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LC／MS ／MS による ヒ ト血漿中の ワル フ ァ リン と

その代謝物の 同時定量 と光学異性体の分割定量
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　Warfarin　is　thc　only 　oral 　aniticoagulalit 　used 　in　the 　preventi〔m 　of 　thromboembollsm 　in ∫apa 冂 ．　Thc　anticoagulant 　cffcct 　of

warfarin 　is　 monitored 　by 　analysis 　of 　the 　prethrombLn 　 complcx 〔lntemational　Normalised　Ratio，　INR ），　but　in　 some 　cases ，
measurement 　of 　plasma 　warfarin 　concentrations 　is　necessary ．

　We 　developed　simple 　and 　sensjtjve 　LC ／

「
MS 〆MS 　methods 　for山is　p し叩 ose 　ind 、validated 　it　through 　assay 　of 　four　warfari 且l

monohydroxy 】atcd 　Inetabolites 　and 　warfa エin　enantiomers 　in　human 　p］asma ，　Preparatbn 　of 　san 〕ples　from　O，05　mL 　of 　p［asma

involved　 simple 　protein　precipitation　 using 　h｝
・drochlorjc　acid 〆acetonitrile ．　Analytes　remained 　 stable 　during　sample 　process −

ing　 and 　 storage ．　Chromatographic　 separation 　 was 　 conducted 　using 　 a　 chiral （CHIROBIOTIC 　V ） column 　 and 　 an 　 achiral

（Symmetry　Shield　RP 田 ）colum11 ，　No 　significavlt 　interference　from 　human 　plasma 　components 　was 　obscrvcd ．　Assay 　lincarity

was 　demonstrated　for　all　anialytes 　 widl 　the　LC，・，MS ，，
「MS 　 system 　over 　the 　calibration 　 r細 ge　2　to　50011g「∫mL ．　The 　jlltra−day

and 　inter−day　assay 　precisions　expre ∬ ed 　as　coel
’ficientg．　of 　variatjon 　（C ，V ，）for　thc　qual正ty　control 　samples 　（4，40　and 　400

ng ，　mL ）were 　 not 　more 　than　9．0％．　In　conclusk ｝n，　this　system 　was 　considered 　 to　be　reliable 　enough 　for由 e　evaluation 　of

phalmacokinetic　profiles　in　pl．annod 　clinical 　studies ，
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緒 言

　Warfarin（以 下 ，　 WF と略す ）は古 くか ら世 界中で 使用 さ

れ ，今日 に 至 っ て も多くの 医師 に 心 筋梗 塞 症，脳梗塞

症、静脈血栓症，肺塞栓症 お よび緩徐 に進行す る脳 血 栓

症 と い っ た 血 栓塞栓症 の 壬防 ・治療薬 と して 頻 用 さ れ て

い る薬物で あ る
’
：1．

　WF の 薬物療法に お い て は INR な ど の 血 液凝 固能検 査

値 に よ るモ ニ タ リ ン グ が必須で あり，目標とす る 血 液凝

固能検査値の 至適範囲内で も維持量 が 異なる ．また ，抗

凝固作用 は個人差 が 大 きく，同
一一

の 1［LL液凝 岡能検査値 の

至 適範囲内 に維持す る た め に は，個人 に よ っ て IO倍 以

上 の 投 与量 格 差 が あ り，投 与 量 の 設 定 が 非 常 に 困 難 で あ

＊
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る とい わ れ て い る 1・2〕．その 原因は WF の Phalmacokinetics

