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論 文 内 容 要 旨

畜産には現在動物用医薬品及び飼料添加物 として抗コクシジウム剤,抗 トキソプラズマ剤,抗

タイレリア剤,抗 ピロプラズマ剤,抗 肝てつ剤等数多 くの抗寄生虫薬が用いられている。 これ ら

の薬物には実験動物に対 して催奇形性を有するものもあり,畜 産物を介 して人体に摂取された場

合に公衆衛生上大 きな問題 となる。これを未然に防 ぐことを目的 として,各 薬剤にはその用法及

び用量 ごとに休薬期間(家 畜の出荷前に薬剤の使用を禁止する期間)が 定められている。また一

方では,食 品衛生法により畜産物中には抗菌性物質を含有 してはならないとされており,こ の抗

菌性物質のなかには抗原虫剤 も含まれることか ら,畜 産物への抗寄生虫薬の残留は法律的にも大

きな問題である。

畜産物中の薬物の残留を防 ぎ公衆衛生上の安全性を確保するためには,薬 剤の休薬期間を遵守

す ることが第一であるが,畜 産物中に薬物が残留 していることを明らかにする適切な分析法も必

要である。一方,薬 物の適正な使用をはかるためには,薬 物を対象動物(投 薬の文橡 となる動物)

に投与 した場合の薬物の体内動態に関する研究が不可欠である。そのためには動物の生体試料中

の薬物及びそれ らの生理活性のある代謝物を定量する適切な分析法が必要である。しかし抗寄生

虫薬にっいては動物試料中の適切な分析法が確立 されていないものや,対 象動物における薬物の

体内動態に関 して報告されていないものもあり,こ れらの薬物についてはまず動物試料中の当該

薬物及びその代謝物の感度及び精度の良い定量法を確立す ることが先決である。

本研究に於いては高速液体クロマ トグラフィー(HPLC)を 分析手段 として用いることにより,

現在産業動物に用いられている12の 抗寄生虫薬及びその代謝物の動物試料中の定量法を確立 し,

そのうちのいくつかのものについてはその定量法を用いて対象動物での体内動態を調べた。

第2章 では,primaquine(PAQ),pamaquine(PRQ)とPRQの 代謝物であるcarboxyPRQ

(CPRQ)を 分析の対象 とした。PRQ,PAQは いずれ も8-aminoquinoline誘 導体であ り,現 在

牛タイレリア病の治療薬として使用されている。これらの薬物は牛での体内動態に関 して報告さ

れてお らず,こ れを調べることは薬物の適正な使用 という観点からみて重要な意義がある。本章

の研究に於いては1)感 度及び選択性のす ぐれた電気化学検 出HPLC(HPLC-ECD)を 用いて

牛血漿中PRQ,CPRQ及 びPAQの 同時定量法を確立 し,2)フ ォ トダイオー トアレイ検 出

HPLC(HPLC-PD)を 用いてPRQを 投与 した牛血漿中にCPRQが 出現することを確認 し,3)

PRQ,PAQを 牛に投与 して これ らの8-aminoquinolineの 血漿中動態の解析を行った。

本法においては,ア セ トニ トリルを用いて子牛の血漿 よりこれ らの薬物 を抽出 し,HPLC-

ECDに より血漿由来の物質と分離した。0,02～1,0μg/mlの 濃度でこれらの薬物 を子牛血漿 に添

加 した場合の本法の平均回収率は68.3～107.2%で あったが,こ のうち85%以 下であったのは血
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漿に0.02μg/m1の 濃度で添加 したCPRQの みであり,全 体 としては良好な回収率を示 した。ま

