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　An　analytical 　method 　f（）r　the　determination　of 　propofol（2，6−diisopropylphenol）in　hu−

man 　 serum 　 was 　investigated　by　high−performance　liquid　 chromatography 　 using 　a　semi −

micro 　 bore　 column 　 and 　 a 　 column −switching 　 technique ．　 The 　 semi −micro 　 bore　 column

ITSKgel　ODS −80Ts （2　mm 　i．d．× 150　mm ）｝gave　a　highcr　peak　height（ca ．3．5　folds）
compared 　with 　that　 of 　a　 conventional 　column （4．6　mm 　Ld，）．　 As 　the　 result 　 of 　an 　 ex −

am 三nation 　of 　some 　pretreatment　columns ，　higher　 recoveries 　of 　propof（）l　 on 　TSK 　precol−

umn 　 BSA−ODS 　 and 　 TSKprecolumn 　 PW 　 were 　 obtaincd ．　 TSKprecolumn 　 PW 　 was

adopted 　as　a　pretreatmcnt　column ，
　because　its　less　 adsorptive 　ability 　was 　 considercd 　to

be　effective 　in　eliminating 　the 　hydrophobic　compounds 　in　human 　serum ．　Under 　the　opti −

mized 　analytical 　 conditions
，
　the 　1inearity　of　the　calibration 　curve 　was 　obtained 　over 　the

range 　of　5〜300　ng ／ml 　and 　the　detcction　limit　was 　l，5　ng ／ml （S／N ＝3）．　 The　relative

standard 　deviation　against 　a　practical　sample 　was 　2．4％ （n
＝＝6），　 As　a 　consequ ρ

nce
，
　this

method 　was 　suggested 　to　be　utilized 　fbr　a　highly　sensitive 　quantitativc　analysis 　of 　propofi）1

in　human 　serum 　of　an 　anesthetized 　patient．

Keyworcls ： HPLC ；prepofb1；column 　switching ；semi −micro 　bore　column ；human 　scrum ・
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ピ ル フ ェ ノ
ー

ル ）は，投．与後 の 体内分 布 ， 代謝 ， 排せ つ

が 速 く，麻酔の 導 入 が 速やか で 作用時間 が 極め て 短 い ，

反復投 与で も体内蓄積 が 少 な い
，

と い う優 れ た 特徴 を有

して い る
1）．近年，プロ ポ フ ォ

ー
ル が 多用 さ れ る と と も

に ，そ の ．血中濃度 の 簡便 で 再現性 の 良 い 分析法 の 確 立 が

求 め ら れ て い る ．

　血 中プロ ポ フ t 一ル の 測定法 と して は 高速液体 ク ロ マ
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トグ ラ フ ィ
ー （HPLC ） が広 く用 い ら れ，こ れ ま で に 検

