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　Enzyme 　immun 〔，metric 　 assay （EIMA 　 method ） for　 determination　of 　 serum 　digoxin　concen
−

tration 　 was 　 evalua 亡ed ，　 The 　coefficieDt 　 of 　 variation 　 of 　 within −run 　 and 　 between −run 　 precision

for　3　 concentrations 　 of 　digoxin　in　 serum （0，85，1．5，3．　O　 ng ！ml ）was 　less　than 　6．0％．　The 　 serum

digQxin （47　 sarnples ） concentrations 　 were 　determined 　by　EIMA 　method 　and 　compared 　with 　those

determined 　by　fluorescence　polarization 　immunoasg，　ay （FPIA 　 method ），　 There 　were 　good　agree −

ment 　between 　 results 　by　FPIA 　 method 　 and 　thQse　 by　 EIMA 　 method ，　 where 　 correlation 　 coef
−

ficient　 was 　 more 　 than　 O．993．　 The 　 cross −reactivities 　of 　methyldigoxin ，lanatoside　C，　digoxigenin，

digitoxin，　 proscillaridin　 and 　k−strophanthin 　 at　 2　ng ！ml 　 were 　found，　 No 　 clinicany 　 significant

interference 　 was 　 observed 　 with 　 endogenous 　substances 　at　concentrations 　below 　415　mg ！d口 1emo −

globin，
400　mg ！dl　 cholesterpl ，500　mg ！dl　trig］ycerides 　 and 　10　mg ！dl　 bilirubin．　The 　digoxin−like

substances 　in　plasma 　 of 　 rene ｝ insufficknt　patients 　caused 　minimal 　interference．　From 　these

results ，　 EIMA 　 method 　 may 　be　 useful 　 for　 serum 　 drug −．level　 monitoring 　 of　 patients　 under 　 the

digoxill　therapy，
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　血清中 の ジ ゴ キ シ ソ 濃度測定法 と して は ，螢光

偏 光免疫測定法 　 （fluorescence　polarization

immunoassay
，
　 FPIA 法）お よ び 酵素免疫測定

法な どが
一

般的に 臨床応用され て い る．しか し，

こ れ ら市販キ ッ トの 中に は ，腎障害患者な どの ．lf【1

漿を用 い た 場合測定値が高 くな る こ とが報告 され

て い る
］・Ll，そ の 原因物質は 特定 され て い な い が ，

† 棄京都文京区本郷 7 丁 目3−1 ： 3−1，Hongo 　7−cho −

　 Ille，　 Bunkyo −ku，　 Tokyo ，113　Japan

ジ ゴ キ シ ン 様物質 と呼ばれて い る，最近 ， そ の ジ

ゴ キ シ ン 様物質に よ る測定値 の 上 昇が 少 な い と

報告され た
z

，
：t〕 enzyme 　 immunometric 　 assay

（EIMA 法）を用 い た キ ッ トの 特件を評価す る機

会を得た の で
，
EIMA 法 で 測定 し た ジ ゴ キ シ ン

濃度を FPIA 法 に よ る測定値 と比較検討 した ．

ジ ゴ キ シ ン 類似構造薬物 （メ チ ル ジ ゴ キ シ ン ，ラ

ナ トシ ドC ，
プ ロ ス シ ラ リ ジ ン ）， 併用薬物 ， お よ

び ジ ゴ キ シ ソ の 代謝物で あ る ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン の 抗
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体に 対する交差反応試験を行 い ，本EIMA 法の キ