（以 下 ，PK と略す），
　 Pharmacedynumjcs〔以 下 ，

　PD と略す）

に 関．’j’す る 遺伝子変異，食物中の ビ タ ミ ン K の 摂取，

併用薬 との 薬物相 互作用，服用 に 1祭 して の コ ン プ ラ イ ア

ン ス 不 良 等が 考え られ て い る
1　コ）．

　 WF は 主 と して 肝細 胞の 粗 面 小 胞体 に存在す る チ トク

ロ
ー

ム P450 酵素（CYP ）系に よ り酸化 さ れ て不 活性 な 水

酸化化合物 に代 謝 さ れ る
4｝
（Fig．1）．日本 で

．
市販 さ れ て い

る 経 ［ 用 WF は S −warfarin （以 下 ，　 S −WF と 略 す）と R −

warfarin （以 「
・．，　 R −WF と略す）の 2 つ の 光学異性体 の ラ セ

ミ体〔1 ： 1）と し て 臨床で 使用 さ れ て い る ．抗凝 固 作用 は

S−WF が R−WF に 対 して 3〜5 倍 の 強 さ を有す る
5〕．投与

後 に は S−WF は 主 に CYP 　2　C　9 に よ り7−hydroxywarfarin

（以下 ，7−OH −WF と略す ）に 代謝 さ れ，　 R −WF は CYP 　I　A

2 お よ び CYP 　3　A　4 に よ りそ れ ぞ れ 6−hydroxywart’arin （以

下，6−OH −WF と略 す），8−hydr〔，xywarfa 【
・in（以 下，8−OH −

WF と略 す）お よ び 10−hydroxywarfarin（以 下 ，10−OH −WF

と略す〉に 代謝 さ れ る
i）．　

・
方，近 年 の 遺伝 子 多型 の 研 究

の 進歩 に 伴 い ，薬物の 代謝
．
能 の 違 い や 反応性 に ，WF の

薬理 活性 の 高い S−WF の 代謝酵素 CYP2C9 お よ び WF

の 作用 点 で あ る ビ タ ミ ン K エ ポ キ シ ド レ ダ ク ターゼ

（VKORC 　l）の 2 つ の 酵素の 遺伝子多型 が 関与 して い る こ

とが 明 らか に な っ て きた
fi−W．

　WF の 血漿中濃度測定 は ，服用 して も臨床的な効果が

得 られ な い コ ン トロ ー
ル 不良例 の 原因究明 ， 薬物相 互 作

用 の 検討，また 薬物動態の 検討 の 際 に 必要 と な る り．

　著者ら は 1999年に ヒ ト血 清 お よ び 血 清 限外ろ 過 液 中

の WF 未 変 化 体 の HPLC に よ る 測 定 法 を報 告 した
1°〕．今

図 ，
WF の 肝代謝酵素 CYP 　2 　C 　9 の 遺伝子多型 の 影響 で

PK に 変動 が 予測 され る S−WF お よ び CYP 　2　C 　9 の 代 謝

産物 で あ る 7−OH −WF に 着 目 し，少量 の 試料 で WF の 代

謝 物 お よ び 光 学異 性 体 を 簡 便 に 測 定 で き る 方 法 を 検 討

し，本報告 に 至 っ た、

　本報 で は，少量 の ヒ ト血漿試料 （0，05mL ）か ら簡便 な

除蛋 白前処理 法 を経 て WF ラ セ ミ 体 と 4 つ の 代謝物（6−

OH −WF ，7−OH −WF ，8−OH −WF ，】0−OH −WF ）を 同時 に 定

量 す る方 法 お よ び，WF 光 学 異 性 体 を分 離定量 す る 2 つ

7−OH 　 →

6−OH 　 →

8−OH

　 OH10

−OH

尋
→ CH2COCH3

震Aswunerric 　Carbon

Fig．1．　 Structuro　of 　Wmfarin ，6−，7−，8−，　and

　　　 正0−hydroxywarfarin．

医療薬学 Vol．34，No ．3〔2008）

の 方法 に つ い て 検討 した．その 結果，良好な分析条件 を

確立 し
， 定量法 の 信頼性 を確保 し た の で 報告す る ，

方 法

1． 試薬

　 WF ，6−OH −WF ，7−OH −WF ，8−OH −WF ，10−OH −WF （Si−

gma −Aldrich　Corp．）は そ れ ぞ れ エ タ ノ
ー

ル に て 溶解 し 100

μg／mL と し た 後，5 種 類 の 溶液 を 混合 し さ ら に エ タ

ノ
ー

ル で 希釈 して ラ セ ミ体お よび代謝物測定 に おける 検

量線用 また は 既知濃度試料用標準添加液 と した．同様 に

R −WF ，　 S−WF （Sigma−Aldrich　Corp．）は そ れ ぞ れ エ タ ノ
ー

ル に て 溶解 し 100μg〆mL と した 後，2 種類 の 溶液 を混合

しさ らに エ タ ノ
ー

ル で 希釈し，．光学異性体測定に お ける

検 量 線 用 また は既 知 濃 度 試 料 用 標 準 添 加 液 と した．内標

準物質と して使用 した p−chtorowarfarin （以 下，　 Cl−WF と

略す，Sigma−Aldrich　CQrp．）e・よエ タ ノ
ー

ル に て 溶解 し 500

ng
〆
mL と した ．蒸留水，ア セ トニ ト リル お よ び メ タ ノ

ー

ル は HPLC 用 を 用 い ，1　molfL 塩酸 は容量分析用 を用 い

た，ヒ ト血 漿 は 男女 そ れ ぞ れ 3 名計 6 名分 の 自 人．血漿

（（株）口本 生物材料セ ン タO お よ び 男性 6 名分 の 日本 人

．血 漿（ボ ラ ン テ ィ ア よ り採血 ）を用 い た．

2，測定装置および条件

　1）LC 〆MS 〆MS 装置

　LC 〆MS 〆MS 装置 に は Agilent　l　lOO−system （Agilent　 Tec−

hno［ogies 　Inの お よ び ト リ プ ル 四 重極 型質量 分 析 装 置

4000QTRAP （AB 〆MDS 　 Scicx）を用 い た ．　 Ms ／Ms 条件 自

動最適化 お よ び デ
ー

タ 処 理 ソ フ トは Analyst　ver ．　L4 ．1

（AB 〆MDS 　Sciex）を用 い た．

　2）LC 条件

　  ラ セ ミ体 WF お よ び代 謝 物 測 走 にお け る LC 条 件

　分 析 カ ラ ム ；Symmetry　 Shield　 RP ，、，2．1× ISO・mm ，

3，5μ m （Waters 　 Corp ．），移動相 ；A ： 1〔｝mmol 〆L 酢酸 ア ン

モ ニ ウ ム ，B ：メ タ ノ
ー

ル，グ ラ ジ ェ ン ト 0．00→2．00

rn
’in ；A／B ＝65f

’
35（250／∠L，　min ），2．00→ 5．00　min ：At

’
B −．

65　
，

，
　3．　5→40、〆60 （250，uL ／min ），5．00→10．00　min ：A ！B 諞

40 〆60 （250 ，uL ，・”min ），10、Ol→13．00 　min ：A ／B π65、〆35（300

μ
L／min ），カ ラ ム 温度 ；50℃ ，

オートサ ン プ ラ 注 人 量： ；

5μL

　  WF 光学異性体測定に お け る LC 条件

　分 析 カ ラ ム ；CHIROBIOTIC 　V ，4．6× 250　mm ，5μ
m

（Advanced 　Separation　Techno 】ogies ［nc ．），
ガードカ ラ ム ：

ULTRON 　ES −OVM ．G ，10× 4．O　mm 〔Shinwa　 Chemical ［n−

dustries，　Ltd，），移動相 ；メ タ ノ
ー

ル AOmmoVL 酢酸 ア

ン モ ニ ウ ム （pH　5．0）（40 ！60，　 v ／v ）500μL ！min ，カ ラ ム 温

度 ；50℃，オ
ー

トサ ン プラ 注入 量：；20μL

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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　 3）MS 〆MS 条件

