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第3章 マイクロダイアリシス法を用いたラットに於けるmethotrexate

(MTX)のÍn v ÍVO経皮吸収動態の検討8 0 ) 

前章では、 脂溶性薬物であるVPAの経)支|吸収動態を、 経皮マイクロダイアリ

シス法によってin vivoレベルで検討し、VPAの経皮吸収速度の解析に成功した。

・般にちだJlJ化されている経皮吸収製剤のほとんどは、 ニトログリセリンの様な

脂綿'ji 1: 薬物で あ る 7 4、 7 5 )。 しかし、 脂溶性の低い薬物に於ても、 経皮的適用が

明まれている薬物も少なくはない。

その織 な 薬物の -つに methotre x atc (MTX) が上げられ る 。 MTXは、 白血病或

いは??肉胞の治療薬として繁用されているが、 最辺、 美ft治性の皮膚病である乾癖.

にも有効性が認められ、MTXの経1I療法が行われている8 1 )。 しかし、MTXを

投りする場令には、'i?髄抑制、 川:、f]!lj及び胃腸障害を初めとする全身性副作用が

!泊十1:し、 副作用Inl避のためthcrapcutic drug monitoring (TDM)を実施しながら、

慎重に投与しなければならない。 MTXの構造式をFig. 18に示す。

附1::工ユH1 〕一日CH

M.W. 454.45 

Fig. 18. Chemical St工uctu工e of MTX 

Va n S cott ら 8 2 )は、MTX投与後の全身性副作用軽減を目的に、 乾癖患者への

MTX経皮適用を試みたが、 MTX自身の皮膚透過性の低さから経j文適用は無効

であったと報告している。 前章に於て、 著者は、 経皮!吸収促進剤のHPE-I0lが

VPAの経皮吸収性を著しく上昇させることを実証した。
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そこで本市では、 ラットに於けるMTXの経皮吸収動態に対する|吸収促進斉Ij

HPE-I0lの併用効果を、in v ivo経皮マイクロダイアリシス法を用し、て、 皮府内

MTX濃度の変化から検討することとした。 また、InJ fLÿ.にラットの頴!静脈に透析

プローブを挿入し、 MTX経皮適用による全身血中MTX濃度の変化を、 lf11 rllマ

イクロダイアリシス法により併せて検討したので以ドに1詳述する。

第1節 MTXの経皮吸収に対するHPE-I01の促進効果

第1章及び第2章同様、 透析プローブをin vivo適用する前に、 測定の対象と

したMTXについて、 本動物実験と同じ潅流液の流速1. 0 ul/min、 氾皮37 ocの

条件下に於けるin vitro同収率を測定した。 本章でも、 動物実験に月jし1る透析プ

ローブについて、MTXの透析プロープロット聞に於ける回収不の変動性を検討

する日的でin vitro回収率の測定を行い、 得られたin vitro同収率に本づく皮膚

内ならびに血中MTXの絶対量の算出は行わず、 また、 その値に基づく透析被'11

データの補正も行わないこととした。 その結果、 経皮吸収実験に使用した透析プ

ローブ(CMA/I0、 透析膜の長さ10 mm)に於けるMTXのi刀Vl什o rlJI収率の、1':

均値は46%であった。 また、 このMTXのin v itr()同収率の変動係数は9%と

小さかった。 このことより、 本章に於て測定の対象としたMTXの透析プローブ

からの回収率には、 ほとんど透析プローブのロット問での差異が存在せず、 ノド研

究で使用した透析プローフーからは、MTXの回収がほぼ →定の割合で行われるこ

とが確認できた。

前章では、 吸収促進剤HPE-I01の添加濃度を3%と設定して、 ラットに於け

るVPAの経皮吸収に対するHPE-101の促進効果の検討を行い、3%HPE-I01 

の併用によりVPAの経皮吸収速度が約80倍増大することを実証した。 一方、

HPE-I01の経皮吸収促進効果はその添加濃度に依存することが報告3 1)されて

いる。
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HPE-I01の添加濃度皮膚内から回収された透析液中の MTXの総[111収量は、ラットに於けるMTXの経皮吸収 に対する吸収促進剤そこで本章では、

それぞれ約5倍、1.5%、 2.25%及び3%に於て、 非添加時と比較し、が 0.75%、HPE-101の添加濃度の影響を3%以下の種々添加濃度に於て、 経皮マイクロ

MTX経皮吸収 に対するHPE・101の18倍 、 42倍及び50 0倍顕著に増大した。ダイアリシス法により検討した。

HPE-101の添加濃度が高くなるに従って、 皮膚透析液中に於け促進効果には、MTX溶液(2.5 mM) 2 mlを経皮適用し、 10 時間後までに皮膚透析液中に回

るMTX総回収量が著しく増大してし、く傾向が認められた。 特に、 その効果は、収されたMTXの総回収量に対するHPE-101の添加濃度の影響をFig. 19に

HPE・101の添加濃度が2.25% から 3%へ上昇したところでMTX総回収量が急グラフには得られたMTX総回収量の平均値士標準偏差を示している。示す。

HPE-101の添加濃度が3%の場激に増大するシグモイド型のパターンを示し、

合に最も顕著であった。

一般的に経皮吸収促進剤の促進効果は、 添加濃度が高まるに従って徐々 に強ま

定の 添加濃度に達するとその効果に飽和が生じるといった直線的 な濃度依り、

Yanoら3 1 )は、存性 を示すことが矢口られている8 3ー85〉
o HPE-101 についても 、

その 24indomethacinのラットに於けるin vivo経皮吸収に対する促進効果を、

時間尿中回収量の 比較によって検討し、 HPE・101の添加濃度が3%までは添加

濃度に比例してindomethacinの経皮吸収量は直線的に増大したが、 3%以上に添

加濃度を上げても経皮吸収量の噌大が認められない、 所謂「頭うち現象」を報告

MTX経皮吸収に対するHPE-101の促進効果がシグモイド型のパターしている。

ンを示した原因のーっとしては、 HPE-101の促進効果が強まるに従って、 皮膚

MTXの経皮吸収量が増大した角質層などに対する組織障害性等が大きくなり、
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可能性 も推測されるが、 実験終了後、 薬液を適用していた皮膚表面を肉眼的 に観
。

察した範囲では、 各HPE・101添加濃度聞に於て皮膚表面に変化は認められなかっ3 

HPE-101 concentration (W/V%) 

2.25 1 .5 0.75 。

MTX とindomethacinに対するHPE-101の経皮吸収促進作用の相違は、 被

この点

た。

験薬物聞の物性或いは薬理活性の相異などに起因するとも考えられるが

については今後詳細に検討する必要がある。

ラットに於けるMTXの経皮吸収に対するHPE-101の添加濃度の影響を3%

19. Effec七 of HPE-101 Concent工ation on the Total Recovery of 

MTX in the De工mal Dialysate f工om 0 to 10 h after De工mal

Application of MTX (2.5 mM) with HPE-101 at Va工ylng

Concent工ations， 0も， 0.75も， 1.5毛， 2.25毛 and 3も in Rats 

Data 工ep工esent the mean f S.D.， 

Flg・

HPE・101の添加濃度が3%の場合に、 その吸

VPAの場合 と同様そこで次に、収促進効果が最も顕著であることが示された。

以下の 濃度に於て検討した結果、n=4. 

