
フルオロキノロン系薬（キノロン系薬）は，広範囲の

抗菌スペクトルを有し，かつ強い抗菌活性を示すことか

ら，こんにち最も汎用されている抗菌薬の一つである。

近年，キノロン系薬の効果的かつ安全な投与法の決定に

は，PK�PD（pharmacokinetic�pharmacodynamic）成績

が重要であることが指摘されている1,2）。PK�PD解析を

実施するためには，キノロン系薬の各感染症患者におけ

る PKデーターが必要であり，臨床現場からの検体のキ

ノロン系薬濃度を，臨床現場ないしはそのすぐ後方で，

迅速に測定できる測定法が必須である。

キノロン系薬の体液内濃度測定法としては，高速液体

クロマトグラフィー（HPLC）法3,4），全自動カラムスイッ

チング HPLC法5,6），カップ法7～12），ペーパーディスク

法9,10,13），アガーウエル法13～15）などが報告されている。これ

らの方法は，個々のキノロン系薬測定には最適化されて

いると考えられる。しかし，実際の臨床現場では，一種

類の特定のキノロン系薬のみを使用しているわけではな

く，感染症の病態に応じて，適切なキノロン系薬が使用

されている。したがって，測定現場では，数種類のキノ

ロン系薬の濃度を，ほぼ同時に測定可能としておく必要

がある。しかし，多くのキノロン系薬の濃度を，測定シ

ステムに大きな変化を加えることなく測定することが可

能となっているものは少ない。今回，臨床現場に設置さ

れていることの多い HPLCを用いたキノロン系薬測定

法である Liangらの方法3）に修正を加え，検出時の測定波

長の変更のみで，臨床で汎用されている多数のキノロン

系薬の高感度測定を可能とした。

Ciprofloxacin（CPFX），enoxacin（ENX），gatifloxacin

（GFLX），levofloxacin（LVFX），moxifloxacin（MFLX）は

LKT Laboratories（MN，USA）より，norfloxacin（NFLX），

lomefloxacin（LFLX）は Sigma Chemical Co（MO，USA）

よ り 購 入 し た。Pazufloxacin（PZFX），tosufloxacin

（TFLX）は富山化学工業株式会社（富山）より供与された。

HPLCは，ポンプ L-7100，カラムオーブン L-7300，オート

サンプラー L-2200，紫外吸収（UV）検出器 L-4200，蛍光

検出器 L-7485（いずれも HITACHI製）を使用した。その

システムは，以下のとおりである。プレカラム：TSK

GUARDGEL ODS-80TM（7 µ m，東ソー製），分析カラム：

TSK-GEL ODS-80TM（7 µ m，4.6 mm×250 mm，東ソー

製），カラム温度：23℃，移動相：10 mM SDS，10mM

TBAAを含む 25 mMクエン酸（pH 3.6）とアセトニトリ

ルの混液（57：43，v�v），流量：1.0 mL�min。測定波長

（励起波長�蛍光波長）を変化させることにより，キノロ
ン系薬測定における HPLC条件の最適化をはかった。キ

ノロン系薬の濃度は，内標準物質とのピーク面積比より

算出した。

5時間絶食マウス（ddY系，雄，6週齢）（三協ラボラト

リー，東京）の腹腔内に，キノロン系薬として GFLX

を投与した。投与後，経時的にヘパリン加血漿を調製し，

測定まで－80℃で保存した。HPLCには下記の調整を

行った試料を注入した。

試料 50 µ Lに内標準物質溶液 50 µ L，精製水 300 µ L

およびジクロロメタン 3 mLを添加して混和し，1,600 g

（4℃）にて 10分間遠心分離した。上層の水層をアスピ
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Table 1.  HPLC profile for determination of quinolones

