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1 緒 言

　ク ロ ル プ ロ マ ジ ン （CPZ ）は，フ ェ ノチ ア ジ ン 誘導体 に

分 類 され る向 精 神 薬 で，ドーパ ミ ン 受 容 体 を は じめ，様 々

な受容体 に対す る遮 断作用が あ り，統合失調症 の 陽性症状

に対す る改 善作用 が あ る．しか しなが ら，黒 質
一
線条体 ド

ーパ ミ ン 系神 経 も抑 制 す る の で，パ ーキ ン ソ ン 病 様症 状 が

比 較的高頻度 に現 れ る．した が っ て ，CPZ の 定量 は，投

与 量 と薬効の 関係 及 び 重 篤 な副作用 発 現 の 把握 の た め非常

に 重 要 で あ る．現 在 ，CPZ の 定 量 法 と し て は，日本薬局

方で の 庵 位 差 滴定 を は じめ とす る滴定分析法
IR ）

，吸光光

度法
3圃

，蛍 光 光 度 法
距 ω

な ど種 々 の 分析法が 報告 さ れ て

い る が，こ れ らの 方 法 は，定量 感 度 や 操 作等の 面 で 種 々 の

欠点 が報告
12）

され て い る．

　
一

方，分析化学 の 分野 で は，】色 素
一金 属

一
被分析物質｝

の 三 元 錯 体 の 生 成 反 応 を 利 用 す る 分 析法 が，単 に 色 素 の

み，あ る い は金 属 イオ ン の み との 二 元 錯体の 生 成反応 を用

い る方法に比 べ ，感度，選択性，簡便性 な どの 面で 非常 に

優 れ て い る こ とが 認 め られ て お り，著 者 ら も本法 を利用 し

た タ ン パ ク質，医薬品な どの 生 体機能関連化合物 の 新 しい

定量 法
1／S｝− 21）

を種 々 報 告 し て い る．今 同，色 素 と して，そ

の 優 位 性 を認 め て い る
15 ）16 ）

キ サ ン テ ン 系 の o一ス ル ホ フ ェ ニ

ル フ ル オ ロ ン （SPF ）と，金 属 イ オ ン と して モ リ ブ デ ン

（VI） IMo（VI）｝を併用 す る三 元錯 体 の 生 成反 応 法 に よ る

簡便 ，高 感 度 で 実 用 的 な CPZ 及 び そ の 関 連 化 合 物 の 吸 光

光度定量 法 の 開発 を 目的 と して 検討 した．

2　実 験

　2・1 試 　薬

　2・1・1SPF の 合成　　文 献記載
22）

の 方法 に従 っ て，　 p一

ベ ン ゾ キ ノ ン と無 水 酢 酸 よ り生 成 した 1，2，4一ベ ン ゼ ン トリ

オール トリ ア セ テ
ートと o一ベ ン ズ ア ル デ ヒ ドス ル ホ ン 酸

をモ ル 比 2 ：1 の 割合 で混 合 し，硫酸 を縮 合 剤 と して 適 当

量 加 え，沸 騰 水 浴 中，還 流 させ なが ら混 液 が 黒 茶色 とな る

まで 加 温 反 応 した 後，2 週 間程 度 静置 し，沈殿 した 粗 SPF

