
Volumet r i c  Abso rp t ive  Microsampl in g 技術の薬物動態試験への活用

に関する研究  

 

S tud i es  on  the  A p p l i ca t i on  o f  Vo lum et r i c  Abso rp t ive  M icrosampl ing  

Techno log y  to  Phar macok ine t i c  S tud ie s  

 

令和５年度  論文博士申請者  喜多  健二（ Ki t a ,  Ken j i）  

 

マイクロサンプリングは、薬物やその代謝物の濃度を測定して薬

物動態パラメータを算出するためにごく微量（ 50  µL 以下）の血液

などの生体試料を採取する手法のことであり、非臨床・臨床試験に

お い て 有 用 な 技 術 で あ る 。 Volumet r i c  Abso rp t ive  Microsampl ing

（ VAMS）は 201 4 年に開発されたマイクロサンプリング技術であ

り、専用の濾紙に血液を採取する D ried  B lood  Spo t（ D BS）と同様に

微量な血液を得る技術である。 DBS は 1960 年代から使用されてお

り、薬物や内因性物質の分析に多く用いられている。DBS 試料の分

析では、血液をスポットした濾紙の中央部を円形に切り抜いて分析

に用いる。しかし、DBS では、ヘマトクリット（ Ht）が血液スポッ

トの拡散性に影響を与えるため、切り抜いた濾紙に含まれる試料量

が Ht により変動し、分析値の精度が低下する課題がある。  

そこで、本研究では VAMS が DBS の課題である Ht の影響を改善

できるかについて調査し、今後の非臨床・臨床試験における薬物動

態（ PK）試験に VAMS を役立てることができるか検証した。  

第一章： VAMS 試料分析の Ht の影響評価及び前処理法の確立 1 ,  2 )  

VAMS は N eote ry x 社が開発した M it ra ®を用いて実行するもので



あり、最小 10  μL の血液を正確に採取可能である。 VA MS 試料分析

において Ht の分析値への影響を評価した報告は少なく、Ht の影響

を最小化する試料の前処理法に関する報告はなかった。そこで、エ

ーザイ株式会社が創製した E6005 及びその代謝物（ M 11）をモデル

化合物として、 H t が VAMS 試料の分析値に与える影響を評価する

とともに、VAMS 試料の前処理法の最適化を実施した。最初の検討

として、前処理に使用する抽出溶媒の最適化を実施した。分析対象

物質を添加したヒト血液を浸透・乾燥させた VAMS 試料に抽出溶媒

と内部標準物質（ IS）を加えてボルテックスミキサーを用いた攪拌

による抽出処理を行った。その後、抽出液を液体クロマトグラフ質

量分析計（ LC-MS/ MS）で分析した。検討した抽出溶媒（ 50%アセト

ニトリル、アセトニトリル、アセトニトリル／メタノール混液（ 1 :1 ,  

v /v））の中で 50%アセトニトリルが分析対象物質の回収率が最も高

かったため（ 80%以上）、50%アセトニトリルを抽出溶媒として選択

した（ Fig .  1）。100 %有機溶媒で回収率が十分に得られなかったこと

より、VAMS 試料の抽出溶媒には水を含むことが分析対象物質の抽

出に有効であることが示唆された。また、VAMS デバイスの試料吸

引部は親水性の高い材質で構成されていることから、抽出溶媒の選

択には溶媒の極性が重要な要素となる可能性が考えられた。  

し か し 、 最 適 化 し た 抽 出 溶 媒

（ 50%アセトニトリル）を用いて Ht

を調整した VAMS 試料（ Ht  20 ,  4 5 ,  

70%）を攪拌で抽出して分析した結

果、 E6005 及び M11 の分析値は Ht

間で偏りが認められた（ Fig .  2A）。こ  

F i g .  1 .  VA M S 試 料 に お け る 抽 出 溶
媒 の 検 討  

平 均 値 ±標 準 偏 差 （ n = 3）  
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れは分析対象物の回収率が Ht 間で異なることが原因と考えられた。 

そこで、抽出処理としてボルテックスミキサーを用いた攪拌に超

音波処理を追加した手順を検討した。超音波処理を追加した抽出手

順では、Ht 間での分析対象物質の回収率の差が小さくなり、分析値

の偏りが抑制された（ Fig .  2B）。  

以上より、 VAMS 試料分析において、 DBS 同様に Ht が測定値に

影響を及ぼすことを明らかにした。また、ヘマトクリットの影響の

改善には、VAMS 試料の前処理に超音波を用いることが有効である

ことを本研究で初めて確認し、新たな知見となった。  

第二章： VAMS を用いたラット PK 試験の実施 3 )  

