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一般に虫刺症（いわゆる虫刺され）の皮膚反応は、昆虫由来成分に対する即時型アレルギ一反応

および遅延型アレルギ一反応、虫毒成分による急性皮膚炎生じることが知られている。そのため、

家庭用の虫刺症の治療薬は、即時型アレルギ一反応を抑制する抗ヒスタミン剤や、急性炎症や遅延

型アレルギーを抑制するステロイド抗炎症剤が配合されている。しかしながら、通常家庭薬に配合

されるステロイド剤は、効力によって 5段階に分類される医療用ステロイド剤として低ランクに属

するものであり、カやダニによる一般的な虫刺症には治療効果を示すが、近年増加傾向にある、犬

や猫などのペットに寄生するノミ、植木につく毛虫（チャドクガ）やムカデなど、炎症症状が強い

虫刺症に対して治療が困難な場合があった。

そこで、当社では、チャドクガなど様々な毒虫による虫刺症に対する新たな家庭薬として、ムヒ

アルファ EX(MaEX）を開発した。本製剤は、 5段階に分類される医療用ステロイド剤では 3番目

のランクに属する吉草酸酢酸プレドニゾロンと抗ヒスタミン剤の塩酸ジフェンヒドラミンを配合し、

かゆみ、虫さされ、かぶれ、湿疹、じんま疹等の効能を有する一般用医薬品である。同一効能の弊

社従来品ムヒアルファ S(MaS）は、最も弱いランクに属するステロイド剤の酢酸デキサメタゾンと

塩酸ジフェンヒドラミンを配合する。したがって MaEXは、 Masより炎症症状が強い虫刺症に有効

性を示すことが期待でき、皮膚炎症モデルによる評価が一般的と考え検討を行った。

虫刺症で生じる皮膚の炎症反応をモデル化して薬効評価を行う場合、即時型アレルギ一反応には、

予 各種抗原と高明抗血清による抗原抗体反応や、ヒスタミンを皮内に直接投与することによって皮

膚反応を生じさせる実験系が用いられる。また、皮膚の急性炎症にはクロトン油等を塗布すること

によって生じる皮膚炎症が、遅延型アレルギ一反応にはハプテン抗原による接触皮膚炎が、それぞ

れモデル実験系として用いられることが多い。しかしながら、これらの実験系では、 MaEXとMas

による抑制効果はほぼ同等であった。 この結果は、従来より実施されている標準的な評価法では、

ステロイド剤の効果を捉えていないか、あるいはステロイド剤はランクに関係なく最大級の抑制効

果を発揮してしまうことによるものと推定された。したがってステロイド剤の差による効力差を実

証するには、これらの実験系とは異なる、実際に高ランクのステロイド剤が適用されるような炎症

症状が強い虫刺症に類似するモデル実験系が必要と推定された。

そこで本研究では、異なるランクのステロイド剤を配合する MaEXとMaSの効力差を実証するた

めに、 虫刺症の新たなモデル実験系として、虫毒成分に類似する起炎物質による皮膚炎症モデルの作

出を試みた。
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実験材料及び実験方法

起炎物質は、虫毒成分の類縁物質としてセロトニン（SHT）、キニン類縁物質（プラジキ二ン ：

BK）、プロテアーゼ類（』革由来プロテアーゼ： PRO）およびホスホリバーゼA2(PLA2）を用いたり。

これらの起炎物質により、ラットの皮膚血管透過性冗進モデルおよびマウスの耳介浮腫モデルを

作出した。

1.実験動物

皮膚血管透過性冗進モデルは雄性Wistar/ST系ラット、耳介浮腫モデルは雄性 ICR系マウスを三協

ラポサービス（株）より購入し実験に供した。実験期間を通じての飼育環境は、室度 22℃±1℃、湿

度 50%±10%、12時間毎の明暗周期（7時～19時）とし、飲料水及び、飼料（CE・2：日本クレア、東京）

は自由摂取とした。なお、本実験は動物の保護及び管理に関する法律（昭和48年 IO月 1日法律 第

105号）、並びに実験動物の飼育及び保管等に関する基準（昭和 55年 3月 27日 総理府告示 第 6

号）の趣旨にのっとり実施した。

2.試薬

セロ トニン ・クレアチニン塩酸塩（ICNBiomedicals Inc）、ブラジキニン（シグマ）、プロテアー

ゼ（シグマ）、ハチ毒由来 ホスホリパーゼA2(ALEXIS CO.）を使用した。

3.被検薬物

株式会社池田模範堂において生産された、ムヒアルファ EXおよびムヒアルファ Sの製品を使用

した。

4.実験方法

1）ラットの皮膚血管透過性冗進モデル

(1）血管透過性冗進の惹起

~ 

O.lmLの2%エパンスフJlt.一生理食塩水溶液（色素）を尾静脈内投与し、次いで、ラッ トの er 
背部に5HT、BK、PROあるいはPLA2を皮内投与（O.lmνsite）し、 血管透過性冗進反応を惹

起した。惹起 30分後にラットを断頭、放血後、皮腐を剥離した。剥離した皮膚は、 1規定水

酸化カリウム液に一晩浸演させ溶解させた。

(2）被検薬物適用

被検薬剤は、実験前日に電気バリカンにて除毛したラットの背部に 30mg経皮適用した。適

用時間は、 血管透過性元進の惹起の 1時間前に実施した。

(3）血管外漏出色素の定量

一晩皮膚を溶解した試料は、リン酸：アセトン混液（5: 13）を加え中和および色素抽出を

行った。抽出した色素は、透過率を分光光度計（U-1100、日立製作所）にて測定した 2）。試料

中の色素呈は、測定された透過率から検量線により算出した。

2）マウスの耳介浮腫モデル

(I）耳介浮腫の惹起

マウス耳介に、エーテル軽麻酔下で、BKあるいはPROをIOμL皮肉投与した。
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(2）被検薬物適用

