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カラムスイ ッチング法による抗 うつ薬

フルボキサ ミンの微量分析法の開発

鈴 木 吉 成*加 藤 安 宏*内 田 信 也*

影 山 由紀子*橋 本 久 邦*

目 的

選択的 セロ トニ ン再取 り込 み阻害作 用 を持つ抗

うつ薬 フルボキサ ミン(FLX)の 薬 物血 中濃度測定 に

おいて はng単 位 の微量分析 が求め られてい る。 こ

れ まで に幾つか の報告 があるが、UV検 出器 を用い

た簡便 な方法 を開発す るため、今 回、固相抽出法

あるいは有機溶媒抽 出法 と、カラムスイ ッチ ング

法 とを組み合わせ た高速液体 クロマ トグラ フィー

法(HPLC)に よ り高感度定量法 を検討 した。

方 法

HPLCは 送 液ポ ンプ(島 津LC-9A)2台 、 システ

ム コン トロー ラ(島 津SCL-6B)、 オ ー トインジェ

ク ター(島 津SIL-6B)、UV検 出器(日 立)、 高圧

バ ルブ(島 津FCV-2AH)、 低 圧バ ルブ(島 津FCV

-3AL)、 カ ラム恒温槽(島 津CTO-6A) 、 溶媒 脱気

装置(島 津DGU-12A DEGASSER)、 デ ー タ解析 端末

(島津Chromatopac C-R4A)を 有 してい る。前処

理 カラムはShim-pack SPC-RP3、 分 析 カ ラムは

Shim-Pack CLC-CN(M)4.6×250mmを 用 い た。

分析条件 は、移動相 に0.01Mリ ン酸緩衝液pH6.8

アセ トニ トリル:MeOH(100:123:40v/v)混 液 を

用い、流速1.0ml/min、 カ ラム温度50℃ 、UV測 定 波

長は254nmと した。前処理 カラムの洗浄用溶媒 は

0.01Mリ ン酸緩衝 液pH6.8と し、流 速は0.3な い し

0.5ml/minと した。試料 の抽 出は以 下の2つ の方法

を検討 した。

A) 固 相 抽 出法:Oasis HLB 3cc抽 出 カー トリッジ

(Waters)を 用 い た。 その抽 出方法は操作マニ ュア

ル に従 った。す なわち、血漿1mlに 内部標準物 質

(IS)ク ロ ミプラ ミン20μg/ml MeOH溶 液10μl添 加、

混和 後、 コンデ ィシ ョニ ング したHLBカ ー トリッジ

に注入 し、5%MeOH溶 液2mlで 洗 浄後、MeOH2mlで 溶

出 し、室温、窒素気流下乾 固後 、移動 相200μlに

再 溶解 させ、その100μlをHPLCに 注 入 した。

B) 有 機 溶媒抽 出法:血 漿1mlにIS20μg/ml溶 液

10μlお よび0.2MKCl含 有0.2MNaOH溶 液1mlを 加 えて

アルカ リ化 し、n-heptan-1.5%isoamyl alcohol 4

mlを 加 え、20sec撹拌 後 、1500rpmで10min遠 心 した。

有機層 を分取 し、0.1M HCl溶 液1ml添 加 、20sec撹

拌 後 、1500rpmで10min遠 心 した。有機層 を除去 し、

さ らに0.2M KCI含 有0.2M NaOH溶 液1mlお よびn-he

ptan-1.5% isoamyl alcohol 3mlを 加 え、20sec撹 拌

後、1500rpmで10min遠 心 した。有機層 を分取 し窒

素気流下乾 固後 、A法 と同様 に してHPLCに 付 した。

ヒ ト血漿添加検量線 は各濃度のFLX MeOH溶 液10

μlを ヒ ト血漿990μlに 加 え、最終濃度 が10,25,

50,100,200ng/mlに な るように調製 した。 その後、

試料抽 出方法(A,B)と 同 様 の操作 を した。

再現性 はB法 で行 った。す なわち ヒ ト血漿990

μlにFLX MeOH溶 液10μlを 加 え、最終濃度が10,

50,200ng/mlに な るように各濃度6試 料調製 した。

以降検 量線作成 と同様 にIS MeOH溶 液10μl添 加 し、

抽 出後HPLCに て定量 した。
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FLX回 収 率 を求 めるため、移動層190μlに 上記3

