
新潟大学・医歯学系・特任講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３１０１

基盤研究(B)（一般）

2020～2018

オーダーメイド治療に貢献するポータブル血中「薬物」濃度測定器の創出

Development of portable drug concentration measurement system for contributing 
to a personalized treatment.

８０４５２８２９研究者番号：

緒方　元気（OGATA, GENKI）

研究期間：

１８Ｈ０３５１３

年 月 日現在  ３   ６ １４

円    13,400,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、最先端のダイヤモンド電極を搭載した血漿薬物濃度の迅速計測系を構築
した。標的薬物としてチロシンキナーゼ阻害薬パゾパニブを選択した。ここでは、採取したラット血漿に濃度の
異なる分子標的薬を添加し、測定法を検証した。その結果、推奨治療濃度域の計測が可能であった。測定は約35
秒で、サンプル処理を含む全工程が10分以内で完了した。次に、ラットにパゾパニブを経口投与し、同様の手順
により採血した血漿中濃度の経時変化を測定した。Tmaxは約4時間となり、先行研究と類似していた。迅速、簡
便、安価な本計測法の展開により、効果的かつ安心・安全な経口分子標的薬のオーダーメイド治療が可能になる
と期待される。

研究成果の概要（英文）：Molecular-targeted anticancer drugs are administrated for any patients in a 
fixed-dose. The plasma concentration considerably varies among individuals, inducing serious adverse
 events in some occasions. Recent studies showed relevance of the plasma drug level to the efficacy 
and toxicity. Nevertheless, the measurement at clinical sites has not yet been fully achieved, owing
 to lack of the rapid and easy method. To address this issue, we developed a strategy with an 
electrochemical sensor composed of conductive diamond. Initially, rat plasma mixed in advance with 
pazopanib was tested. Linear concentration-dependent response was observed along the therapeutic 
window. Each measurement took ~35 s, and the process was completed in ~10 min. Next, from rats 
orally administered with pazopanib, and blood of < 60 μL were longitudinally sampled multiple 
times. Measured Tmax was ~4 hours, as described in the literature. These approaches accelerate 
tailored medicine for cancer.

研究分野：生体医工学

キーワード： ダイヤモンド電極　分子標的薬　電気化学　バイオセンサ　TDM　POCT

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した、血漿中薬物測定システムは、最先端素材であるダイヤモンド電極をセンサとして活用するこ
とにより、これまでLC-MS/MSなどの大型分析装置でしか測定できなかった経口分子標的薬を、迅速、簡便、安価
に測定することを実現した。将来、本研究成果により、下記のような課題解決が期待される。（１）効果を最大
に、副作用を最小限にする投薬方法の開発の礎となり得る。（２）過剰量投与を抑制し、無駄となる薬を減らす
ことで、医療費の削減に貢献する。（３）臨床医学や医療のみならず、薬物動態学などの基礎研究の新たな分析
ツールとなり得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
がんは、日本人の死因の第一位であり、超高齢化社会に向けて益々増加しつつある。この難治
性疾患を効果的に制御することは、医学的・社会的に重要である。治療の中心となる抗がん剤は、
❶効きかたに「大きな個人差」があり、❷安全に治療できる有効な濃度域が狭く、僅かな過剰
投与で副作用が起きやすい。また、❸「副作用は重篤」な場合が少なくない。以上 3 点から、患
者一人ひとりに適した投薬法をデザインし、副作用をできるだけ抑え効果を最大にすることが
切望されている。しかし、このオーダーメイド治療の実施は、多くの医療施設において困難であ
る。それは、外来やベットサイドで、薬物治療中の患者の血液から、抗がん剤の血中濃度を、安
価にかつ短時間で知る方法がないためである。 
 特に抗がん剤のオーダーメイド投薬では、症状に照らし合わせながら“頻回”の血中モニタリン
グが不可欠となってくる。現在、薬物濃度を定量するには、（1）LC-MS/MS（質量分析器）など
特殊な装置が必要である。よって、殆どの医療施設では、測定を外注しており、（2）高額な費用
と、（3）結果を受け取るまでに長い日数（3〜16 日）が問題となっている。同時に、（1）〜（3）
の理由から、抗がん剤の毒性や効果、および血中濃度の相関を調査する臨床研究が不十分となり、
最適な薬物投与法の開発が滞っている。以上の課題を解決する測定システムの創出は急務であ
る。 
ごく最近、申請者らは、最先端の針状「ダイヤモンドセンサ」を活用し、抗がん剤など数種の
薬物について、それぞれの濃度を生きた動物の“ごく少量”の体液中からリアルタイム測定する計
測基盤を創出した。ダイヤモンドは、他のセンサ素材に比べ、測定可能な化合物の種類が多く、
酸化還元反応も速い。以上より、この先端材料は、臨床医療の現場が要請する「簡便・迅速」な
薬物測定システムの構築に理想的である。以上のことから、本研究課題の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、導電性ダイヤモンド電極を薬物センサとして活用し、「簡便・迅速」に分子標的型
抗がん剤の血中濃度を測定する方法の開発を目的とする。対象となる分子標的薬は、VEGFR-
1,2,3 など多標的のチロシンキナーゼ阻害薬であり、軟部肉腫、腎細胞がん治療に用いられるパ
ゾパニブを題材とした。システムの評価にはラットより採血した血漿を用いた。 
 
