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　We 　evaluated 　two 　 assay ］皿 ethods 　to　determine　serum 　disopyramide　 concentrations 　in　 applica −

tion　 to　the　 practice　 of　 medicine ，　 The 　 methods 　 are 　 high−performance 　liquid　chromatography

（HPLC ） and 　enzyme 　immunoassay （EMIT ）．

　In　HPLC 　method 　 disopyramide　was 　 separated 　on 　a　reverse 　phase．　 The 　 degrees　of 　precision

in　HPLC 　method 　and 　EMIT 　method 　were 　less　 than 　5．2％ and 　5．7％ in　C．V．，　 respectively ．　Both

methods 　gave　 excellent 　 reproducibiliy 　 with 　C．V．：1ess　 than 　 5．7％ in　HPLC 　 method 　 and 　 5．5％
in　EMIT 　method ．　The 　recovery 　ratio　ranged 　from　98．　O　to　 100．7％ in　HPLC 　 method 　and 　from

102．1to 　103．8％ in　EM 【T　method ．　Disopyramide　concentrations 　in　sera 　of 　healthy　subjects 　a虱d

those　of 　patients　measured 　by　HPLC 　method 　correlated 　well 　with 　those 　by　 EMIT 　 method ．　We

conclude 　 both 且PLC 　 and 　 EMIT 　 methods 　 are 　suitable 　in　 the　routine 　 practice　of　 medicine 　for

measurement 　 of 　serum 　disopyramide 　concentrations ．

　Keyword8 − 一一disopyramide ；high−performacne 　liquid　 chromatography ； enzyme 　 irnmunoassay ；

serum 　 concentration ；monitoring 　therapy

緒 曹

抗不整脈薬 で ある ジ ソ ピ ラ ミ ドは ，．E室性お よび 心室

＊ 1・2 神 奈川 県 川 崎市 宮前 区管 生 2095 ； 2095，Sugao ，
　　Miyamae −ku，

　 Kawasaki −shi ，　 Kanagawa ，213

　　Japan
＊ 3　 東 京 都 大 田 区 大 森 西 6 丁 目11−1； 11−1， 0h 皿 ori −

　　 nishi 　6−chome ，　 Ohta−ku，　 Tokyo ，143　Japan

性の 不 整脈の 治療に広 く使用 され て い る．近年 ， 血中 ジ

ソ ピ ラ ミ ド濃度は ，治療効果 と よい 相関 が 認め られてお

り，2 − 5ug ！ml の 有効治療域内に 血 中ジ ソ ピ ラ ミ ド濃

度を維持す る よ うに 投与設計す る こ とが よい と され て い

る．1・2）

ま た，ジ ソ ピ ラ ミ ドの 生休 内 挙 動 は 複雑 で あ

り，3・勤 薬物動態値は 個体差が大き く，個 々 の 患者 で 血

中 ジ ソ ピラ ミ ド濃度を測定す る こ とが重要で あ る と指摘
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され て い る．fi・6）

　血 中 ジ ソ ピ ラ ミ ド 濃 度 測定 法は ，既 に ガ ス ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

（GLC ），7・8） 高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー

（HPLC ）・

9｝tt＞ お よび エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ （EIA）

が 報告 されて い る．しか し，わ が国で は 血中ジ ソ ピ ラ ミ

ド濃度測定法の 報告は ほ とん どな く，また ，
HPLC 法 と

EIA で あ る EMIT 法を 比較 した 報告は な い ．

　今 回．著者 らは ，ジ ソ ピ ラ ミ ド投与法 の 評価 と適正な

投 与 設 計を 行うた め ，臨床 の 場に 応用 で ぎる 血中ジ ソ

ピ ラ ミ ド濃度測定法の 確立 を 目的とし て ，HPLC 法と

EMIT 法 に よ る血 中 ジ ソ ピ ラ ミ ド濃度測定法の 検討を し

た の で 報告する．

輿　験 方 法

　 1． HPLC 法

　 1）　測定装置

　用 い た 測定装置 は ，TWINCLE 高速液体ク ロ マ トグ

ラ フ ，検 出 器 とし て 紫外部 吸光 光度計 （UVIDEC −100
皿）・記録計 （PC −228）お よび Finepac　SIL’Cis カ ラ ム