ッ トが臨床応用可能か い な か を検討 し た．

実 験 の 部

　1．　 測定キ ッ トおよび測定原理

　EIMA 法の 測定キ ッ ト ・機器 ：酵素一抗体試薬

お よ び capture 　phase 試薬を 含む バ イ ア ル ポ ル

ダー
とそ の 付属品 ，

セ ラ ラ イ ザ ー  ジ ゴ キ シ ン 試

験紙，検量線用 血 清お よび コ ン ト ロ
ール 血清は，

マ イ ル ス
・
三共株式会社 よ り提供を受けた．測定

装置は サ ン ブ ル フ ロ セ
ッ サ ー （幅 12．7cm ，長 さ

23cm ， 高 さ 12．7cm ），セ ラ ラ イ ザ ー  皿 電動 ピペ

ッ ト を連結 した セ ラ ラ イザー  皿 リ フ レ ク タ ソ ス

フ ォ ト メ ータ （幅28cm
， 長 さ 46cm

， 高さ 14cm ，

マ イ ル ス ・三共）を 用い た ．

　 EIMA 法 の 測定操作 ： ジ ゴ キ シ ン 含有血 清 試

料 30μ1を酵素 抗体試薬瓶中に 加え る．バ イ ア ル

ホ ル ダー
を サ ン プ ル プ ロ セ

ッ サ
ー

に セ ッ トす る．

1 回 の 操作に 6本 の ホ ル ダーが セ
ッ 1・で きる，サ

ン プル プ ロ セ
ッ サ ーで は 8分間 の 抗原 抗 体 反 応

後 ， 4分間 ジ ゴ キ シ ン と結合 し て い ない酵素一抗体

と capture 　phase 試薬 との 結合反応 を 行 う．

Capture　 phase 試薬瓶に フ 1 ル タ
ー

を 挿入 し て

ろ液を得る．そ の ろ液 30μ1 を リ フ レ ク タ ン ス フ

ォ ト メ ータ に 装着 した ジ ゴ キ シ ン 試験紙 の 試験部

分に 滴下する ，60秒問酵素反応を行 い ，呈色 の 度

合 い を 630nm に おけ る反射光 の 強度 で 読 み 取

る ．6 血清試料 の 測定 に は 約 25分を 要す る．

　 検量線ぽ 2 標準血清を用 い て 作成する と記 憶さ

れ るの で ，日常業務で は 1点の コ ン ト卩 一ル 血清

を 用 い て 測定値の 妥当性を 倹討す る．検量線作成

時の 室温か ら± 6° C 以上 に なる と， コ ン ト P 一
ル

血清の 値が許容値であ る ± 10％の範囲外に な る の

で ，再度検量線を 作成す る 必要がある．

　 FPIA 法 ： 測定キ ッ トは ア ボ ッ トTDX ジ ゴ キ

シ ン （ダ イ ナ ボ ッ ト）を用 い た ，血 清中 ジ ゴ キ シ

ン 濃度は ，全 自動螢光偏光光度計 ア ボ
ッ ト TDX

（ダイ ナ ボ ッ ト）を用い て 測定 した ．

　 2．　測定試料

　 再現件試験 に は，健康成人 血清 で ジ ゴ キ シ ン 濃

度を 0．85， 1．5， 3．Ong／m1 に 調 製 した試料を用

い た ．

　EIMA 法 と FPIA 法 との 比較試験に は，当院

に 通院ある い は 入院中の 44名の 患者血清47試料を

用い た ．こ れ らの 患者 の 中の 1名は ，仮死状態で

緊急入 院し て ，ジ ゴ キ シ ン お よ び フ ェ ノ バ ル ビ タ

ー
ル を 投与 された 生後 4 ヵ 月 の 小児 で ある．仮死

状態で 乏尿の た め フ 卩 セ ミ ドな どを併用投与 して

い る時，誤 っ て ジ ゴ キ シ ン を 10倍量 静脈内投 与 さ

れた． こ の 患 者に つ い て経時的に 採取 し た 血清中

の ジ ゴ キ シ ン お よ び フ ェ ノ ル ビ タ
ール 濃度を測定

した ． フ ェ ノ バ ル ビ タ ール の 血清中濃度は FPIA

法に よ り測定 した，こ の 患者で は幸い に もジ ゴ キ

シ ン に よ る 重 篤な 中毒症状は 認 め られな か っ た ．

　ジ ゴ キ シ ン の 代謝物お よ び類似構造 薬物 の 交差

反応試験に は ，健康成人 lft
’
L清で ジ ゴ キ シ ン 濃度を

1．Ong／ml ， 試験薬物濃度を ジ ゴ キ シ ン 2ng／ml 　lこ

ほぼ相 当す る よ うに ，
2．Ong／ml （ス ピ p ノ ラ ク

ト ン の み 5μg／ml ） に 調製 した試料を用 い た．そ

れ らの 血清 で 交差反応が認め られ た 場合に は ， 試

験薬物濃度を さらに 1．0，0，5，025ng ／ml （ス ピ

卩 ノ ラ ク ト ン の み2．5
， 1．25， 0．625μg／ml ） に調

製 し た試料を用 い た ．試験に 用 い た類似構造薬物

は，ス ヒ
．
P ノ ラ ク ト ン ，プ ロ ス シ ラ リ ジ ン （大 R

本製薬），メ チ ル ジ ゴ キ シ ン （山之内製薬），ラ ナ

ト シ ドC （三共製薬），
k一ス ト ロ フ ァ ン チ ン ，9一

ス ト ロ フ ァ ン チ ン （Sigma　chemical ）， ジ ギ トキ

シ ゲ ニ ン
， ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン （Aldrich　chemical ），

