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A high performance liquid chromatography (HPLC) technique permits the determination 

of rifampicin (RFP) and 2.5-desacetyl—RFP (DES-RFP) in human serum. It can be used 

to determine the serum concentration of RFP in patients. The purpose of this study is to 

determine the relationship between the clinical efficacy of RFP and its level of serum 

concentration. We measured the serum concentration of RFP in 41 tuberculous patients 
admitted to 6 National Sanatoria. All of them were previously untreated , and culture-
positive. These cases were bacteriologically and radiologically followed up for at least 6 
months from the beginning of treatment. RFP was administered at a single dose of 

0.45g orally in the fasting state. Blood samples were taken at 0, 2, 4, and 6 hours after 

the initial administration. As it was well established that repeated daily administration 

of RFP results in a decrease of serum concentration, we measured the serum concentration 

of RFP at 1, 2, 3, and 6 months after the initial administration during the treatment .We 
used HPLC for the quanititative analysis of RFP and DES-RFP, on the method of assay 

was as follows :

Instruments: a Model ALC/GPC 204 high performance liquid chromatograph (Waters

 Assoc. )

Column: a stainless-steel tube (30•~4mm i. d.) filled with u-Bondapack C18 (Waters 

Assoc.)

Mobile phase: 38%CH3 CN/0.01M CH3 COONa (ajusted to pH7.0 with CH3 COOH)

Flow rate: 1.0ml/min

Detection: a Model 440 fixed-wavelength (340nm) UV absorbance detector (Waters

 Assoc.)

Assay procedure: To 50 of plasma in 1-ml tube, 200 of methanol containing

* From Ohmuta National Hospital 1044-1 Tachibana
, Ohmuta 837 Japan.
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500 pg/u1 p-nitrophenol, internal standard, is added. The tube is stoppered and 

mechanically shaken, then centrifuged for 5 min. at 3,000 rpm. A 100-ul portion of 

supernatant is injected into the chromatographic column. The concentration of 

RFP and DES-RFP are calculated by measuring the peak heights of chromatogram.

Calibration: Calibration samples are prepared by measuring 50/4 of standard RFP 

(150, 100, 80, 50, 30, 10ng) and DES-RFP (50, 40, 30, 20, 10, 5ng) methanol 
solutions into 1-ml tubes. Methanol is evaporated under nitrogen, and the 

compounds are redissolved in 200i4 of methanol containing 500pg/ul p-nitrophenol,

 internal standard and 50ul of plasma is added. The assay is done as described.

The following results were obtained

1) The mean peak serum concentration of RFP and DES-RFP on the first administration 

 was 5.52•}3.20ug/ml at 2 hours after the administration and 0.97•}0.71ug/ml at 4 hours, 

respectively.

2) The serum peak value of RFP and DES-RFP decreased after 1 month starting administ-

 rAtion and there after it kart the same level during treatment.

3) We could neither find any relationship between the clinical prognosis and RFP serum 

 levels nor the relation between the side effect and the serum levels of DES-RFP.

Key words: RFP, desacetyl RFP, HPLC, 

Blood level
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ン ピシ ン,高 速 流 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー,血 中 濃 度

