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高速液体ク ロ マ トグラフ ィ
ー に よるウマ 血 しょ う及び

尿中フ ェ ニ ル ブタゾ ン とその 代謝物の 定量

篠原達美 
，　石高　治 ，　田 中恒夫 ，　百瀬 　篤

＊

（1985 年 10 月 n 日受 理 ）

　ウ マ 血 し ょ う及 び 尿 中 の フ ェニ ル プ タ ゾ ン 及 び 代謝物 の オ キ シ フ ；ン ブ タ ゾ ン ， γ
一ヒ ド卩 キ シ フ ェ ニ

ル ブ タ ゾ ン の 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ーに よ る 定 量法 を検討 し た ．抽 出溶 媒 は ジ ク ロ ル メ タ ン 又 は ベ

ン ゼ ン を 使 用 し た ． カ ラ ム は Cosmosil　sCiS を 用 い ， 移 動相 は 血 し ょ う の 場 合 1 ア セ ト ニ ト リル ー水一

酢酸 （55 ・ 42 ・ 3，・ ／・），尿 で ｝ま （49 ・ 48 ・ 3， ・／・） を 使 用 し，流 速 1・・e・ml ／mi ・
・ 検出 は 254　nm で

行 っ た ． 内標準物質 は メ テ ノ ロ ン を 使用 し た ． こ の 移 動 相中 で は r一ヒ ド 卩 キ シ フ ；ニ ル ブ タ ゾ ン か ら

カ ブ ロ ラ ク トン 体 へ の 異 性 化 が 起 こ る が ，
こ れ は 試料 を 少 量 の ト リ Z チ ル ア ミ ン を 含 む 溶 液 に 溶解 す る

こ とに よ り防止 で き た ．検 量 線 は 3 者 と も 血 し ょ う で 40 陪 ／ml ，又 尿 で は 160昭 ／ml ま で 直線性 を 示

し た ．日 内及 び 日差 変 動 は 血 し ょ う ， 尿 と も各 々 2％ 程度 と良 好 で あ っ た ．こ の 方法 を フ ェニ ル ブ タ ゾ

ン 投 与 ウ マ 血 し ょ う及 び 尿中 の 各 代謝物 の 濃度測 定 に 応 用 し た ．

1 緒
二『．
口

　フ ェ
ニ ル ブ タ ゾ ソ （4一ブ チ ル ー1，2一ジ フ ＝ニ ル

ー3
，
5一ジ オ

キ ソ ピ ラ ゾ リジ ン ） （以下 PBZ と略記）は Stenzli） に

よ り合成 され た 非 ス テ 卩 イ ド性抗炎症 ・解熱鎮痛薬で あ

り， ヒ トは も と よ り広 く獣 医領域 で も繁用され て お り
，

競走 馬 で は て い 葉炎，関節炎 あ る い は 各種 せ ん痛の 治療

に 用 い られ て い る．

　 ウ マ に お け る PBZ の 代謝 は ヒ ト
！〉 とほ ぼ 同 じで あ

り，フ ェ
ニル 基又 は側鎖 ブ チ ル 基 が 水酸化 を 受 け た オ キ

シ フ ェ ン ブ タ ゾ ソ （以下 OPIBZ と略記） 及 び γ
一ヒ ド

卩 キ シ フ ェニ ル ブ タ ゾ ン （以 下 HPBZ と 略記 ） の 2 種

の 生理活性代謝物 （Fig ．1）が 知 られ て い る 3＞． 今回 ，

著者 らは PBZ の ウ マ に お け る 体 内動態 を 調 べ る 目的

で
，

ウ マ 血 し ょ う及 び尿中 の PBZ ，　 OPBZ 及 び HPBZ

の 同時定量 法 に つ い て検討 した ．

　体液中 の PBZ 及 び 代謝物 の 定量法 と し て は 紫外分光

法
4）−6），質量分析法

T），ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ーSl − 11 ）及

び 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー12〕　−16｝（以下 HPLC と略

記〉 が 報告され て い る．こ れ らの うち，紫外分光法 は 特

異性 に 欠 け ， 又 質 量 分 析 法 及 び ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ーは 煩雑な 前処 理 及 び 誘導体化 が 必要 で あ る．一
方 ，

