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田中 美雄 ・篠崎 公一 ・増原 慶壮 ・荒 井 栄

聖マリアンナ医科大学病院薬剤部

高 橋 悟∴佐野 隆志 ・染谷 一彦

聖マリアンナ医科大学第三内科

佐 々 木 康 人

東邦大学医学部放射線科

(昭和57年8月25日 受付)

血中 トブラマイシン(TOB)濃 度 モニタリングを目的として,5種 の測定法,高 速液体 クロマ ト

グラフィー(HPLC),ラ ジオイムノアッセイ(RIA),2種 の エンザイムイム ノア ッセ イ(EIA)

(EMITとSLFIA)お よびBioassayを 比較検討し,そ れぞれの特徴を評価 した。

TOBを 含 まないヒトプール血 清 にTOBを 添加 して0,0.45,1.05,2.0,3.98,7.94,13.16

μg/mlの7濃 度の試料を作製し,各 々5本 ずつに分注して得た35検 体をrandomに 配列し各測定

法で二重測定を行なった。また,健 常人6名,患 者12名 よ り得た154検 体を5測 定法で測定 し,

その結果を比較 した。

TOB添 加血清における測定精度は,HPLCとRIAで は全濃度域で,EMITとSLFIAで は中

・高濃度域で良好であったが,Bioassayは 全濃度域で他法に比べ劣っていた。回収率はHPLCと

RIAで は期待値と実測値が一致してお り,SLFIAも 低濃度(0.45μg/ml)を 除 き全体としては1

対1に 対応していたが,Bioassayお よびEMITは 全体的にやや高値を示す傾向があった。健常人

および患者より得た154検 体 のHPLCの 測定値に対 し,RIA, EMIT, Bioassayお よ びSLFIA

は高い相関を示し,SLFIAを 除 きほぼ1対1に 対応 した(r=0.92～0.98)。

個 々の患者の薬物動態値を算出し投与法の最適化を行なうためにはBioassayは 測定精度,回 収

率とも劣るために必ずしも適さない。 迅速性,検 体処理能力,経 済性を考慮 して測定法を選択する

必要がある。

近年,グ ラム陰性桿菌による感染症が増加 し1),ア ミ

ノ糖系抗生物質の使用頻度が増加している2)。しか し,

本剤は腎または第8脳 神経毒性が知られてお り,治 療量

と中毒量 とが接近しているため,血 中濃度測定と薬物動

態理論に基づく投与設計をすることの必要性が指摘され

て い る8～5)。われわれは高速液体 クロマ トグ ラ フ ィー

(HPLC)を 用いて血中 トブラマイシソ(TOB),ゲ ソタ

マイシン(GM)お よびアミカシン(AMK)濃 度 を測定

し,投 与設計に応用して きた6,7)。しかし,ア ミノ糖系

抗生物質の血中濃度測定としては,HPLC以 外 に も,

ラジオイムノアッセイ(RIA),エ ソザイムイムノアッセ

ィ(EIA),Bioassayな どが利用 されている8)。これら測

定法の特性を比較検討し,日 常臨床の場で適正な投与設

計を行なうに際しての得失を評価したので報告する。

対象薬剤としては腎毒性が比較的少 な く9,10),最近繁

用 される傾向のあるTOBを 選 択した11)。

1. 方 法

1. 測定法

測定には,(1)高 速液体クロマトグラフィー(HPLC)

法,(2)ラ ジオイムノアッセイ法,エ ンザイムイムノア

ツセイ(EIA)法 〔(3)EMITTMお よび(4)SLFIATM)

お よび(5)Bioassay法 を用いた。

2. 測定装置および測定操作

(1) HPLC法

装置:日 本分光社製HPLCを 用いた。測定システム

は分離装置と反応装置により構成されている。前者は移

動相送液ポンプ,試 料注入装置とODSカ ラムからなり,

後者は反応液送液ポンプ,反 応 コイル(5cm×200cm),

蛍光検出器および記録計を有する。測定システムのブロ

ックダイアグラムをFig.1に 示す。測定にあたっては血

清試料0.5mlをCMセ フ ァデッ クスTM(C-25)に か

け,1.25mlのTOB抽 出液を得た。 この5μlをHPLC
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Fig. 1 HPLC system for measurement of TOB

