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局所麻酔薬ropivacaineの α1-酸性糖タンパク結合動態と
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We examined the influence of basic drugs and protein variants on the binding disposition of ropivacaine to a i-acid gly-

coprotein (AGP). On doing this, we found the values of the competitive inhibition constant (Ki) for dipyridamole, vera-

pamil, lidocaine and disopyramide with respect to the binding of ropivacaine to commercial AGP (70 mg/dL) to be 2.1, 

5.2, 6.0 and 11.0ƒÊM, respectively. Also, there was a strong correlation between the fu value and the AGP concentration 

when ropivacaine was added to plasma samples from ten healthy volunteers (r=0.861). Among the volunteers, eight 

showed F1S variants and two showed F1 variants without the S variant of AGP. There was no difference in the fu value of 

ropivacaine between these two groups. However, when ropivacaine was added together with dipyridamole, the fu values of 

ropivacaine in plasma from volunteers with ES variants were clearly higher than those from volunteers without the S vari-

ant. When ropivacaine was added together with disopyramide or lidocaine, however, there was no difference in fu values be-

tween these variants. 

Our results indicate that variability in the effectiveness and/or adverse effects of ropivacaine are caused by changes in fu 

as a consequence of changes in AGP concentration. They also suggest that in combination therapy, it is also important to 

consider the AGP variant-dependence of the inhibitory effect of concomitantly administered drugs. 
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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1).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(幻 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, fu値 は血 漿

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 されている4-6).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fu値 が変動 し,薬 物体 内動態が変化す る

可能性,さ らに,他 種塩基性薬物の併用による薬物問相

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 の遺
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伝 子(AGP-Agene, Bgene, B'gene)で 分 類 さ れ て お り,

AGP-A gene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AGP variantと

して, AGP-A gene(ORM1)に 由 来 す るF1 variant, F2 vari-

ant, S variant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10,11).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ORM 1の 割 合 が 増 加 し12),健 康 成

人 と が ん 患 者 をORM 1のF1 variantとS variantと で 比

較 す る と,が ん患 者 で は,S variantの 割 合 の 方 が,よ り

影 響 を受 けや す い との 報 告 が あ る13).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 さ れ

て い る14).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15-17).

本 研 究 で は, ropivacaineの 効 果.副 作 用 発 現 の 個 体 問

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 問相 互 作 用 の面 か ら検 討 した.

方 法

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 一80℃ で 保 存 した.

2. 蛋 白結 合 実 験

市 販humanα1-acid protein (Sigma-Aldrich, USA)の70

mg/dL溶 液 あ る い は 健 常 人 の 血 漿 にropivacaine(注 射 用

ァ ナ ペ ンR,ア ス トラ ゼ ネ カ(株))を添 加 し,結 合 実 験 を

行 っ た.ま た, ropivacaine (10μM)に 各 種 濃 度 のdipyrida-

mole(注 射 用 ペ ル サ ン チ ンR,日 本 ベ ー リ ン ガ ー イ ン

ゲ ル ハ イ ム(株)), disopyramide(注 射 用 リス モ ダ ンPR,中

外 製 薬(株)), lidocaine(注 射 用 キ シ ロ カ イ ンR,ア ス トラ

ゼ ネ カ(株))ある い はverapamil(注 射 用 ワ ソ ラ ンR,エ ー ザ

イ(株))を添 加 し"37℃ で30分 間 イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン し,

阻 害 実 験 を 行 っ た.Ropivacaineの 非 結 合 型 濃 度 は

Centrfree MPS-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.

