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　種 々 の 抗が ん剤 に 対 す る 抗 が ん作用増強剤 と して 新規 に 開 発 さ れ た N一ソ ラ ネ シル ーN，N
’一ビ ス （3，4一ジ

メ トキ シベ ン ジル ）エ タン ジ ア ミ ン （S1）B ＞の 血 清中定量 法 を確立 し t」．ヒ ト血 清 を 中性条件 トエ タ ノ
ー

ル で 除 タ ン パ ク し た後，SDB をジエ チ ル エ
ー

テ ル で 抽出
・
濃縮 し，プ レ カ ラ ム 蛍光誘導体化試薬サ ク シ

ニ ミ ドー2一フ ル オ レ ニ ル カ ル バ メ ートの ア セ トニ ト リル 溶液 を加 え て 室温下 5 分間反応 させ た．反応液

の
．・

部を直接蛍光検出逆相 HPLC で 分析 し た と こ ろ，　 SDB の 定量 を妨害 す る ピー
ク は 認 め ら れ ず，ヒ

ト血 清 を用 い た 低濃度領域 〔1〜40ng／mL ） で の 直線性 も ほ ほ源 点 を通 る 良 好 な 結果 が 得 られ た．本 法

の 定量 限界 は lng／ml （0．5　ml の 血 清 を使用）で あ り，　 SDB を 40 及び 50｛｝ng ／ml 含 む ヒ ト血 清 を分析

して 得 ら れ た 回 収率 と 同 時再 現 性 （n ＝5＞は そ れ ぞ れ 102．O％，RSD 〔％）＝L4 及 び 旦00、9％，RSD
（％ ）一・1．8 で あ っ た．本法 の 応用例 と し て ，イヌ に O．5　mg ／kg の SDB を単回静脈内投与 し た 際 の 血 清