を 炉取 した．次 い で エ タ ノ
ール ：精製水 （1 ： 1） に 溶解 し

た 後，数 日間冷暗所 に 放置 した．最後 に枦取 した赤茶色沈

殿 物 を十 分 水洗 し，SPF を 得 た．得 ら れ た SPF を 恒量 に

な る ま で 十分 減圧 乾燥 し，精製 SPF と し て 使用 した ．
1H

核磁 気共鳴法 （NMR ＞（DMSO − d6，500　MHz ） ｛δ6．551

（2H ，　s），δ　7．142 （2H ，
　s），δ7．193 （IH ，　dd，ノ

＝7．6
，
　L1），

δ 7．575 （lH ，　 td，ノ
＝7．6，1，1），δ 7．642 （IH ，　 td，ノ

＝

7．8，1．4），δ8．013 （IH ，　 dd，ノ
＝7，8，1．4）｝，　 MS ｛二 次 イ

オ ン 質量 分析 （slMs ）： m ／z　＝　401）．　 sPF の 構造
2s）

を Fig，1

に示す．

　 2・1・2 試薬の 調製　　Gpz 溶液 ： 塩 酸 ク ロ ル プ ロ マ ジ

ン （Sigma 製 ）
・・

定量 に 精製水 を加 え て ，1．0 × 10
−

／；
　mol

dm
−

／s
溶液 を調製 し，褐色瓶 に 入れ，冷所保存 した．本溶

液 を用時，精製水 で 10倍希釈 し，1，0XlO
−4mol

　dm
−’9

溶

液 と して か ら使用 した．そ の 他 の 医薬品 も，一
定量 を精製

水 もし くは メ タ ノ
ー

ル で 溶解 し，1．o　x　10
−Smol

　dm
−a’

を

調製 した．ま た ，一
部 の 医薬品 に つ い て は，少量 の LO

mol 　dm
−8

塩 酸 で 溶解 した 後，精製水 で 1．0 × ユ0
−3mol

dm
−
3
溶液 と した．

　SPF 溶液 ： 合 成 し た SPF　40　mg を 精密 に は か り，1，0

mol 　dm
−n’

水酸化 ナ トリ ウ ム 水溶液 lml で 溶か し，次 い で

1．0　mol 　dmTU 塩 酸で 中和 した 後，メ タ ノ
ール で 全 量 を 100

ml の 1．0 × 10
−
5mol

　dm
−
3
　SPF 溶液 と して 調製 し，褐色 瓶

に 入 れ保 存 した．

　Mo （VI）溶液 ： 和光純薬製 の 原子吸光分析用 モ リ ブ デ ン

HO

HO

OH
＋

OH

Fig．1　Structure　of 　SPF
1
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標準液 （1000ppm ） を適 宣 希釈 し，1．O　x 　lO
−3mol

　dm
一号

溶液 と した．

　Tween 　80 溶液 ： Tween 　80　（Tween 　80；polyoxyethylene
sorbitan 　monooleate 　MP 　biomedicals，　 LLC 製）1．O　g を は

