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略語表 

 

本学位論文では以下の略語を適宜使用した． 

 

ALT alanine aminotransferase アラニンアミノトランスフェラーゼ 

ANOVA analysis of variance 分散分析 

AO aldehyde oxidase アルデヒドオキシダーゼ 

AUC area under the curve 曲線下の面積 

BMV bioanalysis method validation 生体試料中薬物濃度分析法のバリデーション 

CBZ carbamazepine カルバマゼピン 

CRP c-reactive protein C 反応性蛋白 

ECLIA electrochemiluminescence immunoassay 電気化学発光免疫法 

eGFR estimated glomerular filtration rate 推定糸球体濾過量 

EIA enzyme immunoassay 酵素免疫測定法 

ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay 酵素結合免疫吸着測定法 

FPV favipiravir ファビピラビル 

GC gas chromatography ガスクロマトグラフィー 

HPLC high-performance liquid chromatography 高速液体クロマトグラフィー 

IQR interquartile range 四分位範囲 

IS internal standard 内標準物質 

LBA ligand binding assay リガンド結合法 

LLOQ lower limit of quantitation 定量下限 

LOA limits of agreement 誤差の許容範囲 

LOD limit of detection 検出限界 

LOQ limit of quantitation 定量限界 

LTG lamotrigine ラモトリギン 

MEC minimal effective concentration 最小有効濃度 

MIPD model informed precision dosing 

MS mass spectrometry 質量分析計 

MS/MS tandem mass spectrometer タンデム質量分析計 

NHS normal human serum ヒト標準血清 

ODS octa decyl silyl オクタデシルシリル基 

PGx pharmacogenomics ファーマコゲノミクス 

PHT phenytoin フェニトイン 

PRC partial regression coefficient 標準偏回帰係数 

QC quality control 品質管理 

RIA ridioimmunoassay 放射免疫分析法 
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ROC receiver operator characteristic 受信者動作特性 

RP reversed-phase 逆相 

RSD relative standard deviation 相対標準偏差 

S/N 比 signal/noise ratio シグナル雑音比 

SE standard error 標準誤差 

SPE solid-phase extraction 固相抽出 

SPRC standardized partial regression coefficient 標準化回帰係数 

SRM standard reference material 標準物質 

TDM therapeutic drug monitoring 治療薬物モニタリング 

TRFIA time-resolved fluoroimmunoassay 時間分解蛍光免疫法 

UV-VIS ultraviolet-visible 紫外可視 

VCM vancomycin バンコマイシン 

VIF variance inflation factor 分散拡大要因 

VRCZ voriconazole ボリコナゾール 

XO xanthine oxidase キサンチンオキシダーゼ 
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使用した薬物リスト 

 

本学位論文では以下の薬物を使用した． 

 

No 成分名 化学名 分子量 構造式 

1 Carbamazepine 5H-dibenz[b,f]azepine-5-carboxamide 236.27 

 

2 Ethosuximide 
(RS)-3-ethyl-3-methyl-pyrrolidine-

2,5-dione 
141.17 

 

3 Lamotrigine 
6-(2,3-dichlorophenyl)-1,2,4-triazine-

3,5-diamine 
256.09 

 

4 Levetiracetam 
(S)-2-(2-oxopyrrolidin-1-

yl)butanamide 
170.21  

 

5 Phenobarbital 
5-ethyl-5-phenylpyrimidine-

2,4,6(1H,3H,5H)-trione 
232.24  

 

6 Phenytoin 5,5-diphenylimidazolidine-2,4-dione 252.27  

 

7 Primidone 
5-ethyl-5-phenyl-2,3-

dihydropyrimidine-4,6(1H,5H)-dione 
218.25  NH

NH

O

O

CH3  
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8 Zonisamide 
1,2-benzisoxazol-3-

ylmethanesulfonamide 
212.23  

 

9 Amiodarone 

(2-{4-[(2-butyl-1-benzofuran-3-

yl)carbonyl]-2,6-

diiodophenoxy}ethyl)diethylamine 

645.31 

 

10 Disopyramide 
(RS)-4-(diisopropylamino)-2-phenyl-

2-(pyridin-2-yl)butanamide 
339.48  

 

11 Flecainide 
(RS)-N-(piperidin-2-ylmethyl)-2,5-

bis(2,2,2-trifluoroethoxy)benzamide 
474.39  

 

12 Lidocaine 
2-(diethylamino)- 

N-(2,6-dimethylphenyl)acetamide 
234.34  

NH

O

N

CH3

CH3

CH3

CH3  

13 Mexiletine 
2-(2-aminopropoxy)-1,3-

dimethylbenzene 
215.72  

 

14 Procainamide 
4-amino-N-(2-diethylaminoethyl) 

benzamide 
271.79  

 

15 Propafenone 

1-{2-[2-hydroxy-3-

(propylamino)propoxy]phenyl}-3-

phenylpropan-1-one 

341.44  
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16 Quinidine （9S）-6’-methoxycinchonan-9-ol 324.42 

 

17 Sotalol 

(RS)-N-{4-[1-hydroxy-2-(propan-2-

ylamino)ethyl]phenyl}methanesulfona

mide 

272.36  

 

18 Aminophylline 
1,3-dimethyl-7H-purine-2,6-dione; 

ethane-1,2-diamine 

 

420.43 

 

19 Theophylline 
1,3-dimethyl-1H-purine-2,6(3H,7H)-

dione 
180.16  

 

20 Voriconazole 

（2R,3S）-2-（2,4-difluorophenyl）-3-

（5-fluoropyrimidin-4-yl）-1-（1H-

1,2,4-triazol-1-yl）butan-2-ol 

349.31  

 

21 Salicylic acid 2-hydroxybenzoic acid 138.12  

 

22 
Mycophenolic 

acid 

(4E)-6-(4-hydroxy-6-methoxy-7-

methyl-3-oxo-1,3-dihydro-2-

benzofuran-5-yl)-4-methylhex-4-enoic 

acid 

320.34  

 

23 Imatinib 

4-（4-methylpiperazin-1-ylmethyl）-

N-［4-methyl-3-（4-pyridin-3-

ylpyrimidin-2-ylamino）phenyl］

benzamide monomethanesulfonate 

493.60  
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24 Methotrexate 

(S)-2-(4-(((2,4-diaminopteridin-6-yl) 

methyl)methylamino)benzamido) 

pentanedioic acid 

454.44  

 

25 Pazopanib 

5-[[4-[(2,3-Dimethyl-2H-indazol-6-

yl)methylamino]-2-

pyrimidinyl]amino]-2-

methylbenzolsulfonamide 

437.52 

 

26 Vancomycin 

(1S,2R,18R,19R,22S,25R,28R,40S)- 

48- {[(2S,3R,4S,5S,6R)- 3- 

{[(2S,4S,5S,6S)- 4- amino- 5- 

hydroxy- 4,6- dimethyloxan- 2- 

yl]oxy}- 4,5- dihydroxy- 6- 

(hydroxymethyl)oxan- 2- yl]oxy}- 22- 

(carbamoylmethyl)- 5,15- dichloro- 

2,18,32,35,37- pentahydroxy- 19- 

[(2R)- 4- methyl- 2- 

(methylamino)pentanamido]- 

20,23,26,42,44- pentaoxo- 7,13- 

dioxa- 21,24,27,41,43- 

pentaazaoctacyclo[26.14.2.23,6.214,1

7.18,12.129,33.010,25.034,39]pentaco

nta- 

3,5,8(48),9,11,14,16,29(45),30,32,34,3

6,38,46,49- pentadecaene- 40- 

carboxylic acid 

1449.30 

 

27 Favipiravir 
6-Fluoro-3-hydroxypyrazine-2-

carboxamide 
157.10  

 

No. 1～25：第 1 章 

No. 1, 3, 6, 20, 26：第 2 章 

No. 27：第 3, 4 章 
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序論  

 

はじめに  

 著者は 2012 年に薬剤師として働き始め，治療薬物モニタリング（Therapeutic Drug 

Monitoring; TDM）を行う必要のある薬剤のうち，病院内で血中濃度を定量できる薬剤

は一部であり，多くの薬剤の分析が外部委託されている状況を知ることとなった．例

えば，著者所属の JA 長野厚生連北信総合病院（以下，当院）では，臨床検査室内の生

化学・免疫分析装置を用いて薬物血中濃度測定を行う項目は，汎用される 7 薬剤に限

っており，他の約 40 薬剤は外部委託していた．外注は検査コストや人件費を削減で

き，簡便に結果が得られる反面，分析結果を得るのに数日～1 週間程度かかり，委託

費用も安くはない．しかしながら，それらの項目を院内で測定するために必要な検査

装置の導入コストやランニングコストは市中病院には負担が大きく，さらに分析担当

者の不在も相まって，院内での薬物血中濃度測定業務は，全国的にも縮小傾向にあっ

た．このような現状に直面し著者は，より多くの薬物の血中濃度を院内で迅速に測定

できる環境を創出し，薬剤師として個別化医療に貢献したいという想いを強くし，こ

れが本研究の動機となった．  

 

個別化医療  

個別化医療は，一律に同一の治療を行うのではなく，個々の患者の体質や病態にあ

った有効かつ安全な治療の実現を目指している 1)．現在は，個人毎により最適な治療

方法や予防方法を分析・選択・施行するプレシジョン・メディシン（precision medicine; 

精密医療）という概念が，2015 年米国一般教書演説でオバマ大統領が発表したことに

よって広まっている 2,  3)．このプレシジョン・メディシンを支援する有効なツールと

して，遺伝子情報に基づいた最適な薬物の選択や投与量設定を行うファーマコゲノミ

クス（pharmacogenomics; PGx）や薬物血中濃度測定と解析により最適な投与量・投与

方法の設定を可能にする TDM が挙げられる 4)．さらに近年は，個別の薬物や患者にお

いて構築されたモデルに基づく投与設計（model informed precision dosing; MIPD）の重

要性も高まっている 5,  6)．MIPD においてもまた，TDM がその妥当性の検証およびモ

デルの最適化に有用である．それぞれの概念に違いはあるものの，いずれも広義の個

別化医療として考えると，薬物治療の最適化のために，薬物血中濃度データが不可欠

である，という点は共通している（Fig. 1） 7)．これらの事実を踏まえると，日本の多

くの市中病院で多品目の血中濃度測定ができないことは，個別化医療を推進していく

上でも，喫緊の課題であるように思われる．しかし，院内で利活用できる新しい薬物

血中濃度測定法の開発が本当に必要なのだろうか．また，必要だと仮定して，いった

いどのような測定法が望まれるだろうか．その検討へと進む前に，人類が薬の用法・

用量をいかに探求してきたか振り返る必要がある．  
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Fig. 1 Overview of Therapeutic Drug Monitoring (TDM). 

This figure was quoted from a document of reference 7. 

 

薬と用法・用量の探求  

古代から人類は病気に苦しめられ，薬とその用法・用量を探求してきた 7-9 )．古代に

おける薬物治療の例としては，まずは古代メソポタミアのシュメールの粘土板（紀元

前 3000 年頃）が挙げられる．この粘土板の中には，楔形文字で医薬品の処方が記され

たものがあり，世界初の薬剤処方集と考えられている．エジプト文明では，医学書「パ

ピルス・エーベルス」（紀元前 1538 年頃）があり，薬の調合や呪術に基づく処方など

が記されている．古代ギリシャ時代にヒポクラテスやガレノスらによる丹念な研究が

あったことは有名である．紀元前 3 世紀にはアリストテレスの弟子であるテオプラス

トスが「植物誌」（De historia plantarum）を著し，生薬学が発展を遂げる．ローマ時代

の 1 世紀には，軍医ディオスコリデスが「薬物誌」（De materia medica）を著し，ここ

では 600 種類の薬用動植物を命名し，それぞれの製造・貯蔵・鑑別・効能・用量など

が詳しく記載され，その後 1500 年以上にも渡って利用された．ここで興味深い点は，

古代ギリシャ時代や古代ローマ時代には既に，薬のリスクをいかに乗り越えるか，薬

が毒物になるのをいかに防ぐかといった今日の薬学でも重要な問題が記されているこ

とである．  

7 世紀から 16 世紀まではイスラム世界の黄金期で，イスラム科学が先進的な発展を
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遂げている．8 世紀にアッバース朝のイラクで薬剤師（サイダリ）が出現すると，医

薬品処方集の習得が薬剤師に課せられた 9)．一方，西洋では，13 世紀にシチリアの神

聖ローマ帝国のフリードリヒ 2 世は，地中海における交易から多種多様な薬物の流入

を背景に，特定の技術をもつ薬剤師にそれらを扱う特権を認め，今日の医薬分業の起

源といわれる 8)．このように中世において薬剤師という職業が確立してきたが，薬剤

師という言葉は，医薬品の製造から供給，与薬までも行う人物を意味し，薬の用量の

管理が重要であったことが推察される．医化学の祖パラケルスス（1495 年～1541 年）

の言葉を借りれば，「全てのものは毒であり，毒でないものなど存在しない．その服用

量こそが毒であるか，そうでないかを決める」であり，例えば，トリカブトはその毒

性を狩猟や暗殺に使用された一方で，根を乾燥させたものは「附子」と呼ばれ，漢方

薬にも用いられている．このように天然物質の毒性を知り，服用量を調整して薬に変

えることは人類の叡智であり，まさに「毒薬変じて薬となる」である．  

 さて，19 世紀までの何千年もの間，このような経験主義的な知識の蓄積によって薬

は創造され，そして使用されてきたが，その後は体系的な合成技術によって工業化さ

れ，大量生産時代へと移行していく．日本においては，明治時代から薬剤師制度が始

まり，当時の粗悪な薬品の輸入防止対策などを背景に製薬学校が創設された．1886 年

には日本薬局方が制定された．日本薬局方は現在も薬学におけるバイブルであるが，

当時から薬毒物の分析は重要視されていた．例えば，東京薬学専門学校（現在の東京

薬科大学）初代校長の丹波敬三は，東京帝国大学薬学科で裁判化学講座（現在の法化

学や法中毒）を興し，法医学教室と連携して薬物検査を行っていた 10)．  

そして 1932 年，法医学目的に血中アルコール濃度の測定とその意義が初めて報告

11)されてから，血中薬物濃度測定の歴史が大きく動き始める．  

 

個別化医療の芽生え～TDM の確立  

1944 年，抗マラリア薬キナクリンの血中濃度をモニターすることがその効果を評価

する手段になることが報告されると，血中濃度測定が臨床への応用にも期待が高まっ

た 12)．その後，実際に臨床で利用されたのは，1960 年のフェニトインの有効血中濃度

範囲に関する研究であった 13)．フェニトインを皮切りに 1960 年代からは薬物動態に

関する研究が多く発表され，薬物動態学が確立されていく 14)．1965 年には，「薬物の

モニタリング」の重要性について記述されたレビューが発表され 15，1970 年代になる

と TDM は薬剤の副作用に焦点を当て，毒性の発生率を減らし，治療範囲を決定する

研究が散見されるようになる．  

薬物血中濃度が治療効果と副作用発現に密接に関連するとき，TDM において薬物血

中濃度の把握が投与設計の指標となる 16,  17)．無論すべての薬剤で TDM が必要という

訳ではないが，TDM が必須もしくは有用な薬剤は多数存在する．1981 年の診療報酬

改定で TDM に関する「特定薬剤治療管理料」が新設されると，本邦においても多く

の薬剤師が薬物血中濃度を測定し，投与量の適正化と個別化に寄与してきた．TDM の
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実施が有用な薬剤を服用している患者において薬物治療が無効で，その血中濃度が有

効治療域下限未満であれば投与量を増量し，一方で薬物治療は有効だがその血中濃度

が副作用発現域であれば，投与量の減量を考慮する（Fig. 2）18)．他にも薬物血中濃度

の測定は，患者の服薬アドヒアランスの判断を可能とし，多剤併用患者で薬物間相互

作用の影響を検討する上などでも役立つ（Table 1）．  

 
Fig. 2 Concept of the therapeutic range. 

This figure was quoted and modified from a document of reference 18. 

 

Table 1 Benefits of therapeutic drug monitoring (TDM). 

利点  コメント  

服薬不遵守の特定  
治療効果に満たない濃度や高濃度は服薬不遵守である

可能性がある．ただし，代謝活性が UM（Ultra-Rapid 
Metabolizer）で治療効果に満たない場合もある．  

投与量の個別化  
代謝や排泄が腎機能や肝機能などによって変化する薬

剤がある．高齢者や小児，妊娠中の女性は TDM に基

づく調整が必要になることがある．  

有害事象や中毒の回避  TDM は副作用の予防や中毒の回避にも役立つ．  

安全性の向上と  
入院期間の短縮  

TDM は安全性に寄与し，入院期間を短縮するため，

医療費の節約につながる．  

治療無効の調査  

患者が薬に反応しない場合，吸収が悪いか，薬物代謝

に遺伝的変異がある可能性があり，TDM はそのよう

な患者を特定するために役立つ．治療範囲内の薬であ

っても，患者がその薬に反応しないことはある．  

This table was quoted and modified from a document of reference 17. 
 

定量分析技術の歴史  

このような TDM 研究が勢いを増していった背景には，クロマトグラフィー法とリ

ガンド結合法（Ligand Binding Assay; LBA）の誕生と進化がある（Fig. 3）．まずクロマ

薬
物
血
中
濃
度

治療域 治療効果が
期待できる

治療効果が不足して
いる可能性がある

毒性リスク
が高まる
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トグラフィー法について，現在のクロマトグラフィーは，マーティンとシングが 1941

年に液 -液クロマトグラフィーを発明したことに始まる 19)．その 10 年後にジェームズ

とマーティンが気 -液分配クロマトグラフフィー（Gas Chromatography; GC）を導入し

た 20)．当時急成長していた石油化学産業の需要があり GC は普及していくが，様々な

薬物の血中濃度にもまた GC が用いられるようになった 21)．1970 年代初頭になると製

薬 産 業 の 需 要 か ら 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ High-Performance Liquid 

Chromatography; HPLC）が主力分析機器へと躍進した（Fig. 3）．既知の化合物の 80%

は GC による分離を行うには十分な揮発性をもたないが，LC はそうした化合物にも適

応できた 21)．本邦の医療現場における定量分析技術としては，紫外可視吸光検出器を

備えた HPLC-UV 法が，1980 年代～90 年代に果たした役割は大きかった 22,23)．本邦の

薬剤師も HPLC-UV 法を活用した TDM 研究を数多く行っている．その後は，質量分析

法（Mass Spectrometry; MS）やタンデム質量分析計（Tandem mass spectrometer; MS/MS）

が GC や HPLC との組み合わせとして発展し，臨床においても使用されるようになっ

ていった．例えば，本邦の臨床薬毒物分析においては，1998 年に厚生省（現在の厚生

労働省）の補助によって，救急救命センターに主に HPLC-MS/MS や GC-MS が配備さ

れた 24)．このような時代の流れの中で HPLC-UV 装置を保有する医療機関は減少の一

途を辿ることとなった．  

 
Fig. 3 Separation analysis by chromatography. 

 a) 気 -固クロマトグラフィー (gas-solid chromatography; GSC), b) 気 -液クロマトグラフィー (gas-
liquid chromatography; GLC), c) 液 -固クロマトグラフィー (1iquid-solid chromatography; LSC), d) 液
-液クロマトグラフィー (1iquid-liquid chromatography; LLC) 

 

もう一つの重要な分析技術として，イムノアッセイなどの LBA 法が挙げられる 25)．

クロマトグラフィーによる分離分析
分析法固定相移動相

ガスクロマトグラフィー（GC）固体a)・液体b)気体

液体クロマトグラフィー（LC）固体c)・液体d)液体

waste

移動相

検出器
カラム

ポンプ

データ処理

HPLCの装置図

固定相

成分B 成分A

試料導入

UV、MS、MS/MSなど
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1959 年にヤローとバーソンが，ラジオイムノアッセイ（RIA）を用いて血中インスリ

ン濃度を測定し，イムノアッセイの歴史は幕を開けた 26)．RIA 法はアイソトープを用

いるため特定の施設や廃棄設備が必要であるが，その後，酵素を標識とする酵素免疫

測定法（Enzyme immunoassay; EIA） 27)などの技術が生まれ，高感度な自動分析装置と

して医療機関においても広く普及していった．  

 

医療現場での血中濃度測定の現状  

LBA 法を搭載した簡易な自動分析装置の普及は，臨床検査の効率化を推進した．臨

床検査で使用される自動分析装置は，TDM 対象薬だけでなく，生化学項目の測定も可

能とし，装置数の節約によりランニングコストの削減や省スペース化にも寄与する．

しかし，LBA 法の欠点としては，LC 法より真度や精度が劣る点や試薬費が安くない

点，試薬がない項目は当然ながら測定できない点などが挙げられる．また，病院経営

の観点から，使用頻度の低い検査項目は検査コスト削減のため外注へ切り替えること

もあるだろう．  

一方で，HPLC による定量分析は，半自動化された連続分析が可能である．MS を検

出器とした LC/MS 法が普及しているが，導入コストと特殊な機器操作や維持管理の

理由により，運用できる医療施設は限定される（Fig. 4）．  

 
Fig. 4 Methods for quantitative analysis of drug blood concentrations. 