E6005 及び M 11 は血球分配率の低い物質であったため、本章で

は血球分配率が高いと報告されているタクロリムス（ Tac）をモデ

ル薬物として、VA MS を用いた PK 試験を実施した。ラット（ Cr l :CD

（ SD））に 10  mg/ kg の Ta c を単回経口投与し、頸静脈より PK デー

タ比較用の全血試料とともに VAMS にて血液を経時的に採取した。 

VAMS 試料の前処理は、Ht  20～ 65%の試料において Ta c を一律に

高 回 収 で き る こ と を 確 認 し た 50%メ タ ノ ー ル を 抽 出 溶 媒 と し て

VAMS 試料に添加して、IS 添加後にボルテックスミキサーを用いた

F i g .  2 .  5 0 %ア セ ト ニ ト リ ル 溶 液 を 用 い た 撹 拌 抽 出 （ A） 及 び 撹 拌 に 超 音 波 処 理 を
加 え た 抽 出 時 （ B） に H t が 分 析 値 に 与 え る 影 響  

デ ー タ は 平 均 値 で 示 す （ n = 3）  
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攪拌と超音波処理による抽出操作を実施した。その後、抽出液を

LC-MS/MS で分析した。ラット PK 試料測定にあたりラット VAMS

試料中の Ta c の分析法の適格性を検証した。定量下限 0 .2  ng /mL か

ら定量上限 250  ng /mL の範囲において重み付き最小二乗法により

検量線を作成したときの検量線試料（ n=1 /濃度 / run、4  runs）の平均

真度（ %RE）は ± 6 . 2%以内で、精度（ %RSD）は 10 .0%以内であった。

日内再現性（ n=5 /濃度（定量下限のみ n=3 /濃度）、4 濃度）の平均真

度（ %RE）は ±14 .2%以内で、精度（ % RSD）は 15 .6%以内であった。

選択性評価は、ラット個体別ブランク試料（ 6 個体）のクロマトグ

ラムで Tac の保持時間に認められた妨害ピーク面積は定量下限試

料のピーク面積に対して 12 .4～ 29 .7 %であった。  

ラット全血試料の前処理は IS 添加後に 2M 硫酸亜鉛 /水 /メタノ

ール（ 5 :25 :70、v /v /v）を用いた除タンパク法にて実施し、得られた

上清を LC-MS/MS で分析した。ラット全血試料中の Ta c の分析法に

ついても定量範囲を 0 .2～ 250  ng /m L に

設定し、検量線、日内再現性、選択性を

評価して分析法の適格性を確認した。  

ラットに 10  mg/k g の Ta c を単回経口

投与した PK 試験の Tac の血中濃度推

移 及 び PK パ ラ メ ー タ を Fig .  3 及 び

Tab le  1 に示した。 VAMS 及び全血試料

中の各時点の Ta c 濃度はおおよそ一致

し、PK パラメータもほぼ同等であった。 

以上より、VAMS を用いた Ta c のラッ

ト PK 試験は実施可能であることを示し  

F i g .  3 .  Ta c  1 0  m g / k g を ラ ッ ト
に 単 回 経 口 投 与 し た 後 の ラ ッ
ト 血 中 Ta c 濃 度 推 移  

平 均 値 ±標 準 偏 差 （ n = 3）  
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た。これは小動物を用いた非臨床 P K 試験に VAMS を適用すること

で、一個体の小動物から連続的かつ複数回の採血が容易となること

を表し、実験動物数の削減に VAM S が有効であることが示唆され

た。また、 Ta c のように高血球分配化合物の分析においても、超音

波を用いた試料前処理法が有効であることを示した。  

第三章：超音波前処理法を用いたヒト VAMS 試料分析法の確立 4 )  

