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　Many 　benzodiateptneg．　 have　va 巨uable 　anticonvulsant 　prOperties・　The　regular 恥   i餉 虚  of ．

pl廊   伽 centra ゆ ・f   z 。d正azepine 　derivatives　during　tre・tm ・nt 　with 　the 　drtr9・apPears ．・n 。t
Qnly 　usefu 星but　 neceasary ，　 becaμse 　 of 　the　narrow 　therap曜｝utid 　range 　and 　risk 　of 　increased　occur ．
rence 　of 　sei2ure 　i恥　caSGs 　of　overdo3age ．
W ・ ・tndied ・ hi凾一Irert。・ m … eliq ・id ・hmm ・t。gra画 ・ m ・th・d　f・ r　the 　sim ・1t・ne 。・s 晦 ・ti・

f…cation 　of　3　beozod…a2epine 　derivatives　in　plasma ．　After　a　sing 聾e　extraction 　of 　the　drugs　from
alkaiine 　plasma ，　n 董t躪 zepam ，　clonazepam 　and 　d量a2epanl 　ca 睦 be　reso 菫ved 　and 　quantified　by　u愚量ng

尹n　ODS　reversed 　phase　column 　with 　2　vo ｝凹飜 es 　of 　acetnitrile 　and 　5　vol 皿mes 　of　1タ6　triethyl −
amine ・phosphoric　 acid 　 sotution （pH 　3．0）as　mobile 　 phase ．　By　 addi   triethyla 瞬 ne　le　mobile

P｝旧 se ，　retention 　嫉me 　can 　be　shortened 　for　d螽azepam 　and 　the　other 　benzodia冨ep邑ロes　can 　alse
be　sep 訂 ated ¢ ompletely ，　The 　eiuted 　drugs　wer ε detected　by　t卜eir　absorption 　at　254　nm ．　 Wi 伽

this　method ，　it量s　possible 　to　quantify　as 　Httie　as 　6　ng ！m 】 for　nitrazepam 　and 　clonazepam ，18ng／
ml 　for　diazepam 　with 　Iml　plasma 　samples ．　 Complete 　 chro ！11atographic 　 resolution 　 of 　the　 ben−
zodiazepines ・res ω ted，　perm 耄tting　quantification　 of 　a 董1　being　done　within 　30　min ．　Tbe　 standard

curves 　showed 　good　linearity　with 　ranges 　6　to　400ng！m ！for　nitrazepam 　a し1d　clonazepam ，　 and

18to 　 1000　 ng ！ml 　for　diazepam ．

　The　day−to−day　precision，　 estab1ished 　by　10　rephcate 　analyses ，　yielded　CVs　of　4．5to 　5．0％．
Analyt…cal 　recovery 　of 　each 　drugs　added 　to　plasma 　was 　comp 監ete （95　to　99％），　The　most 　com ・
mon 　 antiepilepti 〔

・
s　 and 　plasma 　 components 　did　not 　intefere　 with 　the　 ana 正ysis ．

4

　Keywords − high・・performance 　liquid　chromatography ；benzodiazepine　derivative5； nitraze ．

pam ； clonazepam ； diazepam ； simultaneous 　quantification

は　 じ　め 　 に

　 ジ ア ゼ パ ム ，＝一ト ラ ゼ パ ム な ど，ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 誘