出器 と し て
， 蛍光検 出器

2）3），電気化学検出器
4），紫外吸

光検出 器
5）
−
7）agを 使用 し た例が 報告 され て い る．しか

し，血 中成分 の HPLC 分 析 に お い て は分 析 カ ラ ム の 劣

化 を防 ぐ た め ，注 人 前 に 試料中の タ ン パ ク 質等 の 高分子

成分 を除去 す る 必要 が あ rl　、前処理 が煩雑で あ る と い う

問題 が あ っ た ，一
方，HPLC シ ス テ ム に 前処 理 カ ラ ム

と六 方 切 り換 え バ ル ブ を加 え
，

オ ン ラ イン で 試料の 除タ

ン パ ク を 行 う カ ラ ム ス イ ッ チ ン グ法
8）

は ，試料 の 前処 理

が不要な 簡便性 か ら血中薬物の 測 定方 法 と し て 広 く用 い

られ て い る ．

　本報 で は カ ラ ム ス イ ッ チ ン グ法 の 血 中プ ロ ポ フ ォ
ー

ル

測定 へ の 適用を検討 した ．カ ラ ム ス イ ッ チ ン グ法 に よ る

血中プ ロ ポ フ ォ
ール の 測定 に つ い て は，こ れ まで に も報

告 が あ る
2）が，こ こ で は

， 主 に 分析 カ ラ ム の ミク ロ 化 に

よ る感 度の 向上 ，及 び前処理 カ ラ ム の 保持力 （疎水性）

の 違 い に よ る 回収率 へ の 影響 に つ い て 調べ ，分 析条件 の

最適化 を検討 した，そ の 結 果，良好 な 分析条件 を確立

し ， 実試料測 定 へ の 適用 を行 っ た の で 報告する．

2 実 験

　 2・1 装　置

　 HPLC の シ ス テ ム は ，2 系列 の 溶離液 が 送液可 能 な ポ

ン プ CCPM ・II，オ
ー

トサ ン プ ラ AS −8020 （試料注入 量

10叫），バ ル ブ コ ン トロ
ー

ラ
ー VC −8020 ， カ ラ ム 恒温 槽

CO −8020 （温度 40℃ ），蛍光検出器 FS ．8020 （励起波長

276，蛍 光 波 長 310nm ），シ ス テ ム 制御 及 び デ
ー

タ 処 理

装置 SG −8020 の 各 ユ ニ ッ ト （す べ て 東 ソ
ー

製） に よ り

構成 し た．装置 の 構成図 を Fig．1 に 示す．

　分 析 カ ラ ム に は TSKgel 　ODS −80Ts （2　mm 　i、d．× 150

mm
， 及 び 4．6　mm 　i．d．× 150　mm ＞，前 処 理 カ ラ ム に は

TSKprecolumn　BSA−ODS ，同 PW ，同 SW （各 4．6　mm

i．d，× 35　mm ） の 3 種類 を 使用 し て 検討 を 行 っ た．又 ，

送 液 ポ ン プと オートサ ン プ ラ
ー

の 間 に 前処 理 用 溶離液中

の 不純物 を 除去 す る 目的 で TSKguardcolumn 　Carbon−

500 （4．6mm 　i．d．X50 　mm ） を トラ ッ プ カ ラ ム と して 接

続 し た．

　分析用溶離液 に は ア セ トニ トリル と 10mM リ ン 酸ナ

トリウム 緩衝液 （pH 　6，8）の 混合溶液 （65 ：35）を 用 い

た．流 量 は 分離 カ ラ ム の 内径 が 4 ．6mm の 場 合 に は I

ml ／min
， 2mm の 場合 に は 0．2　ml ／rnin と した ．前処 理

用溶離液 に は 50mM リ ン 酸 ナ トリ ウ ム 緩衝 液 〔pH

6，8）を使用 し， 流量 は 1．5　ml ／min と し た．

Fig。1　Schematic　diagram　of 　HPLC

l： buffer　fc）r　pretreatment； 2： e且uent ； 3： pump ； 4 二

trap　 column ； 5 ： auto 　 samplc 　 injector； 6 ： six −port
switching 　valve ；7 ： pretrcatment　celumn ；8 ： analy ・
tical 　column ；9： column 。 ven ； 10 ： fluorescence　dc−

