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コンドロイチン硫酸ナトリウムは、クジラやサメなどの軟骨に合まれる酸性ムコ多糖類の一種で点眼剤や食品など

に乾燥防止剤や粘調剤として配合されている。コンドロイチン硫酸はウロン酸、 N－アセチルガラクトサミン及び硫酸 . 

により構成され、硫酸の結合位置、ウロン酸の種類などから 3種の異性体A、B、Cがあることが見いだされており、 1) ‘ 
一般に用いられるものはAあるいはCである（Fig.I）。また、 市販コンドロイチン硫酸ナトリウムには注射用、内服

用の2つのグレードがある。コンドロイチン硫酸ナトリウムの品質評価法としては、窒素及びイオウ含量が局外規に

COOH C H,Orl COOH CH苫Oso,H 。

トi O H  H NHAc n トI 01-l H NHAc n 

コンドロイチン硫隊A コンドロイチン航険C

(MW・25000～5 0 0 0 0) (MW : 4 0 0 0 0～ 80000) 

Fig.1 コンドロイチン硫酸A及びCの構造式
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規定されているだけで、酸加水分解により得られたD－グ、ノレクロン酸をカルパゾールにより発色させる方法が一般に用

いられてきた。これらの方法は、分解物として間接的に評価する方法であり、操作も煩雑である。 そこで、分解せず

直接評価する方法についても検討を行い、市販コンドロイチン硫酸ナトリウムの品質評価を行い、若干の知見を得た

ので・報告する。

実 験

市販コンドロイチン硫酸ナトリウムとコンドロイチン硫酸A及びC標準品について、 3項目の試験を行った。

1 .試料

市販品 A社製及びB社製、内服用及び注射用

標準品：コンドロイチン硫酸A及びC、生化学工業（附製、Superspecial grade 

2.試験方法

(1) D－グルクロン酸含量の測定

Bitterらの方法1）に準じて行った（Chart.l）。

Dーグルクロン殴の定量

［栂瞳溶樋］ H,Q 

グルクロノラクト ン 0 0 2 g一一一一一一→ 50mL
｛減圧．シリカゲル‘ 4時間蛇姐） } H, 0 

Im Lーーーーー一一ー・20mL

[I!料沼地］ H,Q 

コノドロイチンffi.阪ナトリウム o.o3s－ー一一一一→SOmL
( l 0 5・C、4時間吃傾） ~ H,Q 

2 mL －一一一一ー→20mL

［反応機作］

区歪日
• ;f・ウ殴ナトリウム・ ffi.倍以泊・・ 5mL 

放水中で充分冷却

l 抑揚旭区料開及び空広践活泡（H,Q)
畠 lm Lをt主tきして廟欄

冷却しながら浪相

↓ 
混既成浴中で l0舟附加除

↓ 
直ちに氷水中で時却

• jJ JレバゾールIi!:植・2 0. 2 m L 
よ〈混相

↓ 

混l!l>l<浴中で l5分間加鮪

• 水車中で室還まで冷却
y 

法長 530nmにおける殴光度測定

* l ホウ殴ナ トリウム・硫酸lit縫
ホウ自主ナトリウム l 9 gにliElli200mL
を加え．一税法置して活かす．

ホ2 カルパゾーJレ民権

カルパゾール0.I 2 5 gに照ホエタノール

l 0 0 mLを加えて沼かす．

chart.1 D－グルクロン酸の定量方法

(2）ゲルろ過カラムによる HPLCパターン分析

Fukanoらの方法2）に準じて行った。なお、検出器は示差屈折計は用いず、以下に示すHPLC条件で行った。

〔HPLC操作条件〕

検出器：紫外吸光光度計（測定波長210nm) 

カラム：東ソー（槻製 TSKgelG4000SW xL （内径7.8mm、長さ30cm)

カラム温度： 40℃付近の一定温度

移動相： O.lmol/L塩化ナトリウム溶液

流量： 0.5mL/min

注入量： lQμL

試料溶液：コンドロイチン硫酸ナトリウム60mgを水にとかし lOOmLとした。

(3) IRスベクトルの測定

赤外吸収スベクトル測定法の臭化カリウム錠剤法により測定を行った。赤外分光光度計は（倒パーキンエルマー

ジャパン製1650QSを用いた。
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結果及び考察

1. Dーグルクロン酸含量

試験結果をFig.2に示した。標

準品はコンドロイチン硫酸Aが言

34.4%、Cが35.4%であり、市中3

45 

40 

35 

30 

25 

20 

販品はA社内服用が3ロット平

均27.6%、B社内服用が6ロッ

ト平均31.5%、A社注射用が3

ロット平均37.0%、B社注射用

が3ロット平均35.4%と、内服

用より注射用の方が合量が高く、

。、－A C All-I -2 -3 制，I -2 -3 ・4 -5 -6 AT-I -2 -3 BT-I -2 ・3

グレードによる差がみられた。

また、製造メーカーによる差は

みられないが、ロッ ト聞のバラ

ツキが大きく、使用の際には注

意が必要である。

2.ゲルろ過カラムによるHPL Cパターン分析

Ch-A コンド ロイチンSURAt耳慣畠

c コンドロイチン銃酸C保Ill畠
AN-1～3 A社内服用
BN-1～6 B社内服用
AT-1～3 A社注射用
BT-1～3 B社注射用

Fig.2 0－グルク ロン酸含量

本条件はゲル浸透クロマトグラフィー（GPC）モードにより、分子量の大きいものから順に溶出するため、 コン

ドロイチン硫酸AとCの区別が可能であった．標準品と市販品の代表的なクロマトグラムをFig.3に示した。Aは分

子量が小さく、分子量分布幅が狭いため、ピークの溶出時間は遅く シャープな形状を示した.cは分子量が大きく、

分子量分布幅が広いため、ピークの溶出時間は早くブロードな形状を示した。市販コンドロイチン硫酸ナトリウム

においても、それぞれ標準品と同様のHPLCパターンが得られ、 AタイプのものとCタイプのものがあった。例え

ば、市販品1は溶出時間が遅く、ピーク形状はシャープなのでAタイプと思われる。また、市販品2は溶出時聞が

早く、ピーク形状はブロードなのでCタイプと思われる。

C) c:> 

－ － 

コンドロイチンE王監A僚準昌 コンド ロイチン係厳Ct¥I埠/ii, 市原ChS-1 

(MW: 2 5 0 0 0～ 5 0 0 0 0) (MW: 4 0 0 0 0～80000) 

Fig.3 コンドロイチン硫酸ナト リウムのHPL Cクロマトグラム

3. I Rスペク トル

。 0 
仇a

市販ChS-2 

市販標準品の試験項目に IRスベクトルの記載があったことから、実際に標準品のIRスベクトノレを測定したとこ

ろ、コンドロイチン硫酸AとCに明確な差が認められた。 Aでは波数927cm-1及び857cm’1付近に、 Cでは826cm-1

付近に特徴的な吸収が認められた。コンドロイチン硫酸Aはコンドロイチン4一硫酸、また、コンドロイチン硫酸

Cはコンドロイチン6ー硫酸とも言われ、硫酸基の結合位置が異なっている。800～900cm-1の領域の吸収はC-0-
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S結合による吸収であり、それぞれの硫酸基の立体配座の違いから、Aは850cm-1付近に、 Cは820cm-1付近に吸収

が現れるおといわれている。

市販コンドロイチン硫酸ナトリ ウムのIRスベク ト／レを測定したところ、 AタイプとCタイプのものがあり、これ

はHPLCパターン分析の結果と一致していた． すなわち、 HPLCパターンよりAタイプと思われる試料は、 IRス

ペクトルでもA標準品と同様のパターンを示していた（ Fig.4）。

・胴．． 
・－

問問問
－” ・酬 闇 問 問問

コンドロイヲ ン ！H~A 田市応
コン 1'0イチン民間C偲都品

，，.，・．， ・3・3・
・－． 

J
V
 

'"• 岬問問問問

市医Ch s-l 
市l!lChS-2

Fig.4 コンドロイチン硫酸ナ トリウムの lRスペクトル

標準品及び市販コンドロイチン硫酸ナトリウムについて、以上3項目の試験を行った結果をTable.Iに示した。

． 
Dーグルク ロン酸（%） I HP L Cパター ン I Rスベクト ル

A標準品 34.41 A A 

C標準品 35.41 c c 
A社 内服用－ 1 27.81 c c 

2 26.23 c C (A）判

3 28.82 c C (A）判

B社 内服用ー 1 31. 61 c c +A  *2 

2 32. 73 c C (A）引

3 31. 09 c C +A  .,z 

4 31.33 
5 31.04 一
6 31.36 

A社 注射用ー l 39.81 c c 
2 36.16 c c 
3 34.99 c c 

B社 注射用 ー 1 35.49 c C (A）判

2 36.56 A A 
3 34.09 

－ ． A A 

* 1 Cに特徴的な吸収ととも に、Aに特徴勾な吸収がわずかにみられ る

* 2 Cに特徴的な吸収とAに特徴的な吸収が同程度の大きさでみられる

Table.1 コン ドロイチン硫酸ナトリウムの品質評価結果
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まとめ

