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は　 じ　 め 　 に

　喘息治療薬 と して 広 く用 い られ て い るテ オ フ ィ リン は

治療血漿中濃度 が 10〜20 存g／mlD と狭く，20 μg／ml 以

上 で は 悪心 ，頭痛 ， 下痢 ，発作，心 不整脈
2）

な どが生 じ

る．そ の た め安 全 か つ 有効な 治療を 行 う上 で ， 血 漿中

濃度測定が重要な手段とな る．測 定法 と して ，ガ ス ク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ー （GLC ）， 高速 液体 ク P マ トグ ラ フ ィ

ー

（HPLC ），ホ モ ジ ニ ア ス ェ ン ザ イ ム イム ノ ア ッ セ イ （E

MIT ）
3〕

な どが 報告 されて い る が ， 最近，免疫沈降阻止

反応に 基づ くホ モ ジ ニ ア ス イ ム ノ ア ッ セ イ （i
−PiT 法）

＊ 1・2 大 垣 市 南頬 町 4−86；4−86，Minaminokawa−cho

　　Ogaki −sbi ，　 Gifu
，
503　Japan

が中外製薬に よ リシ ス テ ム 化され た ⊆，軌 　今回著者 ら は

i−・PiT 法に よる 血漿中テ オ フ ィ リ ソ 濃度測定 の 基礎的検

討を行 っ た の で，そ の 結果を報告す る ．

　i−PiT 法は 抗原抗体反応を 直接み る 方式で あ り，低分

子 の 抗 原 （薬物） と多価抗原 （ポ リハ プ テ ン ）とが共通

の 抗体に 対 して 競合す る反応が利用され て い る．抗 原抗

体反応に よ り両者 と もに結合物を生成す るが ，多価抗原

と の 不 溶性沈降物の み が光散乱を示 す た め，その 散乱光

強度を測定す る こ とに よ り抗原量 が 決定 で きる ．

輿　験　方 法

　1．測定検体

　大 垣 市民病院呼吸器科に 入院中で ， テ オ フ ィ リン 治療

を うけて い る喘息患者 の 血漿 を検体と した ．血漿は 凍結
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保存し，測定時 に 室温 に もどした ．