は じ め に

結核 治療 にお け る リフ ァンピシ ン(RFP)の 役割 り

はINHと の 組合 せ によって最 も強力で あ り,か つ重要

で あ る事 は論 をまたないであろ う。 しか しなが らRFP

は肝薬 物代 謝酵素の強力な誘導剤1)の1つ であ りRFP

自身 の血 中濃 度 の低下 や他 の薬剤2)～4)との相互作用 も

報告 されてい る。またその代謝産物であ る2.5-desace-

tyl rifampicin(DES体)に よる副作用 も注 目されて

い る5)。 そこで安全か つ有効 にRFPを 使用す るために

はその体 内動態 を検討す る事が必要で ある。

RFPの 血中濃度測定 は従来Sarcina lutea ATCC

 9341を 用 いる生物学 的測定法6)が 行われて いたが,近 年

高速 液体 クロマ トグ ラフ ィー(HPLC)に よる方法が

開発7)さ れた。 この方法 によるとRFPと その 中間代謝

産物 で あ るDES体 を別 々に分離定量す るこ とが可能で

あ り,RFPの 体 内動態 がよ り詳細 に解析 できる。

今回我 々は国立療養所6施 設 の共 同研究 として肺結核

症 の初 回 治療 例で 排菌 陽性 例 にRFPを ふ くむ組合せ

(RFP+INH+SMま たはRFP+INH+EB)に て

治 療 を行い6ケ 月 以 上 臨 床 経 過 の観察 と共 にRFP初

回投与時,1ケ 月 目,2ケ 月 目,3ケ 月 目及 び6ケ 月目

におい て経 時的 に採血 しHPLC法 によってRFPお よ

びそ のDES体 の血中濃度 を測定 し臨床効 果 との関係を

検討 したので報告 す る。

対象及び方法

1. 対 象

昭和57年4月 よ り昭和58年12月 までの期 間において国

立療養所南福 岡病 院,国 立療養所広 島病院,国 立療養所

再春荘病院,国 立療養所熊本 南病院,国 立 療養所長崎病

院 および国立療養所 大牟田病院に入院 した肺結核症の症

例で入院時,1)初 回治療例,2)排 菌塗抹培養共 に陽性,

3)RFPを ふ くむ抗 結核剤の使用が可能な症例を対象

とした。な おRFPは1日450mg1日1回 朝食前服用 と

した。

経過観察期間は6ケ 月以上 と し胸部 レ線所見,結 核菌

の塗抹培養,肝 機能 その他の臨床成績 を観察 した。経過

表1 背 景 因 子
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観 察 と経 時 的 血 中濃 度 を 測定 し得 た の は41例 で あ った 。

そ の 内 訳 は性 別 で は男 性31例,女 性10例,年 齢 は15歳 よ

り75歳(平 均42.5歳)で あ っ た。 ま た初 発 時 病 型 は学 研

分 類 で 基 本 病 型A,3例,B,34例,C,1例,E,1例,F,2

例,空 洞 型 でKa10例,Kb12例,Kc11例,Kx2例,

空 洞 な しは6例 で あ った 。

2. 血 中濃度 測定法

測 定 はRFP投 与第1日 目,1ケ 月 目,2ケ 月 目,3

ケ月 目及び6ケ 月 目 とし服 用後夫々2,4,6時 間後 に

6ml採 血,血 清 分離後-20℃ で測定 まで保 存 した。測

定は科研製薬株式会社 に依頼 した。

装 置 はWaters社 製440型,カ ラム は μ-Bondapack

 C18充 填 カ ラ ム,4φ ×300mm,移 動 相 は 酢 酸 に

てpH7.0に 調 整 さ れ た38%CH3CN/0 .01MCH3-

COONaを 用 い流 速1.Oml/minでUV.340nmで 測 定

す る高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー(HPLC)に よ っ た。

またRFP標 準 液及び2.5-o-desacetyl RFP標 準

液により作成 した検量線を用いた。検体50μlに メタノー

ル200μlを 加 えた後 撹抹混和 し,3000rpmで5分 間遠

心 分 離 して除蛋 白後,上 澄100μlをHPLCに 注入 しそ

の ピー クの高 さを測 り検量線 よ りRFP量 及び2 .5-o-

desacetyl RFPの 量を求めた。

この測定法では ピークはRFP,DES体 及 び溶媒 の3

本 しか み られ ず,DES体 以外 のRFP代 謝産物 が存在

す るとは思 われ るが極性が強い ものは溶媒 にマ スクされ

て しまった と考 え られ定量 は不可能であ った。

成 績

1. 臨床成績(表2)

学研分類,基 本病型 よりみた胸部 レ線上の経過 は3ケ

月の時点で著 明改善2例,中 等度 改善10例,軽 度 改善25

例,不 変2例,不 明2例,6ケ 月の時点で著明改善5例,

中等度 改善17例,軽 度改善15例,不 変1例 ,不 明3例 で

表2 臨 床 成 績

a 胸部 レ線上 の経過(基 本病型)

b 治療 開始 よ り菌陰転 までの期間(培 養)

