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63研 究機関か らな るPipemidic acid研 究会(世 話

人:東 京慈恵会医科大学 上 田 泰教授)に おいて,Pipe-

midic acid(PPA)の 基礎 的 お よび 臨床的研 究過 程に

おいて,と くに人 の血 中濃度の測定値にば らつ きがみ ら

れたため,そ の原因の 究明を 目的に,PPA体 液濃度測

定小委員会が作 られ た。

その委 員会において本剤の体液濃度測定について検討

が行なわれ,ば らつ きの要因 を製剤側の因子 と,測 定法

に分 けて検討し,若 干の知見が得 られたので,そ の成 績

とPipemidic acid研 究会において採用 され たPPA体

液濃度測定法 につ いて報告す る。

1.　 製剤に関する検討

PPA 1, 2)の 吸収に及ぼす製 剤上 の問題点について,以

下の ような検討を行な った。

〔実験方法〕

PPAの 錠剤の含量 測定 な らびに溶 出は,後 述す る化

学的定量法に よ り,ま た,血 中濃度測定は後述す る生物

学的定量法に よ り行なった。

崩壊度試験は 第八改正 日本薬局方 に 準拠 して 行な っ

た。

〔実験結果〕

1) 錠剤の安定性

PPA錠 の安定性 をTable 1に 示す よ うな種 々の条件

下で経時的に調べた結果,錠 剤の含量お よび崩壊度に変

化はみ られなかった。

2) 錠剤の含量お よび崩壊度

任意 に抽出 された 数種 の ロッ トのPPA錠 の 含量は

98.5～103.4%の 範囲で,平 均崩壊時間は5分55秒 ～13

分23秒 の範囲であ った(Table 2)。

3) 錠剤か らの溶出

錠剤か らのPPAの 溶 出は錠剤崩壊に要す る時間のた

め,最 初の5分 間はPPA三 水和物 の 純 末 の 溶解 よ り

やや遅れ た が,10分 以後 では溶解曲線はほぼ 一致 した

(Fig.1)。

4) In vivoで の錠 剤の崩壊お よび溶 出

PPA錠 のin vivoに おけ る崩壊お よび溶 出につ き調

べ るため,beagle犬 にPPA錠 お よび懸濁液 をcross-

overで 投与 し,血 中濃度 を 測定 した。Table 3に 示す

とお り両投与 剤型 の平均血中濃度には大 きな差はみ られ

なか った。

Fig. 1 Dissolution of pipemidic acid 

from tablets
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2.　体液中における安定性

[実験方法]

PPAの 血漿中および尿中濃度測定は後述する生物学

的定量法により行なった。

[実験結果]

PPAを 投与 した人の血漿 中お よび尿中活性物質は,

4℃ で保存 した 場合少な くとも1ヵ 月間,冷 凍庫中で

-20℃ に保存 した場 合少な くと も50日 間は安定 であっ

た(Table 4,5)。

3.　 生物学 的定量法 に関す る検討

カップ法につ き,本 剤測定上 の条件を検討 した。

1) 検定菌

大腸菌Kp株(臨 床分離株:大 日本製薬総 合研究所保

存),大 腸菌NIHJJC-2株 および枯 草菌PCI219株 を

指示菌 とし,薄 層 カップ法で検量線を作成(pH7.5,1/15

M燐 酸緩衝液)し た ところ,阻 止円のみやす さお よび

ば らつ きには菌株間に大 きな差はみ られず,定 量感度は

大腸菌Kp株 を用 いた場合最 も良好であった(Fig.2)。

2) 培地

MOLLER-HINToN Medium (Difco), Heart In-

fusion Agar (Difco), Nutrient Agar 1.5%　 (Difco)

お よび　Brain Heart Infusion Agar (Difco),pH7.5

を用い て,大 腸菌Kp株 を指示菌 とす る 薄層 カップ法

で検量線を作成(pH7.5,1/15M燐 酸緩衝液)し た とこ

ろ,阻 止円の ば らつ きには 差 はみ られ ず,定 量感度は

Table l Stability of pipemidic　 acid tablets

Table 2 Content and disintegration time

of pipemidic acid tablets
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MULLER-HINToN Medium を用いた場合最 も よか っ

