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高速液体 ク ロ マ トゲラ フ 法に よる

　　血漿 中テオ フ ィ リン の 測定

長 谷川高朋 ，中埜 末春 ， 須原清治

名古 屋 大 学 医 学 部付属病院薬剤部
＊1

Determination 　 of 　 Plasma 　 Theophylline　Leyel

by　High ・Pressure　Liquid　Chromatography

TAKAAKI 　HAsEGAwA ，　 SuEHARu 　NAKANo ，　 KIYoHARu 　SuHARA

　　　　　　　　Pharmacy 　of　1　agoya 　University　Hospital＊1 A

　In　order 　tQ　monitor 　the　plasllla　theophylline　leveL　in　asthmatic 　patients 　given　aminQphy −
lline　 i・t・av … u ・1y・ヒh・ ・ffi・ i… y ・f　high−P ・ess ・・ e　liq・ld ・h・・ m ・t・9 ・ aphy 　i・ m ・a ・ u ・i・g　th・

blood　level　was 　examined ．　 This　method 　requires 　only 　200 μl　of 　serum 　or 　plasma 　sample ．
It　 also 　produces　satisfactory 　 reg．　ults 　in　view 　of 　the　lineality　of　the　standard 　curve ，　preci−
sion 　 and 　analytical 　 recovery 　within 　a　therapeutic 　Ievel．　In　the　 clinical 　 application ，　an　am −
pule　of　Neophyllin （Eisai） was 　injected　illto　all　 asthmatic 　patient 　intravenously，　The　blood
level　of　theophylline　 was 　about 　 15．6 μg〆ml 　 immediately　 after 　tlle　injection　 and 　 decreased
tD　a　ha1日 evel 　af ヒer 　one 　hour．　The　half−1［fe　thereafter 　was 　about 　8　hours，

　テ オ フ ィ リ ン は急性 ・ 慢性知 守支攣縮 の 疾患 に 気管支

拡 張剤と し て 広く用い られ，そ の 効果は 広 く認め られ て

い る と こ ろ で あるが ，一
方，テ オ フ ィ リ ン の 静脈投 与 で

は 種々 の 鬲1作用 が 発 現す る こ と もよ く知 られ て い る．一・

般 に ，テ オ フ ィ リン の 治療有効濃度 は 約 10Stgflleで t巨）

り ，
20 μg／nLO を超え る場合に は様々 な 副作用 が発現す る

と い わ れ て い る
1・2・3）．

　テ ォ フ ィ リ ン の 臨床効果 は 投 与・量 で は な く，そ の 1血中

濃度に 左右 され る の で ， 有効か つ 安全な治療を行うた め

に は ，そ の 血 中濃度を 系適 範闘内に 保持す る よ う投与

羲，投与問隔，投 与時 閣 を 調節 し，監視す る 必 要が あ

り
， そ の た め に は 血中 テ オ フ ィ リ ン 濃度 を迅 速か つ 止 確

に 測 定で きる こ とが 必 要で ある ．

　従来，テ オ フ ’t リ ン の 1血清 また は lll！漿申濃度 を測ンこす

る方法と して，分光光度法
レ 6〕，ガ A ク ロ

．
マ トグ ラ フ 法

7・s ’

に よ る 方法が 羅告 さ れ て お り，i1PLC に 関 して も若 1：

の 報告が ある
9・IC．〕．今回 著者 らは，腸息 治療の た め K

院中の 患者 に つ い て 血漿中 テ オ フ ィ リ ン 濃度を ， 高速液

体 ク ロ ”
’