（内径 4．　6mm × 250mm ） よ り構成 されて い る．こ れら

の 装置 はすぺ て 日本分光社製で ある．

　 2） 試　薬

　試薬は液体ク ロ マ トグ ラ フ 用 ア セ ト ニ ト リ ル （和光純

薬） と リン 酸
一

カ リウ ム ，エチ ル エ
ー

テ ル ，炭酸ナ ト リ

ウ ム お よび硫酸 （和光純薬・特級）を用い た ．

　3） 測定操作

　 a ．血清試料の 前処置

　血清 0．5ml に 1M 炭酸ナ ト リ ウ ム 0．25m1 と エ チ ル

＝ ＝・・一テ ル 3ml を加 え 1分間 混和し ， 5 分間遠心 分 離

（3000rpm ）後 ， 水層を ドラ イア イ ス ア セ ト ン に て 凍結

さ せ た ．上 層 の エ チ ル ェ
ーテ ル を 分取 し，0．1N 硫酸

0．1ml を加え 1分間混和後 ， 5分間遠心分離 （3000　rpm ）

し て 下層 の 硫酸溶液 30μ1 を HPLC に 注入 した．

　 b ．分析条件

　 2N 硫酸で ab　3．0 に 調製した 0．03M リ ン 酸一力 ）

ウ ム 溶液62とア セ ト ニ ト リル 38の 割合 で 混合 し て 移動相

と して 用い ， 流量 2．Om1 ！min で 展開 した ． カ ラ ム 温度

は 40 °C に 設定 し，検出器の 波長 210nm に て分析した ，

　4） 測 定法 の 検討

　 a ．ク ロ マ ト グ ラ ム の 検討

　ジ ソ ピ ラ ミ ド標準品 （中外製薬）を 移動相 に 溶解 して

展開 し，ジ ソ ピ ラ ミ ドの ク 卩 マ トグ ラ ム を得た ．人 プ・・一

ル 血清に ジ ソ ピ ラ ミ ドを添加 して 抽出し ， 同一条件で展

開 して得た ク ロ マ トグ ラ ム の ピーク の保持時間 を ジ ソ ピ

ラ ミ ドク P マ トグ ラ ム と比較した ．

　 b ．検量線 の 検討

　 人 プ ール 血清に ジ ソ ピ ラ ミ ド標準品を添加 し，0．62−

4．75pg／ml の 異な る濃度 の 試料を調製し，こ れ らの 血清

抽 出液を HPLC に 注入 して 得た ク P マ トグ ラ ム の ピー

ク の 高さを 計測 して 検量線を作成 した ．

　 c ．精度お よび 再現性の 検討

　 ジ ソ ピ ラ ミ ド標準品を添加した血 清試料を くり返 し測

定して ，日内変動お よび 日間変動を検討 した．

　 d ．回収率の 検討

　 ジ ソ ピ ラ ミ ド標準品を一定量添加 した 既知濃度 の 血 清

試料 の 実測値よ り回収率を求め た ．

　 2． EMIT 法

　EMIT 法 では 薬物抗体と薬物 （抗原）との 結合反応に

あた っ て ，酵素を標識した 薬物と試料中の 薬物とを競合

させ た の ち ，抗原抗体反応に あずか らない 遊離の 標識抗

原の 酵素活 性 を 測定す る ，

　 1） 測定装置

　測定装置は ， 吸光光度計 Gilford　Stasar皿 （Gilford

Instrument　Labs．）　と コ ソ ピ ュ
ータ プ リ ン タ CP −5000

（Syva 社）お よび ピペ
ッ タ ダ イ リ ュ

ータ （Syva 社） よ

り構成 され てい る．CP−5000 は 濃度記 憶装置が 内蔵 さ

れ てお り， 検量線を 作成 す る こ とな く，検体の 濃度を プ

リ ソ トア ウ トす る こ とがで きる．

　2） 試薬お よび 測定方法

　試薬は Emit −cad キ ッ ト （Syva一第一
化学薬品）を用

い た ．Emit −cad キ ッ トは試薬 A （ジ ソ ピ ラ ミ ド抗体，

基質 ： グ ル コ ーx −−6 一リ ン 酸，補酵素 ：NAD ）と試薬B

（酵素標識 ジ ソ ピ ラ ミ ド）お よ び ジ ソ ピ ラ ミ ドキ ャ リブ

レ ータ よ り成 っ て い る．

　測定方法は キ ャ リ ブ レ ータ お よび検体 50F1を緩衝液
で 36 倍希釈 し，こ の 300μ1 に 試薬 A お よび試薬B を そ

れぞれ 50μ1，緩衝液で 6 倍希釈 して 加えて ，吸光光度計

に 吸入させ た ．

　3） 精度 ， 再現性お よ び回 収率の 検討

　 ジ ソ ピ ラ ミ ド標準品を添加 した血清試料をくり返 し測

定 して，日内変動お よ び 日間変動を検討した ．回収率の

検討に は ジ ソ ピ ラ ミ ド標準品 を一定量添加 した 血清試料

の 濃度値と実測値 を比較した ．

　3． HPLC 法 と 寧MIT 法 の比 較