ジ ギ トキ シ ン （和光純薬） の 9 種類で ある．

　 コ 1ノ ス テ ロ
ール お よ び ト リ グ リセ ラ イ ド，

ビ リ

ル ビ ン の 影響を検討す る 目的で ， 市販の コ レ ス テ

ロ ール ， ト リ グ リセ ラ イ ドお よ び ビ リル ビ ン の 各

測定キ ッ ト （マ イ ル ス ・三 共）附属の 標準品に ジ

ゴ キ シ ン を添加 して 交差反応を検討 した ．ヘ モ グ

ロ ビ ン を含む血清は ，健康成人の 血球を 水で 溶血

した後血清で 希釈 し て調製 した．ヘ モ グ ロ ビ ン 濃

度は ヘ モ グ P ビ ン 試験紙（マ イ ル ス ・三 共）を 用 い

て 測定 した（4．15g／dl）．薬物を含まな い 血清で 希

釈 し た種 々 の ヘ モ グ 戸 ビ ン 濃度 の 血清に ジ ゴ キ シ

ン を含む血清を添加 し て，本 ジ ゴ キ シ ン 測定 キ ッ

トに 及ぼす ヘ モ グ ロ ビ ン の 妨害に つ い て 検 討 し

た ．

A

縞
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尸

．宀

腎機能障害患 M一の jrlL漿｝＃1，腎機能障害に よ り当

院 の 泌尿器科に 入院 して い て シ ク 1コス ボ リ ソ 投与

を行 っ て い る腎移植 前後 の 患者血漿 18試料 で あ

る．こ れ らの 患者に は ，
ジ ゴ キ シ ン は投与されて

お らず ， 血漿中 ク レ ア チ ニ ン 濃度 3〜9．5mg ／dlが

13試料で 1．5〜2．9mg ／dl が 5試料で あ る，

士

口帝 果

　EIMA 一
キ ッ トの 特性

　 3 濃度の ジ ゴ キ シ ン を含む 【血清 の 同時再現性お

よび 口差再 現性を Table　1 に 示 した ．同時再現

性試験 の 変動係数 は 4 ％以 下で ，日差 匹現性 試験

の 変動係数は 6 ％以
一
ドで あ っ た。日差再現性試験

で は 測定 日に よ り室温が異 な っ た が，そ の 変化は

検量 線作成 口の 室温 の ± 5℃ で あ り，再度検量 線

を作成す る必要 は なか っ た ．

　FPIA 法 と EIMA 法 と に よ る 測定値の 回帰直

線は ，y ＝ 1．01x＋ o．07 で，相関係数は o．993と良

い 相関性 が み られた （Fig．1）．

　誤 っ て ジ ゴ キ シ ン を大量 に投与 され た患児 に お

け る 丘旺清中 ジ ゴ キ シ ン お よ び フ ェノ バ ル ビ タ ール

の 濃度推移を Fig．2 に 示 した． こ の 患 者で は入

院初 日に 排尿が な く， 2 日目か ら 7 日目 ま で の 尿

．
飛は それ ぞれ 144，

171，729，237，278お よび274

ml で あ っ た． 血清中ジ ゴ キ シ ン 濃度推移 は，一

次速度式で は 表わ せ なか っ た ， こ の 患児で の 最終

ジ ゴ キ シ ソ 投 与後 57．5hr と 81．5hr の 2 点か ら

求 め た消失半減期は 29．1hr で あ っ た．

　 ジ ゴ キ シ ン の 代謝物お よび類似構造薬物 の 交差

反応試験を EIMA 一キ ッ 1・を用 い て 試験 し た．免

疫測 定法に お い て 交差反応率を 表わ す 方 法 と し

て，20％あ るい は 30％の 交差反応を示 す濃度が川

い られる が ，本報 で は 1．Ong／ml の ジ ゴ キ シ ン 濃

度 に 対 し て20％ の 交差反応を 示す代謝物お よび 類

似構造薬物の 濃度を も っ て 表わ し た （Table　2）．

交差反応が20％以上 を 示 し た メ チ ル ジ ゴ キ シ ン

は ，ジ ゴ キ シ ン とほ ぼ 同等の 交差反応 を呈 した．

ス ピ Tコ ノ ラ ク ト ン は ，1．5！t9 ／ml 以 』で 20％以 L

の 交差反応を示 し た．

　 コ レ ス テ P 一ル ， ト リ グ リセ ラ イ ド，ビ リル ビ
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Fig．1．　Comparison 　 of 　Serum 　Digoxln （DGX ）

　 　 　 　Concentration　 Determined 　by　Fluore−

　 　 　 　scence 　Polarization　Immunoassay

　 　 　 　（FPIA　 Inethod ）and 　Enzyme 　Inlmun ぐ，
−

　 　 　 　metric 　Assay （EIMA 　 method ）

　 　 　 　y＝1．01x十〇．07，　r ＝0．993，　n ＝＝47

Table　 1． Within−run 　 and 　Between −run 　PrecisLon　of　Seruln　Digoxin （DGX ）

Concentrations　Determined 　by　Enzyme 　Immunometric 　Assay

Within・rUI1 Between−run

Specimen　　 DGX 　concn ・

　 No．　 　 （nglml ）

Mean

　 　 　 　 　 　 　 　 DGX 　concn ，

　　　C．V， 1ユ 　 （・9 ／ml ）　 C．V 。

S，D ．　 （彡の　　　　Mean 　 S，D ．　 （％）

123 0，85　　　0．033　　　3．9

1，50　　　0．049　　　3，3

3 ．00　　0．086　　2．9

10　 0．86

10　 1。56

10　 3．03

0．050 　　5．8　　10

0．067　　　4．3　　　10

0．092　　　3．0　　　10
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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

170

108

　

　

6
　

　
　

　
　　
4
　
　

　

　

　

　
　

　

