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高速液体クロマトグラフィーによる

血清中抗テンカン薬の定量

宇田川美佐子前田隆子* 歯
ω

，
ヲ
什
l

、叶守**
ユ巴

Misako UDAGAWA， Takako MAEDA and Susumu KOTOKU 

Simultaneous Measurement of Four Anticonvulsant 

Drugs in Serum by High-Performance 

Liquid Chromatography 

血中薬物濃度の簡便，迅速な測定は，臨床側の強い

要望と分析機器の急速な発達とが相まって近年その報

告は多い。特lこ抗テンカン薬については種々の方法が

検討されている。 gaschromatography (GC) によ

る方法1~5) は比較的早くから報告されているが，乙の

場合は自的物の揮発性を高めるために種々の化学修飾

が前処理として必要である点が煩雑である。次いで酵

素immunoassayが開発6_めされたが，一般に高価に

つき，また佑剤の影響が問題となるとともあり，末だ

一般化は遠いように思われる。これらに比して high

performance liquid chromatography (HPLC) 

は各薬剤に対する化学修飾も不要であるし，試料量も

GC に比して多量の注入が可能であり，最近急速に広

まった方法である。われわれは HPLCによる種々の

方法9_叫について抽出，検出，定量などの商から検討

し，さらにカラムの消耗度，方法の難易度も考慮して

われわれの装置に最も適していると思われる測定法を

考案し，またこれを実際の薬物瓶用患者の血清にも応

用し得たのでその成績もあわせて報告する。

実験方法

分析機器・条件・方法は次の通りである。

装置:日立高速液体クロマトグラフ 635型

カラム 4mmX150mm

充てん剤:日立3053(5μ) ，逆相系

衛生技術学科 *看護学科 料生物化学研究室

検出器:目立683-41波長可変式UVモニター

記録計:日立 056レコーダー

測定条件:溶高jf.液は種々検討したが後記のようにアセ

トニトリル:水=25:75の混液を超音波洗浄器で脱気

したものを使用し，流最は1.0ml/min，検出器の波

長は 210nm，感度は 0.16~0.64AUFS，カラムの温

度は室温，チャートスピードは 5mm/minとした。

抗テンカン薬:定量用としてはフェノパノレビターノレ，

プリミドン，フェニトイン，カノレパマゼ、ピンの 4穂を

用い，定性用としてはこれらの他にニトラゼパムとエ

トサクシミドを使用した。

薬物の抽出:10mlの共栓付試験管に血清 0.5mlを

採取し，これに生理食塩水0.5mlと濃塩酸 0.02mlを

加え混和した後，ヘキソパノレビターノレ(内部標準)の

クロロホルム溶液 (3.5mg/l) 3.0 mlを加え振謹器

で5分間振誼する。乙れを 3，000rpm， 5分間遠心分

離した後，上清を吸引除去し，クロロホノレムj麗2.0ml

を先端の尖った試験管に移し， ドライブロック (100。

C)で蒸発乾固する。残誼をメタノーノレ 50μ1I乙完全

に溶解し，その 10μlをHPLCIと注入する。

内部標準:前記のようにへキソパノレビターノレを用いた

がこれはメチノレヘキサパノレピタールナトリウム(ヘキ

ソパノレピタールナトリウム〉を塩酸酸性からクロロホ

ノレムで抽出，蒸発乾聞したものを用いた。定量は内部

標準lζ対する各薬物の peak高比によって行った。
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行った。その結果図 2~ζ示すように良好な直線性が語

られた。この場合感度を 0.32と0.64AUFSの両方で

測定したが，その検量線は全く一致した。

4. 田JIX'.率.iE~~t); Ifil清に各薬物を 10μgjmlの割合lζ

添加し，その回収率を二重試験で検討した結果，血清

ではプリミドン 58.196，ブェノパノレピターノレ 87.0

9Z，フェニトイン 91.796，カノレパマゼピン 95.396で

あった。
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5. 再現性:正常血清に各薬物を 1μgjml，15μgjml 