　ジ ソ ピ ラ ミ ド投与健常志願 者 お よ び聖 マ リ ア ン ナ 医 科

大学病院 第 3 内科に 入 院 の ジ ソ ピ ラ ミ ド服用患者か ら得

た血 清試料83検体に つ い て，HPLC 法と EMIT 法 の 測

定値を比較 し た ．

　4． ジ ソ ピラ ミ ド臨床薬物動態の 検 討

　聖 マ リ ア ン ナ 医科大学病院第 3内科に 入 院 した ジ ソ ピ

｝

−tV
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ラ ミ ド服用 患者 4 名 の ジ ソ ピ ラ ミ ド動態値を解析 した ．

対象は ，男性 3 名，女性 1名 ， 年齢 は46− 71才，体重は

45− 58  で あ っ た （Table　1）．採 血 は 定常状態に 達した

投与直前 ， 投与後2 ，4 ，6 ， 8 時間の 4− 5 回 行 っ た ．

測 定値を Open 　One　CQmpartment　Model を 用 い て 解

析し，ジ ソ ピ ラ ミ ドの 動態値を求め た ．た だ しジ ソ ピ ラ

ミ ドの 吸 収率を 0．8 と した ．s｝

結

1． ク ロ マ トゲラ 厶

果

　ジ ソ ピ ラ ミ ド標準品を人 プ ール 血清に 添加 し抽出後，

展開 し て 得た ク ロ マ トグ ラ ム の ピーク の 保持時間は ，ジ

Table 　1．　 Profile　of　 Four　 Patients　Who 　Received　 Dlsopyramide 　Administration

Pa七ient Sex Age

（y 。o ．）

Body −Weight

　 （Kg）

Diag 　nosis

fi

K ．K

G ．M

s ．AS

．H

M

iト

F

62

68

厂

Q147

52

51

匚

ノ

只
V4

に
フ

1．Old　 Mエ
a ）

　　　 b ）2 ． MR
　　　 c ）
5．PVC1

． 　Old 　M工

2 ． PVGl

．PATd）

1 ・　Acute 　MI

2 。PVC

a ）　Myocardial 　Infarction ．

b） Xitral 　 Regurgitation 。

c ） Premature 　 Ventricular 　 Contraction 。

d）　Paroxy6rna ユ　Atrial 　TaChycardia ．

（ ・

ソ ピ ラ ミ ド標準 品 を 移動相に 溶解 し HPLC に 注入 し て

得た ク ロ マ トグ ラ ム の ピ ーク の 保持時聞 と・一致した ．ま

た ，血清成分 に よ る 防害 ピーク は 認 め ら れ な か っ た

（Fig．1）．

　2． 検 量線

　種々 濃度の ジ ソ ピ ラ ミ ド添 加 血清 よ り得た ク ロ マ トグ

ラ ム の ピーク の 高 さは ジ ソ ピ ラ ミ ド濃度と直線的な相関

を 示 し，回 帰式 Y ＝4．25X − O．07，相関係数 0，998 で あ

っ た （Fig．2），した が っ て 検量線と し て 用い うる と判 断

した ．

　3．精度お よび再 現 性

　HPLC 法 で は ，変動係数 （C ．V ．％ ）は 日内変動 2．2−

5．2％，日間変動 1．6− 6．3％ であっ た （Table　2）．

　EMIT 法 で は ，変動係数 （C．V，％）は 日 内変動 2．1−

5，7％，日間変動 4，2− 5．4％ で あ っ た （Table　3）．

　両測定法 とも，日内お よ び 日間変動係数が 6 ％以下 と

臨床応用に 十分な精度 と 再現性 を 有 して い る と 判断し

た ．

　 4， 回収率

　HPLC 法で は ，ジ ソ ピ ラ ミ ド濃度 0．98− 4．55μg！ml

宕
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と
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Fig．1，　Chromatograms 　of　a　Drug −free

　　　　 Serum （Left） and 　a 　Serum 　Containing

　　　　 2．38mcg！ml 　 of 　Disopyramide （Right）
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Fig．2．　 A 　Representative　Standard　Curve
　　　　 of　HPLC 　for　Disopyramide 　Assay