に注入 し,1-ペ ンタ ンスル ホ ン酸 ナ ト リウ ム(1.8mM),

硫酸 ナ トリウム(0.09M)お よび 酢 酸(0.2v/v%)を

含む溶液 で分 離 した。

フタル ジアル デ ヒ ド(400mg/L),メ ル カ プ トエ タ ノ

ール(0 .2v/v%)を 含 む 蛍 光 誘 導 体 化 反 応液(pH10.4)

を分離 後の流 路 を 注 入 し,TOBを 蛍 光誘 導 体 化 して 蛍

光検 出器 に よ り測定 した 。 測 定 法 の 詳 細 に つ い て は 別 に

報告 した12)。

(2) RIA法

GammacoatTM-(125I)-ト ブ ラマ イ シ ンkit(日 本 トラ

ベ ノール 提供)を 用 い た 。1.0μg/ml～16.0μg/mlの

濃度範 囲は,キ ッ ト指 定 の 操 作 法 で 測 定 し た。 ま た,

0.1～1.6μg/mlの 低 濃 度域 の 測定 に は,プ ー ル血 清 に

標準TOBを 添加 して6種 の 標 準試 料 を調 整 して,再 度

標 準 曲 線 を 作 製 し測 定 した(Fig.2)。

(3) EIA法(i)

EMITTM-ト プ ラマ イ シ ンkit(第 一 化 学 薬 品 提 供)を

用 い た(以 下,EMIT法 と略 す)。 測 定 は,Syva Sys-

tem CP-5000を 用 い キ ッ ト指 定 の操 作 法 で測 定 した。

(4) EIA法(ii)

SLFIATM-ト ブ ラマ イ シ ンkit(マ イル ス三 共 提 供)

を 用 い た(以 下,SLFIA法 と略 す)。 測 定 装 置 は 米 国 ア

ミン コ社 製 ア ミン コ蛍 光 比 色 光 度 計 お よび エ ー ム ス ・ダ

イ リュー タ ーを 用 い,キ ッ ト指 定 の 操 作 法 で 測 定 した 。

(5) Bioassay法

Bacillus subtillis ATCC 6633株 に よるAgarwell

法13)に よ り測 定 した。

3. 測 定 法 の比 較 検 討

(1) TOB添 加 血 清 に よ る精 度 お よび 回 収 率 の 検 討

TOBを 含 まな い ヒ トプ ール 血 清 にTOB標 準 液(El-

ly Lilly社 製:濃 度1mg/ml,Lot.No.sl-36-8T)を

添 加 し,0,0.45,1.05,2.00,3.98,7.94,13.16μg/

mlの7濃 度 のTOB添 加 血 清 を調 製 した。 各 濃 度 と も

5本 ず つ に 分 注 して 得 た 合 計35検 体 を1組 と して 測 定

に 供 した 。 検 体 はrandomに 配 列 し測 定 者 に は 濃 度 が

わ か らな い よ うに し,そ れ ぞ れ の 測 定 法 で 二 重 測 定 を 行

な い 全5種 の 測 定 が 終 了 後,検 体 配 列 順 序 を 明 ら か に

し,同 一 濃 度10回 の 測 定 値 よ り測 定精 度 お よび 回 収 率

を 評価 した。

(2) 臨床 試 料 に お け る測 定 値 の 比 較

健常 人(投 与 量1.5mg/ml)6名 よ り得 た65検 体 お

Fig. 2 Assay procedures of RIA for measuring serum TOB with high level concentrations ranging

from I.0 to 16 pg/ml (left branch) and low level concentrations ranging from 0.1 to 1 .6 ƒÊg/ml

(right branch).
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Table 1 Precision of 5 kinds of assay in 7 different concentration ranging from 0 to 13. 16 ƒÊg/ml ; In

each group (I-VII), 10 repeated measurement were performed and mean, 1 S. D. and C. V. %

were calculated.

