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研究成果の概要（和文）：血中抗HIV薬濃度の測定は、治療効果の最適化と薬剤耐性獲得の防止のために重要である。
一方、毛髪中の薬剤量は平均的な薬剤血中濃度を反映していると考えられており、毛根側から先端にかけての毛髪中薬
剤量を測定することにより血中濃度の長期的推移を推定できることが期待される。今回我々はビーズ破砕による毛髪か
らの薬剤抽出法を確立し、逆転写酵素阻害剤であるテノフォビル(TFV)とエムトリシタビン(FTC)服用中の患者の毛髪お
よび血漿中の薬剤量を、LC-MS/MSを用いて測定した。その結果、毛髪中薬剤量を測定することにより、TFVとFTCの血中
濃度の長期的推移を推定できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Measuring blood concentration of anti- HIV drugs is important for the 
optimization of the treatment and the prevention of the acquisition of drug-resistance. The drug 
concentration in hair is thought to reflect average blood concentration of the drug, and it is expected 
that we can estimate the long-term change of the blood levels of the drug by measuring drug 
concentrations of hairs from hair roots to hair tips.
This time we established the beads spall method for the drug extraction from the hair, and we measured 
the hair and blood concentrations of tenofovir (TFV) and emtricitabine (FTC), which are reverse 
transcriptase inhibitors, in HIV infected patients by using a liquid chromatography mass spectrometry. As 
a result, the possibilities to be able to estimate the long-term change of the blood levels of TFV and 
FTC by measuring the drug concentration of the hair were shown.

研究分野： 感染症学
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１．研究開始当初の背景 
 国内におけるHIV感染者およびエイズ患者
数報告数は年々増加傾向が認められている(1。
累積感染者、患者数は数万人と予想されてお
り、HIV 感染拡大防止策は重要な課題である。 
 近年の研究において、HIV 感染者への早期
治療と、抗 HIV 剤ツルバダを用いた未感染の
パートナーへの予防服用が、HIV 感染防止に
有用であることが報告された（2(3。ツルバダ
は、逆転写酵素阻害剤であるテノフォビル
(TFV)とエムトリシタビン(FTC)の合剤であ
り、服薬が 1 日 1 錠であることから、HIV 治
療薬として国内でも広く用いられている。 
 感染者が良好な抗ウイルス効果を達成す
るには 95%以上の服薬アドヒアランスを要す
ることが知られている(4。不規則な治療はウ
イルスが薬剤耐性を獲得し、薬剤耐性ウイル
スの感染拡大が危惧されるため、服薬アドヒ
アランスを評価する方法が求められている。 
 服薬アドヒアランスの評価法として、血中
薬剤濃度の測定が挙げられるが、薬剤の代謝
は個人差があり、血中薬剤濃度は日内変動が
大きいことが知られている。一方、毛髪中の
薬剤量は平均的な薬剤血中濃度を反映して
いると考えられており、毛根側から先端にか
けて薬剤量を測定することにより血中濃度
の長期的推移を推定できることが期待され
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、（1）毛髪中 TFV および FTC 定
量法を開発し、(2)ツルバダの服薬アドヒア
ランス及び血中薬剤濃度を評価する方法を
確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)対象検体 
 慶應義塾大学病院に通院している、ツルバ
ダ服用開始後 35日と 56日の 2人の感染者か
ら毛髪と血液を採取した。毛髪および血液の
採取は慶應義塾大学医学部倫理委員会の審
査を受けた後（承認番号 20110011）、患者の
同意を得て行った。 
 
(2)毛髪からの薬剤抽出 
 毛髪は毛根を除いた後 10 mm 毎に切断し、
それぞれを検体として抽出を行った。 
 抽出は以下の手順で行った。検体となる毛
髪を 2.0 ml アシストチューブに入れ、直径 2 
mm のジルコニアビーズ 8粒、メタノール 200 
μl、ヒト血漿 10 μl、水または検量線用
TFV・FTC 10 μl、抽出コントロールとして
用いる 100 nM AZT・3TC 10 μl をそれぞれ
加えた後に、ビーズ破砕装置 micro smash 
MS100(TOMY)を用いて 3500 rpm で 5 分間破砕
した。破砕後、チューブを氷上で静置し、さ
らに破砕と氷上静置を 3回繰り返した。破砕
後スピンダウンし、上清を別チューブに移し
て乾燥させ、5 mM ギ酸 20 μlで溶解して測
定検体を作製した。 