トグ ラ フ 法 （以 下 HPLC と略 ） を用 い て 測定

　
t［
t「

名古屋 市昭和区鶴舞町 65；65，Tsururnaicho
，

　　 Showa −ku，　 Nageya ，466　Jupan

す る方法を検討 した．

実　験 　方 　法

　1．HPLC の 装置および測定条件

　使用機器 一口本分光 FLC −350
，

カ ラ ム ：JASCOPA −

CK 　CV−01−500，検出器 ： 紫外部吸 光光度計 （日 本分光

UVIDEC −100型），設定波長 ：278nm ，積彡｝計 ：島津 ITG

−4A ，記録計 ：OHKURA 　 DESK 　RECORDER ，　移動相

：0．01MCH3COONa （Pm　 6，3），流墨二：O．3tnElmin，温、

度 ： 22°

　2．定量法

　2．1．試験溶液

　 血漿 200 μ1 をピ ベ
ッ ト （New 　Excel　Tripette　50一皿）

を 用 い て ，ふ た 付ポ リ エ チ レ ン 製試験管に 入 れ ，メ タ ノ

ー
ル 500　i．・1 を 同型 ピベ ッ トを用い て ljllえ，1分間振 と う

し 1こ後，10，000rpm で 1 分間遠心 して，蚤白を 沈殿 さ

せ た 上 清を試 験溶液 と した．

　2．2．標準溶液

　新鮮凍結人血漿 （H赤）200i，1 ｝こっ ぎ結晶オ フ ィ リ ン

（和 光） の メ タ ノ ー
ル 溶 液 （4　i・gfml） 500　1・1 を 加 え て ，

以 卜試験溶液 と同様な 操fiit’＝ よ っ て 得た上清を標準溶液

角
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と した．

　2．3，測定操作

　標準溶液 お よ び 試験溶液 を そ れぞれ 10 μ1 シ リ ソ ジ

（ハミ ル トγ 　701）を用い て ，
5 μ1 を カ ラ ム に 注入 し，

検出器 の out 　put を記録計 お よび 積分計 に 導き，チ ャ

ー
トを記 録 す る と と もに ピ ー

ク の 電 圧 変化 を積分 した値

お よび保持時問 （カ ラ ム 注入か らピー
ク の 変曲点まで の

時間） を 印刷 さ せ た ．試験溶液の 示す数種 の ピ ー
ク の う

ち テ オ フ ィ リ ソ と同 保持時間 の もの を テ オ フ ィ リ ン と し

て ，積分値か らそ の 量 を計算した．

表 1 ．新鮮凍結人血 漿 に 添 加 した

　 　 　 テ オ フ ィ リ ソ の 定 量 値

μ91mE510203040ピ ーク 積 分 値 　 n ・・5

3073055204106165160328212940

2，4。患者血 漿採取法

　当院第2 内科 に 入 院 して ア ミ ノ フ ィ リ ン 治療を受けて

い る気管支喘息患者で ，他薬を服用 して い な い 患者4 名

を対象と し た．こ れ らの 患者に は採血 前 日 よ りキ サ ソ チ

ン 類を 含有す る飲食物の 摂取を 禁 じた．ア ミ ノ フ ィ リ ン

注射液 1ア ン プル （10皿 E 中 ア ミ ノ フ ィ リ ン を 250  含

有 ；ネ ォ フ ィ リ ン 注，エ ーザ イ）は 約 10分間か け て ゆ つ

くりと左腕 に 静注し右腕 よ り採血 した．静注前，静注直

後，15，30 分後お よび 1，2，4 ，8時間後 の 血液をヘ パ

リン 含有真空採血管で と り分離 し た 血漿を試料 とし た ．

結果および考察

　1，定 量精度お よ び回収率

