
hon p.1 [100%]

981

a)NTT 東日本札幌病院薬剤科，b)北海道医療大学薬学

部薬剤学教室，c)NTT東日本札幌病院循環器内科
e-mail: saitoh＠hoku-iryo-u.ac.jp

981YAKUGAKU ZASSHI 123(11) 981―986 (2003)  2003 The Pharmaceutical Society of Japan

―Notes―

HPLCによるヒト血清中ピルメノール濃度測定条件及び試料保存方法の検討
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In order to complete TDM manual for pirmenol in Sapporo Medical Center NTT East, we developed HPLC
method and pretreatment procedure for pirmenol samples obtained from patients. Serum (250 ml) was alkalinized and
pirmenol was extracted into n-hexane, and then the drug was again extracted into an acidic solvent, 0.044 M KH2PO4

(pH 2.6) including 0.5％ triethylamine. The aqueous extract was used for quantitative determination of the drug by
HPLC. The mobile phase consisted of the above acidic solvent-acetonitrile (5：1, v/v) was delivered at 45°C with a ‰ow
rate of 1 ml/min through a 4.6 mm×25 cm ODS3, a reversed-phase column. Detection of pirmenol and the internal
standard (disopyramide) was achieved at 263 nm. Pirmenol and disopyramide was eluted at 5 and 11 min, respectively.
Assay limit (25 ng/ml) and accuracy of the analytical method were satisfactory for TDM of pirmenol. During the
HPLC analysis of patient samples, no substances that interfered with pirmenol detection were found. It was shown that
1) hemolysis did not aŠect pirmenol assay at all, 2) pirmenol was stable in the blood samples for at least 24 h even if they
were stood at room temperature, and 3) pirmenol was stable for at least 3 days in frozen serum but there signiˆcant
decrease was observed in pirmenol concentration after 7 days.
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緒 言

抗不整脈薬は血中濃度に基づいた適切な治療管理

を行うことが望ましいとされ，1)これまでリドカイ

ン，プロカインアミド，キニジン，ジソピラミドに

おいて広く治療薬物モニタリング（TDM）が行わ

れてきた．クラス Iaに属する抗不整脈薬であるピ

ルメノールは，他の抗不整脈薬が無効である頻脈性

不整脈に著効を示す．2,3)他の抗不整脈薬と同様に本

剤に対しても 2000年 4月から特定薬剤治療管理料

が設定された．しかしながらピルメノールの抗不整

脈効果は血中濃度に相関すると言う報告がいくつか

あるものの，4,5) TDMによる治療効果のモニタリン

グに関する情報はまだまだ少ないのが現状である．

現在，特定薬剤治療管理の対象となる薬物の血中

濃度測定には，市販キットを用いた簡便な酵素免疫

測定法が繁用されている．しかしながら，ピルメ

ノールの場合にはこのような測定法がいまだ適用さ

れていないことから，その TDMには高速液体クロ

マトグラフィー（HPLC）などの特殊な機器を使用

して行う必要がある．HPLC による血中濃度測定

に際しては，採取された血液試料の前処理操作が必

須であり，場合によっては煩雑な抽出操作を伴うこ

ともある．したがって測定担当者にはこれに対する

相応の知識と技能が要求されることになる．また

HPLC による正確な測定を実施するためには，精

度や再現性に優れた定量法を各医療施設の実状に応

じて確立することが重要である．さらに試料の保存

条件は測定薬物の安定性に重大な影響を及ぼすこと



hon p.2 [100%]

982

Chart 1. Procedure for the Assay of Pirmenol in Human
Serum
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があるため，最適な保存法や取り扱い方法を構築す