た(Fig.3)。

3) 培地pH

MULLER-HINToN Medium のpHを1/15M 燐酸

緩衝液で6,7お よび8に 変え,大 腸 菌Kp株 を指示菌

とす る薄層 カップ法で検量線を比較 したが,阻 止円の大

きさやば らつ きには 大 きな 変動はみ られなか った(Fiｇ

4)。

4) 基層

20mlの 寒天培地 の基層の上に5m1の 種層を播いた

重層平板 と5mlの 種層のみの薄層平板で阻止円の大 き

さお よびば らつ きを比較 した。Fi&5に 示 した よ うに,

ば らつ きには大 きな差はみ られなか ったが,阻 止円直径

は後者 のほ うがか な り大 きか った。

5) 培地量

薄層平板を作 る際,シ ャー レ(直 径9cｍ)の 培地量を

Table 3 Comparison between tablet and suspeｎsion in the plasma levels

of pipemidic acid iｎ dogs

(500mg/kg,siｎgle oral dose)

Table 4 Stability of pipemidic acid in hｕman plasma and urine

(stored at 4℃)

Table 5 Stability of pipemidic acid in human plasma and urine

(stoｒed atｰ20℃)
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5mlに した場合 と10mlに した場 合を比 較 した ところ.

前者のほ うが定量感度はやや良好であった(Fig.6)。

6) 検量線

薄層 カップ法においてPPAを1/15M燐 酸緩衝液pH

7.5お よび人血漿pH7.4で 希釈 し検量線を作成す る

と,前 者の検量線は後者 より平行 に左にずれ,燐 酸緩衝

液の検量線か ら読み取 った濃度 は人血漿の検量線か ら読

み取 った濃度の60%前 後に相 当した(Fig7)。

Fig. 2 1nfIuence of indicator

organlsms

Fig. 3 1nHuence of media Fig. 4 1nHuence of medium pH

Fig. 5 1nfluence of abasic

agar layer

Fig. 6 1nfluence of medium

volumes

Fig. 7 Staｎdard calibration lines

using Phosphate buffer and

human plasma
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7) 血清の種類

薄層 カップ法で血 中濃度 を測定す る際,検 量線作成に

用いる血清 としてHuman serum(Flow Laboratories

Inc.),Moni-trol(DADE Division, Amefican Hos-

pital SupPly Corporation)お よび Consera (Nissan)