被検薬剤は、マウス耳介に lOmg経皮適用した。適用時間は、耳介浮腫の惹起の 1時間前に

実施した。

(3）耳介浮腫の定量

惹起された耳介浮腫は、ダイヤルシックネスゲージ（PEACOCKG型尾崎製作所）により測

定した。浮腫は耳厚の増加値で評価した。

5.統計処理

実験の成績は、一元配置分散分析後、 Tukeyの多重比較検定により解析した。

結果

1.ラットの皮膚血管透過性元進モデル

ラットの皮膚血管透過性充進モデルは、5HT、BK、PLA2およびPROについて条件を検討した。

5HTは、O.Sμg(O.lmU、BKは、 lμg(O.lmL）、 PROは、 O.lunit(O.lmL）、PIA2は、 1unit (O.lmU 

の皮肉投与が適切な条件と判断した。
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図 1 ラットの血管透過性允進モデルでの薬効評価

5HT、BK、PRO、PLA2を用いたラット血管透過性冗進モデルにより、 MαEXとMαSの効力を

比較した。叫pく0.01* p<0.05 (Tukey’s test) 
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以上の条件で、 MaEX とMaSの効力を比較した結果、 BKを用いたモデルは、抑制効果に差は認

められなかったが、 5HT、PROおよびPl.A2を用いたモデルは、 MaEXがMaSに比べ高い抑制効果

を示した。したがって、 SHT、PLA2および PROによるラットの皮膚血管透過性冗進モデルは、高

ランクのステロイド剤が適用されるような虫刺症の新たなモデル実験系として有用と考えられた。

2.マウスの耳介浮腫モデル

マウスの耳介浮腫モデルは、 BKおよびPROについて条件を検討した。

BKは、 1～lOμg(lOμL) を皮肉投与したが、いずれの条件においても腫脹は持続しなかった。そ

のため、 BKによる腫脹は、 即時型の血管透過性先進によるものと推定され、本モデルには不適と判

断した。 PROは、 0.03unit(IQμL) を適切な条件と判断した。

p<0.05 
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図2 マウスの耳介浮腫モデルでの薬効評価

PROを用いたマウスの耳介浮腫モデルにより、 MαEXとMαsの効力を比較した。

料 p<0.01本 p<0.05(Tukey’s test) 
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以上の条件で：・MaEXとMaSの効力を比較した結果、 聞 を用いたモデルは、 MaEXが MaSに比 ＠ 
べ有意に高い抑制効果を示した。したがって、 PROを用いたマウスの耳介浮腫モデルは、高ランク

のステロイド剤が適用されるような虫刺症の新たなモデル実験系として有用と考えられた。

まとめ

本研究において、我々は、炎症症状が強い虫刺症に類似するモデル実験系として、 SHT、BK、PRO

および Pl.A2による、ラットの皮膚血管透過性元進モデルおよび、マウスの耳介浮腫モデルの作出

を試み、その条件を設定した。

そして、これらのモデルに対する、 MaEXとMasの効力を比較した結果、 MaEXは、 5HT、PRO

および PLA2によるラットの皮膚血管透過性冗進モデル、 PROによるマウスの耳介浮腫モデルにお

いて、 Masに対し高い抑制効果を示した。したがって、これらの実験モデルは、高ランクのステロ

イド剤が適用されるような虫刺症の新たなモデル実験系として有用と考えられた。
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緒白

医薬品の品質管理における理化学分析法としては、各種クロマトグラフィ一、原子吸光光度法、紫

外可視吸光度測定法、キャピラリー電気泳動法等があるが、その中でも、HPLC(High Performance Liquid 

Chromatooraphy）が広く使用される。現在では、粒子径5山nのオクタデシルシリル化シリカゲル（ODS)

を充填した内径4.6mm、長さ 15cmのカラムが主流で、通常、約 lmlJminの移動相流量で用いられる。

しかし、本条件では、日常の医薬品品質管理やバリデーションの実施により、アセトニトリル等の有

機溶媒を含む移動相を大量に使用し、事業所から排出する。 PRTR(Pollutant Release and Transfer 

Register）制度の実施などにより環境問題への意識が高まる今日においては、必ずしも環境に配慮した

ものとはいえない。また、溶媒・試薬の購入及び廃棄両面のコストも考慮に入れると、可能な限り移動

相の使用量を削減するのが望ましい。そこで今回、使用溶媒量の削減を目的として、上記に替わるカ

ラム条件を考案した。モデル試験法において、参加各社所有のHPLC装置を使用し、その有用性及び

問題点について種々検討したので報告する。

方法

1.試料

ウラシル（U）、アセ トアミノフェン (A）、カフェイン（C）、グアイフェネシン（IS）、エテンザミ

ド（E）のそれぞれ 15、75、17、125、90.Ug加Lのメタノール溶液。

． .Q 

2.分析条件

検出器 ：紫外吸光光度計（測定波長： 276nm)

カラム及び流量 ：

(1）粒子径SμmのODSカラム（内径 4.6mm、長さ 15cm）、流量 l.OmlJmin

(2）粒子径SμmのODSカラム（内径3.0mm、長さ 15cm）、流量0.42rnL/min

(3）粒子径3μmのりDSカラム（内径4.6mm、長さ 7.Scm）、流量l.OmlJmin

カラム温度 ：40℃付近の一定温度

移動相：水／メタノール混液（7:3) 