 
(3)血液からの薬剤抽出 
 血液は CPD 入り採血管で採血し、700 ×g
で 10 分遠心して血漿を分離した。1.5 ml エ
ッペンドルフチューブに検体血漿を 10ul 入
れ、水または検量線用 TFV・FTC 10 μl、抽
出コントロールとして用いる 200 nM AZT・3TC 
10 μl をそれぞれ加え、アセトニトリル 70
μl を加えて沈殿させた。沈殿後スピンダウ
ンし、上清 50ul を別チューブに移して乾燥
させ、5 mM ギ酸 20 μlで溶解して測定検体
を作製した。 
 
 (4)LC-MS/MS による薬剤の定量 
 検体中の薬剤定量は LC-MS/MS で行った。
使用機器として LCMS-8030（SHIMADSU）を用
い、LC カラムは Inertsil ODS-3 C18 カラム
（GL サイエンス）、移動相として水層に 5 mM
ギ酸、有機溶媒相に 5 mM ギ酸／アセトニト
リルを用いた。流速は 0.2 ml/分、測定時間
は 20 分とした。濃度勾配は有機溶媒濃度 0%
で開始し、1分毎に 5%ずつ 10 分で 50%まで上
昇させ、その後すぐ 0％に戻し、0%のまま 20
分まで継続させた。TFV 測定では、プレカー
サーイオンは 288.1 u を選択し、プロダクト
イオンは 176.1 u を選択した。FTC測定では、
プレカーサーイオンは 248.1 u を選択し、プ
ロダクトイオンは 130.0 u を選択した。 
 
４．研究成果 
(1)LC-MS/MS を用いた毛髪中 TFV および FTC
定量法の開発 
 ①直線性の検討 
 薬剤を内服していない健常人毛髪に、測定
検体 2μl あたりの薬剤量がそれぞれ 1、3、
10、30、100、300、1000 fmol となるように
TFV、FTC をスパイクし、毛髪からの薬剤抽出
を行って測定検体を作製し、TFV、FTC のイオ
ン強度について LC-MS/MS で測定した。 
 薬剤量を横軸に、MS で測定したイオン強度
を縦軸にプロットした結果、TFV では 3 fmol
から1000 fmol、FTCでは1 fmolから1000 fmol
の範囲において良好な直線性が得られた
(TFV: r2=0.9987、FTC: r2=0.9998)。 

 
 ②定量限界の検討 



表2　再現性の検討

TFV
(fmol)

10
100
1000

FTC
(fmol)

10
100
1000

4.5
6.0
5.2

9.0
13

Inter-experimental
 CV (%)

7.1
7.6
9.6

Intra-experimental
 CV (%)

6.2
5.1
4.5

Intra-experimental
 CV (%)

Inter-experimental
 CV (%)

19

表1　検出限界の検討
TFV

(fmol) 検体数 定量可 定量不可 %

10 5 5 0 100
3 5 4 1 80
1 5 0 5 0

0.3 5 0 5 0

FTC
(fmol) 検体数 定量可 定量不可 %

10 5 5 0 100
3 5 5 0 100
1 5 5 0 100

0.3 5 0 5 0

 直線性の検討と同様の手順で 10、3、1、0.3 
fmol の 4 段階について、それぞれ 5回の測定
を行った。測定時に見られる薬剤由来のピー
クの高さが基準値の 10 倍以上となる場合、
定量可能とした。TFV では、10 fmol は 5 検
体中すべての検体を定量できたが、3 fmol は
5 検体中 4例、1と 0.3 fmol はすべて定量で
きなかった。FTC では、10、3、1 fmol は 5
検体中すべての検体を定量できたが、0.3 
fmol はすべて定量できなかった（表 1）。 
 TFVは 10 fmolから、FTCは 1 fmolから100%
定量可能であった。 