の3種 を使用 し比 較 したが,血 清間に大 きな差はみ られ

なかった(Fig.8)。

8) 検量線の変動

薄層 カップ法では,標 準液 の阻止円の大 きさは 日に よ

り異な る場合があるので,燐 酸緩衝液 の検量線 とMoni-

trol の検量線の相対 的間隔が 日に よ り変動す ることが予

想 され る。そ こで緩衝液検量線か ら読んだ濃度のMoni-

trol検 量線か ら読 んだ濃度 に対す る比率を各測定 日ごと

に算出したが,Table 6に 示す とお り52～61%の 範囲で

あり,あ ま り大 きな変動はみ られなか った。

4.　 化学的定量値 と生物学的定量値の一致性

PPA の血 中お よび尿中濃度測定 に用い る化学的定量

法は以下に述べ る螢 光法 を用 い,生 物学的定量法は前述

した方法を用いてその一致性について検討 した。

〔化学 的定量法〕

1) 薬物の溶解

58.9 mgのPPA三 水和 物を1N酢 酸5 mlに 溶解

後,水 を加えて全量50 mlと な し,PPA 1 mg(無 水

物換算)/mlの 薬物原液を調製 した。

2) 標 準液 の調製

血中濃度定量用標準液:薬 物原液 を0.1N酢 酸で希

釈 し,2.0,1.5,0.5お よび0.1μg/mlの 標準液 を調

製 した。

尿 中濃度定量用標準液:薬 物原液 を1/3M燐 酸緩衝液

pH 6.2で 希釈 し,20,15,10,5お よび1μ9/mlの

標 準液を調製 した。

3) 螢光強度 測定

Fluorescence spectrometer (日立MPF-2Aを 用

いたが他社の機種 で もよい)を 用い,励 起波長280mμ,

螢光波長444mμ で螢光強度 を測定 した。

4) 検 量線

血 中濃度定量用 検量 線:各 標準液 な らびに ブランク と

して0.1N酢 酸8mlを それぞれ40mlの 遠 沈管に と

り,血 清(漿)1mlを よ く混和 した後,12%過 クロー

ル酸1mlを 加 え,20分 間3,000r.p.m.で 遠心 分離

して除蛋 白を 行な った。 上 清液4mlを40mlの 遠 沈

管 に とり,ク ロロホルム8mlを 加 え,室 温で30分 間振

盪 を行 なった 。3,000r.p.m.で10分 間遠心分離 を行 な

った後,水 層2mlを 試験 管に とり,0.1N酢 酸20ml

を加 え,螢 光強度 の測定 を行 なった。各標準液 の螢光強

度 か ら0.1N酢 酸 の螢 光強度 を ブランクとして 差引い

た値 と標準液濃度 か ら換算 した血清(漿)中 濃度(こ の

場 合は標 準液濃度 の8倍)と の関係は直線 とな り,こ れ

を血清(漿)中 濃度定量用 の検量線 と した。

尿中濃度定量用検量線:各 標準液 な らび にブ ランクと

して1/3M燐 酸緩衝液pH 6.2 5mlを それぞれ40ml

の遠沈管に とり,pH6.2の1/3M燐 酸緩衝液 で5倍 に希

Fig 8 Standard calibration lines

using human serum,Moni-

trol and Consera

Table 6 The latio of the drug concentfatioｎs read

from buffer standard to those read from

Moni-trol one

Assay : The thin-layer cup-plate method using 

E. coli Kp and MUOLLER-HINTON Medium, pH 7.5
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釈 した人尿希釈液1mlを 加え,さ らに クロロホル ム6

mlを 加 えて室温 で30分 間振盗 した 。3,000r.p.m.で

10分 間遠心 分離を行ない,ク ロロホル ム層3mlを10

mlの 遠沈管 に とり,0.1N酢 酸3mlを 加え,室 温で

30分 間振盗 し,3,000r.p.m.で10分 間遠心分離を行

な った後,水 層1mlを 試験管 にと り,こ れ に0.1N酢

酸10mlを 加 えて螢 光強度 の 測定を行な った。 各標 準

液 の螢光強度か ら1/3M燐 酸緩 衝液 の螢光強度を ブラン

クとして差引いた値 と標準液濃度か ら換算 した尿中濃度

(この場合は 標準液 濃度の25倍)と の 関係は直線 とな

り,こ れを尿中濃度定 量用 の検量線 とした。

5)定 量操 作

血 中濃度 の定量:血 清(漿)1 mlを40 mlの 遠 沈管

に とり,0.1N酢 酸8mlを 加えた。以下検量線作成 の

場 合 と同様,過 ク ロール酸で除蛋 白,定 量妨害物 質のク

ロロホル ム抽出,螢 光強度 測定,ブ ランクの補正 を行 な

い,さ きに作成 した検量線 を用 いて得 られた螢光強度 に

対応す る血清(漿)中 濃度 を求めた。

尿 中濃度 の定量:1/3M燐 酸緩衝液pH 6.2で5倍 に

希釈 した人尿希釈液1mlを40mlの 遠沈管 にと り,

1/3M燐 酸緩衝液5mlを 加えた。 以下検量線作成 の場

合 と同様,ク ロロホルム抽 出,酢 酸逆抽 出,螢 光強度測

定,ブ ランクの補正 を行 ない,さ きに作成 した検量線を

用 いて得 られた螢光強度 に対応す る尿中濃度 を求めた。

なお,検 量線は測定 日ごとに必ず作成 し,ま た,螢 光

強度が強す ぎ検量線の範囲内に入 らない場合は0.1N酢

酸で試料を適宜希釈 した。

6)定 量限界

本法に よる定 量限界は,血 清(漿)で は約0.5μg/ml,

尿では約50μg/mlで あ った。

〔実験 成績〕

螢光法に よる測 定値 と薄層 カップ法(MULLER-HIN.

TON Medium使 用)に よる測定値 とが どの程度異な る

かを調べ るため,人 の血中お よび尿 中濃度を両法で同時

に測定 した。 結果 はTable 7お よび8に み られ るとお

り,両 測定 値は きわめて よい一致 を示 した。

5.研 究機 関間の変動

研究機 関の間の測定値 の変動 を調べ るため,同 一検 体

(犬血 漿お よび人血 清)の 定量を6ヵ 所 の 研究機関で大

腸 菌Kp株 を指示菌 とす る 薄層 カップ法(後 述 の小委

員会法)に より実施 した。Heart Infusion Broth中 で

18時 間培養 した菌をMULLER-HINToN Medium お

よびHeart lnfusion Agarに1%お よび0.1%の 割

合 に接種 して薄層平板 を作製 し,検 量線は1/15M燐 酸緩

衝液pH7.0お よびMoni-trolを 用いて作成 した。結

果 はTable 9に み られ るとお り,各 研究機 関の測定値は

Table 7 Plasma levels of pipemidic acid in men receiving a single oral dose of 0 .5g