Fig．3．

er　Serum

　 　 　 2　　　　3　　　　4　　　　5 （mcg ’ml ）1

　 HP 」C　Assay

　Correlation　 of 　HPLC 　 and 　EMIT

　Assays　for　Determining 　Disopyramide

　Concentrations　in　Patients’Sera

の 異な る 濃度 で の 回 収率は 98．0− 100．7 ％ で あ っ た

（Table　4）．

EMIT 法で は ・ ジ ソ ピ ラ ミ 膿 度 0，75→ ．ooμ91m1
の 異な る 4 濃度 で の 回収 率 は 102．1− 103．8 ％であ っ た

（Table　5）．両 測定法と も回 収率は きわ め て 良好 で あ っ

た ．

　5・ HPLC 法 と EMIT 法の 相関

　ジ ソ ピ ラ ミ ド投与健常志願者お よび服用患者か ら得 た

83検体を HPLC 法 と EMIT 法で 測定し た 値 の 相関は ，
回帰式 Y ＝0．917X＋ 0．130，相関係数 0．950で ，ほ ぼ原

点を 通 る 1対 1 の 対応 を示 した （Fig．3）．

　6． ジ ソピラ ミ ド臨床薬物動態

　ジ ソ ピ ラ ミ ド 1回 100  ，1 日 3回 8 時間毎お よび エ

回 100  ， 1 日 4 回 6時間毎投与 を受けて い る患者 4 名

の 血中ジ ソ ピ ラ ミ ド濃度を HPLC 法 で 測 定 し た 値 を

Open　One　Compartment 　Model で 解析した。消失半減
期 （t％）b：　6・80− 8・14 時間 （而一7．49 時間 ） で 見か

け の 分布容積 （Vd ）は 39．3〔トー61，54 £ （盃＝52，S92 ）

で あ っ た （Table　6）．

考 察

　HPLC を用 い た 血 中 ジ ソ ピ ラ ミ ド濃度測 定法に っ い

て ，従 来，多 くの 報告 が あ る．1°−14 〕
い ずれ の 方法も逆椙

カ ラ ム を用 い ，移動相 に は ア セ トニ ト リ ル と リ ン 酸緩衝

液 1°，1S・t盛｝ ある い は メ タ ノ ール と水 を 用い て い る．11） 血

清 試料 の 前処vatcは ア ル カ リ性下で 有機溶媒を用 い て 抽

出す る 方zalo・12・le｝ とア ル カ リ性下 で 有機溶媒 抽 出を行

い さ らに 酸性 下 で 再 抽 出を 行 う方法が ある．9・1D 著者ら

の 方法は 逆相 カ ラ ム に Finepac　Cls を用い ，移動相 に

は Flood ら13♪
の 方法を

一
部変更 し て ア セ ト ニ ト リル ／

O．03M リ ン 酸一カ リ ウ ム （ab　3．0）＝38／62を 用い て行

っ た ，従来の 方法の ジ ソ ピ ラ ミ ドの ピーク の 保持時間が

2．8− 5．6 分に 対 し，著者 らの 方法は 5分 とほ ぼ 同 等 の

条件 を 設定す る こ とが で きた ．また ， 血清試料の 前処置

で は 血 清成分 の 防害を 防 ぐた め Meffin9）

らの 方法を 用

Table　2．　Precision　and 　Reproducibility　in　HPLC 　Assay

鳥

A

Within −day　Variance

No・　　　　Mean

　　　 （rncg／m 工）

lS ．D． CV ％

　　Between 卩day 　variance

No ・　　　 ト｛ean 　　　　　ユS ．D ．

　　　　 （mcg ／ml ）

CV ％

101010 1。05Z

．584

．75

O．02o

．06O

。25

2．22

．55

．2

555 o ．962

。 584

。 ラ8

o．060

．040

．26

6。51

．65

． 7
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Table3.  PrecisionandReproducibility  inEMITAssay

No.Within-dav  Nean

 (meglrn1)

   .varzanee

   IS.D. cv%

   Between.day  var ±ance

No. Mean  IS.D.

        (mcglrn1)

cv%

101010lo O.841.595.IS6.85O.02o.osO.14o.S9 2.15.a4.45.7 7777 O.771.56J.086.18O.04O.06O.15O.26 5.44.94.94.2

Table  4.RecoveryTest  ofHPLCAssay

r'･

Target  value

  (mcg/rnI)

n- Measured  value

  {mcglml)

Analyti ¢ al

        (g

recovery

)

O.98

2.38

4.55

5

5

5

o.

2.

4.

