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ヒ ス チ ジン銅注射液の安定性およびヒスタミン含有量の検討
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　Menkes　disease　is　characterized 　by　inhibiti〔，n　of 　the　absorption 　and 　transpo 眈 of 　dletary　copper ．　Thc　Okayama 　University

Medical　and 　Dental　School　uses 　L−histidine−copper 　to　treat　this　disease　 and 　in　the　present　stUdy ，
　we 　examined 　the　 stability

of　Ihe　 copper 　histidinate　injection　 soluL 孟on 　 used 　for血is　pu叮）ose 、　High−performance　liquid　 chr 〔〕mat て）graphy （HPLC ）per−

fc）rmed 　 on 　day　56　foll〔⊃wing 　injection　 revealed 　that　hlstidine】evels 　had　droPPcd　to　90．4％，　a　non −signific εmt 　decrease　 and

histamine　levels　were 　unchanged ．　Moreover
，
　atomic 　absorption 　spec ぼ ophotolne ぼy　revealed 　that　copper 　concentrations 　were

not 　 significantty 　decreased（89，7％ ）between　days　O　and 　56．　Through　 visual 　 observ 乙しtion，　 wc 　 notcd 　 a　gradual　increase　in

且oats 　from　day　42　to　day　56，　leading　us 　to　suggest 　tlユat　the　use 　of 　copper 　histidinate　be　limiIed　to　l　month ．

　The　above 　results 　should 　alleviate 　any 　concem 　about 　histamine−associated 　adverse 　effects ，
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−
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緒 言

　銅 は，生 体 に と っ て 必須 の 物 質で あ る．メ ン ケ ス 病

は，セ ル ロ プ ラ ス ミ ン （Cp）の 先 天 的 な 産 生 不良 が 原因

で 血 清 Cp が 低値 を示 す こ と に よ り，小 腸粘膜 で の 銅 の

移送障害 を発 症 す る病態とい わ れ て い る．最近 で は，遺

伝性の Cp 欠損症が 報告 さ れ
11
，本症 は Cp 合成遺伝子 の

突然変異に よ る もの と考え られ て い る ．銅 は そ れ 自身で

は 吸収が悪 く，
ヒ ス チ ジ ン

， 酢酸あ る い は EDTA と錯

体 を作 る こ とで 吸収が 促進 され る
3 ．岡山大学医学部 ・

歯学部附属病院 （当院）で は，既報 に 準 じ て
／一］・’1）L一ヒ ス チ

ジ ン を採用 し て ヒ ス チ ジ ン 銅注射液 を無菌調製 し て い

る．

　院内製剤の 安定性 の 検討 は，製剤 の 品質保持な どの 観

点 か ら非常 に 重要 で あ り，さ ら に安定件 の 検 討 と と も

に，卞薬 な どか らの 副産物 に よ る 生 体へ の 影響 の 検討は

副作用な どの 観点 か ら非常 に 重要 で あ り，薬剤師の 専門

性 を発揮 で きる と こ ろ で あ る ，

　L一ヒ ス チ ジ ン は ヒ ス チ ジ ン 脱炭酸酵素 に よ り脱炭酸

され ，ヒ ス タ ミン が 牛 成 され る と考 え られ て い る が ，そ

の 詳細 につ い て は 明 らか で な い ．また，購入 した L一ヒ

ス チ ジ ン 自体，無菌 で は な い 上 に ヒ ス タ ミ ン が 含有 さ れ

て い る 可 能性 も考え られ る．さ ら に，ヒ ス チ ジン銅注射

液 の 調製後，注射液中 の L一ヒ ス チ ジ ン が ヒ ス タ ミ ン に

変化 して い る ロ∫能性 も考 えら れ る ．そ の 注射
．
液 は患 者に

皮下注 され る た め，ヒ ス タ ミ ン を含有 して い る場合，ヒ

ス タ ミン に起因す る頭痛，紅潮，発疹，か ゆ み お よ び 嘔

＊
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吐等の 症 状 発現 の 可 能性が ト分 に考え られ る，本研究 で