Table 8 Urinary levels of pipemidic acid in men receiving a single oral dose of 0.5 g
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比較的 よく一 致し,と くにMoni-trol検 量線を用いた場

合,よ い 一致が 得 られた。 接種菌量は0.1%,培 地は

MULLER-HINToN Mediumの 場 合定量感度が よかっ

たが,接 種菌量0.1%で は菌の発育が薄 く,阻 止円がみ

に くい欠点が あった。 検体の濃度 はMoni-trol検 量線

か ら読み取った場合 のほ うが緩衝液検量線か ら読 み取っ

た場合 より高 く,前 者は同時に測定 された螢 光法に よる

定量値 とよい一致 を示 した。

6. PPA体 液濃 度測 定法

以上 の検討結果を もとに,PPA体 液濃度測定小委 員

会に より最終的に まとめ られ,本 剤の検討 に用 い られ た

PPA体 液濃度測定法は以下の とお りである。

大腸菌Kp株 を検定菌 とす る薄層 カップ法 を用 いる。

1) 薬物 の溶解

PPAは 水に難溶であるが,ア ル カ リ溶液には 易溶で

あ るので,通 常0.2N-NaOHを 等 モル加え て溶解 し,

水で適宜希釈 して1mg力 価/mlの 薬物原液を 調製す

る(註:PPA三 水和物 の原末は849μ9力 価/mgで あ

る)。 この よ うに調製 した 薬物原液は,常 温で少な くと

も1週 間は安定であ る。

2) 標準液の調製

薬物原液を1/15M燐 酸緩衝液(pH7.0)で9:1に

希釈 し,以 後同緩 衝液で2倍 希釈 して 標 準液 を 調製す

る。人血清(漿),Moni-trolお よびConseraで 標 準

液を作 る場合 も緩衝液の場合に準 じて行な う(註:人 血

中濃度を測定す る場合は後者の標準液 を使用す るほ うが

測定誤差が少ない)。

3) 定量用検定菌 一

大腸 菌Kp株 を用い る。

4) 定 量用菌液 の調製

ブイ ヨン寒天斜面 培養菌(培 養後7日 間使用 可能)1

白金耳(内 径1mm)をHeart Infusion Broth 10ml

に接種 し,37℃ で18時 間培養 した ものを接種菌液 とす

る。

5) 定量用培地

市販のMULLER-HINToN Mediumま たはHeart

Table 9 Consistency of. the data of the same samples by the same 

methods in different research institutes
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Infusion Agarを 用 い る(註:Heart Infusion Agar

よ りMULLER-HINToN Mediumの ほ うが 定量感度

が よい。なお,通 常1Lに 溶解す る量を1.5Lに 溶解

す ると寒天濃度が1%と な り薄層平板が作 りやすい)。

6)薄 層平板の作製

定量用培地を溶解後44～45℃ に調整 し,定 量用菌液

を1%の 割合に 混和 して5ま た は10mlず つペ トリ皿

(直径9cm)に 分注 し,水 平に固 まらせ る。 この場合,

培地の温度が48℃ を越 えると指示菌が死滅す るので注

意を要す る(註:5mlず つ 分注す る 場合 は ペ トリ皿を

37℃ の フラン器中であ らか じめ温めてお くと,寒 天が

部分的に固 まることな く均一な平板を作 りやすい)。

7)定 量用試料,

検体を希釈す る場合は1/15M燐 酸緩衝液(pH7.0)