HPLC は 試料調製が 簡易で あ り，又 代謝物を 含め た分

＊ （財）競 走 馬 理 化学研 究 所 ： 158　東 京 都 世 田 谷 区 上

　 用 賀 4−37−6
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Fig．1Major 　matabolic 　pathway 　of 　phenylbuta ・

　 　 　 zone

離定量がで きる こ とか ら，
既 に 幾 つ か の 方法が報告され

て い る，そ こ で HPLC に つ い て 検討 した と こ ろ ， 代謝

物 の HPBZ は 使 用 し た酸性の 移動相 に 溶 か す と，
一

部

δ一カ ブ 卩 ラ ク ト ソ
ー
α
・
カ ル ボ ニ

ッ
ク ア シ ドーN ，

1V’一ジ フ ェ

； ル ヒ ド ラ ジ ド
17 ）

（以下 カ プ ロ ラ ク ト ソ と略記）に 異性

化 し，両者 の 平衡混合物 と な り， ク ロ マ ト グ ラ ム 上 2 本

の 分 裂 ピ ーク とな る た め，定量分析を行 ううえで 問題が

ある こ とが 分 か っ た．しか し，
こ の 異性化 は 試料 を 少量

の ト リ エ チ ル ア ミ ソ を含む溶液に 溶 か す こ とで 防止 で き

る こ と が 分 か り，迅 速，簡易，再現性の 良 い 定量法 を確

立 した ．
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2 実 験

　2 ・ 1 試薬及び溶媒

　PBZ 及 び OPBZ は 藤沢薬品工 業製 の ブ タ ゾ リ ジ ン 及

び タ ン デ リール 錠 よ り抽出 し ， そ れ ぞ れ メ タ ノ ール 及 び

エ ーテ ル ー石 油 工 一
テ ル 混 液 か ら 再 結晶 し た も の を 使 用

し た ． HPBZ の 合成原料 で あ る ケ ト フ ェ ニ ル ブ タ ゾ ン

は 協 和 醸酵工 業 製 の ケ タ ゾ ン 錠 よ り 抽 出 し， ベ ソ ゼ ン ー

ヘ キ サ ン 混液 か ら 再結晶 し た もの を使 用 し た ．内 標 準 物

質 の メ テ ノ ロ ン は 口本 シ ェー
リ ソ グ製 の ブ リモ ボ ラ ン 錠

よ り 抽 出 し，酢 酸 エ チ ル か ら 再 結晶 し た も の を 使用 し

た ． エ ーテ ル
， テ ト ラ ヒ ドロ フ ラ ン ， 　メ タ ノ

ール
， ジ

ク ロ ロ メ タ ン ，
ベ ン ゼ ン 及 び ア セ ト ニ ト リル は 和光 純 薬

工 業製 あ る い は 半井化学薬 品 製 の 残 留農 薬 試 験 用 又 は

HPLC 用 を 使 用 し た ． そ の 他 の 試薬及 び 溶媒 は 市販 の

試薬特級 品 を そ の ま ま 使 用 し た ．

　2・2　装置及び分析条件

　高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ は ， 日立 635 型 定 流 量 ボ ン ブ

に 島津 UVD −1 型検 出器 を 接 続 し て 使 用 し た ，又 デ ー

タ 処 理 に は 島津 ク ロ マ トパ
ッ ク C −RIA 型 を 用 い た ，カ

ラ ム は 半井化学薬 品製 の Cosmosil　 10Cls ガ ード カ ラ ム

（5cm × 4 ．6mm 　i．　d．）に 同 じ く Cosmosil　sCls （15cm

× 4．6mmLd ．） を 接 続 し て 使 用 し，カ ラ ム 温 度 40°C
，

測定波長 脳   で 行 っ た ． 移動相 は 血 し ょ うの 場 合，

ア セ ト ニ ト リ ル ー水一
酢 酸 （55 ： 42 ： 3，v ／v ）， 尿 で は

（四 ：48 ： 3
，

v ／v ） を使 用 し ， 流 速 1．O　ml ／min で 行 っ

た．

　 2・3HPBZ の 合成

　無水 工 一テ ル 100m1 に 無水塩化 亜 鉛 4・lg を 加 え て

か ぎ混ぜ，こ れ に テ トラ ヒ ドロ ホ ウ酸 ナ ト リウ ム 2・39

を少量 ずつ 加 え た 後 ， 室温 で 2 時間か き混ぜ る ．別 に ，

ケ トフ ェ
ニ ル プ タ ゾ ン 10g を無水 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン

150m1 に 溶解 した後，更に 無水 工 一テ ル 200皿 1を 加 え

て 希釈す る．こ の 溶液に か き混ぜ な が ら先 に 調製 した テ

トラ ヒ ド ロ ホ ウ 酸亜鉛 の エ
ー

テ ル 溶液を加え，そ の 後室

温で 2 時間 か き混 ぜ る．反応終了 後，反応混合物に蒸留

水 200ml を少量ずつ 加 え，過剰 の 試薬 を 分解す る．水

相 を分取 し ，
こ れ を 5％ 塩 酸 で 酸性 と した 後，エ ーテ ル

抽出， 水洗， 硫酸 ナ ト リウ ム 乾燥後 ， 減圧 下溶媒留去 ，

無色針状の 粗結晶 （本品 は IR ス ペ ク トル よ り HPBZ

と推定 され た ）を得 る． こ れを酢酸 エ チ ル か ら再 結 晶

し，融点 183〜185°C （文 献値 181−−184° Cll）） の 無色

針状結 晶 8 ・23g （収率 79・6％ ）を 得た ．こ れ は IR ス

ペ ク トル か ら HPBZ の 異性体で あ る カ プ ロ ラ ク ト ン

体
IT ） と 同定 し た ． なお ， こ の カ プ ロ ラ ク ト γ 体 は 薄層

ク ロ V ト グ ラ フ ィ
ーに お い て 二 つ の ス ポ ッ ト （Rf 値 ：

0．59，0．13
， 展開溶媒 ： ク ロ ロ ホ ル ム ーメ タ ノ ール

，
95 ：

5，v ／v ）を与え，又 ，　 CDCI ， 中 で HPBZ との 平衡混

合物 と して 存在す る こ とが NMR ス ペ ク トル よ り確認

さ れ た ．Mass 　 m ／1 ： 324 （M ＋

），
　 le4 （base　peak ），

93，

77．IR （nujol ）cm
−1

： 32ア0 （−NH −），1720（
−COO −

），

1685 （−CON ＝）．　 NMR （CDCIs ）ppm ； 1．20 （d ， 」

＝7Hz ，　 HPBZ −CH8 ），1．40 （d， 」＝＝7Hz ，ヵ プ ロ ラ ク

ト ソ ーCHs ＞，
3．49 （s ，

　 HPBZ −OH ，　 DIO で 消失），5．32

（s，カ プ ロ ラ ク トン ーNH ＞．

　2・4 　標準溶液の 調製

　PBZ ，　 OPBZ 及 び ヵ プロ ラ ク ト、ン （HPBZ 等価物）

を 各 lmg ／ml の 濃度で 含有する メ タ ノ
ー

ル 溶液を同

溶媒 で 段階希釈 し，それ ぞれ 400，200，100，50，30，

10，5 及 び 2・5pgfml の 溶液を 調製 し ， 使用時 ま で 冷

暗所 に 保存 した．又，内標準物質 の 標準溶液は メ テ ノ ロ

ン を 60　pg／ml の 濃度で 含有する メ タ ノ
ー

ル 溶液 を 調製

し，同 じ く使用時 まで 冷暗所 に 保存し た．

　2。5　定1 法

　あらか じ め 内標準物質の 標準溶液 100 μ を加え，窒

素気流 下 蒸 発乾固 した 共栓付 き試験管 に ウ マ 血 し ょ う

0．5ml 及 び 2M 酢 酸塩緩衝液 （pH 　5 ．0）0 ．5ml を加

えた 後，フ ラ ッ
シ ュ ミ キ サ

ーで 混和す る．こ れ に ジ ク ロ

ロ メ タ ソ 7 皿 1 を 加え 15 分 間振 り混 ぜ て 抽出 した 後，

5 °C，3000r・p ・m ・（1600g ）で 10 分間遠心分離す る．

水相 を 吸引除去後，有機溶媒相を ス ピ
ッ

ツ 管に 移 し，窒

素気流下 40 °C で 蒸発乾固す る．残留物 に ア セ ト ニ ト

リル
ー
水
一

ト リエ チ ル ア ミ ン （55 ； 42 ：0．5，v ／v ）の 混液

200pl を加えた後，超音波処理 及 び フ ラ
ッ

シ ュミキ サ
ー

で 混和す る．不溶性残留物 を除去す るた め，再度 5 °C
，

3500 　r・　p・m ・（2200g ）で 10分 間 遠心 分離し た後 ， 上澄 み

を ミ ク 卩 試験管に 移 し， そ の 20　pl を HPLC の 試料 と

し た ．一
方，尿 試料 で は ウ マ 尿 0・25　ml を用 い ，抽出溶

媒は ペ ソ ゼ ソ を 使用 し ， 血 し ょ うと同様 の 操作を行 い ，

そ の 20 μ を HPLG の 試料 と した ．な お ， 尿 で は 不 溶

性残留物が な い た め ，
2 回 目の 遠心分離操 作 を 省略 した ・

　PBZ ，　 OPBZ 及 び HPBZ の 血 し ょ う及 び 尿中濃度

は，得 られた ク ロ マ ト グ ラ ム の 内標準物質の ピ ーク面積

に 対す る各 ピ ーク 面積の 比 を求め，あらか じめ 作成 した

回 帰直線式 を 用 い て 算出 した ．又，検量 線の 作成 及 び 回

収率の 測 定 も同様の 方法 で 行 っ た ．

3 結果及 び考察

3・ 1HPLC の 分 離条件 の 検討

PBZ ，　 OPBZ 及 び HPBZ の HPLC に よ る 分離 は ，

N 工工
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酸性 の 移動相 を 用 い
， 順相 12）la）及び 逆相 川 》− le＞の カ ラ ム

