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は じめ に

ヌク レオシ ド系逆転写酵 素阻害薬 は現在 日本 お

よび米 国 で臨床使 用が 認可 されて い る唯一 の抗

HIV薬 グ ループであ り、 日本では2剤 、米 国で は

4剤 が認可 され ている。開発 中の多 くの抗HIV薬

もヌ クレオシ ド系抗HIV薬 と併用 して用 い られ る

ことが多い。

米 国FDAに よ り3番 目に認可 され た抗HIV薬

zalcitabine(2',3'-dideoxycytidine,ddC)は ピ リ ミ

ジ ン誘 導 体 で あ り、DNAを 構 成 して い る2'-

deoxycytidineの リ ボース3'の 位 置 の-OH基 が-Hに

置 き換 え られた ものである。細胞内の一連のシチ

ジ ンリン酸化酵 素に よりリン酸化 された三 リン酸

化 体 が 、HIV逆 転 写 酵 素 の 活 性 部 位 で2'-

deoxycytidine三 リ ン酸 と競合 し、 ま た ウ イルス

DNAに 取 り 込 ま れ たddC三 リ ン 酸 はchahl

 terminatorと して ウイルスDNAの 合 成 を止め る1)。

ddCは 効 力が 他のヌ ク レオ シ ド系 逆転写酵素 阻

害 薬よ りも強 く2)、投 与量がZDVやddlの100分 の

1以 下 で 、血漿 中濃 度 も低 い(ddC一 般 投 与 量

0.75mg投 与 後、Cmaxは 約10ng/ml。ZDV200mg

で はCmaxが 約1000ng/ml)。 そ の た め 、HPLCや

RIAな ど の 通 常 の 測 定 方 法(測 定 限 界3-50

ng/ml3),4))で はせ いぜ いCmax前 後 しか とらえられな

い。HPLC-MS法 で は0.25ng/mlま で 測定 で きる5)

が、特殊な操作や機器が必要であり、費用がかか

るため、多数の検体の測定には不適当である。

目的

簡便で臨床応用に適 した血漿中ddC濃 度測定方

法を確立すること。

方 法

メタノール1ml及 び水2mlで コ ンデ ィシ ョニ ン

グ したC18固 相 カラム(Sep-Pak,Waters)に 、 検体

血漿1ml(ま た は0.5ml)を 通 した後、水1mlで

洗 浄 した。続いて、 メタノール2mlに て溶 出 し、

溶出液 をSpeedVacに て乾 固 した後、バ ッフ ァー

100μlで 再溶 解 した もの をRIAに 導 入 した。RIA

は市販 キット(Sigma)の 手順通 りに行なわれた6)。

固相 回収率 は3H-ddCを 血 漿 に添加 し、上の操作 に

より溶出 した液 のシンチ レーシ ョンカウン トを同

量 の3H-ddCの シ ンチ レーシ ョンカウン トと比較 し

て求めた。 この固相抽 出とRIAを 組 み合 わせた 方

法 を利用 して、抗HIV薬 の併 用療 法比較試験 に参

加 してい る患者 より採血 した検体(約300)の 血

漿中ddC濃 度 を測 定 した 。ddC投 与 量 は0.75mg

(8時 間 ごと)で あった。

結果

各測 定 日の検 量線(0.3-20ng/ml)は 統 計学 ソ

フ トProphet(BBN Inc.)を 用 いて作成(シ グモ イ

ドモ デ ル使用)さ れ、ANOVA(p<0.05)に よ

る検定の結果、毎回 とも良好 に一致 し、相 関係数
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Tab.1 測 定 内再現性

Tab.2 測 定 間再現性

はr2>0.99と 高 か った。測定 限界 は0.3ng/mlと 定

め られた(精 度、CV<20%)。 測 定 内及 び測 定

間の再 現性は 十分 だった(Tab.1,2)。 固 相 回収

率 は89±3%(平 均 ±SD)で あ った。検体測定 の

結果 、最 高値 は15.73ng/mlで あ り、服薬 約12時

間後 までの血漿中ddC濃 度 が この方法 の測定範 囲

内に収 まった。

考察

市販 され てい るRIAキ ッ トで はddC濃 度 測定 限

界 は、3ng/mlで ある。固相カラムによるddC抽 出 ・

濃縮 に よ り、0.3ng/mlま で のddC濃 度 測定が可 能

となった。 この測 定限界 は一般的投与量0.75mg

投 与 後 、投 与間隔全体 にわたって 血漿 中ddC濃 度

を 測 定 す る の に 十 分 で あ る 。 従 っ て

pharmacokinetics studyやcomplianceの 確 認 な どに も

適 している。

この固相抽 出法 では特殊 な技術 や機器が不必 要

で ある上 に操作が簡単 で比較 的安全 な試薬(水 と

メタノール)を 調整せず に少量使用す るのみであ

る。そ のた め、HPLC-MS法 に比べ て 、compliance

の確 認 やpopulation pharmacokinetics解 析 な ど多 数

の検 体 を測定す るの に適 して お り、TDM等 臨 床

応用 に も向いてい る。

結論

固相カラムによるddC抽 出 ・濃縮により、市販

RIAキ ットによる血漿中レベルのddC濃 度測定が

可能となった。この方法は、簡便なので大規模臨

床試験や臨床応用に適している。
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