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局所麻酔薬ropivacaineのα１－酸'性糖タンパク結合動態と
薬物間相互作用の検討
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WeexaminedtheinHuenceofbasicdrugsandproteinvariantsonthebindingdispositionofropivacainetoaI-acidgly-

coprotein（AGP)Ondoingthis,wefOundthevaluesofthecompetitiveinhibitionconstant（Ki）fOrdipyridamole,vera-
pamiLlidocaineanddisopyramidewithrespecttothebindingofropivacainetocommercialAGP（７０ｍｇ/dL）ｔｏｂｅ2.1, 
5.2,6.OandlLO/zMrespectively・Also,therewasastrongcorrelationbetweenthefhvalueandtheAGPconcentration
whenropivacainewasaddedtoplasmasamplesmmtenhealthyvolunteers（r＝0.861)．Amongthevolunteers，eight 
showedFlSvariantsandtwosｈｏｗｅｄＦ，variantswithouttheSvariantofAGP・TherewasnodifferenceinthefWalueof

ropivacainebetweenthesetwogroups、However,whenropivacainewasaddedtogetherwithdipyridamole,thefhvaluesof
ropivacaineinplasmafTomvolunteerswithFISvariantswereclearlyhigherthanthosefTomvolunteerswithouttheSvari-

ant・Whenropivacainewasaddedtogetherwithdisopyramideorlidocaine,however,therewasnodifferenceinfWaluesbe-
tweenthesevariants・

Ourresultsindicatethatvariabilityintheeffectivenessand/oradverseeffectsofropivacainearecausedbychangesinfh 

asaconsequenceofchangesinAGPconcentrationTheyalsosuggestthatincombinatio、therapy，itisalsoimportantto

considertheAGPvariant-dependenceoftheinhibitoryeffectofconcomitantlyadministereddrugs． 

ropivacaine，al-acidglycoprotein，proteinbinding，druginteraction K2ywo'vZs 

AGP濃度が同程度にも関わらず大きく異なることが報

告されている2,3)．

一方,血漿ＡＧＰ濃度は炎症や外傷で上昇することや，

手術後３～４日間にピークに達した後，２～４週間高値

を示すことが報告きれている'-6)．また，膵臓がん，肝

炎，ネフローゼ症候群では血漿ＡＧＰ濃度が低下すると

報告されている7-9)．このことは，患者の病態によって

塩基性薬物のfh値が変動し，薬物体内動態が変化する

可能性，ざらに，他種塩基性薬物の併用による薬物間相

互作用の誘発を示唆している．したがって，ropivacaine

の適正な薬物治療を実践するには，タンパク結合動態を

明らかにし，その効果的かつ安全使用上有益な情報を集

積する必､要がある．

近年，ＡＧＰは遺伝子レベルの解析により，３つの遣

はじめに

金沢大学医学部附属病院麻酔科蘇生科において，心拍

動下冠動脈バイパス術の周術期に硬膜外麻酔薬として

ropivacaineが使用されてきたが，手術の経過や患者個々

によって麻酔効果が変動することが経験されていた．局

所麻酔薬ropivacaineは，血漿蛋白結合率が94％の塩基

性薬物である､．一般に，塩基性薬物は血漿α１－酸性糖

蛋白質(AGP)と強く結合することが知られている．ま

た，薬物非結合型分率(f,)は，薬理効果や副作用発現に

関与することから，しばしば治療域の狭い薬物などで

は，重要なパラメータとなっている．すでに，ropiva-

caineの体内動態は個体間変動が大きく，ｆｈ値は血漿
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伝子(AGP-Agene，Bgene，Ｂ，gene)で分類されており，