に よ る報告 が ある．そ こ で 著者 らは 逆相 カ ラ ム と して

Cosmosil　sCls を 用 い ，移動 相 に つ い て 種 ・々検討 した と

こ ろ，血 し ょ うで は ア セ ト ニト リ ル
ー
水
一
酢酸 （55 ； 42 ：

3
，

v ／v ）， 又 尿 で は 未知代謝物 との 相互分離を 考慮 し，

移動相 の 組成 を若干変 え た （49 ；48 ： 3
，

v ／v ）が満足す

る結果を 与えた ．し か し代謝物の HPBZ に は 次 の よ う

な問題 が あ る こ と が分か っ た ． すな わ ち ，
HPBZ は 前

に 述べ た よ うに 再結晶，あ る い は 室温 で 放置
11 ｝す る こ と

に よ っ て
， 安定な カ プ ロ ラ ク ト ン 体に異性化する．

　
一

方，こ の カ ブ ロ ラ ク ト ン 体 は ク P 卩 ホ ル ム
， あ る い

は 今 回 用 い た HPLC の 移動相中 で HPBZ との 平 衡混

合物と な り， Fig ．2 の 右 に 示 した ク ロ マ トグ ラ ム の よ

うに 2 本 の 分裂 ピーク と して 検出 され ， しか もそ の 強度

比 は 時間 の 経過 とともに 変化 した．又 カ プ ロ ラ ク ト ン 体

の 保持時 間は 今回 の HPLC の 条件 で OPBZ の そ れ と

ほ ぼ一
致 し て い た．

001

50

0

試

蕗
。

§
の

こ
。

扈“
お

g
日
。

O

　 　 　 　 0 　 40 　 80 　120 　160 　 048048

　　　　　　　　Time／min 　　　　　　　Time／min

Fig，2　Time 　 courses 　of 　equilibrium 　state 　 between

　　　 γ
・hydroxyphcnylbutazone（A ）and δ一capro −

　　　 lactone一α凾carbonic 　acid 一ハ弓N
，−diphenyLhydra 幽

　　　 zide 　（B）in　acetonitrile −water −acetic 　acid

　　　　（55 ； 4213 ）　uscd 　as　 a 　mobile 　 phasc　 at

　 　 　 25°G 　and 　40°G

　　　 O ：A ， ● ：B ； Temperature ： − 25℃ ，一一40
　 　 　 　

°C

方， カ プ ロ ラ ク ト ソ 体 は ア ル カ リ 水溶液中 で 速やか に

HPBZ に 異性化 （加水分解）
tl｝す るた め，加水分解に よ

り得 た HPBZ を 移 動相 に 溶解 し ，
カ プ ロ ラ ク ト ン へ の

異性化 を 同様 に 検討 し た が，先と 同 じ く A と B の 比 が

9 ： 1 の 平 衡混合物 を与え た が，そ の 異性化速度 は か な

り遅 い こ とが 判明 した 、 そ こ で カ プ ロ ラ ク トン 体 を 完

全に 加水分解 した 状態 で HPLC に 注入する こ とに し，

HPLC の 移動相 の 組成 を
一

部変え た 溶液 ，す なわ ち ア セ

ト ニ ト リル ー水一ト リ エ チ ル ァ ミ ン （55 ： 42 ： 0．5，v ／v ｝

に 溶解 し た 後，
こ れ を HPLC に 注入 した と こ ろ 予期 し

た と お り， HPBZ の単
一

ピ ーク と して 検出する こ とが

で きた ． こ れ は HPLC への 注 入 後 HPBZ の
一

部 が カ

