のめだった上昇がみられず，過量の大部分は利用され

ずに糞便とともに排泄されかつ副作用を増加させる原

因となっている．

　これがため非経口投与によって経口投与よりも高い

血清中濃度をえようと試みられたが製剤の耐野性が充

分でないためいままで大きな障壁につきあたってい

た．

　しかし最近本実験に採用したPM－TCの如く高い

血清中濃度をうることが技術的に可能になり，その結

果高血清中濃度という問題に強い関心が寄せられるよ

うになってきた．

　PM－TCでは注射後の初期血清中濃度において経

口投与では全く得られないような高い値をしめし，し

かも長時間その濃度を持続させることができるので重

症感染症などに著効を得ることが可能になってきた．

　一方経口投与では初期血清中濃度は低いが6時間お

きに投与することにより一定の血清中濃度が維持され

る．

小 風

　1．PM－TCおよびTCの1回量250mg静注後
の血清申濃度を生物学的に定量した結果，PM－TCは

TCに比し初期血清中濃度をはじめ長時間にわたって

持続性の高い濃度がえられた．

　すなわち血清中濃度は15分後に最も高く10．1mcg／

ml，その後漸次下降するが8時間後において最高1．5

mcg／ml，平均1．2mcg／m1を維持した，

　2．PM－TCの点滴静注は静注に比し初期血清中

濃度がややおとるが1時間値以後において8時間値

2．19mcg／ml，10時間値1．71　mcg／mlのすぐれた持

続性の高い濃度をしめした．

　3．PM－TCの血清中濃度獲得性は計算値に対し

約1／3でTCに比しわずかに高かった．またPM－TC

の静注と点滴静注における獲得性では，15分値で静注

が1．36倍高かったが，ピーク時からの50％低下時間で

は点滴静注のほうが1．45倍長かった．

為山

　4．静脈注射’による生物学的半減期はPM－TC静

注4．7時間，TC静注3時間，　PM－TC点滴静注5時

間で血清中濃度持続性からPM－TC点滴静注が最も

長かった．

　5．血清中標準時間曲線による面積比ではPM－TC

1．0，TC　O．79，　PM－TC点滴1．09で血清中濃度の

占める総体的効力比ではPM－TC点滴静注が最も大

であった．

〔皿〕　血清タンパク結合性

　投与された薬剤と生体タンパクとの結合は薬理学上

重要な問題の一つであって，この問題の解決は薬剤の

作用機序解明への鍵となっている．

　タンパク質との結合に関する報告はこれまで数多

く，Davis　19），　Anton　20），真下21）らはスルファミン

剤について，またBrodieおよびHoghenら22）はペ

ニシリン剤についての実験において，タンパクと結合

したものは抗菌力を失ない，遊離の状態にあるものの

みが抗菌力をもっていることを明らかにした．

　一方タンパク結合と排泄速度および作用時間との関

係は血中タンパクとよく結合するものほど効果は劣る

が排泄速度が小さく，ために作用時間が延長する傾向

にあることがスルファミン剤ばかりでなく19）20），バル

ビッール酸誘導体23），サリチル酸誘導体24）などの実験

において証明されている．

　抗生物質の血清タンパクとの結合に関する研究では

PCのChow　25），　Oeff　26），　SMのKornegay　27），

Boxer　28），　CM・TCのSmith　29），　Bliss　30），　MM

のEnglish　31），　Finland　32）ならびに一連の抗生物

質についての黒田33）らの研究があって，種種論ぜられ

ている．

　著者はPM－TCと血清タンパク質との結合状態を

物理・化学的にしらべるために平衡透析法によって結

合量を測定し結合力を算出した．

実　験　方　法

　1．透析法および結合率の測定法

　透析膜としてセロファン膜米を用い，25～100％の種

種の濃度のヒト血清5m1を内液として，5～20mcg／m1

のpH　6．2燐酸緩衡液溶液の薬剤液10　mlを外液と

して48時間透析を行ない，外液の薬剤濃度を重層法で

測定しb値とした．

　別に対照として内液をpH6．2燐酸緩衡液とした場

合についても同様透析法を行ない，この場合の外液の

薬剤濃度を重層法で測定しa値とした．



Pyrrolidino－methyltetracycline　nitrateの生体内濃度 113

　結合率をつぎの如く算出した．

　　　　　　　　　　　　a－b　　　　タンパク結合率＝　　　　　　　　　　　　　　　　×100％
　　　　　　　　　　　　　a
　なお透析終了後の外液についてはトリクロール酢酸

法によりタンパク陰性を確かめた．

　2，使用した血清・pH

　ヒト血清は次表にみられる如く採血分離後のpHが

次第に変化するので実験には原則として2～4日間冷

蔵庫内に保存し，pHの安定したものを用いた．

　なお使用時にはタンパク計で血清の総タンパク量を

あわせしらべた．

ヒト血清pH：の時間的変化

時間｝・鯛6鴫24醐2日14日16日18日

・Hレ・8｝8・・18・2518・318・38・358・4

　3．アルブミンとの結合率の測定

　ヒト血清にPM－TCの一定濃度をくわえ30分間室

温に放置した後，硫安で40％飽和となし1時間放置し

て塩析し濾過後遠心分離して得た上清液の薬剤濃度を

重層法で測定しb値とした．別に対照としてヒト血清

の代りにpH：6．2燐酸緩衡液を用いて同様の操作をし

た上清液に相等する液の薬剤濃度を重層法で測定しa

値とした．

　結合率はつぎの如く算：出した．

　　　　　　　　　　　　a－b　　　　　　　　　　　　　　　　×100％　　　アルブミン結合率＝
　　　　　　　　　　　　　a

　4．静注による血清中薬剤のタンパク結合率の測定

　PM－TCを健康年長児に静脈注射し，1～2時間後

に採血してこれより血清を調製した．この血清5m1

を内液とし，pH6．2燐酸緩衡液10　m1を外液として

48時間透析を行ない，内液，外液の薬剤濃度を重層法

により測定しそれぞれa値，b値とした．

　結合率はつぎの如く算出した．

　全薬剤量　5a＋10b　ただしa，　bの単位
　　　　　　　　　　　　　　　　　　mcg／m1

　タンパク結合薬剤量5（a－b）

　　　　結合率一1魚田

　5．タンパク結合薬剤の解離について

　PM－TC濃度が401ncg／mlあるいは10　mcg／ml

の90％ヒト血清5mlを内液とし，　pH　6．2燐酸緩衡

液10m1を外液として48時間透析を行なった後，外

液を新しい緩衡液に替えて同様透析を再び行なう．こ

崇Visking：seamless　cellulose　tubing白井松器

械舗

れを4回まで行ない，各回の内液，外液の薬剤濃度を

重層法で測定した．

実　験　成　績

　1．透析液の時間的変化

　内・外液とも燐酸緩衡液とし，外液には一定濃度の

PM－TCをくわえて透析した．

　透析30，36，40，44，48，52時間後における内・外

液の濃度を測定すると表30，表31および図26，図27に

みられる如く44時間後において内・外液の濃度が同一

になり以後48時間にわたって変動なく完全に均等化し

ていることを知った．

　よって以後の透析時間は48時間とした．

　2．薬剤濃度の影響

　PM－TCの活性度が最も安定であるpH　6．2燐酸

緩衡液を用いて5，10，20mcg／m1の濃度として外

液とし，内液にはヒト血清の25，50，100％5m1を

用いて透析を行ない，タンパク結合率を算出すると表

32にしめす如くである．

　PM－TC濃度を高くしても結合率はほとんど影響

されない．これに対してヒト血清による結合率は血清

濃度が25％から50，100％に上昇するにつれて著しく

増大した．

　3．pH　7．4における結合率

　生体内のpHであるpH　7．4におけるタンパク結

合率をしらべ弓ためpH7．4｝f5M燐酸緩衡液を用い

て透析すると表33の如くである．

　結合率は2）と同様PM－TCの濃度にほとんど関

係なく，血清の濃度が増大するにつれて結合率上昇が

著明で，100％ヒト血清では70～76％をしめした．

　また前記p：H：6．2を用いた結合率とは大差がなかっ

た．

　4．テトラサイクリン系抗生物質によるタンパク結

合率

　テトラサイクリン系薬剤のなかから繁用されている

Oxytetracycline（以下OTCと略），　Tetracycline

（以下TCと略）およびPM－TCの3品種を選定し

100％ヒト血清による同一条件下におけるタンパク結

合率を求めると表34の如くである．

　結合率はPM－TC＞TC＞OTCの順で，　PM－TC
が最：も強い結合力をしめした．

　なおOTCおよびTCの測定はPM－TCの重層
法に準じた．

　5．pHの影響

　一定濃度における：PM－TCのpHを｝イ5　M燐

酸儲位液でpH　4．7～9．0に調製し，ヒト血清に対す
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るタンパク結合率をしらべた結果は表35の如くであ

る，

　pHが酸性から中性・弱アルカリ性へと増大するに

つれ結合率が上昇した．

　なお試料液のpHが8，0および9．0では重層液が

やや澗濁を生じた．

　6．アルブミン結合率

　ヒト血清にPM－TCの100，200，400mcg／m1の

一定量をくわえ30分間室温に放置した後，この試料液

1容に飽和硫安液の1．5容をくわえ1時間反応させて

塩析し，濾過後遠心分離してえた上清液について力価

を測定しPM－TCの濃度をしらべ，対照液は燐酸緩

表30．透析液の時間的変化

経過時間
　　　　（時）

30

36

40

44

48

52

　　外　　　　液

PM－TC濃渡mcg／m1

40

40

透析後の測定値　（PM－TCmcg／m1）

内液（5ml）1外液（1・m1）

阻

止　　　mm
帯
長

8．2

8，15

8．1

8．6

8．4

8．5

平　　均　　8．15 8．5

計算量mcg／m1　25．0 32．0

阻

止　　　mm
場
長

8．35

8．4

8．05

8．6

8．45

8．3

平　　均　　8．26 8．45

計算量mcg／ml　27．5 31．0

40

40

40

40

血m
阻
止
帯
長

8．35

8．3

8．4

8．5

8．4

8．4

平　　均　　8．35 8．43

計算量mcg／ml　　29．0 30．5

mm
阻
止
等
長

8．5

8．4

8．3

8．4

8．4

8．4

平　　均　　8．4 8．4

計算量mcg／ml　30．0 30．0

阻

暗　mm
屡

8．4

8．4

8．4

8．45

8．4

8．35

平　　均　　8．4 8．4

計算量mcg／ml　30．0 30．0

mm
阻
止
帯
長

8．6

8．4

8．2

8．5

8．45

8．35

平　　均　　8．4 8．4

計算量mcg／ml　30．0 30．0
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衝液を用いた．その結果は表36にみられる如くPM－

TCの濃度が増大するにつれわずかながら結合率が上

昇した．

　なお本実験における試料液が硫安液によってほぼ2

倍容に希釈されることから，当然血清の含量も50％位

に低下されるものと考えられるので比較検討の意味か
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ら50％ヒト血清によるタンパク結合率もあわせ求める