 

日本病院薬剤師会が毎年行っている「病院薬剤部門の現状調査」の 2021 年 6 月の報

告 28）によると，TDM を実施している施設は 70.2%（2,332/3,320 施設）で，そのうち

TDM の測定を行っているのは，薬剤部門 12.3%（287/2,332 施設），検査部門 58.8%

（1,372/2,332 施設），外注 64.9%（1,513/2,332 施設）であった（Table 2）．この調査に

薬物血中濃度の定量分析法

リガンド結合法
（Ligand Binding Assay; LBA）

• 抗原抗体反応に基づく免疫学的
測定法（イムノアッセイ）

• 簡便かつ迅速に測定可能
• HPLC法より真度や精度に劣る

クロマトグラフィー
（LC/MS法など）

• 分離分析法
• 選択性や信頼性の高い測定が可能
• 特殊な機器操作が必要
• 導入コストと維持管理

ポンプ

溶離液

注入部
カラム 検出器

データ処理
装置

廃液

薬物

結合試薬B Enzyme

ELISA
（酵素免疫測定法）結合試薬A
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おいて，病床規模が大きいほど TDM 実施割合が高く，TDM の測定においては薬剤部

門で測定する割合は病床規模によらず 1 割程度と低く，その多くを検査部門や外注が

担っていることが分かる．ただし，本アンケート調査では，TDM 業務の大まかな実態

は把握できるが，TDM を実施している項目などの詳細は不明である．  

 
Table 2 Survey of the current status of hospital pharmacy departments in 2021 

 (n=3,320, response rate 40.4%). 
VIII. Therapeutic drug monitoring, 29. Measurement and analysis of TDM. 

  病床規模  

  20～49 50～99 100～299 300～499 500 以上  全体   

TDM の実施        

している  25.7% 49.1% 69.2% 87.7% 97.6% 70.2% 

していない  68.1% 46.6% 26.6% 10.2% 2.1% 26.3% 

TDM の測定        

薬剤部門  4.1% 12.5% 13.1% 9.2% 16.6% 12.3% 

検査部門  28.6% 31.0% 49.3% 77.4% 81.5% 58.8% 

外注  85.7% 75.6% 68.4% 57.6% 5.4% 64.9% 

TDM の解析        

薬剤部門  71.4% 64.2% 77.9% 92.2% 95.7% 82.5% 

検査部門  14.3% 11.1% 14.3% 9.4% 8.6% 11.8% 

外注  34.7% 29.5% 22.8% 10.2% 5.8% 18.1% 

This table was quoted and modified from a document of reference 28. 

 

2018 年に実施された全国の特定機能病院，臨床研究中核病院，がんゲノム医療中核

拠点病院またはがんゲノム医療連携病院（125 施設）を対象に行われたアンケート調

査 4)では，薬物血中濃度測定を行っている部署は，検査部（外注）が 79.3%（96/121 施

設），検査部（院内測定）が 77.7%（94/121 施設），薬剤部（院内測定）が 33.9%（41/121

施設），薬剤部（外注）が 13.2%（16/121 施設）であった．このアンケートでは TDM

を実施している薬物についても調査しており，バンコマイシンについては 100%

（121/121 施設）測定できているものの，ボリコナゾールは 82.6%，フェニトイン 80.2%，

カルバマゼピン 76.0%，ラモトリギン 45.5%，アミオダロン 56.2%，ミコフェノール酸

45.5%，イマチニブ 33.9%などでは，特定機能病院などにおいても TDM の実施が不十

分な実態が伺える．  

一方，急性中毒時の薬毒物分析については，2017 年に本邦の救急現場の医師に対し

て全国調査が行われ，1999 年に日本中毒学会により提言された「分析が有用な中毒起

因物質 15 品目」に関して，定量分析の結果が実際の患者管理に反映されているとは言

い難い現況が報告されている 29）．二次救急医療施設 95 施設と三次救急医療機関 151

施設の計 246 施設のうち，MS を用いた薬毒物血中濃度分析を実施している施設は 22
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施設（8.9%）のみであった．即日に定量結果が得られる項目は，テオフィリン（154 施

設，62.6%），バルビツール酸系薬物（77 施設，31.3%），アセトアミノフェン（45 施

設，18.3%）の 3 項目が 10%を超えており，それ以外の項目を測定できる施設は限ら

れている．これは全国的な HPLC-MS/MS や GC-MS の導入から約 20 年経過して，残

念ながらその維持管理が極めて困難である実態を示している．  

 

本研究の目的  

これまで個別化医療と定量分析法の歴史を振り返り，医療現場における薬物血中濃

度測定の現状を見てきた．臨床現場での TDM や急性中毒時の薬毒物分析において，

定量分析が必要であることは明白だが，その定量技術には迅速性・簡便性・経済性が

求められ，一般病院の多くは血中濃度分析を外部委託し，分析業務を縮小している現

状がある．LBA 法は検査項目の拡張性に劣り，HPLC-MS/MS や GC-MS は維持管理が

困難な実態がある．しかし，そもそも薬物血中濃度は，刻一刻と変化する臨床所見や

検査結果と併せてリアルタイムで考察することに臨床的な意味があり，迅速性を放棄

することは本末転倒ではないだろうか．あるいは，迅速に薬物血中濃度を測定できな

いことでかえって臨床的な意義を見出せなくなっているかもしれない．臨床的な意義

が低いと思われている検査項目を院内測定するために，設備投資と人件費をかける経

営者はいない．しかしながら，TDM や急性中毒時の薬毒物分析は，目の前の患者の投

与量の妥当性を科学的に検討する行為であり，これまで見てきたように薬学そして薬

剤師の使命の一つであろう．そのため，この問題と向き合わずに放置し続けることは，

医療の質の低下を招くだけでなく，薬剤師の自己喪失（ identity crisis）にも繋がりかね

ない．  

ここで著者は LBA 法や HPLC-MS/MS，GC-MS 法の欠点を補完する分析法として，

改めて HPLC-UV 法の可能性を考えた．HPLC-UV 法は，確かに医療現場における利用

は衰退しているが，今日においても分析初心者が扱いやすく安定性に優れた分析法で

あることもまた事実である．もし汎用性や簡便性，迅速性，検査項目の拡張性のある

プラットフォームを開発できれば，医療現場において HPLC-UV 法を再活用できるの

ではないだろうか．  

以上より，本研究では，一般病院でも導入可能なコスト等を加味して，簡便な前処

理と HPLC-UV 法を組み合わせた迅速な血中濃度定量分析法をプラットフォームとし

て構築した．第 1 章では本分析法の基礎的検討を行い，第 2 章では臨床研究として検

証を実施した．さらに検査項目の拡張性に関する追加検討として，第 3 章では，COVID-

19 の世界的流行のなかで治療候補薬であったファビピラビルの血中濃度測定法の開

発を実施した．さらに，第 4 章では，実際に当院の患者検体を用いてファビピラビル

の血中濃度を測定し，その変動因子について探索を行った．  
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第 1 章 多品目の薬物血中濃度定量を想定した実用的な HPLC 分析手順と装置の最

適化  

 

1.1 緒言  

 医療機関での薬物治療の実施に際して，使用する薬物の薬効と副作用の発現する濃

度域が接近している場合や，効果発現域の個体差（患者間差）が大きい場合は，投与

後の血中薬物濃度のモニタリング（TDM）を行い，患者個別に投与計画を最適化する

必要がある  16 -17),  30)．また，TDM を行うことが推奨される薬物治療においては，臨床

所見だけでは治療効果や副作用発現の予測が困難な場合があり，病院等の医療機関内

で迅速な TDM を実施することが有用である．  

しかしながら，血液や生体試料中の微量な薬物を選択的に検出し，かつ精度良く定

量するのは決して容易な技術ではない．この点に関して特に，医薬品開発段階の薬物

動態研究における生体試料中薬物濃度分析法（バイオアナリシス）のバリデーション

（bioanalysis method validation，BMV）に関するガイドラインが，日米欧でそれぞれ策

定・発行されている 31-35)．例えば日本の BMV ガイドラインでは，バイオアナリシス

のための分析手法として，「クロマトグラフィー（主に LC (or GC) /MS による手法）」

31,  32)と「リガンド結合法，ligand binding assay，LBA」33)が採用され，手法別にガイド

ラインが分かれている．前者の LC 法は，分離分析法であるため妨害成分の影響を受

けにくく，かつ薬物そのものを直接検出する定量法ゆえに，定量値の真度や精度が高

いという利点があり，特に低分子薬物の定量に適している．一方，後者の LBA 法は，

薬物（リガンド）に対して特異的に結合する結合試薬（抗体等）を利用して薬物を定

量する手法であり，放射免疫法（RIA），酵素免疫法（ELISA），時間分解蛍光免疫法

（TRFIA），電気化学発光免疫法（ECLIA）などの総称である．LBA 法は間接定量法で

あるため，LC 法よりは真度や精度が劣り，生体試料中の妨害因子にも注意を払う必要

があるが，分離操作が不要で多検体処理や迅速性に優れ，特に分子量の大きなペプチ

ドや構造の不均一なタンパク質製剤などの定量に適している．  

しかしながら，BMV ガイドラインは新薬開発時の臨床試験やトキシコキネティクス

試験のための指針であり，医療現場での薬物治療時の TDM を想定して策定されたも

のではない．視点を変えると，医療現場での TDM に適用できる血中薬物濃度定量法

は，迅速・簡便・経済的であることが特に重要であり，通常は BMV ガイドラインで保

証されるような高レベルの分析精度は要求されない．  

今日の医療現場における TDM の実施状況は，病院の規模や業務・経営状況に応じ

て様々である．しかし，自前の設備や人員で多少なりとも血中薬物濃度定量を十分に

実施できる病院は決して多くはない 4),  28-29 )．特に，BMV ガイドラインで主力の LC-

MS/MS による定量は，高額で精密な装置の購入・運用・保守管理が可能な施設でしか

行われていない 29)．一方，LBA 法については，臨床検査用の自動分析装置が TDM 用

の薬物測定キットと共に各社から多数市販されている 36)．これらの装置は BMV ガイ
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ドラインの策定以前に開発されたものであるが，半自動化されて操作性が良く，一般

病院での日常的な TDM 業務用としての基本性能を備えている．しかしながら，機器

本体のみならず試薬（抗体等），消耗品，人件費等のランニングコストを加味した結果，

実際は，血中濃度測定の大半の項目を院内測定ではなく外部委託して TDM を実施し

ている施設が数多くある 4),  28)．外部委託分析は便利ではあるが，測定結果を臨床へフ

ィードバックするまでに日数を要するため，  TDM 実施の「迅速性」が損なわれてし

まうのが大きな欠点である．このことは逆説的に，もし一般病院内でも多くの項目の

測定が可能な簡便な血中濃度定量法が構築できれば，外部委託費用が抑制できるだけ

でなく，TDM で得られた定量値および薬物動態解析結果の迅速なフィードバックによ

って，より有効で安全な薬物治療が提供できることを意味している．  

このような背景の元で，著者らは下記 1）～  4）を基本コンセプトとする院内測定

用の実用的な血中薬物濃度定量法の開発に着手した．  

1）一般病院の臨床検査技師や薬剤師が日常業務として扱える手法であること．  

2）高額で特殊な装置や試薬を必要としないこと．  

3）多品目の薬物に対して適用可能であり，前処理も含めてほぼ同一の手順で行う手法

であること．  

4）多検体処理を可能とする迅速性があり，将来的に半自動化が見込めること．  

今回，上述の要件を満たす具体案として，紫外可視（UV-Vis）吸光検出器と ODS シ

リカカラムを備えた逆相分配 HPLC システムを採用した．しばしば，HPLC 分析はマ

ニュアル操作が多く，初心者には扱いにくい専門的な装置と思われがちであるが，分

析条件さえ決まれば半自動化された連続分析が可能となる．また，LBA 法と比べて定

量値の真度や精度が高く抗体等の特殊試薬も不要であり，同一装置のままで分析対象

（薬物）の種類を増やすことも容易である．TDM への HPLC 法の適用については，臨

床的かつ経済的見地からその有用性や実用性を指摘する報告 37-38)も見受けられ，今後

の TDM 業務拡大のために期待されている分析法といえる．  

また， HPLC 用サンプルの前処理には，ろ過や除タンパク，限外ろ過，液 -液抽出，

イオン交換，固相抽出（ solid-phase extraction，SPE）などがあるが，今回，SPE 法でシ

リカモノリスを用いたスピンカラムを選択した．SPE 法は，試料のクリーンナップや

濃縮のための技術として広く利用されており，固体の表面に化学的に有機官能基を結

合している 21)．例えば，オクタデシル基を結合したカラムは逆相分配相互作用を利用

して疎水性の高い分析成分を抽出することができる．他にも極性の異なる様々な種類

の固相が市販されている．また，スピンカラムは，1）遠心処理による簡単な操作，2）

高い通液性が得られ高速処理が可能，3）少ない溶出量でも優れた再現性があること，

4）操作時間は 10 分以内に完了することから，臨床検体に用いるのに最適であり，本

コンセプトに適合すると判断した．  

このようにシリカモノリスを用いた前処理と分離分析を組み合わせるため，分析コ

ストには注意が必要であるものの，多剤を服用している臨床検体においても高い選択
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性が見込め，上記コンセプトを実現できると推察した．  

このような考えに基づいて，2018 年時点において，特定薬剤治療管理料 1 の算定が

可能な薬剤（TDM 対象薬）39)について，前処理も含めてほぼ同一の手順で HPLC を行

い，簡便・迅速に血中濃度を定量する手法を検討し，その適用範囲と性能について評

価した．  
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1.2 方法  

 

1.2.1 試薬  

本研究の被検薬物として，2015 年当時の特定薬剤治療管理料 1 の対象薬物群 52 品目（抗てん

かん薬 15 品目）のうち，治療濃度範囲の最小値が 0.1 µg/mL 以上であり，UV 吸収特性を有する

薬物24品目と，上記管理料対象外の1品目（pazopanib）を選択した．このうち，flecainide，lamotrigine，

methotrexate，phenobarbital，phenytoin，primidone，salicylic acid，sotalol については和光純薬工業

から，aminophylline，amiodarone，carbamazepine，ethosuximide，imatinib，lidocaine，mexiletine，

mycophenolic acid（mycophenolate mofetil の主要代謝物），propafenone，theophylline，voriconazole，

zonisamide については東京化成工業から，levetiracetam についてはフナコシから，disopyramide，

procainamid，equinidine についてはシグマ・アルドリッチジャパンから購入した．さらに経口分子

標的抗がん剤のうち，最小有効濃度（MEC）が 1 µg/mL 以上であり UV 吸収特性を有する薬物と

して，前出の imatinib と pazopanib（シグマ・アルドリッチジャパン）の 2 種類を選択した． 

実験用の超純水は，Mili-Q Reference-A+（Millipore SAS, France）で製造したものを使用し，上記

薬物の希釈液や後述の HPLC 移動相溶液の調製用として，アセトニトリル（HPLC 用，以下 CH3CN

と略す），1 mol/L 塩酸，塩化ナトリウム（以上，関東化学製），及び酢酸アンモニウム三水和物（和

光純薬工業製）を使用した． 

また，ヒト標準血清として，和光純薬工業製の「液状コントロール血清ⅠワコーC&C」を使用

した． 

 

1.2.2 逆相 HPLC 分析 

本実験の HPLC システムとして，日立ハイテクサイエンス製の高速液体クロマトグラフ

Chromaster（装置構成：5310 カラムオーブン，5210 オートサンプラー，5110 送液ポンプ，5430 ダ

イオードアレイ検出器）を使用した．分離カラムは，Merck 製の ODS モノリスカラムである

Chromolith HighResolution RP-18 endcapped (100 mm×4.6 mm I.D.) に同 guard column (5 mm×4.6 

mm I.D.) を接続して，逆相分配モードで使用した．移動相溶媒として，CH3CN（A 液）と 10 mM

酢酸緩衝液（pH 5，B 液）の二種類の溶液を送液ポンプ内で任意の割合で混合し，2.0 mL/min の

流速でイソクラティック送液した．A 液と B 液の混合比率は，溶質の被検薬物が分離カラムを素

通りせずかつ 3 分以内に溶出するように，薬物毎に検討・最適化した．試料溶液はスナップバイ

アル（0.3 mL 容，ジーエルサイエンス製）に入れて，オートサンプラーにて 20 µL の一定量を HPLC

装置に注入した．試料注入・分離後の溶出液の吸光度を 200 ~ 400 nm の範囲でモニタリングし，

薬物毎に設定した至適波長での吸光度値に基づいて，溶出ピーク面積の算出を行った．また，最

適化条件での HPLC クロマトグラムより，各薬物の保持係数（質量分布比：k’）を次式より算出し

た． 

𝑘𝑘′ = (𝑡𝑡𝑅𝑅 − 𝑡𝑡0) 𝑡𝑡0⁄  

ここで，tRは薬物の保持時間（min）であり，t0 は硝酸カリウムの素通り時間（min）とした． 
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1.2.3 固相抽出による前処理 

1.2.3.1 薬物標準溶液を用いる固相抽出手順 

 逆相 HPLC による薬物濃度定量に先立つ前処理手段として，SPE 法を検討した．SPE 用カラム

には，ODS シリカモノリスディスクを媒体とする遠心用スピンカートリッジである MonoSpin C18

（ジーエルサイエンス製）と，ODS 基とベンゼンスルホン酸基が共存する MonoSpin C18-CX（同）

の二種類を使用した．MonoSpin C18-CX は，疎水性相互作用とイオン交換作用が働くため，塩基

性薬物の分析に適している可能性を考慮して使用した．被検薬物は 50% CH3CN 水溶液で 1 mg/mL

に溶解してから，さらに超純水で 20 倍希釈して 50 µg/mL の標準溶液とした． 

 MonoSpin カートリッジへの通液は Eppendorf 製の 5415R 型卓上遠心分離機を用いて 5,000 rpm

（2,300×g），1 min の一定条件で行った．あらかじめ，CH3CN 500 µL と水 500 µL を順次通液して

コンディショニングした同カートリッジに，被検薬物の標準溶液（50 µg/mL）150 µL を通液して

薬物を固相ディスクに吸着させた．次に，水 500 µL を通液して固相ディスクを洗浄した後，任意

濃度の CH3CN 水溶液 150 µL を通液して，薬物を溶出・回収した．さらに，回収した溶出液のう

ち 20 µL を 1.2.2 記載の逆相 HPLC 分析に供した． 

 この前処理過程において，被検薬物毎に，吸着させるカートリッジの種類と，溶出液の組成

（CH3CN 濃度や塩濃度）の最適条件を検討・設定した． 

 

1.2.3.2 薬物添加血清を用いる SPE 前処理手順 

 前項で最適化した SPE 条件を用いて，薬物添加血清の前処理回収実験を行った．臨床検体（患

者血清）モデルとして，前項の被検薬物溶液（1 mg/mL）をヒト標準血清で希釈して，任意濃度の

薬物添加血清を薬物毎に調製した．続いて，前項で薬物毎に最適化された SPE 条件に基づいて，

各薬物添加血清 150 µL を MonoSpin カートリッジへ通液し，血清中の薬物を吸着・洗浄・溶出さ

せてから逆相 HPLC 分析に供した． 

 

1.2.4 定量バリデーション 

1.2.4.1 血清からの薬物の回収率と定量下限値の算出 

 各薬物の標準溶液及び添加血清（いずれも有効治療域内の最大濃度，もしくは 50 µg/mL）に対

して，それぞれ 1.2.3.1 項及び 1.2.3.2 項記載の手順で SPE 処理と HPLC 分析を行い，両者の薬物

ピーク面積比から，薬物添加血清からの SPE 回収率（%，n = 4）と SPE ファクター値（f：回収率

の逆数×100）を算出した． 

 また別途に，3 µg/mL の各薬物添加血清を調製し，SPE 処理後の HPLC クロマトグラム上の薬

物ピークの signal/noise（S/N）比より，各薬物の定量下限値（µg/mL，S/N = 5）を算出した． 

 

1.2.4.2 絶対検量線法による分析法バリデーション 

 各薬物について，有効治療域内の 3 点（最大，中間，最小）濃度を決定し，各濃度の薬物標準

溶液と薬物添加血清をそれぞれ調製した．その上でまず，薬物標準溶液を（SPE 処理を行わずに）

直接 HPLC に注入し，薬物濃度に対するピーク面積値のプロットより定量用の絶対検量線を作成
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した．その際，3 点濃度値を最小二乗法（1 次関数）でフィッティングした 3 点検量線と，最大濃

度値と原点を結んだ 1 点検量線の二種類を作成した． 

 次に，上述の 3 点濃度または任意濃度の薬物添加血清について SPE 処理と HPLC 分

析を行い，得られたピーク面積値に f 値（1.2.4.1 を参照）を乗じてから，各検量線を

用いて血中濃度値を算出し，繰り返し測定（n = 4）に基づく本法の分析法バリデーシ

ョンを行った．具体的には，それぞれの検量線を用いた場合について，各薬物の 3 点

濃度における真度（accuracy; %）と併行精度（ repeatability; RSD%,）を同一日内の定量

値より評価し，さらに測定日の異なる三日間の定量値より室内再現精度（ intermediate 

precision; RSD%）を評価した．  
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1.3 結果  

 

1.3.1 各薬物の逆相 HPLC/UV 検出条件の最適化  

本研究で構築した HPLC システムにおいて，薬物毎に最適化した分析条件（移動相中の CH3CN

比率，UV 検出波長）と保持挙動（保持時間，k’）の一覧表を Table 1-1 に示した．各薬物の親疎水

性の差異に応じて移動相中の CH3CN 比率（%）が異なるが，すべての薬物に対して 3 分以内に保

持・溶出できる移動相条件をそれぞれ決定することができた．具体例として，CH3CN 比率が 25%

で同一であった 7 品目の薬物について比較したクロマトグラムを Fig. 1-1 に示した．すべての薬

物が素通りせずに保持されながら，3 分以内に溶出して検出できていることがわかる．なお，この

条件では，7 品目中 5 品目の薬物の保持時間が 1.5 分前後（k’ = 1 付近）でほぼ同時に溶出してい

るが，本研究では 1 薬物毎の定量分析を想定（多剤同時服薬の想定を除外）しているため，保持

時間の接近するこれらの薬物を相互分離するための移動相組成や送液条件の検討は，今回行わな

かったことを付記する． 

 

