
臨 床 薬理 Jpn J Clin Pharmacol Ther 21(3)Sept 1990 585

蛍 光 偏 光 免 疫 測 定 法 に よ る 抗 て ん か ん 薬 の 唾 液 中

濃 度 の 測 定

鈴 木 吉 成*1植 松 俊 彦*1水 野 淳 宏*1

忍頂寺 紀 彰*2藤 井 喜一郎*3中 島 光 好*1

(受付:1989年7月5日)

Determination of Concentrations of Antiepileptic Agents in Saliva 

by Fluorescence Polarization Immunoassay Technique 

Yoshinari SUZUKI*1 Toshihiko UEMATSU*1 Atsuhiro MIZUNO*1 

Toshiaki NINCHOJI*2 Kiichiro FUJII*3 and Mitsuyoshi NAKASHIMA*1

*1 Department of Pharmacology, Hamamatsu University School of Medicine, 3600 

Handa-cho, Hamamatsu 431-31, Japan
*2 Department  of Neurosurgery, Hamamatsu University Hospital
*3 Division of Pharmacy, Hamamatsu University Hospital

We intended to determine the concentrations of antiepileptic agents in saliva, as a 

substitute of serum, by the fluorescence polarization immunoassy technique, using the TDx 

analyzer (Dainabot). It had been considered that it would be  difficult to handle a very 

small amount of saliva samples (2-10ƒÊl) with the TDx analyzer because of its high visco-

sity. However, the drug concentrations in saliva could be determined by the analyzer 

after the saliva sample was diluted with an equal volume of saline. Using the salivary 

concentrations determined by this technique, we could obtain the simple and practical 

equations, which correlate the total concentrations of drugs in serum (Ct) with those in 

saliva (Cs) without taking the salivary pH into consideration as follows : 1) phenytoin 

(PHT) : Ct=9. 422 Cs, r = 0. 965, n=5 ; 2) phenobarbital (PB) : Ct=4. 261 Cs, r = 0. 883, n= 

27 ; 3) carbamazepine (CBZ) : Ct=3. 200 Cs, r= 0.734, n=10.

As for sodium valproate (VPA), we could predict the maximal saturated concentration 

of the bound drug (Cb) with serum protein as 102 ,ƒÊg/ml from double-reciprocal plot be-

tween the bound and free (Cf) concentrations in serum as follows : 4) sodium valproate : 

Cb-1=0. 0575 Cf-1+ 0. 00981, r= 0.850, n=38. And this maximal value of Cb would in-

directly support the upper therapeutic range (about 100 ƒÊg/ml) of VPA in Japanese. 

However, the above equations must be reconstructed in each laboratory, because they 

were obtained from a small population.
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緒 論

近 年,薬 物 治 療 の 適 正 化 な らび に至 適 用 量 設 定

の た め,抗 て ん か ん 薬 の 血液 中濃 度 の モ ニタ リン

グ(TDM)が 実 施 され て い る.そ こで は,血 液 中

総 薬 物 濃 度 を測 定 す る方 法 が 一般 的 で あ る.著 者

らは,汎 用 され て い る 測 定 機 器 に よ り,血 液 に

代 わ り う る体 液,す な わ ち 唾液 中 の 薬 物 濃 度 の

TDMを 検 討 した.と くに 唾液 に よ るTDMDは

無 侵 襲 で あ る こ とか ら,頻 繁 に 実施 で き る こ と

と,小 児 あ るい は高 齢者 に も容 易 に適 用 で き る利

点 が あ る.今 回 は,Dainabot社 のTDxア ナ ラ イ

ザ ー を用 いて,螢 光 偏光 免 疫測 定 法 で薬 物 を 定 量

す る こと を 試 み た.TDxア ナ ライザ ー 内部 で は

約2～10μlの 試 料 を扱 うの で,唾 液 の場 合,そ

の粘 性 が大 き い た め に ピペ ッテ ィ ング が正 確 にで

きな い とい う理 由 で,不 可 能 と され て い た.し か

し,測 定 前 に唾 液 を約2～3倍 に 希釈 す る こ と

で,そ の粘 度 を低 下 させ,定 量 が 可 能 にな る と推

定 され る.抗 て ん かん 薬 と して,phenytoin(PHT)

phenobarbital(PB),carbamazepine(CBZ),sodium

valproate(VPA)を 検 討 した2).

