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背景と目的
　ペントバルビタールナトリウム

（PBNa）はバルビツール酸誘導体
のひとつで、抗不安、催眠、抗け
いれん作用を持ち、動物実験で
は注射麻酔薬として安楽死の際
に広く用いられてきた。Guide for 
the Care and Use of Laboratory 
Animal s（ILAR指針）が示すよう
に、動物実験に用いる麻酔薬は効
果や安定性が保証されている医
薬品グレードであるべきであり1）、
PBNaを使用する場合にも当然適用
される。しかし、医薬品グレードの
PBNa製剤の国内での販売は2019
年をもって終了したため、動物実験
の研究者はその代替としてチオペ
ンタールナトリウムなどペントバルビ
タール以外の医薬品グレードのバ
ルビツール酸誘導体を使用するこ
ととなった。それにもかかわらず、
2019年末に発生した新型コロナウ
イルス感染症の蔓延の影響により、
医薬品グレードの麻酔薬は医療目
的での使用が優先され、動物実
験で用いる医薬品グレードのバル
ビツール酸誘導体の入手が困難と
なった。このため動物実験の研究
者は非医薬品グレードの代替麻酔
薬を動物実験で使用することを余
儀なくされた。現在は医薬品グレー
ドのバルビツール酸誘導体の供給
は回復しているが、今後同様の事
態が生じた場合に備え、対応策を
検討しておく必要がある。
　そこで私たちは、非医薬品グレー
ドの研究用試薬として販売されて
いるPBNaを用い、製剤の安定性が

担保された適切な調製法を定める
ことにした。ILAR指針では、非医
薬品グレードの化合物を用いた動
物実験を実施する際、その有効性
を保証するためにその物理化学的
特性および安定性に留意すべきと
している1）。したがって非医薬品グ
レードの化合物を使用した麻酔薬
の組成や調製方法を確立するとと
もに、その処方の物理化学的特性
および安定性を評価する必要があ
る。
　エタノールおよびプロピレングリ
コールはPBNaを安定化させること
が知られており2）、医薬品グレード
のPBNa製剤に安定化剤として含ま
れている。この製剤を実験動物に
使用する場合、エタノールやプロピ
レングリコールも有効成分と同時に
実験動物に投与されることになる。
マウスやラットにエタノールを過剰
に静脈内注射すると、血尿や異常
行動が誘発され、ラットにプロピレ
ングリコールを過剰に静脈内注射
すると、溶血するとされている3）。つ
まり、エタノールやプロピレングリ
コールは実験動物にはある程度有
害である。加えて、添加剤の多い製
剤は調製に時間と手間がかかる。
動物実験に先立って用時調製する
場合、実験に使用するまで1～2週
間の安定性が担保されれば十分で
あると考えられ、その場合は医薬
品に求められるレベルの長期間の
安定性（一般的に3年間程度）まで
は不要と思われる。よって、製剤を
より単純な組成に変更することは、
実験動物の福祉の観点でも、誰も

が簡便に調製できる実験操作の観
点でも望ましいと考えられる。
　我々は、動物福祉に配慮しつつ、
調製が簡便で、動物実験に利用
可能なPBNa製剤を確立するため、
PBNaを濃度5 w/v ％で水に溶解
させた製剤の室温（25℃）あるいは
冷蔵（5℃）保存下での15日間の安
定性を評価した。

材料方法
（1）PBNa水溶液の調製と保存
　純度規格≧95％のPBNa粉末を
ナカライテスク株式会社（京都、日
本）から購入した。PBNa 9.0 gを
量りとり、ガラスビーカーに入れ、
180 mLの超純水を添加し、室温で
撹拌してPBNaを完全に溶解させ、
濃度5 w/v ％のPBNa水溶液（5％ 
PBNa溶液）を調製した。ガラス瓶
に5％ PBNa溶液を5 mLずつ分注
し、蓋を閉めて密閉し、アルミホイ
ルで遮光した。その後、25℃あるい
は5℃に設定した恒温器にそれぞ
れ保存し、試験用サンプルとした。
（2）安定性試験
　保存前、および25℃あるいは5℃
で保存したサンプルを保存1、5およ
び15日後にそれぞれ3つずつ恒温
恒湿器から取り出し、物理化学的
特性項目として、外観、pH、浸透圧
および定量法（PBNaおよび類縁物
質の量）を以下の方法で観察・測
定した。
　外観は「第十八改正日本薬局方