注入量： lOμL

注入回数： 6回

3.方法

参加各社の使用機器に、同一銘柄のカラム（1）、 ο）、（3）をそれぞれ接続し、分析条件の流量で各パラ

メータを測定した。同一銘柄のカラムとして InertsilODS・3（ジーエルサイエンス）、 CAPCELLPAKC1s 

MG （資生堂）及びYMC-PackPro C18 （ワイエムシィ）を使用した。また、別に（3）としてインタクト

社製CadenzaCD-C18及びUnisonUK・C18も使用したが、同一銘柄の 5.Umカラムがないため、製法が

類似しているとされる L-column（化学物質評価研究機構、4.6×150mm）を（1）として用いた。そして、

銘柄毎に3～4社のグループで共同実験することで、使用機器の相違が分離に及ぼす情報も収集した。

． 

結果

Fig.1にCAPCELLPAK C18 MGのカラムを用いて分析を行ったときのクロマ トグラムを示した。ま

た、 Fig.2～7に各カラムの分析条件（1）、 ρ）、（3）における主なパラメータ値について（1）を 100に換算

して表したものを示す。いずれのカラムにおいても同様の傾向を示した。また、テ’ッドボリ ュームの

異なる HPLCに接続したCadenzaCD・C18の理論段数について、 しcolumnの理論段数を 100に換算し

て表わしたものを示す（Fig.8）。さらに、今回の分析条件下で各種カラムを用いたときの圧力をTable

lに示す。
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Fig.2.保持時間（（1）を 100とした）
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Fig.3. 保持容量 （（1）を 100とした）
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Fig.4. ピーク面積（（1）を100とした）
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Fig.5.ピーク高さ（（1）を 100とした）

lnertsil ODS・3 CAPCELL P..AK C18 MG 
120 120 

100 100 

80 80 

60 60 

40 40 

20 
一＝晶tー－ー一m 20 

。 。
u A c IS E u A c IS E 

YMC -Pack Pro C 18 L-column-Cade『1za-Unison 

120 120 

100 100 

80 80 

60 60 

40 40 

20 20 

。 。
u A c IS E u A c IS E 

Fig.6.理論段数（（1）を 100とした）
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Table 1.各種カラムを用いたときの圧力（kgf!cm2)

4.6φ×150mm,5μm 3.0φ×150mm,5μm 
54.3 48.3 
90.7 75.3 
113.0 96.3 
67.9 

一
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Fig. 8.デッドボリュームと理論段数の関係

(L-columnの理論段数を 100とした）
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考察

1. 移動相溶媒にメタノールを用いると、アセトニトリルの場合よりも圧力は高くなるが、いずれもカ

ラムや装置の耐圧以下であり、それらへの負担は少ないものと思われる。（3）の場合、特にlnertsil

OD旬 、CadenzaCD-C18、UnisonUK-C18はlOOk前cm2未満で使用しやすいものと考える。

2. RT （保持時間）は、（2）は（1）とそれほど変わらないが、流量が0.42mU凶 nであるので、使用溶媒は

(1）の半分以下となった。（3）は（1）のほぼ50%近い値が得られ、使用溶媒及び分析時間とも（1）の約半分

となり、両方の削減効果が得られた。

3. k' （保持容量）は（勾、（3）とも（1）より若干低い値を示したことから、いずれも保持の低下の可能性が

示唆された。

4. ピーク面積は（3）は（1）と同じであったが、 ρ）は約2.4倍となり、これは内径の二乗に反比例して増大

したものと考えられた。ピーク高さでは（3）も（1）より若干増大する傾向で・あった。

5. N （理論段数）は（2）、（3）とも（1）より減少し、 RTの小さなものほど減少したが、オートサンプラーか

らカラムまでの配管の容積、 IlPちデッドボリュームが小さい機器ほど、その減少度は小さい傾向を

示した。 Rs（分離度）も同様の傾向を示した。 Nやおについては（2）、（3）による溶出の早い物質の

分析には課題を残した。

以上のモデル実験から、粒子径3問、 4.6×75mmのカラムでは，溶出の早い物質では従来のカラム

より理論段数は低下するものの、分析時間と使用溶媒の両方の削減効果を得られることが分かった。

今後は実際の医薬品分析に応用し、その効果を確かめる予定である。

－E
且訓。
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緒 広司

第 1報の結果より、粒子径3問 、4.6φ×75mmのオクタデシルシリル化シリカゲル（ODS）カラム

は粒子径5μm、4.6φ×15白runのODSカラムに比べ、約50%の分析時間及び移動相溶媒の削減効果が

得られることが分かつた。そこで、各カラムの分離特性を示すパラメーターを調べ、品質評価を行う

とともに、種々の製剤及び、医薬品原料への応用を検討したので報告する。

方法

1. ODSカラムの品質矧面

大津らの方法1）に準じてTable1の分析条件で仔った場合の各成分について、ウラシル（U）を基準

とした保持係数（ピ）及び理論段数（N）を計算し、分離特性を示す次の分離係数α作’k’）及び理論段

数比N(Ni/N2）のパラメーターを求めた。①疎水’性相互作用を示すασ厄）、＠液面極性を示すα小侶局、

③水素結合性を示すα（CF/PH)、④イオン交換性を示すα(EP/B）、 ⑤配位結合性を示すNσA汀7、⑤平面

認識能ασ'P/0乃及びασ'SICS）。なお、これらのパラメーターは3回求めたものの平均値で表した。

矧面したODSカラムは、①'1nertsilODS・3（ジーエルサイエンス）、＠〉ごAPCELLPAK C18 MG （資生

堂）、③Y恥 仰ackPro C18 （ワイエムシイ）、④CadenzaCD-18 （インタクト）、⑤UnisonUK-C18 （イ ⑨ 
ンタクト）、⑥！AtlantisdC18 （ウォーターズ）で、サイズは全て粒子径3μm、内径4.6mm長さ 75mmで、