と，両者の結合率がほぼ接近していることを知った．

以上の実験から定性的ではあるがPM－TCの血清

によるタンパク結合は，主としてアルブミンによるも

のと考えられる．

　7．静注による薬剤の血清タンパク結合率

表31．透析液の時間的変化

経過時間（時）

30

36

40

44

48

52

　　外　　　　液

PM－TC濃度mcg／m1

4．0

4．0

4．0

4．0

4．0

4．0

透析後の測定値　（PM－TCmcg／m1）

内液（5ml）1外液（1・ml）

阻
止
帯
長
mm

5．8

5．7

5．6

5．9

5．8

6．0

平　　均　　5．7 5．9

計算量mcg／m1 2．66 3．0

阻
止
帯
長

mm
5．75

5．7

5．8

8
R
U
8

F
O
「
O
P
O

平　　均　　5．75 5。8

計算量mcg／m1 2．75 2．8

阻
止
帯
長

mm

5．8

5．8

5．8

5．9

5、89

5．65

平　　均　　5．8 5．8

計算量mcg／m1 2．8 2．8

阻
止
帯
長

mm

5．8

5．9

5．7

5．8

5．8

5．8

平　　均　　5．8 5、8

計算量：mcg／m1 2．8 2，8

阻
止
帯
長

mm

5．8

5．8

5．8

5．9

5．8

5．7

平　　均　　5．8 5．8

計算量：mcg／m1 2．8 2，8

阻
止
帯
長

mm
n
6
7
・
ハ
り

5
5
P
O

6．0

5．7

5．7

平　　均　　5．7 5．8

計算量mcg／m1 2．66 2．8
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　表32．血清タンパク結合率（pH6．2燐酸緩衝液）
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血清の％

25

25

25

50

50

50

100

外液濃度

mcg／m1

5．0

10．0

20．0

5．0

10．0

20．0

5．0

透析後の濃度mcg／m1一
糊雛際液串十

年

垂　mm
屡

7．0

7．0

7．0

6．3

6．2

6．4

平　均　7．0 6．3

計算量mcg／ml　　4、0 2．4

mm
阻
止
帯
出

8。0

8．1

7．9

7．1

7．0

7．2

平　均　8．0 7．1

計算量mcg／ml　　8．0 4．16

　
m
　
m

阻
止
帯
長

9．0

9．0

9．0

8．05

8，0

8．1

平　均　9．0 8．05

計算量mcg／ml　　16．0 8．4

甲

唄　mm
震

0
2
n
δ

7
7
・
ハ
0

8
6
0

P
O
5
a
U

平　均　7．0 5．8

計算量mcg／m1　　4．0 1．68

mm
阻
止
帯
長

7．8

8．2

8．0

6．6

6．6

6．0

平　均　8．0 6．6

計算量mcg／ml　　8．0 2．88

阻

告　mm
震

1
0
9

Q
り
9
（
δ

7．4

7．2

7．3

平　均　9．0 7．3

計算量　mcg／ml　16．0 4．8

阻

垂　mm
箋

7．1

7．0

6．9

5．3

5．2

5．4

平　均　7．0 5；3

計算量mcg／m1　4．0 1。2

結合率

　％

40．0

48．0

47．5

58．0

64．0

r

70．0

70．0
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100

100

10．0

20．0

阻
止
帯
長

mm

8．0

8．0

8．0

6．1

6．3

6．2

平　　均 8．0 6．2

計算量mcg／m1 8．0 2．16

阻
止
帯
長

mm

9．0

9．0

9．0

6．9

6．8

7．0

平　　均 9．0 6．9

計算量mcg／m1 16．0 3．84

73．0

76．0

ヒト血清：総タンパク7．Og／d1，　pH8．4

　PM－TCの一定：量を年長児に直接静注および点滴

静注した場合における一定時間後の薬剤の血清中タン

パク結合率を常法の透析法でしらべた．

　なお結合率は一定時間後に採血してえた血清を内液

とし，pH　6．2燐酸緩衝液を外液として透析し，内・

外液中のPM－TCをそれぞれ測定して求めた．同一

試料を3回測定した．

　結果は表37にみられる如く静注時におけるタンパク

結合率は1時間値32．0％，2時間値42．8％であった

が，点滴静注では表38にみられる如く両試料の1時間

値および2時間値ともほとんど差異がなく50％前後の

結合率をしめした。

　8．タンパク結合薬剤の解離iについて

　PM－TCと血清タンパクとの結合が可逆的である

か否かを平衝透析法で検討した．

　第1回の透析には100％ヒト血清とPM－TCの400

および100mcg／m1の一定量をくわえ30分放置し，

これを内液とし，外液には内液の2倍容に相当する

pH：6．2燐酸緩衝液を入れ常法により48時間透析し

た．

　なお透析終了後内液の1部および外液をとりのぞい

てそれぞれの濃度を測定し結合率を算出した．

　2回以後の透析は透析外液をのぞき新たに内液量の

2倍容量に相当するpH6．2燐酸緩衝液をくわえて透

析を行ない，この操作を繰返していったん血清タンパ

クに結合したPM－TCがどのように離れて外液中に

移行するかをしらべた．

　結果は表39にしめす如くである．

　外液中への移行率はNo．1では1～2回の透析で

ほぼ1／2量が移行し，4回透析では96．6％とほとんど

すべて外液中に移行した．

　No．2では1～2回透析ですでに2／3量が移行し，

4回透析では前者同様93．3％が外液中に移行した．

以上のことから血清タンパクに結合したPM－TC

が透析外液を順次に新しく変えることにより再び解離

して外液中へ移行することを知った．

　なお移行率は薬剤の濃度差に関係なく大部分が移行

した．

考 察

　1．抗生物質血清タンパク結合の意義

抗生物質の血清タンパク結合に関してはstorm　van

Leewen　34），　Bennhold　35），　Davis　19），　Goldstein　36）

らによって論議されている．

　すなわち，（1）血清タンパクの存在においての有効濃

度，（2）薬物の身体内における転送に演ずるタンパク質

の役割，（3）組織内外における薬物の移行とタンパク質

との結合の関係などいろいろ複雑な問題がある．

　このように血清タンパク，リンタンパク，核タンパ

クなどの組織成分と結合して，運搬体として炎症病巣

への移行に関与し，これらの複合体はまた貯溜体とし

て腎からの排泄などに関係し抗生物質の血中濃度，組

織濃度の維持に有利な影響をおよぼすものと考えられ

る．さらに血清タンパク結合性は抗生物質の血液内分

布を左右しその血中濃度測定上に重大なる意義を有し

ている，

　2．血清タンパク結合率

　タンパク結合の実験をin　vitroで行なう場合ウシ

などのアルブミンを用い測定されているが，著者はす

べてヒト血清について行なった．

　抗生物質の血清タンパク結合率については　Tom－

psettはじめ多くの報告がある．なかでも黒田33）らの

実験でCTCで66％，　OTCで17％，　TCで18％の

結合率をしめしたとしているが著者のPM－TCによ
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る実験では70～75％の高い結合率を，また静注用

OTC，　TC，　PM－TCの3製剤についての実験では

OTCで66．6％，　TCで72．4％，　PM－TCで75％を

しめし前者に比しやや高い結合率をしめした．

　これらの事実からPM－TCはこれまでのTC系製

剤に比しかなり高い結合率を有することが明らかとな

った．

　3．pHの影響

　pHはタンパクの組織ならびに薬物の解離に作用

し，ひいてはタンパク結合にも影響をおよぼすので

表33・pH7・4緩衝液を用いたタンパク結合率

血清の％

50

50

50

100

100

100

外液濃度

mcg／m1

2．5

5．0

10．δ

2．5

5．0

10．0

透析後の濃度mcg／ml
対緩衝液
外液中濃度

舞液岳護

阻
止
帯
長

rnm

5．4

5．3

5．5

4．3

4．4

4．2

平　　均 5．4 4．3

計算量mcg／m1 2．0 0．97

阻
止
帯
長

mm
2
4
ハ
り

6
ハ
b
ハ
り

5．15

5．1

5．2

平　　均 6．4 5．15

計算量mcg／m1 4．0 1．7

阻
止
帯
長

mπ1

7．4

7．3

7，5

5．8

5．8

5．8

平　　均 7．4 5．8

計算量mcg／m1 7．8 2．7

阻
止
帯
長

mm

5．6

5．4

5．2

ハ
り
7
・
P
D

n
δ
n
δ
∩
δ

平　　均 5．4 3．6

計算量mcg／m1 2．0 0．6

阻
止
帯
長

rnm

6．5

6．4

6．3

4．4

4．4

4．4

平　　均 6．4 4．4

計算量mcg／m1 4．0 1．05

阻
止
帯
長

rnm

7．2

7．4

7．6

5．3

5．4

5．2

平　　均 7．4 5。3

計算量mcg／m1 7．8 1．9

結合率

　％

51．5

57．5

65．4

70．0

73．7

75．6

ヒト血清：総タンパク7．2g／d1，　pH8．3
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血液のpHの変化は必然的に薬物の体内分布にも関係

する．

　サルファ剤のタンパク結合におよぼすpHの働らき

についてはDavis　1），中垣ら37）の報告があるが，そ

の変動範囲はごく狭いとされている．この際問題とな

るのは緩衝液の組成でKlotzら38）が指摘しているよ

うに緩衝液に含まれているイオンの作用のため薬物の

真の結合量がなかなか測定しにくい．

　著者はこれらの影響が最も少ないとされているリン

酸緩衝液を用いて実験したところ結合率はpHの上昇

につれて徐徐に増大し特にpH　6．8～8．0の範囲内で

は大であったがpH　9．0ではそれほどでなかった．

　このようにpHの上昇につれて結合量：が増加する理

由は不明である．

　4．静注における結合率

　著者は先にin　vitroにおけるPM－TCと血清タ

ンパクとの結合性について実験した結果高い結合率を

有することを知ったので，さらにヒトの静脈注射およ

び点滴静脈注射後の血清についてPM－TCと血清タ

ンパクとの結合性を検討した．

　薬液注入後の血清からタンパク結合薬剤量を知るに

は最近もっぱら超遠心法，限外濾過法などが使用され

ているが，著者はセロファンバッグ透析法で行なっ

た，

　実験の結果結合率は静注では1時間値より2時間値

が高くなったが，点滴静注では1時間値と乞時間値の

差がなかった．これは両者の手技的差異による薬液の

注入量，注入速度，血清中濃度と吸収量などの相違に

よるものと考えられる．

　5．タンパクとの結合の可逆性

　注射後における血中濃度の測定は一般に血漿または

血清を緩衝液で2～10倍に希釈したものについて測定

している．この場合緩衡液で希釈することによって

血清タンパクと結合した抗生物質がタンパクから離れ

て遊離の抗生物質活性をしめすものであるとされてい

る．

　血清タンパク結合率が70～75％の高い値をしめす

PM－TCがもし注射後血中で血清タンパクと結合し

たまま離れないとすれば大部分不活性のまま排泄され

ることになり，抗菌力におよぼす影響が大である．

　よって著者は平衡透析法によっていったんタンパク

と結合した抗生物質の可逆性をしらべたところ，結合

した抗生物質が緩衝液中に徐徐に遊離されてくること

を知った．

表34．TC系抗生物質のタンパク結合率

抗生物質
種　　類

O　T　C

T C

PM－TC

外液濃度

mcg／m1

10．0

10．0

10。0

透析後の濃度mcg／mI
対緩衝液
外液中濃度

対　血　清
外液中濃渡

阻

垂　　mm
震

7．6

7．6

7。6

6．1

6．0

5．9

平　　均 7．6 6．0

計算量mcg／m1 6．6 2．2

阻

告　　mm
翼

7．8

7。4

7．6

n
b
O
ρ
0

5
6
F
O

平　　均 7．6 5．8

計算量mcg／m1 6．6 1．8

阻

告　　mm
震

7．5

7．6

7．7

5．6

5．5

5．7

平　　均 7．6 5。6

計算量mcg／m1 6．6 1．65

結合率

　％

66．6

72．4

75．0

ヒト血清：総タンパク7．2g／dl，　pH8．3
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　表35．各種pHによるタンパク結合率
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外液のpH：