-57-



にHPE・101の添加濃度を3%に設定して、 ラットに於けるMTXの経皮吸収動

態の時間的変化に対する吸収促進剤HPE-101の併用効果を、 経皮マイクロダイ

アリシス法により検討した。

MTX溶液(2.5mM) 2 mlを単独ならびに3%HPE-I01併用下でラットに経皮

適用した際、 皮膚内から回収された透析液中MTX濃度の適用後12時間までの

経時変化をFig. 20に示す。 マイクロダイアリシス法によって得られる薬物濃度

は、 透析液を回収した一定時間内での平均濃度を示しており、 グラフには得られ

たMTX濃度の平均値±標準偏差を示している。

100 

MTX単独で経皮適用した場合、 皮膚内から回収された透析液中には、 0---1時

間のフラクションから8----12時間のフラクションまで、 いずれもわずかながら

MTXが検出された。 その際MTX濃度は、 適用後4時間以降のフラクションか

らプラトーとなるパターンを示し、 最高値を示した8---12時間のフラクション

での値は0.06 }JMであった。 一方、 3% HPE-101とMTXを併用して経皮適用し

た場合には、 0----2時間までのフラクションではMTX単独経皮適用時と比較し

透析液中MTX濃度の上昇は認められなかったが、 適用後2時間以降のフラクショ

ンからはMTX濃度の有意な上昇(p<0.02)が認められた。 その濃度推移は、 2---

4時間のフラクションまでは緩やかに上昇し、 その後12時間までは急激に上昇

するというパターンを示した。 また、 MTX濃度は、 MTXを単独経皮適用した際

と同様に8----12時間のフラクションに於て最も高値(56μM)を示し、 その値は

MTXを単独で経皮適用した場合と比較し約940倍も有意に高かった。 このこと

より、 MTXの皮膚内への吸収量が、 3% HPE-I0lの併用により著しく増大した
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経皮吸収促進剤としてのHPE-101の効果は、 脂溶性の高いVPAの皮膚内への

吸収より、 脂溶性の低いMTXの皮膚内への吸収に対して顕著であることが示さ

れた。 また、 3%HPE-101を併用した際、 皮膚透析液中MTX濃度の上昇は、 経

皮適用 12時間後に於てもプラトーには達しなかった。 前章で述べた如く、 皮膚

透析液中VPA濃度は、 3% HPE-101併用時に於ても経皮適用後4時間以降には

プラトーとなるパターンを示した。 この点は、 脂溶性の高いVPAと脂溶性の低

いMTXの経皮吸収動態に対する3%HPE・101の併用効果に於て最も異なる点で

ある。 経皮適用された薬物の皮膚組織への溶解性は、 viable skinに於ても、 また

皮膚角質層に於ても薬物の脂溶性の増大に依存することが報告8 6 )されている。

このことを考慮すると、 3%HPE・101併用時に於ては、 脂溶性の高いVPAの方

がMTXに比べ速く皮膚を透過し、 吸収が短い時間でプラトーに達したものと考

察する。 3%HPE-101併用時の皮膚透析液中MTX濃度は、 透析液をサンプリン
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Fig・ 20. MTX Concentration-Time P工ofiles in the Dia1ysate Co11ected 

工工om De工mis after Dermal App1ication of MTX (2.5 mM) with 

(・) 0工 without (口) 3もHPE-I01 in Rats 

Data represent the mean t S.D.f n=4-5. 
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グした経皮適用12 I時間後までにプラトーに達しなかったため、 本論文に於ては

MTXの経皮l吸収速度の算出は行わなかった。

本論文では、 MTXを経皮適用した|療の皮膚内のMTX濃度の検討を主題として

いるが、 同時に経!文吸収され全身術環血Iドヘ移行したMTX濃度についても血中

マイクロダイアリシス法により併せて検討している。

ラット頚静脈に透析プローブ何人後、 MTX溶液(2.5 mM) 2 mlを単独ならび

に3% HPE・101併用ドでラットに経淡泊fTJした際、 血中から回収された透析液

111 MTX濃度の適用後12 I時間までの経時変化をFig. 21に示す。 グラフには得

られたMTX濃度の、|え均値士標準;偏差を示している。
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MTXを単独で経皮適用した場合に於ても、 血中から回収された0，_，1 2時間ま

での全透析フラクションでMTXが検出された。 しかし、 血中 でのMTX濃度は、

適用直後から12時間低値を示し、 経皮適用8，_，12時間のフラクション値に於て

も0 .03μMであった。 本論文のin vivo経皮吸収実験により、 MTX単独の経皮

適用では、 MTXは全身循環血中へほとんど移行しないことが示唆された。 一方、

3% HPE-101 を併用した場合、 血中から回収された透析液中MTX 濃度の上昇は、

経皮適用後0，_，2時間までは認められなかったが、 2時間以降のフラクションに

於ては有意に認められた(p<0.02)。 血巾MTX濃度は、 その皮膚内濃度の上昇

と同様に3%HPE-I0lの併用によって上昇し、 8，_，12時間の透析フラクション

値は非併用時に比べ約43倍有意に高値(1.3μM)を示した。 臨床使用に於て

MTX の治療域は1μM前後であるが、 3% HPE-I01 を併用した場合、 経皮的適

用であってもMTX濃度が治療域レベルにまで達したことは興味深い知見といえ

る。

8 12 

以上の結果より、 脂溶性の低いMTXの経皮吸収性も3%HPE-I 0lの併用によっ

て著しく改善されることが、 in vivo経皮マイクロダイアリシス法により皮膚内

MTX濃度変化を直接測定することによって明らかにできた。 更に、 経皮吸収促

進剤としてのHPE-I0 1の効果は、 脂溶性の高いVPAより、 脂溶性の低いMTX

の経皮吸収に対して顕著であることが示唆された。 また、 MTX 経皮適用時 の血

中MTX濃度を血中マイクロダイアリシス法により同時に測定することによって、

HPE-101 を併用した局所適用時には、 血中MTX濃度が治療域レベルにまで上昇

可能であることがわかった。

ところで、 乾癖は遺伝的素因をもった人に各種の環境要因が加わって発熱する

再熱性の皮膚疾患であり、 治療には通常ステロイド剤が用いられるが、 重症の全

身膿庖性乾癖等の場合には、 ステロイド抵抗性を示し難治性となる。 この重症型

乾癖の治療にMTXが使用されている81〕。 Fryら8 7)は、 MTX投与後の全身性

副作用軽減を目的に、 乾癖患者へのMTX経皮適用を試み、 9例中7例に有効性

2 1 0 4 6 

Time after MTX application (h) 

Fig. 21. MTX Concent工ation-Time P工ofiles in the Dialysate Collected 

f工om Blood after Dermal Application of MTX (2.5 mM) with 

( .) or without (口) 3もHPE-I0l in Rats 

Data 工ep工esent the mean í S.D.， n=4-5. 

Significantly differen七 f工om the control: 肯 pく0.02.