対 象 お よび 方 法

1.被 験 者

当 病 院.脳 神経 外 科 の外 来 患 者 で,PHT[3人

(男2,女1),5例,体 重52～65kg(平 均59),

年 齢26～49歳(平 均31)],PB[20人(男11,

女9),27例,体 重17～80kg(平 均53),年 齢

6～64歳(平 均41)],CBZ[7人,(男5,女2)

10例,体 重39～68kg(平 均58),年 齢25～49

歳(平 均33)],VPA[23人(男12,女11),38

例,体 重37～76kg(平 均56),年 齢10～65歳

(平均37)]を 単 独 あ るい は併 用 して 服 用 し,定 常

状態 に あ る と推 定 さ れ る人 を選 ん だ.ま た検 体採

取 に当 た り,医 師 が 口頭 で 被 験 者 に実 験 内 容 を 十

分 説 明 し,こ れ に参 加 す る こと の承 諾 を 得 た.

2.検 体採 取

検 体 は外 来 診 療 終 了後 採 取 した.し た が って全

患者 の検 体 採 取 時 間 は服用 後0.1～18.7hr(平 均

5.1)で あ った.

血 液 は,シ リコ ン処 理 し た 真 空 採 血管 に 約5

ml揺 取 し,常 法 どお り遠 心分 離 して 血 清 を 得 た.

唾 液 は,約500μlを 直 接 試 験 管 に吐 き出 して も

らい,た だ ち に そのpHを 測 定 した(5.2～8.16,

平 均6.32).

血 清 お よ び唾 液 は 測定 ま で-20℃ で保 存 した.

3.測 定 機 器 お よ び試 薬

測 定 機 器 は,Dainabot社 のTDxア ナ ラ イザ ー

を用 い た.試 薬 キ ッ トは,Dainabot社 のpheno-

barbital(free兼 用),phenytoin,free phenytoin,

carbamazepine,free carbamazepine,sodium val-

proate,free sodium valproateを 用 い た.pHの 測

定 は,日 立 堀 場 社 のpHメ ータ に 富 士 化学 計 測 社

の超 小 型pH複 合 電極 を 取 り付 けて 行 った.

4.正 確 度

PB,PHT,VPA,CBZの 各薬 剤 の希 釈 唾 液 中 の

薬 物濃 度 を,正 確 に測 定 で き る か を ま ず 検 討 し

た.す な わ ち,こ れ ら薬 剤 を 服 用 して い な い健 常

人 か ら唾 液 を 得 て,PB(1,2.5,5,10μg/ml),

PHT(0.5,1,2,3μg/ml),VPA(0.5,1.0,

2.5,5.0μg/ml),CBZ(0.5,1,2,3μg/ml)の 各

濃 度 の唾 液 溶 液 を三 組 ず つ作 成 し,こ れ らの溶 液

100μlを と り,生 理 食 塩 水100μlを 加 え,よ く

混 和 後 そ の濃 度 を定 量 した.

5.測 定 方 法

血清 中総 薬 物 濃 度(Ct)の 測 定 は,試 料 血 清 を

常 法 ど お り操 作 して 行 った.

血清 中遊 離 薬 物 濃 度(Cf)の 測 定 は,試 料 血 清

をCentrifree YMT membrane(Amicon 社)を 用

い,室 温,2,000g,20min限 外 濾 過 し,得 られ た

濾 液 につ い て行 った.

唾 液 中 総 薬 物濃 度(Cs)の 測 定 は,低 温 で 保 存

した 唾 液 を 常 温 に戻 した後 よ く混 和 し,固 形 物 を

遠沈 した.そ の上 澄100μlを 取 り,100μlの 生



587

理 食 塩 水 を 加 え,よ く混 和 して実 施 した.

唾 液 中 薬 物 の 定 量 の た め の検 量線 は,PHTで

はfree phenytoin用 キ ッ ト,PBで はfree兼 用 の

phenobarbital用 キ ッ ト,CBZで はfree carbamaz

epine用 キ ッ ト,VPAで はfree sodium valproate

用 キ ッ トの 血 液 測定 用 で代 用 した.

6.濃 度 関 係式 の評 価 法

pKa値 の知 られ て い るPB,PHTに つ いて は,

Inaba3)(ま た はMatin4))ら の 式(1)を 用 い て,

唾 液 中 薬 物 濃 度(Cs)か ら血清 中総 薬 物 濃 度(Ct)

を 推 定 した.ま たPHT,PB,CBZに お い て,実

測 したCtとCsと の 間 の 直線 回帰 式 を求 めた.