は 院 内 製 剤 で あ る ヒ ス チ ジ ン 銅 注 射 溶 液 中 の L一ヒ ス チ

ジ ン お よ び 銅 の 安定性，ヒ ス タ ミ ン の 含有量，経時的 な

沈殿形成 の 有無 お よ び pH 変化 に つ い て 検討 し たの で 報

告す る．

実 験 方 法

1． 試 薬

　L一ヒ ス チ ジ ン （和光純薬 工業  ），塩化第二 銅 ・二 水

和物 （和光純薬工 業  ），水酸化 ナ トリ ウ ム 粒状 （和光純

薬 工 業  ），ヒ ス タ ミ ン ニ 塩酸塩 （片 山 化学工 業  ），四

ホ ウ酸 ナ ト リ ウ ム 1』水和物 （Borax）（和光純薬
．
1
’
1業  ），

N −acety［−L −cysteine （NAC ）（Sigma ），o −phthaldialdehyde

（OPA ）（Sigma），ア セ トニ ト リ ル （高速液体 ク ロ マ ト グ

ラ フ 用）（Sigma−aldrich 　Japan）を用 い た．試薬 は，すべ て

特級品 を用 い た．超純水 は 超純水製造装置 （simpli 　LAB ；

日本 ミ リポ ア   ）を用 い て ，イオ ン 交換水は イ オ ン 交換

水製造装置 （オートス チ ール WA −33 ；ヤ マ ト科学 1：  ）を

用 い て そ れ ぞ れ 調製 した。

2．使 用 機器

　 ヒ ス チ ジ ン お よ び ヒ ス タ ミ ン 濃度測定 は
， 高速液体 ク

ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（オ
ートサ ン プ ラ

ー，蛍光分光光度計 ：

F−1050（  H 、1♂製 作所），
ポ ン プ，カ ラ ム ヒ ー

タ
ー

：RE −

8000 （1  東京商会），カ ラ ム ：Asahipack　ODP504E （Sho−

dex，4．6 × 250mm ））を用 い た．溶液中銅 濃度測定に は，

原 子吸 光 光 度 計 〔Z−9000形 日立 偏 光 ゼ
ー

マ ン 原 子 吸 光 光

度計（  日立 製作所））を用 い た ，pH 測定に は ，　 pH メ ー

タ
ー

（パ
ー

ソ ナ ル pH メ
ー

タ
ー90　 series 　TPX −90（  東興化

学研 究所））を用 い た 。

3． 調製方法

　 ヒ ス チ ジ ン 銅注射液 の 調製方法

　 ク リーン ベ ン チ （SCV −W −1600BS （  トーシ ョ
ー

））内 に

お け る無菌操作 で，乾熱減菌済IOOmL ビ ーカ ーに 注射

用 生 理 食塩液〔大塚製薬  ．）を適量 入 れ，塩化銅 お よ び L一

ヒ ス チ ジ ン を秤取 し ス ターラーを用 い て 溶解 した．そ の

溶液を pH メ
ー

タ
ー

で pH を測定 し な が ら NaOH 溶液 を

加えて pH7 ．4 に 調整 した 後，注射用生理食塩液で メ ス フ

ラ ス コ を 用 い て 全 量 100mL と し た．調 製 し た 溶液 を

Mi ］］excal−LG （O．20，am ，
25mm （Mil］ipore　Coq 〕oration ，USA ））

で ろ 過 し，滅菌済 の 褐色 バ イ ア ル （マ ル エ ム 製バ イ ア ル

瓶 No ．310mL ）に 5 皿 L ずつ 充填 ・
封印した，こ こ で 使

用 し た NaOH 溶液は，　 NaOH を生 理 食塩 水 に 溶解 し て

1．609100rnL（0．4M ）と した もの で ある （Table　1），

医療薬学 Vol．32，Ne ．11〔2006）

Table　1．ヒ ス チ ジ ン 銅注射液 ・5mL 〆V

　　　 （Cu と して lmg ’
mL ）の 処 方 内容

塩 化銅 （H ） ・二 水 和物

L一ヒ ス チジ ン

大塚 　注 射用 生 理 食 塩液

O．4M 水酸化ナ トリウム 溶液

　 　 　 全 　量

268 ．8mg488
．8mg

適　量

適　量

100mL 　（pH 　7．4＞

試薬の 調製方法および 測定法

i， HPLC に よ る ヒ ス チ ジ ン お よ び ヒ ス タ ミン含有量 の

測定

　 1）溶離液の 調製

　Borax 　23．244g を精秤 して 超純水 を 加え，メ ス フ ラ ス

コ を用 い て 全 量 lL と し，　 Borax 溶液 を 調製 した，別 の

1L メ ス フ ラ ス コ に OPA 　134．1mg お よ び NAC 　163．2

mg を人 れ，ア セ ト ニ トリ ル 180mL 中 に Borax 溶液を加

えメ ス フ

．
ラ ス コ を用 い て 全量 ユL と し，ス ター

ラ
ー

で 攪

拌して 固形 分 を完全に溶解させ た．そ の 溶液 を ミ リポ ア

フ ィ ル タ
ー

を用い て吸引 ろ過する と同時 に超音波槽 に褐

色 の 試薬瓶 を入れて 脱気 した．

　 2 ） ヒ ス チ ジ ン標準液の 調製

　L一ヒ ス チ ジ ン 〔特級）を1．　5．　516mg精秤 し，牛 理食塩水

100mL を 加 え 溶解 して 10 “

mo ］〆mL を調製 した．そ の 溶

液 を段階希釈 し て 5 × 10
−5
お よ び 1 × 10

−5mol ．
mL の ヒ

ス チ ジ ン 標準液 を 調製 した．

　 3） ヒ ス タ ミ ン 標準液の 調製

　ヒ ス タ．ミ ン ニ 塩 酸 塩 を 18．407mg精 秤 し，生 理 食塩 水

をメ ス フ ラ ス コ に 入 れ 全量10mL と し て 10
−

”
mol 〆mL を

調製 した．こ の 溶液を段階希釈 し て 1 × 10 ／o
，10u お

よ び10
−L’

