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ろ紙 採血 法 を用 い た ア ミノ配 糖 体 系 抗 生 物 質(AGs)の 血 中 濃 度 測定 法 につ い て検 討 した 。

AGsを 有 効 に,か つ 安 全 に使 用 す るた め に は,血 中濃 度 のモ ニ タ リ ングが 必 要 とされ て い る。 重

篤 な患 者 に対 し,治 療 の1～2日 目に 行 な うモ ニ タ リン グの重 要 性 は,血 中 濃 度 が 治療 域 にあ る こ

とを確 認す るた め であ るが,一 般 に は,過 量 投 与 とな って 中毒 域 に達 す る こ とよ りも,過 少 投 与 と

な って 充 分 な治 療 効 果 が 得 られ な い場 合 が 多 く見 受 け られ る。

我 々は,ろ 紙 採 血 法 とAGsの 測 定 法 を 組 み 合 わせ,有 効 治 療 域 の血 中濃 度 測 定 法 を報 告 して きた。

特 に小 児 を対 象 と した 場 合,微 量 な 検 体 で 測定 が 可 能 な ろ紙 採血 法 は,簡 単 で 安 全 な方 法 であ る。

今 回,AGsの 一 種 で あ るネ チ ル ・マイ シ ン(NTL)を 点 滴 静 注 に よ り投 与 した7名 の患 児 につ い

て,本 法 を用 い て血 中濃 度 を測 定 した 。 また,そ の うち の4名 につ いて,薬 動 力 学的 パ ラ メ ー ター

を算 出 した と ころ,Tmax(h):0.77～0.98,Kel.(h-1):0.039～0.119, 71/2(h):5.84～17.72,

Vd.(1/kg):0.316～0.545, C1(1/h):0.012～0.072, Cmax(μg/ml):3.70～6.27(投 与 量1.78～

2.16mg/kg)で あ った。
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アミノ配糖体系抗生物質(AGs)は 広範 な抗菌 スベ ク

トルを有する薬剤で,特 に グラム陰性菌による感染症 に

対して繁用されてい る。

AGsは 小児科領域において も投 与の機 会の多い 薬 剤

である。なかで も,新 生児期は免疫機 能が未熟 で,防 御

力が弱いため感染が起 こりやす く,特 にグ ラム陰性桿菌

による感染症が優位を占めてい る。 また,経 胎盤性感染

や産道感染等 の原因に よ り,出 生直後から投与 が開始 さ

れる場合 も多い。 しか し,一 般にAGsは 有効血 中濃度

と中毒濃度域が接近 してい るため,適 切に使 用す るため

には血中濃度の モニタ リングが必要 とされている。

更に,小 児においては発育に伴 う解 剖学的,生 理学的

変化が薬物の代謝 ・排泄に及ぼす影 響 が 大 き い。AGs

はほとんど未変化体の まま腎 よ り排泄され るが,新 生児

は特に腎機能が未発達 であるため,体 外へ の排泄能力は

個々の患児に大 きな差が あ り,AGsの 血 中濃度 の推移

には留意しなければ ならない。

一般に,血 中濃度のモ ニタリングには血清 または血漿

が検体 として用 いられてい る。 しか し,保 育器に入れら

れた状態 の未熟児では静脈からの採血は 困難であ り,ま

た,モ ニタリングを 目的 とした繰 り返 し採血は,患 児の

負担が余 りにも大 き く,モ ニタ リングを行 な うことは困

難であ る。

我々は,小 児を対象 としたAGsの 血 中濃度 モニタ リ

ングの方法を採血 法か ら見直 した。採血時 の苦痛の軽減

と採血量の少量 化を考慮 して,新 生児の代謝 異 常 の チ

ェ ックな どに用いられ てい る皮膚穿刺による ろ 紙 採 血

法1,2)によ り得た血液 を,AGsの モ ニタリングの検体 と

して用い ることの応用性を検討 して きた。測定法には,

HPLC法 に加 え操作が簡単で迅速に結果 の出る イ ム ノ

ァ ッセイの一種であるFPIA法(TDX)を 用 いる簡便

法 も報告 した8,4)。今回,ネ チルマ イシン(NTL)を 投与

した患児を対象としてこの方法を用い,全 血 中濃度 と計

算に よ り求めた血清 中濃度 の関係を,採 血直後の血清 を

*滋 賀県甲賀郡水 口町笹が丘1-4
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用いた測定値 と比較検討 したところ,本 法の有用性が臨

