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緒言

製剤とは、薬物を投与し易くしたり、昧を良くしたり、期待される効果を予定通りに作用させるため、

加工するものである。つまり、製剤化とは、個々の配合する成分の性質を理解し、プラスの部分を伸ば

し、また、マイナス部分を限りなくゼロに近づけるため、加工することであると考えている。

そこで、今回、苦味を有する経口総合感冒薬を開発するにあたり、製剤化に種々工夫を加えて、期待

ゆ 通りの成果が得られたので報告する。

経口剤の苦味のマスキングは、高分子フィルムでコーティングしたもの、また、糖衣などがあるが、

作業が複雑になり、 コストが大きくなるのが一般的である。

本検討では、 コーティングすることなしに、薬物のマイナス部分である苦味を簡易にマスキングする

ことを目的に製剤設計を行った。

検討の部

1 .味の検討

味を構成する要素にはいくつかの味覚があり、複雑多彩な感覚が微妙なバランスで全体の味がつくら

れており、人はそのバランスで”味”を判断している。また、香料は嫌なにおいを同系の香りを付けるこ

とによって、軽減されると言われている。苦味も同様に、配合成分によって軽減するものと考えた。

苦味を有する経口総合感冒薬の基本処方Table1 をもとに、苦味のマスキングを検討した。

配合成分によって苦味をマスキングすると考えられる、 Table2に挙げる成分3種類について検討し

た。酸味を有する成分として無水クエン酸、苦味を有する成分としてカカオ末及び苦味マスキング剤の

大豆レシチンを用いた。

なお、大豆レシチンは花王社製のBMI・60を用いた。これに含まれるリン脂質が舌の苦味を感じるレセ

プターをブロックし、マスキングするという添加物である。

Table 1総合感冒薬の処方

規格 成分名 ． mg/day 昧

日局 アセトアミノフェン 900.0 苦い
日局 マレイン酸クロルフェニフミン 7.5 苦い
日局 リン酸ジヒドロコデイン 24.0 苦い
日局 di一塩酸メチルエフェドリン 60.0 苦い
日局 無水カフェイン 75.0 苦い
日局 リボフフビン 12.0 苦い
日局 ゴオウ 2.0 初め僅かに苦く、 後にやや甘い
日局 ニンンン 300.0 初め僅かに甘く、後にやや苦い

葉十三改正日本薬局方の性状 などより
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Table 2苦味をマスキングすると考えられる成分

これらの添加物に主薬成分を配合した3処方で形成し、それぞれ、苦味マスキングの効果を粉末で確

認した。

評価方法は、10人のボランティアに『苦味マスキングの効果j、『におしリ、『味の総合評価』（全体の味の

評価）について5段階（数値が大きいほど好ましし、）で評価した。

1 -1 .苦味の結果

ボランティアによる評価の結果Table3より、これらの3処方のうち、苦味をマスクしていたものは、＆.

大豆レシチンとカカオ末を添加したものであった。大豆レシチンは苦味をマスクしていたが、大豆の匂 1

いや油臭さがあったのに対し、カカオ末を添加したものは、薬物の苦味が抑えられ、本検討では最も好

ましい添加物であった。 よって、苦味マスキング剤として、カカオ末を選択し、製剤化を検討した。

Table 3 10人のボランティアによる評価

古い。
1舌を刺激することで

コメント｜苦味を軽減されてい
る感がある。酸味が
強い。

2.造粒の検討

処方は、 Table4のように、主薬とカ

カオ末を添加したものに、矯味剤（サッ

カリ ン、 アスバルテーム、塩化ナトリウ

ム）および結合剤（HpCーし）を添加

し、造粒の検討を行った。

なお、本検討では剤形は頼粒剤とし、

押し出し造粒法にて調製した。

2 -1.造粒方法の検討1

（押し出し造粒法）

押し出し造粒法はFig.Iのように、原

料を撹押造粒機で混合、溶媒を加え練合

Table 4造粒処方
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した。次に練合したものを押し出し造粒機で円

筒形の頼粧とし、整粒、乾燥した。再度整粒

し、頼粒剤を調製した。

得られた頼粒剤は、目的とする苦昧をマスク

されたものになった。 聖書粒~J 5℃（initial) 

2-2.苛酷結果 1（押し出し造粒法）

2-1で調製した頼粧を苛酷試験（条件： 40

℃－75%RH、50℃）にかけた結果、保存 1箇月

目では頼粒の退色が認められ、その後、時間の

経過と共に頼粒表面上にカピが生えているよう

な感じの、白色の針状結晶が頼粒の表面上に確

認された。さらに3箇月目（Fig.2）で、は、頼粒同

士が付着し、流動性が悪いものとなった。。頼粒の表面から発生していたものは、結品の

形状より、 『ウイスカーjと考えられた。

顎粒奇l 40°C-75%RH(3M) 

穎粒到1 50℃（3M) 

二一手ー
↓ （撹持造粒機）

圃圃E世嗣 圃圃 万能機

↓ φ0.8mm （押し出し造協）

・・E 謹量圃園田

↓18M山 ass

｜ 乾燥 ｜ パーフェクトオーブン↓50℃ 17hr 

・・E 遇面圃圃圃

↓1日 2M帥

圃E 留経2・・

Fig2 3箇月後の苛酷鈴験結果
（押し出し造粒法）

Fig.1押し出し造粒法

3. ウイスカーの検討

『ウイスカー』とは、英名で、 日本語にすると 『あごヒゲ』である。結晶の形状からこの様に呼ばれてい

る。

本製剤のウイスカーは、昇華性の高いカフェインが押し出し造粒の製剤工程で、何らかのエネルギー

を受けて不安定な状態となり、形成すると推察した。

押し出し造粧にて製した造粒品はパスケット内で羽根が回転し、練り混みながらパスケットの穴から

頼粒を押し出す方法であり、何らかのストレスが掛かったと考えられ、この防止方法として、工程中の

ストレスが少ないと考えられる f流動層造粒法』で検討した。
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3 -1 .造粒方法の検討2（流動層造粒法）

流動層造粧法はFig.3のように、原料をほぐ

すため箭下を行い、造粒機で混合、溶媒を噴霧

し造粧、乾燥したc 乾燥品を整粧し、細粒剤を

調製した。

この細粧剤も同様に、目的とする苦昧をマス

クされたものとなった。

3 -2.苛酷試験結果2（流動層造粒法）

3-1で製した細粒剤を、頼粒剤と同一条件

の40℃－75%RH及び50℃で苛酷試験を行い、

3箇月後の外観を確認した。

結果は、 Fig.4のように40℃・75%RHおよび

50℃の両条件ともに、 3箇月経過しでも針状

様の結晶である 『ウイスカーjは確認されなかっ

た。

l議議窃豆堅選霊堂
↓ 42Me山 SS

陣謹掛靖奇麗富罷I MP-01 
（流動層造粒機）

MPー01

↓ 
｜ 乾燥 ｜ MP-01 

↓ 
圃圃E遥重量圃圃圃

↓釧eshp邸

圃E冨韮E園田

Fig.3流動層造粒法

まとめ

細粒淘l 5。'C(initial) 

40℃－75%RH(3M) 

細車立~I so。'C(3M)

Fig.4"3箇月後の苛酷試験結果
（流動庖造粒j去）

本検討の経口総合感冒薬の処方では、カカオ末を添加することで、苦味をマスキングする事が可能で

あった。

また、 押し出し造粒法から流動層造粧法への造粒方法の変更より、経時的にウイスカーの発生しない、

安定な製剤が得られた。
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緒言

水虫治療薬における尿素配合の意義について

Signification of compounded urea in athlete ’s foot remedy 
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水虫治療の目的で抗真菌薬を皮膚に適用した場合、薬物の皮膚透過性および原因菌（白癖菌： Tricho-

phyton mentagrophytes）が繁殖する表皮中への滞留性が治療効果に大きく影響する。また、近年、水

虫治療薬の一般用承認基準が新たに設けられ、抗真菌剤に様々な有効成分を配合して製剤化することカ；f'
容易になった。

これらを受けて今回、我々は経皮吸収促進剤である £－メントーjレおよび皮膚軟化剤である尿素に着目

し、これら2つの成分と抗真菌剤であるチオコナゾーJレを配合した製剤を用いて、チオコナゾールの有

効性への影響を検討した。

実験の部

1 .検体

基本製剤 +ii－メントーjレ

チオコナゾ－ ）レ

E押メントーJレ

尿素

基本処方

2.実験内容

I）皮膚透過性試験

(1）使用動物

適量

へアレス雄性ラッ ト（約2IOg) 

