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総説-

匿薬品およびその代謝物の高速液体クロマトグラフ分析に

おける最近の進歩

一生体試料の直接注入一

萩中 淳

Recent Progress in High-Performance Liquid Chromatographic 

Analysis of a Drug and its Metabolites 

-Direct Injection of Biological Samplesー

J un Haginaka 

Summary 

Recent progress in a high-performance liquid chromatographic method has been 

described for the assay of a drug and its metabolites in biological fluids. The m巴thods

using a proteinωcoated ODS silica， an internal surface reversed叩 phasesilica and a size 

exclusion polymer as a stationary phase， and a micellar solution as an eluent on a 

reversed-phase silica were discussed on dir巴ctinjection of biological samples onto a 

column together with their applications to the assay of a drug and its metabolites in 

biological samples. A column-switching method was also discussed briefly. 

1 .はじめに

血液，尿，唾液などの体液試料中の薬物濃度の測定

に，潟速液体クロマトグラフィー (HPLC)は不可欠な

手段となっている.全体試料中には，タンパク資をはじ

めとして多くの共存物質が含まれているので，その中の

微量まの薬物およびその代謝物を分析するには，除タンパ

ク，総出，濃縮などの前処理操作を必要とする場合が多

い.しかし，前処理操作は時間と労力を要し，かつ誤差

の原因となる.そこで，生体試料の直接注入法あるいは

前処理の自動化が試みられている.生体試料の護接注入

法を中心に，薬物の HPLC分析における最近の進歩に

ついて述べる.

2.生体試料の車接注入

生体試料中の薬物およびその代童話物の分析は，ヨ三に，

逆栂クロマトグラフィーあるいは逆相イオン対クロマト

薬品分析学 i研究家， Department of the First Analytical 
Chemistry. 

グラフィーで行われている.血清あるいは血淡などのタ

ンパク質成分を多く-含む試料を直接逆相系のカラムに注

入すると，カラム庄の上昇あるし、はカラム性能の劣化が

起こる.これは，フィルターあるいはカラムの先端部分

でのタンパク変性による凝集・沈澱あるいは高分子成分

の吸着ーによるものである.タンパク質の変性の度合い

は，カラム温度，移動相組成，臨iE相の稜類に依存する.

逆相系のカラムとして援もよく使用されているのは，

アルキル鎖長 08および018のカラムである.Niceら1

は，アルキル鎖長とタンパク質の回収率について検討

したところ， Ovalbuminでは03で設大の回収率78%を

示し， 08および018では，それぞれ22および 8%である

と報告している.また.Cohenら2は.papainの逆相ク

ロマトグラフ分離において，箇定相(アノレキル鎖〉とタ

ンパク質 (papain)との接触時間が変性に大きな役割を

占めると報告している.図 lは，勾記溶離により

papamを04カラムにより分離したものである.ピーク

1は，米変性の(活性な papainを，ピーク 2は，変性

した(不活性な papainのピークである .Sは，勾配溶

離のスタートを5Fし. 1 vま試料の注入を示している.ク
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Fig. 1 Chromatographic behavior of p呈pain as a 

function of incubation time on the column2
• Column， 

C4 bonded phase on 10-μm LiChrosphere SI 500; 

mobile phase A， 10 mM H3P04， pH 2.2; mobile phase 

B，日20/1-propanol， 55/45 (v/v)， in which the 

total H3P04 concentration is 10 mM; linear gradient 

from 5 to 85% mobile phasεB in 30 min ; flow rate， 

1 mL/ min ; sample， 20μL/mL papain in mobile 

phase A (40-60μg of sample); temperature， 5'C; 

detection; 210nm. 1， injection; S， start of the gradient. 