mol 、　mL の ヒ ス タ ミ ン標準液 を調製 した ．

　 4 ） ヒ ス チ ジ ン 銅注射液試料の 調製

　 ヒ ス チ ジ ン 銅注射液は，マ イク ロ ピペ ッ トを用 い て 0．1

mL 遠 沈管 に 採取 し，メ ス フ ラ ス コ で 全 量 10mL と し 十

分 攪 拌 した．

　 5）HPLC の 測定法

　測定条件 は，試料注 入 量10μL，溶離液 の 流速0．5mL〆

mln ，蛍光検 出 器 の 励起波長 340nm お よ び 蛍光波長450

11m に 設定 した．試料 は ，1検体 に つ き3 回繰 り返 し測

定し，その 平均値 を採用 した．また，試料 は ろ 過 など の

特別な 処理 をせ ず に 使用 した，

2． 原子吸光光度計 に よ る溶液中の 銅濃度測定

　 1 ）銅標準液の 調製

　銅標準液 の 調製 に は，原子1及光分析用標準液銅 標準液

（Cu 　1000ppm）（ナ カ ラ イ テ ク ス   ）を用 い ，イオ ン 交換

水 に て段 階希釈 し て25，50お よ び 100ppbの 標準溶液 を

調製 した ．
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　 2）試料 の 調 製

　ヒ ス チ ジ ン 銅 注射溶液100μL を メ ス フ ラ ス コ に 採取

し
，

イ オ ン 交換 水 を 加 え全量 100mL と し た．そ の 溶液

か ら 4mL と り，イオ ン 交換水 を加 え メ ス フ ラ ス コ を用

い て 全 量20mL した．

　 3） ヒ ス チ ジ ン 銅 注射液中の 銅濃度測定法

　試料注 人 量：2飯L ，波長324．8nm に 設定 し，キ ュ ベ ッ

トは チ ュ
ーブ を使用 して 検量 線お よ び 試料 を 1検体 に つ

き 3 回繰 り返 し測 定 し，そ の 平 均 値 を採 用 した．

3．　 ヒス チジン 銅注射液の 経時的 pH 変動測定

　試料溶液 は ，5 ℃ に 設 定 し た 冷蔵庫 〔MPR −1010R（ 

r 洋電ee））内 で 冷所保存 し，
　 pH 測定時 は 溶液 の 温 度 が

23・一・・25℃ に な っ て か ら測定 した．

4．　目視に よ る沈 殿物 お よ び 浮遊物の 確認

　 シ ャ
ー

レ 内 で冷所保存して あ る ヒ ス チ ジ ン 銅溶液 の 1

週間毎 の 変化を日視 に て観察 し，写 真 に て 記録 した．

統 計 処 理

　HPLC に よ る ヒ ス チ ジ ン お よ び ヒ ス タ ミ ン 含有量，原

了
・
吸 光光 度計 に よ る 注射液中の 銅濃度 の デ

ータ は，．・
元

配置分析 （ANOVA ）を行 っ た 後，　 Dunnettを 用 い て 解析

した ．

結 果

1． HPLC に よ る ヒ ス チ ジ ン お よ び ヒス タ ミン 含有量 の

検討

　HPLC の 検量線 の 1自：線［生は，相 関係数 r；0．9999で あ っ

た ．また ，検 出 限 界 は ユ× 10
−i2moVmL

で あ っ た．

　Fig．1 に ，
ヒ ス チ ジ ン お よ び ヒ ス タ ミ ン の 標準液中 に