中 SDB 濃度を測定 し た と こ ろ ， 血清か らの 消失相半減期 は 約 7．3 時間 で あ っ た，

1 緒 言

　SDB 旧 清製粉 ・
開発番号 ： N −13フ9 ：、V・ソ ラ ネ シル ー

N ，N
’一ビ ス （3，4一ジ メ トキ シ ベ ン ジ ル ）エ タ ン ジ ア ミン ｝

は，凵濟 製粉 に お い て 合 成 され た 分 子 内 に 二 級 ア ミ ン を

有 す る イソ プ レ ノ イ ド誘導体 で あ り，ア ドリア マ イ シ

ン ，マ イ トマ イ シ ン G ，5一フ ル オ ロ ウ ラ シ ル ，ブ レ オ マ

イ シ ン，ペ プ レ オ マ イシ ン な ど広 範囲 な 抗 が ん 剤 に 対 し

て in　vitro 　
l）2 ）

及 び in 祕 o
鏑

で 強 い 抗 が ん 作用増強効果

が確認 され て い る．

　SDB は，分 子 吸 光 係 数 が 小 さ く　鼠＿ 280　nm ：

酷 ，，1
＝ 53 （エ タ ノ

ール ）｝，又 そ れ 自身 の 有 す る蛍光強

度 も弱 い こ と か ら，既報に お い て著者 ら は ， SDB に 適

し た蛍光プ レ誘導体化試薬と して 活性カル バ メ ート型の

サ ク シ ニ ミ ドー2一フ ル オ レ ニ ル カ ル バ メート （SFG） を

開 発 し，HPLC に よ る高感度検出を可能 に し t：　J
「
）、

　本報 で は 更 に
， HPLC に よ る SFC を用 い た 血清中

SDB の 高感度定 量 法 を確立 す る と共 に，そ の 応 用例 と

し て イヌ に SDB を 静脈内投与 し た際 の 血 清中 SDB の

濃度推移 に つ い て 検討 を行っ た．

＊

　日本 レ ダ リ
ー

（株 ）製 薬 製 剤研 究 所 ；353　埼玉 県志 木市

　 柏 町 1−6−34

2 実 験

　2・1 試 薬

　SDB は 日清製粉 で 合成 さ れ た もの を使用 し た，ヒ ト

血 清 は 市販 の 精 度 管 理 用 プール 血 清 コ ン セ
ー

ラ
O
（日 水

製薬）を 用 い た．蛍光プ レ誘導体 化 試薬 の 合 成 に 使用 し

た 2一ア ミ ノ フ ル オ レ ン は Aldrich　Chem ．よ り，又 炭酸

N ，N
’一ジ サ ク シ ニ ミ ジ ル は 東京化 成 工 業 よ り そ れ ぞ れ 入

手 し， 既報
5）に 従 っ て SFC を合成 した．そ の 他 の 試薬

は すべ て 和光純薬工 業の 試薬特級を用 い た．

　2・2　機器及び分析条件

　島津製作所製 HPLC 用 ポ ン プ LG −6A に 逆 相 ODS

カ ラ ム TSK 　Gei　ODS −80TM 　4．6× 250　mm （東 ソ
ー

）

を接続 し，サ ン プル 注入 は レ オ ダ イン ル ープイ ン ジ ェ ク

ター−7125 〔Berkcley，　CA ，　USA ＞を 使用 した．　 HPLC 用

溶離液 は O．2％ の 酢酸 ア ン モ ニ ウ ム を含 む エ タ ノ
ー

ル ：

メ タ ノール ； 酢酸 （650 ： 3斗7，5 ： 2，5v ／v ％ ） を 用 い
， 流

量 は 1．O　ml 〆min で 行 っ た．検出器 と して 日本分光 ］1業

の 蛍光検出器 820−FP を 用 い，励起 及 び蛍光波長 を そ れ

ぞ れ 286 及 び 343　nm に 設 定 し た．イ ン テ グ レ ーターと

して は ク ロ マ トパ ッ ク C −R3A （島津製作所） を接 続 し

た．
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　　　　　　　〔，・5m1 ・趣 erum 婁皿 pl弖
　　　　　　　　　　　 I
　 Added 　O．5ml 　of 　l／30　M 　sodium 　phosphate　buHbr ，
　　　　　　　　　　 pH 　7．O
　　　　　　　　　　　 I
　　　　　　 V ・ rtexed 　by　v ・ rteX 　mixer

　　　　　　　　　　　 I
　 　 　 　 　 　 Added 　O，5　 ml 　 ofe しhano艮

　　　　　　　　　　　 I
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Mixed
　　　　　　　　　　　 I
　　　　　　Addcd 　6．O　ml 　of　diethylether
　　　　　　　　　　　 I
Shaken　for　l5min 　and 　centrifuged 　at 　3000　rpm 　f（〕r　5　min

　　　　　　　　　　　 I
　　　　　　　 ，5．皿 ｝．P £grg尋職 ．gxt堅 聖

　　　　　　　　　　　 I
　　　 Evaporated　to　dryness　at　temperature 　of

　　　　i・ wer ・ than 　35℃ Ui 」ing　a　stream 　・ f　N2
　　　　　　　　　　　 亅
　 　 　 　 　 　 　 　 　 Dried　 residue