を用い る。

8)定 量操 作

カップ法に より行 ない,37℃,18時 間培養後,測 定

す る。

 考 案

PPAの 基礎 的検討 の時点 において,生 物学的定量法

に よる血中濃度の測定値を各研究機関間で比較す ると,

ば らつ きがみ られ,そ の測定値は2～5倍 の差 が認め ら

れた。 したがって,こ のば らつ きの要 因を究 明す るため

に,(1)製 剤上になん らかの問題 点があ るか否 か,(2)生 物

学 的測定 方法 自体に問題点 があ るか否 か,の2点 につい

て検討を行なった。

前者 につ いては,錠 剤の安定性,含 量,in vitro,in

vivoに おけ る崩壊性,溶 出な どにつ いての 検討では,

と くに問題点 は認め られなか った。

そ こで生物学的測定方法について,検 定菌,培 地,検

量線作成 に用 いる標準液 などについて検討を行 ない,本

論文 で述べ たよ うな,一 定 の方法を設定 した。

そ の方法を用い,同 一検体を6研 究施設 で測定 し,そ

の測定値 を比較 した ところ,Table 9に 示 した とお り比

較 的 よく一致 した成績が得 られた。

とくにMoni-trolに よる 検量線を用 いた場 合によ く

一致 した成績が得 られた。 さらに,そ の測定値が化学的

定量法 による測定値 と 一致 した。

以上 のよ うな成績か ら,こ の方法をPPAの 体液濃度

測定法 の生物学的方法の標準法 とし,各 研究施設か ら了

承 を得た ので,本 剤の体液内濃度測定 にはすべ てこの方

法が用 い られ てい る。

さきに述べた 当初にみ られた各研究施設 問におけ る血

中濃度 のば らつ きの要因 としては,(1)検 量線作成 のため

の標準液 の差,(2)本 剤の吸収に対す る摂取水 分量,食 事

の影響 など,が 考え られ る。

(1)につ いては,燐 酸緩衝液に よ り作成 した検量線 血

清 によ り作成 した検量線か ら読み とる測定値 間に差を認

めた。 このことは本剤の 血清蛋 白結合(Table 10)を 示

す もので,し たが って,そ の測定に当たってはいかな る

検量線 を用いたかを明記す る必要があるであろ う。その

点を考慮の うえで測定値を比較すべ きである。

Table 10 Pipemidic acid binding with human serum proteins

Experimental conditions 

Filtration equipment : a 10-m1 filtration cell (Amicon, model 12) with a PM-30 membrane (Amicon) 

and a magnetic stirrer (Toyo, model MS-16B) 

Pressure : 2 kg/cm2 with N2 gas 

Temperature : 37°C in an incubator box (Nikon) 

Serum : Human serum was purchased from Flow Laboratories, Inc. 

(pH 7.2, stored at 20•Ž till use) 

Drug : 14 C-labeled PPA (specific activity ; 11.6 ƒÊCi/mg) 

Assay of drug concentration : radioactivity counting by a Tri-Carb liquid scintillation spectrometer 

(Packard, model 3380) 

50 ƒÊl samples were dissolved in 10-ml dioxane scintillator (protein-free samples) or in a 

mixture of 0.5-m1 soluene 100 (Packard), 10-ml of toluene scintillator and 2 drops of 

acetic acid (protein-containing samples)
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(2)については,摂 取水分量(Table 11),食 事が本 剤の

吸収にあ る程 度影響 を及ぼす ことが考え られ うることで

あ る。

しか し成績 によっては必ず しも食事の影響は一定 しな

い ともいわれているが,成 績を比較す る場合には,こ れ

らの点についての考慮 も必要であ ろ う。

ま と め

PPAの 血 中濃度のば らつ きの原 因を 種 々の角度 か ら

検討 し,以 下 の結果 を得た。

1. PPA錠 の安定性,崩 壊 お よび 溶出な ど,製 剤上

の問題は認め られ なか った。

2. 血中お よび尿 中のPPAは4℃ お よび-20℃

で安定であった。

3. PPAの 生物学的定量法は 種 々の因子に より影響

され るが,条 件 を一定 にすれ ば精度 は よく,低 濃度 まで

測定可能 である。

4. 小委 員会 でま とめ たPPAの 生物学的定量法 と,

螢 光法 に よる測定値 は一致 した 。
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Table 11 Influence of water intake on the plasma levels of pipemidic acid in dogs

(PPA tablet, 500 mg/kg, single oral dose)

Assay : The thin-layer cup-plate method using E. con Kp and MULLER-HINTON Medium, pH 7.5
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The subcommittee on pipemidic acid determination examined various factors which might affect 

bioassay data of pipemidic acid, and following conclusions were obtained. 

1. Pipemidic acid tablets were found to be good in their content, stability, disintegration and 

dissolution. 

2. Pipemidic acid in plasma and urine was stable at both 4•Ž and -20•Ž. 

3. The thin-layer cup-plate method using Escherichia coll Kp as an indicator organism was a 

simple and accurate method of pipemidic acid determination with high sensitivity provided that 

important factors were controlled properly. 

4. The data determined by the thin-layer cup-plate method recommended by the subcommittee 

were consistent with those determined by the fluorometry.