〉
∈

400350300250200150
His

HA

Fig．1．

0 5　 　 　 　 10　 　 　 　 15

　 　 Time（min ）

20

ヒ ス チ ジ ン お よ び ヒ ス タ ミ ン 標準 液 の 保 持

時 間お よび ピー
ク 高 さ

濃 度 （mol 　 lnL ＞；L一ヒ ス チ ジ ン （His）：5 ×

10
−1’ ヒ ス タ ミ ン 〔HA ）：5 × 10

−lu 保 持時

間 （min ）；His：12．74　HA ：15．17
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お ける ク ロ マ トグ ラ ム を示 した．Fig，2 に，調製直後 か

ら56 「1目 まで の ヒ ス チ ジ ン お よ び ヒ ス タ ミ ン の 経時的な

残存率 お よび 生 成量 の 変化 に つ い て 示 した．

　HPLC に よ る ヒ ス チ ジ ン お よ び ヒ ス タ ミ ン 含有量の 検

討で は，調 製 1白：後 か ら28日 目 まで は ヒ ス チ ジ ン 濃度 に 有

意 な 変化 は な か っ た．しか し，56目 目で は90．4％ まで 残

存率 が 低下 して お り，調 製直後と比 して ヒ ス チ ジ ン の 有

意 な低 ド（P ＜ O．05）が 認 め ら れ た．　
・
方，ヒ ス タ ミ ン

は
， 調製直後 か ら 56口 目の い ず れ に お い て も検出 され な

か っ た．

2．原 子 吸 光 光 度 計 に よ る水溶液中の 銅濃度の 検討

　 原
．
子吸 光 光度計 に よ る水溶液中の 銅濃度 の 検討 で は，

調製直後 か ら28目 目 まで は銅 含有量 に 大 きな差 は認 め ら

れ な か っ た ．しか し，56口 目で は，89．　7％ ま で 銅 の 平均

含有量 が低下 して い た が，測 定値 の バ ラ ツ キが 大 きく有

意 な差 は認 め ら れ なか っ た （Fig．3 ）．

3． ヒ ス チ ジ ン銅 の経時的 pH 変動 の 検討

　 ヒ ス チ ジ ン 銅 の pH は，調製 7 日日以 降か ら徐 々 に 酸

性側 に 移行 し56目 目 に は pH7 ．17を示 した （Fig．4 ）．

0．4

EO
．25

。．。一 ト

0 14　 　28day 56

Hg ．2．　 HPLC に お け る ヒ ス チ ジ ン お よび ヒ ス タ ミ

　 　 　 ン 濃 度変 化

　　　L一ヒ ス チ ジ ン （His）　ヒ ス タ ミ ン （HA ）　
＊P

　 　 　 〈 0，05vs．　day　O

300

A280E8260

一

繧 240

220

　 　 　 0　　　7　　 14　　 28 　　　　　　　　　　 56

　　　　　　　　　　　day

Fig．3．原 子 吸光 度 計 に よ る ヒ ス チ ジ ン 銅 注 射 溶 液

　 　 　 中の 銅 濃 度変 化
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Fig．4，ヒ ス チ ジ ン 銅注 射 液 の pH 変 化