　 MS
．
MS 装 置 に は トリ プ ル 凹 重 極型 質量分析装置 4000

QTRAP （AB ，・iMDS 　 sciex）を用 い ，負 イ オ ン 検 出 タ
ーボ イ

オ ン．ス プ レー法に よ り測定 を行 っ た．ス キ ャ ン モ
ードは

Multiple　 rcaction 　 monitorin8 （MRM ）モ
ードと した．ラ セ

ミ体 WF お よ び 代謝物 測 定法，　 WF 光 学 異 性 体 測 定法 そ

れ ぞ れ の MS
「
MS 条件 に つ い て プ リカ

ー
サ ーイ オ ン の検

出，プ ロ ダ ク トイ オ ン の 選定，測定 パ ラ メ
ー

タ の 最適化

を行 っ た．イ オ ン 化電 圧 は 一4S．　OO　V ，プ ロ
ー

ブ 温度 は

700℃ に 設定 した．Table　1 に ラ セ ミ 体測定 ， 光学 異性

体測定に お け るモ ニ タ リ ン グ条件 を示す，

　4）試料 の 前処理 法

　血 漿試料 0．05mL に 内 標準溶 液（Cl−WF 　500　ng ／mL ）を

0．Ol　mL 添加 した 後，ア セ トニ ト リ ル 0．2　mL を加 え，

さ ら に 1　inol ．，／L 塩
．
酸 0，01　 mL を加 え 30秒 間攪拌 し た 後

に 遠 心 分離（20，000× g，
4℃，IO 分）し た． 卜清を採 り 1 

nlmol ／L 酢酸 ア ン モ ニ ウ ム を 0．8　mL 加え，　 LC／MS ’MS

注入 試料 と した．

　 5）分 析 法 バ リデ
ー

シ ョ ン

　 ラ セ ミ体，光学異 性体 そ れ ぞ れ の 測定法 に お い て ，選

択 i生，マ トリ ッ ク ス 効果 ，キ ャ リーオ ーバ ー
の 影響，回

収率，検量線 の 直線性，日内 再 現 性 ，II差．肖二現 性，希 釈

に よ る影響 ，
血 漿 中の 安定性，凍結 融解 に よ る 影響，

オートサ ン プ ラ 中の 安定性 に つ い て 検討 した，バ リデ
ー

シ ョ ン は FDA ガ イ ダ ン ス 「Guidancc　 for　 indusn7v：

Bioanalytical　 Method　 ValidationlL）
」を 参 考 に 行 っ た．

なお，検量線 パ ラ メ ータ等の 解析 は，データ処理 ソ フ ト

Analyst お よ びマ イ ク ロ ソ フ ↑・エ ク セ ル を用 い て 行 っ

た．

結果 と考察

1．選 択性

　 ラ セ ミ体測定 に お い て
， 薬物無添加試料 （ブ ラ ン ク 試

料）で は WF ，6−OH −WF ，7−OH −WF ，8−OH −WF ，10−OH −

WF お よ び Cl−WF に位 置 す る 生 体試 料 由来 の 妨 害 ピー
ク

は認 め られなか っ た．また，光学異性体測定 に お い て，

R −WF ，　 S−WF ，　 R −Cl−WF お よ び S−C 【−WF に位 置 す る生 体

試料由来 の 妨害 ピー
ク は 認め られ な か っ た．Fig．2 に ラ

セ ミ体 WF とそ の 代謝物お よ び Ct−WF を添加 した血漿

か ら得 ら れ た MRM ク ロ マ トグ ラ ム を 示 し た ，ま た，

Fig．3 に R−WF ，　 S−WF お よ び Cl−WF を添加 した 血 漿 か
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30020000
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O
　

メ
＝の⊆
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　 　 門
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T
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「
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Fig．2．　 Rcpresentalive 　MRM 　Chromatograms　 of

　　　 Typ孟cal　Spiked　P［asma 　Sample　at　2　ng 〆lnL

　 　 　 of 　Warfcu・in．
　　　 （A ），

6−hydroxywarl’arin （B），7−hydroxywarfa−

　　　 rin （B），8−hydroxywarfar重n 〔B）and 　10−hydro−

　　　 xywarfarin （C ），　 and 　 at　 100　ng ／mL 　of ρ
一

　 　 　 chlorowarfarin （D ）．

Table　l．　 MRM 　ParameLers　f（〕r　the　Dctection　of 　Analytes．

Prccurso［・ior1］
’roduct 　icm　 Dwell 　timじ　　 DP

WF
（η泣 ）　　　 規 を ）

30T　　 　　 161
〔msec ）　　　（V）

300　 　　 　−60

P

り

SE

ゴ

一
〜〔

E

り

ぐ

〔

8

・’
、

2

6−WF −OH
アーWF −C）H8
−“．．「F−QH

323 26S 300 一60 一7 26

10−WF −OHC1
−WF

323 250 300300 一5S　 　　 −．7
60　　 　 −7

．．26
341 161 一26

R−WFS
−WF 307 161 500 ．60 一8 一28

R−Cl−WFS
＿C1−“’ト1341

ユ61 500 一60 一7 26

DP ，　declustering　potential；EP，　entrancepotential ；CE ，　col ［ision　energy
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一Eleotronio 　Library 　