4. Ropivacaineの 測 定 法

Ropivacaineの 測 定 はEngmanら18)お よ びOshimaら19)

に 準 じ て 行 っ た.ま ず, 10mLの 共 栓 付 き ガ ラ ス 遠 心 管

に 試 料(100μL)を 取 り,生 理 食 塩 水900μL, mepivacaine

(intemalstandard, 50ng/mL, Sigma-Aldrich, USA) 500

μL, 10%Na2CO3 500μL, 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 渣

をn-heptane : ethanol(9 : 1v/v)100μLで 溶 解 し,そ の

2μLをGC-MSに 注 入 し た. GC-MSは, Qp-5000シ ス

テ ム((株)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 ヤ ピ ラ リ ー

カ ラ ム(DB-5.長 さ30m,内 径0.315mm,J & W Scientific

Inc.,U.S.A)を 使 用 し た.ropivacaineお よ びmepiVacaine

のm/zは,126お よ び98で,保 持 時 間 は,19.8お よ び18.3

分 で あ っ た.

Ropivacaineの 検 量 線 は0.039-10μg/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(n=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.

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 μLに4M-ureaを5 μL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(株))20μL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(9.6g),(±)-dithiothreitol (60mg,

和 光 純 薬 工 業(株)),pharmalyte narrow range4.5-5.5 (0.5

mL, Amersham pharmacia Biotech, UK), Triton-X

100(0.1mL)お よ び 蒸 留 水(12mL)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-1410-R(日 本 エ イ ド ー(株))

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10μL

ア プ ラ イ し,500V"1時 間,続 い て,2000V,10時 問 泳

動 し た.そ の 後,ゲ ル を 支 持 体 か ら は ず し, polyvinylid-

enedinuoride (PVDF) (MILLIPORE, USA)に 転 写 し た.

転 写bufferは, Tris-glycine Buf5er (pH8.3) (0.175M2-

amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol, 1.34M gly-

cine, 5～10%methanol 1L)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pH7.6 Tris-buffered saline(TBS)(2.42g/L Tris base, 8

g/LNaCl)を 用 い て,4℃ で1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し,

Wash buffer(0.1%Tween-20 in phosphate buffered saline,

PBS)に て 洗 浄 し た 後,1次 抗 体 で あ るrabbit anti-human
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orosomucoid (DAKO Co, Ltd., Kyoto, Japan)と4℃ で 一

晩 反 応 さ せ た.

Wash Bufferで3回, PBSで1回 洗 浄 後,2次 抗 体 で

あ るbiotinylated anti-rabbit IgG(Cell Signaling Technol-

ogy, USA)と4℃ で4時 間 反 応 さ せ た.Wash Bufferで

2回, PBSで1回 洗 浄 し た 後ECLplus Westem Blotting

Detection System(Amersham pharmacia Biotech, UK)を 用

い, Tyhoon 9200(Amersham pharmacia Biotech, UK)に て

検 出 し た.AGPの 各variantのpI(等 電 点)はA variant

は5.06, S variantは5.03, F1 variantは4.93, F2 variant

は4.95に 検 出 さ れ た.

6. デ ー タ 解 析

有 意 差 検 定 に はMann Whitney U検 定 を用 い た.

結 果

Fig-1に は,ropivacaineの 市 販 ヒ トAGP結 合 に 対 す

るdipyridamole, verapamil, lidocaine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 μM),

verapamil(5.2 μM), lidocaine(6.0 μM). disopyramide

(11.0μM)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,

4.32-5.07g/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一

dase処 理 し た 後,等 電 点 電 気 泳 動 を 行 い, immunoblotting

a) Dipyridamole b) Verapamil

c) Lidocaine d) Disopyramide

Fig. 1. Lineweaver-Burk Plots for Ropivacaine to Commercial AGP 

(70 mg/dL) in the Presence of Various Drugs.
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に よ りAGP variantを 同 定 し た 結 果 を 示 し た.健 常 人2

名(No.2, No.8)に はS variantが 存 在 せ ず,F1 variant

とAvariantの み で あ っ た(non-S variant群).他 の8名

に は,F1 variant,S variantな ら び にAvariantが 存 在 し

た(F1 Svariant群).