か り，精製水 を加 え よ く混和 した 後，全 量 100m1 の LO％

Tween 　80 溶液 を調製 した．本液 を孔径 0，30 μm の メ ン ブ

ラ ン フ ィ ル タ
ーを用 い て 吸 引炉過 し，得 られ た 炉液 を使用

した．

　緩衝液 ： 0，2mol　dm
−s

塩 酸及 び 0．2mol 　dm
−s

酢酸ナ ト

リ ウ ム 水溶液 を pH メ
ー

タ
ー

で 測定 しな が ら適 宜 混合 し，

pH 　2．0 の 緩衝液 と して 用 い た （Walpole 緩衝液），

　 そ の 他の 試薬 は
’
市販特級 品を精製せ ず そ の ま ま用 い た．

ま た，本実験 で は ミ リ ポ ア 製 Academic 　A 　lO型 MilliQ に

よ る 精製水を使用 した．

　2・2 装　　置

　吸収 ス ペ ク トル 及び 吸光度の 測定 ： 島津製 UV −160 型分

光光度計 を用 い ，セ ル は 層長 10mm の 石 英製 セ ル を使用

した．

　pH の 測定 ： 堀za製 F−11 型 ガ ラ ス 複合電極 pH メ
ー

タ
ー

を用 い た ．

　 2・SCPZ の 標準定量操作

　 10ml の メ ス フ ラス コ に，1．0％ Twcen 　80 溶液 2．O　ml を

加 え，次 い で 1，0xlO
−s

　mol 　dm
−sMo

（VI ）溶液 0 ．51nl，

O．2　mol 　dm
−9Wa

】pole緩衝液 （pH 　2，0）2，5　m1 ，1・0 × 10
−s

mol 　dm
弓

SPF 溶液 0．6ml ，次い で 02 〜7．0 μ9／m 監の CPZ

溶液 を加え ， 精製水 で 全量 10ml とす る．こ の 溶液 を か く

は ん し なが ら試験管 に移 し，室温 で 30 分間静置後，CPZ

の み を除 い て 同様 に処 理 して 得 た 試薬空試験 液 を対 照 に

525nm で の 吸光度を測定 し ， あ ら か じめ 作成 して 得 た 検

量線 よ りGPZ 量を求 め る．

3　結果及 び考察

　3・1　定量条件 の 設定

　3・1・1　液性 の 影響　　 本 呈色 反 応 に対 す る 液性 の 影響

を検討 した と こ ろ
，

Walpole 緩衝液を全量 2．5　ml 加 えて

最終的 に pH 　2．6〜2．9 に液性調整 した とき，525　nm に お

け る吸 光度 は
一

定値 を 示 した．

　3 ・1・2 界画 活性剤の 影響　　生成す る呈色体 は
， 分 散

剤が 共存 しな い ときに は しば ら く静置す る と沈殿す る．し

たが っ て，呈 色体 の 水 溶 性化，安定 化 及 び定 量 感 度 の 上 昇

を 目的 と して
， 錯体生成反 応 に関 与 し ない と 考えら れ る非

イ オ ン性 （Tween 　80，　 Tween 　20，　 BrU−35，　 Triton ）（・100，

ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ール ，ア ラ ビ ア ゴ ム 末，メ チ ル セ ル ロ ー