コンドロイチン硫酸ナトリウムについて3項目の試験を行ったところ、グレード、構進によって品質が異なること

がわかった。

－内服用と注射用の2つのグレード聞でD－グ、ノレクロン酸合量に差がみられた。

・コンドロイチン硫酸AとCでは HPLCパターンと IRスベクトルに違いがみられた。この方法を市販コンドロイチ

ン硫酸ナトリウムに応用したところ、 AタイプとCタイプが混在していた。

参考文献

1) Bitterら， Anal. Biochem., 4,330 (1962) 

2) Fukanoら， J. Chromatogr., 166,47 (1978) 

3）長谷川栄ーら，ムコ多糖の構造と機能，化学の領域増刊83，南江堂 (1968)
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アロエは、 Aloeferox Miller等の葉の液汁を乾燥したもので、古くから健胃葉、緩下薬として広く使用されてお

り、日本薬局方では、第1版以来続けて収載されている。

医薬品製造指針では、ア ロエの定量成分としてパルパロインが指定されており、生薬標準品として各社から販売さ

⑩ れている。しかし、標準品の規格及び試験方法には定まったものがなく、日本薬局方第13版では、 TLC法による純度

試験が記載しであるだけである。

そこで本分科会では、これまでに、パルパロイン標準品の規格及び試験方法の設定1）を行ってきた。

今回、原料アロエ及びアロエ末中のバルパロインの定量、モデル処方中のパルパロインの定量を行ったので報告す

る。更に、 市販医薬品中のパルパロインの定量も実施したので報告する。

実 験 の部

1 .アロエ及びアロエ末中のパルパロイン含量試験法 （定量法 1)の設定

1）標準品及び標準溶液

前年度の薬事研究会分析部会パルパロイン分科会の報告I)で示した標準品の規格に合致したものを用いた。また、

標準溶液の安定性を確保するためにシュウ酸のメタノー／レ溶液 (0.2ー1000）を用いた。

2) HPLC条件 1

操作条件は、前年度の薬事研究会分析部会パノレパロイン分科会の報告I）で示したHPLC条件で行った。

検 出 器 ：紫外吸光光度計（測定波長296nm) 

-27-
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カ ラ ム：内径4～6mm、長さ10～30cmのステンレス管に5～lQμmの液体ク ロマトグラフ用オクタデ

シリルシリル化シリカゲルを充填したもの。

カラム温度： 40℃付近の一定温度

移 動 栂：アセトニトリル・水 ・氷酢酸（26: 74 : 1) 

涜 量：パルパロイ ンの保持時間が10分前後になるように調節する．但し、他の物質との分離により

変更してもよい。

注入量： lQμL

カラムの選定：パルパロイン 1mg及びm－ニトロアニリン lmgをシュウ酸のメタノール溶液 (0.2ー1000)

lOOmLに溶かす。このzoμLっき、上記の条件で操作するとき、パルパロイン， mーニトロア

ニリンの順に溶出し、完全に分離するものを用いる。

3）内標準物質の検討

エテンザミド， m－ニトロアニリ ン及びp－オキシ安息香酸エチルについて検討を行った。

4）試料の抽出

(1）抽出時間の検討

試料の抽出時聞を検討するために、アロエ末約lOOmgメタノールを加えて正確にlOOmLとし、時々振り混ぜ

ながらそれぞれ、 10分間， 20分間， 30分間及び、 60分間超音波抽出し試料溶液とした。

(2）抽出溶媒の検討

HPLC法で定量を行なう際に、一般的にオートインジェクターが使用されるため試料抽出液の安定性を確認

するため、 シュウ酸のメタノール溶液 （0.2-1000）及びメタノールでの抽出溶液を抽出直後、 5時間後及び48

時間後にHPLCに注入し安定性の検討を行った。

(3）直線性及び注入精度の確認

直綜性を確認する為に検量線を作成した。また、 注入精度を健認する為に標準溶液lOμLを5回繰り返し注入

し注入精度を確認した。

2.アロエ及びアロエ末の品質評価

1.の検討結果をもとに、アロエ（10検体）アロエ末（5検体）を試料として、品質評価を行った。

3.製剤への応用（定量法2)

市販されている胃腸薬や潟下薬によく配合されている他の生薬と混合したモデル処方を調製し、定量を行った。 。
処方①は、 一般に潟下薬によく配合されている生薬を配合し、処方②は、これに胃腸薬等に用いられる定量を妨害

する可能性のある成分を加えた。Tablelにモデル処方を示す。

モデノレ処方① モデル処方②

アロ エ 150 mg !.10 mg 

センナ 150 mg 150 mg 

ダ イ オウ 150 mg 150 mg 

ケンゴシ 75 mg 

カンゾウ 150 mg 

オウレン 7Fi mg 

Table 1 モデル処方

。。



1) HPLC条件2

製剤中の妨害物質の影響を避ける為に、移動相にイオンベア一試薬を加えた。

検出器：紫外吸光光度計（測定波長360nm) 

カ ラ ム：内径4～6mm，長さ10～30cmのステンレス管に5～10μmの液体クロマトグラフ用オクタデシ

リノレシリル化シリカゲルを充填したもの。

カラム温度： 40℃付近の一定温度

移動 相：酢酸ナトリウム三水和物0.544g IL及び塩化ベンゼ トニウム2.Sg/Lを含む水／アセトニト リ

Jレ混液（82: 18 or 85 : 15) 

流量： 1.0mL I min 

注入量 ・zoμL
2）抽出溶媒の検討

HPLC法で定量を行なう際に、一般的にオー トイ ンジェクターが使用されるため試料抽出液の安定性を確認す

るため、シュウ酸のメタノール溶液 (0.2-1000）及びメタノールでの抽出溶液を抽出直後及び24時間後に HPLC

に注入し安定性の検討を行った。

t I ・3）直線性及び注入精度の確認

[ j. 

直線性を確認する為に検量線を作成した。また、注入精度を確認する為に標準溶液10μLを6回繰り返し注入し

注入精度を確認した．

4）製剤からの回収率

処方①及び処方②をそれぞれ定量法 1及び定品法2で定量し、回収率を求めた。

4.市販製剤の実測

市販されている胃腸薬， i寓下薬6種類（Table2）を購入し検討を行った。

1）市販製剤の抽出時間の検討

市販製剤の抽出方法を検討するために、抽出しにくいと思われた市販製剤lNo.6について検討を行った。 60・c
加熱抽出，超音波抽出及び振とう抽出をおこない、また、抽出回数についても検討を行った。