　　　　　　　　　　　 I
　 　 　 　 Added 　O，2　ml 　of 　SFC 　in　acetonltri ］e

＊

　　　　　　　　　　　 I
　 　 　 Mixed 　 well 　 and 　 aUuwed しo 　 stand 　lbr　5　 min

　　　　　　　　　　　 I
　　　　画 矍 堕旦．10

』2q．吋i畦qH 足』9坐 璽里

＊

SFC ； succillimido −2一且uorcnylcarbamate （50　pg／mD

　　　　　　 Fig ・l　Sample 　prepara しion

　 2・3　 試 料 の 前 処 理 操 作

　IkLFk
’
試料か ら の SDB の 抽出 及 び 蛍光誘導体化操作 に

つ い て Fig．1 に 示 した ．す な わ ち，血清 0．5ml に 等容

量 の 1／30　M リ ン 酸 ナ トリ ウ ム 緩衝液 pH 　7、0 を加 え て

か き 混 ぜ た 後 エ タ ノ ール で 除 タ ン パ ク を行 い ，更 に ジエ

チ ル エ ーテ ル を加 え て SDB の 抽出 を行っ た．抽出溶媒

を 35DC 以 ドで 窒素気流 下濃縮乾固 し た．残 留物に SFC

の ア セ トニ トリル 溶 液 を加 え て 溶 か し，5 分 間 室温 に 放

置 し た 後，反 応液 の
一

部を直接 HPI．C 装置 に 注 入 し

た．

　 2。4 動物試験

　8 月齢 の 雌性 ビーグ ル 犬 2 頭 を 使用 し，〔〕．5　mg ／kg の

SDB を 前肢 の と う側静脈 よ り 15分 か け て 持続静脈内投

与 した．投与開始 よ り 5
，
10，15 （投 与 終 了時）， 20，30，

45 分 後 ， 更 に 1，2，4，8，24 及 び 48 時聞 後 に 前肢静脈

よ り血液 を採取 し，30 分間室温 に 放置 した後血清分離

を行 っ た．得 ら れ た 血 清 は 薬物濃度測定 ま で
一20℃ で

凍結保存 し た．

3　結果及び考察

3 ・1 抽 出条件

あ ら か じめ SDB の 2yg／100　pl エ タ ノ
ー

ル 溶液 を lo

譽
li・D

暑
§

毳
5°

量
1・

。 、 2 ， 4

　 　 Volume　 of　ethan 〔》1／Volume　 of 加 man 　 serum

Fig．2　E偸 ct　 of 　ethanol 　 to　iiquid
−liquid　partition

efflciency 　f（｝r　 extraction 　of 　 SDB 　in　serum 　using

dieしhyiether　as　extract 　solvent

ml の 遠沈管 に 分取 し
，
4 ℃ 以 ドで 窒素吹 き 付 け に よ り

溶媒 を乾固 し た 後 ヒ ト血清 （コ ン セ
ー

ラ
e
｝を 0．5ml 加

え て よ く か き 混 ぜ 30 分以 一ヒ室 温放置 し て 血 清試料 と し

た．こ の 血 清 試 料 か ら 除 タ ン パ ク な し に 直接 ジエ チ ル

エ ーテ ル で SDB を 抽 出 し た 場 合，　 SDB の 回収 率 は

16％ で あ っ た．しか し，除タ ン パ ク と液一
液分配効率の

向上 を 目的 に エ タ ノ ール を 加 え た と こ ろ，有機相 へ の

SDB の 回 収率 は 急激 に 高 ま り ， 血清と等容量 以上 の エ

タ ノ
ー

ル を加え て 除 タ ン パ ク を行 う こ と に よ りほ とん ど