-60一 円hu



がI認められたと報告している。 一方、 本章の冒頭にも述べたVanScottら8 2 )は

乾縛患者へのMTX経皮適用を試みたが無効であったと報告している。 本論文で

も、 MTXを経皮適用する際、 吸収促進剤を併用しない場合はMTXの皮膚内及

び血中濃度は桜めて低いことが明らかとなった。 上述の2つの臨床報告の矛盾

に|均して、 VanScottらのケースでは、 試験条件その他の要因により皮膚からの

MTXの!吸収率が低く、 治療効果が現われなかったものと考えられる。

本論文では、 通常、 経皮|吸収され難いMTXの 経皮吸収性がHPE・101の併用

によりぷ:しく改持されることを認めた。 本知見は、 皮膚刺激性のない適当な経皮

|吸収促進剤を併用すれば、 乾療に対してMTXが経皮的に適用可能であることを

ぷ唆している。

第3節 実験 の部

1 試料ならびに試薬

MTXは日本レダリーより、 HPE-101は前述〈第2阜の第4節、 1 )と同様に

久光製薬より供与されたものを使用した。 MTXのFPIAJfL試薬セットはダイ ナ

ボットより購入した。 リン酸 ーナトリウム(無水〉、 リン酸:ナトリウム(無水〉

及びEtOHは前述(第2ZZの第4節、 1)とr，司様なものを使用した。 ま た、 ウレ

タン、 リンゲル液及び水は前述(第l卒の第6節、 1)と同様なものを使用した。

2 実験動物

前述(第1章の第6節、 2)と同様なWistar系雄性ラットを用いた。

第2筒j 小指

ラットに於けるMTXの経皮吸収動態に対する吸収促進剤HPE-101の併用効

果を、 経皮及び血中マイクロダイアリシス法を用いて、 皮膚内MTX濃度と全身

血中MTX濃度の変化から併せて検討した。

その結果、 MTX単独で経皮適用した場合には、 MTXの皮膚内及び血中濃度は

板めて低いこと。 しかしVPAの場合と同様、 添加濃度3%のHPE・101を併用し

たMTXの経皮適用の|僚には、 MTXの皮膚内への吸収量が著しく増大し、 血中

MTX濃度が治療城レベルにまで上封可能であることがわかった。 更に、 脂溶性

の低いMTXの経皮!吸収性は、 3%HPE・101の{}t用によって脂溶性の高いVPA

の終皮吸収性に比べ顕著に改善されることがぶされた。

本論文では、 通常、 経皮吸収され難いMTXの経皮吸収性がHPE-101の併用

により著しく改誇されることを明らかとし、 皮膚刺激性のない適当な経皮吸収促

進剤を併用すれば、 乾癖に対するMTXの経皮適用が有効である可能性を証明す

ることができた。

3 マイクロダイアリシス装置

前述〈第2章の第4節、 3)と同様なマイクロダイアリシス装置をJI]し1た。

4 MTXの定量

MTXはTDXアナライザー(Abbott製〉を用いたFPIA法8 8 )により定量した。

蛍光化されたMTXは励起波長485 nm、 蛍光波長525 nmで測定した。

5 In vitro回収率実験

サンプルチューブをMTXのリンゲル溶液(25 Jl M) l. 5 mlで満たし、 ìß度を

370Cに保持した後、 その中に流速1. 0 pl/minで潅流中の透析プローブを挿入し

た。 挿入1時間後から透析液を30分間隔で3サンプル採集すると同時に、 透析

液サンプリング時間の中間点に於て、 サンプル チューブより30μl の試料を探取

し、 得られた試料を適用に希釈してMTX濃度を測定した。
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MTXのin vitro回収率は下記の式から算出した。

透析液中MTX濃度

閉までの透析液を探集し、 MTX濃度を測定した。

In vitro凶収不(%) X 100 7 統計処理

得られた実験値の有意差の検定はMann-WhitneyのU検定を使川した。
リンゲル溶液中MTX濃度

6 1刀vivoマイクロダイアリシス実験

6 . 1 投与薬液

MTX溶液はリン酸緩衝液 (pH5)とEtOHを2:3 の割合で混合した60%

(v/v) EtOH溶液を用い2.5 mMになるように調製した。 HPE-101 添加MTX

溶液の場合は、 更に0.75%、 1.5%、 2.25% または3% ( w /v)濃度になるよう

にHPE-101 を加え調製した。

6.2 経皮及び血中マイクロダイアリシス実験

ラットをウレタン1.5 g/kgの腹腔内投与による麻酔下、 腹部皮毛を電気ノくリ

カン(動物用900型〉で除毛した後、 前述( 第1章の第6節、 6 . 3 )の方法

により、 IVガイドを用いて流速1.0 )ll/minで濯流中の透析プローブをラットの

頚静脈に挿入した。 次いで、 第2章の第1節に述べた方法により、 L字型経皮

用ガイドカニューレを用いて流速1.0μl/minで濯流中の別の透析プローブをラ

ットの皮膚内へ埋め込んだ。 皮膚内へ透析プローブ埋め込み完了後、 自製のガ

ラスリザーパー(内径20 mm)をアロンアルファA (三共製)にて腹部に装着し、

1時間後に薬液2 mlを充填した。 薬液適用後12時間まで、 透析液を経時的

(0"'1時間、 1"，2時間、 2"，4時間、 4"，6時間、 6---8時間及び8"，12時間)

に亘り皮膚内及び血中より同時に回収し、 MTX濃度を測定した。

皮府内MTX量に対するHPE・101 の添加濃度の影響検討の場合は、 経皮マイ

クロダイアリシス実験のみ行った。 皮膚内へ透析プローブ埋め込み完了1時間後、

濃度の異なるHPE-101 ( 0%、 0.75%、 1.5%、 2.25%及び3% )を添加した

MTXの60%EtOH溶液2 mlをガラスリザーバーに充填し、 薬液適用後10時

Fhlv
 
phv
 



第4章 マイクロダイアリシス法を用いた家兎に於けるvalproate

(VPA)のin vivo血祭蛋白結合の検討7 0， 8 9 ) 

生体に投与された大部分の薬物は、 種々の生体内蛋白質、 特に血清アルブミン

と結合性を有しており、 一般的に薬物の薬理効果と副作用は蛋白と結合していな

い非結合型薬物濃度と関係すると考えられている。 従って、 医薬品の生体内動態

を検討する場合には、 その血祭蛋白との結合性を定量的に評価することが重要で、

ある1 7、1 8)。

現在、 薬物の血竣蛋白結合を検討する目的で一般的に用いられている実験法は、

平衡透析法と限外ろ過法であるが90-96)、 前者は、 平衡に達するまで長時間を

要するため蛋白変性の可能性があり、 また不安定な薬物の測定には適さないとい

う欠点を有している1 7)。 一方、 後者も、 比較的短時間で結合の測定が可能であ

るという利点を有してはいるが、 ろ過中の試料容積の減少に伴う蛋白濃度の上昇

により、 結合平衡のずれが生じる危険性が指摘されている1 7)。 加えて、 上述の

実験法は、 厳密にはin vivoの条件下で、 直接的かっ連続的に血竣中非結合型薬

物濃度を定量できる手法とはいい難い。

これに対してマイクロダイアリシス法は、 序論で触れた知く、 透析プローブ

を血管中に挿入することによって、 血禁中の非結合型薬物のみを回収できる

in vivo サンプリング法であり、 1 )実験動物を屠殺せずに1個体から経時的に

多数の試料が採取できる。 2 )試料採取時に血液の損失がない。 3 )得られた

試料中には酵素の混入がなく、 試料サンプル中での代謝による量的変化が認め

られない。 4 )試料のクリーンアップ操作を必要とせず、 直接分析機器に適用

できる等の利点を有しているため、 薬物ー血柴蛋白結合のin vivo実験法とし

ての適用が期待できる。

マイクロダイアリシス法を血紫中遊離薬物濃度のin vivo定量法として用いる

際には、 まず被験薬物の透析プローブからの回収率を測定し、 その値に基づき、
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血禁中に於ける薬物濃度を補正算出する必要がある。 最近、 Scottら2 5 )は、

acetamlllophenの血紫蛋白結合のin vivo実験法として、 本マイクロダイアリシ

ス法か有用であることを報告しているが、 in vivoに於ける acetaminophenの透

析プロ ーブからの回収率は、 リンゲル液を用いた簡便なin vitro実験により算

出しているにすぎない。 しかし、 in vitro実験により得られる薬物回収率は、

必ずしもin vivoに於ける薬物回収率を正確に反映するものではないことが示

唆されている57-61)。

このような背景の下、 本章では、 マイクロダイアリシス法の薬物ー血奨蛋向

結合のin vivo実験法としての有用性を確立することを目的に、 家兎に於ける

VPAの血祭蛋白結合をモデルとして、 VPAのin vitro回収率に対する種々の

実験条件の影響を精査し、 マイクロダイアリシス法によって血築中遊離VPA

濃度を定量する場合の最適なin vitro回収率の算出条件について検討した。 更に、

得られた回収率を基に、 マイクロダイアリシス法によるVPAのin vivo 血竣蛋

白結合率を算出し、 その結果を限外ろ過法から得られた結果と比較したので以

下に詳述する。

第1節 I次消失モデル実験装置を用いた透析プローブからの

VPAのin vitro回収率の検討

マイクロダイアリシス法によってサンプリングされた薬物が、 透析プローフの

透析膜と吸着するか否かは、 マイクロダイアリシス実験を行う場合に考慮すべき

問題の一つで、ある。 この吸着性の問題は、 VPAの様な脂溶性の高い薬物に於て

は特に重要と考えられる。 ここでは、 まずこの吸着性の問題について検討する

ため、 1次消失過程を不すin vitro実験装置を構築し、 1次消失過柊に於ける

VPAの濃度変化を透析プローブの透析膜を介して回収された透析液中のVPA

濃度変化と比較した。

-67-
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VPAをマイクロダイアリシス法を用いてin vitroでサンプリ以上の結果より、グラビーカー中及び透析液中に於けるVPAの濃度変化をFig. 22 (A)に示す。