３．研究の方法 
ダイヤモンド電極 
平板の 1%ホウ素ドープダイヤモンド(1%BDD)電極は（図 1a）、慶応大学理工学部・栄長教授よ
り提供を受けた。BDD 電極は、炭素原にアセトン、ホウ素原にトリメトキシボランガスを使用
し、マイクロ波プラズマ装置(MPCVD)を用いて作成された。ホウ素の濃度は、ダイヤモンド電極
原料の１％とした。ダイヤモンド皮膜は、平板電極の基板では、n-Si(100)基板上に MPCVD内で
堆積した 3)。 
 
試薬・溶液調整 
パゾパニブは、DMSO に溶解し、3、10、30、50 mM のストック溶液を作成した。ドデシル硫
酸ナトリウム（SDS）、テトラメチルアンモニウム（TMA）は、超純水に溶解し、それぞれ 1M、
10M のストック溶液を作成した。それぞれのストック溶液は、-30˚C で保管した。 
経口投与に使用するパゾパニブは、0.5%メチルセルロース(HPMC)＋0.1% Tween-80 にパゾパニ
ブ 10 mg/1 mL となるよう簡易懸濁し、投与直前に作成した。 
 
電気化学測定 
全ての in vitro電気化学測定は、ポテンショスタット HZ-7000(北斗電工社製)により、室温（25°C）
のファラデーケージ内で測定した。測定装置全体の模式図を図 1b に示した。全ての電極は、測
定毎に超純水で洗浄し、窒素ガスで水滴を弾き飛ばした。表面積 23.75 mm2 の 1%ホウ素ドープ
ダイヤモンド（BDD）平板電極、グラッシーカーボン電極、または、白金電極を作用電極とした
（図 2）。参照電極にはリークレス Ag/AgCl参照電極（直径 2 mm、LF-2:バイオリサーチセンタ
ー）を、対極には、直径 0.5 mm の白金線をコイル状(長さ: -3mm, 直径: -3mm)にした電極を用い
た。各作用電極は、測定前に超純水で洗浄後、10 mM リン酸緩衝生理食塩水(Phosphate buffered 
saline(PBS): 137 mM NaCl，8.1 mM Na2HPO4，2.68 mM KCl，1.47 mM KH2PO4, pH = 7.4)の溶液
中において、掃引の範囲-1 ~+1.5 V、速度 100 mV·s-1 で 3-6 回のサイクリックボルタンメトリー
(CV)測定することにより、クリーニングした。 
血漿サンプルの電気化学測定は、ダイヤモンド電極を使用し、図 4a に示したシークエンスプロ
トコルを用いて測定した。実験に先立ち、ダイヤモ電極の Pre-treatment（電極表面修飾）をした。
電極表面を酸素終端化するため、1 mol/L KOH溶液中にて、電極に 1 V, 5 s→ -1 V, 20 s → 1 V, 60 
s の電圧を与えた。その後、血漿サンプル測定のために、オステルヤング矩形波ストリッピング
ボルタンメトリ（Osteryoung Square Wave Stripping Voltammetry; OSWSV）法 4)にて測定した。本
手法の各種パラメータは、電着電位(deposition potential): 1.4 V、電着時間(deposition time): 30 s、