tector

　 2 。2 試　薬

　プロ ポ フ ォ
ー

ル，及 び 内標準物質 と して 使用 し た 2−t一

ブチ ル ー6一メ チ ル フ ェ ノ
ー

ル 〔い ず れ も Aldrich製） は

共 に ア セ トニ ト リル に て 溶解 し，あ ら か じめ 10mg ／ml

に 調製 した後，水 で 希釈 し て 任意の 濃度 の 標準溶液 を得

た．プロ ポ フ ォ
ー

ル を投与 され た 患者煎廴清 は
， 水 に よ り

10 倍 に 希釈 す る こ と に よ り 調製 じ た が ，こ の と き，内

標準試料溶液 を そ の 最終濃度 が 2eo　n9 ／ml に な る よ う

に 添加 した．ア セ トニ トリル は和光純薬製 の 高速液体 ク

ロ マ トグ ラ フ ィ
ー用 を，水 は MillトQ シ ス テ ム に て 精製

し た 純水を用い た，そ の 他の 試薬 はす べ て 和光純薬製 の

特級品を用 い た ．

　 2 ・3　 六 方切 り換えバ ル ブの 時間制御

　 六 方 切 り換 え バ ル ブ の 時間制御 は 以下 の よ う に 行 っ

た．ま ず．バ ル ブ を Fig．1 の 実線 の 位置 に し て 前処理

用 溶 離液 に よ り試 料 を前処 理 カ ラ ム へ 導入 す る．こ の と

き 前処理 カ ラ ム は 試料中の タ ン パ ク質等 の 高分子成分を

素通 り さ せ ，疎水性 の 低 分 子 成分 の み を保持す る．試 料

注 入 か ら所定の 時間 （以下，こ の 時 間 を前 処 理 時 間 と す

る ） 経 過 後 t
バ ル ブ を切 り換 え，溶出力の 強い 分 析用 溶

離液 に よ り前処 理 カ ラ ム か ら 目的成分 を分析 カ ラ ム へ 導

き ， 分 離 を行 っ た．
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3 結果及 び考察

　3 ・ 1　 セ ミミク ロ カ ラ ム の 利用

　通 常の HPLC シ ス テ ム に お い て ， カ ラ ム ス イ ッ チ ン

グ法を利用せ ず，試料を分析 カ ラ ム へ 直接注入 し検討を

行 っ た ．分離 カ ラ ム と し て 内径 4 ．6mm の 通常 カ ラ ム と

内径 2mm の セ ミ ミ ク ロ カ ラ ム を使用 し た と こ ろ，内

径 2mm の カ ラ ム の ピーク 高 さ は理 論的 に は 内 径 4．6

mm の カ ラ ム と比 較 して 約 5、3 倍 （ピ
ー

ク 高 さ は カ ラ ム

内径 の 2 乗 に 反比例 す る ） と な る は ず で あ る が，こ こ

で は約 3．5 倍で あ っ た （Table　 l＞．内径 2mm の カ ラ

ム で は ピーク 幅 が 広 く，試料 の 過 負 荷 や カ ラ ム 外 で の

ピーク の 広 が りが 推察さ れ た 。

　 内径 2mm の セ ミ ミク ロ カ ラ ム で は そ の カ ラ ム 性 能

が 完全 に は 発 揮 され て い な い こ と が 考 え られ た が t 本 分

析 に お け る 目 的 ピー
ク の 分離 に は 支障が な く，又 ピーク

．
高 さ も向上 する こ と か ら，以下 セ ミ ミ ク ロ カ ラ ム を使用

し て 検討 を行 っ た。

　3 ・2　前処理 カ ラム の保持力 （疎水性）の影響

　前処 理 カ ラ ム と し て 使用 し た TSKpreco 旦umn 　BSA −

ODS
，
同 PW

，
同 SW は い ずれ も極 性 の 高 い 溶 離 液 で は

親水性の 高分 子 物質 〔タ ン パ ク質）を素通 り さ せ ， 細孔

内に 低分子物質を疎水的 に 保持す る 特徴を有 して い る，

各 カ ラ ム で 保持力 が 異 な り，TSKprecolumn 　BSA −ODS

が一
番強 く，以下 同 PW ，同 SW の 順 で ，分析対象物

質の 疎水性 の 違 い に よ り各 カ ラ ム を選択す る こ と が 可能

とな っ て い る．各 カ ラ ム の 特性 を Table　 2 に ま とめ る ．

　本分析 に お い て ，各前処 理 カ ラ ム を使用 した場合の 前

処理 時間 と回 収率の 関係 を Fig．2 に示 す．回 収率 は 同