Japanese Society of Pharmaceutical Health Care and Sciences

NII-Electronic Library Service

Japanese 　Sooiety 　of 　Pharmaoeutioal 　Health 　Care 　and 　Soienoes

284 医療薬学 Vol．34，　No ．3（2008）

1500

1000

61離〉脚融

oo5

B」
1

　

34

　

8

もo
ユ

O
　、
》
セの⊆
Φ一
三

1．Oe4
S−Cl−WF

R−Gl−WF

ン ク試料 の WF お よ び 代謝物 の 保持時間 に検出 さ れ る

ピー
ク に つ い て ，定量

．．
卜
．
限 濃 度 試 料 の ピー

ク の 面 積 値 に

対 し 20％ 以 上 の ピー
ク が 認 め られ な い こ と，また Cl−

WF の 保持時 間 に検 出さ れ る ピー
ク につ い て ，添加試料

の ピー
ク の 面 積値 に 対 し 5％ 以．．ヒの ピー

ク が 認め ら れ な

い こ と を確認 し，キ ャ リ
ーオーバ ー

の 影響 は ほ とん ど な

い と判断 した．なお，判断基準 は Guidance　for　industry：

Bioana］ytical　Method　Validationの 選 択性お よび定量 限 界

の 基 準 を参考 に した．

0　　　　2　　　　4　　　　 5　　　　8　　　　10　　　 12　　　 14　　　　16　　　18

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Time，　 mln

Fig．3．　 Representative　MRM 　Chromatograms　of 　Typi−

　　　 cal　Spiked　Plasma　Sample　 at　2　ng ／mL 　 of 　R −

　　　 and 　S−warfarin （A ），　 and 　 at　I　OO　ng 〆mL 　 or 　p −

　　　 chlorowarfarin （B ）．

4． 回収率

　 回 収率 は 既 知濃度試料 と，ブ ラ ン ク 血漿 を 前処 理 し た

試料 に既知濃度試料 と同等の 標準溶液 を添加 した 試料 と

を 比較 して 算出 し た（n
＝3）．そ の 結果，WF と その 代謝

物 お よ び 光学 異 性体（4，40，400ng ／mL ，　 Cl−WF は 900

ngt
”

mL ）に お い て ，97．6〜【18，6％（CV 値 ：O．3〜6．8％ 〉で

あ っ た．

ら得 られ た MRM ク ロ マ トグ ラ ム を示 した ，

2． マ トリッ クス 効果

　除蛋白 に よ る 前処理 試料 は，MS 〆MS 装置で イ オ ン 化

す る 過程 で マ トリ ッ ク ス 効果 を受けや す い こ とが 懸念 さ

れ た，そ の た め，6 名 の 日本人 ブ ラ ン ク．血漿 と 6 名 の 自

人 ブ ラ ン ク血 漿 を用 い て マ 1・リ ッ ク ス 効 果 お よ び 人 種 の

違 い に よ る 影響 に つ い て 検討 した ．

　 凵本人お よび 白人各 6 名の ブ ラ ン ク 血 漿に 血 漿中濃度

が 定量 1・
．
限濃度 2ng

’
mL お よ び 定 量 ．L限濃度 500　ng 〆

mL とな る よ う に 試 料 を 調 製 し，そ れ ぞ れ の 濃 度 に お け

る真度，精 度へ の 個体差 に よ る影響 につ い て検討 した．

検量線 に は 白人プ
ー

ル 血漿を用 い た，そ の 結果，人種差

お よ び個体差 は 認め ら れ ず，真度，精度 と も に 良好 な結

果 が 得 ら れ た 〔Tab 且e　2），

5， 検量線

　血漿 中濃度力｛ 2
，　5，　10

，　20 ，　50，　100
，　250，　500ng 〆

mL の 試料 に つ い て ［
．
1を 変 え て n ＝1 で 5 日 間調製 し，

検量線 を作成 した，検量 線 の 直線性 の パ ラ メ
ータ と して

相関係数 を算出 した（Table　3）．ま た，得 ら れ た 回帰式 に

よ り各濃度 の 真 度 お よび精 度 を 求め た と こ ろ 良好 な結果

が 得 られ た （Table　4）．

Table　3．　 Coefficient　of 　Corre塁ation （n
≡5），

cocfncient 　of　correlation

3． キ ャ リーオーバーの 影響

　定量 ヒ限濃度試料 を測 定後，続 い て ブ ラ ン ク 試料 を 測

定す る と い う
一

連の 分析 を 5 回繰 り返 し行 っ た．各 ブ ラ

WF6

−OH −WF7
−OH −WF8
−OH −WFlO
−OH −WF

＞0，9976
＞ 0．9981
＞0．9980

＞0．9974

＞0，9971

R−WFS
−WF

＞ 0，9951
＞0．9964

Table　2．　 Matrix　Effect（nニ6）．

Japanese Caucasian

2ng 〆mL 500ng ！mL 2 　ngtmL 500ng ／mL

Ac じuracy （％）　 CV （％）　　Accuracy（％）　CV （％）　　Accuraoy（％）　 CV 〔％ ）　　 Accuracy（％）　CV （％）

