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研究成果の概要（和文）：非侵襲的な血中濃度モニタリングを実現するためには、わずかな侵襲で得られる微量試料を
用いた高感度測定法が必要である。また血液試料を血漿と血球に分離しないスポット法などを利用する必要があり、非
侵襲的血中濃度モニタリングによる測定値と従来の血漿中濃度との関係を評価するためには薬物の血球移行を正確に評
価しておく必要がある。本研究により、抗HIV感染症治療薬ダルナビルの超高感度微量定量法を確立し、血中および血
球細胞中ダルナビル濃度の測定が可能になった。血球中／血漿中ダルナビル濃度比には大きな個人差が認められ、何ら
かの薬物輸送担体の個人差の寄与を考慮する必要があることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The highly sensitive measurement method with very small amount of sample is 
essential for a noninvasive therapeutic drug monitoring. In addition, blood sample is not separated to 
plasma and blood cell in spot sampling, which is usually utilized for small amount blood sampling. 
Therefore, the evaluation of the distribution of drug to blood cell is necessary to understand the 
relationship of measured concentration with noninvasive sampling and conventional blood sampling. In this 
study, we established the highly sensitive quantitation method for darunavir, an anti HIV drug to 
determine the drug concentration in blood and blood cell. Large inter-individual variability was observed 
in blood cell / plasma concentration ratio of darunavir, which suggests the contribution of some drug 
transporter function.

研究分野：臨床薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 
小児を対象とした非侵襲的サンプリングに
よる薬物濃度モニタリングとして、尿中薬物
量（代謝物を含む）の測定や唾液中濃度測定
が試みられてきた。前者は体内に吸収された
薬物量の指標として有用であるが、尿中排泄
量を決定するためには蓄尿した全尿量と尿
中薬物濃度を測定する必要があり、現実的で
はない。また、詳細な薬物動態解析に耐える
サンプリングは困難である。後者は血中非結
合型薬物濃度を反映している利点があるも
のの、一定量のサンプリングにはかなりの時
間を要し、頻回のサンプリングは困難である。
さらに、経口投与時には服用した薬剤の混入
による異常高値が得られる危険性も高い。 
微量の血液検体から薬物を定量する手法も
試みられており、ヘマトクリット管などで採
取したマイクロリットルオーダーの血漿で
モニタリングすることが可能である。近年注
目されているスポットサンプリングでは、微
量の血液を試験紙に染み込ませ、その一定面
積に含まれる薬物量から血中濃度を推定す
る。しかし、痛みを伴う操作を繰り返し行う
ことは困難であり、薬物動態解析に耐えるサ
ンプリングは難しい。 
スポットサンプリングでは、試験紙に染み込
んだ血液量のバラつきによる誤差が避けら
れず、何らかの補正手段が必要である。また、
毛細血管中の薬物濃度が静脈血管中濃度と
異なる可能性も否定できない。さらに、チッ
プ式マイクロニードルによるサンプリング
で得られる検体は細胞外液であり、その薬物
濃度は必ずしも血中濃度とは一致しない。こ
れらの手法の精度を評価して問題点を整理
し、呼気濃縮検査用の検体や経皮的モニタリ
ングなどの可能性も含めて新しい手法を探
索し、高精度で連続サンプリングが可能な非
侵襲的モニタリング技術を確立する。 
 
 
２．研究の目的 
 
抗ＨＩＶ薬、抗凝固薬などを対象として、
UPLC、LC-MS/MS等を用いた超高感度定量
法を確立する。チップ式マイクロニードルを
用いて採取した細胞間液、液体窒素トラップ
によって採取した濃縮呼気、体内から逆流す
る薬物をトラップする貼付剤基剤などに回
収される薬物を測定する。これらの非侵襲的
サンプリング法により得られた薬物濃度と、
従来の血中薬物濃度との関係を明らかにし、
非侵襲的サンプリング法による TDMの理論
を構築することが本研究の目的である。通常
の TDMでは血漿中薬物濃度が用いられるの
に対し、非侵襲的サンプリングでは血球を含
む全血中薬物濃度、細胞間液中薬物濃度など
を測定することになるため、血漿中濃度と必
ずしも一致するとは限らない。これらの関係
を明らかにするためには、血漿から血球細胞