Wavelength（excitation/emission）（nm/nm）Optimal Detection
 Wavelength
（nm/nm）

Internal StandardRetention
（min）Quinolone

293/500280/450270/420245/450

×○○○280/450gatifloxacin 8.2Ciprofloxacin
××○×270/420gatifloxacin 6.8Enoxacin
○○○○280/450lomefloxacin 9.6Gatifloxacin
○○○×280/450gatifloxacin 6.6Levofloxacin
○○○×280/450gatifloxacin 8.1Lomefloxacin
○×××293/500levofloxacin10.3Moxifloxacin
○○○○280/450gatifloxacin 8.2Norfloxacin
×××○245/450gatifloxacin 6.9Pazufloxacin
××○×270/420gatifloxacin13.5Tosufloxacin

※○  suitable for determination　× not suitable for determination
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レーターで除去し，ジクロロメタン層を別の試験管に分

取した。40℃にて蒸発乾固させた後，移動相 200 µ Lを加

えて再溶解し，10分間超音波処理を行った後，10 µ L

を HPLCに注入した。コントロール血漿にキノロン系薬

の標準品を 3 µ g�mLとなるように添加した試料を作製

し，内標準物質との比較による回収率を求めた。キノロ

ン系薬投与マウスの血漿を個々に処理して 5個の試料を

作製し，連続して測定して同時再現性を求めた。また，

別のマウス血漿を処理して得た同一試料を 4日間測定

し，日差再現性を求めた。

各キノロン系薬について，別のキノロン系薬を内標準

物質（Table 1）として用い，励起および蛍光波長を，245

nm�450 nm，270 nm�420 nm，280 nm�450 nm，293

nm�500 nm（励起�蛍光波長）と変えて測定し，測定波長
（励起波長�蛍光波長）の最適化をはかった。この 4種類

の波長により，9種類のキノロン系薬の分離・定量が可

能であることが認められた（Table 1）。Fig. 1に，LVFX，

LFLX，GFLX，MFLX，TFLXの 5種類のキノロン系薬

の標準品混合液を，280 nm�450 nmで検出したクロマト

グラムを示す。LVFX，LFLX，GFLXが良好に分離され，

測定可能であることが認められた。また，Fig. 2に，マウ

ス腹腔内に GFLX 10 mg�kg投与 30分後の血漿のクロマ

トグラム（内標準物質 LFLX）を示す。GFLXおよび内標

準物質として用いた LFLXは，それぞれ単一のピークと

して検出され，これらの検出の妨害となるようなピーク

は認められなかった。また，本測定条件でコントロール

血漿を分析したところ，いずれの波長においてもキノロ

ン系薬の溶出位置に血漿由来のピークは認められなかっ

た。

最適の波長で測定した際に，ENX，LVFX，PZFX，

TFLXは 0.05～2 µ g�mL，GFLX，MFLXは 0.05～1 µ g�
mL，LFLX は 0.05～0.75 µ g�mL，CPFX は 0.05～0.45

µ g�mL，NFLXは 0.05～0.3 µ g�mLの範囲で高い直線性

を示した（r＝0.999～1.000）。また，回収率は，CPFX

は 57.5±5.0％（mean±S.D.，n＝5），ENX 45.2±3.7％，

GFLX 102.6±1.0％，LVFX 97.9±1.6％，LFLX 74.2±

4.5％，MFLX 77.6±4.4％，NFLX 41.7±2.6％，PZFX

39.9±4.9％，TFLX 43.7±0.9％であった。これらの回収

Fig. 1. Chromatogram of mixtures of five authentic quinolones from reverse-phase HPLC.
Peaks 1: levofloxacin, 2: lomefloxacin, 3: gatifloxacin, 4: moxifloxacin, 5: tosufloxacin
（the amount of each quinolone loaded onto the HPLC was 0.05 ng.）
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率は，測定試料の濃度補正に使用した。各キノロン系薬