ロマトグラム(a)から(e)へと，固定根との接触時間が長く

なるにつれ，ピーク 2のピーク商穣が増加している，す

なわち変性が進んでいることを示している.タンパク変

性を抑えるようにカラム温度，移動相組成を調節して

も，図 1からわかるように逆松系 (08および(18)のカ

ラムにタンパク質を含む血液などの生体試料を霞接注入

することは避ける必要がある.しかし，逆粉系カラムへ

の劇清試料の直接注入(緩衝液により希釈して注入した

-2… 

場合も含めて)による薬物の分析法も報告されてい

る 3.'これらの報告では，カラムの耐久性についてはほ

とんど述べられていない.Wahlundおよび Arvidsson

らいは，逆粉系カラムへの1fn.溶試料の直接注入によるカ

ラム効本あるいはカラム庄の変化について詳細に検討し

ている.移動椴に添加する有機漆煤の合設が高く，粒子

径が小さい稼カラム効率の低下が速く，流速について

は，最適流速があり，遅くても速くてもカラムの劣化が

速いと報告している.移動相続成にもよるが，プレカラ

ム(分離カラムの保護の閥的で使用〕は，血清試料10μ2

を10回程度注入ごとに取り替える必要があり凶注入

ごとに，約0.9~2.2kg/c請のカラム庄の上昇がみられた

と報告している.

上述のように血清などの生体試料を逆相系のカラムに

直接没入するとカラム効率の低下およびカラム庄の上昇

が起こるために，徐タンパクなどの前処怒操作が必重きで

ある.しかし，タンパク変牲を避ける工夫をすることに

より血液試料の霞援注入も可能となる.血清試料の直

接注入可能なカラムとして， protein-coated ODSカラ

ムト"内部逆相シリカカラム 11-22およびサイズ排除カラ

ム(ピニルアルコールのポリマー)"が開発されている.

一方， Clineしoveら2ト"はドデシル硫酸ナトリ、ウム

(SDS)や非イオン伎の界商活性郊であるポリオキシエ

チレンドデシルエーテノレ (Briji-35)を臨界ミセル濃度

(CMC)以上に加えた移動相を用いるミセルクロマトグ

ラフィーにより逆相系のカラムを用いて血清試料のB支援

注入が可能であると報告している.また，カラムスイッ

チング法を用いる生体試料の直接主主人も行なわれてい

る.

2. 1 protein-coated ODSカラム

吉岡らaは，変性したi血媛タンパク質でコーティング

された ODSシリカは，血媛タンパク質に対する親和性

を持たないが，薬物のような小さな分子に対しては逆相

充填剤としての特性を持つことを報告している.このカ

ラムは， protein-coated ODSのカラムと呼ばれている.

5塁2は， protein-coated ODSカラムの概念図である 13充

填剤粒子の外表閣は，変性タンパク質で覆われ，細孔内

部は， ODS基が化学結合した状態をぶしている.薬物を

含んだ血清をこのカラムに注入すると，血液中のタンパ

ク質(アルブミンやグロプリン〉は，医大分子なので総

孔内に入らず，また，外表聞に~員選ーされることなくカラ

ムを素通りする.それに対して薬物は小分子なので綿子し

内に拡散し疎水性表面で吸着され溶日Jが渡れる.従っ

て，除タンパクや拍出などの前処理を行わずに，直接鹿
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Fig. 3 Chromatograms of methotrexate analysis'. 

Column， protein-coated ODS column (6αn x 4nnn， 20ω32 

μm) ; eluent A， phosphate saline (pH 7.4); eluent 

B， eluent A/acetonitrile (92/8， v/v); el附 1twas 

changed from A to B; flow rate， 1.5mL/ min， 

temperature， 30'C; detection， 310nm. Sample; A， 

human pl証sma(50μL) ; B， methotrexate (2.0μg/mL. 

50μL); C. human plasma spiked with methotrex在民

(2.0μg/mし 50μ し).Signals: 1， injection marker; 2， 

proteins and oth己rs 3， buffer ch品目g邑 drift ; 4， 

methotr邑xate.