4．7

5．4

6．2

6．8

7．4

8．0

9．0

外液濃度

mcg／m1

10．0

10．0

10．0

10．0

10．0

10．0

10．0

透析後の濃度mcg／m1
綿雛際液賠護

阻
止
帯
長

　　8．2
mm　　8．0
　　7．8

6．5

6．6

6．4

平均8・・16．5
計算量mcg／mI 9・・13・・

阻
止
帯
長

　　8．2
mm　　8．3
　　8．1

6．4

6．2

6．6

平均8・216・4
計韓m・g／ml…4　i　2・9

阻
止
帯
長

　　7．8
mm　　7．8
　　7．8

6．0

6．0

6．0

平均7・816・・
計鰻m・g／ml　7・8　i　2．・

阻
止
帯
長

　　7．7
mm　　7．9
　　7．5

5．6

5．8

5．4

平均7・7i5・6
計韓m・g／ml　7・21・．6

阻
止
帯
留

　　7．7
mm　　7．6
　　7．5

5．6

5．6

5．6

平均7・615・6
半白m・g／m16・71・．6

阻
止
帯
長

　　7．9
mm　　7．3
　　7．6

5．4

5．0

5．2

平均7・615・2
計鰻m・g／m16・711・3

阻
止
帯
長

　　8．O
mm　　7。8
　　7．6

5．8

5．0

5．4

平均7・815・4
計算量m・g／m17・8［・・3

結合率
％

65．9

72．1

73．0

77．7

76．1

80．5

83．3
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表36－1．硫安塩析上清液の薬剤濃度

液の組成

ヒト血清

PM－TC
　100mcg／m1

4．5m1

0．5m1

ヒト血清

PM－TC
200mcg／m1

4．5m1

0．5ml

ヒト血清

PM－TC
　400mcg／m1

4．5m1

0．5ml

　　　
上清二二の
濃度
　mcg／m1

4
』

　
　
　
』

臥
5
5

　
m
　
m

阻
止
深
長

　　b
pH6．2燐酸緩
衝液中の濃度
　　mcg／mI

8．7

8．6

8．8

平均　　5．2 8．7

計算量mcg／ml　1．6 3．8

　　　　　　6．2阻

垂　mm　6・2
畏　　　6・2

9．6

9．5

9．4

平均　　6．2 9．5

計算：量mcg／ml　3．3 6．5

　　　　　　7．1啓

蟄　mm　7・2
震　　　7・15

10．2

10．4

10．3

：平均　　7．15 10．3

計算量mcg／ml　6．25 11．5

上清液移行率

　　　
　　一石一％

42．1

50．0

54．3

キ
清
パ
血
ン
％

ト
タ
率

ヒ
る
合

％
よ
結

50

ﾉ
ク

50．5

58．0

63．6

米50％ヒト血清によるPM－TC単独のタンパク結合率で，塩析上清液との結合ではない．

総タンパク：7．Og／d1のヒト人血

　　　　　　　　　　　　　表36－2．硫安塩析上清液の薬剤濃度

液の組成

ヒト血清

PM－TC
　100mcg／m1

4．5m1

0．5m1

ヒト血清

PM－TC
　200mcg／mI

4．5mI

O．5m1

ヒト血清

PM－TC
　400mcg／m1

4．5m1

0．5m1

　　　
上清液中の
濃度
　mcg／m1

6
」
』
4
4
4

　
m
　
m

阻
止
帯
長

　　b
対照液の濃
度
　mcg／m1

7．8

7．7

7．6

平均　　4．6 7．7

計算量mcg／ml　1．35 3．0

　
　
フ
ロ
　
ヨ

病
臥
臥

　
　
m

　
　
m

阻
止
帯
長

8．4

8．4

8．4

平均　　5．5 8．4

計算量mcg／ml　2．65 5．2

　
リ
　
フ
ロ
　
　

ε
6
。
危

　
　
m

　
　
m

阻
止
深
長

9．0

9．0

9．0

平均　　6．6 9．0

上清液移行率

　　　　　下一％

45．0

50．5

計算量mcg／ml　6．5 10．5

61．9

50％ヒト血清
によるタンパ
ク結合率

51．5

59．5

67．5

総タンパク：7．2g／d1のヒト血清
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　このような可逆性は高い結合性をもったPM－TCに

おいて活性が永く持続して効果を発揮することからも

有利な抗生物質ともいえる．

　　　　　　　　小　　　　　括

　セロファンバッグ透析法によりPM－TCのヒト血

清タンパクとの結合率を検討した．

　1．PM－TCの結合率は抗生物質濃度にほとんど

関係なく血清濃度の増大につれて上昇した．

　2．pH6．2燐酸緩衝液における結合率は70～76％

の高い値をしめした．

　また生体内pHであるpH　7．4燐酸緩衝液でも同

様の値をえた．

　一方緩衝液のpH　4．7～9．0においてはpHが上昇

するにつれ結合率が増大した．

　3．抗生物質各剤の結合率はOTC　66．6％，　TC

72．4％，PM－TC　75％であった．

　4．PM－TCと血清タンパクとの結合は主として

アルブミン分画によるものである．

　5．ヒトに静注し結合率をみると，　1時間値26．1

～32．0％，2時間値38。6～42．8％であり，点滴静注

では1時間値46．1～52．2％，2時間値46．7～47．0％で

あった．

　6．血清タンパクと結合したPM－TCは可逆的で

あった．

表37．静注後の血清タンパク結合率（健康年長児2例）

例・No．

1

2

投与量

Pro　mg／kg

4．2

42

採血時間

　　（時）

1

2

1

血清中濃度

mcg／mI

3．5

2．4

3．4

2 2．4

　　a鷲
透析後の内液
濃度
　mcg／ml

mm
阻
止
帯
長

3．2来

3．3

3．4

　　b
透析後の外液
濃度
　mcg／m1

4，2

4．6

4．4

平均　　3．3 4．4

計算量mcg／ml　3．5 1．45

阻

垂　mm
翼

3．1

2．9

3．0

3．6

3．6

3．6

平均　　3．0 3．6

計算量mcg／ml　2．7 0．83

mm
阻
止
帯
長

3．5

3．3

3．1

4．6

4．4

4．8

平均　　3．3 4．6

計算量mcg／ml　3．5 1．7

阻

止　　mm
帯
長

Q
ゾ
8
7

2
2
2

4．0

3．2

3．6

平均　　　2，8 3．6

計算量mcg／m1　2．4 0．83

結合率
lla謂％

32．0

42．8

26．1

38．6

＊血清が入っているので5倍希釈して測定，計算量は阻止帯長から得られた濃度を5倍する
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〔IV〕赤血球内濃度

　本章においてPM－TCの赤血球内移行について実

験を試みた39）一43）．

　このことは薬物の吸収・代謝および毒性などに若干

の資料を与えるものと思われる．

実　験　方　法

　1．赤血球浮遊液調製

　新鮮ヒト血液（抗凝固剤の入らないもの）および保

存血液0型（採血後7日以内）を用い，3，000r．p．m．

5分間遠心分離し，えられた血球を生食水で数回洗浄

し，沈渣を濃厚赤血球生食浮遊液（ヘマトクリット値

49．5～50％）とした．

　この赤血球原液に一定量の生食水をくわえ各種濃度

の血球浮遊液を調製した．

　2．実験方法

　上記の血球浮遊液4．5m1にPM－TC・生食液の

倍数希釈液50～200mcg／mlの0．5m1をくわえ，

軽く振盈混和した後，1時間，37。Cフ卵器中に静置

し，これを遠心，食塩水による洗浄，遠心を3回繰返

し最後に一定量の蒸留水をくわえて強く擬回し完全に

溶血させた．

溶血液をさらに沸騰水中に2分間ひたして除タンパ

クし，遠心分離後上清液について重層法により　PM－

TCを測定した．

実　験　成　績

　血球内含量（表40，41，42）

赤血球濃度およびPM－TC濃度の増大にともなっ

て，血球に含まれるPM－TC力価が増大した．

PM－TCが血球膜を通して明らかに内部に移行す

ることをしめすものである．

表38．点滴静注後の血清タンパク結合率（入院患児2例）

例・No．

1

2

投　　与　　量

Pro　mg／kg

組成
PM－TC　250mg
EL　3号500ml

♂　　4．0

組成

PM－TC250mg
フルクトン
　　　　5001n1

♀　　5．0

採血時間

　（時）

1

2

1

2

血清中濃度

mcg／m1

3．5

2．7

7．6

5．4

　　a＊
透析後の内液
濃度mcg／ml

溶
4
②

5
　
【
O
　
F
O

mm
阻
止
帯
長

b
三
白後

m

析
度
透
濃

5．8

5．7

5．6

平均5・415・7
計算臨9／ml　3・・1・・7

　　　　　　4．8阻

告　mm　5・2
震　　　5・o

5．4

5．5

5．3

平均5・・15・4

計算鑑、／m12・21・・6

Q
り
　
8
　
7

ハ
0
　
ハ
0
　
｛
り

　
　
m

　
血

阻
止
弓
長

7．2

7．3

7．4

平均6・817・3

計算熟、／m17・512・・

O
　
Q
」
　
ハ
り

ハ
O
　
n
り
　
ρ
O

　
　
m

　
　
m

阻
止
帯
長

8
n
6
n
6

6
6
ρ
0平均6・316・8

計算熟9／ml　5・41・・5

　結合率
5（a－b）
　　　　　％
5a十10　b

52．2

47．0

46．1

46．4

＊血清が入っているので5倍希釈して測定，計算量は阻止帯長から得られた濃度を5倍する
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表39．タンパク結合薬剤の遊離性

