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近年、眼科学においては、主薬効成分のみならず、多種の配合剤についても種々の観点から生体への影響を研究しよう

とする気運が生まれている。一般用および医療用点眼薬においては、品質保持あるいは製剤設計の観点から界面活性剤、

防腐剤、可溶化剤等の配合は不可欠であり、基準配合量の範囲で用いる場合には生体に対して大きな影響は無いと考えら

れるが、今後の点眼薬開発においてはこのような基剤配合成分の眼組織に対する影響に関する知見を製剤開発に取り入れ

ていくことも重要なことと考えられる。

今回、主主々は薬剤の影響を鋭敏に検出できる培餐細胞を用いた試験系により、点目良剤各種配合剤成分の生体に対する影

響を検討し、こうした試験系が上述の知見を得るのに有用な方法であるか否かについて若干の考察を加えた。

実験の部

1 .実験材料

1 ）使用細胞 ・チャイニーズハムスター肺由来繊維芽細胞（V79細胞）

細胞は解凍、継代、観察を行いコロニー形成試験まで保存した。

2）培地及び試薬

・ M05(5%牛胎児血清を含むEarle’sMEM (GIBCO)) 

Earle’s MEM培地（GIBCO)I袋を滅菌蒸留水に溶解し、10%炭酸水素ナ トリウム水溶液（和光純薬）22mL、ピJレピ

α ン酸ナ トリウム（GIBCO)1 Omしを加え、 pH7.4に調整し、滅菌蒸留水でILとする。制後、糊滅菌し牛胎児血清

(GIBCO）を50mLを力日える。

・ 0.02%EDTA含有PBS（ー）

Dulbecco・sPBS（一）（和光純薬） l袋及びEDTA・ 2Na0. l gを蒸留水500mLに溶解し、高圧蒸気滅菌する。

・ 0.05%EDTA含有PBS（ー）

・ 0.05% Trypsin、0.53mMEDTA ・ 4Na 

．ギムザ染色液

ギムザ染色液（GIBC0)3mLをGurrBuffer (GIBCO) 48mLに溶解するe

2.被験薬剤

防腐剤 ：塩化べンザJレコニウム、塩化べンゼトニウム

可溶化剤 ：ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油60、ポリソJレペー ト80、ステアリ ン酸ポリオキシル40

溶解補助剤 ・プロピレングリコーノレ、ポリ エチレングリ コーJレ400
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3.実験方法