ODS Illustrated concept of proteinωcoated ~ig. 2 

13 esm 

れず，薬物(小分子)だけが細孔内表閣の回定相と疎水

伎相互作用を持つので血液試料の直接注入が可能とな

る.内部逆椴シリカは図 5の反応により合成される.判

平均粒子筏 5μm，王子均綿訴し筏80Aのシリカの全表面の

シラノーノレ (Si-OH)暴言ピ r グリシドキシトリメト

キシシランと反応させてジオーノレシリカに誘導し，これ

にカルボニルジイミダゾールの存在下 glycyl-phenylal悶

anyl-phenylalanine (Gly-Phe-Phe)を反応、させる.この反

応、によって平均締孔径は52λとなる.次に，カルボキシ

ベプチダーゼ、Aを用いて加水分解する.この隣索はペプ

チドのC米端のアミノ酸残主主を端からJI鼠に切断する.し

かし，それ自身が巨大分子(分子半筏32A)なので絢孔

内には侵入できない.その結果，絢孔内亥窃の G砂-P-

he-Pheはそのまま残り，外表閣の 2j闘の Pheは切断さ

れて Glyが末端に残る.そのため，この内面逆相シリカ

間定相はサイズ排徐，逆粉1汲策 (Phe側鎖のフエニル

-3-

内茜逆相シリカカラム

図 4Iこ内函逆栂 (int邑rnalsurface reversed-phas己，

ISRP)シリカカラムの概念図を示したが，親水性の外表

面と疎水性細孔内表部とを持っているのが特徴である 17

proteinωcoat吋 ODSカラムの場合の同様に，血清中のタ

ンパク質(豆大分子)は，サイズ排除により級孔内に入

資試料を注入し，薬物を分離・定長ますることが可能とな

る. jjSJ 3は，メトトレキサートを含む鼠媛を分析した際

わクロマトグラムを示している.血媛タンパク質は，ボ

イドボリュウムに溶出し，メトトレキサートは溶磁波を

変えた後，ただちに議事出している一般に血清やの薬物

公，血清タンパク震と結合し，遊離薬物と平衡状態にあ

る.血清試料をカラムに注入すると，移動絡によって希

釈されるため王子衡がずれたり，結合部佼のタンパク質の

部分的な変性が起こることにより遊離の薬物盤が増加す

る.その程度すなわち薬物の回収率は，ヌドカラムでは，

ほiま¥100%であると報告されている.すなわち，総薬物

設を定愛していることになる.

このカラムは，分析用のカラムとしての用途よりは，

後で述べるカラムスイッチング法の前処理カラムとして

の用途が多いようである.前処理用のカラムとして，

BSAを ODSシリカ表面に共有結ー合させたカラム (Bω

SA-ODSカラム〕が市販されている.

2 2. 
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基)，イオン交換(級孔内E認定相の PheのC末端カルボ

キシル基および外表部間定相の GlyのC末端カノレボキシ

ノレ基)の 3つの機能を併せ持っている 21イオン交換能な

持つ点が，前述の proteinωcoatedOOSカラムと異なって

いる.このカラムの弱点のひとつに，移動相条件の選択

範翻の問題がある.有機溶媒の合手9~については，アセ

トニトリルでは25(v/v) %以下，イソプ口ピノレアル

コールでは20%以下，テトラヒドロフランでは10%以

下，全体では， 25%以下が努ましいとされている.ま

た， pH については6.0"-7.5，イオン強度については

0.1"-0.2が繋ましとされている.しかし，水溶性薬物を

この移動相の範閣内で血清成分から分離することは難し

い.後述するミセノレクロマトグラフィーとの併用により

水溶性薬物であるセファクロル (CCL)判の血液成分か

らの分離も可能となる.図 6(A)および(B)は，コントロー

ノレ血清およびコントロール政治に20μg/m2の CCL

を襟号室添加したもののクロマトグ、ラムである 21移動相

は， 20mMの SOSを含むO.lMりん援金緩衝液 (pH4.4) 

合用いて分離を行った 上述の移動相条件の選択範関内

では， CCLをタンパク質成分から分離できないが，アニ

Fig. 4 Cutaway view of internal surface reversedω オン伎のイオン対試薬である SOSを加えた酸性の移動

phase (lSRP). support particulate.17ω protein， (o) 相を用いることにより， CCLは，血液成分から分離され

analyte， (c) hydrophilic glycerylpropyl bonded external る.一方，血液タンパク質は， SOSにより可溶化される

phase， (D) hydrophobic polyp告ptideinternal partitioning ため直接投入分析が可能となる (2. 4 ミセルクロマ
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Fig. 5 Reaction for the preparation of ISRP silica. 