よびTOB適 応 患 者(投 与 量40～360mg/day)12名 よ

り得 た89検 体,合 計154検 体 に つ い て,そ れ ぞれ の測

定 法 でTOB濃 度 を 測定 した 。

II. 結 果

1.精 度 に つ い て の比 較 検 討 成 績

1～W群 各 濃 度 ご とに10回 の測 定 値 よ り平 均(nt)お

よび1標 準 偏 差(S.D.)と 変 動 係 数(C.V.%)を 求 め

た(Table1)。 変 動係 数 はHPLCで1.6～7.1%,RIA

で3.9～10.7%,EMITで1.9～15.0%,SLFIAで

2.1～18.4%お よ びBioassayで8.5～12.9%で あ っ

た 。 変 動 係 数 が 最 大 とな った 濃 度 は1.05μg/ml(HPL

C),7.94μg/ml(RIA),1.05μg/ml(EMIT),0.45

μg/ml(SLFIAお よびBioassay)で あ り,最 小 とな っ

た 濃 度 は7.94μg/ml(HPLC),2.00μg/ml(RIA),

13.16μg/ml(EMIT),3.98μg/ml(SLFIA)お よび

1.05と13.16μg/ml(Bioassay)で あ った 。

TOBはtrough値 を2μg/ml以 下,peak値 を5～

10μg/mlに 設 定 す る こ とが 必 要 と され て い る3～5)。

trough値 の 決 定 に 多 く用 い られ る2μg/ml以 下 の

3群(II～IV)で は 変 動 係 数 はHPLCで6.1±1.0%

(m±1S.D.),RIAで5.5±2.4%,EMITで7.9±6,3

%,SLFIAで11.8±5.9%お よびBioassayで11.3

±2.4%(n=3)で あ り,変 動 係 数 の平 均 値 はRIAが

最 も低 くHPLCも 良 好 で あ っ た が,SLFIAお よ び

Bioassayは 変動係数10%以 上 と他法に比ベ劣 ってい

た。

trough値 が中毒域,peak値 が無効域または治療域

にある場合に用いられる濃度範囲(2.00～7.94μg/ml)

の3群(IV～VI)の 変動係数は,HPLCで3.6土1.890,

RIAで6.4±3.8%,EMITで5.2±0.3% ,SLFIAで

5.1±4.2%お よびBioassayで11.2±1.2%で あり,

HPLC,RIA,EMIT,SLFIAと も良好な精度を示した

が,Bioassayは 変動係数10%以 上 と劣っていた。

peak値 が中毒域にある場合を想定した13.16μg/ml

(VII)では,変 動係数はHPLC2.8%,RIA8.4％,EM

IT 1.9%,SLFIA3.1%お よびBioassay 8.5%と,

RIAとBioassayが,や や変動係数が大きいが,い ず

れも10%以 内であった。

2.回 収率についての比較検討成績

各群ごとに10回 の測定値を含有濃度(期 待殖)で除

して百分率 とし,こ れを平均 して回収率を求めた。この

6群(濃 度0μg/mlを 除 く)の 回収率をTable2に 示

す。HPLCお よびRIAで は全濃度域を通じて期待億と

測定値が一致 し,回 収 率 は84.4～103.0%で あつた。

EMIT,Bioassayお よびSLFIAで は平均回収率が110

％以上 とやや高値を示 した。

Bioassayお よびEMITは 全体的にやや高値を示す

傾向があり,SLFIAは 低 濃 度において回収率が高いこ
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Table 2 Recovery study of 5 kinds of assays in 6 different concentrations. Mean values of 10 repeated

measurements were divided by each target value and expressed as recovery percent.

Fig. 3 Comparative recovery tests correlating measured concentrations with target concentrations in
HPLC (upper left), RIA (lower left), Bioassay (upper right) and two kinds of EIA (EMIT and
SLFIA) (lower right): Solid lines show perfect fit lines, y=x.