表3 全症例平均血 中濃度RFP服 薬 よ りの期 間

あった。治療 開始 よ り菌陰転までの期間を培養で みると

1ケ 月陰転20例,2ケ 月陰転9例,3ケ 月陰転10例,3

ケ月 以 上2例 であ った。 この治療 成績 はINH・RFP

をふ くむregimenと しては充分満足すべ きもので ある。

以上の成績をふまえ排菌状態及び副作用と血中濃度

の関係について検討を行った。

2. 全症例平均血 中濃度(表3)

RFP投 与 第1日 目 のRFP血 中 濃 度 は2時 間 後5.52

±3.20μg/ml,4時 間 後5.30±2.63μg/ml,6時 間 後

4.33±2.26μg/mlで あ りDES体 の そ れ は2時 間 後

0.68±0.63μg/ml,4時 間後0.97±0.71μg/ml,6時

間 後0.97±0.69μg/mlで あ り,い ず れ も1ケ 月 目,2

ケ 月 目,3ケ 月 目,6ケ 月 目 の そ れ よ り も高 値 を 示 した 。

RFPの ピー ク値 は第1回 投与 時か ら6ケ 月 目まで全

経過 を通 じて2時 間後 にみ られ,DES体 の ピー ク値 は

第1回 投与時 は4～6時 間後,1ケ 月 目よ り6ケ 月目ま

で は4時 間 後 にみ られRFPよ りお くれて上昇 した。 こ

の成績 は諸家の報告 と一致す る。

RFPの ピー ク値 は1時 間後 とす る報告 もあるが今 回

1時 間値 は測定 していないので言及 しえな い。

RFPは 薬 物代 謝酵 素誘導薬剤で連続投与 によ り次第

に血 中濃度 が低 下 し連続投与後約2週 間 目よりほぼ安定

す ると云 われてい る。我々の成績 も第1回 投与時のみ高

い値 を示す が1ケ 月 目では低値 を示 しこの傾向は6ケ 月

まで続 いた。 またDES体 も同様 の傾 向を示 した。

3. 初回排菌量 と血 中濃度(表4)
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表4 a菌 量 と血 中濃度(初 回排菌量)

b 菌量 と血 中濃度(初 回排 菌量)

初 回 排 菌 量 を 培 養 で+,廾,卅 と半 定 量 的 に分 類 し

3群 に つ い て 血 中 濃度 を検 討 しだ 。RFPの 血 中 濃 度 は

第1回 投 与 時 で み る と培 養+(12例)の 場 合,2時 間 値

6.86±2.26μg/ml,4時 間 値,4.92±1.73μg/ml,6

時 間 値3.67±0.76μg/mlで あ り培 養 十(7例)の 場 合

2時 間 値6.90±2.10μg/ml,4時 間 値5.70±1.40

μg/ml,6時 間 値3.94±1.05μg/mlで,培 養 卅(22

例)で は2時 間 値4.87±3.47μg/ml,4時 間値5.49±

2.60μg/ml,6時 間 値4.71±2.34μg/mlで あ った 。

一 方DES体 の 血 中 濃 度 は同 じ く第1回 投 与 時 で み る

と培 養+の 場 合2時 間 値0.85±0.45μg/ml,4時 間 値

0.98±0.52μg/ml,6時 間 値0.88±0.41μg/mlで 培

養+の 場 合2時 間 値0.84±0.53μg/ml,4時 間値1.06

±0.68μg/ml,6時 間値0.91±0.64μg/ml,培 養 卅 の

場 合2時 間 値0.61±0.71μg/ml,4時 間値0.97±0.88

μg/ml,6時 間 値1.04±0.81μg/mlで あ った 。

RFPお よびDES体 共 に培養 卅 の群 の2時 間値の低

値が著 しか ったが統計上有意差 はなか った。 また ピーク

値 はRFPで は4時 間値へ とDES体 で は6時 間値へ と

ずれていた。

大量排菌症例で初 回投与時 にこのよ うな血 中濃度 の低

値及 び ピーク値 のず れが存在す る理 由は判然 としない。

河 野 ら10)は健 康 人 と結核 患者 のRFP血 中濃度を比較

し健康人 に比 し患者群のCmax,AUCは 著 しく低 く吸

収に関するparameter,尿 中排泄に関す るparameter

が著 しく低 値で酵素誘導 による胆汁排泄の促進 によるも

のであ ろうとして いる。大量排菌症例で も同様の メカニ

ズムが考え られ る。

次 に投与1ケ 月 目よ り6ケ 月 目にか けて の血 中濃度 は

RFPもDES体 も共 に培養 升 の群 において低値 を示 し

たが いず れ も有意差 はなか った。培養昔 の群7例 は菌陰

性化 まで の期 間や経過に特 に著変 はなか った。

4. 菌陰転 化までの期間 と血中濃度(表5)