プ ロ ラ ク ト ン に 異性化する も の と考え られ る が ，
Fig ・2

か ら分 か る よ うに HPBZ の 溶 出時間 が 4 分 程度と 速

く，又前述の よ うに HPBZ か らカ プ ロ ラ ク トン への 異

性 化 速度 が遅 い た め ，見掛 け 上 HPBZ の 単
一

ピ
ー

ク と

し て 検出 で ぎた も の と思われ る． な お， HPBZ に 対す

る こ の よ うな問題点 は HPLC に よ る定量 法の い ずれ の

文献に お い て も指摘され て い な い．

　3・2　抽 出法 の 検討

　 ウ マ 血 し i う及 び 尿 か ら の PBZ 及 び 代謝物 の 抽 出法

と して ，抽出溶媒及 び pH の影響などを検討 した ． 抽

出溶媒は 血 し ょ うの 場合 ジ ク ロ ロ メ タ ソ
， 又 尿 で は ペ ソ

ゼ ン が好結果 を与え た ．pH は 2〜6 ま で 段階的に 変 え

て 検討 し た が，pH 　5〜6 が最 も良 く， pH の 低下 に 伴い

血 し ょ う及び尿成分が多 く抽出され た ．

　Fig．3 に ウ v 血 し ょ う及 び 尿抽出物 の ク 卩 マ ト グ ラ

ム を 示 し た ． い ずれ も 1 は ブ ラ ソ ク
，

II は PBZ 投与

に よ り得られ た 試料 の ク ロ マ ト グ ラ ム で あ る．血 し x う

及 び 尿共 PBZ
， OPBZ ，　HPBZ 及び内標準物質の 相互分

離は も と よ り，それ らの 出現位置 に は 体液成分 に 由来す

る 妨害 ピ ーク は 出 現 して い な い ． な お，PBZ 投与尿抽

出物の ク ロ マ トグ ラ ム で は PBZ
，
　OPBZ

，
　HPBZ 以外に

代謝物 と思 わ れ る 2 本 の ピー
ク （4，

5）が 検出され た．

　Fig．2 の 左図 は カ プ ロ ラ ク ト ン 体を HPLC 　の 移動

相 の
一つ で ある ア セ ト ニ ト リ ル ー

水
一
酢酸 （55 ： 42 ： 3

，

v ／v ）に 溶解 した ときの ，時間 の 経過に 伴 う両異性体の

濃度比 の 変化 を HPLC に よ り求 め た もの で あ る．温度

が 25DC の 場合，カ プ ロ ラ ク ト ソ 体（B ）は 時間 の 経過

とと もに 減少し ， それ に 伴 い HPBZ （A ） が 増加 し ，

2．5 時間 で A と B の 比 が約 9 ： 1 の 平衡混合 物とな っ

た ．又 ， 温度 を 40 °C に した 場合 で も平衡速度 が 速 く

な る の み で ， HPBZ へ 100％ は 変換 しな か っ た． 一

　 3・3　検量線 の 作成 ， 回収率及び再現性 の 検討

　 ブ ラ ン ク 血 し ょ う O．5ml に PBZ ，　 OPBZ 及 び

HPBZ の 3 者 とも各 々 0。5
，
1

，
2

，
6

，
10

，
20 及 び 40

pg／ml の 濃度 と な る よ うに 添 加 し，定量法 に 従 っ て操

作 し検量線 を 作成 した ．得 られ た ク ロ マ ト グ ラ ム の 内標

準物質に 対す る PBZ ，　 OPBZ 及 び HPBZ の ピ
ー

ク 面

積比 （X ）と添加 量 （Y ）と の 間 に は 原点 を 通 る 良好な

直線関係 が得られ た ．又，最小二 乗法に よ り求め た 回 帰

式は，PBZ ： Y ＝16．75X 十〇．09， 0PBZ ； Y ＝ 13．43X 十