それぞれ2ロット評価した。

Table 1. ODSカラムの品質評価法

操作条件 1 2 
検出器 紫外吸光光度計（測定波長： 254nm)

カ フム 粒子径3u.m、4.6φ×75mm ODSカフム
カラム温度 40℃付近の一定温度
移動相 メタノール／水混液（1: 1) メタノール／水混液 （4: 1) 

流 量 l.OmLJmin 
注入量 St.LL 
注入回数 3回

ウフシjレ尽乃 12.6μg/mL ウフシル (U) 12.Sμg/mL 

カフェイン（C町 31.5 cis－スチルベン（CS) 25.8 

フェノールσ町 147.5 trans－スチルベンσ'S) 56.3 

2・エチルピリジン(EP) 38.8 0・テルフェニル（0勺 27.0 
試料溶液 安息香酸メチルゆ侶） 245.8 トリフェニレンロ？） 5.0 

ベンゼン (B) 1250.2 のメタノール溶液
N,N－ジメチルアニリン (DA) 40.1 

トルエン何 725.3 

フェニルアセチルアセトン σ~） 122.6 
のメタノール溶液

2.モデル実験

lより得られた結果に基づき、 3種のカラム（YMC-PackPro C18、Cadenza∞・C18、UnisonUK・Cl8)

を選び、以下のモデル実験を行った。

1）脂溶性ビタミン類分析法の検討

Ta bl巴2に示す脂溶性ビタミ ン類を含有する試料溶液（移動相溶液）を作製し、次の分析条件で分析

を行った。
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検出器：紫外吸光光度計（測定波長： 254nm)

カラム温度： 40℃付近の一定温度

移動相：アセトニトリル／メタノール混液（4: 1) 

流量： l.OmIJrnin

注入量： 5μL

Table 2.脂溶性ビタミン類試料溶液（移動相溶液）

成 分
ビタミンK3(K3) 
酢酸レチノール CA a白 tate)

ビタミンD2 (D2) 

ビタミンD3 (D3) 

酢酸トコフエロール （Eacetate) 

ビタミン・K1(Kl) 

パルミチン酸レチノール (Apahnitate) 

2）水溶’性ビタミン類分析法の検討

濃 度 Cu！！皿L)

2.0 
40.0 
22.0 
24.0 
130.0 
40.0 
20.0 

モデル製剤（液剤）中の水溶性ビタミン類の定量を行った。モデル製剤は50mL中、硝酸チアミ ン

(Bl) 20mg、リン酸リボフラピンナトリウム（B2)12mg、塩酸ピリドキシン（B6)50mg、ニコチン

酸アミド（NA)60mg含有するように調製し、 D・ソルピトール、白糖、クエン酸、安息香酸ナトリウ

ムを添加した。本製剤について、次の分析条件で分析を行った。

検出器：紫外吸光光度計（測定波長： 270n.m)

カラム温度： 40℃付近の一定温度

移動相： 0.2%リン酸含有5mMヘキサンスルホン酸ナトリウム溶液／アセトニトリル混液（9: 1) 

流量： l.OmIJmin

注入量： 5件

3）抗生物質の純度試験に関する検討

日本薬局方第一部収載セフチゾキシムナトリウムの純度試験について検討した。 105℃5日間保存の

セフチゾキシム 20mgをpH7.0の0.lmol/Lリン酸塩緩衝液20mLに溶かし試料溶液とし、次の条件で

試験を行った。また、日局記載の粒子径lOμm、4.6φ×250mmのカラムも使用し、比較を行った．

検出器：紫外吸光光度計（測定波長： 254nm)

カラム温度： 35℃付近の一定温度

移動相：リン酸水素ニナトリウム十二水和物2.31gおよび、クエン酸ー水和物 l.42gを水 lOOOmLに溶

かし、薄めたリン酸（1→10）を加えて pH3.6に調整し、この液 200mLにアセトニトリル

lOmLを加えた。

流量：セフチゾキシムの保持時間が約 12分となるように調整した。

面積測定範囲：溶媒のピークの後から、セフチゾキシムの保持時間の約5倍の範囲。

注入量： SOμL

4）生薬配合製剤の分析法に関する検討

ベラドンナエキス配合のモデル製剤（マレイン酸クロルフェニラミン含有鼻炎薬）を作製し、アト

ロビンの定量を行った。モデル製剤は、薄めたリン酸（1→1000）で抽出し、内標準物質（塩酸ナファ

ゾリン）を加えた後次の操作条件で‘分析を行った。
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検出器：紫外吸光光度計（測定波長 ：210nm)