　 2．測定方法

　 1） i−PiT 法 に よ る測 定

　標準血 清は ネ フ
ェ

n テ ス ト薬物標準血 清 「B セ ッ ト」，
測定試薬は ネ フ ェ 卩 テ ス ト ・テ オ フ ィ リ ン ，測 定機器は

レ ーザーネ フ
ェ

ロ メ ータ ー
（i−PiT）を使用 した ．ネ フ

ェ

ロ テ ス ト ・テ オ フ ィ リ ン は 検体希釈液 ， ポ リ ハ プ テ ン ，
ポ リハプ テ ン 溶解液 ， 抗体液 よ りな っ て い る．

前操f乍 ・ 検体希釈 液，ポ リ ・ ・プ テ ン 溶解液，抗体液 を

孔 径 O．45pm の フ ィ ル タ ーで ろ過 し た ．ポ リハプテ ン

は 1瓶 あて ，ろ過済み ポ リ ハ プテ ン 溶解液 10m1 で 溶解
した ．

　希釈操作 ：標準血清お よび 検体を 50 μ1 ずつ 採 り，検

体希釈液 1ml をそれぞれ に 加 え て 21倍 に 希釈 した ．

　測　定 ： キ ュ ベ
ッ トに 希釈標準血 清お よび希釈検体を

それぞれ 50 μ1採 り，溶解 した ポ リハプテ ン 500μ1を加

え，i−PiT で散乱光強度を 測定 し た （ブ ラ ン ク 測定）．

Vol．9，　No ．4 （1983）

ブ ラ ン ク 測定後，抗体液 100μ1 を 30秒お きに 加え混和
した ．室温 （20〜30°C）で 20〜60分 放 置 後 ， 散乱光強

度を 30秒お きに i−PiT で 測 定す る と，テ オ フ ィ リン 濃

度 は 検量線か ら 自動的に 換 算 され同時に プ リン トア ウ ト

された．

　2） HPLC に よ る測 定

　久保らの 方法
6）

に 従い ，島津 LC −3A，島津 SPD −2A
を 用 い て 血漿中 テ オ フ ィ リ ン 濃度を測定 した ．

結 果 お よび考察

　1．検量線

　1） 同 時再 現性

　同
一

ロ
ッ ト番号 の 試薬を使用 し，イ ン キ ュ ベ ーシ v ン

時間 ， 温度を そ れ ぞれ 30分，25°C に 設定 して 5 回同時
に 測 定 した ．各標準血 清濃度に お け る散乱光強度の 平均
値漂 鞠 差 お よび 変動騰 を Fig．　R こ示 した ．変動

係数は 10μg ／ml 以下 の 濃 度 で は 2．7〜5．1％ と良好で
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尸

あ っ たが ， 40 μg／ml で は 26．5％ と悪か っ た．これ は高

濃度 で は 散乱光強度 が 弱 く，そ の 平均値が 小 さ い た め で

あ る ．

　2）　イ ン キ ュ
ベ ーシ ョ ン 時間

　 20分，30分，45分 ，60 分間 と時間を 変えて 25°C で イ

ン キ ュベ ーシ ョ ン を 行 っ た後，散乱光強度を測定 した ．

各時間の 検量線を Fig・2 に 示 した ．20分 で
呂
は 高濃度

間 ， 60分で は 低濃度問 の 散乱光強度 の 差が小さい た め
，

それ ぞれ 高濃度検体 ， 低濃度検体 の 測 定 が 困難 と思わ

れ ，25 °C で は イ ン キ ュ ベ ーシ ョ ン 時間は 30〜45分が適

当 で あ っ た．

　3）　イ ン キ ュ
ベ ーシ

ョ ン温度

　20°C
， 25°C ，30°C と温度を変えて 30分間イ ン キ ュ ペ

ーシ ョ ン を 行 っ た 後，散乱光強度を 測定した ．各温度 の

検量線を Fig．3 ｝こ示 した ．20°C では 20μg／ml 以 上の

散乱光強度 が弱 く，高濃度検体の 測定 が 困難とな る た

め ，30分以 上 の イ ン キ ュ
ペ ーシ ョ ン 時間が 必 要 で あ っ

た ．30°C で は短時間 で 不 溶性沈降物 が 生成 す る た め ，

30分以下の イ ン キ ュ
ベ ーシ ョ ン 時 間 で 測定可能 で あ っ

た ．

　 2．再 現性

　1） 同時再現性

　同一
測定者に よ り低濃度 ， 中濃度 ， 高濃度の 検体を同

時に 10回測定し Tahle　1 の 結果を得た ．変動係数 3．9〜

5．6％ と良好 で あ っ た．

　 2）　 日差変動

　同
一

測定者に よ り低濃度 ， 中濃度，高濃度の 検体を 1

日 同時に 3回 ， 5 日 間測定 し Table 　2 の 結果を 得 た．

なお 検量線 は 毎 日作成した ．変動係数 6．3〜8．2％ と良

好 で あ っ te．
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Table 1.Reproducibility  within  Day
Theophylline Concentrations
by  i-PiT Method

of  Plasma
 Determined

No,SampleASampleBSampleC
{ptg!ml) (uglml)(pg,'m1)

1 3.6 16.5 23,2

2 3.3 17.5 24.6

3 3,6 15,5 26.4

4 3.4 16.0 23.6
5 3.3 16.1 24.5

6 3.7 16,7 21.8
7 3,8 16.3 22.4

8 3,6 17.2 25.0

9 3.5 17,O 24.1

le 3,2 17.3 24.e

Mean 3.50 16.61 23.96

S.D, O.19 O.65 1.32

c.v.cf/o>5.6 3.9 5.5

Table  2.Reproducibility between Days  of

Plasma  Theophylline Cencentrations
Determined by i-PiT Method

DaysSampleA
("gfml)SampleB(pglml)SampleC("g!ml)