(2）レシーパー液

PBS pH5.0 

2～3 

適量

配合量（%）

+ii－メント－ ）レ＋尿素

2～3 

5 

適量

リン酸水素二ナトリウム溶液（4.73g/1000mUにリン酸水素カリウム溶液（4.54gllOOOmUを加

えて、 pH5.0に調整した

(3）実験方法

ぺントパルピタール麻酔下でラット皮膚を摘出し脂肪層を取り除いた。真皮側をレシーバーセjレ

に装着しセlレ内にレシーバー液4.5mしを入れ、表皮側に検体を投与した。検体投与後15分、 30分、

l時間、 2時間および4時間後にセル内のレシーパー液1.5mしを取り出し、代わりにl.5mLのレシー

パー液を加えた。なお、セJレ内の温度は常に37℃になるようにした。採取したレシーバー液0.75mL

に内標準溶液0.25mしを加えてよく撹持し、試料溶液とした。各採取時間におけるセJレ内チオコナ

ゾ－ ）レ量を液体クロマトグラフ法により測定し、累積皮膚透過量を算出した。

(4）測定条件

検出器： 紫外吸光光度計（260nm)
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カラム： CAPCELLPAK Cl8 4.6＜／＞×250mm 

カラム温度： 40℃付近の一定温度

移動 相： アセトニトリル／ラウリル硫酸ナトリウム溶液i主）／リン酸混液(1250:1000:1)

注）ラウリ Jレ硫酸ナトリウム2.02gを水lOOOmしに溶かした

注入量： 50μL

内標準溶液： パラオキシ安息香酸へプチJレのメタノ －）レ／水混液（3: 1）のメタノーJレ溶液

(1 μ g/mL) 

2）皮膚滞留性試験

(1）使用動物

へアレス雄性ラット（約150g) 

(2）実験方法

実験前日にラットの腹部皮膚を電気カミソリにより除毛した。

実験当日、 2×2cm2の薬包紙に検体約20mgを秤り取り、ペントパルピターJレ麻酔下において除毛

⑩ したラットの腹部に投与した。薬包紙は粘着テープにより固定した。

'J 

薬剤投与から 4時間後にぺントパルピタール麻酔下において薬包紙および粘着テープを外し、残留

している薬剤を生理食塩液にて除去後、投与部位の皮膚を摘出した。皮下組織を除去後細切りし、

2mLの1mol/L水酸化カリウム溶液に一晩浸潰した。

翌日、浸潰しておいた組織をホモジナイズし、酢酸エチlレ6mしを加えて10分間振遣し、チオコナ

ゾールを抽出した。毎分3000回転、 10分間の遠心分離の後、酢酸エチJレ層5mLを分取した。酢酸

エチルを留去後、内標準溶液2mLを添加し、試料溶液とした。試料溶液中のチオコナゾール量を液

体クロマトグラフ法により測定し、皮膚滞留量を算出した。

(3）測定条件

検出器： 紫外吸光光度計（230nm)

カラム： CAPCELLPAK Cl8 4.6ゆ×250mm

カラム温度： 40℃付近の一定温度

移動 相 ： アセ トニトリ Jレ／ラウリル硫酸ナトリウム溶液出／リン酸混液(1250:1000: 1) 

注）ラウリ lレ硫酸ナトリウム2.02gを水1OOOmLに溶かした

注入量： 1OμL 

内標準溶液 ： パラオキシ安息香酸へプチJレのメタノール／水混液（3 : 1）のメタノーJレ溶液

(2 μ g/mL) 

3）治療効果試験

( 1）使用動物

Hartley系雄性モルモット（400～500g)

(2）実験方法

Sakai1lらの方法で行った。すなわち、モルモット背部を脱毛し、酒精綿で皮膚表面を消毒後、乱

刺万を用いて皮膚に 6ヵ所、うすく血がにじむ程度に格子状の傷をつけた。この部位にT.

mentagrophytes順天株の分生子懸濁液（8～20×106 cfu/mL)を1ヶ所につき0.03mL塗布接種

して感染させた。

投与は、感染3日後からl日l固または1日3回、 l回約0.05mLの検体を感染部位に滴下し、これを

7日間行った。評価は、肉眼評価と逆培養試験の2つの評価方法を用いた。

(3）評価方法

①肉眼評価
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「

検体の7日間投与を終了した翌日に、感染部位の状態を肉眼的に観察した。 感染部位の病的状態は鱗

屑、痴皮によって区分しスコア化することで評価した。それぞれの病的状態は次のようにスコア化した。

鱗屑

O：無症状 l：軽度（部分的に鱗屑が認められる状態） 2：中度（感染部位全面に鱗屑が拡大した

状態） 3：重度（感染部位全面に強い鱗屑が見られる状態）

痴皮

0：無症状 l：軽度（部分的に痴皮形成が認められる状態） 2：中度（感染部位全面に姉皮形成が

見られる状態） 3: （感染部位全面に厚い痴皮形成が見られる状態）

②逆培養試験

肉眼評価終了後、感染部

位を酒精綿で消毒し、感染

部位が中心となるように皮 必「 100

膚組織を約ldの大きさに hε (.) 80 

切り取りこれを4等分す :::s.. 、、，，

る。切り出した皮府を表皮 酬 60
2 明 占？が下（培地側）になるように 制 40 よ

20mg/mLクロラムフェニ 健 Q. 
制 20 • コ－ ）レを含むサブロー寒天 偲

培地に置き、 30℃で7日間 略。
培養した。切り出した皮膚

。
組織全体のうち白癖菌の生

育が認められなかった割合

を陰性率として評価した。
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Fig.1皮膚透過性試験

実験結果

1）皮膚透過性試験

＋£－メント－Jレ製剤の累積皮膚透過量が一番多

く、次いで＋£・メントール＋原素製剤、基本製

剤の順であった。（Fig.l) 《

2）皮膚滞留性試験

＋£・メ ントーJレ＋原素製剤が9.54 ± 1 . 18 μ g/ 

g tissueと一番高く、次いで基本製剤6.72±

1.33 μ g/g tissue、＋£－メントール配合製剤4.98

±0.53 μ g/g tissueの順であった。（Fig.2)

3）治療効果試験

肉眼的観察では症状の改善に大きな差はみられ

なかった（Table1）。しかし、逆培養試験ではl日

1回投与で＋ £・メントール＋原素製剤の治療効

果が最も強く、 1日3回投与では全ての製剤にお

いでほぼ 10 0 %の治療効果が認められた

(Table2）。



考察

一般用の水虫治療薬は抗真菌剤だけではなく 、種々の有

効成分が配合されてし情。 2・メントールや原素も有効成分

として配合され、前者は爽快感、消臭あるいは鎮痔などを

期待して、後者は感染部位の皮膚症状の改善などを目的と

して配合されている。

このような作用とは別に、I!,－メント－Jレには薬物の経皮

吸収促進作用があり 2).3）、尿素には皮膚組織の軟化4）作用

があることから、これらの作用が抗真菌剤の薬効に影響を

及ぼす可能性は充分に考えられる。今回、抗真菌剤チオコ

ナゾールの皮膚組織への移行性および薬理作用がI!,－メ ン

トールや原素によってどのように影響されるのか検討を

行った。チオコナゾールの経皮吸収性はI!,－メントールを配

合することにより増加する傾向が認められた。さらに、時

に1間経過に伴し、E‘メントーJレを含む製剤と基本製剤の差が広

がっていることから、 I!,－メントーJレはチオコナゾールの吸

収を促進していることが示された。薬物の吸収は表皮の角

質層が関門となっており、 2・メント－Jレの効果はこの点で

重要であると考えられる。また一方、原素の存在によりチ

Table！治療効果1 （肉眼観察）

S平点 平均土S.E.

5本銅剣 +R－メントーJレ

鋪属 節度 自由腐 lii8t 

4・メントール＋尿素

鍋腐 箇皮

1.33 0.83 1.33 1.33 
1図／国 土 0.33 ま 0.33 主 0.33 企 033

1.33 1.60 
::t: 0.33 ::t: 0.33 

3回／日 全 ~』，｝， 念 ~~i ’.83 1.33 
::t: 0.31 念 。＞.21

1.67 1.33 
::t: 0.33 ::t: 0.21 

無症状・0経度：1中皮・2.度：3
n=6 

Table2治療効果2 （逆指養試験）

自S露首陰性率（%）

基本製剤 +2・メントール ＋トメントール＋尿素

1図／日 75.5土 7.6 65.5土 14.4 87.5土 5.1

3回／臼 100 100 100 

平岡::t:S.巳 （n=6J

オコナゾ－Jレの皮膚滞留性はI!,－メントールのみを配合したものに比べ明らかに増加した。

f－メントーlレに経皮吸収促進作用があるにも関わらず、2・メン トーlレ単独の配合製剤におけるチオコナ

ゾールの皮膚滞留量が最も低かったのは、薬物の皮下組織への透過促進作用が強く発揮され、一定時間を

経過した後に薬物は皮下組織に多く存在するためと考えられる。これに対し、 ιメントールと原素を配合

したものはf－メントーJレにより経皮的に薬物の移行を増加させ、さらに表皮肉での薬物の拡散も増加さ

せ、これにより組織内濃度が増加すると考えられた。このような変化は、原素が持つ薬物透過性と拡散性

の冗進作用5).