ス ）， 並 び に 参考 ま で に陰 イオ ン 性 （ラ ウ リ ル 硫酸ナ トリ

ウ ム ，エ ア ロ ゾール OT ），陽イ オ ン性 （塩化 ト リメ チ ル

ス テ ア リル ア ン モ ニ ウ ム ，塩 化 セ チ ル トリメ チ ル ァ ン モ ニ

ウ ム ） 界面活性剤 を 検 討 し た と こ ろ，非 イ オ ン 性 の

Tween 　80 液 を用 い た と き，界面活性剤 を 用 い な い 場合 と

比 べ 約 10倍 の 感度 を示 し，更 に は，しば ら く静置 して も

沈殿 は 全 く生 じなか っ た．Tween 　80 液 量 と して は，全 量

10　ml に 対 し 110％ Tween 　80 液 2．O　ml 用 い る こ とに した．

　3・1・3　金 属 イ オ ンの 種類 及 び 濃度 の影 響 　　三 元 錯 体

を生 成す る金 属 イ オ ン を検討 した と こ ろ ，イ ン ジ ウ ム（m ），

イ ッ トリ ウ ム （III＞，ア ル ミ ニ ウ ム （III），鉄 （III），ラ ン タ

ン （III），ガ リウ ム （III），チ タ ン （W ），ジ ル コ ニ ウ ム （B 」），

ハ フ ニ ウ ム （IV），バ ナ ジ ウ ム （V），ニ オ ブ （V ），タ ン タル

（V ），モ リ ブ デ ン （VI），タ ン グ ス テ ン （VI） の うち，チ タ

ン （IV）及び モ リ ブ デ ン （VI）が 鮮 明 な呈 色 体 を生 成 す るが，

後者 の ほ うが よ り有効 で あっ た．ま た，全 量 10ml に対 し，

1．0 × 10
−smol

　dm
’s

　Mo （VI）を 0．5　ml 加 え た と き，最 も

高い 吸光 度 を示 した．

　3・1・4　SPF 濃度の 影響　　Mo （VI）
一

定量 （1，0 × 10
−
s

mol 　dn1
−s

　O，5　ml ） に 対 し，1．0 × 10
一

輩
mol 　dm

−sSPF
溶液

O．6ml 加 え た と き，525　 nm に お ける 吸光度 は ほ ぼ 最大 値

を示した．

　 3・1・5　反応時間及び 温度の 影響　　2・3 の 操作 で ，室

温で の 静置時間 を 10〜180 分 と変化 させ ，反 応 時問の 検

討を行 っ た とこ ろ ，30 分間静置す る と き最も高 い 吸光度

を示 し た．一
方，40℃ で 20分間加温後，5 分間水冷 して

得 た吸光度 は ，室 温静置後 の 吸光度 よ りも低 い 値 を 示 し

た．した が っ て ，本呈色反応 は，加温 に よ り感度が低下す

る こ とが 認 め ら れ ，室温 で 静置す る 方法 を 選択 し た．更

に
， 試薬添加順序 を種 々 検討 した と こ ろ ，2・3 で 述 べ た 順

に 試薬を添加 した と き，すなわ ち，Tween 　80液→Mo （VI）

液 → 緩衝液 → SPF 溶液 → CPZ 溶液の 順 に 添加 した と き，

最も良好 な 結果を得 た ．

　3・2 吸 収 ス ペ ク トル 及 び 検量線の 作成

　2・3 の 定量操作 に 従 っ て cpz の 吸収 ス ペ ク トル （Fig．2）

及び 検量線を作成 した と こ ろ ，0，2〜7．0 μg／ml の GPZ 濃

度に お い て 良好 な直線を得 る こ とが で きた ．本操作法 に よ

る 定量感度 は
，

モ ル 吸光係数 （ε ）が 4，6 × 104　dni／i
　mol

−l

cm
−1

を示 し，比較的高感度 で あ っ た．また，相対標準偏

差 （RSD ） は，2．4％ （n ＝6，3．6 μg／ml 　GPZ ） で あ り，

再 現性 に も優 れ て い た ．また
，

CPZ 以 外 の CPZ 関連薬物

の 反応性 を検討 した 結果 を Table　 l に示す．本法 で は ，

CPZ 以 外 の フ ェ ノ チ ァ ジ ン 誘導体，更に は 三 環 系抗 うつ

病薬 ，
ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 系抗不 安薬も CPZ と ほ ぼ 同感度

で 分析す る こ とが で き，．
卜分定量可能 で あ る と考えられ

る．
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　3・3　共存物質の 影響

　本操作法 における共存物質 の 影響を GPZ 　3，6 μg／ml に 対

し て ，共存物質を CPZ の モ ル 比 で 数倍〜 100 倍の 範 囲 で

添加 し て 検討 し た （Table 　 2）．金属 イ オ ン と して は
，

マ

グ ネシ ウ ム （II），亜鉛 （II），銅 （II），カ ル シ ウ ム （II）など

に つ い て は ほ と ん ど 妨害せ ず，鉄 （III） は GPZ と等量 共存