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Fig．3　Typical　 chromatograms 　of 　 the　extracts

　　　 from 　horse　plasma 　and 　 urine

　 　 　 Chromatogram ：Aplasma 　 extracts ，　 B　urine

　　　 extracts ，　Iblank ，　II　administered ．　Peak ： 1

　　　 HPBZ ，20PBZ ，3PBZ ，1．S．　 methenolone ，
　　　 4and 　5　unknown 　 metabOlites ，　 Mobile　 phase

　 　 　 used 　 were 　 acetenitrile−water −acetic 　acid （55 ：

　　　 42 ：3） for　 plasma 　 sample 　and 　（49 ： 48 ： 3）

　　　 ｛or 　urille 　 sample ．　 Flow 　rate 　 was 　L 　O　ml ／min ．

O．23 及 び HPBZ ： Y ≡1ア．61X ＋ O ．O・1 で あ り，い ず れ も

相関係数 （r）は 0・999 で あっ た．又 ， 6pg／ml の 添加

に お け る PBZ ，　 OPBZ 及 び HPBZ の 日内変動 （各 々

n ＝ 5）は そ れ ぞれ 1・4
，

1．2
，
L5 ％ で あ り， 日差 変動

（各々 n ＝ 5）も 2．3，L8 ，2．0％ と 良好で あ っ た． 定

量限界は 3 者 とも O．25　pg／ml で あ っ た ．

　一
方， ブ ラ ン ク 尿 0 ・25ml に PBZ ，　 OPBZ 及 び

HPBZ を各 々 1
，
2

，
4

，
12，20

，
40

，
80 及 び 160　P9／

ml の 濃度と な る よ うに 添加 し，同様 に 検量線を 作成 し

た と こ ろ 3 者と も 原点 を通る 良好な 直線関係が 得 られ

た ．又 そ の ときの 回 帰式 は PBZ ： Y ＝3Ll5X ＋ O．87，

OPBZ ： Y ． ・29．48X ＋ 0，61 及 び HPBZ ： Y ；39 ．84X ＋

0．74 で あり，い ず れ も r＝0．999 で あ っ た ．又 ，
12　P9 ／

ml の 添加 に お け る PBZ
，
　 OPBZ 及 び HPBZ の 日内

変動 （各 々 n ＝5）は それ ぞ れ 2．0
，

L2
，
　 L7 ％ で あ

り，日差変動 （各 々 n ＝5）も 2・1，1・8，2・3％ と 良好

で あっ た ．定量限界は 3 者とも O．5pg ／ml で あ っ た．

　PBZ ，　 OPBZ 及 び HPBZ の 血 し ょ う及び 尿か らの

回収率 は ， 血 し ょ う の 場合 1−−40pg ／ml の 濃度範 囲

に お い て PBZ が 83％ と若干劣 る もの の
， 他 は い ずれ

も 95％ 以上 の 高い 値 を 示 し た ．又尿 で Vt　3 者 と も 2〜

80 昭 ／ml の 範 囲 で 平均 82％ 前後 と血 し ょ うに 比 ぺ 幾

分劣 っ て い た が，こ れ は 抽出溶媒で あ る ペ ソ ゼ ン に 対す

る溶解度が低 い た め と考えられ る．
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Fig．4　Plasma 　conccntrations 　of 　phenylbutazone