AGP-AgeneとAGP-Bgeneではペプチド配列が異なる

geneticvariantが存在していること，主なAGPvariantと

して,AGP-Agene(ＯＲＭｌ）に由来するFlvariant,F2vari‐

ant,Svariantの３つの対立遺伝子,およびAGP-B/B，gene

(ＯＲＭ２）に由来するAvariantの存在が知られてい

る'０１m．また，この２種類の遺伝子の発現割合は，病態

時に変化することが報告されており，悪性中皮腫患者で

はＯＲＭ２に比較してＯＲＭ１の割合が増加し１２)，健康成

人とがん患者をＯＲＭ１のF1variantとSvariantとで比

較すると，がん患者では，Svariantの割合の方が，より

影響を受けやすいとの報告がある'3)．また，健康成人間

でもvariantの割合には，個体差があることが報告ざれ

ている''１．一方，塩基性薬物にはＡＧＰ結合時に，ある

種のvariantに選択的に結合するものがあることが明ら

かになっている'5-171.

本研究では，ropivacaineの効果・副作用発現の個体間

変動要因をＡＧＰ結合の観点から明らかにするために，

健常人１０名によるropivacaineのＡＧＰ結合特性をAGP

variantと薬物間相互作用の面から検討した．

欲Ropivacaineの測定法

Ropivacaineの測定はEngmanら'８１およびＯｓｈｉｍａら'９１

に準じて行った．まず，１０ｍＬの共栓付きガラス遠心管

に試料(１００匹L)を取り,生理食塩水90ＯＬ,mepivacaine
(internalstandard，50,9/mL，Sigma-Aldrich，ＵＳＡ)500 