また、薬効を評価する目的から、治療効果試験を行ったが、肉眼評価は症状の治癒に大きな差は認めら

れなかった。これは皮膚に傷をつけたことにより起こった炎症および障害が完全に治癒する期間をとらな

1かったためと考えられる。このことは、皮膚症状があまり改善されていないにも関わらず、逆培養試験に

おいて白癖菌の生存がほとんど認められなかったことからも推察される。1日l回投与による白癖菌の陰

性率はf－メント－Jレと原素を配合した製剤で最も効果があり、皮膚滞留性の結果が反映されていると考え

られた。

白癖菌は表皮付近に感染しているため、表皮肉部に薬物を透過させ、さらに長く滞留させようとするな

らば、 I!,－メントーJレと原素の配合は抗真菌剤の薬効を高める上で効果的であることが示唆された。

文献

1) Sakai S, Studies on chemotherapy of Trichophyton infection, J.sci.Res.lnst, 50:253・269(1952)

2）杉林堅次，薬物の経皮吸収型製剤に関する研究，薬剤学 57: 14-16(1997) 

3) Kitagawa S, Hosokai A, Kaseda Y, Yamamoto N, Kaneko Y, Matsuoka E，安息香酸誘導体の摘

出モルモット背部皮膚透過性およびI!,－メントールの影響， Int.J.Pham.161(1):115・122(1998)

4）安野 洋一，加藤則人，皮膚疾患治療薬の最近の傾向 (1）皮膚外用薬の使い方皮膚軟化薬，医学と

薬学， 41(5) :853・858(1999)

5) Feldmann RJ, Maibach HI, Percutaneous penetration of hydrocortisone with urea, Arch 

Dermatol, 109(1) :58・59(1974)

6) Wohlrab W, Effect of urea on the penetration of prednisolone into the human skin, Dermatol 

Monatsschr,172(9):523・527(1986) -34ー



緒言

生萎配合製剤の薬理作用

Pharmacological action of Zingibe「isRhizoma and its formulation. 

有沢典子

Noriko Arisawa 

ダイト株式会社研究所

篠原達雄

Tatsuo Shinohara 

Research laboratory, Daito Co. , Ltd. 

「神農本草経Jの中薬に収載されている生萎は、漢方処方に頻用されている生薬であり、和漢薬におい

ても風邪薬及び胃腸薬等に多く配合され使われている。生委についてはその成分であるGingerol及び

Shogaol或は生委エキスについて、抗潰療作用1.2）、鎮吐作用3.4.5）、解熱・鎮痛作用6.7.8）等種々の薬理作

用が報告されているが、生萎そのものの薬理効果については検討がなされていないのが実状である。ま』凪、”

た、Gingerol或はShogaolを薬に配合して用うることは皆無と思われることから、生萎を配合する製剤 司口1

を開発するに際しては、生萎そのものの薬理効果を検討することは重要であると考えられた。そこで今

回、生菱の薬理効果を検討することとした。

試験薬物

以下の薬物を試験に用いた。

生菱、黄苓乾燥エキス（以上松浦薬業側）、黄連エキス、黄柏乾燥エキス（以上日本粉末薬品）、及び牛胆汁

（佐世保貧肉センター）を使用した。また、その他の試薬として8・NAD＋、アルコーJレ脱水素酵素（ADH）、

キサンチンオキシダーゼ（XOD）、乳酸脱水素酵素（LDH）及びスーパーオキサイドジスムターゼ（SOD)（何

れもオリエンタJレ酵母（槻）を用いた。

投与薬物の調製に際しては蒸留水を用いて試験薬物を溶解或いは懸濁した。また、投与量は原生薬換

算で表した。尚、各薬物の組成をTablelに示した。

試験動物

生後4週齢のddy系雄性マウス（静岡実験動物）を購入し、温度25±1℃、湿度55±5%の飼育室にて1

週間以上予備飼育した健康なマウスを使用した。

Table l. Component of Test Drugs 

Crude drug Drug A Drug B Drug C Drug D Drug E 

生養（ZingiberisRhizoma) 。 。 。
貫通（CoptidisRhizoma ) 

2 策柏（PhellodendriCortex) 。 。 。
黄苓（ScutellariaeRadix) 

3 牛胆汁（OxBile Acid) 。 。
実験の部

1）エタノ －）レ投与後の血中エタノ －）レ濃度、血糖値及び乳酸値に対する作用

一夜絶食した5週齢のマウスに試験薬物をO.lmL/lOgの割合で経口投与し、その30分後に30%エタ

ノ－）レを0.4mL／匹経口投与した。エタノーlレ投与後l、3及び6時間に心臓穿刺によりへパリン含有注

射筒を用いて0.7mL採血した。採血液0.4mLに冷lM過塩素酸0.4mしを加えて混合し、遠心分離後上清

部を血中エタノーlレ濃度及び乳酸値測定の試料とした。残りの血液0.3mLを遠心分離し、その上清部を
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血糖値測定の試料とした。エタノーJレ濃度は、 0.1Mグリシン緩衝液（pH10.3)3.0mLに試料0.05mL及び

NAD (2.Smg/mL) 0.1 mLを加えて340nmの吸光度（AO）を測定する。その後、 ADH(250U/ml)O. l m しを

加え、25℃にて正確に20分間インキュベートした後、 340nmにおける吸光度（Al）を測定して吸光度の

差（Al-AO）を求め、検量線より濃度を算出した。乳酸濃度は、 O.lMグリシン緩衝液（pHl 0.3)3.0mLに

試料O.lmL及びNAD(5mg/mL)0.05mしを加えて37じで10分間放置後、 340nmの吸光度（AO）を測定す

る。その後、しDH(500U/mL) 0 .05mしを加えて正確に10分間インキュベートした後、 340nmにおける吸

光度（Al)を測定して吸光度の差（Al-AO）を求め、検量線より濃度を算出した。血糖値は試料0.02mLに

蒸留水0.2mLを加えて希釈し、その0.25mしにつきグルコース測定キット B－和光を用いて血糖値を測定

した。

2）エタノール投与後のアルコール代謝酵素に対する作用

上記マウスのエタノーjレ投与後l及び6時間のマウスより肝臓を摘出し、冷水を加えてホモジナイズし、

遠心分離（0℃、10,000g、30min）して上清部を分取し、酵素液とした。酵素活性は、 0.1Mグリシン緩

衝液（pH10.3)3.0mLに酵素液O.lmL及びNAO(2. Smg/mL) 0 .1 mLを加えて340nmの吸光度（AO）を測定

する。その後、 10%エタノール或いは10%アセトアルデヒドをO.OlmLを加えて25℃にて正確に10分間

¥_} インキユベートした後、 340nmにおける吸光度（Al)を測定して吸光度の差（Al-AO）を求め、吸光度の

時間的変化を測定した。 ADH及びALDH活性は1分間当りの吸光度の変化が0.001を1uとし、蛋白1mg 

当りの比活性として表した。また、蛋白量はビューレット法により測定した。

3）胃粘膜障害に対する影響

金網製ケージにて18時間絶食した生後6週齢のマウスに、試験薬物をO.lmL/lOgの割合で経口投与

し、その30分後に150mM塩酸含有60%エタノーノレを0.2mL／匹経口投与した。エタノ－）レ投与90分後

に動物より胃を摘出した。摘出した胃は2群に分け、 l群の胃には10%ホルマリンをlmL注入して胃を固

定後、大湾部に沿って切開し、胃底部に発生した潰携を測定した。また、他のl群は胃底部を細片後、冷

水lmしを加えてホモジナイズし、遠心分離（0℃、10,000g、30min）して上清部を分取して酵素液とし、

Myeloperoxidase (MPO）及びSuperoxide dismutase (SOD）活性を測定した。 MPO活性はSuzukiら到

の方法に準じ、 l.6mMテトラメチJレベンチジン、 lSmM過塩素酸、 80mMリン酸緩衝液（pHS.4）、 8%ジ

メチルホルミド、 40%PBSからなる液0.1mしをウェlレに入れ、これに酵素液0.05mしを加え、 37℃で20

分間インキュベー卜した後、 200mM酢酸（pHS.4）をO.lmL加えて反応を停止させた。この液につき、

650nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダーを用いて測定した。 MPO活性はl分間当りの吸光度

{1 の変化がO001をlUとし、蛋白l昭当りの比活性として表した。SOD活性は0yanagi10 方法に準じ、

_, 0.25mMキサンチン、 0.25mM塩酸ヒドロキシルアミン、 0.025mMEDTAを含む20mMリン酸緩衝液

(pH8.2）に酵素液0.01mしを加えた後、 XOD(25U/ml)をO.lmLを加え、 37℃で45分間インキュベー ト

した後、エチレンジアミン及びスルファニjレ酸からなる酢酸溶液0.1m Lを加えて反応を停止させ、

570nmにおける吸光度を測定した。酵素活性は牛血清SODを用いて標準曲線を作成し、それより蛋白

lmg当りの比活性を求めた。また、蛋白量はビューレツト法により測定した。

4）肝機能障害に対する作用

熊沢ら 11）の方法に準拠し、 5週齢のマウスに試験薬物を5日間経口投与した後、一夜絶食する。マウス

にオリーブ油を用いて溶解した0.75%四塩化炭素をO.lmL/lOg腹腔肉投与し、 更に2日間試験薬物を投

与した後、心臓穿刺によりへパリン含有注射筒を用いて採血した。採血液を遠心分離して血清を分取し、

中性脂肪（TG）、血糖値、トランスアミナーゼ（GOT及びGPT）を測定した。 TGは血清O.lmしにつきトリ

グリセライドテストー和光を用いて測定し、血糖値はl）の項で記載した方法により測定した。また、

GOT及びGPTはReitman-Frankel変、法により測定した。

5）統計処理

有意差検定にはStudent's -t検定を用いた。
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結果