とが原 因で 平均 値 は 高 値 を示 して い る が,全 体 的 に は

HPLC,RIAと 同 様 に期 待 値 と実 測 値 は1対1に 対 応 し

た(Fig.3)。

3. 臨床 検体 に お け る測 定 値 の 比 較

同一 検体 中のTOBをHPLC,RIA,EMIT,SLFIA

およびBioassayで 測 定 した結 果 をHPLCと 他 の 測 定

法 とを 比較 してFig.4に 示 す 。HPLC法 に 対 して 他 の

4測 定 法は高 い 相関(r=0.92～0.98)を 示 し た。 回帰

式 はSLFIA法 を 除 きy=xに 極 め て近 似 して い た。

SLFIA法 はy=0 .84x+0.42と 高 値 域 で や や 低 値

を示す傾向がみられた。y=xの 直線のまわ りのバラツ

キをみるとRIA法 お よびEMIT法 は少な く,Bioassay

法,SLFIA法 では比較的バラツキが大きかった。

III. 考 察

アミノグリコシ ドの投与法の評価と投与設計のために

血中濃度を測定することの,臨 床的有用性が認められて

いる3～7)。的 確 な臨床的意志決定に寄与するためには測

定の正確さが要求される。したがって測定系に付随する

系統的誤差および測定に伴 うランダムな誤差を評価検討

することは重要な意味をもつ。われわれが実施 した測定
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Fig. 4 Correlation between each of 4 assay and
HPLC for measurement of serum TOB: Bio-
assay (upper left), EMIT (lower left), RIA

(upper right) and SLFIA (lower right); solid
lines show perfect fit lines.

法の検討結果を総括して各測定法の特徴を以 下 に 述 べ

る。

(1)Bioassayは 精度が全体的に他法に比べ劣 って

お り,回 収試験ではやや高値を示 した。臨床検体の測定

値はHPLCと1対1に 対応し高い相 関が得られたがバ

ラツキは大きかった0

(2)RIAとHPLCは 精度,回 収率とも良好であ り

両者の臨床検体における相関は非常に高く,ほ ぼ原点を

通る1対1の 対応を示 した。

(3)EMITは 精度がIII群(1.05μg/ml)で 不良で

あったが(C.V.=15%),そ の他の濃度域では良好であ

り,回 収率では全体にやや高値を示 した。臨床検体にお

けるEMITとHPLCの 測 定値は非常に高い相関を示

し,原 点を通る1対1の 対応を示 した。

(4)SLFIAは 精度がII群(0.45μg/ml)で 不良で

あったが(C.V.=18.4%),そ の 他の濃度域では良好で

あり,回 収率は 皿群(0.45μg/ml)で 高 値(128.9%)

を示 したが全体としては良好であった。臨 床検体 では

HPLCに 対 して良い相関を示 したが,高 濃度域でやや低

値を示 してお り,バ ラツキも比較的大きかった。

以上のように5種 類の測定法の比較検討をみ てみる

と,(1)HPLCとRIAは 臨床応用する際に最も誤差が

少ない方法であ り,EMITは 添 加回収試験ではやや高

値を示 したもののそれに次ぐ良い方法と思われる。(2)

SLFIAは 臨床検体におけるHPLCの 測定値に対し高濃

度域で低値を示 しパラツキが比較的大きかった。しかし

添加試験では精度,回 収率 ともほぼ良好といえる範囲で

あった。(3)最 後 にBioassayで あるが,精 度は他法に

比べ劣っており,HPLCの 測定値 と比較 して良 く相関

しているがデータがばらついている。このことは血中濃

度に基づいて投与法の評価と設計を行な う際に,投 与法

の最適化を行ないえない可能性が高いと思われる。

REEVESら が1974年 に行なった調査によれば,英 国

内でBioassayに よ りゲンタマイシンを測定 している

82施 設につ い て,同 一検体を測定して比較したところ

20%し か精度の良好な施設が な く,こ のことはアミノ

グリコシド投与法の最適化について精度管理が重要な課

題であることを示唆した14,15)。また,西 園寺らはBio-

assayを 基準としてHPLC,EIAの 健常人血清試料測定

値を比較 して測定法の評価を行なっている16)。われわれ

は実際に臨床で遭遇する濃度範囲の血清TOB濃 度がど

の程度正確に測定できるかを,TOB添 加血清をrandom

に配列,測 定 し比較検討 した。 この方法で広範囲の濃度

について得られた各濃定法の精度は測定値を薬物速度論

的に解析 し,生 体内半減期を算出する際に行なう非線形

最小自乗法の重み づけ(weighting)17)のfactorと し

て臨床的に利用することができる。今回の検討では,患

者の薬物動態値を求めるうえでRIAとHPLCが 最も

正確であ り,EMITとSLFIAは これに次ぎ応用可能で

あるが,Bioassayは 誤 差が大きく臨床応用に必ずしも

適さない。

Table 3 Comparison of speed, ability of assay performance , equipment costs and running costs in 5
methods for measurement of serum TOB.
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臨床に応用するためには,測 定法の精度・再現性・回