1ケ 月 で 菌 が 陰 転 した 群20例 のRFPの 血 中 濃 度 は 初

回 投 与 時 は2時 間 値5.74±2.72μg/ml,4時 間 値5.54

±2.46μg/ml,6時 間 値4.21±2.31μg/ml,2ケ 月 菌

陰 転 群9例 で は2時 間 値4.70±2.86μg/ml,4時 間 値

5.09±1.56μg/ml,6時 間値4.00±1.70μg/ml,3ケ
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表5 RFP服 薬 よ りの期間

a RFP

b DES体

月 菌 陰 転 群10例 で は2時 間値5.40±3.10μg/ml,4時

間 値5.21±2.48μg/ml,6時 間 値4.67±2.07μg/ml

で あ った 。

ま たDES体 の 初 回投 与 時 の血 中 濃度 は1ケ 月 菌 陰 転

群 で2時 間 値0.69±0.53μg/ml,4時 間 値0.98±0.67

μg/ml,6時 間値0.95±0.65μg/ml,2ケ 月 菌 陰 転 群

で は2時 間 値0.54±0.68μg/ml,4時 間 値0.89±0.63

μg/ml,6時 間値0.98±0.67μg/ml,3ケ 月 菌 陰 転 群

で は2時 間 値0.64±0.57μg/ml,4時 間 値0.92±0.71

μg/ml,6時 間値0.90±0.65μg/mlで あ った 。

RFPお よ びDES体 いず れの 血中 濃度 も投与1ケ 月

目よ り6ケ 月 目にか けて初回投与時 と比べ て低 値を示 し

た 。

また菌 陰転 化 までの期間 とRFPお よびDES体 の血

中濃度 には何 ら相関は見出 されなか った。

5. 併用薬剤 別の血中濃度(表6)

今 回 の41症 例 でSMを 併 用薬 と して使 用 した症例は

20例,EBを 併 用薬 として使 用 した症例は17例 で他の4

例 は両 薬剤 の 同時使 用 また は途 中でSMよ りEBに 変

更 した症 例 で あ った。 そ こでSM併 用群20例 とEB併

用群17例 につ い てRFPお よびDES体 の血中濃度をみ

ると表6の 如 くで あ った。第1回 投与 時および1ケ 月 目

に おい てSM併 用群 が全 体 的 にやや 高値 を示 し,特 に

第1回 投与時,6時 間後 のDES体 はp<0.02ま た第1
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表6 併用薬剤別血中濃度

a SM併 用 20例

b EB併 用 17例

* P<0 .02 ** P<0.05(SM併 用群 とEB併 用 群 の比 較)

表8 副作用発現症例と血中濃度15例

回投与 時,4時 間後のDES体 お よび1ケ 月 目,6時 間

後 のDES体 はp<0.05で 有意差を もってSM群 が高値

であ った。

6. 副作 用出現症例 と血中濃度(表7,8)