VPAは透析プローブの透析膜と吸着することなく、 濃度変化があングした際、フには得られたVPA濃度の平均値を示している。

このことから、‘定の回収率でサンプリングされることを尖証した。る状態でも1次消失過程を構築したビーカーlドのVPAのリンゲル溶液に於けるVPAの消

マイクロダイアVPA (I)様な脂溶性の高い薬物をサンプリングする際に於ても、一方、 透析液中に於けるVPAの失i主)支定数は0.46士0.02 h-1 (n=4 )であった。

リシス占は有用なサンプリング手段となり得ることを認めた。その消失速度定数は0.43 :t 0.05 h-1 (n=4)であり、 ほ濃度変化もl次で消失し、

VPAと透析プもし、ぼビーカ一小でのVPAの消失速度定数の値と一致した。

透析プローブによるVPAのin vitro回収ギ第2節ローブの透析膜間に|吸着が仔紅すれば、 両者の消失速度定数は異なってくるが、

このことより、 in vitro状本実験に於て両者|日jには全くJEが認められなかった。

マイクロダイアリシス法をVPAの血紫蛋白結合のin vivo実験法として用いる態に於てはVPAが透析プローブの透析肢と吸着していないことを実証した。

ためには、 本法によって血禁中遊離VPA濃度の正確な値を定量できることが重その実験時間内での透Fig. 22 (A)にぶしたiI1 v itro 1次消失実験の結果より、

VPAのin v itro roJ収率に対する種々の実験条件の影響を精ここでは、要となる。析プローフーからのVPA回収率を計算した。 その結果をFig. 22 (B)に示すが、

マイクロダイアリシス法によって血禁中遊離VPA濃度を定量する場合の

最適なin vitro同収率の算出条件について検討した。

査し、VPAのin v i(rο同収率は実験時間内に於でほぼ一定した値を示し、 平均値

は約80% であった。

各々

溶媒の影響2 - 1 

的に、 そのin vÍtro同収本を求める被験薬物の血築中遊離濃度の補正算出を

in vivo実験に川し1る家際、 溶媒として汎用されているリンゲル液2 5、27-28)

兎の血竣及び濃度の違う家兎血清アルブミン溶液( 1%、 3%、 4%及び5%)に

それぞれ透析プローブからのVPAのin vitro同収率を測定した。 被験ついて、
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また血流のVPA総液の濃度は全て250μg/mlとし、 温度は37 ocに設定した。
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動的状態をin vitro状態で構築するために、 小型の星状スターラーを川いて700Tlme(h) Tlme(h) 

rpmでよく撹祥し、 本山 vitro回収率実験を実施した。

4%及びリンゲル液、 家兎血殺ならびに1%、 3%上記実験条件下に於て、
(・)

Concentration-Tirne P工ofiles 0工VPA in Beake工(.) and in 

In Vitro Relative Recovery of VPA Dialysa七e (口) (A) 

at Each Sarnpling period 

points represent the rnean， 

22. Fig. 

それぞれの

熔液中の総VPA濃度に対する遊離VPA濃度の割合を表わすfreefracti o n 値を

5%家兎血清アルブミン溶液から求めたVPAのin vitro回収不と、

n=4. 

(B) 
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Table 5にぷす。

Table 5. In Vitro Relative Recove工Y of VPA by 

a Microdialysis Probe 

Matrixa) n F工ee fractionb) RecoveryC) 
(も)

Ringer's solution 14 1.00 34.3 :!: 2.6 

1もAlbumin solution 5 0.72 33.1 :!: 2.8# 

3もAlbumin solution 6 0.32 26.9 :!: 3.6合，#

4もAlbumin solution 6 0.22 セ #25.2 :!: 2.6n， 

5もAlbumin solution 6 0.11 合 #25.7:!: 4.6n， 

P lasma sample 14 0.44 15.8 :!: 1.2** 

a) All VPA concen七工ations were adj usted to 250 μg/ml. 

Each matrix was maintained a七 370C and well sti工工ed at 

700 工pm by a s七ar headed sti工rer.

b) The free f工action is the 工atio of the free VPA 

concentration to the total VPA concent工ation in each 

matrix. Values represent the rnean. 

c) Values 工epresent the rnean 士S.D.

Significantly diffe工ent f工orn Ringe工's solution: 安 p<O.Ol，
*合 pく0.001.

Significantly different from plasrna sarnple: # pく0.01.

-70-

VPAのin vitro回収率は、 リンゲル液\家兎血清アルブミン溶液 ・家兎血援の

)1債で増大した。 リンゲル液からのVPAのin vitro回収率が34.3%と以も!高値を

不したのに対して、 家兎血紫からのVPAのin vitro回収率は15.8%と設も低く、

リンゲル液を用いた場合と家兎血策を用いた場合では、 VPAのin v itro回収率が

有意に違うこと(p<0.001)が認められた。 このことより、 VPAのin vitrο回収

率は、 血清アルブミン等の穆質物質の存在による影響を受け、 変化することがわ

かった。 一方、 家兎血清アルブミン溶液からのVPAのin vitrο回収率に関して

は、 アルブミン濃度が高くなるに従って、 回収率が低下する傾向が認められた。

しかし、 添加濃度が3%を超えた家兎血清アルブミン溶液に於ては、 アルブミ

ン濃度が高くなるに従って、 溶液中の総VPA濃度に対する遊離VPA濃度の割

合を表わすVPAのfreefraction値が減少していったにも拘わらず、 VPAの

in vitro回収率はほとんど一定となり、 その値は25 '""'27%であった。 この結果は、

添加濃度が3%を超えた家兎血清アルブミン溶液からのVPAのin vitro I叶収率

は、 アルブミン溶液中のVPAのin vitro蛋白結合率の変動による影響を受けな

いことを示唆している。 更に本研究では、 各々家兎血清アルブミン溶液中での

VPAのfreefraction値が、 家兎血策中でのイ直と比較し大きく異なっていること

が認められた。 この家兎血清アルブミン溶液と家兎血竣に於てVPAのin v itro 

蛋白結合率が異なる点については、 平衡透析法により4%ヒト血清アルブミン

溶液とヒト血祭に於てVPAのin vitro蛋白結合率が異なることを/JえしたAlbani

ら9 5 )の報告と一致するところである。 また、 本in vitro回収率実験に用いた

家兎血禁中のアルブミン濃度は5%であったが、 この家兎血築中アルブミン濃

度を参考に定めた5%家兎血清アルブミン溶液からのVPAのin vitro回収率

が25.7%であったのに対して、 家兎血紫から求めたVPAのin vitro回収率は

15.8%と有意に低値(p<O.Ol)を示した。 本知見は、 被験薬物のin vitro回収率

を求める際、 溶媒選択が極めて重要であることを示唆するものである。
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2-2 濃度、 温度及び撹狩の影響 いずれの溶媒に於ても、 VPAのin v itro回収率は、 溶液中のVPA濃度変化に