ることも必須となる．NTT東日本札幌病院ではこ

れまでピルメノールの血中濃度測定を外部機関に委

託して行ってきたが，総合的な患者ケアの一環とし

て緊急時も含めピルメノール測定を薬剤科で迅速に

実施し，治療計画に反映させることとした．そこで

今回，当院薬剤科所有の HPLCシステムによる血

清中ピルメノール濃度の定量法と試料の保存条件に

ついて種々検討を加え，簡便な院内測定マニュアル

の作成を試みた．

方 法

1. 試薬 塩酸ピルメノールの標準品は，ワー

ナー・ランバート株式会社より提供された．内標準

物質として用いたジソピラミドは Sigma 社から購

入した．またアセトニトリルは HPLC 用規格品

（和光純薬），n- ヘキサンは残留農薬試験用（和光

純薬），2 M 水酸化ナトリウム溶液は容量分析用

（和光純薬）を用いた．その他の試薬はすべて市販

特級品を用いた．

2. HPLCによるピルメノール測定方法

2-1. HPLC条件 使用した装置は日立 L-7100

シリーズ（L-7100 型ポンプ，L-7420型 UV-VIS検

出器，L-7300型カラムオーブン，D-7500型クロマ

トデータ処理装置）で，分析カラムとしては Inert-

sil ODS3 (4.6 mm i.d.×150 mm, GL Science社）

を用いた．移動相には溶液 A（0.5％トリエチルア

ミンを含む 0.044 Mリン酸二水素ナトリウム溶液を

リン酸で pH 2.6に調整したもの）とアセトニトリ

ルの混合液（5：1）を用いた．なお流速は 1 ml/

min，測定波長は 263 nm，カラム温度は 45°C，注

入量は 20 mlとした．

2-2. 血清の前処理操作 血清は Chart 1 に示

す方法で前処理操作を行い，HPLC の注入試料を

得た．すなわち血清 250 ml を遠心管に採り，これ

に精製水（250 ml）と内標準液（25 ml）を加えて混

和した後，アルカリ性条件下でピルメノールを n-

ヘキサン層中に抽出した．分取した n-ヘキサンに

前述の溶液 Aを添加して酸性条件下で振とう後，

遠心分離を行い，ピルメノールを水層中に逆抽出し

た．この水層の一部を HPLCの注入試料とした．

3. ピルメノール測定に影響を及ぼす要因の検討

3-1. 溶血の影響 全血に 1 mg/mlになるよう

にピルメノールを添加し標準試料とした．この標準

試料の一部を試験管に取り，ボルテックスで激しく

攪拌して溶血させた．その後，標準試料と溶血試料

を遠心分離して得られた血清を Chart 1に示すよう

に処理し，ピルメノール濃度を測定した．

3-2. 室温放置の影響 1 mg/mlとなるように

ピルメノールを添加した全血を試験管に分け，2時

間後，4時間後，8時間後まで室温と冷所（4°C）に

保存した．その後，遠心分離により得た血清を

Chart 1に示すように処理し，ピルメノール濃度を

測定した．

3-3. 冷凍保存時の安定性 採血後，遠心分離

により採取した血清にピルメノールを 1.0 mg/mlと

なるように加え，250 mlずつ試験管に採り，－20°C

で冷凍保存した．採血当日並びに冷凍後 1日目，2

日目，3日目，7日後に各 6本ずつを 4°Cで解凍し

Chart 1に示すように処理して，ピルメノール濃度

を測定した．

4. 臨床応用 ピルメノール服用中の患者 1例

より血液を採取し，Chart 1に示す方法に準拠して

血清中ピルメノール濃度を測定した．患者データを

Table 1に示した．
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Table 1. Data of the Patient

性 別：女性

年 齢：70歳

疾 患 名：# 1洞不全症候群
# 2心室性期外収縮

服 用 量：ピルメノール 200 mg/day（朝・夕食後）

(H 14.8.5より服用開始）

採血前最終服用時間：H 14.10.8 PM 7：00
採血時間：H 14.10.9 AM 5：00
併 用 薬：シンバスタチン（5 mg) 1 Tab 1×n夕

アルプラゾラム（0.4 mg) 3 Tab 3×n

Fig. 1. HPLC Chromatogram Obtained from spiked serum.
The concentrations of pirmenol and disopiramide were 1.0
and 28.7 mg/ml, respectively.

Fig. 2. Standard Curve for Pirmenol Assay
Mean±S.D. of 7 determinations.

