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論 文 内 容 要 旨

本研究は,最 近開発 された極微弱化学発光検出装置を使用 し,薬 剤の安定性を迅速かっ簡便 に

予測 し得 る新たな方法を確立することを目的 として行った。

薬物の安定性は熱,光,空 気(特 に酸素),湿 気及び放射線の様な環境因子に影響される。更に,

粒子径,用 いた溶媒の性質,例 えばpHな ど,ま た容器の特性,他 の薬物との配合,重 金属や微生

物の混入などによって影響 される。これらの因子 による変質を防止 または抑制するために,製 剤

設計上種々の物理化学的対策が施されている。その上で,実 際に取 り扱われる状態を想定 して,

あらゆる可能な広範囲の状況における影響を検討すべく様々な条件の下で安定性 に対する検討が

なされている。 しかし,こ れらは多 くの時聞と労力を要することか ら,短 時間でその安定性を予

測するために種々の努力がなされている。

有機化合物 は自動酸化系で,極 微弱な化学発光能を有することが知 られている。近年,光 エ レ

クトロニクス技術の進歩にともない,高 感度光電子増倍管が開発され,更 に光電子計数法の実用

化に成功 している。稲葉 らはこれ らの結果を基に,高 感度で しかも測定法がきわめて簡単な極微

弱化学発光検出装置を開発 した。その結果,従 来検 出不可能であ った極微弱化学発光(extra-

weakchelhiluminescence,以 下CLと 略す)を 検出できるようになった。 この測定法 は現在,食

品化学,医 学,薬 学などの分野において以下に列挙するように,広 く応用が試み られている。

薄木 らは,食 用油脂あるいは食品の酸化により生 じるCLを 計測 し劣化度の判定に応用 し,比 較

的良好な結果を得たと報告 している。更に,生 体内脂質の過酸化に伴 ってCLが 生 じることも明

らかになり,そ の過酸化度の判定に応用され,今 後さらに発展が期待できる。特に,依 田 らは糖

尿病患者の血液が正常人の血液 と比較 して有意にCLが 高いことを見 いだ しており,そ の原因 と

して代謝障害時に発生する活性酸素,フ リーラジカルおよび過酸化脂質を上げている。医薬品分

野では,水 野 らが行 った実験がある。彼 らは,水 溶液中で比較的安定な化合物(ニ コチ・ン酸,コ

ハク酸 ,グ リシン,ニ コチナ ミド及び酒石酸)と 比較的不安定な化合物(L一 アスコル ビン酸,

5一リン酸 ピリドキサール,リ ボフラビン,グ ルクロノラク トン及び リン酸 アデノシン)のCLを 測

定 し,前 者の群から}さCLが認められなかったが,後 者か らはCLが 認め られたことを報告 して い

る。 このことから,彼 らはCLの 有無が薬物の安定性 とよく対応 していると結論 している。以上

述べたような知見か ら,医 薬品製剤の安定性が,CLを 測定することにより迅速かつ簡便に推測で

きるであろうと考え,以 下の実験を行った。

第一章では,構 造が単純でよく知 られている有機化合物(116種 類)のCLを 測定 した。有機

化合物のCL値 は,20℃ で0～13060counts/10s(平 均32counts/10s),50℃ で0～22943coun七s/

10s(平均93counts/10s),80℃ で2～263289counts/10s(平 均569counts/10s)と 広範囲に分散
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し,温 度 上 昇 に と もな い増 加 した 。特 に,ア ル キ ン類 の フ ェ ニ ル ア セチ レ ン(80℃,23717counts