　　
2

（
。

・

言
＼
b。

ε

＝
。唄
罵
自
目

巴
・

3
×

O
〔［

釁」
謬

1

罫薄 院 薬
e
？： 　Vo1．17，　No ．3 （1991）

PB 　　　　13　　　13　　65
い ・ 1　　　　　 ↓　 1

DGX ↑ ↑ l
l．v．　0．  130 ．013 〔，．13（mg

、’9n31

ー
31

↓

31

↓

6U

〔
ぐ．［
肩．
 

さ
【【
c

鵞
仁

5
薹
8
ロニ【
一

貫
ロ

δ
の

04

02

018

6

島

　　　　 2　　　　 3　　　　 4　　　　 5　　　　 6 　　　　 7

　 　　 　 　 　 　　 　 　 　 Days　 after −h〔，spitalizat め n

Fig．2．　Serum 　Digox 宝n （DGX ） and 　Phenobarbital （PB ）Concentration−TiIue

　　　　Courses　 after 　Large 　Dosing　 of 　DGX 　 and 　PB 　ill　a　P ．itient 　
with

　Ileart

　　　　Failure （H ．　K ．，　 male ，4months ）

　　　　　 ● 　： EnZynle　immunometric 　aSSay

　　　　△ ・L「 ： Fluorescence　polarization　immulloassay

Tab ］e　2．　Concentration　o ｛ an 　 Added 　Compo −

　 　 　　 und 　Necessary 　to　 Produce 　 a 　 Maxi −

　　　　 1num 　Quant貢tation 　Error　 of 　 20％ in

　　　　 aSample 　Centaining　lng！ml 　Digoxin

　　　　 by　Enzyme 　Immunometric 　Assay

Added 　compoundConcentration

　to　produce

amaXimum 　qUantitation

　 　 error 　of　2096

なか っ た．

　 ジ ゴ キ シ ン を投 学され て い ない 腎障害患者血 漿

を用 い て ，ジ ゴ キ シ ン 様物質 の 影響を EIMA 法

に よ り検討 した 結果 ， い ずれ も 0．1ng／ml の 感度

以下で あ っ た ．一一
方 ， 同 じ血 漿に つ い て FPIA キ

ッ トを用 い て 測定 し た結果 ， 18 試料中 11 試料が

O．1・− O。3ng ／ml の 値を示 し た，

Methyldigoxin

Lanatoside 　C

Digoxigenin

Digitoxin

Proscillaridin

k−Strophanthin

9・Strophanthhl

Digitoxigenin

Spironolactone

0，25ng〆m1

0 ．25ng ／ni！

  ．25ng！m1

0．50rlg〆m1

2．00n9 〆m1

1．00ng〆nll

＞2．00ng〆ml

＞2．00ng・〆ml

1．5 μ9／ml

ン お よ び ヘ モ グ ロ ビ ン は，それぞれ 400mg／dl，
500mg ／dl， 10．　Omg ／d1 お よび 415mg ／dl の 高濃