(1)

P:血 清 中 の 非 結 合率 の 実 測 値(平 均),pHp:

血 清 のpH(7.4),pHs:唾 液 のpH

VPAで は,血 清 中総 薬 物 濃 度(Ct)と 血 清 中遊

離 薬 物 濃 度(Cf)と の 関 係 を直 線 回帰,あ る い は

二 次 曲線 回帰 式 で 解析 し た.ま た 結 合 薬 物 濃 度

(Cb)とCfと の 関係 に つ い て は,Michaelis-Menten

型 の 関 係 が 考 え ら れ る た め,こ れ ら のdouble

reciprocal プ ロ ッ ト5)に よ る直 線 回帰 を試 みた.

回帰 式 の 計 算 は,い ず れ も非 線 形 最 小 二 乗 法 に

よ る 山岡 らの プ ログ ラムMULTI 26)を 用 い,相

関係 数(R),赤 池 のAIC,推 定 値 と実 測 値 と の差

の標 準 誤 差(Se)お よ び最 終 残 差 平 方 和(SS)を 計

算 した.

結 果

1.正 確 度

PB,PHT,VPA,CBZに 対 して,Tab.に 示 し

た よ う に,唾 液 に添 加 した 各薬 物 は 希釈 す れ ば,

.TDxア ナ ライザ ーで 定 量 可 能 で,実 測 値 を希 釈 倍

率(2)で 補 正 して 元 の 唾 液 中濃 度 を求 め る ことが

で き た.

Tab. Within-day Precision Test of PB, PHT, VPA, CBZ, Added in Control Saliva

Cs(μg/ml) Ct(μg/ml)

Fig. 1 Relationship between serum and saliva concentrations of PHT in three epileptic patients.
A) Relationship between total saliva concentrations (Cs) and total serum concentrations (Ct).

Ct=9.422 Cs, r = 0.965, AIC= 21.400, SS=48.426, Se=4.018, N= 5
B) Relationship between total serum concentrations (Ct) and free serum concentrations (Cf).

Cf= 0.0742 Ct, r = 0.936, AIC=-3.333, SS= 0.344, Se = 0.339, N=5
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Cs(μg/ml) Ct(μg/ml)

Fig. 2 Relationship between serum and saliva concentrations of PB in 21 epileptic patients.
A) Relationship between total saliva concentrations (Cs) and total serum concentrations (Ct).

Ct=4.261 Cs, r = 0.883, AIC=162.007,SS=374.723,Se = 3.872, N= 27
B) Relationship between total serum concentrations (Ct) and free serum concentrations (Cf).

Cf= 0.475 Ct, r = 0.962, AIC= 95.542, SS= 31. 962, Se.= 1. 131, N= 27

Cs(μg/ml) Ct(μg/ml)

Fig. 3 Relationship between serum and saliva concentrations of CBZ in 7 epileptic patients.
A) Relationship between total saliva concentrations (Cs) and total serum concentrations (Ct).

Ct=3. 200 Cs, r= 0.734, A1C= 25.731, SS= 10. 731, Se =1. 158, N= 10
B) Relationship between total serum concentrations (Ct) and free serum concentrations (Cf).

Cf= 0. 231 Ct, r = 0. 868, AIC= -10.473, SS= 0.287, Se= 0. 190, N= 10

2.Phenytoin

血 清 中総 薬 物 濃 度(Ct)と 唾 液 中 薬 物 濃 度(Cs)

との 関係 を直 線 回 帰 式 で表 す こと がで きた(Fig.

1A).ま た 血清 中総 薬 物 濃 度(Ct)と 血 清 中遊 離 薬

物 濃 度(Cf)の 関 係 も同 様 で あ った7)(Fig.1B).

これ らの回 帰 式 を 用 い る こと に よ り,容 易 にCs

か らCt(あ るい はCf)を 推定 で きた.

3.Phenobarbital

この薬 物 もphenytoinと 同様,CtとCsの 関

係 は直 線 回帰 式 で 表 す こ とが で き た(Fig.2A).

PBのCsか らCt(あ る い はCf)を 求 め る場 合,

PBのpKa値 が7.418)で あ り,血 液 のpH7.4

に近 い た め,唾 液pHを 考慮 したInaba(あ るい

はMatin)ら の式 を 用 い るの が一 般 的 で あ る7).

しか し,彼 らの式 か ら計 算 され る推 定 値 と実 測 値

との 差 の標 準 誤 差(Se=7.82)は,今 回得 た 回 帰

式 か ら計 算 さ れ る推 定 値 と実測 値 との差 の標 準 誤

差(Se=4.356)よ り大 き か った.