副作 用が出現 した症例 は表7の 如 く15例で ある。すべ

ての症例 に併用薬剤 と してINH+EB又 はINH+SM

が ふ くまれて いるためRFPそ の ものの副作用 とは断定

しえないが,中 止 した症例 は3例,継 続投与 は12例 であ っ

た 。 これ ら症 例 のRFP及 びDES体 の血 中濃度 をみ る

といずれ の時期 において も全症例平均値 と有意 差はみ ら

れ なか った。特 にDES体 が高値 を示 した症 例 もなか っ

た。投薬 中止 した3例 のみを とり出 して も特 別な特徴は

み られなか った。今回の成績はすべて平均 値で示 してい

る ものであ り,個 体間 に大 きなば らつきのあ るRFP血

中濃度 の検討 にはやや不都合 もある と思 われ るが,副 作

用発現群 と しては著変を認めなか った。

考 察

RFPが 結 核治 療の 舞台 に登場 して10年 以 上経過 した

が,現在でもな おINHと の組 合せ は強力 な治療効 果を有

す る第1級 の 薬剤であ る。 このRFPの 体 内動 態を検討

す る目的で血中濃度 やその他の体 液中の濃度 の測定を行

なって来たが,従 来は生 物学的測定 によ るものであ って総

合抗 菌力 として測定されていた。

最近HPLC法 によ るRFPの 測定が可能 となりRFP

とそ の中 間代謝 産物であ るDES体 を分離 測定す ること

が可 能 とな った。DES体 はそれ 自身抗菌力を有す るの

で抗菌力の総合 として測定 した生 物学的測定法 による血
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中 濃 度 の 方 が 高 値 を示 しHPLC法 に よ るRFPを 分 離

測 定 した方 が 若 干 低 値 を示 す 。生 物 学 的 測定 法 で の ピー

ク値 は300mg投 与 の 場 合,4.35±0.68μg/ml(Acoce-

lla11)),450mg投 与 で7.9±1.51μ9/ml(Furesz6)),

600mg投 与 で22.70±3.18μ9/ml(Acocella11)),12.10

±0.73μg/ml(Nitti12)),8.5μg/ml(Siegler13))