Table 1-1  Optimized HPLC conditions and SPE conditions for medicinal drugs. 
Medicinal drug a)  Optimized HPLC condition  Optimized SPE condition 

No
. Name  

CH3CN 
% in 

solvent 

UV 
wavelength 

/nm 

Retention 
time/min k’ 

 Cartridge type CH3CN % 
 in eluate 

NaCl mM 
in eluate  C18 C18-CX 

1 carbamazepine   40 280 1 .36 0 .53  ○  -  50 0 
2  e thosuximide   10 205 2 .59 2 .50  ×  ×  -  - 
3  lamotr ig ine   25 220 1 .43 0 .93  ○  -  50 0 
4  leve t i race tam  10 205 1 .40 0 .89  ×  ×  -  -  
5  phenobarbi ta l   25 220 2 .01 1 .72  ×  ×  -  -  
6  phenytoin   40 220 1 .40 0 .89  ○  -  50 0 
7  pr imidone   25 220 1 .18 0 .59  ○  -  50 0 
8  zonisamide   25 240 1 .53 1 .07  ×  ×  -  -  
9  amiodarone   100 240 1 .98 1 .68  ×  ×  -  -  
10 disopyramide   25 220 1 .49 1 .01  ×  ○  40  1000 
11 f leca inide   40 220 1 .34 0 .81  ○  -  50 0 
12 l idocaine   25 220 1 .41 0 .91  ×  ○  40  1000 
13 mexi le t ine   25 210 1 .52 1 .05  ×  ○  40  1000 
14 procainamide   10 280 1 .12 0 .26  ×  ○  20  1000 
15 propafenone   40 220 1 .58 1 .14  ○  -  50 0 
16 quinidine   30 240 1 .17 0 .58  ○  -  50 0 
17 sota lol   10 220 1 .29 0 .74  ×  ○  20  1000 
18 aminophyl l ine   10 280 1 .33 0 .49  ×  ×  -  -  
19 theophyl l ine   10 280 1 .32 0 .48  ×  ×  -  -  
20 voriconazole   40 260 1 .77 0 .99  ○  -  50 0 
21 sa l icyl ic  ac id   10 220 1 .51 1 .04  ×  ×  -  -  
22 mycophenol ic  

ac id  
 40 220 1 .45 0 .96  

○  -  50 0  

23 imat inib   30 260 1 .60 0 .80  ○  -  50 0 
24 methotrexate   10 300 1 .53 0 .72  ○  -  20 0 
25 pazopanib   35 300 1 .76 1 .20  ○  -  40 0 

a) antiepileptic drug: No.1～8; antiarrhythmic drug: No.9～17; theophylline formulation: No.18&19; triazole antifungal agent: No.20; 
salicylic acid series: No.21; immune-suppressive agent: No.22; anticancer drug: No.23～25. 
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Fig. 1-1 Comparison of reversed-phase HPLC chromatograms of seven different drugs under a fixed 
mobile-phase condition at aqueous 25% CH3CN (pH 5). 
The number on each chromatogram corresponds to that of each drug shown in Tabel 1 ; No. 3, lamotrigine 
(detected at 220 nm) ; 5, phenobarbital (at 220 nm) ; 7, primidone (at 220 nm) ; 8, zonisamide (at 240 nm) ; 
10, disopyramide (at 220 nm) ; 12, lidocaine (at 220 nm) ; 13, mexiletine (at 210 nm). 
 

1.3.2 各薬物の SPE 前処理条件の最適化 

25 品目の薬物の標準溶液を用いて，MonoSpin カートリッジによる SPE 処理の適用の可否と条

件最適化を行った結果を（前項と同じ）Table 1-1 に併記して示した．まず始めに，すべての薬物

に対して ODS 基を有する C18 カートリッジに通液したところ，吸着・洗浄（水）・溶出（含水

CH3CN）の操作を経てほぼ 100 %再回収できた薬物は，全 25 品目のうち 12 品目であった．次に，

残りの薬物に対してカチオン交換基と ODS 基をミックスした C18-CX カートリッジを適用したと

ころ，親水性の高い 5 品目の塩基性薬物については，吸着・洗浄後の溶出液（含水 CH3CN）に 1 

M（1000 mM）の NaCl 水溶液を加えることでほぼ 100 %再回収できることを確認した．なお，こ

の溶出液は，医療用の生理食塩水と CH3CN の混液でも代替可能であることを別途確認している． 

計 17 品目（12 品目 + 5 品目）の薬物に対する適切な SPE カートリッジの種類と，吸着・洗浄

後の溶出液の最適組成（CH3CN %と塩濃度）を Table 1-1 にまとめて示した． 

 

1.3.3 血清中の各薬物の SPE 処理による回収効率 

 前項（1.3.2）の 17 品目の薬物についてそれぞれ任意濃度の薬物添加血清を調製し，前項にて最

適化した条件でそれぞれ SPE 前処理を行い，血清からの各薬物の回収効率を比較検討した．血清

への薬物添加濃度は，各薬物の有効治療域のほぼ最大濃度の値を設定して実験した． 

 Table 1-2 に示した通り，大半の薬物は（前項の標準溶液の場合と同様に）SPE 処理により血清

中からも高い回収率（77 ~ 110 %）で回収されており，繰り返し精度（RSD%, n = 4）も良好であ

った．これらの薬物では，Fig. 1-2 のクロマトグラムの事例（phenytoin（No.6）添加血清の SPE 処

理液）のように，各薬物の検出・定量を妨害する血清由来成分は認められなかった．  
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 なお，Table 1-2 の薬物のうち，No.7 と 24 を除く 15 品目の薬物については回収率の再現性（RSD%）

が良好であったため，1.2.4.1 項記載の式で SPE ファクター（f，回収率が 100 %の時 f = 1.00 とな

る）をそれぞれ算出した． 

 また別途，各薬物 3 µg/mL 添加血清の SPE 処理後の HPLC クロマトグラムより各薬物の定量下

限値（LLOQ; µg/mL）を算出したところ，0.10～1.48 µg/mL の範囲であり，各薬物の TDM を実施

する上で本法は十分な定量感度が確保できていると判断できた． 

 

Table 1-2  Recovery efficiency of drugs from serum on SPE treatment. 
Medicinal drug  Recovery efficiency on SPE treatment 

No. Name Conc. in serum 
(µg/mL)  Recovery rate a) 

(%) RSD (%) SPE factor f LLOQ b) 

 (µg/mL) 

1 carbamazepine 20  96.6 3.0 1.04 0.14 

3 lamotrigine 20  94.3 5.3 1.06 0.10 

6 phenytoin 20  87.9 2.3 1.14 0.33 

7 primidone 50  52.7 45.6 - -  

10 disopyramide 5  77.2 2.0 1.30 1.05 

11 flecainide 5  92.2 3.7 1.09 0.35 

12 lidocaine 10  84.9 4.0 1.18 1.13 

13 mexiletine 5  87.0 5.3 1.15 0.54 

14 procainamide 10  95.5 3.4 1.05 0.16 

15 propafenone 5  90.8 2.5 1.10 0.88 

16 quinidine 5  100.0 1.2 1.00 0.17 

17 sotalol  10  110.5 1.9 0.90 0.97 

20 voriconazole 5  108.5 2.6 0.92 0.66 

22 mycophenolic acid 20  42.0 4.5 2.38 1.48 

23 imatinib 5  87.2 2.0 1.15 0.47 

24 methotrexate 50  4.8 14.1 - -  

25 pazopanib 40  95.3 5.4 1.05 1.16 

a) Average value (n = 4). 
b) LLOQ: Lower Limit of Quantification. 
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Fig. 1-2 Comparison of reversed-phase HPLC chromatograms of SPE eluate of human serums with or without 
added phenytoin. 
A : Phenytoin (20 µg/mL) standard solution untreated with SPE. B : SPE eluate of blank (drug-free) serum. C : 
SPE eluate of serum with added phenytoin (20 µg/mL). Recovery rate of phenytoin on the SPE treatment : 
87.9 % ; SPE factor of that: 1.1372 (see Table 2). 
 

1.3.4 絶対検量線法による各薬物の血中濃度定量のバリデーション 

 本法の薬物血中濃度の定量は Fig. 1-3の手順で行った．まず，被検薬物の標準溶液についてHPLC

を行い，1 点検量線を作成する（Step 1）．次に，被検血清試料を SPE 処理し，処理液について HPLC

を行い，クロマトグラム上の薬物ピーク面積に SPE ファクター（f）値を乗じて，その値（SPE で

の回収誤差を補正した値）を 1 点検量線に当てはめて被検血清試料中の薬物濃度を決定する（Step 

2）． 

最後に，前項（1.3.3）および Table 1-2 で SPE 回収率とファクターを算出した 15 品目の薬物に

ついて，3 点検量線もしくは 1 点検量線を用いた場合の，有効治療濃度域内の 3 濃度血清試料に

対する本法の定量バリデーションを行なった．Table 1-3 に示したように，3 点検量線による絶対

検量線法を（No. 23 と 25 を除く）13 品目に適用したところ，真度は No.12 の 1 µg/mL 以外の項目

は±15%以内を満たし，No.12 の 1 µg/mL は定量下限付近であり±20 %以内は満たしている．併行

精度と室内再現精度の各値は，全て 15%以内であった．また，1 点検量線による絶対検量線法を

全 15 品目に適用したところ，いくつかの薬物（No. 10, 12, 13）の最小有効濃度の真度が 3 点検量

線時と比べてやや低下する傾向が見られ，統計的に有意差を認めた（p＜0.05）．しかしながら，多

くの項目では真度は±15%以内を満たしている．一方，併行精度と室内再現精度に関しては，3 点

検量線と 1 点検量線で有意差を認めず，No. 17 の 2 µg/mL 以外は±15%以内は満たし，No. 17 の 2 

µg/mL 以外も±20 %以内は満たしている． 
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Table 1-3 Accuracy and precision of the present quantification method for fifteen different drugs. 
Medicinal drug  Calibration with 3 different conc. levels  Calibration at only 1 conc. level 

No
. Name 

Conc. in 
serum 

(µg /mL) 
 Accuracy 

(%) 
Repeatability 

(RSD%) 

Intermediate 
precision 
(RSD%) 

 Accuracy 
(%) 

Repeatability 
(RSD%) 

Intermediate 
precision 
(RSD%) 

1 carbamazepine  2 
10 
20 
 

 99.2  
98.5  

101.5  

1 .9  
2 .3  
4 .0  

6 .9  
2 .5  
3 .0  

 98.6  
102.3  
100.0  

6 .0  
1 .5  
3 .0  

4 .6  
2 .7  
3 .0  

3  lamotr ig ine  2 
10 
20 
 

 99.7  
102.1  
104.7  

4 .4  
4 .4  
4 .9  

8 .8  
3 .0  
3 .3  

 95.8  
97.8  
98.6  

3 .1  
3 .3  
5 .4  

4 .3  
2 .5  
3 .0  

6  phenytoin  2 
10 
20 
 

 101.0  
102.9  
100.0  

7 .7  
5 .9  
2 .3  

3 .4  
2 .5  
3 .9  

 100.2  
102.8  
100.0  

7 .7  
5 .9  
2 .3  

4 .1  
1 .4  
3 .7  

10 disopyramide  1 
2 
5 
 

 105.1  
105.6  
105.5  

4 .9  
2 .8  

10.3  

9 .4  
12.3  
2 .6  

 77.2  
78.1  

100.0  

3 .3  
4 .5  
2 .0  

10.8  
6 .3  
2 .2  

11 f leca inide  0.5 
2 
5 
 

 95.3  
91.4  

100.3  

1 .6  
2 .6  
3 .7  

4 .9  
2 .1  
2 .8  

 90.2  
95.2  

104.9  

4 .4  
4 .6  
0 .5  

1 .4  
3 .0  
2 .9  

12 l idocaine  1 
5 

10 
 

 81.1  
99.2  

103.0  

1 .9  
5 .5  
4 .0  

6 .3  
2 .5  
2 .2  

 70.2  
95.3  

100.0  

4 .3  
1 .4  
4 .0  

9 .9  
2 .4  
1 .8  

13 mexi le t ine  0.5 
2 
5 
 

 100.8  
105.0  
111.9  

7 .3  
7 .2  
1 .4  

9 .4  
10.4  
8 .3  

 84.0  
101.9  
111.6  

8 .9  
7 .5  
1 .4  

7 .6  
12.4  
8 .9  

14 procainamide  2 
5 

10 
 

 102.2  
103.0  
100.6  

1 .1  
1 .3  
1 .3  

10.2  
4 .8  
1 .5  

 93.1  
101.1  
101.0  

1 .2  
1 .4  
1 .3  

0 .3  
2 .3  
1 .0  

15 propafenone  0.5 
2 
5 
 

 99.7  
107.6  
108.2  

8 .9  
4 .3  
3 .3  

6 .4  
5 .7  
5 .2  

 100.2  
94.0  

100.0  

3 .1  
1 .1  
2 .5  

2 .1  
6 .6  
5 .3  

16 quinidine  1 
2 
5 
 

 102.1  
93.6  

102.8  

2 .5  
0 .7  
1 .8  

5 .6  
3 .0  
1 .4  

 89.8  
88.8  

103.1  

3 .0  
0 .7  

1 .85 

2 .8  
2 .5  
1 .5  

17 sota lol  2 
5 

10 
 

 104.3  
104.8  
100.3  

3 .9  
0 .9  
3 .4  

11.1  
8 .5  
4 .8  

 106.9  
99.7  
95.9  

2 .4  
2 .3  
2 .5  

15.8  
9 .5  
4 .6  

20 voriconazole  1 
2 
5 
 

 111.3  
101.0  
100.2  

1 .6  
1 .8  
2 .6  

4 .1  
3 .1  
0 .7  

 91.9  
90.0  
95.2  

1 .7  
1 .1  
2 .1  

2 .2  
1 .4  
1 .6  

22 mycophenol ic  
ac id  

1 
5 

20 
 

 106.2  
110.2  
99.7  

2 .5  
3 .3  
4 .5  

8 .5  
1 .5  
2 .1  

 119.1  
105.8  
97.9  

5 .2  
4 .5  
8 .2  

0 .3  
3 .1  
2 .2  

23 imat inib  1 
2 
5 
 

 -  
-  
-  

-  
-  
-  

-  
-  
-  

 92.7  
97.2  

104.9  

6 .9  
1 .6  
2 .0  

11.1  
11.8  
6 .7  

25 pazopanib  5 
20 
40 
 

 -  
-  
-  

-  
-  
-  

-  
-  
-  

 96.0  
100.9  
104.9  

4 .1  
4 .3  
1 .8  

6 .0  
5 .4  
9 .4  

Accuracy (%) was calculated from the data of quadruplicate samples (n = 4) at a given concentration of each drug; 
Repeatability (RSD%) was also from quadruplicate samples (n = 4); Intermediate precision (RSD%) was calculated over a 
series of three analyses on different days (3 days). 
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Fig. 1-3 Schematic procedure of the present method for in-hospital quantitation of a blood level of a 
medicinal drug. 
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1.4 考察 

本研究の HPLC システムは，院内測定用としての実用性と経済性を重視し，かつオペレーター

が分析に不慣れな医療関係者であることも考慮した上で，構築した．HPLC 装置本体は，最も一般

的で扱いやすく安定性に優れる UV 検出器を備えたコンベンショナルな分析システムとして構成

した．UV 検出波長は薬物ごとに最適化した．分離モードは，薬物の適用範囲が最も広く高理論段

が期待できる「ODS シリカ固定相を用いる逆相分配モード」を選択した．分離カラムは，一般的

な微粒子充填カラムよりも低背圧で，気泡や汚れ詰まりが抜けやすく，ガードカラムの交換が容

易な一体成形型の ODS シリカモノリスカラムを採用した．移動相溶媒は，CH3CN（A 液）と 10 

mM 酢酸緩衝液（pH 5，B 液）の二種類のみとし，両溶液を送液ポンプ内で任意の割合で混合し，

2.0 mL/min の流速でイソクラティック送液した．A 液と B 液の混合比率は，溶質の被検薬物が分

離カラムを素通りせずかつ 3 分以内に溶出するように，薬物毎に最適化した． 

 今回，1.2.1 項記載の基準に基づいて選択した特定薬剤治療管理料の対象薬（24 品目）に経口分

子標的抗がん剤 pazopanib を加えた計 25 品目について，どの薬剤も本 HPLC システムによる基本

的な分析条件を構築することができた．Fig. 1-1 においては各薬物の代謝物の分離を考慮していな

いが，今回の定量は各薬物の未変化体の濃度定量に限定して HPLC 条件を最適化している．この

分離条件下では，薬物の未変化体と官能基変化を伴う代謝物は，共存したとしても十分に分離す

る性能を有していると考えている．しかしながら，臨床現場では多剤併用する患者が多くいるた

め，各分析法に関する選択性の検討は引き続き実施していく必要がある． 

 一方で，25 品目の薬物について，HPLC 分析に先立つ固相抽出（SPE）前処理条件を検討した．

SPE 用の使い捨て固相カートリッジとしては，遠心用スピンカートリッジである MonoSpin を選

択した．このカートリッジの特徴は，1) 固相媒体がロット差の小さなシリカモノリスディスク，

2) 微量の試料（血清 150 µL）処理に最適のサイズ，3) 吸着・洗浄・溶出などの通液操作を全て遠

心分離で行うため，一定条件下での多検体処理ができる，等であり，本研究の用途に最適であっ

た． 

しかし，いくつかの薬物では回収不良の事例も見られた．例えば，methotrexate（No.24）の回収

率は 4.8%であった．また，primidone（No.7）は回収率が低い（52.7%）だけでなく，RSD%が不良

（45.6%）であった．その理由の一つとしては，これらの薬物と血清タンパク質との結合が強い可

能性が考えられる．この点に関して事前の予試験において，imatinib（No.23）と pazopanib（No.25）

にも類似の挙動が認められたため，両薬物については SPE 処理手順の若干の改善を試みた．具体

的には，まず，薬物添加血清 150 µL に同量の 30% CH3CN 水溶液を加えてあらかじめ希釈（薬物

のタンパク結合を緩める）してから，全量 300 µL を SPE カラムへ通液し，所定の処理を行った．

Pazopanib の事例では，この希釈操作により SPE 回収率が劇的に改善した（希釈なし：30% → 希

釈あり：95%）．Imatinib では希釈ありの場合で回収率の再現性（RSD%）が向上した．なお，今の

ところこの改良手順は両薬物のみでしか検討していないが，回収率の悪かった No.7, 22, 24 等の薬

物においても同様の効果が得られる可能性があると考えている． 

本章で構築した院内測定を前提とする実用的な薬物定量法の手順を Fig. 1-3 に示したが，この

定量法の主な特徴は以下の通りである． 
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1）内標準法ではなく，絶対検量線法であること． 

2）検量線用の標準液として，被検薬物の標準溶液を SPE 処理を行なわずに HPLC に注入するこ

と． 

3）検量線は，各薬物の有効治療域内の最大濃度の 1 点検量線とすること． 

通常，HPLC 定量において測定精度を重視する場合は「多点検量線による内標準法」が用いら

れるが，本法のように前処理で SPE を行う場合，適切な内標準物質（IS）の選定は難しく，全て

の被検薬物の安定同位体標識体を IS として用意するのは現実的ではない．また，検量線用の標準

液は管理が容易で扱いやすいことが重要であり，実用性の観点からその点数は少ないほど望まし

い． 

 なお，この方法では，被検薬物の SPE 回収率をほぼ 100 %にできれば，SPE ファクター（f）値

で補正する必要がなくなり，定量がより簡略化する．従って，pazopanib（No.25）の事例のように，

各薬物の SPE 処理条件は詳細に検討・最適化しておくことが肝要である． 

 本研究ではヒト標準血清を用いたが，患者血清は用いておらず，実臨床においても応用が可能

かどうかは検討できていない．さらに，3 点検量線と 1 点検量線で真度に違いがあった点には注

意し，1 点検量線を用いた絶対検量線法が実臨床検体で十分に実用性があるかどうかも検討する

必要がある．しかしながら，本法は定量値の真度や繰り返し精度の両面で，院内 TDM 実施のため

の実用的な測定法として十分な性能を有していると判断することができ，臨床検体による検討を

行う価値があると考える． 
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1.5 小括 

医療機関における血中薬物濃度定量に基づく治療薬物モニタリング（TDM）の実施は，投与さ

れた薬物の治療効果や副作用を見極めるうえで重要であるが，その定量分析法は薬物ごとに異な

り，複雑な前処理や特殊な試薬・機器類が必要な手法も多いため，医療機関内での TDM 業務は決

して容易ではない． 

今回，多品目の薬物に対して，ほぼ同一手順の前処理操作と単一装置での HPLC 分析を行う，

迅速で実用的な血中濃度定量法を考案した．具体的には，まず薬物ごとに，遠心用スピンカート

リッジを用いる前処理（固相抽出）条件と，逆相 HPLC-UV 検出条件を最適化した． 

さらに，各薬物添加血清を用いて上述の前処理と HPLC を行い，血清からの薬物回収率を補正

したうえで，薬物標準液を用いる絶対検量線法に基づく定量法として最適化した． 

本法は 15 品目の薬物の血中濃度定量に適用でき，各薬物の定量下限値は 0.1〜1.5 μg/mL の範囲

であった．各薬物の治療有効濃度領域内での定量バリデーションも良好であり，本法は，病院の

常勤スタッフ（臨床検査技師や薬剤師）が日常的に実施する院内測定法として有用と考えられる． 

この結果を踏まえて，第 2 章では，当院倫理委員会の承認を経て，上記薬物血中濃度測定法を

用いて院内での実証研究を行った． 
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第 2 章 HPLC-UV プラットフォームによる TDM 対象薬の院内定量の実施および定