じ濃度 の 試料を直接注 入 した場合の ピー
ク面積を基準と

し て 計算 し た．回収率 は
， TSKpreco 且umn 　BSA −ODS

，

同 PW に お い て 前処理 時間 10分 ま で ほ ぼ 100％ と な

っ た．しか し，TSKprccolumn 　SW で は前処理時間の 延

長 と と もに 大幅 な 低下が 見 ら れ，細孔内 に プ ロ ポ フ ォ
ー

ル を トラ ッ プす る十分な 保持力 （疎水性〉が な い こ とが

示峻 さ れ た．一
般 に 前処 理 カ ラ ム か らの タ ン パ ク質分 画

の 溶出 に は，約 3 分 以 上 の 前処 理 時問 が 必 要 と さ れ て

い る
8）た め，TSKprecolumn 　SW は フ

゜
ロ ポ フ ォ

ール 分 析

に お け る 前処理 カ ラ ム と し て は 不適 で あ る と 考 え ら れ

た．一
方，TSKprecolumn 　BSA −ODS ，同 PW を 比較 し

た 場合 ， 目的成分 の 回収．率 に 差 は な い も の の PW の ほ

うが 保持力が 弱 く，そ れ に 応 じて 他 の 疎水性 き ょ う雑物

質 の 分析 カ ラ ム へ の 導入 を 低減 さ せ る 効果 が期待さ れ

た．こ の た め 本 分 析 に お い て は 前処 理 カ ラ ム と し て

卜 303

Tablc　l　Comparison 　 of 　peak　heights　 and 　 widths

　 　 　 　 between　 4，6　mm 　 i．d．　 and 　 2　 mm 　Ld，　 co レ

　 　 　 　 umn

Colurnn　inside　diameter

4．6mm 2mm

Propof｛）l

　peak　heighta ♪

　peak　widthb
）

2−t−Butyl−6−methylphcnel

P・・kh ・ight”）

P・・kwidthb）

13L76
．2

585
ρ
08

454．911
．8

302．411
．5

a）integrator　output （unit ，　 mV ），　b）width 　at 　peak
haユf　height（unit ，　s ）

Table　 2　Gharacteristics　of 　TSKprecolumn 　scries

BSA −ODSPW SW

Base　 materia 且

Hydrophobic 　layer
Hydroph 量1ic　layer
Particle　diameter

pH 　range

silica　gel　polymer　gel　　silica 　gel
ODS （C18）　　

−CH2 −
　　　

−CH2 −

　 BSA 　　　　 dio且　　　　 d三〇1
20　urn 　 12　Fun　 lO μm

　2− 7．5　　　　 2〜12　　　　　2− 7．5

＼

〉
」

Φ
＞
oo
Φ

100

50

0

ム

u 　ぱ

ム

R 父

0　　　　　　　 5　　　　　　　 10

　　Pretreatment　 time ！ min

Fig・2Effect ・f　pretreatment　time ・ n 　rec ・ very ・ f

propofolAnalytical

　column ； TSKgel 　ODS −80Ts，2mm 　i，d．×
150mm ； Elucnt： CH3CN −10mM 　 phosphate　buffer

（pH 　6，8）（65 ：35）； Fl・w 　rate ： 0，2　ml ／min ； C ・三umn

temperaturc ： 40℃ ；Pretrcament　column ： X ，　TSK −

precolumn　 BSA −ODS ； ○，　TSKprecolum 　PW ； △ ，
TSKprecolumn 　SW ，生6　mm 　i，d．X35 　mm ；Buffer　for

pretretment： 50　mM 　phosphate　 buffer （pH 　6．8＞；

Buffer　n・w ・ate ・ L5　m 韮／min ； lnjecti・ e　 v。lume ： 10

叫
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F量g・3　Chromatogram　of 　standard 　samples