で あ りHPLC法 で は そ の ピー ク値 は450mg投 与 で4.22

±2.03μg/ml(河 野10)),4.16±1.67μg/ml(泉8)),

5.3±0.6μg/ml(松 宮9))と 報 告 され て い る。

またDES体 はFlueそ の他 の 副作用 の原 因 として注

目されて いる物質 であ りこの分離 測定 は臨床上重要 であ

る。中川 ら のは尿 中に排泄 されるRFPの 中DES体 の

占め る割合が30%を こす場 合微熱 を特徴 とする副作 用が

み られ ると報告 している。

RFPを 連続 投与 す るとその血 中濃度 が次第 に低下 す

る現象 は既 に1971年Acocella11)ら に よ って報告 され

て い る。 その 中で彼 らはRFPを 連続投与 した場合血 中

ピーク値 は第1日 目に比較 して第4日 目で大 き く低下 し

その後 は一定で ある。 また投与12時 間後 の血 中濃度 は第

6日 目まで次第に低下す る。6日 目よ り14日 目までは徐 々

に低下す るが有意で はな くそれ以上 は低下 しない。 また

血中半減期 も同様 の経過 をとる。 そ して彼 らは これ らの

現象は胆汁への排泄が増加す るためで はないかと仮説 を

たてた。

そ の後RFPは 肝 の薬物代謝酵素 の強力 な誘導剤 の1

っ であ る こ とが 知 られ1)こ の酵素 誘導 によ り胆汁排泄

の促進または腸肝循環 による増 強によって 薬物代謝が促 進

されRFPはdesacetyl化 され薬物 の トータルク リア ラ

ンスが大 き くな り血 中濃度 の低下 および持続時 間の短縮

が出現す るもの と思 われる。

RFPの 血 中 濃度 は食事摂取 との関係 も くわ しく検討

され食前投与,食 後投与 による違 いが云 われて いる。横

沢1の,Verbist15)ら は食前,食 後 投与 に差が なか った

と報 告 しFuresz6),Riess16)ら は大 きな差が み られた

と してい る。Siegler13)ら はRFP600mg食 前投 与 の

場合 ピー ク値 は2時 間後 で8.8μg/mlで あったが食後

投与の場合 ピーク値 は4時 間後で6.0μg/mlで あった。

この両者に有意差はあったが少な くとも10時 間 は有効血 中

濃度 を保 った と報告 して いる。東村 ら1のは一般 に食後

服用す ると血中濃度 の ピークが食前服用 の場合 よ りも約

2時 間後にずれ るが ピーク自体の高 さには大差 はないと

して い る。結論 的 には1回 投与が600mg以 上で あれば

大 きな差 は な いが150-450mg投 与の場合 は差が認 め ら

れるようである。我が国で は1日450mg投 与が一般的で

あ る事 より朝食前投与が推奨 されて いる。 しか し結核菌

に対す るRFPのMICはKirchner培 地でみ ると0.2-

0.5μ9/mlで あり少なくと も10時 間 は有 効血中濃度が保

たれ臨床的に食前投与を強調す る必要 はな いと思わ れる。

東村 ら1の,中 川 ら18),松 宮 ら9)もRFPは その薬物

代謝 に個人差の大 きいことを認 あて いる。今 回の我 々の

成績で も個人差が大 き く,こ れを平均値で検討す る こと

自体少 し無理が あると思 われるが,全 症例 の初 回投与 時

のRFPの ピーク値 は2時 間値5.52±3.20μg/ml,DES

体 で は4時 間値0.97±0.71μg/mlで1ケ 月 目以 降は低

値を示 した。 この成績 は生物学的測定法 と比較 すれば低

値 で あ るがHPLC法 による値 としては多 くの報告 とほ

ぼ一致 した。 また初 回排 菌量,菌 陰転化 までの期間等排

菌 状態 とRFPお よびDES体 の血 中濃度 との関係を検

討 したが いず れ も統計上有意 の差 を認 める ことはできな

か った。東村 ら17)もRFPの 血 中濃度 の高さ と臨床効果

が直接結 びつ くかど うか疑 わ しい としている。我々の今

回 の測 定 は投 与6時 間 後 まで しか 行 っていないが結核

菌 に対 す るRFPのMICが0.2-0.5μg/mlと す る と

いず れ の時 期 において も投与6時 間まではMIC以 上に

あ り臨床上有意差 がみ られないのは当然 と思われ る。

RFPの 血 中濃度 におよぼすSM,EBの 影響 を報告 し

た文 献 は まだ見 あ た らない。G.Boman3)はRFPを

PASと 併 用 す る とRFPの 血 中濃度 が低 下 しAUC∞

が低 下 す るがT1/2は 不変 であ った と報告 し,PASが

RFPの 吸収 を さま たげるのであろ うと述べ てい る。J.

Llorenz2)ら は小 児 にRFPとINHを 併 用 しそれぞれ

の血中濃度 は不変で あ ったが肝 障容 が増大 した と報告 し

てい る。

今 回の我 々の成績 はRFP単 独投与例 がないので正確

に論ず ることは不可能 であるが投与第1日 目および1ケ

月 目 にお いてSM併 用群 の方 がEB併 用群 よ りDES体

の血中濃度 は上昇す るとい う成績 を得 た。 この成績は投

与初期の もので あ り消化管 よ りの吸収 の差 や肝障害の影

響 は否定 されよ う。SMの 腎毒性 はア ミノグ リコシッ ド

系抗生剤の うちで は比較 的弱 い方 と云 われてい るが発症

した場合急性尿細管壊死 の像 をとる。SMの 腎に対す る

影響 の為 にRFPの 排泄遅延 を来 た し血 中濃度 が高い状

態を維持 して いると も考 え られるが,今 後 なお詳細な検

討が必要 と思われ た。

ま た今 回の研究か らDES体 と副作用 の関係 を言及す

るような データーは得 られなかった。

ま と め

国立療 養所6施 設の共同研究 と して肺結核症,排 菌陽

性 の初 回治療症例 にRFPを ふ くむ治療を施行 し経時的

に血 中濃 度 を測定 した。測定 はHPLC法 によ りRFP

とDES体 を分離測定 し以下の成績を得た。

1.初 回 投 与 時RFPの ピ ー ク 値 は2時 間 後 に あ り

5.52±3.20μg/ml,DES体 の そ れ は4時 間 後 に あ り

0.97±0.71μg/mlで あ った 。

2.1ケ 月 目以 降は ピーク値の低 下がみ られたが6ケ

―34―
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月目までほぼ不変であ った。

3. 臨床成績 と血中濃度 には明 らかな相関はみ られな

か った。

4. 副作 用出現 とDES体 に も相関はみ られなか った。

RFPは アプ テ シ ン(科 研製薬) を使用 した。 なお血

中濃度 測定を依頼 した科研製薬K.K.に 深謝す る。
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