する と き， 負 の 誤差を示 した ．フ ッ 化物 イ オ ン
， 塩化物 イ

オ ン，臭化物イオ ン，ヨ ウ化物 イ オ ン，リ ン酸 イ オ ン，硫

酸 イ オ ン，チ オ シ ア ン酸 イオ ン な ど の 陰イ オ ン の 共 存 は，

妨害が 極め て 少な い こ と を認め た ．ま た
， 有機酸 につ い て

は，マ レ イン 酸，ア ス コ ル ビ ン酸共存 に よる 影響 は 少な く，

ク エ ン 酸，シ ュ ウ 酸 サ リチ ル 酸 な ど Mo （VI）と 錯 生 成 し

や す い と考え ら れ る もの に つ い て は
， 少量 共存で も妨害す

る こ とが 認 め られ た．更 に生体中に 多量 に存在す る グ リ シ

2．000

0001O

り

目
儒

盈
」

O
勃

盈

く

0，000

（1）　 （
（2）

　　　！
i

　　　　
　　　！！

（3）

ン
， 尿 素 ， グ ル コ ース な どは ， 多量 共存 で も影響 を与 え な

か っ た ．しか し な が ら， ヒ ト血 清 ア ル ブ ミ ン （HSA ：

human 　serum 　albumin） は，多 量 共 存 で は 妨 害 が 認 め られ

た．共存薬 物 と して は抗 ヒ ス タ ミ ン 剤 で あ る ジ フ ェ ン ヒ ド

ラ ミン な ど は，多量共存す る と き正 の 誤 差 を 示 す が，標準

添 加 法 を用 い る こ と に よ り，そ の 影 響 を低 減 させ る こ とが

で きた．

一LOOO
　 36e．o 　 500．OWaveleRgth

／nm

Table　2　E丘bct　of 止breign　substances

Substances
　 Nlolar　ra 匸io

（substance ／CPZ ）
Rccove 町 ，％

660．0

Fig．2　Absorption　spectra 　obtained 　by　the 　standard

procedure

GPZ 　added ； S6　pg ； Mo （VI）： 5．O　x 　lO
−5mol

　dn1
−

／；

；

SPF ： 6．0 × 10
−t’

　mol 　dm
−s

；0，2％ Tween 　80 ；pH 　2．0．

（1＞： SPF−Mo （VI）against 　water ； （2）： SPF−Mo （VI）−CPZ
against 　 water ； （3）： SPF−Mo （VI ）−GPZ 　 against 　 SPF −
Mo （VI）

NoneMg

（II）
Zn 〔II）
Cl1（n）

Ca （II）
Fe（III）
NaFNaGlNH

斗QNaBrNaIKI

・1・！PO4Na2SO
斗

KSCNAscorbic
　acid
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CPZ　added ，3．6 μg／m 監；Mo （W ＞： 5．0 × 10
−5

　mol 　dm
一
  SPF ：

6，0 × 10
−nnlol

　dln
弓

；0．2％ Tween 　80 ；pH 　2．O ；Reference ：

Mo （W ）
−SPF 　soh 賦ions

Table 　 l　Sensiti、fities　of （：PZ　and 　its　related 　drugs

Dni9 Der 童vatjves Molar 　absorptivi げソdm3 　mol
−lcm −1

RSDb
｝

（n
＝6），％

CPzPromethazine

Thioridazine

Fluphenazine

Levo π 正epromazine

Profenamine

Amoxapine

Imipraminc

Clomip   lne

C］lotiazepaIn

Phenothiazines
Phenothiazines

Phenothiazines
PhenOthjazines

Phenothiazincs

Phenothiazines

Iminodibenz ｝
・ls

Ilnin〔｝dibenlyls
Iminodibenzvls

Benzodiazepines

4，6xlO
’94

．3 × 1045

．2XlO41
、4 × 10

’

3．6x1043
，8 × 10

’a2

．5 × 1043

、5XlO44
．5XIO47
．8 × 103

2、40
＿c）

4，751
，14
＿匸）
　 の

：・

＿つ

＿口

＿つ

Mo （W ）： 5．O　x 　lO
−5

　mol 　dnl
−s

；SPF ：6，0 × 10 「’
mol 　dln

−3
；0．2％ Tween 　80 ；pH 　2．0 ；Referencc ： Mo （VI）

−SPF 　s  lu吐ions，
abso 【ptMt｝・wa5 　calculated 　hy　the 　ca 】ihradon　cul 、℃ ，　 b）RSD ； re1をしd、