1 ｝コロニー形成匝害試験

本試験法は図lに示したとおり、日本薬局方記載プラスチック容器溶出

試験法を一部改良した形で行った。初代継代培養中Subconfluentになっ

たY79細胞怒濁液をEDTA含有PBS（一）および血清入り培地で洗浄し

DMSOを取り除いた。 0.05%トリプシンEDTAによりフラスコ内の細胞

を剥離し、細胞を遠沈管に回収し、 125g.、5分間の遠心を行った。上清

を播てぺレツトに培地を加え、よく懸濁した後、血球計算盤で細胞数を

カウントした。細胞懸濁液をlmL中、細胞が1000個となるよう埼地を加

えて調製し、 6クェJレマルチプレート、iウェJレ中培地lmしを播いたワェ

lレにコロニーが50個生えるよう細胞懸濁液を播種した。 37℃、 C02イン

キュベーター内24時間の培養を行った。この後各試験濃度に設定した試

．代ヨa・ ~，，円，•12
I $岬coriflvc叫

回H含布陣$（－1で紐＜~：・
I 

e田‘トリプν：〆印••ElOll>

1-u，間且イ...~.1ペ＿，肉1 ：”z

( 

・胞を温:t’に園α..’＇＇＂‘’ tt:lil。
I 

.l.ilHJてペレフトに場建き＂＇ぇ.l.(聾漏L,, ..・..也君f≫’ヲント

I 

-.ru1濁JIの沼ll•＇・ ’000 , .... , ...とSるようlll"'f＂＇ぇ，＇＂＇
I 

ftウ.ルr：，，ιの錨砲を陪いた‘ウzルマルチプレートに

周·~，，・E・R・濯を~a＝ーが拍・!lえるよう，，，・II

プレート’fR・左右，，.，，L・l!EnーにL品 イ...~::a.ペー，肉で・a
』

I＜”司ar.iu・g・llにCるように11!1!沼定調t
....ずつ各今ZJ¥.1:11)えさら1:<8121!H

I ・R・71l~ム.，.，＿色を円い． ”〈 金..，た
・思..骨．臥ょのコロ＝ーをカウント

料検体をlmLずつ各クエJレに加え更に37℃、 C02インキュベーター内てe 81 m•lH!ll川コロユー何回忌

4日間の培養を行った。

培設終了後、ギムザ染色を行L、背く染まった細胞が50個以上のコロニーをカウン卜した。

2）試料検体調製

検体は各試験設定濃度になるようM05培地を用い調製した。

‘島

3）評価

試料検体の代わりに培地lmしを加えたウエJレ中の細胞数をコントローJレとし形成率100 %とした。各試料l検体に

つき各濃度4ウェJレのコロニー形成率平均値をそれらより減じたものを細胞増殖抑制率として算出した。

結果

J：；［化べンサソレコニウム、塩化べンゼトニウムと

も0.0003%～0.001%の濃度において同程度の細

胞培殖抑制作用を示した。塩化ぺンゼ トニウムは

細胞増殖抑制作用は幾分弱いことが確認された（図

3）。

可i容化R!Jにおける細胞摺殖抑制作用を比較する

と、0.002%～0.02%の濃度でポリソルべート

80、ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油60、ステア

リン酸ポリオキシJレ40の順で作用が弱いことが確

認された（図4）。

溶解繍助剤であるプロピレングリコーJレ、ポリ

エチレングリ コール400では両薬剤ともほとんど

細胞摺殖抑制作用は認められなかったが、ポリエ

チレングリコーJレ400で、やや細胞増殖抑制作用

が認められた（図5）。
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図5 溶解補助剤の細胞増殖鈎制作用

考 察

今回コロニー形成試験に用いたV79細胞は、日本薬局方安全性鼠験内

のプラスチック製容器溶出試験にも用いられている、化学物質に対しき

わめて鋭敏に反応する細胞である。今回の実験て・行ったコロニー形成阻

害試験は一連の実験操作が簡便であり、かつ比較的短期間で各誌料の細

胞増殖抑制作用を確認することができるという点で優れた試験法である

といえる。試験は、指縫後2日目～5日目の対数増殖期にある細胞分裂の

母も盛んな時期（図2）の細胞塊を生じない細胞を使用することにより、各

被験薬剤の処理により、コロニー観察を通して細胞増殖能の差をはっき

り確認することができた。

防腐剤の生体への作用の検討は、 t音縫細胞、組織を用いた系および動

物実験等の基礎研究により数多くの報告がなされている1l-6l. 点目良剤の処

方検討においては主薬効成分の安定性あるいは薬剤の保存効力等を第一

に考え、必然的に配合剤が決定されることが多いが、配合淘jの種類に

よってはその化学的性質のみでは配合量あるいは薬剤選定に決定的な情

報が得られないこともある。このような場合、生体に対する影響を知る

ことから、より目に優しい点眼剤の開発が可能となると考えられる。今

回の実験はこのような生体系に対する情報を得る試験系としてコロニー

形成試験が利用可能であるか検討を行い、一つの優れた方法であること
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図2 V79細胞の級飽泡殖幽銭

初日1き養細胞数は1000個／ウ坊で各値lま
めx.C.における平均値土標準蕊釜を示す

が確認できた。今回、低濃度での塩化べンザJレコニウム、塩化ぺンゼトニウムにおける細胞摺殖抑制作用を比較した

結果では、両薬剤とも同程度の細胞増殖抑制作用を示したが、細胞浴殖能に与える影響は若干、塩化ぺンザJレコニウ

ムの方が強いと考えられた。また可溶化剤として、3種類の化合物を比較した結果では、ステアリン重量ポリオキシJレ

40、ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油60、ポリソJレベート80の順で細胞増殖抑制作用は大きいと思われた。