床的に も確認 されたので報告す る。

I. 方 法

1. 試 料

添加回収実験 には 健康 な成人男子の 静脈血 に,NTL

を種 々の 濃度に 添加 し た 試料 を 用 い,ろ 紙血(dried

blood spots:DBS)を 作 製 した。静脈血 には抗凝固剤

と して ヘパ リンを 添加 した。 また,臨 床試料 と しては

1988年1月 か ら2月 に 仙台赤十字病院周産期セ ンター

NICUに 入院 した患児の うち,当 科におけ る使用経験か

らNTLの 投与が必 要 と考え られた 患児7名 よ り採取 し

た血清およびDBSの 各 々34検 体 を用いた。 なお,患

児は生後0～44日 で,出 生体重は810～3, 140gで あ

り,NTLは30分 間かけ て点滴静注によ り投与 した。

2. 採血方法

NTL投 与前,ま たは投与開始45分 後に足底穿刺 し,

採血用キ ャピラ リーを用 いて約150μ1採 血 した後,そ

の部位に採血用ろ紙(TypeI)を 押 し当て,湧 出す る血

液を充 分に しみ込 ませ た。

キ ャピラ リー中の血液は血清分離 した後,試 験 に供す

るまで-20℃ で保存 した。 またDBSは 試験 に供す る

まで室温で保存 した。

3. 試薬お よび機器

硫酸ネチルマイシン(NTL)は ア メリカシェリング社

よ り入手 した原末を用 いた。

採血用 ろ紙;TypeI(東 洋濾紙),採 血 用キ ャピラ リ

ー;テ ルモキャピラリーVC-C110P(TERUMO)
,限

外ろ過 ユー ット;ミ ニセ ン ト(東 ソー),リ ン酸水素 ナ

トリウム(ナ カライテ ス ク),ヘ モ グロビン-テ ス トワ

コー(和 光純薬),TDX"ネ チルマイシ ン"測 定 キ ッ ト

(ダイナボ ット),分 光光度計(日 立),蛍 光偏光免疫測

定装置;TDX(ダ イナボ ット)。その他,試 薬は特級品

を用 いた。

4. 測定方法

血清中NTL濃 度お よびDBS中NTL濃 度は ともに

蛍光偏光免疫測定 法(TDX)5)に より測定 した。

DBS中 のNT士Lは 以下 の方法 で抽出 した。

抽 出法:DBSの 吸血部分を5,6枚 に細断 し,限 外ろ

過 ユニ ッ ト(ミ ニセ ン ト)に 入れ,あ らか しめ35℃ に

加温 した0.5MNa2HPO4500μ1を 加えた。35℃ で

60分 間 インキ ュベー トした後,3,000xgで15分 間遠

心分離 したろ液を検液 と した。

また,DBSの 抽出液中のヘモグ ロビン(Hb)濃 度は

シア ンメ トヘモ グロビン法 によ り測定 した｡

II. 結 果

1. 添加回収実験

Fig. 1. Calibration curve of netilmicin from dried

blood spots by ultrafiltration

健康 な成人男子の静脈血 にNTLを1,2,10お よび

20μg/mlと な る よ う に添加 し,各 々の 試料を 用いて

DBSを 作製 し,添 加回収実験 を行なった。 その結果,

Fig.1に 示 した ように良好な回収率お よび精度が得 られ

た。 また,DBSは 室温お よび35℃ の両条件で少な くと

も8日 間は安定であった。

2. DBS中 の血液量

今回用いたTypeIの 採血用ろ紙の吸血部位に含まれ

る血液量を重量 法によって確 認 した。 あらか じめ重量を

測定 したろ紙に100μ1の 血 液を しみ込 ませ,乾 燥 した

後,重 量 を求めた。別 に,採 血用ろ紙の先端部 より徐々

に血液 を しみ込 ませ,拡 散部分 まで充分に吸着させた後,

同様に操作 した。吸血部 分を切断 した後,こ の部分の重

量 を求めた結果,約100μ1に 対応す る血液量であった。

この結果 よ り,ろ 紙の吸着部分 に血液が充分 しみ込んで

いれば,血 液量 を100μ1と して差 し支えないと判断 し

た｡

3. ヘ マ トク リッ ト値 とヘ モ グ ロ ビン濃度 との関係

試験 に用 いた臨床検体のヘ マ トクリッ ト(Hct)値 と

Hb濃 度 との関係はFig.2の 通 りで,そ の相関係数は

0.903と な り,良 好 な相関が得 られ た。

DBSか ら得 られたNTLの 測定値 を血中濃度 として

補正す るためには,指 標 としてHb濃 度またはHct値

が考え られ る。

AGsは 血球中には取 り込 まれない とされているため,

血液中では血 球以外 の部分 に存在す ると考え られる。ま

た,Hb濃 度,Hct値 および赤血球数の三者の値は平行

して変化す るとは 限 らないものの,今 回の実験でHct

値 とHb濃 度 との間に良い相関が得 られたことか ら,こ

のいずれを用いて も全血中濃度か らの換算は可能である

こ とが示唆 された。
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Fig. 2. Correlation of hematocrit value with 