56

4．　 目視 に よ る沈殿 お よび浮遊物の検討

　目視 に よる沈殿 お よび浮遊物 の 検討で は，調製直後か

ら28日 目 まで は変化が 認め ら れ な か っ た ．しか し，42日

目か ら細 か な浮遊物 が 認め られ ， その 浮遊物 は観察期間

56日 日まで 徐 々 に増加 し，注射液全体 の 色調 を変化 させ

た （Fig．5 ）．

考 察

　 メ ン ケ ス 病 は，食物中 の 銅 の 吸収や 運 搬 に障害が あ

り，そ の結果，銅 が 欠乏 して 色が 薄 く折 れ や す い 毛髪 に

な る の が 特徴 で ある，重症型 の 場 合，運動機能 や 知能 の

発達 に 遅 れ が み ら れ ，髪 の 色 が 薄 く青白い 顔色 に な る ．

その 原因 は遺伝 に よ る先天性疾患で ，治療 に は銅 の 補充

療法 が有効 と考 え られ て い る．

　 ヒ ス チ ジ ン 銅 は，酢酸銅 あ る い は EDTA 一銅 と比 べ て

非経 口投与 に お い て 脳へ の取 り込 み が 最 も優れ て い る と

報告さ れ て い る
”ll．一．．

般 的 に ヒ ス チ ジン 銅 は，毎 日 あ る

い は 1週 間 に 2 〜3 回， 1 回 に 200〜1000
μg の 範囲 で 投

与され る
51．

　HPLC に よ る ヒ ス チジ ン お よ び ヒ ス タ ミ ン 含有量 の 検

討で は ，調製直後か ら28 日 目まで は ヒ ス チ ジ ン 濃度 に有

意な変化 は なか っ た が ，56日目で は90．4％ ま で残存率 が

低下 して お り，調製直後と比 して ヒ ス チ ジ ン の有意 な低

下 （P ＜ 0．05）が 認 め られ た（Fig．2）．そ の
一

方で，ヒ ス

タ ミ ン は，調製直後か ら56日 目 の い ずれ に お い て も検 出

され なか っ た．こ の こ と よ り， 28日 を超える と徐 々 に ヒ

ス チ ジ ン 含量が低下 して い くこ とが 示唆 され た が，56日

目 まで の 検討 で は
，

ヒ ス タ ミ ン を含有 しな か っ た こ とか

ら，28冂目以 降 に 徐 々 に低下 した ヒ ス チ ジ ン は ヒ ス タ ミ

ン に変化 して い な い こ とが 示唆 され た．今回，含有量 が

低下 した分 の ヒ ス チ ジ ン が，ヒ ス タ ミ ン で な く何 に変 化

した か は 現在 に と こ ろ 不明 で あ る．こ れ につ い て は ，今

後詳細 に検討す る予定で ある．

　 原 子 吸 光光度計 に よ る 水溶液中の 銅濃度の 検討で は ，

調製直後 か ら28冂 目 まで は銅含有量 に 大 き な差 は認 め ら

れなかっ た．しかし，56日目で は，89，7％ ま で 銅含有量

が 低下 し て い た が，測定値 の バ ラ ツ キ が 大 きく有意な 差

は認 め られ な か っ た （Fig，3 ）．ま た，目視 に よ る沈殿 お

day　O

day　28

蠹

day　14

　day 　42

（浮遊物十）

誌

Fig．5．目視 に よ る ヒ ス チ ジ ン 銅注射溶液の 変化

　　　○ 印 ：浮遊 物

螽蘇

day　21

　 day　56

（浮 遊 物 十 十 ）
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韜

塾

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japanese Society of Pharmaceutical Health Care and Sciences