量性能評価  

 

2.1 緒言  

臨床現場の TDM 業務における薬物血中濃度測定法は，精度や迅速性，検査コスト

などの観点から考慮される．多品目の薬物血中濃度の定量分析法は，LBA 法と LC 法

に大別される 40,  41)．LBA 法（特にイムノアッセイ）は，薬物血中濃度測定だけでな

く，他の生化学検査等も測定できる自動分析装置として普及し，本邦でも多くの病院

が導入している．しかし LBA 法は，標的薬物（リガンド）に特異的に結合する抗体等

を利用して間接的に血中濃度を定量するため，抗体の交差反応によって LC 法よりも

真度や精度が劣る点が問題となる 40)．また，当然ながら対応する抗体を持たない薬物

の定量分析には適用できない．一方の LC 法は，クロマトグラフィー分離後にオンラ

イン検出器を用いて対象薬物の血中濃度を直接定量する方法なので，LBA 法よりも定

量値の真度と精度が高いという利点がある 41)．  

TDM を実施するための HPLC プラットフォームの中で，タンデム質量分析計を備え

た HPLC-MS/MS は，感度や選択性，汎用性の面で優れた性能を有している 40)．さら

に，最近では臨床検査室での HPLC-MS/MS の応用の報告も増えている 42-45)．しかし，

HPLC-MS/MS 装置の導入と維持管理に高いコストがかかるため，本邦においては

HPLC-MS/MS 法はあまり使用されていない 29)．したがって，LBA 法の装置や HPLC-

MS/MS 装置も持たない病院では，分析結果を得るまでに時間のかかる外注に頼らざる

を得ない 4,  28)．  

このような HPLC-MS/MS の限界に直面すると，UV 検出器を備えた HPLC-UV の実

用的価値が再認識され，臨床現場での TDM における利用が再注目される．例えば土

下らは，抗不整脈薬の TDM に際して HPLC-UV を用いた病院内での定量分析業務を実

施し，臨床的にも経済的にも有用であることを報告している 37)．また，数種類の抗菌

薬の TDM をターゲットとしたシンプルで経済的な HPLC-UV 法の有用性も報告され

ている 46-47)．しかしながら，これら報告の HPLC 条件（前抽出手順，分離カラム，移

動相溶媒の流速や組成，検出 UV 波長など）は薬剤毎に異なっており，複数の薬剤を

分析するための一つの HPLC プラットフォームとしては確立できていない．そのため，

対象薬剤毎にその都度 HPLC 条件を再設定することが分析担当者の負担となり，HPLC

による分析自体を断念してしまう．  

このような現状を踏まえ，著者らは，第 1 章において，多品目の薬物の血中濃度を

院内で迅速に測定するための実用的な HPLC プラットフォームを開発した．このプラ

ットフォームは，使い捨ての遠心分離カートリッジを使用して血清中の薬物を容易に

固相抽出し，その後，逆相（RP）HPLC-UV 装置を使用して迅速に定量するものであ

る．このプラットフォームは，ほぼ同じ手順で，分析カラムや移動相の変更のない同

じ HPLC-UV 装置を用いて，15 種類の薬物（カルバマゼピン［CBZ］，フェニトイン
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［PHT］，ラモトリギン［LTG］，ジソピラミド，フレカイニド，メキシレチン，リドカ

イン，メキシレチン，プロカインアミド，プロパフェノン，キニジン，ソタロール，

ボリコナゾール［VRCZ］，ミコフェノール酸，イマチニブ，パゾパニブ）の血中濃度

定量に適用できることを実証した．しかしながら，これらは実臨床検体を用いた検討

ではなく，前処理条件や HPLC 条件に修正が必要かもしれない．  

本章では，この実用的な HPLC-UV プラットフォームを用いて，当院における 5 種

類の薬剤（CBZ，PHT，LTG，VRCZ およびバンコマイシン［VCM］）について，臨床

検査技師および薬剤師が日常業務と並行して使用し，実臨床検体を用いてプラットフ

ォームの改良を行った．VCM は第 1 章で検討した以外の薬剤ではあるが，臨床現場の

TDM で数多く使用される薬物の一つであり，追加検討する価値があると考えた．さら

に，本法以外の血中濃度定量法として，通常業務として院内の自動分析装置（cobas®）

による測定と外注（HPLC-MS/MS）による測定も行い，本法で得た薬物定量値と cobas

および HPLC-MS/MS での検査結果を比較評価した．  
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2.2 方法  

 

2.2.1 試薬・医薬品  

PHT，LTG，VCM および酢酸アンモニウム三水和物は，富士フイルム和光純薬から

購入した．CBZ と VRCZ は東京化成工業から購入した．アセトニトリル（CH3CN；

HPLC 用）は，関東化学株式会社から購入した．滅菌精製水は，光製薬から購入した．

本定量法のバリデーションには，富士フイルム和光純薬のヒト標準血清（Normal human 

serum; NHS）を使用した．  

 

2.2.2 患者血清  

本研究では，医師が通常診療でオーダーした一般生化学検査後に回収された患者の

残余血清を使用した．血清は，北信総合病院で CBZ，PHT，LTG，VCM，VRCZ の治

療を受けた患者から得たものである．本研究は，同院の倫理委員会の承認を得て実施

した（受付番号：2016004）．本研究は，残余血清を用いた研究であり，2016 年当時の

本邦の倫理指針に基づき，対象となる患者から直接同意を受けずに実施したが，あら

かじめ研究内容に関して文書で院内に公開し，患者自身が拒否できる機会を設けた（オ

プトアウト）．  

 

2.2.3 SPE カートリッジと SPE プロトコルの最適化  

患者血清中の各薬物濃度の HPLC 分析前の SPE 処理には，モノリス型 C18-シリカ

ディスク内蔵遠心式スピンカートリッジ MonoSpin C18（ジーエルサイエンス製）を使

用した．MonoSpin カートリッジは，使用前に CH3CN と水をそれぞれ 500 µL ずつ順次

通過させて前処理を行った．遠心分離機（Himac CT15E；工機ホールディングス）を

用いて 5,000 rpm（2,400×g）1 min で遠心分離し，各溶液をカートリッジに通液した．

前処理したカートリッジを用いた SPE 操作の詳細は以下の通りである．  

1) 患者血清を DISMIC 13HP シリンジフィルター（0.45 µm; ADVANTEC 製）でろ過

し、ろ過した血清（150 µL）を MonoSpin C18 カートリッジにロードし，3 分間遠

心分離を行った．  

2) 水（500 µL；洗浄液）を 2 分間遠心分離してカートリッジに通した．  

3) CH3CN を含む水溶液（150 µL；溶出液）を 1 分間遠心分離してカートリッジに通

し，薬物を含む最終溶出液を試験管に採取して，その後の HPLC 分析に使用した．  

事前検討において，第 1 章のプロトコルのまま患者血清をカートリッジに通液する

と目視上明らかに通液が不十分で，測定結果のばらつきも認めたためメンブランフィ

ルターを用いた点を付記する．  

各薬剤（CBZ，PHT，VCM，LTG，VRCZ）の血中濃度を定量するための最適化した

SPE 法プロトコルを Fig. 2-1 に模式的に示す．  
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Fig. 2-1 Schematic of the present quantification method of drug levels in patient sera. 

 

2.2.4 HPLC 装置と HPLC 条件の最適化  

HPLC 分析は Chromaster システム  (日立ハイテクサイエンス製 ) を用いて実施した．

本システムは，5310 カラムオーブン，5210 オートサンプラー，5110 ポンプ，5430 ダ

イオードアレイ検出器から構成されている．各薬物（PHT，LTG，VCM，CBZ，VRCZ）

の RP-HPLC 分離は，ガードカラム（内径 5 mm×4.6 mm）を備えた Chromolith 

HighResolution RP-18 カラム（100 mm×4.6 mm i.d.; メルク製）を用いて 30℃で実施

した．HPLC 分析の移動相溶媒は，A 液（CH3CN）  と  B 液（10 mM 酢酸緩衝液 , pH 

5.0）の 2 種類の溶液を送液ポンプ内で任意の割合に混合し，イソクラティック溶出ま

たはグラジエント溶出を行った．例えば，CBZ を含む血清（注入量：20 µL）を分析す

る際は，混合溶媒（A：B＝40：60，v/v）により 2.0 mL/min の流速で 3 分かけてイソ

クラティック送液し，溶出液中の CBZ を 280 nm の紫外線吸収により検出した．5 種

Drug std. solution
(a µg/mL)

→ PA1
PA1

Pe
ak

 a
re

a 
(P

A)

Conc. (µg/mL)
a

HPLC/UV

20 µL

HPLC/UV

20 µL of 
eluate

Patient serum 
Containing drug (x µg/mL)

150 µL 500 µL 150 µL

Water

MonoSpin
C18 cartridge

Eluting solvent*

“Adsorption” “Washing” “Elution/Desorption”

→ PA2

PA2×SPE f

x (µg/mL)

STEP 1: Preparation of one-point calibration plot for quantitation of a target drug

STEP 2: SPE treatment and subsequent HPLC analysis of drug levels in patient sera

* Eluting solvent for CBT, PHT, LTG, and VRCZ: aq.50% CH3CN
Eluting solvent for VCM: aq.30% CH3CN

(0.45 µm Filtration)

3 min 2 min 1 min
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類の薬物の最適化された HPLC 条件の詳細は，Table 2-1 に示し，VCM はグラジエン

ト溶出を行いその詳細を Table 2-2 に示す．  

Table 2-1 Optimized RP-HPLC conditions for drug quantification. 

Drug a) 

Mobile phase condition UV Detection 

wavelength 

(nm) 
Elution program & solvent composition b) 

Flow rate 

(mL/min) 

CBZ Isocratic elution of 40% A, for 3 min 2.0 280 

PHT Isocratic elution of 40% A, for 3 min 2.0 220 

VCM Linear gradient elution (See Table 2-2) 2.0 235 

LTG Isocratic elution of 25% A, for 3 min 2.0 210 

VRCZ Isocratic elution of 40% A, for 3 min 2.0 254 
a) CBZ: carbamazepine, PHT: phenytoin, VCM: vancomycin, LTG: lamotrigine, VRCZ: 

voriconazole. 
b)  Each mobile-phase solvent is a mixture of solvent A (CH3CN) and solvent B (10 mM 

acetate buffer, pH 5). 

 

Table 2-2 HPLC conditions for VCM. 

The mobile phase, consisting of solvent A (CH3CN) and solvent B (10 mM acetate buffer, pH 

5), was delivered at 2.0 mL/min in gradient mode. 

Time (min) %A %B 

0 5 95 
3.0 30 70 
3.1 60 40 
4.5 60 40 
4.6 5 95 
7.0 5 95 

 

 

2.2.5 分析法バリデーション  

各薬剤の添加血清（CBZ，PHT，LTG は 20 µg/mL，VCM は 50 µg/mL，VRCZ は 5 

µg/mL）の SPE 溶出液の HPLC データから，HPLC 定量用に 1 点検量線を作成した．

各薬剤の添加血清（CBZ，PHT，LTG は 2 µg/mL，VCM は 3 µg/mL，VRCZ は 1 µg/mL）

の SPE 溶出液のクロマトグラムから検出限界（LOD），定量限界（LOQ）および定量下

限（LLOQ）をそれぞれ 3：1，10：1 および 5：1 の S/N 比で算出した．  

併行精度（ repeatability）は QC 試料（例えば，PHT は，2，10，20 µg/mL で調整し

た血清）を同日に 4 回分析し，室内再現精度（ intermediate precision）は QC 試料を 3

日に分けて 1 回分析することにより実施した．真度（accuracy; %）は，測定値 /理論値

×100 で算出した．併行精度（ repeatability; RSD%）は，相対変動係数（CV）として，
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標準偏差 /測定濃度の平均値×100 で算出した．  

さらに，同じ臨床検査技師によって，同一の患者血清を用いて 3 回繰り返し測定し

て精度を評価した．この評価では CBZ 服用患者 13 検体，PHT 服用患者 4 検体，LTG

服用患者 2 検体，VRCZ 服用患者 2 検体を用いた．  

 

2.2.6 LBA 法（ cobas）を用いた患者血清中の薬物濃度の定量  

CBZ，PHT，VCM の患者血清濃度は，日常の臨床検査業務で使用している LBA 法の

全自動分析装置 cobas® 6000<501>（ロシュ・ダイアグノスティックス製）による測定

も行った．この測定に使用した患者血清の数は，CBZ が 23，PHT が 20，VCM が 20 で

あった．当院では 7 種類の薬剤（CBZ，PHT，VCM，フェノバルビタール，バルプロ

酸ナトリウム，ジゴキシン，テオフィリン）の血中濃度測定に cobas がルーチンで使

用されている．本研究では，cobas を用いた定量測定はすべて臨床検査技師の日常業務

で実施した．  

 

2.2.7 HPLC-MS/MS を用いた患者血清中の薬物濃度の定量  

LTG と VRCZ の患者血清濃度は，臨床検査会社のエスアールエルに依頼し，HPLC-

MS/MS による測定も日常診療通りに行った．この測定に使用した患者血清の数は，

LTG と VRCZ で各 9 本であった．今回の HPLC-MS/MS の測定条件の詳細については，

SRL から開示されていない．患者の血清を SRL に送付してから，定量結果のフィード

バックがあるまでに，薬剤によっては 1 週間ほどかかることがある．  

 

2.2.8 血清中薬物濃度の 2 種類の定量法間の一致度を分析する際に用いたデータプロ

ット法  

HPLC-UV と cobas，または HPLC-UV と HPLC-MS/MS の 2 種類の方法で別々に定量

した患者血清中の薬物濃度の一致性について，Passing-Bablok 回帰分析と Bland-Altman

分析を実施した．HPLC-UV と別の方法（cobas または HPLC-MS/MS）で定量した合計

75 件のデータについて，  Bland-Altman プロット 48)を作成し，2 つの測定法の差の平

均と誤差の許容範囲（ limits of agreement；LOA）を示した．2 つの測定方法の差が誤

差範囲内（LOA）であれば，2 つの測定方法は同等である（一致性がある）と解釈する

ことができる．LOA は，「差の平均値±1.96×差の標準偏差（SD）」で算出した．  
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2.3 結果  

 

2.3.1 前処理および HPLC 条件最適化後の HPLC-UV プラットフォーム  

臨床検体を用いた検討の前に，4 種類の薬剤（CBZ，PHT，LTG，VRCZ）の血清中

濃度を定量するための第 1 章の方法を，患者血清に合わせて若干修正し，最適化した．

具体的には，すべての患者血清を SPE 処理前にメンブレンフィルター（0.45 µm）に通

液し，SPE カートリッジの遠心分離時間を各ステップごとに再調整した．本法による

患者血清中の薬物濃度を定量する概略手順を Fig.1 に示す．各薬剤の SPE 処理シリー

ズの作業時間は 10 分以内であり，当院では臨床検査技師や薬剤師が日常業務の合間

に患者血清の SPE 処理を行うことが可能であった．  

さらに，本法による VCM の血中濃度測定も新しく検討し，分析条件を構築した．

VCM に対して最適化された  SPE 処理条件の詳細を  Fig. 2-1 に，HPLC-UV 操作の詳

細を  Table 2-1 および Table 2-2 に示す．  

上記の分析条件の最適化後，CBZ，PHT，VCM，LTG，VRCZ の各最適化メソッドを

それぞれ適用して，患者の血清中の各薬物濃度を定量した．Fig. 2-2 に本 HPLC-UV 法

を用いて，5 種類の薬物をそれぞれ服用している患者の血清から検出されたクロマト

グラムを示す．いずれのクロマトグラムもピーク形状はシャープであり，極端なテー

リングやリーディング，ショルダーピーク，ピーク割れ等の異常は見られず，3 分以

内に速やかに分離検出できた．  
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Fig. 2-2 HPLC-UV chromatograms of carbamazepine (CBZ), phenytoin (PHT), vancomycin 
(VCM), lamotrigine (LTG) and voriconazole (VRCZ) detected from patient sera by the present 
quantification method. 
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2.3.2 HPLC-UV プラットフォームを用いた本定量法のバリデーション  

本 HPLC-UV プラットフォームを用いた 5 種類の薬物に対する本定量法の性能につ

いて，各薬物を添加した血清を用いたバリデーションを行い，その結果を Table 2-3, 2-

4, 2-5 に示した．Table 2-3 に各薬剤の回収効率（回収率と SPE factor）および限界値

（LOD，LOQ，LLOQ）を示した．回収率は 87.9%（PHT）〜108.5%（VRCZ）と適切

であり，LLOQ はすべて 1 µg/mL 以下だった．Table 2-4 は，本定量法の各薬剤に対す

る精度および真度のデータを示している．真度（Accuracy）は 91.3％（VCM 50 µg/mL）

から 108.3％（CBZ 2 µg/mL）の間で適切な値を示した．また，繰返し精度（Repeatability）

および中間精度（ Intermediate precision）については，VCM 1 µg/mL を除き（それぞれ

10.6%および 18.6%），いずれも 10％以下と良好な値を示した．  

一方，同一検体における血清薬物濃度の再現性（3 回）について，同一分析者（臨床

検査技師）により検討した結果を Table 2-5 に示す．対象血清は，CBZ 13 本，PHT 4

本，LTG 2 本，VRCZ 2 本（計 21 本）であった．各測定値の相対標準偏差（RSD）値

は 1.13％から 16.67％であり，本法の再現性は信頼できることが確認された．  

 
Table 2-3 Recovery efficiency and limit values of the five drugs in the present 
quantification method using our HPLC-UV platform. 

Drug  Recovery efficiency  Limit values 

Name a) Conc. in serum 
(µg/mL)  

Recovery rate 
b) 

(%) 

SPE factor 
f  LOD c) 

(µg/mL)  
LOQ d) 

(µg/mL) 
LLOQ e) 
(µg/mL) 

CBZ 2 
20   

96.6 
 

1.04  0.084 
 

0.279 
 

0.140 
 

PHT 2 
20   

87.9 
 

1.14  0.198 
 

0.660 
 

0.330 
 

VCM 3 
20   

85.2 
 

1.17  0.061 
 

0.205 
 

0.102 
 

LTG 2 
20   

94.3 
 

1.06  0.059 
 

0.196 
 

0.098 
 

VRCZ 1 
5   

108.5 
 

0.92  0.393 
 

1.312 
 

0.656 
 

a)  CBZ: carbamazepine, PHT: phenytoin, VCM: vancomycin, LTG: lamotrigine, VRCZ: voriconazole. 
b) Average value (n=4). c ) LOD: the limit of detection. d) LOQ: the limit of quantitation. e) LLOQ: the lower 
limit of quantitation. 
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Table 2-4 Accuracy and precision data of five drugs in the present quantification method 
using our HPLC-UV platform. 