掃引電位: -0.8 ~ 0.4 V、∆E (step potential): 50 mV、square-wave frequency: 10 Hz、パルス高さ
(amplitude): 50 mV と設定した。測定後、次の測定に備え電極表面状態を整えるために、PBS溶
液中にて 2 V, 1 s→ -3 V, 1 s → 2 V, 1 s の Step pulse電位を電極に与えた。その後、本測定 OSWSV
に先立ち電極状態を確認するために、PBS溶液中にて Cyclic Voltammetry (CV；掃引範囲: -1~+1.5 
V, 掃引速度: 100 mV·s-1)測定し、コントロール状態を維持しているか確認した。 
パゾパニブ濃度の定量は、各濃度で得られた OSWSV の曲線において、-0.45 V と-0.35V の 2 点
間の傾きを算出し、GraphPad Prism 8 を用いて回帰直線の式を求め、検量線を作成した。 
 
血漿サンプル準備 
すべてのサンプルは、電気化学測定の直前に調整した（図 3a）。解凍した血漿 100 µL に、解凍し
た薬品ストック溶液（3, 10, 30, 50 mM）を 0.1 µL混入し Vortex で 10秒間混和し、パゾパニブ
0~150 µM の濃度の血漿サンプルを作成した。次に、血漿サンプルにアセトニトリル(ACN 400 µL)
を添加し、10秒間 Vortex した。その後、それらサンプルを 20,000 G で２分間、遠心分離し、上
清 400 µL に、サーファクタントとして 1M SDS 0.4 µL、支持電解質として 10M TMA 0.4 µL を添
加し、10秒間 Vortex にて混和した。これを電極（図 1b）に直接乗せ, 電気化学的測定をした。 
 

動物 
本研究における動物実験は、新潟大学動物実験倫理委員会の指針に従って計画し、同委員会の承
認のもと実施した。雄の 6–40週齡の Wistarラットを実験に用いた。ラット血漿にパゾパニブを
人為的に加えたもの、パゾパニブ経口投与後に採血し得られた血漿のそれぞれについて電気化
学的に測定した。 
ラットは、ペントバルビタールナトリウム(ソムノペンチル：64.8 mg/kg)の腹腔内投与により麻
酔し、心停止する前に左心房から血液を採取した。これらの動物はそのまま脱血死させた。採取
した血液を遠心分離(3,000 rpm, 10 分間)し、血漿を抽出した。その後、血漿は-30˚C で凍結保管し
た。 
経口投与実験を施すラットは、一定量の採血を適時に確実に実施する目的のため、三種混合麻酔
薬(塩酸メデトミジン; 0.375 mg/kg, ミダゾラム; 2 mg/kg, ブトルファノール; 2.5mg/kg)で麻酔後
に、ラットの右内頸静脈にカテーテル(Instech Laboratories. Inc)を留置した。カテーテルは、管内
(約 35µL)にヘパリン Naロック用を充填させ、管理した。麻酔の影響を避けるため、パゾパニブ
投与の実験は、カテーテル留置から 1週間以上空けて実施した。経口投与に先立ち、投与前のコ
ントロールサンプルを採血した。その後、10 mg·mL-1·kg-1 BW のパゾパニブを経口投与した。
投与後、30 分、1、2、3、4、6、8、24 時間経過時点で、各 200 µLずつ採血した。得られた血液
は直ちに遠心分離（15,000 rpm、2 分間）し、-30˚C で保管した。 
 
４．研究成果 
パゾパニブの電気化学 
パゾパニブの電気化学的特性と作用電極依存性を検証した。初めに、PBS溶液中に溶かしたパ
ゾパニブ（300 µM）と、PBS溶液を、ダイヤモンド電極、グラッシーカーボン電極、白金電極の
それぞれを使用し、0 V から正電位方向へ、100 mV·s-1の掃引速度で、CV 測定をした（図 2）。

 

図 1. 測定装置  

（a）ダイヤモンド電極、（b）測定セルと測定装置の模式。 



その結果、ダイヤモンド電極のみ、0.7 V 以上の正電位と-0.5 V 以下の負電位の両方にて、酸化
還元電流を観察可能であった（図 2a）。グラッシーカーボン電極では、負電位の応答が観察でき
ない（図 2b）。また、白金電極では PBS溶液中のバックグランドノイズが大きく、パゾパニブの
酸化還元反応が観察しづらい傾向にあった（図 2c）。以上のことから、ダイヤモンド電極は、パ
ゾパニブの電気化学反応を感度良く観察することが可能である。 
 
 