た変動係数は1。8～23.4%の 範囲であったが,こ のうち15%を 超えたものは血漿に0.02μg/miの

濃度で添加 したCPRQの みであり,全 体 としては良好な変動係数を示 した。検出限界 はいずれ

も0.01μg/m1で あった。さらにCPRQが 子牛にも存在することをHPLC-PDを 用いて確認 した。

またPAQを 投与 した子牛の血漿中のPAQの 動態 とPRQを 投与 した子牛の血漿中のPRQ及

びCPRQの 動態を本法を用いて調べ,非 線形最小自乗法を用いてコンパ ー トメン トモデルによ

り解析 した。PRQ及 びPAQは ヒトなどで報告されている動態 とは異な り,そ れぞれ静脈内 ・

皮下ないし筋肉内投与後血漿中から急速に消失 し,そ の原因は迅速な代謝及び組織への迅速な分

布であろうと推察された。一方CPRQはPRQを 静脈内または皮下投与 した子牛の血漿か らゆっ

くりと消失 し,そ の動態はヒトなどで報告されているのと類似 していた。8-aminoquinoline誘

導体はその治療量 と副作用の現れる量が近い薬物 として知 られており,こ れらの体内動態に関す

る知見は,対 象動物での適正な使用をはかるために重要である。

第3章 では,bromofenofos(BF)及 びその代謝物dephospha七ebromofenofos(DBF)を 分

析の対象とした。BFは 反すう動物の肝てっ症の治療に広 く使用 されている薬物であ り,BFを

投薬 した牛の乳汁中にはBFの 代謝物であるDBFの みが検出 されBFは 全 く検出されないこと

が明 らかにされている。最近,BFに はラットに対する胚胎仔致死作用及び催奇形作用があると

いう報告がなされ,同 様の作用がDBFに っいても報告されている。これらの毒性学的な問題を

明 らかにするためにはラット及び牛でのBFの 体内動態を調べることが必要である。本章 の研究

に於いては1)UV検 出HPLC(HPLC-UV)を 用いてラット及び牛血漿中BF及 びDBFの 同時

定量法を確立 し,2)BFを ラット及び牛に投与 してBF及 びDBFの 血漿中動態を調べた。

本法においては,水 で希釈 したラットの血漿より酢酸エチルを用いてこれらの薬物を抽出し,

HPLC-UVに より血漿由来の物質 と分離 した。1.0～100.0μg/mlの 濃度でこれ らの薬物を ラッ ト

血漿に添加 した場合の本法の平均回収率は82.8～100。7%と 良好であった。また変動係数は0.5～

3.3%と 良好であった。検出限界 はいずれも0.1μg/mlで あった。牛血漿か らの抽出の場合は水 の

代わ りにリン酸緩衝液(pH8.5)を 用いることにより,ラ ットと同様の良好な回収率を示 した。

本法は,既 に報告 されているガスクロマ トグラフィー(GC)法 に比べて試料 の前処理法が迅速

かっ簡便で,誘 導体化の必要がなく,し かも臨床的に有効な量のBFを 投与 したラット及び子牛

の血漿中のBF及 びDBFの 分離定量が可能であった。本法は,GC法 に比べて感度は低かったが,

ラット及び子牛でのBFの 投与試験の結果に示 されたように,BFの 体内動態 を調べるには充分

有用であった。

さらに本法を用いてラット及び子牛の血漿中のBFとDBFの 動態を調べた。BFを ラットに腹

腔内投与 した場合には血漿中にBFが 出現 したが,牛 に経口投与 した場合にはBFは 出現 しなかっ
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た。また,い ずれの場合 に もDBFは 血 漿 中に比較的長 く存 在 して いた。 これ らの知 見 は,BF

