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A fully automated high-performance liquid chromatography system with column-switching was evaluated to 

determine the concentration of zonisamide (ZNS) in human plasma. After the plasma sample was diluted to 10 -

times with the mobile phase, the sample (101ƒÊL) was injected into the column-switching system without pre-

treatment. ZNS was detected by ultraviolet absorption at 246 nm. The calibration curve of ZNS was linear and 

ranged from 1.57 to 50ƒÊg/mL of plasma. The coefficients of variation in the within-run (n=5) and the be-

tween-run ( 5 days) precisions of ZNS were below 5 %. The limit of quantification was 0.5pg/mL in 1 ƒÊL of 

human plasma. A good correlation was found between the data obtained by this system and the ELISA system 

using Markit-M Excegran (r=0.956) or the solid-phase-extraction HPLC method (r=0.985). This system for 

ZNS is thus considered to be a very useful measurement for therapeutic drug monitoring because of its high 

sensitivity, rapidity and low cost compared with other measurement systems. 

Keywords zonisamide, HPLC, column-switching

緒 言

抗 て ん か ん薬 ゾ ニ サ ミ ド(ZNS)は,非 線 形 性 の 薬 物 動

態 を 示 す こ と か ら,患 者 個 々 の 血 漿 中 濃 度 を測 定 し,

TDM (Therapeutic drug monitoring)を 行 う必 要 が あ る1-3).

一 方 で
,ZNSの 血 漿 中 濃 度 の 治 療 有 効 領 域 が 明 確 で な

くTDMの 必要 性が疑問視 されている4,5).しか し,わが

国ではZNSの 血漿中濃度測定 による特定薬剤治療管理

料 も認め られてお り,現 段階では血漿中ZNS濃 度 と有

効効果あるいは副作用発現 との関係の有無 を決定するた

めにも,デ ータの蓄積が必要 と考 えられる.

そのためには,TDM業 務 において,ZNSの 血漿 中濃
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度 測 定 の 正 確 さ と迅 速 さ が 要 求 さ れ る.現 在,ZNSの

測 定 法 に は,ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

法6)が あ る が1検 体 あ た りの コス トの 面 で,ま た,固 相

抽 出 に よ るHPLC法7-9)で は,生 体 試 料 の 前 処 理 を し な

け れ ば な ら な い とい う 問題 点 が あ っ た.そ こ で,患 者 の

血 漿 サ ン プ ル を 前 処 理 な し でHPLCの オ ー トサ ン プ

ラ ー に 注 入 す る だ けで,血 漿 中薬 物 濃 度 の 測 定 可 能 な カ

ラ ム ス イ ッチ ン グ を接 続 したHPLCシ ス テ ム を用 い た

定 量 法 に つ い て 検 討 し た.こ の カ ラ ム ス イ ッ チ ン グ

HPLCシ ス テ ム に よ る測 定 法 は,ワ ル フ ァ リ ン10),テ オ

フ イ リ ン,フ ェ ノ バ ル ビ タ ー ル,フ ェ ニ トイ ン11)など に

適 用 さ れ,す で に 報 告 さ れ て い る.著 者 ら は,こ の 方 法

をZNSの 血 漿 中 濃 度 測 定 に適 用 し,測 定 感 度,迅 速 性,

ラ ン ニ ン グ コ ス トの 面 か ら,臨 床 にお け るTDMに 適 用

が 可 能 か を評 価 した.

方 法

1.　 分 析 機 器

HPLCシ ス テ ム に は,送 液 ポ ン プ(LC-10ADvp,LC-

9A,島 津 製 作 所),コ ン トロ ー ラ(SCL-10Avp,島 津 製

作 所),オ ー トイ ン ジ ェ ク タ(SIL-lOADvp,島 津 製 作 所),

フ ォ トダ イ オ ー ドア レ イ(SPD-10Avp,島 津 製 作 所),カ

ラ ム恒 温 槽(CTO-10ASvp,島 津 製 作 所),デ ー タ 解 析 末

端(C-R8A,島 津 製 作 所)を 用 い た.カ ラ ム ス イ ッ チ ン

グ シ ス テ ム に は,高 圧 切 換 六 方 バ ル ブ(資 生 堂)を 用 い

た.前 処 理 カ ラム はCAPCELL PAKMFカ ー トリ ッジ

(4.0mmi.d.×10mm,資 生 堂),濃 縮 カ ラ ム はCAPCELL

PAK C18UG120 S5(2.0mmi.d.×35mm,資 生 堂),分 析 カ

ラ ム はCAPCELL PAK C18MG5μm(1.5mmi.d.×150

mm,資 生 堂)を 用 い た(図1).