　 WF6
−OH −WF7
−OH −WF8
−OH −WFlO
．OH −WF

ll（，．ol14
．511L5112

．599
、O

4．23
、36
、85
．23
．1

97．2104
．6108
．693
、291
．8

4．14
．93
．23
、78
．2

105．Q92
．OlOO
．592
．5102
．0

5．47
．28
．67
．54
．σ

Io8．2105
、0100
．2102
．094
、6

4．43
．62
．23
．935

R−WFS
−WF

96．594
．0

7．47
．0

96．294
．O

8255 98．5101
．5

7733 96．695
．8

2142
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Tabte　4．　 Accuracy　and 　Prccision　of　Ca】ibration　Standards（n＝5），

Added 　cenccntratL σ n （ng ．．．．
．
mL
．
）

2
一
） 10 20 50 100 250 50〔1

WF

6−OH −WF

7−On −“厂1．1

8−OH −Wl ．1

10−OH −WF

Accurac＞・（％l

CV（％）

ACOμrac
ン
「
（％）

cv （％：〕

Accuracy （％ ）

CV 〔％）

iNccuracy〔％）

CV （％ ）

Accuracy 〔％）

CV （％ ）

104．91
．5103

．11
．6102

．3L7
．

．
102．21
．り

103．lL
．6

91．23
．292

、92
．8

94．43
．6

96、36
．1

9292

．6

102、12
．0

且02．62
． 

73304

100．54
．91

〔｝2．72
．7

99．13
．44

　

1LO21

3　

9．
991

99．94
．61

〔｝〔）．5L9

758　

19

2　
【．’

992

99．34
．1

OO

／

O
ら〕
1

［00．70
．6

Ie2．61
．8102

、81
．1

6　

130
「乙

432031

44］｛1

ド1

103．93
．2

102．04
、5102

．84
．9

103．06
．2

O、⊃Ol5
．
6

101、44
．4

98．71
．．9

97．82
．4

98．44
．3

96．65
．2

R−WF

S−WF

Accuracy 〔ツ句

CV （％）

Accuracy〔！．句
CV （％）

1〔，2．72
．8

102．33
．4

93．46
．3

94．．17
．0

101．、32
．9

FO3．03
．4

且Ol．S2
．9

4勹」011

loo．81
．3

100．Oo
．9

100．33
．8

10i．43
．3

101、呂
1．4

100、21
．9

2　

9．
0
尸
）

99．05
．1

6．既 知 濃度試料 に お け る真度，精度

　 「虹漿 中 の 定
．
量 下 限 濃度試料お よ び 定量 範囲内の 既知 の

3濃 度水準（4，40，400　ngfmL ）に お け る 日内再現性，口

差再 現 性 に つ い て検討 した．そ の 結果，真．度，精度 と も

に 良
．
好な結果が 得 られ た〔Tab 且e　5）．

Z　 希釈 に よ る影響

　血 漿中に 定 量．．L限以 上 の 濃度 に な る よ うに 調製 し た 試

料 〔4000ng 〆mL ）を 10倍希釈 した後 に 真度 お よ び 精．度 を

求め る こ と に よ り，希釈 に よ る 影響を検討 した．その 結

果，真．度，精
．
度 と もに 良好 な結果が 得 られ た 〔Table　5）．

8． 安定性

　血 漿 に 4 お よ び 400　ngfmL と な る よ うに ラ セ ミ体WF

と そ の 代謝物を 添加 した 試料，また 別 に
．
R−WF ，　 S−

．
WF

を添加 した試料 につ い て，各条件下 に保存 し残存率を求

め た．その 結果，凍結融解 を 5 回繰 り返 した 後 の 残存率

はい ず れ の 化合物 に お い て も安定で あり，90．8％ 以 上 で

Tab］e　5．　 Intra− and 　hnter−assay 　Accuracy 　and 　Precision，　 alld 　Intra−day

　　　　 Dilution　Integrity．

2n9．．．．mL ． 4ng ．・．．m ［． 4011ど．．．
．
rnL 400n9 ．．mL 400

’
ng ．．．．mL

Accuraじy〔％〕　CV 〔％ ｝　 Accu1．aじy（匸阿，｝　CV 〔ワ｛F）　 Accuracy （Yo）　C
．．．：V 〔％）　　Accuracy 〔％）　C ＞〔％）　　Accurac

》
．
（％）　 CV（％）

lntra−assa｝
’〔n＝5，5−batGh）

　 　 　 “
．「F

　 　 　 6−OH ．W 下

　 　 　 7−OH．wF
　 　 　 8−OH ．“T
　 　 　 lO．OH ．“T

［nLe瓦．−assa ＞
．．（5　d艮yS、　n ＝25）

　 　 　 WF

　 　 　 6−Oi．1．“厂F

　 　 　 7−OII．WF
　 　 　 8−OH −W．F
　 　 　 10・OII・WF

101．O．10呂．0　　　2．4−6．0
96．O．1］2．0　　1、8−LO．6
93．5・113．5　　 3．1−7．9
95．5．110．0 　　6．0．14．1
9C．．O・104．D　　 1．8・6．0

1〔）5．0104
．0105
．5100
．5100
．O

4．49
．39
．61e
．55
．4

97、3．ヒ08．O　　 l．9．4．2
101、3．L1］．3　　　2．2．E．ア
94．S．［06．9　　　3．7．7．8
95、O．107、5　　 4．L．9．0
94、3．LO2、0　　 2．9．5．9