No．

1

2

内 液

100％ヒト血清
　　　　4．5ml

PM＿TC
　400mcg／m1
　　　　0．5m1

1回透析後の血
液　　　　5m1

2回透析後の内
液　　　　5m1

3回透析後の内
液　　　　5m上

100％ヒト血清
　　　　4．5ml

PM－TC
　100mcg／mI
　　　　O．5m1

1回透析後の内
液　　　　5m1

2回透析後の内
液一　　　5m1

3回透析後の内
液　　　　5m1

外 液

pH6．2燐酸緩衝
液　　　　10m1

〃

〃

〃

pH6．2燐酸緩衝
液：　　　10m1

〃

〃

〃

透析

回数

1

2

3

4

1

2

3

4

　　a　　　＊

透析後の内液
濃度mcg／ml

阻
止
帯
長

ρ
0
5
4

6
ハ
0
ρ
0

mm

　　b
透析後の外液
濃度mcg／mI

2
3
1
▲

7
7
・
7鞠6・517・2

計算書。g／m126・・ig・6

阻
止
帯
長

5
1
0
0

F
O
F
O
「
0

mm 4
4
4

6
6
6平均5・316・4

計算書。g／ml　1・・615・2

阻
止
藁
箒

2
4
6

4
凸
4
4

mm
－
▲
0
2

戸
0
ρ
0
バ
リ

平均4・416・・

計算監，g／ml　6・・【3・9

阻
止
帯
長

51
⊥
1
⊥
9
自

3
3
3

mm
3
」
4
2

5
5
5

平均3・15i　5．3

計算黒、g／ml　2・412・3

阻
止
帯
長

4
4
4

4
4
4

mm
ハ
b
5
4
▲

門
0
「
0
置
0

平均4・4［5・5

四竃9／m16・412・7

阻
止
帯
長

9
臼
9
臼
9
臼

Q
U
O
δ
Q
U

mm
59
0
Q
り

4
F
D
4

平均3・2【4・95

計算熟。／m12・481・・8

阻
止
帯
長

5

0
0
1

9
臼
9
臼
9
臼

mm 0
0
2

4
4
4

平均2・・5｛4・1

計算盆。／ml　1・・61・・94

外液への移行
率b
　一×100％
　a

36．9

44．8

65．0

95．8

42．1

72．6

88．6

阻
止
帯
長

Q
ソ
0
8

0
¶
ー
ハ
U

mm ハ
U
2
1

3
3
9
0

平均・・913・・

弓隠、／m1・・481・・45

93．7

＊離鰻纏霧離轡酸緩衝液で5倍希釈した値・計難m・g／m1はその阻止里長から

ヒト血清：総タンパク7．1g／dl，　pH8。3
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表40．ヒト血球内含：量

　　　　　（抗凝固剤の入らない）

血球浮遊
液の濃度

　％

5．0

5．0

5．0

10．0

10．0

10．0

20．0

20．0

PM－TC
濃度

mcg／m1

50

100

200

50

100

200

50

100

クト
k
l

　
　
％

マ
ツ
ヘ
リ

3．0

3．0

3．0

6．0

6．0

6．0

9．5

9．5

血球内濃度

mcg／mI

㎜
＝

阻
止
帯
長

0
0
0平均　　0

計畿／m1・

mm

け｝

阻
止
帯
長

8
∩
6
R
）

0
0
0平均　0．8

計畿／ml・・22

㎜
一
　

阻
止
尾
長

4
5
P
◎

－
↓
1
1
■

平均　1．46

計罐／ml・・32

mm

け｝

阻
止
帯
解

ρ
0
8
7
曜

－
↓
¶
⊥
－

平均　1．7

計罎／m1・・38

mm

け｝

阻
止
帯
解

ー
ム
2
2

2
2
2平均　2．16

王畿／m1・・5・

ハ
U
嘱
ー
ウ
耐

Q
J
3
3

mm
阻
止
帯
長
　平均　3．1

王畿／ml・・9

0
1
1
」

2
2
2

　
m
　
m
阻
止
帯
長
　平均　2．06

計灘／ml・．47

mm

け｝

阻
止
帯
長

ρ
0
4
F
O

2
2
2平均　2．5

計算量
　　　　　0．62
　mcg／ml

鳥山

20．0 200 9．5

£
洛
J
　
J

3
0
U
3
　
　
　
3

　
m
　
　
均

　
m
　
　
平

阻
止
帯
長

計畿／ml・・35

表41．保存血液における血球内含量

　　　　　　　　　　　（保存血液0型）

血球浮遊液の
濃度

　　％

10．0

10．0

20．0

20．0

40．0

40．0

PM－TC・生
食濃度

　mcg／m1

10．0

40．0

10．0

40．0

10．0

40．0

血球内濃度

mcg／m1

0

0．28

0

0．36

0

0．54

表42．ヒト血漿より分離した血球内含量

　　　　　　　（抗凝固剤E。D．T．A．入り）

血球浮遊液の
濃度

　　％

10．0

10．0

20．0

20．0

40．0

40．0

PM－TC・生
食濃度

　mcg／m1

40．0

80．0

40．0

80．0

40．0

80．0

血球内濃度

mcg／m1

0．51

0．92

0．39

0．65

0．58

0．96

考 察

　抗生物質の血球内移行性を論ずるにあたって，数回

の洗浄によって膜の外側に附着したものが完全に膜と

分離するか，あるいは操作による浸透圧の変動で血球

内薬剤の膜外浸出がおこなわれないか，また蒸留水，

界面活性剤などを用いて血球を溶血させる場合，赤血

球膜に吸着したものと，血球内に移行したものと区別

しなくてもよいかなどの問題が考えられる．

　著者は以上の個個について測定することができなか

ったので，浜田ら44）がビタミン剤の赤血球移行試験45）

46）に採用している測定法にならって血球に蒸留水をく

わえて溶血させ，100。C　2分間加熱後3，000r．p．m．

5分間遠心分離し，その上清について抗生物質含有量
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を測定して血球内移行量とした．

　　　　　　　　小　　　　　括

　ヒト血の赤血球生食浮遊液によりPM－TCの赤血

球内移行量を測定した．

　PM－TCは赤血球内に移行することが認められた．

　　　　　　　〔V〕　尿　中　濃　度

　薬物は生体内で一定の作用をあらわした後漸次排泄

される．

　排泄は薬物の作用に重要な関係をもっており排泄の

速い薬物は作用が一過性であるから，たびたび使用し

なければならないし，また逆に排泄が遅い薬物は連用

すると蓄積し慢性中毒をおこす恐れがある．

　著者は前章においてPM－TCの静注後初期高い血

中濃度に達しさらに長時間持続性の濃度を維持するこ

とを報告した．

　これら高い血中濃度の持続が尿中排泄濃度にどのよ

うな関係をしめすかを検討するためPM－TC　250mg

1回点滴静注後の24時間にわたる尿中への総排泄量を

測定した．

　　　　　　　　実　験　方　法

　当院入院中の外科的感染症患児10人につきPM－TC

250mgを500　m1の補液に溶解したものを60～90分

を要して点滴静注し注射後24時間にわたる尿中への総

排泄量を求めた．

　なお尿は，第1回9～15時，第2回15～21時，第3

回21～翌朝9時までの3回にわたり各時間内の自然排

泄尿を集めた．

　なお第3回の採取時間は患児の就寝時になるので睡

眠および症状への影影を考慮して12時間尿とした．

　採取した尿についてそれぞれ容量と比重をはかり，

PM－TC濃度を既報の重層法による尿中濃度測定法

図28．PM－TC　250mg点滴静注後の尿中濃度（平均値および最高最低10例）

尿

中

濃
　　500
度

mcg／m1
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一贈一繭1一層 u
　　　　　　　　1
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206．2mcg／mll

　　　　　　　　8

　　　　　　　　l
　　　　　　　　l　　　　　　l

　　　　　　　　繭トー一一一一一一一一一一r
　　　　　　　　L＿＿＿＿＿＿三一一一一一一一一一一一r一一一一

1　74・5m・g／ml　l

〇～6　　　　　　　　　　6～12　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　12～24

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　時間
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により測定した．

なお採取した被検尿は2～6。Cの冷蔵庫に保存し

3検体のPM－TC濃度を同時に測定した．

実　験　成　績

　PM－TC　1回250　mg点滴静注後における尿中排

泄濃度は表43および図28，図29の如くかなり高いこと

が証明された．

　すなわち注射終了後1～2時間内に排泄した患者の

尿中濃度はすでに血清中濃度の10～30倍高かった．

　第1回採取ブロックの0～6時間内における尿中濃

度では最高360mcg／m1，最低125　mcg／mlとかなり

個入差は大きいがその平均尿中濃度206±67．29mcg

／m1はPM－TCに換算して排泄量67．38　mgとな
る．

　この量はPM－TCの投与量に対し約25％にあた

り，これがすでに尿中に排泄されたことをしめすもの

である．

　平均尿中濃度の低下は引続く24時間の間，血清中濃

度の低下よりも緩慢で6～12時間に105．9mcg／m1，

12～24時間に74．5mcg／m1をしめした．

　以上尿中総：排泄量（0～24時間）はPM－TC　250

mg投与量に対し52．8％の排泄率をしめした．

　　　　　　　　考　　　　　察

　Tetracycline系抗生物質の尿中排泄は経口的に与

えても，また静注してもかなり長時間にわたり高濃度

を持続するものでWright　47）およびFinlandら48）

はTetracyclineの内服後12時間以内に投与量に対し

9～21％，その後12時間においてさらに4～7％が排

泄されるとしている．

　D．strauchら49）はPM－TCの250　mg静注に

より尿への排泄量は投与後2時間までに16％，また24

時間中の全量は55．4％をしめしたとしている．

図29．尿中積算排泄量（点滴静注250mg）
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同様にDimmlingら50）の実験において24時間中の

