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螢 光 定 量 法 に よ るINH血 中 濃 度 の 研 究

鏡 山 松 樹 ・ 間 嶋 正 男

健 康 保 険 星 ケ 丘 病 院

受 付　昭 和56年7月11日

ま え お き

従来 のINH血 中濃度の化学的定量法は,測 定限界

が0.5γ/cc程 度で臨床的応用 に不 適 当 で あ り1)～5),

また細菌学的方法 は感度 は高 いが熟練 を要 し,結 果判 定

まで に数 日間 を要す る4)～7)等の欠点が ある。 しか るに

最近Petersが 螢光法に よるINHの 新定量法 を発表

し,測 定限界は0.1γ/ccで 臨床 的に応用可能 な方法 で

あ ると報告 した8)。 そ こでわれわれはPetersの 定 量法

を追 試検討 した ところ,氏 の報告 の ごと く敏 感で臨床的

応用 に適 した方法 である ことが 分かつた。 われわれは さ

らにこの方法 を利用 して後述の研究 を行 なつ た。

研究方法および成績

1)　 PetersのINH定 量 法 の追 試 検 討

ま ず 本 法 の 概 略 を紹 介 す る。

チ トラー ト血 漿2cc(原 法 は3cc)を 有 栓 三 角 コル

ベ ンに取 り硫 酸 ア ンモ ニ ウ ム3.2g,N/10苛 性 ソ ー ダ

1.0ccを 加 え,1～2分 間 よ く振 り,つ い で イ ソ ア ミル

ア ル コ ー ル ・エ チ レ ンジ ク ロ リ ド(3:7)混 合 液40

ccを 加 え,振 盪 抽 出後1,500r. p. m.で15分 間 遠 心

分 離 上 清30ccを 別 の 有 栓 三 角 コル ベ ン に取 りアル カ

リ性 硫 安 液5cc*1を 加 え,上 と同 条 件 で 振 盤15分

後,1,500r. p. m.で10分 間 遠 心 分 離,上 層25cc

を 別 の 三 角 コル ベ ンに取 り,N/10塩 酸5cc(原 法 は

4cc)を 加 え,上 と同 条 件 で振 盗 抽 出15分 後,1,500

r. p. m.で5分 間 遠 心 分 離,上 層 の 塩 酸 抽 出液 を可 検

液 とす る。

塩 酸 抽 出液2ccを 遊 離INH用 と して 有 栓試 験 管

に取 り,0.2N-苛 性 ソー ダ1.0cc,ア ンモ ニ ア緩 衝 液

(pH8.3)0.5cc,5%プ ロ ム シ ア ン液0.5cc*2,

1.8N-苛 性 ソ ー ダ0.5cc,エ タ ノ ール2.0ccを 順 次

加 え,よ く混 和 し,発 した 螢 光 強 度 を測 定 す る。

塩酸 抽 出 液 の残 りの1.0ccを 総INH用 と して 目

盛 付 試 験 管 に 取 り,Petersと 同様 にKelley, Poet1)の

変法 によ り,3N-塩 酸1.0cc,エ ール リッヒ氏 アルデ

ヒド試薬1.0ccを 順 に加 え,沸 騰水 中で1時 間加熱,

水浴で冷却 して の ち,0.1N-塩 酸 で全量 を5.0ccに

補正,比 色定量す る。

われ われ は 本定量法 にお ける振盪抽出 は振盪機 を用

い,1分 間200回,振 幅7cmの 同条件で行なつたが,

抽 出率は表1に 示 すよ うに92%で 一定で あ り,PAS,

サルフ ァ剤,PZAと 完 全に分離抽 出 され る。また この

抽 出率 はINHの 水溶液 で も,既 知量 のINHを 添 加

した血清で も同率で あることを確か めた。

Table 1

Rate of Extraction by Peters' Procedure

Volume of sample•c2cc

Volume of organic solvent•c40cc

Volume of organic solvent taken after extrac-

tion•c25cc

Volume of 0.1 N-HCl used for extraction•c5cc

The recovery is 25% of the initial concentration,

 if INH is extracted 100%, 25/40•~2/5=0.25

遊離INHの 螢光定量は八木式の螢光光度計 を使用,

励起光選択 フィル ターUVD1(365mμ),遮 断 フィル

ターUVO1,螢 光選択 フィル ターFLB1(430mμ)