収率と同時に迅速性,検 体処理能力および経済性も重要

である。これらの5測 定法の比較をTable3に 示 した。

測定時間ではEMITが 最短であ り2分 以内,Bioassay

を除 き他の3法 とも30分 ～1時 間半以内でありトブラ

マイシンの投与間隔が4か ら48時 間 であることを考慮

すれば次回投与までに測定値を得ることは可能である。

しかし,HPLC法 は検体処理能力の点で限界 が あり,

RIA,EMIT,SLFIAな どの免疫化学的測定法は優れて

いる。特にEMITは 測定が随時追加できるという利点

が特徴となっている。

次に測定コス トでは,測 定装置(設 備)お よび試薬に

費すコストがあるが,前 者についてはRIA,EMITお よ

びHPLCで は数百万円,SLFIAで は百万円程度,Bio-

assayは それ以下となっているが,日 常の測定に要する

試薬のコス トは免疫化学的測定法が圧倒的に高 く,少 数

検体の場合はさらにコス ト高となることが欠点としてあ

げられる。

われわれの施設では,1日 当 りの検体量がそれほど多

くないため,正 確かつ経済的なHPLC法 で実際には測

定している。しかし,も し1日20～30検 体に昇る測定

を行なうとすれば,次 回投与時までに結果を報告するこ

とが不可能である場合も生 じると考える。

IV. 結 語

現在利用可能な5種 類のTOB測 定法の測定精度,回

収率をTOB添 加血清を用いて評価 した。また臨床検体

について各測定法間の相関を検討した。各測定法の臨床

応用上の得失について考察 した。

本研究の要旨は第11回 日本病院薬剤師会関東 ブロッ

ク学術大会および日本薬学会第102年 会 に報告 した。
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COMPARATIVE EVALUATION OF FIVE METHODS FOR

MEASURING TOBRAMYCIN CONCENTRATION

YOSHIO TANAKA, KIMIKAZU SHINOZAKI, KEISO MASUHARA, SAKAE ARAI,

SATORU TAKAHASHI*, TAKASHI SANO*, KAZUHIKO SOMEYA* and YASUHITO SASAKI**

Pharmacy Department, The 3rd Department of Internal Medicine*,

St. Marianna University School of Medicine and Hospital,

Department of Radiology**, Toho University School of Medicine.

With the purpose to apply for drug monitoring and dosage regimens, we compared 5 methods for

measuring serum TOB concentrations. The methods included high-performance liquid chromatography

(HPLC), radioimmunoassay (RIA), two kinds of enzymeimmunoassay (ETA) (EMIT and SLFIA)

and bioassay (BA).

Pooled sera containing standard TOB (spiked sera) in concentrations of 0, 0.45, 1.05, 2.0, 3.98,

7.94, 13.16 ƒÊg/ml were prepared. The samples were arranged in random order and provide to exa-

miner without being notified the drug concentration in each sample. The TOB concentrations were

independently measured by each method. The TOB concentrations of clinical sample (n=154) obtai-

ned from 6 healthy volunteers and 12 patients were measured by 5 assay methods for comparison.

In precision and reproducibility for measuring spiked sera, HPLC and RIA were better than other

3 methods. BA had low degree of accuracy.

The correlation of HPLC with each of other 3 methods for measuring clinical samples was high

(r=0.92•`0.98). The one to one correspondence was observed between HPLC and RIA, EMIT or

BA. The concentration measured by SLFIA showed a slightly lower value than HPLC in the high

TOB levels. BA and SLFIA, when compaired with HPLC, revealed relatively large variance around

the perfect fit lines.

HPLC and RIA are superior in precision and recovery to other methods. However, for the clinical

purpose EMIT and SLFIA can be used with good correlation to HPLC. BA has relatively large assay

variance and is less suitable to be applied for dosage regimen of TOB.

The cost-benefit of each assay method was included in the discussion.