hemoglobin concentration

以上のことより,本 実験においてはDBSか ら得 られ

たNTLの 濃度を血清中濃度 に換算す るためHct値 を

用いた。

4.血 清 を用 いた値 とDBSか ら 得 ら れ た値の相関

血清を検体 として用 いた測定値 と,DBSの 測定 値か

ら算出した血清中濃度 との 関係を求めた。DBSを 用 い

)た際の血清中濃度は,DBSの 測定 値か らHct値 を用 い

て算出したが,血 清 の測定値 とDBSか ら算出 した血清

推定値との間にはFig。3に 示 した ようにy=0.920x+

0.086,r=0.919と 良好 な相関が存在 した。 また,血 清

の測定値 とDBSの 血清推定値の対応 す る各 々につ いて

有意差検定(t検 定)を 行な ったが,5%の 危険率で有

意差は認め られ なか った。

Table1に 各臨床検体のHct値,血 清測定値,DBS

の実測値(全 血中濃度)お よび血 清推定 値を示 した。

5.Pharmacokinetic parametersの 算 出

新生児の腎機能は出生時の状 況,週 齢 な どに よって

大きく異な り,至 適な投与 プログラムを設定す るにはパ

ラメーターの 算出が重 要であ る。 パ ラメーターの算出方

法には種 々の方法が提唱 されているが,今 回は,初 回投

与 した時の投与直後 の ピー ク値 と次 回投与直前 の トラフ

値から,one-compartment modelに よってパ ラメータ

ーの算出を試みた
。4名 の患児 につ いての結果はTable

2に 示 した通 りであった。

III.考 察

ア ミノ配糖体系抗生物質(AGs)と ペ ニシ リン系薬剤

との併用が小児科領域 では第一選択剤 として使用 され る

ことが多いが,一 方 で副作用 の発現 を過度 に恐れ るあ ま

り,投与量が少 な過 ぎ有効 な治療域濃度 に達 していない

場合も多く,適 切 な治療効果 を得 るため には血中濃度の

Fig. 3. Correlation of netilmicin concentrations 

measured in serum and calculated from 

dried blood spots

モニタ リングが効果的 とされている。

TDMは,採 血 した場所 で採血後す ぐに測定 し,す ぐ

に投与計画に反映 させ るとい うベ ッ ドサ イ ドのモニタ リ

ングを 目的 としている。 しか し,小 児特に未熟児 を含む

新生児を対象 とした場合は,採 血そ のものが成人 に比べ

て困難である。新生児の場 合,足 底穿刺に よるキ ャピラ

リー採血 が行なわれてい るが,血 清分離 して使用す るた

め,採 血量 は必要血清量の約2倍 とな る。また,新 生児

の血液の性質はHct値 が一般に高 く,赤 血球 はもろい。

このため採血時 に溶血 しやす く,血 清を用いた測定値は

検体中のHbの 影響 を受け,実 際 よ りも高値 となること

があ る。

今回用 いた採血用ろ紙は,吸 血部分に 約100μlの 血

液が吸着 され るよ うに作 られている。 しか し,ろ 紙 にむ

らが生 じる ような採血法であった り,組 織液が混入 した

場合には血液量が一定 しないため,Hb濃 度 な どを測定

して血液量 の推定を行なわ なければな らない。 しか し,

今回の ようにろ紙に充分な量 の血液を しみ込 ませ た場合

には,血 液量 を100μlと しても何 ら支障のないこ とが

明 らか となった。

AGsの 濃度は,従 来血 清中または 血漿中濃度 として

示され ているが,本 法に よって得 られ る値は全血 中濃度

であ る。AGsのTDMで 用い られ る トラフ値お よび ピー

ク値は血 清あるいは血漿中濃度 で示 され ているので,全

血 中濃度 として得 られた値 と直接 比較す ることはで きな

い。 しか し,AGsの 血球中への移行 はほ とん どない とさ

れているこ とか ら,血 清中あ るいは 血漿中濃度にHb

濃度またはHct値 を用 いて換 算 し,推 定値 として表示

す ることが可能 であった。



790 CHEMOTHERAPY NOV. 1988

Table 1. Clinical data for blood concentrations of netilmicin 

in serum and dried blood spots

DBSの 測定値 およびHct値 か ら算出 した血清中濃度

と血清 の測定値 との間 には良好な相関関係が得 られ,対

応 する各 々の値に有意差は認め られなか った。

本法の測定下限は,TDXの 機器の検 出限界 と全血を

用いた 添加回収実験 の 結果 よ り,全 血 中濃度 で 約0.7

μg/mlで あ った。Hct値 を約50%と 仮定する と,血 清

中濃度 は約1.4μg/mlと な る。今回の実験 において,血

清中濃度 で約0.3μg/mlま で測定 は可能であ ったが,添

加回収実験 の測定精度 より,血 清中濃度 で2μg/ml以 下

の値の信頼性 については保証 できない と考 え た。 しか

し,一 般にNTLの トラフ値は約4μg/ml以 下 とされて