-4-



A 
。t
c;) K 

は

υυ

I 

20 。 10 20 。 10 
Time(min) Time(min) 

Fig. 6 Separation of cefaclor (CCL) from human 

serum." Mobile phase， 0.1 M sodium phosphate buff号r

(pH 4.38) containing 20mM SDS ; flowrate， 0.8mL/ 

min; st証tionary phase， ISRP (GFFS5-80); column， 

25c剖X 4.6限 ;d官民ction，254nm， injection， 10μL of (.心

human serum and (B) 20μg/mL of CCL human serum 

solution. 

このカラムにおいても総薬物議の定愛が可能で‘ある

が，移動相の条件によって薬物の回収率が変化すること

があるので注意する必重さがある .""tf.tこ，正証竣試料を繰り

返し主主人 Oox100回以上)してもタンパク質の沈澱に

伴うカラム性能の低化やカラム庄の上昇は全く起こらな

コ
《
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い.しかし，カラムの寿命を長くするためには，ガード Fig. 7 Chromatogram of (.刈 blanks邑rumand但)serum 

カラム〔同じ闘定相を充事ました短いカラム(1 cm x 3 with (1) 2.5μg/mL ac邑taminophen，(2) 15μg/mL 

側 )Jを分析カラムの夜前に連絡することが望ましい phenobarbital，and (3) 10μg/mL chloramphenicol，" 

血液試料 00μ .Q) を 100~500四校入後，ガ…ドカラム Chromatographic conditions were as follows: column I 

を新しいものと取り替えることにより分離カラムは( TableI); mobile phase， 0.02 M SDS adjust吋 topH 

1200回の投入後も元のカラム効殺を維持していたと報告 7.0 with phosphate buffer; flow rate， 1.0mL/min. 

されている2z

H邑gestamおよび Pinkerton18.却は， N時tert.七utoxy-

carbonyl-しphenylalanine(Boc-L-Phe)をグリセリノレプ

ロピノレシリカにスベーサーとしてジアミンを淘いて結合

させ，次にキモトリプシンを用いて，同様に内部i設相シ

リカカラムを調製している.上述のカラム(ピンカート

ンカラム〉に比ベ，疎水性が高いので，水需主性の物質の

分離には優れているように忍われる.

* 1 ~塁 5 のようにして合成された内箇逆絡シリカ協定相は，

ピンカートンカラムとして市販されている.

キ2 分子内にカノレボキシノレ基およびアミノ基を持っている.

o 2 

TI陥定 rminJ

2. 3 サイズ排除カラム

ピ、ニルアルコールポリマーである旭化成の GS-320カ

ラム(排除限界分子援は約40，000)が，血液試料の夜接

主主人による薬物の分析に潤いられている.このカラムに

おいても，タンパク質，核酸，多糖類などの親水性語気分

子をサイズ排除モードで先に溶出させ，薬物あるいはそ

の代謝物のように比較的小さな分子は，疎水位相互作用

により遅らせて溶出させるものである.実際の分析例に

ついては，旭化成のデーター策目を参照して頂きたい.

このカラムにおいても，総薬物濃度が測定されている.

カラム弱体は， pH2 ~12の範留で使用可能である.しか

-5… 
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Table 1 Chromatographic Conditions for Therapeutic Orug Monitoring by Micellr Chromatography with Oirect 

Serum Inj号ction'"

ret己ntlOn

ttme，πlIn 

4 

3.5 

6 

7.5 

5.5 

5 

3 

4.5 

11 

flow rate， 

mL/mi口

1.0 

2.0 

1.0 

2.0 

1.0 

1.0 

2.0 

2.0 

1.0 

[SOS]mobile 

phase， M 

0.05 

0.08 

pH 3.0 

0.02 

0.03 

0.05 

0.08 

0.05 

0.1 Ob 

0.05 

column' 

2 

-BB畠

n
N
U
I
-
-
I
T
i
v
-

聞
出

drug 

ac日taminophen

ac母tylsalicylic

acid 

carbamazepine 

chloramph邑nicol

phenob註rbital

phenytoin 

procainamide 

quinidine 

theophylline 

'Column 1 ，15c田x4.6m毘 i.d.packed with 5μm Supelcosil LC心N (Supelco， Inc.); column n， 15cm x 4.6mm i.d. 