 
 ③再現性の検討 
 直線性の検討と同様の手順で 10、100、1000 
fmol の 3 段階について、5回の同時測定を行
った。また同様な測定を、日を変えて 2回行
った。TFV の実験内変動係数は、10 fmol が
6.2%、100 fmol が 5.1%、1000 fmol が 4.5%
であり、実験間変動係数は 10 fmol が 19%、
100 fmol が 9.0%、1000 fmol が 13%であった。
FTC の実験内変動係数は、10 fmol が 4.5%、
100 fmol が 6.0%、1000 fmol が 5.2%であり、
実験間変動係数は 10 fmol が 7.1%、100 fmol
が 7.6%、1000 fmol が 9.6%であった。 
 測定結果の実験内変動係数は 6.2%以下、実
験間変動係数は 19%以下と、良好な再現性が
得られた。 

 
(2)ツルバダの服薬アドヒアランス及び血中
薬剤濃度を評価する方法の確立 
 ①ツルバダ服用者毛髪中薬剤の定量 
 服用開始後 35 日の感染者の毛髪を測定し
た結果、毛根側から 10 mm の毛髪から TFV 12 
fmol、FTC 253 fmol が検出され、10 mm 以降

の毛髪からは両薬剤とも検出されなかった。 
 服用開始後 56 日の感染者の毛髪を測定し
た結果、毛根側から10 mmの毛髪からFTC 15.1 
fmol、10 mm から 20 mm の毛髪から FTC 6.1 
fmol が検出され、20 mm以降の毛髪からは FTC
が検出されず、TFV はすべての部分で検出さ
れなかった。 
 ヒトの毛髪は 1カ月でおよそ 10 mm 伸長す
ることが知られており、2 例とも薬剤を服用
した期間生長した部分から薬剤が検出され
た。 

 
 ②ツルバダ服用者血中薬剤の定量と毛髪中
薬剤量との比較 
 服用開始後 35 日の感染者の血漿中薬剤濃
度を測定した結果、TFV が 771 fmol/ul、FTC
が 3492 fmol/ul であった。毛髪の直径を測
定して毛髪体積を算出し、血漿中薬剤濃度に
対する毛髪中薬剤濃度の濃縮比を調べた結
果、TFV が 0.307 倍に対して FTC は 1.44 倍で
あった。 
 服用開始後 56 日の感染者の血漿中薬剤濃
度を測定した結果、TFV が 230 fmol/ul、FTC
が 417 fmol/ul であった。FTC の血漿中薬剤
濃度に対する毛髪中薬剤濃度の濃縮比は
1.24 倍であった。 
 血液から毛髪への薬剤移行性は薬剤によ
って異なっており、TFV は FTC に対して 5 分
の 1であることがわかった。 

 
(3)成果のまとめと今後の展望 
 今回の研究で、高感度で良好な再現性を持
つ毛髪中 TFV・FTC の定量法を開発すること
ができた。 
 また薬剤服用者の毛髪を測定した結果、薬
剤を服用した期間に生長した部分から薬剤
が検出された。この事から、TFV と FTC の血
中濃度の長期的推移を推定できる可能性が
示された。 
 毛髪中薬剤濃度と血中薬剤濃度を比較し
た結果、血液から毛髪への薬剤移行性は薬剤

表3．ツルバダ服用者毛髪中薬剤の定量

毛髪中薬剤量 (fmol)
0-10
　mm

10-20
   mm

20-30
   mm

30-40
   mm

40-50
   mm

TFV 12 - - - -

FTC 253 - - - -

TFV - - - / /

FTC 15 6.1 - / /

- : 定量限界未満
/ : 検体なし

patient1
(服薬後35日)

patient2
(服薬後56日)

表4．ツルバダ服用者血中薬剤の定量と毛髪中薬剤量との比較

血中
薬剤濃度
(fmol/ul)

毛髪中
薬剤濃度

(fmol/mm3)

毛髪中薬剤量／
血漿中薬剤量比

（濃縮比）

TFV 771 236 0.307

FTC 3492 5035 1.44

TFV 230 - -

FTC 417 517 1.24

- : 定量限界未満

patient1
(服薬後35日)

patient2
(服薬後56日)



によって異なっており、TFV は FTC に対して
5分の 1であることがわかった。 
 本研究期間中に毛髪中 TFV・FTC の検出に
ついて報告された論文が 2 報存在するが(5(6、
どちらも毛髪の部分抽出は行っておらず、血
中濃度の長期的推移の推定には言及してい
なかった。今後より多くの検体について測定
と解析を行い、論文化を目指したい。 
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