よる影響を受けないことを確認した。 本矢11見は、 本軍の第1節に於て示されたマ

イクロダイアリシス法によるサンプリングは、 VPAのリンゲル続放からの -次

消失に伴う濃度変化を正確に再現でき、 VPAのin vitro阿収率はサンプリング

時間内に於て一定であるとの結果とよく符合している。 また、 家兎血祭からの

VPAのin vitro回収率は、 2 - 1に於て示された家兎血清アルブミン依液から

2 - 1に於て、 VPAのin vitro回収率が、 回収率測定に用いた溶媒聞で著しく

異なることが明らかとなった。 そこで、 リンゲル液と家兎血殺について、 更に

VPA濃度、 温度及びJ党枠条件のVPAのin vitro回収率に及ぶす影響を検討した。

混度370C、 撹作回数700 rpmの条件下で、 250μg/ml、 125μg/ml及び50

μg/mlのVPA濃度に於てリンゲル液及び家兎血柴から求めたVPAの白vîtro

回収率をTablc 6に示す。 なおTableには、 それぞれの溶液中の総VPA濃度に

対する遊離VPA濃度の割合を表わすfreefr action値を併せて示 している。

のin vitro回収率の場合と同様、 血築中のVPAのin vitro蛋白結令本の変動に

Table 6. Effect of Concentration Range of VPA on Its In vitro 

よる影響を受けないことが示唆された。

VPA濃度250 pg/ml、 撹鉾回数700 rpmの条件下で、 潟度37"c、 25 oc及

び50 "cに於てリンゲル液及び家兎血殺から求めたVPAのin vitro 回 収 不を

Table 7に示す。 なお、 家兎血祭中の総VPA濃度に対する遊離VPA濃度の割合

を表わすfrce fraction値は、 いずれの温度に於てもほぼ一定(0.44 )であった。
Relative Recovery by a Microdialysis probe 

Table 7. Effect of Temperature on In Vitro Relative 
Ma七rixa) Concentration n Free fractionb) Recoveryc) 

(μg/rnl) (も) Recove工Y of VPA by a Mic工odialysis probe 

Ringer's solution 250 14 1.00d) 34.3 1: 2.6d) 

125 4 1.00 32.6 1: 0.9 

50 4 1.00 36.1 1: 3.3 

250 14 0.44d) 15.8士1.2d)

125 4 0.28 16.3 1: 0.8 

50 4 0.22 15.5 1: 0.8 

Mat工ixa) Recovery (毛) b) 

370C 250C 500C 

Plasrna s出nple

Ringer's solution 34.3 1: 2.6c) 33.6士2.5 40.5 ::t 2.5* 

Plasma sample 15.8 ::t 1.2c) 15.1::t 1.2 17.4 ::t 0.9 

a) Each rnatrix was rnaintained a七 370C and well stirred at 

700 rprn by a star headed s七irrer.

b) The free fraction is the ratio of the free VPA concen七ration

to the total VPA concentration in each rnatrix. Values 

represent the rnean. 

c) Values represent the rnean士S.D.

d) Duplicated frorn Table 5. 

a) All VPA concentrations were adjusted to 250μg/ml. 

Each ma七工ix was well s七i工工ed a七 700 工pm by a sta工

headed stirrer. 

b) Values 工ep工esent the mean ::t S.D.， n=4-14. 

c) Duplicated f工om Table 5. 

Significantly different f工om 370C: 女 p<0.05.
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いずれの溶媒に於ても、 温度25 "cの時のVPAのin vitro回収率は、 温度37

OCの時の回収率と比べた場合変化なかったが、 温度50 "cの時のVPAのin vitro 

[口l収率は高くなる傾向が認められ、 この傾向は、 特にリンゲル液に於て顕著であっ

fこ。

Benveniste5 7)は、 透析プローブからの45 Ca2+のin vitro回収率に対する温度

の影響について検討し、 温度を上昇させることによって45 Ca2+のin vitro回収

率が有志に増大すると報告している。 本論文のVPAのin vitro回収率に於ても、

370Cからの温度低下時には変化が認められ なかったものの、 370Cからの温度上

昇時にはこれまでの報告と符合する変化が認められた。 更に、 VPAのin vitro 

[口i収率の温度変化による影響は、 溶媒として家兎血竣を用いた場合に比べ、 リ

ンゲル液を用いた場合に於て大きかった。

VPA濃度250 )lg/ml、 温度37 oCの条件下で、 撹祥回数700 rpm、 300 rpm及

びo rpmに於てリンゲル液及び家兎血竣から求めたVPAのin vitro回収率を

Table 8に示す。 なお、 家兎血祭中の総VPA濃度に対する遊離VPA濃度の割合

を表わすfreefraction値はいずれの撹排回数に於てもほぼ一定(0.44 )であった。
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Table 8. Effect of Stirring Speed on In Vitro Relative 

1-1はじ工ixa)

Recovery of VPA by a Microdialysis probe 

Recovery (も) b) 

700 rpm 300 rpm O工pm

Ringer's solution 34.3 i 2.6c) 17.2 i 4.8食 15.5 i 2.6合大

Plasma sample 15.8 í 1.2C) 13.3 í 0.9* 13.0 í 0.5* 

a) All VPA concentrations were adjusted to 250μg/ml. 

Each matrix was maintained at 370C. 

b) Values represent 七he mean i S.D・， n=4-14. 

c) Duplicated from Table 5. 

Significantly different from 700 rpm: 安 pく0.01， 女* p<O.OOl. 

いずれの溶媒に於ても、 撹狩回数を700 rpmからo rpmへと減少することによ

って、 VPAのin vitro回収率は有意に低くなった。 その減少率は、 溶媒としてリ

ンゲル液を用いた場合に於ては34.3%から15.5%への約50%の著しい低下

(p<O.OOl)を示したのに対して、 家兎血策を用いた検討ーでは15.8%から13.0%

へ約20%の低下(p<O.Ol)を示したに止まった。 VPAのin vitro回収率の撹鉾

条件による 影響は、 温度変化による影響と同慌に、 溶媒として家兎血妓を用いた

場合に比べリンゲル液を用いた場合に於て大きかった。 この原因のーっとして、

家兎血竣に於ては、 血清アルブミン等の修質物質が透析プロープの透析膜を介

した潅流液中へのVPA分子の透過を妨げている可能性が考えられ、 その結果

VPAのin vitro回収率は撹枠条件の影響を受け難くな っていたものと推測される。

また、 どちらの溶媒に於ても、 300 rpmという中間に位置する撹杵回数下での

VPAのin vitro回収率は、 撹作していないo rpm時の回収率とさして変わらな

いという興味深い知見が得られた。
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S cottら2 �ノは、 マイクロダイアリシス法をラットの血唆中退離acetaminophcn

濃度のin vivo定送法として用いる|際に、in vivoに於ける血流の動的状態に近い

in vitro実験系を構築する問的で、rn[ �i数50 rpmの浸振条件下に於ける透析プ

ローブからのacetaminophcnのin v itro rlll収率を検討し、 リンゲル液及び ラット

l位唆から求めたacctaminophcnのin v itro回収本は変わらなかったと報告してい

る。 また、thcophyllincのin vitro同収率に関しても 、 Tclting-Diazら2 7 )により、

11 iJじ実験条件ドに於ける1， iJ様な結果が報告 され てい る 。 本論文の撹持回数 70 0

rpmの条刊二トで;.JとめたVPAの家兎血濃からのin vitro回収率が、 リンゲル液か

らのi11 v itrυrr '1収率に比較し有立に低値(p<O.OOl)であったとする知見は、

Scottら2 S、及びTclting-Diazら2 7 )の報告と は異なっており注目される知見で

ある。 この似附の -っとして、 Scott ら及びTclting-Diazらにより求められ た

acctaminophcnならびにthcophyllincのin vitro回収率は、 透析プローブを浸し

ているた半被の撹作がイミ10分な状態で測定されていた可能性が推測される。

以1'0の結果より、 マイクロダイアリシス実験に於ける透析プローブからの

VPAのin vÍtro同収半は、 VPA濃度変化による影粋は受けない ものの、回収率

測定に用いる溶媒の種類、 制度変化ならびに出作条件によ って種々影響を受け

ることが明ら かとなった。

第3 11j'j IÜP l'濃度推移

家兎へVPA 43 mg(O.3 mmol)/kg静脈|付投与後、 耳介静脈より経時的に血液を

採取すると1， íjl時に、 家兎大腿静脈へ挿入しておい た透析プローブから 血液透析

j伎を探集し、 VPAの体内動態を血液採取法と血中マイクロダイアリシス法によ

り比較検討した。 また、血液採取により得た血焚は2つに分け 、 1つ から は総

VPA濃度、 1つから は限外ろ過により遊離VPA濃度を求めた。
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家兎に於けるj(11竣I�I '総VPA濃度、 限外ろ液中遊離VPA濃度ならびに透析液中