packed with 5μm Supelcosil LC -18 (Supelco， Inc.); column 翻， 25c田x4.6mm i.d. pack日dwith μBondap註註 C-18 

(Waters Associat邑s).bAbsorbanc邑 UVwavelength of 254 nm employ吋 forall analytes except司uinidinefor which 

fluoresc巴ncεdetectionwas used 

幸草食されている.この方法では，血清タンパク質は， g平

面活性郊により可溶化され， -15，タンパク結合してい

た薬物は:w街活性斉uのそノマーと置き換わり，遊離型に

なるため，総薬物鼓が定滋されるものと考えられる.し

かし，総薬物援が測定きれない場合もある.図 8は，セ

ファロスポリン系抗生物質であるセフメノキシム (C-

MX)およびセフォチアム (CTM)のクロマトグラムで

ある 29悶定相として NucleosilC18 (粒子径5μm，15cm 

X4.6mm)を，移動相として80mMのSOS，50mMのりん

酸緩衝液および 8%のイソプロパノーノレ(移動根の

pH 3.1)を用いて分隊を行った.(刈は， CMXおよび

CTMの襟品を， (B)は，血液中に探品と向濃度で CMX

および CTMを溶解したものを， (c)は， (日)の試料に1/5設

の 1Mの塩酸を加え，酸性にしたものをカラムに注入し

た結果得られたクロマトグラムである.これらの抗生物

質のタンパク結合率は， CMXでは約80%，CTMでは

7~8%である.タンパク結合主将の高い CMX は， (刈で

は，保持時間7.24分に， (ぉ)では， 6.46および7.39分に，

(c)では， 7.05分にピークを与える.…方，タンパク結合

率の低い CTMでは， (刈~(めいずれの場合も，単一の

ピークを与えた 1)移動絡の pHを2.9として他の条件

は，殴 8と向様の条件下では，血液中においても〔クロ

マトグラム (B)に対応]CMXは，単一のどークとして

観測された. 2) 1 ~1O%牛血液アルブミン (BSA) 中

に CMXを溶解したもののクロマトグラムでは， BSA 

し，高タンパク質成分を含む血清などの主主体試料をどの

程度まで連続的に注入できるのか，あるいはタンパク変

伎を起こす pH綴域で，主主体試料を注入可能であるかな

どに隠する詳細な報告はない.

-6-

ミセルクロマトゲラフィ

SOSあるいはめiji-35を CMC以上に含む移動相を用

いることにより政清タンパク質は可浴化されるため，逆

相系のカラム (C18あるいは CNカラム)を用いて血溶

試料をB支援注入(10μ Qx250悶)することが可能であ

る.図 Hこ，血清中のアセトアミノフェン，フェノバノレ

ビタールおよびクロラムフェニコールの分離を示し

た 24表 lに，検討された薬物，使用したカラム， SOS濃

度，流速および保持時間を示した"移動相の pHは，ほ

とんどの場合7.0であるが，アセチルサリチル駿(アス

ピリン)は， 3.0で行われている.判SOSを含む中性およ

び酸性の溶隣液を用いて， C18カラム上でのタンパク質

の回収療について検討したところ，いずれの場合もタン

パク質の回収皐は，ほぼ100%であった"

ピンカートンカラムでは，移動相の pHは， 6.0~7.5 

が推奨されていたが，この方法では，逆相系のカラムで

使用できる全範劉 (pH2 ~ 8)で使用可能で、あるといえ

る.また，有機溶媒は，ブロパノール，イソプロパノー

ル，アセトニトザルおよびメタノールを約10%まで使用

可能であり，カラム温度は， 40"Cまで使用可能であると

4 2. 