を用い(原 法 では 励起光300mμ を使用,発 した螢光

は405mμ を選択 してい る),感 度100,液 槽10mm

で測定 した。 螢 光強度 曲線は図1に 示す とお りで,螢

光 の強 さは濃度に正比例 し,信 頼性の ある測定限界は血

漿 中濃度で0.1γ/ccで ある。 また 発 現 した螢光は10

分後に最高 とな り1時 間安定であ る。

総INHの 比色 定量は 日立EPOB型 光 電光度計

を用い,フ ィル ターS47,液 槽10mmで 測 定 した。

吸 光度曲線は図2に 示 す とお り,0,5～107ま で直線

*1　 100ccの 溜水 に硫 酸ア ンモ ニウム70gを 溶解 し,pHメ ータ

を使 用,飽 和苛性ソーダでpH7.8に 調製す る。

*2　 塩化 アンモニウム10.79,第2燐 酸カ リ7.89に 水を加 えて

100ccと し濃 ア ンモ ニア水(28%)でpHズ ー タ を 使用 して

pH8.3に 調 製す る。
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的 で,遊 離INHを サ ンプル と し た 場合 も アセチル

INHを サ ンプル とした場合 も,吸 光度曲線はほぼ同様

で あった。測定限界 は血漿 中濃度で0.5γ/ooで あ る。
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Table2

PlasmaConcentrationofFree-INHandTot段lINHin5Healthy

PersonsReceivingINHinDosesofO.2gorally
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0.4

1

5.5

5.5

4。5

2

4.5

1.2

0.9
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本 法 は遊 離INH,総INHを 同 時 に 測 定 可 能 で 操

作 は や や複 雑 で あ るが,同 時 に 多 数 行 な えば 実 施 は さ し

て 困難 で は な く,測 定 所 用 時 間 も3～4時 間 で た りるの

で,臨 床 的 に応 用 可 能 な 方 法 で あ る。

2)健 康 人 のINHO.2g内 服 後 の 逐 時 的INH血

中 濃 度 推 移(5例)

i投与2,4,6時 間 後 の 血 中 濃 度 は 表2に 示 す と.お りで

遊 離INHの 平均 値 は そ れ ぞ れ1.7,0.9,0。6γ/CC,

総INHの 平 均値 は それ ぞ れ,6。5,4,3.5γ/CCで あ

っ た。

3)結'核 患 者 のINHO.28単 独 内 服2`時 間 後 の 血

中 濃 度(41例)

表3に 示 す とお り遊 離ilNH最 高4.4γ/CC,最 低

0.2γ/CC,平 均1.9r/CC,総INHは 最:高13r/CC,

最 低3γ/cc,平 均raγ1/00で あっ た 。 以 上 の 成 績 をジ
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Table3

PlasmaConcentrationofINHi1141TuberculousPatientsat2Hours

afterOralAdministrationofO.2gofINH

、＼
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ofINH、 ＼ 一_

Maximum Millimum Average
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4.4
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0.2

3

1.9
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Averagerateofacetylation=・70%
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1nfluenceofPASonPlasmaConcentrationofFreeandTotalINH

Subject

■
■

マ 　

1}
SexiAgelWeight

ill
i

INHalone INH十PAS InfluenceofpAS

}F誓ee-INH}T・ta1こiNH;Free-INHIT・ta1-INHlFree-INHiT・taレINH
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9
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71up
5}same
7iup
61up
9}up

7iupi

71same
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same
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down
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.一_.一.一1』 一__.,T..._...一 一__.

FreeINHup10same5
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1.5 5.5

down2
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2.1 6

同一方法 によるPeters8)の 成 績 と比較 す る と,遊 離

INHは 低値 であ り,総INHは ほぼ同様 であ る。 酷

化率 は平均70%でPetersの50%に 比 しかな り高

い。年令別お よび性別 による差 は認 め られず,___.定濃度

のINHを 投与 して も,血 中濃度 は必ず しも体重 と反

比例せず著 しい個人差の あることが分かつた。

4)PAS併 用 のINH血 中濃度 に及 ぼす影 響(17例)