2.　 試 薬

ゾ ニ サ ミ ド原 末 は,大 日本 製 薬(株)よ り提 供 さ れ た.リ

ン酸 水 素 ナ ト リ ウ ム お よ び リ ン酸 二 水 素 カ リ ウ ム(和 光

純 薬 工 業(株))は,特 級 試 薬 を用 い,ア セ トニ トリル と メ

タ ノ ー ル(和 光 純 薬 工 業(株))は 高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ

用 試 薬 を用 い た.

3.　 分 析 条 件

除 蛋 白 と濃 縮 過 程 の た め の移 動 相Iに は,0.1Mリ ン

酸 緩 衝液(pH7): ア セ トニ トリル(200:1v/v)を,分 析

保 持 過 程 の た め の 移 動 相IIに は,0.1Mリ ン酸 緩 衝 液

(pH7):ア セ トニ ト リル(8:3v/v)を 用 い た.分 析 カ

ラ ム は,カ ラ ム オ ー ブ ン 中40℃ に 保 持 した.ZNSは 波

長246nmで 測 定 し た.患 者 か らの 血 漿 サ ン プ ル は,移

動 相Iで10倍 に希 釈 して 測 定 した.

4.　 検 量 線

ZNSの 検 量 線 は,原 末 を メ タ ノ ー ル で5mg/mLに な

る よ う に溶 か し,こ れ を血 漿 で50,25,12.5,6.25,3.13

お よび1.56μg/mLの 濃 度 に希 釈 して作 成 した.

5.　 対 象 患 者 お よ び 採 血 条 件

ZNS(エ ク セ グ ラ ン(R),大 日本 製 薬(株)(服用 量30～400mg

/day)の 血 漿 中 濃 度 測 定 は,本 院 の 神 経 科 精 神 科,脳 神

経 外 科,小 児 科 でZNS単 独 あ る い は 他 の 抗 て ん か ん 薬

(フ ェ ニ トイ ン,フ ェ ノバ ル ビ タ ー ル,カ ル バ マ ゼ ピ ン,

バ ル プ ロ酸 ナ トリ ウ ム)を 併 用 して い る患 者(年 齢4カ

図1.　 薬物 分析 カラム ス イ ッチ ングHPLCシ ス テム
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月 ～75歳)を 対 象 と した.い ず れ の 場 合 も薬 剤 を2週 間

以 上 継 続 服 用 し,血 漿 中ZNS濃 度 が す で に 定 常 状 態 に

達 して い る 時 点 で,朝 服 用 直 前 に採 血 した.

6.　 他 の 血 漿 中ZNS濃 度 測 定 法

ELISAシ ス テ ム に よ る 血 漿 中ZNs濃 度 測 定 は,測 定

装 置 にELISAの 操 作 を 全 自 動 化 し た オ ム ニ(BT-

9000,BIO-TEK社)を 使 用 した6).測 定 試 薬 に は マ ー キ ッ

トM-エ ク セ グ ラ ン(大 日本 製 薬(株))の市 販 キ ッ トを 用

い た.

従 来 のHPLCに よ る 血 漿 中ZNS濃 度 測 定 は,Furuno

ら8)の方 法 に準 じた 固 相 抽 出 法 を用 い て行 っ た.

結 果

カ ラ ム ス イ ッ チ ン グ シ ス テ ム(図1)は3段 階 に 分 け

て,血 漿 中 の 除蛋 白,薬 物 の 濃 縮,分 析 を行 う.第1段

階 と して,ス イ ッ チAに 切 り替 え て,ポ ン プ1で 移 動

相Iを サ ン プ ル と一 緒 にMFカ ー トリ ッジ に通 して,血

漿 中蛋 白 質 を 除去 し,薬 物 だ け をMFカ ー トリ ッジ に保

持 させ る.第2段 階 で は ス イ ッチ をAか らBに 切 り替

え て,移 動 相Iを ポ ンプ1か らMFカ ー トリ ッ ジ に 通 し

薬 物 をMFカ ー トリ ッ ジか ら溶 出 させ,そ の 薬 物 を濃 縮

カ ラ ム で 濃 縮 させ る.第3段 階 で は ス イ ッチ をBか ら

Aに 戻 し,移 動 相IIを 用 い て,ポ ンプ2に よ り濃 縮 カ ラ

ム で 濃 縮 さ れ た 薬 物 を溶 出 し,分 析 カ ラ ム で薬 物 を分 離

し,UV検 出器 に よ り分 析 を行 う.