/10s),脂 肪 族 ア ミン類 の トリエ チ レ ンテ トラ ミン(80℃,35502co皿ts/10s),脂 肪 族 ア ル デ ヒ

ド類 の ドデ カ ナ ー ル(80℃,41863counts/10s),エ ポ キ シ ド類 の ス チ レ ン オ キ シ ド(80℃,

263289counts/10s),過 酸 化 物 類 のm一 ク ロ ロ過 安 息 香 酸(80℃,40979counts/10s)な ど の 化 合

物 に高 いCLが 認 め られ た 。 一 方,ア ル コ ー ル類,ア ミ ン塩 や カ ル ボ ン酸 誘 導 体 な ど は低 い

CL値 を示 した 。

第二 章 で は,現 在 臨床 に適 用 さ れ て い る医 薬品 の うち錠 剤,カ プ セ ル剤(139種 類)のCLを 測

定 した 。錠 剤,カ プ セ ル剤 のCL値 は,広 範 囲 に分 散 して お り20℃ で0～1380co脚 七s/10s,50℃

で0～10800counts/10s,80℃ で37～245000counts/10sで あ り,温 度 の 上昇 に と も な い増 加 し

た 。特 に,三 環 系 抗 うっ剤 の トフ ラニ ー ル錠(塩 酸 イ ミプ ラ ミ ン),ア ンプ リ ッ ト錠(塩 酸 ロ フ ェ

プ ラ ミン),デ フ ェ ク トン錠(カ ル ピプ ラ ミ ン),抗 血液 凝 固剤 の ワー フ ァ リン錠(ワ ー フ ァ リ ン

カ リウム),抗 ヒス タ ミン剤 の プ ロー エ ン トラ錠(塩 酸 ト リプ ロ リジ ン)な ど に 高 いdL値 が 認 め

られ た。 これ らの薬 剤 は い ず れ も取 扱上 の注 意事 項 に お い て 『鐘 光 保 存 』 が推 奨 され て お り,薬

剤 の安 定 性 とCLに 相 関関 係 の有 る こ とが推 測 され た 。 そ こで,各 々 の 医 薬 品 の 添 付 文 書 を 参 考

に して,試 験 した全 て の錠 剤,カ プ セ ル剤 を次 の3群 に分 類 した 。即 ち,『 室 温 保 存 薬 品 』 を安 定

性 の高 い薬 品 の群 と考 え てA群,『 開 封 後 は な るべ く速 や か に使 用 す る 薬 品 』 を 比 較 的 安 定 で あ

るが,A群 ほ ど安 定 で な い薬 品 の群 と考 え てB群,「 遮光,気 密 容 器 保 存 薬 品 』 を 不 安 定 な 薬 品 の

群 と考 え てC群 と した。 各 群 間 のCL値 に有 意 差 が あ るか な いか を統 計 学 的 に処 理 した 結 果,50及

び80℃ でA群 とC群 の聞 に99%の 信 頼 度 で有 意 差 が認 め られ た。 従 って,医 薬 品 製 剤 のCLを 測 定

す る こ とに よ り,そ の保 存 条 件 を設 定 で き る可能 性 が示 唆 され た 。

第 三章 で は,現 在 臨床 で使 用 され て い る漢 方 エ キ ス製 剤(116種 類)のCLを 測 定 した 。 漢 方 エ

キ ス製剤 のCL値 は,20℃ で0～101counts/10s(平 均8counts/10s),50℃ で0～4301counts/10

s(平 均50coun七s/10s),80℃ で50～12117coun七s/10s(平 均890coun七s/10s)と 広 範 囲 に 分 散

して い た 。高 いCL値 を示 した 漢 方 エ キ ス製 剤 は,防 巳黄 書 湯,当 帰 筍 薬 散 桂 枝 加 竜 骨 牡 蛎 湯

猪 苓 湯,補 中益 気湯 加 味 帰 脾 湯 帰 脾 湯,滋 陰 至 宝 湯 で あ っ た。 漢 方 エ キ ス製 剤 のCLは,酸 素

通 気 下 で増 加 し,窒 素 通 気 下 で減 少 した 。 ま た,酸 化 の度 合 の指 針 で あ る2,6一ジ ク ロ ロ フ ェ ノ ー

ル イ ン ドフ ェノ ー ル値 との 間 に,相 関係 数r=一 〇.4378(y=一 〇.059x+3.5073),p<0:05で 負 の

相 関 が認 め られ た 。 こ れ らの結 果,漢 方 エキ ス製 剤 のCLは 空 気 中 の酸 素 が 強 く関 与 して お り,酸

化 反 応 に伴 うCLで あ る こ とが 示 唆 さ れ た 。

第 四章 で は,高 いCL値 を示 した トフ ラニ ール錠 のCLが 主 成 分 の塩 酸 イ ミプ ラ ミ ン由 来 で あ る

こ とを 明確 に し,更 に,三 環 系 抗 うっ 剤 のCL本 体 を推 定 した。 トフ ラ ニ ー ル錠 と塩 酸 イ ミプ ラ ミ

ンのCLは 共 に高 い値 を示 し,類 似 した 発光 ス ペ ク トル を示 した こ とか ら,ト フ ラ ニ ー ル錠 のCL
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は塩酸イ ミプラミン由来であることが確認 された。三環系抗うっ剤,塩 酸イ ミプラミン,塩 酸 ク

ロミプラミン,マ レイン酸 トリミプラミン,塩 酸デシプラミン,塩 酸 クロカプラ ミン,塩 酸 カル

ピプラミンは共に高いCL値 を示 し,420か ら610nm間 の波長域に共通 して5っ の発光帯(430,450

～460 ,480～500,520,570nm)が 認められたことから,三 環系抗うっ剤 のCLは,そ の基本構造

である10,11-dihydro-5H-dibenz〔b,f〕azepine構 造由来であることが示唆 された。10-11位 が飽

和 している化合物に相当するイ ミノジベンジルおよびN一メチルイ ミノジベ ンジルのCL値 は不飽

和の化合物に相当するイ ミノスチルベンのCL値 より70倍高い値を示 した。従 って,三 環系抗 う

つ剤のCLはazepine環 の10∠11位 に発生の主開があることが示唆された。 このことは,10,11位

にあるような活性メチ レン水素 は一般的に脱離 し易いという事実か らも裏付けられる。

第五章では,塩 酸 イミプラミンか ら発生するCLの メカニズムを推定 した。塩酸イ ミプラミン

のCLは,セ ル内に窒素 ガスを導入すると著 しく減少 し,酸 素ガスを導入すると著 しく増加 した。

また,経 時的にCLの 増加にともない過酸化物価の増加が認められた。更に,抗 酸化剤の添加によっ

て著 しくCLが 抑制された。これ らの結果,塩 酸イ ミプラミンから生ず るCLは,10-11位 の自動

酸化反応系か ら生 じるものであると結論できた。このことは,空 気中で測定 した電子スピン共鳴

スペクトル(ESR)の シグナル強度がCLと 同様に温度に強 く依存 していたのに対 し,真 空下で
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測定 したESRの シグナル強度及び窒素通気下でのCLは,共 に温度 による影響が認め られなか っ