の対 象動物 での適正 な使用 をはか るためのみな らず,BFの 催 奇形作用 を明 らか にす る上 で も有

用 であ る。

第4章 では,sulfonamide「5剤 とそれ らのN4-acety1代 謝 物及 びsulfonamideと 併 用 され る こ

との多 いdiaminopyrimidine3剤 を 分 析 の対 象 と した 。 分 析 の 対 象 と したsulfonamideは

sulfadiazine(SDZ),sulfamonomethoxine(SMM),sulfamethoxazole(SMX),sulfaquino-

xaline(SQ)及 びsulfadimethoxine(SDM)で あ り,diaminopyrimidineはormethoprim

(OMP),trimethoprim(TMP)及 びdiaveridine(DIV)で あ る。Sulfonamideは 鶏 な どの感染

症 の予 防 及 び治 療 の 目的 で 抗 菌 剤 あ る い は抗 コ ク シ ジ ウ ム剤 と して,単 独 で あ る い は

diaminopyrimidineと の 配合剤 と して広 く使用 されて いる薬物 であ る。SDMを 鶏 に投 与 した場

合他 の組織 よ り皮膚 に長 くSDMが 残 留す ると報告 されてい ることか ら,特 に鶏 の皮膚 中 に残留

して い るい くっ か のsulfonamideの 同 時定 量法 の確立 は大 きな 意義 を持 って い る。 ま た,

sulfonamideのN4-acetyl代 謝物 は抗 菌 ・抗原虫活性 を持 たないが,ヒ トによ り摂取 され た場 合

に体内で代謝 されてsulfonamideに も どることが明 らかに され てお り,畜 産物 中 に残留 した場

合 に食品衛生上問題 とな るため分析の対象 と した。

これ まで に,GC,HPLCな ど を用 いて畜 ・水産物 中 に残留 して い るい くっ かのsulfonamide

の同 時定量法が多 く報告 されてい るが,皮 膚を含む鶏 のほ とんどの可食部位 に残留 して いるい く

っ か のsulfQna血ide及 び そ のN4-ace七yl代 謝 物 の同 時 定 量 法 は報 告 さ れ て い な い 。 ま た

sulfonamideと 併 用 され ることの多いdiaminopyrimidineに っ いて も同 時 に定 量 す る ことがで

きれ ばその意義 は大 きい。本章 の研究 に於 いて は1)HPLC・UVを 用 いて鶏組織(筋 肉 ・肝臓 ・

腎臓 ・皮膚 ・血漿)中 の これ ら13の 化合物 の同時定量法 を確立 し,2)Sulfonamide5剤 とdia

minopyrimidine3剤 を 同時に投 与 した鶏 の組織 中の これ ら13の 化合物 を分離 定量す るこ とが

で きることを確認 した。

本法 にお いて は,ア セ トニ トリルを用 いて鶏 の筋肉,肝 臓,腎 臓,皮 膚及 び血漿 よりこれ ら13

の薬物を抽出後,抽 出液 をn一ヘキサ ンで洗浄 し,濃 縮 して ア ル ミナカ ラム ク ロマ トグ ラフ ィー

によ り精製 した。精製 された抽 出液 中の13の 薬物 は本法 のHPLC条 件 で組織由来 の物質 と分離

した。0。05μg/g(μg/m1)ま た は0.2μg/g(μg/ml)の 濃 度 で13の 薬 物 を鶏 の筋 肉 ・肝 臓 ・

腎臓 ・皮膚 ・血漿 に添加 した場合 の本 法の平均 回収率 は53.9～106.3%で あ ったが,こ の うち70

%以 下 で あったの は血漿 に添加 したSQと 筋 肉に0.05μg/gの 濃 度で添加 したOMPの み であ り,

全 体 と して は良好な回収率 を示 した。また変動係数 は0.6～21.3%の 範 囲 で あ ったが,こ の うち

15%を 超 えた もの は血漿 に添加 したSQ,肝 臓 に0.05μg/gの 濃 度 で添 加 したSDM及 び 腎臓 に

0.05μg/gの 濃 度で添加 したN4-acetylSMMの み であ り,全 体 と しては良好 な変動 係数 を示 し
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た。検出限界はいずれの薬物及び組織の場合で も0.02～0.05μg/g(μg/皿1)で あった。