VPA濃度の経時変化 をFig. 23に示す 。 グ ラ フには得ら れ たVPA 濃度の平均値

土標準偏差を示している。 また、Tablc 9には、 Fig. 23に示すそれぞれのVPA

濃度の時間的推移から求めた各薬物速度論的パラメーターの値を示す。
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Fig・ 23. Concent工ation-Time P工ofiles of Total VPA (.) in Plasma， 
Free VPA (.) in Ultrafilt工ate and F工ee VPA (口) in Dialysate 
afte工 工.v. Administ工ation of VPA (43 mg/kg) to Rabbits 
Data represent the mean 士 S.D.， n=5. 
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Table 9. Pharmacokinetic Pa工ameters of Total VPA in 

plasma， Free VPA in Ultrafiltrate and F工ee

VPA in Dialysate after I.V. Adrninistration 

of VPA (43 mg/kg) to Rabbits 

Pararnete工

Co (μg/ml) 

Tl/2 (h) 

MRT (h) 

AUC (μg.h/ml) 

Vss (L/kg) 

CL (L/h・kg)

To七al VPA 工n Free VPA in Free VPA in 
plasrna ultrafiltrate dialysate 

157 1: 15 61 1: 3 10 1: 3 

1.44 1: 0.28 1.22 1: 0.21 1.09 1: 0.22 

2.14 1: 0.41 1.82 ::t 0.30 1.64 ::t 0.31 

308 1: 41 103 1: 17 15 1: 4 

0.30 ::t 0.03 

0.14 ::t 0.02 

Values represent the rnean ::t S.D.， n=5. 
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得られたVPA濃度は、 全て1コンパートメントモデルによる消失ノfターンを

示した。 本矢口見は、 Bourinら97)が家兎へVPAを静脈内投与することによって

得た血中からのVPAの消失ノfターンとよく符合している。

限外ろ液中遊離VPA濃度と透析液中VPA濃度を薬物速度論的ノfラメーター

から比較してみると、 消失半減期(T1/2 )ならびに平均滞留時間(MRT)は、

ほぼ一致する値を示した。 一方、 初期VPA濃度(Co)とVPA濃度一時間曲線

下面積(AUC)は、 両者問で大きく異なり、 透析液中VPA濃度のCoならびに

AUCの値は、 限外ろ液中遊離VPA濃度のそれらの債と比較した場合、 Coにつ

いては16%、 AUCについては15%にそれぞれ相当した。 これらの値は、 マイ

クロダイアリシス法によるVPAのin vivoでの回収率を表わすものであるが、

これらの値が、 前節の2 - 1で述べた、 温度37 oc、 撹持回数700 rpmの実験

条件下に於て家兎血祭から求めたVPAのin vitro回収率(15.8% )と一致した

ことは非常に興味深い結果である。

第4節 In vivo血竣蛋白結合

4 - 1 In vitro回収率を用いてのl位紫中遊離VPA濃度の

補正算出

前m'jに於てマイクロダイアリシス法により得た透析液中VPA濃度のデータか

ら血紫中遊離VPA濃度を求めるため、 第2節の2 - 1で述べた、 温度370C

撹杵回数700 rpmの実験条件下に於て各種溶媒から求めたVPAのin vitro回

収率に基づき、 家兎の血禁中遊離VPA濃度の補正算J11を行った。

リンゲル液、 5% 家兎血清アルブミン溶液ならびに家兎血竣から求めたVPA

のin vitro同収率に基づき、 透析液中VPA濃度から補正算出した血集中遊離

VPA濃度の経時変化を、 Fig. 23で示した限外ろ液中遊離VPA濃度の経時変化



家兎血授から求めたVPAのin v itro r叶収率(15.8%)を用いて補正した血笈r I r グラフには得られたVPA濃度の平均値士標準偏差をと併せてFig.24に示す。

限外ろ過11によって得られた血紫rjr遊離VPA濃皮推移遊離VPA濃度推移は、示している。

リンゲル被または 5%家兎1([ Niアルブミン総
え
fと極めてよい一致を示した。

液から求めたVPAのin vitro回収半を用いて、 血紫中遊離VPA��足度の布!i IIL31ji i 

それらの推移は限外ろ過法によって何られたIfll焚'1--1遊離VPA

し、ずれも低くなる傾向がぶされた。

VPAのi刀vivo血紫蛋l' J結合率

濃度推移とは- -致せず、

を行った場合は、

4-2 

4-1のFig.24に示す血張中遊離VPA濃皮推移から求めたAUCの値に)l�づ

限外ろ過法ならびにマイ家兎に於けるVPAのin v ivo 血液蛋白結合宿を、き

クロダイアリシス法によってそれぞれ算山し比較した。

限外ろ過法によって得られた家兎に於けるVPAのin v ivo血紫蛋白紡令率は

長、66.6 i: 2.7%であった。
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竣中遊離VPA濃度の補正算出を行った場合には、 VPAのin vivo血策蛋白結合

限外ろ過法にそれぞれ85.7士3.2%ならびに81.2士 4.2%と計算され、率は、ìn vìtro 

顕著に高くなる傾向が認められた。よって得られた値と比較した場介、も) I 1.2 

represent the mean ! S.D.， 

• :VPA in ult工afiltrate，口:VPA calculated by 

工elative 工ecove工Y f工om plasma sample (15. 8 

ム:VPA calculated by in vitro 工elative

(43 mg/kg) 

n=5. POlnts 

+ 

工ecove工Y f工om

も) ， 0 : VPA calculated 

from Ringer's 

マイクロダイアリシス法を家兎の血媛中遊離VPA濃度の以上の結果より、

solution 

4. 6 + (25. 7 solution albumin 5も

的で、 被験VPAのi刀vi(ro回収率を測定する場合in vivo定量法として用いる工ecoveryvitro 工elative

毛) . 2. 6 + 

�n 

(34.3 

by 

家兎血策

温度370C、 撹杵回数700rpmの実験条件下で求めたVPAの

回収率算出時のin vitro実験条件が極めて重要な怠義をもち、

を 試料として、

には、
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in vitro回収率が最適であることがわかった。 更に、 同in vitro回収率を基に、