］e3、3105
．SlOO
．510．
1．098
．3

9719

．
5

457

’
74

9L3−109．5　　　2．44 ．0　　　　96．8−［05．5　　　0．6．3．S
102．3．to6．8　　　2．6．4．4
96．3．10S．」　　 1、3．4．7
10L．0．107．5　　　2．3．3．S
93．5．IO呂．8　　 1．2．3．7

103．8104
．0102
．3104
．5101
．0

7．0354

．73
．65
．4

93．5−io7．8　　　L6．5．0
91、5．iLO、0　　 2．O．4．0
94．5．［03．8　　　1．9．6、1
91．5．95．0　　 1．8．6．5

99．598
．897
．398
、893
．8

19

．
663

4」
⊃

744

10s．59
呂、e

且OD．5
％ ．it
）s．5

661431232

マ．．

InLra−assay〔n＝5，5−ba匸ch 〕
　 　 　 R．“．下　　　　　　　　　95．5．105．5　　 4、7．7．O
　 　 　 S．“．「F　　　　　　　　　95．5．11E．」　　 2．9．8．5

Inter−assa ン
．
（5　d〔．しyS、　n ＝25）

　 　 　 R．WI．．
　 　 　 S−WF

101．Ole4
．5367S

97．3．且03．0　　 2．6．5．．9　　　 95．5・IO5．8　　 2．．S・5．6　　　94．3凵102．8　　 0．8・3．8
99、8−1〔レ5．Q　　 O、9−5、9 　　　9S．5−106．5　　 3．1．3、8　　　95．0．］04．5　　 0．7．3．6

99．5tO2
．i4743

99．5101
．542

．
コ

4

806899

．
フ一
344

「，
呂

2499 4
「，

52

a Samples　at　400  nglmL 　wcrc 　diluted　10−fbld　“・ith　blank　plasma　prior　to　analysis ．
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あ っ た，室温 2 ］，i問保存 で は，すべ て の 化合物 が 安定で