導体は は じ め 抗 不安 薬 と して 開発 され た が ，ニ トラ ゼ パ

ム の 抗て ん か んft：raが 報告 され て 以来 ， 幅広い ス ペ ク ト

ル を もつ 抗て ん か ん薬と して広 く用い られて い る．また

ク ロ ナ ゼ バ ム は ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 誘導体で あるが ，抗て

　
＊ 1・2

名 霞屋 叶i中「》く…三v）メL4
『
∫目1．1； 1．1，　Sannumaru

　　　4−・chome ，　 Naku −ku，　 Ni、　g’oya ，460　Japnn

ん か ん 1ノド用 を 目的 と して開発され，最も抗て ん か ん作用

が 強い とい わ れ ， ジ ア ゼ パ ム ，ニ トラゼ パ み 同様広 く用

い られ て い る．

　 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ヒ ン 誘導体の 薬物動態 と臨床
．
効果 との 関

連に つ い て，い くつ か の 報告
ユ・9 ｝ が み られ て い る が，他

の 抗 て ん か ん 薬に 比 べ ，嘸清中濃度 モ ； タ リ ン グ
．
の 頻度

が少．な い の は ，簡便 で か っ 正確，迅速な 測定法が 確 立 さ

れ て い な い た め で ある ．ベ ン ゾ ジ ア ゼ ビ ン 誘 噂体の 過剰

投与．に よ り，て ん か ん 発作 の 頻発化，s・4 ，

また ク 卩 ナ ゼ パ
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ム 5）
に つ い て報告 され てい る よ うに ， 最適血中濃度範囲