/αＬ，１０％Ｎａ２ＣＯ３５００/〔Ｌ，n-heptane：dichloromethane

（４：１Ｖ/v)４ｍＬを加え20分間振とう後，有機層3.5mＬ

を他の遠心管に移し，窒素下(50℃)で留去した後，残置

をn-heptane：ethanol(９：1Ｖ/v)100/Ｌで溶解し，その

２/ｕＬをＧＣ－ＭＳに注入した．ＧＣ－ＭＳは，QP-5000シス

テム(㈱島津製作所)を用いた．分離カラムは，（５－

phenyl)‐methyl-polysiloxaneを固定相とするキャピラリー

カラム(DB－５，長さ30ｍ，内径0.315ｍｍ,』＆WScientific

lnc.，ＵＳ.Ａ)を使用した．ropivacaineおよびmepivacaine

の、/ｚは，126および98で，保持時間は，１９．８および'8.3

分であった．

Ropivacaineの検量線は0.039-10/49/ｍＬの範囲で，

相関係数1.00と良好な直線性が得られたまた，検量線

の同時再現性(､＝５）および７日間の日差再現性の変動

係数はいずれの場合も４％以下で，十分な再現性が確認

された．

方法
5．等電点電気泳動法

ＡＧＰのphenotypingは，ＥａｐとBaumannの方法に準じ

て測定した20).血漿サンプル５/ｕＬに４M-ureaを５/αＬを

加え，３７℃で1時間のインキュベーションを行った

後,1.5Uneuraminidase(和光純薬工業㈱)20/Ｌ加え,37℃

で24時間のインキュベーションを行った．ゲルを膨張さ

せるために，８M-urea(9.69)，（±)-dithiothreitol(60mg，

和光純薬工業㈱)，pharmalytenarrowrange4､5-5.5(0.5

mL，AmershampharmaciaBiotech，ＵＫ)，Triton-X 

lOO(0.1ｍL)および蒸留水(l2mL)を混和し，膨張液とし

た．膨張時間は，室温で１８時間行った．

等電点電気泳動装置は，NA-l410-R(日本エイドー㈱）

を使用した．プレートに膨張させたゲルをのせ，１ｃｍ

×0.5ｃｍのろ紙をゲルの陰極側に置きサンプルを１０/αＬ

アプライし，500V，１時間，続いて，2000Ｖ，１０時間泳

動した．その後，ゲルを支持体からはずし，polyvinylid-

enediHuoride(PVDF)(MLLIPORE，ＵＳＡ)に転写した．

転写bufferは，Tris-glycineBuffer(ｐＨ８．３)(0.l75M2-

amino-2-hydroxymethyl‐１，３－propanedioL１．３４Mgly-

cine，５～10％methanollL)を用いて，400ｍＡで１時間

の転写を行った．

転写後，ＰＶＤＦ膜をskimmilk(和光純薬工業㈱)を含

むpH76Tris-bufferedsaline(TBS)(2.429/LTrisbase，８

９/LNaCl)を用いて，４℃で１時間ブロッキングし，

Washbuffer(0.1％Tween-20inphosphatebufferedsaline， 

PBS)にて洗浄した後，１次抗体であるrabbitanti-human

１．対象

文書による同意を得た健常人１０名(男性５名，女性５

名)は，年齢が22～28歳で，その平均値は23.8±1.9歳

(mean±ＳＤ)であった．健常人より血液を採取し，遠心

分離後，その血漿を-80℃で保存した．

2．蛋白結合実験

市販humanal-acidprotein(Sigma-Aldrich，USA)の７０

mg/ｄＬ溶液あるいは健常人の血漿にropivacaine(注射用

アナペン⑪，アストラゼネカ㈱)を添加し，結合実験を

行ったまた，ropivacaine(１０/αＭ)に各種濃度のdipyrida-

mole(注射用ペルサンチン⑰，日本ベーリンガーイン

ゲルハイム㈱)，disopyramide(注射用リスモダンＰ③ブ中

外製薬㈱)，lidocaine(注射用キシロカイン⑰，アストラ

ゼネカ(槻)あるいはverapamil(注射用ワソラン⑪，エーザ

イ㈱)を添加し，３７℃で30分間インキュベーシヨンし，

阻害実験を行った．Ropivacaincの非結合型濃度は

CentrfreeMPS-3(Amicon，ＵＳＡ)を用いて，限外ろ過法

により求めた．また，ropivacaineの限外ろ過膜への吸着

がないことを確認した．

3．血漿中ＡＧＰ濃度の測定

健常人10名の血漿中ＡＧＰ濃度測定は，ＳＲＬ社に依頼

した．
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orosomucoid（DAKOCo,Ltd,Kyoto,Japan)と４℃で一