Pretreatment　 co 且umn ： TSKprecolumn 　 PW ，4．6　mm

i．d．× 35　mm ； Pretreatment　 time ： 3min ； Peaks ： 1
，

2−t−buthyl−6−methylphenol ；2，　propof｛）110ther 　condi −

tions　were 　samc 　as　Fig．2．

12

0 5 10

Time ！ min

t5

Fig・4　Chromatogram 　 of 　human 　 serum 　 of 　 a 　 pa−

tient　anesthctized 　by　propof（）l

Chromagraphic 　conditions 　were 　same 　as 　Fig．3．

TSKprccolumn 　PW を 使用 す る こ と と し た ．又 ，前 処 理

時間 は 分 析時間 を考慮 し て 3 分 と す る こ と と し た．以

上 に よ り決定 した条件に お い て 測 定 した ク ロ マ トグ ラ ム

を Fig，3 に 示す．

Tab丘e　3　Repeatability　test （n
＝6＞of 　the 　prcsent

　 　 　 　 mcthod

No． P ・・P・fo1／・gm 「
1

　 3・3　検量線

　プ ロ ポ フ ォ
ー

ル の 標準試料 に つ い て 測定 を 行 い ，内標

準物質 2−t一ブチ ル ー6一メ チ ル フ ェ ノ
ー

ル 200　ng ／ml と の

面積比 に よ っ て 検量線 を作成 した ．測定 を行 っ た 5−

300　ng ／ml の 濃 度範囲で ，相関係数 0．999 の ほ ぼ 原点 を

通 る 良 好 な 直 線 性 が 認 め ら れ た．又，検 出 限 界 は s／N

＝3 で 1．5　ng ／ml （絶対量 で 15　P9）で あ っ た．

　 な お，検量線 の 濃度範囲の 上限 は イン テ グ レーターの

フ ル ス ケ
ー

ル に よ り 制限 さ れ て い る た め ， 蛍 光 検 出 器 の

光電子増倍管の 印加電圧を下 げる こ と に よ り， 濃度範囲

を 高濃度側 ヘ シ フ トさ せ る こ と も
’
可能 で あっ た．

　 1

　 2
　 3

　 4
　 5
　 6MeanRSD

（％1

26082605275726052587264026342

．4

　 3 ・4　 実 試 料 へ の 適 用

　実際 に プロ ポ フ ォ
ー

ル を投与 され た患者血清 を本法 に

よ り 測定 した ク ロ マ トグ ラ ム を Fig．4 に，又 6 回 の 繰

り返 し測定 に よ り定 量 を行 っ た 結 果 を Table　3 に 示 す．

良 好 な ク ロ マ トグ ラ ム が 得 ら れ，相対標準偏差 も 2．4％

と再現性 も良好 で あ っ た，

　プ ロ ポ フ ォ
ー

ル の 有 効血中濃度 は 500− 1500ng ／ml

Sample ： human 　serum 　of 　a 　patient　anesthetized 　by

propoft）1

と さ れ，従来 の サ イズ の 分析 カ ラ ム で の 検出で も問題 は

な い が，シ ス テ ム を 高感度化す る こ と に より ， 試料 を希

釈 して注入 す る こ と が 可能 と な る．こ の た め，前処 理 カ

ラ ム の 化学的耐久性 の 向上 が期待 され る．

　プ ロ ポ フ ォ
ー

ル は 1995 年 12 月 に 発売後 ， 臨 床 の 場

で 広 く用 い られ て き た が，日本人 の 体内動態解析 の 報告

は比 較的少 な い．前処理 の 簡便化 に よ る 測定 の 迅 速化を

実 現 し，か つ 高 感 度 化 を 可能 と し た 本法 は，今後，H 本

人 の 体内動態解析 の 蓄積 を行う上 で 極 め て 有用 で あ る と

考 え ら れ る．

　本研 究 を進 め る に あた り，血 清試料 を提供 して い た だ い

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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