が 20〜80ng ！m1 で ，狭い こ と か らも，血中薬物 モ ニ タ

リ ソ グ の 必要 が あ る．同時に ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 誘導体の

薬物動態 お よび 臨床効果を 解 明す る た め に は ， よ b簡便

な 測定法 の 確 立 が 必 要 で あ る．

　ペ ソ ゾ ジ ア ゼ ピ ン 誘導体 は，こ れ ま で に ラ ジ オ イ ム ノ

ア ッ セ イ，6・7｝ ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

，

s“1°｝ 高速液体 ク

ロ マ トグ ラ フ ィ
ーlt−15 ，

な どに よ る 測定報告があ る．と

くに 高速液体ク ロ マ トグ ラ フ ィ ーを用 い た 測 定 で は ，

Perchalskiら11） は 順相系カ ラ ム を用 い た ベ ン ゾ ジ ア ゼ

ピ ソ 誘 導 体 の 分 離測 定 を報告 し て い る．し か し ，ニ ト ラ

ゼ パ ム と ク ロ ナ ービ バ ム の 分離 が 不 十分で あ っ た．また 逆

相系 カ ラ ム を用い た 報 告 に は ，
Rovei ら，12，　Williams

ら
13 ）

に よ リニ トラ ゼ パ ム とク ロ ナ ゼ パ ム の 分離測定，

Brodie ら，la 》 Kabra ら 15 ）
に よ りジ ア ゼ パ ム の 分離測 定

が ある ．し か しな が ら，三 種薬物の 同時測定の 報告は な

く，同時測定が可能とな れ ぽ，自動試料注入装置の 利用

に よ り多数検休 の 処理 も可能 とな る．そ こ で 今回 著者 ら

は，ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 誘導体の うち抗て ん か ん薬と して

用い られて い る ジ ア ゼ パ ム ，ニ トラ ゼ パ ム ，ク ロ ナ ゼ パ

ム の 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ーを 用 い た 三 種同 時測定

法の 検討を行 っ た の で 報告する．

実 　験　の 　部

　1， 測定試 料 お よび試薬

　測 定試料 と し て 当院外来患者血漿を用い た ．標準薬物

試薬として ク ロ ナ ゼ パ ム ，
二トラ ゼ パ ム ，

ニメ タ ゼ パ ム

（日 本 卩 シ ュ），ジ ア ゼ パ ム ，デ ス メ チ ル ジ ア ゼ パ ム （武

田薬品），　フ
ェ ノ バ ル ビ タール ，　フ

ェ
ニ トイ γ ， カ ル バ

マ ゼ ピ ン （片山化学）を用 い た．

　2．抽出操作

　血漿試料か らの 薬物 の 抽出は ，
Perchalski ら

11，
の 方

法に 基づ い て 行 っ た ．す な わ ち 血 漿 1ml 　lC内部標準

（IS）として ニ メ タ ゼ パ ム 50ng を含む ア セ F ニ ト リル 1

m1 を加え ， 除 タ ソ パ ク を行 う．上清 に 2M グ リシ ン 緩

衝液 （pH 　10．0）O．5ml を 加え，ベ ン ゼ ン ： ジ ク P ル メ

タ γ （9 ： 1）混液5m1 に よ り抽出する．有機溶媒層 5

ml を濃縮乾固 し，残渣を移動相 ： メ タ ノ ール （1 ：1）

混液 100μ1に て溶解 し ， 高速液体 ク ロ マ Fグ ラ フ ィ ーの

試料 と し た ．

　3． 測定装置お よび薬物分離条件

　高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

の ポ ン プは 6000A 型

（Waters 製）を 用い ， 検出器 と し て 440型 UV 検出器

（Waters 製）を用い ，
254nm で 検出 した．定量計算は