2）抽出時間，抽出溶媒の検討結果をもとに市販製剤の定量を行った。

製品八 製品 B 製品 C 製品 I> 製品 E 製品 F

I Sill: 15 :h 24 丸 3 1定 s f;f 品O 粒 ：』 倒

アロエ宋 50mg 750mg llOmi: I 50mg :1.1oms I 50mg 

センナ宋 !50mg 900mg 500mR 

ダイオウ末 300mi: 750mi: 180ms IOOOms 32mg 

ケンゴシ宋 200mg 

カンゾウ米 b:t y’？Ii出拘 ii Om~ 10聞は

オウレン末 lOOmg 

その他 7,1ール7？レイン オウコ’ン 200mg ＋’ンtrナエキλ :rnm~ 

97.5mg tンキ九n760mg オ9，、’？~エキλ200rng

センJシト’ l2mg fンキライtiOOOmc ニ金’キ量2エキ1 30mg 

エンメイ 1 •）エキ l :!Omg 

f ?t1二ンシ’ンエt;UOrng 

’l'-11!! IOOmg 

タイプ 1 ι ． 2 2 

Table 2 アロエ配合市販薬
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結果及び考察

1 .試験法の設定

1）内標準物質の検討結果

エテンザミド，m－ニトロアニリン及びpーオキシ安，息香酸エチルとアロヱ末のHPLCクロマ トグラムを比較し

た結果、いずれも妨害が確認された。よって今回は絶対検量線法により定量を行うことにした。

2）抽出時間の設定

抽出時聞を変えて行った結果を、 Table3に示す。この結果より抽出時間は、パルパロインの定量値が高かっ

た超音波20分間抽出で行うことにした。

n = 3 

抽出時間 平 均 ，己o‘・ 量
パノレパロイン イソノくノレノくロイン

1 0分 6. 4 1 % 7 0 9 % 

2 0分 6 4 7 % 7 1 3 % 

3 0分 6 4 6 % 7 1 1 % 

6 0分 6. 3 2 % 6 9 6 % 

Table 3 アロエの抽出時間の設定

3）抽出溶媒の設定

シュウ酸のメタノ ーノレ溶液（0.2-1000）及びメタノールでの抽出溶液を抽出直後、 5時間後及び48時間後に HPLC

に注入した結果、メタノーノレ抽出液のクロマトグラムには変化は認められなかった。しかし、シュウ酸のメタノ ー

ル溶液（0.2ー1000）抽出液のクロマトグラムでは、抽出5時間後以降にバルパロインの溶出位置にシュウ酸によ

るものと考えられる妨害ピークが認められた。従ってアロエ及びアロエ末の抽出溶媒は、メタノールとした。ま

た、メタノール抽出液は、 48時間後でも安定であり、オートインジェクターで分析しでも問題が無いことを確認

した。

4）直綜性及び注入精度の確認

3.328mg～13. 3lmg/100mLの濃度範囲で検量線を作成したところ、各社共、 原点を通る良好な直線が得られた。

また、注入精度を確認する為に標準溶液ioμLを5回繰り返し注入し面積の変動を確認したところ、相対標準偏差

も小さく問題がないことを確認した。 Table4に結果を示す。

A 社 B社 C社 D社

相関係数 o. 9999 0. 9999 0. 9999 1. 0000 

回 帰 式 y=-61582+ y=l2363+ y=-21852+ y=-1784+ 

2274800x 105144x 71955x 84029x 

c.v. n=5 1 . 3 2 % 0. 3 6 % 0. 2 1 % 0 . 2 3 % 

Table 4 HP LC条件 1における直線性及び注入精度の確認
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2.市販アロエ及びアロエ末の品質評価

市販アロエ及びアロエ末の定量結果を、 Table5に示す。アロエ末は4社、アロエは3社で試験を行なった結果

である。

ハ’作J、’ ロイン含有率 イj，、’ b，、’ロイン含有率
ロント

n 成分比
数

平 均値 CV  平均値 c v 

アロエ末 5 4 6. 89 iy., 23 8 •y., 6. ・18 % 2:i :3 % I On 

成大 9.s 8 ft'＜大 9.()() 

五~ 1）・11.89 R'l小 4 72 

ア・ロエ IO 3 日 l6 ’）｛， I 6. 5 •y., 7. 41 % 15. (} 1》｛， I. I 0 

I止大 lI. 0 I r,，大 9.5 8 

段小品目 ＇18 品小 ＇I8¥J 

Table 5 原料アロエ及びアロエ末の定量結果

定量結果より、パルパロイン含量は、原料により、

かなり差があることが判明した。また、パルパロイ

ン及びその立体異性体であるイソパルパロインの成

分比は約 1: 1であった。これは、文献2）の成分比と

一致した。

Fig. 1にパルパロイン及び原料アロエのクロマト

グラムを示す。

3.製剤への応用

1）モデル処方①は、先に示した HPLC条件lによ

り妨害もなく分離しおおむね良好な回収率が得ら

れた。

モテ司ル処方②はカンゾウとダイオウによる影響

で回収率が高くなってしまった。そこで、イオン

交換系カートリッジカラムによる前処理や移動相

の検討を行った結果、移動相にイオンベアー試薬

標準溶液

lラ.247パル Jtロイン

アロエ試料溶液

12.523イソパルパ ロイン
15.439パルパ ロイン

21. 828 

Fig.1 パルパロイン及び原料アロエのク ロマトグラム

として塩化ベンゼトニウムを加える HPLC条件2により良好な結果が得られることが判明した。

2）抽出溶媒の設定

シュウ酸のメタノ－1レ溶液（0.2-1000）及びメタノ ールで‘の抽出溶液を、抽出直後及び24時間後に HPLCに注

入した結果、シュウ酸のメタノール溶液（0.2-1000）抽出液のクロマトグラムには変化は認められなかった。し

かし、メタノール抽出液のクロマトグラムでは、 24時間後にパルパロインの面積が減少する傾向が認められた。

この事よりア ロエ及びアロエ末では、シュウ酸を添加することにより妨害ピークが認められたが、製剤抽出液中

のパルパロインは、シュウ酸のメタノール溶液（0.2-1000）中で24時間は安定であることが判明した。従って、

製剤の抽出溶媒は、シュウ酸のメタノール溶液（0.2-1000）とした。

3）直線性及び注入精度の確認
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HPLC条件2について、 3.314mg～13.25mg/100mLの濃度範囲で検量線を作成したところ、各社共、原点を通

る良好な直線が得られた。また、注入精度を確認する為に標準溶液lQμL；を6回繰り返し注入し面積の変動を確認

したところ、相対標準偏差も小さく問題がないことを確認した。

Table 6に結果を示す。

A社 B社 C社 D 社

相関係数 o. 9972 0. 9978 0. 9999 0. 9995 

回 帰式 y=1679+ y=4655+ y=-4+ y=-0.05+ 

96163x 177lx 63163x 14331x 

c.v. n=6 2. 8 2 % 3. 4 3 % 0. 8 5 % 0. 4 6 % 

Table6 HP LC条件2における直線性及び注入精度の確認

4）製剤からの回収率結果

定量法1によるモデル処方①の結果及び、定量法2によるモデ‘ル処方②の結果を、Table7に示す。それぞれ、

定量方法を変えることにより、良好な回収率が得られた。

Fig. 2にモデル処方②のイオンベアーの入っていない移動相でのクロマトグラムとイオンベアーの入っている

移動相でのクロマトグラムを示す。

モデ Jレ処方①（定量法 I) モデル処方＠（定量法 2) 

f、’hハ’ロイン イソハ’如、’ロイン ハ’ルハ’ロイン ィy，、・ルハ’ロイン

A f:土 97. 8 % 120. 0 'Vo 95. 0 % 97. I % 

B 宇土 l 02. 0 9も l 0:1. 9 % 102. 8 % 92. 4 ~も

ct.土 LOO. 3 % 99. 4 % l 0 5. 2 •y,, 102. () % 

D社 111. 0 % 105. () % 

Table 7 モデル処方の定量結果（添加回収率）

• SI 5 

20 - 18.056 
21.199イソパJレ，tロイン 20 -

イソパ JI，，ミロイン

パルパロイン

40 -

Fig.2 モデル処方②のクロマトグラム
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4.市販製剤の実測結果

1 ）市販製剤の抽出時間の検討

市販製剤の製品Fの抽出条件を検討した結果を、 Table8に示す。

この結果より市販製剤の抽出時間は、パルパロインの定量値が高かった超音波抽出40分間で l回抽出により行

うことにした。
(mg／アロエ lOOmg) 

20 分 40 分 20 分× 2

60 C加熱 ィy，、’ h，、’Eイン 2. 28 2. 99 2. 94 

，、’＂＇、’ ロイン :1. 12 3. 32 :1. :30 

超音波 イ：1ハ’ lレハ’ Bイン 3. 09 3.22 3. 09 

ハ’＂，、’ロイン 3. 1 7 3. 32 3. 2 2 

援とう イYJ、’lレJ、’ロイン 2. 5 1 2. 69 2. 93 

，、’ h，、’ nイン 2. 96 3. 1 7 3. 4 2 

Table 8 抽出法の検討ー製品Fのアロエの抽出量

2）市販製剤の定量結果を、 Table9に示す。
れ ＝ ::! 

イソパルパロイン含有~ パル パ ロ イ ン 含 有 $

製 ＆ A :l. 0 I % 3目01% 

製 品 B 品マ 9抗 ‘x. 7. 11 % 

製 ロロロ c ti. :J~ 'Y.. 6. 47 % 

製 ロロロ D 8. 48 % 9. 28 % 

製 品 E 8. 08 % 8. 58 ＇泊

製 .?a F 日 18・y,, 日目 44 % 

Table 9アロエ配合市販薬の定量結果

（各市販薬におけるアロエ中のイソパルパロイン及びパルパロインの含有率）

まとめ

1.原料アロエ及びアロエ末中のパルパロイ ンを定量法1により試験した結果、再現性の良い結果が得られた。

2.定量法 1をそデ／レ処方に適用した所、オウレン及びカンゾウが妨害物質となったが、移動相をイオンベア法に変

更した定量法2で試験を行う事により妨害を除く事が出来た。

3.定量法1及び定量法2を市販胃腸薬に応用したところ、 良好な結果が得られた。

文献

1）富山県薬事研究会分析部会 パルパロイン分科会；生薬試験用標準品の規格設定に関する検討

（第9報） ーパルパロインについて一 家庭薬研究No.16,pp.28・32(1997)

2) M.Grum et al,Pharmazie , 34, 669 (1979) 
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生薬ベラドンナエキス配合パップ剤の消炎鎮痛作用について

緒酉

Analgesy and Anti-inflammatory Effects of Poultice 

containing Belladonna Extract 

加藤三穂

Miho KATO 

後藤 茂

浜本哲和

Tetsukazu HAMAMOTO 

玉沖英恒

Shigeru GOTO HidetsuneTAMAOKI 

リードケミカノレ株式会社 研究部

Research Laboratories , Lead Chemical Co.,Ltd . 