あ り，残存率 は 97 ．5 ％ 以 b で あ っ た ，長 期 凍結（ 15℃

以 下 ）保存 で は 10−OH −WF を除 い て 6 カ 月問安 定 で あ

り，残 存率 は 90．6 ％ 以 L で あ っ た．10−OH −WF は 3 カ

月間安定 で あ り， 残存率 は tOl．9％ 以 上 で あ っ た．ま た
，

血 漿試料 を前処理 した 試料 を オー 1・サ ン プ ラ 中 で 96 時

間保存 した 時，すべ て の 化合物 で 安定 で あ り残存率 は

93．2％ 以 上 で あ っ た（Table　6）．

9， 従来法 との 比較

　本法 は 前処 理 法 の 簡便 さ，血 漿 使 用 量 〔0，05mL ），感

度（定量限 界 2ng ゐnL ）， 同時 に 多 くの 情報 が 得 ら れ る 点

か ら，従来法 よ り優れ て い る と考え られ る．こ れ まで 血

漿，尿 ま た は肝 ミ ク ロ ゾーム 中の ラ セ ミ体 WF と代謝物

の 同 時定 量 法 と し て ，HPLC 法
fi・12：1

や LC ／MS ，　 LC 〆MS ！

MS を用 い た 方法
13−’i〕が 報告 され て い る．血 漿中濃度測

定 に お け る試料 の 前処 理 は有機溶媒に よる抽出 あ る い は

固 相抽 出 等 の 煩 雑 な 操 作 を 必 要 と し，回 収 率 は 約 70〜

100％ で あ っ た．こ れ ら の 測定法 は 「［1L漿 lmL ほ どを使

用す る た め，臨床薬物動態試験等の 経時採 1［ILに おけ る被

験者 の 負担 は 大 きい ，定量 下 限濃度 は WF ラ セ ミ体 と し

て 十数
〜

数十 ngi
’
mL で あ り，感度 は必ず し も高 くない ．

　
・
方，血 漿 中 の WF 光学異 性体 の 分離定 量 法 と して は

HPLC 法
1’6』16・Ll！／お よ び Lα MS ／MS 法

ls・1’）〕が報告さ れ て い

る ．い ず れ の 方法 も前処理法 と して 有機溶媒 に よ る 抽 出

が 用 い られ，圓収率は 約 80〜100％ で あっ た．定量 卜
．
限

濃度 は検 出 器 と而漿 量 に よ り さ ま ざ ま で あ り，O．1−− O．25

mL の 血 漿 か ら抽 出 した 場 合 は，　 HPLC ，　 LC 〆MS ／MS に

関 わ ら ず十 数 一百 ng ／mL で あ っ た ．　 LC 〆MS ！MS 法 を 用

い た 定量 下 1垠濃度が lng ，・’mL の 高感度分析 の 報 告 もあ

る が 血 漿 1mL を 必要 と す る ．最 近 で は Lc ！MS 〆Ms を

川 い ，簡便 な除 蛋白 に よ る前処理 法で ［ill漿 0．25　mL と比

較的少 な い 試料 で の 測定 も報告
7）され て い る が，定 量 下

限 濃度 は 125ng 〆mL で あ り，必ず し も高感度で は な い ．

　　　　　　　　　　　 医 療 薬 学 Vo ］．　34，　No．3〔2008 ）

また，光学異性体 と WF ラ セ ミ体と4 つ の 代謝物 の 測定

を 同 時 に検討 した 方法 も報告墜 れ て い る が，有機溶媒

に よ る 前処理 を経 て HPLC 法 で 測定 し，定量 ド限 は 数

十 ng ，

”
inL ，回収率 は未変化体が約 60％，代謝物 は 約 40 〜

90 ％ で あ っ た，光学異性休 とラ セ ミ体の 同時検討 に LCt／

MS ／
”MS を用い た 方法 の 報告 は こ れまで ない ．

io． 測 定範囲 の 設定

　健康 成 人 に WF を lmg 投与 した 際の 薬物動態 を検 討

した 嶋 瀬 ら の 報：
・i°）に よ る と，投与後約 30 分 で 最 高 r！［L

漿 中 ラ セ ミ体 濃 度 （約 ］50　ng ／

’
mL ）に 達 し，投

1
丿
・後 の 最 終

測定 ポ イ ン トで あ る 96 時 間後 の 血 漿中濃度 は 約 20　ngi
’

mL で あっ た．　 King らの 報告
Zl’

に よる と，2mg ，5mg ，

10mg 投与 した 際 の l！ll．中半減期 は そ れ ぞ れ 71，47，41

時間で あ り，投 与量 に よ っ て
’
卜減期 が 異 な っ て い た．

ま た，光学異性体 の 動態パ ラ メ
ータ は S−WF と R−WF で

異 な り，S−WF の 半減期 は R−WF よ り短い こ と，血漿中

の 存在 比 率 （S〆R）は CYP の 遺 伝 子 多 型 な ど の 影響 に よ り

O．37− L25 の 範 囲 で 異な る こ とが 知 られ て い る
1・22．21〕．こ

れ ら の 報告か ら，動態パ ラ メ
ー

タ を算出す る た め に 必要

な定量範囲 を 検討 し，さ ら に 個体差 を考慮 した 結果，

WF 未変化体 の 定量下限濃度 は ラ セ ミ 体 と して 約 5ng〆

mL ，光 学 異 性体 は 2−−3ng 、　mL とす る こ と に よ ｝1，投

与量 1〜2mg （成 人 の
一

般 的投与量 1・92 −一・6mgfday ）に お

い て も ト分 に 薬物動態 パ ラ メ
ー

タ を検討で きる と考え
，

ラ セ ミ体，光学異性体 と もに 定量下限濃度 は 2ng ！mL

に設定 した．定量 上 限 濃度 は検量 線 の 直線性 にお ける基

準 値 を満 足 す る 範 囲 で 設 定 し，　SOO　ng 〆mL と した．・
方 ，

正NR を 至 適範囲 内 に コ ン ト ロ
ー

ル した 患者（日本 人 ）に お

け る ラ セ ミ体血漿中濃度 は，投与量 1− 4mg 〆day にお い

て 約 400−’　1700 　ngf
’
mL との 報告 が ある

2‘1，した が っ て ，

治療 中 の 血 漿濃度測定 の 際は ラ セ ミ体濃度 が 定量 上 限 を

超 え る場合 が 予 測 さ れ る が ，本法 は 500　ng ／mL を超 え

る 試料 に つ い て ，IO倍希釈 に よ る 真度，精度 へ の 影響

Table　6．　 S1ability　of　Spiked　Plasma 　Samples　at　4　and 　400 　ng 〆mL

Rcsidual　ra 匸e （％）

WF6 −OH −WF 　 　 7−OH −Wl1　 8−OH −Wl，　 10−OH −WF 　 　 R−WF S−WF

　 Freeze　and 　thaw
’t

　 　 　 （5−oyole ）　　　　　　　　　99．5−99．7

　 　 Sho1寸一terma
（48hr 　a［roGm 　temperature ） 100、5−lD8、5

　　 L ・ 1・9−terrn
’z

（31nonths　bolo、v −15UC）　　106．6−t〔〕8．8
（6inonths　below −150C）　　　 98．0−98．4

　 P ・ ・レP ・・p ・rativeb

　 　 （96hrat　looC）　　　　　 100．3−lO2．6

104．8−108．9　　　95．〔｝−10LI 　　 lO4．9−［05．8　　　90．8−101．6　　　　92．8−94．6　　　94．0−101、0

104、3−109．4　　　98　1−104．（］　　1〔〕O．5−110．0　　　　9呂，呂一99．7　　　　9呂．3−F）8．5　　　 97．5−99．5

100．0−105．8　　　96．7−105．4　　　　96．7−98．7　　101．9−103、7　　　92．9−103．6　　　88、0−100、7
90．6−94 ．／3　　　 91 ．5−98 、9　　　95、8−103、8　　　　92．6−83．6　　1〔〕9．3−1tO．0　　10D．5−105．0

lDO．O−10D3　　100．O−103、0　　1Dl．3−1D［．6　　　99．5−99、7　　　93．2−99．O　　IOO、7−102、0

ab 35＝
；
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が な い こ と を検 証済 で あ る．ま た，Locatelli らの 報告
6〕