　1．1．検量線の 直線性

　 テ オ フ ィ リ ン とし て 1，2 ，4 ，6，8 μg を ク ロ ロ ホ ル

ム 溶液 と し，ふ た 付試験管 に 分 注 し蒸発乾固後，新鮮凍

結人血漿 200pl を 添加 し て ， 以下定量法に 従 っ て 操作

して得 た値 は 表 1 に 示すとお りで ，こ の 値と濃度の 関係

は 図 1 の よ うに 直線性を 示 し た ．

　 1．2．定 量精
’
度

　前項 1．1 ．の 方法 に 準じ ， テ オ フ ィ リ ソ を 6 ，15，

30　F，g！mE に な る よ うに 添加 した 血清 また は 血漿を 用 い ，

繰り返 し 10回ずつ 操作 し て 定量精度 を検討 した結果 ，表
2 に 示 す よ うに ，それ ぞれ 10回 の 測定値間の CV （Co −−

efficient 　 of 　Variation）値は，添加 量 6ag！m £　trこお い て

は O．5％，15 μg／mE で は 1。5％，30　ltg！mE で は 1．8β6以

内で 定量精度は 良好で あ っ た ．

表 2 ．高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ 法 に

　　　よ る テ オ フ ィ リ γ の 定量 精度
丶、
　 ＼

　 ＼、 6　s・91m9＼、
＼

），Jgm
　X （x　103）
SD （xlos ）

　 CV （％）

710
．20

，32

血 漿

680
．30
．41

15μ9！mE

血 清 「血 漿

168　　172
2．4　　2．3
1．40　　1，31

30μ9！mE

血 清　 血 漿

3275

．41

．64

3405

，81

．70

t

A

（ψ
O飼
X）
魍｝
余
賦降
ヘ

ー

2

の

  1D　　　　　　　　20　　　　　　　　30　　　　　　　　40

　 血漿中 テ 才 フ ィ リン 濃度 ／：Stg／mE）

図 1 ．テ オ フ ィ リ ソ の 検量線

　 1．　3．　回期又率

　5〜40 ”g！ma に 相当す る テ オ フ ィ リソ をすで に 含有 し

て い る血 清 お よび血漿 に 対 して ， 5，
10　”g の テ オ フ ィ リ

ソ を添加 した ときの 回 収率を 求め た 結果，5，10pg！m2 含

有の 血清に 対 して 5 μg お よび 10ag を 添加 した と きの 回

収率は表 3 に示す よ うに ， 平均す る とそれ ぞれ 99，4 ％

お よび 100．5％ で あ っ た．また，血漿の 場合は そ れぞれ

れ 99．2％ お よび 99．1％ で あ っ た ．一方，20，40 μg／m2

含有の 血清に 対して 5　”gお よ び 10陪 を添加 した ときの 回

収率 は ，平均す る とそ れぞれ 98．4％ お よび 99．1％ で あ

り，血 漿 の 場 合は そ れぞれ 97．6％ お よ び 96．9％ で あっ

た ，すなわ ち，20，40　Ag ／mE 含有の 血 清お よ び 血漿の 場

合の 回収率が 5 ，10　ag！mE 含有の 場合の そ れ よ り も低い

値 を示 し た ．ま た ，テ オ フ ィ リソ 総量 が一
般 に 治療量 と

い わ れ る lo“g！me 前後の 濃度で は 極め て 良好 な回収率で

あっ た，
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表 3 ．標 準添加 法 に ょ る テ オ フ ィ リン の 回 収率