第1段 階 は,ポ ン プ1,オ ー トサ ン プ ラ ー,MFカ ー

トリ ッ ジ,UV検 出 器 の順 序 で 接 続 し,除 蛋 白 の 条 件 を

検 討 した.移 動 相1に は0.1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7):ア

セ トニ トリ ル(200:1)を 用 い,流 速0.2mL/minで,ZNS

の血 漿 サ ン プ ル(1μg/mL)を1μL注 入 し,20分 間 測 定

を行 っ た.図2(a)に 示 す よ う にZNSの ピ ー ク は4.0分

で 検 出 さ れ,血 漿 の ピー ク と良好 に分 離 され て い る こ と

か ら除 蛋 白 時 間 を2.5分 間 に 設 定 した.

第2段 階 は ポ ン プ1,オ ー トサ ン プ ラ ー,MFカ ー ト

リ ッ ジ,濃 縮 カ ラ ム,UV検 出 器 の順 序 で 接 続 し濃 縮 条

件 を検 討 した.移 動 相1の 流 速 は0.2mL/minで,1μg/

mLの 血 漿 サ ン プ ル を1μL注 入 し,除 蛋 白時 間 を2.5分

に 設 定 し,濃 縮 時 間 を3,5お よ び20分 間 の3条 件 で 検

討 した.図2(b)に は,濃 縮 時 間 を20分 間 に し た 場 合 を

示 し たが,濃 縮 時 間 を変 更 して も,い ず れ の 場 合 も同 様

にZNSの ピ ー クが 検 出 さ れ な か っ た.し た が っ て,3

条 件 と もZNSは 濃 縮 カ ラ ム に 十 分 濃 縮 さ れ て い る こ と

が 確 認 され た.し か し濃 縮 時 間 が3分 間 で はZNSがMF

カ ー トリ ッ ジ か ら十 分 に 流 出 さ れ ず に,ま た ス イ ッチA

に切 り替 わ り,ZNSが 排 除 さ れ て しま う 可 能 性 が あ っ

a)

b)

c)

た.ま た濃縮時間が20分 間では一つのサ ンプルを測定す

るのに時間がかかるため濃縮時間を5分 に設定 した.

第3段 階では,濃 縮 されたZNSを 完全に流出 させ る

移動相IIの 組成およびZNSの 保持時間について検討 し

た.移 動相を0.1Mリ ン酸緩衝液(pH=7):ア セ トニ ト

リル(8:3)で,流 速 を0.1mL/minに した時,図2(c)

に示 す ように16.5分 に単離 されたZNSの シャープ な

ピークが検出された.

以上の設定条件 により,検 量線お よび患者の血漿サン

プルの測定精度 について検討 した.血 漿サンプルは,移

動相Iで10倍 に希釈 し,前 処理な しでHPLCに10μLを

注 入 した.ま ず,ZNSの 検 量線(1.57～50μg/mL)を 作

成 したところ,図3に 示 したように検量線は,相 関係数

1.00と 良好な直線性が得 られた.表1に は,検 量線の同

時再現性(n=5)お よび5日 間の 日差再現性 を示 した

が,変 動係数(CV)は いずれの場合 も5%以 下であるこ

とから十分な再現性が確認 された.

実際 に本院に通院 している30名 のZNS服 用患者の血

漿中ZNS濃 度 をELISA法 とカラムスイ ッチングシステ

ムを使って測定 し,両 者の相関性 を図4に 示 した.そ の

結果,r=0.956と なり良好な相関性が得 られた.

また,前 処理 を行 う従来の固相抽出によるHPLC法6)

で測定 した患者の血漿 中濃度 とカラムスイッチングシス

テムを使 って測定 した濃度の相関性を図5に 示 した.

その結果r=0.985と なり良好な相関性が得 られた.

図2.　 除蛋 白(a),濃 縮(b)お よび分 析(c)過 程 にお け る

ZNS添 加 時 の血漿 クロマ トグ ラム
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考 察

著者 らは,カ ラムス イ ッチ ングシス テム を用 い た

HPLC法 により,高 感度 ・高精度で しかも迅速 に測定可

能なZNSの 血漿 中濃度測定法を確立 した.従 来のELISA

法では1検 体あた りのランニングコス トが高 く,HPLC

法では血漿サ ンプルの前処理に時間 と労力 を費やす必要

があった.こ の方法は,ELISA法6)や 蛍光偏光免疫測定

法(TDX,ダ イナボ ッ ト(株))と同様 に,前 処理 の過程 を

省 くことがで きる面では,TDMに 実用 的な方法 といえ

る.

しか し,こ の方法では,カ ラムスイッチングシステム

の第一段階に除蛋白過程 はあるものの,血 漿サ ンプルを

除蛋 白しないで直接HPLCへ 注入するため に,そ の後

の分析 カラムが目詰ま りす る懸念がある.図2(a)に 示

表1.　 カ ラムス イ ッチ ングHPLCシ ス テ ム に よるZNSの 同時 再現 性

お よび 日差再 現性

各値は5回 の測定結果の平均値±標準偏差を示す.