Analyte a)  Conc. in serum 
(μg/mL) 

Accuracy b) 
(%) 

Repeatability c) 
(CV%) 

Intermediate precision d) 
(CV%) 

CBZ 
2  98.6 

 
6.0 

 
4.5  

10  102.3 
 

1.5 
 

2.7  

20  100.0 
 

3.0 
 

3.0  
     

 
   

PHT 
2  100.2 

 
7.7 

 
4.1  

10  102.8 
 

5.9 
 

1.4  

20  100.0 
 

2.3 
 

3.7  
     

 
   

VCM 
1  105.7  

 
10.6 

 
18.6  

10  91.5  
 

8.2 
 

9.2  

50  91.3  
 

5.1 
 

8.7  
     

 
   

LTG 
2  95.8 

 
3.1 

 
4.3  

10  102.1 
 

3.3 
 

2.5  

20  104.7 
 

5.4 
 

3.0  
     

 
   

VRCZ 
1  91.9 

 
1.7 

 
2.2  

2  90.0 
 

1.1 
 

1.4  

5  95.2  2.1  1.6  
a) CBZ: carbamazepine, PHT: phenytoin, VCM: vancomycin, LTG: lamotrigine, VRCZ: 
voriconazole.  
b)  The accuracy (%) was calculated from the data of five samples (n=5) at a given concentration 
of each drug.  
c)  The repeatability (CV%) was calculated from quadruplicate samples (n=4).  
d)  The intermediate precision (CV%) was calculated over a series of three analyses on different 
days (3 days). 
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Table 2-5. Accuracy of the HPLC-UV platform in repeated drug measurements of patient 

sera. 
No. drugs AVR (n=3) SD (n=3) RSD % 

1 carbamazepine 5.94   0.2  3.37  

2 carbamazepine 7.05   0.85  12.11  

3 carbamazepine 8.01   0.1  1.19  

4 carbamazepine 4.87   0.12  2.38  

5 carbamazepine 7.23   0.08  1.13  

6 carbamazepine 9.22   0.08  0.86  

7 carbamazepine 9.15   0.22  2.42  

8 carbamazepine 8.46   0.17  2.01  

9 carbamazepine 7.57   0.41  5.39  

10 carbamazepine 6.93   0.09  1.3  

11 carbamazepine 6.59   0.21  3.21  

12 carbamazepine 7.28   0.15  2.02  

13 carbamazepine 7.48   0.15  2.06  

14 phenytoin 13.72   0.28  2.05  

15 phenytoin 6.43   0.17  2.61  

16 phenytoin 9.98   0.14  1.42  

17 phenytoin 11.93   1.46  12.22  

18 lamotrigine 0.7   0.07  10.48  
19 lamotrigine 5.78   0.96  16.67  
20 voriconazole 0.61    0.01   1.13   

21 voriconazole 4.07    0.34   8.27   

 

2.3.3 HPLC-UV と cobas および HPLC-UV と HPLC-MS/MS の相関性の評価  

Fig. 2-3 は，本 HPLC-UV プラットフォームと cobas（LBA 分析装置）で別々に定量

した血清薬物濃度（CBZ，PHT，VCM）の Passing-Bablok 回帰分析および Bland-Altman

分析の結果である．Passing-Bablok 回帰プロットは，A1，B1，C1 に示すように，CBZ

の回帰係数は 1.1812（n＝23，決定係数［R2］＝0.9768），PHT の回帰係数は 1.1414（n

＝14，R2＝0.9655），VCM の回帰係数は 0.9978（n＝20，R2＝0.9600）であった．CBZ

および PHT の cobas による値は，HPLC-UV 法による値と比較して，－1〜－2 μg/mL

の差を認めた．さらに，A2，B2，C2 に示した Bland-Altman プロットのうち，B2 の

PHT で平均差が最も大きかった（－2.1 ± 1.4 μg/mL）．Bland-Altman プロットでは，

95%LOA は，CBZ；－2.31〜－0.53 μg/mL（A2），PHT；－4.91〜0.73 μg/mL（B2），VCM；

－3.44〜2.14 μg/mL（C2）であった．以上から，HPLC-UV 法と cobas による定量値の

相関性は良好であるが，CBZ と PHT に関しては本 HPLC-UV 法による値の方が cobas

による値より高いことが分かった．  

さらに，Fig.2-4 は，本 HPLC-UV プラットフォームと外注の HPLC-MS/MS 分析で

別々に定量した血清薬物濃度（LTG と VRCZ）の Passing-Bablok 回帰分析および Bland-

Altman 分析結果である．Passing-Bablok 回帰プロットは，D1 および E1 に示すように，

LTG の回帰係数は 0.9876（n=9，R2=0.9380），VRCZ の回帰係数は 0.9499（n=9，R2=0.9421）

であった．さらに，D2 および E2 に示した Bland-Altman プロットのうち，95%LOA は，
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LTG；－1.63〜－0.55 μg/mL（D2）および VRCZ；－0.86〜0.83 μg/mL（E2）であった．

以上から，HPLC-UV 法と HPLC-MS/MS 法の定量値の相関性は良好で，臨床で評価す

る上で注意するような差は見られなかった．  

 

Fig. 2-3 Comparison of Passing–Bablok regression analysis (A1, B1, C1) and Bland–Altman 
analysis (A2, B2, C2) results of serum levels of the three drugs (CBZ, PHT, VCM), which 
were separately quantified by the present HPLC-UV platform and by the cobas® analyzer. 
Both quantifications were performed in our hospital. 

 

 

-6
-5
-4
-3
-2
-1
0
1
2
3
4
5
6

0 5 10 15 20 25 30

-3

-2

-1

0

1

2

3

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

n=23
y = 1.1812x + 0.3397

R² = 0.9768

0
2
4
6
8

10
12
14
16
18
20

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

n=14
y = 1.1414x + 0.7956

R² = 0.9655

0

5

10

15

20

25

30

0 5 10 15 20 25 30

A1

B1

n=20
y = 0.9978x + 0.9225

R² = 0.96

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

C1

Carbamazepine (CBZ)

Phenytoin (PHT)

Vancomycin (VCM)

PH
T 

le
ve

l (
µg

/m
L)

  b
y 

H
PL

C
-U

V

PHT measured by cobas (µg/mL)

VC
M

 le
ve

l (
µg

/m
L)

  b
y 

H
PL

C
-U

V

VCM level (µg/mL)  by cobas

C
BZ

 le
ve

l (
µg

/m
L)

  b
y 

H
PL

C
-U

V

CBZ level (µg/mL)  by cobas

+95% LOA

-95% LOA

Mean

-5

-4

-3

-2

-1

0

1

2

3

4

5

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

A2 Carbamazepine (CBZ)

+95% LOA

-95% LOA

Mean

B2 Phenytoin (PHT)

C2
Vancomycin (VCM)

+95% LOA

-95% LOA

Mean

D
iff

er
en

ce
 (μ

g/
m

L,
 c

ob
as

-H
PL

C
-U

V)
D

iff
er

en
ce

 (μ
g/

m
L,

 c
ob

as
-H

PL
C

-U
V)

Mean level (μg/mL) by both methods

Mean level (μg/mL) by both methods

Mean level (μg/mL) by both methods

D
iff

er
en

ce
 (μ

g/
m

L,
 c

ob
as

-H
PL

C
-U

V)



36 
 

 

Fig. 2-4. Comparison of Passing–Bablok regression analysis (D1, E1) and Bland–Altman 
analysis (D2, E2) results of the serum levels of two drugs (LTG, VRCZ), which were 
separately quantified by the present HPLC-UV platform and by a HPLC-MS/MS system. 
Quantification by HPLC-UV was performed in our hospital, while that by HPLC-MS/MS was 
conducted by the outsourced provider (SRL, Inc.).  
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2.4 考察  

本 HPLC-UV プラットフォームは，多くの病院で使用できるよう，実用性と経済性

を重視して構築した．また，操作者は HPLC 分析に不慣れなスタッフであっても測定

できるように検討した．今回測定を行った臨床検査技師は HPLC 分析には不慣れであ

ったが，同一患者血清試料における薬物定量再現性の結果から信頼性と再現性が高く

（Table 2-5），本プラットフォームの手順（Fig. 2-1）が実用的であることが示唆され

た．さらに，本 HPLC-UV プラットフォームの定量バリデーション結果は適切であり

（Table 2-3, 2-4），日々の TDM 業務に十分対応できる性能を有している．一方，HPLC-

UV 法の定量値は他法と良好な相関を示したが（Table 2-3，2-4），CBZ と PHT に関し

ては本法による値の方が cobas による値より高かった（Fig. 2-3）．これは，HPLC 法は

対象薬物の血中濃度を直接定量する方法だが，LBA 法は間接法であることがこの定量

値の違いになったと推察する 41)．本 HPLC-UV プラットフォームによる CBZ と PHT

の真度はほぼ 100%のため（Table 2-4），cobas を用いた結果がやや低めになる点は TDM

を行う際に注意が必要である．また，VRCZ に関して，本プラットフォームと LC-

MS/MS による 95%LOA が約±1 µg/mL であり（Fig. 2-4），VRCZ の安全域と治療域は

比較的狭いため，TDM において重要な違いである可能性がある．本研究ではサンプル

数が少ないため，この影響については追加検討する価値がある．  

本 HPLC-UV プラットフォームでは，1）前処理条件，2）HPLC/UV 条件，3）絶対

検量線法の最適化を行い，臨床応用の可能性を確認した．  

まず，前処理条件については，SPE 法として使い捨ての遠心式スピンカートリッジ

である MonoSpin を選択した．このカートリッジの特徴は，1) 固相媒体が小型のシリ

カモノリスディスク，2）少量のサンプル（血清 150 µL）に対応可能なサイズ，3）す

べての通液操作（吸着，洗浄，溶出など）を遠心分離で行うため，多検体処理に適し

ていること，などが挙げられる．SPE 法と質量分析計や UV 検出器を用いた HPLC を

組み合わせた血中薬物濃度分析法は数多く報告されている 49-61)．本法も SPE 法と

HPLC/UV を組み合わせたものであり，SPE 法による前処理は，各薬物に対してほぼ同

じ手順で行い（Fig. 2-1），HPLC-UV で使用する 2 種類の移動相は，測定する薬物ごと

に変更する必要はないように固定設定した．そのため，本 HPLC-UV プラットフォー

ムでは，様々な薬物の血中濃度を簡便に分析することができる．  

第二に，安定な UV 検出器と ODS シリカモノリスカラムを使用したことが，本プ

ラットフォーム構築の成功に寄与した．ガードカラム（約 3 ヶ月毎）とモノリスカラ

ム（6 ヶ月毎）の定期的な交換により，カラムに起因するトラブルの可能性を極めて

低くすることができた．実際，本研究ではカラムトラブルを認めなかった．これまで

にも TDM のためにモノリスカラムを用いた報告はあるが 62-65)，その多くは単剤また

は同効薬群に対して使用されている．本 HPLC-UV プラットフォームでは，5 種類の薬

剤（CBZ，PHT，LTG，VCM，VRCZ）の患者血清中濃度を定量することができたが，

第 1 章で示した 15 種類の薬剤などより多くの化合物の血中濃度測定も同様に応用で
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きる可能性がある．  

第三に，1 点検量線を用いた絶対検量線法は，院内の血中濃度測定に十分な性能を

示した．一般に HPLC による定量は精度が重要であるため，多点検量線による内標準

法を用いることが多い．しかし，本手法は，すべての薬物について内標準物質（ IS）

を選定することは現実的ではないと考えた．さらに，検量線作成に用いる標準液は，

臨床においては取り扱いが容易であることが重要である．本研究では，1 点検量線を

用いて定量バリデーションを行ったが，定量値の真度，繰り返し精度，中間精度に異

常は認めなかった（Table 2-4）．一方で，日常業務における精度管理を容易に行うため

には，検量線の作成に標準物質（ standard reference material: SRM）が必要である．そ

のため，将来的にはメーカーによる品質を保証された SRM の開発および認証が望ま

れる．  

さて，本法により現在外注している項目を院内測定に切り替えることが可能になる．

例えば，当院においては今回検討した VRCZ や LTG は外注項目であったが，本法に切

り替えることができた．VRCZ の血中濃度分析には，HPLC-MS/MS や HPLC-UV を用

いた研究が多く 66-72)，LTG 73-78)やミコフェノール酸 79)，イマチニブ 80)も HPLC-UV で

測定できる報告がある．しかし，これらの分析システムは他の多くの薬剤の血中濃度

も測定するための拡張性は備えていない．本 HPLC-UV プラットフォームは，VRCZ や

LTG の血中濃度測定に使用でき，第 1 章で示したミコフェノール酸やイマチニブにも

拡張可能であり，外注項目に対する高い汎用性が期待される．  

本 HPLC-UV プラットフォームは，多くの市中病院などが比較的安価な装置で導入

でき，多品目の薬物血中濃度の定量分析が実施できることをコンセプトとしている．

日本の臨床分析において分析コストは重要なファクターであり，臨床的意義と検査費

用等を総合的に考慮した上で，院内での測定項目が決定される．そのため，測定コス

トのかかる HPLC-MS/MS などは多くの一般病院では導入することができない．本法

は，前処理カラムと分析カラムにモノリスカラムを用いているため，ここには比較的

コストを割いているが，基本的には一般的な HPLC-UV 法として設計したため，一般

病院でも導入可能な費用になると推算している．院内の薬物血中濃度を十分に測定で

きない病院においては，本プラットフォームを導入することにより，分析可能な薬剤

数が増加し，TDM 業務の拡大が期待される．このような TDM 業務の推進により特定

薬剤管理料などの診療報酬が得られる病院経営的なメリットもあるが，TDM によって

得られる健康面や医療経済的メリットもある．近年，神経精神薬理学において，薬物

治療の有効性と安全性を高め，医療費を削減するために TDM が利用されている 81)．

また，イマチニブによる薬物治療においても，TDM は費用対効果の高い介入である可

能性が示唆されている 82,  83)．本手法によって TDM の運用が拡大すれば，その費用対

効果を示すさらなるエビデンスが得られるかもしれない．当院においても本法を用い

た医療経済的評価を行う価値があると考えている．  

さらに近年，抗菌薬（リネゾリド，テイコプラニン，VCM，VRCZ など）を処方さ
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れた重症患者に対して，定期的な TDM の実施が推奨されている 84)．このような抗菌

薬の血中濃度分析には，HPLC-UV が LC-MS/MS の専門知識を持たない施設にも適し

ているという報告がある 85)．また，β -ラクタム系抗菌薬の血中濃度分析に HPLC-UV

法を用いた報告も複数挙げられる 46,  47,  86,  87). 本 HPLC-UV プラットフォームは，抗菌

薬の中では VCM と VRCZ にのみに現在は適用されているが，将来的には他の抗菌薬

にも適用拡大することが期待される．  

今後は，本 HPLC-UV プラットフォームの応用範囲をさらに広げ，病院における TDM

の運用や医療の質の向上に貢献していきたいと考える．   
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2.5 小括  

本章では，第 1 章で構築した薬物定量分析システムについて，さらに病院内で患者

血清を使用する実臨床での実用性と性能評価を行った．  

被検薬物には，カルバマゼピン，フェニトイン，バンコマイシン，ラモトリギン，

ボリコナゾールを用いた．薬物血中濃度の定量は第 1 章の手順と同様に行ったが，患

者血清の遠心用スピンカートリッジの通液性を考慮して，遠心時間や血清添加前にメ

ンブランフィルターを用いる点を改良した．また，本法以外の血中濃度定量法として，

通常業務として院内の自動分析装置（cobas®）による測定と外注（HPLC-MS/MS）によ

る測定も同時に行い，本法で得た薬物定量値と cobas および HPLC-MS/MS での検査結

果を比較評価した．  

本 HPLC-UV 法を用いたいずれのクロマトグラムもピーク形状はシャープであり，

極端なテーリングやリーディング，ショルダーピーク，ピーク割れ等の異常は見られ

ず，3 分以内に速やかに分離検出できた．また，臨床検査技師や薬剤師が 1 回 10 分程

度で前処理を行うことができ，繰り返し精度は良好であった．さらに，本法と既存手

法（cobas，HPLC/MS/MS）について，Passing-Bablok 回帰分析および Bland-Altman 分

析を行い，定量値の相関性は良好であった．本法は，熟練を要さずに実用可能な HPLC-

UV プラットフォームであり，院内での TDM 業務における多品目の薬物血中濃度測定

への利用が期待される．  

以上から，本法は特別な分析技術を必要とせずに実施可能であり，院内での TDM 業

務における多品目の薬物血中濃度測定への利用が期待される．本章では第 1 章で示し

た 15 品目以外では VCM の測定も可能であることを示したが，それ以外の項目も拡張

可能かどうかは示していない．そのため，本プラットフォームが他の薬剤においても

拡張性があるかどうかを検証する必要があり，第 3 章では 2020 年 2 月から世界的流

行となった COVID-19 の治療候補薬として使用されたファビピラビルについて適応可

能かどうか検討を行った．  
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第 3 章 HPLC-UV プラットフォームによるファビピラビル血中濃度の院内迅速定量

法の開発  

 

3.1 緒言  

 人類は太古から様々な感染症とたたかってきた．天然痘，ぺスト，コレラなど疫病

の発生によって多くの人々が死亡した記録が残っている 88)．19 世紀後半から 20 世紀

にかけて，細菌学や免疫学などが発展することで，感染症をもたらす病原体や対処方

法が判明し，またワクチンや抗菌薬・抗ウイルス薬が開発されるようになった．しか

し，21 世紀になってもなお新規感染症が出現し，我々人類の脅威となっている．2002

年の SARS（重症急性呼吸器症候群），2009 年の新型インフルエンザ（A/H1N1），2012

年の中東呼吸器症候群（MERS）が報告されている 89)．  

 そして 2019 年 12 月，中国・湖北省武漢市で発生した原因不明の肺炎が，新型コロ

ナウイルス（SARS-CoV-2）であることが判明した 89)．WHO はこの新型コロナウイル

ス感染症（COVID-19）を 2020 年 3 月 11 日にパンデミックと表明し，その後 2023 年

3 月現時点においても世界的に流行し続けている．パンデミック初期は，多くの患者

は発症から 1 週間程度で治癒に向かう一方で，一部の患者は下気道まで感染が進展し，

酸素療法や人工呼吸器管理を必要とする患者も多くいた．そのため，COVID-19 の治

療薬の早期開発が急務とされ，いくつかの薬剤の臨床試験が開始された 90)．ファビピ

ラビルはその薬剤の一つであり，本邦では観察研究に参加することで使用が可能とな

った．ファビピラビル（FPV）は，RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ阻害剤で，日本では

新型インフルエンザの治療薬として承認されている 91-93)．FPV は血中濃度に応じて標

的ウイルスの増殖を抑制するため，標的ウイルスによって投与量の検討が必要になる

94,  95)．さらに，FPV は他の医薬品との相互作用が報告されている 96）．したがって，

COVID-19 の薬物治療に FPV を使用する際には，FPV の血中濃度の治療モニタリング

が非常に重要であり，ヒト血漿（または血清）中の FPV を迅速かつ正確に定量する分

析法が緊急に必要であると考えた．  

本章では，第 1～2 章で構築した HPLC-UV プラットフォームを用いて，血清中の

FPV の簡易・迅速定量法を構築した．  
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3.2 方法  

 

3.2.1 試薬  

アセトニトリル (CH3CN; HPLC 用 )，リン酸（特級），5 mol/L 塩酸は関東化学製を使

用し，超純水は，Mili-Q Reference-A+（Millipore SAS, France）で製造したものを使用

した．また，FPV は，MedChemExpress から購入し，ヒト標準血清（NHS）は，和光純

薬工業から購入した．  

 

3.2.2 UV-VIS 分光分析  

まず FPV 1 mg を水 1 mL に溶解して FPV の原液（1 mg/mL）を調製した．UV-VIS

分光用の FPV の試験溶液（20 μg/mL）は，その調整液を 5 v/v%の CH3CN を含む水溶

液（0.1%リン酸緩衝液，pH2 または pH7）で 50 倍に希釈して調製した．試験溶液の

UV-VIS 吸収スペクトルは，UV-1800 分光光度計（島津製作所）で 200〜450 nm の範囲

で記録した．  

 

3.2.3 SPE および HPLC 分析用 FPV 試験液の調製  

SPE および HPLC 条件の最適化に用いるため，原液（1 mg/mL）を任意の水溶液ま

たは正常ヒト血清で 20 倍に希釈し，FPV 試験液（50 µg/mL）を調製した．また，FPV

添加血清（100 µg/mL; 検量線作成用）および FPV 添加血清（5, 20, 80 µg/mL; 本定量

法のバリデーション用の QC）を NHS で希釈した溶液を調製した．  

 

3.2.4 SPE カートリッジと前処理条件  

FPV の HPLC 分析前の SPE 処理には，第 1，2 章と同様に MonoSpin C18 を選択し

た．MonoSpin カートリッジは，使用前に CH3CN と水をそれぞれ 500 µL ずつ順次通過

させて前処理を行った．Centrifuge 5415R を用いて 5,000 rpm（2,300×g）で 1 分間遠

心分離し，各溶液をカートリッジに通液した．SPE による前処理の詳細は以下の通り

である．  

1) FPV 試験溶液または FPV スパイク血清（150 µL）に 5 M HCl（6 µL）を添加し

た．  

2) 5 秒間ボルテックスで混合した後，混合液の 1/3 量（52 µL）を MonoSpin カート

リッジに通液した．  

3) 水（500 µL; 洗浄液），10% CH3CN 水溶液（150 µL; FPV 溶出液）を順次カート

リッジに通し，FPV を含む最終溶出液を試験管に採取して HPLC 分析に使用し

た．  

 

3.2.5 HPLC 装置と分析条件  

本実験の HPLC システムとして，日立ハイテクサイエンス製の高速液体クロマトグ
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ラフ Chromaster（装置構成：5310 カラムオーブン，5210 オートサンプラー，5110 送

液ポンプ，5430 ダイオードアレイ検出器）を使用した．分離カラムは，Merck 製の ODS

モノリスカラムである Chromolith HighResolution RP-18 endcapped (100 mm×4.6 mm 

I.D.) に同 guard column (5 mm×4.6 mm I.D.) を接続して，逆相分配モードで使用した．

FPV を含む分析対象物（注入量：20 µL）を移動相溶媒（0.1％リン酸および CH3CN，

95：5，v/v）により 2 mL/min の流速で溶出し，溶出液中の FPV を 325 nm の紫外線吸

収により検出した．  

 

3.2.6 分析法バリデーション  

FPV 添加血清（100 µg/mL）の SPE 溶出液の HPLC データから，FPV の HPLC 定量

用に 1 点検量線を作成した．FPV 添加血清（5 µg/mL）の SPE 溶出液のクロマトグラ

ムから FPV の LOD および LOQ をそれぞれ 3：1 および 10：1 の S/N 比で算出した．  

併行精度（ repeatability）は QC 試料（5，20，80 µg/mL の FPV を添加した血清）を

同日に 4 回分析し，室内再現精度（ intermediate precision）は QC 試料を 3 日に分けて

1 回分析することにより実施した．真度（accuracy; %）は，測定値 /理論値×100 で算

出した．併行精度（ repeatability; RSD%）は，相対変動係数（CV）として，標準偏差 /

測定濃度の平均値×100 で算出した．特異性は，ブランク血清を分析し，そのクロマ

トグラムを対応する FPV を添加した血清試料と比較することにより評価した．  

 