生薬は古くから身近な予防および治療薬として内用、外用など様々な投与経路で用いられ、現在でも広く繁用され

ている。現在市販されている消炎鎮痛パップ剤の中にも鎮痛作用や消炎作用を有する生薬成分を配合しているものが

多くある。以前我々の研究グループは、ベラドンナエキスに強い鎮痛作用1）およびセイ ヨウ トチノミエキスに強い消炎

作用2）を有することを本家庭薬シンポジウムで報告した。

今回我々は、生薬成分としてベラドンナエキスを配合したパップ剤を開発し、消炎および鎮痛作用について同主成

分であるサリチル酸グリコールを合有する既存のパップ剤と比較検討したので報告する。

実験の部

1 .実験材料

1）使用動物

生後5、6週齢のWistarI ST系雄性ラッ トを使用した。ラットはあらかじめ室温23±2℃、温度50±15%、

明暗期12時間（照明時間午前6時～午後6時）に設定されている飼育室で1週間の予備飼育を行った。飼料とし

。！

てラット周囲形飼料（ラボMRスト ック：日本農産工業（同）を、飲水として水道水を自動給水にでそれぞれ自由 む
摂取させた。

表1 被験薬剤の有効成分

被験薬剤 A B c 
サリチル酸グリコーノレ（l.00%) サリチル酸ク’リコール (1.50%) サリチル酸グリコーノレ（l.25%)

有効成分 トメントール（0.3%) トメントール（1.0%) トメントール（1.0%)

ベラドンナエキス （0.2%) 精油成分 精油成分

セイヨクトチノミエキス（0.5%) ビタミンE成分 ビタミンE成分

被験薬剤 D E 

サリチル酸グリコール（l.00%) インドメタシン（0.5%)

有効成分 1－メントール （0.3%)

生薬成分
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2）使用薬物

カラゲニン（Picnin-A⑧厨子化学）

乾燥酵母（和光純薬工業）

3）被験薬剤

実験で使用した被験薬剤の有効成分を表 1に示す。

2.実験方法

1) In vitroラット腹部摘出皮膚薬物透過試験

6週齢のラッ トにベントパルピタールナ トリウム（40mg/kg）を腹腔内投与し、麻酔下で腹部被毛を関毛した

のち、 正中線対称に左右一枚ずつ皮腐を摘出した。摘出した皮膚の真皮側の脂肪、毛細血管などを取り除いて透

過試験に供した。37℃の温水を循環させた透過試験用拡散セノレに皮膚を貼り付け、その中央部に被験薬剤を適用

し経時的に一定量のレシパー溶液を採取した。採取したサンプル中の薬物量をHPLCで測定し皮府透過量を算出

した。レシパー溶液はタイロード液を用いた。

• 2）鎮痛作用（イ ースト起炎時抑制作用）

1・

Randall-Selitto法3）に準じて試験を行った。 5週齢のラットを1群8匹とし使用した。前日に左後肢足肢の被

毛を電気カミソリで関毛した。実験当日、左後肢足臨皮下に20%イースト（YeastDried RLOT No . SKM 1019, 

和光純薬）／生理食塩水懸濁液O.lmLをwalkingpadの一つを通して注入し炎症を惹起させた。炎症惹起2時間

後から被験薬剤（3.5cm×4.0cm）を適用した。適用後1、2、3および4時間後に炎症足の察痛圧闇値をAnalgesy

Meter (Ugo・Basile社製）を用いて測定した。鎮痛係数は各被験製剤群のそれぞれの時聞における終痛圧闇値の

和と無処置群における察痛圧闇値の和との比で表した。なお、被験薬剤は測定時に取り除き、測定後再び同ーの

薬剤を適用した。被験薬剤はネット包帯で固定し脱落及び口からの摂取を防止した。

3）抗炎症作用（カラゲニン足浮腫抑制作用）

5週齢のラットを1群7匹とし使用した。前日に左後肢足蹴の被毛を電気カミソ リで関毛した。実験当日、水

置換法を用いて左後肢足臨容積を測定した後、同足に被験薬剤を 1時間適用した。被験薬剤を除去後、左後肢足

蹴皮下に0.5%カラゲニン（Picnin-AR, LOT No. P-18，逗子化学）／生理食塩水溶液O.lmLをwalkingpadの

一つを過して注入し炎症を惹起させた．炎症惹起後直ちに被験薬剤を適用した。被験薬剤はネット包帯で固定し、

その脱落及び口からの摂取を防止した．起炎後 1、3および5時間の足蹴容積を測定し、起炎剤注入前の足瞭容

積に対する炎症惹起後の足蹴容積の増加率を浮腫率とした。なお、被験薬剤は測定時に取り除き、測定後再び同

ーの薬剤を適用した。

3.統計処理

実験のデータに関する統計処理はすべて Studentのt－検定で‘行った。

結 果

1. In仇troラッ ト腹部摘出皮膚薬物透過試験

急性炎症モデ．ルに対する薬効評価を行う前に、ラット腹部摘出皮膚を用いて各サリチル酸グリコール合有パップ

剤の薬物透過性について比較検討した。透過試験の結果をTable2およびFig.lに示す。皮膚適用後サリチノレ酸グリ

コールは朱変化体のまま、あるいは一部皮府代謝を受けてサリチ／レ酸に変化して透過する。そこで、皮膚適用後24

時間までのサンプル中のサリチル酸グリコールとサリチル酸の総薬物透過量とサリチル酸量のみに分けて結果を示

した。その結果、被験薬剤適用後24時間の総透過量はC、B、D、Aの順に高く、その量はそれぞれ4.76,4.16,3.04,2.68
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μmoVcm2であった（Fig.lB）。代謝産物であるサリチル酸量はA、C、D、BのJI頂に高く、その量はそれぞれ2. 08 '2 . 08 ' 1 . 97 ' 

1. 55 μ mol/cm2であった（ Fig.IA）。つぎに、これらの値から総薬物透過量に対するサリチノレ酸量の割合について

求めた（ Table2）。その結果、被験薬剤A (0. 78）が最も高く、次いでD (0.65）、 c(0.43）、 B (0.39）の順で

あった。

Table 2 Skin Permeation Profile of Glycol salicylate and Salicylic acid through excised Abdominal Rat Skin 

from Each Poultice 

D poultice C poultice B poultice A poultice 

3.04 ±0.13 

1.97±0.08 

4.76± 1.18 

2.08±0.57 

4.16±0.75 

1.55±0.09 

2.68 ±0.54 

2.08±0.42 

Total (T) 

( μ mol/cm2/24h) 

Salicylic acid (S) 

( μ mol/cm2/24h) 。
0.65 0.43 0.39 0.78 SIT 
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Fig.I Skin peremeation Profile of Glycol salicylate and Salicylic acid through excised abdominal rat skin 

from each poultice 

2.鎮痛作用

1）イースト起炎察痛抑制作用

結果を Table3 および Fig.2 に示す。各被験製剤適用 4時間後までの察痛圧閲値は被験薬剤~A 、 E 、 Dの順で有

意な鎮痛作用を示した。鎮痛係数は、それぞれ1.25、1.20、1.16であった。しかし、被験薬剤jBおよびCには有

意な鎮痛作用は認められなかった。
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Table 3 Analgesic Effects of Poultice contained Belladonna Extract and Other Poultices on Yeast-induced 
Hyperalgeasia in Rats 

Drug No. of Pain threshold Analgesic t-test 

animals Mean±S.E. （・1Og) coefficient (vs Control) 

Control 8 12.2±0.4 

A poultice 8 15.3 ±0.4 1.25 pく0.01

B poultice 8 12.9±0.3 1.06 N.S. 

C poultice 8 13.1±0.5 1.07 N.S. 

D poultice 8 14.2±0.3 1.16 Pく0.01

E poultice 8 14.6±0.5 1.20 P<0.01 

＊本
16 

14 

12 
（ c。p() 
，．司 10 
× 
） 

匂ーヨ 8 
ぷ。＝ 

』明白

4‘固＝. 