カラム温度： 40℃付近の一定温度

移動相：薄めたリン酸（1→1000)620mLおよび、アセトニトリル380mLの混液にラウリル硫酸ナト

リウム3gを加えたもの。

流量： l.OmIJmin

注入量： lOμL

結果

1. ODSカラムの品質評価

操作条件1及び2で分析を行ったときのクロマトグラムをそれぞれFig.1及びFig.2に示した。クロ

マトグラムから明らかなように、操作条件 1における InertsilODS・3では、 10～17分ぐらいでベース

ラインが盛り上がり、金属と錯体を作るフェニルアセチルアセ トンのピークが検出されず、 CAPCELL 

PAKC1sMGにおいても、 PAのピークがテーリングした。最近のカラムの金属含有量は低くコントロ

ールされているとされており、この原因については検討中である。

各ピークの理論段数はFig.3に示した。AtlantisdC18では胞 とBのピークが重なり、CAPCELLLPAK ⑥ 
C1sMGの1ロットはPAのピークを検出することができなかったので、 これらの理論段数はグラフに

は示さなかった。溶出の早いピークの理論段数には第1報の結果と同様に課題を残したが、ピークが

保持されるにしたがって理論段数は高くなった。但し、InertsilODS・3は溶出の早いピークは理論段数

が他のカラムよりも高いが、保持時間の遅いピークになるにしたがって他のものほと、理論段数が高く

ならない結果であった。

各パラメーター値をTable3に示した。疎水性相互作用を示すαぐT/B）は、一般にカーボン量が多い充

填剤ほど高くなる傾向を示す。高極性物質の分離に利用する AtlantisdC18やUnisonUK-C18の分析カ

ラムはασ/13）が低かった。

水素結合’性は残存シラノール基なと‘の水酸基に依存するが、エンドキャッフが良好な充填剤ほと‘小

さい値を示す傾向がある。高極性物質の分離に使用される AtlantisdC1s及び、UnisonUK・C18は高値を

示し、エンドキャップが従来法とは違うとされる CadenzaCD・C18は最小値を示した。

イオン交換性を示すα(EP厄）の大きい充填剤ほど、塩基性物質を強く吸着したり、保持が遅れたり、

テーリングを起こしたりする。 InertsilODS-3及びYMC-PackPro CI8は、評価したカラムの中では最

小値を示した。なお、 CadenzaCD・C18ではα(EP/B）の数値としては、高極性物質分離用カラムと同程

度であるものの、 EPがややテーリ ングを起こした。

平面認識能を示すασ'P/OP）が大きいほと、平面認識能が高く、非平面化合物 OTより平面的なτ？の

ほうが保持されやすいことを示している。一般にポリメリック ODSが高い値を示すことが知られて

いるが、今回評価した中では CadenzaCD-Cl8が最も高く、立体的なかさ高さの異なる化合物の認識

に優れていると思われる。

移動相溶媒にメタノールを用いると圧力が高くなるが、このような移動相条件でも InertsilODS・3、

Cadenza CD-C18及びUnisonUK・C18は100kgf/cm2未満で使用しやすいものと思われた。

以上の結果より、特徴的な性質を示す③YMC-PackPro CI8、④Cad巴昭aCD・CI8、⑤UnisonUK-C18 

の3種のカラムを用いることとした。
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Fig. 1.クロマトグラム（操作条件 I)
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Table 3.分離特性を示すパラメーター及び圧力
カラム ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ 

疎水’性相互作用 ασ氾） 2.10 2.11 2.16 2.14 2.07 2.06 

it 
表面極性 α（1¥侶汀7 0.46 0.48 0.46 0.44 0.50 0.53 
水素結合性 α（CF/PH) 0.35 0.32 0.32 0.29 0.36 0.38 
イオン結合性 α(EP/B) 0.35 0.37 0.35 0.43 0.42 0.45 
配位結合性 NσA月〉 (0.90) 1.06 0.94 0.97 1.03 
平面認識能 ασ'P/01) 1.30 1.30 1.31 1.69 1.42 1.19 

ασ'SICS) 1.07 1.07 1.08 1.18 1.10 1.05 

圧力（kgf/cm2) 条件 1 95 118 120 91 98 117 
条件2 72 89 88 66 72 81 

( ) : 1ロットのみの結果、 一：測定不能

2.モデル実験結果

1）脂溶性ビタミン類の分析
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疎水性相互作用が最も小さい⑤UnisonUK・C18ではApalmitateの溶出が最も早く、 D2とD3の分離

度が悪かった。疎水性相互作用の最も大きい③刊lfC-PackPro Cl8では、 Ap山nitateの溶出は遅く、

D2とD3の分離度は0.90で、あった。一方、平面認識能が最も高い④Cade昭 aCD・C18については、構

造が類似する D2とD3の分離度は 1.18と3種のカラムの中では最も良好であり、またApalmitateの

溶出は③より速かった。従って、本カラムにより種々の脂溶性ビタミン類を同時分析が可能で、また

従来よりも短時間に分析することができ、溶媒使用量の削減につながると考える。

2）モテ’ル製剤における水溶性ビタミン類の分析

モデル製剤中の水溶性ビタミン類の定量結果はTable4に示すように、YMC-PackPro C18、Unison

UK-C18で、分析を行ったとき、各社とも良好な結果を得た。 CadenzaCD-C18については、 B2、B6の

分離度が1.64であった。 UnisonUK・C18についてはTable5に示すように、他のカラムに比べ理論段

数、分離度がよかった。水溶性ビタミン類のように極性物質については、 UnisonUK・C18のような疎

水相互作用が小さく、表面極性が大きい充填剤を用いるのがよいと考える。また、粒子径 Sμm、4.6

φ×150IDJ nと比較したとき、理論段数は劣るものの、溶出が早く約50%の保持時間であった。

Table4.モデル製剤の定量結果

NA B6 B2 Bl 
含量 CV 含量 CV 含量 CV 含量 。J

③ 
A社 100.03 0.43 100.88 0.50 101.55 0.71 98.49 0.41 
B社 100.87 0.11 100.91 0.13 102.64 0.09 100.70 0.07 