3.2.7 患者検体の測定  

本法が患者血清においても適用可能かどうかを評価するため，FPV による治療を受

けた COVID-19 患者 4 名の血清試料を使用した．本研究実施計画は，北信総合病院の

倫理委員会により承認されている（受付番号：2020005）．なお，FPV の薬剤提供は，

厚生労働科学研究費等において行われる観察研究の枠組みの中で行われ，別途，当該

研究への参加等の手続きを行っており，治療開始に先立ち，医師から患者又はその家

族等に有効性及び危険性（胎児への曝露の危険性を含む）を十分に文書にて説明し，

患者又はその家族等から文書での同意を得てから投与を開始している．  

血中 FPV 濃度測定に用いた血清試料は，生化学検査等のために朝に採血した血清の

残余血清を使用した．ただし，使用する血清は，いずれも FPV の経口投与前（トラフ

値）のものを使用した．患者血清は凍結保存し，1 ヶ月以内に測定した（別途，その保

存方法と期間において FPV の安定性を確認している）．  

患者血清は DISMIC 13HP シリンジフィルター  (0.45 µm, ADVANTEC) でろ過し，各

ろ過試料  (5 mol/L HCl 添加後 ) を MonoSpin C18 カートリッジに通液し，3 分間遠心

分離を行った．その後の SPE プロトコルは 3.2.4 と同じである．  

 

3.2.8 金属イオンと FPV の複合体形成スクリーニング法  

FPV と錯体を形成する金属イオンを同定するために，MonoSpin カートリッジを用
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いたスクリーニング法を適用し，12 種類の金属イオンがそれぞれ FPV と錯体形成す

るかどうかを先行研究と同様の手順で検討した 97)．本手法の手順を下記に示す．  

 

3.2.8.1 HPLC 装置と分析条件  

試験液中の FPV の定量には，逆相 HPLC システム（日立ハイテクサイエンス製）を

使用した．装置は，L-7100 ポンプ，L-2200 オートサンプラー，L-7455 ダイオードア

レイ検出器から構成されている．固定相には，ガードカラム（内径 5×4.6mm）付き

Chromolith HighResolution RP- 18 カラム（100×4.6 mm I. D., Merck, Darmstadt, Germany）

を使用した．  

FPV を含む分析物（注入量：20 µL）を移動相溶媒（0.1％リン酸と CH3CN，95：5，

v/v）で 2 mL/min の流速で送液し，溶出液中の FPV を 325 nm の UV 吸収により検出

した．  

 

3.2.8.2 SPE カートリッジにキレートさせた各金属イオンに対する FPV の吸着容量（%）

の測定  

本検討は既報 97)の手段を参考として，MonoSpin ME カートリッジ（ジーエルサイエ

ンス製）を用いる改良法として実施した．MonoSpin ME カートリッジのモノリス型シ

リカディスクの表面は，イミノ二酢酸（ IDA）官能基で修飾されている．具体的な実験

手順は以下の 1)～7)のとおりである．  

1) 溶液は，Centrifuge 5415R（Eppendorf, Hamburg, Germany）を用いて 5,000 rpm（2,300

×g）1 分間の遠心分離を行い，ME カートリッジに通過させた．  

2) ME カートリッジは，200 µL の 1M 硝酸と 200 µL の 100 mM 酢酸アンモニウム緩

衝液（pH5.5）を順次通過させて前処理を行い，カートリッジ上の ME 部位をコン

ディショニングした．  

3) ME カートリッジを用いた金属イオンと FPV の錯形成に関するスクリーニング方

法の概略を Fig3-1 に示す．  

4) 前処理後，金属イオンの試験溶液（500 µL，1000 µg/mL）を ME カートリッジに通

液し，金属キレートカートリッジを水 500 µL で洗浄した．  

5) その後、FPV の試験溶液（200 µL，20 µg/mL）を金属キレート付き ME カートリ

ッジに通し，  溶出液を回収して HPLC 分析に供した．  

6) 逆相 HPLC 分析により，溶出液中および試験溶液中の FPV の量（クロマトグラム

上のピーク面積（PA））を測定した．  

7) 金属キレート ME カートリッジに対する FPV の吸着容量（Q，％）は、式（1）を

用いて算出した．  

Q = (1 - PAME/PASTD) × 100     (1) 
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3.3 結果  

3.3.1 HPLC 条件の最適化  

FPV は pKa（5.1）以下の酸性条件下では疎水性の非イオン化状態で存在し，ODS

（C18）カラムに良好に保持することが確認できた（Fig. 3-1）．Fig. 3-2 の UV スペクト

ルに示すように，5% CH3CN を含む酸性（pH 2）の移動相溶媒中では FPV のλmax は

325 nm であった．このため，HPLC システムの検出波長は 325 nm とした．この条件下

で，Fig. 3-1-a に示すように，FPV の良好な RP-HPLC プロファイル（3 分以内に溶出）

が得られた．  

 

Fig. 3-1 Comparison of reversed-phase (RP) 

HPLC separation of FPV was performed on a 

ODS (C18) column. a) the mobile phase was 

the acidic pH 2 mobile-phase solvent 

containing 5% CH3CN. b) the mobile phase 

was the pH 5 mobile-phase solvent 

containing 5% CH3CN. 

 

 

 

 

 

Fig. 3-2  Comparison of the UV 

spectra of FPV under different pH 

conditions. The solid line indicates 

the spectrum in the acidic (pH 2) 

solvent containing 5% CH3CN. The 

dotted line indicates the spectrum in 

neutral (pH 7) solvent containing 5% 

CH3CN. 

 

 

 

3.3.2 SPE 条件の最適化  

FPV を添加した血清を HPLC で定量する前の SPE 条件を最適化した．MonoSpin カ

ートリッジ（C18，C18-AX，C18-CX）のうち，C18 カートリッジは酸性 pH 条件下で

FPV に対する吸着率が最も高く，カートリッジへの最適な注入量は 50 µL だった（Table 

3-1）．さらに，C18 カートリッジに吸着した FPV を，洗浄工程を省略して 10% CH3CN
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（150 µL）で直接溶出した場合，血清からの FPV の SPE 回収率（％）が最も高かった

（Table 3-1）．これらのデータを基に，FPV を添加した血清の SPE に最適なプロトコ

ルを考案し，上記の「3.2.4 SPE カートリッジと前処理条件」に記載した．  

 

3.3.3 FPV 定量の最適化  

上記 3.3.2 の  SPE による前処理とその後の RP-HPLC/UV 分析を組み合わせること

で，血清中の  FPV を定量する分析手順を確立した．手順を Fig. 3-3 に模式的に示す．

また，FPV を添加した血清（50 µg/mL）の SPE 溶出液の HPLC クロマトグラムを Fig. 

3-4 に示す．（FPV を含まない）ブランク血清のクロマトグラム（Fig. 3-4-c）と比較し

て，FPV 添加血清は FPV の保持時間に対応する血清成分由来の干渉ピークを示さなか

った（Fig. 3-4-b）．また，Fig. 3-4-b と Fig. 3-4-a（FPV 50 µg/mL）の FPV ピーク面積

を比較すると，血清からの SPE 回収率は約 83%（n = 4，CV：2.2 %）であった．また，

FPV の LOD および LOQ は，それぞれ 0.773 および 2.58 µg/mL であった．  

 

  

Table 3-1  Comparison of SPE conditions for sample solution of FPV. 

Test 
No. Sample solut ion 

SPE conditions 
Adsorption 
% of FPV 

to cartridge 

Recovery 
% of FPV 

from 
serum 

MonoSpin 
cartridge 

Applied vol . 
(µl )  of 

sample soln.  

Wash-up 
soln.  

(0.01M 
HCl, ml) 

Eluate  
(10% 

CH3CN, ml) 

1-1 FPV test  soln.(50 μg/ 
ml- 1) in PBS (pH 7.4) 

C18 150 - -  31 - 
1-2 C18-AX 150 - - 30 - 
1-3 C18-CX 150 - - 11 - 
2-1 FPV test  soln.(50 μg 

m l - 1 ) in  0.01M HCl 
C18 150 - -  68 - 

2-2 C18-AX 150 - - 44 - 
2-3 C18-CX 150 - - 42 - 
3-1 FPV test  soln.(50 μg 

m l - 1 ) in  0.01M HCl 
C18 

50 - -  92 - 
3-2 100 - -  71 - 
3-3 

(2-1) 150 - -  68 - 

4-1 FPV test  soln.(50 μg 
m l - 1 ) in  0.01M HCl C18 

150 150 150 - 17 
4-2 150 - 150 - 70 
5-1 Mixture (150 µ l  + 6 

µl )  of FPV-spiked 
serum (50 μg ml - 1 ) 
and 5M HCl 

C18 
52  150  83 

5-2 156  150  55 
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Fig. 3-3  Schematic procedure of the present method for quantification of serum favipiravir 

(FPV) level by appropriate combination of a solid-phase extraction (SPE) treatment and a 

subsequent RP-HPLC/UV detection system. 

 

 

Fig. 3-4  Comparison of RP-HPLC chromatograms of 

the SPE eluate of sera spiked with or without FPV. a) 

FPV test solution (50 μg/mL, untreated); b) SPE eluate 

of FPV-spiked serum (50 μg /mL); c) SPE eluate of blank 

(FPV-free) serum. 
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3.3.4 分析法バリデーション  

これらの結果に基づき，FPV を添加した血清（100 µg/mL）の SPE 溶出液の FPV ピ

ーク面積から作成した 1 点検量線を用いて，上記方法により血清中の FPV の定量を実

施したところ，FPV の定量性は良好であった．Table 3-2 に 5, 20, 80 µg/mL の FPV 濃

度に調製した血清（QC）を用いたバリデーションの結果に示した．すべての  QC で精

度値は  97.9 ～  105.0% となった（Table 3-2）．日内および日間精度（CV%）は，試験

した 3 つの濃度で 6%未満であった．すべての QC において，真度と精度の許容基準を

満たすことが確認された．  

Table 3-2 Accuracy and precision of the present quantification method for FPV. 
Conc. In serum 

/ µg mL-1 
 Accuracy, % Repeatability / 

CV % 
Intermediate 

precision / CV % 
5 

20 
80 

 105.0 
103.4 
97.9 

1.0 
4.0 
5.5 

2.4 
2.4 
1.8 

The accuracy (%) was calculated from the data of quadruplicate samples (n=4) at a 
given concentration. The repeatability (CV %) was also from quadruplicate samples 
(n=4). The intermediate precision (CV %) was calculated over a series of three analyses 
on different days (3 days). 

 

3.3.5 患者検体の測定  

本法の臨床的有用性を検証する目的で，FPV 投与による治療を受けた COVID-19 患

者 4 名の血清中の FPV 濃度を定量化した．4 人の血清中の FPV 濃度は，2.7，33.1，

77.6，93.5 µg/mL と算出された（定量分析法の HPLC クロマトグラムは Fig. 3-5 に示

す）．  

 

Fig. 3-5  Comparison of reversed-

phase HPLC chromatograms of the 

SPE eluate of calibration sample and 

patient samples. 
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3.3.6 SPE カートリッジにキレートさせた各金属イオンに対する FPV の吸着割合  

FPV は典型的な多座配位子構造を有することから，FPV と錯体を形成する金属イオ

ンの存在について検討した．Fig. 3-6 に示すように，FPV は 12 種類の金属イオンのう

ち，第二鉄（Fe3+）および銅（Cu2+）と選択的に錯体を形成することが明らかになった．  

 

Fig. 3-6  (A) Schematic showing screening method for complex formation between a metal 

ion and FPV on a ME cartridge. (B) HPLC stacked chromatograms of FPV in the eluates after 

passing the FPV test solution through the ME cartridge. a) Chromatogram of FPV in the test 

solution before passing through the ME cartridge; b) after passing through the bare ME 

cartridge; c) ~ n) after passing through each of twelve different metal-chelated ME cartridges: 

c) Mg2+, d) Al3+, e) Ca2+, f) Cr3+, g) Mn2+, h) Fe2+, i) Fe3+, j) Co2+, k) Ni2+, l) Cu2+, m) Zn2+ 

n) Mo5+. (C) Comparison of the adsorption capacity (%) of FPV to each of twelve different 

metal ions chelated onto the ME cartridge. 
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3.4 考察  

 本報告前の 10 年間に，血漿または血清中の  FPV 濃度を  HPLC で定量する方法に

ついて記述された 9 つの論文が発表されている 94-95,  98-104)．しかしながら，Table 3-3

に示すように，これらの論文の多くは，分析手順やクロマトグラムの詳細な記述が欠

如している．また，患者検体においても同様に測定できるかどうかも評価することは

臨床応用する上で重要である．本章で示した方法は，COVID-19 による FPV 薬物療法

を受けた患者の検体から，血清 FPV 濃度を迅速に定量できる方法として有用であると

考える．  

 興味深いことに，今回測定した 4 名の患者は同じ FPV の投与量を投与されたにも関

わらず，血清 FPV 濃度（トラフ値）は 30 倍以上の幅を認めた．最も低い例は FPV 血

中濃度 2.7 µg/mL（Fig. 3-5 の Patient serum 3）であったが，これは重症 COVID-19 患

者において FPV 血中濃度が低値であったという国内報告 9)があり，刮目に値すると考

える．FPV の臨床試験における健康な被験者の血中濃度と比較しても顕著に低濃度で

あるため，このような患者では FPV の効果が十分に得られない可能性が推察されると

ともに異常に低値となる理由についても解明すべき課題である．  

 本章では，FPV が金属イオンと複合体を形成することも初めて示した．本研究の FPV

は第二鉄（Fe3+）と選択的に錯体を形成するため，例えば，溶性ピロリン酸第二鉄（イ

ンクレミン®）や含糖酸化鉄（フェジン®），カルボキシマルトース第二鉄（フェインジ

ェクト®）との相互作用に注意する必要がある．同じ手順で行った先行研究 97)におけ

る LVFX と Fe3+の吸着率が 50%であったのに対して，本研究における FPV と Fe3+の吸

着率が 54%であったことから臨床的にも注意すべき相互作用と考える．さらに血清中

の鉄貯蔵タンパク質であるフェリチン濃度との関連性についても検討の価値がある．

そのため，次の第 4 章では，COVID-19 患者におけるファビピラビル血中濃度の増減

に影響を及ぼす因子について探索研究を実施した．  
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Table 3-3   Comparison of the previously reported methods and our proposed method for HPLC quantification of plasma/serum level of FPV. 

Ref. 
Sample 

(plasma:P) 
(serum:S) 

Pretreatment method 

Reversed-phase HPLC conditions  Validation for FPV quantitation 

Column Solvent Detection Chromatogram RT*1 
(min)   Cal. Range*2 

(µg/mL) 
LOQ *3 
(µg/mL) 

94 P not described (n.d.) C18 n.d. 
UV not shown 

(n.s.) n.d. 
 

n.d. 
0.1 

MS  5 

95 P or S SPE*4 (by Oasis MAX), 
and dry-up by evaporation C18 aq.MeOH  

(5-58%, pH 7) UV (360 nm) n.s. 21  1-50 n.d. 

98 P DP*5 by MeOH/CH3CN C18 aq.CH3CN  
(1%, pH 6.5) UV (360 nm) n.s. n.d.  1-100 n.d. 

99 S n.d. n.d.  UV (?) n.s. n.d.  1-100 1.0 

100 P DP by CH3CN SB-Aq aq.CH3CN  
(25%, pH 2.5) UV (322 nm) n.s. n.d.  n.d. n.d. 

101 S SPE (by Oasis MAX), 
and dry-up by evaporation C18 aq.CH3CN  

(5-40%) MS n.s. n.d.  0.002-0.3 0.01 

102 P DP by CH3CN n.d. n.d. MS n.s. n.d.  0.5-100 0.1 
103 P (all methods were quoted from ref.102) 
104 P (all methods were quoted from refs 94 and 95) 

Proposed 
 method 

S HCl addition, and 
SPE (by MonoSpin C18) 

C18 aq.CH3CN  
(5%, pH 2 >) 

UV (325 nm) (see, Fig.3-3） 3  -100 2.6 

*1 Require time (for HPLC) 
*2 Calibration range 
*3 Limit of quantification. 
*4 Solid-phase extraction. 
*5 Deproteination (i.e. protein precipitant (organic solvent) addition). 
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3.5 小括  

2020 年 3 月からの COVID-19 のパンデミックでは，ファビピラビル（FPV）が治療

候補薬の 1 つとして注目された．しかしながら，COVID-19 患者に対する FPV の薬物

動態データは不足しており，病院内での迅速な血中濃度の定量法も確立されていなか

った．そこで，COVID-19 患者を受け入れている市中病院を想定し，FPV の血中濃度

定量法を検討した．具体的には第 1 章と第 2 章で構築した SPE による前処理と逆相

HPLC-UV 検出システムを組合せる本法を適用した．また，多座配位子構造を有する

FPV と選択的に錯形成する金属イオン種についても調べた．  

 FPV は，酸性 pH 条件下で ODS 基に保持・吸着し，FPV 添加血清に 5 M 塩酸を加え

てから MonoSpin C18 カートリッジに通液した．吸着した FPV を（洗浄を省略して）

10％CH3CN 水溶液で直接溶出した時に，SPE 回収率が最大となった．この SPE 処理と

逆相 HPLC 分析を組合せて，定量バリデーションを行った結果，日内・日間の真度，

精度のいずれも良好であった．この手法を用いて，同量の FPV を経口投与した COVID-

19 の患者（4 名）の血清中 FPV 濃度（トラフ値）を定量した結果，2.7～93.5 µg/mL の

範囲で大きな個人差を認めた．一方で，FPV は Fe3+および Cu2+と選択的に錯形成した

ため，これらの金属イオンの関与する内在性因子と血中 FPV 濃度の関連が示唆され

た．  

 

 
Fig. 3-7 The graphical index of this chapter. 
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第 4 章  COVID-19 患者におけるファビピラビル血中濃度の増減に影響を及ぼす因子

の探索  

 

4.1 緒言  

2020 年 3 月から新型コロナウイルス感染症（COVID-19）のパンデミックが始まり，

パンデミック早期から COVID-19 ワクチンおよび治療薬の開発が急務となった 90)．フ

ァビピラビル（FPV）は，新型インフルエンザ治療薬として国内承認された薬剤で，

COVID-19 の原因ウイルスである SARS-CoV-2 に対する増殖抑制活性を示すため，そ

の治療候補薬として注目を集めた．そして，COVID-19 の治療において FPV の効果を

検証する臨床試験が日本を含む多くの国で実施され，発熱の低下などの臨床結果が有

意に改善した報告があった 105-107)．また，ロシアで実施された COVID-19 患者に対す

る FPV の非無作為化試験の中間報告では，5 日までのウイルス陰性化率が FPV 投与群

（62.5%）は非投与群（30.0%）に比べ有意に高いと報告された 108)．一方で，FPV の

臨床的有用性が認められないという矛盾した報告も発表されており 109,  110)，重症

COVID-19 患者において血中 FPV 濃度が異常に低いとする報告もあった 99)．そのた

め，COVID-19 に対する FPV の適応拡大については慎重に検討された．  

FPV の薬物動態は複雑で，用量および経時的に非線形性を示し，1 回目と  2 回目の

投与の間に薬物濃度が著しく増加し，その後投与期間の終わりまで徐々に減少する 94)．

エボラ出血熱に対する臨床試験では，血中 FPV 濃度が予想よりも低かったという報告

がある 95)．また，重症インフルエンザに対する FPV の臨床試験では，血中 FPV 濃度

（トラフ値）20 µg/mL 以上の達成率は 50％未満であったと報告されている 111)．血中

FPV 濃度が目標よりも低いことは，エボラ出血熱やインフルエンザの患者に対して十

分な薬効を示すことができない可能性が推察される．さらに，COVID-19 の治療にお

ける FPV の薬物動態学的・薬力学的データは不足しており，COVID-19 患者における

血中 FPV 濃度の測定とそこから得られるデータの蓄積は，この適応症における FPV

の有効性と安全性を評価するために非常に重要であると考えられる 112)．  

血中 FPV 濃度のデータを収集するために，第 3 章において，COVID-19 患者の血中

FPV 濃度を迅速かつ院内で定量する方法を開発した．この方法は，SPE による前処理

と HPLC による分離・検出から構成されている．本章では，この手法を用いて，当院

に入院した COVID-19 患者で FPV 投与した患者の残余血清から血中 FPV 濃度を測定

して，その増減に影響を及ぼす因子の探索研究を企図した．  

ただし，多変量解析において説明変数の数が多くなると，関連性を検証するのに多

くの患者の血中濃度データが必要になり，また得られた結果の信頼性が低下し，解釈

も困難となってしまう．当院で予想される患者数も考慮して，血中濃度に依存する可

能性のある因子を事前に検討した．その一つがフェリチンである．第 3 章の研究にお

いて，FPV は鉄イオン（Fe3+）および銅イオン（Cu2+）と選択的に錯体を形成すること

が分かった．フェリチン複合体は 1 個当たり 4500 個の鉄 (III)イオン（Fe3+）を貯蔵可
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能であり，血中 FPV 濃度は血清フェリチン濃度と関連がある可能性があると推測した

113)．また，フェリチンは急性期タンパク質として知られており，炎症や外傷，腫瘍な

どの組織破壊がある場合，血中フェリチンは高値を示す 114)．これは炎症などによりマ

クロファージが刺激されると，活性化マクロファージが鉄の取り込みを促進し，フェ

リチン合成が促進するという機序である．さらに，重症 COVID-19 患者が高フェリチ

ン血症を示す報告 115)があり，その関連性を検証する価値がある．  

もう一つの因子として尿酸が挙げられる．高尿酸血症は，FPV 治療の代表的な副作

用として知られている．FPV は主にアルデヒドオキシダーゼ（AO），一部はキサンチ

ンオキシダーゼ（XO）により代謝され，水酸化体の不活性代謝物 M1 となり，尿中に

排泄される．FPV と M1 は腎臓での尿酸排泄に関与する有機アニオントランスポータ

ー1 と 3（OAT1 と OAT3）の中程度の阻害剤として機能し，さらに M1 は尿酸トラン

スポーター（URAT1）を介して尿酸の再取り込みを強化する．そのため，FPV は尿中

への尿酸排泄を減少させ，血中尿酸値を上昇させる．血中 FPV 濃度と尿酸値上昇との

関連性については報告がなく，検討の価値があると考えた．  

以上の背景から，当院に入院中の COVID-19 患者の血中（血清）FPV の増減に影響

を及ぼす因子について，レトロスペクティブに検討を行った．  
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4.2 方法  