Fig-3に は,健 常 人10名 の 血 漿 にropivacaine (10μM)

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fu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,F1S variant群 と

non-Svariant群 と の 間 に 特 徴 的 な 違 い は み ら れ な か っ

た.さ ら に,Fig.4で は,ropivacaineのfu値 に っ い て,

F1Svariant群 の8名 の 平 均 値 とnon-Svariant群 の2名

の 値 を 比 較 し た.ropivacaineのfu値 は,濃 度 依 存 的(5-

150μM)に 約7%か ら50%に 上 昇 し た が,両 群 問 で 差 は

認 め ら れ な か っ た.

Fig.5に は, ropivacaine(10μM)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fu値 の 上 昇 は,コ ン トロ ー ル 値 に対 す る 比 で 示

し た.ま た,FISvariant群 に お け る 島 の 上 昇 比 は8名

の平 均 値 で 示 した.Dipyridamoleの 阻 害 効 果 はFISvari-

ant群 でnon-Svariant群 の2名 に 比 較 し て,有 意 に 強

か つ た(p<0.05).一 方, disopyramideあ る い はlidocaine

の 阻 害 効 果 は,両 群 問 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, verapamil, lidocaine,

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 順 で あ る こ と が わ か っ た

(Fig.1).

す で に,AGPに は 主 なvariantと し て, F1 variant, S

Fig. 2. ORM Phenotypes in Plasma of ten Healthy Volunteers 

(1-10) Analyzed by Isoelectric Focusing after Desia-
lylation of AGP. 
AGP : commercially obtained AGP

Fig. 3. Correlation between the Unbound Fraction of

RopiVacaine (10μM) and Plasma AGP Concen-

tration in ten Healthy Volunteers.

Symbols : ●, eight volunteers with F1S vari-

ant ; ○, two volunteers without S variant

Fig. 4. Profiles of the Unbound Fraction of Ropiva-

caine in Plasma of ten Healthy Volunteers.

SymbOls : ●, eight volunteers with F1S variant

(mean±SD) ; △, □, two volunteers without

S variant
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a) Dipyridamole b) Lidocaine c) Disopyramide

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15).

disopyramideはA variantに, ropivacaineやdipyridamole

はFISvariantに,そ し てlidocaineはF1 S variantとA

variantの 両 方 に結 合 す る こ とが報 告 さ れ て い る15-17).一

方,AGP variant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AGP variantの タ イ プ に よ り異

な り,薬 物 が 選 択 的 に結 合 す るAGP variant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AGP variant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AGP variantの 割 合 は.F1S

variant/A variantが50%,F1 variant/A variantが35%, S

variant/A variantが15%と 報 告 さ れ て い る21).ま た. F1

variantとS variantは,3 : 2の 割 合 で 混 在 し て い る と

報 告 され て い る15).今 回,等 電 点 電 気 泳 動 法 を用 い て,

健 常 人10名 の 血 漿AGP variantの 同 定 を行 っ た 結 果,S

variantが 存 在 す るF1S variant/A variantが8名, S vari-

antが 存 在 し な いF1 variant/A variant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fu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 島 値 の 問 に は.高 い 相 関 性 が 認 め ら

れ,ropivacaine単 独 の場 合,fu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

体 問 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F1S variantと さ れ て い

る が, ropivacaineの 負 値 が,F1S variant群 とnon-S vari-

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

F1Variantへ の 親 和 性 が 高 い も の と推 察 さ 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,F1Svariant群 よ り も 弱 か っ た(Fig. 5).

RopivacaineとdipyridamoleはAGPのF1 S variant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F1 S variant

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0.34-0.85μg/mL (1.03-

2.58μM)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f。 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fu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 さ 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AGP variant

へ の 選 択 的 結 合 タ イ プ と患 者 の特 異 的 なAGP variantの

タ イ プ に影 響 さ れ る こ とが 示 唆 され た.

Fig. 5. Effect of Dipyridamole, Lidocaine or Disopyramide on the

Unbound Fraction of Ropivacaine (10μM) in Plasma of ten

Healthy Volunteers.

Symbols : ●, eight volunteers with F1S variant (mean±SD);

△, □, two volunteers without S variant
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