6 

.= ー 4 
自司司

2 

。
c。ntr。l A poultice B poultice C poultice 0 poultice E p。ultice 

Fig.2 Analgesic Effects of Poultice contained Belladonna Extract and Other Poultices on Yeast-induced 
Hyperalgeasia in Rats . Each value represents the mean ± S.E.of 8 animals . * * ;pくO.Qlvs Control 

3.抗炎症作用

1 ）カラゲニン足浮腫抑制作用

結果をTable4およびFig.3に示す。カラゲニン投与後3時間における被験薬剤Aの足浮腫抑制率は29.1%と最

も強く、ついで、 Eの27.0%、Bの20.2%のJI闘で有意な浮腫抑制作用を示した。 しかし、被験薬剤CおよびDに

は有意な浮腫抑制作用は認められなかった。

Table 4 Anti-inflammatory Effects of Poultice contained Belladonna Extract and Other Poultices on Rat 

Hind Paw Swelling induced by Carrageen in 

Drug No. of Ratio of Edema Inhibition t-test 

animals Mean±S.E. (%) ｛%） (vs Control) 

Control 7 57.0±3.5 

A poultice 7 40.4±2.9 29.1 p<0.01 

B poultice 7 45.5 ±3.9 20.2 p<0.05 

C poultice 7 53.4±2.7 6.3 N.S. 

D poultice 7 50.5 ±2.7 11.4 N.S. 

E poultice 7 41.6±1.8 27.0 P<0.01 

The volume of le食hindpaw wぉ measuredat 3hr after山 C釘 ageenininjection. 
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考察

今回の研究で最初にラット腹部摘出皮腐を用いて、各サリチノレ酸グリコール含有パップ剤の透過性について検討

した。総薬物透過量では薬物合量の高いものほど高い透過性を示し、ベラドンナエキス配合パップ剤（被験薬剤A)

が最も低い透過性を示した。ところが、サリチル酸グリ コールの皮膚代謝産物であるサリチノレ酸量では他の被験薬

剤とほぼ同等の透過畠であった。ベラドンナエキス配合ノミップ剤中サリチ／レ酸グリコールは皮府において高い割合

でサリチノレ酸へ変換された。このサリチル酸は消炎鎮痛作用の主体成分であることから、本パップ剤が他のパップ

剤に比べて効率的に、かっ有用に薬効を示すことが期待された。

そこで、急性炎症モデルに対するベラドンナエキス配合パップ剤の消炎鎮痛作用について他のパップ剤と比較検

討した。まず、 イースト起炎終痛に対する各被験薬剤の鎮痛作用について検討した．その結果、被験薬剤A、E、

Dの順に有意な鎮痛作用を示した。 ベラ ド‘ンナエキス配合ノ〈ップ剤の鎮痛作用は、サリ チル酸グリ コールを合有す

る他の被験薬剤と比べるとかなり強力であることが認められた。次に、カラゲニン足浮腫に対する各被験薬剤の抗

炎症作用について検討した。その結果、被験薬剤A、E、Bの順に有意な抗炎症作用を示した。ベラドンナエキス

配合パップ剤の抗炎症作用は、サリチル酸グ、リ コールを合有する他の被験薬剤と比ベると強力であることが認めら

れた。

今回開発したベラドンナエキス配合パップ剤は invitroラット腹部摘出皮府薬物透過試験の結果から、消炎鎮痛作

用の主体成分であるサリチル酸量が他の被験薬剤と同等にもかかわらず、急性炎症モデノレに対して他の被験薬剤よ

り強力な消炎鎮痛作用を示した。これは皮腐透過したサリチル酸の作用以外に、本パップ剤中に合まれるベラドン

ナエキス中のトヒヨスチア ミンの局所鎮痛作用によるもの、 また同剤中に含まれるセイヨ ウトチノミエキス中エス

シンのうっ血改善に伴う血管透過性充進抑制作用によるものと考えられる。叫さらに、本パップ剤はインドメタシン

合有パップ剤とほぼ同等な消炎鎮痛作用を示した。

以上のことから、ベラドンナエキス配合パップ剤は効率的な、かつ優れた鎮痛作用と抗炎症作用を併せ持つパッ

プ剤であるといえる。
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各種生体成分のラット肝ミトコンドリア呼吸活性に対する作用

Effects of various agents on rat liver mitochondrial respiration . 

折 橋 正浩 小池淳平 島 雄一郎

Masahiro ORIHASHI Junpei KOII<E Yuitiro SHIMA 

木 村 隆仁 勇伊 実

Takahito KIMURA Minoru YUUI 

テイカ製薬株式会社研究開発本部

Department of Research , Teika Pharmaceutical Co . Ltd . 

緒昌

市販医薬品に配合されている数多くの植物由来成分の中で、滋養強壮や体質改善を目的として配合されるものは生

体の基礎代謝を活性化し、生体本来の持つ代謝能ならびに免疫性を増強して各種の障害を全身レベノレで回復させる根

本治療的な考え方に基づいて使用されるもので、対症療法的に用いられる多くの医療用医薬品とは基本的な性格を異

にすることは明らかであるが、それゆえその薬効の本質を明確にすることは極めて難しい。近年、このような全身レ

ベルの効能は組織あるいは細胞レベルの薬理活’性、とりわけ脂質あるいは糖代謝に対する影響や免疫調節機構に対す

る影響などを検討することにより次第にその作用機序が明確にされようとしてきているが、まだ多くの課題を残して

いる。

我々は細胞の基礎代謝の中でもエネルギー産生に重要な役割を持つミトコンドリアの呼吸能に着目し、動植物由来

成分の中でも肝機能障害に対して有効とされる数種の薬物についてラット肝臓のミトコンドリア呼吸能に対する影響

を検討した。

実験の部

1 .実験材料

1）使用動物： Wistar系雄性ラットを用いた．動物は温度22。±2、湿度50±10%、12時間明暗サイクル（6・00

点灯、 18:00消灯）の環境下において固形飼料（ラボRストック：日本農産）、水道水を自由摂取させた。

2.被験薬剤：

ソルコセリル（ソルコパーゼル社）、 Lーカルニチン（Sigma）、グ、ノレタチオン（和光純薬）、タウリン（岩城製薬

株式会社）、小柴胡湯（株式会社ツムラ）、菌ちん商湯（株式会社ツムラ）、甘草湯（鐘紡）、サイコサボニンa （和

光純薬）

3.試薬

塩化フェニルヒドラジニウム（和光純薬）、ヘキサシアノ鉄（皿）酸カリウム（和光純薬）、 ADPsodiumsalt (Sigma) 

4.実験方法

1）ミトコンドリアの調製方法1)2)

ラットの断頭屠殺後、開腹し肝臓を摘出し、氷冷した isolationmediumにて簡単に洗い、次いで小ばさみにて

可能な限り細切し、 isolationmediumを加えてポッター型ホモジナイザーにて約600rpmでホモジナイズした。
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⑩ 

肝臓のホモジネー トはFig.lに示した手順により調製処理を行いミトコンドリア粗標本を得た．

2）ミトコンドリアの酸素消費量の測定

クラーク型酸素電極と酸素モニターを用

いポーラログラフ法により溶存酸素量を測

定した。基質となるコハク酸はあらかじめ

反応液に12.5mMとなるように溶解し、反

応槽中には、ミトコンドリア蛋白濃度が0.5～
2.0mg/mLとなるように加え、被験薬剤、

25QμM ADPを順次添加しミトコンドリア

の酸素消費量を記録した。

酸素の消費量は実験開始時にヘキサシア

ノ鉄（Ill）酸カリウム中に塩化フェニルヒ

ドラジニウムを添加した際に低下する目盛

から以後の実験で消費される酸紫畳を算出

したへ

3) State 3、State4及びRCR(Respiratory 

Control Ratio ）の算出

ミトコンドリアの蛋白濃度を Lowry法に

より求め、ミ トコンドリア蛋白 lmgあたり

の酸素消費速度を算出した。またState31 

State 4から RCRを算出した。

4）被験薬剤の調製方法

ソルコセ リルは反応槽中で4QQμg/ml、

細切した肝E芭

↓杭ジナイズ600「pm (in 

透心分青I(500 g, 10 min, 5℃） 

~ 
上；苛

↓…（5000 9 1 0 min, S°C) 

↓ ↓  
沈殿

↓…（叩00g 10 min S℃） 

懸濁 （inice-cold isolation medium) 

↓ 

£ 
沈殿

↓ 
懸濁（inice-cold incubation medium) 

↓…（5…… 
↓↓  
沈殿

↓ 
摩濁（inice-cold incubation medium) 

Fig.1 Preparation of mitochondorial tractions 

L－カルエチン、グルタチオン、タウ リンおよびサイ コサボニン aは反応液またはエタノ ールに溶解し反応槽中で． 1×10 3Mとなるように添加した。また、 小柴胡湯、菌ちん話湯および甘草湯は熱水抽出後その上清を試料とし濃