総排泄量は個人差がやや大きく最高77，2％から最低

24．3％で，平均51．3％と報告している．これに反し柴

田ら51）はPyrrolidino－methyl　tetracycline（以下

PRM－TCと略）の24時間中の尿申排泄量はいちじる

しく遅く，かつ少なく排泄量として，19．8mg，投与

量に対して11．5％と報告し，これがPRM－TCが長

時間血中に持続する最大の理由であると述べている．

　また中沢ら52）の小児における実験では1回量125mg

の静注において12時間までに46．3％の排泄量を，また

100mg筋注において12時間までに34．9～49．8％の排

泄量をしめし，どちらも尿中への排泄が高度であるこ

とを証明している．

　著者の実験は投与方法の異なった点滴静注後におけ

る尿中排泄濃度であるが，0～6時間に投与量の約25

％，6～12時間に約13％，また24時間中における総排

泄量では捻2．3mgで投与量に対して52．8％をしめし

た．

　この値は中沢らの直接静注後における排泄量に比し

やや羅紗ではあるがD．StrauchおよびDimmling

らの値にほぼ類似した傾向をしめすもので，いずれに

しても尿中への移行が良好で，かつ長時間にわたり高

濃度に排泄されることが証明された．

小 雨

　PM－TCの1回量250　mg点滴静注後における尿

中濃度はいちじるしく高いことが証明された．

　すなわち注射終了後0～6時間の平均尿中濃度は，

67．29mcg／m1で投与量：に対し約25％が排泄された．

　また引続く24時間の間，尿中濃度の低下は血清中濃

度の低下よりも緩慢で，6～12時間では105．9mcg／

ml，12～24時間では74．5mcg／m1であった．　なお

0～24時間における総排泄量は投与量に対し52．8％で

あった．

〔VI〕臓器内濃度

　従来より化学療法剤の血中濃度が起炎菌に対する治

療効果の指標とみなされてきた．

　しかしEhrlich　53），　Pratt　54），　Dost　55），　Kuem・

merleとContzenら56）は抗菌性物質の効果は血中

よりむしろ臓器内濃度，とくに感染をうけている臓器

内の濃度に関係すると述べ，またWhelanとその共

同研究者ら57）は血中濃度が高くなっても臓器内濃度が

かならずしも高くない場合や，また逆に血中濃度が低

くても臓器内濃度が高くなる場合などがあるので薬物

の臓器内濃度を知ることは極めて重要であると報告し

鳥山

ている．

　抗菌性物質のうちPC濃度は腎に最も高く，血液，

肝，腸壁筋，副腎，脳がこれにつぎ，TCは血中から

広く組織内に移行して腎，脾，肝に多く，CPは全身

によく行きわたり髄液にも移行する．

　またSMは血中量の1／10ぐらいしか組織内に移行し

ないが，そのうち腎に最も高く，肝，筋，甲状腺がこ

れにつぎ，脳，肺，脾などには低いとされている58）．

　臓器内濃度に関する詳細なデーターがほとんどない

ので著者はPM－TCおよびOxytetracycline（以下

OTCと略）についてラットを用いて静注後の臓器内

濃度の移行と経過時間，および血清高濃度との関係に

ついて検討した．

実　験　方　法

　ラット（ICR系，雄，200　g前後）に静注用PM－

TC末の蒸留水溶液（20　mg／m1），あるいは静注用

0．T．C．液の0．9％食塩水溶液（20　mg／m1）を0．5

ml，1回，尾静脈内に注射した．したがって投与量は

501ng／kgとなり，これは臨床使用量の5～10倍量で

表44．PM－TC　25mcg／gをラットに投与後
　　　　の臓器内濃度　（予備実験）

臓雨間 15

分

30

分
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ある．

　薬液の注入後5分，15分，30分，1時間，2時間，

4時間および6時間後におのおの3匹ずつ心臓穿刺に

より採血し，直後潟血して屠殺した．

　その後直ちに脳，肺，心，肝，腎，脾の各臓器から

ほぼ等しい大きさの組織片をとり，血液を十分拭いさ

って計量し既報の臓器内濃度測定法による重層法で測

定した．なほ血清中濃度および各臓器希釈液について

3回ずつ測定して平均値をえた．

　注：予備実験

　PM－TCのヒトに用いる1回常用量5mg／kgの

5倍量に相当する251mcg／gを予備実験としてラッ

トに静注し注入後15分，30分，1時間，2時間，4時

間，6時間におのおの3匹ずつ屠殺し，脳，肺，心，

肝，腎，脾における濃度を臓器内濃渡測定法に準じて

測定した結果は表44にしめす如くである．測定値はバ

ラツキが多く，かつ組織片を100倍希釈ホモジネート

にするため組織内濃度がうすくなり，脳，肺，心にお

いてことに注射後の4～6時間後の値が測定できない

ことが多い．

　よって以後の実験には50mcg／gを使用すること

にした．なお肺と腎については念のため左と右をわけ

てそれぞれ測定したところやや異なった値がえられた

ので以後の実験には左右の組織片を均等に混じて測定

することにした．

実験成績および考察

　ラットの血清中および臓器内濃度をPM－TCにつ

いて求めた結果は表45に，1またOTCについては表

46にしめす如くである．

　表中の値はそれぞれ3匹のラットについて3回あて

測定した値である．

　これらの平均値を図30，31，32にまとめ臓器内濃度

と血清中濃度をかかげた．

　これらから明らかなようにPM－TCならびにOTC

を静注すると5分後においてすでにPM－TCでは，

96．8mcg／ml，またOTCでは70．7mcg／mlとき

図30．血清・脳・肺臓内濃度
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表45．PM－TC　50mcg／gをラットに投与後の血清中および臓器内濃度

検体

測定時間

血 清

阻
止
帯
長

mm

5　分

10．1

10．2

10．15

15分

9．15

9．2

9．1

30分

8．8

9．0

8．6

1時間

7．6

7．5

7．4

2時間

6
0
2
4

7
・
7
・
ワ
・

4時間

6．0

5．8

5．6

6時間

4．4

4．6

4．8

平均11…519・1518・817・5】7・315・814・6
二巴m・g／ml【96・5155・・145・・12…118・5　i　7・513・8

脳

肺

心

肝

腎

脾

mm
阻
止
帯
長

4．4

4．6

4．5

2．8

2．6

2．4

3．0

2．2

2．6

　
跡
跡

0　
四
輪
0
0
0

（
U
A
U
O

0
0
0

平均14・5【2・6【2・61・ 0 0 0

計算量 m・g／・L3・612・512・51・ 0 0 0

阻

止　　mm
帯
長

9．0

9．2

9．1

8．7

8．8

8．6

7．6

7．6

7．6

7．6

7．2

7．4

4
凸
2
り
0

7
‘
7
7
．

6．8

6．6
0
0
6
4
凸

5
5
F
O

平均lg・118・717・6i7・417・316・715・6

計算量 m・g／・i54・・143・・122・・i2…118・513・・i6・8

mm
阻
止
帯
長

8．2

8．3

8．1

7．2

7．2

7．2

7．0

6．6

6．8

7．0

6．4

6．7

6．1

6．0

6．2

5．5

5．6

5．4

4．0

4．4

4．2

平均8・2［7・216・816・7「6・・15・514・2

計算量 m・g／・【32・・117・5｛14・・113・・19・・16・4［3・・

阻

垂　mm
屡

7．2

7．0

7．4

7．2

7．3

7．4

7．05

6．9

7．2

7．8

7．6

7．4

（
b
5
4

7
7
‘
7
．

8．1

8．0

8．2

8．2

8．3

8．1

平均17・217・3｝7・・517・6｝7・5i8・・18・2

計算量 m・g／gl　17・51・8・5116・・22・・12…13…【32・・

阻

喜　mm
屡

9．0

8．7

8．4

10．0

10．2

9．8

10．2

10．3

10．1

11．0

10．8

10．6

9．6

9．8

9．4

9．4

9．3

8．6

8．4

8．2

平均18・7i1…11・・21…81g・61g・3518・4

計算量 m・g／・「43・・lg3・・1・…5115…レ3・・162・5136・・

mm
阻
止
帯
長

7．4

7．2

7．3

8．25

8．4

8．1

8．6

8．6

8．6

8．0

7．8

7．6

7．55

7．6

7．5

7．1

7．0

7．2

6．8

6．6

6．4

計算量

平均17・318・2518・617・817・5517・116・6
m・g／・1・8・5i33・・14…125・・12・・31・6・51・2・・

注：単位はmcg／m1（血清），　mcg／g（臓器）．
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表46．OTC　50mcg／gをラットに投与後の血清中および臓器内濃度
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．血　　清

阻

轟　mm
纂

5分
8．6

8．55

8．5

15分

8ユ

8．0

7．9

30分

7．8

7．75

7．7

1時間

6．2

6．3

6．4

2時間

2
4
n
δ

5
5
P
O

4時間

4．5

4．7

4．9

6時間

2．3

2．4

2．5

平均【8・5518・・17・7516・315・314・712・4

計算量m・g／ml【閃・515…142・5【・4・517・215・・12・1

畳

畳

心

肝

阻

止　　mm
帯
長

4．7

4．6

4．8

3．8

4．2

4．0

3．8

3．4

痕跡
0
0
0

0
0
0

（
U
O
O

0
0
0

平均14・714・・13・61・ ・1・ 0

計難m・g／・15・・13・・12・61・ 0 0 0

阻

垂　mm
畏

6．7

6．75

6．8

7．6

7．8

7．7

6．4

6．3

6．2

6．0

6．1

5．9

5．8

5．3

5．5

4．2

4．2 0
0
0

平均16・7517・716・316・・15・5i4・2i・
計蝿m・g／・12・・5i39・5i14・51・2・・18・・13・61σ

mm
阻
止
帯
長
6
8
4

6
ρ
0
ハ
b

」
4
5
3

ρ
0
ρ
0
ハ
0

6．3

6．2

6．1

5．8

5．8

5．2

5．3

5．1

4．6

4．4

4．5
0
0
0

平均16・6i6・4｝6・215・815・214・51・
計算量m・g／・118・5｝15・5｝・3・5i・…｝6・714・2｝・

mm
阻
止
帯
長

6．0

6．1

6．2

6．4

6．6

6．2

6．8

7．0

6．9

6。4

6．6

6．5

只
）
0
ρ
0

5
6
F
O

5．6

5．6

3；4

3．5

3．6

平均i6・・16・416・g16・515・8［5・613・5
1計算量m・g／・1・2・5115・5123・・1・7・・1・…18・6！2・5

腎

脾

　
m
　
m

阻
止
帯
長

11．6　　　11，0

　　10．811．8
・1．7［・・．9

10．4

10．8

10．6

9．8

10．0

9．6

8．2

8．1

8．3

7．4

7．5

7．3

5．6

5．4

平均1…711・・gl…619・818・2・17・415．5
講m・9／・134…1235』、12・5・・1145・・i55・・133』18』

阻

止　　mm
帯
長

7．55

7．6

7．5

7．1

7．2

7．3

6．75

6．75

6．7

6．5

6．6

9
H
4
ρ
0

6
6
6

5．1

5．2

5．3

4．5

4．7

4．9

平均17・55｝7・216・7516・616・415．214．7
計算量m・g／・136・・127・5｝2・・51・8．・115．5｝6．715．・
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わめて高い血清中濃度に達した．