（JP18）通則」の[性状]に従い、無
色の試験管に試料を入れ、色調お
よび澄明性を目視で確認した。pH
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はJP18一般試験法[pH測定法]に
従い、pHメーター（F-72、株式会
社堀場アドバンスドテクノ、京都、
日本）を用いて測定した。浸透圧
はJP18一般試験法[浸透圧]に従
い、A2O Osmometer（Advanced 
Instruments Ltd., Norwood, MA, 
USA）を用いて浸透圧モル濃度を
測定し、生理食塩液（286 mOsm）
に対する浸透圧比を算出した。定
量法は既報4）を改変し、高速液体
クロマトグラフ（HPLC；株式会社
島津製作所、京都、日本）を用い、
PBNa含量および類縁物質を定量
した。保存した安定性試験用サン
プル1 mLを正確に量り、移動相を
加えて正確に100 mLとした。この
液1 mLを正確に量り、移動相を加
えて正確に10 mLとし、試料溶液
とした。別にPBNaを105℃で約2時
間乾燥し、約10 mgを精密に量り、
移動相を加えて溶かし、正確に50 
mLとした。この液2.5 mLを正確に
量り、移動相を加えて正確に10 mL
とし、標準溶液とした。試料溶液お
よび標準溶液50 µLずつを正確に
とり、表1の試験条件で分析を行っ
た。各々のピーク面積を自動積分法
により測定し、試料溶液中のPBNa
および類縁物質の量を以下の式に
より算出した。類縁物質については
クロマトグラムの目視により、保存
期間中に明らかに増加が認められ
たピークのみを算出した。
　PBNaの含量（％）＝10 × WS ×

（AT / AS）
　類縁物質の量（％）＝10 × WS 
×（AT（rs）/ AS）
　WS：PBNaの秤取量（mg）、AT：
試料溶液のPBNaのピーク面積、AT

（rs）：試料溶液の類縁物質のピー
ク面積、AS：標準溶液のPBNaの
ピーク面積
　PBNaおよび類縁物質の定量法
の簡易分析法バリデーションとし
て、直線性と溶液の安定性を評価
した。直線性の評価では回帰直線
の相関係数が0.9997で、y切片はゼ
ロ付近であった。24時間サンプル

クーラーに保存した試料溶液およ
び標準溶液が安定であることを確
認した。
　また、標準溶液、およびそれぞ
れ25℃あるいは5℃で15日間保存
したサンプルの試料溶液について、
フォトダイオードアレイ（PDA；波長：
190～600 nm）を用いてPBNaの溶
出時間におけるUV吸収スペクトル
を求めた。すべての検査は、治験
薬の製造管理、品質管理等に関す
る基準（治験薬GMP）に準拠して
いる千寿製薬株式会社の研究施設
で実施した。
（3）濾液中のPBNaの定量
　肉眼観察が難しい不溶性PBNa
の有無を確認するため、25℃ある
いは5℃でそれぞれ16日間保存し
たサンプルを、孔径0.45 μmフィル
ター（高圧蒸気滅菌オレフィン型ポ
リマー、GL Sciences、日本）を通し
て濾過した。初流は廃棄し、得られ
た濾液中のPBNaの含量を前述の
定量方法で行った。
（4）�濾液中の沈殿物のX線構造

回折
　（3）の濾過翌日の濾液中に白色
の沈殿物が観察された。この沈殿
物の由来を解明するため、沈殿物
の粉末X線回折測定（pXRD）を行
い、試薬のPBNaと比較した。25℃
および5℃で保存したサンプルの濾
液をそれぞれ42℃で1時間減圧乾
燥した後、約2ヵ月間実験台に静置
して残っていた水分を蒸発させ、得
られた固体を乳鉢と乳棒を用いて

粉砕した（サンプルa、b）。試薬の
PBNaは（1）と同じロットである（サ
ンプルc）。各サンプルを卓上X線回
折計（ミニフレックス600、リガク、
日本）により測定し、pXRDパター
ンを電圧40 kV、電流15 mAとした
Cu Kα線（1.54186Å）を用いて補
正した。

結果
（1）安定性
　安定性試験の結果を表2に示す。
外観、pH、および浸透圧に変化は
みられなかった。類縁物質におい
て、5℃で保存したサンプルには類
縁物質を認められなかった。一方、
25℃で保存したサンプルには明ら
かに増加する類縁物質ピークが1つ
認められた（図1）。このピークの保
持時間およびPBNaに対する相対
保持時間（RRT）はそれぞれ約12.7
分および0.72であった。したがって、
類縁物質ではRRT 0.72の量を算
出した。標準溶液、25℃および5℃
で保存したサンプルから得られた
PBNaの保持時間におけるPDAに
よるUVスペクトルに差はなかった