730型データ モ ジ ュール （Waters 製）を用 い ，ピーク 面

積に 基づ い て内部標準法 に て 行 っ た ，薬物分離条件 とし

て ，カ ラ ム は ラ ジ ア ル パ
ッ ク Cls （8mm 　idxlOcm ，

10

μm ，Waters 製）を 用い ，移 動相は 1 ％ ト リェ チ ル ア ミ

ン 水溶液を リン 酸 で pH 　3．0 に 調整 した液5 容に 対 し，

ア セ ト ニ ト リル 2 容を混ぜ た もの を 用い ， 流速 2m1 で

分離 した ．

　4． 実験項 目

　1）薬物分離条件 ， 2）測定 の 直線性 と測定限界 ， 3）回収

率 ：絶対回収率 と添 加 回収率，4）測 定精度 ： 同 日再現性

と 日差再現性，以上 の 項 目に つ い て 検討 し た ．

結 果

　 1．　薬物分離条件

　薬物 フ リー血 清 1ml に ，ジ ア ゼ パ ム を 200ng，ニ ト ラ

ゼ パ ム お よび ク 卩 ナ ゼ パ ム を各 60ng 添加 し，抽出操作

手順 に 従っ て 処理 し 測定試料とした ．ジ ア ゼ パ ム ，ニ ト

ラ ゼ パ ム ， ク 卩 ナ ゼ パ ム 三 種薬物とも単
一ピーク として

分離 し た，分析時間約35分で ，保持時RSは ニ ト ラゼ パ ム

9．15分，ク ロ ナ ゼ パ ム 11．17分，ジ ア ゼ パ ム 29・60分，

ニ メ タ ゼ パ ム （IS）16．40分で あ り，血清由来 の 他成分と

は 完全 に 分離した．

　他の 抗て ん か ん 薬 と して ，
フ

ェ ノバ ル ビタ
ール ，フ ェ

ニ トイ ン ，カ ル バ マ ゼ ピ ソ を 同様 の 方法 で 処理 し分離し

た が，保持時 間 は フ
ェ ノパ ル ビ タ ール 3．55分，フ ェ

ニ ト

イ ン 7．25分 ， カ ル パ マ ゼ ピ ン 7．40分で あ り，測定妨害 ピ

ーク とは な らな か っ た ．また ジ ア ゼ パ ム 服用患者に おい

て は ，ジ ア ゼ パ ム の 代謝物で あ る デ ス メ チ ル ジ ア ゼ パ ム

が 14．45分 に認 め られた が ，ニメ タ ゼ パ ム （IS） とは 完

全 に 分離 した ．

　2．　直線性と測定限界

　本測定法で は Fig．2 に 示 す よ うに ，ニ ト ラ ゼ パ ム 0〜

400ng〆ml ，ク ロ ナ ゼ パ ム 0〜400ng！ml ，ジ ア ービバ ム 0〜

1000ng！m1 の 濃度範囲で 良好 な直線性 を認 め て お り，測

定 の 検出限界は ニ ト ラゼ パ ム 6ng！m1 ， ク P ナ ゼ パ ム 6

ng ！m1 ，ジ ァ ゼ パ ム 25ng！rnl で あ っ た ．

　3，　添 加回 収率つ い て

　薬物フ リー血 清に ニ ト ラ ゼ パ ム お よ び ク ロ ナ ゼ パ ム は

60ng／ml ，ジ ア ゼ パ ム は 200ng！ml とな る よ うに それぞ

れ の 薬物を添加 し，前述の 前処理に 従 い ， 除 タ ン パ ク お

よ び 抽出操作を実施後，内部標準法に よ り薬物測定 を行

っ た ．その 結果，Table　 1 に 示 す よ うに ，測定を 10回 行

い ，
ニ ト ラ ゼ パ ム 95．3土5．4％，ク ロ ナ ゼ パ ム 95．1土5．4

％，ジ ァ ・ピパ ム 99．1±8．0％ とい う高い 回 収率を得 る こ

とが で きた ，さらに 当院外来 に お い て ベ ソ ゾ ジ ア ゼ ピ ソ

誘導体の 投与を受け て い る患者血 漿を試料 とし，こ れ に

N 工工
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Table　L 　Analytical　Recovery 　of 　the 　Analysis