に よ る と WF 治療中（6 カ 月 以 上 ）で INR を 2，0〜35 に 保

持（投 与 量 ：0，75〜20mg ）し た 場 合 の 代 謝物 の 投 与 後

12・一一一16時 間の 平均．血 漿中濃度（n
＝204）は，7−OH −WF が

154．2± 73．1ng〆mL で あ り全 例 中 52％ で 確 認 さ れ た．

また，10−OH −WF は 145，9± 85．5　ng 、　mL で あ り 19％ で 確

認 され た．6−OH −WF お よび 8−OH −WF は Locatelliらの 方

法 に お ける 定量 限 界 （25　ng 〆
’
mL ）で 定量可 能で あ っ た 例 は

2−一・396 に す ぎな い が ，6−OH −WF は 17 ％ で 検 出 さ れ て

い た．こ れ らの 報告 よ り，代謝物 の 定量範囲は未変化体

と 同濃度 の 設定 で 問題 な い と判断 し，2〜500　ng 　 mL と

して 検 討 した．

11．　ま とめ と今後の 課 題 （臨床 へ の 応用 ｝

　今 回，WF と CYP 　2　C　9 お よ び VKORC 　1の 遺伝 子 多

型 の PK ，　 PD へ の 影響 に 関 す る 臨床試験 の 実施計画を

考慮 し，本定量法 を確 立 した．本法 は，ヒ ト血 漿中の ラ

セ ミ体 WF お よ び代謝
．
物濃度 の 同時測定法，光学異性体

分割定量法 と して ，2〜500　ng ．，’mL の 濃度範囲 に お ける

分析法バ リデ ーシ ョ ン の 検討項 目（選択性，マ ト リ ッ ク

ス 効果 ，キ ャ リーオーバ ーの 影響 ，回収 率，検量 線 の 直

線性，日内再現 性，冂差再現性，希釈 に よ る影響，安定

性）に お い て 良好な結果 を得 た．

　本法は，使用す る 血漿試料量が 0．05mL と非常 に少 な

く， 除蛋白法 に よ る 舸処 理 で 非常 に 簡便 か つ ほ ぼ 100 ％

回収 され る方法 で あ る．臨床試験 に お ける PK 解析 の た

め の 1fl1．漿中濃度測定法 と し て 十分活用 で き る方法 で あ

る．また，　 何 の 前 処 理 で 得 た 分 析 試 料 は
．
試料 調 製 後 96

時問以 内で あれ ば代謝
．
物 を含 む WF ラ セ ．ミ体 と光学異性

体 の 2 つ の LCfMS 、iMS 測定系 で 活用 で き，少量 の ．血 漿

試料 か ら
．．．・

度 の 前処 理 操作 で 多 くの 情報が 得 られ る ．今

後 は 大 量 の 試 料 を短 時 間 に 処 理 す る た め の 方 法 と して ，

96−well 川 の filterを用 い て 蛋白変性 試料をろ 過 す る こ と

に よ り除蛋rh操作を簡便 にす る 手法 や，さ らに 自動分注

装置 を用 い た 除蛋自操作 へ の 応用 も 口1
．
能 で ある ，ま た，

本法は LCIMS 〆MS 法で ある た め，高い 特異性 が 確保 さ

れ て い る と思 わ れ る が，WF の 併 用 薬 お よ び そ の 代謝
．
物

に 対す る 特異性 は未検討 で ある た め，今後 の 課題 と して

あ げる 必 要が あ る，

　 WF 投与後 の 体内動態 に お い て，薬理活性の 高 い S−WF

は主 と して CYP 　2　C 　9 に よ っ て 代謝 され る た め，　 CYP 　2

C9 の 遺伝 ∫
・
変 異 に よ り S−WF の 代 謝 が 影 響 を受 け る．

CYP 　2　C　9 変 異型 の 頻度 は 凵 本 人 で は 約 4 ％ で
，
　 S −WF

の 代謝能は 野生 型 に 対 して ，変異型 の ヘ テ ロ 型の 場合で

は ド3，変異 型 の ホ モ 型 で は レ 10程度 に 低 ドす る と の

報 告 が あ る
2b
’
，．主 な 薬 理 活 性 体 で あ る S−WF 血 中濃 度 の

個人差 は，結 果 として 1［ll．液凝 固 能へ の反 応性 に違い をも

た らす こ とが 想定 され，WF の 測定 に お い て は，　 S−WF
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と R ．WF を分離定量 し，　 S−WF の 濃 度推移 を 把 握す る こ

とが 重 要で あ る と考 え る，ま た，CYP 　2　C　9 遺伝 子 多型

は S−WF の 代謝経路 に 関与 す る こ と か ら，　 S−WF の 主代
．
謝物で あ る 7−OH −WF にお い て も薬物動態 の 変動が予想

され る．一
方 ，R −WF は CYP 　l　A　2 に よ り 6−OH −WF と 8−

OH −WF ，　 CYP 　3　A 　4 に よ り 10−OH −WF に 代謝 され
， 複数

の CYP が 関与す る，　 R−WF の 動態 パ ラ メ
ータ を 評価 す

る だ け で な く，代謝
．
物 そ れ ぞ れ の 動態パ ラ メ

ータ を in

vivo で 確認する こ と は，薬物相．互 作用 を考察 す る上 で 参

考 に な る．

　今後，WF と遣伝子多型 に 関す る 臨床試験 に お い て ，

遺 伝 子 変 異 に よ る PK の 変 動，ま た は PD へ の 影響 を知

る こ とは，WF 療法の 課題 で あ る投与量 お よ び 血液凝固

能 反 応性 の 個 人 差 の 要因解明 に 進展 を もた らす と考 え

る．そ して 将来，WF 治療 に お ける 適切 な 導入期投与 量

の 設定へ とつ なが る 1「∫能性が あ る ．
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