の割合で添加し，それぞれ 10回の同時再現性を検討

した結果，表 11ζ示すように各濃度における変動係数

(CV) は 3.28~5.86 96であった。

6. 臨床への応用:鳥取大学底学部附属病院の脳神経

内科，産科などで，抗テンカン薬の投与を受けている

忠者7慨につき， J包清ヰ1の抗テンカン薬を服用後 3~

5時間で採血したものについて制定した。表21こ対象

患者の年令，体重と服用薬物を示した。図 3，図 4は

これら患者血清3例のクロマトグラムを示す。図 3の

(A)はNO.2のjぷ者の場合で，服用量はプリミドン

750 mgjday， フェノパノレビタール 90mgjday， カノレ

パマゼ、ピン 600mgjdayである。 (B)はNo.4の患者

のものでフェノパJレピターノレ 120mgjday，フェニト

イン 200mgjdayを服用している。図 4の (A)はNo.

5の患者のクロマトグラムである。 ζ の場合フェノパ

た。

3. 検最線:プリミドン，フェノパノレピターノレ，フェ

ニトイン，カルパマゼ、ピンの各薬物の検量線を作製す

るため，あらかじめ薬物を含まないことを確認した正

常血清に各薬物を5μg，10μg， 15μg， 20μg， 30μgj 

mlの濃度に添加し，前述の操作方法に従って分析を
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1. 溶離液:逆相系カラムを使用する場合の溶高!g液に

はアセトニトリノレと水またはリン酸緩衝液が多用され

ているところから札12，13)われわれはまずアセトニト

リノレと水との混合比と分11j!~能について検討した。結果

は図 11ζ示すようにアセトニトリル:水口 25:75 (V 

: V) のJ~合が最も良好な分離を示すことがわかった。

なお，間じ抗テンカン楽であるニトラゼパム，エトサ

クシミドについては，ニトラゼノfムはカノレパマゼ、ピン

よりも保持時間が長く，エトサクシミドはプリミドン

よりも早く流出し，プリミドンと一部重複するが，有

効血中濃度範囲内ではそれぞれの薬物に全く影響が認

められなかった。

2. 流量 0.7mljmin，1.0ml/min， 1.5ml/min， 

2.0mljminの各々について流量とクロマトグラムと

の関係を調べたが，いずれも良好な分離を示した。そ

こで圧力が 100kgjcm2以下と比較的抵く，しかもピ

ークがシャープである 1.0ml/mlを用いることにし
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抗テンカン薬の分離パターンへ及ぼすアセトニトリノレ濃度の影響。

アセトニトワル:水=(A)20: 80， (B) 25: 75， (C) 30: 70，各薬物濃度は 0.2mgjmlである。

図 1
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CBZ 

患者血清中の各薬物濃度 (μgjml)

PHT 

表3
CURVES IN SERUM STANDARD 
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ノレビターノレは全く服用していないが，プリミドン 500

mgjdayを服用しているためその代謝物であるフェノ

パjレピターノレが検出されたと考えられる例である。 ζ

のような現象はNO.3の患者にも見られる。 (B)は基

礎的実験に用いた血清のクロマトグラムであり，内部

標準のへキソパノレビターノレのみのピークが見られる。

表3に対象患者の測定結果を示す。
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血清中の抗テンカン薬の検最線