溶解補助剤ではプロピレングリコーJレとポリエチレングリ コーJレ400を比較し、両者とも細胞増殖抑制作用はほと

んど認められなかったが、ポリエチレングリコーJレ400はやや細胞糟殖抑制作用は強いことが示唆された。またこの

2予測においては防腐剤、可溶化剤と比較すると許容範囲はやや大きいと考えられた。

今回の実験では培養細胞を用いることにより、限粘膜一次刺激試験において判定困難な薬剤の細かな彫響も鋭敏に

検出でき、防腐剤等の細胞に対する影響に関して詳細な知見を得ることができた。今後、当研究所においてこれらの

試験法及び結果をもとに、点眼薬の処方検討を行う上でより厳密で正確な情報を得ることができると考えられる。ま

た、invivo試験において手法的、感度的に十分な結果が得られない配合剤に対し、それらの試験の一部を代替できる

系に発展できるよう更なる検討が必要であると思われた。
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緒言

ペオニフロリンは、漢方薬又は漢方製剤IJ(代表的なものとして葛根湯があげられる）に広〈使用されているシャクヤク

Paeonia lactijlora Pallasの主成分て＼それらの品質評価の指標成分となっている。また日本薬局方第13改正（以下13局と

示す）においては成分含量測定用として記載されており、近年グリチJレリチン酸、塩化ベルペリンと共に日局標準品として

取り扱われるにあたり重要性が高まってきているが、ペオニフロリンは溶液状態では不安定であるという報告l）がある。

本分科会では、 生薬成分の定量に使用する標準品が特に高価なものが多い現状から、その有効利用のため溶液保存の安

定性についての検討を実施し、これまでに第l報としてグリチJレリチン酸の安定性の報告引を行った。今回その第2報とし

て、ベオニフロリンについて安定性の検討を行ったので報告する。

実 験

1 .移動相の検討（予試験ー 1) 

安定性試験を実施するにあたり、ベオニフロリンのメインピークと分解産物ピークとの分離状態をみるために、 3つ

の移動相3）を検討した。以下に用いた試料及び操作条件について記す。

1 ）試料の調製及び保存条件

溶 媒：薄めたメタノーjレ（1→2) 

試料濃度： O.lmg/mL

標準 品：生薬試験用ベオニフロリ ン標準品（和光純薬工業側製）

保存形態 ：無色のアンプJレ管に充填・密封し、アルミホイJレにて遮光した。

保存温度： 60℃

保存期間： 2週間

2）操作条件 次に示すもののほかは13局fシャクヤクJの成分含量測定法を準用した。

カラム ：STR-ODS II ( <P 4 .6 mm×l 5.0cm) 

移動相：①水／アセ トニト リル混液（4:1）一日局法一

②溜めたリン酸(1→ 1000）／メタノーJレ混液（2: l) 

③リン酸塩緩衝液（pH7.4）／メタノーJレ混液（3:1) 

カラム温度： 40℃付近の一定温度

2.カラムの選定（予試験一2)

カラムによる差を把握するために、6種類のODSカラム（Table1）について検討を行った。

1）試料の保存条件

保存温度： 25℃

保存期間 12週間

ODSカラム

c。S由。sil5Cl8 ARI! 

Shim-pack Cl..C・ODS

Che回c。sorb5-0DS・H 

メーカー

ナカライテスヲ{f牢）

島海製作所｛除｝

ウムコ｛ほ）

内径｛回国）X長さ（c回） ow !W 2、v 3W 

4.6 x 15.0 -80℃ 
0・

6.0 x 15.0 -15℃ 

4.6 x 15.0 5℃ 

4W 

。
STR-ODS II .0, i章製作所｛係｝ 4 6 x 15.0 25・c 。

0・
L・C。Ju皿nODS （財）化学品倹迂鴎会 4.6 x 15 0 60℃ 。。。。
C . .¥.l'CELL・PAK CIS SG120 ｛保｝資生霊 4.6 x 15.0 

0・・・薄めたメイ~） ール ・...7セトニトリル

SW 

。
0・
0・。

Table 1 カラムの種類 Table 2 安定性試験の計画表
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2）操作条件

相 ：リン酸塩鰻衝液（pH7.4）／メタノーjレ混液（3: 1) 