（図2）。
（2）濾液中のPBNaの定量
　25℃および5℃で16日間保存した
サンプルの濾液中のPBNa含量はそ
れぞれ100.7％および99.8％であり、
濾過していない15日間保存サンプ
ルの数値とほぼ同じであった。
（3）濾液中沈殿物のX線回折
　サンプルa、bおよびcのpXRDパ

表1．PBNaおよび類縁物質定量のためのHPLC測定条件

検出器 紫外吸光光度計（波長：214 nm） 
フォトダイオードアレイ（波長：190～600 nm）

カラム
内径4.6 mm、長さ15 cmのステンレス管に5 μmの液体クロ
マトグラフィー用オクタデシルシリル化シリカゲルを充塡したカ
ラム（孔径100 Å）（InertSustain C18, GL Sciences）

カラム温度 25℃で一定
サンプルクーラー温度 25℃で一定

移動相 リン酸カルシウム緩衝液（pH 3.5、 0.14w/v％）：アセトニトリ
ル（72：28）

流速 1.0 mL/分
移動相の条件 アイソクラティック
測定時間 45分
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ターンを図3に示す。サンプルaおよ
びbの回折パターンは同様であった
が、サンプルcの回折パターンはサ
ンプルaやbとは異なっていた（図3）。

考察
　25℃および5℃で5％ PBNa溶液
を15日間保存したとき、25℃保存で
みられたRRT 0.72の類縁物質のわ
ずかな増加を除き、特性項目に変
動はみられなかった。RRT 0.72の
類縁物質の構造を決定することは
できなかったものの、文献4）を参照
すると可能性のひとつとして加水分
解により開環したPBNaが考えられ
る。この類縁物質のPBNaに対する
生成量は25℃で15日間保存したと
き0.05％であった。生成量を直線外
挿することにより算出すると保存後
1年における類縁物質の予想生成
量は約1.2％となり、一般的に医薬
品に含まれる類縁物質の量と比較
して、生成量は多くなる。この原因
は、PBNaが溶液中で安定化剤とし
て機能するエタノールとプロピレン
グリコールが今回検討した製剤で
は含まれていないことに加え、pHが
比較的低いためと考えられた。そ
のため本検討で示した組成の5％ 
PBNa溶液は長期間の保存には向
いていない。しかしながら、この不

純物の生成量は、調製後約2週間
以内に使用される場合に限っては
わずかなものであるといえる。PDA
で得られたPBNaの保持時間にお
けるUVスペクトルに差はなく、観
測したピークはいずれもPBNaと推
定された。濾過後の製剤の定量結
果から、濾過後に沈殿が生じたと
しても、PBNa含量の変動は無視で
きるレベルであった。以上より、5％ 
PBNa溶液は室温あるいは冷蔵保
存のいずれでも15日間安定であり、
動物に投与する前に用時調製し、
短期間での保存に限定して使用す
るうえでは問題はないと考えられ
た。
　本検討から、フィルターで濾過し
た5％ PBNa溶液は、濾過していな
い場合よりも沈殿物が生成しやす
いと思われた。濾過後のサンプル
のpXRDパターンは、市販のPBNa
とは一致しなかった。PBNaに結晶
多形がある可能性はあるが、沈殿
物が何であるか特定はできなかっ
た。遊離型であるペントバルビター
ルの結晶多形に関して、4つの結晶
多形が報告されており5）、その1つ
は、サンプルaおよびbの沈殿物の
それらと一致する6）。このことから、
濾過後の試料でみられた沈殿物は
ナトリウム塩であるPBNaではなく、

遊離型のペントバルビタールであっ
た可能性が示唆される。沈殿の原
因はフィルター濾過による物理的刺
激、濾過後のわずかなpH変化、フィ
ルター溶出物の可能性があるが、
不明であった。動物実験で使用す
る場合、調製後の製剤は濾過せず
に保存し、麻酔薬として動物へ投
与する直前に濾過を行うことで沈
殿物生成のリスクを減らすことが可
能と思われる。なお、使用にあたっ
ては、使用者は投与前に液中に沈
殿物がないことを目視で確認する
必要があると考える。
　一般に、動物への投与に用いる
製剤に含まれる添加物はその健康
状態に影響を及ぼす可能性がある
ため、その種類や量は必要最小限
にすることが望ましい。これまでに
実験室での使用のために提案され
たPBNa製剤は、安定化のためエタ
ノールとプロピレングリコールを含
んでいる6）7）。しかし前述のとおり、
エタノールやプロピレングリコール
は実験動物に有害な作用を持つ3）。
よって、エタノールやプロピレングリ
コールを含まないPBNa製剤は、有
害作用発現による苦痛を生じるこ
となく安楽死に用いることができる
と考えらえる。また、投与製剤のpH
の調整は、動物の刺激または疼痛