マイクロダイアリシス法により求めた家兎に於けるVPAのin vivo血祭蛋白結

合率は、 限外ろ過法から求めた結果とほぼ一致することを実証した。

第6節 実験の部

第5節 小括

1 試料ならびに試薬

VPAに関しては前述(第2章の第4節、 1 )と問機に協和発酵工業より供与さ

れたVPAナトリウム塩を用いた。 家兎血清アルブミンのFractionVはSigmaよ

り購入した。 アルブミン自動分析装置用試薬は和光純薬より購入したものを用い

た。 ヘパリンに関しては小玉より購入したヘパリンナトリウム注射液を用いた。

リン酸一ナトリウム(無水〉、 リン酸二ナトリウム(無水〉及びVPAのFPIA

用試薬セットは前述(第2章の第4節、 1 )と同様なものを使用した。 また、 ウ

レタン、 リンゲル液及び水は前述(第1章の第6節、 1 )と同様なものを使用し

薬物ー血策蛋白結合のin vivo実験法としてのマイクロダイアリシス法の有用

性を確立することを目的に、 家兎に於けるVPAの血紫蛋白結合をモデルとして、

家兎の血策中遊離VPA濃度をin vivo定量する際の最適な透析プローブからの

VPAのin vitro回収率の算出条件について検討した。 更に、 VPAのin vivo血策

蛍1'1結合本に関して、 マイクロダイアリシス法から得られた結果を限外ろ過法か

ら得られた結栄と比較した。

その結果、 家兎血竣を試料として、 温度370C、 撹枠回数700 rpmの実験条件

下で算出したVPAのin vitro回収率が、 in vivoに於けるVPA回収率とほぼ一

致することがわかった。 更に、 同in vitro回収率を用いて算出した家兎に於ける

VPAのin vivo血柴蛋白結合率は69.2%で、 限外ろ過法によって得られたVPA

のin "i"o JUl竣蛋白結合率、 66.6%と極めて近いことを認めた。

本論文では、 マイクロダイアリシス法を血禁中遊離薬物濃度の1n V1VO定量法

として用いる目的で、 被験薬物のin vitro回収率を測定する際には、 回収率算出

時のin vitro実験条件が極めて重要な意義をもち、 その場合は、 実験に用いる動

物の血竣を試料として、 温度37 oC、 よく撹枠した状態〈例えば700 rpm)の実

験条件下に於て、 被験薬物のin vitro回収率を測定することが重要で-あることを

立証した。 更に、 マイクロダイアリシス法を血策中遊離薬物濃度をin vivo定量

する実験法として用いる場合には、 絶対量を検討する実験法としても十分適用可

能であることがわかり、 本マイクロダイアリシス法が、 薬物一血策蛋白結合研究

に於けるin vivo実験法として有用であることを証明できた。

た。

2 実験動物

雄性日本白色種家兎(体重3.0'"'-'3.2 kg)を用いた。

3 マイクロダイアリシス装置

前述(第2章の第4節、 3 )と同様なマイクロダイアリシス装置を用いた。

ただし、 濯流液の流速は、 l次消失モデル実験装置による回収率測定の場合に

は1.0μl/min、 その他の場合には4.0 p1!min とした。

4 VPAの定量

前主ß (第2阜の第4節、 4 )と|パ]綾な)j法で定量した。

5 限外ろ過法

家兎血竣及び、家兎血清アルブミン熔液中の遊離VPA濃度の測定は限外ろ過法

を用いて行った。 VPAを含む血策またはアルブミン溶液300μlをウルトラフリ

円。 no
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- C3 (LGC型:分画分子量10，000)に充填し、 3，500 rpmで30分間遠心分離

した後、 得られた限外ろ液中のVPA濃度を前述のFPIA 訟にて測定した。

magnetic stirrer bath dia1ysate 

既知濃度に調製したVPAのリンゲル溶液(0.6 mM)を枝付きビーカーに満た

し、 流速1. 0 J.ll/minで濯流中の透析プローブをその中に挿入した。 婦人1時間

後、 別のビーカーよりリンゲル液をぺリスタポンプを用いて 2 .5 ml/minの一定

流速で枝付きビーカー中に注入した。 注入後、 30分毎に3時間に巨って透析液

をサンプル管に補集すると同時に、 透析液サンプリング時間の中間点に於て、 枝

付きビーカーより30 μ l の試料を採取し 、 得られた試料を 2 傍に希釈した後

VPA濃度を測定した。 本実験中は枝付きビーカー中VPA溶液の温度は370Cに

保ち、 スターラーを用い撹排した。

7.2 家兎血策、 家兎血清アルブミン溶液ならびにリンゲル液からの

VPA回収率測定実験

ウ ォ ーターパスを ホ ッ ト スター ラ ー ( HM -15G 型 、 小 池製〉 に組み 合わた 自 製

の装置に円筒形の小型のビーカー(15 ml容量)を固定し、 小型の星状マグネチッ

クスターラーを用いてビーカー中溶液の撹排回数と温度を任意に設定した。 家兎

血紫は、 ヘパリン処理した注射筒を用い採血した血液サンプルを採血後直ちに

3，000 rpmで 10分間遠心分離し分取したものを用い た。 家兎 血清アルブ ミ ン終

液は、 家兎血清アルブミンのFractionVを 1/15 Mリン酸緩衝液(pH7.4)に溶

解し、 それぞれ1%、 3%、 4%ならびに5%濃度になるように調製した。 リンゲ

ル液はpHを 7.4に調整して用いた。 VPA濃度は、 家兎血竣ならびにリンゲル

液の場合それぞれ250μg/ml 、 125μg/ml及び50μg/ml になるように調製し、 家

兎血清アルブミン溶液の場合250μg/mlになるように調製した。 温度は370Cを

基本条件とし、 別途温度による影響を250Cと500Cで検討した。 撹持回数はよ

く撹持された状態であった700 rpmを基本条件とし、 別途300 rpmとo rpmで

6 家兎血竣中アルブミン濃度の測定

ブロムクレゾールグリーン法に基づいた自動分析装置(クリナライザ- RX-40 、

11 本電気製〉により測定した。 なお測定は長崎大学医学部附属病院検査部で実施

した。

7 In vitrο笑験

7 . 1 1砂くれlj失 モデル実験談置に よるVPAの 回収率測定

後)f:主ら9 8 ) の桜子?を参JSに 、 校イ、j" き ビー カ ー (500 ml)及びぺリスタポンプ

(RP-NEl、 山江サイエンス製)をHJいてin vi汀ο1次消失モデル実験装置を組み

Ú�てた。 装置の似1 1附を Fig . 25 �こ民|示する。

一一一一→ 一一一一→

田icrodia1ysis probe 一一一ータ

peristal tic 
pump 

Fig. 25. Scheme of the Appa工atus Used fo工 the In vitro Experimental 

First-Order Elimination System 

も検討した。

既知濃度の V PA溶液 15 ml を 上述の小 型のビー カーに満 たし、 それぞれに 設

定した温度ならびに撹杵条件下 、 流速 4 . 0 μ l/minで濯流中の透析プ ロ ーブを掃入

した。 挿入1時間後から透析液を20分間隔で3サンプル採集すると同時に、 透
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析液サンプリング時間の中間点に於て、ビーカーより家兎血策ならびに家兎血清