Y恥IC-Pack
C社 99.27 3.27 99.23 3.17 98.33 3.76 98.93 3.54 Pro C18 
D社 99.55 0.10 99.44 0.17 99.76 0.20 100.51 0.07 

④ 
A社 100.38 0.48 100.29 0.11 101.30 0.62 101.48 0.24 
B社 99.25 0.37 97.30 0.36 

Cadenza c社 93.42 9.11 一 93.58 8.48 
CD-C18 

D社 99.42 0.86 100.01 0.09 

⑤ 
A社 99.58 0.41 100.11 0.36 102.01 0.58 100.90 0.22 
B社 99.31 0.77 99.29 0.78 100.45 0.82 98.08 0.83 

Unison c社 100.71 1.78 101.17 1.65 100.49 0.63 100.16 1.22 
UK-C18 

D社 98.04 1.74 98.51 0.89 99.83 0.44 100.45 0.16 

⑥ 

含量：対仕込量（%）、 α：相対標準偏差（%）、一：定量不能 ⑥ 

Table 5.各ピークの理論段数及び分離度について

YMC-Pack Pro C18 
Unison UK-C18 

4.6φ ×150mm5μm 4.6φ ×75mm3μm 

NA 9387 1915 2452 

理論段数
B6 7837 2398 4574 

B2 11201 4055 4757 

Bl 14129 6259 7152 

NA:B6 8.43 4.52 6.23 
分離度 B6:B2 7.98 4.63 4.97 

B2:Bl 5.88 4.08 5.24 

n
U
 

F
同
M



⑩ 

． 

3）抗生物質の純度試験に関する検討

過酷な保存条件により副生成物及び分解物の生成を促進したセフチゾキシムナトリウムを用いた。

クロマトグラムを Fig.5に示し、各ピークの理論段数及び、分離度をそれぞ、れTable6及び7に示した。

検討した3種のカラムにおいて、副生成物及び分解物は溶出j眠、理論段数及び分離度においてほとん

ど差異は認められなかった。 UnisonUK・C18の特徴は、水 100%系溶離液に対応し、高極性化合物の保

持 ・分離特性に優れていると言われ、カラムの持続性等も考慮に入れると、 UnisonUK-C18が今回の

測定対象物に適しているように思われた。

YMCの粒子径3仰n、4.6φ ×75mmのカラムと対照とした日局記載の粒子径 10問 1、4.6φ×25臼run

のカラムを比較すると、測定対象としたA～E全てのピークで理論段数及び分離度は、粒子径3t.Lm、

4.6φ×75mmのカラムが優れていた。また、ピーク高さも増し、高感度であった。

これらの結果から、日局記載の粒子径 10凹n、4.6φ ×250mmから粒子径3仰n、4.6φ×75mmのカラ

ムに変更することにより、流量が2.8ml)minから 0.9ml)minとなるため、溶媒及び試薬（緩衝液など）

量は、約 1β の削減となることがわかった。

~v • 

D 4.6φ×75mm,3μm 
YMC-Pack Pro C18 
流量： 0.9mυmin

E 

ヨ酬0 ’O ...... ，、‘，、， , 

4.6φ×250mm, 10μm 
YMC-Pack ODS-AM 
流量 ：2.8mυmin。

E 

一一一。 旬。 ＼ 一一‘0 9ぼ3・ ．。........ 左。

Fig. 5. 105℃5日間保存したセフチゾキシムナトリウムのクロマトグラム

Table 6.理論段数

サイズ、粒子径 4.6×250mm lOμm 4.6×75mm3μm 

カラム名 YMC-Pack ODS-AM YMC-PackPro C18 Cadenza CD-C18 Unison UK-C18 

A 2278 5900 5512 6603 
B 1415 2370 1656 1517 

c 2825 6912 5982 6940 

セフチゾキシム 3134 2880 2074 2287 

D 3558 10074 9499 10033 

E 4054 9274 9474 9479 

Table 7.分離度

サイズ、粒子径 4.6×250mm lOμm 4.6×75mm3μm 

カフム名 YMC-Pack ODS-AM YMC-Pack Pro C18 Cadenza CD-C18 Unison UK-C18 

A 

B 7.5 9.5 8.0 7.7 

c 2.0 3.2 2.9 3.1 

セフチゾキシム 6.3 7.5 6.9 6.9 
D 8.2 10.3 9.1 9.2 

E 10.5 16.3 16.4 16.8 

p

、一w



4）生薬配合製剤の分析法に関する検討

クロマトグラムを Fig.6に示した。また、理論段数及び分離度をTable8に、定量値の結果をT宇ble9 

に示した。本分析の際、マレイン酸クロルフェニラミンが妨害ピークとして出現し、粒子径5凹n、4.6

φ×150mm (YMC-Pack ProCl8）の場合、約300分に検出された。これに対し、粒子径3仰n、4.6φ×

75mmのカラムでは、妨害ピークの溶出が速やかになり、分析時間が大幅に短縮された。特に、高極

性物質分離用カラム UnisonUK・Cl8では、アトロビンの理論段数は 9920、内標準物質との分離度は

13.35で3種のカラムの中ではいずれも高く、妨害ピークの溶出は約 120分と対照カラムの約40%に

短縮された。定量値については， Tab！巴8に示すように、粒子径5JJ.m, 4.6φ×15伽mの場合と同等で

あった。

f} 

Fig. 6.クロマトグラム

上： YMC-PackProCl8(4.6φ×150mm、5山n)

下： UnisonUK・Cl8(4.6φ×75mm、3μm)