血漿中パゾパニブ電気化学測定 
ラット血漿の CV 測定をしたところ、0.3V 以上の電位において、血漿中のタンパク質やビタミ
ン類の内因性物質に起因した、大きな酸化電流が観察された（図 3b）。血漿にパゾパニブ（300 
µM）を溶解し、同様に CV 測定をすると、0.7 V 以上の電位にて、酸化電流を、-0.5 以下にて還
元電流が観察できた（図 3b）。しかしながら、血漿内因性物質に由来する、背景ノイズや血漿タ
ンパク質への結合により、血漿中パゾパニブの酸化還元電流（図 3b）は、PBS 溶液中での反応
（図 2a）に比べ小さかった。そこで、次にラット血漿を図 3a の手順に沿って、アセトニトリル
による脱タンパク質処理をし、電気化学測定を試みた。その結果、アセトニトリル 処理した血
漿サンプルでは、パゾパニブの顕著な酸化還元反応が観察された（図 3c）。これは、アセトニト
リル処理により、１）測定サンプル中の遊離型パゾパニブ濃度の上昇、２）背景ノイズの原因と
なるビタミンや血漿タンパク質などの内因性物質の除去、などの効果によるものと考えられる。 
 

血漿中パゾパニブ濃度の測定 
さらなる測定感度の向上を目指して、CV 法より測定感度が良いことが知られている、OSWSV
法を用いて（図 4a）、アセニト処理された血漿サンプルの測定をした。図 3a により、既知の各濃
度のパゾパニブラット血漿サンプルを調整し、OSWSV により測定した結果、図 4b の濃度依存
的に電流値が増大する結果を得た。各測定の間に、クリーニングのための電位を加えることで
（4a）、短時間での繰り返し測定が可能であった。しかしながら、個体ごとの電流値のばらつき
が生じることから、データ処理の方法を工夫し、濃度依存的に増大する電流応答は、図 4c に示
すように-0.45 V と-0.35V の 2 点間の傾きを算出し、評価した。これにより、濃度依存的な検量
線を得た（図 4d）。 

 
図 3. 血漿中パゾパニブ測定のための前処理（a）とその効果（b, c） 

 
図 2. パゾパニブの電気化学反応 
（a）ダイヤモンド電極、(b)グラッシーカーボン電極、（c）白金電極で得られた PBS溶液中とパゾ
パニブ（300 µM）を溶かした PBS溶液中の CV曲線（掃引速度：100 mV·s-1）。 



 

 
経口投与ラットからの血漿中パゾパニブ濃度の測定 
採血用のカテーテルを留置した雄の wisterラットに、パゾパニブ（10 mg·mL-1·kg-1 BW）を、経
口投与し、投与前後で採血し、上記の測定方法を用いて血漿中パゾパニブ濃度の測定をした。経
口投与前、投与後、0.5、1、2、3、4、6、8、24 時間後に 200 µL の血液をカテーテルより採血し、
遠心分離(15,000 rpm, 2 分間)により、素早く血漿を得た。次に血漿サンプルの前処理（図 3a）を
施し、OSWSV 法にて測定した。得られた電流値は、図 4d の検量線を用いて濃度へ換算した。
合計 3匹のラットから採血し、測定した結果を図 5 にまとめた。Tmaxは 3.66 ± 0.33、Cmaxは 8.45± 
4.25 で あ っ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 FDA の web サ イ ト
(https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/drugsatfda)にあるデータ 5)と類似していた。 
 
 

 

 
図 4. 測定手順と検量線 
（a）繰り返し測定の手順を示した。本測定には、OSWSV 法を用い、測定毎に電極状態を整え
るための電位操作を実施し、電極状態を CV 測定により確認した。（b）既知濃度のパゾパニブ
を溶解したラット血漿中を OSWSV 測定し得られた電圧電流応答。（c）濃度依存的に増大する
電流応答は、-0.45 V と-0.35V の 2 点間の傾きを算出し、評価した。（d）c の評価方法を用いて
得られた、パゾパニブ検量線（平均値 ± SEM, n = 5）。 

 

図 5. ラット血漿中パゾパニブ濃度の経時変化 
パゾパニブ（10 mg·mL-1·kg-1 BW）をラットに経口投与し、投与前、投与後 30 分、１、２３、
４、６、８、２４時間に採血しダイヤモンド電極で測定した。濃度は、図 4d の検量線より求め
た（平均値 ± SEM、n = 3）。 
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