96

38

58

 98.0

100.0

100.7

Table  5.RecoveryTest  ofEMITAssay
"

Target  value

  Cmcglml)

n Measured  value

   {racglml)

Analytical

       (trecovery)

･n

O.751.503.006.00 7777 o.1.3.6.77560818 102.1103.B102.6103.0

Table6.  PharmacokineticParameters  forDisopyramide  inPatients

Patient Fa) Half.Life

 Chours)

 vdb)(L)

  K.K

  G.M

  S.A

  S.HMean

 S.D.

O.8O.8O.8O.8  6.B9

 8.09

 8.l4

 6.807.49

±O.64

 55.18

 59.SO

 61.54

 55.94S2.99

±9.56

a)b)Absorption  factor.

Apparent  volurne  ofdistribution.



Japanese Society of Pharmaceutical Health Care and Sciences

NII-Electronic Library Service

Japanese 　Sooiety 　of 　Pharmaoeutioal 　Health 　Care 　and 　Soienoes

294 病 院 薬 学 Vo1．9，
　 No．4 （1983）

い て 2 回抽出を行 っ た ．

　従来報告され て い る HPLC 法 に よ る 1測定精度お よ び

再 現性 は ，日内変動係数が 2L
’
O−−8，3％ ， 日間変動係数が

2．O−− 11．0％ で あ り，
11−ls》 著者らの 測定法に よ る 日 内変

動係数は 2．2− 5．2％ ， 日間変動係数は 1．6− 6．3％ で ，

従来の 方法 に 比 べ る とむ し ろ 良好な 結果で あっ た ．ま

た，従来報告され て い る 回収率 は 93− 104．3％ で ，11 ・12 ，

著者ら の 得た 回収率 98− 100．7％ は む し ろ 良好 で あ っ

た ．

　EMIT 法 に ょ る精度お よび 再現性は ，日 内変動係数が

2．1− 5。7％， 日 間変動係数が 4．2− 5，4％で ，HPLC 法

とほ ぽ 同様 の 結果で あっ た ．ま た ， 回収率は 102．1−

103．8％ で HPLC 法 とほ ぼ 同等で あ っ た．

　ジ ソ ピ ラ ミ ド服 用 患者 お よび ジ ソ ピ ラ ミ ド投与健常志

願者か ら得た 83検体を HPLC 法 と EMIT 法 で 測 定 した

値の 相関は ほ ぼ原点を 通 る 1対1 の 対応を示 した ．

　以上 の 検討結果 よ り，HPLC 法と EMIT 法は 良好か

つ 同等の 精度 ・再現性お よび 回収率を有して お り臨床の

場 に 応用で きる と結論 した．

　著者 らの 検討 した 患者 4名の ジ ソ ピ ラ ミ ド動態値は消

失半減期 が 6．8（｝− 8．14 時間 で ， 健常成人 の 半減期と し

て 報告 され て い る 4．4− 8，2 時間 の 範囲内に あ っ た ．3，15）

しか し ， 半減期は 腎不 全の 思者で 8．3− 43 時間 と大 きな

幅 が あ り，

5）

また ，心疾患に よ り健常成入に 比 べ 半減期

が延長す る こ とが報告さ れ て い る．Ia》 中毒域は 血 中 ジ ソ

ピ ラ ミ ド濃度 9 μg！m1 以 上 と されて お り， 中毒作用 とし

て QRS 幅の 増大 ， うっ 血 性心不全，低血 圧，種 々 の 伝

導障害 ， 徐脈 が報告 されて い る．17） こ の た め 血 中ジ ソ ピ

ラ ミ ド濃度を 測定し ，臨床薬物動態理論を 用 い て 解析

し ， 個 々 の 患者で ジ ソ ピ ラ ミ ド投与法 の 評価 と適正 な投

与設計 を 行 うこ とが 安全で有効なジ ソ ピ ラ ミ ド治療を 行

う上 で重要 と考える．

結 論

　従来の HPLC 法 を一
部変更 した 本法と EMIT 法に ょ

り血 中 ジ ソ ピ ラ ミ ド濃度を 測定した ．両測定法は精度 ・

再現性お よ び 回収率が良好で ，薬物血中濃度モ ニ タ リ ン

グ の 目的 で 臨床の 場に 応用で きる こ とを示した ，また ，

ジ ソ ピ ラ ミ ド服 用 患者 4 名の 薬物動態値を求 め ， 血中ジ

ソ ピ ラ ミ ド濃度測定お よび 測定値の解析の 重要性を 論 じ

た ．
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