loo％ の 回収率 を達成 す る こ と が で き た 〔Fig．2）．更 に

回収率 の 再現性を向上 させ る 口的で 血清 の 液性 （酸性，

中性，ア ル カ リ性〉 に つ い て 検討 を行 っ た 結果，エ タ

ノ ー
ル 添 加 の 前に 1／30　M リ ン 酸塩 緩衝液 pH　7．0 を血

清 と等容量 加 え る こ と に よ り良好 な結果 が得 ら れ た．

　3 ・2　HPLC 条件

　SDB は 水 に 極め て 溶け に く い が メ タ ノ ー
ル ，工 タ

ノ
ー

ル 及 びア セ トニ トリル に は 溶 け や す い こ とか ら，こ

れ ら の 溶媒 をべ 一
ス と し て ODS 系 カ ラ ム TSK 　Gel

ODS −80TM 　4．6× 250　mm を用 い た 逆相 ク ロ マ ト グ ラ フ

ィ
ーに つ い て 検討 した．

　そ の 結果，ア セ トニ トリル を含 む 系 で は SDB の ピー

ク に テ イ リ ン グ が 観 察 され た こ と か ら，溶離 液 と して は

エ タ ノ
ー

ル ： メ タ ノール 系 が 適 し て お り， 最 終 的 に

0．2％ の 酢酸 ア ン モ ニ ウ ム を含 む エ タ ノ
ー

ル ； メ タ ノ
ー

ル ： 酢酸 （650 ：347．5 ： 2．5v／v ％ ）の 系 を確立 し た ，本

法 を用 い て SDB 及 び SDB と SFG を室 温 下 ア セ トニ ト

リル 中で 反 応 さ せ て得られ た SDB −FC を分 析 した と こ

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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Fig．3　Chromatograms　obtained 　in　thc　analysis 　of

a ）SDB ，　 b）reaction 　 mixturc 　 Qf 　SFC （100　− g）with

SDB （IO　pg）in　2　ml 　of 　acetonitrile ，　c ）SFC 　with 　hu−

man 　scrum （Consera
 
）extract 　contalning 　no 　SDB

and 　d）containing 　20　ng 　of 　SDB 　per　ml 　of 　serum

Chromatography 　 was 　 carried 　out 　 on 　a 　 revcrsed −

phase　TSK 　Gel　 ODS −81，　TM 　4．6× 250　mm 　 coiumn

using 　ethanoh 　methanol ： acetic 　acid 　 ・650 ： 347，5 ：

2，5 ・／v ％ c・ nt ・i・ing　O．2％ ・f　amm 。 nium ・cet ・ te　as

the 　 mobile 　 phase　 at　 a 皿ow 　 rate 　 of 　l．Oml ／min ．
E且uate 　 f｝om 重he　 column 　 was 　 monitored 　 at 　 286　 nm
for　 excitation 　 and 　 343　nm 藍br　 emissioIl 　 wavelengths

cxcept 　 when 　 280　nm 　 fbr　 excltation 　 and 　 313nm 　fbr
emission 　 wavelengths 　 were 　 used 　 in　 the　 analysis 　 of