Table 2. Reproducibility of Pirmenol Assay

Concn. (mg/ml) 0.1 0.25 0.5 1.0 2.0

C.V. (％) 8.3 9.2 4.6 9.2 12.7

C.V. was calculated from 7 determinations.
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結 果

1. HPLC法による血清中ピルメノールの測定法

の検討

1-1. HPLCクロマトグラム Figure 1にピル

メノールとジソピラミドを添加した血清から得られ

たクロマトグラムを示した．ピルメノール及び内標

準物質の保持時間はそれぞれ約 5分，11分であり，

1 試料あたりの分析は 20 分以内に完了した．ま

た，ピルメノール水溶液（0.2 mg/ml）を繰り返し

て 3回測定したところ，得られたピーク面積の変動

係数は 3.5％であった．

1-2. 検量線の検討 ヒトブランク血清にピル

メノール濃度が 0.1, 0.25, 0.5, 1.0及び 2.0 mg/mlと

なるように標準物質を添加し，標準液を調製した．

これを Chart 1 に示す方法に従って処理した後

HPLC にて測定し，ピルメノールと内標準物質の

ピーク面積の比を求めて検量線を作成した．Figure

2は，異なる日に調製された標準液から作成した 7

本の検量線の平均値と標準偏差をプロットしたもの

である．検量線はほぼ原点を通る直線性を示し，良

好な相関性を示した．

また 0.025 mg/mlにおけるピーク面積はノイズ値

に比べ 100倍以上の値を示し，本法が極めて高感度

な定量法であることを確認した．

1-3. 種々の濃度における変動係数の検討 ピ

ルメノール濃度が 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mg/mlであ

る標準試料をそれぞれ 5 本ずつ調製して定量を行

い，各濃度における変動係数を算出した．その結果

Table 2に示すように，各濃度における変動係数は

5～13％であった．

2. ピルメノールの測定に影響を及ぼす要因の検

討

2-1. 溶血の影響 ピルメノール添加後に溶血

させた血液試料より血清を得，標準血清中のピルメ

ノール濃度との比較を行った．その結果，両群の平

均値において有意な差は見られなかった（Fig. 3）．

この結果より，血液試料が溶血した場合でもピルメ

ノールの測定には影響のないことが示された．

2-2. 血清の保存条件の影響 室温又は冷所

（4°C）保存下でのピルメノールの安定性を検討した

（Fig. 4）．その結果，いずれの保存条件下において

も 24 時間後まで Time 0 との間に有意な濃度変化

は認められず，ピルメノールの分解はほとんど起こ

っていないことが示された．このことより，採血後

すぐに遠心分離が行えず，血液試料を室温に放置し
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Fig. 3. EŠect of Hemolysis on the Assay of Pirmenol
Mean with S.D. of 6 determinations.

Fig. 4. EŠect of Temperature on the Stability of Pirmenol in
Blood

Mean±S.D. of 3 determinations.

Fig. 5. Stability of Pirmenol in Frozen Serum
Mean±S.D. of 6 determinations.

p＜0.05, signiˆcantly diŠerent from day 0.

Fig. 6. HPLC Chromatogram Obtained from Patient's Se-
rum after Oral Administration of Pirmenol