1）エタノ－ ）レ投与後の血中エタノール濃度、血糖値及び乳酸値に対する作用

30%エタノールを0.4mL／匹経口投与した場合、血中エタノ－）レ濃度は投与後l時間で最高に達し、そ

の後減少するが、投与後6時間においても高い血中アJレコール濃度を示した。これに対し、各薬物投与群

では投与後 1時間及び3時間の血中アルコール濃度に対照群と比較して変化はなかったが、投与後6時間

の血中アルコール濃度は有意に低下しているのが認められた（Table2）。一方、マウスを一夜絶食した場

合、 血糖値は著明に低下する。このマウスに30%エタノ－ ）レを0.4mL／匹経口投与した場合、血糖値はエ

タノ－ ）レ投与後l時間に一過性の増加を示し、その後低下していくのが観察された。この現象に対し、薬

物A、薬物B及び薬物Dは影響を与えなかった。薬物Cは投与後1時間における血糖値の上昇を抑制するの

が見られるが、その後の低下に対しては何ら作用を示さなかった。 これに対し、薬物Eはエタノ－ ）レ投与

後1時間における血糖値の上昇を抑制するばかりでなく、その後低下してし、く 血糖値を有意に抑制した

(Table3）。尚、乳酸値に対して各薬物は影響を与えなかった（結果は省略）。

Table2. Effect of Test Drugs on Blood Ethanol Concentration after Oral Administration 

at a Dose of 30% Ethanol (0 .4mL/animal). ( μ g/mL) 

Dose Time After Administration 
Test Drug (mg/kg) lhr 3hr 6hr 

Control 1555.4± 50.6 1231.8 ± 64.3 138.8±30.2 
一一 一 ー ーーーー 一一ーー ー ーー ーー一ーー一 一一ー 』．・ーーーー－－－－ーーーー ・ー ーー・司・ー・田 園司~ーー ーー ーー ーー・ ・ー ・ー・喧 ・・・・・ ・F・- -

A 
300 1710.1±109.7 958.6± 98.2 23.8± 2.0・
900 1857.5± 136.7・ 1083.1± 77.2 19.0± 2.6・

一一ー －ーーーー 一ーー－ ー ーー ー－ー ーー ー－ーー ーー－ ー ーー－ーーー－ーー ー一 ー ーーーーーーー一一一

B 
300 1538.4± 114.7 1115.9± 124.3 26.9± 16.0・
900 1592.6± 85.3 952.8± 51.8 63.4± 18.3 

ー一一 一ー一一一 一一 一一 トー一一一一一一一ー一一一一 ー 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 ーーーーーーーー ー ー一ーーー

c 300 1508.9± 138.9 1029.7± 63.6 22.1±7.9・
900 1377.6土 65.6 792.9± 91.5 2.3± 9.5・

一ー一 ー ーー一 ー ーーーー 』 ーーー一一一一一一一一一 ー 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 ー－－ーーーーーーー一 ー一 一

D 
300 1298.7土 95.6 1047.8± 57.3 8.5± 6.0・
900 1528.0 ± 38.9 951.9± 86.5 9.5± 4.9・

ーーーー ー ーー ー ー ーーー 』ーーーーーー一 一一一 ー ー ー 一 一 一 ー ー ー ー ー 一 一 一 一 」一ーー一一 ー ーーー一一一

E 300 1159.l ± 196.9 1841.5±555.8 19.7± 6.1・
Each value represents the mean± S.E. of 5 to 20 mice. 

*p<0.05 and•• p<0.01 ; significant difference from control group. 

Table3. Effect of Test Drugs on Blood Glucose Concentration after Oral Administration 

at a Dose of 30% Ethanol(0.4mL/animal). (mg/dL) 

Test Dose Time After Administration 

Drug (mg/kg) Ohr lhr 3hr 6hr 

Normal 170.5土6.0
ーーー－ー ーー ーーー ー ーー ー ーーーーー・・ ーー ーーー 一ー ーー ー ーーー一一一ー 一一 一 一一 一ー 一一一ー一ー

Control 101.3±6.4 141.9±6.0 102.5±6.2 81.4±7.3 
ーーーーー －ーーーーーー ーーーー一一一一ー 一一一 一一一一一一一 一一一一一一一一一 ー ー一一 一一ーーーーー

300 131.3 ± 11 .6 88.8±7.0 77. l ±3.5 
A 

900 119.4±11.5 95.3±4.2 85.2±13.l 
ー一一 一一 一一一一一一 一一一一一 一一一ー ー ー ーーー 一一 ーーー 一 一 ー 一 一一 一 一一ー 一ー ーーーーーーー『

300 134.5± 15.5 83.2土10.6 64.0±4.9 
B 

900 145.0±20.5 91.5±9.6 61.9±5.1 
ーーー ーー ーーーーーー ーーーーーーーーー ーーー ーー ー ー ー ー ー 一 ーーーーーー一一 ー 一一一一一ーーーーー

300 111.7±11.7・ 83.8± 7.8 85.2± 11.9 c 
900 98.5±11.0・・ 89.1±15.5 88.0±9.9 

ー一 一一一 一一一一一一 一一一一一一一 ーー 一一一一一一一一一一 一一 一ーーーーーーー ーー ーー ーーー一一 』

D 
300 139.2±34.0 103.6±7.0 98.0± 17.5 

900 146. l：士 17.3 104.0±4.5 95.8± 16.4 
一一一一 一 一一一一一ー 一一一一ー一ー一ー 一 一 一一一一一ーー一 ー一一一 一 ーーー一一 ーーーーーーーー一ー

E 300 124.7± 16.3・ 102.3± 12.6 129.2土12.2・．

Each value represents the mean±S.E. of 5 to 20 mice. 

*p<0.05 and ・・ p<0.01; significant difference from control group. 
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2）エタノール投与後のアルコール代謝酵素に対する作用

エタノールを経口投与した場合、ADH及びALDH活性は投与後1時間で投与前に比較して低下し、 6時

間では回復するのが見られた。投与後1時間のADH並びにALDH活性の低下に対し、薬物A及び薬物Bは

抑制傾向を示したが、薬物Cは何ら影響を与えなかった。一方、薬物Eは何れの酵素活性の低下を有意に

抑制した。尚、投与後6時間のADH並びにALDH活性に対しては、何れの薬物も影響を示さなかった（結

果は省略）。

3）胃粘膜障害に対する影響

塩酸・エタノーJレを投与した場合、腺胃部には出血を伴った著明な潰揚が発生する。 これに対し、 各

薬物を投与した場合、強い抑制作用が観られ、特に薬物Aで顕著な抑制作用を示した。一方、潰療の発

生に伴って胃粘膜中MPO活性の著しい上昇が認められるが、この上昇は薬物A、薬物B及び薬物E投与

によって著明に抑制され、正常群の酵素活性に近いものであった。また、 薬物C投与群のMPO活性は正

常群のそれよりも有意に低下しているのが認められた。オメプラゾーlレ投与群ではMPO活性の上昇に対

しては抑制傾向にあるものの有意ではなかった。胃粘膜中SOD活性は潰療の発生に伴って低下するのが

見られるが、この低下は各薬物の投与によって有意に抑制されたが、オメプラゾーJレは抑制傾向を示す

Ut' ものの有意ではなかった。一方、薬物Cの投与において、胃粘膜中蛋白量の有意な減少が認められた

(Table4）。

Table4. Effect of Test Drugs on HC I /Ethanol-Induced Gastric Lesions and Change of Enzyme 

Activity in mice. 

Parameter 
Test Dose 

Protein SOD~~~~~~~） Drug (mg/kg) Lesion index 
MPO activity 

(mg/ml/stomach) (U/mg protein) (U/mg 

Normal ・． 0±0 48.35±5.49 NS 2.55±0.91・． 4.62±1.12・
一ーーーー ー ー一 ー ーー ーーーーーーーーー - －ー ーーー ー ー ー ー ーーーーーー ー ーーー ーー ー ーーー ー 一ー ー

Control 6.4± 1.0 56.71 ±2.32 8.91±1.13 2.04±0.16 
ーー一一一 ー －ー一ーー 一一ーーーー一ーー ー 一一 ーーー一 ー ーー 一一ーーーーーー一一 ーーー一ーーーーーー

Omeprazole 30 2.7±0.8・ 56.63±5.93NS 5.30 ± 1.63 NS 3.84±0.99NS 
ーー ーーー ーーーーーー ー ーー ー 一一ーーー 一ーーーー一ーー ー － ーーーーーーーーー一 ー ー一 一ーー ーー一

A 300 0.8土0.4・・ 53.25±5.56 NS 3.20± 1.08・． 4.77± 1.36・
ーーー一ー ー一一ー ー ー ー一ーーーー一ーー ー一一ーー一一ー ーー 一一 ー ーーー一ーー ー ー ー ー一 ー ーーーーー

B 300 2.0±0.5・． 56.74±1.53NS 1.45±0.53・． 3.47±0.33・．
ー ーーー 一 ー ーー一ー ー ーーーーーーーーー ーーーーーーーーーー ー ー ー ー ー ーーー ーー ーー ーーーーー－ー ー

c 300 0.9±0.4・・ 35.61 ±7.33・ 0.38±0.08・． 5.75± 1.31・・
ー ー ー一一 ーーーーーー ーーー ー ーーーーー ーーーーーーーーーー ーーーーーーー『ー一 ーー一ーーーーー一－

E 300 1.1 ±0.5・・ 44.97±6.48 NS 1.09±0.38・． 4.14±0.93・
~ Each value represen則 hemeaは SE. of I 0 mice. 