non 幽derived　SI）B．

ろ ， 共 に 良好 な ク ロ マ トグラ ム が得られ た．更 に，ヒ ト

血 清 （コ ン セ
ー

ラ
 

）に SDB を添 加 し た 試料と添 加 し

な か っ た 試料 （ブ ラ ン ク ）を用 意 して Fig．1 の 操作 に

従 っ て 分析 し た と こ ろ，ク ロ マ トグ ラ ム 上 SDB −FC を

妨 害 す る ピー
ク は 観 察 さ れ ず，本 法 の 条件 下 で

SDB −FC と血 清成分及 び SFC 由来 ピーク と の 聞 に 十 分

な 分離 を 果た す こ と が で き た （Fig．3）．

　3 ・3SDB に 対する SFC の 反応性

　SDB と SFC が 反応 し て SDB −FC に 至 る 反応式 を

Fig．4 に 示 し た．　 SDB の 二 級 ア ミ ン 構造 は 強 い 求核性

を有 して お り，室 温 下 ア セ トニ トリル 中 で 容易 に SFG

の カ ル ボニ ル 基 を攻撃して 5 分 以 内 に対応 す る尿素誘

導体 が ほ ぼ 10  ％ の 収率 で 生成 さ れ る こ と を 前報 で 報

告 し た
「’）．

　本研 究 で は ， 薬物 添加 の な い ヒ ト血 清 （コ ン セー

ラ
e
）か ら Fig．1 の 操作 に 従 っ て ジエ チ ル エ ーテ ル で 抽

出 し て 得 ら れ た 抽出残留物 に SDB 　O）既知量 と SFC の

ア セ トニ トリ ル 溶液 を加 え て 室温放置 し，既報
S）

に 従 っ

て 反応性 を測定 した，その 結果，ヒ ト血 清 か らの 抽出物

は，SDB と SFG の 反 応速度及 び SDB の 収率 に ほ とん

ど影響 しな い こ と が 確認 され た．

　3 ・4　低濃度領域 で の 直線性

　薬物添 加 の な い ヒ ト血清 （コ ン セ ーラ
e
）lml 当た り

SDB を O．5〜40　ng の 範囲 で 添加 し た血清試料各  ．5　ml

に つ い て ，本法の 操作
．
に 従 っ て 分析 を行 い 検最線 を作成

し た ．O 、5　ng ／ml に つ い て 若 「
二
低 い 値 が 得 ら れ た が

，

1−−40　ng ／ml の 範囲で ほ ぼ 原点を通 る 良好 な 直線性 が 得

ら れ，0．5　n，g／ml の 値 を 含 め て 計算 し た 相 関係 数 は

0．9998 で あ っ た ．

3 ・5　回収率 と同時再現性

薬物添 加 の な い ヒ ト血 清 （コ ン セ
ー

ラ
e
） に SDB を

謡飄：職 暁 舞 《
　 　 賄　 　 　 　 　 　 　 　 SDB

Fig・4SDB

一

、躍毎 ・
、

H 〈G晒
・。HGHIIs

　 　   3

　 　 SDB −F（〕

SFC

。

黙

旧
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011G
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Reaction　scheme 　f‘）r　the　formation　of 　urea 　derivative　SDB −FC 　from　SFC 　with
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Table　 lRecovery 　 ancl　 reproducibility 　of 　S1）B 丘onl

serum

Addcd 　SCi
’
um ／　 　 Mean

　 ng 　m1
− I

　 　 rec ・ vcry ，％
n RSD ，％

004ゐ
0

　

5
102．OIO

〔〕．9
5　　 　　 　 1．斗
5　　 　　 　 1．8

a ）

眺←．印
の

口

o←
口7【
 

P
口
O
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」

o
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隔
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T【
日

助
ま

丶

国
O
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｝
o

¢
o【
髯
仁
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口
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日
5
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の
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eSe

曙

0　12 　　 4 　　 　　 　 8　 24

0・5　　Time　post 　start 　of 　infusion／h
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Fig．5　Ghallge　in　 serum 　concentration 　of 　SDB 　fbレ