　このような高い血清中濃度はPM－TCでは2時間

にわたって持続するが，OTCでは1時間しか続かな

かった．また6時間後における血清中濃度ではPM－

TCの血清中濃度が3．9mcg／mlの高い値を持続し

たが，　OTCは2．1mcg／mlでPM－TCにくらべ

ほぼ1／2に低下した．

　一方臓器内濃度は注射初期においては血清中濃度よ

り低いが，注射1時間後には心臓や肺臓内の濃度は血

清中濃…度と同時になり，脾臓や肝臓内の濃度は血清中

濃度よりはるかに高くなった．

　ただ肝臓においてPM－TCと　OTCとの間に異
なった現象がみられた．

　すなわちPM－TCでは注射後の初期において肝臓

内の濃度が低く時間とともに次第に増加して，4～6

時間後にピークに達したのに反し，OTCでは初期の

30～60分に最も高く以後ゆるやかに低下した．

　しかし脳へは両薬剤とも移行が悪いことは注意をひ

いた．

　血清と腎との関係については図32にしめしたがこれ

は静注後の排泄に関してとくに重要な点である．

　著者は臓器内濃度の測定によって腎臓が両者の主要

排泄器官であることを知ったが，PM－TCとOTC

では排泄の状況に相違があることもわかった．

　すなわちPM－TCの腎臓内濃度は注射直後では血

清中濃度のほぼ1／2であったが時間とともに次第に高

くなって1時間後にピークとなり150mcg／9に達し
た．

　以後の濃度はゆるやかに低下したが腎臓内濃度は最

初の5分間を除いては血清中濃度よりも高く6時間後

においてもなお血清中濃度の5～10倍に保たれてい

た．

　一方OTCの腎臓内濃度は注射直後の初期濃度に

おいて最も高く340mcg／gをしめした．この値は血

清中濃度の約5倍に相当するものである．以後は1時

間後まで高濃度を保ちながら徐徐に低下し6時間後に

急激に減少した．

　このようにPM－TCでは徐徐に腎から排泄される

図31．血清・心臓・肝臓内濃度

mcg／9　　（臓器）

mcg／ml（血清）
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のに対してOTCでは注射後組織に分布される前に，

直ちに大量が腎臓に入りすみやかに排泄されるのであ

る．その結果両者の初期血清中濃度においても当然相

違がみられるのである．

　以上のことからPM－TCとOTCとは抗生物質
として同じ抗菌スペクトルをもっているが動物の臓器

内濃度の動きは同一ではないことを知った．

　なお臓器内濃度は血清中濃度と密接な関係を持って

いることも確認された．

小 括

　静注用PM－TCとOTCとの臓器内分布をしら
べるためラットを用いて50mcg／9あてを静注し注

射終了後の5分，15分，30分，1時間，2時間，4時

間および6時間後における血清中濃度と脳，肺，心，

肝，腎，脾の各臓器における濃度を測定してつぎのこ

とを知った．

　1．PM－TCおよびOTCとも静注後の初期濃度
において高い血中濃度に達した．

　PM－TC　では　96．8mcg／ml，　OTC　では70．7

mcg／m1をしめした．なお高い濃度は前者では2時

間持続したが，後者では1時間しか持続しなかった．

　2．両製剤とも各臓器に高濃度に分布されることが

認められた．しか一し脳質へは移行しにくいことも明ら

かにされた．

　なお初期の2時間においては，血中濃渡の方がむし

ろ高かったが以後次第に臓器一濃度の方が高くなっ

た．

　3．PM－TCはOTCにくらべ初期血中濃度が高
く，また臓器内濃度においても腎をのぞき，肺，心，

肝，脾の含有量が高かった．PM－TCの臓器内濃度

は初期において肺〉腎〉心〉脾〉肝の順であり，また

6時間後では腎〉肝〉脾〉肺の順に高かった．

図32．血清・腎臓・脾臓内濃度
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mcg／ml　（血清）

500

100

50

10

5

1

o、

　　　　　　Or、＿　　　　　　　　　｝一噺。

　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　o　　　　　　　　　　　　　　　＼
　　　　　　　　　　　　　　　＼
　　　　　　　　　　　　　　　　、
　　　　　　　　　　　　　　　　、
　　　　　　　　　　　　　　　　、
　　　　　　　　　　　　　　　　　、
　　　　　　　　　　　　　　　　　、o殉■
　．噂鞠　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼
　　り軸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼

　　　　亀●り　　　　　∩噂軸陰　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o

　　　　　　●、　　　　　　　、馬　　　　　　　　　馬亀馳
　　　　　　　　　　馬●
メヘ
　ヘへも　　　　　　　　りく　　　　　　　　　も

／＼ご墜緊。
　　　　　　　　　　　　　　、　　　　、、rメ
　　　　　　　　　　　　　　＼

　　　　　　　　　　　　　　　　＼。

＼＼
　　　へ

＼　’、

、＼
　、　　　　　　　　、
　　＼　　　　　　、
　　、　　　　　　　、
　　　、　　　　　　　Q
、　　　　　　、

＼　　　〉便

　、　　、、　　　　　、
　　　も　　　　　　
　　　　、
　　　　、
　　　　　、

　　　　　、
　　　　　　、

PM－TC　血清→一』
　　　　　腎《ト＿◎＿

　　　　　脾一x一♪←

O
　
帰
　
一

蘭
O
遇

O
　
p
　
一

　
　
句
　
　
一

叢
脳
清
拭
脾

血CTO

5 15 30 60 120 240360分



136 上

　4．OTCの腎臓内濃度は注射後の15～30分に最も

高く以後の排泄が早かったが，　PM－TCでは注射後

徐徐に上昇して1時間後にピークとなり以後ゆるやか

に下降した．

　5．臓器内濃度を高めるためにはやはり血中濃度を

高めることが必要である．

〔V皿〕臓器による不活性化

　薬物は経口投与により腸管から肝に達するが，静脈

注射では直ちに体循環を経て大部分は肝に入る．

　これら投与法はいずれであれ加水分解を除けば，薬

物の大部分は肝ミクロゾームで変化をうけるもので，

これについて腎，肺，脾，脳，筋肉なとで分解され

る．

　しかしときには肝が主要部位でない場合もある59）．

たとえばGlycine抱合などは肝よりむしろ腎の方が

強い活性をしめすことが知られており，これは反応に

関与する酵素の分布によるものである60）．抗生物質の

生態を考える時，臓器における木活化が生体内におけ

る薬物の運命に重要な意義を有することは明らかであ

る．

　しかし臓器内における薬剤の不活化については報告

が少なくPCについてTepPerman　61），　Rakieten62），

SMについて大村63），　CMについてLey64），　Smith65），

EMについてLee　66），　TCについてMazzeo　67，，ま

た黒田68）らの一連の抗生物質に関する比較実験がある

のみである．

　よって著者はラット臓器ホモジネートによるPM－

TCの不活化について試験管内実験を行ない抗生物質

の作用機転の一面を明らかにせんとした．

実　験　：方　法

　ラット（ICR系，雄，200g前後）を頸動脈から出

血させて殺し，屠殺直後の3匹の臓器から脳，心，

肺，肝，腎，脾などの各臓器組織片を均等にとりだし

計量して既報の臓器ホモジネート調製法に準じて調製

した．

　標準曲線および臓器内濃度の可測範囲は既報の臓器

内濃度測定法と同様である．

　一定量の臓器組織片にPM－TC含有の0．9％食塩

水の一定量をくわえて10％ホモジネート液をつくり，

さらにpH6．2燐酸緩衝液で1％ホモジネート液を調

製した．

　これらを混合直後および37。C恒温槽に置いて30

分，60分，120分ごとにその一部をとりだし既報の重

層法による臓器内濃度測定法に準じて測定した．

嶋

実　験　成　績

　混合直後および37。C恒温槽における臓器内薬剤の

不活化の時間的影響を調べた結果は表47，表48および

図33にしめす如くである．

　PM－TCの各臓器による不活化の影響は250mcg／

m1では各臓器による不活化の影響が弱く，60分後で

脳，腎が混合直後に比し約20％，120分後で肝が約30

％の力価低下がみられた．

　これに対して1，000mcg／mlでは混合後の30～60

分に各臓器とも不活化が急速に進み，特に心，腎，肝

では混合直後の力価に比し約30～40％も力価低下がみ

られ以後漸減した．

考 察

　生体内に入った薬物は効果をあらわすとともに，あ

る時間を経過するとその薬効が消失する．それは薬物

が生体内で不活化されるか，または排泄されるためで

ある．

　薬物の生体内変化には酸化，；還元，加水分解，抱合

など種種の生化学反応があって極めて複雑である．大

部分のものは肝ミクロゾームに局在する酸化酵素によ

り，また肝臓腎臓で作られる抱合体により不活化

し，高度にイオン化し水溶液となって容易に尿中に排

泄されるようになる。

　抗生物質も種種の条件下で体内諸臓器により不活化

されるが59）層67），なかでも黒田68）らの同一条件下によ

る抗生物質各剤の試験管内実験でPCは脾臓，腎臓，

CMは肺臓，腎臓TMは肺臓，　TCは脳，肺臓
肝臓　脾臓などにより不活化される傾向がみられ，

SM，　AM，　EMなどはいずれの臓器にも不活化され

なかったと報告している．

　著者はラットの各臓器によるPM－TCの不活化の

影響を調べたところ，肝臓による作用が最も強く抗菌

力が時間とともに徐徐に低下することを知った．

　臓器による不活化の経時的変化を検討するには，対

照となる混合直後におけるPM－TCの力価を正確に

測定することが必要である．これは混合直後のものと

以後の各経過時間におけるものとを同一条件下で測定

する方法と，各時間毎に単独で測定して総体から比較

する方法とがあるが，両者の間にはそれぞれ培地の組

成，重層液の温度，培養時間などの関係で不活化作用

におよぼす影響が異なるものと考えられる．

　これらについて黒田68）らは一定量の試料をくわえた

臓器ホモジネート液を対照とするため，臓器酵素活性

が抑制されると思われる　一2。Cに保って測定してい
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表47．臓器ホモジネートにおける抗菌力の経時的変化

　　　　　（PM－TC　250mcg／mlと混合）

表48．臓器ホモジネートにおける抗菌力の経時的変化

　　　　（PM－TC　1，000mcg／m1と混合）
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るが，この方法にも種種の問題があってたとえば試料