4.2.1 患者  

2020 年 4 月 1 日～12 月 31 日に当院で FPV 治療を受けた COVID-19 患者  27 例を登

録した．本研究は，当院の倫理委員会の承認を得て実施した（受付番号：2021002）．

患者の血中 FPV 濃度は，当院での検査時に採取した残余血清を用いて測定した．また，

本研究は，全ての研究対象者（患者またはその家族）に十分な説明を行い，研究対象

者から同意を得て実施した．本研究は個人情報の保護に十分配慮し，人を対象とする

生命科学・医学系研究に関する倫理指針（文部科学省 /厚生労働省 /経済産業省告示第 1

号，2021 年 3 月 23 日）に基づいて行った．  

 

4.2.2 試薬  

FPV は MedChemExpress から購入した．ヒト標準血清（NHS）は，富士フイルム和

光純薬から購入した．アセトニトリル（CH3CN；HPLC グレード），リン酸（H3PO4；

特級）および 5 mol/L 塩酸（HCl）は関東化学から購入した．無菌精製水は，光製薬か

ら購入した．  

 

4.2.3 患者への FPV の投与  

患者は，初日に FPV 1 回 1,800mg を 1 日 2 回経口投与（朝夕食後）し，2～10 日目

（必要に応じて最大 14 日目まで）には FPV 1 回 800mg を 1 日 2 回経口投与（朝夕食

後）された．なお，FPV の薬剤提供は，厚生労働科学研究費等において行われる観察

研究の枠組みの中で行われ，別途，当該研究への参加等の手続きを行っており，治療

開始に先立ち，医師から患者又はその家族等に有効性及び危険性（胎児への曝露の危

険性を含む）を十分に文書で説明を行い，患者又はその家族から文書での同意を得て

から投与を開始している．  

 

4.2.4 血中 FPV 濃度の定量法  

血中（血清）FPV 濃度の詳細な定量方法は第 3 章に記載の通りである（本章では「血

中」FPV 濃度と「血清」FPV 濃度は同様の意味で扱う）．FPV の HPLC 分析に先立つ

SPE 法には，遠心式スピンカートリッジ（MonoSpinC18，ジーエルサイエンス）を使

用した．溶液（または患者血清）は，Himac CT15E 遠心分離機（工機ホールディング

ス）を用いて 5,000 rpm（2,400×g）で遠心分離することにより SPE カートリッジに通

液させた．その後，血清中の FPV を精製し，HPLC 分析のために採取した．HPLC 分

析は，Chromaster（日立ハイテクサイエンス）を使用した．SPE 後の FPV の HPLC に

よる分離には，ODS モノリスカラムを用いた逆相分配モードで，30℃で実施した．FPV

を含む分析物（注入量：20 µL）を移動相溶媒（0.1％リン酸：CH3CN，95：5，v/v）で

2 mL/min の流速で溶出させ，溶出液中の FPV は 325 nm で UV 検出された．患者血清

は，SPE による前処理前に DISMIC 13HP シリンジフィルター（0.45 µm; ADVANTEC）
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で濾過した．  

生化学検査等のために朝に採血した血清の残余血清を上記の血中 FPV 濃度測定に

使用した．ただし，使用する血清は，いずれも FPV の経口投与前（トラフ値）のもの

を使用した．患者血清は凍結保存し，1 ヶ月以内に測定した（別途，その保存方法と

期間において FPV の安定性を確認している）．FPV が定常状態に達した後の経口投与

期間中に血中 FPV 濃度の測定を複数回行った場合は，血中 FPV 濃度は複数回の測定

値の平均値として算出した．  

 

4.2.5 血中 FPV 濃度に影響を与える因子の探索  

各被験者の年齢，性別，COVID-19 の重症度，合併症の有無，検査データを調査し，

血中 FPV 濃度に影響する因子を探索した．本研究では，各被験者の COVID-19 の重症

度 を 厚 生 労 働 省 の COVID-19 診 療 の 手 引 き （ 第 4.1 版 ，

https://www.mhlw.go.jp/content/000712473.pdf）に従って，軽度，中等度，高度に分類し

た．併存疾患の有無は，糖尿病，高血圧，心血管系疾患，慢性肺疾患，免疫不全疾患

のうち 1 つ以上の有無に基づいて分類した．FPV 投与前の臨床検査値には，白血球

（WBC），アラニントランスアミナーゼ（ALT），CRP，血清フェリチン，D ダイマー，

血清尿酸，推定糸球体濾過量（eGFR）などを調査した．  

 

4.2.6 FPV 投与前後の血清尿酸値の評価  

Wang らによる報告 111)に基づいて，被験者を血中 FPV 濃度が 20 µg/mL 以上の群と

血中 FPV 濃度が 20 µg/mL 未満の群に大別した．FPV 投与前と投与後の尿酸値を測定

し，両者の差（尿酸値の変化）を評価した．FPV 投与前の尿酸値は，入院時に測定し

た結果を用いた．さらに，FPV 投与後に尿酸値の測定を複数回行った場合は，複数回

の測定値の平均値を算出した．  

 

4.2.7 統計解析  

連続尺度は，正規分布の場合は平均値±標準偏差，正規分布でない場合は中央値お

よび四分位範囲を算出した．Wang らによる報告 111)に基づき，被験者を血中 FPV 濃度

が 20 µg/mL 以上の群と血中 FPV 濃度が 20 µg/mL 未満の群に分類し，パラメータを比

較検討した．名義尺度（性別等）は，頻度集計および Fisher's exact test で群間比較し

た．連続尺度かつ正規性を仮定できる変数には，要約統計量として平均±標準偏差を

算出し，Unpaired t-test で群間比較した．連続尺度かつ正規性が仮定でない変数，また

は順序変数には，要約統計量として中央値と四分位範囲を算出し，Mann-whitney U test

で群間比較した．  

血中 FPV 濃度に影響を与える因子に関して，先行研究を含めて予備的な知見が不足

しているため，対数変換を行った血中 FPV 濃度（トラフ値）を従属変数とする線形回

帰分析を行った．症例数が 30 例未満と限られており，多変量解析を行う変数を限定す
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るため，まず関連性が推察される因子を単変量回帰分析した．次に有意な説明変数の

みを選択し，強制投入法（多変量モデル 1）およびステップワイズ法（多変量モデル

2）の 2 つのモデルで多変量解析を探索的に行った．また，FPV 投与後の尿酸値上昇に

影響する因子も同様に多変量解析を実施した．  

尿酸値は正規分布に近似したデータであるため，パラメトリックな手法を採用した．

FPV 投与前後（群内要因）と血中濃度高低（群間要因）を同時に評価するデータであ

るため，尿酸値を従属変数とし，投与前後と血中濃度高低及びその交互作用項を固定

効果とする反復測定分散分析（ repeated measures ANOVA）を利用して解析を行った．

また，本研究の血中 FPV 濃度のカットオフ値の妥当性を検証するために，尿酸値が 2 

mg/dL 以上に上昇する血中 FPV 濃度（トラフ値）について ROC（Receiver operator 

characteristic）解析も併せて実施した．  

両側 p 値＜0.05 を統計的に有意とし，統計解析はすべて SPSS for Windows（ver. 24.0）

を用いて実施した．  
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4.3 結果  

4.3.1 COVID-19 患者の背景と FPV 投与後の血中 FPV 濃度  

Table 4-1 に 27 名の患者の属性と主要な血液検査結果（血中 FPV 濃度を含む）の分

布を示す．また，Table 4-2 は，全患者の COVID-19 重症度，血中 FPV 値（FPV 投与後

のトラフ値），血清フェリチン値（FPV 投与前）の詳細なデータを示した．Table 4-3 は，

患者を血中 FPV 低値群（20 μg/mL 未満：n＝6）と高値群（20 µg/mL 以上：n＝21）に

分けて示した．   

 

Table 4-1 Background for COVID-19 patients treated with FPV (n=27). 

  Variables number or median (% or IQR) 
 Gender－no./total no. (%)   
  Male 17/27 (63.0) 
  Female 10/27 (37.0) 
 Median age (IQR) －yr 63 (49, 85) 
 Severity of COVID-19－no./total no. (%)  
  Mild 6/27 (22.2) 
  Moderate 19/27 (70.4) 
  Severe 2/27 (7.4) 
 Comorbidity－no./total no. (%) 13/27 (48.1) 
 Blood levels－median (IQR)   
  FPV (µg/mL) 42.1 (22.3, 85.5) 
  WBC (/µL) 5400 (4300, 6100) 
  ALT (U/L) 21 (13, 34) 
  LDH (U/L) 217 (181, 265) 
  CRP (mg/dL) 1.2 (0.7, 7.7) 
  Ferritin (ng/mL) 242.1 (177.5, 835.3) 
  D-dimer (µg/mL) 0.5 (0.2, 1.3) 
  Uric acid (mg/dL) 5.0 (4.5, 5.7) 

  eGFR (mL/min/1.73m2)－median 
(IQR) 

67.2 (59.0, 84.0) 

Data are presented as number (%) or median (interquartile range; IQR). 
Blood FPV levels were calculated as the mean trough level after reaching a steady-
state of FPV. 
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Table 4-2 List of blood levels of FPV, ferritin, and uric acid in COVID-19 patients treated 

with FPV. 

Patient 

No. 

Severity of  

COVID-19 

FPV *1 

(µg/mL) 

Ferritin *2 

(ng/mL) 

Uric acid (mg/dL) 

before  
FPV 

administration 

after 
FPV 

administration 
difference 

1 moderate 1.9  915.6  8.3  8.7  0.4  

2 moderate 2.2  1117.0  4.6  5.9 1.3  

3 severe 2.7  1905.0  4.0  2.5 -1.5  

4 moderate 7.1  1102.0  4.7  7.1  2.4  

5 moderate 10.2  1178.0  5.2  6.8  1.6  

6 moderate 17.7  1088.0  7.9  8.3  0.4  

7 moderate 22.3  202.7  5.0  11.8  6.8  

8 moderate 22.8  197.0  ND 9.2  ND 

9 moderate 25.4  425.0  4.1  7.0  2.9  

10 moderate 25.8  137.8  5.3  8.4  3.1  

11 moderate 30.9  172.1  4.5  8.6  4.1  

12 mild 33.1  ND 4.4  9.7  5.3  

13 moderate 36.2  359.6  3.0  4.4  1.4  

14 mild 42.1  217.6  4.8  8.7  3.9  

15 moderate 50.7  477.4  5.2  8.6  3.4  

16 mild 55.5  ND 5.0  9.1  4.1  

17 moderate 56.1  484.9  4.5  8.4  3.9  

18 moderate 61.0  594.4  5.0  9.0  4.0  

19 mild 77.6  ND 4.5  9.9  5.4  

20 moderate 79.2  189.9  4.4  7.9  3.5  

21 moderate 85.5  221.4  5.5  9.3  3.8  

22 moderate 91.1  197.9  9.1  12.2  3.1  

23 moderate 93.5  173.4  3.0  10.8  7.8  

24 severe 112.2  262.7  6.4  10.0  3.6  

25 mild 125.2  85.2  6.9  11.2 4.3  

26 mild 148.0  92.2  ND 9.9  ND 

27 moderate 180.9  104.4  5.9  11.4  5.5  

ND: No data 
*1: blood FPV level was calculated as the mean trough level after reaching a steady-state of FPV. 
*2: All data were measured before FPV administration.  
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Table 4-3           

Background and blood test values for COVID-19 patients before FPV administration, and 
blood FPV levels after FPV administration, compared between low and high blood FVP level 
groups.  
     COVID-19 patents treated with FVP (n=27)   

p value 
  

    
Low blood FVP level group 

(less than 20 µg/mL)   
High blood FVP level group 

(20 µg/mL or more) 
   

  n media
n [%] or [IQR]  n media

n [%] or [IQR]    

Number of patients 6    2
1      

Gender 6    2
1    0.057  a 

 Male 6  [100]  1
1  [52.4]    

 Female 0  [0]  1
0  [47.6]    

Age 6 69.0 [65.8, 72.0]  2
1 6 1 . 0  [36.0, 86.5]  0.414 b 

Severity of COVID-
19 6    2

1    0.101  b 

 Mild 0  [0]  6  [28.6]    

 Moderate 5  [83.3]  1
4  [66.7]    

 Severe 1  [16.7]  1  [4.8]    

Comorbidity 3  [50.0]  1
0  [47.6]  >0.999 a 

Blood levels           

FPV(µg/mL) 6 4.9 [2.1, 12.1]  2
1 56.1 [32.0, 92.3]  －  b 

WBC (/µL) 6 6650 [6100, 6700]  2
1 4700 [4050, 5950]  0.003  b 

ALT (U/L) 6 46 [24, 65]  2
1 16 [12, 30]  0.014  b 

LDH (U/L) 6 359 [257, 430]  2
1 195 [180, 240]  0.002  b 

CRP (mg/dL) 6 10.9 [8.3, 16.7]  2
1 0.7 [0.3, 3.8]  0.000  b 

Ferritin (ng/mL) 6 1109.5 [1044.9, 
1359.8] 

 1
8 200.3 [163.5, 376.0]  0.000  b 

D-dimer (µg/mL) 6 0.45 [0.3, 0.8]  1
8 0.35 [0.1, 1.4]  0.946  b 

Uric acid (mg/dL) 6 4.95 [4.5, 8.0]  1
9 5 [4.4, 5.5]  0.545  b 

eGFR 
(mL/min/1.73m2) 6 65 [50.5, 80.0]   21 67.2 [60.4, 88.0]   0.382  b 

Data are presented as number [%] or median [interquartile range; IQR]. 

FVP blood level was calculated as the mean trough level after reaching a steady-state of FPV. 
a: Categorical variables evaluated by Fisher's exact test ,  b: Continuous variables evaluated by Mann-
Whitney U test.  
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4.3.2 血中 FPV 濃度とフェリチン濃度の相関性  

Fig. 4-1 は，Table 4-2 に示した各患者の血中 FPV 濃度とフェリチン濃度をプロット

したものである．フェリチン濃度が約 600 ng/mL 未満の血中 FPV 濃度の範囲は 20～

180 µg/mL にある傾向が分かり，一方で 900 ng/mL を超えると血中 FPV 濃度はすべて

20 µg/mL 未満にあった．Table 4-4 は，対数変換した血中 FPV 値を従属変数とした線

形回帰分析の結果である．単変量解析では，血中 FPV 濃度に有意な関連性を有するパ

ラメータは，ALT，CRP，フェリチンであった．これらの有意変数を強制投入したとこ

ろすべての有意性が消失した（Table 4-4 多変量モデル 1）．これは，共線性の指標であ

る VIF 値が 3 を超えており，ある程度高い共線性を認めた．そこで，有意変数をステ

ップワイズ法で投入し，統計学的に有意性が保たれる変数の組み合わせを探索したと

ころ，フェリチンのみが血中 FPV 濃度に独立して影響を与える因子であることが分か

った（Table 4-4 多変量モデル 2）．  

 

Fig. 4-1 Plots of blood FPV levels of all patients (n = 27) against their serum ferritin levels. 
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Table 4-4 Linear regression analysis with "ln blood FPV level (trough value)" as the dependent variable 

      Univariate   Multivariate model 1：Forcibly input a significant 
variable with a univariate 

  
Multivariate model 2： Input significant variables 
in univariates by stepwise method 

      n PRC SE SPRC t value p value   PRC SE SPRC t value p value VIF   PRC SE SPRC t value p 
value VIF 

Age (per 1 year)  27 -0.012  0.010  -0.231  -1.186  0.247   －       －      

Gender (Female vs. Male)  27 0.932  0.471  0.368  1.978  0.059   －       －      

Severity of COVID-19  27       －       －      

 Mild  6 ref                   

 Moderate  19 -0.899  0.572  -0.336  -1.572  0.129                

 Severe  2 -1.382  0.998  -0.296  -1.386  0.179                

Comorbidity  27 0.155  0.489  0.063  0.317  0.754   －       －      

WBC (per 1000/µL)  27 -0.214  0.197  -0.212  -1.084  0.289   －       －      

ALT (per 1U/L)  27 -0.039  0.011  -0.567  -3.444  0.002   -0.013  0.010  -0.190  -1.285  0.214  1.610   n.e.      

CRP (per 1 mg/dl)  27 -0.190  0.029  -0.792  -6.486  0.000   -0.108  0.050 -0.441  -2.176  0.042 3.037   n.e.      

Ferritin (per 100 ng/mL)  24 -0.222  0.035  -0.805  -6.361  0.000   -0.091  0.063  -0.328  -1.444  0.164  3.800   -0.222  0.035  -0.805  -6.361  0.000  1.000  

D-dimer (per 1µg/mL)  24 0.079  0.149  0.113  0.533  0.599   －       －      

Uric acid (per 1 mg/dL)  25 0.000  0.177  0.000  -0.002  0.998   －       －      

eGFR (per 1 ml/min/1.73m2)   27 0.010  0.014  0.136  0.687  0.498    －             －           

PRC; Partial Regression Coefficient, SE; Standard error, SPRC; Standardized Partial Regression Coefficient, VIF; Variance Inflation Factor, ref: reference standard, n.e.; not entered. 

dependent variable："FPV blood level (trough value)" that has undergone logarithmic conversion 

Multivariate model 1: R2=0.729, Adjusted R2=0.688 

Multivariate model 2: R2=0.648, Adjusted R2=0.632 
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4.3.3 血中 FPV 濃度と尿酸値の相関性  

Table 4-2 には，各患者の FPV 投与前後の尿酸値と FPV 投与後の尿酸値の変化も示

している．Fig. 4-2 に，血中 FPV 濃度と FPV 投与後の尿酸値変化のプロットを示す．

尿酸値の変化が 2 mg/dL を超えるプロットを見ると血中 FPV 濃度が 20 µg/mL 以上が

19 例中 18 例だった．一方で，尿酸値の変化が 2 mg/mL 未満と大きくないプロットは

血中 FPV 濃度が 20 µg/mL 未満が 6 例中 5 例であった．Table 4-5 に，FPV 投与後に測

定した血中尿酸値の変化を従属変数とした線形回帰分析の結果を示す．単変量解析で

はいずれも有意な変数であったが，多変量モデル 1（強制投入）および多変量モデル 2

（ステップワイズ法）では，eGFR と対数変換した血中 FPV 濃度が尿酸値の変動因子

であることが判明した．  

Fig. 4-3 には，「FPV 投与後に測定した血中尿酸値の変化量が 2.0 mg/dL 以上」に対

する血中 FPV 値の ROC 曲線を示す．Youden Index 法を用いて血中 FPV 濃度のカット

オフ値を算出したところ，20 µg/mL であった（感度 ; 0.947, 特異度 ; 0.833）．  

Table 4-6 は，FPV 投与前後の尿酸値の差と血中 FPV 値を同時に評価した結果であ

る．血中 FPV 濃度の高値群（20 µg/mL 以上）では，FPV 投与後に有意な尿酸値の上昇

を認めた．この上昇の大きさは，血中 FPV 濃度の低値群（20 µg/mL 未満）に比べ有意

に大きかった．ただし，例外として，ベースラインの血中 FPV 濃度が 20 µg/mL を超

えているにも関わらず，尿酸値が大きく上昇しなかった患者が一例いた（Table 4-2, 

No.13）．この患者は入院時からフェブキソスタット（40mg/day）を服用していた．  

 
Fig. 4-2 Plots of blood FPV levels against changes in blood uric acid levels measured after 
FPV administration. 
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Table 4-5 Linear regression analysis with " changes in blood uric acid levels measured after FPV administration " as the dependent variable. 

      Univariate   Multivariate model 1：Forcibly input a significant 
variable with a univariate 

  
Multivariate model 2： Input significant variables in 
univariates by stepwise method 

      n PRC SE SRC t value p value   PRC SE SRC t value p value VIF   PRC SE SRC t value p value VIF 

Gender  
(Female vs. Male) 

 25 1.767 0.791 0.422 2.234 0.035  -0.168 0.422 -0.040 -0.397 0.695 1.344  n.e.      

eGFR 
 (per 1 ml/min/1.73m2)  25 0.083 0.020 0.650 4.102 0.000  0.077 0.012 0.605 6.686 0.000 1.081  0.076 0.011 0.595 6.952 0.000 1.007 

ln FVP blood level 
 (trough value)   25 1.138 0.243 0.699 4.683 0.000  1.085 0.159 0.666 6.830 0.000 1.255  1.056 0.139 0.648 7.574 0.000 1.007 

PRC; Partial Regression Coefficient, SE; Standard error, SPRC; Standardized Partial Regression Coefficient, VIF; Variance Inflation Factor, ref: reference standard, n.e.; not entered. 

FVP blood level was calculated as the mean trough level after reaching a steady-state of FPV. 

Multivariate model 1: R2=0.841, Adjusted R2=0.818 

Multivariate model 2: R2=0.840, Adjusted R2=0.825 
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Fig. 4-3 ROC curve of blood FPV levels for “2.0 mg/dL or more changes in blood uric acid 

levels measured after FPV administration”. The cut-off point was evaluated using ROC curve for 

calculating the Youden Index. The area under the curve (AUC) was 0.930 (95% confidence 

interval, 0.817 to 1.000; P  for difference=0.002). The cut-off point for blood FPV levels was 20 

µg/mL or more (sensitivity, 0.947; specificity, 0.833). 