左下：分析時間 140分まで

右下：分析時間20分まで

1：アトロビン、 2：内標準物質、 3：マレイン酸

クロjレフェニラミン

s ：標準溶液、T：試料溶液、 BL：プランク溶液
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Table 8.理論段数及び分離度

粒子径5μm 粒子径3師、 4.6φ×75mm

4.6φ ×150mm YMC-Pack.Pro C18 Cade昭 aCD-C18 Unison UK-C18 

理論段数 1 14929 9277 9531 9932 

2 13605 8566 8462 9493 
分離度 1: 2 15.13 12.76 13.09 13.35 

1：アトロビン、 2：内標準物質

Table 9.定量値

粒子径5凶B 粒子径3μm、4.6φ×75mm
4.6φ×150古田1 YMC-PackFヤoC18 Cadenza CD-Cl8 Unison UK-Cl8 

含量（%） 0.263、0.270、0.268 0.265、0.270、0.268 0.257‘0.272、0.267 0.264、0.271、0.267
平均含量（%） 0.267 0.268 0.265 0.267 
標準偏差 0.0036 0.0025 0.0076 0.0035 
R.S.D.（%〕 1.35 0.93 2.87 1.31 

R.S.D.：相対標準偏差
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まとめ

参加各社が通常肌£を行う装置を用いて粒子径3問、 4.6φ×75mmのODSカラムの品質言軒面を

行い、それぞれの分離特性を把握した上で、 4つのモデル実験を行った。その結果、移動相にイオン

対試薬が配合されても、もとのカラムの特性が分離に影響を与えることが明らかとなった。また、粒

子径 Sμm、4.6φ×150mmと比較すると、理論段数は劣るものの短時間で分析が可能であった。定量

したモデル製剤に．ついては、定量値も問題ないものと思われる。

実際の品質管理に応用するには、耐久性、理論段数の改善策の検討、分析バリデーション等の実施

が必要であるが、移動相溶媒使用量の削減と分析時間の短縮には十分期待できると考えられた。

引用文献

1）大津他、 クロマトグラフィ一、 日（4）、 48-49(1990) 
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各種抗酸化物質のがん転移抑制効果の比較検討と

作用メカニズムの解析

Differential Effects of Antioxidants on Tumor Metastasis and 
Analysis on a Mechanism of Action 

小笠原勝 松永孝之 鈴木英世

Masaru OGASAWAR TakaY1止iMATSUNAGA Hideyo SUZU阻

富山県薬事研究所

’Ibya血 aPrefectural Institute for Pharmaceutical Rβsearch 

緒 言

近年の外科手術，放射線療法の進歩によって，がん原発巣の除去技術の発展は目覚しいものが

ある。しかし、日本では現在、 3人に l人が癌で亡くなっている。この主な原因の一つは、がん

の転移を阻止できないことであり、がん転移抑制剤の開発は、がん患者の延命に関わる最重要課

題のーっとして位置付けられている。

がんの転移は、原発巣から離脱したがん細胞が血管内に侵入し、免疫細胞の監視から逃れて、

血流に乗って他の臓器へと運ばれ、毛細血管に着床した後、 血管内から組織内へと浸潤して、新

生血管を伴いながら増殖することにより成立する九したがってよこれらのうちいずれかの過程

が阻害されるならば、がんの転移はF血とされA尋ると期待される。

従来、がんの転移および転移したがんの治療には殺細胞作用を作用メカニズ．ムとする抗がん剤

が主に使用されてきた。しかし、 それは同時に骨髄毒性をはじめとする種々の副作用を引き起こ

すとともに有効性の点でも満足できる薬剤で・はなかった、他方、比較的副作用が少なくがん転移

抑制効果が期待される薬剤として、がん細胞の血管壁への接着に対する阻害剤刀、がん細胞の浸

潤に関わる酵素の阻害剤 3）、 免疫賦活剤4）、などが報告されているが、十分な薬効が確立されて

いるものはなく、より有効性が高く長期投与においても安全な薬剤の開発が切望されているのが

現状である。

抗酸化物質は植物等に含まれる機能性成分の一つであり、近年、活性酸素種が関与する様々な

病態の発症 ・進展予防に有効である可能性が示唆されている。とりわけ、がん研究においては、

これまで発がん予防に有効であるとする報告が多数なされてきた九さらに最近では、勢物を庵

いた基礎実験において数種の抗酸化物質にがん転移抑制作用が示されか川、 また、臨床的にも巴

タミンCと抗癌剤の併用に有用性が報告されるなど 19）、がん転移の予防・治療における部酸化物

質の有用性が示唆されている。しかし、どの抗酸化物質に最も高い有用性が期待でき：る~·か、ま
た、作用メカニズムについても十分には明らかにされていない。 l : 嶋

本研究では、マウス結腸がん細胞の実験的肺転移モデルを用いて、既に機能性成分と.1-la~利用（
されている抗酸化物質を中心に 18種の天然由来抗酸化物質について三・がん転移抑制効果を比熱

検討した。 ' t~ ~ι れよ F
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u
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実験方法

1.実験試薬

抗酸化物質は和光純薬工業またはシグ、マ ・アノレドリッチより購入し、ジメチルスノレホキシド

(DMSO）に溶解して実験に用いた。

2.細胞及び細胞培養

マウス結腸がん細胞牒： colon26-L5は済木育夫教授（富山大学、和漢医薬学総合研究所）よ

り供与された。細胞は 10弘の非働化ウシ胎児血清（FBS）、 100U/mlのペニシリン、 0.1 mg/mlの

ストレプトマイシン及び 55μMの 2－メルカプトエタノールを含む RPMI-1640培地中にて継代、

維持した。

tJ 

3.実験的癌転移抑制実験

リン酸緩衝生理食塩水（200μ 1）に懸濁したがん細胞（4×104個）をマウス（Balb/c、7週令、批ID
に尾静脈より接種し、 13 日後に肺を摘出して、肺表面に形成された転移結節の数を実体顕微鏡