晩反応きせた．

WashBufferで３回，ＰＢＳで１回洗浄後，２次抗体で

あるbiotinylatedanti-rabbitIgG(CellSignalingTechnol-

ogy，USA)と４℃で４時間反応させた．WashBufferで

２回，ＰＢＳで１回洗浄した後ECLplusWestemBlotting

DetectionSystem(AmershampharmaciaBiotech,ＵＫ)を用

い，Tyhoon9200(AmershamphannaciaBiotech,ＵＫ)にて

検出したＡＧＰの各variantのpI(等電点)はAvariant

は5.06,Svariantは5.03,Ｆ，variantは4.93,F2variant

は4.95に検出された．

結果

Fig.１には，ropivacaineの市販ヒトＡＧＰ結合に対す

るdipyridamole，verapamiLlidocaineあるいはdisopyra-

mideの阻害効果をLineweaver-Burkプロットで示した．

いずれの薬物もropivacaineに対して競合阻害効果が認

められた．また，阻害定数(Ki)はdipyridamole(2.1/Ｍ)，

verapamil(5.2/L(Ｍ)，lidocaine(6.0/Ｍ），disopyramide 

(11.ｑａＭ)の順であり，dipyridamoleの阻害効果が最も
強かった．

健常人１０名の血漿中アルブミンおよびＡＧＰ濃度は，

4.32-5.079/dL(4.57±0.23,mean±SD)および41-68mg／

dL(55.0±8.6)といずれも基準値内であったFig.２に

は，市販ヒトＡＧＰおよび健常人10人の血漿をneuramini‐

dase処理した後，等電点電気泳動を行い，immunoblotting

ｆデータ解析

有意差検定にはMannWhitneyU検定を用いた．

b)Verapalnil a)Dipyridamole 

ゴ僻

し
-１ 0 １ ２ -１ ２ １ 

l/Ｃｆ l/Ｃｆ 

｡)Disopyramide C)Lidocaine 

（ 

-１ ０ １ ２ -１ ０ １ Ｚ 

l/Ｃｆ l/Ｃｆ 

Fig.１．Lineweaver-BurkPlotsfOrRopivaｃａｉｎｅｔｏＣｏｍｍｅｒｃｉａｌＡＧＰ 
（７０ｍｇ/dL)inthePresenceofVariousDrugs． 
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によりAGPvariantを同定した結果を示した．健常人２

名(No.２，No.８）にはSvariantが存在せず，Flvariant

とAvariantのみであった(non-Svariant群)．他の８名

には，Flvariant，SvariantならびにAvariantが存在し

た(FlSvariant群)．

Fig.３には，健常人１０名の血漿にropivacaine(１０/ｕＭ）
を添加した時のfu値とＡＧＰ濃度との関係を示した．こ

れらのfh値は，10-25％(16.2±6.2,mean±SD)と個体

差がみられたが，ＡＧＰ濃度の上昇に伴い低下し，高い

相関性が認められた(r＝0.861)．また，FlSvariant群と

non-Svariant群との間に特徴的な違いはみられなかっ

た．ざらに，Fig.４では，ropivacaineのf,値について，

FlSvariant群の８名の平均値とnon-Svariant群の２名

の値を比較した．ropivacaineのfb値は，濃度依存的（５－

１５quM)に約7%から50%に上昇したが,両群間で差は

認められなかった．

Fig.５には，ropivacaine(10/αＭ)の血漿タンパク結合

に対するdipyridamole(a)，lidocaine(b)あるいはdisopy-

ramide(c)の阻害効果について示した．各阻害剤の濃度

によるfh値の上昇は，コントロール値に対する比で示

した．また，FlSvariant群におけるfbの上昇比は８名

の平均値で示した．Dipyridamoleの阻害効果はFlSvari‐

ant群でnon-Svariant群の２名に比較して，有意に強

かった(p＜0.05)．一方，disopyramideあるいはlidocaine

の阻害効果は，両群間でほぼ等しかった．

考察

心拍動下冠動脈バイパス術の周術期に，硬膜外麻酔薬

として使用されているropivacaineは，手術適応となる

心疾患治療薬であるdipyridamole，verapamiLlidocaine，

disopyramideなどの塩基性薬物と併用されることが多

い．そこで，ropivacaineのＡＧＰ結合に対するこれらの

薬物の阻害効果を検討した結果，いずれの薬物も競合的

阻害効果を示し，dipyridamoleが最も強く，verapamiL

lidocaine，disopyramideの１１１頁であることがわかった

(Fig.１）． 

すでに，ＡＧＰには主なvariantとして，F1variant，Ｓ

＋ 
F１ 

Ｓ
Ａ
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マ マ

Fig.２．ORMPhenotypesinPlasmaoftenHealthyVolunteers 
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Fig.３．CorrelationbetweentheUnboundFractionof 
Ropivacaine（１０浬Ｍ)ａｎｄＰｌａｓｍａＡＧＰＣｏｎｃｅｎ－
ｔｒａｔｉｏｎｉｎｔenHealthyVolunteers・