・e　sね ndard 　deViatioll、　 c ＞Undetermined

a ）Mo ］ar

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

736 BUNSEKI 　 KAGAKU 、
「
01．　55　　（2006）

　s・4　錯体 の 組 成

　本呈 色体 の 組成 を，連続変化法，モ ル 比 法 で検討 し た．

まず，SPF ：Mo （VI＞の 組 成 比 に つ い て 検討 し た と こ ろ ，

cpz 共存 ，非共存 に か か わ らず Fig．　 s に 示す よ うに ，

SPF ： Mo （VI ）
＝ 1 ： 1 の 結果 が 得 ら れ た．ま た，［SPF −

Mo （VI）］：CPZ の 組 成 比 を検討 した と こ ろ ，1 ：1 の 結果が

推定 され た．よ り詳細 な検討 が必 要 で あ る が 本 反 応 で 生 成

す る呈 色体 は，［SPF−Mo （W ）
−CPZ ］＝［1 ：1 ：1］の 三 元錯体

が 推定 さ れ た．
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　　　 ［Mo （VD】1［SPF］

Fig・3　Absorbance　of 　the　solut め n 　obtained 　by　molar

ratio 　method

SPF ； 1．0 × 10
−5mol

　dm
−s’

；Mo （VI）： 1．0 × IO
−4mol

dm
−3x

κ ml ／10m1 ；CPZ ： 1．  × 10
−4mol

　dn1
−3

；0，2％
Tween 　80 ；pH 　2．0；SPF−Mo （V 【）

−CPZ 　against 　SPF−CPZ

　3・5　製剤中の 薬物分析

　本定量法を市販製剤 （注射剤，錠剤）中の 薬物分析 に 応

用 し た と こ ろ，Table 　 3 に 示す よ うな結果 を得 た．こ れ ら

の 製剤 は，緩衝剤，安定剤，賦形剤などの 添加物を含有す

る が ，前処 理操作 を行わ な くて も十分 な測定値及 び 回収率

が 得 られ
， 製剤中の 薬物の 日常分析法 と し て 十分応用 で き

る こ とが分か っ た．
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（鞭・諮懸趨灘）
Table 　3　Application 　of 　this 　method 　to 　determination 　of 　phenothiazines（content ）in　pharmaccutical　preparations

Samplc
”
〕

Go【ltent ／mg

Nominal 　amountDetermined 　amouIit

RSDb ）

（n
＝3），

　 ％

Rccoveryの

．（n ＝s），
　 ％

A （CPZ）

B （Fluphcnazh 〕c）
C （Thioridazine）

100
．510

10．40
．539
．4

749213 101，899
．797
．9

a）Sample　A，　GPZ　iljecdon（10mg ／2　ml 　in　l　ampt 鳳le）；Samplc　B ，　Fluphenazine 　tablet ；Sample 　C，　Thioridazine　tab 口ct

且ivc　standard 　dcviation，　c＞C1）Z　addcd ，15．0興g；F■uphenazine 　added 　l2．8　yg；Thioridazine　added ．90．Opg
b）RSD ： rela 一
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Spectrophotometric Determination of  Chlorpromazine  and

  Its Related Drugs  by [[lernary Complex  Formation  with

        o-Sulfophenylfluorone-Molybdenum(VI)
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-
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hi, Osaka 569-1094

 A  novel  spectrophotometric  method  was  established  fbr the  determination of  chlorpromazine

(CPZ) and  its related  drugs.  The  method  is based en  ternary  complex  tbrmation  among

o-sulfophenylfluorone,  molybdenum(VI)  and  CPZ, In the determination of  CPZ, Beer's law is

obeyed  in the  range  ofO,2'v7,O  pg ml'i.  The  effective  molar  absorptivity  at  525  nm  and  the

relative  standard  deviation were  4.6 × I04 dmS  mol-i  cm-i  and  2.4%  (n =  6), respectively.  The

method  was  successfu11y  applied  to assays  of  CPZ  and  its related  drugs in pharmaceutical prepa-
rations.  The  proposed method,  requiring  no  solvent  extraction,  should  be  usefuI  for a  simple

and  sensitive  deterrnination of  CPZ  and  its related  drugs.

Kaywotds:  chlorpromazine;  chlorpromazine  related  drugs; spectrophotometry

 fluorone-molybdenum(VI);  ternary  complex  forrnation.
; o-sulfophenyl-