表2．5％ PBNa溶液を25℃および5℃で15日間保存したときの安定性結果

外観 pH 浸透圧比 
[浸透圧個別値mmHg] PBNa含量（％） 類縁物質含量（％）

保存前 * 9.9 
[9.87, 9.90, 9.89]

1.3 
[379, 379, 379]

100.3 
[97.5, 100.5, 102.9]

0.018 
[0.021, 0.017, 0.017]

25℃保存

1日目 * 9.8 
[9.77, 9.78, 9.71]

1.3 
[379, 380, 380]

99.7 
[96.8, 100.9, 101.4]

0.020 
[0.021, 0.021, 0.019]

5日目 * 9.8 
[9.79, 9.77, 9.79]

1.3 
[382, 383, 383]

98.7 
[99.1, 98.1, 98.9]

0.035 
[0.036, 0.036, 0.034]

15日目 * 9.9 
[9.83, 9.87, 9.91]

1.3 
[380, 381, 381]

101.3 
[99.4, 102.2, 102.4]

0.069 
[0.067, 0.070, 0.071]

5℃保存
1日目 * 9.8 

[9.79, 9.78, 9.80]
1.3 

[379, 380, 379]
98.6 

[95.9, 99.0, 101.0]
0.018 

[0.018, 0.019, 0.018]
5日目 * 9.8 

[9.79, 9.79, 9.80]
1.3 

[383, 381, 382]
98.0 

[97.4, 98.0, 98.6]
0.018 

[0.017, 0.017, 0.020]
15日目 * 9.9 

[9.94, 9.92, 9.91]
1.3 

[381, 381, 380]
101.7 

[101.6, 101.6, 101.9]
0.020 

[0.019, 0.021, 0.020]

*：無色澄明な液、固体を認めず（n＝3）
pH、浸透圧、PBNaおよび類縁物質含量：平均値（個別値、n＝3）
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を緩和するために必要である。これ
までの研究では、PBNa水溶液の沈
殿のリスクをなくすにはpHを10以上
に調整する必要があると報告され

ている8）。しかし、本試験では製剤
のpHは15日間の保存を通して10.0
未満であった。PBNaを水に溶解さ
せた本製剤のpHは正確に測定でき
ているのに対し、エタノールやプロ
ピレングリコール等の有機溶媒を
含む溶液のpHは正確には決定でき
ない。本研究を含め、動物に対す
るPBNaの水溶液とアルコール添加
剤含有溶液の副作用を比較した報
告はないが、これらの事実は、本
研究で調製した5％ PBNa水溶液
は、アルコール添加剤を含む溶液よ
りも動物に対してより忍容性がある
ことを示唆するものである。

結論
　本検討では、非医薬品グレード
のPBNaを水に溶解して濃度5％に
調製した水溶液の実験動物用製
剤としての利用可能性を物理化学
的特性や安定性の観点から評価し
た。その結果、5％ PBNa溶液が室
温あるいは冷蔵下で保存され、安
定性が確保された15日間以内に使
用される場合、濾過した後に生じる
可能性のある沈殿物の有無を投与
前に確認することで、医薬品グレー
ドの麻酔薬の代替製剤として利用
できると考えられる。なお、本内容
は2024年にVeterinary Medicine 
and Scienceに発表している9）。
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a: 濾過後、25℃で保管したサンプルの沈殿物
b: 濾過後、5℃で保管したサンプルの沈殿物
c: PBNa試薬
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図1．5％ PBNa溶液の希釈液（A）、保存前（B）、および25℃で1（C）、5（D）ならび
に15日間（E）保存したときのクロマトグラム。保存期間中に保持時間12.7分（相対
保持時間0.72）のピークが明らかに増加している。

図2．PDAで得た標準溶液（A）、および
25℃（B）あるいは5℃（C）で15日間
保存した試料溶液のUVスペクトル。い
ずれのUVスペクトルにも差はみられ
ない。

図3．25℃あるいは5℃で保存していた
サンプル（それぞれa、b）の濾過後の沈
殿物およびPBNa試薬（c）のpXRDパ
ターン。サンプルaとbのpXRDパター
ンは同様だが、サンプルCはそれらと
は異なっている。
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