図3.　 カ ラム ス イ ッチ ン グHPLCシ ス テ ム に よ る

血漿 中ZNSの 検量 線

図4.　 ELISA法 とカ ラム ス イ ッチ ン グHPLCシ ス

テ ム法(HPLC1)に よる患 者 の 血 漿 中ZNS濃

度 の相 関性

図5.　 固相 抽 出HPLC法(HPLC2)と カ ラ ム ス イ ッ

チ ングHPLCシ ス テ ム法(HPLC1)に よる患

者 の血 漿 中ZNS濃 度 の相 関性
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したように,除蛋 白の時間は十分かけた方が良いが,ZNS

の流出が始 まり,定 量 性が悪 くなるので2.5分 で次の濃

縮過程に切 り替えた.50検 体 を注入 したが,カ ラム圧は

90か ら160Kgfに 上昇 した.そ こで,本 研究 では検量線

お よび患者の血漿サ ンプルを移動相Iで10倍 希釈 した

後,10μLをHPLCに 注入 し測定 した.こ のように血漿

を10倍希釈することによ り,200検 体 を注入 したが,カ

ラム圧はほとんど上昇することはなかった.

また,こ のシステムは高感度測定が可能であ り,検 出

限界は血漿サ ンプル量1μLで0.5μ9/mLで あった.Fu-

runoら6)の 固相抽 出のHPLC法 の検 出限界は,血 漿サ ン

プル量20μLで0.1μg/mLで あった.カ ラムスイッチ ン

グHPLCシ ステム法では,極 めて少量のサ ンプルで高

感度測定が可能な理由として,サ ンプルの濃縮過程の存

在 と,そ こか らの移動相 の流速が0.1mL/minと 常法 の

HPLCの1mL/minに 比較 して,1/10と 遅い ことが挙 げ

られる.

臨床 では,ZNSと 他の抗てんかん薬 との併用療法が

多 く行われている.そ こで,こ のシス テムによるZNS

測定におよぼす他 の抗てんかん薬の影響を検討 した.ま

ず,分 析第1段 階の除蛋 白過程に必要な時間設定を確実

にすることによって生体成分の影響 は,ま った く見 られ

なかった.ま た,併 用薬物は,分 析第1段 階である程度

分離することがで きる.今 回のZNSの 測定条件 におい

て,第1段 階でZNSと ほぼ同時4.2分 に流出するフェノ

バルビタールは,最 終過程の分析 カラムにより分離可能

であった.第1段 階でZNSよ りも遅 く15分 に流 出する

カルバマゼピンは,分 析第2段 階へ流入されずに,ZNS

の分析 中にシステム外へ排除 された.ま た,第1段 階で

極端 に遅 く60分前後に緩やかに流出するフェニ トインで

は,最 終過程の分析カラムで,オ ー トサンプラーを用い

て連続測定する時に,サ ンプル3本 目あた りにピークが

混在 して出現する可能性がある.し かし,実 際には第1

段階お よび第2段 階で,ほ とんどシステム外に排除され

るため最終過程の分析カラムには,高 濃度で検討 した場

合で も,ピ ークとして確認することはできなかった.述

べたように,こ のシステムでは分離過程が3段 階になっ

てお り,併 用薬物による影響はまれであ ると考 えられ

る.し かし,抗 てんかん薬以外の薬物を併用 している患

者の血中ZNS濃 度測定時 には,併 用薬物の影響を検討

する必要があ り,ELISA法 やTDX測 定法 に比較 して留

意すべ き点であると思われる.

また,こ のシステムによる患者30名 の血漿 中ZNS濃

度 をその他の測定方法 と比較 したところ,ELISA法 あ

るいは固相抽出HPLC法 では,相 関係数が0.956あ るい

は0.985と いずれも良好 な関係が得 られた.本 院におけ

る血漿中ZNS濃 度測定検数は,年 間138件 である.こ れ

ら3つ の測定方法 における1検 体当たりの検出限界,要

する測定時間およびランニングコス トを表2に 一覧にし

て示 した.本 法は,他 の測定法に比較 して,高 感度かつ

迅速な定量,し かも低 ランニングコス トであ り,実 際の

TDMに より貢献できるものと考えられた.

結論 として,カ ラムスイッチングシステムを用いるこ

とにより血漿サンプルをHPLCの 移動相で希釈す るだ

けで感度よく測定できることか ら,今後のZNSの 血漿中

濃度測定における有用な分析手段になると考 えられる.
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