NS ; not significant difference from control group. 

•p <0.05 and ・・ p<0.01; significant difference from control group. 

4）肝機能障害に対する影響

マウスに四塩化炭素を投与した場合、投与後48時間で血清中TGの著明な増加が観られる。この増加に

対し、薬物A、薬物B及び薬物Eは血清TGの増加を有意に抑制した。一方、フェノパlレピタール投与群

では正常群と比較して有意に低下していた。血糖値は四塩化炭素の投与により正常群と比較して有意に

低下するが、この低下は薬物A、薬物B及びマロチラートの投与により正常群の値までに改善した。ま

た、フェノパルピターJレ投与群においては対照群のそれよりも有意に低下しているのが認められた。一

方、肝障害の発生に伴って血清中GOT及びGPTは増加するが、この増加は薬物投与によって抑制された

が弱いものであった。（Table5）。
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Table5. Effect of Test Drugs on CC I 4 -Induced Liver Injury in mice. 

Parameter 
Test Dose 

Triglyceride Glucose Drug (mg/kg) 
(mg/dし） (mg/dL) 

Normal 277.7± 19.9 197.4± 12.2 
ーー一 一ー ーー 一 一 ーー ー 一 一一ー 一一ー ーー 一一 ーーー 一 ー ー ー ー

Control 519.9±27.3・． 152.2± 8.2・・
ーー ーー 一ー ー ー 一一 ーー ー ー一ー ー 一一一ー 一 一一 ーーー 一 ー一ー

Phenobarbital 50 164.8±7.I・・ 112.0±11.4・・
一ーーー ー ー ー ー 一一 ーー 一一 一ーー一 一一 ー ーー ー ーーー－ー ーー

Malotilate 300 394.5±25.3・． 179.3 ± 7.8 NS 
ー ー一一 ーー一 一一 一ーー 一一一 ーー一 ー－ ー 一ー ー ー ー ー 一 ー ー ー

A 300 303.5± f7.3 NS 179.9 ± 9.3 NS 
一ーー ー一 ー ー ー ーーーー ーー ーー ーー一 ー ー ーー 一ーー ー ー ー ーー

B 300 263.9± 8.4 NS 183.2 ± 7.9 NS 
ーー ー ーーー ー ー ーーー ー ーー ーー ー ーー ー ー ーー ーー ーー ー ー ー ー

c 300 207.2±22.1・ 175.3± 6.8・
ーー ーー ーー ー ーーー ー ー ー ーーーーー ーー ー ー 一ーーーーーー ー ー

E 300 295.8± 17.9NS 160.8± 8.1・・

Each value represents the mean± S. E. of I 0 mice. 

NS ; not significant difference from normal group. 

GOT 
(U) 

455.8±51.6 
ー －ー ーー ーー ーー 一

589.5±28.2・
一一 ー ー ー ー ー 一 ー一

1039.7±91.9・．
ー－ーーー － - － ー ー

518.9±51.0 NS 
ーーーーー一一ー ー ー

458.4±22.3 NS 
ー一 ー ーーー ーー ー ー

433.2 ± 53.4 NS 
ーーー ーー ー ー ー ー ー

444.0土48.6NS 
ーーー ーーーー ー ー ー

0497.7±35.2 NS 

・p<0.05 and ・・ p<0.0 I ; significant difference from normal group. 

考察

GPT 
(U) 

106.8± 12.6 
ーーーー一ーー ー 一一
221.8± 19.0・・
ー ー ー ー ー ー ーー一ー

1265.8± 129.0・．
ー ーーー 一ーー 一 一－

163.0± 15.2・
ーーー ー一 ーーー ー 一

175.5±11.7・・
ーーーー一ーー ー ーー

191.8± 19.3・・
ー ーー ー一ーー ー一 ー

I 79.8± 11.2・・
ー ーーー 一ーー ー一 『

188.7±20.8・・

生萎については、これまでその成分であるGingerol或はShogaolを用いて種々の薬理効果が検討され

ている。また、古典において「生委汁は薬毒を解し、務血を散し、胃気を調え、冷疲を消し、胃を開く、

菌や諸物の毒を解すJとの記述があることから12）、生萎には薬物代謝に対して何らかの作用を有すること

が示唆される。しかしながら、生萎そのものの薬理効果については殆ど検討されていない。そこで今回、

生萎の薬理効果につき、二日酔いの薬として古くから用いられている黄連解毒湯の構成成分である黄連・

黄相 ・黄苓並びにアルコーlレの吸収阻害作用を有する牛胆汁を比較対照として検討することとし、薬物

代謝に対する作用をエタノーJレ代謝に及ぼす影響から検討した。エタノーJレを多量に投与した場合、 血

中エタノーJレ濃度は急激に増加しその後暫時減少していくが、投与後6時間においても高濃度に体内に残

留しているのが認められた。これは、投与されたエタノーJレ量が多いため、肝臓中でのエタノ－ ）レ代謝

に必要な補酵素（NAO＋及びNADP＋）の供給不足が生じて酵素が作用できなくなる為と考えられている

13) 0 このような現象に対し、生萎或いは黄連 ・黄相・黄苓混合物を前投与したマウスではエタノール投

与後l及び3時間の血中エタノーJレ濃度に変化は観られなかったが6時間後のエタノーJレ濃度は有意に低

‘手

下しているのが認められた。そこでその作用機序を推測する目的で、エタノーノレ投与後のADH並びに F

ALDH活性に対する影響を調べた。その結果、エタノール投与後 1時間のADH及びALDH活性は投与前吃／

と比較して有意に低下していたが、生萎及び黄連・黄柏・黄苓混合物或いはそれら混合物の投与により

抑制されるのが認められた。一方、牛胆汁にそのような作用は認められなかった。SasakP3＞らはアロエ

等種々の生薬の血中エタノール濃度低下作用につき検討し、その作用機序は生薬がNAD或いはNADPの

供給を促進することにより、 ADH及びALDH活性低下を抑制するからであると推定している。このこと

から、生委或いは黄連 ・黄柏 ・黄苓のエタノール濃度低下作用は、アロエ等の作用機序に類似した作用

による可能性がある。尚、牛胆汁にADH或いはALDH活性に対する影響がないことから、牛胆汁のエタ

ノーJレ濃度低下作用の作用機序はそれら生薬と異なり、むしろ牛胆汁のエタノ－ ）レ吸収阻害からくるも

のと思われる 14）。

次に、エタノール投与による血糖値の変化に対する影響を調べた。飲酒した場合、血糖値が低下する

ことが知られているが、マウスにエタノールを投与した場合、 血糖値はエタノール投与後1時間で一過性

に増加し、その後を減少していくのが認められる。これに対し 生蓑或いは黄連 ・黄相・ 黄考混合物は

何ら影響しなかった。 一方、牛胆汁はエタノール投与後 1時間の血糖値の増加を抑制したが、その後の

低下に対しては影響しなかった。これに対して生妻、黄連・黄柏・黄苓及び牛胆汁混合物はエタノ－）レ

投与後の血糖値増加及びその後の低下を有意に抑制した。混合物のエタノール投与後 1時間における血
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糖値増加抑制は牛胆汁のエタノール吸収阻害からくるものと推定されるが、その後の血糖値低下抑制は