　　　 and 　its　metabolites 　in　horses　after 　single

　 　 　 and 　 consecutive 　 oral 　 administration 　 of

　　　 phenylbutazene

　　　 O ：PBZ ，● ； OPBZ ，　△ ： HPBZ ；
一 ： single

　 　 　 ad エninistration 　　（39 ／head），　　一一
： consecutive

　　　 administration 　（29／head，　once 　a 　day　fer　4
　　　 days）．　 Plasma 　samples 　on 　the 　consecutive

　　　 administration 　of 　phenylbutazone 　 were 　 colle ・

　 　 　 cted 　 after 　the　 last　 administration ．
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Fig，5　Urine 　concentrations 　of 　 pheny且butazone

　　　 and 　its　 metabolites 　 in　 ho｝ses　 after 　 singlc

　 　 　 and 　consecutive 　 oral 　 administration 　 of

　　　 phenylbutazone

　　　 O ： PBZ ，● ： OPBZ ，△ ； HPBZ ； A ： single

　　　 ad 皿 inistration（39／head），　 B ： oonsecutive 　ad ・

　　　 minitsration （2　g／head，　 once 　a　day　for　4　days）．

　　　 Urine　 sa 皿 ples　on 　the　 consecutive 　 administra ・

　　　 tion　of 　phenylbutatone 　were 　collected 　after　the
　 　 　 last　administration ．
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　 3・4　実際試 料の 分析

　体重 450〜550kg の 雌軽種馬 4 頭 に PBZ を 経 口 で

単 回投与 （3g ／頭）及 び 24 時間間隔 で 反復投与 （2g ／

頭 × 4 回，最終投与後，試料採取 ） し，血 し ょ う及 び 尿

中 の PBZ とそ の 代謝物の 濃度を測定 した 例を，　 Fig．4

及 び Fig ．5 に 示 し た ，血 し ょ う中で は PBZ が 大部分

を占め ，単同及 び 反復投与 とも 2〜4 時間 で 最 高血 し

ょ う中濃度 （単 回 投与 30．2 μg／ml
， 反復投与 21．5

’
pgf

mD に達 した後，順 次減少 した．　 PBZ の 半減期は単回

（7．2h ） 及 び 反復投与 （7 ．7h ） に 大 きな 差 は 認 め られ

ず，MayliniS ） が報告 し て い る 反復投与 に よ る 半減期 の

延長 は 認 め られ な か っ た 。

　
一

方，尿中 で は HPBZ 　と OPBZ が 主代謝物 で あ

り， 未変化 の PBZ は 微量 で あっ た ，又 ， 反復投与 で は

単 回 投与 に 比 べ OPBZ が 著 しく増加 した．

　本研究 は 日本中央競馬会 の 委託研究 に よ り行 な わ れ た

も の で あ il　）こ こ に 深 謝 す る．又 本 研 究 に 際 し，薬 物 投

与 実験 に 御 協力 い た だ い た 日 本中央競馬 会 馬事公 苑診 療

所 長 盛 　茂 男氏 を は じ め ，当 研 究 所 美 馬 恭 佑 調 査 役 及 び

運動薬 理 課 の 諸氏 に 感謝す る．
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　 De 亡em 血 gdon 　 of 　phenylbuta20ne 　 a 皿 d　its　me −

tabo 皿¢ e5 血 hor6e　 phsma 　 a 皿 d　 u 由 e　 by　 bi客h
performance 　H噸uid 　 chrematOgraphy ・　Tatsumi
SHINoHARA，　 Osamu 　IsHIDAKA ，　 Tsuneo 　 TANAKA 　 and