 

 

Table 4-6 Comparison of uric acid levels of COVID-19 patients between Low blood FPV 
level group and High blood FPV level group. 

  

n 

Uric acid level (mg/dL) [mean ± SD]   

p value 
  

Before FPV 
administratio

n 
  

After FPV 
administratio

n 
  

Change 
(after 

administration) 
  

Low blood FPV level 
group 
(less than 20 µg/mL) 

6 5.8  ± 1.8   6.6  ± 2.2   0.8  ± 1.3   0.222  

High blood FPV level 
group 
(20µg/mL or more) 

19 5.1  ± 1.4   9.3  ± 1.8   4.2  ± 1.5   <0.001 

p value (High vs. Low）    0.321    0.006    <0.001     
For the time-series transition analysis of the uric acid levels by FPV blood levels, repeated-measures one-
way analysis of variance was performed with the uric acid level as the dependent variable and the “before 
and after FPV administration,” “blood level [high or low],” and their interaction terms as the fixed effects.  
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4.4 考察  

本章では 2 つの注目すべき知見が得られた．第一に，血中フェリチン値が COVID-

19 患者の血中 FPV 濃度に逆相関する重要な独立因子であることが明らかとなった点

である．本研究では、血中 FPV 濃度低値群（20 µg/mL 未満）の患者全員が，高フェリ

チン血症であった．これらの患者は高齢で，中等症か重症の COVID-19 であった．こ

れは Taneri らが報告した重症 COVID-19 患者のフェリチン値と類似していた 115)．第

3 章において FPV が緩衝液（pH 7.4）中で選択的に Fe3+イオンと複合化することを示

した結果を考慮すると，高フェリチン血症の COVID-19 患者の血液中で貯蔵鉄結合フ

ェリチンと FPV 間で相互作用やそれに伴う代謝の変化の可能性が推察される．一方，

FPV 投与後に血中 FPV 濃度が 20 µg/mL 以上に上昇した患者は，血中フェリチン濃度

が正常値か軽度高値であった．興味深いことに，中等症から重症の COVID-19 でフェ

リチン値が上昇している患者（平均 1367 ng/mL）には FPV が無効であることが報告さ

れている 110)．さらに，COVID-19 患者において FPV 投与後に血中 FPV 濃度が顕著に

低下している報告がある 99,  116)．このような高フェリチン血症の患者では，血中 FPV

濃度をモニタリングして FPV の投与量を調整（増量）するか，FPV から他の抗ウイル

ス剤（例えばレムデシビルなど）に切り替えることが必要かもしれない 117,  118)．今後，

FPV の有効性を評価する際には，有効域の血中濃度の探索とともにフェリチン値によ

る影響も考慮する必要があると考える．  

次に，血中 FPV 濃度高値群のほとんどの患者に，典型的な FPV の副作用である高

尿酸血症を認めた（フェブキソスタット 40mg/日服用群 1 名を除く）．FPV による血中

尿酸値の上昇は，FPV とその代謝物 M１が腎尿細管分泌を調節する有機アニオントラ

ンスポーターOAT1 および OAT3 を阻害し，URAT1 を介して尿酸の再吸収を促進し，

それにより尿酸排泄が減少するためであるが 119)，血中 FPV 濃度との関連性について

はこれまで知られていなかった．本研究では，FPV 投与後の血中 FPV 高値群の患者に

おいて尿酸値の上昇を顕著に認め，平均 4.2 mg/mL の尿酸値上昇を認めた．本結果は，

古関らに引用され，ベースラインの尿酸値と定常状態の血清 FPV 濃度（カットオフ

値；46.14 µg/mL）が高尿酸血症と関連していると報告している 120)．患者背景などが

異なるためカットオフ値に違いは認めるが，同様の結果を確認していると考える．逆

説的にいえば，FPV を投与された COVID-19 患者が高尿酸血症の症状を示さない場合，

そのような患者の血中 FPV 濃度は 20 µg/mL 未満である可能性が考えられる．今後 FPV

の有効性および安全性を後ろ向きに評価する際に，本結果の利用が期待される．  

COVID-19 に対する FPV の EC50（50％有効濃度）は，61.88 µM（9.72 µg/mL）であ

ることから 121)，FPV 経口投与による COVID-19 治療中は，少なくとも 20 µg/mL 以上

の血中 FPV 濃度の維持が必要であると仮定した．FPV は COVID-19 以外にもエボラ出

血熱や重症熱性血小板減少症候群ウイルスなどにも効果が期待されているが，その効

果を検証する際には血中 FPV 濃度のモニタリングが重要であると考える．  

本研究には 2 つの限界がある．まず，本研究は単施設による後ろ向きの検討であり，
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血中 FPV 濃度が低い COVID-19 患者（n＝6）は，血中 FPV 濃度が高い患者（n＝21）

に比べてはるかに少なかったことが挙げられる．COVID-19 に対する FPV の有効性と

安全性について，臨床的に意味のある結果を得るためには，より多くの研究対象者を

含む研究による検証が必要である．第二に，当院における COVID-19 治療の併用薬の

組み合わせは，今回の研究期間中（2020 年 4 月～2020 年 12 月）に大きな変更があっ

た．この期間は厚生労働省の新型コロナウイルス感染症（COVID-19）診療の手引き等

も大きく改訂されており，当時の最善の医療を模索した結果といえる．例えば，この

期間には，後に COVID-19 治療に対して有効性のエビデンスが得られなかったシクレ

ソニドやナファモスタット，ヒドロキシクロロキンを使用した患者もおり，一方で，

後に有効性が確認されたレムデシビルやデキサメタゾンを使用した例もあった．この

ような大きな背景バイアスを考慮して，本研究では FPV の有効性と（高尿酸血症以外

の）安全性に関しては主要評価項目とせずに，藤田医科大学や国立国際医療研究セン

ターが行った観察研究などの結果に委ねることが妥当と判断した．ただし，薬物間相

互作用については，本研究では，XO を介した相互作用のあるテオフィリンを併用し

ている患者はいなかったことは付記する．  

本研究では，第 3 章で開発した実用的な血中 FPV 濃度の定量法が十分に適用でき

た．本法は，市中病院である当院のスタッフでも容易に実施することが可能で，業務

的にも測定コスト的にも負担は少ないと考えられる．FPV による治療評価の際に，本

法による血中 FPV 濃度の定量が広く活用され，新たな知見が創出されることを期待す

る．  

 

 

  



68 
 

4.5 小括  

 本章は，FPV を服用した COVID-19 患者の血中 FPV 濃度を測定し，血中 FPV 濃度

の増減に影響を及ぼす因子を探索し，以下のことを示した．  

1) 血中フェリチン値は COVID-19 患者の血中 FPV 濃度に逆相関する重要な独立因子

である．  

2) COVID-19 患者で高フェリチン血症を示す患者では血中 FPV 濃度は，20 µg/mL 未

満の低値となる．  

3) 血中 FPV 濃度が 20 µg/mL 以上の患者は，FPV 内服開始後に尿酸値が有意に上昇

する．一方で，血中 FPV 濃度が 20 µg/mL 未満の患者は尿酸値の有意な上昇は認

めない．  

4) 第 3 章で構築した血中濃度測定法を用いて，多くの患者の血中 FPV 濃度の測定に

活用できる．  

 以上の結果の中で，特に血中 FPV 濃度とフェリチンおよび尿酸値との関連性につい

て示した初の報告であり，FPV による治療評価の際に参考になり得る知見と考える． 
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総括  

 

治療薬物モニタリング（TDM）や急性中毒時の分析業務およびエビデンスを構築す

る上で，定量分析技術の基盤は不可欠である．その分析技術は LBA 法と LC 法に大別

される．LBA 法は簡易な自動分析装置として一般病院でも繁用されるが，LC 法より

真度と精度が劣る他，試薬費も安くはない，抗体等の試薬がない項目は測定できない

といった欠点がある．一方， HPLC による定量分析は，半自動化された連続分析が可

能で，質量分析計を検出器とした HPLC-MS 法が普及しているが，導入コストと専門

的な機器操作や維持管理が必要となることから，運用できる病院は限定される．  

 臨床現場における定量分析技術には，迅速性・簡便性・経済性が求められる．しか

し，多くの病院では，薬物血中濃度分析の外部委託を推進し，院内での分析業務は縮

小傾向にある 4,  28,  29)．外注は簡便である反面，迅速性に劣り，委託費用も安くはない．

そもそも薬物血中濃度は，刻一刻と変化する臨床所見や検査結果と併せてリアルタイ

ムで考察することに意味があり，迅速性を放棄することで血中濃度測定そのものの価

値低下は免れない．  

そこで著者は，紫外可視吸光検出器を備えた HPLC-UV 法の可能性を検討すること

とした．HPLC-UV 法は 1980 年代～90 年代に臨床現場で広く使用されたが 22,23)，その

後は LBA 法を搭載した自動分析装置の普及と臨床検査の外注化によって保有する医

療機関は減少の一途を辿った．しかしながら，HPLC-UV 法は今日でも分析初心者が扱

いやすく安定性に優れた分析法であることに変わりはなく，LBA 法や LC-MS/MS 法，

GC-MS 法の欠点を補完し，汎用性や簡便性，迅速性，検査項目の拡張性のあるプラッ

トフォームであれば，医療現場において再活用できる可能性を秘めている．  

このような背景の元，本博士論文研究は，一般病院でも導入可能なコスト等を加味

して，簡便な前処理と HPLC-UV 法を組み合わせた迅速な薬物血中濃度定量分析法を

プラットフォームとして構築した．  

 第 1 章では，病院内での迅速な血中濃度測定法のプラットフォームを構築するため

の開発に着手した．本研究の基本コンセプトは以下の通りである．①  一般病院の臨床

検査技師や薬剤師が日常業務として扱える手法であること，②  高額で特殊な装置や

試薬を必要としないこと，③  多品目の薬物に対して適用可能であり，前処理も含めて

ほぼ同一の手順で行う手法であること，④  多検体処理を可能とする迅速性があり，将

来的に半自動化が見込めること．  

 上述の要件を満たす定量分析法として，遠心用スピンカートリッジを用いた SPE 法

による前処理と ODS モノリスカラムを備えた逆相 HPLC-UV を組み合わせた手法を考

案し，最適化を行った．その結果，本邦は 15 品目の薬物の血中濃度定量に適用でき，

各薬物の定量下限値は 0.1～1.5 µg/mL の範囲であった．各薬物の治療有効濃度領域内

での定量バリデーションも良好であった．  

 第 2 章では，第 1 章で構築した薬物定量分析システムについて，さらに病院内で患
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者血清を使用する実臨床での実用性と性能評価を行った．被検薬物には，カルバマゼ

ピン，フェニトイン，バンコマイシン，ラモトリギン，ボリコナゾールを用いた．薬

物血中濃度の定量は上述の手順と同様に行ったが，患者血清の遠心用スピンカートリ

ッジの通液性を考慮して，遠心時間や血清添加前にメンブランフィルターを用いるな

ど改良も施している．また，本法以外の血中濃度定量法として，通常業務として院内

の自動分析装置（ cobas®）による測定と外注（HPLC-MS/MS）による測定も同時に行

い，本法で得た薬物定量値と cobas および HPLC-MS/MS での検査結果を比較評価し

た．その結果，臨床検体であっても本手法に改良を加えることで応用が可能となった．

また，臨床検査技師や薬剤師が 1 回 10 分程度と短時間で前処理を行うことができ，そ

の繰り返し精度は良好であった．さらに，本法と既存手法（cobas，HPLC/MS/MS）に

ついて，定量値の相関性は良好であった．  

 以上，第 1 章と第 2 章の検討により，本法は特別な分析技術を必要とせずに実施可

能であり，院内での TDM 業務における多品目の薬物血中濃度測定への利用が期待さ

れる．さらに本プラットフォームは，今回検討した以外の薬剤へも拡張できる可能性

があり，更なる検討の価値があると考えた．  

第 3 章では 2020 年 2 月から世界的流行となった COVID-19 の治療候補薬として使

用されたファビピラビル（FPV）に本プラットフォームを適応すべく検討を行った．

FPV は，酸性 pH 条件下で ODS 基に保持・吸着するため，FPV 添加血清に 5 M 塩酸を

加えてから MonoSpin C18 カートリッジに通液するというアレンジを加えた．吸着し

た FPV を（洗浄を省略して）10％CH3CN 水溶液で直接溶出した時に，SPE 回収率が最

大となった．この SPE 処理と逆相 HPLC 分析を組合せて，定量バリデーションを行っ

た結果，日内・日間の真度，精度のいずれも良好であった．また，多座配位子構造を

有する FPV と選択的に錯形成する金属イオン種についても調べたところ，FPV は Fe3+

および Cu2+と選択的に錯形成したため，これらの金属イオンの関与する内在性因子と

血中 FPV 濃度の関連が示唆された．  

薬物血中濃度が治療効果と副作用発現に密接に関連するとき，薬物血中濃度の把握

は投与設計の指標となる 16,  17)．そのため全ての薬剤について TDM が必要という訳で

はないが，TDM が必須もしくは有用な薬剤は多数存在する．薬物血中濃度の測定は，

患者の服薬アドヒアランスの判断も可能とし，多剤併用患者で薬物間相互作用の影響

を検討する上などでも役立つ．また，TDM の有用性について薬物動態学的な検討が十

分でない項目については，薬物血中濃度をモニタリングすることが，新しい知見につ

ながるかもしれない．  

 第 4 章では，第 3 章で構築した FPV の血中濃度測定法を用いて，FPV の血中濃度に

影響を与える因子の探索を行った．自施設内において 2020 年 4 月～ 12 月までに

COVID-19 感染症で入院し，FPV による治療を受けた 27 名の患者に対して後ろ向き研

究を企図した．FPV を服用した COVID-19 患者の血中 FPV 濃度を測定し，血中 FPV 濃

度の増減に影響を及ぼす因子を探索したところ，以下のことを示した．①  血中フェリ
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チン値は COVID-19 患者の血中 FPV 濃度に逆相関する重要な独立因子である．②  

COVID-19 患者で高フェリチン血症を示す患者では血中 FPV 濃度は，20 µg/mL 未満の

低値となる．③  血中 FPV 濃度が 20 µg/mL 以上の患者は，FPV 内服開始後に尿酸値が

有意に上昇する．一方で，血中 FPV 濃度が 20 µg/mL 未満の患者は尿酸値の有意な上

昇は認めなかった．これは血中 FPV 濃度とフェリチン値および尿酸値との関連性につ

いて示した初の報告であり，今後，FPV による治療評価の際に参考になり得るものと

考える．  

 以上，第 3 章と第 4 章では，FPV の血中濃度測定法を構築し，さらに臨床研究を行

うことで，FPV に関する新たな側面を垣間見ることができた．本研究で開発した HPLC-

UV プラットフォームは，臨床現場の TDM において，院内で簡便かつ迅速に活用でき，

LBA 法などと組み合わせることで，より多くの項目が院内で測定可能になる．さらに

診療報酬外の薬剤でも UV 吸収をもち，治療域が ppm オーダーであれば，FPV のよう

に測定項目を拡張することも検討できる．  

 さて，本研究に付言すると，本プラットフォームの構築後に，著者所属の北信総合

病院と東京薬科大学生体分析化学教室，日立ハイテクサイエンス社によって更なる共

同研究を進めた．本研究で用いた HPLC 分析システムは，汎用 HPLC を用いており，

日々慣れ親しんでいる分析担当者であれば問題ないかもしれないが，医療現場で

HPLC の初心者が扱うには，臨床検査で汎用されている他の自動分析装置と比較して

操作性の面で使いにくさがある．また，日常の精度管理をどう運用していくかも課題

であった．その結果，日立ハイテクサイエンス社は，本研究の HPLC-UV プラットフ

ォームを基盤とした LM1010 システムを開発し，2020 年 2 月に一般医療機器（特定保

守管理医療機器）として PMDA に届出した（製造販売届出番号：22B3X10009000003）．  

 

Fig. 5 Outline of the procedure of LM1010. 

 

 

(CH₂)₁₇CH₃

患者血清 スピンカラム
（固相抽出媒体）

LM1010 高速液体クロマトグラフ
（日立ハイテクサイエンス）

一般医療機器（特定保守管理医療機器）

前処理 10分 分析時間※ 7分

※ 測定3分＋洗浄・平衡化4分
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Table 3 Measurable drugs with LM1010 (as of March 2023). 
薬効  薬剤    薬効  薬剤  

抗てんかん薬  

  カルバマゼピン    

抗真菌薬  

  ボリコナゾール 
 フェニトイン    ポサコナゾール 

  ラモトリギン     フルコナゾール 

抗精神病薬    クロザピン   

抗菌薬  

  リネゾリド 

不整脈用剤  

 フレカイニド   テジゾリド 

 プロパフェノン    バンコマイシン 

 ジソピラミド     メロペネム 

 リドカイン   抗ウイルス薬    ファビピラビル 

 メキシレチン   
抗がん剤  

  イマチニブ 

 プロカインアミド    パゾパニブ 

 ソタロール  免疫抑制剤    ミコフェノール酸  

  アミオダロン/デスエチルアミオダロン    中枢興奮・鎮痛剤    カフェイン  

LM1010 は，分析前のコンディショニングや分析条件の設定，日常的な装置の性能

確認などを全て自動で実施でき，分析担当者の知識・経験に左右されることなく安定

した測定結果を得ることを可能としている．2023 年 3 月現在，24 品目（Table 3）の

薬物血中濃度の定量に適応でき，臨床で想定される血中濃度範囲での定量バリデーシ

ョンは良好である．LM1010 を用いた臨床評価では，ボリコナゾール 122)やミコフェ

ノール酸 123)の報告があり，全国で使用され始めている．  

また，著者は日本中毒学会分析委員会の委員として，本法を用いたカフェインの血

中濃度測定を日本中毒学会の会期中のハンズオンセミナーで行った 124）．その際にア

ンケート調査を実施したが，本法の前処理および HPLC 分析の難易度は，多くの参加

者が簡便に感じていた（Table 4）．また，薬毒物や TDM における分析業務を院内で実

施している参加者は約半数で，外部委託や分析をしていない回答もあった．これらは

学会の限られた参加者からの調査ではあるが，薬毒物や TDM における分析結果は即

日に結果が得られることが重要であると考える参加者が大多数であったことも付け加

えておく（Table 5）．  

 

Table 4 Results of the Hands-On Instrumental Analysis Seminar Questionnaire122. 
1. 参加者の職業（実人数： 63 人，延べ人

数： 68 人）  
 3.  HPLC 分析の難易度はいかがでしたか？ (n=61 人）  

 医師  9 人（ 13.2％）    非常に簡便  16 人（ 26.2％）  

 薬剤師  38 人（ 55.9％）    簡便  23 人（ 37.7％）  

 臨床検査技師  8 人（ 11.8％）    普通  20 人（ 32.8％）  

 分析担当者  9 人（ 13.2％）    少し難しい  2 人（ 3.3％）  

  その他  4 人（ 5.9％）     難しい  0 人（ 0％）  

2.  前処理の難易度はいかがでしたか？  

(n=61 人）  
 4.  自施設において本法を導入したいと思いましたか？

(n=59 人）  
 非常に簡便  18 人（ 29.5％）    強く思った  7 人（ 11.9％）  

 簡便  26 人（ 42.6％）    思った  14 人（ 23.7％）  

 普通  15 人（ 24.6％）    興味あり  32 人（ 54.2％）  

 少し難しい  2 人（ 3.3％）    あまり思わなかった  6 人（ 10.2％）  

  難しい  0 人（ 0％）      思わなかった  0 人（ 0％）  
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Table 5 Survey on quantitative analysis of drug toxicology122. 
1. 薬毒物や TDM において分析を実施していますか？  

 （実人数： 55 人，延べ人数： 66 人）   

 院内で分析している  34 人（ 51.5％）  

 外部委託している 26 人（ 39.4％）  

  分析していない  6 人（ 9.1％）  

2.  院内で分析している場合の使用装置は何ですか？  

 （実人数： 28 人，延べ人数： 48 人）   

 免疫学的測定法  13 人（ 27.1％）  

 LC-MS/MS 13 人（ 27.1％）  

 HPLC 10 人（ 20.8％）  

  その他  12 人（ 25.0％）  

3.  薬毒物や TDM における分析結果が、即日に結果が得られることは重要と思いますか？

(n=50 人）  

 強く思う  38 人（ 76.0％）  

 思う  11 人（ 22.0％）  

 あまり思わない 0 人（ 0％）  

 思わない 1 人（ 2.0％）  

 

法医学や科学捜査においては，薬毒物の定性および定量分析は死因究明のためであ

り，LC-MS/MS や GC-MS は必要欠くべからざるものである．一方で臨床現場において

もまた，TDM における薬物血中濃度の定量分析は核となるにも関わらず，現時点でそ

の環境は十分とは言えない．しかしながら，そういった状況下にあっても，迅速に結

果を得たいと望む臨床家がいるということは，今後の定量分析法の開発を考える上で

示唆に富むものではないだろうか．  

個別化医療に貢献するためには薬物血中濃度測定が重要であり，本研究では，日常

診療で使用できるレベルの定量分析法を HPLC-UV プラットフォームとして構築する

ことができた．本法は極めて拡張性が高く，本研究で検討した薬物以外にも広く適用

できる可能性がある．今後，抗がん薬や抗菌薬，抗ウイルス薬，そして中毒起因物質

等に対して，さらに本法適用の可否を検証し，本法の適用拡大を進めていくことは十

分に有用である．最後に，本プラットフォームが臨床で広く使用され，医療の質の向

上に寄与することを切に期待して結びとする．  
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