混合物の配合効果によるものと推定される。

エタノーJレ投与により胃粘膜は障害を受けるが、これに対する生萎の影響を潰痕実験モデルの一つで

ある塩酸・エタノーJレ潰揚を用いて検討した。塩酸・エタノール潰痕は酸が十分にあることから、アル

コールによる胃粘膜障害であ り、このモデJレに対して作用する薬物は胃粘膜保護作用を有することが知

られている。この潰携に対して生委は強L、抑制作用を示し、黄連・黄柏 ・黄苓及び牛胆汁も同様の作用

を示したが、H+,Iく＋－ATPase阻害作用で酸分泌抑制により抗潰揚作用を示すオメプラゾ－Jレの作用は比

較的弱かった。このことより、生菱、黄連・黄相 ・黄苓及び牛胆汁には胃粘膜保護作用があると考えら

れた。生蓑成分であるGingerol或はShogaolには酸分泌抑制に基づく潰揚抑制作用1.21が知られている

が、胃粘膜保護作用がそれらの成分によるかは今後の課題である。そこで胃粘膜障害保護作用の作用機

序につき、胃粘膜中の活性酸素の生成・消去系の酵素であるMPO活性及びSOD活性に対する作用を調べ

た。MPO活性の冗進により胃粘膜障害は増悪化し、それに伴ってSOD活性が低下することが知られてい

るl九生委はこれら酵素に対して黄連・黄柏・黄苓と同様な明らかな作用を示し、その作用はオメプラ

ゾールと異なっていた。黄連解毒湯はこれら酵素に対する作用により胃粘膜保護作用を示すことが知ら

.G れていることから 16）、生萎の胃粘膜保護作用は黄連解毒湯の作用に類似するものかもしれない。

。

四塩化炭素を投与した場合、四塩化炭素が代謝されてフリーラジカyレが生成され、そのフリーラジカ ー

ルによって肝実質細胞が破壊されて肝障害が誘発される。また、酵素誘導作用のあるフェノパルピター

ルを投与すると、代謝酵素が活性化されることから四塩化炭素の代謝が促進する為、フリーラジカlレが

大量に生成されるので肝障害が増悪化する。この四塩化炭素による肝障害は、生萎の投与により明らか

に抑制された。Gingerol類或はShogaol類には初代培養ラット肝細胞を用いた研究で四塩化炭素及びガ

ラクトサミンによる肝細胞障害を抑制することが知られていることから 16）、今回得られた結果は、それ

らGingerol類或はShogaol類の作用を裏付けるものと思われる。尚、その作用機序が生菱のフリーラジ

カlレに対する作用によるのか或いは実質細胞の保護作用によるかは今後の検討課題である。

以上のことから、生菱は肝機能及び胃粘膜に対して明らかな作用を有することから、古典における「生

菱汁は薬毒を解し、続血を散し、胃気を調え、冷疲を消し、胃を開く、関や諸物の毒を解すJについての

科学的検証がなされたものと思われる。

尚、本研究に際して終始適切な御助言を難きました、故荻田蕎ー富山医科薬科大学名誉教授に深謝致

します。
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六神丸等の強心薬に使用されるセンソの指標成分であるブフォステロイド（プファリン、シノブファギ

ン、レジブフォゲニン）は、製剤の薬効の要として重要な成分である。そのため、ブフォステロイドの分析

を正確に行えるということは、センソ配合製剤の品質評価を行う上での欠かすことのできない要素である。

本分科会は、市販センソ配合製剤の分析法バリデーションの確立を最終目的として検討を行っているが、

その上でまず必要となるのは、ブファリン、シノブファギン、レジブフォゲニン標準晶の品質評価、特に

それらの溶液中での安定性を調査し、安定条件を確立することである。そこで今回は、ブファリン、シノ

ブファギン及びレジブフォゲニン標準品の溶液中での安定性について検討し、若干の知見を得たので報告

する。
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実験

1 .予試験

溶媒に溶解させた標準品がどのような経時変化を示すのかを予測するために、予試験として下記の条件

にて、ブファリン、 シノブファギン及びレジブフォゲニンの3成分それぞれについて虐待試験を実施した。

使用する溶媒として、冷蔵庫中保菅での短期間の経時変化の報告J）が有り、日本薬局方においてブフォス

テロイドの定量の標準・試料溶媒に使用されているメタノールと、データでは示されていなかったが溶媒

に使用すると安定との報告））が有るアセトニトリルを採用した。

溶 媒： Q)メタノール ②アセトニトリ Jレ

試料濃度： 0.2mg/mL 

標準品：和光純薬工業（樹製 生薬試験用ブファリン、シノブファギン、レジブフォゲニン標準品

保存温度：ー25℃、 5℃、 25℃

保存期間：（）～2週間

保存形態：無色アンプル管に充填・密封し、アルミホイルにて遮光した。

試験方法：保存期間終了後に、－25℃保存品を対照として、以下のHPLC条件にて、面積百分率を求めた。

《HPLC条件及び虐待試験計画》

検出器：紫外吸光光度計（測定波長 ：300nm) 

カラム温度： 40℃付近の一定温度

移動相：薄めたリン酸（ 1→ 1 000）／アセトニトリル混液（ 1 : 1 ) 

流 量：ブファリンの保持時聞が約8分になるように調整する。

カラム： A : LiChrosorb RP・18（ゆ4.6mm×25 cm) 

B : YMC-Pack ODS-A （ゆ4.6mm×15 cm) 

C : Develosil ODS・5（ゆ 6mm×20c m) 

2.長期安定性試験

予試験の結果を考慮に入れて、ブファリン、シノブファギン、レジプフォゲニン、それぞれの成分につ

いて長期安定性試験計画（Table1 Table 2 ,Table 3）を立て、試験を開始した。 ι 
溶 媒： Q)メタノール ②アセトニトリル

試料濃度： 0.2mg/mL 

標準品：和光純薬工業側製 生薬試験用ブファリン、シノブファギン、レジプフォゲニン標準品

保存温度 ：－80℃、－ 15℃、 5℃、 25℃

保存期間：（）～24週間

保存形態：無色アンプル管に充填 ・密封し、アルミホイ lレにて遮光した。

試験方法：保存期間終了後に、－80℃保存品を対照として、以下のHPLC条件にて、面積百分率を求め

た。HPLC条件は、第13改正日本薬局方成分含量測定用プファリン、シノブファギン、レジ

ブフォゲニンの試験方法を準用した。

《HPLC条件及び長期安定性試験計画 》

検 出 器：紫外吸光光度計（測定波長：シノブファギンは295nm、その他は300nm) 

カラム温度 ：40℃付近の一定温度

移動相：水／アセトニトリ Jレ混液（ 1 : 1 ) 
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流 量： ブファリン、シノブフアギン、 レジブフォゲニンの各成分の分析につき、それぞれ保持時

聞が約6分、7分、 9分になるように調整する。

カラム： A: TS！く－gelODS-l 20A （~槻東ソー製、 ¢4.6mm×15 cm) 

B : YMC-Pack ODS-AL （~槻YMC製、ゆ4.6mm×15c m) 

C : Develosil ODS-A （野村化学（欄製、。4.6mm×15 cm) 

D : Wakosil 5C l SN （和光純薬工業（栂製、ゆ4.6mm×15 cm) 

Table lプファリンの長期安定性試験計画

保存期間（週） 。 1day 3day 2 4 8 12 24 

-BO・c 0・
ー15。c
5。c 0・ 0・ 0・ 0・
25。c

O：アセトニトリル溶液 ・：メタノール溶波

Table 2レジブフォゲニンの長期安定性試験計画

保存期間（遇） 。 1day 3day 2 4 8 12 24 

-so0c 0・
-15。c ． ． ． ． 
5。c ． 0・ 0・ 0・ 0・
25。c

O：アセトニトリル溶液 ・：メタノール溶液

Table 3シノブファギンの長期安定性試験計画

保存期間（遇） 。 1day 3day 2 4 8 12 24 

-80°C 0・
ー15。c ． ． ． ． ． 
5・c ． 0・ 0・ 0・ 0・
25。c ． ． 

0：アセトニトリル溶波 ・：メタノール湾液

。結果

1 . 予試験

予試験の結果をFig.l、Fig.2及ひ・Fig.3に示す。

Fig中のAは、 LiChrosorbRP-18、Bは、 YMC-PackODS-A、Cは、 DevelosilODS-5での定量結果

である。

《ブファ リン》

ブファリンは、 60℃という虐待条件下でも、メタノーlレ及びアセ トニトリルを溶媒に使用すると、 100 

%の面積百分率の維持を確認することができた。このことから、長期安定性試験に移行しでもかなりの安

定性が推測できるので Tablelのように長期安定性試験のサンプリング点を少なめに設定した。

《レジブフォゲニン 》

レジブフォゲニンは、アセトニトリ Jレを溶媒に使用するとブファリンと同様に100%の面積百分率を維

持した。また、メタノーJレを溶媒に使用すると 2週間後には、約90%に面積百分率の低下が確認できた。

このことから、 Table2のように長期安定性試験ではブファリンの試験計画と比較してメタノール溶媒の

-15℃のサンプリング点を追加し、 Eつ、 5℃ 2週目にもサンプリング点を設定した。

l
il
－
－
’

l
l」
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《シノブファギン 》

シノブファギンは、アセトニトリルを溶媒に使用すると、他の2成分と同様に100%の面積百分率を維

持した。しかし、メタノ－｝レを溶媒に使用すると 1週間後で約65%、2週間後で約50%に面積百分率の低

下が認められた。

他の2成分と比較して面積百分率の低下が著しいため、長期安定性試験ではTable3のようにサンプリ

ング点を多めに取り、特に、室温中での日常の連続分析においてどのくらいの影響が見られるのかを確認

するために、 25℃ 1日目・ 3日目のサンプリ ング点を設定した。

また、予試験でのHPLCチャートから、エンドキヤツピング処理を施されていなかったカラムの方がピー

クの分離が良好なことが確認できたため、長期安定性試験ではその系統のカラムを使用することにした。

120 120 

100 ー 100 

ヘ~80 ー＋－A ヘミ1S80
ーー－B 認60~ －－－ ~ I ｜｜ ＝、時60

；：：＿亡f::ミ -+-C 
h回 40 ト回40
~ 

l溶媒 ：メタノール「
~ 

国 20 国 20

保存期問題） 保存期間担）

Fig. lブファリンの予試験結果
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Fig.2 レジブフォゲ、ニンの予試験結果
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Fig.3 シノブファギンの予試験結果
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2. 長期安定性試験