臨床 PK 試験では採血量を最小化するとともに侵襲的処置の苦痛

を最小にする必要がある。そのため、VAMS による指先からの検体

採取は臨床 PK 試験で有用であり、ヒト VAMS 試料の信頼性の高い

分析法の確立が必要と考えられた。そこで、試料前処理に超音波を

用いたヒト VAMS 試料中 Ta c 濃度分析法を検討し、検討した分析法

に対して「医薬品開発における生体試料中薬物濃度分析法のバリデ

ーションに関するガイドライン」に準拠した分析法のバリデーショ

ンを実施して分析法の適格性及び信頼性を確認した。  

ヒト VAMS 試料から Ta c を抽出する溶媒を第一章の知見に基づ

いて最適化し、50 %メタノールを抽出溶媒とした。抽出溶媒と IS を

添加した後に、ボルテックスミキサーを用いた攪拌と超音波により

前処理を実施した抽出液を LC-MS/ MS で分析した。分析法バリデー

ションの結果は、定量範囲 1～ 250  n g /mL において、検量線試料（ n=1 /

濃度 / run、3  ru ns）の平均真度（ %RE）は ±3 .5%以内で、精度（ %RSD）

Ta b l e  1 .  Ta c  1 0  m g / k g を ラ ッ ト に 単 回 経 口 投 与 時 の Ta c の P K パ ラ メ ー タ  

P a r a m e t e r s  U n i t  M a l e   F e m a l e  
V A M S  W h o l e  b l o o d   V A M S  W h o l e  b l o o d  

T 1 / 2  h  5 . 1  ±  0 . 5  5 . 4  ±  0 . 3   4 . 6  ±  0 . 6  4 . 6  ±  0 . 6  
T m a x  h  0 . 5  ±  0 . 0  0 . 5  ±  0 . 0   0 . 5  ±  0 . 0  0 . 5  ±  0 . 0  
C m a x  n g / m L  3 4 3  ±  8 6  2 9 7  ±  9 0   5 2 3  ±  8 5  4 3 3  ±  4 7  

A U C 0 - 2 4 h  n g × h / m L  8 8 8  ±  3 4 9  7 7 2  ±  2 8 4   1 9 1 3  ±  4 8 2  1 6 8 2  ±  4 1 8  
A U C 0 - i n f  n g × h / m L  9 0 7  ±  3 5 0  7 9 3  ±  2 8 7   1 9 4 7  ±  4 8 2  1 7 1 5  ±  4 1 7  
C L t o t / F  m L / h / k g  1 2 , 0 3 4  ±  3 9 3 7  1 3 , 6 0 9  ±  4 1 3 8   5 3 9 0  ±  1 5 4 8  6 1 1 1  ±  1 7 2 7  
V d s s / F  L / k g  9 0 . 7  ±  3 4 . 8  1 0 7 . 9  ±  3 7 . 9   3 6 . 4  ±  1 5 . 0  4 1 . 6  ±  1 7 . 4  

平 均 値 ±標 準 偏 差 （ n = 3）  



は 8 .1%以内であった。日内再現性（ n=5 /濃度、 4 濃度）の平均真度

（ %RE）は ±6 .6 %以内で、精度（ % RSD）は 5 .6%以内であり、バッ

チ間再現性（ n=5 /濃度 / run、 4 濃度、 3  runs）の平均真度（ %RE）は

±6 .2%以内で、精度（ %RSD）は 11 . 9%以内であった。選択性評価で

は、 3 個体のブランク試料において Tac の分析を妨害するピークは

認められなかった。 Ht  20%、 45%、 65%の血液で調製された試料の

分析値（各 n =5）の真度（ %RE）は 2 .6～ 14 .5%であり、Ht が分析値

に与える影響は少なく、マトリックス効果も認められなかった。  

以上より、ヒト VAMS 試料中 Ta c 分析法の適格性を確認し、信頼

性の高いヒト VA MS 試料の分析法を確立した。これは、規制当局の

基準やガイドラインに対応した VA MS 試料の分析が可能であるこ

とを示し、臨床 PK 試験に VAMS を適用できる可能性が示唆された。 

総括  

本研究では、VAM S 試料分析において、Ht が分析値に影響を及ぼ

すことを明らかにする一方、超音波による前処理法は Ht の分析値

への影響を改善し、分析対象物質の血球分配の程度に依存しない分

析を可能とすることを示した。さらに、 VAMS は非臨床・臨床 PK

試験に適用できる可能性を示した。本研究成果は、非臨床試験にお

ける実験動物の福祉向上（動物実験の 3R 原則）に加え、臨床試験

における患者の負担軽減に十分貢献できるものと考えられる。  
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