Atsushi　 MoMosE （Laboratory 　 of 　 Racing 　 Chemistry
，

4−37 −6
，
Kamiyoga

，
　 Setagaya −ku

，
　 Tokyo 　 l　58）

　 Asimple 　and 　repreducible 　method 　for　the 　detcrmina−
tion　of　phenylbutazQne（PBZ ） and 　its　mctabolitcs ，　oxy −．
phenbutazone 　（OPBZ ）　and 　广

hydroxyphenylbutazone

（HPBZ ），　in　horse　plasma 　and 　urine 　by 　high　performance
liqu孟d　 chromatography （HPLC ）was 　developed．　 Plas−

ma （0．5m1 ） was 　 diluted　 with 　 O．5　ml 　 of 　2　M 　 acetate

buffer （pH 　 5．0） and 　 extracted 　 with 　 7　ml 　 of 　dichlor．
methane ．　 After　 centrifugation 　 at 　 3000　r．p．m ．（1600　g＞
for　10min

，
　the 　organic 　phase　was 　evaporated 　to　dryness

under 　riitrogcn　 strea 皿 at 　40 °C ．　 The 　 residue 　 was 　dis−
solved 　in　200　pl　 of 　acetonitrile −water −triethyIamine

（55 ：42 ： 0．5）with 　sonication 　and 　Hash　mixing ．　 After
re＿centrifugation 　 at 　 3500　r，p．m ．（2200　g） fbr　 10min

，

supernatant 　 was 　 transferred 　to　 a 　 micro 　test−tube 　 and

20　pt　 portion　 of 　the 　 solution 　 was 　 app 且icd　 to　HPLC

（column ： Cosmosil　5GI8， 15cm × 4．6　mm 　L　d．； column

temperature ： 40 ° C ； mobile 　phase： acetonitrile ＿water ＿

acetic 　 acid ，55 ：42 ：3； flow　 rate ： LO　ml ！min ； de−

tector ： UV 　 at 　 254 　nm ），　 It　 was 　 undesirable 　 fbr　 the

quantitative　 analysi5 ．that 　 HPBZ 　 was 　 split 　 intQ　 two

peaks　 on 　 a 　 chromatogram ，　 because 　 of 　equilibration 　 of

HPBZ 　with 　δ一caprolactone 一
α
一carbonic 　acid −N

，
N ！−di−

phenylhydrazide 　in　 the 　 mobile 　 phase．　 However
，
　 this

isomcrizatien　 could 　 be　 preventcd 　 by 　 dissolv三ng 　 the

sample 　in　 a　 solution 　 containing 　 tracc 　 a 皿 ount 　 of 　tri−

ethylaminc ．　 The 　 retcntion 　 times 　 of 　HPBZ
，
　 OPBZ

，

methenolone （internal　 standard ） and 　 PBZ 　 wcre 　 4．1，
5．3，8．1and 　 l　2．8　min ，　 respectively ．　 Urine （0．25　ml ）
was 　 trcated 　by　 the 　 same 　prQcedure ，　 except 　 that 　 ex ．

traction 　 with 　7　 ml 　 of 　benzene 　and 　 mobile 　 phase，　 ace −

tonitrile−water −acetic 　acid 　（49 ：48 ：3），　 were 　used ．
The 　detection　limits　 of　each 　 metabolite 肋 m 　plasma
and 　urine 　were 　O．25　pgtml 　and 　O．5　pg ！ml ，　respectively ．
The 　proposed 　method 　is　reproducible 　fbr　the 　 assa 》

・
of

PBZ 　and 　its　metabolites 　in　plasma 　and 　urine
，
　 and 　ap −

p且icable　to　the　pharmacokinetic 　studies 　of 　the 　drug　in
horses．

　　　　　　　　　　　 （Received 　October 　 l　i
，

1985）
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determination　 of 　phenylbutazone 　 and 　its　 metabolites ；

　 horse　 plasma 　 and 　 urine ； reve 路 ed 　phase 　 high　 per．

　兪）rmance 　liquid　chromatography ； UV 　detector．
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