度 まで EIMA −．ジ ゴ キ シ ン 測定に 影 響が認め られ

考 察

　 ジ ゴ キ シ ン の EIMA 一キ ッ トで は ，
サ ン プル ブ

ロ セ
ッ サ ーで の 抗原抗体反応 に 1 回 の 操作で 6 試

料 し か セ
ッ トで きず ， 反応時間が12分必要で ある

こ とか ら，全測定 に は25分を要す る ，18試料の 測

定に は約 1 時間か か る．一
方 ， FPIA 一キ ッ トで は

6 試料 の 測定 で は 約20分を要するが ， 20試料の 測

定で も約30分で よ い ． こ の こ とか ら， EIMA 一キ

ッ トは FPIA 一
キ ッ トに 比べ て 多数 の試料を 測 定

する施設 で は 不便 で ある ．し か し，検量 線は 2 点

測定で よ く，室温 の 変化 が ± 6° C 以 内で試薬 の ロ

ッ ト変更が な い か ぎり， 再度検量線を作成する必

幅
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（

要がな く，測定 機器な どが コ ン パク トで ある こ と

か ら， 1 ［Lil の 測定試料数 が ｛動な い 施設 あ る い は 病

室な どで は 非常 に 便利で ある，

　また ，
EIMA 一

キ ッ 1・に 必要な測定試料量は 30

！tl で ，　 FPIA 一キ ッ ト （試料量200μ1） に 比べ て 小

児患者 など で は 有益で ある ． Fig．2 に 示 した ジ

ゴ キ シ ン を誤 っ て 大量 に 投与 され た 小 児 患 者 で

は ，大量投 与後約 2 日間 は ジ ゴ キ シ ン の ［n晴 中濃

度推移 がゆ るや か で あ っ た が ， 尿量 の増加 に 伴 い

そ の 後は
．一

次速 度で 血 清中 か ら消失 して い る． こ

の ジ ゴ キ シ γ の 血清中か らの 消失速度 の 変化は ，

ジ ゴ キ シ ン がユ三に腎か ら 排泄 され る こ と か ら
1／

，

腎機能 の 回復 に 伴 う ジ ゴ キ シ ン の 腎排泄 の IE常化

に よ る もの と 考え られ る．

　 EIMA 一
キ ッ ト の 同時再現性お よび 日差．再 現 性

の 変動係数は 6 ％以下 と小 さ く， ま た FPIA 一
キ

ッ ト と相関Vkが 良い こ とか ら （Fig．1，
　 Fjg，2

，

Table 　1），
　 EIMA 一

キ ヅ 1・は従来 の 測定キ ッ i・に

匹敵す る精度 を 有す る こ とがわ か っ た ．さ らに ，

生体成分 で ある ト リ グ リセ ラ イ ト，
コ レ ス テ ロ

ー

ル
，

ビ リ ル ビ ン は 高濃度で あ っ て も 血清中 ジ ゴ キ

シ ン 濃度の 測定値に 影 響を与えな い こ とか ら，高

脂「fll清 ， 高 コ レ ス テ v 一ル lf［t清 で あ っ て も EIMA

法 で ば ジ ゴ キ シ ン 濃度測定 が で き る こ と が わ か っ

た．高濃度 の ヘ モ グ ロ ビ ン 血清は EIMA 法 に ょ

る ジ ゴ キ シ ン 濃度 の 測定 系に は 影響 しな い が，ジ

ゴ キ シ ン は inL清中よ りも血球中 に 高 い 濃度 で 存在

して い る