や細胞間液への薬物移行を考慮する必要が
ある。 
血漿から細胞内への薬物移行は薬物輸送担
体による制限を受けている可能性が考えら
れるため、その影響を評価する必要があり、
in vitro 試験系で薬物の細胞内取り込みを評
価する。また、薬物が血漿中から細胞間液や
組織細胞内への移行に時間的な遅れが存在
する場合は効果コンパートメントモデル解
析あるいはモデル非依存的解析により測定
値と真の血中薬物濃度との関係を明らかに
する。 
最終的には、新たなサンプルを用いた薬物濃
度測定値が薬効評価の指標となりうるかど
うかを検討し、非侵襲的 TDMの有用性を評
価することが本研究の目的である。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）微量薬物定量法の確立 
抗てんかん薬（フェニトイン、フェノバルビ
タール、バルプロ酸、ラモトリギン）、免疫
抑制剤（シクロスポリン、タクロリムス、ミ
コフェノール酸）および抗ＨＩＶ薬（リトナ
ビル、ダルナビル、アタザナビル、サキナビ
ル）、抗凝固薬（ワルファリン、ダビガトラ
ン、リバロキサバン）、糖尿病治療薬（グリ
ベンクラミド、グリクラジド、グリメピリド、
シタグリプチン）などを対象薬物として、
LC-TOF-MSまたはLC-MS/MSを用いた超高感度
定量法を確立する。TOF-MSあるいはLC-MS/MS
による検出条件を探索し、薬物を検出するの
に必要な絶対注入量を明らかにする。質量分
析装置を用いることにより,サンプル量を
0.1μL程度まで減少させる。 
（２）血漿と他の試料との濃度に差を引き起
こす原因の解明 
スポット法では試料として毛細血管から得
られた全血を用いることから、特に薬物の血
球移行を考慮することが重要である。そこで、
ヒト単核球細胞を単離して in vitro におけ
る薬物取り込み実験を行い、薬物の血球移行
に影響を及ぼす因子を検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）本研究では抗 HIV 薬ダルナビルを対象
として蛍光検出による高感度測定法を確立
し、ヒト血漿中およびヒト単核球中の薬物濃
度を測定可能であることを示した。実際にダ
ルナビルを投与されている患者の血漿中お
よび単核球中ダルナビル濃度を測定したと
ころ、単核球中／血漿中濃度比に非常に大き
な個体差があり、薬物の血球移行に関与する
薬物トランスポータの機能に大きな個人差
があること、これが臨床効果の大きな個人差
の原因になっていることが示唆された。また、
単核球中／血漿中濃度比が併用薬物により



大きく影響を受けることが示された。 
このことは、通常の採血後に血漿分離して測
定した血漿中薬物濃度と、スポット法により
測定される全血中濃度との関係に薬物輸送
担体の機能が影響することを示唆している。 
ダルナビルの単核球中への移行は、一般に併
用薬として用いられるリトナビルの影響を
強く受けることが示され、これはリトナビル
の MDR1 阻害作用によるものであると考えら
れる。抗 HIV 薬の作用点は免疫担当細胞内で
あることから、従来の血漿中薬物濃度モニタ
リングでは薬効の評価が難しく、むしろ血球
細胞中濃度も反映する全血中濃度が適して
いる可能性も考えられた。しかしながら、現
時点で単核球中薬物濃度とHIV抑制作用との
関係は十分に解明できておらず、さらなる検
討が必要である。 
 
（２）抗凝固薬であるダビガトランエテキシ
ラートの微量定量法を開発し、血中濃度と効
果の関係を検討した。抗凝固薬投与時には凝
固能測定を行うことが多いため、さまざまな
臨床状態におけるサンプリングを行うこと
が容易であり、しかも血漿と血球を分離して
得ることが可能である。ダビガトランエテキ
シラートは MDR1 の基質であることから、ダ
ルナビルと同様に血球への移行が MDR1 によ
り制限を受けている可能性が高く、サンプル
の種類により濃度が異なる可能性が考えら
れる。 
このことを確認するための臨床研究が現在
進行中である。 
 
（３）その他、リトナビル、アタザナビル、
サキナビルなどの抗 HIV 薬、ワルファリン、
リバロキサバンなどの抗凝固薬、シタグリプ
チンなどの糖尿病治療薬、イマチニブ、スニ
チニブなどの分子標的抗がん薬の微量定量
法がほぼ確立しており、血球／血漿濃度比の
個人差を検討中である。血球移行に薬物輸送
担体が関与する薬物についてはスポット法
による濃度測定値の解釈に注意が必要であ
る。 
また、スポット法ではろ紙に吸収されたサン
プル量を補正する必要があり、腎機能障害時
など生理的条件の変化による影響も考慮す
る必要があると考えられる。 
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