その他の項目については、予試験一lと問機に行った。

動移

3.安定怯試験

13局記載の薄めたメタノ－；レ(1→ 2）で実際に何週間、高純度を維持できるかを調べる安定性試験を行った。また非

アルコーJレ溶媒としてアセ トニト リル溶液について も同様に実施した。

それぞれの検体は保存期間終了後一80℃にて保管し、全保存期間終了後、 －80℃保管品と同時に分析・比較するこ

とで安定性試験の評価を行った。なお、安定性は成分含量測定用ペオニフロリンの規格に準じ、面積百分率（%）で評価

した。

1)試料溶液の調製及び保存条件

試料濃度 ：薄めたメタノーlレ(1→ 2）洛液

l.Omg/mL 

アセ トニトリルは分析直前に薄めたメタノーlレ（1→ 2）でlO倍希釈した。

O. lmg/mL 

アセ トニトリ Jレ溶液

保存温 度： －80℃、－ 15℃、5℃、 25℃、 60℃

保存期間 ：O～12週間（Table2) 

2）操作条件

ム ：STR-ODSII（ゆ4.6mm×15.0c皿）

CAPCELL-PAK Cl8 SG120（ゆ4.6mm×15.0cm)

フカ

Chemcosorb 5-0DS-H（ゆ4.6mm×15.0cm)

相 ：リン酸塩緩衝液（pH7.4）／メタノーJレ混液（3: I) 

その他の項目については、予試験一lと同様に行った。

動移

結果及び考察

1 .移動相の検討（予試験－1)

各移動相におけるクロマトグラムをFig.Iに示す。
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水／アセトニトリJレ混液（4:1)の移動相では、溶媒ピークと分解物と思われる安怠香酸ピークが重なり、ペオニフロ

リンピークも大きくテーリングしている.(Fig.1-1) 

薄めたリン酸（1→ 1 000）／メタノーJレ混液（2: 1）の移動相では、リン酸のイオン抑制により、安息香酸ピークはペオ

ニフロリ ンピークの後方に分離したが、ペオニフロリンピークのテーリングを押さえることはできなかった。（Fig.I-

2) 

リン酸塩緩衝液（pH7.4）／メタノ －）レ混液（3: 1)の移動相では、ベオニフロリ ンのピーク形状は良好で、溶媒ピーク

と安息香酸ピークの分離も良好で、問題ないと考えられる。（Fig.1-3)

以上のことから、ペオニフロリンの安定性の評価における移動相は、 リン酸塩緩衝液（pH7.4）／メタノ－Jレ混液（3: 1) 
とした。
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2.カラムの選定（予試験－2)

6種類のODSカラムによるクロマトグラムをFig.2に示す。

カラムによっては溶媒ピークと安息香酸ピークの分離が不十分なものも見られた。また、移動相のpHが7.4と高い

ためODSカラムには苛酷な条件となり、劣化の傾向がみられたものもあった。

そこで安定性試験には、カプセJレパック等のエンドキャッピングがほぼ完全に施されたものを選択することにした。

ここで、保存試料のクロマトグラムで見られた最終ピークについて、三次元スベク トJレを測定したところ、ペオニフ

ロリンと類似したスペクトJレが得られた。（Fig.3)
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Fig.3 三次元スペク 卜ル

’ 

ペオニフロリンの吸収は主として安息香酸のベンゼ

ン環による ものと考えられる ことから、ベオニフロリ

ンの分解産物である最終ピークもベンゼン環を持つも

のと推定される。柴田らもベオニフロリン誘導体の酸

加水分解物て・あるアグリコンについてベンゼン環の存

在を報告している。引

したがって、安定性試験では、加水分解による経時

変化を防ぐため、溶媒として非アJレコーJレ系のアセ ト

ニトリ Jレについても検討することにした。

OH  

G 1 c Oι 
”'• 
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O
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l
i
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。~OH C 