5卿 こ とか ら，　溶∫II凵〔IL清て ぽ 真の 値 よ り

rll

．
liめ の 値が得 られ る ．こ の こ とか ら，血 清中ジ ゴ

キ シ ン 濃度測定 と し て は 溶 li舶 L清 の 使用 は 避け る

プアカ
ミよ L 、．

　 ジ ゴ キ シ ン の 代謝物お よ び類似構造薬物 の 交差

反応に つ い て は ，代謝物お よび ス ピ P ノ ラ ク ト ン

を除い た 類似構造薬物が 高い 交差反応を示 した が

（Table 　 2），臨床上併用投 学される こ と は 少 な

い ．しか し，ジ ゴ キ シ ン と同等の 交差反応を示 し

た メ チ ル ジ ゴ キ シ ン は ， 治療量 で の 1瞬青中濃度が

ジ ゴ キ シ ン の 治療濃度範囲に 近 く
7〕

， 消失半減期

も約20時間
8＞

ある い は 43時間
y）

と長い ，した が っ

て ，
メ チ ル ジ ゴ キ シ ン か ら ジ ゴ キ シ ン へ 処方変更

後 1 週間 以内 に EIMA ．
キ ッ 1・を用い て ジ ゴ キ シ

ン 濃度を測 定 した揚 合， メ チ ル ジ ゴ キ シ ン が ⊥盒1清

中に 存在 して い る 叮能性 が あ る の で ，真 の ジ ゴ キ

シ ン 濃度は 得 られな い 危険性に 注意が 必 要 で あ

る．ス ピ ロ ノ ラ ク ト ン は降圧利尿薬 と して しば し

ば ジ ゴ キ シ ン と併用 投与され る，そ の 体 内か らの

消失は 速 く（半減期 10 分）
lo｝

p ス ビ ノ ロ ラ ク ト ン の

交差反 応性 は 極め て 小さ か っ た が （Table 　2），種

々 の ジ ゴ キ シ ン 測定キ ッ トで ス ピ
．
P ノ ラ ク ト ン の

代謝物 との 交差反応性 が報告され て い る 1）． ス ピ

「・ ノ ラ ク ト ン の 代謝物に よ る EIMA 法で の 交差

反応 の 程度は，FPIA 法 と同 じで あ り
ii・y／t〕，ヵ ン

レ ノ ン を含む種 々 の 代謝物 の 影響が考 え られ て い

る．

　 FPIA 一キ ッ トで 0．1ng／ml か ら 0．3ng／ml の

偽陽性を呈 した 腎障省患者 」in漿 で も，　 EIMA 一キ

ッ トで は 0．1ng／ml の 測定感度 以 下で あ る こ とか

ら，腎障害患者血漿中に 存在する こ とが 服告 され

て い る
i・L’｝ ジ ゴ キ シ ン 様物質 の 影響は ，FPIA 一

キ

ッ トに 比 べ て EIMA 一キ ッ ］
・で は小さ い こ とが確

認 で きた ．FPIA 一キ ッ トで の ジ ゴ キ シ ン 様物質に

よ る本報 で の 偽陽性値は 最 1
’li　O．　3ng／ml で あ っ た

が，薬物血中濃度 モ ニ タ リ ン グに お ける ひ とつ の

役割 と して の 患者 で の 服薬 の 有無を確認する た め

に は ，こ の 値 は 無視する こ と が で きな い ．

　 以上 の こ とか ら，臨床 に お け る血 清 ri
’
T シ ゴ キ シ

ン 濃度測定 に EIMA 法は 1’分 に 適川 て き う と
．
考

え られ る．
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