INH単 独使用 とPAS併 用 との双方につい てINH

血中濃度 を同一個体で比較す ると,表4に 示す とお り

遊 離INHで は 上昇10,不 変5,下 降2。 総INH

では上昇5,不 変9,下 降3で あ る。 平均値では単独

使用時遊 離INHL5γ/oら 総INH5.57/6らplc

併 用 時 は遊 離INH2.1γ/CC1総INH6γ/CCと な

り,総INHに お い て は 大 差 は な い が,遊 離INHは

明 らか に上 昇 を示 す 。

5)サ ル フ ァ剤 併 用 のINH血 中濃 度 に及 ぼす 影 響

(15例)

表5に 示 す とお り,遊 離 で は上 昇1,不 変5,下 降

9。 総INHで は 上 昇4,不 変6,下 降5で,こ の 群

の 平 均 値 で は 単 独 使 用 時 遊 離INH2.3γ/CC,総INH.

7γ/oo,併 用 時 で は 遊 離INH1.8γ/CC,総INH

7γ/CCで,従 来 の成 績 と異 な り遊 離INH値 の 下 降 す

る例 が しば しば み られ た13)ユ4)r.
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Table5

1nfluenceofSulfaDrugonPlasmaConcentrationofFreeandTotalINH

Subject

Average

Sex

♂

♂

a

♂

♂

♂

♀

♀

♀

♀

♀

♀

♀

♀

♀

Age

22

25

24

31

23

19

34

27

18

27

30

34

18

21

28

Weight

INHalone INH十Sulfa

Free-INH

drug!lnfluence・fsulfadrug

2.2r/CC

4.0

2.1

4.1

1.5

2.9

5.1

1.8

1.6

1.0

2.7

1。7

2.3

2。7

1.7

2。5

TotaレINHビ 「ee-INH璽taレINHIF「ee一INH
.Tota1-INH

5γ/CC

13

5.5

7

3.5

7

9

7

7

7

9

9

9

10

9

7

1.77/CC

O.7

2.3

1.6

ユ.0

1,2

1.7

1.8

ユ.5

ユ.5

2.2

ユ.5

1.7

2.7

2.4

1.8

2γ/CC

5.5

9

6

5,5

5.5

9

9

9

6

7

7

9

8

9

7

down

down

same

down

dOwn

dOwn

down

same

down

same

down

same

dawn

same

up

down

down

up

same

up

same

same

up

up

same

down

dow珊

same

down

same

FreeINHuplsame5down9

TOtalINHuP4same6down5

考 察

本 定量法 とほ とん ど同時 にQuentin9)が イ オ ン交

換樹脂 によるINHの 分離定量法 を発 表 し,本 邦では

稲 垣10)の 追試が あるが,操 作が複 雑で臨床 的応用 には

不適 当であ るとい う。Peters法 は敏感で比較的容易 な

化学的定量法 であ るが,た だ欠点 として抽出の最後 の段

階 でN/10塩 酸 を使用す るた め,ヒ ドラゾ ン型INH

が分解 されて遊離INHと して測 定 され る こ と で あ

る。 結合型INHの 大部分 は アセチルINHで あ

るた め・Petersも 述べ てい るよ うに臨床 的応用 にはた

い して支 障が ない と思 わ れ るが,ヒ ドラゾ ン型INH

も分離 定量 され るよ うに改 良す ることがで きれば さ らに

完全 な もの となろ う。螢 光光度計はPetersの 使用 した

よ うな励起光 波長 を自由に変え うる ものは本邦 では得 が

た く,わ れわれ も高 圧水銀 燈によ る365〃2μ を使用 した

が,上 述の とお り血漿 中INHの 定量 には支 障が なか

つたが,臓 器の抽出液では励起光の差に よるためか盲螢

光が 大で測 定で きなかつた。 病巣申のINH濃 度が問

題 に されてい る今 日,こ の点 を さらに検討す る必 要があ

る。

臨床実験 に さい し投与INH量 は体重比 とせず,臨

床的応用 を考 え通常行な われ ている一率0.2gと し,

測 定時間は諸家の成績 をあわせ考 え,胃 腸の状態 に左右

され る率 も少な く,か つ 高濃度を示す投与2時 間後 と

した。

日本人の遊離INH値 の低 い ことはM◎rse11)等 の

す でに報告 した ところで あるが,わ れわれの成績 で も同

様 で,ア セチル化 率はPetersの 成 績 よ りか な り高 く,

日本人の遊離INH値 の低 いのは自人に比 しアセチル

化能が強いた めと考 え られ る。

PAS併 用のINH血 中濃度 に及 ぼす影 響 に つい

ては,Middlebrook4)一 派がPAS併 用 に よ りINH

血 中濃度が上昇す る と報告 し,そ の後,Morse11),河

盛12)等 の報告が あるが,わ れわれは上述 の とお りPAS

併 用に よ り遊離INH値 が上昇す るこ とを認 めた。

サル ファ剤併 用のINH血 中濃度に及ぼす影響 につ

いては内藤15),貝 田14)等 はINHの 血 申濃度が上昇す

ると報告 しているが,わ れわれの成績 は前述 の とお りで

上昇 を認 めが たい。

総 括

1)PetersのINH血 申濃度定 量法 は臨床 的に応用

しうる優秀な方法で ある。

2)Petersの 方法に よるINH血 申濃度測定値は 日

本人 は白人 に比 し総INH値 は大差ないが,遊 離INH

濃度 では明 らかに低 値を示す。年 令お よび性別に よる差

はないが,個 体差 は著 しい。

3)PAS併 用 によ り遊離INHの 血 中濃度 は大 多

数 にお いて上昇 し,総INH濃 度 はほぼ不変 である。
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4)　 サルフ ァ剤併用 によ りINH血 申濃度の上昇す

る とい う従来 の成績 は疑 わ しい。

本研究 の要 旨は第36回 日本結 核病学会 総会において

発 表 した。