の調製後フ卵器で培養する場合対照の温度と各試料の

温度差が培養後における阻．止弓長に影響をおよぼすこ

とも考えられる．

　よって著者は混合直後の対照試料を氷冷保存するこ

となく直ちに室温下で，また経時変化は37。Cで定量

した．

　不活化は37。C　30～60分に急速に進み以後漸減した

がこの現象はPM－TCの高濃度液との混合において

強くあらわれ，特に心，肝，腎では時間とともに力価

が減少した．これに対して低濃度液との混合では各臓

器の不活化の影響がそれほど明瞭にあらわれずただ肝

のみが時間とともに徐徐に力価が低下した．

小 笹

　ラットの脳，肺，心，肝，腎，脾などの臓器ホモジ

ネートによるPM－TCの不活化の影響を既報の重層

法による臓器内濃度測定法に準じて調べた．

　各臓器による不活化作用は370Cにおいて初期急速

に進み以後漸減した．

　この現象はPM－TCの高濃度溶液との混合に強く

あらわれ，とくに心，肝，脾では混合後の30～60分に

おける力価低下が著しく以後も徐徐に減少した．

　これに対して低濃度溶液との混合では不活化作用が

弱く，ただ肝にのみ力価低下がみられた．

〔田〕　met　Hbの形成について

従来塩酸テトラサイクリンを静脈注射するには，大
　　　　　　　　ノ

量の溶媒に溶解して使用しなければならなかった．し

かしこのような予防策にもかかわらずしばしば静脈炎

や血栓症などをひきおこした．

　この理由についてH’．Bohn，　E・Kochら69）はテ

トラサイクリンの濃度が高いたあではなく，むしろ溶

液のpHが関係していると考えている．

　PM－TCの静脈内注射においてもまれに血管痛，

悪心，嘔吐，および灼熱感などの副作用をともなうと

の報告がある69）階72）．　これらの副作用の原因を知るた

　め著者はヒト血液について溶血試験をin　vitroに

おいて試みた．

実　験　方　法

1．試　　料

　1）赤血球浮遊液の作製

　i）新鮮ヒト血液（抗凝固剤の入らない）の1ml

をとり，滅菌生食水9ml中にゆるやかに注入し，

2，500～3，000r．p．m．で遠心分離を3分聞した後上清

をのぞき，同量の生食水で3～4回洗浄を繰り返して

10％赤血球浮遊液をつくった（以下ヒト血球液と略）．

　ii）E．D．T．A．（第一化学）加健康入血液をi）と同

様の操作で数回洗浄して血漿をのぞき，赤血球食塩浮

遊原液をつくり，実験の都度この原液に生食：水の適当

量を加えて10～20％血球浮遊液をつくった　（以下E．

D．T．A．血球液と略）．

　2）脱線維素血液

　無菌的にとった新鮮ヒト血液をガラス玉の入ったコ

ルベン中でふり脱線維素血液をえた．
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　3）薬　　液

　PM－TCの純末，ならびに静注用末，　Tetracycline

（以下TCと略），　Tetracycline－Hc1（以下TC－Hc1

と略），また対照としてSaponin－Na末などを生食

水を用いておのおの倍数希釈液20～0．156mg／m1液

をつくった．

2．溶血試験

　薬液の9r血1に赤血球浮遊液の1mlを加え，37。C

恒温一中に．静置．しし一ユ時間値を＝予備観察とし，2時間

値をもって判定した．

一結果の読取りは完全溶血をおこしている最少希釈倍

数をもって溶血指数（H．1．）＊とした73）．なお溶液の

pHはガラス電極pHメータ（東洋科学製）で測定

した．

3．色調の変化

　薬液5mlに脱線維素血液5滴を加え室温において

r時間観察し，メトヘモグロビン（以下met　Hbと

略）特有の暗褐色の変化をしらべた74）．

＊ H．1．（溶血指数）＝

V；試験管内の全量

P；検液中の生薬％

S；用いた検液：量

　V
P
齋×S

　4．PM－TCと赤血球浮遊液の吸収スペクトル測

定

　PM－TC静注用末の12．5～200　mcg／m1および10

％ヒト赤血球液をそれぞれ0．85％生食水を溶媒とし，

PM－TC液9m1に血球液1m1を加え，日立Ep型
自記分光光度計で紫外部・可視部スペクトルを測定し

た，

実　験　成　績

　1．薬剤溶血試験

　まず予備実験としてSaponin－Naによる溶血度に

ついてしらべた．Saponin－Naの400～6．2mcg／ml

の倍数希釈液をつくり，これに10％ヒト血球液を加え

て溶血をしらべたところ表49にしめす如く完全溶血は

20，000倍（50mcg／m1）で，　H．1．は22，222であっ

た．

　つぎにPM－TCの純末，および静注用末の溶血度

をSaponin一：Naを対照として’800～6．2　mcg／mlの

倍数希釈液についてしらべたところ表50にしめす如く

PM－TCの純末を用いた濃度範囲ですべて溶血作用

は認められなかった．

　ただし静注用末では10，gOO倍数（100　mcg／ml），以

上の濃度では榿赤色の溶血作用が認められなかったが

met　Hb様の淡暗褐色～黒褐色の変化が認められた．

表49．Saponinによる溶血試験

利　　　　定

希釈倍数値

1 2 3 4 5 6 7

400 200 100 50 25 12．5 6．2

（＋）

2，500

（＋）

5，000

（＋）

10，000

（＋）

20，000

（一）

40，000

（一）

80，000

（一）

160，000

表50．PM－TCによる溶血試験

PM－TC純益

PM－TC静注用末

1　　　2 3　　　4 5　　　6　　　7 8i対照
18・・14・・【2・・11・・15・1251・2・516・21鹸

判定

pH

判定

pH

（一）

5．91

（＋）

4．25

（一）

6．1

（＋）

4．28

（一）

6．15

（＋）

4．3

）
5
　
1

（
ρ
0
（＋）

4．48

（一）

6．25

（一）

4．65

（一）

6．3

（一）

5．5

（一）

6．45

（一）

6．2

（一）

6．5

（一）

6．25

（一）

6．6

（一）

6．6

Saponin－Na
1判定1（＋）1（ナ）1（＋）1（＋）1（＋）1（一）1（一）1（一）

希釈倍数値
1・，25・12，5・・i5，…11・・…［2・・…【4・・…18・・…1・6・・…1

（37。C　2時間値）
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表51．E．D．T．A．加血球液のPM－TC静注用末による溶血試験

、濃一2里一
　　＼＼度mg／ml

　　　　　一

・12i31415i6 7i81g1・
2・1・・1512・5

判
定1（＋）1（＋）1（＋）1（＋）

pH 3．42 3．49 3．55 3．65

1．25　0．625　0．3120．160．080．04

（＋）

3．7

（＋）

3．9

（＋）1（＋）1（一）（一）

4．1 4．5　5．5 5．7

・・【121・3

1…2［…1

（一）1（一）

5．9 6．25

対照

（一）

6．3

表52．PM－TC純系，静注用末の生食水月のpH

　これは静注用末に添加してある安定剤や緩衝剤によ

る影響と思われる．

　この現象はE．D．T，A．加血球液の実験においても

同様で表51にしめす如く160mcg／ml以上において暗

褐色の変化をみとめた．

　さらにPM－TCの純末，および静注用末溶液を加

えたヒト血球液，E．D．T．A．加血球液のpHを測定

すると，表50，51，52にしめす如く静注用では各試料

において重婚液に比しはるかにpHが低かった．これ

ら両者におけるpHの相違が血球変性をおこす誘因と

なっているのではなかろうかと思われる．

　つぎにClak－Lubs緩衝液を用いて，　静注用末液

・のpHをpH　3．1，4．05，5．09，6．31，7．05画面の

5段階に調製し，これに10％ヒト血球液を加え上記試

験に準じてしらべると，pH：3．1で直ちに暗褐色に，

pH　4．05では10～20分後に，またpH　5．09では10～

12時間後に淡暗褐色に変化した．

　2．PM－TCによる色調の変化

　ヒト脱線維素血液についてPM－TCの純末，およ

び静注用末の生食水溶液による色調の変化をしらべる

と表53にしめす如くPM－TC純：内液では0．01～10

mg／ml範囲ではなんらの変化も認められなかった

が，PM－TC静注用末液では0．62　mg／mlにおいて

（±），1．25mg／m1以上において（＋）であった．

　なおPM－TCの1．25mg／mlにおける1滴の含有

量はほぼ42mcg／m1である．

　つぎに被検：液のpHについてしらべると，反応を生

じたPM－TC静注用液の0．62　mg／mlでpH　4．7

であり，10mg／mlでpH　3．52の強酸性であった．

　これに反しPM－TC純末液では，0．62　mg／m1で

pH：7．1であり高濃度の10　mg／mlでさえpH　6．35

の弱酸性であることから両者のpHによる差が色調変

化に関与しているのではなかろうかと思われる．

　3．met　Hb確認試験

　PM－TC（静注用末）の12．5，25，50，100mcg／m1

とヒト赤血球浮遊液を，それぞれ9：1の割に混合し

吸収スペクトルをしらべると，図34にしめす如く

種　類

濃度mcg／m1

800

400

200

100

80

40

20
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　5

　2．5

　1．25

PM－TC

純　　末

4．85

5．08

5．35

5．4

5．45

5．5

5．5

5．52

5．52

5．53

5．54

PM－TC

静注用末

3．55

3．6

3．65

3．7

3．8

4．0

4．3

4．7

5．1

5．25

5．3

生　　食　　水 5．65 5．65

市販二上生蝕16・4 6．4

表53．PM－TC純末，静注用末による色調の変化
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旧館i7・41（一）11生食水i7・4i（一）

　　　　　　　　　　　　　（ヒト脱線維血液）
色調の判定
　冊：20分後に完全に暗褐色を形成
　十：30分後　　　　〃
　＋：50分後　　　　〃
　一：60分後においても変化はみとめられない
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PM－TCの11．25，22．5，45　mcg／m1では，　Hb特

有の極大吸収のほうが高くて，わずかにmet　Hb様

スペクトルのあらわれることが認められた．

　しかし100mcg／ml　rではピークの高さが逆転して

530～540mμに強い吸収があらわれた．

　この範囲の吸収帯はmet　Hb，およびsulFHbの

特有のスペクトルである．

　さらにmet　Hbを確認するためPM－TC　100mcg

／mlに青酸カリ溶液を添加して前同様の方法でスペ

クトルを求めると，前回の530～540mμに認められ

た吸収帯がほとんど消失した75）．

　よってこれらの実験から定性的ではあるがPM－TC

と赤血球液との間には特有な分子間作用がおこること

が推定される．

図34．HbおよびmetHbの吸光曲線

、
ノ

1．0

0．8

0．6
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0．2

　赤血球浮遊液1（
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0．8

0．6

0．4

0．2

　赤血球浮遊液皿（

　PM－TC　25mcg／m1

520　530　540　550　560　570　580　590

　　　　　　　　　　　　　　7πμ
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　　　　　　　　　　　　　　鵠μ
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III／赤拍L球浮遊液