984 Vol. 123 (2003)

てしまった場合においても，採血当日中であればピ

ルメノールの測定結果には影響しないことが示唆さ

れた．

2-3. 冷凍保存時の安定性 Figure 5に示すよ

うに，血清を冷凍保存した場合 3日後までは有意な

濃度変化は認められず，ピルメノールはこの間安定

であることが示された．しかしながら，7日後では

凍結開始日に比べてピルメノール濃度が有意に低下

したことから，長期間の冷凍保存は避けるべきであ

ることが示唆された．

3. 患者試料の測定 ピルメノール服用中の患

者 1例の血液より血清を採取し，ピルメノールの血

清中濃度を測定した．患者血清より得られた

HPLC クロマトグラムを Fig. 6 に示した．ピルメ

ノール及び内標準物質のピークは，内因性物質や併

用薬であるシンバスタチン，アルプラゾラムの干渉

を受けることなく良好に分離された．この患者にお

ける血清中ピルメノール濃度は 0.71 mg/mlと算出

された．

考 察

ピルメノールはクラス I群に属する他の抗不整脈

薬に比べて安全性が高いとみなされているが，6,7)重

大な副作用である房室ブロック，心室細動，心不全

などには注意が必要である．さらにピルメノールは

肝代謝を受け易い薬物であることから，種々の併用

薬との相互作用にも留意する必要がある．8―10)した

がって今後使用頻度の増大に伴って，本剤の治療モ

ニタリングは益々重要性を増すものと予想される．

また，ピルメノールはラセミ体で投与されることか

ら，活性体の体内動態に着目した治療モニタリング

も必要になると考えられる．

最近，ピルメノールの治療モニタリングに心電図

を用いた新たな方法も報告されたが，11)医療現場で

は現在も HPLC を用いた TDM が主流である．そ

のためピルメノールの HPLC 測定条件に関しては

多くの報告がある．12―16)その一方で，正確な血中

濃度の測定において重要な要因となる血液試料の保

存条件や取り扱い方法に関する報告はほとんど見当

たらない．そこで本研究では，新規な HPLC定量
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法の開発を目指すのではなく，従来の報告を参考に

しながら NTT 東日本札幌病院の実状に即した

HPLC 定量法を検討するとともに，患者試料の最

適な取り扱い方法を構築することを目的とした．

種々の HPLC 定量法を比較検討した結果，ここ

では血液試料の前処理操作及び HPLCの分析条件

については Ichikawaらの方法15)が最も有用である

と判断された．変更点としては，1) 血漿の代わり

に血清を用いたこと，2) 定量に用いる容量を 250

mlと少量化したことである（Chart 1）．このことに

より，臨床検査用に採取された血液の一部を転用す

ることでピルメノールの TDMが可能となった．し

たがって緊急時以外には TDM用の血液試料を改め

て採取する必要性がほとんどなく，患者に過度の負

担を掛けることを回避できる．定量法におけるこの

対応により，本法での定量限界は 25 ng/ml前後と

なり，Ichikawa らが報告した 5 ng/ml には及ばな

いものとなった．しかしながら，ピルメノールの最

小有効治療濃度は 0.5～1.5 mg/ml と報告されてお

り，17)本法の定量感度は臨床における TDMには十

分であると考えられた．実際にピルメノールを服用

中である 1 患者の血清中濃度を測定したところ，

0.71 mg/mlであった（Fig. 6）．

本法はピルメノールを塩基性条件下で n-ヘキサ

ン層に抽出した後，酸性条件下で水層に逆抽出する

と言う操作を含むために，変動係数がやや大きくな

る傾向が見られたが，臨床応用上は特に問題はない

と考えられた．しかしながら 1試料につき検量線を

濃度 5点で作成して測定する際，コストは 100円程

度と安価であったが，総所要時間は約 4 時間であ

り，緊急時の対応に向けてはさらなる改良の必要が

あると判断された．

医療機関内において TDMを実施する場合に最も

注意を要するのは，患者から採取された血液試料の

取り扱いである．最も信頼度の高い測定結果を得る

ためには，採血後直ちに前処理操作を行いかつ速や

かに HPLC分析を実施することが必須である．し

かしながら，採血を担当する看護師側の要因などに

より，多くの場合そのような対応は不可能である．

また前述したように，ここでは臨床検査用に採取さ

れた血液の一部を TDMに転用することを前提とし

ていることから，採血から測定までに長時間が経過

する場合も想定する必要がある．そこで本研究で

は，院内ピルメノール測定マニュアルの作成にあた

り，患者から採取された試料の保存条件並びにその

取り扱い方法を明確化するために 1) 採血時のトラ

ブルにより血液試料が溶血した場合の測定値への影

響，2) 採血後，血液試料が長時間室温で放置され

た場合のピルメノールの安定性，3) 再測定の必要

性を踏まえて血清試料を長時間凍結保存する場合の

測定値への影響の 3点について検討を加えた．その

結果，1) 溶血は測定に何ら影響を及ぼさないこと，

2) ピルメノールは少なくとも採血後 24時間までは

室温放置下でも安定であること，さらに 3) 凍結保

存時には 3日以内に測定を実施する必要があること

などが明らかになり，今後ピルメノールの TDMを

精度よく実施していく上で有用な知見を得ることが

できた．これらの知見は他の医療施設にも応用可能

である．本研究で得られた知見を基に写真付きの測

定マニュアルを作成し，現在活用中である．今後は

種々の併用薬による測定への影響や測定者間での測

定精度の変動などについてさらに検討を加え，ピル

メノールの TDM業務の充実化を図っていく予定で

ある．
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