iowing　single 　continual 　 intravellり us 　inf
’
usion 　（15

min ＞  「SDB （〔｝．5　mg ／kg）to　female　dogs

O ：individu乱l　data，一 ： mean 　value

添加 して 終濃 度 と して 40 及 び 500　ng ／ml に 調製 し た 試

料各 5 検体ず つ に つ い て，本法 の 操作 に 従 っ て 分析 を

行 っ た と こ ろ，回 収 率 及 び 同 時再現 性共 に 良好 な 結 果 が

得 ら れ た （Table　 D．

　3 ・6　応用 例 ： イヌ 血 清中 SDB 濃度

　SDB 　O，5　mg ／kg を イ ヌ に 15 分 間 持続静脈内投与 し た

際，血 清 中 SDB 濃度 は 投与後 い っ た ん低 ドし冉 び 緩や

か に 上 昇 す る パ タ
ー

ン を示 し，血 清 中 最 高 濃 度

（　C
’
m ：．lx ） は 投与開始 2 時間後 に 得 ら れ た ．　 SDB は そ の

後緩 や か に 減少 し，血清 か ら の 消失相半減期 （T1〃 t，、m ）

は約 7．3 時間 で あ っ た
m

（Fig，5）．

　SDB を投与 した イヌ 血 清 を本法 で 分析 して 得られ た

ク ロ マ トグ ラ ム は ，SDB 添加 ヒ ト血 清 か ら得 られ た そ

れ と 極 め て 類似 し た パ タ
ー

ン を示 し た （Fig．6L 又 本

法 の 条件下 で は SDB −FC σ）後 に 溶出す る よ う な ピーク

は 観察 さ れ な か っ た こ と か ら，1 検体 Lr） 分 以 内で の 分

0　 　4　　8　　12 0　　4　　8　 12

Retention　 time ／min

Fig ．6　Chromatograms　obtained 　in　the 　an 乱lysis　of

dog　 serum 　a ）pr
’
etreatment 　 and 　b）at　2d．　h　aftcr 　sin −

gle　 continual 　 intrave［ユous 　in正hsion （15min ）of 　SDB

（0，5mg ／kg）to　a　female　dog

ChromatograPhic　conditions 　are 　the　same 　as　in　Fig・
3、

析 が可能で あ っ た ，

　本法 は感度，特異性及 び再現性 に優 れ て お り，簡便 な

操作 と U 検体 を 15 分以 内 に 分 析 で き る HPLC 条件 を

備 え て い る こ とか ら，血 清中 SDB の 凵常分析法 と して

有用で あ ると考 え られ る．

　 終 わ り に ，本研 究 に 際 し イ ヌ の 薬 物 投 与 及 び 採 血 を 行 っ

て トさ い ま した 成 毛 驍塞 長 は じめ 目本 レ ダ リ
ー
生物研 究

所薬物動態研究室の 諸研究員 に 深謝致 し ます，
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  A  novel  isoprcnoid derivative N-solancsyl-IV,N'-bis(3,4-dimcthoxybenzyE)ethanediamine

(SDB) is an  anti-tumor  activity  potcntiating agcnt  for a  variety  of  anti-tumor  agents,  e.g.,

adriamycin,  5-fiuorouracil and  mitomycin  C. A  simple  and  sensitive  methocl  for the  de-
termination  of  SDB  in serum  has becn  developed  by  HPLC  using  precolumn tluoresccncc

labeling reagent  succinimido-2-fluorenylcarbamate  (SFC). After deproteinization with

ethanol,  SDB  in human  serum  was  extracted  with  diethylether, Extracted SDB  was  con-

verted  into its fluorenylcarbamyl derivative SDB'FC  using  SFC  in acetonitrile.  Reaction
was  completed  within  5 min  at  room  tempcrature.  A  part of  thc  rcaction  mixture  was

irljected directly into a HPLC  system.  HPLC  was  performed on  a  reversed-phase  TSK

Gel ODSL80TM  4.6× 250mm  column  using  ethanol:methanol:acetic  acid=650:

347.5: 2.5vlv containing  O.2%  of  ammonium  aeetate  as  the  mobile  phase at a flow rate
of  1.0 ml/min.  Eluate frorn the  column  was  monitored  fiuorometrically at  343 nrn  while

excitcd  at  286 nm.  Under  thesc conditions,  SDB'FC  ceuld  be separated  completely  from
the other  components  in the samples  including excess  SFC. The  detectien limit of  the

assay  was  1nglml:the  good linear rclationships  bctwcen  pcak arca  and  the  conccntra-

tion  of  SDB  were  found in even  low ranges,  1 to 40 ng/ml  of  human  serum.  Mean  re-

covery  and  reproducibility  (n=5) of  the  method  were  102.0%  and  RSD  (%> =  1.4 for 40

nglml,  and  100.9% and  RSD(%)==1.8  for 5eOng/ml  o{' human  serum,  respectively,

Prcsent method  was  successfully  app]ied  to the  ana]ysis  of  serum  after  a  singie  in-

travenous  administration  of  O.5mg.fkg of  SDB  to tl'.malc dogs. Terminal halJ' lives of

SDB  in dog serum  was  c'a, 7.3 h.

                                                (Received November  20, l990)

    Kegwerdphnases

determination of  N-solanesyl-N,N'-bis(3,4-dimethoxybenzyl)cthanediamine in serum  by

  HPLC  ; precolumn fluorescence labeling reagent  succinimido-2-fluorenylcarbamate  ; hu-

  man  sc:rum;  analysis  of  serum  in dog given N-solanesyl-N,N'-bis(3,4-

  dimcthoxybenzyl)ethanediamine.