577 

に対応するピークだけ観測された.以上の結果より，血

液中の CMXの場合に観測jされた 2つのピークは，タン

パク結合裂の CMX(保持時間の鐙いピーク〕判および遊

離裂の CMX(保持時間の長いピーク〕によるものでは

ないかと推定したそこで，図 8の CMXの 2つのピー

クiIiiijtからタンパク総合主容を算出したところ， 81%であ

り，このf複は，限外ろ過法により求めたタンパク結合率

76%とほぼ一致した.しかし， ミセルクロマトグラ

フィーによりタンパク結合主容を誠べることが可能かどう

かの一般的な結論は得られていない.

的。.
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Shihabiら鈎は，協定格としてポリマ…系の充填郊j

(PRP-I)を，移動松としてアルカリ性の溶隊液 (pH

11.8)を用いて薩接注入法による血清中のベントパルピ

タールの HPLC分析法について報告しているー 血液試

料の繰り返し注入 (2μ flx 300回)においても，カラム

効率の変化およびカラム庄の上昇がみられなかった.ア

ルカリ性では，耳弘済タンパク質の溶解度が高くなるた

め，タンパク質の沈澱の生成が抑えられると推定される

が，イ訟の薬物の分析に適用できるか疑問である.

その他の直接注入法5 2. 
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カラムスイッチング法とは，分析カラムの前に，前処

現用のプレカラム古銭統し，移動棺の流路を切り換える

ことにより，日約物質の濃縮や試料の前処理および分析

をすべて自動的に行なう手法である.その例を図 9にぶ

した 31バルブ?を笑縁状態にしておき，オートサンプ

ラ-6によ.り瓜1液試料を注入する.血清中の薬物は，官官

処浬カラム (BSA-ODS)に保持されるが，カラムに保持

されない成分(タンパク質成分など)は除去される(後

述するように，血液タンパク努の挙動は，用いる前処理

カラムにより異なり，前処理カラムに似清タンパク質が

保持される場合もある).次に，バルブ 7を点線状態に

切り替え，前処理カラムに保持されている薬物を分析カ

ラムに送る.その後，再びバルブを実線状態vC切り替

え，分析が行われている関に，前処理カラムの洗浄・再

生が行われ，次の分析に備える.この行程を繰り返すこ

とにより，逮続分析が可能となる.バルブの切り替え

は，全てシステムコントローラーにより行われるため全

自動分析が可能となる.図10にカラムスイッチング法に

よる副議中の鋲E草剤jのクロマトグラムを示した 31

従来，前処理カラムとしてシリカを義体とする逆相系

の充壊剤が使用されていた.しかし，タンパク質成分あ

るいは路質などの高分子成分などが強間に吸着し，再生

カラムスイッチンゲ法6 2. 

Fig. 8 Chromatograms of cefmenoxime (CMX) and 

cefotiam (CTM) in distilled water (A)， in a serum 

sample (B) and in the acidified serum sample (0)." 

Column， Nucleosil 5C18 (15c田x4.6mm); eluent， 80mM 

SDS plus 45mM NaH2P04 and 5mM H3P04 -2-prop旦nol

(92: 8， v/v) (final pH 3.1); flow rate， 1.0mL/min; 

detection， 260nm， injection volume， 10μ L. Concentra舟

tion: CMX， 84μg/mL; CTM， 100μg/mL 

濃度の減少につれ保持時間7.39分に対応するピークの割

合が場加した.のあらかじめ血清試料を滋性とするこ

とにより CMXは，単一のピークを与えた〔図 8の(o)J.