さらに,こ れら8剤 を同時に投与 した鶏由来の組織で も全ての化合物の定量が可能であったた

め,本 法の残留試験法としての妥当性が示された。

第5章 ではsulfamoyldapsone(SMD)を 分析の対象とした。SMDは 豚の トキソプラズマ症

の予防及び治療薬 として日本で開発された動物用医薬品で,豚 及び猫に広 く使用されている。

SMDの 生体試料中分析法 としてはモルモット血清中の分析法の報告があるのみで,豚 での残留

分析法 として用いることのできる方法はない。本章の研究に於いては1)HPLC-UVを 用いて豚

組織(筋 肉 ・肝臓 ・腎臓 ・脂肪)中 のSMDの 定量法を確立 し,2)豚 で現在使用されている他

の27の 動物用医薬品(抗 生物質及び合成抗菌剤)に より分析を妨害されることがないことを確

認 した。

本法においては,n一ヘキサンで飽和 したアセ トニ トリルを用いて豚の筋肉,肝 臓,腎 臓,脂 肪

よりSMDを 抽出後,抽 出液をアセ トニトリルで飽和 したn一ヘキサンで洗浄 し,抽 出液を濃縮 し

てアル ミナカラムクロマ トグラフィーにより精製 した。精製 された抽出液中のSMDは 本法の

HPLC条 件で組織由来の物質 と完全に分離 した。0,1μg/gま たは0.5μg/gの 濃度でSMDを 豚

組織(筋 肉 ・肝臓 ・腎臓 ・脂肪)に 添加 した場合の本法の平均回収率は93.3%±6.0と 良好であっ

た。さらに豚で現在使用されている他の27の 動物用医薬品(抗 生物質及び合成抗菌剤)に より

分析を妨害されることがないことが確認され,本 法の残留試験法 としての妥当性が示された。

本研究により,動 物試料中の12の 抗寄生虫薬 とそれら代謝物の定量が可能 にな り,そ のうち

のいくつかのものについて体内動態が明 らかとなった。これらの知見は公衆衛生上,及 び畜産に

おいて抗寄生虫薬を適正に使用す るために極めて重要である。
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審 査 結 果 の 要 旨

畜産においては動物用医薬品および飼料添加物として種々の抗寄生虫薬が使用されているが,

これ らの薬物には実験動物に対 して催奇形性を示すものもあり,畜 産物を介 して人体に摂取され

た場合の危険性を考慮する必要がある。従 って安全性の確保のためには畜産物中の残留薬物 を適

確 に定量することが要求 される。そのためには,ま た,動 物体内における摂取薬物の代謝物 を含

めての定量が必要である。

本研究においては高速液体 クロマ トグラフィーを分析手段 として用いることにより,12種 の

抗寄生虫薬およびその代謝物の動物試料中定量法を確立 し,ま た,そ の定量法を用いて対象動物

における薬物動態を検索 している。

最初に,牛 タイレリア病治療薬であるPrimaquine(PRQ)とPRQの 主代謝物の血中濃度の

同時定量法を樹立 し,子 牛への薬物投与時における薬物動態を解析 した。その結果,投 与 した薬

物 は急速に血中および組織中から消失す ることが確認された。(2章)

次に牛の肝てつ症治療薬であるBromofenofos(BF)お よびその代謝物 の血中同時定量法を

確立 し,そ の方法を用いてBFを 投与 した牛およびラットの血中動態を検索 した。その結果ラッ

ト血中にはBFが 検出されたが牛では検出できなかった。 しか し,そ の代謝物 であるDBFは 両

動物共に比較的長期に血中より検出された。(3章)

っいで鶏のコクシジウム病などの予防 ・治療薬であるsulfQnamide5剤 とそれ らのN4-acetyl

体並 びにsulfonamideと 併用 される ことの多 いdiaIninopyrimidine3剤 の鶏組織 および血

中の同時定量法 を確立 し(4章),さ らに豚 トキ ソ プ ラズマ病 の予 防 ・治療 薬 であ る

Sulfamoyldapsoneの 豚組織中の定量法 も樹立 した(5章)。

以上の研究は食肉摂取において混入が予想される各種の動物医薬品の適確な定量法を樹立 し,

食品衛生に多大の貢献をする業績 として評価され,博 士論文に値するものと患われる。
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