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Studies on the Plasma Concentration of INH 

(Isoniazid) by Peters' Fluorometric Procedure. 

Matsuki KAGAMIYAMA and Masao MAJIMA 

(Hoshigaoka Health Insurance Hospital, Osaka)
Introduction

The sensitivity of chemical procedure in meas-

u:ing INH in plasma is 1.5-1.0r per ml.. Hence 

this can not be used for clinical purpose. The 

microbiological method is very sensitive, but 

one must be skilled, and needs a week or more 

to perform the procedure. Recently Peters re-

ported on a new fluorometric method in meas-

uring INH, whose sensitivity was not less than

 0.1 r per ml. and is an excellent method for 

clinical use. The authors studied this method 

and  found this method to be a sensitive and 

excellent method for clinical purpose as report-

ed by Peters. The following investigation was 

made using this method.

Experimental Methods

As mentioned above the authors used the pro-

cedures of Peters as the method of determinat-

ing plasma concentration of free INH. The 

rate of extraction using Peters' procedure was 

92 per cent, by performing the extraction by 

a shaker under the same condition. INH was 

extracted and completely separated with PAS, 

PZA and sulfa drugs.

In measuring the fluorescence intensity, Yagi's 

photofluorometer was used in place of Aminco-

Bowman spectrofluorometer, so the activation 

wave length of 365 mte was selected with filter 

UVD1, and fluorescence wave length of 430 mitt

 of the INH-cyanogen bromide reaction product

 was selected with filter. This was in contrary 

to that of Peters.

 The plasma concentration of INH was meas-

ured satisfactorily by using Yagi's instrument as 

mentioned above. The sensitivity was no less 

than 0.1 r per ml. of plasma as given in his 

report.

The total INH was determined by kelly & 

Poet's procedure, by using a part of the extract-

ed sample.

 Healthy persons and tuberculous patients were 

used as subjects. These subjects received INH 

in dosis of 0.2 g orally with no relation to 

weight. Plasma concentration of INH was 

measured 2 hours after administration, because 

this was the time when the concentration of 

INH was relatively high and least  influenced by 

the condition of the digestive organs as was 

reported by others.

Results

1) The average plasma concentration of free 

INH in 5 healthy persons receiving INH was 

1.77 per ml. at 2 hours, 0.91 per ml. at 4 

hours and 0.61 per ml. at 6 hours, and the 

concentration of total INH was 6.51 per ml., 47 

per ml. and 3.57 per ml. at the same time.

2) The plasma concentration of free INH in 

41 tuberculous patients receiving INH was from 

4.47 per ml. to 0.27 per ml. and was 1.97 per 

ml. on an average. The concentration of the 

total INH was from 137 per ml. to 37 per ml. 

and was 6.57 per ml. on an average. Difference 

by age and sex was not observed, but individual
.. difference was evident ,