アルブミン依被の場合は400μl、リンゲル液の場合は80 }J 1の試料を採取した。

家兎血疑及び家兎血治アルブミン溶液から採取した試料は更に2つに分け、1つ

はがJ.ì&の)]-法で限外ろ過した。 得られた試料から リンゲル液中VPA濃度、家兎

血策中VPA濃度、家兎血清アルブミン溶液中VPA濃度、限外ろ液中VPA濃度

ならびに透析液中VPA濃度をそれぞれ測定した。

VPAのfrcc fraction値はリンゲル液の場合1. 00であったが、家兎血竣及び

家兎|血清アルブミン溶液の場令は下記の式から算出した。

限外ろ液IドVPA濃度

Frcc fraction 1，{l ー

j([L唆ま たはアルブミン溶液中VPA濃度

VPAのin vitro同収2存は卜記の式から算出した。

リンゲル液の場令は、

透析液中VPA濃度

ln vitro岡収率(%) X 100 

リンゲル液中VPA濃度

家兎rflL竣及び家兎血清アルブミン依液の場合は、

透析液巾VPA濃度

ln vitro [lJl収半(%) X 100 

限外ろ液中VPA濃度

8 ln vivoマイクロダイアリシス実験

8 . 1 投与薬液

VPAナトリウム塩を生理食塩液に溶解しVPAとして43 mg(0.3 mmol)/mlに

なるように調製した。

86 

8.2 血中マイクロダイアリシス実験

家兎を ウレタン1. 5 g/kgの腹腔内投与による麻酔下、大腿存I�を切り目して大Jlì�

静脈 を暴露した。 IVガイド(Carneg ic Mcdicin製〉 を大腿筋に過しながら大腿

静脈に挿入し、そのIVガイドを通して流速4. 0 μl!minで地流'11の透析プロープ

を挿入した。 透析プローブ挿入1時間後、薬液を 43 mg(0.3 mmol)/kgの投りは

で 耳介静脈より投与した。 薬液投与後240分まで透析液を経時的(() '"'"' 20分、

20，，-，40分、40，，-，60分、60�80分、80，，-，100分、100---120分、120�180分

及び180---240分〉に 血中から同収すると同時に 、透析液サンプリングの中間点

に於て、投与した耳と反対の耳介静脈 からヘパリン処理した注射筒を用い採血 を

行った。 得・られた血液サンプル は採血後直ちに遠心分離(3，000 rpm、10分間〉

し、血衆を分取した後2つに分け、lつ は前述の方法で限外ろ過した。 得られ

た試料から 血衆中総VPA濃度、限外ろ液 中遊離VPA濃度ならびに透析液ItJ

VPA濃度をそれぞれ測定した。

9 薬物速度論的解析

VPA濃度は1コンパートモデルにより解析し、各ノマラメーターの算出に は

MULTI6 g)を用いた。

血液採取実験により得られたVPA濃度一時間曲線卜面積(AUC)はド心のf

から算出した。

{n Cn 

AUC = \ Ct dt + 一一一

10 Ke 

ここで 、t は時間、n は最終サンプリング時間、Ctは時間tでのVPA濃度、

Cnは時間nでのVPA濃度、Kcは消失速度定数を示す。
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a方、マイクロダイアリシス法により得られた薬物濃度は透析液を回収した

・定時間内の、子均濃度を示すので、 この場合AUCは下記の式から算出した。

結論

n Cn 

AUC = Lω+ー
=1 Ke 

著者は、 マイクロダイアリシス法を薬物動態のin v ivo実験法として評価すべ

く、 L-dopaの脳内移行動態、に対するAADC問客薬併用の影線、VPAならびに

MTXの経皮吸収動態に対する経皮吸収促進斉U HPE-I01の併川効果及びVPA

の血策蛋白結合を本法により種々検討した。 以下に本研究で得られた知見を総

括する。

総クリアランス( CL)は、 CL = dose / AUCT 式から算出した。 ここで、

AUCTは総VPA濃度のAUCを示す。

、v-均滞留時間( MRT) と平衡分布容積(Vss)はモーメント解析により下記の

Vss = dosc・ MRT / AUC 

1 ) AADC阻害薬であるcarbidopaならびにbenserazideを併用した|擦のラッ

トに於けるL-dopaの血中及び線条体内での動態ならびに代謝をマイクロダイ

アリシス法によりi刀vivoで測定し、 薬物速度論的に 比較検討した。 その結*、

AADC阻害薬併用時には、 いずれも 血中 L-dopa量の哨加に符合した線条体|付

ェにから'(1)� Iliした。

MRT = AUMC / AUC 

ここで、 AUMCはVPA濃度 ・時間一時間曲線下面積(area under the moment L-dopa量の有意な増加が認められたが、benserazidcは、|臨床用;lt比のり1:川に

於てはじめて carbidopa 併用時と同等の線条体内L-dopa 量のI:}(.効*をぶす

こと。 及び、 carbidopa とbenserazid e は、 同じAADC 1m芹楽でありながら、

curvc)を示す。

VPAのln VIVO血策蛋白結合率は下記の式から算出した。

Ín vivο血紫蛍白結合率( %) X 100 

L-dopaの脳内移行性、 血中及び線条体細胞外液中に於けるDA動態には児な

る作用を及ぼす ことが認められた。 以上、マイクロダイアリシス法は、 L-dopa

及び関連代謝物の脳内出現量を立ち上がりから消失まで、 -匹の実験動物に於

て in vivoで観察することを可能とし、 中称{作用薬の脳内移行動態に|却する相

対的変化の比較検討を行える優れた特質を 有することを実証した(第1 i幻。

2 )マイクロダイアリシス法によるin vivo経皮吸収実験法を新たにjg案し、

ラットに於けるVPAの経皮吸収動態を検討すると ともに、 吸収促進剤

HPE-101の併用効果を in vivoで検討した。 その結果、VPAの経皮吸収速度

は3% HPE・101の併用により約80倍増大することを実l証した(第2辛〉。

3 )ラットに於けるMTXの経皮吸収動態に対する吸収促進剤HPE-101の

併用効果を、 経皮及び血中マイクロダイアリシス法を用いて、 皮府内MTX濃

AUCT - AUCF 

AUCT 

ここで、 AUCFは遊離VPA濃度のAUCを示す。

1 0 統計処1'11

件られた実験債のイJ意差の検定はStudcntのf検定を使用した。

口。円HU
口。



度と全身血中MTX濃度の変化から併せて検討した。 その結果、 MTX単独で経

皮適用した場合は、 MTXの皮膚内及び血中濃度は極めて低値であったが、 3%

HPE・101を併用したMTXの経皮適用の際には、 MTXの皮膚内への吸収量が

著しく増大し、 血中MTX濃度は治療域レベルにまで上昇可能であること。 及び、

経皮吸収促進剤としてのHPE・101の効果は、 脂溶性の高いVPAより脂溶性の

低いMTXの経皮|吸収に対して顕著であることを確認した(第3章)。

4 )薬物一血楽蛋白結合のin vivo実験法としてのマイクロダイアリシス法の

有用性の確江を目的に、 家兎に於けるVPAの血紫蛋白結合をモデルとして、 家

兎のlITL策巾遊離VPA濃度をin vivo定量する場合の最適な透析プローブからの

VPAのin vitro回収率の算出条件について検討した。 更に、 VPAのin vivo 血

リ受信(�結令本に関して、 マイクロダイアリシス法と限外ろ過法から得られた結

呆を比較した。 その結果、 VPAのin vitro回収率算出時の実験条件は極めて重

要な意義をもち、 家兎血紫を試料として、 温度370C、 撹排回数700 rpm (よく

撹持した状態〉の実験条件下で算出したVPAのin vitro回収率が、 in vivoに

於ける回収率とほぼ一致すること。 及び、 同in vitro回収率を用いて算出した

VPAのin vivo血紫蛋白結合率は、 限外ろ過法によって得られた結果と極めて近

いことを認めた。 以上、 薬物ー血柴蛋白結合のin vivo実験法としてマイクロダ

イアリシス法を適用する場合には、 被験薬物の正確な血禁中遊離濃度の定量が

可能なことを立証し、 絶対量の検討-も十分可能であることを実証した(第4章〉。

現存、 病院薬剤師は、 医療チームの一員としての位置付けが明確となり、 直

接忠将ーと接し服薬指導を行い、 薬物療法上の責任もより重くなっている状況に

ある。 また、 何年、 薬物療法の改善を目的とした新規医薬品が数多く臨床の場

に供され、 既布三の医薬品との薬効比較や相互作用などを詳細に検討することが

より主要となってきている。 従って、 医療現場に於ける薬剤師が、 生体内に於

ける|天 薬 品 聞 の薬効比較ならびに薬物相互作用を薬学的手法を用い実験的に検

什ーすることは非常に重要なことである。
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マイクロダイアリシス法は、 薬物の組織移行に及ぼす併用薬の影響または薬物

中n l-i�作用などを検討するLで-械めて有用なin viv()実験法であり、 医療薬'J� j �の

問題点を解明する手段としてこれからの応用が期待できる。
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