4.Carbamazepine

CtとCs,あ るい はCtとCfの 関係 は い ず れ も
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ct(μg/ml) 1/Cf(ml/μg)

Fig. 4 Relationship among total (Ct), bound (Cb) and free serum (Cf) concentrations of VPA in 
23 epileptic patients.
A) Linear equation. Cf=0.0932 Ct, r=0.807, AIC-=159.891, SS= 63. 734, Se=1.331, N=38
B) Quadratic equation. Cf=0.00163 Ct2, AIC=164.469,SS=71.916,Se=1.433,N=38
C) Double-reciprocal plot.CI3-1=0.0575 Cf-1+0.00981,r=0.850, AIC=- 248.478,

SS= 0.001302, Se=0.00601, N=38

直 線 回 帰 式9)で 表 す こ とが で きた(Fig.3A,3B).

こ の薬 物 のpKa値 は 報 告 され て い な い た め,と

くに今 回 得 た 回 帰式 は実 用 的 で あ る と思 わ れ る.

5.Sodium valproate

この薬 物 のCtとCfの 関係 は二 次 の 曲線 回帰

式 で表 す こ とがで き る と報 告 され て い る10)(Fig

4B).そ の ほか 直 線 回 帰(Fig.4A)お よ びMicha-

elis-Menten型 の解 析(1/Cbと1/Cfと の 直 線 回

帰)も 行 っ た(Fig.4C).こ の 結果,相 関係 数,

AIC,SSあ るい は推 定 値 と実 測 値 との 差 の標 準 誤

差(Se)な どか ら判 断 して,Michaelis-Menten型

の 関係 が成 立 して い るよ うに 思 わ れ る.す な わ

ち,CbとCfと の 関 係 は単 純 な一 次 式 で 表 され

るよ り,む しろCbが 増 加 す る につ れ てCfが よ

り急 速 に増 加 す る傾 向 に あ る.ま たCsとCtの

関 係 に つ い て は,PB,PHT,CBZに 見 られ る よ う

な一 次 の 回帰 式 を 求 め る こ とが で き な か った.

考 察

免 疫 測 定 法 は,薬 物 に 特異 的 に 反応 す る抗 体 を

用 い るた め,本 来 血 液 用 に開 発 され た もの で も,

これ以 外 の体 液,た とえ ば 唾 液 中 の薬 物 で も定 量

可 能 で あ る と推 定 され る.実 際 に,標 準溶 液 を唾

液 に添 加 した場 合,い ず れ の 抗 て ん か ん薬 で も正

確に唾液中濃度を測定できた.と くに問題となっ

たのは,唾 液の粘度 が比較的高 く,TDxア ナラ

イザー内部でのピペ ッティングが約2～10μlと

少ないため,血 清と比較 して不正確になるという

ことであった.こ の点は,測 定前に唾液を生理食

塩水などの電解質溶液で2倍 に希釈することで解

決された.希 釈 した唾液は血清 と同様 に操作 し

て,薬 物を定量できた.

血中濃度といっても,蛋 白結合していない遊離

形が薬物に直接結び付 くとすれば,ま た,唾 液中

濃度を測定することで,血 中遊離薬物濃度が推定

できるとすれば,高 価なメンブランフィルターを

用いて血中遊離薬物濃度を測るより,唾 液中濃度

を測 ったほうが良いと考えられる.す なわち著者

らは,多 数回の唾液中濃度と最小限の血清中濃度

の両者からTDMを 行うことは,臨 床上有用であ

ると考えている.

実際に,PB,PHT,CBZに おいて,TDxア ナ

ライザーを用いて測定 した唾液中濃度と血清中の

遊離薬物濃度あるいは血清中総薬物濃度との間に

良い相関関係を見いだすことができた。

今回の結果はInaba(あ るいはMatin)の らの推

定式を否定するものではない.本 多らが述べてい

るように7),唾 液pH測 定の迅速さの必要性,お
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よ び 日内 変動 が大 き い た め,推 定 式 を 使用 す る に

あた って,毎 回,唾 液pHを 測 定 しな けれ ば な ら

な い とい う煩雑 さ が あ る.ま たCBZで はpKa

値 が 報 告 され て い な い た め,Inabaら の 推 定 式 は

使 用 で きな い.VPAに お いて も,pKa値 は わ か

って い る もの の,推 定 式 に は 当て は ま らな い.し

た が って,抗 て ん か ん 薬 のTDM上,唾 液 中 濃 度

を利 用 した い と考 え るな らば,実 験 式 を使 用 す る

こ と も考 慮 しな けれ ば な らな い.