Fig.4 ペオニフロリンの構造式

3.安定性試験

1 ）薄めたメタノーjレ(1→2）溶液の安定性試験

CAPCELL-PAK Cl8 SG120を用いた、ペオニフロリ ン、安息香酸及び最終ピークの経時変化をTable3及

びFig.5～8に示す。

保存温度は、－ 15℃を冷凍庫、 5℃を冷蔵庫、 25℃を室温、 60℃を苛酷条件と想定して設定した。

ベオニフロリンの面積百分率は直線的に低下し、 5℃以下の保存では12週間99.0%を保持できるが、 25℃保存で

は約2週間で99.0%以下の値を示した。（Fig.5) なお、 －80℃保管品の値を 100.0 %とした定量値でも、ほぽ同

様の回帰直線が得られることから、面積百分率による安定性の評価の妥当性が示された。
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また、分解物である安息香酸と最終ピークの摺加はベオニフロリンの減少と相関性があ り、 分解反応は温度により促

進されることが確認できた。 （Fig.6、7）更に、60℃における経時変化から、ベオニフロ リンは安息香酸や忌終ピークを

示す物質等に変化すると推定される。（Fig.8)

STR-ODS Hにおいても同様の結果が得られた。

しかし、Chemcosorb5-0DS-Hにおいて99.0%以上を保持できたのは、－15℃保存では12週間、5℃保存では

8週間、25℃保存では1週間と、カラムによる差が若干見られた。

保存期間 （Week) 。 I 2 3 4 6 8 12 

’‘t 
-15℃ 99.77 99.68 99.65 

:;j" 

ー s・c 99.77 99.43 99.47 99.60 99.42 
フ
ロ 25℃ 99 77 99.39 98.36 97.20 94.54 

－ ノ
60℃ 99.77 68.23 11.49 18.65 2.24 5.70 

ー15℃ 0.02 0.05 。.02
息安ri 5℃ 0.02 0.03 0.12 0.03 0.04 

All: 25℃ 0.02 0.12 0.16 。.35 0.52 

60℃ 0.02 9.68 25.99 23.88 27.04 27.14 

-15℃ 日10 0.10 0.20 ：寄~ S℃ 0.10 0.44 0.28 0.27 0.45 
ピ

25℃ 0 10 0.36 1.3守 2.22 4.69 
ク

60・c 0 10 16.71 47.12 42.43 50.54 49.60 

Table 3 薄めたメタ ノール（1→2）溶液の安定性
(n=2) 
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2）アセトニトリ Jレ溶液の安定性試験

CAPCELL-PAK C 18 SG 120を用いた、ベオニフロ

リンのアセ トニトリ Jレ溶液中での経時変化をTable4に示

す。
保存期間（Week) 。

-15℃ 99.75 

S℃ 99.75 

25℃ 99.75 

60℃ 99.75 

4 6 8 12 
99.93 

99.69 99.79 

99.79 99.84 99.79 99.88 
99.72 
(n=2) 

非常に良好な安定性が得られ、60℃の苛酷条件において

も、12週間99.5%以上の寓純度を保持できた。このことか

らも、薄めたメタノーJレ(1→2）溶液中におけるペオニフロ

リンの分解は、加水分解反応によるものであると確認でき Table 4 ペオニフロリ ンのアセトニトリル溶液の安定性

た。

なお、他のカラムについても同様の結果が得られた。

まとめ

l. 日局記載の試験法（「シャクヤクJの成分含量測定法）の移動稲（水／アセトニトリ Jレ混液（4:1））では、標準品の安定性． の評価を行う ことは困難であった。しかし移動相にリン酸塩緩衝液（pH7.4）／メタノーJレ混液（3: 1）を用いることで、

ベオニフロリ ンのピーク形状や分解物との分際状態が良くなり、安定性の評価を行うことが可能となった。

2.移動相がリン酸塩緩衝液（pH7.4）／メタノーJレ混液（3: 1）である場合は、通常のODS系のカラムには苛酷な条件とな

るため、エンドキヤツピングがほぼ完全であるカラムを選択する必要性がある。

3.ペオニフロリンの簿めたメタノーJレ(1→2）溶液による保存では、5℃以下で約8～12週間は99.0%以上の純度を保持

できたが、25℃の保存では加水分解が進み、l、2週間しか99.0%の純度を保持できなかった。

4.非アJレコーJレ系のアセトニトリJレて・の保存は加水分解が起きないことから、温度条件にも左右されず、溶液保存には

非常に有効と思われる。

参 考文 献

1)日本薬局方技術情報，685(1998)