テ オフ
’
イ リ ン 添加量

5μ9 10μ9

理 論 値 　計．算値
回収 率
（％ ）

理 論値 　計算値

　　　一
回 収率
〔％ ）

柔
ヲ

呈
含

有
血

清

麺
／

o！塁

5．OlO

．020

．040

，0

10．0　　 9，9

15．0　　14．9

25，Q　　 24，4

45．0　　 44．5

99．299

．697

．898

．9

15．0　　 15．2

2D．0　 　 19．9

30．0　 　 29．6

50．0　 　 49．7

101．499

，698

．899

．3

x ＝ 98．9 99．8

ζ
耳
3
含
有
血

漿
屍

愈

5．OlO

．020

．040

．0

10．0　　 9．9

15．D　　 14．9

25．0　　 24．5

45．0　　 43．8

99』

99．497

．897

．4

15．  　　14．8

20．0　　19．8

30．0　 　 29．0

50．0　　 48．5

98．999

．396

．896

．9

x ＝ 98．4 97．9

　2．患者 血 漿中 テオフ ィ リン 量

　ア ミ ノ フ ィ リ ン 静 注 後の 患者の 血 中 テ オ フ ィ リ ン 濃度

は，試料の 都合上血漿中に つ い て の み 測定した ．その 結

果全例とも静注直後に 最高値 （15．6 土 0．69μg！nf） を示

し ，
15分後

’
1L7 ± 1．77F，g／m2

，
30 分後 9．6土 1．09μg ／mE ，

1 時間後 8．1土 1．4ga9！m2 ，2 時間後 5．8土0．　COa9／観 ，

4 時間後 5．7 土 o．　49　yg／m2 ，8時間後 3．6 土 o．60　pg／mg

で あ っ た （表 4）．そ の 減衰パ タ ーン をみ る と ， 不完全

な が ら二 相性を示 し，静注直後の濃度に対 し 1時間で 約

％の 濃度 に 減衰 した が，そ の 後の 減衰曲線 は 半減時間約

8 時間で あっ た （図 2 ）．

表 4 ．思 者 血 漿 申 テ ナ フ ィ リ ソ の 濃 度 （喀 加の

症例 旨
硬 写

　　　直後

時 間

15分

1234 16．6　　13．5

15．8　E12 ．6
　 　 115
．414

，7

Xl15 ．6

SD 旨 0．69
　 　 1

8．812

．011

．71

．77

・・分 ・劇・賄 塒 間

10，89

．37

，910
．29

，61

，09

10．38

．76

，96

，6 ．

8，1

5．4　　5．3
5．gI5 ．7
　 　 16
．4　 　6．5

5．515 ．3
　 　 1

1，49
亅

　 　 「

5．8　 5．7

0．40　　0．49

8 時聞

3．43

．14

．63

．23

，60

。60

A

（μ9／m £）

15

ユ0

O ％ ％　 1 2　　　　　　　　 4

　　 静注 投 与後 の 時間

8hrs

蝋

図 2 ．経時的血漿中テ オ フ ィ リ ン 濃度
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結 論

　著者 らの 検討 し た HPLC を 用い る 血中の テ オ フ ィ リ

ソ 濃度測定法 は ，200μ1 の 試料を用 い て 微量 の テ オ フ ィ

リ ン を 簡単 な操作で か つ 迅 速 に 定量で きる こ とが判明 し

た．通常の 治療有効濃度範囲 に お い て ，検量線は 直線性

を示 す と と もに，定量精度，回 収率 も良好で あ り，こ れ

を実際に 慢性 気管支喘息患者 の テ オ フ ィ リ ン の 血漿中濃

度の 測定に 応用す る こ とが で ぎた ．今後，さ ら に 他薬併

用治療 の 場合 また は 投与法 の 異な っ た場合の 血中 テ オ フ

ィ リ ソ 濃度の 検討を 試み たい と考 え て い る．

　なお ， 本研究は 名古屋大学医学部第2 内科よ り依頼さ

れ ，患者 の 承諾 と 医師 の 協力に よ っ て行 っ た もの で あ

る 。
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Halogen　free　corticosteroid

健保適用

囗コイF O リー ム
軟 　 膏 　II，

一般名　酪酸 ヒ ドロコ ルチソン

　　：t／’°H
　 CH 、
　 　 　

一匿『
（，’C ・CHt ・CH ：・CH ｝

、　　　 占

Hydr∩corti 〜one 　bu宦yratt ，　Lo じo竈d

特 長 x 化 学 桶 這 ”tコに ハ コ ゲ ン （「，Ol） を 含 ま な い が ・強 い 胃所 「当炎 1冨 1く’：持 つ

　 　 　 　 X 経 表 皮 鍛 収 「こ よ る 皮 僊 貯 留 性 に す ぐ れ
一
⊂い る

　　　　 剛乍羂 発 現後 は 遺 か に 生 理物質 と …まぼ 司様の｛弋謝経覊 を と る

　　　　 k 尋常性乾癬、掌菰濃 疱症 な ど の 難 治 いil皮 膚 疾 患 に も 効 果 冫ゴ優 れ て い る

適応症　接触 1生皮膚炎 、 ア ト ピー
性皮膚炎（乳幼児湿疹 を 含 む ）、神経皮膚炎（ビダー

ル苔癬 を含む）、

　　　　 脂漏性湿疹 、 賃幣状湿疹 、 急性 お よび慢性湿疹、手 の 隻禽炎 （進行性指掌角皮症 、 その他の

　　　　 主婦湿 疹、手指 ・手 部 の 湿 疹 ）、痒 疹、尋 常 i」生乾 癬、掌 館濃瘻 症

包 装 ク 1丿一ム ・
軟灣 〔螫 竣 ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン 0 ．1％）

5g × 10丶　5g × 50丶　10gx10 丶　10gX50 丶　100g

＊ 用法 ・用量およ び 使用上の 注意等 に つ い て は現品添 付説 明 書 を お 読 み く だ さ い。

・・ こ誹勢
ブ゜カデス社 鑑   聽鷺 騰 繋
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