長期安定性試験の結果をFig.4、Fig.5,Fig.6に示す。

Fig中のAは、 TSK-gelODS-120A、Bは、 YMC-PackOD.S-AL、Cは、 DevelosilODS・ADは、

Wakosil 5C 18Nでの定量結果である。

保存温度は、－ 15℃が冷凍庫での保存を、 5℃が冷蔵庫中での保存を、 25℃が室温中でのHPLC分析の

環境を想定して設定されている。
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Fig. 4ブファリンの長期安定性試験結果

《ブファリン》

メタノール、アセトニトリル溶媒ともに5℃保存で24週間、 100%の面積百分率の維持が確認できた。
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Fig. 5レジプ、フォゲ、ニンの長期安定性試験結果

《レジブフォゲニン 》

溶媒をメタノ － ）レとした場合、ー15℃、 5℃保存

ともに24週間、 99%以上の面積百分率の維持が確認

できた。また、アセトニトリ lレを溶媒に使用すると

ブファリンと同様に100%の面積百分率の維持が確

認できた。
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《シノブファギン 》

溶媒をメタノールとした場合、25℃保存では3日後に面積百分率が99%以下に低下した。5℃保存で

は、2週間後に面積百分率カi99%以下になった。その経時変化の様子を示したHPLCチャートがFig.7で

ある。時聞が経過するにつれ、分解物のピークが増加していくのが確認できる。しかしー15℃保存では、

ほとんど面積百分率に変化が認められず、 24週間後でも99%以上を維持した。 占

このことから、 シノブファギンのメタノーJレ溶液中での安定性は温度に依存していることが確認できた電

ため、日常での長時間にわたるHPLC分析ではサンプルクーラ一等でサンプルをできるだけ低温に保つこ

とが必要になると考えられる。
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また、溶媒をアセトニトリルとした場合、ブファリン・レジブフォゲニンと同様に、5℃での保存で24

週間安定であることが確認できた。

まとめ

《ブファリン・レジブフォゲニンについて 》

ブファリン・レジブフォゲニンは、溶媒にメタノール・アセトニトリルのいずれを用いても5℃すな

わち冷蔵庫を想定した保存環境であれば、ほとんど含量の変化は認められず24週間は安定である。

《シノブファギンについて》

シノブファギンは、溶媒をメタノ－ ）レとした場合、 －15℃すなわち冷凍庫を想定した保存環境であれ

ば、ほとんど含量の変化が認められず24週間は安定である。

溶媒をアセトニトリルとした場合、 5℃すなわち冷蔵庫を想定した保存環境であれば24週間は安定で

ある。

~· 室温中での日常のHPLC分析において、標準 試料溶液の溶媒にメタノールを使用する場合、 1日間

が連続分析の限度であると考えられる。しかし、サンプルクーラ一等によりサンプルをできるだけ一定

の低温に保つことで標準・試料溶液の劣化が抑えることができるため、より長時間の連続分析が可能と

なる。

参考文献

1 ）富山県薬事研究会分析部会：生薬試験用標準品の規格設定に関する検討（第三報） ーブフォステロイド

についてー，家庭薬研究，10,34-40(1991)
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一般に固形製剤の製造においては、単に粉末の混合のみを行う散剤や直接打錠により製する錠剤などを

除けば、打錠用頼粒、カプセJレ充填用頼粒の製造など、伺らかの形で造粒操作が行われる。造粒方法は粒

剤の用途に応じて選択されるが、流動層造粒は現在、撹持造粒や転動流動造粒と並び、汎用されている造

粒法である。流動層造粒にて粉体を付着凝集させ造粒物にするには、結合剤の選定が重要であり、またそ

の使用条件は、造粒性に大きく影響する。

そこで、処方は乳糖とコーンスターチを7:3の比で混合した標準処方とし、 6品種の結合剤を使用し、

流動層造粒の造粒過程における結合剤の使用法が、造粒物の物性に与える影響について調査したので報告

する。

実 験

1 . 実験材料

1)賦形剤

L・乳糖（Pharmatose200、OMV)

コーンスターチ（日澱化学）

標準処方IIをもとに、乳糖：コーンスターチ（7:3）をポリ袋内でよく混合したものを使用した。

結合剤を含めた総仕込量を600gとした。

2）結合剤

ヒドロキシプロピルセルロース（HPC-L、

HPC-SL、HPC-SSL、日本曹達）

ポリピニyレピロリドン

(PLASDONE K・29/32、ISP

TECHNOLOGIES.INC.) 

ヒドロキシプロピJレメチlレセルロース2910

(TC-5E、信越化学工業）

メチルセルロース

（メ トローズ SM-4、信越化学工業）

アルファー化デンプン

（アミ コールC、日澱化学）

ゼラチン（G・1642P、新田ゼラチン）
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Fig. 1各種結合剤の水溶液粘度
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Fig. 1に、使用した結合剤水溶液の粘度を示した。HPCのみ粘度の異なる3タイプについて検討を行っ

た。

3）主薬

アセトアミノフェン微粉（山本化学工業）

4）滑沢剤

ステアリン酸マグネシウム（太平化学産業）

2. 造粒方法

涜動層進粒機（Flowcoater FLO・l、フロイント産

業）を用いて造粒した。結合液添加終了後、品温が40

℃に達するまで乾燥し、 12号ふるいにより整粒したも

のを試料とした。操作条件をTablelに示した。

3. 造粒物の物性評価方法

Table1流動層造粒機の操作条件

65-85 

25.5 

1.0 
7.0 

6/30 

粒度分布は、直径20cmの標準ふるいを組み合わせ、試料50gをふるい振とう機（VSS-50、筒井理化学機

器）にて5分間振とうし、各ふるい上の質量を測定して求めた。その累積分布より平均粒子径を算出した。 e
また、積算ふるい上分布質量%をR(Dp）として、 X軸とy軸にlogDpとlog!log(lOO/R(Dp))lをとり、ロジ

ン ・ラムラ一線図（R.R.S線図 ：Rosin-Rammler-Sperling）を作図した2)0 

水分は、外径約40mmの秤量瓶に約2gの試料を入れ、 105℃のオーブン中で2時間乾操し、デシケーター

内で放冷後の乾燥減量を測定した（n=3）。

見かけ比容積減少度は、見かけ比容積減少度測定器（KC-RHKタッピング、コニシ）を用い、試料約10

cmをタッピング高さ2cmで100回タッピングし、容積を測定し、算出した（n=3）。

頼粒強度は、ふるい分け法のふるい振とう時間を5分から20分に変化させたときの60号ふるい上率の減少

率と して評価した。

安息角は、安息角測定器（コニシFK型）を用い、試料を高さ約6cmから直径4cmの円盤上に積層し、測定

した（n=3）。

4. 打錠方法

造粒物に0.5%(w/w）のステアリン酸マグネシウムをよく混合し、単発打錠機（P-16、理研精機）により、

直径9mm、Rl2の杵を用いて、重量250mgの錠剤を打錠圧1271kglcniの打錠圧にて作製した。

5. 錠剤の物性評価方法

硬度計（三力製作所）を用いて錠剤硬度を測定した（n=10)。

結果

1 . 結合剤添加率一定のとき結合液濃度が造粒物に及ぼす影響

結合剤添加率は総仕込量に対して3%に固定し、添加する結合液濃度を3%、5%及び7%と変化させて造

粒を行った。

1 ）ヒドロキシプロピルセルロース（以下HPC)

HPC-L及びHPC-Sしでは、添加する結合液濃度を高くすることにより、造粒物の平均粒子径が大きく

なる傾向がみられた。しかし、 HPC-SSしでは、結合液濃度は、測定した範囲では造粒物の平均粒子径に

影響しなかった（Fig.2）。粘度の低いグレードを使用したほうが造粒物の粒度分布はシャープになった

(SSL>SL>L)。
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Fig. 2結合液濃度と造粒物の粒度分布（HPC)

2）ポリピニノレピロリドン（以下PVP)

結合液濃度7%のときの平均粒子径がわずかに大きくなってはいるが、HPCのような結合液濃度を高く

することによる平均粒子径の顕著な増加は認められなかった（Fig.3）。
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Fig. 3結合液濃度と造粒物の粒度分布（PVP)
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2. 結合液濃度一定のときの結合剤添加率が造粒物に及ぼす影響

結合液濃度を7%に固定し、総仕込量に対する結合剤の添加率を2%、3%及び4%と変化させて造粒を

行った。

1) HPC 

し、SL及びSSLのすべてのグレードで、添加率を増加させることにより、造粒物の平均粒子径は大きく

なった。また、粘度の高いグレードを使用したほうが造粒物の平均粒子径は大きくなった（L>SL>SSL)

(Fig. 4）。

2)PVP 
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Fig. 4結合剤添加率と造粒物の粒度分布（HPC)