NII-Electronic Library Service

Japanese 　Sooiety 　of 　Pharmaoeutioal 　Health 　Care 　and 　Soienoes

医療薬学 Vol ．　32，No ．　ll（2006） 1137

よ び浮遊物 の 検討で は，調 製直後か ら28日 目 まで は変化

が 認め ら れ な か っ た ．しか し，42 日目 か ら浮 遊 物 が 認 め

られ ， その 浮遊物 は 観察期間56日 H まで 徐々 に増 加 した

（Fig．5 ）．こ の こ と よ り，銅濃度が低 下 し，　 pH が 経時

的 に 減少 した 原因は
， 水溶液巾の 銅 と水酸化 ナ トリ ウ ム

が 反応 して ，水酸化銅 が 生 成 され た た め と考えられ る．

事実，目視 に よ る水溶液 の 変化 の 検討 で は，42 口目か ら

浮 遊 物 が 確認 され た，

　 ヒ ス チ ジ ン の 残存率，水溶液中の 銅濃度，pH 変化 お

よ び 目視 に よ る水溶液 中 の 沈殿 ・浮 遊 物 の 結果 よ り，ヒ

ス チ ジ ン 銅 の 使 用 期限 は 調 製後 冷 所 保 存 で 1 カ 月 に 設 定

す る こ とが 望 ま しい こ とが 示唆 され た ，

　
．一
方，投与 された 後 の ヒ ス チ ジ ン の 代謝経路 と して，

ヒ ス チ ジ ン は，血 液脳関 門 を通過 して 脳内 で ヒ ス タ ミ ン

に 変化する こ とは周知の 事実 で あり，
こ れ に よ り脳内 ヒ

ス タ ミ ン 量 が 増加す る こ と に よ る ス トレ ス 障害な どが起

こ る
7｝
．
II∫能性 も示唆 さ れ る．現在，メ ン ケ ス 病 に お け る

脳 内 の ヒ ス タ ミ ン の turnover に 関 す る報 告 が な い こ と か

ら，今後 は投与した ヒ ス チ ジ ン銅 の 脳 内 にお け る ヒ ス タ

ミ ン へ の 変化量を測定す る こ とに よ り，体重あた りの 換

算 で 投与 さ れ る ヒ ス チ ジ ン銅投 与量 に対す る 脳内 ヒ ス タ

ミ ン 生 成量 を 明確 に した い ．

引 用 文 献

1） Z ，Tumer ，　M ．L 　Birk，　N ，　Horn，　Screening　of 　383　 unre −

　 ］ated 　patients　affected　with 　Menkes　disease　and 　finding

　 of 　57　gross　deleLions　in　ATP7A ，　Hum ．　Mutat ．，22，457
−

　 464 （2QO3）．

2） B ．J．　Kirodian，　NJ ．　Gogtay，　V，P．　Udani，　N ，A ．　Kshirsa−

　 gar，　Treatment 　 of 　Menkes 　Disease　with 　Paエenteral 　Cop−

　 per　Histidine，　Indian　Pediatrics，39，183−185 （2002）．
3） H 本病院薬剤師会編，

“
病院薬局製剤　第 5 版

”
，薬

　 事日報社，東京，2003，　p，57．
4） 酒井 正 博， ヒ野 芳男，安生 紗枝 了

・
，巾村 幹夫，加 藤

　 尚之，ヒ ス チ ジ ン 銅注射液の 安定性，病院薬学，20，
　 55−60 （1994）．

5） A ．Bamea ．　B ．M ．　Katz，　Uptake　of　67　Copper　complexed

　 to　3H−histidine　by　brain　hypo−thalalnic　slices ，　Evidence

　 that　dissociation　of 　the　complex 　Ln　not 　the　only 　factor

　 detcrniining　67　Copper　uptake ，　J．　Inθ rg．　Biochetn．，40，
　 81−93　（1990）．
6） S．G ．　Kaler ，　Menkes 　disease，　Av　Pediatr．，41，263

−304

　 （1994）．

7） 谷内 彦 ，岡村信行，倉増敦朗，中枢 ヒ ス タ ミ ン 神

　 経の 解剖 と そ の 機能，ア レ ル ギー・
免疫，12，264−

　 269 （2005）．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