＼ 度はエキス量として算出した。

結 果

Fig.2にラット肝臓ミ トコンドリアの呼吸状態を示す代表的な記録を示した。ソノレコセリルを添加することにより state

3の酸素消費速度が先進し RCRが有意に増加した（ Fig.3）。

また小柴胡湯、菌ちん茜湯では state4での酸素消費速度の克進により RCRが有意に低下した（Fig.4）。小柴胡湯

のstate4の充進の原因を構成生薬である甘革、サイコサポニンaで検討したところサイコサポニンaでstate4の急

激な冗進が認められた（ Fig.5）。

タウリン、 Lーカ／レニチン、グ／レタチオンはミトコンドリアの酸素消費速度に影響を与えなかった。今回の実験結果

をTablelに一括表示した。
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Table 1 In vitro effects of various agents on rat liver mitochondrial respiration Table1 

State3 

nmol/min/mg 
RCA 

State 4 
nmol/min/mg 

Dose n Drugs 

3.78土 0.2114.86土 1.5651.97士4.7124 Control 

4.61 ± 0.17"" 17.96 ± 0.98 82.20 ± 3.06” 400 μg/ml 

1×1σ3M 

4 Solcoseryl 

4.90土 0.406.65 ± 0.63” 32.08 ± 0.54” 4 L-Carnitine 

3.42 ± 0.28 18.72 ± 0.75 63.39土3.21.1×10・3M4 Glutathion 

4.23 ± 0.50 13.34 ± 1.57 52.74士 1.271×10.:iM 4 Taurine 

2.22 ± 0.20 • 23.96土 1.37”52.56 ± 2.83 500 μg/ml 

1×10・3M

4 Sho・saiko-to

68.00 ± 2.64“ 4 Saikosaponin a 

3.97土 0.1715.35 ± 1.45 60.22 ± 2.92 120 μg/ml 4 kanzo-to 

80.97 ± 3.87” 2.35土 O目19• 

mean企SE, 

35.04土 1.31”

• P <o.os, •• P <0.01 (vs.Control) 

500 μg/ml 
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考察

ミトコンドリアの酸素消費速度とATPの合成速度、ミ トコンドリアの膜腔からのプロトンの涜入速度は共役してお

り、 ADPの添加による酸素消費速度はATPの産生速度をそのまま反映する。今回の実験ではミトコンドリアの酸素消

費量を測定することによりATP産生能に対する各種生体成分の影響を検討した。

今回の実験で得られたミトコンドリアのRCRは約4、ADP/O比は約2でありほぼ正常な機能を有する標本と考え

られた。

組織呼吸賦活薬であるソノレコセリルの添加によりstate3での酸素消費速度の充進およびRCRの増加が認められた。

ソルコセリルの呼吸活性増加作用については既に報告されておりゅ問、今回の実験では同様の結果が得られた。

また、滋養強壮剤に配合されているタウリン、 L－カルニチン、肝機能の改善に用いられるクツレタチオンなどはミト

コンドリアのRCRに有意な影響は及ぼさなかった。

肝障害等に処方される小柴胡湯や菌ちん哲湯はstate4の充進およびRCRの減少がみられミトコンドリアの呼吸活性

を抑制する作用が認められた。小柴胡湯については7種の生薬から構成されているものであるため、それらの有効成

⑩ 分と考えられる甘草とサイコサポニンaについても検討した。その結果サイコサボニンaでS臨 4の急激な充進が認

められ、小柴胡湯による変化はサイコサポニンaによる影響が大きいと考えられた。

通常生体で、はATPをエネルギー源として各種ポンプが機能し細胞内外のイオンの濃度勾配が維持され、細胞分裂や

細胞増殖、乳酸からの糖新生や、脂肪合成が行われており、 ATP産生を司るミトコンドリアの呼吸活性に対する影響

を検討することは薬物の作用機序を考える上でも重要であると考えられる。今回の実験では肝障害に有効とされてい

る小柴胡湯や菌ちん商湯等にはむしろ呼吸活性の抑制作用が認められ、少なくともミトコンドリアの呼吸機能からは

その有効性を証明できなかった。一般に小柴胡湯の肝障害改普作用は繊維芽細胞増殖抑制作用7)8）と、免疫細胞の賦活

作用9)10）が関与することが報告されており、細胞のエネルギー産生系に対する作用よりは免疫系や細胞閣の情報伝達機

構に対する作用が重要な機序と考えられた。

今回の実験ではソ／レコセリル以外にミトコンドリア呼吸活性を上昇させる薬物は認められなかったが、障害組織由

来のミ トコンドリアについては実験を行っておらず肝障害などの病態を考える上では呼吸能の低下したミ トコンドリ

アを用いた実験についても今後の検討課題と考えられる。
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アカメガシワの薬効に関する研究

Study on Pharmacological effect of Malloti Cortex 

上川 浩 篠原達雄

Hiroshi KAMIKA WA  Tatsuo SHIN OHARA 

ダイト株式会社研究所

Research Laboratory , Daito Co . , LTD 

緒日

健胃、整腸作用を有する赤芽柏は古くから民間薬として用いられている。赤芽柏の薬理効果については、これまで

抗潰窮作用あるいは酸分泌に対する作用を主として研究されているが、その作用機序等についてはあまり明らかにさ

れていない。また胃粘膜障害の一因として胃酸が考えられる。我々は種々の和漢薬につき、胃酸分泌の最終段階に重 e
要な役割を担っているプロトンポンプ（H+,K+ -ATPase）に対する作用を検討し、その中でアカメガシワエキス及

びチョウジ末が比較的強い臨書作用を示す知見を得た。今回、アカメガシワのinvivoにおける酸分泌に対する作用を、

代表的なプロトンポンプインヒビターであるランソプラゾールと比較検討するとともに、 H+,K+ -ATPase l乙対する

作用との関係について検討を行った。また、法t窮の一因とされる Hericobacterpyloriに対する作用も併せて検討した。

実験の部

1 .試験動物

体重3kg前後の日本白色種家兎及び6週齢の WistarI ST系雄性ラットを購入（いずれも日本エスエルシー）し、

室温24± 1℃、湿度55±5%、12時間明暗、換気オールフレッシュの飼育室で約1週間予備飼育した後、体重減少

を認めない健康な動物を試験に供した。

2.薬物

アカメガシワエキス及びチョウジ末は日本粉末薬品（閥より購入したものを用いた。ランソプラゾール及びソファ

ルコンは市販製剤を粉砕して、シメチジンは自社合成品を用いた。またベルゲニンは標準品（和光純薬）を、その

他の試薬は市販の特級品を用いた。

3.実験方法

1) HぺK+ -ATPase阻害作用の検討

H+, K+ -A TPase活性の測定は既報I）に準じて行った。

酵素；在の調製 i家兎の胃を摘出し、胃底部粘膜を剥ぎ取った。粘膜は直ちに－80℃に凍結して保存し、使用時に

解凍して酵素液を調製した。ミクロソーム分画の調製は、粘膜に0.25Mショ糖溶液を加えてホモジネートし、 0

℃、 12,500×g、15分間遠心分離して上清部を分取した。この液に88mM塩化カルシウム溶液を加え、氷冷下に

て5分間放置後、 0℃、 27,000×g、15分間遠心分離した。沈殿物にO.lMリン酸緩衡液（pH7 .4）を加えてホ

モジネートし、再度0℃、 27,000×g、15分間遠心分離した。この操作を2度行い、沈殿物に同緩衡液を加えて

酵素液とした。尚、酵素液は使用時迄－80℃で保存した。

醇素活性調lj定法 ；酵素活性測定はReenstraらの方法2）に準じて行った。すなわち10mM  PIPES-Tris緩衡液（pH

7.4）に 5mM MgSQ4, 0.1 mMウアパイン、 lOmMKCl、酵素液及び試験薬物を加えた反応液475μLを37℃、
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10分間プレインキュベートした後、100mM  p-NPP ( p-nitrophenylphosphate disodium salt ）をzsμL加えて

37℃、 30分間インキュベートする。その後 lNNaOH sooμ Lを加えて反応を停止させ、410nmにおける吸光度

を測定した。尚、 H+, K+ -A TPase活性はKC！添加時の活性から KC！非添加時の活性を差し引いて求めた。

イオノフォアにより刺激される H+,K+ -ATPase活性に対する影響；前記の反応液にイオノフォアとしてパリノマ

イシン4oμgあるいはナイジェリシン 1μgを加え、 H+,K+ -A TPase活性を測定し、イオノフォアを添加しない

場合のH+, K+ -A TPase活性に対する作用と比較した。

2）胃液分泌の測定方法

Shayらの方法3）に準じ、ラットをエーテ／レ麻酔下にて開腹し、幽門部を結殺した。その直後に薬物を投与し、

3時間後に胃を摘出して内容物を採取した。内容物は遠心分離して上清部を分取し、液誌を測定するとともにペ

プシン活性、胃酸度を測定した。ペプシン活性はRyleの方法4）に準じ、胃液0.lmLに0.25M HCl 0 .125mL及ひ、

2.5%ヘモグロビン溶液0.375mLを加えて37。、10分間インキュベートする。その後4%トリクロロ酢酸2.SmLを

加えて反応を停止させ、遠心分離（2000r.p.m.、Smin）して上清部を分取する。上清部につき280nmの吸光度

を測定してペプシン活性を求めた。尚、ペプシン活性は吸光度の変化が0.1を0.031uとした。また胃酸度は、胃

液lmLにつきO.lNNaOHを用いて滴定してその酸度を求め、これに胃液量を乗じて酸分泌量とした。

3) Hericobacter pylo1iに対する作用5)