たことなどからも裏付けられる。この自動酸化反応過程において,イ ミプラミンラジカル及びイ

ミプラミン過酸化 ラジカルが存在することが予想される。そこで,一150℃ で塩酸 イ ミプラミン

に紫外線を照射 し,ESRに よってラジカルを トラップすることを試みた結果,g値2.0046の イ ミ

プラミンラジカルとg値2.0059の 過酸化 ラジカルの存在が確認された。 これ らの結果か ら,塩 酸

イミプラミンの自動酸化によって発生するCLは,前 ページのchartに 示す経路により生成するも

のと考えた。

結 論

最近開発 された極微弱化学発光検出装置を使用して,CLを 測定す ることによ り医薬品製剤 の

安定性を迅速かっ簡便に予測 し得 ることが明 らかになり,医 薬品製剤の保存条件を決定できる可

能性が示唆された。また,医 薬品製剤の安定化剤や賦形剤の選択,同 一製剤のロット間の品質の

比較,新 しい抗酸化剤の開発などに関 しても本法により迅速かっ簡便に検討できると考えちれる。
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審 査 結 果 の 要 旨

医薬品 は製造工程および貯蔵中に変質を防止または抑制す るために,製 剤設計上種々の物理化

学的対策が施されている。 しか し保管中に熱 光,空 気,放 射線 のような環境因子 の影響 を受 け

るので,実 際に取 り扱われる状態を想定 して,あ らゆる可能な広範囲の状況における影響 を検討

すべく研究がなされているが,多 くの時間と労力を要することから,こ れらを解決す る方法 も重

要な研究課題である。

近年,光 エ レクトロニクス技術の進歩に伴 い高感度電子増倍管が開発 され,さ らに光電子計数

法の実用化が成功 し,高 感度で しか も測定法がきわめて簡単 な極微弱化学発光(extra-weak

chemiIuminescence,CL)検 出装置が市販されは じめた。本論文はこの装置を用 いて,薬 剤の安

定性を高感度,'迅速かっ簡便に予測 しうる新たな方法の確立を目的として研究された。

まず,汎 用有機化合物116種 のCLを20,50,80℃ で測定 した。10秒間のCLカ ウン ト数は構造 に

より0～26万 と著 しく異なり,ま た温度上昇に伴ない増加 した。概 して被酸化性の官能基 を有す

る化合物に高いCLが 測定された。

っいで,臨 床医薬品のうち錠剤,カ プセル剤139種 のCLを 測定 し,塩 酸 イ ミプラ ミン,塩 酸 ロ

フェプラミン,カ ルプラミン,ワ ーファリンカリウム,塩 酸 トリプロリジンを主 な薬効成分とす

るものに高いCL値 が認められた。これ らの医薬品をA群(室 温保存薬品),B群(開 封後 はなる

べ く速やかに使用する薬品),C群(遮 光,気 密容器保存薬品)に 分類 し,統 計処理 の結果50,80

℃でA群 とC群 の間に99%信 頼度で有意差が認められた6し たがって,医 薬品のCL測 定が保存条

件の設定に利用できる可能性が示唆された。

漢方エキス製剤116種 のうち,桂 枝加竜骨牡蛎湯など8製 剤に高いCL値 が認められ,酸 素通気

下で増加,窒 素通気下で減少 し,酸 化反応に伴 なうCLで あること歩矛盾なく説明された。

また,高 いCL値 を示 した三環系抗 うっ剤の発光スペク トルが,塩 酸イミプラミンの基本骨格で

ある10,11-dihydro-5H-dibenz〔b,f〕a2ep童neの それに相当す ることを実証 し,さ らに電子 スピン

共鳴スペクトル(ESR)に よる検討 を加えた。酸化反応により生成す るラジカルはazepine環 の

10または11位の活性メチレン水素が脱離 したイミプラミンラジカルおよびその酸素付加体を経て

』開環 した過酸化物ラジカルであることを確認 した
。これ らの結果と併せて塩酸イ ミプラミンの自

動酸化機構を提案 した。

このように,本 論文は極微弱発光検出装置を使用 したCLの 測定 によ り,医 薬品製剤の安定性の

高感度,「迅速かつ簡便な評価および保存条件の選定ができることを明 らかにすると同時に,製 剤

学上への広 い利用の可能性を示唆 したものであり,薬 学領域の学位論文 として十分価値あ るもの

と認める。
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