2）小中宏子ら，標準品の安定性（第l報）ーグリチJレリチン酸一．家庭菜研究，16,2ト27( 1997) 

3）原因正敏編．繁用生薬の成分定量，庚川書店，208-216( 1989) 

• 4)S.Shibata ar M.Nakah ’Studies on the C。nstituer of Japanese ar Chir e C刊 deDrugs羽n.Paeoni

A Glucoside ofα1inese Paeony Root.(l).,Chem.Pharm.Bull, 11,372・378(1963)
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コンドロイチン硫酸ナトリウムの品質評価（第2報）
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緒 日

コンドロイチン硫酸は、生体内では軟骨組織中に多く分布している酸性ムコ多絡類の一種であり、NーアセチJレガラク

トサミンとワロン畿の2績の繰り返し構造をとり、硫酸基の結合位置により奨性体A及びCを区別し、平均分子量に差があ

ることが知られている （Fig.ll。コンドロイチン硫酸のナトリウム塩は、医薬品分野において、液剤、錠剤、注射剤及び点

眼剤等に配合されており、その品質評価法としては、従来よりカJレパゾ－ ）レ・硫酸法が一般的である。しかし、その操作

は煩雑であり、分解物であるDーグJレクロン酸の含量を測定する間接的評価法であることから、コンドロイチン硫酸を分

解せずに直接評価する方法が望まれた。

我々はこれまでに種々の市販コンドロイチン硫酸ナトリウムについて、カJレパソーJレ・硫酸法を用いることにより市販

品のグレー ドによってDーグJレクロン酸含量に差があることを見いだし、更にゲlレろ過カラムによるHPLCパターンの解

析及び民スペクトjレの解析により、市販品には異性体A又はCが混在していることを見いだしている II。
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Fig.1コンドロイチン硫酸A及び℃の構造式

Chondroitin-4-0-Sulfate 
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そして今回我々は、コンドロイチン硫酸のような酸性ムコ多絡類が硫殴銅溶液中で銅（II)錯体を生成し、波長240nm 

付近に吸収の極大を生じるという文献21を参考として、市販コンドロイチン硫酸ナトリウムの品質評価を笑施し、若干の

知見を得たので以下に報告する。
¥! 

実験

市販コンドロイチン硫酸ナ トリワム及びコンドロイチン硫酸A文はCナトリウム塩の標準品について、 3項目の試験を実

施した。

1 .試料

市販品 ：X社製及びY社製、内服用及び注射用原料

標準品A及びC：コンドロイチン硫酸A及びCナトリウム塩（生化学工業株式会社製、 SuperSpecial Grade) 

2. ;.ruJ定機器

各社の有する分光光度計

日立製作所 U-2000型、 U-3210型、 220A型、 223型

島津製作所 UY-160A型、 UV-1600型、 UV-2400型、 UY-240型、260型

3.試験方法

1 ）吸収スペクトJレ及び比吸光度の比較

コンドロイチン硫酸ナトリウムを水文は lmmol/し硫酸銅溶液に溶かした試料溶液につき、水又は1mmol/L硫酸銅

溶液を対照とし、波長200～350nmの吸収スペクトル及び吸収の極大波長における吸光度を測定し、比吸光度(El~l 

を算出した。

ただし、試料溶液中のコンドロイチン硫酸ナトリクムの濃度は、脱水物に換算して算出した。

( 1) 1 mmol/L硫酸銅溶液の調製

硫酸鍋(II）五水和物l2.5gを水に溶かし、 l00 mLとした液（0.5mol/Ll 2mしを正確に量り、水を加えて正確に

lOOOmLとした。

(2）試料溶液の調製

・コンドロイチン硫酸ナト リウム約0.05gを精密に量り、水に溶かし、正確に50mしとした。

・コンドロイチン硫酸ナトリウム約O.lgを精密に量り、lmmol/L硫酸銅浴液に溶かし、正確に200mLとした。
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2) lmmol/L硫酸銅溶液のpH設定