PB : フェノノイノレビターノレ， CBZ: カノレノイ

マゼピン， PHT: フェニトイン， PRI: 
ブ。リミドン

10 15 20 

Concentration 

5 

l羽2

血中薬物を定置する場合なるべく簡便，迅速である

ζ とが要求され，分析者もこの線に沿ってそれぞれの

方法を考案している。薬物定量の場合，普通最も時間

が必要なところは抽出の段階である。そ ζ で Soldin

ら13)のように血清にアセトニトリノレを加えて振滋，遠

出してその上清を注入する方法などなるべく簡単な方

法も取られている。しかしζ のような方法では自的物

以外の物質の影響を受けやすい。またffiJ記 Soldinら

向はその方法で1，200回以上の分析に耐えると述べて

いるが，どうしてもカラムの芳命を短くする乙とは否

定できない。また Adamsら明は活性炭に目的物を吸

器させる方法を取り， Kitazawaら叫は被抽出波の

pHを変えるニ段階抽出法を報告しているがこれらは

簡認さにおいて問題が残る。

そζでわれわれは血清を食塩水で希釈した上で塩酸

酸性下で，内部標準を含むクロロホノレムで抽出すると

いう比較的簡便な方法を取った。内部標準にはフェナ

セチンを使用する報告もあるが， ζの場合pHが中性

間近では2峯性をなることがあり，またこの薬物が解

熱剤として繁用される ζ とから，われわれは ζれを避

けてへキソパノレビタールを能用した。

察考

人血清に薬物を混合した場合の再現性

(CV96) 
表 1
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Kabra町も述べているように，法}4f日夜のアセトニト

リノレ濃度が濃くなるに従って各薬物の保持時間は短

く，またピークはシャープとなるので (1玄11)，最も

適当な分離度を示す混合比を検討してTrrj記のようにア

セトニトリル:水=25 : 75 (V: V)の比を得た。

またカラムを加泊する報告もあるが10，12)われわれの

場合は分離には特に問題を認めなかったのでカラムの

力日誌μ立行寸っTよかっ 7こ。

以トーのわれわれの方法に従って正常血清に各薬物を

一定最添加したものを分析したととろ，検量線，再現

性など一応満足すべき結果を得た。また検出限界は各

薬物により多少異なるが，ほぼ数 ngであった。回収

率はプリミドンを除いた他の 3積についてはかなり高

い値を得た。プリミドンのみは 58.19ぢとかなり低い

値であったが，再現性においては特に開題はなかった

のでこの方法で充分であろうと忠われる。

ζ の方法を実際に抗テンカン薬を服用している患者

の血清に応用したところ表3に示すような成績を得

h 

I~。

前lとも述べたようにフェノパjレピターノレを服用して

いないのにプリミドンを瓶用しているため乙れが体内

で代謝されてフェノパノレビタールを生じたと考えられ

る例が全7例中 2例認められた。

われわれが用いたカラムは自家充填したものであ

り，カラム聞の再現性は必ずしも良好とはいえなかっ

た。従って新たに充填する度に検量線を作製しなけれ

ばならないという煩雑さはあった。

なお乙の方法では一つの検討について費す時間は前

処理に約17分，液体クロマトグラフに対して約四分

であった。

車士口 語

日立高速液体クロマトグラフィーによる鼠清中の抗

テンカン薬の測定法の一つを考察して実際の患者の臨

床例について応用した。その結果，本法は臼常検査法

としてト分に使用できるほどの簡便，迅速性，正確性

を有するものであると考Aえる。

本研究に傑し鳥取大学医学部附属病院脳神経内科並

びに産科の御協力を得た。ここに記して深く感謝す

る。

なお本論文の要旨は第 29四日本臨床病理学会総会

において発表した。
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SUMMARY 

A new procedure for simuItaneous determination of four anticonvulsants (primidon， phenobar-

bital， phenytoin and carbamazepine) in serum by high-performance liquid chromatography was 

presented. 

The serum proteins were precipitated with a conc hydrochloric acid solution and chloroform 

containing hexobarbital as an internal standard. The drgus were eluted from a reversed phase 

column with a mobile phase consisting of an acetonitrile/water (25/75) at ftow rate 1.0 ml/min， 

and the eluted drugs were detected by their absorption at 210nm， and quantitated by measuring 

peak heights. Analytical recoveries for the three drugs (phenobarbital， phenytoin and carbamaze-

pine) varied from 875ぢto95.396 but primidone showed 58.196. The coefficients of variation were 

between 3.285ぢto4.655ぢand3.555ぢto5.8696 for 151ιg/ml of serum and 1μg/ml of serum. 

This procedure was applied to the determination of drug levels in serum of seven patients. The 

administered drugs and the dose are shown in Tab. 2 and each drug level in serum presented in 

Tab.3. 

(受付 1982. 12. 16) 