の同時再現性，日差再現性の変動係数はいずれも 5％以

内と良好であった。

マ ウ ス に GFLXを 50 mg�kg，10 mg�kg，2.5 mg�kg

投与し，血漿中 GFLX濃度を測定した。いずれの投与群

においても血漿中 GFLX濃度が測定可能であった。その

時間経過を Fig. 3に示す。20～30分にピークを有する血

漿中濃度―時間曲線が得られた。

こんにち，キノロン系薬は，感染症治療に際して，最

も汎用されている薬物の一つであろう。近年，キノロン

系薬の感染症治療効果と，体内動態パラメーターとの相

関性が検討され，その PK�PD解析から，キノロン系薬の

薬物効果は，血中濃度―時間曲線下面積（AUC）と原因

菌の最小発育阻止濃度（MIC）との比（AUC�MIC）とよ

い相関のあることが示されている1,2,16,17）。キノロン系薬

による治療効果を増強するためには，1回投与量を増大

させ AUC�MICを増大させるのがよいことが示唆さ

れ16），肺炎球菌に対する AUC�MICの目標値は 25，グラ

ム陰性桿菌に対しては 100～125と考えられている1,16）。

キノロン系薬を用い感染症を有効に治療するためには，

これらの数値を超える必要がある。それゆえ，感染症患

者において，投与されているキノロン系薬の AUCを算

出ないし推定することが望まれている。

一方，臨床現場においては，キノロン系薬は感染部位・

原因菌・組織移行性などをもとに選択され，投与される。

したがって，個々の感染症患者に投与されているキノロ

ン系薬は種類が異なっていることが考えられる。そのよ

うな条件下で，キノロン系薬の血中濃度を測定し，PK�
PD解析を行い，適切な投与量であるか否かを判断する

には，汎用されている各キノロン系薬の血中濃度を，迅

速かつ簡便に測定できることが必要である。本測定法を

用いることにより，HPLCシステムの本体を変更せず，検

出に用いる励起波長と蛍光波長の組み合わせを変更する

ことで，複数のキノロン系薬が測定可能であることが明

らかとなった。また，マウス血漿中のキノロン系薬濃度

測定においても，測定を妨害するピークは認められず，

生体資料を用いた場合でも，本測定法は有用であること

が示された。キノロン系薬の体内動態パラメーターを推

定する方法としてポピュレーション・ファルマコカイネ

ティクス（PPK）が用いられている。キノロン系薬による

より効果的な治療を目指すには，これらの手法を用いキ

ノロン系薬の投与法を適正化する必要がある。本測定法

Fig. 2. Chromatogram of mouse plasma prepared from a gatifloxacin-administered mouse.
Gatifloxacin was injected intraperitoneally in mice and plasma was prepared 30 min-
utes after the injection.
Peaks 2: lomefloxacin（I.S.）, 3: gatifloxacin

Fig. 3. Time course of gatifloxacin in mice. Gatiflox-
acin（50, 10, and 2.5 mg�kg）was administered in-
traperitoneally, and the plasma was prepared as
shown in this Figure. The concentration of gati-
floxacin in the plasma was measured as men-
tioned in Materials and Methods.
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では，HPLC―蛍光検出というどの施設でも設置可能な

システムを用いており，さらに，測定条件の変更のみで

多くのキノロン系薬の濃度測定に対応できることから，

実際の臨床現場と直結した濃度測定が可能となると考え

られる。今後，キノロン系薬適正使用に際して，有用な

測定手段となることが期待される。
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Simple determination of fluoroquinolones with high-performance liquid chromatography

Hiromi Ogino1）, Ken’ichi Kido1）, Masao Tsuchiya1）,

Junko Kizu1）and Seiji Hori2）

1）Department of Practical Pharmacy, Kyoritu University of Pharmacy
2）Department of Pharmacology I, Jikei University School of Medicine,

3―25―8 Nishi-Shinbashi, Minato-ku, Tokyo, Japan

To use fluoroquinolones effectively and safely, pharmacokinetic�pharmacodynamic（PK�PD）analysis is
strongly recommended. The plasma concentration of fluoroquinolones in the patients is necessary for PK�PD
analysis. We established new HPLC system with a fluorescent detector enabling us to determine the concentra-
tion of 9 fluoroquinolones―ciprofloxacin, enoxacin, gatifloxacin, levofloxacin, lomefloxacin, moxifloxacin,
norfloxacin, pazufloxacin, tosufloxacin―only by changing excitation and emission wave length. We suggest
that this is useful for the determination of plasma concentrations of fluoroquinolones in patients and essential
for PK�PD analysis.
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