　＼PM－TC　50mcg／m1

520　530　540　550　560　570　580　590

　　　　　　　　　　　　　ηLμ
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0．6

0．4

0．2

IV〆赤血球浮遊液
　、PM－TC　100mcg／mI

520　530　540　550　560　570　580　590

　　　　　　　　　　　　　　ημ
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考 察

　著者が本実験で検討したPM－TC純末液の濃度範

囲では溶血現象がみられなかった．

　一方PM＿TC静注用胆液では溶血現象がみられな

かったが，暗褐色のmet　Hb様の変化を生じた．

　一般にmet　Hb血を生ずる薬物には，アセトアニ

リド，アンチピリン，スルファミン剤などがある．

　本実験においてPM－TCの純黒蝿ではなんら変化

なく静注用末野のみmet　Hb変性がみられるのは，

PM－TCの安定剤として加えてあるグルコン酸マグ

ネシウム，およびアスコルビン酸などが溶液の酸性度

を一層強めるため，Hb分子中の還元型Fe”が酸化

をうけて褐色のFe”’，すなわちmet　Hbに変化す

るのではなかろうかと思われる．

　投与方法と副作用：PM－TCの静注時に使用され

る濃度は12．5卑cg／mlの高濃度であり，また1秒間

に1．38mgが注入されることになる．この程度は著

者が赤血球浮遊液のin　vitroにおいて確認したmet

Hb形成濃度にほぼ近いものである．、

　ただ上記の血球浮遊液による実験値をもってそのま

ま実際投与の場合にあてはめるわけにはゆかない．な

ぜなら血液中では血球のしめる割合がほぼ50％にすぎ

ないからである．

　つぎにこれらの濃度を実際にヒトに静注してみると

往往悪心，口内異和感，血管痛などをともなうことが

ある．ことに注射速度を1～2分間位に早めて注入す

ると，注入中あるいは注入後にこのような症状が強く

あらわれる．ただしこれらの副作用はすべて一過性で

注射終了後3～5分間で消失する．

　以上のことからPM－TCの高濃度であることが，

直ちに血栓症や静脈炎の原因になるとは断定し難い

が，高濃度溶液は赤血球とmet　Hb変性をおこしや

すいということからも，副作用を誘発する一因をなし

ているのではないかと考えられる．

　よってPM－TCを静注する時には，できるだけ溶

媒で希釈するか，あるいは注入速度をゆるやかにして

注射するほうがより安全であり，また点滴静注は著者

の実験においてなんら副作用をともなわないことをみ

たので良い投与方法といわねばならない．

　　　　　　　　小　　　　　括

　1．PM－TCのヒト血球浮遊液による溶血試験に

おいて，平声液では6．2～800mcg／m1の濃度範囲に

おいて未変化であった．

鳥山

　これに反し静注用末では溶血現象がみられなかった

が，50mcg／m1以上の濃度において黒褐色のメトヘ

モグロビン様変性を生じた．

　2．PM－TC静注用末はヒト脱線維素血液では42

mcg／m1（PM－TC　1．25mg／m1の1滴の含有量）以

上の濃度で茶褐色のメトヘモグロビン様反応を生じ

た．なお反応生成物は可視部スペクトル分析により

530～540mμに特有な吸収帯をもつことが明らかにな

り，メトヘモグロビンであることを確認した．

　3．静注時における副作用は溶媒により希釈度を大

にするか，あるいは注入速度を5分間以上かけてゆる

やかに注射したほうがある程度防ぐことができる．

　一方大量の補液で希釈して行なう点滴静注は副作用

をともなうことなく安心して使用できる投与方法であ

る．

〔双〕　総 括

　Tetracyclineは毒性が非常に少ないBroad　spe・

ctrum抗生物質であるが，その反面経口投与時にお

ける血清中濃度が比較的低いのでこの欠点を補うため

静脈注射用として　N一（Pyrrolidino－n≧ethy1）tetra・

cycline　nitrate（以下PM－TCと略す）が合成され

た．

　本研究はPM－TCの抗菌性，血清中・尿中濃度の

動態，タンパク結合性，赤血球吸着性，臓器内濃度，

臓器による不活性化，Hbに対する作用などに関する

一連の基礎研究を行なって，薬剤の生物学的活性を明

らかにして，臨床における適正な使用怯の研究に資せ

んとした．

　PM－TCの微生物定量法としてBacillus　subtilis

ATCC　6633株を用いて重層法をとりあげた．　この

重層法により血清中・尿中・臓器内における濃度を測

定した．

　1．微量定量を目的としてBacillus　subtilis　AT

CC　6633を試験菌とする重層法を検討し，枯草菌芽

胞浮遊液の1％，0．1％メチレン青墨の2％，2％硝

酸ナトリウム液の1％を添加した0．5％普通寒天培地

（無修正，pH6．2）および試料の希釈液としてpH6．2

燐酸緩衝液を使用して最低0．31mcg／mlの薬剤を測

定し得る実験法を得た．

　つぎにこの重層法の生体試料への適用法について検

討し，血清試料は抗凝固剤の入らない血清を用いこれ

をpH　6．2燐酸緩衝液で5倍希釈して最低0．5mcg／

m1を，尿試料ではキシロールの0．5％添加したもの

についてpH：6．2燐酸緩衝液で10倍希釈して最低3
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mcg／m1を，また臓器試料では細断した試料を0．9％

食塩水およびpH　6．2燐酸緩衝液でホモジネート・

100倍希釈しこれを沸騰水中に加熱・遠心分離した上

清液で30mcg／gを測定し得る実験法を得た．

　なお血清中および臓器内濃度測定培地には阻止帯を

大にするため既報の重層培地に20％クエン酸ソーダ液

5m1を添加したものを用いた．

　2．健康年長児に静脈注射ならびに点滴静脈注射し

た場合の血清中濃度はTetracycline系薬剤の経口投

与ではえられない高血清中濃度をしめし，また持続性

も予想外にすぐれていた．

　すなわちPM－TCの1回量250mgを静脈注射し
た場合の血清中濃度は15分後に最：も高く10．1mcg／

ml，その後漸減し8時間後で最高1．5mcg／m1，平均

1．2mcg／m1であった．

　また点滴静脈注射では初期血清中濃度が普通静脈

注射よりおとるが8時間値2．19mcg／m1，10時間値

1．71mcg／m1で持続性がやや長くなった．

　つぎに血清間のPM－TCおよび対照としたTC
の生物学的半減期を求めるとPM－TC静注4．7時間，

TC静注3時間，　PM－TC点滴静注5時間であり，

血清中標準時間曲線による面積比ではPM－TC静注

1．0，TC静注0．79，　PM－TC点滴静注1．09であ

った．

　3．血清中濃度に関連してPM～TCの血清タンパ

クとの結合性をセロファンバッグを用いた透析法によ

り測定し，結合率は抗生物質濃度にはほとんど関係な

く血清濃度の増大につれて上昇することを認めた．

　すなわちPM－TCのヒト血清によるタンパク結合

率は血清濃度100％，対pH6．2燐酸緩衝液で70～76

％，対照としたOTC　66．6％およびTC　72．4％と

ほぼ同程度の結合率をしめした．

　なおPM－TCの血清のタンパクとの結合は主とし

てアルブミン分画によるものであり，またタンパク結

合が可逆的であることを知った．

　4．ヒト赤血球浮遊液にPM－TC溶液をくわえる

と少量ではあるが細胞内に移行し得ることを認めた．

　5．PM－TCを年長児に1回量250　mg点滴静脈

注射した場合の尿中濃度は6時間後までで100～200

mcg／m1であり，これは同時刻の血清中濃度の約20

倍に相当する．12～24時間後でも70mcg／n｝1の高濃

度をしめし，また24時間後までに投与量の約50％が

尿中排泄された．

　6．PM－TCと対照OTCの臓器内分布をしらべ

るためラットにそれぞれの薬液50mcg／mlあてを尾

静脈注射し，注入後の5分～6時間における血清中濃

度と脳，肺，心，肝，腎，脾の各臓器内分布をしらべ

た結果，両薬剤とも静注後の初期血清中濃口が高く，

PM－TC　96．8mcg／m1，0TC　70．7mcg／mlであっ

た．

　また臓器内濃度は両薬剤とも脳を除いて各臓器内に

高濃度に分布され，初期の2時間では血清中濃度のほ

うが高かったが以後次第に臓器内濃度が血清中濃度よ

り高くなった．

　PM－TCの臓器内濃度は5分後で肺〉腎〉心〉脾〉

肝の順に高く，肺では50mcg／g，腎，心では40～

30mcg／gであった．以後の薬剤の消長は臓器によっ

て異なり，たとえば脳，肺，心では時間経過とともに

漸減するのに対し，肝では6時間後まで漸増し，腎で

は1時間後をピークとして漸増し，以後漸減した．

　この消長状況は対照のOTCとは明らかに異なるこ

とをしめし，同じTetracycline誘導体であっても各

化合物によってこの面における特性をそれぞれ有して

いることが判った．

　7，臓器片と薬剤液を混合して調製した臓器ホモジ

ネート液について薬剤液の臓器による不活化の影響を

調べた結果，PM－TCの1，000　mcg／mlでは混合後

の30～60分に各臓器とも力価低下が急速に進み，特に

心，腎，肝では混合直後の力価にに比し約30～40％も

力価低下がみられ以後漸減した．

　一方250mcg／m1では臓器による不活化の影響が

やや弱く，60分後で脳，腎が約20％，120分後で肝が

約30％の力価低下がみられた．

　8．PM－TCの血液に対する作用をiH　vitroで

調べた結果溶血作用は認められなかったが，賦形薬の

添加された注射用末では50mcg／ml以上の濃度で黒
　　　　く
褐色のメトヘモグロビン反応を生じた．

　稿を終るに当り，御指導，御校閲をたまわった恩師佐川一郎
　教授，終始御二二を仰いだ谷ロ昂助教授に深甚なる謝意を表しま

　す．

　また御協力をいただいた教室員諸兄に厚く御礼申上げます．
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                                   Abstract
   Tetracycline has a broad adsorption spectrum to visible light. The tetracycline is

 also less toxic in clinical use, but it does not reach high concentration in blood by

 oral administration. Therefore, N-(pyrrolidino-methyl) tetracycline nitrate was syn-

 thesized for the purpose of intravenous injections.

   Concerning N-(pyrrolidino-methyl) tetracycline nitrate, changes in its concentration

 in serum and urine, the capacity of its binding to plasma protein and the accumula-

 tion to erythrocytes were observed upon the intravenous injections. The estimation
 of antibacteric activities and other bacteriological analysis were performed by using

 Bacillus subtilis (ATCC 6633 strain) as material.

   The results were as follows.
   1) By both intravenous injection and drip infusion of N-(pyrrolidino-methyl)
 tetracycline nitrate, the concentration of the drug in serum amounted to a considera-

 bly higher level than that in the case of the oral adminstration of tetracycline. The

 stability of the effective level of the drug was quite satisfactory compared with the

 tetraoycline dosage. .   2) The iaffinity of the drug to serum protein was observed by the cellophan-
 equilibrium dialysis method. The results were almost equal to that of using

 tetracycline. .   3) When the drug was added to the suspension of human erythrocytes, it possibly

 incooperated in them. ,   4) The concentration of the drug in urine after the intravenous injection amounted
 to 100-200 ptg per ml. It was also observed that nearly fifty per cent of the injected

 drug was excreted into the urine for twentyfour hours.

   5) Experiments were preformed on the distribution of the drug to the livers,
 spleens and kidneys Qf rats by the intravenous injection. The change in concentra-
 tion of the drug in these organs did not always coincide with that of the drug in
 blood. Oxytetracycline was used as a control of the experiments in which a some-
 what differnt result was obtained. From these results it is likely that the affinities

- of d'iffernt kinds'6f' 'drugs to various organs are not always the same but also depend
                                                       / on the structural difference among tetracycline derivations.

   6) When the drug was mixed with the homogenate of varoius organs, heart,
 kideny and liver, the concentration of the drug rapidly decreased in the first 30-60

 minutes and then gradualy decreased.
   7) in vitro experiments, the drug did not caused haemolysis, but the injectable

 powder of the drug with adjuvant induced methohaemoglobin reaction.