10%馬無菌脱織血を添加したBrucellaAger (10mL/60mm dish）に所定の濃度になるよう被験薬を加える。

これに Mc. Farland No.lの濃度に調整した Hericobacterpylori菌懸濁液10μLを塗布した後、嫌気ジ、ヤー中

Campypak plusを入れて微好気条件下で3アで3日間培養した。判定は菌の増殖度合いを4段階（一、＋、＋＋、＋＋＋）

で判定した。

4）統計処理

得られた結果は、平均値±標準誤差もしくは平均値で示した。また、反応曲線から50%抑制濃度（ICso）を算出

するにはプロピット法を用いて行った．また、一部の試験において有意差検定を行うに際してはStudentのt検

定を用いた。

結 果

1 . H+, K+ -ATPase阻害作用

H+, K+ -A TPaseに対してアカメガシワ及びチョウジは用量依存的な阻害作用を示し、そのICsoはそれぞれ7.6μ

g/mL及びiz.zμι／mLであった。しかしベルゲニンには全く作用は認められなかった。またイオノフォア刺激に

よる HヘK+ -ATPaseに対しては両生薬ともほとんど影響を及ぼさなかった。

一方、H+, K+ -A TPase阻害薬ランソプラゾーノレは強力な阻害作用を示し、そのICsoは2.oμg/mLであり、イ

オノフォア刺激による H+,K+ -A TPaseに対して無処置のものと比較して強い阻害作用を示した。尚、ヒスタミン

H2阻害薬であるシメチジンにはなんら作用は見られなかった。

2.酸分泌に対する作用

胃液量に対しては、アカメガシワは十二指腸内投与ではなんら影響を及ぼさず、経口投与ではむしろ胃液量の増

加が認められた。一方、静脈内投与では有意な抑制作用が認められた。チョウジは十二指腸内投与及び経口投与で

は作用はみられなかった。なおランソプラゾールは十二指腸内投与で、強い抑制作用を示した （Fig.l）。

胃酸度に対しては、アカメガシワは十二指腸内投与では影響を及ぼさず、経口投与で若干の胃液量の低下が認め

られた。また静脈内投与では有意な抑制作用が認められた。チョウジは十二指腸内投与及び経口投与では作用はみ

られなかった。ランソプラゾールには十二指腸内投与で強い抑制作用が認められた（Fig.2）。

ペプシン活性に対しては、 十二指腸内投与ではアカメガシワ、チョウジさらにランソプラゾールにも作用は認め

られなかった。これに対し、経口投与ではアカメガシワ及びチョウジとも用量依存的な抑制作用が認められた。一
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方、静脈内投与ではアカメガシワに有意な抑制作用はみられなかった（ Fig.3）。

Fig.1 胃液分泌に対する作用
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3 . Hericobacter pyloriに対する作用

Hericobacter pyloriの増殖に対して、アカメガシワ及びチョウジとも影響を及ぼさなかった。一方、対照として

用いたソファルコンは強い増殖阻害作用を示した。またHericobacterpyloriの産成するウレアーゼに対してはアカ

メガシワ及びチョウジとも抑制傾向を示した（結果は省略）。

考 察

アカメガシワにはH+,K+ -ATPase活性に対する強い阻害作用が認められた。しかし、パリノマイ シンやナイジェ

リシンといったイオノフォアにより刺激される H+,K+ -A TPase活性に対して、無処置のものと比較してあまり影響

を及ぼさなかったことから、これらイオノフォア刺激による HヘK+-ATPase活性を強く阻害するランソプラゾール

とは、明らかに作用態度が異なるものであった。またアカメガシワの代表的な成分であるベルゲニンには、 H+,K+ -A TPas~ 

活性阻害作用が全くみられなかったことから、アカメガシワのH七K+-ATPase活性阻害作用には、タンニン等のベ

ルゲニン以外の成分が大きく関与しているものと考えられる。

アカメガシワのinvivoにおける酸分泌に対する作用を、代表的なプロトンポンプインヒピターであるランソプラゾー

ノレと比較検討したところ、ランソプラゾールが十二指腸内投与で胃液量及び酸度については強い抑制作用を示し、ペ

プシン活性に対しては作用を示さなかったのに対し、アカメガシワは十二指腸内投与では胃液量、酸度及びペプシン

活性に対してなんら作用が認められなかった。経口投与では胃液量をやや増加させたが、酸分泌量には作用はみられ

ず、ペプシン活性を強く抑制した。しかし静脈内投与では胃液量及び酸度ともに有意に抑制し、ペプシン活性に対し

ては影響を及ぼさなかった。これらのことから、アカメガシワにはH+, K+ -A TPase阻害作用を示す成分が存在し、

この作用に基づいて酸分泌阻害作用を示す可能性が示唆されるが、その作用の発現については吸収、代謝が関与する

と考えられる。またアカメガシワには胃液分泌を充進し、ペプシン活性を阻害する成分も存在する可能性が示唆され

た。
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和漢薬および配置薬などの中には効能のなかに滋養 ・強壮と記載されているものが少なくない。これらの薬効につ

いては人の主観に頼ることが多く、科学的な評価とはほど遠いと言わざるを得ない。しかし、実験動物を用いた行動 便
薬理学的評価も一部実施されており、只野らの生薬合有ドリンク剤の強壮効果1）、篠原らの淫羊霊配合賠訴製剤の抗疲

労効果2）、松田らのマムシと紅参の抗疲労作用3）などの幾つかの報告がある。今回、我々はこれらの報告も参考にしな

がら、実験動物を用いて滋養・強壮作用のうち疲労回復または疲労予防作用を客観的に評価できる松原らの方法的を用

い、漢方薬の代表的補気剤である十全大補湯，補中益気湯，人参義栄湯およびドリンク剤など各種薬物の有効性につ

いて検討した。

実験材料および方法

1.被験薬物

十金大補湯エキス，補中益気湯エキス，人参養栄湯エキス，人参末，人参熱水抽出エキス（人参エキス），六神丸，

無水カフェイン，滋養強壮ドリンク剤（T社）。

2.漢方薬エキスの調製

十金大補湯 (I日量：オウギ 3g，ケイヒ 3 g，ジュクジオウ 3g，シャクヤク 3g，センキュウ 3 

g，ソウジ‘ユツ 3 g, トウキ 3 g，ニンジン 3 g，ブクリ ョウ 3 g，カンゾウ 1.5 g），補中益気湯（ 1 
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日量：オウギ 4g，ピャクジュツ 4g，ニンジン 4 g, トウキ 4g，サイコ 2g，タイソウ 2g，チ

ンピ 2g，カンゾウ l.5g，ショウマ 2g，ショウキョウ 1 g），人参養栄湯 (1日量：ジオウ 4 g, ト

ウキ 4g，ビ．ヤクジュツ 4g，ブクリョウ 4g，ニンジン 3 g，ケイヒ 2.5g，オンジ 2g，シャクヤ

ク ~g，チンピ 2g，オウギ 2g，カンゾウ 1 g，ゴミ シ 1 g）の3種類の漢方処方のそれぞれについ

て1日量に約300mLの蒸留水を加え、市販の漢方煎じ器（栃本天海堂）で40分間煎じたのち、ガーゼ3枚を用いて

熱時櫨過しその鴻液を凍結乾燥しエキスを得た。また、人参については、 50gを約500mL蒸留水を加え、 上記同様

の方法により乾燥エキスを得た。収率は、十金大補湯エキス 25%，補中益気湯エキス 26%，人参養栄湯エキス

27%，人参エキス27%であった。

3.使用動物

ddY系雄性マウスを三協ラボサービス（倒より購入して試験に用いた。なお、試験に用いたときの体重は25～35g

であった。

4.強制水泳限界時間を指標とした抗疲労作用

十全大補湯エキス，補中益気湯エキスまたは人参養栄湯エキスを粉末飼料に10%の割合で混合し、マウスに2日

閉または4日間自由に摂食させた。投与期間終了後、マウスの陰嚢部に下式から得られた重量の鉛製おもりをセル． フィンにより装着し、洗剤（0.01% 塩化ベンゼトニウム）に約10秒間浸すことにより体表面より空気を充分除去