1
6.07.16.0 12.512.911.821.222.019.2

2
5.76.46.4 12.712.514.0 18.619.B21,3

3
5.96.26.3 12.514.012.5 IS.622.823.0

4
6.96.85.8 11.912.110.9 19.321,421.4

5
6.55,16.5 13,212.512.2 22.719.320.0

Mean 6,24 12.55 20.71

S.D, O.51 O.79 1.54
c.v.(%)8.2 6.3 7.4

A
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戸

　3．希釈試験

　40　Pgfm1 の 標準血清 と 19．0 μ9／m1 の 検 体 （i−PiT 法

で 測定）に o μg／ml の 検体を 加 えて 1／2，1／4，1／8，

1／16 濃度に 希釈 し測定 した ．Fig．4 に 示す よ うな結果

とな り良好な 直線性 が 得 られ た．

　4． 回収試験

　6．2μg／m1 と 12．5yg ／rn1 の 検体 （レPiT 法で 測定）

に 標準血 清 5 ，10，20，40　li9／ml を 等 量 加 え測 定 し た ．

Table　3 の 結果が得 ら れ ，回収率 は 93．9〜108．6％ と

良好で あ っ た ．

　5， i−PiT 法 と HPLC との 相関

　i−PiT 法 で測 定 して 0〜25μg／ml の 42検体を HPLC

で 測定 した ．Fig・5 に 示 す よ うに 相関係数 が 0．988，回

帰直線が y ＝ O，978x ＋ 0．918 と良好な相関が 得 られ た ．

高濃度検体の 比較 は 25　i・9〆ml 以 上 の もの がな か っ た た

め ，今後さらに 検討 が 必要で あ っ た ，i−PiT 法は 散乱光

強度測定を 用 い る た め ， 高脂血 また は 凍結 と融解を 繰 り

返 した 検体の 測定値が 真の 値か らは ずれ る こ とが考え ら

れ る ．今回 の HPLC との 比較で は その よ うな検体が特

に異常値とな る こ とは なか っ た が ，
ブ ラ ン ク 値 の 高い 検

体は あ らか じめ フ ィ ル タ ーで ろ過す る こ とが 望ま しい と

思わ れ た ．

Table 　3，　 Result　 of 　Recovery 　Test

　　　　 by レPiT　Method

AddedExpectedMeasuredRecovery

μ 9
ピ

mI μ9 ！mI μ 9！m1 ％

5 5．6 5．9105 ．4

10 8．1 8．7107 ．4
Samp】e　A20

13．1 13．9106 ．1

40 23，1 21．7 93．9

5 8．75 8．3 94．9

10 11．2511 ．7104 ．0
Samp 置e　 B20

16．2515 ．7IO3 ．5

40 26，2528 ．5108 ．6

結 論

　i−PiT 法に よ り血漿中テ ナ フ ィ リ ン 濃度を測定 し ， 基

礎的検討を 行 い 次 の 結果 を得 た．

　1、 検量線 の 再現性は 良好 で あ っ た が ， 温度，時間に

よ り変動す る の で ， 室温 に よ りイ ン キ ュ
ベ ーシ ョ ン 時間

を 変え る必 要が あ っ た ．

　2．　低濃度，中濃度，高濃度に つ い て 同時再現性，H

差 変動 を検討した ．同時再理 性，日差変動の 変動係数は

N 工工
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｛

そ れぞれ 3．9〜5．6 ％，6．3〜8．2％ と 良好 で あ っ た ．

　3．　 2 種 の 高濃度検体 に つ い て 希釈試験を行い 良好 な

直線性が 得られた ．

　4．　 2種濃度 の 検体に つ い て 回 収 試 験 を 行 い 回 収率

93・9〜108．6％ と良好で あ っ た ．

　5． 量一PiT 法 と HPLC との 相関は 相関係数が 0．988
，

回 帰直線が y＝0．978x ＋0．918 と良好 で あ っ た ．

　以上に よ り i−PiT 法は 操作も簡便で あ り，臨床的に

十分応用で きる測定法と考えられ る．
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