下にて計測し、がん転移の指標とした。被検体はがん接種3日前から接種1日後まで、一日一回、

計 5回腹腔内に投与した。対照群にはDMSOを同様にして投与した。実験には一群当たり 5匹の

マウスを使用した。

4.統計処理

測定値の有意差検定は、ステューデントの t検定により行い、有意水準（P）が5出未満の場合に

有意であるとした。

1.各種抗酸化物質の癌転移抑制活性の比較検討

18種の抗酸化物質について、がん転移抑制活性を比較検討した （Fig.1）。投与量は、

ル／マウス／日とし、癌接種の前後5日間、腹腔内に連日投与した。その結果、 エピガロカテキン

ガレート（EGCG）及びゲニステインに統計的に有意な抑制活性を認めた。その他、クエノレセチンに

若干の抑制活性を認めたが有意な差ではなかった。一方、他のカテキン類（エピカテキンガレ

ートおよびプロシアニジン B2）には抑制効果は認められなかった。そこで、 E民Gについて、

用量を変えてさらに検討した（Fig.2）。その結果、EGCGは用量に依存した抑制作用を示し、 2μ

モノレの投与量において 98見の極めて強い抑制効果を示した。また、この用量における EGCGの抑

制効果は、至適用量でのレンチナン（0.03 mg／マウス／日）の抑制効果より も強かった。
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2. EGCGの抗転移効果における投与タイミングの影響

EGCGの作用点が宿主（マウス）側にあるか否かを明らかにするために、 EGCGの投与をが

ん細胞の接種前と接種後に分けて抗転移効果を比較検討した（Fig. 3）。2μモノレ／マウスの

用量で、 EGCGをがん接種前（3目前～l目前）に予防的に投与した場合には、約 80拡の転移

抑制効果が認められた。この効果は、 EGCGをがん接種の前後（3目前～1日後）で投与した

場合の抑制率（約制）とほぼ同等であった。一方、国αをが人店街駿（接種当日および翌

日）に投与した場合でも転移は抑制〈約50弘）されたが、前投与で、の効果に比較して弱かった。

200 

対照n 05 

エピガロカテキンガレ－1-(μモル／マウλ｝

レン干す〉

300 

250 

: 200 I r 
' 量 150 

・: t f t 
対照震

＊ P<O. 01 

50 

Ooy-3・Oayl Day・3・Oay-1 0・yO-O町 1

Fig2 エピガロカテキンガレートのがん転移仰制効果 Fig3 エピガロカテキンガレートの抗がん転移効果に
おける投与タイ ミングの影響

考察

これまでに、 抗酸化物質のがん転移抑制作用についてはいくつかの報告がなされていたが、そ

れらは実験ごとに条件が異なるために、どの抗酸化物質に最も高い抑制効果が期待できるのかと

いう、 化合物間で、の作用強度の比較は困難であった。本研究では、これらがん転移抑制作用が報

告されている抗酸化物質10種（アスコノレビン酸6）、アスタキサンチン 7）、 8ーカロテン 8）、クノレク

ミン 9,10）、エピガロカテキンガレー ト11.12, 13）、ゲニステイン 14）、クエノレセチン 15）、 α一トコフ

エローノレ16）、／レチン 17）、レスベラ トローノレ 18））、その他、 内因性抗酸化物質5種（Lーシステイン、

尿酸、ピリルピン、メラトニン、葉酸）など、既に機能性成分として利用されている抗酸化物質

を中心に 18種の抗酸化物質についてがん転移抑制効果を比較検討した。その結果、エヒ。ガロカ

テキンガレート（EGCG）が最も強力な抑制作用を示すことを明らかにした。 EGCGのがん転移抑制

作用については、既にマウス悪性黒色1重細胞の肺への転移に対して有効であることが報告されて

いる 11,12. 13）。本研究の結果は、 EGCGがマウス結腸がん細胞の肺への転移に対しても有効である

ことを示すともに、既に機能性成分として利用されている抗酸化物質の中では民CGに比較的高

いがん転移抑制効果が期待できることを示唆している。

EGCGの主要な作用メカニズ‘ムとしては、我々のこれまでの研究結果 20）から、 従来示されてい

るがん細胞浸潤 ・増殖の阻害 21.22）とは別のメカニズムであることが推察されていた。そこで本

研究では、 EGCGの作用点が宿主 （マウス）側にあるか否かを明らかにするために、 EGCGの投与

をがん細胞を接種する前後に分けて、抗がん転移効果を検討した。その結果、前投与による効果

が前後で投与した際の効果に大きく寄与していることを明らかにした。このことは、 EGCGの主

な作用点が宿主側にあることを示唆している。宿主において可能性のある作用点と しては、免疫

系の細胞や血管内皮細胞、血小板などが考えられる。今後はこれらに対する EGCGの影響を詳細

に検討していく予定である。

本研究では、既に利用されている抗酸化物質の中では、とりわけ EGCGにがん転移の予防 ・治

療における高い有効性が期待できることを明らかにした。作用メカエズムについては、がん細胞

に対する直接的な作用よりも、宿主への影響を介した間接的な作用が重要であると推察された。
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