した後、尾が底に届かないまで水を満たした透明バケツ（水温： 25± 1℃）にいれて強制水泳を謀し、5秒間呼吸

ができない状態に陥るまでの時間を測定した。

重量負荷（g) = ［体重］×0.05+0.1

5. トレッドミル運動負荷時の自発運動量を指標とした疲労回復作用

(1) 被験体の単回投与： TreadmillSimplex Il (Col um bus, USA）を用い、ベルト速度16m／分，傾斜度14。の条

件でマウスに30分間運動負荷を課した直後に、人参エキス，六神丸または無水カフェインを経口投与した。その

15分後にマウスをエコンPCケージに l匹ずついれて、東洋産業（械のSCANET(MV-10）により 2分間臨で26分

間の自発運動量 （movement-2）を消灯 ・恒温恒湿条件下 （24± 2℃、55±10%）で測定し、探索行動期間の一

部を合む6～16分、および活動安定期の16～26分の自発運動量を求め比較検討した。

(2) 人参末の連続投与 ．投与に先立ち上記条件のト レッ ドミル訓練を10分間行い、 走行に支障のないマウスを選び、

人参末を20%含有する粉末試料を3日間与えた。投与終了後、単回投与と同様に30分間の運動負荷を課した直後

から26分間の自発運動量を測定し対照群と比較した。

6.使用薬物． 使用した生薬は池田屋安兵衛商店から購入した。また、六神丸は生物部会でこれまでに種々の薬理作用を検討し

てきたものを使用したへ 無水カフェインは和光純薬の試薬を購入して用いた。滋養強壮ドリンク剤は、lOOmL中に

L－アスパラギン酸マグネシウム・カリウム lOOOmg，タウリU 500mg，無水カフェイン 50mg，ニコチン酸ア

ミド 20mg，硝酸チアミン 2mg，リン酸リボフラピンナトリウム 5mg，塩酸ピリドキシン 5mgを含有する

ものを用いた。

実験結果および考察

1 .強制水泳限界時間を指標とした抗疲労作用

上記3種類の漢方薬エキスを10%合有する飼料を自由摂取させ、経時的に水泳限界時聞を測定したところ、十全

大補湯エキス投与群の2日目および4日目に水泳時間の延長傾向または延長が認められた。一方、他の被験薬投与

群では対照群とほとんど差異はなかった （表1）。

2. トレッドミル運動負荷時の自発運動量を指標とした疲労回復作用

卜レッドミルによる30分の運動負荷により自発運動量は顕著に減少し、マウスに疲労が顕著にみられた（表2）。
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表1 滋養強壮薬のマウス強制水泳限界時間に対する影響

被騒薬

対 照

人参養栄湯エキス

十全大補遺エキス

補中益気湯エキス

飼 料中温度投与期間動物数

0%  

1 0 % 

1 0 % 

。%

2日間 n
o
n
o
n
o
n
o
 

体 重
(g) 

28. 4±1. 2 

28. 3± 1. 3 

28. 3±1. 2 

28. 7± 1. 4 

強制水泳

限界時間体）

269±160 

334± 144 

420土227

274±132 

対照

人参養栄這エキス

十全大補湯エキス

補中益気湯エキス

平均値±SD。
宇：各投与期間の対照群に対する有意差検定（Student’s t-test), Pく0.05。

0% 4日間 4

・・・
4
2
E

・
e

・－－
a

，．E

4

・・・

4
E
E
E

29. 4± 1. 5 

29. 8±1. 5 

29. 4±1. 5 

29.8±1.1 

266± 166 
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表2 トレッドミル運動負荷のマウス自発運動量に対する影響

1 0 % 

1 0 % 

1 0 % 

処置 例数

6～ 1 6分

自発運 動 量

1 6～ 2 6分

対照

30分運動負荷

8 2084± 660 

事事
922± 521 

1292± 438 

269± 499事事事7 

平均値±SD。

梓，持率 ：対照に対する有意差検定、持， Pく0.01；本主宰，Pく0.001。

f 
これらの動物に500,1,000または2,000mg/kgの人参エキスおよび25mg/kgの六神丸を経口投与しても自発運動量減

少は回復せず対照群とほとんど差異はみられなかった（表3）。一方、無水カフェインおよびドリンク剤投与群では

顕著に自発運動量が増加した（表3, 4）。

さらに、20%人参末を含有する飼料を3日間投与した動物でも、探索行動後の自発運動量が対照群に比し顕著に

多く、抗疲労効果が認められた（表5）。

nu
 



表3 トレッドミル運動負荷のマウス自発運動量減少に対する各種薬剤の影響

被験体 用 ~ 例数 自 発 運 動 量

(mg/kg, po) 6～ 1 6分 1 6～ 2 6分

溶 媒 1 3 879± 460 274± 287 

人参エキス 500 8 1126± 563 414± 256 

人参エキス 1, 000 1 1 930± 486 576± 439 

人参エキス 2. 000 1 0 1029± 479 314± 386 

六神丸 25 4 1232土 624 605± 527 

無水カフヱイン 100 4 2844± 765 事寧本 1852± 646寧寧事

平均値±SD。
本事，科卒；運動負荷をした溶媒対照に対する有意差検定（Student’st-test）、． 本， Pく0.05. 牢寧＇pく0.01 ' 本事牢， Pく0.001 。

表4 トレッドミ ル運動負荷のマウス自発運動量減少に対するドリンク剤の影響

被 験 体 用 量 例数 自 発 連 動 it 

6～ 1 6分 1 6～ 2 6分

溶 媒（蒸留水） 20ml/kg 7 886± 788 120 ± 114 

ドリンク剤（T社） 20ml/kg 1 0 3036± 1058 事事事 2059± 829牢事事

平均値土 SD。

持牢：港蝶対照に対する有意差検定（Student’st-test）、Pく0.001。

． 
表5 トレッドミル運動負荷によるマウス自発運動量減少に対する人参末の3日間混餌投与の影響

検体 飼料中 用 4』量R． 体 重 例数 自 発 運 動 量

遺度（お） (g/kg) (g) 6～ 1 6分 1 6～ 2 6分

対 照 。34.8±2.1 19 1402± 598 471 ± 284 

人審末 20 37. 3 35. 5±2. 3 18 1180± 952 935± 584 事事

平均値±SD。

事事 ：対照に対する有意差検定＇ pく0.01。



以上が今回の実験結果であるが、滋養強壮剤が肉体疲労などに用いられていることから、その薬効評価のーっとし

て急性的な疲労に対する行動薬理学的試験に置き換えてもよいと思われるが、ここで疲労全体について若干考えてみ

たい．疲労とは、身体的あるいは精神的作業を連続して行うとき、倦怠感，不快感，脱力感などを感じ（自覚的疲労），

作業能力が量的または質的に低下し （他覚的疲労），生理的機能の低下を示すことをいうが、これらの現象を動物実験

で発現させ薬効評価を行うために動物に負荷をかけて疲労度を数値化し、薬物による疲労回復もしくは疲労予防作用

を数字の増減で評価することが可能となれば種々の薬剤を比較しその特徴なども明らかにできる。今回の実験では、

水泳限界時間および運動負荷時の自発運動量を指標として評価したが、この種の評価法には幾つかの報告があり、只

野らの生薬合有ドリンク剤の抗疲労効果についての報告では、強制水泳時の不動時聞を指標に疲労回復効果およひ、疲

労予防効果を評価しているI）。我々もこの方法を検討したが、水中の不動が疲労状態を反映していると解釈することに

若干疑問をおぼえた。不動という点では今回用いたトレッドミル運動負荷で走行時聞が40分を越えるくらいには電撃

刺激グリッド上で動かなくなることが観察され、この状態も肉体疲労の一つの指標となりそうであり今後検討したい

と思う。一方、只野らの報告および今回の我々の結果でもみられたことは、カフェインが抗疲労作用があることにな

る結果が得られ、中枢興奮作用が抗疲労作用といえるかどうか今後の課題といえよう。さらに疲労には肉体疲労以外

に精神疲労もある。これはヒトの精神的な面が大きく関与することからこの疲労回復作用の試験方法はさらに難しい

ものと思われる。例えばストレス性の胃潰蕩なども一種の精神疲労の発現かもしれない。そうなれば試験方法も多岐 ＠ 
に亘らざるを得ず、それぞれの疲労を十分分析し最も適したモデルを用いて薬効評価をする必要があると考えられ今

後の課題である。

結 論

滋義強壮薬の行動薬理学的評価を目的として、強制水泳およびトレッドミル運動負荷をマウスに与え、各種検体の

抗疲労効果を水泳時間の延長および、自発運動量の減少抑制を指標に調べたところ、漢方薬の代表的補気剤の一つであ

る十全大楠湯エキスに強制水泳時間の延長効果、さらに然水カフェインを含有するドリンク剤の単回投与および人参

末の3日間投与により運動負荷による自発運動量減少の抑制がみられ、疲労予防または疲労回復効果が認められた。
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