VPAで は,Fig.4Cで 示 した よ う にdouble-

reciprocalプ ロ ッ トが 成 立 し,そ のy軸 切 片 お よ

び 傾 きか らそ れ ぞ れ 結 合 パ ラメ ー タ(1/n[Pt],

Kd/n[Pt]:n[Pt];全 結 合 部 位 の濃 度,Kd;解 離

定 数)が 得 られ た.

これ らのパ ラメ ー タ は薬 物 治 療 の上 限 値 を 与 え

る もの で は な い.し か しな が ら薬 物 治 療 濃 度 の範

囲 内 で 薬 物 の 蛋 白結 合 に対 し飽 和 が 考 え られ る場

合,こ の 値 を越 え れ ば,遊 離 薬 物 濃 度 は急 激 に上

昇 す る こと に な る.実 際 にVPAの 治療 領 域 は,

日本 人 で は約50～100μg/mlと され て い るが,上

記 プ ロ ッ トか ら,n[Pt]=102μg/mlが 得 られ,こ

の値 はCbの 蛋 白結 合 に 対 す る飽 和 値 と考 え られ

る.し た が って,総 薬 物濃 度 と し て は こ の 値 に

Cfを 加 え た値(Ctの 約10%がCfと す れ ばCt

=Cf×1 .1),す な わ ち112.2μg/mlと な る.そ れ

ゆ え に蛋 白結 合 の解 析 か ら も,治 療 領 域 の上 限 を

間 接 的 に支 持 で き るの で はな い か.し か し外 国 で

の報 告10),お よ び 日本 病 院 薬 学 の 小委 員会(投 与

設 計 の た め のpopulation pharmacokinetic param-

etersの 設 定)の 集 計 に よ れ ば,最 高180μg/ml

の濃 度 も報 告 され て い る11).し た が っ て 今 後 も

VPAの 治 療 濃 度 の 範 囲 につ い て は,遊 離薬 物 濃

度 を含 めて 総 合 的 に検 討 す る必 要 が あ る と考 え ら

れ る.

な お室 温実 験 で求 め たPHT,CBZの 血 清 中遊

離薬 物 濃 度 は,実 際 の生 体 内 の血 清 中遊 離 薬 物 濃

度 よ り温度 依存 的 に小 さ い値 を示 す こ とが,海 野

ら12)によ り示 唆 され て い る.し た が って37℃ 恒

温 遠 心 分 離 機 を設 置 して い な い施 設 で は"彼 らの

補 正 値 を用 い る こ とが 望 ま しい と思 わ れ る.た だ

し唾 液 中薬 物 濃 度 か ら直 接 血清 中総 薬 物 濃 度 を求

め る場 合 は,室 温 で の実 験 式 を 用 い て も何 ら問題

はな い.ま た著 者 らの得 た 回帰 式 は例 数 が少 な い

し,患 者 の 年 齢層 が お よ そ20～60歳 で あ る の

で,各 施 設 で 改 め て 回帰 式 を求 めて か ら,臨 床 応

用 され る こ とが 望 ま しい と思 わ れ る.

結 論

TDxア ナ ライザ ー で唾 液 中 の抗 て ん か ん 薬 の

定 量 を検 討 した 結 果,唾 液 を生 理 食 塩水 で2倍 に

希釈 す れ ば定 量 可 能 で あ った.さ らにPHT,PB,

CBZに お いて,唾 液pHを 測 定 しな いで,唾 液

中濃 度(Cs)か ら血 清 中 総濃 度(Ct)を 推定 す る簡

便 で 実 用 的 な 回帰 式 を得 る ことが で きた.

1)PHT;Ct=9.422Cs

2)PB;Ct=4.261Cs

3)CBZ;Ct=3.200Cs

ま たVPAで は,血 清 中 結 合濃 度(Cb)と 血 清 中

遊 離 濃 度(Cf)と のdouble-reciprocalプ ロ ッ トか

ら,薬 物 治療 範 囲 内(約50～100μg/ml)で 蛋 白

結 合 に対 し飽 和 が 考 え られ,そ の値 は血 清 中 結 合

濃 度 と して102μg/mlと 推 定 で きた.こ の値 は間

接 的 に 日本 人 の 薬 物 治 療濃 度 の上 限 を支 持 す る も

の と思 わ れ る.

4)VPA;

Y=0.0575X+0.00981,

Y=1/Cb,

X=1/Cf,

Ct=Cb+Cf

これ らの 回帰 式 は例 数 が 少 な いの で,各 施 設 で改

めて 回 帰式 を求 め て か ら,臨 床 応 用 され る こ とが

望 ま しい.

本 研 究 は文 部 省 科 学 研 究 費 一 般研究B― 課題 番号

61480440― を得て行 われた.
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