コンドロイチン硫酸ナトリウムをpH調整したlmmol/L硫酸銅溶液に溶かした試料溶液につき、pH調整したlmmol/

L硫酸銅溶液を対照とし、各pHでの吸収の極大波長における吸光度を測定し、比吸光度を算出した（n=1）。

( 1 )pH調整したlmmol/L硫酸銅溶液の調製

硫酸銅(II）五水和物12.5gを水に溶かし、lOOmLとした液20mしを正確に量り、水を加えて正確に1OOmLとした。

この液lmLを正確に量り、 0.002 mol/L水酸化ナ トリワム溶液又は0.001 mol/L硫酸溶液を適宜加え、更に水を加え

て正確にlOOmLとした （pH4.04～5.72）。

(2）試料溶液の調製

コンドロイチン硫酸ナ トリウム約0.025gを精密に量り、pH調整した1mmol/L硫酸銅溶液に溶かし、正確に50mL

ー、
也
/ 

とした。

3）市販コンドロイチン硫酸ナトリワムの品質評価及び回帰直線の作成

X社及びY社裂の内服用及び注射用原料各3ロット並びに生化学工業株式会社製の標準品A及びCナトリ ウム塩につい

て、それぞれ約0.025gずつを精密に量り、lmmol/L硫酸銅溶液に溶かし、正確に50mしとした試料溶液につき、 lmmol/

L硫酸銅溶液を対照とし、波長238nmにおける吸光度を測定し、比吸光度を算出した。

また、コンドロイチン硫酸ナ トリワム約O.lgを精密に量り、 lmmol/L硫酸銅溶液に溶かし、正援にlOOmLとした。

この液5、7.5、10、12.5及び15mLずつを正確に量り、lmmol/L硫酸銅溶液を加えて正確に20mLとし、試料溶液（a)

～（e）とした。 これらの液につき、lmmol/L硫酸銅浴液を対照とし、波長238nmにおける吸光度を測定し、 回帰直線を

作成した。

試験結果

1 .吸収スペクトル及び比吸光度の比較

試験結果をFig.2及びTablelに示した。

コンドロイチン硫酸ナトリクムを水に溶かした場合は、波長210nm付近に吸収の極大が存在するだけであるが、1mmol/し

硫酸銅溶液に溶かすことによか波長240nm付近に新たな吸収の極大が生じる ことを確認した。

fiJ: トルの比較吸収スペクFig.2 

硫酸銅溶液水

1.000 

［
∞
泊
三
世
叫
m
N
B

＼ 
＼＼  

0.000 
200 320 280 240 200 

波長［nm]

-37ー

320 280 240 



また、水に溶かした場合、比吸光度の値は平均27.71、相対標準偏差32.05%であり、更に吸収の極大波長にもバラツ

キを認め、試験者及び測定機器による影響を受けやすい傾向を認めた。

一方、1mmol/し硫酸銅溶液に溶かした場合には、平均l1.32、相対標準偏差3.27%で、吸収の極大波長は238nm付近

に安定しており、パラツキが小さく試験者及び測定後穏による影響を受けにくいと判断した。

比吸光度の比較Table 1 

試験者
水 硫酸銅溶液

波長［nm] 吸光度 比吸光度 波長〔nm] 吸光度 比吸光度

A 208.0 1.5722 17.89 237.8 0.4892 11.02 
B 208.0 1.509 17.17 238.0 0.483 10.88 
c 206.0 2.504 28.52 238.8 0.507 11.42 
D 205.1 1.941 22.08 238.0 0.483 10.88 
E 193.9 2.8982 32.98 237.8 0.512 11.54 
F 204.1 3.3113 37.68 237.4 0.507 11.41 
G 207.0 2.148 24.44 238.0 0.510 11.49 
H 207.0 3.605 40.92 237.8 0.530 11.94 

平均
／／／／  

27.71 
／／／／  

11.32 

c.v. 32.05 % 3.27 % 

． 
－ 
ー

このlmmol/L硫酸銅溶液のpHを種々変えて比吸光度を求めたがJFig.3 
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2. 1mmol／し硫酸銅溶液のpH設定