濃 度のFLX MeOH溶 液10μlを 添加 し、直接HPLCに 付

してFLXピ ー ク面積 を求め(各2回 測定 し平均値 を

使 用)、 再現性試験 で得 られたFLXの ピ ーク面積 と

比較 した。

結 果

前処理 カ ラムに試料 を付 加後、0.01Mリ ン酸緩 衝

液(pH6.8)でA法:流 速0.5ml/min、4.0min、B法

:流 速0.3ml/min、1.5min洗 浄 す る ことに よ りFLX,

ISと も血漿由来の妨害 ピーク無 しに分離 で きた。

カラムス イッチ ング後か らの実 質保持時 間はA法

でそれぞれ9.1お よび13.5min、B法 でそれぞれ

9.5お よび14.5minで あ った。ISに 対するFLXの 面 積

比(Y)、FLX濃 度X(ng/ml)と した ときの検量線はA

法 でY=0.0052X+0.0318、 相 関係 数0.997で あ り、B

法 でY=0.0045X+0.0312、 相 関係数0.994で あ った。

いず れ も検 出限界 は5ng/mlで あ った(Fig.1)。

Fig. 1 Standard curve (Method B)
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CV%)は10ng/mlで6.8±0.77、11.4%、50ng/mlで

51.4±4.82、9.4%、200ng/mlで213.2±14.14、

6.6%で あ った。 またB法 におけ るピー ク面積 によ

るFLX添 加 回収比(平 均 ±SD、CV%)は10ngで0.68

±0.091、13.4%、50ngで0.50±0.059、11.6%、

200ngで0.52±0.038、7.3%で あ った。

考 察

固相抽 出法はPalegoL.1)ら の 方法 に従 って検討

した。C18逆 相 カー トリッジであるSep-pak(

Waters)に よ る抽 出後、移動層 に再溶解 させた試料

を0.45μmMillex-LHフ ィル ター(MILLIPORE)で 濾 過

しHPLCに 付 したが、時 に目詰 ま りする ことがあ っ

た。そ こでOasis HLBカ ー トリ ッジに変更 したが 同

様 に目詰 ま りす るこ とがあった。 この ことよ り血

漿成分の洗浄が不十分 である ことが示唆 された。

次 に、Belmadani A.ら2)やWong SH.ら3)の 方 法 に

従いアルカリ性化有機溶媒 による抽出を行った。

両者 ともさらに希塩酸または希リン酸で逆抽出し、

そのままHPLCに付 している。この方法では最終FL

X濃度が薄 く感度が不十分であったので、今回はさ

らに濃縮するため再びアルカリ性下有機溶媒にて

抽出、有機層を分取 し、窒素気流下乾固させるこ

とにより十分な感度を得ることができた。Lucca

 A.ら4)は 有機溶媒で抽出後、dansyl chlorideと 反

応させ、蛍光検出器により5ng/mlま で定量可能と

している。今回の著者らの結果では検出限界は5

ng/mlで あったが、フロントピークが小 さく、侠雑

物質が無いため血漿試料を増や して抽出 ・濃縮 し、

最終的にHPLCに 注入する濃度を高 くすることによ

り5ng/ml以 下の検出も可能であることが示唆 され

た。

結 論

FLXのHPLC、UV検 出器での定量は有機溶媒抽出法

とカラムスイッチング法とを組み合わせることに

より10～200ng/mlで 良好な直線性が得られ、検出

限界は5ng/mlで あった。
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