お り6),NTL投 与の際に前回投与 のNTLの 血清中濃度

が トラフ値 まで低下 してい ることが確認 できれば,次 回

投与 の判断がで き,血 清中濃度2μg/mlと い う測定下限

でも 臨床的には 充分有効な モニタリングであると考え

た。

NTLの 中毒発現濃度は16μg/ml以 上,有 効治療域の

下限 は4～6μg/ml,そ の上限は12μg/mlと それぞれい

われ,今 回 の検討では8割 以上 の症例が有効治療域であ

った。一般 に,モ ニタ リングの結果,血 中濃度が中毒域
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Table 2. Pharmacokinetic parameters of netilmicin in newborn infants

に達している場合 よりもむ しろ有効治療域 に も達 してい

ない場合が多い といわれて いる。本法は,有 効治療 域の

モニタリングを行な うこ とを 目的 として,充 分な精度を

右 し,有 効治療域に達 しているか否か を容易に チェック

できる。 また,複 数の 検体を同時 に 測定す ることがで

き,迅 速に結果が得 られ ることも本法の特徴である。

この採血法では,血 液量が充分であればろ紙の吸血部

分には100μlの 血液が 含まれ ていると して も 問題はな

かったが,採 血時の理 由か らろ紙上 に血液 のむ らな どが

あった場合には血液量の補 正を しなければ ならな い。 し

かし,投 与後の ピーク濃度をモ ニ タ リ ングす るのであ

れば,血 液が充分 しみ込ん でいる部分 をパ ンチし,disk

(5φmm)7)を 作製 した後,抽 出溶媒 を150μlと して操

作 して結果 を得 るこ とが でき,一 滴 の血液か らで も実施

可能であった(血 液量約10μl)。

本法は,採 血お よび測定の両 面において簡 便であ り,

特殊な手技 も必要 と しないので極 めて実用的 な方法 と考

えられる。また,測 定機器を持たない施設 においても,

採血後のろ紙は,血 清 のよ うな特別な配慮 も必要 とせ ず

通常の郵送 により,測 定機関 で迅速に測定す ることが可

能である。

血中濃度のモ ニタ リングが手軽 に行 なえることは,投

与されたAGsの 体外排泄量 を確 実に とらえるこ とが で

き,腎機能が一定 していない新 生児で も投与計画 に反映

でき,そ の結果は疾患の臨床経過を判断す る際 に極め て

重要な指標 となる。

以上のことより,ろ 紙採血 法 とFPIA法 とを組み合わ

せた本法は,臨 床的 に有用 な方法 である と判断 した。
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Monitoring the serum concentration of netilmicin (NTL) should be helpful in maintaining optimal 

therapeutic ranges and avoiding undesirable side-effects. Namely, blood-drug monitoring of a critical-

ly ill individual early in the therapy, for example at the end of the first or second day of treatment, 

should be utilized to ensure the presence of adequate therapeutic drug concentrations, since under-

dosing rather than overdosing is a common prescribing error. 

Dried blood spots can easily and safely be obtained by venipuncture. This is an adequate method 

of specimen collection even from pediatric patients. 

We developed a therapeutic drug monitoring method for NTL blood concentration by dried blood 

spot (DBS) method. By this method, NTL blood concentrations were monitored in 7 patients and the 

pharmacokinetic parameters were calculated for 4 patients after drip infusion. The pharmacokinetic 

parameters obtained were: Tmax (h): 0.77•`0.98, Kel. (h-1): 0.039•`0.119, T1/2(h): 5.84•`17.72, Vd 

(l/g): 0.316•`0.545, Cl(l/h): 0.012-0.072, Cmax (ƒÊg/ml): 3.70•`6.27 (administration range: 1.78-

2.16 mg/kg).