詰験結果をFig.3に示した。

1 mmol/L硫酸銅溶液のpHは、約5.3である。

に示すように、 pH依存性は認められなかった。

そこで、 pHの調整は実施しないこととした。

，；、 •:I- -l -
『－ - -

硫酸銅溶液のpHと比吸光度Fig.3 
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3.市販コンド口イチン硫酸ナトリウムの品質評価及び回帰直線の作成

試験結果をTable2に示した。

得られた比吸光度の値について、 2群の平均値の比較をt検定を用いて実施したところ、 X社の内服用と注射用及びX社と

Y社の内服用の問に統計学的な有意差を認めたが、 Y社の内服用と注射用及びX社とY社の注射用の聞に統計学的な有意差

は認められなかった。また、コンドロイチン硫酸の異性体A(4試料）とC(lO試料）の聞にも統計学的な有意差は認められな

かった。

制
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同一メーカーのグレード（内服用あるいは注射用）肉におけるロット聞のバラツキは、 D－グJレクロン酸含量のバラツキ

と比較して小さい傾向を認めた。

Table 2市販コンド口イチン硫酸ナトリウム

の品質評価

試料
異性体 ID－グルク ロン酸 ．－
NC I 含量［%］ ・ H

比吸光度 SD 

内服用原料－1I c;_ I ~1.s 1 I 3 I ~0.1 3 I 1.9? 
・2 I c I 26:2'3 I 3 I 1・6.70 I o.3s 

・ ＇ I ・c I 28.8"2 I 3 I fo".22 I ci.22 
×社 ； I I I I ~ 

' I 注射用原料・1 I c I ~9· ？.~ I 3 I 11 ：~5 I 0.48 
・2 I c I 36.1・6 I 3 I ii.95 I o.50 
・3 I ・e:: I 34.~＞＂9 I 3 I ii.90 I ci.47 

内服用原料・1 I c I 31.61 I 3 I 12.15 I o.so 
・2 I ・c I 32;?::3 I io I ito9 I (i.63 

Y社 ！ ・3I ・c I 3i:ci9 I 3 I i"i.ss I ci.4i 
日 目 注射用原料・1I A I ~？·~~ I 3 I ~－~－ 1 7 I 0.14 

-2 I A I 36:56 I io I 11.29 I o.47 
-3 I A. I 3・4.09 I 3 I fi.o4 I ii1 3 

｜標準品－A I A I 35.01 I 10 I 11.07 I 0.2 
生化学工業閥 l標準品－cI c I 36.18 I io I 11.47 I o.36 

{' 

更にこのTable2の試験結果を引用し、 DーグJレクロン滋含量と比吸光度の値の散布図（Fig.4）を作成し、両者の相関係

数を求めたところ、0.3896であり、両者の聞に相関関係は認められなかった。

ここで、 DーグJレクロン酸含量の相対標準備差が11.4%であるのに対し、比吸光度の値の相対標準備差は7.7%である

ことから、比吸光度の値はDーグJレクロン霊長含量と比較してそれほど大きくばらつかず、定霊法への応用の可能性が示唆

された。

Fig.4 D－グルクロン酸含量と比吸光度
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そこで、回帰直線を作成したところ（Fig.5）、相関係数0.9997で、ほぽ原点を通る良好な直線性が得られた。

従って、 単純な構成の製剤では、本法によるコンドロイチン硫酸ナト リウムの定量も可能であると考えられた。
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回帰直線の作成Fig.5 
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諸
問

・コンドロイチン硫酸ナトリウムを硫酸銅溶液に溶かした場合、銅錯体を生成して新たな吸収の極大を生じ、その波長は

238nm付近に安定しており、比吸光度の値はバラツキが小きかった。

－市販コンドロイチン硫酸ナトリクムの比吸光度の値は、メーカー及びグレードにより一部で統計学的な有意差を認めた

が、異性体AとCでは統計学的な有意差は認められなかった。また、同一メーカーのグレード内におけるロット悶のバラ

ツキが小さい傾向を認めた。

・各種市販品及び標準品の比吸光度の値は、DーグJレクロン酸含量と比較してそれほど大きくばらつかず、定霊法への応

用の可能性が示唆された。
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