HPCと同様、添加率の増加により、造粒物の平均粒子径は大きくなった（Fig.5）。
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Fig. 5結合剤添加率と造粒物の粒度分布（PVP)

3. その他の造粒物物性（HPC、I?VPl

HPC及びPVP使用時の、粒度分布以外の物性について、それぞれTable2、3に示した。
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lable2造粒物の物性測定結果（HPC)

HPC-L HPC-SL HPC-SSL 
｛%｝ 3 5 7 3 5 7 3 5 7 

旧率 （%） 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
(60奇 ONの減少~） 27.9 18.4 13.4 45.7 26.9 22.7 49.1 65.9 50.3 

水分 （%｝ 2.53 2.64 2.27 2.36 2.13 2.38 2.11 2.98 2.0 

見働け比容積滋少皮 0.26 0.21 0.27 0.19 0.22 0.23 0.22 0.25 024 

;g密度 (Loose) (g/cm') 0.32 0.29 027 0.28 015 016 0.25 0.31 0.28 
(Tap) 0.43 0.37 0.38 0.34 0.32 0.34 0.32 0.41 0.37 

安息角 ｛・） 44.0 44.5 44.0 47.5 47.7 44.0 45.0 43.5 45.0 

HPCヲレート HPC-L HPC-SL HPC-SSL 

結合滋濃度 〔%｝ 7 7 7 7 7 7 7 7 7 
(%) 2 3 4 2 3 4 2 3 4 

続勉強度 （60号 ONの減少率） 32.5 13.4 9.8 63.4 227 20.8 52.6 50.3 33.2 

水分 ｛%） 2.02 2.27 2.08 2.18 2.38 2.34 2.06 2.01 242 

見鉛It比容積3草少度 0.24 027 0.25 0.19 0.23 0.19 0.27 0.24 0.22 

総密度 (L。。se) （耳／cm') 0.28 0.27 0.24 0.30 0.26 0.26 0.30 0.28 0.25 
(Tap) 0.37 0.38 0.32 0.37 0.34 0.32 0.41 0.37 0.33 

安息角 （．） 45.0 44.0 44.0 47.9 44.0 49.2 43.0 45.0 47.9 ． lable3造粒物の物性測定結果（PVP)

結合液浪度（%） 5 7 10 7 7 

結合剤添加率（%） 3 3 3 3 5 

頼粒強度（60号 ONの減少率） 16.7 19.5 23.1 19.5 13.4 

水分（%） 3.39 3.03 3.10 3.03 3.15 

見働け比容積減少度 0.22 0.19 0.29 0.19 0.20 

常密度 (Loose) (g/cm3) 0.40 0.35 0.32 0.35 0.32 

(Tap) 0.51 0.43 0.45 0.43 0.40 

安息角 （。） 45.2 44.5 44.7 44.5 45.5 

造粒物の頼粒強度は、 HPC-L及

びHPC-SLでは、結合液濃度が
16.00 くHPC-L>

16.00 くHPC-SL>

高くなるにつれて増加した。 15.00 15.00 

PV Pの場合、結合液濃度が5
14.00 14.00 

13.00 11.67 13.00 

（・ご，%、 7%及び10%と高くなるほ
~ 12.00 j 12.00 L 11.09 

隠世話 11.00 世慰話 11.00 

ど、頼粒強度は小さくなるとい 10.00 10.00 

9.00 9.00 

う結果であった。 PVPは粘度が 8.00 8.00 

7.00 7.00 

低いため、液濃度ではそれほど 6.00 6.00 

粘度に差がみられず、結合力
3覧 5覧 7也 3覧 5也 7覧

（強度）も同様に差が小さく、パ 16.00 18.00 
くPVP>

15.00 
くHPC-SSL> 17.00 

ラツキの範囲内の減少と思われ 16.00 
13.88 14.7 

14.00 

る。結合剤添加率を増加した場 13.00 11.55 
15.00 

] 12.00 ~ 14.00 

合は、 HPC、PVPともに頼粒強 世~話11.00 通~ ロ.00
10.00 12.00 

度が増加した。頼粒強度以外の 9.00 11.00 

物性値は、結合剤品種、結合液
8.00 10.00 

7.00 9.00 

濃度及び結合剤添加率などによ
6.00 8.00 

3覧 5首 7弧 5揖 7覧 10首

る差は特に認められなかった。
Fig. 6結合液濃度と錠剤硬度（HPC、PVP)
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4. 結合液濃度及び結合剤添加率
16.00 16.00 

が成型性へ及ぼす影響 15.00 
くHPC-L>

15.00 くHPC-SL> 14.24 

14.00 14.00 

結合液濃度及び結合剤の添加率を 13.00 13.00 

変化させて造粒した造粒物を打錠
6 12.00 ~ 12.00 
際制 11.00 悩~ 11.00 

し、錠剤硬度を測定した（Fig.6、
10.00 10.00 

9.00 9.00 

7）。
8.00 8.00 

7.00 7.00 

1) HPC 6.00 6.00 

2% 3% 4首 2見 3% 4首

結合液濃度を変化させても錠剤

硬度に顕著な差は認められなかっ 16.00 くHPC-SSL> 18.00 「 くPVP>15.68 

たが、結合剤添加率の増加により
15.00 17.00 

14.00 16.00 

錠剤硬度は大きくなった。
13.00 15.00 

~ 12.00 ~ 14.00 

2) PVP 制I!!11.00 
~ 13.00 
色S

10.00 ~ 12.00 

結合液濃度及び結合剤添加率ど 9.00 11.00 

8.00 10.00 

ちらも、増加させることにより錠 7.00 9.00 

剤硬度は大きくなった。また、今
6.00 8.00 

2百 3首 4% 3%添加 51}も添加

回の設定濃度及び添加率条件で

は、結合剤にHPCよりPVPを使用したほう
Fig. 7結合剤添加率と錠剤硬度（HPC、PVP)

が大きな錠剤硬度が得られる傾向がみられた。

5. その他各種結合剤による造粒性

TC-5E、メトローズ SM・4、アミコールC及びゼラチンについて、 HPC及びPVPと比較のため、それぞ

れHPCと同程度の粘度となるように液濃度を設定し、造粒を試みた。粧度分布は、ほとんど83号ONにピー

クがあり、 HPCやPVPとほぼ同様の分布を示した（Fig.8）。その他の物性についても、同様であった。
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Fig. 8その他結合剤使用時の造粒物の粒度分布
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(t 20℃下での結合液粘度と結合剤3%添加時の平均 ト・－AAP（＋）ー←AAP（ー）｜

一 粒子径の関係をグラフに示した（Fig.9）。今回の測

定範囲では、結合液粘度と平均粒子径の関係は直

線性があった。つまり、今回使用した結合剤で

は、結合剤の種類やグレードに関わらず、使用す

Fig. 10アセトアミノフェン20%を含有する系の

造粒物の粒度分布（HPC-L)

る結合液の粘度により造粒性が左右され、すなわち、粘度が同程度の結合剤を使用して造粒を行えば、同

程度の粒度をもった造粒物が得られうることが示された。

7. アセ トアミノフェンを含有する系の検討

実製剤として、参考にアセ トア ミノフェン20%含有する場合について行ったところ、結合剤にHPC-L及

びPVPを使用したときの造粒性を検討した。粒度分布をはじめ、測定した物性値は、主薬を含まないとき

と比較するとHPC・Lではほぼ同様の結果を示した（Fig.10）。
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まとめ

HPC及びPVPを使用した検討により、添加する結合液濃度を増加すると、造粒物の平均粒子径が大きく

なったが、低粘度域では大差がなかった。これは、液濃度の粒子径に及ぼす影響は、液濃度の噌加で粘度

が高くなることにより、ミス ト径が増大し、ミスト l個あたりの瞬間的な結合力が増大しているためと考え

られる。結合剤添加率を増加すると、造粒物の平均粒子径は大きくなり、また、頼粒強度も増加した。

錠剤硬度に及ぼす影響では、 HPCとPVPには差がみられ、結合剤添加率を増加させた場合はどちらも錠

剤硬度が増加したが、結合液濃度を増加させた場合は、HPCの場合錠剤硬度に顕著な差は認められなかっ

たが、 PVPでは増加した。

結合液粘度と造粒物の平均粒子径の関係をみると、今回4種の結合剤を3%添加した場合、結合剤の種類、

やグレード （HPC）によらず、結合液粘度により大きく影響を受け、粘度との直線性がみられた。

薬物として、アセトアミノフェンを20%含有させて進粒を行った結果、造粒物は含有しない場合と同様

の粒度分布を示した。含有する薬物や結合剤の組合せにもよるが、今回の条件では乳糖・コーンスターチ ．

系の結果が薬物含有系に応用できるといえるだろう。

今回の研究を通し、標準処方を用いて、造粒時に使用する結合剤の液濃度、添加率が造粒物物性ならび

に打錠した際の錠剤硬度に及ぼす影響について、各種結合剤の基礎的なデータを得ることができた。

最後にこれらの結果が、流動層造粒法により造粒を行う際の結合剤選択の参考になればと考える。
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