Symbols：●，eightvolunteerswithBSvari-
ant；○，twovolunteerswithoutSvariant 

Fig.４．ProfilesoftheUnboundFractionofRopiva-
caineinPlasmaoftenHealthyVolunteers・

Symbols：●,eightvolunteerswithFISvariant 
（mean±ＳＤ)；△，□，twovolunteerswithout 
Svariant 
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体間変動には性差は認められなかった．さらに，ropiva‐

caineのＡＧＰへの選択的結合はFlSvariantとされてい

るが，ropivacaineのfh値が，FlSvariant群とnon-Svari-

ant群の両群間で明らかな違いがみられなかったことか

ら(Fig.４），ropivacaineのAGP結合はSvariantよりも

FIvariantへの親和性が高いものと推察きれた．また，Fl

Svariant群におけるropivacaine結合に対するdipyrida-

mole，disopyramideあるいはlidocaineの阻害効果は，Ｋｉ

値とよく一致していた(Fig.５)．一方，non-Svariant群

におけるropivacaine結合に対する阻害効果は，dipyrida-

moleのみで，FlSvariant群よりも弱かった(Fig.５)．

RopivacaineとdipyridamoleはＡＧＰのFlSvariantへの結

合選択性が一致しているとの報告15-17)があるが，本研究

の結果から，ropivacaineはdipyridamoleよりFlSvariant

に対する結合親和性が高いことが示唆された．

硬膜外麻酔によるropivacaineの中枢神経系,心臓への

中毒発現域は，非結合型濃度で0.34-0.85/４９/mL(1.03-

2.58浬Ｍ)と報告されている22)．本研究の結果，臨床濃

度レベルにおいてもropivacaineのfh値は，これらの併

用薬の阻害効果により２～３倍上昇する結果が得られ

たさらに，手術による外的侵襲に伴うＡＧＰ濃度の上

昇，塩基性薬物の併用頻度が高いことなど，臨床使用時

には，ropivacaineのfh値が変動することが麻酔効果や副

作用発現の個体差の要因であることが示唆きれた．

結論として，ropivacaine局所麻酔における効果・副作

用発現の患者個体差は，単独投与の場合，血漿中ＡＧＰ

濃度に依存するropivacaineの非結合型濃度の変動が要

因であること，薬物併用においては，薬物のAGPvariant

への選択的結合タイプと患者の特異的なAGPvariantの

タイプに影響されることが示唆された．

variantとAvariantが知られており，これらのvariantと

特異的に結合する薬物も明らかになっている'5)．

disopyramideはAvariantに，ropivacaineやdipyridamole

はFlSvariantに，そしてlidocaineはFISvariantとA

variantの両方に結合することが報告されている'5-'7）一

方，AGPvariantの構成には個体差があること，また，

病態時に変動することが知られている．これらのことか

ら，ropivacaineを含め，塩基性薬物のＡＧＰに対する結

合親和性は，個人ごとにAGPvariantのタイプにより異

なり，薬物が選択的に結合するAGPvariantのタイプが

個人の有するvariantと一致した時に，結合親和性が高

くなることが推測される．また，ropivacaineのＡＧＰ結

合に対する併用薬の阻害効果において，ropivacaineと同

じタイプのAGPvariantに高い親和性を有する薬物との

併用により，阻害効果が大きくなるものと推察される．

一般に，人口に占める各AGPvariantの割合は，FlS

variant/Avariantが50％，FIvariant/Avariantが35％，S

variant/Avariantが１５％と報告ざれている21)．また，Fl

variantとSvariantは，３：２の割合で混在していると

報告されている'5)．今回，等電点電気泳動法を用いて，

健常人１０名の血漿AGPvariantの同定を行った結果，S

variantが存在するFlSvariant/Avariantが８名，Svari-

antが存在しないFlvariant/Avariantが２名の２群に分

かれた(Fig.２）．

また，健常人の血漿中ＡＧＰ濃度は，いずれも正常範

囲内であったが，個人差がみられ，ropivacaineのｆ1値も

変動していることがわかった．しかし，血漿中ＡＧＰ濃

度とropivacaineのfh値の間には，高い相関性が認めら

れ，ropivacaine単独の場合，ｆｈ値の変動は，血漿中ＡＧＰ

濃度に依存することがわかった(Fig.３）．また，この個
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