4)政務試料を限外ろ過することにより保持時間7.39分

-7-

*3 アセチノレサリチノレ隊は，投与後， s雲間給膝，釘:麟あるいは

1盆浴中に存在するエステラーゼによりサリチノレ絞tこ変換さ

れる.アセチノレサリチノレ駿を鼠務中に溶解して室君主に放佼

するとアセチノレサリチノレ隊のどークと共にサリチノレ磁の

ピークもクロマトグラムl:.f:こ観測される.また，この条件

下では，アセチノレサリチノレ霊堂とサリチノレ霊童とを分隊するこ

とができない.従って，事長 lで保持時間3.5分のアセチノレサ

ザチノレ畿のピークは，アセチノレサリチノレ駿とサザチノレ畿の

混合物であると~えられる

*4 ク口マトグラムj二に観測されているピークは，分隊の過

事室でタンパクと結合していた CMXが遊機して観測された

ものである.カラムに注入される前のタンパク総合に関す

る情報をクロマトグラフ的に綴測している.すなわち，絡

会裂の CMXと遊隊裂の CMXのタロマトグラフ挙動が爽

なると考えている.
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8 9 

2 

Fig. 9 Flow diagram of HPLC drug analysis with 

automatic sample preparation.3! 1， eluent for pretreat笥

ment ; 2， eluent for analysis; 3， solvεnt switching 

valv邑;4， pump for pretreatment ; 5， pump for analysis 

; 6， auto sampler; 7， column switching valve; 8， 

pretreatment column; 9， analytical column; 10， 

detector. 

することができないため，数回の使用で，新しい充壌剤j

と取り替える必重きがあったーしかし，近年，前処理用の

カラムとして，再生可能な(繰り返し使用可能な〕充緩

剤が多数掬発されている.

proteinωcoated ODSカラム， BSA-ODSカラムあるい

は内面逆相シザカカラムが前処潔カラムとして用いられ

る.薬物は， jj;車水性格]i作用によりカラム~.::.保持され，

血清タンパク質は，親和性を持たないために，除去され

る.また，サイズ排除カラムも向様な原理で前処理カラ

ムとして使用可能である 32アタリレート共重合体(テト

ラエチレングリコールジアクリレートとテトラメチロー

ルメタントリプクリレートの共建合体〉は，薬物および

血液タンパクを吸着する.ト34タンパク質はそのアミド

部分と臨定相の水数基との水素結合および疎水性相互作

用により樹脂に吸殺しているものと考えられる.薬物

は，有機溶媒で溶出されるが，タンパク質は，吸殺した

ままである.タンパク質は， トザエチノレアミン溶液で溶

出される*'今井ら35-38は，ブチルトヨパール650 Mや

フェニル 5-PWは，疎水性相互作用により HW-65

は，水素結合によりタンパク質を吸着することを利用

し，血清中の薬物の前処理カラムとしての使用を検討し

*5 トリエチノレアミンがfi'iI定級王話題の吸着活性点でタンパタ

号雪主緩合的に水言葉総合するためにタンパク資の吸章受が抑制

さき:!lるものと思われる.

-8-
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Fig. 10 Chromatogram of anticonvulsant drugs.3I 

Pretreatment column， TSKpr号column BSA-ODS ; 

eluent， 50mM phosphate buff告r(pH 7.0); flow rate， 

1.0mL/min; analytical column， TSKgel120 T; eluent， 

17% CH3CN in 50mM phosphate buffer (pH 7.0) 

0-15min， 22% CH3CN in 50mM phosphate buffer (pH 

7.0) 15“20min， 27% CH3CN in 50mM phosphate buffer 

(pH 7.0) 20-35min;flow rate， 1.0mL/min;detection， 

220nm ; sample， 1 = primidone (10μg/mL)，2=pheno-

barbital (20μg/mL)， 3 = carbamazepine (10μg/ 

mL)， 4口 phenytoin( 20μg/mL) ; injection volume， 

20μL; pretr邑atmenttime， 10min， flow dir邑ctionfrom 

pretreatment to an呂lyticalcolumn， reversed direction; 

conjunction time of pretreatment column and analytical 

column， 4 min. 

ている.近藤ら39は， LiChrosorb叩CNを血液中のサイク

ロスポリンの分析のための前処理カラムとして用いてい

るが，この場合も水素結合によりタンパク質を吸着して

いると推定される.

3.おわりに

主主体試料中の薬物およびその代議物の HPLC分析の

設近の進歩として，全体試料の直接注入法を中心に述べ

た.生体試料の夜接注入法の場合には，潟感度・溺選択



的分析という点においては，問題が残る.高感度・潟選

択的に薬物およびその代童話物を分析するためには，分儀

後，ポストカラム反応検出を行わなければならない場合

も生じてくるで議うろう.また，最近の進歩として，ロ

ボットシステムを用いる前処慈の8動化の試みもなされ

ている.紙面の都合上この点に関しては述べることがで

きなかったが，今後設も発展が期待される分野である.
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