　　　　　for　Benzodiazepines

Drug 　free 　serum 　　　Patient 　p1 旦 sma

　 mea 冂　士　SD　　　　　　　　 mean 　±　SD

Nitr 己zepam

C1。nazepam

Diazepam

97 ．5　±　5幽2

98 ．2　± 　6 ．0

99 ．3　土　7 ．3

95 ．3　± 　5．4

95．1　±　5．4

99．1　±　8 ，0

N−10

Table　2．　 Within −day　 and 　Day −to−day　 Precision

　　　　　 of 　 the　Analysis　for　 Benzodiazepines

Coefficient 　Variation 　〔％）
　 within

−day 　　day
−to −day

Nitrazepam

Clonazepam

Diazepam

2．23

．92

．8

4．54

．85

．0

N＝］O

既知量 の 薬物を添加 し，同様 の 操作を 行 っ た ．

　 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 誘導体服用患者血 漿 か ら の 回収率

は ，薬物を 添加 した試料の 測 定値か ら薬物未添加試料 の

測定値を差 し 引き，添 加薬物量 の回 収率と し て 算出 し

た．各薬物 と も10試料の 測定を 行い ，ニ ト ラ ゼ パ ム 97．6

± 6．2％，ク 卩 ナ ゼ パ ム 98．2± 6．O％，ジ ア ゼ パ ム 99．3土

Z3 ％ の 結果を得た．

　4．測 定精度

　薬 物 フ リー血 清 に ，二 b ラ ゼ パ ム お よ び ク ロ ナ ゼ パ ム

は 60ngfm1，ジ ァ ゼ パ ム 200ng！m1 の 濃度に な る よ うに

薬物を添加 し て 測定試料 とし，測定精度を 検討 した ．測

定 の 同 日再現性は ，各薬物を 同 日内に 10回 測定 し，また

日差再現性 は ，各薬物 を10日間 に わ た り毎 日測定 した．

同 日再現性 の CV 値 は Table　21・c 示す よ うに ，ニ トラ

ゼ パ ム 2．2％，ク ロ ナ ゼ パ ム 3．9％，ジ ァ ゼ パ ム 2．8％で

あ り， 日差再現性の CV 値は ， ＝ トラゼ パ ム 4．5％，ク

ロ ナ ゼ パ ム 4 ．8％，ジ ア ゼ パ ム 5．O％ と 良好 な結果が得

られ た ．

考 察

　 ア セ ト ニ ト リル と リ ン 酸緩衝液 の二 成分移動相に よ る

各種抗て ん か ん 薬を含む検体 の 薬物分離 は 完全 で は な

い ．た とえ ば ジ ア ゼ パ ム の 保持時間を短縮す る と，ニ ト

ラ ゼ パ ム ，ク ロ ナ ゼ パ ム の み な らず カ ル パ マ ゼ ピ ン な ど

の 比 較的保持時間 の 短 い 薬物に つ い て は ，ま っ た く分離

す る こ とがで きな い ．そ こで 残留 して い る シ ラ ノ ール 基

の 影響を抑制する 目的 で用 い られ て い る ト リ ェ チ ル ア ミ

ン の 添加 を試 み た．こ の ト リ エ チ ル ア ミ ン の 添加に よ り，

ジ ア ゼ パ ム の 保持期間 が， ト リエ チ ル ア ミ ン を 添加 しな

い 条件に 比ぺ ，約半分に 短縮可能 とな り，しか も比較的

早 く流出して くる ニ トラ ゼ パ ム
， ク ロ ナ ゼ パ ム の 完全な

分離も可能で あ っ た ．すなわ ち ト リエ チ ル ア ミン の 添加

に よ り，他成分 の 分離を損な うこ とな く，ジ ア ゼ パ ム の

保持時間の 短縮が 可能とな りt 分離時間35分で ，血 漿成

分，他薬物，そ の 代謝物の 測定妨害 もなく，三 種ペ ン ゾ

ジ ア ゼ ピ ン 誘導体 の 同 時測 定が可 能 とな っ た．順相系 カ

ラ ム を用 い た Perchalski ら
m

， また 逆相系 カ ラ ム を用

い た Rovei ら
12）

の 報告に もあ る よ うに ， カ ル バ マ ゼ ピ

ン の 血漿中濃度が 高い と，カ ル バ マ ゼ ピ ン と ニ トラ ゼ パ

ム
， ク ロ ナ ゼ パ ム との 分離が で きない こ と ， ま た ジア ゼ

パ ム の 代謝物で あ るデ ス メ チ ル ジ ア ゼ パ ム と内部標準 と

し て 用 い て い る ニ メ タ ゼ パ ム と の 分離が で きな くな る こ

とか ら， こ れ以上 の 分離時間の 短縮は 不 可 能 で あっ た．

また移動相 の pH が 3．0 以上 とな る と，保持時間が長 く

な る 傾 向 が あ り，移 動 相 の pH を 3．0 と した ．

　測 定 の 回収率に 関 して は ，三 種薬物とも薬物 フ リー血

清 で の 添 加 回 収 率は ，内部標準法に よ り測定を 行 っ て い

る こ とか ら も，97．6〜99．3％ と非常に 良好で あり，Per−

chalski らID の 報告よ りもすぐれ た結果 で あ っ た ，今

後，前 処理 カ ラ ム の 利用 に よ り，前 処理 操作上 の 抽 出効

率を高め ，測定限界がさ ら に 低下す る よ う検討を 加 えた

い ．また ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 服 用患者血 漿で の添加回 収率

は ，95％以上 と良好 な結果を 得て い るが，ジ ア ゼ パ ム 紀

お い て は 8．O％ の 変動を 認め て い る ．こ れ は ジ ア ゼ パ ム

の 保持時間が 長 い 影響が で て い る もの と考 え るが，臨床

上 で の 問題とは ならな い ．ま た 測定精度 に お い て は ，同

日再 現性 と 日差 再 現性を み て い る ．三 種薬物 と もそ の

CV 値は 同 日 再現性で は 4％以下，日差再現性で は 5 ％

以下 で あ り，Perchalskiら 11 ）
の 報告 と ほ ぼ 同様な 値で あ

り，再現性もす ぐれた 測定法 で あ る と考え る．同一
分離

条件で ， 三 種ベ ン ゾジ ア ゼ ピ ン 誘導体の測 定が可能とな

り，特に 自動 試 料 注 入 装置 を 含め た 高速液体 ク ロ V トグ

ラ フ ィ ーで あれば，多数検体の 処 理 も可能と な り，非常

に有用な測定法で あ る と考え る．また今後，前 処理 カ ラ

ム な どの 利用 に よ り，抽 出，濃縮操 作の 必 要 もな い 全 自

動 の 測 定 が 可能 とな る よ う検討を 加え た い ．
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